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4.  Omowienie osiggniec, 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.

2 2020 r. poz. 85 z p6zn. zm.)

(Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnieé, jak i w sposob
precyzyjny okresla¢ indywidualny wkiad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane osiggnigcie jest
dzietem wspotautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu catej kariery

zawodowej.)

4.1. Tytul osiggnigcia naukowego/artystycznego

Biokatalityczne otrzymywanie hydroksyfosfinianow i hydroksyfosfonianéw z zastosowaniem lipaz
| calych komorek bakterii o wlasciwosciach lipolitycznych oraz okreslanie konfiguracji absolutnej

powstalych produktow

4.2.  Cykl powigzanych tematycznie artykutdéw naukowych

Zgodnie z art. 219 ust. 1 pkt 2b Ustawy - Prawo o szkolnictwie Wyzszym (Dz. U. 2018 poz. 1668)
oraz zgodnie z art. 179 ust. 6 pkt 2a i 2b Ustawy z dnia 3 lipca 2018 - Przepisy wprowadzajace Ustawe
(Dz. U. 2018 poz. 1669, z pézn. zm.) wraz z okresleniem indywidualnego merytorycznego wktadu

w ich powstanie.

H1  Majewska P.*, Doskocz M., Lejczak B., Kafarski P.; Enzymatic resolution of
o—hydroxyphosphinates with two stereogenic centers and determination of absolute
configuration of obtained stereoisomers; Tetrahedron: Asymmetry; 20 (2009) 1568-1574.

IF: 2,625; liczba cytowan: 13; MNiISW: 25

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegat na:

a) zaplanowaniu i wykonaniu wszystkich doswiadczen poza zastosowaniem technik chemii
teoretycznej (badania obliczeniowe),

b) analizie i interpretacji wszystkich do§wiadczen opisanych w manuskrypcie,
C) napisaniu rozdziatbw manuskryptu poza rozdziatami 2.4 1 3.6.
d) udziale w redagowaniu manuskryptu.
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Majewska P.*, Kafarski P., Lejczak B.; Enzymatic resolution of ethyl a-hydroxyphosphinates
in a modified reaction environment; Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements;
185 (2010) 1915-1920.

IF: 0,621; liczba cytowan: 5; MNiSW: 15

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

a)
b)

zaplanowaniu, wykonaniu, analizie 1 interpretacji wszystkich do§wiadczen,
udziale w napisaniu i redagowaniu manuskryptu.

Malinowska B.*, Majewska P., Szatkowski P., Kafarski P., Lejczak B.; Kinetic resolution of
(+)-diethyl- and dibenzyl hydroxy(phenyl)methanephosphonates and their acyl derivatives
with lipases; Biocatalysis and Biotransformation; 29 (2011) 271-277.

IF: 0,905; liczba cytowan: 2; MNiISW: 15

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

a)
b)

c)
d)

f)

9)

udziale w planowaniu koncepcji pracy,

zaplanowaniu, analizie i interpretacji doswiadczen zwigzanych z mikrobiologiczng
hydroliza,

udzial w planowaniu, analizie 1 interpretacji pozostatych doswiadczen,

wykonaniu doswiadczen zwigzanych z mikrobiologiczng hydroliza, poza kilkoma
doswiadczeniami, ktore wykonal mgr. inz. Pawel Szatkowski, gdy bytam na urlopie
macierzynskim,

udziale w planowaniu 1 wykonaniu syntez oraz okreslaniu konfiguracji absolutnej
zwigzkow opisanych w manuskrypcie,

napisaniu rozdziatow manuskryptu dotyczacych mikrobiologicznej hydrolizy, udziale w
napisaniu rozdziatow dotyczacych syntezy 1 okreslania konfiguracji absolutnej zwigzkow
opisanych w manuskrypcie, udziale w napisaniu rozdziatéw dotyczacych materiatow i
metod oraz wnioskow,

udziale w redagowaniu manuskryptu.

Szyszkowiak J., Majewska P.*; Microbial biotransformation of two phosphonoacetic acid
derivatives bearing two stereomeric centres; BioTechnologia; 94 (2013) 425-431

IF: -; liczba cytowan: -; MNiSW: 13

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

a)
b)

c)

d)

zaplanowaniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu wszystkich do§wiadczen,

wykonaniu wigkszosci do§wiadczen, poza doswiadczeniami zwigzanymi z hydroliza za
pomoca szczepu Bacillus subtilis.

analizie 1 interpretacji wszystkich do§wiadczen opisanych w manuskrypcie,
napisaniu wiekszos$ci rozdziatow manuskryptu.
redagowaniu manuskryptu.
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Szyszkowiak J., Majewska P.*; Determination of absolute configuration by 3P NMR;
Tetrahedron: Asymmetry; 25 (2014) 103-112

IF: 2,155; liczba cytowan: 5; MNiISW: 25;

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

a) zaplanowaniu koncepcji pracy,

b) wyszukaniu czesci literatury,

C) wyborze calej literatury uwzglednionej w artykule,
d) udziale w napisaniu manuskryptu,

e) redagowaniu manuskryptu.

Majewska P.*; Biotransformations of 2-hydroxy-2-(ethoxyphenylphosphinyl)acetic acid and
the determination of the absolute configuration of all isomers; Bioorganic Chemistry; 61
(2015) 28-35

IF: 2,252; liczba cytowan: 2; MNiSW: 25

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
a) zaplanowaniu, wykonaniu, analizie i interpretacji wszystkich do§wiadczen,
b) napisaniu i redagowaniu manuskryptu.

Majewska P.*, Serafin M., Klimek-Ochab M., Brzezinska-Rodak M., Zymanczyk-Duda E.;
Lipases and whole cell biotransformations of 2-hydroxy-2-(ethoxyphenylphosphinyl)acetic
acid and its ester; Bioorganic Chemistry 66 (2016) 21-26

IF: 3,231; liczba cytowan: 6; MNiSW: 25

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegal na:
a) udziale w planowaniu koncepcji pracy,

b) zaplanowaniu i wykonaniu do$wiadczen zwigzanych z enzymatyczng hydroliza i
acylacja,

€) zaplanowaniu i wykonaniu syntez zwigzkoéw opisanych w manuskrypcie,

d) analizie i interpretacji doswiadczen zwigzanych z enzymatyczng hydroliza i acylacja oraz
okreslaniem konfiguracji absolutnej zwigzkéw opisanych w manuskrypcie.

e) napisaniu rozdziatbw manuskryptu zwigzanych z enzymatyczng hydrolizg i acylacja oraz
rozdzialow dotyczacych syntezy i okreslania konfiguracji absolutnej zwiazkow opisanych
w manuskrypcie,

f)  udzial w redagowaniu manuskryptu.
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H8

H9

H10

H1l

Majewska  P.*; Whole-cell biotransformation of  diethyl 1-hydroxy-1-
phenylmethanephosphonate in a modified reaction environment; Phosphorus, Sulfur, and
Silicon and the Related Elements; 192 (2017) 418-421

IF: 0,674; liczba cytowan: 1; MNiSW: 15

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
a) zaplanowaniu, wykonaniu, analizie i interpretacji wszystkich do§wiadczen,
b) napisaniu i redagowaniu manuskryptu.

Majewska P.*; The new way to synthesize ethyl 1-butyryloxy-1-phenylmethane(P-
phenyl)phosphinate and whole-cell biocatalysis by Escherichia coli and Pseudomonas
fluorescens; Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements; 194 (2019) 1048-1053.

IF: 1,046; liczba cytowan: -; MEIN: 40

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
a) zaplanowaniu, wykonaniu, analizie i interpretacji wszystkich do§wiadczen,
b) napisaniu i redagowaniu manuskryptu.

Majewska P.*; Biocatalytic hydrolysis of diethyl 1-butyryloxy-1-carboxy-
methylphosphonate and determination of the absolute configuration of obtained products;
Journal of Molecular Structure; 1225 (2021) 129084

IF: 3,196; liczba cytowan: -; MEIN: 70

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegal na:
a) zaplanowaniu, wykonaniu, analizie i interpretacji wszystkich doswiadczen,
b) napisaniu i redagowaniu manuskryptu.

Majewska P.*; Lipase-catalyzed kinetic resolution of dimethyl and dibutyl 1-butyryloxy-1-
carboxymethylphosphonates; Catalysts, 11 (2021) 956

IF: 4,146; liczba cytowan: -; MEIN: 100

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:
a) zaplanowaniu, wykonaniu, analizie i interpretacji wszystkich do§wiadczen,
b) napisaniu i redagowaniu manuskryptu.

* autor korespondencyjny
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4.3. Omoéwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiagnietych wynikoéw wraz

z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Hydroksyfosfoniany 1a i hydroksyfosfiniany 1b zawieraja w swojej strukturze stabilne,
kowalencyjne wigzanie C-P, ktére tylko w nielicznych przypadkach ulega fotolizie,! chemicznej
hydrolizie czy rozpadowi termicznemu,? oraz wazne z punktu widzenia aktywnosci biologicznych

ugrupowanie hydroksylowe (Rysunek 1).

R'0.0 3 R1D 3
» PR » PR
R%0 \( R%0 \(
OH OH
1a 1b

Rysunek 1. Hydroksyfosfoniany 1a i hydroksyfosfiniany 1b.

Dzigki strukturalnemu podobienstwu do naturalnych hydroksykwaséw wykazuja inhibicje receptorow
oddzialujacych z tymi substratami.® Do hydroksyfosfonianéw i hydroksyfosfinianéw naleza miedzy
innymi zwigzki bedace potencjalnymi lekami na nadciénienie (Rysunek 2a).*® Sa one inhibitorami
ludzkiej reniny — enzymu katalizujacego przeksztalcenie angiotensynogenu do angiotensyny I. Jest to
poczatkowy etap dziatania ukladu renina-angiotensyna-aldosteron kontrolujacego cis$nienie tetnicze.
Innym przyktadem jest zwigzek (Rysunek 2b) bedacy inhibitorem tyrozynowej fosfatazy CD-45,
nalezacej do rodziny biatkowych fosfataz tyrozynowych (PTP).® Enzym ten jest odpowiedzialny za
regulacje aktywacji komorek i proliferacje komorek macierzystych krwi. Wsréd hydroksyfosfonianow
1 hydroksyfosfinianow mozemy znalez¢ réwniez zwiazki wykazujace aktywnos$¢ przeciwwirusowa.
Przyktadem moze by¢ bardzo dobrze znany lek stosowany przeciwko cytomegalowirusowi i ospie —
cydofowir (Rysunek 2c).” Hydroksybisfosfoniany (Rysunek 2d) sa natomiast powszechnie stosowane
jako leki przeciwko osteoporozie.® Zwigzki te sg strukturalnymi analogami pirofosforanu, ktore
migdzy innymi dzigki silnemu powinowactwu do wapnia tworzg stabilny kompleks

z hydroksyapatytem kostnym i przeciwdziataja uwapnieniu kosci i ich resorpcji.®

! Murai T., Tomizawa C. J.; Environ. Sci. Health, Part B, 11, (1976) 185-197

2 Freedman L. D., Doak G. O.; Chem. Rev., 57 (1957) 479-523

3 Olszewski T. K.; Synthesis, 46 (2014) 403-429

4 Dellaria J. F. Jr, Maki R. G., Stein H. H., Cohen J., Whittern D., Marsh K., Hoffman D. J., Plattner J. J., Perun T. J.; J.
Med. Chem., 33 (1990) 534-542

® patel D. V., Rielly-Gauvin K., Ryono D. E., Free C. A., Rogers W. L., Smith S. A, DeForrest J. M., Oehl E. W.,
Petrillo E. W. Jr., J. Med. Chem., 38 (1995) 4557-4569

® Frechette R., Ackerman C., Beers S., Look R., Moore J.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 7 (1997) 2169-217

" Srinivas R. V., Connely M., Fridland A.; Antivir. Res., 35 (1997) 23-27

8 Russell R. G. G., Rogers M. J.; Bone, 25 (1999) 97-106
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H,0;P H,03P H,O3P OH H,0,P OH
Rysunek 2. Przyktady hydroksyfosfonianow i hydroksyfosfiniandw aktywnych biologicznie.

Ponadto hydroksyfosfoniany maja zastosowanie jako prekursory réznych innych zwiazkéw
fosforoorganicznych.>!® Wysoka aktywno$é biologiczng zawdzieczaja gtownie swojej budowie,
roéwniez trojwymiarowej zwigzanej z obecno$cig centrum stereogenicznego na atomie wegla
zwigzanego bezposrednio z atomem tlenu grupy -OH.

Otrzymywanie zwiazkdw chiralnych ma ogromne znaczenie w wielu dziedzinach nauki
i przemyshu, gdyz czesto tylko jeden z enancjomeréw wykazuje pozadane wiasciwosci biologiczne. !
Dlatego wazne jest opracowanie metod umozliwiajagcych otrzymywanie zwigzkéw w formie
enancjomerycznie czystej.'? Mozna je uzyskaé¢ miedzy innymi poprzez reakcje syntezy asymetrycznej,
gdzie najczesciej stosuje sie chiralne katalizatory.’® Jednak ze wzgledu na szkodliwoéé uzywanych
reagentOw oraz koszty asymetrycznych katalizatoréw od dawna poszukuje si¢ metod alternatywnych,
bardziej przyjaznych dla S$rodowiska 1 tanszych. Nalezag do nich migdzy innymi reakcje
biotransformacji, w ktorych katalizatorami sg enzymy — w postaci czystej lub jako aparat
enzymatyczny mikroorganizmoéw, tkanek ro$lin wyzszych czy zwierzat.!* W ten sposéb od lat

wytwarzane sg chiralne leki. 15161718

® Sobhani S., Tashrifi Z.; Tetrahedron, 66 (2010) 1429-1439

10 Radai Z.; Phosphorus Sulfur Silicon Relat. Elem., 194 (2019) 425-437

11 Nguyen L. A., He H., Pham-Huy C.; Int J Biomed Sci.: 1JBS, 2 (2006) 85-100

21in G.-Q., Li Y.-M,, Chan A. S. C.; Principles and Applications of Asymmetric Synthesis; John Wiley: Chichester
(2001)

13 Chinchilla R.; Molecules, 22 (2017) 1504

14 Faber K.; Biotransformations in Organic Chemistry, 4th ed., Springer-Verlag, Berlin (2000)
15 Nestl, B.M.; Nebel, B.A., Hauer B.; Curr. Opin. Chem. Biol., 15 (2011) 187-193

16 Nguyen, L. A.; He, H.; Pham-Huy, C.; Int J Biomed Sci.: 1JBS, 2 (2006) 85-100

7 Calcaterra, A.; D’Acquarica, 1.; J. Pharm. Biomed. Anal., 147 (2018) 323-340

18 Pollard, D.J.; Woodley, J.M.; Trends Biotechnol., 25 (2007) 66-73
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Ogromne znaczenie maja rowniez metody okreslania budowy przestrzennej chiralnych
zwiazkow 1 ich czystosci enancjomerycznej. Obecnie dominujacg metodg oznaczania nadmiarow
enancjomerycznych (enantiomeric excess — ee) jest chromatografia cieczowa lub gazowa
z zastosowaniem kolumn z chiralnym wypekieniem, jednak znaczaco wzrosto zainteresowanie
metodami NMR, ze wzgledu na powszechng dostgpnos¢ aparatury w placowkach badawczych,
mozliwos¢ zastosowania niewielkiej ilosci badanego zwiazku, ale przede wszystkim ze wzgledu na
tatwo$¢ przygotowania probki iszybkoéé otrzymania wyniku.!® Jest to réwniez przyczyna
popularyzacji metody NMR do oznaczania konfiguracji absolutnej (pomimo tego, ze nadal prym
wiodg metody oparte na pomiarach i interpretacji dyfrakcji promieni X lub widm CD). Jest to zwigzane
migdzy innymi z tym, ze dzigki metodzie NMR mozna okresli¢ konfiguracje absolutng zaréwno ciat
statych jak i cieczy (co jest niemozliwe przy zastosowaniu krystalografii), a takze badane zwiazki nie
muszg by¢ w 100% czyste optycznie.

Metoda NMR nie pozwala na rozrdznienie enancjomerdéw znajdujacych si¢ w achiralnym srodowisku,
jakim jest zwykty rozpuszczalnik deuterowany, poniewaz sygnaty pochodzace od enancjomerycznych
jader maja identyczne przesunigcia chemiczne. Aby je rozrézni¢ potrzebne jest przeksztalcenie
badanych enancjomeréw w uklady diastereomeryczne (Rysunek 3). Pierwsza z dwoch najbardziej
popularnych metod polega na utworzeniu pochodnych z chiralnym czynnikiem derywatyzujacm
(Chiral Derivatizing Agent — CDA), poprzez utworzenie wigzania kowalencyjnego i wprowadzenie
dodatkowego centrum stereogenicznego.'® Druga metoda polega na analizie probki z zastosowaniem
chiralnych czynnikéw solwatujacych (Chiral Solvating Agent — CSA), ktore tworzg z analizowanym
zwigzkiem diastereomeryczne kompleksy za pomocg stabych oddziatywan (np.: wigzania wodorowe,

czy sity van der Waalsa).?°

| I— Y\‘x’HBQ Y\Xg
. |
lub

10
H*xi: - N lub
; chiralny pomocni
E H
) [ -0A9 JE@

ppmM

ppm

Rysunek 3. Uktady diastereomeryczne badanego zwigzku z CDA lub CSA.

Metoda z zastosowaniem CDA jest bardziej skomplikowana niz metoda z wykorzystaniem CSA, gdyz

wymaga przeprowadzenia analizowanego zwigzku w jego pochodng za pomocg reakcji chemiczne;.

19 Blazewska K. M., Gajda T.; Tetrahedron: Asymm., 20 (2009) 1337-1361
20 Wenzel T. J., Chisholm C. D.; Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 59 (2011) 1-63
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W drugim przypadku wystarczy doda¢ chiralny pomocnik do analizowanej probki. W praktyce do
okreslania konfiguracji absolutnej badanej substancji ma zastosowanie tylko metoda CDA. Niestety
uzycie konkretnego czynnika jest ograniczone tylko do pewnych grup zwiazkoéw organicznych. Jest to
determinowane przez reaktywno$¢ grup tworzacych wigzanie kowalencyjne, ktore powstaje pomigdzy
grupg funkcyjng czynnika (np.: karboksylowa) i odpowiadajacg jej grupa funkcyjng analizowanego
zwiazku (np.: hydroksylowa, aminowa, tiolow3).

Prostota metody z zastosowaniem CSA jest przyczyna szerokiego jej zastosowania do oznaczania
czysto$ci enancjomerycznej, chociaz i w tym przypadku zastosowanie konkretnego czynnika
ograniczone jest komplementarnoscia CSA i analizowanej substancji, i wymaga w praktyce doboru
tego czynnika do struktury badanych zwigzkoéw. Dodatkowo czynniki te nie s powszechnie stosowane
do oznaczania konfiguracji absolutnej ze wzglgdu na nie do konca poznane korelacje pomiedzy
wynikami otrzymanymi z widm NMR i konfiguracja absolutng badanych zwigzkéw wynikajace stad,
ze dany CSA moze w rozny sposob kompleksowaé dwa zwigzki z tej samej grupy potgczen.?

Do okres§lania nadmiaréw enancjomerycznych oraz konfiguracji absolutnej badanych zwigzkow
mozna wykorzystaé kazdy rodzaj spektroskopii (miedzy innymi: H, $3C, F, 3P NMR), zalezy to
tylko od rodzaju atomoéw (o niezerowym spinie jadrowym), jakie posiada badany zwiazek i chiralny
pomocnik oraz od dostgpnej aparatury. Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze analiza na podstawie zardwno
widm H jak i *°C NMR jest skomplikowana. Wiaze sie to z liczba tych atomow w strukturze zwiazkow
organicznych. Dodatkowo metoda z zastosowaniem 3C NMR wymaga zastosowania duzo wigkszej
ilosci badanego zwiazku ze wzgledu na niewielka zawarto$é izotopu 3C (1,1%) w zwiazkach
organicznych. Zastosowanie chiralnego pomocnika zawierajacego w swojej strukturze atom fosforu

umozliwi wykorzystanie tatwej w interpretacji wynikow spektroskopii 1P NMR.

Celem naukowym prowadzonych przeze mnie badan bylo wykorzystanie bakterii o

wlasciwosciach lipolitycznych oraz preparatdw enzymatycznych (lipaz) pochodzacych z réznych

zrodet do otrzymywania hydroksvfosfoniandéw i hydroksyfosfinianéw z jak najwiekszymi nadmiarami

enancjomerycznymi oraz okreslenie konfiguracii absolutnej produktéw biotransformaciji.

Wyniki badan bedacych przedmiotem opisu osiggnig¢ maja znaczenie nie tylko dla rozwoju
obszaru naukowego obejmujacego biotransformacje zwigzkoéw fosforoorganicznych, do ktérych
naleza hydroksyfosfoniany i hydroksyfosfiniany, ale sa takze podstawa do poszukiwan uzytecznego

chiralnego pomocnika, ktéry mozna bedzie zastosowa¢ do okreslania nadmiaro6w enancjomerycznych

21 Seco J. M., Quifioa E., Riguera R.; Chem. Rev., 104 (2004) 17-118
11
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i konfiguracji absolutnych chiralnych kwasow karboksylowych, alkoholi, amin, tioli oraz innych
zwigzkéw chiralnych zawierajacych grupy nukleofilowe. Stosowane dzisiaj chiralne czynniki
derywatyzujace pozwalaja na analiz¢ czystosci enancjomerycznej i konfiguracji absolutnej gldéwnie na
podstawie analizy widm 'H NMR. Zastosowanie zwigzku fosforoorganicznego o prostej budowie
chemicznej umozliwi wykorzystanie dodatkowo mniej skomplikowanej w interpretacji spektroskopii
3P NMR.

4.4. Omowienie wynikoéw badan
4.4.1. Synteza hydroksyfosfoniandéw i hydroksyfosfinianéw

W zespole, w ktorym wykonywatam badania naukowe, od konca lat 90-tych sa prowadzone
badania nad otrzymywaniem optycznie czystych hydroksyfosfoniandéw zaréwno na drodze
asymetrycznej syntezy?? jak i biokatalizy.”> W swojej pracy badawczej zajetam sie poczatkowo
biotransformacjami prostych hydroksyfosfonianéw 2 z jednym centrum stereogenicznym (prace H3%*
i H8%) oraz hydroksyfosfinianéw 3 zawierajacych dwa centra stereogeniczne - na atomie wegla
i atomie fosforu (prace H1%® i H2%). Zwiagzki 2 (Rysunek 4) sa przyktadem modelowych
hydroksyfosfonianéw, dla ktorych znana jest korelacja ich konfiguracji absolutnej i skrgcalno$ci
optycznej,?®? dlatego tez stanowitly dobra podstawe do badan nad enancjoselektywnoscia

biokatalizatorow. Zanim rozpoczetam badania nad tymi zwigzkami byta znana tylko jedna publikacja

dotyczaca enancjoselektywnych biotransformacji tych zwiazkow.??

\/0\9\(© @\/0\9
_P P
(@] (@)
o on

2a 2b

OH

Rysunek 4. Hydroksyfosfoniany z jednym centrum stereogenicznym.

22 Drag M., Latajka R., Gumienna-Kontecka E., Koztowski H., Kafarski P.; Tetrahedron: Asymm., 14 (2003) 1837-1845
23 Skwarczynski M., Lejczak B., Kafarski P.; Chirality, 11 (1999) 109-114

24 [H3] Malinowska B., Majewska P., Szatkowski P., Kafarski P., Lejczak B.; Biocatalysis and Biotransformation, 29
(2011) 271-277

25 [H8] Majewska P., Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements, 192 (2017) 418-421

% [H1] Majewska P., Doskocz M., Lejczak B., Kafarski P.; Tetrahedron: Asymmetry, 20 (2009) 1568-1574

27 [H2] Majewska P., Kafarski P., Lejczak B.; Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements, 185 (2010)
1915-1920

28 Hammerschmidt F., Hanbauer M.; Journal of Organic Chemistry, 65 (2000) 6121-6131

2 Hoffmann M.; Synthesis, 1 (1988) 62-64
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Hydroksyfosfoniany 2 zsyntetyzowalam razem z dr Barbarg Malinowska (wtedy doktorantka
wykonujacg prace pod kierunkiem prof. Barbary Lejczak) zgodnie z procedurg opisang przez Texier-
Boullet i Lequitte,®® w ktérej jako katalizatora uzywa sie mieszaniny KF i Al,O3 (Schemat 1, praca

H3%4).

N

Schemat 1. Otrzymywanie hydroksyfosfonianéw 2.

W momencie, gdy rozpoczynatam prace nad biotransformacjami hydroksyfosfinianow 3
znana byta tez tylko jedna publikacja w tej tematyce.®! Zwigzki te ze wzgledu na posiadane dwa centra
stereogeniczne sg bardzo ciekawa grupg hydroksyfosfiniandw, poniewaz pozwalaja na zdefiniowanie
preferencji biokatalizatoréw wobec centrum stereogenicznego zlokalizowanego na okreslonym atomie
w czasteczce, w tym przypadku atomie wegla lub atomie fosforu. Postanowitam wiec sprawdzi¢ jaka
stereoselektywno$¢ wykazuja stosowane przeze mnie biokatalizatory. W tym celu wybralam cztery
przyktadowe hydroksyfosfiniany 3a-d (Rysunek 5) roznigce si¢ mi¢dzy soba podstawnikiem przy

a-atomie wegla (prace H1%¢ i H2?%).

Qg Qg Qv g Yi}
T /OKL /OKQ J

OH

3a 3b 3c 3d

Rysunek 5. Hydroksyfosfiniany z dwoma centrami stereogenicznymi.

Zwiazki te zsyntetyzowatam metodg taka samg jak opisana wcze$niej z zastosowaniem mieszaniny
KF/Al>Os3 jako katalizatora.

Aby mozna bylo przeprowadzi¢ reakcje hydrolizy z wykorzystaniem bakterii lub preparatow
enzymatycznych o wlasciwo$ciach lipolitycznych nalezy zsyntetyzowac estry otrzymanych

hydroksyfosfonianéw 1 hydroksyfosfinianow. Specyficzno$¢ substratowa lipaz wobec zwigzkow

30 Texier-Boullet F., Lequitte M.; Tetrahedron Lett., 27 (1986) 3515-3516
31 Shioji K., Toshiro A., Shibata S., Okuma K.; Tetrahedron Lett., 44 (2003) 1103-1105
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bedacych estrami kwasoéw karboksylowych zalezy od dlugosci ich tancucha (liczby atoméw wegla
w czasteczce kwasu karboksylowego) i jest rézna dla réznych enzymoéw.*? Syntetyzowanie wielu
pochodnych estrowych badanych alkoholi byloby jednak duzym utrudnieniem i dlatego zazwyczaj
w reakcjach hydrolizy enzymatycznej jak 1 hydrolizy calymi komoérkami o wlasciwosciach
lipolitycznych stosuje si¢ pochodne kwasu mastowego, o ktorych wiadomo, ze moga by¢ dobrymi
substratami dla takich reakcji.>®* Rowniez w swoich badaniach zastosowatam to podejécie i otrzymatam

maslany hydroksyfosfonianéw i1 hydroksyfosfinianow (Rysunek 6).

5a 5b 5¢c 5d

Rysunek 6. Butyryloksyfosfoniany 4 i1 butyryloksyfosfiniany 5.

Zwiazki te  zsyntetyzowalam  stosujac  reakcje acylowania  otrzymanych  wczedniej
hydroksyfosfonianow 1 hydroksyfosfinianow chlorkiem butyrylu w obecnosci trietyloaminy (Schemat

2). Metoda ta zostala przedstawiona w publikacjach H1-H3 242627

2-3 4-5

Schemat 2. Otrzymywanie butyryloksyfosfinianow i butyryloksyfosfonianow.

W pracy H1% podjetam probe udowodnienia, ze chiralny czynnik solwatujacy — chinina

wplywa na przesuniecia chemiczne sygnatéw na widmach 3'P NMR. Dodatkowo zweryfikowalam

32 Vaysse L., Ly A., Moulin G., Dubreucq E.; Enzyme and Microbial Technology, 31 (2002) 648-655
3Wu P., Li Q., Zhang Y-J., Wang Z., Zheng J-Y.; Chemical Papers, 74 (2020) 3039-3045
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mozliwos¢ okreslenia konfiguracji absolutnej hydroksyfosfinianow 2z dwoma centrami
stereogenicznymi (na o-atomie wegla i atomie fosforu) na podstawie tych widm. Praca ta
zapoczatkowata moje zainteresowanie otrzymaniem uniwersalnego chiralnego pomocnika, dzieki
ktéremu mozliwe begdzie okreslanie konfiguracji absolutnej i nadmiaréw enancjomerycznych wielu
klas zwigzkow chiralnych.

Przygotowujac si¢ merytorycznie do obranego przeze mnie kierunku badan dokonatam razem
z mgr inz. Jagoda Szyszkowiak (wtedy studentka, ktora wykonywata projekt inzynierski oraz pracg
magisterska pod moim kierunkiem) aktualnego 6wczesnie przegladu literatury dotyczacej okreslania
konfiguracji absolutnej za pomoca spektroskopii *'P NMR (praca H5%*). Informacji w literaturze na
temat zwigzkow posiadajacych atom fosforu przydatnych jako CDA lub CSA bylo niewiele. Pierwsze

35,36

proby zastosowania takich zwiazkéw byty podjete przez Chauvin’a i wspdtpracownikow oraz

Bravo i wspotpracownikow®’ (Rysunek 7). Jednak nie s3 one do tej pory powszechnie stosowane.

2 2 R? R? E ﬁhz
R R -
S—( \ O
! Pd > <CIO>
R'-N_ _N—-R' R'-N_ _N—-R’ O o 4
N 7 N P O
. RO s h Ph
O*R L _

Rysunek 7. Zwigzki fosforoorganiczne — potencjalne CDA 1 CSA do okreslania konfiguracji

absolutne;.

Opisane w mojej pracy (H5>*) pozostale CDA i CSA nie posiadaja w swojej budowie atomu fosforu,
a konfiguracja absolutna byta mozliwa do okre$lenia za pomocg spektroskopii *'P NMR, gdyz taki
atom posiadaty analizowane zwigzki. Pomimo tego, ze praca nie ma charakteru eksperymentalnego,
to ptynace z niej wnioski o stabo rozwinigtej dziedzinie fosfonowych chiralnych pomocnikow
zachgcily mnie do poszukiwania struktur zwiazkow fosforoorganicznych, ktore mialyby takie
zastosowanie. M0j udziat w tej pracy polegal na zaplanowaniu koncepcji pracy, wstgpnym wyszukaniu
literatury 1 koncowym wyborze catej literatury uwzglednionej w artykule. Ponadto uczestniczytam
w napisaniu manuskryptu i go redagowatam zaréwno pod wzgledem edytorskim jak i merytorycznym.

Aby chiralny pomocnik mogt by¢ wykorzystywany do okres$lania nadmiarow
enancjomerycznych i1 konfiguracji absolutnej musi by¢ otrzymany w formie optycznie czystej. Do tego
celu coraz czeSciej wykorzystuje si¢ biokatalize jako alternatywe dla asymetrycznej syntezy.

Biokatalizatory wykazuja wysoka aktywnos¢ katalityczna, dzieki czemu przyspieszaja reakcje bardziej

3 [H5] Szyszkowiak J., Majewska P.; Tetrahedron: Asymmetry, 25 (2014) 103-112

3 Chauvin, A.-S., Bernardinelli, G., Alexakis, A.; Tetrahedron: Asymmetry, 2004, 15, 18571879

3 Chauvin, A.-S., Bernardinelli, G., Alexakis, A.; Tetrahedron: Asymmetry, 2006, 17, 2203-2209

37 Bravo, J., Cativiela, C., Chaves, J. E., Navarro, R., Urriolabeitia, E. P.; Inorg. Chem., 42 (2003) 1006-1013

15



dr Paulina Majewska Zatacznik 3 - Autoreferat

niz katalizatory niebiatkowe. Ponadto w reakcjach biokatalizy mozna zastosowa¢ zarowno
podczyszczone enzymy, jak 1 zywe komorki mikroorganizmow. Czgsto stosuje si¢ rowniez metody
poprawy ich dziatania poprzez immobilizacj¢, permeabilizacji¢ czy liofilizacje, a takze stosujac
réznego rodzaju modyfikacje ptynow hodowlanych czy miedium biotransformacyjnego. Enzymy
wykazujg w zalezno$ci od przeprowadzanych reakcji wysoka chemo- regio- i stereoselektywnos$¢, co
moze mie¢ zastosowanie do otrzymywania konkretnych zwigzkdéw, rowniez chiralnych.
Dzigki zastosowaniu fosfonowego chiralnego pomocnika jest mozliwa analiza badanych zwigzkow
o nieznanej konfiguracji absolutnej i czysto$ci enancjomerycznej za pomoca spektroskopii *'P NMR,
ktéra ma przewage nad spektroskopia 'H NMR ze wzgledu na prostote otrzymywanych widm.
Zastosowanie w strukturze fosfonianu dwoéch dodatkowych grup funkcyjnych: hydroksylowe;j
1 karboksylowej powinno umozliwi¢ analize wielu klas zwigzkéw (migdzy innymi: amin, alkoholi,
tioli oraz kwaséw karboksylowych).

Bazujac na tych zatozeniach zaproponowalam strukture nowych hydroksyfosfonianow

zawierajacych dodatkowa grupe karboksylowa (Rysunek 8) uzytecznych jako chiralne pomocniki.

CDA dla amin, alkoholii tioli CDA dla kwasow

Grupa odpowiedzialna za efekt anizotropowy i
wystgpienie przesuniecia chemicznego

Polarna lub duza grupa odpowiedzialna za
stabilizacje konformacji

R" = -OH; -OCH3; -OC,Hy; -OPh; ...
R? = -OH; -OCHjs; -OC4Hg; -OPh; ...
R3=-H; -Ph; ...

Rysunek 8. Optymalne struktury potencjalnych CDA.

Prace nad ta nowa grupa zwigzkow rozpoczetam od syntezy podobnych strukturalnie do wczedniej
przeze mnie badanych hydroksyfosfinianéw posiadajacych dwa centra stereogeniczne. Nowe zwigzki
jednak réznig si¢ przede wszystkim dodatkowa grupa karboksylowa przylaczong do a-atomu wegla
(Rysunek 9, prace H4,%® H6,%° H7* i H9*).

38 [H4] Szyszkowiak J., Majewska P.; BioTechnologia, 94 (2013) 425-431

% [H6] Majewska P.; Bioorganic Chemistry, 61 (2015) 28-35

40 [H7] Majewska P., Serafin M., Klimek-Ochab M., Brzezifnska-Rodak M., Zymanczyk-Duda E.; Bioorganic Chemistry,
66 (2016) 21-26

41 [H9] Majewska P.; Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements 194 (2019) 1048-1053.
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Rysunek 9. Struktury 1-hydroksy-1-karboksyfosfinianéw 6 oraz 1-hydroksy-1-karboksyfosfonianow

7 z dwoma centrami stereogenicznymi.

Poczatkowo stosowatam metod¢ z uzyciem katalizatora KF/AOs3, jednak rezultaty byly
niesatysfakcjonujace. Kolejng metoda byta metoda z zastosowaniem trietyloaminy jako zasadowego
katalizatora i oczyszczanie produktow na zelu krzemionkowym. Cata procedura byla jednak mato
wydajna i czasochtonna. Koncowym efektem moich prac nad metoda otrzymywania zwigzkow
fosforoorganicznych 1-hydroksy-1-karboksyfosfinianow 6 1 1-hydroksy-1-karboksyfosfonianéow 7
byto zastosowanie trietyloaminy jako katalizatora i usuni¢cie jej z mieszaniny poreakcyjnej poprzez
zatrzymanie na jonicie kationowym (prace H4°%, H6* i H7%°), a sposoby wytwarzania tych zwigzkow
zostaly opatentowane. 24344

Otrzymanie rozbudowanego strukturalnie hydroksyfosfinianu 6b okazato si¢ bardziej
ztozone, gdyz jako substrat karbonylowy zostal zastosowany kwas fenyloglioksalowy. W tym
przypadku reakcja musiata przebiegaé w temperaturze wrzacego chloroformu (praca H9*!).
W kolejnych etapach badan nad otrzymaniem zwigzku przydatnego jako CDA 1/lub CSA
postanowitam opracowac prostsze struktury, dlatego tez wybratam zwiazki posiadajace tylko jedno

centrum stereogeniczne. W tym celu zsyntetyzowatam trzy 1-hydroksy-1-karboksyfosfoniany 8a-c

(Rysunek 10).
0l T ol 9
o~ :Pj)k 5P e 3Pj)k
(@) OH OH O OH

Jon OH OH

8a 8b 8c

—0 O

Rysunek 10. Struktury 1-hydroksy-1-karboksyfosfonianow 8a-c z jednym centrum stereogenicznym.

42 Majewska P.; Patent. Polska, nr 227612. Sposob wytwarzania kwasu (2R,S)-2-hydroksy-2-[((P)R,S)-
etoksyfenylofosfinylo]octowego. Zgtosz. nr P 402779 z 15.02.2013. Opubl. 31.01.2018. 4 s.

4 Majewska P.; Patent. Polska, nr 225335. Kwas (2R,S)-2-hydroksy-2-[((P)R,S)-izobutoksyetoksyfosfinylo]octowy oraz
sposob jego wytwarzania. Zgtosz. nr 402781 z 15.02.2013. Opubl. 31.03.2017. 3 s.

4 Majewska P.; Patent. Polska, nr 217068. Kwas (2R,S)-2-hydroksy-2-[((P)R,S)-butoksyetoksyfosfinylo]octowy oraz
sposob jego wytwarzania. Zgtosz. nr 402780 z 15.02.2013. Opubl. 30.06.2014. 3 s.
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Podobnie jak poprzednio zastosowatam metode syntezy oparta na dodatku trietyloaminy jako

zasadowego Katalizatora (prace H10* i H11%°).

Poniewaz glownym celem tych badan bylo uzyskanie 1-hydroksy-1-karboksyfosfinianow 6
oraz 1-hydroksy-1-karboksyfosfonianow 7 z jak najwickszymi nadmiarami enancjomerycznymi
(najlepiej czyste enancjomery), a cel ten pragnetam osiaggng¢ roéwniez przez hydrolize ich pochodnych
estrowych, w zwiazku z tym dla kazdego z nowo zsyntetyzowanych zwigzkow przeprowadzitam
reakcje estryfikacji grupy hydroksylowej za pomoca chlorku butyrylu. W ten sposoéb otrzymatam
butyryloksyfosfinian 9a, butyryloksyfosfoniany 11a-c, a takze butyryloksyfosfoniany 10a i 10b, ktore

zostaty opatentowane*’4® (Rysunek 11).

11a 11b 11c

Rysunek 11. 1-Butyryloksy-1-karboksyfosfinian 9a oraz 1-butyryloksy-1-karboksyfosfoniany 10a,
10b i 11a-c.

Niestety w przypadku proby syntezy butyryloksyfosfinianu 9b reakcja acylowania zaszta, ale nastgpita
jednoczesnie dekarboksylacja zwigzku i wynikiem tej syntezy byt butyryloksyfosfinian 5c¢ (praca
H9*). Probowatam wykonaé rézne modyfikacje tej reakcji, tak, aby mozliwe byto otrzymanie zwiazku

9b, jednak nie przyniosty one pozadanego rezultatu (Schemat 3).

4 [H10] Majewska P.; Journal of Molecular Structure, 1225 (2021) 129084

4 [H11] Majewska P.; Catalysts, 11 (2021) 956

47 Majewska P.; Patent. Polska, nr 220691. Kwas (2R,S)-2-butyryloksy-2-[((P)R,S)-butoksyetoksyfosfinylo]octowy oraz
sposob jego wytwarzania. Zglosz. nr 402783 z 15.02.2013. Opubl. 30.11.2015. 4 s.

48 Majewska P.; Patent. Polska, nr 220064. Kwas (2R,S)-2-butyryloksy-2-[((P)R,S)-izobutoksyetoksyfosfinylo]octowy
oraz sposob jego wytwarzania. Zglosz. nr 402782 z 15.02.2013. Opubl. 31.08.2015. 4 s.

18



dr Paulina Majewska Zatacznik 3 - Autoreferat

cl
6b \(r)(\/ 9b
CH4Cl; NEt5 ©\

Schemat 3. Schemat reakcji acylacji hydroksyfosfinianu 6b.
4.4.2. Biotransformacje
Celem opisywanych badan bylo otrzymanie hydroksyfosfonianéw i hydroksyfosfinianow

pokazanych na rysunkach 4-5 oraz 9-10 z jak najwyzszymi nadmiarami enancjomerycznymi.

Cel ten staratam si¢ osiagnac stosujac jako katalizatory zarowno cate komorki bakterii posiadajacych
aktywno$¢ lipolityczng, jak i1 wykorzystujac podczyszczone preparaty enzymatyczne dostgpne
handlowo lub, jak w przypadku jednego z enzymow, pozyskane od zespotu badawczego z Politechniki

Lodzkiej, z ktorym wspolpracowatam.
4.4.2.1. Estryfikacje hydroksyfosfonianow 1 hydroksyfosfinianow za pomoca lipaz

Jednym ze sposoboéw realizacji tego celu bylo zastosowanie enancjoselektywnej
nieodwracalnej transestryfikacji, z zastosowaniem maslanu winylu jako donora grupy acylowej, w celu
otrzymania z duzymi nadmiarami enancjomerycznymi hydroksyfosfonianow 2a i b oraz

butyryloksyfosfonianow 4a i b (Schemat 4).
R—O\IOPI lipaza R—O\ﬁ R- 8: IIY@
R  OH R j(\/

2 a R=CyHs 2 (SlubR) 4 (RlubS)
b R= CH2(C6H6)

Schemat 4. Estryfikacja hydroksyfosfonianow 2 za pomoca lipaz.
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Reakcje estryfikacji tych hydroksyfosfoniandw zostaty przeprowadzone zgodnie z procedurg opisang
przez Shioji i wspotpracownikow*® w bezwodnym $rodowisku organicznym (eter diizopropylowy)
Z dodatkiem sit molekularnych 3A, ktore usuwaja wode (praca H3%%). Tylko nieliczne lipazy byly
zdolne do estryfikacji tych zwigzkdw, a najlepsze rezultaty zostaty osiagnigte w przypadku estryfikacji
hydroksyfosfonianu 2a lipaza z Candida cylindracea, gdzie enancjoselektywno$¢ siegata prawie 48, a
nadmiar enancjomeryczny powstajacego butyryloksyfosfonianu 4a dochodzit do 95%. Waznym
odkryciem podczas tych badan byt fakt, ze r6ézne lipazy posiadaja r6zng stereoselektywnosé co do
konfiguracji absolutnej acylowanego enancjomeru. W przypadku reakcji acylowania zwiazku 2a
chetniej tworzyt si¢ butyryloksyfosfonian 4a o konfiguracji absolutnej (S), jednak w przypadku
wspomnianej juz lipazy z Candida cylindracea, powstawat enancjomer (R). Odwrotnie byto, gdy
zastosowany zostal zwigzek 2b. Prawdopodobnie ze wzgledu na wystepowanie duzych grup
benzyloksylowych przy atomie fosforu substrat ten inaczej si¢ uklada (w poroéwnaniu do
hydroksyfosfonianu 2a) w centrum aktywnym lipazy. Chociaz nie wykonatam osobiscie badan
dotyczacych enancjoselektywnej estryfikacji lipazami hydroksyfosfonianow 2, opisanych w pracy
H324, gdyz przeprowadzita je dr Barbara Malinowska, to jednak opisalam je tutaj, gdyz bratam udziat
w tworzeniu koncepcji tych badan oraz ich interpretacji, a takze pomagatam w doborze metod, ktore

wczesniej sama testowatam. 05!

W  przypadku pozostatych zwigzkow wszystkie reakcje nieodwracalnej transestryfikacji

przeprowadzitam osobiscie.

Na poczatku probowatam zestryfikowa¢ hydroksyfosfiniany 3a-d. Niestety reakcja
estryfikacji z zastosowaniem lipaz zaszta tylko dla jednego z badanych hydroksyfosfinianow —

zwigzku 3a (Schemat 5).

\ 0 \ ) \ 0
O\|':'> lipaza Ci:llil’v + O”Ig\‘/
> T o
©/ \Oi © OH © OW
@)
3a 3a: (Sp,R) i (Rp,R) 5a: (Rp,S) i (Sp,S)

Schemat 5. Acylacja hydroksyfosfinianu 3a.

49 Shioji K., Ueno Y., Kurauchi Y., Okuma K.; Tetrahedron Lett., 42 (2001) 6569-6571
0 Majewska P., Kafarski P., Lejczak B.; Polish J. Chem., 79 (2005) 561-566
51 Majewska P., Kafarski P., Lejczak B.; Tetrahedron: Asymmetry, 17 (2006) 2870-2875
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Cze$¢ wynikow z tych badan zostata opisana w pracy H2?’. Pomimo tego, ze reakcje te zaszty z bardzo
wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi si¢gajacymi >98%, t0 jednak mozliwo$¢ zastosowania
tylko bardzo matej ilosci substratu (0,023 mmol), oraz fakt, ze wigkszo$¢ z badanych przeze mnie
hydroksyfosfinianow (3b-d) w ogole nie ulegta estryfikacji, powoduje, Ze nie jest to dobra metoda
otrzymywania tych zwigzkow. Bardzo mata ilo$¢ substratu sprawia, ze metoda detekcji produktow za
pomoca spektrometrii P NMR i chininy jako CSA jest niemozliwa. Dobrag metoda okazato sie
zastosowanie HPLC i chiralnej Kolumny analitycznej AD, jednak utrudnieniem bylo dobranie
odpowiedniej metody detekcji wszystkich powstajacych izomeréw produktéw. Pomimo wielu prob
dobrania metody analitycznej z zastosowaniem chiralnych kolumn (testowane byty 4 r6zne kolumny)
nie udato mi si¢ uzyska¢ metody pozwalajacej na okreslenie nadmiaréw enancjomerycznych dla

zwigzkow 7a-b oraz 8a-c.

Probe zastosowania estryfikacji lipazami podjetam jeszcze dla hydroksyfosfinianu 6a, dla
ktorego udato si¢ dobra¢ metode detekcji na chiralnej kolumnie AD, a rezultaty tych biotransformacji
zostaty opisane w pracy H7. Niestety tylko lipaza z trzustki wieprzowej wykazata zdolno$¢ do
estryfikacji tego zwigzku. Po 4 dniach biotransformacji stopien konwersji osiagnat 45%, a nadmiar
enancjomeryczny powstajacego estru wyniost 11% dla izomeru (Sp,S) i 43% dla izomeru (Sp,R).
W przypadku innych enzyméw konwersja byla nizsza niz 10% po 7 dniach prowadzenia

eksperymentu.
4.4.2.2. Hydroliza butyryloksyfosfonianow i butyryloksyfosfinianoéw za pomocg lipaz

Drugim sposobem realizacji celu byto zastosowanie enancjoselektywnej hydrolizy lipazami.
Metoda ta jest czgsto wykorzystywana w biokatalitycznej syntezie chiralnych alkoholi, a ze wzgledu

na budowe i mechanizm dziatania lipaz,%? przeprowadzana jest zazwyczaj w uktadzie dwufazowym.

W reakcjach hydrolizy butyryloksyfosfonianéw 4 za pomoca lipaz testowanych w pracy H3%
wykorzystana zostata metoda opisana przez Li i Hammerschmidta,* gdzie jako faze wodng stosuje si¢
0,05M bufor fosforanowy o pH = 7,0, a jako fazg¢ organiczng mieszaning rozpuszczalnikéw: heksan/
eter tert-butylometylowy w stosunku 3:1. Najlepsze rezultaty zostaly osiagniete w przypadku
zastosowania lipazy z Aspergillus niger i z Candida cylindracea do hydrolizy butyryloksyfosfonianu
4a, jednak w zadnym przypadku enancjoselektywno$¢ nie przekroczyta wartosci E = 4. Podobnie jak
dla reakcji acylowania hydroksyfosfonianow 2, tak dla hydrolizy ich estréw mastowych 4 mozna

52 Grochulski P., Li Y., Schrag J. D., Bouthillier F., Smith P., Harrison D., Rubin B., Cygler M.; The Journal of
Biological Chemistry, 268 (1993) 12843-12847
3 Li Y.-F., Hammerschmidt F.; Tetrahedron: Asymm., 4 (1993) 109-120

21



dr Paulina Majewska Zatacznik 3 - Autoreferat

zaobserwowaé rdzng stereoselektywnos¢ w stosunku do enancjomeréw o okreslonej konfiguracji
absolutnej. Niektore lipazy hydrolizowaly enancjomery o konfiguracji (S), inne te o konfiguracji (R)
I zazwyczaj mozna bylo obserwowac odwrotng preferencje dla enancjomeru zwigzku 4b w stosunku
do zwigzku 4a. Jak mozna zauwazyé grupy benzyloksylowe hydroksyfosfonianu 2b oraz
butyryloksyfosfonianu 4b powoduja, ze cale ugrupowanie fosfonowe jest znacznie bardziej
rozbudowane przestrzennie niz w przypadku hydroksyfosfonianu 2a oraz jego estru 4a posiadajacych
grupy etoksylowe przy atomie fosforu. W zwigzku z tym mozna przypuszczac, iz zaobserwowana
odwrotna stereoselektywnos¢ lipaz wobec tych zwiazkow zwigzana jest z wielko$cig podstawnikow

przy atomie fosforu (inaczej uktadajg si¢ w centrum aktywnym lipaz).

Podobnie jak w przypadku reakcji estryfikacji hydroksyfosfonianow 2 opisanych powyzej, rowniez
I tutaj nie wykonalam osobiscie badan dotyczacych enancjoselektywnej hydrolizy lipazami
butyryloksyfosfonianow 4, opisanych w pracy H3?* gdyz, tak jak powyzej, przeprowadzila je
dr Barbara Malinowska, a mo6j wktad polegat na udziale w tworzeniu koncepcji tych badan oraz ich

interpretacji i w doborze metod, ktére wczesniej sama testowatam. %!

W przypadku pozostalych zwigzkoéw wszystkie reakcje hydrolizy za pomocg lipaz przeprowadzitam
osobiscie.

W przypadku hydrolizy butyryloksyfosfinianow 5a-d zastosowatam uktad dwufazowy
opisany powyzej. Rezultaty hydrolizy lipazami dwéch z nich 5b i 5d zostaty opisane w pracy H1%
(Schemat 6). Najlepsze wyniki osiggnetam w przypadku hydrolizy butyryloksyfosfinianu 5b za
pomoca lipazy z trzustki wieprzowej, a powstajacy hydroksyfosfinian otrzymywatam z nadmiarami

enancjomerycznymi przekraczajacymi 98% dla obu par enancjomerow.

Yo P S

ol i 0 0.9
PYR ipaza ~ JJPYR + JJP\_/R
& & e} [ ) OH @ 0
W W
e} (0]
5 b R =CH3(CHs), 3: (Sp,S) i (Rp,S) 5: (Rp,R) i (Sp,R)
d R = (CgH4)(OCH3),

Schemat 6. Reakcje hydrolizy butyryloksyfosfinianow 5 lipazami.

Kolejnym zwigzkiem, ktéory poddalam enancjoselektywnej hydrolizie lipazami byt
1-butyryloksy-1-karboksyfosfinian 9a (Schemat 7). Zastosowanie lipazy z Candida cylindracea dato
dobre rezultaty, gdyz nadmiary enancjomeryczne dochodzity do 75% i 85%, w zalezno$ci od pary
enancjomerdéw powstajacego produktu, natomiast enancjoselektywnos¢ dla jednej pary enancjomerow
siegata 16,8, a dla drugiej 32,9. Praca H7,%° w ktorej opisane sa wyniki tych do$wiadczen jest
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wieloautorska, jednak wszystkie badania zwigzane z enancjoselektywng hydrolizg lipazami (podobnie
jak w przypadku transestryfikacji) wykonatam osobiscie, zaplanowatam je i zanalizowatam otrzymane
wyniki. Opisane w tej pracy badania nad enancjoselektywna hydroliza zwigzku 9a z zastosowaniem
calych komoérek grzybow zostaly wykonane przez dr Monike Serafin-Lewanczuk, z ktorg

wspotpracuje, jednak nie dotyczg tematu moich badan opisanych w niniejszym autoreferacie.

(g s Y g 9
j \HJ\OH blokatallzator @ %OH + )Ov P\XJ\OH
T S
(0] (0]
9a 6a: (Sp,S) i (Sp,R) 9a: (Rp,R) i (Rp,S)

Schemat 7. Reakcje biokatalitycznej hydrolizy butyryloksyfosfinianu 9a.

Przeprowadzitam réwniez badania nad reakcjami hydrolizy zwigzkéw 10a i 10b, jednak
wyniki nie byly satysfakcjonujace 1 nie zostaly opublikowane. Natomiast reakcje hydrolizy
butyryloksyfosfonianoéw 11 zostaty opisane w pracach H10%® i H11% (Schemat 8). Najlepsze rezultaty
zostaly osiggnigte dla reakcji hydrolizy zwigzku 11b lipazg z Candida rugosa, gdyz nadmiar
enancjomeryczny powstajacego produktu siggal >98%, a enancjoselektywnos¢ dochodzita do 126,
jednak stopien konwersji nie przekraczat 12% nawet przy reakcjach trwajacych 7 dni.

0O O 0O O

/O\II O O /O\H
R™ P Lo RoP
B —— h

+

R OW }IQ (:3H R OW

(0] O
11 a R=CyHs 8: (R) 11: (S)
b R= CH3
c R= C4Hg

Schemat 8. Reakcje biokatalitycznej hydrolizy 1-butyryloksy-1-karboksyfosfonianow 11.
4.4.2.3.Hydroliza butyryloksyfosfonianow i butyryloksyfosfinianoéw catlymi komérkami bakterii

Moje badania nad trzecim  sposobem  otrzymywania  hydroksyfosfonianow
I hydroksyfosfinianéw z jak najwigkszymi nadmiarami enancjomerycznymi, czyli zastosowaniem
biokatalizatora w formie catych komorek bakterii 0 aktywnosci lipolitycznej do rozdziatu izomeréw
poprzez enancjoselektywng hydrolize estrow mastowych omowie rozpoczynajac podobnie jak
w poprzednich przypadkach od publikacji H3.2* Opisane w niej badania wykonane tym sposobem

robitam osobiscie, jedynie tylko w kilku przypadkach przy ostatnim powtorzeniu uzyskanych
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rezultatow pomdgt mi mgr inz. Pawet Szatkowski, gdyz w tym czasie bylam na urlopie macierzynskim
1 nie mogtam tych badan dokonczy¢ samodzielnie. Najlepsze rezultaty osiggnetam stosujac komorki
szczepu Bacillus subtilis do enancjoselektywnej hydrolizy butyryloksyfosfonianu 2a. Nadmiar
enancjomeryczny powstajacego produktu siggat 95%, a enancjoselektywnos¢ dochodzita do 88.
Prowadzitam réwniez badania nad enancjoselektywng hydrolizg butyryloksyfosfinianow 5,
cze$é tych badan zostata opisana w pracy H9,*! gdzie jako substrat biotransformacji zostat uzyty
zwigzek 5C powstaty podczas reakcji opisanej na schemacie 3. Reakcje biotransformacji (Schemat 9)
z zastosowaniem catych komorek szczepu E. coli zaszty z dosy¢ wysoka enancjoselektywnoscia

siegajacg 32,1, a nadmiary enancjomeryczne nieprzereagowanego substratu przekraczaly 99%.

b

5¢ 3c: (Sp,S) i (Rp,S) 5¢: (Rp,R) i (sp,R)

Schemat 9. Reakcje biokatalitycznej hydrolizy zwiazku 5c.

Biotransformacje butyryloksyfosfinianu 9a z uzyciem catych komorek szczepow Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens oraz Serratia liquefaciens wykonatam i opisatam
w pracy H6.%° Komorki tych bakterii przed zastosowaniem ich jako biokatalizatoréw byty hodowane
w specjalnych pozywkach lipolitycznych sktadajacych si¢ z: 1% (w/v) skrobi rozpuszczalnej, 0,1%
(w/v) ekstraktu z drozdzy, 0,5% (w/v) siarczanu amonu (NH4)2SOa, 0,2% (w/v) wodorofosforanu
potasu KoHPO4, 0,01% (v/v) tributyryny, rozpuszczone w wodzie destylowanej. Natomiast reakcje
biotransformacji prowadzone byty w 0,017 M buforze fosforanowym (pH = 7,0). Niestety wszystkie
reakcje zaszly z niewielka enancjoselektywnos$cig siegajaca tylko 1,9 w przypadku zastosowania
komorek B. subtilis jako biokatalizatora.

Ciekawe rezultaty osiaggnetam w przypadku hydrolizy butyryloksyfosfonianéw 10 catymi
komoérkami bakterii (praca H4).® W wigkszosci przypadkéw, szczegolnie podczas biotransformacji
szczepem B. subtilis, doszto do reakcji hydrolizy nie poszczegélnych enancjomerow, gdyz nadmiary
enancjomeryczne byly ponizej 5%, ale calych par enancjomerow (Rysunek 12), pozwolito to rozdzieli¢

diastereoizomery z nadmiarami dochodzacymi do 59% (7 dni biotransformacji zwigzku 10b).
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Rysunek 12. Widmo 3'P NMR z chining (jako chiralnym czynnikiem solwatujacym) po reakcji
biotransformacji zwiazku 10a catymi komorkami szczepu Bacillus subtilis po 6 dniach. Po lewej

produkt — hydroksyfosfonian 7a, po prawej — nieprzereagowany substrat 10a.

Ostatnim etapem prowadzenia enancjoselektywnych reakcji catymi komoérkami
biokatalizatorow byta hydroliza 1-butyryloksy-1-karboskyfosfonianow 11. W przypadku wynikow
opisanych w publikacji H10* zastosowatam szczepy B. subtilis, E. coli i P. fluorescens do reakcji
hydrolizy zwigzku 1la. Reakcje te zaszly z umiarkowanag enancjoselektywnos$cig si¢gajaca 7,6
w przypadku zastosowania szczepu B. subtilis, a nadmiary enancjomeryczne powstajacego
hydroksyfosfonianu 8a siggaty 72%. Gdy stosowatam cale komorki bakterii, podobnie jak
w przypadku enzymatycznej hydrolizy lipazami powstajacy produkt 8a miat konfiguracje (R).

4.4.3. Badania nad poprawa enancjoselektywnosci reakcji

Reakcje estryfikacji hydroksyfosfonianéw i hydrolizy ich pochodnych estrowych za pomocg
lipaz i catych komorek mikroorganizméow nie zawsze zachodzg enancjoselektywnie, zalezy to przede

wszystkim od aktywnosci enzymu (jak mozna bylo zobaczyé na przykladzie modelowych
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hydroksyfosfonianow 2 w pracy H3%#), ale takze od $rodowiska reakcji.>* W trakcie badan opisanych
w pracy H2%" probowatam zmienia¢ $rodowisko reakcji enzymatycznych poprzez zastosowanie
réznych dodatkow. W przypadku reakcji hydrolizy butyryloksyfosfinianow 5 katalizowanej
enzymatycznie zastosowalam czynniki zapobiegajace agregacji biatek enzymatycznych (roztwory soli
LiCl, MgCl; oraz triton X-100). Przeprowadzitam na poczatku reakcje hydrolizy lipazg z Candida
cylindracea zwiazkow 5a i 5¢ w eterze diizopropylowym nasyconym wodg lub roztworami wodnymi
soli: LiCl i MgCl; oraz 2% roztworem Tritonu X-100 metoda opisang przez Okamoto i Ueji.>* Jednak
nie zauwazylam znaczacego wplywu tych substancji na szybko$¢ reakcji enzymatycznej czy
enancjoselektywnos$¢ reakcji. Natomiast zmiana §rodowiska reakcji hydrolizy z uktadu dwufazowego
na rozpuszczalnik organiczny nasycony woda wigze si¢ ze znacznym spadkiem aktywnosci lipazy.
Pomimo zastosowania ponad pigciokrotnie wickszej iloSci enzymu, czas reakcji wymagat
siedmiokrotnego wydtuzenia w przypadku reakcji hydrolizy zwigzku 5c. W zwigzku z tym
postanowitam sprawdzi¢, jak wplyng powyzsze dodatki na aktywno$¢ lipazy z Candida cylindracea
w uktadzie dwufazowym. Niestety rowniez 1 w tym przypadku nie zaobserwowalam zwickszenia
enancjoselektywnosci reakcji, a jedynie w przypadku zastosowania roztworu Tritonu X-100 mozna
zaobserwowaé wzrost szybkosci reakcji (wyzszy stopien przereagowania).

W tej samej publikacji (praca H2)?' opisatam zastosowanie zasadowych dodatkow takich jak pirydyna
i trietyloamina w celu poprawy enancjoselektywnosci lipaz z Candida cylindracea, Aspergillus niger
I Mucor javanicus. Wszystkie te lipazy wykazuja $rednig lub dobrag enancjoselektywnosé wobec
zwigzku 3a. Jak mozna bylo zaobserwowa¢ w przypadku dodania trietyloaminy do reakcji
transestryfikacji wszystkimi zastosowanymi lipazami wzrosty nadmiary enancjomeryczne
otrzymanego produktu 5a.

Poprawe enancjoselektywnosci biotransformacji w przypadku reakcji calymi komorkami
mozna uzyska¢ wptywajac na rozne parametry hodowli komorkowych. Aktywnos¢ wigkszosci lipaz
bakteryjnych jest zwykle indukowana poprzez dodatek kwasow ttuszczowych 1 olejow do podtoza,
w ktérym sa hodowane.>>%¢57 Roéwniez inne dodatki takie jak tributyryna, czy srodki powierzchniowo
czynne, moga indukowaé aktywnos$é lipolityczng.®®®® Dotychczas stosowatam dobrze poznane
podtoze hodowlane dla bakterii sktadajace sie z: 1% (w/v) skrobi rozpuszczalnej, 0,1% (w/v) ekstraktu

z drozdzy, 0,5% (w/v) siarczanu amonu (NH4)2SOs, 0,2% (w/v) wodorofosforanu potasu KoHPOg,

5 Okamoto T., Ugji S.; Biotechnology Lett., 22 (2000) 1169-1171

55 Joseph, B., Ramteke, P.W., Kumar, P. A. J.; Gen. Appl. Microbiol., 52 (2006) 315-320

%6 Immanuel G., Esakkiraj P. Jebadhas A., lyapparaj P., Palavesam A.; Food Technol. Biotechnol., 46 (2008) 60-65
57 Kiran G. S., Shanmughapriya S., Jayalakshmi J., Selvin J., Gandhimathi R., Sivaramakrishnan S., Arunkumar M.,
Thangavelu T., Natarajaseenivasan K.; Bioprocess Biosyst. Eng., 31 (2008) 483-492

%8 Sharma R., Chisti Y., Banerjee U. C.; Biotechnol Adv., 19 (2001) 627- 662

% PrasannaRajeshkumar M., Mahendran V. S., Balakrishnan V.; 1.J.5.N., 6 (2015) 183-187
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0,01% (v/v) tributyryny, rozpuszczone w wodzie destylowanej (prace H3* i H6%). Rowniez
stosowana dotychczas procedura byla ustalona, a mianowicie po 24 godzinach inkubacji,
mikroorganizm odwirowywatam i przenositam do 0,017 M buforu fosforanowego o pH = 7,0,
w ktérym przeprowadzatam reakcje biotransformacji. W badaniach opisanych w publikacji H8%
opisatam zmiany jakie dokonatam zaré6wno w rodzaju podtoza hodowlanego, jak 1 w metodzie
przeprowadzania reakcji biotransformacji. W badaniach tych zastosowatam butyryloksyfosfonian 4a.
We weczesniejszych badaniach przeprowadzitam cato-komorkowa hydrolize tego zwigzku (praca
H32%), dzieki czemu moglam wybraé odpowiedni szczep, ktorym okazat sie Bacillus subtilis. Jak
mozna zauwazy¢ zmiana metody procesu reakcji biotransformacji na proste dodawanie substratu do
podtoza hodowlanego zawierajacego badany mikroorganizm (metoda 1) znaczaco przyspiesza sam
proces biotransformacji (jest to zwigzane z tym, ze potrzebne lipazy juz zostalty wydzielone przez
mikroorganizm do podtoza), a jednoczes$nie w wigkszo$ci przypadkoéw poprawia enancjoselektywnosé
reakcji. Stosowanie w tym przypadku dodatku indukujacego lipazy jakim byla tributyryna miato
w wigkszosci przypadkow niewielki pozytywny efekt na zwigkszenie ilosci wyprodukowanych przez
mikroorganizm tych enzymow i przyspieszenie reakcji biotransformacji (gdy zastosowana zostala
metoda 2 polegajaca na odwirowywaniu mikroorganizmu hodowanego na podtozu bulionowym
| zawieszeniu biomasy w buforze mozna zaobserwowaé wrgcz wydluzenie czasu reakcji
biotransformacji). To niewielkie przyspieszenie czasu reakcji odbyto sie jednak kosztem
enancjoselektywnosci. Porownujac wyniki otrzymane dla metody dotychczas stosowanej (metoda 2)
gdy hodowla jest przeprowadzana w podtozach Al czy A2 (podtoze dotychczas stosowane bez
dodatku tributyryny, oraz z takim dodatkiem), oraz B1 (podtoze bulionowe) mozna zauwazyc¢, ze
zastosowanie zwyklego podtoza bulionowego powoduje zwigkszenie ilosci wyprodukowanych przez
mikroorganizm lipaz, a tym samym reakcje biotransformacji zachodzg szybciej. Wyniki tych badan
mocno sugerujg, ze dodatek tributyryny w przypadku hodowli bakterii wykorzystywanych do reakcji
biotransformacji estrow hydroksyfosfonianow jest niepotrzebny i dodatkowo lepiej jest zastosowac
proste podtoze bulionowe niz skomplikowane i trudne w przygotowaniu podtoze lipolityczne A2.

Whioski te zostaly dodatkowo potwierdzone dla 1-butyryloksy-1-karboksyfosfinianu 9a (praca H6%).
W tym przypadku szybkos$¢ reakcji biotransformacji tego zwigzku do hydroksyfosfinianu 6a
zwigkszyla sie nieznacznie (stopien konwersji z 49/47% wzrdst do 54/51%), natomiast mozna

zauwazy¢ znaczacg poprawe enancjoselektywnosci (wzrost z 2,4/2,9 do 27,6/9,4).
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444, Nazewnictwo hydroksyfosfonianow 1 hydroksyfosfinianow oraz przypisanie

deskryptorow konfiguracji absolutnej na stereogenicznym atomie fosforu

Zanim przejd¢ do omowienia zagadnienia zwigzanego z samym okreslaniem konfiguracji
absolutnej hydroksyfosfonianow i hydroksyfosfinianow omowig tutaj réznice w nazewnictwie, ktore
wystepuja w moich publikacjach, a takze rdznice w przypisywaniu konfiguracji absolutnej na
stereogenicznym atomie fosforu.

Jezeli chodzi o réznice w nazewnictwie, to wynikaja one przede wszystkim z ewoluowania
mojej wiedzy na temat hydroksyfosfinianéw z dwoma centrami stereogenicznymi zawierajacymi
w swojej strukturze zard6wno ugrupowanie fosforylowe, estrowe, hydroksylowe oraz karboksylowe.
Trzon nazwy poczatkowo (zreszta poprawnie) opieral si¢ na starszenstwie struktury macierzystej, czyli
grupie fosfonowej (lub fosfinowej) pochodzacej od kwasu fosfonowego (lub kwasu fosfinowego).
W publikacjach H1?® i H2%" zwiazki 3a (1-hydroksyetano(P-fenylo)fosfinian etylu), 3b (1-hydroksy-
2-metylopropano(P-fenylo)fosfinian etylu), 3c (1-hydroksyfenylometano(P-fenylo)fosfinian etylu)
i 3d (1-hydroksy-3,4-metoksyfenylometano(P-fenylo)fosfinian etylu) zostaly nazwane wlasnie
w oparciu o taka konstrukcje. W kolejnych latach rozpoczgtam badania nad hydroksyfosfinianami
zawierajacymi dodatkow0 grupe karboksylowa. W publikacjach H4%8, H6%° i H7*, ktore ukazaty sie
w latach 2013-2016, nazewnictwo opartam o struktur¢ macierzystg, ktorg stanowit kwas octowy.
Zaproponowatam dla zwigzku 6a nazwe¢ kwas 2-hydroksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowy ze
wzgledu na znalezione w bazie Reaxys®® nazwy podobnych zwiazkéw pochodnych kwasu
fosfonooctowego. Zresztg sama nazwa ,.kwas fosfonooctowy” jest zgodna z rekomendacjami [UPAC
(Prefered IUPAC Name — PIN). Dodatkowo po przeczytaniu rekomendacji IUPAC, ktore ukazaty si¢
w ksigzce: ,,Nomenclature of Organic Chemistry: IUPAC Recomendations and Prefered Names
2013”,51 w ktérych znalaztam informacje, ze nazwy powinny bra¢ pod uwage struktury macierzyste
oparte na starszenstwie klas, gdzie kwasy majg starszenstwo przed estrami utwierdzitam si¢
W przekonaniu, ze prawidlowo wybratam struktur¢ macierzysta. Jednak nie do konca prawidlowo
nazwatlam  zwigzek 6a, gdyz powinien on mie¢ nazwe kwas  2-hydroksy-2-
(etoksyfenylofosforylo)octowy. W kolejnych latach, po glebszych analizach nazw zwigzkéw
fosforoorganicznych, postanowitam powroci¢ do pierwotnej wersji nazewnictwa opierajgcego si¢ na
strukturze macierzystej pochodzacej od kwasu fosfonowego (lub kwasu fosfinowego), gdyz aby

nazwa¢ zwigzki organiczne zawierajace atomy pierwiastkow z grup 14-17 lub Bor mozna uzy¢

80 https://www.reaxys.com
61 H. A. Favre, W. H. Powell; Nomenclature of Organic Chemistry: IUPAC Recomendations and Prefered Names 2013;
ISBN 978-0-85404-182-4; published by The Royal Society of Chemistry (2013)
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nomenklatury podstawnikowej. Aby nazwac¢ tg metoda zwiazki fosforoorganiczne najpierw nalezy
wybra¢ nazwy dla macierzystych wodorkéw lub innych struktur macierzystych nie zawierajacych
atoméw wegla. Kolejno zwigzki 8a-c oraz 1la-c zostaly nazwane odpowiednio 1-hydroksy-1-
karboksyfosfonianami dietylu, dimetylu i dibutylu oraz 1-butyryloksy-1-karboksyfosfonianami
dietylu, dimetylu i dibutylu.

Podobng ewolucj¢ rowniez mozna znalez6 w moich publikacjach, jesli chodzi
0 przypisywanie deskryptorow konfiguracji absolutnej na stereogenicznym atomie fosforu. O ile
jednak nazwy, w przypadku zmiany trzonu, dalej opisuja te same zwigzki i nie s3 one niepoprawne,
co najwyzej moga nie by¢ rekomendowane (inne niz PIN), o0 tyle zmiana deskryptoréw okreslajacych
konfiguracj¢ moze pociagnac niepotrzebne konsekwencje ztego zrozumienia budowy przestrzenne;j
izomerow hydroksyfosfinianéw. Problem jest o tyle istotny, ze sami naukowcy nie sg zgodni (chociaz
w tym miejscu nalezaloby, mam nadziej¢, uzy¢ czasu przesztego) co do tego jaki atom potaczony
z atomem fosforu ma starszenstwo zgodnie z regutg Cahna-Ingolda-Preloga (CIP). Z jednej strony,
jezeli zasady dotyczace wigzan podwojnych pomiedzy atomem tlenu i atomem wegla (C=0) mowiace,
ze wigzanie to traktuje si¢ jak dwa pojedyncze wigzania, w tym jedno C-O-(C), oraz drugie C-O,
zastosujemy do zwigzkow fosforoorganicznych, to wigzanie podwdjne pomiedzy atomem tlenu,
a atomem fosforu (P=0) mozemy potraktowa¢ jak dwa wigzania pojedyncze P-O, w tym jedno
P-O-(P). W takim przypadku tlen grupy fosforylowej (-P=0O) bedzie mial starszenstwo nad
ugrupowaniem estrowym (-P-O-C-) przytagczonym do atomu fosforu. Takie podejscie stosowatam na
poczatku swoich badan naukowych (prace H1?® oraz H2%'). Jednak wielu innych autoréw publikacji,
zwigzanych z badaniami nad zwigzkami fosforoorganicznymi, uwaza, ze grupa estrowa (-P-O-C-) jest
starsza od grupy fosforylowej (-P=0), gdyz wigzanie P=0O traktowane jest jak wigzanie semipolarne
P—O.

W 2013 roku ukazaty si¢ rekomendacje TUPAC dotyczace nomenklatury zwigzkow
organicznych w postaci wspomnianej juz ksigzki,%! w ktérej znalaztam (w rozdziale P-9 str. 1216)
rysunek (S)-[metylo(fenylo)fosfinianu] metylu — zwigzku zawierajacego stereogeniczny atom fosforu
oraz wyjasnienie, ze wigzanie P=0 nalezy traktowa¢ jak pojedyncze P-O, poniewaz w konfiguracji
tetraedrycznej moga wystapi¢ tylko cztery ligandy (atomy lub grupy). Chociaz w ksigzce tej sa
rekomendacje dotyczace nazewnictwa zwigzkow, to jednak uznatam ten przyktad jako wskazowke do
poprawnego przypisywania konfiguracji absolutnej na stereogenicznym atomie fosforu i od roku 2013
stosuje juz takie podej$cie oznaczania starszenstwa podstawnikéw potaczonych z tym atomem.

Dodatkowo w 2016 roku ukazata si¢ ksigzka pt.: ,,Asymmetric Synthesis in Organophosphorus
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Chemistry: Synthetic Methods, Catalysis, and Applications”®? autorstwa jednego z najwybitniejszych
naukowcow zajmujgcych sie zwigzkami fosforoorganicznymi Olega |. Kolodiazhnyi’ego, w ktorej
(rozdziat 1 str. 4) autor wskazujgc miedzy innymi na rekomendacje [IUPAC wyjasnia, ze wigzanie P=0
nie jest takim samym wigzaniem podwodjnym jak C=O 1 starszenstwo podstawnikow nalezy

przypisywa¢ w kolejnosci Alk < P=0 < R-O-P.
4.45. Okreslanie konfiguracji absolutnej

Jednym z najwickszych wyzwan podczas mojej pracy naukowej byto ustalenie konfiguracji
absolutnej produktow biotransformacji. W przypadku zwigzkéw 2a i 2b korelacja pomigdzy
skrecalno$cig optyczng a konfiguracja absolutng byta znana, wigec w tym przypadku jedynym
wyzwaniem bylo powiazanie tych danych z sygnalami otrzymanymi na widmach 3P NMR
Z dodatkiem chininy oraz z pikami na chromatogramach HPLC. W ten sposdéb mozna bylo okresli¢

konfiguracje¢ absolutng zaréwno hydroksyfosfoniandow 2 jak i ich estrow 4.

W przypadku zwigzkéw zawierajacych tylko jedno centrum stereogeniczne na atomie wegla
od dawna wykorzystuje si¢ metody oparte na technikach NMR z zastosowaniem chiralnych
pomocnikdéw. W przypadku analizowanych zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze atom fosforu
mozliwe jest okreslenie konfiguracji absolutnej nie tylko za pomoca widm 'H NMR, ale rowniez
3P NMR. W publikacji H5%* omoéwitam szerzej to zagadnienie. Do okreslania konfiguracji absolutnej
hydroksyfosfonianow i hydroksyfosfinianow najczesciej stosuje sie chiralne czynniki derywatyzujace
takie jak: kwas a-metoksy-a-trifluorometylofenylooctowy (MTPA) i kwas a-metoksyfenylooctowy
(MPA), za pomocg podwojnej derywatyzacji. Jednak ze wzgledu na racemizacje¢ powstajacych estrow
kwasu a-metoksyfenylooctowego (wiaze sie to z obecnoscia kwasowego protonu w pozycji a),%
zwigzek ten jest mniej popularny. Pomimo iz mozna wyeliminowa¢ ten problem stosujac
optymalizacje warunkéw derywatyzacji,®* to i tak korzystniejsze jest stosowanie czystych
enancjomeréw MTPA (najlepiej w postaci chlorkow kwasowych). Wiasnie takie podejscie
zastosowatam w przypadku okreslenia konfiguracji na stereogenicznym atomie wegla wszystkich

hydroksyfosfonianow 1 hydroksyfosfinianéw, dla ktorych udato mi si¢ okresli¢ konfiguracj¢ absolutng.

Hydroksyfosfiniany 3a-c byty juz wczesniej badane przeze mnie®®**®® oraz przez Shioji

i wspotpracownikow.3! W przypadku zwigzku 3a-c okreslili oni konfiguracje na atomie wegla dla

62 Kolodiazhnyi O. I.; Asymmetric Synthesis in Organophosphorus Chemistry: Synthetic Methods, Catalysis and
Applications, First Edition, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. (2017)

8 Dale J., Mosher H.; J. Am. Chem. Soc., 95 (1973) 512-519

® Trost B. M., Belletire J. L., Godleski S., McDougal P. G., Balkovec J. M.; J. Org. Chem., 51 (1986) 2370-2374
85 Majewska P., Kafarski P., Lejczak B., Bryndal 1., Lis T.; Tetrahedron: Asymmetry, 17 (2006) 2697-2701
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jednej pary enancjomerdéw stosujagc (R)-MTPA-CI. Chociaz popeknili btad, gdyz chlorek MTPA
o konfiguracji (R) daje po derywatyzacji ester o konfiguracji (S), to jednak dzigki tej pracy mogtam
ustali¢ konfiguracj¢ absolutng wszystkich hydroksyfosfinianow 3a-C i ich estrow 5a-c, gdyz ustalili
oni rowniez konfiguracj¢ na stereogenicznym atomie fosforu dla jednej pary enancjomerow zwigzkow
3a-c. Okreslania konfiguracji absolutnej zwigzkéw 3a oraz 3¢ nie bedg¢ tutaj opisywac, gdyz zostato
to przeze mnie omoéwione w publikacjach®"®% niewchodzacych w sktad osiagniecia, o ktérym mowa

w punkcie 4.2 niniejszego autoreferatu.

W publikacji H1?® opisatam metode okre$lania konfiguracji absolutnej na atomie wegla dla
wszystkich izomerow zwigzkéw 3b oraz 3d za pomocg (S)-MTPA-CI. W przypadku, gdy stosowany
jest jeden enancjomer CDA, nalezy otrzymac r6znomolowa mieszaning enancjomerow analizowanego
zwigzku. Jednak oba omawiane hydroksyfosfiniany zawieraja dwa centra stereogeniczne, co utrudnia
analiz¢. Musialam otrzymaé¢ r6znomolowa mieszaning wszystkich izomeréw. Pozwolilo mi to na
doktadne zbadanie korelacji pomiedzy konformacja izomerdéw, a przesunigciami chemicznymi

derywatow na widmach *H (Rysunek 13).

nizsze pola w stosunku do

o OCH3

(SP S R (Rp S R (RP,R,R), (SP,R,R)

wyzsze pola w stosunku do

Rysunek 13. Okres$lanie konfiguracji absolutnej na atomie wegla.

Dzieki badaniom Shoi i wspolpracownikow®! mogtam okresli¢ konfiguracje absolutna wszystkich
izomerow hydroksyfosfinianu 3b i jego estru 5b. W przypadku zwigzku 3d nie bylo takich badan,
a dodatkowo nie udato mi si¢ otrzymac¢ krysztalow na badania krystalograficzne, co pozwolitoby na
okreslenie konfiguracji na atomie fosforu. W pracy H1%® podjelam probe opisania zaleznosci
konfiguracji absolutnej na atomie fosforu od przesunieé¢ chemicznych na widmach 3P NMR
z dodatkiem chininy. Dodatkowo zatozenia te zostaly potwierdzone przez badania teoretyczne
wykonane przez dr Marka Doskocza. Dzigki temu mozliwe byto okreslenie konfiguracji absolutne;j

wszystkich izomerow zwigzku 3d oraz jego estru 5d.

Kolejnym hydroksyfosfinianem zawierajacym dwa centra stereogeniczne jest zwigzek 6a.

W publikacji H6% opisalam okre$lenie jego konfiguracji absolutnej na podstawie dwuwymiarowych
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widm NMR tego zwiazku oraz widm 'H i 3P NMR estru powstatego po derywatyzacji
z (S)-MTPA-CI. Na poczatku zatozylam, ze zwigzek zawierajgcy wolng grupe kwasowg bedzie
tworzyl wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe pomigdzy atomem wodoru (-COOH), a atomem
tlenu grupy fosforylowej (-P=0), co bedzie stabilizowalo konformacje pokazane na projekcji

Newmana (rysunek 14).

ph QH HaCH,CO ! H,CH,cO OH pp H
Ph
c) H c OH Sc7) H Sc7) OH
00 00 60 50
H H H H
(RPIR) (SPiS) (SPYR) (RPIS)

Rysunek 14. Projekcja Newmana izomerdow zwigzku 6a.

Zalozenie to zostalo potwierdzone w praktyce dzicki analizie widm 'H, P NMR oraz
dwuwymiarowych NOESY hydroksyfosfinianu 6a oraz jego estru 9a zawierajacych réznomolowy
stosunek par enancjomeréow. Dzigki temu mozliwe byto przypisanie konfiguracji absolutnej

wszystkich izomerow produktow biotransformacii.

Natomiast w przypadku hydroksyfosfonianu 6b mozliwe bylo jedynie przypisanie
konfiguracji absolutnej parom enancjomeréw, ktérych sygnaly na widmie 3P NMR majg inne
przesuniecia chemiczne (s3 wzgledem siebie diastereoizomerami), co opisalam w pracy H9*.
Podobnie jak w poprzednim przypadku bylo to mozliwe dzieki analizie widm 'H, 3P i NOESY
réznomolowej mieszaniny par enancjomerow hydroksyfosfinianu 6b. Poniewaz jednak nie udato mi
si¢ otrzymac jego estru, w zwigzku z tym nie mogltam przeprowadzi¢ reakcji biotransformacji

pozwalajacej na uzyskanie roznomolowej mieszaniny wszystkich izomerow.

Niestety rowniez z powodu braku roznomolowej mieszaniny wszystkich izomerow zwigzkoéw

7a-b nie udato mi si¢ okresli¢ ich konfiguracji absolutnej oraz ich estrow 11a-b.

Z kolei badania takie wykonatam dla hydroksyfosfonianobw 8a-C, co zostalo opisane
w publikacjach H10* i H11%. Podobnie jak w poprzednich przypadkach zastosowatam metode opartg
na uzyciu (S)-MTPA-CI jako CDA. Poczatkowo dzigki reakcjom biotransformacji otrzymatam
réznomolowa mieszaning enancjomerow tych zwiazkow, co pozwolito na analize korelacji struktur
otrzymanych estrow MTPA z widmami H oraz 3P NMR. Dzicki tej metodzie moglam okresli¢

konfiguracje absolutng hydroksyfosfonianéw 8 a-c oraz ich estréw 1la-c.
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4.5, Podsumowanie

W przedstawionym cyku publikacji mozna wyrdzni¢ nastepujace osiggniecia:

e zbadanie potencjalu hydrolitycznego lipaz réznego pochodzenia i1 mikroorganizméw
0 wihasciwosciach lipolitycznych wobec modelowych hydroksyfosfonianéw, oraz sprawdzenie

mozliwo$ci wykorzystania lipaz w reakcjach estryfikacji tych zwigzkow,

e oOfrzymanie z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi (w niektorych przypadkach
siegajacymi >99%) szeregu zwiazkéw fosforoorganicznych zawierajacych ugrupowanie
hydroksylowe, dzigki czemu bed¢ mogta w przysziosci sprawdzi¢ ich zastosowanie jako

chiralne pomocniki,

e zbadanie zalezno$ci pomigdzy modyfikacja medium reakcyjnego réznymi dodatkami,
a enancjoselektywnoscig lipaz, dzigki czemu mozliwe bylo wytypowanie trietyloaminy jako

zwigzku, ktory moze poprawi¢ wyniki dla reakcji transestryfikacji,

e znalezienie optymalnego medium hodowlanego oraz medium reakcyjnego dla biotransformacji
catymi komorkami bakterii, ktore z powodzeniem stosowalam w kolejnych etapach moich

badan,

e zbadanie zaleznos$ci wptywu chiralnego czynnika solwatujacego — chininy na konfiguracje
absolutng hydroksyfosfinianéw zawierajacych dwa centra stereogeniczne, dzigki czemu mozna

byto okresli¢ konfiguracj¢ na atomie fosforu dla jednego z hydroksyfosfinianow,

e ustalenie konfiguracji absolutnej wigkszosci badanych zwigzkow, co byto duzym wyzwaniem
szczegblnie jesli chodzi o hydroksyfosfiniany zawierajace w swojej strukturze dwa centra

stereogeniczne (na atomie fosforu i na a-atomie wegla).

4.6. Plany badawcze

Hydroksyfosfoniany i hydroksyfosfiniany (a takze ich estry) zawierajace w swojej strukturze
dodatkowe ugrupowanie karboksylowe otrzymane z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi
okazaly si¢ posiada¢ wilasciwosci chiralnych czynnikéw solwatujagcych wobec samych siebie
(tzw. samodyskryminacja) i na widmach 3P NMR mozna wyraznie zauwazy¢ sygnaly od wszystkich

enancjomerow nawet przy zastosowaniu achiralnego $rodowiska (rysunki 15 i 16, prace H6* i H10%).
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Rysunek 15. Widmo 3P NMR po biotransformacji zwiazku 9a za pomoca catych komérek Bacillus
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Rysunek 16. Widmo 3P NMR po biotransformacji zwiazku 11a za pomocg lipazy pochodzacej

z grzyba Aspergillus niger.
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Obserwacja ta potwierdza zatozenia, ze zwigzki te mogg by¢ dobrymi chiralnymi pomocnikami,
jednak wymaga to dalszej weryfikacji. Proby zastosowania hydroksyfosfinianu 6a jako chiralnego
pomocnika zostaty podjete przeze mnie i opisane w Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related
Elements.®® Problemem w tym przypadku byta obecnoéé w strukturze dwoch centrow
stereogenicznych (na atomie wegla i atomie fosforu), co znacznie utrudnia otrzymanie tych zwigzkow
w postaci czystych optycznie izomerow. Natomiast analiza oparta na réznomolowej mieszaninie
izomeréw jest trudna w interpretacji nawet w przypadku widm 3P NMR. Zastosowanie zwigzkow
zawierajacych jedno centrum stereogeniczne da odpowiedz, czy hydroksykarboksyfosfoniany sg
dobrymi chiralnymi pomocnikami. Aby moc to sprawdzi¢ nalezy otrzymaé te zwigzki z jak
najwiekszymi nadmiarami enancjomerycznymi i w duzej ilosci. W zwiazku z tym w pierwszym etapie
planuje poprawi¢ enancjoselektywnos$¢ biokatalizatorow poprzez dalsze modyfikacje Srodowiska
reakcji (w przypadku catych komoérek mikroorganizméw rowniez medium hodowlanego). Wstepne
badania dotyczace zastosowania calych komorek grzybow (prace H7* i H10%°) tez daty dobre rezultaty
1 planuj¢ kontynuacje tych badan. W kolejnym etapie wybior¢ metode, ktora da najlepsze nadmiary
enancjomeryczne i powigksze skale w celu otrzymania hydroksykarboksyfosfonianow w ilosci
pozwalajacej na sprawdzenie ich zastosowania jako chiralnych pomocnikow. Ta czes¢ bedzie
obejmowata przeprowadzenie szeroko zakrojonych kompleksowych badan, majacych na celu
wyselekcjonowanie najlepszych i posiadajacych najszerszy zakres dziatania jako CDA. Wykonam to
poprzez derywatyzacje z czystymi optycznie 1 racemicznymi komercyjnie dostepnymi aminami,
alkoholami, kwasami karboksylowymi, tiolami oraz zwigzkami zawierajacymi kilka centrow asymetrii
i posiadajacymi ugrupowania nukleofilowe. Ponadto czyste enancjomerycznie chiralne pomocniki
zostang przebadane pod wzgledem mozliwosci ich zastosowania jako CSA poprzez badania
spektroskopowe z zastosowaniem 3P NMR. Planuje réwniez poszerzyé ilos¢ badanych

hydroksykarboksyfosfoniandw o nowe struktury (Rysunek 17).

Rl
\ 1
oR
O‘\p’,o R =-H; -CHj; -C4Hg; - Ph; ...
RZ
Ho~ >c-OH R2 = -H;: -Ph: ...
1]
o}

Rysunek 17. Przyktadowe struktury planowanych potencjalnych chiralnych pomocnikow.

6 Majewska P.; Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements., 194 (2019) 585-590
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cig naukowg albo
artystyczng realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji

naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej

5.1. Cyklolinopeptydy

Poza osiggnigciem opisanym w punkcie 4 aktywnie rozwijam si¢ naukowo rowniez w innych
tematach nalezacych do dyscypliny naukowej: nauki chemiczne. Juz podczas pracy magisterskiej
wykonywanej pod kierunkiem prof. Ignacego Zenona Siemiona na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego bralam udzial w badaniach naukowych, ktére byly prezentowane na dwoéch
konferencjach i staly si¢ podstawa rozdziatbw w ksigzkach opublikowanych po tych
konferencjach.%”:8 Prace obronitam 02.07.2001 z oceng bardzo dobra. W trakcie badan udato mi si¢
wyizolowa¢ cykliczny peptyd CLX (cyklo(PPFFILLX) gdzie X to [2S, 4R] y-amino-N-metyloprolina)
z Inu austriackiego. Ten cykliczny peptyd byt wczesniej wyizolowany z Inu zwyczajnego
i scharakteryzowany przez dr Bolestawa Picura. Podczas pracy badawczej poznatam wiele technik
laboratoryjnych takich jak NMR, HLPC, MS, dzi¢gki czemu moglam je wykorzystywaé w pdzniejszej

karierze naukowej, w szczegolnosci w osiggnieciach opisanych w punkcie 4.

5.2. Biotransformacje hydroksyfosfinianow z dwoma centrami stereogenicznymi (prace

niewchodzace w sktad osiggni¢cia opisanego w punkcie 4)

W latach 2002-2007 kontynuowatam Kkariere naukowa na studiach doktoranckich na
Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Lejczak oraz
nieformalng opieka prof. dr hab. inz. Pawla Kafarskiego. Podczas moich studiow doktoranckich
powstaly 3 publikacje®**1% zwigzane z tematyka pracy, a osiggniete wyniki prezentowatam na 4
konferencjach krajowych i zagranicznych. Rozprawg doktorska zatytutowang ,,Biotransformacje
hydroksyfosfiniandw z asymetrycznym atomem fosforu” obronitam z wyrdéznieniem w dniu

23.05.2007, a stopien doktora nauk chemicznych w dyscyplinie chemia uzyskatam 30.05.2007.

67 Brzezicka A., Chliszcz P., Lisowski M., Olejarnik M., Ruchata P., Spiewak K., Siemion I. Z., Picur B.; Cyclic peptides
from different flaxes; Chemical products in agriculture and environment. Ed. by H. Gorecki, Z. Dobrzanski, CZECH-
POL TRADE, Praque (2002) 182-187; ISBN 80-238-8784-X

8 Picur B., Ruchata P., Cierpicki T., Lisowski M., Chliszcz P., Siemion 1. Z; The structure of new cyclolinopeptide CLX;
Arthropods: chemical, physiological and environmental aspects 2001 ed. by Danuta Konopiniska; Wydawnictwo
Uniwersytetu Wroctawskiego, Wroctaw (2002) 198-203; ISBN 83-229-2289-2
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W trakcie pracy naukowej opisanej w pracy doktorskiej poznatam i udoskonalatam wiele technik

laboratoryjnych, ktore mogtam wykorzysta¢ w pozniejszej karierze naukowe;.

W trakcie studiéw doktoranckich podejmowatam réwniez wspolprace z innymi cztonkami
Zaktadu, w ktorym wykonywalam badania opisane w pracy doktorskiej. W pracy opisanej
w Tetrahedron: Asymmetry® podjeliémy probe zastosowania catych komorek grzybow w reakcji
biokatalitycznego utleniania hydroksyfosfinianu 3c zawierajacego dwa centra sterecogeniczne
(Rysunek 18). Z uwagi na to, ze o-ketofosfoniany prawdopodobnie sa bardzo niestabilne
w $srodowisku wodnym, nie udalo nam si¢ zaobserwowa¢ momentu powstawania tego zwigzku, jednak
mozna bylo zauwazy¢ ubytek enancjomeréw podczas reakcji biotransformacji z zastosowaniem

komorek Geotrichum candidum i dodatkiem szczawiooctanu (nadmiar enancjomeryczny ee si¢gajacy

99%).
HO,
Y
Pl-\

OCH,CH;
hydroksyfosfinian nieracemiczny
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0 * biokatalizator
\\P _—
\

+
)
OCH,CH; o\
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OCH,CH;

niestabilny ketofosfinian

Rysunek 18. Schemat zaktadanej drogi biokatalitycznego utleniania hydroksyfosfinianu.

5.3.  Modyfikowane polimery dekstranu

Od 1 lutego 2007 zostatam zatrudniona na stanowisku stazysty podoktorskiego w Zaktadzie
Chemii Bioorganicznej na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Louisa Pasteura w Illkirch
Graffenstaden we Francji (obecnie Uniwersytet Strasburski). Gléwnym moim zadaniem bylo
otrzymanie modyfikowanego polimeru dekstranu majacego potencjalne zastosowanie w przemysle
farmaceutycznym jako materiat do wytwarzania kapsutek w docelowym podawaniu lekéw do jelita
grubego. Praca ta byla prowadzona pod opieka prof. Thiery F. Vandamme i przy wspotpracy z
dr Mustafg Beesh (wtedy doktorantem). Poczatkowo zaj¢lismy sie synteza pochodnych estrowych

6 Klimek-Ochab M., Zymanczyk-Duda E., Brzezifska-Rodak M., Majewska P., Lejczak B.; Tetrahedron: Asymmetry;
19 (2008) 450-453.
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dekstranu modyfikowanych bezwodnikami kwasow: butanowego, propanowego oraz etanowego
(Rysunek 19). Kazda z tych pochodnych zostata otrzymana ze stopniem podstawienia zblizonym do
1, 2 lub 3 (zestryfikowane 1, 2 lub 3 grupy -OH czasteczek glukozy w polimerze dekstranu).

*

Q | DMSO o
Ho O%T —™  RCO; o+*
4-DMAP, 80°C n
HO  OH (RCO),0 RCO/ OCR

R = -CH,; -CH,CH,; -CH,CH,CH,
Rysunek 19. Schemat reakcji estryfikacji dekstranu.

Wszystkie 9 polimeréw zostato przebadanych pod katem ich rozpuszczalno$ci oraz degradacji przez
dekstranaze. Ponadto dekstran modyfikowany bezwodnikiem octowym ze stopniem podstawienia 1
zostal wykorzystany do wytworzenia cienkich foli (filméw), ktoére nastepnie byly testowane na
zdolno$¢ do permeabilizacji w roztworach zblizonych do ptyndéw znajdujacych si¢ w przewodzie
pokarmowym. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w International Journal of Drug Delivery.’
W kolejnym etapie zastosowaliSmy reakcje kopolimeryzacji do wytworzenia polimeréw blokowych
sktadajacych si¢ z tancucha dekstranu i dotgczonego do niego tancucha polimeru opartego na
monomerach takich jak: metakrylan metylu (MMA), akrylan metylu (MA), czy kwas metakrylowy
(MAA). Najpierw zostaly zsyntetyzowane kopolimery posiadajace w swojej budowie tancuch
dekstranu oraz dotgczony do niego tancuch polimeru opartego na jednym monomerze. Podobnie jak
dla pochodnych estrowych dekstranu, kopolimery zostaty przebadane pod katem rozpuszczalnosci
I degradacji dekstranazg, a takze sprawdzona zostata dlugo$¢ utworzonego tancucha. Sprawdzane byty
rowniez pod katem ich uzytecznos$ci jako materialu do tworzenia kapsutek (test permeabilizacyjny).
W ostatnim etapie naszych badan z sukcesem udato nam si¢ otrzyma¢ kopolimer wieloblokowy
(Rysunek 20) sktadajacy si¢ z tancucha dekstranu i kolejno do niego dolaczanych tancuchow
pochodnych akrylowych (DEX-MA-MMA-MAA).

0 Beesh M., Majewska P., Vandamme Th. F.; International Journal of Drug Delivery, 2 (2010) 22-31
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Rysunek 20. Struktura kopolimeru wieloblokowego.

Badania te staly si¢ podstawg patentu zgloszonego we Francji (nr zgloszenia: FR2932485A1),
a nastgpnie zgloszenia patentu miedzynarodowego (nr zgtoszenia: WO 2009/153447 Al).”* Badania
te nie tylko wzbogacity mdj dorobek naukowy, ale réwniez pozwolity mi na poznanie nowych technik
analitycznych, a takze na poszerzenie wiedzy 1 umiej¢tnosci dotyczacych technik, ktore juz znatam.
Miegdzy innymi miatam okazje¢ samodzielnie obstugiwaé aparatur¢ NMR oraz FTIR, co pomogto mi

W pozniejszej pracy badawcze;.

5.4. Biokataliza hydroksyfosfonianow i hydroksyfosfinianow (prace niewchodzace w

sktad osiggnigcia opisanego w punkcie 4) oraz aminofosfonianow

W marcu 2008 roku zostaltam zatrudniona na stanowisku asystenta w Zaktadzie Chemii
Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej w grupie badawczej, w ktorej
realizowatam prace doktorska. Od tego czasu kontynuowalam badania nad biotransformacjami

hydroksyfosfonianéw (osiggnigcia opisane w punkcie 4), a takze wspotpracowatam z innymi

" Vandamme T. F., Majewska P., Beesh M.; Zgtoszenie patentowe nr WO 2009/153447 A1. Forme galenique orale,
procede de fabrication du polymere et utilisation. Zgtosz. nr 08/03292 z 12.06.2008. Opubl. 23.12.2009. 35 s.
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cztonkami Zaktadu oraz z innymi grupami badawczymi realizujgc rozne tematy z dziedziny nauk
chemicznych. Miegdzy innymi bytam wspotwykonawcg projektu badawczego POIG 01.03.01-00-
158/09-00 zatytutowanego: ,,Biotransformacje uzyteczne w przemysle farmaceutycznym i
kosmetycznym”. Projekt ten byl realizowany przez konsorcjum badawcze sktadajgce si¢ z siedmiu
laboratoriow z réznych uczelni z catej Polski, a liderem byt Zaktad Chemii Bioorganicznej Wydzialu

Chemicznego Politechniki Wroctawskie;.

Grupa badawcza prof. dr hab. inz. Jolanty Bryjak, od wielu lat zajmuje si¢ badaniem reakcji
prowadzonych przez rézne enzymy oraz sprawdzaniem ich stabilno$ci. Naturalnym wi¢c byto podjecie
wspotpracy dotyczacej immobilizacji lipazy z Candida rugosa na réznych nosnikach i sprawdzeniem
wptywu tych nos$nikéw w reakcjach prowadzonych w §rodowisku wodnym, dwufazowym oraz w
rozpuszczalnikach organicznych. W tym celu zostal wybrany modelowy butyryloksyfosfonian 4a,

ktory zsyntetyzowatam. Wspolpraca ta zaowocowata publikacja w Acta Biochimica Polonica.

Poza zastosowaniem lipaz i mikroorganizmow o wlasciwos$ciach lipolitycznych interesowaty
mnie réwniez inne sposoby enancjoselektywnego otrzymywania hydroksyfosfonianow
I hydroksyfosfinianow, takie jak biokatalityczne utlenianie hydroksyfosfonianow, czy redukcja
ketofosfonianow. Dlatego tez podjetam wspoiprace z innymi cztonkami mojego zespotu, ktora
dotyczyta migdzy innymi biotransformacji hydroksyfosfinianu 6a za pomoca grzybow strzepkowych.
Podczas tych badan okazalo si¢, ze dwa z badanych mikroorganizméw (Fusarium culmorum oraz
Fusarium oxysporum) maja zdolnos¢ do catkowitej biodegradacji tego zwiazku.”® Jest to bardzo wazne
odkrycie, gdyz zwigzki fosforoorganiczne posiadaja z swojej budowie stabilne wigzanie C-P, ktore
jest trudno degradowalne, a sg coraz czg$ciej stosowane miedzy innymi w rolnictwie (glifosat). Stad
niestabnace zainteresowane poszukiwaniem metod usuwania tych zwigzkéw ze Srodowiska
naturalnego. Moj udziat w tej pracy polegat gtdbwnie na opracowaniu procedury syntezy i analizy
substratu reakcji biotransformacji i opiece nad synteza wykonywang przez dr inz. Natali¢ Dunal
(nazwisko panienskie Kmiecik) w ramach realizacji pracy magisterskiej kierowanej przez
prof. dr. hab. Ewe Zymanczyk-Dude, oraz pomocy przy interpretacji widm NMR. Prace te
koordynowata dr. hab. Magdalena Klimek-Ochab, ktora od wielu lat zajmuje si¢ biodegradacjami

zwigzkow fosforoorganicznych.

Pani Natalia Dunal kontynuowata badania naukowe na studiach doktoranckich w naszym

zespole pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Zymanczyk-Dudy, zajmujac sie otrzymywaniem chiralnych

2 Hrydziuszko Z., Dmytryk A., Majewska P., Szymanska K, Liesiene J., Jarzebski A., Bryjak J.; Acta Biochimica
Polonica; 61 (2014) 1-6

8 Kmiecik N., Klimek-Ochab M., Brzezinska-Rodak M., Majewska P., Zymanczyk-Duda E.; Biotechnology Research
International, 2013 (2013) 1-5
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pochodnych fosfonianéw na drodze biokatalitycznej. W tym czasie wspieratam Panig Natali¢ radami
1 pomocg, gtownie w planowaniu i wykonywaniu syntez hydroksyfosfonianow, a takze w analizie
I interpretacji widm NMR oraz IR. Wspotpraca ta zaowocowala publikacja dotyczaca biokonwersji
aminofosfonianéw do hydroksyfosfonianow z produktem przejsciowym w postaci niestabilnego

ketonu (schemat 10).74

PO3H, PO3H, PO5H,
H2N n (o] HO—;
5 .”;m p— = ~ ¥ pamicaloat -
ST e atped ot
eI T TN -t b S e i g e S
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Schemat 10. Reakcja biokonwersji aminofosfonianéw do hydroksyfosfonianow.”®

W 2020 roku podjetam kolejny raz wspotprace z dr inz. Monikg Serafin-Lewanczuk, ktora
pod kierownictwem prof. Ewy Zymanczyk-Dudy zajmowala si¢ biokonwersja kwasow
aminofosfonowych. Zastosowanie biokatalizy catymi komoérkami r6znych mikroorganizméw dato
mozliwo$é otrzymania tych zwigzkow z czystoécig enancjomeryczng siegajaca >99%."° Moj udziat
w tej pracy polegal na zaplanowaniu i wykonaniu badan dotyczacych okreslenia konfiguracji
absolutnej zwiazkow opisanych w manuskrypcie i interpretacji tych badan, a takze na udziale
w analizie pozostalych danych dotyczacych biokonwersji kwasow aminofosfonowych 1 udziale

w napisaniu manuskryptu.

5.5. Biokatalityczne otrzymywanie antyoksydantow

W naszym zespole prowadzone sg roOwniez badania nad zwigzkami o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych. Koordynuje je dr. hab. inz. Malgorzata Brzezinska-Rodak, ktora specjalizuje si¢
w tej tematyce. Podczas reakcji biotransformacji resweratrolu calymi komoérkami Phanerochaete

chrysosporium powstawat dodatkowy produkt 3,5-dihydroksybenzaldehyd. Z racji mojego duzego

™ Kmiecik N., Majewska P., Kozyra K., Zymanczyk-Duda E.; Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements,
193 (2018) 232-238

75 Serafin-Lewanczuk M., Brzezinska-Rodak M., Lubiak K., Majewska P., Klimek-Ochab M., Olszewski T., Zymanczyk-
Duda E.; Microbial Cell Factories, 20 (2021) 1-14
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doswiadczenia w analizie zwigzkow za pomocg spektroskopii NMR zaangazowatam si¢ w ten projekt

i wykonatam badania dotyczace separacji tego produktu i okreslenia jego struktury.’®

Od poczatku swojej naukowej kariery interesowatam si¢ nie tylko spektroskopia NMR, ale
réwniez chromatografiag HPLC, migdzy innymi do oznaczania nadmiardw enancjomerycznych na
chiralnych kolumnach. Jednoczesnie podnositam swoje kwalifikacje uczestniczac w roéznych
szkoleniach dotyczgcych HPLC. Dzigki tym umiejetno$ciom, wiedzy i doswiadczeniu zdobytemu
podczas stazow w Laboratorium Chemicznym w firmie Maco Pharma mogltam pomédc w pracy
doktorskiej dr Beacie Szmigiel-Merena (wtedy doktorantce) w kwestiach zwigzanych
z chromatogratia HPLC oraz spektroskopia NMR. Pani Beata swoja prace doktorska wykonywata pod
kierunkiem prof. Ewy Zymanczyk-Dudy (promotor) oraz dr hab. Matgorzaty Brzezinskiej-Rodak
(promotor pomocniczy), a tematyka dotyczyla zastosowania biotransformacji do syntezy
antyoksydantow. Razem z Panig Beata zoptymalizowalySmy metode analityczng do oznaczania
produktow biotransformacji oraz zwalidowatySmy t¢ metod¢. W przypadku reakcji hydroksylacji
2-fenyloetanolu dodatkowo pomogtam zaplanowaé i wykona¢ badania zwigzane z separacjg
produktoéw biotransformacji oraz okreslitam ich struktur¢ za pomoca spektroskopii NMR. Badania

te zostaty opisane w publikacji w czasopismie Symmetry’’ oraz sa podstawa dwoch patentow.’87®

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke

6.1. Dziatalno$¢ dydaktyczna

Moje zainteresowanie wykorzystaniem mikroorganizméw mam okazj¢ przekazywac rowniez
studentom w ramach zaje¢ dydaktycznych. Od wielu lat prowadze zajecia laboratoryjne
z Mikrobiologii przemystowej i przygotowatam do tych zajec¢ korekty do instrukcji, a od 2017 roku

nieformalnie opiekuj¢ si¢ tym kursem. Prowadzitam rowniez inne zajecia laboratoryjne dla studentow

6 Brzezinska-Rodak M., Lubiak K. D., Klimek-Ochab M., Majewska P., Ewa Zymanczyk-Duda E.; BioTechnologia, 100
(2019) 241-250

7 Szmigiel-Merena B., Brzezinska-Rodak M., Klimek-Ochab M., Majewska P., Zymanczyk-Duda E.; Symmetry, 6
(2020) 1-14

78 Szmigiel-Merena B., Brzezifiska-Rodak M., Majewska P., Zymanczyk-Duda E.; Patent. Polska, nr 234344. Sposéb
otrzymywania kwasu 4-hydroksyfenylooctowego. Zgltosz. nr 425896 z 12.06.2018. Opubl. 28.02.2020. 4 s.

7 Szmigiel-Merena B., Brzezifiska-Rodak M., Klimek-Ochab M., Majewska P., Zymanczyk-Duda E.; Patent. Polska, nr
236624. Sposob otrzymywania 1-fenyloetan-1,2-diolu. Zgtosz. nr 425894 z 12.06.2018. Opubl. 08.02.2021. 4 s.
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(Biologia I1, Mikrobiologia I, Microbiology Il — kurs dla studentow programu Erasmus w j. angielskim,
Technologia enzymoéw). Miatam okazje¢ prowadzi¢ wyktad z Biodegradacji (Il stopien, kierunek
Biotechnologia, specjalno$¢ Biotechnologia molekularna i biokataliza), oraz wyktad z Podstaw
biologii (I stopien, kierunek Biotechnologia) do ktorych czesciowo opracowywalam prezentacje.
Od pazdziernika 2020 prowadze réwniez wyktad w j. angielskim Biotechnology with introduction
to industrial microbiology (II stopien, kierunek Biotechnologia), do ktérego sama przygotowalam
wickszos¢ materiatow 1 prezentacje. Odpowiedzialam tez jako jedna z pierwszych na potrzeby
nauczania online w czasie pandemii proponujac krecenie filméw, na ktérych prezentowatam w jaki
sposob wykona¢ ¢wiczenia z zaje¢ laboratoryjnych z Mikrobiologii przemystowej. W ten sposob
opracowatam caty kurs online na e-Portalu. Aktywnie wspomagam studentow jako promotor prac
inzynierskich (28 prac ukonczonych) oraz magisterskich (15 prac ukonczonych). Wigkszo$¢ z nich,
to interdyscyplinarne prace laboratoryjne taczace mikrobiologie, chemi¢ organiczng i analityczng.
Bralam réwniez udzial w wizytach studyjnych jako opiekun ze strony Uczelni w takich
przedsigbiorstwach jak PCC Rokita SA w Brzegu Dolnym, czy Maco Pharma we Wroctawiu. Sama
zorganizowatam jedng z takich wizyt w dniu 21.11.2017 w przedsigbiorstwie Maco Pharma dla dwoch

grup studentow kierunku Biotechnologia.

6.2. Dziatalno$¢ organizacyjna

Do moich osiaggnie¢ organizacyjnych z pewno$cig moge zaliczy¢ wspotautorstwo dwoch
Raportéw Samooceny kierunku Biotechnologia dla Uniwersyteckiej Komisji Akredytacyjnej (z 2008r.
oraz z 2013r.). Ponadto w latach 2016-2017 bytam odpowiedzialna za duza cz¢$¢ projektu remontu
laboratoriow dydaktycznych Wydziatu Chemicznego usprawniajgcego mozliwosci prowadzenia zajeé
oraz realizacje pracz badawczych z zakresu biotechnologii w obszarze wykorzystania drobnoustrojow

pochodzenia zar6wno pro- jak i eukariotycznego.

6.3. Dziatalno$¢ popularyzujgca nauke

Od wielu lat staram si¢ promowa¢ nauke wsrdd dzieci i mlodziezy. Liste warsztatow

I wyktadow jakie przeprowadzitam przedstawiam ponizej:

e XVIII Dolnoslaski Festiwal Nauki; Wroctaw, Politechnika Wroctawska, 17-23 wrze$nia 2015;
J. polski; warsztaty (5 grup) pt.: ,,Makroczgsteczki komorkowe — podstawa zycia”.
o Uniwersytet dziecieccy w Gorzowie Wilkp. 19.03.2016; wyklad na zaproszenie

pt.: ,,Makroczgsteczki komorkowe — podstawa zycia”.
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e Uniwersytet dzieciecy w Gorzowie WIkp. 19.03.2016; warsztaty na zaproszenie (2 grupy)
pt.: ,,Jak zamieni¢ kuchni¢ w laboratorium naukowe’?

e XIX Dolnoslaski Festiwal Nauki; Wroctaw, Politechnika Wroctawska, 16-21 wrze$nia 2016;
warsztaty (6 grup) pt.: ,,Jak przemieni¢ kuchni¢ w laboratorium naukowe?” oraz (3 grupy)
pt.: ,,Makroczasteczki komorkowe — podstawa zycia”.

e Szkota Podstawowa Nr 2 w Sobotce 30.11.2017; pokaz na zaproszenie (2 grupy) pt.: ,,Jak
zamieni¢ kuchni¢ w laboratorium naukowe?”

e ,LabDay”, 30.03.2019, Wroctaw, Politechnika Wroctawska, warsztat pt.: ,,Makroczasteczki”
(1 grupa)

e XXIII Dolnoslaski Festiwal Nauki, Wroctaw, Politechnika Wroctawska, 18 -23 wrze$nia 2020,

zajecia on-line, pokaz pt.: ,,Jak zamieni¢ kuchni¢ w laboratorium naukowe?”

Bratam rowniez udziat w IX Dolnoslaskich Prezentacjach Edukacyjnych TARED 2003 we Wroctawiu
w Hali Ludowej 12-15 marca 2003, gdzie udzielatam informacji o Kierunku Biotechnologia

na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskie;j.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowe;j

W 2008 roku dostalam wyrdznienie w konkursie na najlepsza pracg doktorska nadane przez

Polskie Towarzystwo Chemiczne (L.6dz, 12.09.2008).

Do samodzielnej pracy naukowej przygotowywatam si¢ miedzy innymi uczestniczac
w studiach podyplomowych na kierunku: Menedzer projektow badawczych w Wyzszej Szkole
Ekonomii i Innowacji w Lublinie. Studia te ukonczytam 03.04.2013 piszac prace dyplomowa
,»Otrzymywanie nowego typu uniwersalnych dyskryminatorow chiralnosci” pod kierunkiem

mgr. inz. Andrzeja Zbroi.

Dzigki licznym szkoleniom poszerzalam wiedzg i doskonalitam swdj warsztat naukowy. Byly

to migdzy innymi:

e _Projektowanie 1 realizacja instalacji  technologicznej do  produkcji  lekow
biotechnologicznych”; Warszawa; 13.09.2008; j. angielski/j. polski; 6 godzin

e _Metrologia pipet ttokowych — wzorcowanie 1 sprawdzanie”; Wroctaw; 22.05.2009; j. polski;
4 godziny
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e "Najnowsze rozwigzania dla laboratoriéw chemicznych XXI wieku"; Wrocltaw; 28.05.2009;
j. polski; 5 godzin

o ,Dobra praktyka laboratoryjna (GLP) — praktyczne aspekty wdrozenia w laboratorium”;
Wroctaw; 21.11.2009; j. polski; 8 godzin

e ,Dobra praktyka wytwarzania (GMP) — wymagania prawne, zasady i wdrozenie systemu”;
Wroctaw; 12.12.2009; j. polski; 8 godzin

e , Walidacja metod analitycznych wedlug wymagan farmaceutycznych oraz normy ISO 170257
Wroclaw; 27.02.2010; j. polski; 6 godzin

e Podstawy zastosowania technik chromatograficznych w analityce oraz optymalizacja metod
HPLC”; Wroctaw; 20.03.2010; j. polski; 7 godzin

e Zarzadzanie projektami miekkimi finansowanymi ze $rodkéw EFS”; Wroctaw; 8.04 —
20.05.2010; j. polski; 21 godzin

e ,Analiza ryzyka w procesach pomiaru wagi”; Wroctaw; 13.10.2010; j. polski; 4 godziny

e, Wiedza chroniona w procesie komercjalizacji”; Wroctaw; 29.11.2010; j. polski; 4 godziny

(podpis wnioskodawcy)
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