dr Karolina Putka-Ziach

Uniwersytet Warszawski

Wydziat Chemii

Pracownia Peptydow

Zaktad Chemii Organicznej i Technologii Chemicznej
ul. Pasteura 1

02-093 Warszawa

AUTOREFERAT DO WNIOSKU O PRZEPROWADZENIE PROCEDURY
HABILITACYJNEJ

»Helikalne foldamery oligomocznikowe jako strukturalne i funkcjonalne
mimetyki peptyddow i biatek”

Warszawa, 28.01.2019

1



P oW NP

Spis tresci
Imie i nazwisko.
Posiadane dyplomy, stopnie naukowe.
Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.
Wskazanie osiggniecia:
a) tytut osiggniecia naukowego
b) wykaz publikacji naukowych stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego
¢) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omdéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Omodwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowych

30



1. Imie i Nazwisko: Karolina Putka-Ziach (nazwisko panienskie Putka)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2007 r. - doktor nauk chemicznych, z wyrdznieniem, Wydziat Chemii UW, rozprawa doktorska
,Synteza i zastosowanie cyklicznych pochodnych tryptofanu do otrzymywania analogow peptydow
biologicznie czynnych”, promotor prof. dr hab. Aleksandra Misicka-Kesik.

2002 r. - magister chemii, z wyrdznieniem, Kolegium Miedzywydziatowych Indywidualnych Studiow
Matematyczno-Przyrodniczych UW, praca magisterska ,Badanie agregacji fragmentu 109-126 biatka
prionowego”, promotor prof. dr hab. Aleksandra Misicka-Kesik.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

09. 2007 - do chwili obecnej - adiunkt, Wydziat Chemii UW (w tym: maj 2011r. — wrzesiert 2013r. —
urlop bezptatny zwigzany z wyjazdem na staz podoktorski; listopad 2014r. — lipiec 2016r. — zwolnienie
oraz urlop macierzynski)

04. 2007 - 09. 2007 - samodzielny pracownik naukowo-techniczny, Wydziat Chemii UW



4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze
zm. w Dz. U.z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytut osiggniecia naukowego
»Helikalne foldamery oligomocznikowe jako strukturalne i funkcjonalne mimetyki peptydéw i
biatek”

b) wykaz publikacji naukowych stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego

[H1] C. Douat-Casassus, K. Pulka, P. Claudon, G. Guichard “Microwave-enhanced solid-phase
synthesis of N,N’-linked aliphatic oligoureas and related hybrids.”
Organic Letters, 2012, 14, 3130-3133. IF=6.142

[H2] G. W. Collie, K. Pulka-Ziach, C. M. Lombardo, J. Fremaux, F. Rosu, M. Decossas, L. Mauran, O.
Lambert, V. Gabelica, C. D. Mackereth, G. Guichard “Shaping quaternary assemblies of watersoluble
nonpeptide helical foldamers by sequence manipulation.”

Nature Chemistry, 2015, 7, 871-878. IF = 27.893

[H3] G. Collie, K. Pulka-Ziach, G. Guichard “Surfactant-facilitated crystallisation of water soluble
foldamers.”
Chemical Science, 2016, 7, 3377-3383. IF = 8.668

[H4] G. Collie, K. Pulka-Ziach, G. Guichard “In situ iodination and Xray crystal structure of a foldamer
helix bundle.”
Chemical Communications, 2016, 52, 1202-1205. IF = 6.319

[H5] G. W. Collie, R. Bailly, K. Pulka-Ziach, C. M. Lombardo, L. Mauran, N. Taib-Maamar, J. Dessolin,
C. D. Mackereth, G. Guichard “Molecular recognition within the cavity of a foldamer helix bundle:
encapsulation of primary alcohols in agueous conditions.”

Journal of the American Chemical Society, 2017, 139, 6128-6137. IF = 13.858

[H6] K. Pulka-Ziach, S. Sek “a-Helicomimetic foldamers as electron transfer mediators.”
Nanoscale, 2017, 9, 14913-14920. IF = 7.367

[H7] K.Pulka-Ziach, S. Antunes, C. Perdriau, B. Kauffmann, M. Pasco, C. Douat, G. Guichard
“Postelongation strategy for the introduction of guanidinium units in the main chain of helical
oligourea foldamers”

Journal of Organic Chemistry, 2018, 83, 2530-2541. IF = 4.849

[H8] K. Pulka-Ziach “Influence of reaction conditions on the oxidation of thiol groups in model
peptidomimetic oligoureas.”
Journal of Peptide Science, 2018, 24, e3096. DOI: 10.1002/psc.3096. IF = 1.972

[H9] K. Pulka-Ziach, A. K. Puszko, J. Juhaniewicz-Debinska, S. Sek ,,Electron transport and a rectifying
effect of oligourea foldamer films entrapped within nanoscale junctions”
The Journal of Physical Chemistry C, 2019, 123, 1136-1141. IF =4.484

Sumaryczny IF (zgodnie z rokiem opublikowania) = 81.552
Sredni IF na publikacje 9.061



c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z omdwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Proces zwijania naturalnych oligomeréw (biatka, kwasy nukleinowe) odgrywa niezwykle wazng role w
przyrodzie, poniewaz struktura przestrzenna biomolekut determinuje ich funkcje, a jakiekolwiek
nieprawidtowosci prowadzi¢ mogg do utraty aktywnosci biologicznej lub powaznych zaburzen w ich
funkcjonowaniu. Na globalng strukture biomolekut sktada sie kilka poziomdéw organizacji, i tak
struktura |-rzedowa, a wiec sekwencja poszczegdlnych reszt (tj. aminokwaséw lub nukleotydéw)
determinuje strukture ll-rzedowa, z ktorej dalej wynika kolejny poziom organizacji, a mianowicie
struktura Ill- oraz IV-rzedowa. Poznanie zatem czynnikdw majgcych wptyw na proces zwijania i
samoorganizacji jest fundamentalnym zagadnieniem z pogranicza chemii i biologii. W nurt tych badan
doskonale wpisujg sie badania nad foldamerami. Termin ,foldamer” zostat wprowadzony do
literatury naukowej 20 lat temu przez S. H. Gellmana,® celem usystematyzowania terminologii
dotyczacej nienaturalnych oligomerdw inspirowanych przez Nature. Do grupy foldameréw nalezg
oligomery przyjmujgce dobrze zdefiniowane, stabilne i przewidywalne struktury llI-rzedowe, z ktorych
najpowszechniej przyjmowang jest helisa.>® taricuch gtéwny foldameréw tworzony moze by¢ przez
[- oraz y-peptydy, aromatyczne poliamidy, aza-aromatyczne oligomery, oligomoczniki i inne jednostki
budulcowe.*

Oligomoczniki o wzorze ogdlnym [-CH(R)-CH,-NH-CO-NH], (Rysunek 1a) nalezg do grupy
peptydomimetykéw, gdyz mozliwe jest wprowadzenie taricuchow bocznych wszystkich naturalnych
aminokwasow. Jednak to co odrdznia foldamery oligomocznikowe od peptyddéw, to odpornos¢ na
degradacje proteolityczng, a takze zdolno$¢ do przyjmowania stabilnej, helikalnej struktury

ll-rzedowej.
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Rysunek 1. Foldamery oligomocznikowe: a) wzoér ogdlny oligomeru oligomocznikowego (kolorem niebieskim
zaznaczono jedng reszte mocznikowg, natomiast kolor zielony pokazuje wigzania wodorowe stabilizujgce
helise); b) poréwnanie podstawowych parametréw helis typu a.i 2.5.



Oligomoczniki zwijajg sie w helise typu 2.5, co oznacza, ze jeden zwrot helisy tworzony jest przez
dwie i pét reszty.® Helisa ta stabilizowana jest przez 3-centrowe wigzania wodorowe, zamykajgce 12- i
14-cztonowy pseudo-pierscien pomiedzy grupami NH(i) i N’H(i+1) oraz C=0 (i+3). Obecnos¢
dodatkowego, w stosunku do peptyddw, wigzania wodorowego stabilizujgcego helise, powoduje, ze
nawet krétkie oligomery (od czterech reszt mocznikowych) zwijajg sie w helise 2.5 stabilng w ciele
statym oraz w roztworze.” Dodatkowo, zdolno$é do zwijania jest cecha taficucha gtdéwnego i nie zalezy
od rodzaju faiicuchéw bocznych reszt mocznikowych, co odrdznia oligomoczniki od peptydéw, gdzie
tancuchy boczne poszczegdlnych reszt aminokwasowych w duzym stopniu determinujg przyjmowana
przez peptydy strukture Il-rzedowaq. Podstawowe parametry a-helisy oraz helisy typu 2.5 s3 zblizone,
co sprawia, ze foldamery oligomocznikowe mogg stanowi¢ doskonate mimetyki strukturalne
peptydow (Rysunek 1b).

Badania nad syntezg i zastosowaniem foldameréw oligomocznikowych i ich pochodnych sg gtéwnym
celem naukowym mojego projektu habilitacyjnego. Interesowato mnie zoptymalizowanie syntezy
nowych blokéw budulcowych, ktére z powodzeniem mogg byé wykorzystane w syntezie oligomeréw
mocznikowych na nosniku statym w $rodowisku mikrofal. Ponadto zajetam sie takze opracowaniem
syntezy takich pochodnych oligomocznikéw, w ktérych jedna lub kilka grup mocznikowych zostato
zastgpionych wigzaniami y-amidowymi lub grupami guanidyniowymi. Kolejnym celem byto
zastosowanie oligomocznikdw do badania zjawisk i proceséw fizyko-chemicznych do tej pory
zarezerwowanych dla peptyddw i ich pochodnych. Te procesy obejmujg samoorganizacje do struktur
przestrzennych wyzszego rzedu, samoorganizacje w postaci monowarstw na powierzchni oraz
transport elektrondw.

Synteza foldameréw oligomocznikowych i ich pochodnych

Do syntezy N,N’-dipodstawionych alifatycznych oligomocznikéw wykorzystuje sie aktywowane bloki
budulcowe, oparte na monoblokowanej pochodnej etylenodiaminy. Synteze oligomeru prowadzi¢
mozna w roztworze lub na nosniku statym (SPoUS-Solid Phase oligoUrea Synthesis). Od wielu lat
prowadzone s intensywne badania nad optymalizacjg syntezy na nosniku statym, poniewaz pozwala
to znacznie skréci¢ czas otrzymywania dtugich oligomocznikdw, a czesto takze prowadzi do
otrzymania finalnych zwigzkéw z wyzszg wydajnoscig niz w roztworze.

W literaturze znanych jest kilka sposobdw wprowadzania wigzah mocznikowych, przy wykorzystaniu
aktywowanych blokéw budulcowych, takich jak np. pochodne izocyjanianowe,® czy karbaminiany
p-nitrofenylowe®*! lub sukcynimidowe.®*?

Badania dotyczace otrzymywania aktywnych blokéw budulcowych, a nastepnie wykorzystanie ich do
syntezy na nosniku statym w srodowisku mikrofal, co znacznie skraca czas otrzymywania pozgdanych
zwigzkéw, zostaty opisane w publikacji H1. Jako bloki budulcowe do wprowadzania jednostek
mocznikowych postanowitam wykorzysta¢ pochodne etylenodiaminy, w ktérych jedna grupa
aminowa zostata zamaskowana w postaci grupy azydkowej -Ns;, natomiast druga grupa aminowa
zostata przeksztatcona w aktywny karbaminian sukcynimidowy. Do otrzymywania blokdéw
budulcowych zastosowatam dwie Sciezki syntetyczne A i B pokazane na Schemat 1. Jak tatwo
zauwazyc¢ Sciezki te rdznity sie kolejnoscig poszczegdlnych etapéw. W przypadku obydwu drég
syntezy, zwigzkami wyjsciowymi byty a-aminokwasy z odpowiednio zabezpieczong grupa
a-aminowgq. Zastosowatam pochodne z grupami zabezpieczajgcymi Boc oraz Cbz; w publikacji H2
takze grupe zabezpieczajgcg Fmoc.



droga A R droga B

PG OH
PG = Boc, Cbz, Fmoc N

H o
1
l 1. IBCF/ NMM

2. NaBH,
ImSO,N;*HCI odbezpieczenie R 0, odbezpieczenie R o
R K,CO; R grupy NH, R PhthNH/PPh; a grupy NH, J\/N
N3/'\/0H - HzNJ\/OH - PGNJ\/OH R PGy H,N
CuS04*5H,0 H DIAD H o) o
3 2 8 9
o o .
PhthNH/PPh; AL /<N*Hcl 0. o. ImSO,N3*HCI
DIAD NSTN NN K,CO;
ImSO,N3*HCI o ° g CuS04*5H,0
DSC
°\\, ;é ) 0
R R R H o) R R
NaH;*H,0 DSC DSC N,H,*H,0
Ns)\/N e Ns/'\/NHZ —_— Ns/'\/N\n/o\N - Ns/'\/NHZ - Ns)\/N
o] 0 g 0
5 6 7 N;-BB 6 5

Schemat 1. Otrzymywanie karbaminianowych blokéw budulcowych z grupg -N3

Pierwszy etap w obydwu przypadkach polegat na redukcji grupy karboksylowej do grupy
hydroksylowej w dwuetapowej reakcji: w pierwszym etapie wobec chloromréwczanu izobutylu (IBCF)
tworzyt sie mieszany bezwodnik, ktdéry ulegat redukcji za pomocg NaBH,; do pozgdanego
aminoalkoholu 2. Otrzymany aminoalkohol 2 poddawatam nastepnie kolejnym reakcjom. | tak,
otrzymujac blok budulcowy wedtug Sciezki A, najpierw odbezpieczatam grupe aminowg (za pomoca
TFA, gdy zabezpieczeniem byta grupa Boc lub w reakcji wodorowania przy zastosowaniu grupy Cbz), a
nastepnie poddawatam jg reakcji tzw. diazotransferu (ang. diazotransfer reaction), w wyniku czego
powstawat azydoalkohol typu 4. Do reakcji tej wykorzystywatam odczynnik ImSO;N3*HCI,** bedgcy
pochodng imidazolu. Zwigzek ten jest krystaliczny i charakteryzuje sie znacznie wyzszg stabilnoscig
niz powszechnie uzywany azydek trifluorometanosulfonowy. Kolejny etap to reakcja Mitsunobu z
wykorzystaniem ftalimidu jako nukleofila. W wyniku tej reakcji grupa hydroksylowa w zwigzku typu 4
ulegata podstawieniu grupg aminowg zabezpieczong grupg ftaloilowg i powstawat zwigzek typu 5.
Kolejne dwa etapy to usuniecie ftaloilowej grupy zabezpieczajgcej za pomocg N,Hs*H,0 i reakcja
z weglanem disukcynimidylowym (DSC), w wyniku ktérej powstaje zagdany blok budulcowy typu 7 (Ns-
BB). W publikacji H1 opisana zostata synteza kilku blokédw budulcowych. Pochodne Phe, Tyr oraz Orn
zostaty otrzymane na drodze A z dobrymi catkowitymi wydajnosciami (> 30% po 6 etapach). Kiedy
natomiast prébowatam w taki sam sposéb otrzymaé blok budulcowy, pochodng Leu, otrzymatam
bardzo niskg wydajnos¢ (< 10%) catkowitg pozgdanego bloku budulcowego typu 7. Spowodowane to
byto wysokag lotnoscia dwdch zwigzkéw posrednich, mianowicie azydoalkoholu typu 4 oraz
azydoaminy typu 6. W zwigzku z tym zamienitam kolejnos¢ etapdw (Sciezka B) i tak najpierw
przeprowadzitam reakcje Mitsunobu, otrzymujac zwigzek typu 8, ktdry kolejno poddatam usuwaniu
grupy zabezpieczajacej i reakcji z ImSO;N3s*HCI, w wyniku czego otrzymatam zwigzek typu 5. Kolejne
dwa etapy zostaty przeprowadzone w ten sam sposdb, co na scieice A, z jednym wyjgtkiem,
mianowicie po przerobieniu mieszaniny poreakcyjnej zawierajgcej azydoamine typu 6, rozpuszczalnik
nie byt odparowywany do sucha, zeby unikna¢ strat zwigzku 6. Pozwolito to na otrzymanie blokéw
budulcowych, pochodnych Ala i Leu, a takze Trp z dobrymi wydajnosciami catkowitymi (27-43% po 6
etapach). Kolejny etap pracy polegat na optymalizacji warunkéw syntezy oligomerdw na nosniku
statym w Srodowisku mikrofal. Do redukcji grupy -Ns do grupy -NH, wybraliSmy reakcje Staudingera z
uzyciem PMes w Srodowisku wodnym. Zastosowanie wody jako reagenta (i rozpuszczalnika) zawezito
wybor zywicy do polimeru hydrofilowego, o dobrych witasciwosciach pecznienia w spektrum



rozpuszczalnikow, takze w srodowisku wodnym. Zastosowana zostata zywica amidowa Rinka typu
NovaPEG, z ktérej gotowe oligomery odszczepiane sg kwasem trifluorooctowym.
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Rysunek 2. Hybryda mocznikowo-y-amidowa otrzymana na nosniku statym w srodowisku mikrofal

Warunki syntezy foldameréw optymalizowaliémy z uwzglednieniem oligomerdw, ktorych tancuch
gtéwny zbudowany jest tylko z jednostek mocznikowych oraz hybryd mocznikowo-y-amidowych, w
ktorych co druga jednostka mocznikowa zostata zastgpiona izostrukturalng resztg y-aminokwasu
(Rysunek 2). Najlepsze wydajnosci i czystosci zaplanowanych oligomeréw otrzymaliSmy stosujgc
ponizsze warunki reakc;ji:
a) sprzeganie karbaminianowych blokéw budulcowych z grupg Ns (Ns-BB): 1,5 ekw. N3-BB,
2,5 ekw. DIPEA, DMF, 70°C, 25W, 2 x 15 min.
b) redukcja grupy N3 do grupy NH: 10 ekw. PMes w THF (1M), 7:3 1,4-dioksan : woda, 70°C,
25W, 2 x 30 min.
c) sprzeganie Fmoc-y-aminokwasow: 1,5 ekw. Fmoc-y-AA, 1,5 ekw. HBTU, 1,5 ekw. HOBt,
5 ekw. DIPEA, DMF, 50°C, 50W, 2 x 12 min.
d) usuwanie grupy zabezpieczajgcej Fmoc: 20% roztwér piperydyny w DMF, 50°C, 50W,
1x4 min., 1 x8 min.
Dodatkowo, aby pokazaé skutecznos$¢ opracowanej przez nas metody syntezy przy zastosowaniu
promieniowania MW, otrzymatam hybryde mocznikowo-y-amidowg 10 przy zastosowaniu
karbaminianowych blokéw budulcowych z grupg zabezpieczajagcg Fmoc (Fmoc-BB) w
temperaturze pokojowej, bez zastosowania promieniowania mikrofalowego. Synteza trwata
znacznie dtuzej, a czysto$é otrzymanego zwigzku byta ponad 3 razy nizsza niz przy uzyciu N3-BB i
promieniowania mikrofalowego. Oprdocz wiasciwego zwigzku, powstawaty tez oligomery krétsze,
z brakujgca jedng lub dwiema jednostkami mocznikowymi (Rysunek 3).
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Rysunek 3. Poréwnanie efektywnosci metod syntezy hybrydy mocznikowo-y-amidowej 10 (A=200 nm) przy
zastosowaniu azydkowych blokéw budulcowych (N3-BB, czarny chromatogram) oraz blokéw budulcowych z
grupa zabezpieczajagcg Fmoc (Fmoc-BB, niebieski chromatogram). Zaznaczono pik pochodzgcy od wtasciwego
zwigzku.

Opracowang przeze mnie metode syntezy karbaminianowych blokéw budulcowych oraz foldameréw
oligomocznikowych i ich pochodnych na nos$niku statym wobec promieniowania mikrofalowego,
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opisang w publikacji H1, stosowatam nastepnie do otrzymywania blokéw budulcowych (w sumie
otrzymatam 18 blokéw budulcowych) i oligomerdw, opisanych w publikacjach H2-H5 oraz w innych
projektach, w ktdérych uczestniczytam i ktére obecnie prowadze.

Jak wspomniatam wyzej, foldamery oligomocznikowe traktowane mogg by¢ jak mimetyki peptydow.
Praktyka czesto stosowang w poszukiwaniu nowych peptydomimetykéw sg podstawienia w obrebie
wigzania peptydowego. Podobne podejscie stosowane byto w przypadku oligomocznikow, gdzie
poszczegdlne  grupy mocznikowe zastepowane byly  wigzaniami  y-amidowymi,**®
karbaminianowymiBfad! Nie zdefiniowano zakladki,16 7y, tjo- | selenomocznikowymi.'” Nastepnie dla nowych
pochodnych hybrydowych okreslano wptyw tych podstawied na strukture ll-rzedowa. Analizujgc
dane literaturowe okazato sie, ze brakuje doniesien na temat takich pochodnych hybrydowych, w
ktdrych jedna z grup mocznikowych zostata zastgpiona grupg guanidynowsg. Pochodne guanidynowe
wykazujg witasciwosci silnie zasadowe i ulegajg protonowaniu w szerokim zakresie pH. Ciekawym
zatem wydawato sie sprawdzenie, jaki wptyw na helikalnos$¢ faricucha oligomocznikowego bedzie
miato wprowadzenie reszty guanidyniowej, gdyz w wyniku takiego podstawienia zmianie ulegajg
wiasciwosci donorowo-akceptorowe.

Otrzymywanie oraz badania konformacyjne mimetykéw oligomocznikdw z resztg guanidyniowg s3
przedmiotem pracy H7. Opracowanie sposobu otrzymywania nowych oligomeréw prowadzitam
stosujgc strategie syntezy w roztworze, gdyz daje to wiekszg kontrole nad przebiegiem reakcji.
Postanowitam wykorzystaé¢ znang z literatury metode otrzymywania pochodnych guanidyniowych,

wykorzystujgca tiomoczniki jako zwigzki wyjsciowe. 82

18-21

Dimer 11 (Schemat 2a) poddatam reakcji w réznych warunkach znanych z literatury, a postep

kontrolowatam za pomocg metody RP-HPLC.
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Schemat 2. Schemat dwuetapowej syntezy pochodnych guanidyniowych: a) pochodne dimeru 11; b) pochodne
tetrameru 15

Ze wszystkich testowanych warunkéw, najlepsza okazata sie metoda dwuetapowa, gdzie w
pierwszym etapie nastepuje S-metylowanie za pomocg CHsl, a nastepnie tak otrzymany jodek
S-metylotiouroniowy 12 ulega nukleofilowemu podstawieniu za pomoca odpowiedniej aminy w
podwyzszonej temperaturze (40-45°C), w moim przypadku byt to NH; w postaci 7M roztworu w



CH3;OH (Schemat 2a). Okazato sie, ze w wyniku tej reakcji powstaty dwa produkt: liniowy 13, zgodny z
zatozeniem oraz cykliczny 14 (N,N’,N”-tripodstawiona pochodna guanidyniowa) bedacy wynikiem
nukleofilowego ataku wewnatrzczasteczkowego (Tabela 1). Warto réwniez zauwazy¢, ze w kazdym
przypadku pochodne guanidyniowe (zaréwno cykliczne jak i liniowe) otrzymywane byty w postaci soli
jodkowych.

Kolejno, przeprowadzitam reakcje na dtuzszym oligomerze, tetramerze 15, w tych samych warunkach
(Schemat 2b). Jako gtéwny produkt powstawat produkt cykliczny 17 i w mniejszej ilosci produkt
liniowy 16 (Tabela 1).

Tabela 1. Wyniki reakcji guanidynylacji dla zwigzkéw 11 i 15.

substrat nukleofil rozpuszczalnik® czas st(.)s.unek proc.luktéw
[h] liniowy:cykliczny®
11 7M NHs CH3OH 48 33:67 (13:14)
15 7M NHs CHs;OH 24 26:74 (16:17)
15 n-PrNH, CHsOH 24 15:85 (19:17)
15 n-PrNH, CHsCN 120 73:27 (19:17)
15 0,5M NHs w 1,4-dioksanie CHsCN 120 85:15 (16:17)
15 0,5M NHs w 1,4-dioksanie THF 38 97:3 (16:17)

2reakcje prowadzone byty w temperaturze 40-45°C
b okreélony za pomocg RP-HPLC; w nawiasach podano numery zwigzkéw

Udowodnitam tez, ze produkt cykliczny powstaje z pochodnej S-metylotiouroniowej 18 ze wzgledu na
zasadowe warunki reakcji. Zwigzek 18 rozpuszczony w CH3;OH wobec DIPEA ulegat po 24h
przeksztatceniu do produktu 17 (Schemat 2b). Dodatkowo, przebadatam wptyw rozpuszczalnika na
przebieg reakcji. Jako nukleofil zastosowatam n-PrNH, (CHs(CH,),NH;). Okazato sie, Zze rozpuszczalnik
ma bardzo duzy wptyw na wynik reakcji i tak w CH30OH powstawat w przewadze produkt cykliczny 17,
natomiast w CH3CN gtéwnym produktem byt pozadany zwiagzek liniowy 19, jednakze reakcja
zachodzita wolniej. Wptyw rozpuszczalnika zostat przebadany takze kiedy nukleofilem byt NH;
(stosowany jako 0,5 M roztwér w 1,4-dioksanie). Okazato sie, ze zaréwno w CHs3CN, jak i w THF
produkt liniowy 19 powstawat jako produkt gtéwny (Tabela 1).

W kolejnym etapie prac skupitam sie na takim dobraniu budowy substratu, zeby otrzymywac jedynie
pozadany produkt liniowy.
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Rysunek 4. Pochodne tiomocznikowe z resztg y-aminokwasu: a) substraty do reakcji guanidynylacji; b) struktury
krystaliczne zwigzkéw 21 i 22

Powstawanie produktu cyklicznego zwigzane byto z obecnoscig grupy mocznikowej poprzedzajacej
reszte S-metylotiouroniowg, wiec zasadnym zdawato sie by¢ zastgpienie tej reszty mocznikowej za
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pomocy y-aminokwasu (zwigzki 20-22, Rysunek 4a). Zaréwno zwigzek 21, jak i 22 przyjmowaty
strukture heliakalng typu 2.5 w ciele statym, co zostato potwierdzone za pomocg analizy RAS

(Rysunek 4b).
1. CHyl I"NH, "
2 2. 7M NH3 / MeOH BocHN\:/\HJLH N_

"
1. CHyl OI/ I NHR
H H H
s _2-RNH; BocHN._~y ALy N~y N
EH OH T 2 H H il
24R=H

1. CHyl "N
_2RNH; RNH, BocHN JOL J\,H N JOL\/(/H N i N
22 ocHN _~y \n, ~ NN \n, \:/\N N N
H H H T2 W h

26R=H
27 R= CH,CH,CH;

Schemat 3. Reakcja guanidynylacji foldameréw zawierajacych na C-koncu reszte y-aminokwasu

Reakcja guanidynylacji odpowiednich pochodnych S-metylotiouroniowych z NHs; jak i
n-PrNH, z dobrg lub bardzo dobrg wydajnoscia prowadzita do otrzymania pochodnych
guanidyniowych (Schemat 3) zawierajgcych 2 (zwigzek 23), 4 (zwigzki 24 i 25) lub 6 (zwigzki 26 i 27)
reszt w taricuchu gtéwnym (Tabela 2).

Tabela 2. Wyniki reakcji guanidynylacji dla zwigzkéw 20-22

substrat nukleofil rozptfszcz czas wydajnosé reakcji®
alnik® [h] [%]
20 7M NHs CH3;0OH 48 20 (23)
21 0,5M NHsw 1,4-dioksanie CHsCN 90 55 (24)
21 0,5M NHsw 1,4-dioksanie THF 38 74 (24)
21 n-PrNH; CHsCN 90 46 (25)
22 0,5M NHsw 1,4-dioksanie CHsCN 24 92 (26)
22 n-PrNH, CHsCN 60 60 (27)

2reakcje prowadzone byty w temperaturze 40-45°C
b okre$lona po wydzieleniu wtaéciwego produktu; w nawiasach podano numery zwigzkéw

Otrzymane foldamery z jedng reszty guanidyniowgq zostaty nastepnie przebadane pod katem wptywu
grupy guanidyniowej na konformacje oligomeru. Potozenie reszty guanidyniowej w tancuchu
gtéwnym zostato celowo wybrane w poblizu tzw. C-konca oligomeru, aby jak najmniej destabilizowac
konformacje catego foldameru. Poréwnanie widma dichroizmu kotowego (CD) hybryd mocznikowo-
guanidyniowych (oligomery 26 i 27) z widmem homooligomocznika (U6) pokazuje, ze hybrydy te
wykazujg tendencje do zwijania w helise (Rysunek 5a). Doktadna analiza widm NMR, a w
szczegodlnosci poréwnanie przesunie¢ chemicznych protondéw grup mocznikowych, a takze rdznicy w
przesunieciach chemicznych diastereotopowych protonéw grup a-CH; (Rysunek 5b) oraz szybkosci
wymiany proton/deuter (H/D) protonéw grup mocznikowych pozwala jednak zauwazy¢, ze o ile
pierwsze cztery reszty (liczagc od N-korica) przyjmujag stabilng konformacje heliakalng, o tyle dwie
ostatnie reszty (w tym guanidyniowa) charakteryzuje znacznie nizsza stabilnos¢ konformacyjna.

11
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Rysunek 5. Badania konformacyjne heksamerdow zawierajacych grupe guanidyniowa: a) widma CD tiomocznika
22 i odpowiednich pochodnych guanidyniowych w poréwnaniu z widmem homooligomocznika (U6, kolor
szary); b) poréwnanie rdznicy przesunie¢ chemicznych (A8) protondéw grup o-CHz

Przedstawione w pracy H7 wyniki pozwolity mi zaprojektowa¢ nowe foldamery, ktdre sg
przedmiotem prowadzonego przeze mnie projektu Sonata Bis.

Foldamery jako strukturalne mimetyki peptydéw i biatek

Struktura llI- i IV-rzedowa biatek determinuje ich funkcje, a jakiekolwiek nieprawidtowosci prowadzi¢
moga do utraty ich aktywnosci biologicznej lub powaznych zaburzen w ich funkcjonowaniu. Jednym z
czesto wystepujacych motywoéw struktur wyzszego rzedu w przypadku biatek sg tzw. superhelisy
(ang. coiled coil),* okre$lane takze jako ,peczki helis” (ang. helix bundles, w dalszej czesci
autoreferatu bede uzywata nazwy angielskiej). Ztozone sg z dwdch do czterech (ale rowniez wiecej)
amfifilowych a-helis i s3 wyraZnie wyodrebnione w czgsteczkach biatek.”?> W miejscach kontaktu helis
ze sobg znajdujg sie reszty aminokwasow hydrofobowych (najczesciej Leu, lle, Val). Hydrofobowe
reszty aminokwasowe zajmujg zwykle pozycje a i d w 7-aminokwasowym powtarzajgcym sie
motywie, okre$lanym jako heptad repeat abcdefg (Rysunek 6a).2* Pozycje e i g zajmowane s3 przez
reszty aminokwasdw natadowanych. Kombinacja oddziatywan hydrofobowych i jonowych decyduje o
orientacji helis wzgledem siebie, a wiec o topologii catych struktur (Rysunek 6a). Jako, ze te elementy
strukturalne znajdowane sg w biatkach naturalnych, zatem dotyczg zwigzkdw rozpuszczalnych w
wodzie. Dlatego tez od kilku lat prowadzone s3g intensywne badania nad wodorozpuszczalnymi

foldamerami, zdolnymi do tworzenia struktur wyzszego rzedu (llI- i IV-rzedowych).2>-%°

a) Peptydy b) Oligomoczniki

AP

natadowane +/-

N A S -
s £) i . 3
Aoz Q\Q <4/~ samoorganizacja g
E
{3 o)
Dy N 7 A H
/ D @ 5
O 1
SN Zo
Degd P
coiled-coil
lub
bundles

Rysunek 6. Schematyczne przedstawienie helis: a) peptydowej, z pokazaniem tzw. heptad repeat oraz zasady
samoorganizacji do struktur IV-rzedowych; b) oligomocznikowe;j
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25-27 28-30

W literaturze znane sg foldamery peptydowe, takie jak B-peptydy i hybrydy a/B-peptydowe
zdolne do tworzenia struktur typu bundles. W nurt tych badan doskonale wpisujg sie foldamery
oligomocznikowe. Jak wspomniatam na poczatku tego autoreferatu mozliwe jest wprowadzenie do
tancucha oligomocznika tancuchéw bocznych wszystkich naturalnych aminokwasow. Sprawia to, ze
zwigzki te sg doskonatymi kandydatami do poszukiwania rozpuszczalnych w wodzie sekwencji,
zdolnych do kontrolowanego organizowania sie w struktury IV-rzedowe. Bazujgc na opisanych
powyzej wymaganiach strukturalnych koniecznych do samoorganizacji obserwowanej w biatkach,
przystgpilismy do zaprojektowania sekwencji foldameréw oligomocznikowych (Rysunek 6b), tak by
zawieraty w odpowiednich potozeniach hydrofobowe tancuchy boczne (Leu) oraz tancuchy boczne
aminokwasow natadowanych (Glu, Lys lub Orn). Badania samoorganizacji zamierzalismy prowadzi¢ w
ciele statym (krystalizacja) oraz w roztworze. Pierwsze zaprojektowane sekwencje zawieraty na
N-koncu reszty p-bromofenylowg lub p-bromobenzylowg. Mimo obecnosci tancuchéw bocznych
zawierajgcych grupy karboksylowe i aminowe, zwigzki te nie rozpuszczaty sie w srodowisku wodnym.
Wodorozpuszczalnosé¢ uzyskalismy dopiero dla zwigzkdw zawierajagcych na N-korcu reszte
izopropylowa. Pierwsze zaprojektowane wodorozpuszczalne foldamery oligomocznikowe s3
przedmiotem pracy H3. Wszystkie oligomery zsyntezowatam metodg na fazie statej (SPoUS) przy
wykorzystaniu otrzymanych uprzednio przeze mnie karbaminianowych blokéw budulcowych z grupa
-Ns (praca H1). Synteza na fazie statej przebiegata w Srodowisku mikrofal (Schemat 4), a warunki
poszczegdlnych etapéw zostaty nieco zmodyfikowane w stosunku do tych, opisanych w pracy H1.
Spowodowane to byto obecnoscig odpowiednio zabezpieczonych grup funkcyjnych w tancuchach
bocznych poszczegdlnych blokéw budulcowych. Gotowe zwigzki 28-30 odszczepiatam od zywicy za
pomocy kwasu trifluorooctowego, a oczyszczanie prowadzitam za pomoca semi-preparatywnego
RP-HPLC. Po liofilizacji czyste zwigzki otrzymywane byly w postaci trifluorooctandw.
PrzeprowadziliSmy szereg prob krystalizacji takich pochodnych, jednak zadna z nich nie zakonczyta sie
sukcesem. Dlatego tez zdecydowalismy sie wymienié przeciwjon na anion chlorkowy (Schemat 4).

sprzgganie N;-BB wprowadzanie grupy N-koncowej

3eq N;-BB, 6eq DIPEA, DMF
3eq R-NCO, 6eq DIPEA, DMF

50W 50° C, 40 min.
50W, 50° C, 10 min.
—_—
HN-Q) R, JL
HN
redukcja grupy N;,

10eq PMe; dioksan/H,0

odszczepienie od ic
50W, 50° C, 2x15 min. p zywicy

95:2.5:2.5 TFA:TIS:H,0 wymiana TFA/HCI

0.1M HCI

30
+ -
NH; CI

Schemat 4. Otrzymywanie wodorozpuszczalnych foldameréw oligomocznikowych 28-30
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Zostato sprawdzonych kilkaset warunkéw krystalizacji (gotowe, komercyjne zestawy), jednak zadne z
nich nie daty zadowalajgcych rezultatdw. Dopiero zastosowanie surfaktantéw (detergentdéw) takich
jak CTAB (bromek heksadecylotrimetyloamoniowy) oraz SDS (dodecylosiarczan sodu), jako
sktadnikdw mieszaniny do krystalizacji (0,5M NaCl, 10mM MgCl,, 100mM bufor HEPES oraz 10mM
CTAB lub SDS) pozwolito na otrzymanie krysztatéw zwigzkdw 28-30 nadajgcych sie do badan RAS.
Okazato sie, ze poszczegdlne helisy w krysztale, kontaktujac sie ze sobg tworzg superhelise (Btagd! Nie
mozna odnalez¢ zrodta odwotania.c).

c) d) upakowanie upakowanie
\ ] oligomocznik 281 CTAB oligomocznik 281 SDS

&8 M M
i

G NI

Rysunek 7. Struktury krystaliczne uzyskane dla oligomocznikdw wobec surfaktantdow: a) oligomocznik 28
wobec CTAB; b) oligomocznik 28 wobec SDS; c) superhelisa utworzona z poszczegdlnych helis (dla jasnosci
rysunku nie pokazano czgsteczek detergenta); d) upakowanie oligomocznikéw i detergentow w sieci
krystalicznej

Dodatkowo, okazato sie, ze surfaktant, zaréwno dodatnio jak i ujemnie natadowany, petnit role
spoiwa, ,kleju molekularnego” czasteczek foldameréw w sieci krystalicznej. W przypadku CTAB
dodatnio natadowana trimetyloammoniowa ,gtowa” usytuowana byta w poblizu grup
karboksylowych reszt Glu" (gdzie u oznacza reszte mocznikowg), natomiast alifatyczny ,ogon” CTAB
hydrofobowo oddziatywat z tancuchami bocznymi reszt Leu" (Btgd! Nie mozna odnalezé zrddta
odwotania.a,d). W przypadku SDS, ujemnie natadowana grupa siarczanowa lokowata sie w poblizu
dodatnio natadowanych grup aminowych w taficuchach bocznych czasteczki oligomocznika (Btad! Nie
mozna odnalez¢ Zrdédta odwotania.b,d). Poréwnanie parametrow helisy, uzyskanej w wyniku
krystalizacji ze Srodowiska wodnego wobec surfaktantow, z parametrami helisy uzyskanej w wyniku
krystalizacji z rozpuszczalnikdw organicznych, pokazuje ze warunki krystalizacji majg znikomy wptyw
na geometrie helisy.

Rownolegle prowadzone byty badania nad optymalizacjg struktury pierwszorzedowej, zeby otrzymad
zwigzki zdolne do samoorganizacji do struktur IV-rzedowych typu bundles. Badania nad tym
zagadnieniem sg przedmiotem pracy H2, H4 oraz H5. Zwigzkiem wyjsciowym do wprowadzania
modyfikacji strukturalnych byt zwigzek 29. Jak pokazatam na Rysunek 8, postanowilismy wydtuzy¢
tancuch gtéwny o dodatkowg reszte Leu" w celu zwiekszenia ilosci oddziatywan hydrofobowych, przy
czym w opisanych powyzej strukturach krystalicznych takg role petnit taricuch hydrofobowy
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detergenta. Dodatkowo zamieniliémy jedng z reszt Phe" na Tyr' w celu polepszenia rozpuszczalnosci
zwigzku w wodzie, natomiast drugg na Ala" z krotkim taricuchem bocznym. Nowy oligomer 31 zostat
otrzymany na fazie statej, z N3-BB w warunkach podanych na Schemat 4, a jon trifluorooctanowy
zostat wymieniony na anion chlorkowy.

Phe" Ala¥
PheY, Lys" Tyr* Lys*
Lys" Lys*

optymalizacja

struktury
Glu' Glu¥
GluY Gluv
Leu" Leu
Leu" Leu'
NH,
Leu’; OH O_OH
i i i °J? i IE i 15
HoH H H H H H H HoH ]
)\NJ\N "\g/"\/\NJ\N "\g"\/\NJLN N\g/N\/\NJ\N N\g/N\/\NJLN "\gf“\/\NJ\N N\g/""z
H H H H H H H H H H H H

Rysunek 8. Optymalizacja struktury I-rzedowej w kierunku samoorganizacji do struktur wyzszego rzedu

Okazato sie, ze stosunkowo niewielkie zmiany w strukturze I-rzedowej miaty bardzo duze
konsekwencje jesli chodzi o samoorganizacje do struktur wyzszego rzedu, co zostato opisane w pracy
H2. Warto tutaj zaznaczy¢, ze do krystalizacji (20% izopropanol, 200mM CaCl, oraz 100mM bufor
CH3;COONa o pH 4,6) zwigzku 31, a takze zwigzkdéw opisanych ponizej, nie wymagany byt dodatek
detergentu. Struktura krystaliczna zwigzku 31 pokazata tworzenie kapsuty typu helical bundle,
ztozonej z 6 niezaleznych helis oligomocznikowych, uktadajgcych sie w trzy dimery, z ktérych kazdy
sktada sie z helis utozonych antyréwnolegle wzgledem siebie. Kapsuta posiada hydrofobowe wnetrze,
utworzone przez tancuchy boczne Leu", natomiast natadowane taricuchy boczne Lys" i Glu* znajduja
sie na zewnatrz (Rysunek 9). Zmierzona objetos¢ wnetrza kapsuty (,luka” na Rysunek 9) wynosi
495A3,

Rysunek 9. Samoorganizacja i struktura krystaliczna oligomocznika 31
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Oprdcz badan w ciele statym, tworzenie dobrze zorganizowanej struktury 1V-rzedowej zostato takze
potwierdzone w roztworze za pomocga szeregu metod, takich jak natywna spektrometria masowa
(natywna ESI-MS), dichroizm kotowy czy spektroskopia wysokopolowego jagdrowego rezonansu
magnetycznego (700 i 800MHz).

Natywna ESI-MS pokazata, ze pik odpowiadajacy strukturze heksamerycznej zwigzku 31, ma
najwyzszg intensywnos$¢ sposrod wszystkich pikdéw obserwowanych dla struktur multimerycznych
(Rysunek 10a). Celem potwierdzenia, ze dane uzyskane za pomocy ESI-MS wynikajg z tworzenia
struktury IV-rzedowej, a nie tylko jondw klasterowych, zostat otrzymany zwigzek 32 (kontrola
negatywna), w ktérym centralna reszta Leu", zostata podstawiona Asn“ (Rysunek 10c). Zgodnie z
zatozeniem zwigzek 32, nie powinien organizowac sie do struktury IV-rzedowej, ze wzgledu na brak
hydrofobowego taricucha bocznego centralnej reszty Leu“ koniecznego do stabilizacji kapsuty.
Rzeczywiscie, za pomocg ESI-MS nie udato sie zaobserwowac prawie zadnych pikow, poza pikiem
odpowiadajgcym pojedynczej helisie (Rysunek 10c). Dodatkowo, nie udato sie réwniez otrzymac
krysztatéw zwigzku 32.

Eksperymenty CD przeprowadzone dla zwigzku 31 takze potwierdzity tworzenie kapsut. Z literatury
wiadomo,®! ze im wyzsze stezenie zwigzku, ktdry potencjalnie moze organizowaé sie do struktur
wyzszego rzedu, tym eliptycznos¢ molowa powinna byé wyzsza, co zaobserwowalismy dla zwigzku 31
(Rysunek 10b). Kolejnym otrzymanym zwigzkiem byta pochodna 33 (Rysunek 10d), w ktérej reszta
Leu" na N-koncu zostata podstawiona resztg Ser". Okazato sie, ze zwigzek ten, podobnie jak zwigzek
31, ulegat samoorganizacji do heksamerycznej kapsuty, jednak stabilnos¢ tej struktury, badana m.in.
za pomocg CD, byta nieco nizsza niz dla zwigzku 31.

a) b)
g 80 ——200uM
< 50 ——100uM
1000 & —som
3 25uM
o
2 £ 30
5 = —125uM
8 Ng 20 —6.25uM
—3.1. M
® 10 34250
S
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1 195 205 215 225 235
o -10 2.[nm]
20
c)
o o
PJE NS PN .
H :rjr H H H
1 71167,
07 oH o -
NH, 1800 2000 2200 2400 2600 2800 (m/z)

zw. 31 - niebieski
zw. 33 — czerwony

Rysunek 10. Badania samoorganizacji helis w srodowisku wodnym: a) widmo ESI-MS foldameru 31;
b) pomiary CD w zaleznosci od stezenia dla zwigzku 31; c) sekwencja foldameru 32 (z zaznaczonym miejscem
modyfikacji) oraz widmo ESI-MS; d) sekwencja foldameru 33 (z zaznaczonym miejscem modyfikacji) oraz
natozenie struktury krystalicznej zwigzkéw 31 33
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Oprécz modyfikacji hydrofobowego fragmentu helisy (zwiazki 32 i 33) wprowadzilismy takze
modyfikacje w natadowanym fragmencie hydrofilowym. Otrzymatam zwigzek 34 réznigcy sie od
zwigzkéw opisanych powyzej wzajemnym roztozeniem reszt natadowanych i hydrofobowych
(Rysunek 11). Okazato sie, ze taka modyfikacja struktury I-rzedowej prowadzita do zupetnie innego
sposobu samoorganizacji (Rysunek 12).

Glu* Tyr*
NH, Lys* Alas
OH Oy _OH
HTIEN VIRV SRR INUE N STBE s
H H WM HoH H oH H OH H H N
\rN\g/N\/\NJLN N\Q/N\/\NJLN N\g/N\/\NJLN N\g/N\/\N,U\N N\g/N\:/\NJLN N N\:/\NJLN N__NH, Lot Lot
I A H T OH W T OHOH I OH H H/HH \g/;un\g/ cind eu Leu!
Lys"
j\ Oj\OH 34
NH, Lewt

Leu"
Leu*

Rysunek 11. Sekwencja zwigzku 34

Struktury krystaliczne zwigzku 34 pokazaty, ze tworzyly sie superhelikalne kanaty (ztozone z 6
superhelis), w ktérych wnetrzu znajdowaty sie reszty natadowane, a zewnetrze sktadato sie z reszt
hydrofobowych. Wnetrze kanatéw wypetnione byto czgsteczkami wody.

Rysunek 12. Superhelikalne kanaty tworzone przez oligomocznik 34

Wida¢ zatem, ze odpowiednio dobierajgc strukture I-rzedowa, mozna sterowac sposobem
samoorganizacji poszczegélnych molekut. Dodatkowo, niewielkie zmiany w sekwencji, podstawienia
lub przesuniecia poszczegdlnych reszt, prowadzg albo do utraty zdolnosci samoorganizacji, albo do
tworzenia zupetnie réznych struktur wyzszego rzedu (kapsuty lub kanaty, Rysunek 13).

@2@

@ reszty natadowane
@ © reszty nienatadowane

Rysunek 13. Zaleznos¢ struktury IV-rzedowej od struktury I-rzedowej

17



Wykorzystujac fakt, ze foldamer 31 tworzy kapsuty (Rysunek 9) przystgpilismy do kolejnego etapu
badan, ktéry polegat na prébie zamkniecia czgsteczki goscia we wnetrzu kapsuty. Badania dotyczace
tego zagadnienia sg przedmiotem pracy H5, a po czesci takze H4. Jako, ze wnetrze kapsuty jest
hydrofobowe (taricuchy boczne reszt Leu"), poczatkowo jako czgsteczke goscia wybralismy I, (praca
H4). Badania rozpoczelismy od préb krystalizacji, do mieszaniny krystalizacyjnej dodajgc roztwor jodu
(roztwor zwigzku 31 o stezeniu 10 mg/ml, 15% izopropanol, 100mM bufor CH;COONa o pH 4,6,
200mM CaCl; oraz 0,75mM |;). Okazato sie, ze I, nie ulegat zamknieciu we wnetrzu kapsuty, ale
przebiegata reakcja chemiczna ze zwigzkiem 31. Pierscien aromatyczny reszty mocznikowej Tyr"
ulegat w warunkach krystalizacji (in situ) reakcji podwdjnej substytucji elektrofilowej w pozycjach
orto w stosunku do grupy hydroksylowej. Prowadzito to do otrzymania zwigzku 35 (Rysunek 14a).
Kolejno, okazato sie, ze podstawienie w pierscieniu aromatycznym Tyr" nie ma wptywu na strukture
lI-rzedowa i zwigzek 35 zwijat sie w helise typu 2.5 (Rysunek 14b). Dodatkowo helisy te organizowaty
sie w kapsute niemal identyczng do tej, otrzymanej dla zwigzku 31 (Rysunek 14c). Pierscien Tyr"
znajduje sie na zewnatrz kapsuty, dlatego chemiczna ingerencja w tym miejscu nie miata
negatywnych skutkdow jesli chodzi o proces samoorganizacji do struktury IV-rzedowej.

ws :
T
hydrofobowe

wnetrze kapsuty

Rysunek 14. Foldamer 35: a) sekwencja zwigzku, reszte di-jodo Tyr' zaznaczono kolorem fioletowym;
b) pojedyncza helisa, atomy jodu zaznaczono kolorem pomaranczowy; c) kapsuta utworzona przez 6 helis
zwigzku 35

W pracy H5 udato nam sie udowodnié, ze mozliwe jest wprowadzenie goscia do kapsuty
oligomocznikowej. W literaturze znane sg przyktady kapsut foldamerowych wigzacych czasteczki
goscia, najczesciej jednak sg to pojedyncze helisy, ktore ,zawijajg” sie na gosciu dziatajgcym jak
templat.3%3> Do badari kompleksowania wykorzystaliémy ponownie zwigzek 31. Doktadna analiza
wnetrza otrzymanej kapsuty pokazata, ze sktada sie z niemal sferycznej komory i trzech ,tuneli”
utozonych pod katem 120° (Rysunek 15a). Mieszanina do krystalizacji zawierata w sktadzie
izopropanol. Udato sie otrzymaé krysztaty z czasteczkami tego alkoholu, jako goscia, we wnetrzu
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kapsuty. Wnetrze to, jak juz wspomniatam kilkukrotnie powyzej, jest hydrofobowe, jednak w kazdym
ytunelu” znajdujg sie dwie grupy karbonylowe reszt Leug’, potencjalnie bedgce akceptorami wigzan
wodorowych (Rysunek 15b).

Rysunek 15. Kapsuta ztozona z 6 helis zwigzku 31: a) z zaznaczeniem pustej przestrzeni w srodku; b) reszty Leug"
(czarnymi strzatkami zaznaczono potencjalne miejsca akceptorowe wigzan wodorowych)

W krysztatach zwigzku 31 z izopropanolem, grupy -OH czasteczki alkoholu tworza wigzania
wodorowe z tlenem grupy karbonylowej Leug", a taficuch alifatyczny umieszczony jest w ,tunelu”.
Stosunek oligomocznika do alkoholu wynosit 2:1. Te wstepne badania zachecity nas do sprawdzenia,
jak beda zachowywac sie alkohole o dtuzszych, nierozgatezionych tancuchach alifatycznych. Badania
prowadzilismy wobec odpowiednich alkoholi w roztworze za pomocg metody CD oraz w ciele statym
przy uzyciu RAS. Za pomocg CD wyznaczyliSmy tzw. temperatury topnienia, pokazujgce trwatosc
danej struktury przestrzennej (Tabela 3). Im wyzsza temperatura topnienia, tym bardziej stabilna
struktura.

Tabela 3. Wptyw goscia na stabilnos¢ i objetos¢ kapsuty

o T | am rq | IStz kapay
bez goscia 41,5 - 495
izopropanol 46,4 +4,9 513
1-butanol 50,8 +9,3 517,4
1-pentanol 54,9 +13,4 526,4
1-heksanol 53 +11,5 543,0
2-etoksyetanol 44,5 +3,0 502,9
2-propoksyetanol 47,1 +5,6 484,8
1,4-butanodiol 43,6 +2,1 500,5

@ wyznaczona za pomocg CD, alkohole w stezeniu 1% (v/v)
b wyznaczona ze struktur krystalicznych

Ponadto, udato sie otrzyma¢ krysztaty zwigzku 31 ze wszystkimi badanymi alkoholami (Rysunek 16).
Okazato sie, 7ze objetos¢ kapsuty zmieniata sie w zaleznosci od wielkosci goscia i dla 1-heksanolu byta
najwieksza (Tabela 3). Oprdcz prostych alkoholi alifatycznych, zbadalismy takze wigzanie alkoholi z
polarnymi grupami w tancuchu. Czasteczki tych alkoholi interkalowaty sie do wnetrza kapsut, a w
przypadku 1,4-butanodiolu dato sie zaobserwowac takze wigzania wodorowe miedzy poszczegdlnymi
czasteczkami goscia (Rysunek 16).
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Rysunek 16. Struktury krystaliczne kompleksow kapsuta-gosé (fragmenty kapsuty ze zwigzanym gosciem)

Badania opisane w pracy H5 pokazuja, ze mozliwe jest ,,wypetnienie” kapsuty utworzonej przez helisy
oligomocznikowe czgsteczkami goscia i prowadzi to jedynie do niewielkich zmian wyjsciowej
struktury IV-rzedowej. Ponadto, uzyskane wyniki w przysztosci przyczyni¢ sie moga do projektowania
nowych systemow dostarczania lekdw czy tez nanoreaktorow do przeprowadzania reakcji
chemicznych.

Foldamery jako funkcjonalne mimetyki peptydéw i biatek

Jak wspomniatam na poczatku tego autoreferatu, alifatyczne N,N’-dipodstawione oligomoczniki
zwijajg sie w helise typu 2.5. Czyni to z nich atrakcyjne modele do badania wfasciwosci fizyko-
chemicznych zwigzanych ze strukturg drugorzedowa molekut. Jedng z takich wtasciwosci jest zjawisko
transportu elektronédw. Proces ten jest jedng z podstawowych reakcji w przyrodzie.?® Odgrywa
kluczowa role w procesach fotosyntezy, oddychaniu komdrkowym, reakcjach enzymatycznych,
aktywacji lekow i wielu innych. Mechanizm tego procesu caty czas nie jest do korica poznany dla
biatek natywnych, dlatego szuka sie prostszych uktadéw modelowych do jego badania. Badania
dowiodty, ze peptydy sg doskonatymi mediatorami transportu elektronéw.3”*? Okazato sie réwniez,
ze efektywnos$¢ tego procesu moze by¢ modulowana za pomocg zmian struktury ll-rzedowej
mediatora, a a-helisa jest jednym z najbardziej wydajnych elementéw strukturalnych uczestniczgcych
w procesie transportu elektronéw. Obecnie uwaza sie, ze proces ten w peptydach zachodzi wedtug
dwdch mechanizmdéw.*® Jeden z nich to tunelowanie, a wiec jednoetapowy ,przeskok” elektronu,
drugi to tzw. hopping, czyli wieloetapowy , przeskok” elektronu miedzy sgsiadujgcymi jednostkami
(Rysunek 17, na przyktadzie badan za pomocg AFM).

20



ostrze
AFM

tunelowanie
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Rysunek 17. Postulowane mechanizmy transportu elektronédw przez helikalne mediatory na przyktadzie badan
za pomocg AFM

Ponadto teoretyczne przewidywania sugeruja,** ze dla heliakalnych czasteczek wraz ze wzrostem
dtugosci tancucha, mechanizm zmienia sie z tunelowania na hopping. Teoria ta byta bardzo trudna do
zweryfikowania dla a-peptydow, ze wzgledu na duzg labilnos¢ konformacyjng zwigzkow
zbudowanych z mniej niz 10 reszt aminokwasowych. Z tego powodu uznatam, ze foldamery
oligomocznikowe beda doskonatymi zwigzkami modelowymi do udowodnienia (lub obalenia) teorii.
Badania nad tym zagadnieniem sg opisane w pracy H6 oraz H9, a takie sg przedmiotem
prowadzonego przeze mnie projektu Opus.

Proces transportu elektrondw mozna badac réznymi metodami, jednak pierwszy etap polega zwykle
na utworzeniu monowarstwy (SAM — ang. self assembled monolayer) na powierzchni przewodzacej,
najczesciej ztota. Czasteczka tworzaca monowarstwe musi wiec posiadaé tzw. grupe kotwiczaca,
najczesciej jest to grupa tiolowa -SH. W przypadku badanych przeze mnie zwigzkéw, do
wprowadzenia tej grupy wybratam cysteaminowg jednostke mocznikowsa. Struktury zwigzkéw
badanych pod katem transportu elektrondw w pracy H6 przedstawie w dalszej czesci tego
autoreferatu.

W trakcie syntezy tych zwigzkéw zauwazytam, ze grupa tiolowa ulega utlenianiu do mostkow
disulfidowych, a szybkos¢ tej reakcji silnie zalezy od warunkéw. Postanowitam glebiej zbadac to
zagadnienie, co zaowocowato powstaniem pracy H8.

a)
ST LA
/\/\NJ\N N\n,N\/\NJ\N/\/ \/\NJ\N N\n’N\/\NJ\N/
H H 6 i H H H H & ¢ H H
36 \r 37 \r
b)
Q J\/H H 2 2 H H I 9
/\/\NJ\N N\n/N\_/\NJLN/\/ \/\NJL"Q/NTN\/\NJLN/\/\
H H o i H H H H 5 H

Y 38

o] o]
- he
Rysunek 18. a) Oligomoczniki z grupa tiolowa badane pod katem utleniania; b) Odpowiednie dimery z
wigzaniem disulfidowym
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Do badania wptywu warunkéw na szybkos$¢ utleniania pochodnych tiolowych wybratam krotkie
oligomoczniki, zawierajace grupe -SH na C- lub N-koricu (Rysunek 18a, odpowiednio zwigzek 36 i 37).
Okazato sie, ze szybko$¢ reakcji utleniania w zasadzie nie zalezy od potozenia grupy —SH w faricuchu
gtéwnym (N- lub C-koniec), natomiast duzy wptyw na szybko$¢ ma temperatura reakcji i
rozpuszczalnik. Postep reakcji utleniania badatam za pomocg metody RP-HPLC. Do badan wybratam
dwa rozpuszczalniki, CH;OH i DMSO, czesto stosowane takie do badarn NMR. Reakcje utleniania
badatam zawsze w tym samym stezeniu (2mM) w temperaturze pokojowej, a takze w 40 °C i 60 °C
(Rysunek 19). Okazato sie, ze reakcja w CH3OH byfa bardzo wolna bez wzgledu na temperature.
Podobne rezultaty zaobserwowatam w DMSO w temperaturze pokojowej. Po 72h w prébce obecne
byto mniej niz 5% dimerdw, odpowiednio 38 i 39 (Rysunek 18). Po tym samym czasie w temperaturze
60°C, zawarto$¢ dimeru wzrosta do 20%. Dla prébek rozpuszczonych w DMSO zbadatam takze wptyw
stezenia, porownujgc probki, w ktdrych poczatkowe stezenie monomeru byto 2 i 20mM. Badania
stezeniowe prowadzitam w 60 °C. Okazato sie, ze stezenie ma niewielki wptyw na szybkos¢ reakgji.
Dodatkowo, zbadatam takze wptyw obecnosci zasady (amina Ill-rzedowa, DIPEA) na szybkos¢ reakc;ji
tworzenia mostkéw disulfidowych. Z literatury wiadomo, ze obecnosé¢ zasady przyspiesza reakcje
tworzenia mostkéw disulfidowych, ze wzgledu na tworzenie silnie nukleofilowych tiolanéw.* Reakcje
badatam dla niewielkiego nadmiaru ilosci zasady (1,4 ekw.) oraz dla duzego jej nadmiaru (140 ekw.).
Im wiecej aminy w Srodowisku reakcji, tym utlenianie byto szybsze (Rysunek 19b). Dodatkowo, w
DMSO reakcja zachodzita duzo szybciej niz w CH3OH. Poniewaz szybkosci reakcji w CHsOH i DMSO
znacznie sie roéznity, postanowitam sprawdzi¢ przebieg utleniania w mieszaninie tych dwodch
rozpuszczalnikdw, zwiekszajgc udziat DMSO w stosunku do CHsOH.

a) 1w - N — b) 100me A -4 40°C MeOH 140eq DIPEA
90 = e0
;
& = 60°C2mM DMSO e - 40°C MeOH 1.4eq DIPEA
5 10 5 - 60°C DMSO 140eq DIPEA
T o0 - RT 2mM DMSO g €60
£ 5 E 50 <& 60°C DMSO 1.4eq DIPEA
2 x = 40°C 2mM MeOH £ w0
]
E 0 E 30 ~#= RT DMSO 140eq DIPEA
R 2 ~+-40°C 2mM 2:8 DMSO:MeOH X 0 - RT DMSO 1.4eq DIPEA
10 10
0 ! . —— < 40°C 2:8 DMSO:MeOH
T 20 30 40 50 6o 7o O 2mM28DMSOMeOH 0 50 100 150 200 250 300 350 140 eq DIPEA
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c)1e d) '™
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80 <+ 2h 80 4 30min
70 5 0
g e * éh E 60 < 60min
£ 50 e il 50 o .
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2 4 2w min
S 30 < 4sh 2 30 < 240min
£ 50 £ 20
&  72h - 360 min
® ® 0
o0l ol
0 20 10 80 80 100 0 20 40 50 80 100
% DMSO w MeOH % DMSO w MeOH z dodatkiem 140eq DIPEA

Rysunek 19. Wptyw warunkow reakcji na szybko$é dimeryzacji zwigzku 36: a) CH3OH lub/i DMSO w réznych
temperaturach; b) CH3OH lub DMSO w réznych temperaturach z dodatkiem DIPEA; ¢) DMSO w CH3OH w 40°C;
d) DMSO w CH30H z dodatkiem DIPEA w 40°C

Otrzymane wyniki byty zaskakujgce. Okazato sie, ze szybkos¢ dimeryzacji silnie zalezy od ilosci DMSO i
reakcja byfa najszybsza, kiedy stosunek objetosciowy DMSO:CH3sOH wynosit 2:3 (Rysunek 19c). Kiedy
jednak do mieszaniny reakcyjnej dodatam 140 ekw. DIPEA, zawarto$¢ dimeru w mieszaninie rosta
stopniowo wraz ze wzrostem zawarto$ci DMSO (Rysunek 19d). Otrzymane w pracy H8 wyniki
pozwalajg m. in. na dobdr warunkéw do przeprowadzania pomiarow fizykochemicznych, np. NMR
zwigzkdéw z grupg tiolowa, tak by unikngé niechcianej dimeryzacji. Z drugiej strony, jesli celem
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syntetycznym jest otrzymanie dimeru, na podstawie tych wynikow mozna dobraé¢ warunki, w ktérych
reakcja bedzie najszybsza. Badania przeprowadzone w trakcie przygotowywania pracy H8 pozwolity
mi unikna¢ niechcianej dimeryzacji przy syntezie zwigzkéw bedacych przedmiotem pracy H6.

Gtéwny cel pracy H6 polegat na sprawdzeniu, czy foldamery oligomocznikowe mogg by¢ stosowane
jako mediatory transportu elektrondw i jaki jest mechanizm tego procesu. Zsyntezowatam wiec dwie
serie oligomeréw rdzinigce sie potozeniem reszty cysteaminowej (na C- lub N-koncu tancucha
gtéwnego foldameru). Synteze oligomerdw prowadzitam w roztworze, stosujgc karbaminianowe
bloki budulcowe, w ktérych grupa aminowa zabezpieczona byta grupg Boc. W kazdej serii
otrzymatam trzy zwiazki (Schemat 5a,b, symbole zwigzkéw pokazujg potozenie grupy tiolowej oraz
catkowity liczbe wigzan mocznikowych) rdznigce sie liczbg reszt: dimer (37 HS-3 oraz 36 3-HS),
tetramer (40 HS-5 oraz 42 5-HS) i heksamer (41 HS-7 oraz 43 7-HS).
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H H
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Schemat 5. Oligomoczniki do badan transportu elektrondéw i substraty wyjsciowe: a) z grupa tiolowa na
N-koncu (synteza w roztworze); b) z grupg tiolowg na C-koncu (synteza w roztworze); c) z grupg tiolowa na
N-koncu (synteza na nosniku statym w obecnosci promieniowania MW)
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Wszystkie zwigzki zostaty przebadane szeregiem metod fizykochemicznych pod katem przyjmowanej
przez nie konformacji (Rysunek 20a-d). Badania za pomocg NMR (poréwnanie rdznic w
przesunieciach chemicznych diastereotopowych protonéw grup o-CH,, (Rysunek 20a)), a zwtaszcza
dichroizmu kotowego pozwolity okresli¢ konformacje zwigzkéw w roztworze. Tetramery i heksamery
dawaty charakterystyczny wyglad widma CD, z silnym efektem Cottona przy A = 202-203 nm,
natomiast dla dimeréw pasmo to miafto bardzo niska intensywno$¢ (Rysunek 20b). Swiadczy to o
duzej labilnosci konformacyjnej najkrétszych oligomocznikéw. Dodatkowo, poréwnanie widm CD dla
tetrameru i heksameru potwierdza zaleznos¢ stabilnosci struktury ll-rzedowej od dtugosci oligomeru.
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Rysunek 20. Badania konformacyjne oraz badania transportu elektronéw krétkich oligomocznikéw: a) fragment
widma COSY zwigzku 41, pokazujgcy réznice w przesunieciu chemicznym protondéw grup o-CHz; b) widma CD;
c) struktura RAS pochodnej zwigzku 40 z grupa Trt; d) widma FTIR; e) przyktadowe zaleznosci pradowo-
napieciowe oraz zalezno$¢é przewodnictwa od grubosci monowarstwy

Struktura w ciele statym zostata zbadana za pomocg metody FTIR (Rysunek 20d). Heliakalne
foldamery oligomocznikowe, podobnie jak peptydy, dajg charakterystyczny wyglad widma IR.*47
Dwa silne pasma pojawiajg sie przy 1630-1638 cm™ (tzw. urea /) oraz 1571-1578 cm™ (tzw. urea II).
Obecnos¢ pasm w tym zakresie swiadczy o przyjmowaniu przez oligomoczniki helisy typu 2.5. Jak
tatwo mozna zauwazy¢ widma FTIR tetramerdw i heksamerdow sg niemalze identyczne, natomiast na
widmach najkrétszych oligomeréw obecne jest dodatkowe pasmo przy ok. 1600 cm?, ktére
Swiadczy¢ moze o wiekszej labilno$ci konformacyjnej i izomeryzacji cis-trans poszczegdlnych wigzan
mocznikowych (Rysunek 20d). Dla tetrameru Trt-S-5 (pochodna zwigzku 40 z zabezpieczeniem
trytylowym) otrzymatam monokrysztaty, odpowiednie do badan RAS, ktére dodatkowo potwierdzity
strukture heliakalng w ciele statym (Rysunek 20c). Z przedstawionych danych dotyczacych badan
konformacyjnych wynika, ze potozenie reszty cysteaminowej (N- lub C-koniec oligomeru) nie ma
wptywu na helikalnos¢ uzyskanych zwigzkéw. Po potwierdzeniu struktury ll-rzedowej, wszystkie
foldamery oligomocznikowe zostaty poddane procesowi samoorganizacji na powierzchni ztota, a
nastepnie przebadane pod kgtem transportu elektrondw za pomocg Mikroskopii Sit Atomowych
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(AFM). Okazato sie, ze transport elektronéw przez foldamery oligomocznikowe zbudowane z
maksymalnie 6 reszt mocznikowych zachodzi zgodnie z mechanizmem tunelowania. Swiadczy o tym
wartos¢ wspotczynnika tunelowania 3, wynoszgca ~7 nm™ (Rysunek 20e). Pomiary AFM standardowo
wykonywane byly przy sile nacisku sondy na monowarstwe réwng 0,5 nN. Chcac sprawdzi¢
elastycznos¢ monowarstwy (a takze stabilnos¢ struktury ll-rzedowej), stopniowo zwiekszalismy site
nacisku i badaliSmy przewodnictwo tej monowarstwy. Okazato sie, ze do sity nacisku ok. 3 nN,
przewodnictwo rosto, co byto zgodne z oczekiwaniami, bo zmniejszat sie dystans miedzy ostrzem
AFM a kontaktem metalicznym (helisa, niczym sprezyna, ulegata kurczeniu i/lub zmieniat sie kat
nachylenia), w przedziale 4-5 nN przewodnictwo utrzymywato sie na statym poziomie, po czym
ulegato nieregularnym zmianom przy sile nacisku sondy powyzej 5 nN. Spowodowane to byto
najprawdopodobniej zmianami w strukturze monowarstwy i zaburzeniem struktury heliakalnej
oligomocznikdw jg tworzacych.

Badania nad przewodnictwem oligomocznikdw o dtuiszym tancuchu gtéwnym (do 12 reszt
mocznikowych) sg przedmiotem kolejnej publikacji H9. Trzy zwigzki 44-46 (oktamer HS-9, dekamer
HS-11 i dodekamer HS-13) zostaty otrzymane na nosniku statym w obecnosci mikrofal, a reszta
cysteaminowa dotgczona byta do N-konca (6+ biegun dipola) oligomeru (Schemat 5c).

Tabela 4. Poréwnanie teoretycznych dtugosci helis oligomocznikowych z gruboscia tworzonych przez nie
monowarstw

Dtugos¢ helisy Grubos¢ monowarstwy przy
Zwigzek oligomocznikowej nacisku réownym 0,5 nN
[nm]? [nm]®
44 (HS-9) 2,02 1,82+0,2
45 (HS-11) 2,43 2,09+0.33
46 (HS-13) 2,84 2,5840,35

@ dtugosc helis zostata okreslona zaktadajac, ze zwigzki te zwijajg sie w helise typu 2.5 oraz, ze 2,48 reszt tworzy
jeden zwrot, co odpowiada 5,03A na zwrot.2 Dla tacznika cysteaminowego przyjeto dtugosé 4 A.
b grubo$¢ monowarstw zostata okre$lona za pomocg metody AFM

Tak samo, jak w przypadku zwigzkédw bedacych przedmiotem publikacji H6, struktura ll-rzedowa
(helisa typu 2.5) foldamerdw 44-46 zostata potwierdzona za pomocg widm dichroizmu kotowego oraz
FTIR. Dodatkowo, wykonane zostaty takze widma PM IRRAS (Polarization Modulation-Infrared
Reflection-Adsorption Spectroscopy, Rysunek 21a). Dzieki tej metodzie pokazali$my, ze struktura Il-
rzedowa badanych zwigzkdw nie zmienia sie po utworzeniu monowarstwy i nadal pozostaje
helikalna. Ponadto poréwnanie stosunku pola powierzchni pasm urea | / urea Il pozwala wyciggnaé
whniosek, ze helisy oligomocznikowe ustawiajg sie niemalze prostopadle w stosunku do powierzchni
ztota (im wieksza rdznica w intensywnosci obu pasm, tym bardziej pionowe ustawienie zwigzkéw w
stosunku do powierzchni).**>° Dodatkowo potwierdza to poréwnanie gruboéci monowarstwy z
teoretyczng dtugoscig helis poszczegdlnych zwigzkéw (Tabela 4). Zwigzki 44-46 zostaty nastepnie
przebadane pod katem transportu elektronéw za pomocg metody AFM i wyznaczony zostat
wspotczynnik B = 0.92-0.95 nm™* (Rysunek 21b). Poréwnanie wartosci B dla oligomocznikéw krétkich
(2-6 reszt mocznikowych, praca H6) i dtugich (8-12 reszt mocznikowych, praca H9) pozwala
stwierdzi¢, ze mechanizm transportu elektronéw zmienia sie wraz ze wzrostem dtugosci tancucha
gtéwnego, a zmiana z tunelowania na hopping nastepuje, gdy grubos¢ monowarstwy wynosi ok. 1,8 -
2,0 nm. Jednak najbardziej interesujgcg ceche oligomocznikéw 44-46 zwigzang z wtasciwosciami
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elektrycznymi otrzymanych z nich monowarstw zaobserwowaliSmy przy wysokich napieciach (+1.0V,
Rysunek 21c). Okazato sie, ze wydajnos¢ transportu elektronéw w foldamerach oligomocznikowych
zalezy od kierunku przeptywu elektronéw, a natezenie pragdu ptyngcego przez nie przy dodatnim
napieciu (zgodnie z kierunkiem dipola) jest znacznie wyzsze niz przy ujemnym napieciu (Rysunek
21d). Rdznice te wyraza tzw. wspétczynnik rektyfikacji (RR), czyli stosunek natezenia pradu przy
dodatnim i ujemnym napieciu.

a) d)
03 44 (HS-9) 03 45 (HS-11) 0.3 46 (HS-13)
© 1638.0 " 1640.8 ® 1638.9
< < <
S llurea Il = 5.65 g realiureall=4.40 | £ urea llurea Il = 6.45
F o2 rea tlurea Foz2 “ Zo2 ostrze
2 L 9 AFM
= = =
7 i i3
2 0.1 o1 201
3 3 g 1577.0 O~
B 3 3
0.0 0.0 0.0
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b) c)
1.50
44 (HS-9) 154 — a4(Hs-9)
178 S a5 (Hs-11) = 10] — as(Hs-11)
200 SN N < 05] — 46(Hs-13) S5+
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Rysunek 21. a) Widma PM IRRAS oligomocznikow 44-46 (zakres pasm typu urea | i urea Il); b) Zaleznos¢
przewodnictwa od grubosci monowarstwy; c) Przyktadowe zaleznosci pradowo-napieciowe dla wysokich
napieé; d) Graficzne przedstawienie zaleznosci wydajnosci transportu elektronéw od kierunku momentu

dipolowego

Wyznaczone wspotczynniki rektyfikacji sg znacznie wyzsze (3-4 razy) niz dla peptydow o tej samej
dtugosci taricucha. Swiadczy to o tym, ze helikalne oligomoczniki w przysztoéci moga by¢ doskonatymi
kandydatami do konstruowania nowych molekularnych diod, a takze mogg znalez¢ zastosowanie do
projektowania nowych materiatow dla nanoelektroniki.

Mam nadzieje, ze z powyzszego opisu widac, ze foldamery oligomocznikowe i ich pochodne stanowig
bardzo atrakcyjne naukowo strukturalne jak i funkcjonalne mimetyki peptydéw i biatek.

Jestem pewna, ze zainteresowanie tymi zwigzkami bedzie rosto, a oligomoczniki znajdg zastosowanie
np. jako potencjalne systemy dostarczania lekdéw czy materiaty o nowych wtasciwosciach.

Za swoje najwazniejsze osiggniecia uwazam:

e opracowanie wydajnej metody otrzymywania karbaminianowych blokéw budulcowych z
grupg -N; jako zamaskowang grupg aminowa (N3-BB). Metoda ta ma zastosowanie
szczegblnie przy otrzymywaniu mocznikowych blokéw budulcowych z alifatycznymi
tancuchami bocznymi

e opracowanie i optymalizacie metody wprowadzania grupy guanidyniowej do tancucha
gtéwnego foldameru. Zwigzkiem wyjsciowym do reakcja guanidynylacji jest foldamer z grupa
tiomocznikows i reakcja ta zachodzi z bardzo dobrymi wydajnos$ciami, takze dla oligomeréw
juz zwinietych w helise
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zaprojektowanie i  otrzymanie  pierwszych  wodorozpuszczalnych  foldamerdéw
oligomocznikowych zdolnych do samoorganizacji do struktur wyzszego rzedu. Niewielkie
zmiany w strukturze I|-rzedowej badanych zwigzkéw (wzajemne ,przesuniecia” reszt
hydrofobowych i hydrofilowych) prowadzity do zupetnie réinych struktur IV-rzedowych
(zamkniete kapsuty vs. otwarte kanaty)

zaprojektowanie i otrzymanie foldamerdw oligomocznikowych jako mediatoréw transportu
elektronéw. Okazato sie, ze oligomoczniki, zdolne do samoorganizacji na powierzchni w
postaci monowarstw, wykazujg szereg bardzo ciekawych witasciwosci jesli chodzi o stabilnos¢
oraz przewodnictwo tych monowarstw.
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carbonyl components.”

Tetrahedron, 2008, 64, 1506-1514. IF = 2.897

[D2] K. Pulka, D. Feytens, A. Misicka, D. Tourwé “New tetracyclic tetrahydro-beta-carbolines as
tryptophan-derived peptidomimetics.”
Molecular Diversity, 2010, 14, 97-108. IF = 3.721

[D3] K. Pulka “Pictet-Spengler reactions for the synthesis of pharmaceutically relevant heterocycles.”
Current Opinion in Drug Discovery and Development, 2010, 13, 669-684. IF = 4.507, artykut na
zaproszenie

[D4] K. Pulka, A Misicka “Influence of reaction conditions on products of the Pictet—Spengler

condensation.”
Tetrahedron, 2011, 67, 1955-1959. IF = 3.025

30
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W trakcie wykonywania pracy magisterskiej, a potem w trakcie studidow doktoranckich i po uzyskaniu
stopnia doktora bytam zaangazowana w rézne projekty, czego odzwierciedleniem sg publikacje M1-
M3 oraz D1-D9. Te rézne projekty dotyczyty badania agregacji fragmentow B-amyloidu oraz biatka
prionowego (praca M1) oraz syntezy takich pochodnych aminokwasow, ktére mozna wtgczaé w siec
polimerowg (praca M2). Natomiast gtdwnym tematem mojego doktoratu byta synteza cyklicznych
pochodnych tryptofanu, takich, w ktérych dodatkowy cykl sktada sie z 7- lub 6-atoméw. Synteze
pochodnych 7-cztonowych (opartych na strukturze indoloazepinonu) zoptymalizowatam w czasie
odbywania stazu w laboratorium prof. Dirka Tourwé (VUB w Brukseli, 2 razy po 3 miesigce). Gtéwny
problem syntetyczny polegat na wprowadzeniu grupy formylowej w pozycje 2’ pierscienia
indolowego Trp. Przetestowatam znane z literatury metody bezposrednie, jednak zadna z nich nie
doprowadzita do otrzymania pozadanego zwigzku. Dopiero metoda posrednia-otrzymanie pochodnej
cyklicznej Trp z pierscieniem 6-cztonowym (pochodne tetrahydro-B-karbolinowe) w reakcji Picteta-
Spenglera, a nastepnie utlenianie za pomocg SeO; tak uzyskanego produktu posredniego, prowadzito
do otrzymania witasciwego zwigzku. Zagadnienia te sg przedmiotem pracy M3. Reakcja Picteta-
Spenglera w wariancie chiralnym, tzn. z wykorzystaniem optycznie czynnych aldehydéw, pochodnych
aminokwasow, a takze peptydow byta przedmiotem mojego doktoratu, a takze pracy naukowej przed
wyjazdem na staz podoktorski. W cyklu prac dotyczacych tego tematu wyjasnitam jaki jest wptyw
budowy aminoaldehydu na wynik stereochemiczny reakcji (praca D1), pokazatam, ze odpowiednio
sterujgc warunkami reakcji (temperatura, rozpuszczalnik, w tym dodatek DMSO, pH) mozina
otrzymywac rézne produkty (praca D4), a takze ze mozliwe jest dalsze przeksztatcanie pochodnych
tetrahydro-B-karbolinowych do zwigzkéw zawierajgcych 4 sprzezone pierscienie, a wiec o bardzo
ograniczonej swobodzie rotacji (praca D2). W kolejnych pracach zamiast aldehydéw uzywatam
peptydow z grupg formylowa na C-koricu (praca D5) lub zamiast naturalnego Trp zastosowany byt 8-
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Trp (praca D6). Dodatkowo, ze wzgledu na swoje zainteresowanie reakcja Picteta-Spenglera oraz jej
zastosowania, zostatam poproszona o napisanie artykutu przegladowego dotyczacego tej tematyki
(praca D3). W trakcie stazu podoktorskiego bytam zaangazowana w wiele projektéw. Czeéé
powstatych wtedy prac, dotyczacych tematyki foldamerdw oligomocznikowych i ich pochodnych,
zostata wiaczona do cyklu prac bedacych podstawg postepowania habilitacyjnego. Oprécz tego
zajmowatam sig takze syntezg chimer mocznikowo-peptydowych (praca D8) oraz otrzymywaniem
blokéw budulcowych, ktére postuiyly do otrzymywania pochodnych majacych na celu doktadne
wyjasnienie wptywu sekwencji poszczegdlnych reszt na proces samoorganizacji foldameréw
oligomocznikowych do wyzej opisanych kapsut (praca D9). Ponadto bytam zaangazowana w projekt
dotyczacy syntezy cyklicznych peptydéw oddziatujgcych z receptorem DR-5. Otrzymatam peptyd z
mostkiem disulfidowym, ktéry kolejno przeksztatcitam w mostek tioeterowy w warunkach
zasadowych, a nastgpnie zbadatam stereochemiczne konsekwencje tego przeksztatcenia syntezujac
pochodna lantioniny (praca D7).

Po powrocie ze stazu podoktorskiego caly czas pozostaje we wspdtpracy naukowej z laboratorium
prof. Gillesa Guicharda (Institut Européen de Chimie et Biologie we Francji). Ponadto podjetam nowe
wspotprace naukowe z grupg prof. Stawomira Seka (Wydziat Chemii UW) oraz dr Yulig Moskalenko
(grupa prof. Christiny Thiele, Technische Universitat Darmstadt w Niemczech), ktérych wyniki zostaty
juz opublikowane albo sg w trakcie przygotowywania do wystania.
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