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Synteza peptydomimetyków tryptofanu w reakcji

Picteta-Splen g lera ch iralnych q-am i noaldehyd ów z

pochodnymi P2- lub P3'homo-tryptofanu

Od wielu lat w Pracowni Peptydów Wydziału Chemii UW kierowanej

przez Prof. dr hab. Aleksandrę Misicką-Kęsik prowadzone są intensywne studia

nad syntez biologicznie czynnych peptydow, mogących mieć potencjalne

zastosowanie w badaniach biochemicznych, medycynie ofaz farmacji.

Zainteresowanie naukowe zespołu Prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kęsik jest

skupione na syntezie peptydow i ich mimetyków, przy czym szczególną uwagę

poświęca się nie tylko tym związkom, które mogą przejawiać czynnośó

biologiczną, ale takze poszukiwaniom i syntezie nowych, nieznanych peptydów

lub peptydomimetykow o takiej strukturze, która wskaz{le, że mogą stanowić

potencjalny budulec przy projektowaniu i syntezie nowych leków peptydowych.

Stosowanie naturalne peptydów, zbudowanych z reszt L-aminokwasowych,

jako lekow jest bardzo ograniczone, mimo ich powaznego potencjału

farmakologicznego. Wynika to z ich niskiej odporności na działanie enzymów

proteolitycznych, wywołujących ich szybki rozkład, co uniemozliwia ich
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podawanie doustne. podejmowane próby zaradzeniu tym zjawis kom zmierzĄą
do syntezy tzw, peptydomimetyków, substancji naśladujących działanie
peptydow, a odpornych na działanie hydrolityczne proteaz i cechujących się
wyższą przenikalnością przez lipoidalne błony biotogiczne. osiąga się to przez
wbudowanie w naturatny łańcuch peptydowy takich jednostek, jak D-
aminokwasy, P- lub y-L-aminokwasy oraz inne ,,cegiełki'' budowlane. Na tej
drodze otrzymano juz wiele obecnie juz stosowanych lekow uzywanych w
terapii onkologicznej, AlDs, czy wirusowym zapaleniu wątroby. podjęty 

i
zrealizowany przez mgr Mańę słupską zamiar syntezy peptydomimetyków
tryptofanu, waznego elementu w łańcuchu peptydowym wchodzącego w obszar
farmakoforu, wpisuje się w nuń intensywnych badań nad syntezą i
właŚciwoŚciami ]eków peptydowych prowadzonych w laboratoriach
farmakologicznych.

Przedstawiona mi do recenzji obszerna, licząca ponad 156 str.,
dysertacja mgr Marty słupskiej i składająca się z 6 rozdziałow, z których cztery
(ZałoŻenia icelPracY, Pzegląd literatury, Badania własne oraz podsumowanie)
zawierĄą najistotniejsze wątki pracy. lm tez poświecę najwięcej uwagi.

w rozdziale pt, założenia i cel pracy mgr Marta słupska uzasadniła
wybór tematu swojej pracy doktorskiej z zakresu syntezy i analizy
peptydomimetykow na bazie tryptofanu. \Nykazała znaczenie usztywnionych
cYklicznYch analogów tryptofanu jako ,,cegiełek" przy projektowaniu leków
peptydowych, czy aktywnie biologicznych peptydomimetyków. kierowała się
przy tym znaczącąrolą tryptofanu w bioaktywnej konformacji peptydu.

w rozdziale przegtąd literaturowy mgr Marta słupska dużo trudu włożyła
w zaznĄomienie czytelnika w dziedzinę dotyczącej syntezy i waściwości
chemicznych i biologicznych peptydomimetyków. omówiła metody modyfikacji
peptydowego łańcucha głównego przez wprowadzanie nienaturatnych
jednostek budulcowych, rózne podejścia powodujące zmiany w łańcuchach
bocznych reszt aminokwasowych, cyklizację łańcuch a, czy zmiany struktury w
obrębie o-helisy, P-kartki czy ingerencji w połozenie zgięc tzw. B-zwrotów.
Bardzo duzo uwagi poświęciła omówieniu reakcji cyklizacji aminokwasów

ln !]
jL. i,,'- n ,.

i, l.iL,tbLu)
/r'



metodą picteta-splenglera, s-p, który to sposob wykorzystała przy dokonanej
sYntezie PePtydomimetykow tryptofanu. Przytoczyła równiez na przykładach
strukturę i działanie farmakologicznie obecnie luż stosowanych leków
zaproj ektowan yc h i otrzym an y ch z ud zi ałem peptyd om i m etyków.

W częŚci zatytułowanej Badania własne mgr Mańa Słupska przedstawiła

wyniki swoich osiągnięć w syntezie pseudomimetyków tryptofanu. wstępnym
etapem pracy było otrzymanie optycznie czystego Boc-chronionego g3-homo-

tryptofanu (B3-ńTrp,) z wykorzystaniem procedur znanych w literaturze. Ten
związek posłuzył do syntezy estru metylowego B3-homo-tr,yptofanu oraz
dipeptydów oznaczonych skrótowo jako B3-hTrpoCH3 B3-ńTrpAlaoCH3 i B3-

hTrPLeuOCH3, Następne substraty do ieakcji Picteta-Splenglera , Doktorantka

otrzymała z odpowiednich Cbz-zabezpieczonych q-aminokwasów o ogólnym

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 przekształciła je w
odpowiednie L-, lub D-o-aminoaldehydy. Następnie mgr Marta Słupska
przeprowadziła reakcję cyklizacji picteta-splenglera powyzszych o-

aminoaldehydow z B3-ńTrpoCH3 B3-hTrpAlaoCHg i B3-hTrpLeuoCHs
otrzymując dla kazdego substratu 8 odpowiednich peptydomimetyków

tryptofanu. Reakcje przebiegały w warunkach zapobiegających racemizacji

Produktow. W trakcie cyklizacji Picteta-Splenglera pojawia się nowe centrum
stereogeniczne, co skutkuje tworzeniem się diastereoizomerów cis/trans. proby

analizy produktów za pomocą Hplc nie były dostatecznie wiarygodne, gdyz
odpowiednie piki na chromatogramie nie osiągały linii podstawowej. w pełni

skutecznym sposobem ustalenia stosunku diastereoizomerów cislfrans okazała
się spektroskopia 1H rUNR . Stosunek tych izomerow obliczono na podstawie

integracji sygnałów od protonow grupy metylowej w otrzymanych związkach,
gdzie przesunięcia chemiczne są wyraźne. Rejestracja widm 2D NMR ROESY
dała mozliwość identyfikacji fragmentów pochodzących od izomerów cis oraz
trans. Na podstawie tych widm Doktorantka ustaliła, że cyklizacja picteta_

Splenglera składników aminowych (B3-fiTrpoCH3, B3-ńTrpAlaocH3 oraz P3-

ńTrPLeuOCHs) z D-o-aminoladehydami jest całkowicie diastereoselektywne i

skutkuje wyłącznie tworzeniem się izomerem cis. W przypadku cyklizacji z L-q-
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aminoladehYdami (za wyjątkiem L-waliny) w przewadze powstaje izome r trans.
Autorka skonfrontowała otrzymane rezultaty z danymi literaturowymi
dotyczących produktów cyklizacji powyzszych aminoatdehydów z
analogicznymi substratami aminowymi zawierających o-Trp zarniast B3-ńTrp. W
reakcji o-TrP z L-q-aminoaldehydami tworzy się produkt o konfiguracji frans,
natomiast z D-q-aminoaldehydami powstaje wyłącznie izomer clb. oznac za to,
ze obecność dodatkowej grupy metylenowej (-CHz-) w g3-hTrp nie wpływa na
stosunek izomerów. Natomiast reakcja cyklizacji L-AlaCHo z estrem
metylowym B3-ńTrp prowadzi w pzewadze do powstania produktu cls, czym
rozni się od Pozostałych przypadków, Rożnica ta wynika z mozliwości tworzenia
się dwoch Pseudocyklicznych struktur: sześcio- i siedmioczłonowych w ogólnie
przyjętym mechanizmie cyklizacji picteta-splenglera. w reakcji z L-ą-
aminoaldehydem z powstaje izomer rozgałęzionym łańcuchem bocznym

Powstaje izomer trans. W przypadku L q-aminoaldehydow z krótkimi lub słabo
rozgałęzionYmi łańcuchami bocznymi powstaje mieszanina izomerów cis oraz
transIGdY substratem reakcjijest D-o-aminoaldehyd układ przestrzenny między,
kationem iminowym a grupą zabezpieczającą cbz prowadzi do powstania
izomeru clb,

Autorka dokonała dodatkowo, na podstawie danych literaturowych i

rejestrowanych widm 2D NMR ROESY, analizy konformacyjnej otrzymanych
związków. w stereoizomerach cls, pochodzących z cyklizacji p-c z estrem

metylowym B3-hTrp lub dipeptydow z B3-ńTrp na N-końcu przeważa jeden typ
formy krzesełkowej, gdzie proton przy c-3 zajmuje pozycję ekwatorialną. z
widm NMR wynika, że w przypadku izomerów trans mozliwe są dwie
konformacyjne formy skręconego krzesła (proton przy c-3 w pozycji alsjalnej
lub ekwatorialnej) w zalezności od wielkości podstawników w sekwencji
peptydu, co moźe być przydatne przy projektowaniu peptydomimetyków.

ze względu na znaczenie miejsca tworzenia się B-zgięcia w
drugorzędowej strukturze peptydu, istotne przy projektowaniu leków

PePtYdowYch, mgr Marta Słupska przeanalizowała mozliwość wystąpienia tej
strukturY w otrzYmanych peptydomimetykach. Wykorzystując dane literaturowe,
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modelowanie molekularne i zarejestrowane widma 2D NMR ROESY
stwierdziła, ze w dwu z otrzymanych związków (oznaczonych jako 75a i 77a)

m og ą występować stru ktu ry przyp om i n aj ące B-skręt.

wykorzystując otrzymany B3-hTrp doktorantka zaplanowała syntezę

Pseudomimetykow zawierających dwa pierścienie tetrahydro-B-karbolinowe,

ktore miały posłużyĆ do izolacji białek z surowicy krwi. W wyniku cyklizacji p-C

estru metylowego p3-hTrp z cbz-phe-cHo otrzymała przejściowy substrat w
postaci izomeru trans. Preparat podzielono na dwie części, poczym usunęła

grupy zabezpieczające w ten sposób, by uwolnić w jednej części grupę

aminową, w drugiej - karboksylową. Obie pochodne tetrahydro-B-karbolinowe

po sprzęgnięciu dały peptydomimetyk. Niestety, jak v,tykazały próby, otrzymany

związek nie wykazał powinowactwa do białek surowicy krwi.

Następnym etapem pracy była synteza peptydomimetyków na bazie B2-

ńomołr\yptofanu, 92-hT rp i poprzednio syntezowanych q-aminoaldehydów. W
wyniku cyklizacji P-C z udziałem Bz-hTrp powstaje 7-, a nie O-członowy

pierścień, jak to się dzieje w przypadku B3-ńTrp. Poniewaz, znane z literatury

metody syntezy gz-hTrp są wieloetapowe i mało wydajne, dlatego mgr Marta

słupska wykorzystała (z pewnymi modyfikacjami) sposob niedawno

opracowany w zespole karoyana. pozwoliło to Jej otrzymać poządaną,

zabezpieczoną pochodna B2-ńTrp z wydajnością około 20%, wystarczającą do

prowadzenia reakcji picteta-splenglera z aminoaldehydami, powyzszą

pochodną g2-hTrp doktorantka przekształciła w ester metylowy B2-L-homo-
tryptofanu, ktory poddała cyklizacji, wg wcześniej uzytej procedury, z
poprzednio otrzymanymi L- i D-q-aminoaldehydami otrzymując 8 róznych
peptydomimetyków, Widma 1H NMR, rejestrowane na aparacie 200 MHz
wskazywały na obecność jednego diastereoizomeru. Widma 2D NMR ROESY
zarejestrowana na aparacie 700 MHz wykazały multiplikacje sygnałów, co
świadczy o istnieniu kilku form konformacyjnych, co nie pozwala na
jednoznaczne stwierdzenie występowania form crs lub trans. przyczyną tego

(byó może) jest duza giętkość 7-członowego pierścienia, co przejawia się w
multiplikacji sygnału wywołana obecnością form labilnych.
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Jak stwierdziła Autorka cyklizacja Picteta-Splenglera z zabezpieczoną
pochodną lz-htrp zachodzi z mniejszą wydajnością niż to ma miejsce w
PrzYPadku P3-ńTrP. PróbY zwiększenia wydajności przez uzycie nadmiarowych
iloŚci amino aldehYdu prowadziły tylko do pojawiania się produktów ubocznych.
Powstawały one w rezultacie reakcji estru metylowego B3-homo-L-Trp z
produktem kondensacj i ald olowej dwóch cząsteczek o-am inoaldehyd u.

W Podsumowaniu mgr Marta Słupska zwiężle omówiła otrzymane wyniki,
ktorych obszerną dyskusję przeprowadziła w rozdziale Badania własne. Moją
merytoryczna ocenę wniosków wysnutych z tych rozważań dokonałem przy
ocenie tegoz r ozdziału.

Do PrzYkrYch, chociaz koniecznych obowiązków recenzenta nalezy takze
wytkniecie błędów znalezionych w prezentowanej dyseńacji. Mimo, że
edytorsko praca została wykonana bardzo starannie, to jednak przy tak
obszernym materiale trudno się ustrzec zarówno bledów czy pomyłek. Nie będę
wytykac bledow interpunkcyjnych, ktorych jest niewiele, ale skupię się na tych,
które wprowadzĄą niejasności w odbiorze, l tak:

. Na stronie tytułowej w tytule naukowym promotora błąd
gramatyczny;

l !Ą/ Tabeli 2 brakuje przypisu, wyjaśniającego róźnice w wydajności
puy pozycjach 72a i 73a,72c i 73c,74a i 75a, 74c i 75c,76a i

77a oraz76ci 77c;

. Kwas 3-indolopropionowy 87. Na schemacie 25 ten związek
oznaczono numerem 83, a związek 87 występuje na schemacie
26 - str. 84;

zarówno te, jak i inne, nie wymienione drobne uwagi, wg mojej opinii, nie
mają istotnego wpływu na wartość i jakość pracy zaprezentowanej mi do
recenzji. WYsoko oceniam sposob przedstawienia aktualnego stanu wiedzy z
dziedzin nauki odnoszących się do tematu prowadzonych przez Autorkę.
ogolnie mozna stwierdzić, ze praca doktorska mgr Marty słupskiej stanowi
wartościowy wkład w chemie mimetykow peptydowych na bazie tryptofanu.
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Reasumując uwazam, źe w trakcie wykonywania pracy doktorskiej mgr

Mańa słupska wykazała wszechstronne opanowanie metod związanych z
sYntezą PePtYdÓw, rozdziału i oczyszczania produktów, znakomitą zdolnośc w
interpretacji danych spektroskopowych (NMR, MS) i UV) oraz dużą
pomysłowością w prowadzeniu analizy konformacyjnej. przejawiła też
umiejętnoŚĆ wYkorzYstania danych analiz instrumentalnych do interpretacji
wynikow eksperymentalnych i duźy talent w prezentowaniu wniosków
wyciąganych przy dyskusji wyników. wyniki badań Doktorantki dotychczas są
opublikowane w postaci 1 pracy w czasopiśmie J. peptide science, a
częściowe wyniki swej pracy doktorskiej prezentowała równiez na
konferencjach naukowych, przedstawiona mi do recenzji praca pt,

synteza peptydomimetyków tryptofanu w reakcji picteta-sptengtera

chiralnych q-aminoaldehydów z pochodnymi P2- lub P3'ńomo-tryptofanu

odpowiada w pełni wymaganiom stawianym pracom na stopień doktora i

dlatego też wnioskuję o dopuszczenie mgr Marty słupskiej do dalszych etapów
pzewodu doktorskiego. Jednocześnie uważam, że zarówno temat podjętej
pracy, jakość jej wykonania i wnikliwa interpretacja wynikow zasługuje na jej
wYróznienie. W oddzielnym dokumencie przedstawię w skrócie przesłanki,
jakimi się kierowałam stawiając wniosek o nadanie mgr Marcie słupskiej
stopnia doktora n auk chemicznych z wyr óżnien iem.

Uniwersvtet lVar§"Jwski. i{vdział C"hemii - ul. Pasteura il,02_093 Whrszlrva
tel. 022 822 09 75; centr. 02? 822 02 11; la x0?28??59 96

*tuil:.tlziekan@clrcm,lw,edu.pl lviryw;htĘ:.//www.chen.ulv,ertu.pl
Barrk ]!{illmiurrr S-A. 1 2 t160 2?m O0OO OOUI 6Ogą')rn NIP 525,001_12 _66












