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ABSTRACT

Opioids are the oldest drugs know to humanity, which have been and continue 
to be used for the treatment of chronic pain. Unfortunately they have a large num-
bers of side effects [1–6]. Three main types of opioid receptors μ (MOR), δ (DOR) 
and κ (KOR) are known [8]. The ORL1 receptor was classified as the fourth member 
of opioid receptor family [9]. Opioid receptors can form homodimers and the fol
lowing heterodimers: DOR-KOR, DOR-MOR and KOR-MOR [13c,d,f, 14].

Specially designed ligands which are able to penetrate the BBB are used to study 
physiological consequences of opioid receptor homo- and heterodimerization, and 
as new analgesics.

Bivalent ligands are defined as compounds that contain two pharmacophoric 
units, an appropriately designed spacer to separate and define the two pharmaco-
phores, and a linker unit to connect the pharmacophores, to the spacer (Fig. 1) [16].

The affinity of a ligand to its target depends on its fundamental kinetic asso-
ciation and dissociation rate constants (Scheme 1) [24]. Bivalent ligands interacting 
with the opioid receptors have been divided into three groups: nonpeptide, pep-
tide-nonpeptide and peptide homo- or heterodimers. Nonpeptide bivalent ligands 
(4–21, 27–41 and 44–45) containing different pharmacophores (selective opioid 
agonists or/and antagonists) connected with designed linkers have potent analgesic 
properties [25–34]. Compound 35 may be useful in the treatment of opioid depen-
dence.

Studies of peptide-nonpeptide ligands, which are a combination of “address” 
segments of endogenous opioid peptides and selective alkaloid ligand (47–50) indi-
cate that peptide part of the analogues can modulate the receptor selectivity of the 
attached alkaloid pharmacophores [35]. Series of peptide-nonpeptide ligands con-
taining different classes of opioid peptides and fentanyl (52–86) were synthesized 
and tested for binding affinity to μ and δ opioid receptors [38–40]. Good opioid 
affinity and antinociceptive activity of some of the obtained bivalent ligands (57, 
61, 63) suggesting that a novel class of analgesics can be further developed utilizing 
this approach. Among homobivalent ligands the most important is biphalin 87 and 
its analogues (88–124) [41–53]. Analgesic potency of the most active ligand 112 is 
greater than parent peptide (biphalin) and morphine.

Keywords: opioid peptides, nonpeptide bivalent ligands, peptide bivalent ligands, 
opioid activity, homo- and heterobivalent ligands
Słowa kluczowe: peptydy opioidowe, biwalentne ligandy niepeptydowe, biwalentne 
ligandy peptydowe, aktywność opioidowa, homo- i heterobiwalentne ligandy
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WPROWADZENIE

Opioidy, jedne z najczęściej zalecanych środków przeciwbólowych, stosowane 
są od tysięcy lat. Wykazują one szerokie spektrum działania w ośrodkowym i obwo-
dowym układzie nerwowym. Mogą jednak powodować wiele skutków ubocznych 
[1]. Działania niepożądane ze strony przewodu pokarmowego [2] i ośrodkowego 
układu nerwowego [3] (nudności, wymioty, zaparcia, obrzęki, a także sedacja) są 
częstym powodem przerwania leczenia opioidami. Mogą wystąpić także: hiperal-
gezja [4], zmniejszenie libido, inne zaburzenia hormonalne [5] oraz depresja. Poza 
tym, przy dłuższym ich stosowaniu jako analgetyków może ulec zmianie tolerancja 
organizmu na dany lek, istnieje także ryzyko uzależnienia organizmu od przyjmo-
wania opioidów [6]. Oddziałują one z receptorami opioidowymi, które należą do 
rodziny receptorów związanych z białkiem G (GPCR) [7] i odgrywają ważną rolę 
w odczuwaniu bólu. Obecnie przyjmuje się, że istnieją cztery typy receptorów: trzy 
typowe receptory opioidowe μ (MOP), δ (DOP) i κ (KOP) [8] oraz nieopioidowy 
receptor ORL1 (NOP)  [9], zaliczony także do tej rodziny. Wszystkie receptory 
zostały sklonowane i dobrze scharakteryzowane [10]. Aktywacja MOR, DOR, KOR 
lub ORL1 wywołuje podobne efekty [11], m.in. zahamowanie aktywności cyklazy 
adenylanowej (AC) i uwalnianie Ca2+ w kanałach typu N i typu L. Aktywacja recep-
torów opioidowych zwiększa także aktywność fosfolipazy C, która powoduje przej-
ściowy wzrost stężenia jonów Ca2+ wewnątrz komórek, aktywowanie kanałów K+ 
i kinazy białkowej (MAPK).

Dzięki rozwojowi metod badań farmakologicznych, biochemicznych oraz 
biofizycznych [12] udowodniono dimeryzację/oligomeryzację GPCR poprzez 
homo- i  heterodimeryzację [13]. Wykorzystanie metod koimmunoprecypitacji 
i fluorescencyjnych potwierdziło występowanie homodimerów MOR, DOR i KOR, 
oraz heterodimerów DOR-KOR, DOR-MOR i KOR-MOR [13c-d,f, 14]. Ważnym 
kierunkiem badań jest opracowanie narzędzi chemicznych do farmakologicznego 
charakteryzowania heterodimerów receptorów opioidowych jak również poszuki-
wanie ich ligandów o potencjalnym zastosowaniu jako leki.

1. BIWALENTNE LIGANDY

Projektowanie biwalentnych ligandów receptorów opioidowych wymaga 
wyboru odpowiedniego farmakoforu, miejsca połączenia ze starannie zaprojekto-
wanym łącznikem, o optymalnej długości. 

1.1. PODZIAŁ

Biwalentne ligandy możemy podzielić ze względu na sposób połączenia obydwu 
aktywnych fragmentów (Rys. 1) [15]. Konjugatem nazywamy biwalentny ligand, 
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w którym obydwa farmakofory połączone są ze sobą za pomocą mostka, który nie 
należy do żadnego z tych ligandów. Wyróżniamy dwa podtypy konjugatów: łatwo 
ulegające rozszczepieniu (głównie estry) i nierozszczepialne. Rozszepialne konju-
gaty można traktować jak proleki, gdyż głównymi metabolitami tego typu związków 
są dwa pojedyncze ligandy, które indywidualnie oddziałują z docelowym miejscem 
w organizmie. Ligandy scalone występują wtedy, gdy oba aktywne fragmenty są ze 
sobą bezpośrednio połączone. W przypadku gdy oba farmakofory posiadają jakiś 
wspólny fragment, mamy do czynienia z ligandami nachodzącymi. 

Rysunek 1. 	 Podział biwalentnych ligandów
Figure 1. 	 Categories of bivalent ligands

Wśród biwalentnych ligandów wyróżnić możemy ligandy homo- i heterobiwa-
lentne, zawierające odpowiednio dwa identyczne bądź dwa różne farmakofory. 

 1.2. PROJEKTOWANIE

Jednym z najważniejszych aspektów w projektowaniu biwalentnych ligandów 
jest dobór odpowiednich farmkoforów. Przy ich poszukiwaniu należy uwzględnić 
następujące właściwości: zawadę przestrzenną, aktywność, możliwość sfunkcjonali-
zowania bez zakłócania oddziaływań ligand-receptor.

Przyjmuje się, że masy cząsteczkowe wykorzystywanych ligandów powinny być 
stosunkowo niewielkie (300–400 Da) [16]. Co więcej, farmakofory powinny posia-
dać wysokie powinowactwo do odpowiednich receptorów, ponieważ często ulega 
ono obniżeniu po przyłączeniu mostka. W skrajnych przypadkach powinowactwo 
może zostać obniżone o dwa rzędy wielkości [17]. Innym bardzo ważnym aspektem 
jest wybór miejsca przyłączenia. Aby właściwie dobrać pozycję, w której dołączony 
zostanie mostek, należy przeanalizować zależność pomiędzy strukturą a aktywno-
ścią (SAR) pojedynczych ligandów. Wykorzystuje się obecne w farmakoforze grupy 
funkcyjne lub po ich sfunkcjonalizowaniu. Wiadomo np. że w pozycję N6-adeno-
zyny  można z powodzeniem wprowadzać duże podstawniki [18], dlatego Karellas 
i współpracownicy wybrali tę pozycję jako miejsce przyłączenia łącznika w zapro-
jektowanym przez nich biwalentnym ligandzie [19]. Zheng i współpracownicy 
otrzymali związek 3 oddziałujący z heterodimerem μ-CCK2 (Rys. 2) [20]. W tym 
celu, grupa ketonowa oksymorfonu 1 została przekształcona w funkcję aminową, 
a grupa metylowa L-365,260 2 w odpowiedni eter, co miało ułatwić przyłączenie 
mostka między tymi ligandami. 
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1 2 3

Rysunek 2. 	 Biwalentny ligand 3 zaprojektowany przez Zhenga i współpracowników
Figure 2. 	 Bivalent ligand 3 designed by Zheng and coworkers

Ogromny wpływ na aktywność biwalentnych ligandów ma także dobór łącz-
ników o  odpowiedniej długości i budowie [21]. Dla wielu receptorów, zwłaszcza 
opioidowych, została wyznaczona optymalna odległość między farmakoforami, 
zapewniająca odpowiednie wiązanie ligand–receptor [22]. 

O oddziaływaniu z receptorem decyduje jednak nie tylko długość łącznika, ale 
także jego budowa. Shonberg i współpracownicy zaprojektowali struktury mostków 
wykorzystywanych w syntezie biwalentnych ligandów [16]. Łącznik powinien być 
odpowiednio elastyczny, aby umożliwić dopasowanie obu ligandów do kieszeni 
receptorów, chociaż inkorporacja łączników o małej swobodzie konformacyjnej 
może być pomocna przy określaniu konformacji bioaktywnych. Innym bardzo 
ważnym parametrem jest polarność łączników. Wpływa ona w znacznym stopniu 
na rozpuszczalność biwalentnych ligandów. Obecność grup hydrofilowych może 
w znaczny sposób poprawić rozpuszczalność związku w wodzie, dlatego wiele łącz-
ników zawiera reszty poliamidowe bądź glikolu etylenowego. Teoretycznie każdy 
z opisanych mostków może zostać użyty do połączenia dwóch dowolnych fragmen-
tów. W praktyce dobór mostka należy jednak dokładnie rozważyć, gdyż w znaczący 
sposób wpływa on na właściwości biwalentnych ligandów.

1.3. UPROSZCZONY MODEL ODDZIAŁYWANIA HETEROBIWALENTNYCH 
LIGANDÓW Z RECEPTORAMI

W przypadku biwalentnych ligandów synergizm wynikający z jednoczesnego 
oddziaływania obu ligandów z odpowiednimi miejscami wiążącymi może wpływać 
na wzrost powinowactwa i czasu wiązania. W przypadku związania się jednego 
farmakoforu, pochodzącego od biwalentnego ligandu, prawdopodobieństwo zwią-
zania drugiego jest zazwyczaj większe niż prawdopodobieństwo wiązania dwóch 
pojedynczych ligandów do tych samych receptorów [23]. 

Zazwyczaj w symulacjach dotyczących heterobiwalentnych ligandów zakła-
dano, że oba ligandy wykazują takie same kinetyczne właściwości i posiadają iden-
tyczne stałe asocjacji i  dysocjacji. Taka sytuacja nie może mieć w rzeczywistości 
miejsca, ale założenia takie stosowano dla uproszczenia obliczeń. Uwzględnienie 
różnic w stałych szybkości pozwoliło na lepsze poznanie oddziaływania biwalent-
nych ligandów z receptorami [24]. W przypadku bardziej złożonych kompleksów, 
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jak biwalente ligandy, konieczne jest uwzględnienie stałych szybkości wszystkich 
zachodzących procesów (Schemat 1).

Schemat 1. 	 Oddziaływanie heterobiwalentnego ligandu a-b z receptorami A-B
Scheme 1. 	 Heterobivalent ligand a-b interaction with A-B receptor

Oba farmakofory biwalentnego ligandu a-b mogą wiązać się z właściwymi 
dla nich miejscami wiążącymi receptorów A i B w kompleksie A–B. Każdy proces 
wiązania ligand-receptor jest odwracalny. A i B są na tyle blisko siebie, by umoż-
liwić jednoczesne związanie dwóch farmakoforów pojedynczej cząsteczki ligandu. 
W pierwszej kolejności wiązaniu może ulec jeden z  ligandów. Wiązanie drugiego 
ligandu, w celu utworzenia kompleksu a–A–B–b, jest trudniejsze i wymaga wzięcia 
pod uwagę czynnika f, uwzględniającego niekorzystną zmianę entropii.

2. BIWALENTNE LIGANDY OPIOIDOWE

Biwalentne ligandy oddziałujące z receptorami opioidowymi zostały podzie-
lone na trzy grupy: biwalentne ligandy niepeptydowe, mieszane peptydowo-niepep-
tydowe oraz peptydowe. 

2.1. BIWALENTNE LIGANDY NIEPEPTYDOWE 

Pierwsze doniesienia na temat syntezy niepeptydowych biwalentnych ligandów, 
selektywnie oddziałujących z receptorami opioidowymi pochodzą z wczesnych lat 
80. XX wieku [25]. Portoghese i współpracownicy otrzymali związki 4, 5 składające 
się z dwóch jednostek naltreksonu, połączonych za pomocą glikolu etylenowego. 
Oba analogi były bardziej aktywne niż ich monomeryczne ligandy (Tab. 1).
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Tabela 1. 	 Struktury i aktywność opioidowa biwalentnych ligandów wywodzących się z naltreksonu
Table 1. 	 Structures and opioid activities of bivalent ligands derived from naltrexon

Związek
IC50 [nM]

µ δ κ

4 3,24 ± 0,57 7,17 ± 2,69 16,91 ± 3,07

5 5,75 ± 1,21 30,67 ± 2,98 2,61 ± 0,52

W kolejnych badaniach łączniki glikolowe zastąpiono mostkami złożnymi 
z reszt glicynowych. Niewątpliwą zaletą tego typu mostków jest łatwość ich wpro-
wadzania, zmniejszenie hydrofobowości cząsteczki, a także łatwość w manipulowa-
niu długością łącznika. Badania SAR wykazały, że maksymalne powinowactwo do 
receptora µ posiada związek zawierający dwie reszty glicynowe, natomiast skrócenie 
łańcucha zwiększyło wiązanie z receptorem κ. Dla zachowania symetrii cząsteczki, 
wprowadzono jednostki sukcynylowe i fumarylowe (Rys. 3).   

6

 

7

Rysunek 3. 	 Struktury biwalentnych ligandów wywodzących się z naltreksonu, zawierających mostek sukcyny-
lowy i fumarylowy

Figure 3. 	 Structures of bivalent ligands derived from naltrexon containing succinyl and fumaryl linkers

Badania SAR związków 6 i 7 również potwierdziły, że selektywnych antagonistów 
receptora κ można otrzymać poprzez zmniejszenie dystansu pomiędzy dwoma 
ligandami [26]. Natomiast selektywnych agonistów receptora µ 8–15 otrzymano 
przez zastąpienie reszty naltreksonu oksymorfonem [26b-c] (Rys. 4).
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8-15 (n = 0, 1, 2, 3, kon�guracja na C6- α lub β)8-15 (n = 0,1,2,3, konfiguracja na C6- α lub β)

Rysunek 4. 	 Struktury biwalentnych ligandów wywodzących się z oksymorfonu
Figure 4. 	 Structures of bivalent ligands derived from oxymorphone

Bardzo aktywne związki otrzymano przez bezpośrednie połączenie dwóch cząs
teczek naltreksonu za pomocą heterocyklicznych pierścieni [27] (Rys. 5). Badania 
SAR wykazały, że dla zachowania selektywności konieczna jest obecność wolnych 
grupy OH w pierścieniu aromatycznym oraz występowanie podstawnika N-cyklo-
propylowego lub N-allilowego. Co więcej, fragment pirolu pełni tylko i wyłącznie 
funkcję mostka, nie wpływa na oddziaływanie z receptorem i może być z powodze-
niem zastąpiony innymi łącznikami np. tiofenem. 

16 17 18

Rysunek 5. 	 Struktury biwalentnych ligandów, pochodnych naltreksonu
Figure 5. 	 Structures of bivalent ligands derived from naltrexon

W zespole Archera otrzymano trzy biwalentne ligandy o wywodzące się 
z 14β-aminomorfinonu oddziałujące z receptorami μ i κ (Rys. 6) [28]. 

TAMO 19 N-CPM-TAMO 20 N-CBM-TAMO 21

Rysunek 6. 	 Struktury biwalentnych ligandów, wywodzących się z 14β-aminomorfinonu
Figure 6. 	 Structures of bivalent ligands derived from 14β-aminomorphinone

Badania te dały początek syntezie całej serii biwalentnych ligandów selektyw-
nych względem receptorów µ i κ [29]. Zsyntetyzowano różne homo- i heterodimery, 
pochodne morfinianów (Rys. 7), zawierające łączniki o różnej budowie i długości.
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22-26

Rysunek 7. 	 Struktury monomerycznych ligandów morfinianowych, R1 = OH lub NH2

Figure 7. 	 Structures of morphinian monomeric ligands, R1 = OH or NH2

Otrzymane związki zostały poddane badaniom na wiązanie z receptorami opio-
idowymi, co pozwoliło określić m.in. wpływ budowy i długości łącznika na aktyw-
ność biologiczną otrzymanych analogów. Przeprowadzona optymalizacja budowy 
i długości mostka wykazała, że zastąpienie łącznika eterowego pomiędzy farmako-
forami (np. butorfan-O-(CH2)n-O-butorfan) mostkiem estrowym (np. butorfan-
-O-CO-(CH2)n-CO-O-butorfan) podnosi aktywność analogów [29a]. Obiecujące 
wyniki powinowactwa ligandów zawierających łączniki estrowe zachęciły auto-
rów do syntezy kolejnych związków posiadających różne ugrupowania pomiędzy 
dwoma resztami estrowymi. 

Zespół Portoghese’a [27a, 30] wykorzystał w badaniach kombinację farmako-
forów agonisty i antagonisty: 5’-guanidynonaltrindol (antagonista receptora κ) (5’-
GnTI), β-naltreksaminę (antagonista receptora µ),  naltrindol (antagonista recep
tora δ) oraz ICI 199,441 (agonista receptora κ), połączonych łącznikami o różnych 
długościach (Tab. 2). Związki te posiadały mostek zawierający jednostki glicynowe 
zapewniające równowagę hydrofilowo-lipofilową, jednostkę sukcynylową zapew-
niejącą elastyczność i korzystną interakcję z heterodimerami lub resztę alkiloaminy, 
która umożliwia zmianę długości łącznika o jeden atom. Zbadano aktywność anta-
gonistyczną otrzymanych związków przez pomiar hamowania uwalniania Ca2+ 
w komórkach HEK (ang. human embryonic kidney), o określonym poziomie recep-
torów opioidowych κ i µ lub w teście cofania ogona u myszy. Wszystkie otrzymane 
biwalentne ligandy w serii KMN antagonizowały uwalnianie Ca2+ w komórkach 
zawierających pojedyncze receptory, ale tylko ligand KMN-21 35 (Tab. 2) hamował 
uwalnianie Ca2+ w komórkach zawierających ko-receptor κ-µ. Dane te sugerują, że 
związek KMN-21 z 21-atomowym łącznikiem skuteczniej łączy się z heterodime-
rem receptorów opioidowych κ-µ niż z homodimerami. Dwa selektywne biwalentne 
ligandy KDN-21 29 [22a] i KDAN-18 33 [31] selektywnie łączyły się z heterodi-
merami receptorów opioidowych δ-κ.  Ligand KDN-21 29 był silnym antagonistą 
DPDPE i bremazocyny, co sugerowało że heterodimer δ-κ jest złożony z podtypów 
δ1-κ2. Biwalentny antagonista κ-δ KMN-21 35 także zawiera 21-atomowy łącznik 
[22b], co sugeruje wspólny sposób łączenia z heterodimerycznymi receptorami κ-µ 
i κ-δ.
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Tabela 2. 	 Struktury biwalentnych ligandów KDN, KDAN, KMN
Table 2. 	 Structures of KDN, KDAN, KMN bivalent ligands

Biwalentny ligand Łącznik

KDN-15 x = 1, n = 3, 27
KDN-20 x = 2, n = 2, 28
KDN-21 x = 2, n = 3, 29  
KDN-22 x = 2, n = 4, 30
KDN-23 x = 2, n = 5, 31

KDAN-12 m = 1, n = 2, 32
KDAN-18 m = 2, n = 2, 33
KDAN-20 m = 2, n = 4, 34

KMN-21 35

W tym samym zespole otrzymano i przebadano serię biwalentnych ligandów 
zawierających agonistę receptora μ – oksymorfon i antagonistę receptora δ – naltrin-
dol I połączonych mostkami o różnych długościach (16–21 atomów) (Rys. 8) [32]. 
Otrzymano analogi o wyższej aktywności niż morfina, co potwierdzono w teście 
cofania ogona (np. MDAN-21 41, podany dożylnie, działał 50-razy silniej niż mor-
fina). Długość łącznika okazała się kluczowa dla oddziaływania z receptorami. 
Ligandy o dłuższych łącznikach (19–21 atomów) jednocześnie oddziałują z dwoma 
receptorami opioidowymi, podczas gdy krótszy łącznik umożliwia interakcję tylko 
z jednym receptorem. Wiązanie z dwoma receptorami pozwoliło na otrzymanie 
aktywnych związków niepowodujących tolerancji i  uzależnień. Co więcej, analog 
MDAN-21 zastosowano z powodzeniem do leczenia objawów uzależnienia od mor-
finy u małp. 
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MDAN-16, n = 2, 36
MDAN-17, n = 3, 37
MDAN-18, n = 4, 38
MDAN-19, n = 5, 39
MDAN-20, n = 6, 40
MDAN-21, n = 7, 41

Rysunek 8. 	 Struktury biwalentnych ligandów z serii MDAN
Figure 8. 	 Structures of MDAN bivalent ligands

Cząsteczki oddziałujące z heterodimerami μ-δ otrzymano także w wyniku 
połączenia ligandów silnie wiążących się z MOR (oksymorfon i naltrekson) i ligan-
dów o niskim powinowactwie do DOR (ENTI 42 i SNC80 43) (Rys. 9) [33]. Oba 
ligandy 44 i 45 chętniej wiązały się z heterodimerami receptorów opioidowych niż 
z odpowiednimi homodimerami.

ENTI, 42 

SNC80, 43

44

45
Rysunek 9. 	 Struktury ENTI i SNC80 oraz wywodzących się z nich ligandów
Figure 9. 	 Structures of ENTI, SNC80 and their bivalent ligands

Zsyntezowano także biwalentne ligandy, selektywne względem receptora 
NOP [34]. Odpowiednie związki otrzymano przez połączenie dwóch jednostek 
JTC-801  46 (Rys. 10) mostkami diiminowymi i  diaminowymi o różnych dłu
gościach. JTC-801 był pierwszym antagonistą receptora NOP testowanym w bada-
niach klinicznych. 
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46

Rysunek 10. 	 Struktura JTC-801
Figure 10. 	 JTC-801 structure

Wszystkie związki zawierające łącznik diiminowy wykazywały niższe powi-
nowactwo do NOP niż macierzysty ligand. Prawdopodobnie spadek aktywności 
wynika z obecności podwójnego wiązania trans-azometinowego, które wymusza 
na cząsteczce przyjęcie niekorzystnej, rozciągniętej konformacji. Co więcej, wraz 
ze wzrostem długości łącznika spadek aktywność jest bardziej widoczny. Odwrotny 
trend zaobserwowano w przypadku cząsteczek z łącznikiem diaminowym. 

2.2. BIWALENTNE LIGANDY PEPTYDOWO-NIEPEPTYDOWE

W celu sprawdzenia, czy część adresowa endogennych peptydów opioidowych, 
odpowiedzialna za selektywność względem receptorów, może wpływać na selektyw-
ność farmakoforów alkaloidowych, Portoghese i współpracownicy [35] otrzymali 
analogi Leu-enkefaliny i  dynorfiny, w których N-terminalny dipeptyd (fragment 
odpowiedzialny za „wiadomość”) zastąpili oksymorfonem bądź naltreksonem 
(Rys. 11). Fragment peptydowy (odpowiedzialny za „adres”) i alkaloidowy połączyli 
za pomocą mostka hydrazonowego. 

R=CH3 47
R=CH2CH(CH2)2 48

R=CH3 49
R=CH2CH(CH2)2 50

Rysunek 11. 	 Struktury biwalentnych ligandów 47-50
Figure 11. 	 Bivalent ligands 47-50 structures
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Tabela 3. 	 Aktywność opiodowa biwalentnych ligandów 47-50
Table 3. 	 Bivalent ligands 47-50 opioid activities

Związek
Ki, nM

μ δ κ

47 14,8 ± 1,8 6,5 ± 0,18 96 ± 13

48 0,76 ± 0,08 3,1 ± 0,10 2,8 ± 0,20

49 15,5 ± 0,94 24 ± 0,84 9,8 ± 0,21

50 2,3 ± 0,36 5,7 ± 0,60 2,2 ± 0,41

Wyniki powinowactwa otrzymanych ligandów do receptorów opioidowych 
wskazują na to, że fragment peptydowy silnie wpływa na selektywność całej cząs
teczki (Tab. 3). Selektywność jest wynikiem stanu równowagi pomiędzy powino-
wactwem części adresowej i części niosącej informację. W przypadku, gdy oba 
komponenty wykazywały podobne powinowactwa, domena adresowa silnie wpły-
wała na selektywność, poprzez zwiększenie powinowactwa do jednego z receptorów 
opioidowych, a zmniejszenie wiązania z dwoma pozostałymi. W  przypadku, gdy 
część niosąca wiadomość silniej wiązała się z jednym z receptorów to część adre-
sowa wpływała głównie na zmniejszenie powinowactwa do receptorów innego typu. 

W tym samym zespole zaprojektowano i otrzymano biwalentne ligandy oksy-
morfaminy i [D-Glu]2enkefaliny [36]. Tylko jeden z dwóch otrzymanych analogów 
wykazywał lepsze właściwości antynocyceptywne u myszy niż odpowiedni mono-
walentny ligand.

Podobne podejście w swoich badaniach wykorzystali Neumeyer i współpra-
cownicy [37]. Zaprojektowany analog MCL-450  51, otrzymany przez połączenie 
δ-selektywnego peptydowego farmakoforu Dmt-Tic i μ,κ-selektywnego butorfanu, 
wykazywał wysokie powinowactwo do wszystkich trzech receptorów opioidowych 
(Tab. 4). 

Tabela 4. 	 Struktura i aktywność opioidowa MCL-450
Table 4. 	 Structure and opioid activities of MCL-450

Związek
Ki, nM

μ δ κ

 
MCL-450, 51

0,69 ± 0,04 1,5 ± 0,03 0,28 ± 0,03

W literaturze opisane są także analogi fentanylu, w których grupa fenyloety-
lowa została zastąpiona przez aminokwasy aromatyczne [38]. Otrzymano µ-selek-
tywne analogi wykazywały różne powinowactwo do receptorów opioidowych µ i δ. 



BIWALENTNE LIGANDY RECEPTORÓW OPIOIDOWYCH 247

Przeprowadzono także badania pomiędzy strukturą a aktywnością konjugatów 
enkefaliny i fentanylu [39]. Otrzymane analogi wykazywały wysokie powinowactwo 
do receptorów opioidowych µ i δ (Tab. 5), a także, w przeciwieństwie do enkefa-
lin, charakteryzowały się dużą biodostępnością. Zastąpienie Tyr resztą Dmt 55, 64 
znacznie poprawiło powinowactwo do receptora μ, inkorporacja D-Nle w pozy-
cję 2 zwiększyła siłę wiązania z receptorem δ 53, 54. Także halogenowanie pierście-
nia aromatycznego fenyloalaniny zwiększyło aktywność opioidową 56-63 (Tab. 5). 

Tabela 5. 	 Struktury i aktywność opioidowa koniugatów fentanylu i analogów enkefaliny
Table 5. 	 Structures and opioid activities of fentanyl-enkephalin conjugates

Związek
Ki, nM

μ δ

Peptyd =
Tyr-d-Ala-Gly-Phe, 52
Dmt-d-Nle-Gly-Phe, 53
Dmt-d-Nle-Phe, 54
Dmt-d-Ala-Phe, 55
Dmt-d-Nle-Gly-Phe(pCl), 56
Dmt-d-Nle-Gly-Phe(pF), 57
Dmt-d-Ala-Gly-Phe(pCl), 58
Dmt-d-Nle-Phe(pCl), 59
Dmt-d-Ala-Phe(pCl), 60
Dmt-d-Ala-Gly-Phe(pF), 61
Dmt-d-Tic-Gly-Phe(pF), 62
Dmt-d-Tic-Gly-Phe(pCl), 63
Dmt-d-Ala-Gly-Phe, 64

23
0,39
0,36
0,15
0,10
0,02
0,14
5,0
0,33
0,01
0,35
0,15
0,38

0,69
0,18
1,1
1,7
0,08
0,40
0,14

19
1,6
0,03
0,48
0,11
0,36

Zsyntezowano również analogi, w których resztę propionylową zastąpiono 
aminokwasami lub krótkimi peptydami. Taka modyfikacja powinna korzystnie 
wpływać na zmniejszenie toksyczności związku (Tab. 6) [40]. Zsyntezowane cząs
teczki wykazywały wysoką μ-selektywność. Analogi zawierające jedną bądź dwie 
reszty aminokwasowe 65-68 posiadały bardzo słabe powinowactwo do receptorów 
opioidowych. Natomiast większość związków z dłuższym fragmentem peptydowym 
69-71 była wysoce aktywna. 
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Tabela 6. 	 Struktury i aktywność opioidowa biwalentnych ligandów fentanylu
Table 6. 	 Structures and opioid activities of fentanyl bivalent ligands

Związek
Ki, nM

μ δ

Peptyd =
FmocGly, 65
PhtGly, 66
AcβAla, 67
AcPhe-βAla, 678
Tyr-d-Ala-Gly-Phe-βAla, 69
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Gly, 70
Tyr-d-Abu-Gly-Phe-Leu-Gly, 71
Tyr-d-Pro-Gly-Phe-Leu-Gly, 72
Tyr-d-Ala-Gly-Phe-Leu-Gly, 73

1000
2080
1030
2680

0,90
0,09
0,43

260
13

1000
13000

8400
7600

1,1
12

2,8
630

27

Podobne modyfikacje przeprowadzono dla dynorfiny, deltorfiny oraz endo-
morfiny (Rys. 12) [39a, 40b].

74

75 

R1 = Tyr-d-Ala-Gly-Phe-d-Leu-Arg, R2 = O, 76
R1 = Tyr-d-Ala-Gly-Phe-d-Leu-Arg-Trp, R2 = O, 77
R1 = Dmt-d-Ala-Gly-Phe(pCl)-Leu-Arg-d-Arg-Gln-Phe, R2 = O, 78
R1 = Tyr-d-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-d-Phe-Arg-Trp, R2 = Val-NH, 
79

R1 = Dmt-d-Ala-Gly-Phe(pCl)-d-Leu, R2 = Leu, n = 2, 80
R1 = Tyr-d-Ala-Gly-Phe(pCl), R2 = Phe(pentaF), n = 5, 81
R1 = Tyr-d-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg, R2 = Phe(pentaF), n = 5, 82
R1 = Tyr-Pro-Trp-Phe(pCl), R2 = Phe(pF), n = 5, 83
R1 = Tyr-Pro-Trp-Phe, R2 = brak, n = 1, 84
R1 = Tyr-d-Ala-Phe-Aib-Val-Val, R2 = brak, n = 1, 85
R1 = Tyr-d-Ala-Phe, R2=Val-Val-Gly, n = 1, 86

Rysunek 12. 	 Struktury biwalentnych ligandów fentanylu i peptydów opiodowych
Figure 12. 	 Structures of fentanyl-opioid peptides bivalent ligands

Wszystkie analogi dynorfiny (76-79) oraz enkefaliny (75, 80-82) wykazywały 
wysokie powinowactwa do obu receptorów opioidowych. Tylko analog 74, który nie 
zawierał pierścienia N-fenylowego był nieznacznie mniej aktywny. Analogi endo-
morfiny (83-84) wykazywały mniejszą aktywność niż macierzysty peptyd. Analog 
deltorfiny 85 zachował wysoką δ-selektywność, natomiast analog 86 wykazywał 
nieznaczną μ-selektywność. Z przeprowadzonych badań wynika, że obecność frag-
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mentu anilidopiperydyny w znacznym stopniu wpływa na aktywność i funkcjonal-
ność otrzymanych związków

2.3. BIWALENTNE LIGANDY PEPTYDOWE

Wśród homobiwalentnych ligandów na szczególną uwagę zasługuje bifalina 
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-]2 87, otrzymana przez Lipkowskiego i współpracowni-
ków [41]. Bifalina zbudowana jest z dwóch aktywnych tetrapeptydów, wywodzących 
się z enkefalin, połączonych ze sobą w sekwencji palindromowej, ogon do ogona, za 
pomocą mostka hydrazynowego. Peptyd ten posiada wysoką aktywność i wiele zalet 
terapeutycznych (Tab. 7). W zależności od sposobu podania, bifalina może wykazy-
wać do 257 razy wyższą aktywność niż morfina [42]. 

Tabela 7. 	 Struktura i aktywność opioidowa bifaliny
Table 7. 	 Biphalin structure and opioid activities

Związek
IC50 (nM)

δ μ

87 2,6 ± 0,3 1,4 ± 0,4

Badania wykazały, że bifalina jest obiecującym lekiem przeciwbólowym, wywo-
łującym w  przeciwieństwie do morfiny, tylko drugorzędne objawy uzależnienia 
[43]. Prawdopodobnie jest to wynikiem różnej selektywności tych związków wzglę-
dem receptorów. Morfina wykazuje duże powinowactwo do receptora μ, natomiast 
bifalina dobrze wiąże się zarówno z receptorem δ jak i μ [44]. Poza tym posiada ona 
nieznaczne, ale wystarczające powinowactwo do receptora κ. Aktywacja receptora κ 
zapobiega niektórym niepożądanym efektom indukowanym przez agonistów recep-
torów μ/δ, np. tolerancji na lek, uzależnieniu fizycznemu i psychicznemu.

W zespole Hruby’ego [45] zsyntezowano analogi bifaliny modyfikowane 
w  pozycjach 3,3’ oraz 4,4’, w celu zbadania ich aktywności biologicznej (Tab. 8). 
Wprowadzenie reszty p-fluoro-fenyloalaninowej w pozycję 4 i 4’ (89) zwiększało 
8-krotnie powinowactwo do receptora δ, a 2-krotnie do receptora μ. Jednak wraz ze 
wzrostem wielkości wprowadzanego do cząsteczki halogenu (90 i 91) powinowac-
two do obu receptorów malało. Wbudowanie w łańcuch p-nitro-fenyloalaniny (92) 
prowadziło do otrzymania analogu o wartościach wiązania z receptorami pośred-
nich między analogiem z p-fluoro i p-chloro-fenyloalaniną. Wprowadzenie grupy 
aminowej w pozycję para fenyloalaniny (93) powodowało 46-krotny spadek powi-
nowactwa do receptora δ  i  praktycznie wyeliminowało powinowactwo do recep-



O. FRĄCZAK, A. OLMA250

tora μ-opioidowego. Zastąpienie reszt glicyny resztami fenyloalaniny w pozycjach 
3 i 3’ (88) powodowało obniżenie powinowactwa do obydwu receptorów. Także Li 
i współpracownicy zaprojektowali i otrzymali analogi modyfikowane w pozycjach 4, 
4’ (94-98) [46]. Modyfikacje te doprowadziły do otrzymania wysoce μ-selektywnych 
analogów.

Tabela 8. 	 Struktury i aktywność opioidowa analogów bifaliny modyfikowanych w pozycjach 3,3’ i 4,4’
Table 8. 	 Structures and opioid activities of biphalin analogs modified in positions 3,3’ and 4,4’ 

Związek
IC50 (nM)

δ μ

[Tyr-d-Ala-Phe-Phe-NH-]2, 88
[Tyr-d-Ala-Gly-Phe(pF)-NH-]2, 89
[Tyr-d-Ala-Gly-Phe(pCl)-NH-]2, 90
[Tyr-d-Ala-Gly-Phe(pI)-NH-]2, 91
[Tyr-d-Ala-Gly-Phe(pNO2)-NH-]2, 92
[Tyr-d-Ala-Gly-Phe(pNH2)-NH-]2, 93
[Tyr-d-Ala-Gly-(2S,3R)-β-MePhe-NH-]2, 94
[Tyr-d-Ala-Gly-(2S,3S)-β-MePhe-NH-]2, 95
[Tyr-d-Ala-Gly-1’-Nal-NH-]2, 96
[Tyr-d-Ala-Gly-2’-Nal-NH-]2, 97
[Tyr-d-Ala-Gly-Phe(2,3,4,5,6-F)-NH-]2, 98

65 ± 31
0,31 ± 0,12
0,54 ± 0,05
5,20 ± 0,30
0,63 ± 0,10

120 ± 34
110 ± 13
11 ± 1,7
6,4 ± 2,6
7,4 ± 1,9
7,8 ± 2,5

6,5 ± 2,7
0,64 ± 0,38
2,44 ± 1,8
24,5 ± 5,3

0,94 ± 0,12
10000

1,3 ± 0,19
3,0 ± 1,0

0,79 ± 0,16
1,7 ± 0,52

0,91 ± 0,21

Niesymetryczne analogi bifalin zostały zsyntezowane przez zespół Lipkow-
skiego (Rys. 13) [47]. Wcześniej wykazano, że obecność dwóch aktywnych farmako-
forów w cząsteczce nie jest konieczna dla oddziaływań z receptorem μ. Nawet mono-
hydrazyd tetrapeptydu wykazywał zadawalające powinowactwo do tego receptora. 

Tyr-D-Ala-Gly-X-NH-NH-Y
(X=Trp, Y=Phe 99,

X=Phe, Y= Phe 100,
X=Phe, Y=D-Phe 101,

X=Phe, Y=Nle 102,

X=Phe, Y=D-Nle 103, 
X=Phe, Y=Tyr 104, 
X=Phe, Y=Trp 105, 

X=Phe, Y=dansyl 106).

Rysunek 13. 	 Niesymetryczne analogi bifaliny
Figure 13. 	 Nonsymmetric biphalin analogs

Wprowadzenie do łańcucha lipofilowej norleucyny 102 i 103 zamiast aroma-
tycznej fenyloalaniny nie zmieniło w znaczący sposób selektywności bifaliny. Także 
zmiana chiralności aminokwasu nie miała wyraźnego wpływu na wiązanie z recep-
torami 100 i 101, 102 i 103. Analogi 104 i 105, w których reszta fenyloalaniny została 
zastąpiona innym aminokwasem aromatycznym zachowały wysokie powinowactwo 
do receptora μ przy obniżonym powinowactwie do receptora δ o jeden rząd wiel
kości. Wprowadzenie reszty dansylowej dało wysoce aktywny analog 106. Obecność 
podstawnika fluorescencyjnego, umożliwia przeprowadzenie licznych badań farma-
kokinetycznych i farmakodynamicznych. 

Pierwsze cykliczne analogi bifaliny otrzymano w zespole Hruby’ego [48]. 
Reszty D-alaniny w pozycjach 2 i 2’ zastąpiono D- i L-cysteiną, a następnie utwo-
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rzono mostek disulfidowy pomiędzy grupami tiolowymi. Otrzymano dwie różne 
struktury. Wprowadzenie dwóch reszt D-cysteiny nie zmieniało heterochiralnej 
struktury bifaliny, natomiast wprowadzenie dwóch reszt L-cysteiny doprowa-
dziło do utworzenia nowego homochiralnego peptydu, składającego się wyłącznie 
z L-aminokwasów. Analog zawierający reszty D-cysteiny wykazał wyższą aktywność 
niż homochiralny analog, a nawet większą niż wykazuje sama bifalina. 

Otrzymano także analogi bifaliny modyfikowane β3-h-aminokwasami (Tab. 9) 
[49]. Wbudowanie reszty β3-h-Tyr w pozycji 1,1’ 107, β3-h-Gly w pozycje 2,2’ 108 
lub 3,3’ 109 prowadziło do μ-selektywnych analogów o słabym powinowactwie 
receptorowym. Tylko inkorporacja β3-h-Phe w pozycji 4,4’ 110 dała analog o aktyw-
ności porównywalnej z bifaliną. Badania te potwierdziły znaczenie odpowiedniego 
dystansu pomiędzy resztami fenyloalaniny a tyrozyny. W przypadku analogu mody-
fikowanego β3-h-Phe zmianie uległa tylko odległość pomiędzy dwoma farmakofo-
rami, co zwiększa elastyczność peptydu i ułatwia dopasowanie do kieszeni recep-
tora. Już wcześniej wykazano, że odległość pomiędzy obydwoma ligandami może 
być zmieniana bez znacznej utraty aktywności [50]. 

Tabela 9. 	 Struktury i aktywność opioidowa analogów bifaliny modyfikowanych β3-h-aminokwasami
Table 9. 	 Structures and opioid activities of biphalin analogs modified with β3-h-amino acids

Związek
Ki [49a] (IC50) [49b] (nM)

δ μ

[β3-h-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-]2, 107

[Tyr-β3-h-Gly-Gly-Phe-NH-]2, 108
[Tyr-D-Ala-β3-h-Gly-Phe-NH-]2, 109
[Tyr-D-Ala-Gly-β3-h-Phe-NH-]2, 110
(β3-h-Tyr-D-Ala-β3-h-Phe-NH)2, 111

480
(IC50 >10 000)

450
240

0,72 (1.26)
(794)

62
(IC50 >10 000)

57
172

1,1 (316)
(>10 000)

Zaprojektowano i zsyntezowano także analogi bifaliny, zawierające cykliczny 
alifatyczny bądź aromatyczny mostek [51]. Analogi o krótszej sekwencji peptydowej 
wykazywały bardzo słabe powinowactwo do receptorów opioidowych. Równocze-
sna modyfikacja pozycji 4 i 4’ resztami p-fluorofenyloalaniny i modyfikacja łącznika 
doprowadziły do uzyskania bardzo aktywnych analogów [52]. Analog z mostkiem 
piperazynowym posiada wyższe powinowactwo do obydwu receptorów opioido-
wych, natomiast analog z mostkiem 1,2-fenylodiaminowym tylko do receptora μ. 
Testy MVD i GPI pokazują jednak, że oba analogi są bardziej aktywne niż sama bifa-
lina. Najaktywniejszy analog AM-94 jest obecnie intensywnie badany (Rys. 14) [53].
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Rysunek 14.  	 Struktura analogu bifaliny AM-94
Figure 14. 	 AM-94 structure

Oprócz dimerycznych analogów enkefalin, otrzymano także dimeryczne ana-
logi dermorfin (Tab. 10) [54]. Dimeryczne tetrapeptydy 114-120 wykazują właści-
wości odmienne niż dermorfina. Peptydy te posiadają porównywalne powinowac-
two do receptora µ i dużo wyższe do receptora δ. Co więcej, wydłużanie długości 
łącznika 115-117 prowadziło do spadku aktywności. Zastąpienie Gly resztami Sar, 
dało analogi o lepszych właściwościach, natomiast zastąpienie D-Ala resztą D-Arg 
prowadziło do znacznego zmniejszenia wiązania z receptorem δ. Dimeryczna der-
morfina 125 wykazuje lepsze właściwości niż monomeryczny peptyd.

Tabela 10. 	 Struktury i aktywność opioidowa dimerycznych analogów dermorfiny
Table 10. 	 Structures and opioid activities of dermorphin bivalent ligands

Związek
IC50 [nM]

μ δ

[Tyr-D-Ala-Phe-NH-]2, 113
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-]2, 114
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-CH2]2, 115
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-CH2-CH2-]2, 116
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-(CH2)6-]2, 117
[Tyr-D-Ala-Phe-Sar-NH-CH2-]2, 118
[Tyr-D-Arg-Phe-Sar-NH-CH2-]2, 119
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-NH-]2, 120
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-NH-CH2-]2, 121
[Tyr-D-Ala-Phe-Sar-Tyr-NH-]2, 122
[Tyr-D-Arg-Phe-Sar-Tyr-NH-]2, 123
[Tyr-D-Ala-Phe-D-Ala-Tyr-NH-]2, 124
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH-]2, 125

99,8  ±  7,39
9,50 ± 1,36
9,04 ± 1,42
9,68 ± 1,80
72,3 ± 4,79
5,20 ± 0,46
1,98 ± 0,51
0,27 ± 0,04
0,91 ± 0,15
0,38 ± 0,06
1,52 ± 0,33
1,02 ± 0,22
0,27 ± 0,03

402,8 ± 66,2
101,9 ± 4,27
185,1 ± 22,2
58,3 ± 0,87

110,6 ± 10,5
109,6 ± 18,9
369,9 ± 83,2
7,88 ± 0,07
44,7 ± 9,74
23,9 ± 5,89
27,0 ± 3,42
49,6 ± 8,06
46,2 ± 6,30

Otrzymano także całą serię biwalentnych ligandów zawierających ugrupowa-
nia Dmt i Dmt-Tic [55]. Związki zawierające resztę Dmt połączone mostkami mety-
lenowymi o różnej długości są wysoce μ-selektywne, natomiast analogi zawierające 
Dmt-Tic są nieznacznie δ-selektywne. Aktywność biologiczna otrzymanych analo-
gów silnie zależała od długości łącznika. Dimeryczne analogi Dmt-Tic, niezależnie 
od natury łącznika, były silnymi antagonistami obu receptorów opioidowych, przez 
co mogą być potencjalnie stosowane w walce z uzależnieniem od alkoholu. 
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PODSUMOWANIE

Dimeryzacja/oligomeryzacja GPCR poprzez homo- i heterodimeryzację może 
wpływać w znacznym stopniu na właściwości receptorów m.in. na wiązanie z ligan-
dami, sygnalizację, a także ich transport. Ważnym kierunkiem badań jest więc opra-
cowanie narzędzi chemicznych do farmakologicznego charakteryzowania heterodi-
merów receptorów opioidowych a także poszukiwanie ich ligandów o potencjalnym 
zastosowaniu jako leki. Odpowiednio zaprojektowane biwalentne ligandy mogą 
potencjalnie służyć jako selektywne i skuteczne leki przeciwbólowe.
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