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¢) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow
wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Od lat politerapia, jak rowniez polipragmazja sg nieodtgcznym elementem zycia wielu
pacjentow, gtownie w wieku podesztym, cierpiacych na kilka schorzen jednoczesnie. Obydwa
terminy wiaza si¢ Scisle z zazywaniem nadmiernej liczby lekow, niekiedy bez wyraznej
potrzeby [1, 2]. Stad owa niewlasciwa ordynacja substancji leczniczych moze
w konsekwencji doprowadzi¢ do pojawienia si¢ roznego rodzaju interakcji np. typu lek-lek
[2]. Charakter tych oddzialywan moze by¢ zarowno farmakodynamiczny, jak réwniez
farmakokinetyczny. Podczas, gdy interakcje farmakokinetyczne jawia si¢ najczescie]
w formie zaburzen wchianiania, wydalania czy chociazby zwiekszonej kumulacji jednego
z zazytych lekéw, to w przypadku interakcji farmakodynamicznych skala zaburzen wydaje si¢
by¢ réwnie powazna. Wynika to z faktu, iz obok obserwowanego wzmocnienia
(addycja/synergizm) czy ostabienia (inhibicja) aktywnosci biologicznej, a tym samym i efektu
terapeutycznego leku, niejednokrotnie moze dojs¢ do powstania zupetnie nowej aktywnosci.
To z kolei moze skutkowa¢ wzrostem toksycznosci danego leku. Ponadto zastosowane
substancje lecznicze objawiajace si¢ zupelnie nowa aktywno$cia moga wptywaé
na funkcjonowanie innych uktadoéw fizjologicznych czlowieka, ktore byly pierwotnie
niewrazliwe na dziatanie kazdego leku z osobna.

Wprawdzie w literaturze mozna odnalez¢ informacje jakoby prawidlowo stosowana
politerapia niosta ze soba przede wszystkim korzysci, to jednak w rzeczywistosci uzyskanie
zadowalajacych efektow bez szkody dla zdrowia pacjenta jest niezwykle trudne
do osiggnigcia. Rozsadne przyjmowanie kilku lekow/substancji leczniczych w tym samym
czasie wymaga bowiem od lekarza ordynujacego znajomosci nie tylko farmakokinetyki
i farmakodynamiki oraz charakterystyki zastosowanych lekéw, ale takze szczegodtowego
wniknigcia w histori¢ choroby pacjenta, w jego nawyki zywieniowe czy styl zycia. Co wigcej,
pojawienie si¢ niebezpiecznych dla zdrowia pacjenta skutkéw ubocznych, wynikajacych
z niewlasciwego stosowania lekdw moze by¢ rowniez spowodowane réznicami osobniczymi.

Do czynnikoéw biologicznych wewnatrzustrojowych determinujacych ,,zachowanie si¢”
leku w organizmie zaliczy¢ mozna m.in.: pte¢, wiek, stan fizjologiczny, np. cigze, jak rowniez
stany czynnos$ciowe organizmu i jego zmiany, zarowno wrodzone, jak i nabyte. Co wazne,

wiek jest jednym z kluczowych czynnikow, ktére w sposob istotny wplywaja na losy leku w



ustroju. To, ile mamy lat w trakcie trwania terapii farmakologicznej (noworodek, mate

dziecko, osoba > 65 r.z.) jest zwigzane z wieloma zachodzacymi zmianami w organizmie

ludzkim w zwigzku ze starzeniem si¢ organizmu i poszczeg6élnych narzadéw. Modyfikacje te

pociagaja za sobg istotne zmiany niektorych wiasciwosci substancji leczniczych (Tabela 1).

Tabela 1. Zmiany fizjologiczne u o0sob starszych i ich wplyw na niektére parametry

farmakodynamiczne i farmakokinetyczne leku [3].

ZMIANY PARAMETR EFEKT
ZWIAZANE Z FARMAKOKIENTYCZNY/ | FARMAKOKINETYCZNY/
WIEKIEM FARMAKODYNAMINCZY | FARMAKODYNAMICZNY
1} objetos¢ dystrybucji lekow
1 tkanki thuszczowe;j lipofilnych (op6zniony efekt
| wody catkowitej i Objetos¢ dystrybucji dzialania i ryzyko kumulacji)
ptynu | objetos¢ dystrybucji lekow
wewnarzkomorkowego hydrofilnych (skrécenie czasu
dziatania i wzrost toksycznosci)
ft wolnej frakcji leku
| albumin o charakterze kwasnym
1 kwasnej Stopien wigzania leku z (nasilenie dzialania)

a-1 glikoproteiny

biatkami

| wolnej frakcji leku o
charakterze zasadowym
(ostabienie dziatania)

| przeptywu krwi przez
watrobe (= 30%)

| masy watroby
(=20-30%)

| aktywnos$ci enzymow
I fazy biotransformacji

Metabolizm watrobowy

| klirensu watrobowego
f} czasu potowicznego rozpadu
leku Tl 2
t akumulacji
niezmetabolizowanych lekow

Liczba neurondéw
1 poziom neuroprzekaznikdéw
w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN)

1 dziatania lekéw hamujacych
OUN
| dziatania lekow
pobudzajacych OUN

| ’ Np. pogorszepie . |l neuroprzekaznikoéw w OUN
(uposledzenie) funkcjonowania |l farmakokinetyki
uktadu nerwowego 1 farmakodynamiki lekow
u 0s0b starszych
l Rezerwy homeostazy . ) ryzyka wystapienia
Np. trudnione utrzymanie polekowych dziatan
homeostazy niepozadanych
It - wzrost
| - spadek

klirens leku — objeto$¢ osocza krwi, ktora w jednostce czasu zostaje catkowicie oczyszczona z leku w wyniku
wydalniczej czynnosci nerek, watroby, ptuc, skéry oraz innych narzgddéw



Na metabolizm konkretnego leku moga w istotny sposob wplynaé takze czynniki
genetyczne, np. niedobor badz brak uktadu enzymatycznego lub wzrost aktywnosci
enzymatycznej czy ostatecznie nadmiar aktywnos$ci hormonalnej. Niezwykle waznym
czynnikiem jest istnienie tzw. polimorfizmu genetycznego enzymoéw watrobowych (np.
izoenzymy cytochromu P-450, w tym CYP2D6 czy CYP3A4), bioragcych udziat w
biotransformacji znacznej liczby dostepnych substancji leczniczych.

Wydaje si¢ jednak, ze $wiadomo$¢ spoleczenstwa co do roli wigkszosci
z prezentowanych czynnikow biologicznych, wptywajacych na metabolizm lekéw w ustroju,
jest znikoma badz nawet zadna. Stad tez niejednokrotnie, pomimo najlepszych checi i
zaangazowania w proces terapeutyczny zarowno lekarza, jak i1 pacjenta - skutecznosc
politerapii staje pod ogromnym znakiem zapytania.

Celem zminimalizowania efektow ubocznych, wynikajacych ze stosowania kilku lekow
jednoczesnie, ale rowniez majac na uwadze istniejace ryzyko przepisywania niewlasciwych
substancji leczniczych przez wielu lekarzy, do chwili obecnej wprowadzono kilka
potencjalnych rozwigzan.

Jednym z proponowanych rozwigzan jest zastosowanie nowych kryteriow takich jak:
STOPP/START, Beers czy lista lekow Priscus [4, 5]. Przy czym na szczegdlng uwage
zashuguje kryterium STOPP/START (narzedzie przesiewowe do oceny lekow osoby
starszej/narzedzie przesiewowe do rozpoczynania odpowiedniego leczenia, ang. Screening
Tool of Older Person's potentially inappropriate Prescriptions/Screening Tool to Alert
doctors to the Right Treatment). Kryteria STOPP obejmuja kilkadziesiat istotnych klinicznie
przypadkéw nieprawidtowego kojarzenia lekéw 1 przepisywania ich pacjentom
geriatrycznym, wliczajac w to zardwno interakcje typu lek-lek, jak réwniez lek-choroba
czy dublujace si¢ terapie jako efekt jednoczesnego leczenia chorego przez kilku specjalistow.
Z kolei kryteria START zawieraja szereg przypadkoéw lekcewazenia przez lekarza lekow
potencjalnie korzystnych w terapii okreslonego schorzenia/jednostki chorobowej, pomimo
istnienia fragmentarycznej dokumentacji, dotyczacej korzystnego ich dziatania [6, 7].

Przeprowadzona niedawno meta-analiza badan randomizowanych z grupa kontrolng
stosujacg kryteria STOPP/START wykazata, Zze wykorzystanie tego typu kryterium
korzystnie wptyneto na czas hospitalizacji chorego, odstepy pomiedzy wizytami lekarskimi
oraz same koszty leczenia [8]. Wszystko to $wiadczy o skuteczno$ci programu
STOPP/START w praktyce klinicznej. Dodatkowo stwierdzono, iz kryterium STOPP
pozwolito zidentyfikowaé¢ znacznie wiecej lekow zwigzanych z wystgpieniem niekorzystnych

efektow niz w przypadku wersji Beers w 2002 r. [4]. To jednak wydaje si¢ niedostateczne



1 wcigz mato skuteczne, zwlaszcza majac na uwadze wysoce indywidualny profil starszych
pacjentow.

Stosowanie dwoéch substancji aktywnych (lekoéw) w postaci jednej tabletki (tzw. leki
wielosktadnikowe, ang. multicomponent drugs) jest kolejna propozycja ztagodzenia
mozliwych interakcji, gtéwnie typu lek-lek [9]. Wydaje sig, ze tego typu leczenie skojarzone
jest juz regulg w terapii takich chorob, jak niektore zakazenia bakteryjne, stany bolowe, itp.

Prezentowana forma leku nie ogranicza jednak ryzyka wystgpienia dzialan
niepozadanych jako rezultat interakcji lek-lek, ale jest udoskonaleniem terapii poprzez
zmniejszenie liczby zazywanych lekarstw, a tym samym ulepszeniem wspdtpracy miedzy
pacjentem a lekarzem [10]. Tzw. ,,compliance” jest niezwykle istotny zwtaszcza w przypadku
pacjentow, ktorzy nie do konca przestrzegaja zalecen lekarzy. Wsrdd tych oséb wyrdézniamy
zarowno pacjentow $wiadomie modyfikujacych terapie farmakologiczng, jak i chorych z
deficytami pamigci.

Wymuszone stosowanie coraz wigkszej liczby lekéw, ktore jest zwigzane zwlaszcza
z istnieniem wielochorobowosci, jak réwniez fakt wystepowania szeregu efektow
niepozadanych, przybierajacych na sile zwlaszcza w wyniku nieprawidtowego kojarzenia
lekow, sktonity naukowcow do poszukiwania wielocelowych lekow (ang. multitarget drugs,
MTD) [H1, H2]. W praktyce, powyzsze zwigzki utworzone na podstawie tzw. techniki
hybrydyzacji, okreslane réwniez mianem: hybryd, chimer, bifunkcjonalnych lekow, lekoéw
wielofunkcyjnych (ang. multifunctional drugs), zaprojektowanych wielokrotnych ligandow
(ang. designed multiple ligands, DML) etc., moga sta¢ si¢ wlasciwym rozwigzaniem dla wielu
chorych cierpigcych réwniez na jeden rodzaj choroby o etiologii wieloczynnikowej.
Wspomniane bifunkcjonalne leki dajag mozliwos¢ jednoczesnego wptywu na kilka istotnych
mechanizmoéw, biorgcych udziat w patomechanizmie danej choroby.

Zwiazki tworzone metoda hybrydyzacji — w przeciwienstwie do popularnych lekow
wielosktadnikowych — stanowia jedna chemiczng czasteczkeg, w ktorej elementy sktadowe
(farmakofory) moga by¢ ze soba polaczone z wykorzystaniem jednego z trzech

podstawowych typow sprzeggania (Ryec. 1).
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potaczone za pomoca linkera potaczone bez linkera nakladajace sie na siebie
F1: farmakofor 1

F2: farmakofor 2

Ryc. 1. Klasyfikacja ligandow hybrydowych (chimer) w zaleznosci od sposobu laczenia
ich farmakoforéw [11, H2].

Sposob zwigzania ze sobg farmakoforéw w okreslonym zwigzku bifunkcjonalnym moze
w znacznym stopniu wptywac na jego stabilno$¢ tak konformacyjng, jak i enzymatyczng,
a tym samym odgrywac¢ jedng z kluczowych rél w koncowym efekcie farmakologicznym.
Istotnie, z punktu widzenia rozwoju farmaceutycznego degradacyjne dziatanie proteaz
na biatka i peptydy stanowi glowna przeszkode w otrzymywaniu potencjalnych substancji
farmakologicznie aktywnych. Jest to zwigzane z faktem, iz oporno$¢ na dziatanie licznych
enzymoOw proteolitycznych warunkuje dlugotrwate dzialanie substancji leczniczej w
organizmie [12, 13]. To z kolei w polaczeniu z natychmiastowym rozpoczeciem dziatania jest
wysoce pozadane przez wigkszo$¢ pacjentow, niezaleznie od wystepujacej u nich choroby.

Nieco inaczej przedstawia si¢ sytuacja w przypadku posiadania przez czasteczke
zwigzku/substancji leczniczej sztywnej konformacji przestrzennej (konformacji o najnizszej
energii potencjalnej). Z reguty ligandy sg “gietkimi” molekutami, stad konformacja w jakiej
tacza si¢ z biatkiem receptorowym badz innym celem molekularnym, nie jest do konca znana
[14, 15]. Jednakowoz spotykane jest stwierdzenie, iz posiadanie stabilnej struktury
trzeciorzgdowej warunkuje specyficzng funkcje zwigzku zgodnie z paradygmatem: sekwencja
— stabilna konformacja przestrzenna — okreslona funkcja biologiczna oraz niezmienno$é¢
wiasciwosci fizykochemicznych substancji [16]. Ponadto istnienie struktury trzeciorzedowe;j
utatwia prognozowanie na temat potencjalnego mechanizmu dziatania wynikajacego z
oddzialywania substancji aktywnej biologicznie z wtasciwym dla siebie celem (miejscami
wigzania, centrami reakcji enzymatycznych). Jej brak natomiast pozwala skonstruowanej
czasteczce bez przeszkoéd przyjmowacé odmienne stany konformacyjne w odpowiedzi na
zmiang warunkow srodowiska, czy na skutek oddziatywania z réznorodnymi partnerami [16].

Jednoczesnie owa gietko§¢ konformacyjna i mozliwos¢ wigzania si¢ molekuly z rozmaitymi
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receptorami daje szans¢ uzyskania pozadanych efektow terapeutycznych takze w leczeniu
innych jednostek chorobowych niz ta, dla ktorych pierwotnie zwigzek zostat zaprojektowany.

Przewaga zwiazkéw o charakterze hybrydowym nad popularng terapiag kombinowang
wynika zatem z faktu, iz z racji swojej wyjatkowej budowy ligandy takie majg mozliwos¢
oddziatywania z réznymi targetami/celami molekularnymi. Stad tez, tak zaprojektowane
potencjalne substancje lecznicze moga okazaé si¢ skuteczne w terapii r6znorodnych schorzen
wystepujacych jednoczesnie [17-20 oraz prace wilasne H3, H6, 4, 5, 18]. Ponadto zwigzki o
wspomnianych  wlasciwosciach moga wykazywa¢ znacznie ulepszone parametry
farmakokinetyczne i farmakodynamiczne, a w tym zwigkszong oporno$¢ na dziatanie
licznych enzymow [20]. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, iz tego typu nowe substancje
moze cechowa¢ zdolno$¢ przenikania przez szereg barier fizjologicznych, w tym przez
selektywng bariere krew-mézg (BBB), stanowiaca gldwna przeszkode dla zwigzkéw przed
ich przeniknigciem do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) [21, 22].

Dodatkowo, mimo braku istnienia jakichkolwiek dowodéw, w literaturze przedmiotu
mozna znalez¢ wiele sugestii jakoby ligandy wielofunkcyjne wykazywaty udoskonalony
profil bezpieczenstwa znacznie odpowiadajacy naszym wymaganiom, w poréwnaniu
z politerapig zlozong z pojedynczych elementéw sktadowych chimery. Istotnie wnioskuje sie,
iz zastosowanie hybryd skutkuje badz redukcja ilosci efektow niepozadanych, badz
ostabieniem ich intensywnosci [11, 23].

Wart zauwazenia jest fakt, iz zdecydowana wigkszos¢ nowo tworzonych potencjalnych
substancji terapeutycznych o charakterze hybrydowym stanowia struktury peptydowe, co z
kolei wynika z licznych korzy$ci jakie niesie ze sobg stosowanie peptydéw. Wprawdzie mimo
istnienia juz na rynku farmaceutycznym lekoéw peptydowych (np. insulina, cyklosporyna czy
oktreotyd bedacy analogiem somatostatyny), to rola zar6wno endogennych peptydow, jak i
ich analogéw strukturalnych tworzonych na drodze syntezy, dopiero teraz ulegla
spektakularnemu rozwojowi.

Jak powszechnie wiadomo peptydy sa obecne w organizmie kazdego cztowieka, gdzie
petnia niejednokrotnie wiele waznych funkcji, poczawszy od roli
neuroprzekaznikow/neuromodulatoréw do roli naturalnych antybiotykéw [24-26]. Ich
niewatpliwg zaletg jest wysoka selektywnos$¢ przy stosunkowo niskiej dawce niezbe¢dnej do
wywotania efektu biologicznego. Ponadto, jak ma to miejsce w przypadku endogennych
peptydéw opioidowych waznych w aspekcie przewodzenia i inhibicji sygnalu bolowego,
sekwencja aminokwasowa posiada tzw. domene , message‘ oraz , address” wzgledem

receptora, dzieki znajomos$ci ktérych istnieje mozliwo$¢ wpltywania na powinowactwo i
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aktwyno$¢ liganda. Sugeruje si¢, iz element sekwencji stanowiacej ,, message” jest cechg
wspblng dla peptydow opiodowych (N-koficowa Tyr') i bierze on udzial w transdukcji
sygnatu, podczas gdy komponent adresowy (domena ,, address “; N-koncowa Phe* w tancuchu
weglowym opioidu) jest specyficzny dla kazdego liganda i odpowiada za selektywnosc
wzgledem danego typu receptora opioidowego [27]. Korzyscia wyplywajaca z przedstawione;j
powyzej budowy zwiazkéw peptydowych, zsyntetyzowanych w oparciu o struktury
endogennych czasteczek, jest mozliwo$¢ przewidzenia oraz udoskonalenia tak aktywnosci
biologicznej, mozliwosci 1 stopnia interakcji z wlasciwym miejscem wigzacym celu
molekularnego, jak réowniez profilu bezpieczenstwa w aspekcie toksyczno$ci. Tworzone
zwigzki peptydowe cechuja si¢ niejednokrotnie niewspotmiernie wyzsza efektywnoscig
dziatania w nizszych stosowanych dawkach, a tym samym ograniczonym ryzykiem
wystapienia dzialan niepozadanych, w tym przedawkowania, w pordéwnaniu z wieloma
lekami natury organiczne;j.

Nie bez znaczenia jest jednak stosunkowo niewielka biodostgpno$¢ peptydow oraz
istniejagcych lekow peptydowych zwigzana z ich krétkim okresem poltrwania czy wysoka
wrazliwoscig na dzialanie enzymow proteolitycznych. Ponadto zwiazki takie wykazuja
zazwyczaj znikomg zdolno$¢ do generowania osrodkowego efektu farmakologicznego po
podaniu obwodowym. Niemniej, parametry te nie sg state, bowiem opracowano szereg metod
poprawiajacych wlasciwosci peptydowych lekéw/substancji farmakologicznie czynnych bez
wptywu na ich aktywno$¢ biologiczng (np. poprzez zastgpienie wigzan amidowych
bioizosterycznymi odpowiednikami, cyklizacje tancucha peptydowego, czy wreszcie

utworzenie koniugatow z polimerami itp.) [28].

Cel pracy

Wychodzac na przeciw powszechnemu stwierdzeniu jakoby regula bylo, iz czasteczki
hybrydowe posiadaja wysoka skuteczno$¢ i wymagany profil bezpieczenstwa w pordwnaniu
zinnymi lekami, zwlaszcza majac na uwadze mieszaning lekéw, celem badawczym
przedstawionego cyklu habilitacyjnego byto:

1. Zdefiniowanie zwigzkow o charakterze peptydow hybrydowych w konteks$cie mozliwych
efektow terapeutycznych ptynacych z ich zastosowania [H1-H7].

2. Wstepne okreslenie mozliwych dziatan niepozadanych i ewentualnych jednostek
chorobowych, w ktorych hybryda wykazuje brak badz znikomy efekt terapeutyczny [H3-
H5, H7].
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3. Zaproponowanie peptydowych struktur hybrydowych jako czasteczek potencjalnie
skutecznych w farmakoterapii schorzen innych niz te, dla ktérych pierwotnie byly one

zaprojektowane [H6, H7].

Omowienie uzyskanych wynikow

Substancje lecznicze bedace strukturalnym potaczeniem dwoch aktywnych sktadnikow sg
juz od pewnego czasu obecne na rynku farmaceutycznym mimo, iz wigkszo$¢ spoleczenstwa
okazuje si¢ by¢ zupelnie nie§wiadoma korzy$ci ptynacych z ich zazywania. Takim
przyktadem moze by¢ chociazby zyprazydon, stanowiacy potaczenie zmodyfikowanej
czasteczki dopaminy i czasteczki 1-(naftalen-1-ylo)piperazyny [29], ktéry jest stosowany jako
neuroleptyk II generacji w leczeniu objawdw schizofrenii oraz choroby afektywnej
dwubiegunowej. I cho¢ obserwujac i stuchajac natloku informacji zamieszczanych
w mediach stwierdza si¢, iz w kwestii farmakoterapii krdlujg przede wszystkim leki
wielosktadnikowe, np. Gripex® czy Metafen®, to jednak mozna zauwazy¢ rowniez, ze
pojawia si¢ zainteresowanie zwigzkami o budowie hybrydowej. Zatem nalezy podkresli¢ fakt,
iz zarowno hybrydy, jak i potencjalne mozliwosci wynikajace z ich stosowania sg ostatnio
tematem zainteresowania naukowcow, dysponujacych narzedziami do ich projektowania i
otrzymywania oraz badania ich aktywno$ci w warunkach in vivo. Owe zaabsorbowanie
technikg hybrydyzacji przedstawitam w pracach przegladowych HI1: Kleczkowska P,
Nowicka K, Bujalska-Zadrozny M, Hermans E. Neurokinin 1 receptor-based bivalent
drugs in pain management - the journey to nowhere? Pharmacol. Ther. 2018, doi:
10.1016/j.pharmthera.2018.11.007 oraz H2: Kleczkowska P/, Kowalczyk A, Lesniak A,
Bujalska-Zadrozny M. The discovery and development of drug combinations for the
treatment of various diseases from patent literature (1980-present). Curr. Top. Med.
Chem. 2017, 17: 875-894.

Pierwsza z wyzej wspomnianych prac, tj. praca H1 stanowi niejako podsumowanie
ponad 20-letniej podrézy jaka zostata przebyta w kierunku opracowania silnych
przeciwbolowych zwiazkéw hybrydowych obejmujacych farmakofory opioidowe i
neurokininowe, pozbawionych zdolnosci indukowania niepozadanych skutkow ubocznych.
Natomiast publikacja H2 to z kolei obszerne kompendium opierajace si¢ na materiatach
patentowych (przyznane patenty oraz zgloszenia patentowe), dotyczace wszystkich nowych i
wysoce zroznicowanych zwigzkoéw hybrydowych (w aspekcie charakteru farmakoforow je

tworzacych), z okresu od 1980 roku do chwili obecnej. Nalezy podkresli¢, ze praca ta nie
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opiera si¢ wylacznie na oryginalnych publikacjach naukowych, ukazujacych przypuszczalnie
istotnie wicksze zainteresowanie omawianym typem czasteczek, a weryfikuje je - poréwnujac
z rzeczywistg iloscig dokumentow patentowych.

Pierwszy rozdziat pracy H2 poswiecitam strukturom hybrydowym wykazujacym
aktywno$¢ przeciwzapalng. Bioragc pod uwage fakt, iz najczeSciej stosowanymi lekami
wykorzystywanymi w terapii stanow zapalnych sa niesteroidowe leki przeciwzapalne
(NLPZ), znaczna wigkszo$¢ chimer jest ,tworem®™ wynikajacym z polaczenia NLPZ-u
z innym typem czasteczki posiadajacym odmienng aktywnos$¢ biologiczng. Doskonalym
przyktadem jest patent z 2014 roku (WO 2014/138343) przedstawiajacy potaczenie znanych
lekow przeciwzapalnych, np. indometacyny z elementem strukturalnym o wlasciwosciach
bakteriobdjczych (np. chloramfenikol, tobramycyna) [30]. Tak skonstruowane potencjalne
leki hybrydowe moga mie¢ zastosowanie w leczeniu nie tylko stanu zapalnego, bedacego
skutkiem dziatania nierzadko roéznego rodzaju bakterii, ale rowniez — dzigki obecnosci
w sktadzie antybiotyku — mogg zadziata¢ u zrédta toczacego si¢ procesu chorobowego.

Obok NLPZ-6w, modulujacy wptyw na szereg réznych mediatorow stanu zapalnego
(np. cytokin, chemokin, etc.) posiadaja kortykosterydy [31-34]. Prawda jest bowiem,
iz na poziomie komorkowym uzycie kortykosterydow skutkuje redystrybucja granulocytow,
a tym samym zwi¢ksza si¢ recyrkulacja granulocytow i nastgpuje hamowanie ich naptywu do
miejsca reakcji alergicznej [35]. Dodatkowa cechg jest zdolnos¢ kortykosterydow do ochrony
mig$nia sercowego przed uszkodzeniem niedokrwiennym [36-38]. Szereg innych réwnie
korzystnych wtasciwosci tej grupy lekéw spowodowalo, iz zostaly one takze zaproponowane
jako jedne z elementow sktadowych zwigzkéw wielofunkcyjnych. Stalo si¢ to mimo
swiadomos$ci wystgpienia dzialan niepozadanych wynikajacych z ich stosowania, zwlaszcza
w sposob przewlekly 1 niejednokrotnie w duzych dawkach.

Jak wspomniano uprzednio jednym z podstawowych celow kompozycji hybrydowych
jest redukcja efektow ubocznych indukowanych kazdym z farmakoforow z osobna. Zatem
sprzeganie kortykosterydow z tlenkiem azotu (NO), ktory stanowi wazny endogenny czynnik
w ochronie uktadu naczyniowo-sercowego [39], moze okazac si¢ duzym sukcesem.

Obok struktur o potencjale przeciwzapalnym w omawianej pracy przegladowej opisatam
rowniez czasteczki wykazujace wilasciwosci przeciwnowotworowe czy neuroprotekcyjne.
Warto podkresli¢, ze olbrzymia cze$¢ pracy zostata poswigcona hybrydom o aktywnosci
przeciwbolowej (analgetycznej). Ow bezmiar informacji dotyczacy nowych hybrydowych
analgetykow jest wysoce uzasadniony. Jak wiadomo bol stanowi jeden z najpopularniejszych

niemilych doznan, ktory dotyka zdecydowang wigkszo$¢ pacjentéw i to w kazdym wieku.
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Niekiedy mozna nawet powiedzie¢, iz ,,rodzimy si¢ 1 umieramy w bolu®, bo przeciez nie tylko
porod nacechowany jest bolem. Cierpienie kobiety jest oczywiste, ale prawdopodobnie
réwniez dziecko odczuwa jaki$ rodzaj bolu w chwili przechodzenia przez kanat rodny,
bedac odizolowanym od-, i wrecz wyrwanym z jedynego znanego mu i bezpiecznego miejca
jakim jest tono matki. Takze $mieré czgsto zawiera komponente bolowa — cierpienie,
ktoére towarzyszy chorobie, a nie jest jedynie zwigzane z poczuciem nadchodzacej straty
obcowania z najblizszymi.

Istnieje wiele czynnikéw majacych wplyw na powstanie bolu badz bezposrednio
go indukujacych. Wnioskuje si¢, iz urazy sa glowng przyczyna powstajacego odczucia,
ale bol moze wynika¢ réwniez z rozwijajacego si¢ W naszym organizmie procesu
chorobowego. Moze towarzyszy¢ takze rdéznorodnym  stanom  psychicznym,
takim jak: depresja lub nawet moze mie¢ miejsce w przypadku braku rozpoznawalnego
induktora. Jednak fakt mowiacy o tym, ze w rzeczywistosci bdl jest niejednokrotnie efektem
jakiego$ schorzenia czy stanu patologicznego, sklania do stwierdzenia, ze otrzymanie
zwigzkéw wykazujacych co najmniej dwojakie dziatanie poprzez interakcje z odmiennymi
celami biologicznymi, jest w tym konkretnym przypadku wysoce pozadane.

Wsréd wymienionych w pracy przegladowej H2 typow struktur znajduja sie gléwnie
polaczenia, w ktérych jedna ze sktadowych jest fragment opioidowy; i obejmuja one zwigzki
bedace: 1) agonistg receptora opioidowego - agonista/antagonistg receptora neurokininowego
NK-1; 2) agonistg receptora opioidowego - agonista receptora neurotensynowego NTS;
3) agonistg receptora opioidowego - antagonistg receptora NMDA, oraz 4) agonistg receptora
opioidowego - agonista receptora kanabinoidowego CB1. Wybdr takich ligandoéw
budulcowych proponowanych zwigzkéw biwalentnych wynika ze znajomos$ci wlasciwosci
przeciwbolowych obydwu faramkoforow, ale rowniez z ich dodatkowej, korzystnej
aktywnosci w rdéznych jednostkach chorobowych, w ktorych bol jest nieodtagcznym
elementem.

Innym typem hybryd, ktorym poswieca si¢ obecnie duzo uwagi, sa czasteczki
wykazujace zdolnos¢ redukowania masy ciala i poziomu glukozy [40, 41]. Takie rozwigzanie
wydaje si¢ niezwykle istotne zwtaszcza w dobie panujacej otytosci, ktora sprzyja rozwojowi
cukrzycy typu 2.

Jak zatem mozna zauwazy¢, idea tworzenia zwigzkéw hybrydowych jest wcigz ,,zywa*
mimo, iz jej poczatek przypada na lata osiemdziesigte ubiegltego wieku. Wprawdzie
nie stanowi ona obecnie nowatorskiej metody, to wcigz za nowatorskie uznaje si¢ mozliwe

polaczenia, ktore czesto sa dla nas zaskoczeniem. Co wiecej wydaje si¢, ze istnieje
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zdecydowanie wicksze przekonanie spoteczenstwa co do shusznosci i korzysci dotyczacych

stosowania tak skonstruowanych substancji leczniczych.

Mimo nieprzerwanie spotykanej w literaturze naukowej informacji jakoby stosowanie
zwigzkow hybrydowych w poréwnaniu z popularng politerapig wigzato si¢ ze zmniejszonym
ryzykiem wystgpienia dziatan niepozadanych czy ulepszonymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi, brak jest jakichkolwiek dowoddéw owego fenomenu. Istnienie z kolei
substancji leczniczej, charakteryzujacej si¢ wymaganym profilem bezpieczenstwa jest
niezwykle istotne w terapii wielu, niekiedy bardzo skomplikowanych jednostek
chorobowych, w tym boélu o réznym podltozu. Jak wiadomo najskuteczniejsze leki
przeciwbolowe stanowig opioidy i ich pochodne [42], czego przyktadem jest wcigz uwazana
za ,ztoty standard“ morfina. Jednakze dhlugotrwale stosowanie opioiddw obarczone jest
ryzykiem pojawienia si¢ dziatan niepozadanych, jak np. wymioty, senno$¢, zaparcia czy
depresja o$rodka oddechowego [43-46].

Wydawatoby si¢, iz rodzaj wymienionych efektow zazywania lekow opioidowych
nie odbiega od tego, ktory jest spotykany w przypadku wigkszosci innych lekow. Ekspozycija
organizmu na tego typu substancje wigze si¢ rOwniez z rozwojem tolerancji, prowadzacej
w konsekwencji do uzaleznienia tak fizycznego, jak i psychicznego [47, 48]. To natomiast
stanowi podstawowy aspekt prowadzacy do =zaniechania przez pacjentow zalecane]
farmakoterapii. Ponadto majac na uwadze, ze cze$¢ populacji naduzywa na duzg skale
narkotykéw opioidowych, nierzadko sg to osoby wysoko sytuowane, znakomicie ukrywajace
swoOj naldég (tzw. anonimowi narkomani), identyfikacja takich pacjentow poszukujacych
dostepu do leku pod pozorem choroby nastrecza lekarzom i1 farmaceutom wielu problemow,
i jest niekiedy powodem do odmoéwienia zastosowania tej konkretnej terapii. Obecnie
podkresla sie, ze obawa przed skutkami wielokrotnego/czestego stosowania lekow
opioidowych jest wysoce nieuzasadniona, zwlaszcza w Polsce. Zdanie zaczerpnigte z jednego
z artykutow internetowych poswieconych tematyce skutecznos$ci opioidow, tj. ,, Pacjenci w
naszym kraju na razie sq uzaleznieni od niewiedzy i opioidofobii lekarzy” [49], jest
najlepszym na to dowodem.

Bez wzgledu na to, czy zazywanie/niezazywanie lekéw opioidowych jest sprawag
dyskusyjna, to potencjat uzalezniajacy opioidow stat si¢ juz faktem. Stad zastosowanie
technik hybrydyzacji skutkujacej powstaniem zwigzku o aktywnos$ci opioidowej, ale rowniez

innej, tagodzacej niektore z wihasciwosci opioidu, a wynikajacej z istnienia dodatkowego
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farmakoforu (czgsto skonstruowanego na bazie endogennego neuroprzekaznika), wydaje sie
doskonalym rozwigzaniem istniejgcego problemu.

Istotnie, ligandy hybrydowe, w oparciu o charakterystyke ktérych sformulowany jest

niniejszy autoreferat, zaprojektowatam (poza niektérymi wyjatkami) i1 zsyntetyzowatam
celem pozniejszego okreslenia ich wiasciwosci przeciwbdlowych. Dlatego tez podstawowym
elementem budulcowym wszystkich omawianych w pracy struktur jest farmakofor
opioidowy.
Majac z kolei na uwadze wyzej wspomniane ograniczenia wynikajace ze stosowania
opioidow, jak i sugestie co do istnienia deklasujacych politerapi¢ i leki wielosktadnikowe
wlasciwosci lekow-hybryd, celem prac H3: Kleczkowska P, Hermans E, Kosson P,
Kowalczyk A, Lesniak A, Pawlik K, Bojnik E, Benyhe S, Nowicka B, Bujalska-Zadrozny
M, Misicka A, Lipkowski AW. Antinociceptive effect induced by a combination of opioid
and neurotensin moieties vs. their hybrid peptide [Ile’]PK20 in an acute pain treatment
in rodents. Brain Res. 2016, 1648: 172-180 oraz H4: Kowalczyk A, Kleczkowska P,
Rekawek M, Kulik K, Lesniak A, Erdei A, Borics A, Martin C, Pawlik K, Lipkowski
AW, Benyhe S, Makulska-Nowak H, Ballet S, Bujalska-Zadrozny M. Biological
evaluation and molecular docking studies of AA3052, a compound containing a p-
selective opioid peptide agonist DALDA and D-Phe-Phe-D-Phe-Leu-Leu-NH;, a
substance P analogue. Eur. J. Pharmacol. Sci. 2016, 93: 11-20 bylo dostarczenie wynikow
potwierdzajacych badz zaprzeczajacych przedstawione informacje.

Pierwsza z publikacji, tj. H3: Kleczkowska P*/, Hermans E, Kosson P, Kowalczyk A,
Lesniak A, Pawlik K, Bojnik E, Benyhe S, Nowicka B, Bujalska-Zadrozny M, Misicka A,
Lipkowski AW. Antinociceptive effect induced by a combination of opioid and
neurotensin moieties vs. their hybrid peptide [Ile’]PK20 in an acute pain treatment in
rodents. Brain Res. 2016, 1648: 172-180 opisuje prace, w ktorej za cel postawiono
porownanie aktywnosci biologicznej (tu przeciwbdlowej) nowo zsyntetyzowanej przeze mnie
hybrydy [Ile’]PK20 z mieszaning jej farmakoforow imitujaca $rodek wielosktadnikowy.
Podobnie jak w przypadku szeregu innych konstrukeji hybrydowych, mogacych miec
zastosowanie w leczeniu bolu, obok farmakofora opioidowego zastosowano inny sktadnik
wykazujacy dziatlanie analgetyczne w  wyniku interakcji (np. antagonistycznej
lub agonistycznej) z odpowiednim dla siebie receptorem biatkowym. Omawiang czescig
sktadowg jest neurotensyna (NT), ktora usmierza odczuwany bol niezaleznie od pobudzenia
uktadu opioidergicznego [50-52]. Stad badany 10-cio aminokwasowy peptyd jest kombinacja
opioidu (endomorfiny-2) i aktywnego fragmentu neurotensyny NT(8-13), ktore poddano
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modyfikacjom strukturalnym majacym warunkowac poprawe potencjatu przeciwbdlowego i

niektorych whasciwosci, w tym np. stabilno$ci enzymatycznej (Ryc. 2).

hybryda peptydowa [lle9]PK20

H-Dmt-D-Lys-Phe-Phe-Lys-Lys-Pro-Phe-lle-Leu-OH

NH, Iat
farmakofor opioidowy farmakofor neurotensynowy
(N-koniec) (C-koniec)

Ryc. 2. Budowa zwiazku hybrydowego [Ile’]JPK20 z zaznaczeniem jego elementow

sktadowych.

Powyzszy zwiagzek, podobnie jak i mieszaninge jego czgsci skladowych, podawano
zwierzetom laboratoryjnym (szczury o wadze 220 g) nardzeniowo (podpajeczyndowkowo, i.t.)
w trzech r6znych dawkach i okres§lano: 1) stopien odczucia boélu na skutek zastosowanego
bodzca termicznego, oraz 2) koordynacj¢ motoryczna.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzitam, iz zaré6wno badana chimera,
jak 1 mieszanina farmakofora opioidowego wraz z neutorensynowym, indukuje silny, dawko-
zalezny 1 dhlugotrwaly efekt antynocyceptywny. Jak si¢ okazalo w obu przypadkach
obserwowane wyrazne dzialanie redukujace bol odpowiadato aktywnosci przeciwbolowej
morfiny podanej zwierzetom w dawce odpowiednio 30- i 150-cio krotnie wigkszej niz badane
formy peptydow (Ryc. 3). Niemniej jednak, nardzeniowe podanie hybrydy [Ile’]PK20
skutkowalo istotnie mniejszym potencjalem analgetycznym w poréwnaniu z mieszaning w
zakresie badanych stezen. Faktem jest bowiem, iz omawiana chimera dopiero w dawce
0,1 nmol/zwierze (szczur o podanej powyzej masie ciata) wykazywata niemal identyczne

dziatanie jak ko-iniekcja dwoch farmakoforéw w dawce 0,02 nmol/zwierze.
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Ryc. 3. Odpowiedz przeciwbdlowa indukowana nardzeniowym podaniem hybrydy
peptydowej [I[le’]PK20 (0,1 nmol/szczur) oraz mieszaniny jej farmakoforow
(0,02 nmol/szczur) vs. morfina (3 nmol/szczur). Test dwuczynnikowy Two-way ANOVA
wraz z zastosowanym testem post-hoc Bonferroniego nie wykazaty istnienia zadnych

istotnych statystycznie r6zni¢ migdzy poszczegolnymi zwigzkami [H3].

Obserwowana roznica w odpowiedzi przeciwbdlowej moze by¢ zwigzana z réznymi
rodzajami interakcji wystepujacymi migdzy dwiema czgsciami badanego zwigzku; zar6wno,
gdy podaje si¢ je w postaci mieszaniny farmakoforow, jak i w postaci hybrydy.
W rzeczywistosci, w trakcie badan, ktéorych celem byta proba odwrocenia efektu
farmakologicznego  poprzez  zastosowanie  antagonistow  receptora  opioidowego
i neurotensynowego hybrydy [Ile’]JPK20 oraz innych analogbéw zwiazku macierzystego PK20,
nie uzyskano istotnego statystycznie spadku antynocycepcji w pordwnaniu z ,,czysta” (bez
blokeréw) hybryda; obserwowany jest wrecz wzrost efektu przeciwbdlowego. To z kolei
moze $§wiadczy¢ o aktywacji przez czasteczke zupehlie innych celéw molekularnych, ktére
rowniez odgrywaja pewna role w transmisji sygnatu bolowego (Ryc. 4). Z drugiej strony
stwierdzitam, ze cze$¢ C-koficowa (tj. farmakofor neurotensynowy hybrydy [Ile’]PK20) moze
modulowa¢ farmakofor opioidowy w sposob zalezny od dawki w chwili podawania zwigzku
W postaci mieszaniny.

Ponadto wydaje si¢, ze ma on kluczowe znaczenie dla osiggnigcia wysokiego poziomu

antynocycepcji indukowanej lekiem podanym w tej formie (dane niepublikowane).
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Ryc. 4. Wplyw  obecnosci  antagonisty  opioidowego  (naltrekson, NTX)
oraz neurotensynowego (SR48692) na efekt przeciwbolowy hybrydy [Ile’JPK20 (podanie
nardzeniowe w dawce 0,02 nmol/szczur). Antagonistow odpowiednich receptorow podawano
15 min przed podaniem wiasciwego zwigzku, w dawce 10 ug/szczur (i.t.). Réznice w
dziataniu migdzy hybryda vs. hybryda z antagonista uznano za istotne statystycznie dla
p < 0,05 (*)oraz p < 0,01 (**) [H3].

Potwierdzeniem zmiany aktywnosci przeciwbolowej, bedacej wynikiem hybrydyzacji
farmakofora opioidowego z neurotensynowym sa badania radioreceptorowe (praca H3).
Chemiczne polaczenie obu fragmentéw, tworzac ostatecznie jedng czasteczke, spowodowato
znaczne ostabienie powinowactwa zwigzku do receptora opioidowego (pECso = 5,91 = 0,1)
kosztem — wydawatoby si¢ — zachowania wzglednie wysokiego powinowactwa do receptora
neurotensynowego NTS1 (pECsop = 7,40 = 0,21). Z kolei w przypadku zastosowania
mieszaniny opioidu i neurotensyny obserwowana byla wyrazna interakcja z receptorem
opioidowym (pECsp = 9,13 = 0,23). Natomiast powinowactwo wzgledem receptora NTSI
uleglo redukcji, sugerujac tym samym, iz efekt analgetyczny wywolany nardzeniowym
podaniem tej kombinacji wynika gtéwnie z aktywno$ci czgéci opioidowej anizeli obydwu
czasteczek jednoczesnie. Stad - zachowujac wcigz silne oddziatywanie z receptorem
opioidowym i mimo zdecydowanie zadowalajacego efektu farmakologicznego w postaci
silnego u$mierzenia bolu - aplikacja dwoch zwigzkéw jednoczes$nie nie jest obarczona

ryzykiem pojawienia si¢ zaburzen aktywnosci lokomotorycznej czy rozwoju tolerancji.
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Powyzszy efekt farmakologiczny jest szczegdlnie wazny w przypadku zazywania owej
mieszaniny przez dluzszy czas (nawet przez kilkanascie czy kilkadziesiat dni).

Morfina czy DAMGO ([D-Ala’, N-MePhe*, Gly-ol]-enkefalina), stanowiace jedne z
licznych ligandow o charakterze agonisty receptora mu-opioidowego, sa doskonalym
przyktadem zwigzkéw powodujacych nadaktywno$¢ ruchowa [53-55]. Prezentowana
informacja jest spojna z otrzymanymi wynikami wskazujagcymi na fakt, iz zastosowanie
bedacej przedmiotem pracy czesci opioidowej hybrydy w formie mieszaniny substancji badz
jako zwigzek wielosktadnikowy moze nie udoskonala¢ takiej terapii w kwestii potencjalnych
efektow ubocznych. Dopiero sprzezenie elementu opioidowego ze sktadowa neurotensyny,

dajac zwigzek biwalentny, spowodowalo istotng poprawe tej wtasciwosci (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Wplyw podpajeczyndwkowego (nardzeniowego) podania hybrydy peptydowe;j
opioid-neurotensyna (0,02 nmol/szczur) 1 mieszaniny jej skladowych farmakoforéw
(0,02 nmol/szczur kazdy) na aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzat, mierzong w tescie Rotarod.
Two-way ANOVA wraz z testem Bonferroniego wykazal roznice statystycznie istotne

(p < 0,001) pomiedzy badang hybryda a uzyta kombinacja [H3].

Podobne korzysci wynikajace z zastosowania hybrydy peptydowej zaobserwowatam w
przypadku wynikow eksperymentow opisanych w pracach H4: Kowalczyk A, Kleczkowska
P¥, Rekawek M, Kulik K, Lesniak A, Erdei A, Borics A, Martin C, Pawlik K,
Lipkowski AW, Benyhe S, Makulska-Nowak H, Ballet S, Bujalska-Zadrozny M.
Biological evaluation and molecular docking studies of AA3052, a compound containing

a u-selective opioid peptide agonist DALDA and D-Phe-Phe-D-Phe-Leu-Leu-NH,,
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a substance P analogue. Eur. J. Pharmacol. Sci. 2016, 93: 11-20 oraz HS: Kowalczyk A,
Kleczkowska P*, Konop M, Kasarello K, Czuwara J, Sosnowski P, Sacharczuk M,
Cudnoch-Jedrzejewska A, Rudnicka L, Bujalska-Zadrozny M. Determination
of the anti-inflammatory properties and analgesic activity of the AA3052 chimeric
peptide against CFA-induced inflammatory pain. Anim. Sci. Pap. Rep. 2018, 36: 219-240.
W pracach tych do badan wykorzystano zwigzek stanowiacy potaczenie opioidu z
farmakoforem strukturalnie odpowiadajacym receptorowi neurokininowemu-1 (NK-1).
Podczas, gdy wybor opioidu jako elementu budulcowego hybrydy jest oczywisty i
wynika z niekwestionowanej efektywnos$ci opioidow w kontek$cie ograniczania powstawania
i percepcji impulsu bolowego [56-58], dobor liganda o budowie opartej o sekwencje
aminokwasowg substancji P (SP) rowniez nie stanowi zaskoczenia. Faktem jest bowiem, iz
SP wilacznie z receptorami tachykininowymi (zwlaszcza receptorem neurokininowym-1,
NK-1) odgrywaja znaczaca rol¢ w modulacji, przewodzeniu i odbiorze sygnalu bolowego
[59-61 oraz praca HI1]. Co wigcej, co zostalo opisane w pracy przegladowej
H1: Kleczkowska P, Nowicka K, Bujalska-Zadrozny M, Hermans E. Neurokinin 1
receptor-based bivalent drugs in pain management - the journey to nowhere?
Pharmacol. Ther. 2018, doi: 10.1016/j.pharmthera.2018.11.007, uzasadnieniem tworzenia
takich struktur bifunkcjonalnych jest udokumentowana kolokalizacja receptorow
opioidowych i NK-1 w strukturach nerwowych bioracych udzial w transmisji nocyceptywne;.
Przyktadowo wysokie dawki SP skutkuja pojawieniem si¢ hiperalgezji, a takze zachowan
typu drapanie i gryzienie, ktorym moga zapobiega¢ agonisci opioidowi. Wiadomo rowniez, ze
opioidy hamuja uwalnianie SP zaré6wno w badaniach in vitro, jak i in vivo. Z kolei
zwigkszone uwalnianie SP w rdzeniu kregowym obserwowane po podaniu naloksonu,
antagonisty receptora opioidowego, koreluje z nasileniem boélu w drugim etapie testu
formalinowego. Z tego tez wzgledu struktury zawierajagce w swoim sktadzie tak farmakofor
opioidowy, jak i farmakofor o aktywno$ci wewnetrznej wskazujacej badz na agonistyczne,
badz antagonistyczne interakcje z receptorem NK-1, sg od lat 80-tych przedmiotem
intensywnych badan [62-65]. Jednak z racji zdecydowanie korzystniejszych efektéw w
aspekcie ograniczania bolu, indukowanych zastosowaniem $rodka blokujacego receptor
NK-1, prace nad skutecznym lekiem przeciwbolowym o budowie hybrydowej do niedawna
skupiaty si¢ na czasteczkach z farmakoforem antagonisty receptora NK-1 [66-68].
Przedmiotem pracy zawartej w publikacji H4 i HS byta rowniez chimera, ktorej

skladowe wykazywaly aktywnos$¢ agonisty opioidowego (DALDA, H-Tyr-D-Arg-Phe-Lys-
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NH;) [69] oraz antagonisty receptora NK-1 (zmodyfikowany fragment SP;.;; w oparciu o
sekwencje opublikowang przez Lipkowskiego i Misterek [70]).

Jak przedstawiono w pracy H4, sprzezenie wigzaniem amidowym obu fragmentéw w
jedna czasteczke spowodowato otrzymanie zwigzku (AA3052), ktory charakteryzowata nieco
odmienna aktywno$¢ wzgledem omawianych receptoréw anizeli wynikalo to w chwili,
gdy rozpatrywane byly one teoretycznie jako oddzielne elementy. Niemniej, analizowana
hybryda okazata si¢ wykazywaé dzialanie antynocyceptywne u zwierzat doswiadczalnych po
podaniu o$rodkowym (dokomorowym, i.c.v.), aczkolwiek stabsze w pordéwnaniu z jej
aktywnym farmakoforem opioidowym, tj. DALDA. Co istotne, 6w efekt nie wynikat
z aktywacji uktadu opioidergicznego, co z kolei stanowito zaprzeczenie badan dynamiki
molekularnej. Jednak ten zastanawiajacy brak zaangazowania fragmentu opioidowego
spowodowat w konsekwencji, iz wielodniowa aplikacja szczurom chimery AA3052

nie skutkowata rozwojem tolerancji (Ryc. 6).

- kontrola

100 O DALDA 10 ug/szczur
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Ryc. 6. Wplyw wielodniowego dokomorowego (i.c.v.) podawania hybrydy AA3052
vs. jej farmakoforu opioidowego (DALDA) na efekt przeciwbolowy w odpowiedzi na
zastosowany bodziec mechaniczny w te$cie Randall-Selitto. Odpowiedzi przeciwbdlowe
rejestrowano codziennie, 30 min po podaniu badanych zwigzkow. Analiza dwuczynnikowa
two-way ANOVA wraz z testem post-hoc Newman-Keuls wykazaty réznice istotne
statystycznie (p < 0,05, p < 0,01 oraz p < 0,001) migdzy DALDA a hybryda AA3052 (#),
DALDA a kontrolg ($) oraz AA3052 a kontrolg (*) w tym samym punkcie czasowym.
Kontrole stanowity zwierzgta, ktorym podawano H,O (i.c.v.) [H4].
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Podobnie zdecydowanie wigkszg skutecznos$¢ jak rowniez potencjalnie lepsze korzysci
wynikajace z zastosowania hybrydy AA3052 w pordéwnaniu z jej skladowym elementem
DALDA, zostaly wykazane w pracy H5: Kowalczyk A, Kleczkowska P*, Konop M,
Kasarello K, Czuwara J, Sosnowski P, Sacharczuk M, Cudnoch-Jedrzejewska A,
Rudnicka L, Bujalska-Zadrozny M. Determination of the anti-inflammatory properties
and analgesic activity of the AA3052 chimeric peptide against CFA-induced
inflammatory pain. Anim. Sci. Pap. Rep. 2018, 36: 219-240. Tu jednak przedmiotem badan
byt rodzaj bolu o znacznie bardziej zlozonym patomechanizmie anizeli wspomniany wyzej
bol ostry. Dodatkowo podjeto proby okreslenia aktywnos$ci przeciwzapalnej chimery.
Wprawdzie uzyskane wyniki jasno wskazuja, iz zar6wno sama hybryda, jak i jej gtéwny
element strukturalny (DALDA) stanowig silne immunomodulatory, to jednak AA3052
okazata si¢ nie indukowac¢ tak powaznych zmian histopatologicznych w tkance objetej stanem
zapalnym, jak zaobserwowano to w przypadku peptydu DALDA. Ponadto dzialanie
antynocyceptywne czasteczki AA3052 w odpowiedzi na zastosowany bodziec mechaniczny,
jak réwniez termiczny w omawianym zwierzecym modelu bolu zapalnego okazato si¢ by¢
silniejsze w poréwnaniu z efektem przeciwbdlowym indukowanym w modelu bolu ostrego
(praca H4). Co wazne, wynik ten jest potwierdzeniem istotnej roli SP w stanach bolowych o
charakterze przewleklym, zwlaszcza w bolu zwigzanym ze stanem zapalnym lub
uszkodzeniami nerwow, tj. w warunkach, w ktérych receptor NK-1 ulega nadmiernej
ekspresji [61]. Stad wydaje sig¢, iz chimera AA3052 mogtaby stanowi¢ obiecujace narzedzie
farmakologiczne w klinice, mimo iz — jak obszernie zaprezentowano Ww pracy
H1: Kleczkowska P, Nowicka K, Bujalska-Zadrozny M, Hermans E. Neurokinin 1
receptor-based bivalent drugs in pain management - the journey to nowhere?
Pharmacol. Ther. 2018, doi: 10.1016/j.pharmthera.2018.11.007 — ligandy receptora
neurokininy w badaniach na ludziach systematycznie wykazywaly brak skutecznosci,
zmniejszajac ogolne zainteresowanie tg klasg lekéw; owa nieefektywnos$¢ obserwowana jest
jednak przede wszystkim w badaniach dotyczacych ostrych stanéw bélowych.

Uzyskane i opisane w pracach H4 i H5 wyniki badan pozwalaja stwierdzi¢ co nastgpuje:
1) badania z zastosowaniem techniki modelowania molekularnego, w tym dokowania, nie
stanowig w tym przypadku wiarygodnej metody, na ktorej nalezy opiera¢ dalsze “by¢ albo nie
by¢” nowo zaprojektowanego zwigzku chemicznego; ii) technika hybrydyzacji nie do konca
pozwala przewidzie¢ akywno$¢ biologiczng nowo-skonstruowanego zwigzku mimo

doskonatej znajomos$ci profilu fragmentow (farmakoforéw) go tworzacych. To z kolei
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stanowi silne potwierdzenie wczesniejszej informacji o istnieniu zupelie nowej aktywnos$ci

zwigzkoéw o charakterze hybrydowym.

Wielofunkcyjno$¢ oznacza mozliwos¢ zastosowania czegos w roznych aspektach zycia
badz nauki. Réwniez w przypadku chimer nie sprowadza si¢ to jedynie do interakcji nowo-
otrzymanego zwigzku z wtasciwymi dla swojej struktury celami molekularnymi. Jest to takze
wykazywanie wielokierunkowego dziatania, a tym samym aktywnosci i efektu [19, 71], ktory
swobodnie mozna nazwa¢ efektem plejotropowym; aczkolwiek termin ten wedlug niektorych
zrodet jest wcigz Scisle zarezerwowany dla genow [72, 73].

Zwiazki wielofunkcyjne, popularne chimery, hybrydy, czy zwigzki biwalentne, moga
istotnie okaza¢ si¢ skutecznymi narzgdziami w walce z szeregiem licznych schorzen
czy chorob. Dotyczy to nie tylko mozliwosci zadzialania takiego liganda u zrédla
i ostatecznie zahamowania efektu koncowego, czego doskonalym przykladem jest
zaproponowana przez Quadro w 1991 roku [74] cykliczna struktura hybrydowa paracetamol-
aspiryna, ktora okazata si¢ niwelowa¢ zaréwno stan zapalny, jak i jego skutki (w tym obrzgk
i bol). Odnosi si¢ to rowniez do potencjalnego zastosowania takiego zwigzku w terapii
chordb, dla ktoérych pierwotnie nie byt on przeznaczony.

Stad, majac na uwadze powyzsze, celem prac H6: Kleczkowska P, Kawalec M,
Bujalska-Zadrozny M, Filip M, Zablocka B, Lipkowski AW. Effects of the hybridization
of opioid and neurotensin pharmacophores on cell survival in rat organotypic
hippocampal slice cultures. Neurotox. Res. 2015, 28: 352-360 oraz H7: Kaczynska K,
Szereda-Przestaszewska M, Kleczkowska P, Lipkowski AW. Role of neurotensin
and opioid receptors in the -cardiorespiratory effects of [Ile9]PK20, a novel
antinociceptive chimeric peptide. Eur. J. Pharm. Sci. 2014, 63: 8-13 byto zaprezentowanie
wielokierunkowego dziatania zwigzkéw hybrydowych o udowodnionej uprzednio aktywnosci
przeciwbolowej [21].

Przedstawiona przeze mnie w 2010 r. nowa hybryda peptydowa opioid-neurotensyna
(PK20, H-Dmt-D-Lys-Phe-Phe-Lys-Lys-Pro-Phe-Tle-Leu-OH) [21] okazata si¢ by¢
doskonatym potencjalnym kandydatem do walki z bélem ostrym. Jej zdolno$¢ redukowania
bolu indukowanego bodzcem termicznym byla obserwowana juz w dawkach
0,02 nmol/szczur i — majac na uwadze sil¢ dziatania analgetycznego — doréwnywata
aktywnosci morfiny podanej w dawce kilkudziesigciokrotnie wyzszej (3 nmol/szczura
o masie ciata 220 g). Ponadto, mimo braku badan dotyczacych mozliwych dziatan

niepozadanych wynikajacych z przewlektej terapii zwigzkiem PK20, wykazatam, ze chimera
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jest aktywna obwodowo. To z kolei stanowi kolejne potwierdzenie wspominanego
tu wielokrotnie fenomenu posiadania przez tak skonstruowane zwigzki nowej aktywnosci
biologicznej i ulepszonych wlasciwosci farmakokinetycznych oraz farmakodynamicznych.

Istotnie, informacje jakoby neurotensyna (NT) nie wykazywata zdolnos$ci przechodzenia
przez bariere krew-mozg BBB [75, 76] oraz fakt, iz endomorfina-2, ktorej zmodyfikowana
sekwencja aminokwasowa odgrywajaca w tym przypadku role farmakofora opioidowego,
nie posiada w peli rozwinigtej mozliwosci przejscia przez BBB [77], sklanialy do
przypuszczen, ze réwniez potaczenie tych czasteczek w jedng cato$¢ bedzie skutkowato
brakiem powyzszej wlasciwosci.

Podobnie analizujagc mechanizm dziatania neurotensyny w kontekscie udziatu w rozwoju
choréb o podtozu neurodegeneracyjnym, mozna wyraznie zauwazy¢ przewage roli uznanej
wczesniej jako “niekorzystna”.

Wiadomo, iz u podstaw wielu choréb neurodegeneracyjnych (np. niedokrwienny udar
moézgu, stwardnienie rozsiane, choroba Parkinsona, stan padaczkowy), lezy proces
ekscytotoksycznosci czesto indukowany aktywacja receptora N-metylo-D-asparaginowego,
NMDA [78-81]. Z kolei zar6wno neurotensyna, jak i jej receptor NTS1 biorg uzial w
modulacji uktadu glutaminergicznego, co w rezultacie przektada si¢ na zwigkszona
aktywno$¢ receptora NMDA [82, 83]. Inaczej rysuje si¢ sytuacja w przypadku opioidow, co
do neuroprotekcyjnego dziatania ktorych nie ma watpliwosci. Faktycznie literatura
przedmiotu donosi, iz aktywacja receptoréw opioidowych, zwlaszcza receptora delta 1 kappa
opioidowego, powoduje zahamowanie wyrzutu naturalnego liganda receptora NMDA -
glutaminianu [84-86]. Jednak mimo powyzszych informacji dotyczacych roli opioidow,
potraktowanie hybrydy PK20 jako potencjalnego skutecznego zwigzku mogacego wykazywac
aktywno$¢ redukujaca badz hamujaca neurotoksycznosé kwasu N-metylo-D-asparaginowego
(NMDA), wydawataby si¢ znikoma. Potwierdzeniem tego przypuszczenia, obok
niekorzystnego charakteru neurotensyny, jest przede wszystkim fakt, ze omawiana czasteczka
stanowi calkowitego agoniste receptora mu-opioidowego z niewielkg tendencja do
aktywowania receptorow delta i kappa [87].

Tymczasem na podstawie otrzymanych wynikow opisanych w pracy H6: Kleczkowska
P¥, Kawalec M, Bujalska-Zadrozny M, Filip M, Zablocka B, Lipkowski AW. Effects
of the hybridization of opioid and neurotensin pharmacophores on cell survival in rat
organotypic hippocampal slice cultures. Neurotox. Res. 2015, 28: 352-360, stanowiacej
jednoczesnie rezultat badan prowadzonych w ramach grantu NCN, ktérego bytam inicjatorem

i kierownikiem, mozna stwierdzi¢, iz podje¢ta decyzja co do proby okreslenia skuteczno$ci
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hybrydy PK20 w aspekcie ograniczenia ekscytotoksycznosci indukowanej] NMDA, okazata
si¢ by¢ stuszna.

Dzigki przeprowadzeniu badania aktywno$ci neuroprotekcyjnej hybrydy peptydowe;j

opioid-neurotensyna (PK20) w szczurzym modelu ekscytotoksycznego uszkodzenia
hipokampa w hodowli organotypowej stwierdzitam, iz wykazuje ona wysoki potencjat
hamujacy dziatanie NMDA we wszystkich badanych dawkach, tj. 25, 50 i 100 ng/ml (Ryc. 7 i
Ryc. 8).
Aplikacja chimery w dawce 25 ng/ml nie skutkowata wystgpieniem jakiejkolwiek roznicy
w stopniu uszkodzenia skrawkow hipokampa w porownaniu z grupa kontrolng, o czym
swiadczyt niewielki procent komoérek Pl-pozytywnych (oceny uszkodzenia dokonywano
przez obserwacj¢ w mikroskopie po uprzednim dodaniu jodku propidyny PI, ktory trwale
barwitl martwe komorki), wynoszacy 1,47% =+ 1,2.

Wprawdzie wyzsze dawki PK20 zastosowane w badaniu okazaty si¢ tylko nieznacznie
zwigksza¢ uszkodzenie regionu CA1 hipokampa (w przypadku dawki 50 ng/ml PK20 procent
komorek PI-pozytywnych osiggnat wartos¢ réwna 5,18% + 2,84, z kolei dla dawki 100 ng/ml
liczba martwych komoérek PI-pozytywnych to 6,82% + 6,08), to stopien degradacji komoérek
hipokampa przez PK20 byl znacznie nizszy niz ten wywolany podaniem 1 mM NMDA
(33,6%) 1 nieznacznie roznit si¢ od wartosci kontrolnej (1,28% + 0,99). Z kolei jednoczesne
naniesienie na skrawki NMDA wraz z okreslonym stezeniem badanej hybrydy pociagneto
za sobg istotny statystycznie spadek liczby komorek martwych stale barwiagcych si¢ jodkiem
propidyny w poréwnaniu z liczbg komoérek PI-pozytywnych uzyskanych dziataniem samego

NMDA.
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Ryc. 7. Neuroprotekcyjne dziatanie hybrydy peptydowej PK20 w trzech badanych dawkach
25, 50 1 100 ng/ml w obecnosci i bez udzialu N-metylo-D-asparaginianu (NMDA) [H6].
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Ryc. 8. Statystyczne zestawienie uzyskanych wynikdéw, majac na uwadze liczb¢ martwych
Pl-pozytywnych komoérek + SD =z 6-22 skrawkow hipokampa analizowanych
dla poszczegdlnych warunkéw doswiadczalnych. Réznice w warto$ciach, mierzone
jednoczynnikowym testem ANOVA wraz z testem Bonferroniego, uznano za istotne
statystycznie dla *p < 0,05 1 **p < 0,0001 vs. kontrola oraz ##p < 0,0001 vs. NMDA.
Ponadto, test t-Studenta wykazat istotnie statystyczng réznice (*p < 0,01) pomiedzy PK20-50
a PK20-50 + NMDA [H6].

Dodatkowo stwierdzitam, iz efekt neuroprotekcyjny wywotany podaniem hybrydy PK20
wynika z jednoczesnej aktywacji zaréwno uktadu opioidowego, jak i neurotensynowego.
Swiadczy o tym fakt, iz blokowanie czesci neurotensynowej przy pozostawieniu w dalszym
ciggu aktywnego farmakofora opioidowego (i odwrotnie) nie skutkowalo pojawieniem si¢
efektu podobnego do tego, ktéry obserwowany byt w przypadku zastosowania NMDA. To
z kolei wskazuje na istnienie silnego synergizmu pomigdzy dwoma farmakoforami badane;
hybrydy.

Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, ze — jak jasno wskazujg wyniki uzyskanych badan —
dualistyczne dziatanie neurotensyny jest wysoce zalezne od wykorzystanego modelu

uszkodzenia hipokampa. Dziatlanie neurotensyny indukujace uszkodzenie komorek
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hipokampa jest zauwazalne w przypadku zastosowania modelu ischemii (ograniczenie
doptywu tlenu/glukozy), podczas, gdy w modelu nadmiernego synaptycznego uwalniania
glutaminianu (ekscytotoksyczno$¢ indukowana NMDA) neurotensyna wykazuje dawko-
zalezne dziatanie neuroprotekcyjne. Stad, publikacja H6 stanowi jedyna jak dotad prace
naukowa $wiadczaca o zlozonym charakterze neurotensyny w aspekcie dziatania
neuroprotekcyjnego.

Korzystne dziatanie hybrydy PK20 zostalo rowniez odnotowane w zwierzecym modelu
wrazliwosci na kontakt z allergenem (ang. contact allergen senmsitivity); publikacja nr 5
(zatacznik nr 4): Kaczynska K, Kogut E, Zajac D, Jampolska M, Andrzejewski K,
Sulejczak D, Lipkowski AW, Kleczkowska P. Neurotensin-based hybrid peptide’s anti-
inflammatory activity in murine model of a contact sensitivity response. Eur. J.
Pharmacol. Sci. 2016, 93: 84-89 (publikacja ta nie stanowi czeSci cyklu rozprawy
habilitacyjnej). Podobnie jak w przypadku aktywnos$ci neuroprotekcyjnej, takze i w tym
przypadku wynik okazat si¢ by¢ zakaskujacy, gdyz nie korelowal z danymi literaturowymi.
Wigkszo$¢ z tych danych jasno przedstawia neurotensyne¢ jako silnego immunomodulatora
oddziatlujacego na leukocyty czy makrofagi i powodujacego uwalnianie cytokin oraz zjawisko
chemotaksji [88, 89]. Tymczasem chemiczne sprze¢zenie analogu neurotensyny z
farmakoforem opioidowym spowodowalo, iz tak zaprojektowana czasteczka zostata
pozbawiona niekorzystnych wiasciwosci modulujacych istniejacy stan zapalny indukowany
1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem (DFNB). Co wigcej, efekt terapeutyczny hybrydy PK20
obserwowano po jej lokalnym naniesieniu na uszy zwierzat doswiadczalnych, w postaci
mieszaniny z hydrofilowym kremem. Efekt ten porownywano z uchem traktowanym jedynie
kremem, i obejmowatl on: 1) redukcje¢ opuchlizny ucha; 2) obnizenie poziomu inflitracji
komorek zapalnych widocznych w preparatach histopatologicznych tkanek ucha; 3) redukcje
liczby cytokin pro-zapalnych (IL-la, IL-1B, KC, MCP-1 oraz TNF-oa) mierzong z
wykorzystaniem homogenatow tkanek ucha, jak rowniez 4) spadek $redniej wartosci stezenia
produktow peroksydacji lipidow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS).
Charakter uzyskanych wynikéw sugeruje, iz rozpatrywany tu zwigzek biwalentny — PK20
moze stanowi¢ doskonate narzedzie rowniez w innych zaburzeniach zwigzanych z procesem
zapalnym (np. zapalenie jelit, zapalenie stawow, itp.).

W przeciwienstwie do wyzej wspomnianych prac, publikacja H7: Kaczynska K,
Szereda-Przestaszewska M, Kleczkowska P, Lipkowski AW. Role of neurotensin
and opioid receptors in the cardiorespiratory effects of [Ile9]PK20, a novel

antinociceptive chimeric peptide. FEwr. J. Pharm. Sci. 2014, 63: 8-13
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podobnie jak publikacja nr 4 (zatacznik nr 4): Kaczynska K, Wojciechowski P, Jampolska
M, Lipkowski AW, Kleczkowska P. Cardiovascular and respiratory activity of PK20,
opioid and neurotensin hybrid peptide in anesthetized and awake rats. Eur. J.
Pharmacol. 2017, 797: 20-25 przedstawiaja omawiany typ hybrydy (polaczenie typu opioid-
neurotensyna) za nieskuteczny u szczurow. Wykorzystane w tym przypadku chimery
peptydowe — odpowiednio [Ile’]JPK20 oraz jej prototyp PK20 — okazaly si¢ indukowaé
istotnie znamienny spadek ci$nienia krwi u badanych zwierzat po podaniu dozylnym. To z
kolei $wiadczy o tym, iz — mimo znacznej redukcji niektorych opioidowych efektow
niepozadanych przez przedstawiony typ chimery peptydowej wykazanych np. w pracy H3 —

pewne dziatania (w tym hipotensja; praca H7) wynikajace jedynie z aktywnosci farmakofora

neurotensynowego zostaty zachowane.

Podsumowanie

Potencjal nowych zwigzkow hybrydowych, opisany w kazdej z przedstawionych prac,
pozwala nieco inaczej niz dotychczas spojrze¢ na zwiazki wielofunkcyjne. Jak mozna
zauwazy¢, ich wielozadaniowo$¢ zdecydowanie wychodzi poza ustalone granice. Uzyskane
wyniki wskazujga bowiem na fakt, iz sprzgzenie chemiczne dwodch elementéw o aktywnosci
przeciwbolowej nie bedzie skutkowalo jedynie powstaniem silnego analgetyku, doskonale
tagodzacego stan bolu, zachowujac przy tym wymagany profil bezpieczenstwa. Warto w tym
momencie zwrdci¢ uwage, ze z racji interakcji z wlasciwymi dla siebie receptorami, ktore sg
zlokalizowane nie tylko w strukturach mézgu bioracych udziat w modulacji i percepcji
sygnatu bolowego, ale takze w rejonach odgrywajacych olbrzymig rolg¢ w innych, czesto
bardzo skomplikowanych jednostkach chorobowych, takie zwigzki moga wykazywac
dodatkowg aktywnos$¢ biologiczng. Mozna wrecz stwierdzi¢, ze pod wzglgdem eksponowanej
aktywnosci hybrydy przypominaja o$miornice, ktorej kazde z 6 ,,ramion® (dwa pozostate
stanowig ,,nogi‘) moze nadawa¢ nowe funkcje a — tym samym — i mozliwo$ci. Takie cechy
sa nam — ludziom — znane. Wystarczy wspomnie¢ Giambattiste della Porta, ktory
intelektualnie stanowil wspomnianego glowonoga. Byl dramaturgiem, kryptografem,
filozofem, wykazujacym réwniez zainteresowanie meteorologia czy tez ogrodnictwem.

Wisréd substancji hybrydowych o potencjalnym zastosowaniu w lecznictwie na prézno
jednak szuka¢ informacji opisujacej efektywnos$¢ takiej czasteczki w réznych stanach
patologicznych organizmu. Istotnie, zwigzki hybrydowe o potencjale analgetycznym s3

badane jedynie w bolu oraz w roéznych jego rodzajach (np. bdl ostry, neuropatyczny,
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nowotworowy, itp.). Nie s3 natomiast badane w odmiennych niz bol schorzeniach.
Dodatkowo mimo, iz w aspekcie dzialania przeciwbdlowego zdecydowana liczba badan
odnosi si¢ do chimer o budowie agonisty receptora opioidowego i antagonisty receptora
neurokininowego NK-1, to w $wietle ostatnich doniesien tego typu struktury mogg okazaé si¢
ostatecznie nieskuteczne u ludzi.

Ryzyko nieskuteczno$ci hybryd stanowigcych potaczenie liganda opioidowego
i neurokininowego oraz proba odpowiedzi na pytanie ,,czy jest sens tworzenia takich
czgsteczek? “ stanowig temat pracy przegladowej HI1: Kleczkowska P, Nowicka K,
Bujalska-Zadrozny M, Hermans E. Neurokinin 1 receptor-based bivalent drugs in pain
management - the journey to nowhere?  Pharmacol. Ther. 2018,
d0i.10.1016/j.pharmthera.2018.11.007.

Stwierdzono, ze ligandy wykazujace antagonizm wzgledem receptora NK-1, umiejetnie
hamujace bol u zwierzat doswiadczalnych, zaprezentowaly si¢ jako zupelie nieaktywne
u ludzi [90-93]. To z kolei — w dalszej perspektywie — moze $wiadczy¢ o braku uzyskania
pozadanego efektu nawet w przypadku zastosowania takiej czasteczki w formie struktury
biwalentnej. Ponadto sama idea laczenia elementow posiadajacych charakter agonisty tak
receptora opioidowego 1 neurokininowego-1 wydaje si¢ by¢ pozbawiona wigkszego sensu.
Nieczesto bowiem w wyniku takiego sprze¢zenia udaje si¢ uzyska¢ hybryde, ktorej aplikacja
nie skutkowataby amplifikacja odczuwanego bolu. Jednak, majac $wiadomos$¢ nowej
aktywnos$ci biologicznej tak skonstruowanych czasteczek, szanse biwalentnych ligandow
receptora opioidowego i neurokininowego-1 w kontekscie terapii ludzi mogg jawic si¢ rownie
optymistycznie.

Przeciwnie do wyzej wspomnianych wydaje si¢, iz zarbwno neurotensyna, jak i jej
analogi stanowigce chemiczne potgczenie z innym farmakoforem, moga dawaé bardziej
przewidywalne efekty rowniez u ludzi.

Potwierdzeniem tego stwierdzenia jest fakt, iz zastosowanie syntetycznej neurotensyny badz
jej analogébw u homo sapiens determinowato zdecydowanie mniej zaskakujace rezultaty
anizeli te, obserwowane dla antagonistow receptora NK-1. Scislej rzecz ujmujac, charakter
efektu wywotanego podaniem zwierzetom agonisty badz antagonisty NTR nie odbiegat
znaczaco od efektu odnotowanego u ludzi. Przyktadem jest udzial neurotensyny w rozwoju
wielu typow nowotworu. Istotnie, zwigkszony poziom ekspresji receptora neurotensynowego
NTS1, ktory jest §cisle zwigzany ze zlym rokowaniem u pacjentdéw z rakiem piersi,
ptaskonablonkowym rakiem szyi i glowy, czy z niedrobnokomérkowym nowotworem ptuc

[94-96] zostat rOwniez opisany w badaniach prowadzonych na zwierzetach doswiadczalnych
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[97, 98]. Podobnie, agonis$ci receptora NTS1 okazali si¢ by¢ skutecznymi analgetykami
w warunkach przedklinicznych oraz klinicznych [98-100].

Powyzsze doniesienia pozwalaja stwierdzi¢, iz obawa uzycia zwigzkow hybrydowych
opioid-neurotensyna, ktore charakteryzuje pozadana aktywno$¢ biologiczna w warunkach
in vivo, moze by¢ bezzasadna i podobnych rezultatow nalezy spodziewaé si¢ réwniez
u gatunku ludzkiego.

Wracajac do wspomnianego fenomenu wielofunkcyjnosci i wielocelowosci, jest to
wlasciwos$¢ wysoce wymagana wsrod substancji mogacych w przysztosci mie¢ zastosowanie
w leczeniu klinicznym. Pozadanie takiego terapeutyku jest tym wieksze, im krotsza jest lista
mozliwych dziatan ubocznych wynikajacych z jego aplikacji.

Przedstawione w pracy hybrydy PK20 i jej analog strukturalny [Ile’JPK20 sa typowym
przyktadem nietuzinkowych chimer wykazujacych, zalezng od istniejacej choroby, aktywnos¢
biologiczng. Ten charakter ,,doskonalego transformera® zobrazowany zostal poprzez
wykazane wlasciwosci przeciwbolowe, a nawet neuroprotekcyjne. Jednak, jak wykazano
w pracy H7: Kaczynska K, Szereda-Przestaszewska M, Kleczkowska P, Lipkowski AW.
Role of neurotensin and opioid receptors in the cardiorespiratory effects of [Ile9]PK20,
a novel antinociceptive chimeric peptide. Eur. J. Pharm. Sci. 2014, 63: 8-13, zastosowanie
tej konkretnej czasteczki w przypadku oséb uskarzajacych si¢ na choroby uktadu
naczyniowo-sercowego, moze wptywa¢ niekorzystnie na przebieg choroby poprzez
wywotanie znacznego niedoci$nienia. Taka informacja, mimo iz negatywna, pozwala
jednoczesnie stworzy¢ profil skutecznosci takiego liganda, nie ograniczajac si¢ jedynie do
jego korzystnego dziatania. Wszakze rownie wazne s3 dane dotyczace nie tylko efektow
ubocznych wynikajacych ze stosowania danej substancji, ale réwniez dotyczace jednostki
chorobowej, w ktorej obecnosc¢ ,,leku” nie jest zalecana, a niekiedy jest wrecz zakazana.

Z kolei rozpatrujac dziatanie hybrydy PK20 w kontek$cie ograniczenia
ekscytotoksycznosci indukowanej dziataniem NMDA, uzyskane wyniki zmuszaja nas
do podjecia dziatan w kierunku okreslenia wplywu zwigzku na inne procesy, w ktorych
NMDA odgrywa wazna role.

Powszechnie wiadomo, iz spadek poziomu NMDA sprzyja powstaniu schizofrenii [101,
102]. Podczas, gdy antagonizm receptora NMDA (np. poprzez zastosowanie memantyny)
daje pozadany efekt w leczeniu otgpienia w przebiegu choroby Alzheimera [103].
Wiadomosci te sugeruja, ze ordynacja zwigzku PK20 moze indukowa¢ powstanie objawow
psychotycznych na drodze hamowania aktywno$ci receptora N-metylo-D-asparaginowego.

Jednak doniesienia literaturowe wskazuja, ze efekt powstajacy w wyniku interakcji liganda z

33



receptorem NMDA jest wysoce zalezny zaréwno od jego podjednostki, jak i jego lokalizacji.
Wykazano bowiem, iz synaptyczne NMDAR maja charakter neuroprotekcyjny, podczas gdy
nadmierna aktywacja tych receptorow — wystepujacych jednak poza synapsg — powoduje
utrate potencjalu blonowego mitochondriow i $mier¢ komorki [104]. Dlatego tez okreslenie
mechanizmu dziatania badanej hybrydy peptydowej opioid-neurotensyna jest niezwykle
istotne takze z punktu widzenia innych jednostek chorobowych, w ktorych dany zwigzek
moze okaza¢ si¢ skutecznym.

Majac na uwadze z kolei implikacje jakoby uklad dopaminergiczny odgrywat istotne
znaczenie w powstaniu 1 rozwoju szeregu zaburzen neuropatologicznych czy choréb
psychicznych, jak np. choroba Parkinsona i schizofrenia, oraz znajomos$¢ charakteru
oddzialywan majacych miejsce migdzy neurotensyng a limbicznym ukladem
dopaminergicznym [105, 106], wielce prawdopopodobne jest to, ze zwigzki o strukturze
opartej na sekwencji aminokwasowej tego endogennego peptydu (NT) moga by¢ niezwykle
wazne zar6wno w etiologii, jak i patogenezie wspomnianych choréb.

Stad wyniki dotyczace wiasciwosci biologicznych struktur laczacych w sobie opioid
1 neurotensyne moga stanowi¢ doskonale preludium do szerszego zakresu badan skupiajacych
si¢ na tym konkretnym typie sprzezenia. Wydaje si¢ to o tyle wazne, iz jak dotad wspomniane
tu PK20 i [Ile’]PK20 sa jedynymi na $wiecie zwiazkami hybrydowymi opioid-neurotensyna,
ktérym poswiecono atencje.

Jednoczesnie rezultaty uzyskane w przypadku chimery AA3052 (praca H4: Kowalczyk
A, Kleczkowska P, Rekawek M, Kulik K, Lesniak A, Erdei A, Borics A, Martin C,
Pawlik K, Lipkowski AW, Benyhe S, Makulska-Nowak H, Ballet S, Bujalska-Zadrozny
M. Biological evaluation and molecular docking studies of AA3052, a compound
containing a p-selective opioid peptide agonist DALDA and D-Phe-Phe-D-Phe-Leu-Leu-
NH;, a substance P analogue. Eur. J. Pharmacol. Sci. 2016, 93: 11-20 oraz HS:
Kowalczyk A, Kleczkowska P*, Konop M, Kasarello K, Czuwara J, Sosnowski P,
Sacharczuk M, Cudnoch-Jedrzejewska A, Rudnicka L, Bujalska-Zadrozny M.
Determination of the anti-inflammatory properties and analgesic activity of the AA3052
chimeric peptide against CFA-induced inflammatory pain. Anim. Sci. Pap. Rep. 2018,
36: 219-240) wskazuja, iz nie nalezy poddawa¢ dyskredytacji zadnej czasteczki biwalentne;j,
zwlaszcza kiedy te w warukach ex vivo okazuja si¢ nie oddzialywa¢ z przypuszczalnie
wlasciwymi dla siebie celami molekularnymi. Z racji struktury, ktéra niejednokrotnie nie

posiada stabilnej energetycznie konformacji, charakter ,transformera” nabiera realnych
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ksztaltow. Takie zwigzki moga wywotywaé pozadany efekt poprzez interakcje z zupeinie
innymi receptorami, dopasowujac si¢ do odpowiedniego ich miejsca wigzania.

Omawiane zachowanie zostalo réwniez zauwazone w przypadku hybrydy [Ile’]PK20
(praca H3: Kleczkowska P*, Hermans E, Kosson P, Kowalczyk A, Lesniak A, Pawlik K,
Bojnik E, Benyhe S, Nowicka B, Bujalska-Zadrozny M, Misicka A, Lipkowski AW.
Antinociceptive effect induced by a combination of opioid and neurotensin moieties vs.
their hybrid peptide [Ile’]PK20 in an acute pain treatment in rodents. Brain Res. 2016,
1648: 172-180), w przypadku ktorej blokowanie receptoréw opioidowych nie sprowadzito si¢
do redukcji efektu antynocyceptywnego (Ryc. 4), sugerujac tym samym zaangazowanie
odmiennego ukladu. Wydawatoby si¢ to przewidywalne gdyby nie fakt, iz jedyna cechg
odrézniajaca ten peptyd od zwigzku macierzystego PK20 jest zamiana tert-leucyny z
hydrofobowym, nieelastycznym tert-butylowym *lancuchem bocznym na jej izomer —
izoleucyne (w [I1e”]PK20) (Ryc. 9). Prawdopodobnie owo wydtuzZenie tancucha bocznego
reszty aminokwasowej izoleucyny spowodowato istotny wptyw na konformacje czasteczki, a
dalej na ,wlaczenie do dzialania” innego typu receptora badz uktadéw receptorowych,

odpowiadajacych strukturg swojej kieszeni wigzacej na strukture molekuty.

CH; O 0

H4C
OH OH

NH NH,

L-izoleucyna [Ile] L-tert-leucyna [Tle]
Ryec. 9. Poréwnanie budowy izoleucyny z tert-leucyna.

Majac na uwadze powyzsze, zarowno wyniki pracy H3, H4, jak i pracy H6 w sposob
jasny $wiadcza o koniecznos$ci rozwazenia — w aspekcie aktywnosci biologicznej i interakcji
z celem molekularnym — nie tylko catej badanej czasteczki i charakteru jej sktadowych
farmakoforéow. Niezwykle wazne staje si¢ réwniez rozpatrywanie mozliwych interakcji
analizujac czasteczke fragmentarycznie, element (tu reszta aminokwasowa) po elemencie.

Ponadto okreslenie mechanizmu dziatania zwigzkow o budowie opartej na technice
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hybrydyzacji jest krytyczne dla zrozumienia ich oddzialywania na inne jednostki chorobowe.

Niewykluczone jest, iz te nowe struktury cechuje nie jeden a kilka mechanizméw dziatania

zaleznie od rozpatrywanej choroby. Mozliwe jest nawet, ze obserwowany efekt wynika

z uruchomienia kompleksu mechanizmow.

Whioski

36

W przedstawionych pracach stanowiacych cykl habilitacyjny wykazalam, ze:

. Peptydowe struktury hybrydowe o zréznicowanej budowie farmakoforow sktadowych

cieszg si¢ obecnie wsréd naukowcoéw ogromnym zainteresowaniem. Moze mie¢ to
przelozenie na wzrost $wiadomosci spolecznej co do korzysci plynacych ze
stosowania potencjalnych lekéw w postaci jednostkowej (chimer) w poréwnaniu z
popularng politerapig. Ma to olbrzymie znaczenie zwlaszcza w sytuacji znacznej
liczby efektow niekorzystynych wystepujacych podczas stosowania tej ostatniej

(prace H1 i H2).

. Zwiazki hybrydowe wykazuja wielofunkcyjnos$¢, ktora nie wynika jedynie z aktywacji

odrebnych ukladow receptorowych w celu osiaggnigcia tego samego efektu
(np. przeciwbdlowego), ale jest zwigzana ze zdolno$cig takich czasteczek do bycia
aktywnymi w leczeniu innych niz pierwotnie zakladane, zupeilnie odmiennych
jednostek chorobowych, u podtoza ktorych leza odmienna etiologia oraz mechanizmy.
Stanowi to potwierdzenie stwierdzenia, iz chimery stanowig catkowite zaprzeczenie

paradygmatu “jeden lek — jeden cel — jedna choroba” (prace H1, H3-H7).

. Zastosowanie techniki hybrydyzacji skutkuje zréwnowazeniem niepozadanych

efektow ubocznych pochodzacych od poszczegdlnych skladowych molekuty.
Umozliwia to osiagnigcie celu terapeutycznego przy znacznym zminimalizowaniu

niekorzystnych efektow ubocznych (prace H1, H3 i H4).

. Aplikacja dwoch aktywnych biologicznie fragmentow w formie jednej czasteczki

(hybryda) korzystnie wpltywa na parametry farmakokinetyczne zwigzku, co w
konsekwencji umozliwia jego dotarcie do wlasciwego miejsca dzialania i
jednoczesnego uruchomienia obydwu ukladow receptorowych, dla ktorych
strukturalnie jest on dopasowany. Poprawia to znacznie rokowania terapeutyczne

(prace H1 i H3).



Dotychczas twierdzenie zawarte w punkcie 3 i 4 nie bylo poparte zadnymi wynikami
badan - publikacja H3 jest pierwszym tego dowodem.

. Znajomos$¢ aktywno$ci biologicznej oraz wlasciwosci pojedynczych sktadowych
chimery, a tym samym mozliwego efektu przez nie indukowanego, jak réwniez
prognozowanie w/wsp. na podstawie badan dynamiki molekularnej, nie przektada sie
ostatecznie na charakter i aktywnos$¢ tych skladowych, rozpatrywanych w formie
jednostkowej (tj. hybrydy). Dane te wskazuja na ciaggla konieczno$¢ prowadzenia
badan przed- i1 klinicznych (nawet w wypadku negatywnego wyniku badan
prognostycznych) oraz dalszego doskonalenia technik prognozowania (praca H4).

. Brak interakcji zwigzku hybrydowego z celami molekularnymi (receptorami),
dla ktorych pierwotnie struktura ta zostata zaprojektowana, nie jest tozsamy z brakiem
mozliwos$ci osiagnigcia pozadanego efektu, ktory moze zostac zrealizowany na drodze
uruchomienia innej $ciezki sygnatowej przez hybryde (praca H4).

. Struktury biwalentne (chimery, hybrydy) powinny by¢ zaprojektowane z wielka
rozwagg 1 precyzja, majagc na uwadze zwlaszcza mozliwe interakcje miedzy
rozmaitymi elementami budulcowymi. Ocena tego typu potencjalnych oddziatywan
ma fundamentalne znaczenie dla koncowego efektu farmakologicznego oraz
wlasciwosci fizykochemicznych hybrydy (praca H1 i H4).

. Zastosowanie zwigzkéw o budowie hybrydowej nie jest pozbawione ryzyka
wystapienia dzialan niepozadanych i moze okaza¢ si¢ nieskuteczne w terapii wielu
chordb. To z kolei sktania do stwierdzenia, iz - wbrew panujacemu przeswiadczeniu —
zwigzki wielofunkcyjne nie stanowig przystowiowego panaceum (praca H1, H4, HS i
H7).

Dysponujac jednak niezaprzeczalnymi dowodami co do przewagi hybryd
nad politerapia w szerokim aspekcie ich stosowania 1 wilasciwosci, nie nalezy

zaprzesta¢ prac nad tego typu potencjalnymi substancjami leczniczymi.
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S.

Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych

Szczegbdlowe

informacje o

dorobku

naukowym,

dydaktycznym, wspotpracy

z instytucjami, organizacjami i towarzystwami naukowymi oraz dziatalno$ci popularyzujace;j

nauke zawarte sg w Zalaczniku nr 4.

6. Analiza bibliometryczna

PRACE NIE WLACZONE DO PRACE
HABILITACJI STANOWIACE
PODSTAWE
Przed doktoratem Po doktoracie HABILITACJI
2 IF Punkty | £ IF Punkty | 2 IF Punkty
= MNisw | = MNisw | = MNiSW
Oryginalne
pelnotekstowe prace 5 13,542 92 8 | 22,296 235 5 13,702 145
anglojezyczne
Oryginalne - -
pelnotekstowe prace 1 - 3 - - -
polskojezyczne
Polsko- 1 - - - - - - -
Artykuly jezyczne
przegladowe Anglo- 2 5,972 65 2 5,884 50 2 13,75 75
jezyczne
Prezent. 1 - - 2 - - - -
Liczba ustna
streszczen ze
| . Prezent.
.ZJazdow w formie | 15 - - 9 - 4 -
mi¢dzynarod
plakatu
owych
Prezent. 3 - - - - -
Liczba ustna
streszczen ze | Prezent.
zjazdéw w formie | 14 - 6 - 1 -
krajowych plakatu
Sumaryczny IF 19,514 160 28,18 285 27,452 220
Ogélna liczba publikacji 9 10 7

Sumaryczny Impact Factor wynosi 75,146 (wedtug Journal Citation Reports JCR, zgodnie

z rokiem opublikowania);

KBN/MNiSW = 665

Liczba cytowani: wedlug Web of Science (Core Collection) = 154, bez autocytowan = 131

Wskaznik H: wedtug Web of Science (Core Collection) — 6
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7. Ogolna charakterystyka dzialalno$ci naukowej

W roku 1998 rozpoczetam studia na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej. W
trakcie trwania studiow, poczatkowo inzynierskich a nastgpnie magisterskich, skupitam si¢ na
otrzymywaniu popularnych wowczas olejow strukturyzowanych oraz biopaliw. Doskonata
znajomo$¢ syntezy tych ostatnich pozwolita mi w 2005 roku podja¢ prace pod opieka
Prof. Andrzeja W. Lipkowskiego w Zaktadzie Biotechnologii Instytutu Chemii Przemystowe;j
im. Prof. 1. Moscickiego (IChP) w Warszawie. Umiejetno$¢ przeprowadzenia
wysokowydajnej reakcji transestryfikacji prowadzacej do uzyskania znaczej ilosci estrow
metylowych kwasoéw tluszczowych, potaczytam wowczas zintensywng nauka metod
wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC 1 kolumnowej. Po 3 miesigcach pracy w
IChP rozpoczelam prace w Instytucie Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie (IMDiK PAN), rowniez pod kierownictwem Prof. Andrzej W.
Lipkowski.

Od kwietnia 2005 roku moja praca zwigzana byla poczatkowo gltéwnie z opracowaniem
i walidacja metody HPLC pozwalajacej na efektowny rozdziat kwaséw tluszczowych (KT)
i sprzezonego kwasu linolowego (CLA) w produktach mlecznych oraz w izomeryzowanym
oleju Inianym. Efekt tej pracy zostat zaprezentowany w formie komunikatu w ramach
V Multidyscyplinarnej Konferencji Nauki o Leku (zatacznik nr 4). Jednocze$nie, w tym
samym okresie zostatam zaangazowana do realizacji dwoch projektow. W pierwszym z nich
opracowatam i zwalidowatam metode pozwalajaca na chromatograficzng analize iloSciowa
sylimaryny z bielma ostropestu plamistego. Wyniki prowadzonych badan zostaty
zaprezentowane w publikacji oryginalnej, zatytutowanej “Technological propositions for
obtaining preparations from Sylibum marianum for production antioxidant additives for
lubricants used in food industry” (Szczucinska A, Kurzepa K, Kleczkowska P, Lipkowski
AW. Oilseed Crops 2006, XXVII-2: 357-366). Drugi projekt dotyczyt analizy jako$ciowej i
ilosciowej sktadnikow peptydowych zawartych w wyttoku, jak i soku wyci$nietego z owocoOw
kaliny czerwonej (Vibumum opulus) oraz opisania substancji aktywnej biologicznie. Tytut
projektu: ,,Izolacja i charakterystyka nowego preparatu o aktywnosci przeciwwirusowej na
wirusy herpes, HSV-1"".

Na rok 2005 przypada réwniez okres, kiedy rozpoczelam swoja prace nad synteza
peptydéw; mialo to miejsce w trakcie trwania zagraniczego stazu naukowego w Vrije
Univeriteit Brussel w Belgii. Poczatkowo praca zwigzana byla z synteza aktywnych analogow

angiotensynowych. Mozliwosci wielokrotnych wyjazdow do wyzej wspomnianej placowki
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(w latach 2005-2011) zainicjowaly jednak nowe zainteresowania, ktore w poOzniejszym
okresie okazaty si¢ stanowi¢ temat pracy doktorskiej. Mimo trwajacego wowczas procesu
klarowania si¢ tematyki doktoratu, zostalam zaangazowana w szereg innych projektow
(np. zwigzanych z fibronektyna; praca nr 19 w zalaczniku 4), jak roéwniez stalam si¢
aktywnym cztonkiem naukowej wspotpracy Polsko-Belgijskiej i Polsko-Wegierskiej, czego
efektem sg liczne prace (H4, 8, 10-14, 16-18, 20). Istotnie, dzigki odbytemu stazowi w
Wegierskiej Akademii Nauk zdobylam wiedz¢ dotyczaca radiochemicznego znakowania
trytem zwigzkow chemicznych, ktére w takiej postaci moga dalej zostaé wykorzystane w
badaniach  biodostepnosci, zdolnosci aktywacji wlasciwego celu molekularnego,
przenikalnosci bariery krew-moézg czy czasu retencji w organizmie. Dodatkowo dzigki
trwajacej wowczas wspoOlpracy z Prof. Geza Toéth moje zainteresownia naukowe
skoncentrowaly si¢ na poszerzeniu wiedzy na temat wplywu roznych zwigzkéw na uktad
neurotensynergiczny. Skupitam si¢ wowczas na scharakteryzowaniu interakcji (w aspekcie
wigzania typu receptor-ligand) miedzy receptorem neurotensyny a neuropeptydem
pochodzacym od tego samego prekursora co neurotensyna, aczkolwiek wykazujacym
odmienny efekt farmakologiczny. Wspotpraca ta zaowocowata opublikowaniem w roku 2016
pracy zatytulowanej ,, Synthesis and binding characteristics of [ HJneuromedin N, a NTS2
receptor ligand” (To6th F, Mallareddy JR, Tourwé D, Lipkowski AW, Bujalska-Zadrozny M,
Benyhe S, Ballet S, Toth G, Kleczkowska P, Neuropeptides 2016, 57: 15-20; zatacznik nr
4).

W latach 2009-2014 odbywatam w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej
Polskiej Akademii Nauk studia doktoranckie pod opieka naukowa Prof. Lipkowskiego. Tu
gléwnym nurtem moich zainteresowan stato si¢ tworzenie i badanie czasteczek wykazujacych
wiasciwosci antynocyceptywne. Co wazne, zwigzki ktorymi zajmuje si¢ do dnia dzisiejszego
stanowig chimery, tj. polaczenia dwoch niezaleznie dziatajacych elementéw (czgsto opartych
o struktur¢ endogennych neuroprzekaznikow).

Wyniki mojej pracy zostaty przedstawione w formie licznych publikacji, jak rowniez
komunikatéw zjazdowych (zalacznik nr 4). Wsrdd najistotniejszych wyrdzni¢ mogg:

¢ Kleczkowska P, Bojnik E, Lesniak A, Kosson P, Van den Eynde I, Ballet S, Tourwé
D, Benyhe S, Lipkowski AW. Identification of Dmt-D-Lys-Phe-Phe-OH as a highly
antinociceptive metabolite of the opioid-neurotensin hybrid peptide PK20. Pharmacol. Rep.
2013, 65: 835-846

48



* Kleczkowska P, Lipkowski AW. Neurotensin and neurotensin receptors:
characteristic, structure-activity relationship and pain modulation - a review. Eur. J.
Pharmacol. 2013, 716: 54-60

¢ Kleczkowska P, Lipkowski AW, Tourwé D, Ballet S. Hybrid opioid/non-opioid
ligands in pain research. Curr. Pharm. Des. 2013, 19: 7435-7450

¢ Kleczkowska P, Kosson P, Ballet S, Van den Eynde I, Tsuda Y, Tourwé D,
Lipkowski AW. PK20, a new opioid-neurotensin hybrid peptide that exhibits central and
peripheral antinociceptive effects. Mol. Pain 2010, 6: 86-92

Wart uwagi jest fakt, iz hybrydy peptydowe stanowigce przedmiot mojej pracy
doktorskiej byly pierwszymi otrzymanymi tego typu zwigzkami w kwestii rodzaju ich
elementow skladowych. Istotnie, jestem pomystodawca struktury aminokwasowej
zdecydowanej wigkszosci zsyntetyzowanych przeze mnie hybryd peptydowych opioid-
neurotensyna (poza niektorymi wyjatkami, jak np. PK20, ktorg zaprojektowat Prof. Dirk
Tourwé). Ponadto informacje o efektach wynikajacych ze stosowania ligandow taczacych
fragment opioidowy i neurotensynowy przypisane sg tylko jednej grupie badawczej, ktorej
obecnie jestem przedstawicielem. Wszystkie nazwy tego typu hybryd OP-NT, tj. PK20,
[11e”]PK20 czy zwiazki obecnie opracowywane PK7 i PK23, stanowia inicjaly mojego
imienia i nazwiska.

Co wazne, w okresie tym zainicjowalam réwniez wspoiprace naukowg z
Prof. Emmanuelem Hermansem z Universit¢ Catholique de Louvain, z ktéorym jest ona
kontynuowana do dnia dzisiejszego. Efektem tej wspotpracy sa liczne publikacje, tj. prace
H1, H3, 2 oraz doniesienia zjazdowe (zatacznik nr 4).

Mimo, iz moja dotychczasowa dzialano$¢ naukowa dotyczyla gltownie zwigzkow
hybrydowych, zaréwno ich syntezy i analizy chemicznej, jak rowniez okreslenia aktywnos$ci
biologicznej, to jednak bralam czynny udziat w innych pracach. W trakcie trwania studiow
doktoranckich opracowalam oraz zwalidowatam metode HPLC jakosciowego oznaczania
znakowanej elementem fluorescencyjnym bifaliny z homogenatu szczurzego mozgu.
Uzyskane wyniki stanowity istotny element opublikowanej w 2013 roku pracy,
zatytulowanej: ,,Role of the blood-brain barrier in differential response to opioid peptides
and morphine in mouse lines divergently bred for high and low swim stress-induced
analgesia” (Kosson A, Krizbai I, Lesniak A, Beresewicz M, Sacharczuk M, Kosson P,
Nagyoszi P, Wilhelm I, Kleczkowska P, Lipkowski AW. Acta Neurobiol. Exp. 2014, 74:
1-7).
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W tym samym czasie rozpoczelam rowniez nauke szeregu zupelnie odmiennych technik,
ktérych znajomos$¢ wykorzystalam celem pozniejszej analizy wiasciwosci biologicznych
i fizykochemicznych skonstruowanych struktur biwalentnych. Czg$¢ nowej wiedzy zostata
nabyta w Srodowiskowym Laboratorium Rezonansu Magnetycznego w Instytucie Biochemii
i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk (Kierownik Prof. Andrzej Ejchart). Obejmowata ona
metod¢ magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), w tym analiz¢ 1 prawidlowy opis widm
(dwuwymiarowe widma COSY i TOCSY jako wynik spinowo-spinowych sprzgzen
homojadrowych, HSQC w przypadku spinowo-spinowych sprzgzen heterojadrowych w 2D
oraz NOE, NOESY i ROESY jako wynik dipolarnego sprz¢zenia homojadrowego), ktore to
sg skutecznym narzedziem w ustalaniu mozliwych konformacji zwigzkéw chemicznych.
Wyniki O6wczesnej wspotpracy zostaly przedstawione w formie komunikatu na
Migdzynarodowym Sympozjum Peptydowym w Helsinkach (Kleczkowska P, Ruszczynska-
Bartnik K, Kaczorowska E, Ejchart A, Tourwé D, Kosson P, Lipkowski AW. Chimeric
opioid-neurotensin ligands as new prospective analgesics in chronic pain. Peptides 2008.
Chemistry of Peptides in Life Science Technology and Medicine (Proceeding of the 30
European Peptide Symposium). Edited by: Lankinen H., Vallivirta J., Strandin T., Hepojoli J.;
FIPS, Helsinki: 538-539; zatacznik nr 4).

Nauka techniki NMR zainicjowana w Zakladzie Prof. Ejcharta pchneta mnie w kierunku
modelowania molekularnego. Teoretyczne podstawy modelowania czasteczek chemicznych,
jak rowniez symulacji ich zachowania si¢ w okre§lonych warunkach nabytam w trakcie stazu
naukowego w Wegierskiej Akademii Nauk. Obecnie, dzigki rozpoczete] wspdipracy z
Dr. hab. n. farm. Dariuszem Pisklakiem (Zaktad Chemii Fizycznej WUM), kontynuuje prace
umozliwiajace odtworzenie badz przewidywanie/generowanie struktury czasteczki i jej
zachowania (oddziatywan).

Pod koniec okresu trwania studiow doktoranckich rozpoczelam rownoczesnie prace w
kierunku okre$lenia efektywnos$ci zwigzkéw wielofunkcyjnych w innych niz bol
schorzeniach. W roku 2012 bylam pomystodawcg 1 inicjatorem projektu grantowego NCN:
,,Badanie neuroprotekcyjnego potencjatu oraz mechanizmu dziatania hybryd peptydowych
opioid-neurotensyna w modelu ekscytotoksycznego uszkodzenia hipokampa w hodowli
organotypowej ““. Projekt ten przewidywat okreslenie nowej, poza przeciwbolowa, aktywnosci
wyselekcjonowanych 1 zsyntetyzowanych przeze mnie hybryd peptydowych opioid-
neurotensyna (hybrydy z rodziny PK, tj. PK20, PK7 oraz [Ile9]PK20). Ponadto wymagal on
réwniez opanowania niektorych technik wykorzystywanych w biologii molekularnej, w tym

techniki zakladania i utrzymania hodowli tkankowej. Na potrzeby uzyskanego grantu
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odbytam takze potwierdzone certifikatem szkolenie zzakresu obstugi mikroskopu
konfokalnego w Srodowiskowym Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych w
IMDIK PAN.

Na ostatnie miesigce odbywanych przeze mnie studiéw doktoranckich w IMDiK PAN
przypada réwniez okres, w ktorym podjetam wspotprace z Zaktadem Fizjologii Oddychania
kierowanym obecnie przez Dr hab. n. med. Katarzyne Kaczynska. Podobnie jak wyzej, takze i
w tym przypadku praca skupila si¢ na zbadaniu aktywnosci i tym samym efektywnosci
hybryd OP-NT w innych niz b6l chorobach. W uzyskaniu odpowiedzi na wiele stawianych
sobie wowczas pytan pomocnym okazal si¢ uzyskany na lata 2015-2016 grant NCN,
zatytutowany: ,,Wplyw PK20, chimery peptydowej opioid-neurotensyna na proces zapalny w
mysim modelu nadwrazliwosci kontaktowej i astmy nieatopowej - porownanie z dziataniem
neurotensyny i analogiem endomorfiny 2. Co wazne, bylam jednym z pomystodawcow i
gléwnych wykonawcdéw wspomnianego projektu.

W marcu 2014 roku obronitam z wyrdznieniem prace doktorska, za ktora uzyskatam
Nagrodg Prezesa Rady Ministrow Rzeczypospolitej Polskie;.

Rok po uzyskaniu stopnia doktora w 2015 roku rozpoczgtam prace w Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym. Tu w dalszym ciggu kontynuuj¢ badania dotyczace nowych
zwigzkoéw hybrydowych. Projektowane obecnie przeze mnie chimery posiadaja unikalng
budowe, taczac w sobie jak dotad niekojarzone elementy. Cze$¢ pracy prowadzona jest w
ramach Studenckiego Kota Naukowego, ktorego jestem opiekunem (od 2018 roku). Obejmuje
ona rowniez wspotprace z innymi jednostkami naukowym, dzieki pomocy ktérych mozliwa
bedzie nie tylko znajomosc¢/okreslenie wiasciwosci przeciwbolowych skonstruowanych i
zsyntetyzowanych nowych czasteczek wielofunkcyjnych, ale takze ich aktywnosci
biologicznej w innych stanach chorobowych (np. w zakazeniach bakteryjnych itp.) czy profilu
dziatan niepozadanych.

Synteza i analiza hybryd peptydowych jako nowych potencjalnych substancji leczniczych
w aspekcie ich mozliwego potencjalu przeciwbdlowego stanowi(ta) takze temat dwoch prac
doktorskich, w przypadku ktorych petnitam badz dalej pelni¢ rolg¢ promotora pomocniczego
Co wazne, wyniki jednej ze wspomnianych prac doktorskich, tj. pracy zatytulowanej
»Badanie aktywnosci nowego peptydowego zwigzku hybrydowego bedgcego polgczeniem
DALDA i zwigzku wykazujgcego powinowactwo do receptora neurokininowego NK-1"
zostaty uwzglednione w cyklu prac stanowigcych osiggnigcie naukowe bedace podstawa do

sformutowania wniosku o nadanie tytulu doktora habilitowanego (prace H4 i HS).
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Wstepna charakterystka mechanizmu dziatania zaprojektowanej i zsyntetyzowanej przeze
mnie hybrydy peptydowej opioid-neurotensyna (chimera PK23) byta réwniez zasadnicznym
celem prowadzonej przeze mnie pracy magisterskiej Pani Anny Gorzelak, zatytulowanej
., Okreslenie udzialu ukladu tachykininowego w przeciwbolowym dziataniu  hybrydy
peptydowej o zroznicowanych farmakoforach sktadowych “. Praca ta zostata wysoko oceniona
w konkursie Prac Magisterskich wykonywanych na Wydziale Farmaceutycznym
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Na podstawie uzyskanych wynikow
przeprowadzonych badan stwierdzono, iz — obok udzialu receptora opioidowego i
neurotensynowego — zaré6wno substancja P (SP), jak i selektywny antagonista wzgledem
receptora neurokininowego-1 (spantide I) odgrywaja istotng role w indukowanym przez
hybryde PK23 efekcie antynocyceptywnym. Ponadto nardzeniowe podanie badanego zwigzku
biwalentnego nieznacznie modyfikuje (nasila) wywotane substancjg P zjawiska drapania si¢ i
czyszczenia pyszczka u zwierzat doswiadczalnych w poréwnaniu z grupg szczurOw
traktowanych samg chimerg czy SP. Z kolei zgodnie z danymi literaturowymi wskazujacymi,
iz za drapanie si¢ odpowiedzialni sg agonisci receptora NK-1, ale takze tlenek azotu (NO)
badz — uwalniana pod wpltywem SP — histamina, ostatnie wyniki sugeruja udziat wyzej
wspomnianych mediatorow w aktywnosci biologicznej PK23; nie wyklucza sie jednak
prawdopodobienstwa, iz w rezutacie zastosowania omawianej w pracy hybrydy substancja P
(uzyta w dawce przeciwbolowej 50 ug/szczur i.t.) ulegta konwersji dajac ostatecznie efekt
wlasciwy dziataniu agonisty receptora NK-1.

Obok tematyki zwigzkow hybrydowych moja obecna praca dotyczy réwniez badania
istoty uzaleznienia, jak rowniez poszukiwania potencjalnych skutecznych lekéw w terapii
uzaleznien substancjami psychoaktywnymi. Doskonalym przyktadem jest tu projekt grantowy
finansowany przez Narodowe Centrum Nauki NCN w ramach konkursu SONATA, ktorego
bylam kierownikiem (okres trwania projektu przypada na lata 2015-2018); tytul: ,,Efekty i
potencjalne mechanizmy dziatania disulfiramu i nepikastatu w uzaleznieniu od morfiny u
zwierzqt doswiadczalnych”; (2014/15/D/NZ7/01821).

W ostatnich latach odkryto, Ze stosowany w uzaleznieniu od etanolu disulfiram (DSF)
jest skuteczny w leczeniu uzaleznienia od kokainy, za co prawdopodobnie odpowiada
blokowanie aktywnosci p-hydroksylazy dopaminowej (DBH). Zwigzkiem bedacym
selektywnym inhibitorem DBH jest nepikastat (NEP). Wyniki badan przedklinicznych
wskazuja, ze nepikastat jest takze skuteczny w zmniejszaniu objawow zaleznosci kokainowe;.
Niestety w piSmiennictwie brak danych na temat wplywu DSF oraz nepikastatu na

uzalezniajace dzialanie opioidow oraz na rozwdj tolerancji. Stad celem prowadzonego
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projektu byta ocena dziatania DSF oraz NEP na rozwoj zaleznosci fizycznej oraz psychicznej
po wielokrotnym podawaniu morfiny, a takze na rozwdj tolerancji na dzialanie
przeciwbolowe morfiny.

Wprawdzie uzyskane wyniki wydaja si¢ obiecujace, gdyz zarowno nepikastat, jak 1 disulfiram
okazaly si¢ istotnie zwigksza¢ dzialanie antynocyceptywne morfiny wraz z oslabieniem i
opOznieniem rozwoju tolerancji przez nig indukowanej. Dodatkowo DSF oraz NEP
zmniejszaty efekty nagradzajace morfiny i wykazywaly dziatanie hamujace w odniesieniu do
efektow poszukiwawczych morfiny. Jednak koiniekcja disulfiramu i morfiny skutkowata
pojawieniem si¢ szeregu dziatan niepozadanych, w tym silnej hepatotoksycznosci.

Owe pozytywne i negatywne skutki dziatania mieszaniny obu lekow stanowily temat
prowadzonej przeze mnie kolejnej zprac magisterskich, zatytutowanej: ,, Disulfiram —
potencjalny lek wuzupetniajgcy w przeciwbolowej terapii morfinowej”. Jednocze$nie
prezentacja wyzej przedstawionych wynikéw zostala nagrodzona na Migdzynarodowe;j
Konferencji o Lekach ,,International Conference on Pharmaceutical Drugs®“ w 2017 roku w

Dubaju (zalacznik nr 4).
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