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Cisplatyna, nieorganiczny kompleks platyny nalezy od wielu lat do
najskuteczniejszych lekéw przeciwnowotworowych. Cho¢ niezwykle skuteczny niestety nie
posiada wymaganej selektywnosci 1 dziala cytotoksycznie zarowno na komorki
nowotworowe, jak i na komorki zdrowe powodujac szereg efektow ubocznych, takich jak:
nefrotoksycznos¢ (uszkodzenie funkcji nerek), ototoksyczno§¢ (zaburzenia shuchu),
zaburzenia gospodarki elektrolitowej, neurotoksycznos$¢ (uszkodzenie komorek nerwowych),
nudnosci i wymioty oraz uszkodzenie komorek szpiku kostnego. Dlatego tez caty czas trwaja
badania nad opracowaniem zwigzkow, ktore charakteryzowatyby sie wieksza selektywnoscia
w stosunku do komodrek nowotworowych. Jedna z mozliwosci jest dotaczenie do fragmentu
majacego dziatanie przeciwnowotworowe drugiego fragmentu, ktory w wiekszym stopniu
kierowatby catg czasteczke do komoérek nowotworowych (np. liganda receptorow, ktore sa
obecne na powierzchni tych komorek w wigekszym stezeniu). Tak zaprojektowany zwiazek
posiadatby wlasciwosci antyproliferacyjne i miatby kierunkowe dzialanie na komorki
nowotworowe.

Przedstawiona praca doktorska prezentuje badania majace na celu zaproponowanie
budowy oraz syntezy zwigzkow o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym przy
jednoczesnym ukierunkowanym dziataniu na komorki nowotworowe. Aby zaplanowane
zwiazki spetniaty powyzsze zatozenia musialy zawiera¢ w swojej strukturze dwa fragmenty:
fragment peptydowy bedacy ligandem receptoréw tachykininowych wystepujacych na
btonach komorek nowotworowych w wigkszym stezeniu w porownaniu do komorek
zdrowych (farmakofor tachykininowy, wektor) i fragment kompleksujacy jony platyny(Il)
(toksykofor).  Dzigki  takiej  budowie  mozliwe  jest uzyskanie  dziatania
przeciwnowotworowego przy jednoczesnym ukierunkowanym dziataniu na komorki
nowotworowe.

Z przeprowadzonych do tej pory badan dotyczacych wymagan strukturalnych
ligandow receptorow tachykininowych wynika, ze aby peptyd mogt wykazywac taka

aktywno$¢ powinien posiada¢ na C-koncu ugrupowanie amidowe oraz przynajmniej dwa



aminokwasy o aromatycznych grupach bocznych takich jak fenyloalanina, tryptofan czy
histydyna. Aby cala czasteczka peptydu zachowata powinowactwo do receptoréw
tachykininowych (wazny C-koniec peptydu) to fragment kompleksujacy (toksykofor) jony
platyny(II) musiat znajdowac si¢ na jego N-koncu. Jako fragment kompleksujacy platyne
wykorzystano aminokwasy posiadajace atomy bedace donorami elektronéw do utworzenia
wigzan koordynacyjnych z jonem platyny(Il). Takie wlasciwosci posiada histydyna,
metionina, tyrozyna, seryna i kwas glutaminowy. Sekwencje aminokwasowe projektowanych
ligandow peptydowych dobierano na podstawie  opisanych w literaturze sekwencji
antagonistow receptorow tachykininowych.

Czeg$¢ eksperymentalna projektu obejmujgca synteze kompleksow platyny(Il) z
ligandami receptorow tachykininowych zostata przeprowadzona w ramach dwodch gtownych
etapow syntetycznych. Pierwszy z nich obejmowal synteze peptydowych analogow
receptorow tachykininowych na nosniku polimerowym z wykorzystaniem techniki SPPS
(Solid Phase Peptide Synthesis). Nastepnie otrzymane peptydy poddawano reakcji
kompleksowania z solg platyny(II) na dwa sposoby - po uprzednim odtaczeniu peptydu od
zywicy polimerowej badz kompleksowanie peptydu na nosniku polimerowym. Z uwagi na
fakt niskiej rozpuszczalnosci komplekséw platyny(Il) z peptydami w wodzie zaplanowano
wprowadzenie takiej modyfikacji struktur komplekséw aby polepszy¢ ich hydrofilowy
charakter. W tym celu wykorzystano czasteczki cukru - glukozy, ktére w wyniku reakcji
Maillarda wprowadzano do struktury peptydu poprzez grupe e-aminowg lizyny.
Otrzymywane zwigzki kompleksowe analizowano metodami spektroskopowymi.
Eksperymenty te obejmowaly rejestracje widm magnetycznego rezonansu jadrowego oraz
analize z wykorzystaniem spektrometru mas. Analiza widm '*Pt NMR zmierzonych dla
trzech peptydowych komplekséw platyny(Il) potwierdzita monojadrowy charakter
komplekséw platyny(Il). Dodatkowo interpretacja zarejestrowanego dla jednego z
komplekséw widma 2D *H NMR pozwolita na okreslenie miejsca wigzania atomu platyny do
peptydu. Rowniez analiza otrzymanych z eksperymentéw spektrometrii mas widm
fragmentacyjnych dostarczyta informacji o prawdopodobnych miejscach wigzania atomu
platyny do peptyddéw. Innym etapem pracy eksperymentalnej byla synteza radioliganda
receptoréw tachykininowych o sekwencji H-Lys-Phe(*H)-Phe(*H)-Gly-Leu-Met-NH,, ktory
moglby by¢ wykorzystany do przeprowadzenia badan wigzania do receptorow
otrzymywanych zwigzkow kompleksowych platyny zawierajacych wektor tachykininowy.
Reakcje trytowania peptydowego prekursora zawierajgcego labilne atomy jodu ulegajace
substytucji na atomy trytu przeprowadzono w laboratorium peptydowym w Biological
Research Center Wegierskiej Akademii Nauk w Szeged w grupie badawczej profesora Gezy
Toth. Otrzymany znakowany ligand peptydowy zostal nastgpnie doktadnie przebadany pod

katem powinowactwa do receptorow tachykininowych. Wyniki jakie otrzymano potwierdzity



zakladang aktywno$¢ i powinowactwo do receptorow tachykininowych, jednakze charakter
wigzania okazat si¢ na tyle mato specyficzny, ze wykorzystanie tego zwigzku do badan
powinowactwa otrzymywanych peptydowych komplekséw platyny(Il) do receptorow
tachykininowych byto niemozliwe.

Sposrod uzyskanych kompleksow platyny(1l) z peptydami wybrano kilka zwiazkéw
o czystoSci pozwalajacej] na przeprowadzenie badan majacych na celu weryfikacje
aktywnosci antyproliferacyjnej. Badania te przeprowadzono w Zaktadzie Neuropeptydow
IMDiK PAN, w grupie badawczej profesora Andrzeja Lipkowskiego. Pierwsze proby
przeprowadzono z uzyciem kompleksow platyny(Il) stabo rozpuszczalnych w wodzie a jako
medium uzyto mieszaniny woda/DMF co uniemozliwilo uzyskanie odpowiednio wysokich
stezen badanych zwiazkéw. Wyniki badan komoérkowych z uzyciem rozcienczonych
roztworow wskazaty, ze badane zwigzki nie wykazujg aktywnosci antyproliferacyjnej wobec
komoérek linii SEGA  (komorki nowotworowe gwiazdziaka podwysSciotkowego
olbrzymiokomoérkowego). Dalsze badania komoérkowe przeprowadzono po otrzymaniu
kompleksow platyny(Il) o zdecydowanie lepszej rozpuszczalno$ci w wodzie z tym, ze do
badan wykorzystano lini¢ komorkowa komorek glejaka T986. Niestety i w tym przypadku
zaobserwowano tylko nieznaczne zmniejszenie liczby komoérek nowotworowych w obecnosci
badanych zwiazkow czego przyczyng moze by¢ zbyt silne wigzanie platyny(ll) do struktury
peptydu uniemozliwiajace hydrolize cytotoksycznego fragmentu a tym samym jego
destrukcyjne dziatanie na komérkowe DNA.

Pomimo tego, iz dla otrzymanych zwigzkéw nie udato si¢ wykaza¢ dziatania
przeciwnowotworowego, co bylo gléwnie spowodowane bardzo staba rozpuszczalnoscia
otrzymanych peptydowych komplekséw platyny(Il) to mam nadzieje, ze przedstawione w
ramach zrealizowanej pracy doktorskiej wyniki badan powigkszyly zasob wiedzy o
mozliwoséci wykorzystania neuropeptydéw do tworzenia kompleksow platyny(Il) pod katem

badan nad zwalczaniem choréb nowotworowych.



