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Wprowadzenie

Najpopularniejsza obecnie postacig lekéw jest forma stata. Jednak substancje aktywne
wykazujg swoje dziatanie dopiero po rozpuszczeniu w plynach ustrojowych. Te dwa stany
wystepowania substancji czynnych - ciato state i roztwoér - zadza si¢ odmiennymi prawami
farmacji fizycznej. Substancje lecznicze, ktore w wigkszosci przypadkow sa zwigzkami
organicznymi o staltym stanie skupienia, moga wystepowaé w roznych odmianach
polimorficznych. Kazdy polimorf charakteryzuje si¢ odmiennymi wtasciwosciami fizyko-
chemicznymi, w tym rozpuszczalnos$cig i trwalosciag. Biodostepnos¢ leku zalezy przede
wszystkim od rozpuszczalnosci zastosowanej odmiany polimorficznej. Dlatego tez koncerny

farmaceutyczne jak i o$rodki akademickie poswigcaja wiele uwagi fizykochemii ciata statego



substancji o dziataniu biologicznym. Réwniez badania nad roztworami zwigzkoéw chemicznych
o potencjale farmakologicznym angazuja badaczy z bardzo szerokiego spektrum.

W niniejszym cyklu publikacji habilitacyjnych przedstawitem badania fizykochemiczne
ciata statego i1 roztworéw obiecujacych, pod wzgledem dziatania biologicznego, pochodnych
sacharydow. Do charakterystyki ciata stalego wykorzystywatem nastepujace metody
badawcze: dyfrakcje rentgenowska proszkéw (PXRD) oraz monokrysztaldow (SCXRD),
spektroskopie NMR dla ciala statego (ssNMR) oraz r6zne metody obliczeniowe (w tym
algorytm genetyczny i periodyczne obliczenia DFT). Badania w roztworze z udziatem
enzymow wykonywatem metoda spektrofotometryczng z uwzglednieniem modelowania
molekularnego.

Wiodacym celem przeprowadzonych badan bylo wytypowanie cennych pod wzgledem
dzialania biologicznego pochodnych sacharydow oraz uzyskanie dla nich pelnej
charakterystyki fizykochemicznej. Cele szczegoétowe publikacji w cyklu habilitacyjnym to:

- wykazanie komplementarnosci metod eksperymentalnych (PXRD, SCXRD, ssNMR)
oraz obliczen teoretycznych (DFT, GIPAW, mechanika molekularna) w badaniach
strukturalnych bioaktywnych sacharydéw (publikacje H1, H3, H5-H10 i H12)

- okreslenie wptywu natywnych 1 eterowych pochodnych cyklodekstryn na procesy
enzymatyczne z udzialem tryptofanu (publikacja H2) oraz fenyloalaniny (publikacje H4
i1 HI11)

- synteza pochodnych sacharydoéw o spodziewanym dziataniu biologicznym:

- dwucukry polaczone nietypowym wigzaniem glikozydowym ($rodki dietetyczne)
(publikacje H7 i H8)

- azotan(V) glukozy (substancja o potencjalnym dziataniu w chorobach sercowo-
naczyniowych) (publikacja H9)

- ksylozyloaminy nitrofenylu (substancje o mozliwym dziataniu przeciwgrzy-
biczym) (publikacja HS5)

- ksylozydy nitrofenylu (pochodne §rodkow przeciwzakrzepowych) (publikacja H6)

- eterowe pochodne cyklodekstryn (substancje pomocnicze w preparatach
zawierajacych tryptofan) (publikacja H2); (substancje protekcyjne dla liazy

fenyloalaninowej stosowanej w fenyloketonurii) (publikacja H4).



Wyniki badan
H1. K. Paradowska, T. Gubica, A. Temeriusz', M.K. Cyranski, I. Wawer. “3C CP MAS

NMR and crystal structure of methyl glycopyranosides” Carbohydrate Research 2008,
343, 2299-2307.

Dla aldopentoz, monosacharydéw zawierajacych grupe aldehydowa i pig¢ atoméw wegla w
czagsteczce, mozliwe jest wystepowanie czterech réznych konfiguracji absolutnych: likso, rybo,
arabino 1 ksylo. Szczegdlnie wazng, pod wzgledem biologicznym, aldopentoza jest ryboza,
ktoéra stanowi nieodzowny element strukturalny kwasu rybonukleinowego (RNA). Olbrzymie
biomolekuty, takie jak na przyktad wspomniany RNA, sa trudnymi obiektami do badan
strukturalnych. Czgsto stosowanym uproszczeniem w takich przypadkach jest analiza budowy
mniejszych fragmentdéw naturalnych polimeréw.' Celem niniejszej pracy byto uzupetnienie w
literaturze danych strukturalnych dla wszystkich aldopentoz - ,.cegietek” budujacych
biopolimery. Ze wzgledu na mutarotacje - zjawisko zmiany konfiguracji na anomerycznym
atomie wegla - wprowadzitem zabezpieczenie hemiacetalowej grupy hydroksylowej w kazde;j
rozpatrywanej aldopentozie. Otrzymatem metylowe (czyli najprostsze) glikozydy, ktore
najbardziej przypominaty niesfunkcjonalizowane sacharydy i nie ulegaty one juz mutarotacji.
W grupie tej znalazty si¢ nastgpujace substancje: o- i B-D-likso-, a- i B-L-arabino-, a- 1 B-D-

ksylozydy oraz -D-rybozyd metylu (Rys. 1).
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Rys. 1. Glikozydy metylu - pochodne aldopentoz.



Do analizy strukturalnej, w przypadku arabinozy, wybratem szereg konfiguracyjny L, gdyz
paradoksalnie D-arabinoza w przyrodzie wystepuje niezwykle rzadko. Przedmiotem badan
strukturalnych w ciele statlym nie stat si¢ a-D-rybozyd metylu, gdyz pomimo wielu prob
krystalizacji nie uzyskatem formy krystalicznej. Jest to zgodne z literaturg,® poniewaz
substancje¢ te opisywano jako olej. Z puli zsyntetyzowanych przeze mnie glikozydéw jedynie
dla B-p-liksozydu metylu nie istniaty dane z SCXRD. Chociaz dostgpna byta struktura
krystalograficzna dla drugiego anomeru tego glikozydu,* zdecydowatem sie¢ przedstawi¢
rowniez wlasne badania SCXRD ze wzgledu na lepsze parametry udoktadnienia aktualnej
struktury. Dzigki uzyskanym danym poszerzylem informacje o efekcie anomerycznym
wystepujacym w tym rzadkim cukrze. Zaobserwowatem charakterystyczne skrdcenie wigzania
05-C1 oraz wydhuzenie wigzania O1-C1 w anomerze alfa. Ponadto zauwazytem wewnatrz-
czasteczkowe wigzanie wodorowe O2-H---O5 w czasteczce o-D-liksozydu metylu. Warto
zaznaczy¢, 1z wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe s3a rzadko obserwowane w
monocukrach. W pracy tej postuzylem si¢ réwniez pomiarami ssNMR, ktore skomentowatem
w oparciu o rezultaty uzyskane z PXRD. Dzigki polaczeniu obu tych metod wykazatem, ze
makroskopowe probki obu liksozydow, ksylozydow i a-L-arabinozyd metylu zawieraja jeden
polimorf oraz udowodnitem, iz wybrane monokrysztaly do analizy rentgenowskiej naleza
wlasnie do badanych odmian polimorficznych. W widmie '*C CP/MAS NMR dla B-L-arabino-
zydu metylu sygnaty byly podwojone, co mogto sugerowaé, iz albo obecny jest jeden nowy
polimorftego glikozydu o dwoch niezaleznych czasteczkach w komorce elementarnej krysztatu
(Z' = 2) albo istniejg dwa polimorfy majace po jednej niezaleznej czasteczce w czesci
asymetrycznej sieci krystalicznej (Z' = 1). Porownanie eksperymentalnego dyfraktogramu
proszku B-L-arabinozydu metylu z dwoma teoretycznymi obrazami dyfrakcyjnymi dla znanych
odmian polimorficznych>® tej substancji doprowadzito mnie do wniosku, iz dysponuje
mieszaning tych faz krystalicznych nie za§ nowym polimorfem. W przypadku rybozydu, na
widmie *C CP/MAS NMR niektore sygnaty byly potrojone, co mozna bylo wytlumaczy¢
trzema mozliwymi sytuacjami: (7) obecnoscig trzech polimorféw o Z' = 1 kazdys; (if) obecnoscia
jednego polimorfu o Z' = 3; badz (iii) wystepowaniem dwoch polimorfow o Z'=112. W widmie
proszkowym (PXRD) odnalaztem refleksy pochodzace od znanej formy krystalicznej tego
rybozydu o Z'=1.” W zwigzku z czym liczba mozliwych interpretacji obserwowanego zjawiska
zawezita si¢ do najbardziej prawdopodobnej sytuacji, tj. wspotistnienia formy krystalicznej o
7' = 2 wraz ze znanym polimorfem. Oprdécz badan o charakterze czysto eksperymentalnym,

wykonalem rowniez seri¢ obliczen teoretycznych, dzigki ktorym potwierdzilem obecnosé



wigzan wodorowych tozsamych z danymi dyfrakcyjnymi. Obliczenia te dotyczyly wptywu

wigzan wodorowych z zewnetrzng molekuta wody na stale ekranowania atomow wegla.

H2. T. Gubica, E. Winnicka, A. Temeriusz', M. Kanska. “The influence of selected O-alkyl
derivatives of cyclodextrins on the enzymatic decomposition of L-tryptophan by

L-tryptophan indole-lyase” Carbohydrate Research 2009, 344, 304-310.

W pracy tej opisatem synteze siedmiu nowych eterowych pochodnych cyklodekstryn oraz
wyjasnitem mechanizm oddzialywania otrzymanych przeze mnie cyklodekstryn (oraz dwoch
handlowych tego typu pochodnych) na enzymatyczny rozktad tryptofanu. Badany enzym,
tryptofanaza, nalezacy do grupy liaz rozktada tryptofan na indol, kwas pirogronowy i amoniak.
Aminokwas, ktéry byt przedmiotem eksperymentéw, pelni istotng rol¢ w biosyntezie
serotoniny - waznego neuroprzekaznika. Tryptofan jest zarejestrowanym suplementem diety w
Stanach Zjednoczonych i w Europie, ktory stosuje si¢ pomocniczo w depresji. Moja praca miata
na celu znalezienie odpowiednich substancji kompleksujacych tryptofan po to, aby wydtuzy¢
jego biodostepnosé, np. po podaniu w odpowiednim suplemencie diety. Pochodne eterowe
cyklodekstryn, ktore byly dodawane do badanego procesu enzymatycznego, przedstawitlem na

Rys. 2.
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Rys. 2. Eterowe pochodne cyklodekstryn.

Wybor takich pochodnych miat na celu poszerzenie informacji uzyskanych z poprzednich

moich badan.® Uprzednio okres$litem wplyw natywnych i permetylowanych a- i B-cyklo-



dekstryn na t¢ samg biotransformacje. Zarowno wczesniej, jak i w tej pracy, zauwazytem, ze
kazda cyklodekstryna wywolywata mieszang (kompetycyjna i niekompetycyjng) inhibicje
tryptofanazy. W poprzedniej pracy doszedtem do wniosku, iz o inhibicji kompetycyjnej przede
wszystkim decyduje geometria kompleksow inkluzyjnych cyklodekstryn z tryptofanem. Z kolei
state trwatosci tych kompleksow wydaja si¢ mie¢ duzo mniejsze znaczenie. W tej pracy
pogtebitem dyskusje dotyczaca wptywu struktury przestrzennej komplekséw cyklodekstryn na
enzymatyczny rozklad tryptofanu. Utozenie tryptofanu we wnece cyklodekstryn uzaleznione
bylo od rodzaju i umiejscowienia podstawnikéw O-alkilowych w czasteczce kompleksujace;.
Podstawniki metylowe znajdujace si¢ przy pierwszorzedowych grupach hydroksylowych
powoduja zamknigcie wezsze] krawedzi cyklodekstryny i czasteczka przypomina wtedy
miske.” Z punktu widzenia reaktywnos$ci kompleksow inkluzyjnych tryptofanu istotne jest
tworzenie wigzan wodorowych migdzy wolnymi grupami hydroksylowymi obecnymi w
cyklodekstrynie lub w podstawnikach hydroksypropylowych. Zaobserwowana inhibicja
niekompetycyjna wydaje si¢ by¢ zwigzana rowniez z kompleksowaniem, lecz tym razem
samego enzymu. Zewngetrzne ugrupowania aromatyczne w tancuchu polipeptydowym
tryptofanazy mogty tworzy¢ kompleksy inkluzyjne z cyklodekstrynami zmieniajagc w ten
sposob konformacje enzymu. Powszechnie stosowane w farmacji hydroksypropylowe
pochodne a- i -cyklodekstryny, w tych badaniach, okazaty si¢ by¢ najsilniejszymi inhibitorami
kompetycyjnymi tryptofanazy, dlatego tez warto rozwazy¢ uzycie tych cyklodekstryn jako

substancji protekcyjnych w preparatach zawierajacych tryptofan.

H3. T. Gubica, A. Temeriusz’, K. Paradowska, A. Ostrowski, P. Klimentowska,
M.K. Cyranski. “Single-crystal and powder X-ray diffraction and solid-state '3C NMR of
p-nitrophenyl glycopyranosides, the derivatives of D-galactose, D-glucose, and

D-mannose” Carbohydrate Research 2009, 344, 1734-1744.

Obiektem badan strukturalnych w omawianej pracy bylo szes¢ glikozydéw p-nitrofenylu.
Wybralem pochodne takich monocukrow, ktore sa najbardziej rozpowszechnione w
przyrodzie, tj. glukozy, galaktozy i mannozy (Rys. 3).

Glikozydy p-nitrofenylu sa powszechnie stosowane do badan aktywno$ci enzymatycznej
glikozydaz. Enzymy te katalizujg hydrolize wigzan glikozydowych. Glikozydy p-nitrofenylu
sg bezbarwne, natomiast wolny p-nitrofenol, powstaty w wyniku dziatania glikozydazy, ma

intensywng barwe. Dlatego tez procesy enzymatyczne z udziatem omawianych glikozydow
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Rys. 3. Glikozydy p-nitrofenylu.

moga by¢ monitorowane spektrofotometrycznie. Celem tej pracy bylo usystematyzowanie
informacji strukturalnych o tej waznej grupie zwigzkéw organicznych. W literaturze
niedostepne byly struktury krystalograficzne dla obu anomeréw galaktozydow. W pracy tej
uzupetnitem brakujace dane. Na podstawie uzyskanych wartosci dlugosci wigzan atomowych
potwierdzitem wystepowanie efektu anomerycznego w obu pochodnych galaktozy. W pracy
tej pokazalem jak cenne w analizie strukturalnej substancji biologicznie czynnych jest
stosowanie wielu metod eksperymentalnych, takich jak SCXRD, PXRD i ssNMR. Na przyktad,
dla B-p-galaktozydu p-nitrofenylu stwierdzitem za pomoca PXRD obecnos¢ dwoch form
polimorficznych. Ograniczenie badan tylko do SCXRD i ssNMR nie doprowadzitoby do tego
wniosku. Z kolei pomiar 3*C CP/MAS NMR w fatwy sposob potwierdzil, iz B-D-glukozyd
p-nitrofenylu jest solwatem etanolu. Ponadto szybki pomiar PXRD wskazal na rodzaj
polimorfu a-D-mannozydu p-nitrofenylu, z ktérym pracowalem. W literaturze dostepne s3
bowiem dwie struktury krystalograficzne dla tego glikozydu, tj. struktura potwodzianu'® i

etanolanu.!!

H4. T. Gubica®, A. Pelka, K. Patka, A. Temeriusz, M. Kanska. “The influence of cyclomalto-
oligosaccharides (cyclodextrins) on the enzymatic decomposition of L-phenylalanine

catalyzed by phenylalanine ammonia-lyase” Carbohydrate Research 2011, 346, 1855-
1859.

Zrédlem inspiracji do przeprowadzenia badan opisanych w tej pracy byto doniesienie w

literaturze o obiecujgcym postepowaniu w chorobie genetycznej - fenyloketonurii.'> U 0sob
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chorych na fenyloketonuri¢ aminokwas fenyloalanina jest inaczej metabolizowany prowadzac
do gromadzenia si¢ szkodliwych substancji w organizmie. Choroba ta jest nieuleczalna i jedyng
dostepng formga radzenia sobie z tg dolegliwo$cig jest dieta uboga w fenyloalaning. Jednak
fenyloalanina, jako podstawowy aminokwas, wystepuje niecodzownie w kazdym biatku. Istniejg
doniesienia w literaturze o mozliwo$ci podawania mikrokapsutowanego enzymu - liazy
fenyloalaninowej wraz z pokarmem.'>!'* Odpowiednio spreparowana liaza fenyloalaninowa
wolniej ulega wtedy rozpadowi w przewodzie pokarmowym i ma szans¢ roztozy¢ obecng w
pozywieniu fenyloalaning na kwas cynamonowy. Kwas ten jest o wiele mniej szkodliwy niz
kwas fenylopirogronowy, ktory powstaje u oséb chorych na fenyloketonurig. Sposrod
przebadanych substancji, cyklodekstryny najskuteczniej przeciwdziataly hydrolizie liazy
fenyloalaninowej w ukladzie pokarmowym. W omawianej pracy oszacowatem wptyw
natywnych i eterowych pochodnych a- i B-cyklodekstryn (Rys. 4) na aktywnos¢ katalityczng

liazy fenyloalaninowe;.

n R’ R?
6 CH20H OH
6 CH20H OCHs
6 CH20CH3 OCHs
7 CH20H OH
7 CH20H OCHs
7 CH20CH3 OCHs

Rys. 4. Natywne i eterowe pochodne cyklodekstryn.

Otrzymatem dosy¢ nietypowe wyniki, gdyz wykorzystane przeze mnie cyklodekstryny, w
zalezno$ci od konkretnej pochodnej, byly albo inhibitorami albo aktywatorami badanego
procesu enzymatycznego. Majac na wzgledzie, iz cyklodekstryny posiadaja wlasciwosci
kompleksujace biatko enzymu, molekuty fenyloalaniny oraz produktu reakcji enzymatyczne;j -
kwasu cynamonowego, to przeprowadzony eksperyment byl do§¢ ztozony. Stad tez jego
nietypowy rezultat. Fenyloalanina, przed dodaniem enzymu, byla preinkubowana z
odpowiednimi pochodnymi cyklodekstryn. W tym czasie tworzyly si¢ kompleksy substratu

reakcji enzymatycznej. Nieskompleksowane molekuty cyklodekstryn mogly pdzniej oddzia-
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tywaé z dodanym enzymem i produktem biokatalizy - kwasem cynamonowym. Kwas ten jest
autoinhibitorem tego procesu. Im wyzsze byto stezenie dodanych cyklodekstryn, tym wigcej
czasteczek gospodarza bylo dostgpnych do kompleksowania kwasu cynamonowego i
czasteczek enzymu.

Zgodnie z uzyskanymi wynikami, wigkszo$¢ uzytych przeze mnie pochodnych
cyklodekstryn zachowywato si¢ jak inhibitory kompetycyjne i nieckompetycyjne. Jedynie dla
natywnej [-cyklodekstryny 1 heksakis(2,3-di-O-metylo)cyklomaltoheksaozy (i to dla
niektorych ich stgzen) obserwowatem aktywacje enzymu. W zwiagzku z czym tylko te pochodne

moga by¢ rozpatrywane jako substancje protekcyjne dla liazy fenyloalaninowe;.

HS5. T. Gubica®, D.K. Stepien, A. Temeriusz, K. Paradowska, E. Glowacka, M.K. Cyranski,
A. Ostrowski. “Solid-state structure of N-o0-, N-m-, and N-p-nitrophenyl-2,3,4-tri-O-
acetyl-B-D-xylopyranosylamines” Carbohydrate Research 2011, 346, 2491-2498.

Pochodne N-fenylo-B-D-ksylozyloaminy sg inhibitorami enzymoéw i posiadaja wlasciwosci
przeciwgrzybicze.!> Celem tej pracy byto otrzymanie nieznanych pochodnych tej klasy
zwigzkow organicznych oraz okreslenie ich pelnej charakterystyki strukturalnej. Obiektem
badan byly trzy izomery: orto, meta i para N-nitrofenylo-p-D-ksylozyloaminy ze wszystkimi

zacetylowanymi grupami hydroksylowymi (Rys. 5).

R
o

Aco%w e
AcO
¢ OAc

R3

R'=NOz; R*=R°=H
R?=NOz; R'=R°=H
R*=NOz; R'=R’=H

Rys. 5. N-nitrofenylo-B-D-ksylozyloaminy.

Najciekawsze rezultaty otrzymatem dla izomeru orto. Ot6z odkrylem dla niego dwa
przejscia polimorficzne podczas zmiany temperatury (przy ok. 180 i 210K). Rozwigzane
zostaly dwie struktury z pomiarow SCXRD w temperaturze 100 i 295K. W nizszej
temperaturze izomer orto miat cztery niezalezne czasteczki w komorce elementarnej krysztatu
(Z' = 4), zas§ w wyzszej temperaturze jedng niezalezng czasteczke w czesci asymetrycznej
krysztalu (Z' = 1). Polimorf, ktéry wystepowat w zakresie temperatur 180-210K, posiadal z

kolei trzy niezalezne czasteczki w swojej strukturze krystalicznej (Z' = 3). Oprocz pomiarow
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SCXRD zarejestrowalem réwniez widma '*C CP/MAS NMR oraz dyfraktogramy proszkow.
Uzyskane rezultaty ze wszystkich pomiarow fizykochemicznych byly spdjne. Badane zwigzki
byly jednorodnymi fazami krystalicznymi i dla jednego z nich wykrylem przejscia

polimorficzne wywotane zmiang temperatury.

H6. T. Gubica®, D.K. Stepien, A. Ostrowski, D.M. Pisklak, A. Temeriusz, E. Glowacka,
K. Paradowska, M.K. Cyranski. “Crystal and molecular structure of nitrophenyl 2,3,4-tri-
O-acetyl-B-D-xylopyranosides” Journal of Molecular Structure 2012, 1007, 227-234.

Obiektem badan strukturalnych w tej pracy byly tlenowe analogii pochodnych ksylozy
opisanych w poprzednim artykule (HS). Ksylozydy nitrofenylu, dla ktéorych wyznaczylem
strukture czasteczki i krysztatu, sg cennymi zwigzkami w enzymologii podobnie do glikozydow

opisanych w artykule H3 (Rys. 6).

R1
(o}
AcO 2
e g
AcO OAc
RS

R'=NOz; R*=R°=H
R?=NOz; R'=R°=H
R*=NOz; R'=R’=H

Rys. 6. Ksylozydy nitrofenylu.

16-19 wedtug ktorych zwigzki te mogg by¢

Ponadto dla B-p-ksylozydéw sg dostepne badania,
srodkami przeciwzakrzepowymi. Do charakterystyki strukturalnej ksylozydéw nitrofenylu
wykorzystatlem szeroki wachlarz dostgpnych metod pomiarowych. Majac na wzgledzie, iz
azotowe analogii badanych zwigzkow organicznych wykazywaty przejscia polimorficzne wraz
ze zmiang temperatury (publikacja HS), to w tej pracy wiaczytem do technik pomiarowych
réwniez skaningowa kalorymetri¢ réznicowa (DSC). 1 rzeczywiscie dla izomeru meta
zaobserwowalem jedno przej$cie fazowe w temperaturze 126,5K. Dla obu polimorféw
wykonatem pomiar SCXRD. Pomiary tego typu przeprowadzilem réwniez dla pozostatych
dwoch rozpatrywanych zwigzkéw organicznych. Charakterystyke omawianych ksylozydoéw
poszerzytem o wymagajacy eksperyment "N CP/MAS NMR. Zauwazytem korelacje pomiedzy
katem skrecenia plaszczyzny wyznaczonej przez grup¢ nitrowa i pier§cien benzenowy a
teoretycznymi statymi ekranowania dla jader atomu "N w grupie nitrowej. Im mocnie;j ta grupa

byta skrecona wzgledem pierscienia benzenowego, tym obliczone wartos$ci stalych
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ekranowania byly wigksze. Jednak nie znalazlem takiej zalezno$ci miedzy przesunigciami
chemicznymi w widmach "N CP/MAS NMR a omawianym katem dwusciennym. Brak
spojnosci miedzy danymi eksperymentalnymi i teoretycznymi, moze wynikaé z tego, iz
obliczenia prowadzitem dla molekut w prozni. Najwyrazniej zatem, otoczenie w krysztale ma

przewazajacy wptyw na wartosci rzeczywiste niz samo odchylenie grupy nitrowe;.

H7. T. Gubica®, D.K. Stepien, D.M. Pisklak, A. Ostrowski, M.K. Cyranski. “Single-crystal
and powder X-ray diffraction, 3C CP/MAS NMR, and DFT-GIAO calculations of methyl
3,4,6-tri-O-acetyl-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-a-D-glucopyrano-
side and methyl 2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-
a-D-glucopyranoside” Journal of Molecular Structure 2013, 1036, 407-413.

Izomaltuloza (zwana inaczej palatynoza) jest izomerem sacharozy, w ktérym glukoza i
fruktoza potaczone sa nietypowym wigzaniem glikozydowym o(1—6). Dzigki atypowemu
polaczeniu dwoéch jednostek monosacharydowych w palatynozie, dwucukier ten jest wolniej
hydrolizowany w organizmie cztowieka.?®?! Zatem dostarczanie glukozy po spozyciu
palatynozy jest roztozone w czasie. Brak toksycznosci i korzystny indeks glikemiczny
palatynozy sprawit, iz stala si¢ ona dodatkiem do napojow dla sportowcow. Ciekawe
wiasciwosci palatynozy zachgcity mnie do poszukiwania innych dwucukréw zawierajacych
glukoze oraz polaczonych atypowym wigzaniem glikozydowym. Obiektem badan w
prezentowanej publikacji byty dwucukry zbudowane z glukozy i galaktozy, ktére poltaczone sa
wigzaniami glikozydowymi B(1—2) i f(1—3) (odpowiednio B-D-Galp(1—2)a-D-Glcp 1 B-D-
Galp(1—3)0-D-Glep) (Rys. 7).

Ao 0 OAc
C!

ACCC’)A onc OAc  AcO °

C
OAC&O@ h % -
o 0 OMe
AcO
AcO OAG OAc

B-D-Galp(1—2)a-D-Glcp B-D-Galp(1—3)a-D-Glcp

Rys. 7. Galaktozydoglukozydy.
W przypadku B-D-Galp(1—2)a-D-Glcp udato si¢ rozwigzaé strukture czasteczki z pomiarow

SCXRD. Natomiast dla B-D-Galp(1—3)a-D-Glcp moglem oszacowaé jedynie parametry

komorki elementarnej 1 okresli¢ liczbe niezaleznych czasteczek w asymetrycznej czesci
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krysztatu (Z' = 2). Dla B-D-Galp(1—2)a-D-Glcp Z' wynosito 3. Na podstawie zarejestrowanych
dyfraktogramow proszkowych doszedtem do wniosku, iz substancja ta zawiera dwa lub trzy
polimorfy oraz parametry komodrek elementarnych krysztalow tych réznych faz sg podobne.
Dodatkowg informacj¢ o probece B-D-Galp(1—3)a-D-Glcp uzyskatem z ssNMR. Otoz liczba
sygnatlow w widmie *C CP/MAS NMR przekroczyta liczbe atomow wegla w molekule oraz
sygnaly charakteryzowaly si¢ r6zng intensywnoscia. Zatem mozna przypuszczac, iz zawartos$¢
poszczegblnych faz krystalicznych byta rézna. Komplementarnos¢ SCXRD i ssNMR zostata
wykazana w tej pracy na przykladzie nieuporzadkowania przy atomie wegla C6 w jednej
niezaleznej czasteczce w krysztale B-D-Galp(1—2)a-D-Glep. To co od razu mozna zauwazy¢
w strukturze czasteczki w prezentacji typu ORTEP (Rys. 8a) ujawnilo si¢ jako zaburzenie

liniowosci zaleznosci teoretycznych i1 eksperymentalnych przesuni¢¢ chemicznych (Rys. 8b).

(a) o62F (b) 110
C-12F 0.62K
0-61
C-62E 90 -
y C6EWRc.62E —_
€
o
S
&
C-33F
70 1 R = 0,9762
L
50 T T 1
50 70 90 110

Sssnmr [PPM]
Rys. 8. Nieuporzadkowanie przy atomie C6 w krysztale -D-Galp(1—2)a-D-Glcp. (a) ORTEP; (b) korelacja

teoretycznych (&) i eksperymentalnych (Sssxmr) przesunigé chemicznych.

HS8. T. Gubica®, J. Bukowicki, D.K. Stepief, A. Ostrowski, D.M. Pisklak, M.K. Cyranski.
“Solid-state structure of methyl 2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
glucopyranosyl)-p-D-galactopyranoside and methyl 3,4,6-tri-O-acetyl-2-O-(2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)-p-D-galactopyranoside” Journal of Molecular Structure
2013, 1037, 49-56.

W poszukiwaniu nowych sacharydéw o podobnych wtasciwosciach biologicznych do
wspomnianej izomaltulozy, zajalem si¢ charakterystyka ciata stalego dwoch dwucukrow, w
ktoérych kolejnos¢ jednostek monosacharydowych byla odwrécona w pordéwnaniu do
poprzedniej pracy (publikacja H7). Wzory strukturalne badanych substancji (wraz ze

stosowanymi skrotami) przedstawilem na Rys. 9.
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Rys. 9. Glukozylogalaktozydy.

SCXRD i ssNMR zgodnie potwierdzity obecnos¢ jednej niezaleznej czasteczki w komorce
elementarnej krysztalu B-pD-Glcp(1—3)B-D-Galp. Ponadto eksperyment '*C CP/MAS NMR
wskazat, ze dwucukier ten sktada si¢ z jednej fazy krystalicznej (jeden polimorf). Bardziej czute
pomiary PXRD doprowadzity mnie do wniosku, ze probka B-D-Glep(1—3)B-D-Galp nie jest
idealnie jednorodna i moze zawiera¢ niewielkie ilosci (rzgdu 1-2%) innego polimorfu badz tez
zanieczyszczenia. Z kolei dla B-D-Glep(1—2)B-D-Galp niemozliwe bylo przeprowadzenie
pomiar6w SCXRD, gdyz substancja ta byta amorficzna, co znalazto swoje potwierdzenie w
pomiarach PXRD i *C CP/MAS NMR.

Wiodacym celem tej pracy byta proba znalezienia odpowiedzi na pytanie: dlaczego jedna z
badanych substancji wystepuje w postaci jednego polimorfu o Z' = 1, druga zas$ jest amorficzna
pomimo duzego podobienstwa w budowie chemicznej. Réznica pomigdzy czasteczkami obu
badanych dwucukréw sprowadzala si¢ do odmiennego potaczenia dwoch jednostek
monosacharydowych. Potaczenie to, a doktadniej katy torsyjne wyznaczone przez wigzanie
glikozydowe, decyduje o wzajemnym utozeniu dwoch podjednostek cukrowych. Katy te, ze
wzgledu na swoje istotne znaczenie, posiadajg wtasne oznaczenia ¢ 1 y. Sg one odpowiednio
zdefiniowane jako O5'-C1'-O1'-C3(2) oraz C1'-O1'-C3(2)-C4(3).

Przy zalozeniu, iz o wlasciwosciach ciata statego decyduje budowa chemiczna na poziomie
czasteczki, w rozpatrywanym przypadku nalezatoby si¢ skupi¢ przede wszystkim na
warto$ciach katow ¢ 1y w celu odpowiedzi na postawione pytanie. W analizie konformacyjne;j
dwucukréw wykorzystuje si¢ na og6t metode 'grid search', w ktérej wyznacza si¢ energi¢
potencjalng konformeréw uzyskanych dla wszystkich mozliwych katéw torsyjnych wokot
wigzania glikozydowego.??>* Otrzymane wyniki prezentuje si¢ pdzniej w postaci tzw. map
adiabatycznych, ktore przedstawiajg zaleznos$¢ energii potencjalnej od katéw ¢ 1 y. Najwieksze
trudno$ci w tego typu analizie zwigzane s3 z wyznaczeniem ulozenia podstawnikow
egzocyklicznych na kazdym etapie sporzadzania mapy adiabatycznej.?® Nowo$¢ tej pracy

polegata na tym, iz po raz pierwszy wykorzystalem algorytm genetyczny w analizie
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konformacyjnej typu 'grid search' sfunkcjonalizowanych dwucukréw. Zabieg ten pozwolit
znaczaco skrocic¢ czas obliczen.

Algorytm genetyczny jest metoda obliczeniowa, ktéra nasladuje mechanizmy ewolucji i
genetyki.?’ , Osobnikami” w tej metodzie sg poszczegdlne konformery, ktére ewoluujg w
kierunku najbardziej korzystnych energetycznie reprezentantow. Natomiast odpowiednikiem
genomu tych ,,0sobnikdw” jest zbidr katow torsyjnych dla podstawnikéw egzocyklicznych.

Na mapie adiabatycznej sporzadzonej dla B-D-Glcp(1—3)B-D-Galp znajduje si¢ jedno

glebokie minimum energetyczne oraz trzy lokalna minima (Rys. 10).

&
-180° -120° -60° 0°  60° 120° 180°

Rys. 10. Mapa adiabatyczna dla f-D-Glcp(1—3)B-D-Galp.

Konformacja odpowiadajaca globalnemu minimum nie byta jednak zgodna ze strukturg
czasteczki wyznaczong za pomoca SCXRD. Brak zgodno$ci mozna wytlumaczy¢ tym, iz
obliczenia prowadzone byly dla izolowanej czasteczki w prozni, podczas gdy pomiar SCXRD
uwzglednia oddzialywania migdzyczasteczkowe. Niemniej jednak konformacja, ktoéra
odpowiadata innemu minimum energetycznemu na mapie adiabatycznej dobrze odwzoro-
wywala strukturg czasteczki znaleziong przez SCXRD (Rys. 11).

Na mapie adiabatycznej B-D-Glcp(1—2)B-D-Galp widoczne sg cztery minima energetyczne,
z ktérych dwa majg zblizone energie a rézne wartosci katow ¢ 1 y (Rys. 12).

Skoro B-D-Glcp(1—2)B-D-Galp posiada dwie znaczaco rozne konformacje o podobnych
energiach, to by¢ moze dlatego nie moze utworzy¢ si¢ faza krystaliczna zawierajaca jeden

wybrany konformer poniewaz kazdy z nich jest podobnie uprzywilejowany energetycznie.
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Rys. 11. Konformacje -D-Glep(1—3)B-D-Galp: obliczona (zielona) i eksperymentalna (zotta).

(a) 1807 B

120°

60°

-180° -120° -60° 0° 60° 120° 180°

Rys. 12. Analiza konformacyjna B-D-Glcp(1—2)B-D-Galp: (a) mapa adiabatyczna; (b) najkorzystniejsze
energetycznie konformacje.

H9. T. Gubica®, L. Szeleszczuk, D.M. Pisklak, D.K. Stepien, M.K. Cyranski, M. Kafiska.
“Reliable evaluation of molecular structure of methyl 3-O-nitro-o-D-glucopyranoside and
its intermediates by means of solid-state NMR spectroscopy and DFT optimization in the

absence of appropriate crystallographic data” Tetrahedron 2014, 70, 1910-1917.

Azotany organiczne (nitraty) sa cenionymi lekami stosowanymi w chorobach sercowo-
naczyniowych. Ich dzialanie farmakologiczne zwigzane jest z uwalnianiem tlenku azotu (NO),
ktory jest aktywatorem cyklazy guanylowej.?®?° Azotany organiczne stosuje sie doraznie badz
tez przewlekle.’® W przypadku przewleklego przyjmowania nitratow dochodzi do rozwoju
tolerancji i konieczne okazuje si¢ zwiekszanie dawki.?! Wraz ze zwigkszeniem dawek zwigksza
sie czesto$¢ i intensywno$¢ skutkow ubocznych.’? Wtedy konieczna jest zmiana danego
azotanu na inny.*>*3* Stad tez wynika nieustanna potrzeba wprowadzania do lecznictwa nowych
azotanéw organicznych. W omawianej pracy opisalem synteze nowego azotanu(V) glukozy

(Rys. 13), ktéry wart jest zainteresowania ze strony farmakologdw.
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Rys. 13. Synteza azotanu(V) glukozy.

Azotany organiczne sg prolekami, ktore przeksztalcane sa przez enzymy w czynnik aktywny
NO i inne nieaktywne metabolity.> W przypadku najbardziej znanego azotanu organicznego -
triazotanu(V) glicerolu, reszta organiczna pozostata po uwolnieniu NO nie jest toksyczna.*¢
Podobnie w przypadku nowo otrzymanego azotanu(V) glukozy, ten warunek byltby spetniony.
Ponadto azotan(V) glukozy jest zblizony, pod wzgledem budowy czasteczki, do wolnej
glukozy. Zatem moge oczekiwac, ze nowo zsyntetyzowana substancja bedzie rozpoznawana
przez transportery glukozy, co powinno wydajnie zwigkszy¢ jej dystrybucje i biodostepnosé.

Skoro azotan(V) glukozy wydaje si¢ by¢ interesujacym kandydatem do badan
biologicznych, to warto jest najpierw uzyskac jego pelng charakterystyke fizykochemiczna.
Pomimo wielu prob krystalizacji, nie udato si¢ mi wyhodowa¢ odpowiedniego monokrysztatu,
dla ktorego mozna by wykona¢ pomiar SCXRD. W celu uzyskania struktury czasteczki nowo
otrzymanego zwigzku, wykorzystalem dostgpna strukture jego prekursora w syntezie. Do
struktury a-D-glukozydu metylu uzyskanej z pomiaréw SCXRD dotaczytem grupe¢ nitrowg i
przeprowadzitem dalsze udoktadnienie metoda DFT. Taki zabieg niekoniecznie mogt
doprowadzi¢ do poprawnej konformacji czasteczki azotanu(V) glukozy. W celu weryfikacji
przeprowadzonych obliczen zastosowatlem ssSNMR. Warto$¢ wspotczynnika korelacji migdzy
teoretycznymi i eksperymentalnymi przesunigciami chemicznymi dla azotanu(V) glukozy,
potwierdzita skuteczno$¢ wybranej przeze mnie metody.

W pracy tej wyznaczylem rowniez niedostepng strukture czasteczki 4,6-O-etylideno-a-D-
glukopiranozydu metylu, ktéry byl substancjg posrednia na drodze syntezy azotanu(V)
glukozy. Tym razem z dostgpne;j struktury krystalograficznej dla 3-O-nitro-4,6-O-etylideno-a-
D-glukopiranozydu metylu usungtem grupe nitrowa i postgpowatem w sposob analogiczny do
powyzej opisanego przypadku. Rowniez i dla 4,6-O-etylideno-a-D-glukopiranozydu metylu

udato si¢ mi prawidtowo okresli¢ konformacj¢ czasteczki w ciele statym.
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H10. J. Bukowicki, T. Gubica®, L. Szeleszczuk. “Time-effective and reliable solid-state
structure evaluation of selected peracetylated B-maltose derivatives by means of grid

search, genetic algorithm and DFT calculations” Tetrahedron 2014, 70, 4008-4016.

Celem omawianej pracy bylo opracowanie metody obliczeniowej, ktéra w mozliwie
najkrotszym czasie przewidywataby strukture czasteczki sfunkcjonalizowanych dwucukrow.
Zgodnie z moim ogladem literatury, w artykule H8 jako pierwszy zastosowatem algorytm
genetyczny do przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej podstawionych dwucukrow.
Poprzednio, znaleziona teoretycznie konformacja do$¢ dobrze odwzorowywata strukturg
eksperymentalng. Tym razem chciatem uzyska¢ jeszcze lepsze dopasowanie struktury
pochodzacej z obliczen i SCXRD. Ponadto, zamierzalem skroci¢ maksymalnie czas obliczen.
Nie zalezato mi tym razem na tworzeniu prawdziwych map adiabatycznych, lecz jedynie na
wytypowaniu obszaroéw, ktére charakteryzowalyby si¢ najmniejsza energig. Zamienitem
dotychczas uzywane pole sitowe (MM3) na lepiej sparametryzowane (MMFF94).
Sprawdzalem réwniez wplyw réznych wartosci statych dielektrycznych (e =1, 4 1 8).

Jako obiekt badan wybralem trzy peracetylowane pochodne maltozy (Rys. 14). Maltoza jest
dimerem skrobi, zatem analiza konformacyjna jej pochodnych zbliza nas do zrozumienia

budowy tego waznego biopolimeru.

OAc
(0]
OAc
AcO o)
AcO OAc R
o AcO OAc

peracetylo-f-maltoza: R = OAc
peracetylo-f-maltozyd metylu: R = OMe
peracetylo-B-tiomaltozyd etylu: R = SEt

Rys. 14. Pochodne maltozy.

Dla peracetylo-B-maltozy dostepna byta struktura krystalograficzna w literaturze.’’” Dla
dwoch pozostatych pochodnych maltozy nie udato si¢ mi wyhodowa¢ odpowiednich
monokrysztaléw do analizy SCXRD, nie byto tez dla nich wcze$niej opublikowanych struktur
krysztatu.

W wyniku przeprowadzonej analizy konformacyjnej wytypowalem strukture czasteczki
peracetylo-B-maltozy, ktora byta bardzo zblizona do struktury uzyskanej z pomiaréw SCXRD
(Rys. 15).
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Rys. 15. Konformacje peracetylo-p-maltozy: obliczona (zielona) i eksperymentalna (z6tta).

Dla pozostatych maltozydow teoretycznie przewidziane konformacje zostaty
zweryfikowane za pomocg ssNMR. Wspétczynniki korelacji zalezno$ci teoretycznych i
eksperymentalnych przesuni¢¢ chemicznych dla tych dwéch maltozydéw byly jeszcze lepsze
niz dla peracetylo-f-maltozy. Dlatego tez uwazam, ze dla pozostatych dwoch pochodnych
maltozy, dla ktérych brakuje struktur krystalograficznych, uzyskatem wiarygodne konformacje

w ciele statym.

H11. T. Gubica®, K. Paltka, L. Szeleszczuk, M. Kanska. “Enhanced enzymatic activity of
phenylalanine dehydrogenase caused by cyclodextrins” Journal of Molecular Catalysis

B: Enzymatic 2015, 118, 89-94.

Dehydrogenaza fenyloalaninowa jest enzymem, ktory katalizuje wzajemne przeksztatcanie
fenyloalaniny i kwasu fenylopirogronowego. Kierunek tych biotransformacji zalezy od pH
roztworu, obecnosci réznych kofaktorow i amoniaku. Enzym ten znalazt zastosowanie w

biotechnologicznej syntezie fenyloalaniny.’840 Ponadto wykorzystywany jest do koloryme-

41,42 43,44

trycznego i elektrochemicznego oznaczania st¢zenia fenyloalaniny u noworodkow (w
zwigzku z wezesnym wykrywaniem fenyloketonurii).

Wazne zastosowania dehydrogenazy fenyloalaninowej sktonity mnie do badan majacych na
celu zwickszenie aktywnosci i selektywno$ci tego enzymu. Takie badania byty tez
podejmowane przez inne zespoly badawcze.**® Wsrod cytowanej literatury jest praca*®
poswigcona chemicznym modyfikacjom tego enzymu. Opisano w niej wlasciwosci
dehydrogenazy fenyloalaninowej, do ktorej dotaczono kowalencyjnie pochodne cyklodekstryn.
Powstale potaczenia cyklodekstryn i dehydrogenazy fenyloalaninowej wykazywaly mniejsza
aktywno$¢ enzymatyczng przy zwigkszonej selektywnosci nowo powstatego enzymu. Ponadto
poprawita si¢ tez stabilnos$¢ termiczna modyfikowanej dehydrogenazy fenyloalaninowej. Mimo
ze skutecznie poprawiono parametry tego enzymu, to naklad pracy syntetycznej byt bardzo

wysoki.
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W mojej pracy chciatem maksymalnie uprosci¢ przebieg eksperymentow. Skoro
cyklodekstryny wptywaty korzystnie na dehydrogenazg fenyloalaninowa bedac kowalencyjnie
dotaczone do czasteczek enzymu, to by¢ moze sama ich obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej,
jako zwykle sktadniki roztworu, bylaby wystarczajaca. Do badan wybratem trzy podstawowe

natywne cyklodekstryny (Rys. 16).

OH OH OH

a-cyklodekstryna B-cyklodekstryna y-cyklodekstryna

Rys. 16. Natywne cyklodekstryny.

Obie biotransformacje, tj. wzajemne przeksztalcanie fenyloalaniny i kwasu fenylopiro-
gronowego, badatem w obecnosci cyklodekstryn w stosunku molowym do substratu 1:1 1 2:1.
W drugim przypadku, nawet przy zalozeniu zuzycia jednego ekwiwalentu cyklodekstryny do
powstania kompleksow inkluzyjnych z fenyloalaning badz kwasem fenylopirogronowym,
druga porcja zostawalaby w roztworze i mogtaby wykazywa¢ oddzialywanie z enzymem.

Zgodnie z przeprowadzonymi eksperymentami stwierdzitem ponaddwukrotne zwigckszenie
statej szybkosci obu biotransformacji wywolane obecnoscig cyklodekstryn. Wzmozona
aktywno$¢ enzymatyczna, moim zdaniem, spowodowana byla korzystnym wplywem
cyklodekstryn na zmiany konformacyjne enzymu podczas zachodzenia procesow biokatalizy.

Zauwazylem rowniez szesciokrotnie zwigkszenie powinowactwa dehydrogenazy
fenyloalaninowej do fenyloalaniny w obecnosci cyklodekstryn. Z kolei dla drugiej przemiany,
zaobserwowalem trzykrotne zmniejszenie specyficznosci enzymu do kwasu fenylopiro-
gronowego. W celu wyjasnienia tych réznic postuzylem si¢ modelowaniem molekularnym
kompleksow inkluzyjnych cyklodekstryn 1 substratéw badanych biotransformacji. Z
wymodelowanych struktur jasno wynika, ze oba substraty w odmienny sposob lokuja si¢ we
wnece molekularnej cyklodekstryn. Grupy funkcyjne fenyloalaniny utozone sa blizej wezszej
krawedzi cyklodekstryny, czyli tam, gdzie znajduja si¢ pierwszorzgdowe grupy hydroksylowe
cyklodekstryn. Z kolei grupy funkcyjne kwasu fenylopirogronowego preferuja szersza krawedz
cyklodekstryn i majg w najblizszym otoczeniu drugorzedowe grupy hydroksylowe czasteczki
gospodarza. Dwukrotnie wigksza liczba grup hydroksylowych przy szerszej krawedzi

cyklodekstryn powoduje prawdopodobnie zwigkszenie sity wigzan wodorowych w
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kompleksach z kwasem fenylopirogronowym. Dlatego tez kompleksy te powinny trudniej
dysocjowaé¢ w poréwnaniu do uktadu fenyloalanina-cyklodekstryna.

Odkrycie zwigkszonego powinowactwa dehydrogenazy fenyloalaninowej do fenyloalaniny
w obecnosci cyklodekstryn moze by¢ wykorzystane do ulepszenia czujnikéw elektro-

chemicznych zawierajacych ten enzym.

H12. L. Szeleszczuk, T. Gubica®, A. Zimniak, D.M. Pisklak, K. Dabrowska, M.K. Cyranski,
M. Kanska. “The potential for the indirect crystal structure verification of methyl
glycosides based on acetates’ parent structures: GIPAW and solid-state NMR
approaches” Chemical Physics Letters 2017, 686, 7-11.

Wiele lekow to chlorowodorki czy cytryniany odpowiednich amin, np. fluoksetyna i
sildenafil podawane s3 jako sole kwasu solnego i cytrynowego. Takie pochodne wykazuja
zwigkszong trwato$¢ 1 rozpuszczalnos¢ w wodzie co poprawia ich biodostepnosc.
Chlorowodorki, cytryniany czy tez octany (aspiryna) chetniej tez tworza monokrysztaly, ktore
nadajg si¢ do pomiar6w SCXRD. W swojej pracy badawczej wiele razy napotkatem trudnosci
z uzyskaniem odpowiednich krysztaléw pochodnych cukréw z wolnymi grupami
hydroksylowymi. Natomiast dla octanow cukrow, ktorymi si¢ zajmowatem, wyhodowanie
odpowiedniego krysztalu nie byto az tak ucigzliwe jak w przypadku niesfunkcjonalizowanych
pochodnych.

Celem omawianej pracy bylo znalezienie metody, ktéra pozwalataby uzyska¢ dane
strukturalne pochodnych cukréw z wolnymi grupami hydroksylowymi w oparciu o pomiary
SCXRD dla analogicznych octandw.

Dla trzech acetylowanych glikozydow metylu, pochodnych glukozy, galaktozy i mannozy,
wykonane zostaly pomiary SCXRD (Rys. 17).

OAc OAc  oac OAc OAC
o o}
AcO OMe AcO
AcO AcO
AcO Ohc OAc
OMe

-0
OMe

Rys. 17. Octany glikozydéw metylu.

W uzyskanych strukturach czasteczek zamienitem grupy acetylowe na grupy hydroksylowe.
Nastepnie przeprowadzono obliczenia DFT 2z uwzglednieniem periodyczno$ci —sieci

krystalicznej. Informacje niezbedne do tych obliczen, czyli parametry komorek elementarnych
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oraz grupy przestrzenne krysztalow glikozydow metylu z wolnymi grupami hydroksylowymi
byly dostepne w literaturze z pomiaréw dyfrakcji neutronowej.**>* W przypadku braku takich
danych z tatwo$cig mozna postuzy¢ si¢ metodg PXRD, ktéra pozwala wyznaczy¢ podstawowe
parametry fazy krystaliczne;.

W sytuacji, kiedy dostgpne sa dane z dyfrakcji rentgenowskiej badz neutronowej na
monokrysztale, nietrudno jest sprawdzi¢ poprawnos¢ przewidzianej konformacji czasteczek w
ciele statym. Wykazalem jednak, Ze nasza metoda moze by¢ zastosowana nawet wtedy, gdy nie
sa dostepne dane z dyfrakcji na monokrysztale. Zastosowatem prosty ale bardzo skuteczny
eksperyment '3C CP/MAS NMR. Po kazdej optymalizacji geometrii wykonano obliczenia
GIPAW przesunig¢ chemicznych. Struktury teoretyczne i eksperymentalne pochodnych
glukozy 1 galaktozy byly bardzo zblizone do siebie na co wskazywaly wartosci RMSD
potozenia atomow i R? korelacji obliczonych i eksperymentalnych przesunigé chemicznych. W
przypadku pochodnej mannozy zauwazylem rozbieznosci migdzy teoretycznymi i
eksperymentalnymi przesuni¢ciami chemicznymi dla atomow C4 i C6 (rdéznice powyzej 5
ppm). Wskazywato to na nieprawidlowo wymodelowane utozenie grupy hydroksylowej przy
terminalnym atomie wegla pochodnej mannozy. W zwigzku z czym przesuni¢to grupe
hydroksylowa przy tym atomie wegla o 120° i przeprowadzono kolejne udoktadnienie
geometrii. Jedna z nowo wymodelowanych struktur bardzo dobrze odwzorowywata

konformacje rzeczywista (znaleziong na podstawie dyfrakcji neutronowe;j).

Podsumowanie

Na przedstawione osiggni¢cie naukowe sktada si¢ cykl dwunastu publikacji prezentujacych
badania strukturalne i enzymatyczne pochodnych sacharydow o spodziewanej aktywnosci
biologicznej. Lacznie opracowatem metody syntezy czterdziestu dwoch zwigzkow
organicznych, w tym dziesi¢ciu nowych. Otrzymane przeze mnie pochodne sacharydow oraz
dziesi¢¢ handlowych substancji scharakteryzowatem pod wzgledem wilasciwosci ciata statego
badz zachowania si¢ w roztworze jako substancje kompleksujace. Moje badania maja
nastgpujace znaczenie w dziedzinie nauk farmaceutycznych:

- wytypowatem dwie pochodne cyklodekstryn sposrdéd dziewigciu badanych, ktore moga
by¢ uzyte w celu zwigkszenia biodostepnosci tryptofanu, ktoéry jest substancja
wykazujacg aktywnos¢ farmakologiczng, stosowang w leczeniu depres;ji (publikacja H2)

- odkrytem aktywacje¢ liazy fenyloalaninowej wywotang obecno$cig natywnej i eterowanej

cyklodekstryny. Obie te pochodne moga by¢ uzyte do mikrokapsutowania tego enzymu.
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Stosowanie liazy fenyloalaninowej w polaczeniu z cyklodekstrynami rozpatrywane jest
obecnie jako dogodna terapia fenyloketonurii. (publikacja H4)

opisalem wiasciwosci strukturalne B-D-ksylozydéw nitrofenylu, ktérych pochodne
wykazujg wlasciwosci przeciwzakrzepowe (publikacja H6)

scharakteryzowatem pod wzglgdem fizykochemii ciala statego ksylozyloaminy
nitrofenylu, ktoérych najblizsze analogii posiadaja wtasciwosci przeciwgrzybicze
(publikacja H5)

poddatem badaniom strukturalnym cztery dwucukry potaczone atypowym wigzaniem
glikozydowym, dla ktorych postuluje si¢ wykazywanie niskiego indeksu glikemicznego
podobnie do izomaltulozy. Dwucukry te maja szanse sta¢ si¢ tak jak wspomniana
izomaltuloza cennymi $rodkami dietetycznymi. (publikacje H7 i H8)

otrzymalem 1 scharakteryzowatem pod wzgledem strukturalnym nowy azotan(V)
glukozy, ktéry moze by¢ stosowany jako substancja lecznicza w chorobach sercowo-
naczyniowych podobnie do triazotanu(V) glicerolu i monoazotanu izosorbidu (publikacja
H9)

odkrytem wzmozong aktywno$¢ dehydrogenazy fenyloalaninowej wywotang obecnos$cia
cyklodekstryn. Zjawisko to mozna wykorzysta¢ do modyfikacji biosensoréw uzywanych

do badan przesiewowych noworodkow w kierunku fenyloketonurii. (publikacja H11)
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Podczas realizacji pracy doktorskiej zajmowatem si¢ synteza pochodnych sacharydowych
nitrofenolu i nitroaniliny oraz badaniami strukturalnymi i elektrochemicznymi uzyskanych
substancji. Chociaz wigkszo$¢ z otrzymanych przeze mnie zwigzkow organicznych byta znana,
to zawsze staralem si¢ udoskonali¢ drogg syntezy opisang w literaturze. W ramach pracy
doktorskiej otrzymatem sze§¢ nowych zwigzkéw chemicznych, w tym trzy pochodne
cyklodekstryn. Dwanascie nitrofenylowych pochodnych sacharydéw zostalo zmierzonych
metodami SCXRD i *C CP/MAS NMR. Dla wiekszo$ci otrzymanych przeze mnie pochodnych
nitrofenylowych sacharydow wykonatem pomiary elektrochemiczne (woltamperometria
cykliczna i chronokulometria) na elektrodzie WKER. W oparciu o uzyskane dane strukturalne
wyjasnitem réznice zaobserwowane w parametrach elektroredukcji grupy nitrofenylowe;j. Ta
elektroaktywna grupa byla wrazliwa nawet na absolutng konfiguracje atomu wegla w czesci
cukrowej czasteczki.

Juz w czasie przygotowywania pracy doktorskiej zajatem si¢ badaniem wptywu
cyklodekstryn na procesy enzymatyczne. Tematyka ta nie zostata wiaczona do dysertacji
doktorskiej a publikacja z tego okresu (w J. Inclusion Phenom. Macrocycl. Chem.) nie jest
przedmiotem prezentowanego osiggni¢cia naukowego.

Po obronie doktoratu, oprécz pracy zmierzajacej do powstania cyklu publikacji
habilitacyjnych, dokonczytem rozpoczete wczesniej badania elektrochemiczne. Wyniki tych
badan opublikowatem w trzech artykutach w wymagajacych periodykach.

Dzigki nawigzaniu wspotpracy z Panig dr H. Boruczkowska z Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu, dla ktorej wykonatem pomiary '3C CP/MAS NMR modyfikowanych
enzymatycznie probek skrobi, ukazal si¢ nasz wspolny artykul w cenionym czasopi$mie

specjalistycznym Starch-Starke.

6. Lista artykulow przed uzyskaniem stopnia doktora
1. A. Temeriusz', T. Gubica, P. Rogowska, K. Paradowska, M.K. Cyranski. “Crystal
structure and solid state '3C NMR analysis of nitrophenyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
gluco- and D-galactopyranosides” Carbohydrate Research 2005, 340, 1175-1184.
IF 1,669. MNiSzW 20.
2. A. Temeriusz', T. Gubica, P. Rogowska, K. Paradowska, M.K. Cyranfski. “Crystal

structure and solid state '*C NMR analysis of N-p-nitrophenyl-o-D-ribopyranosylamine,
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N-p-nitrophenyl-oa-D-xylopyranosylamine, and solid state '*C NMR analysis of N-p-
nitrophenyl-2,3,4-tri-O-acetyl-f-D-lyxopyranosylamine and N-p-nitrophenyl-2,3,4-tri-
O-acetyl-a-L-arabinopyranosylamine” Carbohydrate Research 2005, 340, 2645-2653.
IF 1,669. MNiSzW 20.

T. Gubica, E. Boroda, A. Temeriusz", M. Kanska. “Effects of Native and Permethylated
Cyclodextrins on the Catalytic Activity of L-Tryptophan Indole Lyase” Journal of
Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry 2006, 54, 283-288. IF 1,251.
MNiSzW 15.

A. Temeriusz®, T. Gubica, P. Rogowska, K. Paradowska, M.K. Cyranski. “Crystal
structure and solid-state '*C NMR analysis of N-o-, N-m- and N-p-nitrophenyl-2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosylamines, and  their = N-acetyl  derivatives”
Carbohydrate Research 2006, 341, 2581-2590. IF 1,703. MNiSzW 20.

T. Gubica, J. Stroka, A. Temeriusz'. “Synthesis and electrochemical study of
nitrophenyl derivatives of B-cyclodextrin® Journal of Physical Organic Chemistry
2007, 20, 375-383. IF 1,594. MNiSzW 20.

7. Lista artykulow po uzyskaniu stopnia doktora nie wchodzacych do prezentowanego

osiagniecia naukowego

1.

T. Gubica, A. Temeriusz’, P. Pawlowski, J. Stroka. “Molecular structure of nitrophenyl
O-glycosides in relation to their redox potentials” Journal of Physical Organic
Chemistry 2010, 23, 853-858. IF 1,478. MNiSzW 20.

T. Gubica®, J. Stroka, A. Temeriusz, M. Kanska. “Cyclic voltammetry of nitrophenyl
N-glycosides on mercury electrode” Journal of Physical Organic Chemistry 2011, 24,
1229-1234. IF 1,963. MNiSzW 20.

T. Gubica®, M. Mazur, L. Szeleszczuk, A. Temeriusz, M. Kanska. “The influence of
native and methylated B-cyclodextrin on the electroreduction of nitrophenyl glycosides”
Journal of Electroanalytical Chemistry 2013, 699, 40-47. 1F 2,871. MNiSzW 30.

H. Boruczkowska®, T. Boruczkowski, T. Gubica, M. Aniot, E. Tomaszewska-Ciosk.
“Analysis of the chemical structure of insoluble products of enzymatic esterification of
starch and transesterification of acetylated starch with oleic acid by solid-state CP/MAS
BC NMR?” Starch-Starke 2016, 68, 1180-1186. IF 1,837. MNiSzW 25.
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8. Czynny udzial w konferencjach naukowych

1.

10.

P. Rogowska, T. Gubica, M.K. Cyranski, T.M. Krygowski, A. Temeriusz,
K. Paradowska. ,,Synteza i badania strukturalne N-glikopiranozydow*. XLVI Zjazd
PTChem i SITPChem, Lublin 2003. (plakat)

T. Gubica, P. Pawlowski, J. Stroka, A. Temeriusz. “Electrochemical Study of
Nitrophenyl O-Glycopyranosides Reduction on the Mercury Electrode®. International
Conference on Electrode Processes, Szczyrk 2004. (plakat)

T. Gubica, E. Boroda, A. Temeriusz, M. Kanska. “Effects of Native and Permethylated
Cyclodextrins on the Catalytic Activity of L-Tryptophan Indole Lyase. 13" European
Carbohydrate Symposium, Bratislava, Slovakia 2005. (plakat)

T. Gubica, J. Stroka, A. Temeriusz. “Synthesis and Study of Electrochemical
Behaviour of New Nitrophenyl Derivatives of B-Cyclodextrin. 13" International
Cyclodextrin Symposium, Torino, Italy 2006. (plakat)

E. Winnicka, T. Gubica, M. Kanska, A. Temeriusz. “The Influence of Selected Alkyl
Derivatives of Cyclodextrins on the Catalytic Activity of L-Tryptophan Indole Lyase®.
3 ERA Chemistry “Flash” Conference, Killarney, Ireland 2008. (plakat)

T. Gubica, P. Pawlowski, J. Stroka, A. Temeriusz, Z. Galus. “The Influence of
Molecular Structure of Nitrophenyl O-Glycopyranosides on their Electrochemical
Properties®. 19" ITUPAC Conference on Physical Organic Chemistry, Santiago de
Compostela, Spain 2008. (prezentacja ustna)

T. Gubica, J. Stroka, A. Temeriusz. ,,Woltamperometria cykliczna na elektrodzie
rteciowej (WKER) nitrofenylowych glikozyloamin®. 51. Zjazd PTChem i SITPChem,
Opole 2008. (prezentacja ustna)

T. Gubica, A. Temeriusz, K. Paradowska, A. Ostrowski, P. Klimentowska,
M.K. Cyranski. “Structural analysis of p-nitrophenyl glycosides®. 10" Latin American
Conference on Physical Organic Chemistry, Floriandpolis, Brazil 2009. (wyktad)

T. Gubica, A. Temeriusz, D.K. Stepien, J. Bukowicki, A. Ostrowski, D.M. Pisklak,
M.K. Cyranski. “Comprehensive structural analyses of disaccharides with unusual
linkage*. 26" International Carbohydrate Symposium, Madrid, Spain 2012.
(prezentacja ustna)

T. Gubica, M. Mazur, L. Szeleszczuk, A. Temeriusz, M. Kanska. “The influence of
native and methylated B-cyclodextrin on the electroreduction of nitrophenyl
glycosides. 17" European Carbohydrate Symposium, Tel-Aviv, Israel 2013.

(prezentacja ustna)
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11. T. Gubica, L. Szeleszczuk, D.M. Pisklak, D.K. Stepien, M.K. Cyranski. “Reliable
evaluation of molecular structure of carbohydrates by CP/MAS NMR spectroscopy and
DFT optimization in the absence of crystallographic data“. 27" International

Carbohydrate Symposium, Bangalore, India 2014. (prezentacja ustna)

9. Wspolpraca z jednostkami naukowymi

1. Zespot prof. dr hab. Michata K. Cyranskiego. Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski.
Pomiary dyfrakcji rentgenowskiej monokrysztatow.

2. Zespot prof. dr hab. Marianny Kanskiej. Wydzial Chemii, Uniwersytet Warszawski.
Badania nad aktywno$cig katalityczng enzymow w obecnosci cyklodekstryn.

3. Dr hab. Maciej Mazur, prof. UW. Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski. Pomiary
elektrochemiczne.

4. Dr Andrzej Ostrowski. Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska. Pomiary
dyfrakcji rentgenowskiej proszkow.

5. Dr Hanna Boruczkowska. Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu. Pomiary '*C

CP/MAS NMR.

9. Granty
1. Grant promotorski KBN (1 T0O9A 001 30) ,Synteza i badania elektrochemiczne
nitrofenylowych pochodnych sacharydow w obecnosci natywnej i permetylowanej
B-cyklodekstryny”. Czas realizacji: 18 miesigcy (2006-07). Glowny wykonawca.
2. Grant Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego ,,Mtodzi Naukowcy” (FW28/PM1/11)
»Synteza i kompleksowe badania strukturalne pochodnych sacharydow stosowanych w

enzymologii”. Czas realizacji: 2 lata (2011-12). Kierownik i gtéwny wykonawca.

10. Recenzje
W latach 2009-18 przygotowatem recenzje 21 manuskryptéw w nastgpujacych
czasopismach (w nawiasie liczba recenzowanych artykutow): Carbohydrate Research (3),
Biuletyn Wydziatu Farmaceutycznego WUM (7), Trends in Food Science and Technology
(1), RSC Advances (1), Journal of Chemical and Engineering Data (1), Journal of
Agricultural and Food Chemistry (1), Pure and Applied Chemistry (1), Molecular Physics
(3), Monatshefte fiir Chemie (1), Journal of Molecular Structure (1), Current
Pharmaceutical Analysis (1), Molbank (1), Nutrition and Dietary Supplements (1),

Information Processing in Agriculture (1).
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11.

W 2013 r. przygotowatem 2 recenzje (podrecznika akademickiego i ksigzki popularno-

naukowej) dla czasopisma Przemyst Chemiczny.

Osiagniecia dydaktyczne

Kierownictwo i opieka nad pracami magisterskimi:

1.

10.

11.

»dynteza pochodnych 6-monoamino-f-cyklodekstryny” A. Bartodziej (r. akad.
2003/04)

,Elektrochemiczne wlasciwosci nitrofenyloglikopiranozydéw” P. Pawtowski (r. akad.
2003/04)

,Badanie reakcji elektrodowych nitrofenyloglikopiranozydow metodami elektro-
chemicznymi” M. Stasiewicz (r. akad. 2004/05)

»Wpltyw per(2,3,6-tri-O-2’-metoksyetylo)-a-cyklodekstryny na katalityczng aktyw-
nos$¢ L-tryptofan indol liazy” M. Rackiewicz (r. akad. 2005/06)

,Oddziatywania pomiedzy modyfikowanymi cyklodekstrynami a L-tryptofan indol
liaza” A. Minkowska (r. akad. 2006/07)

»Zmiana aktywnosci L-tryptofan indol liazy w obecno$ci modyfikowanych cyklo-
dekstryn” K. Ferszt (r. akad. 2006/07)

»Wpltyw pochodnych cyklodekstryn na reologiczne wtasciwosci mikro- i
nanoproszkow ceramicznych” I. Zeglinska (r. akad. 2007/08)

»Wplyw natywnych i selektywnie O-metylowanych pochodnych cyklodekstryn na
aktywno$¢ katalityczng enzymu liazy fenyloalaninowej” A. Petka (r. akad. 2009/10)
»Synteza i rentgenowska analiza strukturalna wybranych pochodnych 2,3,4-tri-O-
acetylo-pB-D-ksylopiranozyloaminy oraz 2,3,4-tri-O-acetylo-B-D-ksylopiranozydu”
E. Glowacka (r. akad. 2011/12)

,Analiza konformacyjna pochodnych maltozy za pomocg algorytmu genetycznego i
spektroskopii NMR dla ciala statego” M. Madra (r. akad. 2012/13)

,Proba zastgpienia dyfrakcji rentgenowskiej obliczeniami teoretycznymi i
spektroskopia NMR w celu okreslenia konformacji pochodnych celobiozy”
W. Jaszczak (r. akad. 2015/16)

Kierownictwo i opieka nad pracami licencjackimi:

1.

,,Proby syntezy i charakterystyki kompleksow inkluzyjnych L-fenyloalaniny z cyklo-
dekstrynami” K. Szubstarska (r. akad. 2009/10)
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2. ,,Proby syntezy i charakterystyki komplekséw inkluzyjnych L-tryptofanu z cyklo-
dekstrynami” K. Walicka (r. akad. 2009/10)

3. ,,Proby syntezy i charakterystyki kompleksow inkluzyjnych L-tyrozyny z cyklo-
dekstrynami” M. Wajk (r. akad. 2009/10)

Prowadzenie zaje¢ dydaktycznych:

Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej WUM:

1. Cwiczenia Laboratoryjne z Chemii Fizycznej (kierunek: Farmacja) (od r. akad.
2010/11 do chwili obecnej; kierownik przedmiotu od r. akad. 2011/12 do 2014/15)

2. Cwiczenia Laboratoryjne z Chemii Fizycznej (kierunek: Analityka medyczna)
(r. akad. 2010/11 1 od 2013/14 do chwili obecnej)

3. Cwiczenia Rachunkowe z Chemii Fizycznej (kierunek: Farmacja) (r. akad. 2014/15,

2015/16, 2017/18; kierownik przedmiotu w r. akad. 2015/16)

Wydziat Chemii UW:

1. Pracownia Chemii Organicznej I (r. akad. 2002/03)

2. Pracownia z Syntezy Organicznej (r. akad. 2003/04)

3. Proseminarium z Podstaw Chemii Organicznej (r. akad. 2004/05)

4. Pracownia Identyfikacji Zwigzkoéw Organicznych (od r. akad. 2007/08 do 2009/10)
5. Proseminarium z Identyfikacji Zwigzkéw Organicznych (od r. akad. 2007/08 do

2009/10)
6. Pracownia Chemii Organicznej dla studentéw Wydziatu Biologii UW (r. akad.
2007/08)

Autorstwo materiatéw dydaktycznych:

Jestem redaktorem i wspotautorem skryptu dla studentéw farmacji i analityki medycznej:
M. Dudek, T. Gubica, S. Kazmierski, K. Paradowska, D.M. Pisklak, J. Sajkowska-
Kozielewicz, L. Szeleszczuk, K. Zawada, A. Zielifiska: Cwiczenia laboratoryjne z chemii
fizycznej. Wydanie VI. Oficyna Wydawnicza Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
Warszawa 2015, ISBN 978-83-7637-334-8.

12. Dzialalnos¢ popularyzatorska
1. Przygotowanie pokazu ciekawych doswiadczen chemicznych w Laboratorium

Dydaktyki Chemii dla uczniéw gimnazjow (Wydzial Chemii UW, 2001 r.)
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13.

Przygotowanie pokazu ciekawych doswiadczen chemicznych podczas V Festiwalu
Nauki (Wydziat Chemii UW, 2001 r.)

Prowadzenie warsztatow dla uzdolnionej miodziezy w ramach Krajowego Funduszu
na Rzecz Dzieci (Wydziat Chemii UW, 2010 r.)

Wygloszenie wyktadu ,,Wykorzystanie spektroskopii NMR do badan strukturalnych
pochodnych sacharydow” dla Studenckiego Kota Naukowego ,,Free Radicals”
(Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej WUM, 2012 r.)
Wygloszenie wykladu ,,Mariaz cyklodekstryn z amoniakoliaza fenyloalaninowa
nadziejg dla chorych na fenyloketonuri¢” podczas seminarium dla nauczycieli szkot
warszawskich ,,Co wspomaga nasze zdrowie, czyli o suplementach diety” (Wydziat
Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej WUM, 2014 r.)
Prowadzenie warsztatoéw ,,Odkryj nasz Wydzial” dla uczniéow liceow (Wydziat

Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej WUM, 2017 r.)

Podsumowanie dorobku naukowego

Liczba wszystkich artykutow: 21

Liczba artykuléw po doktoracie: 16

Pierwszy autor w 14 artykutach

Autor korespondencyjny w 11 artykutach

Sumaryczny IF (zgodnie z rokiem opublikowania): 40,597

Suma punktow MNiSzW: 506

Liczba wszystkich (w nawiasie z wytgczeniem wiasnych) cytowan: 77 (49) (wg bazy Web
of Science®)

Indeks Hirscha: 5 (wg bazy Web of Science®)
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