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Wiele z endogennych czy egzogennych α-peptydów zostało zidentyfikowanych jako potencjalne związki terapeutyczne, jednak istnienie szeregu bardzo istotnych ograniczeń uniemożliwiających ich właściwe wykorzystanie, przekreśla w większości przypadków możliwość stosowania peptydów jako leków. Do ograniczeń tych zaliczane są przede wszystkim: niestabilność wobec degradacji proteolitycznej, słaba przenikalność przez błony komórkowe, niska selektywność oraz krótki czas działania. Dlatego też w licznych ośrodkach badawczych od wielu lat prowadzi się intensywne badania mające na celu zaprojektowanie i otrzymanie substancji tzw. peptydomimetyków, które wykazując podobne, lub lepsze, działanie biologiczne (poprzez naśladowanie bioaktywnej struktury i funkcji konkretnych peptydów) jednocześnie były zdolne do pokonania ograniczeń właściwych dla macierzystych związków. 
W ostatnich latach, cennym narzędziem w projektowaniu nowych potencjalnie aktywnych analogów peptydów biologicznie czynnych okazały się β-aminokwasy, czy β-peptydy (peptydy zbudowane wyłącznie z β-aminokwasów). Dotychczasowe badania wykazały, że 
β-peptydy tworzą stabilne i przewidywalne struktury II-rzędowe, podobne do tych występujących w α-peptydach. Dodatkowo, β-peptydy jak również α-peptydy zawierające 
β-aminokwasy (tzw. peptydy α,β-hybrydowe) wykazują całkowitą, bądź zwiększoną stabilność na degradację enzymatyczną. Co więcej, prowadzone badania dowiodły, że β-peptydy czy peptydy α,β-hybrydowe mogą naśladować α-peptydy w ich biologicznych funkcjach, a niekiedy wykazywać zwiększoną aktywność.

Jednym z głównych celów rozprawy doktorskiej było opracowanie wydajnej, taniej, a przede wszystkim, prostej i użytecznej metody syntezy racemicznych β2-aminokwasów. Cel ten został osiągnięty poprzez opracowanie dwuetapowej metody syntezy, zarówno alifatycznych (w tym także lipoaminokwasów), jak również aromatycznych β2-aminokwasów, wychodząc z cyjanooctanu metylu. Pierwszym etapem syntezy dla aminokwasów alifatycznych była reakcja alkilowania cyjanooctanu z wykorzystaniem różnorodnych halogenków alkilowych. Pozwoliło to na otrzymanie serii α-podstawionych pochodnych zawierających łańcuchy boczne analogiczne do tych występujących w Ala, Val, Leu, Ile, Nva i Nle oraz pochodne zawierające nasycone łańcuchy węglowe (od 8 do 20 atomów węgla). Do syntezy prekursorów aromatycznych β2-aminokwasów – zawierających łańcuchy boczne Phe, Tyr, m-Tyr, DOPY i Trp – wykorzystano natomiast kondensację Knoevenagela pomiędzy cyjanooctanem metylu a różnymi aldehydami aromatycznymi. Drugim, wspólnym dla obu „dróg”: alifatycznej i aromatycznej, etapem syntezy była redukcja grupy nitrylowej i w przypadku prekursorów aminokwasów aromatycznych również wiązania podwójnego C=C. Etap redukcji był połączony z jednoczesnym wprowadzeniem ochrony tert-butyloksykarbonylowej (Boc) na powstającą na etapie redukcji grupę aminową. Takie połączenie, w jednym etapie, redukcji i ochrony grupy aminowej pozwoliło na otrzymanie całkowicie N- i C-zabezpieczonych β2-aminokwasów. Jako czynnik redukujący wykorzystano kombinację CoCl2–NaBH4 w bezwodnym metanolu. Wykorzystanie powszechnie dostępnych reagentów oraz nieskomplikowanych procedur postępowania na poszczególnych etapach czyni tę metodę prostą i użyteczną. Natomiast selektywne usunięcie jednej z grup zabezpieczających na N- lub C-końcu pozwala na wykorzystanie otrzymanych β2-aminokwasów jako składowej acylującej bądź acylowanej do syntezy peptydów bądź w roztworze, bądź na nośniku polimerycznym.
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Schemat opracowanej metody syntezy.

Drugim celem niniejszej rozprawy doktorskiej było wykorzystanie otrzymanych 
(R,S)-β2-aminokwasów do syntezy bibliotek analogów peptydów opioidowych takich jak: endomorfina-1 (EM-1; H-Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2), endomorfina-2 (EM-2; H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2) oraz TAPP (H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH2). Każdy z α-aminokwasów – oprócz Pro w przypadku endomorfin – został podstawiony swoim β2-homoodpowiednikiem.


Otrzymane analogi zostały poddane badaniom powinowactwa do receptorów opioidowych typu μ w Instytucie Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN w grupie prof. A.W. Lipkowskiego. Badania te  wykazały, że:
1. topograficznym analogiem Tyr znajdującej się w niezwykle kluczowej pozycji 1 w peptydach opioidowych jest β2h-meta-Tyr, ponieważ otrzymane analogi endomorfiny-1 i TAPP-u zawierające w miejscu tyrozyny – β2h-meta-Tyr wykazywały zdecydowanie większe powinowactwo do receptorów μ niż analogi mające w tej pozycji β2hTyr; 

2. modyfikacje endomorfiny-1 oraz -2 w pozycjach 3 i 4 – będących elementami farmakoforu tych peptydów – prowadzą do spadku lub całkowitej utraty aktywności opioidowej;
3. w porównaniu do endomorfin, które zawierają w pozycji 2 prolinę, analogi TAPP-u zawierające w tej pozycji D-alaninę, a więc aminokwas o większej swobodzie konformacyjnej, łatwiej adaptują konformację bioaktywną, niezależnie od wprowadzonych do wyjściowej cząsteczki zmian. Podstawienie Phe w pozycji 4 zarówno (R)- jak i (S)-β2hPhe a także w pozycji 3 przez (S)-β2hPhe pozwoliło na otrzymanie bardzo aktywnych analogów, które wykazywały powinowactwo (w zakresie nM) do receptorów typu μ na poziomie macierzystego peptydu lub 3-krotnie wyższe ((R)-β2hPhe4).
Niektóre z otrzymanych β2-aminokwasów zostały również wykorzystane przez grupę prof. Tourwe (Vrije Universiteit Brussels w Belgii) do syntezy analogów angiotensyny IV. Spośród otrzymanych związków najbardziej interesujący okazał się analog modyfikowany w pozycji 1 (R)-β2hVal, a dodatkowo w pozycji C-końcowej zawierający (S)-β3hPhe, który charakteryzował się wysoką stabilnością metaboliczną oraz silnym powinowactwem i selektywnością względem jednego z enzymów, z którymi oddziałuje angiotensyna IV. 
Mam nadzieję, że opracowana przeze mnie metoda syntezy 2-aminokwasów posłuży do syntezy nowych 2-aminokwasów, które umożliwią otrzymanie aktywnych i stabilnych analogów peptydów biologicznie czynnych.
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