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Abstrakta P1

Nové perspektivy ss-NMR spektroskopie ve farmaceutickém
vyzkumu

J. Brus , M. Urbanova, O. Policianova

Ustav makromolekularni chemie AV CR v.v.i., Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6, CR.
brus@imc.cs.cz

NMR krystalografie, soubor experimentalnich technik a vypocetnich postupt, dnes jiz
dosahla stavu, ktery umoznuje precizni charakterizaci struktury a dynamiky Cistych aktivnich
farmaceutickych substanci v krystalickém stavu. Jiz od roku 2004 se problematice rozvoje
téchto experimentalnich postupl soustavné vénujeme, pficemz kolem roku 2008 jsme
dosahli zna¢ného pokroku pfi charakterizaci strukturnich a pohybovych zmén pfi fazovych
pfechodech simvastatinu, Ci pfi popisu ruznych krystalovych forem metergolinu. OvSem
prace na projektu ,NMR krystalografie pro farmaceutické aplikace* (2B08021, MSMT, 2008-
2011) probihaji na vice urovnich, jez mimo jiné vyplyvaji i z potfeb partnerské spole¢nosti. Na
prvni Urovni se vénujeme zakladnimu vyhledavacimu vyzkumu, polymorfismu riznych
aktivnich ingredienci Ci stanoveni jejich fazové Cistoty. Na druhé urovni pak feSime slozité&jsi
ukoly Casto spojené s pokusy rozlisit protonizované &i neprotonizované formy fady aktivnich
substanci. AZ na tfeti Urovni se pokouSime detailné charakterizovat krystalické API a to ve
smyslu molekularni struktury a segmentoveé dynamiky. PFitomto Usili se snazime postupovat
na konci této fady jsou latky znaéné neusporadané az zcela amorfni. Nanejvys slozity se pak
jevi problém charakterizace amorfnich substanci v tabletovych formulacich pfi jejich velmi
nizkych koncentracich. V tomto bodé se soustfedujeme na NMR techniky méfeni méné
tradi¢nich jader, jako jsou izotopy 19F, 11B ¢i 23Na s jejich naslednym statistickym
zpracovanim. Od roku 2010 se pak intenzivné vénujeme pfipravé a pfedevSim komplexni
charakterizaci novych formulaci API v podobé tuhych roztokl a disperzi aktivnich substanci v
polymernich matricich.

Prehledu vySe uvedenych aktivit je vénovan uvedeny referat.




Abstrakta P2

Do jaké miry Londonova disperzni interakce fidi stabilitu
konformert perindopril erbuminu?

J. Czernek

Ustav makromolekularni chemie AV CR v.v.i., Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6, CR.
cernek@imc.cs.cz

Struktura a vlastnosti perindopril erbuminu, tj. komplexu perindoprilu (P) a t-But-aminu (A),
jsou pfedmétem Fady studii [1]. V ramci snah o popis jeho polymorfizmu se zabyvam
prohledavanim konformaéniho prostoru a naslednym uréovanim hodnot interakénich energii
AE mezi P a A. Vyuzitim symetricky adaptované poruchové teorie mezimolekulovych
interakci je mozné dospét k rozkladu AE na slozky s jasnym fyzikalnim vyznamem [2]. Na
pfikladech energetickych minim systému P—A budu diskutovat dulezitost jednotlivych
interak¢nich prispévkl pro celkovou stabilizaci. Zameéfim se na vliv Londonovy disperzni
interakce v komplexech ,vazanych vodikovou vazbou®, jako v situaci znazornéné na obrazku:

Obr. 1. Konformer perindopril erbuminu, pro jehoZ stabilizaci by se jako rozhodujici mohla
jevit pfitomnost vodikové vazby N-H2-02.

Odkazy:
1. Alfakih, K.; Hall, A. S., Perindopril, Expert Opin. Pharmaco. 2006, 7, 63—71.
2. Stone, A. Theory of Intermolecular Forces; Clarendon: Oxford, 1996.



Abstrakta P3

Vypocet teoretického ss-NMR a aplikace pro feseni krystalové
struktury

M. Husak

Ustav chemie pevnych latek, Vysoka $kola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28
Praha 6, michal.husak@vscht.cz

ss-NMR pevné latky dokaze poskytnout uziteCné doplfikové informace pro potfeby feSeni
krystalové struktury z pragkovych difrakénich dat. Na VSCHT je k dispozici softwarové a HW
vybaveni schopné predikce ss-NMR: 8-mi jaderny 64 bytovy vypoCetni server a program
CASTEP NMR jako soucast Accelrys Material Studia. Na pfednasce budu prezentovany
zkuSenosti s pozivanim tohoto software. Na pfikladech alaptidu a latky ze skupiny flavinu
budou demonstrovan moznosti vyuziti ss-NMR vypocta pro konfirmaci feSeni struktury.
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Abstrakta P4

Farmaceutické kokrystaly

B.Kratochvil

Vysoka $kola chemicko-technologicka v Praze, Ustav chemie pevnych latek, Technicka 5, 166 28
Praha 6; bohumil.kratochvil@vscht.cz

Kokrystaly (molekularni komplexy, supramolekularni adukty, smésné krystaly apod.) jsou
multikomponentni slou¢eniny. Mnoho z nich ma potencialni farmaceutickou aplikaci a proto se ustalil
nazev farmaceutické kokrystaly. Farmaceuticky kokrystal je stechiometricky adukt typu hostitel (aktivni
molekula) : host (kokrystalizaéni partner), vytvofeny ze dvou nebo vice slozek, které jsou v Cistém stavu a
za pokojové teploty pevné, napf. karbamazepin : sacharin (1:1) a mnoho dal$ich. Vazba v kokrystalu mezi
hostitelem a hostem je zprostfedkovana nekovalentni slabou interakci (vétSinou H-mustky) a vzniklé 0-D,
1-D a 2D utvary se v kokrystalu spojuji predevsim - interakcemi nebo VdW silami.

Farmaceutické kokrystaly predstavuji novou alternativu volby APl pro pevné lékové formulace,
kokrystalizacni partner ovSem musi respektovat pozadavek farmaceutické akceptovatelnosti.
Farmaceutické kokrystaly jsou pro farmacii zajimavé proto, ze modifikuji dilezité vlastnosti pevné faze:

* kokrystaly maji jiny disoluéni profil nez plvodni API

* pokud je ptvodni APl polymorfni, kokrystal mize byt monomorfni

* pokud ptivodni API vytvari racemickou smeés, tak kokrystalizace miize slouzit k chiralni separaci

* kokrystalizace muze byt pouzita k izolaci APl ze smési a jeji purifikaci

* pokud je API amorfni, tak jeji kokrystaly mohou byt krystalické, resp. pokud je API nestabilni, jeji
kokrystaly mohou byt stabilni

* kokrystaly maji jiné materialové vlastnostinez pavodni API

* kokrystaly maji jinou hygroskopicitu nez ptivodni API

Systematika farmaceutickych kokrystalt zahrnuje:

*kokrystaly

* kokrystaly hydratované (solvatované)

* kokrystaly ionizované (kokrystaly soli)

* kokrystaly soli hydratované (solvatované)

* polymorfy vSech pfedchozich typl kokrystall

U ionizovanych kokrystald neexistuje ostra hranice mezi kokrystalem a soli. Zda pfi reakci mezi
karboxylovou kyselinou a bazickym N-heterocyklem vznikne stl nebo kokrystal, Ize predikovat na
zakladé hodnoty pKa = pKa(baze) - pKa(kyselina) nebo stanovit experimentalné z pozice protonu mezi
O...N ve vysledném produktu.

Syntetické techniky pro ,screening“ kokrystalt vychazi z kapalné (spole¢na krystalizace slozek z
roztoku, krystalizace ze spole¢né taveniny), pevné (spole¢né mleti) nebo plynné faze (spolecna
sublimace). Dal$i vyznamnou technikou je pfikapavani kokrystalizacniho partnera k mleté aktivni
substanci ¢i vyuziti efektu pfikapavaného rozpoustédla (,molekularniho maziva®) pfi spole¢ném mileti -
urychleni kokrystaliza¢ni kinetiky. Hlavnim ddvodem vyzkumu kokrystald je hledani jasného vztahu mezi
molekulovou a krystalovou strukturou aktivni substance a jejimi funkénimi vlastnostmi v pevné fazi.
Kokrystaly jsou pfistupem budovani funkénich vlastnosti produktu z molekularni drovné (,bottom-up®).
Kokrystaly jsou v sou¢asnosti predevsim pfedmétem vyzkumu akademickych pracovist a pracovist V&V
farmaceutickych firem. Na trhu s léCivy zatim kokrystaly registrovany pfili§ nejsou. Na zakladé
strukturnich studii, by v8ak nékteré registrované soli mély byt prekvalifikovany na kokrystaly (viz
stanoveni pozice protonu mezi O...N), coz ma svoji dulezitost v patentovych sporech.

Problematika byla feSena za podpory projektu NPV Il 2B08021.



Abstrakta P5

Vyuziti NMR spektroskopie pevného stavu a faktorové analyzy
pro charakterizaci API

M. Urbanova, |. Sedénkova, J. Brus

Ustav makromolekularni chemie AV CR v.v.i., Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6, CR.
urbanova@imec.cs.cz

Polymorfismus (pfipadné pseudopolyamorphismus) a jeho snadna a rychla analyza je ve
farmaceutickém pramyslu, pfi vyvoji a vyrobé Ié¢iv (aktivnich farmaceutickych ingredienci —
API), aktualnim problémem. MoZnost dané aktivni latky vyskytovat se v nékolika krystalovych
modifikacich totiz mize mit vliv na G¢innost pfipraveného produktu. Strukturni charakterizace
aktivnich farmaceutickych substanci (API) v pevnych Iékovych formach je velmi obtizna.
Hlavni komplikace vyplyvaji z nizké koncentrace APl v tabletovych formulacich. V
pfedneseném prispévku bude predstavena moznost rychlé a spolehlivé metody identifikace
amorfnich a semikrystalickych forem APl pomoci 19F MAS NMR. Nami navrzeny postup je
zalozen na faktorové analyze 19F MAS NMR spekter. Vysledkem takové analyzy je sada
subspekter Sj, jez zvyraznuji jednotlivé spektralni rozdily mezi rGznymi ,amorfnimi formami“
zkoumané aktivni latky. Kvantitativné jsou pak tyto rozdily vyjadieny koeficienty Vij. Uk&zalo
se, Ze tyto koeficienty zcela jednoznaéné identifikuji kazdou modifikaci API, a to jak v Cistém
stavu, tak i v pevné |ékové formé.

expernimental time



Abstrakta

Vyuziti Ramanovy spektrometrie pro charakterizaci
farmaceuticky aktivnich materialti v tuhych disperzich

P6

I. Sedénkova, O. Polcianova, M. Urbanova

Ustav makromolekularni chemie AV CR v.v.i., Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6, CR.
sedenkova@imc.cs.cz

Vibragni spektroskopie, Ramanova a FTIR spektroskopie, je Siroce vyuzivanou metodou
strukturni analyzy ve farmaceutickém i polymernim vyzkumu. Ve spojeni s mikroskopii se pak
Ramanova mikrospektroskopie uplatiiuje ve studiu heterogennich materialG. Hlavni
prednosti jejiho vyuZiti pfi studiu tuhych disperzi je studium interakci jednotlivych slozek

Iékové formy [1] a ur€eni jejich distribuce ve vzorku.

Metodou Ramanovské mikrospektroskopie byly studovany smési uc€innych latek s
vodourozpustnymi polymery - simvastatinu s PVP a kyseliny acetylsalicilové s PVP, HPMA a

PEG.
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doc. Ing. Richard Hrabal, CSc.

vedouci Centralnich laboratofi VSCHT Praha, vedouci laboratofe NMR VSCHT
Praha. Oblasti jeho védecké ¢innosti je aplikace NMR spektroskopie s vysokym
rozliSenim v chemii, biochemii a molekularni biologii. Molekulové modelovani,
predevsim pro zkoumani struktury peptidu, proteinl a jejich komplexa.

Ing. Robert Pola, Ph.D.

postdoktorant oddéleni Biolékarskych polymerd UMCH AV CR, v.v.i. Jeho
védecka ¢innost je zaméfena na syntézu hydrofilnich polymera a studium
moznosti pouziti syntetickych polymerd nebo konjugatu syntetickych a pfirodnich
makromolekul jako nosi¢u pfi pfipravé polymernich systému pro cileny transport
a fizené uvolnovani IéCiv a dalSich biologicky aktivnich molekul.
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Témata k diskusi

Alex Pines a jeho pohled na dobu, kdy vyvinul dnes jiz
fenomenalni 13C CP/MAS NMR experiment.

CC/NUMBER 32

This Week’s Citation Classic "5 2"

Pines A, Gibby M G & Waugh J S. Proton-enhanced NMR of dilute spins in solids.

J. Chem. Phys. 59:569-90, 1973.

[Dep of Chemistry and R h Lab
Technology, Cambridge, MA}

y of Electronics, Massachusetts Institute of

The NMR signals of isotopically or chemically
dilute nuclear spins “S” can be enhanced by
repeated cross-polarization under the Hart-
mann-Hahn condition from a more abundant
species “I” (usually hydrogen). High-frequency
resolution is obtained by decoupling of the |
spins during observation of the S spin free in-
duction decay. The theory and experimental
requirements are discussed, and illustrative ap-
plications to carbon-13 NMR in organic solids
are demonstrated. [The SCI ® indicates that this
paper has been cited in more than 1,000
publications.]

———to————
Carbon-13 NMR in Solids

Alexander Pines
Lawrence Berkeley Laboratory and
Department of Chemistry
University of California
Berkeley, CA 94720

a model sample to try the experiment.
Henry A. Resing (known affectionately as

. 2 model sample to try the experiment.
i Henry A. Resing (known affectionately as
i Mr. Adamantane because of his work on
| plastic crystals) was visiting, and | asked
him what would be a cheap

solid at room temperature but with the
molecules reorienting roughly isotropic-
« ally, and with T1 and T1 p relaxation times
| of about one second. He suggested ad-
3 amantane. Indeed, after we vaporized a
" number of samples in the probe with high
" radiofrequency power, the first successful
, experiments showed two resolved carbon-
i 13 peaks with good signal/noise in solid
! adamantane. We subsequently obtained

As a small boy, | often wondered about
the chemical shift anisotropy of benzene.
After my application for graduate school
was rejected at Berkeley, | settled for the
Massachusetts Institute of Technology
MIT), Cambridge.

It was during this period that Gibby be-
came known as a hermitian operator be-
cause he would lock himself in the lab and
run the spectrometer for weeks on end.

In our 1973 paper, we called the tech-
nique proton-enhanced nuclear induction
spectroscopy, a term erected from the
foundations of nuclear induction laid by

had also developed the famous coherent
averaging of spin interactions by means of
multiple-pulse sequences that revealed the
chemical shifts of hydrogen in solids. It
occurred to us that, because of its low
natural abundance (and correspondingly
weak magnetic dipole-dipole couplings),
carbon-13 should yield high-resolution
Fourier-transform spectra with reasonable
sensitivity by spin decoupling following
polarization transfer from hydrogen to
carbon. After building a spectrometer with
Michael G. Gibby and arguing for two
weeks about whether the double-reso-
nance sequence should be called pulse
program or pulse programme, we needed

physicists.! The early applications were to
carbon-13, but we did extend the experi-
ments to nitrogen-15 and silicon-29. Later,
J. Schaefer and E.O. Stejskal added magic-
angle spinning and, today, CP/MAS is
widely available on royalty-yielding com-
mercial spectrometers.

1 left the east coast to come to Berkeley
when Simkins was just completing the
quantum theory of phlogiston at MIT. I'm
not sure why our paper is cited so often.
Perhaps one reason is that it talks openly
and frankly about the Hartmann-Hahn
condition, an affliction suffered by many
chemists in the rotating frame of

reference.

O ¢em jsme piremysleli my, kdyz jsme byli malymi chlapci/dévéaty?
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Témata k diskusi

Nova technika pro kvantitativni méreni ss-NMR spekter.
J. Am. Chem. Soc. 132 (16), pp 5538-5539 (2010)

S kvantitou je to vzdy v NMR spektroskopii pevného stavu ponékud komplikované.
Pfi standarni jedno-pulsni excitaci je nutné pro ziskani kvantitativni informace
nastavit opakovaci prodlevu 5-krat delSi nez je T1 relaxacni doba méfeného jadra.
To je jisté velmi Casové narocné. Jisté zlepseni pfinasi CP/MAS NMR experiment,
kdy se uvadi, Ze pouziti relativné dlouhé doby pfenosu polarizace (2-5 ms) vede k
ziskani kvantitativnich dat. V ¢lanku J. Am. Chem. Soc. 132 (16), pp 5538-5539
(2010) pfedstavuji autofi novou techniku zaloZzenou na zavedeni DARR rekaplovaci
pulsni sekvence. Tato homonuklearni rekaplovaci technika velmi dobfe funguje pro
izotopicky obohacené systémy, pro néz je vyrovnani magnetizace mezi riznymi
jadry pfirozené. DARR sekvence je aplikovana jak na 13C tak i na 1H spinovy
systém. Otazkou je pro€ tato metoda velmi dobfe funguje i pro systémy v pfirozenim
izotopickém zastoupeni, kde nelze pfedpokladat rychlou spinovou vyménu mezi
fidkymi 13C jadry. Pokud dochazi k vyrovnani napf. 13C magnetizace vyuzitim 1H
spinového systému, pak jde o jakysi ekvivalent CP s dlouhou kontaktni dobou. Autofi
také uvadeéji, ze pro dosazeni kvantitatné spravnych udaju pro neobohacené
systémy je nutné aplikovat DARR periodu v délce az 20s pfi intezité rekaplovaciho
pole cca 15 kHz. Neni to sice extrémni hodnota, ale je to dost. V kazdém pfipadé
QUCP experimenty poskytuji kvantitativni spektra pfi pouziti relativné kratkeé
opakovaci periody.
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Stoji za to riskovat poskozeni vzorku intezivnim recouplingem, a tak
dosahnout spolehliva kvantitavtni data? Jaky je mechanismus dosazeni
kvazi-rovnovazného stavu v systémech bez izotopického obohace? Aco nato
NOE?
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Témata k diskusi

Dynamika methylovych skupin v hydrofobnim proteinu.
JAm Chem Soc 132 (12), 4038, (2010)

Segmentova dynamika hraje kli€ovou roli pro pochopeni fungovani fady proteint, a
proto se této problematice vénuji vyznamné védecké Caopisy, mezi které beze sporu
patfi i Journal of the American Chemical Society. Proto naSi pozornosti neunikl
pFispévek vénovany dynamice methylové skupiny L69 v hydrofobnim jadru proteinu
HP36 pfi extrémné nizkych teplotach 140-4 K. Autofi ve své praci dochazeji k
zZjisténi, ze pfi teploté pod 95 K dojde k prudkému narlstu aktivaéni energie rotace
methylu, coz indikuje zamrznuti tohoto pohybu. Biofyzikalni povaha popsaného jevu
je pfedmétem dalSiho studia.
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Methyl groups are thought to dominate the dynamics of proteins after slow collective
modes of motion freeze out in a glass-transition process. In this work we investigate
methyl group dynamics of a key hydrophobic core leucine residue in chicken villin
headpiece subdomain protein at 140-4 K using deuteron NMR longitudinal
relaxation measurements. A distinct increase in the apparent activation energy is
observed at 95 K, indicating an abrupt freezing of methyl group dynamics.
Relaxation times at temperatures below 60 K are dominated by the deuteron
tunneling mechanism.

Velmi by mé zajimalo, kdy jindy nez pfi velmi nizké teploté dojde k zamrznuti

rotace methylové skupiny? Nebo je 95K stale teplota vysoka? Jak lze

vysledovat biofyzikalni podstatu sledovaného procesu, kdyz k nému dochazi

pii-178°C (teplota varu kapalného dusiku je -196°C).
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Témata k diskusi

NMR krystalografie: kombinace predikce krystalové struktury a
1H MAS NMR spektroskopie.

J.Am. Chem. Soc., 2010, 132 (8), pp 2564—2566

Nedavné pokroky v molekularnim modelovani umoznily navrhnout strategie
predikce krystalové struktury pouze pfi znalosti konektivity atomd v molekule.
Obvykle je pocet predikovanych struktur kolem 10-100. Autofi této studie uvadéji jak
je mozné vyuzit 1H-1H MAS NMR korela¢nich spekter s vysokym rozliSenim pro
energii (10 kd/mol). Nasledné byly pocitany chemické posuny pomoci CASTEP
codu.

. -
3% ‘%g ] _——_ [y | . Solidstate NVR
ji; o 2 N\ W] g, "H chemical shifts
s X / f g
. %{ = .(~$, \\@ f_'i S 8
- Predicted polymorphs ég ‘
EER ¥ J|°z.
‘ ' S 5,
” T
| @ et
NC 12 10 8 6 - 2 0 -2
K calculated 'H chemical shift (ppm)

»We note that isotropic shifts are by far the easiest solid-state NMR parameter to
measure. This method is very fast, assignment is not needed, and this approach
should be applicable to sets of potential structures generated from a wide range of
methods. The excellent results here have encouraged further work to test the
general applicability of the method to molecular organic crystals, which is underway.
Although they require a longer experiment, proton-proton spin diffusion data are also
shown to determine the correct structure and could prove useful when cross-
validation of the structure determination is needed, for example if two potential
candidates emerge from the chemical 1H shift procedure.*

Blizime se k okmziku, kdy jiz nebudou potieba expriemntalni metody a bude
mozné predpovédét polymorfismus? Co by uvedeny pfistup naznacil, pokud
by byl aplikovan na systém, u kterého nebyl polymorfismus prokazan?
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