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mgr Malgorzata Sobocinska - w latach 2007-2012 studiowata na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Gdanskiego - uzyskujac w 2012 roku tytul magistra. Obecnie stu-
chaczka Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich Chemii i Biochemii na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie wykonuje prace doktorska pod kierunkiem
dr hab. Elzbiety Kamysz, prof. UG pod tytutem: ,,Projektowanie, synteza i badania
endogennych inhibitoréw enkefalinaz oraz ich analogow”.

dr hab. n. farm. Elzbieta Kamysz, prof. UG - W latach 1990-1995 studiowala
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego na kierunku Chemia. W roku
1995 obronila prace magisterska pt. ,,Synteza analogéw fragmentu 144-152 pro-
teiny p24(gag) wirusa HIV-1 wiazacych sie z biatkami gléwnego ukladu zgodno-
$ci tkankowej MHC”. W tym samym roku rozpoczeta nauke na Studium Dokto-
ranckim na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. W 2000 roku obronita
prace doktorska pt. ,Wplyw wybranych modyfikacji czgsteczek hormonéw neu-
roprzysadkowych na ich czynnos¢ biologiczng”. Stopien doktora habilitowanego
nauk farmaceutycznych (specjalno$¢ chemia lekéw) otrzymata na Uniwersytecie
Medycznym w Lodzi w 2013 roku. Ponadto ukonczyla studia podyplomowe ,,Far-
macja przemystowa” (dyplom uzyskany w 2011 roku). Obecnie pracuje w Pra-
cowni Chemii Makromolekut Biologicznych w Katedrze Biotechnologii Mole-
kularnej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie zajmuje si¢ synteza
i badaniem peptydéw wystepujacych w jamie ustnej, peptydéw przeciwdrobno-
ustrojowych oraz endogennych inhibitoréw enkefalinaz.
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ABSTRACT

For the past few years enkephalins have been a center of appreciation and inte-
rest. Enkephalins were discovered in 1975 by Hughes, Kosterlitz and coworkers [1].
They can be described as short sequences of amino acids that are naturally produced
in the central nervous system (CNS) in various glands throughout the body, such
as the pituitary and adrenal glands [7, 9]. There were revealed two forms of enke-
phalins, one containing leucine, and the other containing methionine. Enkephalins
are produced by the cleavage of a precursor protein called proenkephalin. From
proenkephalin originate Met- and Leu-enkephalin, Met-enkephalin-Arg®-Gly7-
-Leu®, Met-enkephalin-Arg®-Phe’ [1-3]. Enkephalins are involved in phenomena
associated with modulated pain perception [13], regulation of memory and emo-
tional conditions [21] and regulation of immunological system [29]. They also have
an impact on the cardiovascular system [17], motility of the digestive system and
metabolism of carbohydrates [8].

This article is a review of the current knowledge about enkephalins and their
usage in the diagnostics and treatment of a variety of diseases: diseases/disorders of
the central nervous system [21, 22], Parkinson’s disease [27], disease of the immune
system [29], chronic pain [12], tumor diseases/cancer [33], heart and cardiovascular
diseases [19] and inflammatory bowel disease [23].

Keywords: endogenous opioid peptides, enkephalins, Met-enkephalin, Leu-enke-
phalin

Stowa kluczowe: endogenne peptydy opioidowe, enkefaliny, Leu-enkefalina, Met-
-enkefalina
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WPROWADZENIE

Na poczatku lat 70. XX wieku prowadzono liczne badania nad dzialaniem
morfiny i jej pochodnych (opiatéw) na organizm czlowieka. W toku tych badan
naukowcy uzyskali liczne wyniki wskazujace, Ze opiaty wiaza siec w moézgu w
miejscach wyrdzniajacych si¢ wysoka specyficznoscig. Simon i wspdtpracownicy
w 1973 roku potwierdzili istnienie w mozgu zwierzat, nastepnie w mozgu ludzkim
specyficznych miejsc wiazacych opiaty, czyli receptoréw opioidowych [1, 2]. Wraz
z odkryciem receptoréw opioidowych badacze doszli do konkluzji, ze mézg musi
mie¢ swoje wlasne substancje opioidopodobne. Przyczynito sie to do wykrycia
w 1975 roku przez Kosterlitz i wspdtpracownikow w ekstraktach z tkanki mézgowej
$win, a nastepnie w mézgach innych kregowcéw, oraz w ludzkim ptynie mdzgowo-
-rdzeniowym enkefalin wykazujacych opioidopodobng aktywnos$¢ [3]. Odkryto
2 pentapeptydy o prawie identycznej sekwencji aminokwasowej, rozniace sie jedynie
jedna resztg aminokwasowg na C-koncu. Pierwszy z nich nazwano Met-enkefalina,
a drugi Leu-enkefaling (Rys. 112) [4].

1. BUDOWA I WYSTEPOWANIE ENKEFALIN

Prekursorem enkefalin jest biatko proenkefalina A (PENK), ktéra jest kodo-
wana przez gen PPE (gen prepro-enkefaliny), tworzacy biatko skladajace sie z 267
reszt aminokwasowych. PENK jest konserwatywnym bialkiem podatnym na dzia-
tanie konwertaz CP1 i CP2. Proteolityczne ciecie PENK prowadzi do powstania
4 czasteczek Met-enkefaliny (Rys. 1), 1 czasteczki Leu-enkefaliny (Rys. 2), hepta-
peptydu zbudowanego z Met-enkefaliny i dwoch reszt aminokwasowych (reszty
argininy i fenyloalaniny), oktapeptydu, w ktérym do Met-enkefaliny dotaczone s
3 reszty aminokwasowe (reszty argininy, glicyny i leucyny) bedacych ligandami
receptora d [5, 6].

Rysunek 1.~ Wzdr strukturalny Met-enkefaliny (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 1. Structural formula Met-enkephalin (created by M. Sobociriska in ChemSketch application)
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Rysunek 2. Wzor strukturalny Leu-enkefaliny (wykonata M. Sobociniska w programie ChemSketch)
Figure 2. Structural formula Leu-enkephalin (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)

HO

Enkefaliny w najwiekszym stezeniu wystepujg w tych strukturach mézgowia,
w ktdrych znajduja sie receptory opioidowe [7]. Obecne sg we wszystkich odcinkach
przewodu pokarmowego, przede wszystkim w zwojach Auerbacha [8]. Enkefaliny
jak i matrycowe RNA kodujace ich prekursor sg szeroko rozpowszechnione w neu-
ronach wstepujacych o$rodkowego ukladu nerwowego, szczegdlnie w substancji
szarej Srbdmozgowia otaczajacej wodocigg mozgu, rogach tylnych rdzenia krego-
wego, wzgorzu, prazkowiu, podwzgorzu, srdédmoézgowiu, w ukltadzie limbicznym,
korze mézgowej, przysadce [9], fibroblastach, keratynocytach [5]. Ponadto gen pro-
enkefaliny ulega ekspresji w tkankach gruczotéw dokrewnych, komdrkach ukladu
odpornosciowego i mezanchylnych komorkach macierzystych skory [7]. Enkefa-
liny powstajg takze w sercu, gtéwnie w miocytach, a poziom mRNA jest wyzszy
niz w mézgu, jednak ilo$¢ peptydéw pochodzacych z tego prekursora w sercu jest
mniejsza. Prawdopodobnie dzieje sie tak, poniewaz enkefaliny nie sg przechowy-
wane w tkance serca i s3 szybko z niej usuwane lub degradowane [10].

2. FUNKCJE ENKEFALIN

Enkefaliny dzialaja jako endogenne ligandy receptoréw opioidowych. Cha-
rakteryzuja sie najwiekszym powinowactwem do receptora § i p oraz niewielkim
powinowactwem do receptora k [4, 11]. Zaangazowane s3 w szereg fizjologicznych
proceséw zachodzacych w organizmie poczawszy od ukladu krwionos$nego przez
immunologiczny, az do nerwowego.

2.1. DZIALANIE PRZECIWBOLOWE ENKEFALIN

Wkroétce po odkryciu enkefalin okazalo sig, ze ostry bol badz stymulacja sub-
stancji szarej Srédmozgowia otaczajacej wodocigg moézgu powoduje zmniejszenie
wrazliwos$ci na bol, spowodowane wzrostem poziomu enkefalin w mézgu. Dzialanie
przeciwbolowe enkefalin jest przede wszystkim konsekwencja wigzania si¢ z recep-
torami §-opioidowymi w mozgu. Mimo, iz enkefaliny pod wzgledem chemicznym
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nie s3 podobne do morfiny, oddzialuja na te same receptory. Zwigzane jest to z obec-
noscig w strukturze enkefalin i morfiny ugrupowania tyraminowego, ktére odpo-
wiada za oddziatywanie z receptorem §-opioidowym [12].

Enkefaliny odgrywaja istotne znaczenie w reakgeji stresowej [13]. Dziataja one
bowiem przeciwlekowo, regulujac czynnosé hormonalng w czasie stresu. Wywo-
tanie sytuacji stresowej m.in. czynnikami srodowiskowymi powoduje pobudzenie
endogennego systemu opioidowego, co przeklada si¢ na aktywacje neuronéw pro-
dukujacych enkefaliny [14]. Jednocze$nie wykazano, ze Leu-enkefalina wykazuje
znacznie slabsze wlasciwosci przeciwbodlowe niz Met-enkefalina [15]. Mizoguchi
wraz z wspotpracownikami z Medical College w Wisconsin przeprowadzit ekspe-
ryment polegajacy na obserwacji odczucia zimna przez plywajace myszy w zimnej
wodzie, o temperaturze 4°C przez 3 minuty [16]. Badanie to wykazalo, ze sposrdéd
endogennych peptydéw opioidowych tylko Met-enkefalina oddziatujac z recepto-
rami opioidowymi typu J§, w rdzeniu kregowym, wywoluje efekt przeciwbolowy.
Pobudzenie receptora § skutkuje réwniez rozwojem tolerancji oraz hamowaniem
czynnosci ukladu oddechowego [16].

2.2. ENKEFALINY W CHOROBACH SERCA

Enkefaliny wplywaja na stan ukladu sercowo-naczyniowego, moga obnizaé
ci$nienie tetnicze krwi oraz temperature ciata [17, 18]. Ouellette i Brakier-Gingras
z Université de Montréal w Kanadzie zbadali poziom mRNA proenkefalin w modelu
zwierzecym jakim byl chomik z przerosnigtym mig$niem sercowym oraz kardiopa-
tia. Przeprowadzone badanie wykazato 4-krotnie podwyzszong ilo§¢ mRNA proen-
kefalin w poréwnaniu do zdrowego osobnika. Wyniki te potwierdzily hipoteze, ze
podwyzszenie poziomu mRNA preproenkefalin jest zwigzane z rozwojem przerostu
migénia sercowego, oraz niewydolnoscig serca. Hao i Rabkin z University of British
Columbia w Kanadzie na szczurach cierpigcych na nadci$nienie tetnicze i przerost
mie$nia sercowego wykonali badanie zalezno$ci poziomu mRNA proenkefalin od
diety bogatej w sol. Okazalo sie, ze dieta bogata w sl powoduje wyrazny wzrost
ilosci mRNA proenkefalin w lewej komorze serca [19].

Zmiany w systemie opioidowym majg zwiazek z rozwojem nadcisnienia. Enke-
faliny hamuja stymulacje serca przez katecholaminy, co prowadzi do pogorszenia
czynnosci serca. Poziom Met-enkefaliny wzrasta w mig$niu sercowym wraz z nasi-
leniem przewlektej niewydolnosci serca. Zwigkszona aktywnos¢ endogennych pep-
tydéw opioidowych zwigzana z zastoinowg niewydolnoscig serca przyczynia sie do
zmniejszenia aktywacji wspoétczulnej i wydajnosci serca [10].
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2.3. WPLYW ENKEFALIN NA ZMIANY BEHAWIORALNE

Enkefaliny moga powodowa¢ pobudzenie ruchowe, drgawki, wplywaé na
regulacje pamieci, warunki emocjonalne oraz konsumpcje zywnosci ptynnej [7, 21].
Zbadano wplyw enkefalin na zmiany behawioralne zwierzat. Pentapeptydy poda-
wane do komory bocznej szczura powodowaly szereg zmian tego typu: pobudzenie
ruchowe calego ciala, zucie i weszenie [21,22]. Po podaniu Leu-enkefaliny po pew-
nym czasie mozna bylo zaobserwowa¢ wysadzenie galek ocznych ku przodowi oraz
stan kataleptyczny, a podaniu Met-enkefaliny towarzyszyl brak odruchéw rogow-
kowych, oraz sztywnos$¢ mieéni [22]. Pomimo, Ze zwigzki te nie przechodza fatwo
przez bariere krew-mozg, wykazano, ze ich regularne podawanie w niewielkich ilos-
ciach wplywa pozytywnie na pamiec i zdolnos¢ uczenia sie [21].

2.4. WPLYW ENKEFALIN NA CHOROBY ZAPALNE JELIT

Met- i Leu-enkefaliny wywieraja wpltyw na motoryke ukladu trawiennego,
trzustki oraz metabolizm weglowodanéw. Wzmagaja motoryke jelit poprzez
pobudzanie receptoréw § i y, umiejscowionych na miesniach gtadkich przewodu
pokarmowego. Takze hamujg motoryke przewodu pokarmowego oddzialywujac na
receptory k umiejscowione na nerwach cholinergicznych [8].

Wykazano, ze zaburzenia zwigzane ze zmniejszonym wydzielaniem peptydéw
opioidowych przez przewdd pokarmowy i leukocyty wystepuja u oséb z zaburze-
niami uwalniania hormonéw jelitowych oraz u chorych na zapalenie jelita. Dowie-
dziono réwniez, ze u diabetykéw zmniejszenie zdolnosci migsniowki jelit do pra-
widlowej reakcji na neurostymulacje moze by¢ wynikiem wzglednego niedoboru
m.in. neuropeptydéw Met- i Leu-enkefaliny [23, 24]. Naukowcy zaobserwowali
zwiekszong $miertelno$¢ u myszy pozbawionych genu kodujacego receptor opio-
idowy u. Endogenne peptydy opioidowe wiazace si¢ z tym receptorem, maja wplyw
na wytwarzanie cytokin i proliferacje leukocytow [23].

Owczarek wraz z wspotpracownikami z Wydzialu Gastroenterologii Jagiellon-
skiego Uniwersytetu Medycznego dokonali analizy poréwnawczej stezenia
Met-enkefaliny w surowicy krwi oraz w tkance blony §luzowej jelita grubego u pacjen-
tow z nieswoistym zapaleniem jelit (ang. inflammatory bowel disease, IBD). W prob-
kach surowicy i fragmentach tkanki blony sluzowej okreznicy stezenie Met-enkefaliny
oznaczono u 43 pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (ang. ulce-
rative colitis, UC) i u 38 pacjentéw z chorobg Lesniewskiego-Crohna (ang. crohn’s
disease, CD). Grupe kontrolng stanowilo 45 zdrowych ochotnikéw. Wykazano,
ze stezenie Met-enkefaliny w surowicy krwi jest znacznie nizsze u pacjentéw z CD
(85,4 pg/ml) i UC (101,5 pg/ml) w poréwnaniu z grupa kontrolng (119,5 pg/ml).
Poziom Met-enkefaliny w fragmentach tkanki okreznicy pobranych od pacjentow
z IBD byt znacznie wyzszy w poréwnaniu ze zdrowg tkanka i wynosit odpowied-
nio (6,59 pg/mg i 2,89 pg/mg, p <0,01 w grupie CD i 6,12 pg/mg vs 3,47 pg/mg,
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p < 0,05 w grupie UC). Okazalo si¢ réwniez, ze poziom Met-enkefaliny koreluje
z aktywnoscig choroby. Owczarek i wspolpracownicy przeprowadzili pierwsze takie
badanie, ukazujgce zmiany poziomu Met-enkefaliny w IBD, ktére moga odgrywaé
istotng role w patogenezie i przebiegu choroby IBD [23].

U os6b cierpigcych na CD obnizenie poziomu markeréw stanu zapalnego
i poprawe jakosci zycia powoduje antagonista receptoréw opioidowych naltrekson
(Rys. 3) oraz racekadotryl (Rys. 4), prolek przeciwpiegunkowy. Przypuszcza sie, ze
jest to spowodowane krétkotrwala blokadg receptoréw opioidowych, ktéra powo-
duje wzrost produkeji endogennych peptydéw opioidowych. Co przektada si¢ na
poprawe stanu zdrowia pacjenta [23].

Rysunek 3. Wzor strukturalny naltreksonu (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 3. Structural formula naltrexone (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)

Rysunek 4. Wzér strukturalny racekadotrylu (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 4. Structural formula racecadotril (created by M. Sobociniska in ChemSketch application)

2.5. ENKEFALINY JAKO NEUROMEDIATORY I NEUROMODULATORY
ORAZ ICH FUNKCJA W CHOROBIE PARKINSONA

Enkefaliny pelnig funkcje neuromediatoréw i neuromodulatoréw, ze wzgledu
na swojg obecnos¢ w zakonczeniach presynaptycznych i postsynaptycznych neuro-
néw (Rys. 5) [7].
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onczenie alksonu

Rysunek 5. Struktura synapsy chemicznej (wykonata M. Sobociniska)
Figure 5. Structure of chemical synapse (created by M. Sobocinska)

Ich oddzialywanie z zakonczeniami presynaptycznymi skutkuje hiperpolaryza-
cja blony postsynaptycznej. Met-enkefalina hamuje wydzielanie neuroprzekaznika
z blony presynaptycznej powodujac hiperpolaryzacje komdrek nerwdw zwojowych.
Enkefaliny hamuja wydzielanie neuroprzekaznikéw takich jak: noradrenalina (Rys.
6) poprzez aktywacje receptoréw u w skrawkach kory moézgu, acetylocholina (Rys.
7) poprzez aktywacje receptoréw & w skrawkach prazkowia [7].

Rysunek 6. Wzér strukturalny noradrenaliny (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 6. Structural formula noradrenaline (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)

Rysunek 7. Wzdr strukturalny acetylocholiny (wykonata M. Sobocinska w programie ChemSketch)
Figure 7. Structural formula acetylocholine (created by M. Sobocinska in ChemSketch application)
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Regulujg uwalnianie dopaminy w prazkowiu oraz w jadrze pollezacym poprzez
aktywacje receptorow « [7, 25]. Dopamina odpowiada za prawidiowe przewodzenie
impulséw nerwowych, w szczegdlnosci zwigzanych z napieciem migéni i regulacja
ruchéw. Przyczyng choroby Parkinsona jest stopniowe zmniejszanie si¢ ilo$ci dopa-
miny w mézgu, wskutek obumierania komoérek wytwarzajacych dopamine [26].

Neuroaktywne peptydy takie jak enkefaliny pomagaja w prawidlowej neuro-
transmitacji w jadrze podstawowym. Prawdopodobnie duza ilos¢ enkefalin znaj-
dujaca si¢ w zwojach podstawy moézgu decyduje o selektywnosci proceséw degra-
dacyjnych. Met- i Leu-enkefalina moga by¢ swojego rodzaju markerami choroby
Parkinsona. U o0s6b z chorobg Parkinsona obserwuje si¢ znaczny niedobér Met-
i Leu-enkefaliny w prazkowiu na poziomie 50% oraz Met-enkefaliny w istocie sza-
rej na poziomie az 90%, co przekiada si¢ na niedobér dopaminy w tych obszarach
mozgu [27].

Postuluje sie réwniez, ze uktad dopaminergiczny reguluje wydzielanie neuro-
przekaznikéw o udowodnionym dziataniu immunomodulacyjnym. Stwierdzono,
ze obnizenie stezenia dopaminy w ukladzie nigrostriatalnym powoduje znamienne
podwyzszenie iloSci mRNA Met-enkefaliny i pro-enkefaliny w prazkowiu [28].

2.6. WPLYW ENKEFALIN NA UKELAD IMMUNOLOGICZNY
- WEASCIWOSCI PRZECIWNOWOTWOROWE ENKEFALIN

Met-enkefalina bierze udzial w regulacji systemu immunologicznego [29].
Czegsto nazywana jest opioidowym czynnikiem wzrostu (ang. opioid growth factor,
OGF), poniewaz pelni wazng role w regulacji uktadu odpornosciowego, stymuluje
wzrost komoérek odpornosciowych (kontrolujac przyrost limfocytéw T i B), wptywa
na migracje monocytow, limfocytéw, neutrofili, odpowiada za regeneracje tkanek
oraz aktywuje receptor OGF [29, 30]. Kompleks OGF-receptor przemieszcza si¢
do jadra komoérkowego, gdzie bierze udzial w regulacji wzrostu komorek, podziale
komoérkowym, gojeniu ran [31]. Zwigkszenie aktywnosci receptora OGF stymuluje
oddzialywanie opioidowego czynnika wzrostu z receptorem. Powoduje to hamowa-
nie podzialéw komdrek nowotworowych. Wykazano, ze podawanie OGF hamuje
wzrost komorek nowotworowych umozliwiajac jednoczesnie zachodzenie mecha-
nizméw odpornosciowych z udzialem makrofagdw oraz limfocytéw [31, 32].

Badania przeprowadzone w latach 80. wykazaly, Ze podanie enkefalin hamuje
rozwoj nowotworu pierwotnego oraz hamuje proces przerzutowania komoérek czer-
niaka linii B16-BL6 do pluc po podskérnej implementacji u myszy [33]. Dodat-
kowo zaobserwowano zwigkszenie aktywnosci komorek typu NK (ang. natural
killer) pelnigcych wazng role w procesach przeciwnowotworowych [34]. Jak dotad
potwierdzono hamujacy wplyw OGF na rozwoj raka: piersi, jajnikdow, jelita grubego,
trzustki, ptuc oraz hepatoblastomy. Obserwowany efekt przeciwnowotworowy oka-
zal sie w wielu badaniach odwracalny w obecnosci antagonisty receptoréw opio-
idowych jakim jest nalokson [33]. Jak réwniez dowiedziono, ze Met-enkefalina
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produkowana przez komoérki rakowe jelita grubego moze thumi¢ odpowiedz immu-
nologiczng organizmu sprzyjajac w ten sposéb dalszemu namnazaniu komorek
nowotworu [32].

PODSUMOWANIE

Doniesienia literaturowe potwierdzone w badaniach na zwierzgtach i ludziach
wskazujg na wszechstronna uzytecznos¢ enkefalin w leczeniu réznego pochodzenia
chronicznego bolu, zmian behawioralnych, standw zapalnych, infekcji bakteryjnych
czy wirusowych. Enkefaliny mogg by¢ markerami w diagnostyce m.in. nieswo-
istych chorob zapalnych jelit (IBD), przewleklej niewydolnosci serca oraz chorobie
Parkinsona. Udokumentowane zostalo dzialanie przeciwnowotworowe enkefalin
zaréwno cytotoksyczne jak i antyproliferacyjne. Natomiast odwracalny efekt prze-
ciwnowotworowy enkefalin stanowi podstawe do podjecia badan zmierzajacych ku
okresleniu potencjatu przeciwnowotworowego analogéw endogennych enkefalin
odpornych na dziatanie antagonistow receptoréw opioidowych.
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