POLSKA AKADEMIA NAUK

Instytut Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej

im. Mirostawa Mossakowskiego

&

Analiza efektu przeciwbolowego
nowych analogow neuropeptydow w

mysim modelu bélu nowotworowego

Anna Lesniak

Rozprawa doktorska

wykonana w Zaktadzie Neuropeptydow

Promotor: prof. dr hab. n. med Andrzej W. Lipkowski



Warszawa, 2013

STRESZCZENIE

Przewlekly bol towarzyszacy chorobie nowotworowej stanowi powazny problem

medyczny wplywajacy w znaczacy sposOb na obnizenie jakosci zycia pacjenta oraz
na jego wykluczenie spoteczne i zawodowe. Dlatego tez leczenie
przeciwnowotworowe nie moze obejS¢ sie bez réwnolegtej kontroli objawdw
bolowych doswiadczanych przez chorego. Jednakze pomimo szeregu zalecen
Swiatowej Organizagcji Zdrowia (WHO)
w kwestii farmakoterapii bélu w chorobie nowotworowej, adekwatna jego kontrola
pozostaje wcigz problemem. Sklada sie na to wiele czynnikéw jak ztozona etiologia
bolu pociagajaca za soba trudnosci w jego zaklasyfikowaniu i dobraniu leczenia, brak
dostatecznej wiedzy na temat dostepnych terapii, ograniczony zasob dostepnych
analgetykow oraz zwigzane z terapig dziatania niepozadane. Opioidy stanowig
bardzo istotng grupe zwigzkéw stosowanych w usmierzaniu zaréwno boélu o
umiarkowanym jak i silnym natezeniu. Przewlekie podawanie np. morfiny —
prototypowego leku w terapii umiarkowanego badz silnego bélu wigze sie niestety z
wystapieniem szeregu dzialah niepozadanych takich jak: tolerancja, depresja
oddechowa, nudnosci oraz sedacja wynikajacych z przenikania opioidéw przez BBB
do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Przewlekte stosowanie morfiny wigze sie
takze z ryzykiem stymulacji procesu tumorogenezy. Biorgc pod uwage ryzyko
wynikajace z przewleklej terapii przeciwbdlowej opioidami konieczne jest
wzbogacenie wachlarza dostepnych analgetykow o zwigzki charakteryzujace sie nie
tylko silnym dziataniem analgetycznym ale takze nizszag zdolnoScig do wywotywania
dziatan niepozgdanych oraz brakiem dziatania stymulujgcego rozwéj nowotworu.

Spehienie powyzszych wymagan zaktada uzycie stabilnych, dimerycznych

pochodnych enkefalin o ograniczonym przenikaniu BBB, oddziatywujgcych z



obwodowymi i osrodkowymi receptorami opioidowymi. Jednym z gtownych celow
pracy byta analiza dziatania przeciwbolowego trzech pochodnych enkefalin - bifaliny
oraz dwodch jej analogéw: peptydu 5320 oraz 5311 w mysim modelu bdlu
nowotworowego wywotanego poprzez podskdérng implantacje komoérek czerniaka linii
B16F0 w podeszwe tylnej stopy myszy szczepu C57BL6. Badania skupity sie na
zbadaniu wplywu zmian strukturalnych w czgsteczce bifaliny na parametry
powinowactwa, efektywnosSci oraz potencjalu  zwigzkbw w  badaniach
radioizotopowych; okresleniu zaangazowania receptoréw opioidowych osrodkowych i
obwodowych w sumarycznym efekcie analgetycznym wywotywanym przez bifaline
oraz peptydy 5320 i 5311 in vivo; zbadaniu pojawienia sie tolerancji opioidowej po
przewlektym podawaniu badanych zwigzkéw oraz zbadaniu ich wiasciwosci
przeciwnowotworowych in vitro.

Wyboér pochodnych enkefalin umotywowany byt doniesieniami, iz endogenne
enkefaliny posiadajg imponujgce dziatanie przeciwbolowe. Ich skuteczno$¢
analgetyczna oraz wilasciwosci hamowania proliferacji komoérek nowotworowych,
przerzutowania  oraz  stymuluji  naturalnych  mechanizméw  odpowiedzi
przeciwnowotworowej (np. stymulacja komoérek NK) stanowig dodatkowy atut.
Stabilnos¢ w surowicy zapewnia mozliwos¢ podawania peptydéw droga dozylna,
gdyz lokalne podanie potencjalnego leku pacjentowi nie zawsze jest mozliwe ze
wzgledu na lokalizacje nowotworu. Brak selektywnosci w stosunku do jednego typu
receptora oraz budowa dimeryczna badanych peptydow opioidowych sprzyja
natomiast prowokowaniu synergistycznej odpowiedzi analgetycznej. Przez dtugi czas
sadzono, iz klinicznie istotny efekt przeciwbdllowy jest wynikiem wigzania sie
zwigzkéw opioidowych z receptorami zlokalizowanymi w OUN. Jednakze w sytuacji
wystgpienia stanu patologicznego w tkance wskutek np. zapalenia, neuropatii
obwodowej czy tez obecnosci nowotworu lokalne podanie opioidow efektywnie znosi
objawy hiperalgezji czy allodynii. Zjawisko to zwane analgezjg obwodowg jest
wynikiem aktywacji receptoréw opioidowych na zakonczeniach obwodowych nerwow
czuciowych
i stanowi wazny aspekt w projektowaniu nowych zwigzkéw przeciwbélowych do
terapii bélu nowotworowego. Taki mechanizm dziatania pozwala na znoszenie
objawow bélowych w miejscu rozwoju howotworu oraz ogranicza wystgpienie dziatan
niepozadanych ze strony OUN. Projektowanie analgetykbw o ograniczonym

przenikaniu BBB pozwala na osiggniecie takiego stezenia zwigzku w tkankach



obwodowych, ktore pozwala na efektywng stymulacje obwodowych receptorow
opioidowych w warunkach procesu nowotworzenia.

Kompetycyjne badania z uzyciem znakowanych trytem specyficznych agonistow
receptora p - [H]JDAMGO oraz & - [H¥|Deltorfiny Il wykazaly, iz modyfikacje
strukturalne bifaliny miaty niewielki wptyw na obnizenie powinowactwa do receptoréw
opioidowych analogéw 5320 oraz 5311. Obnizenie powinowactwa do receptorow i
d wynikaly prawdopodobnie z podstawienia wiekszego aminokwasu [D-Thr? w
miejsce [D-Ala’] sekwencji peptydowej 5320 a nizsze powinowactwo 5311 do
receptora i spowodowane bylo zastgpieniem mostka hydrazydowego tgczniem
karbonylodihydrazydowym. Modyfikacje strukturalne analogow bifaliny nie miaty
wptywu na efektywnos¢ z jaka stymulowaly one wewnagtrzkomorkowe szlaki
sygnatowe zalezne od biatka G w analizie [**S]GTPyS. Efektywno$¢ 5320 i 5311 byta
porownywalna z bifaling a silniejsza od specyficznego petnego agonisty - DAMGO
oraz znacznie wyzsza od czesciowego agonisty - morfiny.

W badaniach farmakologicznych przeprowadzonych na zastosowanym modelu
bélu nowotworowego analogi bifaliny wykazaty odmienny od zwigzku macierzystego
profil farmakologiczny. Peptyd 5320 z racji obecnosci w swoim fancuchu hydrofilnego
aminokwasu [D-Thr?] charakteryzowat sie opdznionym pojawieniem sie analgezji
rdzeniowej oraz nadrdzeniowej w poréwnaniu do bifaliny. Dzieki bardziej hydrofilnym
wiasciwosciom peptyd 5320 utrzymywat swoje dziatanie przeciwbodlowe przez okres
60min. na poziomie nadrdzeniowym oraz przez 120min. na poziomie rdzenia
kregowego. Natomiast rdzeniowy efekt przeciwbolowy bifaliny utrzymywat sie o
godzine krécej a nadrdzeniowy — o pdl godziny krécej. Peptyd 5311 wykazywat
podobny do bifaliny profil analgetyczny w czasie, jednak odznaczat sie znacznie
nizszym potencjalem analgetycznym i w celu uzyskania maksymalnego,
poréwnywalnego do bifaliny efektu, analog 5311 musiat zosta¢ podany w dwa razy
wyzszej dawce. Zjawisko to moze by¢ zwigzane ze zwiekszong degradacja peptydu,
wskutek modyfikacji mostka hydrazydowego, bedacego elementem zapewniajgcym
odpornos¢ na degradacje enzymatyczna.

Doswiadczenia farmakologiczne potwierdzity rowniez zréznicowany udziat
osrodkowych oraz obwodowych receptoréw opioidowych w odpowiedzi
przeciwbolowej uzyskanej po dozylnym podaniu badanych peptydéw opioidowych
oraz morfiny. Morfina w znacznie wyzszym stopniu niz bifalina i jej analogi

wywotywata odpowiedZz analgetyczng poprzez wigzanie sie z receptorami



opioidowymi zlokalizowanymi w mozgu i rdzeniu kregowym. Natomiast bifalina w
wiekszym stopniu niz morfina czy analog 5311 manifestowata swoje dziatanie
analgetyczne poprzez obwodowe receptory opioidowe, gdyz wczesniejsze podanie
niespecyficznego, nieprzenikajacego przez BBB antagonisty - metylojodku naloksonu
doprowadzito do znacznego obnizenia sie odpowiedzi przeciwbolowej po jej podaniu.
Wieksze zaangazowanie analgezji obwodowej w obserwowanym efekcie
analgetycznym
w przypadku bifaliny wynika z odmiennych od morfiny mozliwosci przenikania BBB.
Bifalina oraz (prawdopodobnie réwniez jej analog 5320) charakteryzujgca sie
nizszym od morfiny przenikaniem BBB i wymaga przy podaniu systemowym
znacznie wyzszej dawki niz przy podaniu intratekalnym aby uzyska¢ poréwnywalng
do morfiny odpowiedz analgetyczng w OUN. W konsekwencji stezenie bifaliny w
tkankach obwodowych jest dostatecznie wysokie aby wywota¢ znacznie silniejszy
obwodowy efekt analgetyczny. Po podaniu ostrym bifalina oraz peptyd 5320
sprowokowaty wystgpienie dziatan niepozadanych takich jak pobudzenie
psychoruchowe u 20% zwierzat podczas, gdy morfina spowodowata wystgpienie
sedacji u wiekszosci zwierzat. Przy przewleklym traktowaniu myszy 20umol/kg
bifaliny i peptydu 5320 zaobserwowano takze mniejszy rozwdj tolerancji osrodkowe;j
niz w przypadku morfiny. Dodatkowo analog 5320 w stezeniu 100uM wykazat
aktywnosc¢ przeciwnowotworows in vitro, ograniczajac licze zywych oraz zwiekszajgc
liczbe martwych komorek nowotworowych ludzkiego czerniaka linit MEW 155.
Podsumowujgc, wyniki niniejszej pracy potwierdzaja potencjalne korzysci
terapeutyczne bifaliny oraz jej analogu — 5320 w bélu nowotworowym. Wskazujg na
stusznos¢ idei projektowania nowych dimerycznych analgetykOw o ograniczonym
przechodzeniu BBB, zwiekszajgcych udziat analgezji obwodowej w sumarycznym

efekcie analgetycznym.
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