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STRESZCZENIE

Najsilniej dziatajacym alkaloidem wystepujacym w opium jest morfina, wcigz
stosowana w medycynie do u$mierzania silnego boélu pooperacyjnego lub zwigzanego
z chorobg nowotworowa, pomimo szeregu powaznych efektow ubocznych, takich jak
tolerancja, uzaleznienie czy dolegliwo$ci sercowo-naczyniowe i zotadkowo-jelitowe.

Morfina dziala przez trzy typy receptorow opioidowych: mu, delta i kappa, ktore
naleza do grupy receptoréw zwigzanych z biatkiem G. Receptory te sa zlokalizowane
w osrodkowym ukladzie nerwowym, a takze wystepuja w narzadach 1 tkankach
peryferyjnych, m. in. w przewodzie pokarmowym.

Rola kazdego z trzech gléwnych typow receptorow opioidowych nie zostata do konca
poznana i jest nadal przedmiotem wielu badan. Uwaza si¢ jednak, ze najwickszy efekt
przeciwbolowy zwigzany jest z pobudzeniem receptora mu.

Odkrycie receptorow opioidowych dato poczatek poszukiwaniu ich endogennych
ligandow. Pierwszym poznanym ligandem receptora mu-opioidowego byla morficeptyna
(Tyr-Pro-Phe-Pro-NH,), wyizolowana jako produkt enzymatycznego trawienia bydlece;
B-kazeiny. W 1997 r. grupa Zadiny wyizolowata endomorfiny (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH, i Tyr-
Pro-Phe-Phe-NH;, odpowiednio EM-1 and EM-2) z moézgu wolu i cztowieka. Te nowe
tetrapeptydy z amidowym C-koncem wykazuja bardzo duze powinowactwo i selektywnos¢
wzgledem receptora mu i silne wlasciwosci przeciwbolowe. Niestety, zwiazki te nie moga
by¢ stosowane jako leki, poniewaz ulegajg szybkiej degradacji enzymatycznej i1 nie sg zdolne
do przekroczenia bariery krew-mozg, z czego wynika ich krotki czas dziatania i ograniczony
dostep do osrodkowego uktadu nerwowego. Jednakze, od momentu odkrycia endomorfin
poszukuje si¢ analogéw tych peptydow o lepszych wiasciwosciach farmakologicznych.

Do niedawna peptydy nie byly rozwazane jako klasa zwigzkéw o zastosowaniu
terapeutycznym ze wzgledu na mala odpornos¢ na degradacje enzymatyczng 1 niskg
biodostgpnos¢. Obecnie panuje inny poglad 1 w ciggu ostatniej dekady wzrosto
zainteresowanie peptydami jako lekami ze wzgledu na ich silne dziatanie, niskg toksyczno$é¢
1 tatwg syntezg.

Tematem mojej rozprawy doktorskiej byto projektowanie nowych analogéw peptydow
opioidowych, w poszukiwaniu zwigzkéw o lepszych niz naturalne peptydy witasciwos$ciach
farmakologicznych. Cyklizacja i wprowadzanie nienaturalnych aminokwaséw do sekwencji

jest znang metodg, stosowang w celu zwigkszenia stabilnosci peptydéw w ptynach



ustrojowych i ich lipofilowosci. W mojej dysertacji zsyntetyzowatam, oczy$citam
i zanalizowalam w testach in vitro trzy serie nowych analogow peptydow opioidowych.
Pierwsza seri¢ stanowily liniowe analogi morficeptyny modyfikowane fluorowanymi
aminokwasami. Powinowactwo tych analogow do peptydéw opioidowych zalezato od
potozenia i konfiguracji fluorownych aminokwaséw. Dwa analogi wykazaly wyzsze niz
morficeptyna powinowactwo do receptora mu-opioidowego.

W kolejnych dwoch seriach zsyntetyzowalam cykliczne peptydy oparte na strukturze
analogu EM-2, Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH,, zmodyfikowane poprzez wprowadzenie
N-metylowanych lub cyklicznych aminokwasow. Synteza cyklicznych peptydow
zawierajacych N-metylowane aminokwasy okazata si¢ bardzo trudna ze wzglgdu na zawade
przestrzenng spowodowang blisko$cig dwoch grup N-metylowych, i wymagata uzycia silnego
odczynnika kondensujacego (DMT/NMM/TsO’). Badania in vitro wykazaty, ze N-metylacja
zwigkszyla selektywnos$¢ analogdw wzgledem receptoréw opioidowych.

W przypadku peptydow zawierajacych sze$ciocztonowe analogi proliny analiza
konformacyjna wykazata, ze konfiguracja wiazania Phe®-Xaa decyduje o ich powinowactwie

do receptorow opioidowych.



STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

The most abundant alkaloid of opium, morphine, is still used in clinics for the
treatment of severe postoperative or cancer pain. However, the use of morphine is limited
because of its side effects such as tolerance, dependence or cardiovascular and gastrointestinal
problems.

Morphine acts through three types of opioid receptors, mu, delta and kappa, which
belong to the class of G-protein coupled receptors. They are widely expressed
in central nervous system but can also be found in many peripheral organs and tissues,
including gastrointestinal tract. The role and distribution of the opioid receptors are still under
investigation. However, it is believed that the mu-opioid receptor mediates the most potent
antinociceptive effects.

The discovery of opioid receptors was followed by the search for their endogenous
ligands. The first identified selective but not very potent mu-receptor ligand was morphiceptin
(Tyr-Pro-Phe-Pro-NH,) isolated from an enzymatic digest of bovine B-casein. In 1997 Zadina
discovered and identified in the bovine brain and human cortex endomorphins (Tyr-Pro-Trp-
Phe-NH; and Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,, EM-1 and EM-2 respectively). These new tetrapeptides
with amidated C-terminus showed remarkable affinity and selectivity for the mu-receptor.
Unfortunately, they are also characterized by relatively rapid enzymatic degradation and
inability to cross the blood-brain barrier, resulting in a short duration of action, and very
limited delivery to the CNS.

Since the discovery of opioid peptides, there have been extensive studies on the
possible use of these peptides as new therapeutic agents. Until recently, peptides have not
been considered as good drug candidates due to their low enzymatic stability and poor
bioavailability. Now this point of view is changing. In the last decade there has been a rapid
expansion in the use of peptides as drugs because of their high potency, selectivity, lower
toxicity and easy synthesis.

The aim of my thesis was the search for new endomorphin-2 and morphiceptin
analogs with improved pharmacological profile. Cyclization and incorporation of unnatural
amino acids are known methods of improving stability of peptides
in physiological fluids and increasing their lipophilicity.

In my dissertation, | synthesized, purified and analyzed in vitro three series of novel

opioid peptide analogs. In the first series, linear morphiceptin analogs were modified by



introduction of fluorinated amino acids. The affinity of the new analogs for opioid receptors
depended on the position and configuration of fluorinated amino acids. Two analogs showed
higher mu-opioid receptor affinity than morphiceptin.

In the next two series, | synthesized cyclic opioid peptides, based on the structure of
the EM-2 analog, Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH,, which | modified by incorporation of
N-methylated or cyclic amino acids. Synthesis of cyclic N-methyl amino acid containing
peptides constituted a real challenge, because of the steric hindrance exerted by N-methyl
groups, and required a strong coupling agent (DMT/NMM/TsQO"). The in vitro tests showed
that N-methylation increased peptides selectivity for opioid receptors.

In the case of peptides containing six-membered analogs of proline, conformational
studies revealed that configuration of the Phe®-Xaa bond in these peptides determined the

opioid receptor preferences.



