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Dorobek organizacyjny

e Od 1980 r. cztonek komitetu organizacyjnego dorocznego ogdlnopolskiego Seminarium
Naukowego nt. ,,Chromatograficzne metody badania zwiazkéw organicznych”,
organizowanego przez Instytut Chemii USI w Katowicach (pod przewodnictwem prof. dr
hab. Jozefa Sliwioka).
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Aktywnos¢ dydaktyczna i w zakresie organizacji nauki

Bylem promotorem ok. 70 prac magisterskich z zakresu teorii i praktyki réznych technik
chromatograficznych jak réwniez z zakresu ‘separation science’. Prowadzone prace
dotyczyty badan fizyko-chemicznych, jak réwniez wykorzystania mozliwo$ci analitycznych
technik chromatograficznych — chromatografii  cienkowarstwowej, wysokosprawnej
chromatografii cieczowej i chromatografii gazowej. Przedmiotem prac magisterskich byly
rowniez badania nad metodami przygotowania probek srodowiskowych i farmaceutycznych
do analizy chromatograficznej.

Bylem promotorem pomocniczym w zakonczonym w czerwcu 2012 przewodzie doktorskim
Pani Doroty Kronenbach pt: ,, Zastosowanie chromatografii cienkowarstwowej z detekcja
densytometryczng oraz innych instrumentalnych technik analitycznych do badania reakcji
oscylacyjnych wybranych aminokwaséw 1 hydroksykwasow pochodnych kwasu
propionowego i kwasu mastowego” — promotor prof.dr hab.Teresa Kowalska.
Jestem promotorem pomocniczym w dwoch przewodach doktorskich:
1. Pani mgr Doroty Staszek pt” Badania zwigzkéw fenolowych w wybranych gatunkach
szatwii (Salvia sp.) metodami chromatograficznymi HPLC i TLC” promotor
prof.dr hab.Teresa Kowalska
2. Pani mgr Magdaleny Kna$ pt” Badanie wybranych efektow zwiaznych z transportem
chiralnych profendw” promotor prof.dr hab. Jarostaw Polanski

Od roku 1992 (czyli od daty powstania) do 2000 bylem cztonkiem Komitetu Redakcyjnego
czasopisma,,Acta Chromatografia”, a od roku 2000 jestem wspolredaktorem tego czasopisma.
»Acta Chromatographica” jest czasopismem naukowym z dziedziny ,,separation science”
figurujacym na tzw. liscie filadelfijskiej od 2002 roku.

Jestem cztonkiem komitetu redakcyjnego sekcji Chemia Analityczna The Scientific World
Journal czasopisma figurujagcym na tzw. liscie filadelfijskiej od 2002 roku.

Bytem recenzentem artykutéw w czasopisma a zakresu chromatografii, ,,separation science” i
chemii analitycznej.

W latach 1979-2000 bytem cztonkiem komitetu organizacyjnego odbywajacego si¢ corocznie
najpierw Seminarium, a pozniej Sympozjum Chromatograficznego. Od roku 2001 jestem

wspotorganizatorem tego Sympozjum. Corocznie bierze w nim udzial okoto 150 uczestnikéw
z kraju jak i z zagranicy.
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1. Wstep

Wsréd wielu probleméw chemicznych, wcigz oczekujacych na swoje rozwigzanie
mozemy wyrézni¢ takie, ktore w pewien szczegolny sposob dziataja na wyobrazni¢ 1 bardziej
od innych przykuwaja uwage badaczy. Do takich problemow niewatpliwie zaliczaja si¢
procesy oscylacyjne. Odkrywanie nowych reakcji oscylacyjnych, wyjasnianie ich przebiegu
poprzez proponowanie i doswiadczalng weryfikacje odpowiednich modeli teoretycznych, a
takze badanie oscylacyjnych proceséw o charakterze biochemicznym oraz ich réznorakich
implikacji w uktadach naturalnych stanowi jedno z najpowazniejszych wyzwan wspolczesnej
chemii.

Inny rownie fascynujacy obszar badan naukowych z zakresu chemii dotyczy zagadnien
chiralno$ci. Na przyktad rozdzielanie par enancjomerow zarOwno na skale analityczng, jak i
preparatywng oraz procesowg — mimo, iz bardzo istotne zwtaszcza dla chemii lekow — nadal
stanowi bardzo powazne wyzwanie dla skadinagd zaawansowanych technik rozdzielczych. O
tym, iz chromatograficzne rozdzielanie par enancjomeréw nadal moze by¢ zadaniem trudnym
najlepiej niech zaswiadczy fakt, iz klopotliwa z jakiego$ wzgledu separacj¢ enancjomerow
niejednokrotnie zastgpuje si¢ asymetryczng synteza jednego, konkretnego antymeru.

Badanie przebiegu reakcji oscylacyjnych w pierwszym rz¢dzie wymaga odpowiednio
czulych narzedzi analitycznych. Techniki chromatograficzne zastuzenie ciesza si¢ uznana,
wysoka pozycja w zakresie sprawnos$ci rozdzielania mieszanin zwigzkéw chemicznych, a
takze w zakresie identyfikacji oraz iloSciowe] oceny zawartych w takich mieszaninach
sktadnikow. Mozna zatem uznaé, iz techniki te sg szczegoOlnie przydatne do $ledzenia
przebiegu reakcji oscylacyjnych oraz do ich ilosciowego opisu.

Tematyka, stanowigca przedmiot niniejszej rozprawy habilitacyjnej dotyczy
samorzutnej oscylacyjnej inwersji chiralnej wybranych a-podstawionych pochodnych kwasu
propionowego w abiotycznych roztworach wodnych, a wiec procesu biegngcego in vitro, w
klasycznym rozumieniu tego terminu.

W cyklu publikacji stanowigcych tres¢ rozprawy habilitacyjnej (1) przedstawiono:

1. Odkrycie oscylacyjnej inwersji chiralnej wybranych niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych z grupy profenéw, a-aminokwasow oraz kwasu L-mlekowego
jako a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego;

2. Okreslono podstawowe warunki sprzyjajace oscylacyjnemu przebiegowi takich

procesow;



3. Przedstawiono uproszczony mechanizm ich przebiegu;
4. Zaproponowano model oscylatora chemicznego, odzwierciedlajacego obserwowane

oscylacje.

2. Reakcje oscylacyjne

Zdecydowana wiekszo$¢ reakcji chemicznych przebiega w taki sposob, ze st¢zenia
substratow reakcji monotonicznie maleja, natomiast stezenia produktow monotonicznie rosna
w funkcji czasu. Do opisu przebiegu takich reakcji stosuje si¢ pojecia 1 zaleznosci z zakresu
dynamiki liniowe;j. Istnicjg jednak i takie reakcje, w przypadku ktorych stezenia przynajmniej
czesci substratéw 1 produktéw ulegaja niemonotonicznym zmianom w czasie. Reakcje te
nazywamy reakcjami oscylacyjnymi, a do opisu ich przebiegu poslugujemy si¢ pojgciami i
zalezno$ciami z zakresu dynamiki nieliniowej [1-3].

W nowoczesnej nauce procesy chemiczne o niemonotonicznym przebiegu zostaly
dostrzezone i badane poczawszy od XIX wieku, jednak na szersza skale i w sposob bardziej
systematyczny zaj¢to si¢ nimi dopiero po odkryciu w latach pigédziesigtych XX wieku
najstynniejszej reakcji oscylacyjnej, znanej w literaturze chemicznej pod nazwg reakcji
Bietousowa i Zabotynskiego (reakcji B-Z) [4-6]. W sposob ogdlny mozna stwierdzié, ze
reakcja B-Z polega na utlenianiu kwasu organicznego (np. kwasu malonowego) przy pomocy
anionu BrOs;, w obecnosci katalitycznej pary redoks, jakg np. stanowi para kationow
Ce(IV)/Ce(l1).

Odkrycie reakcji B-Z, a po niej wielu dalszych reakcji oscylacyjnych, zainspirowato
badaczy do podejmowania proéb tworzenia do ich opisu teoretycznych modeli, zwanych
oscylatorami. O trudno$ciach zwigzanych z poznaniem pelnego przebiegu procesow
oscylacyjnych §wiadczy fakt, iz do chwili obecnej nie udato si¢ opracowac oscylatora w petni
oddajacego kinetyczne i termodynamiczne wtasciwos$ci najstynniejszej reakcji oscylacyjne;,
tj. reakcji B-Z, jak rowniez i to, ze najstynniejszy oscylator chemiczny opracowany przez
Prigogine’a, a noszacy nazwe Brukselatora, jest modelem abstrakcyjnym, nie odnoszacym si¢
do zadnego rzeczywistego procesu chemicznego [7,8].

Na koniec wypada nadmieni¢, iz mimo odkrywania kolejnych procesow chemicznych
o charakterze oscylacyjnym, istnieje catkiem wyrazna dysproporcja migdzy oscylacyjnymi
procesami nieorganicznymi i nieorganiczno-organicznymi z jednej strony, a czysto
organicznymi procesami oscylacyjnymi z drugiej strony. Mianowicie dotychczas odkryte
procesy oscylacyjne o charakterze organicznym znajduja si¢ w zdecydowanej mniejszosci

wobec sumy wszystkich odkrytych procesow oscylacyjnych.



3. Przyklad Brukselatora oraz ogolne warunki przebiegu procesow oscylacyjnych

Model Prigogine’a, czyli Brukselator, jest jednym z najbardziej znanych,
abstrakcyjnych modeli proceséw oscylacyjnych. Sklada si¢ on z czterech nieodwracalnych
reakcji elementarnych, o statych szybkosci rownych we wszystkich przypadkach jednosci (k3

=k, = ks = ks =1) [8]. Reakcje te zostaty przedstawione ponizej:

A—X (1)
2X +Y > 3X (2)
B+X—>D (3)
X —>E 4)
A+B—->D+E (5)

Analiza struktury Brukselatora, a takze innych znanych z literatury oscylatorow
chemicznych pozwala na stwierdzenie, iz koniecznymi (aczkolwiek w wigkszos$ci
przypadkéw nie wystarczajgcymi) warunkami oscylacyjnego przebiegu danego procesu jest,
(1) aby sktadal si¢ on z wiecej, anizeli jednej reakcji elementarnej oraz (ii) aby rzgdowos$¢
przynajmniej jednej z tych reakcji byla wyzsza od jednosci. Brukselator w sposob oczywisty
speinia oba te warunki, sktada si¢ bowiem z czterech reakcji elementarnych (rown. (1)-(4)),
przy czym rzedowos¢ reakcji danych rown. (2) 1 (3) jest wyzsza od jednos$ci. Jest rzecza
zrozumialg, ze im wigksza jest liczba reakcji elementarnych i/lub im wigksza jest liczba
reakcji elementarnych o wyzszej rzedowosci, tym bardziej warunki takie sprzyjaja zajsciu
procesu oscylacyjnego.

Dodatkowg 1 dobrze znang okolicznoscia, jaka wielce sprzyja zachodzeniu procesow
oscylacyjnych jest niejednorodnos¢ uktadow, w jakich one przebiegaja, czyli obecnos¢ w tych
uktadach gradientéw stgzen reagentow. Gradienty stezen najczesciej powstaja wowczas,
kiedy w ukladach pojawiajg si¢ okreslone trudnosci z transportem masy, za$ trudnos$ci takie
mogg wynika¢ z nierOwnomiernego rozktadu gestoSci materii w danym ukladzie, np.
spowodowanego ukierunkowanym uporzadkowaniem czasteczek poprzez potaczone
wigzaniami wodorowymi struktury supramolekularne. W takich przypadkach modele
oscylatora chemicznego skladaja si¢ rownan kinetycznych poszczegdlnych reakcji
elementarnych, przy czym kazde takie réwnanie dodatkowo zawiera czton dyfuzyjny,

wynikajacy z Il prawa Ficka.
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4. Optycznie czyste leki chiralne

Najwieksze niepowodzenie nowoczesnej farmacji, zwigzane z wprowadzeniem w roku
1957 przez niemiecka kompani¢ farmaceutyczng Chemie-Griinenthal na rynek wtasny oraz na
rynki ok. 50 innych krajow racemicznego talidomidu (m.in. pod nazwami handlowymi
Talimol, Sedimide, Quietoplex, Softenon itp.) jako leku o tagodnym dziataniu uspokajajacym
1 przeciwwymiotnym, a wigc adresowanego w pierwszym rzedzie do kobiet ci¢zarnych, po
raz pierwszy zwrécito uwage $wiata nauki na fakt, iz dwa antymery jednego i tego samego
zwigzku to pod wieloma wzgledami dwie zupehie rézne substancje chemiczne. W momencie
uswiadomienia sobie tzw. ,,wpadki talidomidowej” chemia, a zwlaszcza chromatografia, nie
byla jeszcze w pelni gotowa do skutecznego rozdzielania par enancjomeréw ani na poziomie
analitycznym, ani tym bardziej na poziomie preparatywnym, badz procesowym. Natychmiast
jednak podjeto odpowiednie dziatania i pierwszego skutecznego rozdzielenia wybranych par
enancjomeréw aminokwasow i ich estrow dokonano technika podziatowej chromatografii
gazowej na poziomie analitycznym [9]. Kolejnymi technikami chromatograficznymi, dzieki
ktérym uzyskano znaczacy postep w rozdzielaniu racemicznych i skalemicznych mieszanin
enancjomerdw byly wysokosprawna chromatografia cieczowa i elektroforeza kapilarna, jak
réwniez — jakkolwiek na nieco mniejszg skalg — chromatografia cienkowarstwowa [10].

Wraz z postgpem w przeprowadzaniu chromatograficznych rozdzialow par antymerow
zaczgto bada¢ whasciwoscei farmakologiczne pojedynczych antymeréow w uktadach in vivo.
Podstawowym celem tych wchodzacych w zakres chemii medycznej badan bylo okreslenie
aktywnosci terapeutycznej poszczego6lnych przedstawicieli danej pary, a przez to uniknigcie
podobnej tragedii, jaka wczesniej 1 to na tak ogromng skale dokonata si¢ pod wplywem
teratogennego dzialania antymeru S talidomidu, podawanego pacjentkom w ilosci 50% obok
skutecznie dzialajacego 1 tagodnego sSrodka uspokajajacego, jakim jest R-talidomid. Dzigki
takim wlasnie badaniom wkroétce jednak (czyli juz w latach 70-tych XX wieku) okazato sie, iz
wiele sposrdd optycznie czystych enancjomerow stosunkowo tatwo ulega badz to w zywych
organizmach, badz tez w kontakcie z wyizolowanymi sktadnikami zywych organizméw
(takimi, jak np. tkanki, czy enzymy) inwersji chiralnej, w ten sposob przeksztatcajac si¢ we
wlasne antymery. Wobec udowodnionej stereolabilno$ci w uktadach biologicznych wielu
lekow, pod znakiem zapytania stangta wiec kwestia mozliwos$ci pelnego zagwarantowania w
takich przypadkach kontaktu pacjentow z jednym tylko enancjomerem, jak rowniez nie do
kofca uzasadniona okazala si¢ potrzeba opracowywania skutecznych technologii

odpowiednich rozdziatéw enancjomerycznych.
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5. Inwersja chiralna stereolabilnych zwiazkow chiralnych in vivo

Dzigki stopniowemu udoskonalaniu metodyki chromatograficznego rozdzielania
mieszanin racemicznych i skalemicznych, w literaturze z zakresu chemii medycznej i
farmakologii zaczety coraz liczniej pojawiaé si¢ doniesienia dotyczgce inwersji chiralnej
zwigzkow farmakoczynnych, zachodzacej w zywych organizmach zwierzat doswiadczalnych
I w organizmie ludzkim (np. [11-15]). Pewne znaczace podsumowanie tego nurtu badan
stanowi praca przegladowa z roku 2004, jaka ukazata si¢ pod symptomatycznym tytutem
,,Chiral inversion of drugs: Coincidence or principle?” [16]. W tym miejscu warto przytoczy¢

pewien stosunkowo obszerny fragment streszczenia wymienionej pracy:

,»As the process of chiral inversion is affected by several factors, so the intensity of
chiral inversion of individual substances and at different conditions can differ considerably.
Interspecies differences and types of tissue are reported to be the main factors that were
recognized to play the key role in the process of chiral inversion. Some of more recent studies
have revealed that several other factors, such as the route of administration or interaction with
other xenobiotics, can influence the enantiomeric conversion, too.

Chiral inversion does not seem to be a phenomenon connected with only several drugs
from some unique group of 2-arylpropionic acid derivatives: it is also observed in drugs with
rather different chemical structures and is much more frequent than it can be realized” [16].

Publikacja [16] porusza wiele waznych kwestii, zwigzanych ze stosunkowo czesto
obserwowang inwersja chiralng réznych lekow, zachodzaca in vivo, jednak w pierwszym
rzedzie zwraca uwage na fakt, iz najwigcej doniesien literaturowych wskazuje na zwiazki
bedace a-podstawionymi pochodnymi kwasu propionowego 1 nalezace do grupy
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych jako na te substancje, ktore w organizmach zZywych
najlatwiej ulegaja inwersji chiralne;.

W mysl swoistej reguty wzajemnosci konieczno$¢ prowadzenia chromatograficznego
monitoringu inwersji chiralnej réznych zwigzkow chemicznych, w tym przede wszystkim
polaczen o wilasciwos$ciach leczniczych, wywarta bardzo istotny wplyw na postep w
technikach rozdzielczych 1 przyczynita si¢ do dalszego udoskonalania metod
chromatograficznych. Pierwsze, szeroko zakrojone 1 wielce interesujagce podsumowanie tego
zagadnienia badawczego zostato zawarte w pracy przegladowej Wolfa z roku 2005 [17].
Niedhugo pdzniej ten sam autor szerzej rozwingt zagadnienia przedstawione w pracy [17] i w
roku 2008 ukazata si¢ jego ksigzka [18], rOwniez w znacznej mierze poswiecona zwigzkom

chiralnym w aspekcie ich stereolabilnosci oraz chromatograficznym metodom $ledzenia i
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rejestrowania wzmiankowanych przemian. Jest jednak rzecza znamienng, a jednocze$nie
zastanawiajaca, iz w zadnym z obu tych opracowan nie znajdujemy wzmianek na temat
mozliwo$ci wykorzystania techniki chromatografii cienkowarstwowej w dokumentowaniu i
ocenie ilosciowej inwersja chiralnej. Jakkolwiek technika chromatografii cienkowarstwowej
bez watpienia ustepuje sprawno$cig rozdzielcza zinstrumentalizowanym technikom
kolumnowym, to jednak jest przeciez wystarczajaco sprawna, aby zapewni¢ rozdziat — i to
nawet bardzo trudny rozdziat — zaledwie dwom zwigzkom chemicznym, stanowigcym par¢

antymerow.
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6. CyKkl czternastu publikacji wchodzacych w zakres rozprawy habilitacyjnej

Niniejsza rozprawa habilitacyjna zostala w glownej mierze poswigcona wykazaniu
przydatnosci chiralnej chromatografii cienkowarstwowej w pionierskim odkrywaniu,
dokumentowaniu i na koniec w ocenie ilo§ciowej samorzutnej, oscylacyjnej inwersji chiralnej
a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego, zachodzacej w abiotycznych, wodnych
roztworach etanolu (czyli w warunkach in vitro, w klasycznym rozumieniu tego terminu).
Dodatkowo zostaty wykorzystane takze inne techniki analityczno-pomiarowe, przy czym ze
wzgledow oczywistych najwickszg wsrdd nich role odegrata polarymetria. Podjeto tez probe
modelowego, uproszczonego opisu badanego procesu w postaci propozycji okreslonego
oscylatora chemicznego.

W zakres niniejszej rozprawy habilitacyjnej wchodzi czternascie publikacji, jakie
ukazaty si¢ drukiem, a ktorych lista wraz z opisem bibliograficznym zostala przedstawione

ponize;j.

1.

M. Sajewicz, R. Pietka, A. Pienak, T. Kowalska, Application of thin-layer chromatography
(TLC) to investigating oscillatory instability of the selected profen enantiomers. Acta
Chromatogr., 15, 131-149 (2005) IF=0,5

2.

M. Sajewicz, R. Pietka, A. Pieniak, T. Kowalska, Application of thin-layer chromatography
to the investigation of oscillatory instability of selected profen enantiomers in physiological
salt. J. Lig. Chromatogr. Related Technol., 29: 2059-2069, 2006 IF=0,814

3.

M. Sajewicz, R. Pietka, G. Drabik, T. Kowalska, On the mechanism of oscillatory changes of
the retardation factor (Rg) and the specific rotation [«a]p with selected solutions of S-(+)-
naproxen, J. Lig. Chromatogr. Related Technol., 29, 2071-2082 (2006) IF=0,814

4.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, L.. Wojtal, G. Grygierczyk, T. Kowalska, Study

of the oscillatory in vitro transenantiomerization of the antimers of flurbiprofen and their
enantioseparation by thin-layer chromatography (TLC). Acta Chromatogr., 18, 226-237
(2007) IF=0,779
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5.

M. Sajewicz, D. Kronenbach, M. Gontarska, T. Kowalska, TLC and polarimetric
investigation of the oscillatory in-vitro chiral inversion of L-alanine. J. Planar Chromatogr. —
Modern TLC, 21, 43-47 (2008) IF =1,247

6.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, T. Kowalska, Investigation of the spontaneous
oscillatory in vitro chiral conversion of L-(+)-lactic acid. Acta Chromatogr., 20, 209-225
(2008) IF=0,779

7.

M. Sajewicz, M. Gontarska, L.. Wojtal, D. Kronenbach, M. Leda, I.R. Epstein, T. Kowalska,

Experimental and model investigation of the oscillatory transenantiomerization of L-a-
phenylalanine. J. Lig. Chromatogr. Relat. Technol., 31, 1986-2005 (2008) IF =0,953

8.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, T. Kowalska, Thin-layer chromatographic and
polarimetric investigation of the oscillatory in-vitro chiral inversion of S-(+)-ketoprofen. J.
Planar Chromatogr. — Modern TLC, 21, 349-353 (2008) IF =1,247

9

M. Sajewicz, R. Wrzalik, M. Gontarska, D. Kronenbach, M. Leda, I.R. Epstein, T. Kowalska,
In vitro chiral conversion, phase separation and wave propagation in aged profen solutions. J.
Lig. Chromatogr. Relat. Technol., 32, 1359-1372 (2009) IF =0,953

10.

M. Sajewicz, D. Kronenbach, M. Gontarska, M. Wrébel, R. Pietka, T. Kowalska, TLC in
search for structural limitations of spontaneous oscillatory in-vitro chiral conversion. a-
hydroxybutyric and mandelic acids. J. Planar Chromatogr. - Modern TLC, 22, 241-248
(2009) IF = 1,247

11.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, T. Kowalska, On the spontaneous abiotic
peptization of phenylglycine in an agueous medium. Acta Chromatogr., 21, 151-160 (2009)
IF=0,779
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12.

M. Sajewicz, M. Matlengiewicz, M. Leda, M. Gontarska, D. Kronenbach, T. Kowalska, I.R.
Epstein, Spontaneous oscillatory in vitro chiral conversion of simple carboxylic acids and its
possible mechanism. J. Phys. Org. Chem., 23, 1066-1073 (2010) IF=1,478

13.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, M. Leda, T. Kowalska, I.R. Epstein,
Condensation oscillations in the peptidization of phenylglycine. J. Syst. Chem., 1:7 (2010);
DOI:10.1186/1759-2208-1-7 IF=0

14.

M. Sajewicz, M. Dolnik, D. Kronenbach, M. Gontarska, T. Kowalska, I.R. Epstein,
Oligomerization oscillations of L-lactic acid in solutions. J. Phys. Chem. A, 115, 14331-
14339 (2011) IF=2,732

Sumaryczny IF dla publikacji wchodzacych w zakres rozprawy habilitacyjnej wynosi 14,322

7. Krétkie oméwienie publikacji wchodzacych w zakres rozprawy habilitacyjnej

W niniejszym oméwieniu w skrotowy sposdéb podano podstawowa informacje na
temat celu badawczego poszczegodlnych prac wchodzacych w sklad omawianej rozprawy

habilitacyjnej oraz podstawowe osiggnig¢cia naukowe kazdej z tych prac.

1.

M. Sajewicz, R. Pigtka, A. Pienak, T. Kowalska, Application of thin-layer chromatography
(TLC) to investigating oscillatory instability of the selected profen enantiomers. Acta
Chromatogr., 15, 131-149 (2005)

Wymieniona praca — pierwsza w niniejszym cyklu habilitacyjnym — zawiera nastepujace,
istotne elementy nowos$ci naukowe;j:

1. Stanowi pierwsze doniesienie w literaturze naukowej na temat samorzutnej,
oscylacyjnej inwersji chiralnej trzech a-podstawionych pochodnych kwasu
propionowego, tj. S-(+)-ibuprofenu, S-(+)-naproksenu i kwasu S,R-(#)-
fenylopropionowego, zachodzacej in vitro, w abiotycznym, 70% wodnym
roztworze etanolu;

2. Zawiera pierwszg w literaturze naukowej dokumentacj¢ procesu samorzutnej,
oscylacyjnej inwersji chiralnej wzmiankowanych zwiazkéw przy pomocy chiralne;j

chromatografii cienkowarstwowej (tj. przy wykorzystaniu zelu krzemionkowego
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impregnowanego roztworem L-argininy). Dokumentacja ta obejmuje (a)
wykazanie oscylacyjnych zmian wspoétczynnika retardacji (Rg) badanych
zwigzkow 1 (b) wykazanie cyklicznych zmian ksztattu profili stezeniowych tychze
zwigzkow w formie tzw. ,stop-klatek”, w obu przypadkach w funkcji czasu
przechowywania badanych roztworow;

3. Zawiera dodatkowe potwierdzenie wystepowania zjawiska samorzutnej,
oscylacyjnej inwersji chiralnej trzech rozpatrywanych zwigzkéw poprzez
przeprowadzenie polarymetrycznych pomiarow oscylacyjnych zmian skrgcalnosci
wlasciwej badanych roztworéw w funkcji czasu (polarymetryczny pomiar
skrecalno$ci wlasciwej stanowi klasyczne podej$cie do dokumentowania zmian
strukturalnych w przypadku zwigzkéw chiralnych);

4. W zgodzie z wynikami dociekan prowadzonych przez innych badaczy nad
inwersja chiralng niesteroidowych lekow przeciwzapalnych z grupy profenow
zachodzacg in vivo, w omawianej pracy zaproponowano analogiczny schemat

obserwowanej inwersji chiralnej, zachodzacej in vitro, ktory przytaczam ponizej:

Mx ¢ c=¢ )Y —<¢
| N\ X/ “on ‘ \OH
H OH H
enancjomer (+) enol enancjomer (-)

gdzie X = podstawnik arylowy oraz Y = grupa -CHs.
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2.

M. Sajewicz, R. Pietka, A. Pieniak,and T. Kowalska, Application of thin-layer
chromatography to the investigation of oscillatory instability of selected profen enantiomers
in physiological salt. J. Lig. Chromatogr. Related Technol., 29: 2059-2069, 2006

Praca ta daje swojego rodzaju odpowiedz na liczne doniesienia naukowe, zawarte przede
wszystkim w literaturze farmaceutycznej, na temat niepordwnanie silniejszego efektu
leczniczego enancjomerdow S-(+) lekow z grupy profendw, anizeli ich antymerow R-(-), a
takze na pojawiajgce si¢ niekiedy postulaty, aby w zwiagzku z tym leki z grupy profenéow
podawaé pacjentom w postaci optycznie czystego enancjomeru S-(+), a nie racematu (np.
[19]). Zwazywszy na fakt, iz pacjentom rézne leki sa czesto podawane w kroplowkach
zawierajacych jako podstawowy sktadnik roztwor soli fizjologicznej, w ramach omawianych
badan w sterylnym roztworze soli fizjologicznej rozpuszczono odpowiednio S-(+)-ibuprofen,
S-(+)-naproksen i kwas S,R-(#)-fenylopropionowy, nastgpnie za$ technika chiralnej
chromatografii cienkowarstwowej oraz polarymetrii wykazano samorzutng oscylacyjna
inwersje chiralng badanych zwiazkow, zachodzaca w tych abiotycznych roztworach in vitro.
Uzyskane wyniki sg niewatpliwie dowodem na to, iz propozycja podawania pacjentom
optycznie czystych profenow o strukturze S-(+) — glownie z uwagi na ich stereolabilno$é
nawet in vitro — jest propozycja zgota nieuzasadniong. Ponadto wyniki te stawiaja pod
znakiem zapytania twierdzenie o wielokrotnie wyzszym potencjale leczniczym enancjomerdéw
S-(+) w poroéwnaniu z ich antymerami o strukturze przestrzennej R-(-), gdyz zaobserwowana
przez nas duza dynamika przejs$¢ S <—> R in vitro wydaje si¢ kloci¢ z tego rodzaju
twierdzeniem.

Na koniec nalezy dodaé, 1z w pracy tej po raz pierwszy dla okreslenia inwersji chiralnej o-
podstawionych pochodnych kwasu propionowego uzyto terminu ,transenancjomeryzacja”,
pozniej uzywanego w tym samym sensie w wigkszosci dalszych prac z cyklu habilitacyjnego.
Termin ,transenancjomeryzacja” zostal podyktowany checig uniknigcia terminu
,racemizacja”, ktory zgodnie z zatwierdzong przez IUPAC nomenklaturg dotyczy jedynie
tych procesow, ktore prowadza do uzyskania rownomolowej mieszaniny obu antymerow, a
wigc nie odnosi si¢ do obserwowanej w naszych badaniach samorzutnej oscylacyjnej inwersji
chiralnej (za§ odpowiedni termin ,,skalemizacja” nie jest jeszcze dostatecznie zakorzeniony w

nazewnictwie dotyczacym chemii zwigzkoéw chiralnych).
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3.

M. Sajewicz, R. Pi¢tka, G. Drabik, T. Kowalska, On the mechanism of oscillatory changes of
the retardation factor (Rg) and the specific rotation [a]p with selected solutions of S-(+)-
naproxen. J. Lig. Chromatogr. Related Technol., 29, 2071-2082 (2006)

W pracy tej podjeto probe potwierdzenia zalozonego na samym poczatku mechanizmu
inwersji chiralnej a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego, ktory uwzglednial
tautomeri¢ keto-enolowa oraz niechiralng, przejsciowa strukture enolu jako odgrywajaca
kluczowa role w omawianej inwersji (przez analogi¢ do postulatéw odnoszacych si¢ do
chiralnej inwersji tychze zwigzkoéw w uktadach in vivo). Poniewaz jest rzeczg wiadoma, iz
odczyn $rodowiska odgrywa bardzo istotng role¢ w mechanizmie tautomerii keto-enolowej
kwasoéw karboksylowych oraz w powstawaniu odpowiedniego enolu, sporzadzono seri¢
roztworow S-(+)-naproksenu w $rodowisku etanolowo-wodnym z dodatkiem lodowatego
kwasu octowego lub buforu zasadowego, a nastgpnie roztwory te badano technika chiralnej
chromatografii cienkowarstwowej i polarymetrii. Dzigki zastosowaniu dwukierunkowe;j
techniki rozwijania chromatograméw cienkowarstwowych udato si¢ wykaza¢, iz znajdujacy
si¢ w roztworze zasadowym S-(+)-naproksen ulegl inwersji chiralnej i na chromatogramie
zaobserwowano dwa pasma, pochodzace odpowiednio od antymerow S-(+) i R-(-)
naproksenu. W przypadku S-(+)-naproksenu przechowywanego w roztworze z dodatkiem
lodowatego kwasu octowego, nie udalo si¢ chromatograficznie wykaza¢ obecno$ci produktu
inwersji chiralnej (czyli antymeru R-(-)). Uzyskany rezultat stanowi pewne potwierdzenie
stusznosci zatozonego mechanizmu inwersji chiralnej z uwzglednieniem enolu jako produktu
posredniego, gdyz zgodnie z 0ogdlng wiedza na temat szczegblowych mechanizmow reakcji
organicznych, srodowisko zasadowe katalizuje procesy enolizacji kwasow karboksylowych
(w naszym przypadku a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego), natomiast

srodowisko kwasowe inhibituje takie procesy.
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4.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, .. Wojtal, G. Grygierczyk, T. Kowalska, Study
of the oscillatory in vitro transenantiomerization of the antimers of flurbiprofen and their
enantioseparation by thin-layer chromatography (TLC). Acta Chromatogr., 18, 226-237
(2007)

W pracy tej przy pomocy chiralnej chromatografii cienkowarstwowej oraz polarymetrii
poréwnano przebieg procesu samorzutnej oscylacyjnej inwersji chiralnej dwdoch antymerow
kolejnego chiralnego zwigzku z grupy profenow, tj flurbiprofenu. Antymery te rowniez
rozpuszczono w rozpuszczalniku abiotycznym, jakim jest 70% wodny roztwor etanolu i
badania przeprowadzono in vitro. Badania polarymetryczne byly w tym przypadku
prowadzone przez dluzszy okres czasu i wykazano, iz po uptywie ok. 200 godzin
przechowywania probek wskutek oscylacyjnej inwersji chiralnej oba antymery flurbiprofenu
ulegly zaawansowanej skalemizacji (w przypadku R-(-)-flurbiprofenu po uptywie 195 godzin
przechowywania roztworu enancjomer ten ulegl niemal pelnej racemizacji). Sposrod
wszystkich dotychczas przebadanych zwigzkéw z grupy profendow (a byty nimi kwas a-
fenylopropionowy, ibuprofen, naproksen i ketoprofen), enancjomery flurbiprofenu okazaty si¢
stosunkowo najbardziej stereolabilne, tj. najtatwiej ulegajace oscylacyjnej inwersji chiralne;.
Latwos$¢ ta zostata dodatkowo potwierdzona przy pomocy chromatografii cienkowarstwowe;j.
Mianowicie okazato sie, iz w kontakcie ze skladnikami zastosowanego uktadu
chromatograficznego (prawdopodobnie pod wptywem oddzialywan mig¢dzyczasteczkowych
profenu z zZelem krzemionkowym) zarowno S-(+)-, jak i R-(-)-flurbiprofen ulegaty
praktycznie pelnej racemizacji juz w pojedynczym akcie rozwinigcia chromatogramu.
Dodatkowy sukces tych badan polegat na interesujacej, chromatograficznej demonstracji
procesu racemizacji obu antymeréw flurbiprofenu poprzez dokonanie ich rozdzialu

chromatograficznego technikg chiralnej dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowe;.
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5.

M. Sajewicz, D. Kronenbach, M. Gontarska, T. Kowalska, TLC and polarimetric
investigation of the oscillatory in-vitro chiral inversion of L-alanine. J. Planar Chromatogr. —
Modern TLC, 21, 43-47 (2008)

Praca ta jest przede wszystkim istotna ze wzgledu na to, iz stanowi pierwsze w literaturze
chemicznej doniesienie na temat samorzutnej oscylacyjnej inwersji chiralnej optycznie
czystego aminokwasu (rdwniez stanowigcego a-postawiong pochodng kwasu propionowego).
Zatem oscylacyjna inwersja chiralna aminokwasow zostata po raz pierwszy zaobserwowana
w 70% etanolowym roztworze L-alaniny, czyli w roztworze abiotycznym oraz w warunkach
in vitro. Nadrzgdnym celem przeprowadzonych badan byto znalezienie odpowiedzi na
pytanie, czy jedynie profeny moga ulega¢ takiemu procesowi, czy moze tez zaobserwowane
zjawisko jest szersze i dotyczy rdéwniez innych a-podstawionych pochodnych kwasu
propionowego. Badania zostaly przeprowadzone przy pomocy tych samych technik
pomiarowych, co w przypadku profenéw, a wiec z wykorzystaniem chiralnej chromatografii
cienkowarstwowej 1  polarymetrii. Wyniki badan chromatograficznych  zostaty
udokumentowane w analogiczny sposob, jak poprzednio, a wiec poprzez wykazanie
oscylacyjnych zmian wartosci wspotczynnika retardacji (Rg) badanego zwigzku oraz poprzez
cyklicznie zmieniajace si¢ ksztalty jego profili stezeniowych (prezentowane w postaci tzw.
»stop-klatek™). Z kolei wyniki badan polarymetrycznych zostaly zaprezentowane w postaci
wykresu zalezno$ci zmian skrecalnosci wiasciwej L-alaniny od czasu. Na podstawie
uzyskanych w omoéwionych badaniach wynikow wczesniej zaproponowany, schematyczny
mechanizm inwersji chiralnej a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego zostal

poszerzony o nowg (obok profenow) klas¢ zwigzkéw, a mianowicie o aminokwasy:

Mx ¢ c—¢ )Y —<¢
| N\ X/ on ‘ \OH
H OH H
enancjomer (+) enol enancjomer (-)

gdzie X = grupa funkcyjna -NH, oraz Y = grupa -CHs.



21

6.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, T. Kowalska, Investigation of the spontaneous
oscillatory in vitro chiral conversion of L-(+)-lactic acid. Acta Chromatogr., 20, 209-225
(2008)

Dzi¢ki tej pracy po raz kolejny udato si¢ poszerzy¢ liste klas zwigzkéw, strukturalnie
wywodzacych sie od kwasu propionowego i zdolnych do samorzutnej, oscylacyjnej inwersji
chiralnej in vitro o kwas L-mlekowy, a wiec o a-hydroksykwas. Lista ta obejmuje zatem
profeny, a-aminokwasy i a-hydroksykwasy, pochodne kwasu propionowego. Nie jest to
jednak bynajmniej lista kompletna, gdyz w pdzniejszych badaniach, nie prezentowanych w
niniejszej pracy habilitacyjnej, dodatkowo poszerzono t¢ liste o pochodne kwasu octowego i
kwasu mastowego (w tym ostatnim przypadku udowodniono zdolno$¢ do ulegania
samorzutnej, oscylacyjnej inwersji chiralnej rowniez B-podstawionej pochodnej chiralnego
kwasu karboksylowego) i wydaje si¢, iz jest to nadal lista otwarta, za§ samo zjawisko
samorzutnej oscylacyjnej inwersji chiralnej posiada w pewnym sensie uniwersalny charakter.
Tak wiec, zgodnie z ustaleniami zamieszczonymi w niniejszej pracy habilitacyjnej,
mechanizm samorzutnej, chiralnej inwersji  a-podstawionych pochodnych  kwasu

propionowego mozna schematycznie przedstawi¢ w sposob nastgpujacy:

Mx ¢ c=¢ )Y —<¢
| N\ X/ “on ‘ \OH
H OH H
enancjomer (+) enol enancjomer (-)

gdzie X = podstawnik arylowy, grupa funkcyjna -NH,, lub grupa funkcyjna -OH oraz Y =
grupa -CHs.

Kwas L-mlekowy okazat si¢ zwigzkiem zdolnym do stosunkowo dynamicznej inwersji
chiralnej 1 pomiary polarymetryczne wykazaty, iz po uptywie nieco ponad 600 godzin (tj. po
ok. 25 dniach) przechowywania w temperaturze pokojowej, w 70% wodnym roztworze
etanolu, ulega on praktycznie calkowitej racemizacji. Porownano tez przebieg zmian
polarymetrycznie mierzonej skrgcalnosci wihasciwej kwasu L-mlekowego od charakteru
srodowiska badanego roztworu (Srodowisko obojetne, zasadowe 1 kwasowe) oraz od tego, czy

badany roztwor byt podczas pomiaru mieszany, czy tez nie. Po raz kolejny okazato sig, iz —
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zgodnie z tym, co od dawna wiadomo na temat mechanizmédw reakcji w chemii organicznej —
srodowisko zasadowe najbardziej sprzyja oscylacyjnej inwersji chiralnej a-podstawionej
pochodnej kwasu propionowego, za§ mieszanie badanego roztworu w widomy sposob
zmienia przebieg zmian skrecalnosci wihasciwej kwasu L-mlekowego w funkcji czasu,
dostarczajagc dowodu na to, iz czynnik dyfuzyjny rzeczywiscie odgrywa istotng role w tym
procesie. Badania przeprowadzone technikg chiralnej chromatografii cienkowarstwowej w
pelni potwierdzily wynik pomiaréw polarymetrycznych, umozliwiajagc stosunkowo tatwy i
catkowity rozdziat enancjomeru L od powstatego w wyniku inwersji chiralnej antymeru D,
takze wykazujgc znaczgcg niestabilnos¢ wartosci wspotczynnika retardacji (Rg) antymeréw L

i D w funkcji czasu.

7.

M. Sajewicz, M. Gontarska, .. Wojtal, D. Kronenbach, M. Leda, I.R. Epstein, T. Kowalska,
Experimental and model investigation of the oscillatory transenantiomerization of L-o-
phenylalanine. J. Lig. Chromatogr. Relat. Technol., 31, 1986-2005 (2008)

W pracy tej przedstawiono wyniki pomiar6w polarymetrycznych i badah przeprowadzonych
technikg chiralnej chromatografii cienkowarstwowej, dotyczacych procesu samorzutnej
oscylacyjnej inwersji chiralnej in vitro L-a-fenyloalaniny. Rowniez w przypadku tego —
trzeciego z kolei — badanego aminokwasu, ktory w sposob formalny mozna uwazaé za a-
podstawiong pochodng kwasu propionowego, wykazano zdolno$¢ substancji do ulegania
samorzutnej oscylacyjnej inwersji chiralnej w 70% wodnym roztworze etanolu. Zdolnos¢ ta
przejawita si¢, podobnie jak w przypadku innych badanych zwigzkéw, oscylacyjnymi
zmianami wspoélczynnika retardacji (Rg) L-a-fenyloalaniny w zaleznosci od czasu
przechowywania roztworu, jak rdwniez oscylacyjnymi zmianami skrecalnosci wtasciwej tego
zwigzku w funkcji czasu. Polarymetryczny pomiar skrgcalnosci wilasciwej roztwordw
badanego zwigzku przeprowadzono dla prébek ultradzwigkowo mieszanych oraz dla probek
nie poddawanych mieszaniu. Réwniez i w tym przypadku okazato si¢, iz mieszanie wywiera
istotny wpltyw na obserwowany przebieg krzywych oscylacyjnych, dajac w ten sposob
bezposredni dowod wptywu anizotropii gestosci badanego roztworu na kinetyke przebiegu

procesu inwersji chiralnej.
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W omawianej pracy po raz pierwszy zaproponowano model oscylatora chemicznego,
przynajmniej w uproszczony sposob odtwarzajacego przebieg samorzutnej, chiralnej inwersji
L-a-fenyloalaniny, co najpierw prowadzi do pojawienia si¢ w ukladzie nieobecnego z
poczatku antymeru D tego zwigzku, a nastgpniec wywoluje oscylacyjne zmiany stezen obu
obecnych juz w ukladzie antymerow. Jakkolwiek model oscylatora zostal po raz pierwszy
przedstawiony w pracy poswigconej oscylacyjnej inwersji chiralnej L-a-fenyloalaniny, to
odnosi si¢ on jednak do zjawiska inwersji chiralnej wszystkich a-podstawionych pochodnych
kwasu propionowego, przebadanych w ramach niniejszej pracy habilitacyjnej. Model ten
nazwano modelem dwoch sprz¢zonych Templatorow jako, ze stanowi on adaptacje do
potrzeb omawianego procesu innego oscylatora, nazwanego przez jego autorow Templatorem
[20,21].

W modelu dwoch sprzezonych Templatorow oparto si¢ na zdolnoSci kwasow
karboksylowych, znajdujacych si¢ w roztworach, do tworzenia dimeréw cyklicznych,
zwigzanych ze sobg poprzez dwa wigzania wodorowe. W przypadku zwigzkéw chiralnych,
mogacych wystgpowa¢ w dwoch odmianach przestrzennych R i S, mozna oczekiwaé
powstania trzech rodzajow dimerow cyklicznych, tzn. dwodch rodzajéow dimerdéw
homochiralnych (R...R i S...S) oraz jednego rodzaju dimeréw heterochiralnych (R...S). Jako
wynik oddziatywan miedzyczasteczkowych mi¢dzy nietrwatym tworem przej$ciowym, jakim
jest enol, a dimerami homochiralnymi zatozono wystgpienie tzw. ,.efektu szablonu” (ang.
template — pol. szablon), zgodnie z ktorym nietrwaty enol ostatecznie uzyskuje takg strukture
przestrzenna, jaka posiadaja czasteczki danego homochiralnego ,,szablonu”. Oddzialywania
miedzyczasteczkowe, prowadzace do powstania dwoch rodzajéw cyklicznych homodimerow,
a takze oddziatywania czasteczek enoli z tymi homodimerami zostaly w ramach modelu
przedstawione w postaci odpowiednich rownan stechiometrycznych, dla ktorych
zaproponowano nastgpnie rozniczkowe rownania kinetyczne, dodatkowo sprze¢zone z
odpowiednimi cztonami dyfuzyjnymi (przy czym czlony dyfuzyjne w tym uproszczonym
modelu uwzglednialty wylacznie jednokierunkowa anizotropi¢ gesto$ci rozpatrywanego
osrodka). RoOwnania te rozwigzano, a uzyskane wyniki w sposéb jakosciowy dobrze
ilustrowaly oscylacyjne zmiany polarymetrycznie mierzonej skrgcalnosci wlasciwej oraz
chromatograficznie mierzone, oscylacyjne zmiany wspotczynnika retardacji (Rg) badanych

enancjomerow.
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8.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, T. Kowalska, Thin-layer chromatographic and
polarimetric investigation of the oscillatory in-vitro chiral inversion of S-(+)-ketoprofen, J.
Planar Chromatogr. - Modern TLC, 21, 349-353 (2008)

Weczesniejsze badanie ketoprofenu (publikacje nr 7 1 8) dotyczyto handlowej formy racematu
tego zwigzku (tj. S,R-(+)-ketoprofenu) i chociaz potwierdzito ono jego zdolnos¢ do
samorzutnej oscylacyjnej inwersji chiralnej w abiotycznym 70% roztworze wodnym etanolu,
to jednak byla to przede wszystkim praca metodyczna z zakresu chiralnej chromatografii
cienkowarstwowej, poswigecona optymalnemu wykorzystaniu densytometrii oraz urzadzenia
do wideorejestracji chromatogramow w przypadku, kiedy retencja zwigzku chiralnego
powoduje zakrzywienie jego trajektorii w danym uktadzie chromatograficznym. Wykazano,
iz mikrokrystaliczna chiralno$¢ zelu krzemionkowego jest podstawowa przyczyng tego
ktopotliwego zjawiska, ktoére dotkliwie utrudnia wykrywanie oraz iloSciowg oceng
rozdzielonych zwigzkow chiralnych.

W omawiane] tu pracy przedstawiono interesujagce wyniki badan chromatograficznych i
polarymetrycznych, dotyczacych samorzutnej oscylacyjnej inwersji chiralnej optycznie
czystego enancjomeru S-(+)-ketoprofenu. Wyniki te jednoznacznie wykazaty, iz optycznie
czysty S-(+)-ketoprofen stosunkowo tatwo ulega inwersji, a zastosowanie dwukierunkowe;j
chromatografii cienkowarstwowej umozliwito udany rozdzial chromatograficzny skalematu,
uzyskanego po 26 dniach przechowywania roztworu probki S-(+)-ketoprofenu w 70%
wodnym roztworze etanolu, w temperaturze 22°C. Na specjalne podkreslenie zastuguje fakt,
iz omawiana praca dotyczyla pierwszego opisanego w literaturze 1 zarazem wielce
skutecznego rozdzialu antymeréw ketoprofenu technika chiralnej chromatografii

cienkowarstwowej.
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9.

M. Sajewicz, R. Wrzalik, M. Gontarska, D. Kronenbach, M. Leda, I.R. Epstein, T. Kowalska,
In vitro chiral conversion, phase separation and wave propagation in aged profen solutions. J.
Lig. Chromatogr. Relat. Technol., 32, 1359-1372 (2009)

Kolejna praca z niniejszego cyklu habilitacyjnego dotyczy do$wiadczalnego i teoretycznego
opisu skutkdw w zakresie przebiegu procesu skalemizacji w przypadku dlugotrwatej (gdyz
prowadzonej przez okres jednego roku in vitro), samorzutnej, oscylacyjnej inwersji chiralnej
S-(+)-ibuprofenu oraz S,R-(¥)-ketoprofenu, rozpuszczonych w 70% wodnym roztworze
etanolu. Wstepnie obie probki zostaly ocenione wizualnie i stwierdzono, iz zaszta w nich
czesciowa demiksja powstaly dwie odrebne fazy ciekle. Technikg achiralnej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej przebadano sktad kazdej z nich i nie stwierdzono pojawienia si¢
wskutek dlugotrwatego przechowywania zZadnych ilosciowo znaczacych produktow
ubocznych, np. produktow utlenienia, rozpadu, kondensacji itp. Oszacowanie
enancjomerycznego sktadu kazdej z dwoch rozwarstwionych faz obu badanych probek
przeprowadzono przy pomocy chiralnej chromatografii cienkowarstwowej i stwierdzono, iz w
kazdej z nich skfadnikiem ilosciowo dominujagcym byl enancjomer R, aczkolwiek w
zalezno$ci od fazy, wystepujacy w roznych proporcjach ilosciowych. Tak wigc enancjomer R
dominowat zard6wno w przypadku ibuprofenu (gdzie zwigzkiem wyjsciowym byt optycznie
czysty enancjomer S-(+)), jak i w przypadku ketoprofenu (gdzie zwigzkiem wyjSciowym byt
racemat S,R-(%)).

Dodatkowo technika chromatografii gazowej przebadano sklad rozpuszczalnika (jakim
wyjsciowo byl 70% wodny roztwor etanolu) i1 stwierdzono, iz iloSciowa zawarto$¢ etanolu w
gornej 1 dolnej warstwie kazdej z dwoch przebadanych probek znaczaco roznita si¢ miedzy
sobg.

Kolejnym krokiem byla analiza mikroskopowa badanych probek, ktéora ujawnita w
makroskopowo homogenicznych, mimo iz rozwarstwionych, frakcjach obecnos¢ kulistych
tworow o S$rednicy rzedu od kilku do ok.100 pum. Technika spektroskopii Ramana
przeprowadzono analiz¢ sktadu tych tworéow i wykazano, iz wnetrza kulek skladaja sie
praktycznie z czyste] wody, podczas gdy sfera zewngtrzna posiada sktad wzbogacony w
etanol i wilasnie w tej zewngtrznej sferze zawiera si¢ badany profen (tj. ibuprofen lub
ketoprofen). Tak wigc stwierdzono, iz w wyniku dlugotrwatego przechowywania oba badane
roztwory uleglty emulsyfikacji, a obserwowane pod mikroskopem kuliste twory byly po prostu

kroplami wody.
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Zaobserwowane podczas diugotrwatego przechowywania roztworéw ibuprofenu i
ketoprofenu przemiany przypisano nieprzerwanie biegngcemu procesowi samorzutnej,
oscylacyjnej inwersji chiralnej obu tych zwigzkéw 1 zaobserwowane zjawisko emulsyfikacji
starano si¢ wysymulowaé przy wykorzystaniu zaproponowanego modelu oscylatora
chemicznego, nazwanego modelem dwoéch sprzezonych Templatoréw. W tym przypadku
odpowiednie rozniczkowe rownania kinetyczne (odpowiadajace ilustrujacym proces
réwnaniom stechiometrycznym) sprzezono z odpowiednimi cztonami dyfuzyjnymi, przy
czym cztony dyfuzyjne tym razem uwzglednialy dwukierunkowg anizotropi¢ gestosci obu
rozpatrywanych os$rodkow. Duze podobienstwo mig¢dzy mikroskopowo zaobserwowanym
zjawiskiem emulsyfikacji badanych roztworow oraz symulacja przeprowadzong
komputerowo z wykorzystaniem modelu dwoch sprzezonych Templatoréw przedstawia

zamieszczony w niniejszym komentarzu rysunek.

@ )

(a) Mikroskopowy obraz emulsji sfotografowanej w probce gornej warstwy ibuprofenu oraz
(b) wysymulowany matematycznie obraz, przedstawiajacy przestrzenny rozklad
enancjomerycznego nadmiaru, powstatego wskutek dtugotrwalego przechowywania roztworu
probki profenu, w ktorym ustawicznie zachodzi proces samorzutnej, oscylacyjnej inwers;ji

chiralnej
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10.

M. Sajewicz, D. Kronenbach, M. Gontarska, M. Wrobel, R. Pietka, T. Kowalska, TLC in
search for structural limitations of spontaneous oscillatory in-vitro chiral conversion. o-
Hydroxybutyric and mandelic acids. J. Planar Chromatogr. - Modern TLC, 22, 241-248
(2009)

W kolejnej pracy zostaly przedstawione wyniki badan samorzutnej inwersji chiralnej
waznych z punktu widzenia biologicznego kwasow: R i S-a-hydroksymastowego oraz R i S-
migdalowego. Badania przeprowadzono technika chromatografii cienkowarstwowej] w
uktadzie chiralnym. Dodatkowo zastosowano polarymetri¢ z zapisem cigglym. Przedmiotem
analizy byly wodno-etanolowe roztwory badanych kwasow karboksylowych, przechowywane
prze okres 16 dni i analizowane w okreslonych odstepach czasu podczas przechowywania.
Wyniki przeprowadzonych badan zostaty przedstawione w postaci szeregu poréwnawczych
chromatograméw. Stwierdzono, ze zmieniajgce si¢ na nich profile stezeniowe sa wynikiem
nieustannego przebiegu oscylacyjnej inwersji chiralnej antymeréw podczas przechowywania
badanych kwasow w roztworach. Ponadto przeprowadzono chromatograficzne rozdziaty
dwukierunkowe badanych enancjomeréw w ukladzie chiralnym, ktoérych rezultaty
przedstawiono w postaci trojwymiarowych chromatograméw, wyraznie pokazujacych
calkowity rozdziat enancjomerow.

Roéwnolegle prowadzono pomiary polarymetryczne z zapisem ciggltym badanych probek w
czasie do 300 godzin, a wyniki przedstawiono na wykresach zaleznosci kata skrecalnosci
wtlasciwej od czasu.

Dwukierunkowa chiralna chromatografia cienkowarstwowa pozwolita na catkowity rozdziat
badanych par enancjomerow. Jednokierunkowa chromatografia cienkowarstwowa wraz z
polarymetria pozwolita na $ledzenie przebiegu oscylacyjnej inwersji chiralnej kwasow
karboksylowych. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono oscylacyjna inwersje
chiralng biegnaca in vitro dla a-podstawionych kwaséw karboksylowych — kwasu R i S-a-

hydroksymastowego oraz kwasu R 1 S-migdatowego.

11.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, T. Kowalska, On the spontaneous abiotic
peptization of phenylglycine in an aqueous medium. Acta Chromatogr., 21, 151-160 (2009)

W publikacji tej zostaly przedstawione wyniki badan wykonane technikg chromatografii

cienkowarstwowej i wskazujace, iz R, S 1 R,S-fenyloglicyna rozpuszczone w 70% wodnym
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roztworze alkoholu etylowego ulegaja samorzutnej peptyzacji. Dla potwierdzenia tego
zjawiska dodatkowo przeprowadzono dla kazdego z badanych roztworéw fenyloglicyny
reakcje biuretowa, ktora przyniosta wynik pozytywny i potwierdzila fakt samorzutnego
zachodzenia peptyzacji. Wystepowanie peptydow zaobserwowano w roztworach
pojedynczych enancjomerow R i S-fenyloglicyny, jednak najbardziej spektakularny wynik
otrzymano dla mieszaniny racemicznej R,S-fenyloglicyny. Wyniki przeprowadzonych badan
polarymetrycznych przedstawione w tej pracy wykazuja oscylacyjng zmiang kata skrecalnosci
wlasciwe] badanych zwigzkow, co potwierdza udokumentowang technika chromatografii
cienkowarstwowej inwersje chiralng fenyloglicyny.

Omawiana praca zawiera pierwsza dokumentacje samorzutnej peptyzacji fenyloglicyny

zachodzacej w wyniku oscylacyjnej inwersji chiralnej w roztworach wodnych.

12.

M. Sajewicz, M. Matlengiewicz, M. Leda, M. Gontarska, D. Kronenbach, T. Kowalska, I.R.
Epstein, Spontaneous oscillatory in vitro chiral conversion of simple carboxylic acids and its
possible mechanism. J. Phys. Org. Chem., 23, 1066-1073 (2010)

We wczesdniejszych pracach przedstawiono wyniki badan samorzutnej inwersji chiralnej
kwasow karboksylowych rozpuszczonych w 70% wodnych roztworach etanolu. Dalsze
wyniki przeprowadzonych badah na temat samorzutnej oscylacyjnej inwersji chiralnej
kwasow karboksylowych przedstawiono w niniejszej publikacji, ktérej dotyczy ponizszy
komentarz. Badania te zostaly przeprowadzone technika chromatografii cienkowarstwowej,
polarymetrii, jak rowniez stosujac spektroskopie *C NMR.

Otrzymane rezultaty pozwalaja na jednoznaczne stwierdzenie jednoczesnie zachodzacej
inwersji chiralnej 1 polikondensacji. Rowniez jedna z najbardziej zaawansowanych technik
analizy instrumentalnej — spektroskopia NMR — jednoznacznie potwierdza polikondensacje
badanych zwigzkow. Na otrzymanych widmach masowych przechowywanych probek
widoczne sg pasma charakterystyczne dla polikondensatow. Wyniki tych badan pozwolity na
stworzenie modelu dwoch sprzezonych Templatoréw, ktory dobrze wyjasniajacego
zachodzace procesy. W zaproponowanym modelu zaklada si¢, ze mozliwe sa reakcje
niekatalizowane 1 katalizowane (autokataliza) powstawania dineru, a nastgpnie dalszych
etapéw oligomeryzacji. Na podstawie tych zatozen zaproponowano odpowiednie rOwnania

kinetyczne zachodzacych krokéw elementarnych. Rozwigzujac numerycznie tak utworzone
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roOwnania kinetyczne wysymulowano oscylacyjny charakter reakcji chiralnej konwersji

prostych kwasoéw karboksylowych.

13.

M. Sajewicz, M. Gontarska, D. Kronenbach, M. Leda, T. Kowalska, I.R. Epstein,
Condensation oscillations in the peptidization of phenylglycine. J. Syst. Chem., 1:7 (2010);
DOI:10.1186/1759-2208-1-7

W kolejnej pracy wchodzacej w cykl niniejszej rozprawy habilitacyjnej przedstawiono wyniki
badan dynamicznej peptyzacji S-, R- i R,S-fenyloglicyny, zachodzacej w 70% wodnym
roztworze etanolu. Roztwory badanych aminokwasow przechowywano przez okres do 1 roku.
Analiz¢ przechowywanych probek przeprowadzono technika wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (w uktadzie niechiralnym) z detektorem z matryca diodowa, jak rowniez stosujac
chromatograf cieczowy z detektorem mas (LC/MS). Na podstawie otrzymanych wynikoéw
analiz chromatograficznych potwierdzono oscylacyjny charakter peptyzacji fenyloglicyny.
Dzigki wspotpracy z zespolem prof. LR.Epstaina z Brendeis University, Waltham,
Massachusetts (USA) zaproponowano trzy modele pozwalajace na wyjasnienie oscylacyjnej
kondensacji 1 chiralnej inwersji omawianego procesu. Pomimo wieloetapowosci
zachodzacych reakcji, jak 1 trudnych do wyznaczenia warto$ci statych kinetycznych
zachodzacych procesow, wyniki symulacji przeprowadzone na postawie opracowanych
modeli wykazaly dobra zgodnos¢ jakosciowg z wynikami eksperymentalnymi.

Mozna uznaé, iz omawiana praca stanowi istotny krok w poznaniu samoorganizacji waznych

z punktu widzenia biologicznego zwigzkéw chiralnych, wystepujacych w przyrodzie.

14.

M. Sajewicz, M. Dolnik, D. Kronenbach, M. Gontarska, T. Kowalska, I.R. Epstein,
Oligomerization oscillations of L-lactic acid in solutions. J. Phys. Chem. A, 115, 14331-
14339 (2011)

Niskoczasteczkowe profeny, aminokwasy i hydroksykwasy ulegajg in vitro samorzutnej
inwersji chiralnej, jednakze monitorowanie oscylacyjnych reakcji chemicznych z punktu
widzenia analizy chemicznej jest czgsto zadaniem bardzo trudnym — chociazby ze wzgledu na
czas trwania pojedynczej analizy. Rowniez ze wzgledu na budowg chemiczng zwigzkéw
Sledzenie takich przemian czesto wymaga zastosowania specjalnych detektorow. Kwas

mlekowy jest bardzo istotny ze wzgledu na jego biologiczne i biochemiczne znaczenie, jak
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rowniez ze wzgledu na jego powszechne wystepowanie w organizmach zywych. Jednocze$nie
kwas mlekowy jest zwigzkiem, ktory nastrgcza istotne problemy analityczne. W omawianej
publikacji przedstawiono wyniki $ledzenia przemian w czasie przechowywania (in vitro)
kwasu mlekowego, wykonane technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
detektorem z matrycg diodowa i detektorem rozproszenia $wiatta. Rownocze$nie prowadzono
ciggte pomiary polarymetryczne chromatograficznie badanych roztwordw.

Wyniki do$wiadczalne, uzyskane dla kwasu L-mlekowego pozwolity na skonstruowanie
modelu procesu oscylacyjnej kondensacji badanego kwasu. Model ten uwzglednia tylko trzy
indywidua chemiczne: prekursor P (kwas mlekowy), krotki oligomer E wywodzacy si¢ z
prekursora oraz agregat (prawdopodobnie micella M), ktory powstaje z kilku molekut E.
Zaktada si¢, ze M moze tworzy¢ si¢ na jeden z dwodch sposobow: niekatalizowany lub
katalizowany, w ktorych M shuzy jako szablon do powstania wigkszej ilosci M. Reakcje
elementarne przebiegaja zgodnie z podanymi ponizej roéwnaniami stechiometrycznymi i

kinetycznymi:

nP — E szybko$¢ = koP (oligomeryzacja)

mE - M szybko$¢ = k,E (niekatalizowana agregacja)
2M + n,E — 3M szybkos$¢ =k, M2E (katalizowana agregacja)

M — produkty szybkos¢ = kpM (rozktad)

Wszystkie elementarne kroki agregacyjne zostaty w przyjetym modelu zastapione
przez pojedynczy krok agregacyjny o efektywnej liczbie agregacji (ny) i efektywnej stalej
szybkosci agregacji (ky) [i]. Podobne podejScie zastosowano do opisu powstawania
reaktywnych form E, gdzie n moze by¢ réwne 1, jezeli czynnik decydujacy o szybkosci
enolizacji wystarczy do dalszego szybkiego sumowania czasteczek, n; = 2, jezeli, wymagana
jest dimeryzacja itd. Jezeli n; > 2, to wowczas réwnanie modelu zaklada mozliwosé
wychwycenia sekwencji proceséw inicjujacych. Liczba oscylacji maleje wraz ze wzrostem nj
I Nz, czyli drgania s3 bardziej intensywne przy mniejszych agregatach. Zamieszczony wykres
przedstawia wynik symulacji dla n; = 5 i n; = 8. Amplituda (dla zalozonego st¢zenia 1.4
mmol/l) i ztozonego okresu (okoto 30 min, co wynika z danych uzyskanych przy pomocy
odpowiednich widm mocy) sa zgodne z przeprowadzonym i przedstawionym w tej pracy

eksperymentem.
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Symulacja oscylacyjnej polikondensacji kwasu L-mlekowego.
Poczatkowe stezenie P = 0.02 moli/l. Wartosci parametrow: n; = 5, n, = 8, kg = 1.5 X 10° st k,=5x 10° st
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1

[i] Coveney, P.V; Wattis, J.A.D. Molec. Phys., 104, 177-185, 2006
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8. Podsumowanie

(a)

W cyklu czternastu prac, stanowigcych rozprawe habilitacyjng, zamieszczono obfity materiat
doswiadczalny, uzyskany w glownej mierze przy pomocy techniki chromatografii
cienkowarstwowej oraz polarymetrii jako pomiarowej techniki kontrolnej, ktéry w sposob
jednoznaczny dokumentuje mozliwo$¢ samorzutnego zaj$cia inwersji chiralnej w przypadku
szeregu a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego w abiotycznych roztworach
wodnych (czyli w ukladach in vitro, w klasycznym rozumieniu tego terminu). Ponizej
przedstawiono wykaz a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego, dla ktorych

przeprowadzono stosowne badania, a cz¢s¢ z nich zaprezentowane w cyklu habilitacyjnym:

e kwas a-fenylopropionowy,
e ibuprofen,

e naproksen,

e Kketoprofen,

e flurbiprofen,

e alanina,

e fenylolanina,

e tyrozyna,

e kwas mlekowy.

Stwierdzenie nie sygnalizowanej nigdy wczesniej mozliwosci samorzutnego zajscia
oscylacyjnej inwersji chiralnej wyzej wymienionych a-podstawionych pochodnych kwasu
propionowego w abiotycznych roztworach wodnych stanowi znaczace odkrycie naukowe,
wnoszgce istotny wklad w lepsze zrozumienie mechanizmu reakcji chemicznych tych
zwigzkow. Fakt, iz wérod przebadanych zwigzkéw chiralnych znalazty si¢ zardbwno profeny,
jak 1 aminokwasy oraz hydroksykwas (a wiec potaczenia o bardzo waznym znaczeniu
biologicznym) sugeruje, iz dokonane odkrycie jest stosunkowo ogélnej natury, co dodatkowo
podnosi jego warto$¢.

Na koniec nalezy podkresli¢, iz w przypadku inwersji chiralnej a-podstawionych
pochodnych kwasu propionowego w zywych organizmach, w kulturach tkankowych, czy

wreszcie w ukladach zawierajacych okre§lone enzymy, nigdy wczesniej nie zaobserwowano
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oscylacyjnego charakteru tego procesu. Moze to $wiadczy¢ zarowno o odmiennym
mechanizmie inwersji zachodzacych in vivo oraz in vitro, jak i o niepelnej obserwacji
wczesniejszych badaczy, ktorzy zajmowali si¢ inwersja chiralng in vivo. Niezaleznie od tego,
co stanowi rzeczywista przyczyn¢ wzmiankowanej roznicy, w prezentowanych w niniejszej
pracy badaniach po raz pierwszy wykazano oscylacyjny charakter procesu samorzutnej

inwersji chiralnej a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego.

(b)

Badanie samorzutnej inwersji chiralnej, zachodzacej dla szeregu a-podstawionych
pochodnych kwasu propionowego w abiotycznych roztworach wodnych, bylo prowadzone
gldwnie przy pomocy chiralnej chromatografii cienkowarstwowej oraz polarymetrii. Nalezy
wyraznie podkres$li¢, iz bylo to pionierskie wykorzystanie techniki chromatografii
cienkowarstwowej w badaniach nad stereolabilnoscia zwigzkow chiralnych w ogole, za$ nad
stereolabilno$cia a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego w szczegdlnosci.
Badaniami tymi jednoznacznie udowodniono, iz sprawno$¢ rozdzielcza chiralnych ukladéw
chromatografii cienkowarstwowej catkowicie wystarcza na to, aby przy ich pomocy uzyskac
zadowalajace rozdziaty chromatograficzne dla wybranych par antymerow zwigzkow
chiralnych, w istocie w niczym nie ustgpujace rezultatom uzyskiwanym przy pomocy innych
technik rozdzielczych. Taki wynik stanowi o istotnym postepie w badaniach nad inwersja
chiralng, gdyz decyduje o rozszerzeniu arsenatu przydatnych do tego celu metod
analitycznych o dodatkowa technike, rGwnocenng w zakresie sprawnosci enancjoseparacji z
chromatografia gazowa, wysokosprawng chromatografia cieczowa, czy elektroforezg
kapilarng. Ponadto technika chromatografii cienkowarstwowej wnosi do badan nad inwersja
chiralng pewne dodatkowe mozliwosci (jak np. dwukierunkowy rozdziat antymeréw w
jednokierunkowym uktadzie chromatograficznym), co z uwagi na specyfik¢ budowy kolumny

chromatograficznej nie jest mozliwe do osiagnigcia przy pomocy innych technik.

(©

W ramach przedstawionej rozprawy habilitacyjnej zostat zaproponowany model oscylatora
chemicznego, oparty na rzeczywistym, aczkolwiek znacznie uproszczonym mechanizmie
inwersji chiralnej a-podstawionych pochodnych kwasu propionowego. Nosi on nazwe
modelu dwoéch sprzezonych Templatorow 1 w sposob jakosciowy wilasciwie odzwierciedla

dynamike przebiegu procesu inwersji chiralnej badanych zwigzkow, eksperymentalnie
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monitorowang poprzez zmiany parametru retencyjnego (tj. chromatograficznie wyznaczanej
warto$ci liczbowej Rg) oraz polarymetrycznie mierzonej wartosci kata skrecalnosci wiasciwe;j
([alp) badanych zwigzkow w funkcji czasu. Ponadto jest to pierwszy oscylator chemiczny,
opisujgcy proces samorzutnej, oscylacyjnej inwersji chiralnej wybranych a-podstawionych

pochodnych kwasu propionowego, biegnacej w abiotycznych roztworach wodnych.
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