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Az NMR spektroszkopia szerepe és alkalmazasi lehetdségei a
modern gyogyszeriparban

Ifj. SZANTAY Csaba,* SZAKACS Zoltan, BENI Zoltan és DUBROVAY Zséfia
Richter Gedeon Nyrt, Szerkezetkutatdasi osztdly, Gyomréi ut 19-21,1103 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

Tapasztalatunk szerint a kémiai tarsadalom talnyomo része az
oldatfazisu NMR spektroszkopia gyogyszeripari szerepét ma
is leginkabb a kismolekulas szintézistdmogatd analitikaval
azonositja. Kétségtelen tény, hogy az NMR spektroszképia
eme klasszikusnak mondhaté kémiai alkalmazasa,
azaz a szintetikus gyogyszerkémikusok altal eldallitott
intermedierek ¢s végtermékek szerkezetvizsgalata jelenleg
is a gyogyszeripari NMR spektroszkopiai szolgaltatas
legjelentdsebb részét képezi vilagszerte. Ugyanakkor az
ilyen tipusi szerkezetvizsgalatok modszertanaban olyan
0j lehet6ségek nyiltak meg az utdbbi idékben, amik
altalaban kevéssé koztudottak. Ezen tGlmenden pedig
szamos egyéb olyan, a gydgyszeripari kutatas-fejlesztést
¢s mindségbiztositast hatékonyan é&s innovativ. modon
tamogatdé NMR alkalmazas is el6térbe keriilt, amelynek
gyakorlati jelentsége, felhasznalhatosaganak lehetdségei
és korlatai szintén kevéssé ismertek, illetve sokszor téves,
vagy tulzottan optimista elképzelések alakultak ki veliik
kapcsolatban. Valojaban ez utobbi alkalmazasok kore,
valamint a mogottik rejlé modszertani arzenal annyira tag,
hogy ezen rovid keretek kozott még felsorolasszertien sincs
mdd teljességiikben attekinteni Oket. A jelen dolgozatban
ezért els6sorban arra vallalkozunk, hogy réviden vazoljuk,
illetve néhany gyakorlati példa megemlitésével illusztraljuk
a kismolekulds NMR-es szerkezetvizsgalatok modern
miszerezettség mellett megnyild lehetéségeit azoknak a
szervezési elveknek &s tapasztalatoknak az alapjan, amelyek
a Richter Gedeon Nyrt. Szerkezetkutatasi osztalyanak
munkajahoz kothetok. Masodsorban, az NMR innovativ
gyogyszeripari alkalmazasai kozil nagyon roviden
kitériink a ligandum-receptor kotddésvizsgalatok legujabb
lehetdségeire ¢és korlataira, valamint a kapcsolt technikak
(elsésorban ~ LC-NMR)  alkalmazhatésaganak  jelen
helyzetére.

Targyalasunk a kovetkezd két vezérfonalra éptil. 1) Abban
a privilegizalt, de egyuttal fokozott feleldsséggel is jard
helyzetben vagyunk, hogy a Richter Szerkezetkutatasi
osztalya a régid legmagasabb szintli kiépitettséggel
rendelkezd NMR miiszerparkjaval rendelkezik, tovabba
az osztaly munkaja sajatos modon illeszkedik a vallalati
szervezeti strukturdba, ami a tipikustél sokban eltérd
jellegli szerkezetvizsgalati szolgaltatasban testesiil meg.
Ugy véljiik, hogy mindez olyan tapasztalatokat nyujtott
¢s olyan szemléletet érlelt ki, amit ha teljességében nem
is, de néhany vonatkozdsaban érdemes kozkincesé tenni.
2) Altalanos tapasztalatunk, hogy miutan a tudomanyos-
miiszaki irodalom elsddlegesen valamely NMR alkalmazasi
tertilet sikeres eseteit publikalja, ezzel akarva-akaratlanul
pozitiv mddon szliri a ,,valésdgot”. Ebbdl adéddéan az a
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kép, amit egy (foleg még kiforratlan) alkalmazasi teriilet
lehetdségeirdl pusztan az irodalom olvasasaval, vagy
anekdotikus informdaciéra alapozva alkothatunk, gyakran
nem megfeleléen életszerli, ami irredlis elvarasokat, sot
helytelen beruhazasi, illetve munkamddszertani dontéseket
is eredményezhet.

A kovetkezokben a fenti vezérldé gondolatok mentén, a
gyakorlati életszeriség optikajan keresztiil igyeksziink
egy kozel sem teljes képet nyujtani a modern NMR
spektroszkopia gydgyszeripari alkalmazasi lehetdségeir6l
a kismolekulds szerkezetvizsgalatok tekintetében. Ennek
megfelelden tehat nem targyaljuk példaul a gydgyszeripari
célu  biomolekularis  alkalmazasok  (biomolekuldk
szimilaritasanak, kismolekulas szennyez¢seinek,
térszerkezetének vizsgalata, metabonomika, stb.) igen
jelentds lehetdségeit, annak ellenére, hogy ezen vizsgalatok
egy része az utobbi néhany évben osztalyunkon napi
gyakorlatta valtak. Ez a teriilet oGnmagaban is olyan tag ¢és
izgalmas, hogy egyrészt méltd targyalasa a jelen dolgozat
kereteibe nem férne bele, masrészt a mi gydgyszeripari
kornyezetiinkben a biomolekuldk szerkezetvizsgalatanak
problémakore legfoképpen az Gn. bioszimilaritasok (azaz
egy originator altal gyartott fehérjéhez minél hasonlobb
szerkezetli sajat gyartasi termék) szerkezet-analitikdajanak
vonatkozdsdban meriil fel, az ezzel kapcsolatos know-
how elemek t6bbsége pedig jelenleg vallalati titkot képez.
Ugyanakkor a hazai biomolekulds NMR vizsgalatok
miivelésének néhany érdekes vondsaba nyujt betekintést
a Debreceni Egyetem'? és az ELTE kutatoinak® a jelen
folydiratban nemrég megjelent kozleményei.

2. A Richter Gedeon Nyrt. Szerkezetkutatasi
osztalyanak bemutatasa

A gydgyszeripari analitikdra nehezedd kihivasok (ebbe
beleértve a szerkezetvizsgalatokat is) folyamatosan
novekednek mind technikai, mind pedig adminisztrativ
értelemben. Ez tobbek kozott abban jelentkezik, hogy
egyre rovidebb ido alatt egyre kisebb anyagmennyiségekbdl
egyre biztosabban kell GLP (good laboratory practice)
koriilmények kozott szerkezeteket meghatarozni és ezt
magas szinten dokumentdlni. Mindez egyre ndvekvo
igényeket tamaszt a probléma megolddsdban érintett
kutatok egyiittmiikodésének és személyes feleldsségének
tekintetében is. Kiilonb6z6 gydgyszeripari cégek kiilonb6zo
szinti tudatossaggal, illetve mas-mas filozofiaval, ebbdl
adoddan pedig mas-mas technikai és szervezeti apparatus
kiépitésével kozelitik meg ezt a problémat.
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A Szerkezetkutatasi osztaly tevékenysége hangsulyosan
a ,high-end” tomeg- és NMR spektroszkdpiara, kisebb
részben az IR spektroszkopidra, valamint az ezeket
funkcionalisan kiegészitd kapcsolt elvalasztasi technikdkra
és egyeéb szoftveres és hardveres tdmogatasra épil. Az
osztaly kis szerves molekuldk, illetve biomolekulak
szerkezetvizsgalatat célzd  stratégiai nagymiiszereket
foglal egyetlen szakmai és szervezeti egységbe. Az a
szerkezetkutatdsi szolgaltatds, amit az osztdly nyudjt a
Richter szamara 6t olyan, egymassal szoros dsszefiiggésben
levo jellemzore épiil, amelyek egyikének sem magatol
értet6do a megléte, ugyanakkor egyedileg is, de legfoképpen
Osszességiikben, ezek a jellemzdk (szerintiink) egyediilalld
mindségli és hatékonysagl szerkezetanalitikai taimogatast
biztositanak. Az alabbiakban ezeket a jellemzoket vesszik
roviden sorra.

2.1. Centralizalt szerkezetkutatasi szolgaltatas

A Richter a kiemelt képességii NMR és MS spektrométereit
a cég egészét kiszolgald kdzpontositott formaban tizemelteti,
ilymodon a cég egésze szamara eclérhetd egy ,,state-of-
the-art” spektrométerekre, ezek egymast komplementer
moddon kiegésziteni tudd jellegére, valamint cég-specifikus
human know-how-ra éptld szerkezetfelderitési potencial.
Mint azt a bevezetdben emlitettiik, a gyogyszeriparon kiviil
altalaban kevéssé ismert, hogy az oldatfazist kismolekulas
NMR szerkezetfelderités valojaban mennyi mindenre
terjed ki a tradicionalis szintézistamogatd szerepén tul.
Hogy a legfontosabb ilyen egyéb alkalmazasokat emlitsiik:
a) egy gyogyszerjelolt molekula fobb metabolitjainak
szerkezetmeghatarozasa azzal a céllal, hogy ezek biologiai
hatasa tesztelhetd legyen, és/vagy hogy ismeretiikben a
gyogyszerjelolt metabolikus stabilitdsa novelhetd legyen;
b) a méretndvelések soran eldalldé nyomszennyezok
meghatarozasa azzal a céllal, hogy a technoldgiai
koriilményeket a lehetd legnagyobb tisztasag hatoanyag
eloallitasa érdekében lehessen optimalni (quality by
design); c) a hatéanyag stabilitasi tesztek soran keletkezd
bomlastermékek szerkezetének meghatarozasa részint
hatosagi elvarasként, részint pedig azért, hogy ezek
ismeretében megfelelden hossza lejarati iddt biztosito
kiszerelési format lehessen fejleszteni; d) hatdanyag gyartasi
nyomszennyezok szerkezetmeghatarozdsa szintén hatosagi
kovetelményként, valamint azért, mert a nyomszennyezoi
profil egy adott gyartasi technologiat egyedi modon,
ujjlenyomatszertien jellemez, ezért ennek ismerete pl. a
gyogyszeripariversenyhelyzetbdl adddd szabadalombitorlasi
perekben kulcskérdés lehet; ¢) a nagyon szigort analitikai
ellendrzések soran a specifikacidkon esetleg kiviil esd
gyartasi hatéanyagsarzsokkal 0Osszefiiggésben gyakran
felmertiil, hogy a probléma lehetséges okat szerkezetkutatasi
oldalrdl is vizsgdlni kell, f) hasonl6 szerkezetvizsgélati
kérdések mertilnek fel készitményanalitikai szinten, amikor
is a gyogyszerformula fejlesztése soran megjelend 1)
nyomszennyezoket ¢s degradansokat kell azonositani, ami
a hordozoanyagok jelenléte miatt kiilonosen nagy kihivast
jelenthet; g) mindségellenérzési céllal a hatdsagok vagy
mas tzleti partnerek felé dokumentalt szerkezetvizsgalati
eredmények, amelyeknek egyik legfobb célja, hogy szakmai
tartalmukban és megjelenitési formajukban is kétséget
kizar6 moddon tiukrézzék az adott termék mindségét;
h) vasarolt hatdanyagok, intermedierek, segédanyagok

analitikdja  kapcsan  felmeriild  szerkezetvizsgalatok,
amelyek célja, hogy ellendrizzik a beszallitonak a
szerkezetre vonatkozo analitikai 4llitasait (nem ritka,
hogy a mienkénél kevésbé fejlett NMR miiszerezettséget
és tudast birtoklo cégek helytelen szerkezettel, illetve
szerkezeti interpretacioval adnak el ilyen termékeket,
amikor is a reklamaciot csak egyértelmiien meggy6zo,
sajat szerkezeti analitikdval tudjuk érvényre juttatni); i)
szabadalmi beadvanyok és iparjogvédelmi perek kapcsan
felmeriil6 szerkezetvizsgalatok — utobbi esetekben tobbnyire
az eljarasra jellemz6 intermedierek és/vagy szennyezok
szerkezetét kell igazolni, olyan miiszerezettség és szakmai
érvek felvonultatdsdval, ami a birésdg szamara nem hagy
kétséget (egy ilyen per elvesztése a cég szamara nemcsak
kozvetlen anyagi veszteségként jelentkezhet, hanem miutan
a gyogyszerek bizalmi termékek, az ezzel jard erkolcsi
veszteség is rendkiviil karos lehet, nem is beszélve az
érintett szakemberek feleldsségérdl; j) 1, természetes
eredetli vegyiiletek szerkezetének azonositasa, k) végiil,
de nem utolsésorban, meg kell emliteni a bioanalitikai
szerkezetvizsgalatokat (amelyekre a fentebb emlitett
okokbol itt bévebben nem tériink ki).

Annak, hogy a fentebb vazolt feladatokat egy centralizalt
nagymiiszeres szolgaltatds formajaban valositjuk meg,
szamos elonye van. Egy molekula vagy molekulacsalad,
annak teljes gyogyszergyari ¢letciklusa sordn szdmos
szervezeti egységet ,megjar’ és — amint azt a fentiek
is érzékeltették — ekozben szamos kiillonbozd tipusu
szerkezetvizsgalati problémat vethet fel. A kdzpontositott
szerkezetkutatds azt biztositja, hogy ilymddon egy helyen
csapodik le és tarolodik mindaz az NMR spektroszkdpiai
ismeretanyag, ami az adott molekulacsaladhoz kapcsolodik.
Ez lehetdséget ad példaul arra, hogy alapos ismereteket
(célszertien gyakran a szerkezet meghatarozasahoz
minimalisan sztikségesnél mélyebb ismereteket) szerezztink
egy molekulardl még korai, szintetikus fazisaban, amikor az
viszonylag nagy mennyiségben ¢s tisztan all rendelkezésre.
Késébb ugyanezen az osztalyon és tobbnyire ugyanannal
az NMR szakembernél jelennek meg az adott molekulaval
kapcsolatosan felmeriilé metabolit- vagy nyomszennyezo-
azonositasi problémak. Ebben a fazisban, 1évén hogy
tobbnyire mar joval kisebb, sokszor az NMR érzékenység
hatarait surolé anyagmennyiségekkel kell elboldogulni
és altalaban tobbkomponensti mintdkkal kell dolgozni,
Iényegesen nehezebb, vagy éppenséggel lehetetlen azokat
a spektralis informaciokat megmérni, amik a szerkezet
egyértelmii megfejtéséhez idedlis esetben sziikségesek
lennének. Ilyenkor a sikeres szerkezetmegfejtés érdekében
gyakran kulcskérdés, hogy a kordbban megszerzett
ismeretek referenciaadatként rendelkezésre alljanak. A
praxisunk soran rengeteg olyan esettel talalkoztunk, ahol egy
ismeretlen nyomszennyezo sikeres szerkezetmeghatarozasa
dontden azon mult, hogy a sziikséges NMR spektroszkopiai
hattéradatok osztalyunkon rendelkezésre alltak.

2.2. , Foallasu” spektroszképusok

Erdekes dolog belegondolni az NMR (és a mellette
komplementer informaciot nyujtdé MS) spektroszkopia
szerkezeti kémiai célu ,,mivelésének” évtizedekre
visszany(lo  torténetébe.* Az  oldatfazisi  NMR
spektroszkopia kismolekulas szerves kémiai alkalmazasa
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vilagszerte az 1970-es évektdl kezdett robbandsszeriien
terjedni. A ,,spektrumfejtés” tudomanya ekkoriban még
fejlodésének kezdeti stadiumaban volt, tehat azok az
ismeretek, szabalyszertiségek, amik a szerkezetmeghatarozas
mesterségbeli know-how elemeit képezik, ekkortajt kertiltek
felfedezésre. Ezidében tobbnyire a vallalkozd szellemil
vegyészek még maguk probaltdk megtanulni a spektrum-
interpretacié fogasait, hiszen ez eleinte nem tiint nagyobb
kihivasnak, mint pl. az ugyancsak altaluk muvelt és mar
megszokott IR spektrumértékelés. Az NMR spektroszkopia
rohamos modszertani  fejlédése, a  spektrométerek
komplexitasanak novekedése és a méréstechnikai know-
how egyre sokrétiibbé valasa azonban hamarosan ,.egész
embereket” kovetelt meg erre a célra. Igy Iéptek szinre azok a
vegyészi munkat timogato kismolekulas szerkezetanalizisre
szakosodott NMR spektroszkopusok, akik hatalmas NMR
spektroszkopiai ismeretanyag és tapasztalat hordozoiva
valtak.

Korilbelul az 1990-es évektdl jelent meg a spektrométerek
felhasznalobarat tizemmodban vald miikodtethetéségének
tendencidja, azaz a késziilékek (bizonyos alkalmazasi
korlatok ko6zott) nem NMR szakemberek altal is konnyen
hasznalhatokka valtak. Emellett a legalapvetobb két-
dimenzios (2D) NMR moédszerek is rutin jelleggel
megvaldsithatova valtak a legtobb spektrométeren.’ Ezek
a tendencidk inditottak el az ,,6nkiszolgdld” (open-access)
NMR spektrométerek korszakat, abbdl a meggondolasbol
kiindulva, hogy a ,fool-proof” mérési beallitasokkal
elkészithetd modern 2D technikdk birtokdban a vegyészek
kevesebb |, klasszikus” NMR ismeret Dbirtokaban is
hatékonyan tudjak monitorozni szintéziseiket. Ezzel
parhuzamosan az NMR spektroszkdpusok egyre inkabb a
biomolekularis szerkezeti problémakra kezdtek koncentralni,
igy a kismolekulas vizsgalatok sok intézményben szamottevo
mértékben visszakeriiltek a szintetikus vegyészek sajat
hataskorébe. Bar ez a tendencia az egyik oldalon hasznosnak
bizonyult, elsésorban bizonyos vegyiiletcsaladok rutin
jellegli vizsgalatanal, a masik oldalon komoly veszélyei is
vannak. Egyrészt szamos esetben a ,,rutin” 2D spektrumok
nem elégségesek a szerkezetek helyes megfejtéséhez, illetve
az NMR spektroszkopiailag nem igazan ,,vajtszemii”, €s a
vart szerkezet irant gyakran elfogult vegyész konnyen téves
szerkezetre jut (amire sok példa talalhaté az irodalomban
is). Masrészt félové valt, hogy a kismolekuldas NMR
szakteriilet sziikiilésével kikopnak a szakmabol azok az é16
szakismeretek, amelyek a 70-es 80-as években kiépiiltek, és
amelyekre gyakran oriasi sziikség van (és mindig is lesz)
az igazan megbizhatd ¢és gyors szerkezatazonositashoz.
Felismervén ezt a problémat és ellenstlyozandd az eldbb
emlitett trendeket, a nemzetkdozi NMR szakma 1999-ben
elinditott egy a mai napig évente nagy sikerrel megrendezett
konferencia sorozatot SMASH, azaz: ,,small molecules are
still hot” néven, ami a kismolekuldas NMR spektroszkopiai
vilag aktivitasat és presztizsét hivatott fenntartani.

Mindezt azért volt fontos hangsulyozni, hogy értsiik, a
fenti tendencidk fényében nem magatol értetddd, hogy
egy gyogyszeripari intézmény szervezeti, stratégiai,
munkakori, valamint funkcionalis értelemben hogyan
viszonyuljon a féallast kismolekulas NMR (vagy MS)
spektroszkopusi  szakma  statuszahoz. Tapasztalataink
alapjan azonban teljes egyértelmtiséggel kijelenthetjiik,

hogy egy a mindség, a hatékonysag és a versenyképesség
novelése irant elkotelezett cég, mint amilyen a Richter is,
akkor jar el helyesen, ha ez a specializalt miiszeres, mérés-
modszertani €s spektruminterpretacios szaktudas mindenkor
megfeleld erével a rendelkezésére all. Erdemes ennek
okaira néhany olyan tényezon keresztiil felhivni a figyelmet,
amelyek a gyogyszeriparon kiviil nemigen ismertek, de
jelentdségiik még a gydgyszeriparon beliil sem altalanosan
ismert vagy felismert. Egyrészt fontos hangsulyozni, hogy
egy olyan koézegben, ahol minden tévesen megallapitott
molekulaszerkezetnek nagyon komoly tizleti vonzata lehet,
fokozottan indokolt lehet, hogy a szerkezetmeghatarozas
figgetlen analitikai szemmel torténjen, hiszen a vegyészek
oOhatatlanul inkabb hajlamosak a sajat szintetikus munkajuk
soran vart szerkezetet ,,belelatni” a spektrumokba. Masrészt
a gyogyszeriparban nem csak az analitikai eredmény a
fontos, hanem az adatok GLP szempontok szerinti mérése €s
dokumentalasa, illetve az eredmények hatdsagi szempontbdl
megfelelden meggy6z6 ¢és szakmailag helytalld irasos
kozlését is. Ez pedig a szakteriilet csinjait-binjait jol
ismerd, azért felelosséget vallald ¢€s abban feleldsségre is
vonhat6 szakembereken keresztiil biztosithato a leginkabb.
Harmadrészt a fentebb emlitett centralizaltsag nyilvanvaléan
csak egy ,.dedikalt” spektroszkdpusi csapattal valdsithatd
meg idealis médon. Mint ahogy a2.1. pontban mar targyaltuk,
ennek nagy elénye, hogy ugyanaz az NMR szakember végig
kovetheti egy molekula vagy molekulacsalad gyodgyszeripari
életciklusat a kezdeti szintézistél a metabolitokon at a
gyartasi nyomszennyezokig és bomlastermékekig, ezzel
sokszor nagymértékben felgyorsitva és biztosabba téve
utobbiak szerkezetmeghatdrozasat. Negyedrészt az is
nyilvanvalo, hogy csak professzionalis spektroszkopusoktol
varhatd el realisan, hogy a versenyképesség fenntartasahoz
sziikséges Uj metodikak fejlodését nyomon kovessék és
a sziikséges modszereket adaptaljak, illetve uj miiszeres
beruhdzasokat inicialjanak.

2.3. Holisztikus munkafilozéfia

Osztalyunk alapvetd céljanak tekinti a lehetd legkisebb
atfutasi 1d6 mellett a lehetd legtobb esetben az egzakt
szerkezeti megoldasra és ennek megfeleld részletességli
spektralis karakterizalasra vald torekvést. Bar ez a szandék
bandlisan magatol értetédédonek tlinhet, gyakorlati
megvaldsitasa szamos nehézségbe utkozik, és szamos
dontési helyzetet vet fel. Osztalyunkra évente atlagosan
mintegy 3000 minta érkezik szerkezetvizsgalatra, ezeknek
kb. 10%-a eltér a vegyész vagy a kémiai intuicid alapjan vart
szerkezettdl, és kb. ugyanilyen mértékben fordulnak el6 olyan
esetek, amikor a ,,rutin” spektrumok felvételével csak NMR
alapon, vagy csak MS alapon torténé szerkezetmeghatarozas
helytelen eredményre vezetett volna! Ugyancsak gyakori
helyzet példaul az, hogy egy vegyiilet szerkezetében nagy
valoszintiséggel biztosak lehetink pusztan az 'H NMR
spektrum egy részlete alapjan — ez tehat 6nmagaban még nem
indokolna a lényegesen tobb miiszer- és human idot igényld
teljes 'H és 1°C asszignacid elkészitését és MS spektrumok
felvételét — de a téma egy késobbi fazisaban, amikor
ezeknek az adatoknak a megszerzésére nem vagy csak
nehezen van lehetdség, kulcsfontossaguiva valhatnak. Ilyen
eset allhat eld példaul egy rokon molekula vizsgalatanal,
vagy mert hatdsdgi/szabadalmi céllal utdlag a molekula
teljes spektralis jellemzésre van sziikség. Munkafilozofiank
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szerint ezért a leheté legnagyobb szerkezeti biztonsag
illetve a ,proaktiv’ adatgyiijtés érdekében minden
mintarol készitiink MS spektrumokat és toreksziink arra,
hogy az atfutdsi id6 minimalizdldsdnak kényszere altal
nyujtott lehetdségeken belill a leheté legtobb mintardl
késziiljenek a teljes 'H és *C asszignaciot lehetdvé tevo
NMR spektrumok, tovabba toreksziink a kisérleti adatokkal
konzisztens Osszes szerkezeti alternativa tudatos keresésére
és kizarasara.%®° Ennek megfeleléen az osztaly csakis az
NMR, IR és MS spektroszkopus szakemberek konszenzusa
alapjan ad ki szerkezetet, tehat az egymasnak ellentmondo
vagy ellentmondani latsz6 NMR, IR ¢és MS kisérleti
adatok és/vagy kovetkeztetések esetében az ellentmondas
okait minden esetben fel kell tarni. Hangsulyozzuk, hogy
az a munkamodszer, amely szerint a szerkezetvizsgalati
eredmények foallasi NMR és MS spektroszkopusok napi
szintli szoros munkahelyi konzultacioban térténd egyeztetése,
¢és a fenti filozofiara alapozott feleldsségvallalasa alapjan
sziiletnek, igen ritka. Ugyanakkor ennek a munkastilusnak
a haszna igen gyakran tetten érhetd, legfoképpen amikor
csak a két modszer egylittmikodése vilagit ra egy varatlan
szerkezeti problémara.

2.4. Csucsmiiszerezettség

Amint a fenti targyalasunk érzékeltette, a szerkezetkutatas
atszovi egy gyogyszergyar tevékenységének szinte egész
vertikumat. Az, hogy egy gyogyszercég erre a célra mekkora
¢és milyen szinvonali miiszerparkot tartson fenn, illetve azt
milyen szervezeti struktirdban iizemeltesse, korantsem
egyszeri kérdés. Az egyik oldalon a gydgyszeripari
versenyhelyzet és a folyamatosan szigorodd hatosagi
kovetelmények, a néha mar abszurd mértékii mindségi
elvarasok, a lehetd legnagyobb tudast spektrométerek
alkalmazésat latszanak kikényszeriteni, a masik oldalon
azonban szamolni kell ezeknek a késziilékeknek a
megvasarlasi, fenntartdsi, infrastrukturalis és amortizacids
koltségeivel. Mindez Oriasi Osszeg, ami raadasul szinte
exponencialisan novekszik a megvasarolni kivant késztilékek
teljesitoképességével. Erre a dilemmara valo tekintettel egy
gyogyszeripari cég szamara a szerkezetkutatas szintjének
¢és funkcionalitdsanak a meghatarozasa, valamint ennek a
szolgaltatasnak a cégen beliili ,,pozicionalasa” stratégiai
kérdés kell (vagy kellene), hogy legyen. Véleménytink
szerint egy cég stratégiai nagymiszereinck (NMR, MS)
szinvonala jol tiikrozi a cég elkotelezettségét a kutatas és a
termelés mindsége, valamint az innovacio irant.

A Szerkezetkutatasi osztaly oldatfazist NMR miszerparkja
jelenleg egy 400 MHz-es, részben ,,open-access” céllal is
hasznalt ,,workhorse” késziilékbdl, egy 500 MHz-es, hitott
mérofejjel ellatott késziilékbol, és a régidban egyediilalld
kiépitettségli, hiitott mérdfejjel, valamint LC ¢és SPE
kiegészitokkel ellatott ultranagy érzékenységii 800 MHz-
es spektrométerbol all (1. Abra). Az alabbiakban ennek a

szolunk néhany szot.

ARichterben tizemel6 800 MHz-es késziilék kiilonlegessége,
hogy vilagviszonylatban is ritka mddon, kettés felhasznalasi
céllal keriilt megvasarlasra. A jelenlegi altalanos
gyakorlatban ugyanis a 300-600 MHz-es NMR késziilékeket
tekintik ,kémiai frekvencias”, azaz ,kismolekulas”

késziilékeknek, a 700-950 MHz-es spektrométereket pedig
,»biologiai frekvencids”, azaz elsésorban vagy kizarélagosan
»hagymolekulas” kutatasi céllal hasznalt késziilékeknek.
A Richter 800 MHz-es késziilékét egyszerre hasznaljuk
kis- és nagymolekulas vizsgalatokra, ami fOleg abban a
tekintetben, hogy ilyen nagy térerén rutinszerlien mériink
kismolekulakat, viszonylag szokatlan. Ugyanakkor ennek
a megkozelitésnek Oridsi gyakorlati elényei vannak a
gyogyszeriparban. Ennek okait érzékeltetendd, fontos
ravilagitanunk az NMR mérési érzékenység kérdésének
néhany elvi és gyakorlati vonatkozasara.'*!!

1. Abra. A Szerkezetkutatasi osztalyon iizemelé 800 MHz-es NMR
spektrométer magnese.

Amint az jol ismert, az NMR spektroszkdpia paratlanul
részletgazdag, atomi szintli informaciot tud nyujtani egy
molekula szerkezetérdl. Hasonlo részletességii €s egzaktsagu
strukturdlis adatokat csak az egykristaly-rontgendiffrakcid
tud szolgaltatni, ami azonban nem ad molekuladinamikai
informaciét és szamos gyogyszergyari szempontbodl
relevans probléma esetén — mint példaul a nyomszennyezok
azonositasaban — a felhaszndlhatosaga rendkiviil korlatozott.
Ugyanakkor az NMR meglehetdsen érzéketlen modszer,
ezért az NMR mérési érzékenység javitasara vilagszerte
nagy er6feszitések iranyulnak. A szamos lehetséges
érzékenységnoveld technologia mellett kétségtelentil a
leginké&bb robosztus (&s igy a kiillonbozo jellegli ipari K+F és
mindségbiztositasi igényeket leginkabb kielégitd) megoldast
a kiilonosen er6s magnesekkel (>700 MHz) kombinalt
hiitott méréfej nydjtja. Amint az jol ismert, a térerd novelése
noveli a minta makroszkdpikus magnesezettségi vektoranak
abszolut értékét, ezaltal noveli a detektalt jel nagysagat,
tehat a mérési érzékenységet; ugyanakkor a rezonancia-
frekvencia skalat is szélesiti, ezaltal novelve a spektralis
diszperziot. A (meglehetdsen draga) hiitott mérofej esetében
a tekercset, a hangolokoroket és az elderdsitdt héliumgdz
keringetésével 25 K-re hitjik, ami az elektronikus zaj
termikus részének (Johnson-zaj) csokkentésével redukalja a
zajszintet, ezaltal 3-4-szeresére ndvelve a jel/zaj viszonyt és
kb. tizedére csokkentve a mérési id6t.? A Brukernél ujabban
joval olcsobb beruhazasi és fenntartasi koltségli, nitrogénnel
hiitott kriofej is elérhetd (Prodigy®), ahol a jel/zaj arany
novekedése kb. feleekkora.
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A 800 MHz-es NMR spektrométer kiemelkedd
érzékenységét €s felbontdsat, Osszehasonlitva osztalyunk
masik két késziilékével, a 2. Abra illusztralja.
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2. Abra. Ugyanabbol a 3 mg-nyi szteroid mintabdl készitett 2D "H-3C
korrelacios spektrum (HSQC) részlete. A felso spektrum 400 MHz-en
késziilt normal mérdfejen 3 ora alatt, a kozépsé spektrum 500 MHz-
en hiit6tt mérdfejjel 22 perc alatt, az als6 spektrum 800 MHz-en hiitétt
méréfejjel 5 perc alatt.

Mindennek a gyakorlati jelentésége a kismolekulas
szerkezetvizsgalatokban oriasi. Ezzel kapcsolatban érdemes
az ¢érzékenység jelentdségének két aspektusara felhivni a
figyelmet, méghozza a milligrammok és a mikrogrammok
,,vilaganak” tekintetében.

A mikrogrammok vilagan beliil, tehat az extrém kis
mennyiségli mintak vizsgalatanal konnyen érthetének
tlinik, hogy miért Iényeges a minél nagyobb NMR
érzékenység, hiszen atlagos miiszerezettség mellett az
ismeretlen komponensek szerkezetét vagy csak alacsony
biztonsagi fokkal, vagy igen hosszl idd alatt, koltséges €s
hosszadalmas mintagytijtéssel, vagy egyaltalan nem lehet
meghatarozni. Ugyanakkor a nagy érzékenység és felbontas
jelentdségének szamos gyakorlati vonatkozasat csak kevesen
realizaljak. Ezzel kapcsolatosan fontos hangsulyozni, hogy
az NMR spektroszkopia nagysagrendekkel érzéketlenebb,
mint a tomegspektrometria, ami azt jelenti, hogy a
gyogyszeripari szerkezetfelderités egyik legfontosabb ¢&s
leginkabb problémas teriiletén, azaz a mikroszennyezok
és metabolitok vildgaban nehéz az NMR-t és MS-t a
holisztikus megkozelités jelentoségét szem eldtt tartd
mddon “Osszedolgoztatni”. Az ultranagy NMR érzékenység
éppen arra ad lehetdséget, hogy a lehetd leggyorsabb és
legbiztosabb szerkezetazonositas érdekében a holisztikus
megkozelitést részben az NMR  spektroszkopian beliil,
részben pedig a tomegspektrometriaval kardltve jo
mindségli és bdséges adatok gyors begytlijtésével valoban
meg tudjuk valdsitani (ezt alabb a 3.3. fejezet példajan
keresztiil illusztraljuk).

A nagy ¢rzékenység ugyanakkor a milligrammok
vilagaban, tehat elsdsorban a szintetikus vegyészek altal
szolgaltatott mintak vizsgalatanal is hallatlan elényoket
nyujt a gyakorlatban. Miutan egyetlen minta teljes NMR
asszignacidja, azaz nagybiztonsagu ¢és a fentiekben emlitett
“proaktiv’ NMR-es szerkezetmeghatarozasa tipikusan
'H, 1BC és legalabb négyféle tovabbi kétdimenziés NMR
spektrum felvételét igényli (heterociklusok konstiticidjanak
igazolasahoz gyakran még tobbkotéses 'H-'"N korrelacios
spektrumra is sziikség van), egy atlagos kismolekula 3 mg-
nyi mennyiségének teljeskorii NMR vizsgalata a 400 MHz-es
késziilékenkb. 15 orat, az 500 MHz-es késziiléken kb. 4 6rat, a
800 MHz-es késziiléken pedig kevesebb, mint 1 orat igényel.
Nagyobb molekulatomegi vegytiletek (pl. biszindolok - 1asd
alabb) esetében ezek a kiilonbségek még dramaibb modon
novekednek tovabb. Ezen adatokbdl lathatéan a 800 MHz-es
késziilék érzékenysége és felbontasa azt a lehetdséget adja,
hogy rutinszeriien minden mintardl elkészitsiik a teljes 'H
¢és 1’C asszignaciohoz sziikséges méréseket anélkiil, hogy ez
az atfutasi iddben veszteséget okozna. Ez nagyban noveli a
szerkezetmeghatarozas biztonsagat, nagy valdszintséggel
sziikségtelenné  teszi, hogy ugyanarrol a mintarol
ismételt mérésekkel tovabbi adatokat kelljen begytjteni,
amennyiben a spektruminterpretaciéo soran kideriil, hogy
az addigi adatok nem elégségesek. Lehetoséget ad arra is,
hogy a vegyészek a korabban megszokottnal joval kisebb
mintamennyiségeket adjanak le vizsgalatra, és biztonsagot
nyujt abbol a szempontbodl, hogy a teljes asszignacié utdlag
barmikor elkészithetd egy molekulardl (pl. szabadalmi
beadvanyoknal). Akar tébbkomponensii mintakban a minor
komponensek szerkezetét is meghatarozhatjuk (elvalasztas
nélkiil), ami rendkiviil nagy segitséget jelent a vegyésznek.
Ezaltal a 800 MHz-es NMR késziiléken a napi gyakorlatban
szamos olyan szerkezetkutatdsi feladat valik gyorsan és
egyértelmiien megoldhatéva, ami 500, illetve 400 MHz-en
nem, vagy csak lényegesen lassabban, vagy csak jelentsen
nagyobb anyagmennyiségekkel, vagy csak joval tisztabban
eléallitott mintakbol lehetséges.
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2.5. Tudomanyossag

Mivel a gyodgyszeripari kutatasok elsddlegesen {izleti
érdekeltségiick ¢s tobbnyire vallalati titkot képeznek, az
ilyen kutatasokbol szarmazo eredmények tudomanyos
folydiratokban  vald  publikalasa altalaban  komoly
nehézségekbe {itkozik. Ugyanakkor a mindségi kutatdi
létnek, a kutatdi szakmaisag fejlesztésének elengedhetetlen
része a publikalas. A gyogyszeriparbol szarmazo6 tudomanyos
publikacidk tovabba erdsitik egy cég piaci megitélését is,
hiszen tiikrézik a cég kutatdsanak mindségét (,,quality of
science”). Eppen ezért osztalyunk is elkdtelezett azirant,
hogy ne csak ipari kutatohelyként, hanem a lehet6ségekhez
képest tudomanyos miithelyként is miikodjék. Nemcsak
meggy6z0désiink, de a napi tapasztalatunk is az, hogy ez
az — iparban korantsem mindenhol felvallalt — attitid a
mindennapi munkaban is olyan igényességet ¢s innovativ
hozzaallast teremt, amely nélkil nem lehet igazan
versenyképes és mindségi szerkezetkutatdsi szolgaltatast
nyujtani.

3. Példak

Az alabbiakban harom kézelmultbeli és valos gydgyszeripari
példaval szeretnénk nagyon vazlatosan, inkabb csak
utalasszerlien, vagyis minden szakmai részletet melldzve
illusztralni a fentieket.

3.1. Metanszulfonsav mennyiségi kimutatasa

A kozelmultban egyik generikus hatéanyagunk esetében a
gyartas kémiai hatterére hivatkozva a kiilfoldi hatdsag kérte
annak bizonyitasat, hogy a hatéanyagunk nem tartalmaz
20 ppm-nél nagyobb mennyiségben metanszulfonsavat,
ami potencialisan genotoxikus szennyezének tekinthetd.
Miutan a hatosagi kérésre a cégnek néhany napon beliil
reagalnia kellett, megfeleld6 GC-MS modszer kidolgozasara
nem volt id6, ezért a problémat nagyérzékenységii '"H NMR
mérésekkel kellett megoldanunk. A feladat teljesitése 'H
NMR-rel a MeSO,H jelének megfelelden széles tartomanyt
integralhatdsdgat, azaz a hatéanyag kozeli jeleitdl vald
teljes elvalasat, valamint a hatdsag altal elvart rendkiviil kis
kimutathatdsagi hatar miatt ultra nagy mérési érzékenységet
¢és felbontast kovetelt meg. Maga a hatdanyag csak
DMSO-d, olddészerben volt megfeleléen oldhato, ezért
tovabbi nehézségként meriilt fel, hogy a MeSO,H metil
jelének megfelelden el kellett valnia a DMSO-d, proton
rezonancia jelét6l, valamint annak "C szatellit jelétol is.
Mindez csak 800 MHz-en volt megoldhato. A vizsgalt
hatéanyag 800 MHz-es 'H NMR spektrumat a 3. Abra
mutatja.

Ezt a spektrumot Osszehasonlitva ugyanezen minta 10
ppm (150 ng) metanszulfonsavval (4. Abra, kozépen),
valamint 2 ppm (30 ng) metanszulfonsavval addicionalt
spektrumaval (4. Abra, feliil) megallapithatd volt, hogy a
hatéanyagban a metanszulfonsav NMR-rel kimutathatatlan
(4. Abra, alul) és biztosan nem haladta meg a 10 ppm,
st még a 2 ppm-es mennyiséget sem. Fdokomponens
mellett ilyen kis mennyiségii potencialis szennyezés NMR
spektroszkdpiaval torténd kimutatasara korabban sem mad,
sem példa nem volt. A hatésag a bizonyitast elfogadta.
Ez a példa nem szerkezetfejtési szempontbdl érdekes,

3. Abra. A Richter altal gyartott generikus hatéanyag 800 MHz-es 'H
NMR spektruma DMSO-d, oldoszerben. A bekeretezett rész mutatja a
DMSO-d-t61 szarmazo 'H jelet, amelynek tovében kellett a MeSO,H
jelének hianyat bizonyitani.

hanem azt demonstralja, hogy bizonyos esetekben a
csticsmiiszerezettség hazon beliili elérhetdségének milyen
kritikus tizleti vonzata lehet.
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4. Abra. A 3. Abra hatéanyag spektrumanak kinagyitott részlete (alul),
valamint a 10 ppm (k6zépen), illetve 2 ppm (feliil) metanszulfonsavval
addicionalt ugyanezen minta megfeleld spektrumrészletei.

3.1. Vasarolt diketopiperazin szerkezetének kritikaja

Tarsasagunk régota gyartja a lizinopril hatbanyagot (5. Abra),
aminek ismert potencidlis szennyezdi a diketopiperazinok
(6. Abra).

HoN
HO\(O
N
NH
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5. Abra. A lizinopril hatbanyag képlete.
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0 N NH,
OH

6. Abra. Lizinopril-diketopiperazin szennyezok altalanos képlete.

A diketopiperazinok 3 sztereogén centrumot tartalmaznak,
azaz 8 konfiguracios izomerként fordulhatnak eld (4
enantiomer par), raadasul bonyolult konformacids dinamikat
mutatnak, ezért relativ konfiguraciojuk azonositasa tipikus
NMR feladat, de kozel sem egyszeri. A téma tudomanyos
igényességli (,,holisztikus”) vizsgalatanak eredményeképpen
egyik korabbi munkatarsunk igen részletes tanulmanyt
publikalt a  vegyiiletcsalad NMR  spektroszkdpiai
jellemzésérol.'

Nemrégiben a Richter szennyezési standardként egy neves

kilfoldi cégtél 1°S3S6S konfiguracidju diketopiperazint
vasarolt (7. Abra).

7. Abra. Kiilfoldi gyartotol vasarolt, névlegesen 1’S3S6S konfiguracioju
lizinopril diketopiperazin standard képlete.

A mintdhoz az elvarasoknak megfeleléen analitikai
bizonylat érkezett, té6bbek kozott egy alacsony térerejli
NMR karakterizalas. A beérkezett minta Richteren
beliili HPLC analizise sordn azonban gyanus volt annak
retencids ideje, ezért a mintdt szerkezetazonositas céljabol
a kromatografus kollégadk NMR vizsgalatra kiildték. A
800 MHz-en elkészitett NOESY spektrum alapjan (8.
Abra), valamint a molekulacsalidra vonatkozé korabbi
igen részletes NMR hattérismereteink’ birtokaban teljes
egyértelmiiséggel bizonyitani tudtuk, hogy a véasérolt anyag
valdjaban 1’S3S6R konfiguracidji (9. Abra).

A példa azért érdekes, mert mutatja, hogy milyen fontos
lehet a megfelelé tudomanyos hattér birtoklasa egy tzleti
probléma megoldasaban. Ezekre az adatokra hivatkozva
a Richter meggy6z6, ¢€s minden vitat elkeriildé modon
is tanulsagos, mert mutatja, hogy az igen magasszintii
analitikai apparatus meglétének milyen kulcsszerepe van
mindségellendrzési szempontbol.
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8. Abra. Vasarolt diketopiperazin standard 800 MHz-es NOESY
spektrumanak részlete.

Ny

9. Abra. A vasarolt diketopiperazin altalunk megallapitott helyes
konfiguracidja 1’S3S6R.

3.3. Vinblasztin és
szerkezetmeghatarozasa

vinkrisztin szennyezdk

A vinblasztin (VLB) ¢és vinkrisztin (VCR) a Catharanthus
roseus nevli ndvény természetes, Un. ,,biszindol” alkaloidjai
(10. Abra), melyeket tobb mint 50 éve forgalmaznak
rakellenes gyogyszerként.

10. Abra. A vinblasztin (R = CH,) és a vinkrisztin (R = CHO) képlete.
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A Richter mindkét hatdanyagot nagy tisztasagban
gyartja. A VLB extrakciéval és ezt kovetd kromatografias
tisztitassal, mig a VCR (miutan a névényben joval kisebb
mennyiségben van jelen) a VLB-bdl kémiai uton késziil.
A cég eljarasfejlesztést kezdeményezett a VLB kinyerés
hatékonysaganak fokozasara. Az 1j eljaras tlizemesitése
soran a VLB frakciokban HPLC-UV alapjan eddig
ismeretlen rokon szerkezetli nyomszennyezések jelentek
meg, igy azonositasuk kritikusan fontos volt.

Az ilyen tipust biszindolok szerkezetének meghatarozasa
elképzelhetetlen mélyrehaté NMR és MS vizsgalatok nélkiil,
rdadasul NMR szempontbdl is rendkiviili kihivasokat jelent
a kovetkez6 okokbdl.'® 1) Molekulaméreténél fogva igen
zsufolt spektrumokat ad, ami igényli a minél nagyobb térerd
(és felbontas) alkalmazasat. 2) Ugyancsak méreténél fogva
specialis relaxacios tulajdonsagokkal rendelkezik, ezért a
szerkezeti szempontbol nagyon lényeges informaciot nyujtd
nuklearis Overhauser effektusok csak nehezen mérhetdk.
3) A szerkezet biztos feltérképezése szinte minden esetben
megkoveteli a teljes 'H és *C hozzarendelés elkészitését,
ami hosszadalmas 2D méréseket és spektruminterpretaciot
igényel. 4) Az eldbbi igény teljesitése a nyomszennyezok
esetében LC-NMR-rel kivitelezhetetlen (lasd 5. fejezet),
ami mindenképpen sziikségessé teszi a preparativ HPLC-s
legytjtést. 5) Miutan maguk a hatéanyagok igen dragak, és
a kérdéses szennyez6k mennyisége a hatéanyagra nézve a
0,1% kornyékén van, rendkiviili jelentésége van annak, hogy
mennyi az NMR vizsgalatokra minimalisan legyijtendd
anyagmennyiség, mert ennek megfelelé mennyiségtli idot és
hatéanyagot kell ,,bedldozni” a probléma megoldasara. Ezt
a problémat jol érzékeltetik a kovetkezo adatok: az 1980-
as években az akkor rendelkezésiinkre allo 300 MHz-es
késziiléken 80 mg tiszta biszindol mintabol 4-5 nap kellett a
sziikséges 1D és 2D mérések elkészitéséhez. Az ismeretlen
szennyezok ilyen mennyiségli legytjtése természetesen
rendkiviil id6-, anyag- ¢és koltségigényes volt. Késobb,
az 1990-es években a konvencionalis mérofejjel ellatott
500 MHz-es késziiléken 2 teljes nap kellett a spektrumok
elkészitéséhez 50 mg mintdbdl. 2005 utan, a hitott
mérofejjel folszerelt S00 MHz-es spektrométeren mar 20-30
mg mintabol 1 éjszaka alatt elkészithetok voltak a mérések.
Jelenleg, a hiitott mérdfejes 800 MHz-es késziiléken akar 10
mg alatti, szennyezésre nézve dusitott (nemcsak legytijtott)
mintabdl is 1 napon beliil kivitelezhetd az dsszes sziikséges
mérés, ami igen jelentds 1do- és koltségmegtakaritast jelent.
Mindez ismételten mutatja a nagy mérési érzékenység
gyakorlati jelent6ségét. 6) A biszindolok konfiguracios
szempontbol bonyolult térszerkezettel rendelkeznek. 7)
Az ismeretlen szennyezOk szerkezetének meghatarozasa
a gyakorlatban azt is igényli, hogy megfelel6 NMR
referenciaadatokkal rendelkezziink a hatéanyagokra nézve.
A VLB és VCR hatéanyag szulfat so formajaban kertilnek
forgalomba. Bar a VLB bazis NMR irodalma jelentds, VCR
bazisra, valamint VLB- és VCR-szulfatranézve gyakorlatilag
nincs érdemi NMR irodalom. 8) A biszindolok jellemzd
moddon hajlamosak olyan konformacios dinamikat, illetve
Onasszociacios tulajdonsagokat mutatni, amelyek rendkiviili
moddon szélesitik a rezonancia jeleket, ezzel nehezitve vagy
megakadalyozva a sziikséges NMR jellemzok kimérését. A
VCR esetében az N-formil csoport szobahdmérsékleten két,
egymasba lassan atalakulé rotamerként van jelen, ami a jelek
megkettdzddését okozza, ezzel is novelve a mérések idejét,

¢és nehezitve az asszignaciot. 9) A jelszélesedési problémak
altalaban az oldoszer megfeleld megvalasztasaval kezelhetok
(11. Abra), azonban a biszindolok 'H kémiai eltolodasai is
nagymértéki olddszer-érzékenységet mutatnak (12. Abra).
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11. Abra. A VCR szulfat '"H NMR spektruma 800 MHz-en CD,CN+D,0
1:1 ardnyt elegyében (feliil), DMSO-d-ban (kozépen) és CDCl,-ban
(alul).

CD,CN:D,Q 1:1

DMSO-d6

36 34 32 30 28 26 24 22 20 ppm

12. Abra. Az egyik VLB szennyez6 (14’-OH VLB) 'H NMR
spektrumanak részlete 800 MHz-en CDCl,-ban (alul), DMSO-ban
(kozépen) és CD,CN+D,O 1:1 keverékében (feliil)

A fentiekre vald tekintettel az ismeretlen biszindol
szennyezok szerkezetének meghatdrozasa el6szor preparativ
HPLC legytjtést igényelt, amibdl tipikusan 10 mg-nal
kisebb tomegli, tovabbi szennyezoket is tartalmazd mintakat
kaptunk szerkezetvizsgalatra. Illusztracioként az egyik
ilyen szennyez6 (14’-OH VLB) kiilonb6z6 oldoszerekben
folvett NMR spektrumait mutatja a 12. és 13. Abra. Ebben
az esetben a szerkezet megfejtéséhez sziikséges spektrumok
mérési idoigénye a kovetkezo volt: ROESY 2 6ra, HMBC 5
ora, TOCSY 2 6ra, HSQC 3 6ra, '*C spektrum 10 ora.

13. Abra. A 14’-OH VLB nyomszennyezére nézve disitott 5 mg mintabol
DMSO-d-ban késziilt 800 MHz-es NMR spektrum, valamint az altalunk
azonositott szerkezet.
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Anyomszennyezok szerkezetének vizsgalatahoz sziikség volt
arra is, hogy referenciaadatként a VLB és VCR teljes NMR
hozzarendelését elkészitsiik kiilonb6z6 oldoszerekben mind
a bazis, mind a szulfat formakra, valamint hogy feltarjuk a
kellemetlen jelszélesedések okait. Ezen vizsgalatok soran
tettiilk meg a felismerést, hogy a VLB/VCR sok a mono-
¢s dikationos forma olyan egyensulyaként vannak jelen,
amely egyensuly helyzete érzékenyen valtozik az oldoszer
polaritasanak és protikussdganak fliggvényében. Nemrég
publikalt eziranyu eredményeink!” szilard alapot nyujtottak
ahhoz, hogy a kérdéses nyomszennyezok szerkezetét
meghatarozhassuk. Kiilon hangsulyozando, hogy az
Uuj vegyliletek azonositdsa szoros és kiegyensulyozott
egylittmikodést igényelt az NMR ¢és nagyfelbontasu
MS-MS vizsgalatokat végzd spektroszkopusok kozott.
Ennek jelentésége kiilondsen a 4°-21°-VCR  iminiumsd
nyomszennyezd (14. Abra) azonositasanak sok izgalmas
fordulattal teli torténetében jelentkezett, amelynek soran
az NMR és MS adatok kozotti ellentmondasok kisérletes
iterativ jellegii feloldasa vezetett a helyes szerkezethez.'®

| "1y CH3
N ; o/ﬂ\cn3
HO % o
i /) 7
4'-21"-vinkrisztin iminiumsé o 0 CH;

14. Abra. A 4°-21’-vinkrisztin iminiums6 altalunk meghatarozott
szerkezete.

Mindez jol illusztralja, hogy egy-egy gyartasi szennyezd
szerkezetének a meghatarozasa milyen sok gyakorlati
nehézséget vet fel, és milyen kihivasokat jelenthet mind
miiszerezettségi, mind pedig intellektudlis szempontbdl.

4. Ligandum-receptor kotédésvizsgalatok NMR
spektroszképiaval

A kismolekuldak fehérjekotddésének tanulmanyozasa
biokémiai, raciondlis hatéanyagfelfedezési és fejlesztési,
valamint  farmakokinetikai szempontbol  egyarant
fontos feladat. Az interakciét mind a kismolekula,
mind a makromolekula oldalarol vizsgalhatiuk NMR
spektroszkopiaval.'*2*

A fehérjén detektalt modszerek koziil a 2D 'H-"N HSQC
spektrum alkalmazasa a leggyakoribb. Az amidprotonok
korrelacios csucsai a fehérjegerinc allapotat tiikrozik ¢és
kismolekula hozzdadasara torténd valtozasaikbol nemcsak
a kolesonhatas tényére, hanem annak erésségére ¢s a fehérje
kotéhelyére is kovetkeztethetiink.'”?* Hatranya, hogy "N
izotopjelolt fehérje nagyobb mennyiségére (>100 uM)
van sziikség és kb. 30 kDa-nal nagyobb fehérjék esetén
(jelszélesedés miatt) a ma elérhetd legnagyobb térerd
esetén is csak a flexibilis doménekre korlatozva, specialis
modszerekkel (pl. TROSY: transverse relaxation optimized
spectroscopy, metil *C-izotdopjel61és®) vagy egyaltalan nem
alkalmazhato.

A ligandum megfigyelésén alapulé mdodszerek fehérjeigénye
2-3 nagysagrenddel kisebb, és nincs sziikség annak
izotopjelzésére sem. Kotott allapotban a kismolekula a
fehérjével alkotott komplexére jellemz0 relaxacios, diffuzios
és NOE (nuclear Overhauser effect) tulajdonsagokat
vesz fel, jelei erdsen kiszélesednek az oldatbeli szabad
allapothoz képest. Ha két populacio kozott gyors a csere,
kiatlagolt kémiai eltolodasokat, relaxacio-sebességeket
(jelszélességeket) vagy diffizids allandot mérhetiink.?+2
A gyors csere feltétele miatt a legtobb ligandumalapt
mddszer csak a gyenge-kozepes affinitasu (K;: 100 nM-
10 mM) rendszerekre miikédik (kompeticidval erdsebb
kotddés is detektalhatd?’?®), ezeknek az tn. fragmensalapt
gyogyszerfejlesztésben'3?32*  van  jelentdsége. Kotdédo
kismolekulak elegyekbdl torténd azonositasara (sziirésére,
NMR  screening) érzékeny moddszerek  alapulnak
YF  detektaldson,®3' koziilik az un. FAXS (fluorine
chemical shift anisotropy and exchange for screening)
kompeticids kotddésvizsgalati mddszer, amely fluorozott
kémligandumot” igényel, a nM-os enzimigényli 3-FABS
(3 fluorine atoms for biochemical screening) funkcionalis
biokémiai esszé soran pedig a fluorozott szubsztrat és a beldle
adott id0 alatt keletkezett termék molaranyat mérjilk NMR-
el. A ligandum 'H NMR jeleit detektaljuk a relaxacios (T 107
T,) modszerek™! vagy a telitésatvitel-differencia (saturation
transfer difference, STD) esetén.’*** Az STD soran a
fehérje egyes protonjait besugarozva a telitési informacid
spindiffazidval szétterjed a makromolekula egészére és a
kotoédo ligandum fehérjekozeli protonjaira is. Utobbiak a
ideig ezt a telitési informaciot, ami a k6tdddé molekularészlet
rezonanciajeleinek intenzitasvaltozasaban jelentkezik egy
iires tartomanyon besugarzott kontrollspektrumhoz képest.
Vegyiilettarak NMR alapu sziirése oldhatd fehérjével ma
mar a gydgyszeriparban is egyre gyakrabban alkalmazott
modszer (a Richter NMR laboratériuma is rendelkezik
validalt modszerrel), bar ateresztoképessége az Ujabb
fejlesztések (érzékenységnovelés hutstt mérdfejekkel, 10-20
vegytiletet tartalmazd elegyek szilirése) ellenére sem kozeliti
meg a HTS (high throughput screening) esszékét, kivéve a
szilard hordozohoz immobilizalt fehérjét, automata atfolyd
rendszert, specialis mérécellapart ¢és ezen térfogatszelektiv
NMR 'H detektalast megvalosito, szabadalommal védett un.
TINS (target immobilized NMR screening) modszert.?>3¢
Az aspecifikus kotddés miatti fals pozitiv talalatok
komoly gyakorlati problémat jelenthetnek a ligandum
alapi. mddszereknél, eliminalasuk referencialigandum
leszoritasaval (kompeticio)**** vagy inaktivalt fehérjét
alkalmazd kontroll** mérésével lehetséges.

Membranfehérjékhez torténd kotdodés vizsgalata Iényegesen
problematikusabb, ¢és jelenleg is alapkutatasi szinten,
elsdésorban akadémiai kutatohelyeken mivelt teriilet.’”*
Anyagtakarékossaguk miatt elsdsorban ligandum oldali
(STD, relaxacids) modszerek jonnek szoba. Kulcskérdés a
fehérje stabilitasanak, funkcionalis forméjanak megdrzése a
szolubilizalas* vagy immobilizalas (TINS)*® soran, jelenleg
ez csak empirikusan kisérletezhetd ki. Célravezetd lehet a
tulexpresszalt célfehérjét tartalmazéd membranpreparatumok
alkalmazasa,® ilyen inhomogén membranszuszpenzidkkal
mi is végeztiink explorativ STD méréseket a Richterben.
Mivel a ligandum aspecifikus kotodése, kitapadasa sokkal
valdsziniibb egy lipideket is tartalmazé rendszerben (ezért
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is alkalmazzak az STD tovabbfejlesztett, kettds differencia
valtozatat: STDD?** %), mint oldhat¢ fehérjék esetén, kontroll
membranpreparatumok ¢€s specialisan optimalt kompeticids
titralasok nélkiil konnyt tulinterpretalni egy esetleges
pozitiv kotédési eredményt.

Mig az NMR kotodésvizsgalatoknak nagyobb vegyiilettarak
szlirésében egyelére alarendelt szerep jut, az NMR
paratlanul értékes informaciot szolgaltathat egy-egy talalat
kotodési geometridjarol a raciondlis hatéanyagfejlesztés
szamara. A mar emlitett STD,* valamint az Gjabb AFP-
NOESY (adiabatic fast passage nuclear Overhauser effect
spectroscopy)** és DIRECTION (difference of inversion
recovery rate with and without target irradiation)*
modszerekkel a ligandum fehérjéhez legkozelebbi protonjai
azonosithatok (epitop feltérképezés). Transzferalt NOESY
alapjan a k6tdd6 ligandum geometrigjat,** interligandum
NOE-k (ILOE) alapjan pedig egy fehérje szomszédos
helyein  k6tdd6  vegyiileteket —azonosithatunk,?* a
dokkoléssal kombinalt INPHARMA (interligand NOEs for
pharmacophore mapping) modszer*® pedig két, ugyanarra
a helyre kompetitiven ko6tédo ligandum relativ (esetleg
kaphato ligandumoldali szerkezeti informdcié kiilonosen
értékesnek  bizonyulhat ~ membranfehérjére  torténd
hatdanyagfejlesztés soran, ahol altalaban a rontgenszerkezet
nem ismert.

5. Kromatografiaval kapcsolt NMR

Az LC-NMR gyogyszeripari  felhasznalhatosaganak
kérdése (elsdsorban metabolitok és nyomszennyezdk
szerkezetvizsgalataban) folyamatos ¢s €16 probléma, hiszen
gyakran olyan operativ dilemmat vet fel, mint hogy a
kérdéses minor komponenst célszerii-e inkabb preparativ
HPLC-vel legylijteni ¢és ebben a formédban kiildeni
szerkezetmeghatarozasra, vagy ez a 1épés kikeriilhetd a
megfeleld LC-NMR vizsgalatokkal. Bar sokszor nem
lehet pontosan eldre tudni, hogy ilyen esetekben mi a
legbolcsebb dontés, a helyzet elemzéséhez rendkiviil
fontos annak megértése, hogy mire képes (€s mire nem) az
LC-NMR, legfoképpen pedig igen fontos azt latni, hogy a
kozhiedelemmel szemben az LC-NMR nem ,,spérolja meg”
ab ovo a preparativ legyt;jtést.

Ugyan a folyadékkromatograf direkt kapcsolasat az NMR
spektrométerhez (online LC-NMR) mar a hetvenes évek
végén megvalositottak,’#* elsdsorban az NMR méréfejek
érzékenysége, valamint a megvaldsitashoz sziikséges
specialis hardver- és szoftverigény miatt a technika
alkalmazhatdsaga a kilencvenes évek végéig csak nagyon
sziik teriiletekre korlatozddott. Az utdbbi két évtized
technologiai fejlesztései, igy a drasztikus NMR érzékenység-
novekedés (hatott mérofejek, ,,micro-(cryo)-probe-ok™
megjelenése), az atfolyd kiivettak kifejlesztése, valamint
a hatékony olddszerelnyomasi szekvencidk kidolgozasa
utan kertilt az LC-NMR technika arra a szintre, hogy a
késziilékek kereskedelmi forgalomban elérhetd eszkozokké
valtak. Ennek kovetkezményeként az utobbi évtizedben
ugrasszeriien megnétt az LC-NMR technika kiilonb6zo
tudomanyteriileteken valé alkalmazasi lehetdségeivel
foglakozo szakcikkek és Osszefoglalok szama.*-* Ezen
tertiletek kozott a gyogyszeripar szempontjabol elsdsorban

az Uj természetes vegyiiletek novényi extraktumokbol
valé azonositasa, adott gyogyszervegyiiletek/jeloltek
metabolizmusanak a kutatas egyre koraibb fazisaiban vald
feltérképezése, valamint a hatdanyagok, készitmények
fejlesztése soran felbukkano szennyezések, bomlastermékek
azonositasa bir kiemelt jelentdséggel. A kromatografiaval
(és egyéb elvalasztastechnikakkal) kapcsolt NMR
spektroszkopiai vizsgalatok megjelenése elott ilyen tipusu
problémakat a keresett komponens komplex mintabol vald
dusitasat, illetve (preparativ kromatografias) izolalasat az
NMR spektroszkopia klasszikus ,,off-line” alkalmazasaval
valositottdk meg. Az LC-NMR megjelenésével lehetoség
nyilt arra, hogy az ilyen problémak a sok esetben
hosszadalmas ¢és koltségigényes dusitasi, izolalasi 1épés
kihagyasaval is megoldhatdak legyenek.

Mindamellett, hogy a kozlemények (els6sorban akadémiai
intézetekbdl) szama az elérhetdé miszerezettséggel
parhuzamosan ezeken a terlileteken is folyamatosan
novekedett és ndvekszik, az on-line LC-NMR vart, széles
korii elterjedése mégsem kovetkezett be a gyogyszeripar
teriiletén. Ennek legfobb szakmai oka az, hogy a gyakorlati
megvalositast tekintve az NMR spektroszkopia off-line
hasznalataval 6sszehasonlitva korantsem egyértelmiek az
on-line LC-NMR nyujtotta elénydk. Az ,,on-line versus
off-line NMR” kérdés problematikaja szinte a kezdetektdl
jelen van az LC-NMR, illetve a fent felsorolt problémakat
gyakorlati szempontbol targyalo szakirodalomban.”>!:3%53
Ennek az Osszehasonlitidsnak sarkalatos kérdése tovabbra
is az NMR érzékenység, hiszen ez még a ma elérhetd
nagy érzékenységli spektrométerek esetében is limitald
tényez6. Ha egy tipikus metabolitazonositasi feladatot
tekintiink, ahol példaul egy 10-50 uM oldhatésagu, 400
koriili relativ molekulatomegii gyogyszerjeloltbél mintegy
10-30%-ban képzddik metabolit, utdbbi koncentracioja
a rendelkezésre allo bioldgiai mintaban kb. 400 ng — 6
pg/ml. Ez a koncentracid a biztos szerkezetazonositishoz
sziikségesnek a legalsé hatara, és még akkor is csak
korlatozott informdacidtartalmii  spektrumokat (1D és
homonuklearis 2D 'H) remélhetiink realis idobefektetéssel,
ha a metabolit tisztan izolalva, deuterdlt olddszerben
lenne ilyen koncentracidoban feloldva. Ezzel szemben
a metabolitvizsgalatra kapott biologiai minta altalaban
(sétartalmu), és az utobbi komponensek tovabbi zavaro
protonjeleket hozhatnak a spektrumba. Az on-line LC-NMR
alkalmazas ekkor azt a feladatot réja az analitikusra, hogy
olyan kromatografias médszert dolgozzon ki, ahol a fenti
bioldégiai minta nagy részének egyetlen injektalasaval a
keresett komponens minél nagyobb mennyiségét az atfolyd
cellaba tudja juttatni. Ezen tilmenden, koltséghatékonysagi
szempontokat is tekintve, a kromatografids modszert ugy
kell optimalnia (protonalt eluensek deuteralt oldoszerekre
valo cseréje, tipikusan D,0O és CH,CN eluensek hasznalata,
a termosztalas sziikebb tartomanya), hogy a mért NMR
spektrumokban a kérdéses komponens jeleibdl minél
kevesebb essen az olddszerelnyomas miatt hasznalhatatlan
tartomanyokba. Hasonld kihivasokkal kell szembesiilniink
szennyezések szerkezetfelderitése, illetve természetes
vegytiletek extraktumokbol torténd azonositasa soran, ahol
az elérhetd mintatérfogat és dsszetétel ugyan altalaban eltér
a fenti szcenariotol, am az NMR szempontokat tovabbra is
szem el6tt kell tartani a sikeres megoldas érdekében.
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A gyakorlatunk azt mutatja, hogy problémas szerkezetd
¢s igen kis anyagmennyiségben rendelkezésre allé mintak
esetében a legbiztosabb modon a multinuklearis NMR és MS
vizsgalatok kombindcidja vezet egyértelmii eredményre. A
holisztikus megkozelités a gyakorlatban akkor kivitelezhetd
a legmegfelelobb mddon, ha modunk van off-line NMR
vizsgalatokra, hiszen ekkor lehetéségiink van az Gsszes
sziikséges idoigényes specidlis NMR felvétel elkészitésére
anélkiil, hogy a mintanak az LC kiivettaban valo diffuzidja
idébeli limitet szabna a méréseknek. Ezen tilmenden off-
line izemmaddban lehetdségiink adodik arra is, hogy a mintat
barmikor visszategyiik a spektrométerbe, ha Gjabb NMR
kisérletek valnak sztikségessé a szerkezet megfejtéséhez (ez
tipikusan az elsé méréseket kovetd spektruminterpretacid
soran szokott felmeriilni). Mindezen tul az off-line
tizemmdd tudja a legbiztosabban garantalni, hogy a
tomegspektrometrids kollégdk ugyanarrol a molekulardl
készitették el a nagyfelbontasa MS-MS spektrumokat.

Mindent egybevetve, olyan életszerti helyzetekben, amikor a
lehetd leggyorsabban kell pl. egy ismeretlen nyomszennyezo
szerkezetét meghatarozni, koézel sem egyértelmiick az LC-
NMR elényei, €s az idealis munkamenet kidolgozasa a fenti
kérdések gondos mérlegelését igényli.

Az LC-NMR hatranyait kikiiszobolend6, az utdbbi
évtizedben az on-line LC-NMR alkalmazasokrél a fokusz
(a fenti teriileteket figyelembe véve) egyre inkabb az ,.at-
line” LC-SPE-NMR felhasznalas felé latszik eltoldédni. A
két mddszer kozott az alapvetd kiilonbség az, hogy az LC-
SPE-NMR esetében a keresett komponens kromatografias
elvalasztasat kovetden azt egy szilard fazisu extrakcios
tolteten dusitjuk, majd a megfelel6 deuteralt (!) olddszerben
oldva wvégezziik el a szikséges NMR spektroszkopiai
méréseket. Ez az elrendezés sokkal kozelebb all a klasszikus
off-line NMR alkalmazashoz. Az on-line LC-NMR-rel
Osszevetve elony, hogy a legtébb esetben nincs sziikség a
kromatografias rendszer NMR szempontokat is figyelembe
vevd optimalasara, és a tisztasagvizsgalati vagy pedig
a keresett metabolit detektalasara és kvantifikalasara
a farmakologian egyébként hasznalt hasznalt LC(-
MS) modszerek a legtobb esetben moddositas nélkiil
hasznalhatok. Ezen feltl az SPE toltetrdl valé leoldashoz
,NMR-barat” deuteralt olddszereket hasznalhatunk, igy a
spektrum joval kisebb része esik ki az olddszerelnyomas
miatt (bar a minta koncentraciojatol fiiggden itt is sziikség
lehet az olddszer maradék jelének elnyomasara). Emellett
az LC-SPE alkalmazas lehetdséget kindl az oldoszer
alkalmas megvalasztasara, ami az olddszerspecifikus
referenciaadatokat figyelembe véve megkonnyitheti a
szerkezetfelderitést. Ezen tilmenden az LC-SPE-NMR
elrendezés alkalmazasakor nem feltétleniil van sziikség
atfolyd kiivetta alkalmazasara a méréfejben, a hagyomanyos
3-5 mm atmérdjit NMR csovekben is dolgozhatunk.

Ugyanakkor az extrakcids 1épés beépitésével (ismeretlen
komponens esetén nincs lehetdség a  mindenre
kiterjed6 optimalasra) a keresett komponensbdl értékes
anyagmennyiséget veszithetiink (kiilondsen erdsen polaris
metabolitok esetében), ami megnehezitheti a szerkezet
felderitését. Emellett, amig az on-line LC-NMR egyetlen
injektalasa soran a ,kromatografids szennyezésektol”
(oszloptoltetrol, eluensbdl dusulé komponensek) szarmazd
jelek nem zavarjdk a keresett komponens jeleinek

azonositasat, addig a t6bbszori injektalas és extrakcid miatt
az LC-SPE minatelokészités soran ezek a komponensek
akar a keresett ismeretlenck mennyiségével Osszevethetd
mértékben dusulhatnak fel, megnehezitve az NMR
spektrumok kiértékelését.

6. Osszefoglalas

A fentiekben igyekeztiink vazlatos képet nyujtani arrdl,
hogy milyen sokréti és komoly kihivasokkal teli elvarast
tamaszt a modern gydgyszeripar a kismolekulas oldatfazisu
NMR spektroszkopiaval szemben. Bemutattuk, hogy a
Richter Gedeon Nyrt-ben miikodé NMR laboratorium
hogyan probal ezeknek a kihivasoknak megfelelni mind
miszerezettség, mind munkafilozéfia tekintetében. Bar
az akadémiai szférdban az igen nagy térereji NMR
késziilékeket leginkabb biomolekulas kutatasok céljara
hasznaljak, igyekeztiink ramutatni arra, hogy gyogyszeripari
kornyezetben az ilyen spektrométerek érzékenysége ¢s
felbontasa egyrészt rendkiviil hasznos a mindennapi rutin
kismolekulas feladatok megoldasaban, masrészt pedig
gyakran elengedhetetlen ahhoz, hogy a cég a termék-
mindségre vonatkozd modern hatdsagi kovetelményeknek
eleget tegyen, vagy hogy vitds szabadalmi kérdésekben
piaci érdekeit érvényre tudja juttatni. Ezzel kapcsolatosan
targyaltuk a ,holisztikus” szerkezetkutatas, legfOképpen
az NMR ¢és a tomegspektrometria egyiittmikodésének
sziikségességét is. Mindezt harom valos példan keresztiil
illusztraltuk. Roviden targyaltuk tovabba az NMR alapu
kotédésvizsgalatok jelenlegi lehetdségeit valamint az
LC-NMR hasznalatanak elonyeit ¢és korlatait valds
gyogyszeripari koriilmények kozott.
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most powerful NMR instrumentation in the region, and in that
our department works within a unique organizational framework
along the lines of a special working philosophy. Based on the
experiences and conceptual insights that we have gained within this
working environment over the years, in this article we discuss the
manifold industrial uses of NMR in liquid-phase small-molecule
structure elucidation, and we explain the reasons why, in that
capacity, high-end NMR instruments are playing an increasingly
important role in the industry, particularly with regard to medicinal
chemistry and the impurity profiling of drug substances. We also
give a brief outline of the reasons why we advocate a ,,holistic”
approach to NMR and MS-based structure elucidation, meaning
that acquiring all the necessary NMR data needed for a full '"H
and "*C ("*N) assignment together with high-quality MS data for
each investigated sample has both short- and long-term benefits in
both a scientific and business context. We provide three real-life
examples that illuminate the above concepts. Additionally, we
briefly discuss the use of NMR in ligand-receptor investigations
and the feasibility of using LC-NMR for the identification of drug
impurities, degradants and metabolites.
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