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Streszczenie

Opioidy s3 silnymi S$rodkami przeciwb6lowymi, czesto stosowanymi
w medycynie. Posiadajg takze dziatanie psychoaktywne, przez co zazywane bywaja
rekreacyjnie. Popularne opioidy, takie jak morfina, fentanyl czy oksykodon, wywieraja
efekt biologiczny poprzez aktywacje receptoréw opioidowych p. Terapeutyczny potencjat
opioidéw jest szeroki, jednak ich kliniczng uzyteczno$¢ powaznie ograniczajg dziatania
niepozadane - potencjalnie $miertelna depresja oddechowa, zaparcia oraz ryzyko
rozwoju uzaleznienia. Szczegdlnie istotne jest zatem opracowanie nowych lekéw
opioidowych o bezpieczniejszym profilu dziatania i stabszym potencjale uzalezniajacym.

Dzialanie agonisty na receptor opioidowy p prowadzi do aktywacji dwdch
wewnatrzkomérkowych $ciezek sygnatowych, zaleznych odpowiednio od biatka G oraz
B-arestyny-2. Badania, w ktérych wykorzystano myszy transgeniczne pozbawione genu
kodujgcego B-arestyne-2 wykazaly, ze podanie morfiny u tych zwierzat wigze sie
z nasileniem i przedtuzeniem antynocycepcji oraz ostabieniem niektérych dziatan
niepozadanych. Interesujacym podejsciem do projektowania nowych agonistow
receptora p stata sie wiec synteza zwigzkow cechujacych sie tzw. selektywnoScig
funkcjonalng (stronniczym agonizmem; ang. functional selectivity/biased agonism), ktora
umozliwia preferencyjng aktywacje wybranej Sciezki sygnatowej. AgoniSci receptora
opioidowego |, dziatajacy przez szlak zalezny od biatka G i minimalnie angazujacy
B-arestyne-2, zostali zaproponowani jako potencjalnie bezpieczniejsza i stabiej
uzalezniajgca alternatywa dla klasycznych agonistéw tego receptora. Do tej pory odkryto
kilka zwigzkow o takim profilu dziatania, a jeden z nich, TRV130 (olicerydyna), zostat

dopuszczony do uzytku medycznego w Stanach Zjednoczonych.



Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie dziatania nowych
funkcjonalnie selektywnych agonistow receptora opioidowego p. Wykorzystano zwigzki
o wysokim wspétczynniku selektywnos$ci wobec Sciezki sygnatowej zaleznej od biatka G
- PZM21, SR-14968 oraz SR-17018. Przy zastosowaniu testdw behawioralnych
uzupelnionych badaniami biochemicznymi, poddano ocenie efekty dziatania tych
agonistow ze szczegOlnym uwzglednieniem ich potencjatu uzalezniajgcego u gryzoni
laboratoryjnych.

Wykazano, ze wszystkie zwigzki majg zalezne od dawki i dtugotrwate dziatanie
antynocyceptywne. W odroéznieniu od SR-14968 i SR-17018, PZM21 nie wywotywat
maksymalnej odpowiedzi antynocyceptywnej. Nastepnie zbadano wptyw agonistow na
rézne symptomy zwigzane z uzaleznieniem opioidowym. Wielokrotne podania badanych
zwigzkow prowadzity do rozwoju tolerancji na dziatanie antynocyceptywne, jednak w
przypadku zwigzkéw SR rozwijata sie ona wolniej. Zwigzki wywotywaty tez zalezno$¢
fizyczng i zespdt odstawienia. U zwierzat otrzymujacych PZM21 objawy odstawienia
wystepowaly jedynie w grupie chronicznie otrzymujacej najwyzsza testowang dawke
agonisty, natomiast zwigzki SR-14968 i SR-17018 powodowaty zaleznos¢ fizyczng nawet
w niskich dawkach. Ponadto badani agonisci réznie wptywali na aktywnos¢
lokomotoryczng zwierzat. PZM21 i SR-17018 nie zmieniaty w znaczacym stopniu
aktywnos$ci myszy, natomiast SR-14968 wptywat na nasilenie lokomocji po
jednorazowym podaniu, tolerancje na ten efekt w przebiegu podan wielokrotnych
i znaczne nasilenie aktywnosci po okresie inkubacji. W modelu warunkowanej preferencji
miejsca wykazano nagradzajace wtasciwosci SR-14968 oraz SR-17018. PZM21 nie miat
efektow nagradzajacych w tym teScie, a w zakresie badanych dawek nie byt takze dozylnie
samopodawany przez szczury i nie wywotywal poszukiwania substancji w okresie
abstynencji. W tej cze$ci badan wykazano zatem, Ze badani agonis$ci w zréznicowany

sposéb wptywajg na wybrane zachowania zwigzane z uzaleznieniem.

W kolejnym etapie badan ocenie poddano wptyw PZM21, SR-14968 i SR-17018 na
behawioralng odpowiedZ na morfine. Wykazano, ze badani agonisci nasilajg
antynocyceptywne dziatanie morfiny, a SR-14968 oraz SR-17018 dodatkowo nieznacznie
opOZniajg rozwoj tolerancji morfinowej. Badane zwigzki ostabiaty tez niektoére objawy
zespolu odstawienia u myszy uzaleznionych od morfiny, a PZM21 znosit nagradzajace

efekty tego opioidu w tescie warunkowanej preferencji miejsca.



Z uwagi na interesujagcy profil dziatania PZM21 (brak efektéw
nagradzajacych/wzmacniajacych i staby potencjat do wywotywania zaleznosci fizycznej),
przeprowadzono takze dodatkowe doSwiadczenia, ktérych celem byto zbadanie efektow
tego zwiazku w réznych paradygmatach behawioralnych zwigzanych z dziataniem stresu.
Pomimo Ze istnieja przestanki wskazujgce na protekcyjne dziatanie agonistow receptora
pu w warunkach stresowych, w badaniach wtasnych nie wykazano pozytywnego wptywu
PZM21 na bezposrednig odpowiedZ na stres ani pamie¢ zwigzang z traumg w modelu
warunkowania strachem. Zwigzek nie zmieniatl ponadto funkcjonowania poznawczego
zwierzat w warunkach neutralnych. W badanym zakresie PZM21 nie miat zatem istotnego
wptywu na fenotyp myszy.

Podsumowujac, w ramach badan witasnych przeprowadzono szeroka
charakterystyke nowych agonistow receptora opioidowego p o wysokim stopniu
selektywnosci funkcjonalnej wobec szlaku sygnatowego zaleznego od biatka G. Rezultaty
wskazaty na istotne réznice w dziataniu badanych agonistéow, co $wiadczy o tym, Ze
opioidy selektywne funkcjonalnie stanowig heterogenng grupe substancji. Najwazniejsze
réznice miedzy badanymi agonistami przejawiaja sie w tym, ze zwigzki SR-14968 i SR-
17018 wywotujg  silniejsze dziatanie antynocyceptywne niz PZM21.
Z kolei jako jedyny z badanych zwigzkéw, PZM21 nie dziata nagradzajaco i nie powoduje
silnej zalezno$ci fizycznej. Potencjatl terapeutyczny badanych agonistéw moze by¢ takze
rozszerzony o Kkontrole wybranych aspektéw uzaleznienia od konwencjonalnych
opioidéw, tj. tagodzenia niektérych symptoméw odstawienia od morfiny, a w przypadku
PZM21 takze ostabiania jej nagradzajacych wtasciwosci. Dzieki tym efektom badane
zwigzki moga znaleZ¢ zastosowanie w farmakoterapii zaburzen zwigzanych z uzywaniem

opioidow.



Abstract

Opioids are powerful painkillers, commonly used in medicine. Those drugs also
possess psychoactive effects, contributing to their recreational use. Popular opioids, such
as morphine, fentanyl or oxycodone, exert a biological effect by the activation of the p-
opioid receptors. The therapeutic potential of opioids is wide, but their clinical utility is
severely limited by side effects - potentially fatal respiratory depression, constipation and
the risk of addiction development. Therefore, substantial efforts aimed at developing new
opioid drugs with a safer action profile and a lower addiction potential are particularly

important.

An agonist binding to the p-opioid receptor results in the activation of two
intracellular signaling pathways, G protein- and B-arrestin-2-dependent, respectively.
Studies in transgenic mice lacking the gene encoding [(-arrestin-2 have shown that
morphine administration in these animals is associated with potentiation and
prolongation of antinociception as well as with the reduction of some side effects. The aim
of designing new p-opioid receptor agonists has therefore become the synthesis of
compounds characterized by the functional selectivity /biased agonism, which enables the
preferential activation of a selected cell signaling pathway. p-opioid receptor agonists,
activating the G protein-dependent pathway and minimally involving (-arrestin-2, have
been proposed as a potentially safer and less addictive alternative to conventional
agonists of this receptor. To date, several compounds presenting such profile of action
have been discovered, and one of them, TRV130 (oliceridine), has been approved for

medical use in the United States.

This dissertation aimed to investigate the effects of novel functionally selective p-
opioid receptor agonists. The compounds with high G protein bias factors - PZM21, SR-
14968 and SR-17018 - were used. Using a battery of behavioral tests supplemented with
biochemical studies, the effects of these agonists were assessed, with particular emphasis

on their addictive potential in laboratory rodents.

All the compounds induced dose-dependent and long-lasting antinociception.
Unlike SR-14968 and SR-17018, PZM21 did not elicit a maximal antinociceptive response.
The effects of the tested agonists on various aspects of opioid-related addictive behavior
were then investigated. Repeated administration of the tested compounds led to

antinociceptive tolerance, but in the case of SR-14968 and SR-17018, the development of



tolerance was slightly delayed. The tested agonists also induced physical dependence, as
measured by the severity of withdrawal symptoms. In mice treated with PZM21, this
effect occurred at the highest dose evaluated, while SR-14968 and SR-17018 caused
physical dependence even at low doses. The compounds differed in terms of their
influence on locomotor activity. PZM21 and SR-17018 did not significantly change the
activity of animals, while SR-14968-treated mice presented enhanced locomotor activity
after a single drug administration, followed by tolerance to this effect during repeated
treatment and high expression of activity after the incubation period. The rewarding
properties of 14968 and SR-17018 have been demonstrated in the conditioned place
preference test. PZM21 was not rewarding in this paradigm. Moreover, at the tested
doses, it was not self-administered intravenously by rats and did not induce drug-seeking
behavior during the abstinence. Therefore, in this part of the study, it was shown that the

tested agonists differently influence the selected types of addiction-related behaviors.

In the next stage of the research, the influence of PZM21, SR-14968 and SR-17018
on the behavioral response to morphine was assessed. The tested agonists intensified
morphine-induced antinociception. Additionally, SR-14968 and SR-17018 slightly
delayed the development of morphine antinociceptive tolerance. Interestingly, the
compounds attenuated some symptoms of the withdrawal syndrome in mice physically
dependent on morphine. Moreover, PZM21 abolished the rewarding effects of morphine

in the conditioned place preference test.

As PZM21 had an interesting profile of action (lack of rewarding/reinforcing
effects and low physical dependence), additional experiments aimed to assess its effects
in various stress-related behavioral paradigms were performed. Even though there is
evidence showing protective effects of u receptor agonists under stress conditions, there
were no effects of PZM21 on acute response to stress or trauma-related memory in the
fear conditioning model. This compound did not also affect cognitive functioning under
neutral conditions. Therefore, in the studied area of behaviors, PZM21 had no

considerable influence on the phenotype of mice.

In conclusion, this doctoral dissertation has provided a wide characterization of
selected p-opioid receptor agonists, reported to present a high G protein bias. The
obtained data indicate that such compounds are a heterogenous group with varying

effects. The most crucial differences between the tested agonists are that SR-4968 and SR-



17018 induce stronger antinociception than PZM21. On the other hand, unlike SR
agonists, PZM21 is not rewarding and does not cause profound physical dependence. The
therapeutic potential of the tested agonists can also be extended to control selected
aspects of opioid addiction, i.e. alleviating some morphine withdrawal symptoms, and, in
the case of PZM21, weakening its rewarding properties. Due to this, the tested agonists

may be potentially used in the pharmacotherapy of opioid use disorder.



