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¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnigetych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Dehydroaminokwasy  naleza ~do  niestandardowych  aminokwasow,  ktdérych
charakterystyczng cecha jest wigzanie podwodjne pomiedzy atomami wegla. W wiekszosci
struktur, takie wiazanie podwdjne wystgpuje pomigdzy atomem wegla o w tancuchu
gldwnym, a atomem wegla B w lancuchu bocznym. Zatem termin dehydroaminokwasy,
chociaz o szerszym znaczeniu, dotyczy zasadniczo a,B-didehydro-a-aminokwasow,
powszechnie zwanych krécej a,B-dehydroaminokwasami, i tak zostato przyjete w niniejszej

pracy (Schemat 1).

' N

9

Schemat 1. Ogoélny wzor reszty o,3-dehydroaminokwasu z wyszczegélnieniem potozenia tancucha bocznego w pozycji Zi E.

Hybrydyzacja sp2 atomu wegla o powoduje, ze o,p-dehydroaminokwas nie posiada
asymetrii charakterystycznej dla nasyconych standardowych aminokwasow. Co wigcej,
geometria tworzonych wigzan jest trygonalna: wigzania sg krotsze, a wartosci katéw
walencyjnych wigeksze w stosunku do tych tworzonych przez atom wegla o hybrydyzacji sp3.
Analogicznie, hybrydyzacja sp2 atomu weggla B, 1 jednoczesnie tworzenie wigzania
podwojnego z atomem wegla o, powoduje ograniczenie rotacji tancucha bocznego do dwoch
polozen, opisywanych izomeria geometryczna Z/E. Mozliwa koplanarnos¢ wiazania C*=CP
oraz sasiednich wigzan peptydowych generuje sprz¢zenie m-elektronowe w obrebie reszty
o,B-dehydroaminokwasu, ktore moze stabilizowaé pewne konformacje.l'! Wiazanie C=CP
ma zatem istotny wplyw na odmiennos¢ wiasciwosci konformacyjnych a,B-dehydro-
aminokwasdw w odniesieniu do standardowych aminokwaséw. Tym samym zasadne jest
sadzi¢, ze a,B-dehydroaminokwasy moga mie¢ wptyw na biologiczna konformacj¢ zwiazku,
w ktorego sktad wchodza.

Nie bez znaczenia dla biologicznej aktywnosci a,B-dehydroaminokwasow jest
reaktywnos¢ podwojnego wiazania, ktore moze ulegaé przede wszystkim addycji Michaela,™”

[5-

izomeryzacji Z/E,"*! uwodornieniu,” ™ czy cykloaddycji.”
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Wystepowanie a,f-dehydroaminokwasow w naturze

a,B-Dehydroaminokwasy  mozna  spotka¢ zardwno w  prostych  zwiazkach,

I czy tak zlozonych jak biatka.''"'? Jednak podstawowym

jak pochodne piperazyny,!'’
zrodtem a,B-dehydroaminokwasow sg peptydy, zwane dalej dehydropeptydami. Z dostepnych
artykutow przegladowych calosciowy obraz wystgpowania a,B-dehydroaminokwasow
w naturze przedstawia jedynie praca Nody i wspotautorow z 1983 roku.!'” Pozostate prace

przegladowe dotycza jedynie trzech duzych rodzin dehydropeptydéw: lantybiotykéw,!*™'!

[16,17] 18,19]

tiopeptydow oraz mikrocystyn.!

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych, w celu sprecyzowania dalszej tematyki
badawczej, przystapitem do kompletowania danych literaturowych dotyczacych
wystgpowania ao,-dehydroaminokwasoéw w naturze. Efektem jest artykul przegladowy [H1],
chronologicznie najnowszy z jednotematycznego cyklu publikacji, ze wzgledu na czas
potrzebny do opracowania obszernych danych. Usystematyzowatem w nim aktualng wiedz¢
dotyczaca biologicznego zrddta pochodzenia dehydropeptyddw, ich biologicznej aktywnosci,
oraz budowy, w tym rodzaju wystepujacego o,B-dehydroaminokwasu. Z zebranych prac
wynika, ze dehydropeptydy sa produkowane zasadniczo przez bakterie, w mniejszym stopniu
przez grzyby. Zostaty réwniez wyizolowane z organizmow morskich bezkrggowcow
oraz wyzszych roslin, jednak w tych przypadkach istnieja przestanki, aby sadzi¢, ze nie sa one
ich pierwotnym zrodtem. Dehydropeptydy wykazuja zasadniczo dziatanie przeciwbakteryjne,
ale takze przeciwgrzybiczne, przeciwnowotworowe, 1 fitotoksyczne. Z tego powodu
traktowane sg jako potencjalne prekursory nowych lekéw. Czesto dehydropeptydy wykazuja
szerokie spektrum aktywnosci biologicznej. Efektem mojej pracy jest opisanie przeszto 60
odmiennych struktur dehydropeptydow, ktore czgsto reprezentuja mniejsza lub wigksza grupe
zwigzkow o charakterystycznej budowie. Usystematyzowanie dehydropeptydéw wedlug ich
strukturalnego podobienstwa pozwala na przewidywanie potencjalnej aktywnosci
biologicznej dla tych zwigzkow z danej grupy, dla ktérych nie przeprowadzono odpowiednich
badan. Niektére dehydropeptydy wystepuja w literaturze pod kilkoma synonimami. Istniejg
rowniez takie, ktore traktowano jako strukturalnie odmienne, a ktore okazaty si¢ byc¢
homologami. Ogoétem zidentyfikowalem 37 reszt a,B-dehydroaminokwasowych rozniacych
si¢: konstytucja tancucha bocznego, geometria Z/E jego potozenia oraz modyfikacjami
tancucha gléwnego w obrebie reszty o,B-dehydro-aminokwaséw. Warto podkresli¢, ze liczba
znalezionych  a,B-dehydroaminokwaséw znacznie przewyzsza zbior standardowych

aminokwasow. Kilka przyktadow pokazuje, ze obecnos¢ a,B-dehydroaminokwasu ma istotny,
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(820221 Co wigcej, istnieja

lub nawet decydujacy wptyw na aktywnos¢ biologiczng peptydu.
przyktady ktére pokazuja, ze zmiana jedynie polozenia tancucha bocznego w pozycji Z badz
E moze decydowaé o aktywnosci biologicznej zwiazku.[*"**! Zatem izomer geometryczny
danego aminokwasu tym bardziej nalezy traktowac jako osobna jednostke strukturalna.

Najczgscie] wystgpujacymi w przyrodzie o,B-dehydroaminokwasami sq dehydroalanina
oraz dehydrobutyryna. Wynika to z faktu, Zze powstaja one w wyniku [-eliminacji
standardowych aminokwasOw: seryny, cysteiny oraz treoniny. Dehydroalanina oraz
dehydrobutyryna maja istotne znaczenie w poznaniu wlasciwosci konformacyjnych
a,B-dehydroaminokwaséw. Dehydroalanina jest najprostszym dehydroaminokwasem,
pierwszym w szeregu homologicznym, ktory jednoczesnie nie wykazuje izomerii
geometrycznej. Dehydrobutyryna jest kolejnym w szeregu homologicznym, a jednocze$nie
pierwszym a,f-dehydroaminokwasem, dla ktorego mozliwa jest izomeria Z/E. Izomery
geometryczne o,B-dehydroaminokwasow wystepuja w naturze, przy czym rysuje Ssi¢
przewaga stabilniejszego termodynamiczne izomeru Z.7*!

Zebrane dane ujawniaja trzy gléwne modyfikacje wystgpujacych w naturze
a,B-dehydroaminokwaséw: i) metylowane wigzanie amidowe od strony N-konca, ii) wigzanie
estrowe w miejsce wigzania amidowego od strony C-konca, iii) obecnos$¢ pierscienia
heterocyklicznego, gléwnie oksazolowego, réwniez od strony C-konca (Schemat 2).

Okreslenie wtasciwosci konformacyjnych takich modyfikowanych a,B-dehydroaminokwasow

jest zasadniczym celem przedstawianej pracy.

3.

P

N-metylo-o, B-dehydroaminokwasy estry «.,8-dehydroaminokwasow oksazolo-u p-dehydroaminokwasy

Schemat 2. Ogoélny schemat trzech podstawowych modyfikacji o, 3-dehydroaminokwasow.
Zainteresowanie tego typu modyfikacjami bylo naturalng konsekwencja wczesniej
realizowanej tematyki mojej pracy doktorskiej, dotyczacej metylowania o,3-dehydro-
aminokwasdw na wigzaniu amidowym od strony C-konca. W znacznej mierze mialem tez

opracowang metodyke badawcza.
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N-Metylo-a,p-dehydroaminokwasy

W przypadku naturalnych a,B-dehydroaminokwaséw metylowanie wigzania peptydowego
wystepuje zasadniczo od strony N-konca. Przyktadami sg: i) N-metylodehydroalanina,

8] oraz strukturalnie bliskich sobie

A(Me)Ala, ktora wchodzi w sklad mikrocystyn,
cyklodepsipeptydow: FR900359°) i YM-254890-31%1 i) N-metylo-(Z)-dehydrobutyryna,
(£)-A(Me)Abu, ktora tworzy nodularyny,[lx] o podobnej strukturze i funkcji do mikrocystyn,
iii) N-metylo-(Z)-dehydrofenyloalanina, (Z)-A(Me)Phe, ktora znajduje si¢ w tentoksynie.””
Wiasciwosci konformacyjne N-metylo-a,B-dehydroaminokwasow, A(Me)Xaa, nie byly
dotychczas opisane.

Jedynym znanym przykladem, w ktédrym naturalny o,pB-dehydroaminokwas, (Z)-AAbu,
jest metylowany na wiazaniu peptydowym od strony C-kofica jest mutremdamid A.F**
Badania konformacyjne takich a,B-dehydroaminokwasow byty przedmiotem wczesniejszych
opracowan zespotu opolskiego, i jednoczesnie przedmiotem mojej pracy doktorskiej.

Realizacj¢ badan wiasciwosci konformacyjnych N-metylo-o,3-dehydroaminokwasow,
w ramach pracy habilitacyjnej, rozpoczatem od uzyskania projektu badawczego wtasnego
N20415731/3572  (2006-10-26; 2008-04-25) , ,N-Metylo-o,-dehydroaminokwasy jako
komponenty matych cyklicznych toksyn peptydowych: synteza i studia konformacyjne”.

Do okreslenia wtasciwosci  konformacyjnych N-metylo-a,-dehydroaminokwaséw,
wybralem ich proste modelowe zwiazki N-acetylo-N’-metyloamidy, Ac-A(Me)Xaa-NHMe.
Analizowalem zasadniczo reszty N-metylo-a,B-dehydroaminokwasow  wystepujacych
w  przyrodzie: A(Me)Ala, (£)-A(Me)Abu, oraz (Z)-A(Me)Phe, ale takze
(E)-A(Me)Abu, (E)-A(Me)Phe oraz A(Me)Val.

W pierwszej kolejnosci zastosowalem metody obliczeniowe. Badania te realizowatem
we wspolpracy z magistrantkami: Agnieszka Macedowska—Capiga (p6zniej doktorantka),
Katarzyng Paczkowska i Justyna Grondys, petnigc rolg opiekuna technicznego ich prac.
Uzyskane wyniki opracowatem w formie dwdch publikacji [H2,H3], w ktorych wykazatem,
ze N-metylo-a,f-dehydroaminokwasy preferuja konformacje =z konfiguracja cis
metylowanego wiagzania peptydowego od strony N-konca (@y ~ 0°). Dla A(Me)Ala,
(£)-A(Me)Abu, (E)-A(Me)Abu, A(Me)Val, oraz (Z)-A(Me)Phe, najbardziej stabilng
konformacja jest cis C7eq o katach torsyjnych ¢ 1 y wynoszacych odpowiednio —105° 1 8°
(Schemat 3).
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Schemat 3. Ogoéiny schemat konformacji cis C7eq N-metylo-o,-dehydroaminokwasow.

Konformacja cis C7eq jest preferowana nie tylko w przypadku izolowanych molekut
(in vacuo), lecz takze w S$rodowisku o rdéznej polarnosci, ktére symulowano stosujac
w obliczeniach otoczenie chloroformu lub wody. Geometria tej konformacji zasadniczo
nie zalezy takze od typu badanego tancucha bocznego. Wyjatkiem jest izomer £ N-metylo-
a,B-dehydrofenyloalaniny, (£)-A(Me)Phe, ktéry wykazuje nieco inne wiasciwosci, preferujac
konformacj¢ cis op (¢, = 119°, 126°).

Réwnie ciekawym wynikiem jest przewidywana wigksza swoboda konformacyjna
w przypadku przyjecia konfiguracji trans N-metylowanego wigzania amidowego od strony
N-konca. Obszary konformacji z konfiguracja frans sa wigksze, z czego wynika,
ze stosunkowo niewielki naktad energii powoduje wigksze zmiany w geometrii konformacji
(wartosciach katow ¢ 1 ). Reszta N-metylo-a,B-dehydroaminokwasu moze by¢ zatem
stosunkowo gietkim elementem strukturalnym.

W celu potwierdzenia przedstawionych wynikéw metodami eksperymentalnymi,
zsyntezowatem modelowe diamidy N-metylo-a,B-dehydroaminokwasow,
Ac-A(Me)Xaa-NHMe, z ich analogéw niemetylowanych, Ac-AXaa-NHMe, ktore z kolei
otrzymano metodami stosowanymi w zespole opolskim.””! Wigzanie amidowe od strony
N-korica metylowano selektywnie adaptujac metode opisana przez Rich’a i Tam’a.l’”
Natomiast izomer geometryczny E dehydrofenyloalaniny uzyskano z izomeru Z w procesie
fotoizomeryzacji, adaptujac metode opisana dla izotentoksyny.”” Prace te wykonatem razem
z doktorantkq Agnieszka Macedowska—Capiga, ktéra byla wykonawca kierowanego przeze
mnie projektu badawczego.

W celu zbadania konformacji zsyntezowanych zwiazkéw przyjmowanych w krysztatach,
nawiazalem wspolpracg z prof. Jackiem Zaleskim i dr hab. Krzysztofem Ejsmontem,
a w dalszym etapie z dr hab. Anng Koziol oraz prof. Tadeuszem Lisem. Rentgenowska
analiza strukturalna wykazata, ze wszystkie badane zwiazki przyjmuja w krysztale
konformacje z wiazaniem peptydowym od strony N-konca w konfiguracji cis.

Dla pochodnych A(Me)Ala, (2)-A(Me)Abu, oraz (Z)-A(Me)Phe, jest to konformacja cis C7eq,
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natomiast w przypadku (E)-A(Me)Phe jest to konformacja cis aD. Nalezy podkresli¢ duza
korelacje wynikéw uzyskanych za pomoca rentgenowskiej analizy strukturalnej z wynikami
uzyskanymi metodami obliczeniowymi. Molekuty realizuja konformacj¢ o geometrii
zblizonej do tej przewidywanej metodami teoretycznymi, i jednoczesnie przewidywana jako
najbardziej stabilna. W przypadku reszty (E)-A(Me)Phe widoczna jest znowu jej pewna
odmiennos¢.

Badania wtasciwosci konformacyjnych w roztworze przeprowadzitlem wykorzystujac
metody NMR oraz FT-IR. Na widmach NMR w roztworze CDCl; oraz DMSO-d6 widoczne
jest zjawisko zdublowania pasm, swiadczace o wystgpowaniu wigzania amidowego od strony
N-konca w dwoch konfiguracjach: cis 1 trans. Przypisanie sygnatéw do odpowiednich
konfiguracji wykonalem za pomoca eksperymentu NOE, opierajac si¢ na odlegtosci grup
metylowych wigzania amidowego od strony N-konca (acetylowej oraz na atomie azotu) do
atomow wodoru tancucha bocznego w pozycji Z. Odleglosc ta jest zalezna od przyjmowane;j
konfiguracji. Analiza potwierdzita przewage wystgpowania konfiguracji cis.

Podobne rezultaty uzyskano z analizy widm FT-IR. Na tym etapie badan
wspolpracowatem z dr hab. Malgorzata Broda. Analizujac pasma amid I w regionie 1700-
1600 cm ', w $rodowisku chloroformu oraz acetonitrylu, wyodrebniono jego trzy podstawowe
sktadowe: 1680-1670, 1671-1667 oraz 1663-1659 cm . Pordwnanie do wcze$niej zbadanych

BL321 piemetylowanych — dehydroaminokwasow, Ac-AXaa-NHMe  pokazato,

analogow,
ze skladowa pasma 1680-1670 cm ' pochodzi od wiazania amidowego
od strony C-konca. Zatem pozostale dwie sktadowe pochodza od wigzania amidowego
od strony N-konca. Obnizenie czestosci tych sktadowych jest typowe dla amidu
trzeciorzgdowego, co potwierdzono przez poréwnanie do wczesniej badanych przez nasz
zespot analogéw z metylowanym wigzaniem od strony C-konca,
Ac-AXaa-NHMe,.*™! Przypisanie sktadowej pasma 1663-1659 cm™' do konfiguracji cis
oparto na danych uzyskanych dla (E)-A(Me)Phe z widma FT-IR w acetonitrylu, w ktéorym
tylko te pasmo jest obecne w badanym zakresie, oraz widmie NOE w DMSO, w ktérym
widoczna jest tylko konfiguracja cis. DMSO oraz acetonitryl wykazuja podobne state
dielektryczne i momenty dipolowe, tym samym uznatem, ze (E)-A(Me)Phe bedzie
przyjmowa¢ w nich podobne konformacje. Przedstawione powyzej wyniki eksperymentalne

zebratem w dwoch pracach [H4,HS].

’ . . . . . . . o, 3 .
Réwnowaga cis-trans wiazania amidowego jest zalezna od wielu czynnikéw.”) Wiadomo,

ze zarowno zawada steryczna, jak i nienasycony charakter podstawnika wptywa na obnizenie
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bariery rotacji wiazania amidowego, i tym samym zwicksza populacje konfiguracji cis.l**="

Oba te czynniki wystgpuja w przypadku N-metylo-a,B-dehydroaminokwaséw. Wydaje si¢
jednak, ze efekt steryczny odgrywa decydujaca rolg (Schemat 3). Atom wegla o
dehydroaminokwasu posiada hybrydyzacje sp2, co skutkuje krotszymi wigzaniami,
jednoczesnie planarng geometrig jego podstawnikow. Z tego powodu wprowadzenie grupy
metylowej w miejsce atomu wodoru powoduje wigksze zatloczenie steryczne anizeli
w przypadku analogicznych nasyconych aminokwaséw. Aby zmniejszy¢ te zattoczenie
steryczne korzystniej jest umiesci¢ obie grupy alkilowe naprzeciwlegle, czyli w konfiguracji
cis wigzania amidowego. Z kolei nienasycony podstawnik (C“ZCB) jest ustawiony w taki
sposob, ze plaszczyzny wiazania amidowego od strony N-konca oraz wigzania podwdjnego
znajduja si¢ prostopadle do siebie. Jednoczesnie umozliwia to komplanarno$¢ wigzania
podwdjnego oraz wiazania amidowego od strony C-konca, co daje dodatkowa site
stabilizujaca w postaci sprzezenia m-elektronowego. Taka geometria molekuly jest
realizowana wtasnie w konformacji cis C7eq. Podstawnik w tancuchu bocznym w pozycji Z
znajduje si¢ nad wigzaniem amidowym od strony N-korca i nie zaburza tego uktadu. Dlatego
konformacja cis Cjeq jest przyjmowana zar6wno przez reszty dehydroalaniny,
jak 1 Z-dehydrobutyryny, czy Z-dehydrofenyloalaniny. Natomiast w przypadku E-dehydro-
fenyloalaniny, grupa fenylowa fancucha bocznego znajduje si¢ nad wigzaniem amidowym od
strony C-konca. Nie zaburza to wprawdzie uktadu przestrzennego od strony N-konca, stad
ciagle tendencja do przyjmowania konfiguracji cis, natomiast utrudnia ona realizacj¢
sprz¢zenia m-elektronowego od strony C-konca, co wymusza przyjecie nieco innej
konformacji, cis op.

Zjawisko przyjmowania konfiguracji cis przez wigzanie amidowe od strony N-konca N-
metylo-a,B-dehydroaminokwasow jest znane w naturze. Wystepuje w cyklotetrapeptydzie

tentoksynie ™" [38-40]

oraz w cyklopentapeptydzie nodularynie. Natomiast w wigkszych
peptydach, jak cykloheptapeptydowych mikrocystynach!*' ™! czy FR900359*) metylowane
wiazanie amidowe wystepuje w konfiguracji trans. Nie bylo zatem wiadome, czy tendencja
do przyjmowania  konfiguracji cis jest swoista  wlasnoscia ~ N-metylo-a,f3-
dehydroaminokwaséw, czy jest rezultatem wymogdéw strukturalnych matych cyklicznych
zwigzkow. Przedstawione wyniki badan potwierdzaja, ze N-metylo-a,-dehydroaminokwasy
maja zdecydowana tendencj¢ do przyjmowania konfiguracji cis N-metylowanego wigzania
amidowego, bez wzgledu na rodzaj srodowiska oraz typ aminokwasu. Zaznacza si¢ réwniez
pewna odmiennos¢ preferencji konformacyjnych (£)-A(Me)Phe, co moze thumaczy¢ dlaczego

semi-syntetyczna izotentoksyna nie wykazuje biologicznej funkcji takiej jak tentoksyna.l*”!
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N-Metylo-o-aminokwasy

W  celu potwierdzenia unikalnych wlasciwosci konformacyjnych N-metylo-a,f-
dehydroaminokwasow, postanowitem okresli¢ rowniez wlasciwosci konformacyjne ich
analogow nasyconych, N-metylo-a-aminokwaséw. Obliczenia oraz synteze, prowadzitem
razem z doktorantka Agnieszka Macedowska-Capiga oraz magistrantka Monika Gajewska,
w ramach opieki technicznej nad ich pracami.

Poza celem poréwnawczym, badania wlasciwosci konformacyjnych
metylowanych aminokwasow stanowia pewna odrgbng catlos$¢, ktore ujatem w osobnej
publikacji [H6]. Zgodnos$¢ wczesniej omawianych wynikéw uzyskanych metodami
obliczeniowymi oraz za pomocg rentgenowskiej analizy strukturalnej nasunal pomyst
opracowania map konformacyjnych modelowych zwiazkdéw z jednoczesng analiza dystrybucji
konformacji przyjmowanych przez metylowane reszty aminokwasowe w Kkrysztale,

korzystajac z bazy krystalograficznej CSD.*"!

W ten sposob mogltem zweryfikowac
stosowane metody obliczeniowe, i jednoczesnie, uzyska¢ w miar¢ catosciowy obraz
preferencji konformacyjnych metylowanych aminokwasow (wylaczajac proling i glicyne).
Poszerzytem rowniez zakres badan o reszty aminokwasowe z metylowanym wiazaniem
peptydowym nie tylko od strony N-konca, lecz réwniez od strony C-konca, oraz zarowno
N-, jak i C-konca. Takie reszty aminokwasowe wystepuja w naturalnych peptydach,
w ktérych wiele wigzan amidowych jest metylowanych, przyktadem jest cyklosporyna.

Z otrzymanych rezultatow wynika, ze wprowadzenie grupy metylowej do wiazania
peptydowego od strony N-konca Ilub C-konca, powoduje ograniczenie swobody
konformacyjnej, co jest zgodne z dotychczasowym stanem wiedzy.*”! Jednak
w przeprowadzonych badaniach wykazano to zaréwno przez zmniejszenie ogdlnej liczby
konformacji lub konformacji o niskiej energii, jak réwniez poprzez pordwnanie dostepnej
powierzchni map konformacyjnych w granicach danej wartos$ci energii potencjalne;j.
Wykazano roéwniez, ze metylowanie obu wigzan amidowych zwigksza swobode
konformacyjna ~ w obrebie tak  zmodyfikowanej reszty aminokwasowej,
co stanowi nowos¢ 1 nie byto do tej pory publikowane.

Wykonana metodami teoretycznymi w ramach pracy [H6] analiza konformacyjna
Ac-L-(Me)Ala-NHMe pokazuje, ze w przeciwienstwie do N-metylo-a,B-dehydro-
aminokwasow, podstawowa konformacja jest Csq, ale z konfiguracja trans wiazania
amidowego od strony N-konca. Jednak z symulowanego wzrostu polarnosci srodowiska

wynika, ze réznice w energii wzglednej pomigdzy konformacjami C;eq z konfiguracja trans
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oraz cis sa mate. Zatem wzrost polarnosci otoczenia powinien przesuwaé réwnowage

cis-trans na korzys¢ cis — odwrotnie niz w przypadku N-metylo-a,3-dehydroaminokwasow.

W celu dalszego potwierdzenia wlasciwosci konformacyjnych N-metylo-a-aminokwaséw
metodami eksperymentalnymi, zsyntezowalem modelowy zwiazek Ac-L-(Me)Ala-NHMe
bazujac na metodzie opisanej przez Aurelio i wspolpracownikow.*” Podobnie jak
w przypadku N-metylo-a,B-dehydroaminokwasow, w widma NMR wykonanych w roztworze
CDCl; oraz DMSO-d6 widoczne jest zjawisko zdublowania pasm $wiadczace
o wystgpowaniu dwoch form: cis 1 trans. Przypisanie sygnatow do odpowiednich konfiguracji
wykonatem stosujac eksperyment NOE, opierajac si¢ na fakcie, ze w zaleznosci
od konfiguracji, rdzny jest dystans grup metylowych wiazania amidowego od strony N-konca
(acetylowej oraz na atomie azotu) w stosunku do atomu wodoru o tancucha gléwnego.
Eksperyment pokazuje, ze przewaza konfiguracja trans, w przeciwienstwie do N-metylo-a,f3-
dehydroaminokwasdéw. Natomiast wzrost polarnosci srodowiska powoduje wzrost udziatu
formy cis. Zatem uzyskany wynik jest zgodny z przewidywanym metodami teoretycznymi.
Podobne rezultaty uzyskano na podstawie widm FT-IR poprzez analiz¢ sktadowych pasma
amid I. W tym przypadku, przypisanie pasm odpowiedniej konfiguracji oparto na analizie
czestosci wyliczonych metodami teoretycznymi, z ktorych wynikato, ze pasmo AI(C=0) ma
wyzsze czestosci dla wigzania amidowego w konfiguracji trans niz cis. Powyzsze wyniki
opracowatem jako element publikacji [HS], pokazujac rdéznice pomigdzy wilasciwosciami
konformacyjnymi N-metylo-a,-dehydro-aminokwaséw i N-metylo-oa-aminokwasow.

Rentgenowska analize strukturalng krysztatow zsyntezowanych modelowych zwigzkow,
Ac-L-(Me)Ala-NHMe oraz Ac-DL-(Me)Ala-NHMe ujatem razem z Ac-A(Me)Ala-NHMe
w osobnej pracy [H4]. Badania wykazaly, Zze przyjmowana jest konfiguracja cis
trzeciorzgdowego wigzania amidowego. Jednak analiza konformacji reszt N-metylo-o.-
aminokwasow dost¢gpnych w bazie krystalograficznej CSD pokazuje znaczng przewage
wystepowania konfiguracji frans. Tym niemniej, udzial konfiguracji cis jest wyraznie
widoczny, w przeciwienstwie do niemetylowanych wigzan peptydowych [H6].

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikow badan wykazatem, ze trzeciorzedowe
wigzanie amidowe N-metylo-o-aminokwasdw ma tendencj¢ do wystgpowania w konfiguracji

cis, jednak nie w takim stopniu jak w przypadku N-metylo-a,B-dehydroaminokwasdow.
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a,f-Dehydroaminokwasy

Badania wiasciwosci konformacyjnych N-metylo-a,f-dehydroaminokwaséw, a takze
planowanych dalszych modyfikacji strukturalnych uwidocznity braki w ogdélnym obrazie
preferencji konformacyjnych samych o,B-dehydroaminokwaséw. W szczegdlnosci dotyczyto
to dehydrobutyryny, najczesciej wystepujacego w przyrodzie a,B-dehydroaminokwasu,
ale takze dehydrowaliny, czy nawet najczesciej badanej i publikowanej dehydrofenyloalaniny.
Nie bez znaczenia byl postgp, jaki dokonal si¢ w dziedzinie technologii komputerowej
w ciagu ostatniej dekady. Umozliwil on analize wiasciwosci konformacyjnych za pomoca
metod obliczeniowych z uwzglednieniem otoczenia, jakie uprzednio nie byly osiagalne.

W zwiazku z tym postanowilem podja¢ badania modelowych N’-metyloamidow
N-acetylo-a,B-dehydroaminokwasow, Ac-AXaa-NHMe (AXaa = (Z)-AAbu, (E)-AAbu,
(Z£)-APhe, (E)-APhe, AVal). Analize wiasciwosci konformacyjnych oparto na metodach
obliczeniowych, a jednoczesnie syntezie i rentgenowskiej analizie strukturalnej krysztatow
zsyntezowanych modelowych zwigzkoéw, wlaczajac analize konformacji analogicznych
struktur dost¢gpnych w literaturze. Obliczenia 1 syntez¢ modelowych zwigzkow, Ac-(Z)-AAbu-
NHMe oraz Ac-AVal-NHMe, wykonata pod moim nadzorem doktorantka Justyna Grondys.
Pomiary rentgenowskiej analizy strukturalnej krysztaléw wykonat prof. Tadeusz Lis. W celu
ich opracowania nawiazatem dodatkowo wspotprace z dr hab. Maciejem Bujakiem.
Otrzymane efekty badan zebralem w publikacji [H7]. W przypadku pochodnych
dehydrofenyloalaniny, zbiezno$¢ z tematem badan dr hab. Malgorzaty Brody i jej doktorantki
Anety Buczek doprowadzita do wspolnej publikacji [H8]. W tej pracy zasadniczo wykonatem
syntez¢ Ac-(E)-APhe-NHMe, oraz zanalizowatem konformacje w krysztale.

Do zrozumienia witasnosci konformacyjnych a,-dehydroaminokwaséw konieczny jest
krétki opis pierwszej w szeregu homologicznym dehydroalaniny, do$¢ dobrze zbadanej juz

e . . .13
wczesniej, metodami teoretycznyml[l’ 1

oraz eksperymentalnymi.”'*’*") Dehydroalanina
wykazuje silna tendencj¢ do przyjmowania w pelni rozciagnietej konformacji Cs
(p,v ~ —180°, +180°), niezaleznie od badanego srodowiska. Mozna to uzasadnié stabilizacja
osiagang dzigki istnieniu wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych, N-H:-O
oraz stabszego C—H--O, a takze wystepowania sprz¢zenia m-elektronowego obejmujacego
wigzanie podwdjne oraz jednoczesnie oba wigzania amidowe (Schemat 4). Krotki fancuch

boczny nie stanowi przeszkody sterycznej, jednoczesnie jego charakter umozliwia

wystegpowanie wyzej wymienionych sit.
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Schemat 4. Ogolny schemat konformacji C5 a,-dehydroalaniny.

Z przedtozonych prac [H7, H8] wytania si¢ generalny wniosek, ze w przypadku
a,B-dehydroaminokwaséw z  wigkszym tancuchem bocznym od dehydroalaniny,
o wilasciwosciach konformacyjnych decyduje w pierwszej kolejnosci nie tyle jego charakter
co jego polozenie w przestrzeni, w pozycji Z lub E. Izomery geometryczne E,
dehydrobutyryny oraz dehydrofenyloalaniny, wykazuja wlasciwosci zblizone do
dehydroalaniny — maja tendencj¢ do przyjmowania konformacji Cs. Jednak dla nich, réznica
w relatywnej energii konformacji Cs w stosunku do pozostatych konformacji jest mniejsza
niz w przypadku dehydroalaniny. Zawada steryczna naktadana przez tancuch boczny
w potozeniu E powoduje odksztalcenie geometrii konformacji Cs 1 tym samym ostabienie
wystepujacych w niej sit stabilizujacych. Jest to widoczne w krysztale otrzymanej
Ac-(E)-APhe-NHMe [H7]. Dlatego, jak pokazuja zarowno obliczenia, jak i skape dane
krystalograficzne, w bardziej polarnym otoczeniu tatwo przyjmowane sg tez pozostate
konformacje. Mala liczba danych eksperymentalnych wynika zasadniczo z mniejszej
stabilno$ci izomerdw E, w szczegdlnosci dehydrobutyryny, ktora wykazuje znaczng tendencj¢
izomeryzacji do bardziej stabilnego izomeru Z.

W  przypadku o,f-dehydroaminokwaséw z tancuchem bocznym w potozeniu Z,
obserwowana jest jeszcze mniejsza tendencja do przyjmowania konformacji Cs. Natomiast
wraz ze wzrostem polarnos$ci otoczenia preferowane sg konformacje helikalne: a (¢@,y ~—70°,
—22°) oraz B (p,y ~ —46°, +136°). Wykazano to zaréwno metodami teoretycznymi,
jak 1 analiza konformacji znajdowanych w krysztale. Lancuch boczny w potozeniu Z
powoduje zawadg steryczna w wiekszym stopniu, anizeli w potozeniu E. W przypadku
konformacji rozciagnigtej Cs, Z-dehydrobutyryny, Z-dehydrofenyloalaniny oraz waliny, jest
to widoczne w wartosciach kata torsyjnego ¢, ktory w stosunku do wzorcowe;j
dehydroalaniny odksztalca si¢ o okoto 50-60°. Taka zmiana geometrii konformacji Cs
znaczaco oslabia wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe N-H--O oraz uniemozliwia

realizacj¢ sprz¢zenia m-elektronowego w obrgbie N-konca molekuly, przez co energia
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konformacji wzrasta. Z tego powodu, dla izomeréw Z ao,f-dehydroaminokwasow
charakterystyczna jest mata roznica w energii wzglgdnej pomiedzy konformacjami.

Drugi wniosek z przedtozonych prac [H7,H8] wynika z pordéwnania wlasciwosci
konformacyjnych o,B-dehydroaminokwaséw oraz standardowej alaniny. Okazuje sig,
ze o,B-dehydroaminokwasy posiadaja generalnie wigksza liczbe konformacji, w tym
konformacji o niskiej energii. Uwzgledni¢ tutaj nalezy fakt, ze a,p-dehydroaminokwasy
nie wykazuja asymetrii charakterystycznej dla standardowych aminokwasow. Zatem kazda
omawiana konformacja posiada swdj enancjomeryczny odpowiednik, posiadajacy taka sama
energi¢, lecz o przeciwnych znakach katéw torsyjnych. Na przyktad, nie mozna mowic
o konformacji helikalnej og oraz oy, o réznej energii, jak w przypadku standardowych
aminokwasow. a,-Dehydroaminokwasy posiadaja konformacj¢ o oraz —a, o przeciwnych
znakach katow torsyjnych, ale o tej samej energii. Konformacje a,-dehydroaminokwaséw sa
niejako zdublowane.

Przeprowadzone badania  pozwolily na  doprecyzowanie ogoélnego  obrazu
wlasciwosci  konformacyjnych a,f-dehydroaminokwaséw. Dehydroalanina, najprostszy
dehydroaminokwas, ze wzgledu na oddziatywania realizowane w obrebie reszty, znacznie
ogranicza  konformacje tancucha glownego. Pozostale o,f-dehydroaminokwasy,
jak dehydrobutyryna czy dehydrofenyloalanina, majq ograniczona rotacj¢ fancucha bocznego.
Nie naktada on jednak az tak znacznych ograniczen na konformacje tancucha gldwnego.
Nie mozna zatem sadzi¢, ze generalnie a,B-dehydroaminokwasy usztywniaja konformacje
peptydu. Tym niemniej wlasciwosci konformacyjne a,B-dehydroaminokwasow sa
w wigkszo$ci przypadkéw dobrze sprecyzowane, w tym znaczeniu, ze liczba oraz rodzaj
konformacji nie ulggaja zasadniczej zmianie pod wplywem otoczenia. Otoczenie, jego
polarnos¢, ma natomiast wptyw na relatywna energi¢ konformacji. Stad mozna powiedzie¢,
ze a,pB-dehydroaminokwasy charakteryzuja si¢ pewna statoscig konformacyjna. Dodatkowo,
ograniczenie polozenia tancucha bocznego do dwoéch potozen, Z lub E, powoduje, ze kazdy

z izomerow geometrycznych bedzie mial inne wlasciwosci konformacyjne.

Przedstawione wyniki, moga shuzy¢ wyjasnieniu aktywnosci biologicznej naturalnych
dehydropeptydéw zawierajacych reszty N-metylo-a,B-dehydroaminokwasow. Przykladowo,
reszta N-metylodehydroalaniny pelni istotng rolg w toksycznosci mikrocystyny. Wigzanie
podwojne pomiedzy atomami wegla a i B reaguje z tiolowa grupa cysteiny fosfatazy 1
w addycji Michaela, wiazac kowalencyjne toksyne z enzymem.”) Dawka LD50 dla
microcystyny-LR  wynosi 32.5 ugkg (mysz)."! Jednakze dawka dla jej analogu
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[AAla’Jmicrocystyny-LR, zawierajacej niemetylowana dehydroalaning, jest zdecydowanie

wicksza i wynosi 250 pg/kg.””

To pokazuje, w jak istotny sposob metylowanie
a,B-dehydroaminokwasu wplywa na biologiczna aktywnos¢ peptydu. Dehydroalanina ma
zasadniczo  odmienne  wilasciwosci  konformacyjne od  N-metylodehydroalaniny.
Dehydroalanina, przez wyrazng tendencj¢ do konformacji Cs, jest elementem usztywniajagcym
1 ograniczajacym konformacj¢ peptydu. N-Metylodehydroalanina posiada zdolno$¢ do
przyjmowania konfiguracji cis metylowanego wigzania amidowego, a przy jego konfiguracji
trans wykazuje znaczng swobod¢ w przyjmowaniu konformacji. Jest raczej gigtkim
elementem strukturalnym. Zatem cykloheptapeptydowej mikrocystynie o wiele tatwiej bedzie

dopasowaé¢ si¢ do centrum aktywnego enzymu majac w swojej strukturze

N-metylodehydroalaning.

Estry a,pf-dehydroaminokwasow

Kolejna modyfikacja o,B-dehydroaminokwasow wystepujacych w naturze jest zastapienie
wigzania amidowego od strony C-konca wiazaniem estrowym. Takie polaczenie elementdéw

6] 52,53] [54]

strukturalnych  wystepuje  w  fomalidzie,!” tumescenamidach,! ostreogrycynie,

cyrmeninach,”>~% BE-22179,°7 ¢czy dityromycynie.”™

Analogicznie do poprzednich prac, zaplanowalem badania modelowych zwiazkdw, estrow
metylowych  N-acetylo-a,f-dehydroaminokwaséw, Ac-AXaa-OMe (AXaa = AAla,
(£)-AAbu, (E)-AAbu, AVal). Za  wyjatkiem  dehydrowaliny, estry  tych
a,B-dehydroaminokwaséw wystgpuja w naturze. Zastosowano metody obliczeniowe,
a zwiazki zsyntezowano i poddano analizie spektralnej metoda FT-IR. Obliczenia 1 synteze
modelowych zwiazkéw, pod moim nadzorem i wspotudziale, wykonata doktorantka Justyna
Grondys. Analiz¢ FT-R wykonatem we wspotpracy z dr hab. Malgorzata Broda.

Z uzyskanych rezultatow wynika, Zze wyrdzniajaca si¢ cecha badanych estréw
a,B-dehydroaminokwasoéw jest konformacja 2 o wartosciach katow o,y ~ —180°, 0°
dla dehydroalaniny 1 FE-dehydrobutyryny, oraz ¢,y ~ —120° 0° dla dehydrowaliny
1 Z-dehydrobutyryny (Schemat 5). Obliczenia pokazuja, ze dla estru dehydroalaniny jest to
konformacja druga w szeregu energetycznym, bez wzgledu na symulowana polarnosé
otoczenia. Natomiast dla estru dehydrowaliny jest konformacja o najnizszej energii
dla izolowanej molekuty lub w stabo polarnym srodowisku. Estry dehydrobutyryny, zaréwno

izomer E, jak 1 Z, wykazuja posrednie wtasnosci konformacyjne, z tym, ze izomer E
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ma wilasnosci bardziej podobne do estru dehydroalaniny, natomiast izomer Z bardziej

przypomina ester dehydrowaliny.

Schemat 5. Ogoélny schemat konformac;ji B2 estréw o,3-dehydroaminokwaséw.

Wzglednie niska energia konformacji P2 wynika z wystgpowania wewnatrz-
czasteczkowego wigzania wodorowego N-H--O, w ktorym akceptorem jest alkoksylowy
atom tlenu wigzania estrowego. Potwierdzenie znaleziono w widmach FT-IR badanych
zwiazkéw wykonanych w tetrachlorku wegla oraz chloroformie. Potozenie pasm vy(N-H)
w zakresie 3409-3455 cm ' wskazuje na istnienie monomerdw z wewnatrzczasteczkowym
wigzaniem wodorowym N-H--O. Poza konformacja Cs, ktérej mozna przypisaé pasmo
vs(N-H) w zakresie 3409-3418 em ', widoczne jest pasmo w zakresie 3430-3455 cm !, ktore
mozna przypisa¢ konformacji posiadajacej stabsze wigzanie wodorowe, konformacji 2.
Relatywna intensywnos$¢ pasm zmienia si¢ na korzys$¢ konformacji 2 wraz ze wzrostem
polarnosci rozpuszczalnika. Co wigcej, pasmo od konformacji B2 jest najintensywniejsze dla
estru dehydrowaliny, a najmniej dla estru dehydroalaniny. Polozenia pasm vy(N-H)
potwierdzaja réznice pomigdzy izomerami £ i Z-dehydrobutyryny, oraz ich podobienstwo
odpowiednio do dehydroalaniny 1 dehydrowaliny. Dla dehydrowaliny
oraz Z-dehydrobutyryny, pasmo dla konformaciji B2 wystepuje w zakresie 3430-3440 cm .
Natomiast dla dehydroalaniny oraz E-dehydrobutyryny wystepuje zakresie 3445-3455 cm .
Uzyskane wyniki z analizy widm FT-IR dobrze koreluja z wynikami uzyskanymi metodami
teoretycznymi. Przedstawione rezultaty badan zamiescitem w publikacji [H9].

W dalszych badaniach kontynuowatem analiz¢ wilasciwosci konformacyjnych estrow
a,B-dehydroaminokwaséw w bardziej polarnym $rodowisku, we wspotpracy z dr hab.
Maciejem Bujakiem, korzystajac z dostgpnych w literaturze konformacji w krysztale oraz
rentgenowskiej analizy strukturalnej zsyntezowanych zwiazkow wspartych obliczeniami.
Z uzyskanych danych wynika, ze dehydroalanina z wigzaniem estrowym od strony C-konca

utrzymuje tendencj¢ do przyjmowania konformacji Cs, jest tak w przypadku otrzymanego
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Ac-AAla-OMe. Tym niemniej znane sg z literatury przyktady, w ktérych ester dehydroalaniny
przyjmuje w krysztale konformacje P2, czego nie spotykano dla analogéw amidowych.
W literaturze nie bylo danych dotyczacych estréw dehydrobutyryny i dehydrowaliny. Tym
niemniej, jezeli wezmie si¢ pod uwagg estry a,f-dehydroaminokwaséw, bez wzgledu na typ
podstawnika w fancuchu bocznym, a jedynie jego obecnos¢ i rodzaj izomeru geometrycznego,
mozna zauwazy¢ pewne tendencje. Jedyny znany dotad ester a,B-dehydroaminokwasu z grupa
nitrylowa w polozeniu E przyjmuje w stanie statym konformacj¢ Cs. Zatem analogicznie
do przewidywanej dla dehydroalaniny oraz E-dehydrobutyryny. W przypadku tancucha
bocznego w polozeniu Z lub w obu potozeniach, Z 1 E, widoczna jest tendencja
do przyjmowania konformacji a lub B (lub ich lustrzanych odpowiednikow). Jest to podobne
do ich amidowych analogéw. Aby dostrzec réznice, za pomoca rentgenowskiej analizy
strukturalnej okreslono konformacje estru metylowego dehydrowaliny, Ac-AVal-OMe,
a takze estru metylowego N-benzyloksykarbonylo-(Z)-dehydrobutyryny, Cbz-(Z2)-AAbu-OMe,
oraz jego analogu N’-metyloamidu N-benzyloksykarbonylo-(Z)-dehydrobutyryny, Cbz-(Z)-
AAbu-NHMe. Badania wykazaty, ze zaréwno otrzymany ester Z-dehydrobutyryny, jak i ester
dehydrowaliny przyjmuja w krysztale konformacj¢ f. Jednak otrzymany amid
Z-dehydrobutyryny przyjmuje konformacj¢ a, podobnie jak inne analogi znane z literatury.

Analiza sit stabilizujacych te konformacje, zarowno wewnatrz- jak 1 migdzy-
czasteczkowych pokazuje pewne réznice wynikajace z obecnosci wigzania estrowego lub
amidowego. W przypadku estrow o,B-dehydroaminokwaséw, konformacja [ jest
stabilizowana przez wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe C—H:--O, gdzie akceptorem
jest alkoksylowy atom tlenu grupy estrowej. W przypadku konformacji f amidow
a,B-dehydroaminokwaséw, to wiazanie nie wystegpuje. Przeciwnie, pojawia si¢ odpychanie
pomigdzy atomami wodoru tancucha bocznego, a wigzania amidowego od strony C-konca.
Natomiast konformacja a amidow a,B-dehydroaminokwaséw jest stabilizowana dodatkowo
przez wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe N-H--N, ktore nie wystepuje
w analogicznej konformacji dla estrow.

Podsumowujac, w  polarnym  Srodowisku, estry  o,B-dehydroaminokwasow
z podstawnikiem Z lub podstawnikami Z i E, beda miaty tendencje do przyjmowania
konformacji P, podczas gdy amidy o,B-dehydroaminokwasow beda miaty tendencje
do przyjmowania konformacji a. Efekt ten jest silniejszy dla reszty Z-dehydrobutyryny

niz dla dehydrowaliny. Metody obliczeniowe pokazuja jednak, ze wzgledne roéznice energii
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pomiedzy konformacjami o 1 B s stosunkowo mate. Zatem istotne znaczenie bgdzie miec

budowa zwiazku. Przedstawione wyniki zebratem w publikacji [H10].

Na podstawie uzyskanaych rezultatdw badan wiasciwosci konformacyjnych estrow
a,B-dehydroaminokwaséw mozna wyjasni¢ roznice w biologicznej aktywnosci fomalidu oraz
izofomalidu, cyklopentadepsipeptydow zawierajacych reszty estru dehydrobutyryny,
odpowiednio izomeru E i Z. Fomalid jest selektywna fitotoksyna produkowana przez grzyb
Leptosphaeria maculans, patogenem roslin Braasicas, m.in. rzepaku, powodujacy czarng
naro$l na todygach (ang. blackleg) tzw. szelestnicg. Izofomalid, jego geometryczny izomer,
nie wykazuje toksycznos$ci, chociaz réznica wynika jedynie z polozenia (E lub Z) grupy
metylowej tancucha bocznego dehydroaminokwasu. Jak wynika z przedstawionych badan,
izomery geometryczne estru dehydrobutyryny posiadaja inne tendencje w przyjmowaniu
konformacji, a nawet analogiczne konformacje rdéznia si¢ nieco geometria, wlasnie ze
wzgledu na zawade steryczng grupy metylowej tancucha bocznego w odpowiednim
potozeniu. Mozna zatem przyjaé, ze odmienne preferencje konformacyjne izomeréw
geometrycznych maja wplyw na konformacj¢ matego cyklicznego peptydu, a w konsekwencji

na jego biologiczna aktywnos¢.

Estry a-aminokwasow

W celu potwierdzenia specyficznych wlasciwosci estréw o,B-dehydroaminokwasow,
podjalem metodami teoretycznymi badania wiasciwosci konformacyjnych analogu
nasyconego, estru metylowego N-metyloalaniny, Ac-L-Ala-OMe, rowniez w odniesieniu do
modelowego zwiazku standardowej alaniny, Ac-L-Ala-NHMe. Zanalizowalem takze dost¢gpne
w bazach krystalograficznych konformacje reszt standardowych aminokwasow oraz estréw
standardowych aminokwaséw (za wyjatkiem glicyny i proliny). Badania te wykonatem przy
pomocy magistrantki Anny Janicki. Wyniki opracowatem w formie publikacji [H11]. Po raz
kolejny widoczna jest zgodno$¢ obu metod, poniewaz dystrybucja konformacji znajdowanych
w krysztale pokrywa si¢ z wyliczonymi minimami powierzchni energii potencjalnych map
konformacyjnych. Warto rowniez zauwazy¢, ze liczba konformacji przyjmowanych
w krysztale odpowiada relatywnej energii danej konformacji. Wykazatem, ze estry
aminokwasow preferuja konformacj¢ B (o,y ~ —78°, +158°), Cs (o,y ~ —138°, +165°),
oraz or (o, ~ —88° —18°). Zatem majg one wilasciwosci konformacyjne zblizone

do standardowych aminokwasow, natomiast roznia si¢ od estrow a,B-dehydroaminokwasow.
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Poza celem porownawczym, przedstawione studia stanowily cze¢s$¢ szerszych badan
wlasciwosci konformacyjnych reszt aminokwaséw, a takze o-hydroksykwasow, ktore
wystepuja w depsipeptydach. Analizowalem konformacje reszt z wigzaniem estrowym
od strony C-konca, N-konca, jak rowniez z wigzaniem estrowym 1 jednoczesnie,
metylowanym wigzaniem peptydowym, zarowno od strony N-konca, jak 1 od strony C-konca.
Wykazalem, ze reszty z wiazaniem estrowym od strony N-konca maja znaczaca tendencje
do przyjmowania konformacji o’ (o,y ~ —147°, —5°), stabilizowanej przez nietypowe
wewnatrzczasteczkowe wiazanie wodorowe N-H:--O, w ktorym grupa N-H pochodzi
od wigzania amidowego od strony C-konca, a akceptorem jest alkoksylowy atom tlenu grupy
estrowej od strony N-konca. Z kolei N-metyloaminokwasy z grupa estrowa od strony C-konca
relatywnie tatwo przyjmuja konformacje ap (@,y ~ —52°, +40°). Natomiast reszta z grupa
estrowa od strony N-konca i metylowana, trzeciorzedowa grupa amidowa od strony C-konca
preferuje konformacje B (@,y ~—70°, +153°). Takie elementy strukturalne wystgpuja w wielu
naturalnych depsipeptydach, wsrdd ktérych zdarzajq si¢ i takie, ktére w ogole nie posiadajq
typowego drugorzedowego wiazania amidowego, lecz jedynie wiazania estrowe

oraz metylowane wiazania amidowe.l>”!

Oksazolo-a,p-dehydroaminokwasy

Trzecim znaczacym typem modyfikacji naturalnych o,B-dehydroaminokwaséw jest
wystepowanie pierscienia oksazolowego w miejsce wigzania amidowego od strony C-konca.
Takie pofaczenie elementow strukturalnych wystgpuje w makrocyklicznych tiopeptydach
o wiasnosciach antybiotycznych: genintiocynie,®” berninamycynach,'®”! sulfomycynach,*”

] [69]

promonducynie,”  tiotypinie,!*”  A10255,°°7  tioaksamycynie,®  radamycynie,

71,72] 73]

TP-1161,""" czy ostatnio poznanych mecherchamycyniet oraz uruktapepstatynie.!

Najczescie] w przyrodzie wystgpuja oksazolo-dehydroalanina oraz oksazolo-(2)-
dehydrobutyryna, a z aminokwasow nasyconych oxazolo-L-alanina. Wtasnie te aminokwasy
wybratem do badan konformacyjnych. Jako metody badawcze zastosowano obliczenia
teoretyczne modelowych zwiazkéw potaczone z badaniami w roztworze z uzyciem technik
spektralnych (NMR, FT-IR) oraz rentgenowskiej analizy strukturalnej. Obliczenia i synteze¢
wykonatem przy wspotudziale doktorantki Moniki Stas, w ktorej pracy petig rolg promotora
pomocniczego. Analiz¢ widm FT-IR wykonano we wspolpracy z dr hab. Matgorzatg Broda,

natomiast rentgenowska analiz¢ strukturalng we wspdipracy z prof. Tadeuszem Lisem

oraz dr hab. Maciejem Bujakiem. Wyniki zebralem w publikacji [H12].
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Rezultaty otrzymane metodami teoretycznymi  pokazuja, ze  oksazolo-a,B-

dehydroaminokwasy wykazuja tendencj¢ do przyjmowania konformacji 2 (Schemat 6).

Schemat 6. Ogolny schemat konformacji 2 oksazolo-o.,3-dehydroaminokwasow.

W poréwnaniu do estrow dehydroaminokwasdéw, ktore rowniez przyjmowaty konformacje
B2, tendencja oksazolo-a,B-dehydroaminokwasow jest znacznie silniejsza. Dla oksazolo-
dehydroalaniny, konformacja B2 (¢,y ~ —180°, 0°), jest konformacja o najnizszej energii,
bez wzgledu na rodzaj badanego srodowiska. W przypadku oksazolo-(Z)-dehydrobutyryny,
konformacja B2 (@,y ~ —120°, 0°), jest réwniez konformacja o najnizszej energii, z tym
ze 0 nieco innej geometrii, co jest zwiazane z zawada steryczng wprowadzang przez
podstawnik tancucha bocznego w pozycji Z. W przypadku oksazolo-L-alaniny tendencja
do konformacji B2 (¢,y ~ —150°, —10°) jest utrzymywana w stabo polarnym srodowisku,
natomiast bardziej polarne otoczenie sprzyja konformacji B (¢,y ~—61°, +140°).

Rezultaty te potwierdzono metodami eksperymentalnymi. Potozenia pasm vy(N-H)
w widmach FT-IR wykonanych w tetrachlorku wegla oraz chloroformie w zakresie 3406-
3412 cm ', wskazuja na obecno$é konformaciji stabilizowanych przez wewnatrzczasteczkowe
wiazanie wodorowe. Z obliczen wynikalo, ze moga to by¢ dwie konformacje:
Cs z wewnatrzczasteczkowym wiazaniem N-H--O, w ktérym akceptorem jest atom tlenu
pierscienia oksazolowego lub B2 z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem N—H--N, w ktérym
akceptorem jest oksazolowy atom azotu. Rozstrzygnigcie znalaztem na podstawie widm NMR
NOE w CDCIl; oraz DMSO-d6. Wykorzystalem w tym celu zalezng od przyjmowanej
konformacji roznicg w odlegtosci pomiedzy atomem wodoru przy pierscieniu oksazolowym
od atomu wodoru przy atomie wegla B w pozycji E ‘tancucha bocznego
(dla dehydroaminokwas6w) lub atomu wodoru o (dla pochodnej alaniny), a takze od atomu
wodoru grupy amidowej od strony N-konca [H12 materialty pomocnicze]. W szczegdlnosci
dystans ten jest inny dla konformacji Cs 1 B2, ktore rdznig si¢ zasadniczo ustawieniem
pierscienia oksazolowego, o pdt obrotu kata torsyjnego y. Dla oksazolo-dehydroalaniny

widoczna jest jedynie blisko$¢ atomoéw wodoru przy pierscieniu oksazolowym oraz (E)C[3-H,
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zarowno w stabo polarnym chloroformie, jak i1 bardziej polarnym dimetylosulfotlenku.
Oznacza to, ze przyjmowana jest wylacznie konformacja B2. Podobne wyniki uzyskano
w przypadku oksazolo-(Z)-dehydrobutyryny w stabo polarnym $rodowisku chloroformu.
W przypadku bardziej polarnego DMSO, bliskos¢ sygnatow na widmie NMR nie pozwala na
stwierdzenie czy jest to wytacznie konformacja B2. Poszerzenie pasm v¢(N-H) w widmach
FT-IR wskazuje jednak na obecno$¢ innych konformacji. Zatem oksazolo-(2)-
dehydrobutyryna bedzie wykazywaé stabsza tendencj¢ do przyjmowania konformacji B2
anizeli oksazolo-dehydroalanina.

W przypadku oksazolo-L-alaniny bliskos¢ atoméw wodoru o oraz pierscienia
oksazolowego w srodowisku chloroformu rowniez wskazuje na konformacj¢ 2. Natomiast
w bardziej polarnym DMSO, widoczny jest takze sygnal od wodoru amidowego, co swiadczy
o obecnosci innych konformacji. Potozenie pasma v¢(N-H) w widmach FT-IR wskazuje
na relatywnie stabsze wiazanie wodorowe niz w przypadku dehydroaminokwaséw.

Rentgenowska analiza strukturalna konformacji w krysztale wykonana dla dwdéch
badanych zwiazkéw, pochodnej oksazolo-(Z)-dehydrobutyryny oraz oksazolo-DL-alaniny,
pokazuje, ze przyjmuja one odpowiednio konformacj¢ B (o,y = —62,47(18)°, 160,07(14)°)
oraz o (o,y = —143,41(17)°, —128,9(2)°). Konformacje te zostaly przewidziane metodami
teoretycznymi.

Na podstawie zebranych wynikéw mozna sadzi¢, ze tendencja do przyjmowania
konformacji B2 maleje wraz ze wzrostem polarnosci otoczenia. Zalezy jednak od rodzaju
reszty aminokwasowej. Silniejsza tendencj¢ przejawiaja oksazolo-a,B-dehydroaminokwasy,
szczegllnie oksazolo-dehydroalanina. Natomiast o wiele slabsza wykazuje jej nasycony
analog. Analiza konformacyjna pochodnych alaniny pokazuje, ze konformacja B2 wystepuje
dla standardowych aminokwaséw, 1 jest stabilizowana przez wewnatrz-czasteczkowe
wiazanie N-H-N."M Ma jednak znaczaco wyzsza energic i nie wystepuje
w bardziej ztozonych zwiazkach.”) Analogicznie jest w przypadku a,B-dehydro-
aminokwasow [H7]. Dla estréw o,3-dehydroaminokwasow, jak wspomniano wczesniej, jest
konformacja o niskiej energii, ale nie w takim stopniu jak dla oksazolo-aminokwasow.

Przyczyna przyjmowania przez oksazolo-a,-dehydroaminokwasy konformacji (2,
a nie konformacji Cs, jest charakter akceptora wewnatrzczasteczkowego wiazania
wodorowego N-H--O oraz N-H--N, ktéry pelnig heteroatomy pierscienia oksazolowego.
Dane literaturowe wskazuja, ze atom tlenu pierscienia oksazolowego jest stabszym

76-79]

akceptorem wiazania wodorowego anizeli atom azotu.l Stad tez konformacja B2

z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem wodorowym N—H---N jest silniej stabilizowana anizeli
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konformacja Cs z wiazaniem N-H--O. Dlatego w niepolarnym Ilub stabo polarnych
srodowisku jest to konformacja o najnizszej energii. Wzrost polarnosci otoczenia sprzyja
uzyskiwaniu stabilizacji przez silniejsze oddziatywania mi¢dzyczasteczkowe, ktore angazuja
te same grupy funkcyjne, co oddziatywania wewnatrzczasteczkowe. Dlatego w krysztale
przyjmowane sa inne konformacje niz 2. Jednak oksazolo-o,B-dehydroaminokwasy ciagle
maja wieksza tendencj¢ do przyjmowania konformacji f2. Ma to zwigzek z mozliwym
sprzezeniem m-elektronowym obejmujacym wigzanie podwoéjne, pierscien oksazolowy,
a w przypadku dehydroalaniny, takze grup¢ amidowa od strony N-konca. Nie bez znaczenia
jest rowniez mozliwos¢ tworzenia wigzan wodorowych CP—H---O z udziatem atoméw wodoru
grupy metylidenowej tancucha bocznego. Wspolistnienie tak wielu sit stabilizujacych
konformacje¢ B2 oksazolo-dehydroalaniny wyjasnialoby jej utrzymywanie, nawet w polarnym
otoczeniu, poniewaz zysk energetyczny wynikajacy z oddziatywan wewnatrzczasteczkowych
przekracza ten z potencjalnych oddziatywania mi¢dzyczasteczkowych.

Potwierdzeniem tendencji oksazolo-a,B-dehydroaminokwaséw do konformacji B2 sa dane
z literatury. Oksazolo-dehydroalanina w mercherchamycynie przyjmuje katy torsyjne
(p,y = 179,18°, —0,34°), co odpowiada konformacji —p2.1"") Réwniez oksazolo-(Z)-
dehydrobutyryna w urukthapelstatynie A przyjmuje katy torsyjne (o,y = 111,08°, —7,73°),
co odpowiada konformaciji —$2.[*) Takze w przypadku nasyconych oksazolo-aminokwasow
przyjmowana jest konformacja p2/-p2.°"*! Nalezy jednakze zauwazyé, ze sa to zwiazki
cykliczne, zatem na przyjmowanie takiej konformacji moga mie¢ wplyw ograniczenia

steryczne.

Perspektywy

W przedtozonym cyklu jednotematycznych prac zbadano jedynie najczgsciej wystepujace
modyfikacje dehydropeptydéw w obrgbie tancucha gltownego z udziatem a,B-dehydro-
aminokwasdéw. Do zbadania pozostaja jeszcze rzadziej wystepujace inne modyfikacje,
na przyktad obecnos¢ pierscienia tiazolowego czy tiazolinowego od strony C-konca. Wstgpne
badania zostaty przedstawione w formie wystapien konferencyjnych (zatacznik 6). W naturze
mozna znalez¢ rowniez kombinacje przedstawionych modyfikacji strukturalnych:
a,B-dehydroaminokwasy z metylowanym wiazaniem amidowym od strony N-konca oraz
grupa estrowa lub tioestrowa od strony C-konca [H1]. Nalezy przypuszczaé, ze tak

zmodyfikowane  dehydroaminokwasy beda  wykazywaly odmienne  wlasciwosci
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konformacyjne, chociazby ze wzglgdu na ograniczong zdolnos¢ do tworzenia wiazan
wodorowych, co moze jednak tez stanowi¢ spore utrudnienie w ich badaniu.

Kolejnym kierunkiem badan jest okreslenie wpltywu polarnej grupy funkcyjnej
w tancuchu bocznym na wilasciwosci konformacyjne a,f-dehydroaminokwasow.
Dotychczasowa wiedza obejmuje zasadniczo przede wszystkim dehydrofenyloalaning,
rzadziej dehydroalaning, dehydrobutyryng, czy dehydrowaling. Tymczasem w przyrodzie
istnieja a,p-dehydroaminokwasy o innych, czasem znacznie rozbudowanych tancuchach
bocznych [H1]. Wstepne badania prowadzone w ramach prac magisterskich, ktorych jestem
promotorem, pokazuja, ze bardzo istotny moze by¢ wplyw grup funkcyjnych tancucha
bocznego. Przyktadowo, grupa N-H w przy atomie wegla B w ureido-dehydroalaninie
calkowicie zmienia jej preferencje konformacyjne w stosunku do obecnie badanych
a,B-dehydroaminokwaséw, generujac nietypowe konformacje, trudno dostgpne dla

[86]

standardowych aminokwasow. Obiecujace rezultaty uzyskano badajac witasciwosci

konformacyjne dehydrohistydyny, w ktorej sam obrot pierscienia imidazolowego w tancuchu
bocznym moze w istotny sposob wptywaé na konformacje tancucha gtéwnego.”

Z przedstawionych badan wynika, ze modyfikacje o,B-dehydroaminokwaséw generujq
specyficzne wiasciwosci konformacyjne. Takie elementy strukturalne moga zatem by¢
stosowane jako element projektowanych peptydéw, w ktorych dana wiasno$¢ konformacyjna
uwazatoby si¢ za pozadana. Jednym z kierunkéw planowanych badan jest wiaczenie
badanych elementow strukturalnych w tancuch peptydowy. Stosowane dotychczas modelowe
zwiazki byly proste, chociaz wlasnie ze wzgledu na swojgq prostotg byly odpowiednie
do badan konformacyjnych. Obecnie trwaja prace nad pochodnymi oksazolo-a,f-
dehydroaminokwaséw z grupa ochronna Fmoc lub Boc od strony N-konca. Poniewaz reszta
dehydroaminokwasu nie sprzyja efektywnosci reakcji sprzegania, jak réwniez jest wrazliwa
na warunki reakcji (szczegoélnie dehydroalanina), planowane jest wprowadzenie grupy

selanylowej w taficuchu bocznym,*

a nastgpnie odtworzenie z niej dehydroaminokwasu
w koncowym etapie. Obiecujace rezultaty moze przynies¢ synteza oksazolo-a,p-
dehydroaminokwaséw poprzez reakcje Hantzsch’a.l™” Wydaje sie, ze ten sposob bedzie
szczegllni odpowiedni w syntezie oksazolo-dehydrofenyloalaniny, ktéra powinna by¢
bardziej stabilna w warunkach reakcji, a dodatkowo daje mozliwos¢ uzyskania we wzglednie
prosty sposéb przez fotoizomeryzacje izomeru geometrycznego £ [HS].

Zasadniczo, w dalszej perspektywie, planowane jest opisanie wlasciwosci

konformacyjnych wszystkich o,B-dehydroaminokwasow wystepujacych w naturze.
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5. Omowienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych

Pozostale osiagnigcie naukowo-badawcze stanowi dziewig¢ nizej wymienionych
publikacji, niewchodzacych w sktad osiagniecia naukowego, opublikowanych po uzyskaniu

stopnia doktora nauk chemicznych:

NI. Broda, M. A.; Siodtak, D.; Rzeszotarska, B. Conformational investigation of o[-
dehydropeptides. XV. N-Acetyl-o,3-dehydroamino acid  N’,N’-dimethylamides:
Conformational properties from infrared and theoretical studies. J. Pept. Sci. 2005, 11, 546—
555. DOI: 10.1002/psc.655

N2. Broda, M. A.; Rospenk, M.; Siodtak, D.; Rzeszotarska, B. Association of model peptides and
dehydropeptides: N-acetyl-L-alanine- and dehydroalanine N’,N’-dimethylamides. J. Mol.
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Struct. 2005, 740, 17-24. DOI: 10.1016/j.molstruc.2004.12.045

N3. Broda, M. A_; Siodtak, D.; Rzeszotarska, B. Conformational investigation of o,[3-
dehydropeptides. XIV. N-Acetyl (E)-dehydrophenylalanine N’-methylamide: Conformational
properties from infrared and theoretical studies. J. Pept. Sci. 2005, 11, 235-244. DOI:
10.1002/psc.601

N4. Broda, M. A.; Buczek, A.; Siodtak, D.; Rzeszotarska, B. The effect of f-methylation on the
conformation of o,3-dehydro-phenylalanine. J. Pept. Sci. 2009, 15, 465-473.

DOI: 10.1002/psc.1137

N5. Ochegdzan-Siodtak, W.; Dziubek, K.; Siodtak, D. Biphasic ethylene polymerisation using 1-n-
alkyl-3-methylimidazolium tetrachloroaluminate ionic liquid as a medium of the Cp,TiCl,
titanocene catalyst. Eur. Polym. J. 2008, 44, 3608-3614.

DOI: 10.1016/j.eurpolym;j.2008.08.037

N6. Ochedzan-Siodtak, W.; Dziubek, K.; Siodtak, D. Densities and viscosities of imidazolium and
pyridinium chloroaluminate ionic liquids. J. Mol. Lig. 2013, 177, 85-93. DOI:
10.1016/j.molliq.2012.10.001

N7. Man, D.; Broda, M. A.; Buczek, A.; Kawecka, A.; Siodtak, D. The influence of selected amino
acids on the dynamic properties of the liposome membranes: ESR study. Nukleonika (Inter. J.
Nucl. Res.) 2013, 58, 443—446.

N8. Walesa, R.; Ptak, T.; Siodtak, D.; Kupka, T.; Broda, M. A. Experimental and theoretical NMR
studies of interaction between phenylalanine derivative and egg yolk lecithin. Magn. Reson.
Chem. 2014, 52, 298-305. DOI: 10.1002/mrc.4064

N9. Siodtak, D.;* Building molecular models using screw-on bottle caps. J. Chem. Edu. 2013, 90,
1247-1249. DOI: 10.1021/ed400126p

Publikacje te mozna podzieli¢ na nast¢gpujace grupy.

Pierwsza grupe [N1,N2] stanowia publikacje dotyczace badan konformacji oraz asocjacji
modelowych zwiazkéw N’,N’-dimetyloamidéw dehydroaminokwaséw. Sa one kontynuacja
badan objetych praca doktorska. Oparte byly na zwiazkach, ktore zsyntezowatem.
Uczestniczylem rowniez w dyskusji wynikéw.

Druga grupa [N3,N4] to prace z obszaru zainteresowan badawczych naszego zespotu,
konformacyjnych wtasciwosci dehydroaminokwasow, w ktérym miatem od wykonania
okreslone zadania. Zasadniczo polegaty one na opracowaniu metodami obliczeniowymi
pewnej czgsci badan.

Trzecia grupg [N5,N6] stanowig pracg dotyczace syntezy chloroglinianowych cieczy
jonowych jako medium katalizatoréw do polimeryzacji etylenu. Tematyka tych badan nalezy
do mojej matzonki, dr Wioletty Ochedzan-Siodtak. Pracujemy w tej samej jednostce,
Wydziale Chemii UO, jednak w innych zespotach badawczych. Naturalna jest zatem nasza
wspdlpraca w pewnym zakresie. M6j wklad w publikacje polegat na modyfikacji metody
syntezy wybranych cieczy jonowych, o szczegdlnej czystosci, przydatnej m.in. w celu
okreslenia ich cech fizycznych, jak rdwniez koncepcji ujecia ich w osobng pracg. Ciekawa
rzecza bylo polaczenie warsztatu stosowanego w syntezie organicznej ze specyfika pracy

w warunkach bezwodnych 1 beztlenowych stosowanej w polimeryzacji z udziatem
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katalizatoréw metallocenowych. Czeéé prac byla realizowana w ramach projektu badawczego
Nr N N209 335337 (2009-10-22; 2012-04-21) pt. ,,Dwufazowa polimeryzacja etylenu wobec
katalizatoréw metalocenowych immobilizowanych w cieczach jonowych”, w ktérym bylem
jednym z wykonawcow (zalacznik nr 6).

Czwarta grupe [N7,N8] stanowig badania interakcji modelowych zwigzkow
z lecytyna. Dostarczylem modelowe zwigzki, ktore zostaly przeze mmnie zsyntezowane.
Wyodrebnilem tez lecytyne ze zrodel naturalnych, o czystosci odpowiedniej do badan. W tym
celu zmodyfikowatem w pewnym stopniu procedury znane z literatury.

Ostatnia praca [N9] jest z obszaru dydaktyki chemii. Dotyczy ona opracowania metody
konstrukcji trojwymiarowych modeli zwigzkéw chemicznych z plastikowych nakretek.
Pomyst powstal podczas prowadzenia zaje¢ na studiach podyplomowych dla przysziych
nauczycieli chemii i od razu znalaz! zastosowanie praktyce. Pomyst wydaje si¢ by¢ trywialny,
ale wcale taki nie jest, poniewaz polegal na wykorzystaniu wlasnosci fizycznych polietylenu
oraz opracowaniu metody laczenia. Praca zostala opublikowana w Journal of Chemical
Education i ze wszystkich publikacji dala mi najwigcej satysfakcji. Metoda jest dalej
ulepszana.

Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacje o osiagnigciach dydaktycznych,
wspolpracy naukowej i popularyzacji nauki jest przedstawiony w zalgczniku nr 6.

David  Siolel
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