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Az endorphinok fajdalomesillapitoé hatasanak felfedezése:
ahogy azt az elfogult farmakolégus latja
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Summary

Székely, | 1 : Discovery of the analgesic action of
Brendorfin: a subjective account

The contribution of the research workers of the Institute for Drug
Research fo some early discoveries in the field of endorphins is
reviewed The author takes pride in the fact the analgesic action
of p-endorphin was described in his laboratory concurrently with
an American and a British group, respectively The other main
findings of his laboratory include demonstration of the cross-tol-
erance between B-endorphin and morphine, description of the
elevation of the pain threshold upon inhibition of the breakdown

endogenous opioids by intracerebroventricular administration of

bacitracin, attenuation of morphine tolerance by a-MSH and
Met-enkephalin, pharmacological development and clinical
examination of a highly potent enkephalin analogue, (D-
Met?, Pro®)-enkephalinamide, coded as GYKI 14238

Osszefoglalds

A szerzd a Gydgyszerkutatd Intézet munkatdrsainak fobb
eredményeit tekinti dt, mellyel hozzdjdrultak az endorphin kuta-
tasokhoz, legalibbis azok korai fizisdban A szerzd bilszke arra,
hogy a Bendorphin analgetikus hatdsit az § laboraidriumdban
iridk le, egyidejiileg egy amerikai é egy brit munkacsoporital
Fébb nemzetkizi visszhangot keltd eredményeik tobbek kifzitt a
frendorphin és morfin kizotii kereszt-tolerancia leirdsa; a baci-
tracin nevil enzimgdtld szer agykamrai adidsdt kovetd fijdalom-
kiiszdb emelkedés bizonyitdsa, ami az endogén opioidok metabo-
lizmusdnak gitldsdval jon [étre; a morfin irdnti tolerancia gatli-
sinak leirdsa o-MSH, vagy Met-enkephalin egyidejit adisa ese-
téhen; és a jelenleg iswmerfek kiziil a mdsodik legerdsebb
enkephalin szdrmazék, a D-Met? Pro’-enkephalinamid (GYKI
14238) farmakoldgini és klinikai fejlesztése voltak

Bevezetés

Ez alkalommal a szerzd megkisérli visszaidéz-
ni azokat az izgalmas éveket, amikor a Gydgyszer-
kutaté Intézet munkatirsai egy rovid ideig az
endorphin kutatdsok fGszerepldi voltak. Negyed
évszazad miiltdn az érintett kutaték kissé vegyes
érzelmekkel tekintenek vissza sajat eredményeik-
re és tévedéseikre. '

Az endorphin” kifejezést Dr. Eric Simon konst-
rizdlta az endogén €s morfin szavak dsszevondsa-
val. Azodta kideriilt, hogy az tgynevezett ,endor-
phinok”, azaz a klasszikus opidtok endogén roko-
nai kémiailag kilonb6z6 csoportokra oszthatdak,
s ezek eltér§, esetenként bioldgiailag ellentétes
funkcidkat latnak el. FS kozos sajatossdguk, hogy
biologiai hatdsaikat naloxonnal meg lehet fordita-
ni. Ez annyit jelent, hogy bar erdsen kiilonbéznek
egymdstol, kiilénbdzé opioid receptorokhoz vald
kotéseikbdl ugyanazon antagonistdkkal szoritha-
téak ki Az opidt receptorok létezését a morfin
szdrmazékok agy-szovethez valé (kémiai) kotSdé-

sével bizonyitotidk Idkozben kideruilt, hogy nem
csak az-opioidok, hanem azok kodtdhelyei is sokfé-
lék a szetvezetben 5 e kotShelyeiknek csak az
egyik fajtdja koti a klasszikus morfin-szdrmazéko-
kat Azonban naloxonnal mind a természefes
mind a szintetikus opicidokat mind ki lehet szoti-
tani a (kulénboz8) receptorokhal képzett kdtéseik-
bél Ma mdr ugyanis tudjuk, hogy sem az opiat re-
ceptorok és természetes endogén ligandjaik mind
heterogének. A morfint k&td tigynevezett p (mii)-
receptorok endogén ligandjai az endomorphinok,
mig a B-endorphin és az enkephalinok k&t&dnek
az opidf receptorok egy masik alcsoportjahoz is,
melyeket & (delta)-nak jeldlnek [1-4] Ezek a recep-
torok kozvetitik az opidtok okozta analgézidt és
euphoridt. Azonban a k (kappa) receptorokhoz ké-
t6dd dynorphin és az o (dmega) (orphanin) recep-
torokhoz illeszkedd nociceptin a fdjdalomkiiszé-
bot csékkentik és dysphoridt okoznak [5, 6]. Ezek
az oligopeptidek a biolégiailag inaktiv prekur-
zorokbdl hasadnak le mint a proenkephalin [7], a
proopiomelanocortin [8], a prodynorphin és a
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pronociceptin [9] Az opidt receptorok fent emli-
tett fajtdit pedig idékdzben sikeriilt megtisztitani,
klénozni és kémiailag jellemezni [10-13]. fgy tehat
messze tiljutottunk azon leegyszeriisitett elképze-
1ést8l, mely szerint az endogén opicidok mind a
moifinhoz hasonlitanak, s egy egységes receptor-
populdcibhoz kotddnek A visszaemlékezés szet-
zGje orill annak, hogy munkacsoportja szerény
modon, de vitathatatlanul hozzédjarult az endor-
phin story” alakuldsahoz, mely mara elvezetett a
sokféle endogén opioid és azok Gsszetett hatdsme-
chanizmusénak megismeréséhez.

1965-ben Li és mtsai [14] sertésagybol egy addig
ismeretlen polipeptidet izoldltak, mely allitdsuk

szerint 90 aminosavbdl 4dllt. Az anyagot p--

lipotropinnak keresztelték el, mivel 10* mélos
koncentracidban lipolizist okoz. A neve utan vi-
szont mdsok feltételezték, hogy az anyag
fiziologidsan is 1észt vesz a lipidek metabolizmu-
sdban, s a szérum koleszterin-tartalmanak szabd-
lyozdsdban. Ezért a Gyogyszerkutato Intézet egy-
kori vezet&i, akik 1j hatdsmechanizmusi lipid
csOkkentd szereket kerestek, hozzd kiildték tanul-
ményttra egy fiatal munkatarukat, dr. Grdf LdszIét

hamarosan lefita, hogy a polipeptid valéjaban
91 aminosavbdl all (az eltérést az egyik fel nem is-
mert ismétiGdése okozta) és késébb leirta a juh és
emberi B-lipotropin helyes szekvencidjat is [15,
16]. Azonban a kévetkez§ években a B-lipotropin-
nal a szakirodalom nem sokat foglalkozott. Csak
egy brit munkacsoport, Smyth és mtsai, akik lefr-
tdk, hogy a polipeptid karboxi-termindlis frag-
mense tripszines emésztéssel konnyen lehasad
[17] Igy hét a B-lipotropin C-terminélis fragmense
3 laboratériumban is el@allitasra keriilt, s nyugod-
tan vérta a polcon, hogy mint B-endorphin-t tjra
felfedezzék.

Az események egy latszélag fliggetlen ldncola-
ta volt az els@ valdban tiszta opidt antagonista ha-
tésii vegyiilet, a naloxon szintézise [18], majd an-
nak felismerése, hogy az opidt receptorok nem le-
hetnek egységesek, mert bizonyos motfin analé-
gok naloxonnal szembeni érzékenysége nem egy-
forma. fey posztuldltak Martin és misai [19, 20] a
motfin érzékeny |, ketocyclazocin-érzékeny « és a
késébb nem opioid-nak bizonyult ¢ receptorok 1¢-
tezését.

Az események egy harmadik ,fliggetlen” lan-
colata volt az opiat, azaz morfin-kétShelyek leird-
sa, el@szér hibdsan a sejtmagban Goldstein és mtsai
[21], majd korrekten a plazma membrdn/szinap-
toszoma frakcidban Pert és Snyder [22], Simon és
misai [23], illetve Terenius altal [24]. Mivel a mozfin

testidegen anyag, tébbek kozott a mik egyik ter-
méke, nem kotSdhet , véletlenil” az agyi opidt re-
ceptorokhoz Kell lenni tehat endogén moifin-sze-
i anyag(ok)nak is, melynek nevét (endogén mor-
fin) Eric Simon gondolta ki, Taldn nem meglepd
modon az opidt receptorok lefrdsa az endogén lig-
and(ok) intenziv kutatdsihoz wvezetett. Snyder
munkacsoportja az endogén morfin izolalasahoz
az opiat receptor kotési technikat alkalmazta, mig
Kosterlitz munkacsoportja szelektiv morfin-érzé-
keny izoldlt-szervi prepardtumokat hasznalt, me-
lyek elektromos ingerléssel kivaltott kontrakcioit
az opidtok igen alacsony dézisaival fel lehet fug-
geszteni Ok irtak le azt is, hogy motfinnal igen j6l
lehet gatolni nemcsak a tradiciondlisan hasznalt
tengeri malac ileumot, ahol az ingerlés okozta
kentrakcidkat az acetilkolin kotzvetiti, hanem az
egér vas deferens készitményt is, melyben a nora-
drenalin az inergiletatvivé anyag [25] Majdnem
egyidejlileg izoldltdk az agybdl az els§ két endo-
gén, morfin hatdsi pentapeptidet, melyek szek-
vencidja Tyr - Gly - Gly - Phe -~ Met, ill. Leu és a
Met-enkephalin, ill Leu-enkephalin neveket kap-
tak 1, 2]

Fajdalomesillapité hatdsra az enkephalinokat
nem is tesztelték ezekben a laboratériumokban
Talan, mert nagyon is evidensek tiint, hogy endo-
gén morfin-szerii peptideknek kell birniuk ilyen
hatassal Igaz, volt egy laboratérium, ahol a Met-
enkephalint analgetikus hatdstinak taldltdk, de ez
iranyt hatdsa gyenge volt, s csak igen rovid ideig
tartott, még az egyébként biztosan nem fizioldgi-
ds, igen magas 200 mM-os agykamrai dozisban is
[26]

A tudomanyos kézvélemény azonnal felmérte
e felismerések jelent@ségét 56t még sok nem-szak-
mabéli is gyorsan levonta a kévetkeztetést: az en-
dogén opioidok felfedezésével végre elértiik az ox-
vostudoméany egyik iegrégebbi céljat: erds fajda-
lomcsillapitds gyogyszer-tolerancia és fliggdség
nélkiil Az ugyanis nyilvanvalénak latszott, hogy
a szervezet nem szokhat hozz4 a sajit maga dltal
termelt ingertilet-dtvivs anyagaihoz A lelkesedés
csak tovabb nétt, amikor észrevették, hogy a p-
endorphin magatartdsi tiiretek egy sajatos egyiit-
tesét hozza létre, tobbek kozott teljes immobilitést,
areflexiét és izomténus-fokozddast. Mivel kozis-
merten hasonléd tineteket lehet eldidézni a neu-
roleptikumok, mint chlorpromazin és haloperidol
magas ddzisaival is, egyesek atra kévetkeztetiek,
hogy az endorphinok funkcigja megvédeni a szer-
vezetet a schizophréniatél [27] Masok viszont e
timetegytttest a cataton schizophrénidval azono-
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sitottdk, s arra kovetkeztettek, hogy a pszichézi-
sok oka az endogén opioidok tiiltermelése [28] Ez
utébbi feltételezést fogadta el szamos klinikus ¢és
ezért probélkoztak hosszi éveken keresztiil nalox-
onnal, vagy mads tiszta opiat antagonistaval kezel-
ni a schizophréniat E feltételezésekben csak az a
kozos, hogy feluletes szemantikai hasonldsidgo-
kon, illetve analégidkon alapultak (akar a lipo-
tropin kifejezés), s persze meg is buktak

Egy tovabbi felismerés abban a harom labo-
ratoriumben sziiletett, ahol mar kordbban foglal-
koztak a p-lipotropinnal. Nevezetesen észre kellett
venni, hogy a Met-enkephalin szekvencidja azo-
nos a B-lipotropin 61-65 fragmensével. Azonban a

[eu-enkephalin szekvencidja nincs jelen a - -

lipottopinban. Ennélfogva a kérdések egy egész
sora merdlt fel. Nevezetesen:

- Lehet, hogy a Met-enkephalin a B-lipotropin-
bol keletkezik? Ha igen, honnan keletkezik a Leu-
enkephalin? Ha az enkephalinok az aktiv endor-
phinok, miért olyan gyenge a Met-enkephalin
analgetikus hatdsa? Keletkeznek mds endogén
opioidok is a B-lipotropinbél? Vajon az endogén
opioidok kétédnek a dopamin receptorokhoz is, s
ez magyardzza szerepiiket a pszichézisokban? Az
opiat receptorok egységesek?

Idgkozben kideriilt, hogy egy sor tévedés mar
a kérdések megfogalmazdsaban is belefoglaltatott
Ugyanis azt kezdetben mindenki magdtol értet6-
dének tartotta, hogy az endorphinok egy kozds
prekurzorbdl képzddnek, s hatdsaikat egy egysé-
ges receptor-populacié kozvetitésével fejtik ki E
kérdések megvalaszoldsara alakult a Gyogyszer-
kutaté Intézet endorphin csoportja, amikor kide-
riilt, hogy az egyik nenuég felfedezett enkephalin,
a Met-enkephalin, a B-lipotzopin szekvencia részét
képezi Ugyanis a Gydgyszerkutaté Intézet egyike
volt azon kevés kutatéhelynek, ahol B-lipotropin,
a laboratérium polcain ,varta”, hogy felfedezzék
hatékony fragmenseit, koztik az Jigazit”, azaz a
61-91 fragmenst, azaz a B-endorphint

Anyag és modszer

A B-lipotropint és fragmenseit dr Grdf Ldszld és
mitsai izoldltak természetes forrdsbdl, ill. nyerték a
teljes peptid enzimatikus emésztésével, ahogy azt
kordbban leirtdk [15, 16] Met-enkephalint, ill
szdrmazékait dr. Bajusz Sdndor és misai szintetizal-
tik, s a kémiai analitikai meghatdrozdsokat dr.
Patthy Miklés végezte (hivatkozdsokat lasd lej-
jebb)

In vitro az aldbbi opiat érzékeny izolalt-szervi
prepardtumokat haszndltuk: tengeri malac ileum
hosszanti sima-izom preparatum [29], izolalt egér
és patkdny vas deferens készitmények [25, 30]. A
vizsgdlt anyagok analgetikus hatdsit standard, az
irodalomban leirt mdodszerekkel mértiik [hivatko-
z&sok: 31] Elh4aritdsi menekiilési feltételes reflexet
un ,shuttle box” berendezésben vizsgéaltuk ahogy
azt kordbban lefrtuk [32] Catalepsidt patkanyon
Morpurgo [33] szerint mértilk A vizsgélt anyago-
kat sc., ip., iv. adagoltuk Egyszeri agykamurai
anyag-adas Haley és McCormick [34] szerint tor-
tént, mig ismételt adagolas esetén kzrénikus kanult
iltettink a jobboldali agykamraba

ED,, szdmitasok probit analizissel Liichfield és
Wilcoxon szerint térténtek [35] A pA, értékeket
Arunlakshana és Schild szerint szdmitottuk [36]

Eredmények
Versenyfutds: a Met-enkephalin-tol a -endorphin-ig

Visszatekintve a térténtekre a Met-enkephalin
szerkezetének és a B-lipotropinhoz vald kémai ro-
konsdgédnak ismeretében a B-endorphin felfedezé-
se egy logikus fejleménynek latszik. Azonban
azok a csoportok, amelyek az enkephalinokat leir-
tak [1, 2] a B-lipotropin szerkezetét nem ismerték.
Mésrészt a Met-enkephalin analgetikus hatdsanak
gyenge voltat, a pentapeptid metabolikus instabi-
litdsdnak lehetett tulajdonitani Tovabba az is ha-
mar kidertilt, hogy p-lipotropinbdl enkephalinok
nem képzddnek. Ezért csoportunk talin méltan le-
het biiszke arra, hogy a széban forgé amerikai (L1,
Loh és misai) és brit (Smyth, Bradbury és misai)
munkacsoportokkal egyidejiileg jutott el a -
endorphin fdjdalom-csillapité hatédsanak felfede-
zéséhez.

Az enkephalinokkal foglalkozé elsé publika-
cidk [1, 2] szemmel lathatdlag ,megkeriilték” a
legtermészetesebb kérdést, nevezetesen, hogy
analgézidt el§ lehet-e veliik idézni Tekintettel a
peptidek metabolikus instabilitdsdra, és a vér-agy
gaton valo dthaladas nehézségeire, mér eleve agy-
kamrai (intracerebroventricularis =i ¢ v) adagolas
mellett kellett ket vizsgdlni. Azonban legna-
gyobb meglepetésiinkre sajat vizsgélatainkban a
Met-enkephalin, patkdny farok-elrdntasi (tail-
flick) tesztben még agykamrai adagolds mellett is
hatdstalan volt [37] Feldberg és Smyth [38] macskén
a Met-enkephalint ugyancsak hatastalannak talal-
tdk. Azonban Belluzzi és mfsai [26], ill. Bilscher és
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misai [39] 16vid ideig tarté analgézidt észleltek
patkdnyon, ill egéren. A latszélagos ellentmondds
oka feltételezhetSen az alkalmazott dézissal fligg
dssze. A legnagyobb dltalunk alkalmazott dézis
670 nM azaz 1 pg volt, hiszen a morfin ED, érté-
ke is néhdny nM koriil van (I #fblizat) Ezzel
szemben Belluzzi és mtsai [26] 200 pg-ot adtak, az-
az nagysagrendekkel magasabb dézisokat alkal-
maztak Ezek szerint a természetes enkephalinok
legalabb 3 nagysagrenddel gyengébbek lennének,
mint a morfin. Azonban in vitro az egér vas defer-
ens és tengeri malac ileum prepardtumokon a
Met-enkephalin/morfin potencia hdnyados kb.
20, il 11, 40}. Ebb&] szamunkra az kovetkezett,
hogy a természetes enkephalinok, bar morfin-sze-
rdek, a fajdalomkiiszob szabdlyozasdban aligha
vehetnek részt, hiszen jél ismert, hogy kulénbozs
peptidazok szinte masodperceken beliil elbontjak
6ket [41]. A fajdalomkiiszobot talan egy mdsik en-
dogén opioid szabdlyozhatja, talan a B-lipotropin
valamelyik fragmense. S bar ma madr tudjuk, hogy
az enkephalin termel8 neuronok moduldljgk a
nagy felszall6 fajdalomérzd palydkat [42], fiziolo-
gids szereplik mind a mai napig tisztdzatlan Mds-
tészt a természetes enkephalinok ,,quasi” hatédsta-
lansdga figyelmiinket még inkdbb a f-lipotropin
felé forditotta.

I tabldzat
A Blipotropin néhiny fragmensének hatdsa patkdny farok-
elrdntdsi tesziben
ED,; (+ 95% konfidencia inter-
vallum) agykamrai adds mellett
7.7 (5,5-11,0) nM '
17,0 (10,0-25,0) nM

Vizsgalt fragmens

Morfin
B-lipotropin
B-lipotropin,, o
= [ - endorphin
p-lipotroping

0,59 (0,35-1,12) nM

= Met-enkephalin > 400 pg
f-lipotroping > 400 pg
Blipotroping, >400 g -
B-lipotropin, ., > 400 pg

Elsg lépésként magat a B-lipotropint vizsgal-
tuk Bar a kisérletet negativ kontrollnak szédntuk,
dobbenten regisztrdltuk, hogy maganak az in-
takt” prekurzornak is van analgetikus hatékony-
sdga, a mdlstllyal kalkuldlva, csak kb 3-5-szor

gyengébb, mint a morfiné [43] Bar az in vive mé~

rést mds laboratériumban is megerdsitették, az
anyag in vitro hatdstalansaga arra utal, hogy csak
egy hasitdsi terméke kozvetitheti az analgetikus
effektust. Kb. egy tucat p-lipotropin fragmenst
teszteltiink. A leghosszabb fragmens az 1-69 volt,

§ az is hatdstalannak bizonyult. Majd kiderdlt,
hogy minden hasitdsi termék bir valamelyes haté-
konysiggal, ha a fragmens Iyr -t amino-ter-
mindlis poziciéban tartalmazza [44] Az utdbbia-
kat dsszehasonlitva igen gyenge hatést taldltunk a
61-69 fragmens esetében, s valamelyest erdsebb
effektust a 61-79 fragmens esetében. Id&kdzben
Guillernin és misai izolaltdk a 61-76, ill és 61-77
fragmenst, s észlelvén azok in vitro hatékonysdgat,
azokat o, ill y-endorphin-nak keresztelték [45]
Mi pedig a 61-79 fragmensnek a 8-endorphin ne-
vet adtuk. Mint kideriilt elsiettiik a dolgot Ugyan-
is nincs olyan enzim az agyban, mely hasitand a
Lys - Ser kotést a 69-70 pozicidban. Azonban ter-

- mészetes koriilmények kozott a P-lipotropinbél

nem képzgdik a- és y-endorphin sem, nem hasitja
a szervezet a Met -Thr, kotést sem Tehdt egyik
fragmens sem keletkezik elegendS mennyiségben
a P-lipotropinbél, hogy analgézidt idézzen el§, s
ez a Met-enkephalinra is vonatkozik. Azonban a
B-lipotropin szekvencian beliil az Arg,, - Tyr,, ko-
tés konnyen elhasad, s igy keletkezik a p-
lipotropin, ¢, untriakontapeptid, melyeta Li mun-
kacsoportja [46] nevezett el A fragmensek sziiré-
vizsgélatat, f-endorphin fajdalomcsillapité haté-
sdnak kimutatasat egyidejiileg és egymastol fiig-
getlendl végezték ILoh és misai egéren [46],
Bradbury és mtsai macskén [38], és sajat munkacso-
portunk [37, 47] patkdnyon

Amint azt az I fdbldzat mutatja a B-endorphin,
ellentétben a Met-enkephalinnal, egy igen aktiv
vegylilet Lev adas mellett, moldrisan szamolva
korulbelitl 20-szor erdsebb, mint & morfin Ennek
ellenére a B-endorphin és Met-enkephalin relative,
szerepe a fajdalomérzés szabdlyozdsdban mind a
mai napig tisztdzatlan Ugyanis a f-endorphin, a
B-lipotropin és kézés prekurzoruk, a proopiome-
lanocortin igazdn magas koncentricidban csak a
hypothalamus medio-bazalis :égidjaban taldlhato,
mig az enkephalinok megtaldlhatdk véges-végig a
klasszikus felszalls fajdalom-érz8 palydk mentén
[42]. Tovdbba mara kideritlt, hogy az agyban az
endogén opioid peptideknek legaldbb 4 kiilénbo-
z6 csalddja  taldlhaté. Met-enkephalin  a
proenkephalinbél keletkezik, Leu-enkephalin a
dynorphin amino-terminélis fragmense, melynek
eléanyaga a prodynorphin és a B-endorphin a fent
emlitett proopiomelancortin-bdl hasad ki [7-9]
Nemrég irtak le a nociceptin, eldanyagit a prono-
ciceptin, mely a dynorphinhoz hasaldan, illetve el-
lentétben az enkephalinokkal és B-endorphinnal a
fdjdalomkiisz6b6t nem emeli, hanem cstkkenti
Tehét a 4 endogén opioid peptid csalad kéziil ket-
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t6 a fajdalomérzékenységet cstkkenti, mig a mé-
sik ketts fokozza [7-9 és tovabbi irodalom: 48]. To-
vabbd amint azt fent emlitettik, maguk az opiat
receptorok is 4 alesoportra oszthatdak és az endo-
gén opioidok kiilonbozd affinitdssal kotédnek az
opiét receptorok altipusaihoz, melyek jele 1, 8, k és
o [6, 19, 20, 49, 50]. Az egyetlen kozds benniik,
hogy mindegyik bicldgiai hatdsa megfordithatd
naloxonnal, az univerzdlis opiat antagonistaval

Amig az opioidokkal kapcsolatos kiterjedt is-
meretanyag Osszegyiilt, szamos érdekes probléma
mertilt fel. Ezek kéziil csak néhdnyat emlitiink,
melyek tisztdzdsdhoz valamelyest sajat munkacso-
portunk is hozzéjarult

Hogvy vilhat a szervezet tolerdnssd, sét dependenssé
a sajat maga dltal termelt opioidok irdnydban?

Definicié szerint a tolerancia kialakulasa, va-
gyis a farmakolégiai hatékonysdg fokozatos el-
vesztése ismételt adagolds esetében a klasszikus
opiatok egyik {6 sajitossiga. Ezért az endogén
opidtok felfedezését kovetden az egyik elsé kérdés
volt, vajon irdnyukban is kialakul-e a tolerancia. A
B-endorphin ezirdnyl vizsgdalatat akadalyozta,
hogy kell§ mennyiségben az anyag nem allt ren-
delkezésre. Ezért egy masik megkozelitést kellett
vélasztani, aminek lényege a tolerancia és kereszt-
tolerancia alapjat képezé élettani folyamatok ha-
sonldsdga Ez irdnyban két kisérletet végeztiink
[51]. Az elsSben elGszdr agykamrai adagolas mel-
lett meghatdroztuk a morfin ill a B-endorphin
analgetikus ED., értékét majd magas ismételt
morfin dézisokat alkalmaztunk szisztémas adés
mellett (20 mg/kg ip. naponta kétszer 3 napon ke-
resztiil) A negyedik napon az utolsé periférids in-
jekecié hatdsanak lejarta utdn ugyancsak agykam-
tai adés mellett tijra meghatdroztuk az opicidok
ED,, értékét Amint a Il tdbidzat mutatja 3 napos
motfin kezelést kdvetden mind a morfin mind p-
endorphin analgetikus ED, értéke kb megdupla-
zddott, azaz hatékonysdguk lényegesen csokkent
Egy masik kisérletben ugyancsak agykamrai adés
mellett vizsgaltuk a morfin és a B-endorphin egy -
egy dézisanak (30, ill. 3 nanomol) analgetikus ha-
tékonysdgat harom egymadst kovets napon végzett
napi 150 nanmol morfin ic v adésa eltt, il azt ké-
vetGen Az ismételt morfin kezelést kovetSen an-
nak teszt-dozisa mdr teljesen hatéstalan volt, azaz
analgetikus hatdst nem valtott ki, mig a p-endor-
phin hatdsa lényegesen gyengiilt, de nem sz(int
meg teljesen (II tdblizat) Ez a kiséxlet viszont arra

utalt, hogy a morfin és (-endorphin kozdtt ke-
reszt-tolerancia nem volt teljes.

I t6blizat
Kereszttolerancia morfin és B-endorphin kozdtt
patkiny farokelrdntdsi tesztben

Vizsgélt anyag ED,, nM Analgetikus
(z95% confidencia  EDg, Potencia
intervallum) hényados
Tolerancia indukcié  Utdna/eldtte
eldtt és utén
Morfin 3,14 745 2,37
{2,47-3,99) (5,51-1¢,6)  (2,01-2,80)
prendorphin 0,59 1,05 1,78
(0,35-0,82) (0,66-1,59)  (1,05-3,00)

Veltink egyidejiileg hasonlé adatokat kozoltek
masok is [52, 53] Tolerancia kialakuldsat észlelték
a P-endorphin egyéb hatdsainak irdnyaban is,
mint a hyperthermia és catalepsia [52, 53] Az
enkephalinokat persze in vivo kdzvetleniil tesztel-
ni nem lehetett Azonban Waterfield és mtsai max
1976-ban leirtdk, hogy izoldlt-szervi preparétu-
mokban (tengeri malac ileum és egér vas deferens)
mind a motfin, mind a Met-enkephalin hatékony-
saga lényegesen csokkent, ha az dllatokat el6zete-
sen még in vivo morfinnal kezelték [40] Ugyaneb-
ben az évben kozolték Wei és misai [54], hogy
szisztémdsan adott naloxonnal jellegzetes opidt
megvonasi tiineteket lehetett kivaltani, ha a patka-
nyok kézépagyi sziirke dllomanydba (az aqueduc-
tus tadjékan) 70 6r4n keresztiil, folyamatosan moz-
fint, vagy~B-endorphint, vagy Met-enkephalint
infundaltak (Azaz egy olyan agyi régiéba, mely
kiiléndsen nagy mennyiségben tartalmaz opiat re-
ceptorokat) [55] Azonban ezt a hallatlanul izgal-
mas kisérletet, az egyetlent, mely természetes
enkephalinok addsa mellet a fiiggdség kialakulé-
sdra utalt [54] azota sem er8sitették meg. Viszont
sajat kisérleteinkben {56], egy in wivo igen haté-
kony enkephalin szarmazékot, a (D-Met?Pro’)-
enkephalinamidot (kédszdma: GYKI-14238) hasz-
néltuk. Amint a [II tdbldzat mutatja, ismételt keze-
1és GYKI-14238 jelti enkephalin szdrmazékkal, a
morfinhoz hasonléan szenzitizélta az dllatokat a
naloxon irdnt. Azaz akdr egy 4 napig tarté emelke-
dé dozis regiment alkalmaztunk, akdr egyszeri
nagy dézist alkalmaztunk, mind a morfin, mind a
peptid addsat kdzvetleniil naloxonnal, megvonasi
tiineteket Jehetett kivaltani, ami fizikai fligg6ség
kialakuldsdra utal Amint a [II fdblizat mutatja
azonos dézisokkal valo elSkezelés esetében is kb
3-szor kisebb naloxon dézissal lehetett megvondsi
tineteket eldidézni GYKI-14238-at kivetden, mint
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morfin adas utan. Vagyis a GYKI-14238 esetében a
nagyobb analgetikus hatékonysdgot (ldsd lejjebb)
er6sebb dependencia kapacitas kisérte [56]

III. tibldzat
Morfin és (D-Met? Pro°)-enkephalinamid (GYKI-14238)
okozta dependencia egéren
Naloxone ED (+35% confidencia
intervallum) mg/kg s.c.

Agonista

Elékezelés agonistaval

15 novekvd
dézis 4 nap alatt
Morphine 2,60 (1,53-4,42) 0,10 (0,05-0,22)
GYKI-14238 0,73 (0,46-1,16) 0,03 (0,02-0,05)
*Dependenciit vagy egyetlen 100 mg/ kg dézissal indukélva Swmifs
[58] szerint vagy 15 névekvd dézissal 4 nap alatt Saelens et al [59]
szerint

Egyszer

C)sszességtikben ezek az adatok arra utalnak,
hogy a f-endorphin és az enkephalinok a morfin-
hoz (klasszikus opidtokhoz) hasonléan toleranciat
és dependencidt idéznek el§ Természetesen azon-
nal felmeriil a kérdés, hogy hogyan szokhat hozz4
a szervezet a sajat maga éltal termelt idegi hormo-
nokhoz? Van ennek bioldgiai értelme? Ma mar
tudjuk, hogy a kérdésfeltevésiink nem volt pon-
tos. Ugyanis az endogén opioid peptidek sohasem
onmagukban termelSdnek (hasadnak le a prekur-
zoraikbol), s tobbiéle hasitdsi termék egymads hat4-
sét modosithatja. Tovabb4 fajdalom-inger hatdséra
tébbféle endogén opioid is felszabadul S a végss
hatds ezek egyensilydnak megbomlésa. (Vagyis a
szervezet nem ad Onmaganak tisztin p-endor-
phint tartalmazé injekciét ) E helyen csak két kér-
dést érintenénk. A morfin és a B-endorphin kozott
kereszt-tolerancia miéit csak részleges? A pB-
endorphin rénti tolerancia kialakuldst milyen
endogén anyag gétothatja természetes koriilmé-
nyek kozott ? o

- Tulajdonképpen sem az gmlitett szerzdk [52,
53] sem sajit magunk [51] nem észleltiink teljes
kereszt-tolerancidt a B-endorphin és a morfin k&-
z6tt 5 ma mér tudjuk, hogy miért. Morfin csupan
a réla elnevezett p-tipusi opiat receptorokhoz ki-
t6dik, mig a B-endorphin nagyjabél azonos affini-
tdssal kotddik a p-tipusil és enkephalinokat k6té
b-receptorokhoz. Tseng és mtsai [59—61) adatai sze-
rint morfin noradrenalint és szerotonint szabadit
fel a gerincvel6ben, mig a B-endorphin Met-
enkephalint kiilonboz6 lesz4lls palydk kozvetité-
sével gy hét a kereszi-tolerancia 1észleges volta a
morfin és a f-endorphin kézott nem meglepd,

Amint a késSbbiekben kideriilt az opidt tole-
ranciat €s dependencidt sok neurotranszmitter be-

folydsolja Tekintettel a vonatkoz6 adatok sokas-
gara, itt csak néhdny példa emlitésére van hely.
Van Ree és mitsai kozolték mér 1976-ban, hogy a
morfin és f-endorphin okozta tolerancia folyama-
ta felgyorsult, ha az opioidokkal egyidejiileg a Pro
- Leu - Gly tripeptidet is adagoltdk, azaz az oxy-
tocin C-termindlis szakaszat [52] Azéta az oXy~
tocin €s a vele szerkezetileg rokon vazopresszin
szamos szerkezeti analégjat dllitottak el§ és vizs-
galtdk ez iranyban FEzek koziil szdmos fokozta,
vagy éppenséggel gatolta az opiat tolerancia és
dependencia kialakulasat [52, 62, 63] Felmerii] te-
hat, hogy ezen ugyancsak hypothalamikus hor-
monok élettani kortilményeik kozétt is befoly4sol-

- jak az onnan felszabadulé B-endorphin 4ltal kival-

tott plasztikus idegrendszeri véltozdsokat ¥z pet-
sze csak feltételezés

Az oxytocin karboxi-terminalis fragmensét
MIF-nek is nevezik, ami o-MSH Release Inhibiting
Factor-t jelent. Az a-MSH (a-Melanocyte Stimula-
ting Hormone) viszont az ACTH 1-13 fragmen-
sének felel meg, amely a hormoen katabolizmusa
soran lehasad bel6le Az ACTH viszont a proopi-
omelanocortin hasadasi terméke, akdrcsak a -
lipotropin (s az egyeldre ismeretlen élettani funk-
cioji y-MSH) Sajat kérdéstink az volt, hogy a tole-
rancia folyamatanak fent leitf fokozésa Pro - Leu -
Gly altal magyarazhaté-e az a-MSH termelésének
gatldsdval Ezért egy tovabbi kisérletben [63] meg-
vizsgéltuk az o-MSH hatdsét a morfin tolerancia
és dependencia kialakuldsara Amint a IV #4bldzat
mutatja, ha4z ismételt adagolds soran a morfinnal
egytitt arMSH-t is kaptak az allatck, a tolerancia
kialakuldsa lassult, gatlddott Kontroliként meg-
vizsgdliuk ~a  CLIP  (Corticotrophin-L ike
Intermediate Lobe Factor) hatdsat is, amely az o-
MSH lehasitdsat kovetben visszamarad az ACTH-
bol A CLIP hatdstalan volt Végul maga a MIF
dsszhangban az irodalmi adatokkal [52] gyorsitot-
ta a morfin tolerancia kialakulasat (IV idblizat)
[64]. Megvizsgaltuk tovdbba az o-MSH és a MIF
hatasat az opidt fuggdség kialakuldsdra Frdekes
médon e peptidek a naloxonnal kivalthaté jelleg-
zetes tlnetek kéziil csak az egyiket befolyasoltik
Nem befolyasoltdk a naloxonnal kivéltott megvo-
nési ugrasok szdmdt, hypothermiat, de befolyasol-
tdk az ityenkor észlelhetd hirtelen testsdly-cstkke-
nest. E tiinet tekintetében a MIF fokozta és az o-
MSH gétolta a megvondsi szindrémét [64}. Osz-
szességlikben ezek az adatok arra utalnak, hogy
természetes koriilmények kozéit o-MSH lehet
egyike azon neurohormonoknak, melyek gatoljdk
fB-endorphin irdnti tolerancia kialakuldsat, hiszen




2001, marcius

Acta Pharmaceutica Hungarica 31

jol ismert, hogy az ACTH, a f-endorphin és B-
lipotropin egyidejlileg szabadulnak fel kulonbézs,
zommel stressz-jellegi ingerek hatdsara [iroda-

lom: 65].
V. tibldzat
c-MSH, MIE és CLIP hatdsa a morfin tolerancidra pathkdnyon®

Morfinnal Mérés a Reakcid id6 {sec )
egyiitt tolerancia dtlag + SE
adott indukcid Mérés 30 perccel a morfin
farmakon®™*  elétt adés eldtt vagy 30 és
60 perceel utdna
Saline Elgtte 3,53+0,09 8,96x0,25 7,93z0,31
Utana 3,62+0,09 6,23x036 4,82+ 0,32
o-MSH El6tte 3,44x0,10 847+0,34 8,37+ 0,35
Utdna 3,65+ 0,11 7,94%x=034 6,25 (43
CLIP Elgtte  3,80+0,10  9,24+0,21 8,97+0,32
Utdna 3,53+£0,08 6,3620,33  4,3240,27
MIF Elotte 3,71£0,18 9,55+0,46  9,42+0,45
Utdna 3,67+40,17 5,48%%x(),27 344°0£(,17

* A morfin feszt ddzisa 4,35 mg/kg, ami az analgetikus ED, kb. 3-
szorosa lolerancia indukeid naponta 2x14,5 mg/kg s.c dozissal,
ami az analgetikus EDy kb 10-szerese Ismételt tesztelés az &todik
napon.

“u-MSH azaz w-melanccyte stimulating hormone morfinnal
egylitt adva, 0,1 mg/kg dézisban, kivéve a teszteléskor CLIP (cor-
ticotropin-like intermediate lobe peptide) az ACTH inaktiv frag-
mense, ami az o-MSH adésa utén visszamarad Dézisa 1,0 mg/kg
a morfinnal egyGtt adva, kivéve teszteléskor MIF (MSH release
inhibiting factor} dozisa ugyancsak 1,0 mg/kg i drédval a morfin
elstt adva, hiszen feltételezett hatdsa a plazma c-MSH szintjének
csdkkentése.

oo Srignifikdnsan kilénbézik a fiz séval + morfinnal kezelt cso-
porttél

Azonban, ha ez a feltételezés egyaltaldn igaz,
akkor o-MSH csak az egyike lehet az endogén opi-
oidok irdnti toleranciat és dependenciat gatlé neu-
rohormonoknak, hiszen a preproenkephalin nem
tartalmazza az ACTH szekvenciat, abbél ACTH
nem képzddik. Masrészt egyre tobb adat van arra
nézve, hogy kiilénbéz4 idegi hormonok ezeket az
adaptiv folyamatokat médositjdk, vagy legalabbis
médosithatjak. P1. NO, a guanyl cyclase modulé-
tor, ugyancsak részt vesz e Tolyamatok szabdlyo-
zasdban. Ugyanis N-o-nitto-L-arginin, az NO
szintetdze gatl6ja, allatkisérletekben, ugyancsak
gatolja a morfin tolerancia kialakuldsat [66] Va-
gyis azon neurohormonok listdja, melyekrdl mér
tudjuk, hogy legaldbbis kisérletes koriilmények
kozott az opidt tolerancia és dependencia folya-
matat befolyasoljak, egyre béviil

Tovébbi adatok pedig arra utalnak, hogy az en-
dogén opioidok egymads ez iranyt hatdsait ugyan-
csak moédositthat)jak. A nagyszamd erre vonatko-
z0 kisérletes kozlemény kozott a sajatunk az elsd
kozott volt. Amint az V. tdbldzat mutatja, a morfin
ismételt agykamrai addsaval kivaltott analgetikus

tolerancia gatlédott, ha azt Met-enkephalinnal
kombindlva adagoltuk [67] Vagyis az opidt tole-
rancia kialakuldsdt modosithatja, ha a -recepto-
rokkal egyidejtileg a 8-tipustiakat is izgatjdk Ado-
log kiilénésen bonyolulttd vélik, ha figyelembe
vesszik, hogy az endogén opioidok egy része nem
analgézidt és euphoridt okoz, hanem dysphoriat
Pl a vonatkozo kisérleti kizlemények gondos at-
tanulmédnyozdsa alapjan aira a kovetkeztetésre ju-
tottunk, hogy a dynorphin, a x-receptorok endo-
gén ligandja, csak a mechanikus ingerekkel létre-
hozott nociceptiv reakcidkat gatolja, azonban a hé-
ingerek irdnti érzékenységet nem befolyasolja és
dysphoridt okoz [68] Ennek ellenére egy-egy vizs-

- galat szerint a dynorphin mérsékli a morfin meg-

vonds tuneteit [69] és opidt-depenedens majmo-
kon a morfint dynorphinnal helyettesiteni lehet
[70].

V. tibldzat
Met-enkephalin hatdsa a morfin tolerancidra patkdnyon”

Morfinnal Mérés a Reakcit id8 (sec)
egylitt tolerancia atlag + SE
adott indukcid Mérés 30 perccel 2 morfin
farmakon™  elgtt adds elStt vagy 30 és
60 perccel utina
Saline El6tte  3,6+0,1 10,4+0,8 12,4+0,7
Uténa 3,5+0,1 7,120,7 7,107
Met- '
enkephalin®™ El6tte  3,6+0,1 10,5+0,7 11,9+0,7
Utdna 3,620,1 8,8%x40,6  9,37%x(),8

*A morfin teszt-d6zisa 30 nMol volt az oldalkamriba beépitett
kantilon keresztill adva Tesztelésaz 1 €s 5 napen Morfin to-
lerancia indukcidja naponta egyszeri morfin kezeléssel {100
) a %, 3 és 4 napon;

*Az egyik csoport fiz s6t a masik 100 nM Met-enkephalint ka-
pott a morfinnal egyidejiileg az oldalkanuéba e 2. 3 és4 na-
pon;

»xSzignifikénsan kiilénbozik a fiz. s6 + morfinnal kezelt csoport-
t6}

Vagyis az opiat tolerancia es fiiggdség kialaku-
lasat nem lehet egyetlen receptor-populacié mifi-
koédésének valtozdsaira visszavezetni Természe-
tes koriilmények kdzott az endogén opioidok egy-
mads kozétti és az endorphinok, ill egyéb neuro-
hormonok kozotti funkciondlis egyensilyédnak el-
toléddsa képezi e jelenségek alapjit Azonban a
specifikus részletek tisztdzdsa még éppen, hogy
csak elkezddott

Valéban van kapcsolat az endorphinok és a schizo-

- phrenia kizitt?

Az irodalom jelenlegi dllasa szerint maga a kér-
désfeltevés is abszurd. Azonban vitathatatlan tu-



32 Acta Pharmaceutica Hungarica

2001. marcius

domény-torténeti tény, hogy az endorphinokkal
kapcsolatos legvakmerSbb és leglatvinyosabban
megbukott elméletek e hormonok a schizophrenia
keletkezésében jatszott szerepére utalnak. A szen-
zécidsnak tiing ,felismerések” alapjit valdjaban
két durva szemantikus félreértés képezte.

Az egyik alapja ardnylag egyszerti. Gyakorlo
kisérletez§ farmakoldgusok jol tudjdk, hogy a
klasszikus opidtok kisérleti dllatokon, mindenek
el6tt patkdnyon, nagy dézisban az izomténust fo-
kozzak. Ezt a jelenséget a pszichofarmakolégusok
.<catalepsia”-nak nevezik Ezt a félig-meddig szak-
mai jargon-szerii kifejezést azonositottdk a ,cata-
ton” schizophrenidval (Sine ira: olyan kutatok,

akiknek nem volt sok kéziik sem a psychiatridhoz, .

sem az allatkisérletes viselkedés-farmakoldgia-
hoz) A szemantikus hasonldség arra a kovetkezte-
tésre vezetett, hogy a schizophrenia az endogén
opioidok, pontosabban az endorphinok tilterme-
. lésének kovetkeztében 1ép fel [28]. Ez a feltételezés
vezetett ahhoz tobb mint egy évtizedig tarto klini-
kai prébédlkozasokhoz, melyek sordn naloxonnal,
vagy naltrexonnal prébaltdk kezelni a pszichoti-
kus betegeket. S persze volt olyan klinikus, aki bi-
zonyos tinetek dtmeneti javuldsat vélte felismerni
betegein a naloxon injekcidt kbvetGen. Masok vi-
szont az opidtok magatartasi tiineteit, a klasszikus
dopamin receptor gatlé neuroleptikumok hatdsai-
val keverték Ossze, patkdnyon [27] Ugyanis az
utébbiak (mint pl. a chlorpromazin, vagy
haloperidol} ugyancsak fokozzak az izomténust, s
ugyancsak szeddciét okoznak azaz a spontdn
motilitds megsziinését. Azonban a klasszikus
opiatok és a newroleptikumok altal elSidézhetd ti-
netek még ,fenomenolégiailag” sem egyformak.
(Pl az opidtok nagy dézisban minden-fajta refle-
xet gatolnak, mig a neuroleptikumok aktivaljak a
testtartdsi reflexeket ) S persze naloxonnal csak az
opidtok okozta rigiditast lehet gatolni, a neurolep-
tikumok feliiletes szemlél§ szdmara hasonlénak
latszé hatdsait nem.

A neuroleptikumok taldn legspecifikusabb 4l-
latkisérletes hatdsa a feltételes reakcidk gatldsa.
Ezért sajat vizsgalatainkban a haloperidol, a moz-
fin és GYKI-14238 ez irdnyu effektusait mértik
Ossze [71] Azt tapasztaltuk, hogy a morfin és
GYKI-14238 csak olyan magas dézisban gatoltak
egy el6zetesen kiépitett etharitdsi-menekiilési fel-
tételes reflexet patkdnyon, mely mar egyidejtileg
stilyos ataxidt, catalepsiat, rigiditast és motoros
debilitaciot okozott. Ezzel szemben a haloperidol
olyan alacsony adagban is gétolta a tanult motoros
reakcidkat, mely még semmiféle lathat6 tiinetet

nem idézett el§ Vagyis opidtok esetében a feltéte-
les reflexek gdtldsa csak a motoros koordindcid
madsodlagos zavarként 1ép fel, mig ez a haloperi-
dol esetében ez szelektiv fGhatds [71] Ezzel ma-
gunk részérdl a fenii hipotéziseket elvetettiik.

Hatékony enkephalin analégok kutatdsa

A természetes enkephalinok in vivo hatéstalan-
sdga csak egy rovid ideig volt érthetetlen. Latszo-
lagos hatastalansdguk okait hamar kideritették, s
a nyert adatok utat mutattak a peptid-kémikusok
szamara, hogy milyen kémiai szerkezeti médosi-
tdsok esetében lehet a természetes enkephali-
nokndl hatékonyabb analégokat remélni E kutats-
sokat persze az a tévhit is motivalta, hogy az
enkephalin-anal6gok nem hozzidk majd 1étre a to-
lerancia és a fliggGség kialakuldsat. Ennél fogva az
enkephalin anal6gok szintézise az amtgy is hirte-
len népszerfivé valt endorphin kutatdsokon beliil
is az egyik legintenzivebb miivelt ,téma”!!l volt
{Tellemz§, hogy kozel egy tucat szabadalmi kérel-
met nydjtottak be a hatésdgoknak az enkephalin
szarmazékokkal kapcsolatban, mielStt Hughes és
misai [1] térténelmi kozleménye megjelent volna }
S bér a B-endorphin aminosav szekvencidja is ha-
mar ismertté valt, szerkezeti analdégokat nagy
szamban az el6bbibdl allitottak elS. Sajat csopor-
tunk nagy szerencséje volt, hogy csatlakozott hoz-
zank a vilaghirt peptid-kémikus, dr Bajusz Sandor,
aki mintegy 3—4 tucat enkephalin analdgot szinte-
tizalt. Kozilik (szisztémdas adagolds esetén) a
GYKI-14238 jelii, azaz (D-Met?, Pro5)-enkephalin-
amid bizonyultf a leghatékonyabbnak Azonban a
tobbi sem volt hatdstalan, s a Bajusz dv éltal szin-
tetizdit peptidek, dltaldban sokat segitettek a szer-
kezet-hatas Osszefiiggések tiszidzdsdhoz Az aldb-
biakban tehat az dltala el§éllitott peptidek szerke-
zet-hatds Gsszefliggéseit foglaljuk Gssze, persze a
vonatkozo szakirodalom titkrében Amint az aldb-
biakbol is kideriilt a természetes enkephalinok in
vivo hatastalansaganak 3 kiilonbozd oka van, s
ezek figyelembe vételével lehetett hatékonyabb
szarmazékokat el@dllitani.

Metabolikus instabilitds

Ahogy ezt elsének Hambrook és misai [41] de-
monstréltdk a természetes enkephalinok rendki-
vill instabil peptidek Az amino-terminélis Tyr
(ami a bioldgiai hatds sine qua non feltétele) percek,



2001. mércius

Acta Pharmaceutica Hungarica 33

de inkdbb masodpercek alatt lehasad, ha a pen-
tapeptidet plazméban, vagy agyi homogenatum-
ban inkubdljdk. A tovabbi hasitdst karboxi- és
endopeptiddzok végzik, de az elsének lehasadt
termék az amino-termindlis tirozin [41, 72] A [3-
endorphin sokkal stabilisabb, s ez egyik oka lehet
fokozottabb analgetikus hatékonysdgédnak Azon-
ban a P-endorphin is lebomlik az agyszovetben
Ugyanis, agyszovetben inkubdlva és bacitracint
adva rendszerhez, lebomldsa lényegesen lassult
[73]. (Bacitracin egy nem-szelektiv peptiddz gat-
16) Tovédbba, ha bacitracinnal egyiitt adagoltuk a
B-endorphint az agykamrdba, annak analgetikus
hatdsa tovébb tartott. 56t bacitracint dnmagéban

adva az agykamraba, a fagjdalomkiiszob mérsékelt, -

de statisztikailag szignifikdns meghosszabbodasat
észleltiik [73] Sajnos akkor, az endorphin-kutata-
sok kezdeti évében nem volt idénk a kérdéssel to-
vabb foglalkozni. Mindenesetre &riiliink, hogy a
peptid géatlok analgetikus hatdsdt legjobb tudoma-
sunk szerint elsének irtuk le A hatdsmechaniz-
mus nyilvanvaldan az endogén opioidok elbomla-
sanak a gatldasa Azota mar tobb - szelektiv
enkephalinase gatlot is kifejlesztettek, s az egyik
mint gyégyszer forgalomban is van (a székrekedés
kezelésére, mivel egy a bélbél fel nem szivévo pre-
paratumrol van szo)

Mivel a hasitds kritikus lépése az amino-ter-
mindlis aminosav lehasitdsa, a peptid stabiliz4la-
sanak elkeriilhetetlen része a mdasodik helyen el-
helyezked§ Gly helyetiesitése egy d-aminsoavval
(mivel a peptiddzok sztereospecifikusak) Az elsd
enzimatikusan stabilizdlt enkephalin-analégok
eldallitisa kapcsdn mertilt fel a kérdés, hogy a f4j-
dalomcsillapité hatékonyséag kizardlag az enzima-

tikus stabilitdstol figg? Ezért egy tovabbi kisérle-
ttinkben parhuzamosan meghatéroztuk az eredeti
szintetikus enkephalin szarmazékok analgetikus
hatékonysagdt és plazmdban, ill agyi homoge-
nizdtumban valé lebomldsdnak sebességét [74]
Amint a VI tdbldzat mutatja, a szintetikus
enkephalinok mind lassabban bomlanak le mint a
Met-enkephalin Azonban nem volt korrelacié a
szintetikus peptidek lebontasanak sebessége (sta-
bilitdsa) és fajdalomcsillapité hatékonysiga kozott
[74]. A kévetkeztetés egyszer(i: in vive csak a
metabolikusan stabilizalt analégok hatékonyak,
de az enzimatikus bontassal szembeni rezisztencia
tnmagaban még nem elég a farmakologiai haté-
konysag biziositasdhoz

Atjarhatdsig a vér-agy giton

Tankényvi adat, hogy a vér-agy géaton az ami-
nosavak &tjutdsa aktiv transzporttal térténik, de ez
a peptidek nagy részére nem all. Az elsé vonatko-
z6 kisétletben Rapaport és misai [75] azt taldlték,
hogy a radioaktiv endorphinok csak kis mérték-
ben képesek athaladni a vér-agy gaton. Ami az
enkephalinokat illeti, egyik laboratériumban a
vér-agy giton valdé konnyt athaladdst észleltek
[76], azonban egy masik szezint [77] erre alig képe-
sek. Egyéb vizsgalatokbdl ismert, hogy az
agyszoveben az enkephalinok a hatds helye koze-
lében képzdédnek, s természetes kortilmények ko-
zo6tt nem kell a periférids oldal felél dthaladniuk a
vér-agy-gaton, hogy hatést fejtserick ki A farma-
kolégusok tibbsége ezt a problémat egyszertien
»oldotta meg”, az enkephalinokat az agykamréaba

VI tdbldzat

A metabolikus stabilifds és analgetikus hatélonysdg viszonya enkephalin (H-Tyr - Gly - Gly - Pl - Met/l ew-OH)
i analdgok esetében
Aminosav Aminosav Retencid Retencid Analge- Analge-
al az 5. Yo: Yo: tikus tikus
pozicigban pozicidban intakt az intakt a ED icv ED. iv
agyszovetben plazméaban nM mM/kg
0.5/2 6ra mulva 4 dra mitlva

Gly Pro 10 0 0 <1 64
Gly Met 40 26 9 -15 0
D-Ala Pro 78 54 NV 250 83
D-Ala Pro-amid 85 62 89 1538 89
D-Etionin Pro-amid 88 63 NV 5714 235
D-Met Pro-amid 92 78 100 24242 3125
D-Nle Pro-amid 93 74 160 7404 222
D-Fhe Pro-amid 100 85 100 250 204

" Analgézia vizsgélat patkdny farok-elrdntasi teszt
NV : nem vizsgaltuk
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VII tdblizat
Néhiny opioid analgetikus hatékonysign agykanmai és intravénds adds mellett (sajit és irdodalmi adatok dsszefoglaldsa)

Vizsgélati ED., EDg; Relativ hatékonység: Az adatok

anyag icw iwv icvvs.iv forrasa
ug/allat mg/kg azaz nM/éllat vs citatum szdma

mg/kg X 100

Met-enkephalin nem mérhetd naktiv - 26,37,38, 39,79

B-endorphin 1-5 inaktiv - 37,38, 46, 47,53

(D-Nle?, Pro®)-enkephalinamid ~7 - 222 32 74

(D-Ala?, NleS%)-enkephalin ~ 15 ~ 35000 043 88

GYKI 142381 0,03 230 0,13 81

TK 33-8242 3,002 700 0,03 84

Morfin 0,8 700 1,14 81

1[D-Met? Pro]-enkephalinamid
2 [D-Ala? pNOPhe*Met(0) -0l ]-enkephalin

adagolta, s persze mi is igy sziirtiik az ij vegytile-
teket. Azonban majdnem mindegyiket megvizs-
galtuk vénas (iv ) adas mellett is. Az iv ésic.v adds
mellett mért ED;, értékek Osszevetésével pedig
felvildgositast kapunk a vér-agy gaton valé dthala-
déds mértékére vonatkozdan. (Mennél nagyobb az
iv. ésic.v. adas mellett mért ED,; értékek hdnyado-
sa, anndl gyengébb a vér-agy gaton valo dthaladds
képessége )

Amint a VII t4blizat mutatja a morfinhoz vi-
szonyitva az opioid peptidek penetrdld képessége
altalaban gyenge. laldn a f-endorphin lenne a ki-
vétel, azonban az annak iv. hatékonysagdra vonat-
kozd kozleményt [78] nem erfsitették meg Ma-
gunk Ggy gondoltuk, hogy ha iv. adds mellett van
analgetikus hatds, azaz elegendd szamu molekula
eljut az agyi fajdalomesillapitdst kézvetits tertile-
tekre, akkor az agyszdveten kiviil-rekedt frakcié-
16l el lehet felejtkezni” Sajnos a klinikai kip1dbé-
145 soran kideriilt, hogy nagyot tévedtiink

Az opidt receptorok multiplicitdsa és hatds-szerkezet
kapcsolatok az enkephalinok kizott

Chang és ntsai [79] irtdk le, hogy a szubsztitua-
latlan tirozin jelenléte amino-termindlis pozicio-
ban nélkulozhetetlen az opidt receptorokhoz valod
kotddéshez A tirozin cseréje triptofdnnal, vagy a
fenolos OH-csoport eltdvolitdsa, vagy egy masik
hozzdadéasa a gytrtihdz a receptor kotés teljes el-
vesztését eredményezte. Ma mar altaldnosan elfo-
gadott, hogy az enkephalin Tyr csoportja analdg a
morfin A gytrtijével. Tovabbi vizsgdlatok hamar
kideritették, hogy a mdsodik Gly komponens (az-
az Gly, a szekvencidban) mint ,spacer” nélkiiloz-
hetetlen a kotédéshez, s a Phe, pedig feltételezhe-
téen egy kiegészitd kotShelyhez kapesolddik [80].

Azt is mér kordn leirtdk [79], hogy a karboxi-ter-
mindlis Met®> amiddldsa fokozta a hatékonységot
C)sszességében ezek a korai adatok arra intettek,
hogy strukturalis médositdsokat csak 2. és 5 pozi-
ciban érdemes végezni, s hogy az amino-ter-
mindlis bdzikussa tétele fokozhatja a bioldgiai ak-
tivitdst Sajat, a szerkezet-hatds.osszeftiggésekkel
kapcsolatos korai adataink, a VIII tiblizatban van-
nak dsszefoglalva [81-83]. Sajat anyagaink koziil a
(D-Met? P1o%)-enkephalinamid bizonyul a leghaté-
konyabbnak Tudomdsunk szerint, intravénds
adagolas mellett allatkisérletben és emberen mind
a mai napig ez madsodik leghatékonyabb ismert
enkephalin szdrmazék SFK-33 824 a ,rivalis” mo-
tekula, ami kémiailag (D-Al%, MePhe!, Met-(O)*-
ol)-enkephalin, s Romer és mtsai fejlesztettek ki
[84] Azétaenkephalin szarmazékot sok ezret alli-
tottak el6. Ezek kozott néhany ic v adas melleit
hatékonyabb, mint a GYKI-14238, illetve az FK 33-
824 Azonban szisztémas (iv, sc.) adds mellet ezek

VHI tdbldzaf
Néhdny enkephalin analog biolégiai pdtencia’ljénak
dsszehasonlitdsa patldny farok-clrdntdsi tesziben
(moldris mennyiség alapjdn)

Helyettesités Helyettesités Relativ Relativ
a2 az 5. analgetikus  analgetilus
pozicidban pozicidban  hatékonysdg hatékonysag
icv iv
1= morfin 1 = motfin

D-Ala Pro-NH-Amii 0,08 0,10
D-Ala Pro-NH-Etil 16,9 0,19
D-Ala Pro-NH, 39 0,22
D-Met Pro-NEH-Etil 16,9 0.55
D-Met Pro-NH, 49,8 5.5
Met-enkephalin >0.001 nem

_ mérhetd
B-endorphin 5,32 0,04™

Adatok a 81-83, ill. a 78 citatumokbél
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a leghatékonyabbak Azonban egyikbdl sem lett
csodaszer”, ami a klasszikus motfin-szdrmazéko-
kat helyettesithette volna. A sikertelenség oka a
klinikai kipzébalas sordn észlelet varatlan mellék-
hatasokra vezethet8k vissza, azok viszont az opiat
receptorok multiplicitdsdval fiiggenek Ossze
Kosterlitz és Hughes csoportja mar 1976-ban fel-
hivta a figyelmet, hogy a természetes enkephali-
nok hatékonysdga nagyjabsél hasonld volt a morfi-
néhoz tengeri malac ileum készitményben, mig
egér vas deferens preparatumban az enkephalinok
kb. 20-szor erdsebbek [40, 49]. Ezért az enkephali-
nok izoldldsa sordn az utobbi készitményt hasz-
naltdk a szerzdk sorozat-vizsgalatok céljabol.

Egyébként az opidtok a tengeri malac ileumban az -

acetilkolin felszabaduldst gétoljdk (preszinaptiku-
san) [29], mig egér vas deferens készitményben az
opidtok a noradrenalin (elektromos ingerléssel ki-
valtott) felszabadulasat gétoljak [25] Egyébként
az emlitett brit munkacsoport [49, 85] és a sajatunk
[86, 87] egyidejtileg figyelte meg, hogy

— Az opioidok (peptidek és klasszikus maorfin
szarmazékok) analgetikus hatékonysaga jobban
korreldl a vizsgdlt anyagok tengeri malac ileum-
ban mért IC,, értékével, mint az egér vas deferens-
ben mért hatékonysagukkal,

- Tobb naloxon sziikséges a természetes
enkephalinok in vitro hatdsanak gatldsdhoz, mint a
(nor)morfin, B-endorphin és az in vivo hatékony
enkephalin analégok esetében. gy pl. azt figyel-
tilk meg [88], hogy a Bajusz és mtsai altal [89] szin-
tetizalt, NleS és NleP-t (az 5 pozicidéban) tartalma-
z6 enkephalin analdgok esetében a jobbra forgaté
sztereoizomérek egér vas deferens készitményen
kevésbé aktivak, mint a balra forgaté parjuk, de
hatékonyabbak in vive

Ezek a megfigyelések késztették a Kosterlitz cso-
portot az Uin &-opidt receptorok létezésének posz-
tuldldsara, melyek nagy koncentrdciéban talalha-
tok az egér vas deferens készitményben [49] és sa-
jat csoportunk tapasztalatai szerint nem kedvez-
nek az analgetikus hatds létrejottének {86, 87] A
természetes enkephalinok, lévén karboxi-ter-
mindlissal biré peptidek, savanyt karaktertiek S
amint azt mar Chang és mtsai is megfigyelték [79],
a met-enkephalin karboxi-terminalisdnak amida-
ldsa, azaz savanyd karakterének bézikusra valta-
sa, fokozta a hatékonysagot. Sajat analogjaink ko-
tében pedig azt észleltilkk, hogy bar a (D-
Met? Pro®)-enkephalin is hatékony volt, annak
amidéldsa eredményezett egy igazdn iv. is aktiv
analgetikumot (lasd a VI tdbldzatot) Egyébként a
C-termindlis aminosavat el lehet hagyni, ha kar-

boxi-termindlis amidélva van, s az N-terminilis
egy guanidino-csoportot is tartalmaz [89]. fgy pél-
daul ciklikus imino-savval helyettesitve a C-ter-
mindlis alifatikus aminosavat amidélva vagy
guanidino-csoporttal kiegészitve az N-termindlist
fokozta a peptidek hatékonysagat a tengeri malac
ileumban, csdkkentette potencidjukat egér vas def-
erens prepardtumban és megndvelte fdjdalomesil-
lapitéd effektusukat (IX. tdblazat).

IX tablizat
Néhiny amiddlt tetra- és pentapeptid analdg aktivitdsa
N-termundlis guaniding-csoporttal, ill anélkiil
(aktivitdsok in vitro normorfinhoz (= 1)
és i vivo morfinhoz ( = 1) viszonyitva)
dltaldnos szerkezet X-Tyr-Y-Gly-Phe-O

Szerkezet Relativ aktivitds in
X-Y-0O  Tengeri Egérvas  Patkany Patkdny
malac ileum  deferens farok- farok-
hosszanti prepardtum  elrdntdsi  elrantasi
sima-izom teszt, teszt,
preparatum adagolés adagolas
Cdew iv.
H-Tyr-D-
Met-Pro-
NH, 79 7.9 64,6 4,2
H,N-CH- )
NH-D-Met-
Pro-NH, 173,0 25,0 10,5 0,65
H-Tyr-D-
Met- NH, 17,0 4,1 12,1 22
H,N-CH- ]
NH-D- -
Met-NH, 79,0 21,0 210,0 4,4

Egy tovabbi kisérletben a morfin, f-endorphin
és a GYKI-14238 analgetikus hatasénak naloxon-
nal vald antagonizalhatdsagat hasonlitottuk dssze
egéren és patkdnyon (X tdblizat) [90] Egéren nem
volt kilénbség a pA, értékek kizott, azaz kozel
azonos mennyiségii naloxon kellett mindhdrom
peptid analgetikus hatékonysaganak megfelezésé-
hez azaz az ED;, értékek megduplazaséhoz. Pat-
kdnyokban a naloxon pA, értéke a morfinnal
szemben hasonlé volt az egérben nyert értékhez
Azonban patkdnyon a naloxon pA, értéke a f-
endorphinnal és a GYKI-14238-cal szemben szig-
nifikdnsan magasabb volt, mint egéren, ill. patka-
nyon a moifin ellendben (X tdbldzat) Ezek az ada-
tok [90] arra vallanak, hogy az analgézia mecha-
nizmusat illetSen nem lehet kénnyii altaldnosita-
sokat tenni. Hiszen egéren egyetlen kozds, azaz
legaldbbis a naloxon irdnt egységesen érzékeny re-
ceptor populdcid kozvetitheti a fdjdalomesillapitd
hatast, mig patkdnyon més-mds receptor tipusok
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medidlhatjdk a motfin, ill e hatékony peptidek
analgetikus effektusat

X. tibldzat
Néhdny opicid antagonizilhntdsiga naloxonnal:
a pA, értékek meghatirozdsa in vivo*

Agonista Meért (,latszolagos”) pA, értékek atlag + SE
Egér “forrd lemez”  Patkény farok-
teszt elrantasi teszt
GYKI 14238 6,7320,11 7,51+0,06
f-endorphin 6,79+0,09 7,55+0,10
Morfin’ 7,17+0,09 7,17+0,09

*Agonistak addsa i ¢ v, a naloxon injekciéja s ¢ torént

Negativ klinikai tapasztalatok az enkephalin szir-
mazékokkal

A nemzetkdzi eréfeszitések lényegében két ve-
-gyliletet eredményeztek, melyek elérték a klinikai
kiprobalds fazisat mivel dllatkisézletekben hatéko-
nyak voltak iv. és sc adagolds mellettis Ezek a ko-
vetkezdk: FK 33-824 és az GYKI-14238. Klinikai ki-
prébélasra kerdilt tovabbd a BW942C jelti vegyti-
let, mely a GYKI 14238 szdrmazéka, s csak abban
kilénbozik a kiinduld vegyiilettsl, hogy a Phet
csoportra egy para-NO, csoportot vittek Kipro-
béltdk tovabba a D-Ala?, Met-enkephalint és ma-
gata B-endorphintis [91] Lényegében igen hason-
16 adatokat nyertek mindegyikkel, ezért a kapott
klinikai adatokat kozosen tekintjiik at. A f5 terdpi-
as célkitlizés természetesen a fijdalomcesillapits
volt de tekintettel a réviden attekintett dllatkisér-
letes adatokza a vegytileteket bizonyos elmebeteg-
ségek kezelésében is kipr6béltak. Természetesen a
klinikusok elsdsorban a hozzdszokds kialakuldsa-
tol tartottak, tovabba a morfin szdarmazékok jol is-
mert egyéb mellékhatdsaitl, mint a légzésde-
presszid, vizelet-retencid stb -

A Xlinikai tapasztalatok alapvetSen negativak
voltak a vegyiiletek nem véltottdk be a hozzdjuk
flizott nagy reményeket Ezért a vizsgdlatokat a
Klinikai kiprébalds korai fazisaiban mindegyik
enkephalin-szdrmazékkal megszakitottiak. Megle-
pé mddon a vegyiiletek nem idézték el§ a morfin-
szarmazékok ismert mellékhatdsait sem, mint
hozzészokds, légzésdepresszid stb. Euphoriat sem

észleltek Igaz e vegyiiletek valamelyest emelték a

fajdalom-kiisz8bot egészséges onkénteseken [97,
101] és betegeken is [97]. Azonban az észlelt anal-
getikus hatds gyenge volt. Persze lehet, hogy az al-
kalmazott dézis emelésével az analgetikus hatds is
fokozddott volna. Azonban a dézis emelésével

egy sor mellékhatds lépett fel, melyek miatt azokat
tovabb ndvelni nem lehetett (l4sd lejjebb). A pszi-
chézisok kezelésére csak az FK 33-824 jeld
enkephalin szdrmazékot probéltdk ki, de hatésta-
lan volt, s6t a betegek konfuzigjat csak fokoztdk
A mellékhatisok mindenek el&tt igen szokat-
lan, a klasszikus opidtok 4ltal elSidézettekhez
egyaltaldban nem hasonld tlinetek voltak, tobbek
kozott: az arc sdpadisédga, a kotShartya belovellt-
sége, borborygmus, polyuria [ovabba az orr eldu-
guldsa, polyuria, s a szdjszarazsig A legjellem-
z8bb a végtagok zsibbaddsa volt A dozis-novelést
limitalé mellékhatds ortosztatikus kollapszus volt
Ami a centrdlis tuneteket illeti az dnkéntesek (koz-

-tiik e tanulmany a szerz&je) az alabbiakat észlelte

magan: bagyadtsag, faradtsdg-é1zés, valamelyes
szorongds-cstkkenés és az euphoria, ill dysphoria
egy furcsa nehezen leirhatd keveréke. Az dnkénte-
sek egy 1észe a tiineteket annyira szokatlannak
észlelte, hogy komolyan megijedt.

Ami a meglepd klinikai tapasztalatok értelme-
zését illeti, taldn az észlelt diuretikus hatds nyujt-
hat Gtmutatdst Az ugyanis j6l ismert, hogy a -
opiat receptorok agonistdi diurézist idéznek eld
[106]. Masrészt, amint azt emlitettiik, a k-recep-
torok agonistdi dysphoriat okoznak [91] Az auto-
ném idegrendszer bdven tartalmaz k-receptorokat
[55]. Ezért feltételezziik, hogy az enkephalain ana-
logok az emlitett autondm tiineteket azért hozzdk
létre, mert a molekuldk jo 1észe a vér-agy gaton ki-
viil reked, e reeeptorokat izgatja. S a létrejova dys-
phoria elfedi a centrdlis p- és S-receptorok dltal
eldidézett euphoriat. A , dysphoridnak kdszonhe-
téen” az enkephalin analégok irdnyédban hozza-
szokas nem alakul ki, hiszen ennek alapfeltétele,
hogy a betegekben a szer euphoridt idézzen el
Masrészt a kellemetlen mellékhatdsok és a fajda-
lomcsillapitoé hatds gyenge volta a klinikai alkal-
mazdst is kizdtja.
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