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STRESZCZENIE

Chemia supramolekularna zajmuje si¢ badaniem uktadow ztozonych z wielu
czasteczek oddziatujacych miedzy sobg w sposdb niekowalencyjny. Jednym z rodzajow
uktadow supramolekularnych sa kapsuly molekularne, ktoére posiadaja odseparowang od
otoczenia luke, umozliwiajaca enkapsulacje innych czasteczek. Enkapsulacja czasteczek
gosci, odseparowuje je od otaczajacego Srodowiska, umozliwiajgc w ten sposob réznorodne
procesy rozpoznania, separacji czy tez moduluje w lukach reakcje chemiczne.

Celem pracy byto wyjasnienie mechanizmu mechanochemicznej enkapsulacji
fulerenow we wnetrzu peptydowych kapsul molekularnych, zbadanie trwalo$ci oraz struktury
peptydowych kapsut molekularnych w zalezno$ci od $rodowiska i sprawdzenie dynamiki
goscia skompleksowanego w peptydowej kapsule molekularnej. Praca obejmowata rowniez
badania mozliwosci modyfikacji struktury kapsut poprzez zmiang¢ diugosci fancucha
peptydowego i modyfikacje jego N-konca oraz przetestowanie mozliwosci otrzymania
peptydowych kapsut koordynacyjnych.

W wyniku pracy zaproponowatem mechanizm kompleksowania fulerenu we wnetrzu
peptydowych kapsul molekularnych obejmujacy zniszczenie ich struktury II-rzedowej
w trakcie mielenia w miynie kulowo-planetarnym. Opracowatem réwniez metod¢ badania
asocjacji peptydowych kapsut molekularnych w roztworach i w ciele stalym
z wykorzystaniem spektroskopii elektronowego dichroizmu kotowego. Zaproponowane
zostaly rébwniez modele zachowania fulerenu wewnatrz kapsuly molekularnej w ciele statym
i w roztworze. Otrzymalem rowniez hydrazydy tri- i tetrapeptydéw z grupa acetylowa na
N-koncu, z ktérych otrzymatem podzniej kapsuty molekularne i ich kompleksy z fulerenami
oraz zbadatem ich struktur¢ trojwymiarowa i motyw wigzacy wystepujacy pomiedzy
kawitandami. Otrzymatem szereg hydrazydow aminokwasow i peptydéw zmodyfikowanych
na N-koncu i sprawdzitem ich potencjat do syntezy peptydowych kapsut molekularnych.
Otrzymatem w ten sposob szereg nowych peptydowych kapsut molekularnych z innymi
grupami na N-koncu, ktore zawieraly analogiczny motyw wigzacy do wystepujgcego we
wczesniej otrzymanych kapsutach. Dodatkowo, opracowalem metode syntezy kowalencyjne;j
kapsuly molekularnej z uzyciem zwigzku interkalujacego.

Otrzymane wyniki rozszerzyly znacznie arsenat dostepnych peptydowych kapsut
molekularnych, pozwolily na zaproponowanie nowego mechanizmu enkapsulacji oraz
wykazaly uzyteczno$¢ metodologii opartej na spektroskopii dichroizmu kotowego

W badaniach procesow samoasocjacji.

https://rcin.org.pl



ABSTRACT

Supramolecular chemistry is a sub-field of chemistry that creates and studies systems
composed of many molecules connected via non-covalent interactions. Molecular capsules,
being one of the types of such supramolecular systems, possess well-defined cavities that
enable them to encapsulate small molecules (guests) and place them in a specific local
environment (different from the bulk environment outside the capsule). This feature allows
the capsules to find numerous applications, for example in molecular recognition, separation,
and catalysis.

The aim of the work was to explain the mechanism of mechanochemical
encapsulation of fullerenes inside peptidic molecular capsules, check the dynamics of
the guest in the cavity and study the stability and structure of such capsules depending on
the environment. The work also included research on the structural modifications of the
capsules by changing the length of the peptide chain, the character of the N-terminal groups,
and additional coordination bonds.

As a result of the work, | have proposed a mechanism of fullerene complexation
inside peptide molecular capsules that involves the destruction of their secondary structure
during milling in a ball-planetary mill. I have also developed a method of determination of
the effectiveness of self-assembly using electron circular dichroism (ECD) spectroscopy.
The models for the behavior of fullerene inside the molecular capsule have also been
proposed. | also obtained molecular capsules and their complexes based on hydrazides of
mono-, di-, tri-, and tetrapeptides with different groups at N-termini. | have also developed
a method for the synthesis of a covalent molecular capsule using additional intercalating
compounds.

These results significantly expanded the set of available peptide molecular
capsules, allowed to propose a new encapsulation mechanism, and showed the usefulness of
the methodology based on circular dichroism spectroscopy in the study of self-association

jprocesses.
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1. WSTEP I CEL PRACY

Chemia supramolekularna jest dziedzing chemii, ktéra zajmuje si¢ badaniem
uktadéw zlozonych z wielu czasteczek oddziatujacych miedzy sobg niekowalencyjnie lub
mechanicznie.! Uktady supramolekularne znalazty zastosowanie w wielu dziedzinach i sg
wykorzystywane m.in. do tworzenia rdznego rodzaju receptoréw,’ sensorow,’
katalizatorow* czy konteneréw molekularnych.® Zyskuja réwniez duze znaczenie jako
funkcjonalne materiaty, np. w formie zeli supramolekularnych® lub ciektych krysztatow.’

Kapsuly molekularne stanowia jeden z rodzajow uktadéw supramolekularnych,
ktére posiadaja odseparowang od otoczenia luk¢. Skladajg si¢ one najczesciej z kilku
podjednostek polaczonych ze sobg oddziatywaniami niekowalencyjnymi. Wystepowanie
luki wewnatrz kapsut molekularnych umozliwia procesy enkapsulacji czasteczek gosci,
ktére to czasteczki znajduja si¢ w specyficznej, ograniczonej przestrzeni (innej niz
warunki panujace poza kapsulg). Czasteczki skompleksowane w luce moga znajdowac sie
blisko siebie (duze lokalne st¢zenie), a ich orientacja moze by¢ $cisle okreslona. Dzigki
tym cechom mozliwe jest selektywne kompleksowanie i w efekcie rozdzial mieszanin,
badZ przeprowadzenie reakcji we wnetrzu kapsut molekularnych z wigksza szybkoscia,
wydajnoscig badz selektywnoscig, niz w innych warunkach. Ze wzgledu na te
zastosowania, istotna jest synteza nowych kapsul molekularnych, ktorych rozmiar
i whasciwoscei luki mozna modyfikowaé. W swojej pracy doktorskiej zajmowatem si¢
badaniem wtasciwosci 1 mozliwosci modyfikacji kapsul molekularnych opartych na
peptydach oraz rozwojem metodologii, ktora umozliwia ich badanie oraz wykorzystanie.

Kapsuty peptydowe oferuja szereg zalet — pozwalaja na wprowadzenie chiralnosci
do szkieletu kapsuly i oferuja szereg grup funkcyjnych, ktore, przez analogi¢ do
enzymow, moga by¢ wykorzystane do selektywnego kompleksowania lub jako grupy
katalityczne. Peptydy umozliwiajg rowniez modyfikacje rozmiaru i rozpuszczalno$ci
kapsut, dzieki czemu mozliwe jest szerokie spektrum warunkow, w ktoérych mozna je
stosowac. Mozliwo$¢ stosowania w réznych warunkach jest zdeterminowana nie tylko
przez rozpuszczalno$¢, ale przede wszystkim przez stabilnos$¢ kapsut i ich zdolno$ci do
kompleksowania gosci. Nalezy zauwazy¢, ze ze wzgledu na typowa dla kapsut wysoka
symetri¢ jednoznaczne okres$lenie ich struktury i stabilno$ci typowymi metodami
analitycznymi nie zawsze jest trywialne. Z kolei dla procesow kompleksowania czesto

problemem jest nie tylko stabilno$¢ termodynamiczna komplekséw, ale réwniez bariera
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kinetyczna zwigzana z konieczno$cig czesciowego otworzenia kapsuly podczas
kompleksowania (tym wigksza, im stabilniejsza jest kapsuta).

W swojej pracy skoncentrowatem si¢ na kilku aspektach zwigzanych z synteza
I fizykochemig kapsut peptydowych. Jednym z problemow bylo zbadanie stabilno$ci
kapsul w konkurencyjnym $rodowisku (rozpuszczalnik polarny) oraz opracowanie metod
okreslenia stabilnosci i struktury kapsuty w sytuacji, gdy standardowe metody analityczne
(NMR) nie daja jednoznacznych rezultatow. Wykorzystalem tutaj inherentng cecheg
kapsut peptydowych — chiralno$¢ — i skupilem si¢ na analizie z wykorzystaniem
spektroskopii elektronowego dichroizmu kotowego (ECD). Podjatem réwniez proby
opracowania metodologii kompleksowania czasteczek w kapsutach peptydowych,
w sytuacji, gdy bariera kinetyczna jest wysoka i uniemozliwia kompleksowanie
w standardowych warunkach (roztwor). Skoncentrowatem si¢ na wykorzystaniu
mechanochemii 1 poznaniu mechanizmu, dzigki ktéoremu, w procesach mechanicznych,
mozliwe jest pokonanie bariery kinetycznej. W kolejnych etapach pracy zbadatem
mozliwoéci modyfikacji szkieletu kapsul i1 okreslitem, jakie zmiany strukturalne
powoduja wprowadzone zmiany. W tym celu zmodyfikowatem dlugos¢ tancucha
peptydowego, grupy terminalne oraz przetestowalem mozliwo$¢ dodatkowej modyfikacji
struktury i motywu wiazacego poprzez koordynacj¢ do jonéw metali.

Badania te prowadzilem czgsciowo w ramach uzyskanego przeze mnie
Diamentowego Grantu ,,Ortogonalne oddziatywania niekowalencyjne w modyfikacji

struktury 1 funkcji peptydowych kapsut molekularnych”.

18
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2. CZESC LITERATUROWA

Ze wzgledu na cele pracy, w cze$ci literaturowej przedstawitem kluczowe
zagadnienia wprowadzajagce do przeprowadzonych badan. W pierwszej czesci
zaprezentowatem przyktady otrzymywania uktadow supramolekularnych
z wykorzystaniem metod mechanochemicznych. W kolejnych czesciach przedstawitem
przyktady syntezy i1 zastosowania chiralnych kapsul koordynacyjnych oraz kapsut

peptydowych.

2.1. Wykorzystanie mechanochemii do syntezy i modyfikacji ukladow

supramolekularnych

Klasyczng i1 najpopularniejsza metodg prowadzenia reakcji chemicznych jest
rozpuszczenie substratow w rozpuszczalniku 1 mieszanie otrzymanego roztworu
w odpowiednich warunkach do uzyskania produktow. W celu dostarczenia dodatkowe;j
energii reagujacym substratom wykorzystuje si¢ efekty termiczne, co pozwala na
przyspieszenie zachodzacej reakcji chemicznej, a nierzadko jest wrecz niezbgdne do jej
przebiegu. Prowadzenie reakcji w ten sposob generuje znaczne ilosci odpadow
(np. rozpuszczalnikow, ktore nie zawsze moga by¢ odzyskane i oczyszczone do
ponownego uzycia). Wymaga réwniez duzych naktadéw energetycznych ze wzgledu na
konieczno$¢ ogrzewania nie tylko reagujacych substancji, ale i rozpuszczalnika.

W rozwigzaniu niektorych z tych probleméw moze pomdc mechanochemia.
Jestto obecnie intensywnie rozwijajaca si¢ dziedzina chemii, ktora wykorzystuje
roznorodne procesy fizyczne do indukcji reakcji chemicznych.® Do metod
mechanochemicznych zaliczane sa m.in. sonochemia oraz trybochemia. Sonochemia jest
to dziedzina zajmujgca si¢ reakcjami chemicznymi zachodzacymi w roztworach,
w ktorych energia dostarczana jest dzigki falom akustycznym dzialajacym na roztwor.
Trybochemia jest to natomiast dziedzina zajmujaca si¢ reakcjami chemicznymi,
w ktorych energia dostarczana jest w sposob mechaniczny do substratow bedacych
ciatami statymi (mielenie, kruszenie, $cieranie). W dalszej czesci pracy dyskutowac bede
jedynie procesy trybo chemiczne, ale, ze wzgledu na przyjety trend w literaturze, bede je
nazywac bardziej og6lnie procesami mechanochemicznymi.

Ucieranie (lub mielenie) jest historycznie pierwsza metoda przeprowadzania

reakcji chemicznych. Metoda ta zostata prawie kompletnie zapomniana przez chemikoéw
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organikow XX wieku, jednak w ostatnim czasie przezywa swoj renesans.®!0!

W procesach mechanochemicznych nie jest konieczne uzycie rozpuszczalnikow,
a naktady energetyczne wymagane do przeprowadzenia reakcji mechanochemicznych sa
zwykle mniejsze. Dzieje si¢ tak dlatego, ze nie ma potrzeby ogrzewania roztworé6w lub
ich odparowywania. Same reakcje, ze wzgledu na duze stezenia reagentdw, Czesto
przebiegajg szybciej, co rowniez zmniejsza naklady energetyczne. Dodatkowo,
mechanochemia stwarza bardzo unikalne $rodowisko reakcyjne — reagenty znajduja si¢
W bezposrednim kontakcie ze sobg oraz sg poddane sitom tarcia. Dzigki temu panuje tam
lokalnie wysoka temperatura, ci$nienie oraz st¢zenie reagentow, a reakcje pozbawione sg
konkurencyjnego wplywu rozpuszczalnikow. Z tych powodow mechanochemia zaliczana
jest do nurtu zielonej chemii (ang. green chemistry) oraz zyskuje w ostatnich latach coraz

wickszg popularnoéé w chemii organicznej oraz w chemii supramolekularne;j.*?

&) mielenie kompleks inkluzyjny

:'\OH reakqa W roztworze brak tworzenia kompleksu
2

Rys. 1 Synteza kompleksu inkluzyjnego na drodze reakcji mechanochemicznej.t®

Prawdopodobnie pierwszym przykladem wuzycia mielenia do tworzenia
supramolekularnych kompleksow typu go$c-gospodarz, jest praca Tanaki i Tody
(Rys. 1).13 Pokazali oni, ze dzieki mieleniu 1,1-di(o-hydroksyfenylo)cykloheksanu 1
i naftochinonu 2 mozliwe jest otrzymanie kompleksu inkluzyjnego 2:1, ktoérego nie

mozna otrzymac¢ na drodze klasycznej reakcji w roztworze.

N

‘ Pz

N °N

o |
A N SN 7N\ —
‘ — ‘ N \ /N

~  Hp —

N 4 N_.  .NOj

Rys. 2 Synteza kapsuty 3 i kompleksu 7 z wykorzystaniem mechanochemii.** Rysunek zaadaptowany z publikacji.*?

Kolejng wazng pracg jest publikacja Orita i wspotpracownikow, ktorzy otrzymali

kompleksy koordynacyjne na drodze ucierania kompleksow palladu z pochodnymi
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pirydyny (Rys. 2).}* Z wykorzystaniem metod mechanochemicznych, otrzymali oni
kapsute molekularna 3 oraz cykliczny kompleks 7. Reakcja pomigdzy
(etylenodiamino)azotanem palladu(ll) 5 oraz ligandem 4 w sposob mechanochemiczny
trwata 10 minut w temperaturze pokojowej i prowadzita do otrzymania kapsuly 3
z wydajnosciag 90%. Analogiczna reakcja przeprowadzona w wodzie w temperaturze
70 °C przez 30 minut prowadzita do otrzymania kapsuty 3 z wydajnoscia 81%. Synteza
mechanochemiczna kompleksu 7 otrzymanego ze zwigzku 5 oraz 4,4’-bipirydylu 6
przebiegata w czasie 10 minut z wydajnoscig 76%, podczas gdy analogiczna reakcja
W mieszaninie rozpuszczalnikow metanol-etanol-woda przebiegata z wydajnoscia 80%

I wymagata ponad czterech tygodni.

OH

HO\©/OH

(10)s

Rys. 3 Synteza zwiazku makrocyklicznego 10 i jego samoasocjacja do kapsuty (10)s z wykorzystaniem reakcji
mechanochemicznej.l” Rysunek zaadaptowany z publikacji.*?

Potwierdzeniem mozliwosci wykorzystania mechanochemii do syntezy zwigzkoéw
makrocyklicznych i samoasocjujacych kapsut molekularnych byta praca grupy Atwooda
(Rys. 3).1" Autorzy zaprezentowali reakcje, w ktorej w trakcie ucierania w mozdzierzu
pirogalolu 8 oraz aldehydu walerianowego 9, =z Kkatalityczng iloScig kwasu
p-toluenosulfonowego, otrzymali zwigzek makrocykliczny, pirogalo[4]aren 10, bedacy
efektem kondensacji substratow (w stosunku 4:4). Badania NMR w ciele stalym oraz
wspotczynnika dyfuzji w roztworze pozwolily stwierdzi¢, Ze otrzymany zwigzek
makrocykliczny 10 wystepuje w postaci heksamerycznej kapsuly (10)s potaczonej
szeregiem wigzah wodorowych. Oznacza to, ze w trakcie ucierania nastgpito jednoczesne
utworzenie 48 kowalencyjnych wiazan, prowadzace do powstania pierScieni
makrocyklicznych, oraz szeregu wigzan wodorowych, prowadzacych do powstania
kapsuly molekularnej. W pracy postulowano, ze utworzenie kapsuty molekularnej jest
mozliwe dzigki templatowaniu tego procesu przez powstajaca w reakcji lub obecng

w §rodowisku wodg.
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Rys. 4 a) Synteza kapsuty 14 z wykorzystaniem reakcji mechanochemicznej. b) Struktura kapsuty 14 w ciele statym.®

W grupie Severina otrzymano jedng z pierwszych w pelni kowalencyjnych kapsut
molekularnych wykorzystujac reakcje mechanochemiczng (Rys. 4).}® Poczatkowo,
autorzy probowali otrzyma¢ kapsute molekularng 14 w klasyczny sposob, w roztworze.
Metoda taka jednak dawata umiarkowane rezultaty (wydajnosé reakcji 56% w etanolu
oraz 24% w toluenie). Bardzo dobre efekty przyniosto natomiast mielenie ze sobg trzech
substratow: kwasu 4-formylofenyloboronowego 11, pentaerytrytolu 12, oraz
1,3,5-trisaminometylo-2,4,6-trietylobenzenu 13 bez obecnosci rozpuszczalnika. W takiej
reakcji otrzymano kapsule molekularng 14 z wydajnoscig 94%. ROwniez po zmianie
kwasu fenyloboronowego na pochodng bifenylowa reakcja mechanochemiczna

przebiegala z wigksza wydajnoscia (71%) niz reakcja w roztworze (ponizej 40%).

. - woda, kwas octowy

Rys. 5 Synteza pMOF 16 z wykorzystaniem reakcji mechanochemicznej.*® Rysunek zaadaptowany z publikacji.*?

Kolejng bardzo wazng pracg pokazujagca mozliwosci mechanochemii byto
otrzymanie, po raz pierwszy w reakcji mechanochemicznej, porowatego szkieletu
metaloorganicznego (ang. porous Metal Organic Framework, pMOF) przez Pichon

i wspotpracownikow (Rys. 5).1° Po 10 minutach mielenia kwasu izonikotynowego 15
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oraz monohydratu octanu miedzi(Il) autorzy otrzymali, z ilo§ciowg wydajnoscia, szkielet
metaloorganiczny 16 zawierajagcy w porach swojej struktury kwas octowy oraz wode.

Struktura otrzymanego produktu zostata potwierdzona z wykorzystaniem rentgenowskiej
analizy strukturalnej.

a)
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Rys. 6 a) Mechanochemiczna synteza biblioteki ztozonej ze zwiazkow 21, 22 i 23. b) Schemat postsyntetycznych

przej$é pomiedzy zwigzkami 21, 22 i 23 z uzyciem reakcji mechanochemicznych.?

Przykladem, ktory ilustruje mozliwosci mechanochemii w otrzymywaniu
ztozonych czasteczek jest praca zespolu Mala (Rys. 6a).?° Postanowili oni, w sposob

mechanochemiczny, otrzyma¢ w jednej reakcji trzy struktury supramolekularne 21-23
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poprzez proces samosortowania. Proces ten zostal wczesniej opisany przez Mala
i Nitschke, ale byl prowadzony w wodzie w temperaturze 50 °C przez osiem godzin.?!
Autorzy zmielili ze Sobg szes$¢ komponentow: kwas
4,4’-diaminobifenylo-2,2’-disulfonowy 17, siarczan(VI) zelaza(Il),
tris(2-aminoetylo)amine 18, 6,6’-o0ksybis(3-amoniobenzenosulfonian) 19, wodoroweglan
sodu oraz 2-formylopirydyne 20 w stosunku molowym odpowiednio 6:7:1:3:18:21.
W ten sposob otrzymali tetraedryczng kapsute 21 z liganda 17, kompleks 22 z liganda 18
oraz bimetaliczny kompleks 23 z liganda 19. Reakcja mechanochemiczna byta
prowadzona przez dwie godziny w temperaturze pokojowej. Praca ta pokazuje,
ze mozliwe jest przeprowadzenie reakcji wymagajgcej samo sortowania w sposob
mechanochemiczny oraz skrocenie czasu | wykorzystanie tagodniejszych warunkow
reakcji.

Dodatkowo, autorzy udowodnili, ze w warunkach mechanochemicznych, mozliwe
jest przeksztalcenie wczesniej otrzymanych komplekséw 21 i 23 w najbardziej stabilny
termodynamicznie produkt 22 (Rys. 6b). Przejscie od kapsuly molekularnej 21 do
kompleksu 22 mozliwe jest bezposrednio, bagdz w dwoch etapach, poprzez kompleks 23.
Przemiany te mozna osiggnag¢ reagujac w miynie odpowiednie ligandy 17-19
Z otrzymanymi wcze$niej kompleksami. Praca ta pokazuje, ze w procesach
mechanochemicznych mozliwe jest wykorzystanie reakcji odwracalnych, procesow
samoorganizacji oraz samosortowania.

Przedstawione powyzej prace $§wiadcza o tym, Zze mozliwe jest uzycie metod
mechanochemicznych do syntezy uktadéw supramolekularnych. Reakcje takie bardzo
czgsto przebiegaja szybciej 1 z wyzsza wydajnoscig niz analogiczne reakcje
przeprowadzone w rozpuszczalnikach. Dodatkowo, prowadzenie reakcji w sposob
mechanochemiczny nie ma negatywnego wplywu na procesy kompleksowania,
makrocyklizacji czy tez samoasocjacji, bardzo czesto wykorzystywane w chemii
supramolekularnej. W sposob mechanochemiczny mozliwe jest rowniez prowadzenie

reakcji odwracalnych i1 otrzymywanie bibliotek zwigzkéw supramolekularnych.
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2.2. Chiralne kapsuly koordynacyjne

Kapsuly molekularne sg to uktady supramolekularne posiadajace w swoim
wnetrzu luke oraz, najczesciej, sktadajace si¢ z kilku podjednostek polaczonych ze soba
w sposob niekowalencyjny. Jednostki tworzace kapsute molekularng mogg by¢ potaczone
z wykorzystaniem réznych odziatywan: wigzan wodorowych, wigzan halogenowych,
oddziatywan elektrostatycznych, oddziatywan hydrofobowych badz wigzan
koordynacyjnych. Wystepowanie takich wigzan zapewnia dynamiczny charakter
powstajacej kapsuly molekularnej, co ulatwia jej kompleksowanie gosci wewnatrz luki.
Umieszczenie jonu metalu w strukturze kapsuly zwigksza spektrum mozliwosci
wykorzystania takiej kapsuly, poniewaz moze pozwoli¢ na przeprowadzenie w jej
wnetrzu reakcji katalizowanych metalami.

Wigkszo§¢ obecnie znanych kapsut molekularnych, w tym kapsul
koordynacyjnych, jest achiralna. Spowodowane jest to trudnoscia wprowadzenia
fragmentu chiralnego w wielu miejscach w czasteczce z wysoka wydajnoscia
I selektywnoscig. Problem ten moze by¢ rozwigzany poprzez uzycie chiralnych ligandow,

ktére po koordynacji moga znajdowac si¢ poza jej szkieletem albo tworzy¢ jej $ciany.

25a M=Pd
25b M=Pt

26a-b

Rys. 7 Synteza kapsut 26a-b wraz z ich strukturg w ciele statym. Rysunek zaadaptowany z publikacji.??

Jedna z pierwszych chiralnych kapsul koordynacyjnych, w ktoérych chiralnos¢
zostata wprowadzona do kapsuty poprzez chiralny ligand skoordynowany do jonu metalu,
jest kapsuta otrzymana przez Stanga i wspotpracownikow w 1997 roku (Rys. 7).2?
Do syntezy kapsuly 26a-b autorzy wykorzystali trojkatny ligand 24, bedacy
1,3,5-podstawiong pochodna benzenu, oraz kompleksy Pd?* 25a badz Pt?* 25b,
posiadajace chiralny fragment BINAPu w swojej strukturze. Zaleznie od rodzaju uzytego

jonu metalu, otrzymano kapsuly 26a i 26b o stechiometrii MeLs z wydajnoscia
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odpowiednio 89% oraz 82%. Struktura zostala potwierdzona, migdzy innymi,
z wykorzystaniem rentgenowskiej analizy strukturalnej. Kationy metali wystepuja
w narozach kapsuty i oddzialuja z trdjkatnymi ligandami odpowiedzialnymi za budowg
»scian” kapsuly. Chiralny fragment BINAPu skoordynowany do kationow metali

zapewnia chiralnos$¢ catej kapsule, pomimo ze jest obecny jedynie na zewnatrz kapsuty.

\
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Rys. 8 a) Synteza kapsuly 29. b) Reakcja [2+2] cykloaddycje przeprowadzona we wnetrzu kapsuty 29.
Rysunek zaadaptowany z publikacji.??

Chiralng kapsute¢ koordynacyjng o podobnej budowie otrzymat Fujita
i wykorzystat jg do przeprowadzenia asymetrycznej reakcji [2+2] cykloaddycji (Rys. 8).23
Zmodyfikowal on wczesniej otrzymana achiralng kapsute,?* sktadajaca sig
z 2,4,6-podstawionej pochodnej triazyny 27 oraz diaminowego kompleksu jonow Pd?*
poprzez wymian¢ achiralnej N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy na chiralng
N,N-dietylocykloheksylo-1,2-diaming. W wyniku reakcji tak powstatego kompleksu 28
ze zwiazkiem 27, otrzymano chiralng kapsute koordynacyjna 29. We wnetrzu kapsuty 29
przeprowadzono reakcje [2+2] cykloaddycji pomiedzy fluorantenem 30 a maleimidem 31
otrzymujgc produkt 32 z nadmiarem enancjomerycznym 50%. Znaczace jest to,
ze chiralno$¢ liganda, znajdujacego si¢ w narozach, na zewnatrz kapsuly, jest
transferowana na cala kapsule i pozwala na prowadzenie enancjoselektywnych reakcji

W jej wngtrzu.
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33

35 A-35

Rys. 9 a) Synteza kapsuty 35. b) Struktura w ciele statym kapsuly A-35. Rysunek zaadaptowany z publikacji.?®

Chepelin i wspolpracownicy rowniez otrzymali oktaedryczne chiralne kapsuty
koordynacyjne, do ktérych syntezy uzyli, zamiast jonéw Pd?*, jonéw Ir** (Rys. 9).%
Wykorzystali oni kompleks 34, ktory wykazuje chiralno§¢ osiowa. Podobnie jak Stang,
uzyli 1,3,5-podstawiony benzen 33, jednak, w tym przypadku, koordynacja do kationow
metalu nastgpowata poprzez atom azotu z grupy nitrylowej (a nie z grupy pirydynowe;j,
jak w ligandach 24 i 27). Zaleznie od uzytego liganda (enancjomerycznie czystych A-34
i A-34, badz mieszaniny racemicznej (£)-34) autorzy otrzymali kapsuly molekularne
A-35, A-35 i (£)-35 o odpowiadajacej chiralnosci z wydajnosciami 57%-68%. Strukture

otrzymanej kapsuty A-35 potwierdzili z uzyciem rentgenowskiej analizy strukturalne;j.

27

https://rcin.org.pl



a) 0 . . . ,
. . A . g
RN (,‘,: O A O -~ P
AN ; N SN
Y 4 S + + - y--
0 RO M -
N TR Y -0 o:,\’ l,:::
N \
N

o o MClg P O--0
— > >O 0-!
O0._O M=FelGa b " 50 A

<
[
+
>
=
£

P
o)

g 30 A A o) s o
om®* 34 3 Mo
o A M M3t
A
36 AAAA-3T7a M=Fe AAAA-3T7a M=Fe
AAAA-37Tb M=Ga AAAA-3Tb M=Ga

Et.. .Me.
Et.. .Me  AAAA-3Ta ol Et.. _Me
6 Y A \ H OH . + 3 H“'I
OH kokrystalizacja A ‘3 OH
(+)-38 AAAA-3Ta>((S)-38); (R)-38

Rys. 10 a) Synteza kapsut 37a-b. b) Struktura w ciele statym kapsuty 37a. ¢) Poréwnanie widm CD i UV kapsut 37a-b.

d) Schemat chiralnego rozdziatu mieszaniny racemicznej z uzyciem kapsuty 37a. Rysunek zaadaptowany z publikacji.?

W dotychczas przedstawionych kapsulach elementy chiralnosci znajdowaly si¢ na
zewnatrz. Mozliwa jest rowniez synteza kapsut z chiralnych ligandow, w ktorych centrum
chiralno$ci jest umieszczone bezposrednio przy luce kapsuly. Jedna z pierwszych
chiralnych kapsul koordynacyjnych, w ktorej elementy chiralnosci znajduja si¢ na
krawedzi kapsuly zostata otrzymana w 2010 roku przez Liu i wspotpracownikéw
(Rys. 10).% Jako liganda uzyli oni pochodnej bifenylu 36, ktéra charakteryzuje sie
chiralnoécig osiowa oraz ma grupy acetyloacetonowe shuzace do koordynacji jonéw Fe3*
i Ga®*. Poprzez koordynacje ligandéow 36 do jonow Fe®' albo Ga®* (pochodzacych
Z odpowiednich chlorkow) autorzy otrzymali tetraedryczne chiralne kapsuly molekularne
37a-b, ktérych struktury potwierdzili z uzyciem magnetycznego rezonansu jadrowego.
Dla kapsuly 37a, zawierajacej w swojej strukturze jony Fe*, autorzy okreslili strukture
wciele statym. Autorzy potwierdzili otrzymanie czystych optycznie kapsut
z wykorzystaniem  spektroskopii  dichroizmu  kotowego (widma dla  par

enancjomerycznych kapsut byly odbiciami lustrzanymi). Nast¢pnie autorzy wykorzystali
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kapsute 37a do chiralnego rozdzialu racemicznych mieszanin 2-butanolu 38 oraz jego
pochodnych poprzez ko krystalizacje 1 uzyskali do 99,5% nadmiaru enancjomerycznego

po uwolnieniu goscia z wnetrza kapsuty.
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Rys. 11 Synteza oraz modele kapsut: a) 40, b) 42. Poréwnanie widm CD: c) kapsutly 42 i liganda 41,
d) eksperymentalnych i teoretycznych kapsuty 40. Rysunek zaadaptowany z publikacji.?’

Ligandy o chiralno$ci osiowej zastosowano rowniez w zespole Liitzena do syntezy
chiralnych kapsut koordynacyjnych, jednak zmieniono w nich fragment bifenylowy na

).2 W pierwszej pracy, autorzy skupili sie na

wigkszy fragment binaftylowy (Rys. 11
zbadaniu mozliwosci tworzenia kapsut molekularnych uzywajac zabezpieczonych,
optycznie czystych ligandow 39 oraz 41 poprzez koordynacje do kationéw Pd?*. Ligand
39, zawierajacy w pozycjach 3 1 3’ binaftylu grupy pirydylowe, tworzyl kapsule
molekularng 40 o stechiometrii PdsL12. Natomiast ligand 41, zawierajacy w pozycjach 6
I 6’ binaftylu grupy pirydylowe, tworzyt kapsute molekularng 42 o stechiometrii Pdi2L24.

W celu potwierdzenia otrzymania optycznie czystych kapsul autorzy zmierzyli widma
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dichroizmu kotowego. Dodatkowo, zoptymalizowali geometri¢ kapsut z wykorzystaniem
obliczen kwantowo-mechanicznych, a nastepnie dla kapsuty 40 obliczyli teoretyczne
widmo ECD i poréwnali je z eksperymentalnym, potwierdzajac w ten sposob otrzymanie

enancjomerycznie czystych kapsut molekularnych z binaftylowych ligandow.

OMOM 1. HCI

—_—
OMOM 5 NaOH, H,0

39

chiralna centralna luka

Rys. 12 a) Synteza oraz struktura w ciele statym kasputy 44. b) Graficzne przedstawienie struktury kapsuty 44.
Rysunek zaadaptowany z publikacji.?®

W kolejnej pracy ci sami autorzy odbezpieczyli grupy hydroksylowe w ligandzie
39 i przetestowali mozliwos¢ tworzenia kapsut przez nowy ligand 43 (Rys. 12).%8
Poreakcji z solg Pd(CH3CN)s(BFs)2, autorzy otrzymali kapsule molekularng 44
o stechiometrii  PdslLg, ktorej struktura zostala potwierdzona z wykorzystaniem
rentgenowskiej analizy strukturalnej. Kapsuta posiada centralnie potozong luke, w ktore;,
w ciele stalym, skompleksowane byty cztery czasteczki acetonitrylu, oraz dwie mniejsze
luki na skrajach czasteczki, w ktorych skompleksowane byly jony BFs (bgdace
przeciwjonami). Prace te pokazuja, ze zaleznie od geometrii ligandow mozliwe jest
uzyskanie r6znych chiralnych kapsul molekularnych o takiej samej ogdlnej stechiometrii

(w tym przypadku ML; ale o r6znym rozmiarze) oraz kapsul zawierajacych kilka réznych

luk w swojej strukturze.
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48

276A4 ¥

Rys. 13 Synteza kapsut 47-50 oraz katenanu 51. Rysunek zaadaptowany z publikacji.?®

W 2019 roku w grupie Clevera otrzymano chiralne kapsuly metaloorganiczne
z ligandéw bedacych pochodnymi helicenéw, ktore wykazuja chiralno$¢ osiowa
(Rys. 13).2° Autorzy zmodyfikowali dibromo[6]helicen 45 poprzez przylaczenie grupy
pirydynowej z wykorzystaniem rozniej dtugosci tacznikéw. Uzyskali w ten sposob dwa
ligandy 46 oraz 49, ktore nastepnie poddali reakcji z solg Pd(CH3CN)a(BFa)2.
Dla enancjomerycznie czystego liganda 46 (posiadajacego krotki tacznik) autorzy
otrzymali kapsule 48. Natomiast, kiedy uzyli racemicznego liganda 46 otrzymali kapsute
47 bedaca formg mezo, sktadajaca si¢ z dwodch par enancjomerycznych ligandow.
Podczas reakcji enancjomerycznie czystego liganda 49 (posiadajacego diugi tacznik)
z solg PA(CH3CN)4(BF4)2 autorzy otrzymali kapsute 50. Dodatkowo, z tego samego
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liganda 49 mozliwe bylo réwniez otrzymanie katenanu 51 sktadajacego si¢ z dwoch
kapsul 50 ze skompleksowanymi przeciwjonami miedzy nimi. W reakcji mieszaniny
racemicznej liganda 49 z solag Pd(CH3CN)4(BF4). autorzy otrzymali mieszaning kapsut,
co $wiadczy o tym, ze wigksze ligandy 49 nie wykazuja zdolnosci do chiralnego

sortowania w przeciwienstwie do mniejszych ligandoéw 46.
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Rys. 14 Synteza kapsut: a) 53, ¢) 54. Struktury w ciele statym kapsut: b) 53, d) 54. Rysunek zaadaptowany
z publikacji.®®

Ligandy oparte na helicenach wykorzystali rowniez Ding ze wspolpracownikami
do syntezy chiralnych kapsut koordynacyjnych z heksakoordynacyjnymi jonami metali
(Fe?*, Co?*, Ni?*, Zn?*, Rys. 14).%° Autorzy otrzymali ligand helicenowy 52 zawierajacy
na swoich koncach ugrupowania bipirydynowe. Po reakcji ligandéow 52 z solami
heksakoordynacyjnych jonow metali autorzy uzyskali szereg enancjomerycznie czystych
kapsul molekularnych 53 o stechiometrii M:Ls. Struktury niektérych z otrzymanych
kapsut autorzy potwierdzili z wykorzystaniem rentgenowskiej analizy strukturalnej.
Po dodaniu soli siarczanowych(VI) do wczesniej otrzymanej kapsuly 53, zawierajacej
jony Zn?*, autorzy zaobserwowali powstanie nowej, wickszej kapsuty molekularnej 54
o stechiometrii MsLs, zawierajacej dodatkowo w swojej strukturze cztery aniony SOs>
skoordynowane z jonami Zn?*. Praca ta pokazuje, ze mozliwa jest modyfikacja struktur
I wielko$ci wczesniej otrzymanych kapsul poprzez stosunkowo niewielkie aniony

nieorganiczne.
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3.4nm

61 62 63 64

Rys. 15 a) Synteza kapsuty 57. b) Struktura w ciele statym kapsuly 57. ¢) Struktury czasteczek gosci 58-64 uzytych do

préb rozdzialu racemicznego przy pomocy kapsuly 57. Rysunek zaadaptowany z publikacji.3!

Tabela 1 Wyniki otrzymane podczas prob chiralnego rozdziatu racemicznych zwigzkéw 58-64 z uzyciem kapsuty 57.32

Gosé A-57 A-57
stosunek R:S  ee/% | stosunek R:S  ee/%
58 51:50 1 50:50 0
59 50:50 0 50:50 0
60 50:50 0 50:50 0
61 67:33 34 32:68 36
62 54:46 8 46:54 8
63 77:23 54 19:81 62
64 67:33 34 28:72 44

Bardzo ciekawa jest kapsula otrzymana w zespole Su w 2014 roku (Rys. 15).3!

O$mioécienna kapsula 57 posiada w swojej strukturze dwa rézne jony metali: Pd?
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w narozach i Ru®' na $cianach oraz achiralne ligandy 55, bedace pochodnymi
fenantroliny. Chiralno$¢ kapsuty wynika z utworzenia nowego liganda 56, z centrum
chiralnoéci na jonie Ru®*, poprzez koordynacje trzech ligandow 55 do jonu Ru®*
(pochodzacego z chlorku rutenu(IIl)). Nastgpnie, po reakcji tak otrzymanego liganda 56
z solg Pd(CH3CN)4(BF4)2, autorzy otrzymali kapsute koordynacyjng 57 (jako racemat),
ktorej strukture potwierdzili z wykorzystaniem rentgenowskiej analizy strukturalne;.

W nastgpnej pracy, grupa Su wykorzystala otrzymang wczesniej kapsule 57
do rozdziatu enancjomerycznego zwigzkéw wykazujacych chiralnos¢ osiowa oraz
zwigzkow posiadajacych centra stereogeniczne (Rys. 15, Tabela 1).32 Zwigzki 58-60
posiadajace centra stereogeniczne nie wykazywaly preferencji do zadnego z izomerdéw
kapsuly 57. Natomiast zwigzki o chiralno$ci osiowej 61-64, bedace pochodnymi BINOL
lub spirodiolu, wykazywaly preferencje w chiralnym kompleksowaniu. Najwigksza
réznice w kompleksowaniu enancjomeréw mozna bylo zaobserwowaé dla zwiazku 63
(nadmiar enancjomeryczny powyzej 50%). Prace te pokazuja, ze chiralne kapsutly
koordynacyjne moga by¢ wykorzystywane do rozdzialu enancjomerycznego zwigzkéw

0 chiralnosci osiowe;].

(R)-67
665(R)-67

65 NH,

Rys. 16 Synteza kapsuty 66 oraz jej kompleksu z limonenem R-67.33

W 2013 roku grupa Nitschke zaproponowala nowg strategi¢ syntezy kapsut
koordynacyjnych z chiralnych ligandéw, ktoére powstaja bezposrednio podczas reakcji
tworzenia kapsuly (Rys. 16).3 Prekursor 65, bedacy pochodng p-terfenylu zawierajaca
dwie grupy aminowe oraz chiralny fragment gliceryny, po reakcji z 2-formylopirydyna 20
oraz jonami Fe?* tworzy tetraedryczna chiralng kapsute koordynacyjng 66. Obecnosé
fragmentu gliceryny w czasteczce, poza zapewnieniem chiralno$ci, umozliwia

rozpuszczalnos¢ catej kapsuly w wodzie. Z uwagi na obecno$¢ hydrofobowej luki,
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autorzy zbadali wlasciwosci kompleksujace powstatej kapsuly w wodzie wzgledem
matych hydrofobowych czasteczek. Okazalo si¢, ze mozliwe jest zaobserwowanie
roznych przesunie¢ na widmie H NMR kapsuty 66 po dodaniu przeciwnych
enancjomerdéw limonenu 67 (nie zaobserwowano preferencji w kompleksowaniu jednego
z enancjomerow gosci). Pozwala to na uzycie tak otrzymanej kapsuty jako potencjalnego

chiralnego odczynnika przesunigcia chemicznego.

Fe
R Fe(ClO,) NN
o~ N/\/\N\\fo 4)2 \§’
, + —_—
N\/) Q\/N NH,
68 69aR=H N
R
69b R= OMe ) Fe?!
69c R=Cl N
N Fe2+ F92+
= 70a-c

Rys. 17 Synteza kapsuty 70.3

Analogiczne podejscie, wykorzystujace synteze¢ liganda z jego prekursora
w trakcie reakcji syntezy kapsuly, przedstawita rowniez grupa Gu w 2015 roku
(Rys. 17).34 Z liniowego prekursora a,w-dialdehydu 68 i chiralnej aminy 69 w obecnosci
jonéw Fe?* powstaje tetraedryczna chiralna kapsula koordynacyjna 70. Dzigki
zastosowaniu odwracalnej reakcji tworzenia imin do syntezy ligandow, mozliwa byla
wymiana fragmentdow aminowych ligandow 69a-c pomigdzy sobg we wczesniej
otrzymanej kapsule. Praca ta pokazuje, ze dla kapsut otrzymanych w sposéb odwracalny

mozliwa jest ich modyfikacja juz po syntezie.
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Rys. 18 a) Synteza dwoch enancjomerdw kapsuty 73. b) Struktury w ciele statym dwoch enancjomerow kapsuty 73.

Rysunek zaadaptowany z publikacji.®

W tym samym roku grupa Wanga rowniez wykorzystata podejscie, w ktoérym
ligand powstaje z prekursora bezposrednio w trakcie syntezy kapsuty (Rys. 18).%°
W reakcji uzyli oni prekursora 71 oraz chiralnej aminy 69a do otrzymania liganda 72,
ktory, koordynujac do dwodch réznych jondw metali, tworzy szescienng chiralng kapsute
koordynacyjna 73. Jony Pd?* znajduja sie w $cianach kapsuly i koordynuja cztery ligandy
72 poprzez pirydynowy atom azotu. Natomiast w narozach umiejscowione sa jony Zn?*,
ktore koordynuja trzy ligandy 72, kazdy poprzez dwa atomy azotu (pirydynowy

I iminowy). Autorzy zaobserwowali, ze w reakcji z uzyciem enancjomerycznie czystej

aminy (S)-72 otrzymuja jeden izomer kapsuly (A)s-73. Dla otrzymanych kapsut uzyskali
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rowniez monokrysztaty oraz oznaczyli ich struktury w ciele statym. W kolejnej pracy
z 2018 roku, grupa Wanga otrzymala analogiczne kapsuly z innymi kationami metali.®
Na $cianach, zamiast jonéw Pd?*, znajdowaty sie jony Cu?*, natomiast w narozach
zamiast jondw Zn?* znajdowaly sie jony Ni?* badz Co?*. Prace te pokazuja, ze chiralne
ligandy mogg indukowac chiralno$¢ na centrach metalicznych, do ktorych koordynuja,

a co za tym idzie indukowac chiralnos¢ calej kapsuty.

a) b)
o
NH
OH
F
0 OH
NH NH
£y
() Q
2+
HN
HO 0 H
Fe?*

HO HO

HN R-74 HN AAAA-TS
DS ’
c)

R R R
R 2Ot g WO OH

—_— +
X
76 R= H, Me 77a 77b

Rys. 19 a) Synteza kapsuty AAAA-75. b) Struktura w ciele stalym kapsuty AAAA-75. ¢) Modelowa reakcja cyklizacji
zwigzku 76 z uzyciem kapsuty AAAA-75 jako katalizatora.3” d) Zastosowanie kapsuly AAAA-75 jako katalizatora do
reakcji podstawienia nukleofilowego Sn2.%8 Rysunek zaadaptowany z publikacji.®’

W grupie Raymonda, do syntezy chiralnej kapsuty koordynacyjnej wykorzystany
zostat ligand z grupami katecholowymi oraz jony Ga®*, jako kationy dobrze koordynujace
do atomow tlenu (Rys. 19a).3” Enancjomerycznie czysty ligand 74 bedacy pochodng
1,5-diaminonaftalenu z dwoma grupami katecholowymi oraz dwoma terminalnymi
grupami chiralnymi, po reakcji z acetyloacetonianem galu(l11) w warunkach zasadowych
tworzy enancjomerycznie czysta tetraedryczng kapsule koordynacyjng 75. Struktura

kapsuly zostala potwierdzona, miedzy innymi, z uzyciem rentgenografii. Nast¢pnie
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autorzy sprawdzili mozliwo$¢ katalizy enancjoselektywnej we wnetrzu enancjomerycznie
czyste] kapsuly AAAA-75. W tym celu uzyli modelowej reakcji cyklizacji zwiagzku 76
prowadzacej do optycznie czynnego zwiazku 77. Po optymalizacji otrzymali produkty
Zbardzo dobrymi wydajnosciami (92%-94%) oraz zadowalajacymi nadmiarami
enancjomerycznymi (ok. 60%-70%).

W  kolejnej pracy grupa Raymonda przedstawila zastosowanie wczesniej
otrzymanej enancjomerycznie czystej kapsuty AAAA-75 do katalizy reakcji podstawienia
nukleofilowego (Rys. 19b).® Typowy przebieg reakcji podstawienia nukleofilowego Sn2
prowadzi do otrzymania produktu o odwrdconej konfiguracji absolutnej. Taki wynik
otrzymali autorzy w reakcji modelowego zwiazku 78 z CD3OD w obecnosci katalizatora
79, prowadzacej do powstania produktu (R)-80 z 84% odwrdoceniem konfiguracji
absolutnej. Natomiast reakcja katalizowana kapsuta koordynacyjna AAAA-75 prowadzita
do otrzymania produktu (S)-80 z 74% zachowaniem konfiguracji absolutnej. Taki
przebieg reakcji podstawienia nukleofilowego zachodzacej wewnatrz kapsuty 75, autorzy
tlhumacza stabilizacja tworzacego si¢ w czasie reakcji, czesciowego tadunku dodatniego
na grupie benzylowej poprzez oddziatywanie z nig fragmentu naftalenowego tworzacego
kapsute. Oddziatywanie to ,,0ostania” jedng strone czasteczki goscia i reakcja mozliwa jest
jedynie od przeciwnej strony niz zachodzi koordynacja — tej samej strony, z ktorej
jednoczesnie zachodzi odtgczenie grupy odchodzacej. Prace te sg kolejnymi przyktadami,
po opisanej wczesniej kapsule otrzymanej w zespole Fujity,? ze mozliwe jest uzycie
chiralnych kapsul koordynacyjnych jako katalizatorow w reakcjach enancjoselektywnych
oraz, ze moze to prowadzi¢ do modyfikacji stereochemii reakcji zachodzacych w ich

wnetrzu w poréwnaniu do reakcji przebiegajacych bez obecnosci kapsuty.

38

https://rcin.org.pl



a) Ph b) Ph>\
HN)\ HN
0 _ (o}
7\ N Y
— N Eu3+ \ / Eu
o o}

R
Eu(ClOy)s R Eu(ClO,)3 O
R Eu3+ R R
81

NH
9 83 u3+ NH
N

— Eud* \
SR
7/ 82 ) e NH
o 3
Eu
NH o) )\ph
NH O N= 84
Ph >‘NH \ 7
Ph
R H l H Ph
= ~
UTVYY
o] 0

c) Samosortowanie narcystyczne

Mieszanina dynamiczna

Samosortowanie narcystyczne

A A s

Rys. 20 Synteza kapsut: a) 82, b) 84. ¢) Schemat reakcji sortowania ligandéw 81 i 83. Rysunek zaadaptowany
z publikacji.®®

Bardzo ciekawa jest praca Yan i wspoipracownikow, w ktorej zademonstrowany
zostal proces sortowania liniowych i trdjkatnych ligandow w syntezie chiralnych kapsut
koordynacyjnych (Rys. 20).%° Autorzy zaprojektowali liniowy ligand 81 bedacy pochodna
naftalenu oraz trojkatny ligand 83 bedacy pochodng 1,3,5-trifenylobenzenu. Oba ligandy
posiadaty grupy dikarbonylopirydynowe jako grupy koordynujace (zamiast grup
katecholowych jak we wcze$niej opisanych pracach)®’*8. Terminalne grupy wszystkich
ligandow zawieraja fragmenty fenyloetyloaminy zapewniajace chiralno$¢. Z obydwu

ligandow 81 oraz 83 autorzy otrzymali, w reakcji z solami europu(lll), tetraedryczne
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chiralne kapsuty koordynacyjne, odpowiednio 82 oraz 84. Autorzy zbadali takze zdolno$¢
do sortowania podczas syntezy kapsul. W reakcji mieszaniny ligandéw liniowego 81 oraz
trojkatnego 83 o tej samej chiralnosci z jonami Eu®* autorzy otrzymali jedynie kapsuty
zawierajace jeden rodzaj ligandow (samosortowanie narcystyczne). W reakcji mieszaniny
racemicznej ligandow liniowych 81 autorzy otrzymali mieszanin¢ kapsut sktadajacych si¢
z roznej liczby ligandow o rdéznej chiralnosci (mieszanina dynamiczna). W reakcji
mieszaniny racemicznej trojkatnych ligandow 83 autorzy otrzymali jedynie dwie
enancjomeryczne kapsuly 84 (samosortowanie narcystyczne). Praca ta pokazuje,
ze mozliwe jest otrzymywanie chiralnych kapsut koordynacyjnych na drodze chiralnego

sortowania.
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Rys. 21 a) Synteza kapsuty MaLs oraz helikalnych kompleksow MaLs z ligandow 85-87. b) Poréwnanie promienia
kationow lantanowcow ze struktura mozliwych do otrzymania zwiazkow po reakcji z ligandem 85.

Rysunek zaadaptowany z publikacji.*®

W 2021 roku, w grupie Law, zaprojektowano seri¢ liniowych ligandéw o roznej
dlugos$ci 1 zbadano ich zdolnos¢ tworzenia chiralnych kapsut molekularnych z jonami
lantanowcow (Rys. 21).%° Ligandy 85-87 zawieraty rézna liczbe grup benzenowych jako
rdzen, fragmenty 2,6-dikarbonylopirydyny jako ugrupowania koordynujace do jonow
metali oraz fragmenty 1-fenyloetyloaminy zapewniajace chiralnos¢ ligandowi. Po reakcji
ligandow z jonami lantanowcdéw autorzy otrzymali dwa rodzaje kompleksow:
tetraedryczng chiralng kapsul¢ koordynacyjng Male oraz helikalny kompleks MoLs.
Jedynie przy uzyciu najkrotszego liganda 85 i tylko w okreslonych warunkach
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(duze stezenie liganda) mozliwe bylo otrzymanie kapsuly, poniewaz preferowanym
produktem byt bardziej stabilny helikalny kompleks. Pozostate ligandy tworzyty jedynie
helikalne kompleksy. Autorzy zbadali rowniez wplyw uzytych jonéw na preferencje
W powstawaniu tetraedrycznej kapsuly badz helikalnego kompleksu z uzyciem
liganda 85. W reakcji z jonami o wickszym promieniu (La®") autorzy otrzymywali
jedynie helikalne kompleksy, natomiast dla jonéw o mniejszym promieniu (Lu®*")
mozliwe bylo otrzymanie zaréwno tetraedrycznych kapsut, jak i helikalnych kompleksow
zaleznie od warunkéw prowadzenia reakcji. Jony o posredniej wielkosci (Sm®*, Eu®*,
Gd**, Th®") tworzyly zaréwno tetraedryczne kapsuly jak i helikalne kompleksy, jednak
Z czasem nastgpowala samoistna reorganizacja z postaci tetraedrycznych kapsut do
helikalnych komplekséw. Praca ta pokazuje, ze mozliwa jest zmiana geometrii
I stechiometrii powstajacych kompleksow i kapsul koordynacyjnych zaleznie od uzytego
jonu metalu i dlugosci liganda oraz, ze powstawanie kapsut, w przypadku konformacyjnie

labilnych ligandéw, nie jest preferowane.
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Rys. 22 a) Synteza kapsuly 89. b) Synteza diastereoizomerow kapsuty 89 zaleznie od rozpuszczalnika. ¢) Schemat
kompleksowania gosci 90 i 91 wewnatrz kapsuty 89 zaleznie od rozpuszczalnika. Rysunek zaadaptowany

z publikacji.**

Jedna z najnowszych prac dotyczacych chiralnych kapsut koordynacyjnych jest
praca z 2022 roku grupy Nitschke (Rys. 22).*! Autorzy wykorzystali ligandy 88, bedace

pochodnymi Zn-porfiryny oraz zawierajgcymi cztery terminalne grupy chiralne, do
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syntezy sze$ciennej kapsuly 89. Do koordynacji autorzy wykorzystali jony Zn?* oraz
Co?*. Po przeprowadzeniu reakcji pomiedzy enancjomerycznie czystym ligandem 88
asola Zn(NTf2)2 w  acetonitrylu autorzy otrzymali mieszaning dwoch
diastereoizomerycznych kapsut 89 w stosunku 3,8:1 roznigcych si¢ chiralnoécig na
centrum metalicznym. W reakcji z jonami Co?" autorzy uzyskali analogiczny wynik
(stosunek diastereoizomerow 3,6:1). Struktury otrzymanych kapsut potwierdzili
Z uzyciem rentgenowskiej analizy strukturalnej. Autorzy zbadali wplyw ro6znych
czynnikdw na przebieg reakcji i stosunek diastereomeryczny produktow. Okazato sie,
ze bardzo duze znaczenie ma, W tym przypadku, uzyty rozpuszczalnik. Po zamianie
rozpuszczalnika z acetonitrylu na nitrometan autorzy otrzymali kapsute 89 z przewaga
drugiego z diastereoizomerdw (stosunek diastereoizomeréw 1:6). Dodatkowo,
potwierdzili odwrdcenie chiralno$ci kapsuty z wykorzystaniem spektroskopii dichroizmu
kotowego. Autorzy sprawdzili rowniez wlasciwosci kompleksujace otrzymanej kapsuly
89. Podj¢li proby skompleksowania pochodnej naftalenodiimidu 90 oraz porfiryny 91 we
wnetrzu wezesniej otrzymanej kapsuty. Podczas kompleksowania zwigzku 90, podobnie
jak w przypadku syntezy kapsuty, zaleznie od uzytego rozpuszczalnika autorzy otrzymali
w przewadze jeden z diastereoizomerow kompleksu 89590. Ponadto, mozliwe byto
przeksztalcenie otrzymanych kompleksow w drugi diastereoizomer poprzez ich
rozpuszczenie w innym rozpuszczalniku. Proby kompleksowania zwigzku 91 prowadzity
do otrzymania jednego z diastereoizomerow kompleksu 89591 jedynie w acetonitrylu,
natomiast otrzymanie jego drugiego diastereoizomeru bylo mozliwe jedynie poprzez

rozpuszczenie wezesniej otrzymanego kompleksu 89591 w nitrometanie.
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Rys. 23 a) Wzory ligandéw 92 i 93 tworzacych kapsute 94. b) Modele kapsuty 94 i 95. ¢) Schemat modelowej reakcji

hydroformylowania styrenu 96. Rysunek zaadaptowany z publikacji.*?

Ciekawe podejscie do syntezy chiralnych kapsut koordynacyjnych zaprezentowat
zespOl Reeka, ktory otrzymat chiralng kapsule koordynacyjng sktadajaca si¢ z kilku
réznych ligandow oraz zawierajagcg w swoim wnetrzu katalizator rodowy umozliwiajacy
przeprowadzenie reakcji hydroformylowania (Rys. 23).> Autorzy wykorzystali dwa
ligandy 92, bedace pochodnymi porfiryny, oraz cztery ligandy 93, bedace zwigzkami
makrocyklicznymi, do syntezy kapsuly 94. Ligandy 92 zawieraly w centrum jony Zn?*
oraz cztery terminalne grupy karboksylowe umozliwiajace koordynacje do jonow Pd?".
Ligandy 93 posiadaly w swojej strukturze dwa jony Pd?* i taczyty ze sobg dwa ligandy 92
tworzac kapsul¢ 94. Nastepnie, autorzy skoordynowali chiralny amidofosforyn
(zawierajacy w swojej strukturze fragment BINOL) we wnetrzu otrzymanej kapsuty 94
poprzez koordynacje azotéw pirydynowych amidofosforynu do jonéw Zn?* obecnych
w ligandzie porfirynowym 92. Otrzymali w ten sposob kapsule 95, we wnetrzu ktorej

mozliwe jest skoordynowanie jonu Rh?*, co pozwala na wykorzystanie kapsuly jako
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katalizatora w reakcji hydroformylowania styrenu 96 oraz jego pochodnych. W obecnosci
kapsuty 95 oraz Rh(acac)(CO)., autorzy otrzymywali w przewadze chiralny produkt 97
(pomimo  mozliwosci  powstawania produktu 98) z  dobrym nadmiarem
enancjomerycznym (do 80%) oraz bardzo dobrymi wydajnosciami (do 97%). Praca ta
pokazuje, ze mozliwe jest umieszczenie katalizatora we wngtrzu kapsuly bez utraty jego

wlasciwosci katalitycznych.

I

oTf
EtsP—Pt-OTf

PEt,

Rys. 24 Synteza kapsut 101, 103 i 105 z ligandow o réznych ksztattach, odpowiednio 100, 102, 104 oraz liganda 99.

Rysunek zaadaptowany z publikacji.*?

Przyktadem wykorzystania kilku réznych ligandow do syntezy chiralnych kapsut
koordynacyjnych jest praca grupy Stanga (Rys. 24).*3 Uzyli oni karboksylowej pochodne;
binaftylu 99 (wykazujacej chiralno$¢ osiowa), kwadratowych ligandow 100, 102 albo
sze$ciokgtnego liganda 104 oraz jonéw Pt** jako lacznikéw miedzy ligandami. Otrzymali

oni dwie rozne sze$cienne chiralne kapsuty koordynacyjne: 101 z liganda 100, bedacego
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pochodng porfiryny, oraz 103 z liganda 102, bedacego pochodng tetrafenyloetenu.
Autorzy uzyli rowniez szeSciokatnego liganda 104, bedacego pochodng
heksafenylobenzenu, do syntezy kapsuty 105 o ksztalcie graniastostupa sze$ciokatnego.
Praca ta pokazuje, ze mozliwe jest otrzymanie kilku kapsul koordynacyjnych o r6znych
ksztaltach zmieniajac jedynie jeden z blokoéw budulcowych, a co za tym idzie otrzymanie

biblioteki kapsut bazujacych na podobnym motywie wigzacym.

a) OH b)
o
N
OH Ga3t /. N
o] o N \
O NH NH / 108
Ga(acac)s Q
—_—
* 0
HN__O HN Ga®f 200[ lin
HO 0 o [ fo
:5 Ga® Ga¥  qup.
-0 L .' : \ P ~ i
106 107 Ag M e I S : N <105 I
-100 | o
200 =
i . . . S N
200 280 300 250 400

Ainm —=

Rys. 25 a) Synteza kapsuty 107. B) Wzér kationu N-metylonikotynowego 108. C) Widma CD i UV po rozdzieleniu
enancjomerow kompleksu kationu N-metylonikotynowego z kapsula 107. Rysunek zaadaptowany z publikacji.*

Bardzo ciekawym podejsciem jest synteza chiralnych kapsul koordynacyjnych,
w ktorych chiralno$¢ jest indukowana po otrzymaniu kapsuty (w formie mieszaniny
racemicznej) poprzez kompleksowanie czgsteczek chiralnego goscia. Jedng z pierwszych
chiralnych kapsut koordynacyjnych zbudowanych wylacznie z achiralnych ligandow jest
tetraedryczna kapsuta otrzymana przez zesp6t Raymonda w 2001 roku (Rys. 25).* Uzyli
oni liganda 106, bedacego pochodng naftalenu, oraz jonow Ga®" do syntezy kapsuty 107.
Po reakcji autorzy otrzymali mieszaning wszystkich izomeroéw kapsuty 107 (z wszelkimi
mozliwymi utozeniami ligandow w narozach). Jednak, po dodaniu do reakcji chiralnego
kationu N-metylonikotynowego 108, autorzy otrzymali w reakcji jedynie dwa izomery
kapsuly 107. Mozliwe byto rowniez ich rozdzielenie, poniewaz wykazywaty one rdzna
rozpuszczalno$¢ w metanolu. Autorzy zmierzyli widma dichroizmu kotowego tak
otrzymanych kompleksow dla potwierdzenia rozdzielenia diastereomerycznie czystych
komplekséw (Rys. 25). Dodatkowo, mozliwa byta wymiana chiralnego goscia 108 na
achiralny kation tetraetyloamoniowy z zachowaniem struktury rozdzielonych kapsut,

wtym jej chiralnosci. Autorzy zbadali rowniez stabilno§¢ tak otrzymanych
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enancjomerycznie czystych kapsut i nawet po o$miu miesigcach i silnym ogrzewaniu nie
zaobserwowali racemizacji kapsul. Praca ta pokazuje, ze mozliwe jest otrzymanie
enancjomerycznie czystych kapsut koordynacyjnych o wysokiej stabilnosci poprzez

templatowanie.

a) RS
Y
Fe?*

N
Fe?*
NZ \
X (S)-BINOL
Fez+ v Fez+
AAAA-215(S)-BINOL { AAAA-215(S)-BINOL
Rekrystalizacja Krystalizacja
AAAA-21 AAAA-21

Rys. 26 Wzory a) kapsuly 21, b) zwigzku 109. C) Opracowana metoda rozdziatu kapsuty 21 na enancjomery z uzyciem
(S)-BINOL. Rysunek zaadaptowany z publikacji.*®

W 2014 roku Wan i1 wspolpracownicy opracowali reakcje, w ktorej przez
templatowanie otrzymali enancjomerycznie czyste kapsuly koordynacyjne (Rys. 26).%°
Poczatkowo, autorzy planowali rozdzieli¢ mieszaning racemiczng poprzez utworzenie
soli ujemnie natadowanej kapsuly 21 (otrzymanej wczesniej w zespole Nitschke).*®
Jednak, po dodaniu do kapsuty 21 chiralnego kompleksu rutenu 109 zaobserwowano
pojawienie si¢ nieduzego nadmiaru enancjomerycznego. Autorzy postanowili
przetestowac jako templat zwigzek obojetny — BINOL, ktory moze oddziatywacé z kapsula
z wykorzystaniem wigzan wodorowych oraz odziatywan w-m. Po dodaniu
enancjomerycznie czystego (S)-BINOL do mieszaniny racemicznej kapsuty 21 autorzy
zaobserwowali powstanie osadu, w ktorym (po rekrystalizacji) znajdowal si¢ jeden

enancjomer kapsuty AAAA-21 z nadmiarem enancjomerycznym 85%. Po krystalizacji

pozostatego przesaczu autorzy otrzymali drugi z enancjomerdéw kapsuly AAAA-21
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z nadmiarem enancjomerycznym 99%. Praca ta pokazuje, ze mozliwe jest uzycie
chiralnych zwiazkow organicznych do indukowania chiralnosci oraz rozdziatu

mieszaniny racemicznej koordynacyjnych kapsut poprzez krystalizacje.

F F Fe(OTf),
R R

krystalizacja

AAAA-111

Rys. 27 Synteza kapsuty 111 oraz jej rozdziat na enancjomery.*’

Enancjomerycznie czysta kapsule¢ koordynacyjng nie zawierajaca chiralnych
ligandow w 2015 roku otrzymat zespot Rissanena (Rys. 27).4” Do syntezy uzyli oni
trojkatnego liganda 110 z grupami 2,2’-bipirydylowymi na koncach, umozliwiajacymi
koordynacj¢ do metali, oraz soli Fe(OTf)2. W ten sposob otrzymali tetraedryczng kapsute
(+)-111, ktéra w roztworze wystepowata w formie mieszaniny racemicznej. Nastepnie,
autorzy otrzymali monokrysztatly tej kapsuly poprzez powolng dyfuzje eteru dietylowego
do roztworu kapsuly w acetonitrylu. Struktura w ciele statym potwierdzita obecnos¢
mieszaniny racemicznej kapsuly (£)-111. Jednak, podczas powolnej dyfuzji eteru
dietylowego do roztworu kapsuty w metanolu otrzymano monokrysztaty zawierajace
tylko jeden enancjomer kapsuly AAAA-111. Praca ta pokazuje, ze mozliwy jest
spontaniczny rozdzial enancjomerycznie czystych kapsut koordynacyjnych, z ich

mieszanin racemicznych, w trakcie procesu krystalizacji.
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2.3. Peptydowe kapsuly molekularne

Peptydy sa prostymi w syntezie i modyfikacji chiralnymi zwigzkami
zbudowanymi z aminokwasow. Mozliwe jest zaprojektowanie peptydow o réznych
sekwencjach aminokwasowych, mogacych posiada¢ kilka miejsc chiralnych oraz r6znych
grup funkcyjnych w swojej strukturze. Wystepowanie grup funkcyjnych w peptydach
umozliwia zastosowanie ich do roéznych celow np. jako komponenty motywow
wigzacych, jako grupy funkcyjne umozliwiajace oddziatywania kapsuly z innymi
zwigzkami badz katalizatory reakcji. Dlatego peptydy sg bardzo dobrymi blokami
budulcowymi do wprowadzania chiralnosci 1 funkcjonalno$ci do réznych czasteczek,
wtym do kapsul molekularnych. Jednak peptydy sa zwigzkami labilnymi
konformacyjnie, co powoduje, ze projektowanie kapsul z ich wykorzystaniem jest
utrudnione. Ponadto takie kapsuly moga wykazywac¢ tendencje do zapadania si¢. Z tego
powodu peptydowe kapsuty molekularne sg jedng z najmniej poznanych grup chiralnych
kapsut molekularnych. Ich synteza bardzo czesto wymaga stosowania dodatkowych

elementow usztywniajacych strukture.

12 sz*( o)
CH3CN

112a-i

112a R= Boc-L-Ala- 3a

112b R= Boc-D-Ala-

112¢ R= Boc-Phe- c) o0
112d R= Boc-Leu-

112e R= Boc-Pro- 000
112f R= Boc-Trp- -~
112g R= Ac-Ala-Gly- § '™

112h R= Ac-Ala-Ala-Gly-
112i R= Ac-Ala-Phe-Ala-Gly-

1000 -
-5000
_m_
20
154 112a
5 1o N - 113a
0.5 e—
B T T = T
200 250 300 350 400
Wavehength (nm)

Rys. 28 a) Synteza kapsut 113a-i. b) Struktura w ciele statym kapsuty 113a. ¢) Poréwnanie widm CD i UV kawitandow

i kapsut molekularnych. Rysunek zaadaptowany z publikacji.*®
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Grupa Fujity opracowala szereg sferycznych kapsut koordynacyjnych
o stechiometrii Mi2Los, z ktorych niektore zawieraja w swojej strukturze aminokwasy
i krotkie peptydy.”® Do syntezy tych kapsul autorzy uzyli jondéw Pd?* oraz ligandow,
bedacych pochodnymi 1,3-dipodstawionego benzenu z grupami 4-pirydynowymi na
koncach, ktére umozliwiajg koordynacje do jondw metali i utworzenie kapsut. W 2007
roku autorzy otrzymali pierwszg z chiralnych kapsut koordynacyjnych z aminokwasami
(Rys. 28).%° Do jej syntezy wykorzystano ligandy 112a-i bedace, pochodnymi benzenu
oraz zawierajagce aminokwasy i krotkie peptydy (od dwoch do czterech aminokwasow)
przylaczone w pozycji 2- do pier§cienia benzenu. W wyniku koordynacji tych ligandow
do jonéow Pd?*, autorzy otrzymali kapsuty 113a-i o ksztalcie sferycznym, w ktérych
aminokwasy oraz peptydy skierowane byly do wnetrza kapsul, a co za tym idzie,
umozliwiaty funkcjonalizacj¢ luki. Strukture kapsuty 113a autorzy potwierdzili, m.in.
Z uzyciem rentgenowskiej analizy strukturalnej. Kapsuly 113a-b wykazywaly o wiele
intensywniejsze efekty Cottona, w pordwnaniu do efektéw obserwowanych dla samych

ligandow 112a-b.

114a-c
115a-b
CR1- + - R2- b —
o a: R'= -CH,N*(Me)sNOy, R%= -Me, X-4-Py= F——== NN
114 = - 2_  Sp— / \\p— -
b: R'= -CH,N*(Me);NOg’, R?= -Me, X-4-Py={—= = N
X NN

|
N~ N
77 eR=HREAL /\,BQZ\@()H xa-py= =AM

| —
NNZ [ 0 _N a:X-4-Py= = \ N

Rys. 29 Synteza kapsuty 116. Rysunek zaadaptowany z publikacji.>
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W kolejnej pracy autorzy otrzymali kapsute, w ktorej wnetrzu umiescili biatko,
przytaczone do jednego z ligandow (Rys. 29).°° W tym celu, autorzy zmodyfikowali
stosowane wczesniej ligandy 112, poprzez wydtuzenie ich ramion, a takze wprowadzenie
grup polarnych (soli tetraalkiloamoniowych, cukrow). Pozwolito to na otrzymanie
wigkszych kapsut rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach polarnych. Otrzymali rowniez
ligandy 115 (o r6zniej dlugos$ci) zawierajace przytaczone biatko — ubikwityne. Nastepnie,
uzyli jednego ekw. liganda z biatkiem 115 oraz odpowiedniej ilosci ligandow 114 do
reakcji z solg Pd(MeCN)s(BFs)2. Otrzymali w ten sposob kapsule 116 zawierajaca
skompleksowane biatko, przytaczone do jednego z ligandow. Otrzymanie kompleksu
autorzy potwierdzili z uzyciem technik 'H i DOSY NMR oraz rentgenowskiej analizy
strukturalnej. Prace te pokazuja, ze mozliwa jest synteza chiralnych kapsut
koordynacyjnych z aminokwasami oraz peptydami, jednak nie sg one gtéwnym blokiem

budulcowym, ale jedynie fragmentem przytaczonym do szkieletu.

117a R=H
117b R= Ac-Arg-Lys-Leu-Pro-Asp-Ala-NHCH,CH,0-
117¢c R= Ac-Asp-Asp-Ala-Pro-Asp-Ala-NHCH,CH,0-

Rys. 30 a) Synteza kapsut 118a-c. b) Model kapsuly 118b. Rysunek zaadaptowany z publikacji.>

Zespot Fujity otrzymat rowniez kapsule koordynacyjng 0 podobnej geometrii
posiadajaca ugrupowania peptydowe skierowane na zewnatrz kapsuty (Rys. 30).°1 W tym
przypadku autorzy zmienili miejsce podstawienia lancuchow peptydowych w centralnym
pierscieniu benzenowym z pozycji 2- (jak w poprzedniej kapsule) na pozycje 5-, ktora

jest skierowana na zewnatrz kapsuly, otrzymujac ligandy 117a-c. Po koordynacji
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ligandow 117a-c do jonéw Pd?" autorzy otrzymali sferyczne kapsuly koordynacyjne
118a-c udekorowane krotkimi tancuchami peptydowymi. Autorzy zaprezentowali model
kapsuty 118b, ktorego wielko§¢ zgadza si¢ z eksperymentalng, zmierzong
z wykorzystaniem techniki DOSY NMR. Autorzy zbadali réwniez mozliwos¢
niekowalencyjnego przylaczenia otrzymanych kapsut do powierzchni tlenku tytanu w
zalezno$ci od sekwencji wystepujacych w kapsule aminokwasow. Kapsuta 118b
przylaczyla si¢ nieodwracalne do powierzchni tlenku tytanu, podczas gry kapsuta 118c
poczatkowo przytaczyta si¢ do powierzchni tlenku tytanu, ale mozliwe byto jej catkowite
usunigcie poprzez wymywanie woda. Ta obserwacja pokazuje, ze dla oddzialywan
Z powierzchnig bardzo wazna jest sekwencja peptydu, poniewaz kazda zmiana moze
spowodowac¢ zmian¢ wiasciwosci kapsuly. Praca ta pokazuje rowniez, ze chiralne kapsuty
koordynacyjne zawierajace peptydy na zewnatrz kapsuly moga oddziatywaé z réznymi

czgsteczkami, nawet nieorganicznymi powierzchniami.

HOOC R Cu(CIO,),
><N N>< _— >
R COOH

119
R= Me, i-Pr, t-Bu

b)

N N> 120 /\_COOMe
(0]
+ ~ —_—
O oY O U
96 121 122

Rys. 31 a) Synteza kapsuty 120. b) Reakcja modelowa cyklopropanowania katalizowana kapsutg 120. Rysunek
\ zaadaptowany z publikacji.>?

Chiralng kapsut¢ koordynacyjng zbudowang =z ligandow zawierajacych
aminokwasy skoordynowane do jonéw metali otrzymat zesp6t Su (Rys. 31).52 Jako ligand
zostala uzyta pochodna bicyklo[2,2,2]okt-7-enu 119, posiadajaca na przeciwnych
koncach aminokwasy, ktore w trakcie reakcji koordynuja grupami karboksylowymi do
jonow Cu?" tworzac kapsute 120 o stechiometrii Cusla. Tak otrzymang kapsute autorzy
wykorzystali jako katalizator w reakcji cyklopropanowania. Reakcja cyklopropanowania
pomiedzy zwigzkami 96 a 121, prowadzaca do zwigzku 122, przeprowadzona w acetonie
w obecnos$ci kapsuty 120 jako katalizatora homogenicznego przebiegata z bardzo staba

wydajnoscig (do 32%) 1 brakiem enancjoselektywnosci. Po zamianie rozpuszczalnika na
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trifluorotoluen, w ktéorym kapsuta jest nierozpuszczalna i1 stuzy jako katalizator
heterogeniczny, wydajnos¢ reakcji wzrosta do 60% oraz otrzymano nadmiary
enancjomeryczne do 16% oraz -22% (zaleznie od chiralnosci uzytej kapsuty). Praca ta
pokazuje, ze chiralne kapsuty koordynacyjne zbudowane z aminokwaséw moga byc¢
wykorzystywane jako katalizatory heterogeniczne, dzialajagce nawet z wigksza
wydajnoscig i enancjoselektywnos$cig niz ich homogeniczne odpowiedniki.

a) * b) OH OH

\K(COOH
Os_N__O
OO CuCl,
_—
O~ 'N 6} V
HOOC/S\

123

125

124

Rys. 32 a) Synteza kapsuty 124. b) Struktura zwigzku 125 uzywanego jako zwigzek modelowy do prob rozdziatu
enancjomerycznego z uzyciem kapsuty 124. Rysunek zaadaptowany z publikacji.>

Grupy kwasowe aminokwaséw koordynujace do jondéw metali wykorzystane
zostaty do syntezy kapsuty réwniez przez Boera i wspotpracownikow w 2019 roku
(Rys. 32).® Uzyli oni liganda 123 o sztywnym rdzeniu, bedacego pochodng
naftalenodiimidu oraz leucyny, ktory, po koordynacji do jonéw Cu?*, tworzy kapsute
koordynacyjng 124 o stechiometrii Cuizliz. Struktur¢ otrzymanej kapsuly autorzy
potwierdzili, m.in., z wykorzystaniem NMR oraz rentgenowskiej analizy strukturalnej.
Autorzy zaobserwowali rowniez rézne profile sorpcji podobnych do siebie gazow (COo,
N20) w kapsule. Przeprowadzili rowniez proby rozdzialu mieszanin racemicznych
nieduzych czgsteczek w roztworze (sorpcja w kapsule 124). Najlepsze wyniki otrzymali
dla rozdzialu racemicznego 2-metylopentano-2,4-diolu 125 w metanolu (nadmiar
enancjomeryczny 13%). Mozliwa byla réwniez zmiana selektywnosci poprzez zmiang
rozpuszczalnika na heptan (nadmiar enancjomeryczny 8,7%). Publikacje te pokazuja, ze
mozliwa jest synteza chiralnych kapsut koordynacyjnych z aminokwasami, jako
czesciami szkieletu kapsuly, jednak, aby ustabilizowa¢ powstatg strukture, potrzebny do

tego jest sztywny blok budulcowy, do ktorego przytaczone sg pojedyncze aminokwasy.
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Rys. 33 a) Synteza oraz analiza struktury kapsuty 127. b) Leki 128-133 poddane enancjoselektywnemu rozdziatowi
z uzyciem kapsuty 127. Rysunek zaadaptowany z publikacji.>*

Zhu 1 wspOlpracownicy otrzymali kapsul¢ koordynacyjna zbudowana
Z pochodnych aminokwaséw, ktora mozna wykorzysta¢ do rozdzialu mieszanin
racemicznych, np. substancji biologicznie aktywnych (Rys. 33).>* Do syntezy uzyli
liganda 126, ktory jest pochodng kwasu 1,3,5-benzenotrikarboksylowego podstawionego
fenyloalaning (z uzyciem N-konca) i1 ktory moze koordynowaé do metali poprzez wolne
grupy kwasowe aminokwaséw. Po reakcji enancjomerycznie czystego liganda 126, z sola
LaClz badz La(NOs)s, autorzy otrzymali kapsute koordynacyjng 127, ktorej strukture
potwierdzili z uzyciem rentgenowskiej analizy strukturalnej. Sklada si¢ ona z dwdch
warstw ligandow 126 skoordynowanych do jonéw La®". Wewnetrzna warstwa
zbudowana jest z ligandow w konformacji ,,zgigtej”, a zewnetrzna warstwa z ligandow
w konformacji ,,rozciggnietej”. Z uwagi na stabag rozpuszczalno$¢ otrzymanej kapsuty,
autorzy uzyli jej jako statego adsorbenta i wykorzystali do enancjoselektywnego

rozdzialu . Autorzy otrzymali bardzo dobre wyniki rozdziatu alkoholi drugorzgdowych
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zawierajacych rozne grupy funkcyjne w swojej strukturze (nadmiar enancjomeryczny od
96,6% do 99,9%). Podobnie bardzo dobre wyniki autorzy uzyskali podczas
enacjoselektywnego rozdziatu 2,3-dihydrochinazolinonéw (nadmiar enancjomeryczny od
97,6% do 99,9%). Autorzy sprawdzili rowniez zdolno$¢ do rozdzialu enancjomerow
prostych lekow 128-133 o roznych strukturach i z réoznymi grupami funkcyjnymi. We
wszystkich zbadanych przypadkach autorzy otrzymali bardzo dobre wyniki rozdziatu
enancjomerycznego (powyzej 99% nadmiaru enancjomerycznego dla kazdego
z badanych lekow). Publikacja ta pokazuje, ze mozliwe jest wykorzystanie chiralnej
kapsuty koordynacyjnej jako adsorbenta przy enancjoselektywnym rozdziale prostych

zwigzkoéw chemicznych.

a) b)

COOH
Ph™ N HO OH
NH

CHa

Ph + -
HCHO HO OH O(‘)O***HN‘ H OQO
4 + OH —mm HN*H---0OCO---HN*H

HoN I I

0 CH,
4
HO OH HO OH
154 ® $
(135),

Rys. 34 a) Synteza kapsuty (135)2. b) Motyw wigzacy pomiedzy kawitandami wystepujacy w kapsule (135)2.5

HO OH

Zespot Szumnej otrzymal szereg kapsut molekularnych zawierajacych
aminokwasy 1 peptydy, wykorzystujac rézne zwigzki makrocykliczne jako
konformacyjnie sztywne bloki budulcowe. Pierwsza z takich kapsut zostata otrzymana
w 2009 roku z wykorzystaniem reakcji Mannicha (Rys. 34).%° Autorzy przeprowadzili
reakcje pomiedzy rezorcyn[4]arenem 134, formaldehydem oraz enancjomerycznie czystg
fenyloalaning otrzymujac kapsule molekularng (L-135)> zbudowang z dwoch
homochiralnych kawitandéw oddziatujacych miedzy soba za pomoca oddziatywan
elektrostatycznych. Struktura zostata potwierdzona, m.in., z uzyciem rentgenowskiej
analizy strukturalnej, a we wnetrzu kapsuty, w ciele stalym, obecne byly czasteczki
nitrometanu i wody. Autorzy otrzymali rowniez heterochiralng kapsute (L-135)(D-135)

zbudowang z kawitandow o przeciwnych chiralnosciach.
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Rys. 35 Struktury w ciele stalym kapsuty (135)2 a) homochiralnej, b) heterochiralnej. ¢) Schemat dwéch podejsé¢ do
syntezy kapsut heterochiralnych. Rysunek zaadaptowany z publikacji.>®

W kolejnej pracy zespot Szumnej przedstawit proces chiralnego samosortowania
kapsut (Rys. 35).%° Autorzy probowali otrzyma¢ kapsuly analogiczne do (135)2, z innymi
aminokwasami. Bylo to mozliwe jedynie dla aminokwaséw posiadajacych
nierozgaleziona pozycj¢ B (fenyloalanina, alanina, leucyna). W reakcji z aminokwasami
posiadajacymi rozgaleziong pozycje B aminokwasu (walina, izoleucyna) nie bylo
mozliwe otrzymanie nawet kawitandu. Po analizie struktury otrzymanych
homochiralnych (obydwa kawitandy tworzace kapsule zawieraly aminokwasy o tej samej
chiralnos$ci) i1 heterochiralnych (kazdy z kawitandow zawierat aminokwasy o przeciwnej
chiralnosci) kapsut (135)2 stwierdzono, ze tancuchy boczne fenyloalaniny w kapsule
homochiralnej generuja zawadg steryczna, ktora nie wystepuje w kapsule heterochiralne;j.
Dlatego, autorzy sprawdzili czy mozliwy jest proces sortowania pomigdzy dwoma
aminokwasami o przeciwnej chiralno$ci (zawierajagcymi rozgal¢ziong pozycje p).
Otrzymali w ten sposob szereg nowych heterochiralnych peptydowych kapsut
molekularnych sktadajacych si¢ z aminokwaséw o réznej chiralnosci oraz wykazali, ze
mozliwe jest otrzymanie kapsut heterochiralnych nawet, gdy ich odpowiedniki
homochiralne nie powstajg. Prace te przedstawiajg, po raz pierwszy, mozliwo$¢ syntezy
kapsul molekularnych, zawierajacych w swojej strukturze aminokwasy, opartych

wylacznie na organicznych blokach budulcowych.
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a) b) sortowanie heterochiralne

aminokwasy i tripeptydy

G=odoh

137a H-Phe-NHMe

138a-d
137b H-Phe-Gly-NHMe (138a-d);
137¢ H-Phe-Gly-Phe-NHMe
137d H-Phe-Gly-Phe-Gly-NHMe

¥

©) ()

sortowanie homochiralne
di- i tetrapeptydy

Rys. 36 a) Synteza kapsut (138a-d)2 z amidow metylowych 137a-d. b) Schemat sortowania kawitandow w trakcie
asocjacji do kapsut molekularnych zaleznie od dlugosci uzytego amidu metylowego 137a-d. Struktory w ciele statym
kapsut: ¢) (L-137a)(D-137a), d) (L-137b)2, e) (L-137c)(D-137c). f) Model kapsuty (L-137d)2 z zaznaczonym motywem

wigzacym na podstawie widm ROESY NMR Rysunek zaadaptowany z publikacji.5®

Po otrzymaniu w 2013 roku przez Grajde 1 wspotpracownikow
tetraformylorezorcyn[4]arenu 136,>" zespot Szumnej otrzymat szereg peptydowych
kapsut molekularnych wykorzystujac odwracalny charakter wigzania pomigdzy
aminokwasami i peptydami a grupa aldehydowa zwiazku makrocyklicznego. Pierwsza
praca byla poswigcona syntezie kapsut molekularnych z pochodnych aminokwaséw
i peptydow przytaczonych z uzyciem wigzania iminowego (Rys. 36).% Autorzy otrzymali
szereg aminokwasow 137a i krotkich peptydow 137b-d (do 4 reszt aminokwasowych)
zwolnym  N-koncem oraz amidem metylowym na C-koncu. Po reakcji
tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 ze zwigzkami 137a i 137c autorzy otrzymali
kawitandy, odpowiednio, 138a i 138c, natomiast po reakcji ze zwigzkami 137b i 137d
autorzy otrzymali dimeryczne kapsuty molekularne, odpowiednio, (138b). i (138d)2. Po
analizie widm NMR otrzymanych zwigzkow, autorzy stwierdzili, ze wigkszos$¢
otrzymanych zwigzkow (zaréwno kawitandéw, jak i kapsul molekularnych) wystepuje

w formie keto-enaminowej. Po reakcji grupy aminowej peptydéw z grupa adehydowa
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zwigzku makrocykliczengo powstaje wigzanie iminowe przylaczone w pozycji 2- do
fenolu (ugrupowanie enolo-iminowe), ktore nastepnie ulega tautomeryzacji do formy
keto-enaminowego.

Po dalszych badaniach, z uzyciem mieszanin racemicznych aminokwasow 137a
i peptydow 137b-d, autorzy stwierdzili, ze pochodne pojedynczych aminokwasoéw oraz
tripeptydow, w reakcji z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 tworzg wytacznie kapsuty
heterochiralne, a pochodne di- oraz tetrapeptydow tworza mieszaning dwdch kapsut
homochiralnych. Otrzymane w ten sposéb dimeryczne kapsuly molekularne posiadaty
W pelni komplementarny motyw wigzacy (wigzania wodorowe na calej dlugos$ci
tancuchoéw peptydowych). Posiadaty réwniez podluzng luk¢ w swoim wnetrzu, ktorej
rozmiar zwickszal si¢ wraz z wydtuzaniem przytaczanych peptydow. Nie zaobserwowano
jednak kompleksowania zadnych zwigzkéw, poza czasteczkami rozpuszczalnikow,
wewnatrz otrzymanych kapsut. Struktury kapsut zawierajacych od jednego aminokwasu
do tripeptydu autorzy potwierdzili z wykorzystaniem rentgenowskiej analizy
strukturalnej, a dla najwigkszej kapsuly (z tetrapeptydu) przedstawili model oparty na
korelacjach, ktore zaobserwowali na podstawie widma ROESY NMR (Rys. 36).

a) OO NH;
jim

0 "% R
-
HO OH HN™ ~O
139a-f N
=
—_—
4 HO OH

139a H-AzaGly-Phe-NHMe
139b H-AzaGly-Phe-NH,
139¢ H-AzaGly-Phe-Ala-NH,
139d H-AzaGly-Phe-Leu-NH,
139e H-AzaGly-L-Phe-D-Ala-D-Ala-NH,
139f H-AzaGly-L-Phe-D-Ala-L-Phe-NH,

(140a-f),

Rys. 37 a) Synteza kapsut (140a-f)2 z azapeptydow 139a-f. Struktury w ciele statym kapsut, w ktorych tancuchy boczne
peptydow skierowane sa do wnetra kapsul b) (140a)2, c) (140c)2. Rysunek zaadaptowany z publikacji.*®

Poniewaz liczne proby kompleksowania gosci w kapsutach z tacznikiem
enaminowym (iminowym) wykazaly ich niestabilnos¢ podczas kompleksowania,
W kolejnej pracy zespdt Szumnej zamienit lgcznik pomiedzy peptydami a blokiem
makrocyklicznym z enaminowego na semikarbazonowy, w celu modyfikacji geometrii

).59

I stabilnosci otrzymywanych kapsul (Rys. 37).> Autorzy otrzymali szereg azapeptydow

58

https://rcin.org.pl



139a-k o roznej dtugosci (od dwoch do czterech aminokwasow) i r6znej chiralno$ci oraz
przytaczyli je do tetraformylorezorcyn[4]arenu otrzymujac kapsuty molekularne
(140a-k)2. Autorzy potwierdzili struktury kapsut z wykorzystaniem rentgenowskiej
analizy strukturalnej. Wykorzystali rowniez szereg obliczen kwantowo-mechanicznych,
ktore potwierdzity, ze kapsuty te majg podobng strukture w roztworze, jak w ciele statym.
Modyfikacje chiralnosci i1 dlugosci lacznikow miaty na celu otrzymanie kapsut
Z fancuchem bocznym peptydow skierowanym do wnetrza kapsuty, co mialo na celu
nasladowanie miejsc aktywnych enzymow. Po analizie struktury w ciele stalym dwoch
kapsut (140a). oraz (140d). autorzy zaobserwowali, ze, zgodnie z zatozeniami, tancuchy
boczne aminokwasow skierowane sa do $rodka kapsuty, a nie jak we wcze$niej
obserwowanych kapsutach jedynie na zewnatrz kapsuty. Praca ta pokazuje, ze mozliwa
jest synteza peptydowych kapsut molekularnych z grupami bocznymi skierowanymi do
wnetrza kapsuty, co powoduje powstawanie dodatkowych miejsc oddziatujacych
Z czasteczkami gosci we wnetrzu kapsuly oraz umozliwia wprowadzenie funkcji

katalitycznych do wnetrza kapsuty.

a)

R
e Hr,v’g
N
=
HO OH 1412
. HO OH
4
136
(142a-d),

141a Ac-Phe-NH-NH,
141b Ac-Val-NH-NH,
141¢ Ac-Gly-Phe-NH-NH,
141d Ac-Gly-Val-NH-NH,

Rys. 38 a) Synteza kapsut (142a-d) z hydrazydow 141a-d. Struktury w ciele statym: b) kapsuty (142b)2, ) kapsuly
(142c)2, d) kompleksu (142a)2oCso, €) kompleksu (142a)2oCro. Rysunek zaadaptowany z publikacji.°

W trakcie realizacji mojej pracy inzynierskiej w zespole Szumnej zajmowatem si¢

syntezg kapsut z peptydami przytagczonymi poprzez C-koniec do bloku makrocyklicznego
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(poprzednie prace prowadzone w grupie Szumnej obejmowaty peptydy przytaczone
N-koncem).  Otrzymatem  peptydowe kapsuly molekularne z  lgcznikiem
acylohydrazonowym oraz ich kompleksy z fulerenami (Rys. 38).%° Do syntezy kapsut
wykorzystalem hydrazydy aminokwasow 14la-b i dipeptydow 141c-d. Zamiana
kierunku przylagczenia aminokwasu badz peptydu spowodowala zmian¢ geometrii
kapsuly, poniewaz 1lacznik acylohydrazonowy ma wigkszg dlugos¢ niz tacznik
enaminowy, ale jest krotszy niz tacznik semikarbazonowy. Po reakcji enancjomerycznie
czystych hydrazydow 14la-d z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 otrzymatem szereg
homochiralnych kapsul molekularnych (142a-d)2, ktoérych struktury potwierdzitem
z wykorzystaniem widm NMR oraz spektrometrii mas. Dodatkowo okre$litem struktury
w ciele statym kapsul (142b)> i (142c)> (Rys. 38). Podjalem rowniez proby
kompleksowania gosci we wnetrzu kapsut. Otrzymaltem kompleksy z fulerenami Ceo i C70
dla czesci kapsut jedynie po dodaniu gosci do reakcji syntezy kapsul. Dodanie gosci do
roztworu wczesniej otrzymanych kapsul nie prowadzilo do powstania kompleksow.
Jednak podczas mielenia w mtynie kulowo-planetarnym czgsteczek gosci z wczesniej
otrzymang kapsula obserwowalem czeSciowe powstawanie kompleksow. Struktury
komplekséow  (142a);oCe0 | (142a):05C70  potwierdzitem z  wykorzystaniem

rentgenowskiej analizy strukturalnej (Rys. 38).
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3. BADANIA WLASNE

Przedstawione w czgsci literaturowej prace wskazujg, ze aminokwasy 1 peptydy
moga by¢ wykorzystane do syntezy roznych kapsut, zarowno czysto organicznych, jak
I koordynacyjnych. Maja jednak swoje ograniczenia, zwigzane gtéwnie z labilno$cig
konformacyjng i stabilno$cig. Majg tez wiele potencjalnych mozliwosci, np. jako
nanokatalizatory (dzi¢ki funkcjonalnym tancuchom bocznym) lub kapsuly dopasowujace
swoj ksztalt do wielkos$ci goscia (dzigki labilnosci konformacyjnej). Mozliwosci te
pozostaja ciagle dos¢ mato poznane i wykorzystywane. Kapsuty molekularne oparte na
hydrazonach peptydoéw, ktore otrzymalem w trakcie wykonywania pracy inzynierskiej
(opisane w publikacji, przedstawionej jako ostatnia w czg¢sci literaturowej) oraz odkryta
przeze mnie mechanochemiczna enkapsulacja gosci staly si¢ punktem wyjsScia do
dalszych badan wykonanych w ramach pracy doktorskiej. Szczegdlnie interesujace byto
zbadanie stabilno$ci nowego motywu wigzacego wystepujacego w tych kapsutach
W réznych warunkach oraz okreslenie mozliwosci kontrolowanego otwierania kapsul.
Dodatkowo, postanowilem sprawdzi¢ mozliwosci dalszego rozszerzenia tematyki
w kierunku kapsut o powigkszonej luce i opartych na innym motywie wigzacym.

Jako pierwsze zadanie postawilem sobie  wyjasnienie mechanizmu
mechanochemicznej enkapsulacji  fulerenéw we wnetrzu kapsul  peptydowych.
Mechanizm ten, ze wzgledu na ograniczong mozliwo$¢ translacji czasteczek w ciele
statym, jest z fizykochemicznego punktu widzenia nietrywialny. Przeglad literatury
wskazuje, ze badania mechanochemicznej enkapsulacji nie byly weze$niej prowadzone.

Jako drugie zadanie postawilem sobie sprawdzenie trwatosci kapsut w zaleznosci
od srodowiska (roztwor/cialo state, srodowisko polarne/niepolarne). W trakcie tych badan
stangtem przed problemem z okresleniem stopnia samoasocjacji i struktury ll-rzgdowe;j
kapsuly, dlatego przeprowadzilem badania mozliwos$ci wykorzystania réznych technik
spektralnych poparte obliczeniami kwantowo-mechanicznymi.

W nastgpnym etapie pracy zainteresowatem sig, jakie sa wlasciwosci i dynamika
goscl W luce takich kapsut. Te czes¢ pracy, jako ze wymagata technik niedostgpnych
w naszym laboratorium, wykonatem we wspotpracy.

W kolejnych etapach pracy sprawdzilem réwniez mozliwosci otrzymania
hydrazonowych kapsut peptydowych o powigkszonej i zmodyfikowanej luce oraz
sprawdzitem, jak modyfikacje uzywanych hydrazydow aminokwasow 1 peptydow

wplywaja na strukturg otrzymanych kapsut. Mozliwosci te badatem poprzez wydluzenie
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tancucha peptydowego lub zmiane grupy terminalnej obecnej na N-koncu hydrazydu.
Alternatywng strategia byla proba wykorzystania wigzan koordynacyjnych do
modyfikacji geometrii i motywu wigzacego kapsuly.

Wszystkie badania prowadzitem z uzyciem pochodnych L-aminokwasow.
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3.1. Badania mechanizmu mechanochemicznej enkapsulacji

Z badan przeprowadzonych wczesniej przeze mnie, w trakcie wykonywania pracy
inzynierskiej w zespole Szumnej, wiadomo byto, ze kapsuty (142a), i (142b), nie tworza
kompleksow z fulerenem Ceo (142a)22Ce0 1 (142b)>>Ce0 podczas klasycznego procesu
kompleksowania w roztworze, obejmujgcego dodanie fulerenu do roztworu wczesniej
otrzymanej kapsuty. Kompleksy te moga jednak by¢ otrzymane, gdy fuleren zostanie
dodany do reakcji podczas syntezy kapsul lub wczesniej otrzymana kapsula zostanie
zmielona z fulerenem, a nastgpnie rozpuszczona. Obserwacje te pozwalajg przypuszczac,
ze bariera aktywacji tworzenia kompleksow w roztworze jest wysoka. Jednocze$nie,
mielenie kapsuly z fulerenem pozwala na pokonanie tej bariery. Mechanizm
mechanochemicznej enkapsulacji jest nieoczywisty, bioragc pod uwage inertno$é
chemiczng kapsuty i go$cia (brak reaktywnych grup) oraz ograniczong mobilnos¢
czasteczek w ciele statym (brak translacji czasteczek, ktoéra umozliwitaby
przemieszczenie fulerenu do wnetrza kapsuly). Dlatego podjalem probe wyjasnienia jak
doktadnie przebiega ten proces — na jakim etapie zachodzi kompleksowanie fulerenu: czy
na etapie mielenia go razem z kapsulg, czy na etapie rozpuszczania zmielonej wczesniej
mieszaniny; oraz w jaki sposob dostarczana jest energia umozliwiajaca pokonanie bariery

aktywacj I.

_0
HO OH
urotropma
AcOH TFA, 4
MW, 100 °C
136

b)

O O
SOC|2 ACzo Et3 H2NNH2’H20
OH O N
o MeOH CH2C|2 H o MeOH H o

143 145 141b

ZT

HO CHCI3 albo HN O
)k chlorobenzen _N
70 °C HO OH

136 141b

(142b),

Rys. 39 Synteza: a) tetraformylorezorcyn[4]arenu 136, b) hydrazydu N-acetylo-L-waliny 141D, ¢) zwiazku 142b
wystepujacego w formie kapsuly (142b)a.
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Do badan mechanistycznych wybratem kapsute (142b)2 otrzymang z hydrazydu
waliny 141b, poniewaz tancuchy boczne tego aminokwasu nie wykazujg absorpcji
w diagnostycznym zakresie widma UV (>250 nm), w przeciwienstwie do tancuchow
bocznych fenyloalaniny. Kapsule (142b), otrzymalem wedlug opracowanej wczesniej
przeze mnie procedury poprzez reakcje tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydem
141b.%° Tetraformylorezorcyn[4]aren 136 otrzymatem wedtug procedury opracowanej
wezesniej przez zespot Szumnej (Rys. 39a).°” W tym celu rezorcyn[4]aren 134 poddatem
reakcji formylowania Duffa z wurotroping w mieszaninie kwasoéw octowego
i trifluorooctowego (1:1, viv) w reaktorze mikrofalowym w temperaturze 100 °C przez
15 min. Po hydrolizie, produkt 136 wydzielitem przez ekstrakcje i wytracanie
z wydajnoscig 45%. Hydrazyd 141b otrzymatem wedlug wczesniej opracowanej przeze
mnie procedury (Rys. 390)%° z L-waliny 143, poprzez reakcje z chlorkiem tionylu
w metanolu otrzymujac chlorowodorek estru metylowego L-waliny 144. Nastgpnie
otrzymany zwigzek 144 poddalem reakcji z bezwodnikiem octowym w obecnosci
trictyloaminy otrzymujac ester metylowy N-acetylo-L-waliny 145. Ostatnim etapem byta
reakcja estru 145 z wodnym roztworem hydrazyny prowadzaca do otrzymania hydrazydu
N-acetylo-L-waliny 141b z catosciowa wydajnoscia 32%. Kapsule (142b)2 otrzymatem
w reakcji tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydem 141b w chloroformie
(Rys. 39c). Po 18 godzinach reakcji w zamknigtym naczyniu w temperaturze 70 °C
otrzymatem produkt (142b)> z ilociowa wydajnoscia.

Jako goscia do badan kompleksowania uzytem fulerenu Ceo, ktéry jest
powszechniejszy, tatwiej dostgpny i tanszy niz fuleren C7o oraz posiada tylko jeden
sygnat na widmie C NMR. W eksperymentach wstepnych (opublikowanych
wezesniej)®®  wykorzystywatem  standardowy  rozpuszczalnik  (chloroform) do
rozpuszczania i analizy probki po eksperymentach mechanochemicznej enkapsulacji.
Jednak rozpuszczalno$é fulerenu Ceo W chloroformie jest bardzo niska (0,16 mg mi™)
I nie jest wystarczajgca do rozpuszczenia calej porcji uzywanej do kompleksowania.
Dlatego, aby wykluczy¢ efekty zwigzane z rozpuszczalnoscig w aktualnych badaniach
mechanistycznych konieczna byla zmiana rozpuszczalnika. Wybratem chlorobenzen ze
wzgledu na doba rozpuszczalnosé fulerenu Ceo (7 mg ml)®! i dostepnosé tego
rozpuszczalnika w formie deuterowanej do badan NMR. Badania podzielitem na pigc
etapow:

1. Eksperymenty kompleksowania w roztworze

2. Mechanochemiczne eksperymenty kompleksowania
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3. Mechanochemiczna synteza kapsut

4. Badanie struktury kapsuty otrzymanej w sposéb mechanochemiczny

5. Eksperymenty kontrolne.

Wyniki zebratem w Tabela 2.

~N o ol W N

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Tabela 2 Przeprowadzone eksperymenty kompleksowania fulerenu Ceo wewnatrz kapsuty (142b)2.

Substraty

136 + 141b + Cep
(142b),
(142b),
(142Db),
(142Db),
(142b),

(142b); + Ceo

(142b),

(142b)2 + Cgo

(142b)2 + Cqo

(142b)2 + Cqo

(142b),

(142b),

(142b)2, Ceo

(142b),

(l42b)2 + Ceo

136 + 141b + Cgo

mill-(142b),

miII—(142b)2 + Ceo

Warunki

CB (70 °C, 1 dzien)
Ceo w CB (t. pok., 1 dzien)
Ceo W CB (t. pok., 7 dni)
Ceo w CB (70 °C, 1 dzien)
Ceso w CB (70 °C, 7 dni)

Ceo W CB (t. pok., 6 kbar, 1 dzien)

cisnienie (6 kbar, 1 godz.)

Ceo w CB (t. pok., ultradzwigki,

2 godz.)
1) mielenie (1 godz.)
2)CB
1) mielenie (2 godz.)
2)CB
1) mielenie (1 godz.)
2)CB
1) mielenie (1 godz.)
2) Ceow CB
1) mielenie (2 godz.)
2) Ceow CB

1) osobne mielenie (1 godz. kazdy)

2) potaczenie proszkéw
3)CB
1) grzanie (50 °C, 10 mbar,
18 godz.)
2) Ceo w CB
1) grzanie (70 °C, 1 dzien)
2)CB
1) mielenie (1 godz.)
2)CB
1) mielenie (1 godz.)
2) Ceo w CB
1) mielenie (1 godz.)
2)CB

CB - rozpuszczenie w chlorobenzenie
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3.1.1. Eksperymenty kompleksowania w roztworze

Zmiana rozpuszczalnika moze znaczaco wplynaé na stabilno$¢ kapsuty oraz na
termodynamike 1 kinetyke kompleksowania, dlatego na poczatku sprawdzilem, czy
w chlorobenzenie kawitand 142b wykazuje podobne witasciwosci, jak w chloroformie,
tzn.: wykazuje dobra rozpuszczalnos¢ oraz wystepuje jako dimeryczna kapsuta

molekularna (142b)2; kapsuta (142b)> nie kompleksuje fulerenu Ceo W roztworze,

natomiast kompleksuje go, jesli go$¢ jest dodany podczas syntezy kapsuty.

f
NH'

OH e
OH 2
a) _l l Ll UA':I

OH
Ac

N/

HO
N |
Oj/NH
THNT
o)

L O
<
' THN )
i~ r
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‘ L] —
g 5
L e
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Rys. 40 Czesciowe widma *H NMR: a) kapsuty (142b)2 z przypisaniem sygnatow, b) kompleksu (142b)2oCeo,
C) mieszaniny stechiometrycznej kapsuty (142b)2 oraz kompleksu (142b)25Cso, d) ROESY NMR kapsuty (142b)2

Y,
NH
o}

H
4

(chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz). e) Proponowany motyw wiazacy z zaznaczonymi oddziatywaniami widocznymi

na widmie ROESY NMR kapsuty (142b)2. Rysunek czesciowo zaadaptowany z publikacji.®®

Stwierdzitlem, ze rozpuszczalno$¢ zwigzku 142b w chlorobenzenie jest bardzo
dobra (co najmniej taka sama jak w chloroformie) oraz, na podstawie dwuwymiarowych
widm NMR, stwierdzitlem, ze w chlorobenzenie zwigzek 142b wystepuje w formie
dimerycznej kapsuty molekularnej (142b)2, podobnie jak w chloroformie. Na widmie
ROESY NMR kapsuty (142b)> w chlorobenzenie obecne byly sygnaly korelacyjne
pomiedzy sygnatem grupy acylohydrazonowej a sygnalem grupy acetylowej (Rys. 40),

66

https://rcin.org.pl



ktore wystepowaly rowniez na widmie kapsuty (142b). zmierzonym w chloroformie i sg
charakterystyczne dla dimerycznej kapsuty molekularne;.

Nastepnie przeprowadzitem probe kompleksowania fulerenu Cso We wnetrzu
wczesniej otrzymanej kapsuly (142b).. W temperaturze pokojowej nie zaobserwowalem
powstawania kompleksu (142b)>>Ceo zaréwno po jednym dniu (poz. 2 Tabela 2), jak i po
siedmiu dniach (poz. 3 Tabela 2). Wyniki te $wiadczg o tym, ze w chlorobenzenie
kompleks nie powstaje poprzez dysocjacj¢ wczesniej otrzymanej dimerycznej kapsuty
(142b)2 na kawitandy.

Kolejnym krokiem byto przeprowadzenie reakcji pomiedzy
tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 i hydrazydem 141b w obecnosci fulerenu Ceo
W chlorobenzenie. Po dniu reakcji w temperaturze 70 °C otrzymalem kompleks
(142b)>oCeo z ilosciowa wydajnoscig (poz. 1 Tabela 2). Widma kapsuty (142b). oraz
kompleksu (142b)>>Ce0 W chlorobenzenie réznig si¢ miedzy soba (podobnie jak
w chloroformie). Widmo H NMR mieszaniny kapsuty (142b); i kompleksu (142b),5Cso
w chlorobenzenie ma dwa zestawy sygnatow (Rys. 40), co $wiadczy o wolnej wymianie
w skali czasu NMR. Te obserwacje pozwalaja na jednoznaczne okreslenie na podstawie
widm 'H NMR wydajnosci reakcji kompleksowania. Jako sygnaly diagnostyczne
wybratem sygnaly pochodzace od protonéw iminowych kapsuty i kompleksu (proton f),
ktore posiadajg na widmach *H NMR przesuniecia 9,02 ppm (pochodzacy od kapsuty
(142b)2) i 9,31 ppm (pochodzacy od kompleksu (142b)>>Ce0). Pordéwnanie
intensywnos$ci tych sygnalow pozwolilo mi na okre§lenie wydajnosci tworzenia
kompleksu (142b),>Ceso. Dodatkowo, sprawdzitem réwniez, czy mozliwe jest otrzymanie
kompleksu (142b)>>Ce0 w warunkach, w ktorych nastepuje zrywanie wigzan
hydrazydowych. W tym celu mieszalem wczesniej otrzymang kapsule (142b):
z fulerenem Cgo W chlorobenzenie w temperaturze 70 °C. Po 18 godzinach otrzymatem
kompleks (142b)>5Cs0 z wydajnoscia 50% (poz. 4 Tabela 2). Wydtuzenie czasu reakcji
do siedmiu dni nie spowodowato wzrostu wydajnosci powstawania kompleksu (55,5%,
poz. 5 Tabela 2).

Przedstawione powyzej wyniki badan w chlorobenzenie wskazuja, ze kompleks
(142b)>oCe0 powstaje jedynie poprzez zrywanie wigzan hydrazydowych (podczas
syntezy kapsuly lub w podwyzszonej temperaturze), a kompleksowanie w roztworze

poprzez dysocjacje¢ dimerycznej kapsuly na kawitandy nie zachodzi.
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3.1.2. Mechanochemiczne eksperymenty kompleksowania

Wszystkie eksperymenty mechanochemicznego kompleksowania prowadzitem
w mtynie kulowo-planetarnym przy predkosci obrotowej 500 obr. min? przez jedna
godzinge (jesli nie zaznaczono inaczej) oraz powtarzalem dwukrotnie i usrednialem
wyniki. Eksperymenty prowadzitem uzywajac do kompleksowania 10 mg kapsuty
(142b),. Probki po mieleniu rozpuszczalem bezposrednio w naczyniu reakcyjnym
w 0,7 ml chlorobenzenu-ds. Jesli po 15 min od dodania rozpuszczalnika obecny byt osad
odwirowywatem probki.

Pierwszym etapem byto sprawdzenie czy po mieleniu kapsuty (142b). otrzymanej
wczesniej w roztworze z fulerenem Ceo 1 rozpuszczeniu w chlorobenzenie powstanie
kompleks (142b)>>Ceo analogicznie do procesu zachodzacego w chloroformie. PO
analizie widm *H NMR stwierdzitem, Ze kompleks powstat z wydajnoscia 46,5% (poz. 9
Tabela 2). Zatem, mimo tego, Zze po rozpuszczeniu substratow w chlorobenzenie
kompleks nie powstaje nawet po 7 dniach w temperaturze pokojowej, po zmieleniu ze

sobg substratow i rozpuszczeniu W chlorobenzenie tworzy si¢ kompleks.

Rys. 41 Zdjecia SEM prébek kapsuty (142b)2 otrzymanej w roztworze po mieleniu w mtynie kulowo-planetarnym

przez: a) jedna godzine, b) dwie godziny. Rysunek zaadaptowany z publikacji.®®

Nastepnie, sprawdzilem czy wydtuzenie czasu mielenia ma wptyw na wydajnos¢
kompleksowania. Przeprowadzitem eksperyment mielenia kapsuty (142b), z fulerenem
Ceo przez dwie godziny (poz. 10 Tabela 2). Po tym czasie uzyskalem wydajnosci
kompleksowania porownywalne, jak po mieleniu przez jedna godzing (46,5% po jednej
godzinie i 44% po dwoch godzinach). Zostaty roéwniez wykonane zdjgcia SEM kapsutly
(142b)2 po mieleniu przez jedng oraz dwie godziny. Na zdjgciach nie zaobserwowatem
istotnej roznicy w wielkosci powstajacych czastek (Rys. 41). Sprawdzitem rowniez, czy
dodanie nadmiaru goscia wptynie na wydajnos¢ procesu kompleksowania (poz. 11 Tabela
2). Po zmieleniu kapsuly (142b)> z fulerenem Ceo W stosunku stechiometrycznym 1:2

otrzymatem kompleks (142b);>Ce0 z wydajnosciag 48% (porownywalng do mielenia
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w stosunku 1:1 — 46,5%). Po analizie powyzszych wynikow stwierdzitem, ze modyfikacja
warunkow mielenia nie wptywa zasadniczo na wydajnos¢ tworzenia kompleksu, zatem
mozliwe jest, ze proces kompleksowania nie zachodzi w trakcie mielenia tylko pozniej,
W momencie rozpuszczania probki.

Postawitem hipoteze¢, ze mielenie peptydowej kapsuly niszczy jej strukture
II-rzedowa (system wigzan wodorowych oraz uporzadkowany uktad ,,ramion”), cO
sprawia, ze jest ona mniej stabilna i bardziej porowata, co umozliwia penetracj¢
czasteczek goscia (w tym wypadku fulerenu Ce) do wnetrza kapsuty podczas
rozpuszczania mieszaniny kapsuty oraz goscia. Dla potwierdzenia tej hipotezy
przeprowadzitem eksperymenty, w ktorych kapsuta (142b), oraz fuleren nie mialy ze
sobg kontaktu w trakcie mielenia. Zmielitem sama kapsule przez godzine (poz. 12 Tabela
2) 1 przez dwie godziny (poz. 13 Tabela 2), po czym rozpuscitem je w roztworach
fulerenu Ceo W chlorobenzenie. Zmielitem réwniez osobno kapsute (142b) i fuleren Ceo,
a nastepnie potagczytem proszki i rozpuscitem (poz. 14 Tabela 2). W kazdym przypadku
zaobserwowalem powstawanie kompleksu (142b),D>Ceso (13% — 18%). Wyniki te
wskazuja, ze rzeczywiscie kompleksowanie zachodzi w momencie rozpuszczania
mieszaniny, ale sugeruja tez, ze na wydajno$¢ ma wplyw rowniez proces mielenia
sktadnikéw razem, dzigki czemu mozna uzyskac lepszy kontakt pomiedzy czasteczkami

kapsuly i fulerenu.
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3.1.3. Mechanochemiczna synteza kapsul

a) (o)

HO OH o (% HN™ =0
H N
N. - - 7
* AN NH,
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mill-(142b),

) ] J JJ M. __JUL)\_.J
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Rys. 42 a) Synteza kapsuly (142b)2 w spos6b mechanochemiczny. Widma *H NMR kapsuly (142b)2 otrzymanej:
b) w roztworze, c) mechanochemicznie (CDCls, 298 K, 400 MHz). Rysunek zaadaptowany z publikacji.®®

Zalozytem, ze jesli w trakcie mielenia kapsuly (142b)> otrzymanej wcze$niej
W roztworze mozliwe jest zaburzenie jej struktury ll-rzgdowej, to kapsuta mill-(142b)
otrzymana  bezposrednio ~w  sposob  mechanochemiczny, bez  kontaktu
Z rozpuszczalnikiem, moze nie mie¢ w ogble zdefiniowanej struktury II-rzedowej (w ciele
statym jest mniejsza mobilnos¢ czasteczek i osiggniecie konformacji o najnizszej energii
czesto zajmuje wigcej czasu niz w roztworach). Zatem, kapsuta mill-(142b). otrzymana
W sposob mechanochemiczny powinna wykazywac lepsze wilasciwosci kompleksujace,
w poréwnaniu do kapsuty (142b), otrzymanej w roztworze ze wzgledu na zaburzong
strukture Il-rzedowa. Dla ulatwienia rozroznienia kapsuly otrzymanej w roztworze
1 w sposob mechanochemiczny, postanowilem kapsul¢ otrzymang w sposob
mechanochemiczny przed jej kontaktem z rozpuszczalnikiem oznacza¢ mill-(142b)s.

Podjgtem probe syntezy kapsuty mill-(142b);, na drodze reakcji
mechanochemicznej (Rys. 42a). W tym celu poddalem mieleniu mieszaning
tetraformylorezocyn[4]arenu 136 oraz hydrazydu 141b w miynie kulowo-planetarnym
z predkoscig 500 obr. min™t w czasie jednej godziny. Po tym czasie (po rozpuszczeniu)
otrzymatem z wydajno$cig iloSciowg kapsute (142b),, co potwierdzitem z uzyciem widm

'H NMR (Rys. 42b-c). Nalezy podkresli¢, ze synteza kapsuty w mlynie jest znacznie
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bardziej ekonomiczna niz w roztworze. Synteza kapsuly w roztworze trwata 24 godziny
oraz wymagata temperatury 70 °C, natomiast reakcja w miynie przebiegata w czasie
jednej godziny w temperaturze pokojowej bez wuzycia rozpuszczalnika, a po
rozpuszczeniu otrzymywana jest kapsula (142b). o takiej samej strukturze.

Po otrzymaniu kapsuly mill-(142b), w  sposéb  mechanochemiczny
przeprowadzitem cksperymenty sprawdzajace, jaka jest struktura ll-rzedowa
I wlasciwos$ci kompleksujace w pordwnaniu do kapsuty (142b), otrzymanej w roztworze.
W tym celu kapsute mill-(142b), rozpuscitem w roztworze fulerenu Ceo
w chlorobenzenie, otrzymujac kompleks (142b),>Ces0 z wydajnoscig 40,5% (poz. 18
Tabela 2). Kolejnym eksperymentem byto zmielenie kapsuty mill-(142b), otrzymanej w
miynie razem z fulerenem Cep, a nastgpnie rozpuszczenie mieszaniny w chlorobenzenie
(poz. 19 Tabela 2). W tym przypadku otrzymatem kompleks (142b),>Ce0 z wydajnoscia
59,5%. Ostatnim eksperymentem bylo dodanie fulerenu Ceo bezposrednio do reakcji
syntezy kapsuty mill-(142b), w miynie kulowo planetarnym (poz. 17 Tabela 2).
Otrzymatem w ten sposob kompleks z wydajnoscia 86,5%, co jest znacznie wyzsza
wydajnoscig niz otrzymana po mieleniu kapsuly otrzymanej wczesniej w roztworze
(44%-48%). Wyniki te potwierdzaja jednak, ze kapsuta otrzymana bezposrednio
W sposob mechanochemiczny posiada bardziej zaburzong strukture przestrzenng, niz
kapsula otrzymana w roztworze a pozniej zmielona, co pozwala na uzyskanie lepszej
wydajnosci kompleksowania.

Powyzsze wyniki pokazuja, ze wydajnos¢ kompleksowania jest najlepsza, jesli
fuleren zostanie dodany na etapie syntezy kapsuly (podobnie jak przy syntezie
w roztworze). Jednak, przy kapsule otrzymanej w mtynie, dodatek fulerenu w trakcie
mielenia podnosi wydajno$¢ otrzymywania kompleksu o ok. 50%, co swiadczy o tym, ze
glowny proces kompleksowania zachodzi w trakcie rozpuszczania probki a nie jej

mielenia z fulerenem.

3.1.4. Badanie struktury kapsuly otrzymanej w sposob mechanochemiczny

Wszystkie te wyniki wskazuja, ze waznym czynnikiem wplywajagcym na
wydajno$¢ tworzenia kompleksu (142b),>Ceo jest to, w jaki sposob zostata otrzymana
kapsuta (142b). — w roztworze czy mechanochemicznie w ciele statym. Sktonito mnie to
do zbadania doktadnej struktury kapsuty mill-(142b). w ciele statym, w poroéwnaniu do
kapsuly (142b), otrzymanej w sposob klasyczny. W tym celu niezb¢dne bylo

wykorzystanie metody badawczej, ktora umozliwia okreslenie struktury zwigzku w ciele
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stalym, bez kontaktu z rozpuszczalnikiem. Takie zatozenie wykluczylo wykorzystanie
rentgenowskiej analizy strukturalnej, poniewaz do tego potrzebne jest otrzymanie
monokrysztalow  zwigzkow, a wigc ich krystalizacja z rozpuszczalnikow.
Przeprowadzone pomiary rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej oraz widm
podczerwieni w stanie stalym nie wykazaly réznic w strukturach kapsut, ktore mozna by

zaobserwowac z uzyciem tych technik.
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Rys. 43 Widma (142b). w CHClIs: a) ECD, b) UV. Widma (142b)2, (142b)2(mill) i mill-(142b)2 w ciele statym:
¢) ECD, d) UV. Teoretyczne widma réznych konformerow kawitandu 142b: ) ECD, f) UV. Rysunek zaadaptowany

z publikacji.5?

W celu poréwnania struktur kapsut (142b). i mill-(142b),, wykorzystatem
pomiary elektronowego dichroizmu kotowego w ciele statym (ang. solid state Electron
Circular Dichroism, ssECD, Rys. 43). Zarejestrowane zostaly widma kapsuty (142b)
otrzymanej w roztworze (kolor zielony, Rys. 43c-d), otrzymanej w roztworze i zmielonej
(142b)2(mill) (kolor niebieski, Rys. 43c-d) oraz mill-(142b), otrzymanej w sposob
mechanochemiczny (kolor pomaranczowy, Rys. 43c-d). Widma sSECD nie sg pomiarami
iloSciowymi, dlatego okreslenie ich wzglgdnej intensywno$ci wymaga kalibracji. W tym
celu wykorzystalem widma UV w ciele statym (ssUV). Wszystkie te zwiazki posiadaja
taka samg strukture I-rzedowa, a wigc i liczbe chromoforow w czgsteczce, dlatego widma

ssECD zostaly znormalizowane wzgledem widm ssUV (normalizacja przebiegata do
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takiej samej intensywnosci pasma ssUV przy dtugosci 300 nm). Mozna zaobserwowac,
7ze najwyzszg intensywno$¢ pasm ECD posiada kapsuta otrzymana w roztworze,
a kapsuty, ktore byly mielone, wykazuja znacznie nizsze efekty Cottona. Potwierdza to,
ze po zmieleniu kapsula wystepuje w innej formie niz bezposrednio po reakcji syntezy
w rozpuszczalniku.

Nastepnie dr Hanna Jedrzejewska wykonata szereg obliczen kwantowo-
mechanicznych teoretycznych widm ECD dla réznych konformerow kawitandu 142b
(TD-DFT B3LYP/6-31G(d)).®> Widma te, podobnie jak wczesniejsze widma ssECD,
zostaly znormalizowane wykorzystujac intensywnos¢ widm UV. Stwierdzilismy, ze
konformery, ktore mialy zaburzong geometri¢ wigzania hydrazonowego wykazywaty
bardzo mate efekty Cottona na teoretycznych widmach ECD (kolory szary, fioletowy,
niebieski, Rys. 43e-f) w przeciwienstwie do konformeréow, ktére byly zblizone do
struktury wystepujacej w ciele statym 1 posiadaly wyraznie wigksze efekty Cottona
(kolory zielony, zotty Rys. 43e-f). Wyniki te potwierdzaja zalozenie, ze kapsuly
otrzymane w sposob mechanochemiczny lub poddane procesowi mielenia posiadajg inna,

mniej uporzadkowang strukture przestrzenna, niz kapsuty otrzymane w roztworze.

3.1.5. Eksperymenty kontrolne

Postulowane jest, ze w trakcie procesu mielenia mechanochemicznego substancji
wytwarzane jest punktowo duze ci$nienie. Dlatego postanowitem sprawdzi¢, czy mozliwe
jest otrzymanie kompleksu (142b),>Ce W warunkach podwyzszonego cisnienia. W tym
celu poddatem dziataniu wysokiego ci$nienia (6 kbar, 1 dzien) roztwor kapsuty (142b)
i fulerenu Ceo W chlorobenzenie (poz. 6 Tabela 2) W kolejnej probie poddatem dziataniu
wysokiego cis$nienia (6 kbar, 1 godzina) statg mieszanine kapsuly (142b)2 i fulerenu Ceo
(poz. 7 Tabela 2). W obydwu przypadkach nie zaobserwowalem postawania kompleksu
(142b)>oCe0. Postanowilem rowniez sprawdzi¢ czy mozliwe jest otrzymanie kompleksu
(142b),oCe0 przy uzyciu innej metody mechanochemicznej — w tym wypadku
zastosowaniu ultradzwiekoéw. Przeprowadzilem probe polegajaca na poddaniu dzialaniu
ultradzwickoéw z wykorzystaniem homogenizatora zanurzeniowego (przez dwie godziny,
pulsacyjnie) roztwor kapsuty (142b), oraz fulerenu Ceo (poz. 8 Tabela 2). Podobnie, jak
w poprzednich  eksperymentach, nie zaobserwowatem powstawania kompleksu
(142b)>,oCe0. Wyniki te pokazuja, ze potrzebne jest ztozenie kilku czynnikow, ktore
wystepuje W trakcie procesu mechanochemicznego kompleksowania, do otrzymania

kompleksu peptydowej kapsuty molekularnej z fulerenem.
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Sprawdzitem rowniez, czy catkowite usunigcie z kapsuty (142b). rozpuszczalnika
spowoduje jej zmiane struktury (np. poprzez zapadanie si¢) oraz umozliwi
kompleksowanie fulerenu Ceo. W tym celu kapsute (142b). najpierw poddatem dziataniu
podcisnienia w podwyzszonej temperaturze (18 mbar, 50 °C, 18 godzin), a nastepnie
rozpusScitem w mieszaninie chlorobenzenu z fulerenem Ceo (p0oz. 15 Tabela 2). Mieszatem
réwniez ze sobg kapsut¢ (142b). oraz fuleren Ceso w temperaturze 70 °C przez jeden dzien
bez rozpuszczalnika, zeby sprawdzi¢ czy do kompleksowania wystarczy samo mieszanie
w podwyzszonej temperaturze, czy konieczne jest mielenie probki (poz. 16 Tabela 2).
W obydwu tych przypadkach nie zaobserwowalem powstawania kompleksu
(142b)>,oCe0, co $wiadczy o tym, ze proces mielenia kapsuly w mitynie jest kluczowy

w zmianie struktury tréjwymiarowej kapsuty umozliwiajacej kompleksowanie.

3.1.6. Whnioski

i

kompleksowane
v fulerenu Ceo
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Rys. 44 Postulowany mechanizm kompleksowania fulerenow we wnetrzu peptydowych kapsut molekularnych (kolor

76tty — tancuchy peptydowe, kolor niebieski — blok makrocykliczny). Rysunek zaadaptowany z publikacji.

Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na zaproponowanie mechanizmu
kompleksowania fulerenow we wnetrzu peptydowych kapsut molekularnych (Rys. 44).
Postuluje, ze w trakcie syntezy kapsuty w sposob mechanochemiczny otrzymywana jest
kapsuta o zaburzonej strukturze Il-rzgdowej. Otrzymanie takiej formy jest rowniez
mozliwe poprzez mielenie w miynie kapsuly o dobrze zdefiniowanej strukturze, ktora
zostala otrzymana wczes$niej W roztworze, a w trakcie jej mielenia nastepuje zniszczenie
struktury ll-rzedowej. Takie kapsuty sa mniej stabilne kinetycznie i dlatego proces ich
otwierania w celu skompleksowania goscia jest latwiejszy niz dla kapsut

0 uporzagdkowanym ukladzie wigzan wodorowych. Dlatego, w czasie rozpuszczenia
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kapsuly w towarzystwie czasteczek gosci, nastepuje kompleksowanie we wnetrzu kapsuty
wraz ze zmiang struktury geometrycznej kapsuty do najbardziej stabilnego,
uporzadkowanego uktadu. Powyzsze wyniki zostaly opublikowane w czasopi$mie

Physical Chemistry Chemical Physics.®?
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3.2. Trwalo$¢ peptydowych kapsul w roznych srodowiskach

Z punktu widzenia zastosowan kapsut molekularnych (np. w ukladach
biologicznych) wazne jest okreslenie ich trwato$ci w réznych srodowiskach. Szczeg6lnie
wazne, ale jednocze$nie wymagajace, jest uzyskanie kapsut trwalych w $rodowisku
polarnym. Kapsuta (142b), jest stabilizowania przez uktad wigzan wodorowych. Z jednej
strony, mozna si¢ spodziewaé¢ jej niszczenia przez konkurencyjne polarne
rozpuszczalniki. Z drugiej strony, nalezy wzig¢ pod uwage, ze dimer jest stabilizowany
wielopunktowo 1 uktad wigzan wodorowych jest kooperatywny, co jest przestanka aby
sadzi¢, ze ma szans¢ pozosta¢ trwaly w umiarkowanie konkurencyjnym s$rodowisku.
Celem przeprowadzonych w kolejnej czesci badan bylo okreslenie stabilnosci
dimerycznych kapsut w zalezno$ci od polarnosci srodowiska.

Okreslenie stopnia dimeryzacji kapsut w rdéznych rozpuszczalnikach 1 ich
porownanie nie jest tatwe ze wzgledu na wysoka symetri¢ peptydowych kawitandow
i kapsul, co powoduje, ze obserwowane sg usrednione sygnaty, oraz fakt, ze zmiana
srodowiska indukuje zmiany solwatacji, a co za tym idzie zmiany spektralne, ktore moga,
ale nie muszg, by¢ zwigzane z dimeryzacja. NajczeSciej stosowanymi metodami do
okreslenia struktury przestrzennej zwigzku (czy wystepuje w formie kapsuly czy
kawitandu) sa: widma DOSY NMR w roztworze oraz rentgenowska analiza strukturalna
w ciele stalym. Jednak, metody te majg duze ograniczenia. Przy pomiarach widm DOSY
NMR mozna zmierzy¢ wspolczynnik dyfuzji czasteczki jedynie z jej otoczka
solwatacyjna, a rozmiar tej otoczki jest zalezny od rozpuszczalnika jak i od powierzchni
badanej czasteczki. Natomiast, do oznaczenia struktury z wykorzystaniem rentgenowskiej
analizy strukturalnej konieczne jest otrzymanie monokrysztalu zwigzku, co czasami nie
jest mozliwe. Nalezy rowniez wzig¢ pod uwage to, ze zwigzki mogg mie¢ rézng strukture
w ciele statym 1 w roztworze.

Na podstawie wczesniej przedstawionych wynikéw pomiarow widm ssECD (Rys.
43c-d), zaobserwowaé mozna, ze, zaleznie od struktury trojwymiarowej kapsuty w ciele
stalym, zmienia si¢ intensywno$¢ widm SSECD. Dobrze zdefiniowana kapsula posiada
duzo intensywniejsze pasma niz kapsula o zaburzonej strukturze. Postanowilem
wykorzystac t¢ wlasciwos¢ i1 sprawdzi¢, czy mozliwe jest zbadanie procesu samoasocjacji
kapsuty z uzyciem widm dichroizmu kotowego réwniez w roztworze. Zatozytem, ze jesli
zwigzek wystepuje w formie kapsuly jego struktura jest dobrze zdefiniowana przez szereg

wigzan wodorowych wystepujacych migdzy kawitandami. Powoduje to, ze intensywnos$¢
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jego widma ECD bedzie wigksza, niz intensywno$¢ widma ECD kawitandu, ktory,
Z powodu braku systemu wigzan wodorowych, posiada mniej zdefiniowanag strukture

(przy zachowanej intensywnos$ci widm UV).

\KO YO
HN\{‘\’ HN_LR
O>NH O//];H dimeryzacja

N N " -
N R
HOL ) OHHO OH Z\
N X
N
iBu i-Bu H=N >:O
fO***H*N
R R
1420 R= | N*H*"O:8<
o}

146 R= Ny
NH, \2

Rys. 45 Proces dimeryzacji kawitandéw 142b oraz 146 prowadzacy do powstania kapsuty molekularnej.

Rysunek zaadaptowany z publikacji.®

Do badan wybralem dwa zwigzki o roznych wiasciwosciach oraz strukturze:
otrzymany przeze mnie 142b oraz otrzymany przez mgra Marcina Grajde 146.%4 Synteze
oraz wszystkie pomiary dla zwigzku 146 wykonal mgr Marcin Grajda w ramach
wykonywania badan do swojej pracy doktorskiej. Zwigzek 142b jest hydrofobowy,
dobrze rozpuszczalny w chloroformie oraz czeSciowo w metanolu. Z wczesniejszych
badan wiadomo bylo, ze w chloroformie wystepuje on w formie dimerycznej kapsuty
molekularnej (142b),, a nie bylo wiadomo w jakiej doktadnie formie wystepuje
w metanolu. Zwigzek 146 jest natomiast hydrofilowy rozpuszczalny w metanolu
a nierozpuszczalny w chloroformie, o nieznanym stopniu dimeryzacji.

Badania prowadzitem w chloroformie, metanolu oraz ich mieszaninach, dzigki
czemu moglem sprawdzi¢ roztwory o rdéznej polarnosci. Jednoczes$nie, chloroform
I metanol posiadajg bardzo zblizone wspotczynniki lepkosci (odpowiednio 0,537 mPa s
oraz 0,544 mPa s w temperaturze 25 °C), co pozwolilo zaniedba¢ zmiany lepkosci
mieszanin przy pomiarach DOSY NMR. Intensywnosci wszystkich widm ECD oraz UV
byly przeliczane na st¢zenie kawitandu 142b albo 146 w celu zachowania statej ilosci
chromoforéw, niezaleznie od procesu asocjacji zwiazkéw. Przeprowadzone
eksperymenty podzielitem na pig¢ etapow:

1. Eksperymenty w czystych rozpuszczalnikach

2. Obliczenia kwantowo-mechaniczne
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3. Eksperymenty w mieszaninach rozpuszczalnikow
4. Eksperymenty temperaturowe;

5. Pomiary wspotczynnika dyfuzji.

3.2.1. Eksperymenty w czystych rozpuszczalnikach

a) b)
- 300 - " 10 4 +25°C
§ 200 - S g -0°C
100 5 —=25°C
] | —-50°C
£ 0 -\‘“ ME 6
€ -100 - \j £ 4
o )
~ -200 A S 21
<] _300 T T T T 1 ‘:.U‘ 0 T T T T 1
250 300 350 400 450 250 300 350 400 450
A/ nm A/nm
60 - 10 - +25°C

o N B O 00

(@]

Ae /dm*moltem™® &
NS
oo o
1 1

e/10%dm* moltem* &

250 300 350 400 450
A/nm A/nm
Rys. 46 Zalezne temperaturowo widma: a) ECD zwigzku 142b w CHClIz, b) UV zwiazku 142b w CHCls,

250 300 350 400 450

¢) ECD zwigzku 142b w metanolu, d) UV zwigzku 142b w metanolu. Rysunek zaadaptowany z publikacji.5®

Widma elektronowego dichroizmu kotowego zwigzku 142b w chloroformie (Rys.
46a-b) i metanolu (Rys. 46¢-d) znacznie si¢ rdznig. Widma zarejestrowane
w chloroformie maja znacznie wyzsza intensywno$¢ pasm ECD, niz widma wykonane
w metanolu, przy takiej samej intensywnosci pasm UV. Dodatkowo, pasma w widmie
w metanolu majg przeciwny znak niz analogiczne pasma w chloroformie. Pomiary
W obnizonej temperaturze wykazaly, ze intensywnos¢ pasm zwiazku 142b
w chloroformie (ktory wystepuje w tych warunkach w postaci kapsuly molekularne;j
(142b)2) jest stala niezaleznie od temperatury, natomiast intensywnosci pasm zwigzku
142b w metanolu wzrasta wraz z obnizeniem temperatury. Podobna zmiana
intensywnos$ci pasm zaleznie od temperatury zostata zaobserwowana przez mgra Marcina
Grajde dla zwigzku 146 w metanolu.

Wyniki te $wiadcza, ze struktura przestrzenna zwigzku 142b jest inna
w chloroformie niz w metanolu. Biorgc pod uwage to, ze w chloroformie zwigzek 142b

wystepuje w formie dimerycznej kapsuly molekularnej (142b). oraz znaczng réznice
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polarnosci badanych rozpuszczalnikow mozna sadzi¢, ze w metanolu zwigzek 142b
wystepuje w formie kawitandu, co jest spowodowane zerwaniem wigzan wodorowych
pomigdzy kawitandami kapsuly przez oddziatywania z czasteczkami metanolu. Ze
wzgledu na brak wigzan wodorowych pomiedzy tancuchami kawitandow, mozliwa jest
ich szybka rotacja i w roztworze obecnych jest wiele réznych konformacji, przez co
intensywno$¢ pasm widm ECD jest mniejsza. Hipoteza ta jest zgodna z wcze$niejszymi
obserwacjami w ciele statym (opisanymi w poprzednim rozdziale).%® Jest rowniez zgodna
z zaobserwowanymi zalezno$ciami temperaturowymi, poniewaz Obnizenie temperatury
pomiaréw powoduje zahamowanie rotacji wigzan oraz spadek mobilnosci czasteczek, co
ma wplyw na czesciowe ustabilizowanie si¢ struktury kawitandow i przektada na wzrost

intensywnosci pasm widm ECD zwiazku 142b w metanolu (Rys. 46¢-d).
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3.2.2. Obliczenia kwantowo-mechaniczne

147aa=-179° 3 =5° 147b a = 180° 3 = 178° 147c a=-91° B =178°

e) f)
e 10 - e 25 —147a

E 5 a=-179° B=5°
T 5 - - 20 A —147b

o o

£ 0 P £ 15 A a=180° 3=178°
- Ve £ 10 - — 147 ]
© g5 ° a=-91° =178
© 5 _

- —

™~ 710 T T T T 1 ~ T T T T 1

w w

< 250 300 350 400 450 250 300 350 400 450

A/ nm A/ nm

Rys. 47 a) Schematyczne przedstawienie chiralnosci inherentnej wystgpujacej w modelach 147a-c wraz
z zaznaczonymi mozliwymi miejscami rotacji wigzan. Modele uzywane do obliczen teoretycznych widm ECD 1 UV:
b) 147a a=-179° f=5°¢) 147b o.= 180° p = 178°, d) 147c o = -91° B = 178°. Poréwnanie teoretycznych widm
modeli 147a-c: f) ECD, g) UV. Rysunek zaadaptowany z publikacji.®

Duza zalezno$¢ intensywnosci pasm na widmach ECD zaleznie od struktury
przestrzennej zwigzku 142b sugeruje, ze za wystgpowanie efektu Cottona w tych
zwigzkach sg glownie odpowiedzialne zmiany w uktadzie chromoforowym,
a w mniejszym stopniu centrum chiralnosci. Chromoforem w zwigzku 142b jest jego
fragment rezorcyn[4]arenowy zawierajacy grupy aromatyczne oraz cz¢$SCiowo sprzezony

fragment hydrazydowy. Po dimeryzacji zwigzku 142b do kapsuty molekularnej (142b)>
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tworzy si¢ uktad wigzan wodorowych skierowanych w jedng strone, to przektada si¢ na
wystepowanie w kapsule (142b). chiralnosci inherentnej (Rys. 47a-b). Natomiast
dysocjacja kapsuly (142b), na kawitandy 142b powoduje zerwanie ukladu wigzan
wodorowych obecnych w kapsule, co powoduje, ze tancuchy kapsuty moga si¢ uktadaé
w dowolng strong, niekoniecznie tak samo jak w kapsule, co skutkuje zanikiem
wystepujacej w kapsule chiralno$ci inherentne;.

W celu potwierdzenia duzego wptywu chiralno$ci inherentnej na widma ECD
wykonalem samodzielnie szereg obliczen kwantowo-mechanicznych (TD-DFT
B3LYP/6-31G(d,p)) teoretycznych widm ECD réznych form przestrzennych kawitandu
142b. W uktadzie chromoforowym kawitandu 142b mozliwa jest rotacja wzgledem
trzech wigzan: C-C pomigdzy pierScieniem aromatycznym i grupg hydrazonowa (o),
N-N grupy hydrazonowej (B) oraz wigzania amidowego (y). Przygotowatem trzy modele
kawitandow 147a-C, oparte na strukturze kapsuty (142b), w ciele statym,®® rézniace sie
katami torsyjnymi wiagzania o oraz B (Rys. 47c-e), co odzwierciedla mozliwe rdzne
utozenie tancuchow bocznych kawitandéw, po dyscojacji kapsuty, kiedy nie sa one
zaangazowane w uktad wigzan wodorowych w kapsule. Zmianie poddatem kat torsyjny
a, ktory odpowiada za wystgpowanie chiralno$ci inherentnej w kapsule oraz kat torsyjny
B odzwierciedlajacy rozne ulozenie wigzania acylohydrazonowego. Wigzanie vy
pozostawitem bez zmian, w konformacji trans-amidu.

Nastgpnie obliczylem teoretyczne widma ECD zaprojektowanych modeli (Rys.
47f-g). Widma obliczalem bez wczes$niejszej optymalizacji struktury, poniewaz
optymalizacja prowadzita do zmiany struktury na najbardziej stabilna, zblizong do
struktury wystepujacej w monokrysztatach. Na podstawie obliczonych widm mozna
zaobserwowacé, ze widmo ECD modelu 147b, ktory jest najbardziej zblizony do struktury
w ciele stalym 1, w ktorym zachowany jest uktad wigzah odpowiedzialnych za obecnosé
chiralnosci inherentnej, posiada znacznie wyzszg intensywno$¢ pasm niz teoretyczne
widmo ECD modelu 147a (przy zachowaniu podobnej intensywnos$ci widma UV),
W ktorym zostato odwrocone o ok. 180 © wigzanie N-N w grupie hydrazydowej (fancuch
glowny aminokwasu pozostaje dalej w plaszczyznie razem z pierscieniem
aromatycznym). Widmo teoretyczne ECD modelu 147c, posiadajacego wigzanie N-N
w grupie hydrazydowej skrecone o 90 ° (co powoduje, ze tancuch gtéwny aminokwasu
jest skierowany prostopadle do ptaszczyzny pierScienia aromatycznego) wWykazuje bardzo
niska intensywnos$¢, a dodatkowo teoretyczne widmo UV jest przesunigte i rdwniez

posiada nizsza intensywnos¢, w porownaniu do widm pozostatych modeli.
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Zatem, obliczenia potwierdzajg hipoteze, ze kluczowy wplyw na intensywno$¢
widm ECD ma ulozenie grup acylohydrazonowych wzglgdem pierécienia rezorcyny, co
determinuje obecno$¢ niekowalencyjnej chiralnosci inherentnej. Dlatego, po dysocjacji
kapsuly na kawitandy i zerwaniu uktadu wigzan wodorowych (co powoduje zmiang¢ lub
zanik chiralno$ci inherentnej) mozna spodziewaé si¢ znacznego spadku intensywnosci

pasm ECD kawitandow, w poréwnaniu z widmami kapsutl molekularnych.

3.2.3. Eksperymenty w mieszaninach rozpuszczalnikow

a) b)
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Rys. 48 Widma zwiazku 142b w mieszaninach rozpuszczalnikow w 25 °C: a) ECD, b) UV. ¢) Maksima widm ECD

zwigzku 142b zaleznie od zawartosci metanolu w chloroformie. Rysunek zaadaptowany z publikacji.

Zaleznosci intensywnosci widm ECD od struktury tréjwymiarowej zwigzku 142b
wykorzystatlem do badan ilo$ciowych procesu samoasocjacji w zalezno$ci od polarnosci
rozpuszczalnika. W tym celu zmierzylem szereg widm ECD i UV zwigzku 142b
w mieszaninie rozpuszczalnikow chloroform:metanol zmieniajgc zawarto$¢ metanolu co
10% objetosciowych (0% — czysty chloroform, 100% — czysty metanol). Analiza widm
pokazuje, ze, niezaleznie od rozpuszczalnika, widma UV posiadaja taka samag
intensywno$¢, natomiast widma ECD (do 60% metanolu) utrzymuja podobnag
intensywno$¢, ktora, poczawszy od 70% metanolu, zaczyna stopniowo spadac
(Rys. 48a-b). Spadek intensywnosci widm ECD pomigdzy widmami wykonanymi
w roztworze 60% a 70% metanolu wynosi 34 dm® mol? cm™, podczas gdy spadek

intensywnos$ci pomigdzy widmami wykonanymi w roztworze 0% a 60% wynosi 40 dm?
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mol* cm™, a maksymalna intensywno$é (w chloroformie) wynosi 248 dm?® mol* cm™?
(Rys. 48e).

Wyniki te pokazuja, ze kapsula (142b). jest trwata nawet w roztworach do
zawarto$ci ok. 60% metanolu, a jej dysocjacja na kawitandy w tych warunkach nastgpuje
w niewielkim stopniu. Przy wiekszej zawarto$ci metanolu nastepuje jej stopniowa

dysocjacja do kawitandow, a catkowity rozpad nastgpuje w czystym metanolu.
a) b)
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Rys. 49 Czasowo zalezne widma zwigzku 142b w 30% MeOH: a) ECD, b) UV. Rysunek zaadaptowany z publikacji.

Aby wykluczy¢ efekty kinetyczne, przeprowadzilem réwniez badania stabilno$ci
kapsuty w czasie w roztworze o zwigkszonej polarnosci — 30% metanolu (Rys. 49).
Widma UV i ECD zmierzone zaraz po rozpuszczeniu kapsuty (142b). jak i po dniu od
rozpuszczenia byty identyczne. Wyniki te pokazujg, ze kapsuta (142b)> wykazuje
stabilno$¢ swojej struktury trojwymiarowej w czasie w roztworach o podwyzszonej
polarnosci, nawet pomimo wystawienia na dtugotrwaty wptyw metanolu, ktory, w duzych

stezeniach, prowadzi do jej rozpadu.
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3.2.4. Eksperymenty temperaturowe
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Rys. 50 Temperaturowo zalezne widma UV i ECD zwigzku 142b: a) ECD w CHClIs, b) UV w CHCls, c) ECD w 30%
MeOH, d) UV w 30% MeOH, e) ECD w 60% MeOH, f) UV w 60% MeOH, g) ECD w 80% MeOH, h) UV w 80%
MeOH, i) ECD w 100% MeOH, j) UV w 100% MeOH. Widmo odnoscie (ang. reference) zarejestrowane dla zwiazku
142b w CHCI3 w 25 °C. Rysunek zaadaptowany z publikacji.®®
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Aby dodatkowo potwierdzi¢ wczesniejsze ustalenia o stabilnosci kapsuty (142b)
w roztworach o zawartosci do 60% metanolu zmierzytem jej widma ECD, w obnizonej
temperaturze, w roztworach zawierajacych 0%, 30%, 60%, 80%, 100% metanolu oraz
poréwnalem je z widmem kapsuty (142b), w chloroformie w temperaturze 25 °C (widmo
odnosne, kolor szary, Rys. 50). Miato to na celu sprawdzenie, czy w warunkach mniejszej
mobilnosci mozliwy jest powr6t intensywnosci widm ECD do warto$ci wyjsciowej
jedynie przez zahamowanie rotacji i ruchu czasteczek w obnizonej temperaturze.
Stwierdzilem, ze niezaleznie od rozpuszczalnika i temperatury intensywnosci wszystkich
widm UV byty takie same. W roztworach zawierajacych do 60% metanolu podczas
obnizania temperatury intensywno$¢ widm rosta, a po obnizeniu do -50 °C (zakres
mozliwo$ci pomiarowej) osiggala taki sam poziom jak na widmie odnosnym (Rys. 50a-f).
W roztworze zawierajgcym 80% metanolu, w ktorym jest przewaga kawitandu 142b nad
kapsuta (142b), intensywnos¢ widma ECD ros$nie wraz z obnizeniem temperatury ale nie
osigga intensywnosci takiej, jak na widmie odnosnym (Rys. 50g-h). Natomiast w samym
metanolu, w ktorym widmo ECD zwigzku 142b jest odwrocone wzgledem tego
w chloroformie, intensywno$¢ rowniez wzrasta, ale zachowuje przeciwny znak niz
w roztworach zawierajacych chloroform (zgodnie z widmem w metanolu, Rys. 50i-j).
Wyniki te wskazuja, ze w roztworach do 60% metanolu (w ktorych kapsuta (142b)> jest
trwala), po obnizeniu temperatury, nastepuje catkowita ponowna asocjacja kawitandow
do kapsuty (142b),. Gdyby nastepowato tylko zahamowanie rotacji kawitandoéw, a nie ich
ponowna asocjacja, intensywnosci widm ECD spadatyby, poniewaz widmo kawitandu
jest odwrocone w stosunku do widma kapsuty. Obnizenie temperatury w roztworze 80%
metanolu réwniez poprawia asocjacje kapsuty (142b), ale nie w tak duzym stopniu.
Natomiast obnizenie temperatury roztworu, w ktorym obecne sg jedynie kawitandy 142b
nie powoduje ich asocjacji do kapsuty (142b)z, a jedynie zahamowanie rotacji, co

odpowiada za wzrost intensywnos$ci widm ECD.
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3.2.5. Pomiary wspolczynnika dyfuzji

7 ® Diazp - 1,7
8 * D36

n 6 4
Ec ¢ o % © Dy36/D1azn[ 1.6
= P15~
S 4 4 o Q
NER R A ¢ 14
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% CD30D

Rys. 51 Wspbtczynnik dyfuzji (D) zwigzkoéw 136 i 142b zaleznie od zawartosci metanolu w chloroformie oraz ich
stosunek (298 K, 600 MHz). Rysunek zaadaptowany z publikacji.®

Dodatkowym potwierdzeniem trwatosci kapsuty (142b). w roztworach do
zawartosci 60% metanolu, byto wykonanie pomiaréw wspotczynnika dyfuzji (D) zwiazku
142b w roztworze z uzyciem widm DOSY NMR. Spodziewatem si¢, ze w roztworach do
zawartosci 60% metanolu wspotczynnik dyfuzji zwigzku 142b bedzie zblizony do
wspotczynnika dyfuzji kapsuty (142b)> w chloroformie, a w roztworach o wyzszym
stezeniu metanolu wspotczynnik dyfuzji zwigzku 142b wzrosnie (co odpowiada
mniejszemu promieniowi hydrodynamicznemu badanego zwiazku). Jednak, po
pomiarach, wspotczynnik dyfuzji zwigzku 142b w metanolu byl mniejszy niz
W chloroformie, co by $wiadczylo o wigkszym promieniu hydrodynamicznym zwiazku
142b w metanolu niz w chloroformie. Jako ze widma DOSY NMR odzwierciedlaja
wspolczynnik dyfuzji czasteczki wraz z jej otoczka solwatacyjna, ktorej wielko$s¢ moze
si¢ znaczgco rozni¢ w tych rozpuszczalnikach, postanowitem doda¢ do roztworu wzorca —
tetraformylorezorcyn[4]arenu 136, ktory nie tworzy zadnych aglomeratow zaréwno
W chloroformie jak 1 w metanolu. Jednak rozpuszczalno$¢ zwiazku 136 w czeSci
uzywanych mieszanin (50% - 90% metanolu) byla niewystarczajgca do pomiaru
wspolczynnika dyfuzji. Nastepnie, zmierzone wspotczynniki dyfuzji dla zwigzku
odno$nego 136 poréwnatem ze wspotczynnikiem dyfuzji zwigzku 142b (Rys. 51). Jako,
ze stosunek wspotczynnikow dyfuzji jest odwrotnie proporcjonalny do stosunku promieni
zwigzkow, obliczylem stosunek Diss/Dia2n. Stosunek ten, dla mieszanin zawierajacych
wiekszo$¢ chloroformu (gdzie obecna jest kapsuta (142b)2) byt powyzej 1,5, natomiast
w metanolu (gdzie obecny jest kawitand 142b) wynosit 1,4. Dla poréwnania obliczylem
stosunek wielkosci kapsuty (142b), oraz kawitandu 142b do zwigzku 136 na podstawie

ich struktur w ciele stalym — T(142b)2/r136 = 2,0 i 7"14_2[,/1"136 = 1,76 Wyn|k| te

potwierdzaja, ze w roztworach o nizszej polarnosci wystepuje kapsuta (142b),, natomiast
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w metanolu i roztworach o wysokiej polarno$ci obecny jest kawitand 142b. Warto jednak
zaznaczy¢, ze same pomiary DOSY NMR (a w szczegolnosci pojedyncze pomiary
prowadzone bez wzorca) nie sa jednoznacznym dowodem, jedynie po poré6wnaniu tych

wynikow z wynikami pomiaréw widm ECD mozna przeprowadzi¢ pelng analizg.

3.2.6. Whnioski

Podsumowujac, pokazatem, ze mozliwe jest zastosowanie widm elektronowego
dichroizmu kotowego do jakosciowej i ilosciowe] detekcji asocjacji kawitandow do
peptydowych kapsut molekularnych. Mozna to rowniez wykorzysta¢, razem z pomiarami
DOSY NMR, do S$ledzenia trwalo$ci peptydowych kapsut zaleznie od polarnosci
rozpuszczalnika. Stwierdzitem rowniez, ze peptydowa kapsuta molekularna (142b), jest
trwala w mieszaninie chloroform:metanol 40:60 (v:v) a jej stopien zasocjowania
W roztworach o wyzszej polarnosci mozna poprawi¢ POprzez obnizenie temperatury

roztworu. Powyzsze wyniki zostaly opublikowane w czasopiémie Molecules.®
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3.3. Badania zachowania fulerenu we wnetrzu peptydowej kapsuly

a)
Ph

SOCl, Aczo Et;N H2NNH2 H,0
H,N OH H,N N )J\
2 I MeOH 2 CH20|2 H MeOH

xHCI

Iz

148

b)

_0
HO OH o PhH
f + )LH/Q(N\NHZ
0
141a
136

Rys. 52 a) Synteza hydrazydu N-acetylo-L-fenyloalaniny 141a. b) Synteza i schematyczna struktura kompleksu
(142a)2oCe0. ¢) Struktura w ciele statym kompleksu (142a)2>Ceo (kolor szary — kapsuta molekularna (142a)2,

pozostate kolory — cztery potozenia fulerenu we wngtrzu kapsuty).

Otrzymane przeze mnie kompleksy (142a)25Cs0 i (1420)2>Ce0®° sa interesujace
Z punktu widzenia dynamiki goscia w ograniczonym 1 chiralnym s$rodowisku. We
wspolpracy z dr. Mirostawem Gilskim i dr. Piotrem Bernatowiczem zostaty
przeprowadzone badania struktury kompleksu (142a),o>Ceo w ciele statym. Moj wkiad
w pracg dotyczyt tylko zagadnien polegajacych na syntezie kompleksu (142a).5Ceo dO
badan oraz otrzymaniu jego monokrysztaldow. Do syntezy kompleksy (142a)>>Ceo
uzytlem hydrazydu 141a, ktory otrzymatem z L-fenyloalaniny 148, poprzez reakcje
Z chlorkiem tionylu w metanolu otrzymujac chlorowodorek estru metylowego
L-fenyloalaniny 149 (Rys. 52a). Nastepnie otrzymany zwigzek 149 poddatem reakcji
Z bezwodnikiem octowym w obecno$ci trietyloaminy otrzymujac ester metylowy

N-acetylo-L-fenyloalaniny 150. Ostatnim ectapem byta reakcja estru 150 z wodnym
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roztworem hydrazyny prowadzaca do otrzymania hydrazydu N-acetylo-L-waliny 141a
z calosciowa wydajnoscig 69%. Kompleks (142a),o>Ceo otrzymatem w reakcji
tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydem 14la w obecnosci fulerenu Ceo
w chloroformie (Rys. 52b). Po 18 godzinach reakcji w zamknigtym naczyniu
w temperaturze 70 °C otrzymatem produkt (142a),>Ceo0 z ilosciowg wydajnoscig.
Monokrysztaty kompleksu (142a),>Ceso otrzymalem poprzez rozpuszczenie kompleksu
w mieszaninie chloroform:metanol 1:3 (v:v) i pozostawienie do powolnego odparowania.

Nastepnie dr Mirostaw Gilski przeprowadzit oznaczenie struktury w ciele stalym
kompleksu (142a)>>Ce0, co bylo nietatwym zadaniem z krystalograficznego punktu
widzenia, z uwagi na wystepowanie fulerenu we wnetrzu kapsuly w czterech réznych
pozycjach (Rys. 52c). Dr Piotr Bernatowicz przeprowadzitl natomiast badania rotacji
fulerenu Ceo w kompleksie (142a);oCe0 z uzyciem widm NMR w ciele statym
i roztworze w réznych temperaturach, spektroskopii EPR oraz skaningowej kalorymetrii
r6zniCoOwej.

Badania te pozwolity na pokazanie, w jaki sposdb mozna rozwigzywaé podobne
problemy krystalograficzne oraz pozwolity na zaproponowanie modelu zachowania si¢
fulerenu Ceo wewnatrz peptydowej kapsuty molekularnej. Powyzsze badania zostaty

opublikowanie w czasopi$mie Acta Crystallographica Section B.%®
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3.4. Kapsuly molekularne z dluzszymi peptydami

Procesy enkapsulacji mogg by¢ wykorzystane do rozdziatu mieszanin, jako
podstawa sensorow lub do przeprowadzenia reakcji we wnetrzu kapsuly, co moze
powodowa¢, m.in., wzrost szybkosci, selektywnos$ci oraz wydajnosci reakcji. Z punktu
widzenia wtasciwosci kompleksujacych najwazniejsza czescig kapsuty molekularnej jest
jej luka. Dlatego bardzo wazne jest otrzymanie kapsut o réznej wielkosci luki,
szczegolnie takich, w ktérych mozliwe jest skompleksowanie wigkszych czasteczek, badz
Kilku czgsteczek na raz w celu przeprowadzenia pomigdzy nimi reakcji. Otrzymane

przeze mnie w zespole Szumnej kapsuly (142a-d)> posiadaty luki o wielkosci

ok. 700 A3.5067

L L
aminokwasy dipeptydy

Rys. 53 Schematyczne porownanie struktur, ksztaltow i motywow wigzacych kapsut molekularnych z tacznikiem
acylohydrazonowym otrzymanych z hydrazydow aminokwasow i dipeptydow (kolor pomaranczowy) oraz
tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 (kolor niebieski) w rozpuszczalniku (kolor czerwony). Rysunek zaadaptowany

z publikacji.®

W kolejnych etapach pracy podjatem si¢ sprawdzenia czy mozliwe jest
otrzymanie kapsut z tacznikiem acylohydrazonowym zawierajacych dluzsze peptydy
(do tetrapeptydu) oraz, czy wydluzenie tancucha peptydowego spowoduje zwigkszenie
rozmiaru kapsuly, a co za tym idzie powigkszenie luki. Zwigkszenie rozmiaru kapsuty
poprzez wydhluzenie tancucha peptydowego jest o tyle nietrywialne, ze W kapsutach
z tacznikiem acylohydrazonowym zbudowanych z pojedynczego aminokwasu, motyw
wigzacy obejmuje tancuchy utozone parami, a pomigedzy nimi znajduje si¢ czasteczka
rozpuszczalnika (Rys. 53b). Natomiast w kapsutach zawierajgcych fragment
dipeptydowy, tancuchy rowniez sa utozone parami, jednak zawijaja si¢ na koncu
I wypetniajg luke pomiedzy parami tancuchéw (w ktérej w kapsule z pojedynczego
aminokwasu znajduje si¢ rozpuszczalnik). Dlatego, trudno jest przewidzieé, jaki efekt
bedzie miato dalsze wydluzenie fragmentow peptydowych kapsuty. Przeprowadzone

eksperymenty podzielitem na trzy etapy:
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1. Synteza hydrazydow tri- i tetrapeptydow
2. Synteza kapsul molekularnych i analiza ich struktury

3. Synteza kompleksow i analiza ich struktury.

3.4.1. Synteza hydrazydow tri- i tetrapeptydow

Do syntezy kapsut z dtuzszych peptydéw zaprojektowatem hydrazydy tripeptydu
Ac-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH2 153 oraz tetrapeptydu Ac-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH>
155. Zdecydowatem si¢ na uzycie takich sekwencji aminokwasow, poniewaz wczesniej
przeprowadzone badania innych kapsut sugerowaty, ze do tworzenia kapsut konieczne
jest naprzemienne umieszczenie aminokwasow o nierozbudowanym tancuchu bocznym
(glicyna, alanina) oraz aminokwaséw posiadajacych rozbudowany tancuch boczny
(fenyloalanina, walina). Uzylem fenyloalaniny jako aminokwasu z rozbudowanym
tancuchem bocznym z uwagi na tatwiejsza prac¢ z jej pochodnymi niz z pochodnymi

waliny (bardzo mata rozpuszczalno$¢ w wodzie).

a) 1. Boc-Gly-OH,
1. OXYMA, TEA OXYMA, TEA
Boc-L-Phe-OH  EDCI-HCI, DMF EDCI-HCI, DMF
+ —————» H-L-Phe-NH-NH-Cbz ——— H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz
HoN-NH-Cbz 2. )
5 z 2. TFA, CH,Cl, 151 2. TFA, CH,Cl, 152
b) o
1. Ac-L-Phe-OH, 1 _NH
OXYMA, TEA PR
EDCI-HCI, DMF
H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz ————————> HN™ ~0
2. H,, Pd/C, o
152 MeOH
., _NH
ph

J

HN™ 0
NH, /g
HN” 0
c) 153 o
1. H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz
152 P NH
1. OXYMA, TEA OXYMA, TEA L
Ac-Gly-OH EDCI+HCI, DMF EDCI+HCI, DMF HN X0
+ ————>  Ac-Gly-L-Phe-OH 0
H-L-Phe-OBn:TsOH 2. TFA, CH,Cl, 154 2. H,, PdIC,
MeOH o NH
Ph L
HN™ 0
NH,
155

Rys. 54 Synteza: a) potproduktu 152, b) hydrazydu trippetydu 153, c) hydrazydu tetrapeptydu 155.

Hydrazydy tripeptydu 153 oraz tetrapeptydu 155 otrzymalem poprzez strategie
syntezy w roztworze z uzyciem klasycznej sekwencji reakcji sprzggania i odbezpieczania
(Rys. 54). Jako odczynnikdéw sprzegajacych uzywatem OXYMA i EDCI-HCI, a reakcje
sprzegania prowadzitem w DMF z dodatkiem trietyloaminy (TEA). Reakcje
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odbezpieczania prowadzilem, zaleznie od odbezpieczanej grupy: przy odbezpieczaniu
grup Cbz i OBn — wodorem w obecnos$ci palladu na weglu aktywnym w mieszaninie
metanolu i wody; przy odbezpieczaniu grup Boc — kwasem trifluorooctowym (TFA)
w chlorku metylenu.

Synteze hydrazydow 153 oraz 155 zaprojektowalem jako synteze zbiezng tak, aby
mozliwe byto otrzymanie czes$ci substratow w wigkszej ilosci 1 uzycie ich do syntezy
obydwu zwigzkéw. Zwigzkiem wspolnym dla obydwu syntez byl di peptyd
H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152 (Rys. 54a). Jego syntezg¢ rozpoczalem od sprzg¢gania ze
soba Boc-L-Phe-OH z H2N-NH-Cbz. Produkt Boc-L-Phe-NH-NH-Cbz wydzielitem
poprzez przemywanie mieszaniny reakcyjnej. Nastepnie poddatem go odbezpieczaniu
z uzyciem TFA, uzyskujac produkt H-L-Phe-NH-NH-Cbz 151. Nastepnym etapem bylo
sprzeganie otrzymanego zwigzku H-L-Phe-NH-NH-Cbz 151 z Boc-Gly-OH. Po
przemyciu  reakcji  otrzymalem  produkt  Boc-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz,  ktory
odbezpieczylem z uzyciem kwasu trifluorooctowego  otrzymujac  produkt
H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152 z calosciowa wydajnoscig 34%. Tak niska wydajnos¢ byta
spowodowana czegsciowym rozpuszczaniem si¢ zwigzku Boc-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz
w wodzie w trakcie oczyszczania po reakcji sprzggania.

Hydrazyd tripeptydu 153 (Rys. 54b) otrzymatem poprzez sprzg¢ganie otrzymanego
wczesniej zwigzku 152 z Ac-L-Phe-OH. Po oczyszczeniu, poprzez przemywanie reakcji,
otrzymatem produkt Ac-L-Phe-gly-L-Phe-NH-NH-Cbz, ktory nastepnie poddatem
odbezpieczaniu z uzyciem wodoru w obecnosci palladu na weglu aktywnym. Produkt
hydrazyd Ac-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH> 153 otrzymatem z calosciowa wydajnoscia
dwoch ostatnich etapow 73%.

Synteze¢ hydrazydu tetrapeptydu 155 (Rys. 54c) rozpoczgtem od otrzymania
potproduktu  Ac-Gly-L-Phe-OH 154 poprzez sprzeganie ze sobg Ac-Gly-OH
I H-L-Phe-OBn-TsOH. Nastepnie produkt Ac-Gly-L-Phe-OBn poddatem reakcji
odbezpieczania grupy OBn z uzyciem wodoru w obecnosci palladu na weglu aktywnym
w metanolu. Produkt Ac-Gly-L-Phe-OH 154 otrzymatem z catosciowa wydajnoscig 77%.
Kolejnym etapem bylo sprzeggnigcie ze sobg wczesniej otrzymanych przeze mnie
zwigzkow Ac-Gly-L-Phe-OH 154 oraz H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152. Po wyizolowaniu
(poprzez przemywanie) produktu Ac-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz poddatem go
reakcji z wodorem w obecnosci palladu na weglu aktywnym w celu usunigcia grupy
zabezpieczajacej Cbz. Hydrazyd Ac-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH2 155 otrzymatem

z calkowita wydajnosciag dwoch ostatnich etapow 64%.
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3.4.2. Synteza kapsul molekularnych i analiza ich struktury

a) OY
«, NH
Ph
o
HN" 0
s, NH
Ph/L 0
HN™ ™0 136 PN
(@) R ——
CHCI3 70 °C HN™ "0
Ph/IINH N
N o HO OH

156 |-|N/g
H (@] ph//"-
0 L

=z

HN" S0
/, NH
P Oﬁ)
136
HN" S0 _ pr~ " NH
o CHCl3/MeOH, L
70 °C HN (e}
Ph” "'J;NH _N
N So HO OH
|
NH,

155
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Rys. 55 Synteza zwiazkow: a) 156, b) 157.

Kolejnymi etapami byla synteza kapsut molekularnych z otrzymanych
hydrazydow. Reakcje hydrazydu tripeptydu 153 z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136
przeprowadzilem w chloroformie (Rys. 55a). Po 18 godzinach reakcji w temperaturze
70 °C w szczelnym naczyniu otrzymatem zwigzek 156 z ilosciowa wydajnoscia. Reakcje
syntezy zwigzku 157 z hydrazydu tetrapeptydu 155 i tetraformylorezorcyn[4]arenu 136
poczatkowo przeprowadzitem w chloroformie ale powstate produkty byly
nierozpuszczalne w chloroformie i reakcja nie przebiegta do konca. Nastepna probe
syntezy podjatem w mieszaninie chloroform:metanol (95:5, viv, Rys. 55Db). Po
18 godzinach reakcji w 70 °C w szczelnym naczyniu otrzymatem klarowny roztwor,
z ktorego, po odparowaniu rozpuszczalnika, wydzielitem produkt 157 z iloSciowa

wydajnoscia.
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Rys. 56 Widma kapsuly (156)2: a) *H NMR, b) czesciowe ROESY NMR (CDCl3, 298 K, 600 MHz). c) Proponowany
motyw wigzacy z zaznaczonymi oddziatywaniami widocznymi na widmie ROESY NMR kapsuty (156)a.

Rysunek zaadaptowany z publikacji.®®

Strukture otrzymanego zwiagzku 156 oraz jego dimerycznag strukture ll-rzgdowa
zaproponowatem na podstawie szeregu jedno- (*H, *C) i dwuwymiarowych
(*H-H COSY, H-'H ROESY, H-13C HSQC, H-13C HMBC, DOSY) widm NMR (Rys.
56). Na podstawie widm 'H i C NMR stwierdzitem, ze otrzymany zwigzek 156
wykazuje w chloroformie symetric Cs. Na widmie ROESY NMR zwigzku 156
zaobserwowalem sygnaly odpowiadajace korelacji protonéw feh+i’ (proton grupy
acylohydrazonowej f i protony glicyny h+4’, bedacej drugim aminokwasem liczac od
bloku makrocyklicznego) $wiadczace o oddzialywaniu migdzy soba dwoéch roznych
kawitandéw tworzacych dimeryczng kapsule molekularng (protony te sg potozone za
daleko od siebie w sekwencji, zeby mogly oddziatywa¢ pomigdzy sobg w obrebie
jednego kawitandu). Oddziatywanie takie obserwowalem rowniez we wczesniej
otrzymanych przeze mnie kapsutach (142a-d). otrzymanych z hydrazydoéw krotszych

0 Zaobserwowalem rowniez korelacje protondw a+a’«j $wiadczace

peptydow.
0 bliskosci w przestrzeni dolnej obrgczy rezorcyn[4]arenu (protony a+a’) i grupy
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acetylowej bedacej na N-koncu tancucha peptydowego (protony j). Wyniki te $wiadczg to
o tym, ze w roztworze zwigzek 156, otrzymany z hydrazydu tripeptydu 153, dimeryzuje
tworzac kapsule (156)2, ale jej tancuchy peptydowe przylaczone do gornej obregczy
rezorcyn[4]arenu, ,,zaplatajg si¢” na bloku makrocyklicznym i powstata kapsuta posiada
motyw wigzacy oparty na dwoch aminokwasach, a pozostale nie s3 zaangazowane
W taczenie ze sobg kawitandow. Zatem otrzymana przeze mnie nowa kapsuta (156)2 nie
posiada wigkszej luki niz wcze$niej otrzymane kapsuly (142a-d). posiadajace krotsze

tancuchy peptydowe.
(a) e+Ph k ata’

OH
o/ ppm
(b)
h+h'
|
+a’ 5/ ppm T L
et BNk
1 oi (; 1.2 ((\x‘(\ N
i Sy N -
* Ok Z R | DY HO OH
It 7 | JH'=<Q
. ?'1’“’4 ] OTNHS .
o/ppm 3.2 1.2 k

Rys. 57 Widma kapsuty (157)2: a) 'H NMR, b) czesciowe ROESY NMR (CDCls:CH3OH, 95:5, v:v, 298 K, 600 MHz,
wygaszanie rozpuszczalnika). ¢) Proponowany motyw wiazacy z zaznaczonymi oddzialywaniami widocznymi na
widmie ROESY NMR kapsuty (157)2. Rysunek zaadaptowany z publikacji.®®

Strukture otrzymanego zwiazku 157 oraz jego dimeryczng strukture ll-rzedowa
zaproponowatlem na podstawie szeregu jedno- (*H, C) i dwuwymiarowych
(*H-'H COSY, H-'H ROESY, H-C HSQC, H-*C HMBC, DOSY) widm NMR (Rys.
57). Na podstawie widm 'H i C NMR stwierdzitem, ze otrzymany zwiazek 157
wykazuje w chloroformie symetri¢ Cs4. Na widmie ROESY NMR zwigzku 157

zaobserwowatem analogiczne korelacje jak dla zwigzku 156. Obecne byly korelacje
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protondéw f«>h+A’ (pomigdzy protonem grupy acylohydrazonowej f a protonami glicyny
h+4’, bedacej drugim aminokwasem liczac od bloku makrocyklicznego), $wiadczace
0 powstaniu kapsuty molekularnej (157)2 oraz korelacje protondow a+a '« j+j’ (pomigdzy
protonami dolnej obrgczy rezorcyn[4]arenu ata’ a protonami glicyny j+j°, bedacej
czwartym aminokwasem liczac od bloku makrocyklicznego, znajdujacej sie¢ w tym
samym miejscu co grupa acetylowa w kapsule (156)2). Wyniki te potwierdzajg, ze
réwniez kapsuta (157)2, otrzymana z hydrazydu tetrapeptydu 155, w roztworze posiada
podobng luke, co otrzymane wczesniej, z krotszych peptydow, kapsuty (142a-d)2 i (156),
a jej tancuchy peptydowe przytaczone do gornej obreczy rezorcyn[4]arenu ,,zaplatajg” si¢
na bloku makrocyklicznym drugiego kawitandu budujacego kapsulte. Motyw wigzacy
kapsuty (157)2 jest identyczny z motywem wigzacym kapsuty (156)2. Podjatem rowniez
probe otrzymania monokrysztatow obydwu otrzymanych kapsut (156)2 i (157)2 w celu

oznaczenia ich struktury w ciele statym, ale proby te zakonczyty si¢ niepowodzeniem.

3.4.3. Synteza kompleksow i analiza ich struktury

120

6/|:I)pml 1b 8 ) 6 4 2 o/ppm 160 140 120
Rys. 58 Porownanie widm *H NMR (a-f) i 1*C NMR (g-1) kapsut i ich komplekséw z fulerenami: a) (156)z,

b) (156)25Cs0, €) (156)25C70 (CDCls, 298 K, 600 MHz), d) (157)2, €) (157)25Cso, f) (157)25C70 (CDCls:CH3OH, 95:5,
viv, 298 K, 600 MHz, wygaszanie rozpuszczalnika), g) (156)z, h) (156)25Ceo, i) (156)25C7 (CDCls, 298 K, 150 MHz),
J) (157)2, k) (157)2>Ceo, 1) (157)2C70 (CDCI3:CH30H, 95:5, viv, 298 K, 150 MHz, wygaszanie rozpuszczalnika).
Rysunek zaadaptowany z publikacji.®®

W celu potwierdzenia rozmiaru luki otrzymanych kapsut (156)> i (157).
postanowitem sprawdzié¢, czy mozliwe jest skompleksowanie w ich wnetrzu fulerenow

Ceo 1 C70, analogicznie do otrzymanych wczes$niej kompleksow kapsut (142a-d)2
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zawierajacych krotsze peptydy. Reakcje prowadzilem dodajgc na etapie syntezy kapsuty
stechiometryczng ilo$¢ fulerenéw. Reakcje syntezy kompleksow kapsuly (156);
prowadzitem w chloroformie, a kompleksow kapsuty (157)> w mieszaninie
chloroform:metanol (95:5, v:v). Po 18 godzinach reakcji w temperaturze 70 °C
W zamknigtym naczyniu otrzymatem kompleksy (156)2>Ce0, (156)22C70, (157)22Ceo,
(157)2oCr0, wszystkie z ilosciowymi wydajno$ciami, co potwierdzitem z uzyciem widm

jedno- i dwuwymiarowych NMR (Rys. 58a-1).

(a) ata’ (b) a
bl ..
)
e
w 5/ ppm da’i oﬁ Q
i : I HO OH
o= < ., NH
h+h )| - o 2 f ph”
}+jﬂ - -4.0 le) EH1 /E
; - : j/ HN" 0
<3 e -4 g., O
? 2 P
1+ N
h+h " Sp. Ph L .
O NH NN S0 970
6.0 j/ o N
4N 4,,1(('\/Ph Z
HO OH
I A0
s = . B O NHS \
T Y
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| iy FELE P A Pl FORy LA o |

o/ppm 1.8 1.0

Rys. 59 a) Czesciowe widmo ROESY NMR kompleksu (157)2oCr (CDClIs:CH3OH, 95:5, viv, 298 K, 600 MHz,
wygaszanie rozpuszczalnika). b) Proponowany motyw wiazacy z zaznaczonymi oddziatywaniami widocznymi na

widmie ROESY NMR kompleksu (157)25C7o. Rysunek zaadaptowany z publikacji.®®

Analiza widm ROESY NMR wykazata, ze we wszystkich przypadkach korelacje
wystepujace na widmach komplekséw byly takie same, jak korelacje wystepujace na
widmach odpowiednich kapsut. Swiadczy to o tym, ze skompleksowanie fulerenow we
wnetrzu kapsutl (156)2 1 (157)2 nie zmienia ich geometrii, struktury i wielkosci

W poréwnaniu z ,,pustymi” kapsutami.
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Tabela 3 Wspotczynniki dyfuzji (na podstawie widm DOSY NMR) kapsut oraz ich kompleksoéw z fulerenami.

Zwigzek D/m?s?t Warunki
(142a), 3,0x1010 CDCls, 298 K, 600 MHZz%
(142b), 3,2x10°10 CDCls, 298 K, 600 MHz%
(142c), 3,2x10°10 CDCls, 298 K, 600 MHz%
(142d); 3,2x10°° CDCls, 298 K, 600 MHz%
(156) 2,8x1010 CDCls, 298 K, 600 MHz
(156),0Cq0 | 2,7x10720 CDCls, 298 K, 600 MHz
(156),oC7 | 3,0x10°70 CDCl3, 298 K, 600 MHz

(157), 2,6x101° | CDCls:CH30H, 95:5, v:v, 298 K, 600 MHz
(157):2Ce0 | 2,2x101° | CDCl5:CH30H, 95:5, v:v, 298 K, 600 MHz
(157):oC7 | 2,3x10 | CDCl5:CH30H, 95:5, viv, 298 K, 600 MHz

W celu dodatkowego potwierdzenia rozmiaru otrzymanych kapsul wykonatem
eksperymenty DOSY NMR, ktére pozwalaja na zmierzenie wspotczynnika dyfuzji
otrzymanych zwigzkéw wraz z jego otoczka solwatacyjng i porOéwnalem je ze
wspotczynnikami dyfuzji wczesniej otrzymanych przeze mnie kapsut (142a-d),.%°
Z powodu matej ilosci metanolu w roztworach kapsuty (157)2 i jej komplekséw oraz
podobnego wspodtczynnika lepkosci chloroformu i metanolu, mozliwe byto porownanie
wynikow pomiardw przeprowadzonych w roznych rozpuszczalnikach. Pomiary te
wykazaty, ze wspotczynniki dyfuzji (D) odpowiednich kapsut i ich kompleksow sg
zblizone, co $§wiadczy o braku zmiany struktury kapsuty po skompleksowaniu gosci
(Tabela 3). Dodatkowo, wspotczynniki dyfuzji otrzymanych kapsut (156)2 i (157)2 sa
zblizone do wspotczynnikow wezesniej otrzymanych przeze mnie kapsut (142a-d)2, co
potwierdza wcze$niejsza obserwacja z widm ROESY NMR o wystepowaniu podobnego
motywu wigzacego w tych kapsutach 1 ,,zaplataniu si¢” tancuchdéw peptydowych na bloku
makrocyklicznym. Taka struktura nie powoduje znacznej zmiany wielkosci otrzymanych
przeze mnie nowych kapsut molekularnych, dlatego wspotczynniki dyfuzji wszystkich
kapsut sa do siebie zblizone. Zmierzytem rowniez widma ECD otrzymanych kapsut
i kompleksow. Wykazuja one wysoka intensywnoéé pasm (200-300 dm® mol?* cm™), co

dodatkowo potwierdza otrzymanie dimerycznych kapsul molekularnych.
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3.4.4. \Wnioski

Rys. 60 Schemat postulowanej struktury i motywu wiazacego kapsuty (157)2 (kolor zo6tty — tancuchy peptydowe, kolor
pomaranczowy — tgcznik, kolor niebieski — blok makrocykliczny). Rysunek zaadaptowany z publikacji.®®

Podsumowujac, otrzymalem dwie nowe kapsuly molekularne (156)2 i (157)2
otrzymane z hydrazydoéw tri- oraz tetrapeptydow. Z wykorzystaniem widm jedno-
i dwuwymiarowych NMR, a w szczegolnosci widm ROESY i DOSY NMR stwierdzitem,
ze wydhluzenie tancucha peptydowego nie wpltywa na powigkszenie kapsut i luki obecne;j
w ich wnetrzach, poniewaz nie zmienia to i nie wydtuza obecnego w kapsutach motywu
wiazacego, tylko powoduje ,zaplatanie si¢” tancuchow peptydowych na bloku
makrocyklicznym (Rys. 60). Dodatkowo, otrzymatem kompleksy tych kapsut
z fulerenami Ceo i C7o oraz stwierdzitem, ze ich skompleksowanie nie powoduje zmiany
struktury kapsut w kompleksach. Wyniki te pozwolity na pelne poréwnanie cech
strukturalnych kapsut molekularnych z tacznikiem acylohydrazonowym z kapsutami
molekularnymi z tacznikami iminowym® i azapeptydowym®® otrzymanymi w zespole
Szumnej. W kapsutach z tagcznikami iminowym 1 azapeptydowym tancuchy peptydowe
przytaczone sg do bloku makrocykliczego z uzyciem N-konca oraz fancuchy dwoch
roznych kawitandow utozone sg antyrownolegle do siebie 1 oddzialujg ze sobg na calej
dlugos$ci, co zapewnia powickszenie kapsuly wraz ze wzrostem dhugosci tancuchow
peptydowych. Natomiast w kapsutach z tacznikami iminowym i azapeptydowym nie
zaobserwowano kompleksowania zadnych czasteczek gosci (poza czasteczkami
rozpuszczalnikow). W kapsutach z tacznikiem acylohydrazonowym natomiast peptydy
przytaczone sg z uzyciem C-konca do bloku makrocyklicznego a tancuchy peptydowe
oddziatuja ze sobg parami tylko na dhugosci do dwdch aminokwasow (liczac od bloku
makrocykliczego), co powoduje ze roznice w wielkosci kapsut zaleznie od dhugosci
tancucha peptydowego sg znikome. Mozliwe natomiast jest skompleksowanie fulerenow
Ceo | C70 we wnetrzu kapsut z tgcznikiem acylohydrazonowym. Powyzsze wyniki zostaty

opublikowane w czasopi$émie Supramolecular Chemistry.®®
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3.5. Peptydowe kapsuly koordynacyjne

Jako, ze strategia syntezy kapsul o powigkszonej luce poprzez wydhluzenie
tancucha peptydowego nie przyniosta =zalozonych rezultatow, zaproponowatem
alternatywne metody otrzymania kapsul molekularnych o wigkszej luce. Postanowitem
zmieni¢ grupy obecne na N-koncu aminokwasow i peptydow w celu modyfikacji motywu
wiazacego kapsuty, co mogloby skutkowac jej powickszeniem. Postanowilem rowniez
sprawdzi¢, czy otrzymane w ten sposob kawitandy i kapsuty moga tworzy¢ kapsuty
z wykorzystaniem oddziatywan koordynacyjnych. Jak przedstawitlem we wstepie
literaturowym, strategia syntezy kapsut molekularnych, w ktorych kawitandy potaczone
sa ze soba z uzyciem wigzan koordynacyjnych do jonoéw metali jest bardzo efektywna
metoda syntezy kapsut o r6znej geometrii. Dodatkowo, wprowadzenie jonow metali do
struktury i motywu wigzacego kapsuly moze znaczaco zmieni¢ wielko$¢ 1 wlasciwosci
luki w otrzymanych kapsutach, w poréwnaniu do peptydowych kapsut molekularnych, co
moze mie¢ wplyw na rodzaj i trwato$¢ powstajacych kompleksow gosci we wnetrzach
kapsul. Jony metalu obecne w strukturze kapsuly moga réwniez zostaé potencjalnie

wykorzystane jako centra katalityczne w reakcjach przebiegajacych we wnetrzu kapsuty.

a) [~ R? R'= o} O (0]
R, ?\lx1-4 ‘ X
& L N
HNT ™o R°=H
/N
R!, R2%=
HO OH N
N~

4

b)

motyw A motyw C
Rys. 61 a) Modyfikacje grup obecnych na N-konicu aminokwasu badz peptydu. b) Propozycje motywow wiazacych,
pomigdzy jonami metali a kawitandami (z grupa pirydylowa na N-koncu), prowadzace do powstania kapsut

molekularnych.
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Aby sprawdzi¢, jaki wplyw na proces asocjacji kapsul ma grupa obecna na
N-koncu aminokwasu badz peptydu oraz umozliwi¢ koordynacj¢ kawitandéw do jonow
metali, postanowitlem zmodyfikowa¢ otrzymane wczesniej przeze mnie kawitandy
I kapsuly molekularne, poprzez zmiang¢ grupy na N-koncu peptydu. Na podstawie
przegladu literatury zaproponowatem kilka mozliwych grup, ktére dobrze koordynuja do
jonow metali i, jednocze$nie, mozna je umie$ci¢ na N-koncu aminokwasu lub peptydu,
takich jak: benzoilowa, 2-, 3-, 4-pirydynokarbonylowa, 2-, 3-, 4-iminopirydylowa,
N-metylowa, N,N-dimetylowa, badz niezabezpieczony N-koniec (Rys. 61a). Badania nad
synteza peptydowych kapsut koordynacyjnych wykonywatem w ramach realizacji
Diamentowego Grantu.®

Zaleznie od rodzaju grupy koordynujacej i metalu, mozliwe jest otrzymanie
kapsut z réoznymi motywami wigzacymi (Rys. 61b). Motyw A moze wystapic, jesli
kompleks metalu przyjmuje geometri¢ ptasko-kwadratowa, koordynujg do niego wtedy
cztery ligandy z tego samego kawitandu i powstaje w ten sposéb koordynacyjna kapsuta
molekularna skladajaca si¢ z jednego kawitandu i jednego jonu metalu. Taka kapsuta
posiadataby niewielkg lukg, przez co enkapsulacja zwiazkow w jej wnetrzu bylaby
utrudniona. Motyw B wystepuje, jesli metal przyjmuje geometri¢ ptasko kwadratowa, ale
koordynuja do niego po dwa tancuchy peptydowe z dwoch kawitandow zawierajace dwa
koordynujagce atomy azotu. Taki motyw zostat wykorzystany przez Nitschke do syntezy
kapsut koordynacyjnych.?:3 Motyw C moze powstaé, jesli kompleks metalu przyjmuje
geometri¢ liniowa i charakteryzuje si¢ zaangazowaniem czterech jonéw metali
W koordynacj¢ pomigdzy dwoma tancuchami dwodch roéznych kawitandow kazdy.
W przypadku motywow B i C powstajgca kapsuta moze by¢ wigksza od wczesniej
otrzymanych peptydowych kapsut molekularnych. Zaproponowane modele majg
charakter orientacyjny ze wzgledu na duza labilnos¢ konformacyjna peptydow.
Przedstawione dalej badania podzielitem na pig¢ etapow:

1. Synteza hydrazydéw aminokwasow 1 peptydow

2. Synteza kapsul z hydrazydow zmodyfikowanych na N-koncu

3. Synteza kapsut z wykorzystaniem podejscia dynamicznej  chemii

kombinatorycznej

4. Synteza kapsut koordynacyjnych

5. Synteza kapsuty kowalencyjne;.
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3.5.1. Synteza hydrazydow aminokwasoéw i peptydow

Jako podstawowy blok budulcowy hydrazydow, wybratem L-fenyloalaning
dlatego, ze jej pochodne sg trudniej rozpuszczalne w wodzie, co znaczgco utatwia prace
Z nimi. Dodatkowo jest to juz dobrze sprawdzony i zbadany blok budulcowy, ktory
mozna latwo modyfikowaé zaleznie od wymaganych potrzeb. Jako drugi aminokwas
postanowitem wykorzysta¢ glicyne, ze wzgledu na brak tancucha bocznego, co znacznie
utatwia asocjacj¢ powstatych produktow.

Zaprojektowatem 1 otrzymatem szereg hydrazydéw aminokwasdéw oraz krotkich
peptydow (od dwodch do czterech aminokwasow) zawierajacych zmodyfikowany
N-koniec. Przy syntezie peptydow, jako odczynnikow sprzegajacych uzywatem OXYMA
i EDCI-HCI, a reakcje sprzegania prowadzitem w DMF z dodatkiem trietyloaminy
(TEA). Reakcje odbezpieczania prowadzitem, zaleznie od odbezpieczanej grupy: przy
odbezpieczaniu grup Cbz i estru benzylowego — wodorem w obecnosci palladu na weglu
aktywnym w mieszaninie metanolu i wody; przy odbezpieczaniu estrow tertbutylowych —

kwasem trifluorooctowym (TFA) w chlorku metylenu.

Ph Ph
PhC(O)CI, EtzN % H,NNHpH,0  © H
HoN O~ Ph)kN RN g Ph)kN NN
2 CH,Cl, N MeOH N 2
o 0
158

159

Rys. 62 Synteza hydrazydu N-benzoilo-L-fenyloalaniny 159.

W pierwszej kolejnosci otrzymalem hydrazyd N-benzoilo-L-fenyloalaniny 159
(Rys. 62). Jego synteze¢ rozpoczalem od syntezy chlorowodorku estru metylowego
L-fenyloalaniny 149 wedlug wczesniej opracowanej i opisanej przeze mnie procedury
(str. 88). Nastepnie, zwigzek 149 poddatem reakcji z chlorkiem kwasu benzoesowego
w obecnosci  Ets3N  w chlorku metylenu. Po przemywaniu otrzymatem ester
N-benzoilo-L-fenyloalaniny 158 z wydajnoscig 88%. Ostatnim etapem byta reakcja
zwodnym roztworem hydrazyny prowadzaca do otrzymania pozadanego produktu,

hydrazydu N-benzoilo-L-fenyloalaniny 159, z ilosciowa wydajnoscia.
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Rys. 63 Synteza hydrazydow 161, 163 i 165 zawierajacych grupe karbonylopirydylowa na N-koncu.

Kolejnym krokiem bylo opracowanie syntezy hydrazydow L-fenyloalaniny
zawierajacych grupy karbonylopirydylowe na N-koncu. Ze wzgledu na labilno$é
peptydow i trudng do przewidzenia geometri¢ koordynacji postanowitem otrzymaé
wszystkie izomery tego typu (zawierajace pirydyng podstawiong w pozycjach 2-,3- i 4-).
Ze wzgledu na dostgpno$¢  substratow, do syntezy uzywalem  kwasu
2-karbonylopirydylowego oraz chlorowodorkow chlorkéw kwasow nikotynowego oraz
izonikotynowego.

Syntez¢ hydrazydu 161, zawierajacego grupe 2-karbonylopirydylowa,
rozpoczalem od sprzegania chlorowodorku estru metylowego L-fenyloalaniny 149
z kwasem 2-karbonylopirydylowym (Rys. 63a). Po przemyciu reakcji otrzymalem
produkt 160 z wydajnoscig 84%. Kolejnym etapem byta reakcja zwigzku 160 z wodnym
roztworem hydrazyny w ktorej, otrzymatem hydrazyd 161, ktory jednak byt
zanieczyszczony pozostatosciami odczynnikow sprzegajacych. Liczne proby jego
oczyszczania, w tym chromatograficznego, nie przyniosty zamierzonego efektu, ale,
pomimo tego, postanowitem go uzy¢ do dalszych etapow.

Synteze hydrazydow 163 i 165, zawierajacych, odpowiednio, grupe 3- oraz
4-karbonylopirydylowa, rozpoczatem od reakcji chlorowodorku estru metylowego
L-fenyloalaniny 149 z chlorowodorkami chlorkéw kwasow, odpowiednio, nikotynowego
oraz izonikotynowego (Rys. 63b-c). Po oczyszczaniu przez ekstrakcje otrzymatem
produkty z wydajnosciami: 162 — 84% oraz 164 — 83%. Kolejnym etapem byta reakcja
zwigzkow 162 i 164 z wodnym roztworem hydrazyny, w ktorej otrzymatem hydrazydy

1631 165 z ilosciowymi wydajno$ciami.
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Rys. 64 Synteza hydrazydu 166 z niezabezpieczonym N-koficem.

Syntez¢ hydrazydu L-fenyloalaniny 166 zawierajacego niezabezpieczony
N-koniec rozpoczatlem od reakcji wczesniej otrzymanego chlorowodorku estru
metylowego L-fenyloalaniny 149 z wodnym roztworem hydrazyny w metanolu (Rys. 64).
Do reakcji uzylem znacznego nadmiaru hydrazyny w celu usuniecia chlorowodorku
z oczekiwanego produktu. Po 18 godzinach reakcje odparowatem i dodatem niewielkg
porcje bezwodnego metanolu w celu usunigcia chlorowodorku hydrazyny. Hydrazyd 166

oczys$cilem przez rekrystalizacj¢ przesaczu otrzymujac go z wydajnoscia 79%.
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Rys. 65 Synteza hydrazydéw zawierajacych niezabezpieczony N-koniec: a) dipeptydu 167, b) tripeptydu 168,
c) tetrapeptydu 170.

Hydrazydy di- 167, tri- 168 oraz tetrapeptydow 170 z niezabezpieczonym
N-koncem otrzymatem 2z wykorzystaniem Kklasycznej sekwencji reakcji sprzeggania
i odbezpieczania (Rys. 65). Razem z mgr Pauling Jurek, ktora wykonywata swoja prace
magisterska w zespole Szumnej, otrzymalem hydrazyd dipeptydu 167. W reakcji
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sprz¢gania Cbz-Gly-OH z otrzymanym wcze$niej zwigzkiem H-L-Phe-NH-NH-Cbz 151
(Rys. 65a) otrzymatem produkt Cbz-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz, ktéry wydzielitem poprzez
przemywanie reakcji. Nastepnie, poddatem go reakcji odbezpieczania grup Cbz
otrzymujac hydrazyd H-Gly-L-Phe-NH-NH2 167 z cato§ciowa wydajnoscig 80%.

Do syntezy hydrazydu tripeptydu 168 uzytem wcze$niej otrzymanego przeze mnie
zwigzku H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152, ktory poddatem reakcji sprzegania ze zwigzkiem
Cbz-L-Phe-OH  (Rys. 65b). Po przemyciu reakcji otrzymatem  produkt
Cbz-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz, ktéry nastgpnie poddatem reakcji odbezpieczania
grup Cbz otrzymujac hydrazyd H-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH2 168 2z catosciows
wydajnosciag 95%.

Synteze hydrazydu tetrapeptydu 170 rozpoczatem od sprzegania zwigzkow
Cbz-Gly-OH z  H-L-Phe-Ot-Bu-HCI  (Rys.  65c).  Otrzymany  produkt
Cbz-Gly-L-Phe-Ot-Bu odbezpieczytem, z uzyciem kwasu trifluorooctowego, otrzymujac
zwigzek Cbz-Gly-L-Phe-OH 169 z catosciowa wydajnoscia 87%. Kolejnym etapem byto
sprzgganie otrzymanego zwigzku Cbz-Gly-L-Phe-OH 169 z weczedniej otrzymanym
przeze mnie  zwigzkiem  H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz  152.  Produkt reakcji
Cbz-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz  poddatem  odbezpieczaniu  grup  Chz
i otrzymatem oczekiwany hydrazyd H-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NHz 170 z catkowita
wydajnoscig dwoch ostatnich  etapow  42%. Niska caloSciowa wydajnos¢ byla
spowodowana niskg wydajnoscia  ostatniej reakcji  sprzegania  zwigzkow
Cbz-Gly-L-Phe-OH 169 i H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152 prawdopodobnie z powodu

sprzggania ze sobg dluzszych peptydow zawierajacych wiele grup aromatycznych.

Ph Ph Ph
SOCl; HoNNH,+H,0 H
~ OH —— o ~ N.
H MeOH H > MeOH H NH;
o xHCI © 0
171 172 173

Rys. 66 Synteza hydrazydu L-fenyloalaniny 173 z grupa N-metylowa.

Synteze hydrazydu N-metylo-L-fenyloalaniny 173 rozpoczatem od reakcji
N-metylo-L-fenyloalaniny 171 z chlorkiem tionylu w metanolu (Rys. 66). Nastepnie
otrzymany produkt chlorowodorek estru metylowego N-metylo-L-fenyloalaniny 172
poddatem reakcji z nadmiarem wodnego roztworu hydrazyny. Po odparowaniu reakcji
dodatem niewielkg porcje bezwodnego metanolu w celu usunig¢cia chlorowodorku
hydrazyny. Hydrazyd N-metylo-L-fenyloalaniny 173 oczyscitem przez rekrystalizacje

przesaczu z caloSciowg wydajnoscia 95%.
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Rys. 67 Synteza: a) potproduktow 175a-b, hydrazydow zawierajacych grupe N-metylowa: b) dipeptydu 176,
c) tripeptydu 177, d) tetrapeptydu 179.

Hydrazydy di- 176, tri- 177 oraz tetrapeptydow 179 z grupa N-metylowa

odpowiednio 96% 1 iloSciowa.
zwigzek Cbz,Me-Gly-OH 175a poddatem reakcji
Z otrzymanym wczesniej zwigzkiem H-L-Phe-NH-NH-Cbz 151 (Rys. 67b). Produkt

Nastepnie,
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otrzymatem z wykorzystaniem klasycznej sekwencji reakcji sprzegania i odbezpieczania.
Syntez¢ rozpoczalem od otrzymania zabezpieczonych grupa Cbz pochodnych
N-metyloglicyny 175a oraz N-metylo-L-fenyloalaniny 175b (Rys. 67a). W tym celu
przeprowadzitem reakcje N-metyloglicyny 174 oraz N-metylo-L-fenyloalaniny 148
Z chloromrowczanem benzylu w warunkach zasadowych. Produkty Cbz,Me-Gly-OH

175a i Cbz,Me-L-Phe-OH 175b wydzielitem poprzez ekstrakcje z wydajnosciami

reakcji Cbz,Me-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz wydzielitem poprzez przemywanie reakcji.
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Nastepnie, poddatem go reakcji odbezpieczania grup Cbz otrzymujac hydrazyd
Me-Gly-L-Phe-NH-NH: 176 z catosciowa wydajnoscia 90%.

Do syntezy hydrazydu tripeptydu 177 uzylem wczes$niej otrzymany przeze mnie
zwigzek H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152, ktory poddatem reakcji sprzegania ze zwigzkiem
Cbz,Me-L-Phe-OH 175b (Rys. 67c). Po przemyciu reakcji otrzymatem produkt
Cbz,Me-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz, ktory nastepnie poddatem reakcji odbezpieczania
grup Cbz otrzymujac hydrazyd Me-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH, 177 z calosciowa
wydajnoscia 76%.

Synteze¢ hydrazydu tetrapeptydu 179 rozpoczatem od reakcji sprzg¢gania
Cbz,Me-Gly-OH 175a z H-L-Phe-Ot-Bu-HCI (Rys. 67d). Otrzymany produkt
Cbz,Me-Gly-L-Phe-Ot-Bu odbezpieczylem, z uzyciem kwasu trifluorooctowego,
otrzymujac zwiazek Cbz,Me-Gly-L-Phe-OH 178 =z catosciowa wydajnoscia 99%.
Kolejnym etapem bylo sprzeganie otrzymanego zwigzku Cbz,Me-Gly-L-Phe-OH 178
Z wcezesniej otrzymanym przeze mnie zwigzkiem H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152. Produkt
reakcji Cbz,Me-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz poddatem odbezpieczaniu grup Cbz
I otrzymatem oczekiwany hydrazyd Me-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH> 179 z catosciowa

wydajnoscig dwoch ostatnich etapow 71%.

Ph formaldehyd Ph Ph
NaBH, /g( HaNNH,#H,0 /Q(H
(o} —_— ~ o0, — > - N.
~ ~
H2N HpSO4 THE N MeOH N NHo
xHCI O 0 0
149 180 181

Rys. 68 Synteza hydrazydu L-fenyloalaniny 181 z grupg N,N-dimetylowa.

Synteze hydrazydu N,N-dimetylo-L-fenyloalaniny 181 rozpoczatem od reakcji
otrzymanego wczesniej chlorowodorku estru metylowego L-fenyloalaniny 149
z formaldehydem w warunkach redukujagcych (NaBH4, Rys. 68). Po ekstrakcji
otrzymatem produkt, ester metylowy N,N-dimetylo-L-fenyloalaniny 180, ktory poddatem
reakcji z wodnym roztworem hydrazyny. Otrzymatem hydrazyd
N,N-dimetylo-L-fenyloalaniny 181 z catkowita wydajnoscia 77%.
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Rys. 69 Synteza hydrazydow zawierajacych grupe N,N-dimetylowa: a) dipeptydu 182, b) tripeptydu 183,
c) tetrapeptydu 185.

Hydrazydy di- 182, tri- 183 oraz tetrapeptydow 185 z grupg N,N-dimetylowa
otrzymalem z wykorzystaniem klasycznej sekwencji reakcji sprzggania i odbezpieczania.
Syntezg¢ hydrazydu dipeptydu 182 rozpoczatlem od reakcji sprzegania zwigzku
Me,-Gly-OH z otrzymanym wczesniej zwigzkiem H-L-Phe-NH-NH-Cbz 151 (Rys. 69a).
Produkt reakcji Mez-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz wydzielitem poprzez przemywanie reakcji.
Nastepnie, poddatem go reakcji odbezpieczania grupy Cbz otrzymujac hydrazyd
Me-Gly-L-Phe-NH-NH> 182 z catosciowa wydajnoscig 64%.

Do syntezy hydrazydu tripeptydu 183 uzylem wczes$niej otrzymany przeze mnie
zwigzek H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152, ktory poddatem reakcji sprzegania ze zwigzkiem
Mez-L-Phe-OH  (Rys. 69b). Po przemyciu reakcji  otrzymatlem  produkt
Me;-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz, ktéry nastgpnie poddatem reakcji odbezpieczania
grupy Cbz otrzymujac hydrazyd Mez-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH, 183 z catosciowa
wydajnoscig 72%.

Synteze hydrazydu tetrapeptydu 185 rozpoczatem od reakcji sprzggania
Me2-Gly-OH z H-L-Phe-OBn-TsOH (Rys. 69c). Otrzymany produkt Me,-Gly-L-Phe-OBn
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poddatem reakcji odbezpieczania grupy Cbz otrzymujac zwigzek Mez-Gly-L-Phe-OH 184
z calosciowg wydajnoscia 47%. Taka niska wydajnos¢ spowodowana byta
rozpuszczalnosciag zwiagzku Mez-Gly-L-Phe-OBn otrzymanego po reakcji sprzg¢gania
w wodzie. Produkt musiatem wielokrotnie przemy¢é woda w celu pozbycia si¢
pozostatosci po odczynnikach sprzegajacych i substratach, bez przemywania roztworem
kwasu cytrynowego, ktéry moglby przeksztatci¢ otrzymany produkt w rozpuszczalng w
wodzie so6l. Kolejnym etapem byto sprzgganie otrzymanego zwigzku Me>-Gly-L-Phe-OH
184 z wczesniej otrzymanym przeze mnie zwigzkiem H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz 152.
Produkt reakcji Mez-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz poddatem reakcji odbezpieczania
grupy Cbz i otrzymatem oczekiwany hydrazyd Me>-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH> 185

z calkowita wydajnosciag dwodch ostatnich etapow 66%.

3.5.2. Synteza kapsul z hydrazydow zmodyfikowanych na N-koncu

a) 0+__Ph
.. _NH
ph
0<__Ph
Y HN" S0
.. _NH 136
Ph/L =N
KN o CHCI; 70°C  HO OH
NH,
159 4
186
b)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
5 /ppm

Rys. 70 a) Synteza zwigzku 186. b) Widmo *H NMR zwigzku 186 wystepujacego w formie dimerycznej kapsuty (186)2
(CDCls, 298 K, 600 MHz).

W pierwszej kolejnosci postanowitem sprawdzi¢, czy zamiana grupy acetylowej
na N-koncu aminokwasu na znacznie wigksza grupe benzoilowg bgdzie miata wptyw na
proces asocjacji i powstawania dimerycznych kapsul molekularnych. W tym celu
hydrazyd N-benzoilo-L-fenyloalaniny 159, przytaczytem do tetraformylorezorcyn[4]arenu
136 (Rys. 70a). Reakcje t¢ przeprowadzilem w chloroformie w temperaturze 70 °C
w szczelnym naczyniu. Po 18 godzinach reakcji i odparowaniu rozpuszczalnika
otrzymatem produkt 186 z iloSciowa wydajnoscig. Strukture zwigzku 186 ustalitem

z uzyciem widm jedno- i dwuwymiarowych NMR oraz spektrometrii mas. Widmo

109

https://rcin.org.pl



'H NMR wskazywato na otrzymanie zwiazku o wysokiej symetrii, a na widmie ROESY
NMR zaobserwowalem korelacje pomiedzy sygnalem protonu grupy hydrazonowej
a diastereotopowymi protonami grupy bocznej fenyloalaniny, co sugeruje powstanie
dimerycznej kapsuty molekularnej (186)2 o0 symetrii Cs. Wynik ten potwierdzitem
poprzez pomiar wspotczynnika dyfuzji, z uzyciem techniki DOSY NMR, ktory wynosit
D = 3,1x10%° m? st i byl porownywalny ze wspotczynnikiem dyfuzji wczeéniej
otrzymanych kapsul.®® Dodatkowo, na widmie masowym zaobserwowalem sygnat
pochodzacy od dianionu otrzymanej kapsuty [(186)2-2H]*. Wyniki te pokazuja, ze
zamiana grupy na N-koncu hydrazydu, na bardziej objgtosciowa, nie przeszkadza

W procesie dimeryzacji i otrzymaniu peptydowej kapsuty molekularne;.

a) = | b) = ‘
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Rys. 71 Reakcja tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydami z grupa karbonylopirydylowa na N-koncu: a) 161,
b) 163, c) 165.

Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie, czy mozliwe jest otrzymanie kapsut
Z hydrazydéw zawierajacych grupy karbonylopirydylowe na N-koncu. W tym celu
przeprowadzilem  reakcje  otrzymanych  hydrazydow 161, 163 i 165
z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136. W pierwszej kolejnosci przeprowadzitem reakcje
hydrazydu 163 z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 w celu otrzymania produktu 188.
Reakcje prowadzitem w standardowych warunkach (chloroform, 70 °C, zamknigte

naczynie, 18 godzin). Po analizie widm *H NMR po reakcji, stwierdzilem, Ze otrzymatem
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mieszaning produktow, poniewaz wszystkie sygnaly byly poszerzone oraz wystepowato
kilka sygnatow pochodzacych od tych samych ugrupowan, co sugerowalo otrzymanie
produktéw czesciowo podstawionych. Z doswiadczenia w pracy z tak zlozonymi
zwigzkami wiedziatem, ze rozdzielenie tak podobnych do siebie zwigzkow przez
chromatografi¢ jest z reguly niemozliwe, dlatego postanowilem zmieni¢ rozpuszczalnik
do reakcji na metanol, w ktorym hydrazyd 163 jest bardzo dobrze rozpuszczalny, oraz
uzy¢ nadmiaru hydrazydu 163 (5 ekwiwalentéw). Po 18 godzinach reakcji otrzymatem
produkt 188, jako osad, ktory odsaczylem z mieszaniny reakcyjnej z iloSciowa
wydajnoscig. W reakcji hydrazydu 165 z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 w metanolu
rOwniez otrzymalem oczekiwany produkt 189 z ilosciowa wydajnoscig. Natomiast
w reakcji zanieczyszczonego hydrazydu 161 z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 nie
otrzymatem czystego produktu 187. Pomimo proby zmiany warunkow reakcji oraz
stosunku stechiometrycznego substratow, za kazdym razem otrzymywatem mieszaning
produktow, ktora byla niemozliwa do rozdzielenia. Z tego powodu dalsze badania
przeprowadzitem jedynie z uzyciem zwiazkow 188 i 189.

Otrzymane zwiazki 188 i 189 byly bardzo stabo rozpuszczalne w chloroformie
i na widmach *H NMR nie wykazywaty symetrii C4 w tym rozpuszczalniku, co pozwolito
na analize jedynie widma H NMR. W bardziej polarnym rozpuszczalniku — DMSO,
zwigzki 188 i 189 wykazywatly symetrie C4 na widmach *H NMR. Na widmach ROESY
NMR nie zaobserwowalem charakterystycznej korelacji pomiedzy protonem grupy
acylohydrazonowej a protonami o badz B aminokwasu, co moze $wiadczy¢ o braku
samoasocjacji zwigzkow 188 i 189 w dimeryczne kapsuty. Obliczenia wspotczynnikow
dyfuzji na podstawie widm DOSY NMR i poréwnanie ich ze wspolczynnikami innych
zwigzkow, o znanej strukturze w DMSO, potwierdzity te przypuszczenia. Brak asocjacji
jest spowodowany duza polarnoscia i konkurencjg rozpuszczalnika do tworzenia wigzan
wodorowych. Przeprowadzenie badan w innych rozpuszczalnikach bylo niemozliwe ze
wzgladu na rozpuszczalnos$¢ otrzymanych zwigzkow.

Badania te pokazuja, ze mozliwa jest zamiana grupy na N-koncu aminokwasu
z grupy acetylowej na bardziej objetosciowa grupe benzoilowa w hydrazydach
tworzacych kapsuly molekularne i nie wptywa to negatywnie na proces asocjacji
kawitandéw do dimerycznych kapsut molekularnych. Jednak zamiana grupy acetylowej
na grupe karbonylopirydylowa, znacznie zmniejsza rozpuszczalno$¢ otrzymanych
zwigzkow W rozpuszczalnikach niepolarnych (chloroform), a w rozpuszczalnikach

polarnych (DMSO) zwigzki te wystgpuja jedynie w formie kawitandow.
111

https://rcin.org.pl



HO OH

! NH,

o

136
_NH Ph
N OH/
Ph HN j/ HO o

HN
%C :§7NH2

NH; 190 Ph

Rys. 72 Reakcja tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z czterema ekwiwalentami hydrazydu 166.

W kolejnym etapie pracy podjalem proby syntezy kawitandow z hydrazydow
aminokwasOw 1 peptydow posiadajacych niezabezpieczony N-koniec. Hydrazydy takie
jak 166 (Rys. 64), 167, 168 czy 170 (Rys. 65) posiadaja dwie reaktywne grupy:
hydrazydowa oraz aminowg, ktore sa zdolne do reakcji z grupa aldehydowa bloku
makrocyklicznego tworzac, odpowiednio, wigzania acylohydrazonowe albo iminowe.
Moze to prowadzi¢ do powstania mieszaniny produktow, w ktorych aminokwasy sa
przytaczone réznymi koncami do bloku makrocyklicznego. Jednak, wczes$niej
przeprowadzone badania w zespole Szumnej pokazaty, ze kawitandy 1 kapsuty
posiadajagce wigzanie iminowe s3 mniej trwate, niz kapsuly posiadajace wigzanie
acylohydrazonowe i mozliwe jest przeprowadzenie kapsul z wigzaniem iminowym
W kapsuly z wigzaniem acylohydrazonowym. Dlatego, spodziewatem si¢, Zze odwracalny
charakter obu powstajagcych wigzan pozwoli na otrzymanie zwigzku, w ktorym wszystkie
aminokwasy sg  przylagczone tym samym  koncem. Reakcje pomiedzy
tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 a czterema ekwiwalentami hydrazydu 166

przeprowadzitem w chloroformie w temperaturze 70 °C w zamknigtym naczyniu (Rys.
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72). Po 18 godzinach reakcji wydzielitem produkt 190 przez odparowanie
rozpuszczalnika z ilosciowa wydajnoscia.

a)

Ph a+a’

- 8 T T T T T T 1

250 300 350 400 450 500 550
A nm

Rys. 73 Widma zwigzku 190: a) *H NMR z przypisaniem sygnatéw (CDCls, 298 K, 400 MHz), b) ECD w CHCls.

Na widmie 'H NMR produktu 190 w chloroformie obecne byly dwa zestawy
sygnalow, co mozna bardzo dobrze zaobserwowal na przykladzie sygnatow
pochodzacych od protondw f, €, d oraz g (Rys. 73a). Do okreslenia struktury otrzymanych
produktow uzytem widm jedno- i1 dwuwymiarowych NMR, na podstawie ktorych
stwierdzitem, ze w obydwu otrzymanych produktach wystepuje ugrupowanie
acylohydrazonowe. Wspoétczynnik dyfuzji obydwu produktéw byt taki sam, na podstawie
widma DOSY NMR, 1 odpowiadat wspolczynnikowi dyfuzji kapsut molekularnych. Na
widmie ROESY NMR nie wystgpowaly zadne korelacje pomiedzy dwoma zestawami
sygnatow, co wyklucza powstanie mieszanych produktéw. Dodatkowo, na widmach
masowych zaobserwowalem jedynie sygnaly pochodzgce od produktéw podstawienia
czterech grup formylowych w tetraformylorezorcyn[4]arenie 136 przez hydrazyd 166. Na
tej podstawie stwierdzilem, ze w reakcji powstaty dwie diastereomeryczne kapsuly
M-(190)2 i P-(190)> roznigce si¢ chiralnoscig inherentng wystepujacg na pierscieniu
makrocyklicznym (Rys. 72a). W celu potwierdzenia takiej struktury otrzymanych
zwigzkéw zmierzytem widmo ECD w chloroformie produktow reakcji. Na widmie

widoczne byty efekty Cottona o intensywnosci do -6,5 dm® mol™ cm™ (Rys. 73b), co jest
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warto$cig znacznie nizszg w porownaniu do widm wcze$niej otrzymanych i opisanych

kapsul o zdefiniowanej

chiralnoéci inherentnej (do 248 dm® mol™* cm™).% Tak niskie

efekty pochodzily jedynie od L-fenyloalaniny obecnej w otrzymanej kapsule (190)2,

a efekty pochodzace od chiralno$ci inherentnej otrzymanych diastereomerycznych kapsut

wygaszaty sie. Wyniki te potwierdzily, ze otrzymalem dwie diastereomeryczne kapsuty

molekularne

M-(190),

i P-(190), przez przylaczenie hydrazydu 166 do

tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z uzyciem grupy hydrazydowej. Jest to zarazem

pierwszy przypadek, w ktérym otrzymane zostaly dwa diastereoizomery kapsuly

zbudowanej z hydrazydow aminokwasow badz peptydow.
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Rys. 74 Reakcja tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydami z niezabezpieczonym N-koncem a) 167 wraz

z cze$ciowym widmem ROESY NMR i widmem ECD, b) 168, ¢) 170 wraz z cz¢$ciowym widmem ROESY NMR

i widmem ECD (CDCls, 298K, 600 MHz).
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Nastepnym etapem bylo przylaczenie otrzymanych hydrazydéw peptydow 167,
168 i 170 z niezabezpieczonym N-koncem do tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 (Rys.
74). Reakcje te prowadzitem w chloroformie w temperaturze 70 °C w zamknigtym
naczyniu przez 18 godzin. W reakcji hydrazydéw 167 i 170 otrzymalem przewidywane
produkty odpowiednio 191 i 193, ktére wykazywaty symetri¢ C4 na widmach *H NMR
W chloroformie. Zwiazki te wystepowaly w formie dimerycznych kapsut molekularnych
(191)2 i (193)2, co stwierdzitem po analizie widm jedno- i dwuwymiarowych NMR. Co
cickawe, nie zaobserwowalem na widmach 'H NMR tych kapsut dwoch zestawow
sygnatow (jak na widmie kapsuty (190)2 otrzymanej z hydrazydu aminokwasu 166), co
$wiadczy o powstawaniu tylko jednego diastereoizomeru tych kapsut. Na widmach
ROESY NMR byly widoczne korelacje pomigdzy protonem grupy acylohydrazonowej
a protonami glicyny bedacej drugim aminokwasem liczac od bloku makrocyklicznego.
Analogiczne korelacje obserwowatem we wczesniej badanych przeze mnie kapsutach
otrzymanych z hydrazydéw peptydow z grupa acetylowa na N-koncu,?® co $wiadczy
0 tym, ze rdwniez w tym przypadku kawitandy kapsuty oddziatuja ze sobg tylko na czesci
dhugosci tancucha peptydowego i tworzg kapsuty o podobnej wielkosci luki. Dodatkowo,
dla tak otrzymanych kapsut zmierzytem widma ECD i stwierdzitem, ze wykazuja one
wysoka intensywno$¢ efektow Cottona (do 270 dm® mol* cm™).

Przy probie syntezy zwiazku 192 w reakcji  hydrazydu 168
z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 otrzymatem widmo H NMR z poszerzonymi
sygnalami produktéw, co uniemozliwialo jednoznaczng oceng przebiegu reakcji i dalsze

badania struktury otrzymanych produktow.

a) Me b) Me
/7, NH 7, N
Ph/L ph Me
Me HN" 0 Me HN™ ™0
.. _NH R
e L 136 _N o N o 136 _N
—k— —k—
N o HO OH i o HO OH
| ° | °
NH, CHCl5 70 °C NH, CHCl3, 70 °C
173 4 181 4
194 195

Rys. 75 Reakcja tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydami aminokwaséw a) 173, b) 181.

Kolejnym etapem byto sprawdzenie, czy mozliwe jest otrzymanie zwigzkow 194
1 195 z hydrazydéw aminokwaséw zawierajacych grupe metylowa na N-koncu (Rys. 75).
W tym celu przeprowadzilem reakcje tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydami

N-metylo-L-fenyloalaniny 173 oraz N,N-dimetylo-L-fenyloalaniny 181 w chloroformie
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w 70 °C w zamknigtym naczyniu. W obydwu reakcjach otrzymatem widma H NMR
0 wielu poszerzonych sygnalach $wiadczace o powstaniu mieszaniny produktow.
Najprawdopodobniej, dwa atomy wodoru na N-koncu aminokwasu uczestniczg
W motywie wigzacym pomiedzy kawitandami, a brak juz jednego z nich powoduje

zaburzenie uktadu wigzan wodorowych, przez co niemozliwe jest otrzymanie kapsuty.
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Rys. 76 Reakcja tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydami z grupa N-metylowsa a) 176 wraz z czeSciowym
widmem ROESY NMR i widmem ECD, b) 177 wraz z cze¢Sciowym widmem ROESY NMR i widmem ECD,
¢) 179 (CDCls, 298K, 600 MHz).
Sprawdzitem réwniez, czy mozliwe jest otrzymanie kapsut molekularnych

Z hydrazydéow peptydow 176, 177 i 179 z grupg N-metylowg. W tym celu
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przeprowadzitem ich reakcje z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 w chloroformie
w temperaturze 70 °C w zamknietym naczyniu przez 18 godzin (Rys. 76). W reakcji
hydrazydow 176 i 177 otrzymatem przewidywane produkty odpowiednio 196 i 197, ktore
wykazywaty symetrie C4 na widmach 'H NMR w chloroformie. Zwigzki te wystepowaty
w formie dimerycznych kapsut molekularnych (196)2 i (197)2, co stwierdzilem po
analizie widm jedno- i dwuwymiarowych NMR. Na widmach ROESY NMR byty
widoczne korelacje pomigdzy protonem grupy acylohydrazonowej a protonami glicyny
bedacej drugim aminokwasem liczac od bloku makrocyklicznego. Swiadczy to, ze
réwniez w tym przypadku kawitandy kapsut oddzialuja ze sobg tylko na czes$ci dlugosci
tancucha peptydowego i tworza kapsuly o podobnej wielkosci luki. Dodatkowo,
zmierzylem dla tak otrzymanych kapsut widma ECD i stwierdzitem, ze kapsuta (197)
wykazuje wysoka intensywno$é efektow Cottona (do 280 dm® mol? cm™), natomiast
w kapsule (196); sa one znacznie nizsze (do 100 dm® mol™ cm™). Przy probie syntezy
zwigzku 198 w reakcji hydrazydu 179 z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 otrzymatem
widmo 'H NMR z poszerzonymi sygnatami produktéw, co uniemozliwiato jednoznaczng

oceng przebiegu reakcji i dalsze badania struktury otrzymanych produktow.
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Rys. 77 Reakcja tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydami z grupa N,N-dimetylowa a) 182, b) 183 wraz
z czgSciowym widmem ROESY NMR i widmem ECD, c) 185 wraz z czgsciowym widmem ROESY NMR i widmem
ECD (CDCls, 298K, 600 MHz).

Kolejnym etapem bylo otrzymanie kapsul molekularnych z hydrazydow peptydow
182, 183 i 185 z grupa N,N-dimetylowa. W tym celu przeprowadzitem ich reakcje
z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 w chloroformie w temperaturze 70 °C
w zamknigtym naczyniu przez 18 godzin (Rys. 77). W reakcji hydrazydow 183 i 185
otrzymatem przewidywane produkty odpowiednio 200 i 201, ktore wykazywaly symetri¢

Cs na widmach H NMR w chloroformie. Zwigzki te wystepowaly w formie

118

https://rcin.org.pl



dimerycznych kapsut molekularnych (200)2 i (201)2, co stwierdzitlem po analizie widm
jedno- i dwuwymiarowych NMR. Na widmach ROESY NMR byly widoczne korelacje
pomigdzy protonem grupy acylohydrazonowej a protonami glicyny bedacej drugim
aminokwasem liczac od bloku makrocyklicznego. Swiadczy to, ze réwniez w tym
przypadku kawitandy kapsut oddziatujag ze soba tylko na czesci dlugosci tancucha
peptydowego 1 tworza kapsuty o podobnej wielkosci luki. Dodatkowo, dla tak
otrzymanych kapsut, zmierzytem widma ECD i stwierdzitem, ze wykazuja one wysoka
intensywno$¢ efektow Cottona (do 270 dm® mol™? cm™). Natomiast, przy probie syntezy
zwigzku 199 w reakcji hydrazydu 182 z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 otrzymatem
widmo *H NMR z poszerzonymi sygnatami produktéw, co uniemozliwiato jednoznaczng
oceng przebiegu reakcji i dalsze badania struktury otrzymanych produktow.

Badania te pokazujg, ze motyw wigzacy pomigdzy kawitandami kapsut
otrzymanych z hydrazydéow peptydéw z grupa N-metylowa badz N,N-dimetylowg jest
inny, niz motyw wigzacy kapsul otrzymanych z analogicznych aminokwasow.
W motywie wiazacym kapsut otrzymanych z peptydéow nie uczestnicza atomy wodoru
obecne na N-koncu, w przeciwienstwie do kapsut otrzymanych z aminokwasow, co
pozwala na otrzymanie kapsut podstawionych grupami N-metylowa badz

N,N-dimetylowa na N-koncu.

3.5.3. Synteza kapsul z wykorzystaniem podejscia dynamicznej chemii

kombinatorycznej

Sprawdzitem réwniez, czy mozliwe jest otrzymane kapsut molekularnych z grupa
2-iminopirydylowa na N-koncu. W tym celu postanowitem wykorzysta¢ hydrazyd 166
z niezabezpieczonym N-koncem, ktory, po przytaczeniu do tetraformylorezorcyn[4]arenu
136 grupg hydrazydowsg, moglby dodatkowo reagowaé z 2-formylopirydyng 20,
z wykorzystaniem grupy aminowej, tworzac nowe ugrupowanie 2-iminopirydylowe,
podobnie jak w zaprezentowanych w czesci literaturowej pracach grupy Nitschke. 2%
Ugrupowanie takie pédzniej moze zosta¢ wykorzystane do syntezy kapsut

koordynacyjnych.
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Rys. 78 Dwie koncepcje syntezy zwigzku 202 z 2-formylopirydyny 20: a) modyfikacja postsyntetyczna kapsuty (190)2,
b) wykorzystanie dynamicznej chemii kombinatoryjne;j.

Tabela 4 Proby syntezy zwiazku 202.

Substraty Rozpuszczalnik Temperatura Uwagi
20 + (190). CHClI; t. pok. oraz 70 °C -
20 + (190). MeOH t. pok. oraz 70 °C -
20 + (190), CHCl3:MeOH (9:1, viv) | t. pok. oraz 70 °C -
20 + 136 + 166 CHCI; 70 °C -
20 + 136 + 166 MeOH 70 °C -
20+ 136 + 166 | CHCl3:MeOH (9:1, v:v) 70 °C -
20 + 136 + 166 CHClI; 70 °C najpierw 20 + 166, potem 136
20 + 136 + 166 CHClI; 70 °C najpierw 20 + 136, potem 166

Sprawdzitem dwa podejscia syntetyczne: modyfikacje¢ postsyntetyczna kapsuty
(190)2 poprzez jej reakcje z 2-formylopirydyna 20 (Rys. 78a) oraz podejscie
wykorzystujace  zalozenia dynamicznej chemii kombinatoryjnej w  ktorym
2-formylopirydyna 20 dodana zostala bezposrednio do reakcji hydrazydu 166
z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 (Rys. 78b). Obydwa podejscia testowatem
przeprowadzajac reakcje w réznych rozpuszczalnikach (chloroform, metanol oraz ich
mieszaniny) oraz réznych temperaturach (Tabela 4). W kazdym przypadku

otrzymywatem mieszaniny produktow, ktorych widma *H NMR posiadaly poszerzone
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sygnaty, co uniemozliwiato ich analize. Moze to by¢ spowodowane duzg stabilnoscig
kapsuty (190)2, ktorej uklad wigzan wodorowych uniemozliwia reakcje
niezabezpieczonego N-konca z grupa formylowa. Natomiast w reakcji z wykorzystaniem
podejscia dynamicznej chemii kombinatoryjnej zaden z powstajacych wielu produktéw
nie jest na tyle uprzywilejowany termodynamicznie, zeby powstawal w przewadze.

Z uwagi na problemy napotkane w reakcji kapsuty (190), z 2-formylopirydyng 20
oraz koncepcji wykorzystania dynamicznej chemii kombinatoryjnej nie kontynuowatem

tych badan z hydrazydami peptydow 167, 168 i 170.

3.5.4. Synteza kapsul koordynacyjnych

0,10 oo N
e EENARESR h
.'d.'.- /1 NH
_a ® e h Ph/L
£ _ X
g 005 | = . N~ So
5 j N
0--""""00. K HO OH
| ®0oee,
0 5 10 15 4
ekw. ZnZ*
188
b)
ZN
0,08 oA
h
l...lo... PN
g o0*’ HN S0
2 0,04 o* eh \
2 .. ® | d
...ocoo.-..'..... HO OH
0 4
0 5 10 15
ekw. Zn2*
189

Rys. 79 Zmiany przesunie¢ chemicznych na widmach *H NMR podczas miareczkowania solg Zn(C104)2:6H20
zwigzkOow a) 188, b) 189 (400 MHz, DMSO-ds, 298 K).

Kolejnym etapem bylo sprawdzenie, czy mozliwa jest synteza kapsut
koordynacyjnych z otrzymanych przeze mnie zwigzkéw. Na poczatku przeprowadzitem
eksperymenty kompleksowania jonéw Zn?* przez otrzymane przeze mnie kawitandy 188
i 189 z grupa karbonylopirydynowa na N-koncu. W tym celu przeprowadzilem
eksperymenty miareczkowania, pod kontrolag widm 'H NMR, kawitandow 188 i 189
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w DMSO-ds poprzez dodawanie do ich roztworéw roztworu soli Zn(Cl0O4)2-6H20 (Rys.
79). Wybralem ten rozpuszczalnik ze wzgledu na brak rozpuszczalnosci badanych
kawitandow 188 1 189 w metanolu. Otrzymane wyniki wskazujg, ze stale
kompleksowania jonow Zn®** przez kawitandy 188 oraz 189 s3 bardzo niskie. Z tego
powodu nie jest mozliwe jednoznaczne okreS$lenie czy w tych warunkach powstaje
koordynacyjna kapsuta molekularna.

Sprawdzitem réwniez, czy mozliwe jest otrzymanie kapsut koordynacyjnych ze
zwigzkéw utworzonych z hydrazydéw zawierajacych grupe N,N-dimetylowa.
Postanowitem sprawdzi¢ zarowno zwigzki 200 i1 201 ale tez produkty reakcji
tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydami 181 i 185, w ktorych nie otrzymatem
oczekiwanych produktéow 195 i 201, poniewaz po dodaniu jonow metali do reakcji
mozliwa jest zmiana struktury otrzymanych zwigzkow. Wybratem tylko te zwiazki, ze
wzgledu na brak atomu wodoru przy grupie aminowej, ktory moglby wptywaé
niekorzystnie na proces kompleksowania jonéw metali. Jako Zrédto jondw wybratem sol
Zn(ClO4)2-6H20. Eksperymenty prowadzitem pod kontrol3 widm 'H NMR
w metanolu-ds ze wzgledu na rozpuszczalno$¢ badanych zwigzkow oraz soli. Wstepne
eksperymenty kompleksowania prowadzilem z uzyciem pigciu ekwiwalentéw soli
(na kawitand) w celu sprawdzenia, czy obserwowane sg zmiany na widmach.

' a+a’'
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N
=
=]
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)
~
o
2]
~
w
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Rys. 80 Widma *H NMR: a) zwigzku 200 w CDCls, b) zwigzku 200 w CD30D, c) kompleksu 203 w CDsOD
otrzymanego po dodaniu czterech ekwiwalentow soli Zn(ClO4)2-6H20 do zwigzku 200 (298 K, 400 MHz).
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Jedynie w przypadku zwigzku 200, po dodaniu jonéw Zn?*, zaobserwowatem
przesuniecie sygnatow na widmie *H NMR (Rys. 80). Bardzo duzemu przesunigciu ulega
sygnat od protonow j+;j grup metylowych obecnych na N-koncu: z 2,22 ppm na widmie
zwigzku 200, na 2,93 ppm na widmie kompleksu zwiazku 200 oraz sygnat od protonu f:
z 8,60 ppm na widmie zwigzku 200, na 8,92 ppm na widmie kompleksu zwigzku 200. We
wszystkich pozostatych przypadkach (kompleksowanie zwigzku 201 oraz produktow
reakcji tetraformylorezorcyn[4]arenu 136 z hydrazydami 181 i 185) otrzymywatem
widma 'H NMR z duza iloscia dodatkowych, poszerzonych sygnatéw, $wiadczace
0 powstawaniu wielu produktow.

Z powodu stabej rozpuszczalnosci powstajacego kompleksu zwigzku 200 z jonami
Zn?* (zaleznie od stechiometrii) niemozliwe bylo przeprowadzenie klasycznych
eksperymentow miareczkowania, a zmiana stechiometrii moze powodowaé zmiang
struktury otrzymanego kompleksu. Dlatego, w celu zbadania struktury powstajacego
kompleksu zwigzku 200 z jonami Zn?*, przygotowalem szereg probek o réznej
stechiometrii soli Zn(ClO4)2:6H20 do zwigzku 200. Przeprowadzilem nastepujace
eksperymenty kompleksowania w stosunkach: Zn?":200 4:1 w celu sprawdzenia
kompleksowania jednego jonu Zn?* na jeden tancuch peptydowy; Zn?*:200 2:1 w celu
sprawdzenia kompleksowania jednego jonu Zn?* na dwa tancuchy peptydowe, jak w
zaproponowanych motywach B i C kapsut koordynacyjnych (Rys. 60c); Zn?*:200 1:1
w celu sprawdzenia kompleksowania jednego jonu Zn?* na jeden kawitand, jak
W zaproponowanym motywie A kapsul koordynacyjnych (Rys. 60b). Jedynie w probie
kompleksowania w stosunku Zn?*:200 4:1 otrzymatem klarowny roztwor oraz widmo
'H NMR o ostrych sygnatach, ktére byto identyczne z otrzymanym wcze$niej widmem
przy probie kompleksowania w stosunku Zn?:200 5:1, co $wiadczy o otrzymaniu
kompleksu 203 o stechiometrii Zn?":200 4:1. W pozostalych przypadkach
zaobserwowalem osad po kompleksowaniu oraz poszerzone i zawierajace wiele sygnatow
widma *H NMR.

Strukture otrzymanego kompleksu 203 zbadatem z uzyciem widm jedno-
I dwuwymiarowych NMR. Na widmie ROESY NMR nie zaobserwowatem korelacji
pomiedzy protonem grupy acylohydrazonowej a protonami glicyny bedacej drugim
aminokwasem liczac od bloku makrocyklicznego (wystepujacej we wczesniej
otrzymanych kapsutach) oraz do zadnego innego aminokwasu. Swiadczy to o zupelnie
innym, nieprzewidzianym motywie wigzagcym wystepujacym w otrzymanym kompleksie.
Porownatem rowniez wspolczynnik dyfuzji, na podstawie widm DOSY NMR
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w metanolu, otrzymanego kompleksu 203 D = 2,4x10° m? st ze wspotczynnikiem
dyfuzji zwiazku 200 D = 3,2x1071® m? s1. Wyniki te $wiadcza o znacznie wigkszej
strukturze otrzymanego kompleksu 203 niz zwigzku 200. Podjalem réwniez proby
otrzymania monokrysztatbw w celu sprawdzenia dokladnej struktury otrzymanego
kompleksu 203 w ciele statym ale nie przyniosty one pozytywnych rezultatow. Na
postawie otrzymanych wynikow nie jestem w stanie zaproponowa¢ modelu otrzymanego

kompleksu 203.

3.5.5. Synteza kapsuly kowalencyjnej

Otrzymany przeze mnie hydrazyd 166 z niezabezpieczonym N-koncem posiada
dwie grupy (aminowg i hydrazydowa) mogace reagowac
z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 tworzac w pelni kowalencyjng kapsule 204.
Kapsula taka posiadataby dwa roézne wigzania pomig¢dzy aminokwasami a blokiem
makrocyklicznym — grupe acylohydrazonowa, jak otrzymane przeze mnie do tej pory
kapsuty, oraz grup¢ keto-enaminowa, analogicznie do kapsul otrzymanych przez
dr Hanne Jedrzejewska.>®

Dlatego, postanowitem przeprowadzi¢ reakcje dwoch ekwiwalentow hydrazydu
166 z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 w chloroformie w temperaturze 70 °C
W zamknigtym naczyniu. Produkt tej reakcji wydzielilem przez odparowanie
rozpuszczalnika, jednak sygnaty na jego widmie *H NMR byly bardzo poszerzone, co

moze $wiadczy¢ o powstaniu wielu produktow.

a) b)

CHO
HO OH

136

204

Rys. 81 a) Synteza kowalencyjnej kapsuty 204. b) Model kapsuty 204.

Skonstruowatem model kapsuty 204 w celu sprawdzenia, czy teoretycznie
mozliwe jest otrzymanie takiego produktu. Po optymalizacji geometrii z uzyciem

obliczen kwantowo-mechanicznych (DFT B3LYP/6-31G) otrzymatem model kapsuty
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204, ktory byt teoretycznie stabilny i trwaty (Rys. 81). Zaobserwowalem jednak, ze
odlegtosci pomigdzy sgsiadujgcymi aminokwasami sg bardzo duze a ugrupowania
acylohydrazonowe oraz enaminowe nie sSg zaangazowane w Wwigzania Wodorowe.
Dlatego, postanowitem doda¢ do reakcji zwiazek, ktory moze interkalowa¢ pomiedzy
tancuchami, co, mialem nadziej¢, uporzadkuje ukilad wigzan wodorowych i pozwoli
otrzyma¢ zaprojektowang kapsule kowalencyjng 204. Jako zwigzek interkalujacy
wybratem amid metylowy L-fenyloalaniny 137a, ktory wczesniej dr Hanna Jedrzejewska
wykorzystata do syntezy kapsuly 138a,°® poniewaz posiada on zabezpieczona grupe
kwasowa i jest komplementarny z uzywanym przeze mnie hydrazydem 166. Dodatkowo,
z weczesniejszych badan przeprowadzonych w zespole Szumnej wynika, Ze kapsuly
Z lacznikiem enaminowym (ktére mozna uzyska¢ ze zwiazku 137a) sa mniej trwate
I mozna je przeprowadzi¢ w kapsuly z tacznikiem acylohydrazonowym, zatem zwigzek

interkalujacy 137a nie powinien przeszkadza¢ w reakcji hydrazydu 166

z tetraformylorezorcy[4]arenem 136.

z+z' w
Y N
HoN N
X
(¢]

Rys. 82 Widma *H NMR kapsuty 204: a) bezposrednio po reakcji syntezy wraz z przypisaniem sygnatow zwigzku
interkalujacego 137a, b) po usunieciu zwiazku interkalujacego 137a (CDCls, 298 K, 400 MHz).

W reakcji 2 ekwiwalentow hydrazydu 166 z tetraformylorezorcyn[4]arenu 136
W obecnosci  dwoch  ekwiwalentow amidu metylowego L-fenyloalaniny 137a
przeprowadzonej] w chloroformie w temperaturze 70 °C w zamknigtym naczyniu,
otrzymatem kapsule kowalencyjng 204 0 zaproponowanej wczesniej strukturze
z illosciowa wydajnoscia (Rys. 81a). Strukture otrzymanej kapsuly 204 potwierdzitlem
z uzyciem widm jedno- i dwuwymiarowych NMR (Rys. 82a) oraz spektrometrii mas.

Dodatkowo, mozliwe bylo usunigcie zwigzku interkalujacego 137a, poprzez przemycie
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reakcji roztworem kwasu cytrynowego, ktore nie skutkowato rozpadem otrzymanej
kapsuty 204 (Rys. 82b).

Postanowitem  przeprowadzi¢  badania, gléwnie z uzyciem widm
dwuwymiarowych NMR, czy zwigzek 137a obecny w reakcji faktycznie ulega
interkalacji pomi¢dzy aminokwasami w kapsule 204. Po analizie widm ROESY NMR
probki pochodzacej bezposrednio z reakcji nie zaobserwowatem zadnych korelacji
$wiadczacych o wystgpowaniu takiej interkalacji. Dlatego postanowitem wykorzysta¢ do
tego widma DOSY NMR i sprawdzié, czy ulega zmianie wspotczynnik dyfuzji kapsuty
204 oraz zwigzku 137a zaleznie od ich stosunku stechiometrycznego w chloroformie. We
wszystkich eksperymentach wspotczynnik dyfuzji kapsuty 204 byt niezmienny i wynosit
D = 3,6x10° m? s Wspotczynnik dyfuzji zwigzku 137a zmienial sie i wynosit:
D = 11,2x101® m? s dla czystego zwigzku 137a (bez obecno$ci w mieszaninie kapsuty
204); D = 7,3x10%° m? s w mieszaninie 2:1 w stosunku molowym do kapsuty 204
(bezposrednio po reakcji syntezy kapsuly 204). Przeprowadzilem roéwniez
Z powodzeniem reakcj¢ syntezy kapsuly z wicksza iloscia zwigzku 137a (cztery
ekwiwalenty zamiast dwoch) 1 w tym przypadku wspotczynnik dyfuzji zwigzku 137a
wynosit D = 8,9x107%° m? 51, Wyniki te wskazuja, ze zwiazek 137a wykazuje mniejszy
wspotczynnik dyfuzji w mieszaninach zawierajacych kapsute 204 niz bez jej obecnosci,
co $wiadczy o jego oddziatywaniu z kapsutg 204. Jednak nie jest mozliwe jednoznaczne
stwierdzenie w ktorym miejscu nastepuje oddziatywanie ze wzgledu na brak obserwacji
efektow NOE. Otrzymatem réwniez monokrysztalty z mieszaniny kapsuty 204 ze
zwigzkiem 137a (bezposrednio po reakcji syntezy kapsuty 204), jednak, po ich pomiarze
z uzyciem rentgenowskiej analizy strukturalnej, nie bylo mozliwe rozwigzanie ich
struktury. Badania te pokazuja, ze mozliwe jest otrzymanie kapsuly koordynacyjnej
z hydrazydu aminokwasu z niezabezpieczonym N-koncem, jednak potrzebny jest do tego
zwigzek, ktéry pozwoli na zachowanie motywu wigzan wodorowych w trakcie reakcji.

Sprawdzitem rowniez, czy mozliwe jest otrzymanie analogicznej kowalencyjnej
kapsuly z hydrazydu dipeptydu 167 z niezabezpieczonym N-koncem w reakcji
z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 ~w  stosunku  stechiometrycznym  2:1.
Przeprowadzitem te reakcje bez dodatku zwigzku interkalujacego, z dodatkiem amidu
metylowego L-fenyloalaniny 137a oraz jego analogu dipeptydowego H-L-Phe-Gly-NHMe
137c, otrzymanego przez dr Hanne Jedrzejewska.®® W kazdym przypadku otrzymatem
bardzo poszerzone widma 'H NMR $wiadczace o powstawaniu wielu produktow. Moze

to by¢ spowodowane znaczng dlugo$cia uzytego hydrazydu i jego labilno$cia, co
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powoduje oddalenie si¢ od siebie miejsce reaktywnych i sprzyja powstawaniu produktow

reakcji miedzyczasteczkowych (polimerycznych) zamiast wewnatrzczasteczkowych.

3.5.6. Whnioski

Podsumowujgc, otrzymalem dwie diastereomeryczne kapsuty M-(190)2 i P-(190)2
oraz kapsule kowalencyjng 204 w reakcji hydrazydu L-fenyloalaniny 166
z tetraformylorezorcyn[4]arenem 136 w réznych stosunkach stechiometrycznych.
Sprawdzitem, ze obecno$§¢ dwoch atomow wodoru na N-koncach aminokwasow
w kapsutach otrzymanych z hydrazydow aminokwasow jest konieczna do zachowania
W nich uktadu wigzan wodorowych, a co za tym idzie utworzenia kapsul. Dodatkowo,
otrzymatem szereg nowych kapsul z hydrazydow peptydéw (di- do tetrapeptyddw)
Z wolnym, badz podstawionym grupami metylowymi N-koncem. Przeprowadzitem proby
kompleksowania jonéw Zn?* w otrzymanych zwiazkach z grupa N,N-dimetylowa oraz
otrzymatem nowy, wigkszy kompleks 203 zbudowany z jonow Zn?* skoordynowanych
do zwigzku 200.
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4. PODSUMOWANIE

Celem mojej pracy doktorskiej byla synteza nowych, peptydowych kapsut

molekularnych opartych na bloku rezorcyn[4]arenowym, opracowanie metod badania

asocjacji kawitandow do kapsut molekularnych oraz sprawdzenie mechanizmu

mechanochemicznej enkapsulacji gosci wewnatrz kapsut peptydowych.

W trakcie badan zrealizowatem nast¢pujace zadania:

wykonatem szereg eksperymentow mechanochemicznego kompleksowania
fulerenu Ceo wewnatrz peptydowej kapsuty molekularnej w réznych warunkach
I wyjasnitem mechanizm mechanochemicznej enkapsulaciji,

wykonalem szereg pomiaréw widm ECD w roztworach o rdznej polarnosci
peptydowej kapsuty molekularnej 1 okreslitem trojwymiarowe struktury kapsut
W roztworach o réznej polarnosci,

otrzymatem monokrysztaly kompleksu fulerenu Ceo wewnatrz peptydowej
kapsuty molekularnej, ktore zostalty poddane badaniom, we wspotpracy, dynamiki
goscia w luce,

otrzymatem hydrazydy tri- oraz tetrapeptydoéw z grupa acetylowg na N-koncu,
przylaczylem je do bloku makrocyklicznego oraz sprawdzitem wlasciwosci
kompleksujace otrzymanych zwiazkow,

otrzymatem szereg nowych hydrazydow aminokwasow i peptydéw zawierajacych
zmodyfikowane grupy na N-koncu oraz przytaczylem je do bloku
makrocyklicznego,

z uzyciem widm jedno- i dwuwymiarowych NMR oraz spektroskopii ECD
zbadalem struktury tréjwymiarowe otrzymanych zwigzkow,

podjatem proby kompleksowania jonow metali z otrzymanymi zwigzkami w celu

otrzymania peptydowych kapsut koordynacyjnych.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow stwierdzitem, ze:

podczas mielenia w miynie kulowo-planetarnym peptydowych kapsut
molekularnych nastgpuje zniszczenie ich struktury Il-rzgdowej, co pozwala na
kompleksowanie w ich wnetrzu czasteczek gosci, ktore to kompleksowanie nie
jest mozliwe w roztworze,

spektroskopia ECD jest uzyteczng metoda analizy struktury trojwymiarowej

peptydowych kapsut molekularnych, w tym badania procesOw samoasocjacji,
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poniewaz intensywno$¢ pasm na widmach ECD zalezy od dynamiki szkieletu
kapsuly, a co za tym idzie jej struktury trojwymiarowej (czy wystepuje w formie
kapsuty czy kawitandu),

e kapsuty molekularne otrzymane z hydrazydow tri- oraz tetrapeptydow, a takze ich
kompleksy z fulerenami Ceo i C7o, posiadaja luke i motyw wigzacy takie same, jak
kapsuty otrzymane z aminokwasow i dipeptydow,

e zamiana grupy na N-koncu aminokwasu na grupe bardziej obj¢tosciowa, nie
wptywa na proces samoasocjacji kawitandow 1 mozliwe jest otrzymanie kapsut,

e mozliwa jest synteza kapsul molekularnych z hydrazydéow aminokwasow
zawierajacych niezabezpieczony N-koniec oraz z hydrazydow peptydoéw
zawierajacych wolny, badZ podstawiony grupami metylowymi N-koniec,

e mozliwa jest koordynacja jonow Zn?" do czeéci z otrzymanych kapsul, jednak nie
prowadza one do powstania koordynacyjnych kapsut peptydowych,

e zaleznie od stechiometrii uzytego hydrazydu aminokwasu z wolnym N-koncem,
mozliwe jest otrzymanie dimerycznej kapsuly wystepujacej w formie dwoch
diastereoizomerdéw, badz, przy wsparciu zwigzku interkalujacego, kapsuty

kowalencyjnej.

Otrzymane wyniki rozszerzyly znacznie arsenat dostepnych peptydowych kapsut
molekularnych, pozwolily na zaproponowanie nowego mechanizmu enkapsulacji oraz
wykazaly uzyteczno$¢ metodologii opartej na spektroskopii dichroizmu kotowego

W badaniach procesow samoasocjacji.
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5. CZESC EKSPERYMENTALNA

5.1. Odczynniki

Jesli nie zaznaczono inaczej, odczynniki wykorzystane w syntezie organicznej
byty handlowo dostgpne. Odczynniki oznaczone jako cz.d.a. byly wykorzystane bez
wczesniejszego przygotowania. Do §ledzenia postepu reakcji uzywano chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) wykonywanej przy uzyciu ptytek Merck Silica Gel 60 F254
(0,040-0,063 mm). Wyniki TLC analizowano przy uzyciu lampy UV. Do chromatografii
uzywano zelu krzemionkowego Merck Silica Gel 60 (0,040-0,063 mm).

Do syntez uzywano jedynie pochodnych L-aminokwasow. W zadnej z reakcji nie

obserwowano racemizacji powstajacych produktow.

5.2. Sprzet i dane analityczne

Widma *H NMR mierzono na aparatach Varian Gemini 200 MHz, Bruker DRX
400 MHz, AM Varian VNMRS 600 MHz. Wszystkie widma *C NMR oraz
dwuwymiarowe mierzono na aparacie AM Varian VNMRS 600 MHz. W probkach nie
wykorzystywano zwigzku referencyjnego TMS, poniewaz moze on ulegac
kompleksowaniu w lukach otrzymanych produktow i falszowaé rzeczywista warto$é
przesuni¢cia chemicznego. Przesunigcia chemiczne przypisano wzgledem resztkowego
sygnatu rozpuszczalnika (CHCl; 'H NMR: 7,26 ppm, ¥C NMR: 77,0 ppm; DMSO
'H NMR: 2,50 ppm, *C NMR: 39,5 ppm; CHsOH H NMR: 3,31 ppm, *C NMR:
43,2 ppm; chlorobenzen 'H NMR: 6,96 ppm, *C NMR: 126,0 ppm). W czesci
eksperymentalnej do opisu widm H NMR wykorzystano nastepujace skroty: s — singlet,
d — dublet, t — tryplet, q — kwartet, m — multiplet, b — sygnat poszerzony.

Widma masowe wykonywano na aparatach 4000-Q-TRAP lub API 355 oraz
API1 3000 (Applied Biosystems) metoda ESI.

Widma UV wykonywano na aparacie UV-VIS-NIR Jasco V-670. Widma ECD
w roztworze wykonywano na aparacie ECD Jasco J-715 oraz w ciele statym na aparacie
ECD Jasco J-815.
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5.3. Generalne procedury syntezy

5.3.1. Mechanochemia
Do reakcji mechanochemicznych uzywano mtyna kulowo-planetarnego Retsch

PM 100. Reakcje te prowadzono w stalowym naczyniu o objetosci 12 ml uzywajac

11 stalowych kulek o érednicy ®=4 mm przy predkosci obrotowej 500 obr. min.™.

5.3.2. Procedura A: synteza hydrazydéw z estrow metylowych

Ester metylowy (1 ekw.) rozpuszczono w MeOH, dodano 64% roztwor hydrazyny
w wodzie (2,2 ekw.) i mieszano w t. pok. Po 20 godzinach sprawdzono postep reakcji
przy uzyciu TLC (CHCI:MeOH, 955, viv). W przypadku niecatkowitego
przereagowania substratu dodano kolejng porcje 64% roztworu hydrazyny w wodzie
(1,1 ekw.) i powtdrzono procedure. Po catkowitym zaniku substratu mieszaning reakcyjna

odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.

5.3.3. Procedura B: synteza kapsul molekularnych
Hydrazyd (0,2 mmol) oraz zwigzek 136 (0,05 mmol, 41 mg) rozpuszczono
w CHCI3 (2 ml) w zamknigtym naczyniu i ogrzewano w 70 °C. Po 20 godzinach

mieszaning reakcyjng ochtodzono i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.

5.3.4. Procedura C: reakcja sprzegania

Substrat aminowy (1 ekw.) i substrat kwasowy (1 ekw.) rozpuszczono w DMF
i ochtodzono do temperatury 0 °C. Do mieszaniny dodano OXYMA (1 ekw.), po 5 min.
EtsN (1 ekw.), po nastgpnych 10 min. EDCI-HCI (1. ekw) i mieszano w t. pok. przez
20 godzin. Mieszaning reakcyjng odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Dodano
AcOEt i H20, rozdzielono fazy i faz¢ organiczng przemywano kolejno: H2O (3 razy),
NaHCOs3 nas. (3 razy), H20, 5% roztworem kw. cytrynowego w H20 (3 razy), H20. Faze

organiczng osuszono MgSOys i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.

5.3.5. Procedura D: odbezpieczanie grup Boc

Substrat (1 ekw.) rozpuszczono w 10% roztworze TFA (10 ekw.) w CH2Cl»
I mieszano w t. pok. Po 5 godzinach reakcji dodano 1M NaOH (10 ekw.). Powstaly osad
produktu odsgczono i przemyto CH2Cl> (2 razy) i H20 (4 razy).
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5.3.6. Procedura E: odbezpieczanie grup Cbz lub estru benzylowego

Substrat (1 ekw.) rozpuszczono w mieszaninie MeOH:HO (1:5, wviv)
i wymieniono atmosfer¢ na argon. Dodano pallad na weglu aktywnym (10% Pd, 50 mg na
1 mmol substratu) i przepuszczano wodor z balonu przez roztwor w t. pok. Postep reakceji
$§ledzono przy uzyciu TLC (CHCI3:MeOH, 95:5, v:v). Po calkowitym zaniku substratu
katalizator usuni¢to poprzez saczenie przez celit. Filtrat odparowano pod zmniejszonym

ciSnieniem.
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5.4.Synteza

136: tetraformylorezorcyn[4]aren
0 Rezorcyn[4]aren 134 (2,55 mmol, 1,82 g), urotroping (17,1 mmol, 2,40 Q)
oraz TFA (15 ml) umieszczono w proboéwce do reakcji mikrofalowych.
4| Reakcje prowadzono w reaktorze mikrofalowym w temperaturze 100 °C
136 przez 15 min. Nastepnie zawarto$§¢ probowki wylano do mieszaniny
1 M HCIL:CHCI3z (90 ml:90 ml) i pozostawiono na 20 godzin (intensywne mieszanie).
Nastepnie rozdzielono fazy, faze wodng ekstrahowano CHCl3 (2 x 50 ml). Potgczone fazy
organiczne osuszono MgSOs i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Do
pozostato$ci dodano aceton (30 ml), powstaly osad odsaczono i przemyto acetonem
(2 x 10 ml). Otrzymano zwiazek 136 (1,14 mmol, 0,95 mmol) jako zo6tty osad
Z wydajnoscia 45%.
'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 10,87 (s, 8H); 10,14 (s, 4H); 7,29 (s, 4H); 4,69
(t, J =7,6 Hz, 4H); 1,79 (dd, J = 7,6, 7,3 Hz, 8H); 1,38 (m, 4H); 0,89 (d, J = 6,6 Hz,
24H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.>’

141a: Ac-L-Phe-NH-NH>
Zwigzek 14la otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajgc
substratu 150 (5 mmol, 1,11 g). Otrzymano produkt 141a (4,8 mmol,

1,07 g) jako biaty osad z wydajnoscig 96%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 9,16 (s, 1H); 8,09 (d, J = 8,6 Hz, 1H);
7,30-7,13 (m, 5H); 4,44 (td, J = 9,3, 5,1 Hz, 1H); 4,20 (s, 2H); 2,92 (dd, J = 13,7, 5,2 Hz,
1H); 2,74 (dd, J = 13,7, 9,4 Hz, 1H); 1,74 (s, 3H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.5°

141b: Ac-L-Val-NH-NH>
Zwigzek 141b otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajac
substratu 145 (5 mmol, 0,87 g). Otrzymano produkt 141b (4,6 mmol,

0,8 g) jako biaty osad z wydajnoscia 92%.
'H NMR (CDCls, 298 K, 200 MHz): § 8,42 (bs, 2H); 3,96 (m, 1H); 3,81 (s, 3H); 2,46 (m,
1H); 1,14 (d, J =5,5 Hz, 3H); 1,12 (d, J = 5,5 Hz, 3H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.®°
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142a wystepujacy w formie kapsuty (142a)

HO OH

(142a),

Zwigzek 142a otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
substratu 141a (0,2 mmol, 44 mg). Otrzymano produkt 142a (0,05 mmol,
82 mg) jako z6ity osad, ktory byl analizowany bez dalszego
oczyszczania.

'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): § 12,72 (bs, 4H); 11,55 (s, 4H);
8,72 (bs, 4H); 8,60 (s, 4H); 7,22-7,19 (m, 8H+4H); 7,17-7,14 (m,
AH+8H); 7,08 (bs, 4H); 5,09 (m, 4H); 4,44 (t, J = 7,9 Hz, 4H); 3,09 (dd,

J=17,4,135 Hz, 4H); 3,01 (dd, J = 7,4, 13,5 Hz, 4H); 2,14 (s, 12H); 2,09-1,95 (m, 8H);
1,44 (m, 4H): 0,96 (d, J = 2,9 Hz, 12H); 0,95 (d, J = 2,9 Hz, 12H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.®

(142a).oCs0

(0)

Ph” L

HN o

_N

HO OH

4

NH

2

(142a),5Cqp

Zwigzek 14l1a (0,2 mmol, 44 mg), zwiazek 136 (0,05 mmol,
41 mg) oraz fuleren Cgo (0,025 mmol, 18 mg) rozpuszczono
w CHCl3 (2 ml) w zamknigtym naczyniu i ogrzewano w 70 °C.
=Ce0| Ppo 20 godzinach reakcj¢ ochtodzono i przesaczono. Przesacz
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano

produkt (142a)>>Ceso (0,048 mmol, 96 mg) jako czarny osad

z wydajnoscig 96%.

IH NMR (CDClIs, 298 K, 400 MHz): § 12,77 (s, 8H); 11,45 (s, 8H); 8,78 (s, 8H); 8,02 (s,
8H); 7,33-7,11 (m, 40H+8H); 6,86 (d, J = 9,4 Hz, 8H); 5,11-5,01 (m, 8H); 4,44 (t;J=7,9
Hz, 8H); 3,13 (dd, J = 13,5, 7,3 Hz, 8H); 3,06 (dd, J = 13,5, 6,6 Hz, 8H); 2,25 (s, 24H);
2,03 (m, 12H); 1,52-1,41 (m, 8H); 0,97 (d, J = 4,5 Hz, 24H); 0,96 (d, J = 4,5 Hz, 24H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.5°

142b wystepujacy w formie kapsuty (142b)

HO OH

(142b),

Zwigzek 142b otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
substratu 141b (0,2 mmol, 35 mg). Otrzymano produkt 142b
(0,05 mmol, 72 mg) jako zotty osad, ktory byt analizowany bez dalszego
oczyszczania.

'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 12,82 (bs, 4H); 11,81 (s, 4H);
8,90 (s, 4H); 8,89 (bs, 4H); 7,22 (s, 4H); 6,94 (d, J = 9,7 Hz, 4H); 4,62

135

https://rcin.org.pl



(dd, J = 8,7, 9,7 Hz, 4H); 4,50 (t, J = 7,8 Hz, 4H); 2,31 (s, 12H); 2,12-1,97 (m, 8H+4H);
1,48 (m, 4H); 1,03 (d, J = 6,8 Hz, 12H); 1,02 (d, J = 6,7 Hz, 12H); 0,98 (d, J = 7,0 Hz,
12H); 0,96 (d, J = 7,0 Hz, 12H).

'H NMR (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz): § 13,36 (s, 4H), 11,94 (s, 4H); 9,23 (s,
4H); 9,02 (s, 4H); 7,65 (s, 4H); 7,25 (d, J = 9,6 Hz, 4H); 4,87 (dd, J = 9,6 Hz, 4H); 4,78
(t, J = 8,0 Hz, 4H); 2,46 (s, 12H); 2,37-2,30 (m, 8H); 2,14-2,07 (m, 4H); 1,69-1,63 (m,
4H); 1,09 (dd, J = 16,7, 6,7 Hz, 12H); 0,99 (dd, J = 17,4, 6,6 Hz, 12H).

13C NMR (chlorobenzen-ds, 298 K, 150 MHz): & 171,6; 167,1; 152,84; 152,83; 148,4;
126,8; 124,7; 124,3; 107,5; 57,4, 42,1, 33,3; 30,9; 26,4; 22,76, 22,74, 19,5; 18,9.

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.®°

13 12 n 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
5/ppm
Rys. 83 Widmo *H NMR zwiazku 142b (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).

.

— — ‘
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
5 /ppm

Rys. 84 Widmo 3C NMR zwigzku 142b (chlorobenzen-ds, 298 K, 150 MHz).
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Rys. 86 Widmo 'H-H ROESY NMR zwigzku 142b (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 87 Widmo *H-13C HSQC NMR zwiazku 142b (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 88 Widmo 'H-3C HMBC NMR zwigzku 142b (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).
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mill-142b
0 Zwigzek 136 (0,125 mmol, 103 mg) oraz zwigzek 141b (0,5 mmol,

) "'J;NH 86,5 mg) umieszczono w naczyniu do miyna kulowo-planetarnego.

HN™ ~O

‘ Reakcje prowadzono przez jedng godzing. Otrzymano produkt 142b

_N
HO OH (0,125 mmol, 180 mg) jako zotty proszek, ktory byt analizowany bez

dalszego oczyszczania.

4

i i li i 60
1426 Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.

(142b)>>Ceo

iy
L

HN™ ~0 (142a)>oCe0 uzywajac substratu 141b (0,2 mmol, 35 mg).

_N

HO OH =Ce0| Otrzymano produkt (142b),>Ceo (0,048 mmol, 86 mg) jako

Kompleks (142b),oCes0 oOtrzymano z  wykorzystaniem

procedury analogicznej do procedury opisanej dla kompleksu

czarny osad z wydajno$cig 96%.

'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): 5 12,88 (bs, 8H); 11,80 (s,
| (142b)23020 ] 8H); 9,04 (s, 8H), 8,98 (bs, 8H); 7,24 (s, 8H); 7,13 (d, J = 9,7,
8H); 4,60 (dd, J = 9,0, 9,0 Hz, 8H); 4,49 (t, J = 8,0 Hz, 8H); 2,36 (s, 24H); 2,11-2,00 (m,
16H+8H), 1,53-1,45 (m, 16H); 1,04 (dd, J = 6,8, 5,3 Hz, 24H); 0,95 (dd, J = 9,3, 6,6 Hz,
24H).
'H NMR (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz): & 13,50 (s, 8H); 12,09 (s, 8H); 9,47 (s,
8H); 9,31 (s, 8H); 7,61 (s, 8H); 7,58 (d, J = 9,5 Hz, 8H); 4,84 (dd, J = 8,8, 8,8 Hz, 8H);
4,79 (t, J = 7,8 Hz, 8H); 2,59 (s, 24H); 2,34-2,29 (m, 16H); 2,13-2,06 (m, 8H); 1,69-1,63
(m, 8H); 1,12 (d, J = 6,8 Hz, 24H); 1,09 (d, J = 6,7 Hz, 24H); 1,00 (d, J = 6,6 Hz, 12H);
0,97 (d, J = 6,7 Hz, 12H).
13C NMR (chlorobenzen-ds, 298 K, 150 MHz): § 171,9; 166,8; 152,8; 152,6; 149,6;
142,2; 126,7; 124,85; 124,82; 107,4; 57,5; 41,9; 33,4, 30,9; 26,4, 23,8; 22,7; 22,7; 19,6;
19,0.

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.5°

4
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Rys. 89 Widmo *H NMR zwiazku (142b)>oCeo (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 90 Widmo 3C NMR zwiazku (142b)2>Cso (chlorobenzen-ds, 298 K, 150 MHz).
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Rys. 91 Widmo *H-H COSY NMR zwigzku (142b)2>Cso (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 92 Widmo *H-'H ROESY NMR zwigzku (142b)>>Cso (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).

141

https://rcin.org.pl

5/ ppm

3 /ppm



3 /ppm
Rys. 93 Widmo 'H-3C HSQC NMR zwiazku (142b)2oCso (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 94 Widmo *H-13C HMBC NMR zwiazku (142b)2>Ceo (chlorobenzen-ds, 298 K, 600 MHz).
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144: HCI-H-L-Val-OMe
Zwiazek 143 (60 mmol, 7,1 g) rozpuszczono w MeOH (55 ml) i ochtodzono

do temperatury 0 °C. Do mieszaniny powoli wkraplano SOCI> (100 mmol,

7 ml). Mieszaning reakcyjng mieszano w t. pok. przez 20 godzin. Nastgpnie
mieszaning reakcyjng odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Do osadu dodano
i-PrOH (15 ml) i ogrzano do temperatury 30 °C. Po ochtodzeniu mieszaniny powstaty
osad odsaczono, przemyto i-PrOH (15 ml). Otrzymano produkt 144 (29,3 mmol, 4,9 g)
jako biaty osad z wydajnoscia 49%.

'H NMR (CDCls, 298 K, 400 MHz): & 8,83 (bs, 3H); 4,01-3,91 (m, 1H); 3,81 (s, 3H);
2,52-2,40 (m, 1H); 1,14 (d, J = 5,5 Hz, 3H); 1,12 (d, J = 5,4 Hz, 3H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.®

145: Ac-L-Val-OMe
Zwiazek 144 (5 mmol, 0,84 ¢g) rozpuszczono w CH2Cl; (60 ml)

I ochtodzono do temperatury 0 °C. Do mieszaniny dodano EtsN (11 mmol,

1,1 ml), po 5 min Ac20 (5,5 mmol, 0,52 ml). Mieszano w t. pok. przez
20 godzin. Przemywano kolejno 1M HCI (3 x 50 ml), NaHCOs3 st. (3 x 50 ml), H.0
(50 ml). Faze organiczng osuszono MgSQOa, odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.
Otrzymano produkt 145 (3,6 mmol, 0,63 g) jako biaty osad z wydajnosciag 72%.

'H NMR (CD30D, 298 K, 400 MHz): § 4,31 (d, J = 6,1 Hz, 1H); 3,71 (s, 3H); 2,17-2,07
(m, 1H); 2,00 (s, 3H); 0,96 (d, J = 1,3 Hz, 3H); 0,94 (d, J = 1,2 Hz, 3H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.

149: HCI-H-L-Phe-OMe

Zwiazek 149 otrzymano z wykorzystaniem procedury analogicznej do
procedury opisanej dla zwiazku 144 uzywajac substratu 148 (60 mmol,
10 g). Otrzymano produkt 149 (51,6 mmol, 11,1 g) jako bialy osad

Z wydajnosciag 83%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): & 8,76 (bs, 3H); 7,43-7,17 (m, 5H); 4,24 (dd,
J=17,3,58Hz, 1H); 3,65 (s, 3H); 3,22 (dd, J = 14,0, 5,8 Hz, 1H); 3,09 (dd, J =13,9, 7,4
Hz).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.®
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150: Ac-L-Phe-OMe

Zwigzek 150 otrzymano z wykorzystaniem procedury analogicznej do
procedury opisanej dla zwigzku 145 uzywajac substratu 149 (5 mmol,
1,07 g). Otrzymano produkt 150 (4 mmol, 0,87 g) jako bialy osad

z wydajnoscia 80%.

'H NMR (CDCls, 298 K, 400 MHz): § 7,34-7,20 (m, 3H); 7,12-7,05 (m, 2H); 5,92 (bd,
J=7,4Hz, 1H); 4,89 (ddd, J = 7,9, 5,7, 5,7 1H); 3,73 (s, 3H); 3,15 (dd, J = 13,9, 5,8 Hz,
1H); 3,09 (dd, J = 13,9, 5,6 Hz, 1H); 1,99 (s, 3H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.®°

151: H-L-Phe-NH-NH-Cbz

Zwigzek 151 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow
Boc-L-Phe-OH (25 mmol, 6,63 g) i H2N-NH-Cbz (25 mmol, 4,15 g).
Otrzymany produkt Boc-L-Phe-NH-NH-Cbz odbezpieczono zgodnie

z procedurg D. Otrzymano produkt 151 (21,2 mmol, 6,64 g) jako bialy osad
z wydajnosciag 85%.
'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 10,40 (b, 1H); 9,53 (b, 1H); 8,22 (b, 2H); 7,37
(bs, 5H); 7,31 (bs, 5H); 5,12 (s, 2H); 4,03 (m, 1H); 3,14 (m, 1H); 2,98 (m, 1H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.®

152: H-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz

NH,] Zwigzek 152 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow

/moﬁ Boc-Gly-OH (10 mmol, 1,75 g) i 151 (10 mmol, 3,13 g). Otrzymany

PhHN LO produkt Boc-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz odbezpieczono zgodnie z procedurg

coz N D. Otrzymano produkt 152 (4,0 mmol, 1,49 g) jako biaty osad
152

Z wydajnoscia 40%.
'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 8,02 (b, 1H); 7,45-7,15 (m, 10H); 5,10 (s, 2H);
4,60 (m, 1H); 3,01 (m, 2H+1H); 2,83 (m, 1H).
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153: Ac-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH:

OY
/, NH
Ph” L
HN (0]
[e)

_~, NH

Ph L
HN e}

NH,

153

Zwigzek 153 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkoéw
Ac-L-Phe-OH (2 mmol, 0,41 g) i 152 (2 mmol, 0,74 g). Otrzymany
produkt Ac-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz odbezpieczono zgodnie
z procedurg E. Otrzymano produkt 153 (1,45 mmol, 0,62 g) jako biaty
osad z wydajnoscig 73%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 9,15 (s, 1H); 8,16 (m, 2H);
8,03 (d, 1H); 7,30-7,13 (m, 11H); 4,44 (m, 1H); 3,78 (dd, J = 16,7, 6,2

Hz, 1H); 3,53 (dd, J = 16,7, 5,3 Hz, 1H); 3,00 (dd, J = 9,4, 4,6 Hz, 1H); 2,97 (dd,
J=9.3, 4,6 Hz, 1H); 2,79 (dd, J = 11,3, 7,0 Hz, 1H); 2,74 (dd, J = 11,4, 7,6 Hz, 1H); 1,76

(s, 3H).

154: Ac-Gly-L-Phe-OH

HN/KO
o

... _NH

Ph///g

HO™ ~O

154

Zwigzek 154 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow
Ac-Gly-OH (5 mmol, 0,23 g) i H-L-Phe-OBn-TsOH (5 mmol, 2,14 g)
oraz 2 ekw. EtN. Otrzymany produkt Ac-Gly-L-Phe-OBn
odbezpieczono zgodnie z procedurg E. Otrzymano produkt 154

(3,86 mmol, 1,02 g) jako biaty osad z wydajnoscia 77%.

IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): & 8,07 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 8,00 (t, J = 5,7 Hz,
1H); 7,30-7,17 (m, 5H); 4,43 (ddd, J = 8,7, 8,1, 5,1 Hz, 1H); 3,70 (dd, J = 16,7, 5,9 Hz,
1H); 3,61 (dd, J = 16,7, 5,8 Hz, 1H): 3,04 (dd, J = 13,7, 5,0 Hz, 1H); 2,88 (dd, J = 13,8,
8,8 Hz, 1H); 1,82 (s, 3H).

155: Ac-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH:

155

/g | Zwiazek 155 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow

154 (2 mmol, 0,53 g) i 152 (2 mmol, 0,74 g). Otrzymany produkt
Ac-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz odbezpieczono zgodnie
z procedurg E. Otrzymano produkt 155 (1,28 mmol, 0,62 g) jako
biaty osad z wydajnoscia 64%.

H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 9,17 (bs, 1H); 8,20 (bs,
1H); 8,06 (m, 1H+1H); 7,99 (bs, 1H); 7,30-7,13 (m, 10H); 4,46

J(m, 1H+1H); 3,75 (m, 1H+1H); 3,58 (m, 1H+1H); 2,98 (m,

1H+1H); 2,79 (m, 1H+1H); 1,81 (s, 3H).
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156 wystepujacy w formie kapsuty (156),

Ph
HN
oﬁ)

H

/s

N
Ph” L
o)

HN
N

=
4
(156),
.

s

O,

[

NH

0]

J

Zwigzek 156 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
substratu 153 (0,2 mmol, 85 mg). Otrzymano produkt 156
(0,05 mmol, 123 mg) jako zotty osad, ktory byt analizowany bez
dalszego oczyszczania.

'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): § 12,68 (s, 4H); 11,37 (s, 4H);
8,96 (s, 4H); 8,71 (s, 4H); 8,47 (bdd, 4H); 7,98 (bd, 4H); 7,28-6,99
(m, 44H); 6,02 (bd, 4H); 5,03 (dd, J = 16,4, 7,1 Hz, 4H); 4,83 (dd,
J=126, 6,5 Hz, 4H); 4,43 (t, J = 7,7 Hz, 4H); 4,31 (dd, J = 17,3,
6,0 Hz, 4H); 3,62 (dd, J = 17,1, 5,3 Hz, 4H); 3,24 (dd, J = 13,8, 6,3

Hz, 4H); 3,13 (dd, J = 13,3, 7,2 Hz, 4H); 3,03 (m, 4H+4H); 2,07 (m, 8H); 1,84 (s, 6H);
1,51 (m, 4H); 1,01 (bd, 24H).

13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): § 173,3; 170,6; 170,0; 166,7; 152,6; 152,3; 148,7;
136,4; 135,9; 129,48; 129,41, 128,72; 128,69; 127,28; 127,15; 126,4; 124,1; 123,6; 106,9;
55,0; 53,0; 44,2; 41,8; 39,5; 37,7; 30,6; 26,3; 23,05; 23,04, 23,0.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,8x1071 m? sL,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (Ci3sH1s6N20024Naz)?* [M+2Na]?*: 1249,5693,
warto$¢ eksperymentalna: 1249,5654.

5/ ppm

Rys. 95 Widmo *H NMR zwiazku 156 (CDClIs, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 96 Widmo 13C NMR zwiazku 156 (CDCls, 298 K, 150 MHz).

b ol

-) - - .‘,' ...,

3/ ppm
Rys. 97 Widmo 'H-'H COSY NMR zwiazku 156 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 98 Widmo H-'H ROESY NMR zwiazku 156 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 99 Widmo 1H-18C HSQC NMR zwigzku 156 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 100 Widmo H-13C HMBC NMR zwiazku 156 (CDCls, 298 K, 600 MHz).

(156)2>Cs0

° Kompleks (156)>>Ceo Otrzymano z wykorzystaniem
Ph/IINH procedury analogicznej do procedury opisanej dla
HN" S0 kompleksu (142a),oCe0 uzywajac Substratu 153
/,,,O 1. (0,2 mmol, 85 mg). Otrzymano produktu (156)2>Cso
PhHNJ;O >Cgo| Jako czarny osad (0,048 mmol, 135 mg) z wydajnoscia

N 96%.
Ho on IH NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 12,66 (s, 8H);
¢ 11,44 (s, 8H); 8,98 (s, 8H); 8,80 (s, 8H); 8,68 (bdd,
A 8H); 7,93 (bd, 8H); 7,25-7,04 (m, 88H); 6,18 (bd, 8H);

(156),5Cs0

506 (dd, J = 16,2, 6,7 Hz, 8H); 4,70 (dd,
J =126, 6,5 Hz, 8H); 4,44 (t, J = 7,9 Hz, 8H); 4,25 (dd, J = 17,2, 5,7 Hz, 8H); 3,57 (dd,
J=17,2, 5,8 Hz, 8H); 3,20 (dd, J = 13,4, 6,8 Hz, 8H); 3,11-3,00 (m, 8H+8H+8H); 2,09
(m, 16H); 1,53 (m, 8H); 1,04 (d, J = 4,7 Hz, 24H); 1,03 (d, J = 4,7 Hz, 24H).

13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): & 173,0; 170,9; 170,0; 166,6; 152,3; 151,9; 149,7;
141,6, 136,2; 135,7; 129,45; 129,41; 128,71; 128,69; 127,28; 127,17; 126,4; 124,3; 123,9;
106,6; 54,9; 52,7; 44,3; 41,8; 39,7; 37,7; 30,6; 26,3; 23,24; 23,11; 22,96.
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DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,7x1071° m? sL,
HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (Css2HaooNaoOuas)® [M-3H]*: 1874,4317,

warto$¢ eksperymentalna: 1874,4310.

N L T

— ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;
13 12 n 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
6 /ppm
Rys. 101 Widmo *H NMR zwiazku (156)2o5Ce0 (CDCls, 298 K, 600 MHz).

A N ok MA | ! M,.J.'m.w‘,.f" N

s B B B s B s B LA R
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
5 /ppm
Rys. 102 Widmo 13C NMR zwiazku (156)25Cso (CDCls, 298 K, 150 MHz).
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Rys. 103 Widmo H-'H COSY NMR zwiazku (156)25Ceo (CDCls, 298 K, 600 MHz).

N ,Ml

5 /ppm
Rys. 104 Widmo H-'H ROESY NMR zwigzku (156)25Cso (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 105 Widmo H-13C HSQC NMR zwiazku (156)2>Ceo (CDCl3, 298 K, 600 MHz).

e

I

3 12 1N 10 9 8 7 6 5 & 3 2 1
5 /ppm

Rys. 106 Widmo 'H-3C HMBC NMR zwiazku (156)25Cso (CDCl, 298 K, 600 MHz).
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(156)2oCro

Kompleks (156)>>C7o otrzymano z wykorzystaniem
procedury analogicznej do procedury opisanej dla
kompleksu (142a)>,>Ceo
(0,2 mmol, 85 mg) oraz fulerenu Czo (0,025 mol,

uzywajac substratu 153

N >C70| 21 mg). Otrzymano produkt (156).5Cro (0,048 mmol,
=N 138 mg) jako czerwony osad z wydajnoscia 96%.
"o on IH NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 12,48 (s, 8H):
s 11,22 (s, 8H); 8,79 (s, 8H); 8,65 (s, 8H); 8,43 (bt, 8H);
. / 7,63 (bd, 8H); 7,46 (s, 8H); 7,26-6,98 (m, 80H); 6,10
(156);5C7o

L J

(bd, 8H); 4,95 (dd, J = 15,9, 6,3 Hz, 8H); 4,57 (dd,
J=12,3, 6,2 Hz, 8H); 4,53 (dd, J = 7,3, 5,6 Hz, 8H); 4,08 (dd, J = 16,7, 5,4 Hz, 8H); 3,49
(dd, J = 16,8, 5,8 Hz, 8H); 3,13 (dd, J = 13,2, 7,3 Hz, 8H); 3,01 (dd, J = 13,2, 5,7 Hz,
8H); 2,94 (m, 16H); 2,22 (m, 8H+8H): 1,61 (m, 8H); 1,11 (d, J = 6,1, 24H): 1,10 (d,
J=6,2, 24H).

13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): & 172,8; 170,8; 170,0; 166,3; 152,58; 152,44;
149,4; 148,5; 146,8; 146,1; 145,1; 143,99; 143,76; 136,1; 135,6; 129,63; 129,62; 129,56;
129,46; 128,64, 128,63; 127,3; 127,1; 124,52; 124,44; 107,4; 54,6; 52,8; 44,3; 42,6; 40,0;
37,6; 30,7; 26,4; 23,27; 23,14; 22,94.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 3,0x10° m2 s,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (Cas2H312N40OasNaz)** [M+3Na]**: 1938,4293,
warto$¢ eksperymentalna: 1938,4363.

5/ ppm
Rys. 107 Widmo *H NMR zwigzku (156)2oC7 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 108 Widmo 3C NMR zwiazku (156)2>C70 (CDCls, 298 K, 150 MHz).
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m 1 9 8 7 6 5 4 3 2 1
3/ ppm

Rys. 109 Widmo H-'H COSY NMR zwiazku (156);5C70 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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3/ ppm

Rys. 110 Widmo 'H-'H ROESY NMR zwiazku (156);5C70 (CDCls, 298 K, 600 MHz).

— |

5 /ppm
Rys. 111 Widmo *H-13C HSQC NMR (156)25C70 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 112 Widmo 'H-3C HMBC NMR zwiazku (156)25C70 (CDCls, 298 K, 600 MHz).

157 wystepujacy w formie kapsuty (157)2

Ph”

Oﬁ)
.. _NH
Ph” L

N
HN 6}
N

=
4
(157),

HN™ O

.

HN™ ~O

o)

n, _NH

L

J

Zwigzek 157 otrzymano z wykorzystaniem procedury B
uzywajac substratu 155 (0,2 mmol, 97 mg) w mieszaninie
rozpuszczalnikow CHCl3:MeOH (95:5, Otrzymano
produkt 157 (0,05 mmol, 134 mg) jako zotty osad, ktory byt

Viv).

analizowany bez dalszego oczyszczania.

'H NMR (CDClI3:CH3sOH, 95:5, viv, 298 K, 600 MHz): &
12,59 (s, 4H); 11,26 (s, 4H); 8,92 (s, 4H); 8,47 (s, 4H); 8,21
(bt, 4H); 8,00 (bd, 4H); 7,70 (bt, 4H); 7,50 (bd, 4H); 7,23-6,85
(m, 44H); 4,85 (dd, J = 15,6, 6,9 Hz, 4H); 4,49 (dd, J = 11,8,
6,9 Hz, 4H); 4,38 (t, J = 7,7 Hz, 4H); 4,00-3,86 (m, 4H+4H);

3,78-3,63 (M, 4H+4H); 2,98 (m, 4H+4H); 2,89 (m, 4H+4H); 2,02 (m, 8H); 1,86 (s, 12H);
1,46 (m, 4H): 0,97 (d, J = 6,5 Hz, 12H); 0,95 (d, J = 6,6 Hz, 12H).

13C NMR (CDCls:CHsOH, 95:5, v:v, 298 K, 150 MHz): § 173,3; 171,8; 170,1; 169,8;
166,2; 152,09; 152,05; 148,2; 136,0; 135,7; 129,20; 129,15; 128,53; 128,40; 127,1; 126,4;
124,0; 123,7; 106,8; 55,7; 53,3; 43,6; 42,9; 41,4; 39,2; 37,2; 30,4; 26,1; 22,68; 22,61;

22,43.
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DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,6x1071° m? s,
HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (C14aH16sN2402sNa2)?* [M+2Na]?*: 1363,6122,
warto$¢ eksperymentalna: 1363,6128.

N N

[ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [
13 12 1 10 9 8 7 6 5 /A 3 2 1
5/ ppm

Rys. 113 Widmo H NMR zwiazku 157 (CDCls:CHsOH, 95:5, v:v, 298 K, 600 MHz).

| LI

12 1 10 9 8 7 6 5 A 3 2 1
5 /ppm

Rys. 114 Widmo *H NMR zwigzku 157 (CDCl3:CHsOH, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 115 Widmo 3C NMR zwiazku 157 (CDCls:CH3OH, 955, v:v, 298 K, 150 MHz).
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3/ ppm

Rys. 116 Widmo *H-'H COSY NMR zwigzku 157 (CDCl3:CH3OH, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298 K, 600
MHz).
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Rys. 117 Widmo H-H ROESY NMR zwigzku 157 (CDCl3:CH30H, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298 K,
600 MHz).
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Rys. 118 Widmo H-13C HSQC NMR zwiazku 157 (CDCls:CH30H, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298 K, 600
MHz).
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Rys. 119 Widmo H-3C HMBC NMR zwigzku 157 (CDCl3:CH3OH, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298 K,

(157)2oCe0

HO

e

BN

HN™ ~O
(0)

1, NH

L

Ph

HN
O

Ph” L
HN
N

=

0]

NH

(6}
OH
4
2

(157);2Ce0

DC60

600 MHz).

Kompleks (157)2oCe0

z wykorzystaniem procedury analogicznej do

otrzymano

procedury opisanej dla kompleksu (142a)>>Ceo
uzywajgc substratu 155 (0,2 mmol, 97 mg)
W mieszaninie rozpuszczalnikow CHClz:MeOH
(95:5, v:v). Otrzymano produkt (157),oCeso jako
czarny osad (0,048 mmol, 146 mg) z wydajnoscia
96%.

'H NMR (CDCls:CH3OH, 95:5, viv, 298 K,
600 MHz): & 12,64 (s, 8H); 11,36 (s, 8H); 8,99 (s,
8H); 8,52 (s, 8H); 8,32 (s, 8H); 7,98 (bd, 8H); 7,68

(bt, 8H); 7,62 (s, 8H); 7,20-6,96 (m, 88H); 4,85 (dd, J = 14,6, 6,2 Hz, 8H); 4,41-4,28 (m,
8H+8H); 3,67-3,51 (m, 8H+8H+8H+8H); 2,99-2,80 (m, 8H+8H+8H+8H); 2,03 (m, 16H);
1,82 (s, 24H); 1,46 (m, 8H); 0,98 (d, J = 6,5 Hz, 24H); 0,95 (d, J = 6,5 Hz, 24H).
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13C NMR (CDCl3:CH3OH, 95:5, v:v, 298 K, 150 MHz): § 173,1; 171,8; 170,05; 170,00;
165,9; 151,67, 151,64; 148,9; 141,3; 135,8; 135,6; 129,2; 129,0; 128,5; 128,3; 127,10;
127,04, 126,4; 124,22; 124,05; 106,3; 55,5; 53,3; 43,6; 42,9; 41,4; 39,2; 37,2; 30,4; 26,2;
22,7; 22,5; 22,3.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,2x1029 m? 52,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (CszasH333NagOss)® [M-3H]*: 2026,4890,
warto$¢ eksperymentalna: 2026,4865.

5/ ppm
Rys. 120 Widmo *H NMR zwiazku (157)25Cso (CDCl3:CH30H, 95:5, viv, 298 K, 600 MHz).

13 12 n 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
5/ ppm
Rys. 121 Widmo *H NMR zwigzku (157)25Ce0 (CDCl3:CH30H, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298 K, 600
MHz).
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Rys. 122 Widmo 3C NMR zwiazku (157)22Cs0 (CDCl3:CH3OH, 95:5, v:v, 298 K, 150 MHz).

! Lol
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Ll

3 12 1N 10 9 8 7 6 5 & 3 2 1
3/ ppm

Rys. 123 Widmo *H-H COSY NMR zwigzku (157)2>Cs0 (CDCl3:CH30H, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298
K, 600 MHz).
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Rys. 124 Widmo H-'H ROESY NMR zwigzku (157)2>Cso (CDCl3:CH3OH, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika,
298 K, 600 MHz).
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Rys. 125 Widmo H-13C HSQC NMR zwigzku (157)25Cs0 (CDCls:CH3OH, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika,
298 K, 600 MHz).
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Rys. 126 Widmo H-3C HMBC NMR zwiazku (157)25Ce0 (CDCls:CH3OH, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika,
298 K, 600 MHz).

(157)2oC70
f 1 Kompleks (157)2oCro otrzymano

H

P4

z wykorzystaniem procedury analogicznej do
procedury opisanej dla kompleksu (142a)>>Ceo
uzywajgc substratu 155 (0,2 mmol, 97 mg) oraz
° fulerenu Crzo (0,025 mol, 21 mg) w mieszaninie
=C7o rozpuszczalnikow  CHCIz:MeOH  (95:5, viv).
_N Otrzymano produkt (157).>Cz (0,048 mmol,

HO OH 149 mgq) jako czerwony osad z wydajnoscig 96%.
A !H NMR (CDCI3:CH3OH, 95:5, viv, 298 K,
600 MHz): & 12,49 (s, 8H); 11,23 (s, 8H); 8,85 (s,
L (157),5C1o 8H); 8,42 (s, 8H); 8,14 (s, 8H); 7,68 (bd, 8H); 7,56
(bd, 8H); 7,43 (s, 8H); 7,21-6,96 (m 88H); 4,76 (bdd, 8H); 4,53 (t, J = 7,7 Hz, 8H); 4,36
(bdd, 8H); 3,70 (m, 8H+8H); 3,66 (m, 8H+8H); 2,87 (m, 8H+8H+8H+8H); 2,16 (m,

16H); 1,82 (s, 24H); 1,55 (m, 8H); 1,06 (d, J = 6,5 Hz, 24H); 1,03 (d, J = 6,5 Hz, 24H).
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13C NMR (CDCl5:CH30H, 95:5, viv, 298 K, 150 MHz): § 172,9; 171,7; 170,17; 170,00;
165,8; 152,3; 151,8; 148,9; 148,3; 146,5; 146,1; 144,9; 143,66; 143,64; 135,65; 135,51;
129,4; 129,0; 128,5; 128,3; 127,18; 127,11; 126,99; 124,7; 124,5; 107,0; 55,1; 53,4; 43,6;
43,0; 42,1; 39,4; 37,1; 30,5; 26,3; 22,7; 22,5; 22,3.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,3x1029 m? 52,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (CsssHa33NagOss)® [M-3H]*: 2066,4890,
warto$¢ eksperymentalna: 2066,4880.

" .

[ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [
13 12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
5/ ppm

Rys. 127 Widmo H NMR zwiazku (157)25C70 (CDCls:CH3OH, 95:5, v:v, 298 K, 600 MHz).

1 | LML

12 n 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
5/ ppm
Rys. 128 Widmo *H NMR zwigzku (157)25C70 (CDCl3:CH30H, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298 K, 600
MHz).
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Rys. 129 Widmo 3C NMR zwiazku (157)22Cr0 (CDCl3:CH3OH, 95:5, v:v, 298 K, 150 MHz).

v

2 1 10 9 8 7 6 5 & 3 2 1
3/ ppm

Rys. 130 Widmo *H-H COSY NMR zwigzku (157)2>C70 (CDCl3:CH30H, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika, 298
K, 600 MHz).
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Rys. 131 Widmo H-'H ROESY NMR zwigzku (157)2>C7 (CDCl3:CH3OH, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika,
298 K, 600 MHz).
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Rys. 132 Widmo H-13C HSQC NMR zwigzku (157)25C70 (CDCls:CH3OH, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika,
298 K, 600 MHz).
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Rys. 133 Widmo H-3C HMBC NMR zwigzku (157)2>C70 (CDCl3:CH30H, 95:5, v:v, wygaszanie rozpuszczalnika,
298 K, 600 MHz).

158: PhC(O)-L-Phe-OMe
Zwiazek 149 (5 mmol, 1,08 g) rozpuszczono w CH2Cl; (50 ml)
i ochtodzono do temperatury 0 °C. Do mieszaniny dodano EtsN

(11 mmol, 1,53 ml), po ok. 10 min dodano chlorek benzoilu (5,5 mmol,

0,64 ml) i pozostawiono w temperaturze 0 °C. Po dwoch godzinach mieszaning reakcyjna
ogrzano do t. pok. i mieszano przez 20 godzin. Mieszaning przemywano kolejno 1M HCI
(2 x 15 ml), H20 (15 ml), NaHCOs3 nas. (3 x 15 ml), H.O (15 ml), 5% wodnym
roztworem kwasu cytrynowego (2 x 15 ml) oraz solanka (15 ml). Faze organiczng
osuszono MgSOgs i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano produkt 158
(4,42 mmol, 1,25 g) jako bialy osad z wydajnoscia 88%.

'H NMR (CDCls, 298 K, 200 MHz): § 7,77-7,68 (m, 2H); 7,53-7,37 (m, 3H); 7,32-7,23
(m, 3H); 7,17-7,09 (m, 2H); 6,60 (bd, J = 7,6 Hz, 1H); 5,19-5,01 (m, 1H); 3,77 (s, 3H);
3,38-3,16 (m, 1H+1H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.”®
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159: PhC(O)-L-Phe-NH-NH;

o Ph Zwigzek 159 otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajgc
H
Ph)LH/ng‘NHZ substratu 158 (4,42 mmol, 1,25 g). Otrzymano produkt 159
o
159 (4,40 mmol, 1,24 g) jako biaty osad z wydajnoscig 99%.

IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): & 9,28 (bt, J = 3,5 Hz, 1H); 8,54 (d, J = 8,5 Hz,
1H); 7,85-7,76 (m, 2H); 7,54-7,46 (m, 1H): 7,46-7,38 (m, 2H); 7,38-7,29 (m, 2H);
7,29-7,21 (m, 2H); 7,20-7,11 (m, 1H); 4,72-4,62 (m, 1H); 4,25 (d, J = 3,6 Hz, 2H);
3,08-2,97 (M, 1H+1H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.”*

160: 2-PyC(O)-L-Phe-OMe
Ph Zwigzek 149 (3 mmol, 646 mg) oraz kwas 2-karbonylopirydylowy

o)
G)LH/Q(O\ (3 mmol, 369 mg) rozpuszczono w DMF (35 ml) i ochtodzono do
_N o)
160 temperatury 0 °C. Dodano OXYMA (3 mmol, 426 mg) oraz EtsN

(6 mmol, 0,83 ml). Po ok. 10 min dodano EDCI (3 mmol, 575 mg), pozostawiono do
powolnego ogrzania si¢ do t. pok. Po 20 godzinach mieszanine reakcyjng odparowano
pod zmniejszonym cis$nieniem i dodano mieszaning CH2Cl2:H2O (40 ml:15 ml),
rozdzielono fazy. Fazg organiczng przemyto kolejno: H>O (4 x 10 ml), NaHCOs nas.
(3 x 10 ml) oraz H20 (2 x 10 ml). Faze organiczng osuszono MgSQO4 i odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w mieszaninie CHCl3:MeOH (95:5,
ViV) 1 przesaczono przez zel krzemionkowy uzywajac powyzszej mieszaniny
(CHCI3:MeOH, 95:5, v:v, 400 ml). Otrzymano produkt 160 (2,51 mmol, 714 mg) jako
bezbarwny olej z wydajnoscig 84%.

'H NMR (CDCls, 298 K, 400 MHz): & 8,55 (ddd, J = 4,8, 1,7, 0,9 Hz, 1H); 8,47 (d,
J =8,5Hz, 1H); 8,15 (ddd, J =7,8, 1,1, 0,9 Hz, 1H); 7,83 (ddd, J = 7,7, 7,7, 1,7 Hz, 1H);
7,42 (ddd, J = 7,6, 4,8, 1,2 Hz, 1H); 7,31-7,14 (m, 5H); 5,12-5,02 (m, 1H); 3,72 (s, 3H);
3,30-3,18 (m, 1H+1H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.’

161: 2-PyC(O)-L-Phe-NH-NH>

° PhH Zwigzek 161 otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajac
G)LH%N‘NHZ substratu 160 (2,51 mmol, 714 mg). Po zaniku substratu
N (e}
161

zaobserwowano (w trakcie analiz TLC), poza plamka

odpowiadajaca produktowi, dodatkowa plamke. Podjeto proby krystalizacji z uktadow:
169
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THF:Et.O, AcOEt:Hex, CHCls:Hex, THF:MTBE - we wszystkich przypadkach
otrzymano zanieczyszczony produkt w postaci oleju. Podjeto rowniez proby rozdzielenia
zwigzkoOw z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej, jednak bardzo podobny
wspotczynnik Rf dla produktu i zanieczyszczenia nie pozwolil na ich rozdzielenie. Po
oddestylowaniu rozpuszczalnikow pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymano zotty osad
zanieczyszczonego produktu 161 (643 mg).

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 9,35 (s, 1H); 8,64 (bs, 1H); 8,59 (bd, 1H); 7,97
(bs, 2H); 7,60 (bs, 1H); 7,39-7,00 (m, 6H); 4,75 (bddd, 1H); 4,22 (b, 2H); 3,14-2,94 (bm,
2H) — sygnaty pochodzace od gtéwnego produktu.

162: 3-PyC(0O)-L-Phe-OMe
o Ph Zwiazek 149 (3 mmol, 646 mg) rozpuszczono w CH:Cl> (30 ml)
A H%(O\ i ochtodzono do temperatury 0 °C. Do mieszaniny dodano EtsN

= o
162 (9,3 mmol, 1,3 ml), po ok. 10 min dodano chlorowodorek chlorku

N

kwasu nikotynowego (3 mmol, 534 mg) i pozostawiono w temperaturze 0 °C. Po dwoch
godzinach reakcj¢ ogrzano do t. pok. Po 20 godzinach mieszaning przemyto kolejno
NaHCOs nas. (3 x 10 ml), 5% wodnym roztworem kwasu cytrynowego (2 x 10 ml) oraz
solankg (10 ml). Faze organiczng osuszono MgSOs i odparowano pod zmniejszonym
cis$nieniem. Otrzymano produkt 162 (2,51 mmol, 712 mg) jako bezbarwny olej
Z wydajnoscig 84%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): § 9,10 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 8,92 (dd, J = 2,3, 0,9
Hz, 1H); 8,71 (dd, J = 4,8, 1,8 Hz, 1H); 8,12 (ddd, J = 8,1, 2,2, 1,9 Hz, 1H); 7,50 (ddd,
J=179 48,09 Hz, 1H); 7,37- 7,12 (m, 5H); 4,69 (ddd, J = 9,9, 7,8, 5,5 Hz, 1H); 3,65 (s,
3H); 3,19 (dd, J = 13,7, 5,5 Hz, 1H); 3,07 (dd, J = 13,7, 9,9 Hz, 1H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.”

163: 3-PyC(O)-L-Phe-NH-NH,

h Zwigzek 163 otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajac

P
O
H
O)LH%N‘NHZ substratu 162 (2,51 mmol, 712 mg). Otrzymano produkt 163
= o}
N 163 (2,5 mmol, 709 mg) jako biaty osad z wydajnoscig 99%.

IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 9,34 (s, 1H); 8,92 (dd, J = 2,2 Hz, 0,8 Hz, 1H);
8,82 (d, J = 8,5 Hz, 1H): 8,67 (dd, J = 4,8 Hz, 1,7 Hz, 1H); 8,15-8,07 (m, 1H); 7,46 (ddd,
J =80 Hz, 4,8 Hz, 0,8 Hz, 1H); 7,38-7,20 (m, 4H); 7,20-7,12 (m, 1H); 4,68 (ddd,
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J=10,5 Hz, 8,6 Hz, 4,6 Hz, 1H); 4,27 (s, 2H); 3,07 (dd, J = 13,6 Hz, 4,5 Hz, 1H); 2,98
(dd, J = 13,6 Hz, 10,5 Hz, 1H).

164: 4-PyC(0O)-L-Phe-OMe

Ph Zwigzek 164 otrzymano z wykorzystaniem procedury analogicznej do

o
(\j)ku/g(o\ procedury opisanej dla zwigzku 162 uzywajac  substratu
N 0
d 164 chlorowodorku chlorku kwasu izonikotynowego (3 mmol, 534 mg).

Otrzymano produkt 164 (2,49 mmol, 704 mg) jako bezbarwny olej z wydajnoscia 83%.
'H NMR (CDCls, 298 K, 400 MHz): & 8,73 (dd, J = 4,5, 1,7 Hz, 2H); 7,53 (dd,
J = 4,4, 1,7 Hz, 2H); 7,35-7,22 (m, 3H); 7,15-7,07 (m, 2H); 6,65 (bd, J = 6,8 Hz, 1H);
5,07 (ddd, J = 7,0, 5,7, 5,6 Hz, 1H); 3,79 (s, 3H); 3,30 (dd, J = 13,9, 5,8 Hz, 1H); 3,23
(dd, J=13,9, 5,5 Hz, 1H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.”

165: 4-PyC(O)-L-Phe-NH-NH;

Zwiazek 165 otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajac

Ph
(0}
H
(j)kH%N\NHZ substratu 164 (2,49 mmol, 704 mg). Otrzymano produkt 165
" e C (2,47 mmol, 699 mg) jako biaty osad z wydajnoscia 99%.

IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): & 9,35 (bt, 1H); 8,90 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 8,69
(dd, J = 4,4 Hz, 1,6 Hz, 2H); 7,68 (dd, J = 4,4 Hz, 1,7 Hz, 2H); 7,36-7,20 (m, 4H);
7,20-7,12 (m, 1H); 4,67 (ddd, J = 10,3 Hz, 8,6 Hz, 4,6 Hz, 1H); 4,27 (bd, 2H); 3,07 (dd,
J=13,7 Hz, 4,6 Hz, 1H); 2,99 (dd, J = 13,6 Hz, 10,4 Hz, 1H).

166: H-L-Phe-NH-NH>
Zwiazek 166 otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajac

substratu 149 (3 mmol, 645 mg) z nadmiarem 64% roztworu hydrazyny

(20 mmol, 0,49 ml). Po odparowaniu mieszaniny reakcyjnej, dodano 3 ml
bezwodnego MeOH i odsgczono powstaty osad. Po odparowaniu pod zmniejszonym
ci$nieniem filtratu i rekrystalizacji (CH2Cl2:i-PrOH, 3:1, v:v, 4 ml) otrzymano produkt
166 (2,36 mmol, 423 mq) jako biaty osad z wydajnoscia 79%.

IH NMR (CDCls, 298 K, 400 MHz): & 8,19 (bs, 1H); 7,35-7,17 (m, 5H); 3,83 (bs, 2H);
3,65 (dd, J = 9,2, 4,2 Hz, 1H); 3,27 (dd, J = 13,7, 4,2 Hz, 1H); 2,72 (dd, J = 13,7, 9,2 Hz,
1H).
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IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 8,97 (bs, 1H); 7,31-7,22 (m, 2H); 7,22-7,14 (m,
3H): 4,23 (bs, 2H); 3,36 (dd, J = 7,9, 5,7 Hz, 1H); 2,88 (dd, J = 13,3, 5,6 Hz, 1H); 2,62
(dd, J = 13,3, 7,9 Hz, 1H).

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.”

167: H-Gly-L-Phe-NH-NH:

NH| Zwigzek 167 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwiazkéw
Cbz-Gly-OH (3 mmol, 0,63 g) i 151 (3 mmol, 0,94 g). Otrzymany produkt

(0)

pr N1
N Lo Cbz-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz odbezpieczono zgodnie z procedurg E.
NH, Otrzymano produkt 167 (2,38 mmol, 0,56 g) jako biaty osad z wydajnoscia

167

80%.

IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 9,19 (s, 1H); 8,00 (bs, 1H); 7,30-7,14 (m, 5H);
4,48 (bs, 1H); 4,20 (bs, 2H); 3,01 (s, 2H); 2,95 (dd, J = 13,6, 5,5 Hz, 1H); 2,81 (dd,
J=13,6, 8,5 Hz, 1H); 1,80 (bs, 2H).

168: H-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH>

Ph/IINH; Zwiagzek 168 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow

HN" Yo | Cbz-L-Phe-OH (3 mmol, 0,9 g) i 152 (3 mmol, 1,11 g). Otrzymany

/,,,O 1 produkt Cbz-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz odbezpieczono zgodnie

PhHNLO z procedurg E. Otrzymano produkt 168 (2,91 mmol, 1,89 g) jako biaty
NH, osad z wydajnoscia 97%.

- 198 ’ IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): § 9,25 (bs, 1H); 8,27 (s, 1H);

8,23 (s, 1H); 7,36-7,10 (M, 5H+5H); 4,54-4,35 (m, 1H); 3,78 (dd, J = 16,6, 4,7 Hz, 1H);
3,59 (dd, J = 16,6, 5,3 Hz, 1H); 3,05-2,89 (m, 1H+1H); 2,84-2,57 (m, 1H+1H).

169: Cbz-Gly-L-Phe-OH

bz Zwiazek 169 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkéw

© Cbz-Gly-OH (3 mmol, 0,63 g) i H-L-Phe-Ot-Bu-HCI (3 mmol, 0,77 g)

Ph/"'LNH oraz 2 ekw. EtsN. Otrzymany produkt Cbz-Gly-L-Phe-Ot-Bu

HO™ ~O
170

odbezpieczono poprzez reakcje z TFA (145 mmol, 11ml) w CH2Cl>

(21 ml). Po 20 godzinach mieszaning reakcyjng odparowano pod
zmniejszonym cis$nieniem. Powstaly osad przemyto H>O. Otrzymano produkt 169
(2,91 mmol, 1,04 g) jako biaty osad z wydajnoscig 97%.
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IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): & 8,15 (bs, 1H); 8,11 (bs, 1H); 7,49-7,12 (m,
5H+5H); 5,02 (s, 2H); 4,53-4,33 (m, 1H); 3,73-3,47 (m, 2H); 3,04 (dd, J = 13,8, 5,1 Hz,
1H); 2,88 (dd, J = 13,7, 8,6 Hz, 1H).

170: H-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH>
( NH,|  Zwigzek 170 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow 169
oy (2,9 mmol, 0,93 g) i 152 (2,9 mmol, 1,07 g). Otrzymany produkt

~
" J;O Cbz-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz  odbezpieczono zgodnie

HN

O,

o z procedurg E. Otrzymano produkt 168 (1,22 mmol, 0,55 g) jako

h/"'J;NH biaty osad z wydajnos$cig 42%.
N, IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): § 9,22 (bs, 1H): 8,26 (dd,
170 J J=58, 5,5 Hz, 1H); 8,17 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,75 (d, J = 8,4 Hz,

1H) 7,35-7,09 (m, 5H+5H); 4,66-4,37 (m, 1H+1H); 3,80 (dd, J = 16,7, 5,9 Hz, 1H): 3,56
(dd, J = 16,7, 5,3 Hz, 1H); 3,19-2,62 (m, 1H+1H+1H+1H); 2,04 (s, 2H).

172: HC1-Me-L-Phe-OMe

Zwigzek 172 otrzymano z wykorzystaniem procedury analogicznej do
procedury opisanej dla zwigzku 144 uzywajac substratu 171 (10 mmol,
1,8 g). Otrzymano produkt 172 (8,4 mmol, 1,93 g) jako bialy osad

Z wydajnoscig 84%.
'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): § 7,36-7,07 (m, 5H); 3,55 (s, 3H); 3,33 (t,
J=7,0Hz, 1H); 2,82 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 2,20 (s, 3H).

173: Me-L-Phe-NH-NH:
Zwiagzek 173 otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajac

substratu 172 (8,4 mmol, 1,93 g) z nadmiarem 64% roztworu hydrazyny

(28 mmol, 1,36 ml). Po odparowaniu mieszaniny reakcyjnej, dodano 9 ml
bezwodnego MeOH i odsgczono powstaty osad. Po odparowaniu pod zmniejszonym
ci$nieniem filtratu i rekrystalizacji (CH2Cl2:i-PrOH, 3:1, v:v, 12 ml) otrzymano produkt
173 (7,2 mmol, 1,39 g) jako biaty osad z wydajnoscia 86%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): § 9,01 (bs, 1H); 7,32-7,07 (m, 5H); 3,06 (dd,
J=176, 6,4 Hz, 1H); 2,77 (dd, J = 13,4, 6,4 Hz, 1H); 3,65 (dd, J = 13,4, 7,6 Hz, 1H); 2,12
(s, 3H).
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175a: Cbhz,Me-Gly-OH
\NWOH Zwigzek Me-Gly-OH (10 mmol, 0,89 g) i Na.COs (30 mmol, 3,18 Q)

ébz (o}

1750 rozpuszczono w H>O (30 ml) i ochtodzono do temperatury 0 °C. Do

mieszaniny powoli wkraplano Cbz-Cl (11 mmol, 1,57 ml) w dioksanie
(10 ml). Po po6t godziny reakcji ogrzano do t. pok. i pozostawiono na 20 godzin.
Nastepnie dodano Et20 (10 ml) i rozdzielono fazy. Faz¢ wodng doprowadzono do pH =2
I ekstrahowano AcOEt (3 x 10 ml). Fazy organiczne potaczono, osuszono MgSOs
I odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano produkt 175a (9,6 mmol,
2,14 g) jako biaty osad z wydajnoscia 96%.
'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): § 7,46-7,24 (m, 5H); 5,09 i 5,05 (s i s, 1H); 3,96
1393 (sis, 2H); 2,911 2,87 (si s, 3H) — sygnaty podwojone z powodu zahamowanej
rotacji.

Dane analityczne zgodne z danymi literaturowymi.”

175b: Cbz,Me-L-Phe-OH

Zwiazek 175b otrzymano z wykorzystaniem procedury analogicznej do
procedury opisanej dla zwigzku 175a uzywajac substratu Me-Gly-OH
(4 mmol, 716 mg). Otrzymano produkt 175b (4 mmol, 1,25 g) jako biaty

osad z ilosciowa wydajnoscia.
IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): & 12,86 (bs, 1H); 7,39-7,12 (m, 5H+5H); 5,02
(bs, 1H); 4,95 (bs, 1H); 4,83 (dd, J = 11,3, 4,9 Hz, 1H); 3,29-2,88 (m, 1H+1H); 2,72

i 2,69 (sis, 3H) — sygnaly podwojone z powodu zahamowanej rotacji.

176: Me-Gly-L-Phe-NH-NH;

[ an| Zwiazek 176 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow 175a

/I,ONH (9,6 mmol, 2,14 g) i 151 (9,6 mmol, 3,0 g). Otrzymany produkt

PhHNJ;o Cbz,Me-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz odbezpieczono zgodnie z procedura E.

NH; Otrzymano produkt 176 (8,5 mmol, 2,13 g) jako biaty osad z wydajnoscia
176

89%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 9,23 (s, 1H); 7,95 (d, J = 8,8 Hz, 1H);
7,29-7,12 (m, 5H); 4,56-4,47 (m, 1H); 3,07-2,90 (m, 2H+1H); 2,80 (dd, J = 13,7, 9,1 Hz,
1H); 2,12 (s, 3H).
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177: Me-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH;

\
NH

ph” L

HN
O

0

1, NH

Ph L
HN o
NH,

177

Zwigzek 177 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkéw 175b
(1,9 mmol, 0,6 g) i 152 (1,9 mmol, 0,7 g). Otrzymany produkt
Cbz,Me-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbhz odbezpieczono zgodnie
z procedurg E. Otrzymano produkt 177 (1,44 mmol, 0,57 g) jako bialy
osad z wydajnosciag 76%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): & 9,24 (s, 1H); 8,18 (d,

J =85 Hz, 1H); 8,02 (dd, J = 5,5, 5,4 Hz, 1H); 7,35-7,12 (m, 5H+5H); 4,54-4,34 (m,
1H); 3,75 (dd, J = 16,6, 5,5 Hz, 1H); 3,57 (dd, J = 16,6, 5,6 Hz, 1H): 3,21-3,06 (m, 1H);
3,02-2,54 (M, LH+1H+1H+1H); 2,13 (s, 3H).

178: Cbz,Me-Gly-L-Phe-OH

s —

N

NH

HO™ ~O

cbz., | Zwigzek 178 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkéw 175a
Oﬁ) (4 mmol, 0,89 g) i H-L-Phe-Ot-Bu-HCI (4 mmol, 1,03 g) oraz 2 ekw. Et3N.
Ph/lj; Otrzymany produkt Cbz-Gly-L-Phe-Ot-Bu odbezpieczono poprzez reakcje
178 z TFA (15ml) w CHxCI> (15 ml). Po 20 godzinach dodano H2>O (15 ml).

Rozdzielono fazy i ekstrahowano CH2Cl; (3 x 10 ml). Fazy organiczne potaczono,

osuszono MgSOs i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano produkt 178

(3,72 mmol, 1,38 g) jako biaty osad z wydajnosciag 93%.

IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): & 8,31 (bd, 1H); 7,47-7,17 (m, 5H+5H); 5,06 (s,
1H); 4,99 (s, 1H); 4,60-4,35 (m, 1H); 3,97-3,61 (m, 1H+1H); 3,19-2,99 (m, 1H);
2,96-2,78 (m, 1H); 2,75 (s, 3H).

179: Me-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH:

N
O

1, NH

J

HN™ ~O
O

Ph

.. _NH

J

HN 6}
NH,

Ph”’

179

HN|

Zwiazek 179 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow 178
(3,72 mmol, 1,38 g) i 152 (3,72 mmol, 1,38 g). Otrzymany produkt
Cbz,Me-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz odbezpieczono zgodnie
z procedurg E. Otrzymano produkt 179 (2,72 mmol, 1,23 g) jako
bialy osad z wydajnoscia 73%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): & 9,23 (s, 1H); 8,29 (dd,
J =59, 58 Hz, 1H); 8,17 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 8,05 (d, J = 8,2 Hz,

1H); 7,40-7,09 (m, 5H+5H): 4,62-4,35 (m, 1H+1H); 3,83 (dd, J = 17,0, 5,9 Hz, 1H):; 3,56
(dd, J =16,8, 5,3 Hz, 1H); 3,12-2,69 (m, 1H+1H+1H+1H+1H+1H); 2,10 (s, 3H).
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180: Mez-L-Phe-OMe

Do 40% roztworu formaldehydu w wodzie (120 mmol, 3,5 ml) w THF
(15 ml) z H2SO4 stez. (3 ml) porcjami przez 15 min dodawano roztwor 149
(3 mmol, 0,65g) z EtsN (0,42 ml) i NaBH4 (25 mmol, 0,95g) w mieszaninie

THF:H2O (30 ml:5 ml). Po 30 min reakcj¢ doprowadzono do pH = 9 i ekstrahowano
AcOEt (3 x 10 ml). Potagczone fazy organiczne przemyto solanka (10 ml), osuszono
MgSOs i1 odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano produkt 180 (3 mmol,
620 mg) jako biaty osad z ilo§ciowa wydajnoscia.

'H NMR (DMSO-dg, 298 K, 200 MHz): § 7,35-7,08 (m, 5H); 3,54 (s, 3H); 3,45 (dd,
J=8,2,7,2Hz, 1H); 2,93 (dd, J = 12,6, 7,2 Hz, 1H); 2,83 (dd, J = 12,6, 6,2 Hz, 1H); 2,26
(s, 6H).

181: Mez-L-Phe-NH-NH:

Zwigzek 181 otrzymano z wykorzystaniem procedury A uzywajac
substratu 180 (3 mmol, 620 mg). Otrzymano produkt 181 (3 mmol,
620 mg) jako biaty osad z iloSciowa wydajnoscia.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): § 8,90 (s, 1H); 7,27-7,21 (m, 2H); 7,19-7,12 (m,
3H); 3,14 (dd, J = 8,8, 5,7 Hz, 1H); 2,93 (dd, J = 13,3, 8,9 Hz, 1H); 2,76 (dd,
J=13,3,5,7 Hz, 1H); 2,24 (s, 6H).

182: Me,-Gly-L-Phe-NH-NH>

EEE————

SN Zwigzek 182 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkoéw

° Me>-Gly-OH (6 mmol, 0,62 g) i 151 (5 mmol, 1,57 g). Przy oczyszczaniu

Ph/HJ;NH nie uzywano roztworu kw. cytrynowego, przemywano dodatkowo 2 razy

HEHZ ° H>0. Otrzymany produkt Me>-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbhz odbezpieczono
182

zgodnie z procedurg E. Otrzymano produkt 182 (3,2 mmol, 0,85 g) jako
biaty osad z wydajnoscig 64%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 400 MHz): & 9,21 (s, 1H); 7,67 (d, J = 8,9 Hz, 1H);
7,33-7,14 (m, 5H); 4,57-4,48 (m, 1H); 2,97 (dd, J = 13,7, 5,2 Hz, 1H); 2,89-2,80 (m,
1H+1H); 2,69 (d, J = 15,4 Hz, 1H); 2,07 (s, 6H).
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183: Me;-

L

Ph” L

AN
NH,

e}

183

J

L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH>

Zwiazek 183 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow
Mez-L-Phe-OH (2 mmol, 386 mg) i 152 (1,8 mmol, 666 mg). Przy
oczyszczaniu nie uzywano roztworu kw. cytrynowego, przemywano
dodatkowo 2 H20.
Me;-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz

z procedura E. Otrzymano produkt 183 (1,3 mmol, 608 mg) jako biaty

razy Otrzymany produkt

odbezpieczono zgodnie

osad z wydajnoscig 72%.

'H NMR (DMSO-dg, 298 K, 200 MHz): § 9,22 (s, 1H); 8,14 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,93 (dd,
J =55, 5,4 Hz, 1H); 7,28-7,09 (m, 5H+5H); 4,54-4,36 (m, 1H); 4,24 (bs, 2H); 3,78 (dd,
J=16,6, 6,0 Hz, 1H); 3,45 (dd, J = 16,5, 5,1 Hz, 1H); 3,34-3,23 (m, 1H); 3,04-2,82 (m,
1H+1H); 2,82-2,62 (m, 1H+1H); 2,22 (s, 6H).

O~ —\
N

P

184: Me,-Gly-L-Phe-OH

N
O,

1, NH
0]

HO

M

184

oraz

Zwigzek 184 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkow

e>-Gly-OH (3,3 mmol, 0,34 g) i H-L-Phe-OBn-TsOH (3 mmol, 0,76 Q)

2 ekw. EtsN. Przy oczyszczaniu nie uzywano roztworu

kw. cytrynowego, przemywano dodatkowo 2 razy H.O. Otrzymany

produkt Me,-Gly-L-Phe-OBn odbezpieczono zgodnie z procedurg E. Otrzymano produkt

184 (1,41 mmol, 353 mg) jako bialy osad z wydajnoscig 47%.

'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): § 7,83 (d, J = 8,2Hz, 1H); 7,33-7,12 (m, 5H);
4,48 (ddd, J = 8,3, 8,2, 5,0 Hz, 1H); 3,11 (dd, J = 13,8, 5,1 Hz, 1H); 2,98 (dd,
J=13,8, 8,4 Hz, 1H); 2,89 (d, J = 15,4 Hz, 1H); 2,81 (d, J = 15,5 Hz, 1H); 2,12 (s, 6H).

185: Me>-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH>

>N

(0)

s, _NH

J

HN™ ~O
O

Ph”

.. _NH
Ph” J;
0
NH,

e}

185

-1 Zwiazek 185 otrzymano przy uzyciu procedury C ze zwigzkoéw 184
(1,41 mmol, 353 mg) i 152 (1,3 mmol, 481 mg). Przy oczyszczaniu
nie uzywano roztworu kw. cytrynowego, przemywano dodatkowo
2 razy H-0.
Me2-Gly-L-Phe-Gly-L-Phe-NH-NH-Cbz
z procedurg E. Otrzymano produkt 185 (0,86 mmol, 351 mg) jako

Otrzymany produkt

odbezpieczono  zgodnie

biaty osad z wydajnoscig 66%.

J

IH NMR (DMSO-ds, 298 K, 200 MHz): § 9,22 (s, 1H): 8,26 (dd, J = 5,7, 5,5 Hz, 1H);
8,17 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,75 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,32-7,10 (m, 5H+5H): 4,66-4,36 (m,
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1H+1H); 4,29 (bs, 2H); 3,80 (dd, J = 16,7, 5,9 Hz, 1H); 3,56 (dd, J = 16,7, 5,3 Hz, 1H);
3,18-2,62 (M, 1H+1H+1H+1H+1H+1H); 2,04 (s, 6H).

186 wystepujacy w formie kapsuty (186)2

oth Zwigzek 186 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
ph/'INH substratu 159 (0,2 mmol, 57 mg). Otrzymano produkt 186 (0,05 mmol,
HN™ ~0 94 mg) jako zotty osad, ktory byl analizowany bez dalszego
HO OH oczyszczania.
'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 12,41 (s, 4H); 11,34 (s, 4H);
7,95 (s, 4H); 7,73 (bd, 8H); 7,64 (bs, 8H+4H); 7,48 (s, 4H); 7,24 (s,
4H); 7,22-7,16 (m, 8H+8H); 7,14 (bd, 4H); 6,98 (s, 4H); 5,54 (bdd,
4H); 4,17 (bdd, 4H); 3,27 (bdd, 4H); 3,15 (bdd, 4H); 1,91 (m, 4H); 1,86 (m, 4H); 1,33 (m,
4H); 0,94 (bd, 12H); 0,92 (bd, 12H).
13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): § 169,2; 166,7; 152,2; 152,2; 147.6; 136,1; 133,9;
132,2; 129,6; 129,4; 128,4; 127,3; 126,9; 125,9; 123,0; 122,6; 106,3; 53,5; 42,2; 40,2;
29,7; 25,9; 22,6.
'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 600 MHz): § 11,89 (s, 4H); 11,16 (b, 4H); 10,54 (b, 4H);
8,78 (bd, 4H); 8,71 (s, 4H); 7,80 (bd, 8H); 7,50 (m, 4H+4H); 7,43 (bt, 8H); 7,34 (bd, 8H);
7,26 (bt, 8H); 7,16 (bt, 4H); 4,69 (m, 4H); 4,57 (m, 4H); 3,15 (bdd, 4H); 3,07 (bdd, 4H);
2,08 (m, 8H); 1,38 (m, 4H); 0,94 (bd, 24H).
13C NMR (DMSO-ds, 298 K, 150 MHz): & 167.5; 166,5; 152,0; 146,7; 138,0; 133,7;
131,4;129,1; 128,2; 127,5; 126,4; 123,7; 106,5; 54,2; 42,3; 36,8; 30,7; 26,0; 22,8; 22,7.
DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 3,2x10 m? 52,
DOSY NMR (DMSO-ds, 298 K, 600 MHz) 1,2x101° m? s,
HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (C112H115N12016)" [M-H]: 1883,8554, wartos¢
eksperymentalna: 1883,8533.
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Z ‘\ Zwigzek 188 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajgc
N substratu 163 (0,25 mmol, 71 mg) w MeOH. Powstaly w reakcji
Ph/lj;NH 76ty osad odsaczono otrzymujac produkt 188 (0,048 mmol, 90 mg)

/HE ° Z wydajnoscig 95%.
Ho o 'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 600 MHz): & 11,90 (s, 4H); 11,07 (b,
s 4H); 10,58 (b, 4H); 9,05 (bd, 4H); 8,94 (bd, 4H): 8,72 (s, 4H); 8,70
188 J (bdd, 4H); 8,20-8,04 (m, 4H); 7,48 (m, 4H+4H); 7,34 (bd, 8H); 7,27

(bt, 8H); 7,17 (bt, 4H); 4,73 (m, 4H); 4,59 (bt, 4H); 3,19 (bdd, 4H); 3,05 (bdd, 4H); 2,08
(bm, 8H); 1,39 (m, 4H); 0,94 (bd, 24H).

13C NMR (DMSO-ds, 298 K, 150 MHz): § 167,2; 165,1; 152,0; 148,6; 146,8; 137.8;
135,2; 129,3; 129,1; 128,2; 126,4; 123,7; 123,3; 106,4, 54,2; 42,4, 36,9; 30,7; 26,0; 22,8,
22,7.

DOSY NMR (DMSO-ds, 298 K, 600 MHz) 1,2x101° m? s,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (CiosH112N16016)?* [M+2H]**: 1890,8588,
warto$¢ eksperymentalna: 1890,8594.

189

f 2SN Zwiazek 189 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
O substratu 165 (0,25 mmol, 71 mg) w MeOH. Powstaly w reakcji
Ph/IINH 761ty osad odsgczono otrzymujgc produkt 189 (0,049 mmol, 92 mg)

/H E ° z wydajnoscia 98%.
HO OH 'H NMR (DMSO-ds, 298 K, 600 MHz): § 11,91 (s, 4H); 11,01 (b,
4 4H); 10,62 (b, 4H); 9,13 (bd, 4H); 8,74-8,68 (m, 8H+4H); 7,70 (m,
189 8H); 7,48 (s, 4H); 7,33 (bd, 8H); 7,26 (bt, 8H); 7,17 (bt, 4H); 4,72

(bddd 4H); 4,59 (bt 4H); 3,18 (bdd, 4H); 3,05 (bdd, 4H); 2,07 (m, 8H); 1,38 (m, 4H);
0,94 (bd, 24H).

13C NMR (DMSO-ds, 298 K, 150 MHz): § 167,1; 165,0; 152,0; 150,1; 137,7; 129,1;
128,29; 128,18; 126,5; 123,7; 121,4; 106,4; 54,2; 42,4; 36,8; 30,7; 25,9; 22,7; 22,7.
DOSY NMR (DMSO-ds, 298 K, 600 MHz) 1,2x100 m? s1,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (C108H11:N16016)” [M-H]: 1887,8364, warto$¢
eksperymentalna: 1887,8376.
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190 wystepujacy w formie dwoch kapsut M-(190). i P-(190);

o NHz| - Zwiazek 190 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
HNLO substratu 166 (0,2 mmol, 36 mg). Otrzymano produkt 190 (0,05 mmol,

‘o oH 73 mg) jako zotty osad, ktory byl analizowany bez dalszego

0czyszczania.

'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 8,48 (s, 4H); 8,43 (s, 4H);

7,35-7,19 (m, 40H); 7,14 (s, 4H); 7,07 (s, 4H); 4,49 (dd, J = 8,1, 7,9 Hz,

4H); 4,39 (dd, J = 8,1, 7,9 Hz, 4H); 3,97 (dd, J = 9,9, 3,7 Hz, 4H); 3,83 (dd,

J =95, 47 Hz, 4H); 3,43-3,40 (m, 4H); 3,40-3,38 (m, 4H); 2,92-2,84 (m, 4H+4H);

2,11-1,95 (m, 4H+4H+4H); 1,93-1,85 (m, 4H); 1,53-1,45 (m, 4H); 1,44-1,36 (m, 4H);

0,98 (dd, J = 6,6, 2,7 Hz, 24H); 0,89 (dd, J = 6,6, 5,4 Hz, 24H).

13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): & 171,9; 171,6; 152,3; 152,1; 152,00; 151,97;

148,0; 147,6; 138,4; 137,7; 129,44; 129,44, 128,6; 128,5; 126,8; 126,6; 126,1; 126,0;

124,20; 124,20; 123,7; 123,5; 107,4; 107,3; 56,6; 56,4; 41,9; 41,8; 40,9; 40,7; 30,4; 30,3;

26,05; 26,05; 22,92; 22,85; 22,7; 22,5.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 3,7x10° m? s,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (CgsH101N12012)" [M+H]": 1469,7662, warto$¢

eksperymentalna: 1469,7612.

190

3/ ppm

Rys. 134 Widmo *H NMR zwigzku 190 (CDCls, 298 K, 600 MHz), X — sygnaty substratu 166.

180

https://rcin.org.pl



sy i

I T T T T
170 160 150 140 130 120

[ [
100 90 80 70 60 50 40 30
5/ ppm

T
110

Rys. 135 Widmo 3C NMR zwigzku 190 (CDCls, 298 K, 150 MHz), X — sygnaly substratu 166.

X Ix |x U
— : i f:#ir -1
ar =" .4 L
[+ A = -2
X ar” l"_.-" ;3
X "--f -'--
X L . I
= - -4
- - =- 1
-5
-6
— 7 = - ] = 7
./'_.r 78
. -9
I I I I I I I I I
9 8 7 6 5 4 3 2 1

3/ ppm

Rys. 136 Widmo *H-'H COSY NMR zwigzku 190 (CDClIs, 298 K, 600 MHz), X — sygnaly substratu 166.
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Rys. 137 Widmo 'H-'H ROESY NMR zwigzku 190 (CDCls, 298 K, 600 MHz), X — sygnaty substratu 166.
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Rys. 138 Widmo *H-13C HSQC NMR zwiazku 190 (CDCls, 298 K, 600 MHz), X — sygnaty substratu 166.
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Rys. 139 Widmo H-3C HMBC NMR zwigzku 190 (CDCls, 298 K, 600 MHz), X — sygnaty substratu 166.

191 wystepujacy w formie kapsuty (191)2

~

N

NH,| Zwigzek 191 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac

o
" substratu 167 (0,2 mmol, 47 mg). Otrzymano produkt 191 (0,05 mmol,
Ph”
N J;O 85 mg) jako zotty osad, ktory byl analizowany bez dalszego
N oczyszczania.
HO OH

IH NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 11,75 (s, 4H); 8,90 (bs, 4H);
‘ 8,63 (d, J = 10,1 Hz, 4H); 8,60 (s, 4H); 7,32-7,13 (m, 20H+4H); 5,11
191 J (d, J =102, 7,5, 7,5 Hz, 4H); 4,48 (dd, J = 7,9, 7,9 Hz, 4H);
3,47-3,35 (m, 4H+4H): 3,11 (dd, J = 13,5, 7,6 Hz, 4H); 3,04 (dd, J = 13,5, 7,3 Hz, 4H);
2,14-2,04 (M, 4H); 2,04-1,96 (m, 4H); 1,50-1,42 (m, 4H): 0,98 (d, J = 3,7 Hz, 24H); 0,97
(d, J = 3,7Hz, 24H).
13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): 5 173,6; 166,7; 152,6; 152,3; 147,6; 136,0; 129,3;
128,5; 127,0; 126,1: 123,8; 123,6; 106,9; 51,9; 44.6; 41,8; 40,1; 30,3; 26,1; 22,8; 22,7.
DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 3,2x102° m2 s,
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Rys. 140 Widmo 'H NMR zwiazku 191 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 141 Widmo *C NMR zwigzku 191 (CDCls, 298 K, 150 MHz).
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Rys. 142 Widmo H-'H COSY NMR zwiazku 191 (CDCl3, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 143 Widmo H-'H ROESY NMR zwigzku 191 (CDCls, 298 K, 600 MHz).

185

https://rcin.org.pl

—10

—12

5/ ppm

5 /ppm



1 -
—_— i
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
12 n 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
5 /ppm
Rys. 144 Widmo 'H-13C HSQC NMR zwigzku 191 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 145 Widmo H-3C HMBC NMR zwigzku 191 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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193 wystepujacy w formie kapsuty (193)2

HO

193

NH,)

Zwigzek 193 otrzymano z wykorzystaniem procedury B
uzywajac substratu 170 (0,2 mmol, 88 mg). Otrzymano produkt
193 (0,05 mmol, 126 mg) jako z6tty osad, ktory byt analizowany
bez dalszego oczyszczania.

'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 11,41 (s, 4H); 8,97 (bs,
4H); 8,70 (s, 4H); 8,53 (bt, J = 6,0, 5,6 Hz, 4H); 8,23 (bd,
J = 9,7 Hz, 4H); 7,64 (bd, J = 4,8 Hz, 4H); 7,33-6,94 (m,
20H+20H+4H); 5,06-4,99 (m, 4H); 4,74-4,68 (m, 4H); 4,45 (dd,
J=17,7,76 Hz, 4H); 4,30 (dd, J = 17,6, 6,1 Hz, 4H); 3,63 (dd,
J=17,8, 5,5 Hz, 4H); 3,25 (dd, J = 13,8, 5,9 Hz, 4H); 3,18-2,99

(m, 4H+4H+4H+4H+4H); 2,13-2,02 (m, 4H+4H); 1,56-1,49 (m, 4H); 1,04-0,99 (m,
12H+12H).
13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): § 172,9; 169,9; 166,6; 152,4; 152,2; 148,5; 136,5;
136,2; 129,4; 129,3; 128,55; 128,52; 127,1; 126,9; 126,2; 123,9; 123,4; 106,8; 54,8; 53,0;
44.4; 43,9; 41,6; 39,2; 37,6; 30,5; 26,1; 22,87; 22,86.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,6x102° m? 52,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (CissH162N24024)%" [M+2H]?*": 2515,2183,

wartos¢ eksperymentalna: 2515,2214.

10

8 7 6 5 4 3 2 1
3 /ppm

Rys. 146 Widmo 'H NMR zwiazku 193 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 147 Widmo 3C NMR zwiazku 193 (CDCls, 298 K, 150 MHz)
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Rys. 148 Widmo *H-'H COSY NMR zwigzku 193 (CDClIs, 298 K, 600 MHz).
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5 /ppm
Rys. 149 Widmo 1H-'H ROESY NMR zwigzku 193 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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3/ ppm
Rys. 150 Widmo *H-3C HSQC NMR zwiazku 193 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 151 Widmo 1H-13C HMBC NMR zwigzku 193 (CDCls, 298 K, 600 MHz).

196 wystepujacy w formie kapsuty (196)2

~

an- | Zwiagzek 196 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
Oﬁ) substratu 176 (0,2 mmol, 50 mg). Otrzymano produkt 196 (0,05 mmol,
Ph/IIN 88 mg) jako zoOtty osad, ktory byl analizowany bez dalszego
_N oczyszczania.
Ho oH 'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 11,71 (s, 4H); 8,89 (bs, 4H);
4 8,58 (s, 4H); 8,39 (d, J = 9,6 Hz, 4H); 7,25-7,16 (m, 20H+4H); 5,08
196 | (dd, J = 7,9, 7,7 Hz, 4H); 4,48 (dd, J = 7,9, 7,9 Hz, 4H); 3,42 (d,
J = 17,5 Hz, 4H); 3,15 (dd, J = 13,6, 6,9 Hz, 4H); 3,08-3,00 (m, 4H+4H); 2,35 (s, 12H);
2,11-2,04 (m, 4H); 2,04-1,97 (m, 4H); 1,50-1,43 (m, 4H); 0,98-0,95 (m, 12H+12H).
13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): & 172,8; 166,7; 152,6; 152,4; 147,5; 135,8; 129,5;
128,4; 127,0; 126,1; 123,8; 123,6; 106,9; 54,4; 51,7; 41,8; 40,1; 37,0; 30,4; 26,1; 22,81,
22,75.
DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 3,2x1029 m? 52,
HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (CosH122N16016)?* [M+2H]?": 1754,9214,
warto$¢ eksperymentalna: 1754,9212.
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Rys. 152 Widmo 'H NMR zwiazku 196 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 153 Widmo 3C NMR zwiazku 196 (CDCls, 298 K, 150 MHz).
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Rys. 154 Widmo H-'H COSY NMR zwiazku 196 (CDCl3, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 155 Widmo H-H ROESY NMR zwigzku 196 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 156 Widmo H-13C HSQC NMR zwiazku 196 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 157 Widmo H-3C HMBC NMR zwigzku 196 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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197 wystepujacy w formie kapsuty (197)

| 1 Zwiazek 197 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
substratu 177 (0,2 mmol, 79 mg). Otrzymano produkt 197 (0,05
mmol, 117 mg) jako zo6tty osad, ktory byt analizowany bez

dalszego oczyszczania.

e 'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): & 12,78 (bs, 4H); 11,42 (s,
HO OH 4H); 8,99 (bs, 4H); 8,63 (s, 4H); 8,44 (bs, 4H); 8,33 (bs, 4H);
f 7,40-7,04 (m, 20H+20H+4H); 5,07 (bs, 4H+4H); 4,45 (bs, 4H);
e ] 3,93 (m, 8H+4H); 3,53 (bs, 4H); 3,19-2,91 (m, 4H+4H); 2,31 (s,
12H); 2,16-2,01 (m, 4H+4H); 151 (m, 4H); 1,08-0,96 (m,

12H+12H).

13C NMR (CDCl3, 298 K, 150 MHz): 6 174,4; 170,3; 166,3; 152,25; 152,23; 148,1,;
137,5; 135,5; 129,4; 129,0; 128,62; 128,57, 127,1; 126,8; 126,3; 123,70; 123,64, 106,7;
64,7, 52,9; 43,8; 41,6; 40,2; 38,0; 34,0; 30,4, 29,7; 26,1; 22,9; 22,6.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,8x101° m2 s,

HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (Cis2H1ssN20020)?* [M+2H]?*: 2343,1950,

warto$¢ eksperymentalna: 2343,1988.

3/ ppm
Rys. 158 Widmo 'H NMR zwigzku 197 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 159 Widmo 13C NMR zwiazku 197 (CDCls, 298 K, 150 MHz).
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3 /ppm
Rys. 160 Widmo H-H COSY NMR zwiazku 197 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 161 Widmo 'H-'H ROESY NMR zwiazku 197 (CDCIs, 298 K, 600 MH2).
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Rys. 162 Widmo *H-3C HSQC NMR zwiazku 197 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 163 Widmo H-13C HMBC NMR zwiazku 197 (CDCls, 298 K, 600 MHz).

200 wystepujacy w formie kapsuty (200)2

HO

200
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Zwigzek 200 otrzymano z wykorzystaniem procedury B uzywajac
substratu 183 (0,2 mmol, 82 mg). Otrzymano produkt 200

(0,05 mmol, 120 mg) jako zo6tty osad, ktory byt analizowany bez

dalszego oczyszczania.

H NMR (CDClIs, 298 K, 600 MHz): & 12,70 (bs, 4H); 11,46 (s,
4H); 8,87 (bs, 4H); 8,55 (s, 4H); 8,48 (bd, 4H); 8,37 (bs; 4H);
7,29-7,07 (m, 20H+20H+4H); 5,05 (dd, J = 8,4, 7,8 Hz, 4H); 4,39
(dd, J =8,0, 7,9 Hz, 4H); 4,00 (dd, J = 17,1, 5,9 Hz, 4H); 3,72 (dd,
J=16,6, 6,5 Hz, 4H); 3,65-3,59 (m, 4H); 3,22 (d, J = 13,6, 9,2 Hz,
4H); 3,09-3,00 (m, 4H+4H); 2,93 (dd, J = 13,5, 4,5 Hz, 4H); 2,38 (s, 24H); 2,12-2,01 (m,
4H+4H); 1,55-1,46 (m, 4H); 1,03-0,99 (m, 12H+12H).
13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): & 172,4; 170,3; 166,4; 152,18; 152,18; 148,0;
138,9; 135,6; 129,2; 128,9; 128,7; 128,3; 127,1; 126,2; 126,1; 123,7; 123,5; 106,7; 69,4;
52,8;43,9; 41,8; 41,7; 30,4; 29,7, 26,2; 22,9; 22,8.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,8x1019 m? 2,
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HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (CizsH167N20020)%" [M+3H]**: 2400,2649,
warto$¢ eksperymentalna: 2400,2637.
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Rys. 164 Widmo 'H NMR zwiazku 200 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 165 Widmo *C NMR zwigzku 200 (CDCls, 298 K, 150 MHz).
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Rys. 166 Widmo H-H COSY NMR zwiazku 200 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 167 Widmo *H-'H ROESY NMR zwigzku 200 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 168 Widmo H-13C HSQC NMR zwiazku 200 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 169 Widmo H-3C HMBC NMR zwigzku 200 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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201 wystepujacy w formie kapsuty (201).

SN Zwigzek 201 otrzymano z  wykorzystaniem procedury B
© uzywajac substratu 185 (0,2 mmol, 94 mg). Otrzymano produkt
P"/INH 201 (0,05 mmol, 131 mg) jako z6tty osad, ktory byt analizowany
o;)N ° bez dalszego oczyszczania.
ph/INH 'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): § 12,81 (bs, 4H); 11,38 (s,
/“E ° 4H); 8,98 (s, 4H); 8,71 (s, 4H); 8,49 (dd, J = 6,2, 6,1 Hz, 4H);
HO oH 816 (d, J = 9,6 Hz, 4H); 7,58 (bs, 4H); 7,32-6,96 (m,
f 20H+20H+4H); 5,00 (dd, J = 8,0, 7,9 Hz, 4H); 4,76 (dd,
201 J=16,9, 6,6 Hz, 4H); 4,45 (dd, J = 8,0, 7,9 Hz, 4H); 4,30 (dd,

J =175, 6,3 Hz, 4H); 3,63 (dd, J = 17,5, 5,8 Hz, 4H); 3,24 (dd,
J=13,7, 62, 4H); 3,18 (dd, J = 13,5, 7,8 Hz, 4H); 3,04 (dd, J = 13,5, 7,9 Hz, 4H); 3,00
(dd, J = 13,3, 6,4 Hz, 4H); 2,72-2,54 (m, 4H+4H); 2,19 (s, 24H); 2,11-2,02 (m, 4H+4H);
1,56-1,49 (m, 4H); 1,02 (bs, 12H); 1,00 (bs, 12H).
13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): & 173,0; 171,1; 169,9; 166,6; 152,4; 152,2; 148,4;
136,5; 136,2; 129,5; 129,3; 128,53; 128,48; 127,0; 126,9; 126,1; 123,9; 123,4; 106,9;
62,7; 54,6; 52,9; 46,0; 44,0; 41,6; 41,0; 39,2; 37,7; 30,5; 26,1; 22,86; 22,86.
DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 2,8x1019 m? 52,
HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (CiasH17sN24024)?* [M+2H]?*": 2627,3435,
wartos¢ eksperymentalna: 2627,3428.

M
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3/ ppm
Rys. 170 Widmo *H NMR zwiazku 201 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 171 Widmo *C NMR zwiazku 201 (CDCls, 298 K, 150 MHz).
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Rys. 172 Widmo H-H COSY NMR zwiazku 201 (CDCl3, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 173 Widmo 1H-'H ROESY NMR zwigzku 201 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 174 Widmo *H-3C HSQC NMR zwiazku 201 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 175 Widmo *H-13C HMBC NMR zwiazku 201 (CDCls, 298 K, 600 MHz).

Zwigzek 166 (0,2 mmol, 36 mg), zwigzek 136 (0,1 mmol, 83 mg)
oraz zwigzek 137a (0,2 mmol, 36 mg) rozpuszczono w CHCIsz (2 ml)
w zamknietym naczyniu i ogrzewano w 70 °C. Po 20 godzinach
mieszaning reakcyjng ochtodzono i przemyto 5% roztworem
kw. cytrynowego w H2O (1 ml). Faze organiczng osuszono MgSQOs,
odparowano pod zmniejszonym cis$nieniem. Otrzymano produkt 204
(0,048 mmol, 106 mg) jako zotty osad z wydajnoscig 95%.

'H NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz): § 10,51 (bs, 4H); 9,18 (bs, 4H);

8,76 (s, 4H); 8,54 (s, 4H); 7,31-7,11 (m, 20H+4H+4H); 4,57-4,33 (m,

4H+ 4H); 4,07 (bs, 4H); 3,48 (dd, J = 8,9, 8,1 Hz, 4H); 3,48 (dd, J = 8,9, 8,1 Hz, 4H);
2,08-1,96 (m, 4H+4H+4H+4H); 1,52-1,43 (m, 4H+4H); 0,99-0,94 (m, 24H+24H).

13C NMR (CDCls, 298 K, 150 MHz): § 164,9; 163,5; 153,6; 152,5; 152,4; 136,1; 129,3;
128,7; 127,0; 124,3; 123,7; 107,4; 107,2; 71,7; 41,7; 41,2; 38,8; 30,5; 30,0; 26,16; 26,09;
22,82; 22,73; 22,69; 22,64.

DOSY NMR (CDCls, 298 K, 600 MHz) 3,6x102° m? 2,
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HR-MS (ESI-TOF): obliczona masa m/z (Cis2H16N12020)* [M-2H]?: 2219,0765,
warto$¢ eksperymentalna: 2219,0712.

[ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [ T [
10 9 8 7 6 5 4 3 2
3/ppm

Rys. 176 Widmo 'H NMR zwiazku 204 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 177 Widmo 3C NMR zwigzku 204 (CDCls, 298 K, 150 MHz).
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Rys. 178 Widmo H-'H COSY NMR zwiazku 204 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 179 Widmo H-'H ROESY NMR zwiazku 204 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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Rys. 180 Widmo IH-13C HSQC NMR zwigzku 204 (CDCls, 298 K, 600 MHz).
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