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1. Zalozenia i cel pracy

O ile klasyczna chemia zajmuj¢ si¢ konstrukcjg czasteczek poprzez tworzenie i
modyfikacje wigzan kowalencyjnych, o tyle chemia supramolekularna bada subtelniejsze
oddziatywania pomiedzy molekutami, wynikajace z oddziatywan stabych (oddzialywan
dyspersyjnych, van der Waalsa, wigzan wodororowych, wigzan koordynacyjnych, itp.).
Chemia supramolekularna zostata okre$lona przez Jean-Marie Lehna w jego Noblowskim
Wykladzie jako ,,chemia poza czasteczka”.'! Wiazanie substratu przez receptor, przebiegajace
z utworzeniem kompleksu supramolekularnego (superczasteczki), poprzedzone jest procesem
rozpoznania molekularnego. Oddziatywania pomiedzy molekutami, chociaz stabe,
zmultiplikowane moga prowadzi¢ do modyfikacji strukturalnych lub generowania ciekawych
wiasciwosci powstatej superczgsteczKi.

Chemia supramolekularna miata swoj poczatek w rozpoznaniu kationow metali grupy
| i Il przez etery koronowe, ale relatywnie szybko zaczeta ewoluowaé¢ w kierunku
rozpoznania kationéw amoniowych. Jedna z glownych gatezi chemii supramolekularne;j,
ktorej poswigca si¢ ostatnio duze zainteresowanie, sg badania obojetnych receptorow na
aniony, wigzacych je poprzez stabe oddzialywania, glownie wigzania wodorowe.[*®
Rozpoznanie aniondéw jest z kilku powodéw 0 wiele trudniejsze, w poréwnaniu do
analogicznego procesu rozpoznania kationow. Po pierwsze, aniony wykazuja wysoce
zroznicowang geometri¢, poczawszy od kulistych anionéw halogenkowych, poprzez
trygonalny anion azotanowy, az po oktaedryczne aniony heksafluorofosforanowe. Ponadto,
aniony ulegaja silnej solwatacji i charakteryzuja si¢ znacznie mniejsza gestoscia tadunku niz
analogiczne kationy, co wynika z wickszego promienia jonowego. Z powyzszych powodow,
rozpoznaniem anionéw zaczeto zajmowac si¢ dopiero w ostatnim dwudziestoleciu.
Najczescie] rozpoznanie aniondw realizowane jest z uzyciem donorow wigzania
wodorowego, takich jak amidy,”*¥ (tio)mocznikil*? i heterocykliczne NH (np. pirolowe,**]
karbazolowel').

W Zespole VIII ICHO PAN, moi poprzednicy zajmowali si¢, miedzy innymi,

rozpoznaniem anionéw przez pochodne 7-aminoindolu®® i diindolometanu.*®! Receptor



diindolometanowy wykazywal znakomite powinowactwo do oksoanionow, nawet w
wymagajacych rozpuszczalnikach, takich jak mieszaniny DMSO/H,0 czy MeOH. Rysunek 1
przedstawia receptor diindolometanowy 1 i struktur¢ jego kompleksu z anionem
benzoesanowym, wynikajaca z Rentgenowskiej Analizy Strukturalnej (RAS). Wartym
podkreslenia jest doskonate dopasowanie tego motywu wigzacego do geometrii anionu

karboksylanowego.

X =
e
NH HN
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1

Rysunek 1. Diindolometanowy receptor 1 i struktura jego kompleksu z anionem benzoesanowym (RAS)

Pomimo ogromnych postepow w rozwoju supramolekularnej chemii anionow, wcigz
niewiele wiadomo na temat ich chiralnego rozpoznania. Chiralne rozpoznanie jest jednym z
najsubtelniejszych  rodzajow  rozpoznania, bowiem jedyna roznica  pomig¢dzy
enancjomerycznymi go$sémi polega na ich przestrzennym zréznicowaniu (rézna kolejnosc¢
podstawnikow wedlug konwencji Cahna-Ingolda-Preloga). Do skutecznej realizacji procesu
chiralnego rozpoznania niezbedne jest precyzyjne dopasowanie go$¢-gospodarz. Ponadto,
chiralne rozpoznanie jest zjawiskiem powszechnie spotykanym w biologii, gdzie wiekszo$¢
czasteczek, wystepujacych w organizmach zywych, jest chiralna. Jednym z najbardziej
spektakularnych fenomenéw tego zjawiska jest fakt, ze wiasciwosci biologiczne jednego
enancjomeru moga diametralnie r6zni¢ si¢ od drugiego z nich. Glebsze zrozumienie proceséw
chiralnego rozpoznania moze znalez¢ zastosowanie przy projektowaniu nowych katalizatoréw
reakcji enancjoselektywnych, czy tez w chemii analitycznej, przy konstruowaniu sensorow na
chiralne aniony oraz chiralnych faz chromatograficznych. Z powyzszych powodow
zdecydowatem si¢ zsyntezowaé hybrydowy receptor diindolometan—kwas D-glukuronowy i
zbada¢ jego zdolno$¢ do wigzania achiralnych anionéw w tak wymagajacym rozpuszczalniku
jak mieszanina (DMSO i H,0). Miato to umozliwi¢ zbadanie wptywu fragmentéw cukrowych

na wlasciwosci wigzace tego typu receptorow. Z drugiej strony, cukry sg w biologii waznym



elementem odpowiedzialnym za rozpoznanie molekularne (receptory $ciany komorkowej)™”
oraz sg dogodnym odnawialnym zroédtem chiralnosci.

Majac na uwadze funkcje, jakie pelnig aniony karboksylanowe w biologii (np.
a-hydroksykwasy, aminokwasy), zdecydowatem si¢ zbada¢ ich chiralne rozpoznanie przez
wyzej opisany receptor, przy uzyciu techniki miareczkowania pod kontrola *H NMR, w
wymagajacych, wspomnianych wyzej, rozpuszczalnikach. Po zbadaniu jego zdolnosci do
chiralnego rozpoznania anionéw, planowatem badania strukturalne 2z uzyciem
zaawansowanych technik NMR i RAS, ktére pozwolityby na wyjasnienie mechanizmu
chiralnego rozpoznania i daly wskazoéwki co do projektowania nowych, efektywnych

receptorow, jak rowniez nowych platform, ktore moga by¢ uzyte do ich konstrukcji.



2. Czesé Literaturowa

2.1. Wstep

Chiralne rozpoznanie jest jednym z najbardziej istotnych, a przy tym trudnych,
zagadnien chemii supramolekularnej. Rozroznienie pomiedzy enancjomerami jest bardzo
subtelnym procesem, polegajacym na doktadnym dopasowaniu jednego z nich do receptora.
Chiralne rozpoznanie jest takze powszechnym i podstawowym fenomenem w biologii.
Wiekszo$¢ biologicznie istotnych czasteczek, zaczynajac od aminokwasow, poprzez cukry do
hormonow, jest chiralna i wystepuje w zywych organizmach w formie optycznie czystej.
Zywe organizmy uzywaja, jako blokéw budulcowych, L-aminokwaséw i D-cukréw, CO
definiuje ,,chiralng stron¢ zycia”. Naturalng konsekwencja tego jest fakt, ze duze
bioczasteczki, takie jak biatka, polisacharydy, czy kwasy nukleinowe, sg rowniez
homochiralne. W wigkszosci przypadkow enancjomery wykazuja in vivo rozne oddziatywania
z otoczeniem.

Badania chiralnego rozpoznania uwarunkowane sa wieloma czynnikami. Po pierwsze,
zbadanie chiralnego rozpoznania moze prowadzi¢ do lepszego zrozumienia procesoOw
zachodzacych w naturze. Z kolei, szersza analiza enancjordznicujacych receptorow powinna
umozliwi¢ projektowanie nowych, efektywniejszych katalizatorow reakcji
enancjoselektywnych. Mogg one znalez¢ szerokie zastosowania takze w chemii analitycznej,
np. jako fragmenty sensorow na chiralne jony, lub jako sktadniki chromatograficznych faz
stacjonarnych.

Chemia supramolekularna, ktéra miata swdj poczatek w rozpoznaniu i
kompleksowaniu kationow metali 11 II grupy (oczywiscie achiralnych), co zostalo opisane
przez Pedersenal® % i Crama,!®” relatywnie szybko ewoluowala w kierunku rozpoznania
kationow amoniowych i pdzniej ich chiralnych analogéw. Ten ostatni przyktad zostat
zrealizowany poprzez wbudowanie cukru w strukture eteréw koronowych. Z drugiej strony,

jakkolwiek pierwszy przyktad rozpoznania anionu chlorkowego przez elektrycznie



[21]

natadowany kryptand 2 (Rysunek 2) zostat opisany do$¢ wcze$nie,'~ rozpoznanie anionow

przez elektrycznie obojetne receptory zaczelo byé realizowane dopiero w ostatnich latach.[#®

N*~H--CI=-H-N?

PN

2

Rysunek 2. Wigzanie anionu chlorkowego poprzez elektrycznie natadowany kryptand 2

Projektowanie receptorow na aniony, oddzialywujace z gos$ciem poprzez wigzania
wodorowe,  jest jedna z  najwazniejszych  galgzi  wspotczesnej  chemii
supramolekularnej.[¢-22 23 Przyjmuje si¢ dwa czynniki odpowiedzialne za powinowactwo
receptora do anionu: liczbe i site donoréw wigzania wodorowego oraz ich odpowiednie
utozenie w przestrzeni. Ws$rdod najcze$ciej uzywanych motywoéw, bedacych donorami

[7-11,  24-26] [27] [12,28]

wigzania wodorowego, znajdujemy amidy, moczniki,

[29]

tioamidy,
tiomoczniki,”® a takze heterocykliczne NH.™® Heterocykliczne NH, np. indolowe, pirolowe,
czy karbazolowe, majg te zalete, ze sg wylacznie donorami wigzania wodorowego, nie bedac
jednoczesnie jego akceptorami, co wyklucza niekorzystne wewnatrzczasteczkowe wigzania
wodorowe, ktére moga spowodowaé spadek powinowactwa do anionéw. Ponadto
zaobserwowano, ze im bardziej kwasny proton w grupie donorowej, tym wigksza zdolnos$¢ do
tworzenia wigzania wodorowego. W przypadku heterocyklicznych NH, jako donorow
wigzania wodorowego, ich kwasowo$¢ mozna zwigkszy¢ nie tylko poprzez podstawniki
elektronoakceptorowe w pierScieniu, ale rowniez poprzez wymuszenie delokalizacji
elektronow. Miarg tej delokalizacji sg wartosci pKa, np. dla pirolu 23,0 i dla indolu 20,9.%
Gale i wspélpracownicy[31] otrzymali bisamidopirolometany typu 3 (Rysunek 3), ktore

wigzaty aniony nawet w bardzo wymagajacych rozpuszczalnikach.



Rysunek 3. Receptory 3-5, bazujace na pirolu i indolu

Nastepnie, brytyjscy autorzy postanowili wyznaczy¢ state trwatosci dla kompleksow
receptora 3 z prostymi anionami. State trwatosci zostaly wyznaczone za pomoca
miareczkowan pod kontrola *H NMR, w mieszaninie DMSO-dg z woda (95:5 v/v). Receptor 3
wiazat anion fluorkowy i benzoesanowy ze stechiometrig 1:1 oraz z duzymi staltymi trwatosci
(odpowiednio 7560 i 354 M™). W naszym laboratorium, znaczaca poprawa wlasciwosci
wigzacych podobnych receptorow, zostala osiggnigta w wyniku zastgpienia amidopirolu przez
blok amidoindolowy,™! tak jak ma to miejsce w receptorze 4 (Rysunek 3). Ten, oparty na
indolometanie, receptor wykazywatl wyjatkowa zdolno$§¢ wigzania OkSOanionéow w
wymagajacych rozpuszczalnikach. Stata trwatosci kompleksu zwigzku 4 2z anionem
benzoesanowym (K = 2060 M™* w DMSO-ds z woda (95:5 v/v)) byla okolo sze§é¢ razy
wigksza w poréwnaniu z analogicznym kompleksem receptora 3. Warto zauwazy¢, ze
receptory 3 i 4 posiadajag podobne motywy wigzace i taka samg liczb¢ donoréw wigzania
wodorowego. Dalsze zwigkszenie powinowactwa do anionéw bylo mozliwe poprzez
zwickszenie liczby donoréw wiazania wodorowego,? tak jak w receptorze 5 (Rysunek 3).
Taka zmiana strukturalna pozwolita na skuteczne wigzanie anionéw nawet w metanolu.

Analizujac przebieg chiralnego rozpoznania, mozna tatwo zauwazy¢, ze jego podstawa
jest tworzenie si¢ diastereomerycznych komplekséw receptora z chiralnym gosciem,
posiadajacych zrdznicowane stale trwatosci. Za podstawowa regule w projektowaniu
chiralnych receptorow na aniony, przyjmuje si¢, ze do wystapienia chiralnego rozpoznania
niezbe¢dne sg co najmniej trzy zdefiniowane oddziatywanie pomiedzy gosciem a gospodarzem
(Rysunek 4).B
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Rysunek 4. Model oddziatywania trjpunktowego ttumaczacy chiralne rozpoznanie

Warto zauwazy¢, ze nie wszystkie z tych oddziatywan maja charakter wigzacy i czesto
zdarza si¢, ze niekorzystne oddziatywania steryczne odgrywaja istotng role modyfikujaca
relacje go$é—gospodarz, umozliwiajaca zrozumienie danego przypadku chiralnego
rozpoznania. Z praktycznego punku widzenia, zamianie jednego enancjomeru na drugi,
towarzyszy utrata jednego z oddziatywan wigzacych, co powoduje obnizenie statej trwatosci
utworzonego supramolekularnego potaczenia.

Najczgsciej, jako miar¢ chiralnego rozpoznania, przyjmuje si¢ stosunek stalych
trwato$ci dla enancjomerycznych gosci o (1) lub rdznie energii swobodnej Gibbsa,

zmierzonej dla proceséw ich powstawania.
o= 1)

Stosuje si¢ wiele roznorodnych technik wyznaczania statych trwatosci w kompleksach

(34 o ktorych najpopularniejsza jest miareczkowanie pod kontrolg H

supramolekularnych,
NMR.®? Jedng z glownych zalet tej metody jest fakt, ze oprocz mozliwosci wyznaczenia
statej trwatosci kompleksu, daje ona informacje o strukturze tworzacego si¢ kompleksu.
Informacje te wynikaja ze zmian przesuni¢¢ chemicznych protonow gospodarza lub goscia,
indukowanych wigzaniem goscia.

Miareczkowanie pod kontrola *H NMR polega na badaniu okre§lonych wyzej zmian
dreceptora, w =zalezno$ci 0d stezenia dodanego goscia. Dla najprostszego modelu

kompleksowania o stechiometrii 1:1, rownowaga opisana jest wyrazeniem (2):

natomiast stata kompleksowania jest opisana przez rownanie (3).



« _ [HG]
[HI[G]

Przy wyznaczaniu statej trwalo$ci, na ogo6t nie mozna wyznaczy¢é rownowagowych

©)

stezen kompleksu [HG] oraz wolnych sktadnikéw — receptora [H] i goscia [G]. Podczas
miareczkowania obserwuje si¢ zmiang¢ jednego z parametrow fizycznych uktadu, w zaleznosSci
od liczby ekwiwalentow dodanego goscia, zazwyczaj z uzyciem jednej (najdogodniejszej) z
metod spektroskopowych. Wykres zmiany tej wielkosci, w zalezno$ci od liczby dodanych
ekwiwalentow gos$cia, nosi nazwe izotermy wigzania. Wyznaczanie statych trwalo$ci w
kompleksach supramolekularnych przeprowadza si¢ zazwyczaj przy stalym stgzeniu
gospodarza. Dla stechiometrii wigzania (1:1) daje si¢ wyprowadzi¢ stosunkowo prosty model
matematyczny, wiazacy zmiane wielkosci fizycznej (AY) (w miareczkowaniu *H NMR jest to
zmiana przesunigcia chemicznego, w miareczkowaniu UV/VIS zmiana absorbancji) z liczba
ckwiwalentow dodanego go$cia. Dla miareczkowania pod kontrola 'H NMR, zmiane
przesunigcia chemicznego pod wptywem kompleksowania opisuje rownanie (4), gdzie [Ho]
jest poczatkowym stezeniem gospodarza, [HG] jest rownowagowym stezaniem kompleksu,
daHG jest rodznicg przesuniecia chemicznego pomigdzy supramolekularnym kompleksem i

wolnym gospodarzem (zaktadajac proces szybki w skali czasu NMR).

AS =68,6 (@] 4)
[Hol

Mozna rowniez wyprowadzi¢ wzor (5) na rownowagowe stezenie kompleksu [HG], w
zalezno$ci od stgzen poczatkowych gospodarza i goscia oraz od statej trwatosci kompleksu

Ka:

1 1 1Y
[HG]=E(GO+HO+K—J—\/(GO+HO+K—J +4[H,][G,] (5)

a a

Wyznaczenie statej trwatosci K, polega na dobraniu parametrow dang 1 K tak, aby
suma btgdow, pomiedzy obserwowanymi a obliczonymi zmianami przesuni¢¢ chemicznych,
byta jak najmniejsza. Dysponujac zaleznoscig statej tworzenia kompleksu od temperatury,
mozna réwniez wyznaczy¢ parametry termodynamiczne AG, AH i AS procesu

kompleksowania, z uzyciem rownan (6) (7) i (8).

AG =-RT InK, (6)

AG =H-TAS )

nK=_AH1_ AS )
RT R



W powyzszym wstepie staralem si¢ przedstawi¢ krotkie wprowadzenie do chemii
supramolekularnej anionéw, jak rowniez zasady uzyteczne w projektowaniu receptorow
efektywnych w chiralnym rozpoznaniu. W nastepnej czgsci pokaze wybrane literaturowe
przyktady receptoréw (pochodne monosacharydéw) na chiralne kationy. Z kolei, oméwie
wybrane receptory na chiralne aniony, ktore posiadajg roézne bloki budulcowe
(cyklodekstryny, aminokwasy, steroidy, binole, diaminy) jako zZrédta chiralnosci. W koncu,
pokaze jak wbudowanie fragmentu cukrowego w struktur¢ receptora modyfikuje jego
wlasciwosci wigzace, na przyktadzie achiralnych aniondw, jak rowniez rozpoznanie chiralne

anionow przez powyzsze receptory.

2.2. Synteza i wlasciwosci kompleksujgce chiralnych receptorow na
kationy

Jeden z pierwszych przyktadow chiralnego rozpoznania kationow, z uzyciem
receptorOw zawierajacych cukry, zostal opisany w roku 1976 przez Stoddarta.®® Etery
koronowe, bedace hybrydami D-mannitolu z enancjomerami binaftolu (Rysunek 5), wykazaty
znaczace rozpoznanie chiralnych kationdw amoniowych, zmierzone z uzyciem techniki *C
NMR. Czwartorzedowe atomy wegla, w kompleksie receptora 6 z racemiczng
fenyloetyloaming-HPF¢ w postaci soli, wykazaly znaczgce rdznice w przesunigciach
chemicznych dla R- i S-enancjomeru, ktore wynosity odpowiednio 137.48 i 137.05 ppm.
Dodatkowo, wyznaczenie selektywnosci receptora 6 bylo mozliwe poprzez poréwnanie
integracji sygnatow odpowiednich diastereomerycznych kompleksow, ktora okreslono na R/S
= 62/38. Hybrydowy receptor 7, w ktorym zawarto drugi enancjomer binaftolu, réwniez
wykazywat preferencje w kierunku kationu powstatego z R-a-fenyloetyloaminy (R/S =
63/37).

Rysunek 5. Struktura eterow koronowych 6 i 7wywodzacych si¢ z D-mannitolu i binaftolu



Gross i wspolpracownicy®” badali, z uzyciem techniki ekstrakcyjnej, chiralne
rozpoznanie kationéw amoniowych przez etery koronowe 8-11, zawierajagce monosacharydy
(Rysunek 6).
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Rysunek 6. Struktura badanych eteréw koronowych bedacych pochodnymi anomerdéw glukopiranozy (8 i 9),
galaktopiranozy (10) i glukofuranozy (11)

Typowy eksperyment ekstrakcyjny polega na wytrzasaniu roztworu badanego eteru
koronowego 8-11, rozpuszczonego w deuterowanym chloroformie, z roztworem racemicznej
soli estru metylowego aminokwasu, rozpuszczonej w D,O. Po rozdzieleniu warstw, stosunek
enancjomer6w w fazie organicznej byt mierzony za pomoca technik *H i **C NMR.

Receptory 8-10 wykazaly zdolno$¢ chiralnego rozpoznania enancjomerycznych
kationéw, wywodzacych si¢ z o-aminokwasoéw i a-fenyloetyloaminy (stosunek zawartosci
enancjomeréw D/L w fazie organicznej wynosit ponizej 2,7), przy czym obserwowano
preferencje dla enancjomeru D dla wszystkich badanych aminokwasow. Zdolno$¢ chiralnego
rozpoznania receptoréw 8-10 zostala wytlumaczona oddziatywaniem pierscienia 4,6-O-
benzylidenowego z czasteczkami kationowych goséci. Jak sugeruja autorzy, czasteczka
katecholu, bedaca fragmentem eteru koronowego, moze tez modulowa¢ chiralne rozpoznanie,
poprzez usztywnienie konformacji eteru koronowego. Z drugiej strony, labilna
konformacyjnie pochodna eteru koronowego 11 nie wykazata znaczgcego rozpoznania

chiralnego (Tabela 1).
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Tabela 1. Rozpoznanie kationdw a-fenyloetyloaminy lub aminokwasoéw przez etery koronowe 8-11°

Eter Warto$¢ a-fenylo-

, . Phg Ala Val Phe Tyr Trp Met
koronowy réwnowagowa  etyloamina

CRPF® 1,50 2,30 1,50 2,70 2,00 1,50 1,60 1,60
1 r
Glowny R D D D D D D D
enancjomer
CRF 1,50 2,00 1,80 1,80 2,10 2,00 1,80 1,70
2 9 ,
Glowny R D D D D D D D
enancjomer
CRF 160 2,10 1,70 2,60 2,00 1,50 1,50 1,80
3 10 ,
Glowny R D D D D D D D
enancjomer
CRF 1,10 1,10 1,00 1,05 1,10 1,00 1,00 1,00
4 1 ,
Glowny S L - L L -
enancjomer

daminokwasy zostaly uzyte jako heksafluorofosforany estréw metylowych, fenyloetyloamina w postaci
tiocyjanianu. "CRF (Chiral Recognition Factor) jest stosunkiem zawarto$ci enancjomerow L/D lub D/L w fazie
organicznej.

Rentgenowska analiza strukturalna! kompleksu receptora 8 z kationem
D-fenyloglicyny (Rysunek 7) pokazata, ze makropierscien jest sptaszczony w poréwnaniu do
struktury innych eteréw koronowych, w ktéorych atomy tlenu Sg potozone zazwyczaj na
przemian — pod i nad ptaszczyzng korony. Rowniez katy torsyjne atoméw cukrowych,
bedacych czesScia eteru koronowego, ulegaja zmniejszeniu. Zostalo to wyjasnione
kompleksowaniem kationu amoniowego, jak rowniez wynika¢ moze z obecnosci pierScienia

katecholowego, ktory usztywnia strukture eteru koronowego.

Rysunek 7. Struktura kompleksu (RAS) receptora 8 z heksafluorofosforanem estru metylowego
D-fenyloglicyny. Przeciwjon heksafluorofosforanowy zostal usuniety dla przejrzystosci rysunku
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Zdolnos$¢ rozpoznania chiralnego z uzyciem eterow koronowych 12-15 (Rysunek 8)
byla oceniana potilosciowo, za pomocg spektrometrii mas, z uzyciem techniki

bombardowania szybkimi atomami (FAB).1*"!

CD,

ba ot o0s

Ll
0 0 (\Oﬁ
5 )

0 0
RO, ~
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2 Z RGO 9 ®
o) o \©/ OR
o0 o O><C|33
> o co,
07" o :
o~ A0
14R = Ac
12 13 15R = Me

Rysunek 8. Receptory bazujace na galaktozie — liniowe 12 i 13 oraz makrocykliczne 14 i 15

W technice FAB bada si¢ widma mieszaniny trdjsktadnikowej, zawierajacej matryce
(alkohol 3-nitrobenzylowy), odpowiedni receptor i mieszaning racemiczng badanego goscia,
w ktorej jeden z enancjomerdw jest znakowany deuterem (tzw. pseudoenancjomer). Zdolno$¢
do rozpoznania chiralnego szacowana byta przez poréwnanie wzglednej intensywnosci pikow
pochodzacych od kompleksow gosc¢-gospodarz (Ir/ls). Liniowe receptory 12 i 13 mialy
podobny stopien rozpoznania jak ich makrocykliczne odpowiedniki 14 i 15.

W literaturze mozna takze znalez¢ inny rodzaj badan strukturalnych, majacych na celu
wyjasnienie mechanizmu wigzania kationow amoniowych przez etery koronowe, bedace
pochodnymi monosacharydow./*” Badania RAS receptora 16 pokazaly, ze oba pierécienie
piranozowe znajduja si¢ w spodziewanej konformacji *C,, ktora jest typowa dla
B-glukopiranoz (Rysunek 9). Natomiast fragmenty dioksoetylowe przyjmowaty konformacje
gauche-gauche, typowa dla eterow koronowych, podczas gdy grupy acetylowe byly w
naprzemianlegtej konformacji. Modelowanie molekularne, w potaczeniu z badaniami NMR,
pokazato ze struktury receptoréw, pochodnych glukozy, zarowno wolnych jak i zwigzanych w
postaci kompleksow z kationami amoniowymi, sg podobne do struktury receptora 16 w ciele

stalym.
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Rysunek 9. Czasteczka eteru koronowego 16 i jego struktura uzyskana z RAS

Jarosz i wsp(')lpracownicy[41] badali rozpoznanie chiralnych kationéw przez receptory
17-19 bedace sacharozowymi pochodnymi. Receptory te zostaly otrzymane w kilkuetapowe;j
syntezie, wychodzac z pochodnej sacharozy 20 (Schemat 1).

17 18 R=Bn 19R=Ts

a) i) MsCl, EtzN, CH,Cly; ii) BnNH,, MeCN, Na,COj3; b) i) BrCH,CO,t-Bu; toluen, K,COg, reflux, 48 h, 79%; ii) LAH, THF iii)
MsCI, EtzN, CH,Cl, iv) BANHCH,CH,NHBN, Na,CO3, MeCN; c) TsOCH,CH,N(Ts)CH,CH,N(Ts)CH,CH,OTs, Nay,COs,
MeCN; d) i)BrCH,COOt-Bu, NaOH, TBABr, H,O/toluen; ii) LAH, THF; iii) MsClI, EtzN, CH,Cl,; iv) BnNH,, MeCN, Na,COg3; v)
TsO(CH,CH,)OTs MeCN, Na,COg;

Schemat 1. Synteza azakoronandéw 17-19, pochodnych sacharozy

Zwigzek 20, bedacy substratem w omawianej syntezie, posiada dwie wolne grupy
hydroksylowe, ktore pozwalajg na tatwe modyfikacje struktury eteru koronowego |

wprowadzenie sacharozy jako zrédia chiralnosci. Pochodna 20 postuzyta jako substrat do
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syntezy receptora 17, a jej pochodna diaminowa 21% byta wykorzystana jako prekursor w
syntezie azakoronandow 18 i 19.

Etery koronowe 17-19 charakteryzuja si¢ interesujacymi zdolnosciami w rozpoznaniu
chiralnych kationow. Kationy amoniowe, pochodzace z a-fenyloetyloaminy, zostaly uzyte w
charakterze modelowych chiralnych gosci. Receptory 17-19 wykazujg wyrazng preferencje w
stosunku do enancjomerow S. State trwatosci kompleksowania receptorow 17 i 19 z S-gos¢mi
wynosily odpowiednio 945 i 264 M™ (Tabela 2). Natomiast receptor 18 w ogdle nie

kompleksowal kationdw amoniowych, wywodzacych si¢ z a-fenyloetyloaminy.

Tabela 2. Wigzanie kation6w amoniowych a-fenyloetyloaminy przez receptory 17-19

Lp Receptor Ka(S(-), CDCls3) Ka(R(+), CDCly)
1 17 9454221 8

2 18 @ @

3 19 264136 8

Zmiana przesuniecia chemicznego nie byta obserwowana podczas miareczkowania "H NMR.

Ta sama grupa badawcza przedstawita rowniez makrocykliczne diamidowe pochodne

—
O S/
X o
2 = NH
\ HN
OMe MSC\) 0 ==
o
MeO.,, 1) O OMe \ o N
PSRN MeO.,, O fo N \
z o Me ., MEO/”,, (o) o
C S MeO z

sacharozy typu 22 (Schemat 2).[*]

)

OMe
MeO z X O o 0
OMe MeO MeO' OMe o
OMe MeO : N OMe
OMe  MmeO
23 24 22X=C,N

Schemat 2. Synteza makrocyklicznych pochodnych sacharozy typu 22

Synteza tego typu makrocykli jest stosunkowo prosta i zrealizowana zostala przy
uzyciu opisanej powyzej metodologii. Sacharoza zostata selektywnie zabezpieczona w celu
utworzenie pochodnej O-mesylowej 23, ktéra nastgpnie reaguje z nitrofenolem, dajac
pochodng O,O’-nitrofenylowa 24 z wydajnoscig 85-90% (Schemat 2). Redukcja nitrowych
pochodnych 24 prowadzi do odpowiednich amin, ktore nast¢pnie byty zastosowane do reakcji

makrocyklizacji w warunkach duzego rozcienczenia, z uzyciem odpowiednich chlorkow
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kwasowych. Kondensacja o- i m-amin aromatycznych dawata monomeryczne produkty
makrocykliczne z wydajnoscig 57-78%. Natomiast pochodna z grupg aminowg w pozycji
para, tworzyta wprawdzie monomeryczny produkt typu 22, (z wydajnoscig 18-23%), ktoremu
towarzyszyly jednak dwa produkty dimeryczne. Dobra wydajno$¢ powyzszych
makrocyklizacji zostata wytlumaczona poprzez preorganizacje czgsteczek substratow. Warto
w tym miejscu podkresli¢, ze zwigzki typu 22 moga funkcjonowac jako skuteczne receptory
heteroditopowe dla zwitterjonow oraz soli; zawieraja one, z jednej strony podjednostke
sacharozowa, ktora upodabnia je do klasycznych eteréw koronowych wigzacych kationy, a z
drugiej zas podjednostke diamidowa, ktora znana jest za zdolno$ci wigzania anionow.[® %11
Ciekawe podejscie do rozpoznania chiralnego zostato zasugerowane w wyniku analizy
przebiegu opisanej ponizej reakcji makrocyklizacji, templatowanej chiralnym kationem

amoniowym, pokazanej na Schemacie 3.1

BnQ g BnQ  oBn

— O, OBn O, n
N /N\N S0 N:N‘N & (@]
o N— S
//K/ (@) ""OBn //l\/ O, Amm OBn

H,N  NH, o)
— OMs 7/ —

Templat: o

NH* CI &
= BnO 0"\ o8 " N— B0 o
N n ~

A (@) an Bno™\ )™ [e) “Bn
BnO OBn BnO OBn
26 25

Wydajnosc z templatem - 20%
Wydajnosc bez templatu - 0%

Schemat 3. Templatowana aminokwasem synteza zwiagzku makrocyklicznego 25

Makrocykl 25 powstaje wytacznie w obecnosci odpowiedniego templatu — kationu
wygenerowanego z L-fenyloglicyny. Ten efekt templatowy zostal wyttumaczony poprzez
korzystne oddzialywania substratow z odpowiednim, jak si¢ okazato, templatem: triazolowy
atom azotu tworzy zapewne wigzania wodorowe z kationem amoniowym, natomiast grupa
estrowa aminokwasu z etylenodiaming. W ten sposob, reagujace czgsteczki sg odpowiednio
preorganizowane, co umozliwia zamknigcie makropierscienia.

Z kolei, interesujace azakoronandy 27-29 zostaly zsyntezowane z pochodnej
sacharozy 20 (Schemat 4), a nastepnie uzyto je do zbadania chiralnego rozpoznania kationow

amoniowych, wywodzacych sie z a-fenyloetyloaminy i kilku a-aminokwasow.[*!
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a) i) CICH,CN, toluen/50% aq. NaOH ii) BrCH,CO,t-Bu, toluen/50% ag. NaOH, 60%; b) LiAlH4, THF, - 78°C, 2h, 88%; c) PhsP,
imidazol, l,, toluen reflux, 4h.

Schemat 4. Synteza azakoronandéw 27-29, pochodnych sacharozy, poprzez cyklizacje inicjowana PhsP, 1,

W pierwszym etapie syntezy, wolne grupy hydroksylowe w substracie 20 byly
sekwencyjnie alkilowane (wykorzystuje si¢ rdznice reaktywnosci grup hydroksylowych
616’), co prowadzito do zwigzku 30. Nastgpnie, zar6wno grupa cyjankowa jak i estrowa w
30, byty redukowane do aminoalkoholu 31. Aminoalkohol ten byt poddany reakcji cyklizacji
z uzyciem uktadu PPhs/lo/imidazol, co prowadzito do niewyodrebnianej jodopochodnej 32,
ktora spontanicznie cyklizowata do oczekiwanego produktu 33. Zwiazek 33 byt nastgpnie
N-alkilowany, dajac odpowiednie azakoronandy 27-29, z zadawalajacymi wydajno$ciami.

Wriasciwosci kompleksujace receptorow 27-29 byty badane technikg miareczkowania
pod kontrola 'H NMR w CDCl3, z uzyciem modelowych kationow amoniowych,
wywodzacych si¢ z a-fenyloetyloaminy. Receptory 27-29 wykazywaty preferencje dla
enancjomeru S, natomiast dla enancjomeru R nie obserwowano zmian przesunieé
chemicznych protonéw tych receptoréw, co $wiadczy o braku kompleksowania badanych
kationéw. Z drugiej strony, dla soli aminokwas6w w tych samych warunkach, state wigzania
byty zbyt duze, aby mozna bylo je dokladnie wyznaczy¢ w CDClIs, natomiast w DMSO
enancjoselektywno$¢ byta umiarkowana, np. 2.0 dla D-Ala-OMe-HCI.
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2.3. Synteza i wlasciowosci kompleksujgce chiralnych receptoréow
na aniony

2.3.1. Przeglad wybranych motywoéw strukturalnych uzywanych w
konstrukcji enancjoselektywnych receptoréw na aniony

Sposrod wielu waznych pochodnych monosacharydow, uzywanych w rozpoznaniu
chiralnym, niepo$lednig rol¢ odgrywaja cyklodekstryny (CD) 34. Rola ta jest zwigzana z ich
struktura, pokazang na Rysunku 10.

oﬁo
HO

OH

34

n = 6 a-cyklodekstryna
n =7 B-cyklodekstryna
n = 8 y-cyklodesktryna

Rysunek 10. Struktura a-, B- i y- cyklodekstryny

Cyklodekstryny (CD) zawieraja mery glukozowe, polaczone wigzaniami 1,4-
diacetalowymi, tworzace strukture cykliczng, przypominajacg toroid. CD posiadajg dwa
brzegi — wezszy, w ktorym znajduja si¢ wszystkie pierwszorzedowe grupy hydroksylowe oraz
szerszy, w ktorym lokuja si¢ drugorzedowe grupy hydroksylowe. Odpowiednie utozenie grup
hydroksylowych w cyklodekstrynach powoduje rowniez to, ze wngka CD posiada charakter
hydrofobowy i ma mozliwo$¢ tworzenia kompleksow inkluzyjnych,*® 4 co znajduje szerokie
zastosowanie w chemii analitycznej (np. stacjonarne fazy chromatograficzne).[*®!

Kano i  wspolpracownicy™® badali  rozpoznanie helikalnosci  kwasow
fenantrodikarboksylowych 35 (Rysunek 11). Stata wigzania kwasu M-35 z B-cyklodekstryna
(18700+1700 M™) byta duzo wicksza niz dla jego izomeru P-35 (2200+100 M™). Natomiast
v-cyklodekstryna rowniez preferowata helisg M dikwasu 35, niemniej jednak, stale wigzania
gosci byly mniejsze w poréwnaniu do B-CD (K = 3100+100 i 690+20 M™ odpowiednio dla

dikwasu M-35 i P-35). Struktura komplekséw zostata zbadana przy zastosowaniu techniki 2D
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ROESY NMR. Analiza struktur tych kompleksow pokazata, ze grupy karboksylowe gosci 35
znajdujg si¢ w otoczeniu drugorzedowych grup hydroksylowych B-cyklodekstryny.

“00C l i COOr

35
Rysunek 11. Struktura kwasu fenantrenodikarboksylowego

Dodatkowo, P-tetrahelicen 35 znajduje si¢ glebiej w luce wigzacej -CD, co powoduje
konieczno$¢ dehydratacji jednej z grup karboksylowych. Roznica w strukturze kompleksow,
utworzonych przez -cyklodekstryne i enancjomeryczne tetraheliceny, zostata wytlumaczona
przez fakt, ze cyklodekstryny, po rozpuszczeniu w wodzie, moga przyjmowac strukturg
przypominajaca helise. Enancjoselektywno$¢ B-CD, preferujacej wigzanie izomeru M-35,
wynika z faktu, ze glebsze wnikanie enancjomeru P-35 do wnetrza luki wigzacej B-CD
powoduje koniecznos¢ dehydratacji grupy karboksylowej, co jest niekorzystne entalpowo i
powoduje spadek stalej wigzania enancjomeru P-35.

Ciekawymi receptorami, z punktu widzenia rozpoznania chiralnego anionoéw, sg
niesymetryczne pochodne kwasu 2,5-pirolodikarboksylowego, ktorych reprezentant pokazany
jest na Rrysunku 12.5% Zwiazek 36 jest z jednej strony podstawiony o-aminokwasem, z
drugiej za$ kationem guanidynowym, CO w potaczeniu z pirolowym donorem wigzania

wodorowego umozliwito badanie rozpoznania chiralnego w mieszaninie DMSO-ds. z woda.

O OY@\{/O 0 Omo
N NH," b NH,*

H,N NH H HN\( H,N NH H N

.

Y H
NH; o~ NH

36

Rysunek 12. Czasteczka pirolowego receptora 36 i zaproponowana struktura jego kompleksu z anionem
karboksylanowym

W powyzszy sposob  zbadano rozpoznanie anionow  N-acetylowanych
o-aminokwasow, takich jak alanina, fenyloalanina i tryptofan (w postaci soli

tetrametyloamoniowych). Enancjoselektywno$¢ procesu wigzania fenyloalaniny wynosita
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1,16 (Kp = 680, K_ = 585), natomiast dla alaniny uzyskano warto$¢ 1.73 (K. = 1610, Kp =
930). Receptor 36 nie wykazywal praktycznie rozpoznania anionow tryptofanu (uzyskane
wyniki oscylowaty wokoét granicy btedu pomiaru). W przypadku alaniny lepiej wigzany byt
L-enancjomer, a w przypadku fenyloalaniny — D-enacjomer. Zmiana kierunku
enancjoselektywno$ci  zostala wyjasniona na podstawie danych z modelowania
molekularnego. W przypadku alaniny, dla stabiej wigzanego enancjomeru D wystepuja
niekorzystne oddziatywania steryczne pomiedzy jej tancuchem bocznym a grupa
izopropylowg receptora 36. Te oddzialywania sg nicobecne w przypadku enancjomeru L. Z
badan fenyloalaniny, posiadajacej pierscien aromatyczny, wynika, ze nastgpuje odwrocenie
enancjoselektywnosci na skutek oddziatywan n—n pomigdzy go$ciem a gospodarzem.

Motyw guanidynowy zostal rowniez z powodzeniem zastosowany do konstrukcji
receptora 37 (Rysunek 13), ktorego uzyto do chiralnego rozpoznania aniondéw

karboksylanowych, wywodzacych sig z soli sodowej N-acetylo- i N-Boc-tryptofanu.™”

Ccr

37
Rysunek 13. Chiralny receptor guanidynowy

Tryptofan posiada pierscien indolowy, na skutek czego moze oddzialywaé z
receptorem 37 poprzez interakcje n-n pomigdzy pier§cieniami aromatycznymi. Eksperymenty
ekstrakcyjne, z uzyciem tego receptora, daty nadmiar diastereomeryczny (de) okoto 17% dla
pochodnych L-tryptofanu.

Ciekawa grupg chiralnych receptorow na aniony sg zwigzki zawierajace steroidy jako
zrédto chiralno$ci. Receptor 38 zostal zsyntezowany, W prosty sposob, z tatwo dostgpnego

kwasu cholowego (Rysunek 14).°%
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38

Rysunek 14. Receptor 38 wywodzacy si¢ z kwasu cholowego

Zdolnos¢ tego receptora do chiralnego rozpoznania w odniesieniu do anionéow, byta
badana, z zastosowanie technik ekstrakcyjnych, w uktadzie H,O/rozpuszczalnik
chlorowcowany/H,O. W jednej z faz nieorganicznych (w buforze o pH = 8,1) zostata
rozpuszczona N-acetylowana fenyloalanina (N-Ac-L/D-PheOH), a fazg organiczng byt 1,2-
dichloroetan, ktory zawieral rozpuszczony receptor 38. Druga faza wodna zawierata
rozpuszczony KBr; anion bromkowy byl transportowany w przeciwnym kierunku niz anion
karboksylanowy. Pomiary enancjoselektywnos$ci wykazaty, ze dzigki selektywnemu
transportowi  jednego z enancjomerow, mozliwe bylo osiggnigcie nadmiaru
enancjomerycznego 70% ee dla pochodnej fenyloalaniny, ze wskazaniem na enancjomer L
(N-Ac-L-Phe-OH). Uzyskana warto$¢ nadmiaru enancjomerycznego odpowiada, W
przyblizeniu, czterokrotnie szybszemu transportowi enancjomeru L w stosunku do
enancjomeru D.

Fluoroscencyjne receptory anionow 39-41 zostaly zaprojektowane przez Yu.s
Autorzy otrzymali te receptory dla obu enancjomeréw binolu jako zrodet chiralnosci, przy

czym jako cze$¢ wigzacg uzyto dodatnio natadowane jednostki imidazolowe (Rysunek 15).
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Rysunek 15. Zawierajace binol receptory 39-41
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Wstepne badania kompleksowania achiralnych anionéw pokazaly, ze dodatek anionu
powoduje wygaszenie fluorescencji. Dodatkowo, wigzanie zasadowych anionow:
fluorkowego i octanowego, umozliwito wizualizacje rozpoznania tych anionow poprzez
wykorzystanie procesu transferu protonu w stanie wzbudzonym, co wigze si¢ Z
batochromowym przesuni¢ciem maksimum fluorescencji. Do badania chiralnego rozpoznania
z zastosowaniem tych receptoroOw uzyto N-Boc-zabezpieczonych soli
tetrabutyloammoniowych, takich aminokwasow, jak alanina (Ala), seryna (Ser), leucyna
(Leu) i fenyloalanina (Phe). Receptor R-39 wykazywat podobne wygaszenie fluorescenciji,
wynikajgce z wigzania anionu dla obu enancjomeréw D- i L-Boc-alaniny. Stale wigzania
anionoéw dla D- i L-alaniny byty rozne (Tabela 3), przy czym lepsze rozpoznanie wykazat
receptor R-39 (K//Ky = 4,5). Z kolei, receptor S-41 wiagzatl aniony aminokwasow z wigkszymi
statymi trwatos$ci, ale wykazywat mniejsza enancjoselektywnos$¢. Moze to zosta¢ przypisane
tacznikom metylenowym, ktére powodowaly odsunigcie centrum wigzacego od jednostki
binolowej, co prowadzito do zmniejszenie zawady sterycznej, odpowiedzialnej za stopien

chiralnego rozpoznania.

Tabela 3. State wigzanie aminokwasow przez receptory 39 i 41 w MeCN

R-39 S-41
Lp Anion
K. Ko K /Kp K. Ko Ko/K.
1 Ala 4,55-10° 1,02-10° 45 2.13-10° 6,26-10° 2.9
2 Ser 7,31-10° 3,45-10° 2.1 8,03-10° 14,2-10° 1,8
3 Leu 2,12-10° 0,55-10° 39 3,96-10° 5,94-10° 1,5
4 Phe 3,23-10° 1,93-10° 1,7 3,50-10° 5,26-10° 1,5
Sessler®™  wykorzystat  S,5-1,2-diaminocykloheksan ~ (DACH) i  S-2,2’-

diaminobinaftalen do konstrukcji odpowiednich receptorow 42 i 43 (Rysunek 16). Receptory
te zostaty z powodzeniem wykorzystane do rozpoznania chiralnych aniondéw
dikarboksylanowych, wywowodzacych si¢ z kwasow glutaminowego i asparaginowego. Jako

cz¢$¢ wigzacg receptora zastosowano sapfiryne.
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Rysunek 16. Receptory na aniony 42 i 43

Receptor 43 wykazat si¢ silnym powinowactwem do dianionéw N-Chz-Asp i N-Chz-
Glu w mieszaninie chlorku metylenu z metanolem (19/1 (v/v)), state trwatosci kompleksow w
tym ukladzie byly rzedu 10°-10° M. W badaniach tych nie zaobserwowano wyraznego
chiralnego rozpoznania tych dianionéw. Przeciwnie, mimo ze makrocykliczny receptor 42
charakteryzowat si¢ znacznie mniejszymi statymi wigzania anionéw (Kp = 16 200, K. = 3800
M™), wykazal on znacznie wicksza enancjoselektywnosé Kp/K. = 4,26 dla kwasu
glutaminowego, w porownaniu z receptorem 43 (K./Kp = 1,49).

Inny receptor na aniony (44, Rysunek 17) zostat z powodzeniem zastosowany rowniez
jako odczynnik przesunigcia chemicznego NMR dla chiralnych kwasow karboksylowych.[ss]
Receptor 44 oddziatywal z kwasami karboksylowymi poprzez wigzania wodorowe, a
wynikajace stad roznice przesunie¢ chemicznych byty wystarczajace do okre§lania nadmiaru

enancjomerycznego badanych anionow.

W sar <o

44

Rysunek 17. Receptor 44 — odczynnik przesunigcia chemicznego dla kwasow karboksylowych
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Przeprowadzono rowniez miareczkowania receptora 44 enancjomerycznymi anionami
kwasu migdatowego (uzyte jako sole tetrabutyloamoniowe w CDCl3), otrzymujac
zadawalajacg warto$¢ enancjoselektywnoséi Ks/Kg = 1,88.

Bardzo wygodnymi elementami konstrukcyjnymi chiralnych receptorow okazaty sie
kaliks[4]areny, czego przyktadem jest receptor 45 (Rysunek 18).5% Fakt wystepowania tego
receptora w 1,3-naprzemianlegtej konformacji, pozwolit na skuteczne wigzanie anionéow z
jednoczesnym wprowadzeniem centréw Stereogenicznych w poblize luki wigzacej anion.
Wiasciwosci kompleksujgce receptora 45 zostaly zbadane w DMSO, z wykorzystaniem
metody miareczkowania pod kontrola *H NMR. Anion Ac-N-D-PheO” byt wiazany lepiej (Ko
= 348 M) niz jego enancjomer Ac-N-L-PheO™ (K. = 161 M™) (Kp/KL = 2,16 ). Receptor ten
wykazat jeszcze lepsze chiralne rozpoznanie dla aniondéw niezabezpieczonej fenyloalaniny
(Ko/KL = 2,86), natomiast zawiodt w probach réznicowania aniondw o-hydroksykwasow, dla

ktérych rozpoznanie byto na granicy btedu pomiaru.

Aol

O2N -
NH
O O
o N ﬁ\
| X

A\

D)

45
Rysunek 18. Chiralny receptor aniondéw, bazujacy na kaliksarenie

Bardzo ciekawym, a przy tym wyjatkowo istotnym, omawianym tu strukturalnym
motywem jest funkcja tiomocznikowa. Chiralne pochodne tiomocznika 46-48 zostaty uzyte w
rozpoznaniu anionéw kwasu migdatowego.®”! Pokazane na Rysunku 19 receptory 46-48,
zawieraly podstawnik fenylowy, 1-naftylowy oraz 9-antrancenowy, co umozliwito
modulowanie bariery sterycznej i1 zbadanie jej wplywu na efektywnos$¢ chiralnego

rozpoznania.
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Rysunek 19. Chiralne tiomoczniki 46-48

Sposrod tych receptoréw, najlepsze chiralne rozpoznanie prezentowata pochodna
naftalenu 47 (Kr/Ks = 2,08). Zamiana podstawnika naftylowego na mniejszy fenylowy,
prowadzita do zmniejszenia stopnia tego rozpoznania (Kg/Ks = 1,64). Wprowadzenie
wigkszego podstawnika (9-antracenowego) prowadzito z kolei do jeszcze wigkszego spadku
enancjoselektywno$ci omawianego procesu, co prawdopodobnie jest konsekwencja
nieselektywnych oddziatywan sterycznych. Powyzsze przyklady ilustruja, jak wazny jest
dobdr zawady sterycznej, ktéra powinna umozliwia¢ kierunkowe oddziatywania z jednym z
anionowych gosci, prowadzac do jego dyskryminacji.

Kilburn i wspotpracownicy® zbadali zdolno$¢ chiralnego rozpoznania serii
aminokwasow (Ala, Phe, Asn, Gln, Trp, Ser) przez acykliczne pochodne tiomocznika 49 i 50
(Rysunek 20).
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Rysunek 20. Tiomocznikowe receptory 49 i 50

Miareczkowania pod kontrola 'H NMR pokazaly, ze receptor 49 nie wykazuje
zdolnosci chiralnego rozpoznania wigkszosci badanych aminokwasow, a najlepszy wynik,

otrzymany dla receptora 49, wskazywat ze wigze on anion N-Ac-L-GIn dwa razy silniej niz
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jego D-enancjomer. Mimo to, receptor 49 byt bardzo selektywny wobec poszczegdlnych par
aminokwasow, np. kompleksowat N-Ac-Trp 30 razy silniej niz N-Ac-Ser. Z kolei, receptor 50
byt zdolny do selektywnego kompleksowanie N-Boc-tryptofanu (K, = 1925, Kp = 3785 M™),
natomiast w przypadku kompleksowania aniondw naproksenu, zostala zaobserwowana
umiarkowana enancjoselektywnos¢.

Do rozpoznania chiralnego anionéow uzyto réwniez receptor 51 0 strukturze kryptandu
(Rysunek 21).5% 7 jego udzialem zbadano rozpoznanie N-acetylopochodnych
a-aminokwasow (Ala, Phe, Asp), uzytych w postaci soli tetrabutyloamoniowych. Pomimo, ze
receptor 51 charakteryzowal si¢ umiarkowanym rozpoznaniem chiralnym (1,15-1,65),
badania strukturalne pokazaty, Zze D-aminokwasy sa wigzane poza luka makrocykliczng
receptora poprzez silne wigzanie wodorowe z funkcja tiomocznikows, natomiast,

L-aminokwasy sa wigzane wewnatrz luki makrocykliczne;j.

WM

51

Rysunek 21. Macrobicyklczny receptor na aniony
Ostatnim z omawianych przyktadéw jest wysoce nietypowa funkcja uranylowa. W

oparciu o nig zostal zsyntezowany chiralny ditopowy uranylo-salenowy receptor 52
(Rysunek 22).1%
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Rysunek 22. Heteroditopowy receptor

Czgé¢ uranylo-salenowa pelni funkcje kwasu Lewisa, umozliwiajac koordynacje
anionu. Z kolei, bogate w elektrony ramiona pirenowe umozliwiaja efektywne wigzania
kationu. W ramach wstgpnych badan, przeprowadzono proby kompleksowania chlorkow
tetrabutyloamoniowego (TBACI) i tetrametyloamoniowego (TMACI), celem odpowiedzi na
pytanie czy receptor 52 posiada zdolnos$¢ rozpoznania kationdéw amoniowych. Zmiana
przesunig¢é chemicznych protondw amoniowych (w gore pola), jak rowniez zmiana przesunie¢
chemicznych protonow tacznikow metylenowych w receptorze 52 (w dot pola), swiadczyty,
ze nastepuje oddziatywanie kationdéw amoniowych z podjednostkami pirenowymi. Z drugiej
strony, zmiana przesuni¢¢ chemicznych protonow mostka salenowego $wiadczyta, ze
zachodzi kompleksowanie anionu. TBACI byt kompleksowany 28 razy silniej niz TMACI, co
wynika z wigkszej liczby oddziatywan C-H---m, ktoére wystepuja w przypadku kationu
tetrabutyloamoniowego.

Chiralne rozpoznanie z uzyciem receptora 52 zostalo zbadane wykorzystujac
modelowe aminokwasy: tryptofan oraz fenyloalaning, w postaci obu wzmiankowanych
wczesniej soli tetrabutyloammoniowej i tetrametyloammoniowej, w procesie miareczkowania
pod kontrolg UV/VIS. Receptor wykazat interesujace wtasciwosci chiralnego rozpoznania, w
zaleznosci od rodzaju aminokwasu i uzytego kationu amoniowgo. Receptor 52 rozpoznal D- i
L-TrpTBA z dobrg enancjoselektywnoscig (K./Kp = 6,7), natomiast D- i L-PheTBA z bardzo
stabg enancjoselektywnoscig (K /Kp = 0,61). Zamiana kationu TBA na TMA w przypadku

fenyloalaniny, doprowadzita do duzego wzrostu enancjoselektywnosci (K /Kp = 34).
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2.3.2. Monosacharydy w receptorach wigzacych achiralne aniony

Fernandez i wspotpracownicy®? badali wplyw wewnatrzezasteczkowego wiazania
wodorowego na wlasciwosci  kompleksujace receptoréw  aniondéw, zawierajacych
monosacharydy. Receptory 53-55 (Rysunek 23) posiadajg tiomocznik jako kluczowy motyw

odpowiedzialny za wigzane anionow.
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Rysunek 23. Monosacharydowe receptory anionéw 53-55 i ich rownowagi konformacyjne

Relatywnie wysoka kwasowos$¢ protonéw tiomocznikowych NH jest powigzana z ich
funkcja doskonatych donorow wigzania wodorowego.!”®! Ta wlasciwosé pozwala na wigzanie
anionow, takich jak karboksylany, diwodorofosforany oraz siarczany, jednoczes$nie
umozliwiajac skuteczng preorganizacje receptorow (54 i 55), poprzez utworzenie
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego.

Drugorzedowa struktura receptoréw 53-55 byla badana za pomoca techniki
zmiennotemperaturowych pomiarow NMR (ang. VT NMR), jako ze state szybkoSci
interkonwersji E=="Z wigzania pseudoamidowego N-C(=S) w tiomocznikach, mieszczg si¢ w
zakresie skali czasu NMR. Jako jedyny z posrod badanych receptorow aniondow, zwigzek 53
przyjmowat konformacje Z,Z, w wyniku czego protony tiomocznikowe skierowane byty w
[-strong pierscienia glukopiranozowego. Natomiast receptory 54 i 55 istnialy w rownowadze

konformacyjnej pomigdzy formami Z,Z i E,Z, z temperaturami koalescencji odpowiednio 285
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i 268 K. Konformacja Z,E jest dodatkowo stabilizowana poprzez utworzenie
siedmiocztonowego pseudopierscienia, zawierajacego wigzanie wodorowe NH: - Oendocykliczne-

Populacje konformerow dla omawianych receptoréw sg przedstawione w Tabeli 4.

Tabela 4. Wiazanie karboksylanow poprzez receptory 53-55

Lp Receptor rsfaﬁli?vi Te(K) (BZOK,b M) (AcoK',b M)
1 53 100% (2,2) i 210 197
2 54 41 (ZENZ2) 285 102 95
3 55 91 (ZE)(Z.2) 268 590 630

%otrzymane poprzez calkowanie sygnatow NH ponizej temperatury koalescencji. "zmierzone w CDCl3, w 300K,
btad mniejszy niz 10%.

Wiasciwosci wigzace tej klasy receptorow byty badane na drodze miareczkowania pod
kontrola 'H NMR, prowadzonego w CDCls. Jako ze dookordynowanie anionu
karboksylanowego do funkcji tiomocznikowej wymusza zmiang jej konformacji na Z,Z,
rozsagdnym moglo si¢ wydawaé, ze receptor 53, bedacy w tej konformacji, powinien posiadac
najwicksza statg wigzania anionow. Wyznaczona stata trwatosci K dla receptora 55 byta okoto
trzy razy wicksza, niz dla jego analogu 53 i sze$¢ razy wigksza niz dla zwigzku 54. Powyzsze
rezultaty wskazuja na to, ze preorganizacja czesci wigzacej anion nie jest wystarczajaca do
osiagniecia duzego powinowactwa w stosunku do anionéw karboksylanowych, przy czym
wazne jest rowniez najblizsze otoczenie, co zostato pokazane dla badanych receptorow 53-55.

Kontynuujac powyzsze badania, ten sam autor(®?

przedstawit labilne konformacyjnie
pochodne glukozy 56-58 (Rysunek 24). p-Ksylenobis(tiomocznik), posiadajagcy odpowiednia
geometrie dla anionéw dikarboksylanowych, zostal uzyty jako aromatyczna platforma, na
ktorej zbudowano receptory 56-58. Laczniki m-ksylenowe w receptorach 57 i 58, zostaty tak
dobrane, aby zapewni¢ wigzanie anionu bez powstawania napr¢zen sterycznych,

powstajacych w wyniku jego zwigzania.
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Rysunek 24. Monosacharydowe receptory anionow (56-58)

Wrhasciwosci kompleksujace pochodnych 56-58 byty badane z uzyciem modelowego
anionu dikarboksylanowego, wywodzacego si¢ z kwasu glutarowgo, w CDCl; oraz w
DMSO-dg. Kontrolowane NMR miareczkowania dla receptora 56, prowadzone w DMSO-d,
wskazaty na umiarkowane powinowactwo w stosunku do omawianego anionu (K = 391 M™),
przy czym nalezy podkresli¢ 1:1 stechiometrie tego procesu. Co ciekawe, wartos¢ statej
trwato$ci dla tego receptora byta wielokrotnie mniejsza od tej, otrzymanej dla analogicznego
receptora, posiadajgcego  podstawniki  n-butylowe, zamiast monosacharydowych
(10000 M™1).®® W mniej wymagajacym rozpuszczalniku, jakim jest CDCls, wykres Joba
wskazywal na inng stechiometrie wigzania anionéw, a mianowicie 2:1 (stale wigzania K; =
235 i K, = 247 M™"). Dobrze preorganizowany receptor 57 wykazywat rowniez stechiometrie
1:1, zarbwno w DMSO-dg, jak i w CDCl3, a state trwato$ci w obydwu rozpuszczalnikach byty
zbyt duze, aby je precyzyjnie wyznaczy¢ metoda NMR. Problem ten autorzy rozwigzali
poprzez zwickszenie ilosci wody zawartej w DMSO-ds (do 10%), co pozwolito na
wyznaczenie stalej trwatosci dla zwigzku 11 (K = 1000 M™). Z kolei receptor 58 wykazywat
bardziej ztozony model wigzania anionow, W DMSO-ds przewazata stechiometria 1:2 (K; =
10°, K, = 10> M), natomiast w CDCl; preferowany byt model 2:1 (Ky = 104 M™, K, = 103

M™). Sugerowane modele wiazania badanego anionu sa pokazane na Rysunku 25.
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Rysunek 25. Proponowane mechanizmy wigzania anionu glutarowego przez receptory 57 i 58 w DMSO-dg

Powyzsze rezultaty pokazuja, ze przy konstruowaniu konformacyjnie labilnych
receptorow anionéw, takich jak 56-58, nalezy wnikliwie rozwazyé wtasciwa preorganizacje
receptora i topologie donoréw wigzania wodorowego.

Hybrydowe receptory aniondw (tiomocznik-monosacharyd) zostaly rowniez
zastosowane do badania dalekosi¢znych oddziatywan wodorowych, wystepujacych w
procesach tworzenia supramolekularnych helis.[*Y Jak pokazano na Schemacie 5, tego typu
foldamery moga tworzy¢ 15-czlonowe pseudopierscienie ,,zamknigte” wigzaniem

wodorowym pomigdzy tiomocznikowym NH i cukrowym atomem tlenu.
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Schemat 5. Schematyczna reprezentacja rozwijania si¢ supramolekularnej helisy pod wptywem wigzania anionu
karboksylanowego.

Istnienie wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego W zwigzku 61, a takze
dobrze zdefiniowanej supramolekularnej helisy, zostalo potwierdzone na podstawie analizy
populacji rotametrow wigzan mocznikowych w pochodnych 59-61. Jak wykazano, receptory
59 i 60 istniaty jako mieszaniny rotameréow E,Z i Z,Z, podczas gdy pochodna 61 istniata
wylacznie jako pojedynczy Z,Z-konformer. Stabilnos¢ supramolekularnej helisy zostata
potwierdzona poprzez pordéwnanie powinowactwa receptorow do modelowego anionu
benzoesanowgo, monotopowego 59 oraz ditopowych 60 i 61. Poréwnanie pochodnych 59 i 60

dato spodziewany dziesigciokrotny wzrost statej trwatosci dla ditopowego receptora 60, w

30



poréwnaniu do monotopowego 59. Izotermy wigzania i wykresy Joba byly zgodne ze
stechiometrig 1:1, a stale komplesksowania wynosity odpowiednio 1749 i 18140 M™
Natomiast wyniki miareczkowan dla receptora 61 pokazaly duzo nizsza warto$¢ pierwszej
stalej (61 —benzoesan Ky, = 1106 M™), czemu towarzyszyta bardziej ztozona stechiometria
gos¢/gospodarz 2:1/1:1. Ta zmiana odzwierciedla dodatkowa energig, jaka jest niezbedna do
rozerwania supramolekularnej struktury w przypadku pochodnej 61. Energia swobodna

niezbedna do rozerwania tej supramolekularnej helisy zostata oszacowana na 60 J-mol™.
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Rysunek 26. Struktury cukrowo-tiomocznikowych receptoréw anionow 59-61

Pod wptywem kompleksowania anionu benzoesanowego, wewnatrzczasteczkowe
wigzania wodorowe sg rozrywane, CO prowadzi do rozwinigcia si¢ supramolekularnej helisy,
podczas gdy wigkszo$¢ foldamerow opisanych w literaturze tworzy natomiast helise pod

(%5671 Jub obserwuje si¢ zmiang chiralnosci pod jego wplywem.*®]

wplywem wigzania anionu

Ta sama grupa badawczal®” zaprojektowata receptory na aniony typu 62-64, ktore
potrafity skutecznie wigza¢ fosforany w wodzie (Rysunek 27). Autorzy otrzymali
rozpuszczalne w wodzie receptory anionow, posiadajace funkcje mocznikowa,
tiomocznikowg oraz ugrupowanie guanidynowe, jako fragmenty wigzgce aniony. Receptor 63
wigzat dimetylofosforan (K = 3,8 M™), jak rowniez fenylofosforan (K = 40 M™), co
stwierdzono za pomoca miareczkowan pod kontrola '"H NMR. Poréwnanie stalych trwatosci
dla receptorow 63 i 64 wykazalo tylko niewielkie rdznice dla wymienionych wyzej
fosforanow. Mimo oczekiwan, ze oddzialywania elektrostatyczne ujemnie natadowanych
fosforanow z dodatnio naladowanym fragmentem guanidynowym powinno wptyna¢ na
silniejsze wigzanie anionu, zjawiska tego nie obserwowano. Wytlumaczy¢ to moze fakt, ze w
polarnym rozpuszczalniku, jakim jest woda, kation guanidynowy jest bardzo silnie

solwatowany, co zmniejsza jego zdolno$¢ do wigzania anionu. Pochodna mocznikowa 62,
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ulegajaca silnej solwatacji, posiadajgca protony NH o nizszej kwasowoS$ci, wykazywata takze
bardzo niskie powinowactwo do anionéw. Wartym uwagi jest rowniez fakt, ze oddziatywania
receptora z anionem moga by¢ dodatkowo stabilizowane przez wolne cukrowe grupy

hydroksylowe, bedace donorami wigzania wodorowego.

O
HO M62PO4N3 PhPO4Na2
O OH
NH Kass1:1 Kass1:1/Kass1:2
X
ﬁ:H %'\lf'f 62X=0 nd 3.1/0
o 63 X=S8 3.8 40/8.8
H H
HQ O N_ N 64 X = NBn-HCl 13 60/20
© o I OH
X OH

Rysunek 27. Struktury receptorow aniondéw (62-64) i stale wigzania dla anionéw fosforanowych, zmierzone w
D,0 przy 298 K

Inne podej$cie do wigzania aniondéw opiera si¢ na uzyciu kwasu Lewisa jako czesci

wigzacej anion. Zostalo ono zaproponowane przez Corta i Schiaffino,!™ ktorzy badali

hybrydowy receptor anioniow (glukoza-uranyl-salofen) 65 (Rysunek 28).

=L

=N 0, N=
AN
OH © 0 OH
o o)
HO" 7,0 HO o
oH
HO HO
oH

65

Rysunek 28. Chiralny uranylo-salofenowy receptor na aniony

Dzigki uzyciu dwoch czasteczek glukozy do konstrukcji tego receptora, byl on
rozpuszczalny w wodzie, co pozwolito na wyznaczenie statych trwatosci w tym ekstremalnie
wymagajacym rozpuszczalniku. Receptor 65 wigzat aniony fluorkowe w wodzie ze stala
trwatosci K = 115 M. Silne oddzialywanie kwas Lewisa—anion fluorkowy byto w stanie
przezwycigzy¢ koszt energetyczny, zwigzany z desolwatowaniem matego anionu

fluorkowego. Salofenowa pochodna 65 wykazata réwniez silne powinowactwo do anionow
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HPO,> i P,O/%, jak réwniez do biologicznie waznych anionéw polifosforanowych: AMP?
ADP* i ATP*. Stata trwatosci dla monofosforanu adenozyny AMP? wynosita K = 83 M i
byla sze$é razy nizsza niz dla HPO,* (K = 480 M™), natomiast dla pozostatych fosforanow

state trwatosci komplekséw z receptorem 65 byty wieksze niz 10 000 M™

2.3.3. Monosacharydy w receptorach wigzacych chiralne aniony

W jednym z podejé¢ do rozpoznania chiralnego, Huszthy i wspolpracownicy!’™

uzyli
dioksyfenotiazyng jako aromatyczng platform¢ do konstrukcji enancjoselektywnego receptora

na aniony 66 (Rysunek 29, Tabela 5).

66
Rysunek 29. Chiralny receptor anionéw 66 bazujacy na dioksyfenotiazynie

Tabela 5. Rozpoznanie chiralnych anionéw przez receptor 66

Lp

Anion® logK A logK
1 R-Migdal 4,92
_|gda an 9 0.19
2 S-Migdalan 4,73
3 R)- -
(R)-Boc-Phg 5,43 0.22
4 (S)-Boc-Phg 5,21
5 R)-Boc-Ph
(R)-Boc-Phe 5,88 0.09
6 (S)-Boc-Phe 5,79
7 R)-Boc-Al 4
(R)-Boc-Ala 5,9 0.04
8 (S)-Boc-Ala 5,90

®aniony w postaci soli tetrabutyloamoniowych

State trwalosci kompleksow receptora 66 z chiralnymi anionami zostaly zmierzone
przy uzyciu metody miareczkowania pod kontrola UV/VIS. Pochodna fenotiazyny 66 byta w
stanie rozpozna¢ aniony chiralnych kwaséw karboksylowych, posiadajace podstawnik
aromatyczny w pozycji o do centrum stereogenicznego (kwas migdatowy i fenyloglicyna).
Natomiast w przypadku gdy podstawnik aromatyczny polaczony byl z centrum

stereogenicznym poprzez grupe metylenowa (fenyloalanina), lub zamieniono podstawnik
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aromatyczny na alifatyczny, obserwowano znikomg enancjoselektywnos¢. Stwierdzono
réwniez wplyw rozmiaru grupy N-zabezpieczajacej na wielko§¢ rozpoznania chiralnego.
Poréwnano takie aminokwasy jak N-formylo-, N-acetylo- i N-piwaloilofenyloglicyne.
Receptor 66 wykazywal najlepsze rozpoznanie chiralne dla najwigekszych grup
zabezpieczajagcych (Boc, Piv). Dla N-formylofenyloglicyny prawie nie zaobserwowano
rozpoznania chiralnego.

Hyun i wspolpracownicy!® opisali fluorescencyjne sensory aniondéw 67 i 68, Stuzace

chiralnemu rozpoznaniu N-Boc- i N-DNB-zabezpieczonych aminokwasow (Rysunek 30).

AcO c OAc _OAc

AcO OAg OA
AcO OAc AcO OAc o
C!
O
6] O OAc AcO O
AcO
AcO OA!
NH HN

N g b

NH HN NH

67 68

S

Rysunek 30. Fluorescencyjne receptory na aniony (67 i 68)

Aminokwasy takie jak alanina (Ala), walina (Val), treonina (Thr) czy leucyna (Leu),
zostaly uzyte jako modelowe czasteczki gos$ci. Wigzanie anionow aminokwasow przez oba
receptory 67 i 68 powodowalo wygaszenie fluorescencji, zwigzane z kompleksowaniem
goscia (ang. chelation enhanced fluorescence quenching (CHEQ)). Wygaszenie fluorescencji
dla receptora 67 zostato przypisane fotoindukowanemu transportowi tadunku (PCT), podczas
gdy dla 68 fotoindukowanemu transportowi elektronu (PET). N-DNB-Zabezpieczone
aminokwasy wykazywaly duzo wyrazniejsze wygaszenie fluorescencji, w poréwnaniu do
analogicznych N-Boc-pochodnych. Zostalo to przypisane obecnosci grupy nitrowej,
wykazujacej dodatkowa zdolno§¢ wygaszania fluorescencji. Przyktadowe wygaszenie
fluorescencji (w procentach) dla receptora 67 z D- i L-Boc-fenyloglicyng, wynosito
odpowiednio 22,5 i 26,1, podczas gdy dla kompleksu receptora 68 z D- i L-DNB-N-
fenyloglicyng obserwowano wartosci odpowiednio 66,6 i 63,9. Stale wigzania zostaty
policzone z uzyciem przyblizenia Benesiego-Hildebranda, a stechiometria wigzania anionu

zostala potwierdzona za pomoca wykresoOw Joba. Najlepsze rezultaty zostaty otrzymane dla
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N-Boc-zabezpieczonej alaniny. Stale wigzania anionéw, wywodzacych sie¢ z D- i L-Boc-
alaniny, przez receptor 67, wynosity odpowiednio 11800 i 2160 M™. Co ciekawe, podobny
motyw wigzaCy W receptorze 68, spowodowal przeciwng selektywno$¢ w poroéwnaniu z
receptorem 67 (zmierzone stale wigzania dla D- i L-Boc-alaniny byly odpowiednio 2300 i
23900 M™). Ta wysoka enacjoselektywnosé (K./Kp = 10,4) dla receptora 68, zostata
wytlumaczona poprzez oddziatywania CH-m pomie¢dzy szKieletem antracenowym a grupg
metylowa alaniny, obecnymi w badanym kompleksie 68 — alanina. Te interakcje sa natomiast
niemozliwe dla receptora 67, w ktorym brak grup metylenowych, potencjalnie
odpowiedzialnych za labilno$¢ konformacyjng uktadu.

Ostatnio w naszym laboratorium zbadaliSmy, zdolnos¢ wigzania anionéw przez trzy

pochodne mocznikowo-glukopiranozowe 69-71 (Rysunek 31)."%!

AcO

AcO AcO AcO
AcO, OAc
AcO Ohe OAc
AcO, (o)
o Ac O AcO OAc
A o
NH HN HN
HN /go

OAc
}—NH HN—<
O NH HN

s

69 70 71

Rysunek 31. Monosacharydowe receptory anionow (69-71)

Uzycie trzech réznych aromatycznych platform, pozwolito na konstrukcje receptorow
anion6w o zmiennej geometrii i ksztalcie luki wigzacej. Najmniejszg luke posiada pochodna
naftalenu 70, sredniej wielkosci — pochodna benzenu 69, najwigkszg natomiast — pochodna
antracenowa 71. Aby zbada¢ wstgpnie wptyw rozmiaru luki wigzacej na zdolno$¢ wigzania
aniondw, przeprowadzono miareczkowania pod kontrola *H NMR, z uzyciem modelowych
karboksylanow — octanu i benzoesanu, w rozpuszczalniku DMSO-woda (99,5:0.5 v/v). We
wszystkich przypadkach, mniejszy i bardziej zasadowy anion octanowy charakteryzowat si¢
wigkszymi statymi trwato$ci. Natomiast wzgledny stosunek statych kompleksowania
Koctan/Kbenzoesan zalezal od rozmiaru luki wigzacej. Receptor 71 wigzal anion octanowy
dziesie¢ razy silniej niz benzoesanowy. Dla pozostalych dwoch receptorow 69 i 70 ten
stosunek wynosit, odpowiednio, trzy i piec.

Nastepnie zbadano rozpoznanie chiralne anionéw kwasu migdatowego 1 N-Boc-

zabezpieczonego tryptofanu z uzyciem receptorow 69-71. Dla receptorow 69 i 70 nie
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stwierdzono chiralnego rozpoznania dla wyzej opisanych anionéw, zaobserwowano natomiast
tego typu rozpoznanie enancjomerdéw tryptofanu przez receptor 71, stale wigzania byty
odpowiednio 343 (dla D-Trp-COO") i 190 M™* (dla L-Trp-COO"). Ponadto stwierdzono, ze
receptor 71 byt w stanie rozpozna¢ enancjomery Boc-N-fenyloalaniny i Boc-N-waliny.
Powyzsze przyktady pokazuja, jak wazne jest uwzglednienie geometrii luki wigzacej anion w
projektowaniu chiralnych receptorow.

Uzyteczny W UV/VIS receptor anionow 72 (Rysunek 32), zostal opisany jako

efektywny uktad w chiralnym rozpoznaniu aniondw.!’”

OAc AcO OAc
AcO
AcO
fo] A O Chiral barrier
cO OA
AcO ¢

NH HN

S%NH OH HNAS Binding Site

Signaling unit

72
Rysunek 32. Kolorymetryczny sensor anionéw do rozpoznania chiralnych anionéw karboksylanowych

Maksimum absorbancji w widmie UV/VIS zwigzku 72, po dodaniu anionéw ulegato
znacznemu przesunigciu batochromowemu (~145 nm). Tak duze przesunigcie zostato
wytlumaczone deprotonowaniem azofenolu, co powoduje fotoindukowany transport tadunku
(ang. photo-induced charge transfer, PCT). Zdolno$¢ rozpoznania chiralnego receptora 72
zostala zbadana za pomoca miareczkowan prowadzonych pod kontrola UV/VIS, a state
trwalo$ci wyznaczono z uzyciem przyblizenia Benesiego—Hildebranda. Receptor 72 wykazat
dobre rozpoznanie chiralne dla N-zabezpieczonych aminokwasoéw, wiazac silniej D-N-Boc
zabezpieczone aminokwasy z enancjoselektywnos$cig okoto 3.6 dla alaniny. Natomiast DNB-
N-zabezpieczone = aminokwasy byly rozpoznawane z  umiarkowanymi  enacjo
selektywnosciami (1,10 — 2,55). Zdolno$¢ receptora 72 do rozpoznania chiralnego byta
réwniez sprawdzona z uzyciem innych chiralnych anionéw karboksylanowych, pochodzacych
z naproksenu i kwasu 2-fenylopropionowego. Miareczkowania pod kontrola UV/VIS daty,

dla tych przyktadow, enancjoselektywnosci rowne odpowiednio 1,86 i 2,95.
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Chiralne rozpoznanie zwitterjonow aminokwasoéw przez receptor 73, zawierajacy
Zn-salofen jako miejsce wigzace oraz D-glukoze jako fragment enancjordznicujacy, byto

zbadane za pomocg miareczkowan pod kontrolag UV/VIS w wodzie (Rysunek 33).["™

=

=N_ N=
N
OH © © OH
o o)
Ho 7,0 HO o
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HO HO
OH

73
Rysunek 33. Rozpuszczalny w wodzie, zawierajacy Zn-salofen, receptor na aniony

Stale wigzania aminokwasow, w poréwnaniu do achiralnego anionu octanowego,
ulegly znacznemu zmniejszeniu. Zostalo to wytlumaczone poprzez nickorzystne
oddziatywania steryczne aminokwasu z pierscieniami glukopiranozowymi. State wigzania
aminokwasOw z szeregu D i L byly rozne, a najwyzsza zaobserwowana dla fenyloalaniny
enancjoselektywnos¢ wynosita 9,6. To bardzo dobre chiralne rozpoznanie daje si¢
wytlumaczy¢ poprzez dwa rézne oddziatywania: anion karboksylanowy jest wigzany przez
Zn-salofen, podczas gdy kation amoniowy moze skutecznie oddziatywac, poprzez wigzania

wodorowe z grupami hydroksylowymi glukozy.

2.4. Podsumowanie

W niniejszym rozdziale staralem si¢ pokaza¢ ewolucje, jaka przechodzity roznorodne
receptory, wykazujace chiralne rozpoznanie réznych jondw. Receptory zawierajace
monosacharydy jako fragmenty odpowiedzialne za rozpoznanie chiralnych kationow, zostalty
stosunkowo szybko zsyntezowane poprzez wbudowanie ich w strukture eteréw koronowych.
Zbadanie wlasciwosci kompleksotworczych w roznych rozpuszczalnikach pokazato, ze
otrzymane receptory sa w stanie roznicowac chiralne kationy amoniowe. Jakkolwiek w tym
czasie pojawily si¢ pierwsze przyktady receptorow potrafigcych kompleksowaé achiralne
aniony, dalszy rozwdj tej dziedziny chemii supramolekularnej, chemii receptorow na aniony,
rozpoczat si¢ dopiero w ostatnim dwudziestoleciu. Jeszcze pozniej pojawily si¢ receptory na
chiralne aniony. W Rozdziale 2.3.1 zaprezentowalem typowe motywy strukturalne — zrédta
chiralno$ci, ktore sg uzywane w Kkonstruowaniu chiralnych receptorow na aniony, np.

aminokwasy, steroidy, pochodne binaftylu, czy chiralne diaminy. Aby zilustrowa¢, jak
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wlaczenie w strukture receptora monosacharydu wplywa na wiasciwosci kompleksujace,
przedstawitem zawierajace cukry receptory 53-65. Wnikliwe studia literaturowe pokazaty, ze
istnieje tylko kilka przyktadéw chiralnych receptorow zawierajacych cukry. Analiza struktur
receptoréw 66-73 pokazuje, ze wiekszo$¢ z nich zawiera zrodta chiralnosci praktycznie nie
zmodyfikowane lub posiadaja one tylko zabezpieczone grupy funkcyjne, ktore sg znacznie
prostsze strukturalnie niz np. centrow aktywnych enzymoéw. Jednoczes$nie pokazuja, ze z
polaczenia kilku prostych blokéw budulcowych mozna otrzymac czasteczki wykazujace

cickawe wiasciwo$ci w rozpoznaniu chiralnym.
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3. Badania wtasne

3.1. Wprowadzenie

Oprocz terpenow, steroidow, aminokwasoéw |1 hydroksykwasoéw, cukry stanowig
wazny segment tzw. chiral pool. Odgrywaja one wazna role w wielu procesach biologicznych
i technologicznych, takich jak chiralne rozpoznanie, badania szlakéw metabolicznych,
asymetryczna synteza i kataliza, posiadajg takze szerokie zastosowanie w procesach rozdziatu
chromatograficznego. Stanowig przy tym odtwarzalne zrodto chiralnosci, ktore moze zostaé
tatwo wbudowane w struktur¢ potencjalnego receptora, przy czym konfiguracja
poszczegodlnych centréw stereogenicznych moze by¢ tatwo zmieniana poprzez uzycie cukrow
z szeregu D. Na podstawie powyzszych danych, zdecydowatem si¢ uzy¢ cukry jako elementy
odpowiedzialne za chiralno§¢ receptoréw na chiralne aniony. Jako Ze synteza chiralnego
receptora, bazujacego na opisanym wczesniej bloku diindolometanowym, wymagala uzycia
chiralnego kwasu — do syntezy zdecydowalem si¢ uzyé pochodng D-glukozy — kwas

D-glukuronowy.

3.2. Synteza i wlasciwosci kompleksujgce receptora wywodzgcego
sie z diindolometanu i kwasu p-glukuronowego

Synteze receptora 74 (Schemat 6) rozpoczatem wychodzac z handlowo dostgpnego
kwasu D-glukuronowego 75, ktory nastepnie acetylowalem przy uzyciu bezwodnika

octowego w reakcji katalizowanej elementarnym jodem.
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Schemat 6. Synteza chiralnego receptora 74, bazujacego na platformie diindolometanowe;.

B-Anomer, ktory powstawat jako glowny produkt, zostal nastepnie oczyszczony od

o-anomeru przez prostg Krystalizacje. Tak otrzymany mieszany bezwodnik 76 poddatem

nastepnie hydrolizie, ktora doprowadzita do peracetylowanego kwasu glukuronowego 77. Ten

z kolei zostat przeksztalcony w chlorek kwasowy, przy uzyciu chlorku oksalilu, w

katalizowanej DMF reakcji i poddany in situ reakcji z 7,7’-diaminowa pochodnag 78,

otrzymanag za pomocg katalitycznego wodorownia 7,7’-dinitrodiindolometanu. Rownolegle

postanowitem zsyntezowac receptor odniesienia 79 (Schemat 7).

NO, 0) A .
: :NOZ ; N

80 81

N
NH
0 NH
AcO.,, 0
A
Aco” Y OAC
OAc
79

i) THF, -50 - -60°C, bromek winylomagnezowy, 37%; ii) a) H,, Pd/C; b) chlorek kwasu

peracetylo-D-glukuronowego, DCM, 91%
Schemat 7. Synteza receptora odniesienia 79
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Receptor 79 zsyntezowalem wychodzac z 1,2-dintrobenzenu (80). W pierwszym
etapie, 1,2-dintrobenzen poddatem reakcji z bromkiem winylomagenzowym, otrzymujac
7-nitroindol 81, ktory zredukowatem do 7-aminoidolu, a ten z kolei poddatem reakcji z
chlorkiem kwasu D-glukuronowego, uzyskujac pozadany receptor 79.

Strukture i czysto§¢ opisanych wyzej receptordw okreslitem poprzez analize widm *H
NMR, *C NMR, spektrometri¢ mas i analiz¢ elementarna. Co ciekawe, analiza widma *H i
3C NMR receptora 74 pozwala zaobserwowaé dwa zestawy sygnaldw, odpowiadajace
poszczegolnym podjednostkom cukrowym (protony pierScienia glukopiranozowego i grup
acetylowych). Podobnie, mozna bylo zaobserwowa¢ cztery sygnaty w widmie *H NMR dla
protonow NH, bedacych donorami wigzania wodorowego (6 = 9.87 i 9.97 ppm (dla
indolowego NH) oraz 6 = 10.04 i 10.07 ppm (dla amidowego NH) (Rysunek 34). WyniKi
powyzsze $wiadczg nie tylko o dobrze zdefiniowanej strukturze receptora 74, ale rowniez o

jego zdolnos$ci do preorganizacji.

Ac1 Ac2 Ac3 Acd  Acd
Me || Me
NHamid \indol  NH indol
N
10.05 9.95 9.85 2.15 2.05 1.95 1.85

(ppm)
Rysunek 34. Fragment widma receptora 74 w DMSO-dg

Przed przystapieniem do zbadania mozliwosci chiralnego rozpoznania przez receptory
741 79, postanowilem sprawdzi¢ ich zdolnosci kompleksowania achiralnych anionéw. W tym
celu uzytem czterech modelowych anionéw — octanu, benzoesanu, diwodorofosforanu i
chlorku, w postaci soli TBA (Tabela 6). W ten sposob moglem poréwnac je z wynikami
otrzymanymi wczesniej dla achiralnych pochodnych diindolometanu oraz sprawdzi¢, jak
wbudowanie jednostek monosacharydowych moduluje powinowactwo receptora 74 do

wybranych anionow, chodzito mi przede wszystkim o rolg zwigkszonej zawady steryczne;j.
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Tabela 6. State trwatoé¢i i przesunigcia chemiczne protonéw NH zangazowancyh w wigzanie wodorowe
receptora 74 z achiralnymi go$¢mi w DMSO-dg + 0.5 % H,0

Lp

Anion® K Aéimax_/ppmd ASmax _/ppmd ABmax /pp_md ASmax /ppmd
M NH indol NH indol NH amid NH amid
1 Cr 95,1 1,55 1,39 0,33 -0,12
2 H,PO, 1500° 2,72 2,41 1,94 1,89
3 PhCOO 2421 2,75 2,38 0,71 0,55
4 AcO’ >10* 2,71 2,56 0,81 0,68

joczacowany blad mniejszy niz 10% "powolna rownowaga wigzania. “uzyte jako sole tetrabutylo-amoniowe.
asymptotyczna zmiana przesunig¢cia chemicznego otrzymana przez regresje nieliniows.

Stabo zasadowy anion chlorkowy charakteryzowatl si¢ umiarkowana stata trwatosci
kompleksu z receptorem 74 (K = 95,1 M), natomiast wartym zauwazenia jest fakt, Ze
kompleksowanie tego sferycznego anionu powodowato odmienne zachowanie si¢ protondw

amidowych obecnych w receptorze (Rysunek 35).

= NHindol
11.5 -
= NHindol
NH amid
NH amid

11.0

3 [ppm]

10.5

10.0 /
T T

0 2 4
Liczba Ekwiwalentéw Anionu

Rysunek 35. Zmiana przesunie¢ chemicznych protonéw NH receptora 74 podczas miareczkowania anionem
chlorkowym

Jeden z amidowych protonéw NH przesuwat si¢ W gore pola (na skutek zwiekszania
si¢ gestosci elektronowej W wyniku wigzania anionu), natomiast drugi — w dét pola, na skutek
tworzenia si¢ wigzania wodorowego z anionem chlorkowym. Swiadczy to o tym, ze luka
wigzaca tego receptora jest zbyt mata aby zmiesci¢ anion chlorkowy. Dodatkowo, obserwacja
ta potwierdza obnizenie symetrii receptora 74, widoczne w jego widmie *H NMR. Wiazanie
anionu diwodorofosforanowego przebiegato powoli w czasie NMR (stata szybkos$ci wymiany

kompleks-wolny receptor byta powolna w skali czasu NMR). W przypadku modelowych
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karboksylanow (Tabela 6, Ip 3 i 4) bardziej wymagajagcy sterycznie benzoesan
charakteryzowal sic stala trwalosci K = 2421 M™, natomiast mniejszy z anionéw
karboksylanowych—octan stala K > 10 000 M™. Wprowadzenie kwasu glukuronowego do
struktury receptora diindolometanowego spowodowato kilkukrotny spadek obu statych
trwalo$ci, w poréwnaniu do achiralnego analogu.™*®

Zdolnos¢ receptorow 74 i 79 do chiralnego rozpoznania anionéw zbadalem z udziatem
modelowego anionu, pochodzacego od kwasu R- i S-migdatlowego (MA). W celu
wyznaczenia stalych trwalosci przeprowadzitem miareczkowania pod kontrolg 'H NMR, w
typowych dla chemii receptorow na aniony warunkach (DMSO-ds+ 0,5% H,0). Zbadatem
rowniez wptyw polarnosci rozpuszczalnika na przebieg chiralnego rozpoznania. Wszystkie te

rezultaty sa przedstawione w Tabeli 7.

Tabela 7. Chiralne rozpoznanie anionow kwasu migdatowego

Lp Anion? Receptor K/M™P Rozpuszczalnik Kr/Ks
1 (S)-MA 74 119 DMSO-dg+0.5%H,0 105
2 (R)-MA 74 233 DMSO-dg+0.5%H,0

3 (S)-MA 74 58,6 DMSO-dg+5%H,0 201
4 (R)-MA 74 118 DMSO-ds+5%H,0

5 (S)-MA 74 6147 MeCN-ds .
6 (R)-MA 74 >10* MeCN-d; -

7 (S)-MA 79 22,0 DMSO-dg+0.5%H,0 0.94
8 (R)-MA 79 20,7 DMSO-dg+0.5%H,0

9 (S)-MA 79 693 MeCN-ds Lo7
10 (R)-MA 79 740 MeCN-d;

%aniony zostaly uzyte jako sole tetrabutyloamoniowe. °szacowany biad mniejszy ni¢ 10%. °state wiazania zbyt
duze aby mozliwe byto ich pordwnanie.

W opisanych wyzej warunkach, receptor 74 dobrze rozpoznawat enancjomery
migdalanu (Tabela 7, Ip. 1 i 2), przy czym zaobserwowalem okoto dziesigciokrotny spadek
statlej trwalosci, w poréwnaniu do kompleksu benzoesanu, a stale wigzania
enancjomerycznych migdalanéw byly rozne. R-Migdalan byt wigzany przez receptor 74 z
wicksza stalg trwatosci (K = 233 M) niz S-migdalan (K = 119 M™). Natomiast doktadniejsza
analiza zmian przesuni¢¢ chemicznych protonéw NH tego receptora, w obecnosci anionow,
ujawnita kilka nowych ciekawych danych na temat wigzania enancjomerycznych

migdalanow. Dla stabiej wigzanego S-migdalanu, izotermy wigzania protonow indolowych
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zachowywaly si¢ w bardzo podobny do siebie sposob i wykazywatly zblizone przesunigcia
chemiczne (dmax) 11,81 i 12,15 ppm (Rysunek 36). Natomiast w przypadku R-migdalanu,
przesuniecia chemiczne wyzej wymienionych protonow ulegly zamianie. Proton indolowy,
ktory posiadal najnizsze przesuniecie chemiczne w wolnym receptorze 74 (6 = 9,87 ppm), po
dodaniu R-migdalanu TBA przesuwal si¢ najnizej (przesunig¢cie chemiczne 12,76 ppm),
prawie 0,8 ppm wigcej niz drugi proton indolowy (izotermy wigzania dla protondéw

indolowych ulegly przecigciu).
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Rysunek 36. Porownanie izoterm wiazania przez receptora 74 R(-)-migdalanu (lewy) i S(+)-migdalanu (prawy)
w DMSO-dg + 0.5% H,0. Zmiany przesunie¢ chemicznych dla protonéw indolowych (kwadraty) i amidowych

(trojkaty)

Ponadto, mniejsze, ale dajace si¢ dobrze obserwowaé, zmiany przesunieé
chemicznych dla protondow w pierScieniu glukopiranozowym receptora 74 sugeruja
wystgpowanie  rownowag konformacyjnych podczas wigzania enancjomerycznych
migdalanéw (Rysunek 37). Protony H°, znajdujace sic w sasiedztwie grupy karbonylowej
receptora 74, ulegaty dla S-migdalnu przesunigciu w dot pola o okoto 0,1 i 0,2 ppm.
Natomiast R-migdalan wykazal si¢ inng charakterystyka — przesunigcie chemiczne ulegato
zmianie tylko dla jedenego z wymienionych protonéw. Z kolei, w przypadku
kompleksowania achiralnego anionu octanowego, protony H> nie ulegaly réznicowaniu, co

swiadczy¢ moze, ze ich rozréznianie jest spowodowane obecnoscia chiralnego goscia.
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Rysunek 37. Fragmenty miareczkowann "H NMR receptora 74 z octanem (lewy) S-migdalan ($rodkowy) i R-
migdalan (prawy). H® “protony w piersciniu glukopiranozowym, H® proton mostkowy w diindolometanie w
DMSO-dg + 0.5% H,0.

Dalszych wskazéwek na temat mechanizmu wigzania anionéw przez receptor 74,
dostarczyty widma spektroskopii korelacyjnej *H-‘H ROESY (Rysunek 38). Widmo ROESY
kompleksu receptora 74 z R-migdalnem, pokazuje korelacje pomigdzy aromatycznymi
protonami goscia i protonami cukrowymi (H® i H®). Natomiast wystepujace obok gléwnych,
dodatkowe korelacje dla S-migdalnu, swiadcza o jego glebszym umiejscowieniu wewnatrz
luki wigzacej anion. Ten fakt znajduje réwniez potwierdzenie w wyraznym zroznicowaniu
pikéw korelacyjnych protonu o z protonami pierscienia cukrowego, dla obu enancjomerow
migdalanow.

Gléwny pik korelacyjny dla R-migdalanu pochodzi od protonu H®, znajdujacego si¢ w
poblizu luki wigzacej anion, inaczej niz w przypadku protonu o S-migdalanu, dla ktérego
glowny pik korelacyjny pochodzi od protonu anomerycznego. Wnioski plynace ze
spektroskopii ROESY sugeruj¢ dwa rézne sposoby wigzania anionu. Mozna wnioskowac, ze
geometria receptora 74 powoduje iz S-migdalan umiejscowiony jest glebiej wewnatrz luki
wigzacej, co powoduje wigksza liczbe niekorzystnych oddziatywan i w konsekwencji spadek
wartosci statej trwatosci. Nalezy nadmienié¢, ze R-migdalan oddzialywuje glownie z jednym
pierScieniem glukopiranozowym. Fakty te znajduja takze odzwierciedlenie w zmianach

przesunie¢ chemicznych protonu H°, pokazanych na Rysunku 37.
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W celu zbadania wplywu rozpuszczalnika na opisane rozpoznanie chiralne,
przeprowadzitem tez dodatkowe miareczkowania, w DMSO-ds+5% H,O oraz w MeCN-ds.
Zwickszenie polarnosci mieszaniny DMSO-H,0 doprowadzilo do spodziewanego spadku
statych trwatosci dla enancjomerycznych migdalandéw, jakkolwiek nie przyczynito si¢ do
ostabienia zdolnosci chiralnego rozpoznania receptora 74 (Tabela 7). Z kolei, w mnigj
polarnym acetonitrylu state wigzania anionu byly obarczone zbyt duzym bledem, aby mozna
byto oszacowac zdolnos¢ do chiralnego rozpoznanie przez receptor 74 w tym srodowisku.

Receptor odniesienia 79 nie byl w stanie zréznicowaé enancjomerycznych
migdalanéw, jako ze state ich wigzania byly identyczne (uwzgledniajac btad pomiaru) dla obu
enancjomerdéw, Niezaleznie od polarno$ci rozpuszczalnika (Tabela 7).

Pomimo wielu wysitkow wtozonych w proby otrzymania monokrysztalu receptora 74,
nie udato mi si¢ uzyskac¢ probki nadajacej si¢ do wyznaczenia struktury metodg RAS. Wobec
tego postanowitem uzyska¢ przynajmniej monokrysztat receptora 79. Powolna dyfuzja eteru
naftowego do rozpuszczonego w dichlorometanie zwigzku 79, doprowadzita do powstania
monokrysztalow, ktore umozliwity ustalenie struktury tego receptora w ciele statym.
Rentgenowska analiza strukturalna wyeksponowata dwa motywy strukturalne, w ktorych
wystepowat receptor 79, roznigce si¢ potozeniem pierscienia glukopiranozowego wzgledem
pierscienia indolowego (syn vs. anti) (Rysunek 39).

W konformacji anti receptora 79 (Rysunek 39A) protony amidowy i indolowy sg
zaangazowane w wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe. Indolowy proton NH
uczestniczy w wigzaniu wodorowym z grupa karbonylowa kwasu glukuronowego (dni - 012 =
2.743 A), podczas gdy proton amidowy NH bierze udziat w wigzaniu wodorowym z
anomerycznym atomem tlenu O'. Podobne wiazania wodorowe zostaty zaobserwowane
wczesniej dla drugorzedowych amidow kwasu glukuronowego.[76] Z kolei, w konformacji syn
(Rysunek 39B) proton amidowy, podobnie jak w poprzednim przypadku, zaangazowany jest
w wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe z anomerycznym atomem tlenu 0% (dnag_os3 =
2,612 A). Plaszczyzna pierScienia glukopiranozowego jest prawie prostopadla do pierécienia
indolowego. Taka konformacja odpowiada za ochranianie jednej strony pierécienia

indolowego i moze by¢ odpowiedzialna za efektywno$¢ rozpoznania chiralnego.
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A) B)

Rysunek 39. Fragmenty A i B w strukturze receptora 79 w konformacjach anti i syn. Paramatry przemieszczen
atomow pokazany jest dla 50% prawdopodobienstwa. Atomy wodoru zostaty usuniete dla przejrzysto$éi rysunku

Te dwa, wspomniane wczes$niej, motywy strukturalne, widoczne w ciele statym,
potaczone sg siecig wigzan wodorowych. Przyktadowo, proton indolowy NH fragmentu A
tworzy wigzanie wodorowe z karbonylowym atomem tlenu grupy acetylowej fragmentu B.
Wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe zdaja si¢ odgrywaé wazng rolg w preorganizacji

czasteczki receptora 79 (Rysunek 40).

Rysunek 40. Sie¢ wigzan wodorowych w krysztale receptora 79.
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W dalszym toku badan nad rozpoznaniem chiralnym anionow przez receptor 74
zdecydowatem si¢ uzyé, jako modelowych gosci, trzech N-Boc zabezpieczonych
aminokwasow: tryptofan, waline, i fenyloalaning — wyniki tych badan sg przedstawione w

Tabeli 8.

Tabela 8. Rozpoznanie chiralne aminokwasow przez receptor 74

Lp Aniont! K/Mm ! Kr/Ks
1 Boc-N-D-Trp-COO" 227 -
2 Boc-N-L-Trp-COO" 88.0 ’
3 Boc-N-D-Val-COO 305
2,42
4 Boc-N-L-Val-COO" 126
5 Boc-N-D-Phe-COO" 224
6 2,40
Boc-N-L-Phe-COO" 93.3

miarecpowan (H NV, otrzymant Biedy mnicjess mig 105, o0 oo 0:57 FeO olrzymane z

Receptor 74 wykazywat preferencje¢ dla wigzania enancjomeréw D wszystkich trzech
zbadanych aminokwasow, dla ktorych stale trwatosci byty co najmniej dwa razy wigksze niz
dla enancjomeréw L. Réwniez analiza przesuni¢¢ protondw grup acetylowych oraz protonow
pierscieni glukopiranozowych, wykazata analogiczne zachowanie jak w przypadku
enancjomerycznych migdalanow.

W celu rozwinigcia charakterystyki chiralnego rozpoznania przez receptor 74,
przeprowadzilem miareczkowania z innymi chiralnymi anionami, posiadajacymi rozne
podstawniki przy centrum stereogenicznym, ktorych wyniki pokazane sg w Tabeli 9. W
poréwnaniu do wczesniej zbadanego kwasu migdalowego, enancjomery kwasu 2-
hydroksymastowego 1  3-fenylomlekowego byly rozpoznawane =z  wigkszymi
enancjoselektywno$ciami, odpowiednio 2.55 1 3.68. Receptor 74 zdaje si¢ lepiej rozpoznawac
o-hydroksykwasy zawierajace podstawnik alifatyczny. Receptor 74 nie wykazywat
chiralnego rozpoznania dla anionéw kwasu metoksyfenylooctowego, co sugeruje ze obecnos¢
dodatkowego donora wigzania wodorowego jest niezbedna do skutecznego rozpoznawania
enancjomerycznych anionéw przez receptor /4. Ten efekt mozna wytlumaczy¢
przypuszczeniem, ze grupa hydroksylowa moze tworzy¢ jedno, badz wiecej wigzan

wodorowych z atomami tlenu grup acetylowych lub anomerycznym atomem tlenu.
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Tabela 9. Rozpoznanie karboksylandow przez receptor 74

Lp. Anion® K/M™® Kr/Ks
QH
1 \/z\fo 606
s
2,55
OH
2 \/'\fo 1542
s
(?H
3 ) 259
o
3,68
OH
4 0 952
o
(?Me
5 ~ O 2236
U
1,02
OMe
6 0 2284
¢
Meo, SFs
7 N 35.6
(0]
1,31
FaC OMe
8 N0 27.0
(@]
9 R 737
/\)J\()-
1,22
OH O
10 902

f

%aniony uzywane jako sole tetrabutyloamoniowe. ’stale wigzania w DMSO-dg + 0.5% H,0O
otrzymane z miareczkowan "H NMR, otrzymane bledy mniejsze niz 10%.

Dodatkowe wigzania wodorowe wystepuja prawdopodobnie tylko dla jednego z
enancjomerow, roznicujac stale trwalosci diasteromerycznych kompleksow. Poréwnanie
statych  trwalo$ci  anionéw, wywodzacych sie¢ z kwasu migdatowego 1 kwasu
metoksyfenylooctowego pokazato tez, Ze ten ostatni posiada stale trwatosci okoto
dziesigciokrotnie wigksze niz te, pochodzace od kwasu migdalowego. Jedna z mozliwos$ci

wytlumaczenia tego faktu jest istnienie wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego W
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anionie migdalanowym, ktére prowadzi do delokalizacji, na grupe hydroksylowa, ujemnego
tadunku karboksylanu, co w konsekwencji prowadzi do ostabienia wigzan wodorowych tego

anionu z receptorem (Rysunek 41).

o—H

0
O

Rysunek 41. Wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe w anionie migdalanowym

Anion kwasu 3-hydroksymastowego byt w znikomym tylko stopniu rozpoznawany
przez receptor 74 (Kr/Ks = 1,22 miesci si¢ w granicy btedu pomiaru). Fakt ten sugeruje, ze
centrum stereogeniczne musi znajdowaé si¢ w pozycji o, aby receptor 74 mogt efektywnie
rozpoznawac¢ chiralnego goscia. Obecno$¢ czwartorzgdowego centrum stereogenicznego w
anionach wywodzacych si¢ z kwasu Moshera, spowodowata dalszy spadek stalych trwatosci
kompleksow z receptorem 74, jednoczesnie nie zaobserwowatem wyraznego chiralnego
rozpoznania tych anionéw. Receptor 74 nie byt w stanie odr6zni¢ grupy trifluorometylowej i

metoksylowej.

3.3. Uzycie przesunieé¢ chemicznych receptora do wyznaczania
konfiguracji a-karboksylanow

Zainspirowany zmianami przesuni¢é¢ sygnalow pochodzacych od grup acetylowych
oraz od protonéw pierscienia glukopiranozowego receptora 74 zdecydowalem si¢ rozwinaé
ich analiz¢ z punktu widzenia okreslania konfiguracji kompleksowanych anionowych gosci.
Do realizacji tego celu postanowitem zastosowa¢ metode Sztucznych sieci neuronowych oraz

tzw. analize glownych sktadowych.

3.3.1. Krétkie wprowadzenie do sztucznych sieci neuronowych

Sztuczne sieci neuronowe zostaty pierwotnie skonstruowane jako modele przetwarzania
informacji poprzez uktad nerwowy wyzszych organizm(')w.m’ 8] Oczywistym jest, ze mozg
czlowieka posiada zdolno$¢ przetwarzania informacji o wiele bardziej zaawansowang niz

wspoélczesne komputery. Aby komputer mogt rozwigza¢ konkretny problem, musi zostaé
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uprzednio wyposazony w okre$lony algorytm, ktory jest dostosowany do tego problemu.
Sztuczne sieci neuronowe dzialaja na innej zasadzie i mogg wykonywac wiele zadan, w
zalezno$ci od zaistniatej potrzeby. Typowe zadania, ktére moga wykonywac sieci neuronowe
to:

1. klasyfikacja — obiekt charakteryzowany poprzez kilka wiasciwoSci moze zostaé

przypisany przez sie¢ neuronowa do jednej z kilku kategorii;

2. modelowanie — wlasciwosci charakteryzujace obiekt moga zosta¢ uzyte do

przewidzenia jego innej wtasciwosci;

3. asocjacja — sieci neuronowe moga by¢ wykorzystane do poréwnywania i/lub

znajdowania relacji pomigdzy obiektami;

4. mapowanie — bardziej ztozone informacje mogg zastaé przetworzone na ich prostsze

reprezentacje.

Biologiczne sieci neuronowe sktadajg si¢ z podjednostek zwanych neuronami, ktore
potaczone sa ze sobg w sie¢. Podobnie, sztuczne sieci neuronowe sktadaja si¢ z jednostek
zwanych sztucznymi neuronami (Rysunek 42), ktorych zadaniem jest nasladowanie procesow
zachodzacych w biologii. Neuron posiada rozgat¢zienia zwana dendrytami, ktore otrzymuja
sygnal elektryczny 1 przekazuja go do komorki. Wszystkie sygnaty, otrzymane przez
dendryty, sa ze sobg sumowane, jezeli ta suma przekracza wartos¢ progowa dla danego
neuronu, powoduje jego aktywacje i sygnat transportowany jest aksonem do dendrytow

kolejnych neuronoéw. Neurony taczg si¢ z sobg potaczeniami zwanymi synapsami.
dendryty
/ \ \ X1 X2 X3 Xy
wy W, Ws Wy
—— ciato komorki

—— akson

out
Rysunek 42. Budowa neuronu i jego matematyczny model

Synapsa posiada zdolno$¢ modyfikowania sygnalu otrzymanego z aksonu, CO jest

zwigzane Z jej sita synaptyczng. Sygnal wejSciowy X, otrzymany przez synaps¢ i, ulega

modyfikacji wyrazonej intensywnoscia Sj = WiX;, po przejsciu przez synapse 0 sile wi. Neuron
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posiada i dendrytow, ktore dostarczajg wiele sygnatéw jednoczesnie. Wszystkie te sygnaly sa

nastepnie sumowane przez neuron dajac sygnat wejsciowy Net (1).
Net =>'s = xw 1)

Warto$¢ wejsciowa Net nie jest jeszcze wartoscig, ktora jest transmitowana aksonem
do kolejnych neurondw. W celu nadania modelowi neuronu wiasciwosci, ktore spotykane sa
w uktadach biologicznych, sygnal wejSciowy poddawany jest najczesciej dziataniu funkcji
sigmoidalnej, zwanej tez funkcjg logistyczna; wyjscie neuronu okreslone jest rownaniem (2).

1
out = W (2)

Parametry o i 8 pozwalaja na dalsze modyfikowanie wlasciwosci funkcji logistycznej.
Waznymi cechami funkcji logistycznej sg jej wartos¢ (zawsze znajdujaca si¢ w przedziale 1-
0) i jej nieliniowy charakter. Nieliniowe wtasciwosci funkcji logistycznej sa bardzo wazne
przy modelowaniu ztozonych procesoéw.

Zaprezentowany model neuronu jest uproszczeniem jego biologicznego odpowiednika
i pozwala realizowaé tylko bardzo proste operacje. Wyjatkowe wilasciwosci 1 elastycznosé
sieci neuronowych powstaja z polaczenia sztucznych neurondéw. Najczgséciej stosowang
architekturag sztucznych sieci neuronowych jest struktura jednokierunkowej sieci neuronowej
(Rysunek 43). W tej architekturze mozna rozr6zni¢ warstwy neuronoéw, ktore sa potaczone ze
wszystkimi partnerskimi neuronami z warstwy poprzedniej i warstwy nastgpnej. Nie sg one
natomiast potgczone migdzy sobg w obrebie jednej warstwy. Kazdy neuron j w warstwie ma
dostep do catosci danych wejsciowych x1, Xo, ..., Xi, ..., Xm | generuje warto$§¢ wyjsciowa out;.
Na Rysunku 43 jednostki wejSciowe sg zaznaczone jako kwadraty i nie przeprowadzajg one
zadnych operacji arytmetycznych, bowiem ich zadaniem jest tylko propagacja sygnatu do
neuronu w nastgpnej warstwie. Kazdy neuron otrzymuje inny sygnal, poniewaz potaczenie
neuronu j z jednostka wej$ciowa ma inng wage W;j, reprezentujaca site synaptyczna. Rysunek
43 przedstawia najprostszg sie¢ neuronowg, zwang perceptronem, posiada ona tylko jedng

warstwe neurondow i wyjscie tej warstwy jest jednocze$nie wyjSciem Sieci.

jednostki
wejsciowe

warstwa
neuronéw

Rysunek 43. Najprostsza sie¢ neuronowa.
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Taka prosta architektura posiada powazne ograniczenia w transformacji danych
wejsciowych w  wyjsciowe. W celu usunigcia tych ograniczen stosuje si¢ bardziej
rozbudowane modele, posiadajace kilka warstw neurondéw, polgczonych ze sobg (Rysunek
44). Tak skonstruowana sie¢ neuronowa otrzymuje dane wejsciowe X3, ktore zostang poddane
dzialaniu pierwszej warstwy neurondéw, dajac dane wyjsciowe Out;. Wyjscie pierwszej
warstwy neurondéw stanowi jednocze$nie dane wejsciowe dla nastepnej warstwy neuronow
Out; =X,.. W ten sposdb dane wyjéciowe sg propagowane poprzez poszczegolne warstwy |
dane wyjSciowe ostatniej warstwy neuronowej sa danymi wyjsciowymi sieci.

Aby sztuczna sie¢ neuronowa mogla spelnia¢ zadania opisane na poczatku tego
rozdziatu, jej wagi wij musza mie¢ odpowiednia warto$¢. Przyktadowo, prosta sztuczna sie¢
neuronowa, pokazana na Rysunku 44, posiada 48 wag do ustalenia. Dobieranie odpowiednich
wag Wij, okre$lane jest mianem procesu uczenia sieci neuronowej. Jednym z najbardziej
popularnych algorytméw, ktory stosowany jest do uczenia sztucznych sieci neuronowych, jest

algorytm propagacji wstecznej bie;d(')w.[79]

Do jednostek wejsciowych dostarczane sa
odpowiednie dane X, a do warstwy wyjsciowej — pozadana odpowiedz Out sieci neuronowej.
Zadaniem algorytmu jest takie ustawienie wag w;jj, aby zminimalizowa¢ réznice odpowiedzi

sieci neuronowej z oczekiwanym rezultatem.

jednostki
wejsciowe

warstwa
ukryta

warstwa
wyjsciowa

Rysunek 44. Dwuwarstwowa sztuczna sie¢ neuronowa

Po zakonczeniu procesu uczenia sztucznej sieci neuronowej, moze ona zosta¢ uzyta do
realizacji odpowiedniego zadania. Po dostarczeniu odpowiednich danych wejsciowych X,

sztuczna sie¢ neuronowa powinna by¢ w stanie przewidzie¢ pozadane przez nas wlasciwosci.
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3.3.2. Sztuczna sie¢ neuronowa w rozpoznaniu chiralnosci

Jak pokazalem wczesniej, receptor diindolometanowy 74 posiada zdolno$¢
rozpoznawania biologicznie istotnych anionéw karboksylanowych, manifestujacg si¢ nie
tylko przez rozne state trwatosci kompleksow z enancjomerycznymi gosémi, ale roOwniez
poprzez rézne przesuniecia chemiczne protondw receptora. Przykltadowe przesunigcia
chemiczne dla protonow grup acetylowych i metylowych, podczas miareczkowania anionéw
wywodzacych si¢ z kwasu migdatowego, sg przedstawione na Rysunku 45. Przeanalizowanie
zmian przesuni¢¢ chemicznych protonéw grup acetylowych i pierScienia glukopiranozowego,
podczas miareczkowania chiralnymi anionami, pozwala doj$¢ do wniosku, Ze sg one zwigzane
z rozmiarem 1 ksztaltem anionowego go$cia. To powinno pozwoli¢ na wyznaczenie
konfiguracji absolutnej o-karboksylanu, na podstawie zmian przesuni¢cia chemicznego
receptora 74, pod wptywem wigzania anionu. Jednocze$nie, zmiany przesuni¢¢ chemicznych
sg na tyle zlozone, ze ich analiza dla wigkszej liczby gosci wymaga zastosowania
odpowiednich narzgdzi. Dlatego zdecydowatem si¢ uzy¢ sztuczne sieci neuronowe, ktore
nalezag do jednych z bardziej skomplikowanych modeli obliczeniowych, uzywanych w
analizie wzorcow. Sieci neuronowe zostaly wprowadzone do chemii kilkanascie lat temul’""®
i s3 powszechnie uzywane do przewidywania réznorodnych wlasciwosci chemicznych®8 j
fizycznych.[%#7 Jest znanych tylko kilka przyktadow uzycia sieci neuronowych do okreslania
chiralnoéci analitu (nadmiaru enancjomerycznego).®¥®8¥ Natomiast sieci neuronowe nie byty

dotychczas stosowane w chemii supramolekularnej anionow.
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Rysunek 45. Zmiany przesunie¢ grup acetylowych i metylowych w receptorze 74 podczas miareczkowania

2

Liczba Ekwiwalentéw Anionu

S(+)-migdalanem (A) i R(-)-migdalanem (B).

Rysunek 46 pokazuje zaproponowane przeze mnie organizacje jednokierunkowej sieci
do

Wielowarstwowa struktura sieci pozwala na dostosowanie jej mozliwo$ci do rozpoznawania

neuronowej,

wzorcoOw przesunig¢ chemicznych. Liczba wejs¢ sieci odpowiada liczbie protonow ktérych

zmiana przesunig¢cia chemicznego pod wpltywem anionu byta przeze mnie badana. Sie¢ ta

uzywanej

okreslania

konfiguracji

anionow  a-karboksylanowych.

posiada dwa wyjscia, odpowiadajgce chiralno$ci anionowego goscia.

56

Ac1
Ac1
Ac2
Ac2
Ac3
Ac3
Ac4
Acd
Me

Me

Ac1
Ac1
Ac2
Ac2
Ac3
Ac3
Ac4
Acd
Me

Me




Wejscie Warstwy ukryte Wyijscie

e

ALY i e L,

NVaAY/ %, . N\VAV/ = .
\‘?ffﬁ\\?tﬁ-k

A TPRTIANY T ] \
N -
W T\

e P e

konfiguracja
karboksylanu

2N

Zmiana Przesuniecia Chemicznego

N ‘xﬁ’«II‘\\\W
TN PO
PPN

Rysunek 46. Schematyczna reprezentacja sztucznej sieci neuronowej

Niezbgdne dane do uczenia (trenowania) sieci neuronowej zostaly otrzymane poprzez
zarejestrowanie widma 'H NMR samego receptora 74 i widm receptora z dodatkiem
chiralnych karboksylanéw (4 ekwiwalenty, 26 anionéw). Na tej podstawie policzytem i
znormalizowalem zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonéw grup metylowych i
acetylowych, otrzymujac w ten sposob supramolekularne odciski palcow (fingerprint) dla
badanych anionow. Nastepnie dane te podzielitem na dwa zestawy. Zestaw treningowy uzyty
do uczenia sieci oraz zestaw testowy uzyty do walidacji czy sie¢ nauczyta si¢ rozpoznawania
wzorcOw zmian przesuni¢¢ chemicznych, odpowiedzialnych za chiralno$¢.

Proces uczenia sieci neuronowe]j zrealizowatem z uzyciem algorytmu propagacji
wstecznej btedow. W tym algorytmie do neurondéw wejsciowych dostarcza si¢ zmiany
przesunigé chemicznych, a do neuronéw wyjsciowych—chiralno$¢ gosci, odpowiednio [1, 0]
dla S- lub [0, 1] dla R-karboksylanéw. Inng kwestig zwigzang z samg siecig neuronowg jest jej
topologia. Stosuje si¢ rézne metody dobierania optymalnej topologii sieci neuronowych.
Metoda prob i btedéw znalaztem najlepsze wyniki dla sieci posiadajacej dwie warstwy ukryte
po 10 neurondéw. Zestaw treningowy dostarczony do sieci neuronowej sktadal si¢ ze zmian
przesuni¢¢ chemicznych receptora 74 dla aniondéw posiadajgcych réznorodne podstawniki
przy centrum stereogenicznym (Tabela 10). W ten sposob sztuczna sie¢ neuronowa powinna
nauczyc¢ si¢, ktore przesuni¢cia chemiczne odpowiadajg za transfer chiralnosci z anionu do

receptora 74.
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Tabela 10. Aniony uzyte (jako sole tetrabutyloamoniowe) w zestawie treningowym i stan wyj$¢ sieci

neurowych .
] ANNSs output chirality . ANNSs output chirality
Anion Anion
(SIR) (S/R)
OH
~© [1.0, 0.0] [0.97,0.03]
o]

I At
o [0.0,1.0] 0.0, 1.0]

P

: [0.98, 0.02] [0.98, 0.02]
NHBoc MeO
[0.03, 0.97] w [0.0, 1.0]
MeO

o)
o
NH,
o)
H o
NH,
H o
o)
o
DOR
OH
[0.96, 0.04] vz\[(o' [1.0, 0.0]
o)
OH
\/'\Wo
o)

e

Zm
X
O m
(@]
(@]

L O,

Q

[0.05, 0.95] [0.01, 0.99]

W Tabeli 10 przedstawitem aniony zestawu treningowego. Pierwsze z nich,
pochodzace od kwasu migdalowego, zawieraja aromatyczny pierscien fenylowy i donor
wigzania wodorowego W postaci grupy hydroksylowej. Nastepne wywodzace si¢ z kwasu
mlekowego posiadajg podstawnik alifatyczny oraz donor wigzania wodorowego, rowniez w
postaci grupy hydroksylowej. Z kolei, aniony kwasu 2-fenylomlekowego, zawierajg oba
podstawniki—aromatyczny i alifatyczny. Aniony wywodzace si¢ z waliny posiadaja donor
wigzania wodorowego NH i podstawnik alifatyczny, a z fenyloglicyny — wolng grupe NHy i
podstawnik aromatyczny
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Po zakonczeniu dziatania algorytmu odpowiedzialnego za uczenie sieci neuronowej,
byla ona w stanie odtworzy¢ chiralno$¢ gosci, uzytych w zestawie testowym. Majac tak
wytrenowang sie¢ przeprowadzitem dalsza jej walidacje z uzyciem przesunig¢ chemicznych

14 anionéw, nieobecnych w zestawie treningowym (Tabela 11).

Tabela 11. Aniony uzyte ( jako sole tetrabutyloamoniowe) w zestawie testowym

Anion ANNsSs predicted Anion ANNSs predicted
chirality (S/R) chirality (S/R)
MeO, ,CF, o)
Y, o—
[1.0,0.0] WO. [1.0,0.0]
o HN NHBoc
F3C, ,OMe _ o)
[0.06, 0.94] o [0.0, 1.0]
o NHBoc
OMe :
H o = o
[1.0,0.0] )\/©/\[( [0.99, 0.01]
o) @)
OMe (0]
o [0.06, 0.95] o [0.98, 0.02]
o
[1.0, 0.0] [0.01, 0.99]
0]
[1.0,0.0] [1.0,0.0]
[0.0, 1.0] [0.0, 1.0]

Przygotowana w opisany powyzej sposob Sie¢ neuronowa, byla w stanie skutecznie
sklasyfikowa¢ chiralno$¢ dla wszystkich aniondw obecnych w zestawie testowym, co
potwierdza fakt, Zze ,nauczyla” si¢ ona mechanizmu odpowiedzialnego za transport
chiralnosci od anionu do receptora i ze moze by¢ skutecznie zastosowana do okreslania

chiralnosci nowych anionéw, spoza zestawu treningowego i testowego.
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Dodatkowo zdecydowalem si¢ na zastosowanie analizy gtéwnych sktadowych do
dalszego wykorzystania zmian przesuni¢¢ chemicznych receptora 74. Analiza gléwnych
sktadowych (ang. principal component analysis, PCA) jest jedng z technik statystyki, w ktorej
otrzymuje si¢ tak zwane gltowne sktadowe zestawu danych, ktore posiadaja maksymalng
wariancje.®” W ten sposob mozliwa jest redukcja wymiarowosci danych, z zachowaniem jak
najwigkszej ilosci informacji. Rysunek 47 pokazuje dwuwymiarowy wykres dla dwoch
pierwszych skladowych. Co warto podkresli¢, dwie pierwsze skladowe zawieraty az 84%

wariancji danych. Ponadto mozliwe jest graficzne rozroznienie dla wigkszosci enancjomerow.

PCA of Receptor 1 Chemical Shift Changes with Chiral Anions

0.4
ees R
S b5 o0 o2t e®e S
0.2} ot g
~ 20 17
11>, e 5 .?B
e 91 . ° o o2 14
® N .18
00 ¢ N W2 ]
L N 4 e 16
13 .23 ® ®
3 e ~
° N . 1 0
g -0.2} o3 S . 1
—04 B > ~ 1
15 N
L] ~
_06 b ~ N -
—0.8 I L 1 L I L
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
PC1
0:kwas (S)-(-)-o-metoksy-o.- 1:kwas (R)-(+)-a-metoksy-a-  2:kwas (S)-(+)-o-metoksy- 3:kwas (R)-(-)-a-metoksy-
(trifluorometylo)fenylooctowy (trifluorometylo)fenylooctan octowy fenylooctowy
4: (S)-ketoprofen 5: L-(-)-3-fenylomlekowy 6: D-(+)-3-fenylomlekowy 7: Boc-N-L-Trp

8: Boc-N-D-Trp
12: Boc-N-L-Phe
16: Boc-N-L-Val
20: L-fenyloglicyna

9: (S)-lbuprofen
13: Boc-N-D-Phe
17: Boc-N-D-Val
21: D-fenyloglicyna

10: L-fenyloalanina

14:kwas (S)-migdatowy

18: kwas (S)-2-fenylomastowy
22: (S)-naproksen

11: D-fenyloalanina

15:kwas (R)-migdatowy

19: kwas (R)-2-fenylomastowy
23: (R)-naproksen

24:kwas (S)-2-hydroksymastowy 25: (R)-2-hydroksymastowy

Rysunek 47. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) dla zmian przesunie¢ chemicznych receptora 74 po dodaniu
roznych aniondéw, wywodzacych si¢ z kwaséw karboksylowych i aminokwaséw. Wariancja PC1 = 59.8%;
Wariancja PC2 = 24.5%;

60



Innym ciekawym aspektem PCA jest mozliwos¢ analizy wktadow poszczegdlnych

protonéw do pierwszych dwoch komponentow (Rysunek 48).

06 Acetyl and methyl group contributions to the first component Acetyl and methyl group contributions to the second component
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Rysunek 48. Wkiady poszczegolnych protondow receptora 74 do komponentow PC1 i PC2

Najwiecej informacji zawieraly przesunigcia chemiczne protonow grup metylowych
diindolometanu oraz protonéw grup acetylowych w pozycji 4 w pierScieniu
glukopiranozowym. Wklady tych protonéw moga zosta¢ tatwo wyjasnione. Protony grup
acetylowych znajduja si¢ w bezposrednim otoczeniu luki wigzacej anion i zmiana ich
przesunigé chemicznych moze by¢ bezposrednio powiazana z chiralno$cia goscia. Natomiast
zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonéw diindolometanowych mozna powigzaé ze struktura
supramolekularnej helisy, tworzong przez czg¢s¢ diindolometanowsg, ktora moze ulegaé

procesowi zwijania lub rozwijania pod wptywem wigzania anionu.

3.3. Synteza nowej platformy bispirolobenzenowej i jej wltasciwosci
kompleksujace

Badania wtasciwos$ci kompleksujacych receptora diindolometanowengo 74 pokazaly,
ze receptor charakteryzujacy si¢ zdolnoscig do efektywnego chiralnego rozpoznania, nie musi
by¢ ugruntowany konformacyjnie. Receptor diindolometanowy 74 posiada dwie labilnie
konformacyjnie jednostki indolowe, ktérych wzajemne ustawienie moze by¢ regulowane
poprzez kompleksowanie chiralnego goscia. Jak pokazalem w poprzednich dwoch
rozdziatach, prowadzi to do jego interesujacych, z punktu widzenia rozpoznania chiralnego,
wlasciwosci. Receptor bispirolobenzenowy 82 zostal zaprojektowany przeze mnie na

podstawie wnioskow uzyskanych z badan nad receptorem 74.
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Receptor bispirolobenzenowy 82 zsyntezowatlem w trzech etapach, wychodzac z

handlowo dostepnego kwasu 5-metoksyizoftalowego (Schemat 8).

OMe OMe
H H _a
/\/N N\/\ SN =
(0] O \ NH HN /
83 84

OMe OMe

82 85

a) i) COCl,, toluen 24h, ii) t-BuOK, THF, 49%; b) CCI;COCI, CHCls, 2,6-lutydyna, 38%; c) BuNH,, MeCN,
reflux, 88%.

Schemat 8. Synteza nowej platformy wigzacej aniony opartej na szkielecie bispirolobenzenu 82

W pierwszym etapie generowany jest dichlorek z kwasu 5-metoksyizoftalowego, w
wyniku reakcji z chlorkiem tionylu, katalizowanej DMF. Reakcja tego dichlorku kwasowego
z alliloaming prowadzi do diamidu 83. Szkielet bispirolobenzenowy zostal otrzymany na
drodze reakcji diamidu 83 z fosgenem, a nast¢pnie poprzez traktowanie iminochlorkowego
produktu posredniego t-BuOK w THF. Tak otrzymany bispirolobenzen 84, zostat nastepnie
poddany reakcji acylowania chlorkiem kwasu trichlorooctowego, co prowadzito do zwigzku
85. Synteze¢ receptora anionow 82 zakonczylem reakcja n-butyloaminy z pochodng
trichloroacetylowg 85.

Wiasciwosci kompleksujace receptora 82 zostaty zbadane metodg miareczkowania
pod kontrola *H NMR, prowadzone przy stalym stezeniu receptora W mieszaninie DMSO +
0.5% H,0. State trwatoSci wyznaczylem stosujgc regresje nieliniowg indukowanej wigzaniem
anionu zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonow NH - amidowego i pirolowego.
Stechiometria kompleksowania zostata dodatkowo potwierdzona za pomocg eksperymentow
Joba. Miareczkowania receptora 82 standardowym, wybranym przeze mnie, zestawem
anionOw pokazaly, ze wszystkie aniony, z wyjatkiem anionoéw fluorkowych, byly wigzane ze

stechiometrig 1:1 (Tabela 12).
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Tabela 12. State wigzana wyznaczone dla receptora 82 za pomoca miareczkowan "H NMR w DMSO + 0.5%
H,0.

Lp. b b
Anion® KJ/M? Stechiometria (H-G) Admax Asmax
pirol/ppm amid/ppm
1 66+25 1:1
= 5,24 3,01
2 1456121 1:2
3 Cr 6.0+1 1:1 141 1,71
4 AcO’ 29749 1:1 1,54 1,35
5 PhCOO 47.5+1 1:1 1,84 0,87
6 H,PO, 1037+94 1:1 2,44 1,81

fuzyte jako sole tetrabutyloamoniowe basymptotyczna zmiana przesuni¢cia chemicznego

Typowe aniony karboksylanowe — octan i benzoesan, byty wigzane ze statymi, odpowiednio
297 i 47.5 M. Znacznie mniej zasadowy anion chlorkowy byl wiazany z mniejsza stata 6.0
M™. Natomiast anion bromkowy prawdopodobnie jest zbyt duzy, w poréwnaniu do luki
wigzace] receptora 82, wobec czego jego dodatek do receptora nie powodowal widocznych
zmian przesuni¢¢ chemicznych protonow NH. Z Kolei, tetraedryczny anion
diwodorofosforanowy wykazywatl najwicksza stala trwatosci 1037 M™. Stale trwatosci
kompleksow receptora 82 z anionami sg stosunkowo mate w poréwnaniu do wczeSniej
badanych receptordw anionéw, bazujacych na dipirolometanie® i diindolometanie.™®
(wszystkie omawiane tu receptory anionow posiadaja cztery donory wigzania wodorowego).
Wigzanie anionu przez konformacyjnie labilny receptor 82 wymaga, aby przyjat on
zdefiniowang konformacje¢. Receptor 82 posiada luk¢ wigzgca w konformacji syn-syn, ktéra
dobrze dopasowuje si¢ do wigkszo$ci aniondw. Szczegdlny charakter mial proces wigzania
anionu fluorkowego — przebiegal ze stechiometria go$¢ — gospodarz 2:1, a druga stata
wigzania Kj.; byta duzo wigksza (1456 M'l) niz pierwsza (Ki.; = 66 M'l). Dodatkowo,
bardziej szczegotowa analiza izoterm wigzania pokazuje, ze dla protondw aromatycznych i
protondéw grupy metylowej receptora 82, obserwuje sie kilka ciekawych wlasciwosci wigzania

receptora 82 z anionem fluorkowym (Rysunek 49).
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Rysunek 49. Zmiany przesuni¢é chemicznych protondow receptora 82 podczas miareczkowania anionami
fluorkowymi

Po dodaniu do roztworu receptora 82 jednego ekwiwalenta anionéw fluorkowych,
protony H! i H? ulegaly przesunigciu w dot pola, co moze zosta¢ zinterpretowane jako

przesunigcie rownowagi w kierunku konformacji syn-syn receptora (Schemat 9).

N

L ~ —>
<:> Va4
i i i il Q/ powolna = O e
réwnowaga
Syn-syn syn-anti anti-anti

Schemat 9. Proponowany mechanizm wigzania anionu fluorkowego przez receptor 82

Natomiast protony grupy metylowej zostaty przestonigte (przesuwaja si¢ w gore pola),
co mozna wytlumaczy¢ zwigkszeniem si¢ gestosci elektronowej pierscienia benzenowego na
skutek zwigzania anionu fluorkowego. Dalsze zwigkszanie stezenia anionu fluorkowego (do
dwoch ekwiwalentow) powodowato przeciwng zmiang Kierunku przesunigcia chemicznego
dla protonu H*, mianowicie jego ponowne przesuniecie w gore pola. Mozna to interpretowaé
jako czgsciowe rozerwanie wigzania wodorowego pomigdzy anionem fluorkowym a
protonem H*. Prawdopodobnie jest to skorelowane ze zmiana konformacji receptora 82 na
syn-anti, wymaganej do zwigzania dwoch anionow fluorkowych. W tym momencie dalsze
zwiekszanie stezania anionu fluorkowego nie powodowato znaczgcej zmiany przesunigé
protonow NH - amidowego 1 pirolowego. Powodowato natomiast znaczaca zmiang
przesuniecia chemicznego protonu H? i spowolnienie rotacji konformerow w skali czasu

NMR, manifestujacej si¢ poszerzaniem sygnatow (Rysunek 50).
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Rysunek 50. Fragmenty widm podczas miareczkowaniau;;c;ptora 82 anionem fluorkowym. Indukowana
anionami fluorkowym powolna rownowaga konformacyjna receptora 82 w skali czasu NMR (* amidowy NH,
H*,oH?, e pirolowe Ar-H)

Protony CH, nalezgce do pierscieni pirolowych i benzenowego, wykazaly ten typ
powolnej réwnowagi, co pozwala wnioskowa¢, ze ma to zwigzek z zahamowang rotacja
pierscieni pirolowych wzgledem pierScienia benzenowego. Mozna to wytlumaczy¢
przypuszczeniem, ze receptor 82 wigze dodatkowy, trzeci anion fluorkowy za pomoca
stabych oddziatywan CH:---anion. Wigzanie tego anionu wymusza zmian¢ konformacji
receptora 82 na anti-anti i jest powolne w skali czasu NMR. Proponowany mechanizm
wigzania anionu fluorkowego jest przedstawiony na Schemacie 9.

Odwracalno$¢ tego procesu zbadatem poprzez dodatek wolnego receptora 82 do
roztworu receptora 82, wysyconego anionem fluorkowym (4 ekwiwalenty), co spowodowato
koalescencje sygnatow protonow H' i H%. W celu glebszego zbadania tej indukowanej
anionem zmian réwnowagi konformacyjnej, zostaly przeprowadzone eksperymenty z
uzyciem zmiennotemperaturowych pomiarow NMR (VT NMR, Rysunek 51). Podwyzszenie
temperatury powodowalo poszerzanie sygnalow protonéw nalezacych do pierscienia
benzenowego, z temperaturg koalescencji 328 K. Mimo tego, ze bariera rotacji zalezy od
stalej wigzania anionu fluorkowego, ktora jest réwniez zalezna od temperatury, analiza

zaleznos$ci In(k/T) od 1/T wykazuje, ze ma ona charakter liniowy (Réwnanie Eyringa).
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Rysunek 51. Wykres Eyringa dla statych wymiany otrzymany z analizy ksztattu linii protonu H' w receptorze
aniondéw 82 z anionem fluorkowym (4 ekw.) w DMSO-ds+0,5% H,O. Bariera rotacji AG,es k * = 14,5 kcal/mol
zostata policzona z AH* = 11,06+0,05 kcal/mol i AS* = -11,7 + 0,7 cal/mol (wstawka pokazuje fragment widma
protonu H%)

Poprawno$¢ zaprezentowanego modelu wigzania anionu fluorkowego przez receptor
82 potwierdzitem réwniez modelowaniem molekularnym, ktore pokazalo, ze receptor w
konformacji anti-anti moze wigza¢ dodatkowy anion fluorkowy. Ta konformacja ma
odpowiedniag geometri¢ donoré6w wigzania wodorowego (protony CH benzenu i pirolu),
pozwalajaca wigza¢ maty anion fluorkowy poprzez stabe wigzania wodorowe. Jak byto to
pokazane wczesniej, aniony mogg by¢ wigzane poprzez stabe oddziatywanie
C-H:--anion.®> 4 Struktura kompleksu receptora 82 z trzema anionami fluorkowymi jest
pokazana na Rysunku 52. Odleglosci pomiedzy anionem fluorkowym a atomami C-H

(benzenowym i pirolowym) wynosilty odpowiednio 2,013 A i 2,127 A.
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Rysunek 52. Widok na zoptymalizowana struktur¢ DFT (@B97X-D/6-311++G**) kompleksu receptora 82 z
anionami fluorkowymi. W celu uproszczenia obliczen grupy n-butylowe zostaty zastapione przez grupy
metylowe

Zdolno$¢ zmiany konformacji receptora pod wplywem wigzania anionu zostala
réwniez zbadana przy uzyciu miareczkowania konkurencyjnego dla trzech réoznych anionow,
ktore tworzyly kompleksy o roznej stechiometrii (octan i diwodorofosforan (1:1) oraz anion
fluorkowy (1:2)). Po dodaniu octanu TBA do roztworu receptora 82, jego konformacja ulega
zmianie na syn-syn, w wyniku tworzenia si¢ kompleksu o stechiometrii 1:1, z wszystkimi
donorami wigzania wodorowego skierowanymi ku anionowi. Natomiast dodatek anionu
fluorkowego prowadzi do zmiany konformacyjnej w kierunku syn-anti, w wyniku tworzenia
si¢ kompleksu o stechiometrii 1/2. Z kolei, dodanie trzeciego anionu -
diwodorofosforanowego prowadzi powrotnie do konformacji syn-syn (prawdopodobnie
zasadowy anion fluorkowy jest w stanie deprotonowaé¢ diwodorofosforan, a wielokrotnie
natadowane aniony fosforanowe sg w stanie wyprze¢ anion fluorkowy). Dowod na takie
zmiany konformacyjne, podczas konkurencyjnego miareczkowania, uzyskatem z analizy
zmian przesunie¢ chemicznych protonéow H' i H?, ktore moga tworzyé wigzania wodorowe w
odpowiedniej konformacji. Proton H! preferuje tworzenie wiazania wodorowego z anionem w
konformacji syn-syn, natomiast H®> — w konformacji Syn-anti. Zmiany przesunigé
chemicznych protonow H' i H?, podczas miareczkowania konkurencyjnego, pokazane sa na
Rysunku 53.
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Rysunek 53. Zmiany przesunie¢ chemicznych protonow H' i H? receptora 82, przy dodaniu AcO’, F~i H,PO,,
podczas miareczkowania konkurencyjnego

Eksperymenty ROESY i NOESY dla receptora 82 z dodatkiem anionéw fluorkowych
nie pozwolity na wysuni¢cie dodatkowych wnioskow na temat zmian konformacyjnych
zwiazanych z kompleksowaniem anionu, z powodu poszerzania si¢ sygnaléow w widmie *H
NMR. Miareczkowanie receptora 82 w acetonitrylu dato interesujace wyniki, $wiadczace o
zachodzacej zmianie konformacyjnej pod wptywem anionu chlorkowego (Rysunek 54).
Przyktadowo, przesuni¢cie chemiczne protonu H? ulegato zmianie (na skutek tworzacego si¢
wigzania wodorowego) dopiero po dodaniu wiecej niz jednego ekwiwalentu anionu
chlorkowego. Swiadczy to, ze receptor 82 z dodatkiem jednego ekwiwalentna anionu
chlorkowego tworzy stabilny kompleks o stechiometrii 1:1 (konformacja syn-syn). Dalsze

zwigkszanie stezenia anionu chlorkowego prowadzi do zmiany konformacji na syn-anti.
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Rysunek 54. Zmiany przesuniccia chemicznego dla protonu H? receptora 82 podczas miareczkowania anionem
chlorkowym w MeCN-d; (Ky.; = 11590+3940 K,.; = 27+12)
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Analiza widm 1D NOESY potwierdzita powyzsze obserwacje. Widmo 1D NOESY
receptora pokazato, ze rozklad konformerow jest praktycznie statystyczny; gdy dodano jeden
ekwiwalent anionu chlorkowego, receptor zmienit swoja konformacje na syn-syn, co
uwidacznia si¢ jako zwickszenie intensywnosci sygnalu protonu H! przy ,naswietlaniu”
protonu indolowego. Dalsze zwigkszenie stezenia anionu chlorkowego prowadzito do
zwigkszenia intensywnosci protonu H? kosztem protonu H', co jest konsekwencja zmiany

konformacji na syn-anti.
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Rysunek 55. Widma 1D NOESY receptora 82 przy réznych st¢zeniach anionu chlorkowego w MeCN-d3

Powyzsze wyniki sugeruja, ze receptor aniondw 82 moze pehi¢ funkcje¢ molekularnej
bramki logicznej. Dlatego przeprowadzitem badania w tym kierunku, z uzyciem aniondéw
fluorkowego i diwodorofosforanowego, z odczytem za pomocg widm UV/VIS i
fluorescencyjnego. Obecno$¢ anionu w roztworze w okreSlonym st¢zeniu zostata
zdefiniowana jako stan wej$cia 1, a jego nieobecno$¢ jako 0. Rysunek 56A pokazuje widma
UV/VIS dla receptora 82 dla roznych kombinacji anionowych wejs¢. Tylko obecnos$¢ anionu
fluorkowego (0,1) powoduje batochromowe przesunigcie maksimum absorpcji. Odpowiednio,
receptor aniondw 82 peini funkcj¢ bramki logicznej INHIBIT. Bramka logiczna INHIBIT

moze by¢ rozpatrywana jako bramka AND z jednym z wej$¢, odwréconym przez funkcje
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NOT. Rysunek 56B pokazuje (na wykresie stupkowym) absorbancje mierzong dla 360 nm.
Wykres ten tatwo pozwala okresli¢ jej stan na podstawie absorbancji przy rdéznych
anionowych wejsciach. Rysunek 56C pokazuje odpowiednik w postaci uktadu
elektronicznego. Na rysunku 56D zawarta jest tabela prawdy dla tej bramki logicznej.

A) B)

—82
1.4+ ——82+50eq F
82 + 50eq F" + 50eq H,PO,
——82+50eqH,PO,

1.21

1.0+

0.8 1
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C) D)
F -— TBA H,PO 0 1 0 1
2P0y
H,PO; — - TBAF 0 0 1 1
Wyjscie 0 0 1 0
INHIBIT

Rysunek 56. Receptor 82 jako molekularna bramka logiczna INHIBIT, F i H,PO, jako wejscia i odczyt
absorbancji UV/VIS. A)Widma UV/VIS dla kombinacji wejs¢ w DMSO, B) Wykres slupkowy pokazujacy
eksperymentalng absrobancje dla 360 nm. Przerywana linia reprezentuje hipotetyczny prog dla procesu odczytu.
C) Ekwiwalent w postaci uktadu elektronicznego dla bramki INHIBIT. D) Tabela prawdy dla tej bramki
logicznej

Z kolei, analiza zmian fluorescencji receptora 82 ujawnita, ze przy uzyciu tego
odczytu receptor 82 petni funkcje innej bramki logicznej. Rysunek 57A pokazuje zmiany
fluorescencji receptora 82 przy roznych kombinacjach anionowych wejsé. W tym przypadku
mierzona fluorescencja ulega duzemu przesunigciu batochromowemu, tylko w przypadku
jednoczesnej obecnosci anionu fluorkowego i1 diwodorofosforanowego. Rysunek 57B
pokazuje intensywno$¢ fluorescencji mierzong przy 390 nm. Analiza tych zmian pozwolita
ustali¢, ze receptor aniondw pelni funkcje bramki logicznej NAND. Bramka logiczna NAND
moze by¢ rozpatrywana jako bramka AND, z wyjsciem odwroconym poprzez funkcje NOT.
Rysunek 57C pokazuje ekwiwalent elektroniczny tej bramki. Natomiast rysunek 57D
prezentuje tabele prawdy, ktora potwierdza, ze receptor 57 petni funkcje bramki NAND z
odczytem fluorescencyjnym. Warto jest rowniez zauwazy¢, ze receptor 57 moze

funkcjonowac jako bramka logiczna AND przy pomiarze fluorescencji przy 470 nm.
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Rysunek 57. Receptor anionéw 82 jako bramka logiczna NAND, F i H,PO, jako wejscia i odczyt
fluorescencyjny A) Widma emisyjne dla kombinacji wej$¢ przy wzbudzeniu 330 nm B) Wykres stlupkowy
pokazujacy eksperymentalng fluorescencje przy 390nm dla wzbudzenia 330 nm. Przerywana linia reprezentuje
hipotetyczny prog dla procesu odczytu. C) Ekwiwalent elektroniczny dla bramki logicznej NAND. D) Tabela
prawdy dla bramki NAND

3.3.1. Préba syntezy monosacharydowej pochodnej bispirolobenzenu

Jako ze receptor 82 wykazal ciekawe wilasciwosci kompleksujace dla achiralnych
anion6w, postanowitem zsyntezowa¢ jego polaczenie z glukozaming, aby otrzymac
potencjalny receptor na chiralne aniony. Reakcja chlorowodorku peracetylowanej
glukozaminy 86 z pochodng trichloroacetylowa 85 w obecnosci trietyloaminy, we wrzagcym

acetonitrylu, nie doprowadzita niestety do oczekiwanego produktu 87 (Schemat 10).
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Schemat 10. Planowana synteza receptora 87

Sytuacji nie poprawito wydluzenie czasu reakcji, zaobserwowalem jedynie rozktad

substratow. Powyzsza obserwacja sugeruje, ze atom azotu w peracetylowanej glukozaminie
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86 nie jest wystarczajaco nukleofilowy. Dodatkowo, jego reaktywnos$¢ jest zmniejszana przez
sasiednie grupy acetylowe, ktore stanowig istotng zawad¢ steryczng. Wydaje sig, ze receptor

87 moze zosta¢ otrzymany w alternatywnej syntezie (Schemat 11).

85 88

i) NaOMe, MeOH; ii) NaOH/H2O; iii) 86

87

Schemat 11. Proponowana synteza receptora 87

Pochodng trichloroacetylowa 85 mozna podda¢ metanolizie w obecnosci metanolanu
sodu co powinno prowadzi¢ do pochodnej diestrowej 88. Diester 88 mozna z kolei poddaé
hydrolizie, prowadzacej do dikwasu 89. Receptor 90 moze zosta¢ zsyntezowany z uzyciem
typowych odczynnikow sprzegajacych np. DCC lub DCI. Proponowane proby tej syntezy

zostang podjete tuz po zakonczeniu prac nad moim doktoratem.
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4. Podsumowanie i wnioski

Cele naukowe, postawione w mojej rozprawie doktorskiej, wigzaty si¢ z
nastepujacymi gtownymi zadaniami:

-synteza hybrydowych receptoréw — pochodnych diindolometanu i monosacharydéw,

-zbadanie wlasciwoéci wigzacych otrzymanych receptorow oraz ich zdolnosci do
rozpoznawania chiralnych anionow,

-badania strukturalne otrzymanych receptoréw i ich komplekséw z anionami, z uzyciem
technik NMR i RAS.

Cele powyzsze zostaty zrealizowane, a najwazniejsze wnioski pltynace z uzyskanych
przeze mnie wynikow przedstawiam ponize;.

Z powodzeniem zsyntezowatem receptor 74, bedacy pochodng diindolometanu i
kwasu D-glukuronowego. Otrzymatem takze receptor odniesienia 79, bedacy analogiczng
pochodng 7-aminoindolu. Badania kompleksowania achiralnych anionéw, octanowego |
benzoesanowego pokazaly, ze receptor 74 charakteryzuje si¢ stalymi kompleksowania
mniejszymi o rzad wielkos$ci, w poréwnaniu z jego achiralnym wariantem, prawdopodobnie
na skutek wickszej zawady sterycznej. Jeszcze mniejsze state trwatosci obserwowatem dla
uktadow chiralny receptor — chiralny gos¢ (kolejne zmniejszenie o rzad wielkosci).

Receptor 74 byl w stanie zrdéznicowac chiralne aniony, wywodzace si¢ z
o-hydroksykwasow i N-zabezpieczonych aminokwaséw, np. z enancjoselektywnos$cia
dochodzaca do wartosci 3.7 dla kwasu 3-fenylomlekowego. Badania chiralnego rozpoznania
aniondéw, wywodzacych si¢ z réznorodnych kwasow, pokazaty, ze obecno$¢ dodatkowego
donora wigzania wodorowego w pozyCji o anionu jest decydujgca, aby receptor 74
wykazywal skuteczno$¢é w tym procesie. Z kolei, uzycie techniki 'H — 'H ROESY do
zbadania oddziatywan istniejacych w kompleksie receptora 74 z anionami, wywodzacymi si¢
z kwasu migdalowego, pozwolito pokaza¢, ze enancjomeryczne migdalany sa roznie
umiejscowione wewnatrz luki wigzacej receptora.

Co bylo do przewidzenia, receptor odniesiena 79 nie wykazal znaczacego chiralnego

rozpoznania w odniesieniu do omawianych anionow. Potwierdza to trafnos¢ wyboru
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platformy diindolometanowej jako motywu wigzacego w Konstrukcji  receptorow,
efektywnych w chiralnym rozpoznaniu. Rentgenowska Analiza Strukturalna receptora 79
pokazata réwniez istnienie szeregu wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, pomigdzy
indolowym i amidowym NH, a cukrowymi atomami tlenu. Te wewnatrzczasteczkowe
wigzania wodorowe moga odgrywa¢ wazng rol¢ w odpowiednim preorganizowaniu jednostki
indolowej wzgledem pier$cienia glukopiranozowego, co pokazuje, jak istotne mogg by¢
wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe W projektowaniu receptorow efektywnych w
chiralnym rozpoznaniu anionow.

W trakcie prowadzonych przeze mnie badan metoda NMR oddzialywan receptora 74
z chiralnymi anionami, zauwazylem, ze zwigzek ten wykazuje ciekawe zmiany przesuni¢é
chemicznych dla protonéw pierScienia glukopiranozowego i protonow grup acetylowych,
indukowane kompleksowaniem anionu. Sktonito mnie to do skorelowania tych zmian z
chiralnoscig anionowych gosci. Do analizy wykorzystalem metod¢ Sztucznych sieci
neuronowych. Wymagato to wybrania odpowiedniej jej topologii i ,nauczenia” jej
rozpoznawania chiralno$ci gosci. PO tym procesie, sztuczna sie¢ neuronowa byta w stanie
okresli¢ chiralno$¢ 14 anionowych gosci, na podstawie zmian przesuni¢é¢ chemicznych (AJ).

Niespodziewanie dla mnie, analiza glownych sktadowych (PCA) przesunigé
chemicznych receptora 74, indukowanych wigzaniem chiralnych anionéw pozwolita na
znalezienie ukrytej struktury zmian przesuni¢¢ chemicznych, mianowicie, na rozréznienie
konfiguracji wigkszosci badanych anionow, bez uprzedniego dostarczania tej informacji
explicite. Obserwacje te pokazuja, ze zmiany przesuni¢¢ chemicznych receptora 74 niosg ze
sobg zakodowang informacj¢ na temat chiralno$ci anionowego goscia.

Otrzymane przeze mnie dla diindolometanowgo receptora 74 rezultaty, sktonity mnie
do zaprojektowania i zsyntezowania nowego receptora 82 z bispirolobenzenowym motywem
wigzacym aniony. Receptor 82 zsyntezowalem w Kilkuetapowej syntezie, w ktorej
kluczowym etapem byta konstrukcja pierscieni pirolowych positkujac si¢ pochodng 83.
Zgodnie z moimi oczekiwaniami, receptor 82 wykazat ciekawe wilasciwosci wigzace aniony,
co potwierdzitem do$wiadczalnie. Wigzanie wigkszosci anionow w DMSO-dg + 0.5 H,O
przebiegato ze stechiometrig 1:1, z wyjatkiem anionu fluorkowego, ktory wykazywat bardziej
ztozony model procesu kompleksowania. Ponadto, wigzanie anionu fluorkowego
powodowato zahamowanie rotacji pierscieni indolowych wzgledem pierscienia benzenowego.
Do wyjasnienia tego faktu, zaproponowatem kompleksowanie trzeciego anionu fluorkowego
przy uzyciu nieklasycznych oddziatywan C-H---F. Potwierdzitem to modelowaniem

molekularnym, ktore pokazato ze w konformacji anti-anti receptor 82 posiada odpowiednia
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geometrie dla wiazania trzeciego anionu fluorkowego. Z kolei, za pomoca techniki *H
NOESY wykazalem, ze w mniej wymagajacym rozpuszczalniku, jakim jak MeCN-ds,
konformacja receptora moze by¢ kontrolowana zmiang stezenia anionéw chlorkowych.

Receptor 82 moze by¢ rowniez rozpatrywany jako molekularna bramka logiczna
INHIBIT lub NAND, ktorych stan byt kontrolowany uzyciem anionowych wejs¢ — anionéw
fluorkowego i diwodorofosforanowego, a jej wyjScie moze by¢ odczytane przy uzyciu
spektroskopii UV/VIS i fluorescencji.

Jestem przekonany, ze przedstawiony tutaj motyw wigzacy moze by¢ uzyteczny w
konstruowaniu receptorow anionoéw, przy czym szczegdlnie cickawe wydaje si¢ by¢ jego
wykorzystanie w chiralnym rozpoznaniu.

Analiza powyzszych stwierdzen wskazuje, ze udalo mi si¢ zrealizowaé prawie
wszystkie zaplanowane cele, a uzyskane wyniki dostarczajg istotnych wskazowek, co do
konstrukcji receptoréw skutecznych w chiralnym rozpoznaniu. Niestety, nie bylo mi danym,
jak dotad, zbadanie wlasciwosci chiralnego rozpoznania nowego receptora z opisanym wyzej

motywem bispirolobenzenowym.
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5. Czes¢ eksperymentalna
5.1. Uwagi ogélne

Odczynniki i rozpuszczalniki:

Wszystkie reagenty handlowo dostgpne (Sigma-Aldrich) byly uzywane bez dalszego
oczyszczania. N-Boc zabezpieczone aminokwasy sg handlowo dostepne z Iris Biotech
GMBH. Dichlorometan byt suszony nad wodorkiem wapnia. THF byt destylowany z ketylu

benzofenonu sodu.
Metody analityczne:

Temperatury topnienia zostaly wyznaczone za pomocg aparatu Boétius M HMK 1 nie byty
korygowane. Skrecalno$ci wiasciwe zostaly wyznaczone za pomocg polarymetru Jasco 2000.
Chromatografia preparatywna byta prowadzona na zelu krzemionkowym Merck Kieselgel 60
(230-400 mesh). Natomiast do chromatografii TLC byta uzywatem ptytek Merck Kieselgel
F254. Do wizualizacji chromatograméw stosowatem UV, a tam gdzie bylo to niezbedne,
rébwniez uzywalem wywotywacza cerowo-molibdenowego. Analizy spaleniowe byty
wykonywane na aparacie Perkin-Elmer typ 240. Widma masowe wysokiej rozdzielczosci
byly wykonywane z uzyciem techniki ESI i analizatorem TOF. Pomiary NMR byly
prowadzone na aparatach Varian200, Varian400, Varian600, Bruker500. Przesunigcia
chemiczne s3 podane w ppm. Uzyto nastgpujacych skrotow do opisu multipletowosci
sygnatow. (s — singlet, d — dublet, t — tryplet, g —kwartet, qn — kwintet, dd — dublet dubletow,
m — multiplet). State sprzgzen J s3 podane w Hz. Rentgenowska Analiza Strukturalna
receptora 79 zostata wykonana w Pracowni Krystalochemii Uniwersytetu Warszawskiego za

pomoca dyfraktometru KM4CCD k-axis.
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5.2. Synteza receptorow

1,2,3,4-Tetra-O-acetylo-p-D-glukuronian acetylu (76) Kwas D-

O OAC glukuronowy (75) (5.00 g, 25.75 mmol) zawiesitem w bezwodniku
AcO.,, ') octowym (75ml). Mieszaning reakcyjng ochtodziem do 0 °C w tazni
OAc woda/léd, | dodatem powoli jod elementarny (350mg, 1.65mmol).

AcO (E) Ac Czerwona zabarwiona mieszaning reakcyjnag mieszatem w

temperaturze 0°C przez 2h a nastepnie przez 3h w temperaturze pokojowe;.
Nieprzereagowany bezwodnik octowy usunatem pod zmniejszonym cis$nieniem na
prozniowej wyparce rotacyjnej (temperatura tazni wodnej nie powinna przekracza¢ 40 °C ).
Po usuni¢ciu rozpuszczalnika, surowy produkt ulegl zestaleniu i zostal przeze mnie
rozpuszczony w dichlorometanie (100mL) i przemyty dwukrotnie wodnym roztworem
Na,S;0; 1M (2x50ml), wysuszony (bezw. Na,SO,), przesaczony i zat¢zony. o-Anomer
obecny jako zanieczyszczenie, usungtem przez krystalizacje z mieszaniny dichlorometanu z
eterem naftowym. Bezbarwne krysztaty (7.29 g, 70%). T.t. 130-131 °C, [op] = 2.2 (c 1.011,
CH,Cly).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5.80 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 5.36 (t, J = 9.1 Hz, 1H), 5.28 (dd, J =
10.9, 6.7 Hz, 1H), 5.11 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 4.31 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 2.26 (s, 3H), 2.12 (s, 3H),
2.05 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.03 (s, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) § 169.95, 169.47, 169.31, 168.79, 164.88, 162.68, 91.48, 73.15,
71.42,70.17, 68.19, 22.23, 20.85, 20.67 (s, 2C), 20.61.

ESI-HRMS: CyH20012 obliczono 427.0847, znaleziono 427.0859, dla [M+Na]".

0. OH Kwas 1,2,3,4-Tetra-O-acetylo-B-D-glukuronowy (77) Bezwodnik 76
. ) mmol) rozpuscitem W mieszaninie . wo 1
(7.29 9, 18 ) puscit i inie (2:1) dy i THF
AcO., . . )
mil) 1 roztwor mieszatem przez . Nastepnie usungtem
o Q (200 ml) ; i 12h D fem THE
AcO 4 OAc pod zmniejszonym cisnieniem az do pokazania si¢ biatej zawiesiny
OAc

produktu w wodzie. Produkt ekstrahowatem  dichlorometanem
(100 ml), faze organiczng oddzielitem od fazy wodnej, ktora osuszytem (Na,SO,) i zatezytem.
Krystalizacja z mieszaniny dichlorometan/eter naftowy doprowadzita do otrzymania produktu
w postaci bezbarwnych krysztatow: (5.1 g, 78%) T.t. 138-139 °C, [ap] = 10.7° (c 1.042,
CH,Cl,)
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'H NMR (400 MHz, CDCls) & 9.10 (bs, 1H, COOH), 5.79 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.35 — 5.25
(m, 2H), 5.19 — 5.10 (m, 1H), 4.28 — 4.22 (m, 1H), 2.12 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.04 (s, 3H),
2.03 (s, 3H).

3¢ NMR (101 MHz, CDCl3) 6 170.44, 170.14, 169.89, 169.43, 169.07, 91.39, 72.47, 71.84,
70.16, 68.65, 20.90, 20.69 (s,2C), 20.64.

ESI-HRMS: Cy4H;501; obliczono 407.05608 dla [M-H+2Na]" znaleziono 407.05619.

N 7-Nitroindol (81) Do kolby trdjszyjnej (250 ml), zaopatrzonej w mieszadto i
N~ termometr, dodatem 1,2-dinitrobenzen 80 (5.0 g, 29.74 mmol) i rozpuscitem w
NO, H suchym THF (110ml). Otrzymany roztwér mieszatem w atmosferze argonu i
ochtodzitem do -60 °C, a nastgpnie wkroplitem roztwor bromku winylomagnezowego w THF
(1M, 95 ml) tak aby utrzymywaé wewnetrzng temperature -50 °C — -60 °C. Po zakonczeniu
wkraplania mieszanina reakcyjna byta mieszana w -60 °C przez 3h. Po tym czasie dodatem
roztwor chlorku amonu (10.5 g) w wodzie (40 ml) i przesaczylem mieszaning reakcyjng przez
celitt. THF wusungtem pod zmniejszonym cisnieniem a produkt wyekstrahowatem
chloroformem, wysuszytem (bezw. Na;SOy), i zatezytem. Produkt 81 oczyscitem finalnie
poprzez chromatografie kolumnowa (heksan/AcOEt)(9/1)(v/v). Zétte krysztaty: (1.81 g, 37%)
T.t. 92-93 °C.
'H NMR *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 11.92 (s, 1H), 8.09 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 7.53 (t, J
= 2.8 Hz, 1H), 7.23 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.74 (dd, J = 3.2, 1.9 Hz, 1H).
¥C NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 132.63, 132.10, 128.94, 128.73, 128.10, 118.70, 118.47,
103.15.
Analiza elementarna (%) Obliczono dla CgHgN2O,: C 59.26, H 3.74, N 17.28, znaleziono C
59.44, H 3.74, N 17.49.
ESI-HRMS: CgHsN,O, obliczono 162.04293 dla [M+Na]™ znaleziono 162.04228.

Receptor 74. Kwas 1,2,3,4-tetra-O-acetyl-p-D-
O N 7 glukuronowy 77 (724 mg, 2 mmol) rozpuscitem w
L O suchym DCM (40 ml), ochlodzitem do 0 °C a

HN o

NH .
0 nastepnie dodatem chlorek oksalilu (0,18 ml, 2.2

AcO., /0 o OAC mmol) i DMF (0.30 ml). Mieszaning reakcyjna
Aco” Y OAc Aco“‘“g utrzymywalem w tej temperaturze przez 30 min, a
OAc “OAc

AcO nastepnie mieszalem w temperaturze pokojowej przez
1h. W oddzielnej kolbie okraglodennej (100 mL) umiescitem 1,1-bis-(3-metyl-7-nitro-1H-
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indol-2-y1)-propant*® (392 mg, 1 mmol), rozpuscitem w metanolu (50 mL) i dodatem 10%
palladu na weglu (100 mg). Mieszaning reakcyjng mieszatem w obecnosci wodoru, a postep
reakcji badatlem za pomoca TLC. Po zakonczeniu reakcji, Katalizator palladowy usunatem
poprzez przesgczenie mieszaniny reakcyjnej przez celit. PO usunigciu rozpuszczalnika
otrzymatem 1,1-bis-(7-amino-3-metylo-1H-indol-2-yl)-propan (78). Roztwoér otrzymanej
diaminy 78 i pirydyny (0.40 ml, 4.9 mmol) w DCM (40 ml) zostal powoli dodany do
otrzymanego wczesniej chlorku kwasowego w 0 °C. Mieszanina reakcyjna byla mieszana w
tej temperaturze przez 30 min, a nastepnie przez 2 h w temperaturze pokojowej. Po
zakonczeniu procedury, mieszaning reakcyjng przeniostem do rozdzielacza i przemytem 0.1M
wodnym chlorowodorem (50 ml) i nasyconym wodnym roztworem NaHCO;3; (50 ml). Faza
organiczna oddzielitem od wodnej i wysuszytem bezw. Na,SO,, a rozpuszczalnik usungtem
pod zmniejszonym cis$nieniem. Produkt oczyscitem poprzez chromatografie kolumnowa
CH,CI,:AcOEt (4:1)(v/v), otrzymujac produkt 74 (695 mg, 68%) w postaci bezbarwnego
proszku, T.t. 136-137 °C, [ap] = 21.2° (¢ 1.018, CH,Cly)

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.06 (s, 1H, NH), 10.04 (s, 1H, NH), 9.97 (s, 1H, NH-
indol), 9.87 (s, 1H, NH-indol), & 7.32 — 7.20 (m, 4H, Ar-H), 6.93 (td, J = 7.8, 1.6 Hz, 2H, Ar
H), 6.09 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.08 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.58 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 5.55 (t, J = 9.6
Hz, 1H), 5.33 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 5.31 (t, J =9.7 Hz, 1H), 5.11 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 5.09 (t, J =
9.7 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 4.46 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 2.29 —
2.22 (m, 2H), 8 2.11 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.03 (s,
3H), 1.99 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 1.88 (s, 3H), 1.84 (s, 3H), 0.93 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 169.51 (s, 2C), 169.12 (s, 2C), 169.07 (s, 2C), 168.84 (s,
2C), 164.27 (s, 2C), 135.52, 135.36, 130.78, 130.69, 127.48, 127.29, 121.54, 121.44, 118.40,
118.38, 115.04, 114.97, 114.30, 114.09, 106.90, 106.84, 90.87 (s, 2C), 73.63 (s, 2C), 71.25 (s,
2C), 69.79 (s, 2C), 69.30, 69.28, 36.89, 25.91 (s, 2C), 20.50 (s, 2C), 20.30 (s,2C), 20.23 (s,
2C), 20.18 (s, 2C), 12.14, 8.44.

Analiza elementarna (%) Obliczono dla C49Hs6N4O40: C 57.64, H 5.53, N 5.49, znaleziono C
57.59, H 5.80, N 5.34.

ESI-HRMS: C49Hs6N4020 obliczono 1043.33801 dla [M+Na]®, znaleziono 1043.3379.
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N, Receptor anionéw 79. Kwas 1,2,3,4-tetra-O-acetylo-B-D-glukuronowy

NH 77 (1811 mg, 5 mmol) rozpuscitem w suchym DCM (100 ml) i
o~ NH ochtodzitem do 0 °C; nastgpnie dodatem chlorek oksalilu (0,46 ml, 5.5
0 mmol) i DMF (0.75 ml). Mieszaning reakcyjna utrzymywalem w tej
Ac” OAc temperaturze przez 30 min, a podzniej mieszalem w temperaturze

OAc pokojowej przez 1h. W oddzielnej kolbie okraglodennej (100 mL)
rozpuscitem 7-nitroindol 81 (811 mg, 5 mmol) w metanolu (50 mL) i dodatem 10% pallad na
weglu (100 mg). Mieszaning reakcyjng mieszalem w atmosferze wodoru, a postgp reakcji
monitorowatem za pomoca TLC. Po zakonczeniu reakcji, Katalizator usunatem poprzez
sgczenie przez Celit, a, rozpuszczalnik odparowalem pod zmniejszonym ci$nieniem
otrzymujac 7-aminoindol. Do roztworu 7-aminoindolu i pirydyny (1.00 mL, 12,5 mmol) w
DCM (50 mL) powoli wkroplitem otrzymany chlorek kwasowy w temperaturze 0 °C i
mieszatem w tej temperaturze przez 30 min i 2 h w temperaturze pokojowej. Mieszanina
reakcyjna zostata przeniesiona do rozdzielacza i przemyta wodnym roztworem HCI (100 mL,
0.1 M) i wodnym nasyconym roztworem NaHCO3 (100 ml). Faze organiczng oddzielitem od
wodnej i osuszytem bezw. Na,SO, i zatezylem. Produkt zostal finalnie oczyszczony przez
chromatografie kolumnowa CH,Cl,:AcOEt (10:1) co dato produkt 79 (2180 mg, 91%) w
postaci bezbarwnego ciata statego, T.t. 169-170 °C, [ap] = 34.2 (¢ 1.190, CH,CIy)
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 10.63 (s, 1H), 9.88 (s, 1H), 7.40 — 7.35 (m, J = 7.0, 4.5 Hz,
2H), 7.26 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 6.95 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 6.46 (dd, J = 3.0, 1.9 Hz, 1H), 6.13 (d,
J=8.3 Hz, 1H), 5.60 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 5.37 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 5.12 (dd, J = 9.7, 8.3 Hz,
1H), 4.58 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 2.10 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.93 (s, 3H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 169.51, 169.19, 169.06, 168.79, 164.47, 129.27, 128.62,
125.32, 121.98, 118.80, 117.38, 114.74, 101.60, 90.75, 73.66, 71.33, 69.76, 69.31, 20.55,
20.33 (s, 3C).
Analiza elementarna (%) Policzono dla Cz4H24N2010: C 55.46, H 5.08, N 5.88, znaleziono C
55.52, H 5.20, N 6.01.
ESI-HRMS: Cy;H24N,010 obliczono 499.13232 dla [M+Na]* znaleziono 499.13288.

OMe N,N'-Diallilo-5-metoksyizoftalamid  (83). Mieszaning

H H kwasu 5-metoksyizoftalowego (11.76 g, 60 mmol), chlorek

AN No~ tionylu (13.1mL, 180mmol), toluen (100 mL) i 10 kropli
o} O

DMF ogrzewalem w temperaturze wrzenia przez 4h.

Nadmiar chlorku tionylu i toluen usunglem pod zmniejszonym cisnieniem, otrzymujgc
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chlorek kwasowy, ktory uzylem w nastepnej reakcji bez oczyszczania. Otrzymany chlorek
kwasowy rozpuscitem w suchym DCM (100 mL) i ten roztwor wkroplitem do roztworu
alliloaminy (9.0 mL, 120 mmol) i trietyloaminy (19.52 mL, 140 mmol) w suchym DCM (100
mL), z chlodzeniem w tazni woda-l16d. Po zakonczeniu wkraplania, usunglem taznie
chtodzacg i mieszaning reakcyjng mieszalem przez 12h. Nastepnie mieszaning reakcyjng
przeniostem do rozdzielacza i przemylem ja woda (3 X 100 mL) i solankg (100 mL). Warstwe
organiczng osuszytem bezw. Na,SO, a rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym
ci$nieniem. Bezbarwne krysztaty (14.94 g, 91%) T.t. 101-102°C.

'H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7.76 (t, J = 1.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.43 (d, J = 1.4 Hz, 2H, Ar-H),
6.90 (t, J = 5.5 Hz, 2H, NH), 5.84 (ddt, J = 17.0, 10.3, 5.7 Hz, 2H, -CH=C), 5.18 (ddd, J =
17.1, 3.0, 1.5 Hz, 2H, C=CH), 5.10 (ddd, J = 10.2, 2.6, 1.3 Hz, 2H, C=CH), 3.98 (it, J = 5.7,
1.4 Hz, 4H,CHy), 3.78 (s, 3H, OMe).

3C NMR (151 MHz, CDCl3) & 166.69, 160.04, 136.11, 133.86, 117.26, 116.88, 115.93,
55.78, 42.67.

Analiza elementarna (%) obliczona dla C45H18N203: C 65.68, H 6.61, N 10.21, znaleziono C
65.62, H 6.66, N 10.29.

ESI-HRMS: Cy5H;5N,05 obliczono 297.12096 dla [M+Na]* znaleziono 297.1212.

OMe 2,2'-(5-Metoksy-1,3-fenyleno)bis-1H-pirol (84)
Mieszaning N,N'-diallilo-5-metoksisoftalamidu 83 (2.74 g, 10.0 mmol)
z 20 % roztworem fosgenu w toluenie (40 mL) i dodatkiem czterech

kropli DMF, mieszatem w RT przez 15 h w atmosferze Ar, a nastepnie
ogrzewatem w 40 — 45 °C przez 2 h. Nadmiar fosgenu i toluen usunatem pod zmniejszonym
ci$nieniem (fosgen powinien by¢ doktadnie usunigty w celu otrzymania czystego produktu w
nastepnym etapie, Uwaga: fosgen jest wysoce toksyczny!). Otrzymang pozostatosc
rozpuscitem w THF (60 mL) i wkraplatem do mieszanego roztworu tert-butanolanu potasu
(5.89 g, 52 mmol) w THF (60 mL) w atmosferze Ar z chlodzeniem w tazni woda/léd.
Utrzymujac temperature mieszaniny reakcyjnej pomiedzy 5 — 10 °C. Po zakonczeniu
wkraplania, mieszanine reakcyjng dodatkowo mieszatem przez 1h, a nastgpnie reakcje
zakonczytem przez wylanie mieszaniny reakcyjnej do wody z lodem (100 mL). Produkt
ekstrahowatlem DCM (3x100 mL). Faze organiczng oddzielitem, wysuszytem bezw. Na,SOy i
usunagtem rozpuszczalnik. Produkt 84 oczyscitem z uzyciem chromatografii kolumnowe;j (zel
krzemionkowy, eter naftowy/dichlorometan (1:2) (v/v)) zoéttawy osad: (1.18 g, 50% ) m.p.
149 — 150 °C.
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'H NMR (200 MHz, DMSO-dg) & 11.26 (s, 2H, NH), 7.50 (s, 1H, Ar-H), 7.00 (s, 2H, Ar-H),
6.86 (M, J = 1.4 Hz, 2H, Ar-H), 6.58 (m, 2H, Ar-H), 6.12 (dd, J = 5.4, 2.7 Hz, 2H, Ar-H),
3.82 (s, 3H, OMe).

3¢ NMR (50 MHz, CDCl3) 6 160.56, 134.75, 132.02, 119.14, 112.66, 110.23, 107.71,
106.53, 55.52.

Analiza elementarna (%) obliczona. dla C;5H14N,0: C 75.61, H 5.92, N 11.76, znaleziono:
C 75.65, H 5.93, N 11.66.

EI-HRMS: Znaleziono 238.11121 , Obliczono dla 238.11061 [M]".

OMe 1,1°-Bistrichloroacetyl-2,2'-(5-metoksy-1,3-fenylen)bis-1H-
pirol(85). 2,2'-(5-Metoksy-1,3-fenylen)bis-1H-pirol (84) (1.18g,
5.0 mmol) rozpuscitem w chloroformie (50 mL) i w

temperaturze wrzenia  wkroplitem chlorek kwasu

CCl, ClsC trichlorooctowego (2.23 mL, 20 mmol) i 2,6-lutydyne (2.32 mL,
20 mmol). Mieszanina reakcyjna zabarwita si¢ na zielono, i przebieg reakcji monitorowatem
w TLC. Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik usungtem pod zmniejszonym cisnieniem, a
pozostato$¢ rozpuscitem w eterze dietylowym (100 mL) przemytem 3N wodnym HCI (100
mL) i woda (3 x 50 mL). Fazg organiczng oddzielitem i wysuszytem bezw. Na,SO,. Produkt
oczyscitem przy uzyciu chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy, eluent: DCM),
zielonkawe ciato state (1.08 g, 38% vyield) T.t. 185 - 186 °C (Uwaga: produkt 85 ulega
rozktadowi w przypadku ekspozycji na $wietle widzialnym).
'H NMR (200 MHz, DMSO-dg) 5 12.64 (s, 2H), 8.14 (s, 1H), 7.59 (s, 2H), 7.46 (dd, J = 4.2,
2.4 Hz, 2H), 7.05 (dd, J = 4.2, 2.4 Hz, 2H), 3.90 (s, 3H).
3¢ NMR (50 MHz, DMSO-ds) 6 171.63, 160.01, 141.04, 131.68, 122.87, 122.72, 116.16,
111.47, 110.50, 95.33, 55.74.
ESI-HRMS: Cy9H;,CIsN,O3 obliczono 526.9057 dla [M+H]" znaleziono 526.9058.

OMe Receptor anionow 82

Do roztworu 1,1’-bistrichloroacetyl-2,2'-(5-metoksy-1,3-
fenylen)bis-1H-pirolu (85) (264.5 mg, 0.5 mmol) w suchym
acetonitrylu (20 mL) zostata dodana n-butyloamina (0.24mL,

2.2 mmol). Mieszanina reakcyjna byla ogrzewana w

temperaturze wrzenia przez 12h. Rozpuszczalnik usunatem pod

zmniejszonym cisnieniem, a produkt oczyscitem poprzez chromatografic kolumnowg (zel
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krzemionkowy, dichlorometan/octan etylu (4/1) (v/v)). Bezbarwne ciato state (193 mg, 88%)
T.t. 162-163 °C.

'H NMR (200 MHz, DMSO-ds) & 11.57 (s, 2H, NH), 8.03 (s, 2H, NH), 7.86 (s, 1H, Ar-H),
7.24 (d, J=1.1 Hz, 2H, Ar-H), 6.84 (dd, J = 3.7, 2.2 Hz, 2H, Ar-H), 6.70 (dd, J = 3.6, 2.2 Hz,
2H, Ar-H), 3.85 (s, 3H, OMe), 3.25 (dd, J = 12.5, 6.6 Hz, 4H), 1.60 — 1.21 (m, 8H, CH,), 0.91
(t, J = 7.2 Hz, 6H, Me).

3C NMR (50 MHz, DMSO-dg) & 161.10, 160.77, 134.86, 134.04, 128.56, 114.01, 112.04,
108.91, 108.16, 56.14, 38.94, 32.37, 20.41, 14.53.

Analiza elementarna (%) Obliczona dla C,sH3,N4O3: C 68.78, H 7.39, N 12.83, znaleziono
C 68.62,H 7.48, N 12.91.

EI-HRMS: C25H3,N403 obliczono 459.23666 dla [M+Na]* znaleziono 459.23780.

5.3 Badania wtasciwosci komplesujacych

Wyznaczanie stalych trwalosci — uwagi ogolne

Sole tetrabutyloamoniowe odpowiednich kwasoéw byly uzywane jako zrodto anionéw. Octan,
benzoesan, chlorek, fluorek 1 diwodorofosforan TBA sg handlowo dostepne. Sole
tetrabutyloamoniowe chiralnych kwasow karboksylowych i aminokwasow zostaly otrzymane
przez dodanie metanolowego roztworu BusNOH (1.0 ekw.) do metanolowego roztworu
odpowiedniego kwasu karboksylowego lub aminokwasu (1.0ekw.). Po usuni¢ciu metanolu
pod zmniejszonym cisnieniem, sole tetrabutyloamoniowe byly suszone po wysoka proznig
nad P,0s. Woda destylowana byta dodawana do handlowo dostgpnego DMSO-ds, 99.8% D

(Eurisotope) w takiej ilo$ci aby mozna otrzymac jej pozadang zawartosc.

Miareczkowanie '"H NMR:

Roztwor receptora (okoto lO'ZM) umieszczony w probowce NMR, byt miareczkowany 0.1-
0.2 M roztworem odpowiedniego anionu w postaci soli tetrabutyloamoniowej. Roztwor
dodawanej soli tetrabutyloamoniowej zawieral tez miareczkowany receptor o stezeniu
identycznym z tym, znajdujacym si¢ w probowce NMR. Uzycie tej procedury pozwala
utrzymywac stale stgzenie receptora podczas calego miareczkowania. Wybor liczby
ekwiwalentow badanego anionu, podyktowany byl wartoscia spodziewanej statej trwatosci

kompleksu anion-receptor. Dla stalej trwalosci rzedu ~ 100 M™? stosowane byty
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miareczkowania w zakresie 0.0-4.0 ekwiw. anionu. W tym zakresie stezen izoterma
miareczkowania ulega pelnemu wyplaszczeniu, co pozwala na wyznaczenie statej trwatosci z
matym bledem. Stale trwatos$ci badanych kompleksow zostaly wyznaczone poprzez regresje
nieliniowa danych eksperymentalnych, z uzyciem programu HypNMR.®**!! Do wyznaczania
stalej trwatosci wykorzystywatem protony NH, bedace donorami wigzania wodorowego
(amidowe, pirolowe i indolowe NH). Uzyskana w ten sposéb stata trwalosci byla stalg

globalng. W celu potwierdzenia stechiometrii wigzania przeprowadzono eksperymenty Joba.
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Rysunek 58. Izotermy miareczkowan receptora 74 rdéznymi anionami. Punkty przedstawiajg dane
doswiadczalne, natomiast krzywe sg krzywymi teoretycznymi dopasowywanymi do danych do§wiadczalnych.
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Rysunek 59. Izotermy miareczkowan receptora 74 réznymi anionami. Punkty przedstawiajg dane
doswiadczalne, natomiast krzywe sa krzywymi teoretycznymi dopasowywanymi do danych do$wiadczalnych.
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Rysunek 60. Izotermy miareczkowan receptora 74 réznymi anionami. Punkty przedstawiaja dane
doswiadczalne, natomiast krzywe sg krzywymi teoretycznymi dopasowywanymi do danych do§wiadczalnych.
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Rysunek 61. Izotermy miareczkowan receptora 74 roéznymi anionami. Punkty przedstawiajga dane
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doswiadczalne, natomiast krzywe sg krzywymi teoretycznymi dopasowywanymi do danych doswiadczalnych.
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Rysunek 62. Izotermy miareczkowan receptora 79 réznymi anionami. Punkty przedstawiaja dane
doswiadczalne, natomiast krzywe sa krzywymi teoretycznymi dopasowywanymi do danych do$wiadczalnych
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Rysunek 63. Izotermy miareczkowan receptora bispirolobenzenowego 82 réznymi anionami. Punkty

przedstawiaja dane doswiadczalne, natomiast krzywe sa krzywymi teoretycznymi dopasowywanymi do danych
doswiadczalnych

5.4. Ustalenie stechiometrii - metodag Joba

Eksperyment Joba:
Roztwér receptora (0,40 mL 2x10 M), umieszczony w probéwce NMR byt miareczkowany
roztworem anionu o tym samym st¢zeniu (poprzez dodatek 8x50uL), osiggajac w ten sposob

stosunek anionu do receptora 1:1. Podobnie miareczkowano roztwor anionu za pomocg

88



roztworu receptora o stezeniach identycznych jak w poprzednim eksperymencie. Wykres
zaleznosci iloczynu utamka molowego Xg 1 zmiany przesuni¢cia Ad od utamka molowego Xg,
daje wykres, ktorego maksimum méwi nam o stechiometrii tworzacego si¢ kompleksu. I tak
dla kompleksu o stechiometrii 1:1 go$¢/gospodarz wykres Joba posiada maksimum dla
Xgr = 1/2, dla stechiometrii 2:1 gos¢/gospodarz maksimum Xg = 1/3.
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Rysunek 64. Wykresy Joba dla receptora 74 z Boc-L-Trp-COO™ (lewy) i Boc-D-Trp-COO™ (prawy) w DMSO-
ds+0.5% H,0.
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Rysunek 65 Wykresy Joba dla receptora 74 z R(-)-migdalanem (lewy) and S(+)-migdalanem (prawy) w MeCN-
d
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Rysunek 66. Wykresy Joba dla receptor 79 z R(-)-migdalanem (lewy) and S(+)-migdalanem (prawy) w MeCN-
da.

89



& NHindole PhCOO™
@ NHindole PhCOO™
NH amide PhCOO™

NH amide PhCOO”

©  NHindole AcO
®  NHindole AcO”
NH amide AcO™

NH amide AcO”

o 14
a9 e
@ L] ® B g
1.0 s 1% & 12 8
&
L] [
@ ® 1.0 & @
®
e @ 8 ®
e ® 084 ®
w0 @ (]
©
S ® B 4
X 0.6 ®
@ [ Py
@ 0.4
024
0.0 i i 004
T T
0.00 025 0.50 075 1.00 0.00 025 050 075 1.00
XL XL

Rysunek 67. Wykresy Joba dla receptora 74 z benzoesanem (lewy) i octanem (prawy) w DMSO-dgs+0.5% H,0.
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Rysunek 68. Wykresy Joba dla receptora bispirolobenzenowego 82 z octanem (lewy) i diwodorofosforanem
(prawy) w DMSO-dg+0.5% H,0.

®  NH pyrrole = NH pyrrole
= NHamide = NH amide
1754
150 0.08
" . ey
= - [ -
- L L]
125 . oos "L .
ln L]
L] ™ L]
1.00 - . .
.
El . 2 004 - -
L0754 =", e
I ", . B3 . "
" . .
0504 " 0.024 :
.
0.25 -
.
0004 = .
0,00
T y T y T
00 0z 04 05 08 10 00 05 10
X| x\

Rysunek 69. Wykresy Joba dla receptora bispirolobenzenowego 82 z anionem fluorkowym (lewy) i
chlorkowym (prawy) w DMSO-ds+0.5% H,0.

5.5. Modelowanie molekularne receptora 82 z anionami fluorkowymi

Wszystkie obliczenia zostaty przeprowadzone z uzyciem programu Spartan 10.
Geometria komleksu 82 — 3F zostat zoptymalizowana z uzyciem teorii funkcjonalow gestosci
elektronowej (DFT) ®B97X-D/6-311++G**. Dla uproszczenia obliczen grupy n-butylowe
zostaly zastapione grupami metylowi.
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Optymalna geometria 82 c 3F XYZ:

C 0.023848 -2.066674  0.005125 H  -3.944394 -0.949799 -0.008051
C -0.063354 0.714070 -0.000314 C 6.061692  0.880486 -0.004723

C -1.212157 -1.423310 0.003817 C -6.193578 0.722839 -0.000053
C 1.211249 -1.349265 0.003351 O -7.046715 1626174 0.010598
C 1.165317 0.054934  0.000551 @) 6.925640 1.772156 -0.007520
C -1258130 -0.025876 0.001341 N  -6.548110 -0.582796 -0.013485
H  -2.115870 -2.026548 0.004999 H  -5.831417 -1.361131 -0.014847
H 2.168598 -1.858357  0.004249 N 6.405925 -0.432041 -0.001651
H -0.091809 1.810723 -0.001835 H 5.691316 -1.200754 -0.000188
C  -2540716 0.698310 0.001601 C 7.791579 -0.804037 -0.002614
N  -3.756110 0.074893 -0.002601 H 8.324431 -0.411743 0.874512
C -4751773 1.021212 0.001202 H 8.319740 -0.426254 -0.889023
C -4144618 2.269741 0.007841 H 7.849225 -1.895514  0.006071
C -2.750682 2.076342 0.007912 C -7.937228 -0.939998 -0.008744
H -4679873 3.207841 0.011995 H  -8.006846 -2.030449 -0.042828
H  -1.959851 2.829759 0.011763 H  -8.473233 -0.520099 -0.871009
C 2418052 0.827301 -0.001063 H  -8.454989 -0.578303 0.891003
N 3.642369  0.225021 -0.003246 F 4544664 -2.292911 0.001320

C 4624033  1.183640 -0.003996 F -4726306 -2.415283 -0.014561
C 3.996106  2.423421 -0.002552 O  -0.010986 -3.445061 0.008697
C 2.603839  2.208508 -0.000540 C 1.225441 -4.113317 0.011773
H 4515235 3.370692 -0.003120 H 1.828678 -3.873681 -0.872063
H 1.792938  2.942834  0.001356 H 0.990424 -5.180819  0.015705
H 3.838136  -0.796804 -0.002228 H 1.827841 -3.866974  0.894412

F -0.079896 3.824163 0.004611

5.6.Badanie wplywu anionéw fluorkowych na bariere rotacji

receptora 82

Bariera rotacji receptora 82 z TBAF (4.0ekw.) byla badana poprzez pomiary
zmiennotemperaturowe "H NMR (Varian VNMRS 600 MHz) poprzez analize ksztattu linii
protonéw nalezacych do pierscienia benzenowego w receptorze anionow 82. Stale szybkosci
wymiany Kexchn = m(h-hg) h = szerokos¢ potéwkowa piku hg = szeroko$¢ piku przy powolnej
wymianie lub jej braku zostaly otrzymane przez analiz¢ ksztattu linii z uzyciem programu

WInDNMR. Widma zostatly zarejestrowane w temperaturach od 293 do 343 K.
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Rysunek 70. Pomiar bariery rotacji z anionem fluorkowym (4ekw.) W DMSO-ds poprzez VT NMR (*H NMR
600 MHz). Widma receptora 82 w r6znych temperaturach protony amidowe (lewe) benzenowe (srodkowe), i

pirolowe (prawe)
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Analiza ksztattu linii protonu H* w receptorze 82 z anionem fluorkowym (4ekw.) w DMSO-dg
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Rysunek 72. Analiza ksztattu linii protonu H* w receptorze 82 z anionem fluorkowym (4ekw.) w DMSO-ds
+0.5% H,0.
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Rysunek 73. Wykres Eyringa dla statych szybko$ci wymiany otrzymany z analizy ksztattu linii dla protonu H*
z anionem fluorkowym (4 ekw.). Bariera rotacji AG,gs « * = 14.5 kcal/mol zostata obliczona z AH* = 11.06£0.05
kcal/mol i AS*=-11.7 £ 0.7 cal/mol.
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®  In(k)
7.0 - Linear Fit of In(k)
] Equation y=a+b*x
] Weight No Weighting
6.5 Residual Sum 0.00872
i of Squares
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6.0 1 In(k) Intercept 24.61398 0.36508
1 Slope -5880.77675 113.18206
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Rysunek 74. Wykres Arrheniusa z statych szybkosci wymiany dla receptora 82 z anionem fluorkowym (4eq)
otrzymanym z analizy ksztattu linii VT NMR. Energia aktywacji dla rotacji receptora 82 E, = 11.70 kcal/mol
zostata policzona z wspotczynnika kierunkowego prostej.

Badania konformacji receptora 82 w roztworze przy pomocy technik NMR.
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Rysunek 75. Fragment widma 1D NOESY receptora 82 w MeCN
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Rysunek 76. Fragment widma 1D NOESY receptora 82 z anionem chlorkowym (1.0ekw.) w MeCN
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Rysunek 77. Fragment widma 1D NOESY receptora 82 z anionem chlorkowym (2.0 ekw.) w MeCN
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Rysunek 78. Fragment widma 1D NOESY receptora 82 z anionem chlorkowym (6.0 ekw.) w MeCN

5.7. Dane krystalograficzne

Monokrysztatl receptora 79, odpowiedni dla Rentgenowskiej Analizy Strukturalnej,
ostal otrzymany poprzez powolng dyfuzje eteru naftowego do roztworu receptora 79 w
dichlorometanie. Pomiar zostat wykonany na dyfraktometrze KM4CCD «-axis z uzyciem
promieniowania MoK, i monochromatorem grafitowym. Krysztal zostal umieszczony w
odleglosci 50 mm od kamery CCD. 1214 danych zostato zmierzonych w przedziale 1° z
czasem pomiaru 25 sek. Dane zostaly skorygowane na efekty Lorentza i polaryzacyjne.
Zastosowano rowniez korekte multi-skanowa wspotczynnikow absorbcji. Analiza i redukcja
danych zostata przeprowadzona przy uzyciu programow Agilent.[95]

Struktura zostata rozwigzana przy uzyciu metod bezposrednich i udoktadniana przy
uzyciu SHELXLE® i WinGX Program System.®”!. Wspotczynniki rozpraszania zostaly uzyte
z Tabel 6.1.1.4 and 4.2.4.2.%% Tabela 13 prezentuje podstawowe dane krystalograficzne i
szczegolty udokladnienia monokrysztalu receptora 79, natomiast Tabela 14 wigzania

wodorowe istniejace w ciele statym.
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Tabela 13 Dane krystalograficzne dla receptora 79.

Kod identyfikacyjny CCDC CCDC 943660
Wzoér empiryczny Cus Hso Ny Oy
Masa czasteczkowa 970,88
Temperatura 100(2) K
Dlugosc fali 0,71073 A

Uktad krystalograficzny, grupa przestrzenna

Wymiary komorki elementarnej

Troéjskosny, P1

a=6,3054(3) A alpha =97,215(4) deg.

b =9,0002(4) A beta =92,994(4) deg.

€ =20,7980(9) A gamma = 98,644(4) deg.

Objetosé 1154.59(9) A3
Z, Obliczona gestos¢ 1, 1,396 Mg/m"3
Wspotczynnik absorbcji 0.112 mm~-1
F(000) 510

Rozmiar krysztatu

Zakres theta dla zbieranych danych
Zakres indeksow

Zebrane refleksy (wszystkie / niezalezne)

0,31 x0,22 x 0,07 mm

3,24 1026,37°

-7<=h<=7, -11<=k<=11, -25<=I<=25
23642 /9381 [R(int) = 0.0292]

Kompletnos¢ theta = 26.37 99.8 %
Poprawki na absrobcje Potempiryczne dla ekwiwalentow
Transmisja (min/max) 0,9922 and 0,9660

Metoda udoktadnienia

Pelno macierzowa metoda najmniejszych kwadratéw

oparta 0 F?
Dane / wigzy / parametry 9381/71/664
Parametr GooF dla F»2 0,994

Koncowe indeksy R [1>2sigma(l)]
Indeksy R (dla wszystkich danych)
Resztkowe Prax | Pmin

R1=0,0341, wR2 = 0,0722
R1=0,0448, wR2 = 0,0771
0,179i-0.169 e.A*-3

Tabela 14 Wigzania wodorowe dla receptora 79 w ciele statym

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(49)-H(49)...0(53) 0,83(2) 2,18(2) 2,612(2) 111,9(19)
N(49)-H(49)...0(61)#1 0,83(2) 2,43(2) 3,080(2) 136(2)
N(10)-H(10)...0(22)#2 0,90(2) 2,39(2) 3,154(2) 142.3(19)
N(40)-H(40)...0(101) 0,88(2) 1,87(2) 2,745(6) 174(2)
N(40)-H(40)...0(100) 0,88(2) 2,15(3) 3,004(6) 164(2)
N(1)-H(L)...0(12) 0,89(2) 2,18(2) 2,743(2) 120,9(18)
N(L)-H(L)...0(69)#1 0,89(2) 2,30(2) 2,945(2) 129,3(18)
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5.8. Zmiany przesunie¢ chemicznych grup metylowych i
acetylowych receptora 74 uzywane do wyznaczania chiralnosci
anionowych gosci z uzyciem ANN

Zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonow receptora 74 zostaly otrzymane z danych
rejestrowanych podczas miareczkowan "H NMR. Na tej podstawie zmiany przesunieé
chemicznych pomigdzy receptorem 74 + 4.0 eqw. anionu i wolnym receptorem zostaly
policzone i przed dostarczeniem ich do sztucznej sieci neuronowej zostaly one
znormalizowane poprzez podzielenie przez najwigksza zmiang¢ przesunigcia chemicznego
otrzymane dla catej serii danych. ANN byly zastosowane i trenowane z Uzyciem otwartego

oprogramowania Rdkit.*®! Analiza gléownych sktadowych zostata przeprowadzona z uzyciem

pakietu oprogramowania Scikit-learn.**”!
L 4
A\ Z
NH HN O
0 NH
AN
ACOwn ? 0\ __oAc ®
aco” Y ORe e
. ‘OAc
OAc AcO
1
me2s 22 g3 2 9
€885 BE g% g &
Nl 2 % [

7
6 3

L/ 4 9

‘ 1 0

T
J/ | \L \ J \\

220 2.14 2.08 2.02 1.96 1.90 1.84 178 1.72
(ppm)

Rysunek 79. Fragment widma "H NMR receptora 74 w DMSO-dg+0.5% H,0, pokazujacy grupy acetylowe i
metylowe (przypisanie na podstawie widm COSY, HSQC i HMBC)
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Rysunek 80. Zmiany przesuni¢¢ chemicznych receptora 74 podczas kompleksowania réznych chiralnych
anionow
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Rysunek 81. Zmiany przesuni¢¢ chemicznych protondow receptora 74 podczas kompleksowania roznych
chiralnych anionéw
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Rysunek 82. Zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonéw receptora 74 podczas kompleksowania roéznych
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