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I STRESZCZENIE

Bol towarzyszy ludzkosci od zarania dziejow. Obecnie uzywane $rodki przeciwbolowe
stosowane w tagodzeniu umiarkowanego bolu to gtéwnie niesteroidowe leki przeciwzapalne,
a przy silnym bolu opioidy. Opioidy, w tym morfina, pozostaja najskuteczniejszymi lekami

przeciwbolowymi, niestety dtugotrwate ich przyjmowanie wigze si¢ z wystepowaniem
niebezpiecznych efektow ubocznych, takich jak depresja oddechowa, uporczywe zaparcia,
rozwdj tolerancji i uzaleznienia. Opioidowe leki przeciwbolowe wywieraja swoje dziatanie
farmakologiczne dziatajagc na cztery podtypy receptorow opioidowych, mu (u) (MOR), delta
(6) (DOR), kappa (k) (KOR) i receptor nocyceptyny (NOP). Ponadto wiadomo, ze inne uktady
neuroprzekaznikow, migdzy innymi uktad neurokininowy, sa zaangazowane w modulacje bolu.

W mojej pracy doktorskiej skoncentrowatem si¢ na poszukiwaniu nowych ligandow,
ktore moduluja wyzej wymienione uktady bolowe i wykazuja lepszy profil dziatan
terapeutycznych i mniej skutkow ubocznych. Dysertacja sktada si¢ z czterech prac
oryginalnych i dwoch artykutow przegladowych.

W pierwszych dwoch pracach przedstawitem badania nad nowymi analogami
endomorfiny-2 (EM-2) oraz cyklopeptydu Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NHa, ktorych celem byty
modyfikacje chemiczne w kluczowych dla wigzania analogéw z receptorem MOR pozycjach.
Zastgpienie 2°,6’-dimetylotyrozyny w pozycji 1 EM-2 przez aminokwas zawierajacy atom
chloru, 3’-chloro-2’,6’-dimetylotyrozyne, zwigkszylo powinowactwo otrzymanego peptydu
[Dmt(3'-CI)!]JEM-2 do MOR oraz zmniejszyto jego lipofilowos¢, Co jest wazne W rozwazaniach
nad przechodzeniem peptydoéw przez bariere krew-mozg. Badania konformacyjne wskazaty na
istotny wptyw interakcji atomu chloru ligandu na stata wiagzania z receptorem, co tlumaczy
eksperymentalnie zmierzone duze powinowactwo [Dmt(3'-Cl)}]JEM-2 do MOR.

Zastapienie w cyklopeptydzie Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NHz D-Lys przez (R)- lub (S)-
B-Lys spowodowato znaczne zmniejszenie lub wrecz utrat¢ powinowactwa otrzymanych
analogow do receptora MOR, wskazujac na istotny wptyw konfiguracji uzytego f-aminokwasu.
Badania konformacyjne wykazaty, ze w przypadku analogéw zawierajacych B-aminokwas
pierScienie aromatyczne dwoch reszt  fenyloalaniny, odpowiedzialne za wysokie
powinowactwo cyklopeptydu do MOR nie mogty pomiescic si¢ w Kieszeni receptora.

W drugiej czesci rozprawy zajatem si¢ projektowaniem oraz badaniem powinowactwa,
aktywnosci i dziatania przeciwbolowego peptydow hybrydowych, aktywujacych jednoczesnie
dwa typy receptorow, MOR/NK1 oraz MOR/NOP.
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Peptydy hybrydowe o profilu MOR/NK1 powstaly poprzez potgczenie agonisty
receptora opioidowego Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH2 z réznej dtugosci fragmentami
substancji P (agonisty NK1) lub spantidu Il (antagonisty NK1). Wszystkie otrzymane hybrydy
charakteryzowaty si¢ duzym, cho¢ zmniejszonym w stosunku do fragmentu opioidowego,
powinowactwem do MOR i KOR, natomiast wysokie powinowactwo do NK1 miaty tylko
zwiazki zawierajace 6-peptydowe fragmenty spantidu Il lub SP i te hybrydy wybratem do badan
in vivo. W badaniach na myszach zaréwno hybrydy typu MOR agonista/NK1 antagonista jak
1 MOR agonista/NK1 agonista wywolywaly silne dzialanie przeciwbolowe w tescie wicia, co
wskazuje na synergistyczny efekt jednoczesnego aktywowania réznych receptoréw
zaangazowanych w modulacj¢ efektow bolowych. Najbardziej znaczacym wynikiem bylo
wykazanie, ze analogi typu agonista opioidowy/agonista lub antagonista NK1 nie powodowaty
rozwoju tolerancji ani zapar.

Druga seria hybryd obejmowata analogi o powinowactwie do klasycznych receptoréw
opioidowych oraz do receptora NOP. Fragmentem opioidowym, podobnie jak w poprzedniej
serii, byt cyklopeptyd Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH>, natomiast fragmentem taczacym si¢
z receptorem NOP byt znany z literatury syntetyczny peptyd Ac-RY YRIK-NH.. Oba fragmenty
potaczone byly albo bezposrednio, albo za pomocg tacznika Gly-Gly-Gly. Obie hybrydy
wykazywaly podobne jak macierzysty cyklopeptyd powinowactwo do receptorow MOR i
KOR, ale tylko hybryda nie zawierajaca lacznika triglicynowego aktywowala receptorNOP.
Dlatego zwiazek bez tacznika wybratem do eksperymentow in vivo. Analog ten wykazywat w
tescie goracej ptytki silne, cho¢ nieco stabsze niz EM-2, wlasciwosci przeciwbolowe. Dalsze
badania potwierdzily, ze w wywolywaniu efektu przeciwbolowego braly udziat zaréwno
receptory opioidowe jak i NOP.

Podsumowujgc, ustalenia tego doktoratu poszerzaja wiedz¢ na temat wplywu
niebiatkowych aminokwasdéw na powinowactwo analogéw do receptoréw opioidowych oraz
wplywu biwalentnych hybryd na interakcj¢ z dwoma typami receptoréw, na wilasciwosci
przeciwbolowe 1 towarzyszace im efekty uboczne. Wyniki te moga by¢ pomocne w dalszych
badaniach nad systemem opioidowym 1 bolem, ktére sg prowadzone w réznych osrodkach na
$wiecie z nadzieja, ze doprowadza w przysztosci do identyfikacji skuteczniejszychi
bezpieczniejszych lekow opioidowych o szerszym spektrum terapeutycznym i znikomych

skutkach ubocznych.
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SUMMARY

Pain has accompanied humanity since the dawn of time. The currently used analgesics
for the relief of moderate pain are mainly non-steroidal anti-inflammatory drugs, and for severe
pain, opioids. Opioids, including morphine, remain the most effective analgesics, but
unfortunately their long-term use is associated with dangerous side effects, such as respiratory
depression, persistent constipation, development of tolerance and addiction. Opioid analgesics
exert their pharmacological effects by acting on four subtypes of opioid receptors, mu (p)
(MOR), delta (8) (DOR), kappa (k) (KOR) and nociceptin receptors (NOP). In addition, other
neurotransmitter systems, including the neurokinin system, are known to be involved in pain
modulation.

In this Ph.D. thesis, | focused my scientific interests on the search for new ligands that
could modulate the above-mentioned pain systems and show a better therapeutic action profile
and fewer side effects. The dissertation consists of four original papers and two review articles.

In the first two papers, | presented research on new analogs of endomorphin-2 (EM-2)
and the Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH: cyclopeptide, the aim of which were chemical
modifications in key positions important for binding of analogs to the MOR receptor. Replacing
2',6'-dimethyltyrosine in position 1 of EM-2 by an amino acid containing a chlorine atom, 3'-
chloro-2',6'-dimethyltyrosine, increased the affinity of the obtained peptide [Dmt(3'-Cl)}]EM-
2 to MOR and reduced its lipophilicity, which is important in the consideration of the passage
of peptides through the blood-brain barrier. Conformation studies showed a significant
influence of the chlorine atom of the ligand on the binding with the receptor, which explains
the experimentally measured high affinity of [Dmt(3'-CI)}]JEM-2 to MOR.

Replacing D-Lys in the cyclopeptide Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH: with (R)- or (S)-
B-Lys caused a significant decrease or even loss of the affinity of the obtained analogs for the
MOR receptor, indicating an important role of the configuration of the p-amino acid.
Conformation studies have shown that in the case of analogs containing -amino acid, the
aromatic rings of two phenylalanine residues, responsible for high affinity for the MOR could
not fit into the pocket of the receptor.

In the second part of the dissertation, | concentrated on the design of hybrid peptides
that simultaneously activate two types of receptors, MOR/NK1 and MOR/NOP and studied
their affinity, activity and analgesic effects. Hybrid peptides with the MOR/NKZ1 profile were
obtained by combining the opioid receptor agonist Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH: with
various length fragments of substance P (NK1 agonist)) or spantide 11 (NK1 antagonist). All



| Streszczenie |5

obtained hybrids were characterized by high affinity to MOR and KOR, although lower
compared to the opioid fragment, while only compounds containing hexapeptide fragments
ofspantide 11 or SP had high affinity to NK1, so I selected these hybrids for the in vivo studies.
Inexperiments on mice, both MOR agonist/NK1 antagonist and MOR agonist/NK1 agonist
hybrids produced potent analgesia in the writhing test, indicating a synergistic effect of
simultaneous activation of different receptors involved in the modulation of pain effects.
The most significant result was the demonstration that the opioid agonist/NK1 agonist or
antagonistdid not cause the development of tolerance or constipation.

The second series of hybrids included analogs with affinity for classical opioid
receptorsand for the NOP receptor. The opioid fragment, as in the previous series, was the
Tyr-c[D-Lys- Phe-Phe-Asp]NH: cyclopeptide, while the fragment binding to the NOP
receptor was the Ac- RYYRIK-NH: peptide, known from the literature. Both fragments were
connected either directly or via a Gly-Gly-Gly linker. Both hybrids showed similar affinity
for the MOR and KOR receptors as the parent cyclopeptide, but only the hybrid lacking the
triglycine linker activated the NOP receptor. Therefore, | chose the compound without a
linker for the in vivo experiments. This analog showed strong, although slightly weaker than
EM-2, analgesic properties in the hot plate test. Further studies confirmed that both opioid
and NOP receptors were involved in the mediation of the analgesic effect.

In conclusion, the findings of this PhD dissertation broaden our understanding of the
impact of non-proteinogenic amino acids on the affinity of analogs for opioid receptors and
ofbivalent hybrids on interaction with two types of receptors, analgesic properties and
accompanying side effects. These results may be helpful in further studies on the opioid
systemand pain, which are being conducted in various centers around the world, with the
hope that inthe future they will lead to the identification of more effective and safer

opioid drugs witha wider therapeutic spectrum and negligible side effects.



