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ABSTRACT

Incorporation of fluorine atom or fluoroalkyl group into molecules, often
induces a remarkable effect upon the physical and chemical properties leading
to significant changes of its reactivity [1-5], therefore this modification is often
used in the synthesis of drugs and biologically active compounds [6, 7]. The change
in reactivity has far-reaching consequences, affects bond energy in the molecule,
acidity and alkalinity, hydrogen bond formation and the geometry
of the molecule [1-5]. The change in acid-base properties and polarity forced by
a fluorine or fluorinated motif in the modified amino acid or peptide molecule has
already found numerous applications in bioisosteric mimetics [9]. In addition, using
a fluorine atom as a probe, conformation determination and stereochemistry
of receptor interaction become more effective due to the possibility of using '°F
NMR spectroscopy. The stereoselective introduction of fluorine atoms can therefore
be exploited as a conformational tool for the synthesis of shape-controlled
functional molecules. Particular attention has been paid to fluorinated
peptidomimetics due to the huge variety of their biological activity. Proteins play
a significant role in drug design and synthesis. Peptide binding in living organisms
is quite labile which is associated with the presence of proteolytic enzymes.
Therefore, to prevent protein hydrolysis, new, modified compounds are thought
to mimic the properties and functions of peptide bond. These types of compounds
are called peptidomimetics. In this monograph, we will focus on the biologically
active fluorinated peptidomimetics, in which the amide bond has been replaced by
a fluorinated group and thus they can "mimic" peptide bond functions
(pseudopeptides). Other peptidomimetics with typical amide bond, but in which the
remaining part of the molecule has been modified by introducing a fluorinated
group or fluorine (peptide analogs) will also be discussed. The main goal of this
work, however, is to demonstrate the beneficial effect of fluorine on the properties
of the modified compounds and associated with it consequences.

The superior goal of this work, however, is to demonstrate the unique effect
of fluorine on the properties of the target compounds and in the design of higher
order structures reflecting a more sophisticated molecular construction that
broadens biological mimesis.

Keywords: peptidomimetics, fluoromimetics, trifluorometyl group, fluorine,
fluorovinyl group, biological activity

Stowa kluczowe: peptydomimetyki, fluoromimetyki, grupa trifluorometylowa,
fluor, grupa fluorowinylowa, aktywnos¢ biologiczna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— kwas 3-fluoro-y-aminomastowy

— kwas 3-fluoro-N-metylo-D-asparaginowy

— kwas 4-fluoro-glutaminowy

— 4-fluoroprolina

— alanina

—racemaza alaninowa

— dehydrogenaza semialdehydu asparaginianowego

— cykloheksyloglicyna

—v,y-difluoroetyloglicyna

— v,y-difluoropropyloglicyna

— kwas difluoro-y-aminomastowy

— receptor d-opioidowy

— dipeptydylopeptydaza

— 3-fluoro-4-hydroksyprolina

— kwas y-aminomastowy, ang. y-Aminobutyric Acid

— transaminaza kwasu y-aminomastowego

— glutamina

— kwas glutaminowy

— wirusowe zapalenie watroby typu C

— bialko niestrukturalne wirusa zapalenia watroby typu C,
(ang. Nonstructural Protein 3 hepatitis C virus)

— heksafluoroleucyna

— Czynnik indukowany przez hipoksje (niedotlenienie),
(ang. Hypoxia-Inducible Factor)

—Ludzki wirus niedoboru odpornosci, ludzki wirus
uposledzenia odpornosci (ang. Human Immunodeficiency
Viruse)

— 4-hydroksyprolina

— stezenie hamujace substancji o 50% (ang. Inhibitory
Concentration).

—izoleucyna

— stata inhibicji

— receptor k-opioidowy

— leucyna
—ludzkie komorki nowotworowe  ostrej biataczki
limfoblastyczne;j

— y-monofluoroetyloglicyna

— metaloproteinazy macierzy pozakomorkowe;j
— receptor p-opioidowy

— kwas N-metylo-D-asparaginowy
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— receptory neurotensyny 1 oraz 2

— fenyloalanina

—prolina

—chimera ukierunkowana na proteasomalng degradacje
(ang. Proteolysis Targeting Chimera)

—nadczynno$¢ przytarczyc (lac. hyperparathyreosis), (ang.
Parathyroid hormone)

— fosfataza fosfotyrozynowa 1B

— wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwrdcone;j
fazie (ang. Reversed High Performance Liquid
Chromatography)

— seryna

— trifluoroalanina

-, 7, v -trifluoroetyloglicyna

— trifluoroizoleucyna

— tyrozyna

— walina

— biatko von Hippla-Lindaua
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WPROWADZENIE

Wprowadzenie atomu fluoru lub grupy fluoroalkilowej do czasteczki organicznej
moze wplyna¢ na zmiane jej wlasciwosci fizykochemicznych, a takze reaktywnosci
[1-5], dlatego tez modyfikacja taka jest czesto stosowana w syntezie lekéw oraz
zwiazkow aktywnych biologicznie [6, 7]. Zmiana reaktywnosci niesic za sobg dalekie
konsekwencje, poniewaz wplywa na energi¢ wigzan w czasteczce, kwasowos¢
i zasadowos¢, tworzenie wigzan wodorowych oraz geometri¢ czasteczki [1-5]. Wigzanie
utworzone pomiedzy atomem fluoru a atomem wegla jest niezwykle silne, jego energia
dysocjacji wynosi 116 kcal mol', co sprawia, ze jest to najsilniejsze wiazanie jakie jest
w stanie utworzy¢ atom wegla z innym pierwiastkiem (dla poréwnania 99 kcal mol™” dla
C-H, 79 kcal mol” dla C—Cl) [8]. Sprawia to, ze fluorowane zwiazki aktywne
fizjologicznic sa stosunkowo odporne na dziatanie kwasow i zasad, czynnikow
utleniajacych czy tez degradacje metaboliczna. Bardzo wysoka elektroujemnos¢ atomu
fluoru wedlug skali Paulinga (3,98), maly rozmiar, obecnos¢ trzech wolnych par
elektronowych i naktadanie sie orbitalu 2s Iub 2p z odpowiednim orbitalem atomu
wegla sprawiaja, ze atom fluoru potaczony bezposrednio z atomem wegla jest zawsze
podstawnikiem wyciagajacym elektrony (o; > 0 — ze wzgledu na efekt indukcyjny). We
fluorowanych zwiazkach organicznych wigzania sg silnie spolaryzowane, na atomie
fluoru obecny jest czastkowy fadunek ujemny (8", a na atomie wegla o hybrydyzacji sp’
- dodatni (8"). Jednakze, gdy atom fluoru jest przylaczony do atomu wegla
o hybrydyzacji sp” staje sie rowniez podstawnikiem dostarczajacym elektrony ze
wzgledu na efekt rezonansowy (or < 0) [1-5]. Ze wzgledu na podobienstwo steryczne
Iub polarne atomu fluoru do innych atomow lub grup atomow, fluorowane zwiazki
organiczne moga by¢ rozwazane jako analogi m.in. alkoholi, eteréw, ketonow, amidow
czy aminokwasow. Zmiana wlasciwosci kwasowo-zasadowych i polarnosci wymuszona
przez fluor lub fluorowany motyw w czasteczce zmodyfikowanego aminokwasu lub
peptydu znalazla juz liczne zastosowania w bioizosterycznych mimetykach [9].
Ponadto, stosujac atom fluoru jako sonde, bardziej skuteczne staje sie okreslenie
konformacji i1 stereochemii interakcji z receptorem dzigki mozliwosci zastosowania
spektroskopii ’F NMR. Szczegolna uwage zwrocono na fluorowane peptydomimetyki
ze wzgledu na ogromna réznorodno$¢ ich aktywnosci biologicznej. W projektowaniu
i syntezie lekow znaczaca role odgrywaja biatka. Bialka zbudowane sa z potaczonych
poprzez wiazanie peptydowe (amidowe) aminokwasow. Wigzanie peptydowe
w organizmach zywych jest do$¢ labilne co zwiazane jest z obecno$cia enzymow
proteolitycznych. Stad, aby zapobiec hydrolizie bialek, poszukuje si¢ nowych rozwigzan
i potaczen, nasladujacych wilasciwosci i funkcje wigzania peptydowego. Tego typu
zwigzki nazywa si¢ peptydomimetykami. W literaturze istnieje wiele doniesien
i przyktadéw peptydomimetykow. W tej monografii skupimy si¢ na wykazujacych
aktywnos¢ biologiczng fluorowanych peptydomimetykach, w ktérych wigzanie
amidowe zostalo zastapione poprzez fluorowana grupe i dzieki temu moga one
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»hasladowa¢” funkcje wigzania peptydowego (pseudopeptydy). Omdéwione zostang
takze inne peptydomimetyki, w ktérych istnieje typowe wiazanie amidowe, ale
pozostata cze$¢ czasteczki zostata zmodyfikowana poprzez wprowadzenie fluorowanej
grupy lub podstawnika fluorowego (analogi peptydow). Nadrzednym zadaniem tej
pracy jest wykazanie wplywu fluoru na wlasciwosci omawianych zwiazkow.

1. WPLYW ATOMU FLUORU NA ODDZIALYWANIA
W PEPTYDACH I BIALKACH

Zastosowanie zawierajacych fluorowany motyw peptydomimetykéw oraz
wprowadzenie fluorowanych analogéw aminokwaséw do tancucha peptydowego
lub biatek pozwolito nie tylko na okreslenie wiasciwosci fizyko-chemicznych
biatek (konformacji, topologii, autoasocjacji), ale takze na badania strukturalne
zwigzane rowniez z trzecio- i czwartorzgdowymi strukturami bialek oraz ich
stabilnoscia. Wilaczenie atomu fluoru do docelowej czasteczki zmienia wtasciwosci
biofizyczne, w tym rozpuszczalno$¢, lipofilowos¢, konformacje i stabilno$é
metaboliczng, ktére z kolei wptywajg na jako$¢ wigzania zwigzku z receptorem
oraz jego usuwanie. Tego typu modyfikacje pozwalaja réwniez na kontrole
tworzenia tréjwymiarowej struktury i dynamiki molekularnej otrzymanych
zwiazkdéw. Obecno$¢ fluoru w omawianych zwigzkach wptywata na uzyskanie
lepszej przenikalnosci przez btony biologiczne czyli mozliwosci transportu
substancji aktywnych w komdrce co zostalo wykorzystane do okreslenia efektow
terapeutycznych [10-12].

2. FLUOR I WEASCIWOSCI KWASOWO-ZASADOWE

Inkorporacja do zwigzku organicznego bardzo elektroujemnego atomu fluoru
moze wpltywaé zarowno na kwasowos¢ sagsiednich atoméw wodoru oraz takich grup
jak ugrupowanie karboksylowe, amidowe oraz alkoholi jak i na zasadowos¢
znajdujacych sie w bliskim sasiedztwie grup aminowych [3]. Okres$lono, ze
obecno$¢ pojedynczego podstawnika fluorowego w pozycji B, y lub 6 aminokwasu
nie ma znaczacego wplywu na kwasowos¢ odpowiedniej grupy karboksylowej.
Kwas y-fluoro-a-aminomastowy charakteryzuje sie mniejszg kwasowoscia (pKcoon
2,4) niz niefluorowany zwigzek macierzysty (pKcoon 2,3), podczas gdy
trifluorometyloalanina wykazuje charakter bardziej kwasowy (pKcoou 1,6) niz Ala
(pKcoon 2,4). Z drugiej strony nastepuje istotny spadek zasadowosci grupy
aminowej o 0,5 jednostki pod wzgledem wartosci pKyy, dla kwasu y-fluoro-a-
aminomastowego (pKyu. 9,2) w poréownaniu z jego odpowiednikiem
niezawierajacym fluoru (pKyp, 9,7) [13]. Szczegolnie te¢ wlasciwosé wykorzystano
w okresleniu aktywnosci biologicznej fluorowanych kwasow glutaminowego oraz
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asparaginowego, a takze mono- oraz difluorowanych pochodnych waliny, leucyny
czy izoleucyny [14]. W zywych komoérkach zardwno kwas glutaminowy (Glu), jak
i glutamina (Gln) sa glownymi zrédlami azotu w syntezie niektorych
makroczasteczek. Fluorowane analogi glutaminy moga zaktdca¢ normalne procesy
biochemiczne, w ktérych biora one udzial co stanowi podstawe dla mozliwego
zastosowania ich jako srodkéw terapeutycznych. Wptyw wprowadzenia atomu(ow)
fluoru w pozycje C-4 (y) kwasu glutaminowego (4-FGlu) wykorzystano w badaniu
przesiewowym modulatoréw biosyntezy poli-y-glutaminianow i kwasu foliowego
oraz badaniu cytotoksycznosci fluorowanych pochodnych antagonistdéw kwasu
foliowego, takich jak metotreksat, bedacych pochodnymi kwasu glutaminowego.
Nie stwierdzono, aby zawierajacy 4-FGlu analog metotreksatu wykazywat
aktywnos$¢ substratowg z syntetaza folipoli-y-glutaminowa izolowang z ludzkich
komérek nowotworowych CCRF-CEM, jednak wykazano, ze hamuje ludzka
reduktazg dihydrofolianowa na podobnym poziomie jak metotreksat [15].
Wprowadzenie grupy trifluorometylowej do czasteczki rowniez nie pozostaje
bez znaczenia dla wlasciwosci kwasowo-zasadowych zwigzkéw. Przykladowo,
kwas trifluorooctowy (pKcoou 0,52) jest zdecydowanie silniejszym kwasem niz
kwas octowy (pKcoon 4,76) co bezposrednio wynika z efektu indukcyjnego
wyciagania elektronow przez trzy, silnie elektroujemne atomy fluoru. Grupa
trifluorometylowa -CF; jest grupa objetosciowa i czesto jest uznawana za
izosteryczna z podstawnikiem izo-propylowym, jak to przyktadowo wykazano przy
badaniu inhibitorow metaloproteinazy macierzy pozakomodrkowej 9 (MMP-9).
Okazato sie, ze tancuch alkilowy konczacy sie grupa metylowa lub etylowa
wywotywal silng aktywnos¢ inhibicyjng, podczas gdy odpowiednie homologi
izopropylowe byty ponad 1000 razy stabsze. Jednakze pochodne podstawione grupa
trifluorometylowa w duzej mierze zachowaly moc mniejszych grup alkilowych.
Wyniki te wskazuja, ze w tym konkretnym kontekscie ugrupowanie -CF; mozna
uzna¢ za bioizosteryczne z mniejsza grupg etylowa a nie bardziej objetosciowa

grupg izo-propylowa [9].

3. ATOM FLUORU I FLUOROWANY MOTYW JAKO
BIOIZOSTERYCZNE ANALOGI WODORU, TLENU, GRUPY
HYDROKSYLOWEJ ORAZ TIOLOWEJ

Ze wzgledu na podobienstwo steryczne lub elektronowe atomu fluoru do
innych atoméw lub grup atomdw, fluorowane zwigzki organiczne znalazly liczne
zastosowania. Dla poréwnania, zastapienie atomu wodoru przez atom fluoru
w zwiazkach organicznych nie powoduje zbyt duzych zmian sterycznych
i okreslane jest jako bioizosteryczne [1-5], gdyz promienie van der Waalsa atomu
fluoru (1,35 A) i wodoru (1,20 A) maja zblizone wartosci [3]. Atom fluoru moze
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réwniez z powodzeniem zastgpowac grupe hydroksylowa, z ktdra jest izopolarny,
a z kolei grupy difluorometylenowa -CF;- czy monofluorometylenowa -CHF-
stosowane sg jako zamienniki atomu tlenu, co czgsto wykorzystuje sie w syntezie
peptydomimetykéw. Ugrupowanie CHF, (Rys. 1A) bywa czgsto traktowane jako
substytut grupy OH (Rys. 1B) lub SH (Rys. 1C) i jest wykorzystywane jako
odpowiednik donora wigzan wodorowych lub w celu nasladowania kierunkow
momentow dipolowych [3, 9].

A) B) C)
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Rysunek 1. Poroéwnanie wiasciwosci stereoelektronowych oraz wektoréw momentéw dipolowych
w zwiazkach zawierajacych grupy A) difluorometylowa, B) hydroksylowa oraz C) tiolowa

Figure 1. Comparison of stereoelectronic properties and dipole moment vectors in compounds containing
A) difluoromethyl, B) hydroxyl and C) thiol groups

Podobnie, zastosowane w pozycji a grupy CHF, (Rys. 2A), CHF,CH, (Rys.
2B) badz CF;CH, (Rys. 2C) w aminach uwazane jest za funkcjonalny odpowiednik
ugrupowania amidowego (Rys. 2D) [9].
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Rysunek 2. Podobienstwo  strukturalne ugrupowania difluoroalkiloaminowego (Rys. 2A, 2B),
trifluoroalkiloaminowego (Rys. 2C) oraz wiazania amidowego (Rys. 2D)

Figure 2. Structural similarity of difluoroalkylamine (Fig. 2A, 2B), and trifluoroalkylamine (Fig. 2C)
moieties and an amide bond (Fig. 2D)

3.1. EFEKT KONFORMACYJNY

Zrozumienie preferencji uktadu zawierajacego selektywnie wprowadzony atom
fluoru w miejscu atomu wodoru badz grupy hydroksylowej do przyjmowania
okreslonej konformacji moze stanowi¢ zalete do wykorzystania w projektowaniu
lekow. Polaryzacja wigzania C—F ma istotne znaczenie w preferowanym utozeniu
w przestrzeni zwiazkéw fluoroorganicznych. Na przyktad w a-fluoroamidach
obserwowana jest znaczna preferencyjnos¢ w przyjmowanej konformacji
antyperiplanarnej wigzania C—F w stosunku do wigzania C=0, gdyz kierunki
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momentow dipolowych wigzan w amidzie oraz C—F sg przeciwstawne [16, 17].
Inaczej jest w przypadku oddziatywan spolaryzowanego wigzania C-F wraz
z fragmentem czasteczki posiadajagcym fadunek formalny, gdzie bardzo czesto
najkorzystniejsza energetycznie jest konformacja gauche wynikajaca z oddziatywan
typu dipol-dipol badz dipol-jon pomiedzy atomem fluoru oraz grupa NHj .
Oddziatywania te pozwolily na okreslenie jak czasteczka potencjalnego inhibitora
(np. protonowana amina) jest zorientowana w miejscu wigzania docelowego
enzymu/biatka. Jeden z przyktaddw zastosowania efektu konformacyjnego polegat
na wykorzystaniu fluorowanych analogéw kwasu y-aminomastowego (GABA)
(Rys. 3A). GABA hamuje neuroprzekaznictwo synaptyczne w moézgach ssakow.
Istniejg dwie kategorie receptoréw GABA: jonotropowe GABA, i GABA( oraz
metabotropowe receptory GABAg.

A) B) C)
E NH,* NH5* NH3*
i “00CH,C H H@F F@cmcoo-
*H.N + _
3 \/\/COO H3N\/'\/COO H®/H H H H H
P CH,CO0™ H
GABA (S)- 3F-GABA A B ¢
(S)- 3F-GABA
. £ NH,* NH3" NH3"
: - 3
HaN A\ €00 -oocmc@F F@H H@CHZCOO'
H<IH H<H
(R)- 3F-GABA HSH Chrcoo- E
D E F
(R)- 3F-GABA

Rysunek 3.  A) Kwas y-aminomastowy; B) Fluorowane analogi GABA; C) Konformacje naprzemianlegte
obu enancjomerdéw 3F-GABA

Figure 3. A) y-Aminobutyric acid; B) Fluorinated analogues of GABA; C) Staggered conformations
of both enantiomers of 3F-GABA

Istnieje duze zainteresowanie identyfikacjg ligandow, ktdre sg selektywne dla
poszczegdlnych typdw tych receptoréw gdyz moze to byé przydatne w leczeniu
zaburzen, w tym bezsennosci, leku i schizofrenii. Oba zawierajace fluor
enancjomery (S)-3F-GABA oraz (R)-3F-GABA (Rys. 3B) zostaly przebadane pod
katem wigzania si¢ z receptorami GABA, oraz GABA( [18-21]. Okazalo sig, ze
wykazuja podobne oddziatywania z receptorem A, z czego wywnioskowano, ze
odpowiedzialny za wigzanie z receptorem jest najkorzystniejszy energetycznie
konformer, w ktorym najwigksze podstawniki przyjmuja potozenie anti, z atomem
fluoru w pozycji gauche (konformacja B (S) i konformacja E (R)-3F-GABA, Rys.
3C). Natomiast w przypadku wiazania si¢ analogu GABA 2z enzymem
metabolizujagcym transaminaza GABA (GABA-TA) oraz GABA(, enancjomer (R)-
3F-GABA posiadatl o wiele wyzsze powinowactwo do enzymu niz enancjomer (5),
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co sugerowalo konformacje gauche najwigkszych grup jako ,,sposéb”
oddzialywania wraz z dodatkowa stabilizacja zapewniona przez atom fluoru oraz
grupe NH;' dyktowang przez fluor (konformacja D (R)-3F-GABA, Rys. 3C).
Inhibicja GABA-TA daje mozliwo$¢ tagodzenia objawow zaburzen zwigzanych
z niskim poziomem GABA, w tym choréb Alzheimera i Parkinsona [18-21]. Co
wigcej przebadanie wicynalnych difluorowanych analogow GABA (Rys. 4)
wykazato, ze zwigzek (25,35)-diF-GABA jest lepszym ligandem dla receptora
GABA(, niz GABAA i GABAg, podczas gdy jego enancjomer wigze si¢ zardwno
z GABA, jak i GABA([22, 23].

F F
"HN__A_COO" *HyN JYcoo-
F F
(28,35)-2,3-diF-GABA (2R 3R)-2,3-diF-GABA

Rysunek 4.  Difluorowane analogi kwasu y-aminomastowego
Figure 4. Difluorinated analogues of y-aminobutyric acid

Interesujace jest to, ze zarowno (2S,35)-diF-GABA jak i jego enancjomer
przyjmuja konformacje tworzace zygzak z powodu preferencji wigzania C-F do
przyjmowania konformacji gauche zarowno w stosunku do drugiego wiazania C-F
jak i C-NH;', wywolujac jednak odmienne efekty. Zwiazek (2S,3S)-diF-GABA
dziala jako agonista podczas gdy jego enancjomer jest antagonista receptora
GABAC.

Kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA, Rys. 5A) jest agonista receptoréw
GIuN2A oraz GIuN2B nalezacych do grupy jonotropowych receptoréow dla
glutaminianow.
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Rysunek 5. A) Kwas N-metylo-D-asparaginowy; B) Fluorowane analogi NMDA; C) Konformacja 3F-
NMDA w miejscu aktywnym receptoréow GIuN2A oraz GluN2B

Figure 5. A) N-Methyl-D-aspartic acid; B) Fluorinated analogues of NMDA; C) Active conformation
of 3F-NMDA at GluN2A and GluN2B receptors

Dwa diastereoizomery (2S5,3S) oraz (2S,3R)-3F-NMDA (Rys. 5B) zostaty
przebadane pod katem wiazania si¢ z receptorami NMDA [24]. Okazalo sig, ze
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(2S,35)-3F-NMDA jest agonistg o sile porownywalnej do samego NMDA, podczas
gdy diastereoizomer (2S,3R) wykazywal znikomg aktywnos$¢. Rdznice sity
dziatania tych stereoizomeréw przypisano, podobnie jak w powyzszych
przyktadach, preferencji dostosowania wigzania C-F do konformacji gauche
w stosunku do wigzania C-N" w zwiazku o konfiguracji (25,35)-3F-NMDA (Rys.
5C), podczas gdy w izomerze (25,3R)-3F-NMDA nie ma mozliwosci tego typu
stabilizacji. Obserwacje te ilustruja uzytecznos$¢ stereoselektywnego fluorowania
i jego wpltyw na konformacje molekularng B-fluorowanych aminokwasow, a zatem
zbadanie aktywnych konformacji zwigzkéw bioaktywnych na receptorach.

3.2. 4-FLUOROPROLINA JAKO ODPOWIEDNIK HYDROKSYPROLINY

Wprowadzenie atomu fluoru do pierscienia w prolinie (Pro) wplywa zaréwno
na korzystniejszg energetycznie konformacj¢ pierscienia pirolidynowego, jak i na
stereochemie cis-trans wigzania amidowego w jej pochodnych (Rys. 6A), na
przyktad w peptydach czy peptydomimetykach. Wplyw ten jest szczegdlnie
widoczny w zwiagzkach zawierajacych atom fluoru w pozycji C-4 pier§cienia
pirolidynowego.
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Rysunek 6. A) Konformacje wigzania amidowego w pochodnych proliny, B) Struktury pochodnych
4-fluoroproliny

Figure 6. A) Conformations of an amide bond in proline derivatives, B) Structures of 4-fluoroproline
derivatives

Enancjomer (R) zawierajacy atom fluoru w pozycji 4-proliny [4(R)-F-Pro]
(Rys. 6B) przesuwa rownowage konformacyjna z upakowania C* -endo
(dominujacego dla niemodyfikowanej proliny) w kierunku konformacji C4-egzo
pierscienia (Rys. 7A) [24]. Utozenie to jest dodatkowo stabilizowane poprzez takie
rozmieszczenie dwoéch elektroujemnych podstawnikéw znajdujacych sie przy
dwoch wicynalnych atomach wegla, ze kat dwuscienny wiazan pomiedzy atomami
N-C’-C*-F wynosi w przyblizeniu 60° (tzw. efekt gauche) (Rys. 7B). Konformacja
ta pozwala na takie rozmieszczenie grupy karbonylowej i aminokwasu, ktére
pozwala na interakcje z grupg C=0O aminokwasu (i+1), stabilizujac wigzanie trans-
amidowe poprzez nakladanie si¢ orbitalu zawierajacego niewigzace elektrony tlenu
oraz orbitalu 7* pobliskiej grupy CO-NH (oddziatywania n — 7' ) [25, 26].
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Rysunek 7. A) Preferowane konformacje pierScienia pirolidynowego w pochodnych 4(R)-F-Pro;
B) Stabilizacja 4(R)-F-Pro - tzw. efekt gauche

Figure 7. A) Preferred conformations of pyrrolidine ring in 4(R)-F-Pro derivatives; B) Stabilization
of 4(R)-F-Pro - gauche effect

Dla odmiany, w izomerze 4(S)-F-Pro (Rys. 6B) przyjmowana jest gltéwnie
konformacja C'-endo piericienia pirolidynowego, a na skutek stabszych
oddzialywan n — n nastgpuje zmniejszenie preferencji do przyjmowania
konformacji trans w stosunku do konformacji cis wigzania peptydowego
(amidowego) [27].

4. GRUPA FLUOROWINYLOWA JAKO BIOIZOSTERYCZNY
ODPOWIEDNIK WIAZANIA AMIDOWGO

Do innych przyktadow grup funkcyjnych, izosterycznych do wigzania
peptydowego nalezy takze ugrupowanie monofluorowinylowe. Wynika to miedzy
innymi z podobienstw elektronowych, a takze strukturalnych. Wigzanie amidowe
mozna przedstawi¢ jako hybryde dwdch struktur rezonansowych, wtedy tez widac¢
podobienstwo, m.in. geometryczne do fluorowanego alkenu (Rys. 8). W wigzaniu
amidowym wolna para elektronowa na atomie azotu jest zdelokalizowana
w ukladzie wigzan ©t grupy karbonylowej, co powoduje, ze wiazanie C-N ma silny
charakter wigzania podwojnego. Dlugosé, kat i sztywnos¢ wigzania sg bardzo
zblizone we fluoroalkenach i wiazaniach amidowych. Ponadto, atom fluoru jest
W stanie w pewnym stopniu nasladowa¢ karbonylowy atom tlenu, poniewaz maja
one podobny promien van der Waalsa (1,47 A dla fluoru i 1,52 A dla tlenu) [8].
Fluoroalkeny moga w pewnym stopniu uczestniczy¢ jako akceptory w wigzaniach
wodorowych ze wzgledu na fakt, iz na atomie fluoru zlokalizowany jest czgsciowy
tadunek ujemny, natomiast nie mogg petnic¢ roli donoréw wiagzan wodorowych [28].
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Rysunek 8.  Podobienstwo strukturalne A) wigzania amidowego i B) fluoroalkenu
Figure 8. Structural similarity of A) an amide bond and B) fluoroalkene

Przyktadem peptydomimetyku, w ktérym wigzanie amidowe zostato
skutecznie zastapione grupa monofluorowinylowa jest analog endogennego
neuroprzekaznika peptydu opioidowego, Leu-enkefaliny. Leu-enkefalina (Rys. 9A)
jest pentapeptydem o sekwencji aminokwasow Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, ktory
naturalnie wystepuje w mozgu wielu zwierzat oraz ludzi.
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Rysunek 9.  A) Leu-enkefalina oraz B) i C) analogi z wiazaniem fluorowinylowym
Figure 9. A) Leu-enkephalin and B), C) and its analogues with fluorovinyl bond

Leu-enkefalina aktywuje d-opioidowy receptor, ale ze wzgledu na stabe
wlasciwosci farmakokinetyczne wywotuje bardzo krotkie dziatania przeciwbolowe
in vivo gdyz ten peptyd jest bardzo szybko degradowany przez peptydazy [29].
Wiazania peptydowe, ktore tacza pig¢ aminokwaséw w Leu-enkefalinie sg uwazane
za wysoce hydrofilowe, co powoduje ze nie sa raczej zdolne do przekroczenia
bariery krew-moézg. Zaprojektowany pentapeptyd, w ktdrym trzecie wigzanie
peptydowe zastapione zostato przez grupe monofluorowinylowa (Rys. 9B) wykazat
wysoka, cho¢ nieznacznie nizsza niz w wyjsciowej Leu-enkefalinie, aktywno$¢
wzgledem receptora d-opioidowego co potwierdzitlo wstgpne tezy, ze wlasnie
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trzecie wigzanie amidowe w Leu-enkefalinie dziala przede wszystkim jako akceptor
wigzania wodorowego w d-opioidowym receptorze (DOPr) u myszy.

Utrata powinowactwa do DOPr w pentapeptydzie z ugrupowaniem
monofluorowinylowym byla mniejsza o jeden rzad wielkosci, co potwierdza
hipoteze, ze akceptor wigzania wodorowego jest konieczny w trzeciej pozycji
peptydu dla optymalnej komplementarnosci z DOPr. Zaprojektowany
i zsyntetyzowany peptydomimetyk wykazywal natomiast wieksza lipofilowo$¢ niz
Leu-enkefalina, wykazujac w ten sposdéb, ze podstawienie wigzan amidowych
fluoroalkenami w peptydach moze by¢ dobrym podejsciem do poprawy ich profili
farmakokinetycznych [29].

Innym przykladem jest wprowadzenie grupy monofluorowinylowej jako
izosteru pierwszego wigzania amidowego pomigdzy Tyr-Gly w Leu-enkefalinie
(Rys. 9C) [30]. Jest to dominujace miejsce metabolizmu odpowiedzialne za krotki
okres pottrwania i ograniczony rozktad tkanek.

Aktywnos¢ opioidowa fluorowanego analogu zbadano in vitro wzglgdem
receptorow opioidowych. Otrzymany fluoroalken, analog Leu-enkefaliny zachowat
aktywnos¢ wzgledem DOPr, cho¢ okazala ona si¢ 60-krotnie nizsza niz
wyjsciowego zwigzku. Aktywnos¢ ta potwierdza, ze obecnos¢ wigzania amidowego
pomiedzy Tyr — Gly nie jest niezbedna do wigzania si¢ z receptorem DOPr.
Podobny trend aktywnosci okazat si¢ wzgledem receptora p-opioidowego receptora
MOPr. Peptydomimetyk z wigzaniem monofluorowinylowym okazat si¢ aktywnym
analogiem, chociaz 45-krotnie mniej aktywnym niz macierzysta Leu-enkefalina
[30]. Ta sama grupa badawcza, oprocz badania aktywnosci analogéw Leu-
enkefaliny wzgledem receptoréw opioidowych wykazala rowniez istotny wptyw na
trwalos¢, stabilnos¢ i wilasciwosci metaboliczne powstatego fluorowanego
peptydomimetyku.  Zalozeniem  projektu  bylo  wprowadzenie  grupy
monofluorowinylowej poprawiajacej wlasciwosci fizykochemiczne i biofizyczne
docelowych czasteczek a powstale analogi, nie powinny by¢ substratem dla
endogennych peptydaz. Wynika to z tego, ze fluoroalkeny maja podobne momenty
dipolowe, potencjal elektrostatyczny, steryczny 1 rezonansowy. Ponadto
wyciagajace wlasciwoscei atomu fluoru zmniejszajg jak juz wspomniano wczesniej
zasadowos¢ sasiednich grup funkcyjnych, co czyni te grupy mniej podatnymi na
tworzenie wigzania wodorowego z wodg i mozliwe, ze réwniez z innymi domenami
katalitycznymi enzymdéw metabolizujacych. W rezultacie wprowadzenie grupy
fluorowinylowej powinno zwigkszy¢ lipofilowos¢ i ulatwi¢ przepuszczalnos¢ przez
membrany poprzez pasywna dyfuzjg. Jak oczekiwano, analog Leu-enkefaliny
z ugrupowaniem monofluorowinylowym wykazal doskonala stabilnos¢.
Poréwnanie trwatosci w osoczu szczurzym i ludzkim wykazato zdecydowanie
polepszong stabilno$¢ nadang przez podstawienie wigzania amidowego



160 K. KORONIAK-SZEJN, M. RAPP

ugrupowaniem fluorowinylowym. W osoczu szczura po 4 godzinach pozostato 76%
peptydomimetyku, podczas gdy czas poltrwania Leu-enkefaliny byt krétszy niz
5 minut. W ludzkim osoczu po 4 godzinach pozostalo 68% peptydomimetyku,
podczas gdy czas péttrwania Leu-enkefaliny wynosit 12 minut. Doskonale dzialanie
peptydomimetyku rowniez potwierdzito si¢ w badaniach in vivo i pozytywnie
wplyneto na poprawe dystrybucji leku i wlasciwosci farmakokinetyczne [31].

W literaturze dostepne sa tez badania wykazujace, ze zastgpienie wigzania
amidowego jednostka monofluoroalkenowa znacznie zwigksza hydrofobowosé
peptydow jak to wykazano poréwnujac serie dipeptydow i tripeptydow i ich
analogdw zawierajagcych monofluoroalken (Rys. 10) [32]. W badaniach
zastosowano indeksy hydrofobowosci (¢0) okreslone metoda RP-HPLC zgodnie
z metodologia opracowana przez Valkoé [33].
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Rysunek 10. Przyktady analogéw di- i tripeptydow z ugrupowaniem monofluorowinylowym
Figure 10.  Examples of di- and tripeptides with monofluorovinyl moiety

Wprowadzenie wigzania monofluorowinylowego wykorzystano réwniez
projektujac i syntetyzujac peptydomimetyk (Rys. 11B) poprzez modyfikacje
inhibitora BMS-790052 (Rys. 11A), ktory blokuje biatko NS5A niezbedne
w procesie replikacji wirusa zapalenia watroby typu C, HCV. Okazalo sie, ze
wprowadzenie tego ugrupowania wiagze si¢ z bardzo silnym dziataniem
inhibicyjnym w kierunku wirusa HCV [34].

Zbadano réwniez szereg peptydomimetykow hPTH, hormonu przytarczyc (PTH).
Badano role pierwszej reszty dipeptydowej Ser-Val hPTH zmieniajacej wigzanie
peptydowe przez rozne izostery w tym tez z ugrupowaniem monofluorowinylowym.
Sposrod réznych testowanych analogow pojedynczy zwiazek zawierajacy fluoroolefing
wykazywal bardzo dobre powinowactwo wigzania i lepsza stymulacje produkcji
cyklazy adenylanowej niz naturalne peptydy w trzech roznych liniach komorkowych
stanowiacych bardzo silne analogi hPTH [35].
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Rysunek 11. A) Inhibitor BMS-790052, B) jego peptydomimetyk z ugrupowaniem fluorowinylowym
Figure 11.  A) Inhibitor BMS-790052, B) its peptidomimetic with fluorovinyl group

Ponadto zaproponowano rowniez nowe czasteczki jako silne inhibitory
dipeptydylopeptydazy IV (DPP 1V). Jest to enzym bioracy udzial w wielu procesach
biologicznych, ktory mogtby stuzyé¢ jako cel w leczeniu cukrzycy. Ujawniono, ze
analog Ala-Y [(Z) CF = CH]-Pro ma powinowactwo do enzyméw o bardzo dobrym
wspotczynniku hamowania i stabilnosci [36-39]. W innych badaniach podobnych

zwiazkéw, analogéw Gly-V [(Z) CF = CH]-Pro wykazano, ze tego typu fluoroolefiny
bylyby = réwnie  dobrymi  inhibitorami  dipeptydylopeptydazy  II,  jak
dipeptydylopeptydazy IV [40, 41].

Zainteresowanie wprowadzeniem grupy fluorowinylowej jako izostery wiazania
amidowego okazato sie na tyle istotne, ze w literaturze pojawiaja si¢ doniesienia nie
tylko dotyczace syntezy takich uktadéw i badan ich aktywnosci biologicznej ale takze
badania teoretyczne dotyczace konformacji tego typu pseudopeptydow jak i wplywu
samego podstawnika fluorowego na wilasciwosci zwiazku. Miedzy innymi mozna
spotka¢ prace, ktore wskazuja, ze $rodowisko chemiczne wokdt fluoru, ktore
determinuje przesuniecie chemiczne w widmie '°’F NMR, pozostaje nie bez znaczenia
dla rozpoznania przez receptor. Zaproponowane w oparciu o zasade ekranowania
peptydomimetyki z wiazaniem fluorowinylowym (Rys. 12) stanowia potencjalne
metabolicznie stabilne i bardzo silne inhibitory reakcji enzymatycznych (np.
metylotransferaz biatkowych, fosfatazy, proteaz i kinaz), odpowiednie do modelowania
interakcji biatko-biatko [42].

Rysunek 12. Przyktadowe peptydomimetyki zaproponowane w oparciu o zasade ekranowania
Figure 12.  Examples of peptidomimetics proposed based on shielding effects

Celem innej pracy byto zbadanie konformacji peptydomimetykow powstatych po
zastapieniu  wiazan peptydowych ugrupowaniami fluoroalkenowymi. Analog
dipeptydowy alaniny (ADA) wybrano jako zwiazek modelowy. Zbadano teoretycznie
trzy uktady peptydomimetykow, w tym jeden wytworzony przez zastapienie obu wiazan
peptydowych w ADA oraz tych wytworzonych przez pojedyncze zastapienie
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C-konicowego wigzania peptydowego i N-koncowego wigzania peptydowego (Rys. 13).
Konformacje dla wszystkich trzech systemow zostaly wygenerowane przez
wyczerpujace wyszukiwanie w bazie Monte Carlo [43].
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Rysunek 13. A) Dipeptyd ADA; B), C), D) Peptydomimetyki z grupa fluorowinylowa, analogi ADA
Figure 13.  A) Dipeptide ADA; B), C), D) Peptidomimetics with flurovinyl groups analogues of ADA

Wykorzystujac metody obliczeniowe stwierdzono, ze zastapienie obu wiazan
peptydowych w ADA przez wiazanie monofluorowinylowe (Rys. 13B) miato znaczacy
wplyw na przewidywany profil konformacyjny czasteczki. Okazato sie, ze taki
peptydomimetyk nie przyjmuje konformacji, ktore sa reprezentatywne dla konformacji
wewnatrzczasteczkowo zwigzanych wigzaniem wodorowym. Tego typu konformacje
zostaly natomiast wczesniej zidentyfikowane jako wazny aspekt profilu konformacji
ADA. W przypadku peptydomimetykow, ktore zachowaly jedno z dwodch wigzan
peptydowych (Rys. 13C i D) geometria wskazuje, ze interakcja wewnatrzczasteczkowa
nie jest tak $cista w przypadku fluoroalkenu, natomiast energia wzgledna tych dwdch
konformacji (Rys. 13C i D) jest bardzo zblizona do ADA.

5. GRUPA TRIFLUOROMETYLOWA W PEPTYDOMIMETYKACH

Przykladem innej grupy, ktéra po wprowadzeniu do czasteczki peptydéw moze
wplywaé na wzrost aktywnosci biologicznej badz wywiera¢ pozytywny efekt na inne
wlasciwosci np. lipofilowos$¢, rozpuszczalnos¢ czy tez konformacje i stabilnos¢
metaboliczna jest grupa trifluorometylowa. Podczas projektowania peptydomimetykow
grupe trifluorometylowa mozna wykorzysta¢ na rézne sposoby: poprzez zastapienie
wigzania amidowego olefina =z grupa trifluorometylowa badz zastapienie
karbonylowego atomu tlenu grupg trifluorometylowa badz wprowadzenie grupy
trifluorometylowej jako podstawnika zachowujac nienaruszone wiazanie peptydowe [3,
9].

5.1. GRUPA TRIFLUOROMETYLOWA JAKO ODPOWIEDNIK
WIAZANIA PEPTYDOWEGO

Opisano juz przyktady, w ktorych wigzanie amidowe zastapione zostato grupa
monofluorowinylowa. Podobnie, w literaturze dostepne sa doniesienia dotyczace
zwiazkow, w ktorych wigzanie peptydowe zastapiono grupa trifluorowinylowa. Wsrod
fluorowanych peptydomimetykow trifluorometyloalken (CF;-alken) moze stuzy¢ jako
izosteryczny zamiennik wiazania amidowego [44, 45]. Ta podstruktura $cisle nasladuje
potencjal elektrostatyczny i kierunek polaryzacji grupy karbonylowej, a takze
hybrydyzacje sp> atomu wegla karbonylowego (Rys. 14) [44, 46].
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Rysunek 14. Poréwnanie wigzania peptydowego oraz trifluorometyloalkenu
Figure 14.  Comparison of peptide bond and trifluoroalkene

Wiaczenie grupy CF;-alkenowej korzystnie wplywa na wyzsza stabilnosé
termiczng, proteolityczna i konformacyjna oraz lepsza lipofilowos¢ powstatych
polipeptydomimetykéw [44, 47]. W literaturze mozna spotka¢ przyktady tego typu
zwiazkow, ktore z sukcesem zastapily oryginalne peptydy. Zwiazki te zostaty
wykorzystane jako czasteczki sond, w trifluorometyloalkenowym analogu gramicydyny
S, ktory przyjmowat podobne do naturalnego peptydu konformacje zaréwno
w roztworze jak i w stanie stalym [46]. Badano rowniez, wykorzystujac metody
krystalografii rentgenowskiej analog CF3-alkenu dipeptydu L-Ala-D-Ala, ktory przyjat
znacznie bardziej zorganizowang strukture pofaldowanych arkuszy f w poréwnaniu do
innych peptydomimetykow [32]. Mimo wielu pozytywnych aspektow, przyktady
zastosowania trifluorometyloalkenéw jako peptydomimetykow sa raczej ograniczone ze
wzgledu na mozliwos¢ izomeryzacji alkenu (Rys. 15). Ponadto, grupa
trifluorometylowa jest zdecydowanie bardziej objeto$ciowa i czesto, mimo zblizonych
wlasciwosci elektronowych, blokuje wiazanie sie z receptorem wilasnie ze wzgledu na
swoja wielkos¢ [44].

O o}
;;\N:R/\/U\N/H%ﬂ - ;S\N:R/\/U\N/HH—-
H H H H

CFs CFy

Rysunek 15. Izomeryzacja B,y-trifluorometyloalkenu do a,B-trifluorometyloalkenu
Figure 15.  Isomerisation of B,y-trifluoromethylalkene to o,p- trifluoromethylalkene

Co wiecej opracowano takze metode syntezy peptydomimetykow Leu-enkefaliny z
trifluorometyloolefing jako zamiennikiem wiazania amidowego, natomiast dotychczas
nie zbadano ich aktywno$ci wzgledem receptorow opioidowych [44].
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5.2. GRUPA TRIFLUOROMETYLOWA JAKO ZAMIENNIK GRUPY
KARBONYLOWEJ

W literaturze spotyka si¢ rowniez doniesienia dotyczace peptydomimetykow,
w  ktorych grupa karbonylowa wigzania amidowego zastapiona zostala grupa
trifluorometylowg (Rys. 16). Podobnie jak opisane wyzej zwiazki z grupa
fluorowinylowa réwniez t¢ grupe uznano za obiecujaca do wykorzystania jako
peptydomimetyki wiazace sie¢ z receptorami opioidowymi. Niestety przygotowane
zwiazki nie wykazaly aktywnosci wzgledem receptoréw DOPr, MOPr i KOPr, co moze
potwierdza¢ przypuszczenia, iz receptory nie toleruja duzej, objetosciowej grupy CFj,
niezaleznie od konfiguracji na chiralnym atomie wegla [30, 31].
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Rysunek 16. A) Peptyd — Leu-enkefalina; B), C) Peptydomimetyki z grupa trifluorometylowa jako
zamiennik grupy karbonylowe;j

Figure 16.  A) Original peptide — Leu-enkephalin; B), C) Peptidomimetics with trifluoromethyl group as
a replacement of carbonyl group

5.3. GRUPDA TRIFLUOROETYLOAMINOWA JAKO FUNKCJONALNY
ODPOWIEDNIK UGRUPOWANIA AMIDOWEGO

Podobnie, izosteryczne wlasciwosci w odniesieniu do ugrupowania amidowego
wykazuje grupa trifluoroetyloaminowa [45, 48, 49-53]. Glowne zalozenia podobienstwa
miedzy ugrupowaniem CF;CH,NH i amidem opieraja si¢ zaréwno na wzgledach
geometrycznych, jak i elektronowych [48, 49]. Kluczowy kat wigzania C-C-N
ugrupowania CF;CH,NH jest porownywalny z tym dla amidu, podczas gdy efekty
wyciagania elektronow przez ugrupowanie CF; zmniejszaja zasadowos¢ aminy tak, ze
wlasciwosci ugrupowania N-H jako potencjalnego donora wigzania wodorowego sa
podobne do wlasciwosci N-H w amidzie [48, 49].

Aktywnos¢ trifluorometylowanej pochodnej zostala wykazana dla analogu
pepstatyny A (Rys. 17) [45].
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Rysunek 17. A) Pepstatyna A; B) analog z grupa trifluoroetyloaminowa
Figure 17.  A) Pepstatine A; B) analogue with trifluoroethylamine moiety

Pepstatyna A (Iva-Val-Val-Sta-Ala-Sta) jest inhibitorem wielu proteaz
aspartylowych, cho¢ nie jest dobrym inhibitorem proteazy HIV. Podobnie zachowat sig¢
otrzymany peptydomimetyk nie wykazujac inhibicji proteolitycznej. Stwierdzono
natomiast znacznie silniejsze dziatanie hamujace w kierunku plasmepsyny II, proteazy
asparaginowe]j pierwotniaka powodujacego najpowazniejsze formy malarii. Ponadto,
otrzymany peptydomimetyk (Rys. 17B) okazatl si¢ znacznie bardziej selektywny
w stosunku do innych, spokrewnionych enzyméw, takich jak plasmepsyna IV,
a zwlaszcza katepsyna D. Badany zwiazek nie wykazal jednak aktywnosci w badaniach
przeciwmalarycznych opartych na erytrocytach, co wskazato, ze posiada niewlasciwy
profil farmakologiczny. Otrzymano takze szereg analogéow inhibitorow MMP
(metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej) z grupa trifluorometylowa i zbadano ich
potencjal inhibicji wzgledem MMP-2, MMP-3 oraz MMP-9. Niestety rowniez w tym
przypadku aktywnosci okazaly sie znaczaco nizsze w pordwnaniu z wyjsciowymi
zwiazkami, co spowodowane byto najprawdopodobniej utrudniong zdolnoscia przyjecia
odpowiedniej konformacji wzgledem receptora w zwiazku z obecnoscia objetosciowe;j
i bogatej w elektrony grupy CF; [45].

Ugrupowanie trifluoroetyloaminowe wykorzystano rowniez w syntezie inhibitorow
BACE-1. Poczatkowo proces projektowania leku koncentrowat si¢ szczegdlnie na
zachowaniu ugrupowania N-H anilidowego (Rys. 18A) [53]. W oparciu o okreslona
metodami rentgenowskimi strukture krystaliczna pokrewnego analogu stwierdzono, ze
obecno$¢ ugrupowania anilidowego jest konieczna ze wzgledu na zaangazowanie
ugrupowania N-H w interakcje wigzania wodorowego z atomem tlenu grupy
karbonylowej Gly,;3p enzymu. Uznano jednak, ze ograniczenie konformacyjne natozone
przez pflaski pierscien anilidu mozna zoptymalizowa¢ pod katem interakcji z Gly,so
poprzez wprowadzenie ugrupowania benzyloaminowego. W ten sposdb oczekiwano
ortogonalnego uktadu wzgledem plaszczyzny pierscienia fluorofenylowego.
Poczatkowa modyfikacja struktury, wprowadzenie grupy trifluoroetyloaminowej,
doprowadzila do otrzymania zwiazku (Rys. 18B), ktéry w biochemicznym tescie
bezkomérkowym okazal sie raczej stabym inhibitorem BACE-1 wykazujac 1Cso = 13,9
uM. Jednakze, w tescie komorkowym, zwiazek ten wykazal znaczaco wyzsza
aktywnos¢ co przypisano stgzeniu podstawowemu leku w kwasowym przedziale
endosomalnym, w ktorym znajduje si¢ BACE-1. W zwiazku z tym dalsze badania
koncentrowaly si¢ na modulowaniu zasadowosci aminy, miedzy innymi poprzez
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wprowadzenie ugrupowanie CF;-cyklopropanowego (Rys. 18C), co zapewnito
optymalng rownowage witasciwosci, a otrzymany zwiazek wykazat 1Cs, = 0,069 pM
[53-56].
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Rysunek 18. Inhibitory BACE-1: A) wyjsciowy amid; B) oraz C) trifluorometylowane peptydomimetyki
Figure 18.  BACE-1 inhibitors: A) original amide; B) and C) trifluoromethylated peptidomimetics

5.4. ZASTOSOWANIE ZAWIERAJACYCH GRUPE CF; ANALOGOW
ETYLOGLICYNY, LEUCYNY, IZOLEUCYNY ORAZ ALANINY
W PEPTYDACH

Atom fluoru lub grupa fluoroalkilowa w fanficuchu bocznym w peptydach i ich
mimetykach wyraznie wplywa na polarnos$¢ czasteczki ze wzgledu na obecno$¢ silnie
spolaryzowanych geminalnych i wicynalnych wiazan C-H oraz silnie indukowanego
fluorem momentu dipolowego. W zwigzku z tym przeprowadzono badania bazujace na
wprowadzeniu trifluorometylowanych aminokwasow jako fragmentéw do wiekszych
peptydow [46]. Aminokwasy z ugrupowaniem trifluorometylowym jak na przyklad
v,y,y-trifluoroglicyna  (TfeGly), heksafluoroleucyna (HfLeu), trifluoroizoleucyna
(Tfelle) lub trifluoroalanina (TfeAla) (Rys. 19) zostaly wlaczone do peptydéw w celu
zwiekszenia stabilno$ci w kierunku degradacji poprzez proteazy [57-60].
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Rysunek 19. Trifluorometylowane aminokwasy
Figure 19.  Trifluoromethylated amino acids

Badania wykazaly, ze trifluoroizoleucyna (Rys. 19C) okazata sie szczegolnie
skuteczna w ochronie peptydow przed proteoliza przez szereg enzymow
proteolitycznych, gdy znajduje si¢ na konicu tancucha przy miejscu cigcia. Natomiast
heksafluoroleucyna (Rys. 19B) zwigksza stabilno$¢ peptydu glukagonopodobnego-1
(GLP-1) w kierunku proteolizy przez DPP 1V, gdy znajduje si¢ bezposrednio w miejscu
cigcia [57, 58, 60].
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Opisano réwniez syntezg trifluorometylowanych peptydomimetykow i takze ich
wplyw na konformacj¢ [47]. Przedstawiono synteze kilku analogow alaniny
posiadajacych grupe trifluorometylowa. Konformacje szkieletu dla niektorych
wybranych peptydomimetykéw zanalizowano wykorzystujac metod¢ dyfrakcji
rentgenowskiej oraz technika NMR. Zaobserwowano, ze zsyntetyzowane peptydy
zawierajace  trifluoroalaning  zapewniaja ~ wstepnie  zorganizowany  szkielet
konformacyjny posiadajacy elementy strukturalne typu p-zwrotu, chociaz nie
zaobserwowano wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego ani w stanie statym,
ani w roztworze. Ten typ peptydomimetykow moze by¢ zatem stosowany do
indukowania konformacji zblizonych do pofaldowanego arkusza .

Ponadto, wprowadzenie grupy zawierajacej atom fluoru do czasteczki, jako
ugrupowania trifluorometylowego moze by¢ skuteczng strategia poprawy i modyfikacji
profilu biologicznego. Glowna zaleta wprowadzenia fluorowanych podstawnikow
w strukturze substancji czynnych jest zwickszenie rozpuszczalnosci lipidow,
a w konsekwencji zwigkszenie szybkosci wchianiania i transportu leku przez bariere
krew-modzg. Nowy fluorowany tiolowy inhibitor NESS002ie zostal zsyntezowany jako
fluorowany analog N-(3-merkapto-5-metylo-1-oksoheksylo)-L-fenyloalaniny (C20)
(Rys. 20A), ktory okazal sie skuteczny przy leczeniu bdlu opartego na strategii
hamowania  endopeptydazy, chociaz  dotychczas nie =zostal przebadany
in vivo. Z nowych zwiazkéw we wstepnych testach in vitro N-(3-mercapto-3-
trifluorometylo-1-oksopropylo)-L-tyrozyna, NESS002ie (Rys. 20B) wykazata
potencjalny profil nocyceptywny. NESS002ie badano, zar6wno w testach in vitro jak
i in vivo. Badania wykazaty znaczacy wzrost aktywnos$ci po zastapieniu tancucha izo-
butylowego tiolu C20 grupa trifluorometylowa [61].
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Rysunek 20. A) N-(3-merkapto-5-metylo-1-oksoheksylo)-L-fenyloalanina; (C20) B) N-(3-mercapto-3-
trifluorometylo-1-oksopropylo)-L-tyrozyna (NESS002ie)

Figure 20. A) N-(3-mercapto-5-methyl-1-oxohexyl)-L-phenylalanine (C20); B) N-(3-mercapto-3-
trifluoromethyl-1-oxopropyl)-L-tyrosine (NESS002ie)

6. ZASTOSOWANIE FLUOROWANYCH ANALOGOW
ETYLOGLICYNY ORAZ PROPYLOGLICYNY W PEPTYDACH

Dobroczynny wplyw atomu fluoru na wlasciwosci peptydéw wykazano takze
dla pochodnych y-mono- i y,y-difluoroetylo glicyny (MfeGly i DfeGly) jak i v,y-
difluoropropylo glicyny DfpGly (Rys. 21) [11].
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Rysunek 21. Mono- oraz difluorowane analogi etyloglicyny oraz propyloglicyny
Figure 21.  Mono-, and difluorinated ethylglycine and propylglycine analogues

Okazato sie, ze w przypadku DfpGly, ,,objetos¢” tancucha bocznego (van der
Waalsa) jest zblizona do przestrzeni zajmowanej przez tancuch leucyny, a jego
hydrofobowos¢ jest obnizona do poziomu nieco nizszego niz waliny. Badania te
wykazaly, ze podstawienia atomem fluoru w biatku lub peptydomimetyku wptywa
w znacznym stopniu na hydrofobowos¢, polaryzacje sgsiednich grup i wlasciwosci
bezposredniego otoczenia [11].

v,y-Difluoroetylo glicyng¢ zastosowano takze w badaniach wlasciwosci
inhibicyjnych proteazy HCV NS3, w ktorym grupe difluorometylowa majacg
stuzy¢ jako donor wigzan wodorowych zaprojektowano do nasladowania reszty
cysteinowej w miejscu Py naturalnych substratow (Rys. 22) [62].
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Rysunek 22. Analogi heptapeptydu zbadane pod katem inhibicji proteazy HCV NS3
Figure 22.  Heptapeptide analogues tested toward protease HCV NS3 inhibitions

Satysfakcjonujace podobienstwo (dla R = CHF,, K; = 30 nM) zostato
dodatkowo podkres$lone przez 20-krotnie zmniejszong site dziatania obserwowang
dla analogu zawierajacego w analogicznej pozycji resztg Ala (R = CHs, K; = 700
nM podczas gdy dla R = SH, K; = 40 nM). Obecno$¢ oddziatywan
miedzyczasteczkowych pomiedzy CHF, oraz biatkiem HCV NS3 zostata
potwierdzona poprzez okreslenie struktury krystalicznej mniejszych czasteczek
inhibitoréw, nasladujacych tetraedryczny produkt posredni w trakcie inhibicji [63].

Jako inny przyktad wptywu atomu fluoru moze postuzy¢ okreslenie sktonnosci
oraz kinetyki tworzenia wiokien amyloidowych (szkodliwego, nieprawidtowo
zwinietego biatka). Czynnikami branymi pod uwage byty ilos¢ i pozycja atomow
fluoru oraz wynikajaca z tego sklonno$¢ do przyjmowania danej struktury
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drugorzedowej [64]. Wykorzystano modelowy peptyd (VW18), ktory w srodowisku
wodnym przeksztatca sie ze struktury a-helikalnej w bogate w obszary zawierajace
pofatldowane arkusze B witokna amyloidu [65]. Zaobserwowano, ze sktonnos¢ ta
prawdopodobnie zwiazana jest ze stopniem, w jakim poczatkowa helikalna
struktura peptydu byla stabilizowana przez wystawiong na dzialanie
rozpuszczalnika resztg¢ aminokwasu w pozycji 13 lub 14 (Leu oraz MfeGly
w miejscu Val) lub destabilizowana przez bardziej fluorowane analogi
aminokwaséw. Dodatkowo, okazalo sie, ze tworzenie wiokien przez biatko
zawierajace difluorowang DfeGly w pozycji 13 lub 14 wykazuje najwicksza
zaleznos$¢ od pozycji, co prawdopodobnie odzwierciedla roznice w polarnosci
lokalnego otoczenia. Dalsze badania nad wplywem pojedynczego podstawienia
minimalnie fluorowanych blokéw budulcowych w hydrofobowym tancuchu
analogu peptydu wykazaly, ze moga prowadzi¢ do destabilizacji termicznej.
Stopien destabilizacji zalezy od tego, jak skutecznie fluorowane jednostki upakujg
si¢ w sasiadujace tancuchy boczne [66-68]. Szczegélnie interesujace byto
stwierdzenie, ze spolaryzowana grupa [-metylenowa DfpGly wplywa na stabilnos¢
termiczng dimeréw tancuchow w sposob zalezny od pozycji.

Charakteryzujace si¢ wysoka wybiorczoscia w pordwnaniu z innymi
molekutami peptydy i oparte na biatkach $rodki lecznicze ciesza si¢ rosngcym
zainteresowaniem lecz niestety posiadaja niskag stabilno$¢ metaboliczng. Jak juz
wspomniano, w literaturze mozna jednak znalez¢ pewne doniesienia dotyczace
polepszenia ich stabilnosci (chronigce bialko przed degradacja), jezeli do biatka
wprowadzone zostang fluorowane bloki budulcowe. Okazato si¢, ze w przypadku
enzymow trawiennych takich jak a-chymotrypsyny i pepsyny inkorporacja
fluorowanych jednostek w trawionym biatku, czyli podstawienie w pozycji P2’
DfeGly lub TfeGly (w substracie pepsyny) czy obecnos¢ DfeGly w miejscu P2 (w
przypadku o-chymotrypsyny) prowadzily do znacznego hamowania hydrolizy
wigzan peptydowych [69].

7. ZASTOSOWANIE FLUOROWANYCH ANALOGOW PROLINY
W PEPTYDACH

Efekt obnizenia bariery energetycznej izomeryzacji trans : cis wigzania
amidowego oraz przemozny wplyw atomu fluoru na konformacje egzo/endo
pier§cienia pirolidynowego wykorzystano w zbadaniu inhibicji trombiny. Ot6z,
aktywnos¢ biologiczna analogdéw dipeptydéw zawierajacych fluorowang proline
zwigzana byta z pewna steryczng preferencjg. A wiec monofluorowany izomer 4(R)
(Rys. 23) byt 300 razy mocniejszy niz jego 4(S) (Rys. 23) odpowiednik, podczas
gdy geminalny 4,4-difluorek (Rys. 23) byt 6 razy stabszy nawet niz nie posiadajacy
fluoru odpowiednik (R', R* = H) [70].
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Rysunek 23. Struktury dipeptydowych inhibitorow trombiny zawierajace fragment 4(R) lub 4(S)
monofluoroproliny lub geminalny 4,4-difluorek proliny

Figure 23.  Structures of dipeptides thrombin inhibitors containing 4(R) or 4(S) monofluoroproline or
geminal proline 4,4-difluoride

Podobnie wykorzystano takze atom fluoru do =zbadania wigzania si¢
z receptorem analogu endogennego ligandu wigzacego si¢ z neurotensyna.
Receptory neurotensyny 1 oraz 2 (NTS1, NTS2), aktywowane przez
neurotransmiter - neurotensyng, przyciagajg rosngcg uwage ze wzgledu na ich
efekty fizjologiczne mogace znalez¢ zastosowanie zaréwno w hipotermii jak
i w leczeniu zaburzen psychicznych. Szczegolnie receptor NTS2 jest zwigzany
z modulacjg wrazliwosci na bol. Zastgpienie jednostki proliny w heksapeptydzie
NT(8-13) (Rys. 24A) bedacym ligandem wigzagcym sie z neurotensyng, przez
zmodyfikowane fluorem w pozycji 4 analogi Pro wykazato, ze receptor NTS2
posiada preferencj¢ do wiazania si¢ z peptydomimetykiem zawierajacym pierscien
pirolidynowy w konformacji egzo, ktdry jest stabilizowany przez znajdujacy sie
w pozycji C-4 atom fluoru (tj. 4(R)-F-Pro, Rys. 24B) [71].
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Rysunek 24. A) Heksapeptyd - ligand neurotensyny; B) i C) Monofluorowane oraz D) difluorowane analogi
heksapeptydu wiazace receptory NTS1 i NTS2

Figure 24.  A) Hexapeptide - neurotensine ligand; B) and C) Monofluorinated and D) difluorinated
hexapeptide analogues binding NTS1 and NTS2 receptors

Zwiazek ten oprocz doskonatej zdolnosci do wigzania sie wykazywal tez
znaczng selektywnos¢ do tego receptora. Przeciwnie, pseudopeptyd zawierajacy
enancjomer 4(S)-F-Pro (Rys. 24C) wykazatl prawie pigciokrotnie mniejsza zdolnos¢
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do wigzania jak i selektywno$¢. Co wigcej, geminalny difluorek (Rys. 24D)
wykazal wigksza zdolnos¢ do wigzania sie niz 4(R)-F-Pro (Rys. 24B) dzigki
konformacji pierscienia egzo, ale za to niskg selektywnos$¢ [Kiy(NTS1)/Ky(NTS2)].
Okazato si¢ takze, ze mimetyki heksapeptydu zawierajace jeden atom (tj. 4(R)-F-
Pro) jak i dwa atomy fluoru (Rys. 24), wykazaly aktywnos¢, przewyzszajaca
uzyskang dla endogennego ligandu neurotensyny peptydu NT(8-13). Ma to
szczegoOlne znaczenie, gdyz selektywnie wigzacy si¢ z receptorem NTS2 ligand
moze zostaé wykorzystany jako srodek przeciwbdlowy nie wykazujacy efektow
ubocznych zwigzanych z zastosowaniem opioidoéw [71].

W przeciwienstwie do F-Pro, wprowadzenie atomu fluoru (w pozycje C-3) do
pierscienia pirolidynowego 4-hydroksyproliny (Hyp) zmienia jego preferowana
konformacje na C*-endo zamiast C*-egzo korzystniejsza energetycznie w przypadku
4-F-Pro. Stwierdzono, ze zamiana Hyp na fluorowang hydroksyproling
w testowanym ligandzie (HIF-1a) docelowego biatka VHL (biatko von Hippla-
Lindaua), powoduje wysoce stereoselektywne rozpoznawanie przez VHL
diastereoizomeru (3R,4S5)-3-fluoro-4-hydroksyproliny w poréwnaniu z epimerem
(35,45)-F-Hyp (Rys. 25A) [72].

A) B)

D’E\A/L\A/goo *A

NH

3(R) R'=F,R% =H \cT
3(S) R"=H,R2=F 3(R) R'=F,R? =H
R'=R2=H 3(S) R"=H,R*=F

Rysunek 25. A) Peptydomimetyk zawierajacy F-Hyp - ligand VHL; B) Pochodna F-Hyp jako tzw. chimera —
stuzaca degradacji ligazy VHL

Figure 25.  A) Peptidemimetic containing F-Hyp - VHL ligand; B) F-Hyp derivatives as chimera — used as
ligase VHL destroyer

Przeprowadzone badania wykazalty takze, ze w trakcie wigzania si¢ z biatkiem
(VHL) réwnowaga konformacyjna pierscienia pirolidinowego w (3R,4S)-F-Hyp
musi ulec znaczacej zmianie. Przypuszczalnie przejscie ze stanu wolnego do
zwigzanego musi zosta¢ zrekompensowane przez bardziej korzystne oddziatywania
biatka z ligandem. Ligandy VHL zawierajace F-Hyp zostaly zastosowane jako
odpowiednie sondy komérkowe i wykorzystane do ukierunkowanej proteasomalne;
degradacji ligazy VHL jako tzw. chimera PROTAC. Okazalo si¢ takze, ze
wprowadzenie izomeru (3R,4S)-F-Hyp (Rys. 25B) wplywa na cytotoksycznosé,
natomiast wbudowanie epimeru (35,45) (Rys. 25B) do badanej sondy doprowadzito
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do selektywnej degradacji VHL przy stezeniu nanomolarnym pomimo ~20-krotnie
mniejszej zdolnosci wigzania sie z tg ligaza.

Kolagen jest najobficiej wystepujacym bialkiem w organizmach ssakéw.
Polipeptydowy tancuch kolagenu zawiera trzy helikalne tancuchy polipeptydowe,
a kazda z nich zawiera okoto 300 powtorzen sekwencji X-Y-Gly, gdzie X-stanowi
jednostki L-proliny (Pro), Y- 4(R)-hydroksyproliny (Hyp), za$§ trzecim
aminokwasem jest glicyna (Gly). Przyjmowano, ze sekwencja ta jest
odpowiedzialna za stabilizacje tancuchéw kolagenowych, a grupa hydroksylowa
Hyp wnosita znaczny wkiad na stabilno$¢ kolagenu poprzez tworzenie
dodatkowych wiazan wodorowych. Teori¢ te¢ poddano jednakze w watpliwos$¢ na
skutek badan z zastosowaniem 4-fluoroproliny F-Pro jako bioizosterycznego
odpowiednika 4(R)-hydroksyproliny [73, 74]. Pomimo, ze tak zmodyfikowany
peptyd nie powinien mie¢ zdolnos$ci do migdzyniciowego wigzania wodorowego,
wprowadzenie  4(R)-fluoroproliny —zaowocowalo znacznym zwigkszeniem
stabilnosci trdjniciowej helisy kolagenu [27, 76]. Zaobserwowano rowniez, ze
w zaleznosci od wprowadzonego w miejscu Pro-48 enancjomeru F-Pro (R) Iub (S)
widoczne sa przeciwne efekty. Okazalo si¢, ze gtéwnym czynnikiem stabilizujagcym
helisy kolagenu jest efekt konformacyjny i przyjmowana konformacja C*-egzo
pierscienia pirolidinowego korzystniejsza energetycznie w przypadku zaroéwno
Hyp, jak 1 4(R)-fluoroproliny oraz obnizona bariera energetyczna izomeryzacji
cis:trans wigzania peptydowego, pozwalajgca na pre-organizacje nici wymagane;j
do utworzenia potrdjnej helisy konformacji trans wszystkich aminokwaséw
w peptydzie [25, 26]. W konsekwencji zwigzek przyjmuje utozenie wigzania C-F,
antyréwnolegte do trzech najblizszych dipoli C=O potrdjnej helisy. Wykazano
wigc, ze to gtéwnie oddziatywania dipol-dipol i odpychanie steryczne reszt proliny
i Hyp, a nie wigzania wodorowe nadajg kolagenowi taka stabilnos¢.

Tworzenie wigzania peptydowego z proling w rybosomie przebiega wyjatkowo
wolno w pordéwnaniu do wszystkich innych aminokwaséw biatkotwoérezych.
Okazalo si¢ jednak, ze wprowadzenie monofluorowanej 4(R)-F-Pro zwigksza
szybko$¢ tworzenia wigzania peptydowego do poziomu obserwowanego w innych
aminokwasach proteinogennych, podczas gdy inkorporacja jej diastereomeru 4(S)-
F-Pro prowadzi do przeciwnego efektu [77].

8. FLUOROWANE FOSFONIANY

Grupy difluorometylenowa -CF,- oraz monofluorometylenowa -CHF-
zastosowano takze jako zamienniki mostkowego atomu tlenu w fosforylowanych
zwiazkach organicznych [-O-P(0)O;’]. Tak otrzymane mono- lub difluorometyleno
fosfoniany [-CHF-P(O)O, lub -CF,-P(O)O,] sa stabilne w srodowisku
biologicznym. Peptydomimetyk (haptens) zawierajacy ugrupowanie
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difluorometylenofosfonianowe (Rys. 26A) wykorzystano do zbadania przeciwciata,
ktére moze wywolywa¢ odpowiedZ odpornosciowa jedynie w potaczeniu
z odpowiednim fosforylowanym biatkiem [78]. Jako biatko wybrano biatko p53
o wlasciwosciach supresora nowotworowego, zaangazowanego Ww regulacje
aktywacji mechanizmow naprawy DNA oraz indukcje apoptozy w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA, zawierajace w pozycji 6 seryne. Jego aktywacja polega miedzy
innymi na jej fosforylacji (Rys. 26B), a grupa difluorometylenowa zostala wybrana
jako substytut tego atomu tlenu w grupie fosforanowe;j.

A) B) C) D)
H (0] H (0] 0 (0]
Ac-MEEPQ\“/N\:)LH,DPSVECKLH ;I.LN\:)LH}L; HZN\_)J\OH HZN\:)J\OH
o H H H
%
F7< o (0] (0] //O O‘ﬂ/ ,/O
F P oo FT Py oo
o ° 0" o FoO 00

Rysunek 26. A) Peptydomimetyk - wskaznik przeciwciata ukierunkowanego na 6-fosfoserynowa formg
biatka p53; B) Fragment peptydu zawierajacy fosfoseryng; C) Difluorowany analog y-fosforanu
asparaginianowego; D) Asparaginiano y-fosforan

Figure 26.  A) Peptidomimetic designed to determine an antibody directed toward 6-phosphoserine in p53;
B) Part of peptide containing phosphoserine; C) Difluorinated aspartyl y-phosphate analogue;
D) Aspartyl y-phosphate

Wybrane przeciwcialo rozpoznaje biatko p53 tylko kiedy seryna w pozycji
6 jest fosforylowana [79]. Jako inny przyktad moze takze postuzyé zastosowanie
difluorometyleno [B-keto fosfonianu (Rys. 26C) jako difluorowanego analogu
asparaginiano y-fosforanu (Rys. 26D) — substratu dehydrogenazy semialdehydu
asparaginianowego (ASA-DH) [80]. Enzym ten zaangazowany jest w biosynteze
lizyny i jej prekursora- kwasu diaminopimelinowego potrzebnego do biosyntezy
peptydoglikanéw niektérych $cian bakteryjnych. Po pre-inkubacji inhibitora
z enzymem zaobserwowano odwracalng inhibicj¢ poprzez powolne wiazanie sig¢
z grupa tiolowa w miejscu aktywnym enzymu z grupa Kkarbonylowg
peptydomimetyku wystepujacego w postaci hydratu difluoroketonu.

Difluorometylenofosfonianowe analogi fosfotyrozyny (Rys. 27A) postuzyly
takze do okreslenia budowy inhibitora fosfatazy tyrozynowej. Fosfataza
fosfotyrozynowa 1B (PTP1B) pelni wazng role w regulacji $ciezki sygnatowej
insuliny oraz leptyny. W konsekwencji stanowi ona interesujacy cel w leczeniu
diabetykéw typu Il oraz otytosci. Przebadano roznego rodzaju peptydomimetyki,
przy czym okazato si¢, ze difluorowany heksapeptyd (Rys. 27B) posiada
stosunkowo mocne powinowactwo do PTP1B (ICso = 0,1 uM), w poréwnaniu do
macierzystego peptydu (ICso = 200 pM) [81, 82]. Aktywnos¢ t¢ wytlumaczono
istnieniem wigzania wodorowego pomiedzy jednym z atomdéw fluoru reszty
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CF,P(0)(0),” oraz atomem wodoru grupy N-H fenyloalaniny (Phel82) enzymu
[83]. Okreslono, ze obniza on nadekspresje receptora insuliny polaczonego
z biatkiem PTP1B w pewnych formach cukrzycy. Liczne strukturalne modyfikacje
badanych fluorowanych fosfonianow posiadajacych aktywnos¢ biologiczna
w stosunku do PTPIB pozwolilty na uzyskanie jeszcze Ilepszych, bardziej
selektywnych inhibitorow tej fosfatazy (Rys. 27C) [84, 85].

H H
- MeO-Asp-Ala—Asp- N N NH
*HaN 0] e sp-Ala—Asp Glu\H “Leu 'O\’c’) \)J\H 2
o o o o ° o)
F

Rysunek 27. Fosfotyrozyna A) oraz jej analogi: B) heksapeptydylo difluorofosfonian, C) peptydylo
bis(difluorofosfonian)

Figure 27.  Phosphotyrosine A) and analogues: B) hexapeptidyl difluorophosphonate, C) peptidyl
bis(difluorophosphonate)

Fluorowane fosfoniany zostaly takze zastosowane w miejscu grupy
karboksylowej w aminokwasach, co pozwolito na otrzymanie duzej grupy
zwigzkow takich jak aminofosfoniany, rozpoznawane przez enzymy lub receptory
jako falszywe substraty i przez to posiadajace wlasciwosci inhibitujace. Z wielu
wzgledéw a-aminoalkilofosfoniany traktuje si¢ jako doskonate odpowiedniki
aminokwasow [86-89]. Grupa fosfonowa (-P(O)(OR),) posiada geometrie
tetraedryczng oraz lokalizacje tadunkéw analogiczng do stanu przej$ciowego
powstajacego w trakcie przeniesienia grupy acylowej, na przyktad w aminokwasach
w trakcie reakcji enzymatycznych [79]. Z tego tez wzgledu kwasy a-
aminoalkilofosfonowe stanowig szeroko adoptowang grupe stuzaca do
projektowania  inhibitoréw  bedacych  niehydrolizowanymi  mimetykami
aminokwasow.

Te szczego6lng aplikacje stanowito zastosowanie fluorofosfonianowych
pochodnych proliny (Rys. 28A) stanowigcych analogi stanu przej$ciowego,
w ktorych atom fluoru, mégt dziata¢ jako akceptor wigzania wodorowego w trakcie
inhibicji selektywnych wobec proliny aminodipeptydaz serynowych. Odcinajg one
dipeptydy z N-konca peptydow lub bialek, jezeli reszta proliny znajduje sig¢
w przedostatniej pozycji. Reprezentatywnymi przyktadami tej grupy sa
dipeptydylowe peptydazy 111 IV (DPP Il i DPP [V). Omawiane enzymy uwazane sg
za wazne w takich stanach chorobowych, jak cukrzyca, nowotwory i zaburzenia
zwiazane z odpornoscia.
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Rysunek 28. A) Fluorofosfonianowe pochodne proliny - inhibitory aminodipeptydaz serynowych;
B) Fluorowane kwasy aminoetanofosfonowe- przyktadowe inhibitory racemazy alaninowej

Figure 28.  A) Fluorophosphonate derivatives of proline - inhibitors of serine aminodipeptidases;
B) Fluorinated aminoethane phosphonic acids - examples of alanine racemase inhibitors

Wstepna ocena biochemiczna opisanych zwigzkéw na jednym z docelowych
enzymow, DPP [V, wykazata obiecujacg aktywnos$¢. Najbardziej aktywnym
zwigzkiem okazat si¢ fluorofosfonian (Rys. 28A, Xaa =1Ile i R = H, IC5y = 50 pM)
[89].

Pomimo znacznej warto$ci mocy wigzania C-F i wzglednie slabej zdolnosci
atomu fluoru do bycia grupg opuszczajaca, w pewnych okolicznosciach dochodzi
do eliminacji HF w wyniku przemian metabolicznych tak jak w przypadku
dezaktywacji DadB racemazy alaninowej S. fyphimurium (Alr), opisanej dla
inhibitoréw B-1(S)-fluoroalaniny oraz B-1(R)-fluoroalaniny (Rys. 28B, Rg = CH,F)
[91, 92]. Stwierdzono, ze w trakcie inhibicji nastepuje a,B-eliminacja prowadzaca
do adduktu enolanowej formy kwasu pirogronowego oraz fosforanu pirydoksalu.
Redukcja tego trojsktadnikowego adduktu z enzymem blokuje $ciezke eliminacji.
Autorzy zaproponowali takze ogolny mechanizm dezaktywacji racemaz w $wietle
tych wynikéw. Takze kwasy B,B-difluoro- oraz B,p,p-trifluoroaminoetanofosfonowe
(Rys. 28B, Rr = CHF, oraz CF;) zostaly zbadane pod katem inhibicji Alr.
Stwierdzono, ze stanowia one zalezne od czasu inhibitory Alr, z ktérych najlepsze
wlasciwosci przeciwbakteryjne wykazywal monofluorowany analog aminokwasu
[91, 92].

UWAGI KONCOWE

Przedstawiona powyzej praca przegladowa ma shizy¢ (wg Autoréw) inspiracji
niesamowitym efektom uzyskanym dzigki atomowi fluoru oraz fluorowanego motywu
w zwiazkach organicznych, w tym w peptydomimetykach czy fluorowanych analogach
aminokwaséw i peptydow. Zdajemy sobie sprawe, ze pewne aspekty zostaty
zilustrowane zaledwie przyktadami, niektore zostaty potraktowane marginalnie. Istnieje
takze grupa peptydomimetykow zawierajaca fluorowane uklady aromatyczne, czy
fancuchy zawierajace wicksza ilos¢ atomow fluoru. Z uwagi na obszernosé
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przedstawionej powyzej tematyki ten aspekt wplywu fluoru nie zostal zawarty
w monografii.

Nalezy tez pamietac, ze istnieje wiele catkowicie niewykorzystanych oddziatywan
wigzania C-F, ktére oczekuja na zbadanie, na przyklad w $rodowisku biatkowym,
w tym interakcji tadunek-dipol czy koordynacja kationow metali. Co wigcej,
w niedalekiej perspektywie mozna oczekiwa¢ wzrostu zastosowania aminokwasow
znakowanych radioaktywnie '°F, ktére moga nasladowaé endogenne rozktady réznych
naturalnych aminokwasdw, a tym samym stuzy¢ jako wskazniki do badania metoda
pozytonowej tomografii emisyjne;.
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