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Synteza receptorów molekularnych w wielu aspektach przypomina poszukiwanie nowych leków. Znamy cel, funkcje jakie spełniać ma projektowana cząsteczka, ale nie potrafimy dokładnie powiedzieć jaka powinna być struktura związku by cel ten zrealizować. Korzystanie ‘per analogia’ z dotychczas znanych struktur, nie zawsze prowadzi do sukcesu i ogranicza, niestety, włączenie zupełnie nowego „przełomowego” elementu. Takie podejście sprzyja raczej drobnym modyfikacjom i usprawnieniom. 

W chemii leków jedną z odpowiedzi na problem braku danych i metod racjonalnego projektowania stało się wprowadzenie Chemii Kombinatoryjnej, czyli masowej syntezy (w jednym naczyniu) bardzo wielu związków na raz i równoczesnym ich testowaniu, celem identyfikacji składników biblioteki wykazujących pożądane właściwości. Pod koniec ubiegłego wieku pojawiła się, równolegle w laboratoriach Lehna i Sandersa, bardzo ciekawa modyfikacja podejścia kombinatoryjnego nazwana dynamiczną chemią kombinatoryjną, która wyrosła na gruncie chemii supramolekularnej i zyskuje coraz większe znaczenie w syntezie związków makrocyklicznych. Podejście dynamiczne zakłada zastosowanie do konstruowania bibliotek kombinatoryjnych reakcji odwracalnych z równoległym wykorzystaniem efektu templatowego. 

Głównym celem rozprawy doktorskiej było opracowanie dogodnej i skutecznej metody syntezy azakornandów w oparciu o reakcję iminowania z uwzględnieniem postulatów i dotychczasowych osiągnięć DCK. Modelowymi substratami dla reakcji tworzenia zasad Schiffa były dwa wywodzące się z furanu dialdehydy oraz szereg alifatycznych α,ω–diamin i w oparciu o nie konstruowano biblioteki dynamiczne imin.

Jak stwierdzono już we wstępnej fazie prac, badane układy wykazywały naturalną tendencję do makrocyklizacji, przy czym były czułe na wpływ różnych templatów. Zgodnie z dotychczasowymi kryteriami, do analizy dynamicznych bibliotek kombinatoryjnych imin pierwotnie wybrana została technika ESI-MS. Przebadanie kilkudziesięciu układów, zarówno w prostym wariancie opartym o równomolowe mieszaniny par dialdehydów i diamin, jak i w wariancie trójsubstratowym (konkurencyjnym), doprowadziło do konkluzji iż taki sposób bezpośredniej obserwacji procesów zachodzących w dynamicznych bibliotekach kombinatoryjnych makrocyklicznych poliimin, pozwala tylko na jakościowy wgląd w skład mieszanin. 

W tej sytuacji zaistniała konieczność rewizji pierwotnych założeń i znalezienia alternatywnej metody analitycznej, pozwalającej na ilościową ocenę zależności w dynamicznych układach. By to osiągnąć oryginalne biblioteki iminowe przekształcano w odpowiednie mieszaniny amin, które poddawano analizie z użyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Z takim podejściem wiązały się trzy problemy, które należało rozwiązać. Pierwszym było znalezienie metody redukcji imin do amin, co okazało się proste, jako że redukcja za pomocą borowodorku sodu spełniła wszelkie oczekiwania. Drugim problemem był wybór metody analizy amin, tu doskonałym rozwiązaniem okazało się zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Ten etap pracy zakończył się pełnym sukcesem i wprowadzenie HPLC do analizy mieszanin makrocyklicznych amin było jednym z najważniejszych osiągnięć pracy doktorskiej. Opracowane procedury umożliwiają szybką analizę wieloskładnikowych mieszanin i, co najważniejsze, można je stosować do surowych mieszanin poreakcyjnych, w tym zawierających obok substancji organicznych duże ilości związków nieorganicznych. Opracowana metoda analizy ma charakter ogólny i można ją stosować także w klasycznej syntezie azakoronandów. Trzecim problemem badawczym, który niosła ze sobą propozycja oceny składu bibliotek imin na podstawie analizy wywodzących się z nich mieszanin amin było znalezienie odpowiedzi na pytanie czy dodatkowy etap redukcji, który oddziela tworzenie biblioteki od jej analizy, nie wprowadza zmian w proporcjach pomiędzy makrocyklami. By zbadać wzajemne zależności pomiędzy procesami makrocyklizacji i redukcji, zaplanowano i przeprowadzono eksperymenty wykorzystujące templatowanie kationami sodowymi oraz porównawczą analizę kinetyki obydwu procesów. Efekt templatowy był obserwowany wyłącznie wtedy, gdy kationy sodu wprowadzane były do układu na etapie iminowania. Potwierdzenie tych obserwacji przyniosła analiza kinetyki makrocyklizacji i redukcji; jak się okazało, w metanolu jako środowisku tworzenia a potem redukcji biblioteki, reakcja redukcji trwała bardzo krótko (poniżej 1 minuty). Natomiast w acetonitrylu proces ten zachodził niezwykle powoli i do zakończenia redukcji konieczny był dodatek substancji protolitycznych. Na tej podstawie zaproponowana została metoda redukcji bibliotek w MeCN, polegająca na równoległym dodawaniu NaBH4 i metanolu, co radykalnie ją przyspiesza i w pełni upodabnia do reakcji prowadzonej w czystym metanolu.  

Tak wypracowany warsztat analityczny, pozwolił w dalszym etapie pracy na zajęcie się kontrolą bibliotek imin. Zastosowanie HPLC pozwoliło na identyfikację kilku czynników wpływających w znaczący sposób na równowagę, a przez to na skład bibliotek makrocyklicznych imin. Pierwszym jest silny wpływ kationowych templatów, co pozwala w efektywny sposób sterować składem biblioteki imin. Przeprowadzone eksperymenty wskazują iż, w zależności od ilości dodatku wprowadzonego do układu, można uzyskać różne efekty, łącznie ze zmianą kierunku działania wzmocnień. Drugim czynnikiem kontroli składu mieszanin jest zastosowany rozpuszczalnik. Jego rola jest co najmniej trojaka. W znacznym stopniu moderuje on siłę efektu templatowego, przy czym ogólną tendencję do osłabienia tego efektu w silnie solwatującym rozpuszczalniku jakim jest metanol, można przezwyciężyć stosując odpowiednio większe dodatki templatujacej soli. Z kolei, rozpuszczalnik niejako „decyduje” o zestawie soli, ze względu na ich rozpuszczalność oraz rozpuszczalność kompleksów składników bibliotek z templatami. I wreszcie, co jest najrzadszym i wymykającym się prostym wytłumaczeniom przypadkiem, może również mieć wpływ na kierunek działania templatu, czego przykładem jest odpowiedź jednej z bibliotek na sole amonowe. W acetonitrylu kation NH4+ promował [1:1]makrocykl, zaś w metanolu efektywnie wspierany był 48-członowy [3:3]makrocykl. Trzecim istotnym poziomem kontroli nad składem biblioteki jest stężenie reagentów, co pozwoliło w jednej z bibliotek na syntezę [2:2]makrocykla, związku dla którego nie obserwowano wzmocnień pod wpływem templatowania.

Na podstawie uzyskanych wyników analiz zaproponowano zoptymalizowane metody syntezy [1:1], [2:2] i [3:3]makrocykli pochodzących z jednej biblioteki, tak by wykorzystując opisane powyżej czynniki kontroli uzyskać odpowiednie makrocykle z maksymalną wydajnością.. Wyniki te w pełni potwierdziły poprawność oceny składu bibliotek przy użyciu HPLC, jak i poprawność identyfikacji istotnych dla makrocyklizacji czynników.

Trzecia części badań dotyczyła analiz strukturalnych. Punktem wyjścia do badań z użyciem RAS była próba znalezienia wytłumaczenia obserwowanych wzmocnień jednego z 16-członowych makrocykli, pod wpływem szeregu zróżnicowanych kationowych templatów (Li+, Na+, K+, Ba2+, Zn2+, Cd2+, NH4+ oraz w pewnym stopniu również Cs+). Uzyskane w ten sposób dane, w połączeniu z wynikami analiz bibliotek w roztworze, doprowadziły do zaproponowania prostego modelu, tłumaczącego zarówno nietrwałość najmniejszego z azakoronandów w nietemplatowanych bibliotekach, jak i fakt jego wspierania przez wiele kationowych templatów. Dla dwóch kompleksów formalnie achiralnych ligandów stwierdzono zjawisko chiralności  w ciele stałym. W tym wypadku badania RAS potwierdzone zostały techniką dichroizmu kołowego.

