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1 STRESZCZENIE PRACY W JĘZYKU POLSKIM 

Celem tej pracy była synteza i analiza nowych molekularnych makrocykli i klatek 

opartych na odwracalnym wiązaniu disulfidowym. 

Synteza funkcjonalnych architektur molekularnych stanowi intrygujące wyzwanie 

badawcze ze względu na liczne zastosowania takich struktur jako receptory chemiczne, 

kontenery do transportu czy rozpoznania molekularnego lub dostarczanie leków. Pomimo 

postępu w badaniu takich układów, wciąż znanych jest niewiele przykładów stabilnych, 

a jednocześnie dynamicznych i rozpuszczalnych w wodzie struktur tego typu. Dynamiczna 

chemia kombinatoryczna (DCC) jest skuteczną metodą generowania złożonych architektur 

kowalencyjnych, które są zazwyczaj niezwykle trudne do uzyskania w drodze klasycznej 

syntezy. Disulfidy to jedne z najbardziej uniwersalnych rodzajów odwracalnych wiązań 

kowalencyjnych, które można stosować w DCC; dynamiczne, symetryczne, stabilne 

i inspirowane układami biologicznymi. 

Pierwsza część pracy została poświęcona syntezie i analizie pięciu dimerycznych 

klatek molekularnych rozpuszczalnych w wodzie. Trzy strukturalnie różne, tritiolowe bloki 

budulcowe o symetrii C3 i wzrastającym rozmiarze centralnej platformy aromatycznej 

dopasowują się do siebie tak, że spośród licznych możliwych produktów 

kombinatorycznych, w warunkach dynamicznych, powstają wyłącznie dimeryczne 

produkty klatkowe. Biblioteki kombinatoryczne zawierające pary komponentów wykazują 

częściowe samosortowanie strukturalne produktów. Przedstawiono pełny opis syntezy 

i analizę spektroskopową każdej wyizolowanej klatki. Zaprezentowano także oryginalne 

badania kinetyczne, które śledzą proces formowania się każdej z klatek w czasie oraz dają 

wgląd w mechanizm tych reakcji poprzez identyfikację produktów pośrednich. Dodatkowo 

przedstawiono potencjał aplikacyjny otrzymanych struktur jako fluorescencyjne sensory 

wybranych lantanowców w wodzie. 

W drugiej części opisano metodę modyfikowania rozpuszczalności złożonych 

multidynamicznych klatek molekularnych. Opracowana ścieżka syntezy umożliwia łatwą 

i wydajną modyfikację bloków budulcowych o dodatkowy łańcuch boczny. W ten sposób 

wprowadzono nową funkcjonalność do struktury całej klatki. W efekcie otrzymano 

i scharakteryzowano dwie nowe wieloskładnikowe klatki molekularne o zróżnicowanej 

polarności i właściwościach fluorescencyjnych. Zastosowana metoda modulowania 

rozpuszczalności pozwoliła na otrzymanie i analizę tego rodzaju architektur w dwóch 

skrajnie różnych środowiskach tj. wodzie i chloroformie. 
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W ostatniej części pokazano zupełnie nowe podejście do stymulowania biblioteki 

dynamicznych makrocykli disulfidowych poprzez wykorzystanie hydrolizy imidów in situ. 

Zastosowanie syntezy wspomaganej mikrofalami doprowadziło do otrzymania 

interesującego aromatycznego ditiolowego bloku budulcowego zawierającego grupy 

imidowe. Hydroliza tych grup w łagodnych warunkach zasadowych uwolniła 

nieoczekiwaną labilność konformacyjną komponentu, która zaowocowała różnorodną 

strukturalnie biblioteką disulfidowych produktów makrocyklicznych. Na tej podstawie 

opracowano metodę kontroli tego zjawiska poprzez dobór odpowiedniego pH 

i przez dodatek DMSO. Zastosowanie opracowanej metodologii doprowadziło 

do rozszerzenia różnorodności strukturalnej produktów z prostych dimerów do tri- 

i tetramerycznych makrocykli. 
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2 STRESZCZENIE PRACY W JĘZYKU ANGIELSKIM 

The aim of this thesis was the synthesis and analysis of the new molecular 

macrocycles and cage-like systems based on reversible disulfide bonds. 

The synthesis of functional architectures continues to pose an intriguing challenge 

due to the numerous applications of such structures as chemical receptors, hosts for 

molecular transport and recognition as well as drug delivery. Despite enormous progress 

in the development of this type of systems, examples of stable, yet dynamic and water-

soluble structures are still very scarce. Dynamic combinatorial chemistry (DCC) is an 

effective approach to generate complex covalent assemblies which are extremely difficult 

to obtain via the traditional synthetic procedures. Disulfides are one of the most universal 

type of covalent reversible bonds for DCC as they are dynamic, symmetric, stable 

and bio-inspired. 

The first part of this work deals with the synthesis and analysis of five different 

water-soluble dimeric molecular cages. The three different trithiol building blocks of C3 

symmetry and increasing size react with each other under dynamic conditions which results 

in exclusive dimeric cage-like products (among possible combinatorial structures). 

Combinatorial libraries containing pairs of components show a partial structural self-

sorting between generated products. A full description of the synthesis and spectroscopic 

analysis of each isolated cage is provided. This part also discusses some original kinetic 

studies that investigate the formation process of each particular cage over time and provide 

insights into the mechanism of these processes by the identification of intermediate 

products. Additionally, the application potential of the obtained structures is presented as 

fluorescent sensors of selected lanthanides in water. 

The second part presents the method of solubility tuning in multi-dynamic 

molecular cages. The designed synthesis pathway allows one of the building blocks to be 

easily and efficiently modified with an additional side chain. In consequence, this new 

functionality was introduced to the structure of the entire cage. That way, two new multi-

component molecular cages with various polarity and fluorescent properties were obtained. 

The application of this solubility-tuning method resulted in the synthesis and analysis of 

those cages in two extremely different environments i.e. water and chloroform. 

The last part presents an unorthodox approach to stimulating a dynamic library of 

disulfide macrocycles by using in situ imide hydrolysis. The use of microwave-assisted 

synthesis has resulted in an interesting, aromatic dithiol building block containing imide 
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groups. The hydrolysis of those imide groups under mild basic conditions caused 

unexpected conformational flexibility of this component that led to a significant increase 

in the library structural complexity. That served as a basis for the development of the 

original method of controlling this phenomenon by selecting an appropriate pH and the 

addition of DMSO. The application of this new method resulted in the expansion 

of the structural diversity in dynamic products from simple dimers to numerous tri- and 

tetrameric macrocycles. 
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4 WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

Skróty chemiczne 

CH2Cl2 – dichlorometan 

CHCl3/CDCl3 – chloroform/chloroform deuterowany 

DABCO – 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan 

DCC – N,N′-dicykloheksylokarbodiimid 

DMAP – 4-dimetyloaminopirydyna 

DMF – N,N’-dimetyloformamid 

DMSO/DMSO-d6 – dimetylosulfotlenek/deuterowany dimetylosulfotlenek 

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy 

EDC·HCl – chlorowodorek N-etylo-N’-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu 

Et3N – trietyloamina 

H2O/D2O – woda/woda deuterowana 

HMPT – heksametylofosforotriamid 

HOBt – hydroksybenzotriazol 

MeCN – acetonitryl 

MeOH/CD3OD – metanol/metanol deuterowany 

NHS – N-hydroksyimid kwasu bursztynowego 

p.p.m. – części na milion (ang. parts per million)  

TFA – kwas trifluorooctowy 

THF – tetrahydrofuran 

TIPS – triizopropylosilan 

TPE – 1,1,2,2-tetrafenyloetylen 

 

Skróty pojęć 

AIE – emisja fluorescencji wywołana agregacją (ang. aggregation induced emission) 

DCC – dynamiczna chemia kombinatoryczna (ang. dynamic combinatorial chemistry) 

DCL – dynamiczna biblioteka kombinatoryczna (ang. dynamic combinatorial library) 

RPA – względna powierzchnia piku (ang. relative peak area) 
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Techniki analityczne 

1H NMR – spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego protonów (ang. proton 

Nuclear Magnetic Resonance) 

13C NMR – spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego węgla 13C (ang. carbon-

13 Nuclear Magnetic Resonance) 

1D i 2D NMR – jednowymiarowa i dwuwymiarowa spektroskopia magnetycznego 

rezonansu jądrowego (ang. one-dimensional, two-dimensional) 

COSY – spektroskopia korelacyjna (ang. correlation spectroscopy) 

DOSY – spektroskopia dyfuzyjna (ang. diffusion-ordered spectroscopy) 

EDS – spektroskopia z dyspersją energii (ang. energy dispersive spectroscopy) 

HPLC – wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid 

chromatography) 

ICP-MS – spektrometria mas sprzężona z plazmą wzbudzaną indukcyjnie 

(ang. inductively coupled plasma – mass spectrometry) 

LC-MS – chromatografia cieczowa sprzężona ze spektrometrią mas (ang. liquid 

chromatography – mass spectrometry) 

SEM – skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning electron microscope) 

UV-Vis – spektroskopia absorpcyjna w świetle ultrafioletowym i widzialnym 
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5 WPROWADZENIE 

5.1 Dynamiczna chemia kombinatoryczna 

Dynamiczna chemia kombinatoryczna – (ang. dynamic combinatorial chemistry, 

DCC) – to podejście metodologiczne i eksperymentalne, służące do syntezy 

skomplikowanych struktur supramolekularnych i molekularnych, które zazwyczaj trudno 

otrzymać na drodze klasycznej syntezy organicznej. DCC trudno jednoznacznie 

umiejscowić i zdefiniować ponieważ jest to wielowymiarowe podejście, które łączy 

w sobie cechy klasycznej chemii molekularnej jak i chemii supramolekularnej1. W chemii 

tej wykorzystuje się małe cząsteczki chemiczne zwane blokami budulcowymi (lub 

komponentami), które posiadają w swej strukturze odpowiednie grupy funkcyjne zdolne 

do tworzenia odwracalnych wiązań kowalencyjnych z innymi cząsteczkami 

w odpowiednich warunkach. Bloki budulcowe reagują ze sobą i tworzą mieszaninę 

produktów w stanie równowagi (pod kontrolą termodynamiczną), zwaną dynamiczną 

biblioteką kombinatoryczną (ang. dynamic combinatorial library, DCL, Rys. 1). 

 

 

Rys. 1. Schematyczne przedstawienie idei dynamicznej chemii kombinatorycznej 

 

DCC może wykorzystywać zarówno odwracalne wiązania kowalencyjne (m.in. 

iminy, hydrazony, olefiny, disulfidy, Rys. 2), jak i oddziaływania niekowalencyjne, a więc 

supramolekularne. W przypadku zastosowania w DCC wiązań kowalencyjnych mówimy 

o dynamicznej chemii kowalencyjnej (ang. dynamic covalent chemistry). Jak powiedział 

noblista, a zarazem jeden z odkrywców tej dziedziny chemii, prof. Jean-Marie Lehn, 

chemia supramolekularna to „chemia poza cząsteczką” (ang. "chemistry beyond 

molecule"). Zgodnie z tą definicją kowalencyjna DCC w pełni wpisuje się w chemię 

supramolekularna, ponieważ wykorzystuje oddziaływania międzycząsteczkowe2. 

Jednakże zgodnie z aktualną definicją chemia supramolekularna dotyczy wykorzystania 

wyłącznie wiązań niekowalencyjnych2. 
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Rys. 2. Wybrane odwracalne wiązania kowalencyjne najczęściej wykorzystywane w DCC 

 

Bloki budulcowe łączą się ze sobą według zasady komplementarności (Rys. 3). 

Oznacza to, że zachodzi pomiędzy nimi zasada tzw. klucza-zamka, która wymusza 

określone rodzaje połączeń, jednocześnie uniemożliwiając inne. Większość 

z wymienionych połączeń kowalencyjnych w DCC powstaje w sposób niesymetryczny 

w reakcji dwóch różnych grup funkcyjnych, np. imina powstaje z aldehydu i aminy. 

Jednym z połączeń komplementarnie symetrycznych są disulfidy, ponieważ to połączenie 

korzysta z dwóch grup tiolowych (-SH). Takie rozróżnienie niesie ze sobą istotne 

konsekwencje. W przypadku wiązań komplementarnie niesymetrycznych na jednym bloku 

budulcowym mogą znajdować się dwie takie same grupy funkcyjne np. aldehydowe. 

 

 

Rys. 3. Schematyczne przedstawienie idei komplementarności symetrycznej 

i niesymetrycznej 
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Przy projektowaniu komponentów tiolowych (komplementarnie symetrycznych) istotne 

jest takie zaplanowanie struktury bloku budulcowego, tak aby dwie grupy tiolowe 

znajdujące się w tej samej cząsteczce nie mogły ze sobą reagować wewnątrzcząsteczkowo 

poprzez dopasowanie konformacyjne. 

Jedną z istotnych cech DCC jest podatność na zewnętrzną lub wewnętrzną 

stymulację poprzez bodźce fizykochemiczne, które wpływają na różnorodność 

i dystrybucję produktów w tworzącej się DCL. Tę podatność na bodźce DCC zawdzięcza 

swoim właściwościom dynamicznym, gdzie produkty i substraty stale ze sobą reagują 

aż do osiągnięcia przez układ równowagi termodynamicznej. 

Dodatkowa stymulacja układu może odbywać się poprzez bodźce fizyczne, takie 

jak temperatura, ciśnienie3, ekspozycja na promieniowanie UV4, sonikację 

ultradźwiękami5 itd. Na sposób chemiczny DCL można stymulować poprzez zmianę 

stężenia (stechiometrii) danego bloku budulcowego, poprzez dodanie templatu (wzorca, 

ang. template), który poprzez oddziaływania niekowalencyjne z wybranym produktem 

zwiększy jego stężenie w DCL6-8 poprzez zmianę pH9, poprzez strukturę bloku 

budulcowego10, 11 lub poprzez inne oddziaływania niekowalencyjne12. 

DCC pozwala w stosunkowo łatwy sposób wygenerować bogate biblioteki 

złożonych strukturalnie produktów, więc od lat cieszy się zainteresowaniem ze względu 

na liczne potencjalne, jak i już odkryte zastosowania w dziedzinach takich jak chemiczne 

receptory13, 14, transport molekularny15-17, projektowanie leków18-21, materiały 

funkcjonalne22, 23 czy terapie przeciwnowotworowe (Rys. 4)24. 

 

 

Rys. 4. Wybrane przykłady zastosowań DCC 
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5.2 Układy multidynamiczne 

Układy multidynamiczne (ang. multidynamic) powstają wtedy, gdy w jednym 

procesie DCC wykorzystywany jest więcej niż jeden rodzaj wiązania odwracalnego. 

Zastosowanie różnych grup funkcyjnych sprawia, że bloki budulcowe mogą łączyć się 

ze sobą na więcej sposobów niż w przypadku zastosowania tylko jednego rodzaju 

połączenia dynamicznego. Celem takiego działania jest otrzymanie bardziej zróżnicowanej 

DCL lub bardziej złożonego strukturalnie produktu. 

Jednoczesne reakcje pomiędzy różnymi grupami funkcyjnymi w układzie 

multidynamicznym mogą powodować wzajemne interakcje działające na korzyść 

lub niekorzyść całego procesu. W celu usystematyzowania kompatybilności dostępnych 

reakcji odwracalnych w DCC w 2001 r. wprowadzono pojęcie ortogonalności wiązań25. 

Ortogonalność definiowana jest jako istnienie takich warunków, które pozwalają 

na dynamiczną wymianę jednego wiązania odwracalnego bez wpływu na inne w tym 

samym układzie. Przykładem ortogonalnej pary wiązań są disulfidy i acylohydrazony, 

gdzie wymiana disulfidowa przebiega najlepiej w warunkach zasadowych, zaś formowanie 

się acylohydrazonów wymaga środowiska kwasowego26, 27. 

 

Rys. 5. Przykład zastosowania układu podwójnie dynamicznego do otrzymania 

wieloskładnikowej klatki molekularnej27 

 

5.3 Wiązanie disulfidowe 

Wiązanie disulfidowe to w chemii organicznej jedno z podstawowych połączeń 

siarki o wzorze ogólnym R1-S-S-R2, w którym dwa organiczne atomy siarki są ze sobą 

połączone pojedynczym wiązaniem kowalencyjnym. Jest to stosunkowo silne wiązanie 

o średniej energii ok. 250 kJ × mol-1, słabsze jednak niż wiązanie C-C (ok. 340 kJ × mol-1), 

czy C-S (ok. 260 kJ × mol-1)28. Kąt torsyjny pomiędzy atomami siarki w disulfidach zawiera 

się zazwyczaj w przedziale ok. 90°-100°. Jest to istotna konsekwencja geometryczna, która 

musi być wzięta pod uwagę przy projektowaniu tiolowych bloków budulcowych. 
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Disulfidy otrzymuje się zazwyczaj z odpowiednich tioli (merkaptanów) 

w warunkach utleniających, uzyskując produkt symetryczny lub krzyżowy 

(niesymetryczny, Rys. 6)29-31. Utlenianie może zachodzić zgodnie z mechanizmem 

dwuelektronowym – jonowo lub jednoelektronowym – rodnikowo. Większość metod 

syntetycznych skoncentrowana jest na otrzymywaniu disulfidów symetrycznych poprzez 

utlenienie odpowiedniego tiolu. Otrzymywanie disulfidów krzyżowych jest trudniejsze 

ze względu na utratę symetrii w takim produkcie32-34. Dalsze utlenianie disulfidów 

prowadzi do otrzymania sulfotlenków i sulfonów (kwasów sulfonowych). W warunkach 

redukujących disulfidy ulegają redukcji do sulfidów (tioeterów) lub z powrotem do tioli. 

 

 

Rys. 6. W zależności od warunków reakcji utlenianie tioli do disulfidów prowadzi 

do otrzymania produktów symetrycznych lub niesymetrycznych 

 

Disulfidy są intensywnie badane ze względu na swoje ogromne znaczenie 

w układach biologicznych. Poprzez tworzenie wiązań pomiędzy resztami L-cysteiny 

(mostki disiarczkowe) disulfidy odpowiadają za II i III-rzędową strukturę białek (Rys. 7)35. 

Dynamiczny charakter tego wiązania pozwala na reorganizację układu mostków na drodze 

dynamicznej wymiany disulfidowej, co prowadzi do zmian konformacyjnych całego białka 

i w efekcie do zmiany jego właściwości36. Drugim fundamentalnym zadaniem disulfidów 

w organizmach żywych jest utrzymywanie i regulowanie fizjologicznego potencjału 

redoks. Najpopularniejszym związkiem zawierającym siarkę w każdym organizmie jest 

glutation (GSH), tripeptyd zawierający resztę cysteinową o właściwościach redukujących. 

Glutation w formie zredukowanej (GSSG) zawierającej wiązanie disulfidowe obniża stres 

oksydacyjny poprzez redukowanie wolnych rodników i regenerowanie grup tiolowych 

cysteiny w białkach, które uległy uszkodzeniu37, 38. 

 

Rys. 7. Schemat reakcji powstawania wiązań disulfidowych z reszt cysteinowych 

w białkach 
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5.4 Dynamiczna wymiana disulfidowa 

Dynamiczna wymiana disulfidowa to reakcja pomiędzy disulfidem R1-S-S-R2, 

a jonem tiolanowym R3-S
-, w której powstaje nowy disulfid R1-S-S-R3 (Rys. 8). Reakcja 

ta przebiega zgodnie z mechanizmem substytucji typu SN2. Na skutek nukleofilowego 

ataku tiolanu na wiązanie disulfidowe powstaje liniowy produkt przejściowy zawierający 

trzy atomy siarki, który następnie ulega rozkładowi na produkt (Rys. 8). Jon tiolanowy 

powstaje poprzez dysocjację wiązania S-H w łagodnych warunkach zasadowych39. 

 
Rys. 8. Schemat reakcji dynamicznej wymiany disulfidowej i diagram energetyczny zmiany 

energii potencjalnej układu od czasu 

 

Dowiedziono, że pH środowiska ma istotny wpływ na szybkość reakcji wymiany 

disulfidowej. Siarka jako miękka zasada bogata w elektrony jest silniejszym nukleofilem 

w stanie zdeprotonowanym R-S- niż w stanie protonowanym R-SH. Ponieważ szybkość 

wymiany jest zależna od stężenia jonu tiolanowego w roztworze, które jest zależne 

od dysocjacji wiązania S-H, to cały proces jest zależny od pH roztworu i pKa tiolu. Jeżeli 

pH < pKa, to szybkość wymiany disulfidowej jest mała ze względu na wysokie stężenie 

formy R-SH. Jeśli pH > pKa, to reakcja wymiany jest szybka przez wyższe stężenie jonów 

R-S-. Jednakże przy zbyt wysokim pH nukleofilowość tiolanu istotnie maleje i następują 

reakcje konkurencyjne ze strony jonów OH- 39. Z tego powodu przyjęto empiryczną regułę, 

że dla optymalnej szybkości wymiany disulfidowej, pH roztworu powinno być zbliżone 

do pKa reagującego tiolu (zazwyczaj pH 7,0-8,0)39. 

Szczególnym rodzajem wymiany disulfidowej jest metateza disulfidowa1. Jest to 

reakcja podobna do metatezy olefin. Biorą w niej udział dwa różnie podstawione wiązania 

disulfidowe, które w wyniku reakcji przegrupowują się wg atomów siarki (Rys. 9). 
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Rys. 9. Schemat reakcji metatezy disulfidowej 

 

Planując eksperymenty DCC należy uwzględnić także zjawisko tzw. pułapki 

kinetycznej. Pułapka kinetyczna to sytuacja, w której jeden z dwóch konkurencyjnych 

procesów równowagowych jest znacząco szybszy niż drugi. Prowadzi to do wysycenia 

układu w produkt kinetyczny, co skutkuje zatrzymaniem wymiany dynamicznej40. 

Otrzymywanie disulfidów z tioli jest nieodwracalną reakcją utleniania. Natomiast wymiana 

disulfidowa jest procesem dynamicznym i odwracalnym, który zachodzi pomiędzy 

obecnym już w układzie disulfidem a jonem tiolanowym. Tak więc w disulfidowych 

układach dynamicznych zachodzi nieustanna konkurencja pomiędzy nieodwracalnym 

utlenianiem a odwracalną wymianą disulfidową (Rys. 10). 

 

 

Rys. 10. Schemat reakcji ilustrujący konkurencję pomiędzy utlenianiem K1 a dynamiczną 

wymianą disulfidową K2 i K3 

 

Jeżeli szybkość reakcji utleniania K1 jest wysoka, to z układu szybko znika źródło 

tiolanów, które są niezbędne dla odwracalnych reakcji K2 i K3. Dlatego też dynamiczna 

wymiana disulfidowa jest możliwa, dopóki w układzie są obecne jony tiolanowe. Jeżeli 

układ reakcyjny jest stale wystawiony na obecność utleniacza, to zawsze dojdzie 

do zatrzymania wymiany dynamicznej. Ponowna reakcja wymiany może być zainicjowana 

poprzez dodanie czynnika redukującego lub niewielkiej ilości dodatkowego tiolu. 

Najczęściej stosowaną techniką unikania pułapki kinetycznej w disulfidowej DCC 

jest dostosowanie szybkości utleniania tioli do szybkości dynamicznej wymiany 

disulfidowej. Popularną metodą powolnego utleniania jest prowadzenie reakcji w wodzie 

w warunkach zasadowych (pH ok. 8), gdzie czynnikiem utleniającym jest rozpuszczony 

w wodzie elementarny tlen (O2). Wciąż nie udało się przedstawić wyczerpującego 

mechanizmu tej reakcji na poziomie atomowym, chociaż znane są pośrednie obserwacje 

wskazujące na to, że w reakcji tej następuje utlenianie jednoelektronowe powodowane 
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reaktywnym rodnikiem hydroksylowym •OH, który powstaje w wyniku reakcji 

O2 z anionem hydroksylowym OH- (Rys. 11)38, 41. 

 

 

Rys. 11. Schemat postulowanego mechanizmu utleniania tioli do disulfidów według 

mechanizmu jednoelektronowego 

 

Pionierem disulfidowej DCC opartej o utlenianie rozpuszczalnych w wodzie 

komponentów tiolowych elementarnym tlenem jest prof. Jeremy K.M. Sanders 

z Uniwersytetu w Cambridge. W jego metodologii jako źródło grup tiolowych w blokach 

budulcowych najczęściej stosuje się cysteinę. Ten naturalny aminokwas białkowy 

zapewnia szereg pożądanych właściwości. Silnie polarna grupa karboksylowa umożliwia 

dysocjację i rozpuszczalność komponentu w wodzie. Grupa aminowa to uniwersalna grupa 

funkcyjna pozwalająca na przyłączenie cząsteczki cysteiny do reszty bloku budulcowego. 

Trwała konfiguracja absolutna (R)-L-cysteiny zapewnia homochiralność całego 

komponentu. Powstałe biblioteki kombinatoryczne analizuje się metodą LC-MS. Jest to 

tandemowa technika jakościowo-ilościowa polegająca na rozdziale polarnych produktów 

DCL przez HPLC, które są następnie kierowane na spektrometr mas, co pozwala 

przyporządkować rozdzielonym produktom ich masy cząsteczkowe. 

 

5.5 Przegląd literaturowy dynamicznych układów disulfidowych 

Zainteresowanie chemią kombinatoryczną opartą o wiązania disulfidowe zostało 

zapoczątkowane dopiero przez wymienioną wyżej grupę prof. J.K.M. Sandersa. Jak podają 

autorzy pionierskiej pracy, aż do 2000 roku nie opisano w całości żadnego przypadku DCL 

opartej na disulfidach42. W pracy tej poddano procedurze DCC proste ditiole, takie jak 2,3-

dimerkaptopropanol, czy kwas 3,5(bis-merkaptometylo)-benzoesowy w wodzie 

w warunkach zasadowych (Rys. 12). Do dzisiaj zbadane i opisane zostały liczne układy 

oparte o disulfidowe DCC43. 
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Rys. 12. Pierwsza disulfidowa biblioteka kombinatoryczna, struktury komponentów, 

schematyczna reprezentacja produktów w DCL i analiza masowa42 

 

Jednym z obszarów, w jakim DCC wzbudza zainteresowanie, jest jej wykorzystanie 

w chemii układów gość-gospodarz, w taki sposób aby odpowiednio dobrany związek 

wzorcowy (ang. templat) powodował amplifikację jednego z produktów DCL poprzez 

utworzenie z nim (przez oddziaływania niekowalencyjne) bardziej stabilnego 

termodynamicznie produktu44, 45. 

Znaczącą innowacją strukturalną było wprowadzenie przez Westa w 2005 

tritiolowego komponentu opartego o 1,3,5-trikarboksybenzen do mieszaniny 

aromatycznych ditioli46. Nowość ta zaowocowała pojawieniem się niespotykanych do tej 

pory architektur klatkowych i pseudo-klatkowych zawierających w swojej strukturze 

komponent tritiolowy (Rys. 13). 

 

Rys. 13. Zastosowanie trifunkcyjnego bloku budulcowego pozwala na otrzymanie struktur 

klatkowych i pseudo-klatkowych46 

 

W toku dalszych badań dowiedziono, że grupy karboksylowe obecne w blokach 

budulcowych mogą być wykorzystane jako receptor anionowy oddziałujący 

z odpowiednimi templatami kationowymi (oddziaływania kation-anion). Wykazano, 

że dodatek liniowych poliamin, takich jak kadaweryna, spermina czy spermidyna, 

prowadzi do zróżnicowania produktów makrocyklicznych47 lub do wygenerowania 

nowych struktur klatkowych w wieloskładnikowych DCL (Rys. 14)48. 
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Rys. 14. Zastosowanie poliaminowego templatu (np. sperminy) całkowicie zmienia skład 

jakościowy i struktury produktów w DCL48 

 

Charakter oddziaływania kation-anion można odwrócić poprzez zastosowanie 

kationowego bloku budulcowego oddziałującego z anionami. W jednej z prac pokazano 

metodę stymulacji DCL poprzez dobór anionu wielokarboksylowego kwasu 

o odpowiednim rozmiarze w celu amplifikacji stężenia n-krotnych makrocykli 

disulfidowych powstałych z ditiolowych komponentów zawierających pirydynę 

jako receptor anionów49. 

Spośród oddziaływań niekowalencyjnych wykorzystywanych w DCC szczególnie 

ważny jest efekt hydrofobowy. Jest to zjawisko polegające na tym, że substancje niepolarne 

mają tendencję do agregacji w środowisku wodnym z jednoczesnym wypchnięciem wody 

spomiędzy agregujących cząstek50. W kontakcie z substancją hydrofobową cząsteczki 

wody układają się w taki sposób, aby nie utracić korzyści energetycznej wynikającej 

z istniejących wiązań wodorowych. W efekcie prowadzi to do minimalizacji kontaktu 

powierzchniowego cząsteczek niepolarnych z cząsteczkami wody51, 52. Tiolowe bloki 

budulcowe są często związkami organicznymi o licznych fragmentach aromatycznych, 

co wiąże się z ich znaczną hydrofobowością53. Zaobserwowano, że DCL wygenerowane 

z silnie hydrofobowych bloków budulcowych kurczą się w wodzie poprzez zmiany 

konformacyjne w taki sposób, aby zminimalizować powierzchnię kontaktu z wodą 

i skompensować niekorzystny efekt hydrofobowy. Wykazano także, że podczas zbliżania 

się do siebie dwóch powierzchni hydrofobowych cząsteczki wody są spomiędzy nich 
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wypychane z niewielkim dodatnim efektem entropowym, który zasila agregację 

takich cząsteczek54, 55. 

Niezwykle bogatą rodzinę stanowią biblioteki disulfidowe oparte o difunkcyjne 

pochodne naftalenodiimidów (NDI). Naftalenodiimidy stanowią jeden z najważniejszych 

motywów molekularnych w chemii supramolekularnej. Dzięki swojej trwałej, płaskiej 

strukturze i właściwościach elektronowych są zdolne do interakcji z innymi cząsteczkami 

poprzez oddziaływania π-π stackingowe, kation-π, wiązania wodorowe itd56. Wykazano, 

że dibezwodnik kwasu naftalenotetrakarboksylowego (NDA) można w łatwy sposób 

modyfikować aminokwasami białkowymi, w syntezie mikrofalowej otrzymując 

odpowiednie mono- lub diimidy z zachowaniem konfiguracji absolutnej układu57, 58. 

Połączenie hydrofobowych właściwości NDI z polarnymi resztami cysteiny i łącznikami 

aminowymi doprowadziło do syntezy licznych, złożonych struktur na drodze DCC takich 

jak katenany59-62, węzły molekularne (Rys. 15)63-65 czy nanorurki66. 

 

Rys. 15. Skomplikowany węzeł molekularny otrzymany z difunkcyjnego bloku 

budulcowego. Schemat DCL, struktura produktu i widmo 1H NMR63 

 

Grupa prof. Sijbrena Otto rozwinęła zastosowanie dynamicznych disulfidów 

w chemii molekularnych replikatorów67, 68. Difunkcyjne bloki budulcowe oparte 

o pochodne kwasu 3,5-dimerkaptobenzoesowego łączą się w heksameryczne makrocykle, 

które następnie poprzez oddziaływania niekowalencyjne układają się w drabinkowe stosy. 

Układy te zachowują się jak molekularne replikatory, które dziedziczą informację 

o rozmiarze danego stosu i promują powstawanie kolejnych (Rys. 16)69-73. 
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Rys. 16. Zastosowanie DCC w chemii replikatorów molekularnych73 

 

Grupa prof. Darrena Johnsona opracowała metodologię DCC w środowiskach 

niewodnych, takich jak chloroform, THF czy metanol, opartą na prostych tiofenolach 

lub tiolowych pochodnych ksylenów74. Wykazała, że wybrane chlorki półmetali (AsCl3, 

SbCl3) są efektywnymi katalizatorami utleniania tioli do disulfidów elementarnym jodem 

poprzez utworzenie przejściowych, S-koordynacyjnych związków kompleksowych75. 

Metodę tę zastosowano do wygenerowania złożonej biblioteki disulfidowych makrocykli, 

które zostały następnie zredukowane do odpowiednich sulfidów (tioeterów) w reakcji 

z HMPT (Rys. 17)76. Autorzy sugerują, że istnieje możliwość dalszej modyfikacji 

tak otrzymanych sulfidów do czystych węglowodorów poprzez całkowite usunięcie siarki 

ze struktury produktu. Stanowiłoby to narzędzie do otrzymywania nieznanych do tej pory 

wielowymiarowych szkieletów węglowodorowych. 
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Rys. 17. Disulfidowa DCC w chloroformie. Schemat reakcji i struktura produktów76 

 

Stosunkowo słabo poznanym aspektem jest korzystanie z metatezy disulfidowej 

w DCC. Przyczynia się do tego większy stopień skomplikowania eksperymentalnego 

i wymóg ostrzejszych warunków prowadzenia reakcji, np. poprzez katalizę fosfinami77. 

Z powodzeniem zastosowano także mechanochemiczne podejście do metatezy disulfidów, 

którego wynikiem były disulfidowe produkty krzyżowe otrzymane w procesie syntezy 

w ciele stałym przy wykorzystaniu młynów kulowych78, 79. Znane jest także doniesienie 

o tym, że metatezę disulfidową można przeprowadzić mechanochemicznie poprzez 

sonikację ultradźwiękami roztworu symetrycznych disulfidów aromatycznych (Rys. 18)5. 

 

 

Rys. 18. Efektywna wymiana disulfidowa wywołana sonikacją ultradźwiękami5 

 

Istotnym zagadnieniem jest zastosowanie DCC w nowoczesnej chemii 

materiałowej do otrzymywania inteligentnych materiałów funkcjonalnych. Projektowanie 

i synteza takich materiałów wymaga wykorzystania wszystkich dostępnych w DCC 
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narzędzi. Przykładem takiego podejścia jest synteza fotoresponsywnego hydrożelu (Rys. 

19)80. Wykazano, że ditiolowe bloki budulcowe oparte o diazobenzen tworzą biblioteki 

disulfidowych produktów makrocyklicznych, a dodatek soli magnezu powoduje 

zżelowanie roztworu. Jony Mg2+ tworzą liczne wiązania koordynacyjne z dostępnymi 

resztami -COO-, wiążąc ze sobą w sieć hydrofobowe cząsteczki makrocykli. Proces 

żelowania odbywa się z samosortowaniem składników DCL. Wyłącznie produkty 

zbudowane z bardziej hydrofobowego komponentu wchodzą w usieciowaną 

strukturę hydrożelu. 

 

Rys. 19. Synteza fotoresponsywnego hydrożelu na drodze disulfidowej DCC. Struktura 

komponentów, schemat produktów DCL i schemat struktury hydrożelu80 

 

Do dzisiaj przedstawiono nieliczne przykłady dobrze zdefiniowanych struktur 

klatkowych lub pseudo klatkowych opartych na disulfidach81, 82. Istotną przeszkodą 

w otrzymywaniu trójwymiarowych i symetrycznych struktur disulfidowych są czynniki 

geometryczne wynikające z kątów torsyjnych wiązania disulfidowego83. Kąt ten zawiera 

się w przedziale 90°-100° co powoduje, że grupy R1 i R2 znajdujące się za atomami siarki 

są obrócone względem siebie o ok 90°. Konsekwencją takiego ułożenia jest to, 

że w strukturach klatkowych wiązania disulfidowe muszą ustawić się w przestrzeni 

pomiędzy dwoma reagującymi komponentami lub na zewnątrz ich ogólnej struktury, 

co prowadzi do utraty symetrii układu. Wykazano, że utlenianie jodem tritiolowego 

kaliksarenu katalizowane jodkiem potasu prowadzi do otrzymania struktury klatkowej83. 

Zaobserwowano wyłącznie produkt o konfiguracji anti, czyli taki, którego struktura 

pozwala na ułożenie się wiązań S-S w przestrzeni zgodnie z preferowanym kątem (Rys. 

20). Zastosowanie zmodyfikowanego komponentu o większym zatłoczeniu sterycznym, 

które wymusza konfigurację syn, spowodowało, że w układzie nie powstała żadna struktura 

klatkowa. 
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Rys. 20. Otrzymywanie trisdisulfidowego klatratu. Schemat reakcji, struktura substratu 

i struktury krystaliczne klatki (rzut z boku i z góry)83 

 

Analogiczna sytuacja została zaobserwowana w układzie klatkowym opartym 

o aromatyczną pochodną 1,3,5-tris(aminometylo)benzenu84. W tym przypadku klatka 

powstała w wyniku reakcji bromku benzylowego z już utlenioną o-merkaptoaniliną. 

Analiza krystalograficzna wykazała charakterystyczne ułożenie trzech wiązań 

disulfidowych (kąt 96,7°) w przestrzeni pomiędzy dwiema platformami (Rys. 21). 

 

Rys. 21. Schemat reakcji syntezy klatki disulfidowej i struktura krsystaliczna 

pojedynczej cząsteczki84 

 

Z powodu tych ograniczeń geometrycznych stosunkowo trudno jest otrzymać 

symetryczne wieloskładnikowe klatki disulfidowe o bardziej skomplikowanej strukturze. 

Niemniej w wyniku reakcji mieszaniny di- i tritiolowego komponentu otrzymano z dużą 

wydajnością (90%) pseudo-klatkowy produkt zbudowany z dwóch cząsteczek tritiolu 

i dwóch cząsteczek ditiolu (Rys. 22)85, 86. Modelowanie molekularne wykazało, 

że produkt ten ma bardzo skomplikowaną strukturę o niskiej symetrii. Autorzy 

postulują, że za stabilność termodynamiczną tego produktu odpowiadają liczne 

wewnątrzcząsteczkowe wiązania wodorowe. 
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Rys. 22. Synteza disulfidowej struktury pseudo-klatkowej poprzez wieloskładnikową DCL. 

Struktury komponentów, chromatogramy HPLC i obliczone modele wybranej struktury86 

 

Opisane czynniki geometryczne i strukturalne powodują, że takie związki 

są niezwykle trudne do krystalizacji. Nieliczne przedstawione dotąd struktury krystaliczne 

dotyczą wyłącznie wysoce symetrycznych i niepolarnych układów pozbawionych 

dodatkowych grup funkcyjnych. Natomiast powszechną praktyką jest stosowanie 

modelowania molekularnego do częściowego zwizualizowania otrzymywanych 

produktów dynamicznych. Modele takie nie zastępują analizy krystalograficznej, są jednak 

wystarczająco dobrym kompromisem pozwalającym na analizę podstawowych 

właściwości strukturalnych cząsteczek (kształt, rozmiar, objętość). 
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6 CEL PRACY I UZASADNIENIE TEMATYKI BADAWCZEJ 

 

Jak przedstawiono we wstępie, dynamiczne i kowalencyjne architektury 

molekularne oparte o wiązania disulfidowe stanowią intrygujące wyzwanie badawcze 

ze względu na swoje unikatowe właściwości, takie jak stabilność, rozpuszczalność 

w wodzie i biokompatybilność, a także na perspektywę możliwych zastosowań. Pomimo 

znacznego postępu w rozwoju tego typu systemów wciąż znane są jedynie nieliczne 

przykłady dobrze zdefiniowanych strukturalnie disulfidowych architektur 

makrocyklicznych i klatkowych. To właśnie te układy ze względu na swoje właściwości 

mają największy potencjał aplikacyjny. 

 

CELEM NAUKOWYM tej pracy były synteza i analiza nowych dynamicznych 

układów makrocyklicznych i klatkowych zawierających odwracalne wiązania disulfidowe, 

ze szczególnym uwzględnieniem układów rozpuszczalnych i stabilnych w wodzie. 

Na tę rozprawę składa się cykl czterech prac naukowych, które mają wypełnić cel naukowy 

poprzez odniesienia do wymienionych poniżej aspektów chemii dynamicznych disulfidów. 

 

ARCHITEKTURA produktów dynamicznych w otrzymywanych DCL to 

właściwość trudna do uzyskania i kontrolowania. Zastosowanie bloku budulcowego 

o odpowiedniej strukturze i geometrii potrafi wpłynąć na układ dynamiczny w taki sposób, 

że spośród wielu możliwych produktów kombinatorycznych obserwuje się formowanie 

tylko danego typu architektur lub nawet pojedynczego produktu dynamicznego. W pracy 

D1 opisano dynamiczną bibliotekę pięciu dimerycznych klatek molekularnych 

otrzymanych z trzech tritiolowych bloków budulcowych o symetrii C3, które wykazują 

wysoką selektywność formowania i ze względu na swój rozmiar częściowe 

samosortowanie strukturalne. 

 

ROZPUSZCZALNOŚĆ jest kluczową właściwością systemu molekularnego 

lub supramolekularnego warunkującą jego zastosowanie w danych warunkach. Dlatego też 

możliwość modulacji rozpuszczalności takiego układu bez naruszenia jego głównych 

funkcji i cech strukturalnych jest pożądana. Praca D2 jest poświęcona modyfikacji 

strukturalnej jednego z dwóch bloków budulcowych w taki sposób, aby multidynamiczna 
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asocjacja tego układu w wieloskładnikową i fluorescencyjną klatkę molekularną była 

możliwa w ekstremalnie różnych rozpuszczalnikach, takich jak chloroform czy woda. 

 

SYNTEZA bloków budulcowych jest równie istotną częścią DCC, co analiza 

otrzymanych układów dynamicznych. Etap przygotowania wielofunkcyjnych 

i atrakcyjnych strukturalnie komponentów na drodze klasycznej syntezy organicznej jest 

często długim i żmudnym procesem. Dlatego też praca D3 została poświęcona rozwojowi 

metod syntetycznych pozwalających na skrócenie tego etapu. Przedstawiono w niej szybką 

i wydajną metodę otrzymywania zróżnicowanych strukturalnie wielofunkcyjnych 

diimidów modyfikowanych α-aminokwasami z wykorzystaniem syntezy mikrofalowej. 

 

Zewnętrzna KONTROLA właściwości DCL poprzez modulację warunków 

fizykochemicznych środowiska jest trudna, ale i pożądana. W pracy D4 pojedynczy blok 

budulcowy został wykorzystany do wygenerowania biblioteki licznych dynamicznych 

architektur makrocyklicznych w jednoetapowym procesie, poprzez zastosowanie 

nieoczekiwanej hydrolizy diimidów in situ. Zaproponowano nową metodę podwójnej 

stymulacji DCL, która polega na zmianach pH środowiska i dodatku DMSO, co umożliwia 

kontrolę nad różnorodnością strukturalną otrzymanych makrocykli. 
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7 CZĘŚĆ BADAWCZA – OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 

7.1 Strukturalne samosortowanie pseudopeptydowych, 
dimerycznych klatek disulfidowych w wodzie: badania 
mechanistyczne i wykrywanie kationów [D1] 

 

Celem tej pracy było opracowanie wydajnej syntezy homo- i heterodimerycznych, 

stabilnych w wodzie klatek molekularnych przy użyciu różnych aromatycznych platform 

organicznych funkcjonalizowanych L-cysteiną. Założono, że zapewni to dobrą bazę 

do zbadania zjawiska samosortowania w dynamicznym układzie wielodisulfidowym. 

Podjęto również udaną próbę uzyskania nowych informacji na temat czynników 

strukturalnych i geometrycznych, które są kluczowe dla tworzenia się klatek 

disulfidowych. Wykonano również szereg badań kinetycznych pokazujących etapy 

formowania się klatek. 

Zaprojektowano trzy platformy organiczne oparte o aromatyczne kwasy 

trikarboksylowe i L-cysteinę. Zestaw platform aromatycznych został dobrany tak, 

aby stopniowo zwiększać rozmiar (średnicę) sztywnego rdzenia. Bloki budulcowe 

uzyskano za pomocą zmodyfikowanej trójetapowej syntezy48 z odpowiednich trikwasów 

karboksylowych, w wyniku której otrzymano trzy tritiolowe komponenty 1, 2 i 3. 

Przygotowano zasadowe roztwory każdego z trzech komponentów (pH 8,0, 5,0 mM), 

które umieszczono następnie w luźno zamkniętych fiolkach i pozostawiono do utlenienia 

przez 5 dni. Aby upewnić się, że wszystkie DCL osiągnęły równowagę termodynamiczną, 

każdą próbkę sprawdzono dodatkowo metodą HPLC tydzień i miesiąc po zakończeniu 

5-dniowego czasu reakcji. Analiza LC-MS wykazała, że każda mieszanina poreakcyjna 

zawierała tylko jeden produkt (bardziej polarny niż substrat). Został on zidentyfikowany 

przez widma masowe jako monoprotonowany kation o masie dwukrotnie większej 

niż substrat, pomniejszony o masę 6 atomów wodoru odpowiadających tym utraconym 

podczas formowania trzech wiązań disulfidowych. Zaobserwowane masy odpowiadają 

zakładanym klatkom trisdisulfidowym (Rys. 23). 
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Rys. 23. a) Ogólny schemat przedstawionej DCL – trzy bloki budulcowe reagują ze sobą 

i tworzą pięć różnych klatek disulfidowych, trzy homodimeryczne (1-1, 2-2 i 3-3) i dwie 

heterodimeryczne (1-2 i 2-3). b) Chromatogramy HPLC (254 nm) pokazujące tworzenie 

heterodimerycznych klatek) w mieszaninach par komponentów. Dla pary 1 + 3 nie 

zaobserwowano klatki 1-3. Ze względu na znaczne różnice w molowych współczynnikach 

ekstynkcji składników chromatogramy nie pokazują rzeczywistych ilości produktów. Linia 

przerywana przedstawia rzeczywistą zawartość każdej z nich. c) Porównanie 

eksperymentalnych i teoretycznych widm masowych (ESI-MS) wszystkich pięciu klatek 

 

Następnie sprawdzono, czy różne bloki budulcowe mogą reagować między sobą 

i tworzyć heteroskładnikowe struktury klatkowe. Równomolowe roztwory zawierające 

pary komponentów poddano analogicznej procedurze przygotowania DCL. W mieszaninie 

poreakcyjnej pochodzącej ze składników 1 i 2 wykryto trzy różne produkty w równych 

proporcjach molowych (Rys. 23b). Na podstawie analizy LC-MS zidentyfikowano dwie 

homodimeryczne klatki, 1-1 i 2-2, podczas gdy trzeci produkt wykazał masę 

odpowiadającą heterodimerycznej klatce 1-2. Podobne wyniki uzyskano dla mieszaniny 

2 + 3, która po reakcji zawierała klatki 2-2, 3-3 i heterodimeryczną klatkę 2-3. 

W przypadku mieszaniny 1 + 3 w mieszaninie poreakcyjnej wykryto tylko dwie klatki 

homodimeryczne 1-1 i 3-3, bez śladu oczekiwanej struktury 1-3. Można tu więc 

zaobserwować strukturalne samosortowanie oparte na symetrii komponentów i różnicach 

w ich rozmiarze. Układy te preferują formowanie bardziej symetrycznych produktów 

w DCL. W żadnej z DCL nie zaobserwowano produktów liniowych ani makrocyklicznych. 
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W celu wykonania analizy NMR klatki homodimeryczne zostały wyizolowane 

w postaci stałej poprzez strącenie ich w formie odpowiednich heksakwasów 

karboksylowych z zasadowego roztworu DCL poprzez zakwaszenie. Klatki 

heterodimeryczne wyizolowano metodą półpreparatywnego HPLC w skali kilku 

miligramów. Widma 1H i COSY NMR potwierdziły oczekiwaną strukturę i symetrię 

klatki 1-2 (Rys. 24). 

 

 

Rys. 24. Porównanie widm 1H NMR klatki 1-2 z komponentami 1 i 2 (D2O, 298 K, 

600 MHz) 

 

Przesunięcia pary dubletów w górę pola (turkusowy i zielony) z grup 

trifenyloaminowych i singletu (niebieski) z centralnego pierścienia fenylowego wskazują 

na oddziaływanie pomiędzy aromatycznymi atomami wodoru oraz bliskość platform 

organicznych 1 i 2. Takie wyjaśnienie jest poparte analizą zoptymalizowanej struktury 

klatki 1-2. Wszystkie aromatyczne atomy wodoru są w tej strukturze dodatkowo osłaniane 

przez sąsiedztwo bogatych w elektrony atomów siarki i tlenu. 

W kolejnym etapie wykonano badania kinetyczne w celu lepszego zrozumienia 

procesu formowania się klatek. Zastosowano HPLC do monitorowania przebiegu reakcji, 

a także obserwowania zmian jakościowych i ilościowych DCL w czasie. Każdą mieszaninę 

reakcyjną obserwowano przez 30 godzin i monitorowano co 30 minut. W ten sposób 

otrzymano zestaw chromatogramów ilustrujących zanik bloku budulcowego i wzrost 

zawartości klatki w czasie, w oparciu o względną powierzchnię piku (RPA). Rozkład 
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zawartości produktów w czasie dla reakcji formowania się klatek homodimerycznych 

ilustruje Rys. 25 (produkty pośrednie przedstawiono na nim jako szare i czarne linie). 

Wykresy te pokazują, że w układach jednoskładnikowych całkowity czas konwersji był 

najkrótszy dla klatki 3-3 (10 godz.), dłuższy dla 1-1 (20 godz.) i najdłuższy dla 2-2 

(26 godz.). Założono, że wpływ na to mają subtelne efekty, takie jak różnice w solwatacji 

polarnych reszt cysteiny, polarność powierzchni czy też wielkości bloków budulcowych. 

 

 

Rys. 25. Wykresy rozkładu materiału w czasie dla trzech klatek homodimerycznych: 

a) 1-1, b) 2-2 i c) 3-3 

 

Dodatkowe pomiary LC-MS wykonane 60 minut po rozpoczęciu każdej z reakcji 

pozwoliły na poznanie składu mieszaniny reakcyjnej przed osiągnięciem stanu równowagi 

termodynamicznej i umożliwiły identyfikację produktów pośrednich. Eksperymenty 

te wykazały, że po 60 min. oprócz nieprzereagowanego tritiolu w mieszaninie są obecne 

związki będące połączeniem dwóch cząsteczek substratu przez jedno lub dwa wiązania 

disulfidowe. Nie wykryto żadnego związku o masie większej niż dwie jednostki tritiolowe. 

W pierwszym etapie procesu dochodzi do międzycząsteczkowej reakcji utleniania 

dwóch cząsteczek tritiolu, które tworzą produkt z jednym wiązaniem disulfidowym (1A, 

2A, 3A). Te produkty pośrednie ulegają następnie wewnątrzcząsteczkowej reakcji, która 

prowadzi do utworzenia kolejnego wiązania S-S i struktury makrocyklicznej (1B, 2B, 3B). 

W trzecim etapie następuje kolejna reakcja wewnątrzcząsteczkowa, która ostatecznie 

domyka strukturę klatki poprzez trzecie wiązanie disulfidowe (1-1, 2-2 i 3-3). 

Z otrzymanych wykresów kinetycznych wynika, że szybkość powstawania produktu jest 

zasadniczo taka sama jak szybkość zaniku substratu. Stężenie produktów pośrednich jest 

niewielkie i stałe w najbardziej dynamicznym okresie reakcji. Można zatem wnioskować, 

że etapem limitującym szybkość tego procesu jest pierwsza międzycząsteczkowa reakcja 

utleniania pomiędzy dwoma cząsteczkami substratu prowadząca do powstania pierwszego 
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wiązania disulfidowego. Dwie kolejne wewnątrzcząsteczkowe reakcje są szybkie, co 

wskazuje na to, że produkty pośrednie są mniej stabilne niż ostateczny produkt klatkowy. 

W układach, w których powstają klatki heterodimeryczne, analiza jest znacznie bardziej 

skomplikowana, ponieważ dwa różne komponenty są zaangażowane w konkurencyjne 

reakcje. Pomiary LC-MS wykazały wszystkie oczekiwane heteroskładnikowe produkty 

pośrednie, jednakże w niższych stężeniach niż w układach jednoskładnikowych (Rys. 26). 

 

 

Rys. 26. Wykresy rozkładu materiału w czasie dla wieloskładnikowych DCL 

 

W układzie 1 + 2 klatka 2-2 tworzy się najszybciej, następnie pojawia się 1-2, 

a na końcu 1-1. Całkowity czas reakcji jest znacznie dłuższy niż w układzie 

jednoskładnikowym 1 lub 2, i wynosi około 30 godzin. Efekt ten jest jeszcze bardziej 

widoczny w układzie 2 + 3 (Rys. 26b). W tym przypadku szybkość formowania klatek 

2-3 i 3-3 jest niemalże taka sama podczas całej reakcji. Także szybkość początkowa 

procesu jest około dwa razy wyższa niż w przypadku układu 1 + 2. Dopiero gdy układ 

zostanie wysycony w ok. 80% przez produkty 2-3 i 3-3 (po około 4 godzinach), szybkość 
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tworzenia się 2-2 wzrasta. Obserwacja układu ze wszystkimi trzema komponentami na raz 

była zgodna z wynikami uzyskanymi dla mieszanin dwuskładnikowych, po raz kolejny 

pokazując wpływ rozmiaru bloku budulcowego na proces (Rys. 26d). Klatki zawierające 

największy komponent 3 tworzyły się znacznie szybciej niż te zawierające 2. Natomiast 

najwolniej powstawały te zawierające komponent 1. Szybkość tworzenia się klatek 

zbudowanych z 1 i 2 wzrasta istotnie dopiero wtedy, gdy układ zużył już większość 

dostępnego komponentu 3 (Rys. 26d). 

W trakcie analizy kinetycznej układu 1 + 3 zaobserwowano, że homodimeryczne 

klatki 1-1 i 3-3 tworzą się prawie dwukrotnie szybciej w mieszaninie 1 + 3 niż w układach 

jednoskładnikowych (Rys. 26c). Całkowita konwersja 3 do 3-3 w tej mieszaninie zajmuje 

zaledwie ok. 4 godzin, podczas gdy pełne utworzenie 1-1 zajmuje ok. 10 godzin. 

Jak wykazano wyżej, utlenianie tioli jest procesem wolniejszym niż wymiana disulfidowa, 

dlatego tworzenie pierwszego wiązania S-S pomiędzy dwoma komponentami musi być 

etapem determinującym szybkość całego procesu tworzenia klatki (Rys. 27). Układ 1 + 3 

wyróżnia obecność mieszanych związków pośrednich np. 1-3A (reakcja III). Nukleofilowy 

atak tiolanu na disulfid 1-S-S-3 (1-3A) skutkuje powstaniem liniowego stanu 

przejściowego S-S-S, który rozkłada się do bardziej stabilnego produktu disulfidowego. 

Jeśli 1 jest słabszym kwasem niż 3, to w tych samych warunkach pH stężenie tiolanu 1-S- 

musi być niższe, co skutkuje zarówno wolniejszym formowaniem się rodników podczas 

utleniania, jak i korzystnym atakiem 3-S- na związek pośredni 1-3A. W tym przypadku 

syntezę 1-1 z 1-3A (reakcje III i V) lub z 1B (reakcja IV) można skutecznie spowolnić 

do czasu, dopóki układ nie zużyje dostępnego komponentu 3. Jednakże biorąc pod uwagę 

złożoność tego systemu, zidentyfikowanie dokładnych przyczyn zwiększonej szybkości 

reakcji w układzie 1 + 3 jest trudne. 

 

Rys. 27. Schematyczna reprezentacja możliwych reakcji wymian disulfidowych 

w dwuskładnikowej mieszaninie komponentów 1 + 3 
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 Pomimo wielu prób nie udało się otrzymać monokryształu z żadnej klatki. 

Zastosowano więc modelowanie molekularne w celu zoptymalizowania struktur klatek 

i porównano tak otrzymane wartości z danymi eksperymentalnymi (Tabela 1). Wartości 

promieni hydrodynamicznych wyznaczonych dla każdej z klatek na podstawie pomiarów 

DOSY dobrze korelują z promieniami obliczonymi z otrzymanych modeli, co dodatkowo 

uwiarygadnia zastosowaną metodę modelowania. 

 Właściwości zoptymalizowanych struktur klatek (DFT b3lyp (GD3) 6-31g+(d)) 

są spójne z danymi eksperymentalnymi. Odległość pomiędzy platformami aromatycznymi 

jest największa dla najbardziej polarnego rdzenia w klatce 2-2 (8,2 Å), a najmniejsza 

w 3-3 (4,0 Å). Jak wynika z wcześniejszych obserwacji, platforma 3 przez swoją dużą 

powierzchnię jest najbardziej hydrofobowa. Skutkiem niwelowania efektu 

hydrofobowego przez tę strukturę, jest więc płaski kształt klatki 3-3. Obliczenia wykazały 

też, że we wszystkich klatkach wiązania disulfidowe przyjmują konfigurację syn względem 

reszty struktury. 

 

Tabela 1. Obliczone modele klatek dimerycznych i porównanie właściwości 

Klatka 1-1 2-2 3-3 1-2 2-3 

Obliczony 

model 

     

Symetria D3 D3 D3 C3 C3 

rhyd [Å]a 9,68 11,02 13,50 8,02 10,28 

rcalc. [Å]b 8,36 10,35 12,05 7,86 9,13 

d [Å]c 7,9 8,2 8,1 7,5 4,0 

φd 107,0 136,6 105,5 105,4 85,5 

ϑe 4,9 9,7 5,2 8,1 1,5 
a promień hydrodynamiczny obliczony na podstawie DOSY, b promień hydrodynamiczny obliczony z modelu, 
c odległość pomiędzy platformami aromatycznymi, d kąt torsyjny wiązania S-S (obliczony), e kąt obrotu 

platform względem siebie wzdłuż osi Z 

 

Podczas prac z 2-2 zaobserwowano, że dodatek soli lantanu La(NO3)3 

do zasadowego roztworu klatki skutkuje ilościowym wytrąceniem się nierozpuszczalnego 

osadu 2-2-La. Materiał ten został wyizolowany i poddany analizie w ciele stałym w celu 

wstępnego poznania jego właściwości (Rys. 28). W toku dalszych prac wykazano, że klatka 

2-2 posiada silne właściwości fluorescencyjne, które są zachowane w nierozpuszczalnym 

w wodzie materiale 2-2-La. Obrazowanie SEM tego materiału uwidoczniło 

bezpostaciową, porowatą strukturę, natomiast analiza SEM-EDS potwierdziła obecność 

lantanu w strukturze. Zaobserwowana właściwość klatki 2-2 do tworzenia 
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nierozpuszczalnych związków koordynacyjnych może zostać w przyszłości wykorzystana 

do spektroskopowego wykrywania wybranych kationów lub do wiązania lantanowców 

w wodzie. 

 

 

Rys. 28. Analiza fluorescencyjnego materiału 2-2-La: a) porównanie widm emisji 

pomiędzy 2 i 2-2 (wzbudzenie 345 nm, zakres stężeń 10-5-10-6 mol-1 × dm3), b) porównanie 

widm emisji w ciele stałym pomiędzy 2-2 i materiałem 2-2-La (wzbudzenie 345 nm), 

c) analiza SEM i SEM-EDS dla zawartości La i S 

 

Pełen opis powyższego projektu został przedstawiony w pracy D1 (str. 69) 

i w Informacjach Uzupełniających S1 (str. 77) dołączonych do tej rozprawy. 

 

Konopka M., Cecot P., Harrowfield J.M., Stefankiewicz A.R., Structural self-sorting of 

pseudopeptide homo and heterodimeric disulfide cages in water: mechanistic insights and 

cation sensing, Journal of Materials Chemistry C, 2021, 9, 7607-7614. 

 

Projekt zrealizowano we współpracy z prof. Jackiem M. Harrowfieldem z Institut de 

Science et d’Ingénierie Supramoléculaires, Université de Strasbourg (Francja). 
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7.2 Regulowanie rozpuszczalności fluorescencyjnych klatek 
aromatycznych przy użyciu bloków budulcowych 
funkcjonalizowanych aminokwasami [D2] 

 

W drugiej pracy wchodzącej w skład tej rozprawy poruszono tematykę 

kontrolowania właściwości produktów dynamicznych poprzez modyfikację strukturalną 

bloków budulcowych. Jak przedstawiono we wstępie, możliwość kontrolowania 

rozpuszczalności danego systemu dynamicznego w danym środowisku często przesądza 

o możliwości jego późniejszego zastosowania. Dlatego też przedstawiona poniżej praca 

jest kontynuacją rozpoczętego wcześniej projektu27 dotyczącego otrzymywania podwójnie 

dynamicznych, ortogonalnych klatek molekularnych. 

Autorzy projektu pokazują aż dziesięć małych bloków budulcowych, które reagują 

jednocześnie w mieszaninie DMSO-woda 94%/6% i tworzą selektywnie pojedynczą 

strukturę klatkową. Opisana klatka powstaje z tetrakis-aldehydu tetrafenyloetylenowego 

(TPE-Ald) oraz hydrazydu cysteiny (Cys-Hyd) (Rys. 29). Silnie solwatujący 

rozpuszczalnik, jakim jest DMSO, pozwala na jednoczesne rozpuszczenie w medium 

reakcyjnym tych dwóch, bardzo różnych pod względem polarności, substratów. Jednakże 

autorzy cytowanej pracy nie byli w stanie zmniejszyć zawartości DMSO lub wody 

bez wytrącania się któregoś z substratów. Przedstawiona na Rys. 29 klatka Cage 3 zawiera 

osiem pierwszorzędowych grup aminowych -NH2 w resztach cysteinowych, które dają 

możliwość funkcjonalizacji całej struktury. 

 

Rys. 29. Ogólny schemat reakcji tworzenia się zmodyfikowanych klatek molekularnych. 

Trzy grupy funkcyjne biorące udział w procesie samoorganizacji oznaczono kolorami: 

aldehyd – czerwonym, hydrazyd/amina – niebieskim, tiol – pomarańczowym 
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Właśnie ten fakt został wykorzystany w pracy D2. Grupy -NH2 posłużyły jako 

miejsce modyfikacji Cys-Hyd, która miała na celu zmianę rozpuszczalności zarówno 

bloków budulcowych, jak i klatki. Projekt rozpoczęto od zaprojektowania i syntezy kilku 

strukturalnie dopasowanych komponentów molekularnych. Tetra-aldehyd (TPE-Ald) 

został użyty jako aromatyczny rdzeń klatek, aby zachować struktury opisanych wcześniej 

architektur. Do wstawienia strukturalnej modyfikacji grupy aminowej w hydrazydzie 

cysteiny zastosowano wiązanie amidowe, ponieważ reakcje sprzęgania aminokwasów 

są dobrze opisane i przebiegają w łagodnych warunkach. Następnie wybrano dwa kwasy 

organiczne do modyfikacji Cys-Hyd. Kwas 2-(2-metoksyetoksy)octowy (DEG) 

zawierający polarny i hydrofilowy fragment glikolowy został użyty, żeby uzyskać 

rozpuszczalność komponentu w wodzie. Do modyfikacji niepolarnej zastosowano 

racemiczny kwas 2-etyloheksanowy (EH), aby zwiększyć hydrofobowość układu 

i uzyskać klatki rozpuszczalne w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych. Na drodze 

przedstawionej syntezy otrzymano dwa nowe N-sfunkcjonalizowane hydrazydy cysteiny 

DEG-L-Cys-HYD i EH-L-Cys-HYD (Rys. 30). 

 

Rys. 30. Synteza zmodyfikowanych hydrazydów cysteiny. Odczynniki i warunki: 

I) (CH3)3COCONHNH2, EDC·HCl, HOBt, Et3N, CH2Cl2, 0°C do temp. pokojowej; 

II) DMF/piperydyna (8:2 v.v.), temp. pokojowa; III) DCC, NHS, THF lub CH2Cl2, temp. 

pokojowa; IV) Et3N, DMF, temp. pokojowa; V) TIPS/TFA (90:10 v.v.) 



44 

Zmodyfikowane hydrazydy zostały oddzielnie poddane reakcji z TPE-Ald 

w stosunku 1:4 w mieszaninie rozpuszczalników (DMSO-woda 94%/6%, temp. 50°C). 

W obu przypadkach analiza LC-MS wykazała pojedynczy produkt w mieszaninie 

poreakcyjnej, a całkowita konwersja została osiągnięta po 3 dniach. Analiza masowa 

wykazała sygnały odpowiadające masom oczekiwanych klatek, które powstały 

ze zmodyfikowanych hydrazydów, odpowiednio DEG-CAGE i EH-CAGE. W ten sposób 

potwierdzono tworzenie się dwóch nowych klatek ze zmodyfikowanych bloków 

budulcowych za pomocą ortogonalnych dynamicznych reakcji kowalencyjnych (Rys. 31). 

 

Rys. 31. Charakterystyka nowych klatek: a) porównanie chromatogramów HPLC (310 nm) 

TPE-ALD, DEG-CAGE i EH-CAGE ilustrujące tworzenie się pojedynczego produktu, 

b) widma masowe ESI-MS zmodyfikowanych klatek, c) widma 1H NMR (DMSO-d6, 298 K, 

400 MHz) dla DEG-CAGE (u góry) i EH-CAGE (na dole) 

 

Obie klatki scharakteryzowano za pomocą 1H NMR. W celu otrzymania 

miarodajnej próbki „surową” mieszaninę poreakcyjną odparowano do sucha, a następnie 

pozostały osad rozpuszczono w rozpuszczalniku deuterowanym. Zarejestrowane widma 

potwierdziły obecność wszystkich oczekiwanych grup funkcyjnych w strukturze klatki 

(sygnały iminowe δ = 8 p.p.m., sygnał diastereotopowy cysteiny δ = 4,5 p.p.m. i sygnały 

grup bocznych). Klatki te istnieją jako mieszanina izomerów cis i trans wiązań iminowych 
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oraz izomerów syn i anti wiązań disulfidowych. W rezultacie powoduje to niską symetrię 

widm 1H NMR (Rys. 31c). 

Następnie zmieniono skład mieszaniny reakcyjnej. Najpierw zbadano formowanie 

się DEG-CAGE w układzie rozpuszczalników ze wzrastającą zawartością wody, 

od DMSO-woda 94%/6% do 100% wody. Analiza LC-MS wyraźnie wykazała tworzenie 

się klatek do zawartości 25% DMSO w wodzie. W próbkach zawierających mniej niż 25% 

DMSO analiza LC-MS wykazała obecność związków pośrednich, których masy 

odpowiadały czterem produktom kondensacji acylohydrazonów. W podobny sposób 

przebadano formowanie się klatki EH-CAGE w chloroformie (od 100% DMSO do 100% 

CHCl3). W tym przypadku analiza LC-MS wykazała skuteczne tworzenie się tej klatki 

do 90% zawartości CHCl3. Zaobserwowano, że pewne minimalne stężenie DMSO (10%) 

jest niezbędne do całkowitego utworzenia się klatki. Reakcje te przebiegają w zamkniętych 

naczyniach, więc dostęp powietrza (utleniacza) jest niemożliwy i dlatego utleniaczem tioli 

jest DMSO. Wyniki przedstawiono w Tabela. 2. 

Tabela. 2. Badanie przesiewowe tworzenia się klatek w różnych mieszaninach 

rozpuszczalników 

Lp. Komponent a 

Mieszanina rozpuszczalników (% obj.) Powstanie klatki 

DMSO H2O CHCl3  

1 L-Cys-Hyd 94 6 - tak 

2 DEG-L-Cys-Hyd 94 6 - tak 

3 DEG-L-Cys-Hyd 75 25 - tak 

4 DEG-L-Cys-Hyd 50 50 - tak 

5 DEG-L-Cys-Hyd 25 75 - tak 

6 DEG-L-Cys-Hyd 10 90 - nie 

7 DEG-L-Cys-Hyd 5 95 - nie 

8 DEG-L-Cys-Hyd 0 100 - nie 

9 EH-L-Cys-Hyd 100 - 0 tak 

10 EH-L-Cys-Hyd 75 - 25 tak 

11 EH-L-Cys-Hyd 50 - 50 tak 

12 EH-L-Cys-Hyd 25 - 75 tak 

13 EH-L-Cys-Hyd 10 - 90 tak 

14 EH-L-Cys-Hyd 5 - 95 nie 

15 EH-L-Cys-Hyd 0 - 100 nie 

a dotyczy hydrazydu, który został użyty do syntezy danej klatki 

 

Jak wspomniano, oryginalne klatki wykazywały stosunkowo silną fluorescencję 

ze względu na właściwości TPE. Jednym z głównych celów tego projektu było zachowanie 
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tej właściwości w zmodyfikowanych architekturach. Widma fluorescencji obu nowych 

klatek zarejestrowano w różnych mieszaninach rozpuszczalników przy tym samym 

stężeniu (0,25 mM). Widma pozostały zasadniczo niezmienione we wszystkich 

mieszaninach, wykazując maksimum emisji przy ok. 510-520 nm. Obie klatki wykazały 

znaczną poprawę emisji względem wyjściowego aldehydu TPE-ALD (Rys. 32). 

 

 

 

Rys. 32. Porównanie wykresów fluorescencji nowych klatek w odniesieniu 

do niezmodyfikowanej klatki (L-Cys-Hyd, krzywa czerwona) i TPE-Ald (krzywa fioletowa), 

roztwory 0,25 mM, długość fali wzbudzenia 320 nm, zakres pomiaru emisji 400-600 nm 

 

Obserwowane wzmocnienie emisji wynika z usztywnienia struktury i tłumienia 

rotacji pierścieni fenylowych w dwóch jednostkach TPE w obrębie pojedynczej cząsteczki 

klatki87. Zwiększenie zawartości wody zmniejsza około pięciokrotnie intensywność emisji 

fluorescencji DEG-CAGE. Z drugiej strony zwiększenie zawartości chloroformu 

zwiększa około dwukrotne intensywność emisji fluorescencji EH-CAGE. 

 

Pełen opis powyższego projektu został przedstawiony w pracy D2 (str. 124) 

i w Informacjach Uzupełniających S2 (str. 132) dołączonych do tej rozprawy. 

 

Konopka M., Cecot P., Ulrich S., Stefankiewicz A.R., Tuning the Solubility of Self-

Assembled Fluorescent Aromatic Cages Using Functionalized Amino Acid Building 

Blocks, Frontiers in Chemistry, 2019, 7, (503). 

 

Projekt zrealizowano we współpracy z dr. Sébastienem Ulrichem 

z Institut des Biomolécules Max Mousseron w Montpellier (Francja) 

w ramach stażu naukowego w programie Erasmus+.  
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7.3 Wydajna synteza mikrofalowa zróżnicowanych strukturalnie 
diimidów modyfikowanych α-aminokwasami [D3] 

 

Niezwykle ważnym aspektem każdego systemu w DCC są odpowiednio dobrane 

bloki budulcowe. Dlatego równolegle z eksploracją kolejnych systemów dynamicznych 

należy rozwijać również metody syntezy bloków budulcowych. Właśnie z tego powodu 

trzecia część rozprawy została poświęcona zagadnieniu wyłącznie syntetycznemu, to jest 

zastosowaniu syntezy mikrofalowej w otrzymywaniu atrakcyjnych strukturalnie 

wielofunkcyjnych platform molekularnych. 

W tej pracy przedstawiono jednoetapowy proces mikrofalowej syntezy 

symetrycznych diimidów modyfikowanych naturalnymi α-aminokwasami w oparciu o trzy 

strukturalnie zróżnicowane rdzenie aromatyczne: dibezwodnik piromelitowy (PMA), 

dibezwodnik kwasu bifenylotetrakarboksylowego (BPDA) i dibezwodnik 3,3',4,4'-

benzofenonotetrakarboksylowy (BTDA, Rys. 33). 

 

 

Rys. 33. Schemat metody syntezy mikrofalowej symetrycznych diimidów z trzech różnych 

dibezwodników aromatycznych i pięciu α-aminokwasów 

 

Wybrano te bezwodniki ze względu na ich potencjał strukturalny do otrzymania 

nowych diimidów o właściwościach innych niż dobrze znane pochodne NDI i PBI56, 88. 

Rdzeń PMA został uznany za interesującą platformę do projektowania 

n-kanałowych półprzewodników tranzystorowych opartych na diimidach 
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piromelitowych89. BPDA wprowadza do struktury dodatkową swobodną oś obrotu 

w centrum cząsteczki diimidu, co daje możliwość otrzymania nowej klasy labilności 

konformacyjnej. BTDA posiada grupę ketonową w centrum cząsteczki, co zapewnia 

perspektywę dalszej modyfikacji i daje punkt przyłączenia do sprzęgania dwóch lub więcej 

cząsteczek diimidu w większe układy90. Wymienione trzy dibezwodniki zostały poddane 

oddzielnym reakcjom z pięcioma wybranymi aminokwasami: L-fenyloalaniną, L-tyrozyną, 

L-izoleucyną, Nε-Boc-L-lizyną i STr-L-cysteiną. Wybrano je, gdyż ze względu na swoje 

zróżnicowanie strukturalne reprezentują wszystkie naturalne L-aminokwasy. Stanowi 

to rygorystyczny test wrażliwości metody na jednoczesną obecność kilku grup 

funkcyjnych w reagentach. Wynikiem przeprowadzonych syntez jest grupa piętnastu 

diimidów otrzymanych z bardzo wysokimi wydajnościami (70-90%), niezależnie od skali 

reakcji i bez śladów racemizacji w centrach chiralnych. 

Z punktu widzenia tej rozprawy szczególnie interesujące są trzy diimidy 

zmodyfikowane STr-L-cysteiną. Stanowią potencjalne bloki budulcowe, które mogą 

posłużyć do tworzenia disulfidowych makrocykli lub jako elementy większych układów 

wieloskładnikowych (Rys. 34). Związek BPDI-Cys został prekursorem ditiolowego 

komponentu, któremu jest poświęcona kolejna praca cyklu - D4. 

 

Rys. 34. Struktury trzech diimidów zmodyfikowanych STr-L-cysteiną jako potencjalne 

ditiolowe bloki budulcowe 

 

Ze względu na obecność centrum chiralnego w dwóch reagujących cząsteczkach 

aminokwasu, możliwe jest powstanie mieszaniny trzech stereoizomerów o konfiguracji 
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LL, DD i DL91. Aby potwierdzić, że prezentowana metoda nie prowadzi do racemizacji, 

przeprowadzono reakcję testową pomiędzy dibezwodnikiem PMA i racemiczną 

DL-tyrozyną. Zgodnie z oczekiwaniami zastosowanie racemicznego substratu 

doprowadziło do otrzymania mieszaniny diastereoizomerów, których obecność 

zaobserwowano w zwielokrotnieniu sygnałów w widmie 1H NMR (Rys. 35). W przypadku 

zastosowania chiralnie czystych aminokwasów zawsze obserwowano wyłącznie 

homochiralne izomery LL. 

 

 

Rys. 35. Porównanie widm 1H NMR (300 MHz, 298 K, DMSO-d6) produktów 

wyizolowanych po reakcji dibezwodnika PMA z chiralnie czystą L-tyrozyną (góra) 

i racemiczną tyrozyną (dół) 

 

Pierwszy etap metody syntetycznej polega na mikrofalowym ogrzewaniu roztworu 

substratów (5 mL DMF, 0,5 mmol dibezwodnika, 1,0 mmol aminokwasu i 2,0 mmol 

zasady) w dedykowanej probówce ciśnieniowej w temperaturze 140°C przez 10 minut. 

Następnie wystudzoną mieszaninę poreakcyjną wlewa się bez usuwania rozpuszczalnika 

do nadmiaru 1M HCl, co skutkuje natychmiastowym wytrąceniem się produktu, który 

łatwo oddziela się przez filtrację próżniową. W celu znalezienia optymalnych warunków 

reakcji wykonano testy krzyżowe na układzie substratów PMA + L-fenyloalanina z dwoma 

różnymi rozpuszczalnikami, DMF i MeCN oraz trzema zasadami, Et3N, DMAP i DABCO. 

Najbardziej wydajnym układem okazała się para DMF i DMAP, która prowadzi 

do najwyższej wydajności reakcji testowej (88%). 
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W toku dalszych badań stwierdzono, że bezciśnieniowy układ DMF/DMAP 

sprawdza się równie dobrze w dziesięciokrotnie większej skali (10,0 mmol aminokwasu 

i 5,0 mmol dibezwodnika). Reakcje w dużej skali prowadzono w standardowej 100 ml 

kolbie okrągłodennej zaopatrzonej w chłodnicę powietrzną, która zapewnia refluks 

wrzącego rozpuszczalnika. Przy zachowaniu standardowego czasu reakcji (10 min.) 

otrzymano oczekiwane produkty z zasadniczo takimi samymi wydajnościami, jak w małej 

skali i w wysokim ciśnieniu. W ten sposób można uzyskać do 5 g czystego diimidu 

w jednej partii i wykorzystać go do dalszych modyfikacji. 

 Wykazano zatem, że opracowana metoda jest wydajna i może być stosowana 

zarówno w warunkach wysokiego ciśnienia (mała skala), jak i w otwartym naczyniu 

(duża skala). 

 

Pełen opis powyższego projektu został przedstawiony w pracy D3 (str. 156) 

i w Informacjach Uzupełniających S3 (str. 163) dołączonych do tej rozprawy. 

 

Konopka M., Markiewicz G., Stefankiewicz A.R., Highly efficient one-step microwave-

assisted synthesis of structurally diverse bis-substituted α-amino acid derived diimides, 

RSC Advances, 2018, 8, 29840-29846. 
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7.4 Rozszerzanie różnorodności strukturalnej w dynamicznej 
bibliotece disulfidowych makrocykli poprzez hydrolizę imidów 
in situ [D4] 

 

Czwarta część rozprawy prezentuje nieortodoksyjne podejście do dynamicznej 

chemii kombinatorycznej disulfidów poprzez zastosowanie hydrolizy imidów in situ. 

W toku badań opracowano przystępną metodę otrzymywania skomplikowanych bibliotek 

produktów makrocyklicznych. Ta metoda opiera się na mieszaninie buforu i DMSO, która 

stanowi doskonałe środowisko do utleniania tioli w warunkach dynamicznych. Pokazano 

także sposób na kontrolę składu bibliotek poprzez zmiany pH i stężenia DMSO. 

Zaowocowało to zwiększeniem różnorodności strukturalnej bibliotek dynamicznych 

i otrzymaniem większych produktów makrocyklicznych. 

Punktem wyjściowym tego projektu była opisana wyżej praca D3. Jednym 

z przedstawionych w niej związków jest diimid BPDI-Cys o rdzeniu bifenylowym 

wyposażony w dwie reszty cysteinowe, których grupy tiolowe są zablokowane grupami 

tritylowymi (Rys. 34). Odblokowanie tych grup prowadzi do otrzymania nowego 

ditiolowego bloku budulcowego A (Rys. 36). 

 

Rys. 36. Schematyczne przedstawienie DCL utworzonych z komponentu A w trzech różnych 

warunkach: w DMSO, w wodzie o pH 8,5 i w mieszaninie 5% DMSO w buforze AcONH4. 

Grupa -COOH powstała w wyniku hydrolizy imidu została zaznaczona na schematach 

blokowych jako czerwona elipsa. a wszystkie reakcje przedstawione na schemacie 

przebiegają w temperaturze pokojowej 
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Podczas standardowej procedury DCC z komponentu A (woda, pH 8,0, temp. 

pokojowa) zamiast oczekiwanej biblioteki makrocyklicznych oligomerów zaobserwowano 

produkty powstałe w wyniku hydrolizy A. Dane literaturowe dotyczące hydrolizy imidów 

cyklicznych wskazały, że warto zbadać potencjał tego zjawiska w połączeniu z disulfidową 

DCC92, 93. Okazało się, że w zasadowym wodnym roztworze A podczas tworzenia 

się wiązań disulfidowych zachodzi także hydroliza imidów. Powoduje ona otworzenie 

się pięcioczłonowego pierścienia, zapewniając w ten sposób dodatkowe właściwości, 

elastyczność konformacyjną, polarność (nowe grupy karboksylowe) 

i wewnątrzcząsteczkowe wiązanie wodorowe przez donor amidowy – NH. 

Projekt rozpoczęto od prostego eksperymentu z zasadowym roztworem A o pH 8,5 

w otwartej fiolce. Za pomocą HPLC po kilkunastu minutach zaobserwowano całkowity 

rozkład A i powstanie pojedynczego, nowego produktu. Na podstawie analizy NMR i MS 

wykazano, że jest to niesymetryczny produkt podwójnej hydrolizy A, w której nowo 

utworzone dwie grupy amidowe są umieszczone w pozycji para i meta do wiązania C-C 

pomiędzy pierścieniami A-2Hyd (Rys. 37). 

 

Rys. 37. a) Schemat asymetrycznej hydrolizy A do A-2Hyd, b) widmo 1H NMR A-2Hyd 

(300 MHz, 298K, DMSO-d6), c) widmo COSY A-2Hyd 

 

Analiza widm 1H i COSY wyraźnie wykazała obecność pary sygnałów amidowych 

N-H (δ = 8,83 i δ = 8,75 p.p.m.) sprzężonych z parą sygnałów metinowych C-H cysteiny. 

Tymczasem intuicja chemiczna podpowiada, że należałoby oczekiwać produktu 

symetrycznego z podwójną konfiguracją meta lub para. Zgodnie z naszą najlepszą wiedzą 

taka kierunkowa hydroliza nie została wcześniej odnotowana dla pochodnych BPDA. 
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Ta nieoczekiwanie czysta i selektywna reakcja może być użytecznym narzędziem 

syntetycznym oraz inspirować do projektowania nowych bloków budulcowych. 

Aby sprawdzić, jak ta nowa właściwość A-2Hyd wpływa na tworzenie 

się disulfidów, utleniono nowy roztwór A o pH 8,5. Po trzech dniach reakcji z ekspozycją 

na powietrze, przeprowadzono analizę LC-MS. Mieszanina poreakcyjna zawierała głównie 

jeden produkt (90%), który został zidentyfikowany przez ESI-MS jako monoprotonowany 

kation [M + H]+ odpowiadający masie cyklicznego dimeru z dwoma wiązaniami 

disulfidowymi (A2-4Hyd) powstałego z dwóch cząsteczek A-2Hyd. Drugi produkt AS 

(10%) został zidentyfikowany jako pochodna A-2Hyd zamknięta w strukturę cykliczną 

poprzez pojedyncze wewnątrzcząsteczkowe wiązanie disulfidowe (Rys. 38a). 

 

 

Rys. 38. a-f) Chromatogramy HPLC (254 nm) 3-dniowych DCL z A w różnych warunkach 

stężenia DMSO i pH. Rozkład materiału z każdej biblioteki jest przedstawiony jako 

wartości procentowe obok odpowiednich pików (RPA). Kolor piku wskazuje dany 

makrocykl. g) Widma masowe HR-MS makrocykli 

 

Na podstawie tych wyników zdecydowano się zastosować kontrolę układu poprzez 

dobór pH i dodatek DMSO jako akceleratora utleniania tioli94. Aby znaleźć odpowiednie 

warunki reakcji, zbadano wpływ stężenia tak DMSO, jak i pH, bazując na buforze 

z octanu amonu. 

Stało się jasne, że największy wpływ na dystrybucję produktów w DCL ma pH. 

W prezentowanym układzie najciekawsze wyniki występują dla pH 6,5 i 7,25, 

co odpowiada optymalnym warunkom utleniania tioli95. Zastosowanie 5% roztworu 

DMSO w buforze z octanu amonu o pH 6,5 zapewnia znacznie lepsze warunki utleniania 

tioli niż pH 8,5 i powietrze. W toku dalszych badań okazało się, że stężenie DMSO 
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ma jednak drugorzędne znaczenie, ponieważ nie zaobserwowano żadnych znaczących 

zmian w składzie biblioteki (pH 6,5) w zakresie 5-50% DMSO. Zastosowanie tej metody 

z odpowiednim pH i 5% dodatkiem DMSO jako akceleratorem utleniania zaowocowało 

wieloskładnikową biblioteką. Na podstawie analizy LC-MS stwierdzono, że w większości 

przypadków (pH 5,0-7,25) powstawała DCL sześciu produktów, które zidentyfikowano 

jako makrocykliczne dimery, trimery i tetrametry (Rys. 38a-g). Trzy ze zidentyfikowanych 

związków posiadają masy odpowiadające hydrolizie jednej z grup imidowych w strukturze 

całego makrocyklu (A2-Hyd, A3-Hyd i A4-Hyd). 

Ze względu na znaczne podobieństwo w polarności składników biblioteki, pomimo 

wielu prób nie udało się wyizolować analitycznych ilości poszczególnych produktów. 

Dlatego zdecydowano się wyodrębnić całą DCL, poprzez odparowanie mieszaniny 

poreakcyjnej do sucha i zbadanie tak otrzymanego materiału techniką NMR (Rys. 39). 

 

 

Rys. 39. Porównanie widm 1H NMR (300 MHz, 298K, DMSO-d6): a) A, b) A2, c) A2-4Hyd 

(zanieczyszczona AS), d) mieszanina DCL. Kolorowe klamry przedstawiają sprzężone 

sygnały N-H z sygnałami C-H na podstawie widm COSY 

 

Na widmie 1H NMR A2 są widoczne charakterystyczne przesunięcia sygnałów 

aromatycznych w górę pola oraz przesunięcia alifatycznych sygnałów CH i CH2 w dół 
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pola. Brak jakichkolwiek sygnałów amidowych wskazuje na to, że nie zaszła 

tam hydroliza. Widmo 1H NMR DCL zawiera znacznie więcej sygnałów w porównaniu 

z widmami A i A2 co wskazuje na utratę symetrii produktów trimerycznych 

i tetramerycznych. W widmie COSY obserwuje się subtelne sprzężenia sygnałów N-H 

z sygnałami C-H (podobne do A2-Hyd). Jest to dodatkowy dowód na obecność amidów 

w strukturach niektórych monozhydrolizowanych makrocykli w DCL. 

Następnie postanowiono monitorować przebieg reakcji DCL w czasie za pomocą 

HPLC. Próbki analizowano co 30 minut przez 24 godziny w temperaturze pokojowej 

(1 ml, pH 6,5, 5% DMSO, 5 mM A). Pierwszy nastrzyk (t0) wykonano natychmiast 

po rozpuszczeniu się A w buforze reakcyjnym. Na podstawie integracji względnych 

powierzchni pików (RPA) z zebranych chromatogramów wykreślono krzywe dystrybucji 

poszczególnych produktów od czasu trwania reakcji (Rys. 40). 

 

 

Rys. 40. Krzywe rozkładu składników DCL w czasie przy pH 6,5 (substraty i produkty) 

oraz schemat kluczowych reakcji 

 

Zaobserwowano, że układ osiąga równowagę termodynamiczną już po ok. 10 godz. 

Na tej podstawie można wyciągnąć kilka wstępnych wniosków dotyczących kinetyki 

tego złożonego procesu i jego mechanizmu. Po pierwsze substrat A (Rys. 40, krzywa 

brązowa) nieodwracalnie hydrolizuje do A-Hyd (reakcja I, krzywa szara) i osiąga 

zawartość 10% po ok. 1 godz. Jednocześnie A dimeryzuje do liniowego związku 
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pośredniego AA (reakcja II, krzywa czarna) z pojedynczym wiązaniem S-S i osiąga 

maksymalną zawartość 20% po ok. 1,5 godz. Następnie AA ulega cyklizacji 

wewnątrzcząsteczkowej do makrocyklicznego A2 (reakcja IV, krzywa zielona). Można 

założyć, że synteza większych makrocykli A3 (krzywa złota) i A4 (krzywa żółta) zależy 

od obecności AA i A2 (reakcje VI-IX), ponieważ pojawiają się one w mieszaninie dopiero 

po dwóch godzinach. W otrzymanych danych HPLC-MS nie znaleziono śladów 

oczekiwanych liniowych związków pośrednich AAA i AAAA. Jednakże związki 

pośrednie AAA i AAAA wydają się być oczywistym krokiem w procesach wydłużania 

łańcucha i zamykania pierścienia. Dlatego należy przyjąć, że związki te powstają 

w mieszaninie z mniejszych cząsteczek (A i AA) i są natychmiast zużywane w reakcji 

cyklizacji do produktów makrocyklicznych (A3 i A4). Podobne wyniki zaobserwowano 

dla monozhydrolizowanych makrocykli, których formowanie wydaje się silnie zależne 

od stężenia A-Hyd. A-Hyd reaguje z dostępnym substratem A i tworzy związek pośredni 

AA-Hyd (reakcja III), który jest szybko międzycząsteczkowo cyklizowany do głównego 

monozhydrolizowanego makrocyklu A2-Hyd (reakcja V, krzywa czerwona). Synteza A3-

Hyd (krzywa niebieska) i A4-Hyd (krzywa fioletowa) może przebiegać różnymi drogami 

(reakcje X-XIII). Niskie stężenie nieparzystych produktów (A3, A3-Hyd) jest 

prawdopodobnie spowodowane wysokim stężeniem parzystomerycznych produktów 

pośrednich AA, które wymuszają tworzenie parzystomerycznych produktów 

makrocyklicznych. Można również zaobserwować, że przyspieszone przez DMSO 

utlenianie i hydroliza imidów przebiegały równolegle z niewielką przewagą utleniania 

w ciągu pierwszych dwóch godzin. Potwierdza to główną hipotezę tej pracy, że obie 

reakcje zachodzą ortogonalnie podczas całego procesu równowagowania DCL. 

Wykazano zatem, że zastosowanie komponentu A daje DCL niezwykłe 

właściwości i umożliwia tworzenie się wielocząsteczkowych dynamicznych 

makrocykli. Aby udowodnić, że właściwości opisywanego układu zależą od hydrolizy 

imidów, a nie od bifenylowej struktury komponentu A, przeprowadzono eksperyment 

kontrolny. Zsyntezowano nowy komponent B na bazie zmodyfikowanego kwasu 

bifenylo-4,4′-dikarboksylowego z dwoma resztami cysteinowymi (Rys. 41). 
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Rys. 41. a) Schemat syntezy dimerycznego makrocyklu B2 i porównanie widm 1H NMR 

(300 MHz, 298K, DMSO-d6), b) B i c) B2 

 

Związek ten jest liniowy i nie zawiera grup imidowych, lecz poza tym jest analogiczny 

strukturalnie do komponentu A. Wszystkie eksperymenty, które wykonano wcześniej z A, 

powtórzono z B. We wszystkich opisanych wyżej warunkach pH i DMSO w wyniku 

utleniania otrzymano wyłącznie cykliczny dimer B2 (Rys. 41). Eksperymenty 

te jednoznacznie potwierdziły korelację między obecnością grup imidowych 

a aktywnością komponentu A. 

 

Pełen opis powyższego projektu został przedstawiony w pracy D4 (str. 179) 

i w Informacjach Uzupełniających S4 (str. 187) dołączonych do tej rozprawy. 

 

Konopka M., Stefankiewicz A.R., Expanding structural diversity in a library of disulfide 

macrocycles through in-situ imide hydrolysis, Scientific Reports, 2022, 12, 38. 
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8 PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

Celem naukowym tej pracy doktorskiej była synteza i analiza nowych architektur 

makrocyklicznych i klatkowych zawierających odwracalne wiązania disulfidowe 

o określonych właściwościach. 

W pracy D1 przedstawiono oryginalny układ pięciu dimerycznych klatek 

molekularnych rozpuszczalnych w wodzie opartych o wiązania disulfidowe, które 

otrzymano z odpowiednio zaprojektowanych tritiolowych bloków budulcowych o symetrii 

C3. Każda z klatek została wyizolowana i w pełni scharakteryzowana spektroskopowo. 

Przedstawiono selektywną metodę syntezy i analizy trzech homodimerycznych klatek 

molekularnych. Wykazano, że spośród licznych możliwych produktów 

kombinatorycznych, w układach z mieszanymi parami komponentów powstają wyłącznie 

trzy struktury klatkowe, dwie homo- i jedna heterodimeryczna. Otrzymano dwie 

heterodimeryczne klatki, które zostały wyizolowane z mieszaniny i w pełni 

scharakteryzowane. Zaprezentowano także oryginalne badania kinetyczno-

mechanistyczne, które dały wgląd w mechanizm formowania się klatek dimerycznych 

z tritiolowych komponentów. Wcześniej jedynie domniemywano przebieg tego procesu, 

a opisane w tej pracy badania go potwierdziły. Dodatkowo przedstawiono wstępne dowody 

na potencjał aplikacyjny otrzymanych układów. Mogą one zostać wykorzystane jako 

fluorescencyjne sensory wybranych lantanowców lub substrat do otrzymywania 

nierozpuszczalnych w wodzie fluorescencyjnych materiałów organiczno-metalicznych. 

W pracy D2 zaprezentowano i w pełni scharakteryzowano dwie nowe podwójnie 

dynamiczne, wieloskładnikowe klatki molekularne. Pokazano oryginalną metodę 

syntetycznej modyfikacji bloku budulcowego przy użyciu wiązania amidowego. 

Wprowadzenie dodatkowej grupy bocznej do komponentu spowodowało zmianę 

rozpuszczalności całej architektury klatkowej i umożliwiło rezygnację z dotychczasowego 

uciążliwego układu reakcyjnego. Uzyskana w ten sposób kontrola rozpuszczalności 

umożliwiła wprowadzenie klatek do chloroformu i wody, co znacznie rozszerzyło 

możliwości zastosowania tych klatek. Przedstawiono także dowody na to, że wprowadzone 

modyfikacje nie wpływają na selektywny proces formowania się klatek molekularnych 

w tym układzie. Zmodyfikowane klatki zachowały swoje właściwości fluorescencyjne, 

a w przypadku jednej z nich intensywność fluorescencji wzrosła. 

W pracy D3 przedstawiono zastosowanie syntezy mikrofalowej do efektywnego 

otrzymywania zróżnicowanej rodziny symetrycznych diimidów opartych na trzech 
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strukturalnie odmiennych rdzeniach aromatycznych i pięciu różnych α-aminokwasach. 

W toku badań dowiedziono, że syntezy te są równie wydajne pod wysokim ciśnieniem 

(mała skala), jak i w otwartych naczyniach pod ciśnieniem atmosferycznym (duża skala). 

Reakcje przebiegają bez racemizacji aminokwasów i prowadzą do enancjomerycznie 

czystych produktów. Krótkie czasy reakcji, łatwa izolacja i wysoka wydajność sprawiają, 

że opracowana metoda jest niezwykle użytecznym narzędziem do otrzymywania nowych 

wielofunkcyjnych bloków budulcowych. 

W pracy D4 zaprezentowano oryginalny sposób stymulacji dynamicznej biblioteki 

disulfidów na drodze hydrolizy imidów in situ. Wykazano, że odpowiednio 

zaprojektowany ditiolowy blok budulcowy, który zawiera w swojej strukturze dwa 

pięcioczłonowe pierścienie imidowe, poprzez ich hydrolizę w warunkach zasadowych 

może efektywnie promować formowanie nowych produktów disulfidowych. W pracy 

zaprezentowano także nową metodę modyfikowania składu strukturalnego DCL przez 

dobieranie odpowiedniego pH i stężenia DMSO, które jest akceleratorem utleniania tioli. 

Wykazano, że zmiana pH mieszaniny reakcyjnej pozwala kontrolować szybkość hydrolizy 

grup imidowych, co wpływa na różnorodność strukturalną i dystrybucję produktów 

w bibliotece dynamicznej. Przeprowadzone badania kinetyczne dały wgląd w złożony 

mechanizm reakcji tego skomplikowanego procesu. 

Podsumowując, w toku przeprowadzonych badań zaprezentowano szereg 

oryginalnych architektur makrocyklicznych i klatkowych opartych o dynamiczne wiązania 

disulfidowe. W układach tych uzyskano kontrolę nad rozpuszczalnością, architekturą 

i różnorodnością strukturalną produktów w DCL. Opracowano także szybką i wydajną 

metodę syntezy mikrofalowej, która może być użytecznym narzędziem w otrzymywaniu 

nowych wielofunkcyjnych diimidowych bloków budulcowych. 
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