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Anotace

Tato prace se zabyva syntézou inhibitorQ fibroblastového aktiva¢niho proteinu (FAP). K jeho
expresi dochazi témét vyluéné v nadorové tkani, coz z néj ¢ini vyjimecny terapeuticky cil
protinadorové terapie. Béhem prace byla uspésné pripravena série latek, jejichz struktura
vychéazi z publikovanych poznatkli o inhibici FAP. Syntéza byla postavena na stfidani
odchranovacich a kondenzacnich krokt, pficemz konkrétni reakéni podminky byly pro kazdy
krok optimalizovany. Prub¢h vSech reakci byl detailné sledovan pomoci LC-MS a tenkovrstvé
chromatografie. Latky byly ¢iStény chromatografickymi metodami (HPLC, FLASH) a poté
charakterizovany NMR spektroskopii. Béhem syntézy byla objevena dosud nepopsana vedlejsi
reakce zpusobena ¢inidlem PyBroP. Jeji produkt byl izolovan a plné charakterizovan. Po
vyvraceni n€kolika moznych hypotéz byla odhalena pficina vzniku vedlejsiho produktu na
zaklad¢ sérii dodate¢nych experimentt a byly navrzeny postupy, jak se této nezadouci reakci
vyhnout. Vsechny piipravené latky byly testovany na FAP a jemu piibuznych proteinech.
Vysledky ukazuji, Ze byl nalezen novy nizkonanomolarni inhibitor prolyloligopeptidasy
(PREP) a novy submikromoléarni inhibitor FAP.

Kli¢ova slova
fibroblastovy aktivacni protein; serinova proteasa; medicinalni chemie; vyvoj 1é€iv

Abstract

This work deals with the synthesis of fibroblast activation protein (FAP) inhibitors. FAP
expression occurs almost exclusively in tumor tissue, which makes it an exceptional therapeutic
target. A series of compounds, whose structures are based on known facts about FAP inhibition,
was successfully synthesized. The synthesis comprises of deprotection and condensation
reaction steps, for which reaction conditions were optimized. The course of all reactions was
tracked by LC-MS and thin-layer chromatography. The compounds were purified using
chromatographic methods (HPLC, FLASH) and then characterized through NMR
spectroscopy. During the synthesis, a yet unknown side reaction, caused by the PyBroP reagent,
was discovered. After disproving several hypotheses, the cause of the reaction was explained
on the basis of further experimental procedures and a way of evading this reaction was
proposed. All compounds were tested against FAP and proteins related to it. The results
indicate, that a new low nanomolar prolyl oligopeptidase (PREP) and a new submicromolar
FAP inhibitor were discovered.

Keywords

fibroblast activation protein; serine protease; medicinal chemistry; drug development



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ac acetyl

Boc terc-butyloxykarbonyl

DCM dichlormethan

DIPEA diisopropylethylamin

DMF dimethylformamid

DPP dipeptidylpeptidasa

ekv. ekvivalent

EtOAC ethyl acetat

FAP fibroblastovy aktivacni protein

GLP-1 glucagon-like peptide 1
glukagonu podobny peptid 1

HATU 2-(7-aza-1H-benztriazol-1-yl)-N,N,N’,N -tetramethyluronium hexafluorfosfat

HOAt 1-hydroxy-7-azabenztriazol

HOBt 1-hydroxybenztriazol

HPLC high-performance liquid chromatography
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

Chin chinolin-4-karboxyl

ICs0 sttedni inhibicni konstanta

LC-MS liquid chromatography — mass spectrometry

kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometrie

LT laboratorni teplota

Me methyl

MeCN acetonitril

NMR nuklearni magneticka rezonance

PhsP trifenylfosfin



PREP prolyloligopeptidasa

p-TsOH - H20 monohydrat kyseliny para-toluensulfonové
PyBroP brom-tripyrrolidinyl-fosfonium hexafluorfosfat
Pyrr pyrrolidin

PyrrsPO tripyrrolidinylfosfin oxid

RVO rota¢ni vakuova odparka

TFA trifluoroacetic acid

kyselina trifluoroctova

TLC thin-layer chromatography

tenkovrstva chromatografie
TSTU N,N, N’ N'-tetramethyl-O-(N-sukcinimidyl)uronium tetrafluorborat
UV-VIS ultraviolet — visible light

ultrafialové — viditelné svétlo

4 benzyloxykarbonyl
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1 UvoD

Fibroblastovy aktiva¢ni protein (FAP) jiz od svého objeveni na pielomu 80. a 90. let sehrava
dilezitou roli na poli protinadorové terapie. Tento enzym disponuje dvoji katalytickou aktivitou
a exprimuje se témet vyluéné v nadorové tkani, coz z néj ¢ini slibny terapeuticky cil.

Exprese, ke které dochazi pfevazné v nemocné tkani, je z terapeutického hlediska nespornou
vyhodou, protoze je diky ni sniZeno riziko zasahu a poskozeni zdravé tkdn€. Dualni aktivita
této proteasy také umoznuje jeji velmi selektivni inhibici, pii které nedochazi k nezadoucimu
utlumeni ¢innosti piibuznych proteind.

Terapeuticky potencial FAP je obrovsky a z toho diivodu je vénovana patiicna pozornost vyvoji
jeho novych inhibitord. Ty jsou Casto zalozeny na dipeptidovych strukturach, které napodobuji
ptirozené substraty. Z literatury vyplyva, ze ke $tépeni dochazi vyhradné za aminokyselinou
prolin, jejiz struktura je tedy stéZejni pro vazbu latky na FAP. Z toho dtvodu byla odbornymi
publikacemi inspirovana série latek, vychazejicich z (R)-2-kyanopyrrolidinu, jehoz struktura
je od prolinu odvozena. Hlavnim cilem této prace je jejich syntéza a charakterizace, doplnéna
o optimalizaci reak¢énich podminek za ucelem zajisténi snadného zpracovani reakénich smési.
Dalsim cilem je analyza vysledkii biochemického testovani inhibi¢nich vlastnosti
syntetizovanych latek, podlozena doposud znamymi poznatky o strukturach a chovani cilovych
enzymul.

Soucasti prace je také objasnéni pfi¢iny dosud nezndmé a v literatufe nepopsané vedlejsi reakce,
zpusobené Cinidlem PyBroP. Jeji uspéSné vysvétleni na zdkladé experimentalné podloZené
hypotézy je dllezitym poznatkem pro vyvoj a syntézu obdobnych peptidomimetik.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fibroblastovy aktivacni protein (FAP)

Fibroblastovy aktivacni protein je serinova proteasa, ktera se kratce po svém objeveni dostala
do stiedu védeckého zajmu. Divodem bylo zjisténi, ze k expresi FAP dochazi v drtivé vétsing
nadorovych fibroblastil,! zatimco v nepostizenych fibroblastech se téméf neexprimuje [2].
FAPma dvojitou enzymovou  aktivitu - §tépi  dipeptidy  z N-konce  proteint
(dipeptidylpeptidasovy charakter) [3], ale je také schopen S$tépit peptidy uvniti fetézce
(endopeptidasovy charakter) [4]. Protein FAP vykazuje vysokou substratovou specifitu,
kterd umoznuje velmi selektivni inhibici. Tyto dva faktory ho ¢ini potencidlnim terapeutickym
cilem na poli protinadorové terapie.

2.1.1 Charakteristika a struktura

FAP je tvofen celkem 760 aminokyselinami. Je klasifikovan jako integralni membranovy
protein typu Il — vyskytuje se na rozhrani bunétné membrany, jeho N-Konec se nachazi
uvniti bunkky (6 aminokyselin), 18 aminokyselin tvofi jeho membranovou ¢ést
a jeho C-terminalni zbytek o délce 736 aminokyselin tvoii objemnou mimobunécnou ¢ast.
Katalyticky aktivni je pouze jeho 170 kDa homodimer (Obrazek 1) [5].

Obrazek 1 — Model krystalové struktury katalyticky aktivniho 170kDa homodimeru FAP. Jednotlivé monomerni
jednotky jsou barevné odliSeny. Ptevzato z [6].

2.1.2 Enzymova aktivita

Prolyloligopeptidasy, mezi které je FAP fazen, jsou charakteristické odStépovanim dipeptidi
z N-konce proteint. K tomu dochazi vyhradné za aminokyselinou za aminokyselinovym
zbytkem od prolinemu (Pro).? Strukturu dipeptidu Ize tedy zapsat jako N-P2-Pro, kde P, znadi
nespecifikovanou aminokyselinu. Edosada et al. [7] zkoumali vliv riznych aminokyselin
v pozici P2 na substratovou specifitu a ukazali, ze FAP ma nejvétsi tendenci odStépovat
dipeptidy, pokud se VP2 nachazi isoleucin (lle), prolin nebo arginin (Arg).
Plati, ze aminokyseliny P2 s rozmérnymi, hydrofobnimi, aromatickymi ¢i kladné nabitymi

! fibroblast = bufika vazivové tkang, ktera do svého okoli uvolfiuje mimobun&énou hmotu a proteiny [1].
2 Ttipismenné znaceni aminokyselin podle smluvené konvence.
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postrannimi fetézci jsou preferovany pied aminokyselinami se postrannimi fetézci, nesoucimi
zaporny naboj (Obrazek 2) [8].

V ramci stejné studie byla také zkoumana endopeptidasova aktivita FAP. Prostfednictvim
N-acetylace aminokyseliny P2 byly simulovany podminky pro endopeptidasové $tépeni, acetyl
navazany na termindlni atom dusiku piedstavoval dal§i pokracovani peptidového fetézce.
Vysledky ukézaly, ze po acetylaci N-konce vyrazné poklesla aktivita FAP vii¢i substratim
Z prvni série experimentli. Jedinym substratem, ktery FAP efektivné $tépil, byla sekvence
N-Ac-Gly-Pro (Obrazek 2). Dodateéné bylo ukazano, Ze tato sekvence vykazuje specifitu
pro FAP oproti jeho blizkym homologiim. Proto se stala vychozi strukturou pro vyvoj
potencialnich inhibitora FAP.
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Obrazek 2 — Substratova specifita FAP vzhledem k aminokyselinam v pozicich P1 a P. Sloupce znazoriuji
procentualni koncentraci neporuSeného substratu po 24 h inkubaci pii 37 °C. Tmavé sloupce znazoriuji
substraty s volnym N-koncem, svétlé znazoriuji substraty s N-acetylovanym koncem. Aminokyseliny jsou
reprezentovany jednopismennym zna¢enim. Pievzato z [8].

2.1.3 Stépeni peptidové vazby serinovymi proteasami

Katalytickd tridda neboli trojice aminokyselin zodpovédnych za enzymovou aktivitu
je u vétSiny serinovych proteas, véetné FAP, tvofena histidinem (His), serinem (Ser)
a aspartatem (Asp). Jejich umisténi u FAP je Ser624,® His734 a Asp702 [4].

Mechanismus stépeni probiha adi¢né-elimina¢nim mechanismem (Schéma 1). Spoc¢iva v ataku
karbonylového uhliku peptidové vazby hydroxylovou skupinou serinu. Ta je deprotonovana
imidazolovou skupinou histidinu a stava se tak nukleofilem. Po zminéném nukleofilnim ataku

3 Cislo udava potadi aminokyseliny v sekvenci proteinu, ¢isluje se vzestupné od N-konce.
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vznika tetraedralni intermediat a imidazolovy kation (adi¢ni krok 1). Dochazi ke stépeni
peptidové vazby, uvoliiuje se N-terminalni ¢ast rozStépeného substratu za souc¢asného prenosu
protonu z imidazolu na dusik aminoskupiny (elimina¢ni krok 2). Zpétnou deacylaci serinu
dochazi k obnoveni katalytického centra a uvolnéni C-terminalni Casti rozStépeného substratu,
atakujicim nukleofilem je v tomto ptipadé voda (kroky 3 a 4) [9].

Aspartat se na rozdil od histidinu a serinu Stépeni neucastni pfimo, nicméné je dilezity
pro stabilizaci imidazolové skupiny béhem utvoieni imidazolového iontu a tetraedralniho
intermediatu. K interakci dochézi prostfednictvim vodikové vazby mezi reakce se netcastnicim
dusikem imidazolu a kyslikem karboxylové skupiny aspartatu [10].

N His734

u% HNE_:% > e %3 oA %> N

Schéma 1 - Mechanismus $tépeni peptidové vazby serinovymi proteasami. Na schématu jsou vyznacené
postranni fetézce serinu Ser624 a histidinu His734, prostfednictvim kterych FAP adi¢né-eliminacnim
mechanismem §tépi peptidové vazby v substratech. Prevzato a upraveno z [9].

2.1.4 Ptibuzné proteiny FAP

FAP spada do prolyloligopeptidasové rodiny S9 (databaze MEROPS, viz [11]). Ta je dale
klasifikovana na podrodiny, pti¢emz FAP nalezi podrodin€ S9B. V té se nachéazi jeho homology
dipeptidylpeptidasa 1V (DPPIV), DPP8 a DPP9. Nejblizsim homologem je DPPIV,
se kterou sdili 52% sekvence [5]. Nejvétsi Cast sekvenéni homologie je pozorovatelna
v C-terminalni mimobunééné doméné FAP.

DPPIV je zcelé podrodiny nejvice charakterizovand a prostudovana. Bylo ukazano,
Ze $tépi bioaktivni peptidy a tim sehrava roli v Siroké Skale patologickych procesu. Zjistilo se,
ze DPPIV $tépi glukagonu podobny peptid GLP-1 in vivo a tim utlumuje sekreci inzulinu,
proto byla DPPIV oznacena jako terapeuticky cil pro 1é¢bu diabetu II. typu [12].

Na zéakladé¢ silné homologie FAP a DPPIV byla provedena testovani za uc¢elem porovnani
aktivity téchto dvou peptidas. Aertgeerts et al. [4] vyuzili substraty s N-koncem blokovanym
benzyloxykarbonylovou chranici skupinou a ukazali, ze DPPIV je lepsi exopeptidasa nez FAP
a naopak, ze endopeptidasovy charakter FAP je o mnoho silngjsi nez u DPPIV. Tento jev byl
vysvétlen pfitomnosti zaporné nabitého aspartatu Asp663, ktery DPPIV umoziuje Iépe
rozpoznat N-terminalni kladné nabitou NHs" skupinu. Na odpovidajicim misté je u FAP
pfitomen alanin Ala657, ktery je dilezity pro rozpoznani substrati a enzymovou aktivitu.
Po mutaci FAP, pii které byl Ala657 nahrazen aspartatem, zhruba 350x poklesla jeho
endopeptidasova aktivita vici sekvenci Gly-Pro a naopak byla posilena jeho exopeptidasova
aktivita [4].
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Prolyloligopeptidasa (PREP), patfici do podrodiny S9A, ma vyhradné¢ endopeptidasovou
aktivitu, kterou sdili s FAP. PREP, stejné¢ jako FAP, §tépi substraty za prolinem.
Yoshimoto et al. [13] prokazali, Zze PREP velice dobie §tépi substraty chranéné
benzyloxykarbonylovou skupinou, a naopak nevykazuje t¢éméf zadnou aktivitu vaci stejnym,
nechranénym substratim. V ramci studie byla také testovana aktivita PREP vuci stejnym,
chranénym substratiim, U kterych doslo k zaméné prolinu za alanin. K hydrolyze peptidové
vazby za alaninem dochazelo také, avSsak mnohem pomaleji. Nechranéné substraty opét
nevykazovaly zddnou aktivitu.

2.1.5 Inhibitory

Zminéné poznatky ze screeningovych studii se staly vychodiskem pro vyvoj inhibitorh
zminénych peptidas. Primarnim ukazatelem Uc€innosti inhibitorll je tzv. inhibicni konstanta
(ICsp), ktera udava mnozstvi inhibitoru, potfebné ke snizeni katalytické aktivity enzymu
0 polovinu. Typicky se uvadi v jednotkdch molarni koncentrace, hodnoty se pohybuji fadove
mezi uM a pM.

Druhym zadoucim faktorem inhibitoru je jeho selektivita. Na zdkladé podobné enzymové
aktivity mize dochazet k inhibici pfibuzného enzymu, coz je nezadouci. Selektivita se obvykle
vyjadiuje jako bezrozmérnd veli¢ina dand pomérem rovnovaznych konstant inhibice
jednotlivych enzym?.

Pro snaz$i popisovani struktur inhibitord je Vv praci zaveden systém znaceni potadi
aminokyselin, ktery se standardné pouziva pro znaceni aminokyselin v kratkych peptidech
(Obrazek 3). Zde je napiiklad v pozici P1 prolin a v pozici P2 L-valin. Obdobné se znaci dalsi
aminokyseliny, obsazené ve struktufe inhibitoru.

",
HN Nitrilova skupina,
o Py (HO\Q:O ktera napodobuje
Zde dochazi ke . | peptidovou vazbu v
Stépeni ¢ NT substratu
P1 EH P1 m CN
N 0 N
S g
P, P,
o NH O%NH
P
 |HS N

Obrazek 3 - Systém znaceni potadi aminokyselin ve strukturach inhibitori. Vlevo je ukazka znaceni jednotlivych
aminokyselin v ramci peptidového fetézce. Ty se V zavislosti na misté §tépeni znaéi Py-, P1, P2 atp. Vpravo je
uveden piiklad inhibitoru, jehoZ struktura je popsana analogickym zptisobem. V praci je u inhibitort tento
systém pro prehlednost pouzivan i nadale.

Velka cast jiz znamych inhibitorit FAP je zalozena na dipeptidové struktuie, ktera obsahuje
funk¢ni skupinu schopnou podstoupit nukleofilni atak kyslikem serinu v katalytickém misté
FAP. Velkou skupinu téchto latek tvofi rtzné derivaty pyrrolidin-2-boronové kyseliny,
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kde je boronova skupina interagujicim elektrofilem [8, 14]. Tato struktura je analogicka
ke struktufe L-prolinu, ktery je kliCovym pro aktivitu FAP.

Piikladem takového inhibitoru je latka Val-boroPro (Talabostat, PT-100, Obrazek 4),
vychazejici z |-valinu v pozici P2. Talabostat byl prvnim objevenym inhibitorem FAP a dostal
se do druhé faze klinického testovani, ale pozorované tcinky byly velmi slabé. Aby se ucinky

Talabostatu projevily, musela byt zvySena davka, coZ zpusobilo projevy toxicity. Val-boroPro
také neni selektivni vii¢i FAP a dochazi k inhibici DPPIV, DPP8 a DPP9 [15]. Z toho divodu

bylo od dal$iho testovani upusténo.
o)
H

B-
o OH
Obrazek 4 - Struktura inhibitoru Val-boroPro.

O strukturu pyrrolidin-2-boronové kyseliny se opiraji Poplawski et al. [8]. Zkoumali u¢inky
riznych N-substituentd na selektivitu inhibitoru vici FAP a vici PREP. (Tabulka 1) Nejvyssi
selektivitu pro FAP vzhledem k PREP projevila latka Gly-boroPro (Tabulka 1, 1), coz koreluje
s poznatkem, ze FAP efektivné $tépi substraty se sekvenci Gly-Pro. Vzhledem k volnému
N-konci tato latka nevykazuje Zadnou specifitu vici FAP oproti dipeptidylpeptidasam.
Po N-substituci této latky naftalen-1-karbonylem (Tabulka 1, 2) a pyridin-4-karbonylem
(Tabulka 1, 3) doslo k vyraznému poklesu aktivity vic¢i vSem DPP (v souladu s popsanou
exopeptidasovou aktivitou DPP), ale rozdily v selektivité vi¢i FAP a PREP témét zmizely.

Tabulka 1 - Inhibi¢ni vlastnosti derivati kyseliny boronové 1-5. Posledni sloupec udava selektivitu pro FAP vici
PREP. Pfevzato a upraveno z [8].

ICs0 [NM] IC50prEP
Latka Struktura DPPIV DPPS DPP9 FAP PREP  ICsorap
1 HQN/\('Q 13+2,1 180 £ 32 98 £ 20 52+9,2 47000 + 45000 900
© o oH
Ui
2 N/\H/N >100000 1200 + 300 420 + 130 2,3+£0,4 1,8+0,3 0,8
O o Ho B-oH
(o]
3 S N’YN 2800+540 1900+260 1000+570 0,47 +0,05 50+0,7 11
N = H OHO/B\OH
o :
4 Sy >100000 5600+1300 3400800 36+48  13000£4300 360
N_ = H (o] HO’B&OH
0
5 N N IQ >100000 >100000 >100000 >100000 1,3+0,2 >77000
| = H (@] B~
N Ho™ ©OH
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Stejna studie ukazala, Ze nahrada glycinu v pozici P> D-alaninem (Tabulka 1, 4) zhorsila
inhibi¢ni schopnosti viici PREP o 4 tady, pficemz silna inhibice FAP zlstala zachovana.
Struktura s D-alaninem v pozici P se jevi jako optimalni vzhledem K selektivité a Gc¢innosti.

Poplawska et al. se dale zabyvala optimalizaci N-substituovaného pyridinového kruhu.
Protonovany dusik v poloze 4 muze tvofit vodikové vazby s karbonylovym kyslikem kyseliny
glutamové Glu204 ve struktuie FAP a zvySovat tak selektivitu inhibitoru (PREP nedisponuje
funk¢ni skupinou, ktera by mohla byt akceptorem vodikové vazby). Substituce pyridinového
kruhu halogeny (F, Cl) v polohach 5 a 6 jesté vice posiluje G¢innost viici FAP, ale 2-3X zhorsuje
selektivitu pro FAP vici PREP (Tabulka 2).

Tabulka 2 - Vliv polohy atomu dusiku a halogenovych substituenti na aktivitu vii¢ci FAP a PREP. Pievzato
a upraveno z [8].

ICso [nM] IC50prep
Latka Struktura FAP PREP ICsorap
0
6 o N N 500 + 95 91000 £ 65000 180
KD)LH/\Q/ B-
N Ho  OH
F o
N + +
7 X ﬁ/\( ( 15+0,9 1600 + 190 110
N__= (o] HO' ~OH
)
8 cl . N N 94+1,1 1300 + 200 140
' H
= (o] HO’B\OH

Studie dale testovala vliv riznych D-aminokyselin v pozici P, na aktivitu inhibitoru.
Pro experimenty byl N-konec inhibitoru substituovan chinolin-4-karbonylem. Vysledky
ukazaly, ze s naristajici velikosti postranniho fetézce D-aminokyseliny P2 se rychle snizuje
aktivita vii¢i FAP az do miry, kdy latka s FAP neinteraguje.

Poplawski et al. [8] dale identifikovali u¢inny a selektivni inhibitor PREP (Tabulka 1, 5).
Pyridinovy dusik mimo polohu 4 a L-valin v poloze P2 potlacuji aktivitu vii¢i FAP, N-substituce
dusiku aminokyseliny P2 naopak snizuje aktivitu vii€i DPP (N-konec neni volny).

Ve stejném roce Jansen et al. [16] publikovali sérii inhibitort FAP zaloZenou taktéz na struktufe
Gly-Pro. Boronova skupina je zde nahrazena nitrilovou funkéni skupinou a N-konec glycinu
nese chinolinkarbonylovou strukturu. Chinolin zajist'uje selektivitu pro FAP — jeho rr-elektrony
mohou nevazebné¢ interagovat s kladn¢ nabitou guanidinovou ¢asti postranniho fetézce argininu
Argl23. Pozice atomu dusiku v chinolinu mé zjevné zasadni vliv na afinitu inhibitoru pro FAP.
V ramci studie byly testovany jeho riizna umisténi (Tabulka 3), coz zptusobilo kolisani inhibi¢ni
konstanty FAP vrozmezi t# ftadu. NejlepSich vysledki dosahuje dusik prave
v pozici 4 (Tabulka 3, 9), nejhorsich v pozicich 8 a 3 (Tabulka 3, 10, 11). Substituce atomu
bromu v pozici 5 zpusobila prudké zhorSeni inhibice PREP, latka (Tabulka 3, 12) je z této série
nejspecifi¢téjsim inhibitorem FAP.
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Tabulka 3 - Inhibi¢ni vlastnosti latek 9-12. Pfevzato a upraveno z [16].

I1Cs0 [NM] IC50prEP
Latka Struktura DPPIV  DPP8  DPP9 FAP PREP  Csorar
(0]
9 N >100000 >100000 >100000 10,3+ 0,4 860 £ 70 84
SN
H
N_ = 0 CN
| ~N (@]
10 >100000  >100000  >100000 2170+90 8200 + 800 38
g
H
o) CN
[o]
11 >100000  >100000  >100000 4800 +200 610+ 70 01
LAy
| J H g o
N
BrO
12 5100000 >100000  >100000 1104 >50000 4545
= N/YN
|N/ H 5 ©¢n

Jansen et al. v jiné studii [14] jako vychozi bod pro vyvoj nové tfidy inhibitord FAP zvolili
jiz publikovany inhibitor DPPIV, Linagliptin (13, Obrazek 5). Ten neinteraguje s DPP8, DPP9
ani s PREP, misto toho vykazuje submikromolarni hodnoty inhibi¢ni konstanty pro FAP.
Selektivita a ovéfené terapeutické U¢inky Linagliptinu byly silnym vychodiskem pro vyvoj
inhibitort FAP zaloZenych na podobné struktufe.

o) /Z
N N
N
T T :
7 07 "N" N
| NH,
Obrazek 5 - Inhibitor DPPIV Linagliptin (13).

V ramci studie byla publikovana velmi rozsdhla série latek zaloZenych na xantinovém
heterocyklickém jadie. Latka 14 (Tabulka 4), u které doslo k zavedeni piperazinonového kruhu
(za ucelem odstranéni skupiny NHa, ktera je kli¢ova pro interakci s DPPIV) a methoxyskupiny
na chinazolinovy kruh (za ucelem zvySeni selektivity pro FAP vzhledem k DPPIV), jevila
nejlepsi vysledky z celé série. Je prvnim inhibitorem FAP, ktery neni zavisly na interagujici
elektrofilni ¢asti, neni zaloZen na dipeptidové struktuie, a piesto vykazuje fadové mikromolarni
hodnoty inhibi€nich konstant.
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Tabulka 4 - Inhibi¢ni vlastnosti latky 14. Misto testovani vi¢i DPP8 byla testovana vii¢i DPPII, dal§imu ze ¢lent
rodiny dipeptidylpeptidas. Pfevzato a upraveno z [14].

I1Cs0 [NM]
Latka Struktura DPPIV DPPII DPP9 FAP PREP
o} Z
N\ N VAR
14 | N | )N NH >100000 >100000 >100000 5800 + 500 >100000

OCH, |

2.2 Syntéza inhibitori FAP

Vétsina vySe popsanych a publikovanych inhibitori FAP se opird o dipeptidové struktury,
které jsou podloZzeny informacemi o substratové specifit¢ a chovani FAP. Spadaji
tak do kategorie peptidomimetik, syntetickych nizkomolekularnich latek vychazejicich
ze struktur prirozené se Vyskytujicich peptidi. Peptidomimetika napodobuji ¢asti sekvenci
vychozich peptida, které zodpovidaji za jejich biologickou aktivitu. Jsou tak uc¢innym nastrojem
pro vyvoj novych 1é¢iv a inhibitort. Jejich pfiprava proto z velké casti vychazi z metod
organické syntézy amidi.

2.2.1 Tvorba amidové vazby

Aminokyseliny jsou charakteristické svou schopnosti vytvafet mezi sebou amidové vazby
a provazat se tak do vétSich celkll. Vysledné latky nazyvame peptidy, v ptipad€ vysokého poctu
aminokyselin hovotfime o proteinech. Rovnovaha procesu vzniku kovalentni amidové vazby
mezi funkénimi skupinami NHz a COOH je ve vodnych roztocich ve prospéch reaktantt.
Proto musi byt pfi syntéze proteini v Zivych organismech doddvana energie.
Tvorba amidovych vazeb v laboratofi probiha nepiimo S pomoci kondenzac¢nich ¢inidel [17].

Diky tautomerii amidové skupiny, ke které pfispiva delokalizovany, volny elektronovy
par dusiku, ma amidova vazba odlisné vlastnosti od bézné jednoduché vazby C—N. Tautomerie
zamezuje rotaci kolem vazby, amidova vazba tedy zaujima planarni geometrii [17] (Obrazek 6).

Al - e

Obrazek 6 — Tautomerie amidové vazby vyjadiena dvojici rezonanénich struktur

Syntézu amidové vazby lze provést né€kolika zpusoby. Prvnim znich je reakce aminu
s acylhalogenidem (Schéma 2). Halogen navazany na karbonylovy uhlik svymi silné
elektronegativnimi U¢inky polarizuje vazbu C—X a zvysuje tak elektrofilni charakter atomu
uhliku. Aminoskupina ho nukleofilné¢ atakuje a vznika tetraedralni intermediat. Halogen
v dal$im kroku odstupuje, utvofi stil s volnym aminem a vylucuje se jako vedlejsi produkt [18].
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Schéma 2 - Syntéza amidu reakci acylhalogenidu s aminem

Nevyhodou pfii syntéze amidl z aminti a acylhalogenidd je vznik halogenovodiku HX, ktery
je tieba neutralizovat dalSim ekvivalentem aminu. Alternativou je provedeni reakce
Vv piitomnosti jiné baze (napt. NaOH, KOH), ktera kyselinu neutralizuje. Vznikly hydroxylovy
anion ale také atakuje acylhalogenid. Tento problém lze obejit Schotten-Baumannovou
syntézou (Schéma 3), kterd se provadi ve dvoufazovém systému nemisitelnych rozpoustédel
(napf. voda/dichlormethan). Vychozi acylhalogenid a amin zlstanou v organické fazi, uvolnény
halogenidovy anion piechazi do vodného, bazického roztoku. Tento postup lze zvolit v piipad¢,
Ze jsou vychozi latky misitelné s danym organickym rozpoustédlem [18].

0
0 NaOH
.+ HN-R - MR+ Nax
X H,oocm — R°N

Schéma 3 - Schotten-Baumannova syntéza amidd

Obdobné 1ze amidy syntetizovat reakci amini s anhydridy (Schéma 4). Atakovanym
elektrofilem je jeden ze dvou karbonylovych uhliki piislusného anhydridu (kyslik zvySuje
elektrofilitu uhliku). Produktem reakce je amid a anion kyseliny, ze které byl anhydrid odvozen.

O O o o)

I+ HNR — R)L R+ Js

R” 07 R ﬁ 007 "R

Schéma 4 - Syntéza amidt reakci anhydridu s aminem

Amidy mohou také vznikat reakci aminu s keteny, slou¢eninami s kumulovanymi dvojnymi
vazbami C=C=0 (Schéma 5). Uhlik nesouci skupinu CO je nukleofilné napaden, dochazi
k pfenosu protonu z napadajiciho aminu a vznika amid.

$ o)
0 ° r.
- + R'—NH —> R C. ® —_— N
RC ? ~ZNH, g NH
iy 2 R

Schéma 5 - Syntéza amidu reakci ketenu s aminem

Vyse uvedené zpusoby vzniku amidl jsou vhodné pro syntézu nizkomolekularnich sloucenin,
nicméné pro syntézu peptidl se nehodi. Reakéni podminky jsou agresivni a vzhledem k mozné
délce a slozitosti peptidovych fetézci mlze dochazet k nezadoucim vedlejSim reakcim
a poskozeni struktury vysledné latky.
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2.2.2 Kondenzacni ¢inidla

Peptidova kondenzacni Cinidla jsou latky, které se vyuzivaji béhem syntézy peptidi. Jejich
funkce spociva v aktivaci karboxylové skupiny, kterou poté mize aminoskupina nukleofilné
atakovat. Aktivace probiha relativné rychle, in situ a s malym poctem vedlejSich reakci
(aktivace karboxylové skupiny kondenzacnimi Cinidly je SetrnéjSi nez syntetické piistupy
uvedené v odstavci 2.2.1). Cinidla jsou v soudasné dobé& dobie komeréné dostupna [19].
Kondenzacni Cinidla se déli podle struktury na karbodiimidy, fosfoniové a uroniové soli.
Béhem syntézy jsem vyuzival tfi Cinidla z poslednich dvou jmenovanych skupin, kterym se
bude kapitola dale vénovat.

Mechanismus kondenzacnich cinidel je zaloZzen na aktivaci prostiednictvim esteru,
ktery dokaze zesilit elektrofilni charakter karbonylového uhliku a umoznit atak aminoskupinou.
Pokud ma aminokyselina chiralni centrum (kazda pfirozené se vyskytujici aminokyselina
kromé¢ glycinu), pak vyvstava riziko nezadouci reakce — racemizace.

Jeden z hlavnich mechanism@ racemizace a-aminokyselin* je enolizace (Schéma 6).
Mira racemizace je uzce spjata Se zpusobem aktivace karboxylové skupiny.
Pokud se na aktivaci podili baze, pak je vyssi Sance, Zze dojde k odtrzeni protonu z a-uhliku
a nasledné enolizaci. Riziko racemizace se také zvysuje, pokud je aktivujici skupina zaroven
dobrou odstupujici skupinou. Z toho divodu je vysoky vytézek kondenzacni reakce spjat

A4

S vys$si racemizaci (agresivnéjsi ¢inidla) [20].

OH

0
R Akt

R1 R1

Schéma 6 - Enolizace a-aminokyselin (resp. jejich aktivnich ester). Aktivujici skupina je ozna¢ena Akt.

Mechanismus aktivace kyselin fosfoniovymi ¢inidly je zaloZzen na reakci ptislusného
karboxylatového anionu s fosfoniovou soli. Proto je béhem kondenzace nutna ptitomnost baze
za ucelem deprotonace kyseliny [20].

PyBroP (brom-tripyrrolidinyl-fosfoniumhexafluorfosfat, Obrazek 7) je fosfoniové Ccinidlo,
jehoz mechanismus se zaklada na tvorbé tripyrrolidinfosfoniového esteru. PyBroP je uzite¢nym
pro tvorbu terciarnich amidd — jind ¢inidla, zaloZzen4 napf. na tvorb& esteri odvozenych
od HOB (1-hydroxybenzotriazolu), nedokazou zprostfedkovat kondenzaci efektivné a dochazi
Kk vyssi mife racemizace [21].

4 Aminoskupina NH je navazana na a-uhlik (atom uhliku navazany na karboxylovou skupinu).
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Obrazek 7 - Kondenzacni ¢inidlo PyBroP
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J-L J\ ® ij 2 JJ\ R

~ R7O-P-N

R” OH N RN

Br'}
o Q R'—NH,
+ =P -
RJLBr OfZ NG

U

Schéma 7 - Vznik peptidové vazby pomoci ¢inidla PyBroP

Mechanismus ¢inidla PyBroP je popsan dvojim zptisobem (Schéma 7). K tvorbé peptidické
vazby dochazi bud’to pfimym nukleofilnim atakem aminoskupiny na aktivovany karbonylovy
uhlik, nebo pfes acylbromidovy intermediat (tripyrrolidinylfosfoniovy kation utvoii oxid
a vylucuje se jako vedlejsi produkt) [21].

TSTU (N,N,N' N'-tetramethyl-O-(N-sukcinimidyl)uronium tetrafluorborat, Obrazek 8)
je ¢inidlem ze skupiny uroniovych soli. TSTU reaguje s karboxylovou skupinou a dochazi
ke tvorbé N-hydroxysukcinimidylacylu (Schéma 8). Aktivace timto zplsobem je mirnéjsi
nez Vv piipadé HOBt/HOAt (1-hydroxy-7-azabenztriazol) esterdi. Na druhou stranu
je jednodussi vznikly N-hydroxysukcinimid po reakci odstranit diky jeho rozpustnosti
ve vod¢ [21]. Tyto estery lze také izolovat.

Obrazek 8 - Peptidové kondenzaéni ¢inidlo TSTU

j TSTU, baze j’\ 2 R'—NH, j\
> > _R'
R” “OH R” TO-N R H
o)

Schéma 8 - Vznik peptidové vazby pomoci ¢inidla TSTU
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HATU  (2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N -tetramethyluronium  hexafluorfosfat,
Obrazek 9) bylo druhé uroniové Cinidlo, se kterym jsem pracoval. Mechanismus HATU
je zalozen na aktivaci prostiednictvim HOAt (1-hydroxy-7-azabenztriazol) esteru. Ten je velmi
nestabilni a velice reaktivni, obzvlast¢ diky schopnosti katalyzovat nukleofilni atak
aminoskupiny v rameci molekuly. To ho ¢ini aktivnéj$§im nez TSTU. Katalyzu zajist'uje atom
dusiku v pozici 7, ktery saminoskupinou interaguje prostfednictvim vodikové vazby
(Obrazek 10). Vysoka reaktivita HOAt zpusobuje, Zze racemizace probiha pouze v malé mife
[21]. Nevyhodou HATU muze mj. byt i jeho vysoka potizovaci cena.

©
N

Q
®

>N
CLy

ZN
@ N

\|T| ~

| @ PFB

Obrazek 9 - Peptidové kondenzacni ¢inidlo HATU.

'IT' 0
R'—I'|\II —-):o
R R

Obrazek 10 - Stabilizace atakujici aminoskupiny HOAt esterem. Pfevzato z [21].

Nevyhodou uroniovych ¢inidel obecné je riziko vedlejsi reakce, pii které dochazi k navazani
guanidinylového zbytku na aminoskupinu vychozi latky (Schéma 9), coz znemozni tvorbu
peptidové vazby (nukleofilni atak nemiize prob&hnout). Tento jev nastava v piipadech,
kdy nebyla kompletné aktivovana karboxylova skupina, popi. byly zvoleny Spatné
stechiometrické podminky kondenzacni reakce (uroniové Cinidlo je ve vétSim nadbytku).
Reakci Ize také predejit pridanim HOAt do reakéni smési [21].

N_

R-NH, > R-N=(
N—
/

Schéma 9 - Vedlejsi reakce pii pouziti uroniovych ¢inidel.
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2.2.3 Chranici skupiny p¥i syntéze peptidii

V organické syntéze rozliSujeme fadu funk¢nich skupin, pticemz je kazdé z nich reaktivni svym
specifickym zptisobem. Miize nastat situace, ve které jsou reakéni podminky nekompatibilni
s nekterou ze skupin a dochazi k vedlejsim reakcim. Chrénici skupiny jsou nastrojem pro
modifikaci reaktivity funk¢nich skupin béhem syntézy. Jednd se o skupiny, jimiz
derivatizujeme danou funkéni skupinu a zajistime pozadovany prubéh syntézy. Béhem reakéni
sekvence je Ize podle potieby zavadét, ¢i odstranovat a tim ji optimalizovat.

Idedlni chranici skupina by méla spliiovat nasledujici kritéria:

1. Aplikace chranici skupiny je selektivni vii¢i dané funkéni skupin€ a probiha
S vysokym vytézkem.

2. Bc¢hem dalSich syntetickych krokt je chranici skupina stala.

3. Odchranéni funkéni skupiny je selektivni, pouzitd ¢inidla nereaguji s jinymi
¢astmi molekuly [22].

Univerzalni chranici skupina neexistuje. Namisto toho se pro rtizné funkéni skupiny vybira
z n¢kolika zplisobti chranéni, které jsou navzajem kompatibilni. Vhodn¢ zvolenymi chranicimi
skupinami, jejichz aplikace a odstranéni se navzajem nenarusuji, lze optimalizovat reakcni
sekvenci.

Terc-butyloxykarbonylova skupina (Boc) je jedna z nejpouzivangjSich ochrannych skupin
(Obrazek 11). Spadd mezi karbamaty, které se vyuzivaji k protekci aminoskupin.
Je charakteristicka svou stalosti vii¢i vétsin€ bazi a nukleofilt [22].

@] J<
% °
Obrazek 11 - terc-butyloxykarbonylova chranici skupina

Aplikace Boc-chranici skupiny se provadi v bazickém prostfedi pomoci Boc-anhydridu Boc.O
(Schéma 10. Lze také pouzit aktivni estery a jiné derivaty jako napt. BocN3). Aminoskupina
atakuje jeden z elektrondeficitnich karbonylovych uhlikii Boc-anhydridu a pies tetraedralni
intermediat dochazi k navazani chranici skupiny [23].

>L o o J<
R-NH, OJLOJ\O - R. j\ J<
NaHCO;, H,0 N ©

Schéma 10 - Aplikace terc-butyloxykarbonylové chranici skupiny
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Boc-skupina je labilni pfi nizkém pH, proto se k odchranéni vyuziva silnych kyselin
(Schéma 11). Odchranéni zacina protonaci karbonylového kysliku kyselinou. Déle se odstépi
terc-butylovy karbokation a na chranéném dusiku vznika karboxylova skupina. Tento karbamat
spontann¢ dekarboxyluje a uvolni se oxid uhli¢ity CO2. Odchranény amin se vylucuje vV podob¢

soli pouzité kyseliny.
H o - k
@

I:Q‘N/ﬁoj< R JO\OJ< 7
N

0 -CO,
R
N "N~ ~OH
H H

™ R-NH,

Schéma 11 — Mechanismus odstépeni terc-butyloxykarbonylové chranici skupiny

Uvolnény terc-butylovy karbokation je deprotonovan konjugovanou bazi pouzité kyseliny
a dochézi ke tvorbé isobutenu. Mize byt také ,,vychytavan® z reakéni smési vhodnymi ¢inidly,
které s nim zreaguji [24].

V literatufe je Casto pro odchrafiovani doporu¢ovana kyselina trifluoroctova (TFA). Béhem
syntézy inhibitord FAP nesoucich nitrilovou funkéni skupinu [25] bylo pozorovano, Ze pii
deprotekci pomoci TFA v acetonitrilu dochazi k nezadouci Ritterové reakci (Schéma 12).

Atom dusiku v nitrilové funkéni skupiné je velmi slabou bazi a nukleofilem (jeho volny
elektronovy par se nachazi v nizkoenergetickém orbitalu sp). Terc-butylovy karbokation,
uvolnény béhem odchranéni, je dostate¢né reaktivni a navaze se na nitrilovy dusik. Molekula
vody nukleofilng atakuje nitrilovy uhlik, dochazi k pfenosu protonli a vznikd sekundéarni
amid [18].

H
N_ R N_ _R H
y@ + N=C-R —-'>LﬁEC—R —_— X \\.O@ —_— X \]l/ —_— >|/N\n/R
H™ H @O\H (e}

Schéma 12 - Ritterova reakce
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

Rozpoustédla byla dodana spolecnostmi Lachner, VWR Chemicals a Penta. Bezvoda
rozpoustédla pod argonovou atmosférou byla pofizena od vyrobce Sigma-Aldrich. Deuterovana
rozpoustédla byla dodana spole¢nosti Euriso-top. VSechny vychozi latky byly vyrobeny
spole¢nostmi Fluorochem, Sigma-Aldrich a Acros Organics. Kondenza¢ni ¢inidla jsou
produkty spolec¢nosti Sigma-Aldrich a Merck. N-acetoxysukcinimid byl dodan spole¢nosti
Tokyo Chemical Industries.

HPLC aparatura byla tvofena UV-detektorem Biotronik BT 3035, pumpou Jasco PU-987,
sméSovatem Watrex a degazérem Waters. FLASH chromatografie byly provedeny na pfistroji
Teledyne Isco Combi Flash Rf+ na reverzni fazi (Silikagel C18). Tenkovrstvé chromatografie
byla provadény s pouzitim aluminiovych desek Merck (Silikagel 60, Fs4).

LC-MS analyzy byly provedeny na systému Waters Acquity UPLC/MS s pouZitim gradientu
voda — acetonitril (0,1% kyseliny mravenci), gradient 0 — 100 % po dob 7 minut na koloné
Phenomex Gemini-NX 3p C18 110 A, 100 x 2,00 mm, pritok 0,5 ml/min.

NMR spektra byla métena na piistroji Bruker Avance II1 HD 500 MHz se $irokopasmovou
kryosondou s ATM modulem (5 mm CPBBO BB-H/*°F/®*N/D Z/GRD).

3.2 Pracovni postupy

Pro ptehlednost budou syntetizované slouceniny oznacovany zkratkami N-X-AA-ProCN,
kde ProCN je oznaceni nitrilu odvozeného od prolinu a ktery je soucasti kazdé ptipravené
slouCeniny. Zkratkou AA je obecné oznaCena aminokyselina vazana amidovou vazbou
na pyrrolidinovy dusik prolinnitrilu. V poloze pismena X budou pouZity zkratky substituentl
vazanych na aminovou skupinu aminokyseliny AA (Tabulka 6).

Tabulka 5 - Vysvétlivky zkratek pouzitych pro znaceni syntetizovanych latek

Zkratka Nazev

Gly Glycin

ProCN Prolinnitril

Val Valin

Ala Alanin

AA Aminokyselina

Ac Acetyl

Chin Chinolin-4-karboxyl
Boc Terc-butyloxykarbonyl
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3.2.1 Obecné pracovni postupy

Obecny postup 1: kondenzace N-X-AA s ProCN. N-substituovana aminokyselina (1,4 ekv.)
byla rozpusténa v DMF (cca 200 ekv.). Do roztoku bylo pfidano ¢inidlo PyBroP (1,2 ekv.)
a DIPEA (5 ekv.). Po 30-60 min. byl do reak¢ni smési piidan ProCN (1 ekv.). Po 24 h michani
za laboratorni teploty (dale LT) byla reakéni smés zpracovana. Pracovni postup byl inspirovan
literaturou [25] a optimalizovan (viz Vysledky a diskuse).

Obecny postup 2: odchranéni N-Boc-AA-ProCN. Latka byla rozpusténa v 1M HCI v EtOAc
(cca 6 ekv. HCI). Po 24 h michani za LT byla reakéni smés odpafena na RVO.
Odparek byl rozpustén v MeOH a slozky reak¢ni smési byly oddéleny pomoci FLASH
chromatografie. Frakce obsahujici produkt byly odpafeny na RVO. Prib¢h reakce byl sledovan
pomoci TLC. Pracovni postup byl inspirovan literaturou [16].

Obecny postup 3: kondenzace AA-ProCN s chinolin-4-karboxylovou kyselinou.
Karboxylova kyselina (1,4 ekv.) byla rozpusténa v DMF (cca 130 ekv.). Do vzniklého roztoku
bylo pfidano ¢inidlo TSTU (1,2 ekv.) a DIPEA (5 ekv.). Po 1 h michani pii LT byl do reakéni
smési pridan roztok AA-ProCN (1 ekv.) v DMF (cca 160 ekv.). Po 24 h michani pti LT byla
provedena FLASH chromatografie. Frakce s produktem byly odpafeny na RVO. Do¢isténi
produktu od necistot bylo provedeno pomoci HPLC.

Obecny postup 4: acetylace AA-ProCN. N-acetoxysukcinimid (1,4 ekv.) byl rozpustén
v DMF (cca 130 ekv.). Do vzniklého roztoku byla ptidana latka AA-ProCN (1 ekv.). Po 24 h
michani za LT byly slozky reakéni smési separovany pomoci FLASH chromatografie
na reverzni fazi. Frakce s produktem byly odpafeny na RVO. Docisténi produktu od necistot
bylo provedeno pomoci HPLC.

Latky byly ¢istény pomoci HPLC za pouziti mobilni soustavy 0,1 % TFA / MeCN. Pouzité
gradienty jsou uvedeny v pracovnich postupech.

3.2.2 Konkrétni syntetické kroky

Piiprava ProCN (1). N-Boc-2-kyanopyrrolidin (3,684 g, 19 mmol) byl rozpustén v MeCN
(cca 175 mol). Za stalého michani byl pfidan monohydrat kyseliny p-toluensulfonové
(8,400 g, 44 mmol). Po 24 h michani pii LT bylo rozpoustédlo odpafeno na RVO. K odparku
bylo pifidano piiblizné 50 ml EtOAc a roztok byl vystaven ultrazvuku. Po cca 2 minutach doslo
k resuspenzi produktu. Smés byla zfiltrovana pies fritu S4. Uvedenym postupem bylo ziskano
4,539 g 2-kyanopyrrolidinium tosylatu (1) ve formé bilého prasku ve vytézku 85 %. Prubéh
reakce byl sledovan pomoci TLC.
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Piiprava N-Boc-Gly-ProCN (2a). Latka byla pfipravena obecnym postupem 1.
Poté byla provedena FLASH chromatografie (gradient: H.O — 100 % MeCN). Frakce
obsahujici produkt byly odpafeny na RVO. 95 % odparku bylo pouzito pro dalsi reakce. Zbytek
byl rozpustén v MeOH a produkt byl izolovan pomoci HPLC. Frakce, ve kterych se nachazel
produkt, byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo ziskano 9,2 mg N-Boc-Gly-ProCN (2a)
ve vytézku 11 % (vztazeno k odebrané ¢asti odparku). Priubéh reakce byl sledovan pomoci
TLC.

MS: [M -Boc +H]" = 154,158 (pro C7H12N30 vypoéteno 154,19).

1H NMR (500 MHz, MeOH-ds): 1.45 (s, 9H, CHs-t-butyl): 2.18 (m, 2H, H-3); 2.24 (m, 2H, H-
2): 3.52 (M, 1H, H-4a): 3.68 (M, 1H, H-4b); 3.85 (d, 1H, Jo-a 2= 17.3 Hz, H-2"a); 3.91 (d, 1H,
J2b,29=17.3 Hz, H-2'b); 4.77 (dd, 1H, J1,2a= J1,20=5.3 Hz, H-1).

13C NMR (125.7 MHz, MeOH-ds): 26.16 (CH,-3); 28.67 (CHs-t-butyl); 30.94 (CH.-2); 43.62
(CH2-2"); 46.80 (CH,-4); 47.90 (CH-1); 80.70 (C-4'); 119.57 (CN); 158.53 (C-3"); 170.54
(C-1)

Piiprava N-Boc-L-Val-ProCN (2b). Latka byla piipravena obecnym postupem 1.
Poté byla dvakrat provedena extrakce do DCM v systtmu DCM/H20 a z organické faze
byl zbytek vody extrahovan do nasyceného vodného roztoku NaCl. Do organické faze bylo
pridano cca 10 g bezvodého MgSOa pro dosuseni. Smés byla poté zfiltrovana pres fritu S3 a
filtrat byl odpafen na RVO. Odparek byl rozpustén v EtOAc a rozdélen v poméru 2:1. VEtsi
Cast byla bez Cisténi pouzita pro dal$i krok syntézy. Zbytek byl rozpustén ve 3 ml MeOH
a zbaven necistot pomoci FLASH chromatografie (gradient: H,O — 80 % MeCN). Produkt byl
docistén pomoci HPLC (35 — 85 % MeCN). Frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany.
Uvedenym postupem bylo ziskano 19 mg N-Boc-L-Val-ProCN (2b) ve vytézku 10 %
(vztazeno k odebrané ¢asti odparku).

MS: [M -Boc +H]" = 196,246 (pro C10H18N30 vypoéteno 196,27).

'H NMR (500 MHz, MeOH-d4): 0.99 (d, 3H, J chsch=6.8 Hz, CHs-isopropyl); 0.99 (d, 3H,
J cHscH=6.7 Hz, CHs-isopropyl); 1.43 (s, 9H, CHs-t-butyl); 2.02 (m, 1H, CH-isopropyl); 2.10-
2.36 (M, 4H, H-2, H-3); 3.75 (ddd, 1H, Jaa 0= 10.0 Hz, Jaa 3a= 7.1 HZz, Jsa 3p= 5.3 Hz, H-4a);
3.83 (dt, 1H, Jab,4a=10.0 Hz, Jap,3a= Jab,30= 7.3 Hz, H-4b); 4.08 (d, 1H, J>'cn=8.2 Hz, H-2");
4.78 (dd, 1H, J1,2a=7.9 Hz, J1,20=4.0 Hz, H-1)

13C NMR (125.7 MHz, MeOH-ds): 18.77 (CHs-isopropyl); 19.30 (CHs-isopropyl); 26.23 (CH.-
3); 28.67 (CHzs-t-butyl); 30.85 (CH»-2); 32.01 (CH-isopropyl); 47.67 (CH-1); 48.13 (CH2-4);
59.15 (CH-2"); 80.59 (C-4"); 119.51 (CN); 158.13 (C-3"); 173.76 (C-1")

Piiprava N-Boc-L-Ala-ProCN (2c). Latka byla piipravena obecnym postupem 1. Poté byla
tiikrat provedena extrakce do DCM v systému DCM/H20 a po odebréani organické faze byl
zbytek vody extrahovan do nasyceného roztoku NaCl. Do organické faze bylo pfidano cca 10 g
bezvodého NaxSO4 pro dosuseni. Smés byla poté zfiltrovana pies fritu S3 a filtrat byl odpaien
na RVO. Odparek byl rozpustén v EtOAc a rozdélen v poméru 2:1. VEtsi Cast byla bez ¢isténi
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pouzita pro dalsi krok syntézy. Zbytek byl rozpustén ve 3 ml MeOH a zbaven necistot pomoci
FLASH chromatografie (gradient: H-O — 70 % MeCN). Produkt byl izolovan pomoci HPLC
(15 — 40 % MeCN). Frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo
ziskano 41 mg N-Boc-L-Ala-ProCN (2c) ve vytézku 25 % (vztaZzeno k odebrané ¢asti odparku).

MS: [M -Boc +H]* = 167,790 (pro CsH14N3O vypocteno 168,22).

IH NMR (500 MHz, MeOH-da): 1.31 (d, 3H, J cts2-=7.1 Hz, CHs-2); 1.43 (s, 9H, CHa-t-
butyl); 2.21-2.36 (m, 4H, H-2, H-3); 3.67-3.75 (m, 2H, H-4); 4.32 (q, 1H, J 2. cs= 7.1 Hz, H-
2°); 4.78 (dd, 1H, J1, 2a= 7.8 Hz, J1,20= 3.6 Hz, H-1)

13C NMR (125.7 MHz, MeOH-ds): 16.95 (CH3-2"); 26.31 (CH2-3); 28.67 (CHa-t-butyl); 30.80
(CH2-2); 47.60 (CH2-4); 47.95 (CH-1); 49.1 (CH-2"); 80.61 (C-4"); 119.61 (CN); 157.77
(C-37); 174.49 (C-1")

Piiprava N-Boc-D-Ala-ProCN (2d). Latka byla piipravena obecnym postupem 1. Poté byla
tiikrat provedena extrakce do DCM v systému DCM/H20 a z organické faze byl zbytek vody
extrahovdn do nasycené¢ho vodného roztoku NaCl. Do organické faze bylo pfidano cca 10 g
bezvodého NaxSO4 pro dosuseni. Smés byla poté zfiltrovana pies fritu S3 a filtrat byl odparen
na RVO. Odparek byl rozpustén v EtOAc a rozdélen v poméru 2:1. VEtsi ¢ast byla bez ¢isténi
pouzita pro dal$i krok syntézy. Zbytek byl rozpustén ve 3 ml MeOH a zbaven necistot pomoci
FLASH chromatografie (gradient: H.O — 70 % MeCN). Produkt byl izolovan pomoci HPLC
(15 — 40 % MeCN). Frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo
ziskano 30 mg N-Boc-D-Ala-ProCN (2d) ve vytézku 18 % (vztazeno K odebrané casti
odparku).

MS: [M -Boc +H]* = 168,188 (pro CsH14N3O vypocteno 168,22).

Vychozi latka N-Boc-D-Ala byla kontaminovana ptislusnym L-Ala diastereomerem. Z toho
dtvodu nebyl pro N-Boc-D-Ala-ProCN (2d) vyhotoven NMR vypis. Ze spektra je ale patrné,
Ze se v testovaném vzorku o¢ekavany produkt nachazi.

Piiprava Gly-ProCN (3a). Latka byla pfipravena obecnym postupem 2 (gradient FLASH
chromatografie: 0,1% TFA — 100 % MeCN). Ziskany odparek byl rozdélen v poméru 2:1
a zvlast’ odpaten pro dalsi reakce, produkt nebyl izolovan od necistot.

MS: [M +H]* = 154,164 (pro C7H12NsO vypoéteno 154,19).

Priprava L-Val-ProCN (3b). Latka byla pfipravena obecnym postupem 2 (gradient FLASH
chromatografie: 0,1% TFA —50 % MeCN). Ziskany odparek byl rozdélen v poméru 2:1
a zvlast’ odpaten pro dalsi reakce, produkt nebyl izolovan od necistot.

Piiprava L-Ala-ProCN (3c). Latka byla pfipravena obecnym postupem 2 (gradient FLASH
chromatografie: 0,1% TFA —10 % MeCN). Ziskany odparek byl rozdélen v poméru 2:1
a zvlast’ odparen pro dalsi reakce, produkt nebyl izolovan od necistot.
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Piiprava D-Ala-ProCN (3d). Latka byla ptipravena obecnym postupem 2 (gradient FLASH
chromatografie: 0,1% TFA —10 % MeCN). Ziskany odparek byl rozdélen v poméru
2:1 a zvlast odpaten pro dalsi reakce, produkt nebyl izolovan od necistot.

Piiprava N-Ac-Gly-ProCN (4a). Latka byla pfipravena obecnym postupem 4 (gradient
FLASH chromatografie 0,1% TFA —100 % MeCN, gradient 2 — 10 % MeCN). Frakce
obsahujici produkt byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo ziskano 9 mg
N-Ac-Gly-ProCN (4a) v izolovaném vytézku 25 %.

MS: [M +H]* = 196,555 (pro CoH1NsO2 vypodteno 196,23).

Latka N-Ac-Gly-ProCN byla charakterizovana pomoci NMR (Pfiloha 1), ale z davodu
kontaminace testované¢ho vzorku vzniklym beznitrilovym vedlej$im produktem (viz Vysledky
a diskuse) nebyl vyhotoven NMR vypis.

Piiprava N-Ac-L-Val-ProCN (4b). Latka byla pfipravena obecnym postupem 4 (gradient
FLASH chromatografie, 0,1% TFA —50 % MeCN, gradient HPLC 2 — 18 % MeCN). Frakce
obsahujici produkt byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo ziskano 12 mg
N-Ac-L-Val-ProCN (4b) v izolovaném vytézku 15 %.

MS: [M+H]" = 238,242 (pro C12H20N302 vypocteno 238,31).

Latka N-Ac-L-Val-ProCN (4b) nebyla charakterizovana pomoci NMR =z divodu
nedostatecného mnoZstvi pro vytvotreni vzorku po biochemickém testovani.

Piiprava N-Ac-L-Ala-ProCN (4c). Latka byla pfipravena obecnym postupem 4 (gradient
FLASH chromatografie, 0,1% TFA — 40 % MeCN, gradient HPLC 2 — 10 % MeCN).
Bé&hem pracovniho postupu doslo ke ztraté produktu (viz Vysledky a diskuse).

Priprava N-Ac-D-Ala-ProCN (4d). Latka byla pfipravena obecnym postupem 4 (gradient
FLASH chromatografie 0,1% TFA — 40 % MeCN, gradient HPLC 2 — 10 % MeCN).
Béhem pracovniho postupu doslo ke ztraté produktu (viz Vysledky a diskuse).

Piiprava N-Chin-Gly-ProCN (5a). Latka byla piipravena obecnym postupem 3 (gradient
FLASH chromatografie 0,1% TFA — 100 % MeCN, gradient HPLC 2 — 30 % MeCN).
Frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo ziskano 7 mg
N-Chin-Gly-ProCN (5a) v izolovaném vytézku 1,3 % + 123 mg surové smési, ktera obsahovala
vedlejsi produkt (viz Vysledky a diskuse).

MS: [M +H]* = 309,239 (pro C17H17N4O2 vypoéteno 309,34).

Latka N-Ac-Gly-ProCN byla charakterizovana pomoci NMR (Pfiloha 1), ale z dtvodu
kontaminace testované¢ho vzorku vzniklym beznitrilovym vedlejSim produktem (viz Vysledky
a diskuse) nebyl vyhotoven NMR vypis.

Priprava N-Chin-L-Val-ProCN (5b). Latka byla pfipravena obecnym postupem 3 (gradient
FLASH chromatografie 0,1% TFA — 65 % MeCN, gradient HPLC 10 — 35 % MeCN).
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Frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo ziskano 13 mg
N-Chin-L-Val-ProCN (5b) vizolovaném vytézku 5,7 % + 29 mg surové smési, ktera
obsahovala vedlejsi produkt (viz Vysledky a diskuse).

MS: [M +H]* = 351,275 (pro C20H23N4O2 vypoéteno 351,42).

'H NMR (500 MHz, MeOH-ds): 1.12 (d, 3H, Jchs cu= 6.8 Hz, CHs); 1.13 (d, 3H,
JcHsch=6.8 Hz, CHg); 2.17-2.42 (m, 5H, H-2"", H-3"", H-isopropyl); 3.89 (ddd, 1H,
Jaaa5=9.9 Hz, J4a,37a= 7.1 Hz, Jaa,375= 5.2 Hz, H-4""a); 4.06 (dt, 1H, J4b,47a= 9.9 Hz,
Jab,37a= Jab,3v=7.3 Hz, H-4"'b); 4.65 (d, 1H, Jo'.cu = 85 Hz, H-2"); 4.90 (dd, 1H,
Ji72a=83 Hz, Ji7 2 =43 Hz, H-1""); 7.71 (d, 1H, J3.2=4.6 Hz, H-3); 7.78 (ddd, 1H,
Jo.s=8.5Hz,J67=6.9Hz, Jes=1.2 Hz, H-6); 7.94 (ddd, 1H, J 76=6.9 Hz, J78=8.5Hz, J 75
=1.3 Hz, H-7); 8.15 (d, 1H, Jg7=8.5 Hz, H-8); 8.23 (d, 1H, J56=8.5 Hz, H-5); 9.03 (d, 1H,
J23=4.7 Hz, H-2)

13 NMR (125.7 MHz, MeOH-ds): 19.18 (CHs); 19.23 (CHs); 26.35 (CH2-3""); 30.96
(CHz-2""); 31.78 (CH-isopropyl); 47.82 (CH-1""); 48.46 (CHx-4""); 59.19 (CH-2"); 119.49
(CN); 120.55 (CH-3); 126.37 (C-4a); 127.00 (CH-5); 127.82 (CH-8); 129.75 (CH-6); 132.85
(CH-7); 146.14 (C-8a); 146.81 (C-4); 149.89 (CH-2); 169.30 (C-1"); 172.76 (C-3")

Piiprava N-Chin-L-Ala-ProCN (5c). Latka byla pfipravena obecnym postupem 3 (gradient
FLASH chromatografie 0,1% TFA — 50 % MeCN, gradient HPLC 5 — 18 % MeCN).
Frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo ziskano 21 mg
N-Chin-L-Ala-ProCN (5c) v izolovaném vytézku 8,1 % + 26 mg surové smési, ktera
obsahovala vedlejsi produkt (viz Vysledky a diskuse).

MS: [M +H]* = 323,217 (pro C1sH19N4O2 vypocteno 323,37).

'H NMR (500 MHz, MeOH-d4): 1.52 (d, 3H, Jchs 2= 7.1 Hz, CH3); 2.22-2.39 (m, 4H, H-2"",
H-37"); 3.81-3.94 (m, 2H, H-4""); 4.83-4.93 (m, 2H, H-1"", H-2"); 7.81 (d, 1H, J3,2=4.8 Hz, H-
3); 7.82 (ddd, 1H, J65=8.5Hz, J67=6.9 Hz, J68=1.2 Hz, H-6); 7.98 (ddd, 1H, J 76 =6.9 Hz,
J78=8.5Hz,J75=1.4 Hz, H-7); 8.16 (d, 1H, Jg7=8.5 Hz, H-8); 8.38 (d, 1H, J56=8.5 Hz, H-
5); 9.07 (d, 1H, J 23=4.8 Hz, H-2)

13C NMR (125.7 MHz, MeOH-ds): 16.32 (CHs); 26.41 (CH2-3""); 30.91 (CH»-2""); 47.87 (CHo-
4°"); 48.09 (CH-1""); 49.46 (CH-2"); 119. 60 (CN); 120.63 (CH-3); 126.53 (C-4a); 127.04 (CH-
8): 127.35 (CH-5); 130.03 (CH-6); 133.35 (CH-7); 145.97 (C-8a), 146.93 (C-4); 149.47 (CH-
2): 168.63 (C-17); 173.51 (C-3")

Piiprava N-Chin-D-Ala-ProCN (5d). Latka byla piipravena obecnym postupem 3 (gradient
FLASH chromatografie 0,1% TFA — 50 % MeCN, gradient HPLC 5 — 18 % MeCN). Frakce
obsahujici produkt byly lyofilizovany. Uvedenym postupem bylo ziskdno 14 mg
N-Chin-D-Ala-ProCN (5d) v izolovaném vytézku 67 % + 115 mg surové smési, ktera
obsahovala vedlejsi produkt (viz Vysledky a diskuse).
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Vychozi latka N-Boc-D-Ala byla kontaminovana piislusnym L-Ala diastereomerem. Z toho
divodu nebyl pro N-Chin-D-Ala-ProCN (5d) vyhotoven NMR vypis. Ze spektra je ale patrné,
ze se v testovaném vzorku o¢ekavany produkt nachazi.

MS: [M +H]* = 323,214 (pro CigsH19N4O2 vypoéteno 323,37).
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4 \/YSLEDKY A DISKUSE

4.1 Syntéza

Na zéklad¢ poznatk z literatury byla navrzena reakéni sekvence pro piipravu zadanych latek
(Schéma 13). Syntéza vychazi z komer¢né dostupného 2-kyanopyrrolidinu s chranénou
aminoskupinou. Po jejim odchranéni nasledovala kondenzac¢ni reakce se Ctyfmi rdznymi
N-substituovanymi aminokyselinami — glycinem, L-valinem, L-alaninem a D-alaninem. Takto
pfipravena latka byla znovu odchranéna a poté acetylovana N-acetoxysukcinimidem
(Ac-O-NSu), resp. kondenzovana s chinolin-4-karboxylovou kyselinou. Produkty téchto reakci
byly finalni latky.

V této kapitole budou pro piehlednost pouzivana zkracena oznaceni syntetizovanych latek
nadefinovana v odstavci 3.2.

Py
N
Ac-O-NSu

N-Boc-AA D‘CN OCN / s/\
P*TSOH PyBroP HCIl v EtOAc
D—-CN — W(L _ %(k
N N

Boc H NH,
1
2a-d
~R \
TSTU

a —H Chin-4-COOH

Hs o)
b (S)

CH, 7
c —CHz (S) =N
d —CH; (R 5a-d

Schéma 13 - Reakéni sekvence

V ramci syntézy byla provedena optimalizace reakénich podminek pro odchranovaci
a kondenza¢ni reakce. Cilem optimalizace bylo nalezeni reakénich podminek, pro které
je zpracovani reakénich smési co nejjednodussi.

4.1.1 Priprava vychozi latky

Prolinnitril (1), ktery byl vychozi latkou syntézy, byl pfipraven odchranénim komeréné
dostupného N-Boc-2-kyanopyrrolidinu. Odchranovani (Schéma 14) bylo provedeno ve vode,
Vv acetonitrilu (inspirovano [25]) a v dichlormethanu. Po 48 h byly reak¢ni smési analyzovany
pomoci TLC. Na zaklad¢ této analyzy bylo ziejmé, ze v acetonitrilu a dichlormethanu vychozi
latka kompletné zreagovala, nicméné¢ byly detekovany necistoty (zejména v dichlormethanu).
Ve vode¢ reakce neprobehla tplné, byly vidét stopy vychozi latky, které po zahtati vodné reakéni
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smési na 50 °C po dobu 24 h zmizely. Na zaklad¢ téchto poznatkl byl acetonitril zvolen jako
nejvhodnéjsi rozpoustédlo. Oproti vod¢ se acetonitril snadno odpatuje na RVO, vytézek reakci
byla uspokojiva a vzniklé necistoty bylo mozné zodparku extrahovat nepolarnim

rozpoustédlem.
GCN p-TSOH « H,0 D“CN
N - N

! a) H,0 Hy TsO
b) MeCN 1
c) DCM

Schéma 14 — Odchratiovani N-Boc-prolinnitrilu. Reakce byla optimalizovana ve smyslu pouzitého rozpoustédla.

4.1.2 Syntéza latek N-Boc-AA-ProCN a N-Ac-AA-ProCN

Latky N-Boc-AA-ProCN (2a-d, Obrazek 12) byly ptipraveny kondenzaci ptislusnych
aminokyselin za pouziti ¢inidla PyBroP. Pfestoze se jedna o meziprodukty syntézy, latky byly
izolovany za Ucelem zjisténi vlivu terc-butyloxykarbonylové chranici skupiny na jejich
biologickou aktivitu. Pro jejich ptipravu nebylo zapotiebi dalsich reakci, byly pouze ¢istény
pomoci FLASH a HPLC chromatografii.

2a 2b 2c 2d

O‘CN OCN O‘CN OACN
N N N N
0 o) o) o)
HN: - HN:- HN
NH Boc Boc Boc

/
Boc

N-Boc-AA-ProCN

Obrazek 12 - Syntetizované latky N-Boc-AA-ProCN

Latky N-Ac-AA-ProCN (4a-d, Obrazek 13) byly syntetizovany reakci N-acetoxysukcinimidu
s latkami AA-ProCN (3a-d). Tento postup byl zvolen po nelGspé$ném pokusu o syntézu
N-Ac-Gly-ProCN (4a) pomoci kondenzace N-acetylglycinu s prolinnitrilem (1) za pouziti
kondenza¢niho ¢inidla (Schéma 15).

4a 4b 4c

Q
(@]

=
=

(@]

=
Q
(@]

=
K\>h
prd Q.
(@]

=

N-Ac-AA-ProCN

Obrazek 13 - Syntetizované latky N-Ac-AA-ProCN
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Diky absenci konjugovanych nasobnych vazeb maji tyto latky $patnou schopnost absorpce

vvvvv

S ostatnimi syntetizovanymi latkami také nemaji dobfe ionizovatelné funkéni skupiny,
coz zhorSuje jejich detekci pomoci LC-MS.
O‘CN
a) PyBroP N
(0]

0
L Do B
N OH Noo  DIPEA DMF
o) 2 TsO NH

j<

o]

Schéma 15 - Ptiprava N-Ac-Gly-ProCN (4a) kondenzac¢ni reakci

Od zminéného pracovniho postupu bylo upusténo po komplikacich s izolaci slozek reakéni
smési pomoci FLASH chromatografie. Ve smyslu konzistentnosti prace by byla piiprava
N-Ac-AA-ProCN (4a-d) pomoci kondenzacnich reakci vyhodnéj$i, nicméné reakce
s N-acetylglycinem (Schéma 15) probihaly v nizkém vytézku. Z toho diivodu bylo pfistoupeno
k ptipravé pomoci reakce N-acetoxysukcinimidu s Gly-ProCN (3a). V té nefiguruje
kondenzacni ¢inidlo, postup je tedy jednodussi. N-hydroxysukcinimid, vedlejsi produkt reakce,
je rozpustny ve vodé¢, diky ¢emuz je nasledna separace slozek reakéni smési jednodussi [21]
(analogie s vedlejsim produktem TSTU, viz Kondenzaéni ¢inidla).

V ramci syntézy latek N-Boc-AA-ProCN a N-Ac-AA-ProCN byly kondenzacni reakce mezi
ProCN a N-substituovanou aminokyselinou optimalizovany ve smyslu pouzitého ¢inidla. Bylo
rozhodovano mezi ¢inidly PyBroP a HATU, jelikoz jsou obé dostate¢né reaktivni
pro kondenzace sekundarnich aminti. PyBroP v reakéni smési tvoii méné fragment
(Obrazek 14), ¢inidlo HATU pro analogickou reakci vyuzili Jansen et al. [25].

5 UV-VIS (angl. ultraviolet-visible) je oznaeni pro ultrafialovou aZ viditelnou &ast elektromagnetického spektra.
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Obrazek 14 - Ilustraéni LC-MS chromatogramy reakce N-acetylglycinu s prolinnitrilem (1).

Vlevo je reakce s PyBroP. V ¢ase 2,177 min se eluuje produkt (vyznaen modie). Pik vedlejsiho produktu reakce
PhsPO ma retenéni ¢as 3,595 min.

Vpravo je reakce s HATU. Pik 1-hydroxy-7-azabenztriazolu (HOAt) ma retenéni ¢as 2,103 min. V jeho blizkosti
je pik produktu sretenénim casem 2,163 min (vyznaCen modfe). V Case 2,509 min dochazi k eluci
tetramethylmocoviny, vedlejs$iho produktu HATU.

Prvni optimalizovanou kondenzaci byla reakce ProCN s N-Ac-Gly (Schéma 16). Reak¢ni smési
jsem analyzoval prostiednictvim LC-MS. U reakce s HATU dochazi té€sné pted eluci produktu
k eluci fragmentu ¢inidla, 1-hydroxy-7-azabenzotriazolu (HOAL). Rozdil jejich reten¢nich ¢asi
je maly, coz znesnadnuje nasledné chromatografické rozdéleni (Obrazek 14 vpravo).

Tato situace Vv piipadé¢ reakce sPyBroP nenastava. Vedlejsi produkt cinidla
tripyrrolidinfosfinoxid (PyrrsPO, odstavec 2.2.2, Schéma 7) se eluuje pozd&ji. Zadné vyrazné
neCistoty v okoli signalu produktu na LC-MS chromatogramu nebyly detekovany
(Obrazek 14 vlevo). Na zakladé téchto poznatkd bylo vyhodnoceno, ze vhodngjsi Cinidlo
pro tuto reakci je PyBroP. Na zakladé analyzy reakénich smési pomoci LC-MS se zdalo,
ze volba ¢inidla mezi PyBroP a HATU nema zadny vliv na samotny prab¢h reakce.

Qe

a) PyBroP N
H b) HATU

Do i d, S T

N ~r OH

DIPEA. DMF
TsO o o NH

4a

Schéma 16 — Kondenzace ProCN s N-Ac-Gly. Reakce byla optimalizovana ve smyslu pouZzitého ¢inidla.

Druhou optimalizovanou kondenzaci byla reakce ProCN s N-Boc-Gly (Schéma 17). Reten¢ni
¢as produktu je podstatné vyssi, nez u N-acetylovaného derivatu, coz je zpusobeno hydrofobni
terc-butylovou ¢asti chranici skupiny (Obrazek 15). Béhem reakce S HATU proto nenastava
komplikace v podobé blizkych elucnich c¢ast 1-hydroxy-7-azabenzotriazolu (HOAL)
a produktu.

V piipadé reakce s PyBroP je rozdil reten¢nich ¢asu produktu a PyrrsPO dostate¢ny pro jejich
chromatografické rozd¢leni.
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Dle chromatogramt probiha reakce s obéma Cinidly stejn¢ dobte. Pro dalsi reakce byl za ticelem
zachovani konzistence pracovniho postupu zvolen PyBroP.

a) PyBroP O‘CN
N

0
oN APl b) HATU
. - o
N © Boc " DiPEA DMF ?
TsO
1 HN-Boc

2a

Schéma 17 - Kondenzace ProCN s N-Boc-Gly. Reakce byla optimalizovana ve smyslu pouZitého ¢inidla.
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Obrazek 15 - Iustra¢ni LC-MS chromatogram reakce N-Boc-glycinu s prolinnitrilem (1). Nahofte je reakce
s ¢inidlem PyBroP, v ¢ase 3,895 min dochazi k eluci vedlejsiho produktu PhsPO. Dole je reakce s ¢inidlem
HATU. Pik produktu je v obou pfipadech vyznacen modfe.

4.1.3 Syntéza latek N-Chin-AA-ProCN

Latky N-Chin-AA-ProCN (5a-d, Obrazek 16) byly syntetizovany za Gi¢elem porovnani vlivu
aminokyseliny v pozici P2 na selektivitu a vyslednou inhibi¢ni aktivitu latky vi¢i FAP, PREP
a DPPIV. V tomto pfipadé nebylo zapotiebi optimalizovat reakci mezi AA-ProCN (3a-d)
a chinolin-4-karboxylovou kyselinou ve smyslu pouzitého kondenza¢niho ¢inidla, protoze
se jedna o kondenzaci primarniho aminu. Pro tu je pln¢ dostacujici mirngjsi ¢inidlo TSTU
(Odstavec 2.2.2).
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Obrazek 16 - Syntetizované latky N-Chin-AA-ProCN

V ramci syntézy N-Chin-AA-ProCN byl nejprve odchranén N-Boc-AA-ProCN (Schéma 18).
Zde se metoda odchranéni pomoci p-TsOH a MeCN neosvédcila, prostfednictvim TLC byla
v reakéni smési detekovana vychozi latka. LepSich vysledkd bylo dosazeno pouzitim 1M
roztoku HCI v EtOAc, v tomto piipad¢ veskera vychozi latka zreagovala.

O‘CN OACN H
N a) p-TsOH + H,0, MeCN N a -

. CHj
wao b) 1M HCI, EtOAc wao b — (9
CH
NH NH; a)©TsO 3
Boc’ ® ~ pyec c —CH; (8
2a-d 3a-d d —CH; (R)

Schéma 18 - Odchranéni N-Boc-AA-ProCN. Reakce byla optimalizovana ve smyslu pouzité kombinace kyseliny
a rozpoustédla.

Nasledujicim  krokem byla kondenzace odchranéné laky AA-ProCN  (3a-d)
s chinolin-4-karboxylovou kyselinou s pomoci ¢inidla TSTU (Schéma 19). Tento krok probihal
uspésné a bez komplikaci, ptevazné diky dobré schopnosti UV-VIS absorpce vysledné latky,
zpusobené aromatickym substituentem, ktera usnadnila ¢iSténi latky. K dobrému pribcéhu
reakce také pfispiva mirngj$i charakter pouzitého Cinidla (viz Kondenzac¢ni ¢inidla). Béhem
zpracovani reakéni smési se ale vyskytla neocekavana komplikace, ktera negativné ovlivnila
pribéh celé syntézy.

O‘CN O.. _OH R a —H
N TSTU 0 CH,
wfo e s oo O b —

R - DIPEA, DMF CHs
NH; N & ¢ —CH; (S)
~
4a-d N d —CH; (R)
5a-d

Schéma 19 - Kondenzace chinolin-4-karboxylové kyseliny s latkami AA-ProCN (3a-d).
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4.1.4 Vedlejsi produkt kondenzace s PyBroP

Béhem izolace latky N-Chin-Gly-ProCN (5a, Obrazek 16), pii jejiz syntéze bylo pouzito
¢inidlo PyBroP, byly ve frakcich z HPLC pomoci TLC detekovany stopy dvou latek namisto
jedné (Obrazek 17). Ty se podafilo na HPLC ¢aste¢né oddélit, frakce s pfevahou jedné, ¢i druhé
latky byly dale testovany na LC-MS. Chromatogramy ukéazaly, Zze se jedna o smés
N-Chin-Gly-ProCN a neznamé latky, jejiz reten¢ni Cas byl identicky s retenénim casem
produktu, ale namétena relativni molekulova hmotnost byla 0 25 jednotek nizsi (Obrazek 18).
Tento rozdil je o 1 mensi nez relativni molekulova hmotnost nitrilové funkéni skupiny.
Proto bylo navrzeno, Ze se jedna o derivat N-Chin-Gly-ProCN, v jehoz struktufe je nitrilova

skupina nahrazena atomem vodiku (Obrazek 19).

[_)‘CN """""""""""""""" B

N .
vedlejsi produkt N
KLO ® & & & s & = D ——— |/£O
(@] NH 4¢—F 0 0 2 0o ¢ s+ . - O NH

hlavni produkt

l I Fob=dod=d=clmclm ==k =t =4 - OO

Obrazek 17 - Tenkovrstevna chromatografie HPLC frakci, pomoci které byla zjisténa ptitomnost vedlejsiho

produktu.
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Obrazek 18 — LC-MS chromatogram A znazoriuje slozeni reakéni smési pied provedenim HPLC.
Chromatogram B (resp. C) ukazuje sloZeni frakce, ve které pfevazuje produkt (resp. vedlejsi produkt — v obrazku
znacenO VP). Z chromatogramii B a C je patrné, ze doslo k ¢aste¢nému oddéleni obou latek.

Cast ne¢ekaného vedlejsiho produktu se podaiilo izolovat a jeho struktura byla potvrzena
pomoci NMR (Ptiloha 1). Vysledky ukéazaly, ze se opravdu jednalo o analog
N-Chin-Gly-ProCN bez nitrilové skupiny (latka bude dale znacena jako N-Chin-Gly-Pyrr (6)).
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Obrazek 19 - Struktury N-Chin-Gly-ProCN (5a) a vedlejsiho produktu N-Chin-Gly-Pyrr (6)

Podle literatury odstépeni nitrilové skupiny probiha obtizné a pouze za siln¢ redukcénich
podminek [26]. Takové ale béhem syntézy nebyly pouzity. Prvni navrZzenou hypotézou byla
kontaminace vychozi latky N-Boc-ProCN z vyroby. N-Boc-ProCN a 2-kyanopyrrolidinium
tosylat (1) proto byly analyzovany pomoci NMR.

Vysledky meéteni prokazaly naprostou cistotu téchto dvou latek (Ptiloha 1), pfitomnost
vedlejsiho produktu tedy nebyla zplisobena kontaminaci z vyroby.

Fosfiny jsou latky pouzivané jako reduk¢ni ¢inidla [18]. Po vyvraceni moznosti kontaminace
vychozi latky z vyroby byla navrzena dalsi hypotéza, ze odStépeni nitrilové funkéni skupiny
zprostiedkovava tripyrrolidinfosfin PyrrsP, odvozeny od ¢inidla PyBroP. Z toho divodu byly
provedeny orientaéni reakce smési N-Chin-Gly-ProCN (5a) s N-Chin-Gly-Pyrr (6) s ¢inidlem
PyBroP a redukénimi ¢inidly NaBH4 a PhsP (Schéma 20).

Odstépovani nitrilu pomoci tetrahydridoboritanu sodného dokumentuje Simpkins et al. [27].
Trifenylfosfin PhsP je silné redukéni ¢inidlo pouzivané pro Staudingerovu reakci, pfi niz
dochazi k redukci azidd na ptislusné aminy [18].

Q‘CN /\.N) a) 1,5 eq. PyBroP, THF Q‘CN [NB
b) 1,5 eq. PhsP, THF
0 (go c)1,5 eq. NaBH,, EtOH/H,0 (j*o (1* 0
0. _NH * 0. _NH O._ _NH * 0. _NH
SN SN SN SN
1:2 1:7

Schéma 20 - Orientaéni reakce s redukénimi inidly

Pti redukénim Sté€peni nitrilové skupiny by se mél pomér obou latek posunout ve prospéch
N-Chin-Gly-Pyrr, coz bylo sledovano pomoci LC-MS (Obrazek 20). V reakci s PyBroP
(Obrazek 20 vlevo) i v reakci s PhsP (Obrazek 20 uprostied) k zadné zméné oproti ptivodnimu
stavu nedoslo. V reakci s NaBH4 (Obrazek 20 vpravo) se pomér zménil ve prospéch latky
bez nitrilu. Tetrahydridoboritan sodny tedy dokazal odstépit nitrilovou skupinu, na rozdil
od PhsP a ¢inidla PyBroP. Hypotéza byla tedy vyvracena, tripyrrolidinfosfin nema dostate¢né
silné reduk¢ni ucinky, aby zpusobil odstépeni nitrilu.
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Obrazek 20 - Srovnani poméri N-Chin-Gly-ProCN a N-Chin-Gly-Pyrr. LC-MS chromatogram A ukazuje pomér
Vv reakéni smési pied orientacnimi reakcemi. Chromatogram B patfi reakci s PyBroP, chromatogram C patii
reakci s PhsP a chromatogram D reakci s NaBHa. V reakci D je zjevna zména poméru relativnich mnozstvi

jednotlivych slozek.

Dalsi hypotézou byla domnénka, Ze aktivovana kyselina misto s ProCN reaguje s pyrrolidinem
uvolnénym z ¢inidla. Pro ovéfeni byla provedena sada orienta¢nich reakci, pfi nichz byl
N-benzyloxykarbonylglycin® vystaven ptisobeni ¢inidla PyBroP bez ptidavku prolinnitrilu.
Pokud by byla hypotéza spravna, mélo by dochazet ke kondenzaci pouzité kyseliny
a pyrrolidinu uvolnéného z ¢inidla za vzniku N-Z-Gly-Pyrr (Schéma 21).

a) ---
b) PyBroP 1 eq.

0 o
c) PyBroP 2 eq. Q
M OH - M N/ 2
@/\o N DIPEA 5 eq. @ﬁo N
0 DMF O

N-Z-Gly-Pyrr

Schéma 21 - Orientaéni reakce N-Cbz-Gly s ¢inidlem PyBroP

Reakéni smési byly testovany na LC-MS. Z chromatogrami je patrné, ze ke vzniku
N-Z-Gly-Pyrr doslo (Obrazek 21).

® Benzyloxykarbonylova skupina (Z-) byla zvolena pro jeji dobrou schopnost UV-VIS absorpce a tudiz snazsi
detekci.
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Obrazek 21 - LC-MS chromatogramy reakce Z-Gly s ¢inidlem PyBroP. V reakéni smési A nebylo Zadné ¢inidlo,
v reak¢ni smési B byl 1 ekv. ¢inidla a v reakéni mési C byly 2 ekv. ¢inidla. Horni fadek ukazuje UV spektra,
prostiedni mnozstvi detekovanych ionti’ a spodni detekci Z-Gly-Pyrr (M, = 262). Z chromatogrami B a C je

patrné, Ze ke vzniku Z-Gly-Pyrr po pfidani ¢inidla PyBroP doslo.

4.1.5 Optimalizace aktivace kyseliny pomoci ¢inidla PyBroP

Za ucelem dalSiho ovéfeni hypotézy byl proveden experiment, sledujici zavislost relativnich
mnozstvi produktd N-Z-Gly-Pyrr a N-Z-Gly-ProCN na dobé aktivace kyseliny ¢inidlem
PyBroP. Pokud je hypotéza pravdiva, pak lze ocekavat, ze se s nartistajici aktivacni dobou bude
zvySovat mnozstvi vedlej§iho produktu, vzniklého zreagovdnim aktivované kyseliny

S pyrrolidinem uvolnénym z ¢inidla (Schéma 21).

Soucasti experimentu bylo Sest orienta¢nich reakci mezi N-benzyloxykarbonylglycinem
a 2-kyanopyrrolidinium tosylatem (1) (Schéma 22). Zvolené ¢asové intervaly mezi pridanim
¢inidla a ptidanim 2-kyanopyrrolidinu (1) byly 5, 10, 20, 30, 45 a 60 minut. Reak¢ni smési byly

analyzovéany na LC-MS.

"TIC — total ion current (angl.)
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Schéma 22 - Sledovani aktiva¢ni doby ¢inidla PyBroP

Domnivana zavislost mezi aktiva¢ni dobou a relativnim mnozstvim latky bez nitrilové skupiny
byla potvrzena pomoci LC-MS (Obrazek 22). K nejvétsimu poklesu relativniho mnozstvi
produktu dochazi mezi 5 a 10 min. aktiva¢ni doby (cca o 30 %). Z toho plyne, Ze pro eliminaci
vzniku nezadoucich produkti béhem kondenzac¢nich reakci s ¢inidlem PyBroP je potieba
zkratit dobu vyhrazenou pro aktivaci kyseliny ¢inidlem.
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Obrazek 22 — Zavislost slozeni reakéni smési na aktivacni dob¢ €inidla. V pravém hornim rohu je vyznacena
doba aktivace. Zelené jsou oznaceny piky naleZici produktu s nitrilem ([M, -CO; + H*] = 244,

[M; + Na*] = 310), ¢ervené jsou oznaceny piky vedlej$iho produktu bez nitrilu ([M;-CO; + H*] = 219,
[M; + Na*] = 285). Nejvétsi pokles relativniho mnoZstvi produktu je mezi 5 a 10 min. aktivace.

40



Z LC-MS chromatogramd, které podlozily rozhodnuti o pouzivéani ¢inidla PyBroP, byl patrny
naznak vedlejsi reakce, pii niz vznika vedlejsi produkt s pyrrolidinem, ale domnival jsem se, ze
se jedna pouze o fragmenty vzniklé na MS. Proto bylo ¢inidlo vybrano — na zaklad¢ informaci
o eluci jeho fragmenta se PyBroP jevil jako lepsi alternativa pro HATU. Retrospektivné se toto
rozhodnuti jevi jako neoptimalni, pravé z diivodu vySe popsané vedlejsi reakce. Ta ale nebyla
V literatufe doposud popsana, a proto se s ni nedalo pfedem pocitat.
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4.2 Inhibi¢ni aktivity latek
4.2.1 Metody méreni a vysledky

Hodnoty ICso vSech latek byly zméfeny v ramci Laboratofe proteas lidskych patogenti pomoci
fluorescenéni spektroskopie s vyuzitim fluorogenniho substratu. Méfeni bylo pro kazdy
inhibitor provedeno prostfednictvim koncentracni fady. Data byla zpracovana pomoci softwaru
GraFit v.5.0.11 (Erithacus Software Ltd.), prostiednictvim kterého byly nasledné ziskany
hodnoty 1Cso ([28], prelozeno a upraveno). Nameétené hodnoty stfednich inhibi¢nich konstant
syntetizovanych latek jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 6 - Stfedni inhibi¢ni konstanty syntetizovanych latek

ICs0 [NM]
Latka Struktura DPPIV FAP PREP
2a ~8000 >10000 2000 + 400
BOC\N/YQ
H o ©N
2b Boc IVVQ ~700 + 100 >10000 180 + 54
N
H o ©N
2c Boc. J\WQ 1200 + 44 >10000 46+9
H o ©N
2d Boc. "N ~15000 >10000 500 + 18
H o ©N
o}
4 >10000 >10000 >10000
a )I\N/\H/N
H o CN
4b i Q 2000 10000 1000
~ > ~
A AN
H o ©N
0
5a N ~15000 15+1,8 90 + 10
NN
H
N_ = o) CN
0
5b N >10000 >10000 35+3,6
| s N
N_ _= H (0] CN
0
5¢ J}(N >10000 >10000 2,5+0,07
| s N
N_ = H (0] CN
o
5d PN >10000 ~10000 28+15
| s N
N_ _~ H (0] CN
o}
6 N >10000 121+5,6 ~660 =+ 200
SN
N = o]
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4.2.2 Aktivita latek N-Boc-AA-ProCN

Latka N-Boc-Gly-ProCN (2a) nevykazuje optimalni inhibi¢ni vlastnosti vac¢i zadnému
Z testovanych proteinti. Hodnoty ICso se pro DPPIV a PREP pohybuji v fadu jednotek pM.
Vici FAP je latka nejméné aktivni, ICso nabyva hodnot vyssich nez 10 uM a to i presto, ze latka
obsahuje sekvenci Gly-Pro, ktera je pro inhibici FAP klicova.

Zaména glycinu za L-valin (latka N-Boc-L-Val-ProCN, 2b) o jeden fad vylepsila potencial latky
inhibovat DPPIV. Hodnota ICso pro PREP v tomto ptipad¢ poklesla vice nez desetkrat, coz je
v souladu s poznatkem, ze L-valin v pozici P2 zvySuje afinitu pro PREP ([8], je tieba zminit,
ze zde zkoumané inhibitory maji misto nitrilu skupinou boronovou). Na inhibici FAP neméla
zména aminokyselin P2 vliv.

Nahrada L-valinu L-alaninem (latka N-Boc-L-Ala-ProCN, 2c) vratila hodnoty ICso pro DPPIV
do mikromolarniho fadu. Zaroven doslo k dal§Simu vylepSeni inhibice PREP. Ze skupiny latek
2a-d, nesoucich N-Boc skupinu, je N-Boc-L-Ala-ProCN vici PREP nejvice aktivni. Inhibice
FAP opét ziistala nezménéna.

Vymeéna L-alaninu za jeho enantiomer (N-Boc-D-Ala-ProCN, 2d) zptsobila zhorSeni inhibice
PREP. Poplawski et al. [8] ukazali, Ze D-alanin v pozici P2 zhorSuje selektivitu vi¢i PREP
a zaroven zvysuje selektivitu pro FAP (poznatek byl zaloZzen na boronovych inhibitorech)
— k zddnému zlepseni afinity pro FAP ale nedoslo. Béhem NMR charakterizace bylo zjisténo,
ze vychozi latka obsahujici D-alanin byla mirné kontaminovana L-alaninem, coZz mize ziskané
hodnoty ICso ovlivnit.

Z naméfenych hodnot pro latky N-Boc.AA.ProCN (2a-d) je zjevné, zZe ptitomnost
aminokyseliny v pozici P2 nesouci alkylovy postranni fetézec vyznamné zlepSuje vazbu latky
na PREP. Tento poznatek koreluje s vysledky SAR® studie [8], které ukazaly zavislost mezi
strukturou postranniho fetézce aminokyseliny P> a afinitou pro PREP (resp. pro FAP).
Cim vé&tsi byl postranni fetézec, tim vice rostla afinita pro PREP a sou¢asné klesala afinita pro
FAP.

Jev 1ze vylozit jako disledek odlisSného usporadani vazebnych mist, do kterych se ligand vaze.
Interakce aminokyseliny v pozici P2 s vazebnym mistem PREP je zprostfedkovana vodikovou
vazbou mezi karbonylovym kyslikem vazby Pro-P> v inhibitoru a Arg643 v aktivnim misté
enzymu. Struktura vazebného mista PREP zpiisobuje orientaci postranniho fetézce
aminokyseliny P> do dutiny, ktera je schopna pojmout i stericky rozmérnéjsi struktury
(Obrazek 23, [29]).

8 Structure-activity relationship (angl.) — vztah mezi aktivitou a strukturou latky
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Obrazek 23 - Struktura aktivniho mista PREP. Zelen¢ je vyznacena struktura kovalentné navazaného inhibitoru,
Z-Pro-prolinalu. Prolin v pozici P, je orientovan do popsané dutiny. Ptevzato z [29].

Pro FAP nejsou dostupné informace o jeho krystalové struktufe v komplexu s inhibitorem.
V ptipadé DPPIV je krystalova struktura dobfe prostudovéana, a proto lze na zaklad¢ silné
homologie mezi FAP a DPPIV (zejména v oblasti jejich extracelularnich domén) vyvozovat
racionalni zavéry o vazbé¢ substratu na FAP.

Edosada et al. [7] poc¢itatovym modelovanim ukazali, Ze v pozici P2 je ze sterickych davodi
jakékoliv jina aminokyselina nez glycin pro FAP nepfijatelna (glycin diky absenci postranniho
feté¢zce dokdze zaujmout prostorovou konfiguraci, ktera neinterferuje se strukturou vazebného
mista FAP, Obrazek 24). To je vsouladu jak se zjisténimi Poplawské et al., tak s nami
naméfenymi hodnotami.

Boronova
elektron-odtahujici
skupina

V ptipadg, kdy je
torzni thel ® zaporny
dochazi k interferenci
acetylové skupiny se
strukturou vazebného
mista FAP

Prolin v pozici Py

N-acetylglycin
Vv pozici P

Obrazek 24 — Model vazby N-Ac-Gly-boroPro na FAP. Glycin je jedind aminokyselina, ktera je schopna
zaujmout kladny torzni uhel @ (vlevo). V piipadg, Ze je torzni uhel @ zaporny, dochazi k interferenci
se strukturou vazebného mista FAP (vpravo). Pfevzato z [7].

44



4.2.3 Aktivita latek N-Ac-AA-ProCN

U N-Ac-Gly-ProCN (4a) byla naméfena velmi slaba inhibi¢ni aktivita. Nahrazeni glycinu
L-valinem (N-Ac-L-Val-ProCN, 4b) zputsobilo zlepSeni aktivity viéi PREP (v souladu
S popsanym mechanismem vazby aminokyseliny P> na PREP) a vii¢i DPPIV, hodnoty se u obou
proteinil pohybuji v fadu puM.

Slabé aktivity N-acetylovanych latek, ve srovnani naptiklad s N-chinolin-4-karbonylovanymi,
1ze vysvétlit absenci klicovych struktur pro dobrou vazbu na FAP, ¢i PREP (vazba na DPPIV
je vyloucena diky acetylaci atomu dusiku, ktera ho zablokuje pro interakci s enzymem [4]).
U FAP bylo prokazano, Ze dochazi k interakcim mezi kladné nabitym Argl23 a m-elektrony
aromatickych substituentt ligandu. Dalsiho zlepSeni vazebnych schopnosti inhibitoru na FAP
lze dosahnout implementaci atomu dusiku do struktury substituentu, ktery po protonaci
nevazebné interaguje s Glu209 [8]. V pifipadé vazby na PREP je v pozici Pz preferovana
hydrofobni a nebo stericky rozmérngjsi struktura (tento poznatek vychazi z charakteru
postrannich fetézc, jez tvoii vazebné misto pro aminokyselinu P3 [29]). Acetyl zadnou z téchto
vlastnosti nedisponuje, coz zduvodiiuje jeho $patnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i vSem testovanym
enzymim.

4.2.4 Aktivita latek N-Chin-AA-ProCN

Latka N-Chin-Gly-ProCN (5a) je v literatufe [16] popsana jako nanomolarni inhibitor FAP.
Nami naméfené hodnoty pro FAP (ICso =15 + 1,8 nM) jsou v souladu s publikaci. V ptipadé
ICs0 pro PREP si hodnoty neodpovidaji — podle naSich méteni tato latka vykazuje hodnotu
90 £+ 10 nM, coz je témé&f desetkrat méné, nez publikovana hodnota 860 + 70 nM. V piipadé
DPPIV jsou publikované hodnoty také zhruba o fad vyssi (Poplawski et al. [8] uvadi, ze 1Cso
latky 5a pro DPPIV nabyva hodnot vys$sich nez 100 uM).

Mrwe

metodach. Ziskané hodnoty jsou zavislé na podminkach, pfi kterych bylo méfeni provadéno,
jmenovité na koncentraci substratu, ¢i pouzitém pufru. Vypovédni hodnota porovnavani ICso
mize byt tedy zkreslena (oproti situaci, kdy jsou porovnavany rovnovazné konstanty inhibice
Ki, které jsou normované na koncentraci substratu).

Po néahradé glycinu L-valinem (latka N-Chin-L-Val-ProCN, 5b) dochazi k prudkému zhorSeni
afinity pro FAP a vysledna latka se tak stava selektivni pro PREP. Zde se opét potvrzuje
pozitivni vliv alkylového postranniho fetézce aminokyseliny P2 na afinitu vici PREP.

N-Chin-L-Ala-ProCN  (5¢) je zcelé série latek nejacinngj$im inhibitorem PREP,
ICso se pohybuje v fadu jednotek nM, zatimco vici DPPIV a FAP latka nevykazuje témér
zadnou inhibi¢ni aktivitu. Lze pozorovat analogii s aktivitami latek N-Boc-AA-ProCN (2a-d),
kde L-alanin také zptsobil fadové zlepSeni ICso pro PREP. Aromaticky chinolin pravdépodobné
dokaze zprostiedkovat dobrou vazbu v pozici Ps na PREP a soucasné¢ je postranni fetézec
L-alaninu orientovan do popsané dutiny.

45



U latky N-Chin-D-Ala-ProCN (5d) dochazi k rozporu s poznatkem, Ze D-alanin zvySuje
selektivitu pro FAP [8]. Vazba na FAP je v tomto piipadé¢ silné€jsi, nez u latek 5b a 5¢, nicméné
hodnota ICso pro FAP je stale o tii fady horsi, nez pro PREP. U latek 5c a 5d, obsahujicich
alanin, také nebylo zjisténo zhor$eni vazby na PREP po zaméné L-alaninu za D-alanin (na rozdil
od latek N-Boc-Ala-ProCN (2c-d), kde k jevu zjevné doslo). | v tomto piipadé mohly byt
vysledky ovlivnény kontaminaci L-alaninem.

Testovani vedlejsiho produktu N-Chin-Gly-Pyrr (6) ukazalo, Ze tato latka vykazuje hodnoty
ICso0 pro FAP a pro PREP, které se fddové pohybuji v desetinach uM, navzdory tomu, Ze latka
nenese zadnou elektron-odtahujici skupinu schopnou podstoupit nukleofilni atak, ktera se zdala
pro interakci se serinem vV katalytickém mist¢ FAP kli¢ova. Tento jev lze vysvétlit jako
dusledek mozné kontaminace testovaného vzorku analogem N-Chin-Gly-ProCN, nesoucim
nitrilovou skupinu (na HPLC a LC-MS dochazelo k ptekryvu pika téchto dvou latek, a proto je
mozné, ze se ve vzorku N-Chin-Gly-Pyrr stale vyskytovalo stopové mnozstvi
N-Chin-Gly-ProCN, které méfeni ovlivnilo). NMR spektrum N-Chin-Gly-Pyrr ale ukazalo, ze
je latka naprosto Cista, kontaminace by proto musela byt témét zanedbatelna.

Fakt, Ze latka N-Chin-Gly-Pyrr (6) je schopna inhibovat i pfesto, Ze nenese zminénou elektron-
odtahujici skupinu (tzv. warhead), Ize opét vysvétlit srovnanim FAP s DPPIV. Simpkins et al.
[27] zkoumali beznitrilové inhibitory DPPIV a dospéli k zavéru, ze pritomnost nitrilové, ¢i jiné
elektron-odtahujici skupiny neni nutna, za predpokladu, Ze substrat v pozicich P2/P3 obsahuje
substituent, ktery je pro dany enzym afinni. V piipadé¢ DPPIV timto substituentem byl
3-hydroxyadamantyl, ktery se na DPPIV vyborné vaze (Ki = 10 + 3 nM, Obrazek 25).

N
HoN
0

Obrazek 25 — Inhibitor DPPIV, nesouci 3-hydroxyadamantyl, ktery zvysuje afinitu pro DPPIV.

Zde je zjevna paralela s testovanou latkou N-Chin-Gly-Pyrr (6), ktera nese chinolin-4-karboxyl.
Ten prostfednicvim m-interakci a vodikové vazby zarucuje dobrou vazbu na FAP. K inhibici
tedy dochazi v disledku sterické blokace aktivniho mista. Je samoziejmé, ze latka
N-Chin-Gly-ProCN (5a) inhibuje FAP mnohem Iépe, protoze elektrostatické ptitazlivé sily
mezi nitrilovou skupinou a katalytickym serinem silu vazby na FAP dale umociiuji.
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5 ZAVER

V ramci prace bylo ptipraveno celkem deset latek cilenych na fibroblastovy aktiva¢ni protein,
jehoz zvySend exprese v tkdni epitelidlnich nador znéj Cini slibny terapeuticky cil.
Synteticky postup spocival ve stfidani kondenzac¢nich a odchranovacich kroka.

Pocate¢nim krokem syntézy byla piiprava 2-kyanopyrrolidinu odchranénim komer¢né
dostupného N-Boc-2-kyanopyrrolidinu. Tato latka byla kondenzovana s N-substituovanymi
aminokyselinami glycinem, L-valinem, L-alaninem a D-alaninem za vzniku série sloucenin
nesoucich terc-butyloxykarbonyl, resp. acetyl (latky 2a-d, resp. 4a-d). Pro syntézu posledni
fady latek bylo potieba odchranit aminovou skupinu terc-butyloxykarbonylovanych derivata
a kondenzovat je s chinolin-4-karboxylovou kyselinou.

Vsechny latky (véetné chranénych meziproduktl) byly ¢istény chromatografickymi metodami
(FLASH, HPLC) a charakterizovany pomoci LC-MS a NMR spektroskopie.

Bé&hem kondenzacnich reakci vznikal necekany nezaddouci vedlejsi produkt. V ramci prace byla
pfi¢ina studovana a identifikovdna jako disledek pouziti ¢inidla PyBroP v kondenzaénich
reakcich. Na zdklad¢ téchto poznatkli byl navrZzen a ovétfen alternativni postup syntézy,
pfi némz nezadouci produkt nevznika.

Vsechny syntetizované latky byly testovany na enzymech FAP, PREP a DPPIV. Nejzajimavé)si
jsou dvé znich. Prvni, dosud nepublikovana latka N-Chin-L-Ala-ProCN (5¢) je novym
nanomolarnim inhibitorem enzymu PREP (ICsp = 2,5 + 0,07 nM), ktery je vyrazné exprimovan
v mozku. V soucasné dobé¢ je intenzivné studovana role PREP v duSevnich poruchach (napf.
schizofrenie, deprese, manie, ¢i autismus) [30].

Dalsi piekvapivy objev se vztahuje k nezddoucimu produktu syntézy, latce N-Chin-Gly-Pyrr
(6). Navzdory absenci nitrilové skupiny tato latka neztratila schopnost inhibovat FAP
(ICs0 =121 + 5,6 nM). Oproti jejimu analogu s nitrilovou skupinu (ICso = 15 + 1,8 nM) doslo
ke zhorSeni inhibi¢ni schopnosti pouze o jeden fa4d. Na zdklad€ tohoto zjiSténi by mohly
byt navrZzeny nové tfidy inhibitorti s odliSnym mechanismem inhibice.

Fibroblastovy aktivacni protein je opravdu velmi zajimavym a slibnym pfedmétem védeckého
badani, a to nejen proto, ze by jeho vyzkum mohl odhalit dosud neznamé poznatky
0 probihajicich dé€jich v nadorovych tkanich. Jeho terapeuticky potencial je zasadni, a z toho
divodu je tieba vyvoji i optimalizaci novych tfid inhibitorit FAP vénovat zna¢nou pozornost.
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