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Białka i peptydy odgrywają bardzo ważną rolę w wielu procesach fizjologicznych, działając m.in. jako neuroprzekaźniki, neuromodulatory, hormony, czynniki wzrostu, antybiotyki czy antygeny. Głównym celem prowadzonych obecnie badań nad peptydami jest wyjaśnianie związku pomiędzy strukturą przestrzenną a aktywnością biologiczną badanych molekuł. 

Krótkie peptydy liniowe charakteryzują się dużą swobodą konformacyjną łańcucha i mogą przybierać kilka zbliżonych energetycznie konformacji. Należy wszakże pamiętać, że konformacja biologicznie aktywna danego ligandu peptydowego nie musi być tożsama ze strukturą określoną za pomocą metod fizykochemicznych, takich jak spektroskopia NMR czy rentgenowska analiza strukturalna. Swoboda konformacyjna liniowych ligandów peptydowych ma wpływ na ich mniejszą selektywność oraz stabilność, dlatego wprowadzanie                                  różnego typu modyfikacji i usztywnień do łańcucha peptydowego może prowadzić do wzrostu aktywności, selektywności i stabilności badanych związków. 

Łańcuchy boczne aminokwasów aromatycznych są często kluczowymi elementami, które determinują aktywność biologiczną wielu naturalnych peptydów. Umiejętność syntezy pochodnych, które charakteryzują się zablokowaną rotacją wokół wiązań, jest niezwykle cennym narzędziem umożliwiającym konstruowanie takich analogów peptydowych, które charakteryzują się zdefiniowaną strukturą przestrzenną. 

Głównym celem rozprawy doktorskiej było opracowanie metodologii syntezy cyklicznych analogów tryptofanu o strukturach podanych na poniższym rysunku. 

Pierwszy etap pracy stanowiły badania nad otrzymaniem analogów zawierających dodatkowy 6-członowy pierścień (A). Do syntezy tych związków wykorzystano reakcję Picteta-Spenglera. Jako składnik aminowy zastosowano ester metylowy tryptofanu, a jako czynnik karbonylowy -aminoaldehydy otrzymywane z -aminokwasów. 
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W reakcji tworzy się nowe centrum stereogeniczne, co powoduje, że należy oczekiwać mieszaniny diastereomerów cis/trans 1-podstawionych pochodnych estrów metylowych kwasu 1,2,3,4-tetrahydro--karbolino-3-karboksylowego jako produktów. Szczegółowo przebadano wpływ konfiguracji -aminoaldehydów na stosunek powstających diastereomerycznych pochodnych. Pierwszym podstawowym problemem do rozwiązania był dobór odpowiedniej metody analitycznej, pozwalającej określać stosunek diastereomerów cis/trans bezpośrednio po reakcji. Okazało się, że spektroskopia NMR była doskonałą metodą jakościową i ilościową w przypadku otrzymanych mieszanin, ponieważ widma protonowe izomerów cis i trans różniły się na tyle, że można było znaleźć sygnały, które pozwalały na ilościowe wyznaczenie stosunku związków obecnych w próbce. Strukturę poszczególnych wyizolowanych diastereomerów określano przy pomocy widm 2D NMR typu ROESY. 

W trakcie szeregu wykonanych eksperymentów okazało się, że w reakcji P-S 
L-aminoaldehydy prowadziły do mieszaniny produktów cis/trans z wyraźną przewagą izomeru trans (65-100%). Analizując mechanizm reakcji wysunięto hipotezę, że za selektywność odpowiedzialna jest struktura przejściowo tworzącego się kationu iminiowego, który może tworzyć 7-członowe pseudocykliczne formy stabilizowane wewnątrzcząsteczkowym wiązaniem wodorowym. Drugim czynnikiem mającym wpływ na stosunek powstających produktów cis/trans jest łańcuch boczny R aldehydu. Reakcja z aldehydami posiadającymi podstawniki na atomie węgla ( (pochodne Val i Ile) jest całkowicie selektywna i powstaje tylko izomer trans. Spowodowane to jest zatłoczeniem przestrzennym i niekorzystnym oddziaływaniem łańcucha bocznego R aldehydu z grupą iminiową. W przypadku D-aminoaldehydów o selektywności reakcji P-S decydowało zatłoczenie przestrzenne i niekorzystne oddziaływanie między grupą estrową a grupą Cbz, co eliminowało powstawanie produktu trans. W powstawaniu produkt cis, brała udział
7-członowa pseudocykliczna forma stabilizowana wewnątrzcząsteczkowym wiązaniem wodorowym. 

Przeprowadzona analiza widm NMR typu ROESY oraz stałe sprzężenia protonów H-3 z protonami H-4 pozwoliły również na zbadanie konformacji otrzymanych pochodnych. Okazało się, że we wszystkich związkach typu cis grupa estrowa zajmuje położenie ekwatorialne, natomiast w związkach typu trans grupa ta jest aksjalna. Obserwacje te zostały dodatkowo potwierdzone przez porównanie eksperymentalnych stałych sprzężenia ze stałymi obliczonymi dla odpowiednich konformerów metodami mechaniki molekularnej. 

Otrzymane pochodne 1-podstawionych estrów metylowych kwasu 1,2,3,4-tetrahydro-(-karbolino-3-karboksylowego zawierały takie grupy funkcyjne, które umożliwiły ich dalsze przekształcanie w pochodne zawierające cztery skondensowane pierścienie (C i D). Otrzymano więc kolejne serie związków z dodatkowymi pierścieniami 5-członowymi (imidazolidynony oraz imidazolidyny) oraz 6-członowymi (ketopiperazyny). Dwa z uzyskanych bloków budulcowych zostały wykorzystane do syntezy peptydomimetyków cholecystokininy. Obydwa związki charakteryzowały się wysoką selektywnością w stosunku do receptora CCK1, przy czym były jego antagonistami. 

Kolejny etap pracy stanowiło opracowanie efektywnej syntezy 7-członowych pochodnych tryptofanu zawierających szkielet azepinonowy (B). Do otrzymywania tych związków zastosowano metodę polegającą na zamykaniu 7-członowego pierścienia laktamowego w związku prekursorowym posiadającym grupy COOH oraz II-rzędową grupę aminową. Do syntezy prekursora niezbędne było otrzymanie 2'-formylotryptofanu, który otrzymano w wyniku utleniania kwasu 1,2,3,4-tetrahydro-(-karbolino-3-karboksylowego w obecności SeO2. Stopień racemizacji otrzymanych indoloaminoazepinonów był mniejszy niż 1%. Do syntezy 7-członowych analogów Trp zastosowano również reagenty związane na nośniku polimerycznym, jednak czas reakcji (kilkanaście dni) spowodował, że metodologia ta w badanej reakcji ma znikomą użyteczność syntetyczną. 

Jednym z otrzymanych bloków budulcowych podstawiono tryptofan w pozycji 3 w endogennej endomorfinie-1. Otrzymany analog, w porównaniu do peptydu endogennego, wykazywał znacznie mniejsze powinowactwo w stosunku do receptora opioidowego co spowodowane było najprawdopodobniej inną orientacją pierścienia indolowego. 
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