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4. Omowienie osiagnie¢ naukowych, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478

z p0zn. zm.).

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego.

Cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych pt.:

"Nowe chemoenzymatyczne strategie w asymetrycznej syntezie wybranych farmaceutykow

z zastosowaniem rekombinowanych oksydoreduktaz i hydrolaz jako biokatalizatorow"

4.2. Wykaz opublikowanych prac naukowych wchodzacych w sklad osiagni¢cia
naukowego stanowiacego podstawe do wniosku o wszczecie postepowania

habilitacyjnego.

Na cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych, stanowigcych osiggnigcie naukowe
sktada si¢ 9 prac opublikowanych w latach 2016—2023 w czasopismach z listy Journal Citation
Reports (JCR), w ktorych jestem wspotautorem. We wszystkich 9 pracach bylem autorem
korespondencyjnym, 7 pracach bytem autorem pierwszym, przy czym jedna z prac byta praca
jednoautorska.

Wybrane i zestawione ponizej prace byly cytowane 65-krotnie (w tym zanotowaty 36
cytowan bez autocytowan; dane pochodza z dnia 13.02.2025 r. wg bazy bibliometrycznej
Web of Science—~WoS). Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (Impact Factor wg roku
publikacji) jednotematycznego cyklu prac wynosi 47,7 i zostat obliczony na podstawie wartosci
zgodnej z rokiem opublikowania danej pracy. Natomiast sumaryczna liczba punktow z listy
czasopism MEIN z dnia 05.01.2024 r. wynosi 1 070 (Tabela 1).

Opis mojego merytorycznego i szacowanego procentowego wkiadu pracy w publikacje
bedace czgscig cyklu, zawarty jest w Zalaczniku 4 do wniosku, oraz w o$wiadczeniu
habilitanta (Zalacznik 6a). Dodatkowo oswiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny

wktad pracy kazdego z nich w publikacjach [P1—-P9] stanowig tres¢ Zalacznika 6a do wniosku.
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Tabela 1. Cykl powigzanych tematycznie artykulow naukowych stanowiacy osiagnigcie
naukowe pt. "Nowe chemoenzymatyczne strategie w asymetrycznej syntezie
wybranych farmaceutykow z zastosowaniem rekombinowanych oksydoreduktaz
i hydrolaz jako biokatalizatoréw" — podsumowanie.
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Bioorg. Chemistry./2022

ACS Sustain. Chem. Eng./2021

Mol. Catal./2021

Bioorg. Chemistry./2021

J. Org. Chem./2016

Suma

Srednio na prace

IF
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- Autor korespondencyjny
2(1) - Pierwszy autor

- Praca jednoautorska
- Udziatl w pracy: 100%
- Autor korespondencyjny
3(2) - Pierwszy autor
- Udziat w pracy: 60%
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9 (6) - Pierwszy autor
- Udziat w pracy: 60%
- Autor korespondencyjny
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5(3)

* Wspotczynnik oddziatywania podany wg roku publikacji lub z 2023 r. w przypadku braku nowszego.

** Liczba punktow z listy czasopism Ministerstwa Edukacji i Nauki (05.01.2024 r.).

*** Liczbe cytowan podano w oparciu o dane przedstawione w bazie Web of Science (01.02.2025 r.). W nawiasie podano
liczbe cytowan bez autocytowan.
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4.3. Opis badan, bedacych podstawg osiagniecia naukowego.
4.3.1. Streszczenie.

Osiagniecie naukowe stanowiace podstawe niniejszego wniosku habilitacyjnego polega na opracowaniu szeregu
nowych, chemoenzymatycznych metod syntezy enancjomerycznie czystych substancji czynnych lekow (API) oraz
prototypowych  zwigzkow  farmakologicznie —aktywnych zawierajagcych drugorzedowe ugrupowania
hydroksylowe, z wykorzystaniem enzyméw jako biokatalizatorow kluczowych asymetrycznych transformacji
(Rysunek 1).

Chiralne prekursory enancjomerycznie wzbogaconych APl otrzymano na drodze kinetycznego rozdziatu
odpowiednich mieszanin racemicznych przy uzyciu hydrolaz (glownie lipaz) katalizujacych enancjoselektywna
estryfikacj¢ alkoholi i/lub hydroliz¢ badZ alkoholize¢ ich estrow. Alternatywnie zastosowano dehydrogenazy
alkoholowe katalizujgce asymetryczng redukcje prochiralnych ketonéw. Reakcje te prowadzity do powstania
optycznie czynnych alkoholi, ktore albo same stanowily substancje czynne lekow, albo jako ich chiralne
prekursory poddawano je dalszym procedurom funkcjonalizacji, ukierunkowanym na uzyskanie farmakologicznie
aktywnych zwiazkow.
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Rysunek 1. Przyktady ilustrujace zakres tematyki badawczej w ramach przedstawionego osiagnigcia: (A) rozdziat kinetyczny racemicznych
alkoholi z wykorzystaniem hydrolaz; (B) desymetryzacja prochiralnych ketondéw z zastosowaniem dehydrogenaz alkoholowych
(ADH); (C) spektrum substancji czynnych lekéw oraz prototypowych substancji farmakologicznie aktywnych otrzymanych przy
uzyciu chemoenzymatycznych strategii syntez zilustrowanych w panelach A-B.

Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie optymalnych warunkéw chemoenzymatycznych
transformacji, umozliwiajacych uzyskanie optycznie czynnych API o mozliwie najwyzszej wydajnosci catkowitej
oraz, co najwazniejsze, wysokiej czystosci enancjomerycznej. Realizacja tego zadania wymagata: (i) identyfikacji
lub zaprojektowania de novo odpowiedniego racemicznego i/lub prochiralnego prekursora API, ktéry mogtby
zosta¢ zastosowany w biotransformacjach z uzyciem wspomnianych enzymow, (ii) doboru biokatalizatora
o pozadanej aktywnosci katalitycznej i stereoselektywnosci, (iii) analizy wpltywu kluczowych parametrow
bioprocesu na jego przebieg, (iv) powigkszenia skali, a takze (iv) optymalizacji warunkéw pozostalych etapow
syntezy, tak aby unikna¢ racemizacji optycznie czynnych produktow.

Jednym z gléwnych zalozen bylo réwniez wyjscie poza dotychczasowe, rutynowe badania nad
zastosowaniem tytulowych enzymow w syntezie asymetrycznej. W zwigzku z tym wyniki eksperymentalne
w zakresie syntezy zostaly uzupelnione obliczeniami komputerowymi z wykorzystaniem dokowania
molekularnego, ktore umozliwily identyfikacj¢ fundamentalnych zaleznosci pomigdzy struktura badanych
enzyméw, nowymi, dotad nietestowanymi w reakcjach enzymatycznych substratami a stereochemicznymi
wynikami biotransformacji z ich udziatem. Szczegdtowa analiza oddziatywan niekowalencyjnych w kompleksach
biatko-ligand pozwolita na zracjonalizowanie przebiegu szeregu proceséw enzymatycznych i moze stanowic
solidng podstawe do dalszych badan nad udoskonalaniem wtasciwosci katalitycznych biokatalizatorow.

Zwienczeniem moich badan bylo opracowanie prototypowego opioidowego analgetyku
zaprojektowanego na bazie struktury dekstromoramidu oraz dokowania molekularnego z zastosowaniem struktur
krystalicznych receptoréw opioidowych, a takze nowego odczynnika o charakterze nieodwracalnego donora acylu,
ktory umozliwia prowadzenie enzymatycznych rozdzialéw kinetycznych racemicznych alkoholi bez koniecznosci
stosowania chromatografii zelowej na etapie oczyszczania produktow.

7
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4.3.2. Wprowadzenie i cele badawcze.

Opracowywanie innowacyjnych, ekonomicznie optacalnych i zréwnowazonych metodologii syntetycznych
dedykowanych produkcji aktywnych substancji farmaceutycznych (API) stanowi nie tylko jedno
z najwazniejszych wyzwan wspolczesnej chemii organicznej i przemystu farmaceutycznego, ale przede wszystkim
kluczowy aspekt zwigzany z jakoscia lekow i bezpieczenstwem ich stosowania. Obecnie ponad potowa
matoczasteczkowych substancji czynnych lekéw dopuszczonych do obrotu posiada strukture chiralng, [
co sprawia, ze ich otrzymywanie w postaci optycznie czystej lub przynajmniej wysoce wzbogaconej w jeden
z izomeréw optycznych ma ogromne znaczenie dla efektywnosci terapii ukierunkowanych na konkretny cel
molekularny, minimalizujac jednoczes$nie ryzyko wystapienia skutkéw ubocznych. Korzysci ze stosowania
optycznie czystych API w farmakoterapii obejmuja przede wszystkim szybszy poczatek dziatania, zwigkszong sitg
i selektywnos$¢ efektu terapeutycznego oraz zmniejszong sktonnos$¢ do interakcji z innymi lekami. Dzigki temu
mozliwe jest stosowanie nizszych dawek leku, co przeklada si¢ na wigksze bezpieczenstwo i lepsza tolerancje
terapii.

Restrykcje dotyczace koniecznoséci syntezy enancjomerycznie czystych APl wynikaja gtéwnie z faktu,
ze czasteczki chemiczne o chiralnej budowie wykazuja selektywne oddzialywania z wigkszo$cig chiralnych
biomakromolekut, takich jak biatka komorkowe (np. enzymy poszczegdlnych szlakow metabolicznych, receptory
jadrowe, receptory zwigzane z biatkami G, kanaly jonowe), transportery neuroprzekaznikow,
biatka wiazace (np. albuminy), kwasy nukleinowe (np. DNA i RNA), hormony, lipidy bton biologicznych i inne.
Stopien selektywnosci tych oddziatywan, a tym samym powinowactwo chiralnego leku do okreslonego celu
molekularnego, wynika bezposrednio z réznic w energii tworzenia kompleksow lek-receptor i/lub ich statych
dysocjacji. W skrajnych przypadkach moga rowniez wystepowaé alternatywne miejsca wigzace, zlokalizowane
na tym samym lub innych receptorach. Te réznice skutkujg odmiennymi wtasciwosciami farmakokinetycznymi
i farmakodynamicznymi chiralnej substancji leczniczej.

Zgodnie z przedstawionymi na Rysunku 2 czterema mozliwymi typami relacji miedzy budowsg
stereochemiczng chiralnych lekow a ich wlasciwosciami farmakologicznymi, podawanie optycznie czystych
farmaceutykow jest szczegolnie uzasadnione w sytuacjach, gdy pozadang aktywnos$¢ biologiczng wykazuje
wylacznie jeden z enancjomerdw danej substancji czynnej, podczas gdy drugi stanowi niepotrzebny lub wrecz
szkodliwy dla organizmu balast.
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Rysunek 2. Przyktadowe typy zaleznosci migdzy strukturg (budowa stereochemiczng) a aktywnoscig farmakologiczna na przykladzie
chiralnych API. (A) Izomery optyczne wykazujace takie samo dziatanie biologiczne; (B) izomery optyczne o takim samym
dziataniu biologicznym, ale rdznigce si¢ poziomem aktywnos$ci; (C) izomery optyczne, w ktorych aktywno$¢ biologiczna
wykazuje wytacznie jeden sterecizomer; (D) izomery optyczne wykazujace rozne dziatania biologiczne.

Wyrazistym przyktadem skrajnie roéznego dzialania enancjomeréw w organizmie czlowieka jest
talidomid — lek przeciwwymiotny o dziataniu uspokajajacym, ktory w latach 60. XX wieku byl powszechnie
przepisywany kobietom w pierwszym trymestrze cigzy w celu tagodzenia porannych nudnosci. Niestety, jego
stosowanie doprowadzito do wystapienia zespotu wad wrodzonych, znanego jako “"embriopatia talidomidowa",
obejmujacego cigzkie malformacje konczyn u noworodkéw (fokomelig). Wykazano, ze w mieszaninie
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racemicznej, oprocz (R)-enancjomeru o pozadanym dziataniu terapeutycznym, obecny jest silnie teratogenny
(S)-enancjomer.

0Od 1992 roku amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow (ang. The U.S. Food and Drug Administration,
FDA), a od 1993 roku takze Komitet ds. Lekow Gotowych przy Europejskiej Agencji ds. Oceny Produktéw
Leczniczych (ang. The European Medicines Agency, EMA),B! ustanowity prawny wymog pelnej charakterystyki
dziatania izomerow optycznych chiralnej substancji czynnej leku przed jego rejestracja i dopuszczeniem do obrotu.
Charakterystyka ta obejmuje takze szczegdétowy opis metod wytwarzania API, zastosowanych metod
analitycznych potwierdzajacych jego strukture i jednorodnos$¢, a takze wyniki badan farmakokinetycznych,
farmakodynamicznych i toksykologicznych przeprowadzonych na zwierzetach i ludziach. Taki postep prawny
wptynal na zmiang tendencji na rynku farmaceutycznym — z kazdym rokiem maleje liczba lekow wprowadzanych
na rynek w postaci racematdw. Przed 1985 rokiem wigkszo$¢ lekow dopuszczonych do obrotu stanowity racematy,
a jedynie od trzech do pieciu lekow rocznie wprowadzano jako enancjomery.[ Dla odmiany w latach 2002-2022
sposréd 506 zatwierdzonych nowych matoczasteczkowych API az 326 (64%) miato strukture chiralna,
z czego az 291 (89%) jest dostepnych w handlu w postaci enancjomerow. [l

Moja bezposrednia motywacja do zaangazowania si¢ w rozwoj stereokontrolowanych metod syntezy
chiralnych alkoholi jest ich ogromny i nieustannie rosnacy potencjat aplikacyjny w przemystowej produkcji
farmaceutykow. Warto zauwazy¢, ze w 2023 roku sposrdéd 100 najlepiej sprzedajacych si¢ matoczasteczkowych
API az 24 pochodne zawieraly co najmniej jedno chiralne ugrupowanie hydroksylowe, a ich taczna sprzedaz
wyniosta okoto 70 miliardow USD (Rysunek 3).I1 Co wiecej, sposrod tych 24 API jedynie 3 — salmeterol,
salbutamol i metoprolol — sg sprzedawane w postaci racemicznej, podczas gdy pozostate substancje czynne
dostepne sa w formie izomerdow optycznych.
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Rysunek 3. Przyklady najlepiej sprzedajacych si¢ w 2023 roku matoczasteczkowych chiralnych API, zawierajacych co najmniej jedno
ugrupowanie hydroksylowe (zaznaczone turkusowym ttem). Rycing opracowano na podstawie raportu "“Top 200 Small Molecule
Drugs by Sales in 2023" [

Wzmozona potrzeba otrzymywania optycznie czystych API wymaga od chemikow wszechstronnej
wiedzy, specjalistycznych umiejg¢tnosci laboratoryjnych oraz coraz czg¢$ciej stosowania interdyscyplinarnych
podejs¢ do planowania $ciezek syntezy. W tym kontekscie zastosowanie enzymow w asymetrycznej syntezie
oferuje znaczace korzysci. Enzymy bowiem umozliwiaja katalizowanie przeksztalcen szerokiej gamy substratow,
zarowno fizjologicznych, jak i ksenobiotycznych, w fagodnych warunkach reakcyjnych (neutralne pH, srodowisko
wodne, umiarkowane temperatury, ci$nienie atmosferyczne) z niezrownang sobie szybkoscig oraz chemo-, regio-
i stereoselektywnoscia.[’! Warto podkresli¢, ze enzymy, bedace produktami ewolucji istniejacymi na Ziemi
od miliardéw lat, sa wyspecjalizowane nie tylko w katalizowaniu niezwykle szybkich i precyzyjnych reakcji
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biochemicznych, ktére umozliwiaja syntezg ztozonych zwiazkéw chemicznych z prostych prekursorow, ale takze
w kontrolowaniu skomplikowanych szlakéw metabolicznych w organizmach zywych. Dzigki tym wlasciwosciom
biokatalizatory znacznie przewyzszaja swoim potencjalem katalitycznym nawet najbardziej zaawansowane
katalizatory chemiczne, zarowno organiczne, jak i metaloorganiczne, w tym kompleksy metali przejsciowych
(np. Pt, Pd, Rh, Ru, Co itp.).”®! Co wigcej, enzymy sg biodegradowalne i nie generuja toksycznych ani trudnych do
utylizacji odpadow, co wyrdznia je na tle wielu chemicznych katalizatorow nieprzyjaznych dla srodowiska.
Dodatkowo, enzymy mozna w prosty sposoéb wytwarza¢ w hodowlach mikroorganizméw, co sprawia, ze sg one
produktami pochodzacymi z odnawialnych zrédel, idealnie wpisujacymi si¢ w ide¢ zrbwnowazonego rozwoju.
Dzigki temu biokataliza stanowi jeden z kluczowych filarow tzw. "zielonej chemii™.[¥)

Biotransformacje z wykorzystaniem enzymow i/lub komoérek mikroorganizméw zawierajacych pozadane
enzymy jako biokatalizatory odgrywaja kluczowa rolg w stereokontrolowanej syntezie optycznie czynnych
substancji czynnych farmakologicznie.') Implementacja enzyméw w procesach otrzymywania API w wielu
przypadkach upraszcza dang technologie, skracajac $ciezke syntezy oraz eliminujac koniecznos$é stosowania
strategii ochrony grup funkcyjnych.'l' W efekcie zmniejsza si¢ zuzycie toksycznych rozpuszczalnikow
organicznych oraz ogranicza ryzyko generowania szkodliwych odpadéw. Co wigcej, chemoenzymatyczne
strategiec syntezy nie wymagaja bezwodnych ani beztlenowych warunkéw reakcji, ani drogiej i wysoko
wyspecjalizowanej aparatury chemicznej, a powickszenie skali produkcji zaréwno biokatalizatorow,
jak i bioprocesow, ktore katalizuja, nie stwarza wigkszych trudnosci, co w potaczeniu z wymienionymi wczesniej
zaletami znaczaco zwicksza efektywnos¢ kosztowa technologii danego API. W rezultacie biokataliza stata si¢
obecnie praktycznym narzedziem biotechnologicznym, ktore umozliwia realizacj¢ wielu ambitnych wyzwan
syntetycznych, dotychczas nieosiagalnych przy uzyciu klasycznych metod chemicznych, szczegélnie w zakresie
wytwarzania chiralnych API i innych zwigzkow o wysokiej warto$ci dodane;.

W ramach =zaprezentowanego cyklu prac, stanowigcego moje gldwne osiagnigcie naukowe,
skoncentrowalem si¢ na opracowaniu chemoenzymatycznych metod syntezy enancjomerycznie czystych alkoholi,
pelnigcych role API lub ich kluczowych prekursoréw. Zgodnie z danymi literaturowymi repertuar
biokatalitycznych metod syntezy optycznie czystych alkoholi jest niezwykle wszechstronny i obejmuje
zastosowanie réznorodnych biokatalizatorow (Rysunek 4).

Dehalogenaz
OH g y

. halohydrynowe Hydrolazy
epoksydowe O
rac H,0 rac
O,
>N 0
o Dehydrogenazy + N OH
Ikohol: Hydrol
J\ alkoholowe C:)H . ydrolazy A
NAD(P)H N\ j’\“ NN oH JOL rac
e Ho K g
[o}
Aldolazy L
? 2 treoninowe OH OH o
y - U By ;
+ Hk —_— )*\( + A o
NH, NH, OH by
Hydrolazy o
0 A
H,0
OH * oH L, # 2 e
o Dekarboksylazy )"\“/ AN+ P
? pirogronianowe _~ o
3, O-Jl\“/ _
0 -CO, )O\H OH
*CN N Hydratazy
IO Liazy hydroksynitrylowe _~ OH OH \_ s Y%
) ee—o—m—"ooooF P )ﬁ\( H,0
+HCN
OH
HH Monooksygenazy / Dicok
\ Diooksygenazy
X lub peroksydazy/peroksygenazy A
NAD(P)H, O, lub H,0, NAD(P)H, 0,

Rysunek 4. Biokatalityczne metody syntezy enancjomerycznie wzbogaconych alkoholi. Opracowano na podstawie artykutu. [l

Ze wzgledu na wysoka efektywno§¢ enzymoéw w katalizowaniu przemian szerokiego spektrum
ksenobiotycznych substratdw oraz ich relatywnie wysokg stabilno$¢ w warunkach procesowych, niskie koszty
wytwarzania biokatalizatorow w warunkach laboratoryjnych Iub zakupu odpowiednich gotowych preparatow
enzymatycznych, a takze ich szerokg dostgpno$¢ handlowa, najczesciej stosowanymi enzymami w syntezie
organicznej sa hydrolazy — przede wszystkim lipazy (E.C. 3.1.1.3), esterazy (E.C. 3.1.x.x) i proteazy (E.C. 3.4.X.X)
— oraz oksydoreduktazy, w tym szczegélnie dehydrogenazy alkoholowe (E.C. 1.1.1.x)
i/lub ketoreduktazy (E.C. 1.1.1.x). Odzwierciedleniem tego trendu w przemysle farmaceutycznym stanowia
zaprezentowane na Rysunku 5 przyktadowe chemoenzymatyczne syntezy enancjomerycznie czystych API
z wykorzystaniem (A) lipaz oraz (B) dehydrogenaz alkoholowych (ADH) i/lub ketoreduktaz (KRED), opracowane
w skali wielkolaboratoryjnej oraz pottechnicznej. Szczegdlnym przypadkiem jest synteza atorwastatyny, w ktorej
dzieki zastosowaniu biokatalizatorow skrécono proces produkcyjny o 6 etapoéw w poréwnaniu z tradycyjng Sciezka
syntezy chemicznej.[*d
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Rysunek 5. Przyktady przemystowych syntez enancjomerycznie czystych API z uzyciem lipaz (A) oraz dehydrogenaz alkoholowych (B).

Z kolei wsérdod biokatalitycznych strategii powszechnie wykorzystywanych w stereokontrolowanej
syntezie izomeroéw optycznych wyroznia si¢: (A) rozdzial kinetyczny (ang. Kinetic resolution, KR),
(B) dynamiczny rozdziat kinetyczny (ang. dynamic Kinetic resolution, DKR), (C) desymetryzacj¢ prochiralnych
substratow i/lub mezo-zwiazkow oraz (D) deracemizacje realizowang w uktadach kaskadowych (Rysunek 6).

(A)  Rozdziat Kinetyczny (KR): Dynamiczny KR (DKR): (c)  Desymetryzacia:
kn kn
(R)-substrat = (R)-produkt | | (R)-substrat —— (R)-produkt k (R)-produkt
+ Em o+ iao ﬂ Enzym)  + A-substat  (EREVE)  +
ks ks T a
(S)-substrat +-.-.7-. » (S)-produkt | | (S)-substrat «---.%-. » (S)-produkt ky (S)-produkt
kg>>ks krac>>kp>ks ky>>ky
@ Deracemizacja: (R)-substrat = (R)-enancjomer substratu;
(S)-substrat = (S)-enancjomer substratu;
(R)-substrat ki ks (R)-produkt (R)-produkt = (R)-enancjomery chiralnego produktu;
(S)-produkt = (S)-enancjomery chiralnego produktu;
+ m A-Intermediat m + A-substrat = prochiralny lub mezo- substrat;
- - A-intermediat = prochiralny produkt posredni;
(S)-substrat s ' (S)-produkt kg, kg = state szyblfo.scl reakvcjl !l:ansformacj\ enancjomerow;
k;ac = stata szybkosci racemizacii;
ki=ky k3>>k4 ki, ko, k3, k4 = stata szybkosci deracemizacji.

Rysunek 6. Strategie otrzymywania optycznie czynnych zwiazkow z zastosowaniem enzymow jako stereoselektywnych biokatalizatorow.
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W moich badaniach wykorzystywatem gtéwnie lipazy, ktorych podstawowym zastosowaniem
w ramach wymienionych strategii jest katalizowanie rozdziatu mieszanin racemicznych (alkoholi, estrow oraz
amin) w warunkach kontroli kinetycznej i/lub dynamicznej (A-B), a takze desymetryzacja achiralnych zwigzkow
wystepujacych w  formie mezo (C). Alternatywnie syntezy enancjomerycznych API prowadzitlem
z wykorzystaniem dehydrogenaz alkoholowych, ktorych potencjat katalityczny wykorzystuje si¢ powszechnie
w ramach strategii desymetryzacji prochiralnych zwiazkéw karbonylowych (C) i/lub deracemizacji racemicznych
alkoholi oraz amin (D).

Pomimo ze literatura chemiczna dotyczaca uzycia wspomnianych biokatalizatorow w syntezie
asymetrycznej nieracemicznych alkoholi jest niezwykle bogata, a spektrum nowych zastosowan tych enzymow
w tworzeniu chiralnych struktur staje si¢ coraz bardziej ograniczone, niewatpliwym elementem oryginalnosci
moich badan prowadzonych w latach 2016-2023 jest wykorzystanie innowacyjnych prekursorow API,
ktére poddane opracowanym przeze mnie relatywnie wydajnym, selektywnym i skalowalnym biotransformacjom,
znalazly  zastosowanie ~w  syntezie  enancjomerycznie  czystych  substancji czynnych  lekow.
Ponadto, cho¢ do tej pory opracowano wicle efektywnych tandemowych procesow prowadzacych do
deracemizacji racemicznych alkoholi, obejmujacych konkurencyjne reakcje redoks (utleniania-redukcji), zakres
stosowalnosci tych metod ograniczony jest zwykle do bardzo aktywnych alkoholi benzylowych.
Tym wigkszym wyzwaniem okazato si¢ otrzymanie optycznie czystej lizofiliny z zastosowaniem strategii
deracemizacyjnej opisanej w dalszej czesci autoreferatu.

Celem podjetych badan bylto:

1) Zaprojektowanie i przeprowadzenie chemoenzymatycznych syntez optycznie czystych substancji czynnych
lekéw zawierajacych grupe hydroksylowa (vide tenofowiru, proksyfiliny, dirpofiliny, nikotynianu
ksantynolu, propranololu, alprenololu, pindololu, karazololu, moprololu oraz metoprololu) z zastosowaniem
dwoch niezaleznych strategii biokatalitycznych:

a) rozdziatlu kinetycznego odpowiednich mieszanin racemicznych przy uzyciu lipaz katalizujacych
enancjoselektywna estryfikacje alkoholi lub alkoholiz¢ ich estrow;

b) desymetryzacji prochiralnych ketonéw z zastosowaniem dehydrogenaz alkoholowych katalizujacych
stereoselektywna redukcje grupy karbonylowe;.

2) Zaprojektowanie i przeprowadzenie chemoenzymatycznych syntez optycznie czynnych prototypowych
substancji farmakologicznych [vide (R)-lizofiliny oraz (R)-izo-moramidu] z zastosowaniem dwoch
niezaleznych strategii biokatalitycznych:

a) rozdziatu kinetycznego racemicznych pochodnych alkoholi/estrow katalizowanych przez lipazy;

b) deracemizacji racemicznej lizofiliny z zastosowaniem tandemowego biokatalitycznego uktadu redoks
opartego na sekwencyjnym, niestereoselektywnym utlenianiu grupy hydroksylowej katalizowanym
przez lakazg/TEMPO oraz stereoselektywnej bioredukcji grupy karbonylowej katalizowanej przez
stereokomplementarne dehydrogenazy alkoholowe.

3) Wykorzystanie dokowania molekularnego w analizie oddziatywan biatko-ligand do:
a) racjonalizacji wynikow prac eksperymentalnych z uzyciem biokatalizatorow, w tym wyznaczanie ich
stereopreferencji dziatania wzgledem biotransformowanych substratow;
b) projektowania nowego analogu dekstromoramidu o potencjalnej aktywnosci przeciwbodlowe;.
4) Zaprojektowanie oraz zastosowanie nowego odczynnika chemicznego w charakterze nieodwracalnego

donora acylu, umozliwiajacego prowadzenie enzymatycznych rozdziatéw kinetycznych racemicznych
alkoholi bez konieczno$ci stosowania chromatografii zelowej na etapie oczyszczania produktow.
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4.3.3. Wyniki badan wtasnych i ich dyskusja.
4.3.3.1. Przedmowa autora.

Wszystkie publikacje sktadajace si¢ na moje osiagniecie naukowe sg S$cisle powigzane tematycznie,
a ich wspdlnym mianownikiem jest zastosowanie biokatalizy w asymetrycznej syntezie nieracemicznych
substancji  czynnych  lekow  i/lub  prototypowych  zwigzkow  farmakologicznie  aktywnych.
Cze$¢ z artykutéw (P1, P2, P3 oraz P6), stawia jednak odrebne cele badawcze i rozwigzuje indywidualne
problemy syntetyczne, dzigki czemu dana publikacja sposrod wyzej wymienionych stanowi zamknigta
i samodzielng cato$¢. Z tego wzgledu zdecydowatem si¢ oméwi¢ wickszo$é przedstawionych prac oddzielnie,
przedstawiajac nie tylko szczegdtowe uzasadnienie ich powstania, ale takze podkre$lajac najwazniejsze walory
poznawcze, ktore przyczyniaja si¢ do rozwoju dyscypliny naukowej — Nauki Chemiczne.

Numeracja zwigzkéw zastosowana w niniejszym przewodniku jest zgodna z ta uzywang w publikacjach
wchodzacych w sktad rozprawy. Dla utatwienia interpretacji wynikow badan przedstawionych w autoreferacie,
do liczbowo-literowego oznaczenia zwigzkéw dodano symbol danej publikacji (np. P1-P9), do ktérej si¢ one
odnoszg. Przykladowo, 6-chloro-9H-puryna oznaczona symbolem 1 w publikacji P1 zostata w autoreferacie
oznaczona jako 1_P1.

4.3.3.2. Chemoenzymatyczna synteza tenofowiru (P1).

Glownym celem badan opisanych w publikacji P1 bylo opracowanie wysoce selektywnej i wydajnej
chemoenzymatycznej metody syntezy tenofowiru [TVF, (R)-9-(2-fosfonometoksypropylo)adeniny],
przeciwwirusowego leku powszechnie stosowanego w leczeniu zakazen ludzkim wirusem niedoboru odpornosci
(HIV) oraz wirusem HBV (hepatitis B).[*®] Tenofowir oraz jego lipofilowe proleki, takie jak fumaran dizoproksylu
tenofowiru (TDF) i alafenamid tenofowiru (TAF) (Rysunek 7), naleza do najskuteczniejszych substancji
czynnych lekow o dziataniu przeciwretrowirusowym. Charakteryzuja si¢ one relatywnie dtugim czasem dziatania,
niskim ryzykiem rozwoju tolerancji lekowej oraz udoskonalonym profilem bezpieczenstwa, ' co ugruntowato ich
pozycje w terapii AIDS oraz ostrego i przewleklego wirusowego zapalenia watroby typu B (WZW B).['%]
Aktywno$¢ anty-HIV tenofowiru wynika z jego zdolnosci do konkurencyjnego hamowania odwrotnej
transkryptazy HIV w stosunku do trojfosforanu deoksyadenozyny (dATP). Kluczowym elementem tej aktywnosci
jest konfiguracja absolutna centrum stereogenicznego substancji czynnej tego leku. (R)-Enancjomer tenofowiru
wykazuje okoto 100-krotnie wyzsza aktywno$¢ biologiczng jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusowej w
poréwnaniu z jego (S)-enancjomerem.l'8l Z tego powodu tenofowir jest na catym $§wiecie produkowany
i dystrybuowany wylacznie w postaci (R)-enancjomeru.*”]

o
L\N‘ N> L\N‘ N> (O ° L\N‘ N> \8%0

0, OH o, 0 J\ 0, NH
o\/\F< o\;P\ N\ P o\/\P‘z /@
OH 0 O//\\o o

TFV TDF TAF

Rysunek 7. Struktury chemiczne tenofowiru (TFV), fumaranu dizoproksylu tenofowiru (TDF) i alafenamidu tenofowiru (TAF).
Wedtug najnowszego raportu WHO®! szacuje sig, ze pod koniec 2022 roku na $wiecie zyto 39,0 min
0sob zakazonych wirusem HIV, a w tym samym roku odnotowano 1,3 mln nowych zakazen.
Z kolei, zgodnie z danymi WHO z 2019 roku, na $wiecie zylo ok. 296 min ludzi z przewleklym wirusowym
zapaleniem watroby typu B (WZW B), a liczba nowych zakazeh wynosila ok. 1,5 mln rocznie.
Co ciekawe, w samym 2023 roku sprzedaz trzech preparatow leczniczych o handlowych nazwach Biktarvy ™,
Descovy™ oraz Odefsey™, zawierajacych alafenamid tenofowiru, osiagneta warto$é 15,2 miliarda USD.[*
Z tego powodu rozw6j nowych metod produkcyjnych tenofowiru pozostaje nadal optacalny. Wigekszos$¢ procesow
wytwarzania TFV wykorzystuje adening, kwas (hydroksymetylo)fosfonowy oraz r6zne chiralne bloki budulcowe,
ktore pochodzg albo z puli zwigzkéw naturalnych, takich jak L-(+)-kwas mlekowy i/lub L-treonina,
albo sg w pelni syntetyczne, jak w przypadku (S)-glicydolu (Rysunek 8).

Z kolei synteza optycznie czystego (S)-glicydolu w duzej mierze opiera si¢ na asymetrycznej epoksydacji
odpowiedniego alkoholu allilowego metoda Sharplessa, wykorzystujac wodoronadtlenek tert-butylu (‘BuOOH)
w  obecnosci  (R,R)-winianu diizopropylowego [(+)-DIPT] oraz tetraizopropanolanu tytanu Ti(OPr')s.
Ze wzgledu na trudno$ci w uzyskiwaniu odpowiednich (R)-enancjomeréw zaréwno centralnego bloku
budulcowego, tj. (R)-propano-1,2-diolu, jak i produktéw jego funkcjonalizacji (np. tosylanu, weglanu propylenu
oraz tlenku propylenu), koszty ich zakupu znaczgco przewyzszajg ceny detaliczne (S)-enancjomerow.
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A NH,
NH,
NZ SN R
| \> O, OH
§ N \\( 3
NT N —> LD * * Ho—"‘oH
O, OH N H OH
TFV o=\ OH adenine central (hydroxymethyl)phosphonic acid
chiral block (derived from PCl3)
B NH3, H,0, NH,CI
o OH O
LiAIH, fo) AT
%OH Y\OH \Q\?O OK HN Y T MOH
OH 0 OH NH,
(S)-lactic acid (S)-propane-1,2-diol (R)-propylene carbonate (R)-propylene oxide (R)-1-aminopropan-2-ol L-threonine
ﬁ Gabriel synthesis
steps EtO” "OEt “OH or
NaOH, EtOH Riemann reaction
(+)-DIPT o (NaN; + reduction)
Ti(OPr), . H,, Pd PhyP
M/ 4 Q 2 \/\OH 3 \/\CI
OH  1ByUOOH OH  EtOH OH ccl, OH
(S)-glycidol (R)-propane-1,2-diol (R)-1-chloropropan-2-ol
TosCl, EtzN
CH,Cl,
"oTos

OH

Rysunek 8.

(R)-2-hydroxypropyl 4-methylbenzenesulfonate

(A) Retrosynteza tenofowiru (TVF) z uwzglednieniem trzech gtéwnych fragmentéw (jednostek budulcowych):

(i) grupy nukleotydowej wywodzacej si¢ z adeniny, (ii) centralnego chiralnego rdzenia pochodzacego z (R)-propano-1,2-diolu
lub jego pochodnych, oraz (iii) kwasu fosfonowego, otrzymywanego w wyniku hydrolizy trichlorku fosforu (PCls).
(B) Struktury chiralnych blokéw budulcowych niezbednych do syntezy TVF wraz z uproszczonymi warunkami ich syntezy.

Spoéréd  wyzej wymienionych chiralnych blokéw budulcowych, w wickszosci przyktadow
literaturowych dotyczacych syntezy tenofowiru najcze$ciej wykorzystywanym reagentem jest weglan
(R)-propylenu (Rysunek 9A).% Niestety, zastosowanie tego prekursora wigze si¢ z pewnymi ograniczeniami.
Nie tylko wymaga on uzycia zmudnej i wieloetapowej asymetrycznej metodologii syntezy, ale takze podczas
N-alkilowania adeniny reakcja z jego udzialem charakteryzuje si¢ wydajnoscia nizsza o co najmniej 10%
od spodziewanej, co wynika z powstawania niepozadanego regioizomeru. Aby unikngé probleméw zwigzanych
z selektywnoscia reaktywnos$ci obu tych zwiazkow, czesto konieczne jest zastosowanie strategii ochrony grupy
aminowej przy weglu C-6 adeniny. Taki zabieg wydtuza $Sciezke syntezy tenofowiru o co najmniej dwa dodatkowe

etapy.

A -
o : EtQ cl
o T
NH, T NH, Et0” \\0 . ~OTos NH, 73" NH,
N7 N (1.3 equiv) N N7 (1.5 equiv) N (5.3 equiv) N7 N
U ———— Wy T T T el
N N NaOH (0.08 equiv) N N . N N+ Mg(O'Bu); (3.0 equiv) N N NaBr (3.5 equiv), NMP N N
Adenine DMF : : NMP,7hat70°C o, ,OEt 16 hat 75 °C o, ,OH
24hat120°C ~OH i regioisomer 1 O—" “OEt O—" “oH
(66% yield) : (10% yield) (90% conv.) .
.............. (55% yield after 2-steps)
(36.3% total yield after 3-steps)
B N 1) HgN/Y
? OH NH
~ )\ - . m . AcOH NH, EtQ
0~ "0 (1.4 equiv) NH “OTos
\\
NC.__NH TMOF NC.__Ny.OM CHON ) N N\> B \>
I 2 (1.1 equiv) I e OMe 2hat25°C I > (1.7 equiv) k\N N 1.7 equlv) k
VT .
NC” ONH, TFA(3%ww) NG~ “NH, 2) Ba(OH); (1.2. equiv) DMF " NaOBu (6.0 equiy) (6.0 equiv) O, OH
DAMN MeOH MADI H20,2hat-10°C R)-HPI 16hat 110 °C OH DMF, 16 hat 20 °C O—" “oH
(tetramer HCN) 2 h at0°C (93% yield) (85% yield) (93% yield) (70% yield)
(51.4% total yield after 5-steps)
c OH
L _O._Ph 2
P o)
oH Phscc_| oH Vinyl acetate Eph _ OH \OJ\O/ OJ< steps
(1.1 equiv) (8.5 equiv) NaHSO,SiO,(cat.) (5.0 equiv) o 1y
_A_oH _A_o._Ph + A on = K TVF
Et3N (3 equiv) Xph Novozyme 435 CH,Cl,/MeOH DBU (10% mol)
Ph QAc 94% yield % yi
DMAP (10% mol) ) (30% w/w) o. _Ph (90:10 VAV) (94% yield) 4 4t 120 °C (86% yleld).
CHyCly, 12hat30°C (0% ield)  yrge 541 ar30°c < 2hat30°C (19.8% total yield
Phph after 4-steps)
(49% yield, >99% ee)
NH,
NEQ KREDP1B02 = steps
| e s S TVF
N
N N NADPH, iPrOH
o OH

(97.3% conv., >99% ee)

Rysunek 9. Przyktadowe metody syntezy tenofowiru i/lub jego chiralnych prekursorow: chemiczne (A-B) oraz chemoenzymatyczne (C-D).
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W 2020 roku, w celu obnizenia kosztow produkcji TFV, opracowano alternatywna strategi¢ syntetyczna,
w ktorej kluczowym potproduktem jest 5-amino-4-cyjanoimidazol (HPI), otrzymywany z (R)-1-aminopropan-2-
olu jako chiralnego bloku budulcowego wywodzacego sie z L-treoniny (Rysunek 9B).?Y Metoda ta rozpoczyna
si¢ od zastosowania 2,3-diaminomaleonitrylu (DAMN) jako zamiennika cyjanowodoru, ktéry jest wysoce
toksyczny i wymaga dobrze wentylowanego wyciggu wyposazonego w detektor HCN. Cho¢ $ciezka syntezy
oparta na HPI pozwala unikna¢ powstawania zidentyfikowanego wczesniej niepozadanego regioizomeru oraz
charakteryzuje si¢ wyzsza taczng wydajnoscia syntezy tenofowiru (51.4%) niz metoda z uzyciem (R)-weglanu
propylenu (36.3%), to niestety jest dluzsza o dwa etapy, do$¢ skomplikowana i wymaga zastosowania
niestandardowych odczynnikow.

Pomimo licznych chemoenzymatycznych metod syntezy lekow przeciwwirusowych i ich syntetycznych
potproduktow, 22! brakowato kreatywnych rozwigzan dotyczacych syntezy tenofowiru.
W okresie, gdy prowadzilem badania nad synteza TVF, opisane byly jedynie dwa podejscia chemoenzymatyczne
i dotyczyly jedynie syntezy prekursoréw. Pierwsze podejscie wykorzystywato lipazeg B z Candida antarctica
(CAL-B; Novozyme 435), katalizujaca rozdziat kinetyczny (KR) racemicznego 1-(trityloksy)propan-2-olul?l
(Rysunek 9C), natomiast drugie opieralo si¢ na zastosowaniu komercyjnej, (R)-selektywnej ketoreduktazy
(Codexis KRED P1B02), katalizujacej stereoselektywng bioredukcje prochiralnego 1-(6-amino-9H-puryno-9-
ylo)propan-2-onul? (Rysunek 9D). Niestety, obie te metody miaty istotne ograniczenia. W przypadku podejscia
z wykorzystaniem CAL-B, potencjalna $ciezka syntezy tenofowiru byta wydtuzona o co najmniej cztery etapy
w porownaniu z rutynowa metoda oparta na handlowo dostgpnych chiralnych blokach budulcowych.
Natomiast drugie podejscie nie tylko nie przedstawiato doktadnych warunkéw reakcji, ale rowniez wymagato
uzycia komercyjnych biokatalizatorow o nieznanym skladzie enzymatycznym. Sytuacja taka jest wyjatkowo
niekorzystna, gdyz prowadzi do zalezno$ci od konkretnego producenta oraz ogranicza mozliwos¢ dalszej
optymalizacji procesu i jego potencjalnej komercjalizacji w przysztosci.

Biorgc pod uwagge wszystkie wyzej wymienione ograniczenia asymetrycznych metod syntezy tenofowiru
opisanych w literaturze, postanowitem opracowac nowg Sciezke syntezy, ktora wykorzystywataby tatwo dostgpne
i tanie surowce chemiczne oraz komercyjne i/lub proste w przygotowaniu w warunkach laboratoryjnych preparaty
enzymatyczne stosowane w roli biokatalizatorow (Schemat 1). Plan zaktadal wykorzystanie dwoch rodzajow
enzymow (lipaz oraz dehydrogenaz alkoholowych) na decydujacym etapie biotransformacji odpowiedniego
prekursora, aby wprowadzi¢ odpowiednig chiralno$¢ pozadang z punktu widzenia dalszych stereochemicznych
przeksztalcen. Przetomowsa innowacjg zaprojektowanej metodologii syntezy bylo zastosowanie fragmentu
nukleotydowego nie bezposrednio pochodzacego z problematycznej adeniny, lecz z jej pochodnej — odpowiedniej
6-chloro-9H-puryny (1_P1). Taki wybor mial na celu uproszczenie procesu otrzymywania tenofowiru oraz
eliminacje trudno$ci zwigzanych z tradycyjnym podej$ciem opartym na adeninie.

‘“““i

o LI
cl H )K/m cl E. coli/Lk-ADH Prince cl NH,
N;\/‘[N> (1.1 equiv) N;IN> [60 mg (15 mg/mL)] NZ | N> NHg-sat. MeOH N7 | N>
) N N D\
k\N N KyCOg(1 equiv) k\N N 2_P1 (0.4 mmol, 100 mM conc.) k\N N 48 hat 150 °C k\N N
dry DMF NADPH (1.0 mM final conc.) \\( (pressure tube) \\(
1_P1 o 50 mM Tris-HCI buffer (pH 7.5)
12hat25°C b} OH OH
2-PrOH (10% v/v), DMSO (2.5% v/v)
2_P1 V=4mL, 24 h at 30 °C, 250 rpm (R)-(-)-3_P1 (R)-(-)-5_P1
(58% yield) (86% yield, >99% ee) (90% yield, 99% ee from (R)-(-)-3_P1)
(81% yield, 99% ee from (R)-(-)-4_P1)
NaBH, (1.2 equiv)
MeOHICH(CN (21 ) NHy-sat. MeOH
min at 48 h at 150 °C OEt OH
(pressure tube) EtO*I—l’J
1]
(¢]
Cl Amano PS-IM lipase cl al 6 P1
NASN [100 mg; 10% w/w)] NESN NZNN -
W LY WY LD
N - N N~ N )
N 0.5-gram scale N % TsCl (1.2 equiv)
rac-3_P1 (2.4 mmol, 60 mM conc.) B Et3N (1.2 equiv)
OH' phCHg/vinyl acetate (60 mL; 2:1 v/v) OH OAc dry CH,Cl,
rac-3_P1 26 h at 40 °C, 800 rpm (8)-(+)-3_P1 (R)-(-)-4_P1 24 hat25°C
(58% yield) (54% yield, 79% ee)  (47% yield, 99% ee)
EtQ EtO
o\ \
_P” "OTos |- ... P~ OT
N\ - AR 0s
TMSBr NH, EtO o EtO \O
(23 equiv) NZ N (1.5 equiv)
Summary of the synthesis of TVF: [ > - 7_P1
dry CH,Cl, N N Mg(O1Bu), (1.5 equiv) (47% yield)
- KR route: 13.3% total yield (6-steps) 48 hat 0-5°C \\( 0, ,OEt dry DMF
- ADH route: 35.9% total yield (5-steps) (pressure tube) O\/P\ 1hat65°C
OBt s4hat7sec
(R)-(-)-9_P1 (R)-(-)-8_P1
(91% yield, 99% ee) (88% yield, 99% ee)

Schemat 1. Chemoenzymatyczna synteza tenofowiru [(R)-(-)-9_P1] z zastosowaniem lipaz i/lub dehydrogenaz alkoholowych.
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Kluczowe etapy biokatalityczne zostaty zaprojektowane w oparciu o rozdzial kinetyczny racemicznego
1-(6-chloro-9H-puryn-9-ylo)propan-2-olu (rac-3_P1), katalizowany przez handlowo dostepne preparaty lipaz
z wykorzystaniem octanu winylu jako donora grupy acetylowej w §rodowisku rozpuszczalnikow organicznych
(Schemat 2). Alternatywnie, proces obejmowatl stercoselektywng bioredukcje odpowiedniego prochiralnego
1-(6-chloro-9H-puryn-9-ylo)propan-2-onu (2_P1) z zastosowaniem komoérek E. coli nadprodukujacych
rekombinowane dehydrogenazy alkoholowe, prowadzong w wodnych roztworach buforowych.

Jesli chodzi o pierwszy proces, to standardowa procedura optymalizacji jego warunkéw Obejmowata
dobor odpowiedniego preparatu lipazy (A), wybdr rozpuszczalnika organicznego (B), okreslenie wplywu
temperatury (C) oraz czasu reakcji (D) na wynik stereochemiczny, a takze walidacj¢ skalowalno$ci procesu
enzymatycznego (E) (Schemat 2). W skali preparatywnej dodatkowo przeanalizowano mozliwos¢ izolacji oraz
oczyszczania produktow rozdzialu kinetycznego bez koniecznos$ci stosowania chromatografii kolumnowe;j.
Skrupulatne badania nad optymalizacja enzymatycznego KR racemicznego alkoholu rac-3_P1 (0,06 mmol/mL)
wykazaly, ze najlepsze wyniki pod wzgledem konwersji oraz nadmiaru enancjomerycznego pozadanego (R)-
octanu [(R)-(-)-4_P1] uzyskiwano, gdy biokatalizatorem byta handlowa lipaza z Burkholderia cepacia (BCL)
immobilizowana na ziemi okrzemkowej (Amano PS-IM) i zawieszona w mieszaninie toluenu i octanu winylu (2:1,
v/v). Preparatu lipazy uzywano w ilosci 42 mg/mmol substratu, co odpowiadalo zawieszeniu 5 mg
immobilizowanego enzymu w 2 mL medium reakcyjnego. Optymalna temperatura enancjoselektywnej
transestryfikacji rac-3_P1 wynosita 40 °C, a proces koniczono po 24 godzinach, co gwarantowalo otrzymanie
enancjomerycznie czystego (R)-octanu (>99% ee) z 46% konwersjag. Warto dodaé, ze w ramach badan
zsyntetyzowano i przeprowadzono analogiczng optymalizacj¢ rozdziatu kinetycznego dla racemicznej pochodnej
zawierajacej jod w pozycji C-6 zamiast chloru. Uzyskane wyniki byly jednak poréwnywalne Iub nieco gorsze,
co byto bezposrednia przyczyna pominigcia szczegdtowego opisu tych badan w niniejszym autoreferacie.

Lipase
® cl o 5 mg (42 mg/mmol) o . ol o Amano PS-IM cl a
N7 \ (2 5 mg/mL conc.) JI N;iN\ N)iN\ 5 mg (42 mg/mmol) N7 N N)EN\
k\N > * AO/\ MTBE k * k\N ‘ N> k\N ‘ N> - AO/\ Organic solvent k > * k\N ‘ N>
1mL 16-24 h at 40 °C \\( \\{ 1mL 24 hat40 °C
(92 equiv) (92 equiv) 2
OAc OH OAc
rac-3_P1 (3)-(+)-3_P1 (R)-(-)-4_P1 rac-3_P1 (S)-(+)-3_P1 (R)-(-)-4_P1
(0.12 mmol) (0.12 mmol)
Lipase Time [n]  Conv.[%] eeg[%] eep [%] E Solvent (logP) Conv. [%] eeg [%] eep [%] E
Novozym 435 16 64 59 33 3 1,4-Dioxane (—0.31) 20 25 99 >200
Lipozyme 435 16 71 69 28 3 Acetonitrile (0.17) 12 14 >99 >200
Chirazyme L-2, C-2 24 53 45 40 4 Acetone (0.20) 15 17 99 >200
Chirazyme L-2, C-3 24 43 41 55 5 EtOAc (0.29) 27 37 >99 >200
Novozym 435-STREM 16 72 75 29 4 THF (0.40) 18 22 99 >200
CAL-B-Immobead 150 24 53 44 39 3 MTBE (0.96) 47 87 98 >200
Chirazyme L-5 24 53 97 86 55 Vinyl acetate (0.54) 38 60 99 >200
Amano PS-IM 24 51 >99 97 >200 Dichloromethane (1.01) 24 32 >99 >200
Amano AK 24 27 37 98 142 tert-Amyl alcohol (1.09) 16 19 >99 >200
Chloroform (1.67) 33 49 99 >200
Conv. = eeg/(eeg + eep); E = {In[(1 — conv.)(1 — eeg)}/{In[(1 — conv.)(1 + eeg)] Toluene (2.52) 45 81 99 500
©a Amano PS-IM cl ©c o Amano PS-IM ¢l
N7 N\ 5 mg (42 mg/mmol) )I N;IN\ N7 N\ 5 mg (42 mg/mmol) N)I )I
k\N ‘ N> * )ko \ Reaction temperalure * k\N ‘ N> k\N ‘ N> * )ko/\ Reaction time \N N * k
1mL PhCHg, 8 hor24 h 1mL PhCH at 40 °C \\/
(92 equiv) (92 equiv)
OH OAc OH OH OAC
rac-3_P1 (8)-(+)-3_P1 (R)-(-)-4_P1 rac-3_P1 (9)-(+)-3_P1 (R)-(-)-4_P1
(0 12 mmol) (0.12 mmol)
Temperature [°C] Time [h] Conv. [%] eeg [%] eep [%] Time [h] Conv. [%] eeg [%] eep [%] E
>99 >200 4 12 13 >99 >200
40 24 46 85 >99 >200 8 23 30 >99 >200
50 8 29 41 >99 >200 16 40 65 >99 >200
50 24 49 95 98 >200 20 42 7 >99 >200
60 8 32 47 >99 >200 24 46 85 >99 >200
60 24 51 98 96 >200 30 47 88 99 >200
O o Amano PS-IM a Seale up
N7 N 5 mg (42 mg/mmol) N7 N
| PN s e + S +
L\N N> ©° PhCH, 26 h at 40 °C L\N N> Purification
K{ (920 mL ) (Purification)
equiv,
OH a oH OAc =)
rac-3_P1 60 mM final cono (8)-(+)-3_P1 (R-(-)-4_P1 — or
(500 mg, 2.4 mmol) - —

Purification Conv. [%] eeg (yield) purity [%] eep (yield) purity [%]
Column chromatography 44 79 (54) >99 99 (47) >99 >200 g
Liquid-liquid extraction 45 82 (48) 92 99(31)>09 5200 i meecrhred s PTEE omtoon) plug

Schemat 2. Optymalizacja rozdziatu kinetycznego racemicznego 1-(6-chloro-9H-puryn-9-ylo)propan-2-olu (rac-3_P1) katalizowanego
lipazami z uzyciem octanu winylu jako donora acylu w rozpuszczalnikach organicznych.
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Celem ostatniego etapu badan nad enzymatycznym KR rac-3_P1 bylo proporcjonalne (liniowe)
przeskalowanie procesu, prowadzonego w zoptymalizowanych warunkach, do skali 0,5 grama uzytego
racemicznego alkoholu. Umozliwito to uzyskanie praktycznie takich samych wynikéw pod wzgledem konwersji
(ok. 44-45%), ale wymagato wydtuzenia czasu reakcji do 26 godzin. Po odsaczeniu enzymu pod zmniejszonym
ci$nieniem oraz poddaniu surowej mieszaniny oczyszczaniu za pomoca chromatografii kolumnowej z zelem
krzemionkowym otrzymano optycznie czynne produkty: (S)-(—)-3_P1 z 54% wydajnosciag i 79% ee oraz
(R)-(—)-4_P1 z 47% wydajnoscia i 99% ee. Wykorzystujac fakt, ze nieprzereagowany (S)-enancjomer alkoholu
(S)-(+)-3_P1 charakteryzuje si¢ stabg rozpuszczalno$cia w toluenie, lecz bardzo dobra w wodzie,
w przeciwienstwie do powstajacego w reakcji octanu (R)-(-)-4_P1, podjatem proby wyizolowania obu produktéw
KR wylacznie przy uzyciu ekstrakcji ciecz-ciecz w ukladzie toluen-woda. Niestety jak si¢ okazato metoda bez
uzycia chromatografii byta nieco mniej skuteczna, co szczegolnie odbilo si¢ na wydajnosci oraz czystosci alkoholu
(S)-(+)-3_P1.

W przypadku rozdzialu kinetycznego maksymalna teoretyczna wydajno$¢ otrzymania pozadanego
enancjomeru wynosi jedynie 50% i dodatkowo wymaga zastosowania zmudnej procedury oczyszczania za pomoca
chromatografii kolumnowej, totez zbadano alternatywna metode stereoselektywnego
bio-transwodorowania prochiralnego ketonu 2_P1 (Schemat 3). Wstepne badania przesiewowe biokatalizatorow
przeprowadzono z wykorzystaniem liofilizowanych komorek Escherichia coli zawierajacych rekombinowane
dehydrogenazy alkoholowe (E. coli/ADHs) pochodzace z roznych mikroorganizmow. Testowane biokatalizatory
obejmowaly enzymy =z Thermoanaerobacter pseudoethanolicus ATCC 33223 (E. coli/TeSADH),
Thermoanaerobacter ethanolicus (E. coli/ADH-TH), Rhodococcus erythropolis DSM 43297 (E. coli/ReADH),
Ralstonia sp. DSM 6428 (E. coli/RasADH), Sphingobium yanoikuyae DSM 6900 (E. coli/SyADH), Rhodococcus
ruber DSM 44541 (E. coli/ADH-A), Paracoccus pantotrophus DSM 11072 (E. coli/PpADH), Lactobacillus brevis
(E. coli/LB-ADH), Lactobacillus kefir (E. coli/LKADH) oraz odpowiednie mutanty wyprowadzone z L. kefir
(E. coli/Lk-ADH-Lica oraz E. coli/Lk-ADH Prince). Bioredukcj¢ prochiralnego ketonu 2_P1 prowadzono
w standardowych warunkach, stosujagc 10 mM substratu i 10 mg biokatalizatora (E. coli/ADHSs) zawieszonego
w 50 mM buforze Tris-HCI (pH 7,5) w obecnosci 1,0 mM kofaktora (NADH Ilub NADPH),
wytrzasajac mieszaning reakcyjng przez 24 godziny w temperaturze 30 °C. Aby zapewni¢ pelng rozpuszczalnosé
2_P1 w medium reakcyjnym oraz umozliwi¢ regeneracj¢ in situ zredukowanej formy kofaktorow NAD(P)H,
do reakcji dodawano odpowiednio dimetylosulfotlenek (DMSO, 2,5% v/v) i propan-2-ol (2-PrOH, 10% v/v).
Spoérod  przetestowanych biokatalizatorow, komoérki E. coli zawierajace warianty ADH pochodzace
z Lactobacillus kefir (E. coli/Lk-ADH-Lica i E. coli/Lk-ADH Prince) umozliwity ilo§ciowe uzyskanie pozadanego
enancjomeru (R)-(-)-3_P1 z doskonala czystoscia optyczna (>99% ee) wyznaczona przy uzyciu HPLC
wyposazonego w kolumng z chiralng faza stacjonarna. Natomiast zastosowanie E. coli/ADH-A pozwolito
otrzyma¢ enancjomerycznie czysty (S)-(+)-3_P1 (>99% ee) przy konwersji wynoszacej >99%.
Co ciekawe, badania przesiewowe przeprowadzone dla analogu ketonu z podstawnikiem 6-jodo wykazaty, ze
dostepne dehydrogenazy alkoholowe katalizowaty reakcje bioredukcji tego zwiazku znacznie mniej efektywnie
niz w przypadku opisanego substratu z atomem chloru 2_P1.
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E. colil/ADH-A
NADH (1.0 mM final conc.)

96% conv.

OH
(5)-(+)3_P1
(70% yield, >99% ee)

o DMSO (2.5% V/v)

: . N N\> 4 mL final volume
TeSADH T. pseudoethanolicus NADPH N.D. N.A. k\N N 24 h at 30 °C
ADH-TH T. ethanolicus NADPH 33 95/ (R) 250 rpm (orbitrary shaker) orsaaae)
ReADH Rhodococcus erythropolis NADH 63 99/ (S) ‘:ﬁ
RasADH Ralstonia sp. NADPH 90 90/(S) 2_P1 E. colilLk-ADH Prince Cl
SyADH Sphingobium yanoikuyae NADPH 54 41/(S) (84 mg, 0.4 mmol, NADPH (1.0 mM final conc.) NZNAN,
ADH-A Rhodococcus ruber NADH >99 >99/(S) 100 mM final conc.) s |
PpADH Paracoccus pantotrophus NADH 50 32/(S) >99% conv. SN N
LB-ADH Lactobacillus brevis NADPH 21 74/ (R)
Lk-ADH Lactobacillus kefir NADPH 89 98/ (R) (RI-)13_P1 OH
Lk-ADH-Lica L. kefir (mutated variant) NADPH >99 99/ (R) N.D. = not detected. (86% yiefd, >99% ee)
Lk-ADH Prince L. kefir (E145F-F147L-Y190C) NADPH >99 >99/(R) N.A. = not appliciable.

Schemat 3. Stereoselektywna bioredukcja 1-(6-chloro-9H-puryn-9-ylo)propan-2-onu (2_P1), katalizowana z uzyciem liofilizowanych

komorek E. coli zawierajacych rekombinowane dehydrogenazy alkoholowe (E. coli/ADHS).

Ostatnim etapem badan biokatalitycznych z wykorzystaniem E. coli/ADH bylo powiekszenie skali
procesu przy jednoczesnym zwigkszeniu stezenia uzytego substratu, co miato na celu poprawe produktywnosci
reakcji, a w efekcie uzyskanie preparatywnych ilosci chiralnego prekursora. Biotransformacje przeprowadzono
z uzyciem 0,4 mmol ketonu 2_P1 w 4 ml mieszaniny reakcyjnej, co odpowiadato 10-krotnie wyzszemu st¢zeniu
substratu (100 mM) niz w skali analitycznej (10 mM). Stosujac E. coli/ADH-A, asymetryczna bioredukcja 2_P1
pozwolita uzyska¢ (S)-(+)-3_P1 z 70% wydajnoscig oraz >99% ece. Natomiast zastosowanie E. coli/Lk-ADH
Prince jako biokatalizatora umozliwito wyizolowanie pozadanego (R)-(-)-3_P1 z wydajnoscig 86% oraz >99%
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ee. Warto dodaé, ze aby uzyska¢ oba enancjomeryczne alkohole z wyzszymi wydajnosciami, konieczne byto
zmodyfikowanie procedury izolacji produktow z surowej mieszaniny poreakcyjnej. W celu zminimalizowania
strat masy w skutek doskonatej rozpuszczalnosci alkoholu w wodzie zrezygnowano z ekstrakcji fazy wodnej przy
uzyciu rozpuszczalnikow organicznych. Zamiast tego postanowiono usungé wode bezposrednio poprzez jej
azeotropowe odparowanie z toluenem, co nie tylko zwigkszyto wydajnos¢ procesu, ale roéwniez umozliwito
opracowanie bardziej zrbwnowazonego protokotu izolacji nieracemicznych alkoholi, ograniczajacego zuzycie
szkodliwych rozpuszczalnikow organicznych.

Chemiczna funkcjonalizacja kluczowego prekursora (R)-(-)-3_P1 zostata zrealizowana w sekwencji
nastgpujacych po sobie reakcji: (i) aminolizy (R)-(-)-3_P1 prowadzanej w nasyconym roztworze metanolowym
amoniaku, (ii) O-alkilowania powstatego (2R)-1-(6-amino-9H-puryn-9-ylo)propan-2-olu [(R)-(-)-5_P1] przy
uzyciu (dietoksyfosforylo)metylo-4-metylobenzenosulfonianu (7_P1) w obecnosci di-tert-butoksydu magnezu
[Mg(O'Bu),] jako zasady w dimetyloformamidzie (DMF), oraz (iii) usuniecia grup alkilowych z estru
fosforanowego za pomoca bromotrimetylosilanu (TMSBr) w lodowatym bezwodnym chlorku metylenu (CH2Cly).
Proces ten zakonczyt si¢ pomy$lnym otrzymaniem enancjomerycznie wzbogaconego tenofowiru (99% ee)
z catkowitg wydajnoscig wynoszaca 35,9% po pigciu etapach syntezy. Warto podkresli¢, ze alternatywna Sciezka
syntezy oparta na metodologii enzymatycznego rozdziatu kinetycznego nie tylko wymagata dodatkowego etapu
chemicznej redukcji ketonu 2_P1 z uzyciem borowodorku sodu, ale rowniez prowadzita do uzyskania tenofowiru
z istotnie nizsza catkowita wydajnoscia (13,3%). Co ciekawe, etap hydrolizy octanu (R)-(-)-4_P1 otrzymywanego
w wyniku KR racemicznego alkoholu rac-3_P1 zrealizowany zostat w tych samych warunkach co amonioliza
chlorku (R)-(-)-3_P1, dzieki czemu $ciezka ta i tak zostala skrocona o jeden etap. Jak si¢ okazalo jedna
z kluczowych modyfikacji wspolnego dla obu drog syntezy etapu O-alkilowania (R)-(—)-5_P1 byto zastosowanie
Mg(O'Bu), zamiast NaO'Bu. Zamiana przeciwjonu w wyzej wymienionej zasadzie umozliwita uzyskanie
odpowiedniego fosfonianu (R)-(—)-8_P1 z wydajnoscia o 18% wyzszg w pordwnaniu do danych literaturowych.

Warto zaznaczyé, ze w niniejszej publikacji przedstawiono réwniez wyniki badan obliczeniowych
z wykorzystaniem dokowania molekularnego (Rysunek 10), ktore miaty na celu potwierdzenie komplementarne;j
stereoselektywnosci wykazywanej przez zastosowane dehydrogenazy alkoholowe, w tym ADH z Rhodococcus
ruber (ADH-A) oraz ADH z Lactobacillus kefir (Lk-ADH), wzglgdem prochiralnego ketonu 2_P1.
Komputerowe modelowanie oddzialywan biatko-ligand pozwolito na identyfikacje kluczowych interakcji oraz
zalezno$ci strukturalnych, obejmujacych zaréwno samg kieszen miejsca wiazacego substraty, jak i potozenie
specyficznych dla danego enzymu kofaktorow wzgledem zwigzanej czasteczki ketonu. Analizy te pozwolity
zracjonalizowa¢ warunki umozliwiajace stereopreferencyjny i wysoce selektywny atak anionu wodorkowego:
(i) od strony lica Re w przypadku NADH zakotwiczonego w strukturze ADH-A oraz (ii) od strony lica Si
w przypadku NADPH zakotwiczonego w strukturze Lk-ADH. Badania te moga znaczaco przyczyni¢ si¢ do
lepszego zrozumienia mechanizmow reakcji enzymatycznych na poziomie molekularnym, z uwzglednieniem
stereokomplementarnych dehydrogenaz alkoholowych jako biokatalizatorow oraz ksenobiotycznych ketonow
jako substratow. W efekcie powinny umozliwi¢ w przysztosci projektowanie nowych wariantow enzymow
o udoskonalonych wilasciwosciach katalitycznych, w tym lepszej stereoselektywnosci dziatania oraz szerszego
spektrum substratowego.
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Rysunek  10.  Trojwymiarowe  struktury  hipotetycznych  kompleksow  1-(6-chloro-9H-puryno-9-ylo)propan-2-onu  (2_P1)
ze stereokomplementarnymi dehydrogenazami alkoholowymi, ADH-A (kod PDB: 2XAA; panel A-B) oraz Lk-ADH (kod
PDB: 4RF2; panel C-D), uwzgledniajaca kluczowe oddziatywania migdzy substratem a resztami aminokwasowymi oraz
kofaktorami zlokalizowanymi w centrum aktywnym kazdego z enzymow. Szkielet weglowy czasteczki substratu
zaznaczono kolorem szarym, a kofaktora fioletowym. Kluczowe wigzania wodorowe zostaly zaznaczone rdézowymi
przerywanymi liniami.
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4.3.3.3. Nowe chemoenzymatyczne strategie w asymetrycznej syntezgie substancji czynnych lekow opartych na
pochodnych ksantyny (P4—P5 oraz P7—P9).

Uktad pierscieniowy ksantyny jest wszechobecnym motywem strukturalnym wielu naturalnych produktow oraz
ich metabolitow, wykazujacych gléwnie aktywnos¢ stymulujaca osrodkowy uktad nerwowy (OUN).
Do najbardziej znanych przedstawicieli tej grupy zwiazkow naleza purynowe alkaloidy ro$linne, takie jak kofeina,
teobromina i teofilina. Wigkszo$¢ naturalnie wystgpujacych ksantyn (2,6-diketo-1H-puryn) wykazuje szerokie
spektrum korzystnych aktywnosci biologicznych, ktére majg kluczowe znaczenie dla organizmu cztowieka.
Dzigki temu ksantyny stanowig niezwykle istotng klase stosunkowo tanich, latwo dostepnych oraz
zrownowazonych syntonéw heterocyklicznych, powszechnie wykorzystywanych w produkcji lekow.
Z kolei gltéwne dzialania farmakologiczne farmaceutykéw opartych na pochodnych ksantyny obejmuja:
(i) inhibowanie aktywnosci katalitycznej tkankowych fosfodiesteraz (PDE), (ii) antagonistyczne dziatanie na
receptory adenozynowe (Al, A2A, A2B i A3), (iii)) hamowanie uwalniania wewnatrzkomorkowych jonéw wapnia
oraz (iv) aktywacj¢ deacetylaz histonowych (HDAC).”®l W tym kontekscie rézne syntetyczne pochodne
1,3-dialkiloksantyny sa cenione w farmakologii za swoje dzialanie rozszerzajace oskrzela i naczynia krwionos$ne,
odgrywajac tym samym istotng role w leczeniu choréb uktadu oddechowego [np. przewleklej obturacyjnej
choroby ptuc (POChP), astmy oskrzelowej, etc.] oraz dysfunkcji ukladu sercowo-naczyniowego
(np. choréb naczyn obwodowych i moézgowych, choroby wiencowej, etc.). Kilka farmaceutycznie istotnych
zwigzkéw zawierajacych motyw ksantynowy przedstawiono na Rysunku 11. Spo$rdéd siedemnastu
zaprezentowanych ponizej API, pig¢ zawiera chiralny atom wegla, co sprawia, ze ich aktywno$¢ farmakologiczna
zalezy od wiasciwej konfiguracji absolutnej tego centrum stereogenicznego. Zatem zgodnie z najnowszymi
wytycznymi FDA oraz EMA,® ich synteza powinna by¢ prowadzona z uwzglednieniem odpowiedniej
stereochemii.
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Rysunek 11. Przyktady substancji czynnych lekow (API) opartych na strukturze ksantyny. Zielonym ttem wyrdézniono nazwy substancji
czynnych lekow, ktore zostaly przeze mnie otrzymane w postaci enancjomerycznie czystej z zastosowaniem
chemoenzymatycznych metod syntezy i stanowig istotny element opisywanego przeze mnie osiagniecia habilitacyjnego.

W niniejszym cyklu prac, opublikowanych w artykutach naukowych P4-P5 oraz P7-P9 w latach 2016—
2022, przedstawiam skuteczne zastosowanie chemoenzymatycznych metod syntezy wybranych enancjomerycznie
czystych pochodnych 1,3-dialkiloksantyny, znajdujacych zastosowanie jako sktadniki aktywne lekow, takich jak
proksyfilina (1), diprofilina (1V), nikotynian ksantynolu (V) oraz lizofilina (XV1). Warto podkresli¢, ze w okresie
poprzedzajacym opublikowanie wynikéw moich badan preparatywna synteza wspomnianych wyzej substancji
czynnych lekow w postaci optycznie czystej z wykorzystaniem biokatalizatorow nie byta opisana w literaturze
naukowej. Innowacyjnym aspektem tych badan bylo jednak nie tylko opracowanie nowych $ciezek syntezy
ww. APIL, ale takze okreSlenie potencjalu biokatalitycznego komercyjnie dostgpnych hydrolaz oraz
rekombinowanych dehydrogenaz alkoholowych (ADH) otrzymywanych w warunkach laboratoryjnych
we wspolpracy z grupg naukowa Prof. Wolfganga Kroutil’a z Uniwersytetu Karola i Franciszka w Grazu (Austria).
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Potencjat ten zbadano w konteks$cie nowego, dotychczas nieprzebadanego spektrum substratowego, obejmujacego
odpowiednie racemiczne alkohole Il-rzedowe, ich estry i/lub prochiralne ketony zawierajace podstawnik
1,3-dialkiloksantynowy.

Gléwnym celem pierwszej czeSci badan bylo opracowanie wydajnej i wysoce selektywnej
chemoenzymatycznej metody otrzymywania czystych enancjomerow proksyfiliny — farmakologicznie aktywnego
sktadnika lekow stosowanych w terapii schorzen goérnych dolnych oddechowych (m.in. astmy oskrzelowej,
rozedmy pluc, POChP, etc.) oraz chordb ukladu sercowo-naczyniowego (m.in. nadci$nienia tg¢tniczego).
Metoda ta opierata si¢ na enzymatycznie katalizowanym rozdziale kinetycznym odpowiednich mieszanin
racemicznych (Schemat 4).

[o}
o //40H MQ /<J - Novozym 435 //<
)t (rac-2_P9, 2.0 equlv) \N)iN> (1.5 equiv) >N )t > [1 g5 20% w/w)] SN N OH
Y T — Y + |
)\ Et3N (cat.) O}\N N Et3N (1.5 equiv) O)\N 5-gram scale O}\N
MeOH | DMAP (cat.) | |
4h at reflux rac-3_P9 dry CH,Cl, rac-4b_P9 rac-4b_P9 (16.2 mmol, 286.5 mM conc.) (S)-(+)-4b_P9 (R)-(-)-3_P9
(74% yield) 12hatrt (94% yield) MeOH (520 g, 6.6 mL, 10 equiv) (43.7% yield, >99% ee) (49.8% yield, 89% ee)
CH4CN (50 mL)
o 6 days at 25 °C, 500 rpm
)k (53% conv.)
o
@ (415 mg, 0.5 mL, 11.5 equiv)
Novozym 435 rac-3_P9 (100 mg, 0.42 mmol, 420 mM conc.) Bardzo wysoka enancjoselektywnos¢ (E>>200) @ Bardzo dtugie czasy reakcji
- 209 o
[20 mg; 20% w/w)] CHCI3 (1 mL).(587cj/ays at 2)5 C, 500 rpm Relatywnie wysokie wydajnosci [X] Koniecznosé dodatkowej hydrolizy maslanu
/6 conv.
Podatnos¢ na powiekszenie skali
Bezchr iczne oc:
0/4 OH tagodne i bezpieczne dla $Srodowiska warunki reakcji
%\ /> + %\ /> Wysoki odzysk biokatalizatora
Relatywnie wysoka produktywno$é¢ bioprocesu
—)-4a_P9 S) (+)-3_P9

(95 / ece) (72% ee)
Schemat 4. Chemoenzymatyczna synteza optycznie czystego maslanu proksyfiliny [(S)-(+)-4b_P9] z zastosowaniem lipaz.

Zastosowano dwa podejscia syntetyczne z uzyciem lipaz jako biokatalizatoréw asymetrycznych
przeksztatcen: (i) kinetycznie kontrolowang enancjoselektywna transestryfikacje racemicznej proksyfiliny
(rac-3_P9) z wykorzystaniem octanu winylu jako donora grupy acetylowej w czystym rozpuszczalniku
organicznym (Schemat 5A) oraz (ii) kinetycznie kontrolowana enancjoselektywng hydrolizg¢ i/lub metanolizg
odpowiednich racemicznych pochodnych estrowych — octanu rac-4a_P9 lub maslanu rac-4b_P9 proksyfiliny —
w dwusktadnikowych uktadach homofazowych: acetonitryl-woda, acetonitryl-bufor Tris-HCI (pH 7,5) oraz
acetonitryl-metanol (Schemat 5B). Przedmiotem szczegdtowych badan w ramach tego zadania byta optymalizacja
warunkow prowadzenia procesu enzymatycznego (Schemat 5A-D), ktéra obejmowala gtownie:
(i) selekcje odpowiednio aktywnych i enancjoselektywnych lipaz, (ii) dobdr optymalnego rozpuszczalnika
organicznego, w tym analiz¢ wplywu srodowiska reakcji na kinetyke i wydajnos¢ procesu oraz mozliwos$¢ izolacji
produktow reakcji w czystej postaci bez konieczno$ci stosowania chromatografii  kolumnowej,
a takze (iii) skalowanie prowadzonych chemoenzymatycznych procesow do ilosci 5 gramow uzytego
racemicznego substratu, co pozwolilo na bezposrednie okreslenie ekonomicznej efektywnosci opracowanej
metody syntezy. Dodatkowo przeprowadzono testy stabilnos$ci operacyjnej wybranego preparatu enzymatycznego
w warunkach procesowych, majace na celu oceng mozliwosci jego wielokrotnego zastosowania w procesie
okresowym. Z punktu widzenia wydajnosci prowadzonych biotransformacji, minimalizacji czasu ich trwania oraz
uzyskiwania bardzo wysokich warto$ci nadmiaréw enancjomerycznych (% ee) produktow enzymatycznego
rozdziatu kinetycznego, najlepsze rezultaty osiggnieto poprzez zastosowanie enancjoselektywnej metanolizy
racemicznego maslanu proksyfiliny (rac-4b_P9), katalizowanej handlowo dostepnym immobilizowanym
preparatem lipazy B z Candida antarctica (Novozym 435), zawieszonym w mieszaninie alkoholu z acetonitrylem
jako wspotrozpuszczalnikiem (Schemat 5A-B). Dalsze szczegdtowe badania kinetyki tego procesu pozwolity na
okreslenie optymalnego momentu zakonczenia reakcji tak, aby izolowane produkty KR uzyska¢ w postaci
homochiralnej (>99% ee). Dla optycznie czystej proksyfiliny (R)-(-)-3_P9 optymalny czas reakcji wynosit
od 4 do 8 godzin (46-47% konwersji), natomiast dla jej (S)-maslanu (S)-(+)-4b_P9 od 48 do 96 godzin
(52-53% konwersji) (Schemat 5B).

W optymalnych warunkach enzymatycznego KR bioproces zostat poddany skalowaniu w celu oceny
efektywnosci rozdziatu enancjomeréw w reakcjach prowadzonych z uzyciem odpowiednio 1, 2 oraz 5 gramow
racemicznego maslanu rac-4b_P9 (Schemat 5D). Dla najwiekszej iloSci testowanego substratu uzyskano
z powodzeniem enancjomerycznie czysty maslan proksyfiliny (S)-(+)-4b_P9 (>99% ee) z wydajnoscia wynoszaca
44%. Niestety przy tej konwersji przeciwny enancjomer (R)-(—)-3_P9 charakteryzowat si¢ duzo nizszym
nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 89%. Nalezy w tym miejscu wyraznie podkreslic, ze w skali
preparatywnej skutecznie wykorzystano réznicg w rozpuszczalnosci proksyfiliny (R)-(—)-3_P9 oraz jej maslanu
(S)-(+)-4b_P9 w acetonitrylu. Dzigki temu mozliwe byto wydzielenie obu zwiagzkdéw z mieszaniny poreakcyjnej
bez koniecznosci stosowania chromatografii kolumnowe;.
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//4 ,4 CAL-B (Novozym 435)

1
o f< CAL-B (Novozym 435)
)t eomgmicone) 0‘4 “~ M \N)ing O’\Ko (20 mg/mL conc.) )i \ O/\K )t °”
mbeone) N
)\ )\ /> + O)\N | N/> OZ\N N Nucleophile (10 equiv) //J\ { )\

T MeOH (10equy)

Solvent (1 mL) | CH3CN (1 mL)
Iac 4a_P9 Time (1-14 days) (S) (+)-4a_P9 (R)-(-)-3_P9 rac-4a-b_P9 8 days at 25 °C, 500 rpm 5)-(+)-4a-b_P9 n)( )-3_P9
(100 mg) 25 °C, 500 rpm (100 mg) rac-4a: R = CHy; rac-4b: R = C4H;
Time [days] Conv. [%] eeg [%] eep [%] E Substrate Nucleophile Conv. [%] eeg [%] eep[%]
1,4-Dioxane (-0.31) 10 60 97 66 20 rac-4a_P9 MeOH 57 95 73
Acetonitrile (0.17) 8 57 95 73 23 - Water 41 64 94 63
Acetone (0.20) 10 54 89 75 2 Tris-HCI buffer (pH 7.5) 62 52 84 8
THF (0.40) 1 0 N.D. N.D. N.D.
Dichloromethane (1.01) 1 0 N.D. N.D. N.D.
Chloroform (1.67) 1 0 N.D. N.D. N.D. rac-4b_P9 MeOH 57 >99 74 34
Toluene (2.52) 14 63 92 54 10 Water 51 98 94 149
Conv. = eeg/(ees + eep); E = {In[(1 — conv.)(1 — eeg)}AIn[(1 — conv.)(1 + eeg)] Tris-HCI buffer (pH 7.5) 50 9 o7 260
K4 {J CAL-B (Novozym 435) {J K(OH //4 ,ﬁ CAL-B (Novozym 435) o #’Ot o K<0H
(20 mg/mL conc.) )H/:N (20 mg/mL conc.) SN ] N o) \N)ﬁ/:N
+ - - +
0 T MeOH (t0equy) (10 equiv) o / )\ N/> o MeOH (10 equiv) O)\N N/> OZ\N N/>
\ CHGCN (1 mL) \ CH4CN (1-50 mL) | |
rac-4b_P9 Time (4-96 h) (S)-(+)-4b_P9 (m (-)-3_P9 raLHIb,PQ Time (1-3 days) ()-(+)-4b_P9 (R)-(-)-3_P9
(100 mg) 25 °C, 500 rpm (Scale: 1-5 grams) 25 °C, 500 rpm
Time [h] Conv. [%] eeg[%] eep[%] E Scale [g] Time [days] Conv. [%] eeg (yield) [%] eep (yield) [%]
>99 >200 1 87 (45) 98 (47) >200
8 47 88 >99 >200 e B 5.‘..............299.!49) ................ 94.(44) ... 179,
24 48 90 96 152 20 1 48 88 (45) 97 (48) 192
48 52 >99 92 s 2 e, B S ....299(48) 95(44) . 5200
72 52 >99 90 99 20 2 50 97 (45) 96'(46) 5200
96 53 >99 88 82 : 6 53 >99 (44) 89 (50) 90

Schemat 5. Przykladowe kluczowe etapy optymalizacji rozdziatu kinetycznego racemicznych estrow proksyfiliny (rac-4a—b_P9)
katalizowanego lipaza B z Candida antarctica z uzyciem dwusktadnikowych uktadow homofazowych jako mediow reakcyjnych.

Ponadto, z perspektywy badan podstawowych, ktorych celem bylo zglebienie stereochemii
katalizowanych enzymatycznie reakcji, a co za tym idzie takze ich mechanizméw na poziomie molekularnym,
za znaczacy sukces badawczy nalezy uzna¢ przeprowadzenie teoretycznej racjonalizacji (R)-stereoselektywnosci
uzytych lipaz ~ wobec enancjomerdw  rozdzielanego maslanu  proksyfiliny (rac-4b_P9).
Zadanie to zostalo zrealizowane przy uzyciu oprogramowania komputerowego do modelowania molekularnego
oddziatywan typu biatko-ligand. Kluczowe oddziatywania pomiedzy pojedynczymi enancjomerami rozdzielanego
enzymatycznie racemicznego maslanu proksyfiliny (rac-4b_P9)
a centrum aktywnym lipazy B z Candida antarctica (CAL-B), ktore wplywaja na (R)-selektywnosc¢
stereochemicznego  przebiegu  katalizowanej  metanolizy,  przedstawiono na  Rysunku  12.
Z analizy hipotetycznych komplekséw biatko-ligand wynika, ze tylko w przypadku (R)-enancjomeru grupa
estrowa znajduje si¢ w blizszej odlegtosci od nukleofilowej seryny, nalezacej do tzw. "triady katalityczne;j"
CAL-B (Aspl87-His224-Ser105), niz w przypadku jego enancjomerycznego odbicia lustrzanego.
Dzieki temu mozliwe jest powstanie "katalitycznie produktywnych konformacji, co skutkuje preferencyjnie
szybszg biotransformacjg tego izomeru optycznego.
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Rysunek 12. Trojwymiarowe struktury hipotetycznych kompleksow lipazy B z Candida antarctica (CAL-B, kod PDB: 1TCA)
z (R)-enancjomerem (panele R1-R2) oraz (S)-enancjomerem (panele S1-S2) racemicznego maslanu 1-(1,3-dimetylo-2,6-diokso-
1,2,3,6-tetrahydro-7H-puryn-7-ylo)propan-2-ylu (rac-4b_P9) przedstawiaja kluczowe oddzialywania migdzy substratem,
a resztami aminokwasowymi centrum aktywnego CAL-B. Reszty aminokwasowe tzw. "triady katalitycznej" CAL-B (Asp187-
His224-Ser105) wyrdzniono za pomocg zielonych pateczek. Szkielet weglowy (R)-enancjomeru substratu zaznaczono kolorem
z6ttym, a (S)-enancjomeru — kolorem ztotym. Kluczowe wigzania wodorowe oznaczono rézowymi przerywanymi liniami.

Leu140

21



Pawel Borowiecki Zalgcznik nr 3: Autoreferat

W opublikowanej pracy wykazalem, ze zastosowanie darmowego programu AutoDock Vina, bazujacego
na standardowym algorytmie genetycznym Lamarckian'a, moze z powodzeniem stuzy¢ do badan nad
mechanizmem katalitycznym lipaz oraz stanowi¢ uniwersalne narzedzie do przewidywania stereochemicznego
przebiegu reakcji katalizowanych przez te enzymy. Wykazalem tym samym, Ze narzg¢dzie to moze stanowic
potencjalnie pomocne rozwiazanie w sytuacjach, gdy brakuje danych literaturowych dotyczacych optycznie
czynnego zwigzku i/lub gdy inne metody badawcze okazuja si¢ niewystarczajace w kontekscie ustalenia
konfiguracji absolutnej produktow reakcji katalizowanych przez enzymy. Warto podkresli¢, ze w momencie
publikacji niniejszej pracy (w 2016 r.) liczba dostepnych pozycji literaturowych raportujacych wykorzystanie
technik in silico, w tym szczeg6lnie dokowania molekularnego, do racjonalizacji stereochemicznego przebiegu
reakcji enzymatycznych byla bardzo ograniczona. Fakt ten dodatkowo podkreslit istotne walory badawcze
rezultatow przedstawionych w publikacji P9.

Strategia chemoenzymatycznej syntezy proksyfiliny okazata si¢ skuteczna, totez w kolejnych badaniach
postanowitem rozszerzy¢ zakres stosowalno$ci opracowanej przeze mnie metody na kolejne pochodne ksantyny,
ktore moglyby znalez¢ zastosowanie w produkcji broncho- i wazodylatorow.
W publikacji P8 przedstawitem nowa asymetryczna metod¢ syntezy optycznie czynnej diprofiliny (1V) oraz
nikotynianu ksantynolu (V) z zastosowaniem immobilizowanej lipazy B z Candida antarctica (Novozym 435)
jako enancjoselektywnego biokatalizatora rozdziatu kinetycznego racemicznego octanu
1-chloro-3-(1,3-dimetylo-2,6-diokso-1,2,3,6-tetrahydro-7H-puryn-7-ylo)propan-2-ylu (rac-5a_P8) (Schemat 6).
Co istotne, zaproponowany przeze mnie “zwiazek weztowy" (wyrdzniony turkusowym ttem), mimo ze stanowi
kluczowy prekursor obu wymienionych API, nigdy wczes$niej nie zostal otrzymany z zastosowaniem metod
enzymatycznych ani wykorzystany bezposrednio w syntezie enancjomerycznej diprofiliny.

o
RJ<
Ac,0 (5 equiv)

DMAP (0.5 equiv)

P o ﬁ’»u
N (rac-2_P8, SAequlv) \N > G CHCly, 1h at 0-5°C )&
Y > /
}\ anh. K,COg (cat.) O)\ CHCI3 }\ Butyryl chloride (6.1 equiv) }\ >
|

dry DMF 1hat0-5°C EtsN (3 equiv)
48 hat75°C rac-3_P8 rac-4_P8 DMAP (0.5 equiv) rac-5a_| P8 R = CH3 (84%)
(43% yield) (96% yield) CHCl3, 24 h at 40 °C rac-5b_P8: R = C3H; (91%)
rac-5a_P8
(1.60 mmol, 165 mM conc.)
CH4CN (9 mL),
Novozym 435 MeOH (510 mg, 640 pL, 10 equiv),
[250 mg; 50% w/w)] 16 days at 37 °C, 700 rpm

(52% conv.)
[¢)

500-mg scale

o //<,0
)i 50% HpSO, (pH 1) \N)iN> NaOH (1 equiv) )t > )t > LiOH (2.6 equiv) )t >
-~ / Vi / 4’ V.
)\ Acetone/H,0 (70:30, viv) O)\N N CHQCIZ/HZO (1.6:0.16, VAV éj\ &J\ CHZCN/H,0 (35:1, viv) )\
2hat50-60 °C | 1hat0-5°C 1.5hat0-5°C
(R) (+)-6_P8 (R)-(+)-3_P8 then 2 h at RT R )-4_P8 s -)-5a_P8 then 24 h at RT (-)-3_P8
(69% yield, 57% ee) (88% yield, 71% ee) (21% y\eld 71% ee) (45/ yleld 78% ee) (65/ y\eld 72% ee)

2-(methylamino)-ethanol
(1.2 equiv)
2-PrOH, 1.5 h at reflux

Wspoiny prekursor dla dwéch API OH )
I //k
tagodne i bezpieczne warunki reakcji N, CO,H
SN N Nicotinic acid (1 equlv
E Bardzo dtugie czasy reakcji %\ \ />
: ; <k " 0“ >N N 2 PrOH
@ Niska enancjoselektywno$¢ reakciji (E=14) | 15 min at reflux
Racemizacja podczas funkcjonalizacji (S)-(+)-7_P8 then 24 h at RT (S)-(+)-8_P8
(97% yield, 65% ee) (70% yield, 65% ee)

Schemat 6. Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconej (R)-diprofiliny [(R)-(+)-6_P8] oraz nikotynianu (S)-ksantynolu
[(S)-(+)-8_P8] z zastosowaniem lipaz jako biokatalizatorow.

Co wiecej, opublikowane w literaturze naukowej metody syntezy obu tych lekéw byly obarczone
licznymi wadami, w tym m.in. koniecznoscia zastosowania kosztownych, komercyjnie dostepnych chiralnych
blokow budulcowych, takich jak (R)- lub (S)-3-chloro-1,2-propanodiol w przypadku enancjomerycznej
diprofiliny®1  oraz  (S)-(+)-epichlorohydryny ~ w  przypadku  (R)-(-)-nikotynianu  ksantynolu.?8l
Alternatywny protokot otrzymywania (R)-(-)-nikotynianu ksantynolu,?% polegajacy na zmudnej i mato wydajne;j
krystalizacji ~ preferencyjnej odpowiednich  diastereoizomerycznych  soli  ksantynolu  utworzonych
z wykorzystaniem kwasu (1S)-(+)-10-kamforsulfonowego, wymagat dodatkowej wymiany kwasnych anionow na
kolumnie wypetnionej odpowiednig zywica Amberlite CG-400. Taka procedura byta ztozona i mato atrakcyjna
z punktu widzenia zastosowan przemystowych.

Uwzgledniajac powyzsze fakty, uznatem, ze otrzymanie kluczowego prekursora z wykorzystaniem metod
biotechnologicznych, a nastgpnie jego chemiczna funkcjonalizacja w kierunku obu tytulowych lekow, catkowicie
spetni przestanki nowos$ci oraz znaczaco uprosci proces ich syntezy. W ramach tych badan zastosowalem dwa
alternatywne podejscia syntetyczne. Pierwsze polegato na sprawdzeniu mozliwosci wykorzystania enzymatycznej
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transestryfikacji racemicznej chlorohydryny rac-4_P8 z uzyciem octanu winylu jako donora grupy acetylowe;.
Drugie podejscie opierato si¢ na enzymatycznej hydrolizie lub metanolizie odpowiednich estrow racemicznej
chlorohydryny — octanu rac-5a_P8 oraz maslanu rac-5b_P8. Oba typy reakcji prowadzono w warunkach kontroli
kinetycznej, wykorzystujac lipazy o roznej aktywnosci Kkatalitycznej (500-30 000 U/g) zawieszone
w rozpuszczalnikach organicznych oraz ich mieszaninach z woda lub metanolem. Najlepsze wyniki uzyskano
w  przypadku  enzymatycznej  metanolizy  racemicznego  octanu  chlorohydryny  rac-5a_PS8.
Jednak mimo to, uzyskane nadmiary enancjomeryczne izolowanych produktow KR nalezy oceni¢ jako przecigtne,
osiagajace wartosci w przedziale 71-78% ee. Niestety sam bioproces nie tylko charakteryzowal si¢ niska
enancjoselektywnoscig (E=14), ale takze trwat bardzo dtugo (16 dni), aby osiagnaé odpowiednio wysoki stopien
przereagowania substratu w produkt (52% konwersji). Dodatkowo napotkane problemy podczas nastgpczej
funkcjonalizacji kluczowego prekursora (R)-(+)-4_P8, zwigzane z racemizacja produktow izolowanych
na poszczegolnych etapach syntezy, prowadzily do znacznego spadku czystosci optycznej syntetyzowanych API.
W efekcie otrzymano (R)-diprofiling [(R)-(+)-6_P8] z 57% ee oraz nikotynian (S)-ksantynolu [(S)-(+)-8_P8]
Z 65% ee.

Niska enancjoselektywno$¢ zastosowanego biokatalizatora zostata dodatkowo potwierdzona badaniami
komputerowymi z zakresu modelowania molekularnego oddzialywan w kompleksach biatko-ligand.
Wyniki dokowania obu enancjomeréw rozdzielanej pochodnej 1,3-dimetyloksantynowej w centrum aktywnym
CAL-B wykazaty niewielka roznice w energiach tworzenia si¢ kompleksow pomiedzy poszczegdlnymi izomerami
optycznymi a badanym enzymem (Rysunek 13). Co wiecej, liczba aktywnych katalitycznie konformacji,
umozliwiajacych odpowiednie utozenie reaktywnych grup funkcyjnych czasteczek substratu rac-5a_P8
w dostatecznie bliskim otoczeniu aminokwasow triady katalitycznej, nie wykazywata wyraznej przewagi na
korzy$¢ szybciej transformowanego stereoizomeru. Niejednoznaczno$¢ wynikow dokowania w tym zakresie
dobitnie wskazuje, ze wybrany enzym nie stanowit idealnego biokatalizatora dla procesu rozdzialu enancjomeroéw
racemicznego octanu rac-5a_P8.
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Rysunek 13. Budowa hipotetycznych kompleksow lipazy B z Candida antarctica (CAL-B, kod PDB: 1TCA) z (R)-enancjomerem (lewy
panel) oraz (S)-enancjomerem (prawy panel) racemicznego octanu 1-chloro-3-(1,3-dimetylo-2,6-diokso-1,2,3,6-tetrahydro-7H-
puryn-7-ylo)propan-2-ylu (rac-5a_P8). Szkielet wegglowy (R)-enancjomeru substratu zaznaczono kolorem zottym,
a (S)-enancjomer —kolorem ztotym. Kluczowe wigzania wodorowe przedstawiono jako zotte przerywane linie.

W publikacji P8 przedstawiono rowniez proby opracowania alternatywnych metod analitycznych
do okreslania czystosci enancjomerycznej nieracemicznego (S)-ksantynolu [(S)-(+)-7_P8]. W tym celu
zastosowano metody wykorzystujace spektroskopi¢ 'H NMR z uzyciem chiralnych odczynnikéw solwatujacych
(CSAs), takich jak (S)-(+)-1-(9-antryl)-2,2,2-trifluoroetanol oraz (S)-(-)-1,1'-bi(2-naftol) [(S)-BINOL].
Rezultaty obu eksperymentow skorelowano z wynikami ilo§ciowych pomiaréw przeprowadzonych za pomoca
HPLC, wyposazonego w kolumne z odpowiednig chiralng fazg stacjonarng. Wykazano, ze zarbwno zastosowanie
optycznie czystej pochodnej antracenu, jak i atropoizomerycznego (S)-BINOL-u nie pozwala na rzetelne
wyznaczenie nadmiaru enancjomerycznego tytutlowego API. Bezposrednim powodem niepowodzen w tym
zakresie byly niewystarczajgco dobrze rozdzielone sygnaty rezonansowe odpowiednich protonow ksantynolu na
zarejestrowanych widmach 'H NMR, co skutkowalo zawyzeniem warto$ci obliczanych nadmiarow
enancjomerycznych w porownaniu z wartosciami uzyskanymi na podstawie analizy przeprowadzonej za pomoca
chiralnego HPLC.

Walory badawczo-poznawcze niniejszej pracy zostalty dodatkowo wzmocnione wynikami badan
rentgenostrukturalnych monokrysztalow obu zsyntetyzowanych API (Rysunek 14A-C),
w tym szczegblnie niepublikowana dotad pierwsza struktura krystaliczng optycznie czynnego nikotynianu
ksantynolu (Rysunek 14B—C). Badania strukturalne przeprowadzone metodg dyfrakcji rentgenowskiej (XRD)
przez dr. hab. inz., prof. uczelni Macieja Drank¢ z Katedry Chemii Nieorganicznej (WCh PW) ujawnity
interesujgce wiasciwosei krystaliczne (S)-(+)-7_P8. Zaobserwowano bowiem istnienie bardzo silnych wigzan
wodorowych pomiedzy czasteczkami kwasu nikotynowego a tancuchem bocznym ksantynolu.
W opisywanym kontekScie jednostka asymetryczna sklada si¢ z anionu nikotynianowego oraz kationu
ksantynolowego, ktore tworza kwas-aminoalkoholowy pierscien heteroaromatyczny typu R2%(9) za
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posrednictwem dwoch synergistycznych wigzan wodorowych: N—H:--O oraz O—H---O. Zaobserwowane wigzania
wodorowe naleza do specyficznej klasy podwojnie jonowych wigzan wodorowych, ktore wystepuja pomiedzy
kationami i anionami. Obecno$¢ tadunku jonowego znacznie zwigksza sit¢ takich wigzan, ktora w tego typu
przypadkach moze wynosi¢ od 5 do 35 kcal/mol, co odpowiada okoto jednej trzeciej sity wiazan kowalencyjnych.
Dodatkowym czynnikiem zwigkszajacym site tych wigzan, oprocz dominujacego przyciagania elektrostatycznego,
jest rezonans pierscienia heterocyklicznego, co zostalo potwierdzone w literaturze.*®! Dominujacy charakter
kowalencyjny tych wigzan wodorowych wynika gtéwnie z klasycznego przyciagania dipol-dipol, poniewaz
rezonans redystrybuuje gesto$¢ elektronowa i zwigksza momenty dipolowe w poszczegdlnych monomerach.
Warto podkresli¢, ze tworzenie trwatych par jonowych stabilizuje powstawanie drugiego pseudoasymetrycznego
centrum stereogenicznego przy atomie azotu w podstawniku 2-(metyloamino)-etanolowym, co jest skutkiem
zahamowania efektu tzw. "inwersji parasolowej" na atomie azotu. Ponadto sasiednie jednostki elektroujemne,
polaczone parg wigzan wodorowych N5-H5--O6 oraz O4-H4--OS5, sa dodatkowo stabilizowane przez
oddziatywania typu m-m, wspierane przez stabe wigzanie wodorowe O3—H3-"N6 migdzy atomem azotu kwasu
nikotynowego a grupg hydroksylowa ksantynolu (Rysunek 14C). W efekcie, wzdluz osi Y, tworzy sie
niekowalencyjny lancuch stabo zwigzanych par jonowych. Obserwowana geometria wyraznie wskazuje na
zdolnoé¢  fragmentow  teofiliny do  oddzialywania z  pierScieniami  heteroaromatycznymi
(w tym przypadku pirydyng) poprzez oddziatywania typu m-stacking, ktore sa dodatkowo wspierane przez
geometrycznie dopasowang grupe hydroksylowa z alifatycznego tancucha bocznego. Tego rodzaju sprzezone
interakcje moga mie¢ istotne znaczenie w modelowaniu centréw aktywnych enzymdéw oraz w rozpoznawaniu
biomolekularnym, co znajduje zastosowanie m.in. w projektowaniu nowych lekow.

Rysunek 14. ORTEP-y (R)-diprofiliny [(R)-(+)-6_P8] (A) oraz nikotynianu (S)-ksantynolu [(S)-(+)-8_P8] (B—C). Struktury krystaliczne
odpowiednio (R)-(+)-6_P8 (CCDC-1815550) oraz (S)-(+)-8_P8 (CCDC-2016376) zdeponowano w Cambridge Crystallographic
Data Centre. Elipsoidy przedstawiono z 50% poziomem prawdopodobienstwa (C czamy, H szary, N niebieski, O czerwony),
a atomy wodoru pominigto dla przejrzystoéci. Rycina C przedstawia asymetryczng jednostke optycznie czynnego (S)-(+)-8_P8,
ukazujaca tworzenie pary jonowej stabilizowanej bardzo silnymi wigzaniami wodorowymi pomiedzy anionem nikotynianowym,
IV-rzgdowym atomem azotu oraz grupa hydroksylowa fragmentu 2-(metyloamino)-etanolowego. Dodatkowo, obecny jest
n-stacking pomiedzy teofiling (1,3-dimetyloksantyng) a pierScieniem pirydyny.

Niezrazony poczatkowymi niepowodzeniami w otrzymaniu ksantynowych pochodnych API w postaci
enancjomerycznie czystej oraz ograniczeniami wydajnosci, ktdre nie przekraczaty gornego limitu 50% ze wzgledu
na charakter procesOw opartych na rozdziale kinetycznym, skierowatem swoje dalsze wysitki syntetyczne na
desymetryzacj¢ odpowiednich prochiralnych pochodnych. Wyniki badan dotyczacych opracowania
udoskonalonej chemoenzymatycznej metody syntezy obu enancjomeréw proksyfiliny, (R)-ksantynolu oraz
(S)-diprofiliny przedstawitem w publikacji P5 (Schemat 7). W poczatkowej fazie badan przeprowadzitem
szczegolowe testy aktywnosci Kkatalitycznej oraz stereoselektywnosci rekombinowanych dehydrogenaz
alkoholowych jako biokatalizatoréw transwodorowania odpowiednich prochiralnych ketonéw 2a—b_P5.
Do tego celu wykorzystalem t¢ sama biblioteke liofilizowanych komoérek Escherichia coli zawierajacych
rekombinowane dehydrogenazy alkoholowe (E. coli/ADHSs), co w przypadku syntezy tenofowiru (zob. publikacja
P5). Oprocz E. coli/ADHs przetestowatem réwniez potencjat biokatalityczny catych komorek dzikich szczepow
mikroorganizméw z rodzajow Komagataella phaffii/Pichia pastoris, Pseudomonas sp., Arthrobacter sp. oraz
Actinomyces sp., ale wyniki bioredukcji 2a—b P5 z ich udziatem nie przyniosty pozadanych efektow.
Dla najskuteczniej dziatajacych stereokomplementarnych biokatalizatoréw biotransformacje zostaty nastgpnie
skutecznie powigkszone do skali 0,16 mmol zastosowanych prochiralnych substratow 2a—b_P5, co w przypadku
bioredukcji a-chloroketonu 2b_P5 pozwolito na uzyskanie optycznie czystej (S)-chlorohydryny (S)-(-)-1b_P5
w iloéci niezbednej do sfunkcjonalizowania jej w kierunku optycznie czystej (S)-diprofiliny [(S)-(-)-3_P5] oraz
(R)-ksantynolu [(R)-(-)-4_P5].
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OH .
E. colilADH-A o) //k : Zalety i wady metody w poréwnaniu z
2a_P5 (38 mg, 0.16 mmol, 67 mM) [60 mg (25 mg/mL)] Ny N wynikami opisanymi w publikacjach P8-P9:
NADH (1.0 mM final conc.) | ) - "
o 0.1 M Tris-HCI buffer (pH 7.5) 599% conv. OJ\N N> Doskonata stereoselektywnos$¢ bioredukcji
o //Z& 2-PrOH (10% v/v) | Znacznie wyzsze wydajnosci prowadzonych syntez
DMSO (2.5% v/v) S)-(+)-1a_P5 . . "
\N ‘ N> 2.4 mL (final volume) . (65(%)ygel)d, 9§% ce) Znacznie krotsze czasy reakcji enzymatycznych
p . ) L
O)\N N 48 h at 30 °C, 250 rpm M ST tagodniejsze warunki syntezy diprofiliny
y . ; rak racemizacji w trakcie syntezy chemicznej
| 2 call’ltl:‘A‘[‘):l Lica o //h\ Brak izadji e hemi j
(Gf‘;—;zld) [60 mg (25 mg/mL)] SN | N Doskonate czystosci optyczne izolowanych API
/
>99% conv. o)\N N> E Brak mozliwosci otrzymania obu enancjomeréw
| diprofiliny oraz ksantynolu
PCC (1.5 equiv) (R)-(-)-1a_P5 : [X] Mniejsza skala oraz nizsza produktywnosé reakcji niz
CH,Cl, (74% yield, 99% ee) : w przypadku syntezy proksyfiliny z uzyciem lipaz
12hat25°C NI
OH
(o}
X
N ‘ N> B K ettt aanan e eeeeeeececeteeeeenentttataecncntntetansasnrnsasanannns
O)\N ¥ b: X = C;
| PCC = chlorochromian pirydyny QH
rac-1a-b_P5 [CsHsNH]'[CrO5CII™ 2% aqueous NaOH o I \_-OH
(3 mL/mmol) Y >
. W
PCCC(:.%TQUIV) E. colilLk-ADH-Lica OH 12hat90°C OA\T N
radyl [60 mg (25 mg/mL)] e} {
72hat25°C NADH (1.0 mM final ) N//\/CI (S)-(-)-3_P5
.0 mM final conc. N B o
2b_P5 (43 mg, 0.16 mmol, 67 mM) A | ) @ (C0%isIdE00%clee) I
o 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 7.5) >99% conv. 0“ >N~ N ~ oH
o //z&/ 2-PrOH (10% v/v) | o Ty
N Cl DMSO (2.5% v/v) WY (S)-(-)-1b_P5 2-(methylaminq)-ethano| //\/N
j\ ‘ N/> 2.4 mL (final volume) éﬁl (80% yield, >99% ee) (30 equiv) \)N\ | N/> Z
LTI
o ,\‘, N 48 h at 30 °C, 250 rpm E. coli/SyADH oH 2PrOH 07 N7 N OH
25 Ps [120 mg (50 mg/mL)] o fk/m 24hat 120 °C | (4P
| " (sealed tube) =\=)=a_!
(35% yield) NADPH (2.0 mM final conc.) ™ ‘ N> (80% yield, >99% ee)
64% conv. OZ\N N/
I

(R)-(+)-1b_P5
(41% yield, 94% ee)

Schemat 7. Chemoenzymatyczna synteza enancjomerow proksyfiliny [(S)-(+)-1a_P5 oraz (R)-(-)-1a_P5], (S)-diprofiliny [(S)-(-)-3_P5] oraz
(R)-ksantynolu [(R)-(-)-4_P5] z zastosowaniem dehydrogenaz alkoholowych jako biokatalizatorow.

Gorna $ciezka opracowanej przeze mnie syntezy pozwolita na uzyskanie obu enancjomerdéw proksyfiliny
[(S)-(+)-1a_P5 oraz (R)-(-)-1a_ P5] w formie praktycznie czystej optycznie (99% ee), z konwersjg przekraczajaca
99% oraz wydajnosciami w zakresie od 65% do 74%, w zaleznosci od zastosowanego biokatalizatora.
Kluczowymi preparatami enzymatycznymi w tym przypadku okazaly si¢ (S)-selektywna dehydrogenaza
alkoholowa z Rhodococcus ruber (E. coli/ADH-A) oraz (R)-selektywny wariant ADH wyprowadzony z pateczek
kwasu mlekowego Lactobacillus kefir (E. coli/Lk-ADH Lica).

Z kolei optycznie czysta (S)-diprofiling [(S)-(—)-3_P5] oraz (R)-ksantynol [(R)-(-)-4_P5] otrzymano ze
wspolnego chiralnego prekursora (S)-(—)-1b_P5, uzyskanego w formie homochiralnej (>99% ee) z 80%
wydajnoscig w wyniku bioredukcji o-chloroketonu 2b_P5 katalizowanej przez E. coli/Lk-ADH Lica.
Warto podkresli¢, ze (S)-diprofilina [(S)-(-)-3_P5] zostata zsyntetyzowana z wydajno$cig wynoszacag 90%
w reakcji podstawienia atomu chloru anionem hydroksylowym w $rodowisku zasadowym.
Zastosowanie 2% wodnego roztworu NaOH umozliwito wyizolowanie pozadanego API bez utraty czystosci
optycznej, co stanowi znaczng przewage nad wczesniej opisang procedura hydrolizy odpowiedniej chlorohydryny
prowadzong w §rodowisku kwasnym. Dla przypomnienia, procedura z zastosowaniem 50% roztworu H>SO4 byta
obarczona znaczng erozja nadmiaru enancjomerycznego, ktora osiagata A% ee = 14. Syntezg optycznie czystego
(R)-ksantynol  [(R)-(-)-4_P5] przeprowadzono poddajac aminolizie chlorohydryng (S)-(-)-1b_P5
z wykorzystaniem 2-(metyloamino)-etanolu w propan-2-olu  w szklanym reaktorze ci$nieniowym.
W wyniku tej reakcji otrzymano (R)-enancjomer tytulowego API z 97% wydajnoscia oraz nadmiarem
enancjomerycznym >99%. Co interesujgce, zastosowanie znacznie wigkszego ekwiwalentu molowego
2-(metyloamino)-etanolu okazato sie skuteczniejsze w porOéwnaniu z wariantem reakcji opisanym
w publikacji P8, w trakcie ktorej dochodzito do racemizacji produktu (A% ee = 6).

Podsumowujac, zmodyfikowana metoda syntezy wspomnianych API zapewnia znaczaca poprawe nie
tylko w zakresie wydajnosci syntezy tytutowych substancji czynnych lekow, ale takze w czystosci optycznej,
z jaka uzyskiwano enancjomerycznie wzbogacone produkty. Warto podkreslic, ze wszystkie chiralne API
uzyskane w ramach tej metody charakteryzowaly si¢ wydajnosciami przekraczajacymi 65% oraz nadmiarami
enancjomerycznymi w zakresie 99-99,9% ee. Takie rezultaty stanowia niewatpliwy sukces, wyr6zniajacy si¢ na
tle dostepnych danych literaturowych.

Kontynuacj¢ badan nad opracowaniem chemoenzymatycznych syntez chiralnych lekéw pochodnych
ksantyny stanowity wyniki opublikowane w publikacjach P4 oraz P7. Dotyczyly one otrzymywania
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enancjomerycznie czystej lizofiliny (LSF) — prototypowego leku o bardzo silnych wlasciwosciach
przeciwzapalnych i immunomodulujacych,B®Y o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu rdznych zaburzen
autoimmunologicznych, takich jak eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie mézgu i rdzenia,’®? choroba
przeszczep przeciw gospodarzowi (ang. graft-versus-host disease, GVHD),3l choroby zapalne jelit
(np. choroba Le$niowskiego-Crohna),®4 cukrzyca insulinozalezna (typu 1),*! astma oskrzelowa,*®! a takze w
tagodzeniu skutkéw ubocznych chemioterapii nowotwordéw, takich jak infekcje neutropeniczne.l®’]
Na poziomie molekularnym lizofilina wykazuje bardzo szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, dziatajac jako
selektywny inhibitor fosfodiesteraz (glownie PDE4B i PDE7) oraz hamujac produkcje kilku kluczowych cytokin
prozapalnych, takich jak interleukiny (np. IL-1, IL-12, IL-18), interferon gamma (IFN-y) oraz czynnik martwicy
nowotwordow alfa (TNF-a). Istotne jest, ze za pozadanag aktywno$¢ farmakologiczng lizofiliny w organizmie
cztowicka odpowiada wytacznie jej (R)-enancjomer, ktory wykazuje kilkaset razy silniejsze dziatanie jako
inhibitor cytokin prozapalnych w poréwnaniu do zwigzku macierzystego, tj. pentoksyfiliny (PTX),
od ktérego si¢ wywodzi.[*8

Bezposrednia motywacja do podjecia badan nad opracowaniem syntezy (R)-lizofiliny w postaci
enancjomerycznie czystej byta ograniczona liczba skutecznych metod jej otrzymywania, opisanych w literaturze.
W ciagu ostatnich dwoch dekad opracowano kilka chemicznych metod syntezy enancjomerycznie wzbogaconej
(R)-lizofiliny, opartych na zastosowaniu: (i) komercyjnie dostgpnych chiralnych blokéw budulcowych
[(S)-mleczan etylu,*¥ 5-(R)-acetoksy-1-chloroheksant®]; (ii) chiralnych pomocnikéw [(-)-pinanodiol*H);
oraz (iii) chiralnych metaloorganicznych Kkatalizatorow (kompleks irydu [Ir-(R)-SpiroPAP],“? Katalizator
Jacobsenal*®l). Wér6d metod biokatalitycznych mozna wymienié (R)-stereoselektywng bioredukcje pentoksyfiliny
katalizowang przez komorki Saccharomyces cerevisiae*! lub Lactobacillus kefiri DSM 205878,1!
a takze przez (R)-specyficzng dehydrogenaze alkoholows z Lactobacillus kefiri (LK-ADH).*l Ponadto ciekawa
alternatywa jest metoda oparta na chemo- i stereoselektywnej hydroksylacji 1-N-heksyloteobrominy katalizowane;j
przez natywne (dzikie) oraz genetycznie modyfikowane warianty ludzkiego cytochromu P450.[47]

Niestety, wickszo$¢ opisanych w literaturze metod chemicznych wymagata wieloetapowych procesow,
co sprawiato, ze byly one czasochtonne i dos¢ skomplikowane. Z kolei reakcje z zastosowaniem biokatalizatorow,
mimo ze byly jednoetapowe, prowadzono je glownie w skali analitycznej lub, co trudno zrozumiec,
bez przedstawienia metod wydzielania i oczyszczania produktu, a w konsekwencji takze bez okreslenia
wydajnosci reakcji. Brak tych danych sugeruje, ze analizie podlegaty wylacznie surowe mieszaniny reakcyjne,
co znaczaco ograniczalo mozliwo$é adaptacji takich procedur w kontekscie potencjalnych zastosowan
przemystowych.

W pierwszym podejsciu, opisanym w publikacji P7, opracowatem chemoenzymatyczng, stereozbiezna
syntezg optycznie czystej (R)-lizofiliny na drodze katalizowanego lipazami rozdziatu kinetycznego jej mieszaniny
racemicznej oraz optycznej inwersji odpadowego (S)-enancjomeru (Schemat 8).

Acetyl chloride (1.5 equiv)

Et3N (1.5 equiv) o
DMAP (cat.), dry CH,Cly g
OH o 10 min at 0-5 °C R o
NaBHA (3.0 equiv) M\ then 12 h at RT /WN N
)\ " )\ \ /> _— . A 2
eOH/CHQCI2 (40:6, v/v) Levulinic acid (2.0 equiv) 07N N
2.5hat0-5°C EDCI x HCI (2.2 equiv)
1_P7 rac-2_| P7 DMAP (cat.), dry CH,Cl, rac-3a—e_P7
(PTX) (84% yield) 10 min at 0-5 °C
then 48 h at RT a: R = CHj (40% yield);

b: R = C4H, (43% yield);

rac-2_P7 ¢: R = CgHyg (36% vyield);
(3.57 mmol, 44 mM conc.) d: R = Cy5H34 (48% yield);

Chirazyme L-2, C-3 Vinyl acetate (1 mL, 3.0 equiv) e: R = (CH,),(CO)CHg (40% yield).
[200 mg; 20% w/w)] EtOAc (80 mL)
2 hat60 °C, 800 rpm
1-gram scale (50% conv.)

0Ac o oH e
/K/\/\N)k/[’g KCO3 anh. (2.0 equiv) )\/\/\N)‘jfg
+ )| 7
O}\N N MeOH o)\N N
‘ |

18 hat22°C LSF
(5)-(+)-2_P7 (R)-(+)-3a_P7 (R)-(-)-2_P7

MsClI (1.5 equiv) (46% yield, >99% ee) (47% yield, >99% ee*) (59% yield, 99% ee*)
Et3N (1.5 equiv)
dry CH,Cly * 96% ee (after stereoinversion route)
10 min at 0-5 °C _
then 1 h at RT CsOAc (2 equiv) . ;

dry PhCH Summary of the synthesis of LSF:

OMs 2 / 18-Crown-6 (cat.) - KR route: 23.3% total yield (3-steps)
/\/\/\N N 18hat110°C - KR + stereoinv. route: 7.9% total yield (5-steps)
= )\
(50% yield)
(S5)-(+)-4_1 P7

(68% yield, 99% ee)
Schemat 8. Chemoenzymatyczna, stereozbiezna synteza lizofiliny [(R)-(—)-2_P7] z zastosowaniem immobilizowanej lipazy CAL-B
(Chirazyme L-2, C-3) oraz strategii inwersji konfiguracji absolutnej w przeciwnym enancjomerze (S)-(+)-2_P7.
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Badania obejmowaty kompleksowa optymalizacj¢ warunkdéw dwdch wariantow reakcji enzymatycznych
z udziatem komercyjnie dostgpnych preparatow hydrolaz: (i) enancjoselektywnej transestryfikacji racemicznej
lizofiliny (rac-2_P7) z zastosowaniem aktywowanych estrow winylowych jako donoréw acylu oraz
(i) enancjoselektywnej metanolizy racemicznego octanu lizofiliny (rac-2_P7).
Metanoliza nie przyniosta satysfakcjonujacych wynikow w zakresie stopnia przereagowania substratu jak rowniez
czystosci optycznej produktow KR, totez cala uwage w niniejszym autoreferacie skupiono wylgcznie na
transestryfikacji (Schemat 9).

W pierwszej kolejnosci dokonano selekcji odpowiedniego biokatalizatora. Kluczowym aspektem tej
czesci badan byl wybor enzymu, ktéry zapewnialby najlepszy kompromis miedzy aktywno$cia katalityczng
a enancjoselektywnoscig. W tym celu przetestowano ok. 20 réznych komercyjnie dostepnych preparatow
hydrolaz, wsréd ktéorych dominowaty natywne i immobilizowane lipazy pochodzenia bakteryjnego
[np. Burkholderia cepacia (PS-Immobead 150, Amano PS, Amano PS-IM, Amano PS-C Il), Pseudomonas
fluorescens (Amano AK), Alcaligenes sp. (Chirazyme L-10), etc.] oraz grzybowego [np. Candida antarctica B
(Novozym 435, Lipozyme 435, Chirazyme L-2, C-2, Chirazyme L-2, C-3), Candida antarctica A
(Chirazyme L-5), Thermomyces lanuginosus (TL-Immobead 150, Lipozyme TL IM), Rhizomucor miehei
(Lipozyme RM IM), Mucor javanicus (Amano Lipase M), Rhizopus oryzae (Amano Lipase F-AP15),
Candida rugosa (Lipase AY Amano 30, Chirazyme L-3), Geotrichum candidum (Chirazyme L-8), etc.].
Sposrdd przetestowanych enzyméw wylacznie dwa preparaty zawierajgce immobilizowang lipazg CAL-B
(Chirazyme L-2, C-2 oraz Chirazyme L-2, C-3) wykazywaly pozadane wiasciwosci katalityczne wzgledem
pochodnej ksantynowej, katalizujac rozdzial jej enancjomerdéw bardzo szybko (w ciagu 5 godzin) i, co wazniejsze,
w sposob wysoce enancjoselektywny (E>200).

o8 X 1
OH o o o OH o o o
)t 3 (100/ w/w) /\/\/\NJEN> /’\/\/\NJEN> )t 120/ w/w) /\/\/\N)&N /'\/\/\N)tr\l
+ +
éj\ { O/\ PhCH3, 40 °C OZ\N N 0//J\N N 2\ e 0/\ PhCHj, 40 °C DJ\N ‘ N/> " OZ\N ‘ N/>
| ! Reaction time | |
rac2. P7 11.15 mmol (S)-(+)-2_P7 (R)-(+)-3a_P7 rac-2_| P7 11.15 mmol (8)-(+)-2_P7 (R)-(+)-3a_P7
(89 pmol) (125 equiv) (89 pmol) (125 equiv)
Lipase Time [h] Conv. [%] eeg [%] eep [%] E Lipase Time [h] Conv. [%] eeg [%] eep [%] E
Novozym 435 5 53 >99 88 82 2 39 64 99 >200
Lipozyme 435 5 54 >99 86 69 3 48 92 929 >200
Chirazyme L-2, C-2 5 51 >99 95 >200 Chirazyme L-2, C-2 4 49 94 929 >200
Chirazyme L-2, C-3 5 51 >99 96 >200 5 49 95 99 >200
Lipozyme TL IM 24 40 36 55 -SRI . B orerooroorerors L R— 209, 98 >200
PS-Immobead 150 96 33 44 90 29 2 42 7 >99 >200
Amano PS-IM 5 42 69 95 81 3 48 920 >99 >200
Amano PS 96 46 75 87 32 Chirazyme L-2, C-3 4 48 93 >99 >200
Chirazyme L-10 5 58 93 68 17 5 50 98 99 >200
Amano AK 96 52 77 72 14 8 50 >99 99 >200
Conv. = eeg/(eeg + eep); E = {In[(1 — conv.)(1 — eeg)}{In[(1 — conv.)(1 + eeg)] @
OH o ' OH o
/ Chirazyme L-2,C-3 9
© i /g\/\ﬂN)tN i (0%, wiw) ANy )t
+ - - +
OH o Chirazyme L2,c-:3 O o, RO o OZ\N ‘ N/> 0™ " organic solvent O)\ /> )\ %
Nﬁ% Acyl (20%, wiw) /\/\/\N)im> /'\/\/\N)in> | 40°C,8h
)+ — VAR Y rac-2_P7 0.27 mmol (5H+)'2,P7 (R)-(+)-3a_l P7
0)\’\‘1 N donor PhCH; 40 °C Og\r‘u N Oél\w N (89 pmol) (3 equiv)
rac2_P7 0.27 mmol (8)-(+)-2_PT (R)-(+)-3a-e_P7
(89 umol) (3 equiv) Solvent (logP) Conv. [%] eeg [%] eep[%] E
n " " a 1,4-Dioxane (-0.31 49 96 99 200
acyiliolol Lmeih) Convliz) ees %l eep [%] 5 Koatonitio 617 40 65 >99 2200
Vinyl acetate 8 50 99 98 >200 éfgfg?o(g';o) gg )3‘; gg zzgg
Vinyl butyrate 8 53 99 88 82 THF (0 4(']) 49 96 99 5200
x!:y: d:fma.’;:ta;e g g; gg gg lfg Vinyl acetate (0.54) 49 96 >99 >200
Mot loviinat 168 3 . e ND> Dichloromethane (1.01) 43 75 99 >200
oy’ evuirate > - tert-Amyl alcohol (1.09) 50 99 99 >200
* Not determined due to unirreversibility of the reaction, hence the approximation cannot be used to caloulate the E-value. Chloroform (1.67) 43 74 >99 >200
Toluene (2.52) 50 >99 99 >200
@ o
Chiraz, OH 2 Mo ? ®
yme L-2,C3 9 / /
)i - )K @k NNy ‘ N> /'\/\/\N)iw> Chirazyme L2,¢-3 O 2
b ~N T e )+ 2 o @O0%w) AN
)\ o EtOAc, 3h )\ N )\ N )t N )t
N N
Reaction o oo )\ a )k 0™ " Eoace0°C O)\ /> " )\ %
rac-2_| P7 0.27 mmol temperature (S)-(+)-2_P7 (R)-(+)-3a_P7 Reaction time
(89 umol) (3 equiv) rac-2_| P7 3 equiv (syu)rz,w (R)-(+)-3a_I P7
(Reaction scale)
Temperature [°C] Conv. [%] ees [%] eep [%] E
S el Sc?'e [9] Time [h] Conv. [%] ees (yield) [%] eep (yield) [%]
40 44 79 >99 >200 L ________________________________________________}
50 49 95 99 >200 10 2 50 >99 (46) >99 (47) >200
60 50 97 99 >200 : 4 51 >99 (46) 97 (47) 5200

Schemat 9. Wybrane wyniki kluczowych etapéw optymalizacji enzymatycznego rozdziatu kinetycznego racemicznej lizofiliny (rac-2_P7).

W dalszych etapach prac eksperymentalnych zbadano wplyw ilosci uzytego biokatalizatora, rodzaju
donora acylu, rozpuszczalnika organicznego, a takze czasu i temperatury reakcji na wynik stereochemiczny
enzymatycznych rozdziatéw kinetycznych rac-2_P7. Wyzej wymieniony proces zostal zoptymalizowany zar6wno
pod katem konwersji, wydajnosci, jak 1 czystosci enancjomerycznej izolowanych produktow KR.
Najbardziej wydajny biokatalityczny uktad reakcyjny sktadat si¢ z preparatu lipazy Chirazyme L-2, C-3
zawieszonego w octanie etylu, z dodatkiem trzech molowych rownowaznikow octanu winylu, prowadzony w
temperaturze 60 °C. W optymalnych warunkach sprawdzono takze mozliwo$¢ powickszenia skali bioprocesu.
Dla najlepszej proby przeprowadzonej w skali preparatywnej, z uzyciem 1 grama racemicznego substratu rac-
2_P7, oba produkty rozdziatu kinetycznego uzyskano w postaci homochiralnej (>99% ee) oraz z wydajno$ciami
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wynoszacymi odpowiednio 46% [dla (S)-(+)-2_P7] i 47% [dla (R)-(+)-3a_P7]. Warto dodaé, ze proces
enzymatycznego rozdziatu racemicznej lizofiliny (rac-2_P7) wymagat jedynie 2 godzin, aby osiagna¢ pozadane
50% konwersji.

W kolejnych czesci badan wysitki syntetyczne skoncentrowano na opracowaniu chemicznej metody
stereoinwersji nieprzereagowanego (S)-enancjomeru lizofiliny [(S)-(+)-2_P7], w celu uzyskania pozadanej
farmakologicznie aktywnej formy lizofiliny [(R)-(-)-2_P7]. W pierwszym etapie zb¢dny enancjomer (S)-(+)-2_P7
przereagowano z chlorkiem mesylu wobec trietyloaminy (NzEt) jako zasady, a otrzymany optycznie czynny
(S)-mesylan lizofiliny [(S)-(+)-4_P7] poddano substytucji nukleofilowej z zastosowaniem octanu cezu (CsOAc)
w  obecno$ci  katalitycznej iloéci eteru  koronowego (18-korona-6) we wrzacym toluenie.
W wyniku tej dwuetapowej transformacji otrzymano (R)-octan lizofiliny [(R)-(+)-3a_P7] z taczna wydajnoscia
34% oraz nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 96%. Jak si¢ okazato strategia inwersji konfiguracji
absolutnej (S)-enancjomeru skutkowala niestety erozja w nadmiarze enancjomerycznym i z tego wzgledu
wymagata dalszej optymalizacji, aby po hydrolizie (R)-octanu mozna byto otrzymaé w pelni czystg optycznie
lizofiling [(R)-(-)-2_P7]. Pomimo niepowodzenia tej czesci badan, pierwotng $ciezke syntezy, niewymagajaca
dodatkowej stereoinwersji na atomie asymetrycznym, nalezy uzna¢ za wzglednie udang na tle danych
literaturowych. Laczna wydajno$¢ otrzymywania LSF z PTX wyniosta 23,3% po 3 etapach, co stanowi wynik
lepszy w poréwnaniu z najlepsza dotad metodg opublikowang przez Drosos i wsp.,[*! ktéra umozliwita synteze
LSF z faczna wydajnoscia 21,8% po 4 etapach.

Dzigki uzyskaniu obu enancjomerow lizofiliny w iloSciach preparatywnych oraz opracowaniu metody
wytwarzania ich  monokrysztaldbw za  pomoca techniki  dyfuzyjnej, przy  wspolpracy z
dr hab. inz. Maciejem Dranka, prof. uczelni, przeprowadzono analiz¢ rentgenostrukturalng i po raz pierwszy
rozwigzano struktury krystaliczne tego zwiazku (Rysunek 15). Wyniki analizy XRD nie tylko jednoznacznie
potwierdzily stereopreferencje zastosowanych lipaz wobec rozdzielanego racematu rac-2_P7, lecz takze moga
stanowi¢ doskonaly punkt wyjscia do dalszych badan nad strukturami polimorficznymi tytulowego API.
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Rysunek 15. ORTEP-y (R)-lizofiliny [(R)-(-)-2_P7] (A) oraz (S)-lizofiliny [(S)-(+)-2_P7] (B). Struktury krystaliczne odpowiednio
(R)-(-)-2_P7 (CCDC-2023424) oraz (S)-(+)-2_P7 (CCDC-2023425) zdeponowano w Cambridge Crystallographic Data Centre.
Elipsoidy przedstawiono z 50% poziomem prawdopodobienstwa (C czarny, H szary, N niebieski, O czerwony), a atomy wodoru
pominigto dla przejrzystosci.

Co wigcej, wyniki eksperymentalne uzyskane w toku badan enzymatycznych zostaly dodatkowo
zracjonalizowane przy uzyciu dokowania molekularnego, ktore obejmowato szczegdlowa analize charakteru
oddzialywan oraz mechanizmu tworzenia kompleksow biatko-ligand (w tym przypadku lipaza CAL-B
i poszczegblne enancjomery lizofiliny), uwzgledniajac réznorodnos¢ przyjetych konformacji poszczegodlnych
izomeréw optycznych chiralnego leku (Rysunek 16). Badania in silico, obejmujace obliczenie wartoéci energii
tworzenia si¢ kompleksow CAL-B-lizofilina oraz okreslenie polozenia nieracemicznych czasteczek substratu
w centrum aktywnym enzymu, umozliwity identyfikacj¢ kluczowych oddziatywan niekowalencyjnych pomigdzy
atomami grup funkcyjnych pochodnej ksantynowej a resztami aminokwasowymi w obrgbie miejsca wiazacego.
Dokowanie pozwolito rowniez wskazaé zawady steryczne oraz niekorzystne oddziatywania odpychajace,
ktére zmniejszaja powinowactwo w parze biatko-ligand i/lub determinuja odpowiednie ulozenie czasteczek
substratu wzgledem aminokwaséw tzw. "triady katalitycznej", kluczowej dla przebiegu danej reakcji katalitycznej.
Analiza dokowania molekularnego wykazata, ze w najnizej energetycznych kompleksach biatko-ligand
odpowiednio bliska odleglos¢ migdzy acetylowang Serl05 w centrum aktywnym a nukleofilowg grupg
hydroksylows lizofiliny byla osiagalna wylacznie dla (R)-enancjomeru. Oksyanion tego enancjomeru byt
dodatkowo stabilizowany bardzo silnym wigzaniem wodorowym krétkiego zasiegu (2,1 A), utworzonym z
atomem wodoru grupy hydroksylowej reszty treoniny — Thr40. W przeciwienstwie do tego, brak wigzan
wodorowych stabilizujacych oksyanion oraz nadmiernie duza odlegltos¢ migdzy katalitycznie aktywna
acetylowana seryna a grupa hydroksylowa lizofiliny w nieproduktywnym kompleksie CAL-B z (S)-enancjomerem
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uniemozliwiajg utworzenie tetraedrycznego intermediatu i efektywna katalizg, co dodatkowo moze thumaczy¢
doskonalg enancjoselektywno$é procesu KR.

Podsumowujac, powyzsze ustalenia mogg stanowi¢ cenne zroédto wiedzy przy okreslaniu kluczowych
miejsc punktowych mutacji podczas projektowania nowych wariantéw rekombinowanych lipaz o udoskonalonych
wiasciwosciach katalitycznych lub nawet odwrotnej stereopreferencji dziatania wobec stercoizomerow
pochodnych metyloksantyn.
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Rysunek 16. Budowa hipotetycznych kompleksow lipazy B z Candida antarctica (CAL-B, kod PDB: 1TCA) zawierajacej zmodyfikowana
(acetylowang) Ser105 z (R)-enancjomerem (panele A-B) oraz (S)-enancjomerem (panele C-D) racemicznej lizofiliny (rac-2_P7).
Szkielet weglowy (R)-enancjomeru substratu zaznaczono kolorem zoéttym, natomiast (S)-enancjomeru — kolorem zlotym.
Aminokwasy triady katalitycznej CAL-B (Serl105-acetyl-His224-Asp187) wyrdézniono kolorem zielonym. Kluczowe wigzania
wodorowe przedstawiono jako zotte przerywane linie, natomiast odlegto$¢ miedzy atomem tlenu grupy hydroksylowej lizofiliny
a atomem wegla grupy karbonylowej acetylowanej seryny (Serl05-acetyl) oznaczono rézowymi przerywanymi liniami.

W kolejnym podejsciu, opisanym w publikacji P4, przedstawitem nowg chemoenzymatyczng synteze
obu enancjomerow lizofiliny z zastosowaniem enzymatycznego procesu kaskadowego, bazujacego na
tandemowym uktadzie biokatalitycznym lakaza/TEMPO-dehydrogenaza alkoholowa (Rysunek 17).
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Rysunek 17. (A) Schematyczne przedstawienie liniowej deracemizacji alkoholi drugorzedowych z wykorzystaniem uktadu LT/ TEMPO-
ADH. (B) Proponowany mechanizm niestereoselektywnego utleniania alkoholi drugorzedowych katalizowany przez uktad
lakaza/TEMPO z uzyciem tlenu czasteczkowego (O;) jako terminalnego utleniacza potaczony ze stereoselektywna bioredukcja
prochiralnego ketonu katalizowana przez dehydrogenazy alkoholowe (ADH).

re face (S)-configuration
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W ramach tych badan opracowatem sekwencyjna chemoenzymatyczng deracemizacj¢ racemicznej
lizofiliny (rac-2_P4), obejmujaca dwa konkurencyjne procesy oksydoredukcyjne: (i) niestercoselektywne
utlenianie rac-2_P4 do pentoksyfiliny (PTX) z uzyciem lakazy grzybowej izolowanej z wrosniaka réznobarwnego
[tac. Trametes versicolor (LTv)] w obecnosci stabilnego wolnego rodnika 2,2,6,6-tetrametylo-1-oksopiperydyny
(TEMPO) jako mediatora reakcji redoks oraz (ii) stereoselektywng bioredukcj¢ PTX przy uzyciu liofilizowanych
komorek E. coli zawierajacych odpowiednie rekombinowane dehydrogenazy alkoholowe (ADH):
(S)-selektywna ADH z Rhodococcus ruber (E. coli/ADH-A) lub (R)-selektywny wariant z Lactobacillus kefiri (E.
coli/LK-ADH Prince) (Schemat 10). Opracowana metodologia syntezy umozliwita uzyskanie obu enancjomerow
lizofiliny z wydajno$ciami izolowanymi w zakresie 56—67% oraz wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi,
siggajacymi 94%.

E. colilADH-A A~ N/
[60 mg (15 mg/mL)] N

NADH (1.0 mM final conc.),
2-PrOH (10% Viv),

OH o o o
/ - / | DMSO (255% viv),
/g\MN)t,\B (35 mg; 14.5 U/mL) )W\N N> 4.0 mL (final volume)
‘ Vi ‘ Vi
OZ\N N TEMPO (165 mol%), O, from air O)\N N 48 h at 30 °C, 250 rpm
I I

0.1 M Tris-HCI buffer |
(PH7.5) (9)-(+)-2_P4
(56% yield, 94% ee)

50 mM citrate buffer (pH 5.0)
rac-2_P4 Acetone (20% v/v) 1_P4
(45 mg, 0.16 mmol) 120 h at 30 °C, 150 rpm (PTX) [E0imel(ESime/mO)] )\ />
(94% conv.) 0.1 M Tris-HCI buffer LSF

(pH 8.0) (R)-(-)-2_t P4
(67% yield, 94% ee)

Schemat 10. Chemoenzymatyczna, stereokomplementarna synteza obu enancjomeréw lizofiliny [(R)-(-)-2_P4] oraz (S)-(+)-2_P4]
z zastosowaniem biokatalitycznej kaskady katalizowanej przez lakaze z T. versicolor/TEMPO/O,-dehydrogenaze alkoholowa.

Z punktu widzenia powodzenia procesu deracemizacji racemicznej lizofiliny (rac-2_P4) kluczowym
etapem badan okazala si¢ optymalizacja nieselektywnego utleniania grupy hydroksylowej obecnej w rac-2_P4
z zastosowaniem ukltadu lakaza/TEMPO/O,. W ramach tego zadania zweryfikowano wplyw rodzaju i ilo$ci
rozpuszczalnika organicznego dodawanego do medium reakcyjnego (50 mM roztwor buforowy cytrynianowy pH
5,0), dodatku dwuwarto$ciowych kationow metali, ilo$ci uzytego enzymu i mediatora reakcji redoks (TEMPO),
a takze czasu trwania procesu na konwersj¢ substratu w skali analitycznej. Dzigki przeprowadzonym badaniom
uzyskano znaczng poprawe konwersji reakcji, ktora poczatkowo wynosita 16%, a po pelnej optymalizacji wzrosta
az do 95%. Dla najlepszych warunkoéw bioutlenianie zostato poddane skalowaniu do 0.16 mmoli substratu w celu
wyznaczenia wydajnosci procesu. Wybrane wyniki tej czgsci pracy przedstawia Schemat 11.

®
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rac2._ 4 Organic solvent (15-50% v/v) 1.P4 rac Acetone (10-50% viv) 1P rac-2_| P4 50 mM citrate buffer (pH 5.0) 1P
(0.08 mmol, 50 mM conc.) 16 h at 30 °C, 150 rpm (0.08 mmol, S cone) 96 h at 30 °C, 150 rpm (0.08 mmol, 50 mM conc.) acetone (20% viv)
24 at30°C, 150 rpm

Co-solvent (logP) Co-solvent amount [% v/v] Conv. [%]

Inorganic salt O, from air/ O,-bubbling  Conv. [%]
DMSO (-1.49) 20 N.D.
1,4-Dioxane (-0.31) 30 ] 20 40 = = 0, from air 17
MeOH (-0.27) 30 N.D. 30 38 _ _ 0,-bubbling 16
EtOH (0.07) 50 N.D. 40 26 g2 MasO 0. from ai e
Acetonitrile (0.17) 50 5 50 28 9. 9504 2 from air
Acstone (0.20) 50 16 Fe FeClyxaH,0 0, from air 17
EtOAc (0.29) 20 16 Fe? FeS0x7H;0 0, from air 15
i:;?H (0138) 50 N.D. Co?* CoClx6H,0 0, from air 13
(0.40 20 12 24 "
2z ZnSOX7H,0 0, from air 15
Dichloromethane (1.01) 15 13 @ . craoao el -
tert-Amyl alcohol (1.09) 20 13 ° ° X5Hs 2
/
Toluene (2.52) 50 10 )t h _LTv@ouUm each2tt) LTv (2.9 U/mL, each 24 n) )J\/\/\N i N>
2\ TEMPO (33 mol%, each 24 h, OZ\N N
@ o o 0, from air |
/ rac2_P4 50 mM citrate buffer (pH 5.0) 1.Pa
)t Y LTvGaasumy _ LTv(s8-145UmL) )l\/\/\N i N> (0.16 mmol, 50 mM conc.) acetone (20% v/v)
0, from air i
rac-2_P4 50 mM citrate buffer (pH 5.0) 1.Pa
(0.08 mmol, 50 mM conc) Acetone (20% viv)
48-120 h at 30 °C, 150 rpm
Laccase [U/mL]  TEMPO [% mol] Time [h] Conv. [%] :3 g 122 128 gg gg
- - 17.4 198 144 93 63
58 o6 48 o4 87 99° 120 86 81
87 99 72 82
1;2 :gé 1zg g; * Portions of TEMPO (33% mol) were added sequentially after each 48 h.

Schemat 11. Wybrane wyniki kluczowych etapéw optymalizacji enzymatycznego bioutleniania racemicznej lizofiliny (rac-2_P4)
z zastosowaniem uktadu lakaza/TEMPO/O5.

Po skutecznym dobraniu optymalnych warunkow dla reakcji bioutleniania oraz bioredukcji kolejnym
bardzo istotnym aspektem niniejszych badan bylo zintegrowanie obu wspomnianych procesow w jeden
funkcjonalny uktad biokatalityczny realizowany w ramach sekwencyjnej procedury "one-pot", tj. przeprowadzanej
w jednym naczyniu reakcyjnym, bez koniecznosci izolowania produktu posredniego. Zmiana pH mieszaniny
reakcyjnej w trakcie procesu deracemizacji z wartosci 5, optymalnej dla dziatania lakazy, na zakres pH 7,5-8,
przy ktérym katalitycznie aktywne byty jedynie dehydrogenazy alkoholowe, okazata si¢ niezb¢dna do osiagnigcia
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zatozonej reaktywnos$ci. Takie podejscie pozwolilo uniknaé wzajemnej dezaktywacji biokatalizator6w oraz
przeciwdziatania konkurencyjnych reakcji.

Z uwagi na fakt, ze bioutlenianie lizofiliny z wykorzystaniem uktadu lakaza/TEMPO/O; nie prowadzito
do ilosciowego otrzymywania ketonu, nadmiary enancjomeryczne nieracemicznych produktow enzymatycznej
kaskady osiagnely maksymalnie 94%, mimo ze bioredukcja przejsciowego ketonu przebiegata z idealna
stereoselektywnoscig. Niedoskonatosci opracowanej metody bioutleniania rac-2_P4 rekompensuje fakt, ze dzieki
zastosowaniu chemoenzymatycznych warunkow reakcji proces ten nie generuje szkodliwych odpadow,
w przeciwienstwie do klasycznych metod syntezy, ktore wykorzystuja nadstechiometryczne ilo$ci toksycznych
utleniaczy opartych na metalach przejsciowych, takich jak: (i) chrom [np. H2CrO4, odczynnik Jonesa (CrOs/wodny
H2S04), NaxCr,07, chlorochromian pirydyniowy (odczynnik Coreya-Suggsa, PCC), dichromian pirydyniowy
(PDCQ)], (ii) mangan (np. KMnO4, MnO,) lub (iii) srebro (np. AgNO3), a takze (iv) zwiazki jodu o wysokiej
wartosciowosci, takie jak kwas 2-jodoksybenzoesowy (IBX) i perjodynan Dessa-Martina (DMP), czy wreszcie
(v) chlorek oksalilu z DMSO (utlenianie Swerna). Proekologiczne walory tej metody wynikaja gtéwnie z faktu,
ze tlen czasteczkowy, stosowany jako terminalny utleniacz, generuje jedynie wodg i/lub nadtlenek wodoru jako
produkty odpadowe, a sam enzym uzyty w reakcji jest calkowicie nietoksyczny i w pelni biodegradowalny.
Warto rowniez podkresli¢, Zze opublikowana metoda stanowita pierwszy przyklad zastosowania uktadu
lakaza/TEMPO/O; do utleniania nieaktywowanego alkoholu. Dotychczasowe doniesienia literaturowe opisywaty
reakcje przeprowadzane gtdéwnie na prostych substratach, takich jak tatwo utleniajace si¢ alkohole benzylowe.

Biorgc pod uwage powyzsze fakty, opracowana metod¢ syntezy enancjomeréw lizofiliny
z zastosowaniem uktadu katalitycznego LTV TEMPO/O,—ADH mozna uzna¢ za relatywnie wydajng i przyjazna
dla srodowiska. Niemniej jednak, dalsze prace laboratoryjne ukierunkowane na ilosciowe otrzymywanie
przejsciowego ketonu sa niezbedne, aby poprawi¢ wyniki w zakresie czystosci optycznej tytutowego APIL

4.3.3.4. Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconych substancji czynnych lekow
p-adrenolitycznych (P3).

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (ang. cardiovascular 20375
diseases, CVDs) stanowig najpowazniejszy problem zdrowotny ®8 Cardiovascular diseases
;. . . . . N . o . e ’ @ Cancer
na $wiecie, poniewaz zajmuja pierwsze miejsce ’wsrod chorop = 157 8 Chrone respiratory diseases
niezakaznych odpowiedzialnych za $miertelno$¢ w populacji € # Diabetes
ludzkiej, wyprzedzajac nowotwory, przewlekte choroby ukladu & 10 9.3
=

oddechowego oraz cukrzyce (Rysunek 18). g

Wedlug raportu 'World Health Statistics 2024' O s a1
Swiatowej  Organizacji Zdrowia (ang. World Health . 15
Organization, WHO),*1 w 2023 roku z powodu chordb ol e
kardiologicznych zmarlo niemal 18 milionéw ludzi. NCDs
Miedzy innymi z tego powodu leki kardiologiczne, do ktorych  Rysunek 18. Liczba zgonéw spowodowanych chorobami
zaliczajq SiQ m.in. leki przeciwzakrzepowe, niezakaznymi (ang. non-communicable diseases, NCDs) wedlug

. Lo . . . raportu WHO z 2024 roku. 4%
leki przeciwmiazdzycowe, diuretyki (leki moczopedne), P

wazodylatory (leki rozszerzajace naczynia krwiono$ne), blokery kanatow wapniowych, inhibitory konwertazy
angiotensyny oraz leki f-adrenolityczne, nie tylko stanowig jedng z najliczniejszych grup lekow stosowanych
w farmakologii, ale rowniez zajmuja znaczng czg¢$¢ globalnego rynku farmaceutycznego.

Z kolei wérdd lekow kardiologicznych jedng z kluczowych, o ile nie najwazniejsza, pozycje zajmuja leki
bedace antagonistami receptoréw B-adrenergicznych, powszechnie znane jako B-blokery. Ta wysoce skuteczna
grupa farmaceutykow, ktorej mechanizm dzialania polega na kompetycyjnym blokowaniu receptorow
B-adrenergicznych dla endogennych amin katecholowych (np. adrenaliny, noradrenaliny), zapobiegajac
odpowiedzi chronotropowej, inotropowej oraz zwezeniu naczyfh krwiono$nych,“®l jest gléwnie stosowana
w leczeniu nadcis$nienia tetniczego, choroby wiencowej (choroby niedokrwienna serca), dlawicy piersiowej
(fac. angina pectoris), powiktan zwiazanych z zawatem miesénia sercowego, arytmii serca oraz kardiomiopatii.>%
Co wiecej, ze wzgledu na wysoce stereoselektywne interakcje B-blokeréw z B-adrenoreceptorami, kluczowe
znaczenie dla uzyskania pozadanej aktywno$ci farmakologicznej stanowi podawanie pacjentom odpowiednich
enancjomerycznych form substancji czynnych tych lekéw o mozliwie najwyzszej czysto$ci optycznej.
Ogolnie rzecz biorgc, wickszos¢ pozytywnych efektow leczniczych zwigzanych ze stosowaniem [(-blokerow
wynika z dostarczania do organizmu (S)-enancjomerdw, podczas gdy (R)-p-blokery wykazuja znacznie mniejsza
aktywno$¢ 1 moga powodowaé potencjalnie powazne dzialania niepozadane (Rysunek 19).54
Wyjatkiem jest nebiwolol, ktorego (R)-enancjomer odpowiada za dziatanie blokujace receptory B1-adrenergiczne,
podczas gdy (S)-enancjomer przyczynia si¢ do rozszerzenia naczyn krwionosnych poprzez uwalnianie tlenku
azotu.52 Co ciekawe, liczne prace po$wigcone dziataniu (R)-B-blokeréw wskazuja, ze leki te w niektorych
przypadkach wykazuja stosunkowo silng aktywno$¢ w blokowaniu receptorow [z-adrenergicznych
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zlokalizowanych w wyrostkach rzeskowych, co prowadzi do obnizenia ci$nienia wewnatrzgatkowego u pacjentow
z jaskrg pierwotng otwartego kata (JPOK) i nadci$nieniem ocznym. [

H (o], ]
530 fold \FN\/‘\/OO\A A
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Rysunek 19. Przyktady r6znic w aktywnosci farmakologicznej wybranych enancjomerdéw B-blokeréw w kontekscie ich stosowania w leczeniu
chorob uktadu krazenia.

Moja bezposrednia motywacja do podjecia badan nad chemoenzymatyczna synteza -blokeréw wynikata
nie tylko z wyzej wymienionych =zalet stosowania tych lekow w postaci (S)-enancjomerow,
ale réwniez z braku uniwersalnej i praktycznej metody ich otrzymywania. Niewatpliwie do najwazniejszych
chiralnych blokéw budulcowych stosowanych powszechnie w syntezie nieracemicznych B-blokeréw zalicza si¢
enancjomeryczng epihalohydryne, 3-halogeno-1,2-propanodiol, glicydol, oraz solketal wraz z jego pochodnymi
(Rysunek 20).554
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Rysunek 20. Retrosyntetyczne opcje otrzymywania nieracemicznych (-blokeréw z ugrupowaniem izopropyloaminowym, oparte na
zastosowaniu klasycznych chirlanych blokéw budulcowych (np. epihalohydryny, 3-halogeno-1,2-propanodiolu, glicydolu,
solketalu, etc.) albo zastosowanego przeze mnie N-glicydyloftalimidu (3_P3) jako uniwersalnego chiralnego prekursora.

Z oczywistych wzgledow atom chlorowca w wyzej wymienionych zwigzkach moze by¢ zastgpowany
innymi grupami dobrze odchodzacymi w reakcji substytucji nukleofilowej dwuczasteczkowej (Sn2), takimi jak
grupy mesylowa (Ms), tosylowa (Ts) czy triflatowa (Tf). Jednakze glowna wada stosowania tych odczynnikow
jest niska chemoselektywno$¢ reakcji z reagentami nukleofilowymi, co w przypadku syntezy lekow
B-adrenolitycznych obejmuje odpowiednie aromatyczne fenolany. Najbardziej jaskrawym przyktadem wadliwego
uzycia ww. pochodnych w syntezie (S)-p-blokerow jest reakcja (S)-epichlorohydryny z dowolnym anionem
aryloksylowym, podczas ktérej moga zachodzi¢ dwa konkurencyjne procesy. Z jednej strony dochodzi
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do bezposredniego podstawienia atomu chloru przy weglu C-1 w (S)-epichlorohydrynie z retencja konfiguracji
absolutnej, co prowadzi do powstania odpowiedniego (S)-oksiranu (Rysunek 20, "sciezka a"). Z drugiej za$ strony
moze doj$¢ do otwarcia pierScienia epoksydowego epichlorohydryny w wyniku ataku anionu fenolanowego
na mniej zattoczony sterycznie elektrofilowy atom wegla C-3, co skutkuje powstaniem przejsciowej
(S)-a-chlorohydryny, ktéra w warunkach zasadowych szybko ulega wewnatrzczasteczkowej cyklizacji z inwersja
konfiguracji i utworzeniem (R)-oksiranu (Rysunek 20, "$ciezka b"). Konsekwencja niskiej chemoselektywnosci
opisanej reakcji jest utrata pozadanej czystoSci enancjomerycznej syntetyzowanych epoksydow, co uniemozliwia
uzyskanie konkretnych enancjomeréw B-blokerow.

Warto wspomnieé¢, ze wsrod biokatalitycznych metod syntezy optycznie czynnych [-blokerow
dominujacym podejSciem jest klasyczny rozdziat kinetyczny (KR) odpowiednich racemicznych
1-aryloksy-3-halogeno-2-propanoli i/lub ich estrow katalizowany przez lipazy. Dzicki zastosowaniu tej strategii
z powodzeniem uzyskano kilkanascie substancji czynnych, m.in. takich lekéw jak acebutolol, alprenolol, atenolol,
bufuralol, bunitrolol, karteolol, karwedilol, kloranolol, esmolol, labetalol, metoprolol, moprolol, nifenalol,
pindolol, praktolol, propranolol oraz satolol (patrz referencje wymienione w publikacji P3).
Niestety, wszystkie te opracowania nie mialty pozadanej ogélnosci, poniewaz wymagaty indywidualnego podejscia
do kazdej racemicznej pochodnej, co wigzato si¢ kazdorazowo z ponowna optymalizacja warunkow procesu KR.
Co wiecej, mimo ze rdzen strukturalny B-blokeréw jest w duzej mierze zachowany (konserwatywny) i rdznice
sprowadzajg sie gtéwnie do budowy podstawnika (hetero)aromatycznego, to w wigkszo$ci przypadkéw konieczne
jest zastosowanie roznych lipaz, aby selektywnie rozdzieli¢ dana par¢ enancjomeréow, co w konsekwencji
dodatkowo wydtuza czas opracowania optymalnych warunkow syntezy.

To sklonilo mnie do zaprojektowania nowej S$ciezki syntezy nieracemicznych [3-blokerow,
wykorzystujacej  komercyjnie  dostepne, niedrogie substraty oraz proste do przygotowania,
w petni biodegradowalne biokatalizatory (Schemat 12).
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f: Ar = 1-[4-(2-Methoxyethyl)phenoxyl. 1hatRT 120 hat 110 °C o
(5)-(+)-3_P3
anh, Hydrazine OMs (54%, >99% ee)
(4.5 equiv)
Xylene/ 3
2-PrOH(1:5 viv) (R)-(+)-9_ P3
2hat80°C (77%, >99% ee)
Acetone
(3.0 equiv) o
anh. EtOH
OH 45 min at RT 2 2
ArO NH, ——— = | ArO. N
RN 2 NaBH, \/\/ N‘>(s_)\
(RA-(}7a-t P3 (E0equ) | (A)(r)8a-t Pa (5)-(-)-8a_l P (8)-(-)-7a_P3 OHJ  DAr
anh.
a: 39% (after 2 steps) 45 min at RT a: 70%, 99% ee; a: 69%, 99% ee. a: 27% (yield after two steps) (5)-6a_P3
b: 55% (v.s.) n b: 56%, 96% ee; (not isolated)
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f: 39% (v.s.) f: 33%, 94% ee.
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Schemat 12. Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconych B-blokeréw 8a—f P3 z zastosowaniem czystych optycznie
enancjomerdéw N-glicidyloftalimidu (3_P3) jako kluczowego prekursora.

Planowana $ciezka miata sktada¢ si¢ z minimalnej liczby etapow, umozliwiaé tatwe skalowanie reakcji

i mie¢ szerokie zastosowanie w syntezie tych farmaceutykéw. Aby to osiagnaé, moim gltéwnym celem byto
zastosowanie chiralnego zwigzku, ktorego uzyskanie w postaci enancjomerycznie czystej bytoby mozliwe na
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wczesnym etapie syntezy, co zapewniloby dostep do wspdlnego prekursora dla tytutowych APIL
Wybdér padt na  2-[(2S)-oksiran-2-ylometylo]-1H-izoindolo-1,3(2H)-dion, 0 zwyczajowej nazwie
(S)-(+)-ftalimidek glicydylu [(S)-(+)-3_P3]. Chociaz juz w latach 80. XX wieku rozwazano zastosowanie tego
zwigzku  jako  potencjalnie  wartoSciowego  prekursora  lek6w  nasercowych z  rdzeniem
aryloksypropanoloaminowym (inaczej 2-propanoamino-1-aryloetanolowym), nigdy nie zostat on uzyty do syntezy
B-blokerow, ani w formie racemicznej, ani enancjomerycznej. Co ciekawe, chiralny epoksyd (S)-(+)-3_P3 pei
rowniez  kluczowa role w  syntezie leku  przeciwzakrzepowego —  rywaroksabanu.[®
W publikacji P3 jako pierwszy zaprezentowatem badania nad chemoenzymatyczng synteza nieracemicznego
N-glicydyloftalimidu (3_P3), a nastgpnie sprawdzilem, czy mozliwa jest jego funkcjonalizacja w kierunku
enancjomerycznych (S)- oraz (R)-p-blokeroéw bez utraty czystosci optycznej. Zaprezentowana na Schemacie 12
chemoenzymatyczna $ciezka syntezy sktada si¢ z dwoch niezaleznych drog — jednej z zastosowaniem lipaz oraz
drugiej, z wykorzystaniem dehydrogenaz alkoholowych jako kluczowych biokatalizatorow.

W pierwszej czeSci badan, najwickszym wyzwaniem bylo opracowanie katalizowanego lipazami
rozdziatu kinetycznego racemicznego 2-(3-chloro-2-hydroksypropylo)-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu (rac-4_P3)
(Schemat 13). Standardowa procedura optymalizacji warunkow enancjoselektywnej transestryfikacji racemicznej
chlorohydryny rac-4 P3 z zastosowaniem octanu winylu jako donora grupy acetylowej obejmowata dobor
odpowiedniej lipazy (A), rozpuszczalnika organicznego (B), ustalenie wptywu temperatury (C) oraz czasu reakcji
(D) na wynik stereochemiczny, a takze walidacje skalowalno$ci procesu enzymatycznego (E).
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Schemat 13. Optymalizacja enancjoselektywnej transestryfikacji racemicznego 2-(3-chloro-2-hydroksypropylo)-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu
(rac-4_P3) katalizowanej przez lipazy w warunkach kontroli kinetycznej z uzyciem octanu winylu obejmowata nastgpujace
etapy: wybor lipazy (A), selekcje rozpuszezalnika organicznego (B), badanie wptywu temperatury (C) i czasu reakcji (D) oraz
powigkszenie skali bioprocesu (E).

Sposrod grupy biokatalizatorow wykazujacych najwyzsza aktywno$¢ katalitycznag wobec rac-4_P3,
do ktorych nalezaty m.in. immobilizowane lipazy z Candida antarctica typu B (Novozym 435, Lipozyme 435,
Chirazyme L-2, C-2), Alcaligenes sp. (Chirazyme L-10), Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL IM),
Burkholderia cepacia (Amano PS-IM, Amano PS-C I1) oraz Pseudomonas fluorescens (Amano AK), do dalszych
badan wybrano preparat Amano PS-IM. Warto zaznaczy¢, ze w przypadku uzycia tego enzymu otrzymywano
wolniej reagujacy enancjomer chlorohydryny (R)-(+)-4_P3 =z 55% konwersja oraz >99% ee.
Biokatalizator ten chociaz wykazywat znacznie mniejsza aktywno$¢ katalityczng niz Chirazyme L-10 oraz Amano
PS-C 11, to w przeciwienstwie do nich byt relatywnie tani, i co najwazniejsze, dostepny w handlu bez zadnych
ograniczen. Niestety wszystkie przetestowane enzymy wykazywaly przecictng enancjoselektywno$¢ (E=12-59)
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w reakcji transestryfikacji rac-4_P3, co praktycznie przekre$lato mozliwo$é otrzymania optycznie czystego
(S)-enancjomeru chlorohydryny (S)-(—)-4_P3, niezbednego z punktu widzenia dalszej syntezy (S)-B-blokerdw.
Z kolei proby enzymatycznej hydrolizy i/lub alkoholizy odpowiedniego racemicznego octanu rac-5a_P3
zakonczyly si¢ niepowodzeniem, poniewaz w najlepszym przypadku pozadang chlorohydryng (S)-(-)-4_P3 udato
si¢ wyizolowac¢ jedynie z 80% ee. Dalsze badania nad zastosowaniem rozpuszczalnikow organicznych o roznej
polarnosci (logP od -0.31 do 2.52) zastosowanych w przypadku transestryfikacji rac-4_P3 nie przyniosty
przetomowych rezultatdow, a najlepszym medium reakcyjnym okazat si¢ modelowy uktad octanu winylu (3 equiv)
w eterze tert-butylowo-metylowym (MTBE). Szczegdtowa analiza wplywu pozostatych kluczowych parametréw
procesu KR wykazata, ze skrocenie czasu reakcji z 72 godzin do zaledwie 20 godzin bylo mozliwe po podniesieniu
temperatury do 50 °C. Co istotne, mimo zastosowania wyzszej temperatury, nie zaobserwowano spadku
enancjoselektywnosci enzymoéw ani erozji w nadmiarze enancjomerycznym wolniej reagujacego izomeru
optycznego (R)-(+)-4_P3. W optymalnych warunkach enzymatycznego acetylowania rac-4_P3 przeprowadzono
udane proby powickszenia skali procesu z 50 mg (0,5 g/L) do odpowiednio 2,5 g (25 g/L) oraz 5 g (50 g/L)
substratu. Niezaleznie od skali, enancjomerycznie czysta chlorohydryne (R)-(+)-4_P3 (>99% ee) otrzymywano
z wydajnosciami na poziomie 39-40%. Walidacja skalowalnosci procesu KR potwierdzita, ze reakcj¢ mozna
z powodzeniem powigkszy¢ 100-krotnie w warunkach laboratoryjnych. Co wigcej, wykazano, ze reakcja
przebiega rownie skutecznie przy dwukrotnie mniejszej ilosci lipazy (25% w/w) bez negatywnego wpltywu na
szybkos¢ 1 wynik stereochemiczny procesu KR, co dodatkowo podkresla duzy potencjat syntetyczny i uzytecznosé
opracowanego protokotu enzymatycznego.

Dysponujac enancjomerycznie czystg chlorohydryng (R)-(+)-4_P3 (>99% ee), kolejnym celem moich
badan bylo opracowanie wysoce wydajnych i selektywnych metod transformacji, umozliwiajacych synteze
(R)-B-blokerow z wysoka taczna wydajnoscia oraz zachowaniem czystosci enancjomerycznej. W tym kontekscie
przeprowadzitem szereg reakcji, korzystajac z klasycznych metod preparatyki organicznej (Schemat 12).
W pierwszym etapie syntezy przeprowadzitem wewnatrzczasteczkowa cyklizacje (R)-(+)-4_P3 w warunkach
zasadowych (K2COz), w wyniku ktorej otrzymatem enancjomerycznie czysty epoksyd (R)-(-)-3_P3 (>99% ee)
z wydajnoscig 50%. Nast¢pnie dokonatem regioselektywnego otwarcia pierscienia oksiranu przy uzyciu szesciu
réznych fenoli (ArOH) w obecno$ci katalitycznej ilosci 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undek-7-en (DBU) jako zasady.
Surowe produkty tej reakcji (R)-6a—f_P3 przeksztatcitem bezposrednio w (R)-aryloksyaminoalkohole (R)-(+)-7a—
f_P3. Usunigcie grupy ftalimidowej przeprowadzilem zgodnie z klasyczng procedura Ing-Manskegol®6l
z zastosowaniem bezwodnej hydrazyny w mieszaninie ksylenu oraz izopropanolu (1:5 v/v).
Warto doda¢, ze (R)-(+)-7a—f_P3 otrzymano z wydajno$ciami w zakresie od 33% do 55% po dwoch etapach
syntezy, bez koniecznosci wydzielania produktow posrednich, co dodatkowo uproscito niezbedne manipulacje.
Ostatnie dwa etapy syntezy rowniez przeprowadzitem w procedurze “one-pot" 2z zastosowaniem
zmodyfikowanego protokotu aminowania redukcyjnego opisanego W literaturze. %1
W tym przypadku aminoalkohole (R)-(+)-7a—f_P3 poddatem kondensacji z acetonem, a powstala iming
zredukowatem in situ za pomoca borowodorku sodu (NaBH.) w bezwodnym etanolu. Obie reakcje przebiegaty
bardzo szybko (1,5 godz.) w temperaturze pokojowej, a wydzielone i oczyszczone za pomocg chromatografii
zelowej enancjomerycznie wzbogacone (R)-B-blokery (R)-(+)-8a—f_P3 otrzymywano z wydajno$ciami w zakresie
33-70%. Warto doda¢, ze opracowana przeze mnie czteroetapowa synteza, liczona od momentu funkcjonalizacji
(R)-chlorohydryny (R)-(+)-4_P3, pozwalata na uzyskanie (R)-enancjomerow propranololu [(R)-(+)-8a_P3],
pindololu [(R)-(+)-8c_P3] oraz moprololu [(R)-(+)-8e_P3] z doskonatymi nadmiarami enancjomerycznymi
w zakresie 99-99,9%. Niestety, podczas syntezy pozostatych (R)-B-blokeréw zachodzita czgsciowa racemizacja,
co skutkowalo uzyskaniem (R)-alprenololu [(R)-(+)-8b_P3] z 96% ee, (R)-karazolol [(R)-(+)-8d_P3] z 97% ee
oraz (R)-metoprololu [(R)-(+)-8f_P3] z 94% ee.

Strategia enzymatycznego KR zastosowana wobec rac-4_P3 pozwalala na uzyskanie jedynie
enancjomerycznie czystej (R)-chlorohydryny (R)-(+)-4_P3, totez kolejnym zadaniem byto opracowanie metody
wykorzystania tego enancjomeru w syntezie (S)-B-blokeréw. W tym celu postanowitlem zbadaé mozliwos¢
przeprowadzenia selektywnej inwersji konfiguracji absolutnej asymetrycznego atomu wegla w (R)-(+)-4_P3 za
pomocg klasycznych metod syntezy. Poréwnatem skuteczno$¢ dwoch powszechnie stosowanych strategii inwers;ji
konfiguracji absolutnej chiralnych alkoholi realizowanych w ramach: (i) tzw. reakcji Mitsunobu z zastosowaniem
kwasu 4-nitrobenzoesowego, trifenylofosfiny (PPhs) i azodikarboksylanu dietylu (DEAD) (Schemat 14, Metoda
A) oraz (ii) reakcji podstawienia nukleofilowego odpowiedniego (R)-mesylanu (R)-(+)-9_P3 z uzyciem octanu
cezu (AcOCs) w obecnosci katalitycznej iloci eteru koronowego (18-Crown-6) (Schemat 14, Metoda B).
Obie te metody wymagaly przeprowadzenia dodatkowej hydrolizy odpowiednich (S)-estrow:
benzoesanu (S)-10_P3 w przypadku reakcji Mitsunobu oraz octanu (S)-(-)-5_P3 w przypadku acetolizy mesylanu.
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Method A:
4-nitrobenzoic acid (1.5 equiv)
DEAD (1.5 equiv)
PhgP (1.5 equiv) /\:\/ [*1
dry THF “1OH
12hat25°C
10 P3 —)-4_| P3
(>99% conv 44 % yield, 18% ee) (86"/ >99°/ ee)
CQ OH 98% H,SO, (cat.)
[+] = Hydrolysis MeOH
96 h at 35 °C
Method B:
(R)-(+)-4_P3
(>99% ee) MsCI (1.5 equiv) AcOCs (5.0 equiv)
Et3N (1.5 equiv) 18-Crown-6 (ca1) >:
o
dry CH,Cl, oms  dv PhCHS
1hatRT 120 hat 110 °C
+)-9_ P3 )-5_| P3
(77/ yleld >99% ee) (92% conv 36 / yield, >99% ee)

Schemat 14. Inwersja konfiguracji absolutnej enancjomerycznie czystej chlorohydryny (R)-(+)-4_P3 z zastosowaniem reakcji Mitsunobu (A)
i/lub acetolizy mesylanu (R)-(+)-9_P3 (B).

Sposrod przetestowanych metod skuteczniejsza okazala si¢ ta oparta na acetolizie mesylanu,
ktéra zapewniala catkowita inwersje konfiguracji absolutnej chiralnego alkoholu, umozliwiajac przeksztatcenie
(R)-enancjomeru w pozadany (S)-enancjomer odpowiedniej chlorohydryny. Aby to osiagnaé, wszystkie reakcje
tej Sciezki syntezy, w tym otrzymywanie mesylanu, jego nastgpcze podstawienie anionem octanowym oraz
hydroliza  powstalego  estru, musialy  przebiega¢ bez utraty czystoSci  enancjomerycznej.
Niestety, etapem limitujacym okazata si¢ acetoliza mesylanu, ktora zachodzita co prawda bez racemizacji, ale
produkt wydzielano zaledwie z 36% wydajnoscia, co wplynelo na taczng wydajno$é procesu stereoinwersji,
wynoszacg 24% po trzech etapach. Pomimo tego, przyktadowa synteza (S)-propranololu [(S)-(-)-8a_P3]
z wykorzystaniem (S)-(-)-4_P3 oraz procedur opracowanych dla (R)-B-blokeréw potwierdzita mozliwos¢
otrzymania tego leku bez strat w czysto$ci optyczne;j.

Niemniej jednak, z powodu niskiej wydajnosci stereoinwersji postanowitlem zmodyfikowac strategic
syntezy. W tym celu zweryfikowalem mozliwo$¢ otrzymania kluczowego prekursora (S)-(+)-3_P3
w dwuetapowej sekwencji reakcji, skladajacych si¢ z: (i) stereoselektywnego biotranswodorowania
a-chloroketonu 12_P3 z uzyciem biokatalizatorow w postaci liofilizowanych komoérek Escherichia coli,
nadprodukujacych odpowiednie rekombinowane dehydrogenazy alkoholowe (E. coli/ADH), oraz (ii) cyklizacji
powstalej chlorohydryny (S)-(—)-4_P3. Eksperymenty przesiewowe w Kierunku selekcji odpowiedniego preparatu
enzymatycznego, polegajace na biokatalitycznym przeniesieniu wodoru z czasteczek zredukowanej formy
kofaktora — dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) — na prochiralng grupe karbonylows
a-chloroketonu 12_P3 w obecnosci E. coli/ADH, wykazaty, ze substrat byt prawdopodobnie zbyt zabudowany
sterycznie dla wigkszosci testowanych biokatalizatorow, aby mogt zostaé przeksztalcony w  chiralny,
nieracemiczny  produkt (S)-(-)-4_P3 z odpowiednio wysokimi konwersjami oraz  nadmiarami
enancjomerycznymi. Ku mojemu zadowoleniu, jeden z pigtnastu przebadanych preparatow enzymatycznych,
przygotowany na bazie mutanta dehydrogenazy alkoholowej z Lactobacillus kefir (E. coli/Lk-ADH-Lica), okazat
si¢ bardzo wydajnym oraz selektywnym biokatalizatorem, gdyz bioredukcja a-chloroketonu 12_P3 z jego
udziatlem prowadzita do powstania optycznie czystej chlorohydryny (S)-(-)-4_P3 (>99% ee) w sposéb ilosciowy
(>99% konwersji). Niestety, podczas powigkszania skali bioredukcji napotkatem szereg trudnosci zwiazanych z
wydzielaniem i1 oczyszczaniem produktu, co przetozylo si¢ na przecigtng wydajnos$é procesu (46%) pomimo
doskonatej konwersji (>99%). Niemniej jednak, metoda oparta na stereoselektywnej bioredukcji jest potencjalnie
bardziej atrakcyjna pod wzgledem zastosowan przemystowych niz strategia wykorzystujgca KR oraz inwersje
konfiguracji, gdyz pozwala skroci¢ $ciezke syntezy kluczowego prekursora z czterech etapéw do dwoch,
co umozliwito poprawe catkowitej wydajnosci otrzymywania (S)-(-)-4_P3 z 9,3% do 24,5%.

Badania zaprezentowane w publikacji P3 jednoznacznie pokazuja, jak duze znaczenie dla lgcznej
wydajno$ci oraz czysto$ci enancjomerycznej otrzymywanych chiralnych substancji czynnych lekéw ma
odpowiednio zaprojektowana i przeprowadzona procedura ich syntezy. W tym kontek$cie moim najwazniejszym
osiagnigciem bylo wytypowanie odpowiedniego chiralnego zwiazku, ktory nie tylko stanowit wspdlny prekursor
dla wszystkich otrzymanych przeze mnie nieracemicznych B-blokerow, ale takze ktory pozwolit wprowadzi¢ na
wczesnym etapie syntezy zdefiniowana asymetri¢ w jego czasteczce przy uzyciu katalizy enzymatycznej.
Co wigcej, bardzo istotnym walorem tych badan bylo przeprowadzenie az czterech jej etapéw w procedurze
"one-pot/two-step” (tj. w jednym naczyniu bez wydzielania produktéw posrednich), co pozwolito radykalnie
skroci¢ 1 uprosci¢ sposob otrzymywania optycznie czynnych PB-blokerow. Warto takze dodaé, ze sze$¢
przyktadowych B-blokeréw otrzymatem z bardzo wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi w zakresie 94—
99,9% (Rysunek 21), co wskazuje na duzy potencjal wdrozeniowy opracowanej przeze mnie metody syntezy.
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Rysunek 21. Enancjomerycznie wzbogacone B-blokery 8a—f_P3 z podanymi w nawiasach nadmiarami enancjomerycznymi, uzyskanymi
w przebiegu chemoenzymatycznej syntezy z zastosowaniem enancjomeréw N-glicydyloftalimidu (3_P3) jako prekursora.

Co wigcej, analiza budowy wszystkich trzech generacji B-blokerow (Rysunek 22) pozwala z duzym
prawdopodobienstwem stwierdzié, ze sposrdd 49 struktur tych lekow az 19, zawierajacych uktad a-hydroksy-N-
izopropyloaminowy, mozna otrzymaé za pomocg opracowanej przeze mnie metody syntezy.
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Rysunek 22. Przyktady trzech generacji 3-blokeréw stosowanych w terapii chordb sercowo-naczyniowych. Kolorem niebieskim wyrézniono
struktury lekow B-adrenolitycznych, ktére potencjalnie mozna otrzymaé z uzyciem opracowanej przeze mnie
chemoenzymatycznej metodologii syntezy.

Co istotne, az 80% struktur P-blokeréw II generacji moze by¢ potencjalnie syntetyzowanych

z wykorzystaniem tej metodologii. Dzi¢ki mojemu opracowaniu moze nastgpi¢ przetom w produkcji lekow
nasercowych otrzymywanych w formie enancjomerycznie czystych zwigzkow. Glowng przestanka tej hipotezy
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jest fakt, iz na tle procedur opisanych w literaturze zaréwno naukowej, jak i patentowej zaprojektowana przeze
mnie $ciezka syntezy w znacznym stopniu ulatwia otrzymywanie optycznie czystych [-blokerow, bez
koniecznosci stosowania zréznicowanych strukturalnie prekursoréw. To z kolei zapewnia potencjalnie wigksza
powtarzalno$¢ 1 elastyczno$¢ procesu technologicznego oraz eliminuje konieczno$¢ zmudnej optymalizacji
i dostosowywania warunkéw syntezy do produkcji wylgcznie jednego API. Biorac pod uwage powyzsze fakty,
wyniki opublikowane w publikacji P3 moga stanowi¢ warto$ciowe zrodto wiedzy dla pracownikéw badawczo-
rozwojowych oraz technologéw pracujacych w przemysle farmaceutycznym zaréwno w Polsce jak i w catej Unii
Europejskiej, co by¢ moze pozwoli zminimalizowa¢ ryzyko zwigzane z niedoborami produktéw leczniczych na
rynkach unijnych, wynikajacymi bezposrednio z zaklocen w tzw. "lancuchach dostaw" surowcow
farmaceutycznych importowanych z krajow azjatyckich, w tym gtéwnie Chin.

4.3.3.5. Projektowanie oraz chemoenzymatyczna synteza nowego eterowego analogu (R)-izo-moramidu
o potencjalnie wysokiej aktywnosci anelgetycznej jako prototypowego leku przeciwbolowego (P2).

Leczenie bolu przewleklego, a przede wszystkim ostrego (np. pourazowego, pooperacyjnego, pozawatowego,
nowotworowego oraz terminalnego), jest kluczowa domeng silnych lekéw przeciwbdlowych z grupy opioidow
(tzw. "lekéw III szczebla drabiny WHO").[®! Do najskuteczniejszych analgetykéw naleza agoniéci receptorow
opioidowych typu u, wérdd ktorych na szczegdlng uwage — obok morfiny, fentanylu, hydromorfonu,
oksymorfonu, petydyny (meperydyny), metadonu, buprenorfiny, tapentadolu, leworfanolu czy oksykodonu —
zashuguje réwniez dekstromoramid 1.9 Dekstromoramid, zsyntetyzowany po raz pierwszy przez belgijskiego
chemika Paula Janssena w 1956 roku,®! jest strukturalnie podobny do dekstropropoksyfenu I, metadonu 111,
loperamidu 1V oraz difenoksylatu V (Rysunek 23). Dzigki swojej lipofilowej budowie zwigzek ten skutecznie
przenika przez barier¢ krew-moézg, co skutkuje zwigkszong sila dziatania przeciwbdlowego i sedacyjnego
(okoto 5-krotnie), szybszym poczatkiem dziatania (20—30 minut) oraz krétszym czasem dziatania (2—3 godziny)
w poréwnaniu z morfing.[®* Badania farmakokinetyczne i farmakodynamiczne przeprowadzone jeszcze w latach
60. XX wieku na pojedynczych enancjomerach tego leku wykazaty, ze jego forma prawoskretna (dextro-),
w tym przypadku (S)-enancjomer, jest dwukrotnie aktywniejsza analgetycznie od formy lewoskretnej (levo-).
Oprocz tego, zardwno testy kliniczne jak i ambulatoryjne dowiodly, ze dekstromoramid wykazuje znacznie
wolniejszy rozwoj tolerancji lekowej w pordwnaniu z wiekszoscia innych krétko dziatajacych opioidow!® oraz
moze byé z powodzeniem stosowany zamiast metadonu w terapii substytucyjnej uzaleznienia od heroiny. 53

~N o

| Dextromoramide Il Dextropropoxyphene Il Methadone

oo Fok

IV Diphenoxylate V Diphenoxylate

Rysunek 23. Strukturalne podobienstwo migdzy dekstromoramidem (I) a innymi opioidowymi lekami przeciwbdlowymi (11, I11) oraz lekami
przeciwbiegunkowymi (1V, V).

Niestety wiele z obecnie stosowanych opioidow, w tym réwniez dektromoramid, oprocz wykazywania
doskonatych wlasciwosci przeciwbdlowych, wywoluje rowniez szereg niepozadanych efektoéw ubocznych, takich
jak zawroty glowy, zaburzenia nastroju (naprzemienna apatia i euforia), nudnoSci i wymioty, sennos¢
spowodowana nadmierng sedacja, splatanie, zaburzenia funkcji poznawczych, zaburzenia motoryki uktadu
pokarmowego (spowolniona perystaltyka jelit), bradykardi¢ oraz silne uzaleznienie psychiczne i fizyczne.[5
Co wigcej, poniewaz leki te moga powodowac silng depresj¢ oddechowa, a nawet catkowite zwiotczenie migsni
w catym ciele, ich stosowanie jest bardzo niebezpieczne, a dawkowanie wymaga Scistej kontroli kliniczne;. (6

Warto doda¢, ze w ostatnim potwieczu dokonano wielu przetomowych odkry¢é w neurobiologii,
ktoére przyczynity si¢ do wyjasnienia nie tylko podstaw biochemicznych mechanizméw analgezji i opracowania
nowych sposobow leczenia bolu, ale takze lepszego zrozumienia proceséw warunkujacych zjawisko uzaleznienia
na poziomie molekularnym.[®®! Oprécz eksperymentalnego udokumentowania istnienia czterech typow receptoréw
opioidowych [u (mu-OR), 6 (delta-OR), x (kappa-OR), o (sigma-OR)], ") identyfikacji endogennych zwigzkow
opioidowych (oligopeptydéw, 8 czy endogennej morfiny i kodeiny!®), a takze odkrycia wielu nowych, wysoce
selektywnych syntetycznych analgetykéw,[’™ poznano réwniez mechanizmy regulacji procesu zapalnego,
przewodzenia bodzca nocyceptywnego do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) oraz sposoby jego
modulacji.l’¥l Fundamentalnym osiggnieciem w tej dziedzinie, ktére umozliwito przyspieszenie prac nad
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projektowaniem nowych, bardziej skutecznych i bezpieczniejszych w stosowaniu srodkow przeciwbdlowych, byto
niewatpliwie wyznaczenie w 2012 r. struktur krystalicznych trzech najwazniejszych receptoréw opioidowych
(u,173 5,131 741y oraz ustalenie miejsc wigzacych typowe ligandy.

Poszukiwanie nowych modulatoréw receptorow opioidowych stanowi duze wyzwanie dla naukowcow,
ale takze niesie nadziej¢ na poprawe jakoSci zycia o0sob cierpiagcych na ostry i/lub przewlekly bol,
co w konsekwencji moze znacznie polepszy¢ ich funkcjonowanie w spoteczenstwie. Rewolucyjne wyniki badan
rentgenostrukturalnych dotyczacych budowy receptorow opioidowych (OR) stanowily bezposredni impuls do
podjecia przeze mnie prac nad zaprojektowaniem oraz synteza nowego analogu dekstromoramidu —
2-[(2R)-2-(morfolino-4-yl)propoksy]-2,2-difenylo-1-(pirolidyn-1-ylo)etan-1-onu  {zwanego dalej (R)-izo-
moramidem [(R)-(-)-10_P2]} — o silnym powinowactwie i wyrdzniajacej si¢ selektywnosci dziatania wobec
receptorow opioidowych typu «, a tym samym potencjalnie wysokiej aktywnosci przeciwbdlowej, pozbawionej
efektow ubocznych, zwigzanych m.in. z dziataniem euforyzujacym oraz ryzykiem rozwoju tolerancji, uzaleznienia
oraz depresji oddechowej.l”® Badania opisane w publikacji P2 miaty charakter wielowatkowy, a ich gtéwne filary
obejmowaly dokowanie molekularne, opracowanie nowej chemoenzymatycznej metodologii syntezy tytutowego
analogu oraz przedstawienie teoretycznego mechanizmu kluczowego etapu jego otrzymywania.

Trudno$ci w uzyskaniu selektywnie dziatajacych modulatorow (zardwno agonistow jak i antagonistow)
receptorow opioidowych wynikajg gtownie z ich bliskosci filogenetycznej, a co za tym idzie, strukturalnego
podobienstwa tych biatek. Sposrod 14 reszt aminokwasowych znajdujacych si¢ w miejscach wigzacych,
potozonych wokoét gomej czesci centralnego kanalu uformowanego przez siedem transbtonowych a-helis,
az 9 jest dobrze zachowanych ewolucyjnie i obecnych we wszystkich trzech kluczowych receptorach.
Ponadto, w przypadku receptorow typu u i d, podobienstwo sekwencji aminokwasowej w miejscu wigzacym
modulatory jest jeszcze wigksze, poniewaz na 14 reszt az 11 jest identycznych. Bez nowoczesnych narze¢dzi
badawczych, w tym zaawansowanych programéw komputerowych dedykowanych badaniom oddziatywan lek-
receptor opartych na odpowiednich algorytmach, realizacja takiego zdania bylaby niemozliwa.

Dlatego tez, w pierwszym etapie moich badan przeprowadzitem odpowiednie obliczenia komputerowe
polegajace na dokowaniu molekularnym z zastosowaniem programu AutoDock Vina zaprojektowanej przeze mnie
serii matoczgsteczkowych ligandéw organicznych w trzech réznych typach receptoréw opioidowych —
1-OR (PDB ID: 4DKL), 6-OR (PDB ID: 4EJ4) oraz x-OR (PDB ID: 4DJH). Wybor techniki komputerowego
modelowania oddzialywan biatko-ligand byt podyktowany faktem, Ze tego rodzaju analiza pozwala z bardzo duza
doktadnoscia odwzorowaé sposob, w jaki dany zwigzek wiaze si¢ z czasteczkg docelows, w tym przypadku
biatkami receptorowymi. W efekcie umozliwia to stosunkowo szybka i prosta predykcj¢ potencjalnej aktywnosci
biologicznej badanych zwigzkéw, a w dalszych etapach badan rowniez przeprowadzenie retrospektywnej analizy
relacji struktura-aktywnos¢. W moim przypadku zastosowanie dokowania molekularnego umozliwito weryfikacje
i wstepna selekcje zaprojektowanych przeze mnie zwigzkoéw pod wzgledem ich cech strukturalnych oraz sposobu
wigzania z danym receptorem. Lepsze zrozumienie zjawisk zachodzacych na poziomie molekularnym umozliwito
identyfikacje kluczowych oddzialywan w hipotetycznych kompleksach ligand-receptor. Dzigki temu moglem
przewidzie¢, a nastgpnie ponownie zweryfikowaé kolejne modyfikacje strukturalne ligandéw pod katem ich
sterycznosci oraz wlasciwosci elektronowych, ktore musialy zosta¢ spelnione, aby ligand mogt wiazac si¢ z danym
receptorem w sposob optymalny.

W  wyniku przeprowadzonych obliczen wyselekcjonowatem strukture wiodaca dla zwigzku,
ktory wykazywat potencjalnie najwyzsza aktywno$¢ farmakologiczng oraz selektywnos¢ wzgledem pozadanego
celu molekularnego, jakim byt receptor x. Dodatkowo, poniewaz zwiazek ten byl chiralny, przeprowadzitlem
osobne obliczenia dla obu jego enancjomerow (S)-(—)-10_P2 oraz (R)-(-)-10_P2, co uwidocznito spodziewane
roznice. Wyniki dokowania molekularnego, uwzgledniajace wartosci bezwzgledne swobodnych energii wigzan
[AGcac (kcal/mol)] dla tworzacych sie kompleksow odpowiednich receptorow opioidowych oraz najlepszego
liganda, porownano z wynikami uzyskanymi dla kompleksow zwiazkow wzorcowych, takich jak: morfina,
fentanyl, B-funaltreksamina  (B-FNA), JDTic, bifalina, czy dekstromoramid (Rysunek 24).
Co ciekawe, sposrod struktur referencyjnych tylko bifalina oraz JDTic wykazywaly znacznie wigksze
powinowactwo do xk-OR (AGcaic = —9.6 kcal/mol), ale ich selektywno$¢ wobec tego receptora byta niekorzystna
w odroznieniu od zaprojektowanego analogu (R)-(-)-10_P2 (AGeac = —8.8 kcal/mol). Warto dodaé, ze AGealc
w kompleksach (R)-(—)-10_P2 z u-OR byta korzystniejsza niz dla morfiny czy macierzystego dekstromoramidu.
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Rysunek 24. Wartosci bezwzgledne swobodnych energii wigzania [AGey (kcal/mol)] uzyskane za pomoca dokowania molekularnego
przeprowadzonego dla obu enancjomeréw eterowego analogu izo-moramidu (S)-(+)-10_P2 i (R)-(-)-10_P2 oraz wzorcowych
opioiddw (tj. morfiny, fentanylu, dekstromoramidu itp.) skompleksowanych odpowiednio z u-OR, J-OR i x-OR.

Dzigki wizualizacji wynikéw dokowania za pomocg programu komputerowego PyMol przeprowadzono
analiz¢ sposobu wiazania liganda przez wszystkie trzy typy OR oraz okreslono oddzialywania

mig¢dzyczasteczkowe odpowiedzialne za stabilizacj¢ powstawania odpowiednich komplekséw tego analogu
(Rysunek 25).

A Lys233
Trp393
el

Val134

Rysunek 25. Hipotetyczna budowa trzech kompleksow o najnizszych energiach wiazania dla analogu (R)-(—)-10_P2 (kolor zolty)
z receptorami opioidowymi typu: (A) ¢ (PDB ID: 4DKL) (B) ¢ (PDB ID: 4EJ4) oraz (C) « (PDB ID: 4DJH). a-Helisy budujace
kanaty receptorow zaznaczone sa w postaci fioletowych (A), ztotych (B) oraz brazowych (C) szarf (Srodkowa kolumna) albo sfer
(prawa kolumna). Kluczowe reszty aminokwasowe dla oddziatywan polarnych zaznaczone sa kolorem zielonym;
dla oddziatywan hydrofobowych sit van der Waalsa (vdW): typu CH-CH kolorem pomaranczowym, a typu 7-m chmur

elektronowych pierscieni aromatycznych kolorem cyjanowym. Wigzania wodorowe zostaly przedstawione za pomoca rézowych
linii przerywanych. Dla zwigkszenia czytelno$ci pominigto atomy wodoru.

Inspekcja produktywnych konformacji (R)-(-)-10_P2 w receptorze u-OR wykazata, ze ligand tworzy
bliskie oddzialywania polarne migdzy grupa karbonylowa i/lub atomem tlenu eterowego a grupa hydroksylowa
pier$cienia fenolowego obecnego w Tyrl48 (Rysunek 25A). W tym przypadku, podstawnik difenylowy
odpowiadat za  oddzialywania  hydrofobowe z resztami  Trp393, Val300 oraz  Lys233.
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Z kolei w przypadku kompleksu (R)-(-)-10_P2 z receptorem J-OR, kluczowe wigzanie wodorowe wystepowalo
miedzy tlenem eterowym a grupa karboksylowa Aspl28, a takze atomem azotu znajdujacym si¢ w pierscieniu
morfoliny a reszta Tyr129 (Rysunek 25B). Dodatkowo analiza komputerowa wykazata, ze pier§cienie benzenowe
(R)-(-)-10_P2 wykazywaty silny n-stacking z benzimidazolem reszty Trp274.

Warto odnotowaé, ze kluczowym oddziatywaniem stabilizujacym kompleks (R)-(—)-10_P2 z receptorem
x (Rysunek 25C) jest, oprocz efektow sterycznych oraz interakcji hydrofobowych typu n-n pomiedzy szkieletem
difenylowym a reszta Trpl24, takze rozbudowana sie¢ wigzan wodorowych uformowana pomigdzy:
(i) tlenem grupy karbonylowej a grupa hydroksylowa tancucha bocznego Tyr312 i/lub grupa amidowa GInl15,
(i) eterowym atomem tlenu a grupa amidowa reszty GInll5, (iii) azotem pierScienia morfoliny a grupa
karboksylowa Asp138 czy wreszcie (iv) tlenem pierscienia morfoliny a atomami wodoru grup hydroksylowych
obecnych w Tyr320 oraz Thr111. Odleglosci ww. wigzan wodorowych miescity si¢ w zakresie 1,9-2.2 A,
co dodatkowo $wiadczylo o mozliwosci zachodzenia silnych oddzialywan stabilizujacych kompleksy.
Co wigcej, ilo$¢ hipotetycznie utworzonych wigzan wodorowych pomig¢dzy (R)-(—)-10_P2 a x-OR byta 3-krotnie
wigksza niz w przypadku komplekséw z pozostalymi dwoma receptorami. Na szczegdlng uwage zastuguje
rowniez fakt, iz inkorporacja eterowego atomu tlenu w zaprojektowanej czasteczce liganda skutkuje utworzeniem
w tym fragmencie czasteczki dodatkowego oddziatywania z kazdym z trzech receptorow, co w rezultacie pozwala
zwiekszy¢ wzajemne powinowactwo pomiedzy (R)-(—)-10_P2 a badanymi biatkami.

Kluczowym etapem dalszych prac syntetycznych byla optymalizacja enancjoselektywnej
transestryfikacji racemicznego 1-(morfolin-4-ylo)propan-2-olu (rac-3_P2) prowadzonej w warunkach kontroli
kinetycznej, z uzyciem lipaz jako biokatalizatorow oraz estrow winylowych jako donoréw grupy acylowe;.
Co ciekawe, chociaz alkohol morfolinowy rac-3_P2 jest wykorzystywany w przemystowej metodzie syntezy
dekstromoramidu oraz stanowi cenny prekursor wielu innych biologicznie aktywnych zwiazkow (patrz przyktady
wymienione w publikacji P2), w literaturze branzowej nie odnotowano opisu dotyczacego sposobu jego
otrzymywania w postaci enancjomerycznie czystej. Dlatego uznalem, ze zastosowanie biokatalizy na wczesnym
etapie syntezy stanowi¢ bedzie doskonalg alternatywe dla dotychczas stosowanej metody rozdzialu enancjomeréw
dekstromoramidu za pomoca kwasu winowego, ktora wigzata si¢ z konieczno$cig prowadzenia zmudnych,
czasochtonnych i kosztownych krystalizacji diastereoizomerycznych winianow.

Badania optymalizacyjne dotyczace enzymatycznego rozdzialu kinetycznego rac-3_P2 obejmowaty
wybor odpowiedniej lipazy, rozpuszczalnika organicznego oraz donora grupy acylowej dla reakcji
transestryfikacji, jak rowniez powigckszenie skali bioprocesu (Schemat 15).

@ ° Lipase ° Chirazyme L-2, C-2
OH (20%, w/w) OH WOAc OH (10%, w/w) OH WOAc
N . NS F (N (N N3 (N

O\) /ji AO/\ MTBE O\) /Y O\) ﬁ 0. /w» * )ko/\ Organic solvent O\) /\r * O\) /w

rac-3_P2 11.02mol  24-144hat25°C  (S)-(+)-3_P2 (R)-(-)-4a_P2 rac-3_P2 11.02mol  72-96 h at 25 °C (8)-(+)-3_P2 (R)-(-)-4a_P2

(0.69 mmol) (16 equiv) (0.69 mmol) (16 equiv)

Lipase Time [h] Conv.[%] ees[%] eep[%] E Solvent (logP) Time [h] Conv.[%] ees[%] eep[%] E
Amano PS 144 41 62 89 32 1,4-Dioxane (-0.31) 96 56 76 60 9
Amano PS-IM 120 55 >99 81 49 AcCN (0.17) 96 57 93 70 19
Amano PS-Immobead 150 120 32 46 >99 314 Acetone (0.20) 96 53 87 77 21
Novozym 435 120 67 >99 49 14 THF (0.40) 72 54 97 83 45
Chirazyme L-2, C-2 24 58 >99 72 31 Diethyl ether (0.76) 72 57 98 74 30
Chirazyme L-2, C-3 24 53 95 84 42 MTBE (0.96) 72 57 99 75 35
Amano AK 72 48 85 92 65 tert-Amyl alcohol (1.09) 96 55 97 79 35
Chirazyme L-5 72 28 17 44 3 n-Hexane (3.00) 72 55 95 78 29

Chirazyme L-2, C-2 Lipase

© ©
OH (0] (20%, w/w) OH 0.0 OH (0] (10%, w/w) OH WOAc
@I/ﬁﬁ * o @IW +<©‘/ﬁ f oﬁN + Ao — @‘/@/ +(©‘/W

MTBE MTBE

rac-3_P2 2 equiv 16 hat25°C (8)-(+)-3_P2 (R)-(-)-4a-c_P2 rac-3_P2 (2equiv)  16-144hat25°C  (g).(+)-3_P2 (R)-(-)-4a_P2
(0.69mmol) R = a: CHg, b: C3Hy, ¢: CoHyg (1-109)
Acyl donor Time [h] Conv.[%] eeg[%] eep[%] E Lipase Scale [g] Time [h] Conv. [%] eeg (yield) [%] eep (yield) [%] E
Vinyl acetate 16 55 >99 81 49 Chir.L-2,C-2 1.0 16 57 >99 (34) 75 (40) 49
Vinyl butanoate 16 54 >99 84 59 PS-Imm. 150 1.0 144 33 49 (62) 99 (28) 59
Vinyl decanoate 16 55 >99 80 46 Chir.L-2,C-2 10.0 27 56 >99 (36) 79 (38) 46

Schemat 15. Optymalizacja enancjoselektywnej transestryfikacji racemicznego 1-(morfolin-4-ylo)propan-2-olu (rac-3_P2) katalizowanej
przez lipazy w warunkach kontroli kinetycznej. Badanie wptywu uzytego enzymu (A), rozpuszczalnika organicznego (B),
estru winylowego pehigcego role donora acylu (C) oraz skali bioprocesu (D) na wynik rozdziatu kinetycznego, z uwzglednieniem
konwersji (% conv.), nadmiardw enancjomerycznych wolniej reagujacego (S)-alkoholu (ees) oraz tworzacych sie
(R)-estrow (eep), enancjoselektywnosci (E) i wydajnosci (% yield) izolowanych chromatograficznie produktow KR.

W jej przebiegu ustalono, ze najefektywniejszymi biokatalizatorami sa handlowo dostgpne
immobilizowane preparaty lipazy z Burkholderia cepacia (Amano PS-Immobead 150) oraz lipazy typu B
z Candida antarctica (Chirazyme L-2, C-2) zawieszone w mieszaninie octanu winylu (2 equiv) oraz eteru
tert-butylowo-metylowego (MTBE). Warto zauwazy¢, ze w reakcjach katalizowanych przez Amano PS-
Immobead 150 mozliwe byto otrzymanie enancjomerycznie czystego octanu (R)-(-)-4a_P2 (>99% ee), natomiast
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przy zastosowaniu Chirazyme L-2, C-2 uzyskano optycznie czysty, wolniej reagujacy enancjomer (S)-(+)-3_P2
(>99% ee). Duzym sukcesem tej czeséci badan byto opracowanie rozdziatu kinetycznego racemicznego prekursora
rac-3_P2 w skali 10 g (100 g/L) uzytego substratu. Umozliwito to nie tylko przeprowadzenie kolejnych etapow
syntezy tytutowego analogu (R)-(-)-10_P2, ale takze pozwala z optymizmem patrze¢ na ewentualne proby
skutecznej adaptacji tej procedury do zastosowan przemystowych.

Nastepnym zadaniem byto okre$lenie stereopreferencji uzytych lipaz z zastosowaniem procedury
podwoéjnej derywatyzacji optycznie czynnego alkoholu (+)-3_P2 (99% ee) wedlug zmodyfikowanej metody
Moshera (Schemat 16).178]

3 L (AMPA ester HTY)
& : 1.11 ppm |

o
Meo H Jj
EXH N
H,C
i Ph

shielded

(S)-(+)-3_P2-(R)-MPA

OMe
Ph/kCOOH :
(R-MPA

DCC, DMAP, :
CH,Cl,

0 o
K/N\)*\
(?)-(+)-3_P2
>99% ee

OMe
Ph” > COOH :
(S)-MPA

DCC, DMAP,
CH,Cl,

ASMSLy = 5L4(R)-8L4(S) = 2.47-2.04 = +0.43 > 0
(+)-3

ASFSL, = 5Ly(R)-5L4(S) = 1.11-1.19=-0.08 < 0

Schemat 16. Ustalanie konfiguracji absolutnej (+)-1-(morfolin-4-ylo)propan-2-olu [(+)-3_P2] za pomoca metodologii Moshera
z wykorzystaniem obu enancjomerow kwasu o-fenylo-a-metoksyoctowego (MPA). Etapy procedury Moshera obejmowaty:
derywatyzacje alkoholu z uzyciem (R)- oraz (S)-MPA (A), analize widm !H-NMR zarejestrowanych dla obu
diastereoizomerycznych estrow (+)-3_P2-(R)-MPA i (+)-3_P2-(S)-MPA (B), a takze obliczanie r6znicy wartos$ci odpowiednich
przesunieé¢ chemicznych (A0®®) sygnatéw jader komplementarnych atoméw obecnych w obu pochodnych (C).

Warto dodaé, ze procedura ta stanowi doskonata alternatywe dla wyznaczania konfiguracji absolutne;j
nowych nieracemicznych zwigzkow, ktorej nie mozna potwierdzi¢ ani za pomoca polarymetrii ze wzglgdu na brak
danych literaturowych, ani bezposrednio przy uzyciu wysokorozdzielczej techniki rentgenowskiej (XRD)
ze wzgledu na cieklg posta¢ badanego zwigzku. Zadanie to zrealizowatem, stosujgc oba enancjomery kwasu
a-fenylo-a-metoksyoctowego (MPA, tzw. "odczynnika Moshera") jako chiralnego reagenta derywatyzujacego
alkohole, w warunkach estryfikacji Steglicha z uzyciem dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) jako reagenta
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sprzggajacego oraz katalitycznej ilosci 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyny (DMAP) w roztworze bezwodnego
dichlorometanu (CH,Cl,) (Schemat 16A). Dla otrzymanych w ten sposdb diastereizomerycznych pochodnych
zarejestrowatem widma protonowe NMR (Schemat 16B), a naste¢pnie, na podstawie doktadnej analizy réznicy
wartos$ci przesunie¢ chemicznych (AJ"S) sygnaléow jader komplementarnych atoméw (Schemat 16C), okreslitem
z duzym prawdopodobiefistwem, Ze centrum stereogeniczne w czasteczce badanego alkoholu (+)-3_P2 posiada
(S)-konfiguracje absolutna. Dzigki temu potwierdzitem, ze wszystkie uzywane w rozdziatach kinetycznych lipazy
szybciej katalizowaty przemiany (R)-1-(morfolin-4-ylo)propan-2-olu [(R)-(-)-3_P2] do odpowiednich optycznie
czynnych estrow (R)-(—)-4a—c_P2, tym samym pozostawiajac w mieszaninie poreakcyjnej nie przereagowany
(S)-enancjomer alkoholu (S)-(+)-3_P2.

W dalszej czesci syntezy eterowego analogu izo-moramidu (R)-(—)-10_P2 przeprowadzilem szereg
reakcji, wykorzystujac klasyczne metody preparatyki organicznej (Schemat 17). Najpierw przeksztalcitem kwas
difenylooctowy (7_P2) w odpowiedni chlorek kwasowy 8_P2 za pomoca chlorku tionylu (SOCl,) w benzenie,
a nastgpnie przereagowatem go z pirolidyng w 1,4-dioksanie, co doprowadzito do otrzymania N-difenyloacetylo-
1-pirolidyny (9_P2) 2z sumaryczng wydajnoscia wynoszaca 82% po dwodch etapach syntezy.
Z kolei optycznie czynny alkohol (S)-(+)-3_P2, otrzymany w wyniku enzymatycznego rozdziatu rac-3_P2,
przeksztalcitem za pomoca SOCl; W chloroformie W enancjomerycznie czysta
4-[(2R)-(-)-2-chloropropylo]morfoling  [(R)-(-)-5_P2, >99% ee] izolowana z 71% wydajnoscia.
Co ciekawe, pomimo ze w reakcji chlorowania alkoholu nie stosowatem akceptora dla powstajgcego in situ
chlorowodoru (np. trietyloaminy lub pirydyny), wszystko wskazuje na to, ze proces ten przebiegatl zgodnie
z mechanizmem dwuczasteczkowej substytucji nukleofilowej (Sn2) z inwersja konfiguracji na asymetrycznym
atomie wegla. Prawdopodobnie role skutecznego akceptora HCI w tej reakcji petnit zasadowy pierécien morfoliny
obecny w substracie, co uchronito przed niepozadang racemizacja mogaca potencjalnie wystapi¢ w wyniku
rownoleglej reakcji Snl, przebiegajacej przez stadium plaskiego karbokationu. Zastosowanie alternatywnego
chlorowania alkoholu (S)-(+)-3_P2, prowadzonego w warunkow tzw. reakcji Appela z uzyciem tetrachlorometanu
(CCly) i trifenylofosfiny (PhsP), okazato si¢ mniej wydajne. Chociaz w ten sposob produkt (R)-(-)-5_P2
otrzymano bez racemizacji, to wydajno$¢ wyniosta jedynie 57%. Niemniej jednak, produkt reakcji Appela
pozwolit dodatkowo potwierdzi¢ wynik stereochemiczny reakcji (S)-(+)-3_P2 z SOCls.

=

Lipase

ﬁ OH (20 mg/mL)
N /ﬁw
O\) rac-3_P2: 100 mg/mL §
rac-3_P2 Vinyl acetate (2 equiv) Chirazyme L-2, C-2 (27 h): for (S)-(+)-3_P2 [10-gram scale (69 mmol)]
14 hijgs o (68% yield) 2"51'5(;3 (5‘0(')";’%69 mmol) | Amano PS-Immobead 150 (144 h): for (R)-(-)-4a_P2 [1-gram scale (6.9 mmol)]
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2 h at reflux
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O\) cr \%)\ :
(R)-(-)-5_P2 (5)-6_P2 5_P2 (1.3 equiv) -
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Oy _OH TEBA(CI) (cat., 10 mol%) i /\r
Pyrrolidine Si‘sait:(;a:éd dry DMSO
SOCI (15 equiv) _ Btequv) (R)-(-)-10_P2 (8)-(+)-10_P2
Benzene 1 4 dluxane (31% yield, 89% ee) (20% yield, 87% ee)
7 P2 6 h at reflux

24hatrt 97/ yleld (85 7yueld

Schemat 17. Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconego (R)-izo-moramidu [(R)-(—)-10_P2] oraz jego przeciwnego
enancjomeru (S)-(+)-10_P2.

Ostatnim wyzwaniem stojacym na drodze do syntezy tytutowego produktu bylo potaczenie obu
otrzymanych potproduktéw w taki sposob, aby pomigdzy fragmentem N-difenyloacetylo-1-pirolidynowym
a fragmentem alkilopropylomorfolinowym znajdowat si¢ mostek eterowy. W tym celu opracowatem nowa reakcje
oksydatywnego alkilowania amidu pirolidynowego kwasu difenylooctowego 9_P2 w pozycji podwdjnie
benzylowej z zastosowaniem morfolinowej pochodnej soli azyrydyniowej (S)-6_P2 powstajacej spontanicznie
w roztworze z chlorku (R)-(—)-5_P2. Reakcja ta zachodzi pod wptywem dziatania super-zasady tworzacej si¢
w warunkach katalizy przeniesienia fazowego (PTC) w mieszanie wodorotlenku sodu (NaOH) rozpuszczonego
w nasyconym tlenem bezwodnym dimetylosulfotlenku (O,-DMSO) w obecno$ci chlorku N-benzyl-N,N,N-
trietyloamoniowego [TEBA(CI)] jako katalizatora PTC. Proces prowadzono w relatywnie tagodnych warunkach
temperaturowych 40 °C przez 4 godziny, co umozliwito uzyskanie (R)-(-)-10_P2 z wydajno$cia 31% i nadmiarem
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enancjomerycznym wynoszacym 89%. Po zastosowaniu tych samych warunkow reakcji wobec (S)-(-)-5_P2
(98% ee) otrzymano przeciwny enancjomer (S)-(+)-10_P2 z wydajnoscia 20% i 87% ce.

W publikacji P2 zaproponowatem i przedyskutowatem hipotetyczny mechanizm tej reakcji, biegnacej
najprawdopodobniej wedtug zmodyfikowanej "reakcji Russella"["1 (Schemat 18). Przebieg tego procesu
obejmuje nastepujaca po sobie sekwencje zdarzen: (i) deprotonowanie amidu 9 P2 za pomoca super-zasady
(NaOH/DMSO); (ii) utlenienie powstatego karboanionu tlenem czgsteczkowym (O2), co prowadzi do utworzenia
odpowiedniego nadtlenku; (iii) redukcja nadtlenku do odpowiedniego alkoholu przez DMSO z jednoczesna
precypitacja stabo rozpuszczalnego dimetylosulfonu (DMSO>), co dodatkowo przesuwa rownowage reakcji
w kierunku tworzenia produktow; (iv) deprotonowanie karbinolu za pomoca nadmiarowego NaOH,;
(v) regioselektywne otwarcie trojeztonowego pier§cienia powstatej in situ soli azyrydyniowej przez alkoksylan,
co ostatecznie prowadzi do powstania produktu (R)-(-)-10_P2.

Niewatpliwg wada tej procedury jest jej niska wydajnos¢ (20-31%), wynikajaca z do$¢ problematycznej
"podwojnej  reaktywno$ci"  zastosowanego odczynnika alkilujacego  (R)-(-)-5_P2, ktéry ulega
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji do wysoce reaktywnej soli azyrydyniowej (S)-6_P2, odpowiedzialnej za szereg
reakcji ubocznych. Ponadto reakcja eteryfikacji z udziatem tworzacego si¢ alkoholanu moze przebiegac¢ nie tylko
poprzez regioselektywne otwarcie pier§cienia soli azyrydyniowej (S)-6_P2, ale roéwniez przez (vi) bezposrednie
podstawienie nukleofilowe chlorku (R)-(-)-5_P2, co obserwuje si¢ w przypadku konwencjonalnej syntezy
dekstromoramidu. Oba te rownocze$nie zachodzace procesy prowadza do powstania ztozonej mieszaniny
izomerycznych produktéw o odwrotnej konfiguracji absolutnej na odpowiednich asymetrycznych atomach wegla,
co znacznie utrudnia izolacj¢ i oczyszczanie pozadanego produktu (R)-(—)-10_P2.
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Schemat 18. Mechanizm tworzenia si¢ (R)-izo-moramidu [(R)-(-)-10_P2] z chlorku morfolinowego (R)-(-)-5_P2 oraz amidu (R)-(-)-5_P2
katalizowany przez uktad NaOH/O,-DMSO/TEBA(CI).

W celu uwiarygodnienia zaproponowanego mechanizmu oraz potwierdzenia budowy czasteczkowe;j
tytutowego produktu (R)-(-)-10_P2 przeprowadzono dodatkowe badania rentgenostrukturalne otrzymanego
monokrysztatu. Wyznaczenie struktury krystalicznej (R)-izo-moramidu przy wuzyciu dyfraktometru
rentgenowskiego (XRD) moze stanowi¢ poczatek dalszych badan nad polimorfizmem tej substancji,
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co w kontekscie produkcji substancji czynnych lekow (API) czesto decyduje o pozadanym profilu dzialania
farmakologicznego danego preparatu leczniczego (Rysunek 26).

Badania strukturalne z wykorzystaniem dyfrakcji rentgenowskiej (XRD) przeprowadzone zostaty przez
dr hab. inz., prof. uczelni Macieja Dranke¢ z Katedra Chemii Nieorganicznej (Wydziatu Chemicznego, Politechniki
Warszawskiej).

Rysunek 26. ORTEP zwiazku 2-[(2R)-2-(morfolino-4-ylo)propoksy]-2,2-difenyl-1-(pirolidyno-1-ylo)etan-1-onu  [(R)-(-)-10_P2].
Struktura krystaliczna (R)-(-)-10_P2, oznaczona numerem CCDC-2202212, zostala zdeponowana w Cambridge
Crystallographic Data Centre. Elipsoidy przedstawiono z 50% poziomem prawdopodobienstwa, a atomy wodoru pominigto dla
przejrzystosci.

Przedstawiony postulat mechanistyczny syntezy (R)-izo-moramidu wskazuje réwniez na mozliwos¢
rozszerzenia zakresu stosowalnosci tej metody wzgledem innych zwiazkow zawierajacych w swojej strukturze
rdzen difenyloacetylowy, ktore do tej pory otrzymywano z zastosowaniem bimetalicznych komplekséw Pd(II)
(Pd2hpps)™® Tub  systeméw  Kkatalitycznych — bazujagcych na  mieszaninie  Cs2CO3s/P(OEt)s/0,.["
Odkrycie przeze mnie tej reakcji moze mie¢ ogromne znaczenie z punktu widzenia syntezy wielu cennych
pochodnych, w tym substancji aktywnych lekéw przeciwcholinoergicznych (np. bewonium, defemeryna,
flutropium, benaktyzyna, benapryzyna) i/lub srodkéw agrochemicznych (np. bromopropylat), bez koniecznosci
stosowania toksycznych, palnych oraz trudnych w uzytkowaniu katalizatoréw i/lub reagentéw (Rysunek 27).
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Rysunek 27. Przyktady substancji leczniczych lub agrochemicznych zawierajacych rdzen a-hydroksydifenyloacetylowy.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki moich badan opublikowane w publikacji P2 moga w przysztosci
doprowadzi¢ do opracowania nowych analogow dekstromoramidu o znacznie silniejszym dzialaniu
przeciwbolowym 1 lepszym profilu bezpieczefistwa. Dodatkowo, opracowanie nowej procedury utleniania
N-difenyloacetylo-1-pirolidyny oraz nastepczej jej eteryfikacji in situ przy uzyciu odpowiednich halogenkow jako
prekursorow elektrofilowych soli azyrydyniowych, bez koniecznosci izolowania produktéw posrednich, moze
przyczyni¢ si¢ do rozwoju skuteczniejszych metod syntezy pochodnych benzhydroli o ztozonych, zattoczonych
sterycznie  strukturach, podobnych do tych  wystepujacych w  lekach  antymuskarynowych
i/lub antycholinoergicznych zawierajacych rdzen a-hydroksydifenyloacetylowy.
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4.3.3.6. Opracowanie nowej metody bezchromatograficznego, enzymatycznego rozdzialu kinetycznego
racemicznych alkoholi z wykorzystaniem lipaz, a-angelica laktonu oraz odczynnika Girarda typu P (P6).

Jak juz wczes$niej wspomniano, enancjomerycznie czyste alkohole stanowig istotng klase chiralnych blokow
budulcowych, uzywanych powszechnie w produkcji zwigzkdéw chemicznych o wysokiej wartosci dodanej, w tym
m.in. farmaceutykow, srodkéw ochrony ros$lin, zwiazkéw zapachowych, aromatéw, dodatkow do Zywnosci oraz
sktadnikéw kosmetykow. Dzigki wykazywaniu przez enzymy doskonalej chemo-, regio- i enancjoselektywnosci
dziatania katalitycznego wzgledem szerokiego spektrum ksenobiotycznych substratow, bioprocesy oparte
o rozdzialy kinetyczne (KR) mieszanin racemicznych alkoholi i/lub ich odpowiednich estrow realizowane
z zastosowaniem hydrolaz (gt lipaz i/lub proteaz serynowych) jako katalizatoréw, stanowig jedng
z najpowszechniej stosowanych metod syntezy enancjomerycznie czystych zwiazkéw z ugrupowaniem
hydroksylowym.

Niestety, zastosowanie strategii enzymatycznego rozdziatu kinetycznego w przemysle chemicznym jest
ograniczone z kilku powodow, z ktorych najistotniejszym jest relatywnie niska wydajnos¢ tych procesow,
wynikajaca glownie z faktu, ze dany enancjomer z pary mozna otrzyma¢ maksymalnie z 50% wydajnoscia.
Istotng wadg rozdzialow kinetycznych sg rowniez wysokie koszty zwigzane z izolacja i oczyszczaniem produktow
reakcji, co jest spowodowane trudno$ciami napotykanymi podczas destylacji oraz krystalizacji rownomolowych
mieszanin zwiazkéw o bardzo zblizonych wiasciwosciach fizyko-chemicznych, w tym przede wszystkim
wykazujacych duze podobienstwo w zakresie temperatur wrzenia, temperatur topnienia i rozpuszczalnosci.
Do do$¢ skomplikowanych przypadkow nalezy zaliczy¢ mieszaniny sktadajace si¢ z alkoholi oraz odpowiednich
ich estréw nizszych kwasdéw karboksylowych (np. octandéw, propioniandow i maslanéw), ktére stanowia
przewaznie produkty rozdziatéw kinetycznych katalizowanych przez lipazy. W przypadku, gdy nie mozna
zastosowa¢ standardowych metod rozdzielania mieszanin zwigzkéw organicznych, takich jak wspomniane
wczesniej destylacja czy krystalizacja, konieczne staje si¢ uzycie preparatywnych metod chromatograficznych,
ktore pozwalaja na rozdzielenie sktadnikoéw mieszanin glownie ze wzgledu na ich roznice w polarnosci
i tym samym wykazywanym odmiennym powinowactwie do dwoch niemieszajacych si¢ faz — fazy stacjonarnej
i fazy ruchome;j. Niestety wykorzystanie preparatywnych metod chromatograficznych w skali wigkszej niz
laboratoryjna wigze si¢ z duzymi kosztami oraz pracochtonnoscia. I tak, chromatografia kolumnowa nie tylko
znaczaco obniza optacalnos¢ ekonomiczng danej technologii, ale rowniez pogarsza kluczowe parametry dotyczace
tzw. bezpieczenstwa srodowiskowego, poniewaz towarzyszy jej znacznie wigksze niz w przypadku krystalizacji
czy destylacji zuzycie lotnych, tatwopalnych i/lub toksycznych rozpuszczalnikéw organicznych.
Co rownie wazne, oczyszczanie zwigzkdw chemicznych za pomoca chromatografii kolumnowej opiera si¢ na
uzyciu potencjalnie rakotworczego zelu krzemionkowego, ktory po dhuzej ekspozycji na niego moze powodowac
rowniez wldknienie pluc, a gdy jest dodatkowo nasaczony substancjami chemicznymi, moze stanowic
niebezpieczny odpad wymagajacy specjalnych procedur utylizacji.

Biorgc pod uwage wyzej wymienione ograniczenia, zastosowanie odpowiednich modyfikacji
klasycznych procedur KR, ktoére pozwolityby unikngé preparatywnej chromatografii, jest istotne z punktu
widzenia potencjalnego wdrazania danej metody syntezy do zastosowan przemystowych. W tym celu przewaznie
stosuje si¢ derywatyzacje jednego z produktow KR obecnych w surowej mieszaninie reakcyjnej lub specjalnie
dobranych, nieckonwencjonalnych odczynnikdéw acylujacych, ktdre jeszcze na etapie biotransformacji umozliwiaja
uzyskanie enancjomerycznych estrow o znacznie odmiennych wlasciwosciach fizykochemicznych niz
nieprzereagowany alkohol. W efekcie zastosowania ww. strategii mozliwe jest wydzielenie interesujacych nas
produktow KR za pomoca jednego z trzech procesow jednostkowych: filtracji, precypitacji (wytracania) i filtracji
oraz ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz. Potencjalnie uzyteczng alternatywa moze by¢ rowniez zastosowanie
selektywnej ekstrakcji alkoholi bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej zawierajacej oba niezmodyfikowane
produkty KR za pomocg rozpuszczalnikow gleboko eutektycznych (ang. deep eutectic solvents, DES).
Jednakze separacja pary zwigzkow alkohol—ester za pomoca DES-6w zazwyczaj wymaga przeprowadzenia Kilku
cykli ekstrakcyjnych, aby osiggna¢ wysoka czysto§¢ izolowanych estréw, podczas gdy wydajnos¢ odzyskiwania
nieprzereagowanych alkoholi z tych rozpuszczalnikéw jest umiarkowana (ok. 68%), co znaczaco obniza
optacalno$¢ ich stosowania.

Weczesne doniesienia literaturowe dotyczace modyfikowanych procedur KR oparte byly o wtdrng
derywatyzacje nieprzereagowanych alkoholi. W tym celu stosowano takie odczynniki jak np.: chlorek benzoilu
immobilizowany na polimerowej matrycy,® bezwodnik ftalowy,®2 czy chociazby kompleks tréjtlenku siarki
z pirydyng (SOz*Py)l (Schemat 19). Niestety, metody te obarczone byly licznymi wadami, do ktérych
najpowazniejsza zaliczy¢ nalezy mozliwo$¢ zachodzenia niepozadanej racemizacji optycznie czynnych
produktow KR. Oprocz spadku czysto$ci enanjcomerycznej rozdzielanych zwiazkéw, niewatpliwym
mankamentem ograniczajacym uzytecznos¢ jednej z ww. metod jest relatywnie wysoka toksyczno$¢ sulfonianu
pirydyny, ktory w podwyzszonych temperaturach moze dodatkowo wydzielaé drazniace gazy.
Z kolei w przypadku chlorku benzoilu nalezy zauwazy¢, ze zakres tej metody jest ograniczony do substratow,
ktére nie posiadajg dodatkowych nukleofilowych grup funkcyjnych, w tym np. grup tiolowych czy aminowych
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zdolnych do tworzenia odpowiednio wigzan tioestrowych czy amidowych z enancjomerami rozdzielanych
substratow.

Lipase-catalyzed KR followed by derivatization
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Schemat 19. Przyklady strategii rozdzialow kinetycznych racemicznych alkoholi katalizowanych lipazami, bez uzycia chromatografii,
sprzezonych z modyfikacja nieprzereagowanego enancjomeru z uzyciem reagentdw derywatyzujacych umozliwiajacych ich
filtracj¢ (A), precypitacjg i filtracj¢ z roztworu macierzystego (B) i/lub rozpuszczenie i wymycie do fazy wodnej (C).

W zwiazku z powyzszym, w ciggu ostatnich dwoch dekad wysitki wielu chemikow-syntetykow byly
intensywnie skupione na poszukiwaniach nowych donoréw acylu, ktore umozliwiatyby prowadzenie wydajnych
i enancjoselektywnych enzymatycznych rozdziatow kinetycznych racemicznych alkoholi oraz skuteczne
wydzielanie ich produktéw bez potrzeby wtdrnej derywatyzacji. Nalezy zaznaczy¢, ze sposoby wydzielania za
pomoca ekstrakcji najczesciej réznig si¢ w zaleznosci od charakteru kwasowo-zasadowego i/lub polarnosci
nadawanej danemu alkoholowi przez fragment acylowy zastosowanego donora. W tym pierwszym przypadku,
transestryfikacja np. przy uzyciu bezwodnika kwasu bursztynowego umozliwia rozdzielenie pary alkohol—ester
poprzez przemywanie fazy organicznej wodnym roztworem zasady, co pozwala przeksztalci¢ powstajacy w
reakcji hemibursztynian w rozpuszczalng w wodzie s61(841 (Schemat 20A). Dzigki temu nieprzereagowany alkohol
pozostaje w fazie organicznej, a ester migruje do fazy wodnej, z ktdrej po nastgpczym zakwaszeniu moze by¢
z powrotem odzyskany w postaci oboj¢tnego hemibursztynianu poprzez ekstrakcje odpowiednim
rozpuszczalnikiem organicznym.
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Schemat 20. Przyklady strategii bezchromatograficznych rozdzialéw kinetycznych racemicznych alkoholi katalizowanych lipazami z
zastosowaniem selektywnych procesow ekstrakcyjnych realizowanych w warunkach zasadowych (A-B) oraz kwasowych (C).
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Alternatywa dla bezwodnika bursztynowego moze by¢ bezwodnik kwasu itakonowego!®
(Schemat 20B). Niestety, zarowno bezwodnik bursztynowy, jak i bezwodnik kwasu itakonowego majg dos¢
specyficzng budowe, co sprawia, ze zwigzki te sa nickompatybilne z wigkszoscia enzymow, ktorych centra
aktywne sa stosunkowo mate lub do ktorych dostgp jest ograniczony przez waskie tunele wewnatrzbiatkowe.
Ponadto, w obecnosci obu tych bezwodnikoéw moze dochodzi¢ do chemicznej modyfikacji grup aminowych reszt
lizyny, co w wigkszosci przypadkow prowadzi do pogorszenia wlasciwosci katalitycznych biatek
enzymatycznych. Powstajace w reakcji hemibursztynian i/lub hemiitakonian moga réwniez zakwasza¢ §rodowisko
reakcji, prowadzac do protonowania grup aminowych tancuchéw bocznych zasadowych aminokwaséw danego
biatka i tym samym niekorzystnych zmian w zakresie jego jonizacji, co ma bezposrednie przetozenie na zmiane
konformacji danego enzymu i tym samym spadek jego aktywnosci katalitycznej. Ze wzgledu na wymienione
wyzej wady tych odczynnikow, rozdzialy kinetyczne z ich udziatem sg zazwyczaj bardzo czasochtonne (96 godz.)
i mato wydajne, bowiem rzadko kiedy konwersja reakcji przekracza 35%. Dodatkowo, enzymatyczny KR
z uzyciem bezwodnikéw jest nieodpowiedni dla zwigzkow podatnych na rozktad i/lub racemizacje w zasadowym
pH, ktore wystepuje podczas ekstrakcji.

Innym skutecznym sposobem wykorzystania réznic we wlasciwosciach kwasowo-zasadowych
produktow KR jest zastosowanie estru winylowego N-Boc-glicyny jako donora acylu (Schemat 20C),
dzieki czemu, po przemyciu surowej fazy organicznej wodnym roztworem kwasu solnego, ¥l powstajacy w reakcji
ester przeksztalca si¢ w rozpuszczalny w wodzie chlorowodorek odpowiedniej czwartorzgdowej aminy.
Odzysk estru nastgpuje po neutralizacji pH fazy wodnej i przeprowadzeniu kolejnego cyklu ekstrakcyjnego.
Wada stosowania tego typu odczynnikéw jest jednak ograniczenie substratdéw do takich alkoholi,
ktére w warunkach kwasnych nie rozpuszczaja si¢ w wodzie oraz sg stabilne chemicznie i nie ulegaja racemizacji.
Co wiecej, w reakcji z uzyciem tego odczynnika ubocznie powstaje alkohol winylowy, ktéry spontanicznie
tautomeryzuje do termodynamicznie stabilniejszego acetaldehydu — substancji toksycznej, wysoce lotnej
i fatwopalne;.

Wsrod donorow acylu, ktore wykorzystujg znaczng réznice w polarnosci migdzy alkoholem a estrem,
i tym samym ich odmienne powinowactwo wzgledem niemieszajacych si¢ faz cieklych, mozna wyréznié¢ diestry
etylowe odpowiednich 1,c0-karboksylanéw glikolu polietylenowego (PEGeoo-dikarboksylany etylu),7"
imidazolowe ciecze jonowe (ILs)®8 oraz perfluorowane estry® (Schemat 21).

Lipase-catalyzed KR followed by "convenient LLE work-up"
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Schemat 21. Przyktady bezchromatograficznych, enzymatycznych rozdzialdéw kinetycznych racemicznych alkoholi, sprzgzonych
z selektywnym procesem ekstrakcyjnym prowadzonym w warunkach obojetnych bez uzycia kwasu oraz zasady.

Niestety, metody te sa ograniczone przez dlugie czasy reakcji (nawet do 120 godz.), niskie wydajnosci
i znikome nadmiary enancjomeryczny produktéw rozdziatu, a takze wysokie koszty syntezy donoréw grup
acylowych oraz ich potencjalnie niekorzystny wptyw na srodowisko i zdrowie organizméw zywych, tak jak ma to
miejsce w przypadku fluorowanych pochodnych. Ponadto, bezpo$rednie monitorowanie postepu reakcji,
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np. za pomoca chromatografii gazowej, jest mocno ograniczone ze wzgledu na nielotny charakter estrow PEG
o wysokiej masie czasteczkowej oraz silnie polarnych estrow IL. W obu tych przypadkach wymagane sg rowniez
specyficzne biokatalizatory akceptujace estry PEG lub IL, co znacznie ogranicza spektrum substratowe ulegajace
takim biotransformacjom.

W 2018 r. cickawg modyfikacj¢ enzymatycznego KR opracowat migdzynarodowy zespot badaczy pod
przewodnictwem Prof. Monica 1. Tosa,[® ktéry to w charakterze donora acylu wykorzystal trzy rdzne estry
2-(prop-2-yn-1-yloksy)acetylowe (Schemat 22). Produktami KR byly nieprzereagowane (S)-alkohole oraz
(R)-estry sfunkcjonalizowane grupg propargilowa, ktora z odpowiednimi azydkami ulegata cykloaddycji in situ
do 1,4-podstawionych 1,2,3-triazoli, katalizowanej solami miedzi(I) (CuAAC). Nastepcza derywatyzacja
alkinowych estrow realizowana na drodze tzw. chemii typu "click" pozwolita otrzymac zjonizowane i w zwigzku
z tym w pelni rozpuszczalne w wodzie zwiazki. Co wigcej, enzymatyczna etanoliza pochodnych estrowych
umozliwiata odzysk przeciwnych (R)-enancjomeréw rozdzielanych kinetycznie alkoholi. Wartym podkreslenia
jest fakt, ze sposrod wszystkich znanych literaturowo bezchromatograficznych proceséw KR racemicznych
alkoholi, metoda bazujaca na 2-(prop-2-ynylo-1-yloksy)octanie 2,2,2-trifluoroetylu odznaczata si¢ najlepsza
enancjoselektywnoscig (E>>500) oraz relatywnie krotkim czasem trwania samej reakcji biotransformacji
(10 godz.). Z drugiej strony, metoda oparta na estrach acetylenowych nie jest pozbawiona wad, wsrod ktorych
najpowazniejszymi sg bardzo skomplikowany i wieloetapowy proces izolacji produktow KR zajmujacy tacznie az
12 godzin, a takze konieczno$¢ zastosowania toksycznych soli miedzi(I) podczas prowadzenia reakcji
cykloaddycji oraz organicznych azydkow, ktore sg klasyfikowane jako wysoce wybuchowe odczynniki.

Lipase-catalyzed KR followed by "reactive LLE work-up"
"Acid-washable" acylating agents after derivatization
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Schemat 22. Przyklad bezchromatograficznego, enzymatycznego rozdziatu kinetycznego racemicznych alkoholi, sprzgzony z wtdrna
derywatyzacja powstajacego w reakcji estru oraz selektywna ekstrakcja prowadzong w warunkach kwasowych.

W $wietle powyzszych ustalen postanowilem zaprojektowa¢ nowy donor grupy acylowej, dedykowany
bezchromatograficznym procesom enzymatycznego rozdzialu kinetycznego racemicznych alkoholi, ktory bytby
pozbawiony wickszo$ci wad zwigzanych z wczesniejszymi generacjami tego typu reagentow.
W ramach badan opisanych w publikacji P6 wybor padt na tanig i nietoksyczng cykliczng pochodng kwasu
lewulinowego — 5-metylo-2(3H)-furanon, zwigzku powszechnie znanego pod nazwg zwyczajowa o-angelica
lakton (a-AL). Warto dodaé, ze kwas lewulinowy oraz jego pochodne, w tym rowniez o-AL, mogg by¢
otrzymywane z odpadowego i w pelni odnawialnego surowca naturalnego jakim jest biomasa lignocelulozowa
i przy tej okazji wymienione zostaly na liscie "10 Najcenniejszych Chemikaliow Pochodzacych z Biomasy"
sporzadzonej przez Departament Energii Stanéw Zjednoczonych.[®l Co wiecej, ich przydatnoéé syntetyczna
stanowi obecnie jeden z gtdéwnych nurtow badawczych w obszarze tzw. "zielonej chemii” (Schemat 23).
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Schemat 23. Metody otrzymywania wysoce warto$ciowych chemikaliow pochodnych kwasu lewulinowego (LA), w tym a-angelica laktonu
(a-AL), z biomasy lignocelulozowej.
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Moja hipoteza badawcza, postawiona w tamtym okresie, byla o tyle zasadna, ze z chemicznego punktu
widzenia o-angelica lakton jest cyklicznym estrem, ktory podobne jak inne liniowe estry alifatyczne czy
bezwodniki kwasowe, moze ulega¢ reakcjom enzymatycznej alkoholizy, w wyniku ktorych powstaja odpowiednie
lewuliniany. Reakcje tego typu stanowity podstawe nielicznych badan, ktore dotyczyty jedynie syntezy prostych,
achiralnych lewulinianéw alkilowych®? i dostarczyly pierwszej inspiracji do podjecia prac nad zastosowaniem
tego estru w enzymatycznych procesach KR. Co wigcej, a-AL wydawat si¢ bardzo interesujacym donorem, gdyz
obecno$¢ grupy enolowej w jego strukturze miata z zalozenia gwarantowaé nieodwracalno$é reakcji
katalizowanych przez lipazy. Wynika to z faktu, Zze powstajacy enolan szybko tautomeryzuje in situ
do termodynamicznie stabilniejszej izomerycznej formy odpowiedniego metyloketonu, ktory, nie mogac
reagowa¢ w kierunku odwrotnym, przesuwa rownowage reakcji w strong powstawania produktow (Schemat 24).

(@] O
OH I>:O OH O)K/\/ Spontanous Ow
o H OH tautomerisation

<= . L L, ©

R OR2 RR2 T | R
unstable enol-isomer stable keto-isomer

Lipase
Schemat 24. a-Angelica lakton jako nieodwracalny donor grupy acylowej uzyteczny w enancjoselektywne;j transestryfikacji racemicznych
alkoholi katalizowanych lipazami.

R2 - R1

Dodatkowym walorem stosowania a-AL w reakcjach estryfikacji alkoholi miata by¢ gwarancja bardzo
korzystnej "ekonomiki atomowej" (ang. atom economy), poniewaz donor ten nie generuje produktow ubocznych.
Ponadto, jako stosunkowo lotny zwiazek, o temperaturze wrzenia 55-58 °C (12,0 Torr), jego niewykorzystany
nadmiar po zakonczeniu reakcji mozna latwo usunaé przez odparowanie pod zmniejszonym ci$nieniem,
co znacznie upraszcza procedure izolacji oraz ewentualnego ponownego uzycia tego zwiazku w kolejnej szarzy
reakcyjnej. W odréznieniu od opisywanych w literaturze donoréw acylu, moja hipoteza badawcza zakladata,
ze w obecnosci a-angelika laktonu nie powinno dochodzi¢ do dezaktywacji biokatalizatorow, poniewaz zardwno
sam donor, jak i jego estry sa chemicznie obojetne wobec enzymow i1 — w przeciwienstwie do np. bezwodnikow
kwasowych — nie wptywaja na pH mieszaniny reakcyjnej.

Najwazniejszym praktycznym aspektem zastosowania tego odczynnika, oprocz jego przydatnosci
w procesie KR, byla takze mozliwo$¢ selektywnego oddzielenia powstalych enancjomerycznie wzbogaconych
lewulinianéw od nieprzereagowanych optycznie czynnych alkoholi z zastosowaniem ekstrakcji ciecz-ciecz.
Koncepcja ta zaktadata przerob surowej mieszaniny reakcyjnej na dwa sposoby. Z jednej strony przemywanie fazy
organicznej wodnym roztworem wodorosiarczynu sodu (NaHSOsz) miato odpowiada¢ za powstawanie
wodorosiarczynowych adduktow z grupa metyloketonowsa estrow lewulinowych, w efekcie czego otrzymana sol
rozpuszczataby si¢ bardzo dobrze w wodzie, podczas gdy nieprzereagowany alkohol pozostawatby w fazie
organicznej (Schemat 25A). Z drugiej strony planowatem rowniez sprawdzi¢ efektywno$¢ tworzenia sie
rozpuszczalnych w wodzie odpowiednich hydrazonéw z czwartorzgdowym ugrupowaniem amoniowym,
generowanych in situ w wyniku reakcji lewulinianow z tzw. odczynnikami Girarda typu T
[chlorkiem (hydrazynokarbonylometylo)trimetyloamoniowym] oraz Girarda typu P
[chlorkiem (hydrazynokarbonylometylo)pirymidyniowym] w obecnosci kwasu octowego (Schemat 25B).
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Schemat 25. Koncepcje selektywnych ekstrakceji lewuliniandw z zastosowaniem wodorosiarczynu sodu (NaHSO3) (A) oraz odczynnikow
Girarda T lub Girarda P (B).
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Badania nad zastosowaniem a-AL rozpoczalem od prob przeprowadzenia enancjoselektywnej
transestryfikacji wybranej serii racemicznych alkoholi rac-la—i_P6 w obecnosci lipazy typu B z Candida
antarctica, rekombinowanej w komorkach grzyba strzepkowego Aspergillus oryzae i unieruchomionej na nos$niku
Immobead 150, o aktywnosci katalitycznej >1800 U/g. Wybrane wyniki przeprowadzonych eksperymentow,
zamieszczone w Tabeli 1, przedstawiaja najlepsze rezultaty enzymatycznego KR dla poszczegdlnych
racemicznych substratow.

Tabela 1. Badanie zakresu stosowalno$ci enzymatycznego rozdziatu kinetycznego racemicznych alkoholi rac-1a—i_P6 z uzyciem a-angelica

laktonu (a-AL) w roli nieodwracalnego donora acylu w rozpuszczalnikach organicznych.

=

CAL-B-Immobead 150

Substrate

2

rac-1c_P6

rac-1i_P6

OH

Aem + [ =0
i 2

RIR /[;:
rac-1a-i_P6 acyl donor
(0.75 mmol; (2 equiv)

250 mM conc.)

30-50 °C, 230 rpm

(40 or *80 mg/mmol) ?\H
v s .
Organic solvent (3 mL) R TR?
19- h
9-306 (S)-1a-i_P6

Solvent

MTBE

MTBE

MTBE

MTBE

MTBE

Temp. [°C]

30 30
30 72
30 48
40 109
50* 100
40 306
50* 19
40* 168
50* 96
30 24
30 24
30 19

Time [h]

Conv. [%]

48

46

38

46

46

91/(8)/17

79/(S)/33

>99/(S) /30

477(S)/52

61/(S)/56

95/(S)/20

>99/(S) / 24

35/ (R)/38

eeg [%]/ (config.) / Yield [%]

>99/ (R)/ 44

>99 / (R) /32

>99/(R)/ 38

94/ (R)/ 26

89/ (R) /38

80/ (R)/ 21

94/(R)/ 25

30/(S)/ 39

eep [%] / (config.) / Yield [%]

E

>500

>500

>200

>200
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Wsérod przetestowanych racemicznych alkoholi, opréocz modelowych substratow, takich jak
1-fenyloetanol (rac-la_P6), 1-fenylopropanol (rac-l1b_P6) czy 1-a-naftyloetanol (rac-1c_P6), znalazly sig
réwniez racemiczne alkohole, ktore wykorzystywatem w réwnoleglych badaniach do syntez chiralnych API,
w tym m.in. 1-(10H-fenotiazyn-10-ylo)propan-2-ol (rac-1d_P6 do syntezy prometazyny oraz etopropazyny),
7-(2-hydroksypropylo)-1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryn-2,6-dion (rac-le_P6 do syntezy proksyfiliny),
1-(5-hydroksyheksylo)-3,7-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryn-2,6-dion  (rac-1f P6 do syntezy lizofiliny),
2-(2-hydroksypropylo)-1H-izoindol-1,3(2H)-dion (rac-1g_P6 do syntezy B-blokerow) oraz
1-(morfolin-4-ylo)propan-2-ol (rac-lh_P6 do syntezy dekstromoramidu oraz jego eterowej pochodnej).
Oproécz osmiu ww. alkoholi II-rzedowych, zakres stosowalno$ci enzymatycznego KR sprawdzitem réwniez wobec
pojedynczego alkoholu I-rzedowego, a mianowicie 3-hydroksy-2-fenylopropionianu metylu (rac-1i_P®6).

Optymalizacja warunkéw reakcji, obejmujaca dobor odpowiedniego rozpuszczalnika organicznego,
ilosci uzytego biokatalizatora, temperatury procesu oraz czasu reakcji, po ktorym przerywano KR, wykazala,
ze najlepsze wyniki rozdziatu kinetycznego — zaréwno pod wzgledem szybkos$ci procesu (30-72 godz.), konwersji
substratu (46—49%), jak i enancjoselektywnosci dziatania (E>500) komercyjnego preparatu lipazy — uzyskano dla
prostych alkoholi aromatyczno-alifatycznych rac-la—c_P6, zawierajacych grupe metylowa po jednej stronie
centrum stereogenicznego oraz odpowiednio podstawniki fenylowy, benzylowy lub a-naftylowy po drugiej
stronie. Doskonale nadmiary enancjomeryczne (>99% ee) uzyskano réwniez dla obu enancjomerycznych form
alkoholu zawierajacego pierscien fenotiazyny rac-1d_P6. Nalezy jednak wyraznie zaznaczy¢, ze ta pochodna
wymagala zastosowania dwukrotnie wigkszej ilosci enzymu (80 mg/mmol uzytego substratu), znacznie wyzszej
temperatury (50 °C) oraz dhuzszego czasu reakcji (100 godz.), aby osiggnaé odpowiednio wysoki poziom
przereagowania substratu w produkt (R)-2d_P6. Nieco gorsze rezultaty pod wzgledem enancjoselektywnos$ci
(od E=170 do E>200) uzyskano dla reakcji z pochodnymi zawierajacymi w swojej strukturze podstawnik
N-butylo-3,7-dimetyloksantynowy rac-1f P6, ftalimidowy rac-1g P6 oraz morfolinowy rac-1h_P6.
Z kolei racemiczna proksyfilina rac-1d_P6, zawierajaca podstawnik 1,3-dimetyloksantynowy, nie dos¢,
ze biotransformowana byta z przecigtng enancjoselektywnoscig (E=50) oraz nizsza konwersja (ca. 40%) pomimo
uzycia wyzszych temperatur oraz dluzszych czasow reakcji, to jeszcze wymagata zastosowania mato
ekologicznego rozpuszczalnika jakim byt chlorek metylenu. Sposrod wszystkich przetestowanych substratow bez
watpienia najbardziej] wymagajaca okazata si¢ pochodna zawierajaca pierwszorzgdowa grupe hydroksylowsa
rac-li_P6, dla ktérej produkty KR byly izolowane z niskimi nadmiarami enancjomerycznymi, wynoszacymi
niespetna 40%.

Po pozytywnym zweryfikowaniu, ze a-angelica lakton (a-AL) moze by¢ stosowany jako uniwersalny
donor grupy acylowej w biokatalitycznym KR racemicznych alkoholi 11-rzgdowych, kolejnym istotnym krokiem
byto zbadanie, czy mieszaniny zawierajace rownomolowe ilosci modelowego 1-fenyloetanolu (rac-la_P6) oraz
jego estru lewulinowego rac-2b_P6 mozna rozdzieli¢ w prosty sposéb za pomoca ekstrakcji.
Pierwsze eksperymenty polegaty na zastosowaniu wodorosiarczynu sodu (NaHSO3) i/lub siarczynu sodu (Na.SOs)
w celu wymycia lewulinianu 1-fenyloetylu (rac-2b_P6) z mieszaniny poreakcyjnej do fazy wodnej w postaci
adduktu wodorosiarczynowego. Oba wspomniane siarczyny stosowano zaré6wno oddzielnie, jak i w réznych
kombinacjach, z uwzglednieniem roéznych nadmiar6w molowych w stosunku do usuwanego lewulinianu
rac-2b_P6. Zmiennymi parametrami byly rowniez czas przemywania, temperatura, sktad fazy organicznej, a takze
rodzaj zasady (50% NaOH Ilub nasycony Na,COsz) uzytej do utworzenia rozpuszczalnych w wodzie
a-hydroksysulfonianow. Niestety, wszystkie przeprowadzone proby zakonczyly si¢ niepowodzeniem, co mogto
wynika¢é z niekorzystnej roéwnowagi tworzenia si¢ adduktow i/lub ich deprotonowania zasada.
Z perspektywy czasu wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, ze w celu zwigkszenia wydajnosci nukleofilowej
1,2-addycji jonu wodorosiarczynowego do terminalnej grupy karbonylowej obecnej w odpowiednich estrach
lewulinowych, metoda ta wymagalaby zastosowania ciaglego wymywania powstajacego adduktu
wodorosiarczynowego w specjalnie zaprojektowanym reaktorze wyposazonym w selektywna (polprzepuszczalna)
membrang.

Alternatywna strategia izolacji modelowego lewulinianu z rownomolowej mieszaniny alkohol—ester
zaktadata uzycie odczynnikéw Girarda typu T i P. Zwigzki te zostaty po raz pierwszy zsyntetyzowane w 1936 .
przez dwoch chemikow — André Girarda oraz George’a Sandulesco.®®! W latach 1940-1960 zastosowanie tych
hydrazydéw umozliwito izolacj¢ wielu cennych produktéw naturalnych, w tym gldéwnie stereoidow i alkaloidow,
a takze wykorzystywane byly w syntezie rozpuszczalnych w  wodzie farmaceutykow.[®4
Warto nadmienié, ze odczynnik Girarda typu T odegrat rowniez kluczowg role w izolacji oraz badaniach struktury
chemicznej i biologicznego dziatania hormonéw kory nadnerczy (gt. kortyzonu),®! za co szwajcarski biochemik
pochodzenia polsko-zydowskiego — Tadeusz Reichstein — otrzymal w 1950 roku Nagrod¢ Nobla.
Wstepne eksperymenty majace na celu pordwnanie efektywnosci dzialania obu wspomnianych odczynnikow w
syntezie hydrazonow, zaktadajace ustalenie odpowiedniej ich stechiometrii oraz ilosci dodatku kwasu octowego
(AcOH), a takze rodzaju rozpuszczalnika organicznego (Et20 vs. EtOAc) uzytego do ekstrakcji, wykazaly, ze
optymalne warunki pozwalajace na ilosciowe wydzielenie obu produktow KR wymagaly zastosowania 1.5-
krotnego ekwiwalentu molewego odczynnika Girarda typu P rozpuszczonego w mieszaninie
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EtOH/AcOH (90:10, v/v). Reakcje derywatyzacji lewulinianu nalezato prowadzi¢ odpowiednio przez 3 godziny
w 50 °C albo przez 4 godziny w temperaturze 25 °C, a ekstrakcje wykonywac eterem dietylowym.
Odzysk lewulinianu z fazy wodnej wymagat przeprowadzenia dodatkowej kwasnej hydrolizy odpowiedniego
hydrazonu z zastosowaniem 5 M HCl w 25 °C przez 1 godzing.

Po ustaleniu optymalnych warunkéw procesu izolacji pary zwigzkoéw alkohol-lewulinian przy uzyciu
odczynnika Girarda typu P zbadano =zakres stosowalnosci opracowanej metody wobec produktow
enancjoselektywnej transestryfikacji siedmiu réznych racemicznych alkoholi rac-la—g_P6, przeprowadzonej
z uzyciem o-AL w obecno$ci CAL-B w warunkach kontroli kinetycznej. Reprezentatywne wyniki tych badan
zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Badanie zakresu stosowalnosci bezchromatograficznego rozdziatu kinetycznego racemicznych alkoholi rac-la—g_P6 z uzyciem
a-angelica laktonu (a-AL) zakonczone izolacja produktow KR z zastosowaniem odczynnika Girarda typu P.

i M HCI g
5 o
o~ . ; :
H ) @ﬂ SN A M (1nhat2s°c) E
R CH =N n-NHz R™ “CHgHN =z ) —————————— > ©

3 or N ! NE | il Organic solvent g 1 o | E

CAL-B-Immobead 150 (R)-2a-g_P6 10% Na,COz aq. o o ] R “CH, B

OH (40 or *80 mg/mmol) - (1.5 equiv) H,O0 diluted °

Sy + oO————————> + NN (R)-2a-g_P6 =
R7 CH, o MTBE or CH,CI, (3 mL) EtOH/ACOH (90:10, viv) Organic 2
19-100 h OH on solvent OH S
rac-1a-g_P6  acyl donor 30-50 °C, 230 rpm 4hat25°C .y %
(250 mM conc.) (2 equiv) ' R CHj Q R CH, 2
=
o
-1a-g_P6 -1a-g_P6 8

(Piaes (9129 ! Organic solvent = Et;0 or CH,Cl,

KR mixture Organic phase | [%] Organic phase Il [%]

(ee [%]) (S)-Alcohol (R)-Levulinate (S)-Alcohol (R)-Levulinate

(S)-Alcohol (R)-Levulinate Recov./ GC-yield / ee GC-yield GC-yield Recov. / GC-yield / ee

©/\ 1a_P6 (88) 2a_P6 (>99) 94/>99 /82 0 0 66/>99/>99

e
1d_P6 (>99) 2d_P6 (>99) 91/>99/98 0 0 93/>99/>99

N=
SN
S 1e_P6 (61) 2e_P6 (90) 97/87/59 13 7 92/93/90
o
b LA
N.
N
& A 1f_P6 (>99) 2f_P6 (94) 88/96/98 4 1 72/99/94
NTSN"So
|
o
N—>/ 1g_P6 (60) 2g_P6 (>99) 92/98/60 2 6 53/94/>99
o

W toku eksperymentéw zdecydowano si¢ na uzycie nizszych temperatur derywatyzacji lewulinianow,
poniewaz w 50 °C nastepowata znaczna racemizacja izolowanego modelowego alkoholu (S)-1a_P6 (A% ee = 27).
Optycznie czynne produkty KR zostaly wyizolowane z wysoka efektywnoscia pod wzgledem wydajnosci odzysku
(53-97%),  czystosci  chemicznej  (87-99%) oraz  nadmiaru  enancjomerycznego  (59—99%).
We wszystkich eksperymentach, z wyjatkiem proby dotyczacej pary (S)-1b_P6—(R)-2b_P6, optycznie czynne (R)-
lewuliniany zostaly wydzielone bez strat w zakresie czystosci optycznej. Niestety, w przypadku wszystkich
wyizolowanych optycznie czynnych alkoholi (S)-la—g_P6 stwierdzono niewielkga erozje nadmiaréw
enancjomerycznych (A% ee = 1—4) w porownaniu do warto$ci wyjsciowych oznaczonych bezposrednio po KR.
Wykazano tym samym, ze opracowana metoda enzymatycznego rozdziatu kinetycznego z uzyciem o-AL,
polaczona z izolacja produktow przy zastosowaniu odczynnika Girarda typu P, jest dos¢ prosta, wydajna
i uniwersalna w odniesieniu do stosunkowo szerokiego spektrum racemicznych (hetero)aromatyczno-
alifatycznych alkoholi Il-rzgdowych, a ponadto nie powoduje znaczacej racemizacji enancjomerycznie
wzbogaconych produktow.

Ostatnim celem badan opisanych w publikacji P6 bylo sprawdzenie uzyteczno$ci opracowanej metody
w skali 1-gramowej rozdzielanego enzymatycznie racemicznego 1-fenyloetanolu (rac-la_P6) (Schemat 26).
Zaprojektowany przeze mnie proces prowadzony w powigkszonej skali wymagal kilku kosmetycznych
modyfikacji, w tym wydtuzenia czasu KR z 30 godzin do 48 godzin, zwigkszenia nadmiaru molowego odczynnika
Girarda typu P z 1,5 ekwiwalentow do 3 ekwiwalentow oraz wydluzenia czasu derywatyzacji lewulinianu do
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odpowiedniego hydrazonu z 4 godzin do 8 godzin. Efektem koncowym byto wydzielenie catkowicie czystych
chemicznie enancjomerycznie wzbogaconych produktow KR — (S)-1-fenyloetanolu [(S)-1a_P6] z wydajnoscia
44% i 93% ee oraz (R)-lewulinianu 1-fenyloetylu [(R)-2a_P6] z wydajnosciag 35% i >99% ee.

EKR step:

1) CAL-B-Immobead 150 (30% w/w; ca. 37 mg/mmol), o
OH a-Angelica lactone (2 equiv),

OH NO
MTBE (30 mL), 48 h at 30 °C (230 rpm). ! H
+
o o
)

rac-1a_P6 2) Girard's P reagent (3 equiv), (S)-1a_P6 (R)-2a_P6
(1.0g,8.19 mmol)  EtOH/AcOH (90:10 v/v), 8 h at 25 °C; (44% yield, 93% ee)  (35% yield, >99% ee)
10% Na,CO3, H,0, extraction with Et,0.
3) 5 N HCI, 1 h at 25 °C, extraction with Et,O.

Schemat 26. Bezchromatograficzny rozdziat kinetyczny racemicznego 1-fenyloetanolu (rac-1a_P6) przeprowadzony w skali 1-gramowej,
katalizowany lipazag B z Candida antarctica z uzyciem a-angelica laktonu i odczynnika Girarda typu P.

Warto doda¢, ze na przyktadzie rozdziatu kinetycznego racemicznego 1-fenyloetanolu (rac-la_P6), w
porownaniu z dotychczas opublikowanymi donorami grupy acylowej, uzyty a-angelica lakton (¥%) wyrdznia si¢
jako jeden z najbardziej obiecujacych reagentow zar6wno pod wzgledem tacznego czasu niezb¢dnego na realizacje
procesu KR i wydzielenie jego produktow, jak i enancjoselektywnosci zastosowanej lipazy (Rysunek 28).
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Rysunek 28. Podsumowanie wynikow bezchromatograficznych rozdzialéw kinetycznych (KR) racemicznego 1-fenyloetanolu (rac-1a_P6)
katalizowanego lipazami z uzyciem niekonwencjonalnych donoréow grupy acylowej. O$ odcigtych przedstawia taczny czas
potrzebny na przeprowadzenie procesu KR racemicznego substratu oraz izolacje jego produktow metoda derywatyzacji
i ekstrakcji ciecz-ciecz. O$ rzgdnych reprezentuje enancjoselektywnos¢ (E) reakcji enzymatycznego KR rac-1a_P6.

Aby przedstawi¢ walory proekologiczne opracowanej metody w porownaniu do klasycznej metody KR
z zastosowaniem octanu winylu oraz chromatografii kolumnowej na etapie oczyszczania produktow,
przeprowadzono odpowiednie bilanse masowe, uwzglgdniajace przede wszystkim zuzycie rozpuszczalnikow
organicznych, katalizatorow, zwiazkéw nieorganicznych (w tym soli, kwasoéw i zasad) oraz innych chemikaliow
organicznych (Schemat 27). Bez watpienia opracowana przeze mnie metoda goruje nad metoda klasyczna pod
wzgledem zuzycia znacznie mniejszych ilosci szkodliwych dla srodowiska rozpuszczalnikéw organicznych.
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Schemat 27. Zestawienie czynnikow srodowiskowych dla opracowanej metodyki "O-PER&SRA" (ang. "One-pot Enzymatic Resolution and
Separation of Racemic sec-Alcohols") oraz konwencjonalnej metody KR z uzyciem octanu winylu i chromatografii kolumnowe;j.
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4.3.4. Podsumowanie.

W cyklu publikacji, ktore stanowig podstawe niniejszego osiagnigcia habilitacyjnego, przedstawitem zastosowanie
metod biokatalitycznych z udziatlem lipaz i dehydrogenaz alkoholowych jako biokatalizatoréw kluczowych
transformacji asymetrycznych, przydatnych w stereokontrolowanej syntezie enancjomerycznie czystych
substancji czynnych lekow zawierajacych drugorzgdowe ugrupowania hydroksylowe i/lub prototypowych
zwigzkow farmakologicznych.

Wigkszo$¢ zoptymalizowanych bioproceséw, w ktorych zastosowano biokatalizatory o odpowiedniej
aktywnosci katalitycznej i stereoselektywnos$ci, pozwolila na otrzymanie chiralnych produktow z wysoka
wydajnoscig oraz doskonatymi nadmiarami enancjomerycznymi, w relatywnie tagodnych warunkach reakcyjnych.
Wszystkie przeprowadzone syntezy zostaty zoptymalizowane zaréwno pod wzgledem wydajnosci, jak i czystosci
enancjomerycznej uzyskiwanych optycznie czynnych produktéw. Nowe chiralne, nieracemiczne pochodne
scharakteryzowano za pomoca metod spektralnych, chromatograficznych oraz chiralooptycznych, okreslajac ich
czysto$¢ enancjomeryczng i przypisujac odpowiednie konfiguracje absolutne.

Najwazniejsze osiggniecia poznawcze wynikajgce z omawianych w przewodniku publikacji to:

1. Opracowanie nowych biokatalitycznych metodologii syntezy substancji czynnych lekow —
zidentyfikowanie i rozwoj efektywnych, stereoselektywnych przeksztatcen asymetrycznych z udziatem
lipaz i/lub dehydrogenaz alkoholowych, prowadzacych do otrzymania nastgpujacych enancjomerycznie
czystych API:

a) tenofowiru;

b) proksyfiliny;

c) dirpofiliny;

d) nikotynianu ksantynolu;
e) propranololu;

f) alprenololu;

g) pindololu;

h) karazololu;

i) moprololu;

j) metoprololu.

2. Poszerzenie zakresu wiedzy podstawowej z chemii medycznej — zaproponowanie praktycznych
strategii syntezy chiralnych substancji czynnych oraz prototypowych zwigzkéw farmakologicznych,
ktére moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad nowymi lekami. Wér6d prototypowych zwigzkow
nalezy wyrdznié:

a) (R)-lizofiling — istniejacy kandydat na lek o dzialaniu przeciwzapalnym oraz
immunomodulujgcym;

b) (R)-izo-moramid — nowozaprojektowany oraz zsyntetyzowany przeze mnie nieracemiczny
analog znanego leku opioidowego (dekstromoramidu).

3. Poszerzenie podstawowej wiedzy dotyczacej stosowalnosci biokatalizatorow — udowodnienie
skutecznosci i wszechstronnos$ci lipaz i dehydrogenaz alkoholowych w biotransformacjach nowych
substratow, co przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia ich mechanizméw dziatania i potencjalu
aplikacyjnego. Do nowo przebadanych zwiazkow, dotad w wigkszosci przypadkow nie testowanych
w reakcjach z uzyciem biokatalizatoréw nalezy zaliczy¢ pochodne:

a) 6-halogeno-9H-puryny [np., 1-(6-chloro-9H-puryn-9-ylo)propan-2-ol, 1-(6-chloro-9H-puryn-9-
ylo)propan-2-on, 1-(6-jodo-9H-puryn-9-ylo)propan-2-ol, 1-(6-jodo-9H-puryn-9-ylo)propan-2-

on];

b) ksantyny [np. 7-(2-hydroksypropylo)-1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion,
1,3-dimetylo-7-(2-oksopropylo)-3,7-dihydro- 1 H-puryno-2,6-dion, 7-(3-chloro-2-
hydroksypropylo)-1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion, 7-(3-chloro-2-oksopropylo)-
1,3-dimetylo-3,7-dihydro- 1 H-puryno-2,6-dion, 1-(5-hydroksyheksylo)-3,7-dimetylo-3,7-
dihydro-1H-puryno-2,6-dion];

c) ftalimidu [np. 2-(3-chloro-2-hydroksypropylo)-1H-izoindolo-1,3(2H)-dion,

2-(3-chloro-2-oksopropylo)-1H-izoindolo-1,3(2H)-dion];
d) morfoliny [np. 1-(morfolin-4-ylo)propan-2-ol].
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4. Charakterystyka nowatorskich zwigzkow chiralnych — synteza i analiza nieracemicznych pochodnych
zawierajacych drugorzedowe ugrupowania hydroksylowe, wraz z doktadnym okresleniem ich czystosci
enancjomerycznej oraz przypisaniem konfiguracji absolutnej za pomoca metod chromatograficznych,
chiralooptycznych, spektralnych i/lub rentgenostrukturalnych.

5. Optymalizacja proceséw biotransformacji — rozwoj skalowalnych bioprocesow, ktore tacza wysoka
wydajnos¢ chemiczng z doskonaly stereoselektywnoscia, umozliwiajac ich potencjalne zastosowanie
w przemysle farmaceutycznym.

6. Zastosowanie metod komputerowych w obliczeniach teoretycznych z zakresu badania wlasciwosci
katalitycznych enzyméw — wykorzystanie zaawansowanych technik, takich jak dokowanie molekularne,
do analizy wpltywu strukturalnych cech chiralnych substratéw i biokatalizatorow na ich wzajemne
oddziatywania w kompleksach biatko-ligand. Wyniki tych obliczen pozwolily na wyjasnienie
mechanizméw stereochemicznej selektywnosci reakcji enzymatycznych oraz identyfikacje czynnikow
odpowiedzialnych za korzystne i niekorzystne interakcje wptywajace na wydajnos$c¢ i stereoselektywnosé
opracowywanych przeze mnie proceséOw biokatalitycznych.

7. Rozwdj nowych procedur w ramach istniejgcych biokatalitycznych strategii:

a) opracowanie oryginalnej dwuenzymatycznej procedury deracemizacji nieaktywnej pochodnej
racemicznego alkoholu II-rzedowego na przykladzie lizofiliny, zrealizowanej poprzez
sekwencyjng kaskade konkurencyjnych reakcji redoks katalizowanych z wykorzystaniem
uktadu lakaza/TEMPO/ADH w procedurze typu "one-pot" — w jednym naczyniu;

b) opracowanie bezchromatograficznego rozdziatu kinetycznego racemicznych alkoholi
katalizowanego przez lipazy z zastosowaniem a-angelica laktonu jako nowego nieodwracalnego
donora acylu, upraszczajacego proces wydzielania oraz oczyszczania produktow KR.

8. Opracowanie postulatu mechanistycznego nowej reakcji chemicznej — na przyktadzie syntezy
optycznie czynnego eterowego analogu dekstromoramidu, zachodzacej w wyniku utleniania
trzeciorzedowego karboanionu N-difenyloacetylo-1-pirolidyny oraz nastepczego regioselektywnego
otwarcia pier§cienia odpowiedniej soli azyrydyniowej, bedacej pochodna morfoliny, w roztworze
natlenowanego dimetylosulfotlenku (DMSO) w warunkach katalizy przeniesienia mi¢dzyfazowego
(PTC). Koncepcja przedstawiona w tej reakcji moze stanowi¢ podstawe do opracowania metod syntezy
lekéw antymuskarynowych opartych na rdzeniu a-hydroksydifenyloacetylowym.

Podsumowujac, opracowanie oraz wdrozenie nowych, praktycznych metodologii syntezy optycznie
czynnych zwigzkow o wysokiej wartosci dodanej w skali laboratoryjnej pozwala z optymizmem planowaé dalsze
syntezy enancjomerycznie wzbogaconych API otrzymywanych w oparciu o nieracemiczne alkohole.
Biorac pod uwage powyzsze fakty, przedstawione przeze mnie osiagni¢cie badawcze odpowiada na aktualne
potrzeby wspoélczesnej nauki w obszarze chemii medycznej, aczac charakter poznawczy z potencjalnym
zastosowaniem praktycznym.

4.4. Obecne i przyszle kierunki badan.

Moje plany naukowe na najblizsze lata obejmuja szeroko zakrojone prace nad rozwojem chemoenzymatycznych
oraz fotobiokatalitycznych metod syntezy optycznie czynnych zwiazkow o znaczeniu biologicznym,
ze szczegblnym uwzglednieniem pochodnych o udokumentowanej aktywnosci farmakologicznej i biocydowe;.
W tym kontekscie planuj¢ kontynuowac poglebione badania nad opracowywaniem alternatywnych metod syntezy
enancjomerycznie czystych API oraz ich chiralnych prekursorow.

W ramach doskonalenia nowych strategii syntezy optycznie czynnych zwiazkow o wysokiej wartosci
dodanej zamierzam skupi¢ swojg aktywnos¢ badawcza na projektowaniu oraz zastosowaniu multienzymatycznych
procesow kaskadowych, wykorzystujgcych potencjal biokatalityczny hydrolaz (m.in. lipaz, esteraz, proteaz),
oksydoreduktaz (m.in. dehydrogenaz alkoholowych, ketoreduktaz, ene-reduktaz, dehydrogenaz aminowych),
transferaz (m.in. transaminaz, acylotransferaz) oraz oksydaz (m.in. lakaz, oksydaz aldehydowych) i in.

Obecnie od ponad roku realizuje projekt naukowy NCN OPUS 24, koncentrujacy si¢ na potaczeniu dwoch
strategii katalitycznych — fotokatalizy oraz biokatalizy. Jak dotad moim najwickszym osiggnieciem badawczym
w ramach tego projektu bylo opracowanie nowej foto-biokatalitycznej metody deracemizacji alkoholi
Il-rzgdowych z wykorzystaniem $wiatta widzialnego oraz rekombinowanych dehydrogenaz alkoholowych,
opublikowanej w ACS Catal. 2024, 3, 1808—1823 (doi: 10.1021/acscatal.3c05100).
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Drugim przetomowym odkryciem dokonanym w trakcie badan realizowanych w ramach projektu OPUS

24 bylo opracowanie biokatalitycznego dynamicznego rozdziatu kinetycznego (DKR) racemicznych alkoholi
drugorzedowych w $rodowisku wodnym, opublikowanego w Angew. Chem. Int. Ed. 2025, 64, €202420133
(doi: 10.1002/anie.202420133).

4.5. Plany badawcze na najblizsze lata.

1.

Rozszerzenie badan nad opracowywaniem foto-biokatalitycznych metod syntezy optycznie
czynnych alkoholi oraz amin w sekwencyjnej procedurze typu "one-pot". W ramach tych badan
planuj¢ przeprowadzi¢:

a) fotoindukowane utlenianie terminalnych alkenow i/lub octanéw enoli do zwiazkow
karbonylowych oraz nastgpcze biokatalityczne transwodorowanie i/lub aminowanie redukcyjne
przejsciowych, prochiralnych ketonéw z wykorzystaniem odpowiednich rekombinowanych
dehydrogenaz alkoholowych (ADHs) i/lub aminotransferaz (TAs) jako biokatalizatorow
w wodnych roztworach buforowych;

b) indukowane $wiattem dekarboksylatywne utlenianie kwaséw karboksylowych sprzezone ze
stereoselektywng  bioredukcja  katalizowang przez ADHs lub  asymetrycznym
biotransaminowaniem katalizowanym przez TAs;

¢) multienzymatyczne reakcje kaskadowe realizowane z wykorzystaniem lakaz, lipaz oraz
transaminaz, a takze §wiatla czerwonego, bez dodatku fotokatalizatorow;

d) projektowanie, synteza oraz badanie wlasciwosci fotokatalitycznych nowych, w petni
rozpuszczalnych w wodzie, niemetalicznych fotokatalizatoréw otrzymywanych na bazie rdzenia
9-fluorenonu oraz ich zastosowanie w reakcjach kaskadowych z udziatem enzymow;

e) proby intensyfikacji fotokatalitycznych reakcji redoks z wykorzystaniem pilotazowego reaktora
przeptywowego do prowadzenia procesOw w systemach przeplywu ciaglego.

Badania wtasciwos$ci biokatalitycznych wariantéw acylotransferazy pochodzacej z Mycobacterium
smegmatis (MsAcT) w reakcjach nienatywnych prowadzonych w wodnych roztworach buforowych
bez dodatku rozpuszczalnika organicznego.

W tym konteksécie przeprowadzone zostang proby odkrycia nowej aktywnosci katalitycznej
wariantow MsAcT w reakcjach multikomponentowych (np. Kabachnik—Fieldsa, Passeriniego,
Biginellego, Hantzscha, Mannicha, Ugiego itp.), reakcjach domino (np. Thia-Michael-Henry),
a takze w klasycznych kondensacjach (np. Michaela, Aza-Michaela, Morita—Baylis—Hillmana,
Knoevenagela, Knoevenagel-Phospha—Michacela, aldolowej, nitro-aldolowej Henriego itp.).

Projektowanie multienzymatycznych reakcji kaskadowych w syntezie enancjomerycznie czystych
amido- oraz aminoalkoholi, z wykorzystaniem uktadow biokatalitycznych ztozonych z:

a) dehydrogenaz alkoholowych (ADHs), ene-reduktaz (EREDs) oraz hydrataz nitrylowych
(NHaz);

b) dehydrogenaz alkoholowych oraz nitroreduktaz.
Projektowanie, synteza oraz zastosowanie nowych donorow acylu dedykowanych
enancjoselektywnej transestryfikacji katalizowanej lipazami w warunkach kontroli kinetycznej,

w celu uproszczenia metod wydzielania oraz oczyszczania nieracemicznych produktéw procesow
typu KR.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegolnoS$ci zagranicznej.

W trakcie swojej kariery naukowej odbylem dwa krotkoterminowe staze naukowe:
zagraniczny (S1) oraz krajowy (S2).

Pierwszy ze stazy (S1) zostal zrealizowany w 2009 roku (trwatl 4 miesigce)
w Laboratoire de Chimie Bioorganique et Bioinorganique (LCBB) na Uniwersytecie Paris-Sud
11 we Francji, w ramach projektu pt. , Synthesis and evaluation of new inhibitors of the
glycolytic enzyme — D-2-phosphoglycerate enolase”, ktorego kierownikiem byt prof. Michel
Therisod. Moim bezposrednim opickunem naukowym w laboratorium LCBB byt
mgr inz. Gabin Mabiala — éwczesny doktorant prof. M. Therisoda. Podczas pobytu we Francji
moim zadaniem bylo opracowanie wieloetapowej metody syntezy oraz badanie aktywnosci
biologicznej nowych inhibitorow enolazy D-2-fosfoglicerynianowej, ktore mialy stanowié
prototypowe zwigzki lecznicze stosowane przeciwko $widrowcowi gambijskiemu
(Trypanosoma brucei gambiense) oraz swidrowcowi rodezyjskiemu (Trypanosoma brucei
rhodesiense), wywotujacemu  $pigczke  afrykanska  (trypanosomoze  afrykanska).
Dzigki pobytowi w grupie badawczej prof. Therisod poznalem wiele nowych technik
badawczych, w szczeg6lnosci metody syntezy i identyfikacji matoczasteczkowych zwigzkow
fosfoorganicznych, a takze sposoby okre§lania ich aktywnos$ci inhibitorowej wobec
izolowanych  enzyméw w  biochemicznych testach  przesiewowych in  vitro.
Staz ten pozwolil mi udoskonali¢ warsztat badawczy oraz pozna¢ organizacj¢ pracy
w laboratorium zrzeszajagcym mi¢dzynarodowy zespot badawczy.

Z kolei w ramach stazu naukowego S2, odbytego w Laboratorium Badan Strukturalnych
i Biochemicznych (LBSBio) Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu
Warszawskiego (CNBCh UW), §cisle wspotpracowatem z dr. inz. Janem Kutnerem z zespotu
prof. dr. hab. Krzysztofa Wozniaka. Wspdlnie z dr. Kutnerem realizowalismy projekt badawczy
pt. "Otrzymywanie oraz biotechnologiczne zastosowanie nowych oksydoreduktaz
bakteryjnych”. Staz mial charakter kilku krotkoterminowych wizytacji w laboratoriach
LBSBio, ktore odbywaty si¢ spontanicznie w latach 2018-2019. Dzigki tym pobytom zdobytem
doswiadczenie w podstawowych technikach hodowli komorek mikroorganizmow,
produkcji 1 oczyszczania rekombinowanych bialek, a takze w zrobotyzowanych metodach
hodowli monokrysztalow kompleksow enzymoéw z maloczasteczkowymi ligandami 1/lub
kofaktorami. Moim gtéwnym zadaniem w ramach prowadzonych wspolnie badan byto
zastosowanie nowych rekombinowanych reduktaz glioksalanu/hydroksypirogronianu
w reakcjach biotransformacji, wykorzystujacych pochodne kwasu fenylopirogronowego jako
substraty. Warto doda¢, ze wspotpraca zaowocowata ztozeniem przez dr Kutnera wspdlnego
wniosku projektowego do Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu Opus oraz
publikacjg P20, ktéra dotyczyta jeszcze innej tematyki badawczej.

Podsumowujac, interdyscyplinarny charakter prowadzonych przeze mnie badan wymagat
nawigzania wspOtpracy krajowej jak i zagranicznej z réznymi os$rodkami badawczymi.
Od poczatku prowadzonej przeze mnie dziatalnosci naukowe;j (tj. od kwietnia 2010 r.) realizuje
badania w oparciu o wspotprace prowadzone z naukowcami z innych jednostek w kraju
I z zagranicy, a wymiana doswiadczen oraz potencjalu badawczego byta i jest podstawa
efektywnej realizacji szeregu projektow oraz inicjatyw badawczych.

Warto podkresli¢, ze doswiadczenie zdobyte podczas aktywnosci naukowej w rdznych
jednostkach badawczych znaczaco przyczynito si¢ do mojego rozwoju jako naukowca.
Miato to rowniez bezposrednie przetozenie na objgcie przeze mnie stanowiska kierownika
"Laboratorium Biokatalizy i Biotransformacji” (tzw. "LBB WUT") w Katedrze Biotechnologii
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Srodkéw Leczniczych i Kosmetykéw na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskie;j,
ktore sprawuje od 2020 roku do dzis.

5.1. Wspolpraca z zagranicznymi oSrodkami naukowymi (Zalacznik 6c¢).

Z1. Prof. Wolfgang Kroutil (Institute of Chemistry, Organic and Bioorganic Chemistry,
Karl-Franzens-Universitit Graz, Austria) — Wspotpraca w zakresie biotechnologicznego
zastosowania rekombinowanych enzymow, gt. dehydrogenaz alkoholowych (2019—do teraz).
Wspdlne publikacje: P1, P3, P4, P5, P10, P13, P14, P15, P18 oraz P23.

5.2. Wspolpraca z krajowymi osrodkami naukowymi.

Z2. Prof. dr hab. Maciej Szaleniec (Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera PAN, Krakoéw) — Wspotpraca w zakresie biokatalitycznego otrzymywania chiralnych
alkoholi z wykorzystaniem rekombinowanej dehydrogenazy (S)-1-fenyloetanolowej
w stereoselektywnej redukcji ketonow oraz ketoestrow (2012—do teraz). Wspolne publikacje:
P23 oraz P26.

Z3. Prof. dr hab. Monika Staniszewska [Centrum Zaawansowanych Materialow i Technologii
Politechniki Warszawskiej (CEZAMAT)] — wspotpraca w zakresie badania aktywnos$ci
przeciwgrzybiczej nowych zwiazkow o potencjalnej aktywnosci inhibitorowej wobec
kalcyneuryny (2017—do teraz). Wspdlne publikacje: P24 oraz P28. Wspolne patenty: Patl.

Z4. Dr inz. Jan Kutner z zespotu prof. dr hab. Krzysztofa Wozniaka [Laboratorium Badan
Strukturalnych i Biochemicznych (LBSBio) Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych
Uniwersytetu Warszawskiego (CNBCh UW)] — wspotpraca w zakresie otrzymywania i
biotechnologicznego zastosowania oksydoreduktaz bakteryjnych z nowych podrodzin reduktaz
glioksalanu/hydroksypirogronianu (2018-2022). Wspdlne publikacje: P20.

Z5. Dr inz. Joanna Bojarska (Instytut Chemii Ogoélnej i Ekologicznej, Wydzial Chemiczny;
Politechnika £.6dzka) — wspoétpraca w dziedzinie krystalografii zwigzkéw matoczasteczkowych
i biomakroczasteczek (2021—-obecnie). Wspoélne publikacje: P11, P19, oraz P22.

Z6. Dr hab. Mirostawa Barbara Koronkiewicz (Zaktad Biotechnologii Lekow i Bioinformatyki,
Narodowy Instytut Lekow w Warszawie) — Wspotpraca w zakresie cytometrii przeptywowe;j
oraz mikroskopii w badaniach nowych zwigzkoéw cytotoksycznych z grupy inhibitorow kinaz
biatkowych CK-2 oraz PIM-1 (2018-obecnie). Wspdlne publikacje: P16, P21, P24 oraz P28.
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6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

6.1. Dzialalnos$¢ dydaktyczna.

Dziatalno$¢ dydaktyczng rozpoczatem jeszcze na etapie realizacji swojej pracy doktorskiej
(tj. od kwietnia 2019 r. do lutego 2016 r.), w trakcie ktorej pelnitem role opiekuna naukowego
prac dyplomowych na stopien inzyniera (6 szt.) oraz magistra (1 szt.).

Od momentu zatrudnienia na stanowisku adiunkta badawczo-dydaktycznego
(listopad 2016 r.) moja dziatlalno$¢ dydaktyczna skupiona jest gtownie na pigciu obszarach
ksztatcenia studentéw i/lub przysztej kadry akademickiej: wyktadach (W1-W4), ¢wiczeniach
laboratoryjnych  (L1-L4), <¢wiczeniach projektowych (PR1), promotorstwie prac
dyplomowych na stopien inzyniera (D11-D115) oraz magistra (DM1-DM13), a takze petnieniu
funkcji promotora pomocniczego w przewodach doktorskich (SD1-SD3).

6.1.1. Przedmioty wykladowe.

WL1. "Technologia i Biotechnologia Surowcow Naturalnych" (kod przedmiotu: 1020-BIBTC-
MSP-1007) dla studentow studiow stacjonarnych II-stopnia semestru 1 — Kkierunku:
"Biotechnologia”, specjalnosci: "Biotechnologia Chemiczna — Leki i Kosmetyki" realizowane
na Wydziale Chemicznym, PW (od 2016 r. do dzisiaj). Wymiar godzinowy: 15 godzin.
Rola: koordynator/wspotprowadzacy.

W2. "Rola Mikroorganizmoéw i Enzyméw w Biogospodarce™ (kod przedmiotu: 1110-BG000-
ISP-3309) dla studentow studiow stacjonarnych — Kierunku: Biogospodarka realizowane
rownolegle na pieciu Wydziatach: (i) Wydziale Chemicznym, PW; (ii)) Wydziale
Biotechnologii i Nauk o Zywnoséci, PW — Wydziat Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki i
Inzynierii Srodowiska, PW; (iii) Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesowej, PW;
(iv) Wydziale Inzynierii Materialowej, PW oraz (v) Wydziale Zarzadzania 1 Organizacji
Produkc;ji, Politechniki £.odzkiej (PL) (od 2019 r. do 2023 r. — nabor na kierunek studiow zostat
zawieszony). Wymiar godzinowy: 10 godzin z 30 godzin. Rola: wspotprowadzacy.

Wa3. "Podstawy Technologii Lekéw i Biocydow" (kod przedmiotu: 1020-BIOBZ-1SP-7002) dla
studentow studiéow stacjonarnych I-stopnia semestru 7 — kierunku: "Biotechnologia”,
realizowane na Wydziale Chemicznym, PW (od 2023 r. do dazisiaj).
Wymiar godzinowy: 15 godzin z 30 godzin. Rola: koordynator/wspotprowadzacy.

W4. "Leki — Od Pomystu do Apteki” (kod przedmiotu: 1020-TCCHM-MSP-1003) dla
studentoéw studiow stacjonarnych II-stopnia semestru 1 — kierunku: "Technologia Chemiczna",

specjalnosci: "Chemia Medyczna™; realizowane na Wydziale Chemicznym, PW (od 2024 r. do
dzisiaj). Wymiar godzinowy: 30 godzin. Rola: koordynator/wspotprowadzacy.

6.1.2. Cwiczenia laboratoryjne.

L1. "Laboratorium Specjalistyczne” (kod przedmiotu: 1020-BIBTC-MSP-1001) dla studentow
studiow stacjonarnych II-stopnia semestru 1 — Kkierunku: Biotechnologia, specjalnosci:
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Biotechnologia Chemiczna - Leki i Kosmetyki realizowane na Wydziale Chemicznym, PW (od
2016 r. do 2022 r. — czasowo zwolniony z uwagi na obnizone pensum dydaktyczne z tytutu
pehnienia funkcji kierownika projektu NCN SONATA 15).

L2. "Rola Mikroorganizméw i Enzymow w Biogospodarce — Laboratorium™ (kod przedmiotu:
1110-BGO000-ISP-3309) dla studentow studiow stacjonarnych — Kierunku: Biogospodarka
realizowane rownolegle na pigciu Wydziatach (patrz wyzej) (od 2019 r. do 2023 r. — nabor na
kierunek studiow zostat zawieszony).

L3. "Chemia organiczna Il - laboratorium" (kod przedmiotu: CH.BIOB00S) dla studentow
studiow stacjonarnych I-stopnia semestru 6 — kierunku: Biotechnologia realizowane na
Wydziale Chemicznym, PW (od 2016 r. do do 2021 r. — czasowo zwolniony z uwagi na
obnizone pensum dydaktyczne z tytulu petnienia funkcji kierownika projektu NCN SONATA
15).

L4. "Laboratorium podstaw syntezy i technologii zwigzkow biologicznie czynnych"
(kod przedmiotu: 1020-TCLAB-ISP-6002) dla studentow studiow stacjonarnych I-stopnia
semestru 6 — kierunku: Technologia Chemiczna realizowane na Wydziale Chemicznym, PW
(od 2024 r. do dzisiaj).

6.1.3. Cwiczenia projektowe.
PRL1. "Projektowanie Procesow Biotechnologicznych™ (kod przedmiotu: 1020-BI000-ISP-

6005) dla studentoéw trzeciego roku studiéw stacjonarnych kierunku: Biotechnologia (od 2016
r.do 2021 r. — czasowo zwolniony z uwagi na obnizone pensum dydaktyczne z tytutu petnienia

funkgcji kierownika projektu NCN SONATA 15).
6.1.4. Promotor prac dyplomowych na stopien inZyniera.

DI1. "Charakterystyka pochodnych 1,3-dimetyloksantyn pod kgtem aktywnosci przeciw
Candida spp.” — Magdalena Lis (2016/2017; numer dyplomu: 80441).

DI12. "Construction of the translational fusions of the potential ParB partners in vectors used
for in vivo testing of protein-protein interactions in BACTH system™ — Olga Sokolnicka
(2017/2018; numer dyplomu: 80446).

DI3. "Chemoenzymatyczna synteza optycznie czynnej diprofiliny i ksantynolu™ — Mateusz
Mtynek (2018/2019; numer dyplomu: 87583).

DI14. "Chemoenzymatyczna synteza alkoholi homopropargilowych™ — Marta Wisniewska
(2018/2019; numer dyplomu: 88476).

DI5. "Indukowane swiattem alkilowanie bogatych w elektrony zwigzkow heteroaromatycznych
diazoestrami™ — Jakub Durka (2018/2019; numer dyplomu: 94133).

DI16. "Otrzymywanie modyfikowanych super-kwaséw oraz proby ich zastosowania jako
katalizatorow racemizacji w enzymatycznym dynamicznym rozdziale kinetycznym alkoholi
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homopropargilowych"” — Klaudia Stachnik (obecnie Dobrzynska) (2018/2019; numer dyplomu:
94167).

DI17. "Opracowanie nowej syntezy optycznie czynnego inhibitora kinazy kazeinowej CK-2-(S)-
2-(2-hydroksyprop-1-ylamino)-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu” —  Patrycja  Puk
(2019/2020; numer dyplomu: 100949).

DI8. "Badania nad oddziatywaniem kinazy biatkowej CK2 z halogenowanymi pochodnymi
zwigzkow heterocyklicznych™ — Magda Wojtczak (2019/2020; numer dyplomu: 105783).

D19. "Chemoenzymatyczna synteza optycznie czynnych alkoholi allenowych z zastosowaniem
rekombinowanych oksydoreduktaz™ — Natalia Antos (2021/2022; numer dyplomu: 111676).

DI110. "Optymalizacja technologii otrzymywania prekursorow lekow przeciwcukrzycowych" —

Karolina Kinga Kasperek (2022/2023; numer dyplomu: 94167).

DI11. "Modyfikacje powierzchni elektrod ITO z wykorzystaniem aptameru DNA do zastosowan
bio i chemoczujnikowych™ — Monika Pawlonka (2023/2024; numer dyplomu: 102C-ISP-
B1/310315/1216549).

DI112. "Optymalizacja poczgtkowych etapéw technologii otrzymywania substancji aktywnej o
dziataniu przeciwbolowym™ — Mitosz Szymajda (2024/2025; numer dyplomu: 102E-ISP-
TC/310143/1216357).

DI113. "Fotochemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie czystych alkoholi z zastosowaniem
swiatta widzialnego oraz dehydrogenaz alkoholowych" — Julia Skrzypek (2024/2025; numer
dyplomu: 102D-ISP-TC/318253/1248243).

DI14. "Fotochemoenzymatyczna synteza optycznie czynnych amin z zastosowaniem swiatla
widzialnego oraz rekombinowanych w-transaminaz" — Patryk Swistak (2024/2025; numer
dyplomu: 102D-ISP-TC/318314/1269256).

DI15. "Synteza allenow i ich reakcje z oksadiazolinami indukowane swiattem" — Aleksander
Mitroo (2024/2025; numer dyplomu: 102D-1SP-TC/127776).
6.1.5. Promotor prac dyplomowych na stopien magistra.

DML1. "Synteza optycznie czynnego prekursora [-blokerow" — Natalia Popow (2017/2018;
numer dyplomu: 90877).

DM2. "Charakterystyka biatek PA0124 i PA0I25 w Pseudomonas aeruginosa" — Agata
Gruszczynska (2017/2018; numer dyplomu: 87040).

DM3. "Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznej (R)-lizofiliny" — Beata Zdun
(2018/2019; numer dyplomu: 99195).

DMA4. "Chemoenzymatyczna synteza optycznie czynnych y-arylo-y-butyrolaktonow z uzyciem
komorek mikroorganizmow oraz rekombinowanych dehydrogenaz alkoholowych" — Natalia
Telatycka (2018/2019; numer dyplomu: 107776).
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DMS. "Enzymatyczny rozdziat kinetyczny racemicznego naproksenu" — Piotr Marcin Ciesla
(2019/2020; numer dyplomu: 102887).

DM6. "Chemoenzymatyczna synteza 2-[(2S)-3-chloro-2-hydroksypropylo]-1H-izoindolo-
1,3(2H)-dionu jako potencjalnie uzytecznego prekursora w syntezie enancjomerycznych [3-
blokeréw" — Magdalena Wiklinska (2019/2020; numer dyplomu: 102794).

DM?7. "Niestandardowa reakcja cyklopropanow donorowo-akceptorowych z akceptorami
Michaela" — Jakub Durka (2019/2020; numer dyplomu: 103761).

DMS8. "Enzymatyczna deracemizacja alkoholi ll-rzedowych z zastosowaniem katalitycznego
uktadu tandemowego (lakaza/TEMPO)-ketoreduktaza™ — Aleksandra Rudzka (2020/2021;
numer dyplomu: 109655).

DMO. "Synteza potencjalnych inhibitorow kinazy kazeinowej CK2 oraz badania ich aktywnosci
przeciwnowotworowej na komorkach biataczki limfoblastycznej oraz raka piersi™ — Kristina

Fateyeva (2020/2021; numer dyplomu: 111065).

DM10. "Halogenowe pochodne zwigzkow heterocyklicznych. Synteza oraz badanie ich
oddziatywania z modelowym biatkiem" — Agnieszka Pizon (2021/2022; numer dyplomu:
116274).

DM11. "“Synteza optycznie czynnych alkoholi z uZyciem fotochemicznych oraz
biokatalitycznych reakcji redoks" — Natalia Antos (2022/2023; numer dyplomu: 119976).

DM12. "Projektowanie in silico inhibitorow opartych na peptydach ukierunkowanych na
interakcje biatko-biatko kompleksu HadAB z Mycobacterium tuberculosis” — Syifa Najla
Agdhiani (2023/2024; numer dyplomu: praca utajona).

DM13. "Opracowanie chemoenzymatycznej syntezy optycznie czynnych alkoholi 1,2,3,4-
tetrahydrochinolinowych z zastosowaniem rozdziatow kinetycznych katalizowanych lipazami"

— Izabela Kopiniska (2023/2024; numer dyplomu: 102D-MSP-B1/291617/1237316).

6.1.6. Promotor pomocniczy doktoratéw.

SD1. Doktorat realizowany w Szkole Doktorskiej Nr 1 w Dyscyplinie Nauki Chemiczne.

Imig¢ i nazwisko doktoranta: mgr inz. Beata Zdun (Numer albumu: KD-230).

Imig¢ i nazwisko promotora: dr hab. Monika Staniszewska.

Tytul rozprawy doktorskiej: "Opracowanie nowych chemoenzymatycznych metod syntezy
substancji  czynnych lekow z zastosowaniem hydrolaz oraz oksydoreduktaz jako
biokatalizatorow".

Przewidywany rok obrony: 2025

Pani mgr inz. Beata Zdun jest jednym z kilku wykonawcow projektu naukowego NCN
SONATA 15 pt. "Nowe chemoenzymatyczne strategie w asymetrycznej syntezie wybranych
farmaceutykow z zastosowaniem rekombinowanych oksydoreduktaz i hydrolaz jako
biokatalizatorow" (grant G2 z wykazu osiagnie¢ — Zatacznik Nr 4).
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SD2. Doktorat realizowany w Szkole Doktorskiej Nr 1 w Dyscyplinie Nauki Chemiczne.

Imig¢ i nazwisko doktoranta: mgr inz. Aleksandra Rudzka (Numer aloumu: KD-458).

Imie i nazwisko promotora: dr hab. Monika Staniszewska.

Tytut rozprawy doktorskiej: “Zastosowanie enzymatycznych reakcji redoks w biokatalitycznej
syntezie chiralnych blokow budulcowych o wysokiej wartosci dodanej".

Przewidywany rok obrony: 2026

Pani mgr inz. Aleksandra Rudzka byta jednym z wykonawcow G2 (patrz wyzej) oraz jest
obecnie jednym z trzech wykonawcoéw projektu naukowego YOUNG PW
pt. "Biotechnologiczne Zastosowanie Nowego Wariantu Rekombinowanej Dehydrogenazy
Alkoholowej z Lactobacillus kefir w Asymetrycznej Syntezie Optycznie Czynnych Zwigzkow o
Wysokiej Wartosci Dodanej” (grant G5 z wykazu osiggnie¢ — Zalgcznik Nr 4) oraz projektu
naukowego NCN Opus 24 pt. "Moc Hybrydy - Opracowanie Nowatorskich
Multienzymatycznych Reakcji Kaskadowych oraz Fotobiokatalitycznych Systemow Redoks do
Asymetrycznej Syntezy Optycznie Czynnych Zwigzkow o Wysokiej Wartosci Dodanej
("EnzCasc-Photo4BioCat")" (grant G1 z wykazu osiggnie¢ — Zatacznik Nr 4).

SD3. Doktorat realizowany w Szkole Doktorskiej Nr 1 w Dyscyplinie Nauki Chemiczne.
Imi¢ i nazwisko doktoranta: mgr inz. Natalia Antos (Numer albumu: KD-879).

Imi¢ i nazwisko promotora: dr hab. inz., prof. uczelni Krzysztof Durka.

Tytut rozprawy doktorskiej: "Rozwdj fotobiokatalitycznych systemow redoks W asymetrycznej
syntezie optycznie czynnych zwigzkéw o wysokiej wartosci dodanej*.

Przewidywany rok obrony: 2028

Pani mgr inz. Natalia Antos jest jednym z wykonawcow grantow G1 oraz G5 (patrz wyzej).

6.1.7. Autorstwo skryptow, podrecznikow i innych materialéw dydaktycznych.

M1. Jestem autorem opracowania dydaktycznego pt. ,,Podstawy katalizy enzymatycznej
z udziatem lipaz”, shuzacego jako dodatkowe Zrodlo wiedzy przydatne w prowadzeniu zajecé
laboratoryjnych z przedmiotu: ,Laboratorium Specjalistyczne” (kod przedmiotu:
1020-BIBTC-MSP-1001). Niniejszy materiat dydaktyczny stanowi¢ bedzie podstawe do
przygotowania nowego skryptu dydaktycznego wydawanego przez Oficyng PW.

6.2. Dzialalno$¢ popularyzatorska.

W latach 2017-2021 wspotprowadzitem warsztaty szkoleniowe i popularno-naukowe
(WN1-WN4) promujace chemi¢ organiczng oraz biotechnologi¢ wsrod uczniow szkot
ponadpodstawowych.

WNL1. Prowadzacy warsztaty popularno-naukowe pt.: "Od pomystu do apteki — czyli jak
projektuje sie wspélczesne leki™ w ramach programu "Sciezki Kopernika™ realizowanego przy
Projekcie "SmartUp Academy” (POWR.03.01.00-00-C087/16) - projekt skierowany
do ucznidow szkét ponadpodstawowych realizowany we wspodtpracy z Fundacja Adamed
w latach 2017-2018.

WN2. Prowadzacy warsztaty popularno-naukowe pt.: "Projektowanie wspofczesnych lekow
oraz biotechnologiczne strategie ich otrzymywania™ w ramach Projektu "Warsztaty naukowe
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SmartUp Academy" (POWR.03.01.00-00-T009/18) — projekt skierowany do uczniow szkot
ponadpodstawowych z calej Polski realizowany we wspolpracy z Fundacja Adamed
w latach 2019-2021.

WN3. Opiekun naukowy wolontariuszy naukowych uczeszczajacych w  ramach
tzw. "Chemicznych Stazy Badawczych dla Uczniow" sposrdéd wybitnych uczniéw warszawskich
szkot srednich (m. in. V Liceum Ogodlnoksztatcgce im. Ksigcia Jozefa Poniatowskiego oraz
XIV LO im. Stanistawa Staszica w Warszawie) — projekt wspierany z inicjatywy Dziekana
Wydziatu Chemicznego, PW oraz koordynowany przez Stowarzyszenie Studentow
i Absolwentow Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej "Klatrat" (dwie edycje w
latach 2020-2021). Z jednym z uczniow, biorgcym udzial w niniejszym stazu (tj. Maciejem
Kraszewskim), opublikowali$my razem dwuautorskg pracg naukowa w czasopismie ARKIVOC
2019, (vi), 288-305. doi: 10.24820/ark.5550190.p011.059 (publikacja P26).

WN4. Jestem rowniez twoércg oraz administratorem Stron internetowych mojego zespotu
badawczego: "Laboratory of Biocatalysis and Biotransformation — The Borowiecki Research
Group" (https:/Ibb-wut-borowiecki.ch.pw.edu.pl/) oraz Katedry Biotechnologii Srodkéow
Leczniczych i Kosmetykow (https://kbslik.ch.pw.edu.pl/), ktore promujg badania naukowe dla
szerszej spotecznosci.

6.3. Funkcje organizacyjne na Uczelni.

F1. Cztonek Rady Naukowej Dyscypliny (RND) Nauki Chemiczne na Wydziale Chemicznym,
PW (od 2020 r. do teraz).

F2. Cztonek Rady Wydziatu na Wydziale Chemicznym, PW (od 2024 r. do teraz).

F3. Cztonek Komisji nr 1 ds. "Srodokresowej Oceny Doktoratow Szkoty Doktorskiej Nr 1
na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej" (lata 2021-2024).

F4. Cztonek Zespotu ds. "Wspoélpracy z przemystem” (lata 2021-2024).
F5. Cztonek Zespotu ds. "Zakupu aparatu 400 MHz NMR" (2025).
F6. Cztonek Zespotu ds. "Polityki Naukowej Wydziatu Chemicznego" (2025).

F7. Przedstawiciel Rady Wydziatu w Radzie Naukowej Oficyny Wydawniczej PW (2025).
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

7.1. Nagrody i wyrdznienia (Zalacznik 7a).

N1. Stypendysta projektu systemowego organizowanego przez Samorzad Wojewddztwa
Mazowieckiego: "Rozwdj nauki — rozwojem regionu — stypendia i wsparcie towarzyszqce dla
mazowieckich doktorantow" realizowanego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki
2007-2013 (Priorytet VIII Regionalne kadry gospodarki, Dziatania 8.2 Transfer wiedzy,
Poddziatanie 8.2.2 Regionalne Strategie Innowacji).

N2. Wyrdzniony nominacjg do "Nagrody i Medalu im. Stanistawa Binieckiego" W uznaniu za
niezwykle warto$ciowy dorobek naukowy w dziedzinie chemii lekdw. Nominacja wrgczona
podczas "X Multidyscyplinarnej Konferencji Nauki o Leku™ organizowanej przez Instytut
Farmaceutyczny w Warszawie (Korytnica k/Szydtowa w dniach 15-19 maja 2016 r.).

N3. Laureat "Nagrody Prezesa Rady Ministréw za Rozprawe Doktorskg za Rok 2016™.

N4. Laureat "Nagrody Indywidualnej Stopnia I" JM Rektora PW za wyr6zniajace osiggnigcia
naukowe w latach 2020-2021, majace istotny wplyw na obecny stan wiedzy i dalszy rozwoj
kierunkoéw badan w dziedzinie biokatalizy.

N5. Laureat I-szej edycji konkursu "Najlepsi z najlepszych PW" finansowanych ze $rodkoéw
"Inicjatywa doskonato$ci—uczelnia badawcza" (IDUB PW).

N6. Laureat "Nagrody Indywidualnej Stopnia I JM Rektora PW za wyrdzniajace osiggnigcia
naukowe w latach 20222023, majace istotny wplyw na obecny stan wiedzy i dalszy rozwoj
kierunkéw badan w dziedzinie biokatalizy.

N7. Laureat "Nagrody Zespolowej Stopnia 1" JM Rektora PW za wyr6zniajace osiggnigcia
naukowe w latach 2022—2023.

7.2. Wyroéznione artykuly naukowe (Zalacznik 7Db).

OL1. Projekt oktadki tylnej ("Back Cover") artykutu ACS Sustain. Chem. Eng. 2021, 9, 10276—
10290. doi: 10.1021/acssuschemeng.1c02845.
Zrodlo: https://pubs.acs.org/toc/ascecg/9/30.

O2. Projekt oktadki przedniej ("Front Cover") artykutu ChemBioChem 2024, 25, e202400394.
qloi: 10.1002/cbic.202400394.
Zrodto: https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cbic.202482001.

O3. Projekt oktadki przedniej wewnetrznej (“Inside Front Cover") artykutu Angew. Chem. Int.
Ed. 2025, 64, €202420133. doi: 10.1002/anie.202420133ACS.
Zrodto: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/anie.202424922.
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Pawet Borowiecki Zalgcznik nr 3: Autoreferat

7.3. Odbyte kursy i szkolenia (Zalacznik 7d).

S1. Szkolenie z zakresu: "Pozyskiwania srodkow na innowacyjne badania naukowe,
komercjalizacje oraz marketing innowacji" (Certyfikat nr 342/20140427).

S2. Szkolenie z zakresu: "Skutecznej komunikacji z biznesem" (Certyfikat nr 342/20140517).

S3. Szkolenie z zakresu: "Zasad, regulacji prawnych dotyczqce witasnosci intelektualnej oraz
ochrony patentowej" (Certyfikat nr 342/20140707).

(podpis wnioskodawcy)
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