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Streszczenie

Czerniak jest nowotworem ztosliwym skory, ktory ze wzgledu na wysoka sktonnos$¢ do
dawania wczesnych przerzutdw oraz duzg opornos¢ na leczenie charakteryzuje sie wysokim
wskaznikiem Smiertelnosci. Liczba zachorowan na czerniaka dynamicznie wzrasta, wobec czego
choroba ta stanowi¢ bedzie coraz istotniejsze wyzwanie dla systemow opieki zdrowotnej.
Czerniakowi, tak jak i innym chorobom nowotworowym, towarzyszg dolegliwosci bolowe
nasilajace sie wraz z progresjg choroby. Dostepne mozliwosci terapeutyczne bolu nowotworowego
nie sg satysfakcjonujgce z wielu powoddéw. Uzywanie stosowanych obecnie w lecznictwie
analgetykow opioidowych wiagze sie z rozwojem tolerancji lekowej oraz pojawieniem sie
ucigzliwych i niebezpiecznych dziatan niepozadanych (depresja oddechowa, zaparcia, wymioty).
Co wiecej, w przypadku niektorych silnych opioidéw wykazano ich dziatanie przyspieszajgce
progresje nowotworu. Wobec powyzszego, poszukiwanie nowych lekéw przeciwbdlowych,
przeznaczonych szczegOlnie do leczenia bolu nowotworowego jest waznym wyzwaniem dla
wspotczesnej chemii lekow.

Jedng z szerzej stosowanych strategii w tym zakresie jest poszukiwanie wielocelowych
lekéw przeciwbdlowych. Substancje tego typu majg za zadanie wywotywaé dziatanie
przeciwboOlowe przez tgczenie sie z wiecej niz jednym celem molekularnym (receptorem)
odpowiedzialnym za rdzne elementy szlakow uczestniczacych w odpowiedzi bolowej. W
Zaktadzie Neuropeptydéw IMDIK PAN opracowano i zsyntezowano zwiazki hybrydowe, bedace
jednoczesnymi ligandami receptoréw opioidowych (MOR lub DOR) oraz tachykininowych NK1.
Oba wymienione typy receptoréw biorg udziat w modulowaniu i przewodzeniu bodZcow
bolowych. Udowodniono, ze zwigzki chemiczne o charakterze agonisty opioidowego i antagonisty
tachykininowego charakteryzujg sie wzmocnionym dziataniem przeciwbdlowym. Co wiegcej - z
racji nadekspresji receptorow NK1 na komoérkach wielu nowotwordéw oraz cytotoksycznego
dziatania antagonistow NK1 — zwigzki tego typu moga wykazywac dodatkowe korzystne dziatanie
przeciwnowotworowe, co szczegélnie predysponuje je do stosowania w leczeniu boloéw
nowotworowych.

Celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie byto opisanie niektérych, istotnych
z punktu widzenia leczenia czerniaka wtasciwosci biologicznych zwigzkoéw bedgcych analogami
naturalnych peptydow opioidowych i tachykininowych. Zestaw analizowanych zwigzkéw
zawierat substancje o zréznicowanych charakterze: hybrydy typu agonista opioidowy/antagonista
NKZ1 (zwigzki o nazwach kodowych: 3020, 3052, 3266), agonista opioidowy/agonista NK1 (3051),
antagonista NK1 (2080), oraz wzorcowy agonista NK1 (naturalny peptyd substancja P) i



wzorcowy antagonista NK1 (aprepitant). Badane substancje byly testowane wzgledem
cytotoksycznosci na 3 liniach komorkowych czerniaka: MeW151, MeW155 i MeW164.
Przebadano rowniez wptyw na komorki normalne: dojrzate fibroblasty FIW180 i Fib9 oraz
komorki ptodowe FIWp95. Badania komorkowe obejmowaty testy okreSlajace zmiane liczby
komédrek pod wptywem 4- (komorki nowotworowe) lub 7-dniowej (komorki prawidtowe)
inkubacji z testowanymi zwigzkami, testy MTT (wptyw na zywotnosc) i ocene zdolnosci komorek
do tworzenia kolonii (w przypadku komdrek nowotworowych). Dla zwigzkow, ktore najbardziej
hamowaty wzrost komorek (3020, 3052, 3266) wykonano takze oznaczenie indeksu
proliferacyjnego komorek z wykorzystaniem biatka Ki67. Dwa najlepsze (jesli chodzi o
powinowactwo do receptorow opioidowych) zwigzki zostaty rowniez przebadane in vivo pod
katem dziatania przeciwbolowego (test cofania ogona). Substancje, dla ktorych brak byto danych
literaturowych o powinowactwie receptorowym, przebadano pod katem sity wigzania do
receptorow opioidowych MOR i DOR oraz receptorow tachykininowych NK1 (metoda
kompetencyjnego wypierania radioligandéw). Sprawdzono roéwniez obecno$¢ receptorow

opioidowych MOR i DOR na powierzchni badanych komorek.

Zwigzek 3266 (agonista opioidowy MOR/antagonista NK1) wykazuje bardzo dobre
wiasciwosci cytotoksyczne wobec wszystkich badanych linii nowotworowych, selektywne
wzgledem komérek prawidtowych (testy wielodniowe i badanie MTT). Co wiecej, substancja ta
w niektorych dawkach ogranicza takze powstawanie kolonii i wptywa na proliferacje komorek
(oznaczenie indeksu jadrowego biatka Ki67). Jesli chodzi o wiasciwosci przeciwbdlowe, 3266
wykazuje lepszg (szybsza, bardziej natezong i przy mniejszej dawce) odpowiedZ analgetyczng niz
morfina, co dobrze odzwierciedla wyzsze powinowactwo 3266 do receptorow MOR, a takze
dodatkowy mechanizm przeciwbolowy przez antagonizm receptora NK1.

Zwiazek 3020 (wg zatozen: agonista DOR/antagonista NK1) wykazuje dosc silne dziatanie
cytotoksyczne na badanych liniach nowotworowych, a takze ogranicza tworzenie kolonii i
proliferacje komorek. Dziatanie to jest jednak mniej selektywne wobec komérek prawidtowych
niz w przypadku opisywanego powyzej zwigzku 3266. Jesli chodzi o analgezje, hybryda 3020 daje
wyraznie gorszy (jesli chodzi o szybko$¢ odpowiedzi, jej natezenie i zalezno$¢ od dawki) efekt
przeciwbolowy niz morfina. Wynika to z nizszego powinowactwo do receptoréw opioidowych
MOR - 3020 wigze sie dosc silnie z receptorem DOR, natomiast ma bardzo stabe powinowactwo
do MOR. Niestety — wbrew zatozeniom projektowym — okazato sig, ze zwigzek ten rowniez wigze

sie stabo z receptorem NK1.



Podobng rozbiezno$¢ w wigzalnosci receptorowej miedzy zalozeniami a stanem
faktycznym zaobserwowano w przypadku zwigzku 3052 (wg zalozeh: agonista
opioidowy/antagonista NK1). Substancja ta wigze sie stabo zaréwno do receptoréw opioidowych
jak i NK1. Mimo tego, hybryda 3052 wykazuje dziatanie cytotoksyczne (zaréwno do komorek
nowotworowych jak i prawidtowych) a takze obniza proliferacje komorek nowotworowych.

W przypadku zwigzku 3051 (agonista opioidowy/agonista NK1) obserwuje sie stabe
dziatanie cytotoksyczne (nieselektywne) lub jego brak (zaleznie od dawek i badanych linii
komorkowych). Substancja ta nie wptywa rowniez na zdolnos¢ do tworzenia kolonii.

Peptydowy antagonista receptora NK1 - zwigzek 2080 - wykazuje dziatanie
cytotoksyczne na badane komorki czerniaka a takze na komdrki prawidtowe, cho¢ w mniejszym
stopniu niz na komarki nowotworowe. Omawiana substancja nie wptywa na zdolno$¢ do tworzenia
kolonii.

Znacznie silniejszy cytotoksycznie w omawianych badaniach jest matoczasteczkowy
antagonista NK1 — aprepitant — ktory, zgodnie ze wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi,
wptywat na zywotno$¢ komorek nowotworowych i prawidtowych. Jednak jego dziatanie na
badane w tej pracy linie komorkowe (nowotworowe jak i prawidtowe) byto stabsze niz opisane w
literaturze.

W omawianych badaniach, naturalny ligand receptora NK1 — substancja P — wykazywat
mieszane dziatanie (niewielkie badZz brak wptywu) na komorki nowotworowe i prawidtowe,
zaleznie od dawek i badanych linii komorkowych.

Omowione wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze — ze wzgledu na swoje wiasciwosci
cytotoksyczne i przeciwbdlowe - zwigzki hybrydowe 3020 i 3266 mogg by¢ rozwazane jako
potencjalne substancje wyjsciowe do poszukiwania lekdw przeciwbolowych w leczeniu
nowotwordw. Hybryda 3052 wykazuje wiasciwosci cytotoksyczne, ale jej dalsze badania powinny
skupi¢ sie na wyjasnieniu mechanizmu tego dziatania. Aprepitant, zgodnie z danymi
literaturowymi dziata przeciwnowotworowo, ale - co wydaje sie, nie zostato szerzej opisane -
wptywa takze hamujaco na liczbe i zywotnos¢ komorek prawidtowych. Waznym z punktu
widzenia metodologii projektowania zwigzkdéw hybrydowych jest spostrzezenie, ze tgczenie
elementow strukturalnych, ktore jako pojedyncze czasteczki wykazujg silne powinowactwo do
tego czy innego receptora, nie gwarantuje uzyskania zwigzkéw o silnym powinowactwie do obu

zamierzonych celow molekularnych.



