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C) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

WPROWADZENIE

Polipeptydy odgrywaja niezmiernie istotng role w funkcjonowaniu organizmow
zywych. Sa hormonami i regulatorami, modulujg wydzielanie innych hormonéw, wptywaja
roOwniez na nasze zachowanie 1 samopoczucie, procesy uczenia si¢ i odczuwania bolu. Wsréd
wielu znanych biologicznie aktywnych peptydow do$¢ liczng grupe stanowig neuropeptydy.
Do grupy neuropeptydow zalicza si¢ powstajace w komodrkach nerwowych polipeptydy
pehniace funkcje sygnatowe dla innych komorek. W 1983 roku do tej grupy zwiazkow dotaczyt
wyizolowany z tkanek przewodu pokarmowego $wini nowy biologicznie czynny peptyd,
ktoremu nadano nazwe galanina, od nazwy N-koncowego aminokwasu — glicyny oraz

C-koncowego aminokwasu — alaniny [1].

Struktura galaniny

Galanina (Gal) jest 29-peptydem z grupa amidowa na C-koncu. Wszystkie, opisane
dotychczas odmiany gatunkowe galaniny, z wyjatkiem pstraga, posiadaja identyczny
N-koncowy fragment 1-15 (tab. 1). Natomiast galanina cztowicka zbudowana jest z 30 reszt

aminokwasowych i nie zawiera grupy amidowej na C-koncu [2]

Tabelal. Struktura pierwszorz¢dowa znanych galanin niektorych kregowcow [3]

Gatunek Sekwencja aminokwasowa
Czlowiek GWTLNSAGYLLGPHA VGNHRSFSDKNGLTS-COOH

Swinia GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFHDKYGLA-NH;
Pies GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFHEKPGLT-NH:
Kot GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFQEKPGLT-NH;
Owca GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFHDKHGLA-NH;
Krowa GWTLNSAGYLLGPHA LDSHRSFQDKHGLA-NH;
Szczur GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFSDKHGLT-NH;
Mysz GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFSDKHGLT-NH;

Kurczak GWTLNSAGYLLGPHA VDNHRSFNDKHGFT-NH>
Aligator GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFNEKHGIA-NH;
Zaba GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFNDKHGLA-NH;
Pstrag GWTLNSAGYLLGPHG IDGHRTLSDKHGLA-NH>

Gal jest peptydem szeroko rozpowszechnionym zar6wno w osrodkowym i obwodowym
uktadzie nerwowym, jak rowniez w wielu tkankach obwodowych [1-14]. Galanina wystgpuje
w mozgu oraz rdzeniu kregowym, w ukladzie oddechowym, pokarmowym, moczowo-
plciowym oraz w takich narzadach jak: przysadka mozgowa, trzustka, pecherz moczowy. Gal
wykryto w autonomicznych zwojach nerwowych unerwiajacych serce, nerki, watrobg,

sledzione oraz migsnie gladkie szyjki macicy.



Receptory galaniny

Szereg efektow biologicznych galaniny wynika z pobudzenia przez galaning swoistych
receptorow (GalR), ktore nalezg do klasy receptoréw btonowych sprzezonych z biatkami typu
G (GPCR). Dotychczas sklasyfikowano trzy typy receptoréw galaninowych: GalR1, GalR2 oraz
GalRs, ktorych aktywno$¢ pokrywa si¢ z miejscami wystepowania Gal [4-8, 14-17].

Receptor Gal typu 1 (GalR1) zlokalizowany jest gtownie w mozgu, rdzeniu krggowym
oraz przewodzie pokarmowym (trzustka, jelita). GalR1 szczura wykazuje 92% homologi¢
sekwencyjng z receptorem ludzkim, co znajduje odzwierciedlenie w niemal identycznych
wlasciwos$ciach farmakologicznych. Pobudzenie receptora GalR1, sprz¢zonego z biatkiem typu
Giro, redukuje stezenie cAMP (cykliczny adenozyno-5’-monofosforan) poprzez zahamowanie
aktywno$ci cyklazy adenylowej, otwiera kanaty K* o wlasciwo$ciach prostowniczych oraz
stymuluje aktywno$¢ kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami (MAPK) w sposdb wrazliwy
na dziatanie toksyny krztu$cowej. GalRi wykazuje niskie powinowactwo do fragmentu
Gal(2-29) oraz analogu [D-Trp?]Gal(1-29). Lokalizacja oraz charakterystyka farmakologiczna
GalR:1 sugeruje, ze moze on bra¢ udzial w regulacji taknienia, odczuwania bolu, funkcji
poznawczych (uczenie si¢ i zapamigtywanie), motoryki przewodu pokarmowego, wydzielania
insuliny oraz soku zotadkowego. Wykazano, ze moze bra¢ rowniez udzial w rozwoju depresji
1 zaburzen nastroju, epilepsji, choroby Alzheimera oraz niektorych choréb nowotworowych.

Natomiast, receptor Gal typu 2 (GalR2) zlokalizowano w podwzgoérzu, hipokampie,
przysadce, plucach, sercu, nerkach, watrobie, $ledzionie, zotadku i jelicie cienkim. LudzKi
receptor GalR2 wykazuje 85% homologie sekwencyjng z receptorem szczura. W zalezno$ci od
miejsca wystgpowania, GalR2 moze by¢ sprzezony zarowno z biatkami typu Gg1 jak i Gi. W
zwiagzku z tym, pobudzenie receptora GalR2 moze wywota¢ szereg przeciwstawnych dziatan,
np. stymulowa¢ i hamowa¢ egzocytoze, zmniejszac¢ produkcje CAMP, stymulowac aktywnosc¢
fosfolipazy C, uwalnia¢ jony wapnia z wewnatrzkomorkowych magazynéw, a takze
aktywowaé kanaty ClI- zalezne od jonoéw Ca?* oraz stymulowaé aktywno$¢ kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenami (MAP). W przeciwienstwie do GalRi, GalR> wykazuje wysokie
powinowactwo do fragmentu Gal(2-29), a takze analogu [D-Trp?]Gal(1-29). Lokalizacja oraz
charakterystyka farmakologiczna GalR: sugeruje, ze moze on odgrywaé role w regeneracji
nerwow, kontroli laktacji, uwalniania hormonu wzrostu, laknienia, funkcji poznawczych
(uczenia si¢ i zapamigtywania), odczuwania bolu oraz zachowania seksualnego. Wykazano
réwniez, ze moze bra¢ udzial w rozwoju depresji i zaburzen nastroju, epilepsji oraz niektorych

choréb nowotworowych.



Ostatni w tej grupie receptorow — receptor GalR3 zostat zlokalizowany glownie w
podwzgorzu, przysadce, rdzeniu krggowym, korze mozgowej, sercu, ptucach, §ledzionie,
watrobie, jelicie cienkim, nerkach, jadrach, pecherzu moczowym oraz nadnerczach. Ludzki
receptor GalR3 wykazuje 90% homologi¢ sekwencyjng z receptorem szczura. Pobudzenie
receptora GalRs sprzezonego z bialkiem Gi, prowadzi do otwarcia kanatow K* o
wlasciwos$ciach prostowniczych oraz zahamowania aktywnosci cyklazy adenylowej. Wykazuje
on wysokie powinowactwo do fragmentu Gal(2-29) oraz brak powinowactwa do analogu
[D-Trp?]Gal(1-29). Lokalizacja receptora GalR3 oraz charakterystyka farmakologiczna GalRs
sugeruja, ze odgrywa on role w procesach kontroli zaburzen emocjonalnych, taknienia,
odczuwania bolu, wydzielania hormonéw przysadki oraz metabolizmu glukozy. Wykazano
réwniez jego wptyw na proces spozywania alkoholu (w uzaleznieniach od alkoholu).

Mimo odmiennych w wielu przypadkach mechanizmow dziatania galaniny wszystkie
one przebiegaja za posrednictwem w/w wymienionych receptorow sprzezonych z biatkami G,
ktore stanowig element taczacy receptor z wtornymi przekaznikami, jak np. jonami wapnia,
CAMP, diacyloglicerolem (DAG) lub 1,4,5-trifosforanem inozytolu (IP3) [5, 4, 8, 9, 12, 17, 18].
Wtérne przekazniki uwalniane do cytoplazmy, stymulujg lub hamuja egzocytoze oraz reguluja

aktywnos¢ kinaz biatkowych (rys. 1).
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Rysunek 1. Mechanizmy transdukcji sygnatowej w 3 podtypach receptorow Gal (GalR:, GalR», GalR3) [4]; AC

— cyklaza adenylowa, cCAMP — cykliczny adenozyno-5’-monofosforan, DAG — diacyloglicerol, G — biatko G, IP3
— 1,45-trifosforan inozytolu, MAPK — kinaza biatkowa aktywowana mitogenami, PDK-1 — zalezna od
fosfatydyloinozytolu kinaza biatkowa, PIP2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan, PIP3 — fosfatydyloinozytolo-
3,4,5-trifosforan, PKB — kinaza biatkowa B, PKC — kinaza biatkowa C, PLC — fosfolipaza C



Funkcje biologiczne galaniny

Obecnos¢ galaniny oraz jej receptoréw niemal we wszystkich organach i tkankach
zarowno ludzi jak i zwierzat ma Scisty zwigzek z szerokim zakresem aktywnosci biologicznej
galaniny (tab. 2) [4, 5, 7, 8, 10-15]. Wptywa ona bowiem na wydzielanie oraz postsynaptyczne
dziatanie wielu klasycznych neuroprzekaznikow, takich jak: acetylocholina (Ach),
noradrenalina (NE), serotonina (5-HT) oraz dopamina (DA). Ponadto, wspotwystepuje z
innymi neuropeptydami modulujgc ich aktywno$¢: neuropeptydem Y (NPY), substancjg P
(SP), wazopresyng (ADH), naczyniowoaktywnym peptydem jelitowym (VIP) [4, 7, 12].

Tabela 2. Niektore aktywnosci biologiczne Gal sugerowane w badaniach in vivo i/lub in vitro z wykorzystaniem

galaniny lub jej analogow [4]

Miejsce dzialania Aktywnos¢ biologiczna

Przegroda, hipokamp = Hamowanie procesu uczenia si¢ oraz zapamig¢tywania (podczas rozwoju choroby
Alzheimera wzrasta ekspresja receptoréw Gal w mozgu)

Ciato migdalowate » Dziatanie przeciwlekowe (u szczuré6w)

Podwzgorze = Pobudzenie procesu taknienia pokarmow (gtéwnie GalR1)
» Hamujacy wplyw na zachowania seksualne samcow
= Regulowanie wydzielania wazopresyny oraz oksytocyny (GalRz)
* Modulowanie stanu pobudzenia, wplyw na sen

Podwzgorze, rdzen = Modulowanie aktywnosci o$rodkowego uktadu sercowo-naczyniowego, w
przedtuzony polaczeniu z angiotensyna 11
Hipokamp = Wplyw na wzrost neurytow, zywotnos¢ neurondow,

= Dziatanie przeciwdrgawkowe (u szczurow i myszy)

Rdzen kregowy » Wptyw analgetyczny (znoszacy bol) przy ostrej formie bolu (GalRy)
= Efekt przeczulicy bolowej przy przewlektej formie bolu (GalRy)
= Wplyw na wzrost neurytow oraz regeneracj¢ nerwow

Mobzg » Wzrost spozycia etanolu (poprzez oddziatywanie z GalR3)
Uktad pokarmowy = Hamowanie wydzielania insuliny, glukagonu, somatostatyny, amylazy oraz sekrecji
zotadkowej

= Regulowanie aktywnos$ci motorycznej mieéni gladkich (zalezna od gatunku)
= Zmniejszenie ryzyka powstawania wrzodow zotadka i stanow zapalnych jelit

Nerwy obwodowe » Stymulacja regeneracji uszkodzonych nerwow

Tkanki nowotworowe = Wplyw na proliferacje komoérek (nowotwor drobnokomoérkowy phuc, trzustki i

przysadki)

= Hamowanie rozwoju nowotworow okreznicy i trzustki (u szczurow)

* Hamowanie wzrostu (komorki nerwiaka niedojrzatego i komorki nowotworu
ptaskonablonkowego)

= Zmniejszenie wielko$ci guza nowotworowego poprzez zastosowanie z oktreotydem i
serotoning w nowotworach okre¢znicy, zotadka i trzustki

» Zmniejszanie doplywu krwi do guzéw nowotworowych

Mikrokazenie skorne = Hamowanie tworzenia si¢ obrzgkow zapalnych
= Zwezenie naczyn krwionosnych

Naskorek skory = Aktywno$¢ przeciwgrzybicza




Gal wptywa na procesy taknienia pokarmow 1 przyrost masy ciata. Wykazano, ze Gal
pobudza apetyt u szczurow, powodujac nadmierne spozycie thuszczy, zmniejsza zuzytkowanie
energii i sprzyja rozwojowi otytosci [3, 7, 8, 12, 14, 17, 20-22]. Natomiast poprzez pobudzenie
receptora GalRz wptywa na wzrost spozycia alkoholu.

Udziat Gal w regulacji stanéw lekowych jest jedna z jej wazniejszych funkcji. Badania
wykazaly, ze iniekcja Gal do osrodkowego uktadu nerwowego moze wywotywac dziatanie
przeciwlegkowe, prawdopodobnie spowodowane obnizeniem poziomu noradrenaliny i
glutaminianu w ciele migdatlowatym i hipokampie [4, 14, 17].

Gal podawana do czesci grzbietowej hipokampa zwicksza uwalnianie acetylocholiny i
pobudza procesy zapamigtywania, poprzez wigzanie si¢ z GalR», natomiast podawana do czgséci
brzusznej hipokampa, hamuje sekrecje acetylocholiny i uposledza te mechanizmy, poprzez
oddziatywanie na GalR: [4, 8, 24-26]. Wplyw Gal na powyzsze procesy wynika z modulacji
transmisji cholinergicznej oraz noradrenergicznej, glutaminergicznej i serotoninergicznej.

Hamujacy wplyw Gal na wydzielanie acetylocholiny potaczony ze wzmozonym
przesytaniem impulséw we widknach galaninergicznych w przodomézgowiu sugeruje zwigzek
Gal z zaburzeniami funkcjonowania wiokien cholinergicznych, a wiec udziat w patofizjologii
choroby Alzheimera [4, 8, 14, 27, 28].

Gal uczestniczy rowniez w powstawaniu depresji [4, 8, 14, 29-31]. W neuronach
miejsca sinawego Gal wspotwystepuje z noradrenaling. Gal blokuje aktywnos$¢ neuronow
dopaminergicznych, produkujacych noradrenaling.

Ponadto Gal hamuje odruchy mig$niowe wywotane bodZcami nocyceptywnymi, co
sugeruje zwigzek Gal z dziataniem przeciwbolowym [4, 8, 14, 17, 32, 33]. U malp, uszkodzenie
nerwow obwodowych powoduje wzrost poziomu Gal. Okazato si¢, ze Gal blokuje odruchy
migs$ni spowodowane uszkodzeniem nerwow. U szczurdéw natomiast Gal wzmaga i wydtuza
przeciwbolowe dziatanie morfiny.

W badaniach wptywu Gal na funkcje ukladu krwiono$nego uspionych kotow
stwierdzono oslabienie akcji serca oraz spadek ogolnoustrojowego ci$nienia krwi, zas u ryb,
ptazow, ssakoéw oraz cztowieka zaobserwowano efekt przeciwny [4, 7, 17, 34, 35]. Sugeruje
sig, ze efekt ten moze by¢ wynikiem pobudzenia przez Gal receptora GalR: i redukcje
wydzielania acetylocholiny z nerwdw cholinergicznych przedsionka.

Gal pobudza uwalnianie hormonéw do krwi z cze$ci gruczotowej przysadki tj. hormonu
wzrostu, hormonu adrenokortykotropowego, hormonéw gonadotropowych (lutropiny,

folikulotropiny) oraz prolaktyn [7, 8, 12, 36, 37].



Wykazano rowniez role Gal w stanach zapalnych skory oraz epilepsji [4, 5, 14, 38-41].
Galanina i jej agony poprzez pobudzenie receptora GalR: oraz GalR2> moga wywieraé¢ dziatanie
przeciwdrgawkowe, co moze by¢ szczegdlnie uzyteczne w leczeniu epileps;ji.

Gal jest rowniez zaangazowana w procesy neuroregeneracyjne uszkodzonych nerwow
oraz dziatanie neuroprotekcyjne, w ktorych udziat moga mie¢ receptory GalR: [4, 14, 17, 42-
44].

Obecnos¢ Gal i jej receptoréw (GalRi i GalR2) wykazano w niektérych guzach
nowotworowych, w zwigzku z tym moze mie¢ wptyw na proliferacj¢ komorek nowotworowych
(ptuc, trzustki, okreznicy, zotadka, przysadki, mozgu, sutka, guzéw neuroblastycznych,
czerniaka), powodujac zarowno wzrost jak i zmniejszenie wielkosci guzow nowotworowych
[4,5, 14, 17, 45, 46].

Galanina wptywa na funkcje motoryczne tkanek migsniowych przewodu pokarmowego
[1, 4, 7-13, 47-56]. Zaleznie od gatunku zwierzgcia i rodzaju tkanki, Gal pobudza lub hamuje
skurcze migsni gladkich. Procesy te moga przebiega¢ w dwojaki sposob. W pierwszym
przypadku Gal wywiera bezposredni wptyw na migsniowke gladka, co wywoluje zalezne od
stezenia Gal skurcze migsni gladkich (np. okreznica myszy, zotadek, jelito czcze, jelito krete i
okrgznica szczura, jelito krete $winki morskiej, krolika 1 §wini, jelito czcze 1 okre¢znica
cztlowieka). Ten rodzaj aktywnosci Gal zwigzany jest z jej wplywem na wydzielanie
pozakomérkowych jonow Ca?* oraz aktywacja uktadu fosfolipazy C. W drugim przypadku Gal
dziata jako neuromodulator, wptywajac np. na aktywno$¢ neurondéw cholinergicznych i
hamujac uwalnianie acetylocholiny (ACh) z zakonczen neuronalnych (np. jelito krete §winki
morskiej, odzwiernik i jelito krgte psa). Okazalo sig, iz dziatanie Gal redukowane jest przez
atroping (antagona ACh), ktéra hamuje kurczliwo$¢ mies$ni gladkich. Sugeruje sie, ze
bezposredni efekt kurczacy migénie gladkie jest efektem pobudzenia receptora GalRz, ktorego
wysoki poziom ekspresji stwierdzono w zotadku, oraz GalR1, ktorego wysoki poziom ekspresji
wykazano w okreznicy. Poziom ekspresji receptora GalR3 jest relatywnie niski i ogranicza si¢
gtéwnie do jelita grubego.

Gal jako lokalny wewnatrzkomorkowy regulator wydzielania insuliny dziata
bezposrednio na trzustkowe komorki 3, odpowiedzialne za produkcj¢ tego hormonu [4, 8, 57-
62]. Obniza ona podstawowy poziom insuliny we krwi oraz wptywa hamujaco na wydzielanie
insuliny stymulowane glukozg. Stwierdzono ponadto inhibitorowy wplyw Gal na wydzielanie
innych hormonéw trzustkowych: somatostatyny, polipeptydu trzustkowego i glukagonu.
Badania in vivo oraz in vitro wykazaly wpltyw Gal na wydzielanie insuliny u myszy, szczurow,
psow, krolikow, $win, pawianow i ludzi. Hamujacy wptyw Gal na wydzielanie insuliny z wysp
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trzustkowych najprawdopodobniej wywolywany jest blokowaniem uktadu cyklazy adenylowej
oraz aktywacjg zaleznych od ATP kanatow K*, co wywotuje hiperpolaryzacj¢ blony
komorkowej i posrednie dziatanie na zalezne od potencjatu kanaty Ca®*. Sugeruje sie, ze efekt
ten moze by¢ wynikiem pobudzenia przez Gal receptora GalR1, ktérego poziom ekspres;ji jest

w trzustce najwyzszy. Badania wskazuja rowniez na wptyw galaniny na egzocytoze insuliny.

Projektowanie analogow galaniny

Szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej Gal moze mie¢ zwigzek z r6znymi stanami
chorobowymi oraz zaburzeniami, takimi jak: choroba Alzheimera, choroby nowotworowe,
cukrzyca, otylos¢, epilepsja, depresja, zaburzenia nastroju oraz procesOw uczenia si¢ i
zapamigtywania, uzaleznienie od spozycia alkoholu oraz stany zapalne [4-6, 8, 14, 17].
Mozliwoé¢ zastosowania Gal oraz jej analogow (szczegélnie tych o charakterze
antagonistycznym) w terapii oraz diagnostyce medycznej czynig galaning obiektem

intensywnych badan wielu laboratoriow (tab. 3).

Tabela 3. Potencjalne mozliwo$ci wykorzystania Gal i jej analogéw w terapii r6znych chorob i zaburzen [6, 14]

Agon Antagon
GalR: = tlumienie bolu = dziatanie przeciwdepresyjne
= dziatanie przeciwdrgawkowe = poprawa procesOw uczenia si¢ i zapamigtywania
= dziatanie przeciwlgkowe = regulacja taknienia (wspomaganie leczenia
= wspomaganie terapii nowotworowych cukrzycy i otyltosci)

= hamowanie rozwoju choroby Alzheimera
GalR2 = tlumienie bolu
= dzialanie przeciwdrgawkowe
= dzialanie przeciwlgkowe
®» dziatanie przeciwdepresyjne
= dziatanie neuroprotekcyjne/neuro-
regeneracyjne (np. w chorobie Alzheimera)
= wspomaganie terapii nowotworowych
GalRs dziatanie przeciwdepresyjne
dziatanie przeciwlgkowe
hamowanie spozycia alkoholu w uzaleznieniach
zmniejszenie nasilenia ostrego zapalenia trzustki

Projektowanie nowych zwiazkow, ktore mozna byloby wykorzystaé w terapii lub
diagnostyce medycznej chorob i zaburzen wywotanych aktywnos$cig galaniny wydaje si¢
szczegblnie wazne z klinicznego punktu widzenia. Jednakze projektowania tego typu zwiazkow

napotyka szereg trudnos$ci zwigzanych m.in. z:

= wielokierunkowa aktywnoscia biologiczna galaniny — w zaleznos$ci od miejsca dziatania
(rodzaju tkanki), gatunku zwierzecia, Gal moze dziala¢ jako stymulator (np. stymulacja
skurczu migsni gladkich przewodu pokarmowego) Iub inhibitor (np. hamowanie
wydzielania insuliny z izolowanych trzustkowych wysp Langerhansa)
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» niska efektywnoscia penetracji galaniny do osSrodkowego ukladu nerwowego (OUN) —
Gal i jego analogii wykazuja niska zdolno$¢ do pokonywania bariery krew-moézg (BBB), co
utrudnia badanie efektow wywotanych przez Gal w OUN

* brakiem selektywnych agonow i antagonéw receptoréw galaninowych — co
uniemozliwia doktadniejsze scharakteryzowanie profili farmakologicznych oraz roli
receptoréw Gal roznych podtypoéw w patogenezie wielu chorob i zaburzen

» trudnoscig rozroznienia efektow fizjologicznych i farmakologicznych dzialania
galaniny — ze wzgledu na brak selektywnych agondéw i antagonéw galaniny

= stosunkowo niewielka wiedza dotyczaca wewnatrzkomérkowych mechanizméw

dzialania galaniny.

Wskazanie reszt aminokwasowych w czasteczce Gal odpowiedzialnych za efekty
biologiczne i/lub wigzanie z receptorami Gal obecnymi w roéznych organach oraz tkankach,
pozwala na doktadniejsze poznanie zaleznoS$ci struktura galaniny — aktywnos¢ biologiczna.
Poznanie tych zalezno$ci jest pierwszym i jednym z najwazniejszych elementow w procesie
projektowania nowych analogéw zaréwno o wlasciwosciach agonistycznych jak i
antagonistycznych w stosunku do galaniny.

Pierwszym krokiem w kierunku znalezienia korzystnych zmian strukturalnych bylo
wskazanie fragmentow odpowiedzialnych za aktywnos¢ biologiczng oraz stwierdzenie, ktore
reszty aminokwasowe w czgsteczce Gal sg kluczowe dla jej aktywnosci biologicznej. W
badaniach nad receptorami Gal analizowano miedzy innymi wplyw skracania natywnego
tancucha galaniny oraz wptyw zamiany poszczegolnych reszt aminokwasowych (np. Ala, tzw.
skaning alaninowy) w aktywnym fragmencie Gal(1-16) na powinowactwo do receptorow Gal

z podwzgorza oraz rdzenia kregowego szczura [63, 64]. Wnioski z tych badan sa nastgpujace:

» najbardziej aktywnym fragmentem czasteczki peptydu jest N-koncowy fragment 1-15,
odpowiedzialny za wigzanie z receptorami Gal jak i za wigkszo$¢ funkcji biologicznych,

= dla pelnej aktywno$ci wymagana jest obecnos¢ C-koncowego fragmentu, ktory wzmaga
dziatanie i chroni N-koncowy fragment przed dzialaniem enzymow proteolitycznych

= dwie pierwsze reszty aminokwasowe tj. Gly! i Trp? w czasteczce Gal sa kluczowe dla
aktywno$ci i powinowactwa do receptorow; usuniecie Gly', podstawienie Trp? inng
aromatyczng resztg (D-Trp, Phe, Tyr) lub niearomatyczng (Ile, Ala) obniza w sposob
znaczacy aktywno$¢ peptydu, fragment Gal(3-29) jest nierozpoznawalny przez receptory

» wazng role w oddziatywaniu z receptorami Gal odgrywaja réwniez reszty: Asn®, Tyr®,

LeUlO'll, G|y12
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» dopuszczalne sa zmiany w niektorych pozycjach: 4, 6 oraz w pozycjach za 12 reszta

aminokwasowa, ktore nie prowadza do zaniku powinowactwa do receptoréow Gal

Szczegodlnie interesujgcych wynikow dostarczyly badania, w ktorych N-koncowy
fragment Gal(1-13) wydluzano przez dotgczanie réznych struktur peptydowych lub
niepeptydowych do grupy saminowej reszty L-Lys, wprowadzonej w pozycje 14 (tab. 4).
Przytaczenie Lys(X) do N-koncowego fragmentu Gal(1-13), gdzie X = kwas benzilowy,
L-DOPA  (L-3,4-dihydroksyfenyloalanina), L-Tyr lub AdC (kwas adenozyno-5’-
karboksylowy), powodowato znaczny wzrost powinowactwa peptydow do receptorow Gal

[65].

Tabela 4. Powinowactwa Gal(1-13) i jego analogdéw do receptoréw Gal z podwzgorza szczura [65]

Ligand Kd [nM] R
Gal(1-13) 150 Q | </}\”/x\j
Gal(1-13)-Lys(kwas benzilowy) ~ 10.1 SN e R
Gal(1-13)-Lys(Tyr) 2.3 ¢ Nou Hooc _H_o_|
Ga;(1'13)' Lys(AdC) 1.6 @ ||U—<E :}—('Iig—nl'll—('uun H i

NH HO ol

Gal(l-l3)- LyS(L-DOPA) 04 kwas benzilowy L-DOPA o AdC

Znaczaca rolg w badaniach nad fizjologicznymi whasciwosciami galaniny moga
rowniez odgrywac niskoczasteczkowe niepeptydowe ligandy receptorow Gal (tab. 5) [4-6, 14,
17, 66]. Ich duza stabilno$¢ w organizmie czyni je uzytecznymi narzedziami w badaniach nad
receptorami Gal. Istnieje jednak wiele ograniczen uniemozliwiajacych ich pelne
wykorzystanie. Gtdéwng wada jest ich niskie powinowactwo (rzedu mikromolowego) i/lub brak
selektywnosci wzgledem receptorow Gal, a ponadto niska rozpuszczalno$é¢ w wodzie oraz

interakcja z innymi waznymi farmakologicznie zwigzkami.

Tabela 5. Powinowactwo i aktywno$¢ biologiczna niepeptydowych ligandow receptorow Gal [6, 14]

Ligand Ki [nM] Aktywnos¢ biologiczna
GalR: GalR2 GalRs

Galnon 11700 34100 - agon — dzialanie przeciwdrgawkowe,

Galmic 34200  >100000 _ preeciwdepresyjne,  przeciwigkowe,
stymulacja wydzielania insuliny

Sch 202596 1700 — — antagon

1,1,4,A-tetratlenek ditiepiny 190 >30000 — antagon

SNAP 37889 >10000 >10000 17,4 antagon — dziatanie przeciwdepresyjne i

SNAP 398299 >1000 >1000 53 przeciwlekowe

GalR3ant >1000 >10000 15 antagon — dziatanie przeciwdepresyjne
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Hybrydowe analogi galaniny

W poznawaniu fizjologicznych funkcji galaniny oraz mechanizmow jej dziatania istotng
role odgrywaja hybrydowe ligandy receptoréw Gal o charakterze antagonistycznym w stosunku
do galaniny [3, 4, 6, 7, 11, 14-17, 66-69]. Na szczegdlng uwage w tej grupie zwigzkoéw
zastuguja hybrydowe peptydy, takie jak: M15, M32, M35, M40 oraz C7, otrzymane przez
potaczenie N-koncowego fragmentu Gal(1-13) z innymi biologicznie czynnymi peptydami lub
ich fragmentami (tab. 6). Wykazujg one wyjatkowo wysokie powinowactwo do receptorow
Gal, chociaz ich szczegétowa charakterystyka farmakologiczna nie zostata jeszcze dobrze
poznana. Co ciekawe, w badaniach in vitro z wykorzystaniem sklonowanych receptorow

GalR1-3 ligandy te wykazujg agonistyczng aktywnos$¢ oraz brak selektywnosci.

Tabela 6. Hybrydowe ligandy receptoréw Gal [3, 4, 6, 8, 14, 65, 67-69, 71, 73]

a
Peptyd [}n<l(\j/l] Aktywnos¢é biologiczna
M15; Galantyd; Gal(1-13)-SP(5-11)-NH, 01 blokuje wptyw Gal na wydzielanie
GWTLNSAGYLLGP-QQFFGLM-NH, ' insuliny, GH oraz redukcj¢ Ach
M32; Gal(1-13)-NPY(25-36)-NH, blokuje wptyw Gal na proces
GWTLNSAGYLLGP-RHYINLITRQRY -NH, 0,1 taknienia, cze$ciowo na aktywnosé
cAMP
M35; Gal(1-13)-BK(2-9)-NH; blokuje wptyw Gal na wydzielanie
GWTLNSAGY LLGP-PPGFSPFR-NH, 0,3 insuliny, na procesy uczenia si¢ i
zapamigtywania
M40; Gal(1-13)-PPALALA-NH, wplywa na procesy taknienia,
GWTLNSAGYLLGP-PPALALA-NH, 10 stymuluje wydzielanie Ach,
dziatanie agonistyczne w trzustce
C7; Gal(1-13)-spantyd-NH, 02 blokuje wptyw Gal na procesy
GWTLNSAGYLLGP-(D-R)PKPQQ(D-W)F(D-W)LL-NH, ' taknienia
GAL(1-13)-[AlatL5]ET-1(6-21)-NH, 205 nieznana
GWTLNSAGYLLGP-LMDKEAVYFAHLDIIW-NH,
Galparan; Gal(1-13)-Mas-NH, stymuluje wydzielanie insuliny oraz
GWTLNSAGYLLGP-INLKALAALAKKIL-NH, Ach, dziatanie przeciwbakteryjne,
58 . 2
hamuje aktywno$¢ cAMP
stymulowang forskoling
Transportan; [Lys'®]Galparan, Gal(1-12)-Lys'*-Mas-NH, penetracja oraz transport czasteczek
GWTLNSAGYLLG-Lys®B-INLKALAALAKKIL-NH, 17,4°¢  do wnetrza komorek, aktywno$é

przeciwbakteryjna
3 powinowactwo do receptoréow Gal z podwzgérza szczura; ® powinowactwo do receptoréw Gal z linii komorkowe;
ludzkiego czerniaka Bowena; ¢ peptyd biotynylowany na Lys?

Sposrod wymienionych powyzej peptydow hybrydowych (M15, M32, M35, M40 oraz
C7) szczegolng uwage zwracaty trzy analogi. Pierwszy z nich to hybrydowy analog Gal
otrzymany przez polaczenie z fragmentem endoteliny-1(6-21), w ktérym reszty Cys* i Cys®
zastapiono resztami Ala. Fragment analogu Ac-[Ala'**®]ET-1(6-21) znany jest jako agon
receptora ETg, silnie kurczacy migsnie gladkie naczyn krwiono$nych [69]. W potaczeniu z
Gal(1-13) wykazywat on umiarkowane powinowactwo do receptorow Gal, zas jego aktywno$¢é

biologiczna nie byta znana [65].
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Drugi z nich, to analog zaprojektowany w oparciu o0 sekwencje fragmentu galaniny oraz
mastoparanu (polipeptydu wyizolowanego z jadu osy Vespula lewisii) [70-72]. Powstaty w ten
sposob galparan posiada niektore z aktywnos$ci znamiennych dla analogéw Gal, ale pojawity
si¢ takze nowe, wynikajace z dotgczenia mastoparanu (znanego z aktywno$ci insulinotropowej
oraz przeciwdrobnoustrojowej).

Efekt dziatania galaparanu sprawdzono w testach na indukowane glukoza wydzielanie
insuliny z izolowanych szczurzych wysp Langerhansa [71]. Galparan okazal si¢ silnym
stymulatorem wydzielania insuliny. Efekt ten mial charakter odwracalny i byt znacznie
silniejszy od tego, jaki wywieral jego komponent, mastoparan. Jednoczesne podanie galaniny i
galparanu nie powodowato zmian w insulinotropowym efekcie galparanu.

Galparan stymuluje réwniez wydzielanie acetylocholiny in vivo w korze czotowej
szczurow [72]. Jest to efekt odwrotny w porownaniu z galaning, ktora w hipokampie brzusznym
hamuje wydzielanie ACh. Natomiast galparan, analogicznie jak Gal, hamuje aktywno$¢
cyklazy adenylowej stymulowang obecno$cia forskoliny. Co wigcej, zastosowanie galparanu
wraz z Gal (w tym samym stezeniu), wykazato addytywny wptyw obu zwigzkow na aktywnos$¢
cyklazy adenylowe;.

Powyzsze badania pokazaty, ze efekty biologiczne galparanu (jako silny stymulator
wydzielania insuliny oraz Ach) sa odmienne od tych, ktore wykazuje galanina oraz mastoparan
i nie sg zwigzane z oddziatywaniem tego analogu z receptorami Gal oraz miejscami, w ktorych
mastoparan wykazuje swoja aktywnos$¢. Sugeruje to, ze galparan moze wywiera¢ wptyw na
egzocytoze w miejscach bardziej odlegtych od tych, w ktorych wykazujg aktywnos$¢ jego
sktadniki.

Dalsze modyfikacje w strukturze hybrydowego galparanu doprowadzity do otrzymania
analogu [Lys**]galparan, o zupetnie nowych unikatowych wtasciwosciach [73]. Poczatkowo
peptyd ten nosit nazwe [Lys'®]galparan, ale odmienne od galaniny i galparanu wtasciwosci tego
peptydu sprawity, ze przyjeto dla tego peptydu nazwe transportan (TP). TP jest
27-aminokwasowym analogiem hybrydowego galparanu, w ktorym reszt¢ proliny w pozycji
13 zastgpiono resztg lizyny.

TP, mimo iz wykazuje wzglednie wysokie powinowactwo do receptora Gal, to
zachowatl niewiele z aktywnosci znamiennych dla samej Gal. Pojawily sie natomiast efekty,
ktore wynikaly z przytaczenia mastoparanu do sekwencji Gal(1-12) za pomoca reszty Lys?3,
Okazato si¢, ze TP posiada wysoka zdolnos¢ translokacji do wnetrza komorki [73]. Wywiera
on takze pewien wpltyw na integralno$¢ btony komorkowej, ale nie byt on tak silny, jak w

przypadku mastoparanu.
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Mozliwosci praktycznego wykorzystania wyzej wymienionego peptydu do
transportowania réznego rodzaju biologicznie aktywnych czasteczek sa nieco ograniczone
przez cytotoksyczno$¢ TP. Wykazano, ze peptyd ten hamuje aktywnos¢ GTP-azy, ponadto jego
translokacji towarzyszy dezintegracja btony komorkowej [73]. Jednakze, TP stosowany w
dawkach eksperymentalnych wydaje si¢ nie powodowa¢ zadnych efektow ubocznych, gdyz
jego toksyczno$¢ zostata stwierdzona tylko w wysokich stezeniach peptydu [74]. Ponadto
sugeruje si¢, ze efekt cytotoksyczny TP moze réwniez ulega¢ zmianom w zalezno$ci od
rodzaju, wtasciwos$ci i sposobu przytgczenia transportowanej czasteczki oraz mechanizmu
internalizacji [75].

W oparciu o strukture TP zaprojektowano i otrzymano nowy analog — transportan 10
(TP10), o poréwnywalnej do TP zdolnosci do penetracji komorki, ale o mniejszych dziataniach

niepozadanych (tab. 7) [76]. Struktura pierwszorzgdowa TP10 przedstawia si¢ nastgpujaco:
AGYLLGK/INLKALAALAKKIL-NH

TP10 jest 21-aminokwasowym peptydem utworzonym przez usunig¢cie 6 pierwszych
reszt aminokwasowych z N-konca fragmentu Gal [76]. TP10 nie wywiera wplywu na
aktywno$¢ GTP-azy, a ponadto tylko w niewielkim stopniu zakidca integralno$¢ btony
biologicznej, przy zachowaniu podobnych do TP wtasciwosciach penetrujacych. Nie wykazuje
on rowniez powinowactwa do receptorow Gal. TP10, ze wzglgedu na niewielka toksycznos¢,

moze by¢ wykorzystany jako transporter do wnetrza komorek réznego rodzaju czasteczek.

Tabela 7. Poréwnanie wlasciwosci penetrujgcych TP i TP10 oraz ich wptywu na aktywno$¢ GTP-azy [76]

Peptyd Penetracja komorkowa Szybkos¢ penetracji Aktywnos¢ GTP-azy
0°C 37°C (to0,5, Min) (ICso, pM)

Galanina - +/—

Mastoparan + +

Transportan +++ +++ 34 29

Transportan 10 +++ +++ 8,6 brak wplywu

O wiasciwos$ciach penetrujgcych TP oraz TP10 decydujg dwie charakterystyczne cechy
ich budowy:
* sumaryczny dodatni tadunek czasteczki w warunkach fizjologicznych spowodowany
obecnos$cia w strukturze czterech zasadowych reszt lizyny,
= amfipatyczny charakter czasteczki wynikajacy z powinowactwa zaréwno do srodowiska

hydrofilowego jak i hydrofobowego.

Powyzsze wlasciwosci TP oraz TP10 pozwolity zakwalifikowac je do nowej klasy zwiazkow
zwanych peptydami penetrujagcymi komorke (CPP — cell-penetrating peptides) [77-81].
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Mimo, Ze nie istnieje wyrazny podzial CPP, mozna je sklasyfikowaé pod wzgledem ich
wlasciwos$ci fizykochemicznych (kationowe, amfipatyczne) lub ich pochodzenia (naturalne,
hybrydowe lub syntetyczne) (tab. 8). Pod tym wzgledem TP oraz TP10 mozna zaliczy¢ do
grupy hybrydowych amfipatycznych CPP.

Tabela 8. Klasyfikacja wybranych CPP pod wzgledem ich pochodzenia i wtasciwosci fizykochemicznych

Pochodzenie =~ Wtasciwos$ci Nazwa Sekwencja
Kationowy Penetratyna ~ RQIKIWFQNRRMKWKK
Naturalne Kationowy Tat(48-60) GRKKRRQRRRPPQ
Amfipatyczny pVEC LLIILRRRIRKQAHAHSK
Amfipatyczny Tansportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL
Hybrydowe  Amfipatyczny MPG GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKYV
Amfipatyczny Pep-1 KETWWWETWWTEWSQPKKKRKV
Kationowy Poliarginina R, (n=6-12)
Syntetyczne ~ Amfipatyczny PTD-4 YARAAARQARA
Amfipatyczny MAP KLALKALKALKAALKLA

CPP sa wzglednie krotkimi (10-30 reszt aminokwasowych) kationowymi (bogatymi w
zasadowe reszty aminokwasowe: Arg, Lys) i/lub amfipatycznymi peptydami [80,81]. Gtéwna
cechg tych peptydow jest zdolnos¢ pokonywania btony komorkowej oraz transportowania
roéznego rodzaju czasteczek do wnetrza komorek, takich jak plasmidy, DNA, siRNA, PNA
(peptydowe kwasy nukleinowe), biatka, peptydy, liposomy, niskoczasteczkowe leki oraz
nanoczastki. Natomiast mechanizmy penetracji komorkowej przez CPP sg malo poznane.
Wiadomo jednak, ze procesy te przebiegaja bez naktadu energii, za§ CPP moga wnika¢ do
wngtrza komorek za pomoca wigcej niz jednego mechanizmu. Badania sugerujg udziat w tych
procesach zaréwno endocytozy (makropinocytozy oraz endocytozy zaleznej i niezaleznej od
kaweolin i klatryn) jak i mechanizméw nie zwigzanych z endocytoza — bezposredniej
translokacji (model formowania poréw, model ,,klepek beczki”, model ,,dywanu” oraz model

odwrdconej miceli) (rys. 2 i 3) [80-82].

MAKROPINOCYTOZA

o= Eso ENDOCYTOZA ZALEZNA  ENDOCYTOZA ZALEZINA  ENDOCYTOZA NIEZALEZNA
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Rysunek 2. Mechanizmy transportu z udziatem endocytozy zaproponowane przez Trabulo i wsp.
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Rysunek 3. Mechanizmy transportu bezposredniego przez btong komérkowa zaproponowane przez Trabulo i wsp.

Ponadto sugeruje si¢, ze na mechanizm penetracji CPP (lub jego koniugatu z inng
czasteczka) majg wptyw takie czynniki jak rodzaj zastosowanego CPP, rozmiar i wlasciwosci
fizykochemiczne transportowanej czasteczki, temperatura, rodzaj docelowych komorek, czy
tez sposob potaczenia CPP z transportowang czasteczka.

Istniejg dwa gtdéwne sposoby koniugacji CPP z innymi biomolekutami [81]. Pierwszy,
najczesciej stosowany, obejmuje chemiczng synteze odpowiednio zmodyfikowanego peptydu,
ktory moze kowalencyjnie wigzac si¢ z biomolekuta (np. za pomoca mostka disulfidowego —
ulegajacego rozpadowi pod wptywem warunkéw panujacych wewnatrz komorki, lub bardziej
trwalego lacznika tioeterowego, wigzania amidowego lub estrowego). Druga metoda
wykorzystuje kompleksujace wiasciwosci CPP 1 tworzenie niekowalencyjnych kompleksow z
biomolekutami (za pomoca odziatywan elektrostatycznych i hydrofobowych).

Zaleta koniugacji kowalencyjnej jest to, ze prowadzi do utworzenia strukturalnie dobrze
zdefiniowanego koniugatu, a jesli linker jest chemicznie trwatly, koniugat charakteryzuje si¢
dhugim okresem polttrwania i pozostaje nienaruszony w eksperymentach in vivo. Natomiast
ograniczeniami tej metody jest czasochtonna i pracochtonna procedura otrzymywania,
stosunkowo wysoki koszt syntezy oraz ryzyko zmiany aktywnosci biologicznej
transportowanej czasteczki. Zaletg strategii niekowalencyjnej jest jej prostota, uniwersalno$¢ w
odniesieniu do sktadu kompleksu CPP-czasteczka, nizsze stezenie potrzebne do wywotania
efektu biologicznego oraz brak ingerencji w strukture transportowanej molekuty, co
minimalizuje ryzyko zmiany jej aktywnosci biologicznej. Z drugiej jednak strony, moga
tworzy¢ si¢ niekontrolowane struktury kompleksow (0 nieznanej stechiometrii), co moze
komplikowa¢ ich uzycie w badaniach in vivo.

Szczegblne zainteresowanie wykorzystaniem CPP w medycynie wynika z ich
wzglednie niskiej cytotoksycznoséci i braku ograniczen w odniesieniu do transportowanej

czasteczki [77-82]. CPP wykorzystano m.in. do dostarczania do struktur komoérkowych siRNA
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(poprzez kompleksowanie CPP z anionowymi grupami wigzania fosfodiestrowego siRNA)
oraz kowalencyjnych koniugatow CPP-PNA w strategii antysensowej, w celu zahamowania
ekspresji mRNA. Wykazano roéwniez mozliwos¢ uzycia CPP do transportu réznego rodzaju
bialek i peptydow 0 znaczeniu terapeutycznym, m.in. istotnych dla proceséw proliferacji,
apoptozy, stymulacji odpornos¢ cytotoksycznej, terapii choréb nowotworowych.

Mozliwosc¢ selektywnego dostarczania lekow przez CPP do komorek nowotworowych
jest szczegolnie wazna z punktu widzenia terapii przeciwnowotworowej. Wykazano, ze
kompleksy CPP z niskoczgsteczkowymi lekami przeciwnowotworowymi (np. doksorubicyna,
metotreksatem czy paklitakselem) moga indukowaé apoptoze lekoopornych komorek
nowotworowych i zwigksza¢ efektywnos$¢ terapeutykéw. Koniugacja tych lekow z CPP
pozwala na stosowanie ich w nizszych stgzeniach oraz zwigksza ich selektywnos¢ wzgledem
komorek nowotworowych, co zmniejsza ryzyko wystapienia skutkoéw ubocznych terapii
onkologicznych oraz ogranicza rozwdj lekoopornosci na terapeutyk.

CPP, ze wzgledu na mozliwos¢ pokonywania bariery krew-moézg, stwarzajg takze
nadzieje na opracowanie nowych strategii w leczeniu chorob OUN, m.in. nowotworow,
zakazen bakteryjnych czy choréb neurodegeneracyjnych [83]. Natomiast pewne podobienstwo
niektorych CPP do peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (AMP) stwarza mozliwo$¢ ich
wykorzystania (rowniez w koniugacji z innymi lekami przeciwdrobnoustrojowymi) w terapii
wielu zakazen bakteryjnych, w tym wywotanych szczepami lekoopornymi.

Mozliwosé¢ zastosowania CPP (w tym TP) i ich koniugtow w terapii oraz diagnostyce

medycznej czynig CPP obiektem intensywnych badan wielu laboratoriow.

OMOWIENIE CELU PODJETYCH BADAN I OSIAGNIETYCH WYNIKOW

Na osiggni¢cie naukowe sktada si¢ cykl 12 publikacji (H1-H12), o charakterze
interdyscyplinarnym, przedstawiajacych chemiczng syntez¢ oraz badania wlasciwosci
farmakologicznych wybranych analogow N-koncowego fragmentu 1-15 neuropeptydu
galaniny oraz jego hybrydowych analogow z innymi biologicznie czynnymi peptydami, ze
szczegblnym uwzglednieniem transportanu oraz jego koniugatow. Galanina wykazuje bardzo
szeroki zakres aktywnosci biologicznych, ktoére moga mie¢ zwigzek z réznymi stanami
chorobowymi i zaburzeniami (takimi jak choroba Alzheimera, epilepsja, depresja, cukrzyca
oraz choroby nowotworowe). W zwigzku z tym znalezienie analogéw galaniny wykazujacych
selektywne wlasciwosci agonistyczne lub antagonistyczne w stosunku do receptorow Gal jest
niezmiernic wazne dla lepszego poznania efektow fizjologicznych wywotanych jej

aktywno$cig oraz dla opracowania nowych terapii choréb i zaburzen wywotywanych
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aktywnosciag tego peptydu. Natomiast transportan, jego analogi oraz koniugaty (kowalencyjne
lub niekowalencyjne) z innymi biologicznie aktywnymi czasteczkami maja odmienng od Gal
aktywno$¢. Ich unikatowe wilasciwosci penetrujace, umozliwiajgce transport réznego rodzaju
czasteczek do wnetrza komorek, stwarzajg nadziej¢ na opracowanie nowych strategii leczenia,
m.in. chordb nowotworowych, neurodegeneracyjnych czy zakazen wywotanych lekoopornymi
szczepami bakterii.

Gtowng przyczyng utrudniajagcg rozroznienie — efektow  fizjologicznych i1
farmakologicznych wywotlanych aktywnoscia Gal w przewodzie pokarmowym jest brak
selektywnych antagondéw i agondéw receptorow Gal oraz stosunkowo niewielka wiedza
dotyczaca wewnatrzkomoérkowych mechanizméw  dziatania Gal. Wskazanie reszt
aminokwasowych w czasteczce Gal odpowiedzialnych ze efekty biologiczne i/lub wigzanie z
receptorami Gal obecnymi w przewodzie pokarmowym, pozwala na dokladniejsze poznanie
zaleznosci struktura Gal — aktywnos¢, co jest waznym elementem w procesie projektowania
nowych analogow Gal o wiasciwosciach agonistycznych lub antagonistycznych.

Celem badan podjetych w pracach H1-H5 bylo znalezienie polipeptydéw wykazujacych
selektywne wlasciwosci agonistyczne lub antagonistyczne w stosunku do receptorow Gal,
obecnych w przewodzie pokarmowym, tj. w migsniach gtadkich zoladka, jelita cienkiego i
grubego oraz w komorkach B wysp trzustkowych. W tym celu zsyntezowano oraz oczyszczono
(czystos¢ HPLC powyzej 96%) seri¢ analogow fragmentu Gal(1-15)-NH, modyfikowanych w
pozycjach: 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 12 i 14 oraz hybrydowych analogéw fragmentu Gal(1-13).
Wszystkie analogi zostaly otrzymane na drodze chemicznej syntezy na nosniku statym z
wykorzystaniem strategii Fmoc. Nastepnie peptydy poddano badaniom na kurczliwo$¢ migéni
gltadkich z dna Zotadka (H4 i H5) lub jelita czczego i okreznicy szczura (H1) (badania
wykonane w zespole kierowanym przez prof. Jacka Petrusewicza/prof. Ivana Koci¢ z Katedry
Farmakologii Akademii Medycznej w Gdansku), a takze badaniom na indukowane glukoza
wydzielanie insuliny z izolowanych szczurzych wysp Langerhansa (H2, H4 i H5) (badania
wykonane w Laboratorium Endokrynologicznym Instytutu Potoznictwa i Chorob Kobiecych

Akademii Medycznej w Gdansku, kierowanym przez prof. Czestawa Wojcikowskiego).
Wptyw analogow fragmentu Gal(1-15) modyfikowanych w pozycjach 2, 3 ,4, 6 i 14 na tkanki
miesni gltadkich jelita czczego i okreznicy

W pracy H1 przedstawiono wplyw 20 analogow fragmentu Gal(1-15)-NH,
modyfikowanych w pozycjach 2, 3, 4, 6 i 14 na skurczliwos¢ migsni gladkich jelita czczego i
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okreznicy szczura (tab. 9). Wezesdniej, ich aktywnos¢ zostata scharakteryzowana na migs$niach
gladkich z dna zoladka szczura [84, 85]. Badania te zostaly wykonane w okresie przed
uzyskaniem stopnia doktora, wiec nie zostaly uwzglednione w cyklu prac stanowigcych
osiggniecie naukowe. Natomiast wyniki prezentowane w pracy H1 sg kontynuacjg tych badan
majacych na celu zidentyfikowanie reszt aminokwasowych w czasteczce Gal
odpowiedzialnych za wigzanie si¢ i aktywacje receptorow Gal obecnych w mig$niach gladkich
jelita czczego oraz okreznicy szczura, a takze opisanie rdznic w zalezno$ciach struktura Gal —

aktywno$¢ biologiczna w wyzej wymienionych tkankach.

Tabela 9. Struktura pierwszorzedowa zsyntezowanych analogow Gal(1-15)-NH;

Peptyd Sekwencja aminokwasowa

Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[D-Trp?]Gal(1-15)-NH; G-D-Trp-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[endo-Trp?,Cle*]Gal(1-15)-NH, G-Trp-W-T-Cle-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[des-Thr®,Cle*]Gal(1-15)-NH; G-W- ~ -Cle-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[Pro*]Gal(1-15)-NH, G-W-T-Pro-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[Cle*]Gal(1-15)-NH; G-W-T-Cle-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[des-Leu*]Gal(1-15)-NH, G-W-T- ~ -N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[lle*]Gal(1-15)-NH, G-W-T-lle-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[D-Leu*]Gal(1-15)-NH; G-W-T-D-Leu-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[Nle#]Gal(1-15)-NH, G-W-T-Nle-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[Val]Gal(1-15)-NH, G-W-T-Val-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[Nva*]Gal(1-15)-NH, G-W-T-Nva-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[Hse®]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-Hse-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[Nle?*]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-Nle-A-NH,
[Asp'*]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-Asp-A-NH;
[Orn4]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-Orn-A-NH;
[Arg*#]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-Arg-A-NH;
[Dab4]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-Dab-A-NH;
[Cit“]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-Cit-A-NH;
[Lys]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-Lys-A-NH;
[Dprt4]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-Dpr-A-NH,

~ — usunigta reszta aminokwasowa

Badania farmakologiczne wykazaty, ze Gal $wini jest pelnym agonem receptorow Gal
w migsniach gladkich jelita czczego i okreznicy Szczura. Za jej aktywnos¢ odpowiada gtdwnie
N-koncowy fragment 1-15, natomiast C-koncowy fragment niezbedny jest dla pelnej
aktywnos$ci Gal zarowno w mies$niach gladkich dna zotadka (wczesniejsze badania) jak i jelita
czczego oraz okreznicy szczura. Chociaz fragment Gal(1-15) wykazywat znaczng aktywno$¢
agonistyczng w mieéniach gladkich jelita czczego i okr¢znicy (wyzsza niz w zotadku), to
aktywnos¢ ta (warto§¢ ECso) byta odpowiednio 2,5-krotnie i 5-krotnie nizsza w poréwnaniu z
Gal.

W badaniach z wykorzystaniem analogéw fragmentu Gal(1-15) wykazano, ze kluczowa
role dla aktywnosci Gal i wigzania z receptorami Gal, obecnymi w migéniach gtadkich jelita
czczego i okreznicy, odgrywaja reszty Trp?, Leu®, Ser® oraz His*. Podstawienie aromatycznej
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reszty Trp? jej enancjomerem D-Trp, jednoczesne przylaczenie dodatkowej reszty Trp w
pozycji 2 i podstawienie Leu* reszta Cle (cykloleucyna, kwas L-1-amino-1-

cyklopentanokarboksylowy), jak rowniez usunigcie reszty Leu*

lub podstawienie jej
enancjomerem D-Leu oraz podstawienie reszty Ser® jej homologiem — Hse (homoseryna, kwas
L-2-amino-4-hydroksybutanowy) prowadzi do znacznego obnizenia aktywnosci Gal(1-15)
zarbwno w migsniach gladkich jelita czczego jak i okreznicy szczura. Podobny wptyw
modyfikacji w pozycji Leu* zaobserwowano w migsniach gladkich izolowanych z dna zotadka
szczura [84]. Jednakze podstawienia w pozycji 2 i 6 niec wptywaly tak wyraznie na aktywno$¢
Gal(1-15) w migsniach gtadkich z dna Zotadka szczura.

Wczesniejsze badania wykazaly rowniez, ze podstawienie zasadowej reszty His'4,
takimi resztami jak Asp, Nle (norleucyna, kwas L-2-aminokapronowy), Cit (cytrulina), Lys,
Dab (kwas L-2,4-diaminobutanowy) i Dpr (kwas L-2,3-diaminopropanowy) prowadzi do
kilkukrotnego wzrostu aktywnosci w poréwnaniu z niemodyfikowang sekwencja Gal(1-15)
[85]. Natomiast w przypadku ich aktywnosci na mig$niach gtadkich jelita czczego i okreznicy
badania nie potwierdzity tego efektu, z wyjatkiem analogu [Cit!*]Gal(1-15)-NH,, ktorego
aktywnos$¢ byta okoto 2-krotnie wyzsza niz niemodyfikowanego fragmentu Gal(1-15). Co
wiecej analogi [Arg'#]Gal(1-15)-NH,, [Dab'#]Gal(1-15)-NH. i [Dpri*]Gal(1-15)-NH; kurczyty
miesnie gladkie jelita czczego i okreznicy wyraznie stabiej niz Gal(1-15).

Na podstawie przeprowadzonych badan trudno jest wyjasni¢ podobienstwa oraz roznice
w aktywnosci poszczegdlnych analogéw Gal w Zoladku, jelicie czczym oraz okre¢znicy. Mozna
jednak przypuszczaé, ze moze mie¢ to zwigzek z rozng dystrybucija podtypoéw receptorow Gal
w w/w tkankach, a tym samym z mozliwoscig aktywowania réznych mechanizmow transdukcji
sygnatowe]. GalR1 wystepuje gldwnie w okreznicy i jelicie czczym, GalR2 gtownie w zotadku,
a GalR3 glownie w jelicie czczym i okrgznicy [86, 87].

Przypuszczenia te czgsciowo mogg rowniez potwierdza¢ badania z wykorzystaniem
analogu [D-Trp?]Gal(1-15)-NHa, ktérego aktywno$¢ w miesniach gtadkich dna Zotadka byla
wzglednie wysoka, znacznie nizsza w okreznicy oraz bardzo niska w jelicie czczym. Natomiast
dane literaturowe dotyczace powinowactwa tego analogu do sklonowanych podtypow
receptorow Gal wykazaty, ze analog ten ma wzglednie wysokie powinowactwo do GalRz,
niskie do GalR1 oraz bardzo niskie/brak do GalRs, co czeSciowo pozwala na rozrdznienie
podtypu receptora Gal [15, 16].

Powyzsze badania pokazatly, ze reszty aminokwasowe w pozycjach 2, 3,4, 61 14 w
czasteczce Gal odgrywaja kluczowa role¢ w oddzialywaniu z receptorami Gal, ktorych

pobudzenie odpowiedzialne jest za aktywno$¢ Gal w migsniach gladkich jelita czczego i
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okreznicy. Sadze, ze powyzsze badania moga miec istotne znaczenie nie tylko dla lepszego
poznania roli Gal w przewodzie pokarmowym, ale postuza réwniez do zaprojektowania
nowych analogéw Gal 0 wiasciwosciach antagonistycznych lub agonistycznych, ktore
potencjalnie moga by¢ wykorzystane w terapii i diagnostyce chorob oraz zaburzen wywotanych

aktywnos$cig Gal.

Wphyw analogéw fragmentu Gal(1-15) modyfikowanych w pozycjach 6, 8 ,9, 10 i 11 na

indukowane glukozg wydzielanie insuliny z izolowanych wysp Langerhansa

Celem kolejnej pracy (praca H2) byta synteza 12 nowych analogow Gal(1-15)
modyfikowanych w pozycjach 6, 8, 9, 10 i 11, a nast¢pnie badania ich aktywnosci na
indukowane glukozg wydzielanie insuliny z izolowanych szczurzych wysp Langerhansa (tab.
10). W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze Gal oraz jej N-koncowy fragment 1-15
sg pelnymi agonami receptoréw Gal obecnych w szczurzych wyspach Langerhansa. Hamowaty
indukowane glukoza wydzielanie insuliny w sposob zalezny od stezenia, chociaz fragment
Gal(1-15) wykazywal mniejszg aktywnos$¢ niz Gal, co sugeruje (podobnie jak badania na
migsniach gladkich), ze obecnos¢ C-koncowego fragmentu Gal wymagana jest dla pelnej

aktywacji receptoréw Gal w szczurzych wyspach trzustkowych.

Tabela 10. Struktura pierwszorzgdowa zsyntezowanych analogow Gal(1-15)-NH;

Peptyd Sekwencja aminokwasowa

Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[D-Ser]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-D-Ser-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-NH;
[D-Sers,D-Trp8]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-D-Ser-A-G-D-Trp-L-L-G-P-H-A-NH;
[Sarf]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-Sar-Y-L-L-G-P-H-A-NH,
[Phe®]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Phe-L-L-G-P-H-A-NH,
[Tyr(POsH2)*1Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Tyr(POsH2)-L-L-G-P-H-A-NH;
[Trp®]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Trp-L-L-G-P-H-A-NH,
[D-Leu?]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Y-D-Leu-L-G-P-H-A-NH;
[Val*]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Y-Val-L-G-P-H-A-NH,
[Nval®]Gal(1-15)-NH, G-W-T-L-N-S-A-G-Y-Nva-L-G-P-H-A-NH;
[lle*]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-lle-G-P-H-A-NH,
[Pro!Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-Pro-G-P-H-A-NH;
[Nle™]Gal(1-15)-NH; G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-Nle-G-P-H-A-NH,

Badania z wykorzystaniem analogow Gal(1-15) wykazaty ich zroznicowang aktywnos¢
w poréwnaniu do niemodyfikowanej sekwencji Gal(1-15). Analogi modyfikowane w pozycji
6 i/lub 8 okazaty sie silnymi agonami receptorow Gal w trzustce. Zastapienie reszty Ser® jej
enacjomerem D-Ser oraz jednoczesne podstawienie reszty Ser® jej enancjomerem D i reszty Gly®
reszta D-Trp, a takze podstawienie reszty Gly® jej N-metylowang pochodng Sar doprowadzito

do wzrostu aktywnosci inhibitorowej (wigkszej niz Gal) oraz zwigkszyto inhibitorowy efekt
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Gal (po zastosowaniu analogéw wraz z Gal w tym samym stezeniu). Dwa inne analogi, w
ktorych reszta Leu'! zostata podstawiona jej strukturalnymi izomerami: Nle i Ile, rowniez
wykazywaty aktywno$¢ agonistyczng, ale wyraznie nizszg niz wyzej wymienione analogi i
niemodyfikowany fragment Gal(1-15).

Znacznie wigksze zmiany w aktywnosci biologicznej Gal(1-15) wykazaty modyfikacje,
w ktorych reszta Tyr® zostata zastapiona jej fosforylowana pochodng Tyr(POsH2) lub innym
aminokwasem aromatycznym — Trp, reszta Leu®® zostala podstawiona jej enancjomerem D lub
jej homologiem (Val) i izomerem strukturalnym — Nva (kwas L-2-aminowalerianowy).
Wykazano, ze analogi te (w st¢zeniu 1 uM) charakteryzujg si¢ aktywno$cig antagonistyczng w
stosunku do receptoréw Gal w trzustce i stymuluja indukowane glukoza wydzielanie insuliny
w nastepujacej kolejnosci uporzadkowanej wedtug malejacej aktywnosci insulinotropowe;:
[Trp®]Gal(1-15)-NH2,  ~  [D-Leu?]Gal(1-15)-NH, >  [Val*’]Gal(1-15)-NH, >
[Tyr(POsH2)°]Gal(1-15)-NH, > [Nval’]Gal(1-15)-NH.. Natomiast podstawienie reszty Tyr®
inng aromatycznym resztg (Phe) oraz zamiana Leu®! reszta Pro doprowadzito do otrzymania
analogdw o silnych wilasciwosciach insulinotropowych oraz antagonistycznych wzgledem
receptoréw Gal obecnych w szczurzych wyspach trzustkowych. Szczegolnie silne wlasciwosci
antagonistyczne posiadat analog [Phe®]Gal(1-15)-NH.

Powyzsze badania wykazaty, ze reszty aminokwasowe w pozycjach 6, 8, 9, 10i 11 w
czasteczce Gal pelnig istotng rolg w oddzialywaniu z receptorami Gal, ktorych pobudzenie
odpowiedzialne jest za hamujgcy efekt Gal na indukowane glukoza wydzielanie insuliny z
wysp Langerhansa. Sadze, ze wyniki tych badan mogg postuzy¢ do zaprojektowania nowych
analogow Gal o wlasciwos$ciach antagonistycznych lub agonistycznych. Biorac pod uwage fakt,
ze aktywnos¢ Gal w trzustce wynika gtdwnie z pobudzenia receptora GalR1 [14], to agony tego
receptora mogg okaza¢ si¢ uzyteczne jako potencjalne leki w terapii przewlektego bolu,
niektorych nowotworow, zaburzen nastroju oraz epilepsji. Natomiast antagony receptora GalR:
moga by¢ uzyteczne jako potencjalne leki w terapii zaburzen nastroju (depresji), funkcji

poznawczych (proceséw uczenia si¢ 1 zapamigtywania), faknienia, czy choroby Alzheimera.

Powstawanie aspartimidu jako reakcja uboczna syntezy analogow Gal(1-15) — wphyw na

aktywnosc¢ biologiczng

Powstawanie aspartimidu (Asi) jest zalezng od sekwencji reakcja uboczng syntezy
peptydow na nosniku statym, polegajaca na cyklizacji reszty Asp katalizowanej zaréwno przez

zasady jak 1 kwasy. W metodzie syntezy peptydéw opartej na strategii Fmoc, potraktowanie
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peptydylozywicy zasada (np. 20% roztworem piperydyny) niezbedng do usunigcia ostony
Fmoc z grupy aminowej prowadzi do utworzenia aspartimidu. Nastgpnie, w wyniku otwarcia
pierScienia aspartimidowego przez nukleofile oraz reakcji racemizacji, powstaja dalsze
produkty uboczne, tj. B-peptydy oraz o/} piperydynowe pochodne peptydow.

Celem kolejnych badan byta synteza analogu Gal(1-15) modyfikowanego w pozycji 14
reszta Asp, a nastgpnie jego cyklizacja (,,na zywicy”’) poprzez utworzenie wigzania amidowego
pomiedzy N-koncowa grupa aminowa, a grupa P-karboksylowa reszty Asp4, a takze
przylaczenie do grupy PB-karboksylowej reszty Asp'* réznych struktur biatkowych
(aminokwasy) lub niebiatkowych (np. L-DOPA, zasady nukleinowe). Wczesniejsze badania
sugerowaly, ze modyfikowane w ten sposob analogi Gal moga wykazywaé wysokie
powinowactwo do receptorow Gal [65].

Zastosowanie pochodnej Asp, w ktorej grupa P-karboksylowa chroniona byla za
pomoca ostony Dmab (kwazi-ortogonalnej w strategii Fmoc), usuwanej za pomocg 2%
roztworu monohydratu hydrazyny, miato umozliwi¢ otrzymanie w/w analogéw. Jednakze
przeprowadzone syntezy zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Analiza produktow wykazata, ze
glownymi produktami reakcji sg peptydy zawierajace W pozycji 14 aspartimid (Asi) oraz
pochodng estru metylowego — Asp(OMe) (rys. 4).
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Rysunek 4. Struktura produktow ubocznych towarzyszacych syntezie analogow Gal(1-15) z wykorzystaniem
pochodnej Asp(ODmab)

Wysoka podatnos¢ Asp(ODmab) na tworzenie aspartimidu wynikata prawdopodobnie
z obecnosci w strukturze Dmab grupy p-aminobenzylowej, ktora ulega spontanicznemu
procesowi odszczepienia od grupy karboksylowej Asp po reakcji z 2% roztworem monohydratu
hydrazyny. Powszechnie wiadomo, ze obecno$¢ grupy benzylowej (Bzl), standardowo
stosowanej w strategii Boc do ostony grupy B-karboksylowej reszty Asp, silnie sprzyja
formowaniu aspartimidu. Natomiast zastosowanie standardowej pochodnej Asp(OtBu) w
syntezie analogu [Asp!*]Gal(1-15)-NHz, nie prowadzito do otrzymania produktow
zawierajacych Asi lub Asp(OMe).
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Poniewaz zrodta literaturowe nie opisywaly wczesniej przypadku formowania
aspartimudu w trakcie syntezy peptydow z wykorzystaniem pochodnej Asp(ODmab),
uzasadnione wydawaty si¢ badania, ktore wskazatyby czynniki majgce wptyw na powstawanie
aspartimidu oraz pochodnych Asp(OMe). W tym celu przeprowadzono szereg syntez
fragmentu Gal(11-15)-NH> (modelowego fragmentu zawierajacego motyw Asp-Ala) z
wykorzystaniem roznych metod tworzenia wigzania peptydowego oraz usuwania ostony Fmoc,
a takze no$nikow polimerycznych zawierajgcych rozne ,,linkery”. Wyniki przeprowadzonych
badan zostaly przedstawione w pracy H3.

Badania wykazaly, Ze wyeliminowanie z protokotu syntezy metanolu, jako
rozpuszczalnika stosowanego do przemywania zywicy, pomiedzy kolejnymi etapami syntezy,
zapobiega  powstawaniu  pochodnych ~ Asp(OMe).  Natomiast  wyeliminowanie
N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) z protokotu sprzegania reszt aminokwasowych (np.
przez zastosowanie metody wykorzystujacej mieszaning HOBt/DIC), zastgpienie 20%
roztworu piperydyny do usuwania ostony Fmoc mniej zasadowym 6% roztworem piperazyny
oraz zastosowanie zywicy z rozbudowanym sterycznie ,linkerem”, takiej jak zywica
chloro(2’-chloro)tritylowa, zmniejsza ryzyko powstawania apartimidu do okoto 5%. Sadze, ze
przedstawione wyniki badan mogg by¢ szczegodlnie uzyteczne W procesie projektowania i
optymalizacji syntez peptydow, opartych na wykorzystaniu pochodnej Asp(ODmab).

Natomiast wptyw formowania aspartimidu na aktywno$¢ biologiczng peptydow jest
mato znany. Celem kolejnych badan byto sprawdzenie w jaki sposob utworzenie aspartimidu
w pozycji 14 w czasteczce Gal (analog [Asi'*]Gal(1-15)-NH) moze wplywa¢ na aktywnosé
biologiczng w poréwnaniu z Gal(1-15)-NH: i jego analogiem [Asp'#]Gal(1-15)-NH,. Wyniki
przeprowadzonych badan przedstawitem w pracy H4. Badania na kurczliwo$¢ migsni gtadkich
z dna zoladka szczura wykazaly, Ze analog [Asil*]Gal(1-15)-NH; posiada wyraznie
agonistyczng aktywno$¢ W stosunku do receptorow Gal. Analog ten miat 2-krotnie mniejsza
site dziatania niz [Asp*#]Gal(1-15)-NH; oraz 2-krotnie wiekszg niz niemodyfikowany fragment
Gal(1-15)-NHa.

W testach na indukowane glukoza wydzielanie insuliny ze szczurzych wysp
Langerhansa, analog [Asp!*]Gal(1-15)-NH; wykazywat staba aktywno$¢ agonistyczna,
hamujac oraz nieznacznie redukujac inhibitorowa aktywno$¢ Gal. Natomiast analog
[Asi'*]Gal(1-15)-NH2 w stezeniu 0,1 uM nie wykazywal hamujacego efektu na wydzielanie
insuliny, za§ w wyzszym st¢zeniu (1 pM) posiadat aktywno$¢ insulinotropowa. Ponadto w

stezeniu 1 uM analog ten okazat si¢ antagonem Gal, znoszac catkowicie jej aktywnos¢é.

26



Przypuszczam, ze odmienna aktywno$é analogu [Asi**]Gal(1-15)-NHz w migéniach
gladkich oraz trzustce moze wynika¢ z oddziatywania tego peptydu z réznymi podtypami
receptorow Gal obecnymi w migsniach gladkich dna zotadka (gtéwnie GalRy) oraz trzustce
(gtéwnie GalRy), a tym samym z aktywowania réznych mechanizméw transdukcji sygnatowe;j
[14-16, 86, 87]. Przedstawione badania sugeruja, ze analog [Asil*]Gal(1-15)-NH, moze byé
znaczacym agonem receptora GalR2 oraz selektywnym antagonem receptora GalR1, co stwarza
potencjalne mozliwosci jego wykorzystania w terapii zaburzen zwigzanych z pobudzeniem

przez Gal tych receptorow.

Wiasciwosci farmakologiczne hybrydowego analogu Gal(1-13)-[Ala'***]ET-1(6-21)-NH;

Szczegblne zainteresowanie wzbudzaja hybrydowe analogi Gal otrzymane przez
potaczenie N-koncowego fragmentu Gal(1-13) z innymi biologicznie czynnymi peptydami lub
ich fragmentami (tabela 6, strona 14). Zainteresowanie to wynika z ich wyjatkowo wysokiego
powinowactwo do receptorow Gal oraz aktywnos$ci antagonistycznej wzgledem Gal. Sposrod
wymienionych w tabeli 6 peptydéw moja uwage zwrécity trzy analogi: Gal(1-13)-[Alal**°]ET-
1(6-21)-NH,, Gal(1-13)-Mas-NH; (galparan) oraz jego analog Gal(1-12)-Lys!3-Mas-NH;
([Lys'®]galaparan, pézniej zwany transportanem).

Pierwszy z nich, to hybrydowy analog Gal otrzymany przez potaczenie z fragmentem
endoteliny-1(6-21), w ktorym reszty Cys'! i Cys™® zastagpiono resztami Ala. Wcze$niej analog
Ac-[Alalt**]ET-1(6-21)-NH, znany byt jako agon receptora ETg, silnie kurczacy migsnie
gltadkie naczyn krwionosnych [69]. W potaczeniu z Gal(1-13) wykazywal natomiast
umiarkowane powinowactwo do receptorow Gal z podwzgoérza szczura [65], za$ jego
aktywnos$¢ biologiczna nie byta znana.

Celem badan przedstawionych w pracy H5 byla synteza hybrydowego analogu
Gal(1-13)-[Ala*]ET-1(6-21)-NH. oraz jego komponentu, Ac-[Ala*t*]ET-1(6-21)-NHy, a
nastepnie zbadanie wlasciwosci farmakologicznych tych peptydow na izolowanych mig$niach
gladkich z dna Zotadka szczura oraz indukowane glukoza wydzielanie insuliny z izolowanych
szczurzych wysp Langerhansa. W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze analog
Gal(1-13)-[Ala**]ET-1(6-21)-NH, w testach na kurczliwo$¢ migéni gladkich posiada
agonistyczng aktywnos$¢, typowa dla fragmentu Gal(1-15)-NH2, za$ jego komponent
Ac-[Alat*P]ET-1(6-21)-NH; kurczy miesnie gtadkie okoto 3,5-krotnie silniej niz Gal.

Natomiast w testach na indukowane glukoza wydzielanie insuliny ten hybrydowy

analog galaniny okazat si¢ agonem receptoréw Gal, hamujac wydzielanie insuliny silniej niz
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Gal. Jego komponent, Ac-[Alalt]ET-1(6-21)-NH2, wykazywat rowniez aktywno$é hamujaca,
poréwnywalng z Gal. Gal(1-13)-[Alat®]ET-1(6-21)-NH,, uzyty wraz z Gal w tym samym
stezeniu, jeszcze silniej hamowal wydzielanie insuliny, sugerujac jego silnie agonistyczng
aktywnosc¢.

Powyzsze badania pokazaty, ze hybrydowy analog Gal(1-13)-[Alal}*°]ET-1(6-21)-NH
(zaprojektowany jako antagon Gal) wykazuje aktywno$¢ agonistyczng w przewodzie
pokarmowym (w przypadku wptywu na wydzielanie insuliny, silniejsza niz Gal). Wiasciwos¢
ta moze by¢ potencjalnie uzyteczna w badaniach (lub terapii) zaburzen, w ktoérych wazng role
moga odgrywa¢ agony receptorow GalRi oraz GalR: obecnych w OUN. Jednakze
wykorzystanie tego analogu moze by¢ w pewnym stopniu ograniczone ze wzgledu na jego

umiarkowane powinowactwo do receptorow Gal.

Wphyw galparanu, transportanu i transportanu 10 na kurczliwos¢ migsni gltadkich Zolgdka

Kolejnymi peptydami hybrydowymi, ktéry wzbudzity moje zainteresowanie byty
analogi Gal(1-13) z mastoparanem — galapran, transportan oraz transportan 10. Analogi te, z
wyjatkiem TP10 — ktory nie jest rozpoznawany przez receptory Gal, wykazywaty wysokie
powinowactwo do receptorow Gal (tabela 6). Badania przeprowadzone przez Ostensona i
wspotpracownikow wykazaty silnie insulinotropowy i antagonistyczny efekt galparanu na
indukowane glukozg wydzielanie insuliny [71]. Jednakze, efekt ten prawdopodobnie nie
wynikat z pobudzenia receptoréw Gal, a raczej byt wynikiem wptywu tego peptydu na
egzocytoze insuliny. Natomiast aktywno$¢ galparanu, TP oraz TP10 w migs$niach gtadkich
przewodu pokarmowego nie byta znana.

Dlatego celem moich badan byta synteza w/w analogow Gal oraz ich komponentu —
mastoparanu, a nastgpnie okreslenie ich aktywno$ci na mig$niach gladkich z dna zotadka
szczura. Przeprowadzone badania wykazaty, ze galparan kurczy migé$nie gtadkie z mniejszg sitg
dziatania niz fragment Gal(1-15) (okoto 4-krotnie nizszg), co sugeruje raczej niskg aktywnosé¢
agonistyczng tego analogu (rys. 5).

Natomiast TP oraz TP10 wykazywaty odpowiednio 9% i 8% procent aktywnosci Gal(1-
15), co potwierdza wcze$niejsze obserwacje, iz pomimo wzglednie wysokiego powinowactwa
TP do receptorow Gal, zachowat on niewiele z aktywno$ci znamiennych dla galaniny.
Mastoparan wykazywat zaledwie 7% aktywno$ci Gal(1-15). Powyzsze dane nie zostaly
dotychczas opublikowane.
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Rysunek 5. Wptyw galapranu, TP oraz TP10 na kurczliwo$¢ migéni gtadkich z dna Zotadka szczura

Niska aktywno$¢ TP w badaniach na kurczliwo$¢ migéni gladkich sklonita mnie do
zaprojektowania nowych jego analogow, w ktorych do reszty Lys'® przylaczone zostaty
pochodne zasad nukleinowych (rys. 6). Wczesniejsze dane literaturowe sugerowaty, ze analogi
Gal(1-12) modyfikowane przez przytaczenie do C-konca reszty Lys, a nastepnie do jej grupy
g-aminowej rdéznego rodzaju struktur, w tym zawierajacych zasady nukleinowe, zwigksza

powinowactwo do receptoréw Gal [65].
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Rysunek 6. Struktura pochodnych zasad nukleinowych przylaczonych do TP w pozycji Lys®

Pochodne zasad nukleinowych otrzymano w wyniku reakcji odpowiedniej zasady
(adeniny, 2-amino-6-chloropuryny, tyminy, uracylu i cytozyny) z estrem t-butylowym kwasu
bromooctowego, w obecnosci jodku tetrabutyloamoniowego (TBAI) oraz K2COs, a nastepnie
usuni¢cia oston tert-butylowych za pomoca 70% roztworu kwasu trifluorooctowego w
dichlorometanie (rys. 7). Wydajnosci powyzszych reakcji byty niskie i wynosity 12-36%, co

spowodowane bylo prawdopodobnie powstawaniem regioizomerow. Otrzymane produkty
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oczyszczone zostaly technikg chromatograficzna, z wykorzystaniem kolumny wypetnionej

zelem krzemionkowym i r6znych uktadéw rozpuszczalnikow octan etylu/metanol.
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N _NH N N N.___N
O T O
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Rysunek 7. Schemat reakcji otrzymywania pochodnych octowych zasad nukleinowych, np. pochodnej adeniny

Oczyszczone pochodne zasad nukleinowych (czystos¢ HPLC >95%) zostaty nastepnie
przylaczone do grupy s-aminowej w lancuchu bocznym Lys!3. Dodatkowo w jednym z
analogoéw do reszty Lys™® przytaczono grupe acetylowa (Ac), za pomoca bezwodnika octowego.
Przylaczenie w/w struktur do reszty Lys'® w sekwencji TP mozliwe byto dzigki zastosowaniu
pochodnej Lys, w ktorej grupa g-aminowa chroniona byta ostong ivDde (kwazi-ortogonalng w

strategii Fmoc), usuwang za pomoca 10% roztworu monohydratu hydrazyny w DMF (rys. 8).
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Rysunek 8. Schemat reakcji przylaczania pochodnych zasad nukleinowych do sekwencji TP w pozycji Lys®3

Badania wptywu w/w analogéw na kurczliwos$¢ migsni gladkich z dna Zoladka szczura
wykazaty wzglednie wyzszg ich efektywnos$¢ niz galparanu i TP, jednakze przebieg krzywych
zalezno$ci dawka-efekt dla tych peptydéw nie byt typowy, jak w przypadku Gal i jego
analogow (rys. 9). Wszystkie analogi TP najpierw powodowaly gwaltowny wzrost aktywnosci,
a nastepnie, przy stezeniu okoto 1 uM, gwattowny jej spadek. Najnizszg aktywnos$¢ wykazywat
analog [Lys(Ac)®]TP, z przytaczona grupa acetylowa w pozycji Lys'®. Prawdopodobnie, ta
nietypowa aktywnos$¢ analogéw Gal mogta wynika¢ z oddziatywaniem tych peptydoéw z btong
komorkowa 1 zmiang jej wlasciwosci fizykochemicznych, a tym samym z mozliwo$cig
modulowania aktywnosci obecnych w niej biatek. Otrzymane wyniki nie zostaty dotychczas

opublikowane.

30



—m— TP
~—»— [Lys(AAc)"]TP
—@— [Lys(GAc)"]TP
—A— [Lys(CAc)"]TP
—w— [Lys(TAc)"’]TP
[Lys(UAc)"]TP
—<— [Lys(Ac)"]TP

% skurczu maksymalnego
wn
(=]

-1,5 -7,0 -6,5 -6,0 -5,5 -5,0 -4,5
Stezenie peptydu [log C]

Rysunek 9. Wptyw TP oraz jego analogdéw na kurczliwo$¢ migéni gtadkich z dna zotadka szczura
Wplyw analogow transportanu na modulowanie aktywnosci fenylefryny

Modulujacy wplyw analogéw TP na biatka btonowe wydaje si¢ cze¢sciowo potwierdzac
badania przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (prof. Ivan Koci¢). Badania wykazaty modulujacy wptyw TP10 i w/w analogéw
TP na zalezng od stezenia aktywnos$¢ fenylefryny, selektywnego agona receptora ou-
adrenergicznego, stymulujacego skurcze migsni gladkich tetnicy ogonowej szczura. Wykazano,
ze TP10 oraz analog [Lys(AAC)*]TP, w stezeniu 1 uM (najnizsze stezenie wywolujace
znaczgce zmiany w ich aktywnosci kurczacej migsnie gtadkie zotadka, rys. 9) zwickszaja okoto
1,5-krotnie dziatanie kurczace fenylefryny. Natomiast analog z przytagczong do TP grupa
acetylowa, [Lys(Ac)'®]TP, redukowal o okoto 60% wywotane fenylefryng skurcze miesni
gtadkich $rodbtonka te¢tnicy ogonowej. Wyniki badan zostaty opisane w pracy H6.

Na podstawie powyzszych badan trudno jest doktadnie wyjasni¢ zréznicowany wptyw
analogow TP na aktywnos$¢ fenylefryny. Jednakze wydaje si¢, ze moze mie¢ to zwigzek z
wptywem modyfikacji w pozycji Lys!® na wiasciwosci fizykochemiczne analogéw TP, tj.
zasadowo$¢ 1 hydrofobowo$¢ badanych peptydow, ktore odgrywaja wazng role w
oddziatywaniu z btonami komoérkowymi. W przypadku analogow TP z przytaczonymi
pochodnymi nukleozasad w pozycji Lys'®, podobnie jak w przypadku TP10, charakter
zasadowy i hydrofilowy tych peptydow zostal zachowany (ze wzgledu na zasadowy i
hydrofilowy charakter przytaczonych struktur). Natomiast w przypadku pochodnej z
przytaczong grupa acetylowa w pozycji Lys'?, jej charakter zasadowy ulegt ostabieniu i wzrosta
hydrofobowos¢ tego peptydu, co moglto mie¢ wptyw na zdolnos¢ odziatywania tego analogu z
bton¢ komdrkowa oraz zmniejszenie aktywnosci fenylefryny.

31



Uzyskane wyniki nalezy traktowaé raczej jako wstep do badan nad wiasciwosciami TP
oraz TP10 zwigzanymi z ich oddzialywaniem na btony komoérkowe, penetracja komorkowa i
transportem roznego rodzaju czasteczek do wnetrza komorek. Dlatego moje dalsze badania
skupily si¢ na syntezie pochodnych tych peptydéow i ich koniugatoéw oraz badaniu ich
wilasciwos$ci pod wzgledem wykorzystania ich jako CPP.

Podsumowanie stanu wiedzy na temat CPP, ich budowy, klasyfikacji, mechanizmu
penetracji, sposobéw koniugacji z innymi czasteczkami, cytotoksycznos$ci in vitro oraz
wykorzystania ich w badaniach in vivo przedstawitem w pracy przegladowej H7 (rowny udziat

autoréw z dr hab. Piotrem Wierzbickim).

Wykorzystanie TP i TP10 do dostarczania biatka i siRNA do komdérek nowotworowych

Selektywne dostarczanie réznego rodzaju zwigzkéw do komodrek nowotworowych jest
szczegolnie istotne z klinicznego punktu widzenia. Wykorzystanie do tego celu CPP stwarza
nadzieje na opracowanie nowych strategii w terapii i diagnostyce onkologicznej [77-81].

Celem badan opisanych w pracy H8 byto oszacowanie cytotoksycznosci TP i TP10 (a
takze ich biotynylowanych pochodnych) wzgledem dwoch linii komoérkowych: HT29
(gruczolaka okrgznicy) 1 HCT116 (raka okreznicy) oraz skutecznosci dostarczania biatka (na
przyktadzie streptawidyny) oraz siRNA do w/w komorek nowotworowych. Badania zostaty
przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Histologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego —
zespot prof. Zbigniewa Kmiecia.

Chemiczna synteza analogdw TP 1 TP10 z przytaczong biotyng do N-konca peptydow
(Biot-TP oraz Biot-TP10), a takze w przypadku TP, rowniez do lancucha bocznego Lys'®
([Lys(Biot)*)]TP) zostata przeprowadzona metodg opisana przezé mnie wczesniej,
wykorzystujacg pochodng Lys(ivDde).

Badania wykazaty, ze peptydy w st¢zeniu do 10 uM nie wywotuja znaczacego efektu
cytotoksycznego wzglegdem obu testowanych linii komoérkowych (warto$ci LDsp). Ich
cytotoksyczno$¢ zmieniata si¢ w nastepujacej kolejnosci uporzadkowanej wedtug rosnagcej
cytotoksycznosci: [Lys(Biot)!*]TP < TP10 < TP < Biot-TP < Biot-TP10. W dalszych badaniach
stosowano stezenia peptydow w zakresie stezen 0,5 — 5 uM. Badania z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej nie wykazaty istotnego wplywu peptydéw, w zakresie badanych
stezen, na przezywalno$¢ komoérek obu linii nowotworowych jak i na cykl komérkowy
(apoptoze), z wyjatkiem analogu Biot-TP10, ktory wykazywat znaczacy wplyw na apoptoze

komorek obu linii po 48 godzinnym okresie inkubacji.
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Nastegpnie sprawdzono efektywno$¢ biotynylowanych peptydéw do transportowania
streptawidyny poprzez utworzenie komplekséw niekowalencyjnych (w stosunku molowym
4:1). Testowane peptydy okazaly si¢ skutecznie transportowa¢ streptawidyne do komorek obu
linii, za$ ich efektywno$¢ zmieniata si¢ w nastepujacej kolejnosci: [Lys(Biot)**]TP < Biot-TP
< Biot-TP10. Niska efektywno$¢ transportu streptawidyny przez analog [Lys(Biot)*]TP
wynikata prawdopodobnie z trudnosci w utworzeniu mostkéw solnych pomigdzy
komponentami kompleksu, spowodowanych zawada przestrzenna.

Ponadto okazalo si¢, ze transport streptawidy przez biotynylowane peptydy jest
niezalezny od endocytozy, gdyz nie byl hamowany przez brefeldyng A (10 ug/mL), inhibitor
endocytozy. Jednakze udzialu tego mechanizmu transportu nie mozna bylo catkowicie
wykluczy¢, chociazby w przypadku analogu Biot-TP10, gdzie brefeldyna A czgsciowo
zmniejszata efektywno$¢ transportu streptawidyny. Obecnos¢ kompleksu Biot-TP —
streptawidyna-FITC w komoérkach linii HT29 zostala réwniez potwierdzona za pomocg
mikroskopii fluorescencyjnej.

Ostatnim etapem prac bylo sprawdzenie, czy badane peptydy moga skutecznie
dostarcza¢ do komodrek nowotworowych linii HT29 i HCT116 niskoczasteczkowe siRNA.
Badania potwierdzily, ze TP oraz jego analogi moga skutecznie dostarcza¢ w formie kompleksu
niekowalencyjnego siRNA do komorek obu linii nowotworowych, przejawiajace si¢
znaczacym zmniejszeniem poziomu ekspresji mMRNA specyficznego dla SASH1 — genu
supresorowego m.in. nowotworow piersi i okreznicy [88].

Powyzsze obserwacje potwierdzity mozliwos¢ wykorzystania TP i TP10 jako
transporterow do komoérek nowotworowych nie tylko duzych czasteczek (jak streptawidyna),
ale rowniez matych czasteczek (jak siRNA) w celu wywolania efektu terapeutycznego, bez
naruszenia integralnosci btony komoérkowej i niekorzystnego wpltywu na przezywalno$é

komorek.

Wykorzystanie TP10 do zwigkszenia aktywnosci przeciwnowotworowej cisplatyny

Potencjalne mozliwosci wykorzystania CPP (w tym TP10), jako transporterow dla
réznego rodzaju terapeutykow, jest przedmiotem duzego zainteresowania farmakologéw. Ich
zastosowanie moze korzystnie wplynaé na poprawe Strategii przeciwnowotworowych
stosowanych w chemioterapii, na przyktad przez zmniejszenie lekoopornosci, zwiekszenie
zdolnosci rozpoznawania komorek nowotworowych oraz zwigkszenie odpowiedzi

terapeutycznej na lek [77-81].
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Cisplatyna (cPt), zwigzek przeciwnowotworowy nalezacy do terapeutykow starej
generacji, jest wysoce skuteczna w leczeniu r6znego rodzaju nowotwordéw, m.in. migsakow,
raka jajnika, jadra, glowy, ptuc. Niestety, cPt wykazuje nadmierng toksycznos$¢, ktora ogranicza
jej stosowanie w onkologii klinicznej. Ponadto, stosowanie cPt w terapii przeciwnowotworowej
jest ograniczone rowniez przez rozwoj opornosci komorek nowotworowych na cPt [89].

Celem badan, ktorych wyniki przedstawione zostaty w pracy H9, byto sprawdzenie czy
TP10, a takze PTD-4 (inny CPP, analog fragmentu biatka Tat(47-57)-NH2 o 33-krotnie
wickszej zdolno$ci penetrujacej niz macierzysty peptyd, tabela 8) [90], w kompleksach
niekowalencyjnych z cPt moze zwigkszy¢ jej aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Oprocz TP10
I PTD-4, dodatkowo zsyntezowane zostaty ich pochodne z przytaczong sondg fluorescencyjna,
6-karboksytetrametylorodaming (TAMRA). Do potagczenia TAMRA z peptydami
wykorzystano nowa metode koniugacji — specyficzng 1,3-dipolarng reakcj¢ cykloaddycji
Huisgena, znang rowniez jako "reakcja klik" [91]. Metoda ta jest szybka, wysoce wydajna oraz
regio- i chemoselektywna w tagodnych warunkach reakcji. Aby umozliwié¢ potaczenie TAMRA
z peptydami, do grupy s-aminowej Lys’ w TP10 oraz N-koficowej grupy aminowej w PTD-4
zostata przytaczona grupa alkinowa w reakcji z bezwodnikiem kwasu propiolowego (rysunek
10).

O 4+ AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,
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Rysunek 10. Schemat reakcji przytaczenia grupy alkinowej do TP10 i PTD-4

Réwniez TAMRA zostata odpowiednio zmodyfikowane przez przytaczenie grupy azydkowe;j

wraz z linkerem PEG3 za pomoca 1-amino-11-azydo-3,6,9-trioksaundekanu (rysunek 11).

DIPEA

HATU

Rysunek 11. Schemat reakcji przytaczenia linkera HoN-PEG3-N; do TAMRA
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Nastgpnie pochodne alkinowe TP10 i PTD-4 zostaty potaczone z TAMRA za pomoca ,,reakcji
klik” (rysunek 12).

TAMRA-PEG;-N; P

Prp-CPP

TAMRA-PEG;-Tra(1,4)-C(0)-CPP

Rysunek 12. Schemat reakcji przytaczenia TAMRA do TP10 i PTD-4 (CPP) za pomoca ,,reakcji klik”

Otrzymane peptydy, jak rowniez ich niekowalencyjne kompleksy z cPt, poddane zostaty
badaniom pod katem ich aktywnos$ci przeciwnowotworowej oraz cytotoksycznosci. Badania
zostaty przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (dr 1zabela Rusiecka) z wykorzystaniem dwoch linii komorek nienowotworowych
—HEK?293 (komorki nerkowe ludzkiego zarodka) i HEL299 (komorki ptuca ludzkiego zarodka)
oraz dwoch linii komorek nowotworowych — HelLa (komorki raka szyjki macicy) i OS143B
(komorki kostniakomigsaka).

W tescie przezywalno$ci komorek (test MTT), kompleks TP10 z cPt wykazywat wyzsza
aktywno$¢ przeciwnowotworowa niz CPt uzyty osobno. Co wiecej, TP10 rowniez przejawiat
aktywno$¢ przeciwnowotworows. Natomiast wptyw kompleksu TP10 z cPt oraz jego
sktadnikow osobno na przezywalno$¢ komorek nienowotworowych byt raczej niewielki.
Ponadto, za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej wykazano ze, TAMRA-TP10 jak i kompleks
TAMRA-TP10+cPt tatwiej uzyskuja dostep do wnetrza komorek nowotworowych niz
nienowotworowych.

W przypadku PTD-4, rowniez stwierdzono obecno$¢ TAMRA-PTD-4 we wngtrzu
komorek nowotworowych. Jednakze w kompleksie z cPt nie zaobserwowano jego internalizacji
w komorkach nowotworowych (prawdopodobnie z powodu utraty whasciwosci penetrujgcych
w wyniku alkilowania fancuchéw bocznych przez cPt). Ponadto, PTD-4 jak i jego kompleks z
cPt, nie wykazywal znaczacej aktywnosci przeciwnowotworowej (badania na komoérkach
0S149B).

Powyzsze badania sugeruja, ze TP10 w kompleksie niekowalencyjnym z cPt moze
wzmacnia¢ przeciwnowotworowa aktywno$¢ cPt (natomiast PTD-4 nie) wzgledem komorek
nowotworowych, co potencjalnie moze mie¢ wptyw na zmniejszenie stosowanych w terapiach
onkologicznych dawek tego leku oraz na obnizenie cytotoksycznosci wzgledem komorek

nienowotworowych. Natomiast odpowiedz na pytanic czy wyzsza aktywnos¢
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przeciwnowotworowa kompleksu TP10 z cPt wynika z jego lepszej kumulacji w komorce
nowotworowej, czy tez udzialu w procesach, ktore odgrywajg istotng role w nabytych
mechanizmach opornosci, zmniejszajacych skuteczno$é cPt w terapii przeciwnowotworowe;j,

wymaga dalszych, bardziej szczegétowych badan.

Koniugat CPP-PNA jako potencjalny srodek leczniczy w terapii miazdzycy

Niskg skutecznos¢ PTD-4 w transportowaniu do wne¢trza komoérek réznego rodzaju
czasteczek wydaja si¢ potwierdza¢ wczesniejsze badania, ktorych celem byto zaprojektowanie
I synteza kowalencyjnego koniugatu PTD-4 z PNA (peptydowym kwasem nukleinowym),
ktory efektywnie penetrowalby do wnetrza komorek $srodblonka, wigzat sie z mMRNA STATL i
tym samym blokowat ekspresje biatka STAT1. Biatko STAT1 odgrywa wazng rolg w stanach
zapalnych naczyn krwiono$nych i moze by¢ odpowiedzialne za inicjacj¢ i progresje miazdzycy
[92]. Natomiast PNA, dzigki podobienstwu strukturalnemu do DNA/RNA i unikatowym
wlasciwosciom, takim jak wysokie powinowactwo do DNA/RNA, niska podatno$¢ na dziatanie
nukleaz i proteaz, wysoka termiczna i chemiczna trwato$¢, mogg by¢ wykorzystane m.in. do
blokowania ekspresji genow, np. STAT1 [93]. Jednakze ich niska zdolno$¢ penetracji do
wnetrza komorek znacznie ogranicza mozliwosci ich wykorzystanie w terapii i diagnostyce
medyczne;j.

W tym celu zaprojektowano i zsyntezowano kowalencyjny koniugat PTD-4 z PNA (o
sekwencji antysensowej sktadajacej si¢ z 13 monomeréw — komplementarnej do fragmentu
kodonu startowego AUG mRNA STAT]1, rysunek 13).

mRNA STATI (cztowieka) ---- GG AUG UCU CAG UGG UAC GAA Cuu
PNA (komplementarna sekwencja) C TAC AGA GTC ACC (N-koniec)

Rysunek 13. Sekwencja fragmentu mRNA STAT1 czlowieka (okalajacy kodon startowy AUG) oraz

komplementarnego fragmentu PNA

Dodatkowo do N-konca PTD-4 przytaczono sonde fluorescencyjng. Ze wzgledu na
powazne reakcje uboczne towarzyszace syntezie PNA (ktore wpltywajg na niskg wydajnosé
otrzymywanych produktow), synteza koniugatu TAMRA-PTD-4-PNA stanowita spore
wyzwanie syntetyczne. Poniewaz ciagla synteza koniugatu na zywicy nie dawata pozytywnych
rezultatow, zastosowano sprawdzong wczesniej metode z uzyciem ,reakcji klik” w celu
potaczenia PNA z zsyntezowana wczesniej pochodng PTD-4 z przytaczong do jej N-konca
sondg fluorescencyjng (TAMRA) oraz L-azydohomoalaning (Aha) przytaczong do jej C-konca.

Natomiast PNA zmodyfikowano przez dotaczenie do jego N-konca reszty Gly, a nastgpnie do
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jej grupy aminowej — grupy alkinowej za pomoca bezwodnika propiolowego. Przyjeta strategia,
chociaz z niewielkg wydajno$cig, pozwolita na pomyslne otrzymanie zaprojektowanego
koniugatu. Schemat reakcji przylgczenia TAMRA-PTD-4-Aha-NH2 do Prp-Gly-PNA-NH; z
wykorzystaniem ,,reakcji klik” przedstawia rysunek 14.

MNH,

NHs CuS0,
o} —_—— O—
00— Askorbinian sodu
+ — I
/N
NH—Gly-PNA-amid TAMRA-FTD4 —NMH M
TAMRA-PTD4 —NMH I\J\ o M H\
) Gly-PNA-amid
NE=N" | Y

TAMRA-PTDA-ARa-amia Pro-Gly-PNA-zmia TAMRA-PTD4-Hal(Tra(1,4)-C(O)-Gly-PNA-amid)-amid

Rysunek 14. Schemat otrzymywania koniugatu TAMRA-PTD-4-Gly-PNA

Badania z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej potwierdzity zdolnos¢ koniugatu
TAMRA-PTD-4-Hal-Gly-PNA-NH,  do  tworzenia  trwatych ~ kompleksow  z
komplementarnymi 20 oligonukleotydowymi sekwencjami zarowno SSDNA STATL jaki i
MRNA STAT1. Zdolno$¢ tego koniugatu do formownia kompleksow byta identyczna z tg jaka
wykazywatl jego komponent, PNA niezwigzany kowalencyjnie z PTD-4. Wyniki tych badan
(przedstawione w pracy H10) sugeruja, ze wykorzystanie takiego koniugatu do modulowania
aktywnosci i ekspresji STAT1 moze stanowi¢ punkt wyjsciowy do opracowania nowej strategii
w leczeniu miazdzycy.

Jednakze badania przeprowadzone z wykorzystaniem komorek liniit HMEC (komorki
srodbtonka mikronaczyniowego skory cztowieka) oraz mikroskopii fluorescencyjnej, nie
potwierdzity skutecznos$ci dostarczania PNA przez PTD-4, a tym samym skutecznoS$ci
blokowania ekspresji mRNA STAT1. Prawdopodobnie, niska efektywnos¢ penetracji
koniugatu do komorek $rodbtonka mogta wynikac¢ z modyfikacji w obrebie struktury PTD-4 po
przytaczeniu sondy oraz PNA, ktdre niekorzystnie wptynety na jego wtasciwosci penetrujace.
Powyzsze dane nie zostaly dotychczas opublikowane. Badania komoérkowe zostaty
przeprowadzone w laboratorium kierowanym przez prof. Hansa Bluijssena (Instytut Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicz w Poznaniu) w ramach
wspolpracy naukowej (grant MNiSW nr N N302 016339).

Koniugat TP10-dopamina jak potencjalny srodek leczniczy w terapii choroby Parkinsona

Skuteczne dostarczanie roznego rodzaju lekéw do osrodkowego uktadu nerwowego, w
tym modzgu, jest glbwnym wyzwaniem w leczeniu zaburzen neurodegeneracyjnych, takich jak

choroba Parkinsona (PD). PD to post¢pujace zaburzenie neurodegeneracyjne spowodowane
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selektywng utrata neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej, co prowadzi do
zmniejszenia syntezy dopaminy (DA) [94]. Aktualne leczenie PD jest terapig objawow3a i wigze
si¢ z wieloma ograniczeniami. Zastosowanie DA jako srodka terapeutycznego w leczeniu PD
jest mocno ograniczone ze wzgledu na problem z pokonywaniem bariery krew-moézg (BBB)
oraz jej podatno$cig na degradacj¢ enzymatyczng z udziatem katecholo-O-metylotransferazy
(COMT) oraz oksydazy monoaminowej (MAQ). Lewodopa (L-DOPA) jest najskuteczniejszym
lekiem w objawowym leczeniu PD, lecz jej stosowanie wigze si¢ z niekorzystnymi efektami
ubocznymi w trakcie dlugoterminowej terapii (gtéwnie fluktuacje ruchowe, dyskinezje).
Celem badan, ktorych wyniki zostaty przedstawione w pracy H11 byto zaprojektowanie
i synteza koniugatu TP10 z dopaming, ktéry pokonywaltby barier¢ krew-mozg, wykazywat
niskg podatno$¢ na degradacj¢ (z udziatem enzymow proteolitycznych oraz COMT), wysokie
powinowactwo do receptorow DA (D1 i D) oraz posiadat aktywno$¢ przeciwparkinsonowska.
W tym celu zsyntezowano koniugat TP10-DA, w ktorym TP10 zostat kowalencyjnie potaczony
z DA za pomocg ,reakcji klik” (rysunek 15). Aby umozliwi¢ to potaczenie, TP10 zostat
zmodyfikowany przez przytaczenie do jego N-konca grupy alkinowej za pomocg bezwodnika
kwasu propiolowego (Prp-TP10), za$ do czasteczki DA przytaczona zostata grupa azydkowa
za pomocg estru sukcynimidowego kwasu 15-azydo-4,7,10,13-tetraoksypentadekanowego.
Zastosowanie linkera PEG4 miato nie tylko zapewni¢ efektywne potaczenie obu czgsteczek, ale

rowniez sprawic, ze wlasciwosci biologiczne obu czgsteczek zostang zachowane.
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Rysunek 15. Schemat reakcji przytaczenia DA do TP10 z wykorzystaniem ,,reakcji klik”

Analiza jakosciowa i ilo§ciowa z wykorzystaniem chromatografii cieczowej sprzgzonej
z detektorem spektrometrii mas (LC-MS) wykazata, ze koniugat TP10-DA wyraznie uzyskuje
dostep do tkanki mézgowej (jego stezenie w homogenatch mysich mézgdéw po dozylnej iniekcji
byto okoto 3-krotnie wyzsze niz endogennej DA). Dozylna iniekcja komponentow koniugatu
(DA i TP10 osobno), nie powodowata znaczacego wzrostu stezenia DA w homogenatach
mysich moézgoéw, natomiast obecnosci TP10 w tkance mézgowej nie stwierdzono. Dozylna

iniekcj¢ zwigzkoéw 1 izolacje mozgdw mysich wykonata dr [zabela Rusiecka.
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Nieobecnos¢ TP10 w tkance mozgowej prawdopodobnie mogta by¢ spowodowana jego
niska zdolno$cig do penetracji OUN i/lub jego znacznie wigksza podatnoscig na degradacje
(badania poréwnawcze stabilnosci TP10 oraz TP10-DA w homogenatch mysich mozgow).
Koniugat TP10-DA wykazywal rowniez zdecydowanie mniejszg podatnos¢ na reakcje
O-transmetylacji z udziatem COMT niz DA. Ponadto, badania powinowactwa TP10-DA do
receptorow D1 1 D2 (rekombinowanych, komercyjnie dostepnych) za pomoca kompetycyjnych
testow wigzania z wykorzystaniem techniki LC-MS potwierdzity wzglednie wysokie
powinowactwo (wartosci K;) koniugatu do receptorow DA (okoto 37-krotnie wyzsze do Dy |
okoto 8-krtonie nizsze do D2 niz DA).

Aktywnos¢ przeciwparkinsonowska koniugatu TP10-DA oszacowana zostata za
pomocg testow behawioralnych (test stupa 1 test zawieszenia) z wykorzystaniem
przedklinicznego mysiego modelu choroby Parkinsona, w ktorym objawy PD indukowane byty
zapomocg MPTP. W obu testach TP10-DA silniej redukowat objawy PD wywotane za pomocg
MPTP niz L-DOPA (o okoto 50% i 24%, odpowiednio w tescie stupa i tescie zawieszenia).
Testy behawioralne przeprowadzone zostaly w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (dr 1zabela Rusiecka).

Powyzsze badania wykazaly, ze TP10 moze by¢ skutecznie wykorzystany jako
transporter dopaminy do OUN. Kowalencyjne przytaczenie DA do TP10 doprowadzito do
otrzymania koniugatu, ktory byt zdolny pokonywac barier¢ krew-moézg (prawdopodobnie w
wyniku zmian wiasciwosci fizykochemicznych TP10 po potaczeniu z DA, ktore korzystnie
wplyngty na jego zdolnos¢ penetracji BBB) oraz  wykazywal aktywno$¢
przeciwparkinsonowska (wiekszg niz L-DOPA). Ponadto, koniugat TP10-DA posiadat wysokie
powinowactwo do receptorow DA (w przypadku D znacznie wyzsze niz DA) oraz znacznie
nizsza podatnos$¢ na degradacj¢ niz DA lub TP10. Powyzsze badania dowiodty, Zze koniugacja
TP10 z DA moze by¢ dobrym punktem wyj$ciowym dla opracowania nowej strategii leczenia
choroby Parkinsona. Wczesniej, dane literaturowe nie opisywaty przypadku wykorzystania

CPP jako transporterow do mozgu lekow 0 potencjalnie przeciwparkinsonowskiej aktywnosci.

Wplyw TP10 na przeciwdrobnoustrojowg aktywnos¢ wankomycyny

W ostatnich latach wiele grup badawczych skupito swoja uwage na peptydach
przeciwdrobnoustrojowych (AMP) [95]. AMP, jako wazny element naturalnej odpornosci
organizmu na drobnoustroje, sg szeroko rozpowszechnione w przyrodzie 1 wykazuja szerokie
spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz niewielki wplyw na rozwdj

lekoopornosci.
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Wankomycyna (Van) jest glikopeptydowym antybiotykiem czesto stosowanym w
leczeniu zagrazajacych zyciu infekcji wywolanych przez lekooprone bakterie, takie jak S.
aureus, Enterococuss spp. i C. difficile. Pomimo duzego terapeutycznego znaczenia Van,
istniejg rowniez pewne ograniczenia w odniesieniu do jego zastosowania jako antybiotyk.
Waznym ograniczeniem jest pojawienie si¢ opornosci na Van wsrdéd szczepow MRSA
(opornych na dziatanie metycyliny) i enterokokéw [96, 97]. Ponadto, Van w niewielkim stopniu
penetruje do wnetrza komorek oraz OUN.

Celem badan opisanych w pracy H12 bylo otrzymanie kowalencyjnych koniugatow
Van z TP10, sprawdzenie ich aktywnoSci przeciwbakteryjnej oraz potencjalnego
wykorzystania w leczeniu zakazen zlokalizowanych wewnatrzkomérkowo oraz w OUN. TP10
znany jest nie tylko jako transporter roznego rodzaju czasteczek przez btony komorkowe, ale
takze z aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [98, 99]. Peptyd ten ma wlasciwosci
bakteriobojcze, dzigki zdolnosci do zaburzania integralno$ci btony bakteryjnej i wigzania si¢ z
genomowym DNA. TP10 dziala bdjczo na wicle szczepow bakterii Gram-dodatnich i
ujemnych, w tym lekoopronych szczepow klinicznych oraz zapobiega reakcjom zapalnym.

Ze wzgledu na obecnos¢ wielu reaktywnych grup funkcyjnych zaréwno w czasteczce
TP10 jak i Van, synteza kowalencyjnych koniugatow Van-TP10 stanowila spore wyzwanie
syntetyczne. Z tego powodu, proby bezposredniego potaczenia Van z TP10 nie powiodly sie
(prawdopodobnie ze wzglgdu na zawadg steryczna, ktora uniemozliwiata efektywne potaczenie
obu czasteczek). Natomiast, zastosowanie do potaczenia obu czasteczek sprawdzonej metody
»reakeji klik” doprowadzito do efektywnego utworzenia koniugatow TP10 z Van. W tym celu
czasteczka Van zmodyfikowano na dwa sposoby: (1) przez przytaczenie kwasu 15-azydo-
4,7,10,13-tetraoksapentadekanowego (N3-PEG4-COOH) do grupy aminowej w ugrupowaniu
cukrowym Van (rysunek 16) oraz (2) przytaczenie 1-amino-11-azydo-3,6,9-trioksaundekanu
(N3-PEG3-NH) do ugrupowania aglikonowego Van (rysunek 17).

Otrzymang w ten sposob pochodng Van-PEGs-Nsz przytaczono do TP10
zmodyfikowanego wczesniej na N-koncu grupg alkinows, za$ pochodng Van-PEGs-Nz do
czasteczki TP10 zmodyfikowanej wczesniej grupa alkinowa (za pomoca bezwodnika kwasu
propiolowego) na N-koficu, grupie s-aminowej reszty Lys’, a takze na C-koncu przez
wprowadzenie reszty L-proprgiloglicyny (Prg). Dodatkowo koniugat [Lys(PEG4-Van)’']TP10
zmodyfikowano przez przytaczenie do jego N-konca sondy fluorescencyjnej — 6-
karboksyfluoresceiny. Struktury otrzymanych pochodnych przedstawia rysunek 18.
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Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej zostalty przeprowadzone na trzech szczepach S.
aureus: MRSA N315 (szczep referencyjny, wrazliwy na Van), MRSA 12673 (szczep
kliniczny, $rednio wrazliwy na Van) i MRSA 6347 (szczep kliniczny, $rednio wrazliwy na Van)
oraz dwoch szczepach enterokokéw: Enterococcus faecium 3934825 (szczep kliniczny, oporny
na Van i wrazliwy na linezolid) i Enterococcus faecalis 3937158 (szczep kliniczny, oporny na
Van i linezolid). Przeprowadzone badania pokazaty, ze szczepy MRSA wykazuja umiarkowang
podatno$¢ na dziatanie Van i nieco nizszg na dziatanie TP10, za$ szczepy enterokokéw sa
oporne na dziatanie Van i TP10. Koniugaty Van-TP10 wykazywaly wyzszg aktywno$¢
przeciwbakteryjng niz Van wzgledem szczepow MRSA, z wyjatkiem koniugatu Il i 1V,
ktorych aktywno$¢ wzgledem szczepu referencyjnego MRSA byta wyzsza niz Van. Natomiast
aktywno$¢ przeciwbakteryjna wzgledem szczepow enterokokow byla raczej niewielka, z
wyjatkiem koniugatu | (wzgledem E. faecalis) oraz 1V (wzgledem E. faecium).

Obliczone wartosci indekséw FIC (fractional inhibitory concentration) dla badanych
szczepow MRSA sugerowaty, ze pomigdzy Van i TP10 nie wystepuje Synergia ani antagonizm.
Ponadto, w tescie lizy erytrocytow nie wykazano aktywnosci litycznej dla Van (w calym
zakresie badanych stezen), a takze koniugatu | i Il (w stezeniach odpowiadajacych ich
wartosciom MIC — minimalnego stezenia hamujacego) dla szczepéw podatnych na ich
dziatanie. Badania (aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, test lizy) zostaty przeprowadzone w
Katedrze Mikrobiologii Farmakologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego — zesp6t
prof. Krzysztofa Walerona.

Nastepnie sprawdzon0 aktywno$¢ przeciwbakteryjng Van, TP10 oraz jednego z
koniugatow, [Lys(PEGs-Van)']TP10, wzgledem szczepu S. auerus MRSA 12673
zlokalizowanego wewnatrz komorek (linia komorkowa HEK293). Badania wykazaty niewielki
wplyw Van na przezywalnos¢ populacji bakterii (przezywalnos$¢ na poziomie 95%), znacznie
wickszy wplyw TP10 (przezywalno$¢ na poziomie 74%), za$ najwyzszy dla koniugatu
(przezywalno$¢ na poziomie 29%). Badania wykonane zostalty w Katedrze Biotechnologii,
Miedzyuczelnianego Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (dr Anna Kawiak).

Analiza jako$ciowa z wykorzystaniem koniugatu IVa — znakowanego fluoresceing
(badania za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej) oraz jakosciowa i iloSciowa koniugatu 1V
(analiza za pomoca techniki LC-MS) potwierdzita zdolnos¢ koniugatow do pokonywania
bariery krew-moézg. Natomiast zdolno$¢ Van do pokonywania bariery krew-mozg byta
niewielka. Analiza ilociowa (LC-MS) wykazata ponad 200-krtonie wyzsze st¢zenie koniugatu

IV w homogentach mysich m6zgow niz Van. Podobnie jak w przypadku wczesniejszych badan,
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analiza iloSciowa nie wykazala obecnosci TP10 w homogenatach mysich mozgéw. Analize
jakosciowa za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej oraz izolacje mozgdéw mysich po
dozylnym podaniu zwigzkow przeprowadzita dr Izabela Rusiecka

Powyzsze badania wykazaty, ze kowalencyjne potaczenie Van z TP10 prowadzi do
otrzymania koniugatow, ktore charakteryzowaly si¢ wigksza aktywno$cig przeciwbakteryjna
niz Van, zwlaszcza wzgledem szczepdw MRSA, a takze zakazeh MRSA zlokalizowanych
wewnatrzkomorkowo, wzglednie niskg toksycznoscig (test lizy erytrocytow) oraz potencjalng
mozliwos$cig wykorzystania ich w terapii zakazen o$rodkowego ukladu nerwowego (ze
wzgledu na zdolno$¢ do pokonywania bariery krew-mozg). Wyniki badan dowiodly, ze
koniugacja TP10 z Van moze by¢ dobrym punktem wyjsciowym dla opracowania nowej
strategii leczenia zakazen wywotanych lekoopornymi szczepami bakterii, zlokalizowanych

zarowno wewnatrzkomorkowo jak 1 w OUN.

PODSUMOWANIE
Na osiaggniecie naukowe sktada si¢ cykl 12 publikacji przedstawiajacych chemiczng

syntez¢ oraz badania wlasciwosci farmakologicznych wybranych analogow N-koncowego

fragmentu 1-15 galaniny oraz jej hybrydowych analogow z innymi biologicznie czynnymi

peptydami, ze szczegdlnym uwzglednieniem transportanu i jego koniugatow.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyciagna¢ nastgpujgce wnioski:

= Reszty aminokwasowe Trp?, Leu?, Ser® i His** w czasteczce Gal odgrywaja kluczowa role
w oddziatywaniu z receptorami Gal, ktorych pobudzenie odpowiedzialne jest za aktywnos$¢
Gal w mig$niach gladkich jelita czczego i okreznicy — modyfikacje w pozycjach 2,41 6, a
takze w pozycji 14, z wyjatkiem analogu [Cit*]Gal(1-15)-NH,, prowadza do znacznego
obnizenia aktywnosci w porownaniu z niemodyfikowanym fragmentem Gal(1-15)-NHo..

= Reszty aminokwasowe w pozycjach Ser®, Gly8, Tyr® Leu® i Leu!* w czasteczce Gal
odgrywaja kluczowsg role W oddzialywaniu z receptorami Gal, ktorych pobudzenie
odpowiedzialne jest za hamujacy efekt Gal na indukowane glukoza wydzielanie insuliny z
wysp Langerhansa — analogi [Phe®]Gal(1-15)-NH: i [Pro*']Gal(1-15)-NH2 wykazywaty
silng aktywno$¢ insulinotropowg i antagonistyczng w stosunku do Gal.

= Pochodna Asp(Dmab), zastosowana w trakcie syntezy analogow Gal, wykazuje silng
tendencje do tworzenia aspartimidu (Asi). W jego powstawaniu kluczowa role odgrywaja
takie czynniki jak: metoda usuwania ostony Fmoc, metoda sprzg¢gania aminokwaséw oraz
wybor odpowiedniej zywicy. Problem powstawania apartimidu z udzialem pochodnej

Asp(ODmab) nie byt wczesniej opisany w literaturze.

44



Analog [Asi**]Gal(1-15)-NH2 wykazuje silnie agonistyczng aktywno$é w miesniach
gladkich zoladka szczura, za$ w trzustce aktywnos¢ insulinotropowg oraz antagonistyczng
w stosunku do Gal.

Hybrydowy analog Gal(1-13)-[Alal}*°]ET-1(6-21)-NH (zaprojektowany jako antagon Gal
o umiarkowanym powinowactwie do receptorow Gal) wykazuje aktywnos$¢ agonistyczng
w przewodzie pokarmowym (w przypadku wptywu na wydzielanie insuliny, znacznie
silniejsza niz Gal).

Hybrydowy analog galaniny — transportan (TP) oraz jego analogi wykazuja odmienng od
Gal aktywnos$¢ biologiczng, m.in. niskg aktywnos¢ w migéniach gladkich zotadka,
moduluja aktywnos¢ fenylefryny.

TP i TP10 moga transportowa¢ do wnetrza komorek nowotworowych nie tylko duze
czasteczki takie jak biatka (np. streptawidyna), ale rowniez wzglgdnie mate czasteczki (jak
np. siRNA) w celu wywotania efektu terapeutycznego, bez naruszenia integralnosci btony
komoérkowej 1 niekorzystnego ptywu na przezywalnos$¢ komorek.

TP10 w kompleksie niekowalencyjnym z cPt moze wzmacnia¢ przeciwnowotworowag
aktywnos$¢ cPt wzgledem komoérek nowotworowych, co potencjalnie moze mie¢ wpltyw na
zmniejszenie stosowanych w terapiach onkologicznych dawek tego leku oraz na obnizenie
cytotoksycznosci wzgledem komorek nienowotworowych (potencjalne wykorzystanie we
wspomaganiu terapii przeciwnowotworowej).

PTD-4 (inny peptyd nalezacy do rodziny CPP) penetruje do wngtrza komorki, jednakze w
kompleksie niekowalencyjnym z cPt jak réwniez w koniugacie z PNA nie jest w stanie
transportowac Czasteczek do wnetrza komorek, chociaz koniugat PTD-4-PNA moze
tworzy¢ trwale kompleksy zaréwno z RNA jak i DNA.

,»Reakcja klik” moze by¢ skutecznie stosowana do syntezy koniugatow peptydow z innymi
czasteczkami (sondami fluorescencyjnymi, np. TAMRA oraz zwigzkami biologicznie
czynnymi, np. Van, DA, PNA).

Kowalencyjny koniugat TP10 z dopaming pokonuje barier¢ krew-mozg, a takze wykazuje
aktywno$¢ przeciwparkinsonowska (wigksza niz L-DOPA), posiada wysokie
powinowactwo do receptorow DA (w przypadku D: znacznie wyzsze niz DA) oraz
znacznie nizszg podatnos¢ na degradacje niz DA lub TP10 (potencjalne wykorzystanie w
terapii PD).

Kowalencyjne koniugaty TP10 z wankomycyna charakteryzuja si¢ wigksza aktywnoscia
przeciwbakteryjng niz Van, zwlaszcza wzgledem szczepéw MRSA (metycylino-

opornych), a takze zakazen MRSA zlokalizowanych wewnatrzkoméorkowo, wzglednie
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niska toksycznoscig oraz potencjalng mozliwoscig wykorzystania ich w terapii zakazen
osrodkowego uktadu nerwowego (ze wzgledu na zdolnos¢ do pokonywania bariery krew-

mozg) — powyzsze osiggniecie jest przedmiotem zgltoszenia patentowego nr P.428782.
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V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Oprécz badan dotyczacych syntezy i Wihasciwosci farmakologicznych galaniny i jej

analogéw hybrydowych (gtownie transportanu), w obszarze moich zainteresowan naukowych

znajduje si¢ tematyka zwigzana z synteza oraz wykorzystaniem peptydowych kwasow

nukleinowych (PNA) do analizy budowy endogennych wiruséw z rodziny HERV-W i do badan

interakcji allelo-specyficznych PNA z dwuniciowym DNA. W efekcie przeprowadzonych

badan, we wspotpracy naukowej z dr Grzegorzem Machnikiem z Kliniki Chorob

Wewnetrznych i Farmakologii Klinicznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach,

opublikowane zostaly 4 prace:

1.

Machnik G, Skudrzyk E, Buldak 1., Ruczynski J, Koztowska A, Mucha P, Rekowski P,
Szkrébka W, Basiak M, Boldys A, Stawska H, Okopien B. Monitoring the Transcriptional
Activity of Human Endogenous Retroviral HERV-W Family Using PNA Strand Invasion
into Double-Stranded DNA (2018) Mol Biotechnol, 60(2), 124-133.

Machnik G, Buldak ¥, Ruczynski J, Gasior T, Huzarska M, Belowski D, Alenowicz M,
Mucha P, Rekowski P, Okopien B. The application of strand invasion phenomenon,

directed by peptide nucleic acid (PNA) and single-stranded DNA binding protein (SSB) for
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the recognition of specific sequences of human endogenous retroviral HERV-W family
(2017) J Mol Recognit, 30(5), art. no. e2600.

3. Machnik G, Skudrzyk E, Butdak L, Labuzek K, Ruczynski J, Alenowicz M, Rekowski P,
Nowak PJ, Okopien B. A Novel, Highly Selective RT-QPCR Method for Quantification of
MSRV Using PNA Clamping Syncytin-1 (ERVWEZ1). (2015) Mol Biotechnol, 57(9), 801-
813.

4. Machnik G, Labuzek K, Skudrzyk E, Rekowski P, Ruczynski J, Wojciechowska M, Mucha
P, Giri S, Okopien B. A peptide nucleic acid (PNA)-mediated polymerase chain reaction
clamping allows the selective inhibition of the ERVWE1 gene amplification. (2014) Mol
Cell Probes, 28(5-6), 237-241.

Moja aktywno$¢ naukowa zwigzana jest rowniez z tematyka badan, realizowang w
Pracowni Chemii Zwiazkéw Biologicznie Czynnych Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego, ktora dotyczy wykorzystania 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, tzw ,,reakcji
klik”, do otrzymywania niebiatkowych aminokwasow opartych na strukturze pierscienia 1,2,3-
triazolowego, tzw. aminokwaséw triazolowych — TzIAA. Ze wzgledu na podobienstwo
strukturalne pierscienia 1,2,3-triazolowego do wigzania peptydowego, istnieje duze
zainteresowanie wykorzystaniem TzIAA do otrzymywania struktur nasladujacych peptydy.
Szczegodlnie interesujgce wydaje sie opracowanie metody otrzymywania 1,4,5-
trojpodstawionych TzIAA, zawierajacych w swojej strukturze grupe aminowa i grupe
karboksylowa, ktore umozliwiaja ich taczenie lub wbudowywanie w struktury peptydow za
pomoca standardowego protokolu stosowanego w syntezie peptydow. Ponadto, dzigki
obecno$ci w strukturze tych pochodnych dodatkowego reaktywnego miejsca mozliwe jest
przytaczenie do nich roéznego rodzaju czasteczek, np. zasad nukleinowych. Dotychczasowe

wyniki badan zwigzanych z ta tematyka zostaty opublikowane w pracy:

1. Mucha P, Pieszko M, Miszka A, Ruczynski J, Rekowski P, Zatluska I, Kozlowska A,
Schumacher A, Deptuta M, Pikuta M. Ru(Il)-mediated synthesis and bioactivity evaluation
of 1,4,5-trisubstituted N-phthalimido protected 5-bromo-1,2,3-triazolic amino acid. (2018)
Letters in Organic Chemistry, 15 (4), 282-289.

W obszarze mojej aktywnosci naukowej znajdowala si¢ rowniez tematyka zwigzana z
wykorzystaniem ,reakcji klik” do otrzymania koniugatu systeminy z 3’-azydo-2’,3’-

dideoksytymidyng (AZT - inhibitor odwrotnej transkryptazy, lek przeciwwirusowy).
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Systemina (Sys) jest 18-aminokwasowym roslinnym hormonem peptydowym, wyizolowanym
z liSci pomidora, posiadajacym zdolno$¢ translokacji poprzez tkanki rolinne i transportowania
réznego rodzaju zwigzkow biologicznie czynnych do odlegtych czgséci roslin. Celem badan
(prowadzonych w Pracowni Chemii Zwigzkéw Biologicznie Czynnych Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego) byla synteza kowalencyjnego koniugatu systeminy z AZT, z
wykorzystaniem ,,reakcji klik” oraz analiza za pomoca elektroforezy kapilarnej (CE) procesu
rozprzestrzeniania si¢ tego koniugatu w tkankach roslinnych. Wyniki badan zostaly

opublikowane w dwoch pracach:

1. Dobkowski M, Szychowska A, Pieszko M, Miszka A, Wojciechowska M, Alenowicz M,
Ruczynski J, Rekowski P, Celewicz L, Barciszewski J, Mucha P. 'Click' chemistry
synthesis and capillary electrophoresis study of 1,4-linked 1,2,3-triazole AZT-systemin
conjugate. (2014) J Pept Sci, 20(9), 696-703.

2. Mucha P, Ruczynski J, Dobkowski M, Backtrog E, Rekowski P. Capillary electrophoresis
study of systemin peptides spreading in tomato plant. (2019) Electrophoresis, 40, 336-342.

Kolejnym obszarem mojej aktywnos$ci naukowej byty badania dotyczace roli tlenku
azotu w patogenezie pooperacyjnej niedroznosci jelit (PI). PI jest stanem charakteryzujacym
si¢ Czasowym porazeniem perystaltyki jelit po zabiegach chirurgicznych, zwlaszcza tych
wymagajacych otwartej interwencji chirurgicznej, co prowadzi do wydluzenia czasu i
wyzszych kosztow hospitalizacji. Przeprowadzone eksperymenty potwierdzily istotng rolg
tlenku azotu w patogenezie Pl. W efekcie przeprowadzonych badan (wspotpraca z dr hab.
Romanem Korolkiewiczem z Katedry Farmakologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego)

opublikowane zostaty dwie prace:

1. Korolkiewicz RP, Ujda M, Dabkowski J, Ruczynski J, Rekowski P, Petrusewicz J.
Differential salutary effects of nonselective and selective COX-2 inhibitors in postoperative
ileus in rats. (2003) J Surg Res, 109(2), 161-169.

2. Korolkiewicz RP, Sein-Anand J, Ruczynski J, Rekowski P, Bieniaszewski L, Chodorowski
Z, Petrusewicz J, Ujda M, Dabkowski J, Bitel M, Kato S, Takeuchi K. The role and
interactions of nitric oxide (NO), carbon monoxide (CO), and prostanoids in the
pathogenesis of postoperative ileus in rats. (2004) J Gastrointest Surg, 8(3), 346-357.

VL. PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN NAUKOWYCH
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W najblizszej przysztosci zamierzam przede wszystkim kontynuowac badania naukowe
zwigzane z synteza oraz wlasciwosciami farmakologicznymi koniugatow TP10 (lub innych
CPP, np. Tat) z r6znymi biologicznie czynnymi zwigzkami. Dotychczas stosowana przeze mnie
metoda syntezy koniugatow z wykorzystaniem ,reakcji klik” umozliwia zaadoptowanie
otrzymanych juz azydkowych pochodnych, np. DA Iub Van, do otrzymywania ich koniugatow
z innymi CPP.

Ostatnie badania na zwierzecych modelach choroby Parkinsona (PD), a takze
postmortem ludzkich mézgach pacjentéw z PD sugeruja, ze zwigkszony stres oksydacyjny w
neuronach dopaminergicznych znacznie przyczynia si¢ do rozwoju patogenezy PD.
Kluczowym wskaznikiem stresu oksydacyjnego jest aktywacja kinazy tyrozynowej c-Abl.
Wykazano, ze fosforylacja c-Abl jest silnie wzmozona w probkach moézgoéow z PD i moze
prowadzi¢ do utraty neuronéw dopaminergicznych. Badania te daja silne podstawy do
zastosowania inhibitoréw kinazy tyrozynowej c-Abl jako potencjalnych $rodkow
terapeutycznych w leczeniu PD. Ostatnie badania pokazaty, ze inhibitory kinazy tyrozynowe;j
c-Abl, takie jak imatinib lub nilotinib, powszechnie stosowane w leczeniu przewleklej biataczki
szpikowej (CML), moga chroni¢ przed utrata neurondw dopaminergicznych. Biorgc pod uwage
powyzsze fakty, synteza koniugatow TP10 z imatinibem moze prowadzi¢ do opracowania
nowej strategii w tagodzeniu objawdw choroby Parkinsona. Spodziewam sig, ze koniugaty
TP10 z imatinibem beda mogly efektywnie pokonywac bariere krew-mozg oraz wykazywac
aktywnos$¢ przeciwparkinsonowska.

W trakcie realizacji w/w zadan zamierzam kontynuowa¢ wspotprace naukows z
naukowcami Katedry Farmakologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, dotyczacg badan
farmakologicznych CPP, a takze ich koniugatéw z innymi biologicznie czynnymi zwigzkami.
Planowane sg rowniez badania zwigzane z poréwnaniem (na modelu mysim) zdolnosci
penetracji bariery krew-moézg przez roézne CPP (m.in. TP, TP10, Tat, PTD-4) oraz
cytotoksycznosci wybranych CPP.

Ponadto zamierzam kontynuowa¢ wspotprace naukowsa z dr Grzegorzem Machnikiem
z Kliniki Choréb Wewnetrznych i Farmakologii Klinicznej Slaskiego Uniwersytetu
Medycznego w Katowicach, ktorej celem jest wykorzystanie PNA (jak rowniez ich koniugatow
z CPP) do analizy sekwencji endogennych retrowiruso6w oraz regulacji genéw (na poziomie

ekspresji) niezbednych do aktywacji biatek endogennych retrowirusow.
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