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1. Imie¢ i nazwisko: Piotr Walejko
Adres stuzbowy: Zaktad Chemii Produktow Naturalnych

Instytut Chemii, Wydzial Biologiczno-Chemiczny
Uniwersytet w Biatymstoku
ul. Ciotkowskiego 1K
15-245 Biatystok
tel. 85 7388086
e-mail: pwalejko@uwb.edu.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej

magister chemii, Uniwersytet Warszawski, Filia w Biatymstoku, 1995
rozprawa magisterska pt. ,,Synteza pochodnych glukozydowych a-tokoferolu”, wykonana
pod kierunkiem dr hab. Stanistawa Witkowskiego, prof. UwB.

doktor nauk chemicznych, Uniwersytet w Biatymstoku, 2005
rozprawa doktorska pt. ,,Synteza i badania strukturalne glikozydow a-tokoferolu oraz
jego pochodnych”, promotor dr hab. Stanistaw Witkowski, prof. UwB.

3. Informacje o przebiegu pracy naukowej

1995-2006

Uniwersytet w Biatlymstoku; Wydziat Biologiczno-
Chemiczny (woéwczas Uniwersytet Warszawski, Filia w
Biatymstoku, = Wydzial Matematyczno-Przyrodniczy),
Zaktad Chemii Produktow Naturalnych, asystent

01.07.2006-31.09.2006

Staz naukowy w zespole prof. Armina de Meijere,
Uniwersytet w Getyndze, (Postdoctoral Research Scientist,
The Institute of Organic and Biomolecular Chemistry,
George-August University in Goettingen, Germany).

15.10.2006-15.10.2007

Staz podoktorski w zespole prof. Michela Rohmera,
Uniwersytet L. Pasteura w Strasburgu, (Postdoctoral
Research Scientist, The Institute Le Bel, University of
Louis, Pasteur in Strasbourg, France).

2007- do chwili obecnej

Uniwersytet w Biatymstoku, Zaklad Chemii Produktow
Naturalnych, Wydziat Biologiczno-Chemiczny, asystent
(1995-2009), adiunkt (2009-...).
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

A) Tytul osiagniecia naukowego:

B) Publikacje wchodzgce w sklad osiagniecia naukowego:

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789):

Synteza i analiza strukturalna nowych pochodnych estrowych i glikozydowych
witaminy E oraz modelowych fenoli.

Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia IF I Llckztba Liczba
naukowego 1996-20.. Slat MK“SW Cytowal'l*
H1 | A. Baj, P. Walejko, S. Witkowski, “Synthesis of new 1.131 |1.188| 25 1
carbacyclic analogs of trolox”, Monatshefte fiir Chemie, IF5015
146, 375-382 (2015). DOI 10.1007/s00706-014-1349-8
H2 P. Watejko, K. Paradowska, L.. Szeleszczuk, 2.011 |1.784 20 1
S. Wojtulewski, A. Baj, ,,Racemic crystals of Trolox IFo018
derivatives compared to their chiral counterparts: Structural
studies using solid-state NMR, DFT calculations and X-ray
diffraction”, Journal of Molecular Structure, 1156, 290-
300 (2018). DOI: 10.1016/j.molstruc.2017.11.107
H3 D. K. Stepien, M. K. Cyranski, £.. Dobrzycki, P. Watejko, 1.602 [1.784 20 3
A. Baj, S. Witkowski, K. Paradowska, I. Wawer, “The IF 014
effect of rotating substituent in 2,2,5,7,8-
pentamethylchroman derivatives. X-ray, *C CPMAS
analysis and DFT analysis”, Journal of Molecular
Structure, 1076, 512-517 (2014).
DOI:10.1016/j.molstruc.2014.08.003
H4 P. Walejko, L. Dobrzycki, A. Ratkiewicz, P. Socha, 2.456 |2.912 30 0
S. Witkowski, M. K. Cyranski, ,,The X-ray and Natural IF015
Bond Orbital (NBO) structural study of a-tocopheryl and
2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-yl succinates”, Journal of
Saudi Chemical Society, 23, 365-377 (2019).
DOI: 10.1016/j.jscs.2018.08.010
H5 P. Walejko, S. Witkowski, “Selective removal of phenyl 2.456 |2.912 30 0
group from alkyl diphenyl phosphates”, Journal of Saudi IF2017
Chemical Society, 21, 118-122 (2017).
DOI: 10.1016/j.jscs.2016.05.002
H6 P. Watejko, A. Baj, “The synthesis of vitamin E sugar 1,2- 1.285 |1.188 25 0
ortho esters”, Monatshefte fiir Chemie, 150, 275-282 IFo018
(2019). DOI 10.1007/s00706-018-2332-6.
H7 A. Hryniewicka, P. Watejko, J.W. Morzycki, S.Witkowski, | 0.523 | 0.380 20 0
“Synthesis of new type of vitamin E glycoconjugates” IF 2009
Polish Journal of Chemistry, 83, 75-80 (2009)
H8 R. B. Nazarski, P. Watejko and S. Witkowski, “Multi- 3.564 |3.138 35 5
conformer molecules in solutions: An NMR-based DFT IFo016

conformational study of two glucopyranosides of vitamin E
model compound”, Organic & Biomolecular Chemistry,
14, 3142 — 3158 (2016). DOI: 10.1039/C50B01865J
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H9 | P. Walejko, K. Paradowska J. Bukowicki, S. Witkowski, 1. 1.758 |1.661 25 1
Wawer, “Phenyl Galactopyranosides - BC CPMAS NMR IF5015

and conformational analysis using genetic algorithm”,
Chemical Physics, 457(1), 43-50 (2015).
DOI: 10.1016/j.chemphys.2015.05.015

H10 | P. Walejko, J. Bukowicki, .. Dobrzycki, P. Socha, K. 1.707 |1.661 25 0
Paradowska, “Phenyl glycosides - Solid—State NMR, X-ray
diffraction and conformational analysis using genetic
algorithm”, Chemical Physics, 519, 126-136 (2019).

DOI: 10.1016/j.chemphys.2018.12.001.

IF2018

Razem | 18.493 |18.668| 255 11

*liczba cytowan na dzien 01. 03.2019

W sktad osiggniecia naukowego, zgloszonego do postepowania habilitacyjnego
wchodzi dziesig¢ prac oryginalnych, dotyczacych syntezy oraz badan konformacyjnych
w badanych uktadach. Prace [H-1 — H-10] w wigkszoS$ci zostaly opublikowane w latach
2014 — 2019 (cztery w ostatnich dwoch latach), a jedynie praca [H-7] opublikowana byta w
roku 2009. Laczny wspotczynnik oddziatywania IF wymienionych dziewigciu prac wynosi
18.668, a piecioletni IF 18.493. Laczna punktacja prac wg Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego wynosi 255 pkt (wartosci $rednie dla prac [H-1 — H-10] wynosza
odpowiednio IF 1.866 oraz pkt MNiSW 25.5).

Calkowita liczba publikacji w dorobku habilitanta wynosi 38 prac, z Czego
29 znajdujgcych si¢ w bazie ICR oraz 9 spoza bazy ICR. Sumaryczny IF publikacji
habilitanta wynosi 44.547 IF (pi¢cioletni IF = 44.448) przy $rednim IF = 1.5337 publikacji
z listy ICR, przy catkowitej liczbie punktow MNiSW 649. Dorobek przed doktoratem
(2005) stanowito sze$¢ publikacji z IF = 4.603 (102 pkt. KBN/MNiSW), po doktoracie 23
publikacje o tacznym IF = 39.944 (piecioletni IF = 41.119), ilos¢ punktow MNiSW 512 pkt
(wartos$ci srednie dla publikacji po doktoracie IF = 1.737, MNISW = 22.3 pkt).

Jestem wspottworca patentu dotyczacego syntezy witaminy K2 (MK-7) (,,Process
for preparation of MK-7 type of vitamin K2”). Patent uzyskat ochron¢ miedzy innymi na
terenie krajow Unii Europejskiej (EP 2917171 B1) oraz USA (US 9,828,323 B2). Nad
wdrozeniem uzyskanych patentow pracuje firma Nattopharma R&D bedaca wspoitworca

zgloszenia patentowego.
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Podsumowanie calego dorobku na dzien 01.03.2019 r:

Calkowita liczba publikacji 38
w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR 29
monografie, publikacje naukowe w czasopismach
miedzynarodowych lub krajowych, nieznajdujacych si¢ w JCR 9
liczba publikacji wchodzacych w cykl osiggnigcia naukowego 10

Wynalazki, wzory uzytkowe i przemystowe, zgtoszenia patentowe? 5

Sumaryczny IF wedtug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania 44.547

piecioletni IF 44.448

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w cykl osiagniecia 18.493

naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania pigcioletni IF 18.608

Calkowita liczba punktéw MNiSW 649

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS)

na dzien 01.03.2019 97
bez autocytowan 69
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS) 6
Kierowanie migdzynarodowymi i krajowymi projektami badawczymi 1
udziat w takich projektach 7

Calkowita liczba doniesien konferencyjnych (wyktadow,

komunikatow, posterow) 53

Organizacja i prowadzenie zaje¢ w zakresie popularyzacji chemii 3

Liczba artykutow popularyzujacych chemig 1

Liczba wyktadow popularyzujacych chemie 3
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Lista skrotéow:

a-Toc - a-tokoferol

a-ToS - kwasny bursztynian o-tokoferylu lub wodorobursztynian o-tokoferylu (nazwa
zwyczajowa bursztynian o-tokoferolu)

a-Toc’ - rodnik a-tokoferylowy

PMC - 2,2,5,7,8-pentametylo-chroman-6-ol, (nazwa zwyczajowa: chroman-6-o|i)
Troloks - kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy")

DIPEA - N,N-diizopropyloetyloamina

TBAI - jodek tetrabutyloamoniowy

EPR - spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (ang. Electron
Paramagnetic Resonance)

IR - spektroskopia w podczerwieni (ang. Infrared Spectroscopy)

MS - spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry)

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (Nuclear Magnetic Resonance)
CPMAS - and. Cross Polarization Magic Angle Spinnining

MAS - ang. Magic Angle Spinning

XRD - rentgenowska analiza dyfrakcyjna (ang. X-Ray Diffraction analysis)

CCDC - Cambridge Crystallographic Data Centre

DFT - Teoria funkcjonatu gestosci (Density Functional Theory)

D-H A - Donor-HAkceptor - wigzanie wodorowe

GIPAW DFT - Gauge-Including Projector-Augmented Wave Density Functional Theory
GIAO DFT - Gauge-Independent Atomic Orbital Density Functional Theory

GA - Algorytm Genetyczny

GAAGS - Systematyczne Przeszukiwanie Wspomagane Algorytmem Genetycznym
(Genetic Algorithm —Assisted Grid Search)

f*, f i f°- funkcje Fukui (condensed or atomic Fukui function)

F2(r) - podwojne deskryptory funkcji Fukui (Fukui function dual descriptor)

NBO - metoda naturalnych orbitali atomowych (Natural Bond Orbital Method)

BHT - 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenol

d - przesunigcie chemiczne

o - stala ekranowania

f‘w autoreferacie stosowana bedzie nazwa zwyczajowa chroman-6-ol lub chromanol
" w autoreferacie stosowana bedzie spolszczona nazwa handlowa Troloks
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C) Oméwienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem

ich ewentualnego wykorzystania

Celem naukowym prac przedstawionych w rozprawie habilitacyjnej byla synteza
oraz badania strukturalne nowych estrowych i glikozydowych pochodnych witaminy E
o zwickszonej amfifilowosci (glikokoniugaty o-tokoferolu) oraz poznanie ich wiasciwosci
spektroskopowych i mechanizméw powstawania. W przedstawionych pracach badatem
wplyw roéznego typu podstawnikow w pozycji C-6 na efekty konformacyjne i elektronowe
w ukladzie 2,5,7,8-tetrametylochroman-6-olowym. Przedstawitem rowniez wyniki badan
dynamiki konformacyjnej w a/p-O-glikozydach chroman-6-olu oraz szeregu O-glikozydow
arylowych.

Na podkreslenie zastluguje fakt, ze podjeta przeze mnie tematyka badawcza
wymagata wieloaspektowego podejScia z uwagi na zlozono$¢ problematyki zwigzanej
z zakresem i mechanizmem dziatania witaminy E. Wiedza na jej temat, pomimo Ze jest
badana od wielu dziesigcioleci przez specjalistow z roéznych dziedzin, jest nadal
niekompletna. Witamina E to grupa zwiazkéw o zblizonej budowie chemicznej
wykazujacych jednak roznorodne dzialanie biologiczne, ktéra jest ciagle fascynujacym
obiektem badan zajmujacych uwage naukowcoOw 2z obszarow nauk medycznych,
biologicznych, fizycznych jak tez i syntezy organiczne;j.

Motywem przewodnim, wokoét ktorego skupiaty sie moje zainteresowania naukowe,
byla synteza oraz badanie wlasciwosci chemicznych i fizykochemicznych zwigzkow
naturalnych w tym pochodnych witamin rozpuszczalnych w tluszczach: E, D i K a takze
szeregu flawonoidow, terpenow czy polifenoli. Jednakze uwage swoja skupialem gitéwnie
na rozwijaniu zagadnien zwigzanymi z witaming E.

W  trakcie badan  syntetycznych nad  wilasciwoSciami  strukturalnymi
odpowiedzialnymi za funkcje biologiczne witaminy E stwierdzilem, Zze konieczne jest
wlgczenie nowych technik dla lepszego rozpoznania tej problematyki. Przy bardziej
interdyscyplinarnym podejsciu, bez skupiania si¢ wylacznie na aspektach syntetycznych,
moglem uzyska¢ szereg nowych danych fizykochemicznych dotyczacych witaminy E.
Dzigki polaczeniu ukierunkowanej syntezy organicznej z dynamicznie rozwijajacymi si¢
metodami obliczeniowymi oraz analiza XRD udato mi si¢ w sposob bardziej catosciowy

podejs¢ do problematyki badawczej. W pracach [H1-H10] staralem si¢ wykorzystac
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doswiadczenie w syntezie organicznej 1 analizie spektroskopowa z coraz bardziej
dostepnymi metodami obliczeniowymi, co znacznie poszerzylo mozliwosci badawcze.

W odniesieniu do witaminy E nalezy podkresli¢, ze jest ona, co prawda znana od
ponad 90 lat jakkolwiek poglady na temat jej roli w organizmach zywych ewoluowaly przez
lata w miar¢ rozpoznawania, co raz to nowszych aspektow jej dziatania biologicznego. Po
raz pierwszy witaming E rozpoznano, jako czynnik pochodzenia roslinnego, niezb¢dny do
prawidlowej reprodukcji zwierzat. Obecnie wiadomo, ze witamina E pehi nie tylko funkcje
antyutleniacza, ale ze pelni ona rowniez szereg innych funkcji niezwigzanych z dziataniem
antyoksydacyjnym. Nalezy podkresli¢, ze pomimo prowadzonych od kilkudziesigciu lat
intensywnych badan, pelny mechanizm 1 zakres jej dzialania nie zostal jeszcze w peini

poznany* 2.

domena | domena Il Sa

P CHy; | )
______________ fafouch fitylowy 8 Y
tancuch farnezylowy
Tokoferole | R R, Tokotrienole | Ry R,

a-tokoferol (1) CH;  CHs a-tokotrienol (1a) CH; CH;
B-tokoferol (2) CHs H B-tokotrienol (2a) CHs H
y-tokoferol (3) H CH; y-tokotrienol (3a) H CH;
3-tokoferol (4) H H d-tokotrienol (4a) H H

Rys. 1. Struktura chemiczna tokoferoli (1-4) i tokotrienoli (1a-4a).

a-Tokoferol (1) zostal odkryty, jako pierwszy przedstawiciel grupy zwigzkoéw
okreslanych wspdlng nazwa witamina E. Jest jej dominujacg formg i tylko jego
suplementacja w petni eliminuje skutki niedoboru witaminy E. Witamina E to ogolna nazwa
grupy zwigzkoé6w tzw. tokochromanoli: czterech tokoferoli (1-4) oraz czterech tokotrienoli
(1a-4a). W ich strukturze wyr6zniamy uktad chroman-6-olu, w tokoferolach podstawiony
w pozycji C2 tancuchem fitylowym (CisHss), natomiast w tokotrienolach farnezylowym
(C16H27). Poszczegolne tokoferole (1-4) i tokotrienole (1a-4a) rdzng si¢ iloscia i potozeniem
grup metylowych w pierscieniu aromatycznym uktadu chromanolowego i 0znaczane sg
symbolami odpowiednio: a-, B-, y- i 8- (Rys. 1). W strukturze tokochromanoli wyrézniamy
dwa glowne fragmenty, nadajace calej czasteczce charakter amfifilowy - polarng ,.glowe”

(uktad chroman-6-olowy) oraz hydrofobowy ,,ogon” (fafcuch fitylowy lub farnezylowy).
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Wykazano, ze obecno$¢ grupy fenolowej odpowiada za antyoksydacyjne i antyrodnikowe
dziatanie witaminy E. Z kolei fancuch boczny odpowiada za odpowiednie wbudowywanie
sie czasteczki witaminy w podwojne warstwy fosfolipidowe blon *.

Unikalne funkcje witaminy E w organizmach zywych zwigzane sa z jej szczegdlng
budowa chemiczna. W jej strukturze mozna wyrdzni¢ trzy domeny odpowiedzialne za jej
wlasciwosci biologiczne®®. Domena pierwsza tzw. funkcyjna (grupa fenolowa) — odpowiada
glownie za dziatanie antyoksydacyjne™**°. Domena druga (uktad chromanowy) — pehi

11-14

funkcje sygnalizacyjne witaminy oraz domena trzecia (fancuch boczny) — odpowiada

za odpowiednie zakotwiczanie si¢ tokochromanoli w blonach (Rys. 1)

Dzigki obecnosci grupy fenolowej witamina E wykazuje silne dziatanie
antyoksydacyjne i jako tzw. ,chain-breaking antioxidant” efektywnie przeciwdziala
wytwarzaniu si¢ nadmiernych ilosci wolnych rodnikéw w btonach komérkowych i innych
strukturach lipidowych®. Witamina E hamuje peroksydacje reszt nienasyconych kwasow
thuszczowych w lipidach na etapie propagacji, chronigc istotne sktadniki membran przed
utlenianiem®®. Jej rola polega na przekazywaniu hydroksylowego atomu wodoru (Ar-OH)
na rodnik nadtlenkowy (LOQO") powstajacy w tancuchach WNKT (Wielonienasycone
Kwasy Thiszczowe), z utworzeniem wodoronadtlenkow lipidowych (LOOH)1'10‘18, ktore
ulegajg nastepnie redukcji. Aktywno$¢ antyoksydacyjna poszczegdlnych tokoferoli (1-4)
zalezy od iloSci oraz sposobu rozmieszczenia grup metylowych w pier§cieniu
aromatycznym. Sposrod tokoferoli (1-4) najwyzsza aktywno$¢ w tescie na resorpcje ptodu
wykazuje a-tokoferol (100%), podczas gdy aktywnos¢ B-tokoferolu jest o potowe mniejsza
(50%), natomiast y- i d-tokoferole wykazuja zaledwie odpowiednio 10% i 3% aktywnosci,
jaka wykazuje a-tokoferol*®.

Witamina E wykazuje rowniez aktywnos$¢ o charakterze nie-antyoksydacyjnym.
Pelni funkcje sygnalowe oraz wywiera wplyw na receptory komorek, czynniki
transkrypcyjne, a takze aktywno$¢ roéznych enzymoéw. Do tych ostatnich nalezy regulacja
aktywnosci takich enzymoéw jak: kinazy biatkowe C (PKC), fosfataza biatkowa 2A (PP2A),
fosfolipaza A2 (PLA;) i inne’™*®, ktorych aktywno$¢ zalezy od stanu rownowagi
oksydacyjno-redukcyjnej (regulated by the redox state)®®. Inhibicja PKC, pehiacej
kluczowg rolg w hamowaniu proliferacji komorek miesni gladkich, ma istotny wplyw na
rozwoj takich chorob jak arterioskleroza czy nadci$nienie tetnicze. Obecno$¢ dhugiego
tancucha fitylowego lub farnezylowego nie ma znaczacego wplywu na dziatanie

antyoksydacyjne. Przyczynia si¢ natomiast do jej wlasciwego zakotwiczenia w blonach
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komorkowych, ktorym nadaje odpowiednie wilasciwosci strukturalno-funkcjonalne, takie

. - ,, i (2151721
jak wlasciwa plynnosé, trwaloS¢ 1 przepuszczalnosé :

Nalezy zaznaczy¢, ze
a-tokoferol petni funkcje biologiczne przy bardzo niskich stezeniach (jedna czasteczka
a-tokoferolu przypada érednio na 100 do 1000 czasteczek reszt fosfolipidowych)™.

Tokotrienole, zwane ,witaming XXI-wieku”****

, dzigki nienasycono$ci w fancuchu
alkilowym, wykazuja wicksza mobilno$¢ oraz bardziej réwnomierng dystrybucje
w membranach fosfolipidowych?®?® Dane NMR wskazuja, ze pierscieni chromanolowy
o-tokotrienolu (1a) jest usytuowany blizej powierzchni membrany niz w przypadku
a-tokoferolu (1), co zwicksza jego aktywnos¢ antyoksydacyjna®’.

Tokoferole (1-4) pochodzenia naturalnego, z uwagi na obecno$¢ trzech centrow
stereogenicznych, posiadajg konfiguracje C2R C4'R oraz C8R. Natomiast naturalne
tokotrienole (la-4a) majg konfiguracje C2R oraz konfiguracje trans w lancuchu
farnezylowym w pozycji C3' i C-7"? (Rys. 1). Tokoferole (2-4) i tokotrienole (1a-4a)
wykazuja znacznie mniejszg aktywno$¢ (test na resorpcje plodu) w stosunku do
RRR-a-tokoferolu (1) - najwazniejszego witameru, wykazujacego najwyzsza aktywnos¢
biologicznqzs’zg.

Witamina E jest szeroko stosowana, jako skladnik produktow leczniczych,
preparatow kosmetycznych, suplementoéw diety itp.®’. Zazwyczaj w tego typu preparatach
stosowany jest syntetyczny all-rac-a-tokoferol (C2R/S, C4'R/S i C8'R/S) 0 nizszej zawartos¢
naturalnego izomeru 2R,4’R,8’R. Nalezy podkreslic, ze wszystkie tokochromanole
wchlaniane sa w jelicie cienkim z pozywienia w identycznym stopniu®**2. Skutecznosé
wchianiania witaminy E wynosi od 25 do 75% i w duzym stopniu zalezy od zawartosci
thuszczow w diecie. Pobrane z pozywienia tokochromanole sg transportowane przez uktad
limfatyczny i krwiono$ny do watroby, gdzie RRR-a-tokoferol jest preferencyjnie wigzany
przez biatko a-TTP (a-tocopherol transfer protein), a nast¢pnie transportowany do
tkanek™. Najwicksze powinowactwo do biatka a-TTP wykazuje RRR-a-tokoferol natomiast
pozostate tokochromanole i stereocizomery a-tokoferolu sa stabiej wigzane (powinowactwo
do o-TTP: RRR-a-tokoferol = 100%, B-tokoferol 38%, y-tokoferol 9%, d-tokoferol 2%,
SRR-a-tokoferol 11%). W konsekwencji, do komoérek efektywnie dostarczany jest naturalny
RRR-a-tokoferol (1), natomiast jego nadmiar oraz pozostale witamery sg Szybciej

33-35

metabolizowane i wydalane®” . Metabolizm tokoferoli odbywa si¢ przy wspotudziale

receptora pregnanowego (PGX) i cytochromu p450°¢. W konsekwencji organizm

10| Strona



Dr Piotr Watejko
Zalacznik 2a
Autoreferat przedstawiajacy opis dorobku i osiagni¢¢ naukowych w jezyku polskim

utrzymuje wilasciwy poziom RRR-a-tokoferolu poprzez jego selektywna retencje oraz
metabolizm tokochromanoli.

Wykazano, ze fenole posiadajace w pozycji para podstawniki alkoksylowe generuja
bardziej stabilne rodniki, w porownaniu do fenoli pozbawionych tego typu podstawnikow.
Przyktadowo para-metoksyfenole sg pigciokrotnie bardziej reaktywne w tym aspekcie od
ich para-metylo analogéw (Tabela 1)*. Podobnie a-tokoferol (1) wykazuje wyzsza
efektywnos¢ antyoksydacyjng w porownaniu z innymi Stosowanymi antyutleniaczami

fenolowymi (np. ok. 250 razy wigksza niz BHT)*. Burton i Ingold**

upatrywali wysoka
aktywnos$¢ antyoksydacyjng tokoferoli w stabilizujagcym oddziatywaniu niewigzacych par
elektronowych atomu tlenu O1 pierscienia heterocyklicznego na rodnik tokoferoksylowy
(a-Toc"). Autorzy ci ustalili, ze za efekt stabilizujgcy odpowiada czeSciowe nakladanie sie
orbitalu typu p, zawierajacego niewigzace pary elektronowe atomu tlenu O1 z orbitalami
SOMO rodnika aryloksylowego, poprzez uktad m-elektronowy pierécienia aromatycznego
(Rys. 2a). W efekcie, dochodzi do stabilizacji rodnika fenoksylowego w wyniku
sprz¢zeniowej delokalizacji elektronow (conjugative electron delocalization). Burton
i Ingold porownujgc aktywnos$¢ antyoksydacyjng para-metoksyfenoli, witaminy E oraz jej
furanowych analogow (5) zaobserwowali, ze wyzszg aktywno$¢ antyoksydacyjng
wykazywaty uktady zdolne do silniejszej delokalizacji elektronow atomow tlenu O1 i O2
(Tabela 1)*. Wystepowanie postulowanych przez Burtona i Ingolda oddzialywan
stabilizujagcych zostalo potwierdzone eksperymentalnie metoda EPR w rodnikach
tokoferyloksylowych (a-Toc’)*.

Zgodnie z danymi literaturowymi, do oceny stopnia oddziatywania orbitali atomow
tlenu O1 i O2 w chroman-6-olach stosuje si¢ warto$¢ kata dwusciennego 6, opisywanego
jako: CB8a-C4a-O1-C2. Graficzng prezentacjc kata & w tokoferolach przedstawiono

na Rysunku 2b.

9 1
(—\ |
&)
0
a) b) =—=Csa
01
02
. O O_ o . aromatic
8 0. Q “’00 Q 09 8 plane

Ci6H33 C1eHs3 H3C CHs o1

Rys. 2. Graficzna prezentacja: a) struktur rezonansowych a-Toc™ b) kata dwusciennego € (C4a-C8a-O1-C2).
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Ingold i Burton badania nad aktywno$ciag antyoksydacyjna witaminy E 1 jej
pochodnych prowadzili glownie w oparciu 0 pomiar szybkosci inhibicji autooksydacji
styrenu. W celu wykazania wptywu atomu tlenu Ol na aktywno$¢ antyoksydacyjna
tokoferoli uzyskane wartosci poréwnywali z aktywnoscia ~modelowych fenoli
(p-metoksytetrametylofenolu (6) lub pentametylofenolu (7)). Nalezy zauwazy¢, ze ich

struktura znacznie odbiegata od struktury witaminy E.

Tabela 1. Poréwnanie wzglednej aktywno$ci antyoksydacyjnej i wartosci kata dwusciennego (6)
w wybranych fenolach.

;ra o CHs CHs
fenol aktywno$¢ Al /]b HO HO CH,
1 100 ~20 CH
/b ?
5 147 ~6 H,C 0~ "R H5C R
6 12 89" CH, CH,
7 11 - =0-
R S

2/ - w poréwnaniu a-tokoferolu (1), °/ - obliczona teoretycznie, ¢ - na podstawie CCDC -MOPHLA.

Z tego wzgledu wydawalo si¢ celowym zsyntetyzowanie karbaanalogow
o-tokoferolu (1) oraz jego zwigzkoéw modelowych: Troloksu (8) oraz chroman-6-olu (9),
w ktorych atom tlenu O1 zostalby zastagpiony atomem wegla (1-deoksy-1-karba-a-tokoferol
(10), 1-deoksy-1-karba-Troloks (11) oraz 1-deoksy-1-karba-chromanol (12), Schemat 1).
Badania z wykorzystaniem zwigzku 10, jak roéwniez jego analogdéw 11 i 12, pozwolityby
na bardziej precyzyjng ocen¢ udziatlu niewigzacych par elektronowych atomu tlenu O1
w stabilizacji tworzacych sie rodnikow tokoferoksylowych (a-Toc’). Ponadto,
interesujagcym byloby zbadanie efektéw konformacyjnych w ukltadzie karbaanalogu
(tetrahydronaftalenu) w aspekcie mechanizmu wbudowywania si¢ w modelowe uklady

fosfolipidowe (liposomalne).

CHj, CH,
HO HO
| _CH, CH,4
H,C 0" "R H5C C6Hs3
CH, CH,4
8: R = COOH 10: R = C¢Hs;3
9:R:CH3 11: R = COOH
12: CH,

Schemat 1. Budowa chemiczna: zwiazkéw modelowych witaminy E - Troloksu (8) oraz 2,2,5,7,8-
pentametylochroman-6-olu (9), ich 1-karba analogow 10-12 oraz numeracja atomow W czasteczce
RRR-a-tokoferolu (1).
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[H-1] A. Baj, P. Walejko, S. Witkowski., “Synthesis of new carbacyclic analogs of trolox”
Monatsh. Chem. 146, 375-382 (2015).

Ze wzgledow przedstawionych powyzej pojalem prace nad synteza karbaanalogow
o-tokoferolu (10), Troloksu (11) oraz chroman-6-olu (12). Przyktadowa synteze 1-deoksy-
1-karba-a-tokoferolu (10) oraz 1-deoksy-1-karba-Troloksu (11) przedstawitem na
Schemacie 2 i 3. W pierwszym etapie syntezy karbaanalogu Troloksu (11) a-metylo-y-
butyrolakton  (14) poddatem alkilowaniu za pomoca chlorku trimetylo-p-
metoksybenzylowego (13), a otrzymany lakton 15 w reakcji z chlorkiem tionylu w metanolu
zostal otwarty do chlorku 16. W wyniku cyklizacji za pomocg reakcji Friedela-Craftsa
wobec bezw. AICIl; otrzymatem uktad 2-metoksy-1,2,3,4-tetrahydronaftalenu 17, ktory
poddatem demetylowaniu metoda Chapelata i wsp.“®, a nastepnie hydrolizie do docelowego
1-karba Troloksu (11) (Schemat 2). 1-Karbaanalog o-tokoferolu (10) otrzymatem za
pomoca reakcji Wittiga miedzy aldehydem 18 a wygenerowanym z odpowiedniej soli
fosfonowe ylidem 19, a nastepnie redukcji katalitycznej, co przedstawia Schemat 3.

CH, CH, CH, CH; CI
HO ab MeO . o) ¢ MeO g MeO
— - 0— H,c| O—= CH;
H,C H,C H,C H,C COOMe
CH, o)
13 14 15 16
MeO . HO ¢ HO
e, CH; _, CH; —» CH,
H,C COOMe H,C COOMe H,C COOH
CH, CH, CH,
17 1

a: Mel, K,CO3, 18-C-6. b: HCI, HCHO, 70°C. ¢: LHMDS, THF, -78°C, d: SOCl,, MeOH, reflux, e: AICl; CH,Cl, f: BF3S(Me),, AlCl3, g: HCI

Schemat 2. Synteza 1-karba Troloksu 11.

13|Strona



CH,4 CH,
e M0 CH CH
c¢: LHMDS 3 3
CHy 4 Ph,P=CH-C,H,y ——> cg
HsC CHO 19 89% HC .
CH, 18 CH, 20 2
TT a: LiAlH, l d.H, Pd/C
b: Odczynnik Dess-Martina cH e. HCI
CH; 3
HO
MeO CH, CH, CH,
CH, CH;
H,C COOMe HyC CH;
H
CH; CH;
17 10

Schemat 3. Synteza 1-karba-a-tokoferolu (10).

Opracowana zostata prosta i wydajna metoda syntezy nieopisanego dotychczas
w literaturze 1-karba a-tokoferolu (10) oraz 1-karba Troloksu (11). Synteza oraz wstepne
wyniki badan dotyczace wlasciwosci antyoksydacyjnych oraz oddziatywan z blonami
fosfolipidowymi uzyskanych 1-karba analogow zostaty zawarte w pracy doktorskiej Anety
Baj", ktorej bylem promotorem pomocniczym. Do chwili obecnej opublikowana zostata
jedynie praca dotyczaca syntezy 1-karbaanalogu Troloksu (11)*. W przygotowaniu do
druku sa nastepne prace zawierajgce opis Syntezy 1-karbaanalogéw tokoferolu (10)
i chroman-6-olu (12) oraz badan dotyczacych ich aktywnosci antyoksydacyjnej
i oddzialtywania z modelowymi btonami fosfolipidowymiiv.

Jak wspomniatem wczesniej pelny mechanizm dziatania biologicznego witaminy E
pomimo prowadzenia intensywnych badan nie zostal jeszcze w peini poznany. Z tego
powodu dokladne poznanie dynamiki konformacyjnej w molekule o-tokoferolu moze
dostarczy¢ nowych danych do poznania mechanizmu wbudowywania si¢ tokoferoli
w podwdjne warstwy fosfolipidowe oraz sposobu, w jaki reguluja one wiasciwosci
strukturalno-funkcjonalne bton.

W badaniach niektorych aspektow aktywnosci biologicznej witaminy E oraz
w badaniach strukturalnych zazwyczaj stosowane sg tzw. zwiazki modelowe witaminy E:
kwas 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy, Troloks (8) oraz 2,2,5,7,8-

pentametylochroman-6-ol, chroman-6-ol (9) (Schemat 1). Z uwagi na obecno$¢ uktadu

i Tytul pracy: ,,Synteza i badania strukturalne nowych analogéw witaminy E”, Wydzial Biologiczno-
Chemiczny UwB, 01.2019r.

Y A. Baj, E. Olchowik-Grabarek, J. Cedrowski, P. Walejko, S. Witkowski, ,,New 1-carba-analogues of vitamin
E: synthesis and antioxidant study” — w przygotowaniu.
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chroman-6-olowego fenole 8 i 9 wykazuja aktywno$¢ antyoksydacyjna zblizong do
a-tokoferolu (1), natomiast nie wykazuja praktycznie aktywnosci biologicznej witaminy E.
Ponadto pochodne 8 i 9, w przeciwienstwie do a-tokoferolu (1), sa ciatami stalymi, co
pozwala na ich badanie za pomoca spektroskopii *C CPMAS NMR oraz dyfrakcji
promieniowania rentgenowskiego (XRD).

W badaniach strukturalnych dotyczacych witaminy E wykorzystalem: o-tokoferol
(1), Troloks (8), 2,2,5,7,8-pentametylochroman-6-ol (9, tzw. chromanol) oraz ich pochodne
estrowe 21-26, a takze 6-nitro- i 6-aminochromany 27 i 28 (Schemat 4). W przypadku
pochodnych krystalicznych, tworzacych odpowiedniej jakosci monokrysztaly, uzyskane
dane spektroskopowe i obliczeniowe uzupehitem wynikami uzyskanymi z pomiaréw XRD.
W trakcie realizacji prac wchodzacych w sktad niniejszej dysertacji uzyskalem szereg
nowych struktur krystalicznych (CCDC: 1483208, 148309, 1483210, 984656, 1560507,
1560510%°, 1451885, 1451886, 1451887, ktore znacznie poszerzaja dostepng baze danych
XRD pochodnych witaminy E oraz O-glikozydoéw arylowych.

CH, CH, CHj CH;
R,0 R,0 R,0 R,
.| _Ccoor .| wCH; CH; CH,
H,C 07 “CH; H;C 07 NC,Hy;  H3C 07 “CH; H;C 0~ “CH,
CH, CH, CHj; CH;
21:R=CH; R, =H 23: R, = CH;C(O)- 25: R, = CH;C(O)- 27:R, = H,N-
22:R =H, R, = CH;CO 24: R, = HOOC(CH,)C(O)-  26: R; = HOOC(CH,)C(O)- 28: R, = O,N-

Schemat 4. Struktury chemiczne badanych pochodnych witaminy E.

Z uwagi na to, ze badane zwiazki (Schemat 4) w wigkszo$cCi sg ciatami statymi,
mozliwe bylo zarejestrowanie widm *C CPMAS NMR w fazie stalej. Na podstawie roznicy
wartos$ci przesunigcia chemicznego sygnatu w fazie stalej i roztworze (Ad = d(c. state)=O(roztwor))
wyznaczony zostal parametr A, ktoérego wartosci (powyzej 1 ppm) wskazywaly
na obecno$¢ konformacyjnie labilnych elementéw w strukturze analizowanych zwiazkow.
W pracach [H-2, 3 i 4] oraz [H-9 i 10] uzyskane dane eksperymentalne (XRD i **C CPMAS
NMR) skorelowalem z wynikami uzyskanymi za pomocg technik modelowania
molekularnego adekwatnych do rozpatrywanego problemu i dostgpnych mozliwosci

obliczeniowych w trakcie realizacji pracy.
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[H-2] P. Walejko, K. Paradowska, L. Szeleszczuk, S. Wojtulewski, A. Baj., ,,Racemic
crystals of Trolox derivatives compared to their chiral counterparts: Structural studies using
solid-state NMR, DFT calculations and X-ray diffraction”, Journal of Molecular Structure,
1156, 290-300 (2018).

Dane literaturowe wskazuja, ze W niektorych zwigzkach formy racemiczne i czyste

enancjomerycznie np.: kwasu asparaginowego, glutaminowego®?*3

maja wyraznie rozne
widma C NMR w fazie stalej. Z kolei poréwnujac ich struktury krystaliczne (racemat vs.
enancjomer) nalezy odnies¢ sie to tzw. reguly Wallacha™ stwierdzajacej, ze krysztaly
racematowne sg gesciej upakowane, w porownaniu do ich form czystych enencjomerycznie.
W pracy [H-2] podjatem, zatem badania wlasciwosci racematow oraz enancjomerow
Troloksu i jego pochodnych, w odniesieniu do reguty Walacha oraz r6znic w ksztalcie
sygnalow w widmach *C NMR w fazie stalej.

W pracy wykorzystalem handlowo dostepny R/S i S-Troloks (8) oraz ester metylowy
i octan Troloksu 21 i 22 (Schemat 4). Zwiazki te badalem gtownie za pomoca spektroskopii
3C NMR w roztworze (CDCls) oraz fazie statej (CPMAS), a w przypadku pochodnych
krystalicznych, rowniez za pomoca dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego (XRD).
Uzyskane dane eksperymentalne, wsparte =zostaly obliczeniami teoretycznymi
z zastosowaniem metody GIPAW DFT, w ktorej obliczenia prowadzone sg dla calej
komorki krystalograficznej (gauge-including projector-augmented wave density functional
theory). W oparciu o obliczenia GIPAW DFT dla poszczegdlnych atoméw, w badanych
zwigzkach wyznaczone zostaly teoretyczne wartosci stalych ekranowania cis. Nalezy
podkresli¢, ze metoda GIPAW DFT jest szczegOlnie uzyteczna w badaniu uktadow,
w ktorych wystepuja silne wiazania wodorowe™. Ponadto, jedynie przy zastosowaniu tej
metody uzyskalem dla badanych ukladow zadowalajacg zgodno$¢ wynikow
eksperymentalnych z teoretycznymi. Niestety, ograniczeniem metody jest konieczno$é
posiadania struktury Kkrystalicznej badanej substancji. W celu weryfikacji danych
obliczeniowych stale ekranowania (ois) przeliczone zostaly na wartosci przesuniecia
chemicznego (dis), a nastgpnie wyznaczylem zalezno$¢ pomigdzy doswiadczalnymi
i obliczonymi wartosciami przesuni¢cia chemicznego (dcpmas VS. Ocipaw). Kryterium
zgodnosci pomigdzy analizowanymi strukturami stanowil parametr R? (regresja liniowa), ktory
wynosit dla badanych uktadéw ponad 0.99.

Widma *C NMR w fazie stalej zarejestrowane zostaty dla wszystkich badanych

racematow (R/S) oraz enancjomerow (S). Poréwnujac widma CPMAS form R/S oraz S
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wykazalem wyrazne roznice w ekranowaniu poszczegélnych atomow wegla oraz
w ksztalcie sygnatow w widmach obu form. Przyktadowo, w widmie CPMAS S-Troloksu
obserwowalem dwa sygnaly przypisane grupie metylowej C-2a, podczas gdy w widmie
racematu widoczny byt tylko jeden sygnat. Ponadto, sygnaty w widmach R/S- i S-Troloksu
roéznily si¢ wyraznie warto$ciami przesuni¢cia chemicznego oraz szerokoscig potdowkows,

co ilustruje Rysunek 3.

T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20

Rys. 3. Widma **C CPMAS NMR Troloksu: a) 8S z filtrem DD (Dipolar Dephasing), b) 8S (standard), c) 8
R/S (standard).

W przypadku pochodnych tworzacych odpowiedniej jako$ci monokrysztaly, uzyskane
wartosci zostaly uzupetnione danymi z pomiarow XRD. W oparciu o struktury
krystalograficzne racemicznego Troloksu (8) oraz jego octanu 22 wykazatem, ze w fazie
statej molekuly tworzg struktury dimeryczne, potaczone wigzaniem wodorowym. Obecnosé
silnego miedzyczasteczkowego wigzania wodorowego sugeruje znaczny efekt odstaniania
sygnatu grupy karbonylowej (powyzej 182 ppm) w widmie CPMAS. W badaniach
konformacji R- i S-Troloksu Goérecki i wsp.”® wykazali w oparciu o widma ECD (electronic
circular dichroism) oraz obliczenia DFT, ze w obu enancjomerach grupa karboksylowa
zajmuje potozenie pseudo-aksjalne wzgledem usrednionej ptaszczyzny pierscienia chroman-

6-olowego. W rezultacie enancjomer R- przyjmuje preferencyjnie konformacje
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C3(ex0)-C2(endo), Natomiast w przypadku enancjomeru S- preferowana jest konformacja
C3endo)-C2(exo) (W 0bu grupa karboksylowa jest pseudo-aksjalna). Nalezy podkresli¢, ze sa
to struktury o identycznych, co do wartosci katach 6, r6znigcych si¢ jedynie jego znakiem.
Natomiast w efekcie polgczenia silnym wigzaniem wodorowym dwoch rdéznych
enancjomeréw (R-S) lub identycznych (np. R-R), mozemy uzyskaé struktury ,,pseudo-
diastereoizomeryczne”. W symetrycznym dimerze R-S atomy C2a maja identyczne
otoczenie chemiczne (Rys 4a), natomiast w R-R jest ono rozne (Rys. 4b). Skutkuje to
pojawianiem si¢ dwoch linii rezonansowych, przypisanych grupie metylowej C2a w widmie

w fazie stalej, co ilustruje Rysunek 3a.

C3 c3 h
Cac==_0 ca2=_0
CafCZa R (C3(egz0) - C2(endo)) Cﬁf C2a [ R (C3(egzo) - C2(endo))
0”7 Q 0”0
\“ |.‘| \ I\-I J
|_! “‘ |‘-| “\
0.0 b P N
C2a C2 s c2 C2a
C4 V:lo (CZ(egZO) ) CS(endo)) O E :\7C4 (R (Cs(egzo) - Cz(endo))
C3 C3
a) b) ’

Rys. 4. Proponowane struktury dimeryczne w R/S-Troloksie (a) oraz R-Troloksie (b).

Réznice w wartoSciach przesunigcia chemicznego pomiedzy widmami S- oraz R/S-Troloksu
(8) obserwowalem rowniez w widmach *C NMR, rejestrowanych w roztworze CDCls.
Znaczace réznice Ad = Ogris0s obserwowalem dla karbonylowego atomu wegla C2b
(A = 1.4 ppm) oraz grupy metylowej C2a (Ad = 0.3 ppm). Ponadto, oddzielne sygnaty
pochodzace od karbonylowego atomu wegla C2b przy 177.6 i 177.7 ppm 0 intensywnosci
1:2 obserwowalem w widmie nierdwnomolowej mieszaniny R- i S-Troloksu (1:2).
Natomiast r6znic w ksztalcie widm R/S- i S-Troloksu nie stwierdzitem w widmach
rejestrowanych w roztworze CD3;OD. Wskazuje to, ze w rozpuszczalnikach typu CDCls
Troloks wystepuje w formie struktur dimerycznych przedstawionych na Rysunku 4,
natomiast w deuterowanym metanolu, ktory jest silniejszym donorem wigzania
wodorowego, grupy karboksylowe w Troloksie nie tworza wspomnianych struktur

dimerycznych.
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W ocenie stosowalnos$ci reguty Walacha wykorzystatem struktury krystalograficzne,
dostepne zaréwno w bazie CCDC (8R/S*’, 215 i 22R/S®®), jak i nowo otrzymane w ramach
realizacji niniejszej pracy (21R/S oraz 22S). Nalezy podkresli¢, ze uzyskanie odpowiedniej
jakosci monokrysztatlow do pomiaréw dyfraktometrycznych racemicznych form 8, 21 i 22
nie nastreczalo probleméw, a uzyskane monokrysztaty charakteryzowaly si¢ wysoka
symetrig (Z' = 1). Jednak uzyskane krysztaly wykazywaly niestabilno$¢ termiczng lub
krystalizowaty w formie solwatu (22R/S). Natomiast formy czyste enancjomerycznie
krystalizowaly znacznie trudniej, z duzg tendencjg do tworzenia solwatow (21S i 22S,
Z' = 2). W odniesieniu do reguly Walacha wykazatem, ze z uwagi na ograniczong ilo$¢
badanych struktur krystalicznych (tylko 5 struktur), trudno jednoznacznie okresli¢ zakres
stosowalnosci w/w reguty. Pomimo podjetych prob, nie uzyskatlem odpowiedniej jakosci
monokrysztatlow dla par racemat—S-enancjomer Troloksu (8) i jego pochodnych 21 i 22.
Jedynie w przypadku estru metylowego 21 uzyskatem dane XRD dla formy S i R/S,
jakkolwiek pomiary zostaly wykonane w réznych temperaturach. Wyznaczone parametry
strukturalne oraz gestosci krysztaldw w analizowanych strukturach krystalicznych

zestawilem w Tabeli 2.

Tabela 2. Wybrane dane krystalograficzne dla Troloksu (8) i pochodnych 21 i 22.

8R/S 21S(A) 215(B) 21R/S  22S(A)  22S(B) 22R/S
Nazwa kodowa DEWV0QO02 LIXCEC 1483208 1483210 QOsQlY
0[] 15.3(2) 22.9(5) 33.87 229(2) 23.1(4) 24.1(3) 22.4(3)
komorka elementarna
objetos¢ [A%] 1259.51 1326.58 671.59  3042.74%/3149.5° 1589.24
Z 4 4 2 4 4
zZ’ 1 2 1 2 1
uktad monoclinic monoclinic triclinic ortho-rhombic hydrate
grupa P 2./c P2, P-1 P2,2,2, P2:/n
gestosé [g/em’] 1.320 1.323 1.307 1.277%/ 1.233" 1.297
temp. [K] 283-303 100 293 100 293

¥ pomiar w 100K, ® w temp. 293K.

[H-3] D. K. Stegpien, M. K. Cyranski, L. Dobrzycki, P. Walejko, A. Baj, S. Witkowski, K.
Paradowska, I. Wawer, “The effect of rotating substituent in 2,2,5,7,8-pentamethylchroman
derivatives. X-ray, *C CPMAS analysis and DFT analysis”, Journal of Molecular Structure,
1076, 512-517 (2014).

Badania dotyczace wilasciwosci strukturalnych witaminy E prowadzone sg czgsto
z zastosowaniem jej zwigzku modelowego - 2,2,5,7,8-pentametylochroman-6-olu (9).

W oparciu o dane spektroskopowe oraz techniki obliczeniowe wykazany zostat znaczacy

19|Strona



wplyw grupy fenolowej (C6-OH) na ekranowanie sgsiednich atomoéw wegla (C5 1 C7) oraz
na konformacyjne pierécienia dihydropiranylowego (2-egzo-3-endo i 2-endo-3-egzo)”’.
Wykazano rowniez, ze rotacja podstawnika w pozycji C-6 znaczaco wplywa na dynamike

konformacyjna pierécienia heterocyklicznego*®.

Kontynuujac wczesniejsze badania
przygotowalem seri¢ trzech réznych chromanow: 6-amino-2,2,5,7,8-pentametylochroman
(27), 2,2,5,7,8-pentametylochroman-6-ol (9) oraz 6-nitro-2,2,5,7,8-pentametylochroman
(28) (Schemat 4). Pochodne zostaly dobrane w taki sposob, aby znacznie rdznily sig¢
efektami elektronowymi, wywieranymi przez podstawnik w pozycji C6. Pierwszym jest
podstawnik elektronoakceptorowy (NO;), podczas gdy dwa pozostale sg elektrono-
donorowe (OH i NH,). Celem tej pracy byto zbadanie wptywu rotacji grup: NO2, OH i NH;
w pozycji C6 na geometri¢ pierscienia dihydropiranylowego. Dodatkowo na podstawie
danych XRD, uzyskanych dla nitropochodnej 28 wykazatem, ze w fazie krystalicznej grupa
NO; przyjmuje orientacje niemal prostopadla do pierscienia aromatycznego, a kat torsyjny
O(2N)-N(6A)-C6-C5 wynosi 105.7°. Taka orientacja czesci arylowej wskazuje
jednoznacznie na brak sprzgzenia migdzy grupa nitrowa, a pierscieniem arylowym. Efekt
ten potwierdzitem réwniez za pomoca danych uzyskanych z analizy widm **C NMR w fazie
statej oraz obliczen teoretycznych.

W celu zbadania wptywu rotacji grup: NO2, NH, i OH w pozycji C6 na geometrie
czasteczki wykonane zostaly obliczenia teoretyczne, w ktorych podstawniki poddawano
rotacji co 10° (od 0° do 180°) z peing optymalizacjg geometrii na poziomie teorii B3LYP/6-
311G**. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazalem, zalezno$¢ bariery rotacji od
rozmiaru podstawnika. Najwicksza bariera byta dla grupy nitrowej (5.9 kcal/ mol),
najmniejsza dla hydroksylowej (2.0 kcal/mol), natomiast dla aminowej przyjmowata
warto$¢ posrednig (3.6 kcal/mol). Istotne zmiany w geometrii molekut obserwowatem
w bezposrednim otoczeniu rotujacych podstawnikow (C5 i C6) oraz wartosci kata
6 (CAA-C8A-01-C2). Wykazatem, ze najwicksze zmiany w warto$ci € (Gmnax - 6hin)
powodowala rotacja podstawnika elektronoakceptorowego (NO,, od -12.6° do -16.3°),
natomiast dla elektronodonorowych OH i NH; wynosita od -17.1° do -18.9°. W efekcie
przeprowadzonych prac wykazatem znaczacy wptyw efektu elektronowego oraz orientacji
podstawnika w pozycji C6 na konformacje pierscienia heterocyklicznego w 2,2,5,7,8-

pentametylochromanie.
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[H-4] P. Walejko, L. Dobrzycki, A. Ratkiewicz, P. Socha, S. Witkowski, M. K. Cyranski,
,»The X-ray and Natural Bond Orbital (NBO) structural study of a-tocopheryl and 2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-yl succinates”, Journal of Saudi Chemical Society, 23, 365-377
(2019). DOI: 10.1016/j.jscs.2018.08.010

Szereg badan epidemiologicznych wskazuje, ze witamina E (tokoferole) wykazuje
dziatanie prewencyjne w stosunku do choréb nowotworowych® ®. Od ponad 20 lat
pojawiaja si¢ doniesienia, ze kwasny bursztynian a-tokoferolu (24, o-ToS) zwicksza

efektywnos¢ dziatania chemioterapeutykow na komorki nowotworowe®®

, CO czyni go
bardzo uzytecznym w zintegrowanej ochronie przeciwnowotworowej (integrative cancer
care). a-ToS jest badany pod katem dzialania antyproliferacyjnego i proapoptycznego na
komorki nowotworowe. Badania in vitro jak i in vivo wykazaly jego zdolno$¢ do
jednoczesnego zwigkszania cytotoksycznosci konwencjonalnych chemioterapeutykow
(conventional therapies cytotoxicity), przy znikomej toksycznosci wobec komorek
normalnych®” . Doniesienia literaturowe wskazuja, ze podobne dzialanie wykazuje
rowniez kwas o-tokoferoksyoctowy (Toc-O-CH,COOH)®, w ktorym reszta kwasu
octowego zostala polgczona z o-tokoferolem wigzaniem eterowym. Dziatanie obydwu
zwigzkow jest testowane w kombinacji z uznanymi lekami przeciwnowotworowymi takimi
jak: cis-platyna’ czy celecoxib’™".

Kwasny bursztynian o-tokoferolu (24) jest zwigzkiem pochodzenia naturalnego
wyizolowanym po raz pierwszy z ekstraktu z jeczmienia zielonego, ktéry stymulowat
uwalnianie prolaktyny i wzrost wydzielania hormonéw z przysadki moézgowe;j™.
W badaniach na komoérkach nowotworowych wykazano, ze a-ToS wybidrczo indukuje
apoptoze komorek hamujac ich proliferacje, powodujac hamowanie wzrostu i metastaze
nowotworow. Zwigzek 24 wykazuje wysoka cytotoksyczno$¢ w stosunku do komorek
nowotworow ztosliwych przy minimalnej toksycznosci w stosunku do komorek zdrowych.
o-ToS wigze si¢ konkurencyjnie w miejscu wigzgcym ubichinonu z mitochondrialnym
kompleksem I fancucha oddechowego®. W efekcie wodorobursztynian 24 zaburza funkcije
ubichinonu, skutkujac ,,przecickaniem” elektronéw i generowaniem reaktywnych form tlenu
(ROS, Reactive Oxygen Species) prowadzac do apoptozy komorek nowotworowych’™ ",
Aktywnos¢ proapoptyczna 24 wydaje si¢ by¢ jego unikalng cecha, ktorej nie posiadajg inne

estry a-tokoferolu (np.: octan 23), jak tez wolny o-tokoferol”’. Wodorobursztynian
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o-tokoferolu (24) okreslany jako ,redox-silent”, nalezy do grupy zwiazkéow zwanych
mitokanami’®, ktore dziataja poprzez destabilizacje mitochondriow .

Nalezy zaznaczy¢, ze nadal pozostaje niejasnym, dlaczego w wyniku estryfikacji
grupy hydroksylowej w a-tokoferolu kwasem bursztynowym uzyskuje si¢ pochodng o tak

znacznej aktywnos$ci przeciwnowotworowej.

Molekuta A

Rys. 5. Struktury XRD: a) kwasnego bursztynianu a-tokoferolu 24 czasteczka A i B, b) kwasnego
bursztynianu chroman-6-olu 26.

Celem pracy [H-4] bylo zbadanie wlasciwosci strukturalnych bursztynianéw
o-tokoferolu (24) oraz 2,2,5,7,8-pentametylochroman-6-olu, (26). Uzyskane wyniki
dostarczaja nowych danych do petiejszego poznania mechanizmu biologicznego dziatania
kwasnego bursztynianu a-tokoferolu. Dokonalem roéwniez poroéwnania wiasciwosci
strukturalnych wolnego a-tokoferolu (1) z jego octanem 23 i octanem chroman-6-olu 25. Po
raz pierwszy przedstawitem niepublikowang wczesniej strukture krystaliczng bursztynianu
a-tokoferolu (24, CCDC: 1560507) ktora jest pierwszg strukturg krystaliczng zawierajaca
pelny uklad o-tokoferolu. Kwasny bursztynian a-tokoferolu 24 krystalizowal w grupie
przestrzennej C2, a w wyniku pomiaru dokonanego w temp. 100K uzyskana zostata
struktura krystaliczna z dokfadnoscia 97.2% przy koncowych indeksach R1 i R2
odpowiednio 0.0474 i 0.1102. W przypadku kwasnego bursztynianu o-tokoferolu (24)
stwierdzitem, Zze asymetryczng cz¢s¢ komorki elementarnej tworzg dwie molekuty (Z'=2),
natomiast w kwasnym bursztynianie chroman-6-olu (26) Z’ = 1 (Rys 5). Poréwnujac dane
krystalograficzne (dlugo$ci wigzan, katy migedzy wigzaniami) w obrgbie pier§cienia
arylowego w bursztynianach 24 i 26 zaobserwowalem znaczne znieksztalcenie uktadu

aromatycznego. Wigzania: C4a-C8a, C4a-C5 i C8-C8a byly dluzsze (powyzej 1.40A)
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w poréwnaniu do skroconych: C5-C6 i C6-C7 (ponizej 1.39A). Zroznicowane byty réwniez
warto$ci katow wewngtrznych w pierscieniu aromatycznym np. ipso-C6 w 24 wynosit
122.5°, podczas gdy wartosci katow: C4a-C5-C6, C6-C7-C8 i C7-C8-C8a byly znacznie
mniejsze (117-118°).

a)

b)

Rys. 6. Struktury dimeryczne w sieci krystalicznej: a) wodorobursztynianu a-tokoferolu (24),
b) wodorobursztynianu chroman-6-olu (26).

Zgodnie z danymi literaturowymi szacunkowe wartosci kata € (C4a-C8a-0O1-C2),
zwigzanego z wysoka aktywnoscig antyoksydacyjng a-, -, y- i o-tokoferoli wynosza
odpowiednio: 21", 21.4°, 18.9" i 20.2. Poréwnujac warto$¢ obliczona teoretycznie dla
RRR-o-tokoferolu (1) z uzyskanymi eksperymentalnie dla wodorobursztynianu
RRR-a-tokoferolu (24) stwierdzilem, ze w bursztynianie 24 kat @ jest znacznie wickszy
I wynosi 28.4° i 24.0°, odpowiednio w strukturach 24A i 24B. Zaobserwowalem, ze
strukture krystaliczng bursztynianow 24 i 26 stabilizuje sie¢ silnych migdzyczasteczkowych

wigzan wodorowych pomiedzy grupami karboksylowymi 0 dlugosciach rzedu 1.6-1.7A
(Tabela 3).

Tabela3. Miedzyczasteczkowe wigzanie wodorowe (A, °) w bursztynianach 24 i 26.

D-H A (D-H)[A] (H"A)[A] (D"A)[A] KatD-H"A[°]
24 O5A-H50A04B  0.92(5)  1.74(5) 2.657(4) 1.77(4)
O5B-H50B~04A  0.98(5)  1.65(6) 2.628(4) 1.74(5)
26 05-H50 04 089(2)  1.76(2) 2.647(1) 1.75(2)
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Obserwowane w bursztynianie 24 asymetryczne struktury dimeryczne ztozone byly
z konformacyjnie nierownocennych czasteczek 24A 1 24B (Rys. 6a), ktore w sieci
krystaliczne] powtarzaja si¢ cyklicznie tworzac kolumny molekut wzdluz osi
krystalograficznej b. Natomiast w bursztynianie 26, powstajace symetryczne dimery
(Fig 6b) powtarzaja si¢ cyklicznie w sieci krystalicznej wzdtuz osi a.

Geometri¢ o-tokoferolu (1) oraz estrow 23-26 (Schemat 4) byly badane rowniez
metoda DFT z funkcjonalem B3LYP 31G(d,p). Elektrostatyczne efekty rozpuszczalnika
modelowano za pomocg modelu CPCM (ang. conductor polarizable calculation model),
dostgpnego w programie Gausian09. Analiz¢ populacyjng wykonano metoda naturalnych
orbitali atomowych (ang. natural bond orbital method®®!) na poziomie B3LYP/6-
31G(d,p)/CPCM z wykorzystaniem programu NBO, dostgpnego w programie Gausian09.
Wptyw rotacji podstawnika w C-6 na energi¢ czasteczki optymalizowano na poziomie
CPCM/B3LYP/6-31g(d,p). Skany relaksacyjne (ang. relaxed scan) wykonywano
w rozdzielczoéci 5° wzgledem wartoéci kata y (C5-C6-02-C9)". Uzyskane profile
energetyczne przedstawia Rysunek 7. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazatem,
ze profil energii dla o-tokoferolu (Emag dla y = 0° i 180°) byt inny niz pochodnych
estrowych (Emaxy dla y = 90° i 270°). Okreslitem rowniez wartosci bariery rotacji
(Emax)-Eminy), ktéra w octanie 23 wynosita 59 kJ/mol, natomiast w bursztynianach 24 i 26

okoto 57 kJ/mol, podczas gdy dla wolnego a-tokoferolu (1) wynosita zaledwie 7 kJ/mol.
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Rys. 7. Zmiany energii w pochodnych 1, 23, 24 i 26 [kJ/mol] w zaleznosci od wartosci kata torsyjnego y [°].

¥ - kat pomiedzy weglami aromatycznymi C5 i C6, atomem tlenu O2 i karbonylowym atomem wegla C9.
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W oparciu 0 uzyskane wyniki zauwazytem znaczacy wplyw rotacji podstawnika
w pozycji C-6 na dynamike pierScienia heterocyklicznego, przejawiajacg si¢ w zmianie
warto$¢ kata 0 (Omax - Omin = 1.6° dla a-tokoferolu (1) i 3.5° dla estrow 23 i 24). Nalezy
podkresli¢, ze obserwowane zmiany wartosci kata @ sa znacznie mniejsze, niz te opisane
wezeéniej przez Maciejewska i Dzioka (ok. 20°) dla octanu chroman-6-olu (25)>°.
Niewatpliwym niedociagnieciem przeprowadzonych obliczen jest ich realizacja na
stosunkowo niskim poziomie teorii (metoda PM3), ponadto uzyskane skany wykonywano
bez relaksacji orbitalnej. W przypadku obliczen opisanych w pracy [H-4] zastosowana
zostata dobrze sprawdzona w tego typu obliczeniach metoda CPCM-B3LYP/6-31g(d,p)
oraz obliczenia prowadzono przy petnej relaksacji skanow.

Z danych literaturowych wynika, ze uktad 2,5,7,8-tetrametylochroman-6-olowy
wykazuje wysoka regioselektywnosé w reakcjach utleniania czy substytucii elektrofilowej®.
Wykazano, ze w rozpuszczalnikach aprotycznych (heksan, CCly) utlenianie a-tokoferolu (1)
prowadzi do powstania szeregu produktow typu spirodimerow i spirotrimerow.
Stwierdzono, ze reakcja przebiega poprzez stadium posredniej struktury chinometydowe;j
(29, quinone 5-methide), ktorej powstawanie w warunkach reakcji wykazano za pomoca
adduktow Dielsa-Aldera ze styrenem lub tetracyjanoetylenem®®. Wykazano réwniez, ze
struktura chinometydowa (29) powstaje regioselektywnie z udzialem grupy metylowej
w pozycji C5a, podczas gdy analogiczna struktura z udzialem grupy metylowej w pozycji
C7a tworzy si¢ w iloSci ponizej 30654756, Przyczyny obserwowanej regioselektywnosci
wynikaja w gtdwnej mierze z r6znej gestosci spinowej na grupach metylowych, wyzszej dla

C5a, a nizszej dla C7a, co wykazano metodg spektroskopii ESR (electron spin

resonance)®’®.
Sa
CH, CH,-R
(0) HO
‘\\CH3 ‘\\CH3
H,C 07 NCigHy;  HyC 07 VR,
Ta CH3 CH3
8b
30: R = Cl, Rl = CH3

Schemat 5. Struktura orto-chinometydu (29), 5a-chlorochroman-6-olu oraz 5a-bromo-a-tokoferolu (31).

W starszych pozycjach literaturowych regioselektywnos¢ utleniania a-tokoferolu (1) do
orto-chinometydu 29 wyjasniano przy pomocy niejednoznacznego ,,efektu Millsa-

Nixona®*®. W ostatnich latach efekt ten zostal wyjasniony za pomoca obliczen
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teoretycznych (B3LYP/6-31G*) w ujeciu teorii SIBL (Strain-Induced Bond Localization)®.
Wyzszg reaktywno$¢ grupy metylowej C-5a obserwowano rowniez w trakcie:
chlorowcowania chroman-6-olu (12) za pomoca Cl,, SOCI,, SO,Cl; lub PCls z utworzeniem
5a-chloropentametylochroman-6-olu (30)*, bromowania o-tokoferolu (1) za pomoca Br,
w heksanie prowadzacego do 5a-bromo-a-tokoferolu (31)%, czy tez utleniania nadtlenkiem
benzoilu lub acetylu®®®. Regioselektywno$é reakeji z udzialem grupy metylowej C-5a
W poroéwnaniu z C-7a obserwowano rowniez W estrowych pochodnych o-tokoferolu
i chroman-6-olu. Nitrowanie octanu lub bursztynianu a-tokoferolu (odpowiednio 23 i 24)
w kwasie octowym, podobnie jak bromowanie octanu 23 za pomoca Br,O (generowanego

in situ z Br, i HgO) prowadzi selektywnie, odpowiednio do pochodnych 5a-nitro®®®’

oraz
5a-bromo®™, z zachowaniem funkcji estrowej. Interesujacych informacji dotyczacych
reaktywnos$ci grup metylowych C5a, 7a i 8b dostarczyly badania octanu chroman-6-olu za
pomoca spektroskopii *C NMR z zastosowaniem rodnika TMPN (2,2,6,6-
tetramethylpiperidine nitroxide)®®. Wykazano, ze pozytywna gesto$¢ spinowa (positive spin
density) jest generowana na atomach wegla C7a oraz C8b wykazujacych na znaczgco
wyzsze wlasciwosci elektrono-akceptorowe w poréwnaniu do grupy metylowej C5a%*%.
Do wyjasnienia wyzszej reaktywnos$ci grupy metylowej C5a w poréwnaniu z C7a
dla poszczegdlnych atoméw w strukturze o-tokoferolu (1) oraz estrow 23-26 (Schemat 4),
zostaly wyznaczone warto$ci funkcji Fukui. Zgodnie z danymi literaturowymi, funkcja ta
jest dobrym narzedziem przeznaczonym do oceny reaktywnosci i selektywnosci

h101

reaktywnych miejsc w molekutach™ . W ogdélnym uproszczeniu, wartosci funkcji Fukui

zaweza sie do opisu pojedynczych atoméw w czasteczce™ 2.

Funkcje Fukui definiujemy, jako:

flr) =20

gdzie: p(r)- gestos$¢ elektronowa, N- liczba elektrondw, r- potencjaty zewnetrzne wywierane przez jadro.

Funkcja Fukui jest lokalnym deskryptorem reaktywnosci, ktory wskazuje obszary
w indywiduum chemicznym o duzej podatnosci chmury elektronowej na deformacj¢ po

198 W pracy [H-4] wykorzystalem

przytaczeniu lub oddaniu elektronéw przez molekute
skrocone funkcje Fukui f~ lub f* i f* (condensed or atomic Fukui functions) opisujace
pojedyncze atomy, gdzie obszary o wysokich wartosciach f7(r) lub f'(r) odpowiadaja

miejscom zdolnym do oddania lub przyjecia elektronu w reakcji odpowiednio z elektrofilem

26 | Strona



Dr Piotr Watejko
Zalacznik 2a
Autoreferat przedstawiajacy opis dorobku i osiagnie¢ naukowych w jezyku polskim

lub nukleofilem. W badaniach wykorzystalem rowniez podwojne deskryptory funkcji Fukui
(Fukui function dual descriptor, f(r)), ktérych negatywne wartosci f4(r) odpowiadaja
miejscom podatnym na oddawanie elektronow (podobne jak duze wartosci f7(r)), a wartosci
dodatnie f*(r) odpowiadaja miejscom zdolnym do przyjmowania elektronéw (podobnie jak
f7(r)). Zauwazylem, ze rozmieszczenie miejsc elektrofilowych w zwigzkach 1, 23, 24 i 26
jest podobne. Zlokalizowane sg one gidéwnie na atomach tlenu O1 i O2, a takze na atomach
wegla C6, C8a, C8 1 C4a. Ze wzgledu na czynniki steryczne (pierscien heterocykliczny,
grupy metylowe) reaktywno$¢ atomow wegla C6 1 C8a moze by¢ znacznie ograniczona.
Natomiast miejsca podatne na atak nukleofilowy (wysokie wartosci £*(r) i dodatnie £%(r))
glownie byly zlokalizowane na atomach wegla C7, C4a, C8 1 C5. W czasteczce
a-tokoferolu podatno$¢ na atak nukleofilowy malata w szeregu (C7>C4a>C5C8>C8a>C6),
natomiast w bursztynianie 24 (C5>C8>C4a>C7>C4>C8a). W oparciu 0 uzyskane dane
wykazatem, ze obserwowane roznice pomiedzy o-tokoferolem (1) i jego estrami 23 i 24
wynikajg glownie z rdznej orientacji niewigzacych par elektronowych na atomie tlenu O2
I ich oddziatywania z elektronami &t pier$cienia aromatycznego.

Terapeutyczne zastosowanie witaminy E jest znacznie ograniczone z uwagi na jej
lipofilowy charakter (niska rozpuszczalno§¢ w wodzie i1 ptynach ustrojowych) oraz
ograniczong wchianialno$¢ w jelicie cienkim z pozywienia (25 - 75%). Jednym ze
sposobow zwigkszania biodostepnosci witaminy E jest jej chemiczne przeksztalcanie
w form¢ amfifilowego proleku o znacznie wigkszej rozpuszczalno$ci i biodostepnosci.
Rozpad proleku (in vivo) powinien zachodzi¢ z wydzieleniem aktywnej formy witaminy,
gldwnie w miejscu jej biologicznego dziatania, pod wptywem enzyméw lub kwasnego

104w wiekszosci przypadkow proleki sa prostymi pochodnymi aktywnych

srodowiska
biologicznie substancji. Najczesciej leki zawierajgce grupe fenolowa funkcjonalizowane sg
poprzez przeksztalcenie w pochodne: weglanowe, estrowe, eterowe lub fosforanowe™*.

W przypadku syntezy prolekéw witaminy E obiecujacym podejSciem jest potaczenie
lipofilowej czasteczki a-tokoferolu (1) z hydrofilowa reszta cukrowa (glukoza, mannoza,
galaktoza). Uzyskiwane glikokoniugaty, w poréwnaniu do wyjsciowego a-tokoferolu,
winny wykazywa¢ wysoka amfifilowos¢ oraz charakteryzowac si¢ wieksza biodostepnoscia
i przenikalno$cia przez bariery biologiczne (np. krew-mozg). Wsrod otrzymywanych przeze
mnie glikokoniugatéw byly O-glikozydowe pochodne a-tokoferolu oraz chroman-6-

|u105,106

0 (Schemat 6). Wiasciwosci fizykochemiczne uzyskanych a- i B-O-glikozydow

badatem z wykorzystaniem technik *H i *C NMR w roztworze oraz *C NMR w fazie stalej
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(CPMAS), wspomaganych obliczeniami teoretycznymi. Wyniki tych badan zostaly

opublikowane w szeregu prac, ktorych jestem wspétautorem®’ 0”19,

OH
T OAc L.kw. Lewisa © CH
HO . O 2-MeOH/KCN (HO)3/\AMO
H,C 0~ "R 3 (OAc); ® eonc H,C 0 §H3
CH; CH;
1: R = C,(H;; D-glukoza, D-mannoza R = C¢Hj3; a/B-O-glikozydy tokoferylowe
9: R = CH; lub D-galaktoza R = CHj; a/B-0-glikozydy chromanylowe

kw. Lewisa = Et;0OxBF; ZnCl, SnCl,
Schemat 6. Schemat syntezy O-glikozydow witaminy E.

Otrzymane O-glikozydy witaminy E byly poddawane testom biologicznym w celu
okre$lenia trwalosci wigzania O-glikozydowego wobec glikozydaz zawartych
W homogenatach wybranych tkanek zwierzecych. Badania przeprowadzitem przy
wspotpracy z prof. K. Zwierzem z Bialostockiego Uniwersytetu Medycznego oraz
prof. M. Jozwikiem z Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie. Uzyskane rezultaty zostaty
opublikowane w serii prac, ktorych rowniez bytem wspolautorem™

Szczegodlnie obiecujace byly efekty dziatania promieniochronnego B-glukozydu
a-tokoferolu. Badania wykonatem przy wspotpracy z Klinikg Dermatologii Biatostockiego
Uniwersytetu Medycznego (prof. Wiaczestaw Niczyporuk). Stwierdzitem, ze stosowany
w badaniach B-glukozyd a-tokoferolu wykazywat wysoka skutecznos¢ dziatania
ochronnego skory, z uwagi na lepsza penetracje tkanki oraz przedtuzony czas dziatania''?.
Glikozydy a-tokoferolu badano rowniez za pomocg technik fluorescencyjnych w aspekcie
ich oddzialtywania z modelowymi blonami liposomalnymi. Badania te wykonano przy
wspoélpracy z prof. Krzysztofem Polewskim z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
Wyniki badan zostaly opublikowane W szeregu prac, ktorych jestem wspotautorem™* %,
Niestety, otrzymane O-glikozydy tokoferolu wykazywaty zbyt malg rozpuszczalnosé
w plynach ustrojowych oraz zbyt duza trwalo$é wobec glikozydaz''®. Z uwagi na to,
prowadzitem prace nad zwickszeniem polarnosci Syntetyzowanych O-glikozydow
tokoferylowych, jak tez nad otrzymywaniem nowych, tatwiej hydrolizujacych
glikokoniugatow o-tokoferolu. Wykazatem, zZe znaczny wzrost rozpuszczalno$ci
O-glikozydow a-tokoferolu mozna uzyska¢ w wyniku wprowadzenia grupy fosforanowej

do reszty cukrowej w pozycji C6 (Schemat 7). Z kolei jako nowe pochodne, tatwiej
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ulegajace hydrolizie z uwolnieniem czasteczki o-tokoferolu, otrzymatem 1,2-ortoestry
cukrowo-tokoferylowe (Schemat 8) oraz glikokoniugaty z tacznikiem pigcio-weglowym
(Schemat 10).

[H-5] P. Walejko, S. Witkowski, “Selective removal of phenyl group from alkyl diphenyl
phosphates”, Journal of Saudi Chemical Society, 21, 118-122 (2017). DOI:
10.1016/}.jscs.2016.05.002

Celem prowadzonych badan bylo przeksztatcenie O-glikozydow a-tokoferolu w ich
bardziej polarne pochodne w efekcie fosforylacji pierwszorzedowej grupy hydroksylowe;j
C6”-OH w czesci cukrowej. Reakcje fosforylowania przeprowadzalem dziatajac na
nieblokowane  O-glikozydy arylowe  difenylochlorofosforanem  ((PhO),P(O)CI)
w bezwodnej pirydynie. W standardowych warunkach odblokowywania (H2/PtO,)
z powstatego difenylofosforanu usuwane sa dwie grupy fenylowe z utworzeniem
6-fosforanu B-glukozydowego. W trakcie badan opracowalem nicopisang w literaturze
metode selektywnego usuwania tylko jednej grupy fenylowej z alkilodifenylofosforanow
(Schemat 7). Nalezy podkresli¢, ze tego typu wydajne i selektywne przeksztalcenie
zachodzi w bardzo fagodnych warunkach (Ha, 5% Pd/C) 1 wydaje si¢ by¢ dobrg alternatywa

dla metod tradycyjnie stosownych w syntezie mieszanych dwupodstawionych fosforanow.

0] (I)I O-Ph Q OH

- |
OH I 0-P< g pr 0-PLon

& 0 (PhO),PCI & o H,/PtO, §/ o
P

O. y O. o.

(Ho)aw R (HO)3/'A/ R (HO)3N R
6-difenylofosforan .
. 6-fosforan B-glikozydu
a-tokoferylo B-glikozyd B-glikozydu Hy Pd/C (PI

MeOH ~O-Ph
\ O~P~oH /
CH3 $/ O Hz/PtOz
_ O.
H;C 0" "Cy6H3;

CH; 6-fenylofosforan B-glikozydu

Schemat 7. Schemat otrzymywania 6-fosforanow O-glikozydow.

W oparciu o standardowa metode fosforylowania ((Ph,0),POCI/Py*’

) uzyskatem
szereg difenylofosforanéw z handlowo dostgpnych alkoholi (mentol, cholesterol) oraz

zsyntetyzowanych wczesniej O-glikozydow: metylu, fenylu oraz chromanylu. W wyniku
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przeprowadzonych prob zoptymalizowatem warunki reakcji (Hz, 5% Pd/C, MeOH), a takze

zbadatem wptyw srodowiska reakcji (pH) na przebieg procesu, co ilustruje Rysunek 8.

I1o$¢ monofosforanu
a-tokoferolu [%]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100
Czas reakcji [godziny]

Rys. 8. Wptyw warunkdw reakcji na przebieg monodefenylowania: a) 5% Pd/C, MeOH, b) 5% Pd/C,
Et;N/MeOH i c) 5% Pd/C, AcOH/MeOH.

W efekcie, opracowalem ogolna, prosta procedur¢ pozwalajacg na selektywne
usuwanie jednej reszty fenylowej w difenylofosforanach alkilowych. Otrzymane ta droga

monofenylofosforany moga znalez¢é zastosowanie w syntezie mieszanych fosforanow

alkilowych.

[H-6] P. Walejko, A. Baj, “The synthesis of vitamin E sugar 1,2-ortho esters”, Monatshefte
fiir Chemie, 150, 275-282 (2019). DOI 10.1007/s00706-018-2332-6.

Celem tej pracy byla synteza 1,2-ortoestrow cukrowo-tokoferylowych (37-39)
z tatwo dost¢gpnych anomerycznych halogenkow cukrowych (32-35). W pracy [H-6]
wykazatem, Ze generowane in situ a-jodki cukrowe (32) ulegaja efektywnie reakcji
z fenolami wobec DIPEA i TBAI, z utworzeniem pochodnych ortoestrowych 37-39
(Schemat 9). Zaobserwowalem, ze 1,2-ortoestry cukrowo-tokoferylowe 37-39 mozna
uzyska¢ wydajnie z bardziej trwalych acetylowanych anomerycznych halogenkow
cukrowych (a-bromku 33 oraz a- i B-chlorkéw 34 i 35). W oparciu o dane spektroskopowe
'"H i C NMR uzyskanych ortoestrow wykazalem, ze w warunkach reakcji powstaja

selektywnie jedynie egzo-ortoestry 37-39'2,
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OAc

OA
(; (CH)SIT o o )
A0S OAc'CH,CL,, rt  AcO e
AcO I OAc
peracetylo-p-D-glukoza 32 0
DIPEA, TBAI ~ AcO
OAc + ATOH ————F—> AcO
o CH,Cl,, reflux 0 o
ArOH =1, 8 or 36 R0 Ra X
rOH=1, 8 or c W '
Ac R H}C O-Ar
HaC 1
5 _ 37: Ar' = tokoferyl
36 =Ho 33: Ry B Br, Ry _ H 38: Ar' = chromanyl
34:R,=CLR,=H ST T ChToT
39: Ar' = 2,6-dimetylfenyl

HsC 35:R;=H,R,=Cl _/
Schemat 9. Otrzymywanie 1,2-ortoestréw cukrowych (37-39) z halogenkow cukrowych 32-35.

Na podstawie reakcji prowadzonych z udziatem anomerycznych jodkow, bromkow
i chlorkéw cukrowych (32-35) z a-tokoferolem (1), chroman-6-olem (8) oraz
2,6-dimetylofenolem (36) wobec TBAI, jak i przy jego braku zaproponowatem mechanizm
powstawania 1,2-ortoestrow cukrowo-arylowych 37-39. Przypuszczalnie kluczowym
etapem reakcji jest powstawanie jonu acyloksoniowego (acyloxonium ion), w wyniku
rozerwania wigzania C-X z réwnoczesnym atakiem niewigzacych par elektronowych
C2-octanowego karbonylowego atomu tlenu na anomeryczny atom C1'9'%
Zaobserwowalem réwniez, ze anomeryczne [-halogenki sg bardziej podatne na rozpad
wigzania C-X W poréwnaniu do a-anomerdw oraz ze szybkos$¢ 1 wydajnos$¢ reakcji zalezy
od tempa wymiany chlorowca w C1 z utworzeniem bardziej reaktywnego B-jodku 32, co

ilustruje Schemat 9.

O
s_0 0] RG r’rﬁﬂﬁ ArOH o H s /!Q\
EIL/&‘TBAI f;ﬁjl EXS /?%I L’ O\\%S . /H R \‘\<O‘:H ' O><O

AcO AcO 4 o H;C O H;C” YO-Ar

CH;  Ar Ar

(O egzo-1,2-ortoester

Schemat 9. Proponowany mechanizm powstawania egzo-1,2-ortoestrow cukrowo-arylowych.

Opisana metoda pozwala na wydajna synteze¢ egzo-1,2-ortoestrow tokoferylowych.
Zgodnie z oczekiwaniami uzyskane ortoestry wykazywaly wyzszg amfifilowosé
w porownaniu do o-tokoferolu (1) oraz znacznie mniejsza trwalo$¢ w pordwnaniu
z O-glikozydami o-tokoferolu. Wiasciwosci te stwarzaja mozliwosci ich zastosowania jako

potencjalnych prolekéw witaminy E.
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[H-7] A. Hryniewicka, P. Walejko, J.W. Morzycki, S.Witkowski, “Synthesis of new type of
vitamin E glycoconjugates” Polish Journal of Chemistry, 83, 75-80 (2009)

Badane O-glikozydy witaminy E (Schemat 6), przypuszczalnie z powodu duzej

zawady przestrzenne] wokot wigzania glikozydowego, wykazywaly znaczng trwalo$é

109,110,116

wobec endogennych glikozydaz , co stanowi powazne utrudnienie w zastosowaniu

ich jako potencjalnych prolekow.

CH3 | CH3
(0] (0]
P R P
| + CH3 i CH3
O ~F H;C 07 ~CyHss HsC 0" "CygHss
34 §?3 izomeryzacja CH;
36
\HQ, Pd/C
CH,
.
Toc = CH
b 0T
3
AcO— OAc * 37 é\/\/\/O'TOC
-0
A b O 39

38
Schemat 10. Schemat otrzymywania glikokoniugatow o-tokoferolu 42-45 z tacznikiem 5-weglowym.

Z tego powodu podjatem probe syntezy prolekow witaminy E, w ktorych transportujgca
reszta cukrowa bylaby polgczona z czgsteczkg a-tokoferolu (1) za pomocg odpowiedniego
tacznika. Takie oddalenie reszty cukrowej od reszty tokoferylowej wydatnie zmniejszytoby
zawad¢ przestrzenng wokot wigzania glikozydowego. W tego typu glikokoniugatach istotny
jest charakter wigzania pomiedzy tgcznikiem a resztg arylowa. W warunkach syntezy
powinno ono by¢ trwale, natomiast in vivo ulega¢ rozpadowi pod wpltywem endogennych
enzymow Czy tez kwasnego Srodowiska. Syntez¢ pochodnych zawierajacych tacznik
piecioweglowy (alkilowy i alkenylowy) opisatem w pracy [H-7]. Glownym etapem
przedstawionych w pracy syntez bylo metatetyczne potaczenie uzyskanych wczesniej: eteru
allilowego a-tokoferolu (41) oraz 3-butenylo a-mannopiranozydu (40) wobec katalizatora
Grubbsa I-generacji z utworzeniem glikokoniugatu 42. W celu uzyskania polaczenia z fatwo
hydrolizujagcym w $rodowisku kwasnym 1gcznikiem (eter enolowy 43) zbadatem
mozliwosci izomeryzacji wigzania C=C w pochodnej 42 (Schemat 10). W wyniku
przeprowadzonych reakcji opracowatem efektywna metodg izomeryzacji glikokoniugatu 42

do mieszaniny 43 i 44 za pomocg katalizatorow Grubbsa | lub Hoveydy-Grubbsa Il wobec
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NaBH;. W pracy [H-7] otrzymalem niecopisane wczesniej w literaturze glikokoniugaty
o-tokoferolu 42-45. Ponadto, opracowatem nowa metode otrzymywania eteru enolowego
o-tokoferolu (43) w warunkach reakcji metatezy olefin, tatwo hydrolizujacego

w $rodowisku kwasnym z uwolnieniem czasteczki a-tokoferolu (1).

[H-8] R. B. Nazarski, P. Walejko and S. Witkowski, “Multi-conformer molecules in
solutions: An NMR-based DFT conformational study of two glucopyranosides of vitamin E
model compound”, Organic & Biomolecular Chemistry, 14, 3142 — 3158 (2016). DOI:
10.1039/C50B01865J

Glikokoniugaty witaminy E wykazywatly interesujace wlasciwosci spektroskopowe,
zardbwno w roztworze jak i w fazie stalej. Przykladowo, pomiedzy widmami ‘H NMR
o- 1 B-glikozydow a-tokoferolu lub chroman-6-olu wystepuja znaczace réznice w ksztalcie

i warto$ciach przesunigcia chemicznego sygnatow czesci cukrowej (Rys. 9).

Rys. 9. Fragment widma *H NMR (CDCls, 400 MHz): a) 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-a-glukopiranozydu
chroman-6-olu (46a) b) 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-glukopiranozydu chroman-6-olu (46p).

Wstepna analiza konformacyjna wskazywata, ze roznice te moga wynika¢ z przyjmowania

108

przez reszt¢ cukrowa réznych konformacji: B-krzestowej lub a-skrgconej todki™. Jednakze

koncepcja ta nie znalazla potwierdzenia w uzyskanych p6zniej danych XRD dla peracetylo-

a-glukozydu chroman-6-olu 460.'%

. Z uwagi na rozw0j technik obliczeniowych jak 1 wzrost
ich dostepnosci postanowitem zagadnienie to zbada¢ dokladnie;.

Jednym z celow zatozonych w pracy [H-8] bylo wyjasnienie obserwowanych roznic
w wartoéciach przesuniecia chemicznego w *H NMR pomiedzy sygnatami reszt cukrowych
o- i B-glikozydow: a-tokoferolu (1), chroman-6-olu (9) oraz 2,6-dimetylofenolu (36).

Szczegoblnie duze roznice rzgdu 1 ppm (AHS') pomigdzy sygnatami pochodzacymi od
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protonu H5* wystgpowaly W a- i B-anomerach (Aus' = dus« - Onsp). Na podstawie analizy
widm syntezowanych glikozydow wykazatem, ze zblizone wartosci Ays' (OK. 1 ppm) mozna
rowniez wyznaczy¢ dla par a- B-galaktozyddow, mannozydow oraz 2-deoksyglukozydow
chroman-6-olu. Wykazalem réwniez, ze warto$¢ Aps® obniza si¢ Wraz ze zmniejszaniem
zawady przestrzennej aglikonu (Tabela 4). Uznatem, ze dla zrozumienia obserwowanych
réznic pomiedzy widmami 'H NMR o- i B-glikozydow istotnym jest dokladnicjsze
poznanie wlasciwosci konformacyjnych badanych uktadow. W tym celu niezbedne jest jak
najdoktadniejsze odzwierciedlenie obserwowanej w roztworze usrednionej konformacii,
majac na uwadze znaczng labilno$¢ czgsci cukrowej. Z uwagi na to, w pracy dokonano
petnej interpretacji widm *H i **C NMR obu anomerow 2,3,4,6-tetraacetylo glukozydéw
chroman-6-olu (46a i 46p3), ktore potraktowatem jako zwigzki modelowe. Na tej podstawie

wyznaczytem rOwniez wartosci szeregu diagnostycznych statych sprezenia Jy.n 0raz Jen.

Tabela 4. Roznice w przesunigeiu chemicznym sygnatéw H5a i H53 w wybranych pochodnych
(*H NMR, 400 MHz).

O Oisp Ans = Onso, — Opisp
R [CDCl3 ppm] [ppm]
C(O)CH; 406 377 0.29
OAc CH,; 3.97 3.65 0.32
0 fenyl 430 3.86 0.44
AcO O-.R _2.6-dimetylofenyl 452 357 0.95
AcO OAc chromanyl 454 354 1.00
a-tokoferyl 4.56 3.51 1.05

Dogodnym narzedziem do analizy badanych ukladow sa obliczenia DFT (Density
Functional Theory), pozwalajace na wyznaczenie w badanych konformerach teoretycznych
warto$ci stalych ekranowania (o) oraz ich powigzanie z wartosciami przesunigcia
chemicznego (8). Takie podejécie wydaje si¢ by¢ celowe w badaniu ukladoéw
konformacyjnie labilnych, dajacych w roztworze usrednione widmo NMR, pochodzace od
poszczegdlnych populacji rotamerow (population-weighted averaged NMR). Proby
odpowiedzi na te pytania sktonity mnie do postawienia kolejnego celu pracy, jakim byto
zbadanie wiarygodnos$ci danych obliczeniowych uzyskanych za pomoca kilku wybranych
modeli DFT (z uwagi na dostgpno$¢ oprogramowania i1 zasobéw obliczeniowych).
Przeprowadzona analiza poréwnawcza pozwolita na znalezienie najodpowiedniejszej
metody przewidywania form badanego ukfadu, wspoétistniejacych w rownowadze

w roztworze. Nalezy podkresli¢, ze takie podejscie, polegajace na zestawieniu danych NMR
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oraz niepewnosci obliczen DFT dla ukladow wielokonformacyjnych  (multi-
conformational), dodatkowo w czgsci weryfikowane za pomocg obliczen MP2, nie bylo
wczesniej publikowane.

Zwyczajowo konformacje O-glikozydow opisuje si¢ za pomocg wartosci katow
torsyjnych wokot wigzania glikozydowego - ¢ i vy, definiowanych, jako: O5-C1’-O-C6
i C1'-06-C6-C5 oraz o (O5'-C5'-C6'-06’), dotyczacego grupy przy C6’-OH. Wartosci
wymienionych katow zostaly wyznaczone dla uzyskanych niskoenergetycznych
konformacji 460, i 46, a nastgpnie zostaly pordwnane z warto$ciami obserwowanymi
w fazie krystalicznej. Na wstegpnym etapie pracy [H-8] dysponowalem jedynie struktura
XRD glukozydu 46a (Rys 10a). W perspektywie dalszych badan istotnym okazalo sie
uzyskanie odpowiedniego do pomiarow X-ray monokrysztalu 3-anomeru (46f3). Uzyskana
przeze mnie struktura XRD peracetylo-p-D-glukozydu chroman-6-olu (463) zostata
przedstawiona na Rysunku 10b. Poréwnujac struktury krystaliczne o- i B-anomerow
wykazatem, ze w obu glukozydach reszta cukrowa przyjmuje wzglednie sztywna
konformacje krzestowa (“Ci) z wyraznie rozng orientacja pierécienia arylowego. Na
podstawie otrzymanych wynikoéw (obliczenia DFT i dane XRD) wykazatem, ze tylko
nieliczne z rozpatrywanych rotameroOw wystepuja w roztworze, co w glownej mierze
wynika z ograniczenia swobody konformacyjnej jedynie do kilku swobodnie rotujgcych

wigzan.

molekuta A

molekuta B

Rys. 10. Struktury XRD: a) peracetylo a-glukozydu chroman-6-olu (46c) oraz b) peracetylo -glukozydu
chroman-6-olu (46p).

Uzyskane metoda GIAO/DFT wartosci przesunig¢ chemicznych oy 1 dc oOraz

wybranych stalych sprzezenia Ju.n wyliczonych dla poszczegdlnych konformerow
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o- i p-anomeréw pordwnalem z odpowiednimi danymi uzyskanymi z widm 'H NMR
w roztworze. W efekcie ustalitem, ze duze roznice Apss = Ouso-Ousp, Obserwowane
pomiedzy anomerami glikozydéw arylowych (Rys. 9) wynikaja w gidéwnej mierze z roznej,
wzajemnej orientacji pierScienia aglikonu arylowego i usrednionej plaszczyzny reszty
cukrowej. Przeglad niskoenergetycznych struktur 46a. i 46 wykazal, ze protony przy C5'a
znajduja si¢ w obrebie odslaniajacej czesci stozka anizotropowego pierscienia
aromatycznego. Ponadto wykazalem, ze warto$¢ przesunigcia chemicznego (8) protonow
H5" a- 1 B- w O-glikozydach arylowych o znacznej zawadzie przestrzennej moze by¢
stosowana do okreslenia geometrii na anomerycznym atomie wegla C1.

Podstawowym wnioskiem wyplywajacym z badan konformacyjnych O-glikozydow
chroman-6-olu [H-8] bylo stwierdzenie, Ze na wlasciwosci spektroskopowe badanych
ukladow wpltywa przede wszystkim wzajemna orientacja reszty cukrowej i arylowego
aglikonu. W celu szerszego zbadania relacji glikon — aglikon otrzymatem Szereg
modelowych a/B-glikozydow fenolu (glukozydy, galaktozydy, mannozydy) oraz
B-glukozyd 2,6-dimetylofenolu (Schemat 11), ktore poddatem analizie konformacyjnej.
Wyniki badan prowadzone za pomoca technik spektroskopii 'H NMR w roztworze oraz
3C NMR w roztworze i fazie stalej, wspomagane obliczeniami teoretycznymi, opisatem

w dwoch pracach wchodzacych w sktad mojego dorobku [H-9 i H-10].

RO OR RO OR
"
RO 1 ¢ = 01-C1'-02-C1
7 OR 3@ y = C1-02-C1-C2
47 R=Ac 6
a) 48: R=H : —H
0 RO,O
O O o
OR
51: R =Ac 53:R=Ac 55:R= Ac
b) 52:R=H 54:R=H 56:R=H

Schemat 11. Struktury chemiczne badanych glikozydow arylowych: galaktozydéw 47-50 b) glukozydow
51-54 i mannozyddow 55 i 56.
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[H-9] P. Walejko, K. Paradowska J. Bukowicki, S. Witkowski, 1. Wawer, “Phenyl
Galactopyranosides - 13C CPMAS NMR and conformational analysis using genetic
algorithm”, Chemical Physics, 457(1), 43-50 (2015). DOI:10.1016/j.chemphys.2015.05.015

W pierwszej pracy badatem konformacje acetylowanych oraz deacetylowanych
o- 1 PB-galaktozydow fenylu 47-50 (Schemat 11a). W badaniach powigzalem dane
teoretyczne, obliczone metoda DFT z eksperymentalnymi, uzyskiwanymi za pomocg
spektroskopii *C NMR w roztworze i fazie stalej. Tego typu podejécie jest zalecane dla
uzyskania wiarygodnych parametrow strukturalnych zwigzkéw, dla ktoérych nie sg dostgpne
dane krystalograficzne. Analiza konformacyjna galaktozydow 47-50 wykonana zostata
metoda Systematycznego Przeszukiwania Wspomaganego Algorytmem Genetycznym
(GAAGS, Genetic Algorithm - Assisted Grid Search). Metoda ta pozwolita na dokltadne
przeszukiwanie  przestrzeni konformacyjnej przy réznych wartosciach  katow
¢ 1 y. W efekcie uzyskano mapy ilustrujgce zalezno$¢ energii potencjalnej od wartosci
katow torsyjnych ¢ i y. Mapy tworzono z zastosowaniem mechaniki molekularnej
MMFF94 stosujac dwie wartosci statej dielektrycznej: € = 1.0 i 4.0 (Rys. 11) w celu
zobrazowania, jak zmniejszenie oddzialywan elektrostatycznych (mniejsza warto$¢ ¢)
wplywa na orientacje grup pobocznych. W przypadku galaktozydow 48-50 nie
zaobserwowatem znaczgcego wplywu zastosowania wyzszej warto$ci stalej dielektrycznej
na rodzaj uzyskiwanych niskoenergetycznych konformacji, natomiast w przypadku

acetylowanego B-galaktozydu 47 roznice byty znaczace.

° 60°

-120° _qgp°

Rys. 11. Przyktadowe mapy energii potencjalnej (kcal/mol) uzyskane metoda MMFF94 przy ¢ = 1.0 dla
acetylowanych galaktozydow: a) 47 b) 49. (AE - w stosunku do najnizszej obserwowanej warto$ci energii)

Poniewaz eksperymentalne (*}C CPMAS NMR) i teoretyczne (DFT) wartosci

przesuni¢gcia chemicznego niosg istotne informacje na temat elementow labilnych
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konformacyjnie oraz oddziatywan molekularnych dla badanych galaktozydow 47-50,
dokonalem pelnego przypisania sygnalow w widmach *C NMR w roztworze i fazie stalej.
Nastepnie metodg GIAO DFT(gauge-independent atomic orbital) dla zoptymalizowanych
energetycznie konformeréw zostaly wyliczone state ekranowania (oci, baza funkcyjna
B3LYP 6-31+G(d,p)), ktore przeliczylem na wartosci przesunig¢cia chemicznego (9;), gdzie
8 = orms-oi. Na podstawie analizy widm *C NMR w fazie stalej galaktozydow 47(B)
I 49(a) wykazalem roézny stopien swobody aglikonu arylowego w anomerycznych

galaktozydach — swobodng w 47(B) oraz ograniczong w 49(a) (Rys. 12).

12‘30 1‘60 14‘10 12‘0 1[‘)0 8‘0 6‘0 4‘0 2‘0 ppm
Rys. 12. Widma *C CPMAS NMR: a) 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-p-D-galaktopiranozydu fenylu (47) b) 2,3,4,6-
tetra-O-acetylo-a-D-galaktopiranozydu fenylu (49).

W oparciu o wyznaczone wartosci katow torsyjnych ¢ (O5'-C1’-0-C6) i y (C1'-06-
C6-C5) w niskoenergetycznych konformacjach 47-50 wykazatem, ze z uwagi na zawade
przestrzenng reszta arylowa jest ,,skrecona” w stosunku do usrednionej plaszczyzny
pier§cienia piranozowego. W celu zobrazowania wpltywu zmian warto$ci kata vy na
przesunig¢cie chemiczne fenylowych atomoéw wegla (8) dla konformeru 47B ), wyznaczona
zostala zalezno$¢ f(y) = 6 (w zakresie -60° do +120°). W efekcie wykazalem znaczacy
wplyw wartosci kata  na warto$¢ przesuniecia chemicznego atomoéow C2 i C6, szczegdlnie
w przypadku C2, ktoérego wartos¢ & moze by¢ wykorzystana, jako wskaznik stopnia
skrecenia pier§cienia aromatycznego w stosunku do reszty cukrowe;.

Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie Algorytmu Genetycznego (GA) do analizy
konformacyjnej, wykazujacych znaczng swobod¢ konformacyjng galaktozydow 47-50

znacznie skraca czas obliczeniowy oraz obniza wymagania sprz¢towe. Przypuszczalnie,
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gdyby obliczenia przedstawione w pracy byly prowadzone na poziomie mechaniki
molekularnej, trwatyby okoto 200 razy dluzej i wymagalyby zaangazowania znacznie

wigkszej mocy obliczeniowe;j.

[H-10] P. Walejko, J. Bukowicki, .. Dobrzycki, P. Socha, K. Paradowska., “Phenyl
glycosides - Solid—State NMR, X-ray diffraction and conformational analysis using genetic
algorithm”, Chemical Physics, 519, 126-136 (2019).DOI:10.1016/j.chemphys.2018.12.001.

a) b)

d)

Rys. 13. Struktury XRD: a) 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-p-glukopiranozydu 2,6-dimetylofenylu (51) b) 2,3,4,6-
tetra-O-acetylo-p-glukopiranozydu fenylu (53) - molekuta A ¢) molekuta B d) 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-a-
mannopiranozydu fenylu (56) (odlegtoéci w A).

Kontynuujac prace nad analiza konformacyjng glikozydéw arylowych zsyntetyzowalem
B-glukozydy: 2,6-dimetylofenylu (51 i 52), fenylu (53 i 54), oraz a-mannozydy fenylu
(55 i 56) (Schemat 11b). Podobnie, jak w przypadku analizowanych poprzednio
galaktozydow fenylu 47-50, skupitem si¢ na zbadaniu wzajemnej relacji reszty cukrowe;j

oraz pierscienia arylowego. Glownym celem pracy bylo zbadanie efektow wywotywanych
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przez rotacj¢ podstawnika arylowego, ograniczong przez zawadg przestrzenng reszty
cukrowej. W pracy zastosowalem metody stosowane wcze$niej w analizie konformacyjnej
galaktozydow fenylu 47-50 [H-9]. Analiza konformacyjna glikozydow 51-56 wykonana
zostala metoda GAAGS wspomagang standardowa metodg GA (Genetic Algorithm),
uzyskujac mapy zaleznos$ci energii potencjalnej od wartosci katow torsyjnych ¢ i y dla
e = 1.0 lub 4.0. Zasadniczo wszystkic badane glikozydy posiadaty po dwie
niskoenergetyczne konformacje, réznigce si¢ gtdéwnie wartosciami katow torsyjnych ¢ i vy,
jedynie dla o- i B-glukozydow 2,6-dimetylofenylu (51 i 52) obserwowano obecno$é
trzeciego minimum. Znalezione konformacje poddano analizie GIAO-DFT (B3LYP6-
31+G(d.p)) wyznaczajac wartoSci przesunigcia chemicznego (0i) wzgledem wartosci

wyliczonej dla TMS.

Z uwagi na fakt, ze analizowane glikozydy 51-56 byly ciatami stalymi, dla
wszystkich zarejestrowano widma **C NMR w fazie stalej. Analiza uzyskanych widm
wskazywata na swobodng rotacje aglikonu w glikozydach 53-55. Natomiast w mannozydzie
56 (solwat z metanolem) oraz w a- i B-glukozydach 2,6-dimetylofenylu 51 i 52 rotacja
reszty arylowej byta zahamowana. Podobienstwo niskoenergetycznych struktur uzyskanych
metodg DFT do postulowanych w fazie stalej potwierdzitem poréwnujac eksperymentalne
warto$ci przesuni¢cia chemicznego (CP MAS) z wartoSciami uzyskanymi metodami
obliczeniowymi (6, GIAO/DFT). W kazdym z przypadkow uzyskatem wspdtczynnik
korelacyjny R? powyzej 0.98, co wskazuje na znaczne podobiefistwo konformacji
obserwowanych w  fazie stalej 2z uzyskanymi metodami  obliczeniowymi.
W pracy [H-10] dodatkowo uzyskane niskoenergetyczne konformacje glikozydow 51-56
skonfrontowatem z konformacjami uzyskanymi za pomocg XRD dla badanych glikozydow.
Rozpoczynajac prace nad tym zagadnieniem dysponowatem zaledwie jedng struktura XRD
glukozydu 54 dostepng w bazie CCDC. Z uwagi na potrzeby omawianej pracy,
przygotowatem odpowiedniej jakosci monokrysztaty glukozydow 51 i 53 oraz mannozydu
56 (Rys. 13), dla ktorych okreslone zostaly struktury krystaliczne. Pordéwnanie
niskoenergetycznych ~ konformacji  glikozydow  51-56,  uzyskanych  metodami
obliczeniowymi, z uzyskanymi metoda X-ray, wykazalo ich duzy stopien podobienstwa.
W pracy wykazatem, ze wilasciwosci spektroskopowe badanych O-glikozydoéw zalezg od
wzajemnej orientacji reszty cukrowej i aglikonu arylowego, ktora jest wypadkowa zawady

przestrzennej wywieranej przez oba fragmenty (cukier i aglikon).
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D) Podsumowanie i dalsze perspektywy pracy badawczej:

Wyniki uzyskane podczas realizacji badan opisanych w publikacjach stanowigcych
podstawe postepowania habilitacyjnego doprowadzity do poszerzenia wiedzy podstawowej
w aspekcie poznawczym i praktycznym dotyczacym: syntezy i wlasciwosci
spektroskopowych nowych glikokoniugatow witaminy E, badania efektow sterycznych
i elektronowych w ukladzie 2,2,5,7,8-pentametylochromanu oraz analizy konformacyjnej
O-glikozydow niepodstawionych, i 2,6-dimetylopodstawionych fenoli. W trakcie realizacji
prac opisanych w publikacjach [H1-H10] bedacych podstawa mojej dysertacji dokonatem
nastepujacych osiggniec:

% Opracowalem prosta i wydajng metode syntezy 1-deoksy-1-karba-a-tokoferolu oraz
1-deoksy-1-karba-Troloksu - pochodnych réznigcych sie¢ od a-tokoferolu i Troloxu
obecnos$cig tomu wegla w miejsce heterocyklicznego atomu tlenu O1 [H-1].

% Opracowalem syntez¢ nowych glikokoniugatow witaminy E o zwigkszonej
amfifilowosci:  1,2-ortoestrow cukrowo-tokoferylowych [H-6], glikokoniugatow
z lacznikiem piecioweglowym [H-7] oraz C6-fosforylowanych glikozydow
tokoferylowych [H-5].

% Opracowalem nowa metode selektywnego usuwania jednej reszty fenylowej
w difenylofosforanach alkilowych oraz dokonatem optymalizacji warunkow reakcji
[H-5].

% Opracowalem wydajng metod¢ otrzymywania 1,2-ortoestrow cukrowo-arylowych
z anomerycznych bromkow i chlorkow cukrowych oraz mechanizmu ich powstawania
[H-6].

% Opracowatem metode izomeryzacji wigzania podwojnego w taczniku 2-pentenowym
w glikokoniugacie witaminy E (42) z utworzeniem Iacznika 1-pentenowego
(eter enolowy a-tokoferolu) [H-7].

% Uzyskatem szereg nowych, nieopisanych w literaturze struktur krystalicznych (CCDC:
1483208, 148309, 1483210 [H-2], 984656 [H-3], 1560507, 1560510 [H-4], 1451885,
1451886, 1451887 [H-10].

% W oparciu o obliczenia DFT, wspartymi obliczeniami NBO, okreslitem lokalizacje

reaktywnych miejsc w czasteczce o-tokoferolu oraz jego hemibursztynianie i octanie
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poprzez wyznaczenie dla poszczegdlnych atomoéw w molekutach wartosci funkcji

Fukui: £(r), £*(r) i f3(r) [H-4].

Okreslitem przyczyny odmiennych witasciwosci spektroskopowych w fazie stalej form

X/
°e

racemicznych i optycznie czynnych Troloxu i jego pochodnych estrowych [H-2].

< W oparciu o dane eksperymentalne (**C CPMAS NMR) oraz techniki obliczeniowe
zbadalem wplyw podstawnikéw elektronoakceptorowych i elektronodonorowych
w pozycji C-6 na konformacje uktadu 2,2,5,7,8-pentametylochromanowego.
Wyznaczytem wartosci bariery rotacji dla podstawnikow: OH, NO,, NH, [H-3] oraz
OAc i HOOC(CH2),C(O) [H-4], a takze przeanalizowalem wplyw ich rotacji na
konformacje pierscienia heterocyklicznego.

% Na podstawie danych *H i **C NMR oraz obliczen DFT wyjasnitem przyczyny réznego
ekranowania protonéw H5” w a- i B-glukozydach a-tokoferolu i chroman-6-olu [H-8].

% Wykazalem uzyteczno$¢ danych pozyskiwanych z widm *C NMR w fazie stalej
w badaniu konformacji pochodnych estrowych Troloxu [H-2] oraz labilnych
konformacyjnie glikozydow fenolu [H-10].

% Wykazalem uzytecznos¢ metody Systematycznego Przeszukiwania Wspomaganego
Algorytmem Genetycznym (GAAGS, Genetic Algorithm —Assisted Grid Search)
w poszukiwaniu optymalnych konformacji labilnych konformacyjnie glikozydow fenoli
[H-91i 10].

< W oparciu o widma *C NMR w fazie stalej, dane XRD oraz obliczenia teoretyczne
GIAO DFT, wyznaczytem optymalne konformacje dla O-glikozydéw fenylu oraz
2,6-dimetylofenylu [H-10].

E) Dalsze zamierzenia badawcze:

X4

1-Karbaanalogi a-tokoferolu, Troloxu oraz chroman-6-olu zostang dokladniej

*,

przebadane w aspekcie ich oddziatywania z modelowymi blonami liposomalnymi, co
ma na celu dostarczenie nowych danych dotyczacych mechanizmu wbudowywania si¢
witaminy E w podwdjne warstwy fosfolipidowe. Badania te wykonywane sa przy
wspotpracy z prof. Krzysztofem Polewskim z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

w ramach kontynuacji naszych wczesniejszych prac'*> .

42 | Strona



Dr Piotr Watejko

Zalacznik 2a
Autoreferat przedstawiajacy opis dorobku i osiagni¢¢ naukowych w jezyku polskim

% 1-Karbaanalogi badane s3g rowniez w aspekcie ich aktywnosci antyoksydacyjnej
(w odniesieniu do pochodnych macierzystych: a-tokoferolu, Troloksu i chroman-6-olu).
Prace sa realizowane we wspolpracy z prof. dr hab. Marig Zamarajewa z Zaktadu
Biofizyki Instytutu Biologii UwB i beda kontynuowane.

% W badaniach spektroskopowych (*H i **C NMR) 1-karbaanalogi o-tokoferolu, Troloksu
i chromanolu oraz ich pochodne estrowe wykazuja interesujace efekty konformacyjne.
Efekty te beda badane za pomoca dynamicznej spektroskopii *H i *C NMR.
Przeprowadzone badania wstgpne wykazaty, ze jest to interesujace zagadnienie, ktore

nalezy rozwijac.

% Majac na uwadze wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowa hemibursztynianu
a-tokoferolu, prowadzimy prace nad poszukiwaniem nowych pochodnych witaminy E
(estry, etery) o potencjalnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych. Wykorzystujac
metod¢ dokowania molekularnego w uktadzie receptor - ligand poszukujemy struktur
0 przewidywanej wysokiej aktywnoséci biologicznej. Obliczenia teoretyczne prowadzone
sg we wspolpracy z prof. Arturem Ratkiewiczem z Zakladu Chemii Teoretycznej
Instytutu Chemii UwB, natomiast synteze wytypowanych pochodnych wykonujemy
w Zakladzie Chemii Produktow Naturalnych Instytutu Chemii UwB. Badania
biologiczne wykonywane sa we wspOlpracy =z partnerami czeskimi z grupy
prof. Miroslava Strnada (Laboratory of Growth Regulators, Palacky University,

Ofomuniec).

++ Kontynuowane be¢dg badania nad wptywem podstawnikow w pozycji C-6 (eterowych) na
konformacje uktadu chromanolowego. Obecnie prowadzone s3 badania
z wykorzystaniem technik obliczeniowych oraz widm NMR rejestrowanych w funkcji
temperatury. Pomiary 'H i **C NMR wykonywane sa w naszym Instytucie (Instytut
Chemii UwB), natomiast obliczenia teoretyczne prowadzone sa we wspotpracy z prof.
Ryszardem Nazarskim z Zaktadu Chemii Teoretycznej i Strukturalnej Wydziatu Chemii

Uniwersytetu £odzkiego.
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