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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]
., Synteza i badania biologiczne endogennych inhibitorow enkefalinaz i ich analogow
Jjako potencjalnych substancji leczniczych w terapii nieswoistych chorob zapalnych jelit i bolu

trzewnego”

Leczenie farmakologiczne i/lub utrzymanie remisji w nieswoistych chorobach
zapalnych jelit (NChZJ) do ktorych zaliczamy glownie: chorobe Les$niowskiego-Crohna
(ChL-C) i wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG) jest obecnie jednym z najwigkszych
wyzwan w dziedzinie gastroenterologii. Glowne cele w terapii anty-NChZJ obejmuja leczenie
stanu zapalnego oraz ztagodzenie objawdw klinicznych m.in. zaburzenia motoryki jelit oraz
bole trzewne. Jedng z najnowszych strategii proponowanych w farmakoterapii NChZJ jest
celowanie w endogenny uktad opioidowy. Endogenne peptydy opioidowe takie jak enkefaliny
(Met-enkefalina i Leu-enkefalina) uczestnicza w mechanizmach antynocycepcji [1], regulacji
ruchliwosci zotadkowo-jelitowej [2], regulacji ukladu immunologicznego [3, 4], ukiadu
sercowo-naczyniowego [5, 6], odpowiedzi przeciwzapalnej, hormonalnej i behawioralnej [7,
8]. Dzialanie endogennych opioidow w organizmie jest silnie regulowane przez ich
metabolizm, a okres pottrwania enkefalin w ludzkim osoczu wynosi zaledwie kilka minut [9],
co znaczaco utrudnia ich zastosowanie farmakologiczne. Aminopeptydaza N (APN),
neutralna endopeptydaza (NEP), peptydaza dipeptydylowa Il (DPP Ill) oraz konwertaza
angiotensyny (ACE) sa glownymi enzymami rozkladajacymi enkefaliny. Proteazy te sa
szeroko rozpowszechnione w ludzkim organizmie i w sposob istotny sg zaangazowane
w modulacj¢ fizjologiczng i procesy patofizjologiczne w przewodzie pokarmowym [10].
Szczurza sialorfina (GIn-His-Asn-Pro-Arg), ludzka opiorfina (GIn-Arg-Phe-Ser-Arg) oraz
bydleca spinorfina (Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr) sa endogennymi inhibitorami enzymow
rozkladajacych enkefaliny. Badania potwierdzily skuteczno$¢ sialorfiny, opiorfiny
i spinorfiny w blokowaniu aktywnos$ci enkefalinaz zarowno w warunkach in vitro jak i in
vivo. Dowiedziono, ze inhibitory te wykazuja przy tym silne dziatanie przeciwbolowe,

przeciwzapalne, immunologiczne, metaboliczne bezposrednio oraz posrednio poprzez wplyw



na poziom enkefalin [11 — 14]. Posrednia aktywacja receptorow opioidowych przez sialorfing,
opiorfing i spinorfing ma dwie zasadnicze zalety: hamowanie enkefalinaz nie wywotuje
niepozadanych skutkow, ktore towarzysza systemowemu stosowaniu opioidow oraz ogranicza
opioidowe dziatanie w czasie 1 przestrzeni umozliwiaja lepsza kontrole aktywnosci
farmakologicznej. Sledzac doniesienia literaturowe zwiazane z tematyka sialorfiny, opiorfiny
i spinorfiny mozna zauwazy¢, ze od czasu odkrycia i poznania funkcji endogennych
inhibitorow enkefalinaz, prowadzone s3a prace majace na celu zaprojektowanie silnych
1 stabilnych inhibitorow APN i NEP.

W ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej zajmowalam si¢ syntezg Leu/Met-
enkefaliny, endogennych inhibitorow enkefalinaz oraz ich analogéw. Badaniem wplywu
sialorfiny, opiorfiny, sialorfiny i ich analogdw na degradacj¢ enkefalin. Oceng podatno$ci
peptydowych inhibitorow enkefalinaz na degradacj¢ metaboliczng w ludzkim osoczu oraz
enzymatyczng wzgledem NEP. Przeprowadzone zostato réwniez modelowanie molekularne
in silico oddzialywan endogennych inhibitorow enkefalinaz i ich analogéw z APN i NEP.
Scharakteryzowano dziatanie przeciwzapalne endogennych inhibitorow enkefalinaz i ich
analogdw oraz przeprowadzono badania dziatania przeciwbdlowego enkefalin oraz sialorfiny,
opiorfiny i spinorfiny w mysim modelu bélu trzewnego.

W pierwszej czesci pracy zsyntetyzowatam Leu-/Met-enkefaling, peptydowe inhibitory
enkefalinaz: sialorfing, opiorfing 1 spinorfing oraz zaprojektowatam 1 syntezowalam 74
analogi inhibitoréw enkefalinaz. Syntez¢ peptydow wykonaltam na no$niku stalym
z wykorzystaniem strategii Fmoc/tBu na zywicy chloro-(2-chloro)tritylowej i amidowej. Po
zakonczeniu syntezy i zdjeciu z nosnika, peptydy byly oczyszczone technika RP-HPLC
i zidentyfikowane za pomocg MALDI-TOF MS oraz RP-HPLC. Otrzymane peptydy
(czystos¢ powyzej 95% wg RP-HPLC) przebadatam pod katem ich wptywu na degradacje
enkefalin wzglgdem NEP i APN przy uzyciu RP-HPLC w warunkach in vitro. Nastgpnie
sialorfing, opiorfinge 1 spinorfing oraz wybrane ich analogi (pig¢ peptydow)
scharakteryzowatam pod katem stabilno$ci metabolicznej w ludzkim osoczu. Dla sialorfiny
I je] syntetycznego analogu (Palm-Lys-Lys-GIn-His-Asn-Pro-Arg), ktory byt silniejszym
inhibitorem NEP niz zwigzek wyjSciowy i wykazywat silne dziatanie przeciwzapalne
w mysim modelu ChL-C (model ostry) wykonatam dodatkowo w warunkach in vitro przy
uzyciu techniki RP-HPLC charakterystyke podatnosci na degradacje enzymatyczng wzgledem
NEP.

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono modelowanie molekularne in silico

oddziatywan endogennych inhibitoréw enkefalinaz i ich analogéw z APN i NEP przy



wspolpracy z dr Arturem Gietdoniem z Pracowni Symulacji Polimerow Katedry Chemii
Teoretycznej Wydzialu Chemii  Uniwersytetu Gdanskiego. Wykonane symulacje
komputerowe umozliwity wyjasnienie przyczyny wzrostu i/lub obnizenia aktywnosci
badanych peptydow wzgledem APN i NEP.

Dla sialorfiny, opiorfiny i spinorfiny oraz ich czterech analogdw o najlepszym profilu
farmakologicznym spo$rod otrzymanych zwigzkow przeprowadzono badania w modelach
zwierzecych NChZJ. Badania in vivo zostaly wykonane w ramach wspotpracy z prof. dr. hab.
n. med. Jakubem Fichng i dr n. med. Maciejem Sataga z Zakladu Biochemii
Miedzywydziatlowej Katedry Chemii i Biochemii Medycznej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi.

Sialorfina w mysim modelu ChL-C (model ostry, polprzewleklty, przewlekty)
wykazala dziatanie przeciwzapalne. W modelu ostrym dzialanie sialorfiny byto silniejsze od
,klasycznego” leku stosowanego w NCHZJ (5-ASA) i bylo blokowane przez antagonistow
receptoréw MOR 1 KOR. Przeprowadzone badania nie wykazaty dzialania przeciwzapalnego
sialorfiny w mysim modelu WZJG. Sposréd badanych in vivo analogéw endogennych
inhibitorow enkefalinaz w mysim ostrym modelu ChL-C silne dziatanie przeciwzapalne
wykazywal peptyd Palm-Lys-Lys-GIn-His-Asn-Pro-Arg. Natomiast podanie analogu
opiorfiny Palm-Lys-Lys-GIn-Arg-Phe-Ser-Arg nie wptywato na stan zapalny.

Dodatkowo w celu podkreslenia istotnosci badan oraz translacji wynikow badan
przedklinicznych na warunki kliniczne dokonano oceny poziomu ekspresji APN i NEP
u pacjentow z NChZJ. Poziom mRNA dla APN wzrasta w jelicie grubym u pacjentow
z ChL-C i WZJG, a dla NEP pozostaje niezmienny lub ma tendencj¢ do obnizania si¢
odpowiednio w ChL-C i WZJG. Poziom biatka w tej samej tkance nie wykazat réznic dla
APN, natomiast w przypadku NEP ulegat wyzszej ekspresji u pacjentow z ChL-C. Roznic
w ekspresji APN i NEP w surowicy nie zaobserwowano.

W badaniach w modelu zwierzgcym bolu trzewnego jedynie enkefaliny i1 sialorfina
wykazywaty dziatanie przeciwbdlowe.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazuja, ze modulacja poziomu enkefalin poprzez
hamowanie aktywnosci enzymow zaangazowanych w ich degradacj¢ moze by¢ atrakcyjna
alternatywa dla obecnie stosowanych lekéw przeciwzapalnych. Sialorfina i jej analog Palm-
Lys-Lys-GIn-His-Asn-Pro-Arg tagodza objawy chordb czynnosciowych i zapalnych
przewodu pokarmowego i1 stanowig solidng podstawe do dalszych badan nad enkefalinazami

jako potencjalnym celem terapeutycznym w terapii NChZJ.
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