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ÁTTEKINTÉS1. IRODALMI

1.1 Bevezetés

A hetvenes években ismertté vált, hogy a morfin és a vele rokon

kémiai struktúrák, amelyeket opiátoknak neveznek, receptor közvetített

módon fejtik ki hatásaikat. Erre az időre tehető ugyanis az opiát

receptorok létezését bizonyító, receptor közvetlen radioaktíva

jelölésén alapuló technikák megjelenése (1-4). A természetes opioid

peptidek, (enkefalinok, endorfinok és dinorfinok) felfedezésével pedig

opiát receptor endogén ligandjainak azonosítása történt meg,az

lényegében a biokémiai receptor mérési módszerek elterjedésével egy

időben (5-10).

Ma már elfogadott, hogy az opiátok és az opioid peptidek

sokféleségéből önmagában nem következik farmakolőgiai és biokémiai

hatásaik sokfélesége. E hatások összetett jellege mögött az opioid

receptor komplexitását is feltételeznünk kell. Ez a komplexitás a

receptor altípusok, mű-, delta- és kappa receptorok létezésében

nyilvánul meg (11-14).

Jelen munkánkban vizsgálni kívánjuk patkány agyi opiáta

receptorok, elsősorban az enkefalinokat preferáltan kötő delta

receptor altípus ligand kötési teszttel mérhető sajátságait.

1.2 Részletes irodalmi áttekintés

1.2.1 Az opioid receptorok heterogenitása

Az opioid receptorok heterogenitására vonatkozó első adatokat
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farmakológiai megfigyelések szolgáltatták. és munkatársaiMARTIN

krónikus spinális kutyákon végzett kísérleteikben természetes és

szintetikus opiát agonisták egymástól lényegesen különböző hatásai

alapján három receptor altípust különítettek el (11) . A morfinra,

illetve egyéb fenantrén vázas származékokra érzékeny receptor a mű

elnevezést kapta. A mű receptor közvetíti az antinociceptív,

analgetikus hatásokat, ingerülete kutyán hipotermiát, bradikardiát és

pupillaszűkületet okoz.

A szintetikus benzomorfán vegyületcsalád ciklazocin származékait

(ketociklazocin, bremazocin stb.) preferáló, ún. kappa receptor

altípus szedatív hatásokat médiái, pupillatágulatot okoz változatlan

pulzusfrekvencia mellett.

A harmadik opiát receptor fajta, a szigma receptor típusos

agonistája az N-allil-normetazocin, stimulálása a mániára emlékeztető

állapotot eredményez, a vegetatív funkciók közül pupillatágulat,

tahipnoe és tahikardia jellemző. Mivel az N-allil-normetazocin

hasonló dopaminerg agonistahatásspektruma apomorfinéhoz,a

feltételezhető, hogy a szigma . hatások nem kizárólagosan opioid

jellegűek.

A mű, kappa és szigma receptor altípus egyaránt jellemezhető

műkötési ésteszttel, kappa receptorokreceptor a

megkülönböztethetőek izoláltszerv készítményeken is (12-22). Mindhárom

receptor altípus működését gátolja az opiát antagonista naloxon és a

naltrexon, bár különböző mértékben. Mű-, kappa- és szigma hatású

agonisták krónikus adagolása egyaránt drogfüggőség (tolerancia és

dependencia) kialakulásához vezet. Ez utóbbi közös jellegzetességek

miatt beszélhetünk egységesen opioid receptorokról, figyelembe véve

különbözőségüket is.
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A leucin- és a metionin-enkefalin felfedezése (6) után

izoláltszerv preparátumokon mutatott sajátságaik alapján KOSTERLITZ és

munkatársai posztulálták az enkefalin szelektivitást mutató delta

később központi idegrendszerben isreceptorokat, amelyeket a

kimutattak. Az nagyságrenddelenkefalinok ugyanis közel egy

hatékonyabb opiát agonisták egér vas deferens (MVD) tesztben, mint

tengerimalac ileum hosszanti simaizom (GPI) készítményen mérve (12).

Az enkefalin hatás ugyanakkor naloxonnal jobban antagonizálható GPI-n,

mint MVD-n. Mindkét biológiai teszt elektromos ingerlésselaz

kiváltott izomkontrakciók opiátokkal való gátolhatóságán alapul.

Patkány vas deferens (RVD) túlélő készítményen béta-endorfinra

specifikus receptort írtak le, amelyet epszilon receptornak neveztek

el (14).

Eltekintve a viszonylag kevéssé jellemzett szigma és epszilon

altípusoktól, három, centrálisán és a periférián is megtalálható,

vegetatív és viselkedési reflexek alapján tipizálható, izoláltszerv

készítményen és receptor kötési tesztben jellemzett opioid receptor

altípust különíthetünk el, a mű, delta és kappa receptorokat (I.

táblázat).

A receptor kötési technika elterjedésével, magas fajlagos

radioaktivitású ligandok használatával receptorok biokémiaia

jellemzésére nyílt lehetőség. Receptor forrásként többnyire patkány,

egér, tengerimalac, ritkábban sertés vagy marha agy homo.genátumot,

illetve különböző mértékig tisztított plazmamembrán preparátumot

használtak. Az elsőként alkalmazott jelzett opiát ligandok a 

3 3 3( H)dihidromorfin, a ( H)naloxon és a ( H)etorfin voltak (1,4,23,24),

de hamarosan elkészültek a radioaktív enkefalin származékok is
14(12,13,23,25). A C izotóppal jelzett vegyületek a kis fajlagos
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I. táblázat

Az opioid receptorok felosztása

Receptor altípus

mű delta kappa

Agonista prototípus Morfin Leu-enkefalin Etilketociklazocin
2 „ „ 5-D-Pen -enk.■ Szelektív agonista DAGO U-50,488HD-Pen

Morficeptin 
(Tyr-Pro-Phe-ProNH

DADLE U-69,593
2>

DTLET

Szufentanil Deltakefalin (DSLET)

Antagonista Naloxon Naloxon Naloxon

Szelektív antagonista Naloxon-azin ICI-154,129 MR-2266

ICI-174,864

Endogén ligand Béta-endorfin Leu-enkefalin Dinorfin-(1-13)

Közvetített hatások analgézia 
eufória 
katalepszia 
légzés gátlás 
Prolaktin release 
táplálkozás fokozása

stressz-analgézia 
letalitás 
hipotenziő 
GH release

analgézia
szedáciő
flexor reflex-gátlás 
ADH release 
pupillaszűkület

leukocita kemotaxis

Jellemző előfordulás NG-108-15 sejtvonal 
egér vas deferens

Nyúl kisagy 
Tengeri malac ileum 
Nyúl fülartéria

Nyúl nagyagy 
Nyúl vas deferens 
Kecskebéka agy 
Tengeri malac kisagy
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125aktivitás, a J izotóp a gyors bomlás miatt nem terjedhetett el

sugárforrásként. Trícium beépítésével viszont megfelelően stabil és

nagy moláris radioaktivitású (20-80 Ci/mmol) ligandok készültek.

A tríciált opioidokkal végzett kísérletek igazolták, hogy a

opiát szenzitívreceptorok neuronok plazmamembránjábanaz

lokalizálhatok. Szubcelluláris frakcionáláskor a kötött ligand a

szinaptoszóma-, vagy szinaptikus plazmamembrán frakcióban dúsul fel

(26-29) , de van kötőkapacitása a mikroszóma frakciónak is (29-32).

opiát ligandok megkötődése receptorokon szigorúanAz a

sztereospecifikus (1). A morfin és a morfinán vázas struktúrák jobbra

forgató enantiomerjei (+ morfin, dextrorfán) farmakológiailag

hatástalanok és a receptorhoz sem kötődnek.

Az opioid receptor protein természetét proteolitikus enzimekkel

végzett inaktiválásos kísérletekkel (33) és az aminósav oldalláncokat

specifikusan módosító reagensek használatával (19) mutatták ki. A

detergensekkel szolubilizált opiát receptorok kötődnek lektinekhez

sőt wheat germ agglutinin (WGA) kromatográfiával tisztíthatók(34) ,

is, tehát a receptor, vagy valamelyik alegysége glikoprotein.

Mivel a receptor kötés detergens- (35-37) és foszfolipáz A^ 

érzékeny (38), valószínűsíteni lehet a membránlipidek aktív szerepét a

ligandkötő konformációjának kialakításában. Különfélereceptor

lipidek, így cerebrozid szulfátok képesek narkotikumok

(39,40),sztereoszelektív kötésére cerebrozid szulfatáz kezelés

gátolja az opiátok kötődését szinaptikus membránokhoz (41). E

megfigyelések alapján LEE és SMITH olyan receptor modellt dolgoztak

alkaloid kötőhely lipidki, amelyben az természetű, míg az

enkefalinokat kötő alegység fehérje lenne (42). A modell alapján a

béta-endorfin kétpontosán kapcsolódik a receptorhoz, az enkefalin
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struktúrát tartalmazó N terminális rész az enkefalin kötőhelyhez, a

peptid C terminális végén lévő aminósavak hidrofób kölcsönhatások

révén a lipid alegységhez kötődnek. Agonisták kötődésére, illetve az

kötődésének naloxonnal történő gátolhatőságára a modellenkefalinok

nem nyújt kielégítő magyarázatot.

Az opioid receptor ligandkötő sajátságait az ionerősség, pH

hőmérsékletviszonyok és is befolyásolja (43-45). Egyéba

hormonreceptorokhoz opiát receptor is nagyobbhasonlóan az

affinitással köti az antagonistákat, mint az agonista ligandokat. Az

agonista kötés kevésbé . stabilis, hő inaktiváciőra, proteolízisre,

szulfhidril reagensekre (19,33,46), guanil nukleotidákra (47,48) és 

Na+ ionokra (49,50) relatíve érzékenyebb. Antagonista kötődése

viszonylagos védettséget biztosít a receptornak a fenti hatások ellen,

Na+ ionok,illetve a valamint a guanil nukleotidák növelik az

antagonisták affinitását és a kötőhelyek maximális számát (B ) (45) - max
+Ebből következtettek, hogy ionokNa receptorarra a a

termodinamikailag megszabott határkonformációs állapotai között

kialakult egyensúlyt az antagonistákat preferáltan kötő állapotba,

"antagonista" konformációba tolják el (51). E fenti agonista /

antagonista konformációt (1. ábra) feltételező modell nem írja le az

agonista peptidek és az alkaloid narkotikumok kötődésének eltérő

jellegzetességeit. Bivalens kationok, vagy N-etilmaleimid kezelés

receptor kötésre gyakorolt hatásai viszont.jól értelmezhetők a modell

alapján.

Opiát alkaloidák és opioid peptidek Na+ +ion mentes és Na ionokat

tartalmazó közegben meghatározott in vitro affinitási állandóinak

aránya, az ún. Na index alapján eldönthető a ligand agonista, vagy

számos újonnan szintetizált analógantagonista karaktere, így
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tesztelhető gyors, egyszerű biokémiai módszerekkel.

AntagonistaAgonista

Na+
Receptor Receptor

1. ábra

A kinetikai kísérletek az opioid receptorok heterogenitásának

további bizonyítékait szolgáltatták. így a ligandkoncentráció-függés

Scatchard analízisével nagy és kis affinitásé ligandkötőhelyek

mutathatók ki agonisták, antagonisták, valamint opioid peptidek

kötőhely(12,13).esetében A nagy affinitásé jellemzésének

méréstechnikai okokra visszavezethető nehézségei is vannak, ezért sok

esetben nem könnyű a két kötőhely elkülönítése. Kis jelzett ligand

koncentrációnál az alacsony beütésszám, nagy ligandkoncentrációban a

megnövekedett nem specifikus kötődés nehezíti az adatok értékelését.

különböző affinitással és kötőkapacitássalHa elfogadjuk a

jellemezhető opioid kötőhelyek létezését, akkor azokat korreláltatnunk

kell a farmakológiai receptor altípusokkal is. A jelzett mű-, és delta

ligandokkal felvett telítési görbék egyaránt illeszthetők két

kötőhelyes modell alapján, ezért mind az alkaloida-, mind az enkefalin

receptor populációk heterogéneknek tekinthetők.

PASTERNAK vetette fel, hogy a különböző ligandok nagy affinitásé
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kötőhelyei azonos receptor típust reprezentálnak, amelyet mű^ 

receptornak nevezett el. Sok kísérleti adattal alátámasztott

mű receptortelképzelése szerint affinitású, kisa a nagy

kötőhely, és a kis affinitású, nagy kapacitású mű^

receptor mű^ + delta 

kötőhelyből áll (52). A delta komponens alacsony affinitású de nagy

kötőkapacitású mű^ 

kötőhely alkotja, míg az enkefalin (delta)

ligandkötő képességgel rendelkező kötőhely.

mű^ kötőhelyAz opiát receptorokban közös szelektíven és

irreverzibilisen gátolható 14-hidroxi-dihidromorfinon-hidrazonokkal

(53,54), valamint enkefalin klórmetil ketonokkal (55). A mű^ kötőhelyen

(K^<1 nM) kötődnek az alkaloidák és a peptidek 

míg a mű2 helyhez a morfin származékok, a delta kötőhelyhez az 

enkefalinok mutatnak szelektivitást. A modell szerint a mű^ receptor az 

analgézia receptora, közvetíti továbbá a kataleptogén, hipotermiás, 

acetilkolin turnovert növelő és prolaktin release-t okozó hatásokat. A 

mű2 receptorral az agyi légzőközpontok gátlása, a bradikardia és a 

bélmotilitás gátlása hozható összefüggésbe. A közös

nagy affinitással is,

nagy affinitású

enkefalin és morfin (mű^) kötőhely létét az irreverzibilis ligandok 

(53-55) használatán túl egyéb biokémiai (56), továbbá autoradiográfiás

módszerekkel is alátámasztották (57).

A heterogén opioid receptorok molekuláris szinten történő

differenciálására is végeztek biztató kísérleteket. A receptor

altípusokhoz nagy specifitással kötődő szelektív ligandok (I. táblázat)

szintézise, az idő közben kifejlesztett receptor szolubilizálási

és affinitásjelölők alkalmazásaeljárások (36,58,59) (60) , illetve

kombinálása "hagyományos" biokémiai módszerekkel (egyensúlyi grádiens

ultracentrifugálás, gélfiltrálás) lehetővé tették a receptor altípusok

szeparálását. A kappa receptor altípus tengeri malac (61) és
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kecskebéka (62) agyban kromatográfiásan, és szedimentáciős koefficiens

és delta receptoroknak megfelelőalapján is elkülöníthető a mű

molekuláris formáktól. Radiációs inaktivácős analízis alapján is

találtak méretbeli különbségeket a mű / delta illetve a kappa

receptorok között (63), míg mások azonos molekulatömegű receptor

altípusokat mutattak ki ugyanezzel a technikával (64).

Szolubilizált receptor preparátum altípus-szelektív oszlopon

(szefaróz mátrixon immobilizált 14-brómacetamido-morfin) végrehajtott

affinitás kromatográfiás tisztítása is lehetőséget nyújtott a

receptorok molekuláris szeparálására (65). Hybromet (cisz-/+)-3-metil-

fentanil-izotiocianát, mű specifikus ligand) affinitás oszlop

alkalmazásával is sikerült mű receptort tisztítani patkány agyból

(66). A natív gélelektroforézissel 300 kDa relatív molekulatömegűnek

meghatározott receptor aktivitás mérés alapján kb. 500 szoros

tisztulást mutatott a kiindulási membrán frakcióhoz képest. Újabban

6-szukcinilmorfin töltetű kromatográfiás oszlop, gélszűrés, lektin

kromatográfia és izoelektromos fókuszálás kombinálásával tisztítottak

mű receptorokat, SDS elektroforézis után egy 58 kDa molekulatömeggel

jellemezhető polipeptid sávot detektáltak (67,68).

Enkefalinok és enkefalin receptorok1.2.2

munkacsoportja izolált elsőként szarvasmarhaGOLDSTEIN és

hipofízis kivonatából olyan peptid természetű anyagot, amely a

morfinéhoz hasonló aktivitást mutatott GPI és MVD teszten, valamint

receptor kötési vizsgálat során (7,69). A hatóanyag pontos

identifikálása azonban sikertelen maradt.

Sertés agykivonatből HUGHES és munkatársai (6) határozták meg az
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alábbi szekvenciákat tartalmazó opiát hatású peptidpár kémiai

szerkezetét:

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

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

teve hipofízisből leírtA Met-enkefalin szekvenciája azonos a

első 5béta-endorfin N terminális végének aminósavával, a

béta-endorfin pedig megegyezik béta-lipotropinnak nevezetta

lipolitikus aktivitású peptidhormon 60-91-es szekvenciájával (8) . A

lipotropin fragmensek, így az endorfinok morfin szerű hatásainak

kimutatását e fenti szerkezeti homológia felismerése, végső soron az

enkefalinok felfedezése tette lehetővé.

Az opiát aktivitás hordozója az enkefalin struktúra az összes

opioid peptidben, beleértve a dinorfinokat (10) is, hiszen •a

dez-tirozin származékok opiát hatást nem mutatnak. Az opioid peptidek

méretüknek és aminősav sorrendjüknek megfelelőenhatásai

különbségeket mutatnak. Ugyancsak különböznek egymástól bioszintetikus

prekurzoraik, metabolizmusuk és eloszlásuk tekintetében. Az opioid

peptidek szerkezeti összefüggéseit a 2. ábra mutatja be.

Összevetve a morfin röntgen krisztallográfiás adatokból nyert

kedvezőtérszerkezetét (70) energetikailag enkefalinaz

konformációkkal található olyan, a morfin struktúrával részben átfedő

enkefalin konformáció, amely az opioid hatáshoz szükséges minimális

szerkezeti feltételeknek (71) megfelel. Az enkefalin struktúrában

legalább négy aminósav jelenléte szükséges számottevő opioid hatáshoz

(72) . Tetrapeptid-, továbbá 5-ös helyzetben prolint tartalmazó

analógoknál 1-4 típusú kapcsolódás a termodinamikailag megengedett
1 4állapot (73). Ebben a szerkezetben a molekulát a Tyr és a Phe között

kialakult hidrogén kötés stabilizálja. Ez a kötődés létrejöhet a
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BETA LIPOTROPIN (1-91):

1
ELTGERLEQRRGPEAQAESAAARAELEYGLVAEAEAAEKK-

-beta endorfin--beta MSH-
40 91

DSGPYKMEHFRWGSPPKDKRYGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNAHKKGQ

311
beta endorfin 
alfa endorfin 
gamma endorfin 
delta endorfin 
C fragmens

YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNAHKKGQ

■K

-H

Met-enkefalin 
Leu-enkefalin

YGGFM

YGGFL

1 17
Dinorfin A (1-17) YGGFLRRIRPKLKWDNQ

2. ábra

=(H0)-Me1-5««Gly2 

Phe4-Gly3

[Met-]5-enkefalin

@-Leu5-Phe4

Gly3- Gly2

[Leu]5-enkefalinMorfin

3. ábra
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pentapeptid analógoknál is, bizonyított kristályos Leu-enkefalinra.

Energetikailag kedvező lehet a 2-5 típusú kapcsolódás is 

hajtű), amely pl. a Met-enkefalinra jellemző (3. ábra).

(2-5 béta

A természetes opioid peptidek három, egymástól különböző prekurzor

fehérjéből származnak (74). A pro-opio-melanokortinnak (POMC) nevezett

prekurzor a béta-endorfin szekvenciája mellett a melanofor hormon

(MSH) és adrenokortikotróp hormon (ACTH) szekvenciáit isaz

tartalmazza.

A proenkefalin A-nak nevezett prekurzor 6 kópia Met-enkefalint és

egy Leu-enkefalin kópiát hordoz. A proenkefalin B, vagy prodinorfin 3

Leu-enkefalin szegmenst tartalmaz, e fragmentumok egyben dinorfin A és

valamint a neo-endorfinok aminósavsorrendjének részletei is (4.B,

ábra).

PRO-OPlO-MELANOCORTlNi (265)

(b EndorfincXMSHTMSH
г I

-I----- 1------- t-COOH
I____I

fbMSH

HjN-O о JL
ACTH

Oligoszahandok
(!) Lipotropin

(263)PROENKEFALIN A
BAM22Peptid F

Tг

fi—ícooh1—I—»н^-Ш
J LJ

Oktapeptid PeptidE Heptapeptid
L

PROENKEFALIN В (256)
Dinorfin В 

1-291-6
I-1 Г I

4. ábrafi-----Tfi- COOHнуш

1-17 1-13
Dinorfin A

Neo-endorf inok

В Met-enkefalin 
0 leu-enkefaiin

t'/Л Szignói peptid
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A prekurzor peptidekben az opiát hatású peptid szakaszokat bázikus

aminósav párok, Lys-Lys, Lys-Arg, Arg-Arg stb. határolják, igy a

fragmensek tripszin szerű,biológiailag aktív proteolitikus

emésztésből származhatnak. A Leu-enkefalin proenkefalin A-ból és

prodinorfinból is keletkezhet (75), Met-enkefalin kizárólaga

proenkefalin A-ból. A Met-enkefalin korábban feltételezett és a

kézenfekvőnekszerkezeti homológia alapján látszó

pro-opio-melanokortinból való eredete nem nyert megerősítést. Míg a

POMC lokalizációja meglehetősen egyedi, elsősorban a hipofízisre és a

nucleus arcuatusra korlátozódik, addig a proenkefalinok kimutathatók

számos agyi régióban, és megtalálhatók a perifériás (mellékvese,

szimpatikus ganglion, gasztrointesztinális traktus) szövetekben is

A proenkefalin A és В együttes előfordulása pedig lehetővé(76) .

teszi, hogy az enkefalinok bioszintézisének különböző útjai azonos

sejtekben, egymás mellett is létezhessenek.

A szisztémásán adott, agykamrába injektált enkefalinokvagy

analgetikus aktivitása szerény morfinéhoz, de méga a

béta-endorfinéhoz képest is (77) . A csökkent aktivitást sokan az

enkefalinok degradációjával magyarázzák, ezt látszikgyors

alátámasztani az a tény, hogy enkefalinok intracerebroventrikuláris

adása után jelentősebb analgetikus hatás mérhető (77). A keringésbe

juttatott enkefalinok gyorsan metabolizálódnak (78), és nem, vagy csak

kevéssé penetrálnak (79) .vér-agy gáton Ma mindenesetrea

megkérdőjelezik az endogén opioidok, különösen a csekély aktivitású

enkefalinok tényleges szerepét az analgézia folyamatában.

Az enkefalinok enzimes inaktiválásában több enzim működhet közre

(80). Az N terminális tirozint egy membrán kötött aminopeptidáz

hasíthatja míg Tyr-Gly dipeptidetle, eredményezhet egy
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aminodipeptidáz aktivitás. Az enkefalinok lebontásában legnagyobb
3 4"enkefalináz" enzim hatására a Gly -Phe peptidkötésszerepet játszó

hidrolizál, tehát Tyr-Gly-Gly tripeptid keletkezik (5. ábra). Az

1 2 3

1 I
I

V
TYR - GLY - GLY - PHE - LEU 
TYR - GLY - GLY - PHE - MET

5. ábra

1) aminopeptidáz N
2) dipeptidil aminopeptidáz
3) enkefalináz

enkefalináz a metallo endopeptidázok közé tartozik, tiorfánnal

specifikusan gátolható, újabban elkülönítik a vele azonosnak tartott

és az enkefalinok metabolizálására ugyancsak képes angiotenzin

konvertáló enzimtől (АСЕ). Az enkefalinok receptorhoz való kötődése

csökkenti az enzimatikus inaktiválás hatékonyságát (81), ugyanakkor a

"szabad" enkefalinok gyorsan hidrolizálnak enzimes kezelés hatására.

Újabban SIMON és munkatársai írtak le, egy az opioid receptorhoz

asszociált, és azzal szolubilizálás után együtt tisztuló enkefalinázt

(82) .

Egyéb, az enkefalin, endorfin és dinorfin szerkezetével nem

homológ peptidek is rendelkezhetnek opiát hatással, így a kazein

eredetű kazomorfinok, vagy szintetikus béta-kazomorfin analóga

morficeptin (83,84). Ismeretesek endogén, antiopiát hatású peptidek is

(85) .

Az enkefalinokat nagy affinitással és specifikusan kötő delta

receptorokról molekuláris szinten keveset tudunk. Ennek oka részben

az, hogy a központi idegrendszerben a receptor altípusok kevéssé
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különülnek el egymástól és sejtfrakcionálással sem választhatók szét.

Az opiát receptorok denzitása egyébként is rendkívül alacsony, pl. a

"dús" receptor forrásnak számító agyszövetben is csak néhány száz

fmol/mg fehérje a receptorok mennyisége. További nehézséget okoz, hogy

még az újabban kifejlesztett nagy specifitású szintetikus ligandok (I.

táblázat) is adhatnak kereszt reakciót adekvát receptora nem

altípussal.

Szelektív kötődésű ligandokkal végzett kísérletekben a delta

műsajátságaikötési különbségeket mutattak,receptorok a

így pl.receptorokkal összevetve. a delta receptor kötés jobban

gátolható alkoholokkal (86), Na-koláttal (35), ugyanakkor eltérő

és GTP regulációt, valamint egyedfejlődést mutatott (35,87-91).kation

A sejtfelszínen a delta receptorok jellegzetes, csoportosulásokat

alkotnak és nem internalizálódnak (92).

Az NG-108-15 jelű neuroblasztőma x glióma hibrid sejtvonal csak

delta receptorokat tartalmaz (13,95), így modell rendszer lehet a

delta hatások in vitro tanulmányozásában. NIRENBERG és munkatársai

mutatták ki, hogy opiát agonisták kötődése a receptorhoz az adenilát

cikláz enzim gátlását eredményezi NG hibrid sejtekben (96). E hatáshoz

guanilnukleotidák, GTP vagy Gpp(NH)p szükségesek, ugyanis a cikláz

rendszer receptor médiáit gátlása GTP-kötő fehérjén (N.)
í

keresztül

valósul meg. Az fehérje alfa alegysége guanozintrifoszfatázN.
1

aktivitású, az enzimet opiátok stimulálhatják (97). Pertussis

baktérium hatásáratoxin fehérje alegységeN.
í

alfaaz

ADP-ribozilálódik, a kovalens módosítás eredményeként megszűnik a

kapcsolat a receptor és az adenilcikláz enzim között (98). Az opiát

receptorhoz kapcsolt adenilcikláz rendszer a drogfüggőség (addikció)

egyik lehetséges modellje lehet. Opiátok krónikus adagolása az
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adenilcikláz enzim tartós gátlásához vezet (96). De novo

fehérjeszintézis miatt az enzim mennyisége növekszik, így a cAMP

bruttó mennyiége a korábbi szinten stabilizálódik (tolerancia).

Antagonista adása esetén (morfin elvonás) a sejtekben a cAMP produkció

ugrásszerűen, megnő az opiát gátlás megszűnése miatt (megvonási

tünetcsoport) (96) . Pertussis toxin kezelés fehérjeN.
í

az

"kikapcsolásán" keresztül gátolja a tolerancia kifejlődését (98,99).

PERT és munkatársai a nagy affinitásé, adenilciklázhoz kapcsolt

működésű ún. I. típusú opioid receptorokat definíció szerűen

elkülönítik a nem adenilciklázhoz kapcsolt, GTP rezisztens II.

receptor típustól (100). Modelljükben az I. típus (GTP szenzitív

receptor) mű és delta konformációt egyaránt felvehet (interkonvertálő

így mű és delta ligandokat is nagy affinitással köthet.receptorok),

Valószínű, hogy az I. típusú receptor megegyezik a PASTERNAK féle mű^

kötőhellyel.

hibridőma sejteken ópiátok gátoljákA túl az a

prosztaglandinokkal, katekolaminokkal, vagy más módon stimulált

adenilcikláz aktivitást homogenátumban és szinaptikusagy

plazmamembránokban is (101-103) , viszont az enzim alapaktivitásának

változtatására vonatkozó irodalmi adatok ellentmondóak.

Az opiátok akut hatásai nem értelmezhetőek csupán az adenilcikláz

enzim gátlása alapján. Az opiátok és opioid peptidek direkt hatásai,

pl. a membrán hiperpolarizáciőja, acetilkolin felszabadulása a

mienterikus plexusból, továbbá a neuronok tüzelő aktivitásának gátlása

a központi idegrendszerben, inkább specifikus ioncsatornáka

működésével hozhatók összefüggésbe (104). Agonisták kötődése a delta
2+elektrofiziolőgiai adatok alapján a Ca

K+-konduktancia (I

ionokreceptoron,

mobilizálásán keresztül sejtmembrán )a K/Ca/
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növekedéséhez vezet locus coeruleus és csigolya közti dúcsejtekben

(DRG sejtek) (105). Hibridóma sejteken az enkefalinoknak Go fehérjén

keresztül mediálódó hatását is kimutatták a sejtmembrán kalcium

csatornáira (106).

szolubilizált deltaPatkány agyból digitoninnal receptor,
2 5(D-Ala -Leu -enkefalinszelektív ligand affinitás kromatográfia

szeres tisztulást mutatott aktivitásszefaróz) után mintegy 450

alapján számolva, a kiindulási membrán preparátumhoz képest. A

tisztítás során egy SDS elektroforézis alapján 62 kD molekulatömegűnek

meghatározott polipeptid dúsult fel az aktív frakcióban (107) .

NG-108-15 sejtekből KLEE és munkatársai homogenitásig tisztítottak

kovalensen kötődő, tríciált liganddal előjelölt delta receptort lektin

előjelölő ligand ellenkromatográfia, és termeltetettaz

anti-idiotípiás immunoglobulin-affinitás kromatográfia kombinálásával.

SDS elektroforézis után fluorográfiával és ezüst festéssel is

kimutatható M = 58 kDa fehérje sávot detektáltak (108). Az 58000-esr
polipeptid a mű (60,109,110) (111) receptoroknál isés kappa

kimutatható.
125J-béta-endorfin és keresztkötő reagensKülönböző agyi régiókban

alkalmazásával a mű receptor (illetve alegységének) méretére 65 kDa-,

a delta receptoréra 53 kDa értéket határoztak meg szelektív jelölési

körülmények között. Ez utóbbi az első adat a mű és a delta receptor

különbözőségére (112,113) .alegységek molekuláris

Radiációs-inaktiválásos kísérletekben, az NG-108-15 sejtek delta

receptorainak (natív) méretét 200 kDa-nak határozták meg (114).

1.2.3 Enkefalin szerkezet és opiát hatás összefüggései

Szintetikus enkefalin analógokkal végzett hatástani vizsgálatok
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4a Phe jelenléte éskimutatták, hogy az N terminális tirozin és

relatív pozíciója (115,116) alapvető fontosságú a receptorral való 

illetve az opioid karakter szempontjából. A Tyr^kölcsönhatás, kémiai

módosítása, cseréje vagy hiánya az opiát hatás markáns csökkenéséhez

(72,117). Az 1-es pozícióban szintetikus melfalán aminósavatvezet

tartalmazó analógok opiát aktivitása a szubsztitúció után is jelentős

(118) .maradt Ugyancsak képes volt N-terminális tirozinaz

helyettesítésére a pirenilalanin (119).

A C terminális aminósav (Leu/Met) viszonylag szabadon módosítható,

észterifikálás, savamid képzés nem csökkenti lényegesen az opiát

aktivitást. A tetrapeptid enkefalinok számottevő hatása ugyancsak a C

terminális relatív módosíthatóságára utal (115). Az enkefalinok delta

szelektivitása szempontjából viszont lényeges az intakt pentapeptid

szerkezet és a C terminális szabad karboxil csoportja: gyűrűs aminósav

vagy iminősav jelenléte, továbbá az amidálás, észterifikálás, illetve

a C terminális polárosságának csökkenése delta hatásjellega

elvesztését eredményezheti (120-123). Az enkefalin molekula C

terminális felőli rövidítése csökkenti a keletkezett származékok opiát

hatásait, de még szintetikus dipeptidek is mutattak mérhető hatásokat

(124) .

A C terminálison 

2 5D-Met -Pro -enkefalinamid

módosított enkefalinok
2 4D-Ala -(Me)Phe -Met(0)-ol

közül a

(125) és a

enkefalin (126) jelentős analgetikus aktivitással és stabilitással

rendelkezik.

A szintetikus tetrapeptid enkefalinok közül a DAGO a morfinét

meghaladó mű szelektivitással tűnik ki, így érthető, hogy az opiát

receptor kutatás egyik eredményesen használható ligandja lett

(127,128).
2 3A Gly és Gly külön-külön és egyidejűleg is szubsztituálható , de a
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2A Glykapott származék hatásai gyengébbek a kiindulási alapénál.

cseréje D aminósavra, D-Met, D-Ala, kedvező a termékek viszonylagos

enkefalináz rezisztenciája miatt, D-Ser beépítése a 2-es pozícióba

jelentősen 

2D-Ala

(129,130).fokozta specifitástdelta Aa

^-enkefalin (DADLE) a természetes enkefalinoknál nagyobb-D-Leu

delta szelektivitással enzimrezisztenciávalés megnövekedett

rendelkezik. Tríciált és jődozott formáit elterjedten alkalmazzák a

delta receptor szelektív jelölésére.

Izoláltszerv készítményen és receptor kötési tesztben számos egyéb

analóg mutat több-kevesebb delta szelektivitást: DSLET, vagy
2 5deltakefalin (130), DTLET (131), D-Pen -D-Pen -enkefalin (132), sőt

enkefalin dimerek (133) és ciklikus származékok (134) is. A gyűrűbe

zárás (132,134), vagyis a térszerkezet merevítése rendszerint fokozza

a ligand szelektív tulajdonságait, néha azonban a szelektivitás

elvesztését eredményezi (135).

Fluoreszkáló funkciós csoportok bevitele is lehetséges az

enkefalin molekulákba, amint arról több közlemény is beszámol

(92,119,136).

Az eddig tárgyalt enkefalinok kizárólag agonista sajátságokat

mutattak, peptid szerkezetű opioid antagonistát a legutóbbi időkig nem

találtak. Újabban két ICI vegyület, a 154129 és a 174864 delta

specifitású antagonistának mutatkozott (137,138).

gyakorlati szempontból is jelentősek azok aElméleti és

próbálkozások, amelyek az opiát receptorok kovalens jelölésére

alkalmas ligandok kifejlesztését célozzák. Az affinitásjelölők

irreverzibilis kötődése ugyanis lehetővé teszi a receptor követését

pl. annak tisztítása során. Enkefalin klórmetil ketonok szintéziséről

irreverzibilis kötődéséről és analgetikus hatásáról több laboratórium
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is beszámolt (55,60,109-111,139-142) . Az enkefalin melfalán

származékai ugyancsak irreverzibilisen kötődhetnek opioidaz

receptorhoz (118,144). Mivel elektrofil funkciós csoportokaz

(halometil keton, nitrogén mustár) kialakítása többnyire az enkefalin

molekula C terminális részén történt, a ligandok delta szelektivitása

kedvezőtlenül változott az alap vegyületekhez képest. Fotoreaktív

funkciós csoportok alkalmazásával enekfalin fotoaffinitás jelölésre

képes származékokat is szintetizáltak (145,146).

Az enkefalin receptor szelektív, irreverzibilis jelölésére jelen

pillanatban egyedül a super-FIT nevű vegyület alkalmas, ez a molekula

viszont nem enkefalin származék (147).

1.3 Célkitűzés

Munkacsoportunk 1978-tól foglalkozik opioid receptorokaz

biokémiájával. E témán belül a patkány agyi opiát receptorok, illetve

receptor altípusok jellemzése és izolálása az egyik közvetlen célunk.

a munkához specifikus radioligandok és megfelelően jellemzett inEhhez

vitro biológiai rendszer szükségesek. Az Szegedi Biológiai Központ

Izotóp Laboratóriumában több, az opioid receptorok vizsgálatában jól 

hasznosítható jelzett ligandot állítottak elő (148-152).

Ebben
3 2 5 3( H)D-Ala -Leu -enkefalin /( H)DALE/ kötődési sajátságait vizsgáltuk

tríciált enkefalin származék,munkábana egy a

patkány agyból előállított sejtmembrán preparátum delta receptoraihoz.

A receptor-ligand kölcsönhatás közvetlen tanulmányozásán túl a

receptor kötési tesztet, mint módszert kívántuk alkalmazni enkefalin

származékok szerkezet-hatástani vizsgálatában. E célból az MTA

Kémiai Kutatóintézete Peptidkémiai LaboratóriumábanKözponti
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készített enkefalin analógok, közöttük potenciális affinitás jelölők

specifitását, kötődésükaffinitását és reverzibilis vagy

irreverzibilis jellegét határoztuk meg.
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2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

2.1 Anyagok

A speciális reagensek, puffer alkotók, sók (ATP, GTP, Gpp(NH)p,

bacitracin, TRIS, NaCl stb.) SIGMA Chemical Co., (St. Louis, Mo. USA)

gyártmányúak voltak, kivéve néhány finomvegyszert: pl. MnSO^ 

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

(MERCK,

Az opiát alkaloidák közül a morfin és a nalorfin az ALKALOIDA

(Tiszavasvári) terméke volt. A levorfanolt, levallorfant és a

dextrorfant a Hoffman-La-Roche-tól (Nutley, NJ. USA) kaptuk. A

naloxont a Du Pont de Nemours cég (Endo Labs. Garden City, NY. USA)

ajándékozta. Az etilketociklazocint a Sterling Winthrop intézettől

(Rensselaer, NY. USA) vásároltuk. A DAGO Dr.D Römer (SANDOZ) ajándéka

volt.

Az enkefalin származékokat Medzihradszky KálmánDr.

munkacsoportjában (MTA KKKI és ELTE Szerves Kémiai Intézet) Dr.Szécsi

Judit, Hepp József, Dr. Di Gléria Katalin és Dr. Süli-Vargha Helga

szintetizálták. DADLE és DAGO más forrásokból (SIGMA vagy Bachem,

Bubendorf, Svájc) is rendelkezésünkre állt. A delta antagonista

(174864) az ICI-tól származott.

A DALE tríciálását Dr. Tóth Géza (SzBK Izotóp Laboratórium) 
3

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

2.2 Módszerek

2.2.1 Membrán preparálás
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Kísérleteinkben mindkét nembeli, 2-300 g-os, (kb. 5 hónapos) PVG/C

törzsbe tartozó patkányokat használtunk. Az agyi membrán frakciót

(19) módszere alapján, kisebb módosításokkal készítettük. AzPASTERNAK

állatokat dekapitáltuk, az agyakat azonnal jéghideg fiziológiás

sóoldatba helyeztük, a kisagyakat eltávolítottuk. A nagyagy féltekéket

és az agytörzset együtt homogenizáltuk 20-szoros térfogatú (g/ml)

jéghideg TRIS/HC1 pH 7,4 pufferben, Potter-Elvehjem üveg-teflon

homogenizátorban. A homogenátumot g-vel 20 percig40000 x

centrifugáltuk (Beckman J-21 centrifuga, JA-20-as rotor), aВ

felülúszót elöntöttük. Az üledéket eredeti térfogatú, frissaz

majd 37 °C-on 30 percig inkubáltuk azpufferben szuszpendáltuk,

endogén ligandok eltávolítása céljából. A szuszpenziőt ezután ismét

centrifugáltuk (40000 x g, 20 perc), a pelletet 80-szoros térfogatú

pufferben vettük fel (0,4 mg fehérje/ml) és frissen felhasználtuk.

A membránpreparátum tárolása 5-szörös térfogatú 50 mM TRIS/HC1

320 mM szaharőz, pH 7,4 pufferben történt, a mintákat folyékony

°C-on tároltuklevegőben megfagyasztottuk és -70 (maximálisan 6

hétig). Felhasználásakor a felolvasztott mintát szaharóz mentes

pufferrel higítottuk, és a szaharőzos közegből a membrán szuszpenziót

kiülepítettük (40000 x g, 20 perc), majd a pelletet 70-szeres

pufferoldatbantérfogatú homogenizálvacukormentes azonnal

felhasználtuk.

2.2.2 Receptor kötés mérés

3( H)DALEkötés beállítása izotóppalA receptor a

laboratóriumunkban történt (150). Az 1 ml térfogatú reakciőelegy 100 
3

ul ( H)DALE-t, 100 ul tridesztillált vizet (vagy ugyanilyen

térfogatban jelöletlen DALE-t, a
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specifikus kötést reprezentáló mintákban), és 800 ulnem

membránszuszpenziót tartalmazott (250-400 ug protein/minta).

A reakciót a fehérje hozzáadásával indítottuk, 45 perces, 23 °C-os

inkubálás után a mintákat Whatman GF/C üvegszálas filteren vákuum

alatt szűrtük, a nem kötődött radioligandot 2 x 10 ml jéghideg 50 mM

TRIS/HC1 pufferes mosással távolítottuk el. A szűrés és a mosás

mintánként kb. 5 másodpercet vett igénybe, így a receptor-ligand

ebbőlkomplex disszociációja és származó kísérleti hibaaz

elhanyagolható volt. Opioid peptidek kompetíciós képességének

meghatározása során reakcióelegy 50 ug/ml bacitracint isa

tartalmazott peptidáz inhibitorként.

A nem specifikus kötést 10 uM DALE jelenlétében határoztuk meg. A

megszárított filteren maradt radioaktivitást (fehérjéhez kötött

ligand) toluol alapú szcintillációs oldatban (5 ml/filter) LKB

Minibeta 1211 folyadékszcintillációs spektrométerben mértük kb. 35

%-os mérési hatásfokkal. A specifikus (receptoriális) kötést minden

esetben az összes, és a jelöletlen ligand jelenlétében mért nem

specifikus kötődés különbségeként definiáltuk.

A minták fehérje tartalmát triklórecetsavas precipitálás után

Folin reagenssel PETERSON módszerével (153), vagy közvetlen festék

(Coomassie BB) kötődési reakcval (BRADFORD, 154) határoztuk meg. A

kalibrációs görbék felvételéhez marha szérum albumint használtunk.
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EREDMÉNYEK3.

3
(—H)DALE3.1 specifikus kötés mérése patkány agyi membrán

preparátumban

receptor ligand komplex (specifikusan kötött ligand)A

mennyiségének mérésére többféle eljárás kínálkozik. Valamennyi

meghatározásban közös a receptor ligand komplex és a szabad ligand

feleslegének szeparálása. Két független módszerrel (membrán filteren 

keresztül történő szűréssel és centrifugálásos eljárással) mértük a 

reakció során képződött (^H)DALE-receptor komplex mennyiségét (II.

táblázat). A két szeparálás lényegében azonos eredményt adott. A

filtrációs módszer egyszerűsége és gyorsasága miatt a továbbiakban ezt

alkalmaztuk.

3.1.1 Filter kötés meghatározása

A különböző pőrusméretű és vastagságú üvegszálas membrán-filterek

adszorbció révén köthetnek radioizotőpot. A jelzett ligand filter

kötődését a lehetőség szerint minimalizálni kell. Összehasonlítottuk

három Whatman gyártmányú filter jelzett ligand kötési kapacitását (6.

2 x 10 ml pufferes mosás elegendőnek bizonyult a lemosható
3

míg a ( H)DALE mennyiségének kis hányada

ábra).

frakció eltávolítására, (a

reakciőelegyben eredetileg levő mennyiség 0,1-1 %-a) a filtereken

maradt (filter "háttér"). Az aktuális filter kötést a továbbiakban

(különösen a nagyobb izotóp koncentrációk használata esetén)

kísérletenként meghatároztuk és mérési eredményeinket szükség esetén a

háttér levonásával korrigáltuk.
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II. táblázat

Receptor kötés meghatározása különböző módszerekkel

Szűrés
(GF/C filter)

Centrifugálás
(Eppendorf)

cpm

Összes kötés (T, ) b

Nem specifikus
kötés (NS. ) b
a/ DALE jelenlétében

2250 1731

890 587

b/ levallorfan jelen­
létében mérve

1274

Specifikus kötés (B )spec
а/ 1360 1144

Ь/ 976

A patkány agyi membrán mintákat 10 nM (^H)DALE jelenlétében 

inkubáltuk 23 °C-on 45 percig, majd Whatman GF/C filteren 

alatt szűrtük, vagy 10 percig ülepítettük Eppendorf asztali

vákuum

centrifugában. A szárított filterek és membrán üledéka

radioaktivitását toluolos oldatban ..mértük. A nem specifikus

kötést 10 uM DALE vagy 10 uM levallorfan jelenlétében határoztuk

meg.
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GF/AGF/B GF/C
6
S- 2000

LJlJ

g 1500

“ 1000j—
£
:0 500

VAf
5 Ю 15 20 5 10 15 20 Ю 15 205

V (ml)

6. ábra. Whatman GF filterek ligandkötő kapacitása.

Membránfehérje mentes inkubációs elegyek 1 - 1 ml-es alikvotjait

szűrtük GF/B, GF/A és GF/C filtereken. Az inkubálás 23 °C-on, 5 
3( H)DALE jelenlétében történt. A filter kötés értékeket (cpm) a

nM

mosópuffer térfogat (V) függvényében ábrázoltuk. A mosások 5-5 ml-es

( A ) : 10 uM DALEalikvotokkal történtek. (o): összes kötés,

jelenlétében mért nem specifikus kötés.
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Megvizsgáltuk a filter korongok membrán szuszpenzió visszatartó

képességét is, hiszen lényeges, hogy a sejtmembrán partikulumok a

filteren maradjanak. ábrán bemutatott kísérlet alapjánA 6.

legalacsonyabb hátteret adó Whatman GF/C filter szűrletében nem

találtunk mérhető mennyiségű fehérjét, így a filter alkalmasnak

bizonyult a receptorhoz kötött ligand mérésére.

3.1.2 Nem-specifikus kötés

A receptor-ligand komplex kvantitatív meghatározása pontos

közvetlen mérőmódszer hiányában indirekt úton történik, az alábbi

formula alapján:

(I)В = T - N b sbspec

ahol, В a specifikusan kötött ligand mennyisége, az összesTbspec
kötött ligand mennyisége, nem specifikusan (tehátN , a sb nem a

ligandkötő helyekhez) kötött ligand mennyisége. Adott jelzett

ligand-koncentráciőhoz tartozó nem specifikus kötést jelöletlen ligand

mintegy ezerszeres feleslegében határozzuk meg. Használhatjuk a

radioaktív ligand jelöletlen ("hideg") formáját, vagy a kérdéses

receptor egy kémiailag eltérő ligandját is (II. táblázat).

a kötőhelyszámkötőhelyek telíthetőek,Az aspecifikus nem

lineárisan növekszik a jelzett ligand koncentráció függvényében.

Állandó ligandkoncentráciőt használva specifikus kötésa nem

kialakulása pillanatszerű, az idő függvényében gyakorlatilag nem

kötőhelyek adszorbtív, hidrofób stb.változik. A nem specifikus

révén kötik a ligandot, de ez a kötődés is ellenáll pl.kölcsönhatások
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a szűréses szeparálásnál alkalmazott pufferes mosásnak, vagyis

kísérletesen nem küszöbölhető ki. Csökkentésére pl. tisztított

sejtmembrán frakciók használatával nyílik lehetőség.

3.1.3 szöveti fehérjeA specifikus kötés függése a

koncentrációjától

(a telíthetőség,kötés mérés egyik feltételeA receptor

gátolhatóság és a reverzibilitás mellett), hogy a jelzett ligand

kötődése lineárisan változzon a szöveti fehérje koncentrációjával. A

(^H)DALE kötődése7. ábrán bemutatott kísérlet eredményei szerint a

50-800 ug/ml agyi fehérje koncentrációig lineáris, 1 mg érték után a

fehérjegörbe "letörik". 

5 nM (3H)DALE-t inkubáltunk változó fehérje tartalmú membrán 

szuszpenziőkkal (23 °C-on, 45 percig), majd a specifikus kötést (cpm)

a Módszerekben leírtak szerint meghatároztuk. A fehérje mennyiségét az

egyes mintákban Folin reagenssel határoztuk meg. A pontok egyedi

kísérlet 3 3 párhuzamos mintájának számított középértékeit (+/-

standard deviáció) tüntetik fel. Az egyenest lineáris regresszióval

illesztettük.

A (—H)DALE kötődés kinetikai jellemzése3.2

3.2.1 Asszociációs kinetika

A receptor ligand kölcsönhatást, reverzibilis kémiai reakciót

feltételezve az alábbi egyenlet írja le:
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(cpm)
oo

-LU
t 2000-•:0

uo
3 1500-
u_
LU
Q. 1000-
00

LU

< 500-
Q

X
cn

500 1000
jug proféin

3A H-DALE specifikus kötés függése 

fehérje koncentrációjától.

5 nM 3H-DALE-t együtt inkubáltunk (45 perc, 23°C) 

tartalmú membrán-szuszpenziókkal, majd a specifikus kötést (cpm) a

7. ábra. a membránpreparátum

változó fehérje

Módszerekben leírtak alapján meghatároztuk. A minták fehérje

koncentrációját Peterson eljárásával (153) mértük. A pontok egyedi

kísérlet párhuzamos mintáinak számított középértékeit (+/- standard

deviáció) tüntetik fel. A korrelációs koefficiens r = 0,97.
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di),R + L RL
К J]

ahol R a receptor szöveti koncentrációja, L a ligand-, LR pedig a

receptor ligand komplex koncentrációja. A k+^ konstanst asszociációs

а к -et disszociációs sebességi állandónak 

nevezzük. Formailag а (II) egyenlet alapján a reakció másodrendű.

sebességi állandónak,

Mivel a kötési kísérletek kivitelezése során a szabad ligand

koncentrációja állandónak tekinthető (egyensúlyban a ligand legfeljebb

5 %-a van RL formában), az asszociáció sebességét az R határozza 

meg (pszeudo-elsőrendű reakció).

A 8. ábrán tüntettük fel a (^H)DALE kötődés időfüggését 23 °C-on.

3

A specifikus kötés 30 perc után éri el az egyensúlyt, a nem specifikus

kötés nagysága független az inkubálás idejétől.

Az asszociáció sebessét, pszeudo-elsőrendű reakció körülményeket

feltételezve az alábbi egyenlet írja le:

-köb x tВ = В (1-е t e (III) ,)

az egyensúlyban kötött ligandot, a t időben kötött ligandot

sebességi

ahol

pedig

pszeudo-elsőrendű sebességi állandó (k , ) grafikus meghatározás (8.ob
ábra) és számítógépes kiértékelés alapján 0,1 perc ^

A (^H)DALE asszociáció sebessége hőmérséklet függő (9.

кob látszólagos állandót jelenti. Aa

-nek adódott.

ábra).

Olvadó jégben végrehajtott inkubáláskor a reakció sebessége lecsökken,

1-neka sebességi állandó értéke 0,05 perc adódott. Equilibriumot

ebben az esetben a 60. perc környékén értünk el.

Vizsgáltuk az asszociáció sebességét a jelzett ligand koncentráció

függvényében. A kinetikai görbéket a 10. ábrán mutatjuk be. A
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8. ábra. A (^H)DALE asszociációja patkány agyi membrán frakcióban.

nM (3H)DALE jelenlétében inkubáltuk 23 

Az inkubációs elegyekből a meghatározott időpontokban 1 ml-es 

alikvotokat szűrtünk. A feltüntetett pontok 3-3 párhuzamos minta

A membrán preparátumot 10 

oĈ-on.

középértékeit jelentik. (Д): kötés, (a): 10 uM DALEösszes

jelenlétében mért nem specifikus kötés, (о): a számított specifikus

kötés.
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3
9. ábra. A ( H)DALE asszociáció sebességének hőmérséklet függése.

Az asszociációs kisérletet olvadó jégben (Д) és 23 °C-os termosztátban 

inkubálva (o) végeztük ugyanabból a membrán preparátumból, a 8. ábra

magyarázatában leírt módon. Csak a specifikus kötést ábrázoltuk. A
3

( H)DALE koncentrációja 10 nM volt.
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(^H)DALE asszociáció sebességének függése a ligand10. ábra. A

koncentrációjától.

A kísérleteket a 8. ábra magyarázatában leírt módon, 23 °C-on végeztük 

(3H)DALE különböző koncentrációinak jelenlétében. Csak a specifikus

kötést ábrázoltuk. (■): 0,5 nM, (X): 1 nM, (Д): 3 nM, (o) : 5 nM
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látszólagos sebességi állandó (k ) ligandkoncentráció függését a III.

táblázatban tüntettük fel.

III. táblázat

A látszólagos sebességi állandó ligandkoncentráció függése

3( H)DALE koncentráció (nM) (perc 1)кob

0,5 0,15
0,10
0,10
0,14
0,10

1,0
3,0
5,0

10,0+

+: A 8. ábrán bemutatott kísérlet adata.

Minthogy bimolekulás, pszeudo elsőrendű reakcióban a látszólagos

(k , ) értékesebességi állandó lineárisan függ aob
ligandkoncentrációtól, és а III. táblázatban közölt adatok nem

a (^H)DALE kötődése többféleképpen értelmezhető, 

ligandkötő

mutatnak linearitást,

Feltételezhetjük független helyek létezését,

kooperativitást, vagy ligand-indukált konformáció változást is. A

kérdés megválaszolására további kísérleteket végeztünk.

3.2.2. Disszociációs kinetika

A receptor ligand komplex disszociációja elsőrendű reakció,

amelyet a disszociációs sebességi állandó (k ) jellemez:

K-1
(ív)RL > R + L

A disszociáció sebességének mérésére két módszer kínálkozik. Az
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(3H)DALE disszociációja patkány agyi membrán11. ábra. A

preparátumban.
3nM ( H)DALE jelenlétében inkubáltuk az 

egyensúly eléréséig (23 °C, 45 perc), majd 10 uM DALE hozzáadásával

A membrán szuszpenziot 10

elindítottuk a disszociációt (0 perc). A kísérletben közös inkubációs

elegyeket használtunk, és a jelzett időpontokban 3 1 ml-es3,

alikvotot szűrtűnk. A nem specifikus kötést (n) 10 uM DALE
3

(о): összes ( H)DALE kötésjelenlétében mértük.
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ekvilibrium elérése után a receptor-ligand komplexet jelöletlen ligand

hozzáadásával (11. ábra), reakcióelegy térfogatánakvagy a

megnövelésével (12. ábra) disszociáltathatjuk. A t időpontban 

specifikusan kötött ligand (Bfc) mennyiségét a következő összefüggéssel 

határozhatjuk meg:

-k „ t. e J\ )B, = В (1- (V)t e

ligand. Ábrázolva azahol B^ az egyensúlyban

függvényt olyan egyenest kapunk, amelynek к a meredeksége.
3

A 11. ábrán a ( H)DALE disszociációs kinetikáját tüntettük fel. A 

membránpreparátummal 23 °C-on ekvilibrált (^H)DALE-t 10 uM jelöletlen 

DALE hozzáadásával (0 perc) disszociáltattuk. A nem specifikus kötés 

(u) mértékét a rendszerhez adott "hideg" anyag nem változtatta meg. Az 

egyensúlyi

szobahőmérsékleten a 20. perc környékén már disszociált (t

In(В /В ) t ekötött

receptor-ligand mennyiségénekkomplex 50 %-a

191/2
perc). A disszociációs görbe matematikai analízise alapján (11. ábra,

inzert) két, kötési különböző ligandkötő helyetparamétereikben

feltételezhetünk. A logaritmizált kinetikai görbe ugyanis felbontható

két egyenesre, amelyek egy "gyors" (k_^= 0.025) és egy "lassú" (k-l=

0,009) disszociációs komponensnek felelnek meg.

A 3.2.1. fejezetben, a látszólagos sebességi állandó (k , )ob
3( H)DALEligandkoncentráciő függése alapján felvetettük, hogy a

esetleg heterogén receptor populációhoz kötődik, de a kooperativitás

lehetősége is fennáll. A kérdés megválaszolására megismételtük a

disszociációs kísérleteket a hígításos módszerrel (155). Az inkubációs

elegyeket az ekvilibrium elérése után 50 mM Tris/HCl (pH 7,4)

pufferrel, vagy 1 uM levallorfant (opiát antagonista) tartalmazó
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3А ( Н)DALE disszociáció sebessége Р.12. ábra. Meyts szerint,

hígításos módszerrel mérve.
3és 10 nM ( H)DALE-t jelöletlen DALE jelen- vagy 

távollétében tartalmazó 1 ml-es reakciőelegyeket az egyensúly 

eléréséig 23 °C-on, 45 percig inkubáltuk. A mintákat ekkor 

térfogatúra hígítottuk változatlan hőmérséklet mellett (0 perc), majd 

a feltüntetett időpontokban az 100 ml-es reakciőelegyeket leszűrtük. A

A membrán készítményt,

százszoros

nem specifikus kötést 10 uM DALE jelenlétében határoztuk meg. Csak a

specifikus kötést ábrázoltuk (az egyensúlyban mért specifikus kötést

tekintettük 100 %-nak). (o) : hígítás 50 mM TRIS/HC1 pH 7,4 pufferrel,

(•) : hígítás 1 uM levallorfant tartalmazó 50 mM TRIS/HC1 pH 7,4

pufferrel.

A szemilogaritmikus ábrázolást az ábra В részén tüntettük fel. A

regressziós egyenesek egyenletei azonosak voltak:

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

(•) pontokra illesztett egyeneseknél.
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pufferrel százszoros térfogatra hígítottuk, majd a mintákat a

időpontokban szűrtük (12.meghatározott ábra). A kísérleti

eredményekből látható, hogy levallorfan jelenlétében, illetvea

hiányában a disszociáció mértéke hibahatáron belül azonos, vagyis az

opioid ligand hozzáadása nem befolyásolta a (hígításos) disszociáció

sebességét. A ligandkötő helyek kooperativitása esetén a disszociáció

sebessége különbözne két vizsgált esetben. Mivela a

szemilogaritmizált ábrázolásban (12. ábra В) a pontokra lineáris

regresszióval illesztett egyenesek gyakorlatilag nem különböznek, a

kooperatív kölcsönhatásokat kizárhatjuk.

A disszociációs sebességi állandó(k) (k ) ismeretében (10. ábra 

adatai) lehetőség nyílik a reális asszociációs sebességi konstans

(k+^) meghatározására a következő összefüggés alapján:

k.„ = (kob - k-l} / L (VI)+1

pszeudo elsőrendű reakcióban szereplőA (VI) egyenletben kQb a

látszólagos sebességi állandó, L a jelzett ligand koncentrációja.

állandókat a "gyorsan" és "lassan" disszociálő kötőhelyekreA k+l

külön-külön meghatároztuk. A k+^ ismeretében a

K'd = k-l / k+l (VII)

formula segítségével a kinetikai disszociációs konstans (K' )d
számíthatjuk

értékét

ki. két disszociációs állandósebességiA

kapott disszociációs konstansok rendre 1,0 és 3,3 nM.felhasználásával

A kinetikai állandókat a IV. táblázatban foglaltuk össze.
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IV. táblázat 
3A ( H)DALE kötés fontosabb kinetikai paraméterei

Vкob k-l кfcl/2 +1

(perc 1) -1 -1 (perc x M )(perc 1) (nM)(perc)

0 °C 

23 °C

0,05

0,10

"gyors"
komponens 0,025 7,5 x 106 3,328

23 °C
"lassú"
komponens 0,009 9,0 x 10677 1,0

(3H)DALEA táblázat alapjául szolgáló kísérletekben a

koncentrációja 10 nM volt.

A (^H)DALE kötődés koncentráció függése3.3.

A receptor ligand kölcsönhatás egyik lényeges tulajdonsága a

kötőhelyek véges száma, másképpen receptorokspecifikus a

telíthetősége. A ligand kötőhelyek maximális számát (kapacitás, В )max
a következőképpen fejezhetjük ki:

(VIII)= RL + RВ = RTmax

ahol RL receptor ligand komplexet, R pedig a szabad receptorokat

jelenti. Mivel a (II) és (VII) egyenletek alapján nyilvánvaló, hogy

(R x L) / RL = k_x / k+1 = Kd (IX)
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behelyettesítés és átrendezés után a következő összefüggést kapjuk:

x L/ (L + Kd) (X)RL = Вmax

amely formailag a Michaelis-Menten egyenletnek felel meg. RL В

helyettesítés és transzformálás után a

/К - l/K x ВB/L = В (XI)max

összfüggést kapjuk, amely a SCATCHARD egyenlet (156). Ha a B/F

értékeket а В függvényében ábrázoljuk, olyan egyenest kapunk, amelynek

meredeksége 1/K^, abszcissza metszete pedig а В

Az l/K, d
nevezni. Ha a Scatchard görbe lineáristól való eltérése heterogén

(Scatchardmax
ábrázolás). állandót szokás affinitási konstansnak (K ) isa

kötőhelyek, vagy kooperativitás létezésére utalhat.
3

A specifikus ( H)DALE kötés ligandkoncentráció függését (telítési 

vagy szaturációs görbe) a 13. ábrán mutatjuk be. Látható, hogy a

Scatchard szerinti transzformációval hiperbolát kaptunk, amelynek

aszimptotái két független kötőhelyet: 1) nagy affinitású, kis

kapacitású, és 2) kis affinitású, nagy ligandkötő kapacitással

rendelkező helyet határoznak meg. A kísérleti adatok kiértékelése

computeres görbeillesztéssel történt (Dr. Gaál József, Enzimológiai

Intézet). A számítógépes szimuláció alapján meghatározott egyensúlyi

(K^) 0,8 és 3,0 nM-nak, a kötőhelyek

maximális száma (B ) 46 és 183 fmol/mg proteinnek adódtak. Amax
számítógépes görbeillesztésnél két független ligandkötő helyet

disszociációs konstansok

feltételeztünk. Megjegyezzük, hogy egy kötőhelyet (homogén receptor

populációt) feltételezve a program szignifikánsan nagyobb hibával
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ábra. A specifikus ( H)DALE kötődés ligandkoncentráció függése13.

patkány agyi membrán preparátumban. 

A membrán frakciót 23 °C-on, 3( H)DALE45 percig inkubáltuk

jelenlétében. Az izotóp koncentrációját 1-50 nM tartományban

változtattuk. A nem specifikus kötést 10 uM DALE jelenlétében mértük.

Csak a specifikus kötés értékeket (B, fmol/mg fehérje) ábrázoltuk. Egy

pont ábrázolásánál 3 párhuzamos minta középértékét vettük figyelembe,

amelynek hibája 5 % körül mozgott. A fehérje koncentrációja a

reakcióelegyben 0,6 mg/ml volt. Az inzert a Scatchard görbét mutatja.
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közelítette adatainkat.

Három független kísérlet alapján számított és В 

tüntettünk fel az V. táblázatban. Az egyensúlyi disszociációs

értékeketmax

konstansok jó közelítéssel egyeznek a kinetikai kísérletekből nyert

K' értékekkel, d

V. táblázat

VВ Kdmax
(fmol/mg fehérje) (nM) (nM)

"Nagy affinitású" 
kötőhely 54+7 0,7+0,25 1,0

"Kis affinitású" 
kötőhely 161+21 5,0+2,6 3,3

3
( H)-DALE kötődés koncentráció függését 10 nM 

(mű receptor szelektív opioid peptid) jelenlétében, 23 °C-on. A

Meghatároztuk a

DAGO

kísérleti adatok Scatchard transzformációját a 14. ábrán láthatjuk.

kötőhelyetDAGO jelenlétében észleltünk, amelyet 3,6 nMegy

disszociációs állandó és 244 fmol/mg fehérje kötőkapacitás jellemez.

Ez a kötőhely a "kis affinitású" kötőhelynek felel meg, míg a "Nagy

affinitású" kötőhely a mű szelektív ligand jelenlétében nem mutatható

ki.

33.4. Kationok és guanil nukleotidák hatása a ( H)-DALE kötődésére

3
A ( H)-DALE kötődése kationok jelenlétében3.4.1.
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3
( H)DALE specifikus kötés koncentrációfüggése patkány14. ábra.

agyi membrán preparátumban, 10 nM DAGO jelenlétében. Scatchard

szerinti ábrázolás.

A kisérleti körülmények megegyeztek a 13. ábrán bemutatott kisérlet

körülményeivel, azzal a különbséggel, hogy az inkubációs elegyek 10 nM

DAGO-t is tartalmaztak. A jelzett ligand koncentrációja 0,1 - 25 nM

között változott. Az adatok kiértékelése a KINETFIT számítógépes

program segítségével történt.
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3( H)DALE egyensúlyi kötődését különböző egy- és 

kétértékű kationok jelenlétében. Az endogén ionokat a membrán frakció

Vizsgáltuk a

preparálása során többszöri mosással távolitottuk el a rendszerből. A

alkálifém- (100 mM) és alkáliföldfém (2 mM)15. kationok,ábrán

valamint ezek kombinációinak hatását tüntettük föl. Az egyértékű 

Na+> K+> Li

fokozták a (^H)DALE kötést. Ez a kötésnövekedés Na+ ionokkal gátolható

2+ 2++kationok ionoksorrendben gátolták, míg a Mg és a Mn

volt.

A Na+ és a Mg+ hatás ionkoncentráció függését a 16.

ionok már 20 mM-os és a fiziológiás koncentrációban is 

gátolták a (^H)DALE kötést. A Mg+ ionok gátlást csak 50 mM-nál nagyobb 

koncentrációban mutattak, míg a fiziológiás koncentráció tartományban 

szignifikánsan növelték a receptor kötést.

ábrán mutatjuk

be. A Na

3.4.2 A (^H)DALE kötődése guanin nukleotidák jelenlétében

A guanozin trifoszfát (GTP) és egy hidrolízis rezisztens GTP

5'-guanilil-imidodifoszfátszármazék, (GppNHp), valamintaz

kontrollként az adenozin trifoszfát (ATP) hatását vizsgáltuk a
3

( H)DALE kötődésére. A kísérleti eredmények a 17. ábrán láthatók. A

guanil nukleotidák mikromólos koncentrációkban gátolták (GppNHp>GTP, 

ATP nem!) a jelzett ligand kötődését. Na+ ionok jelenlétében a gátlás

növekedését észleltük.

A GppNHp hatás mechanizmusának részletesebb elemzése céljából
3( H)DALE asszociáció ésmértük a guanin nukleotida hatását a

disszociáció sebességére (18. ábra). A kinetikai kísérletek

eredményéből a következőket állapíthatjuk meg: 1) 50 uM GppNHp

csökkentette a tríciált peptid egyensúlyi kötését, a látszólagos
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3
15. ábra. Kationok hatása а ( Н)DALE egyensúlyi kötődésére 

A patkány agyi membrán frakciót 3 nM (^H)DALE jelenlétében inkubáltuk 

23 °C-on, 45 percig, különböző kation környezetben. A kísérletben
2 +klorid sókat használtunk, a Mn ionokat kivéve, amelyeket szulfát

formában használtuk. Az egyértékű ionokat 100 mM-os, a kétértékű

kationokat 2 mM-os koncentrációban alkalmaztuk. Csak a specifikus

kötés értékeit (iS.E.M.) tüntettük fel.
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А (2Н)DALE receptor kötés függése a Na+- 2 +16. ábra. és Mg ionok

koncentrációj ától.
3

Az 5 nM ( H)DALE-t és a patkány agyi membrán preparátumot együtt 

inkubáltuk (23 °C, 45 perc) Na+ vagy Mg2 + ionokkal, majd a receptor

kötést a szokásos módon meghatároztuk, és az ionkoncentráció

függvényében ábrázoltuk. A TRIS/HC1 pufferben mért összes (T, ) és a 10b
uM DALE jelenlétében mért nem specifikus (N , ) kötést (+SD) vízszintessb —

2 ++ (Д) : Mgvonalakkal reprezentáljuk, (a): Na ,
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317. ábra. Nukleotidák hatása a ( H)DALE egyensúlyi kötésre patkány 

agyi membrán készítményben.
3A membrán preparátumot nukleotidák és ( H)DALE jelenlétében inkubáltuk 

23 °C-on,

specifikus kötést 10 uM DALE jelenlétében mértük. A specifikus kötés 

értékeket a nukleotida koncentráció függvényében ábrázoltuk. (□): ATP,

45 percig. A tríciált ligand koncentrációja 3 пЛ volt. A nem

+"Üres"(Л): GTP, (o): GppNHp. jelek: Na mentes környezetben

"töltött" jelek: 100 mM Na+ jelenlétébenvégrehajtott mérés, mért

adatok.
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3
ábra. GppNHp hatása a ( H)DALE kötés kinetikájára patkány agyi18.

membrán frakcióban.

A jelzett ligand koncentrációja 3 nM volt. Az asszociációs és

disszociációs kísérletben a korábbiakban leírtak szerint egyesített

reakcióelegyeket használtunk, amelyekből az adott időpontokban 1 - 1

ml-es alikvotokat vettünk. A mintavételeket három párhuzamosban

végeztük. A nem specifikus kötést (Д) 10 uM DALE jelenlétében

Az inkubálás 23 °C-on történt.határoztuk meg.
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sebességi állandók azonban nem különböztek szignifikánsan. 2) Ha a

jelzett liganddal ekvilibrált rendszerhez adtunk 50 uM GppNHp-t,

disszociációt észleltünk. 3) Guanin nukleotida jelenlétében növekedett

a jelöletlen DALE hozzáadásával indított disszociáció sebessége. A 

disszociációs sebességi állandó 

GppNHp jelenlétében 0,12 perc ^

(k értékek GppNHp nélkül 0,07,

voltak.

Meghatároztuk a jelöletlen DALE affinitását a patkány agyi opiát 

receptorokhoz 10 uM GppNHp jelenlétében (19. ábra). A kötőhelyek 

jellemző IC^Q-érték (a jelöletlen ligand 

amely a (^H)DALE kötés 50%-os gátlását eredményezi) a 

kompetíciós görbéből meghatározható. A GppNHp gátolta ugyan a (^H)DALE

affinitására azon

koncentrációja,

egyensúlyi kötődését (a leszorítási görbék lefutása különbözik) , de

változtatta szignifikánsan a receptor affinitását. Az IC,.q értékeknem

a két vizsgált esetben 3 nM körül voltak (19. ábra).

a (3H)DALE kötésTanulmányoztuk a GppNHp (10 uM) hatását

ligandkoncentráció függésére. A telítési- és a megfelelő Scatchard

görbéket a 20. ábrán mutatjuk be. Ebben a kísérletben a jelzett ligand

delta szelektivitásának növelése céljából DAGO-val gátoltuk a

A kísérleti adatok kiértékelésére a KINETFIT computerkeresztreakciót.

programot használtuk (Dr. Bagyinka Csaba, Biofizikai Intézet). GppNHp

értékek csökkenését tapasztaltuk (290 fmol/mgjelenlétében а Вmax
fehérjéről 267 fmol/ mg-ra, 8 %-os változás), egyidejűleg a receptor

affinitása is csökkent (a K, érték 4,5 nM-ról 5,1 d
eltérés) növekedett. 50 uM GppNHp jelenlétében а В

nM-ra 12 %-os

csökkenésemax
kifejezettebb (15 %), a megváltozása a nukleotida hatására

nM-ról 7,7 nM-га pedig már szignifikáns volt.

4,8

3Opiátok és opioid peptidek hatása a (—H)DALE kötődésére3.5
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3uM GppNHp hatása a ( H)DALE egyensúlyi kötődésére19. ábra. 10

kompetíciós kisérletben.
3

5 nM ( H)DALE és jelöletlen DALE különböző 

koncentrációinak (0,01 - 10000 nM) jelenlétében inkubáltuk 23 °C-on, 

45 percig. A jelzett ligand kötődését (cpm), a jelöletlen DALE

A membrán preparátumot

koncentráció függvényében tüntettük fel. (o): pufferes kontroll,

(•): 10 uM GppNHp hatása



52

\ о Kontroll 
о tOßiM GppNHp

I” KqsíhS nM

u.
Л

25- Kq = 5*1 nM

4
wo 300

В (fmol/mq)

1.0 5.0 15.0 20.010.0
[3H] DALE (nM)

3a ( H)DALE kötés ligandkoncentráció20. ábra. GppNHp hatása

függésére patkány agyi membrán preparátumban.
3a ( H)DALE kötésábra szövegében leírt módon mértükA 14.

ligandkoncentráció függését 10 uM GppNHp jelen- (a), és távollétében

(o). A nem specifikus kötést 10 uM DALE jelenlétében mértük. Csak a 

specifikus kötést ábrázoltuk. Az inkubálás (23 °C, 45 perc) során 10

nM DAGO volt jelen a reakcióelegyekben. Az inzert a Scatchard

Az adatok kiértékelésetranszformációt mutatja. KINETFITa

számítógépes program segítségével történt.



53

3.5.1 Természetes és szintetikus opiátok hatása

A felhasznált vegyületek között morfinán vázas (levallorfan,

levorfanol, dextrorfan), fenantrén vázas (naloxon, nalorfin és a

ópiumtermészetes alkaloid valamintmorfin), benzomorfan

(etilketociklazocin, EKC) és fenilpiperidin (szufentanil) származékok

találhatók. A 21. ábrán bemutatott kompetíciós kísérletben három opiát

ligand és - összehasonlítás céljából - a DALE hatását vizsgáltuk a 
3( H)DALE egyensúlyi kötésre. Valamennyi ligand koncentráció függő

módon gátolta a tríciált enkefalin kötését (leszorítási görbék). A

hatás mértékét itt is a specifikus kötés 50 %-os gátlását okozó

(IC.—)ligandkoncentráció értékkel jellemezhetjük. Az affinitás50
sorrendje DALE levallorfan EKC dextrorfan volt. További kísérletek

3( H)DALEsorán meghatároztuk egy sor opiát ligand IC^ 

kötőhelyekhez. A receptor kötést 0,5 és/vagy 5 nM tríciált ligand

értékeit a

jelenlétében mértük (VI. táblázat). Az antagonista naloxon és
3

a ( H)DALE kötés leghatékonyabblevallorfan voltak inhibitorai. A

levorfanol és jobbra forgató sztereoizomerje, a dextrorfan IC50
értékei közötti mintegy százszoros különbség az opiát kötőhelyek

sztereospecifitását igazolják.

3.5.2. Opioid peptidek hatása

Az e fejezetben bemutatásra kerülő peptidek zömét az MTA KKKI

állította előpeptidkémiai munkacsoportja szerkezet-hatástani

vizsgálatok céljából. Referens ligandokként néhány kereskedelmi
2a Glyterméket is felhasználtunk. A szerkezeti változtatások

szubsztitúciójára, a C és az N terminális kémiai módosítására,
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з( Н)DALE egyensúlyi kötésreOpiát ligandok hatása aábra.21.

patkány agyi membrán készítményben.

A membrán preparátumot 23 °C-on, 45 percig inkubáltuk opiátok és 3 nM 

3( H)DALE jelenlétében. A vizsgált anyagok koncentrációját 0,1 - 100000

nM között változtattuk. A specifikus kötést százalékosan tűntettük

( Д ) :(o) levallorfan, (V): etilketociklazocin,fel. (•): DALE,

dextrorfan
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VI. Táblázat

3Opiátok hatása a ( H)DALE egyensúlyi kötődésére

patkány agyi membrán preparátumban

IC_„ értékek (nM)50
3( H)DALE 

(5 nM)

3( H)DALE 
(0,5 nM)

SpecifitásLigandok

70+20-agonistaMorfin У
40+ 6-agonistaLevorfanol У

100003500 •hatástalanDextrorfan

200Szufentanil -agonistaУ
Etilketo-
ciklazocin 4C -agonista 200

40+720+ 7antagonistsLevallorfan

30+515+ 3antagonistsNaloxon

agonista/
antagonists

Nalorfin
10060+20

A jelöletlen ligandokat 0,01 - 100000 nM között használtuk. Az

inkubálásokat szobahőmérsékleten, 45 percig végeztük a membrán

és a (^H)DALE jelenlétében. Apreparátum (0,4-0,6 mg fehérje)

leszorítási görbék alapján meghatároztuk az IC^ értékeket (+ standard 

deviáció, ahol legalább három kísérlet volt).
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з( Н)DALE egyensúlyi kötésre22. ábra. Oioid peptidek hatása a

patkány agyi membrán készítményben.

°C-on, 45 percig inkubáltuk jelöletlen 
3

( H)DALE jelenlétében.

A membrán preparátumot 23

enkefalin származékok és 3 nM A vizsgált

anyagok koncentrációját 0,1 100000 nM között változtattuk. A

(A ) :specifikus kötést százalékosan tüntettük fel. (o): DALE,

(•): DALECK (у): enkefalin pikolil észter,Leu-enkefalin, (n) :

karbamoil enkefalin.
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valamint a pentapeptid szekvencia meghosszabbítására irányultak. A C

terminális klórmetil keton származékokat a következő fejezetben

tárgyaljuk.

A 22. ábrán öt enkefalin származék reprezentatív kompetíciós

görbéit tüntettük fel. A legnagyobb affinitást a DALE mutatta, de

számottevő gátlást okozott a Leu-enkefalin és a DALECK is. Az N

terminálison módosított karbamoil enkefalin viszont hatástalan volt a 
3

( H)DALE kötési tesztben. A további kísérletek eredményeit a VII. és a

táblázatban foglaltuk össze. Az endogén, és a delta szelektívVIII.

enkefalinok nagy affinitással (DALE j> DADLE >. DSLET > Leu-enkefalin 

Met-enkefalin > DPDPE>ICI174864) kötődtek a (3H)DALE kötőhelyekhez. A 

C terminális észterifikálása metilészter formába némiképpen, pikolil

észter kialakítása jelentékenyen csökkentette az affinitást. A C

terminális aminósavakkal történő meghosszabbítása után jól mérhető,

bár az enkefalinokéhoz képest kisebb affinitás értékeket találtunk 

(Mel^ és Arg^-Arg^ 1-7= dinorfin peptidek). Az N terminális tirozin

módosítása (karbamoil enkefalin) eltávolításavagy
2-7(Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg = dinorfin ) hatástalan

a melfalán képes volt a Tyr^ 

jelentősebb affinitás csökkenés nélkül.

származékokat

eredményezett, viszont helyettesítésére

A pentapeptid szekvencia

polaritásának megfordításával (C N terminális cseréje,

retro-enkefalin) az opioid aktivitás megszűnt. A mű^ receptor 

mintegy 16-szor kisebbszelektív, szintetikus ligandja, a ..DAGO

affinitást mutat a Leu-enkefalin származékokhoz (DALE, DADLE) képest,

igaz viszont, hogy más delta szelektív ligandokhoz (DPDPE, ICI174864)

viszonyítva a különbség csupán kétszeres.

Enkefalin klórmetil ketonok vizsgálata3.6
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VII. Táblázat

Enkefalin származékok hatása a (3H)DALE egyensúlyi kötődésére 

patkány agyi membrán preparátumban

ICgg értékek (nM)

(3H)DALE 
(5 nM)

(3H)DALE 
(0,5 nM)

Szekvencia Specifitás Név

^ -agonista 

$ -agonista 

<£ -agonista

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 16 +7Leu-enkefalin 6 +3

Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu 3,7+1 5,5+1,5DALE

Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu 4DADLE

cS / -agonistaTyr-Gly-Gly-Phe-Met Met-enkefalin 8 +3 21 +5

N,N-diallil-Tyr-Aib-Phe-Leu -antagonista ICI 174864 40

Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr inaktív 2000 20000Retro-enk.

inaktív 

á' -agonista 

Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr & -agonista 

Tyr-D-Ala-Gly- (Me) Phe-Gly-olyLl -agonista

Karbamoil-enk.H^NCO-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

Tyr-D-Pen-Gly-Phe-D-Pen

4500 15000

30DPDPE

DSLET 4

DAGO (DAMGE) 80

A jelöletlen peptideket 0,01 - 100000 nM között használtuk. Az inkubálásokat

szobahőmérsékleten, 45 percig végeztük a membrán preparátum (0,4-0,6 mg fehérje) 

és a (3H)DALE jelenlétében. A leszorítási görbék alapján meghatároztuk az IC^0 

értékeket (+ standard deviáció, ahol legalább három kísérlet volt).



59

VIII. Táblázat

3
Szintetikus enkefalin származékok hatása a ( H)DALE egyensúlyi 

kötődésére patkány agyi membrán preparátumban

IC^Q értékek (nM)

(3H)DALE 
(0,5 nM)

3( H)DALE 
(5 nM)

Szekvencia

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-O-(2-pikolil) 
(Enkefalin pikolil észter) 40+20 260+60

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-Lys-Gly-Gln

Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Mel-OCH^

Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-OCH^

Mel-Gly-Gly-Phe-Leu-OCH3

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg

22+ 4 36+ 3

8+ 2 20+ 4

10

20

120

Mel-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg 150

Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg 5000

A jelöletlen ligandokat 0,01 - 100000 nM között használtuk.

Az inkubálásokat szobahőmérsékleten, 45 percig végeztük a
3és a ( H)DALE(0,4-0,6 mg fehérje)membrán preparátum

jelenlétében. A leszorítási görbék alapján meghatároztuk az IC^q 

értékeket (+ standard deviáció, ahol legalább három kísérlet

volt).
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3.6.1 Kompetíciós kísérletek

Bizonyos aminósavak halometil keton származékait (pl. TPCK, TLCK)

a hatvanas évek óta használják különböző proteolitikus enzimek

irreverzibilis inhibitoraiként. Az enkefalinok hasonló származékai

elvileg ugyancsak képesek lehetnek opioid receptorokaz

irreverzibilis (affinitás-) jelölésére.

A KKKI peptidkémiai csoportja által szintetizált enkefalin

klórmetil keton származékok (IX. táblázat) receptor kötésben mutatott

sajátságait a X. táblázatban hasonlítottuk össze. A delta agonista
3 3 3( H)DALE mellett a mű agonista ( H)dihidromorfint (( H)DHM)

3
antagonista ( H)naloxont is használtuk a kísérletek során. A klórmetil 

keton származékok tulajdonságait a megfelelő "alapvegyülettel" is 

összevethetjük. Megállapításaink a következők: Az enkefalin alapvázat

és az

hordozó öt klórmetil keton molekula
3

aktivitását. A ( H)naloxon jelenlétében meghatározott IC^ 

nem, vagy csak kevéssé különböztek a natív származékok hasonló

veszítette el opiátnem

értékek

értékeitől. Az affinitás változatlansága esetébenDAMKa a

legkifejezettebb. Ugyanakkor az aminósav származékok (TPCK, TLCK) és a

dipeptid klórmetil keton inaktívak voltak a receptor kötési tesztben.

keton funkciós csoport tehát megfelelő struktúra nélkül 

opiát receptorokkal. A Na+

A klórmetil

index alapján valamennyinem reagál az

vizsgált enkefalin klórmetil keton agonista sajátságot mutatott in

vitro. A mű és delta szelektív ligandokkal mért IC^ 

ezek arányaiból (X. táblázat, utolsó oszlop) a ligandok receptor

értékekből és

altípus szelektivitásának változásaira következtethetünk.

Míg az enkefalinok (a DAGO nem!) az opiát receptor delta altípusa

felé mutatnak preferenciát, addig az enkefalin klórmetil ketonok
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IX. táblázat

Enkefalin- és enkefalin klórmetil keton származékok ( )

aminosav sorrendjei

Phe - Leu-COOH LEh^N-Tyr-Gly - Gly 

-----1—D-AIq  h DALE4— COOH+

D-Leu-COOH DADLE+D-AIq

+— coch2ci LECKX 

4—coch2ci DALECKX

+ +

D-AIq +
D-Leu-COCH2Cl DADLECKX 

DAGO 

DAMKX

D Alá t

MePhe-Gly-olD-AIq

MePhe - CH2ClD Alá



X. táblázat

Enkefalin klórmetil keton származékok vizsgálata opiát receptor kötési tesztekben

IC5Q (nM)

(3H)naloxon
pufferben +100 mM NaCl

(nM)IC50
(3H)DHM

(mu)
(3H)DALE 
(delta)

Na+ indexJelöletlen peptid mu/delta
arány

Leucin enkefalin (LE)
DALE
DADLE
DAGO

120 17 70 122000
2000
1500

6
100 20 20 3 10

90 17 50 4 12
8 200 25 2 80 0,025

60 3000
1000
2500

50 20LECK
DALECK
DADLECK
DAMK

20 1
50 20 10 15 0,7 СП60 40 20 20 1 w
10 200 20 2 80 0,025

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH-NH-CO-
-(ch2)2-nh-co-nh-(ch2)2-ci 2000 20 32 45 0,7

30000
100000

80000

20000TPCK
Phe-Leu-CK
TLCK 80000 25 2

Meghatároztuk a jelöletlen klórmetil keton származékok IC,^ értékeit különféle trlciált

3 3( H)naloxon, vagy 3 nM ( H)DHM,

koncentráció tartomány 0,01-100000 nM-ig terjedt.

Na+ index: IC_„ Na+ jelenlétében / ICc„ Na+ nélkül 50 5U
Mű/delta arány: (3H)DHM IC5Q / (3H)DALE IC5Q

(3H)DALE).opioid ligandokkal (2 nM A vizsgáltvagy 3 nM
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szelektivitási mutatói a mű specifitás irányába mozdultak el (DAMK

DALECK > DADLECK = LECK). A DAMK kivételével az IC értékek50
műnagyságából önmagában nem következtethetünk

3 3hiszen a két rendszerben ( H)DALE-nal és ( H)DHM-nal

ligandokezen

szelektivitására,

mért affinitások számértékei gyakorlatilag azonosak. Ugyanakkor a

natív enkefalinokhoz képest bekövetkezett mintegy nagyságrendnyi

változás a mű/delta arányban (X. táblázat) kifejezi az enkefalin

klórmetil ketonok mű szelektivitásának növekedését és/vagy a delta

preferencia csökkenését.

3.6.2 A klórmetil keton származékok irreverzibilis kötődése

Mivel kísérleteinkben az enkefalin klórmetil ketonok jelöletlenek

voltak, az irreverzibilitási vizsgálatok indirekt módon, "hideg"

klórmetil ketonokkal és radioaktív opiát ligandok felhasználásával

Úgy jártunk el, hogy a patkány agyi membrán preparátumottörténtek.

előinkubáltuk a tesztelendő anyagokkal, majd a ligand feleslegét

centrifugálással (25000 g) eltávolítottuk. üledékAzx

reszuszpendálása és pufferes hígítása után a ligand reverzibilisen

kötött formáját 15 perces, szobahőmérsékleten végrehajtott inkubálás

során disszociáltattuk. Az első centrifugálási / disszociáciős lépést

megismételtük. A végső történőháromszor üledék pufferben

homogenizálása után, tríciált ligandokkal mértük a preparátum opiát

(maradék aktivitás visszamérése). Pufferrelkötésétreceptor

előinkubált membrán készítmény szolgált kontrollként. A reverzibilisen

ligand-frakció eltávolításárakötött alkalmazott módszeraz

megfelelőnek bizonyult, mert reverzibilis ligandokkal és csak

pufferrel előinkubált receptor preparátum a négy mosási lépés után
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azonos receptor kötést mutatott.

Az enkefalin klórmetil ketonok irreverzibilisen gátolták a nagy 

3 3( H)naloxon kötőhelyet (23. ábra). A ( H)naloxon telítési 

görbék Scatchard analízise alapján nyilvánvaló, hogy 10 uM DAMK

affinitású

előinkubálás "eltünteti" a pufferes előkezelés után egyébként jól

detektálható nagy affinitású kötőhelyeket. Hasonló eredményeket

kaptunk a LECK és DADLECK (141) valamint a DALECK (55) esetében is.

A kompetíciós kísérletben mű specifikusnak talált DAMK 1 uM

szignifikánsan gátolta a (^H)DHM kötődését,
3 3a ( H)DALE kötődésére (24. ábra). A ( H)DHM

koncentrációban de nem

volt számottevő hatása

kötőkapacitáskötés gátlása mintegy 40 %-os csökkenésévela

értelmezhető, a K, értékek változatlanok maradtak, d

A 25. ábrán a LECK és a DALECK kötődés irreverzibilitását mutatjuk 
3( H)DAGO és delta (^H)DALE peptidekkel

végrehajtott mérések alapján. A klórmetil keton affinitás jelölőket 50
3 3koncntrációkban alaklmazva a ( H)DAGO kötés 50 %-os, a ( H)DALE

be mű szelektív szelektív

uM-os

kötés 10-15 gátlását észleltük. A klórmetil ketonok%-os

koncentrációjának további növelése nem fokozta a gátló hatásokat.

ábrán összefoglaltuk a klórmetil keton-, és az ugyancsakA 26.

kovalensen kötődő, mustárnitrogén funkciós csoportot tartalmazó

a (^H)DALE egyensúlyimelfalán származékok irreverzibilis hatását

kötődésére. Az alkiláló csoportot nem tartalmazó ligandok (naloxon,

DADLE), és a reaktív funkciót opioid ligand struktúra nélkül hordozó

vegyületek (melfalán, Phe-Leu-CK) sem mutattak irreverzibilis receptor

kötést. Az enkefalin klórmetil ketonok is csak viszonylag nagy 

uM-os koncentrációban

uM-ban hatékony Mel^-DALE-OMe-rel. Az 

3 3( H)DHM és ( H)DAGO kötődését számottevően nagyobb

(50)
3

gátolták a ( H)DALE kötődését, szemben a már 5

enkefalin klórmetil keton

származékok a
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В/F • Kontroll 
■ 10 jjM DAMK

(x103) 9
»

1
300 600
В (fnnol/mg protein)

3( H)naloxon kötés koncentráció függésének

Scatchard analízisei DAMK jelen- és távollétében.

A membránfehérjét 30 °C-on 60 percig előinkubáltuk TRIS/HCL pufferrel

vagy 10 uM DAMK-nal (m), majd a preparátumot négyszer mostuk.

Minden mosásos lépés 25000 x g-vel történő centrifugálást, pufferes

és 23 °C-os 15 perces inkubálást foglalt magában. A
3( H)naloxon

25 nM között változtattuk. A nem specifikus

23. ábra. Specifikus

(•)

reszuszpendálást,

(3H)naloxon kötés mérése 0 °C-on, 60 perc után történt. A

koncentrációját 0,05

kötést 10 uM naloxon jelenlétében határoztuk meg. B: kötött, F:

kötésben nem lévő (szabad) ligand. A pontok három párhuzamos inkubálás

középértékeit reprezentálják. A fehérje koncentrációkat Bradford

módszere alapján mértük (154) .
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3
( Н)DHM és (3Н)DALE kötés24. ábra. DAMK hatása a a

ligandkoncentráció függésére patkány agyi membrán preparátumban.

A 23. ábra szövegében leírt módon inkubáltuk és mostuk a membrán 

mintákban mértük a (^H)DHM (20 perc, 23 °C) és afrakciót, majd a 

(3H)DALE (45 perc, 23 °C, 10 nM DAGO jelenlétében) kötés

ligandkoncentráció függését. A nem specifikus kötést 10 uM morfin,

illetve DALE segítségével határoztuk meg. Csak a specifikus kötést

ábrázoltuk. Az inzertek a Scatchard transzformációkat mutatják. B:

F: kötésben nem lévő (szabad) ligand, (о): puffereskötött, kontroll,

(•): 1 uM DAMK-nal végrehajtott előinkubálás. A pontok három

inkubálás középértékeit reprezentálják. A proteinpárhuzamos

meghatározás Bradford módszerével történt.
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25. ábra. Enkefalin klórmetil ketonok irreverzibilis hatása a 

3 3( H)DAGO és a ( H)DALE egyensúlyi kötődésére.

A patkány agyi membrán frakciókat (5 ml térfogat, 4-6 mg/ml protein) 

23 °C-on 90 percig előinkubáltuk az enkefalin klórmetil ketonokkal (50

uM), majd a 23. ábrán leírt módszerrel mostuk a preparátumot. A

nM (3H)DAG0 (35 °C, 40 perc)

(3H)DALE (23 °C, 45 perc, 10 nM "hideg" DAGO jelenlétében) inkubáltuk

és szűrtük. A nem specifikus kötés meghatározása levorfanol, illetve
3DALE jelenlétében történt. A specifikus ( H)ligand kötést a 

koncentrációkkal történő korrekció után a (pufferes) kontroll

következőkben a mintákat 3 vagy 3 nM

fehérje

százalékában fejeztük ki. A fehérje meghatározás Bradford módszerével

történt. Az adatok 5-5 párhuzamos minta átlagát (+ SD) jelentik.
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26.

Az előző ábrán ismertetett módon meghatároztuk a rendelkezésre álló

affinitásjelölők, és néhány referens vegyület irreverzibilis (mosás
3( H)DALE jelenlétébenrezisztens) gátló hatását. A maradék (3 nM

visszamérhető) opiát aktivitásokat a kontroll (pufferes előinkubálás +

4 mosás után mért) specifikus kötés százalékában adtuk meg.



69

mértékben gátolták, mint a (^H)DALE kötését (141,14 , és 25. ábra).
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4. MEGVITATÁS

A (^H)DALE kötődés jellemzői patkány agyi membrán preparátumban4.1

Vizsgáltuk a patkány agyból preparált partikuláris sejtmembrán 

egy tríciált enkefalin analóg, a (^H)DALE kölcsönhatásaitfrakció és

opiát receptor kötési tesztben. A jelzett ligand viszonylag nagy

fajlagos aktivitása (37,3 Ci/mmol) és tisztasága (150) megfelelt a

kötési kísérletekben megkövetelt elvárásoknak. A méréstechnikai

a kötött ligand szeparálásátszempontból lényeges, a szabad és

szűréses elválasztástlehetővé tevő módszerek (157) közül a

alkalmaztuk sikeresen. Ez a tény sorozatmérések kényelmes elvégzését

is lehetővé tette. Örvendetes volt, hogy a használt GF/C üvegszálas

ennek megfelelőenszűrőkorong kis ligandvisszatartő képességgel,

alacsony háttér aktivitással rendelkezett (6. ábra). Kis beütésszám

értékekkel dolgozva a tényleges aktivitások meghatározása során a

filter hátteret figyelembe vettük. A szcintilláciős mérésekben a

minták önabszorpciőja és quenchelése elhanyagolható volt. 

3A ( H)DALE kötődött patkány agyi opiátreverzibilisen a

receptorokhoz. Mind az asszociáció, mind a disszociáció sebessége

viszonylag lassú volt, egyéb az irodalomból ismert peptid ligandhoz 

hasonlóan (23,158). A receptor ligand komplexet 23 °C-on 20 perces

félélet idővel jellemeztük (11. ábra). A disszociációs kísérletekben a

ligandkötő helyek heterogenitását figyeltük meg. A heterogén receptor

populációban két, kötési sajátságaiban különböző ligandkötő helyet 

találtunk (11. ábra). A két kötőhely létezése egyensúlyi körülmények
3

kimutatható (13. ábra). Az egyik ( H)DALE kötőhely nagyobbközött is

affinitással kötötte a jelzett ligandot (nagy affinitású, vagy a
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kinetikai kísérletekben "lassan" disszociálő kötőhely), míg a

kötőhelyek másik csoportja kisebb affinitást mutatott a tríciált

ligandhoz (alacsony affinitású, vagy "gyorsan" disszociálő kötőhely).

Itt kell megjegyeznünk, hogy a disszociáciős görbe bifázikus jellege

és a látszólagos asszociációs sebességi állandó (k , ) koncentrációob
függése (III. táblázat) alapján a kötőhelyek esetleges kooperativitása

is felvethető. Ezt a lehetőséget a 12. ábrán bemutatott disszociáciős

erősítettekísérlet így rendszerünkben kooperatívnem meg,

kölcsönhatások létezését kizárhatjuk (155). A kinetikai és egyensúlyi

mérések alapján számított K, értékek igen jő egyezést mutatnakd
táblázat).

(V.

Két független enkefalin kötőhely detektálására számos irodalmi

(13,35,159),találunk de ismerünk ennek ellentmondóadatot

eredményeket is (21). A homogén receptor populáció vagy két független

kötőhely kérdésének megválaszolásához elsősorban molárisnagy

megbízható, lehetőleg számítógépesaktivitású ligand, másodsorban

analízis szükséges. A telítési görbéket minden esetben kiértékeltük az

és a két független kötőhelyes, modelleken alapuló programmal is, ésegy

a közelített görbék korrelációs együtthatói alapján állapítottuk meg

az illeszkedés pontosságát, ebből pedig meghatároztuk a kísérleteknek
3legjobban megfelelő modellt. A ( H)DALE esetében ez a két kötőhelyes

modell volt.

DAGO jelenlétében végrehajtott kísérletek értékelése során
3

( H)DALElineáris Scatchard görbéket észleltünk, ennek megfelelően a

kötődése a mű szelektív ligand jelenlétében homogén receptor

populációhoz történik (14. ábra). A Pasternak és munkatársai által

felvetett hipotézis értelmében a különböző opiát ligandok és az

enkefalinok nagy affinitású kötőhelyei azonos receptor populációt
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jelentenek. Ezt a kötőhelyet tekintik az analgézia, antinocicepció

közvetítésében szerepet játszó receptor struktúrának (52,160). A DAGO

mű^ szelektivitásával és 

affinitásával

mű receptorokhoz mutatott nagy
3

( H)DALE kötődés

a

(127,128) értelmezhetjük a

megváltozását. A mű receptorok DAGO-val történő blokkolása ugyanakkor

a mérési körülményeket teszi szelektívebbekké. Ezt a lehetőséget a

receptor altípusok és a

mérésükre használt ligandok közötti kereszt reakciók csökkentésére.
3Kívülről a rendszerbe vitt kationokkal regulálni tudtuk a ( H)DALE

további kísérletekben felhasználtuk a

ekvilibrium kötődését (15. és 16. ábrák). Az endogén ionkörnyezetet a

membránpreparátum többszöri előzetes kimosásával szüntettük meg, így a

lehetőségekhez képest "tiszta" hatásokat detektálhattunk. A megfigyelt

ionhatások jó egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal
+ 2+ A Na ionok jelenlétében kapott kapott kötésgátlást valamint a Mg

(35,49,88,161).

ionok ezzel ellentétes hatásait bevezetésben körvonalazotta

allosztérikus kölcsönhatásokat feltételező konformációs modell (1.

ábra) illetve annak továbbfejlesztett változatai (162,163) alapján 

Annak a kérdének a megválaszolására, hogy a Na+ ionokértelmezhetjük.

jelenlétében tapasztalt gátlás a kötőhelyek maximális számának és/vagy

a receptor ligand komplex disszociációs állandójának megváltozásából

adódik-e, saját kísérleteket nem végeztünk. A legtöbb irodalmi adat a

értékek egyidejű megváltozására utal. 

(3H)DALE

К, és а В a

A guanin
max

kötésre gyakorolt hatásánaknukleotidák

gátlásának hatóanyag koncentrációmechanizmusa, valamint a kötés

függése az előzőektől eltérő. Vizsgálatainkban a metabolikusan stabil

GTP analógot (GppNHp) alkalmaztunk a bomlékony guanozintrifoszfát

helyett. A GppNHp egyrészt növelte a ligand indukálta disszociáció 

sebességét, másrészt valószínűleg a G^ fehérjén keresztül önmagában is
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indukálta a receptor ligand komplex disszociációját (18. ábra). A

GppNHp jelenlétében mérhető növekedésétdisszociációs állandó <Kd)

(azaz a receptor affinitásának csökkenését), igaz, csak viszonylag

nagy GppNHp koncentrációknál, egyensúlyi mérésekkel is kimutattuk. A 

GppNHp a Na+ ionok hatásával szinergizmust mutatott az egyensúlyi

sőt a 17. ábrán bemutatott kisérleti adatok alapján amérésekben,

gátlás additivitásának lehetősége is felmerül. Mind az additivitás
3

mind pedig a ( H)DALE kötés azonos mértékű gátlásához szükséges 

koncentrációk közötti nagyságrendnyi különbség az egyértékű kationok

ténye,

és a guanil nukleotidák különböző támadáspontjaira utalnak. Az eltérő

hatásmechanizmust az irodalmi adatok is megerősítik (164).

információkat nyújtanak a kompetíciós kísérletek
3

( H)DALE kötőhelyek szelektivitásával kapcsolatban. A

értékek) összevetéséből

Lényeges

eredményei a

ligandok affinitását jellemző mérőszámok (IC,.q

az enkefalinok antagonisták morfin etilketociklazocin hatáserősségi

(3H)DALEsort állapíthatjuk meg (21. ábra). Másképpen fogalmazva ez a

kötőhelyek delta > mű > kappa szelektivitását jelenti. A mért

affinitási értékek jő közelítéssel megegyeznek az irodalomból ismert

értékekkel (pl. 162). A (hatékony) delta ligandok pl.DALE és a morfin

nagyságrend. Annakaffinitása közötti különbség körülbelül egy

hogy ez sok-e, avagy kevés, meglehetősen viszonylagos.megítélése, Az

irodalom az opioid receptorok és a szelektívligandok vonatkozásában a

és a kompetíciós kísérletekbőltelítési görbékből számítható К ,a
nyerhető ICj.q értékek közötti legalább tízszeres különbséget tekinti

szignifikánsnak (165). A kisérleti adatok értékelése során nem

kompetíciő mértékének jellemzésérehasználtuk az irodalomban a

állandót,elterjedt inhibitor

használt Cheng-Prushoff egyenlet (166) formailag eleve egy homogén

annak meghatározásáramert az
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ligandkötő helyet feltételez.

3
A ( H)DALE receptor kötési teszt alkalmazása szerkezet4.2 hatás

összefüggések vizsgálatában

A receptor kötési teszt újonnan szintetizált ligandok (hormon-,

neurotranszmitter- analógok, gyógyszerek) vizsgálatában márma

nélkülözhetetlen, ás sok tekintetben más módszerekkel nem is

helyettesíthető.

Ebben a dolgozatban az enkefalin molekula kémiai szerkezeti

módosításainak a biológiai hatás (opiát aktivitás) megváltozásában

jelentkező következményeit két szempontból vizsgáltuk: 1) Hogyan

befolyásolja a struktúra megváltozása 

(^H)DALE kötőhelyekhez 2)

ligandok affinitását aa

Találunk-e opiát receptorhozaz

9irreverzibilisen kötődő enekfalin analógot :

Az első kérdés megválaszolására megállapítottuk, hogy a legnagyobb 

affinitása a (^H)DALE kötőhelyekhez magának a jelöletlen DALE-nak és a

DADLE-nak volt. Kisebb affinitást mutatott mind a két természetes

enkefalin, valamint az összes egyéb vizsgált származék. A natív

enkefalinok viszonylag alacsonyabb affinitása talán az enkefalináz

hatásának következménye lehet, bár a reakcióelegy minden esetben

tartalmazott bacitracint is (167). Ha eltekintünk a D-aminosav

tartalmú peptidáz rezisztens enkefalinoktól, akkor az összes kémiai

módosítás végső soron az enkefalin hatások csökkenését eredményezte

(VII. és VIII. táblázatok). A C terminális észterifikálása (O-metil és

pikolil észterek), aminosavakkal (Arg-Arg, Lys-Lys-Gly-Gln, Mel stb.)

történő meghosszabbítása, az opiát aktivitás mérsékelt csökkenését

okozta. Ugyanakkor az N-terminális tirozin modifikációja (karbamoil
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fordított polaritású pentapeptid szekvenciaenkefalin) és a

(retro-enkefalin) kialakítása drasztikusan csökkentette az aktivitást.

perifériás szervi­ szövetiszármazékok különféleUgyanezen

kísérletekben látottakhoz igenpreparátumokon a receptor kötési

farmakológiaiprodukáltakhasonló relatív hatásváltozásokat

kísérletekben (168).

A másik kérdés eldöntése céljából közvetett módszert dolgoztunk ki

az irreverzibilis kötődés mérésére. A módszer alkalmazásakor a

membránpreparátumot előinkubáltuk az irreverzibilis liganddal, ezt

követően a ligand feleslegét, illetve a csak reverzibilisen kötött

hányadát a preparátum "mosása" során a rendszerből eltávolítottuk. Az

irreverzibilis ligand által elfoglalt opioid kötőhelyek meghatározása

úgy történt, hogy a maradék aktivitást reverzibilisen kötődő, tríciált

liganddal visszamértük.

In vitro irreverzibilis kötődési sajátságokat az általunk vizsgált

enkefalin származékok két csoportja mutatott: 1) a szintetikus

melfalán aminosawal szubsztituált struktúrák, és a 2) halometil keton

származékok. Ezen hely specifikus irreverzibilis ligandok közül a

Mel1-DALE-OMelegnagyobb delta receptor szelektivitási mutatóval a

rendelkezett. A C terminális aminosav szabad karboxil csoportjának

klórmetil ketonná történő konvertálása viszont rontott az enkefalin

jellegen, azaz a delta specifitáson. Mindkét molekulatipusra igaz,

hogy az alkilálő funkciós csoportok (nitrogénmustár vagy klórmetil

megfelelő opioid peptidhez kapcsolva mutattakketon) csak a

irreverzibilis kötődést az opiát receptorokhoz. A melfalán önmagában,

a Phe-Leu-klórmetil keton még nagy koncentrációban sem okozottvagy

irreverzibilis gátlást (26. ábra). Ugyanakkor a funkciós csoportokat

nem hordozó szerkezetanalőg peptidek csak reverzibilis kötési
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sajátságokkal rendelkeztek.

A peptid affinitásjelölők közül az enkefalin klórmetil keton

származékait vizsgáltuk részletesebben. Kimutattuk, hogy mikromólos

koncentráció tartományban alkalmazva irreverzibilis módon gátolták a
3( H)naloxonaffinitásé kötőhelyet, amelyet gyakrannagy az

analgéziáért felelős receptor aktív helyének tekintenek (160).

Ugyanakkor kis affinitásé naloxon kötőhelyek lényegébena

változatlanul maradtak a klórmetil ketonokkal végrehajtott előkezelés

(23.után ábra). A receptor kötési kísérletekben kimutatott

irreverzibilis kötődést a mű^ receptorhoz megerősíteni látszanak az 

enkeefalin klórmetil ketonok in vivo analgetikus (55), és in vitro

izoláltszerv készítményeken mutatott hatásai (142).

A radioaktívan jelzett, klórmetil keton hatócsoportot tartalmazó

peptid származékokkal végzett egyéb kísérletek (fluorográfia, pH

függés vizsgálata, N-etil-maleimid kezelés hatása a klórmetil ketonok

kötődésére, stb 109) és az irodalmi adatok is alátámasztják az• 9

irreverzibilis kötés kovalens természetét, továbbá valószínűsítik egy

nukleofil centrummal, feltehetően szulfhidril csoporttal történő

kémiai reakciót a receptor affinitásjelölése során. E feltételezett

reakciócentrum és a receptor kötőhely minden bizonnyal térbelileg

közel esnek egymáshoz, mert a funkciós csoport távolítása az enkefalin

alapváztől (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH-NH-CO-(CH2)2~NH-C0-NH-(CH2)2C1)

jelentékenyen csökkentette az irreverzibilis kötődés hatékonyságát.
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ÖSSZEFOGLALÁS5.

3 2 5a ( H)D-Ala -Leu -enkefalin 

kötődését patkány agyi membrán frakció opioid receptoraihoz. A jelzett

Ebben a dolgozatban jellemeztük

ligand kötődése megfelelt a receptor kötés elfogadott kritériumainak:

telíthető, sztereospecifikus és reverzibilis volt (150).

Kinetikai és egyensúlyi méréseink alapján is két ligandkötő helyet

mutattunk ki a preparátumban, amelyek 0,7 nM-os és 5,5 nM-os

disszociáciős állandókkal jellemezhetők (150). Az összes opioid

kötőhelyek mintegy 25 %-a tekinthető a nagy affinitású ligandkötő

helynek.
3A ( H)DALE kötődése kation- és guanil nukleotida függő regulációt

mutatott. Az egyértékű kationok, a guanozin trifoszfát, valamint az

5'-guanililimidodifoszfát gátolták a ligand egyensúlyi kötődését

(169). A kétértékű kationok hatása ezzel ellentétes volt.
3gátolták a ( H)DALE kötéstAz enkefalinok viszonylag jobban

patkány agyi membrán preparátumban, mint a morfin vázas alkaloidák. A

tríciált peptid a mű (morfin) receptorok egyidejű szupresszálása

mellett alkalmas ligand a delta (enkefalin) receptorok mérésére.

A vizsgált enkefalin analógok közül a melfalán, illetve a

klórmetil keton funkciós csoportokat tartalmazó származékok in vitro

kötődtek airreverzibilis módon sejtmembrán preparátumhoz.

Eredményeink alapján úgy tűnik, hogy az irreverzibilis (kovalens)

kölcsönhatás kialakításában a mű receptor altípus vesz részt, míg a

delta receptorok szelektív affinitás-jelölésére ezen ligandok nem

alkalmasak (141,143).
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