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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 y (MOR), § (DOR)
and k (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 ¢ and & 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

Stowa kluczowe: peptydy opioidowe, biwalentne ligandy niepeptydowe, biwalentne
ligandy peptydowe, aktywnos¢ opioidowa, homo- i heterobiwalentne ligandy
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WPROWADZENIE

Opioidy, jedne z najczesciej zalecanych $rodkéw przeciwboélowych, stosowane
sg od tysiecy lat. Wykazuja one szerokie spektrum dzialania w osrodkowym i obwo-
dowym ukladzie nerwowym. Moga jednak powodowa¢ wiele skutkéw ubocznych
[1]. Dzialania niepozadane ze strony przewodu pokarmowego [2] i osrodkowego
uktadu nerwowego [3] (nudnosci, wymioty, zaparcia, obrzeki, a takze sedacja) sa
czestym powodem przerwania leczenia opioidami. Moga wystapi¢ takze: hiperal-
gezja [4], zmniejszenie libido, inne zaburzenia hormonalne [5] oraz depresja. Poza
tym, przy dtuzszym ich stosowaniu jako analgetykéw moze ulec zmianie tolerancja
organizmu na dany lek, istnieje takze ryzyko uzaleznienia organizmu od przyjmo-
wania opioidéw [6]. Oddziatujg one z receptorami opioidowymi, ktére nalezg do
rodziny receptoréw zwigzanych z biatkiem G (GPCR) [7] i odgrywaja wazng role
w odczuwaniu bélu. Obecnie przyjmuje sig, ze istnieja cztery typy receptoréw: trzy
typowe receptory opioidowe ¢ (MOP), § (DOP) i x (KOP) [8] oraz nieopioidowy
receptor ORL1 (NOP) [9], zaliczony takze do tej rodziny. Wszystkie receptory
zostaly sklonowane i dobrze scharakteryzowane [10]. Aktywacja MOR, DOR, KOR
lub ORL1 wywoluje podobne efekty [11], m.in. zahamowanie aktywnosci cyklazy
adenylanowej (AC) i uwalnianie Ca** w kanatach typu N i typu L. Aktywacja recep-
toréw opioidowych zwieksza takze aktywnos¢ fosfolipazy C, ktéra powoduje przej-
$ciowy wzrost stezenia jondw Ca’* wewnatrz komérek, aktywowanie kanatéow K*
i kinazy biatkowej (MAPK).

Dzigki rozwojowi metod badan farmakologicznych, biochemicznych oraz
biofizycznych [12] udowodniono dimeryzacj¢/oligomeryzacje GPCR poprzez
homo- i heterodimeryzacje [13]. Wykorzystanie metod koimmunoprecypitacji
i fluorescencyjnych potwierdzilo wystepowanie homodimeréw MOR, DOR i KOR,
oraz heterodimeréw DOR-KOR, DOR-MOR i KOR-MOR [13c-d,f, 14]. Waznym
kierunkiem badan jest opracowanie narzedzi chemicznych do farmakologicznego
charakteryzowania heterodimeréw receptoréw opioidowych jak réwniez poszuki-
wanie ich ligandéw o potencjalnym zastosowaniu jako leki.

1. BIWALENTNE LIGANDY

Projektowanie biwalentnych ligandéw receptoréw opioidowych wymaga
wyboru odpowiedniego farmakoforu, miejsca polaczenia ze starannie zaprojekto-
wanym Igcznikem, o optymalnej dtugosci.

1.1. PODZIAL

Biwalentne ligandy mozemy podzieli¢ ze wzgledu na sposéb potaczenia obydwu
aktywnych fragmentéw (Rys. 1) [15]. Konjugatem nazywamy biwalentny ligand,
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w ktérym obydwa farmakofory polaczone sa ze sobg za pomocg mostka, ktéry nie
nalezy do zadnego z tych ligandéw. Wyrézniamy dwa podtypy konjugatow: tatwo
ulegajace rozszczepieniu (gléwnie estry) i nierozszczepialne. Rozszepialne konju-
gaty mozna traktowac jak proleki, gdyz gtéwnymi metabolitami tego typu zwigzkow
s3 dwa pojedyncze ligandy, ktére indywidualnie oddzialujg z docelowym miejscem
w organizmie. Ligandy scalone wystepuja wtedy, gdy oba aktywne fragmenty sg ze
sobg bezposrednio polaczone. W przypadku gdy oba farmakofory posiadaja jakis
wspolny fragment, mamy do czynienia z ligandami nachodzgcymi.

konjugaty ligandy scalone  ligandy nachodzace

oo Co @

Rysunek 1. Podzial biwalentnych ligandow
Figure 1. Categories of bivalent ligands

Wirod biwalentnych ligandéw wyrdzni¢ mozemy ligandy homo- i heterobiwa-
lentne, zawierajace odpowiednio dwa identyczne badz dwa rézne farmakofory.

1.2. PROJEKTOWANIE

Jednym z najwazniejszych aspektéw w projektowaniu biwalentnych ligandow
jest dobdr odpowiednich farmkoforéw. Przy ich poszukiwaniu nalezy uwzgledni¢
nastepujace wlasciwosci: zawade przestrzenng, aktywnos¢, mozliwos¢ sfunkcjonali-
zowania bez zakldcania oddzialywan ligand-receptor.

Przyjmuje si¢, ze masy czasteczkowe wykorzystywanych ligandow powinny by¢
stosunkowo niewielkie (300-400 Da) [16]. Co wigcej, farmakofory powinny posia-
da¢ wysokie powinowactwo do odpowiednich receptoréw, poniewaz czgsto ulega
ono obnizeniu po przylaczeniu mostka. W skrajnych przypadkach powinowactwo
moze zosta¢ obnizone o dwa rzedy wielkosci [17]. Innym bardzo waznym aspektem
jest wybor miejsca przylaczenia. Aby wlasciwie dobra¢ pozycje, w ktdrej dotaczony
zostanie mostek, nalezy przeanalizowa¢ zalezno$¢ pomiedzy strukturg a aktywno-
$cig (SAR) pojedynczych ligandow. Wykorzystuje sie obecne w farmakoforze grupy
funkcyjne lub po ich sfunkcjonalizowaniu. Wiadomo np. ze w pozycje N°-adeno-
zyny mozna z powodzeniem wprowadza¢ duze podstawniki [18], dlatego Karellas
i wspdtpracownicy wybrali t¢ pozycje jako miejsce przylaczenia lacznika w zapro-
jektowanym przez nich biwalentnym ligandzie [19]. Zheng i wspolpracownicy
otrzymali zwigzek 3 oddzialujacy z heterodimerem u-CCK, (Rys. 2) [20]. W tym
celu, grupa ketonowa oksymorfonu 1 zostata przeksztalcona w funkcje aminowa,
a grupa metylowa L-365,260 2 w odpowiedni eter, co mialo ulatwi¢ przylaczenie
mostka miedzy tymi ligandami.
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Rysunek 2. Biwalentny ligand 3 zaprojektowany przez Zhenga i wspotpracownikow
Figure 2. Bivalent ligand 3 designed by Zheng and coworkers

Ogromny wplyw na aktywno$¢ biwalentnych ligandéw ma takze dobér lacz-
nikéw o odpowiedniej dlugosci i budowie [21]. Dla wielu receptorow, zwlaszcza
opioidowych, zostala wyznaczona optymalna odleglos¢ miedzy farmakoforami,
zapewniajaca odpowiednie wigzanie ligand-receptor [22].

O oddzialywaniu z receptorem decyduje jednak nie tylko dtugos¢ facznika, ale
takze jego budowa. Shonberg i wspélpracownicy zaprojektowali struktury mostkow
wykorzystywanych w syntezie biwalentnych ligandéw [16]. Lacznik powinien by¢
odpowiednio elastyczny, aby umozliwi¢ dopasowanie obu ligandéw do kieszeni
receptordw, chociaz inkorporacja lacznikéw o malej swobodzie konformacyjne;j
moze by¢ pomocna przy okreslaniu konformacji bioaktywnych. Innym bardzo
waznym parametrem jest polarno$¢ tacznikéw. Wptywa ona w znacznym stopniu
na rozpuszczalnos¢ biwalentnych ligandéw. Obecnos¢ grup hydrofilowych moze
w znaczny sposob poprawic rozpuszczalnos¢ zwigzku w wodzie, dlatego wiele tacz-
nikéw zawiera reszty poliamidowe badz glikolu etylenowego. Teoretycznie kazdy
z opisanych mostkéw moze zosta¢ uzyty do polaczenia dwéch dowolnych fragmen-
tow. W praktyce dobdr mostka nalezy jednak dokladnie rozwazy¢, gdyz w znaczacy
sposdb wplywa on na wlasciwosci biwalentnych ligandéw.

1.3. UPROSZCZONY MODEL ODDZIALYWANIA HETEROBIWALENTNYCH
LIGANDOW Z RECEPTORAMI

W przypadku biwalentnych ligandéw synergizm wynikajacy z jednoczesnego
oddzialywania obu ligandéw z odpowiednimi miejscami wigzgcymi moze wptywac
na wzrost powinowactwa i czasu wigzania. W przypadku zwigzania si¢ jednego
farmakoforu, pochodzacego od biwalentnego ligandu, prawdopodobienstwo zwig-
zania drugiego jest zazwyczaj wigksze niz prawdopodobienstwo wigzania dwdch
pojedynczych ligandéw do tych samych receptorow [23].

Zazwyczaj w symulacjach dotyczacych heterobiwalentnych ligandéw zakla-
dano, ze oba ligandy wykazuja takie same kinetyczne wlasciwosci i posiadajg iden-
tyczne stale asocjacji i dysocjacji. Taka sytuacja nie moze mie¢ w rzeczywisto$ci
miejsca, ale zalozenia takie stosowano dla uproszczenia obliczen. Uwzglednienie
réznic w stalych szybkosci pozwolilo na lepsze poznanie oddziatywania biwalent-
nych ligandéw z receptorami [24]. W przypadku bardziej zlozonych kompleksow,
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jak biwalente ligandy, konieczne jest uwzglednienie stalych szybkosci wszystkich
zachodzacych proceséw (Schemat 1).

a 2
K+a a
A-B - — A-B
K.a \L—/"v'
/0 AB ——— aAB
b a A ~
Kb | [k+b ap Kb | [ken/f a’ABb’
og AB ~
y ABb aABb
7 e
b K+alf a-b
A-B b — A-B

Schemat 1. Oddziatywanie 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 moga wigza¢ si¢ z wlasciwymi
dla nich miejscami wiazacymi receptoréw A i B w kompleksie A-B. Kazdy proces
wigzania ligand-receptor jest odwracalny. A i B sg na tyle blisko siebie, by umoz-
liwi¢ jednoczesne zwigzanie dwoch farmakoforéw pojedynczej czasteczki ligandu.
W pierwszej kolejnosci wiazaniu moze ulec jeden z ligandéw. Wigzanie drugiego
ligandu, w celu utworzenia kompleksu a—A-B-b, jest trudniejsze i wymaga wzigcia
pod uwage czynnika f, uwzgledniajacego niekorzystng zmiane entropii.

2. BIWALENTNE LIGANDY OPIOIDOWE

Biwalentne ligandy oddzialujace z receptorami opioidowymi zostaly 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 ligandéw,
selektywnie oddziatujacych z receptorami opioidowymi pochodzg z wczesnych lat
80. XX wieku [25]. Portoghese i wspdtpracownicy otrzymali zwigzki 4, 5 skladajace
sie z dwoch jednostek naltreksonu, potgczonych za pomoca glikolu etylenowego.
Oba analogi byly bardziej aktywne niz ich monomeryczne ligandy (Tab. 1).
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Tabela 1. Struktury i aktywnos¢ opioidowa biwalentnych ligandéw wywodzacych si¢ z naltreksonu

Table 1. Structures and opioid activities of bivalent ligands derived from naltrexon
IC. [nM]
Zwigzek =
u [ K
Vi AVl
OH HO
4 \ 3,24+0,57 | 7,17+£2,69 | 16,91 + 3,07
0 o}
HO o Nﬂf \—/ xNH o OH
V7 Va
OH HO
5 \ 5,75+ 1,21 | 30,67 £2,98 | 2,61 +0,52

A N AN A S

HO

W kolejnych badaniach faczniki glikolowe zastgpiono mostkami zloznymi
z reszt glicynowych. Niewatpliwg zaletg tego typu mostkow jest tatwos¢ ich wpro-
wadzania, zmniejszenie hydrofobowosci czasteczki, a takze fatwo$¢ w manipulowa-
niu dtugoscia tacznika. Badania SAR wykazaly, ze maksymalne powinowactwo do
receptora pt posiada zwigzek zawierajacy dwie reszty glicynowe, natomiast skrocenie
tancucha zwigkszyto wigzanie z receptorem k. Dla zachowania symetrii czasteczki,
wprowadzono jednostki sukcynylowe i fumarylowe (Rys. 3).

v

OH

o o o o
NH NH OH NH Y NH OH
0 o 0 o
HO NH NH HO NH NH
o o o o

N N

HO HO

6 D 7 D

Rysunek 3. Struktury biwalentnych ligandéw wywodzacych sie z naltreksonu, zawierajacych mostek sukcyny-
lowy i fumarylowy
Figure 3. Structures of bivalent ligands derived from naltrexon containing succinyl and fumaryl linkers

Badania SAR zwigzkéw 6 i 7 rowniez potwierdzily, ze selektywnych antagonistow
receptora k mozna otrzymaé poprzez zmniejszenie dystansu pomiedzy dwoma
ligandami [26]. Natomiast selektywnych agonistéw receptora p 8-15 otrzymano
przez zastgpienie reszty naltreksonu oksymorfonem [26b-c] (Rys. 4).
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8-15 (n = 0,1,2,3, konfiguracja na C*- a lub p)

Rysunek 4. Struktury biwalentnych ligandéw wywodzacych si¢ z oksymorfonu
Figure 4. Structures of bivalent ligands derived from oxymorphone

Bardzo aktywne zwigzki otrzymano przez bezposrednie polaczenie dwoch czas-
teczek naltreksonu za pomocg heterocyklicznych pierscieni [27] (Rys. 5). Badania
SAR wykazaly, ze dla zachowania selektywnosci konieczna jest obecno$¢ wolnych
grupy OH w pierscieniu aromatycznym oraz wystepowanie podstawnika N-cyklo-
propylowego lub N-allilowego. Co wigcej, fragment pirolu pelni tylko i wylacznie
funkcje mostka, nie wplywa na oddziatywanie z receptorem i moze by¢ z powodze-
niem zastgpiony innymi facznikami np. tiofenem.

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

W zespole Archera otrzymano trzy biwalentne ligandy o wywodzace si¢
z 14f3-aminomorfinonu oddziatujgce z receptorami i _(Rys. 6) [28].

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

Rysunek 6.  Struktury biwalentnych ligandéw, wywodzacych si¢ z 14f3-aminomorfinonu
Figure 6. Structures of bivalent ligands derived from 14f-aminomorphinone

Badania te daly poczatek syntezie calej serii biwalentnych ligandow selektyw-
nych wzgledem receptoréw y i k [29]. Zsyntetyzowano rézne homo- i heterodimery,
pochodne morfinianéw (Rys. 7), zawierajace taczniki o réznej budowie i dlugosci.
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R = CH,

& ok

Rysunek 7. Struktury monomerycznych ligandéw morfinianowych, R' = OH lub NH,
Figure 7. Structures of morphinian monomeric ligands, R' = OH or NH,

Otrzymane zwigzki zostaly poddane badaniom na wigzanie z receptorami opio-
idowymi, co pozwolilo okresli¢ m.in. wplyw budowy i dlugosci tacznika na aktyw-
no$¢ biologiczng otrzymanych analogéw. Przeprowadzona optymalizacja budowy
i dlugo$ci mostka wykazata, ze zastapienie tacznika eterowego pomiedzy farmako-
forami (np. butorfan-O-(CH,) -O-butorfan) mostkiem estrowym (np. butorfan-
-0-CO-(CH,),-CO-O-butorfan) podnosi aktywnos¢ analogéw [29a]. Obiecujace
wyniki powinowactwa ligandéw zawierajacych laczniki estrowe zachecity auto-
réw do syntezy kolejnych zwigzkéw posiadajacych rézne ugrupowania pomiedzy
dwoma resztami estrowymi.

Zespot Portoghesea [27a, 30] wykorzystal w badaniach kombinacje¢ farmako-
foréw agonisty i antagonisty: 5’-guanidynonaltrindol (antagonista receptora «) (5-
GnTI), B-naltreksaming (antagonista receptora y), naltrindol (antagonista recep-
tora §) oraz ICI 199,441 (agonista receptora «), polaczonych tacznikami o réznych
diugosciach (Tab. 2). Zwigzki te posiadaly mostek zawierajacy jednostki glicynowe
zapewniajgce rownowage hydrofilowo-lipofilows, jednostke sukcynylowg zapew-
niejaca elastycznos¢ i korzystng interakeje z heterodimerami lub reszte alkiloaminy,
ktéra umozliwia zmiang dlugosci tacznika o jeden atom. Zbadano aktywnos¢ anta-
gonistyczng otrzymanych zwigzkéw przez pomiar hamowania uwalniania Ca*
w komoérkach HEK (ang. human embryonic kidney), o okreslonym poziomie recep-
torow opioidowych « i p lub w tescie cofania ogona u myszy. Wszystkie otrzymane
biwalentne ligandy w serii KMN antagonizowaly uwalnianie Ca** w komérkach
zawierajacych pojedyncze receptory, ale tylko ligand KMN-21 35 (Tab. 2) hamowat
uwalnianie Ca”* w komérkach zawierajacych ko-receptor x-u. Dane te sugeruja, ze
zwigzek KMN-21 z 21-atomowym lgcznikiem skuteczniej taczy si¢ z heterodime-
rem receptorow opioidowych k-p niz z homodimerami. Dwa selektywne biwalentne
ligandy KDN-21 29 [22a] i KDAN-18 33 [31] selektywnie tgczyly sie z heterodi-
merami receptoréw opioidowych 6-x. Ligand KDN-21 29 byl silnym antagonista
DPDPE i bremazocyny, co sugerowato ze heterodimer §-« jest ztozony z podtypow
0,-k,. Biwalentny antagonista x-§ KMN-21 35 takze zawiera 21-atomowy lacznik
[22b], co sugeruje wspdlny sposob taczenia z heterodimerycznymi receptorami x-p
ix-0.
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Tabela 2. Struktury biwalentnych ligandéw KDN, KDAN, KMN
Table 2. Structures of KDN, KDAN, KMN bivalent ligands

Biwalentny ligand Lacznik

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

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

KMN-21 35

W tym samym zespole otrzymano i przebadano seri¢ biwalentnych ligandéw
zawierajacych agoniste receptora y — oksymorfon i antagoniste receptora § — naltrin-
dol I polaczonych mostkami o réznych ditugosciach (16-21 atomdw) (Rys. 8) [32].
Otrzymano analogi o wyzszej aktywnosci niz morfina, co potwierdzono w tescie
cofania ogona (np. MDAN-21 41, podany dozylnie, dziatal 50-razy silniej niz mor-
fina). Dlugos$¢ lacznika okazata sie kluczowa dla oddzialywania z receptorami.
Ligandy o dluzszych Iacznikach (19-21 atoméw) jednoczesnie oddzialuja z dwoma
receptorami opioidowymi, podczas gdy krotszy facznik umozliwia interakcje tylko
z jednym receptorem. Wigzanie z dwoma receptorami pozwolilo na otrzymanie
aktywnych zwiazkow niepowodujacych tolerancji i uzaleznien. Co wiecej, analog
MDAN-21 zastosowano z powodzeniem do leczenia objawéw uzaleznienia od mor-
finy u malp.
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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 ligandéw z serii MDAN
Figure 8. Structures of MDAN bivalent ligands

Czasteczki oddziatujace z heterodimerami y-0 otrzymano takze w wyniku
polaczenia liganddw silnie wiazacych si¢ z MOR (oksymorfon i naltrekson) i ligan-
déw o niskim powinowactwie do DOR (ENTI 42 i SNC80 43) (Rys. 9) [33]. Oba
ligandy 44 i 45 chetniej wigzaly sie z heterodimerami receptoréw opioidowych niz
z odpowiednimi homodimerami.

ENTIL 42
HI 44
SR

SUsasEOVes<EUNINIS

o 0\

SNC80, 43 45

Rysunek 9.  Struktury ENTI i SNC80 oraz wywodzacych sie z nich ligandow
Figure 9. Structures of ENTI, SNC80 and their bivalent ligands

Zsyntezowano takze biwalentne ligandy, selektywne wzgledem receptora
NOP [34]. Odpowiednie zwigzki otrzymano przez polaczenie dwdch jednostek
JTC-801 46 (Rys. 10) mostkami diiminowymi i diaminowymi o réznych dlu-
gosciach. JTC-801 byl pierwszym antagonista receptora NOP testowanym w bada-
niach klinicznych.
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Rysunek 10.  Struktura JTC-801
Figure 10.  JTC-801 structure

Wiszystkie zwigzki zawierajace tacznik diiminowy wykazywaly nizsze powi-
nowactwo do NOP niz macierzysty ligand. Prawdopodobnie spadek aktywnosci
wynika z obecno$ci podwdjnego wigzania trans-azometinowego, ktére wymusza
na czasteczce przyjecie niekorzystnej, rozciggnietej konformacji. Co wigcej, wraz
ze wzrostem dlugosci facznika spadek aktywnos¢ jest bardziej widoczny. Odwrotny
trend zaobserwowano w przypadku czgsteczek z tacznikiem diaminowym.

2.2. BIWALENTNE LIGANDY PEPTYDOWO-NIEPEPTYDOWE

W celu sprawdzenia, czy cz¢$¢ adresowa endogennych peptydéw opioidowych,
odpowiedzialna za selektywnos¢ wzgledem receptoréw, moze wplywac na selektyw-
no$¢ farmakoforow alkaloidowych, Portoghese i wspotpracownicy [35] otrzymali
analogi Leu-enkefaliny i dynorfiny, w ktérych N-terminalny dipeptyd (fragment
odpowiedzialny za ,wiadomos¢”) zastgpili oksymorfonem badz naltreksonem
(Rys. 11). Fragment peptydowy (odpowiedzialny za ,,adres”) i alkaloidowy potaczyli
za pomocg mostka hydrazonowego.

N—NH

}—Fhe-teu }—Phe-Leu-Arg—Arg-lle-OMe

o o
R=CH, 47 R=CH, 49
R=CH,CH(CH,), 48 R=CH,CH(CH,), 50

Rysunek 11.  Struktury biwalentnych ligandow 47-50
Figure 11.  Bivalent ligands 47-50 structures
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Tabela 3. Aktywno$¢ opiodowa biwalentnych ligandow 47-50

Table 3. Bivalent ligands 47-50 opioid activities
K, nM
Zwiazek
u ) K
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 ligandéw do receptoréw opioidowych
wskazujg na to, ze fragment peptydowy silnie wplywa na selektywno$¢ calej czas-
teczki (Tab. 3). Selektywno$¢ jest wynikiem stanu réwnowagi pomiedzy powino-
wactwem czesci adresowej i czedci niosacej informacje. W przypadku, gdy oba
komponenty wykazywaly podobne powinowactwa, domena adresowa silnie wply-
wala na selektywnos¢, poprzez zwickszenie powinowactwa do jednego z receptoréow
opioidowych, a zmniejszenie wigzania z dwoma pozostatymi. W przypadku, gdy
cze$¢ niosgca wiadomos¢ silniej wigzala si¢ z jednym z receptoréw to cze¢s¢ adre-
sowa wplywata gléwnie na zmniejszenie powinowactwa do receptoréw innego typu.

W tym samym zespole zaprojektowano i otrzymano biwalentne ligandy oksy-
morfaminy i [D-Glu]’enkefaliny [36]. Tylko jeden z dwoch otrzymanych analogéw
wykazywal lepsze wlasciwoséci antynocyceptywne u myszy niz odpowiedni mono-
walentny ligand.

Podobne podejscie w swoich badaniach wykorzystali Neumeyer i wspotpra-
cownicy [37]. Zaprojektowany analog MCL-450 51, otrzymany przez polfaczenie
0-selektywnego peptydowego farmakoforu Dmt-Tic i y,x-selektywnego butorfanu,
wykazywal wysokie powinowactwo do wszystkich trzech receptoréw opioidowych
(Tab. 4).

Tabela 4. Struktura i aktywno$¢ opioidowa MCL-450
Table 4. Structure and opioid activities of MCL-450

K, nM

P
i

Zwigzek

HO.

0,69+0,04 | 1,5+0,03 | 0,28+0,03

MCL-450, 51

W literaturze opisane sg takze analogi fentanylu, w ktérych grupa fenyloety-
lowa zostala zastgpiona przez aminokwasy aromatyczne [38]. Otrzymano y-selek-
tywne analogi wykazywaty rézne powinowactwo do receptoréw opioidowych p i 6.
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Przeprowadzono takze badania pomig¢dzy strukturg a aktywnoscig konjugatow
enkefaliny i fentanylu [39]. Otrzymane analogi wykazywaly wysokie powinowactwo
do receptoréw opioidowych y i § (Tab. 5), a takze, w przeciwienstwie do enkefa-
lin, charakteryzowaly sie duzg biodostepno$cig. Zastgpienie Tyr resztg Dmt 55, 64
znacznie poprawilo powinowactwo do receptora y, inkorporacja D-Nle w pozy-
cje¢ 2 zwigkszyla site wigzania z receptorem & 53, 54. Takze halogenowanie pierscie-
nia aromatycznego fenyloalaniny zwigkszylo aktywnos¢ opioidowa 56-63 (Tab. 5).

Tabela 5. Struktury i aktywnos¢ opioidowa koniugatow fentanylu i analogdéw enkefaliny
Table 5. Structures and opioid activities of fentanyl-enkephalin conjugates
K, nM
Zwigzek .
U )
Peptyd =
Tyr-D-Ala-Gly-Phe, 52 23 0,69
Dmt-D-Nle-Gly-Phe, 53 0,39 0,18
Dmt-D-Nle-Phe, 54 0,36 1,1
Dmt-D-Ala-Phe, 55 0,15 1,7
Q Dmt-D-Nle-Gly-Phe(pCl), 56 0,10 0,08
Dmt-D-Nle-Gly-Phe(pF), 57 0,02 0,40
""’"“_"C}“ ,  Dmt-D-Ala-Gly-Phe(pCl), 58 0,14 0,14
2: Dmt-D-Nle-Phe(pCl), 59 5,0 19
Dmt-D-Ala-Phe(pCl), 60 0,33 1,6
Dmt-D-Ala-Gly-Phe(pF), 61 0,01 0,03
Dmt-D-Tic-Gly-Phe(pF), 62 0,35 0,48
Dmt-D-Tic-Gly-Phe(pCl), 63 0,15 0,11
Dmt-D-Ala-Gly-Phe, 64 0,38 0,36

Zsyntezowano réwniez analogi, w ktérych reszte propionylowa zastapiono
aminokwasami lub krétkimi peptydami. Taka modyfikacja powinna korzystnie
wplywaé na zmniejszenie toksycznosci zwigzku (Tab. 6) [40]. Zsyntezowane czas-
teczki wykazywaly wysoka p-selektywnos¢. Analogi zawierajace jedng badz dwie
reszty aminokwasowe 65-68 posiadaly bardzo stabe powinowactwo do receptoréw
opioidowych. Natomiast wiekszos$¢ zwigzkow z diuzszym fragmentem peptydowym
69-71 byta wysoce aktywna.
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Tabela 6. Struktury i aktywnos¢ opioidowa biwalentnych ligandéw fentanylu
Table 6. Structures and opioid activities of fentanyl bivalent ligands
K, nM
Zwigzek -
7 0
Peptyd =
— /@ FmocGly, 65 1000 1000
N PhtGly, 66 2080 13000
AcfBAla, 67 1030 8400
AcPhe-fAla, 678 2680 7600
N Tyr-D-Ala-Gly-Phe-$Ala, 69 0,90 1,1
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Gly, 70 0,09 12
Tyr-D-Abu-Gly-Phe-Leu-Gly, 71 0,43 2,8
Tyr-D-Pro-Gly-Phe-Leu-Gly, 72 260 630
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Gly, 73 13 27

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

Tyr-DAla-Gly-Phe —NH-NH

o
O ° A
Tyr—DAIa—GIy—Phe—NHCN N CN
- O
75

°j/ o 0 /@ R’ = Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu-Arg, R* = O, 76

e /\/\NH)LNH/\)]\N R' = Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu-Arg-Trp, R = O, 77

I R' = Dmt-D-Ala-Gly-Phe(pCl)-Leu-Arg-D-Arg-Gln-Phe, R* = O, 78
Ejj R' =Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-D-Phe-Arg-Trp, R® = Val-NH,

I, R' = Dmt-D-Ala-Gly-Phe(pCl)-D-Leu, R* = Leu, n = 2, 80

Oj’" 0 /@ R’ = Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pCl), R* = Phe(pentaF), n = 5, 81
y /Y""]u&k" R' = Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg, R* = Phe(pentaF), n = 5, 82
R o R' = Tyr-Pro-Trp-Phe(pCl), R* = Phe(pF), n = 5, 83
ﬁj R' = Tyr-Pro-Trp-Phe, R’ = brak, n = 1, 84
@\)‘ R' = Tyr-D-Ala-Phe-Aib-Val-Val, R* = brak, n = 1, 85
R' = Tyr-D-Ala-Phe, R’=Val-Val-Gly, n = 1, 86

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

Wszystkie analogi dynorfiny (76-79) oraz enkefaliny (75, 80-82) wykazywaly
wysokie powinowactwa do obu receptoréw opioidowych. Tylko analog 74, ktdéry nie
zawieral pierScienia N-fenylowego byl nieznacznie mniej aktywny. Analogi endo-
morfiny (83-84) wykazywaly mniejszg aktywno$¢ niz macierzysty peptyd. Analog
deltorfiny 85 zachowal wysoka §-selektywnos$¢, natomiast analog 86 wykazywat
nieznaczng y-selektywnos¢. Z przeprowadzonych badan wynika, ze obecno$é¢ frag-
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mentu anilidopiperydyny w znacznym stopniu wplywa na aktywno$¢ i funkcjonal-
no$¢ otrzymanych zwigzkow

2.3. BIWALENTNE LIGANDY PEPTYDOWE

Wsréd homobiwalentnych ligandéw na szczegolng uwage zastuguje bifalina
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-], 87, otrzymana przez Lipkowskiego i wspoétpracowni-
kow [41]. Bifalina zbudowana jest z dwdch aktywnych tetrapeptydéw, wywodzacych
sie z enkefalin, potaczonych ze sobg w sekwencji palindromowej, ogon do ogona, za
pomocg mostka hydrazynowego. Peptyd ten posiada wysoka aktywno$¢ i wiele zalet
terapeutycznych (Tab. 7). W zalezno$ci od sposobu podania, bifalina moze wykazy-
wac do 257 razy wyzszg aktywnos¢ niz morfina [42].

Tabela 7. Struktura i aktywno$¢ opioidowa bifaliny
Table 7. Biphalin structure and opioid activities
IC50 (nM)
Zwigzek
9 ¢

OH

(Q/o o ©\= o o
87 H,N/Y“"])LNH’Y""JMH'"”V\NHL/""VJEP/NW 26403 | 1,4+04
o o 3 o ]
hS i

Badania wykazaly, ze bifalina jest obiecujagcym lekiem przeciwbdlowym, wywo-
tujacym w przeciwienstwie do morfiny, tylko drugorzedne objawy uzaleznienia
[43]. Prawdopodobnie jest to wynikiem réznej selektywnosci tych zwigzkdéw wzgle-
dem receptoréw. Morfina wykazuje duze powinowactwo do receptora y, natomiast
bifalina dobrze wigze si¢ zaréwno z receptorem § jak i y [44]. Poza tym posiada ona
nieznaczne, ale wystarczajace powinowactwo do receptora k. Aktywacja receptora x
zapobiega niektorym niepozadanym efektom indukowanym przez agonistow recep-
toréw /9, np. tolerancji na lek, uzaleznieniu fizycznemu i psychicznemu.

W zespole Hrubyego [45] zsyntezowano analogi bifaliny modyfikowane
w pozycjach 3,3’ oraz 4,4, w celu zbadania ich aktywnosci biologicznej (Tab. 8).
Wprowadzenie reszty p-fluoro-fenyloalaninowej w pozycje 4 i 4’ (89) zwiekszalo
8-krotnie powinowactwo do receptora 6, a 2-krotnie do receptora y. Jednak wraz ze
wzrostem wielkosci wprowadzanego do czasteczki halogenu (90 i 91) powinowac-
two do obu receptoréw malalo. Wbudowanie w taiicuch p-nitro-fenyloalaniny (92)
prowadzito do otrzymania analogu o wartosciach wigzania z receptorami posred-
nich miedzy analogiem z p-fluoro i p-chloro-fenyloalaning. Wprowadzenie grupy
aminowej w pozycje para fenyloalaniny (93) powodowalo 46-krotny spadek powi-
nowactwa do receptora § i praktycznie wyeliminowato powinowactwo do recep-
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tora p-opioidowego. Zastapienie reszt glicyny resztami fenyloalaniny w pozycjach
313’ (88) powodowalo obnizenie powinowactwa do obydwu receptoréw. Takze Li
i wspolpracownicy zaprojektowali i otrzymali analogi modyfikowane w pozycjach 4,
4’ (94-98) [46]. Modyfikacje te doprowadzity do otrzymania wysoce y-selektywnych
analogdw.

Tabela 8. Struktury i aktywnos¢ opioidowa analogéw 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’
Zwiazek 1C,, (M)
g ¢

[Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH-], 88 65 + 31 6,5+ 2,7
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pF)-NH-],, 89 0,31 +0,12 | 0,64+0,38
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pCl)-NH-],, 90 0,54+0,05 | 2,44+ 1,8
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pI)-NH-],, 91 520+0,30 | 245+53
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pNO2)-NH-],, 92 0,63 +0,10 | 0,94 +0,12
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(pNH2)-NH-],, 93 120 + 34 10000
[Tyr-D-Ala-Gly-(2S,3R)--MePhe-NH-],, 94 110 £13 1,3+0,19
[Tyr-D-Ala-Gly-(2S,3S)-3-MePhe-NH-],, 95 11+1,7 3,0+ 1,0
[Tyr-D-Ala-Gly-1-Nal-NH-] , 96 64+26 | 0,79%0,16
[Tyr-D-Ala-Gly-2’-Nal-NH-],, 97 74%19 1,7 +0,52
[Tyr-D-Ala-Gly-Phe(2,3,4,5,6-F)-NH-] , 98 7,8 +2,5 0,91 + 0,21

Niesymetryczne analogi bifalin zostaly zsyntezowane przez zespdl Lipkow-
skiego (Rys. 13) [47]. Wcze$niej wykazano, ze obecnos¢ dwdch aktywnych farmako-
forow w czasteczce nie jest konieczna dla oddziatywan z receptorem y. Nawet mono-
hydrazyd tetrapeptydu wykazywal zadawalajace powinowactwo do tego receptora.

Tyr-D-Ala-Gly-X-NH-NH-Y

(X=Trp, Y=Phe 99, X=Phe, Y=D-Nle 103,

X=Phe, Y= Phe 100, X=Phe, Y=Tyr 104,
X=Phe, Y=D-Phe 101, X=Phe, Y=Trp 105,

X=Phe, Y=Nle 102, X=Phe, Y=dansyl 106).

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

Wprowadzenie do tancucha lipofilowej norleucyny 102 i 103 zamiast aroma-
tycznej fenyloalaniny nie zmienilo w znaczacy sposob selektywnosci bifaliny. Takze
zmiana chiralno$ci aminokwasu nie miata wyraznego wplywu na wigzanie z recep-
torami 1001101, 1021103. Analogi 1041105, w ktoérych reszta fenyloalaniny zostata
zastgpiona innym aminokwasem aromatycznym zachowaly wysokie powinowactwo
do receptora y przy obnizonym powinowactwie do receptora § o jeden rzad wiel-
ko$ci. Wprowadzenie reszty dansylowej dalo wysoce aktywny analog 106. Obecnos¢
podstawnika fluorescencyjnego, umozliwia przeprowadzenie licznych badan farma-
kokinetycznych i farmakodynamicznych.

Pierwsze cykliczne analogi bifaliny otrzymano w zespole Hrubyego [48].
Reszty D-alaniny w pozycjach 2 i 2’ zastagpiono D- i L-cysteing, a nastepnie utwo-
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rzono mostek disulfidowy pomigdzy grupami tiolowymi. Otrzymano dwie rézne
struktury. Wprowadzenie dwdch reszt D-cysteiny nie zmienialo heterochiralnej
struktury bifaliny, natomiast wprowadzenie dwoch reszt L-cysteiny doprowa-
dzito do utworzenia nowego homochiralnego peptydu, skladajacego sie wylacznie
z L-aminokwasow. Analog zawierajacy reszty D-cysteiny wykazal wyzsza aktywnos¢
niz homochiralny analog, a nawet wigksza niz wykazuje sama bifalina.

Otrzymano takze analogi bifaliny modyfikowane °-h-aminokwasami (Tab. 9)
[49]. Wbudowanie reszty f*-h-Tyr w pozycji 1,1’ 107, B*-h-Gly w pozycje 2,2’ 108
lub 3,3’ 109 prowadzito do p-selektywnych analogéw o slabym powinowactwie
receptorowym. Tylko inkorporacja °-h-Phe w pozycji 4,4’ 110 data analog o aktyw-
nosci poréwnywalnej z bifaling. Badania te potwierdzily znaczenie odpowiedniego
dystansu pomiedzy resztami fenyloalaniny a tyrozyny. W przypadku analogu mody-
fikowanego f-h-Phe zmianie ulegta tylko odlegtoé¢ pomiedzy dwoma farmakofo-
rami, co zwigksza elastyczno$¢ peptydu i utatwia dopasowanie do kieszeni recep-
tora. Juz wczesniej wykazano, ze odlegto$¢ pomiedzy obydwoma ligandami moze
by¢ zmieniana bez znacznej utraty aktywnosci [50].

Tabela 9. Struktury i aktywno$¢ opioidowa analogéw bifaliny modyfikowanych f’-h-aminokwasami
Table 9. Structures and opioid activities of biphalin analogs modified with f’-h-amino acids
K, [49a] (IC,)) [49b] (nM)
Zwigzek
6 ¢
[*-h-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-],, 107 480 62
(IC,, >10 000) (IC,, >10 000)
[Tyr-B-h-Gly-Gly-Phe-NH-] , 108 450 57
[Tyr-D-Ala-f°-h-Gly-Phe-NH-],, 109 240 172
[Tyr-D-Ala-Gly-f’-h-Phe-NH-],, 110 0,72 (1.26) 1,1 (316)
(B*-h-Tyr-D-Ala-B*-h-Phe-NH),, 111 (794) (>10 000)

Zaprojektowano i zsyntezowano takze analogi bifaliny, zawierajgce cykliczny
alifatyczny badz aromatyczny mostek [51]. Analogi o krotszej sekwencji peptydowe;j
wykazywaly bardzo stabe powinowactwo do receptoréw opioidowych. Réwnocze-
sna modyfikacja pozycji 4 i 4" resztami p-fluorofenyloalaniny i modyfikacja tacznika
doprowadzily do uzyskania bardzo aktywnych analogéw [52]. Analog z mostkiem
piperazynowym posiada wyzsze powinowactwo do obydwu receptoréw opioido-
wych, natomiast analog z mostkiem 1,2-fenylodiaminowym tylko do receptora .
Testy MVD i GPI pokazuja jednak, ze oba analogi sg bardziej aktywne niz 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

Oprocz dimerycznych analogéw enkefalin, otrzymano takze dimeryczne ana-
logi dermorfin (Tab. 10) [54]. Dimeryczne tetrapeptydy 114-120 wykazuja wlasci-
wosci odmienne niz dermorfina. Peptydy te posiadaja poréwnywalne powinowac-
two do receptora p i duzo wyzsze do receptora §. Co wiecej, wydluzanie dlugosci
tacznika 115-117 prowadzilo do spadku aktywnosci. Zastapienie Gly resztami Sar,
dato analogi o lepszych wlasciwos$ciach, natomiast zastgpienie D-Ala resztg D-Arg
prowadzito do znacznego zmniejszenia wigzania z receptorem §. Dimeryczna der-
morfina 125 wykazuje lepsze wlasciwosci niz monomeryczny peptyd.

Tabela 10.  Struktury i aktywnos¢ opioidowa dimerycznych analogéw dermorfiny
Table 10. Structures and opioid activities of dermorphin bivalent ligands
Zwigzek 1C,y [nM]
U 0

[Tyr-D-Ala-Phe-NH-],, 113 99,8 + 7,39 | 402,8 £ 66,2
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-],, 114 9,50 + 1,36 | 101,9 + 4,27
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-CH, ], 115 9,04 + 1,42 | 185,1 £22,2
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-CH,-CH,-],, 116 9,68 +1,80 | 58,3+0,87
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-NH-(CH,),-],, 117 72,3+4,79 | 110,6 + 10,5
[Tyr-D-Ala-Phe-Sar-NH-CH,-],, 118 520+ 0,46 | 109,6 + 18,9
[Tyr-D-Arg-Phe-Sar-NH-CH -], 119 1,98 £ 0,51 | 369,9 + 83,2
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-NH-], 120 0,27 +0,04 | 7,88+ 0,07
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-NH-CH,-],, 121 091+0,15 | 44,7 +9,74
[Tyr-D-Ala-Phe-Sar-Tyr-NH-],, 122 0,38 £0,06 | 23,9+5,89
[Tyr-D-Arg-Phe-Sar-Tyr-NH-],, 123 1,52+0,33 | 27,0+ 3,42
[Tyr-D-Ala-Phe-D-Ala-Tyr-NH-],, 124 1,02 +£0,22 | 49,6 + 8,06
[Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH-],, 125 0,27 £0,03 | 46,2 +6,30

Otrzymano takze calg serie biwalentnych ligandéw zawierajacych ugrupowa-
nia Dmt i Dmt-Tic [55]. Zwiazki zawierajace reszt¢ Dmt polaczone mostkami mety-
lenowymi o réznej diugosci sg wysoce p-selektywne, natomiast analogi zawierajace
Dmt-Tic sg nieznacznie §-selektywne. Aktywno$¢ biologiczna otrzymanych analo-
gow silnie zalezata od dlugosci facznika. Dimeryczne analogi Dmt-Tic, niezaleznie
od natury lacznika, byly silnymi antagonistami obu receptoréw opioidowych, przez
co mogag by¢ potencjalnie stosowane w walce z uzaleznieniem od alkoholu.
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PODSUMOWANIE

Dimeryzacja/oligomeryzacja GPCR poprzez homo- i heterodimeryzacje moze

wplywa¢ w znacznym stopniu na wlasciwosci receptoréw m.in. na wigzanie z ligan-
dami, sygnalizacje, a takze ich transport. Waznym kierunkiem badan jest wiec opra-
cowanie narzedzi chemicznych do farmakologicznego charakteryzowania heterodi-
merow receptoréw opioidowych a takze poszukiwanie ich ligandéw o potencjalnym
zastosowaniu jako leki. Odpowiednio zaprojektowane biwalentne ligandy moga
potencjalnie stuzy¢ jako selektywne i skuteczne leki przeciwbolowe.
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