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Nagymiiszeres szerkezetkutatas a Richter Gedeon Nyrt.-ben

Ifj. SZANTAY Csaba,” SANTA Zsuzsanna és HADA Viktor
Richter Gedeon Nyrt, Szerkezetkutatasi osztaly, Gyomroi ut 19-21,1103 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

Kérdezzik meg az ,utca emberét” arrdl, hogy mi az
innovacid egy olyan tomegcikkben, mint pl. a mobiltelefon
vagy a szamitogép. Ha nem is fog tudni a kérdésre
technikailag korrekt valaszt adni, mégis lesz ra egy
,,makroszkopikus”, vagyis az emberi érzékszervi tapasztalas
vilagdba es6 elképzelése, hiszen nagy valdsziniiséggel latta
mar mindkét termékfajta belsejét: a chip-eket, a processzort,
a tapegységet, a memoriat, stb. Ezzel szemben, ha azt a
kérdést tessziik fel, hogy mi az innovacid egy gyogyszerben,
az emberek zOme zavarba jon. Itt ugyanis az innovacio a
hatdéanyag molekuldjanak a szerkezetében, illetve abban a
képességben rejlik, hogy a molekulék szerkezetét tudatosan
manipuldlni tudjuk - ehhez pedig az kell, hogy ,,lassuk”
ezeket a szerkezeteket. Ennek a molekularis szintii ,,latasnak”™
a koncepcidja olyasmi, ami kiviil esik az emberi érzékelési
tartomanyon ¢és igy sokak szamara felfoghatatlan. Az
pedig, hogy ez a ,,molekula-latas” milyen (spektroszkopiai)
eszkozokkel és milyen mddon valodsithatdé meg, végképp
rejtélyes a legtobb ember szamara.

Természetesen a jelen kozlemény nem az ,utca emberét”
célozza meg. Ennek ellenére, tapasztalataink alapjan az
el6z6 gondolatokat a tagabb értelemben vett szakman
beliil is bizonyos fokig relevansnak érezziik, hiszen sokan
a szerkezetkutatast amolyan misztikus, fekete-doboz
jellegli szolgaltatasnak tekintik. Ezen felfogas szerint a
szerkezetkutatas szerepe egyszeriien az, hogy egy ismeretlen
szerkezetr6l megmondja, hogy az ,,micsoda”; hogy ekdzben
mi torténik a ,,fekete dobozban”, az altalaban keveseket
érdekel.

A helyzet a valosagban ennél sokkal, sokkal bonyolultabb!
Koézleményiink egyik célja, hogy olyan iizeneteket kiildjiink
a ,fekete dobozon” kiviilre, amelyek megvilagitjak
a szerkezetkutatds néhany olyan arnyalatat, amelyek
meggy6zOdéstink szerint mindenki szdmara, akik a
szerkezetkutatasi szolgaltatast aktivan hasznaljak vagy
csak érdeklédnek a téma irant, hasznosak. Ennek kapcsan
igyeksziink azt is bemutatni, hogy a Richterben a
szerkezetkutatas milyen filozofiara épiil és miért.

Utalva kozlemeénytlink cimére, nagymiuszeres
szerkezetvizsgalat alatt tipikusan a magneses magrezonancia
spektroszkopiat (NMR), a tomegspektrometriat (MS), és az
egykristaly rontgendiffrakciot (XRD) szokas érteni. Miutan
XRD vizsgalatokra a Richter gyakorlataban viszonylag
ritkan van sziikség, ezeket a cég eseti alapon, kiils6 megbizas
forméjaban végezteti el. A szerkezetvizsgalatokban mas
(altalaban nem ,,nagymiszeresnek” tekintett) modszerek is
fontos szerepet jatszanak, mint példaul az infravorés (IR),
az ultraibolya (UV), vagy a cirkularis dikroizmus (CD)
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spektroszkopia. Tekintettel a cég napi szerkezetvizsgalati
praxisaban jelentkez6 dominans szerepiikre, a jelen
kozleményben a Richter Szerkezetkutatasi osztalyan
iizemel6 NMR ¢és MS alapti szerkezetvizsgélatokat mutatjuk
be, ezeket tekintve ,nagymiiszeres” modszereknek. Bar
az osztalyon az IR spektroszkdpia is hangsulyos szerepet
kap, részben a jelen kozlemény céljait, részben pedig a
kompaktsagot szem el6tt tartva ezt itt nem targyaljuk.

A Richter Szerkezetkutatdsi osztalya tobb, mint 25 éves
multra tekint vissza. Egészen az utobbi évekig, a cég
hagyomanyos kutatasi ¢s fejlesztési profiljanak megfeleléen
az osztaly dontéen ,kismolekulas” (ami alatt a kb. 1000
daltonnal kisebb molekulatdmegii molekuldk értenddk)
szerkezetkutatassal foglalkozott. A vallalati portf6lié mintegy
10 évvel ezel6tt tortént biotechnologiai iranyu kiterjesztése
ota az osztdly fokozatosan ndvekvd szerepet vallalt a
biomolekulak szerkezetvizsgalataban is (jelenleg az NMR
miszeres kapacitas kozel harmadat, az MS kapacitasnak
pedig nagyjabol a felét biomolekulak vizsgalata koti le).
Jelen kozleményiinket a kismolekulds szerkezetvizsgalatok
bemutatasara  korlatozzuk, targyalasunkban tobb
szempontbol is épitve e témaban korabban megjelent fébb
kozleményeink gondolatisagara.'?

Talan nem tulzas azt allitani, hogy fennallasa 6ta nemcsak
rengeteg tapasztalat gytllt Ossze az osztalyon, de ezzel
parhuzamosan kiérlelddott egy markans elvekre épiild,
ugyanakkor flexibilis miikodési modell és szemlélet, amely
a Richterben zajlo szerkezetkutatasi ,,modus operandi”-t a
cég egyik fontos know-how jellegii értékéve tette.

Ahhoz, hogy bemutassuk, hogyan is mikodik a Richter
kismolekulas szerkezetvizsgalati szolgaltatasa, eldszor arrol
kell sz6lnunk, hogy mennyire nem magatol értet6dd az, hogy
egy gyogyszergyar milyen muszeres és emberi er6forrasok
biztositasaval, milyen szervezeti konstrukcioban, milyen
tudatossaggal, milyen mindségi és mennyiségi elvarasok,
¢s milyen egyéb miikddési elvek alapjan épiti fel a sajat
szerkezetkutatdsat. Ennek megértéséhez fontos rdviden
targyalni a modern NMR ¢és MS alapt szerkezetvizsgalatok
néhany kevésbé kozismert, illetve gyakran félreértett
vonatkozasat, tovabba az ehhez f{iz6d6 (és az irodalomban
ritkdn emlitett, de a valdsagban nagyon is lényeges)
semberi tényezOket”, amik a kisérlet-tervezéskor, az
adatok interpretaciojanal, és az eredmények talalasakor
jelentkeznek, valamint azokat a dilemmakat, amik a
miuikodési modell kialakitasakor mind analitikusi, mind
pedig rendszer-szinten felmeriilnek. Mindezt egy gyakorlati
példan keresztiil is szemléltetjiik.
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2. A szerkezetrél és annak modern NMR és MS alapi
vizsgalatarél - arnyaltan...

A gyogyszeripari szerkezetvizsgalatok iranti elvarasok
folyamatosan novekednek mind technikai, mind pedig
adminisztrativ  értelemben. Ez tobbek kozott abban
jelentkezik, hogy egyre rovidebb id6 alatt egyre kisebb
anyagmennyiségekbdl egyre biztosabban kell GLP (good
laboratory practice) koriilmények kozott szerkezeteket
meghatarozni  és ezt magas szinten dokumentalni.
Mindez novekvo igényeket tdmaszt nemcsak a miiszeres
képességek, de a probléma megoldasaban érintett kutatok
egyuttmikodésének, személyes kompetencidjanak és
felelosségének tekintetében is. Ezen kihivasok hatékony
kezelése szempontjabol hasznos, ha a szerkezetkutatasi
szolgaltatast igényldk arnyaltabb képpel rendelkeznek a
szerkezetvizsgalatok mibenlétérél. Alabb ezzel a céllal
probalunk meg néhany fontosabb és érdekesebb szempontot
felvazolni kozérthetd formaban.

2.1. Mit is értiink ,,szerkezet” és ,,meghatarozas”
2 ”»

alatt?
A valésagban a  szerkezetmeghatarozas  sokszor
sem folyamatdban, sem mélységében, sem pedig

végeredményében nem olyan ,.fekete-fehér” dolog, mint
ahogyan azt sokan gondoljak. Erdemes el6szor is azt latni,
hogy a ,szerkezet” fogalma alatt sokszor mast ért egy
szintetikus vegyész, egy MS -, vagy egy NMR szakember.
Egy szintetikus vegyész szamara a szerkezet tobbnyire
a molekulanak azt a statikus, kétdimenzids grafikus
milyen szamban vannak jelen a molekuldban, milyen
konstiticioval kapcsolédnak egymdshoz, milyen az egyes
kotések jellege, milyen a sztercogén centrumok relativ
konfiguracidja, esetleg hol és milyen toltés helyezkedik
el a molekuldban. Indokolt esetben ehhez jarul még a
vegyész szamara ez az az informacio, ami sziikséges ahhoz,
szintetizalja a kérdéses molekuldt, 6 leginkdbb ezt érti
molekulaszerkezet alatt.

Szerkezetmeghatarozasi szempontb6él az MS és NMR
egymast kiegészitd jellegének igen fontos szerepe van,
kiilonésen ismeretlen szerkezetek esetén. A modern MS
egyik legfontosabb szerepe, hogy informaciot ad a pontos
molekulatomegrél, ami lehetdvé teszi az elemi Osszetétel
egzakt meghatarozasat. Tovabba az MS/MS fragmentacio
hasznos lehet a konstiticid meghatarozasaban - ugyanakkor
ennek lehetdsége nagyban fligg az adott problématol és
nem ad annyira megbizhaté informaciot, mint az NMR.
Amennyiben a minta megfelelé mennyiségben és tisztasagban
all rendelkezésre, az NMR lehetvé teszi olyan egydimenzids
(1D) vagy kétdimenzids (2D) spektrumok sokasaganak az
elkészitését, amelyek segitségével feltérképezhetd a molekula
teljes spin-spin topoldgiaja mind a kdtéseken at, mind a téren
hato atomi kolcsonhatasok tekintetében. Mindez lehetévé teszi
a konstitucio és a geometria nagypontossag meghatarozasat.
A szintetikus vegyészek szamara fontos szerkezeti
informacion tal, sokszor érdekes a molekula konformacios
tulajdonsagainak a feltérképezése, hiszen a bioldgiai hatas
megértése szempontjabol ennek nagy jelentdsége lehet. A
biologiai hatas illetve a molekulaszerkezet idobeli valtozasa
vagy bomldsa szempontjabol a molekula mas dinamikai

tulajdonsagainak (példaul izomerizacidos folyamatok vagy
intermolekularis kolcsonhatasok) meghatarozasa is rendkiviil
fontos lehet— ezek vizsgalata szintén tipikusan NMR feladat.

Habar az NMR finomabb szerkezeti informaciot szolgaltat,
az MS joval érzékenyebb. Ennek az érzékenységbeli
kiilonbségnek nincs nagy jelent6sége akkor, amikor
megfeleld mennyiségli minta all rendelkezésre (a szintetikus
mintdk tipikusan ebbe a kategéridba esnek); ilyenkor az
NMR és MS kivald egylittmiikodésben jarulnak hozza a
szerkezet meghatarozasahoz. Azonban a gyogyszeriparban
igen gyakori, hogy olyan, rendkiviill kis mennyiségii
izolalt mintdk vagy egy hatéanyag mellett megjelend
nyomszennyezok, bomlastermékek, illetve metabolitok
szerkezetét kell meghatdrozni, amely mar az NMR
mérhetéségi szint alatt van vagy annak hatarait surolja,
ezért nagyrészt az MS adatokra kell tdmaszkodnunk. Ilyen
esetekben a tomegspektroszkopusok sokszor meglehetdsen
boldogak, ha a konstiticiéra nézve plauzibilis javaslatot
tudnak tenni, a molekula konfiguraciés és konformadcios
aspektusait (érthetd modon) figyelmen kiviil hagyva. fgy
a tomegspektroszkdpusok hajlamosak inkabb konstitcio-
centrikusan gondolkodni egy molekularol, mig az NMR
spektroszkopusok szamara a térszerkezet és a dinamika
is a szerkezet része. Amennyiben nincs napi szintll
szoros egylttmiikodés az MS és NMR spektroszkdpus
kozott (aminek a jelentdségére késobb visszatériink), ez a
szemléletbeli kiilonbség abban nyilvanulhat meg, hogy az
MS szakemberben fel sem meriil, hogy egy mintat tovabb
kellene vizsgalni NMR-rel a térszerkezetre nézve, mig
az NMR spektroszkopusok sokszor hajlamosak annyira
biztosak lenni a konstiticidban, hogy nem jut esziikbe,
hogy az elemi osszetételt MS-el ellendrizzék, ami komoly
hibalehetdség lehet (1asd alabb).

Ugyancsak fontos aztlatni, hogy egy szerkezetmeghatarozasa
bizonyos NMR vagy MS adatok alapjan nem ugyanaz, mint
a szerkezet NMR, illetve MS alapt jellemzése. Jelenleg a
tudomanyos irodalomban nincs univerzalisan elfogadott
szabaly arra nézve, hogy pontosan milyen részletességli és
mindségli kisérleti, illetve adat-interpretacids elemekbdl
allo NMR és MS jellemzést kell adni ahhoz, hogy egy
szerkezet egyértelmiien jellemzettnek legyen tekinthetd. A
gyakorlatban ennek a jellemzésnek a szintje tobb tényezd
fliggvénye lehet, igymint a vizsgalt molekula szerkezeti
specifikumai, a spektroszkopus személyes szokasai, az adott
laboratorium tradicioi és elvarasai, az adott szakfolyoirat
elbirasai, a rendelkezésre alldé miszeres lehetdségek, a
vizsgalt minta mennyisége és tisztasaga, stb. Az altalunk
alkalmazott, hatosagi beadvanyokhoz késziild un.
dokumentativ szerkezetvizsgalatokban minden esetben a
teljes NMR és MS jellemzés a cél (ez mashol nem feltétlentil
van igy). Hogy egészen pontosan mit értiink teljes NMR ¢és
MS jellemzés alatt, az szintén fligghet eseti tényezoktdl, de
altalanos elvként a teljes NMR jellemzés a molekula dsszes
'"H and "“C rezonanciajelének biztos, kozvetlen kisérleti
bizonyitékon nyugvo asszignaciojat jelenti, indokolt esetben
kiegészitve bizonyos szerkezeti aspektusok bizonyitasara
szolgald narrativaval. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy a
molekulaban az sszes sziikséges egykotéses és tavolhatod 'H-
'H, "H-3C skalaris és (amennyiben szerkezetileg sziikséges)
dipolaris kapcsolatot fel kell térképezni a megfeleld 1D és 2D
mérésekkel. Ezt ki kell egésziteni a pontostomeg méréssel €s
amért MS fragmentaciok szerkezeti értelmezésével.
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Ugyanakkor, ahogy fentebb is emlitettiik, a szerkezet
meghatarozasa 6nmagaban nem feltétleniil igényli a teljes
NMR és MS jellemzést. A kémiai kontextus és az adott
molekulacsaladra vonatkozoé spektroszkopiai  ismeretek
birtokaban gyakran konnyen ¢€s (ténylegesen vagy latszolag)
nagy megbizhatdsaggal lehet igazolni egy molekula
szerkezetét akar egy egyszer(i 1D 'H NMR spektrum és/vagy
egy kisfelbontasi MS spektrum alapjan. Ilyen esetekben
egyrészt feleslegesnek ¢és Oncélunak tlinhet, masrészt
ohatatlanul tovabbi értékes miszer- és human idét emészt
fel, ha tovabbi 2D NMR vagy nagyfelbontasi MS illetve
MS/MS mérésekbe és azok kiértékelésébe bonyolédunk. Az
ilyen gyors, de ,,minimalista” megkozelitésnek megvannak a
hatranyai a jellemezhetdségre és nagyon is realis veszélyei a
szerkezeti konfidenciara (1asd késébb) nézve.

A fekete dobozon™ kiviil altalaban kevéssé ismert, hogy
mind az NMR, mind az MS szempontjabol léteznek
,baratsagos” és ,baratsagtalan” mintak illetve molekulak.
A ,baratsagossag” ebben az értelemben azt jelenti, hogy
azok a szerkezeti informaciok, amiket az NMR és MS képes
egy molekulardl nyujtani, és amik sziikségesek a szerkezet
bizonyitasahoz, valoban meg is mérheték egyértelmi
adatok formdajaban. Masrészrél a ,,baratsagtalansag” gy
értendd, hogy nehézségekbe iitkozik vagy éppenséggel
lehetetlen ezeket az adatokat megmérni. Ennek tobb oka és
formaja is lehet. Példaul egy minta NMR szempontbol lehet
,baratsagtalan” annak okan, hogy tllsagosan kevés van
beldle és/vagy nem elég tiszta, mig ezek a tulajdonsagok
nem feltétleniil jelentenek korlatot MS szempontbol. NMR
szempontbol egy molekula lehet ,baratsagtalan” példaul
amiatt, hogy kiilondsen zstfolt, nem elsérendii spinrendszert
ad, vagy rendkiviil szélesek a jelek valamilyen kémiai
kicserélodési folyamat vagy mas relaxacids jelenségek
okan. Hasonloan, ha egy molekula nem ionizalodik jol,
akkor MS szempontbdl ,baratsagtalan”. Természetesen
az idealis eset az, amikor a minta és a molekula is NMR
és MS szempontbdl is ,baratsagos” — ez az a helyzet, ami
leginkabb a szintetikus mintakra jellemzd. Ugyanakkor
a gybgyszeripari szempontbol legizgalmasabb  ¢és
legnagyobb iizleti tétet is hordozd szerkezetvizsgalati
problémak (mint példaul a hatéanyag metabolitjainak,
bomlastermékeinek, vagy gyartdsi nyomszennyezdinek
meghatarozasa) sokszor vagy az NMR, vagy az MS, vagy
mindkét modszer tekintetében a ,,baratsagtalan” kategoriaba
esik. Az NMR kisebb érzékenysége, ugyanakkor nagyobb
szerkezeti informdaciodtartalma miatt a gyakorlatban az NMR
,baratsagtalansaga” szokta a nagyobb problémat jelenteni.

A fenti megfontolasok azt mutatjak, hogy bar a
,szerkezetmeghatarozas”  kifejezés egy  egyértelmi
analitikai feladatot sugall (latszolag hasonléan ahhoz, mint
a valosagban ez a feladat bizonyos foku plaszticitast hordoz
magaban a szerkezeti részletek, a jellemezhetdség, és ahogy
azonnal latni fogjuk, a szerkezeti konfidencia tekintetében
is.

2.2. Szerkezeti konfidencia
A szakfolyodiratokban vagy akar a vallalati dokumentaciokban

leirt szerkezeteket a vilag szereti ,,tudomanyosan bizonyitott
tényként” elkonyvelni. Ezt a (kényelmes) hozzaallast

nagyban taplalja az az altalanos felfogas, miszerint a modern,
nagytudasu NMR és MS spektrométerekkel mérhetd adatok
mindsége, a szofisztikalt modszertani eszkozok egész
tarhazanak rendelkezésre allasa, ¢ valamint a legajabb
spektrum-értékeld szoftverek hasznalata a szerkezet
,,0sszerakasat” majdhogynem olyan mechanikus folyamatta
teszik, amely egyértelmti modon vezet a biztos szerkezethez.
Nem kétséges, hogy ebben sok igazsag van, azonban
ez leginkabb az NMR ¢és MS szempontbdl ,,baratsagos”
esetekre vonatkozik. A valosagban azonban még az ilyen
tiszta” helyzetekben is meglepden konny( hibas szerkezeti
konklziora jutni. Ugy tiinik, ez a probléma egyre nyiltabb,
Oszintébb ¢és tudatosabb formaban keriil targyaldsra a
modern kémiai irodalomban.® Itt kiemelendé egy olyan
kozelmultbeli, nagymiszeres szempontbol ,,baratsagos™ és
klinikai vizsgalatokra varo gyogyszerjeldlt hatéanyagnak az
esete, ahol is ennek a hatéanyagnak az NMR és MS alapon
tortént szerkezetmeghatarozasa hibas volt, komoly tizleti
és erkolcsi karokat okozva egy gyogyszeripari cégnek.* Az
eset kapcsan az is el6térbe keriilt, hogy a szerkezeti hibara
a hatdéanyag éveken at tartd és szamos alapos analitikai
vizsgalatot megért eléélete ellenére csak joval késébb, egy
masik gyogyszerkutatasi cég vizsgalatai soran deriilt fény.
Tovabba, ahogy arrol fentebb mar sz6 volt, a gydgyszeripari
szempontbol leginkabb figyelmreméltd szerkezetkutatasi
problémak notoriusan ,,baratsagtalanok” NMR, és gyakran
MS szempontbol is. Ilyen esetekben a mérési adatok
és egyéb, a szerkezet szempontjabol relevansnak tind
ismeretek értelmezésében sokkal inkabb jelennek meg olyan
szubjektiv emberi tényezok, amik méginkdbb magukban
rejtik a tévedés lehetdségét. Sokak szerint a kémiai irodalom
meglehetdsen nagy szamban tartalmaz hibasan meghatarozott
szerkezeteket, amelyek észrevétlenek maradnak.’

A kozelmultban alaposan elemeztiik az ilyen hibdk okait,
ramutatva arra, hogy ezek legfoképpen nem a spektroszkopiai
szakértelem hidnyabol vagy figyelmetlenségb6l adddnak,
hanem a gondolkodasunkat atsz6vé, nemtudatos Un.
,,mentalis csapdakbol” (ezek a ,,mentalis csapdak” nemcsak
a szerkezetkutatasban jelennek meg, hanem a tudomanyos
gondolkodas mas teriileteit is érintik).2*® Részletesen
targyaltuk azt a kérdést is, hogy milyen esetekben tudnak
a szoftveres NMR spektrumértékelé programok segiteni
ezeknek a hibaknak az elkeriilésében, és milyen esetekben
nem.”

A szamos ,,mentalis csapda” koziil, ami a szerkezetkutatas-
ban megjelenhet,® reprezentativ jelleggel itt most csak
egyet emlitiink roviden, a ,,ne-keress-tovabb” szindrémat.
Ez a csapda igen gyakori, €és annak megértéséhez
kapcsolodik, hogy amikor egy szerkezetet ,,megfejtettiink”,
akkor valojaban az tortént, hogy egy olyan szerkezetet
talaltunk, amirdl a tudomanyosan egzakt kijelentés nem
az, hogy megtalaltuk a helyes szerkezetet, hanem hogy
talaltunk egy olyan szerkezetet, ami bizonyos altalanosan
elfogadott illetve a fejiinkben €16 kritériumok alapjan
konzisztens a mért kisérleti adatokkal és esetleg mas, a
probléma kémiai kontextusara vonatkozo ismeretekkel
(vagy vélelmekkel). Gyakran fordul eld, hogy egy nehéz,
nagy kihivasokkal jar6, esetleg komoly intézményi nyomas
alatt vizsgalt szerkezetmeghatarozasi probléma kapcsan a
végre ,,megfejtett” szerkezet a spektroszkdpusban olyan
Heuréka!-érzést valt ki, aminek okadn nem gondol bele
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alaposabban abba, hogy esetleg mas szerkezetek is lehetnek
konzisztensek a kisérleti adataival, és igy nem keres tovabb.
Természetesen, a konzisztencia megléte gyakran valdban a
helyes szerkezetet takarja, de nem mindig. Minél tobb és
jobb mindségti kisérleti adat van a keziinkben, annal inkabb
lesztikill a lehetséges konzisztens szerkezetek szama, ezért
is fontos, hogy a lehetdségekhez mérten torekedjiink az
adatbdségre. Az irodalomban megjelent hibas szerkezetek jo
része ebbdl a csapdabdl szarmazik, és a sajat praxisunkban
is gyakran talalkoztunk vele.

Mint alabb latni fogjuk, a korai felfedezé kémiai kutatési
szakaszban lehetséges olyan kutatasi stratégidt alkotni,
amelyben a szerkezeti konfidencianak a gyorsabb atfutas
érdekében nem feltétleniil kell maximalisnak lennie.
Ilyen megkdzelités mellett azonban igen fontos, hogy az
ezzel jar6 kockazatvallalas intézményi szinten tudatos
legyen. Ettdl eltekintve, altalanossagban és alapelvként a
szerkezetkutatdsnak, mint tudomanyos tevékenységnek,
a maximalis szerkezeti konfidenciat kell megcéloznia. A
hibazas lehet6ségeinek megértése alapjan® ehhez négy
fo tényezd kell: a) szaktudas; b) megfeleld mindségii
nagymiiszerek; c¢) komplex (,,holisztikus”) analitikai
megkozelités (lasd alabb); d) a ,,mentalis csapdak™ ismerete
és tudatos elkertilése.

3. A Richter Gedeon Nyrt. Szerkezetkutatasi osztalyanak
bemutatasa

Kiilonb6zo gyodgyszeripari cégek  kiilonbozé  szintil
tudatossaggal és mas-mas filozofiaval, ebbol adéddan pedig
mas-mas mikodési modelleket felallitva valdsitjdk meg a
szerkezetkutatast. A Szerkezetkutatasi osztaly tevékenysége
hangsulyosana,,high-end” tomeg- és NMR spektroszkopiara,
kisebb részben az IR spektroszkopiara, valamint az ezeket
funkcionalisan kiegészitd kapcsolt elvalasztasi technikakra
és egyéb szoftveres és hardveres tadmogatasra épil. Az
a szerkezetkutatdsi szolgaltatas, amit az osztaly nyujt a
Richter szdmara 6t olyan, egymassal szoros 0sszefiiggésben
levé jellemzore épiil, amelyek egyikének sem magatol
értetddd a megléte, ugyanakkor egyedileg is, de legfoképpen
Osszességiikben, ezek a jellemzOk (szerintiink) magas
mindségli és hatékonysagli szerkezetanalitikai tdmogatast
biztositanak. Az aldbbiakban ezeket a jellemzdket vessziik
roviden sorra.

3.1. Centralizalt szerkezetkutatasi szolgaltatas

A cég alapvet6 filozofidja, hogy az NMR és MS alapt
szerkezetvizsgalatokat maximalis mértékben tartsa hazon
beliil, vagyis az ezzel kapcsolatos miszeres kapacitas
és emberi szaktudas cégen beliil alljon rendelkezésre.
(Tekintettel a nagymiiszerek tetemes beruhdzasi és
fenntartasi koltségére, valamint az ezeket iizemeltetd
specialis  képzettségli szakembergarda alkalmazasanak
problematikaira, vannak olyan gyodgyszergyarak, ahol a
nagymiszeres szerkezetkutatast kiilsé cégekkel végeztetik
el). Ahazon-beliil tartas ugyan koltséges, viszont nagy elényei
kozé tartozik, hogy 1) egy gyogyszergyar tudaskincsének
egyik legféltettebb eleme, azaz a molekulaszerkezetek
ismerete cégen beliil marad; 2) nagyfoka interaktivitast
tesz lehet6vé az analitikai szolgaltatasban a vegyészek és
a szerkezetkutatok kozott (ennek oOriasi jelentdsége lehet

a szolgaltatds mindsége és sebessége tekintetében); 3) a
hatosagi céllal késziilé szerkezetvizsgalati dokumentumok
hazon beliill sziiletnek meg; 4) 0Osszességében a
szerkezetvizsgalati know-how hazon beliil termelédik és itt
valik kamatoztathatdva.

A Richter a kiemelt képességti NMR ¢és MS spektrométereit
a cég egészét kiszolgald kdzpontositott formaban tizemelteti,
ilymoédon a cég egésze szamara elérhetdé egy ,.state-of-
the-art” spektrométerekre, ezek egymast komplementer
modon kiegésziteni tudo jellegére, valamint cég-specifikus
human know-how-ra épiild szerkezetfelderitési potencial.
A gyodgyszeriparban a szerkezetfelderités igénye rengeteg
terliletre terjed ki. A legfontosabb ilyen alkalmazasok
a kovetkezOk. a) Gyogyszerkémiai szintézistamogatd
szerkezeti analitika. 5) Egy gyodgyszerjelolt molekula
fobb metabolitjainak szerkezetmeghatarozdsa azzal a
céllal, hogy ezek bioldgiai hatdsa tesztelhetd legyen, és/
vagy hogy ismeretiikben a gyogyszerjelolt metabolikus
stabilitasa novelheté legyen. ¢) A méretnovelések soran
elalldo nyomszennyez6k meghatarozasa azzal a céllal,
hogy a technologiai koriilményeket a lehetd legnagyobb
tisztasagli hatéanyag eldallitaisa érdekében lehessen
optimalni (quality by design). d) Hatéanyag stabilitasi
tesztek soran keletkez6 bomlastermékek szerkezetének
meghatarozasa hatosagi elvarasként illetve azért, hogy
ezek ismeretében megfeleléen hosszu lejarati idot biztositd
kiszerelési format Ichessen fejleszteni. e¢) Hatdanyag
gyartasi nyomszennyezok szerkezetmeghatarozasa
szintén hatésagi kovetelményként, valamint azért, mert
a nyomszennyezOi profil egy adott gyartasi technologiat
egyedi modon, ujjlenyomatszeriien jellemez, ezért ennek
ismerete pl. a gyogyszeripari versenyhelyzetb6l adodo
szabadalombitorlasi perekben kulcskérdés Iehet. f) A szigora
analitikai ellendrzések soran a specifikaciokon esetleg kiviil
esO gyartasi hatdanyag sarzsokkal dsszefiiggésben gyakran
felmeriil, hogy a probléma lehetséges okat szerkezetkutatasi
oldalrél is vizsgalni kell. g) Hasonld szerkezetvizsgalati
kérdések meriilnek fel készitményanalitikai szinten, amikor
is a gyogyszerformula fejlesztése soran megjelend 1j
nyomszennyezoket és degradansokat kell azonositani, ami
a hordozodanyagok jelenléte miatt kiilondsen nagy kihivast
jelenthet. #) Mindségellenérzési céllal a hatésagok vagy
mas iizleti partnerek felé dokumentalt szerkezetvizsgalatok,
amelyeknek egyik legfobb célja, hogy szakmai tartalmukban
és megjelenitési formajukban is kétséget kizar6 modon
tikrozzék az adott termék mindségét. i) Vasarolt
hatdéanyagok, intermedierek, segédanyagok analitikaja
kapcsan felmeriild szerkezetvizsgalatok, amelyek célja,
hogy ellendrizziik a beszallitonak a szerkezetre vonatkozo
analitikai allitasait (nem ritka, hogy tekintélyes, de a
Richterhez képest 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 analitikaval tudjuk érvényre juttatni). ;)
Szabadalmi beadvanyok és iparjogvédelmi perek kapcsan
felmeriil6 szerkezetvizsgalatok; utobbi esetekben tobbnyire
az eljarasra jellemzd intermedierek és/vagy szennyezok
szerkezetét kell igazolni olyan miiszerezettség ¢és szakmai
érvek felvonultatdsaval, ami a birdsadg szamara nem hagy
kétséget (egy ilyen per elvesztése a cég szamara nemcsak
kozvetlen anyagi veszteségként jelentkezhet, hanem, miutan
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a gyogyszerek bizalmi termékek, az ezzel jard erkdlcsi
veszteség is rendkiviil karos lehet, nem is beszélve az €rintett
szakemberek felelésségérol). k) Uj, természetes eredetii
vegyiiletek szerkezetének azonositasa. /) A biotechnolédgiai
programokban az oldatfazisti hatéoanyagok és készitmények
tarolasara hasznalt eszkdzok anyagabol kioldddni képes tn.
»extractable” és ,,leachable” kismolekulas nyomszennyezok
azonositasa.

Annak, hogy a fentebb vazolt feladatokat egy centralizalt
nagymiiszeresszolgaltatas formajabanvalositjukmeg, szamos
elénye van. Egy molekula vagy molekulacsalad, annak teljes
gyogyszergyari életciklusa soran szamos szervezeti egységet
,megjar” és — amint azt a fentiek is érzékeltették — ekozben
szamos kiilonbozé tipust szerkezetvizsgalati probléma
vetddhet fel. A kozpontositott szerkezetkutatas azt biztositja,
hogy ilymoddon egy helyen csapodik le és tarolodik mindaz
a nagymiszeres spektroszkopiai ismeretanyag, ami az adott
molekulacsaladhoz kapcsolodik. Ez lehetdséget ad példaul
arra, hogy alapos (célszeriien a szerkezet meghatarozasahoz
minimalisan sziikségesnél mélyebb) ismereteket szerezziink
egy molekuldrdl még korai, szintetikus fazisaban, amikor az
viszonylag nagy mennyiségben ¢és tisztan all rendelkezésre.
Késébb ugyanezen az osztalyon és tobbnyire ugyanannal
a spektroszkopus szakembernél jelennek meg az adott
molekulaval kapcsolatosan felmeriild metabolit vagy
nyomszennyezd azonositasi problémak. Ebben a fazisban,
1évén hogy tobbnyire mar joval kisebb, sokszor az NMR vagy
MS érzékenység hatdrait suroldé anyagmennyiségekkel kell
elboldogulni és altalaban tobbkomponensti mintakkal 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 korabban megszerzett ismeretek
referenciaadatként rendelkezésre alljanak. A praxisunk soran
rengeteg olyan esettel talalkoztunk, ahol egy ismeretlen
nyomszennyezd sikeres szerkezetmeghatarozasa dontden
azon mult, hogy a sziikséges NMR ¢és MS hattéradatok
osztalyunkon rendelkezésre alltak.

3.2. ,Foallasu” spektroszkopusok

Amint azt korabban részletesebben is targyaltuk,! az NMR
és MS kismolekulas szerkezetvizsgalati célu alkalmazasa
érdekes ,,evoluciot” mutat az ehhez kapcsolodd szaktudas
tekintetében. Mindkét alkalmazas vilagszerte kb. az 1970-
es évektol kezdett robbandsszertien terjedni a kémikusok
korében. A ,spektrumfejtés” tudomanya ekkoriban még
fejlédésének kezdeti stddiumdban volt, tehat azok az
ismeretek, szabalyszeriségek, amik a szerkezetmeghatarozas
mesterségbeli  know-how elemeit képezik, ekkortajt
kertiltek felfedezésre. Eziddben tobbnyire a vallalkozo
szellem@i vegyészek még maguk probaltdk megtanulni a
spektruminterpretacié fogasait. Az NMR és MS rohamos
modszertani fejlodése, a spektrométerek komplexitasdnak
novekedése és a méréstechnikai know-how egyre sokrétiibbé
valasa azonban hamarosan ,.egész embereket” kovetelt
meg erre a célra. Igy 1éptek szinre azok a vegyészi munkat
tamogatd kismolekulds szerkezetanalizisre szakosodott
NMR ¢és MS szakemberek, akik hatalmas spektroszkopiai
ismeretanyag ¢és tapasztalat hordozéiva valtak. Ez vezetett
oda, hogy alegtobb gyogyszeripari intézményben valamilyen

formaban kialakult egy ,,professzionalis” szerkezetkutatasi
szolgaltatas. Késébb, nagyjabol az 1990-es évektdl
kezdédéen, megindult a spektrométerek felhasznalobarat
iizemmoddban valdé mukodtetésének modern ¢és erdteljes
tendencidja, azaz a késziilékek (bizonyos alkalmazasi
korlatok kozott) a szintetikus kémikusok altal is konnyebben
hasznalhatokka valtak. Ezek a tendenciak inditottak el az
,,onkiszolgald” (open-access) NMR és MS spektrométerek
korszakat, ami hamar elvezetett oda, hogy a kismolekulas
szerkezetizsgalatok  sok  intézményben  szamottevd
mértékben visszakeriiltek a szintetikus vegyészek sajat
hataskorébe.

Ezen tendencidk fényében kozel sem magatol értetddo,
hogy egy gydgyszeripari intézmény szervezeti, stratégiai,
munkakori értelemben hogyan viszonyuljon a féallast
kismolekulas NMR ¢és MS spektroszkopusi szakma
statuszahoz. Tapasztalataink alapjan azonban teljes
egyértelmiiséggel kijelenthetjiik, hogy egy olyan, a
mindség, a hatékonysag és a versenyképesség ndvelése
irant elkotelezett cég, mint amilyen a Richter is, akkor jar
el helyesen, ha ez a specializalt mliszeres, modszertani €s
spektruminterpretaciés szaktudds mindenkor megfeleld
erével a rendelkezésére all. Erdemes ennek okaira néhany
olyan tényezén keresztiil felhivni a figyelmet, amelyek a
gyogyszeriparon kiviil nemigen ismertek, de jelentdségiik
még a gyogyszeriparon beliil sem altalanosan ismert
vagy felismert. Egyrészt fontos hangsulyozni, hogy
egy olyan kozegben, ahol minden tévesen megallapitott
molekulaszerkezetnek komoly {izleti vonzata lehet,
fokozottan indokolt lehet, hogy a szerkezetmeghatarozas
fiiggetlen analitikai szemmel torténjen, hiszen a vegyészek
ohatatlanul inkabb hajlamosak a sajat szintetikus munkajuk
soran vart szerkezetet ,belelatni” a spektrumokba.??
Masrészt a gyogyszeriparban nemcsak az analitikai eredmény
a fontos, hanem az adatok GLP szempontok szerinti mérése és
dokumentalasa, illetve az eredmények hatdsagi szempontbol
megfelelden meggy6z6 ¢s szakmailag helytallo irasos
kozlése is. Ez pedig a szakteriilet csinjait-binjait (beleértve
a ,mentdlis csapddkat”) jol ismerd, azért felelGsséget
vallalo ¢és abban feleldsségre is vonhatd szakembereken
keresztiil biztosithaté a leginkabb. Harmadrészt, a fentebb
emlitett centralizaltsag nyilvanvaléan csak egy ,,dedikalt”
spektroszkopusi csapattal valosithatd meg idealis modon.
Mint ahogy korabban mar targyaltuk, ennek nagy eldnye,
hogy ugyanaz az spektroszkopus szakember végig kovetheti
egy molekula vagy molekulacsaldd gyogyszeripari
életciklusat a kezdeti szintézist6l a metabolitokon at a
gyartasi nyomszennyezokig ¢és bomlastermékekig, ezzel
sokszor nagymértékben felgyorsitva és biztosabba téve
utobbiak szerkezetmeghatarozasat. Negyedrészt az is
nyilvanvalo, hogy csak professzionalis spektroszkopusoktol
varhato el redlisan, hogy a versenyképesség fenntartasahoz
szlikséges 0j metodikak fejlédését nyomon kovessék és
a sziikséges modszereket adaptaljak, illetve 0j miiszeres
beruhazasokat kezdeményezzenek.

Egy, a fenti gondolatokkal szorosan 6sszefliggd és a tényleges
szerkezetvizsgalati miikodési protokoll kialakitasat nagyban
befolyasold rendszerszintli dilemma példaul az, hogy a
gyakorlatban milyen felel6sségek, milyen kockazatvallalasi
elvek, ¢és milyen dontési hataskorok vezéreljék a
valasztast, hogy egy szerkezetvizsgalat open-access vagy
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,professzionalis” alapon torténjék-¢ meg. Az open-access
alapu szerkezetvizsgalatok egyik nagy elénye, hogy adott
vegyész adott molekuldja nem keriil be a professzionalis
szerkezetvizsgalatok erdsen terhelt gépezetébe (amit egy
nehezebb probléma barmikor lelassithat), és igy a vegyész
altalaban joval gyorsabban juthat szerkezeti informaciohoz.
A masik eldny, hogy ilymodon a professzionalis szolgaltatast
is kevesebb ,,rutin” jellegli terhelés éri, ezzel tobb teret adva a
nehezebb problémakkal vald foglalatossagnak. Ugyanakkor
az open-access vizsgalatok veszélyeivel is tisztaban kell
lenniink. Az open-access alapti miiszeres operatori ismeretek
tipikusan csak olyan spektralis adatok megmérését teszik
lehetévé, amik gyakran nem elégségesek a szerkezet helyes
megfejtéséhez illetve a teljes spektralis jellemzéshez,
tovabba az adatinterpretacio tekintetében nem kellden
képzett, a vart szerkezet irant gyakran elfogult vegyész a
fentebb targyalt okokbdl kdnnyen téves szerkezetre juthat.
Ez a problémakor dontéen a felfedezé kémiai programokat
érinti. Ezekben a programokban ugyanis nagy jelentdsége
van annak, hogy a vegyészek idéegység alatt minél tobb
kiilonbozo szerkezetii vegytiletet szintetizaljanak és adjanak
le a kdzponti vegyiilettarba (mas néven molekulabankba),
ezért itt meriil fel leginkdbb a minél gyorsabb szerkezeti
analizis igénye. A vallalati molekulabank képezi az alapjat
a kiilonboz6 indikacios teriileteken elvégzett in vivo és in
vitro biologiai teszteknek, valamint azoknak a szamitasos
kémiai  molekulatervezetési  projekteknek, amelyek
alapjan a gyogyszerjeldlt molekuldk kifejlesztését célzd
tovabbi szintetikus Iépések megtervezése torténik. Idedlis
esetben a vegylilettarban regisztralt vegyiiletek kivétel
nélkiil biztosan ismert és jol karakterizalt szerkezettel
rendelkeznek, hiszen erre a biztos tudasra lehet jol épiteni
a gyogyszerkémiai megfontolasokat és molekulatervezési
szamitasokat. Az open-access megkozelités ugyan gyorsabb
atfutast biztosit és igy gyorsabban noveli a molekulabankba
bekeriilé vegyliletek szamat, azonban ennek az az ara,
hogy ez alacsonyabb konfidencia- és jellemezhetdségi
szinten torténik, novelve a tévesen megadott szerkezetek
valoszinliségét. Ez késobb visszaiithet, mivel félreviheti a
molekulatervezési szamitdsokat és egyéb szerkezet alapt
gyogyszerkémiai tervezéseket, tovabba kideriilhet, hogy
példaul egy beadandd szabadalomhoz nem elég a vegyiiletek
spektroszkopiai jellemezhetdségi szintje, azaz Gjra kell mérni
Oket. Mindez tehat olyan kérdéseket vet fel, amire nincsenek
konnyt valaszok. Mint alabb latni fogjuk, a spektrométerek
mindsége perdontd lehet abbol a szempontbol, hogy ezek a
kockéazatok minimalizalhatdk legyenek.

3.3. Holisztikus munkafilozofia

Osztalyunk a  professzionalis  szerkezetvizsgalatokat
tekintve alapvetd céljanak tekinti a lehetd legkisebb atfutasi
id6 mellett a lehetd legtobb esetben az egzakt szerkezeti
megoldasra és ennek megfeleld részletességli spektralis
karakterizalasra valo torekvést. Bar ez a szandék magatol
értetddodonek tlinhet, gyakorlati megvaldsitasa szamos
nehézségbe iitkdzik. Osztdlyunkra évente tobb, mint 3000
minta érkezik szerkezetvizsgalatra, ezeknek kb. 10%-a eltér
a vegyész vagy a kémiai intuicié alapjan vart szerkezettol,
¢és kb. ugyanilyen mértékben fordulnak elé olyan esetek,
amikor a ,,rutin” spektrumok felvételével csak NMR alapon,
vagy csak MS alapon torténd szerkezetmeghatarozas
helytelen eredményre vezetett volna. Ugyancsak gyakori

helyzet példaul az, hogy egy vegylilet szerkezetében nagy
valoszintiséggel biztosak lehetiink pusztin az 'H NMR
spektrum egy részlete alapjan — ez tehat Snmagaban még nem
indokolna a lényegesen tobb miszer- és human iddt 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
lehetéség, kulcsfontossaguva valhatnak. Ilyen eset allhat eld
példaul egy rokon molekula vizsgalatanal, vagy olyankor,
amikor hatosagi/szabadalmi céllal utdlag a molekula teljes
spektralis jellemzésre van sziikség. Munkafilozéfidnk
szerint ezért a leheté legnagyobb szerkezeti biztonsag
illetve a ,,proaktiv”’ adatgyiijtés érdekében minden mintarél
készitiink NMR ¢és MS spektrumokat, és toreksziink arra,
hogy az atfutdsi idd minimalizalasanak kényszere altal
nyujtott lehetdségeken beliil a lehetd legtobb mintarol
késziiljenek a teljes 'H és *C asszignaciot lehetévé tevo
NMR spektrumok, tovabba toreksziink a kisérleti adatokkal
konzisztens 0sszes 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 ellentmondd
vagy ellentmondani latsz6 NMR, IR ¢és MS kisérleti
adatok és/vagy kovetkeztetések esetében az ellentmondas
okait minden esetben fel kell tarni. A végso szerkezetrdl
kiadott dokumentumban azt is jelezziik, hogy egy hazon
beliil definialt és a vegyészek altal is ismert skalan milyen
szerkezeti konfidenciaszintet illetve jellemezhetdségi szintet
tudunk a kiadott szerkezethez rendelni. A tapasztalat szerint
a szerkezeti megfejtésnek az ilyen skala szerinti besorolasa
onmagaban is nagyban segit, hogy a spektroszkdpusok
a ,,mentalis csapdakat” tudatosabban kezeljék, és hogy
a vegyész kollégak a szerkezetet ne feltétleniil vegyék
,készpénznek™.

Az a munkamodszer, amely szerint a szerkezetvizsgalati
eredmények f6allasi NMR és MS spektroszkopusok napi
szintli szoros munkahelyi konzultacidoban torténd egyeztetése
¢és a fenti filozofiara alapozott feleldsségvallalasa alapjan
sziiletik, tudomasunk szerint ritka. Ugyanakkor ennek a
munkastilusnak a haszna gyakran tetten érhetd, legféképpen
amikor csak a két modszer egyiittmiikodése vilagit ra egy
varatlan szerkezeti problémara.

3.4. Csticsmiiszerezettség

Amint arr6l mar sz volt, a szerkezetkutatas atszovi egy
gyogyszergyar tevékenységének szinte egész vertikumat.
Az, hogy egy gyogyszergyar erre a célra mekkora és milyen
szinvonali muszerparkot tartson fenn, illetve azt milyen
szervezeti struktirdban iizemeltesse, korantsem egyszerii
kérdés. Az egyik oldalon a gydgyszeripari versenyhelyzet és
a folyamatosan szigorodd hatdsagi kovetelmények, valamint
a néha mar abszurd mértéki minéségi elvarasok, a lehetd
legnagyobb tudasu spektrométerek alkalmazasat latszanak
kikényszeriteni. A masik oldalon azonban szdmolni kell
ezeknek a késziilékeknek a megvasarlasi, fenntartési,
infrastrukturalis és amortizacios koltségeivel. Mindez oriasi
Osszeg, ami raadasul rohamosan ndvekszik a megvasarolni
kivant késziilékek teljesitoképességével. Erre a dilemmara
vald tekintettel egy gyodgyszeripari cég szamara a
szerkezetkutatas miiszerezettségi szintjének a meghatarozasa
stratégiai kérdés kell, hogy legyen. Véleményiink szerint egy
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cég stratégiai nagymuszereinek szinvonala jol tiikrozi a cég
elkotelezettségét a kutatas és a termelés mindsége, valamint
az innovacio irant.

A Szerkezetkutatasi osztdly NMR miszerparkjanak
zaszloshajoja jelenleg egy 800 MHz-es, hiitott mérdfejjel
ellatott, igen nagy érzékenységi késziilék, mig az MS
miszerpark csucsmiiszere egy Fourier-transzformacios,
linearis  ioncsapdaval ellatott, ultranagy felbontast
spektrométer. Amint azt korabban részletesen targyaltuk,'>
az ilyen csiicsmiiszerek hasznalatanak gyakorlati jelentdsége
a kismolekulds gyogyszeripari szerkezetvizsgalatokban
oriasi lehet. E tekintetben (és leginkdbb az NMR-t illetden,
amelynek koztudottan az érzékenység a ,,gyenge pontja’)
érdemes az érzékenység jelentdségének két aspektusara
felhivni a figyelmet. A mikrogrammok vilagan beliil, tehat
az extrém kis mennyiségli mintak vizsgalatanal konnyen
érthetének tinik, hogy miért lényeges a minél nagyobb
NMR érzékenység. Itt ugyanis atlagos muszerezettség
mellett az ismeretlen komponensek szerkezetét vagy csak
alacsony konfidencia szinten, vagy igen hossza id6 alatt,
vagy egyaltalan nem lehet meghatarozni. Ugyanakkor a nagy
érzékenység és felbontas jelentdségének szamos gyakorlati
vonatkozasat csak kevesen realizaljak. Ezzel kapcsolatosan
fontos ismét hangsulyozni, hogy az NMR spektroszkdpia
nagysagrendekkel érzéketlenebb, mintatomegspektrometria,
ami azt jelenti, hogy a gyogyszeripari szerkezetfelderités
egyik legfontosabb ¢s leginkabb problémas teriiletén, azaz a
mikroszennyezdk és metabolitok vilagaban nehéz az NMR-t
és MS-t holisztikusan «0sszedolgoztatni». 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 begylijtésével valoban
meg tudjuk valdsitani.

A nagy érzékenység ugyanakkor a milligrammok
vilagaban, tehat elsdsorban a szintetikus vegyészek altal
szolgaltatott mintak vizsgalatanal is hallatlan eldnyodket
nyujt a gyakorlatban. Miutan egyetlen minta teljes NMR
asszignacidja, azaz nagybiztonsagu és a fentiekben emlitett
«proaktivw NMR-es szerkezetmeghatdrozasa tipikusan
'H, BC és legalabb négyféle tovabbi kétdimenzios NMR
spektrum felvételét igényli (heterociklusok konstitiicidjanak
igazolasahoz gyakran még tobbkotéses 'H-'*N korrelacios
spektrumra is sziikség van), egy atlagos kismolekula 3 mg-
nyi mennyiségének teljeskorit NMR vizsgalata a 400 MHz-
es késziiléken kb. 15 orat, az 500 MHz-es késziiléken kb.
4 orat, a 800 MHz-es késziiléken pedig kevesebb, mint 1
orat igényel. Nagyobb molekulatomegii vegyiiletek esetében
ezek a kiilonbségek még dramaibb modon ndvekednek
tovabb. Ezen adatokbol lathatéan, a 800 MHz-es késziilék
érzékenysége és felbontdsa azt a lehetdséget adja, hogy
rutinszer{ien minden mintar6l elkészitsiik a teljes 'H és 1°C
asszignaciohoz sziikséges méréseket anélkill, hogy ez az
atfutasi idében veszteséget okozna. Ez nagyban ndveli a
szerkezetmeghatarozas biztonsagat és nagy valdszinliséggel
sziikségtelenné teszi, hogy ugyanarr6l a mintarél ismételt
mérésekkel tovabbi adatokat kelljen begytijteni, amennyiben
a spektruminterpretacio soran kidertiil, hogy az addigi adatok
nem elégségesek. Ez lehetséget ad arra is, hogy a szintetikus
kémia miniatlirizaloédasi tendenciainak megfelelden kisebb

mintamennyiségeket adjanak le vizsgalatra, és biztonsagot
nyujt abbol a szempontbdl, hogy a teljes asszignacio utodlag
barmikor elkészithet egy molekularél. A nagy felbontés és
érzékenység okan akar tdbbkomponensti mintakban a minor
komponensek szerkezetét is meghatarozhatjuk (elvalasztas
nélkiil), ami néha rendkiviil nagy segitséget jelent a
vegyésznek.

3.5. Tudomanyossag

Mivel a gyogyszeripari kutatasok elsédlegesen {izleti
érdekeltségiick és tobbnyire vallalati titkot képeznek, az
ilyen kutatasokbol szarmazo eredmények tudomanyos
folydiratokban  valé  publikaldsa altaldban  komoly
nehézségekbe {itkdzik. Ugyanakkor a mindségi kutatoi
l1étnek, a kutatéi szakmaisag fejlesztésének elengedhetetlen
része a publikalas. A gyogyszeriparbol szarmazo
tudomanyos publikaciok tovabba erdsitik egy cég piaci
megitélését is, hiszen tiikrozik a cég kutatdsdnak mindségét
(,,quality of science”). Osztalyunk is elkotelezett azirant,
hogy ne csak ipari kutatohelyként, hanem a lehetdségekhez
képest tudomanyos mihelyként is miikodjék. Nemcsak
meggy6z0désiink, de a napi tapasztalatunk is az, hogy ez
az — iparban korantsem mindenhol felvallalt — attitid a
mindennapi munkaban is olyan igényességet és innovativ
hozzaallast teremt, amely nélkil nem Ilehet igazdn
versenyképes és mindségi szerkezetkutatasi szolgaltatast
nyujtani.

4. Egy példa

A fentebb leirtak relevanciajat szamos olyan tudomanyos
kozlemény demonstralja, ami az osztalyon, illetve az
osztaly munkatarsainak kozremiikddésével az elmult 25
év soran sziiletett, és amelyekbdl itt most csak néhany
reprezentativ cikkre hivatkozunk.!>¢> Ebb6l kiemelendd
a 2-es hivatkozasban megadott konyv, ami a jelen cikk
szempontjabol a leginkabb aktualis, és amelyben tSbb
idevago esettanulmanyt is részletesen targyaltunk.>* Ezek
koziil most az alabbi jellemzdé példat ragadjuk ki, erdsen
roviditett valtozatban.”

A példa kémiai kontextusat a korai fazisu felfedezd kémiai
programok egyike adja — ezekben az a cél, hogy egy adott
molekulavazzal rendelkez0 vegytilet funkcios csoportjainak
szisztematikus modositasaval nagyszamu hasonld vegyiilet
keriiljon eldallitasra a hatas-szerkezet 0Osszefliggések
feltérképezése érdekében. A jelen példdban a molekulavaz
egy 3,4-diszubsztitualt anilidet tartalmaz kozépen, egy
aromas vagy alifas gylir(it az egyik oldalon, ¢és egy alifas
amint a masikon (1. Abra). Az X éltalanos képletii vazzal
kapcsolatban a vegyészek egyik feladata az R' csoport
modszeres valtoztatasa volt.

O_ 2
0 /Oi R
]
R
\O)I\NH ¢}

X CH,

1. Abra. Az X 4ltalanos képletii molekulavéz.

Az igy eldallitott molekulacsalad NMR vizsgalata
folyamatos nehézséget jelentett, mivel az amid csoport
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gatolt rotacioja folytan a jelek egy része rendkiviil
széles volt az '"H NMR spektrumokban - azaz egy NMR
szempontbol , baratsagtalan” molekulacsaladdal  volt
dolgunk, ahol a teljes NMR asszignidcidhoz minden
esetben hosszadalmas hémérsékletfiiggé méréseket kellett
volna végezni. A 2.2 pontban kifejtett okokbol kifolyolag,
a szerkezeti konfidenciaval kapcsolatos elvarasokat
csokkentve a vart szerkezetek verifikalasat leginkabb
a kisfelbontasi. MS-sel meghatarozott molekulatomeg
alapjan és a kémiai kontextusra tamaszkodva végeztiik
el, az '"H NMR spektrumnak mindossze annyi szerepet
szanva, hogy az ne mondjon ellent a vart szerkezetnek.
Ez a megkozelités nagyszamu megvizsgalt X szarmazék
esetében kényelmesnek, gyorsnak ¢s megbizhatonak
bizonyult, annal is inkabb, mert az R' csoport valtoztatasat
célzo kémiai reakciok is robosztusak voltak, tehat senki nem
vart semmilyen kémiai ,,meglepetést”. Ebben a helyzetben
a molekulacsalad egyik ,,devians” tagja ébresztett ra minket
ismét, hogy ez a rutin megkozelités milyen veszélyekkel
jarhat. A kovetkez6 tortént.

O\
cl o Cl [o] CgH12N
. CeHizN  foszgen )]\
NH o
C4H7N,0 HoN ? C4HeN;0 |
CH;

CHa
A=1

2. Abra. Az 1 szerkezet eléallitasat célzo reakcio.

A 2. é4bran bemutatott reakcioban (titkossagi okokbol
a molekulaképleteknek csak a targyalds szempontjabol
relevans részeit mutatjuk) az A-val jelolt vegyiilet keletkezett,
amelynek a kémiai megfontolasok alapjan vart szerkezete 1
volt. Ezt a vegyiiletet kiildték el a Szerkezetkutatasi osztalyra
gyors szerkezetverifikalas céljabol. A kisfelbontasu MS-
sel mért molekulatomeg teljes egyezésben volt 1 elméleti
molekulatdmegével, és a klératom is egyértelmiien
detektalhato volt az MS spektrumban. A molekulacsaladnal
megszokott modon, a szobahémérsékletii 'H NMR spektrum
meglehetdsen ,,ronda” volt, nehezen értelmezhetd széles
jelekkel, de ugyanakkor jol lathaté modon mutatta az 1
szerkezet néhany jellegzetes elemét (pl. az OCH, csoportot
¢és az aromas jeleket). Mindennek alapjan ugy itéltiikk meg,
hogy A szerkezete megfelel a vart 1-nek.

Eztkovetden a vegyész a 3. abran bemutatott, tetrahidrofuran
(THF) oldészerben végrehajtott reakcioban eldallitotta a 2
szerkezetiinek vart B vegytiletet, vagyis 1 kloratom nélkiili
analogjat.

o
o o SCeHiN
. CeHizN  foszgén )j\
NH o
C4HIN,O HoN 0 C4HsN20 I
CH;

B=2
3. Abra. A 2 szerkezet el8allitasat célzo reakcid.

Meglepé modon, B MS spektruma ugyancsak arra utalt, hogy
a molekula tartalmaz egy kloratomot, mi tobb, ugyanazt a
molekulatdmeget adta, mint A. Rdadasul B NMR spektruma
is azonosnak bizonyult A spektruméval. A problémara elsé
kozelitésben az tiintkézenfekvé megoldasnak, hogy avegyész
valdjaban vagy a 2 abran bemutatott reakcidt ismételte meg
azzal a céllal, hogy nagyobb mennyiségben allitsa el6 A-t,
azonban lefelejtette a klort a rajzrol a szerkezetvizsgalat-kérd
lapon, vagy pedig tévedésbol a 3. abra szerinti reakcioban

is a para-klor szubsztituenst tartalmazd aromas reagenst
hasznalta. Amikor kideriilt, hogy a vegyészek valoban a 3.
abran bemutatott reakcidt kivantak végrehajtani, résziikrol
az volt a kézenfekvd feltételezés, hogy a Szerkezetkutatasi
osztalyon torténhetett akaratlan mintacsere. Ezeket a
feltételezéseket kovetden egy ideig mindenki probalta
bizonyitani az igazat, €s csak ezutan (a lehetséges ,,mentalis
csapdakra” vald tekintettel) jutottunk el oda, hogy sajat
kezdeti premisszainkat megkérddjelezziik, és egyenként
feliilbiraljuk. Igy ujraértékeltiik azt a feltételezésiinket, hogy
»csak egy egyszerl” kapcsolasi reakcio jatszodhat le, és
bevetettiik a nagyfelbontasi MS és NMR technikak egész
sorat a szerkezetek pontos meghatarozasahoz.

A nagyfelbontdsu MS mérések azt mutattak, hogy bar
egy megdobbentd koincidencia folytdin A nominalis
molekulatdomege megfelel 1-nek, a mért pontostomegbdl
szamolt elemi Osszetétel C,,H,_ON,Cl-nak adodik,
ellentétben az 1 szerkezetnek megfeleld C,,H,,O,N,Cl elemi
Osszetétellel. Ez azt jelentette, hogy A szerkezete merGben

mas kell, hogy legyen, mint 1!

Az igen részletes és hosszadalmas, extrém nagy felbontasu
2D méréseket is alkalmazdo NMR analizis eredményeként
egyértelmiien igazolhatdo volt, hogy az A és B vegyiilet
is a 4. abran bemutatott (igencsak meglepd €s varatlan) 3
szerkezettel jellemezhetd.

(e}
C|\/\/\NJ\O/\/\CH3

O \)
H3C/\/\OJ\NH : :o
c';H3

A=B=3
4. Abra. A és B tényleges szerkezete.

A 3 szerkezet azt bizonyitja, hogy a kiindulasi vegyiiletek
egyike nem vett részt a 2. és 3. abran bemutatott reakciokban.
Ezzel szemben a butanol fragmens jelenléte 3-ban arra utal,
hogy az adott koriilmények kozott az oldoszerként hasznalt
THF felnyilhatott, és reaktivabbnak bizonyult a vartnal. Az
A vegyiiletben mért klor pedig valojaban a kapcsoloszerként
alkalmazott foszgénbdl szarmazott (5. Abra).

- ~0.
Cl o cl [} SCaHN
CeHioN
* o
e .
CsHzN20 HoN 0 C4HgN20 H\ |
| - T~ CHs
CHy

1 Q

\ c‘\/\/\N)J\O/\/\CHe
- ey
+ HJCMO)]\NH/@O 3
cocl, é "
/'

o ~__ © SCoHiN
CeHiN T~
+ S
CeH7N2O HoN o fn,o (\)
<HIN; aHeN
: 1 — T,
CH; 2

5. Abra. A tényleges reakciok.

Konnyen lehet, hogy A vegyiilet esetében az 1 szerkezet
helytelenségére nem deriilt volna fény, ha a vegyész nem
probaljamegaBvegyiiletetiseldallitani. Ezapéldaa,,mentalis
csapdak”™ egész tarhazat vonultatja fel, és jol mutatja, hogy
milyen konnyen lehet téves szerkezeti konkluzidkra jutni,
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illetve hogy ezek elkeriilésében milyen nagy szerepe van a
fentebb targyalt alapos nagymiiszeres vizsgalatoknak (még
akkor is, ha ez els6 latasra indokolatlannak tlinhet).

5. Osszefoglalas

A fentiekben vazlatos képet nyujtottunk arrdl, hogy
milyen sokrétli és komoly kihivasokkal teli elvarast
tdmaszt a modern gyogyszeripar a kismolekulas NMR
és MS szerkezetvizsgalatokkal szemben. Ravilagitottunk
arra, hogy az a sz6, hogy ,szerkezetmeghatarozas”
valdjaban mennyi komplexitast takar, és mennyi dilemmat
vethet fel mind a szerkezetvizsgald analitikus részérdl,
mind pedig intézményi szinten. Targyaltuk a szerkezeti
konfidencia és jellemezhetdség problematikajat, ramutatva
arra, hogy még a legmodernebb szerkezetvizsgalati
moédszertani  eszk6zO0k birtokaban is milyen konny(
tévedni a szerkezetmeghatarozasban. Ezt -elkeriilendd,
altalanos elvként az fogalmazhat6 meg, hogy a megfeleld
spektroszkopiai szaktudast adottnak véve torekedniink
arra, hogy minél bdségesebb ¢és minél jobb mindségl
kisérleti adatokat gytjtsiink be (tapasztalataink alapjan,
megfelelden jo és nagyérzékenységli spektrométerek esetén
az ezzel jard extra mérési id6 nem annyira szamottevo,
mint amennyi nyereséget ez a megkozelités hoz a
szerkezeti konfidencia és a jellemezhet6ség tekintetében).
Ugyancsak fontos, hogy elkeriiljiik az adat-értelmezéshez
kotheté ,,mentalis csapdakat”. Bemutattuk, hogy mik
azok a fontosabb miikddéi elvek, amelyek mentén a
Richter Szerkezetkutatasi osztalya megprobal ezeknek a
kihivasoknak megfelelni munkafilozéfia, miszerezettség,
és emberieréforras tekintetében. Ezzel kapcsolatosan
targyaltuk a ,holisztikus™ szerkezetkutatas, legf6képpen az
NMR és MS egyiittmiikodésének sziikségességét is. Ezeket
az elveket egy konkrét, tanulsagos és izgalmas példan
keresztiil illusztraltuk.
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Structure elucidation by NMR spectroscopy and mass
spectrometry at Gedeon Richter

In this article we have outlined the manifold challenges and
expectations that are present in today’s NMR- and MS-based small-
molecule structure elucidation in the pharmaceutical industry.
As we have argued, in practice the seemingly simple phrase
”structure elucidation” hides many complexities and can involve
several difficulties in terms of the employed modus operandi of
structural investigations within a pharmaceutical company. In
particulr, for any given structural problem the intended level of
NMR and MS characterization (giving an NMR peak list or a
full NMR assignment based on absolute methods such as two-
dimensional experiments, providing low- or high-resolution MS,
etc.), the intended depth of the investigation (stereochemistry,
dynamical features, etc.), and the intended level of confidence in
the correctness of a structural claim (quick but lower-confidence
structure verification versus more time consuming in-depth
structural proof), are serious dilemmas whose risks and benefits
must be well understood and addressed by both the analyst and the
institution. This understanding should be the basis of how structure
elucidation is embedded into the research strategies of a company,
and what instrumental and human resources are allocated to this
task. The answers to these questions are far from self-evident, and
herein we have highlighted the main concepts according to which
small-molecule structural research is organized at Gedeon Richter.
As a particularly interesting, important, but generally not properly
appreciated issue, we have pointed out how easily even highly
skilled experts may come to an erroneous structural conclusion,
even when having the most modern NMR and MS instrumental
capabilities at hand. The reasons behind being prone to making such
errors are related to the so-called “mental traps”, which are amply
discussed in reference 2. In order to avoid such errors, as a general
rule one should strive to acquire as much high-quality experimental
data as possible (according to our experiences, with high-end,
highly sensitive spectrometers the extra measurement time
elicited by this approach is affordable, and it increases the level of
confidence and characterizability significantly). We have discussed
the five main principles according to which the Spectroscopic
Research Department of Gedeon Richter tries to handle these
challenges in terms of working philosophy, instrumentation, and

human resources. One key feature of that philosophy is centralized
service: we provide structure-determination service for the whole
company, from supporting medicinal chemistry projects through
scale-up and metabolite identification as well as production
related structural issues such as impurity profiling. This means
that the same analyst can follow the lifecycle of a given molecule
and its related derivatives, which greatly increases efficiency
and confidence. In particular, one should note that while in their
synthetic-chemistry stage, the submitted samples are usually pure
and not significantly mass-limited, thus they are “NMR- and MS-
friendly”. However, structurally related metabolites and trace
impurities can be “unfriendly” due to being seriously mass-limited
and impure, providing only “fuzzy” experimental data that is more
difficult interpret. In such cases possessing a prior and secure
spectral knowledge on the pertinent family of molecules can prove
to be crucial. Secondly, Richter employs full-time NMR and MS
spectroscopists, which has proven time and again to be a great asset
in terms of avoiding error by the benefits of an independent and
professional “analytical eye”. Thirdly, we place great emphasis
on using a “holistic” analytical approach to all small-molecule
structural problems. This means, on the one hand, the recording of
at least the most basic two-dimensional NMR experiments for each
sample so as to secure the spectral assignments and to minimize the
possibility of structural misassignment. On the other hand, it entails
the concerted use of both NMR and MS for each problem. In our
experience, the practice of cross-checking structural deductions as a
default mode of action by these orthogonal methods, and resolving
any conflicting inferences (which happens quite often) before
finalizing the result, is absolutely essential for high-confidence
structure determination. Fourthly, we stress the importance of using
state-of-the-art NMR and MS spectrometers that provide high-
quality and abundant experimental data in the shortest possible
time. In certain cases, particularly when dealing with “unfriendly”
samples, such data abundancy can be essential in order to reduce the
number of alternative structures that may be consistent (often in an
unrecognized manner) with a more limited set of data. Fifthly, we
pointed out the importance of being dedicated to science in terms of
active publishing (as much as this is possible in the pharmaceutical
industry) and following the literature in order to maintain the vigor
for innovation and the dedication toward scientifically meticulous
thought. All this was demonstrated through an intriguing real-life
example.
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