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1. Wstęp

W ciągu ostanich kilkudziesięciu lat rozwój nauki przyczynił się do rozszerzenia możliwości wykorzystnia materiałów o potencjalnych właściwościach przeciwnowotworowych. Pierwotnie metody chemioterapeutyczne opierały się głównie na działaniu związków cytotoksycznych hamujących syntezę nowego materiału genetycznego lub powodujących nieodwracalne uszkodzania nici DNA. Indeks terapeutyczny tego typu substancji czynnych,  oprócz pozytywnych efektów leczenia, charakteryzował się szerokim zakresem objawów ubocznych wynikających z wysokiej toksyczności preparatów. Obecny zakres wiedzy na temat właściwości i charakterystyki poszczególnych typów nowotworów przyczynił się do rozszerzenia możliwości terapeutycznych. Odkrycie specyficznych antygenów oraz receptorów obecnych na powierzchni komórek nowotworowych stworzyło szansę wprowadzenia terapii ukierunkowanej na obszar dotknięty zmianami chorobowymi. Współczesne metody leczenia nowotworów odnosząc się do najnowszych odkryć badawczych wykorzystują nowo poznane mechanizmy hamowania procesów nowotworzenia na poziomie molekularnym. Leczenie ukierunkowane molekularnie, choć w coraz większym stopniu przynoszące pozytywne efekty terapeutyczne, w chwili obecnej nie jest jednak w stanie skutecznie zastąpić leków cytotoksycznych. Wciąż niedostateczna skuteczność nowych terapii oraz efekty uboczne metod klasycznych spowodowały wprowadzenie skojarzonego leczenia, które łączy silne działanie cytostatyków z kierunkowym efektem terapii celowanej w miejscu uchwytu chemioterapetyku. Kombinowana terapia jest obecnie najczęściej stosowaną metodą leczenia chorób nowotworowych.

 Współczesne metody lecznicze w ramach terapii celowanych wykorzystują między innymi przeciwciała przeciw antygenom nowotworowym. Niestety immunologiczne terapie kierunkowe często wspomagane stosowaniem leków cytostatycznych narażają pacjenta na długotrwały i wyczerpujący proces terapeutyczny. Dlatego wciąż poszukuje się konkurencyjnych metod leczenia, które charakteryzowałyby się wysoką skutecznością oraz obniżoną inwazyjnością. Połączenie obu efektów w ramach działania jednego preparatu stanowi potencjalną szansę uzyskania oczekiwanych efektów przy zachowaniu obniżonego indeksu toksyczności. 

2. Założenia pracy
Główne założenie niniejszej pracy zostało oparte na możliwości wykorzystania peptydów opioidowych jako nośników służących do uzyskania kierunkowego działania przeciwbólowo-przeciwnowotworowego. Dowiedziona zwiększona ilość receptorów opioidowych na komórkach nowotworowych, w stosunku do komórek zdrowych, przyczyniła się do założenia uzyskania kierunkowego działania leku. Poprzez wykorzystanie peptydów opioidowych wykazujących silne powinowactwo do receptorów opioidowych oprócz kierunkowego działania  dodatkowo założono zachowanie ich właściwości antynocyceptywnych i potencjalne obniżenie bólu nowotworowego. Realizacja projektu zakłada hybrydyzację peptydów opioidowych z  kompleksami platyny(II) o charakterze cytotoksycznym. Naszym zdaniem połączenie fragmentu peptydu opioidowego z układem wiążącym jon platyny(II) prawdopodobnie może przyczynić się do implementacji właściwości przeciwbólowo-przeciwnowotworowych. 


Schemat 1. Ogólna struktura proponowanego modelu związków dwufunkcyjnych

Zaproponowana budowa struktur ma na celu otrzymanie związków charakteryzujących się zwiększoną selektywnością dzięki kierunkowemu odddziaływaniu z receptorami zlokalizowanymi w błonie komórek nowotworowych. Tymsamym oczekuje się obniżenia toksyczności leku spowodowanej zmniejszonym oddziaływaniem chemioterapeutyku na komórki zdrowe. W związku z powyższym hybrydyzacja odpowiednich peptydów z pochodnymi cisplatyny może stanowić szansę otrzymania potencjalnych leków o zwiększonej selektywności, wpływających dodatkowo na obniżenie bólu nowotworowego. Podsumowując, celem projektu jest otrzymanie pochodnych peptydów opioidowych modyfikowanych poza obszerem farmakoforu poprzez wprowadzenie fragmentu wiązącego jon platyny(II). Projekt zakłada zachowanie wykazywanego przez fragment peptydowy powinowactwa do receptorów opioidowych, jak również potencjalne uzyskanie aktywności antynowotworowej generowanej przez fragment wiążący jon platyny, nie zaburzającej efektu wiązania. 

Pochodna peptydu opioidowego (FARMAKOFOR) – ligand kierunkowy
· obniżenie toksyczności poprzez ukierunkowanie działania

· obniżenie bólu nowotworowego poprzez właściwości antynocyceptywne

     Pochodna cisplatyny (TOKSYKOFOR) – ligand wiążący jon Pt(II)
· potencjalna implementacja właściwości przeciwowotworowych
2.1. Budowa związków
Zgodnie z zaproponowaną koncepcją budowy związków dwufunkcyjnych kierując się założeniami farmakologicznymi zadecydowno o umieszczeniu części kompleksującej poza obszarem farmakoforu opioidowego. Otrzymane analogi zawierają zlokalizowaną na N-końcu sekwencję niezbędną do wykazywania kierunkowego działania przeciwbólowego, a na C‑końcu umiejscowiony fragment zdolny do tworzenia kompleksów platyny(II). 
2.1.1. Miejsce wiązania jonu platyny
Powinowactwo pochodnych peptydów opioidowych do receptorow opioidowych jest uwarunkowane zachowaniem wolnego N-końca sekwencji aminokwasów.  Dlatego wprowadzenie do struktury zaproponowanego związku dwufunkcyjnego dodatkowego fragmentu zaplanowano od strony C-końca łańcucha peptydowego. Do uzyskania założonej aktywności wykorzystano analogi następujących peptydów opioidowych:

· Enkefaliny

· Endomorfiny-2

· TAPP-u

· Bifaliny
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Schemat 2. Peptydy opioidowe wykorzystane do budowy związków dwufunkcyjnych
Sekwencja pochodnych enkefaliny, endomorfiny-2 oraz TAPPu zachowująca standardowy kierunek wiązania kolejnych aminokwasów, po włączeniu liganda wiązącego jon Pt(II) pozwala na koordynację jonu metalu za pomocą grupy karboksylowej C-terminalnego aminokwasu.


                                
 H-AA1-AA2-AA3-AA4-AA-OH
Schemat 3. Model struktury związku dwufunkcyjnego (koordynacja jonu Pt(II) za pomocą grupy karboksylowej)
W przypadku pochodnych bifaliny, posiadających mostek hydrazydowy, następuje odwrócone wiązanie terminalnego aminokwasu stwarzające możliwość koordynacji jonu Pt(II) za pomocą grupy aminowej liganda.


                                      H-AA1-AA2-AA3-AA4-NH-NH-AA-H
Schemat 4. Model struktury związku dwufunkcyjnego (koordynacja jonu Pt(II) za pomocą grupy aminowej)
2.1.2. Sposób koordynacji jonu Pt(II)
Kierując się zbadanymi tendencjami jonu platyny (miękki kwas) do oddziaływania z atomami donorowymi grup funkcyjnych stanowiących miękkie zasady (teoria HSAB: „hard and soft acids and bases”), jako ligandy chelatujące wchodzące w skład fragmenu toksykoforu wykorzystane zostały aminokwasy lub ich pochodne zdolne do koordynacji jonów platyny(II). Strukturalne właściwości generowanego pierścienia chelatowego znaleźć powinny odzwieciedlenie w trwałości tworzonych produktów. Warunek ten jest ważym elementem mającym wpływ na stabilność związków i możliwość ich oddziaływania z substancjami występującymi w środowisku fizjologicznym. Tu nie bez znaczenia pozostaje fakt obecności wielu konkurencyjnych związków występujących w płynach ustrojowych organizmów żywych, które wiążąc jony platyny podawane w formie leku, obniżają skuteczność terapeutyku poprzez zmniejszanie dawki docierającej do miejsc docelowych. Wykorzystując możliwości chelatowania jonów metali za pomocą aminokwasów zaplanowano zastosowanie wiązania jonu Pt(II) zarówno przy wykorzystaniu grup karboksylowych jak i aminowych. Koncepcja ta służyć ma weryfikacji wpływu sposobu koordynacji i wielkości generowanych pierścieni na zakładaną aktywność zaprojektowanych związków. Modyfkacja podstawowej struktury dwufunkcyjnych związków pozwalać może na zachowanie powinowactwa farmakoforu do receptorów opioidowych lub przyczynić się do zaburzenia dotychczas wykazywanych właściwości. Dobór terminalego aminokwasu, miejsce jego wiązania jak i sposób koordynacji jonu platyny decydować będzie o trwałości tworzonego kompleksu i jego potencjalnych właściwościach cytotoksycznych. W związku z wieloma niewiadomymi i trudnymi do przewidzenia konsekwencjami wprowadzanych zmian w budowie struktury podstawowej, zaprojektowano i sprawdzono kilka możliwych rozwiązań koordynacyjnych, tak aby poddać weryfikacji wpływ poszczególnych czynników na przedstawione założenia realizowanego projektu. 
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His [O,N] PtCl2
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Glu [O,O’]PtCl2
	[image: image6.png]HoN




Asp[O,O’]PtCl2
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Cys[N,S]PtCl2
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Gln[N,N]PtCl2
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Ser[N,O]PtCl2
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Thr[N,O]PtCl2


Schemat 5. Przykłady uzyskanych  pierścieni chelatowych
2.1.3.  Wyposażenie struktur w fragmenty o charakterze hydrofilowym
Związki zawierające w swojej budowie jony platyny charakteryzują się niezwykle słabą rozpuszczalnością w środowisku wodnym. W ramach zrealizowanego projektu rozbudowano strukturę związków dwufunkcyjnych poprzez włączenie fragmentów o charakterze hydrolifilowym. Dane literaturowe wskazują, że rodzaj grup zaangażowanych w oddziaływanie z jonem metalu ma odzwierciedlenie w rozpuszczalności platynowanych związków w środowisku wodnym. Związki wykorzystujące do chelatowania jonów platyny grupę karboksylową wykazują lepszą rozpuszczalność w środowisku wodnym, niż związki koodynujące za pomocą grupy aminowej. Efekty te jednak nie są zadawalające, dlatego w celu osiągnięcia oczekiwanego poziomu rozpuszczalności do struktury leku wprowadza się często dodatkowe elementy o silnym charakterze hydrofilowym. Kolejnym założeniem projektu było wyposażenie zaprojektowanych struktur w elementy charakteryzujące się silnymi właściwościami hydrofilowymi. Zaprojektowane i zsyntetyzowane zostały analogi dwufuncyjnych związków wyposażone w następujące fragmenty:
Łączniki o charakterze hydrofilowym - zachowanie liniowej struktury związku dwufunkcyjnego

1–amino–4,7,10–trioksa–13–tridekanamina (TOTA)
[image: image14.wmf]
4,7,10-trioksa-1,13-tridekanediamina kwasu bursztynowego (Ttds)

[image: image15.wmf]
Fragment D-Glukozy – otrzymanie struktury rozgałęzionej związku dwufunkcyjnego przez przyłączenie cząsteczki D-Glukozy do reszty lizyny
[image: image16.wmf]
3. Synteza zaprojektowanych struktur
Część eksperymentalna projektu została oparta na dwóch etapach syntetycznych. Pierwszy etap prac eksperymentalnych miał na celu otrzymanie pochodnych peptydów opioidowych. Drugi etap polegał na poddaniu reakcji kompleksowania otrzymanych pochodnych peptydowych. Pochodne peptydów opioidowych zostały zsyntetyzowane przy użyciu nośnika stałego w ramach techniki SPPS (Solid Phase Peptide Synthesis) oraz za pomocą syntezy w roztworze. Synteza typu SPPS obejmowała otrzymanie analogów enkefaliny, endomorfiny-2 oraz TAPPu wyposażonych w dodatkowe fragmenty łączników bądź pochodnych rozgałęzionych posiadających przyłączoną cząsteczkę D-glukozy. Otrzymanie analogów bifaliny zostało oparte na zmodyfikowanej  procedurze syntezy w roztworze. Drugi etap syntetyczny polegał na poddaniu otrzymanych peptydów reakcji kompleksowania z solą będącą źródłem jonów platyny(II). Tak otrzymane produkty zostały poddane procesom oczyszczania za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej i przekazane do badań mających na celu weryfikację ich aktywności biologicznej.
4. Wyniki badań biologicznch.
4.1 Wyniki stopnia wiązania do receptorów opiodowych
Aktywność i kierunek działania otrzymanych związków zostały poddane badaniom biologicznym mającym na celu weryfikację stopnia wiązania otrzymanych analogów do receptorów opioidowych typu μ oraz δ. Przeprowadzono badania sprawdzające wpływ wprowadzonych modyfikacji na dotychczasowe wyniki aktywności biologicznej zarówno po wprowadzeniu dodatkowych elementów sekwecji peptydu jak również wpływu samego procesu kompleksowania otrzymanych pochodnych. Poniższe tabele prezentują wyniki otrzymane dla poszczególnych analogów peptydów opioidowch.
	Nr związku
	Związek
	Stopień wiązania (nM)


	
	
	IC50 (µ)b
	IC50 (δ)a

	4.3.1.2.1.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Glu(OH)2 
	158.5
	6.3

	4.3.1.2.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Glu[O,O’]PtCl2
	>1000
	>1000

	4.3.3.4.1.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Ttds-Glu(OH)2
	>1000
	>1000

	4.3.4.3.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Pdas-Glu[O,O’]PtCl2
	>1000
	>1000

	4.7.1.1.
	[H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-COO]2PtCl2(NH3)2
	200
	1000

	4.3.1.6.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Lys-(Met[N,S]PtCl2)-NH2
	199
	501

	4.3.2.1.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Lys(D-Glc)-Met[O,S]PtCl2
	794
	1000

	4.3.2.2.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Lys(D-Glc)-His[N,O]PtCl2
	79
	63

	4.3.2.3.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Lys(D-Glc)Cys[O,S]PtCl2
	126
	5.01

	4.3.3.9.1.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Lys(Ser)Ttds-Phe-OH
	20
	12

	4.3.3.9.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Lys(Ser[N,O]PtCl2)Ttds-Phe-OH
	>1000
	>1000

	4.3.3.1.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-TOTA-Ser[N,O]PtCl2
	79
	63

	4.3.3.7.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Ttds-Phe-Cys[O,S]PtCl2
	126
	251

	4.3.4.1.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Pdas-Phe-Cys[O,S]PtCl2
	158
	1000

	4.3.3.8.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Ttds-His[N,O]PtCl2
	125
	630


Tabela 1. Wyniki stopnia wiązania do receptorów opiodowych uzyskane dla wybranych pochodnych enkefaliny.
	Nr związku
	Związek 
	Stopień wiązania  (nM)         

	
	
	IC50 (µ)b

	EM-2
	H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2
	6.5

	4.6.1.1
	H-Tyr-Pro-Phe-Phe-TOTA<DAP[N,N’]PtCl2
	316


Tabela 2. Wyniki stopnia wiązania do receptorów opiodowych uzyskane dla wybranej pochodnej endomorfiny-2 (EM-2).

	Nr związku
	Związek
	Stopień wiązania (nM)

	
	
	IC50 (µ)b

	TAPP
	H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH2
	5.1

	4.5.1.3
	H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH-NH<Ser[N,O]PtCl2
	3.98

	4.5.2.2
	H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-TOTA<Ser[N,O]PtCl2
	31.6

	4.5.1.2.
	H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-Glu[O,O’]PtCl2
	>1000

	4.5.2.3.
	H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-Ttds-Glu[O,O’]Pt[N,N’]Bpy
	>1000


Tabela 3. Wyniki stopnia wiązania do receptorów opiodowych uzyskane dla wybranych pochodnych TAPPu.

	Nr związku
	Związek
	Stopień wiązania (nM)

	
	
	IC50 (µ)b
	IC50 (δ)a

	BIFALINA
	(H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH)2
	1.4
	2.6

	
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH2
	4.7
	230

	
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Phe
	0.74
	15

	4.4.1.3.2.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Phe<His-H
	0.5
	5

	4.4.1.3.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Phe<His[N,N’]PtCl2
	11.2
	154.9

	4.4.1.1.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Phe<Cys[N,S]PtCl2
	7.9
	78

	4.4.1.2.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Phe<Met[N,S]PtCl2
	6.2
	104.7

	4.4.1.4.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Phe<Asn[N,N’]PtCl2
	33.5
	15.8

	4.4.1.7.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Phe<DAP[N,N’]PtCl2
	20
	1.26

	4.4.1.8.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Phe<DAB[N,N’]PtCl2
	5,6
	7,5

	4.4.1.9.
	H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH<Ser[N,O]PtCl2
	39.8
	16


Tabela 4. Wyniki stopnia wiązania do receptorów opiodowych uzyskane dla wybranych pochodnych bifaliny
Wyniki badań biologicznych przeprowadzonych dla wybranych pochodnych wykazały, iż modyfikacja i rozbudowanie struktury wyjściowych peptydów opioidowych doprowadziły do obniżenia ich dotychczasowego powinowactwa do receptorów opioidowych. Satysfakcjonujące wyniki wiązania do receptorów udało się uzyskać w przypadku struktur posiadających małe pierścienie chelatowe oraz krótkie struktury liniowe. W przypadku związków wyposażonych w dłuższe łańcuchy mostkujące oba fragmenty funkcyjne, otrzymano dużo słabsze wyniki wiązania. Wyposażenie dwufuncyjnych cząsteczek w łańcuchy hydrofilowych łączników znalazło odzwierciedlenie w znacznej poprawie rozpuszczalności w środowisku wodnym. Jednak końcowy efekt obniżonej wartości wiązania do receptorów nie pozwolił na uzyskanie jednoczesnej poprawy rozpuszczalności przy zachowaniu wysokiego powinowactwa do receptorów opioidowych.
4.2. Właściwości antyproliferacyjne
Otrzymane cząsteczki zostały także podane badaniom pod kątem sprawdzenia ich cytotoksynego profilu przeciwnowotworowgo. W tym celu przeprowadzono eksperymenty mające na celu weryfikację potencjału antyproliferacyjnego otrzymanych pochodnych względem komórek złośliwego glejaka ludzkiego (T98G). Badania przeprowadzone dla wybranych struktur potwierdziły aktywność antyproliferacyjną w przypadku trzech związków. Aktywne związki charakteryzowały się małymi pierścieniami koordynacyjnymi i w niewielkim stopniu modyfikowaną strukturą wyjściowego peptydu. Pozostałe związki nie wykazały założonej aktywności antyproliferacyjnej względem testowanego materiału biologicznego (T98G). 

5.Podumowanie
Celem niniejszej pracy było zaplanowanie budowy oraz sposobu otrzymywania związków o potencjalnych właściwościach przeciwbólowo-przeciwnowotworowych. Założeniem projektu była hybrydyzacja pochodnych peptydów opioidowych z  kompleksami platyny(II) w celu otrzymania związków o dwufunkcyjnym szkielecie. Dodatkowo założono sprawdzenie możliwości  wektorowego dostarczania zaprojektowanego związku do miejsc zmienionych nowotworowo. Dzięki obecności liganda wykazującego powinowactwo do definiowanego adresu, receptora opioidowego obecnego na powierzchni komórek nowotworowych, złożono możliwość poprawy selektywności stosowanego preparatu. Realizując wyżej wymienione założenia otrzymane zostały cząsteczki o budowie opartej na dwufunkcyjnym szkielecie. Stopnień aktywności otrzymanych związków poddano badaniom biologicznym mającym na celu określenie:

· Stopnia wiązania do receptorów opiodowych typu µ i δ
· Potenckalnych właściwości antyproliferacyjnych względem komórek nowotworowych

Uzyskane rezultaty wskazały zachowanie powinowactwa do receptorów opioidowych w przypadku pochodnych peptydów opioidowych posiadających małe pierścienie chelatowe fragmentu toksykoforu. Dla wybranych związków o małych pierścieniach chelatowych otrzymano także pozytywne wyniki aktywności antyproliferacyjnej. W celu określenia szerszego zakresu potencjału przeciwnowotworowego zaprojektowanych struktur potrzebna jest kontynuacja badań biologicznych na szerszej gamie typów komórek nowotworowych.  W ramach przedstawionego projektu udało się zrealizować cel poprawy rozpuszczalności związków w środowisku wodnym. Efekty uzyskane po wprowadzeniu modyfikacji podstawowych struktur mogą się w przyszłości przysłużyć do poprawy biodystrybucji potencjalnych leków. Pozytywne efekty zachowania powinowactwa do receptorów opioidowych dają nadzieję na możliwość ukierunkowania aktywności leku do miejsc zmienionych chorobowo, tym samym stwarzają szansę obniżenia stopnia toksyczności proponowanej terapii.
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