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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ACh - acetylocholina (ang. acetylcholine)

AdPLA - fosfolipaza swoista dla adipocytéw (ang. adipose phospholipase)

AHR - nadreaktywno$¢é drég oddechowych (ang. airway hyperresponsiveness)
ANOVA - analiza wariancji (ang. analysis of variance)

APC - komérki prezentujgce antygen (ang. antigen presenting cells)

ATP - adenozyno-5’-trifosforan (ang. adenosine 5°-triphosphate)

BALF - ptyn pecherzykowo-oskrzelowy (ang. bronchoalveolar lavage fluid)

CAMP - cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan (ang. 3’, 5’-cyclic adenosine monophosphate)
c¢GMP - cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan (ang. 3’, 5’-cyclic guanosine monophosphate)
CGRP - peptyd zwigzany z genem kalcytoniny (ang. calcitonin gene-related peptide)
COX-2 - cyklooksygenaza-2 (ang. cyclooxygenase 2)

cPLA,; - cytozolowa fosfolipaza A, (ang. cytosolic phospholipase A5)

CTMC - komérki tuczne tkanki tagcznej (ang. connective tissue mast cells)

CXCL1 - chemokina grupy CXC 1 (ang. C-X-C motif chemokine ligand 1)

CysLT; - receptor leukotrienowy typu 1 (ang. cysteinyl leukotriene receptor 1)
CysLT,; - receptor leukotrienowy typu 2 (ang. cysteinyl leukotriene receptor 2)
CZDA - czysty do analizy (ang. analytical reagent grade)

DAG - diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

DNCB - dinitrochlorobenzen (ang. dinitrochlorobenzene)

DNFB - dinitrofluorobenzen (ang. dinitroflurobenzene)

DNS - kwas dinitrobenzenosulfonowy (ang. dinitrobenzene sulphonic acid)

DOP - receptor opioidowy delta (ang. delta opioid receptor)

DSS - siarczan dekstranu sodu (ang. dextran sodium sulfate)

DTH - nadwrazliwosci typu pdéznego (ang. delayed type hypersensitivity)

EGF - naskdrkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)

ELISA - test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

EM 1 - endomorfina 1 (ang. endomorphin 1)

EM 2 - endomorfina 2 (ang. endomorphin 2)

FceRl - receptor o wysokim powinowactwie do immunoglobuliny E (ang. high-affinity IgE
receptor)



FEV: - natezona objetos¢ wydechowa pierwszosekundowa (ang. forced expiratory volume
in one second)

FVC - natezona pojemnos¢ zyciowa ptuc (ang. forced vital capacity)

GINA - Swiatowa Inicjatywa na Rzecz Zwalczania Astmy (ang. Global Initiative for Asthma)
GPCR - receptor sprzezony z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptor)

GR - receptor glikokortykosteroidowy (ang. glucocorticoid receptor)

GRE - miejsce odpowiedzi na glikokortykosteroidy (ang. glucocorticoid response element)
HDAC - deacetylaza histonowa (ang. histone deacetylase)

HRP - peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

i.p. - podanie dootrzewnowe (ang. intraperitoneal)

ICAM-1 - miedzykomérkowa czgsteczka adhezyjna 1 (ang. intercellular adhesion molecule 1)
Ig - immunoglobulina (ang. immunoglobulin)

IKK - kinaza inhibitora kB (ang. /kB kinase)

IL - interleukina (ang. interleukin)

iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase)

IP5 - trifosforan inozytolu (ang. inositol trisphosphate)

iPLA, - fosfolipaza A, niezalezna od jondw Ca** (ang. Ca**-independent phospholipase A>)

IUPAC - Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (ang. The International Union
of Pure and Applied Chemistry)

KOP - receptor opioidowy kappa (ang. kappa opioid receptor)

LABA - B,-adrenomimetyki dtugo dziatajgce (ang. long-acting beta,-agonists)

LPLA; - lizosomalna fosfolipaza A, (ang. lysosomal phospholipase A;)

LTA,/ LTB4/ LTCy/ LTD4/ LTE, - leukotrien A4/ B4/ Cs4/ D4/ E4 (ang. leukotriene A/ By/ Cs/ D4/ E)
LTRA - antagonisty receptora leukotrienowego (ang. leukotriene receptor antagonists)
MC-CPA - karboksypeptydaza A (ang. mast cell carboxypeptidase A)

MCPT-1 - mysia proteaza komoérek tucznych 1 (ang. mouse mast cells protease 1)

MDA - dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde)

mGR - btonowy receptor glikokortykosteroidowy (ang. membrane glucocorticoid receptor)
MMC - komérki tuczne bton sluzowych (ang. mucosal mast cells)

MOP - receptor opioidowy mi (ang. mu opioid receptor)

MPO - mieloperoksydaza (ang. myeloperoxidase)



NF-kB - jgdrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapalne (ang. nonsteroidal anti-inflammatory drugs)
NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-Methyl-D-aspartic acid)

NOP - receptor nocyceptynowy (ang. nociceptin opioid receptor)

NT - neurotensyna (ang. neurotensin)

NTR1/ 2/ 3/ 4 - receptor neurotensynowy 1/ 2/ 3/ 4 (ang. neurotensin receptor 1/ 2/ 3/ 4)
OVA - owalbumina (ang. ovalbumin)

PAF-AH - acetylohydrolaza czynnika aktywujgcego ptytki (ang. platelet activating factor
acetylhydrolase)

PBS - roztwor chlorku sodu buforowany fosforanami (ang. phosphate-buffered saline)
PBST - PBS z dodatkiem Tritonu X-100 (phosphate buffered saline with Triton X-100)
PCL - chlorek pikrylu (ang. picryl chloride)

PDE - fosfodiesteraza (ang. phosphodiesterase)

Penh - pauza wydtuzona (ang. enhanced pause)

PEP - szczytowy przeptyw wydechowy (ang. peak expiratory pressure)

PGE, - prostaglandyna E, (ang. prostaglandin E)

PIP - szczytowy przeptyw wdechowy (ang. peak inspiratory pressure)

PLA, - fosfolipaza A, (ang. phospholipase A,)

pro-NT/NN - precursor neurotensyny i neuromedyny N (ang. neurotensin/neuromedin N
precursor)

PSA - kwas pikrylosulfonowy (ang. picryl sulphonic acid)
PUFAs - wielonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids)

RANTES - chemokina regulowana poprzez aktywacje, ekspresjonowana i wydzielana przez
limfocyty T (ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted)

RL - opdr ptucny (ang. lung resistance)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

SABA - B,-adrenomimetyki krétko dziatajgce (ang. short-acting beta,-agonists)
SCF - czynnik komdrek macierzystych (ang. stem cell factor)

SEM - bfad standardowy sredniej (ang. standard error of the mean)

SP - substancja P (ang. substance P)

sPLA, - sekrecyjna fosfolipaza A, (ang. secretory phospholipase A;)



SPPS - synteza peptyddw na fazie statej (ang. solid phase peptide synthesis)
TDI - diizocyjanian toluenu (ang. toluene diisocyanate)

Te - czas wydechu (ang. expiratory time)

Th - limfocyty T pomocnicze (ang. T helper cells)

T; - czas wdechu (ang. inspiratory time)

TMA - bezwodnik kwasu trimelitowego (ang. trimellitic anhydride)

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor a)

T, - czas relaksacji (ang. relaxation time)

TRPV1 - receptory waniloidowe aktywowane przejsciowym potencjatem (ang. transient
receptor potential vanilloid 1)

VCAM-1 - naczyniowa czgsteczka adhezyjna 1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1)
VEH - nosnik/rozpuszczalnik (ang. vehicle)
wGKS - glikokortykosteroidy w postaci wziewnej (ang. inhaled glucocorticoids)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



STRESZCZENIE

Astma oskrzelowa jest chorobg przewlekts, cechujacg sie stanem zapalnym i zmienng
obturacjg drég oddechowych, z ktérych wynikajg charakterystyczne objawy takie jak
Swiszczgcy oddech, uczucie ucisku w klatce piersiowej, duszno$é i kaszel. Doktadne
mechanizmy lezgce u podstaw choroby nie zostaty dotagd w petni wyjasnione. Wedtug
szacunkow WHO astma dotyka ponad 300 milionéw ludzi na Swiecie, co sprawia, ze jest ona
problemem zdrowotnym o charakterze globalnym. Trudnosci w opanowaniu objawdw
poteguje fakt, iz astma jest chorobg o niejednorodnej etiologii, cechujacg sie réznymi
postaciami. Jedng z nich jest niealergiczny fenotyp astmy, charakteryzujgcy sie negatywnymi
wynikami alergicznych testow skérnych oraz brakiem wzrostu stezenia przeciwciat klasy IgE
w surowicy krwi. Pomimo podobnych objawéw klinicznych posta¢ niealergiczna ma
zazwyczaj ciezszy przebieg i wigze sie z koniecznos$cig stosowania wiekszych dawek
glikokortykosteroidow wziewnych w celu kontroli choroby. W zwigzku z powyzszym, trwajg
prace nad poszukiwaniem zwigzkdw o potencjale przeciwzapalnym, ktére mogg zostaé

wykorzystane w leczeniu astmy oskrzelowe;j.

Skutecznym rozwigzaniem tego problemu mogtyby by¢é zwigzki hybrydowe
tj. czasteczki zawierajgce w swojej strukturze co najmniej dwie, rdznigce sie od siebie,
aktywne biologicznie substancje. Hybryda PK20, bedgca przedmiotem niniejszych badan,
taczy w sobie dwa strukturalne elementy: farmakofor endomorfiny 2 i farmakofor
neurotensyny. Endomorfiny to grupa endogennych tetrapeptyddéw, obecnych w strukturach
uktadu odpornosciowego, wykazujaca wysokie powinowactwo do receptora opioidowego L.
Przeciwzapalne dziatanie endomorfiny 2, zaréwno w modelu ostrego jak i chronicznego
zapalenia, potwierdzono w pismiennictwie naukowym. Neurotensyna z kolei to oligopeptyd,
ktory jest zaangazowany w immunoregulacje i procesy zapalne. Dane literaturowe na temat
neurotensyny nie sg jednoznaczne, jednak czes¢ prac wskazuje na jej korzystne dziatanie

w przebiegu zapalenia.

Celem podjetych badan byta ocena przeciwzapalnego potencjatu hybrydy PK20
i poréwnanie go z aktywnosciag réwnomolowej mieszaniny obu jej farmakoforéow oraz
aktywnosciag zwigzku odniesienia - deksametazonu, a takze ustalenie, ktéry z farmakoforow
hybrydy w wiekszym stopniu odpowiada za obserwowane efekty. Badania przeprowadzono

w mysim modelu astmy niealergicznej wywotanej podaniem haptenu. Myszy szczepu Balb/c
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uczulano przez kolejne dwa dni, przy uzyciu roztworu dinitrofluorobenzenu, miejscowo na
ogolong skore brzucha i na powierzchnie wewnetrzng tap. Po pieciu dniach dochodzito do
ponownego kontaktu z haptenem, ktéry podawany dotchawiczo wywotywat reakcje zapalna.
Po 2 i 8 godzinach od wywotania zapalenia hybryde PK20 lub inne badane zwigzki podawano
dootrzewnowo. Po uptywie 24 godzin wykonywano pomiar nadreaktywnosci oskrzeli
w odpowiedzi na kurczgce dziatanie nebulizowanej metacholiny, a nastepnie pobierano ptyn

pecherzykowo-oskrzelowy (BALF) i ptuca do dalszych analiz.

W pierwszym etapie badan, doswiadczenia przeprowadzano w pieciu grupach
eksperymentalnych. W grupie, ktéra stanowita kontrole negatywng, zwierzeta nieuczulane
otrzymywaty dotchawiczo hapten, a nastepnie dootrzewnowo 0,9% roztwdr NaCl.
W pozostatych grupach zwierzeta uczulone, po dotchawiczym wywotaniu reakgcji
otrzymywaty kolejno: 0,9% roztwér NaCl (kontrola pozytywna), hybryde PK20, mieszanine jej
obu farmakoforow lub deksametazon. W drugim etapie badan, dootrzewnowe podanie
hybrydy poprzedzono podaniem zwigzkéw antagonistycznych wobec receptorow
opioidowych (chlorowodorku naloksonu) lub receptoréw neurotensynowych (SR 142948),

co pozwolito na ocene ich zaangazowania w przeciwzapalng aktywnos¢ chimery PK20.

Zarowno hybryda PK20, jak i mieszanina jej obu farmakoforow wykazaty wyrazng
tendencje do zmniejszania nadreaktywnosci oskrzeli w pordwnaniu z grupg stanowigca
kontrole pozytywng. Nie byty one jednak tak skuteczne jak deksametazon, po zastosowaniu
ktorego nie zaobserwowano znamiennych réznic pomiedzy grupg myszy otrzymujaca lek,
a zwierzetami nieuczulanymi. Hybryda PK20 zmniejszyta takze catkowitg liczbe komodrek
odpowiedzi zapalnej w BALF, w tym liczbe neutrofiléw. Podanie mieszaniny farmakoforéw
zwigzku réwniez ograniczyto naptyw komoérek, efekty te byty jednak znacznie stabsze niz
po zastosowaniu hybrydy. Co wiecej, nie zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy grupa
zwierzat, ktéra otrzymata hybryde PK20, a zwierzetami u ktérych zastosowano
deksametazon. Podobne zmiany zaobserwowano w preparatach histologicznych ptuc - myszy
otrzymujgce hybryde PK20, mieszanine jej obu strukturalnych elementéw lub deksametazon
cechowaty sie mniejszg liczbg leukocytéw w tkance ptucnej, przy czym najstabszy efekt
przeciwzapalny widoczny byt w grupie zwierzat leczonych mieszaning farmakoforéw

hybrydy.



Podanie chimery PK20 zredukowato takie podwyzszony poziom cytokin
prozapalnych: interleukin IL-1a, IL-2, IL-13 i TNF-a w BALF. Zastosowanie réwnomolowej
mieszaniny jej obu strukturalnych elementéw w niewielkim stopniu obnizyto stezenie
badanych zwigzkéw - efekt ten byt istotny jedynie dla IL-2. W homogenach ptuc, zaréwno
hybryda PK20, jak i deksametazon zmniejszyty stezenie IL-1B, IL-12p40, IL-17A, CXCL1
i RANTES u uczulanych zwierzat. Mieszanina farmakoforéw wykazata korzystny wptyw

wyltgcznie na poziom IL-12p40 i RANTES.

W analizie stezenia dialdehydu malonowego (MDA), bedacego markerem stresu
oksydacyjnego, po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej farmakoforéw i deksametazonu
zaobserwowano spadek poziomu MDA w poréwnaniu ze zwierzetami uczulanymi, u ktérych
zastosowano fizjologiczny roztwor soli. We wszystkich trzech badanych grupach
zaobserwowano takze obnizenie aktywnosci sekrecyjnej fosfolipazy A, ktora
zapoczatkowuje szlak przemian kwasu arachidonowego bedacego zrdodtem mediatorow
zapalnych, oraz zmniejszenie stezenia aloumin w BALF, ktérych podwyzszony poziom moze
Swiadczy¢ o przesicku makromolekut z mikrokrgzenia ptucnego do przestrzeni
pecherzykowo-oskrzelowej. Z kolei zwiekszone stezenie mysiej proteazy komorek tucznych,
markera stanu zapalnego magazynowanego i wydzielanego przez komorki tuczne, zostato

znamiennie obnizone jedynie po podaniu hybrydy PK20 i deksametazonu.

Kolejnym parametrem analizowanym w doswiadczeniach byta ekspresja jgdrowego
czynnika transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB) w tkance ptucnej. U myszy traktowanych jako
kontrola pozytywna oraz zwierzat leczonych przy uzyciu mieszaniny farmakoforéow
zaobserwowano zwiekszong intensywnos$¢ wyznakowania od podjednostek p50 i p65 NF-kB,
w poréwnaniu z pozostatymi grupami doswiadczalnymi. W przeciwienstwie do mieszaniny

farmakoforow, podanie hybrydy PK20 i deksametazonu ostabito znaczgco znakowanie.

W drugim etapie badan, analizowano efekt zastosowania zwigzkéw
antagonistycznych na przeciwzapalng aktywnos¢ hybrydy PK20 i jej wplyw
na nadreaktywnos¢ oskrzeli. Eksperymenty te miaty pozwoli¢ na ocene, ktéra ze Sciezek
receptorowych (opioidowa czy neurotensynowa) jest silniej zaangazowana w dziatanie
badanej chimery. Podczas pomiaréw nadreaktywnosci oskrzeli w odpowiedzi na metacholine
zaobserwowano, iz zastosowanie zaréwno chlorowodorku naloksonu, jak i zwigzku

SR 142948 nie spowodowato ograniczenia aktywnos$ci hybrydy PK20. Doswiadczenia
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okreslajgce akumulacje komodrek odpowiedzi zapalnej w BALF wykazaty z kolei,
ze zablokowanie receptoréw opioidowych nie wywiera niekorzystnego wptywu na efekt
chimery, co moze sugerowad, iz aktywnos$é hybrydy PK20 wynika w przewazajgcej mierze
z pobudzenia receptoréw neurotensynowych. Kolejne eksperymenty nie przyniosty jednak
jednoznacznego rozstrzygniecia. W czesci analiz zahamowanie obu $ciezek receptorowych
spowodowato ograniczenie przeciwzapalnego dziatania chimery. W innych analizach
m.in. dla IL-13, CXCL1, MDA uzyskano stezenia poréwnywalne do poziomu w grupie leczonej
hybrydg PK20 niezaleznie od tego, ktore z receptorow byly blokowane. Wydaje sie zatem,
ze oba strukturalne komponenty majg istotne znacznie dla aktywnosci zwigzku

hybrydowego.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen potwierdzono, iz hybryda PK20
wykazuje potencjat przeciwzapalny w mysim modelu astmy niealergicznej wywotane;j
podaniem haptenu, porownywalny do aktywnosci deksametazonu. Wykazuje ona jednak
mniejszy wptyw na nadreaktywnos¢ drég oddechowych w odpowiedzi na nebulizacje
metacholiny niz deksametazon. Zwigzek hybrydowy cechuje sie takze silniejszg aktywnoscig
przeciwzapalng niz réwnomolowa mieszanina jego obu farmakoforow podanych
jednoczesnie, a aktywacja zardwno receptorow opioidowych, jak i receptoréw
neurotensynowych wydaje sie by¢ niezbedna do wywotywania petnego efektu

przeciwzapalnego badanej hybrydy.
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ABSTRACT

Effect of the hybrid peptide PK20 on airway hyperreactivity and inflammatory process

in a murine model of non-atopic asthma.

Bronchial asthma is a chronic disease, characterized by inflammation and variable
airway obstruction, resulting in typical symptoms such as wheezing, chest tightness,
shortness of breath and cough. The exact mechanisms underlying the disease have not yet
been fully elucidated. According to estimates published by WHO, asthma affects over
300 million people worldwide and is regarded as a global health problem. Successful control
of the symptoms is limited by the fact that asthma is a heterogeneous disease, characterized
by many different phenotypes. One of them is the non-atopic (nonallergic) asthma, in which
negative allergic skin tests and no increase in the level of IgE antibodies in blood serum are
observed. Despite similar clinical symptoms to atopic asthma, the nonallergic phenotype is
usually more severe and requires higher doses of inhaled glucocorticosteroids to control the
disease. Given the above, there is a need to search for new compounds with the potential

anti-inflammatory activity that may be used in the treatment of bronchial asthma.

An effective solution to this problem could be hybrid compounds - molecules
containing in their structure at least two biologically active, differing from each other
substances. The PK20 hybrid, which is the subject of the present study, combines two
structural elements: the endomorphin 2 and neurotensin pharmacophores. Endomorphins
are a group of endogenous tetrapeptides distributed in the central nervous system and
in immune tissues, that exhibit a high affinity for the p opioid receptor. There are numerous
reports confirming the anti-inflammatory activity of endomorphin 2, both in the acute and
chronic inflammation models. Neurotensin, in turn, is an oligopeptide that is involved
in immunoregulation and inflammatory processes. Although the literature data are not

conclusive, a part of them indicates its beneficial effect in the course of inflammation.

The purpose of the present study was the assessment of the anti-inflammatory
potency of PK20 hybrid, comparison with the activity of the equimolar mixture of its both
pharmacophores and the reference compound - dexamethasone, as well as a determination
which of the hybrid structural elements stronger contribute to the observed effects.

The research was carried out in the mouse model of nonallergic asthma induced by the
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hapten. According to the experimental protocol, Balb/c mice were sensitized for two
consecutive days, locally on the shaved skin of the abdomen and the inner surface of the
paws, using dinitrofluorobenzene solution. After five days, contact with hapten occurred
again via intratracheal instillation, resulting in the development of inflammation.
2 and 8 hours after induction of inflammation, PK20 hybrid or another tested compound was
administered intraperitoneally. After 24 hours, airway hyperresponsiveness (AHR) was
measured using nebulization of increasing doses of methacholine, followed by a collection

of bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and lungs for further analyses.

In the first part of the study, the experiments were carried out in five experimental
groups. In the negative control group, non-sensitized animals received hapten
intratracheally, which was followed by intraperitoneal 0.9% NaCl solution injection. In other
groups sensitized and intratracheally challenged animals received: 0.9% NaCl
(positive control), hybrid PK20, a mixture of its both pharmacophores or dexamethasone.
In the second stage of experiments intraperitoneal administration of the hybrid was
preceded by the administration of antagonists to opioid receptors (naloxone hydrochloride)
or neurotensin receptors (SR 142948), which allowed to assess their involvement in the

anti-inflammatory activity of the chimera.

Both the hybrid peptide and mixture of its pharmacophores showed an evident
tendency to reduce airway hyperresponsiveness compared to the positive control group.
However, they were not as effective as dexamethasone - no significant differences between
mice treated with dexamethasone and the group of non-sensitized animals
(negative control) were observed. The PK20 hybrid also reduced the total number
of inflammatory cells in BALF, including the number of neutrophils. Administration of the
mixture of pharmacophores also limited the influx of cells, but its effect was found to be
weaker in comparison to hybrid treatment. Furthermore, no significant differences were
observed between the group of mice that received PK20 and the animals treated with
dexamethasone. Similar changes were observed in lung histological studies - mice receiving
hybrid, a mixture of both structural elements and dexamethasone were characterized
by a reduced number of leukocytes in the lung tissue, however the weakest
anti-inflammatory effect was shown in the group of animals treated with the mixture

of pharmacophores.
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The administration of PK20 also decreased the elevated levels of pro-inflammatory
cytokines: IL-1a, IL-2, IL-13 and TNF-a in BALF. The use of an equimolar mixture of its two
structural elements slightly reduced the concentration of examined compounds, but the
significant effect was shown solely for IL-2. In lung homogenates, both the PK20 hybrid and
dexamethasone reduced the concentration of IL-1B, IL-12p40, IL-17A, CXCL1 and RANTES
in sensitized animals. The mixture of pharmacophores exhibited a beneficial effect only

on IL-12p40 and RANTES levels.

In the analysis of the malondialdehyde (MDA) concentration, which is a biomarker
of oxidative stress, administration of PK20, the mixture of its pharmacophores and
dexamethasone, decreased the level of MDA in comparison to sensitized animals, which
received physiological saline. A beneficial effect in all three groups was also shown in the
study of lung tissue activity of secretory phospholipase A,, that initiates the pathway
of arachidonic acid metabolism, and for the level of albumin in BALF, which high
concentration may indicate an increased lung permeability. On the contrary, the elevated
concentration of mouse mast cell protease, a marker of inflammation secreted by mast cells,
was markedly reduced only by injection of the PK20 hybrid and dexamethasone.
After the administration of a mixture of pharmacophores, the enzyme level was not

significantly different from the positive control group.

In the subsequent immunohistochemistry experiments, the expression of nuclear
transcription factor NF-kB in lung tissue was measured. Increased staining intensity from
NF-kB p50 and p65 subunits were observed in the positive control group and animals treated
with a mixture of pharmacophores. In contrast, the administration of PK20 hybrid and

dexamethasone significantly reduced the examined parameters.

In the second stage of the study, the effect of antagonistic compounds
on anti-inflammatory activity of the PK20 hybrid was analyzed to assess the involvement
of the opioid and neurotensin receptor pathways. Measurement of airway hyperreactivity
in response to methacholine has demonstrated, that the use of naloxone hydrochloride
or SR 142948 before PK20 administration did not reduce its impact on AHR.
On the other hand, studies determining the accumulation of inflammatory cells in BALF have
shown, that blocking of opioid receptors did not adversely affect the action of the

PK20 hybrid, which may suggest that the activity of the tested compound is predominantly
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caused by the stimulation of neurotensin receptors. Subsequent experiments, however,
failed to provide an unequivocal answer. In a part of analyses, inhibition of both the opioid
and neurotensin pathways resulted in a reduction of the anti-inflammatory effect of the
chimera, as it was observed in IL-2, TNF-a or IL-17A levels. In other analyses, such as IL-13,
CXCL1 and MDA, measured concentrations were comparable to those shown in the
PK20 group, regardless of which receptors were blocked. Therefore, it seems that both

structural components are important for the activity of the hybrid compound.

Based on the present study, it has been proved that the PK20 hybrid shows
anti-inflammatory  potential in a mouse model of nonallergic asthma.
Additionally, the anti-inflammatory effect of the hybrid is comparable to dexamethasone
activity. However, compared to dexamethasone, it is less effective in reducing airway
hyperreactivity in response to methacholine nebulization. The hybrid compound has also
stronger anti-inflammatory activity in comparison to an equimolar mixture of its two
pharmacophores injected simultaneously. Activation of both opioid and neurotensin
receptors seems to be necessary to induce the full anti-inflammatory effect of the tested

chimera.
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INNOWACYJNOSC ROZPRAWY DOKTORSKIE)

Przedstawione w niniejszej rozprawie badania przyczynity sie do dokfadniejszego
poznania czynnikdw zaangazowanych w rozwdj astmy niealergicznej w mysim modelu
choroby. Nalezy nadmienié, ze wiedza o tych czynnikach w modelach niealergicznych jest
ograniczona, bowiem naukowcy pracujg gtdwnie na modelach astmy alergicznej
wywotywanej owalbuming. Patofizjologia samej astmy nieatopowej nie zostata jak dotad
w petni wyjasniona, a ze wzgledu na trudnosci w opanowaniu objawdw choroby, stanowi
ona nadal powazny problem zdrowotny. Zastosowanie hybrydy PK20 o udowodnionym
dziataniu przeciwbolowym, ktéra wykazuje dodatkowo dziatanie przeciwzapalne
potwierdzito, iz zwigzki hybrydowe mogtyby stanowi¢ waing alternatywe dla klasycznej
terapii skojarzonej, obejmujacej rdéwnoczesne stosowanie kilku réinych lekéw.

W ramach niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano, iz:

- hybrydyzacja farmakoforéw endomorfiny 2 i neurotensyny prowadzi do powstania zwigzku,
ktory wykazuje korzystny wptyw na nadreaktywnos$é oskrzeli i parametry s$wiadczgce

0 rozwoju stanu zapalnego w mysim modelu astmy nieatopowej,

- zwigzek hybrydowy PK20 i mieszanina jego obu farmakoforow podanych jednoczesnie
cechujg sie rding sitg dziatania przeciwzapalnego, co wskazuje, iz aktywnos$¢ zwigzku

hybrydowego nie jest prostg sumg aktywnosci poszczegdlnych czesci sktadowych,

- w dziatanie chimery PK20 zaangazowane sg oba komponenty strukturalne: endomorfinowy
oraz neurotensynowy, i pobudzenie obu sciezek receptorowych wydaje sie by¢ niezbedne

do uzyskania petnej aktywnosci przeciwzapalnej zwigzku.
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1. WSTEP

1.1. Definicja astmy oskrzelowej

Astma oskrzelowa to choroba niejednorodna, cechujgca sie przewlektym zapaleniem
drég oddechowych, diagnozowana na podstawie charakterystycznych objawow takich jak
uczucie ucisku w klatce piersiowej, swiszczgcy oddech lub tez wydtuzenie fazy wydechu,
dusznos¢ i kaszel. Objawom tym mogacym zmieniaé sie w czasie i mie¢ rézne nasilenie,
towarzyszy zmienna obturacja drég oddechowych [GINA, 2020]. Uwaza sie, iz istotng role
W rozwoju astmy odgrywajg predyspozycje genetyczne i czynniki srodowiskowe, jednak
doktadne mechanizmy komdérkowe i molekularne choroby nie zostaty dotad w petni
wyjasnione. Potwierdzono, ze w przebiegu reakcji zapalnej, toczacej sie w dolnych drogach
oddechowych bierze udziat szereg komdrek m.in. eozynofile, limfocyty T, komodrki tuczne,
neutrofile, makrofagi, komérki nabtonka oraz wiele endogennych mediatoréw zapalnych,
takich jak histamina, leukotrieny cysteinylowe czy cytokiny. Dtugotrwaty proces zapalny
prowadzi do przebudowy drég oddechowych, tzw. remodelingu, ktéry obejmuje przerost
miesni gtadkich oskrzeli, depozycje kolagenu i wtdknienie podnabtonkowe, a takze przerost
gruczotow sluzowych w btonie podsluzowej i zwiekszong produkcje Sluzu. Réwnoczesnie
rozwija sie nadreaktywnos¢ oskrzeli, nieproporcjonalna do intensywnosci dziatajgcego
bodzca, objawiajgca sie nadmierng reakcjg skurczowg w odpowiedzi na czynniki fizyczne

lub chemiczne [King, 1999; Mims, 2015].

Pomimo postepdédw w zrozumieniu patomechanizmoéw lezgcych u podstaw choroby
i opracowywaniu coraz skuteczniejszych metod terapeutycznych szacuje sie, ze astma
oskrzelowa dotyczy ponad 300 milionédw ludzi na catym Swiecie, co sprawia, iz jest ona
traktowana jako problem zdrowotny o charakterze globalnym [WHO, 2007]. Nakfady
na leczenie chorych ciepigcych na astme oskrzelowg sg wysokie i rosng wraz ze wzrostem
stopnia ciezkosci choroby [Godard i wsp., 2002]. Ze wzgledu na chroniczny charakter astmy
wigze sie ona z obnizeniem jakosci zycia chorych, wywiera negatywny wptyw na ich
sprawnos¢ fizyczng, stan emocjonalny i relacje spofeczne [Schmier i wsp., 1998].
U wiekszosci astmatykéw diagnozuje sie jednocze$nie alergiczny niezyt nosa,
a wspotwystepowanie obu tych schorzen utrudnia prawidtowga kontrole astmy oskrzelowej

[Bousquet i wsp., 2005]. W przypadku astmy o ciezkim przebiegu, astmy nieleczonej
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lub nieprawidtowo leczonej moze doj$sé¢ do trwatych zmian w drogach oddechowych,
zagrazajacych zyciu zaostrzen, a nawet $mierci. Wedtug danych Swiatowej Organizacji
Zdrowia astma oskrzelowa jest przyczyng blisko 250 tys. zgondw rocznie. Dotyczy to przede
wszystkim krajéw, w ktérych dostep do niezbednych lekdw jest ograniczony [WHO, 2007].
Trudno$ci w skutecznym opanowaniu choroby poteguje fakt, iz astma jako choroba

heterogenna, cechuje sie wieloma réznymi postaciami.

1.2. Fenotypy astmy oskrzelowej

Mechanizmy patofizjologiczne, obserwacje kliniczne oraz metody leczenia astmy
oskrzelowej zostaty po raz pierwszy szczegdétowo opisane w 1860 r. przez angielskiego
lekarza Henry’ego Saltera w monografii ,,On Asthma: Its Pathology and Treatment”
[Salter, 1860]. Autor zastosowat w niej pojecie , astmy wewnatrzpochodnej” (ang. intrinsic
asthma), odnoszgce sie do pacjentow, u ktérych objawy choroby wynikaty z dziatania
substancji draznigcych drogi oddechowe. Wiasciwy podziat na astme wewnatrz-
i zewnatrzpochodng (ang. extrinsic asthma) wprowadzit w 1947 r. Francis Rackemann.
Badacz dokonat obserwacji, iz u czesci pacjentéw cierpigcych na astme oskrzelowg mozliwa
jest identyfikacja zewnetrznych czynnikdw wyzwalajgcych symptomy choroby, u pozostatych
zas, bezposrednia przyczyna pojawienia sie objawdéw astmy pozostaje nieuchwytna
(astma  wewnagtrzpochodna). Wedtug Rackemann’a astma  wewnatrzpochodna
charakteryzowata sie ciezszym przebiegiem, pierwsze objawy pojawiaty sie w pdzniejszym
okresie zycia (tj. po 30. - 40. r.z.) i czesciej wystepowaty u kobiet [Rackemann, 1947].
Obecnie rozréznienie pomiedzy tymi dwiema postaciami astmy dokonuje sie na podstawie
wyniku alergicznych testéw skdrnych przy uzyciu zestawu standaryzowanych wyciggéw
alergenowych [Pillai i wsp., 2011]. Wedle aktualnie przyjetej nomenklatury, terminy ,astma
zewnatrzpochodna” i ,,astma wewnatrzpochodna” nie powinny by¢ diuzej stosowane i zaleca
sie zastepowanie je okres$leniami ,astma alergiczna” i ,astma niealergiczna” [Johansson
i wsp., 2001]. Astma o podtozu alergicznym nazywana jest rdwniez astmg atopowa, gdzie
atopie definiuje sie jako genetycznie uwarunkowang sktonnos¢ do zwiekszonej produkcji
specyficznych immunoglobulin E (Ig) w odpowiedzi na ekspozycje na alergeny
srodowiskowe, przede wszystkim wziewne i pokarmowe [Vennera i Picado, 2014]. Astma
nieatopowa (niealergiczna) cechuje sie zatem negatywnym wynikiem punktowych testéw

skérnych, a takze brakiem podwyzszonego poziomu IgE w surowicy krwi, zaréwno puli
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catkowitej, jak i IgE specyficznych dla danego alergenu. Nie obserwuje sie rowniez
predyspozycji rodzinnych do wystepowania astmy lub alergii [Menz i wsp., 1998]. Pomimo
podobnych objawéw klinicznych do astmy alergicznej, postaé nieatopowa charakteryzuje sie
ciezszym przebiegiem, co odzwierciedla sie m.in. w obnizonych parametrach natezonej
pojemnosci zyciowe] ptuc (ang. forced vital capacity; FVC) i natezonej objetosci wydechowej
pierwszosekundowej (ang. forced expiratory volume in one second; FEV;) oraz w szybkim
skurczu oskrzeli w odpowiedzi na podanie metacholiny i dtuiszym czasie powrotu
do rozkurczu po tescie metacholinowym. Konsekwencjg pogorszenia funkcji ptuc jest
koniecznos$¢ stosowania wiekszych dawek glikokortykosteroidéw wziewnych w celu kontroli
choroby [Ownby i Joseph, 2007; Barnes, 2009]. Czynnikami predysponujgcymi
do wystgpienia astmy niealergicznej sg nawracajgce infekcje wirusowe i bakteryjne drég
oddechowych. Zaostrzenie choroby moze nastgpi¢ pod wplywem zimnego powietrza,
zanieczyszczen drobnoczgsteczkowych w powietrzu lub draznigcych substancji wziewnych.
W nieatopowej postaci choroby czesciej diagnozuje sie wspotwystepowanie polipdw nosa
oraz nadwrazliwosci na kwas acetylosalicylowy [Menz i wsp., 1998; Ownby i Joseph, 2007].
Romanet-Manent i wsp. wykazali, ze czynnikami zwiekszajgcymi ryzyko rozwoju astmy
nieatopowej sg: przebycie zabiegu polipektomii, pte¢ zeniska, FEV; ponizej 80% wartosci
naleznej i zaawansowany wiek, podczas gdy wystepowanie kataru siennego, sezonowych
zaostrzen astmy i dtuzszy czas trwania astmy zwiekszajg ryzyko choroby o podiozu

alergicznym [Romanet-Manent i wsp., 2002].

Oba warianty astmy oskrzelowej réznig sie takze pod wzgledem rodzaju komoérek
zaangazowanych w reakcje zapalng w drogach oddechowych. Charakterystyczng cechg
astmy atopowej jest dominujgca aktywacja limfocytéw Th2, co skutkuje zwiekszong
produkcjg IL-4, IL-5 czy IL-13. W przypadku astmy nieatopowe] profil cytokin nie jest
jednoznacznie ukierunkowany, obserwuje sie bowiem wzrost wytwarzania zaréwno IL-5, jak
i IL-2, produkowanej przez limfocyty Thl [Comi i wsp., 2007]. Zrédtem IL-5 u atopowych
astmatykéw sg przed wszystkim komorki T CD4+, natomiast w formie niealergicznej komaorki
T CD4+ i CD8+ [Shiota i wsp., 2002]. Analizujgc materiat biopsyjny pochodzacy z oskrzeli
chorych na astme alergiczng zaobserwowano zwiekszong liczbe eozynofilow, komdrek
tucznych (mastocytéw) i limfocytéw T. U pacjentéw cierpigcych na nieatopowg postac

choroby znamienny byt wzrost liczby neutrofiléw i komdrek tucznych [Amin i wsp., 2000].

19



Podobne wyniki uzyskano podczas badan plwociny indukowanej pochodzgcej od dzieci
chorych na astme oskrzelowa. U 81% dzieci cierpigcych na alergiczng posta¢ choroby
zaobserwowano eozynofilie, definiowang jako zwiekszenie liczby eozynofildow powyzej
wartosci 3% wszystkich leukocytéw w plwocinie. W grupie niealergicznych astmatykow
znaczacy odsetek granulocytow kwasochtonnych byt widoczny jedynie u 24% chorych.
Co wiecej, w tej grupie procentowy udziat i liczba bezwzgledna neutrofildw w plwocinie byfa
znaczgco wyzsza niz u chorych na astme alergiczng i w grupie kontrolnej, ktérg stanowity
dzieci niechorujgce na astme i niewykazujgce cech atopii [Drews i wsp., 2009]. Istotng role
neutrofildw w patogenezie astmy oskrzelowej potwierdzajg badania, ktére wskazujg na ich
zwiekszong liczbe we krwi obwodowej i ptynie pecherzykowo-oskrzelowym
(ang. bronchoalveolar lavage fluid; BALF) u pacjentéw z astmg o ciezkim przebiegu, astma
oporng na leczenie glikokortykosteroidami, w zaostrzeniach choroby i okreslonych formach

astmy zawodowej [Cowburn i wsp., 2008].

Pomimo wielu odrebnosci pozwalajgcych na klasyfikacje astmy oskrzelowej, wsréd
czesci badaczy panuje przekonanie, iz astma atopowa i astma nieatopowa majg ze sobg
wiecej podobienstw niz rdznic. Sprzeczne dane literaturowe dotyczg takze kwestii czestosci
wystepowania astmy niealergicznej w populacji. Niektorzy autorzy wskazujg na blisko 10%
udziat nieatopowych astmatykow wsréd wszystkich chorujgcych [Barnes, 2009]. Inni,
w oparciu o dostepne dane epidemiologiczne, szacujg, ze astma zwigzana z atopig stanowi
zazwyczaj mniej niz potowe przypadkéw, a samo znaczenie atopii w patogenezie astmy
oskrzelowej moze byc¢ przeceniane [Pearce i wsp., 1999]. W duzym wieloosrodkowym
badaniu, obejmujgcym ponad 8 tys. dorostych oséb pomiedzy 18. a 60. r.z. wykazano,
ze 1/3 wszystkich przypadkéw astmy miata charakter niealergiczny [Withrich i wsp., 1995].
Watpliwosci budzi réwniez fakt, iz u czesci pacjentéw chorujacych na astme nieatopowg
zaobserwowano wzrost catkowitego stezenia IgE w surowicy krwi. Wyniki te wspierajg
poglad, ze wysoki poziom IgE jest czynnikiem ryzyka rozwoju astmy oskrzelowej, niezaleznie
od jej postaci oraz zmieniaja postrzeganie astmy niealergicznej, ktérej do tej pory nie
wigzano z przeciwciatami Igk [Humbert i wsp., 1999; Beeh i wsp., 2000]. Co wiecej, istnieja
doniesienia wskazujgce na miejscowg synteze Ige w drogach oddechowych nieatopowych
astmatykéw, pomimo negatywnego wyniku alergicznych testéw skérnych i braku obecnosci

specyficznych IgE w surowicy krwi [Ying i wsp., 2001; Mouthuy i wsp., 2011]. Sugeruje
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to lokalny proces zapalny mediowany przez IgE, ktéry jest niemozliwy do wykrycia podczas
badan ogdlnoustrojowych. Mozliwym wyttumaczeniem rozbieznosci zwigzanych z astmg
niealergiczng jest hipoteza wedtug ktérej pacjenci okreslani jako nieatopowi,
w rzeczywistosci sg uczuleni, ale na alergeny, ktére do tej pory nie zostaty zidentyfikowane.
Zakres potencjalnych czynnikdw uczulajgcych jest bowiem znacznie szerszy niz dostepne
obecnie odczynniki diagnostyczne [Vennera i Picado, 2014]. Czes¢ badaczy podziela réwniez
poglad, ze w patogeneze astmy nieatopowej mogg by¢ zaangazowane mechanizmy
autoimmunologiczne. Wskazujg na to eksperymenty, w ktérych wykazano obecnos$é
autoprzeciwciat 1gG skierowanych przeciwko komérkom nabtonka w oskrzelach u czesci
pacjentéw chorujacych na astme niealergiczng [Nahm i wsp., 2000]. Potwierdzenie
poszczegdlnych hipotez wymaga jednak dalszych badan, a doktadne mechanizmy lezgce
u podstaw astmy nieatopowej nadal pozostajg niewyjasnione. Niezaleznie jednak od stopnia
w jakim réznig sie od siebie oba fenotypy astmy oskrzelowej, faktem jest, ze leczenie astmy
nieatopowej sprawia wiele trudnosci i konieczne sg prace prowadzgce do poznania nowych

zwigzkéw, moggcych mieé potencjalne zastosowanie w farmakoterapii tego schorzenia.

1.3. Farmakoterapia astmy oskrzelowej

W farmakoterapii astmy oskrzelowej nalezy wyrdzni¢ dwie grupy lekéw: leki
kontrolujgce przebieg choroby i leki stosowane doraznie. Leki kontrolujgce przyjmowane sg
regularnie i dtugotrwale, co pozwala na kontrole objawdéw astmy, przede wszystkim
ze wzgledu na ich dziatanie przeciwzapalne. Leki podawane doraZznie stosowane sg w celu
szybkiego zmniejszenia dolegliwosci poprzez rozkurcz miesni gtadkich oskrzeli
i w konsekwencji rozszerzenie $wiatta oskrzeli. Preparaty o dziataniu przeciwastmatycznym
podawane sg réznymi drogami: w postaci inhalacji, doustnie lub poprzez iniekcje. Najbardziej
zalecang formg jest podanie wziewne, poniewaz substancja czynna dostarczana jest
bezposrednio do drég oddechowych, co zapewnia jej wysokie miejscowe stezenie i znaczgco
ogranicza ogolnoustrojowe dziatania niepozgdane [GINA, 2012]. Szczegdétowe informacje

o lekach stosowanych w terapii astmy zostaty zawarte w Appendix I.

1.3.1. Glikokortykosteroidy

Glikokortykosteroidy w postaci wziewnej (wGKS) stanowig obecnie najbardziej

skuteczng grupe lekéw przeciwzapalnych, kontrolujgcych przebieg astmy oskrzelowej.
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Jedynie w szczegdlnie ciezkich przypadkach mozina rozwazyé ich podanie doustne
lub dozylne, majac na uwadze, ze terapia taka powinna by¢ prowadzona przez krétki czas,
poniewaz ich diugotrwate stosowanie wigze sie z wysokim ryzykiem powaznych dziatan
niepozadanych takich jak zahamowanie czynnosci kory nadnerczy, osteoporoza, zaéma,
cukrzyca i nadcisnienie [GINA, 2020]. Mechanizm dziatania GKS jest wielokierunkowy, uwaza
sie jednak, ze najwaziniejszg role odgrywajg mechanizmy genomowe. Polegajg one
na wigzaniu sie leku ze specyficznym receptorem glikokortykosteroidowym (GR),
umiejscowionym w cytoplazmie komérkowej. Przy nieobecnosci GKS receptor jest potgczony
z biatkami szoku cieplnego: Hsp40, Hsp56, Hsp70 i Hsp90, natomiast na skutek przytaczenia
GKS do receptora dochodzi do jego uwolnienia z potgczen biatkowych, a powstaty kompleks
lek-receptor wnika do jgdra komdrkowego, gdzie w formie homodimeru wigze sie
ze swoistym obszarem DNA lezgcym w rejonie promotorowym i odpowiadajgcym na GKS
(ang. glucocorticoid response element; GRE). Wynikiem tej interakcji jest zahamowanie
lub pobudzenie transkrypcji gendw wrazliwych na GKS, co w konsekwencji powoduje
nasilenie lub zablokowanie syntezy okreslonych biatek [Barnes i wsp., 1998; Stahn i wsp.,
2007]. Mechanizmy niegenomowe odpowiadajgce za szybki efekt dziatania GKS nie zostaty
jeszcze doktadnie opisane, przypuszcza sie jednak, Zze mogg obejmowaé nieswoiste
fizykochemiczne oddziatywania leku z btong komérkowg oraz swoiste wigzanie z btonowym
receptorem glikokortykosteroidowym (mGR). By¢ moze pewng role w mechanizmie dziatania
GKS odgrywajg takze biatka uwolnione z kompleksu receptorowego po zwigzaniu receptora
z ligandem [Stahn i wsp., 2007]. Najwieksze zageszczenie receptoréw GR w uktadzie
oddechowym stwierdzono w komodrkach nabtonka drég oddechowych i komdrkach

srdédbtonka naczyn krwionosnych oskrzeli [Adcock i wsp., 1996].

Efektem oddziatywania GKS z receptorem GR jest obnizenie transkrypcji gendéw
kodujacych cytokiny prozapalne (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, TNF-a), chemokiny (IL-8, RANTES),
indukowalng syntaze tlenku azotu (iNOS), cyklooksygenaze-2 (COX-2), cytozolowa fosfolipaze
A, (cPLA;) oraz molekuty adhezyjne takie jak miedzykomdrkowa czasteczka adhezyjna 1
(ang. intercellular adhesion molecule; ICAM-1) czy naczyniowa czasteczka adhezyjna 1
(ang. vascular cell adhesion molecule; VCAM-1). Na poziomie komdérkowym GKS zmniejszajg
liczbe komoérek odpowiedzi zapalnej m.in. eozynofildw, limfocytéw T, komdrek tucznych

i makrofagdw. Ponadto GKS zwiekszajg ekspresje receptoréw B,-adrenergicznych
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w komoérkach miesni gtadkich oskrzeli, co ma istotne znaczne przy jednoczesnym stosowaniu

zwigzkow Br-adrenomimetycznych [Barnes, 2010].

1.3.2. Leki B-adrenomimetyczne

Receptory B,-adrenergiczne sg szeroko rozpowszechnione w drogach oddechowych,
przede wszystkim w komdrkach miesni gtadkich oskrzeli, a takze w znacznie mniejszej liczbie
w komorkach nabtonka, $rédbtonka naczyn oraz w pneumocytach typu Il [Barnes i wsp.,
2004]. Wsrdéd lekéw z tej grupy wyrdznia sie Br-adrenomimetyki krétko dziatajgce
(ang. short-acting betas-agonists; SABA) oraz leki dtugo dziatajace (ang. long-acting
beta,-agonists; LABA). Zwigzki te facza sie z receptorem B,-adrenergicznym, co powoduje
wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej, ktéra przeksztatca adenozyno-5'-trifosforan (ATP)
w cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan (cAMP). cAMP poprzez aktywacje kinazy
proteinowej A pobudza fosforylacje swoistych biatek zaangazowanych w kontrole napiecia
mieéni. Dziatanie CAMP zwiazane jest réwniez z blokowaniem uwalniania jonéw Ca®* z miejsc
ich magazynowania w komodrce, ograniczeniem wnikania tych jondéw ze S$rodowiska
zewnatrzkomérkowego do  wnetrza  komérki i sekwestracja  jonéw  Ca**
wewnatrzkomérkowych, co w konsekwencji wywotuje rozkurcz miesni gtadkich oskrzeli

[Johnson, 2006].

1.3.3. Leki cholinolityczne

Acetylocholina (ACh) jest neuroprzekaznikiem uwalnianym z zakonczen nerwoéw
przywspotczulnego uktadu nerwowego, ktéry reguluje napiecie i kurczliwo$s¢ miesni oraz
sekrecje $luzu w drogach oddechowych poprzez wptyw na receptory muskarynowe.
Udowodniono, ze trzy sposrdd pieciu dotychczas opisanych typdw receptorow
muskarynowych wystepujg w ptucach i drzewie oskrzelowym. Receptory typu M;
rozmieszczone sg przede wszystkim w czesci obwodowej ptuc, w s$cianach pecherzykéw
ptucnych, podczas gdy receptory M, zlokalizowano w komdrkach miesni gtadkich oskrzeli,
fibroblastach i na zakoniczeniach neurondéw cholinergicznych, gdzie petnig funkcje
autoreceptoréw. Receptory muskarynowe typu Ms znajdujg sie w przewazajgcej czesci
w komodrkach mieséni gtadkich oskrzeli, odpowiadajgc za ich skurcz zalezny od ACh, a takze
w gruczotach w obrebie btony podsluzowej, gdzie ich stymulacja nasila wydzielanie $luzu

[Bonini i Scichilone, 2017]. Molekularny mechanizm pobudzenia receptoréw M, i M3 polega
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na aktywacji fosfolipazy C, ktdéra katalizuje hydrolize 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu
do trifosforanu inozytolu (IPs) i diacyloglicerolu (DAG). IP;3 uwalnia wewnatrzkomorkowa pule
jonéw Ca’* oraz otwiera kanaty wapniowe w btonie komdrkowej, co w konsekwencji
powoduje skurcz miesni [Karakiulakis i Roth, 2012]. Leki cholinolityczne, zaréwno krétko jak
i dtugo dziatajgce, podane w postaci wziewnej wykazujg dziatanie antagonistyczne wobec
receptoréw muskarynowych i blokujg dziatanie ACh, co posrednio prowadzi do rozkurczu

miesni gtadkich oskrzeli [Buhl i Hamelmann, 2019].

1.3.4. Leki przeciwleukotrienowe

Leukotrieny sg aktywnymi biologiczne zwigzkami, nalezagcymi do grupy eikozanoidow,
ktore powstajg w szlaku przemian kwasu arachidonowego katalizowanym przez enzym
lipookysgenaze. Pod wptywem fosfolipazy A, (PLA;) dochodzi do hydrolizy wigzania
estrowego glicerofosfolipidéw obecnych w btonach komérkowych, w wyniku czego zostaje
uwolniony kwas arachidonowy. Jest on nastepne przeksztatcany przy udziale biatka
aktywujgcego FLAP i 5-lipooksygenazy do leukotrienu A; (LTA4), z ktdrego pod wptywem
hydrolazy LTA; powstaje leukotrien B4 (LTB4), a pod wptywem syntazy LTC4 leukotrien Cy.
LTC, jest kolejno przeksztatcany przez y-glutamylotranspeptydaze do leukotrienu D4 (LTD4)
i w dalszej kolejnosci przy udziale dipeptydazy do leukotrienu E4 (LTE4) [Folco i Murphy,
2006].

Leukotrieny LTC,4, LTD4 i LTE; okreslane jako leukotrieny cysteinylowe ze wzgledu
na obecnos$¢ aminokwasu cysteiny w ich strukturze, aktywujg dwa podtypy receptoréw:
receptor leukotrienowy typu 1 (CysLT;) i typu 2 (CysLT,). Wiekszos¢ niekorzystnych dziatan
tej grupy zwigzkéw wynika z pobudzenia receptoréw CysLTy, ktére sg licznie rozmieszczone
w komodrkach biorgcych udziat w reakcji zapalnej (m.in. monocytach, makrofagach,
granulocytach czy komodrkach tucznych), a takie komdrkach miesni gtadkich oskrzeli,
fibroblastach oskrzelowych i komérkach srdodbtonka naczyn krwionosnych [Montuschi,
2010]. Efektem pobudzenia receptoréw leukotrienowych jest silny skurcz oskrzeli,
wzmozenie produkcji $luzu i nasilenie naptywu komdrek odpowiedzi zapalnej do drég
oddechowych. Mechanizm dziatania lekéw przeciwleukotrienowych wykorzystywanych
w terapii astmy oskrzelowej jest dwojaki i polega na blokowaniu receptoréw CysLT;
(ang. leukotriene receptor antagonists; LTRA) bgdZz na hamowaniu aktywnosci enzymu

5-lipooksygenazy [Krawiec i Jarjour, 2002].
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1.3.5. Metyloksantyny

Zwigzkiem nalezagcym do grupy metyloksantyn jest teofilina, stosowana w lecznictwie
od kilkudziesieciu lat. W stezeniu terapeutycznym od 10 do 20 pg/ml teofilina wykazuje
dziatanie bronchodylatacyjne, wynikajgce z nieselektywnego zahamowania enzyméw z grupy
fosfodiesteraz (ang. phosphodiesterase; PDE), a doktadnie PDE typu Ill, IV i V, co prowadzi
do wzrostu stezenia cAMP i cGMP (cyklicznego guanozyno-3’,5-monofosforanu)
w komdrkach, a w konsekwencji powoduje rozkurcz miesni gtadkich oskrzeli [Rabe i wsp.,
1995]. Teofilina jest réwniez silnym antagonistg receptoréw adenozynowych A, A, i Ay
hamujgcym aktywnos¢ adenozyny, ktéra posrednio poprzez zwiekszenie uwalniania
histaminy i leukotrienow z mastocytéw drég oddechowych wywotuje skurcz oskrzeli
u astmatykédw [Bjorck i wsp., 1992]. Znany jest takie molekularny mechanizm
przeciwzapalnego dziatania teofiliny, obserwowany przy matych stezeniach zwigzku oraz
niezalezny od hamowania PDE i antagonizmu wobec receptoréow adenozynowych. Polega on
na zwiekszaniu aktywnosci deacetylaz histonowych (ang. histone deacetylase; HDAC),
ktdrych poziom zostaje obnizony w przebiegu astmy ciezkiej i przewlektej obturacyjnej
choroby ptuc. HDAC na drodze deacetylacji rdzenia histondw, obnizajg ekspresje gendéw dla
mediatoréw zapalnych, nasilong przez prozapalne czynniki takie jak jgdrowy czynnik

transkrypcyjny NF-kB [Barnes, 2003].

1.3.6. Przeciwciato monoklonalne anty-IgE

Omalizumab jest rekombinowanym humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym,
skierowanym przeciwko ludzkiej immunoglobulinie IgE. Mechanizm dziatania zwigzku polega
na wybidérczym wigzaniu sie z fragmentem Fc IgE. Omalizumab tworzy w ten sposdb
kompleksy z krazacymi przeciwciatami, obniza poziom wolnej puli IgE i uniemozliwia ich
wigzanie z receptorami o wysokim powinowactwie (FceRl), znajdujgcymi sie na powierzchni
komodrek tucznych i bazofiléw, co w konsekwencji hamuje uwolnienie mediatoréw reakcji
alergicznej. W efekcie zapobiega naptywowi komodrek (przede wszystkim eozynofiléw)
do drzewa oskrzelowego, przebudowie tkanek i zmianom funkcjonalnym w drogach
oddechowych. Stosowanie leku prowadzi takze do obnizenia ekspresji receptoréw dla IgE
na powierzchni komdrek odpowiedzi zapalnej [Holgate i wsp., 2009; Thomson i Chaudhuri,

2012].
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1.3.7. Przeciwciata monoklonalne anty-IL5, anty-IL5R, anty-IL4R

Wsrod nowych lekédw stosowanych w leczeniu astmy oskrzelowej wyrdznia sie

przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko IL-5 oraz przeciwciato przeciwko
receptorowi IL-5, ktore taczy sie z podjednostkg a receptora prowadzgc do apoptozy
eozynofildw. Stosowane jest takze przeciwciato skierowane przeciwko receptorowi a IL-4,
ktorego mechanizm dziatania polega na blokowaniu szlaku sygnatowego dla IL-4 i IL-13

[GINA, 2020].

1.4. Wytyczne leczenia astmy oskrzelowej

Aktualne wytyczne dotyczgce leczenia astmy oskrzelowej zostaty opracowane przez
ekspertdw ze Swiatowej Inicjatywy na Rzecz Zwalczania Astmy, okreslanej akronimem GINA
(ang. Global Initiative for Asthma) i obejmujg piec stopni leczenia choroby, zaleznych od jej
zaawansowania (Ryc. 1). Astma tagodna moze by¢ kontrolowana za pomocg leczenia stopnia
1 i 2, astma umiarkowana wymaga leczenia stopnia 3, natomiast leczenie stopnia 4 i 5
zarezerwowane jest dla chorych na astme ciezkg lub astme nie poddajgca sie kontroli.
Stopien ciezkosci astmy oskrzelowej nie jest cechg statg i moze ulega¢ zmianie na przestrzeni
miesiecy i lat. Jesli zastosowana terapia pozwala na utrzymanie kontroli choroby przez okres
dtuzszy niz 3 miesigce, mozna rozwazy¢ zmniejszenie intensywnosci leczenia, w celu

ustalenia najmniejszej dawki lekéw, skutecznej u danego pacjenta [GINA, 2020].

STOPIEN 5
STOPIEN 4 duza dawka
STOPIEN 3 WGKS + LABA,
ocena fenotypu
astm
STOPIEN 2 §rednia+d;\;|:: wGKS doiaczeyl:lie
STOPIEN 1 mata dawka wGKS tiotropium lub
codzienna mata dawka + LABA przeciweiata
PREFEROWANELECZENIE | oo gt wewe | WGEKS lub mata dawka anty-IgE,
KONTROLUIACE SRR WwGKS + formoterol w anty-IL5/IL5R,
razie potrzeby razie potrzeby anty-IL4R
Wﬁgﬁ'ﬁc’.‘fﬁﬁ?”m mata dawka wGKS | LTRA lub mata dawka srednia dawka wGKS duza dawka wGKS, dotzezenie
przy kazdym wGKS przy kaidym lub mata dawka wGKS dotzczenie tiotropium matych dawek
stosowaniu SABA stosowaniu SABA +LTRA lub LTRA GKS doustnych

PREFEROWAMNE LECZENIE

DORAZNE mala dawka wGKS + formoterol w razie

potrzeby *

mata dawka wGKS + formoterol w
razie potrzeby

OPCJONALME LECZENIE
DORAZNE

SABA w razie potrzeby

Ryc. 1. Stopnie intensywnosci leczenia astmy oskrzelowej u dorostych i dzieci powyzej 12 r.z.
[na podstawie wytycznych GINA, 2020]. *mata dawka wGKS i formoterolu jest leczeniem doraznym
dla pacjentéw przyjmujgcych budezonid-formoterol lub beklometazon-formoterol jako leczenie
regularnie i doraznie.
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Niestety, pomimo ciggtego postepu we wdrazaniu nowych metod terapeutycznych,
astma oskrzelowa nadal pozostaje duzym wyzwaniem dla wspdétczesnej nauki i medycyny.
Liczba chorych stale rosnie, u czesci z nich zastosowanie leczenia o maksymalnej
intensywnosci nie pozwala na kontrole objawdw choroby. Szczegdlnie trudnosci przysparza
leczenie astmy nieatopowej, ktérej ztozony patomechanizm nie zostat dotgd w petni
wyjasniony, a dostepne leki m.in. wGKS nie przynoszg oczekiwanych rezultatéw. Istotny
problem stanowig takze dziaftania niepozgdane lekéw przeciwastmatycznych, jak réwniez
niekorzystne interakcje w jakie wchodzg z innymi, jednoczesnie przyjmowanymi
preparatami. Konieczne zatem wydaje sie poszukiwanie nowych szlakédw sygnatowych,
mogacych odgrywaé znaczgcg role w rozwoju astmy oskrzelowej, a w dalszym etapie
opracowywanie nowych zwigzkédw majacych korzystny wptyw na sktadowe reakcji zapalnej

w drogach oddechowych.

1.5. Zwigzki hybrydowe o aktywnosci przeciwzapalnej

Jednym ze skutecznych rozwigzan problemu niekorzystnych interakcji lekowych oraz
dziatan niepozgdanych mogg by¢ zwigzki hybrydowe, nazywane rdwniez chimerami,
zwigzkami bi- lub wielofunkcyjnymi, ktére zawierajg w swojej strukturze co najmniej dwie,
réznigce sie od siebie, aktywne biologicznie substancje. Technika hybrydyzacji jako strategia
projektowania lekdw pozwala na osiggniecie wiekszej aktywnosci i selektywnosci zwigzku
przy ograniczeniu niekorzystnych skutkéw jego stosowania [Bérubé, 2016]. Hybryda jako
nowa czgsteczka charakteryzuje sie specyficznym profilem farmakokinetycznym
i w zaleznosci od elementéw sktadowych moze w jednym czasie pobudza¢ lub hamowaé
rézne Sciezki receptorowe. Chimery, w poréwnaniu z podawaniem pojedynczych zwigzkéw,
cechujg sie takze wiekszym powinowactwem do konkretnych receptoréw w organizmie.
Na etapie ich projektowania mozliwe jest wprowadzenie modyfikacji, ktére pozwolg
na poprawe stabilnosci enzymatycznej oraz wptyng korzystnie na inne istotne parametry
takie jak biodostepnosé zwigzku czy zdolnosé¢ do przekraczania selektywnej bariery
krew-médzg [Kleczkowska i wsp., 2013). Zaletami stosowania chimer jest niewatpliwie
mozliwos¢ ograniczenia dziatan niepozgdanych, wynikajgca z faktu, iz wprowadzenie
okreslonej czesci sktadowej do hybrydy, moze réwnowazyé niekorzystne efekty pochodzace
od innego sktadnika, a w przypadku zahamowania rozwoju tolerancji, zniweluje koniecznosé

zwiekszania dawki leku [Dietis i wsp., 2009; Largent-Milnes i wsp., 2010].
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Elementami strukturalnymi zwigzkéow hybrydowych sg farmakofory, ktére wedtug
precyzyjnej definicji IUPAC (The International Union of Pure and Applied Chemistry)
stanowig zbidr cech sterycznych i elektronowych zwigzku, niezbednych do jego
oddziatywania ze specyficznym receptorem i koniecznych do wyzwolenia lub zahamowania
odpowiedzi biologicznej [Wermuth i wsp., 1998]. Zgodnie z koncepcjg przyjetg przez
Morphy’ego i Rankovic’a zwigzki hybrydowe mozna podzieli¢c ze w wzgledu na ich
konstrukcje (Ryc. 2). Wyréznia sie zatem chimery, w ktérych dwa farmakofory sg ze sobg
potgczone za pomocg tacznika badz przylegaja do siebie bez zadnych dodatkowych
elementow. Elementy strukturalne moga réwniez czesSciowo na siebie nachodzi¢, tworzac
czesé wspdlng [Morphy i Rankovic, 2006].

pojedyncze
farmakofory

zwiazki
hybrydowe

Ryc. 2. Typy pofaczen farmakoforéw w zwigzkach hybrydowych; (a) pofaczone za pomoca tgcznika
tzw. linkera, (b) bez dodatkowych elementéw, (c) posiadajgce wspdlng czes¢ [na podstawie pracy
Morphy i Rankovic, 2006].

Potencjat terapeutyczny hybryd analizowano w modelach eksperymentalnych wielu
schorzen, m.in. w chorobach nowotworowych [Guerrant i wsp., 2012; Ling i wsp., 2015],
neurodegeneracyjnych [Korth i wsp., 2013; Morroni i wsp., 2019; Duarte i wsp., 2019] czy
w farmakoterapii bdlu [Kleczkowska i wsp., 2010; Guillemyn i wsp., 2016; Micheli i wsp.,
2019]. W ostatnich latach prowadzono takie badania nad chimerami o dziataniu
przeciwzapalnym, z ktérych wiele zawiera w swojej strukturze leki z grupy niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych (NLPZ). W jednej z prac badano skutecznos¢ potaczenia terpendw
z ibuprofenem lub naproksenem w modelach obrzeku uszu u myszy, wywotanych podaniem
kwasu arachidonowego lub pochodnej forbolu. Cze$é zsyntetyzowanych hybryd wykazywata

silniejsze miejscowe dziatanie przeciwzapalne i mniejszg toksycznosé niz wyjsciowe zwigzki
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terpenowe [Theoduloz i wsp., 2015]. W kolejnych badaniach udowodniono silne dziatanie
przeciwbdélowe w odniesieniu do bodZca termicznego i chemicznego oraz dziatanie
przeciwzapalne dla chimery ztozonej z tomoksiprolu i naproksenu [Hosseinzadeh i wsp.,
2017], a takze dziatanie przeciwzapalne i przeciwartretyczne potgczen estréw kwasow
bosweliowych i zwigzkéw z grupy NLPZ [Shenvi i wsp., 2015]. Dziatanie przeciwzapalne
i antyoksydacyjne wykazano dla chimer skfadajacych sie z resweratrolu i salicylandw
[Aldawsari i wsp., 2016], podobnie jak dla hybryd ztozonych z nitroksydéw i NLPZ, zaréwno
w przypadku zastosowania konstrukcji z tgcznikiem rozszczepialnym (wigzanie estrowe badz
amidowe), nierozszczepialnym, jak i przy scaleniu obu elementéw strukturalnych zwigzku
[Thomas i wsp., 2018]. Znane s3g réwniez chimery, ktérych sktadowe stanowig leki z grupy
NLPZ i antybiotyki makrolidowe oraz pofaczenia makrolidéow z glikokortykosteroidami.
Zwigzki te wykazujg wysoky aktywnos¢ przeciwzapalng w zwierzecych modelach zapalenia
jelit, reumatoidalnego zapalenia stawdw i eozynofilii ptucnej, cechujac sie zwiekszonym
bezpieczenstwem stosowania w odniesieniu do macierzystych GKS [Paljetak i wsp., 2017].
Przyktadem hybrydy jest takze potgczenie budezonidu i czgsteczki bedgcej donorem tlenku
azotu NO. Zsyntetyzowany zwigzek powoduje, poréwnywang do budezonidu, poprawe
parametréw oddechowych u pacjentdw astmatycznych, wykazujac przy tym korzystniejszy
profil farmakokinetyczny i dodatkowo zmniejszajgc liczbe neutrofildow w plwocinie chorych
[Boulet i wsp., 2009]. Zwigzkiem o potencjalnie korzystnym wptywie na przebieg reakcji
zapalnej w dolnych drogach oddechowych wydaje sie by¢ takze hybryda PK20, ktdra stanowi

temat niniejszej rozprawy.

1.6. Hybrydyzacja farmakoforéw endomorfiny 2 i neurotensyny - chimera PK20

Hybryda PK20 jest zwigzkiem, ktéry tgczy w swojej strukturze farmakofory dwdch,
fizjologicznie wystepujacych neuropeptydéw: endomorfiny 2 i neurotensyny (Ryc. 3).
Zwiekszenie stabilnosci enzymatycznej i powinowactwa receptorowego chimery uzyskano
poprzez wprowadzenie do jej szkieletu dodatkowych aminokwaséw. Zmiany w tancuchu
peptydowym w C-koAcowym odcinku, ktoérego podstawe stanowit aktywny fragment
neurotensyny, objety zastgpienie przez lizyne (Lys) pierwotnie wystepujacych reszt
argininowych Arg®i Arg®, a takze zamiane znajdujacej sie w pozycji dwunastej izoleucyny lle*?
na tert-leucyne (Tle). W przypadku N-koncowej czesci chimery odpowiadajace;j

endomorfinie 2, tyrozyna w pozycji pierwszej Tyr' zostata zastgpiona przez
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2,6-dimetylotyrozyne (Dmt), z kolei prolina w pozycji drugiej Pro® przez D-lizyne (D-Lys)
[Kleczkowska i wsp., 2010].

H,N
| =
7 I
o) o
L‘N/ /F’\ N\/gznﬂ OH
H \Ir H o
NH,
L ] ]
farmakofor endomorfiny 2 farmakofor neurotensyny

PK20: H-Dmt-D-Lys-Phe-Phe-Lys-Lys-Pro-Phe-Tle-Leu-OH

Ryc. 3. Wzér strukturalny hybrydy PK20 [Kleczkowska i wsp., 2010; za zgodg autoral.
Rozwiniecie tréjliterowych skrétéw nazw aminokwaséw zawarte jest w Appendix Il

Aktywno$¢ hybrydy PK20 byta dotychczas analizowana w kilku modelach
eksperymentalnych. Hybryda charakteryzuje sie silnym dziataniem przeciwbdlowym,
zaréwno po podaniu osrodkowym, jak i obwodowym. Ponadto zastosowanie antagonisty
receptoréw opioidowych naltreksonu, prowadzi jedynie do czesSciowego zmniejszenia
potencjatu analgetycznego chimery, co wskazuje na udziat czesci neurotensynowe;j
w wyzwalaniu dziatania przeciwbélowego [Kleczkowska i wsp., 2010]. Badania in vitro
w modelu ekscytotoksycznego uszkodzenia hipokampa pod wplywem NMDA
(kwasu N-metylo-D-asparaginowego) wykazaty z kolei dziatanie neuroprotekcyjne zwigzku,
w ktére zaangazowane byty oba elementy strukturalne chimery [Kleczkowska i wsp., 2015].
Co wiecej, wstepne badania wskazuja, iz hybryda PK20 podana miejscowo ogranicza reakcje
zapalng wywotang dinitrofluorobenzenem w eksperymentalnym mysim modelu

nadwrazliwosci kontaktowej [Kaczyriska i wsp., 2016].

Obok skutecznosci kazdego nowego zwigzku, takze hybrydowego, istotng kwestie
stanowig dziatania niepozgdane jakie moze on powodowad. Analizowano zatem wplyw

zastosowania hybrydy PK20 na parametry krgzeniowo-oddechowe u zwierzat
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laboratoryjnych. Podanie hybrydy w bolusie drogg dozylng u szczuréw w stanie anestezji
spowodowato kroétkie bezdechy i zmiany w cisnieniu krwi o charakterze dwufazowym, ktére
obejmowaly przejsciowy wzrost ci$nienia, a nastepnie hipotensje. Co wazne, podanie
dootrzewnowe hybrydy PK20 u zwierzat nieuspionych nie wywotywato zadnych istotnych

zmian w oddychaniu i cisnieniu krwi [Kaczyniska i wsp., 2017].

Wiasciwosci hybrydy PK20 obejmujgce bezpieczeristwo i skutecznos$é dziatania,
zarébwno w kontekscie jej aktywnosci przeciwbdlowej, jaki i przeciwzapalnej, wynikaja
z obecnosci w strukturze dwdch réznych farmakoforéw: endomorfiny 2 i neurotensyny.
W badaniach nad zdolnoscig chimery do wigzania sie z receptorami opioidowymi wykazano,
iz charakteryzuje sie ona znacznie wiekszym powinowactwem do receptora p (K; = 1,36 nM)
anizeli receptora 6 (K; = 124,8 nM) [Kleczkowska i wsp., 2013a]. Ponadto analizy aktywnosci
wzgledem poszczegdlnych receptoréw wskazujg, iz jest ona petnym agonistg zaréwno wobec
receptora opioidowego W (Emax = 149,1 + 2,9%; ECso = 70,09 + 0,08), jak i receptora
neurotensynowego NTR1 (Enax= 141,3 + 3,8%; ECso= 66,6 + 0,24) [Kleczkowska i wsp., 2015].

1.7. Endomorfina 2 - wyjsciowy peptyd dla farmakoforu sktadowego hybrydy PK20

Wsréd receptoréw opioidowych wyrdznia sie trzy typy: p (mi), & (delta) i k (kappa),
ktdre zgodnie z przyjetg nomenklaturg oznaczane sg takze jako receptory MOP, DOP i KOP
[Cox i wsp., 2015]. Ich endogenne ligandy stanowig peptydy opioidowe wywodzace sie
z trzech biatek prekursorowych: proopiomelanokortyny, prodynorfiny i proenkefaliny. Blisko
spokrewniony z receptorami opioidowymi jest rowniez receptor nocyceptynowy/orfaninowy
FQ (NOP), ktéry pomimo niewielkiego powinowactwa do klasycznych peptyddéw opioidowych
i niewrazliwosci na antagonistyczne dziatanie naltreksonu, cechuje sie bardzo podobng

strukturg i funkcjg do receptordéw y, & i k [Cox i wsp., 2015].

W 1997 r. Zadina i wsp. odkryli i wyizolowali z mdzgu bydlecego dwa nowe
endogenne ligandy opioidowe - endomorfiny, ktére cechujg sie wysokim powinowactwem
i selektywnosciag wobec receptora . Endomorfina 1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,; EM 1)
i endomorfina 2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,; EM 2) sg tetrapeptydami, réznigcymi sie miedzy sobg
zaledwie jednym aminokwasem [Zadina i wsp., 1997]. Co istotne, dotychczas nie udato sie
zidentyfikowaé prohormonu, z ktérego powstajg, jednak rdznice w dystrybucji endomorfin

w organizmie nie wykluczajg istnienia dwdch réznych prekursoréw lub dwdch odrebnych
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Sciezek przemian tego samego prekursora [Fichna i wsp., 2007]. Receptor W, ktéry pobudzajg
endomorfiny, nalezy do grupy receptoréw sprzezonych z biatkiem G (ang. G protein-coupled
receptors; GPCRs) typu Gi/G, i jest zbudowany z siedmiu domen przezbtonowych, trzech petli
zewnatrzkomérkowych i zewngtrzkomdrkowego  N-konca  oraz  trzech  petli
wewnatrzkomérkowych i C-koicowego fragmentu skierowanego do wnetrza komorki
[Minami i Satoh, 1995]. Pobudzenie receptora poprzez zwigzanie agonisty prowadzi
do zmian na poziomie molekularnym obejmujgcych zamykanie zaleznych od potencjatu
kanatéw wapniowych Ca®*, aktywacje kanatéw potasowych K* i obnizenie poziomu cAMP,
co skutkuje zahamowaniem aktywnosci komodrki i odpowiada za dziatanie analgetyczne
opioidéw [Horvath, 2000]. Istniejg jednak dowody, iz peptydy opioidowe mogg powodowadé
takze efekty pobudzajgce, ktore obejmujg wdéwczas stymulacje syntezy cAMP, aktywacje
fosfolipazy C oraz wzrost wewnatrzkomdrkowego stezenia Ca®* i by¢ moze odgrywaja istotna

role w rozwoju tolerancji na leki opioidowe [Harrison i wsp., 1998].

Endomorfiny, obok silnego dziatania przeciwbdlowego [Zadina i wsp., 1997],
charakteryzujg sie takze dziataniem przeciwzapalnym, zaréwno w modelu ostrego, jak
i przewlektego zapalenia [Jessop, 2006]. Badania potwierdzity, iz receptory opioidowe
obecne sg na wielu komodrkach biorgcych udziat w reakcjach immunologicznych organizmu
m.in. limfocytach, makrofagach, monocytach i granulocytach [Sharp, 2006], a endogenne
opioidy wptywajg na proces proliferacji komarek, zjawisko chemotaksji, produkcje cytokin
czy wolnych rodnikéw tlenowych [Vaccarino i Kastin, 2001]. Azuma i wsp. [2000; 2002]
wykazali, iz preinkubacja z endomorfing 1 i endomorfing 2 w znaczacy sposéb hamuje
produkcje anionéw nadtlenkowych z neutrofiléw aktywowanych estrem forbolu,
endomorfina 2 za$ moduluje produkcje TNF-a, IL-1B, IL-10 i IL-12 oraz zmienia funkcje
makrofagéw zwigzane z odpornoscia wrodzong. Kolejne badania wskazujg na zwiekszong
ekspresje endomorfin w tkankach obwodowych w szczurzym modelu zapalenia stawoéw
[Jessop i wsp., 2002], jak réwniez w tkance pacjentdw cierpigcych na chorobe
zwyrodnieniowg stawdéw i reumatoidalne zapalenie stawéw. Co wiecej, wykazano,
iz endomorfiny hamujg sekrecje cytokin prozapalnych (IL-6, IL-8) w tkance chorych objetej
stanem zapalnym [Straub i wsp., 2008]. Wptyw pobudzenia receptoréw opioidowych
analizowany byt réwniez w zwierzecych modelach zapalenia jelit. W modelu wywotanym

podaniem kwasu 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowego, agonisty receptora | znaczaco
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zredukowaty stan zapalny jelit, a ich protekcyjne znaczenie potwierdza fakt, iz u myszy
z niedoborem receptoréw u (MOR'/') doszto do niemal trzykrotnego wzrostu smiertelnosci
w porédwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi [Philippe i wsp., 2003]. Badania te sg zgodne
z wynikami kolejnych eksperymentdw w ktérych potwierdzono, ze aktywacja receptoréow pu
tagodzi w fazie ostrej (cho¢ nie w fazie przewlektej) zapalenie jelit indukowane podaniem
siarczanu dekstranu sodu (ang. dextran sodium sulfate; DSS) poprzez redukcje poziomu
cytokin prozapalnych m.in. na drodze supresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB [Anselmi
i wsp., 2015]. Inne prace wskazujg na korzystny efekt endogennych peptydéw na proces
gojenia sie ran, zaobserwowano bowiem, ze wspomagajg one odbudowe uszkodzonego
nabtonka i regeneracje tkanki [Bigliardi i wsp., 2002]. Ponadto udowodniono
przeciwwysiekowe dziatanie agonistow receptorow mi i delta, ktdére ograniczajg
wynaczynianie osocza w wywotanym karagenem modelu ostrego zapalenia tapy u szczura

[Romero i wsp., 2005].

Obecnos¢ receptorow opioidowych wykazano réwniez w uktadzie oddechowym,
uwzgledniajgc tchawice, oskrzela gtéwne, ptuca i tetnice ptucne [Bhargava i wsp., 1997],
a takze obwodowe neurony unerwiajgce drogi oddechowe. Neuropeptydy uwalniane
z zakonczen nerwéw czuciowych, takie jak neurokinina A, substancja P (SP), czy peptyd
zwigzany z genem kalcytoniny (ang. calcitonin gene-related peptide; CGRP), prowadzg do
szeregu zjawisk okreslanych wspdlnie mianem zapalenia neurogennego, ktére moze
przyczynia¢ sie do nasilenia odpowiedzi zapalnej w przebiegu astmy oskrzelowej [Barnes,
1992]. Badania wskazujg, iz pobudzenie receptorow p w drogach oddechowych (Ryc. 4)
prowadzi do zahamowania aktywacji nerwow i redukcji skurczu miesni gtadkich oskrzeli
zaleznego od przekaznictwa tachykinergicznego i cholinergicznego [Belvisi i wsp., 1990;
Belvisi i wsp., 1992; Fischer i Undem, 1999], a takze do zmniejszania wydzielania $luzu
z komoérek kubkowych nabtonka drég oddechowych [Kuo i wsp., 1992] i ograniczenia
wynaczyniania osocza poprzez zablokowanie presynaptycznego uwalniania neuropeptydow
[Belvisi i wsp., 1989]. Wyniki te potwierdzajg eksperymenty Borzsei’a i wsp. [2008], ktorzy
wykazali, iz endomorfina 1 bedaca selektywnym agonistg receptoréw opioidowych g,
w sposdéb dawkozalezny hamuje wywotane stymulacjg polem elektrycznym uwalnianie

prozapalnych neuropeptydéw SP i CGRP z izolowanej tchawicy szczura, co moze skutecznie
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ograniczaé proces zapalenia neurogennego, majacy istotne znaczenie w rozwoju choréb

zapalnych drég oddechowych.

agonisty J» wydzielania sluzu
receptorow
opioidowych p

O J skurczu miesni
@ ghtadkich oskrzeli
\ J aktywacji
nerwowej

Jr wynaczyniania
osocza

Ryc. 4. Wptyw pobudzenia receptoréw opioidowych p na funkcjonowanie drég oddechowych
[na podstawie pracy Groneberg i Fischer, 2001].

1.8. Neurotensyna - peptyd macierzysty dla farmakoforu stanowigcego element

strukturalny hybrydy PK20

Neurotensyna (NT) jest oligopeptydem o dziataniu hipotensyjnym, ktéry zostat po raz
pierwszy odkryty i wyizolowany z podwzgdrza bydlecego przez Carraway’a i Leeman’a
w 1973 r. [Carraway i Leeman, 1973]. Ten ztozony z trzynastu aminokwaséw zwigzek
(pGlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu-OH) [Carraway i Leeman, 1975],
podobnie jak wiele innych neuropeptyddéw, dziata jako neuroprzekaznik lub neuromodulator
w obrebie modzgu i jako hormon w obwodowych tkankach organizmu [Vincent, 1995].
Jedne z pierwszych badan nad neurotensyng wykazaty, iz powoduje ona obnizenie
temperatury ciata [Bissette i wsp., 1976] oraz hamuje odpowiedZ na bodzice bdlowe
u zwierzat doswiadczalnych [Clineschmidt i McGuffin, 1977]. Kolejne eksperymenty

udowodnity wptyw neurotensyny na funkcjonowanie przewodu pokarmowego [Kitabgi,
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1982] oraz regulacje wydzielania hormondéw przedniego ptata przysadki mézgowej [McCann

i Vijayan, 1992].

Neurotensyna wywodzi sie z wiekszego prekursora (pro-NT/NN), ktéry zawiera
rowniez zblizony do niej budowg heksapeptyd - neuromedyne N. Oba zwigzki s3
zlokalizowane w C-koricowej domenie wspdlnego prekursora i oddzielone od siebie trzema
sekwencjami aminokwasowymi Lys-Arg [Kitabgi, 2010]. Przypuszcza sie, iz za aktywnosc
neurotensyny odpowiada jej koncowy odcinek obejmujgcy aminokwasy w pozycji 8-13,
co moze by¢ zaskakujgce, biorgc pod uwage fakt, iz fragment ten nie jest produktem
degradacji NT w warunkach in vivo [Tyler-McMahon i wsp., 2000]. Udowodniono jednak,
ze jest on rozpoznawany przez wszystkie dotychczas poznane receptory neurotensynowe
[Vincent i wsp., 1999]. Receptor o wysokim powinowactwie do NT (NTR1) zostat po raz
pierwszy sklonowany u szczura i jak sie wkrétce okazato, charakteryzuje sie 84% homologia
z receptorem ludzkim. NTR1, ktéry odpowiada za wiekszos¢ efektéw obserwowanych
po podaniu neurotensyny, nalezy do grupy receptorow sprzezonych z biatkiem G
zawierajgcych siedem domen przezbtonowych [Tanaka i wsp., 1990; Vita i wsp., 1993].
Pobudzenie receptora NTR1 prowadzi do szeregu zjawisk takich jak wzrost stezenia cAMP,
cGMP i IP; oraz aktywacji kinazy proteinowej C i naptywu jonéw wapnia Ca®" do wnetrza
komérki [Boules i wsp., 2013]. Do rodziny GPCRs nalezy takze receptor o niskim
powinowactwie do NT (NTR2), ktéry prezentuje 64% zgodnosci sekwencji aminokwasowe;j
z receptorem NTR1. W przeciwienstwie do NTR1, NTR2 charakteryzuje sie zdolnoscig
wigzania lewokabastyny, antagonisty receptora histaminowego H1, co pozwala
na eksperymentalne rozréznienie pomiedzy tymi dwoma receptorami [Chalon i wsp., 1996].
Rola NTR2 w szlaku sygnatowym NT pozostaje jednak dyskusyjna, bowiem rézne badania
wskazujg, iz NT moze dziata¢ jako agonista, odwrotny agonista lub antagonista tego
receptora [Kleczkowska i Lipkowski, 2013b]. Trzeci znany receptor neurotensyny (NTR3) ma
budowe odmienng niz dwa poprzednie, nie jest zwigzany z biatkiem G i stanowi receptor
wewnatrzkomérkowy z pojedynczg domeng przezbtonowa. Co wiecej, NTR3 jest identyczny
z wczesniej sklonowanym biatkiem gp95/sortiling i z tego powodu jest czesto okreslany jako
NTR3/sortlina [Mazella i wsp., 1998]. Pewne podobienstwa stwierdza sie réwniez pomiedzy
NTR3 i ostatnim zidentyfikowanym receptorem NT, znanym jako NTR4 lub SorLA/LR11.

NTR4 to mozaikowe biatko, ktdre podobnie jak NTR3, jest syntetyzowane jako proreceptor,
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a nastepnie ulega modyfikacjom w aparacie Golgiego [Jacobsen i wsp., 2001], jednakze jego

rola w dziataniu neurotensyny nie zostata jak dotagd wyjasniona.

Faktem jest, iz neurotensyna moze oddziatywaé na komérki uktadu odpornosciowego
takie jak limfocyty, makrofagi czy komdrki tuczne, petnigc w ten sposdb funkcje
immunomodulatorowg [Katsanos i wsp., 2008]. Watpliwosci budzi jednak jej rzeczywista rola
w przebiegu reakcji zapalnej, dostepne dane literaturowe nie s3 bowiem jednoznaczne.
Piliponsky i wsp. [2008] wykazali wzrost stezenia NT w jamie otrzewnej i osoczu krwi
w mysim modelu sepsy. Co wiecej, podanie antagonisty receptora NTR1 lub zastosowanie
myszy pozbawionych genu dla NT (Nt'/') znacznie zredukowato $miertelnos¢ w badanym
modelu. Przeciwne wyniki uzyskano w prospektywnym badaniu analizujgcym molekularne
aspekty sepsy, gdzie zaobserwowano spadek poziomu niektérych neuropeptyddw, w tym
takze NT, w przebiegu wstrzgsu septycznego. Efekt ten byt interpretowany jako mechanizm
protekcyjny, zapobiegajgcy dalszemu szerzeniu sie stanu zapalnego w organizmie [da Silva
i wsp., 2014]. Szereg badan poswiecono réwniez ocenie wptywu neurotensyny na proces
zapalny w jelitach. W jednej z prac zaobserwowano wzrost ekspresji NT i receptora NTR1
w btonie sluzowej okreznicy u szczuréw, ktérym podano toksyne A wydzielang przez laseczke
Clostridium difficile, wywotujagcg u ludzi rzekomobtoniste zapalenie jelit. Zastosowanie
antagonisty receptora neurotensynowego SR 48692 zahamowato zmiany
w przepuszczalnosci btony sluzowej i uszkodzenie tkanek [Castagliuolo i wsp., 1999]. Kolejne
badania przyniosty jednak odmienne rezultaty i wskazujg na dwojaka role, a nawet korzystne

dziatanie NT w przebiegu odpowiedzi zapalnej w jelitach.

Udowodniono, iz NT moze nasila¢ stan zapalny o charakterze ostrym, dziatajac
woéweczas jako neuropeptyd prozapalny, jednak w przebiegu zapalenia przewlektego sprzyja
regeneracji btony S$luzowej jelit [Zhao i Pothoulakis, 2006; Margolis i Gershon, 2009].
Protekcyjne dziatanie NT wykazano w modelu zapalenia wywotanym podaniem DSS, gdzie
korzystny wptyw na proces gojenia sie ran byt prawdopodobnie zwigzany z migracjg komdrek
nabtonka spowodowang przez zwiekszone uwalnianie COX-2 i prostaglandyny E, (PGE;).
Ponadto dootrzewnowe podanie antagonisty SR 48642 nasilito proces zapalny i owrzodzenie
btony sluzowej [Brun i wsp., 2005]. Wyniki te sg spdjne z kolejnymi doswiadczeniami,
w ktoérych analizowano efekt zastosowania NT i bombezyny w zapaleniu jelit indukowanym

kwasem trinitrobenzenosulfonowym. Oba neuropeptydy wykazaty dziatanie przeciwzapalne,
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obnizajac poziom IL-6 i TNF-a w osoczu krwi, redukujgc stezenie mieloperoksydazy (MPO)
i aldehydu dimalonowego (MDA) w homogenatach tkanki okreznicy oraz pobudzajgc
regeneracje btony $luzowej jelit [Akcan i wsp., 2008]. Wtasciwosci NT potwierdzity rowniez
badania, w ktérych myszom z eksperymentalnie wywotang cukrzycg podawano matryce
kolagenowe zawierajgce NT. Ich zastosowanie przyspieszyto proces gojenia sie ran, obnizyto
ekspresje prozapalnych cytokin TNF-a i IL-1B3, a takie ograniczyto naptyw komodrek
odpowiedzi zapalnej w miejsce zranienia [Moura i wsp., 2014]. W kolejnych eksperymentach
wykazano takze, iz NT ogranicza prozapalng aktywnos¢ fibroblastow i komodrek
dendrytycznych skory oraz zwieksza ekspresje naskéorkowego czynnika wzrostu
(ang. epidermal growth factor; EGF), ktéry odgrywa istotng role w procesie gojenia sie ran

i proliferacji komoérek [da Silva i wsp., 2011; Pereira da Silva i wsp., 2014].

Obecnos$¢ neurotensyny i jej receptorow zostata wykazana w ptucach i btonie
$luzowej drég oddechowych [Robbins i wsp., 1995], a takze na presynaptycznych
cholinergicznych zakoriczeniach nerwowych i miesniach gtadkich oskrzeli [Aas i Helle, 1982],
co moze wskazywac na potencjalne miejsca jej dziatania. Najnowsze doniesienia wskazuja,
iz neurotensyna zmniejsza nadreaktywnos¢ oskrzeli wywotang podaniem zwigzkdw o mate;j
masie czgsteczkowej w mysim modelu astmy niealergicznej poprzez aktywacje receptora

NTR1 [Russjan i Kaczynska, 2019].

Majgc na uwadze rozmieszczenie receptorow neurotensynowych i opioidowych
w drogach oddechowych, a takze ich obecnos¢ na komédrkach biorgcych udziat w odpowiedzi
zapalnej, zasadnym wydaje sie ocena wptywu hybrydy PK20 na proces zapalny
w eksperymentalnym modelu astmy oskrzelowej. W tym celu postuzono sie mysim modelem
astmy nieatopowej, w ktorym reakcja zapalna w drogach oddechowych zostata wywotana

dotchawiczym podaniem haptenu u uczulonych uprzednio zwierzat.

1.9. Mysie modele astmy oskrzelowej

Zwierzece modele choréb stanowig istotne narzedzie pozwalajgce na petniejsze
zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw wielu schorzen, a takze na poszukiwanie
nowych zwigzkéw leczniczych, moggacych mieé zastosowanie w ich terapii. Do najczesciej
wybieranych zwierzat doswiadczalnych w badaniach przedklinicznych nad astmg nalezg

myszy. Jest to uzasadnione istnieniem wielu kompleksowo opisanych szczepdw wsobnych
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myszy, a takze mozliwos$cig otrzymywania zwierzat transgenicznych, u ktérych modyfikacje
genetyczne pozwalajg na okreslenie roli konkretnych czynnikéw w patofizjologii choroby
[Lloyd, 2007]. Poza tym dostepnych jest szereg odczynnikdw immunologicznych takich jak
przeciwciata skierowane przeciwko konkretnym cytokinom, czynnikom wzrostu czy
markerom powierzchniowym komoérek, co umozliwia zbadanie szczegétowych mechanizmoéw
reakcji zapalnych w drogach oddechowych. Ponadto okres cigzy u myszy jest krétki, hodowla
stosunkowo tatwa i relatywnie niedroga [Shin i wsp., 2009]. Ws$réd wad wykorzystywania
myszy jako zwierzat doswiadczalnych, poza oczywistymi réznicami w budowie anatomicznej
uktadu oddechowego u ludzi i myszy, wymienia sie przede wszystkim brak odpowiedzi
na histamine, ktéra silnie kurczy oskrzela cztowieka. Trudnosci przysparza takze opracowanie
modelu przewlektego choroby, ktéry w dokfadniejszy sposdb nasladowatby zmiany jakie
zachodzg w drogach oddechowych pacjentéw cierpigcych na astme oskrzelowg [Patel

i Chorawala, 2011].

Zdecydowanie najlepiej poznany jest fenotyp astmy o charakterze alergicznym,
co zwigzane jest poniekad z wieloscig i rdéznorodnoscia modeli eksperymentalnych.
Najczesciej wykorzystywanym alergenem jest owalbumina (OVA), stanowigca gtéwng
proteine biatka jaja kurzego [Yamamoto i wsp., 1997]. Zwigzek ten w fazie uczulania
podawany jest drogg dootrzewnowsq, a nastepnie po kilku lub kilkunastu dniach, reakcja
zapalna wywotywana jest poprzez aplikacje OVA donosowo lub w formie aerozolu [Patel
i Chorawala, 2011]. Zazwyczaj stosuje sie rowniez dodatkowy zwigzek tzw. adjuwant, ktérym
moze by¢ wodorotlenek glinu Al(OH)s, wzmagajacy odpowiedZ mediowang przez limfocyty
Th typu 2. Procedury bez zastosowania adjuwantu sg réwniez skuteczne, jednak wymagaja
wiekszej liczby ekspozycji na alergen w celu uzyskania odpowiedniego stopnia uczulenia
[Smit i wsp., 2003]. W modelu owalbuminowym obserwuje sie szereg objawow
charakterystycznych dla astmy alergicznej takich jak nadreaktywnos$é oskrzeli, naptyw
komodrek odpowiedzi zapalnej (gtéwnie eozynofildw) do BALF, wzrost poziomu cytokin
prozapalnych zwigzanych z limfocytami Th2 (IL-4, IL-5 i IL-13) oraz zwiekszone stezenie
przeciwciat IgE w surowicy krwi [Zhang i wsp., 2017; Venturini i wsp., 2018; Wang i wsp.,
2019]. Znacznie rzadziej stosowane sg inne modele eksperymentalne, w ktdrych czynniki

uczulajgce stanowig alergeny pochodzgce od Dermatophagoides farinae i Dermatophagoides
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pteronyssinus (roztocze kurzu domowego) lub Blattella germanica (karaczan prusak)

[Sarpong i wsp., 2003; Ulrich i wsp., 2008; Zoltowska i wsp., 2016].

1.10. Modele astmy oskrzelowej wywotane podaniem haptendéw

W modelach zwierzecych w celu wywotania astmy o charakterze nieatopowym
stosowane sg zwigzki o matej masie czgsteczkowej (< 5 kDa), okreslane mianem haptendw,
ktdre posiadajg ceche antygenowosci definiowang jako zdolnos¢ do swoistego wigzania sie
z immunoglobulinami (wolnymi lub stanowigcymi receptory dla limfocytéw B) oraz
z receptorami limfocytéw T. Hapteny nie sg jednak zdolne do wyzwalania przeciw sobie
swoistej odpowiedzi immunologicznej, a zatem nie wykazujg immunogennosci. Ceche
te zyskujg dopiero po przytaczeniu sie za pomocg wigzan kowalencyjnych do odpowiedniego
nosnika, ktéry moze stanowi¢ czgsteczka biatka [Gotgb i wsp., 2017]. Aspekty molekularne
tworzenia potgczenia z nosnikiem nie sg dla wiekszosci haptenéw doktadnie opisane,
wiadomo jednak, ze zwigzki takie jak dinitrofluorobenzen czy dinitrochlorobenzen wigzg sie

z koricowymi grupami aminowymi reszt lizynowych biatka [Kalish i Askenase, 1999].

Przypuszcza sie, iz reakcja zapalna w przebiegu astmy o podfozu niealergicznym moze
mie¢ charakter nadwrazliwosci typu podznego (ang. delayed type hypersensitivity; DTH),
okreslanej takze jako nadwrazliwosci typu IV, wedtug podziatu Gell’la i Combs’a
wprowadzonego w latach szes$c¢dziesigtych ubiegtego wieku [Gell i Coombs, 1963].
Typowym przyktadem DTH jest reakcja nadwrazliwosci kontaktowej, rozwijajgca sie
po ekspozycji skory lub bton sluzowych na dziatanie haptenu i cechujgca sie m.in. obrzekiem
oraz zaczerwienieniem w miejscu podania [Majewska i Szczepanik, 2009]. Co wiecej, zwigzki
o matej masie czgsteczkowej byty pierwotnie klasyfikowane jako czynniki wywotujgce reakcje
na skérze badz w drogach oddechowych. Obecnie wiadomo, iz takie rozréznienie nie jest
wtasciwe, bowiem odpowiedZ po zastosowaniu danego zwigzku uczulajgcego nie musi
by¢ ograniczona do konkretnego organu. Wykazano, iz podanie haptenu na skére zwierzat
w fazie uczulenia, a nastepnie wywotanie reakcji poprzez miejscowe wprowadzenie haptenu
do drég oddechowych powoduje nadreaktywnos¢ tchawicy w odpowiedzi na karbachol
i akumulacje limfocytéw w BALF [Buckley i Nijkamp, 1994]. Zaobserwowano takze zjawisko

odwrotne, gdzie ekspozycja drég oddechowych na hapten (na drodze podania
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dotchawiczego lub donosowego) moze skutkowaé wystgpieniem reakcji nadwrazliwosci

na skérze [Ebino i wsp., 2001].

Obserwacje u pacjentow astmatycznych potwierdzajg poglad wskazujgcy
na zaleznos¢ pomiedzy ekspozycjg na zwigzki o duzej masie czasteczkowej i ryzykiem
wystgpienia astmy atopowej oraz powigzanie astmy nieatopowe] z ekspozycjg na zwigzki
o matej masie czgsteczkowej [Wang i wsp., 2010]. Nalezy jednak zauwazyé, iz hapteny nie sg
grupa jednorodng, cze$é¢ z nich wywotuje reakcje o charakterze niealergicznym, niektére
jednak powodujg odpowiedz o typie mieszanym lub z przewagg cech zapalenia alergicznego.
Ponadto doswiadczenia z uzyciem modeli zwierzecych sugeruja, iz fenotyp choroby moze
zaleze¢ nie tylko od natury zastosowanego zwigzku uczulajgcego, ale takze od dtugosci
trwania fazy uczulania. Przewlekte podawanie haptenu przez okres kilku tygodni moze
doprowadzi¢ do rozwoju astmy alergicznej, natomiast podanie krotkoterminowe i wywotanie
reakcji po kilku dniach powoduje wystgpienie astmy o charakterze niealergicznym

[van Houwelingen i wsp., 2002].

Do zwigzkdw o matej masie czgsteczkowej, ktore wykorzystywane sg modelach
eksperymentalnych astmy nalezg: diizocyjanian toluenu (ang. toluene diisocyanate; TDI),
bezwodnik kwasu trimelitowego (ang. trimellitic anhydride; TMA), chlorek pikrylu (ang. picryl
chloride; PCL) oraz dinitrofluorobenzen (ang. dinitrofluorobenzene; DNFB). W przypadku
konieczno$ci podania dotchawiczego Iub donosowego zwigzkéw bardzo trudno
rozpuszczalnych w wodzie stosuje sie ich pochodne cechujgce sie dobrg rozpuszczalnoscia
takie jak kwas dinitrobenzenosulfonowy (ang. dinitrobenzene sulphonic acid; DNS) czy kwas
pikrylosulfonowy (ang. picryl sulphonic acid; PSA). Hipotetyczny mechanizm rozwoju astmy
indukowanej podaniem haptenu (Ryc. 5) polega na opisanym uprzednio potgczeniu zwigzku
z nosnikiem biatkowym, ktéry jest nastepnie przetwarzany przez komorki prezentujgce
antygen (ang. antigen presenting cells; APC), tworzac kompleksy rozpoznawane przez
limfocyty pomocnicze, w konsekwencji czego dochodzi do ich proliferacji i réznicowania.
Limfocyty Th uwalniajg nastepnie cytokiny i chemokiny, ktére z kolei powodujg rekrutacje
i aktywacje komodrek odpowiedzi zapalnej i mogg takze pobudzac limfocyty B. Komorki
te wytwarzajg przeciwciata klasy IgE/IgG, ktore stymulujg komorki tuczne do uwalniania
mediatoréw zapalnych, nasilajgc tym samym proces zapalny w drogach oddechowych

i skurcz oskrzeli.
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Ryc. 5. Hipotetyczny mechanizm rozwoju astmy oskrzelowej wywotanej podaniem zwigzku
o charakterze haptenu. DNFB powoduje aktywacje komodrek tucznych i wzrost liczby neutrofildw,
podczas gdy TDI i TMA indukujg astme z przewaga eozynofildw, neutrofiléw lub typ mieszany,
w zaleznos$ci od zastosowanego protokofu. Ponadto TMA i w czesci przypadkéw TDI zwiekszajg
produkcje przeciwciat klasy IgE [Russjan i Kaczyriska, 2018].

1.10.1. Model indukowany TDI

Diizocyjaniany sg silnie reaktywnymi zwigzkami, stosowanymi w produkcji tworzyw
poliuretanowych. Stanowig one jedng z najczestszych przyczyn wystepowania astmy
zawodowej, definiowanej jako fenotyp astmy rozwijajacy sie w odpowiedzi na szkodliwe
czynniki znajdujgce sie w miejscu pracy [Bardana, 2003]. Szacuje sie, iz choroba dotyka od
5 do 15% narazonych pracownikdéw, u czesci z nich objawy nie ustepujg nawet w przypadku
zaprzestania ekspozycji [Redlich i Karol, 2002]. Diizocyjanian toluenu stanowi najczesciej

stosowany zwigzek w modelach zwierzecych [Swierczyfska-Machura i wsp., 2012].

Dotychczas opracowano wiele modeli astmy indukowanej podaniem TDI, réznigcych
sie miedzy sobg czasem trwania fazy uczulania i schematem wywotania reakcji. W czesci
z nich zwiekszenie stezenia cytokin prozapalnych charakterystycznych dla limfocytéw Th2,
w szczegolnosci IL-4 oraz wzrost poziomu przeciwciat IgE w surowicy krwi, mogg swiadczy¢
o alergicznym mechanizmie obserwowanych zjawisk [Sun i wsp., 2007]. Niemniej wysuniecie
jednoznacznych wnioskéw nie jest mozliwe, bowiem inne badania wskazuja odpowiedz
mediowang zaréwno przez limfocyty Th2, jak i Thl, i dominujaca role neutrofiléw w reakgji
zapalne] [Tarkowski i wsp., 2007; Pollaris i wsp., 2016], czy mechanizm niezalezny

od przeciwciat IgE [Jones i wsp., 2006; Maestrelli i wsp., 2009].
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Matheson i wsp. [2005] opisali dwa modele eksperymentalne, w ktérych
porownywali efekty wystepujgce po podaniu TDI w niskich dawkach przez dtuzszy czas i po
ekspozycji na wysokg dawke w modelu ostrym. U myszy poddanych schematowi
przewlektemu wystgpita odpowiedz o charakterze alergicznym, ktéra obejmowata zapalenie
drég oddechowych cechujgce sie eozynofilia, ekspresjg cytokin o profilu mieszanym
wydzielanych przez limfocyty Th1/Th2, wzrostem catkowitego stezenia IgE i 1gG
specyficznych dla TDI w surowicy krwi oraz nadreaktywnoscia drég oddechowych
(ang. airway hyperresponsiveness; AHR). W modelu ostrym réwniez zaobserwowano AHR
i zwiekszone stezenie swoistych IgG, nie doszto natomiast do wzrostu liczby eozynofilow,
cytokin prozapalnych czy poziomu przeciwciat klasy IgE [Matheson i wsp., 2005]. Podobne
whnioski nasuwajg sie z innych eksperymentow, w ktérych poréwnywano pojedyncze
i wielokrotne podanie TDI drogg donosowg po wczesniejszym skdrnym uczuleniu tym
zwigzkiem. W obu przypadkach zaangazowane byty limfocyty Thl i Th2, rdznice dotyczyty
jednak rodzaju komorek odpowiedzi zapalnej obecnych w BALF. W modelu z pojedyncza
aplikacjg TDI zaobserwowano stan zapalny z przewagg neutrofildw. Z kolei naptyw
eozynofildw widoczny byt jedynie w modelu, w ktorym hapten podawano wielokrotnie

[Vanoirbeek i wsp., 2009].

1.10.2. Model wywotany TMA

Bezwodnik kwasu trimelitowego to zwigzek wykorzystywany w przemysle tworzyw
sztucznych i farb, ktéry podobnie jak TDI, jest czynnikiem wywotujgcym astme zawodowg
[Regal i wsp., 2007]. Wiele badan potwierdza podobiefAstwa pomiedzy astmag wywotang
przez TMA i zwigzki o duzej masie czgsteczkowej. Myszy, ktérym podawano TMA cechowaty
sie zwiekszong liczbg eozynofiléw w BALF i wzrostem zawartosci peroksydazy eozynofilowej
w homogenatach tkanki ptucnej, a obserwowana eozynofilia byta poréwnywalna
z odpowiedzig po zastosowaniu OVA w takim samym schemacie doswiadczalnym [Regal
i wsp., 2001]. Podobne wyniki uzyskano w eksperymencie, gdzie miejscowe podanie na skére
uszu, a nastepnie inhalacje TMA zwiekszato liczbe granulocytéw kwasochtonnych, ktéremu
towarzyszyt wzrost stezenia cytokin prozapalnych wydzielanych przez limfocyty typu 2
i wzrost catkowitego stezenia IgE [Nishino i wsp., 2016]. Wniosek, iz w astmie indukowanej
podaniem TMA posredniczg jedynie limfocyty typu 2 nie wydaje sie by¢ jednak uprawniony,

istnieja bowiem badania wskazujgce na udziat zaréwno limfocytéw Th2, jak i Thl
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w wywotywaniu stanu zapalnego w drogach oddechowych [Sailstad i wsp., 2003; Vanoirbeek
i wsp., 2006]. Co wiecej, w obu przytoczonych pracach opisujgcych udziat limfocytow
o profilu mieszanym, zaobserwowano dominujgcy naptyw neutrofildbw do BALF i brak
obecnosci lub minimalng liczbe eozynofiléw, co moze by¢ zwigzane z faktem pojedynczego
podania haptenu w fazie wywotania reakcji, w przeciwienstwie do prac Regal’a i Nishino
[Regal i wsp., 2001; Nishino i wsp., 2016], gdzie TMA podawany byt przez trzy kolejne dni,

powodujgc wystgpienie eozynofilii.

1.10.3. Model indukowany PCL

Chlorek pikrylu to inna nazwa 2,4,6-trinitrochlorobenzenu, ktéry juz od dawna
badany byt pod katem wtasciwosci uczulajgcych po ekspozycji na skére i drogi oddechowe
[Enander i wsp., 1983]. Podanie naskdorne PCL, a nastepnie wywofanie reakcji poprzez
donosowe wprowadzenie PSA skutkowato skurczem oskrzeli, infiltracjg podsluzéwkowg
limfocytéw (jednak nie eozynofildw) i nadreaktywnoscig drég oddechowych po podaniu
metacholiny. AHR nie wystgpit po transferze swoistych antygenowo przeciwciat IgE
u zwierzgt nieuczulonych, co sugeruje nieatopowy charakter odpowiedzi [Geba i wsp., 1997].
W innym eksperymencie uczulenie i wywotanie reakcji za pomocg PCL zostato
zaklasyfikowane jako nadreaktywnos¢ typu pdznego (DTH). Wykazano, iz nadreaktywnosé
drég oddechowych jest reakcjg zalezng od limfocytéw T, bowiem u myszy pozbawionych
grasicy (myszy atymiczne) nie zaobserwowano zwiekszonej reaktywnosci izolowanej
tchawicy w odpowiedzi na dziatanie karbacholu [Garssen i wsp., 1991]. Przeprowadzono
takze badania, w ktérych u myszy uczulonych PCL, zastosowano donosowe podanie DNS
(w miejsce homologicznego haptenu PSA). W tym przypadku nie doszto do reakcji zapalnej,
co jednoznacznie wskazuje na antygenowo specyficzny mechanizm reakcji DTH w drogach

oddechowych [Garssen i wsp., 1989].

1.10.4. Model wywotany DNFB

Choé pochodne dinitrobenzenu uwazane byty niegdys za typowe zwigzki powodujgce
uczulenia skdrne, niezdolne do wywotania stanu zapalnego w drogach oddechowych
[Dearman i Kimber, 1991], obecnie wiadomo, iz miejscowe podanie DNFB na skoére,

a nastepnie wywotanie reakcji poprzez donosowe lub dotchawicze wprowadzenie haptenu
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prowadzi do odpowiedzi zapalnej o cechach astmy niealergicznej [van Houwelingen i wsp.,

2002].

Van der Kleij i wsp. opracowali model doswiadczalny, w ktérym myszom uprzednio
uczulonym naskdérnie za pomocg DNFB, aplikowano donosowo zwigzek pokrewny
antygenowo DNS, co spowodowato wystgpienie reakcji o charakterze dwufazowym. W fazie
wczesnej, ktéra trwata do 3 godzin od momentu podania haptenu, zaobserwowano nagty
skurcz oskrzeli i aktywacje komodrek tucznych, nie wykryto natomiast przeciwciat IgE
specyficznych dla zastosowanego haptenu. Faza pdzna (24 - 48 godzin po podaniu DNS)
obejmowata ponownie aktywacje mastocytéw, obrzek tkanki ptucnej, infiltracje komadrek
jednojadrzastych i neutrofilow wokdt naczyi krwionosnych i oskrzelikéw, nadreaktywnosc
drég oddechowych na metacholine in vivo oraz zwiekszong reaktywnos$¢ wyizolowanej
tchawicy w odpowiedzi na karbachol in vitro. Uzyskane wyniki wyraznie dowodzg,
iz mechanizmy inne niz zapalenie z przewagg eozynofildow lub atopia mogg byé
zaangazowane w patofizjologie astmy oskrzelowej [van der Kleij i wsp., 2004]. Istotna rola
komérek tucznych w inicjowaniu reakcji zapalnej o charakterze nieatopowym w drogach
oddechowych zostata takze potwierdzona w innych badaniach z zastosowaniem myszy
cechujacych sie genetycznie uwarunkowanym niedoborem mastocytéow W/W", przy uzyciu
tego samego modelu doswiadczalnego. U zwierzat tych zaobserwowano zmniejszong
odpowiedz lub catkowity brak odpowiedzi po donosowym podaniu haptenu zaréowno
w przypadku objawéw charakterystycznych dla fazy wczesnej, jak i fazy pdinej reakc;ji.
Ponadto rekonstytucja komdrek tucznych u myszy W/W" spowodowata wystapienie skurczu
oskrzeli, nadreaktywnos¢ tchawicy in vitro oraz obecnos¢ neutrofilii w BALF, obserwowanych

po uczuleniu DNFB i podaniu donosowym DNS [Kraneveld i wsp., 2002].

Pomimo iz dane literaturowe na temat astmy oskrzelowej wywotanej podaniem
pochodnych dinitrobenzenu sg nieliczne, kolejne doniesienia potwierdzajg, ze jest to model
powtarzalny, mogacy z powodzeniem odzwierciedla¢ charakterystyczne cechy astmy
o podtozu niealergicznym takie jak znaczacy wzrost liczby makrofagdéw i neutrofiléw w BALF
w przebiegu reakcji zapalnej [Bozkurt i wsp., 2016; Russjan i Kaczynska, 2019]. Z tego
powodu model doswiadczalny oparty na skornej aplikacji DNFB i dotchawiczym podaniu DNS

zostat wybrany do zbadania potencjalnego dziatania przeciwzapalnego hybrydy PK20.
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2. CEL PRACY

Astma oskrzelowa stanowi powazny problem zdrowotny, a szczegdlnie nieatopowy
fenotyp choroby, w ktérym dostepna farmakoterapia nie przynosi oczekiwanych rezultatow.
Uzasadnione zatem sg dziatania majgce na celu poszukiwanie nowych zwigzkdéw, ktére
mogtby odegrac¢ istotng role w opanowaniu lub tfagodzeniu objawéw towarzyszacym
chorobie. Przedmiotem badan w niniejszej pracy jest chimera PK20, faczaca w swojej
strukturze dwa farmakofory: endomorfiny 2 i neurotensyny, oba majace udowodnione
dziatanie przeciwzapalne lub immunomodulatorowe. Obecnos¢ receptoréw opioidowych p
i receptorow neurotensynowych NTR1, zaréwno w obrebie drog oddechowych, jak
i na komérkach biorgcych udziat w odpowiedzi zapalnej, sugeruje korzystny wptyw hybrydy
na proces chorobowy w przebiegu astmy oskrzelowej. Ocena potencjalnej aktywnosci
przeciwzapalnej hybrydy PK20 stanowi zatem gtdwny cel niniejszej rozprawy. Poréwnanie
aktywnosci hybrydy z prostg mieszaning jej farmakoforow pozwoli z kolei na okreslenie
wptywu procesu hybrydyzacji na wtasciwosci nowo zsyntetyzowanego zwigzku.
Doswiadczenia z uzyciem antagonistéw poszczegdlnych receptoréw stanowig natomiast
probe ustalenia, ktéra czes¢ sktadowa hybrydy PK20 w wiekszym stopniu odpowiada

za efekty obserwowane po jej podaniu.

2.1. Ogolny cel pracy

Weryfikacja hipotezy o korzystnym wptywie zwigzku hybrydowego PK20
na nadreaktywnos$¢ oskrzeli i proces zapalny w drogach oddechowych w mysim modelu

astmy nieatopowej indukowanej podaniem haptenu.

2.2. Cele szczegotowe pracy

e Pordwnanie aktywnosci chimery PK20 z dziataniem mieszaniny jej obu farmakoforéw
(farmakoforu endomorfiny 2 i farmakoforu neurotensyny) podanych jednoczesnie
oraz z aktywnoscig deksametazonu - syntetycznego glikokortykosteroidu o silnym
dziataniu przeciwzapalnym.

e Okreslenie udziatu opioidowej i neurotensynowej Sciezki receptorowej w efekcie

przeciwzapalnym wywotywanym podaniem badanej hybrydy.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Badania wykonano na podstawie zgody IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen
na Zwierzetach (nr pozwolenia 57/2014). Zwierzeta pozyskano ze Zwierzetarni Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. Eksperymenty
przeprowadzono z uzyciem 7-8 tygodniowych samcédw myszy szczepu BALB/c o masie
ok. 30 g. Zwierzeta w trakcie doswiadczenia przetrzymywano w jednakowych warunkach
z zachowaniem cyklu dobowego (13 godzin dzieri/ 11 godzin noc). Wszystkie otrzymywaty

standardowg pasze i wode ad libitum.

3.2. Zwigzki badane i odczynniki chemiczne

Hybryda PK20 (H-Dmt-D-Lys-Phe-Phe-Lys-Lys-Pro-Phe-Tle-Leu-OH) zostata
zsyntetyzowana i oczyszczona w Zaktadzie Neuropeptyddw, Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, przy uzyciu metody syntezy
peptydéw na fazie statej (ang. Solid Phase Peptide Synthesis; SPPS) opisanej przez
Merrifield’a z wykorzystaniem metody Fmoc [Merrifield, 1963]. Z tego samego zrédta
pozyskano czesci strukturalne hybrydy: farmakofor endomorfiny 2 i farmakofor
neurotensyny. Chlorowodorek ketaminy (Bioketan), chlorowodorek ksylazyny (Sedazin) oraz
mieszanina pentobarbitalu i pentobarbitalu sodowego (Morbital) zostaty zakupione
w Biowet Putawy (Putawy, Polska). 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (DNFB),
kwas 2,4-dinitrobenzenosulfonowy (DNS), deksametazon, chlorek metacholiny, roztwor
chlorku sodu buforowany fosforanami (PBS), aceton, oliwa z oliwek, koktajl inhibitoréw
proteaz, Triton X-100, paraformaldehyd, ksylen i barwnik Hoechst zostaty zakupione
w Sigma-Aldrich (Poznan, Polska). Chlorowodorek naloksonu i SR 142948 zostaty pozyskane
z Tocris Bioscience (Bristol, UK), zestaw do barwienia preparatow Hemastain i odczynnik
Tirka z Analab (Warszawa, Polska), alkohol etylowy 96% CZDA i alkohol etylowy bezwodny
99,8% CZDA z POCH (Gliwice, Polska), sacharoza z Chempur (Piekary Slaskie, Polska), medium
do zamykania preparatéw histologicznych DPX z Fluka Chemie (Buchs, Szwajcaria), eozyna Y
i hematoksylina z Merck (Warszawa, Polska), medium do mikroskopii fluorescencyjnej

Vectashield Mounting Medium z Vector Laboratories Inc. (Burlingame, USA).
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3.3. Mysi model astmy nieatopowej

Astma nieatopowa zostata wywotana u myszy wedtug procedur opisanych uprzednio
przez van der Kleij i wsp. [2004]. Zwierzeta przez kolejne dwa dni uczulano przy uzyciu
haptenu - 0,5% roztworu dinitrofluorobenzenu (DNFB), rozpuszczonego w mieszaninie
acetonu i oliwy z oliwek (w stosunku 4:1 v/v), lub rozpuszczalnika (VEH), ktére nanoszono
miejscowo na ogolong skore klatki piersiowej (50 pl) i na powierzchnie wewnetrzng tap
(50 ul podzielone na cztery tapy). Drugiego dnia zwigzek podawano jedynie na powierzchnie
klatki piersiowej (50 ul). Po pieciu dniach dochodzito do ponownego kontaktu z haptenem,
co powodowato rozwdj stanu zapalnego. Haptenem wywotujgcym reakcje zapalng byt
0,6% wodny roztwér kwasu dinitrobenzenosulfonowego (DNS) - zwigzek pokrewny
antygenowo wobec DNFB, ktéry podawano dotchawiczo (50 ul). Procedura uczulania
i wywotywania reakcji odbywata sie w narkozie, z zastosowaniem mieszaniny ketaminy
(70 mg/kg) i ksylazyny (10 mg/kg), podawanej w iniekcji domiesniowej. Po 2 i po 8 godzinach
od zastosowania DNS, hybryde PK20, mieszanine jej farmakoforow lub deksametazon
podawano w iniekcji dootrzewnowej (i.p.). W przypadku badan z uzyciem antagonistow:
receptoréw opioidowych (chlorowodorku naloksonu) i receptorow neurotensynowych
(SR 142948) odstep pomiedzy podaniem antagonisty, a zastosowaniem hybrydy PK20
wynosit 30 minut. Po uptywie 24 godzin dokonywano pomiaru nadreaktywnosci oskrzeli
w mysiej komorze pletyzmograficznej z zastosowaniem wzrastajgcych dawek metacholiny.
Po wykonaniu pomiaru zwierzeta poddano eutanazji poprzez dootrzewnowe podanie
pentobarbitalu sodu (150-200 mg/kg). Nastepnie pobierano ptyn pecherzykowo-oskrzelowy
(ang. bronchoalveolar lavage fluid; BALF) i ptuca do dalszych analiz (Ryc. 6).

DNS PK20 (po 2 i 8 godzinach od podania DNS)
uczulenie DNFB wywotanie reakcji podanie - pomiar nadreaktywnosci oskrzeli
(klatka piersiowa, lapy) DNS dotchawiczo  dootrzewnowe - pobieranie BALF, ptuc
PK20
0 1 5 6 dzien

Ryc. 6. Schemat przebiegu doswiadczen dla grupy otrzymujacej hybryde PK20. W takim samym
schemacie podawano mieszanine farmakoforow oraz deksametazon. Zwigzki antagonistyczne
aplikowane byly 30 minut przed podaniem hybrydy PK20. DNFB - dinitrofluorobenzen;
DNS - kwas dinitrobenzenosulfonowy; BALF - ptyn pecherzykowo-oskrzelowy.
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3.4. Grupy eksperymentalne

Eksperymenty zostaty zaplanowane w dwdéch etapach. W pierwszym etapie badan
analizowano wptyw hybrydy PK20, mieszaniny jej obu strukturalnych farmakoforéw
(farmakoforu endomorfiny 2 i farmakoforu neurotensyny) oraz deksametazonu na objawy
stanu zapalnego w drogach oddechowych i nadreaktywnos¢ oskrzeli. Dawka hybrydy PK20
wyniosta 7,4 pumol/kg i zostata wybrana na podstawie eksperymentéw z zastosowaniem
modelu nadwrazliwos$ci kontaktowej (vide punkt 3.5). Sktadniki mieszaniny (farmakofor
endomorfiny 2 i farmakofor neurotensyny) podawano w dawkach stanowigcych ilosci
rownomolowe wobec hybrydy (7,4 umol/kg). Dawke deksametazonu - 10,2 pmol/kg -
wybrano na podstawie dostepne;j literatury [Gurusamy i wsp., 2016]. Rozpuszczalnikiem dla
wszystkich badanych zwigzkdéw byt fizjologiczny roztwér soli (0,9% NaCl). W doswiadczeniach
zaplanowano takze dwie grupy kontrolne. Pierwsza grupa stanowita kontrole negatywna,
w ktérej myszom w fazie uczulenia aplikowano na skdre jedynie rozpuszczalnik bez
zastosowania haptenu. Grupe drugg traktowano jako kontrole pozytywng, w ktorej
zwierzeta uczulano miejscowo z uzyciem DNFB. W obu grupach kontrolnych,
po dotchawiczej prowokacji reakcji zapalnej z zastosowaniem DNS, podawano

dootrzewnowo iniekcje fizjologicznego roztworu soli.

W drugim etapie badan oceniano zaangazowanie poszczegdlnych sktadowych
zwigzku hybrydowego na wywotywany przez niego efekt przeciwzapalny. Badania wykonano
z zastosowaniem antagonisty receptoréw opioidowych (chlorowodorku naloksonu) w dawce
5,5 umol/kg i antagonisty receptora neurotensynowego NTR1 w dawce 2,9 umol/kg
podawanych 30 minut przed zastosowaniem hybrydy PK20. Dawki antagonistéw wybrano
w oparciu o wyniki wczes$niejszych badan, z uwzglednieniem wyzszej dawki hybrydy PK20
stosowanej w obecnych eksperymentach [Kaczynska i wsp., 2017]. Poszczegdlne grupy

doswiadczalne przedstawiono w Tabeli 1.
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Oznaczenie Faza uczulenia | Faza wywotania Podawany zwigzek
Kontrola negatywna VEH DNS 0,9% NaCl i.p.
Kontrola pozytywna DNFB DNS 0,9% NaCl i.p.

Hybryda PK20 DNFB DNS PK20i.p.
Mieszanina farmakoforéw DNFB DNS Farmakofory EM 2 i NT i.p.
Deksametazon DNFB DNS Deksametazon i.p.
Nalokson HCI + hybryda PK20 DNFB DNS Nalokson HCl + PK20 i.p.
SR 142948 + hybryda PK20 DNFB DNS SR 142948 + PK20 i.p.

Tab. 1. Grupy zwierzat doswiadczalnych zaplanowane w badaniach. VEH - rozpuszczalnik;
DNFB - dinitrofluorobenzen; DNS - kwas dinitrobenzenosulfonowy; EM 2 - endomorfina 2,
NT - neurotensyna; i.p. - podanie dootrzewnowe.

3.5. Wyznaczenie dawki zwigzku hybrydowego PK20

Wybdr dawki hybrydy PK20 zostat dokonany na podstawie eksperymentéw
z zastosowaniem modelu nadwrazliwosci kontaktowej. Mozliwos¢ wyboru dawki w oparciu
o te metode, wynika z faktu, iz u podstaw astmy nieatopowej i nadwrazliwosci kontaktowej
lezy ten sam mechanizm nadwrazliwosci typu pdznego. W modelu nadwrazliwosci
kontaktowe] (podobnie jak w modelu astmy) zwierzeta uczulano dwukrotnie miejscowo
na ogolong skore klatki piersiowej (50 ul) i powierzchnie wewnetrzng tap (50 pl podzielone
na cztery fapy) za pomocg 0,5% roztworu DNFB rozpuszczonego w mieszaninie acetonu
i oliwy z oliwek (4:1). Drugiego dnia zwigzek podawany byt wyfacznie na powierzchnie klatki
piersiowej (50 pl). Po pieciu dniach dochodzito do wywotania stanu zapalnego. Reakcja
zapalna nie zostata jednak indukowana w drogach oddechowych, ale na skérze uszu
badanych zwierzat - 0,2% roztwér DNFB podawany byt na ucho prawe (obustronnie po 10 pl
na kazda strone), natomiast na ucho lewe (kontrolne) nanoszono wyfacznie rozpuszczalnik
(mieszanina acetonu i oliwy z oliwek). Nastepnie hybryde PK20 w dawce 0,7, 3,7 lub 7,4
umol/kg podawano dwukrotnie drogg dootrzewnowaq: po 2 i 8 godzinach od zastosowania
haptenu. Po uptywie 24 godzin przeprowadzono pomiary obrzeku uszu przy uzyciu
mikrometru automatycznego (Mitutoyo, Japan). Pomiary wykonywane byty w trzech réznych
miejscach w obrebie badanego ucha, a uzyskane wyniki usredniono. Rdznice grubosci uszu
obliczano poprzez odjecie od wartosci uzyskanej dla ucha uczulanego, wartosci uzyskanej dla
ucha kontrolnego. Procedura uczulania i wywotywania reakcji zapalnej, a takie pomiar
grubosci uszu odbywaty sie w narkozie domiesniowej (mieszanina ketaminy i ksylazyny).
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3.6. Pomiar nadreaktywnosci oskrzeli

Pomiary nadreaktywnosci oskrzeli wykonywane byty w mysiej komorze
pletyzmograficznej o objetosci 450 ml (Buxco DSI, USA; Ryc. 7), 24 godziny po dotchawiczym
podaniu DNS. Zwierzeta umieszczano w komorze i po 10 minutach aklimatyzacji podawano
im w formie aerozolu kontrolny fizjologiczny roztwdor NaCl. Nastepnie, co 20 minut,
wprowadzano roztwory metacholiny o wzrastajgcym stezeniu (5, 10, 20 i 40 mg/ml).
Metacholina jest pochodng choliny i nalezy do zwigzkdbw o dziataniu
parasympatykomimetycznym. Jej wziewne podanie powoduje skurcz oskrzeli, dlatego jest
powszechnie stosowana w diagnostyce astmy w tzw. prébach prowokacyjnych.

Po podaniu kazdej z badanych dawek, rejestrowano czynnosci dréog oddechowych
przez okres 10 minut. Do analiz zostaty wybrane wyniki z przedziatu od 4 do 7 minuty, liczac

od momentu rozpoczecia nebulizacji zwigzku.

Ryc. 7. Fotografia przedstawiajaca mysz podczas pomiaru w komorze pletyzmograficznej.
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Miarg nadreaktywnosci oskrzeli jest tzw. pauza wydtuzona (ang. enhanced pause;
Penh). Jest to bezjednostkowy parametr, obliczany ze wzoru, ktéry uwzglednia: szczytowy
przeptyw wydechowy (PEP), szczytowy przeptyw wdechowy (PIP), czas wydechu (Te)
i tzw. czas relaksacji (T,). W trakcie skurczu oskrzeli zmiany podczas wydechu s3 silniej
zaznaczone niz zmiany podczas wdechu, dlatego tez zwezenie drég oddechowych

odzwierciedla sie we wzroscie wartosci Penh (Ryc. 8).

Penh = PEP/PIP x pause

pause = (T-T,)/T,

PEP — szczytowy przeptyw wydechowy
PIP — szczytowy przeptyw wdechowy
T — czas wydechu

T, — czas relaksacji

A T
} -
poczatek T|' I koniec
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Ryc. 8. Graficzne przedstawienie parametréow stuzgcych do obliczania wartosci Penh. T, 0znacza czas
wdechu. T, definiowane jest jako czas potrzebny na wydech 65% objetosci powietrza wdychanego.
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3.7. Okreslenie catkowitej liczby komérek odpowiedzi zapalnej oraz liczby neutrofiléw

w ptynie pecherzykowo-oskrzelowym (BALF)

Po wykonaniu pomiaru nadreaktywnosci oskrzeli, zwierzeta poddano eutanazji,
a nastepnie przygotowano do pobierania BALF. W tym celu wypreparowano tchawice
i umieszczono w niej kaniule, poprzez ktérg czterokrotnie wprowadzano i wyprowadzano
1 ml PBS. Pierwszy 1 ml PBS zawierat koktajl inhibitoréw proteaz i zostat przeznaczony
do pomiaru poziomu markerow stanu zapalnego. Uzyskang prébke odwirowano przy uzyciu
wiréwki (MPW-375, MPW Med. Instruments, Poland (160 x g, 10 minut, 4 °C)), a powstaty
supernatant zebrano i umieszczono w temperaturze -80 °C. Otrzymany pelet komérek zostat
dotaczony do pozostatych 3 ml PBS. Catkowitg prébke BALF zebrang od jednego osobnika
odwirowano przy takich samych parametrach jak poprzednio (160 x g, 10 minut, 4 °C),
a uzyskany osad komérkowy zostat zawieszony w 150 pl 0,9% NaCl. Do 50 pl zawiesiny
dodano 100 ul odczynnika Tirka i w tak przygotowanej prébce oznaczono catkowitg liczbe
komérek odpowiedzi zapalnej za pomocg komory zliczeniowej Birkera, wedtug metody
opisanej przez Gunettii z niewielkimi modyfikacjami [Gunetti i wsp., 2012]. Komora Biirkera
sktada sie z 9 duzych kwadratéw (o powierzchni 1 mm? kazdy) podzielonych przez podwdjne
linie (oddalone od siebie o 0,05 mm) na 16 mniejszych kwadratow grupowych. Podwdjne
linie tworza mate kwadraty o powierzchni 0,0025 mm?. Gteboko$é¢ komory wynosi 0,1 mm.
Komoérki zliczono w kazdym z 5 duzych kwadratéw, a nastepnie usredniono wynik
z 5 odczytéw i obliczono stezenie komérek wedtug ponizszego wzoru. Wyniki zostaty

wyrazone jako liczba komdrek odpowiedzi zapalnej znajdujaca sie 1 ml BALF.

liczba komérek. liczba komérek w pigciu kwadratach

; = - x wspotczynnik rozcieficzenia x 104
m

Pozostatg czes¢ zawiesiny rozcieiczono w 200 pl NaCl, w celu uzyskania
odpowiedniego rozproszenia komérek w preparacie, a nastepnie odwirowano za pomocay
wirédwki cytologicznej (Cytospin 4, Thermofisher Scientific, USA; (41 x g, 5 minut,
temp. pokojowa)). Uzyskane w ten sposéb preparaty komodrkowe pozostawiono
do wyschniecia, a nastepnie barwiono zestawem barwnikdw (Hemastain, Analab)
i za pomocyg mikroskopu $wietlnego (Nikon Eclipse E200LED, Nikon, Japan; powiekszenie

100x) okreslano liczbe komérek jednojadrzastych (makrofagéw i limfocytéw) oraz liczbe
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neutrofildw przypadajgcg na 500 kolejnych komérek w preparacie. W oparciu o liczbe
komédrek w catej prébce i procent neutrofildow w preparacie obliczono liczbe neutrofilow

w danej probce przypadajgca na 1 ml BALF.

3.8. Pomiar stezenia biatka catkowitego w BALF i homogenatach ptuc

Stezenie biatka catkowitego oznaczano za pomocy zestawu Bio-Rad Protein Assay
(Bio-Rad, Warszawa, Polska) wykorzystujgc metode Bradford’a [Bradford, 1976]. Procedura
oznaczania wykorzystuje zjawisko wigzania barwnika Coomassie Brilliant Blue G-250 do grup
aminowych biatek. Powstanie kompleksu biatko - barwnik skutkuje zmiang dtugos¢ fali
odpowiadajgcej maksimum absorpcji barwnika z 465 nm do 595 nm. Wartos$¢ absorbancji
jest proporcjonalna do zawartosci biatka w roztworze. Wzorzec biatka stanowita albumina
surowicy bydlecej. Pomiar przeprowadzono przy uzyciu czytnika ptytek mikrotitracyjnych
(Epoch, BioTek Instruments, USA). Stezenia biatka catkowitego wyrazono w mg biatka na 1 ml

BALF lub 1 ml homogenatu ptuc.

3.9. Pomiar stezenia albumin w BALF

Poziom albumin okreslano przy uzyciu zestawu Mouse Albumin ELISA kit
(Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA) wedtug zalecen dostarczonych przez
producenta. W metodzie immunoenzymatycznej (ang. sandwich ELISA - test podwdjnego
wigzania) wykorzystano przeciwciato anty-mysie przeciwko albuminie, biotynylowane
przeciwciato detekcyjne, streptawidyne skoniugowang z peroksydazg chrzanowa
(ang. horseradish peroxidase; HRP) i tetrametylobenzydyne. Pomiar zostat wykonany
za pomocg czytnika ptytek (Epoch, BioTek Instruments, USA). Wyniki zostaty przedstawione

w postaci ilosci albumin w przeliczeniu na miligram biatka catkowitego.

3.10. Oznaczenie poziomu cytokin prozapalnych w BALF i homogenatach ptuc

Pierwszy 1 ml BALF przeznaczony do analizy poziomu cytokin prozapalnych zostat
odwirowany, a uzyskany supernatant zebrano i przechowywano w temp. = -80 °C (vide punkt
3.7). Po pobraniu catkowitej prébki BALF, ptuca badanych zwierzat zostaty wyizolowane
i rowniez przeniesione do temp. = -80 °C. W celu dalszych badan ptuca zhomogenizowano
w ciektym azocie i zawieszono w 500 ul PBS z dodatkiem koktajlu inhibitoréw proteaz

i 1% Tritonu X-100. Nastepnie probke odwirowano (15000 x g, 10 minut, 4 °C), a uzyskany
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supernatant uzyto do analizy poziomu cytokin. Pomiar poziomu cytokin w BALF oraz
w homogenatach ptuc przeprowadzono przy uzyciu Bio-Plex Pro Mouse Cytokine Assay
(Bio-Rad) za pomocg platformy Bio-Plex 200 (Luminex, Bio-Rad, Warszawa, Polska). System
Bio-Plex Pro wykorzystuje mikrosfery magnetyczne (ang. magnetic beads), ktére powstajg
poprzez zastosowanie dwdch barwnikéw fluorescencyjnych w réznym stosunku. Dzieki temu
kazda mikrosfera ma odrebny kod kolorystyczny tzw. adres spektralny, co umozliwia ich
rozréznienie i identyfikacje. Zasada dziatania analizy jest podobna do testu podwdjnego
wigzania ELISA (ang. sandwich ELISA). Przeciwciata wychwytujace, skierowane przeciwko
konkretnym markerom sg kowalencyjnie sprzezone z mikrosferami. Opfaszczone mikrosfery
reagujg z prébka, jezeli ta zawiera badany marker. Po serii ptukan, ktére usuwajg
niezwigzane biatko, do dotka dodawane jest biotynylowane przeciwciato wykrywajace,
specyficzne dla epitopdédw na badanych czagsteczkach. W koncowym etapie wprowadza sie
oznakowang fluorescencyjnie streptawidyne (koniugat streptawidyna + fikoerytryna), ktéra
wigze sie z wyznakowanymi biotyng przeciwciatami wykrywajgcymi. Czytnik poczgtkowo
klasyfikuje mikrosfery wedtug ich adresu spektralnego, a nastepne mierzy intensywnos¢
sygnatu znacznika. Uzyskane wyniki zostaty wyrazone jako stezenie cytokin w 1 ml BALF,
a przypadku analiz homogenatow ptuc jako stezenie cytokin w przeliczeniu na miligram

biatka catkowitego w danej prdébce.

3.11. Oznaczenie stezenia mysiej proteazy komorek tucznych 1 (MCPT-1) w homogenatach

ptuc

Okreslenie poziomu MCPT-1 w homogenatach ptuc badanych zwierzat wykonano
przy uzyciu zestawu Mouse MCPT-1 ELISA Ready-SET-go kit (eBioscience, San Diego, CA,
USA) zgodnie z wytycznymi producenta, a pomiar wykonano za pomocg czytnika ptytek
mikrotitracyjnych (Epoch, BioTek Instruments, USA). W metodzie immunoenzymatycznej
ELISA wykorzystano oczyszczone przeciwciato anty-mysie MCPT-1 (przeciwciato
wychwytujgce), skoniugowane z biotyng przeciwciato anty-mysie MCPT-1 (przeciwciato
detekcyjne), awidyne skoniugowang z enzymem HRP i tetrametylobenzydyne, stanowigca
substrat reakcji. Wyniki zostaty przedstawione jako ilo§¢ MCPT-1 przypadajgca na miligram

biatka catkowitego.
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3.12. Oznaczenie stezenia dialdehydu malonowego (MDA) w homogenatach ptuc

Okreslenie stezenia MDA w homogenatach ptuc wykonano za pomocy testu
immunoenzymatycznego ELISA, wykorzystujgc komercyjnie dostepny zestaw do analiz
(OxiSelect MDA, Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA), przy zastosowaniu czytnika (Epoch,
BioTek Instruments, USA). Zestaw zawierat: poliklonalne przeciwciato przeciwko MDA,
drugorzedowe przeciwciato skoniugowane z HRP i roztwodr substratu reakcji. Wyniki analizy

przedstawiono jako ilos¢ MDA w odniesieniu do miligrama biatka catkowitego w prébce.

3.13. Oznaczenie aktywnosci sekrecyjnej fosfolipazy A, (sPLA;) w homogenatach ptuc

Analiza zostata wykonana przy uzyciu zestawu sPLA, Assay Kit (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA) wedtug instrukcji dotgczonej przez producenta. W analizie wykorzystano
analog diheptanylu fosfatydylocholiny, zawierajgcy w czgsteczce dwa atomy siarki. Zwigzek
ten stanowi substrat dla wiekszosci fosfolipaz A,, za wyjatkiem fosfolipazy cytozolowe;.
Podczas hydrolizy wigzania tioestrowego w pozycji sn-2 przy udziale fosfolipazy A, dochodzi
do wytworzenia wolnych zwigzkéw tiolowych, ktére sg nastepnie wykrywane przy uzyciu
kwasu 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoesowego). Pomiar aktywnosci fosfolipazy A, prowadzony
byt za pomocg czytnika ptytek (Epoch, BioTek Instruments, USA), co 1 minute przez okres
10 minut, przy dtugosci fali A = 414 nm. Wyniki zostaty przedstawione w przeliczeniu

na miligram biatka catkowitego w danej probce.

3.14. Wykonanie preparatéw histologicznych tkanki ptucnej

Po pobraniu BALF z drég oddechowych, ptuca czesci zwierzat zostaty przygotowane
do badan histologicznych. W tym celu tkanke ptucng optukano w fizjologicznym roztworze
soli, a nastepnie umieszczono w 4% roztworze paraformaldehydu w PBS i przechowywano
w temp. = 4 °C przez okres 7 dni. Po 7 dniach ptuca przeniesiono do roztworéw sacharozy
0 wzrastajgcym stezeniu, kolejno: 10, 20 i 30% sacharozy (w/v) w PBS. Kolejnym krokiem
byto umieszczenie tkanki w suchym lodzie, a nastepnie przeniesienie do temp. = -80 °C.
Po zamrozeniu materiatu ze wszystkich badanych grup, ptuca zostaty pociete na kriostacie
(Leica CM1850 UV, Niemcy) na skrawki o grubos$ci 20 um i umieszone na silanizowanych
szkietkach. W kolejnym etapie uzyskane preparaty zostaty wybarwione z uzyciem eozyny Y

i hematoksyliny. Hematoksylina, jako zwigzek o odczynie zasadowym, przytgcza sie do
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struktur o charakterze kwasowym np. do chromatyny jadra komérkowego, zabarwiajac je na
granatowo. Z kolei, eozyna Y ma odczyn kwasowy i wigze sie ze strukturami kwasochtonnymi
np. biatkami cytoplazmatycznymi, nadajagc im barwe rdézowa. Procedura barwienia
uwzgledniata odwodnienie za pomocg szeregu roztwordw alkoholi o wzrastajgcym stezeniu,
zastosowanie w koncowym etapie roztworu ksylenu, zamkniecie preparatéw szkietkiem

nakrywkowym przy uzyciu DPX i pozostawienie tak wykonanych preparatéw do wyschniecia.

3.15. Ocena stopnia zaawansowania procesu zapalnego tkanki ptucnej na podstawie

preparatow histologicznych

Preparaty analizowano pod mikroskopem swietlnym (Nikon Eclipse E200LED, Nikon,
Japan) w powiekszeniu 4- i 10-krotnym. Stopien zaawansowania stanu zapalnego w tkance
ptucach okreslono za pomocg metody opisanej przez Tournoy i wsp. [2000]. Preparaty
histologiczne oceniano na podstawie naptywu komodrek odpowiedzi zapalnej wokot oskrzeli
i naczyn krwionosnych. Zastosowano skale od 0 do 3, gdzie 0 oznaczato brak widocznych
zmian zapalnych, 1 - pojedyncze komorki odpowiedzi zapalnej, 2 - stan, w ktérym wiekszos¢
oskrzeli i naczyn krwionosnych otoczona jest przez cienkg warstwe komérek odpowiedzi
zapalnej (1 - 5 warstw komoérek), 3 - stan, w ktorym wiekszos$¢ oskrzeli i naczyn krwionosnych
otoczona jest przez grubg warstwe komorek odpowiedzi zapalnej (powyzej 5 warstw

komoérek). Wyniki zostaty wyrazone jako srednia z ocen uzyskanych dla danej grupy badane;j.

3.16. Okreslenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB w tkance ptucnej metoda

immunohistochemiczna

Do oceny ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB wykorzystano tkanke ptucnag
pocietg na kriostacie wedtug procedury opisanej powyzej (vide punkt 3.14). Otrzymane
preparaty zostaty poddane podwdjnemu znakowaniu w kierunku peptydéw NF-kB p50
i NF-kB p65. Po wstepnej inkubacji z 3% normalnym roztworem surowicy koziej w PBS
z dodatkiem 0,2% Tritonu X-100 (PBST), prébki inkubowano przez 1 godzine w 37 °C
z roztworem PBST zawierajgcym 1% normalny roztwér surowicy koziej i przeciwciata
pierwszorzedowe: mysie monoklonalne przeciwciato przeciwko NF-kB p65 (nr kat. sc-8008;
Santa Cruz Biotechnology, USA; rozcieiczenie 1: 300) i krélicze poliklonalne przeciwciato
przeciwko NF-kB p50 (nr kat. sc-114; Santa Cruz Biotechnology, USA; rozcienczenie 1: 3400).

Nastepnie skrawki przemywano trzykrotnie roztworem PBS i inkubowano przez 1 godzine
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w 37 °C z mieszaning przeciwciat drugorzedowych, sprzezonych z barwnikiem
fluorescencyjnym: przeciwciato kozie anty-mysie Alexa Fluor 594 (nr kat. A11020;
Invitrogen-Molecular Probes, USA; rozcienczenie 1: 100) i przeciwciato kozie anty-krélicze
Alexa Fluor 488 (nr kat. A11070; Invitrogen-Molecular Probes, USA; rozcienczenie 1: 100).
Na koniec probki optukano trzykrotnie roztworem PBS i pozostawiono do wyschniecia.
W kolejnym etapie znakowane skrawki przemywano w PBS i inkubowano w roztworze
barwnika Hoechst w PBS (1 pg/ml) przez 2 minuty w temperaturze pokojowej. Nadmiar
barwnika zostat usuniety, a preparaty zamknieto szkietkiem nakrywkowym za pomoca
Vectashield Mounting Medium do mikroskopii fluorescencyjnej. Nastepnie skrawki
analizowano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon, Japonia) i fotografowano
przy identycznym oswietleniu preparatu za pomocg kamery CCD (Nikon, Japonia).
Specyficznos$¢ znakowania immunohistochemicznego zweryfikowano wykonujgc barwienie
metodg kontroli negatywnej, w ktérej nie dodano przeciwciata pierwszorzedowego
do mieszaniny inkubacyjnej. W Zzadnej z prdobek nalezacej do kontroli negatywnej nie
zaobserwowano barwienia immunohistochemicznego. Badacz oceniajgcy preparaty nie miat
wiedzy, ktéra grupe doswiadczalng analizuje. Intensywnos¢ barwienia zostata nastepnie
wyrazona jako wartos¢ gestosci optycznej w skali szarosci (skala 8-bitowa), przy uzyciu
oprogramowania komputerowego Scion (NIH, Frederick, MD, USA). Analize przeprowadzono
poprzez obrysowywanie fragmentéw skrawka ptuca widocznych w polu obserwacyjnym
mikroskopu. We wszystkich grupach badanych, dla kazdej myszy wykonano trzy preparaty,
z kolei dla kazdego preparatu zostaty wykonane trzy obrysy tkanki ptuc (z pominieciem
pustych przestrzeni pecherzykowych). Pomiary densytometryczne byty kazdorazowo
wykonywane z odjeciem tta widocznego na zdjeciu. Wyniki zostaty wyrazone jako $rednia

wartos¢ ze wszystkich pomiaréw dla danej grupy.

3.17. Analiza statystyczna wynikéw

Wyniki przedstawiono jako srednia + btad standardowy sredniej (SEM). Liczebnos¢
zwierzat w grupach doswiadczalnych zostata podana w opisach do poszczegdlnych rycin.
Analize statystyczng przeprowadzono wykorzystujgc jednoczynnikowa analize wariancji
ANOVA wraz z testem post-hoc Newmana-Keulsa lub testem Duncana oraz test T-Studenta.
Wyniki uznawano za znamienne, gdy poziom istotnosci p byt mniejszy niz 0,05. Do

wykonania obliczen zastosowano oprogramowanie STATISTICA 12 (StatSoft, Krakéw, Polska).

57



4. WYNIKI

Eksperymenty zostaty przeprowadzone w dwdch etapach, co przedstawiono
w Tabeli 2. W pierwszym etapie grupy badawcze stanowity myszy otrzymujgce hybryde
PK20, mieszanine jej obu farmakoforéw podanych jednoczesnie lub deksametazon. Grupy te
zostaty poréwnane ze zwierzetami stanowigcymi kontrole negatywng i kontole pozytywna.
Drugi etap obejmowat zwierzeta, u ktérych przed zastosowaniem hybrydy, podawano
zwigzki antagonistyczne: chlorowodorek naloksonu lub SR 142948. Uzyskane wyniki
odniesiono do myszy otrzymujgcych wytgcznie badang chimere i myszy uczulonych
otrzymujgcych fizjologiczny roztwor soli (kontrola pozytywna). Doswiadczenia poprzedzono
eksperymentem z zastosowaniem modelu nadwrazliwosci kontaktowej, ktéry pozwolit

na wyboér dawki chimery PK20.

ETAP I ETAP II
KONTROLA NEGATYWNA
KONTROLA POZYTYWNA —_—> KONTROLA POZYTYWNA
HYBRYDA PK20 _> HYBRYDA PK20

MIESZANINA FARMAKOFOROW

DEKSAMETAZON

NALOKSON HCI + HYBRYDA PK20

SR 142948 + HYBRYDA PK20

Tab. 2. Grupy zwierzat doswiadczalnych analizowane w poszczegdlnych etapach badan.

4.1. Wptyw hybrydy PK20 na obrzek uszu w modelu nadwrazliwosci kontaktowej - wybor

dawki badanego zwigzku

Wyznaczenia dawki hybrydy PK20, stosowanej nastepnie w dalszych
eksperymentach, dokonano przy wykorzystaniu modelu nadwrazliwosci kontaktowej.
Wywotanie reakcji nadwrazliwosci za pomocg DNFB spowodowato ponad czterokrotne

zwiekszenie grubosci uszu u myszy uczulonych (kontrola pozytywna) w poréwnaniu z grupa
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myszy nieuczulanych haptenem, stanowigcych kontrole negatywng. Dootrzewnowa aplikacja
hybrydy PK20 (w dawkach: 0,7, 3,7 lub 7,4 umol/kg) w sposdb dawkozalezny zmniejszyta
obrzek uszu u badanych zwierzat (Ryc. 9). Po zastosowaniu najwiekszej dawki chimery
grubos¢ uszu powrdcita niemal do wartosci poczgtkowych - nie zaobserwowano istotnych
statystycznie réznic pomiedzy grupa zwierzat otrzymujgcych hybryde PK20 w dawce
7,4 umol/kg, a zwierzetami stanowigcymi kontrole negatywng (p = 0,44). W zwigzku z tym,

powyzsza dawka zostata wybrana do dalszych badan.
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negatywna pozytywna PK20 PK20 PK20

Ryc. 9. Wielkos¢ obrzeku uszu po 24 godzinach od wywotania reakcji zapalnej. Efekt po podaniu
hybrydy PK20 w dawkach: 0,7, 3,7 lub 7,4 umol/kg. Réznice grubosci uszu obliczono poprzez odjecie
wartosci uzyskanej dla ucha kontrolnego od wartosci uzyskanej dla ucha uczulanego. Poréwnanie
z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywna. Analize statystyczng wykonano
za pomoca testu T-Studenta. N = 6-8 myszy w grupie. *p<0,05, ***p<0,001 vs kontrola negatywna.
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4.2. Wptyw hybrydy PK20 na proces zapalny w mysim modelu astmy niealergiczne;j.

Porownanie aktywnosci

i deksametazonu

Wartosci liczcbowe wynikéw dla | etapu badan zostaty zestawione w Tabeli 3.

hybrydy z dziataniem mieszaniny jej obu farmakoforow

grupa kontrola kontrola hybryda mieszanin? deksametazon
parametr negatywna pozytywna PK20 farmakoforow
Penh NaCl 1,04 £ 0,09 1,19+0,14 1,18 + 0,15 1,39+0,13 0,94 £ 0,08
5 mg/ml 1,49+ 0,29 2,51+0,37 2,68+0,34 2,82 +0,32 2,14 +0,30
10 mg/ml 2,38+0,33 5,29 £ 0,57 4,49 + 0,55 4,39+0,77 2,43+0,36
20 mg/ml 2,51+0,33 6,44 + 0,80 4,40+0,72 4,07+0,31 3,29 +0,35
40 mg/ml 2,30+0,35 6,31+ 0,94 4,97 + 0,60 4,86 + 0,87 3,34+0,28
catkowita liczba komérek x10° 3,25+ 0,59 8,68 + 1,08 4,33+0,70 6,36+ 0,77 5,18 + 0,37
liczba neutrofiléw x10° 0,03+0,01 0,45+0,12 0,07 £ 0,02 0,15 + 0,02 0,06 + 0,02
skala stanu zapalnego 1,21 +0,14 2,83 £ 0,09 1,53+0,11 2,25+0,16 1,42 +£0,14
IL-1a [pg/ml] 4,45 + 0,90 8,61+0,57 5,15+ 0,92 7,22 £0,90 5,66 + 0,43
IL-2 [pg/ml] 2,84 £ 0,47 6,18 £ 0,78 2,90+ 0,37 3,10 £ 0,54 3,30+0,34
IL-13 [pg/ml] 35,67 + 7,85 66,78 + 7,04 38,76 + 4,96 67,86 + 12,88 45,27 + 2,38
TNF-a [pg/ml] 21,84 + 1,80 39,30 + 3,29 21,81+ 2,29 34,75 + 3,81 21,29 + 2,62
IL-1B [pg/mg] 1184,60 + 52,04 | 1490,76 + 50,13 | 1121,90 + 84,55 | 1313,86 + 177,47 | 1158,35 + 89,87
IL-17A [pg/mg] 64,42 + 2,70 83,11 + 3,88 56,39 £ 3,54 69,65 + 11,22 46,72 + 4,29
CXCL1 [pg/mg] 553,18 + 54,16 | 1089,19 + 111,28 | 578,04+ 66,39 | 870,59+ 99,31 | 581,92 + 67,43
IL-12p40 [pg/mg] 186,91 £17,25 | 503,30+ 76,16 | 161,77 +31,13 82,91+ 7,15 71,04 £ 6,06

RANTES [pg/mg]

912,36 + 302,67

2233,92 + 169,64

696,29 + 110,20

720,88 + 102,47

667,52 + 106,67

MCPT-1 [ng/mg] 1,80 + 0,15 2,41+0,14 1,82 +0,17 1,94+ 0,33 1,74 +0,15
MDA [ug/mg] 2,19+ 0,28 5,30 0,81 2,01 +0,40 2,48 + 0,56 2,17 £ 0,59
sPLA, [umol/min/mg] 16,78 + 4,09 35,70 + 2,00 19,37 +3,10 15,06 + 4,24 22,12 + 5,00
albuminy [pg/mg] 1,00 + 0,19 2,75 + 0,34 1,66 + 0,34 1,18 + 0,13 1,44 + 0,28
NF-kB p50 27,38 + 1,09 120,59 + 3,76 28,04 £ 0,93 115,82 + 2,16 27,41+0,93
NF-kB p65 19,94 + 0,53 110,69 + 4,42 19,73 0,70 106,61 + 3,11 19,32 +0,77

Tab. 3. Zestawienie wynikéw otrzymanych w | etapie doswiadczen. Wyniki przedstawiono jako

Srednia *

na rycinach 10, 11, 13-19, 20B i 20C.
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4.2.1. Wptyw hybrydy PK20 na nadreaktywnos¢ oskrzeli

Pomiary skurczu oskrzeli zostaly przeprowadzone w mysiej komorze
pletyzmograficznej i wyrazone poprzez parametr pauzy wydtuzonej (Penh). Naskérne
podanie DNFB i dotchawicza prowokacja DNS skutkowaty wystgpieniem nadreaktywnosci
oskrzeli w odpowiedzi na inhalacje metacholing o wzrastajgcym stezeniu (5, 10, 20 i 40
mg/ml), co znalazto odzwierciedlenie we wzroscie wartosci Penh. Istotne statystycznie
réznice pomiedzy grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywng widoczne
byly poczawszy od dawki metacholiny réwnej 10 mg/ml (Ryc. 10). Po dwukrotnej,
dootrzewnowej iniekcji zarowno hybrydy PK20, jak i mieszaniny jej obu farmakoforow
zaobserwowano wyrazng tendencje do zmniejszania nadreaktywnosci oskrzeli w pordwnaniu
z grupg stanowigcg kontrole pozytywng. Efekt ten osiggnat istotnos$é statystyczng przy dawce
metacholiny 20 mg/ml. Nie zaobserwowano natomiast znamiennych rdéznic pomiedzy
zwierzetami nieuczulanymi (kontrola negatywna), a grupg uczulang, u ktdrej zastosowano

zwigzek odniesienia - deksametazon (p = 0,26 dla najwyzszej dawki metacholiny).

b k3

Penh
=y

7707000000
[ zzzzzzzzzzizzz7zZza

Q
\
\
\
\
\
\
\
%
N

ws.

o
%3]
=
o
]
o
5

metacholina [mg/mil]

Okontrola negatywna Mkontrola pozytywna @ hybryda PK20 B mieszanina farmakoforow @ deksametazon

Ryc. 10. Nadreaktywnosé¢ drég oddechowych wyrazona jako wartos¢ Penh, w odpowiedzi
na zastosowanie wzrastajgcych dawek metacholiny, po 24 godzinach od dotchawiczej prowokacji
DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej obu farmakoforow i deksametazonu
w pordéwnaniu z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywng. W obliczeniach
statystycznych zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc
Newmana-Keulsa. N = 7-8 myszy w grupie. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs kontrola negatywna.
#0<0,05, *#p<0,01 vs kontrola pozytywna. $p<0,05 vs deksametazon.
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4.2.2. Wptyw hybrydy PK20 na liczbe komdrek odpowiedzi zapalnej w plynie

pecherzykowo-oskrzelowym (BALF) i tkance ptucnej

Liczbe komodrek wskazujagcych na rozwdj stanu zapalnego analizowano zaréwno
w ptynie pecherzykowo-oskrzelowym, jak i w preparatach histologicznych tkanki ptucnej
pobranej od zwierzat doswiadczalnych. Wywofanie odpowiedzi zapalnej za pomocg DNS
u myszy uczulonych uprzednio DNFB spowodowato infiltracje komérek odpowiedzi zapalnej
do BALF. Na komérki naptywajgce do drég oddechowych w przebiegu zapalenia sktadaty sie
przede wszystkim makrofagi, neutrofile i w najmniejszym stopniu limfocyty, przy czym
zwiekszony odsetek neutrofilow stanowi ceche charakterystyczng dla astmy nieatopowe;j.
Dootrzewnowe podanie hybrydy PK20 zmniejszyto catkowitg liczbe komédrek odpowiedzi
zapalnej (Ryc. 11A), w tym takze liczbe neutrofilow (Ryc. 11B) w BALF w porédwnaniu z grupa
myszy uczulanych, u ktérych zastosowano fizjologiczny roztwor soli. Co wiecej, nie wykazano
istotnych rdéznic pomiedzy grupg zwierzat, ktéra otrzymata chimere, a zwierzetami u ktérych
zastosowano deksametazon. Podanie mieszaniny farmakoforéw zwigzku PK20 réwniez
ograniczyto naptyw leukocytow, efekty te byty jednak stabsze niz po zastosowaniu hybrydy,
szczegoblnie w przypadku catkowitej liczby komorek, gdzie analiza statystyczna nie wykazata

znamiennych roznic w odniesieniu do myszy traktowanych jako kontrola pozytywna

(p=0,07).
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Ryc. 11. Catkowita liczba komodrek odpowiedzi zapalnej (A) i neutrofiléw (B) w BALF 24 godziny
po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej farmakoforéw
i deksametazonu w pordwnaniu z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywna.
W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wraz z testem
post-hoc Newmana-Keulsa. N = 6-9 myszy w grupie. **p<0,01, ***p<0,001 vs kontrola negatywna.
#p<0,05, #p<0,01, *¥p<0,001 vs kontrola pozytywna.

Podobnie zmiany zaobserwowano w preparatach histologicznych ptuc, ktdre ujawnity
znaczng akumulacje komérek odpowiedzi zapalnej w obszarach okotooskrzelowych w grupie
zwierzat stanowigcych kontrole pozytywng (Ryc. 12). Obserwacje te zostaty iloSciowo
wyrazone przy uzyciu skali stopnia zaawansowania stanu zapalnego (Ryc. 13). Myszy
otrzymujgce hybryde PK20, mieszanine jej obu strukturalnych elementéw i deksametazon
cechowaty sie zmniejszong liczbg leukocytéw w tkance ptucnej, przy czym zdecydowanie
najstabszy efekt przeciwzapalny widoczny byt w grupie zwierzat leczonych mieszaning

farmakoforow hybrydy (p<0,001 wzgledem hybrydy PK20).
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Ryc. 12. Analiza histologiczna tkanki ptucnej z zastosowaniem barwienia eozyng i hematoksyling:
zdjecia wykonane po 24 godzinach od dotchawiczej prowokacji DNS (powiekszenie 10-krotne). Efekt
po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej obu farmakoforéw i deksametazonu w pordwnaniu

z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywna.
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Ryc. 13. Skala stopnia zaawansowania stanu zapalnego na podstawie preparatdw histologicznych
tkanki ptucnej pobranej 24 godziny po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20,
mieszaniny jej farmakoforéw i deksametazonu w pordwnaniu z grupami stanowigcymi kontrole
negatywng i kontrole pozytywna. W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowa
analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc Newmana-Keulsa. N = 4 myszy w grupie.
**%p<0,001 vs kontrola negatywna. "p<0,01, ™ p<0,001 vs kontrola pozytywna. ***p<0,001
vs deksmametazon.

4.2.3. Wptyw hybrydy PK20 na poziom cytokin prozapalnych w BALF i homogenatach ptuc

Stezenie cytokin prozaplanych w BALF i homogentach tkanki ptucnej byto znaczaco
wyzsze u zwierzat uczulonych otrzymujacych fizjologiczny roztwér soli (kontrola pozytywna)
w zestawieniu z grupg nieuczulong stanowigcg kontrole negatywng. Zastosowanie zaréwno
chimery PK20, jak i deksametazonu istotnie zdredukowato poziom IL-1aq, IL-2, IL-13 i TNF-a
w BALF (Ryc. 14), podczas gdy réwnomolowa mieszania farmakoforéw hybrydy w niewielkim
stopniu obnizyta stezenie badanych cytokin - efekt ten byt znamienny statystycznie jedynie
dla IL-2. Istotng réznice pomiedzy zwierzetami otrzmujgcymi hybryde PK20 i mieszanine jej

strukturalnych sktadowych zaobserwowano dla IL-13 (p = 0,03) i TNF-a (p = 0,01).
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Ryc. 14. Stezenie cytokin prozapalnych: IL-1a (A), IL-2 (B), IL-13 (C) i TNF-a (D) w BALF 24 godziny
po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej farmakoforéw
i deksametazonu w pordwnaniu z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywna.
W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wraz z testem

post-hoc Newmana-Keulsa. N = 5-9 myszy w grupie. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs kontrola

HitH
1,

negatywna. p<0,05, #p<0,01, **p<0,001 vs kontrola pozytywna. *p<0,05 vs deksametazon.

W przypadku analizy poziomu cytokin w homogenach ptuc hybryda PK20
i deksametazon w podobnym stopniu zmniejszyty stezenie cytokin prozapalnych: IL-18,
IL-17A, CXCL1, IL-12p40 i RANTES u uczulanych zwierzat w poréwnaniu z grupg traktowang
jako kontrola pozytywna. Z kolei mieszanina elementéw strukturalnych hybrydy wykazata
korzystny wptyw jedynie na poziom RANTES i IL-12p40 (Ryc. 15). Pomimo iz wartos¢ stezenia
IL-12p40 u zwierzat leczonych mieszaning farmakoforow byta niemal dwukrotnie nizsza
w odniesieniu do myszy otrzymujgcych chimere PK20, nie wykazano znamiennych

statystycznie réznic pomiedzy tymi dwoma grupami (p = 0,17).
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Ryc. 15. Stezenie cytokin prozapalnych: IL-1B (A), IL-17A (B), CXCL1 (C), IL-12p40 (D) i RANTES (E)
w homogenatach ptuc 24 godziny po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20,
mieszaniny jej farmakoforéw i deksametazonu w pordwnaniu z grupami stanowigcymi kontrole
negatywng i kontrole pozytywng. W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowa
analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc Duncana (IL-1B, IL-17A) lub testem Newmana-Keulsa
(CXCL1, IL-12p40, RANTES). N = 5-7 myszy w grupie. *p<0,05, ***p<0,001 vs kontrola negatywna.
#n<0,05, #p<0,01, #*p<0,001 vs kontrola pozytywna. *p<0,05 vs deksametazon.
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4.2.4. Wptyw hybrydy PK20 na stezenie mysiej proteazy komoérek tucznych 1 (MCPT-1)

w homogenatach ptuc

W grupie myszy, u ktérych wywotano reakcje zapalng i podawano 0,9% roztwér NaCl,
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost stezenia MCPT-1 - markera stanu zapalnego,
magazynowanego i wydzielanego przez komorki tuczne. Dootrzewnowe podanie chimery
PK20 i deksametazonu zredukowato znamiennie poziom badanej proteazy (Ryc. 16).
W przypadku mieszaniny farmakoforéw poziom enzymu nie rdéznit sie w sposdb istotny

statystycznie od grupy stanowigcej kontrole pozytywna (p = 0,06).
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Ryc. 16. Stezenie mysiej proteazy komdrek tucznych 1 (MCPT-1) w homogenatach tkanki ptucnej
24 godziny po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej
farmakoforow i deksametazonu w poréwnaniu z grupami stanowigcymi kontrole negatywna
i kontrole pozytywnga. W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji
ANOVA wraz z testem post-hoc Duncana. N = 5-7 myszy w grupie. *p<0,05 vs kontrola negatywna.
#p<0,05 vs kontrola pozytywna.
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4.2.5. Wptyw hybrydy PK20 na stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w homogenatach
ptuc

Uczulenie i wywotanie reakcji za pomocg DNFB/DNS skutkowato zwiekszeniem
stezenia dialdehydu malonowego, bedgcego produktem peroksydac;ji lipidéw i wskaznikiem
stresu oksydacyjnego, ktdry towarzyszy procesom zapalnym. W przeprowadzonych
doswiadczeniach, we wszystkich trzech grupach: po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej
farmakoforow i deksametazonu zaobserwowano ponad dwukrotny spadek poziomu MDA
w odniesieniu do zwierzat uczulanych, u ktérych zastosowano fizjologiczny roztwér soli
(Ryc. 17). Wartos¢ stezenia MDA pomiedzy poszczegdlnymi grupami badanymi nie réznifa sie

sposéb w znamienny.
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Ryc. 17. Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w homogenatach ptuc 24 godziny po dotchawiczej
prowokacji DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej farmakoforéw i deksametazonu
w porownaniu z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywng. W obliczeniach
statystycznych zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc
Newmana-Keulsa. N = 5-8 myszy w grupie. **p<0,01 vs kontrola negatywna. *p<0,01 vs kontrola
pozytywna.



4.2.6. Wptyw hybrydy PK20 na aktywnos¢ sekrecyjnej fosfolipazy A, (sPLA;)

w homogenatach ptuc

Grupa myszy traktowanych jako kontrola pozytywna cechowata sie zwiekszong
aktywnoscig sekrecyjnej fosfolipazy A, ktdéra zapoczatkowuje szlak przemian kwasu
arachidonowego, bedacego zrédtem mediatoréw zapalnych. Dwukrotna iniekcja hybrydy
PK20, mieszaniny elementdw strukturalnych zwigzku i deksametazonu spowodowaty
obnizenie aktywnosci badanego parametru (Ryc. 18). Uzyskane wyniki byty poréwnywalne
z aktywnoscig fosfolipazy w grupie zwierzat nieuczulanych (kontrola negatywna).
Nie zaobserwowano istotnych rdéznic pomiedzy myszami otrzymujacymi chimere PK20

i mieszanine jej obu farmakoforéw (p = 0,88).
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Ryc. 18. Aktywnos¢ sekrecyjnej fosfolipazy A, (sPLA;) w homogenatach ptuc 24 godziny
po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej farmakoforéw
i deksametazonu w pordwnaniu z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywna.
W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wraz z testem
post-hoc Newmana-Keulsa. N = 4-5 myszy w grupie. *p<0,05 vs kontrola negatywna. *p<0,05
vs kontrola pozytywna.
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4.2.7. Wptyw hybrydy PK20 na stezenie albumin w BALF

Znaczny wzrost stezenia albumin, ktéry moze swiadczy¢ o przesieku makromolekut
z mikrokrgzenia ptucnego do przestrzeni pecherzykowo-oskrzelowej, byt widoczny u myszy
uczulonych otrzymujacych fizjologiczny roztwér soli w odniesieniu do zwierzat nieuczulonych
(kontrola negatywna). Korzystny wptyw na ten parametr zaobserwowano we wszystkich
trzech badanych uktadach: hybryda PK20, mieszanina jej farmakoforéow oraz deksametazon
obnizyty stosunek albuminy/ biatko catkowite w BALF w poréwnaniu z grupg traktowang jako
kontrola pozytywna (Ryc. 19). Analiza statystyczna nie ujawnita znamiennych réznic pomiedzy
zwierzetami leczonymi hybrydg PK20 i myszami, u ktérych farmakofory podawano w postaci

mieszaniny (p = 0,47).
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Ryc. 19. Stezenie albumin przypadajgce na mg biatka catkowitego w BALF 24 godziny po dotchawiczej
prowokacji DNS. Efekt po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej farmakoforéow i deksametazonu
W pordownaniu z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywng. W obliczeniach
statystycznych zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc
Newmana-Keulsa. N = 6-8 myszy w grupie. **p<0,01 vs kontrola negatywna. *p<0,05, *p<0,01
vs kontrola pozytywna.
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4.2.8. Wptyw hybrydy PK20 na ekspresje jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B

(NF-kB) w tkance ptucnej

Uczulenie myszy za pomocg DNFB, a nastepnie aplikacja DNS do drég oddechowych
skutkowaty istotnym wzrostem intensywnosci sygnatu fluorescencji dla NF-kB w tkance
ptucnej w odniesieniu do zwierzat uczulonych jedynie roztworem rozpuszczalnika,
stanowigcych kontrole negatywng. U myszy traktowanych jako kontrola pozytywna oraz
zwierzat leczonych przy uzyciu mieszaniny farmakoforéw zaobserwowano znaczne
pogrubienie przegrody miedzypecherzykowej (Ryc. 20A), a takze zwiekszong intensywnosé
barwienia pochodzgcg od podjednostek p50 i p65 NF-kB (Ryc. 20B, 20C) w pordwnaniu
z pozostatymi grupami doswiadczalnymi. W przeciwienstwie do mieszaniny farmakoforow,
podanie hybrydy PK20 i deksametazonu osfabito znaczaco rejestrowany sygnat, co moze
wskazywac, iz zahamowanie szlaku sygnatowego NF-kB odgrywa istotng role w aktywnosci
przeciwzapalnej obu zwigzkdéw (p<0,001 pomiedzy grupami otrzymujgcymi chimere PK20

i mieszanine jej farmakoforow).
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Ryc. 20. Ekspresja czynnika transkrypcyjnego NF-kB 24 godziny po dotchawiczej prowokacji DNS.
Efekt po podaniu hybrydy PK20, mieszaniny jej farmakoforéw i deksametazonu
w poréwnaniu z grupami stanowigcymi kontrole negatywng i kontrole pozytywna. Barwienie
immunofluorescencyjne: podjednostki p50 NF-kB (kolor zielony), p65 NF-kB (kolor czerwony) oraz
barwnik Hoechst wskazujgcy jagdra komdrkowe w preparatach tkanki ptucnej (A). Intensywnosé
barwienia immunofluorescencyjnego mierzona w skali szarosci dla p50 NF-kB (B) i p65 NF-kB (C).
W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wraz z testem
post-hoc Newmana-Keulsa. N = 4 myszy w grupie. ***p<0,001 vs kontrola negatywna. *¥p<0,001

$5$

vs kontrola pozytywna. **’p<0,001 vs deksametazon.
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4.3. Udziat poszczegdlnych S$ciezek receptorowych (opioidowej i neurotensynowej)

w dziataniu przeciwzapalnym hybrydy PK20 na podstawie wybranych parametrow

Wartosci liczcbowe wynikéw dla Il etapu badan zostaty zestawione w Tabeli 4.

grupa kontrola hybryda nalokson-HCl + SR 142948 +
parametr pozytywna PK20 hybryda PK20 hybryda PK20
Penh NaCl 1,19+0,14 1,18 £0,15 1,31+0,10 1,33+0,06

5 mg/ml 2,51+0,37 2,68 +0,34 2,46 + 0,33 2,26 + 0,18
10 mg/ml 5,29 + 0,57 4,49 + 0,55 3,53+0,42 3,84 +0,27
20 mg/ml 6,44 + 0,80 4,40 +0,72 4,29+ 0,39 3,91+0,62
40 mg/ml 6,31+0,94 4,97 £ 0,60 5,32 £ 0,56 4,20 £ 0,56
catkowita liczba komérek x10° 8,68 + 1,08 4,33+0,70 4,89+0,83 5,72 +1,29
liczba neutrofiléw x10° 0,45+0,12 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,02 0,19 + 0,06
IL-1a [pg/ml] 8,61+0,57 5,15+ 0,92 5,25 +0,52 7,07 £ 0,96
IL-2 [pg/ml] 6,18 £+ 0,78 2,90 +0,37 6,75+ 0,24 6,61+ 0,29
IL-13 [pg/ml] 66,78 + 7,04 38,76 + 4,96 27,68 £ 3,20 32,23 £ 6,68
TNF-a [pg/ml] 39,30 + 3,29 21,81 +2,29 39,47 + 2,06 32,65+2,51
IL-1B [pg/mg] 1490,76 + 50,13 1121,90 + 84,55 1327,99 £ 46,10 1286,69 + 46,89
IL-17A [pg/mg] 83,11 + 3,88 56,39 + 3,54 87,72 + 6,35 84,47 +5,73
CXCL1 [pg/mg] 1089,19 + 111,28 578,04 + 66,39 787,60 + 73,49 672,42 + 22,67

IL-12p40 [pg/mg]

503,30+ 76,16

161,77 + 31,13

270,21 + 41,17

352,60 + 41,89

RANTES [pg/mg] 2233,92 169,64 | 696,29 + 110,20 1695,53 + 153,57 1060,92 + 99,92
MCPT-1 [ng/mg] 2,41+0,14 1,82+0,17 2,54+0,18 2,21+0,15
MDA [ug/mg] 5,30 + 0,81 2,01+ 0,40 2,19 + 0,08 2,08+0,16
sPLA, [umol/min/mg] 35,70 + 2,00 19,37 3,10 17,37 +2,15 35,79 + 5,68

Tab. 4. Zestawienie wynikow otrzymanych w Il etapie doswiadczen. Wyniki przedstawiono jako
Srednia + btad standardowy sredniej (SEM). Rdznice statystycznie istotne zostaly oznaczone

na rycinach 21-27.
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4.3.1. Efekt zastosowania zwigzkéw antagonistycznych na dziatanie hybrydy PK20 i jej

wplyw na nadreaktywnos$é oskrzeli

Podanie chlorowodorku naloksonu lub SR 142948 nie spowodowato zmian
w potencjale przeciwzapalnym hybrydy PK20 wobec nadreaktywnosci drog oddechowych.
W catym zakresie stosowanych dawek metacholiny nie zaobserwowano istotnych rdznic
pomiedzy grupg zwierzat leczonych wytgcznie badang hybryda, a myszami u ktérych podanie
chimery poprzedzone byto iniekcjg antagonisty poszczegdlnych receptoréw (Ryc. 21).
Podobnie jak dla hybrydy PK20, w grupach otrzymujacych zwigzki antagonistyczne, efekt

znamienny statystycznie wystgpit jedynie przy dawce metacholiny 20 mg/ml.
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Ryc. 21. Nadreaktywnosé¢ drég oddechowych wyrazona jako wartos¢ Penh, w odpowiedzi
na zastosowanie wzrastajgcych dawek metacholiny, 24 godziny po dotchawiczej prowokacji DNS.
Efekt po podaniu chlorowodorku naloksonu + hybrydy PK20 lub SR 142948 + hybrydy PK20
w poréwnaniu z grupg stanowigca kontrole pozytywng i grupg otrzymujaca wytacznie hybryde PK20.
W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowgq analize wariancji ANOVA wraz z testem
post-hoc Newmana-Keulsa. N = 6-8 myszy w grupie. *p<0,05 vs kontrola pozytywna.
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4.3.2. Efekt zastosowania zwigzkéw antagonistycznych na aktywnos¢ hybrydy PK20

i infiltracje komérek odpowiedzi zapalnej do ptynu pecherzykowo-oskrzelowego (BALF)

Badania okreslajgce catkowitg liczbe komdrek odpowiedzi zapalnej (w tym liczbe
neutrofildw) w BALF wykazaty, iz blokada receptoréw opioidowych poprzez zastosowanie
chlorowodorku naloksonu nie wywarta niekorzystnego wptywu na efekt dziatania hybrydy
PK20 (Ryc. 22A, 22B), co mogtoby sugerowaé, iz aktywnos$¢ badanego zwigzku wynika
W przewazajacej mierze z pobudzenia receptoréw neurotensynowych. Podanie antagonisty
receptoréw neurotensynowych spowodowato natomiast czesciowe ostabienie dziatania
chimery. Dla catkowitej liczby komérek (Ryc. 22A) analiza statystyczna nie ujawnita istotnych
réznic pomiedzy grupa zwierzat otrzymujacych SR 142948 + hybryde PK20, a myszami
stanowigcymi kontrole pozytywng (p>0,05). W przypadku badan neutrofilow obserwowana
réznica byta juz znaczne bardziej zaznaczona (p = 0,005), nadal jednak liczba neutrofiléw
w tej grupie pozostata ponad 2,5-krotnie wieksza w pordwnaniu ze zwierzetami

otrzymujgcych hybryde PK20 lub chlorowodorek naloksonu + hybryde PK20 (Ryc. 22B).
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Ryc. 22. Catkowita liczba komoérek odpowiedzi zapalnej (A) i neutrofildw (B) w BALF 24 godziny
po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu chlorowodorku naloksonu + hybrydy PK20
lub SR 142948 + hybrydy PK20 w pordwnaniu z grupg stanowigca kontrole pozytywna i grupa
otrzymujacg wytacznie hybryde PK20. W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowg
analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc Newmana-Keulsa. N = 6-9 myszy w grupie. ”p<0,05,
"p<0,01, *¥p<0,001 vs kontrola pozytywna.

4.3.3. Efekt zastosowania zwigzkéw antagonistycznych na aktywnos¢ hybrydy PK20

i poziom cytokin prozapalnych w BALF i homogenatach ptuc

Podanie antagonistéow receptorow opioidowych Ilub neurotensynowych przed
zastosowaniem hybrydy PK20 miato réznoraki wptyw na aktywnos¢ badanej chimery wobec
stezenia cytokin prozapalnych w BALF. W przypadku IL-1a (Ryc. 23A) nie zaobserwowano
znamiennych réznic pomiedzy zwierzetami traktowanymi jako kontrola pozytywna,
a myszami u ktérych podanie hybrydy PK20 poprzedzone byto iniekcjg SR 142948 (p = 0,35).
W grupie otrzymujacej chlorowodorek naloksonu poziom badanej interleukiny byt istotnie
rézny w odniesieniu do grupy stanowigcej kontrole pozytywng i bardzo zblizony do stezenia
IL-1a u myszy, u ktdrych zastosowano jedynie hybryde PK20. Odmienne wyniki uzyskano dla
IL-13, gdzie we wszystkich trzech badanych grupach odnotowano stezenie istotnie nizsze
w poréwnaniu ze zwierzetami uczulanymi otrzymujacymi fizjologiczny roztwér soli

(Ryc. 23C). Z kolei dla IL-2 i TNF-a zablokowanie zaréwno sciezki receptorowe] opioidowej,
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jak i neurotensynowej spowodowato zahamowanie przeciwzapalnego dziatania chimery
(Ryc. 23B, 23D), sugerujac, iz oba farmakofory majg istotne znaczenie dla jej aktywnosci.
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Ryc. 23. Stezenie cytokin prozapalnych: IL-1a (A), IL-2 (B), IL-13 (C) i TNF-a (D) w BALF 24 godziny
po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu chlorowodorku naloksonu + hybrydy PK20
lub SR 142948 + hybrydy PK20 w poréwnaniu z grupg stanowigca kontrole pozytywng i grupa
otrzymujacg wytacznie hybryde PK20. W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowg
analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc Newmana-Keulsa. N = 5-9 myszy w grupie. *p<0,05,
**%p<0,001 vs hybryda PK20. *p<0,05, #p<0,01, **p<0,001 vs kontrola pozytywna.

Wyniki pochodzgce z analiz poziomdw cytokin prozapalnych w homogenatach tkanki
ptucnej rowniez nie pozwalajg na wysuniecie jednoznacznych wnioskow. W przypadku IL-13
i IL-17A (podobnie jak dla IL-2 i TNF-a w BALF) zastosowanie chlorowodorku naloksonu lub
SR 142948 znaczgco ograniczyto aktywnos¢ hybrydy PK20, a obserwowane stezenia nie
réznig sie istotnie od grupy traktowanej jako kontrola pozytywna (Ryc. 24A, 24B). Przeciwne
zaleznosci otrzymano dla pozostatych cytokin: CXCL1, IL-12p40 i RANTES, gdzie pomimo
ostabienia dziatania hybrydy w grupach otrzymujgcych zwigzki antagonistyczne, w kazdym
z trzech badanych ukfadéw uzyskano stezenia znamiennie rézne od kontroli pozytywnej,
niezaleznie od tego, ktdre z receptoréw byty blokowane (Ryc. 24C, 24D, 24E). W przypadku
IL-12p40 (Ryc. 24D) znaczace obnizenie aktywnosci chimery PK20 byto rezultatem blokady
receptoréw neurotensynowych (p = 0,007 wzgledem grupy otrzymujgcej wytgcznie hybryde),
podczas gdy ograniczenie dziatania przeciwzapalnego chimery wobec RANTES (Ryc. 24E)
wynikato przede wszystkim z zahamowania opioidowej Sciezki receptorowej

(p<0,001 vs hybryda).
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Ryc. 24. Stezenie cytokin prozapalnych: IL-1B (A), IL-17A (B), CXCL1 (C), IL-12p40 (D) i RANTES (E)
w homogenatach ptuc 24 godziny po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu chlorowodorku
naloksonu + hybrydy PK20 lub SR 142948 + hybrydy PK20 w poréwnaniu z grupg stanowigca kontrole
pozytywng i grupg otrzymujgcg wytacznie hybryde PK20. W obliczeniach statystycznych zastosowano
jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc Duncana (IL-1B, IL-17A) lub testem
Newmana-Keulsa (CXCL1, IL-12p40, RANTES). N = 5-7 myszy w grupie. **p<0,01, ***p<0,001
vs hybryda PK20. *p<0,05, *#p<0,01, **p<0,001 vs kontrola pozytywna.
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4.3.4. Efekt zastosowania zwigzkow antagonistycznych na aktywnos¢ hybrydy PK20

i stezenie mysiej proteazy komoérek tucznych 1 (MCPT-1) w homogenatach ptuc

Zastosowanie chlorowodorku naloksonu lub SR 142948 miato niekorzystny wptyw
na aktywnos¢ hybrydy PK20 wobec stezenia mysiej proteazy komérek tucznych (MCPT-1)
w homogenatach tkanki ptucnej, co zostato odzwierciedlone w braku istotnych rdéznic
pomiedzy grupami otrzymujgcymi zwigzki antagonistyczne i zwierzetami stanowigcymi
kontrole pozytywng (Ryc. 25). Efekt ten jest szczegdlnie widoczny w przypadku blokady
receptoréw opioidowych. Podanie antagonisty receptorow neurotensynowych rowniez
osfabito dziatanie chimery, analiza statystyczna nie ujawnita jednak znamiennych réznic
pomiedzy myszami otrzymujacymi wytgcznie badang hybryde i myszami u ktérych podanie

hybrydy poprzedzone byto iniekcjg SR 142948 (p = 0,19).
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Ryc. 25. Stezenie mysiej proteazy komodrek tucznych 1 (MCPT-1) w homogenatach tkanki ptucnej
24 godziny po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu chlorowodorku naloksonu + hybrydy
PK20 lub SR 142948 + hybrydy PK20 w poréwnaniu z grupg stanowigca kontrole pozytywnga i grupa
otrzymujacg wytgcznie hybryde PK20. W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowg
analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc Duncana. N = 5-6 myszy w grupie. *p<0,05
vs hybryda PK20. *p<0,05 vs kontrola pozytywna.
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4.3.5. Efekt zastosowania zwigzkéw antagonistycznych na aktywnos¢ hybrydy PK20

i stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w homogenatach ptuc

Wyniki eksperymentéw dotyczgcych poziomu dialdehydu malonowego (MDA)
w homogenatach ptuc ujawnity, iz zastosowanie zwigzkéw antagonistycznych, zaréwno
wobec receptoréw opioidowych, jak i receptoréw neurotensynowych nie wywotato
niekorzystnego wplywu na przeciwzapalng aktywnos¢ hybrydy PK20 polegajacg na redukgji
stezenia MDA. Poziom markera stresu oksydacyjnego byt niemal jednakowy we wszystkich
grupach badanych i znaczaco nizszy w odniesieniu do zwierzat stanowigcych kontrole

pozytywng (Ryc. 26).
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Ryc. 26. Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w homogenatach ptuc 24 godziny po dotchawiczej
prowokacji DNS. Efekt po podaniu chlorowodorku naloksonu + hybrydy PK20 lub SR 142948
+ hybrydy PK20 w pordwnaniu z grupg stanowigca kontrole pozytywng i grupg otrzymujgca wyfacznie
hybryde PK20. W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji
ANOVA wraz z testem post-hoc Newmana-Keulsa. N = 6-8 myszy w grupie. *p<0,01 vs kontrola

pozytywna.



4.3.6. Efekt zastosowania zwigzkéw antagonistycznych na przeciwzapalne dziatanie

hybrydy PK20 i aktywnos¢ sekrecyjnej fosfolipazy A, (sPLA;) w homogenatach ptuc

Badania poziomu aktywnosci sekrecyjnej fosfolipazy A, (sPLA;) w homogenatach
tkanki ptucnej wskazaty, ze podanie zwigzku antagonistycznego SR 142948 hamuje dziatanie
hybrydy PK20 wobec tego enzymu, co moze sugerowaé, iz efekt przeciwzapalny hybrydy
wynika w dominujgcym stopniu z pobudzenia receptoréw neurotensynowych. Przeciwne
wyniki zaobserwowano dla grupy otrzymujacej chlorowodorek naloksonu, w ktdrej uzyskane

wartosci nie réznity sie w sposdb istotny od grupy otrzymujgcej wytgcznie chimere (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Aktywnos¢ sekrecyjnej fosfolipazy A, (sPLA;) w homogenatach ptuc 24 godziny
po dotchawiczej prowokacji DNS. Efekt po podaniu chlorowodorku naloksonu + hybrydy PK20
lub SR 142948 + hybrydy PK20 w poréwnaniu z grupg stanowigca kontrole pozytywng i grupa
otrzymujacg wytgcznie hybryde PK20. W obliczeniach statystycznych zastosowano jednoczynnikowa
analize wariancji ANOVA wraz z testem post-hoc Newmana-Keulsa. N = 4-5 myszy w grupie. *p<0,05
vs hybryda PK20. *p<0,05 vs kontrola pozytywna.
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5. DYSKUSJA

Astma oskrzelowa, w szczegdlnosci astma o ciezkim przebiegu, pozostaje bez
watpienia jednym z palacych problemdéw wspodtczesnej medycyny. W ostatnim czasie
podejmowano badania nad nowymi zwigzkami, ktére mogtyby w znaczgcy sposdéb zmniejszyé
objawy i poprawi¢ jako$é zycia u oséb cierpigcych na te przewlektg chorobe. Rozpoczete
starania zaowocowaty wprowadzeniem do lecznictwa nowych lekéw, ktérych mechanizm
dziatania zwigzany jest z zablokowaniem konkretnych elementéw w skomplikowanej sieci
mediatoréw zapalnych, odpowiedzialnych za rozwdj procesu chorobowego w drogach
oddechowych. Zgodnie z aktualnymi wytycznymi GINA piaty, najwyzszy stopien leczenia
astmy oskrzelowej obejmuje, poza duzymi dawkami glikokortykosteroidéw wziewnych
i dlugo dziatajgcymi Br-adrenomimetykami, dotgczenie do terapii przeciwciat
monoklonalnych skierowanych przeciwko immunoglobulinie IgE (omalizumab), interleukinie
IL-5 (mepolizumab, reslizumab), receptorowi IL-5 (benralizumab) czy receptorowi IL-4,
prowadzgc do zablokowania szlaku sygnatowego dla IL-4 i IL-13 (dupilumab) [GINA, 2020].
O ile zatem w przypadku astmy o charakterze alergicznym lub astmy cechujacej sie silng
eozynofilig wachlarz mozliwosci terapeutycznych stopniowo sie poszerza, o tyle dla
pozostatych pacjentéw perspektywy leczenia nadal pozostajg ograniczone. Nie jest wobec
tego zaskoczeniem, iz trwajg prace nad identyfikacjg kolejnych szlakdw sygnatowych,
moggcych mieé istotne znaczenie w patogenezie astmy i projektowaniem nowych
czasteczek, ktére mogtyby staé sie skutecznym orezem w walce z chorobg. Z pomoca
przychodzg zwierzece modele eksperymentalne, ktére stanowig niezwykle wazne narzedzie

pozwalajgce na poznanie wtasciwosci nowo zsyntetyzowanych zwigzkow.

5.1. Ocena wptywu hybrydy PK20 i mieszaniny jej farmakoforow na nadreaktywnos¢

oskrzeli w mysim modelu astmy niealergicznej

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy wskazuja,
iz pofaczenie farmakoforu endomorfiny 2 i farmakoforu neurotensyny prowadzi
do powstania zwigzku hybrydowego, ktéry obok udowodnionego dziatania przeciwbdlowego
[Kleczkowska i wsp., 2010], cechuje sie réwniez aktywnoscig przeciwzapalng w mysim
modelu astmy niealergicznej indukowanej podaniem haptenu. Uzyskane dane pozwalajg

jednoznacznie stwierdzi¢, iz hybryda PK20 podana dootrzewnowo w uprzednio wyznaczonej
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dawce 7,4 umol/kg, wykazuje korzystny wptyw na szereg parametréw swiadczgcych o stanie
zapalnym toczacym sie w drogach oddechowych. Co wiecej, w przewazajgcej czesci analiz,
badana chimera charakteryzuje sie aktywnos$cig poréwnywalng do deksametazonu -
glikokortykosteroidu o udokumentowanym dziataniu przeciwzapalnym. W trakcie
doswiadczen wykazano takze, iz zastosowanie zwigzku hybrydowego wywotuje silniejszy
efekt przeciwzapalny niz podanie prostej mieszaniny jego obu farmakoforéw, co potwierdza
hipoteze, iz hybrydyzacja dwdéch pojedynczych elementéw strukturalnych w jedng czasteczke

moze prowadzi¢ do uzyskania zwigzku o korzystniejszych wiasciwosci terapeutycznych.

Jednym z charakterystycznych objawéw towarzyszgcych astmie oskrzelowej jest
nadreaktywnos¢ drog oddechowych (AHR), ktéra moze zostaé¢ zmierzona przy zastosowaniu
komory pletyzmograficznej i nastepnie wyrazona jako wartos¢ pauzy wydtuzonej (Penh).
W przedstawionych badaniach parametr AHR oceniany byt poprzez podanie wziewne
wzrastajgcych dawek metacholiny, ktéra powoduje silny skurcz oskrzeli i traktowana jest
jako standardowy zwigzek prowokacyjny w diagnostyce astmy. Uzytecznos¢ nieinwazyjnej
metody pletyzmograficznej, wykonywanej u zwierzat swobodnie poruszajgcych sie, budzi
jednak wsrdéd badaczy pewne zastrzezenia. Czes$¢ z nich podziela poglad, iz warto$¢ Penh
stuzy raczej do odzwierciedlania zmian we wzorcu oddechowym anizeli jest witasciwym
wskaznikiem funkcji ptuc [Adler i wsp., 2004]. Ponadto na mierzony sygnat moga mie¢ wptyw
rézne czynniki takie jak stres badanego zwierzecia [Hoymann, 2007], czy tez temperatura lub
wilgotnos¢ panujgce w komorze podczas doswiadczen [Lundblad i wsp., 2002]. Alternatywe
moze stanowi¢ metoda inwazyjnego pomiaru oporu ptucnego (ang. lung resistance; R,),
jednak i ta technika nie jest doskonata, wymaga bowiem wprowadzenia zwierzecia w stan
anestezji i wykonania zabiegu tracheostomii. Badane zwierze jest wentylowane w sposéb
sztuczny, co moze zaburza¢ homeostaze w drogach oddechowych. Wykazano na przyktad,
ze mechaniczna wentylacja w znaczgcym stopniu podwyzsza liczbe komérek odpowiedzi
zapalnej [Cannizzaro i wsp., 2011; Verheijden i wsp., 2014]. Ponadto niemozliwe staje sie
wykonanie powtdrnego pomiaru u tego samego osobnika [Glaab i wsp., 2007]. Nalezy jednak
zauwazyc, iz dostepnych jest wiele prac, w ktérych autorzy otrzymywali podobne zmiany
w wartosciach Penh i Ry, stosujgc poréwnawczo obie metody w tym samym modelu
doswiadczalnym [Nakae i wsp., 2007; Tarkowski i wsp., 2007; Verheijden i wsp., 2014].

Zatem pomimo iz nieinwazyjny pomiar Penh jest odzwierciedleniem wartosci oporu ptuc
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tylko w pewnym zakresie [Finkelman, 2008], w przypadku prawidtowo zaprojektowanego
eksperymentu, zawierajgcego niezbedne grupy kontrolne, moze postuzy¢ jako miara

nadreaktywnosci drog oddechowych [Tarkowski i wsp., 2007].

W przeprowadzonych dos$wiadczeniach, podczas testu metacholinowego, znaczacy
wzrost wartosci Penh zaobserwowano w grupie myszy uczulonych otrzymujgcych
fizjologiczny roztwoér soli (kontrola pozytywna) w poréwnaniu ze zwierzetami traktowanymi
jako kontrola negatywna. Dootrzewnowe podanie deksametazonu skutecznie ztagodzito
nadreaktywnos¢ oskrzeli, co jest zgodne z doniesieniami innych badaczy stosujgcych ten lek
w modelu astmy alergicznej wywotanej podaniem owalbuminy [Trifilieff i wsp., 2000; Chung
i wsp., 2013]. W przypadku hybrydy PK20 i mieszaniny jej obu farmakoforéw efekt istotny
statystycznie widoczny byt jedynie przy dawce metacholiny réwnej 20 mg/ml, wskazujac
na ich mniejszy potencjat ostabiajgcy nadreaktywnosé oskrzeli w zestawieniu
z deksametazonem. Wyniki te mogg okazac¢ sie pewnym zaskoczeniem, biorgc pod uwage
fakt, iz pozostate markery zapalenia takie jak: naptyw komérek odpowiedzi zapalnej do BALF
czy stezenie prozapalnych markerdow w homogenatach ptuc, bezspornie potwierdzity
przeciwzapalng aktywnos¢ hybrydy PK20. Obecnie wiadomo jednak, iz nie ma jednoznacznej
korelacji pomiedzy nadmierng reaktywnoscig oskrzeli na czynniki kurczace, a procesem
zapalnym w drogach oddechowych [De Vooght i wsp., 2010; Kumar i Foster, 2012].
Co wiecej, Trankner i wsp. [2014] udowodnili, iz skurcz oskrzeli wynikajgcy z ich
nadreaktywnosci moze by¢ catkowicie niezalezny od komponentu immunologicznego.
Do jego wystgpienia niezbedna jest natomiast specyficzna populacja neuronéw czuciowych,
obecnych w zwojach nerwu btednego, wykazujgcych ekspresje receptoréw waniloidowych
aktywowanych przejsciowym potencjatem (ang. transient receptor potential vanilloid 1;
TRPV1). Ablacja lub genetyczne wyciszenie owej grupy neurondw prowadzi do zniesienia
nadreaktywnosci oskrzeli, nawet w obecnosci petnoobjawowej reakcji zapalnej w ptucach
[Trankner i wsp., 2014]. W Swietle tych doniesiern prawdopodobne jest zatem, iz hybryda
PK20, pomimo potencjatu przeciwzapalnego, jedynie w sposdb czesciowy tagodzi

nadreaktywnos¢ oskrzeli wywotang nebulizacjg metacholiny.
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5.2. Ocena przeciwzapalnego potencjatu hybrydy PK20 i mieszaniny jej farmakoforéw

w mysim modelu astmy niealergicznej

Watpliwosci nie budzi natomiast wptyw badanej chimery na infiltracje leukocytéw
do ptynu pecherzykowo-oskrzelowego i tkanki ptucnej w przebiegu reakcji zapalnej. Analiza
histologiczna z zastosowaniem barwienia hematoksyling i eozyng ujawnity, iz hybryda PK20
wykazuje znacznie wiekszg skuteczno$¢ w ograniczaniu naptywu komdérek odpowiedzi
zapalnej do ptuc niz réwnomolowa mieszanina jej obu sktadowych. Wyniki badan
histologicznych korespondujg z danymi pochodzgcymi z analizy ptynu pecherzykowo-
oskrzelowego. Rezultatem dotchawiczego podania DNS u zwierzat uczulonych uprzednio
roztworem DNFB, byt wzrost catkowite] liczby komoérek, jak réwniez zwiekszenie odsetka
neutrofildw w BALF. Parametry te zostaty nastepnie zredukowane u zwierzat otrzymujgcych
hybryde PK20 i w mniejszym stopniu, u myszy leczonych mieszaning farmakofordw.
Znamienne zwiekszenie liczby granulocytow obojetnochfonnych jest zjawiskiem
charakterystycznym dla astmy o podtozu niealergicznym i moze byé z powodzeniem
obserwowane przy uzyciu opisanego schematu doswiadczalnego, co znajduje potwierdzenie
w wynikach badan innych autorow stosujgcych model astmy nieatopowej wywotanej

podaniem DNFB/DNS [Kraneveld i wsp., 2002; van der Kleij i wsp., 2004].

Neutrofile odgrywajg istotng role w nieswoistym ukfadzie odpornosciowym,
stanowigc pierwszg linie obrony przeciwko czynnikom chorobotwdrczym. Obecnie wiadomo,
iz poza zdolnoscig do fagocytozy i sekrecjg szeregu zwigzkdw cytotoksycznych, sg takze
zdolne do wydzielania rézinorodnych mediatoréw, ktére mogg nasilaé stan zapalny
w drogach oddechowych astmatykéw [Monteseirin, 2009]. Zwiekszona liczba neutrofilow
obserwowana jest w ciezkiej, przewlektej astmie [Jatakanon i wsp., 1999], w zaostrzeniach
choroby [Fahy i wsp., 1995], jak roéwniez u pacjentéw narazonych na dziatanie
diizocyjanianéw [Paggiaro i wsp., 1990; Lemiere i wsp., 2002]. Ostatnie prace podkreslaja
silny zwigzek pomiedzy wystepowaniem neutrofiléw w drogach oddechowych, a fenotypem

astmy opornym na dziatanie glikokortykosteroidéw [Nabe, 2020].

Wiele z poznanych dotychczas cytokin i chemokin wykazuje dziatanie chemotaktyczne
w stosunku do neutrofildéw, przyciggajac je do miejsca toczgcego sie procesu zapalnego.
Nalezy w tym miejscu wymieni¢ IL-13, CXCL1, CXCL8 (IL-8) i IL-17A. Co wiecej, czes¢ z nich
wydzielana jest przez komorki nabtonka oskrzeli [Bruijnzeel i wsp., 2015]. Warto zaznaczyg,
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iz myszy nie wykazujg ekspresji genu dla IL-8, jednak jako jej funkcjonalne odpowiedniki
traktowane sg chemokiny CXCL1 (u myszy okreslana takze jako KC; ang. keratinocyte-derived
chemokine), CXCL2 i CXCL5' [Hol i wsp., 2010]. W opisanych do$wiadczeniach
zaobserwowano, iz spadek stezenia IL-1B, IL-17A i CXCL1 w homogenatach tkanki ptucnej
koreluje ze zmniejszeniem liczby neutrofildow w grupie zwierzat uczulonych, otrzymujacych
chimere PK20. Doswiadczenia innych autoréw, w modelu nadwrazliwosci typu pdznego
wskazujg, ze u uczulonych uprzednio myszy podanie antygenu prowadzi do wzrostu
produkcji CXCL1 i CXCL5, ktore pobudzajg makrofagi i komaorki tuczne do wydzielania TNF-a,
a ten z kolei powoduje naptyw neutrofildw do miejsca toczacej sie reakcji zapalnej [Vieira
i wsp., 2009]. Co wiecej, zwiekszong ekspresje TNF-a, chemokin typu CXCL i CCL, oraz
interleukin takich jak IL-6, IL-1a i IL-1B zaobserwowano na makrofagach pochodzacych
z ptynu pecherzykowo-oskrzelowego u pacjentdw cierpigcych na astme oporng na leczenie
glikokortykosteroidami [Goleva i wsp., 2008]. W badaniach potwierdzono, ze cytokiny
nalezgce do rodziny IL-1 sg zaangazowane w procesy immunologiczne i reakcje zapalne
w drogach oddechowych [Dinarello, 2009]. Udowodniono iz, u myszy pozbawionych
receptora IL-1 typu | lub po zastosowaniu przeciwciat skierowanych przeciwko IL-1a i IL-1B
dochodzi do ostabienia AHR i zmniejszenia odpowiedzi zapalnej w modelu astmy
indukowanej podaniem TDI [Johnson i wsp., 2005]. Wykazano takze, iz dotchawicze podanie
IL-1B szczurom powoduje wzrost liczby neutrofiléw w BALF, ktéremu towarzyszy wzmozona
odpowiedz oskrzeli na kurczace dziatanie bradykininy [Tsukagoshi i wsp., 1994]. Niedawne
badania wskazujg, iz wysoka ekspresja receptora IL-1 na komérkach uzyskanych z plwociny
chorych moze by¢ czynnikiem prognozujgcym astme neutrofilowg i pogorszenie funkcji ptuc

[Evans i wsp., 2018].

Silnym chemoatraktantem dla granulocytéw obojetnochtonnych jest takze IL-17,
ktorej podwyzszony poziom obserwowany w grupie stanowigcej kontrole pozytywng, zostat
znamiennie zredukowany przez hybryde PK20. IL-17 powoduje niewrazliwo$¢ na dziatanie
GKS w ludzkich komdrkach nabtonka oskrzeli [Zijlstra i wsp., 2012] i komdrkach
jednojadrzastych krwi obwodowej [Vazquez-Tello i wsp., 2013]. Cytokina ta produkowana

jest przez podklase limfocytéw pomocniczych, odrebng od dotychczas opisywanych komérek

! Chemokiny nalezy oznacza¢ duza litera w przypadku chemokin ludzkich (CXCL) i mata (Cxcl) dla chemokin
mysich [Zlotnik i wsp., 2006], jednak dla uproszczenia w niniejszej pracy wszystkie chemokiny zapisywane
sg duzg litera.
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Th1 i Th2, ktéra zostata odkryta w 2003 r. i okre$lona pdzniej jako limfocyty Th17 [Aggarwal
i wsp., 2003]. W sktad rodziny IL-17 wchodzi sze$é czasteczek, oznaczonych kolejnymi
literami alfabetu (IL-17A-F), przy czym IL-17E znana jest rowniez jako IL-25 [Kolls i Lindén,
2004]. W modelach zwierzecych, poza udowodnionym udziatem IL-17 w zapaleniu drég
oddechowych z dominacjg neutrofiléow [Hoshino i wsp., 2000; Hellings i wsp., 2003],
wykazano takze zaangazowanie limfocytdw Th17 w proces remodelingu [Zhao i wsp., 2013]
i nadreaktywnos¢ oskrzeli [Wilson i wsp., 2009]. Obserwacje te sg zgodne z badaniami
z udziatem chorych, w ktérych przedstawiono zwigzek pomiedzy wzrostem stezenia IL-17
w plwocinie, a nadmierng reakcjg skurczowg oskrzeli w odpowiedzi na podanie metacholiny
[Barczyk i wsp., 2003]. Zwiekszong ekspresje IL-17A i IL-17F potwierdzono réwniez
w materiale biopsyjnym u pacjentow ze zdiagnozowana astmg o ciezkim przebiegu [Al-Ramli

i wsp., 2009].

W przeciwienstwie do IL-1B, IL-17A i CXCL1, ktérych poziom w homogenatach ptuc
zostat istotnie obnizony jedynie poprzez podanie hybrydy PK20, spadek stezenia RANTES
i IL-12p40 zaobserwowano zaréwno po zastosowaniu chimery, jak i mieszaniny jej obu
farmakoforow. RANTES (ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted),
okreslana takze jako CCL5, jest chemoatraktantem dla eozynofilow, limfocytéw T
i monocytéw/makrofagow [Berkman i wsp., 1996]. Istniejg doniesienia, iz wykazuje
wiasciwosci chemotaktyczne réwniez wobec neutrofilow [Pan i wsp., 2000]. Zwiekszone
stezenie RANTES obserwowano w kondensacie wydychanego powietrza u pacjentéw z astmg
niestabilng [Zietkowski i wsp., 2008], a takze w BALF u pacjentédw chorujgcych na astme
niealergiczng w porédwnaniu z cierpigcymi na alergiczny fenotyp choroby [Novak i Bieber,

2003].

Witasciwosci prozapalne zostaty opisane takze dla IL-12, ktéra produkowana jest przez
aktywowane monocyty, neutrofile, makrofagi oraz komoérki dendrytyczne i stymuluje
réznicowanie limfocytéw T w kierunku komérek typu Thl [Trinchieri i wsp., 2003]. Aktywna
biologicznie IL-12 jest heterodimerem, sktadajgcym sie z dwdch potaczonych kowalencyjnie
podjednostek p35 i p40 [Metys i wsp., 2006]. IL-12p40 moze by¢ wydzielana jako monomer,
wykazuje takze zdolnos$¢ do tworzenia homodimeru (IL-12p80), ktory wigze sie z receptorem
IL-12RB1 powodujac jego blokade i zahamowanie efektéw wywotanych przez IL-12. Wyniki

kolejnych badan sugerujg jednak, ze IL-12p40 moze byé traktowana jako niezalezny czynnik
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inicjujgcy reakcje zapalng [Cooper i Khader, 2007]. Mogtoby to wyjasnia¢ fakt, iz w wielu
badaniach in vivo dotyczacych proceséow autoimmunizacyjnych, sepsy czy zakazen
patogenami odnotowano podwyzszony poziom IL-12p40, podczas gdy stezenie petnej formy
IL-12 byto nieistotne [Abdi, 2002]. Zwiekszong sekrecje [L-12p40 zaobserwowano
m.in. w komérkach weztéw chtonnych u myszy poddanych miejscowej eskpozycji na
2,4-dinitrochlorobenzen (DNCB) [Warbrick i wsp., 1999]. Co wiecej, nadekspresje IL-12p40
wykazano takze w komdrkach nabtonka drég oddechowych u pacjentéw astmatycznych,
co wigzato sie jednoczesnie z akumulacjg makrofagdw w drogach oddechowych [Walter
i wsp., 2001]. Obserwacje te sg zgodne z wynikami badan wtasnych, gdzie wzrost stezenia
IL-12p40 towarzyszyt zwiekszeniu liczby komodrek odpowiedzi zapalnej, wsrdd ktérych

wiekszos$¢ stanowity makrofagi.

W przypadku cytokin analizowanych w ptynie pecherzykowo-oskrzelowym,
podwyzszony poziom IL-1a, IL-2, IL-13 i TNF-a, wykryty w grupie zwierzat traktowanych jako
kontrola pozytywna, zostat istotnie zredukowany po zastosowaniu hybrydy PK20. Mieszanina
farmakoforéow chimery wykazata korzystny wptyw jedynie na stezenie IL-2. Gtdwne Zrédto
IL-2 stanowig zaktywowane limfocyty Thl, a efektem jej dziatania jest wzrost oraz
réznicowanie limfocytow T, limfocytow B i komdrek NK, a takze nasilona sekrecja przeciwciat
przez limfocyty B [Rogala i wsp., 2015]. Zwiekszony poziom IL-2 zaobserwowano u pacjentow
z astma niealergiczng [Walker i wsp., 1992], natomiast zwiekszong ekspresje mRNA
kodujgcego IL-2 wykazano w komdrkach BALF u chorych opornych na leczenie
glikokortykosteroidami [Leung i wsp., 1995]. Niedawne badania potwierdzajg, iz IL-2 obniza
odpowiedZ komoédrek Th2 na dziatanie GKS, wydtuzajgc czas ich przezycia i nasilajac
wiasciwosci prozapalne, co przyczynia sie do pogorszenia stopnia ciezkosci astmy
[Kanagalingam i wsp., 2019]. Udowodniono takze, iz IL-2 indukuje produkcje IL-13
[Hashimoto i wsp., 2006], ktdra jest kolejng cytoking odgrywajacg istotng role w patogenezie

astmy oskrzelowej, w szczegdlnosci astmy o podtozu alergicznym.

IL-13, wydzielana przez zaktywowane limfocyty Th2, komérki tuczne i eozynofilie
[Barnes, 2008], cechuje sie wielokierunkowym dziataniem w procesie zapalnym.
W doswiadczalnych modelach zwierzecych wykazano, iz pobudza ona limfocyty B
do wydzielania immunoglobuliny Igk, nasila naptyw eozynofildow do drég oddechowych,

stymuluje proliferacje fibroblastéw, zwieksza produkcje $luzu i nadreaktywno$é oskrzeli
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[Hansbro i wsp., 2011]. IL-13 posiada wtasciwosci biologiczne zblizone do IL-4, co znalazto
odzwierciedlenie w strukturze ich receptoréw, obie interleukiny do wykazania dziatania
wymagajg bowiem tej samej podjednostki IL-4Ra, ktéra jest czescig heterodimerycznego
kompleksu receptorowego [Mueller i wsp., 2002]. Pomimo ze IL-13 uwazana jest za kluczowa
cytokine w rozwoju astmy alergicznej, zwigzang z limfocytami Th2, istniejg doniesienia, iz jej
dziatanie moze by¢ niezalezne od przeciwciat IgE i eozynofildw [Wills-Karp i wsp., 1998].
Ponadto podwyzszony poziom mRNA kodujgcego IL-13 obserwowany byt w btonie $luzowej
oskrzeli pacjentdw chorujacych zaréwno na atopowy, jak i nieatopowy fenotyp astmy

[Humbert i wsp., 1997].

Niezmiernie wazne miejsce w ztozonej sieci zwigzkéw prozapalnych przypisuje sie
takze czynnikowi martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor a; TNF-a). TNF-a jest
cytoking charakteryzujgca sie dziataniem plejotropowym, obejmujgcym szereg aspektow
istotnych w rozwoju procesu zapalnego. Wykazano, iz TNF-a stanowi czynnik
chemotaktyczny dla neutrofildéw oraz eozynofiléw [Lukacs i wsp., 1995], jest zaangazowany
w aktywacje limfocytéw T i uwalnianie przez nie innych cytokin [Scheurich i wsp., 1987],
zwieksza takze ekspresje czgsteczek adhezyjnych takich jak ICAM-1, VCAM-1 czy selektyna E
[Thomas, 2001], utatwiajgcych migracje komorek odpowiedzi zapalnej do tkanki ptucne;j.
W zastosowanym modelu astmy niealergicznej wywotanym podaniem DNFB/DNS
zaobserwowano niemal dwukrotny wzrost poziomu TNF-a w BALF w pordwnaniu z grupg
zwierzat nieuczulanych haptenem, co koreluje z wynikami wczesniejszych badan
[van der Kleij i wsp., 2004]. Z kolei korzystny wptyw deksametazonu na poziom wybranych
cytokin obserwowany w przedstawionych doswiadczeniach, znajduje potwierdzenie
w eksperymentalnym modelu astmy indukowanym owoalbuming, w ktérym lek ten obnizat
ekspresje mRNA kodujacego IL-17A, IL-13, jak rowniez TNF-a [Herbert i wsp., 2008].
W przypadku badan z udziatem ludzi, podanie wziewne rekombinowanego ludzkiego TNF-a
(rh-TNF-a), zaréwno u zdrowych ochotnikéw, jak i pacjentéw chorujgcych na astme tagodng
spowodowato infiltracje neutrofilédw do drég oddechowych oraz nadreaktywnos¢ oskrzeli,
okreslong na podstawie testu prowokacji metacholing [Thomas i wsp., 1995; Thomas
i Heywood, 2002]. Kolejne badania udowodnity, iz gtéwne Zrédto TNF-a w ptucach zwierzat
z eksperymentalnie wywofang astmg oskrzelowa stanowig komérki tuczne, majgce

decydujacy udziat w rozwoju mediowanej przez TNF-a pdznej fazy AHR [Kim i wsp., 2007].
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TNF-a w komodrkach tucznych moze pochodzié z puli wczesniej zmagazynowanej czyli by¢
mediatorem preformowanym, uwalnianym w ciggu pierwszych 10 minut po stymulacji
mastocytu, badz zosta¢ zsyntetyzowany de novo, co odpowiada za pdiniejszg sekrecje

zwigzku w dalszych etapach odpowiedzi zapalnej [Olejnik i Brzezirnska-Btaszczyk, 1998].

Komérki tuczne, odgrywajace istotng role w reakcjach zapalnych, powstajg
z komodrek progenitorowych w szpiku kostnym, a ich dojrzewanie zachodzi w tkankach
obwodowych pod wptywem wielu bodzcéw obecnych w $rodowisku pozakomérkowym
takich jak czynnik komérek macierzystych (ang. stem cell factor; SCF), IL-3, IL-4, IL-6 czy IL-9
[Nauta i wsp., 2008]. W przeciwienstwie do neutrofildw czy eozynofildw sg one obecne
w wielu tkankach w warunkach fizjologicznych, wystepujac czesto w sgsiedztwie naczyn
krwionosnych, naczyn limfatycznych i nerwow [Dai i Korthuis, 2011]. Komorki tuczne
zawierajg specyficzne proteazy, wsrdod ktdrych nalezy wyrdzni¢ metaloproteaze posiadajgca
jon cynku w miejscu aktywnym - karboksypeptydaze A (ang. mast cell carboxypeptidase A;
MC-CPA) oraz proteazy serynowe: chymazy i tryptazy [Pejler i wsp., 2010]. Mysie mastocyty
mozna zaklasyfikowa¢ takze do dwodch subpopulacji: komodrki tuczne tkanki tgcznej
(ang. connective tissue mast cells; CTMC) oraz komorki tuczne bton sluzowych (ang. mucosal
mast cells; MMC). Z MMC zwigzane sg z kolei dwa typy B-chymaz, MCPT-1 i MCPT-2 [Dai
i Korthuis, 2011], z ktérych pierwsza byta przedmiotem analizy w przedstawionej pracy.
W grupie zwierzat traktowanych jako kontrola pozytywna zaobserwowano wzrost stezenia
MCPT-1 w homogenatach tkanki ptucnej w poréwnaniu z myszami stanowigcymi kontrole
negatywng. Dootrzewnowe podanie hybrydy PK20 lub deksametazonu spowodowato
obnizenie poziomu badanej proteazy. Podobny efekt uzyskano po zastosowaniu mieszaniny
farmakoforow chimery, jednak w tym przypadku analiza statystyczna nie wykazata istotnej

réznicy w odniesieniu do grupy bedacej kontrolg pozytywna.

Udziat komodrek tucznych w patogenezie astmy o charakterze alergicznym jest dobrze
poznany i opisany [Amin, 2012; Méndez-Enriquez i Hallgren, 2019], obecnie wiadomo
jednak, ze odgrywajg one takze istotng role w nieatopowym fenotypie choroby. Kraneveld
i wsp. [2002] wykazali, iz komérki tuczne inicjujg kaskade reakcji prowadzacych do rozwoju
nadwrazliwosci w drogach oddechowych. W mysim modelu astmy niealergicznej wywotanej
podaniem haptenu udowodnili oni, iz aktywacja mastocytéw nastepuje bezposrednio po

donosowym podaniu DNS u zwierzat uczulonych uprzednio roztworem DNFB i zwigzana jest
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z naglym skurczem oskrzeli oraz zwiekszong przepuszczalnoscig naczyn krwiono$nych.
Zwiekszony przesiek makroczasteczek z mikrokrazenia ptucnego do przestrzeni
pecherzykowo-oskrzelowej jest kolejnym zjawiskiem wystepujgcym w przebiegu astmy
oskrzelowej i moze zosta¢ odzwierciedlony m.in. we wzroscie stezenia albumin w BALF
[van Vyve i wsp., 1995]. Podwyzszony poziom albumin w BALF zaobserwowano u pacjentow
z astma stabilng w poréwnaniu z osobami zdrowymi [van de Graaf i wsp., 1991], a takze
w modelu mysim, w ktérym zwiekszonej przepuszczalnosci bariery nabtonkowej towarzyszyt
naptyw neutrofilébw do drég oddechowych [Kantrow i wsp., 2009]. W przeprowadzonych
eksperymentach wywotanie reakcji zapalnej u uczulonych wczesniej zwierzat skutkowato
wzrostem stezenia albumin w ptynie pecherzykowo-oskrzelowym i zostato znamiennie
obnizone zaréwno po zastosowaniu deksametazonu, hybrydy PK20, jak i mieszaniny jej obu

strukturalnych elementow.

We wszystkich trzech badanych grupach zaobserwowano takze obnizenie poziomu
dialdehydu malonowego w tkance ptucnej, ktory moze by¢ traktowany jako biomarker stresu
oksydacyjnego. Stres oksydacyjny definiowany jest jako stan zaktdconej réwnowagi
prooksydacyjno-antyoksydacyjnej, cechujgcy sie nasileniem reakcji utleniania i mogacy
W znaczgcy sposob przyczyniac sie do rozwoju stanu zapalnego. Jedng z przyczyn takiego
zaburzenia jest nadmierna produkcja reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species;
ROS), ktére wytwarzane sg przez aktywowane komorki odpowiedzi zapalnej takie jak
neutrofile, eozynofile, makrofagi czy monocyty [Sadowska-Woda i Bieszczad-Bedrejczuk,
2011]. ROS, do ktérych nalezg m.in. nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
hydroksylowy [Szlagatys-Sidorkiewicz i wsp., 2007], powstajg w warunkach fizjologicznych
w wyniku przemian metabolicznych zachodzacych w zywych komodrkach, jednakze ich
zwiekszony poziom moze by¢ przyczyng zmian o charakterze chorobowym. Badania
wskazujg, iz uszkodzenia w strukturze kwaséw nukleinowych, lipidéw czy biatek, powstate
w wyniku nadmiernego wytwarzania ROS, prowadzg do zwiekszonej odpowiedzi zapalnej
w drogach oddechowych [Henricks i Nijkamp, 2001]. Udowodniono, iz pod wptywem ROS
dochodzi do nadreaktywnosci drog oddechowych w odpowiedzi na kurczgce dziatanie
metacholiny [de Boer i wsp., 2001], zwiekszonej sekrecji $luzu [Adler i wsp., 1990],
zaburzenia funkcji receptoréw B,-adrenergicznych [Nijkamp i Henricks, 1990], uszkodzenia

srodbtonka i w konsekwencji wzrostu przepuszczalnosci $cian naczyd krwionosnych
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[McQuaid i wsp., 1996], a prawdopodobnie takze do remodelingu drég oddechowych
i zaostrzen astmy [Ciepiela i wsp., 2015]. Posrednia metodag analizy poziomu stresu
oksydacyjnego jest pomiar stezenia produktéw powstajgcych w wyniku dziatania
reaktywnych form tlenu, co czesto koreluje ze stopniem ciezkosci choroby [Nadeem i wsp.,

2014].

Jednym 2z takich zwigzkéw jest dialdehyd malonowy, powstajagcy w procesie
peroksydacji wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (ang. polyunsaturated fatty acids;
PUFAs), ktore sg podatne na uszkadzajgcy wptyw ROS. Do PUFAs nalezg m.in. kwas
eikozapentaenowy czy kwas dokozaheksaenowy, stanowigce sktadniki lipidéw bton
komorkowych [Sadowska-Woda i Bieszczad-Bedrejczuk, 2011]. Zwiekszony poziom MDA
odnotowano zaréwno w kondensacie powietrza wydychanego [Antczak i wsp., 1997], jak
i w osoczu krwi [Rai i Phadke, 2006] u pacjentéw cierpigcych na astme oskrzelowas.
Obserwacje te sg zgodne z badaniami przeprowadzanymi na zwierzetach, w ktérych wzrost
stezenia MDA zaobserwowano w homogenatach tkanki ptucnej szczura w modelu astmy
wywotanej prowokacjg TDI [Muti i wsp., 2016], a takze w mysim modelu astmy alergicznej
indukowanej podaniem OVA [Abdelaziz i wsp., 2018]. W doswiadczeniach wtasnych obnizony
poziom MDA korelowat ze zmniejszong liczbg komdrek odpowiedzi zapalnej w ptynie
pecherzykowo-oskrzelowym, ktére jak uprzednio wspomniano, generujg powstawanie ROS
[Nadeem i wsp., 2003; Marcal i wsp., 2004] oraz byt zgodny ze spadkiem stezenia cytokin
prozapalnych takich jak IL-1, TNF-a i RANTES, ktére takze powodujg nasilenie produkcji
zwigzkoéw o wiasciwosciach utleniajgcych [Joseph i wsp., 1993; Chihara i wsp., 1998; Hattorii
wsp., 2005]. Co wiecej, redukcja poziomu MDA w homogenatach tkanki ptuc
korespondowata ze zmniejszeniem aktywnosci sekrecyjnej fosfolipazy A,, odgrywajacej
istotng role w inicjowaniu proceséw zapalnych i nasilaniu stresu oksydacyjnego

[Chalimoniuk, 2012].

Fosfolipaza A, jest enzymem, ktéry hydrolizuje wigzanie estrowe w pozycji sn-2
glicerofosfolipidow btony komérkowej z uwolnieniem nienasyconych kwaséw ttuszczowych,
m.in. kwasu arachidonowego. Kwas arachidonowy ulega przemianom, ktérych produktami
sg lipidowe mediatory zapalne. Pod wptywem cyklooksygenaz dochodzi do powstania
prostaglandyn i tromboksanéw, z kolei efektem reakcji z udziatem 5-lipooksygenazy sg

leukotrieny [Diaz i Arm, 2003]. Dotychczas zidentyfikowano szes¢ klas fosfolipaz A,, w tym
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fosfolipazy sekrecyjne (sPLA;), fosfolipazy cytozolowe (cPLA;), fosfolipazy niezaleine
od jonéw Ca”* (iPLA,), a takze acetylohydrolazy czynnika aktywujacego ptytki (ang. platelet
activating factor acetylhydrolase; PAF-AH), fosfolipaze lizosomalng (LPLA,) i fosfolipaze
swoistg dla adipocytéw (AdPLA) [Dennis i wsp., 2011]. W rodzinie sekrecyjnych fosfolipaz A,
wyodrebniono kilka grup i podgrup, z ktérych udziat w generowaniu czynnikéw zapalnych
przypisuje sie sPLA,-1IA, -V i -X [Peebles, 2019]. Badania z zastosowaniem specyficznego
inhibitora dla tej fosfolipazy ujawnity, iz sPLA, i cPLA, wykazujg przeciwstawne dziatanie
w drogach oddechowych. Aktywnos¢ sPLA, zwigzana jest bowiem z produkcjg leukotrienow
cysteinylowych, ktére powodujg skurcz miesni gtadkich oskrzeli, podczas gdy cPLA, sprzyja
powstawaniu prostaglandyny PGE, o wtasciwosciach bronchodylatacyjnych [Offer i wsp.,
2005]. W kolejnych doswiadczeniach zaobserwowano zwiekszenie ekspresji mRNA
kodujgcego sPLA,-X w homogenach tkanki ptuc u myszy w modelu alergicznego zapalenia
oskrzeli wywotanego podaniem owalbuminy [Mruwat i wsp., 2013]. Zaréwno w modelu
mysim, jak i w badaniach z udziatem ludzi udowodniono réwniez, iz wzrost aktywnosci
sPLA,-X w drogach oddechowych moze by¢é wywotany wziewnym podaniem alergenu [Nolin
i wsp., 2017]. Wzrost aktywnosci sPLA,-X zaobserwowano takze w makrofagach oraz
komérkach nabtonka dréog oddechowych u osdb cierpigcych na astme oskrzelowg, co moze
wigza¢ sie ze wzrostem wytwarzania prozapalnych eikozanoidow i rozwojem
nadreaktywnosci oskrzeli [Hallstrand i wsp., 2007; Hallstrand i wsp., 2013]. Ponadto
wykazano, iz ekspresja sPLA, ulega nasileniu pod wptywem cytokin zaangazowanych
w proces zapalny takich jak TNF-a, IL-1B, IL-13 i IL-17 [Hallstrand i wsp., 2013], co jest zgodne
z wynikami przedstawionych eksperymentéw, w ktérych zastosowanie hybrydy PK20
lub deksametazonu spowodowato spadek stezenia wymienionych cytokin i towarzyszace

temu zmniejszenie aktywnosci sPLA,.

Chimera PK20 oraz deksametazon zmniejszyty takze ekspresje jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB) w tkance ptucnej myszy uczulanych DNFB,
w poréwnaniu ze zwierzetami przechodzacymi te sama procedure uczulenia i wywotania
reakcji, lecz otrzymujgcymi dootrzewnowo fizjologiczny roztwér soli. Hamujgcy wptyw
deksametazonu na poziom immunoreaktywnosci NF-kB zostat wczesniej udowodniony
w mysim modelu astmy wywotanym podaniem owalbuminy [Kumar i wsp., 2003; Nader,

2015]. Zupetnie nieskuteczna w tym zakresie okazata sie natomiast mieszanina
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farmakoforéw, co zostato potwierdzone metodg barwienia immunofluorescencyjnego,
w tym réwniez iloSciowym pomiarem intensywnosci barwienia. NF-kB (ang. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) jest czynnikiem transkrypcyjnym
odpowiedzialnym za regulacje ekspresji wielu gendw zaangazowanych we wzrost
i réznicowanie komodrek, proces apoptozy czy reakcje zapalne [Chauhan i wsp., 2018].
Zwiekszona aktywnos$é NF-kB odgrywa kluczowg role w rozwoju astmy oskrzelowej, poprzez
nasilenie transkrypcji gendw kodujgcych m.in. cytokiny prozapalne, chemokiny i molekuty
adhezyjne [Christman i wsp., 2000]. Do rodziny czynnika NF-kB nalezy pie¢, strukturalnie
spokrewnionych biatek, okreslanych jako: NF-kB1/p50, NF-kB2/p52, RelA/p65, RelB i c-Rel.
Najczesciej wystepujgcym kompleksem jest heterodimer ztozony z podjednostek p50 i p65,
jednak pozostate biatka réwniez mogg tworzy¢ homo- lub heterodimeryczne potaczenia
[Desmet i wsp., 2004]. W formie nieaktywnej kompleks NF-kB wystepuje w cytoplazmie,
gdzie jest zwigzany z biatkami inhibitorowymi IkB, przede wszystkim IkB-a, ktére hamujg jego
translokacje do jgdra komdrkowego. Pod wptywem rdznorodnych sygnatow biatko IkB ulega
fosforylacji przy udziale kinazy IKK (ang. /kB kinase), ubikwitynacji i ostatecznie degradacji
W proteasomie, co umozliwia przemieszczenie sie NF-kB do jgdra, zwigzanie ze specyficznymi
sekwencjami DNA i rozpoczecie transkrypcji wtasciwych gendw [Bureau i wsp., 2000; Poynter
i wsp., 2002]. Jednym z bodicow aktywujgcych NF-kB jest stres oksydacyjny [Lu i Wahl,
2005], ulegajacy nasileniu w przebiegu proceséw zapalnych w drogach oddechowych.
Zwiekszong aktywnos$¢ tego czynnika transkrypcyjnego zaobserwowano w komdrkach
nabtonka drég oddechowych, zaréwno w modelach zwierzecych choroby, jak i u pacjentéw

cierpigcych na astme oskrzelowg [Hart i wsp., 1998; Poynter i wsp., 2002].

W przedstawionych doswiadczeniach ekspresja NF-kB mierzona byta jedynie metoda
immunohistochemiczng, co nie pozwala jednoznacznie ustali¢ czy dziatanie hybrydy PK20
obejmuje zahamowanie szlaku sygnatowego jadrowego czynnika transkrypcyjnego. Takie
stwierdzenie wymagatoby bowiem przeprowadzenia badan odzwierciedlajgcych aktywacje
czynnika NF-kB takich jak degradacja biatka inhibitorowego IkB czy translokacja
podjednostek NF-kB do jgdra komoérkowego. Jednakze otrzymane wyniki pozostajg w zgodzie
z pozostatymi analizami. Obnizona ekspresja NF-kB koreluje ze zmniejszonym poziomem
markera stresu oksydacyjnego MDA i spadkiem stezenia prozapalnych cytokin m.in. TNF-a,

ktérych wytwarzanie mediowane jest przez NF-kB [Park i wsp., 2009], a to z kolei ogranicza
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naptyw komorek odpowiedzi zapalnej do drég oddechowych. Nie jest zatem wykluczone,
iz Sciezka sygnatowa NF-kB moze by¢ zaangazowana w przeciwzapalny efekt dziatania
hybrydy PK20 w modelu astmy niealergicznej wywotanej podaniem haptenu, jednak

potwierdzenie tej hipotezy wymaga dalszych badan.

Przeprowadzone doswiadczenia dowodzg, iz aktywnos$é zwigzku hybrydowego nie
jest prostg sumg aktywnosci poszczegdlnych czesci sktadowych, ktdre postuzyty do jego
syntezy. Hybryda PK20 cechuje sie silniejszym potencjatem przeciwzapalnym niz
réwnomolowa mieszanina jej obu farmakoforéw, co byto szczegdlnie widoczne w przypadku
analizy liczby komodrek odpowiedzi zapalnej w BALF, poziomu cytokin prozapalnych,
m.in. IL-13 i TNF-a oraz ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB i badan histologicznych
tkanki ptucnej. W czesci doswiadczenn mieszanina farmakoforéw hybrydy nie wykazata
znamiennie korzystnego wptywu na badane parametry w pordwnaniu z grupg stanowigca
kontrole pozytywng, w innych charakteryzowata sie dziataniem zblizonym do chimery PK20,
w zadnej z analiz nie ujawnita jednak istotnego statystycznie, silniejszego efektu
przeciwzapalnego niz badana hybryda. Obserwowane wyniki mogg by¢ rezultatem
m.in. zwiekszenia stabilnosci enzymatycznej hybrydy PK20, co zostato osiggniete poprzez
wprowadzenie dodatkowych aminokwaséw do jej szkieletu peptydowego [Kleczkowska

i wsp., 2010].

Badania porédwnujace aktywnos$¢ zwigzku hybrydowego i mieszaniny jego
strukturalnych elementéw zostaty przeprowadzone takze dla [le®]PK20 - czasteczki, ktora
rézni sie od hybrydy PK20 obecnoscia izoleucyny w pozycji 9 [Kleczkowska i wsp., 2016].
Eksperymenty dotyczyty wtasciwosci przeciwbdélowych zwigzku, a uzyskane wyniki wskazaty,
iz mieszania farmakoforéw hybrydy cechuje sie silniejszym dziataniem analgetycznym niz
sama hybryda. Nalezy mie¢ jednak na uwadze, iz badania dotyczyty catkowicie odmiennego
modelu doswiadczalnego, czes$¢ z nich przeprowadzana byfa na szczurach, a badany zwigzek
podawany byt dooponowo [Kleczkowska i wsp., 2016]. Wymienione rdznice nie pozwalajg
zatem odnosic ich bezposrednio do wynikéw bedacych przedmiotem niniejszej dysertacji.
Istotny wydaje sie jednak fakt, iz mieszanina farmakoforéw chimery powodowata znaczace
uposledzenie koordynacji ruchowej u badanych szczurdw, okreslanej przy pomocy testu
biezni obrotowej (ang. rotarod test). Takiego niekorzystnego efektu nie zaobserwowano

natomiast po podaniu hybrydy [Kleczkowska i wsp., 2016], co wspiera zatozenie, iz metoda
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hybrydyzacji umozliwia projektowanie i synteze zwigzkdw o ograniczonych dziataniach
niepozadanych w poréwnaniu z tymi, ktore wynikajg ze stosowania prostej mieszaniny czesci

sktadowych zwigzku hybrydowego.

5.3. Ocena zaangazowania farmakoforu endomorfiny 2 i farmakoforu neurotensyny

w przeciwzapalng aktywnos¢ hybrydy PK20 i jej wptyw na nadreaktywnos¢ oskrzeli

W pierwszym etapie dos$wiadczen dowiedziono, iz hybryda PK20 charakteryzuje sie
silniejszym potencjatem przeciwzapalnym niz mieszanina jej obu farmakoforéw. Kolejnym
krokiem, bedacym probg doktadniejszego zdefiniowania cech badanego zwigzku
hybrydowego, byto okreslenie, ktory z jego komponentéw w wiekszym stopniu odpowiada
za obserwowane efekty. W tym celu przeprowadzono eksperymenty, w ktdrych podanie
hybrydy PK20 poprzedzone byto zastosowaniem antagonisty receptorow opioidowych

(chlorowodorku naloksonu) lub antagonisty receptoréw neurotensynowych (SR 142948).

Chlorowodorek naloksonu jest zwigzkiem stosowanym w lecznictwie
m.in. w przypadku przedawkowania lekéw opioidowych, nie wykazuje przy tym potencjatu
uzalezniajgcego. Po podaniu doustnym jest szybko metabolizowany, przez co nie osigga
wystarczajgcego stezenia we krwi, dlatego tez powinien byt podawany drogg pozajelitowa
[Brunton i wsp., 2005]. Chlorowodorek naloksonu cechuje sie nieselektywnym
i kompetycyjnym antagonizmem wobec receptorow opioidowych, przejawia jednak
zréznicowang zdolno$é do wigzania sie z poszczegdlnymi typami receptordw - najwieksze
powinowactwo wykazuje do receptordw p, mniejsze do receptordw k i najmniejsze
do receptoréw & [Brunton i wsp., 2005]. W przypadku receptoréw neurotensynowych
natomiast, pierwszym zsyntetyzowanym zwigzkiem antagonistycznym byt SR 48692,
niepeptydowa czgsteczka, ktora cechuje sie znacznie wiekszym powinowactwem
do receptora NTR1 niz NTR2, moze zatem stanowié przydatne narzedzie w badaniach nad
zaangazowaniem receptorow NTR1 w efekty wywotywane przez neurotensyne [Gully i wsp.,
1993]. SR 48692 nie powoduje jednak zahamowania hipotermii i analgezji wyzwalanej przez
osrodkowe podanie NT [Dubuc i wsp., 1994], w przeciwienstwie do innego antagonisty -
SR 142948, ktoéry charakteryzuje sie szerszym spektrum dziatania, obejmujacym réwniez
zablokowanie indukowanego przez NT wynaczyniania osocza i zmian w ciSnieniu krwi

[Schaeffer i wsp., 1998; Kaczynska i wsp., 2017]. Pomimo iz SR 142948 wykazuje dziatanie
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antagonistyczne wobec obu typéw receptordw neurotensynowych [Betancur i wsp., 1998],
nadal cechuje sie blisko 10-krotnie wiekszym powinowactwem do receptora NTR1 anizeli
NTR2 [Tyler-McMahon i wsp., 2000]. Warto zaznaczyé¢, iz zbadanie zaangazowania receptora
NTR2 w modelu mysim nie jest mozliwe, ze wzgledu na brak selektywnego blokera dla tego
receptora. Lewokabastyna, rozpoznawana przez NTR2, cechuje sie bowiem zmiennym
charakterem w zaleznosci od gatunku - dziata jako agonista u myszy i jako antagonista u ludzi

[St-Gelais i wsp., 2006].

W kontekscie badan nad wtasciwosciami przeciwzapalnymi hybrydy PK20 w modelu
astmy niealergicznej, istotne jest, iz udowodniono obecnos¢ receptoréw neurotensynowych
i opioidowych w drogach oddechowych, uwzgledniajgc ptuca [Bhargava i wsp., 1997; Robbins
i wsp., 1995] i wtdkna unerwiajgce drzewo oskrzelowe [Aas i Helle, 1982; Krajnik i wsp.,
2014], jak rowniez na komdrkach biorgcych udziat w reakcji zapalnej takich jak limfocyty,
makrofagi, granulocyty czy mastocyty [Sharp, 2006; Katsanos i wsp., 2008]. Wazny jest takze
fakt, iz hybryda PK20 zostata sklasyfikowana jako petny agonista, zaréwno w stosunku
do receptora neurotensynowego NTR1, jak i receptora opioidowego u [Kleczkowska i wsp.,

2015].

Podczas doswiadczen okreslajgcych wpltyw zablokowania poszczegdlnych $ciezek
receptorowych, zaobserwowano, iz zastosowanie zwigzkéw antagonistycznych nie wywarto
niekorzystnego efektu na potencjat PK20 ostabiajgcy nadreaktywnos$é drég oddechowych.
Wydaje sie wiec, ze zaréwno pobudzenie receptoréw opioidowych, jak i neurotensynowych
odpowiada za dziatanie hybrydy. W grupie myszy otrzymujacych chlorowodorek naloksonu
doszto do blokady receptoréw opioidowych, wskutek czego, obserwowany efekt powinien
wynikaé z pobudzenia receptoréw neurotensynowych. Dane literaturowe dotyczace wptywu
neurotensyny na nadreaktywnos¢ drég oddechowych pozostajg sprzeczne. Doswiadczenia
in vitro przy uzyciu wyizolowanych preparatéw oskrzeli szczura i $winki morskiej wskazuja
na kurczgce dziatanie NT na miesnie gfadkie drég oddechowych [Aas i Helle, 1982; Djokic
i wsp., 1989]. Przeciwne wnioski ptyng z kolejnych badan, w ktérych zaobserwowano
hamujgce dziatanie NT na cholinergiczng i niecholinergiczng kurczliwo$é oskrzeli wywotang
stymulacjg elektryczng, a uzyskany efekt byt odwracany przy zastosowaniu selektywnego
antagonisty receptora neurotensynowego - SR 48692 [Martin i wsp., 1994]. Wyniki

najnowszych doswiadczen wskazujg na korzystny wptyw NT na nadreaktywnos¢ oskrzeli

102



w mysim modelu astmy niealergicznej, ktéry zostat czesSciowo zahamowany poprzez
zastosowanie antagonisty SR 142948 [Russjan i Kaczyriska, 2019]. Nalezy mie¢ jednak
na uwadze, ze w przytoczonych badaniach analizowano wifasciwosci catej czasteczki
neurotensyny, podczas gdy w prezentowanych eksperymentach jedynie jej fragment
czesciowo zmodyfikowany, stanowigcy komponent sktadowy chimery. Z kolei zablokowanie
receptoréw NTR poprzez podanie zwigzku SR 142948, ujawnito zaangazowanie receptorow
opioidowych w efekt dziatania hybrydy PK20 na AHR, w szczegdlnosci przy wyzszych
dawkach nebulizowanej metacholiny. Badania innych autoréw potwierdzaja, iz endomorfiny
pobudzajgc receptory W, ostabiajg kurczliwosé miesni gtadkich tchawicy na drodze
zahamowania przekaznictwa cholinergicznego, a efekt ten zostaje zniesiony poprzez
zastosowanie naloksonu [Patel i wsp., 1999]. W tym przypadku rowniez nalezy uwzglednic,
iz w eksperymentach wtasnych za obserwowany efekt odpowiada fragment endomorfinowy
hybrydy, ktéry ulegt pewnym modyfikaciom w stosunku do pierwotnej czgsteczki
endomorfiny 2, pozostajgc jednak réwnoczesnie silnym agonistg receptoréw opioidowych n

[Kleczkowska i wsp., 2013a].

W trakcie kolejnych doswiadczen, analiza ptynu pecherzykowo-oskrzelowego
wykazata, iz zastosowanie antagonisty receptoréw neurotensynowych SR 142948
skutkowato czesSciowym ostabieniem dziatania chimery PK20, zaréwno w badaniach
catkowitej liczby komdrek odpowiedzi zapalnej, jak i liczby neutrofildw. Odmienne rezultaty
uzyskano dla grupy zwierzat otrzymujgcej chlorowodorek naloksonu - zastosowanie
antagonisty receptoréw opioidowych nie spowodowato bowiem zmian w aktywnosci
badanej hybrydy. Poczynione obserwacje moga zatem sugerowac, iz dla wystgpienia
korzystnego dziatania hybrydy PK20 wobec naptywu komdrek odpowiedzi zapalnej do drog

oddechowych niezbedne jest pobudzenie receptoréw neurotensynowych.

Niejednoznaczne wyniki uzyskano natomiast w badaniach oceniajgcych wptyw
zwigzkéw antagonistycznych na zdolnos¢ chimery PK20 do redukcji poziomu cytokin
prozapalnych w ptynie pecherzykowo-oskrzelowym i homogenatach tkanki ptucne;j.
W przewazajgcej czeSci analiz zastosowanie zaréwno chlorowodorku naloksonu, jak
i SR 142948, doprowadzito do ograniczenia aktywnosci badanej hybrydy, tak jak miato
to miejsce w przypadku IL-1B, a nawet do catkowitego zahamowania jej dziatania,

co odnotowano dla IL-2 oraz IL-17A. Podobne wyniki otrzymano dla TNF-a, przy czym
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blokada receptoréow opioidowych skutkowata catkowitym, a blokada receptoréw
neurotensynowych cze$ciowym zmniejszeniem aktywnosci chimery PK20. W przypadku
dwdch cytokin: IL-13 i CXCL1 zaobserwowano jednak przeciwne zaleznosci - ich stezenia byty
porownywalne z tymi uzyskanymi dla hybrydy PK20, niezaleznie do tego, ktdre z receptordow
zostaty zablokowane. Dla IL-1a i IL-12p40 zahamowanie $ciezki neurotensynowej okazato sie
bardziej niekorzystne w pordwnaniu z blokada receptoréow opioidowych. Z kolei w przypadku
RANTES zastosowanie chlorowodorku naloksonu zdecydowanie bardziej ostabito dziatanie
hybrydy niz podanie zwigzku SR 142948, co wskazywatoby na silniejsze zaangazowanie

komponentu endomorfinowego w obserwowane efekty.

Udziat czesci opioidowej wydaje sie mie¢ takze bardzo istotne znaczenie dla
aktywnosci chimery wobec stezenia mysiej proteazy komodrek tucznych w homogenatach
tkanki ptuc. Nieselektywne zablokowanie receptorow p, Kk i & spowodowato bowiem
catkowite zahamowanie dziatania zwigzku hybrydowego, podczas gdy blokada receptorow
NTR ograniczyta aktywnos$¢ chimery tylko w pewnym stopniu. Odwrotny efekt
zaobserwowano w doswiadczeniach analizujgcych aktywnosé sekrecyjnej fosfolipazy A,,
gdzie zablokowanie receptoréw neurotensynowych skutkowato zupetnym pozbawieniem
korzystnego dziatania hybrydy PK20, zas podanie chlorowodorku naloksonu nie zmienito
W sposob istotny jej aktywnosci. Z kolei w przypadku badan nad poziomem markera stresu
oksydacyjnego MDA, podobnie jak w analizach stezenia IL-13 i CXCL1, wcze$niejsze podanie
chlorowodorku naloksonu lub SR 142948 nie wptyneto w sposéb niekorzystny na efekt

wywotywany przez zwigzek hybrydowy.

W swietle wynikdw otrzymanych w badaniach wfasnych trudno jednoznacznie
stwierdzi¢, ktéry z farmakoforéw chimery PK20 w wiekszym stopniu odpowiada za jej
dziatanie przeciwzapalne. Wydaje sie jednak, iz pobudzenie obu sciezek receptorowych ma
istotne znaczenie dla uzyskania petnej aktywnosci hybrydy. Zaangazowanie poszczegdlnych
farmakoforow hybrydy analizowano takze w kontekscie jej oddziatywania na parametry
oddechowe i sercowo-naczyniowe u szczurdw, stosujgc te same zwigzki antagonistyczne jak
w prezentowanych doswiadczeniach. Tak jak uprzednio wspomniano, podanie chimery PK20
drogg dozylng u zwierzat uspionych skutkowato wystgpieniem krétkich bezdechéw
i hipotensji. Iniekcja SR 142948 przed zastosowaniem chimery skutecznie zahamowata

spadek ci$nienia krwi, podczas gdy zmiany oddechowe zostaty zniesione zaréwno poprzez
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podanie SR 142948, jak i chlorowodorku naloksonu. Jest zatem prawdopodobne,
iz wystgpienie krétkorwatej depresji oddechowej po dozylnym podaniu hybrydy wynikato
z jednoczesnego pobudzenia receptorédw p i receptoréw NTR1 [Kaczyrska i wsp., 2017].
Obserwacje te pozostaja w zgodzie z doswiadczeniami oceniajgcymi potencjat
przeciwbdélowy chimery. W badaniach tych zastosowanie zwigzkéw antagonistycznych,
naltreksonu i SR 48692, pozwolito udowodnié, iz w indukowanej przez hybryde PK20
analgezji, podobnie jak w efekcie przeciwzapalnym, uczestniczg zaréwno receptory

opioidowe, jak i receptory neurotensynowe [Kleczkowska i wsp., 2013a].

Doniesienia literaturowe na temat wiasciwosci chimer o budowie podobnej
do hybrydy PK20 sg ograniczone. Przyktadem moze by¢ jednak zwigzek bifunkcyjny ztozony
z [Leu’]enkefaliny, bedacej peptydem opioidowym i wykazujacej powinowactwo
do receptorow opioidowych p oraz 6, ktéra potgczona zostata z aktywnym fragmentem
neurotensyny (8-13) za pomoca specjalnego facznika. tgcznik ten zbudowano z oligomeru
sarkozyny o réznej dtugosci faricucha, co miato wptyw na powinowactwo badanej czgsteczki
do poszczegdlnych receptorow. Dane uzyskane w przytoczonych doswiadczeniach sugerujg,
iz nowo zsyntetyzowany zwigzek pobudza jednoczesnie dwie réine Sciezki receptorowe:
opioidowg i neurotensynowg [Yano i wsp., 1998], co moze mie¢ réwniez miejsce

w prezentowanych badaniach.

Podsumowujgc, w dziatanie badanej hybrydy PK20 s3 zaangazowane oba
komponenty strukturalne: endomorfinowy oraz neurotensynowy, i jednoczesne pobudzenie
obu sciezek receptorowych wydaje sie by¢ konieczne do uzyskania petnej aktywnosci

przeciwzapalnej zwigzku.
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6. WNIOSKI

Przeprowadzone dos$wiadczenia pozwolity oceni¢ przeciwzapalne dziatanie hybrydy

PK20 i mieszaniny jej obu farmakoforéw w eksperymentalnym modelu astmy nieatopowej,

a takze poréwnacé uzyskane wyniki z aktywnoscig deksametazonu, traktowanego w tym

modelu jako zwigzek odniesienia. Podjete badania byty takze prébg ustalenia, ktory

z farmakoforow hybrydy w wiekszym stopniu odpowiada za jej dziatanie przeciwzapalne.

Whioski ptyngce z przeprowadzonych eksperymentéw stanowig odpowiedz na wyznaczone

na wstepie cel ogdlny i cele szczegdtowe pracy.

Hybryda PK20 wykazuje potencjat przeciwzapalny w mysim modelu astmy
niealergicznej, w znaczgcy sposdb zmniejszajgc objawy stanu zapalnego w drogach
oddechowych, takie jak: naptyw komdrek odpowiedzi zapalnej do BALF i tkanki
ptucnej, nasilona ekspresja jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB, produkcja
cytokin prozapalnych, zwiekszenie poziomu albumin w BALF oraz wzrost stezenia
mysiej proteazy komorek tucznych, dialdehydu malonowego i sekrecyjnej fosfolipazy

A, w homogenatach tkanki ptuc.

Przeciwzapalny efekt dziatania hybrydy jest poréwnywalny do aktywnosci
deksametazonu, jednak wykazuje ona mniejszy niz deksametazon wplyw
na nadreaktywnos¢ drég oddechowych w odpowiedzi na kurczace dziatanie

metacholiny.

Zwigzek hybrydowy cechuje sie silniejszg aktywnoscig przeciwzapalng

niz réwnomolowa mieszanina jego obu farmakoforéw podanych jednoczesnie.

Aktywacja zaréwno receptoréow opioidowych, jak i receptoréw neurotensynowych

wydaje sie by¢ niezbedna do wywotania petnego efektu przeciwzapalnego badanej

hybrydy.
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APPENDIX I. Leki stosowane w farmakoterapii astmy oskrzelowej

GRUPA LEKOW

NAZWY LEKOW

MECHANIZM DZIAtANIA

STOSOWANIE / CHARAKTERYSTYKA

Leki kontrolujgce przebieg astmy oskrzelowej

LITERATURA

Glikokortykosteroidy
stosowane wziewnie
(WGKS)

Mechanizmy genomowe poprzez receptor
GR i mechanizmy niegenomowe

budezonid, beklometazonu
dipropionian, flutikazonu
propionian, mometazonu
furoinian, cyklezonid

- ograniczajq proces zapalny w drogach oddechowych

i nadreaktywnos¢ oskrzeli, poprawiaja parametry funkcji ptuc
- zmniejszajg czestos¢ zaostrzen choroby

- polepszajg jakos¢ zycia pacjentéw

[Barnes i wsp., 1998;
Stahn i wsp., 2007;
GINA, 2012]

Dtugo dziatajace leki
B,-adrenomimetyczne
(LABA)

Pobudzanie receptoréw B,-adrenergicznych

formoterol, salmeterol

- stosowane w terapii skojarzonej z wGKS (formoterol

+ budezonid, formoterol + beklometazonu dipropionian,
salmeterol + flutikazonu propionian, wilanterol + flutikazonu
furoinian)

[Barnes, 2002;
Johnson, 2006]

Dtugo dziatajace leki
cholinolityczne

Blokowanie receptoréw muskarynowych M,
i Ms

bromek tiotropium

- stosowany u pacjentow z zaawansowang astmg oskrzelows,
u ktdrych leczenie za pomocg $rednich lub duzych dawek
wGKS w potaczeniu LABA nie pozwala na kontrole objawow

[Buhl i wsp., 2019]

Leki
przeciwleukotrienowe

Blokowanie receptoréw leukotrienowych
CysLT; (LTRA)/ hamowanie aktywnosci
enzymu 5-lipooksygenazy

montelukast/ zileuton

- w monoterapii astmy przewlektej o tagodnym przebiegu

i w astmie z nadwrazliwoscig na aspiryne

- takze jako lek dodatkowy u pacjentéw z astmg umiarkowang
lub ciezka, pozwalajgcy na zmniejszenie dawki wGKS

[Reiss i wsp., 1998;
Lofdahl i wsp., 1999;
Israel, 2000]

Metyloksantyny

Nieselektywne hamowanie fosodiesteraz Ill,
IV,V, blokowanie receptoréw
adenozynowych A;, A,,, Ay, zwiekszanie
aktywnosci deacytlaz histonowych

teofilina

- stosowana w ograniczonym zakresie ze wzgledu na
relatywnie niskg skuteczno$¢ w astmie oskrzelowej
- waski indeks terapeutyczny

- wysokie ryzyko dziatan niepozgdanych

[Barnes, 2003;
GINA, 2020]

Leki stosowane w astmie ciezkiej

Glikokortykosteroidy
stosowane
ogdlnoustrojowo

Mechanizmy genomowe poprzez receptor
GR i mechanizmy niegenomowe

prednizon, prednizolon,
metylopednizolon

- u pacjentow z astmg ciezka, w ktdérej objawy nie sg
kontrolowane pomimo dotychczasowego leczenia oraz

w sytuacji nagtych, ciezkich zaostrzen choroby

- stosowanie wigze sie z wysokim ryzykiem powaznych dziatan
niepozadanych

[Barnes i wsp., 1998;
Stahn i wsp., 2007;
GINA, 2020]

Przeciwciato
monoklonalne anty-IgE

Wybidrcze wigzanie sie z przeciwciatem IgE

omalizumab

- U pacjentow z ciezka, przewlekg astma alergiczng, u ktérych
duze dawki wGKS w skojarzeniu z LABA nie sg skuteczne

[Thomson i wsp., 2012;
GINA, 2012]

Przeciwciata
monoklonalne anty-IL5,
anty-IL5R, anty-IL4R

Wigzanie sie z krgzacg IL-5/ receptorem IL-5/
receptorem IL-4

mepolizumab, reslizumab/
benralizumab/ dupilumab

- stosowane u pacjentéw z ciezka, niekontrolowana astma,
cechujaca sie eozynofilig

[GINA, 2020]

Leki stosowane doraznie w astmie oskrzelowej

Krétko dziatajace leki
B,-adrenomimetyczne
(SABA)

Pobudzanie receptoréw B,-adrenergicznych

fenoterol, salbutamol

- stosowane doraznie w nagtym skurczu oskrzeli, wedtug
aktualnych wytycznych jako leczenie alternatywne
w skojarzeniu z matg dawkg wGKS

[Johnson, 2006;
GINA, 2020]

Krétko dziatajace leki
cholinolityczne

Blokowanie receptoréw muskarynowych My,
Mz i M3

bromek ipratropium

- alternatywny lek rozszerzajacy oskrzela u pacjentéw nie
mogacych stosowacé SABA lub w potgczeniu z SABA podczas
ciezkich zaostrzen astmy

[GINA, 2012;
Kirkland i wsp., 2017;
Buhl i wsp., 2019]
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APPENDIX Il. Tréjliterowe skréty nazw aminokwaséw [Turner i wsp., 2011]

PELNA NAZWA AMINOKWASU TROJLITEROWY SKROT NAZWY
Kwas asparaginowy Asp
Kwas glutaminowy Glu

Histydyna His
Lizyna Lys
Arginina Arg
Seryna Ser
Treonina Thr
Asparagina Asn
Glutamina Gln
Cysteina Cys
Glicyna Gly
Alanina Ala
Walina Val
Leucyna Leu
Izoleucyna lle
Metionina Met
Prolina Pro
Fenyloalanina Phe
Tyrozyna Tyr
Tryptofan Trp
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