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Od etapu projektowania leku
do kontroli produkcji gotowego preparatu

zastosowania spektroskopii NMR w chemii farmaceutycznej
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Badania wykonywane w Laboratorium Spektroskopii NMR:
o okresleniestrukturyzwiazkéwchemicznych (wyznaczeniesposobu

potaczenia atoméw budujacych zwigzek chemiczny, okreslenie

jego budowy przestrzennej)

badanie czystosci zwigzkéw

badanie profilu zanieczyszczeh substancji chemicznych
produktéw ich degradacji

pomoc na etapie przygotowania i projektowania badan w celu rozwia-
zania konkretnych probleméw, jak i interpretacji otrzymanych wynikéw
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pektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

jest obecnie jedng z najbardziej istotnych metod analitycznych
w chemii. Zakres jej zastosowania, poczatkowo ograniczony jedynie
do analizy strukturalnej niewielkich czasteczek organicznych, ciggle
rosnie, zarowno w ilosci mozliwych do uzyskania informacji na te-
mat badanych uktadéw, jak i ich wielkosci.

Pierwsze obserwacje zjawiska magnetycznego rezonansu jadro-
wego przeprowadzono juz w 1945 roku. Lata 50 przyniosty rozwoéj
wiedzy na temat zaleznosci zjawiska przesuniecia chemicznego
i sprzezenia spinowo-spinowego od struktury chemicznej badanych
prébek, co umozliwito zastosowanie spektroskopii NMR do ustala-
nia i potwierdzania struktury chemicznej zwigzkéw. W latach 70. XX
wieku wprowadzono do uzycia magnesy nadprzewodzace i zasto-
sowano w pomiarach eksperymenty impulsowe, wraz z procedu-
ra szybkiej transformacji Fouriera. Dla chemikéw uzywajacych tej
techniki badawczej byt to milowy krok w rozwoju, ktéry w sposéb
zdecydowany poprawit jej czutos¢ i zwiekszyt rozdzielczos¢ otrzymy-
wanych widm. Byt tez podstawa, ktéra umozliwita wprowadzenie
w nastepnej dekadzie eksperymentéw wieloimpulsowych, metod
akwizycji widm kolejno dwu i wielowymiarowych, dzieki ktérym
mozliwe stato sie zastosowanie spektroskopii NMR do badania tak
ztozonych uktadéw, jak biatka i kwasy nukleinowe. Rozwéj w sto-
sowanej aparaturze i metodyce pomiarowej trwa nieprzerwanie po
dzienh dzisiejszy, otwierajac coraz to nowe pola zastosowan dla tej
poteznej techniki badawczej. O tym, jak wazna jest spektroskopia
NMR dla dzisiejszej nauki, swiadczg cztery nagrody Nobla otrzy-
mane przez naukowcéw zajmujacych sie ta metoda — Felix Bloch
i Edward Purcell otrzymali je w 1952 r, Richard Ernst w 1991 r.
a Kurt Wuthrich w 2002 r.
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Spektroskopia NMR — wprowadzenie

W spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego badac
mozemy jedynie takie jadra atomowe, ktére moga oddziatywac
z zewnetrznym polem magnetycznym. Na szczescie dla chemikéw,
wsrdéd tych mozliwych do wykorzystania w spektroskopii NMR,
sg izotopy pierwiastkéw powszechnie spotykane w zwigzkach
organicznych. Najwazniejsze z nich to jadra 'H, *C — podstawowe
sktadniki kazdego zwigzku organicznego, bardzo wazny, szczegélnie
w chemii medycznej, farmaceutycznej, a takze w biochemii izotop
BN, czy istotne w metabolomice, chemii zwigzkéw naturalnych
i badaniu metabolitow lekow jadra *°F i 3'P. Umieszczenie tych ja-
der w zewnetrznym polu magnetycznym, pozwala na absorpcje
przez nie promieniowania elektromagnetycznego o charaktery-
stycznej energii (a zatem i czestoSci promieniowania), zaleznej od
natezenia zewnetrznego pola magnetycznego, budowy samego ja-
dra atomowego i co wielce istotne z perspektywy zastosowania
w chemii, od otoczenia chemicznego danego jadra atomowego —
czyli od rozmieszczenia sasiednich atoméw w czasteczce, ich ro-
dzaju i sposobu ich potaczenia wigzaniami chemicznymi. Na tej
podstawie mozliwe jest powigzanie czestosci absorbowanego przez
poszczegdlne atomy promieniowania elektromagnetycznego ze
struktura chemiczng czasteczki umieszczonej w zewnetrznym polu
magnetycznym. Id3c dalej, mozemy zatem stwierdzi¢ obecnosé¢
w badanym zwigzku réznorakich grup funkcyjnych czy r6znych ele-
mentéw strukturalnych jak np.: pierscienie aromatyczne, fragmenty
olefinowe czy alifatyczne. Na podstawie intensywnosci sygnatow
mozemy réwniez wyznaczy¢ wzajemne stosunki ilosci atoméw
budujacych rézne fragmenty struktury chemicznej molekuty, co
przektada sie na mozliwos¢ poznania wielkosci tych fragmentéw
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(dtugosé tancucha alifatycznego, liczbe pierscieni aromatycznych
itp.). W bardzo licznych przypadkach, szczegélnie dotyczy to niezbyt
duzych i nieskomplikowanych czasteczek organicznych, powigzanie
tych informacji pozwala na jednoznaczne rozwigzanie, czy tez po-
twierdzenie struktury chemicznej badanej molekuty. W przypadkach
bardziej skomplikowanych, gdzie w gre wchodza zjawiska izomerii,
wzrost wielkosci czgsteczki, zwiekszenie r6znorodnosci fragmentow
strukturalnych ja budujgcych, a proste reguty wigzace czestosc
pochtanianego promieniowania ze strukturg czasteczki nie daja
jednoznacznych rozwigzan, z pomocg przychodzg wspomniane juz
w rysie historycznym eksperymenty wieloimpulsowe, pozwalaja-
ce na otrzymywanie widm dwu-i wielowymiarowych. Uzycie tych
metod dostarcza wielkiej ilosci szczegétowych informacji struktural-
nych np. wskazujacych na wzajemne sgsiedztwo atoméw w struk-
turze czasteczki, czy tez pozwalajacych na wyodrebnianie catych
uktadéw atoméw w przypadku modutowej budowy struktury mole-
kularnej. Szczegélnie interesujacy dla badan chemii medycznej i bio-
chemii byt rozwéj metod pozwalajacych na uzyskanie informacji do-
tyczacych sasiedztwa atoméw w przestrzeni, niezaleznie od samego
szkieletu wigzan chemicznych. Dato to wglad w strukture chemiczng
czasteczki nie tylko w odniesieniu do kolejnosci i sposobu potacze-

Ryc.1. Dwuwymiarowy eksperyment NOESY

nia atoméw budujgcych badang molekute, ale pozwolito na okre-
lenie wzajemnego potozenia fragmentéw czasteczki w przestrzeni,
co jeszcze niedawno zarezerwowane byto praktycznie wytacznie dla
rentgenografii strukturalnej. Obecnie jesteSmy w stanie przy uzyciu
spektroskopii NMR badac¢ tak duze obiekty molekularne jak biatka,
okreslajac z bardzo duza doktadnoscig ich strukture przestrzenna.
Przyktad zastosowania tego typu eksperymentéw pokazano na
rys. 1. Rysunek przedstawia wynik dwuwymiarowego eksperymen-
tu NOESY, ktéry zastosowany zostat w celu okreslenia wzajemnej
konfiguracji przestrzennej podstawnikéw pierscienia szescioczto-
nowego. Wskazane na widmie sygnaty korelacyjne (obwiedzione
czerwonymi prostokatami), odpowiadaja, jak wskazuje strzatka na
zamieszczonym wzorze, oddziatywaniu przez przestrzen protonéw
grupy tert-butylowej i protonéw grupy CH, pierécienia pigcioczto-
nowego. Odziatywanie to jest mozliwe jedynie wtedy, gdy dwa
fragmenty struktury zwiazku, znajduja sie po tej samej stronie
wzgledem ptaszczyzny pierscienia szeSciocztonowego, definiujac
jednoznacznie strukture przestrzenng badanego zwigzku.

Projektowanie lekow

W chemii medycznej spektroskopia NMR jest technika znajduja-
ca zastosowanie poczawszy od etapu projektowania leku, a skon-
czywszy na kontroli produkcji gotowego preparatu.

Poszukiwanie struktur wiodacych w pracach nad nowym lekiem
generalnie opiera sie na dwéch zasadniczych drogach postepowa-
nia badz ich kombinacji. Pierwsza jest synteza metodami chemii
kombinatorycznej obszernych bibliotek zwigzkéw, poddawanych
w dalszym etapie prac prébom wigzania z receptorem biatkowym.
W badaniach tych spektroskopia NMR, dzieki mozliwosci zastoso-
wania catej gamy réznorodnych eksperymentéw, zaczyna odgrywac
coraz powazniejszg role jako metoda weryfikacji wigzania sie ligan-
du do receptora. Uzycie spektroskopii NMR pozwala na zidentyfi-
kowanie zwigzkéw juz o stosunkowo stabym powinowactwie, nie
wymagajac jednoczednie wczesniejszej wiedzy na temat dziatania
samego biatka.

Obserwowaé mozna zmiane wtasnosci spektralnych receptora,
co przy odpowiednim zaprojektowaniu eksperymentéw, pozwala
rowniez stwierdzi¢ czy ligand wigze si¢ w miejscu aktywnym, czy
np. nastepuje wigzanie do nieaktywnych kieszeni na powierzchni
czasteczki biatka. Dodatkowo, mozna takze prowadzi¢ obserwacje
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spektroskopowe potencjalnych ligandéw, co jest bardzo uzyteczne
jako technika screeningowa, pozwalajgca na szybkie wyodrebnienie
z grupy potencjalnych ligandéw, zwiazkéw taczacych sie z recepto-
rem. Drugie podejscie zaktada ukierunkowane projektowanie cza-
steczki liganda, zgodnie z wymogami miejsca wigzacego receptora,
wedtug koncepcji ,klucza i zamka”. Pierwszym etapem w tym po-
dejsciu jest poznanie samego receptora biatkowego, jego struktury
przestrzennej, w czym spektroskopia NMR moze stanowi¢ cenne
Zrodto informacji. Otrzymane w wyniku celowego projektowania
zwigzki, bada sie i optymalizuje ich strukture, w czym ponownie
nieocenione mozliwosci daje spektroskopia NMR, majaca wglad
w strukture przestrzenng czasteczki w roztworze (SAR by NMR).

Badanie gotowych preparatow

Zostawiajac juz bardzo obszerng tematyke projektowania no-
wych substancji leczniczych, nie mozna nie wspomnie¢ o zastoso-
waniu spektroskopii NMR do badania juz gotowych preparatow.
Ze wzgledu na bardzo duzy zakres skali dynamiki pomiaru widm
NMR oraz mozliwo5¢ prowadzenia pomiaréw ilosciowych, spek-
troskopie NMR mozna uzywac do badania czystosci otrzymanych
preparatéw, oznaczania profilu zanieczyszczeh, oznaczania zawar-
tosci resztkowej rozpuszczalnikéw oraz do oznaczania zawartosci
poszczegdlnych izomeréw (jezeli istnieja) w gotowym preparacie.
Jednoczesnie, oznaczajac czystos¢ otrzymanego preparatu, otrzy-
muje sie istotng informacje na temat chemicznego charakteru
obecnych zanieczyszczen, a czesto udaje sie je takze jednoznacznie
zidentyfikowaé. Z tego samego powodu spektroskopia NMR do-
skonale nadaje sie do oznaczania sktadu preparatéw wielosktad-
nikowych, zaréwno pod wzgledem jakosciowym, jak i ilosciowym,
co moze rowniez by¢ wykorzystane do potwierdzenia autentyczno-
ci preparatu. Pomiary takie, okreslane mianem ilosciowego NMR
(gNMR), z powodzeniem s3 réwniez stosowane w badaniach nad
produktami pochodzenia naturalnego, w chemii spozywczej (ana-
liza sokéw owocowych, olejéw jadalnych czy win), jak réwniez
w chemii substancji pomocniczych stosowanych w farmacji, ta-
kich jak polimery i biopolimery (np. heparyny, modyfikowana skro-
bia, glukany). Podobnie bada sie obecnie polisacharydy uzywane
w procesie produkcji szczepionek. Ze wzgledu na bardzo skom-
plikowany charakter takich uktadéw, analiza opiera sie czesto na
poréwnywaniu widm prébek z widmem wzorca, bez koniecznosci
przypisania sygnatow do odpowiednich sktadnikéw prébki. Jed-
nakze, jezeli istnieje taka potrzeba, mozliwe jest zidentyfikowanie
sktadnikéw produktu i okreslenie wzajemnej proporcji sktad-
nikbw w prébce. Widma wykonywane w czasie postuzyc
moga do badania stabilnosci strukturalnej i oznaczania produktéw
rozktadu badanych substancji.

Rozwdj spektroskopii NMR

Ogromny rozwoj, jaki dokonat sie na przetomie wiekéw w tech-
nologii konstrukcji magneséw nadprzewodzacych (magnesy aktyw-
nie ekranowane), elektronice, konstrukcji sond pomiarowych (krio-
sondy), a takze pojawienie sie nowych metod pomiarowych, owocu-
je coraz wiekszym zasiegiem mozliwosci zastosowania spektrosko-
pii NMR w réznych dziedzinach chemii, biochemii czy farmacji, przy
co warto podkreslic, ciggle niewielkim koszcie pomiaru widma NMR
wynoszacym od 30 do 40 zt.

Powyzszy opis ma na celu jedynie zasygnalizowanie mozliwych
kierunkéw badan, w ktérych spektroskopia NMR juz odgrywa, badz
rozpoczyna odgrywac coraz wieksza role. ]
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