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Synteza peptydomimetykéw tryptofanu w reakcji

Picteta-Splenglera chiralnych a-aminoaldehydéw z

pochodnymi p- lub p*homo-tryptofanu

Od wielu lat w Pracowni Peptydéow Wydziatu Chemii UW kierowanej
przez Prof. dr hab. Aleksandre Misicka-Kesik prowadzone sg intensywne studia
nad syntez biologicznie czynnych peptydéw, mogacych mieC¢ potencjalne
zastosowanie w badaniach biochemicznych, medycynie oraz farmaciji.
Zainteresowanie naukowe zespotu Prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik jest
skupione na syntezie peptydéw i ich mimetykéw, przy czym szczego6ing uwage
poswieca sie nie tylko tym zwigzkom, ktére moga przejawia¢ czynnos¢
biologiczng, ale takze poszukiwaniom i syntezie nowych, nieznanych peptydéw
lub peptydomimetykow o takiej strukturze, ktéra wskazuje, ze mogg stanowic
potencjalny budulec przy projektowaniu i syntezie nowych lekow peptydowych.
Stosowanie naturalne peptydow, zbudowanych z reszt L-aminokwasowych,
jako lekow jest bardzo ograniczone, mimo ich powaznego potencjatu
farmakologicznego. Wynika to z ich niskiej odpornosci na dziatanie enzyméw

proteolitycznych, wywotujgcych ich szybki rozktad, co uniemozliwia ich



podawanie doustne. Podejmowane proby zaradzeniu tym Zjawiskom Zmierzajg
do syntezy tzw. peptydomimetykéw, substancji nasladujacych dziatanie
peptydow, a odpornych na dziatanie hydrolityczne proteaz i cechujacych sie
Wyzszg przenikalno$cig przez lipoidalne btony biologiczne. Osigga sie to przez
wbudowanie w naturalny tancuch peptydowy takich jednostek, jak D-
aminokwasy, B- lub y-L-aminokwasy oraz inne »~cegietki” budowlane, Na tej
drodze otrzymano juz wiele obecnie juz stosowanych lekow uzywanych w
terapii onkologicznej, AIDS, Czy wirusowym zapaleniu watroby. Podjety i
zrealizowany przez mgr Marte Stupskg zamiar syntezy peptydomimetykow
tryptofanu, waznego elementu w tancuchu peptydowym wchodzacego w obszar
farmakoforu, wpisuje sie w nurt intensywnych badan nad syntezg |
whasciwosciami  lekéw peptydowych prowadzonych w laboratoriach

farmakologicznych.

Przedstawiona mi do recenzji- obszerna, liczaca ponad 156 str.,
dysertacja mgr Marty Stupskiej i sktadajaca sig¢ z 6 rozdziatow, z ktorych cztery
(ZatoZenia i cel pracy, Przeglad literatury, Badania wiasne oraz Podsumowanie)

zawierajg najistotniejsze watki pracy. Im tez poswiece najwiecej uwagi.

W rozdziale pt. Zatozenia i cel pracy mgr Marta Stupska uzasadnita
wybor tematu swojej pracy doktorskiej z zakresu syntezy i analizy
peptydomimetykéw na bazie tryptofanu. Wykazata znaczenie usztywnionych
cyklicznych analogéw tryptofanu jako ,cegietek” przy projektowaniu lekéw
peptydowych, czy aktywnie biologicznych peptydomimetykéw. Kierowata sie
przy tym znaczacg rolg tryptofanu w bioaktywnej konformagiji peptydu.

W rozdziale Przeglad literaturowy mgr Marta Stupska duzo trudu witozyta
W zaznajomienie czytelnika w dziedzine dotyczacej syntezy i wtasciwosci
chemicznych i biologicznych peptydomimetykdéw. Omowita metody modyfikacji
peptydowego tancucha gtéwnego przez wprowadzanie nienaturalnych
jednostek budulcowych, rézne podejécia powodujgce zmiany w tfarficuchach
bocznych reszt aminokwasowych, cyklizacje tarcucha, czy zmiany struktury w
obrgbie a-helisy, B-kartki czy ingerencji w potozenie zgieé tzw. B-zwrotdw.

Bardzo duzo uwagi poswiecita omoéwieniu reakcji cyklizacji aminokwaséw
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metodq Picteta-Splenglera, S-P, ktéry to sposéb wykorzystata przy dokonanej
syntezie peptydomimetykéw tryptofanu. Przytoczyta réwniez na przyktadach
strukture i dziatanie farmakologicznie obecnie juz stosowanych lekéw

zaprojektowanych i otrzymanych z udziatem peptydomimetykow.

W cze$ci zatytutowanej Badania wfasne mgr Marta Stupska przedstawita
wyniki swoich osiggnig¢ w syntezie pseudomimetykow tryptofanu. Wstepnym
etapem pracy byto otrzymanie optycznie czystego Boc-chronionego B3-homo-
tryptofanu (B*-hTrp) z wykorzystaniem procedur znanych w literaturze. Ten
zwigzek postuzyt do syntezy estru metylowego B3-homo-tryptofanu oraz
dipeptydéw oznaczonych skrétowo jako B*-HTrpOCH; B°-hTrpAlaOCH; i B3
hTrpLeuOCH3;. Nastepne substraty do reakcji Picteta-Splenglera , Doktorantka
otrzymata z odpowiednich Cbz-zabezpieczonych a-aminokwaséw o 0golnym
wzorze R-CNHCBZ-COOH, gdzie R = L-, lub D-Ala, L-lle, L-, lub D-Phe, L- lub
D-Val oraz D-Leu). W wyniku procedury Fehrentza-Castro przeksztatcita jew
odpowiednie L-, lub D-o-aminoaldehydy. Nastepnie mgr Marta Stupska
przeprowadzita reakcje cyklizacji Picteta-Splenglera powyzszych a-
aminoaldehydow z  B>-hTrpOCH;  B*hTrpAlaOCH; i  B>-hTrpLeuOCHs
otrzymujac dla kazdego substratu 8 odpowiednich peptydomimetykow
tryptofanu. Reakcje przebiegaty w warunkach zapobiegajgcych racemizacji
produktow. W trakcie cyklizacji Picteta-Splenglera pojawia sie nowe centrum
stereogeniczne, co skutkuje tworzeniem sie diastereocizomeréw cis/trans. Proby
analizy produktéw za pomoca HPLC nie byty dostatecznie wiarygodne, gdyz
odpowiednie piki na chromatogramie nie osiggaty linii podstawowej. W petni
skutecznym sposobem ustalenia stosunku diasterecizomeréw cis/trans okazata
sie spektroskopia "H MNR . Stosunek tych izomeréw obliczono na podstawie
integracji sygnatéw od protonéw grupy metylowej w otrzymanych zwigzkach,
gdzie przesunigcia chemiczne sg wyrazne. Rejestracja widm 2D NMR ROESY
data mozliwo§¢ identyfikacji fragmentéw pochodzacych od izomeréw cis oraz
trans. Na podstawie tych widm Doktorantka ustalita, ze cyklizacja Picteta-
Splenglera sktadnikéw aminowych (B°-hTrpOCH3, B*-hTrpAlaOCH; oraz B
hTrpLeuOCH3) z D-a-aminoladehydami jest catkowicie diastereoselektywne i

skutkuje wytacznie tworzeniem sig izomerem cis. W przypadku cyklizacji z L-a-
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aminoladehydami (za wyjatkiem L-waliny) w przewadze powstaje izomer trans.
Autorka skonfrontowata otrzymane rezultaty =z danymi literaturowymi
dotyczgcych  produktéw cyklizacji powyzszych aminoaldehydéw z
analogicznymi substratami aminowymi zawierajacych a-Trp zamiast B>-hTrp. W
reakcji a-Trp z L-a-aminoaldehydami tworzy sie produkt o konfiguracji trans,
natomiast z D-a-aminoaldehydami powstaje wytacznie izomer cis. Oznacza to,
ze obecnos¢ dodatkowej grupy metylenowej (-CH2-) w B-hTrp nie wpltywa na
stosunek izomeréw. Natomiast reékcja cyklizacji L-AlaCHO z estrem
metylowym B3-hTrp prowadzi w przewadze do powstania produktu cis, czym
rozni sie od pozostatych przypadkéw. Réznica ta wynika z mozliwosci tworzenia
sie dwéch pseudocyklicznych struktur: szescio- i siedmiocztonowych w ogéinie
przyjetym mechanizmie cyklizacji Picteta-Splenglera. W reakcji z L-a-
aminoaldehydem z powstaje izomer rozgatezionym taricuchem bocznym
powstaje izomer trans. W przypadku L-a-aminoaldehydéw z krétkimi lub stabo
rozgatgzionymi taricuchami bocznymi powstaje mieszanina izomeréw cis oraz
trans. Gdy substratem reakcji jest D-a-aminoaldehyd uktad przestrzenny miedzy
kationem iminowym a grupg zabezpieczajacg Cbz prowadzi do powstania

izomeru cis.

Autorka dokonata dodatkowo, na podstawie danych literaturowych i
rejestrowanych widm 2D NMR ROESY, analizy konformacyjnej otrzymanych
zwigzkéw. W stereoizomerach cis, pochodzacych z cyklizacji P-C z estrem
metylowym B°-hTrp lub dipeptydow z B°-hTrp na N-kohcu przewaza jeden typ
formy krzesetkowej, gdzie proton przy C-3 zajmuje pozycje ekwatorialng. Z
widm NMR wynika, ze w przypadku izomeréw trans mozliwe sg dwie
konformacyjne formy skreconego krzesta (proton przy C-3 w pozycji alsjalnej
lub ekwatorialnej) w zaleznosci od wielkoci podstawnikéw w sekwencji

peptydu, co moze by¢ przydatne przy projektowaniu peptydomimetykdw.

Ze wzgledu na znaczenie miejsca tworzenia sie [(-zgiecia w
drugorzedowej strukturze peptydu, istotne przy projektowaniu lekéw
peptydowych, mgr Marta Stupska przeanalizowata mozliwosé wystgpienia tej

struktury w otrzymanych peptydomimetykach. Wykorzystujac dane literaturowe,




modelowanie molekularne i zarejestrowane widma 2D NMR ROESY
stwierdzita, ze w dwu z otrzymanych zwigzkéw (oznaczonych jako 75a i 77a)

moga wystepowac struktury przypominajace B-skret.

Wykorzystujgc otrzymany B*-hTrp doktorantka zaplanowata synteze
pseudomimetykéw zawierajgcych dwa piercienie tetrahydro-p-karbolinowe,
ktére miaty postuzy¢ do izolacji biatek z surowicy krwi. W wyniku cyklizacji P-C
estru metylowego B*-hTrp z Cbz-Phe-CHO otrzymata przejSciowy substrat w
postaci izomeru frans. Preparat podzielono na dwie czesci, poczym usuneta
grupy zabezpieczajagce w ten sposoéb, by uwolni¢ w jednej czesci grupe
aminowa, w drugiej — karboksylowg. Obie pochodne tetrahydro-B-karbolinowe
po sprzegnigciu daty peptydomimetyk. Niestety, jak wykazaty préby, otrzymany

zwigzek nie wykazat powinowactwa do biatek surowicy krwi.

Nastepnym etapem pracy byta synteza peptydomimetykéw na bazie [32-
homo-tr\yptofanu, B?-hTrp i poprzednio syntezowanych a-aminoaldehydéw. W
wyniku cyklizacji P-C z udziatem B*hTrp powstaje 7-, a nie 6-cztonowy
pierécien, jak to sie dzieje w przypadku B3-hTrp. Poniewaz, znane z literatury
metody syntezy B*-hTrp sg wieloetapowe i mato wydajne, dlatego mgr Marta
Stupska wykorzystata (z pewnymi modyfikacjami) sposéb niedawno
opracowany w zespole Karoyana. Pozwolito to Jej otrzymaé pozadana,
zabezpieczong pochodna B%-hTrp z wydajnoécig okoto 20%, wystarczajacg do
prowadzenia reakcji Picteta-Splenglera z aminoaldehydami. Powyzszg
pochodng B*hTrp doktorantka przeksztaicita w ester metylowy B%L-homo-
tryptofanu, ktory poddata cyklizacji, wg wczesniej uzytej procedury, z
poprzednio otrzymanymi L- i D-a-aminoaldehydami otrzymujac 8 réznych
peptydomimetykéw. Widma 'H NMR, rejestrowane na aparacie 200 MHz
wskazywaty na obecno$¢ jednego diasterecizomeru. Widma 2D NMR ROESY
zarejestrowana na aparacie 700 MHz wykazaly multiplikacje sygnatéw, co
swiadczy o istnieniu kilkku form konformacyjnych, co nie pozwala na
jednoznaczne stwierdzenie wystepowania form cis lub trans. Przyczyng tego
(by¢ moze) jest duza gietko$¢ 7-cztonowego pierscienia, co przejawia sie w

multiplikacji sygnatu wywotana obecno$cig form labilnych.




Jak stwierdzita Autorka cyklizacja Picteta-Splenglera z zabezpieczong
pochodng B%-hTrp zachodzi z mniejszg wydajnoscig niz to ma miejsce w
przypadku B3-hTrp. Proby zwigkszenia wydajnosci przez uzycie nadmiarowych
ilosci amino aldehydu prowadzity tylko do pojawiania sie produktow ubocznych.
Powstawaty one w rezultacie reakcji estru metylowego B3-homo-L-Trp z

produktem kondensacji aldolowej dwéch czasteczek a-aminoaldehydu.

W Podsumowaniu mgr Marta Stupska zwigZle omoéwita otrzymane wyniki,
ktorych obszerng dyskusje przeprowadzita w rozdziale Badania wifasne. Mojg
merytoryczna oceng wnioskéw wysnutych z tych rozwazarn dokonatem przy

ocenie tegoz rozdziatu.

Do przykrych, chociaz koniecznych obowiazkéw recenzenta nalezy takze
wytkniecie btedéw znalezionych w prezentowanej dysertacji. Mimo, ze
edytorsko praca zostata wykonana bardzo starannie, to jednak przy tak
obszernym materiale trudno sie ustrzec zaréwno bledéw czy pomytek. Nie bede
wytykac bledoéw interpunkeyjnych, ktérych jest niewiele, ale skupie sie na tych,

ktore wprowadzajg niejasnosci w odbiorze. | tak:

e Na stronie tytutowej w tytule naukowym promotora — btad

gramatyczny;

e W Tabeli 2 brakuje przypisu, wyjasniajgcego roznice w wydajnosci
przy pozycjach 72a i 73a, 72c i 73c, 74a i 75a, 74c i 75¢c, 76a i
77aoraz76¢ci77c;

e Kwas 3-indolopropionowy 87. Na schemacie 25 ten zwigzek
0znaczono numerem 83, a zwigzek 87 wystepuje na schemacie
26 — str. 84;

Zaréwno te, jak i inne, nie wymienione drobne uwagi, wg mojej opinii, nie
majg istotnego wptywu na warto$é i jakosé pracy zaprezentowanej mi do
recenzji. Wysoko oceniam sposéb przedstawienia aktualnego stanu wiedzy z
dziedzin nauki odnoszacych sie do tematu prowadzonych przez Autorke.
Ogodlnie mozna stwierdzié, e praca doktorska mgr Marty Stupskiej stanowi

wartosciowy wktad w chemie mimetykéw peptydowych na bazie tryptofanu.
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Reasumujgc uwazam, Zze w trakcie wykonywania pracy doktorskiej mgr
Marta Stupska wykazata wszechstronne opanowanie metod zwigzanych z
syntezg peptyddw, rozdziatu i oczyszczania produktéw, znakomitg zdolnosé¢ w
interpretacji danych spektroskopowych (NMR, MS) i UV) oraz duzg
pomystowo$cig w prowadzeniu analizy konformacyjnej. Przejawita tez
umiejgtno$¢ wykorzystania danych analiz instrumentalnych do interpretac;ji
wynikéw eksperymentalnych i duzy talent w prezentowaniu wnioskéw
wyciaganych przy dyskusji wynikéw. Wyniki badari Doktorantki dotychczas sg
opublikowane w postaci 1 pracy w czasopiSmie J. Peptide Science, a
czeSciowe wyniki swej pracy doktorskiej prezentowata réwniez na

konferencjach naukowych. Przedstawiona mi do recenzji praca pt.

Synteza peptydomimetykéw tryptofanu w reakgcji Picteta-Splenglera

chiralnych a-aminoaldehydéw z pochodnymi B lub B*homo-tryptofanu

odpowiada w petni wymaganiom stawianym pracom na stopienn doktora i
dlatego tez wnioskuje o dopuszczenie mgr Marty Stupskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczeénie uwazam, ze zaréwno temat podjetej
pracy, jako$¢ jej wykonania i wnikliwa interpretacja wynikéw zastuguje na jej
wyréznienie. W oddzielnym dokumencie przedstawie w skrécie przestanki,
jakimi sie kierowatam stawiajac wniosek o nadanie mgr Marcie Stupskiej

stopnia doktora nauk chemicznych z wyréznieniem.

Uniwersytet Warszawski, W vdziat Chemii - ul. Pasteura 1, 02-093 Warszawa
tel. 022 §22 09 75; centr. 022 822 02 11; fax 022 822 59 96
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Prof. dr hab. inz. Aleksandra Olma Lodz, 29.05.2014
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Instytut Chemii Organiczne]

Wydzial Chemiczny

RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Marty Slupskiej

p.t. ,Synteza peptydomimetykéw tryptofanu w reakcji Picteta-Spenglera chiralnych

a-aminoaldehydow z pochodnymi [32— lub B3-homo-trypt0fanu”

Przedstawiona Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

celem uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych

Recenzowana praca doktorska mgr Marty Shupskiej zostata wykonana w Pracowni
Peptydow, pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik. Rozprawa poswigcona jest
projektowaniu i syntezie nowych blokéw budulcowych o ograniczonej swobodzie
konformacyjnej, ktére moga zosta¢ wykorzystane do modyfikacji lancucha peptydowego.
Podjecie takiego kierunku badan jest w pelni uzasadnione, otrzymane peptydomimetyki B*ip’-
homo-tryptofanu stanowig znakomite narzedzie w badaniach zalezno$ci pomigdzy strukturg
a aktywnoscig peptydow bioaktywnych.

Endogenne peptydy, pelnigce kluczowe role w organizmach zywych, wykazuja duza
swobode konformacyjna, ktorej ograniczenie moze prowadzi¢ do zwigkszenia ich aktywnosci
i selektywnosci. Prof. dr hab. Aleksandra Misickia-Kgsik od wielu lat zajmuje sig¢
projektowaniem i syntezg nowych blokéw budulcowych, ich wykorzystaniem w syntezie

peptydow biologicznie czynnych oraz badaniami konformacyjnymi otrzymanych analogéw. Mgr




Marta Stupska wlaczajac si¢ w ten nurt badan, za cel pracy postawila sobie synteze cyklicznych
analogow B2~ lub B*-homo-tryptofanu wykorzystujac reakcje Picteta-Spenglera.

Dysertacja, ktéra ma typowy uklad dla tego typu opracowan liczy 156 stron, z ktérych 50
zajmuje cze$¢ referatowa (zatytulowana przez doktorantke ,,Przeglad literatury”), 39 stron
stanowia badania wlasne z podsumowaniem (5 stron), 42 strony cze$¢ eksperymentalna oraz
literatura cytowana (215 pozycje).

Czgs¢ literaturowa rozprawy pozwala na wykazanie sie¢ przez doktorantéw znajomoscig
problematyki naukowej zwigzanej z tematem pracy oraz daje podstawy do wystawienia oceny za
umiejetnos¢ jej przedstawienia. Autorka po wstepie obejmujgcym bardzo podstawowe
wiadomosci na temat bialek, krétko oméwila peptydomimetyki a nastepnie metody ograniczania
swobody konformacyjnej lancucha peptydowego. W kolejnej czgsci opisata wybrane przyktady
modyfikacji struktury drugorzedowej oraz modyfikacje lancucha peptydowego poprzez
wbudowanie reszt aminokwaséw niekodowanych, w tym a,a-dipodstawionych glicyn oraz
mimetykéw dipeptydowych. Ostatni rozdziat czgsci literaturowej poswigcita wykorzystaniu
reakcji Picteta-Spenglera do cyklizacji aminokwasow aromatycznych. Zawarty w tym rozdziale
material stanowi dobre wprowadzenie do badan wiasnych autorki.

W pierwszej czg¢sci swoich pracy mgr Marta Stupska, w reakcji Picteta-Spenglera, jako
komponenty aryloaminowe wykorzystata estry metylowe B3-homo-tryptofanu oraz B*-homo-
tryptofanyloalaniny i B*-homo-tryptofanyloleucyny. Potrzebne do tych transformacji chiralne D
i L N-chronione a-aminoaldehydy wywodzace si¢ z alaniny, izoleucyny, fenyloalaniny i waliny
doktorantka otrzymata zgodnie z procedura Fehrentza-Castro. Boc-B’-homo-tryptofan, ktory jest
niezwykle drogim odczynnikiem komercyjnym, otrzymata na drodze kilkuetapowej homologacji
Arndta-Eisterta z handlowo dostepnego Boc-Trp. Kondensacje estrow metylowych B>-homo-
tryptofanu, B>-homo-tryptofanyloalaniny lub leucyny z N-Z-aminoaldehydami prowadzita z 1,5-
krotnym nadmiarem komponentéw karbonylowych. Doktorantce nie udato si¢ dobraé
odpowiednich warunkéw HPLC do dokladnego okreslenia stosunku izomerdw cis/trans.
Najlepsza do tego celu metoda analityczng okazata si¢ spektroskopia 'H NMR. Dla ilosciowego
oznaczenia wybrala sygnaty pochodzace od protonéw grupy metylowej, ktore byty najlepiej
rozdzielonymi sygnalami. Przeprowadzone badania wykazaty, ze w reakcjach z udziatem D-
aminoaldehydéw powstaje wylacznie izomer trans, podobnie jak w reakcji Picteta-Spenglera

z pochodnymi tryptofanu, zbadanej wezesniej w Zespole Peptydowym. Za diastereoselektywnosé



odpowiedzialna jest struktura przej$ciowo tworzacego si¢ kationu iminiowego oraz budowa o-
aminoaldehydu. Analiza efektu NOE w widmie 2D ROESY przeprowadzona przez doktorantke
wykazata, ze konformacja utworzonego szescioczlonowego pierscienia zalezy od wielkosci
podstawnikow. Z danych literaturowych 1 badan Zespolu wynika, ze dipodstawiony
szescioczlonowy pierScien tetrahydro-B-karbolinowy o konformacji trans moze indukowaé -
zgiecie. Mgr Marta Stupska przeprowadzita modelowanie molekularne dla analogéw 75a i 77a
(izomery trans) wykorzystujgc program HyperCube 1 HyperChem 8.0. Badania udowodnily, ze
z dwéch mozliwych struktur pseudocyklicznych, przypominajacych B-skret, 11-sto czionowa jest
ubozsza energetycznie. Wynik modelowania potwierdzony zostat badaniami 2D NMR.

Zwiazek 73c¢, otrzymany w reakcji Picteta-Spenglera z estru meltylowego B3 -homo-

tryptofanu z N-Z-fenyloalaninalem o konfiguracji frans, po usunig¢ciu ostony funkcji aminowej
w jednej czgsci 1 funkcji karboksylowej w drugiej postuzyt do syntezy dipeptydu zawierajacego
dwie jednostki tetrahydro-f-karbolinowe.
Otrzymany peptydomimetyk, po hydrolizie estru metylowego, zostal osadzony na zywicy
Toyopearl AF-650M i wykorzystany w chromatografii powinowactwa do izolacji biatek
surowicy. Projekt byl realizowany we wspolpracy z prof. Righetti z Politechniki w Mediolanie.
Zabraklo mi w pracy szerszego opisu motywacji badan i wyboru tego peptydomimetyku jako
uktadu do przeprowadzenia separacji bialek.

W drugiej czgsci dysertacji mgr Marta Stupska podjeta badania nad wykorzystaniem
w reakcji Picteta-Spenglera z udziatem pochodnych B?-homo-tryptofanu. Otrzymanie p-homo-
tryptofanu jest znacznie trudniejszym wyzwaniem syntetycznym niz p -homo-tryptofanu
i obejmuje wigkszg i1los¢ etapow. Doktorantka wybrata metod¢ opracowang przez Karoyana
i wsp. z handlowo dostgpnego kwasu 3-indolopropionowego. Acylowany sultan 89 otrzymata
z wydajnoscia 45-80 %. Nie znalaztam w pracy komentarza dla tak réznych wynikow. Mimo
niskiej sumarycznej wydajnosci uzyskana ilo$é Ng-Boc-Nip-Bn-p*-4-Trp pozwolita na zbadanie
reakcji Picteta-Spenglera z uzyciem estru metylowego Nin-Bn-Bz-h-Trp jako komponenta
aminowego. Dla zwigkszenia wydajnosci 1 przesuniecia rownowagi w kierunku powstawania
produktu doktorantka zastosowala 2-3-krotny nadmiar substratow karbonylowych, ktdrymi byly
N-Z-aminoaldehy otrzymane z L lub D Ala, Ile, Phe, Val. Niestety w czesci eksperymentalnej nie

znalaztam opisu reakcji z uzyciem takiego nadmiaru aldehydu.



Proby okreslenia selektywnosci reakcji oraz przeprowadzenia analizy konformacyjnej za pomoca
technik NMR, mimo uzycia aparatu o czestotliwosci 700 MHz zakonczyly si¢ niepowodzeniem,
wszystkie sygnalty w widmie byly zwielokrotnione. Jedna z przyczyn moze by¢ wigksza swoboda
konformacyjna siedmiocztonowego pierscienia. Roéwniez tworzenie si¢ wigkszej ilosci
produktéw ubocznych, zwigzanych z duzym nadmiarem N-Z-aminoaldehdéw moglo utrudni¢
interpretacje widm surowych produktéow. Czy byly prowadzone eksperymenty z réwnomolowag
iloscig karbonylowego komponenta?

Otrzymane peptydomimetyki zawierajace zaréwno szescio- jak i siedmioczionowy pierscien
wykazujg silne wilasciwosci fluorescencyjne przy dlugosciach fali wzbudzenia i emisji
charakterystycznych dla tryptofanu. Stwarza to mozliwo$¢ wykorzystania ich w diagnostyce
medycznej, zwlaszcza tych latwiej dostepnych i lepiej scharakteryzowanych pochodnych f°-
homo-tryptofanu.

Dorobek mgr Marty Stupskiej obejmuje jedng publikacje w J. Pept. Sci. (IF=2.071, 2013), dwie
prace w ksigzkowych materialach konferencyjnych oraz 12 komunikatow zaprezentowanych na
krajowych i zagranicznych konferencjach.

Kilka stéw na temat warsztatu eksperymentalnego. Z opisu rozprawy wynika, ze autorka
panuje dobrze nad metodologia syntezy organicznej i wykorzystaniem metod stosowanych
w syntezie peptydow oraz chromatograficznymi technikami oczyszczania. Charakterystyka
chemiczna i fizyczna otrzymanych zwigzkéw nie budzi watpliwosci. Na uznanie zastuguje
gruntowna wiedza mgr Marty Slupskiej w dziedzinie zaawansowanych technik NMR,
zastosowanych do analizy konformacyjnej. Nalezy podkresli¢ zarowno samodzielnosé i bieglosé
doktorantki w pracy eksperymentalnej, jak rowniez wazng umiejetnosé powsciggliwego
1 rozwaznego wyciagania wnioskow. Doktorantka dobrze zaplanowata swoje badania i wykazata
si¢ bardzo dojrzatym podejsciem do realizowanego tematu.

Po przeczytaniu dysertacji nasuwa si¢ kilka uwag, ktére z obowigzku recenzenta
wymienie:

1. Synteza N-Boc-[33-hom0-tryptofanu jest opublikowana (np. Helv. Chim. Acta, 2000, 83,

16-3, Chem. Pharm. Bull., 2008, 56, 260-265), w pracy nie znalaztam odniesienia do

wlasciwosci  fizykochemicznych opisanych w literaturze przez innych autoréw

(temperatura topnienia czy skrecalnos¢ wiasciwa).




2. Optymalng wydajnos¢ przegrupowania Wolff'a mozna byla przewidzie¢ dla reakcji
z udzialem zelu krzemionkowego na podstawie doniesien literaturowych.

3. W schemacie 15 zamiast diazometanu jest CH,NH,

4. Jaka byla czystos¢ chemiczna i optyczna otrzymanych amino aldehydow 71 a-h ?

5. N-Chronione amino aldehydy byly komponentami karbonylowymi a nie karboksylowymi
jak jest w Podsumowaniu na str. 99

6. Doktorantka nie unikneta kilku niezrgcznych sformutowan np. ,,geometria tetrahedralna”
(str. 14), ,,alamethicin, ktéry..” (str.32) ,,sygnaly o podobnych przesunigciach zlewajg si¢”
(str. 93), czy ,,podlaczenie pomocnika chiralnego (str. 114).

Przytoczone wyzej uwagi majg wylacznie charakter formalny i w niczym nie umniejszaja
waloréw naukowych rozprawy, ktorg oceniam wysoko z merytorycznego punktu widzenia. Na

podkreslenie zastuguje niewielka liczba blgdoéw edytorskich, ktorych nie bed¢ wymieniata.

Whiosek koncowy

Reasumujac, material przedstawiony do oceny w rozprawie doktorskiej mgr Marty Stupskiej
spelnia kryteria stawiane tego typu rozprawom. Temat podjety przez doktorantke jest z punktu
widzenia naukowego i aplikacyjnego wysoce aktualny, a przedstawione wyniki mogg zostaé
wykorzystane w badaniach na temat zaleznosci pomig¢dzy struktura a aktywnoscig biologiczng
peptydow.
Stwierdzam, ze przedlozona rozprawa doktorska mgr Marty Stupskiej spetnia wszelkie wymogi
zwyczajowe stawiane pracom doktorskim. Spelnione sa rowniez formalne wymogi stawiane
przez Ustawe o Tytule Naukowym i Stopniach Naukowych. Wnosz¢ do Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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