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ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Naturalne zwigzki chemiczne wystepujagce w organizmach zywych sg homochiralne,
tzn. posiadaja okreslong konfiguracje, o ile zawieraja centrum stereogeniczne. Ich odbicia
lustrzane maja identyczne wilasciwosci chemiczne oraz fizyczne, ale odmienng skrgcalnosé
Swiatla spolaryzowanego. Oddziatywanie pary izomerdéw optycznych z podtozem chiralnym
nie jest takie same i dlatego chiralne zwiazki mogg znacznie r6zni¢ si¢ swoja aktywnoscia.
Jeden z enancjomer6w moze by¢ biologicznie czynny, podczas gdy drugi jest nieaktywny lub
wykazuje inny rodzaj pozadanej lub niepozadanej aktywno$ci farmakologicznej. Znanym
przyktadem toksycznego dziatania jednego z enancjomeréw, bylo stosowanie w latach 60.
racemicznego Thalidomidu (Conterganu), leku podawanego kobietom cig¢zarnym.
Stereoizomer R posiada dziatanie uspokajajace, natomiast enancjomer o konfiguracji S ma
dzialanie teratogenne, wywolywal deformacje ptodu. Z tego wzgledu synteza
enancjomerycznie czystych zwigzkow chiralnych jest jednym z wazniejszych wyzwan chemii
organicznej. Jedng z metod umozliwiajacych otrzymanie chiralnych zwigzkow o wysokiej
czystosci optycznej jest enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja (EED). Wiaze si¢
ona z generowaniem asymetrii poprzez przeksztalcenie czasteczki achiralnej w zwigzek czynny
optycznie w obecno$ci katalizatora enzymatycznego. Bialka katalityczne umozliwiaja
zroznicowanie prochiralnych stron (Si/re) w achiralnych zwigzkach z atomem wegla
o hybrydyzacji sp? oraz dwoch enancjotopowych, identycznych pod wzgledem chemicznym,

podstawnikow z atomem wegla o hybrydyzaciji sp® (pro-S/pro-R) — Schemat 1.
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Schemat 1. Prochiralny atom wegla o hybrydyzacji sp?i sp®.

Do badan przedstawionych w niniejszym osiggni¢ciu naukowym wybratam seri¢ prac
dotyczacych asymetrycznej syntezy z zastosowaniem katalitycznych wiasciwosci lipaz
nalezacych do grupy hydrolaz oraz prace z zakresu asymetrycznej mikrobiologicznej

bioredukcji.

Hydrolazy (3.1.1.3 - 3.9.1.1.) stanowig wazng klas¢ enzymow intensywnie
eksplorowang w syntezie organicznej, gtéwnie ze wzgledu na szeroka specyficznosé
substratowg - enzymatyczne reakcje z udziatem hydrolaz mozna prowadzi¢ dla szerokiej gamy
substratow zréznicowanych strukturalnie, jak réwniez szerokie spektrum dzialania - pracujg nie
tylko w uktadach wodnych, ale takze w rozpuszczalnikach organicznych. Nie bez znaczenia
jest rowniez aspekt ekologiczny - reakcje enzymatyczne majg statut przyjaznych dla
srodowiska, spelniaja wszystkie wymagania zielonej chemii. Dodatkowo rosngce
zainteresowanie procesami biokatalitycznymi wynika z faktu, iz w pordwnaniu do
standardowych syntez organicznych, reakcje z udzialem enzymoéw przebiegaja w tagodnych
warunkach pod ci$nieniem atmosferycznym i w temperaturze pokojowej i/lub niewiele
wyzszej. Sposrod hydrolaz najlepiej poznang i najczesciej wykorzystywang grupa enzymow
w asymetrycznej syntezie sg lipazy. Swoja popularnos¢ lipazy zawdzigczaja licznym zaletom,
do ktérych nalezag miedzy innymi wysoka selektywnos$¢, stabilno§¢ w warunkach
niefizjologicznych oraz dostgpnosc¢ 1 relatywnie niska cena. W obecnosci lipaz przeprowadza
si¢ reakcje acylowania lub hydrolizy zar6wno mieszanin racemicznych jak rowniez zwigzkéw
prochiralnych lub mezo syntonow. Reakcje desymetryzacji katalizowane lipazami doskonale
wpasowuja si¢ w asymetryczng synteze organiczng umozliwiajgc otrzymanie szeregu
chiralnych, farmakologicznie waznych reagentéw z wysokg chemo-, regio- i stereo-

selektywnoscig.



Bioredukcje prochiralnych zwigzkéw karbonylowych prowadzone sg gléwnie
z wykorzystaniem potencjalu katalitycznego NADH/NADPH zaleznych dehydrogenaz
(1.1.1.x.). Dehydrogenazy nalezg do oksydoreduktaz, katalizujg reakcje utleniania alkoholi do
odpowiednich aldehydow lub ketondéw. Biatko to wystepuje bardzo powszechnie w komorkach
bakterii, grzybow, zwierzat i roslin. U grzybow 1 u ludzi w miejscu aktywnym tego enzymu
znajduje si¢ atom cynku, u bakterii zelazo, podczas gdy u owadow enzym ten nie zawiera
zadnego metalu. Dehydrogenazy w reakcji redukcji maja zdolno$¢ przenoszenia jonu
wodorkowego (pro-S lub pro-R) z kofaktora na jedng z prochiralnych stron wigzania
karbonylowego (strona re lub si) dajac czyste enancjomerycznie lub diastereomerycznie
produkty. Ze wzgledu jednak na aspekt ekonomiczny (wysoki koszt kofaktoréw) reakcje
katalizowane izolowanymi dehydrogenazami nie cieszg si¢ zbyt duzym zainteresowaniem
przemystu farmakologicznego. Natomiast biokataliza w obecnos$ci zywych organizméw w
postaci kultur tkankowych lub catych komorek mikroorganizméw jest bardzo obiecujaca
i efektywng metoda, poniewaz dehydrogenaza, kofaktor i uktad regeneracyjny zlokalizowany
jest w komorce. W asymetrycznej bioredukcji ketondw, obok popularnych drozdzy piekarskich,
wykorzystuje si¢ najczesciej cate komorki pochodzenia bakteryjnego, grzybiczego oraz tkanki
roslin. Rosliny, ktore stosuje sig, jako bioreagenty to glownie jabtka (Malus pumila), marchew
(Daucus carota), ogorek (Cucumis sativus), cebula (Allium cepa), ziemniaki (Solanum
tuberosum), rzodkiewka (Raphanus sativus), pomidor (Lypersicum esculentum) i stodkie
ziemniaki (Ipomoea batatas). Sposrod drozdzy na uwage zastuguja Rhodotorula rubra,
Geotrichum candidum, Saccharomyces montanus, Rhodotorula glutinis, Zygosaccharomyces
bailii, a sposrdd bakterii Lactobacillus kefir, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis
oraz Corynebacterium. Zastosowanie bioreagnetow dostarcza cata gamg chiralnych alkoholi,
ktore z powodzeniem mogg zosta¢ wykorzystane, jako intermediaty w syntezie waznych
biologicznie i farmakologicznie zwiazkow. Nie bez znaczenia jest fakt, ze reakcje bioredukcji
prowadzone sg, podobnie jak reakcje katalizowane hydrolazami, w umiarkowanych
warunkach, w roztworach wodnych bez stosowania drogich i1 czgsto toksycznych reagentow.

Z tego powodu sg przyjazne dla srodowiska, co zwigksza zakres ich zastosowan.
CEL

Glownym celem przedstawionych przeze mnie prac byto uzyskanie czystych optycznie
chiralnych acyklonukloezydow pirymidynowych w enzymatycznej reakcji desymetryzacji
katalizowanej lipazami i dehydrogenazami. Desymetryzacji poddano achiralne diole lub

odpowiednie diestry, w reakcji acylowania i deacylowania oraz prochiralne zwigzki
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karbonylowe w reakcji redukcji. Zbadano rowniez wplyw uzytego katalizatora
enzymatycznego, rozpuszczalnika, temperatury, czynnika acylujacego oraz budowy
prochiralnego reagenta na selektywnos$¢ procesu enzymatycznej desymetryzacji substratow
o hybrydyzacji sp®. Dodatkowo okreslono wplyw $rodowiska reakcji, temperatury oraz
struktury chemicznej reagentow na enancjoselektywno$¢  bioredukcji  zwigzkow
karbonylowych.

Wykorzystane przeze mnie metody generowania asymetrii z uzyciem katalizatorow
enzymatycznych moga mie¢ zastosowanie W syntezie waznych chiralnych zwigzkéw
o aktywnosci biologicznej, je$li wymagana jest wysoka czystos¢ enancjo- lub

diasteromeryczna.

DESYMETRYZACJA PROCHIRALNYCH ACYKLONUKLEOZYDOW
PIRYMIDYNOWYCH - WYKORZYSTANIE POTENCJALU KATALITYCZNEGO
LIPAZ

Obiekty badan eksperymentalnych, prochiralne propano-1,3-diole, sa pochodnymi
zasad pirymidynowych, strukturalnymi analogami gancyklowiru, leku przeciwwirusowego,
zawierajace identyczny synton — fragment imitujacy jednostke cukrowg naturalnych
nukleozydow (Schemat 2). Czyste optycznie pochodne propano-1,3-dioli naleza do ciekawej
grupy zwigzkoéw ze wzgledow farmakologicznych, sg prekursorami w syntezie aktywnych
biologicznie reagentow, na przyktad lekéw przeciwnowotworowych, przeciwgrzybiczych,
immunosupresantow oraz naturalnych, aminokwasow lub hormonow. Zwigzek 2, poddany
reakcji desymetryzacji, nalezy rowniez do zwigzkow aktywnych biologicznie, jest znany, jako
mikromolowy inhibitor fosforylazy urydynowej z E. coli a jego strukturalne analogi hamuja

wzrost komoérek nowotworowych in vitro.
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Schemat 2. Prochiralne propano-1,3-diole (1-5).



Za pomocg konwencjonalnych metod chemicznych otrzymanie zwigzkow o okreslonej
konfiguracji z prochiralnych reagentéw 0 hybrydyzacji sp® wymaga wieloetapowych syntez,
z czgsto klopotliwymi procesami oczyszczania produktow posrednich. Zastosowanie enzymow
umozliwia wprowadzenie lub hydrolize reszt acylowych w sposob selektywny, bez stosowania
grup blokujacych, dzieki temu uzyskuje si¢ chiralne reagenty w jednoetapowej syntezie. Z tego
wynika, ze aby zr6znicowa¢ dwie identyczne grupy wodorotlenowe w syntonie nieodzowne

jest zastosowanie katalizy enzymatycznej.

LipAZA

Katalizatory biatkowe ze wzglgedu na swoja stereogeniczng strukture maja mozliwosé¢
przeprowadzenia reakcji steroselektywnie i dlatego wybdr wlasciwego katalizatora
enzymatycznego jest podstawg powodzenia catego eksperymentu. W celu przeprowadzenia
skutecznej desymetryzacji prochiralnych 1,3-dioli przetestowatam kilka handlowo dostgpnych
lipaz: lipaz¢ B z Candida antarctica (CALB), lipazg Amano PS z Burkholderia cepacia (BCL),
lipaze z Pesudomanas cepacia (PCL), lipaz¢ z Candida rugosa (OF) [praca numer 1, 2, 3].
Modelowymi zwigzkami poddanymi reakcji transestryfikacji byty diole: 1-{[(1,3-
dihydroksypropano-2-yl)oksy]metylo}-5-metylopirymidyno-2,4(1H,3H)-dion (1) i  1-{[(1,3-
dihydroksypropan-2-yl)oksy]metylo}-5,6,7,8-tetrahydrochinazolino-2,4(1H,3H)-dion (2).

Jako czynnik acylujacy zastosowano octan winylu, powszechnie stosowany donor acylu,
nalezacy do mato reaktywnych estrow. W czasie transestryfikacji uwolniony alkohol winylowy
przeksztatcat si¢ W etanal, korzystnie przesuwajac rownowage reakcji. Sposrod przetestowanych
lipaz najlepsza enancjoselektywno$¢ uzyskano dla bakteryjnej lipazy Amano Ps
z Burkholderia cepacia. W obecnos$ci BCL zarowno wydajno$¢ monoacetylowej pochodnej
jak rowniez czysto$¢ enancjomeryczna byla najwyzsza. Reakcja przebiegala z duza
szybkos$cig 1 wysoka stereoselektywnoscia, juz po pierwszych 10 minutach otrzymano
monoester (1°) z 22% wydajnoscia i 82% nadmiarem enancjomerycznym. W trakcie
prowadzenia eksperymentu, od 20 minuty do 24 godziny wydajno$¢ optyczna monopochodne;j
(1”) wahata si¢ w granicach od 85 do 91% ee [praca numer 2]. W przypadku zwigzku 2, po pot
godzinie sktad mieszaniny poreakcyjnej byt nastgpujacy: 17,8% dipochodnej (2”) i 35,4%
monopochodnej (2”) z 94% czystoscig optyczng. Selektywne wprowadzenie reszty acylowej
na jedna z prochiralnych grup hydroksylowych umozliwia uzyskanie monopochodnej (2°)
z czysto$cig enancjomeryczng od 83% do 99% ee [praca numer 3].

Acylowanie prochiralnego substratu moze przebiega¢ dwustopniowo z etapem

réznicowania grup prochiralnych 1 rozdziatu kinetycznego otrzymanej mieszaniny
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enancjomerow. Z monitorowania procesu w czasie wynika, ze reakcja nie zatrzymuje si¢ na
etapie monoacetylowania, obie reakcje monoacetylowanie i diacetylowanie zachodza
réwnolegle. Dlatego w 10 minucie reakcji obserwuje si¢ 2% udziat dipochodnej 1” a po 30
minucie 17,8% udziat dipochodnej 2” [praca numer 2, 3]. Na pierwszym etapie lipaza BCL
preferuje grupe wodorotlenowg pro-R, a nastepnie w etapie drugim szybciej reaguje
z enancjomerem o konfiguracji S. Tak dtugo jak enancjomer o konfiguracji S jest preferencyjnie
acetylowany wydajno$¢ optyczna i chemiczna monoacetylowej pochodnej jest wysoka. Jest to
zgodne z badaniami Shi, dla reakcji acylownia przebiegajacej dwuetapowo, niezmienna
enancjoselektywnos$¢ (nadmiar enancjomeryczny produktu praktycznie nie zalezy od stgzenia)
ma miejsce, gdy substrat przeksztalca si¢ szybciej w enancjomer o okreslonej konfiguracji
w etapie pierwszym, a achiralny produkt powstaje preferencyjnie z enancjomeru o konfiguracji
przeciwnej, czyli z tego izomeru, ktory tworzy si¢ wolniej w etapie pierwszym. W przypadku
transestryfikacji zwigzku 2, w 150 minucie i 270 minucie prowadzenia reakcji, obliczona
warto$¢ E na podstawie nadmiaru enancjomerycznego produktu (E = 1 + eep/1 — eep) wynosita
199, co $wiadczy 0 wysokiej selektywnosci obu etapoéw: desymetryzacji i rozdziatu
kinetycznego mieszaniny enancjomeréw [praca numer 3]. Generalnie, niezaleznie od
zastosowanego prochiralnego substratu (1/2), koncowym chiralnym produktem, powstajacym
w przewadze, byt enancjomer o konfiguracji R (Schemat 3) [praca numer 2, 3]. Natomiast w
reakcji hydrolizy pochodnej diacetylowej otrzymuje si¢ (S)-monoester (Schemat 3).

s )

Pro-R selektywnosc

H
o NY o NYO
BCL xN._ O
I( RII( - jﬁo
acylowame

RZ

1 R'=CHy;;R’=H v
2 R',R?=~(CHy)s z :
.. | BCL
Pro-§ selektywnos¢ | yvqyoliza
H
o NYO o
~ _N (02
le/\/ ~ ., © (0} CH3
RZ

Schemat 3. Enzymatyczna reakcja desymetryzacji dioli (1, 2) i odpowiednich diestrow (17, 2”)

w obecnosci BCL.



BCL selektywnie deacyluje grupe¢ prochiralng pro-R dajac monoacetylowg pochodng 1°
0 konfiguracji przeciwnej z okoto 70% wydajnoscia i 82% ee [praca numer 2]. W reakcji
hydrolizy diestru 2” otrzymuje si¢ (S)-monoester z 46,5% wydajnoscia 1 97% czystoscig
optycznag [praca numer 3].
Uzyskane wyniki pozwalaja sformulowaé¢ wniosek, ze lipaza Amano Ps z Burkholderia
cepacia ma okreslona stereopreferencje w stosunku do jednej z prochiralnych grup
w acyklonukleozydach pirymidynowych. Acetylowanie i deacetylowanie tej samej grupy
prochiralnej pozwala uzyskaé¢ oba izomery optyczne R i S z wysoka czystoScia

enancjomeryczna.

MEDIUM REAKCII

W celu optymalizacji procesu transestryfikacji dokonano wyboru rozpuszczalnika
zastosowanego, jako medium reakcji. Podstawowym kryterium doboru rozpuszczalnika sg jego
wlasciwosci  hydrofilowo-hydrofobowe, ktéore wptywaja na aktywnos$¢, stabilnos¢
i selektywno$¢ enzymu. Wraz ze wzrostem polarno$ci medium reakcji enzymatycznej
zmniejsza si¢ ilo§¢ wody niezbe¢dnej do aktywacji enzymu, poniewaz czgsteczki wchodza
w interakcje z polarnym rozpuszczalnikiem. W konsekwencji niekorzystne zmiany
konformacyjne katalizatora powoduja spadek aktywnosci i selektywnych wlasciwosci enzymu,
a usuni¢cie warstwy monomolekularnej wody z biatka enzymatycznego w rozpuszczalniku
polarnym w wigkszosci przypadkow jest przyczyna dezaktywacji enzymu. Enzym jest bardziej
selektywny w hydrofobowym rozpuszczalniku organicznym, ale jego stabilno$¢ jest mniejsza
niz w odpowiednim rozpuszczalniku polarnym. Zgodnie z przestankami literaturowymi ze
wzrostem hydrofobowosci §rodowiska reakcji enzymatycznej wzrastaja enancjoselektywne
i diastereoselektywne wilasciwosci biokatalizatora, poniewaz w hydrofobowym srodowisku
enzym posiada bardziej sztywng, mniej labilng konformacje. Rzadko jednak reakcje
katalizowane lipazami przeprowadza si¢ w catkowicie hydrofobowym S$rodowisku.
Najczesciej, aby doszto do zmiany potozenia pokrywy zastaniajacej centrum aktywne, a tym
samym udost¢pnienia miejsca aktywnego dla hydrofobowego substratu, lipazy potrzebuja
aktywacji migdzyfazowej (niezb¢dna ilos¢ wody w uktadzie reakcyjnym waha si¢ od 0,02 do
10% wody w stosunku do masy makroczasteczki). Istnieja jednak takie lipazy, ktore tej
aktywacji nie potrzebuja na przyktad lipaza z Fusarium solani, z Pseudomonas aeruginosa
i lipaza B z Candida antarctica. Lipazy te nie posiadajg hydrofobowej pokrywy zastaniajacej
miejsce aktywne, a do ich aktywnosci enzymatycznej wystarczy monomolekularna warstwa

wody w centrum katalitycznym.
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W enzymatycznej desymetryzacji zastosowano szereg rozpuszczalnikow organicznych
o roznej hydrofobowosci. Reakcje przeprowadzono w calkowicie niepolarnym srodowisku,
bez dodatku wody. BCL, podobnie jak lipazy z Fusarium solani, z Pseudomonas
aeruginosa i lipaza B z Candida antarctica nie potrzebuje aktywacji lipolitycznej.
Najlepsze wynik uzyskano dla reakcji prowadzonej w eterze tert-butylowo-metylowym
(TBME - logP = 1,12). Otrzymano monoester 1’ z 88% nadmiarem enancjomerycznym
i ponad 50% wydajno$cig. Czysto$¢ optyczna monoestru 2° w TBME wynosita 87% ee.
Wysoka wydajno$¢ optyczng, ale niskg chemiczng zaobserwowano W praktycznie
niemieszajgcej si¢ z wodg cieczy jonowej heksafluorofosforanie  1-butylo-
3-metyloimidazoliowym ([BMIM][PFe]). W typowych hydrofobowych rozpuszczalnikach
organicznych takich jak cykloheksan, heksan (logP > 3), stwierdzono natomiast wysoka
aktywnos¢ Katalityczng BCL z jednoczesnym spadkiem enancjomerycznej selektywnosci
[praca numer 2, 3]. Na wykresie 1 przedstawiono wydajno$¢ i nadmiar enancjomeryczny
produktow transestryfikacji zwigzkow 1 1 2 w wybranych rozpuszczalnikach organicznych.

Nie jest to do konca zgodne z modelem Laane, ktory dotyczy ilosciowej zaleznosci
fizykochemicznych  wlasciwo$ci indywidualnych rozpuszczalnikéw, a aktywno$cig
biokatalizatorow. Generalnie rozpuszczalniki charakteryzujace si¢ wartosciami log P < 2 sg
niekorzystne dla biokatalizy, poniewaz silnie oddzialuja na ptaszcz hydratacyjny. Lipaza
Amano Ps z Burkholderia cepacia nie tylko jest stabilna w rozpuszczalnikach z warto$cia
log P <2, ale pomimo braku wody w ukladzie reakcyjnym nie traci aktywnych wlasnosci.
Niezbedna ilos¢ monomolekularnej warstwy wody bialka katalitycznego, ktora jest
potrzebna do aktywacji, nie ulega dezintegracji. Dodatkowo niezgodnie z danymi
literaturowymi, wraz ze wzrostem hydrofobowosci rozpuszczalnikow nie stwierdzono

poprawy enancjoselektywnych wlasciwosci BCL.
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Wykres 1. Wydajno$¢ chemiczna i optyczna reakcji acetylowania zwigzkoéw 11 2.

Ciecze jonowe szczegdlowo przetestowano W enzymatycznej reakcji acylowania
zwigzku 2 [praca numer 4]. Zastosowano szereg cieklych w temperaturze pokojowej cieczy
jonowych (tetrafluoroboran 1-butylo-3-metyloimidazoliowy ([BMIM][BF4]), [BMIM][PFe]),
tetrafluoroboran 1-etylo-3-metyloimidazoliowy ([EMIM][BF4]), tetrafluoroboran 1-heksylo-
3-metyloimidazoliowy  ([HMIM][BF4]), L-(+)-mleczan Il-etylo-3-metyloimidazoliowy
([EMIM][CH3CH(OH)COO0])), L-(+)-mleczan tris-(2-hydroksyetylo)metyloamoniowy
([HEMA][CH3CH(OH)COQY))) otrzymujac monopochodng z umiarkowang
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enancjoselektywnoscig. Ciecz jonowa [BMIM][PFe] byta najlepszym medium reakcji dla
enzymatycznej transestryfikacji zwigzku 2, otrzymano monoacetylowa pochodng z 65% ee.
Podobnie w reakcji acetylowania zwigzku 1 katalizowanej CALB ciecz jonowa [BMIM][PF¢]
byta najlepszym z zastosowanych rozpuszczalnikow. W [BMIM][PFs] CALB byta 2,7 - 4 razy
bardziej selektywna niz w konwencjonalnym rozpuszczalniku organicznym [praca numer 1].
[BMIM][PFe¢] posiada niewatpliwie zalety, jest tak samo polarna jak etanol (identyczna warto$¢
ENT) i jako jedyna z zastosowanych cieczy jonowych stabo miesza si¢ z woda tylko w 0,13%.
Anion towarzyszacy tej cieczy jonowej ma staby charakter nukleofilowy, a jak wiadomo jon
towarzyszacy silniej koordynuje si¢ w miejscu aktywnym enzymu, wraz ze wzrostem
charakteru nukleofilowego, powodujac w ten sposob niekorzystne zmiany konformacyjne
katalizatora, ktore majg wptyw na aktywnos$¢ i stabilno$¢ enzymu.

W celu poprawy enancjoselektywnych wtasciwosci BCL przeprowadzono reakcje
transestryfikacji w TBME, najlepszym z rozpuszczalnikow organicznych dla reakcji
desymetryzacji prochiralnych dioli, zmieszanym z cieczami jonowymi w stosunku 1:1 v/v oraz
4:1 v/v. Najwyzszy nadmiar enancjomeryczny (93% ee), wyzszy niz w samym TBME,
uzyskano w uktadzie dwufazowym [BMIM][PFs]: TBME (1:1 v/v). Nieoczekiwanie dodatek
[BMIM][PFs] jako wspotrozpuszcezalnika do TBME (mieszanina [BMIM][PF¢]: TBME (1:4
v/v)) prowadzit do drastycznego pogorszenia selektywnosci. Wyniki w wybranych cieczach

jonowych i uktadach dwufazowych przedstawiono na wykresie 2 [praca numer 4].
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Wykres 2. Reakcja acetylowania zwigzku 2 w ré6znych warunkach:

Uktad 1: [BMIM][BF4]; Uklad 2: [BMIM][PFe]; Uklad 3: [EMIM][CHsCH(OH)COO]; Uklad 4: [BMIM][BF4]: TBME 1:1
viv; Uklad 5: [BMIM][PFs}:TBME 1:1 viv; Uklad 6: [EMIM][CH:CH(OH)COO]:TBME 1:1 viv; Uklad 7:
[BMIM][BF4]: TBME 1:4 v/v; Uklad 8: [BMIM][PFs]:TBME 1:4 v/v; Uktad 9: [EMIM][CH3CH(OH)COO]: TBME 1:4 viv
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W reakcji hydrolizy pochodnych diacylowych stosowano uktad dwufazowy
rozpuszczalnik organiczny:woda lub bufor fosforanowy (pH=7,0). Najlepsza mieszaning
rozpuszczalnikow, ze wzgledu na czysto$¢ enancjomeryczng monoestrow, byt uktad
TBME:woda 80:20 v/v w przypadku zwigzkéw 1 i 2 [praca numer 2, 3]. W reakcji
deacylowania racemicznych diestrow, wysoka wydajno$¢ optyczng uzyskano w TBME:woda
80:20 v/v 1 THF:bufor fosforanowy 20:80 v/v dla zwigzku 3 oraz TBME:woda 80:20 v/v
I CH3CN:bufor fosforanowy 20:80 v/v dla zwiazku 4 [praca numer 5].

Uzyskane wyniki dowodza, ze reakcje desymetryzacji katalizowane lipaza Amano Ps
z Burkholderia cepacia mozna prowadzi¢ w calkowicie niewodnym $rodowisku oraz ze,
lipaza jest aktywna zaréwno w rozpuszczalnikach hydrofobowych jak i polarnych.

Na wlasciwosci selektywne lipazy istotny wplyw ma Srodowisko reakcji. BCL wykazuja
wyjatkowa enancjoselektywnos¢ w TBME oraz w ukladzie dwufazowym
TBME:[BMIM][PFs] (1:1 v/v) w reakcji transestryfikacji oraz w mieszaninie
TBME:woda (80:20 v/v) w reakcji hydrolizy.

TEMPERATURA

Obok srodowiska reakcji, temperatura ma wptyw na selektywnos¢ i wydajnos¢ reakcji
enzymatycznej. W optymalizacji procesow, katalizowanych enzymatycznie, istotne jest takie
dobranie temperatury, aby zar6wno wydajnos¢, jak i selektywno$¢, byly mozliwie najwyzsze.
W celu okreslenia temperatury optymalnej mozna wyznaczy¢ tzw. temperatur¢ racemizacji,
czyli taka, dla ktorej nie ma réznicy w energii swobodnej pomigdzy dwoma
diastereocizomerycznymi produktami przejSciowymi. Jesli temperatura, w ktorej prowadzi si¢
reakcje enzymatyczng jest nizsza od temperatury racemizacji to glownym czynnikiem
determinujacym czysto$¢ optyczng produktu jest zmiana entalpii. W takiej sytuacji czysto$¢
optyczna produktu maleje wraz ze wzrostem temperatury. Z drugiej strony, jesli temperatura
jest wyzsza od temperatury racemizacji, to gltoéwnie czynnik entropowy ma wplyw na
selektywno$¢ reakcji, dlatego tez wraz ze wzrostem temperatury zwigksza si¢ czystosé¢
optyczna produktéw. Dla wigkszosci lipaz obnizenie temperatury wplywa na poprawe
enancjoselektywnych wiasciwosci. W przypadku BCL czysto$¢ optyczna produktéw
wzrastala wraz z podwyzszeniem temperatury, najlepsza enancjoselektywnos¢ uzyskano
w temperaturze 50 °C. Na przyklad, w enzymatycznej reakcji acylowania zwigzku 2
w ukfadzie dwufazowym [BMIM][PF¢]:TBME 1:1 v/v otrzymano odpowiednio
w temperaturze 30 °C, 40 °C i 50 °C monoester o czystosci enancjomerycznej 82%, 87% i 93%

ee [praca numer 4].

14



Na podstawie uzyskanych wynikow temperature 50 °C uznano za optymalnga. W celu
otrzymania wysokich wydajnosci chemicznych i optycznych wszystkie reakcje

desymetryzacji katalizowane BCL prowadzono w tej temperaturze.

DONOR ACYLU

Rodzaj uzytego czynnika acylujacego ma rowniez wplyw na selektywno$¢ prowadzone;j
reakcji enzymatycznej. Lipazy w ukladzie fizjologicznym hydrolizuja wigzania estrowe
z dhugotancuchowymi resztami acylu. Biorgc pod uwage role, jaka petnig w zywych
organizmach spodziewano si¢ wyraznego wzrostu selektywnych wiasciwosci lipazy wraz
z wydhluzeniem reszty alkilowej donora acylu. Podczas transestryfikacji prochiralnych
reagentow 112 z uzyciem BCL, jako katalizatora, niezaleznie od uzytego rozpuszczalnika, nie
stwierdzono takiej zalezno$ci. W reakcji z laurynianem winylu selektywno$¢ enzymatycznego
acylowania byta najnizsza [praca numer 2]. Najlepsze wyniki uzyskano stosujac benzoesan
winylu, jako czynnik acylujacy w reakcji ze zwigzkiem 1 w TBME (99% ee), oraz maslan
winylu w reakcji ze zwigzkiem 2 w [BMIM][PFs] (99% ee) [praca numer 2, 4]. W reakcji
acylowania w [BMIM][PFs] zwiazku 1 w obecnosci CALB sposrod testowanych
czynnikéw acylujacych najlepsza enancjoselektywnos$¢ uzyskano z octanem winylu
I benzoesanem winylu. Niespodziewanie reakcja transestryfikacji maslanem i laurynianem
winylu w [BMIM][PFe] przebiegata nie selektywnie, otrzymano praktycznie mieszaning
racemiczng [praca numer 1].
Generalnie jednak estry winylowe byty dobrze tolerowane przez BCL i CALB, nie zauwazono
stopniowej dezaktywacji enzymoéw, ktora mogla by¢ wynikiem reakcji powstalego
acetaldehydu z aminowa grupa lizyny biatka katalitycznego jak w przypadku innych lipaz.
Wplyw czynnika acylujacego na selektywno$¢ monoacylowania zwigzku 1 przedstawiono na

wykresie 3.
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Wykres 3. Wptyw czynnika acylujgcego na selektywno$¢ reakcji transestryfikacji zwigzku 1.

Podobnie hydroliza odpowiednich diacylowych pochodnych zwigzku 1 byla mato

selektywna podczas deacylowania estru dilaurylowego. BCL wykazuje nieduzg preferencje

w stosunku do enancjotopowych dtugotancuchowych grup alkilowych. Wydajnos$¢ optyczna

wynosita jedynie 48% ee. Zdecydowanie lepsze wyniki uzyskano w trakcie desymetryzacji

prochiralnego dioctanu i dimaslanu. W wyniku hydrolizy dioctanu otrzymano z 78%

wydajnoscia (S)-monooctan o czystosci optycznej 82% ee. Natomiast hydroliza dimaslanu

dostarcza (S)-monoester ze 100% wydajnoscia i wysoka 98% czystoécig enancjomeryczng.
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Co ciekawe, w przypadku hydrolizy dimastowej pochodnej reakcja zatrzymata si¢ na
pierwszym etapie, nie otrzymano produktu catkowicie zhydrolizowanego [praca numer 2].

Konkludujac, wykazano istotny wplyw donora acylu na selektywno$¢ enzymatycznej
reakcji desymetryzacji. Wbrew przewidywaniom najmniej efektywnym donorem acylu
w reakcji transestryfikacji byl laurynian winylu. Podobnie hydroliza dilaurylowych

pochodnych byla malo selektywna.

PROCHIRALNY REAGENT

Szczegodlnie interesujgcymi reagentami w enzymatycznej reakcji acylowania byty
pochodne 1-{[(1,3-dihydroksypropan-2-yl)oksy]metylo}-5,6,7,8-tetranydrochinazolino-
2,4(1H,3H)-dionu zawierajace obok centrum prochiralnego, centrum chiralne w piericieniu
tetrahydrochinazoliny. Jak wiadomo, struktura chemiczna substratu jest obok wymienionych
parametréw jednym z wazniejszych aspektow determinujgcych selektywno$¢ biotransformacji.
Najlepszym substratem w enzymatycznej reakcji transestryfikacji racemicznych dioli byt
zwiazek posiadajacy w pierscieniu tetrahydrochinazoliny dodatkowy podstawnik
metylowy w pozycji C-6 (5). W wyniku reakcji acylowania katalizowanej BCL otrzymano
czysty  diastereoizomerycznie  octan  3-hydroksy-2-[(6-metylo-2,4-diokso-3,4,5,6,7,8-
heksahydrochinazolin-1(2H)-ylo)metoksy]propylu (99% de) o konfiguracji (2’R,6S/6R).
Substrat z dodatkowym podstawnikiem metylowym w pozycji C-8 (3) ulegal enzymatycznej
modyfikacji z 89% nadmiarem diastereomerycznym. Najnizsza selektywno$¢ uzyskano
natomiast dla reagenta z podstawnikiem tert-butylowym w pozycji C-6 (4) - 85% ee w THF.
Obecnos¢ duzego objetosciowo podstawnika w pierscieniu tetrahydrochinazoliny powodowata
pogorszenie selektywnosci procesu. Jednak w kazdym przypadku na etapie réznicowania
prochiralnych grup wodorotlenowych, BCL selektywnie acylowata grup¢ pro-R, umozliwiajac
otrzymanie w przewadze izomeru z konfiguracja R atomu wegla w syntonie. Natomiast etap
diacylowania dla reagentoéw posiadajagcych centrum chiralne przebiegal z niewielkg lub
umiarkowang selektywnoscig. Zdecydowanie etap drugi byl bardziej selektywny w reakcji
z reagentem 3. Na tym etapie preferowany byt (2°S,8S)-diastereoizomer, dlatego otrzymano
w przewadze diacetylowa pochodng o konfiguracji S [praca numer 3].

W reakcji deacylowania odpowiednich diestrow (3” i 4”) stereopreferencja BCL
byla calkowicie zalezna od konfiguracji atomu wegla w pierscieniu tetrahydrochinazoliny.
Hydroliza racemicznej mieszaniny diacylowych pochodnych przebiegata, niezaleznie od
medium reakcji, z umiarkowana selektywnos$cig. Czysto$¢ optyczna monopochodnych

acetylowych otrzymanych w wyniku deacylowania rac-estréw 3” i 4” byla efektem dwéch
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rownoleglych, konkurencyjnych reakcji hydrolizy obu enancjomeréw, a tylko jeden
z nich byl selektywnie hydrolizowany. W reakcji hydrolizy diacetylowych pochodnych
zwigzku 3 jak i 4, BCL nie preferowala tej samej grupy prochiralnej jak w przypadku diestru
zwigzku 2. Deacylowanie racemicznych diestrow 3” i 4” umozliwito uzyskanie w nadmiarze
enancjomeru o konfiguracji 2’R, podczas gdy niepodstawiony analog byt selektywnie
hydrolizowany do (2’S)-izomeru. BCL hydrolizowala prochiralne grupy acylowe diesteru
3” i 4” enancjoselektywnie tylko wtedy, gdy wyjsciowy substrat mial konfiguracje R.
W przypadku (S)-izomeru lipaza nie wykazywala jednoznacznej preferencji w stosunku
do okreslonej prochiralnej grupy estrowej. Deacylowanie (R)-enancjomeru prowadzito do
otrzymania (2’R,6/8R)-monoestrow z wysoka czystoscig optyczna, 96% i 98% de, odpowiednio
dla zwigzku 3” i 4”. Hydroliza diestru o konfiguracji S umozliwiata uzyskanie (2’S,6/8S)-
monoestroOw z czystos$cig diastereomeryczng dla zwigzku 3” wynoszaca 24-26% de i dla

zwigzku 4” 13-56% de (Schemat 4) [praca numer 5].
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Schemat 4. Enzymatyczna reakcja deacylowania prochiralnych diestrow z dodatkowym centrum

asymetrycznym w pierscieniu tetrahydrochinazoliny.

Podsumowujac, dzigki przeprowadzonym badaniom uzyskano chiralne acyklonukeozydy
pirymidynowe o konfiguracji S i R w syntonie z wysoka czystoscia enancjo-
i diastereomeryczng. Selektywno$¢ i wydajnosé enzymatycznej biotransformacji jest
zalezna od wielu parametréow, ktore dla kazdego prochiralnego substratu nalezy
oddzielnie optymalizowa¢. Szczegdlnie istotny jest wybor katalizatora enzymatycznego,
ktory w warunkach dalece réoznych od fizjologicznych, dla substratow niepodobnych
strukturalnie do naturalnych reagentow, umozliwia przeprowadzenie stereoselektywnej

biotransformacji.
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Wykorzystana przez mnie metoda enzymatycznej desymetryzacji katalizowanej BCL
umozliwia generowanie asymetrii w prochiralnych reagentach w prostej, malo
kosztownej, ekologicznej oraz jednoetapowej syntezie. Mozna stwierdzié,
ze enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja jest konkurencyjng metoda

w stosunku do konwencjonalnych syntez organicznych.

DESYMETRYZACJA PROCHIRALNYCH ACYKLONUKLEOZYDOW
PIRYMIDYNOWYCH - WYKORZYSTANIE POTENCJALU KATALITYCZNEGO
MIKROORGANIZMU AUREOBASIDIUM PULLULANS

Mikrobiologiczna bioredukcja prochiralnych zwigzkow karbonylowych jest tansza
alternatywa reakcji, w ktorych wykorzystuje si¢ izolowane enzymy. Obok niewatpliwych zalet,
jakie posiadaja metody mikrobiologiczne, ktore zostaly wymienione wcze$niej, jedng
z istotnych wad jest obecnos¢ w mikroorganizmie zestawu oksydoreduktaz o zréznicowanej
stereopreferencji. Moze to skutkowa¢ znacznym obnizeniem enancjoselektywnosci
1 wydajnosci procesu i dlatego tak wazna jest optymalizacja biotransformacji, na ktora sktada

si¢ pH, temperatura oraz dobor wlasciwego medium reakcji.

Przeprowadzitam mikrobiologiczng biotransformacje 3-N-fenancylowych 1-N-
podstawionych pochodnych tyminy w reakcji redukcji katalizowanej Aureobasidium pullulans
W postaci preparatu przeciwgrzybiczego Boni Protect (Schemat 5) [praca numer 6]. Boni
Protect wykorzystuje si¢ w sadownictwie szczegolnie w zwalczaniu plesni bialej, poniewaz
zawarty w tym preparacie mikroorganizm ma dzialanie antagonistyczne wobec
fitopatogennych grzybow. Fenacylowe pochodne zasad pirymidynowych (6-8), posiadajace
dwa duze objetosciowo podstawniki wokot prochiralnego atomu wegla, naleza do tak zwanych
bulky-bulky ketonéw. Niektore z 3-N-podstawionych pochodnych zasad pirymidynowych sa
biologicznie czynne, na przyktad 3-podstawione arabinofuranozylouracyle oraz 4-tio analogi

3-N-podstawionych urydyn posiadaja aktywnos¢ hipnotyczna.
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Schemat 5. Bioredukcja ketonow 6-8 katalizowana Aureobasidium pullulans.

MEDIUM REAKCII

Reakcj¢ biotransformacji katalizowanej A. pullulans przeprowadzono w $rodowisku
wodnym - buforu fosforanowego o pH=7,0 lub 6,5 oraz w uktadzie dwufazowym bufor
fosforanowy (pH=7,0):rozpuszczalnik organiczny. Dla ketonu 6 najlepsza wydajnos¢ (75,1%)
uzyskano w buforze fosforanowym o pH=7,0, z zastosowaniem sacharozy, jako zrodta atomu
wegla. W uktadach dwufazowych zaobserwowano znaczne obnizenie wydajnosci reakc;ji,
maksymalng wydajnos¢ (11,6%) otrzymano w roztworze buforu fosforanowego (pH=7,0) z 2%
dodatkiem cieczy jonowej [BMIM][BF4]. Zwiazek 7 i 8, podobnie jak zwigzek 6, zostat
zredukowany selektywnie z najlepsza wydajnoscia w roztworze buforu fosforanowego
0 pH=7,0, ale w obecnosci glukozy. Niezaleznie od zastosowanego medium reakcji,
mikrobiologiczna bioredukcja katalizowana A. pullulans przebiegata catkowicie selektywnie.

Prochiralne ketony byty redukowane z 94-99% nadmiarem enancjomerycznym.

TEMPERATURA

Temperatura miala szczegolny wplyw na wydajno$¢ biotransformacji.
Dla zwigzku 6 najbardziej optymalng okazala si¢ temperatura 30 °C. Podwyzszenie
temperatury niespodziewanie wplywato na obnizenie wydajnosci. Zupetnie inaczej wygladata
zalezno$¢ wydajnosci bioredukcji zwigzkéw 7 i 8 ze wzrostem temperatury. Wyisza
wydajnos¢ zwiazku 7° uzyskano w temperaturze 33 °C (64,1%). W poréwnaniu jednak do
redukcji przeprowadzonej w tych samych warunkach w temperaturze 30 °C, wzrost wydajnosci
byl nieznaczny. Zdecydowany wzrost wydajnosci zaobserwowano w reakcji redukcji
zwiazku 8 po podwyzszeniu temperatury o 3 °C. W roztworze buforu fosforanowego
0 pH=7,0 z glukoza wydajnos$¢ reakcji wzrosta 2-krotnie i az 3-krotnie w tych samych

warunkach z sacharozg dodana, jako zrodlo atomu wegla. Ostatecznie otrzymano zwigzek
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8’ z 54,1% wydajnoscig. Podwyzszenie temperatury do 36 °C, niezaleznie od struktury
substratu, powodowato obnizenic wydajno$ci. Wyniki w trzech réznym $rodowiskach

I temperaturach zostaty przedstawione na wykresie 4.
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Wykres 4. Poréwnanie wydajnosci 6°-8” w roznych warunkach.
System 1: bufor fosforanowy pH=7,0, glukoza

System 2: bufor fosforanowy pH=6,5, glukoza

System 3: bufor fosforanowy pH=7,0, sacharoza

Prochiralne fenacylowe pochodne zasad pirymidynowych, pomimo obecnosci
w mikroorganizmie catego zestawu dehydrogenaz o roznej stereopreferencji, redukowane byty
z wysoka enancjoselektywnoscig. Dehydrogenaza zawarta w mikroorganizmie A. pullulans
selektywnie przenosi jeden z enancjotopowych jondéw wodorkowych pierscienia
dihydropirydynowego koenzymu na wegiel w grupie karbonylowej ze strony si (lico si), dajac
izomer o konfiguracji R.
A. pullulans, zawarty w preparacie przeciwgrzybiczym Boni Protect, umozliwia
enancjofacialne zréznicowanie prochiranych stron niesymetrycznych bulky-bulky
ketonow, nalezacych do grupy zwigzkow karbonylowych trudnych do zredukowania
metodami mikrobiologicznymi. Metoda jest prosta, ekonomiczna i nie wymaga
namnazania bioreagenta. W reakcji bioredukcji katalizowanej A. pullulans stosowano
krotki (30 minutowy) okres preinkubacji, ktory byl wystarczajacy do wykorzystania

potencjalu katalitycznego tego mikroorganizmu.
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Zastosowana przeze mnie mikrobiologiczna biotransformacja charakteryzuje sie
wyjatkowa enancjoselektywnoscia, ktora w polaczeniu z aspektem ekologicznym
I ekonomicznym moze stanowié¢ ciekawg alternatywe dla organokatalizy.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze opisany cykl publikacji stanowiacych
osiggniecie naukowe dostarcza nowych informacji na temat generowania asymetrii
w zwigzkach achiralnych w reakcji enzymatycznych desymetryzacji. Metody
z zastosowaniem Kkatalizatorow enzymatycznych maja szanse na zastosowanie

w biotechnologii, farmakologii oraz naukach pokrewnych.

d) Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Oproécz przedstawionego powyzej cyklem 6 publikacji, wybranych, jako podstawa do ubiegania
si¢ o tytul doktora habilitowanego, w sktad mojego dotychczasowego dorobku naukowego
wchodzi takze 38 innych publikacji naukowych, w tym: 16 prac oryginalnych, 19 artykutow
popularnonaukowych, wspotautorstwo 1 ksigzki i 2 rozdzialow w podreczniku. Sumaryczny
Impact Factor tych publikacji wynosi 23.676 (379.000 punktow wg MNiSW), w tym IF z 5.652
jako pierwszy autor prac.

TEMATYKA BADAN BEDACYCH PRZEDMIOTEM MOJEGO ZAINTERESOWANIA
PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Jestem absolwentka Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.
Studia ukonczytam w 1998 roku uzyskujac tytut magistra chemii w zakresie chemii polimerow.
Prac¢ magisterska pt. ,,Zintegrowany uklad wielomembranowy do utylizacji odpadow
pogalwanicznych” wykonatam w Katedrze Chemii Fizycznej i Fizykochemii Polimeréw pod
kierunkiem dr hab. Romualda Wodzkiego (obecnie prof. dr hab. Romuald Wédzki) i opieka
mgr Piotra Szczepanskiego (obecnie dr Piotr Szczepanski). W trakcie wykonywania pracy
magisterskiej zapoznatam si¢ z podstawowymi technikami badawczymi: atomowg analizg
absorpcyjng oraz elektroforezg kapilarng jak rowniez analizg i prezentacjag wynikow
doswiadczalnych.
W pracy magisterskiej przeprowadzitam badania przydatnosci nowego uktadu hybrydowego
do usuwania, zat¢zania 1 separacji cynku z alkalicznych roztworéw poptucznych po
galwanicznym cynkowaniu z galwanizerni APATOR S.A., Torun. W celu utylizacji odpadow

pogalwanicznych zastosowatam dwie techniki membranowe: technike membran cieklych
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i dialize Donnana w zintegrowanym uktadzie wiclomembranowym (DN-WUH). Uktad DN-
WUH charakteryzowat si¢ stabilnym dziataniem i wysokim strumieniem jonéw cynku, jak
rowniez wspotczynnikiem separacji wzgledem Zn?*. W rezultacie przeprowadzonych badan
wykazatam przydatno$¢ zintegrowanego uktadu wielomembranowego w odzyskiwaniu jonow
cynku z pogalwanicznych wod poptucznych.

W grudniu 1998 roku zostatam uczestnikiem Studiéw Doktoranckich w Akademii
Medycznej im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy (obecnie Collegium Medicum
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu). Prace doktorskg wykonatam
w Katedrze 1 Zaktadzie Chemii Ogolnej pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Draminskiego.
Tematyka badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej dotyczyla selektywnych
modyfikacji wybranych pochodnych nukleozydow pirymidynowych metoda enzymatycznej
reakcji transestryfikacji. Prace badawczg podzielitam na dwie czg¢sci. W pierwszej z nich
zweryfikowatam regioselektywne wlasciwos$ci preparatu enzymatycznego przeprowadzajac
reakcje z uzyciem nukleozydow i deoksynukleozydow pirymidynowych, jako substratow.
W wyniku przeprowadzonych badan, w reakcji acetylowania katalizowanej lipazg B z Candida
antarctica (CALB) w jednoetapowej syntezie otrzymano 5’-O-acetylonukloezydy
i 5’-O-acetylo-2’-deoksynukleozydy oraz w reakcji hydrolizy 2’,3’-O-diacetylonukleozydy
i 3°-O-acetylo-2’-deoksynukloezydy. Udowodniono, ze CALB regioselektywnie acetylowata
i hydrolizowata pierwszorzgdowa grupg hydroksylowa lub estrowa pierscienia cukrowego.
Stwierdzono ponadto, ze obecnos¢ grupy wodorotlenowej przy 2 atomie wegla w rybozie ma
istotne znaczenie w enzymatycznej reakcji transestryfikacji. Reakcje katalizowane lipaza
z deoksynukleozydami biegng wolniej niz w przypadku odpowiednich nukleozydow.
Na przyktad po 17,5 godzinie, wydajnos¢ 5’-O-acetylourydyny wynosita 74,46%, natomiast
5’-O-acetylotymidyny tylko 55,31%. Ciekawym roéwniez aspektem badawczym okazat si¢
wplyw zastosowanego rozpuszczalnika na profil reakcji enzymatycznego acetylowania
nukleozydow i deoksynukleozydow. Wysoka wydajno$¢ monopochodnej zalezata od
konformacji egzocyklicznej grupy C(5°)-OH. W pierscieniu rybozy swobodna rotacja wokot
wigzania C(4°)-C(5’) wymusza wspoOlistnienie trzech rotamerow grupy C(5°)-OH:
gauche-gauche (gg — ekwatorialna-ekwatorialna), gauche-trans (gt — ekwatorialna-aksjalna)
I trans-gauche (tg — aksjalna-ekwatorialna). Okazalo si¢, ze najkorzystniejsza w reakcji
transestryfikacji lipazg B z Candida antarctica byta konformacja gg. Udziat tej konformacji
zalezal od rozpuszczalnika, w jakim przeprowadzono reakcje. Na podstawie obliczonych
statych sprzezen J(4°5’) 1 J(4°5”’) udowodnitam, Ze procentowy udziat populacji gg byt wyzszy

w pirydynie niz w dimetylosulfotlenku (DMSQO), co miato bezposrednie przetozenie na
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wydajnos¢ mnoacetylowej pochodnej. Na przyktad dla urydyny rozpuszczonej w deuterowanej
pirydynie udziat populacji gg byl wigkszy o okoto 28% niz w DMSO, o czym $wiadczyly
relatywnie mate i zblizone state J(4°5”) 1 J(4°5”).

W drugiej czeSci pracy eksperymentalnej, enzymatycznej reakcji acetylowania poddano

acyklonukleozydy pirymidynowe. Uzyskano z wysoka (okoto 50%) wydajnoscig posredni
produkt acetylowania — monoacetylonukleozyd. Na podstawie wykonanych analiz HPLC
stwierdzono, ze narastanie st¢zenia produktu posredniego odbywa si¢ w poczatkowym etapie
reakcji w czasie od 0-5 godzin, po tym etapie sukcesywnie wzrasta stezenie produktu
calkowicie zacetylowanego. Probowano rowniez ocenic Stereoselektywne wiasciwosci lipazy
B z Candida antarctica za pomocag metody NMR. Uzyskane wyniki nie byly jednak
jednoznaczne, nie udato si¢ w pelni potwierdzi¢ czysto$ci enancjomerycznej otrzymanych
produktow.
W rezultacie enzymatycznej reakcji acetylowania otrzymano zmodyfikowane pochodne
nukleozydow i acyklonukleozyddéw pirymidynowych. Lipaza B z Candida antarctica zapewnia
wyjatkows regioselektywno$¢ w reakcji transestryfikacji nukleozydow i deoksynukleozydow,
jak réwniez umozliwia otrzymanie monoacetylopochodnych z wysoka wydajnoscig w reakcji
acetylowania acyklonukleozydéw [Zalgcznik numer 3, 11.C.a.1.; 11.C.a.3.; 11.C.a4]. W
poréwnaniu z reakcjami chemicznego acetylowania, reakcje enzymatyczne sg relatywnie
wolniejsze, co umozliwia sterowanie tymi procesami i przerywanie ich na z géry zatozonym
etapie.

Prace doktorska pt. ,,Acylowanie nukleozydow i acyklonukleozydéw pirymidynowych
— wykorzystanie katalitycznych wtasciwosci lipaz” obronitam w kwietniu 2003 roku. W lipcu
2003 roku zostalam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Ogolnej owczesnej Akademii Medycznej im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, a w roku 2012

na stanowisko adiunkta w tej samej jednostce.

TEMATYKA BADAN BEDACYCH PRZEDMIOTEM MOJEGO ZAINTERESOWANIA
PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA, NIE WCHODZACA W SKLAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, kontynuowatam badania nad oceng
stereoselektywnych wlasciwosci lipaz w enzymatycznej desymetryzacji prochiralnych grup
acyklonukleozydéw pirydmidynowych, ktore wchodza w sktad osiagnigcia naukowego

opisanego w poprzednim rozdziale.
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Zainteresowanie kataliza enzymatyczng jak rowniez naturalnymi zwigzkami
bioorganicznymi umozliwito napisanie dwoch rozdziatoéw w podreczniku wydanym w 2018
przez Taylor & Francis Group, LLC [Zalgcznik numer 3, 11.C.d.1.; 11.C.d.2.]. Tematem
przewodnim ksigzki pt. ,,Asymmetric synthesis of drugs and natural products” sa syntezy
asymetryczne chiralnych zwigzkow naturalnych. Pierwszy rozdzial zostal poswiecony
asymetrycznej biokatalizie w syntezie organicznej zwigzkow aktywnych biologicznie. Drugi
dotyczyl syntezy asymetrycznej naturalnych zwigzkéw chiralnych osiowo, czyli izomerow
konfiguracyjnych powstatych dzigki zahamowaniu rotacji wokot pojedynczego wigzania
taczacego jednostki arylowe.

Poza gtownym tematem realizowanych przeze mnie badan, wchodzacych w sktad
osiggnigcia naukowego, szczegdlne zainteresowanie naukowe wzbudzily we mnie
asymetryczne syntezy z wykorzystaniem potencjalu katalitycznego mikroorganizmow.
W pracy zespolowej otrzymano czysty optycznie kwas 2-(antraceno-9-ylo)-2-metoksyoctowy
(9-AMA) w czteroetapowej syntezie [Zalgcznik numer 3, I11.A.a.5.]. Kwas 9-AMA jest
stosowany, jako czynnik derywatyzujacy w okreslaniu konfiguracji absolutnej chiralnych
zwigzkdéw organicznych za pomocg magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Uzywany
jest gtoéwnie w okreslaniu konfiguracji absolutnej o i B-chiralnych alkoholi. Najwazniejszym
etapem generujacym chiralno$¢ i zapewniajacym wysoka czysto$¢ enancjomeryczng produktu
koncowego - kwasu 9-AMA byl etap desymetryzacji prochiralnego o-ketoestru.
Biotransformacja z udziatem drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae) prowadzita do
chiralnego produktu z umiarkowanym 65% nadmiarem enancjomerycznym, oraz 70% ee
z dodatkiem chlorooctanu etylu. Natomiast w wyniku mikrobiologicznej desymetryzacji
katalizowanej Aureobasidium pullulans otrzymano czysty enancjomerycznie (R)-4-
hydroksylo-a-(9-antrylo)octan etylu. Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano dostepny
handlowo preparat przeciwgrzybiczy Boni Protect, zawierajacy zywe komorki A. pullulans.
Nasza metoda otrzymania 9-AMA jest tania, szybka i wydajna, i nie wymaga zaktadania
hodowli grzyba, gdyz zastosowany preparat jest rownie skuteczny w procesie redukcji.
Uzyskanie czystego optycznie 9-AMA pozwala unikng¢ stosowania kosztownych i
czasochtonnych metod rozdziatow mieszaniny racemicznej.

Preparat Boni Protect zostat szczegdtowo przebadany w reakcji bioredukcji wybranych
ketonow oraz a- i B-ketoestrow [Zalgcznik numer 3, 11.A.a.8.]. W przypadku ketonow w
biotransformacji z A. pullulans otrzymano drugorzgedowe alkohole z umiarkowanym nadmarem
enancjomerycznym. W obecnosci A. pullulans najwyzszy nadmiar enancjomeryczny wynosit

65% ee w reakcji z 2-bromo-1-(4-nitrofenylo)etanonem. W celu zniwelowania
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niekompatybilnosci enzymatycznej zastosowano substancje dodatkowe spetniajace role
inhibitorow: chlorooctan etylu, bromek allilu, alkohol allilowy, [BMIM][PFe], 3-oksowalerian
etylu i (9-antrylo)glioksylan etylu. Generalnie wprowadzenie do uktadu reakcyjnego substancji
dodatkowej wplyneto na poprawe selektywnych wiasciwos$ci mikroorganizmu. Redukcja
1-(benzofurano-2-ylo)-2-bromoetanonu z (9-antrylo)glioksylanem etylu prowadzita do
otrzymania odpowiedniej bromohydryny ze 100 % wydajnoscig i 55% ee. Czysty optycznie
zwigzek 1-(benzofurano-2-ylo)etanol otrzymano w mikrobiologicznej redukcji w obecnosci
inhibitorow: alkoholu allilowego, 3-oksowalerianu etylu (9-antrylo)glioksylan etylu. Keton
2-bromo-1-(4-nitrofenylo)etanon zredukowat si¢ calkowicie selektywnie z najwyzsza
wydajnoscig z dodatkiem cieczy jonowej [BMIM][PF¢], a zwigzek 1-(4-bromofenylo)etanon
z dodatkiem [BMIM][PFes], chlorooctanu etylu i 3-oksowalerianu etylu. Konfiguracja absolutna
uzyskanych alkoholi byla uzalezniona od budowy prochiralnego substratu. W przypadku
ketonéw z pierScieniem benzofuranowym preferowany byt atak jonu wodorkowego
na wigzanie karbonylowe od strony re. Redukcja ketonéw z mniejsza zawada przestrzenng
natomiast preferencyjnie zachodzita od strony si.

Biotransformacja a- i B-ketoestrow katalizowana przez A. pullulans, przebiega z wysoka
enancjoselektywnosciag i nie bylo potrzeby, jak w przypadku ketonow, stosowania substancji
dodatkowych w celu poprawy selektywnosci procesu. Oprocz zwigzku  2-(naftaleno-
1-ylo)oksooctanu metylu, wszystkie pozostate ketoestry w obecnosci A. pullulans redukowaty
si¢ z wysokim nadmiarem enancjomerycznym od 98 do 99% ee. W wigkszosci przypadkow jon
wodorkowy selektywnie atakowat prochiralny atom wegla od strony re umozliwiajac
otrzymanie w przewadze hydroksyestréw o konfiguracji S.

Dodatkowo bratam udzial w asymetrycznej syntezie organicznej z wykorzystaniem
chiralnych katalizator6w chemicznych [Zalgcznik numer 3, I1.A.a.3.]. W reakcji redukcji 3N-
fenacylowych pochodnych tyminy z zastosowaniem boranu/oksazaborolidyny, wytworzonego
in situ z metoksyboranu i (1S,3S,4R,6R)-4-amino-3,7,7-trimetylobicyklo[4.1.0]heptan-3-olu
oraz za pomoca (S)-2-metylo-CBS-oksazaborolidyny (CBS = Corey, Bakshi i Shibata)
otrzymano chiralne alkohole drugorzedowe. 1-allilo-3-(2-hydroksy-2-fenyloetylo)-5-
metylopirymidino-2,4(1H,3H)-dion i 3-(2-hydroksy-2-fenyloetylo)-1,5-dimetylopirymidyno-
2,4(1H,3H)-dion otrzymano w reakcji redukcji w obecnosci boranu/oksazaborolidyny z
niewielki nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 4-21% ee. W reakcji katalizowanej (S)-
2-metylo-CBS-oksazaborolidyng otrzymuje si¢ alkohole z 100% wydajnoscig i 73-85%
czysto$cig enancjomeryczng. Za pomocg chiralnej HPLC oceniono czysto$¢ optyczng

produktow, dla ktorych okreslona zostata konfiguracja absolutna metodami chiralooptycznymi.
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Réwnolegle do prowadzonych badan eksperymentalnych wchodzacych w zakres moich
glownych tematow naukowych uczestniczytlam réwniez w projekcie badawczym dr Renaty
Studzinskiej, w syntezie nowych pochodnych tiazolo[3,2-a]pirymidyn, 2-alliloaminotiazoli
oraz 2-allilodihydrotiazloli [Zatgcznik numer 3, 11.A.a.2.; 11.A.a4.; 11LAa.6.; 1lLAa.7l.
2-halogenometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyno-5-ony otrzymuje si¢ W reakcji
pochodnych 3-allilo-2-tiouracyli odpowiednio z bromem lub chlorkiem jodu. Atom bromu lub
grup¢ nitrowg wprowadza si¢ w reakcji elektrofilowego podstawienia przy 6 atomie wegla w
uktadzie tiazolopirymidynowym. Eliminacja jodo- lub bromowodoru
z halogenometylopochodnych  dostarcza szereg nowych tiazolo[3,2-a]pirymidyn.
2-(alliloamino)tiazolo-4(5H)-ony  syntetyzowano  w  reakcji N-allilotiomocznika
z odpowiednimi a-haloestrami w $rodowisku alkalicznym. Natomiast synteze zwigzkow
zawierajacych pierScien tiazolu przeprowadzono w wyniku kondensacji wybranych
chlorooksoestrow z N-allilotiomocznikiem w réznych warunkach. Najwyzsza wydajnosc
uzyskano przeksztatcajac grupe karbonylowg w acetal, ktory w nastgpnym etapie poddano
kondensacji z N-allilotiomocznikiem w srodowisku kwasowym.

Tiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-ony jak rowniez 2-alliloaminotiazole i 2-alliloamino-4,5-
dihydrotiazole  przebadano  pod  katem  inhibicji  wzgledem  dehydrogenazy
11B-hydroksysteroidowej typu 1 (11B-HSD1, reduktaza kortyzonu) [Zalgcznik numer 3,
ILA.a.9.; 11.A.a.10.]. Dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa typu 1 jest NADPH-zalezna
oksydoreduktaza o wysokiej ekspresji w watrobie tkance thuszczowej 1 moézgu. Katalizuje ona
przemiang nieaktywnego kortyzonu w aktywny fizjologicznie kortyzol oraz w mniejszym
stopniu reakcje odwrotng. Razem 2z dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa typu 2
zlokalizowana jest gtobwnie w nerkach 1 okreznicy, tworzy uktad regulujacy poziom kortyzolu
w organizmie. Zwigkszona ekspresja 11B-HSDI wiaze si¢ z patogenezg zaburzen gospodarki
lipidowej, jak rowniez insulinoopornosci. Hamowanie aktywnos$ci dehydrogenazy 113-HSD1
powoduje zmniejszenie poziomu kortyzolu, a tym samym zmniejszenie masy tkanki
tluszczowej. Sugeruje si¢, ze zwigzki specyficznie hamujace 113-HSD1 u chorych z cukrzyca
typu 2 moga obniza¢ st¢zenie glukozy we krwi, a przez to wplywa¢ na zmniejszenie
insulinoopornosci i otylosci centralnej. Sposrod przebadanych 2-(alliloamino)tiazol-4(5H)-
onéw, zwiazki zawierajace W pozycji C-5 w pierscieniu duzy objgtosciowo podstawnik
wykazujg przy stezeniu 10 pmol/l aktywno$¢ w kierunku inhibicji 113-HSD1 do 71%. ICso dla
najbardziej aktywnego zwigzku: 2-(alliloamino)-1-tia-3-azaspiro[4.5]dek-2-en-4-onu wynosi
2,5 umol/L. Dodatkowo dla trzech analizowanych zwigzkoéw procent inhibicji 113-HSD2 jest
nizszy niz procent inhibicji 113-HSDI1 przy stezeniu inhibitorow 10 pmol/l. Mniejsza
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aktywno$¢ wzgledem 11B-HSD1 wykazuja tiazolo[3,2-a]pirymidyno-5-ony, ich aktywnos¢
hamowania 11B-HSD1 wynosi ponizej 59,15% przy stezeniu 10 pmol/l. Najbardziej aktywnym
zwigzkiem byl 7-(cykloheksylometylo)-2-jodometylo-2,3-dihydrotiazolo[3,2-a]pirymidyn-5-

on.

W najblizszej przyszlosci planuj¢ kontynuowaé badania z zakresu szeroko pojetej
syntezy asymetrycznej 2z wykorzystaniem Kkatalizatoréw bialkowych. Badania
te chcialabym rozszerzy¢ o nowe niepatogenne mikroorganizmy oraz nowe substraty.

Planuj¢ ponadto, wlaczy¢ si¢ w cykl badan, dotyczacych wplywu niezaleznych
czynnikow prognostycznych stanu zapalnego i antyoksydantow w etiologii choréb

o podlozu autoimmunizacyjnych.

Reaata u%od@év&f .......
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