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c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnigtych wynikoéw wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Wstep

Stale postacie lekow, takie jak tabletki, kapsulki czy drazetki, sa najbardziej
popularnymi z dostepnych na rynku produktow leczniczych. Wynika to glownie z
doktadnego, a jednoczes$nie tatwego sposobu dawkowania oraz wygodnego transportu i
przechowywania; rowniez trwato§¢ substancji aktywnych jest wigksza w produktach
leczniczych o statej postaci. W przypadku omawianych form leku, mozliwe jest rowniez
modyfikowanie procesu uwalniania i projektowanie formulacji o okre$lonym profilu
farmakokinetycznym; zwykle jest to osiggane poprzez zastosowanie odpowiednich substancji
pomocniczych lub/i formy polimorficznej substancji aktywnej. Jednym z kierunkéw rozwoju
nauk farmaceutycznych jest opracowywanie metod analitycznych pozwalajgcych na analizg
jakosciowg 1 iloSciowg sktadnikow bezposrednio w preparatach farmaceutycznych, bez
koniecznosci ich izolacji. Ma to kluczowe znaczenie nie tylko w przypadku kontroli procesu
produkcyjnego, ale jest istotne takze w badaniach stabilnoSci substancji aktywnej, czy
identyfikacji sfatszowanych produktéw leczniczych w formie statej. Rowniez z punktu
widzenia prawa patentowego, wazne jest okreslenie formy polimorficznej substancji czynnej
wystepujacej bezposrednio w produkcie leczniczym. W przypadku metod analitycznych, w
ktérych niezbgdne jest rozpuszczenie probki, dane okreslajace forme¢ polimorficzng substancji
leczniczej zostaja utracone, rowniez informacje dotyczace sktadu matrycy leku moga by¢
niepelne (czgsto w procesie formulacji wykorzystuje si¢ trudno rozpuszczalne polimery).
Metody pozwalajace na bezposrednig analize produktow leczniczych umozliwiajg takze
badanie oddziatywania substancji aktywnych z substancjami pomocniczymi, co moze
bezposrednio wptywa¢ na profil uwalniania oraz stabilno$¢ danego preparatu
farmaceutycznego. Wspomniane techniki analityczne moga by¢ wykorzystanie migdzy
innymi w projektowaniu nowoczesnych postaci lekow. Z powyzszych wzgledow, w analizie
farmaceutycznej coraz czesciej wykorzystuje si¢ metody umozliwiajagce badanie probek
bezposrednio w fazie stalej, do ktorych naleza m.in. spektroskopie oscylacyjne, tj.
spektroskopia w podczerwieni (IR) i spektroskopia Ramana, oraz dyfraktometria proszkowa
(PXRD). Jedng z technik o olbrzymim potencjale badawczym, ktéra do tej pory rzadko byta

wykorzystywana w badaniach farmaceutycznych statych postaci leku, jest spektroskopia
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magnetycznego rezonansu jadrowego w fazie statej (SSNMR, ang. Solid-State Nuclear
Magnetic Resonance).

Spektroskopia NMR w badaniach probek roztworowych =znalazta powszechne
zastosowanie w analizie farmaceutycznej. Czgsto stanowi ona podstawowa technike shuzaca
do identyfikacji i analizy strukturalnej zwigzkow chemicznych, zaréwno tych uzyskanych na
drodze syntezy, jak i izolowanych zwigzkéw pochodzenia naturalnego. Coraz powszechniej
wykorzystywana jest w badaniach strukturalnych uktadow makromolekularnych, takich jak
biatka [1] czy DNA, a takze w projektowaniu nowych substancji leczniczych [2]. Technike
dyfuzyjnego NMR (DOSY, ang. Diffusion Ordered Spectroscopy), polegajaca na
rozseparowaniu widm H NMR poszczegolnych skladnikéw mieszanin pod wzgledem
wartosci wspoOtczynnikéw dyfuzji, mozna wykorzystaé zar6wno w badaniach gotowych
produktow leczniczych, jak i produktow nielegalnych [3,4]. O ile techniki spektroskopii NMR
w roztworze znalazly szerokie zastosowanie W farmacji, wydaje sie, ze spektroskopia NMR w
fazie stalej jest nadal niedoceniang technika 0 ogromnych mozliwosciach aplikacyjnych,

szczegblnie w przypadku badania obiektow w stanie statym.

Spektroskopia NMR w fazie stalej

Spektroskopia NMR bazuje na zjawisku oddzialywania spinu jadrowego z
zewnetrznym polem magnetycznym (oddzialywanie Zeemana). Najczesciej w badaniach
SSNMR wykorzystuje si¢ izotopy pierwiastkow, stanowigcych podstawowy budulec materii
organicznej, dla ktorych jadrowa liczba spinowa wynosi | = %, tj. *H, **C, °N, *!P. Szeroki
zakres mozliwosci zastosowania tej techniki wynika z tego, ze na ksztalt rejestrowanego
widma wptywaja rowniez efekty, wynikajace z oddziatywan spinéw jadrowych pomigdzy
sobg (sprzezenia typu spin-spin) oraz oddzialywania zewnetrznego pola magnetycznego z
gestoscig elektronowa w otoczeniu danego jadra. To ostatnie zjawisko, zwane ekranowaniem,
skutkuje réznicowaniem potozenia sygnatow w widmie NMR.

W widmach NMR probek roztworowych, szybkie ruchy molekularne prowadza do

usrednienia poszczegdlnych wktadow do hamiltonianu, w wyniku czego obserwujemy tylko

! Kay L.E.: NMR studies of protein structure and dynamics. J. Magn. Res. 2005, 173, 193.

2 Campos-Olivas R.: NMR screening and hit validation in fragment based drug discovery.
Curr. Top. Med. Chem. 2011, 11, 43.

® Balayssac S., Gilard V., Delsuc M.A., Malet-Martino M.: DOSY NMR, a new tool for fake
drug analyses. Spectrosc. Eur. 2009, 21, 10.

* Holzgrabe U., Malet-Martino M.: Analytical challenges in drug counterfeiting and
falsification-The NMR approach. J. Pharm. Biomed. Anal. 2011, 55, 679.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090780704003854
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos-Olivas%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20809889
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20809889
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holzgrabe%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21232896
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malet-Martino%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21232896
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21232896
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21232896
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izotropowa warto$¢ przesuni¢gcia chemicznego oraz sprzezenie J (nazywane kiedy$
sprzezeniem skalarnym). W przypadku probek w fazie stalej zahamowanie ruchow
molekularnych prowadzi do odbudowania pelnego hamiltonianu oddziatywan, w efekcie
czego obserwujemy znaczne poszerzenie sygnatu w widmie, czgsto przekraczajace jego
zakres spektralny. W celu zawezenia linii w widmie NMR ciala stalego wykorzystuje si¢
specjalng technik¢ zwang wirowaniem pod katem magicznym (MAS — ang. Magic Angle
Spinning) [5]. Polega ona na szybkim wirowaniu probki pod odpowiednim katem wzgledem
zewnetrznego pola magnetycznego. W przypadku, gdy kat ten wynosi 54°, nastepuje znaczne
zawezenie linii, wynikajace z fizycznego usrednienia tensora anizotropii przesunigcia
chemicznego do wartosci izotropowej oraz redukcji oddziatywan dipolowych. Sondy
standardowo stosowane do pomiarow w ciele statym umozliwiaja rotacje z czestotliwoscia do
15 kHz; jest to jednak czegsto niewystarczajgce do calkowitego wyeliminowania sprzezen
dipolowych, szczegolnie w przypadku oddzialywan z jadrami atoméw wodoru. Dlatego tez w
trakcie zbierania sygnatu wykorzystuje si¢ dodatkowo odsprzeganie wspomnianych
oddziatywan z wykorzystaniem impulsoéw o wysokiej mocy.

Technikg najczes$ciej wykorzystywang w pomiarach widm NMR w fazie statej dla
jader o matej abundancji (zawartos$ci izotopowej) i1 niskim wspotczynniku giromagnetycznym
takich jak np. *C czy N jest tzw. polaryzacja skrosna (CP, ang. cross-polarization).
Wspomniana metoda bazuje na tym, ze do generowania odpowiednich koherencji
wykorzystuje si¢ transfer polaryzacji, zamiast bezposredniego ich wzbudzania. Jadrami, ktore
ulegaja bezposredniemu wzbudzeniu w eksperymencie CP, sg najczesciej - charakteryzujace
sic wysoka abundancja i wysokim wspélczynnikiem giromagnetycznym - jadra wodoru *H.
Nastepnie, przez zastosowanie odpowiednich impulsow, nastepuje transfer polaryzacji do
jader dla ktorych rejestruje sie¢ widmo NMR. Czas, w ktorym nast¢puje przeniesienie
polaryzacji - nazywany czasem kontaktu (tcp) - jest jednym z kluczowych parametrow, ktory
ustala si¢ przygotowujac rejestracje widma. Zalezno$¢ intensywnosci sygnatu w widmie CP
MAS NMR od czasu kontaktu opisuje kinetyka polaryzacji skrosnej [6]. Wysokosé¢
obserwowanego sygnatu w widmie rosnie wraz z wydluzaniem czasu kontaktu, osiggajac w
pewnym momencie maksymalng wartos¢. W przypadku widm *C NMR omawiane

maksimum obserwujemy dla czasu kontaktu wynoszacego okoto 2 ms, natomiast w

® Polenova T., Gupta R., Goldbourt A.: Magic angle spinning NMR spectroscopy: a versatile
technique for structural and dynamic analysis of solid-phase systems. Anal. Chem. 2015, 87,
5458.

® Kolodziejski W., Klinowski J.: Kinetics of cross-polarization in solid-state NMR: a guide
for chemists. Chem. Rev. 2002, 102, 613.


http://pubs.acs.org/author/Polenova%2C+Tatyana
http://pubs.acs.org/author/Gupta%2C+Rupal
http://pubs.acs.org/author/Goldbourt%2C+Amir
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przypadku widm N NMR dla okoto 5 ms. Wspomniana warto$¢ silnie zalezy od wielkosci
sprzezenia dipolowego pomiedzy najblizszymi atomami wodoru, a obserwowanym jadrem.
Dalsze wydtuzanie czasu kontaktu prowadzi do zmniejszania intensywnos$ci sygnatu w
widmie NMR, a zanik ten jest eksponencjalny ze stata czasowa Ty Warto$¢ parametru T
jest najczesciej charakterystyczna dla danej substancji i w duzej mierze zalezy od jej
krystaliczno$ci. Dla zwigzkow amorficznych omawiana stala czasowa ma zwykle znacznie
wiekszg warto$¢ (Szybszy zanik sygnatu) niz dla substancji krystalicznych (wolniejszy zanik
sygnalu). Przykladowy przebieg tej =zalezno$ci dla sygnalu w widmie laktozy i

hydroksyetylocelulozy (HEC) przedstawia rysunek 1.
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Rys. 1. Zaleznoé¢ intensywnosci sygnatu od czasu kontaktu w widmie *C CP MAS NMR

krystalicznej laktozy bezwodnej oraz amorficznej hydroksyetylocelulozy.

Rejestrujgc widma CP MAS NMR najczgsciej optymalizuje sie czas kontaktu tak, aby
uzyska¢ maksymalng intensywnos¢ sygnaléw w widmie; w przypadku widm **C NMR jest to
zwykle wartos¢ w granicach 1 - 2 ms.

Z fizycznego punktu widzenia, transfer polaryzacji wykorzystywany w sekwencji CP,
opisywany jest jako proces relaksacji zachodzacy z wyréwnaniem temperatur spinowych

pomiedzy spinami jadrowymi atomoéw wodoru — ktore ulegaja bezposredniemu wzbudzeniu —
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a spinami jader dla ktérych rejestrujemy widmo NMR. Matematycznie zalezno$é

intensywnosci sygnatu w widmie CP od czasu kontaktu opisywana jest funkcja:

_Tt —t __?’t+_t2
1(t) = Iye™r [1 = neTer — (1= N)e2Tar 277

lo— wielko$¢ odpowiadajaca ilosci jader sktadajacych si¢ na dany sygnat w widmie;
T, — stata czasowa opisujaca efektywnos¢ heteronuklearnego transferu polaryzaciji;
Tqf — stata czasowa opisujaca efektywnosé dyfuzji spinowej pomiedzy jadrami *H;

T! o~ czas relaksacji spinowo-sieciowe;j dla jader 'H w warunkach ujarzmionych spinow;
A — stala charakteryzujaca otoczenie chemiczne, dla °C A = ﬁ , gdzie n jest rzedowoscia

danego atomu wegla,;

State czasowe T, I Ty majg kluczowy wplyw na etap narastania sygnatu w widmie
przy krotkich czasach kontaktu. Przy dluzszych czasach kontaktu, gdy obserwujemy zanik
intensywnosci sygnatu, zalezno$¢ ta jest determinowana przez statg czasowa Tq, ktora zalezy
zarowno od uporzadkowania molekularnego, jak i dynamiki uktadu. Wyznaczenie
poszczegolnych parametrow kinetyki polaryzacji skrosnej polega na statystycznym
dopasowaniu powyzszej funkcji do serii punktéw eksperymentalnych odpowiadajacych

intensywnosci sygnalu w widmach zarejestrowanych przy roznych czasach kontaktu.

Zastosowanie NMR w fazie stalej w badaniach farmaceutycznych

Spektroskopia NMR w fazie stalej znalazta szerokie zastosowanie w badaniach
chemicznych i materialowych. Coraz czeSciej wykorzystywana jest rowniez w farmacji [7,8].
Wiodacym kierunkiem jest w tym przypadku identyfikacja i analiza struktur krystalicznych

zwigzkoéw o aktywnosci farmakologicznej [9,10]. Pozwala ona nie tylko identyfikowa¢ formy

" Holzgrabe U., Wawer 1., Diehl B.: NMR spectroscopy in pharmaceutical analysis. Wyd. 1.
Amsterdam, Elsevier, 2008.

® Paradowska K., Wawer . : Solid-state NMR in the analysis of drugs and naturally occurring
materials. J. Pharm. Biomed. Anal. 2014, 93, 27.

® Pindelska E., Szeleszczuk L., Pisklak D.M., Majka Z., Kolodziejski W.: Crystal structures of
tiotropium bromide and its monohydrate in view of combined solid-state nuclear magnetic
resonance and gauge-including projector-augmented wave studies. J. Pharm. Sci. 2015, 104,
2285.

19 pindelska E., Szeleszczuk L., Pisklak D.M., Mazurek A., Kolodziejski W.: Solid-state
NMR as an effective method of polymorphic analysis: solid dosage forms of clopidogrel
hydrogensulfate. J. Pharm. Sci. 2015, 104, 106.
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polimorficzne [11] czy okres$la¢ stopien krystalicznosci probki, ale rowniez badaé
oddziatywania inter- i intramolekularne w fazie statej. Ogromnym wsparciem w analizie
widm NMR w ciele statym sg techniki obliczeniowe chemii kwantowej, ktore pozwalaja
okresli¢ potozenie sygnatu w widmie oraz oszacowac¢ wplyw otoczenia chemicznego i zmian
konformacyjnych na wartosci przesunigcia chemicznego w widmach NMR [12]. Potaczenie
obu tych technik coraz czeSciej wykorzystuje si¢ do okreslenia struktury krystalicznej
uktadow molekularnych, dla ktorych niedostepne sg dane rentgenostrukturalne. Omawiane
podejscie nazywane jest krystalografig NMR 1 moze stanowi¢ alternatywe dla klasycznych
technik  rentgenograficznych. Wspomniana technika jest réwniez coraz szerzej
wykorzystywana w badaniach oddziatywan zwigzkéw aktywnych z innymi uktadami
molekularnymi, takimi jak cyklodekstryny [13] czy uktady mezoporowate [14]. Kierunek
omawianych badan zwigzany jest najczesciej z poszukiwaniem nowych no$nikow substancji
aktywnych lub projektowaniem lekow o kontrolowanym uwalnianiu. Ogromne mozliwosci
badawcze wspomnianej metody tkwiag w tym, ze w przypadku spektroskopii NMR kazdemu
atomowi w analizowanej czasteczce mozna przypisa¢ pojedynczy sygnat w widmie NMR,
ktorego potozenie silnie zalezy nie tylko od charakteru chemicznego, ale rowniez od
oddzialywan w jakie jest zaangazowany.

Wydaje si¢, ze bardzo duzy potencjat analityczny spektroskopii NMR w fazie statej
polega na mozliwosci wykorzystania omawianej metody w badaniach gotowych produktow
leczniczych. Do tej pory jednak opublikowanych zostalo niewiele prac zwigzanych z ta
tematyka. W pracy przegladowej z 2014 roku, dotyczacej zastosowania spektroskopii NMR w
ciele statym w badaniach farmaceutycznych [15], temat badania gotowych postaci lekow
zostal ograniczony do jednej strony tekstu (na 49 stron omawianej publikacji) oraz

zacytowanych szesciu pozycji literaturowych (ze 126 pozycji cytowanych), z ktorych dwie sg

! Harris R.K.: Applications of solid-state NMR to pharmaceutical polymorphism and related
matters. J. Pharm. Pharmacol. 2007, 59, 225.

2 Dudenko D.V., R. Yates J.R., Harris K.D. Brown S.P.: An NMR crystallography DFT-D
approach to analyse the role of intermolecular hydrogen bonding and m—mr interactions in
driving cocrystallisation of indomethacin and nicotinamide. Cryst. Eng. Comm. 2014, 15,
8797.

3 Garnero C., Chattah A.K., Longhi M.: Improving furosemide polymorphs properties
through supramolecular complexes of B-cyclodextrin. J. Pharm. Biomed. Anal. 2014, 95, 139.
14 Skorupska E., Jeziorna A., Paluch P., Potrzebowski M.J.: Ibuprofen in mesopores of mobil
crystalline material 41 (MCM-41): a deeper understanding. Mol. Pharm. 2014, 11, 1512.

> Monti G.A., Chattah A.K., Linck Y.Y.: Solid-state nuclear magnetic resonance in
pharmaceutical compounds. Annu. Rep. NMR Spectrosc. 2014, 83, 221.
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czescig niniejszego cyklu habilitacyjnego. Swiadczy to o tym, ze tematyka zwiazana z
zastosowaniem spektroskopii NMR w ciele statym w badaniach gotowych form lekow byta
do tej pory niedoceniana w aspekcie praktycznego wykorzystania w badaniach naukowych i

przemystowych.

Cel badawczy

Celem badawczym przedstawionego cyklu habilitacyjnego byla analiza mozliwosci
wykorzystania spektroskopii *C NMR w fazie stalej w badaniach gotowych form lekéw
oraz opracowanie technik pozwalajacych na wykorzystanie wspomnianej techniki w
przypadku analizy produktow leczniczych o niskiej zawartosci procentowej substancji

czynnej.

Wiekszo$¢ substancji leczniczych i pomocniczych stosowanych w procesie formulacji
leku stanowig zwigzki organiczne. Z tego wzgledu, w analizie gotowych produktow
leczniczych, mozna z powodzeniem stosowaé rezonans wegla — **C. Omawiana technika ma
wiele zalet w stosunku do rezonansu innych jader magnetycznych. Szeroki zakres przesunig¢
chemicznych pozwala na lepsze (niz w widmach *H NMR) rozdzielenie sygnatow, natomiast
niewielki wspotczynnik giromagnetyczny jader B¢ ogranicza efektywnos$¢ oddzialywan
dipolowych (wiaze si¢ to ze zwegzeniem linii w widmie). Dodatkowo, niewielka abundancja
(okoto 1%) eliminuje konieczno$¢ stosowania homonuklearnego odsprzggania w trakcie
akwizycji widm. Zastosowanie rezonansu *H NMR, mimo znacznie wyzszej czulosci, W
przypadku rejestracji widm w ciele stalym jest ograniczone ze wzgledu na wysoka
abundancj¢ oraz wysoki wspotczynnik gyromagnetyczny i wynikajaca z tego znaczng
szerokos¢ linii w widmie NMR, czgsto znacznie przekraczajaca zakres spektralny widma.
Zastosowanie techniki rezonansu azotu - *°N ograniczone jest do zwiazkéw zawierajacych w
strukturze atomy azotu. Dodatkowo, duzo nizsze wartosci wspotczynnika giromagnetycznego
oraz abundancji - w poréwnaniu do izotopu “*C - drastycznie obnizaja czulo$é takiego
pomiaru, co wigze si¢ z duzo dluzszym czasem pomiarowym koniecznym do rejestracji
widma. Z tego powodu, spektroskopia *C CP MAS NMR zostata wybrana przeze mnie jako
optymalna technika do badania gotowych produktow leczniczych.

Do cyklu habilitacyjnego wiaczono seri¢ szeSciu oryginalnych petotekstowych

artykutow (H-1 — H-6), omoéwionych ponize;j.
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H6. *H, *C, ®N NMR analysis of sildenafil base and citrate (Viagra) in solution, solid
state and pharmaceutical dosage forms;

I. Wawer*, M. Pisklak, Z. Chilmonczyk, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
38, 865-870, 2005.

Celem pracy byta petna analiza spektroskopowa *H, **C oraz >N NMR sildenafilu w
postaci zasady oraz soli (cytrynian sildenafilu). Wspomniana substancja lecznicza w postaci
cytrynianu wystepuje W produkcie leczniczym, dostepnym pod nazwag handlowg Viagra
(Pfizer). Na podstawie widm *H i **C NMR oraz korelacyjnych 2D NMR zarejestrowanych w
DMSO-dg, przypisano sygnalty czystej substancji w widmach roztworowych. Nastepnie,
zarejestrowano widma **C oraz °N CP MAS NMR w ciele statym dla obu form (wolna
zasada i sol). Roznice przesunig¢ chemicznych *C NMR w fazie stalej pomiedzy obiema
formami sa niewielkie; w przypadku widm sildenafilu w formie soli widoczne byly
dodatkowe sygnaty pochodzace od czasteczki cytrynianu. Brak roznic W przesunieciach
chemicznych obu form wynikajacych z efektu protonowania, moze §wiadczy¢ o tym, ze
zwigzek ten wystepuje w formie kokrysztatu. Dla obu probek wykonano pomiary kinetyki CP
I wyznaczono parametry kinetyczne. Wykazano, ze obie formy znacznie roéznig si¢ pod
wzgledem czasow relaksacji Tyq. Zarejestrowano réwniez widma 3C CP MAS NMR dla
tabletek Viagra 100 mg, Viagra 50 mg oraz Viagra 25 mg. W zarejestrowanych widmach
mozna byto zidentyfikowa¢ sygnaty pochodzace od substancji czynnej i potwierdzié, ze W
badanej formulacji wystepuje ona w formie cytrynianu sildenafilu. Mimo, ze dominujace
sygnaly w widmie pochodzity od celulozy mikrokrystalicznej, jej zakres spektralny naktadat
si¢ tylko na dwa sygnaly pochodzace od sildenafilu co pozwalato na przypisanie pozostatych
sygnatow substancji czynnej. Pomocne w tym byto zarejestrowanie widma B¢ cP MAS
NMR z filtrem dipolowym (ang. dipolar-dephase), ktéry pozwolit na wyttumienie w widmie
sygnatow atoméw wegla drugo- i trzeciorzedowych. Dla tabletek zarejestrowano rowniez
dodatkowe widma, stosujac dituzsze czasy kontaktu. Okazalo si¢, ze jego wydtuzenie
prowadzi do efektywnego zwigkszenia stosunku intensywnosci sygnatow substancji czynnej
w poréwnaniu do sygnatéw celulozy. Jest to wynikiem roznic w parametrach kinetyki CP
pomig¢dzy oboma sktadnikami formulacji (sildenafilem oraz celuloza) i swiadczy 0 tym, ze
tabletki - mimo réznych procesow stosowanych podczas wytwarzania - stanowig uktad
heterogeniczny pod wzgledem fazowym. Porownanie widm zarejestrowanych dla
poszczegdlnych dawek sildenafilu w tabletkach nie wykazato Zadnych réznic w zakresie
intensywnosci sygnatow, co dowodzi, ze poszczegdlne produkty roznig si¢ glownie masg

tabletki. Niestety, ze wzgledu na 6wczesny brak na rynku farmaceutycznym (w czasie
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prowadzonych badan) generycznych odpowiednikéw Viagry o réznych zawartosciach
substancji czynnej, nie mozna byto wykorzysta¢ tej metody do analizy ilo$ciowej substancji
czynnej w tabletce. Wykazano natomiast, ze spektroskopiec NMR w fazie stalej mozna
zastosowa¢ w badaniach jakosciowych produktow leczniczych oraz, ze pozwala ona zaréwno

zidentyfikowa¢ substancje czynna, jak i okresla¢ sktad matrycy leku.

H5. Application of *C CP MAS NMR for qualitative and quantitative characterization
of carvedilol and its commercial formulations;

M.A. Zielinska—Pisklak*, D.M. Pisklak, I. Wawer, Journal of Pharmaceutical Sciences, 5,
1763 - 1772, 2012.

Celem pracy byta analiza gotowych produktow leczniczych zawierajacych w sktadzie
substancj¢ czynng, karwedilol. Zarejestrowano widma BC CP MAS NMR dla czystej
substancji czynnej oraz sze$ciu produktow zarejestrowanych na polskim rynku i
zawierajagcych wspomniang substancje czynng, pochodzacych od roéznych producentow:
Carvedilol-Teva (Teva), Dilatrend (Roche), Coryol (Krka), Carvedilol-Rathiopharm
(Rathiopharm), Vivacor (Anpharm) oraz Carvedigamma (Worwag Pharma). W celu
ograniczenia probleméw z czuto$cig pomiaru, do rejestracji widm wybrano formulacje
zawierajace najwyzsza dostepna na rynku dawke karwedilolu (25 mg). Sygnaty w widmie **C
CP MAS NMR czystego karwedilolu zostaly przypisane na podstawie standardowego widma
BC NMR w roztworze oraz widma z zastosowaniem filtra dipolowego. Pomimo ze w
zarejestrowanych widmach tabletek dominujace sygnaty pochodzity od substancji
pomocniczych, mozna bylo jednoznacznie zidentyfikowaé substancje czynng. Wyijatek
stanowity jedynie tabletki Carvedigamma, dla ktorych sygnatly substancji czynnej w widmie
3C CP MAS NMR byly bardzo niskie. Poszczegélne produkty roznily sie nie tylko
intensywnoscia, ale rowniez potozeniem sygnaléw substancji pomocniczych w widmie.
Swiadczy to 0 réznym, zaréwno pod wzgledem jakosciowym, jak i ilosciowym, sktadzie
chemicznym postaci leku. Na podstawie polozenia sygnaldéw oraz poszczegolnych
charakterystyk produktéow leczniczych (CHPL) zidentyfikowano substancje pomocnicze
wchodzace w sktad matrycy kazdego z lekéw. Byly to gtownie laktoza, sacharoza i kolidon.
Nastepnie dla kazdej z tych substancji zarejestrowano widma 3C CP MAS NMR i poréwnano
z widmami tabletek. Analiza wykazata, ze w kazdej z tabletek wystepowata laktoza, w
wickszosci formulacji wystepowal rowniez kolidon, ale intensywnos¢ jego sygnatow rdznita

si¢ znacznie pomig¢dzy poszczegdlnymi produktami. Najwiecej kolidonu znajdowato w
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produkcie Dialtrend, zas w widmach Vivacor nie znaleziono sygnatow kolidonu, za to
zidentyfikowano intensywne sygnaty pochodzace od laurylosiarczanu sodu. W tabletkach
Dilatrend, Coryol oraz Carvedilol-Rathiopharm dodatkowo wystepowaty waskie Sygnaty
pochodzace od sacharozy. Uzyskane wyniki byty w petni zgodne z charakterystyka kazdego z
produktow leczniczych. Swiadczy to o tym, ze na podstawie analizy widm *C CP MAS
NMR mozna zidentyfikowaé, poszczegdlne substancje pomocnicze wchodzace w sktad
matrycy leku bez potrzeby ich izolacji, za$ roznice pod wzgledem ich sktadu, mozna
wykorzysta¢ rowniez w celu identyfikacji wytworcy danego produktu. W tym przypadku
widma *C CP MAS NMR moga stanowi¢ swoisty ,,fingerprint” odpowiadajacy konkretnemu
produktowi leczniczemu. Widma zarejestrowane dla tabletek Carvedilol-Rathipoharm,

Carvedigamma oraz Vivacor przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Widma **C CP MAS NMR tabletek Carvedilol-Rathipoharm (A), Carvedigamma (B)
oraz Vivacor (C) z zaznaczonymi sygnatami substancji pomocniczych (K- kolidon, L-laktoza

jednowodna, S- sacharoza, C- celuloza mikrokrystaliczna, - laurylosiarczan sodu).
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Postanowitem réwniez wykorzysta¢ zarejestrowane widma NMR do o0szacowania
zawartosci poszczegolnych substancji w tabletkach na podstawie intensywnos$ci sygnatow w
widmach *C CP MAS NMR. Niestety mozliwe to bylo tylko dla substancji czynnej
(karwedilolu), gdyz sktad ilosciowy substancji pomocniczych nie byt ujety w charakterystyce
produktu leczniczego. Parametry takie jak wielko$¢ i masa tabletek roznity si¢ znacznie
pomiedzy produktami pochodzacymi od roéznych wytworcow, a co za tym idzie, rowniez
zawarto$¢ procentowa substancji czynnej w kazdej tabletce byta inna. Na podstawie masy
tabletek wyznaczono procentowsg zawartos¢ substancji czynnej w masie tabletkowej i
warto$ci te skorelowano z intensywnoscia wybranych sygnatow w widmie NMR,
pochodzacych od substancji czynnej. Uzyskano wspotczynniki korelacji na poziomie r = 0,99,
ale niestety wspomniane korelacje nie przebiegaty przez poczatek uktadu wspotrzednych. W
efekcie tego zerowa intensywnos$¢ sygnatu odpowiadala dodatniej zawartoSci substancji
czynnej na poziomie okoto 5%, a im nizsza byla jej zawarto$¢ procentowa w masie
tabletkowej, tym wigksza byla rozbieznos¢. Po przeanalizowaniu omawianego efektu,
powigzano go z szumem pomiarowym. Okazato sie, ze odczytywana intensywnos$¢ sygnatu
pochodzacego od substancji leczniczej zawierala dodatkowy wktad, wynikajacy z obecnosci
szumoéw w widmie, spowodowanych z kolei wystepowaniem intensywnych sygnatow
substancji pomocniczych. Wydaje si¢ wigc, ze o ile oszacowanie zawartoSci substancji na
podstawie intensywnosci sygnatow w widmie *C CP MAS NMR jest mozliwe, 0 tyle
dokladna analiza ilosciowa wymaga zastosowania technik pozwalajagcych na wytlumienie
intensywnych sygnatéw substancji pomocniczych, szczegdlnie w przypadku lekow o niskiej

zawarto$ci substancji czynne;.

H4. ¥*C cross-polarization magic-angle spinning nuclear magnetic resonance analysis of
the solid drug forms with low concentration of an active ingredient-propranolol case;
D.M. Pisklak*, M.A. Zielinska-Pisklak, L. Szeleszczuk, I. Wawer, Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, 93, 68 - 72, 2014.

Wykorzystanie spektroskopii *C CP MAS NMR w badaniach statych form lekow nie
stanowi problemu w sytuacji, gdy w danej formulacji wystepuje wysoka zawarto$¢ substancji
leczniczej. W przypadku omawianych wcze$niej tabletek Viagry, czy produktow leczniczych
zawierajacych w swoim sktadzie karwedilol, zawartos¢ substancji czynnej przekraczata 10 %

(z wyjatkiem preparatu Carvedigamma). W omowionych przypadkach klasyczne
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wykorzystanie spektroskopii *C NMR w ciele statym pozwolilo na identyfikacje zaré6wno
substancji czynnych, jak i substancji pomocniczych wykorzystanych w procesie formulacji.

W przypadku tabletek o niskiej zawartoéci substancji czynnej, widmo *C NMR
zdominowane jest przez sygnaly pochodzace od substancji pomocniczych. Sygnaty
pochodzace od substancji czynnej sa czgsto trudne do identyfikacji, a ich intensywnos¢ jest na
poziomie szumow. Przyktadem takiego produktu leczniczego mogg by¢ tabletki Propranolol
10 mg (WZF Polfa), w ktorych zawarto$¢ substancji czynnej w masie tabletkowej byta na
poziomie 8%. W standardowym widmie **C CP MAS NMR zarejestrowanym dla tego leku
tatwo zidentyfikowa¢ sygnaly pochodzace od laktozy, ktora jest gtowng substancja
pomocniczg wystepujaca W formulacji. Sygnaty pochodzace od propranololu sg nieznacznie
wyzsze od poziomu szumow w widmie. W takim przypadku identyfikacja substancji czynnej,
bazujaca na przypisaniu jej sygnalow w widmie, byta niemozliwa. Na podstawie obserwacji
dotyczacej niejednorodnosci parametrow relaksacyjnych w obrebie sktadnikow formulacji
farmaceutycznej, kluczowym pytaniem bylo, czy mozna je wykorzysta¢ w celu zwigkszenia
wzglednej intensywnos$ci sygnatow pochodzacych od substancji czynnej w widmie NMR
tabletki?

Standardowo, w przypadku rejestracji widm *3C CP MAS NMR optymalizuje sic
warunki rejestracji tak, aby uzyska¢ maksymalng intensywno$¢ sygnatoéw w widmie.
Zwigzane jest to z ustaleniem istotnych dla pomiaru parametrow, takich jak czas repetycji
oraz czas kontaktu. Zwykle czas kontaktu dobiera si¢ tak, aby uzyska¢ maksymalng
intensywnos$¢ interesujgcego sygnalu (tj. najczesciej w granicach 2 ms), a czas repetycji
ustawia si¢ na tyle dtugi, by wyeliminowac¢ efekty zwigzane z saturacjg sygnatow. W tym celu
wykonano pomiary kinetyki polaryzacji skrosnej oraz optymalizacj¢ czasow repetycji dla
propranololu i laktozy jednowodnej w postaci czystych substancji. Uzyskane wyniki
wykazatly, ze obie substancje charakteryzujg Si¢ znacznymi réznicami pomi¢dzy parametrami
relaksacyjnym Tiq oraz Tin. Porownanie zalezno$ci intensywnosci wybranych sygnatow w
widmie *C CP MAS NMR dla laktozy oraz propranololu od czasu repetycji (rys. 3) oraz

czasu kontaktu (rys. 4) przedstawiono na rysunkach ponize;j.
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Rys. 3. Zalezno$¢ intensywnos$ci wybranych sygnatéw propranololu (6=102 ppm) i laktozy
(6=106 ppm) w widmie NMR od zastosowanego czasu repetycji.
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Rys. 4 Zaleznos$¢ intensywnos$ci wybranych sygnatéw propranololu (6=102 ppm) i laktozy (6
=106 ppm) w widmie NMR od czasu kontaktu.
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Latwo zauwazy¢, ze w przypadku rejestracji widma laktozy, aby unikna¢ saturacji
sygnatu wymagane jest zastosowanie znacznie dtuzszego czasu repetycji (czas relaksacji T'4
jest znacznie dtuzszy) w poréownaniu do propranololu. Skrocenie czasu repetycji powinno
wiec prowadzi¢ do selektywnej saturacji sygnaléw pochodzacych od laktozy. Dodatkowo z
analizy kinetyki CP wida¢, ze w przypadku wydluzania czasu kontaktu zanik sygnalow
laktozy jest znacznie szybszy, w porownaniu do sygnatéw propranololu, co $wiadczy o
znacznie dhuzszym czasie relaksacji Tiq dla tej substancji (Tiq laktozy = 10 ms, Ty
propranololu = 90 ms). W takiej sytuacji, wydtuzenie czasu kontaktu roéwniez powinno
wplyngé korzystnie na stosunek intensywnosci sygnatéw propranololu do laktozy w widmie
tabletki. Aby zweryfikowaé te hipotezy, zarejestrowano widma przy znacznie wydhuzonym
czasie kontaktu (t;, = 20 ms) oraz przy czasie repetycji skroconym do 10 s. Tego typu
eksperymenty wymagaja pewnej oOstroznosci ze wzgledu na wysokie moce pulséw
wykorzystywanych w rejestracji widm w ciele staltym. Z tego wzgledu, wydtuzajgc czas
kontaktu, rownoczesnie skrocono czas akwizycji do 25 ms, co bylo wystarczajace do petnego
probkowania sygnatu, a z drugiej strony zwickszalo bezpieczenstwo pomiaru. Widma **C CP
MAS NMR tabletek Propranolol 10 mg (WZF Polfa) zarejestrowane w sposob standardowy
(czas repetycji - 400 s, czas kontaktu - 2 ms) [A] oraz z odpowiednio dobranymi parametrami
akwizycji (czas repetycji - 10 s, czas kontaktu - 20 ms) [B] a takze widmo zarejestrowane dla

czystej substancji aktywnej - propranololu [C] przedstawiono na rysunku 5.
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Rys. 5. Widmo **C CP MAS NMR tabletek Propranolol 10 mg (WZW Polfa) zarejestrowane
przy standardowych parametrach (A) i z odpowiednio zoptymalizowanymi parametrami (B)

oraz widmo czystego propranololu (C).

W widmie tabletki zarejestrowanym z odpowiednio zoptymalizowanymi parametrami
akwizycji, bez problemu mozna zidentyfikowa¢ sygnaty pochodzace od substancji czynnej, a
intensywno$¢ sygnatow laktozy jest znacznie nizsza. Na te]j podstawie mozna przypisaé
wickszo$¢ sygnaléw substancji czynnej z wyjatkiem tych, ktore nakladajg si¢ na sygnaty
substancji pomocniczej. W pracy pokazano, ze wykorzystanie roznic parametrow
relaksacyjnych substancji wchodzacych w sktad masy tabletkowej pozwala na taki dobor
(czesto niestandardowy) parametrow akwizycji, aby mozna bylo efektywnie zmniejszy¢
intensywnos$¢ sygnatéw pochodzacych od wybranej substancji w widmie. W efekcie mozna
uzyska¢ zwigkszenie stosunku sygnatu do szumu dla sygnatow substancji czynnej. Omoéwiony
eksperyment jest najbardziej efektywny w przypadku, gdy roéznice pomigdzy parametrami
relaksacji obu substancji sg duze. Mimo to zastosowanie ,.filtrow relaksacyjnych” czesto nie
pozwala na catkowite wytlumienie sygnatow substancji pomocniczych, co moze
uniemozliwi¢ identyfikacje wszystkich sygnatow pochodzacych od substancji czynnej w
widmie °C CP MAS NMR.
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H4. 13C solid-state NMR analysis of the most common pharmaceutical excipients used in
solid drug formulations, Part I: Chemical shifts assignment;

D.M. Pisklak*, M.A. Zielinska-Pisklak, .. Szeleszczuk, I. Wawer, Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, 122, 81 - 89, 2016.

W celu praktycznego wykorzystania spektroskopii *C CP MAS NMR w analizie
statych postaci lekow, istotna jest mozliwos¢ nie tylko identyfikacji sygnatéw substancji
czynnej, ale rowniez okreslenia sktadu substancji pomocniczych w tabletce na podstawie
widm NMR. Wspomniane informacje mozna wykorzysta¢ zardbwno w celu okreslenia
wytworcy danego leku, jak i potencjalnie zastosowaé jako narz¢dzie do identyfikacji
produktow zafatszowanych. Kluczowe w tym przypadku jest przypisanie w widmie sygnatow
poszczegbdlnych substancji pomocniczych wchodzacych w sklad danej formulacji. Dostepne
w literaturze dane spektroskopowe sg czesto niepelne, a przypisania sygnatéw niekompletne
albo bledne. Dlatego tez celem kolejnej pracy byto stworzenie spdjnej bazy danych widm **C
CP MAS NMR substancji pomocniczych. Do badan wybrano substancje organiczne
najczesciej wykorzystywane w procesie wytwarzania statych postaci lekow, takie jak: laktoza
bezwodna, laktoza jednowodna, sacharoza, mannitol, sorbitol, skrobia ziemniaczana, skrobia
kukurydziana, glikolan sodowy skrobi (typ A i typ B), celuloza mikrokrystaliczna,
etyloceluloza, metyloceluloza, hypromeloza, hydroksyetyloceluloza, algininian sodu,
stearynian magnezu, laurylosiarczan sodu oraz kolidon. Dla kazdej z ww. substancji
zarejestrowano  widmo *C CP MAS NMR oraz przypisano poszczegdlne sygnaty. W
przypadku substancji, dla ktorych dostgpne byly struktury krystaliczne, w przypisaniu
sygnatow pomocne byty obliczenia kwantowo-mechaniczne. Obliczenia stalych ekranowania
NMR wykonano przy uzyciu pakietu Castep [16], ktory umozliwia wykonywanie obliczen na
poziomie DFT dla struktur periodycznych z wykorzystaniem elementéw symetrii badanego
uktadu. Podejscie takie umozliwia petne obliczeniowe odwzorowanie struktury krystalicznej
danego uktadu, co wigze si¢ rowniez z doktadnym wyznaczeniem parametrow ekranowania
NMR. W obliczeniach wykorzystano funkcjonat PBE [17] bazujacy na przyblizeniu GGA
(Generalized Gradient Aproximatrion) i wykonano je dla odpowiednich struktur

krystalicznych pobranych z bazy Cambridge Structural Database (CSD). Uzyskane warto$ci

1 pickard C. J., Mauri F.: All-electron magnetic response with pseudopotentials: NMR
chemical shifts, Phys. Rev. 2001, B63, 245101.

7 perdew J. P., Burke K.: Ernzerhof M. Generalized Gradient Approximation made simple
Phys. Rev. Lett. 1996, 77, 3865.
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statych ekranowania przeliczono na przesunigcia chemiczne i1 poréwnano z danymi
eksperymentalnymi. Pozwolito to na jednoznaczne przypisanie sygnaléw w widmach *C CP
MAS NMR substancji takich jak: laktoza bezwodna, laktoza jednowodna, sacharoza, sorbitol
oraz mannitol. Widma *C CP MAS wspomnianych substancji charakteryzowaty si¢ waskimi
liniami i mozna byto w ich przypadku przypisa¢ poszczegolne sygnaly odpowiednim atomom
wegla w strukturze krystalicznej. Widma pozostatych substancji charakteryzowaty sig¢
szerokimi liniami, wynikajgcymi z ich struktury amorficznej. W takim przypadku przypisano
sygnaty okreslonym ugrupowaniom chemicznym, wchodzacym w sktad badanych struktur.
O wysokiej specyficznosci spektroskopii NMR w fazie statej $wiadczy fakt, ze w przypadku
laktozy jednowodnej oraz bezwodnej na podstawie widm *C CP MAS NMR mozna bylo
W sposob jednoznaczny rozrdzni¢ obie formy krystaliczne. Analiza widma sugerowata
rowniez, ze w niezaleznej czesci komorki elementarnej laktozy bezwodnej wystepuje wiecej
niz jedna czasteczka; §wiadczylo 0 tym zarowno poszerzenie linii, jak i zwigkszenie liczby
sygnalow w widmie. Podobna sytuacja — zwielokrotnienia i poszerzenia sygnatlow w widmie
13C CP MAS NMR - wystapila w przypadku sorbitolu. Przypuszczenia wynikajace z analizy
widm NMR w fazie statej byly zgodne z danymi krystalograficznymi; w obu przypadkach
w niezaleznej czesci komorki elementarnej wystepowala wigcej niz jedna czasteczka. Na
podstawie widm **C CP MAS NMR nie mozna bylo natomiast rozrézni¢ zrédta pochodzenia
skrobi (ziemniaczana/kukurydziana); zaréwno potozenia sygnatow, jak i ich ksztalt byly - w
tym przypadku - identyczne.

Przedstawione w pracy dane mogg stanowi¢ podstawe do identyfikacji sktadu matrycy
leku na podstawie analizy widm **C CP MAS NMR badanego produktu leczniczego.

H3. *C solid-state NMR analysis of the most common pharmaceutical excipients used in
solid drug formulations Part 11: CP kinetics and relaxation analysis;

D.M. Pisklak*, M.A. Zielinska-Pisklak, ¥.. Szeleszczuk, I. Wawer, Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, 122, 29 - 34, 2016.

W celu wykorzystania spektroskopii *C CP MAS NMR w analizie gotowego
komercyjnego produktu leczniczego pomocna jest roéwniez znajomo$¢ parametrow
relaksacyjnych Tiq oraz Tiy dla poszczegdlnych skladnikow wystepujacych w danej
formulacji. Dotyczy to zarowno substancji czynnej, jak i substancji pomocniczych
wchodzacych w sktad matrycy danego leku. Jest to niezbedne do optymalizacji omawianych

wczesniej parametrow rejestracji widma NMR (czas kontaktu, czas repetycji) oraz okreslenia
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mozliwosci wykorzystania roéznic pomigdzy wspomnianymi parametrami do tlumienia
sygnalow wybranej substancji w widmie *C CP MAS NMR. Analize taka wykonano dla 18
najczesciej wykorzystywanych substancji pomocniczych wchodzacych w sktad statych
postaci leku. Do badan wybrano te same substancje, dla ktorych w poprzedniej pracy
dokonano analizy widm *C CP MAS NMR [H3]; byty to: laktoza bezwodna, laktoza
jednowodna, sacharoza, mannitol, sorbitol, skrobia ziemniaczana, skrobia kukurydziana,
glikolan sodowy skrobi (typ A i typ B), celuloza mikrokrystaliczna, etyloceluloza,
metyloceluloza, hypromeloza, hydroksyetyloceluloza, algininian sodu, stearynian magnezu,
laurylosiarczan sodu oraz kolidon.

Dla kazdej z omawianych substancji zarejestrowano serie widm *C CP MAS NMR z
roznymi czasami kontaktu. Na podstawie zaleznosci intensywnosci sygnatu od czasu kontaktu
dopasowano model kinetyki polaryzacji skrosnej i na tej podstawie wyznaczono parametry
T1q. Podobng analiz¢ wykonano dla zaleznosci intensywnos$ci sygnatu w widmie od czasu
repetycji. Parametry wyznaczone dla poszczego6lnych substancji roznity si¢ znaczaco i zostaty
przedstawione w postaci wykresu na rysunku 6.

Zwiazki wielkoczasteczkowe takie jak: kolidon, skrobia czy pochodne celulozy,
charakteryzowaly si¢ zaréwno krotkimi czasami relaksacji Tiq, jak i krotkimi czasami
relaksacji T14; wynika to z ich amorficznej postaci. Dla substancji krystalicznych, takich jak:
laktoza bezwodna, sacharoza, czy mannitol, zaobserwowano znaczne wydtuzenie obu
analizowanych parametrow. Zaobserwowalem, iz w przypadku laktozy jednowodnej i
bezwodnej, mimo zblizonych parametrow zwigzanych z relaksacja T1n, Wystgpowaty znaczne
roznice w przypadku czasu relaksacji Tiq. Wspomniany parametr w przypadku laktozy
jednowodnej, mimo ze tworzy ona silnie uporzadkowang strukture krystaliczna, zblizony jest
do wartosci parametru charakteryzujgcego uktady amorficzne i moze by¢ zwigzany z
obecnoscig czasteczki wody w komorce elementarnej. Najwicksze wartosci czasu Tin
charakteryzowatly laktozg¢ jednowodng oraz mannitol. W zwigzku z tym dla wspomnianych
substancji, w celu rejestracji ilosciowych widm **C CP MAS NMR, niezbedne sa czasy
repetycji rzedu 1200 sekund (1).

Otrzymane wyniki moga by¢ pomocne przy rejestracji widm *C CP MAS NMR
tabletek o roznym sktadzie, pozwalaja bowiem na ustawienie parametrow akwizycji w taki
sposoOb, aby uzyska¢ efekt wythumienia sygnalow okreslonej substancji w masie tabletkowej.
W przypadku lekéw o niskiej zawarto$ci substancji czynnej, efektywne tlumienie sygnatow
substancji pomocniczych, takich jak kolidon, pochodne celulozy czy skrobi, mozliwe jest

poprzez odpowiednie wydluzenie czasu kontaktu (tcp). Dla substancji krystalicznych, takich
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jak laktoza, mannitol, czy sacharoza, cel ten bedzie zrealizowany poprzez odpowiednie

skrdcenie czasu repetycji.
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Rys. 6. Wykres przedstawiajacy wartosci czasu repetycji oraz parametru Tiq dla substancji

pomocniczych wystepujacych w statych postaciach leku.

H1. Application of *C NMR cross-polarization inversion recovery experiments in
analysis of solid dosage forms;

D.M. Pisklak*, M.A. Zielinska-Pisklak, L. Szeleszczuk, International Journal of
Pharmaceutics, 513, 538 - 542, 2016.

Czesto, pomimo optymalizacji parametréw rejestracji widma 3C CP MAS NMR,
takich jak czas repetycji i czas kontaktu, niemozliwe jest pelne wytlumienie sygnalow
wybranej substancji w widmie. Szczegolnie problematyczne jest to w przypadku, gdy sygnaty

substancji pomocniczej nakladaja si¢, w wyniku zblizonych wartosci przesunieé
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chemicznych, z sygnalami substancji czynnej. W przypadku takich obiektow jak stale
produkty lecznicze wykazano, ze czasy relaksacji Tiy poszczegdlnych sktadnikoéw
wchodzacych w sktad danej formulacji mogg si¢ znacznie rézni¢ (H3). Aby w sposob
bardziej efektywny wykorzysta¢ wspomniane roznice i osiggna¢ catkowite wytlumienie
sygnatow wybranej substancji pomocniczej w widmie 3¢ CP MAS NMR, postanowitem
modyfikowac¢ standardowa sekwencj¢ impulsowa CP poprzedzajac ja sekwencja zwang
.inversion-recovery”. Wspomniana sekwencja wykorzystywana jest do pomiarow czasow
relaksacji T1; polega ona na wprowadzeniu impulsu 180°, ktéry odwraca magnetyzacje przed
pulsem odpowiedzialnym za wzbudzenie sygnatu, oraz wprowadzeniu czasu ewolucji (tew),
podczas ktorego magnetyzacja moze swobodnie relaksowaé. Omawiany eksperyment polega
w praktyce na wykonaniu serii widm **C CP MAS NMR z réznymi czasami ewolucji i
analizie intensywnosci sygnatu w widmach w zalezno$ci od wspomnianego parametru. Przy
bardzo krotkich czasach ewolucji obserwujemy sygnat w przeciwfazie (odwrécony do dotu),
stopniowe wydtuzanie czasu ewolucji prowadzi za§ do eksponencjalnego zmniejszenia
intensywnosci sygnatu. Dla pewnej okreslonej warto$ci czasu ewolucji, intensywno$¢ sygnatu
spada do zera (odpowiada to czasowi ewolucji to= In(2)«T;), a nast¢gpnie odbudowuje si¢ do
intensywnosci uzyskiwanej przy bezposrednim wzbudzeniu sygnatu (intensywno$¢ sygnatu
osigga plateau). Zaktadajac, ze kazda substancja wchodzaca w sklad tabletki charakteryzuje
si¢ konkretng warto$cig czasu relaksacji Tiy (T1n W obrebie czasteczki ujednolicony jest przez
efektywng dyfuzje spinowg), i odpowiednio dobierajgc czas ewolucji mozna uzyskaé
saturacje sygnatow tej substancji w widmie NMR. W przypadku wykorzystania sekwencji CP
saturacja sygnatéow ‘H danego zwiazku chemicznego prowadzi do braku efektywnosci
transferu polaryzacji CP i wyeliminowania sygnatow wspomnianego zwiazku w widmie B¢
CP MAS NMR. Wobec powyzszego faktu odpowiednio zmodyfikowatem sekwencje CP i
wykorzystalem ja do rejestracji widm *C CP MAS NMR.

W pierwszym etapie badan omawiang sekwencj¢ przetestowano na mieszaninie
fizycznej etylocelulozy i sorbitolu oraz gotowym produkcie leczniczym Apap Junior, w sktad
ktorego wchodzity paracetamol i sorbitol. Przy odpowiednio dobranych parametrach czasu
ewolucji, w obu przypadkach mozna byto uzyska¢ widma NMR, w ktorych wystepowaty
sygnaty pojedynczej substancji. Na rysunku ponizej (Rys. 7) przedstawiono widma
zarejestrowane dla preparatu Apap Junior. W widmie zarejestrowanym przy uzyciu
klasycznej sekwencji CP, widoczne byly sygnaly obu substancji (A). Zastosowanie
zmodyfikowanej sekwencji pozwolito zarejestrowa¢ widma, w ktorych widoczne byty tylko

poszczegolne sktadniki formulacji. Dla czasu ewolucji 1w, = 6 S mozna zaobserwowaé W
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widmie jedynie sygnaly pochodzace od paracetamolu (B), natomiast przy czasie ewolucji

Tew=12 S widoczne sg tylko sygnaty sorbitolu (C).

o
.

110 80 60 40 20 o
Chemical shift (ppm)

170 140
Rys. 7. Widma *C CP MAS NMR produktu leczniczego Apap Junior zarejestrowane przy
pomocy klasycznej sekwencji CP (A) oraz z wykorzystaniem sekwencji zmodyfikowanej dla

czasu ewolucji tew = 6s (B) oraz tey = 12s (C)

Odpowiedni dobor czasu ewolucji umozliwit catkowite wytlumienie sygnatow jednej
z dwoch substancji obecnych w formulacji. Postanowitem sprawdzi¢, czy takie podejscie
bedzie skuteczne rowniez w przypadku tlumienia sygnatéw dominujacej substancji
pomocniczej, w przypadku analizy leké6w o niskiej zawartoSci substancji czynnej.
Zastosowalem t¢ sekwencje roéwniez do rejestracji widm tabletek Coryol (Krka)
zawierajacych najmniejsza z dostgpnych komercyjnie dawek karwedilolu (6,25 mg). Widma
13C CP MAS NMR czystego karwedilolu (C) oraz tabletek Coryol (6,25 mg) zarejestrowane
przy uzyciu standardowej sekwencji (A) oraz z wykorzystaniem zmodyfikowanej sekwencji

CP z zoptymalizowanym czasem ewolucji (tew = 42 S.) (B) przedstawiono ponizej (Rys. 8).
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Rys. 8. Widma tabletek Coryol (6,25 mg) zarejestrowane przy uzyciu standardowej sekwencji

3C CP MAS NMR (A) oraz z wykorzystaniem sekwencji zmodyfikowanej (czas ewolucji —

Tew = 42 S ) (B) i widmo czystego karwedilolu (C).

W standardowym widmie *C NMR CP MAS tabletek Coryol (rys. 8, A) trudno byto
potwierdzi¢ obecno$¢ substancji czynnej w masie tabletkowej; dominujagce sygnaty w widmie
NMR pochodzity od laktozy. Odpowiednie ustawienie wartosci czasu ewolucji (tew = 42 S)
pozwolito na pelne wyeliminowanie z widma *C CP MAS NMR sygnaléw substancji
pomocniczej. Umozliwito to rowniez identyfikacje wszystkich sygnatéw substancji czynnej w
tabletce, takze tych, na ktore uprzednio natozone byly sygnaty pochodzace od laktozy.
Widoczne jest to w przypadku sygnatéw jader *C karwedilolu w zakresie przesunigé
chemicznych 65-75 ppm, w przypadku ktorych zastosowanie omawianej sekwencji
impulsowej pozwolito ustali¢ zarowno dokladne wartosci przesuni¢¢ chemicznych, jak i

ksztalt sygnatow w widmie.
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Podsumowanie
W pracach wchodzacych w sklad cyklu habilitacyjnego wykazalem, ze :

1. Analiza widm *C CP MAS NMR pozwala na okreslenie skladu jako$ciowego
zarowno substancji czynnej, jaki i substancji pomocniczych wchodzacych w sklad
danej formulacji leku.

2. Odpowiedni dobér parametréw eksperymentu przy wykorzystaniu techniki CP
pozwala na zwi¢kszenie intensywnosci sygnalow substancji aktywnej wzgledem
substancji pomocniczych w widmie *C CP MAS NMR, co jest kluczowe w
przypadku lekéw o niskiej zawartosci substancji czynnej.

3. Zastosowanie zmodyfikowanej sekwencji inversion-recovery” CP pozwolilo na
calkowita eliminacje sygnaléw wybranej substancji pomocniczej i umozliwilo
obserwacje wszystkich sygnaléw substancji czynnej w widmie BC CP MAS
NMR.

4. Spektroskopia *C CP MAS NMR pozwala na identyfikacje sygnaléw substancji
czynnej w formulacjach o niskiej jej zawartoSci.

5. Produkty lecznicze pochodzace od roznych wytwércéw, a zawierajace te sama
substancje czynna, mozna dzieki technice *C CP MAS NMR identyfikowaé na
podstawie sygnalow pochodzacych od substancji pomocniczych wchodzacych w
sktad danej formulacji.

6. Analiza intensywnoS$ci sygnalow substancji w widmach BC CP MAS NMR,
zarejestrowanych dla réznych formulacji, pozwala oszacowa¢ wzgledna

zawarto$¢ substancji czynnej w masie tabletkowej.

Dokonalem réwniez pelnej analizy spektroskopowej *C NMR w ciele stalym 18
substancji pomocniczych, najcze$ciej wykorzystywanych w procesie wytwarzania
stalych postaci lekéw. Stanowi to baze do identyfikacji substancji pomocniczych
wchodzacych w sklad danej formulacji, moze byé pomocne rowniez w optymalizacji

parametrow rejestracji widm 3C CP MAS NMR stalych form lekow.
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Plan badawczy kontynuacji podjetej tematyki

Tematyka prac przedstawionych do oceny w rozprawie habilitacyjnej jest podstawg do
dalszego rozwijania metodologii zwigzanej z wykorzystaniem spektroskopii NMR w fazie
statej do analizy gotowych produktow leczniczych. Jednym z gtéwnych kierunkow badan
bedzie opracowanie metody analizy ilosciowej zaré6wno substancji aktywnych, jak i
pomocniczych wchodzacych w sktad danej formy leku. Wstepne wyniki przedstawione w
publikacji H2 sugeruja, ze spektroskopie *C CP MAS NMR mozna wykorzystaé rowniez W
oznaczeniach ilo$ciowych, jednak prosta analiza poréwnawcza intensywnosci sygnatow w
widmie charakteryzuj¢ si¢ mata doktadno$cia, szczegdlnie w przypadku niskiej zawartosci
substancji czynnej w tabletce. Moim kolejnym celem badan bedzie okreslenie wptywu
parametrow rejestracji, jak rowniez obrobki widma, na dokladno$¢ oraz powtarzalnosc
uzyskanych wynikow. Drugim kierunkiem badan bedzie analiza wptywu procesu formulacji
leku na parametry spektralne NMR. Planuj¢ przeanalizowa¢ wplyw metod oraz warunkéw
podczas procesow technologicznych, takich jak granulacja czy tabletkowanie, stosowanych w
technologii stalych postaci leku, na potozenie sygnatdéw w widmie oraz parametry
relaksacyjne NMR. W ramach badan wykonane zostang pomiary czasow relaksacji Ty, T»
oraz wyznaczone begda parametry kinetyki polaryzacji skrosnej dla sygnatow pochodzacych
od substancji czynnej oraz substancji pomocniczych. Badania beda dotyczyty substancji
czystych (przed procesem formulacji) oraz gotowych produktow leczniczych. Analiza
poréwnawcza pozwoli okresli¢ wptyw proceséw technologicznych na struktur¢ i dynamike
substancji chemicznych wchodzacych w sktad danej statej postaci leku. Uzyskane wyniki

bedzie mozna skorelowaé rowniez z kinetyka uwalniania substancji czynnej z postaci leku.

5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

Po obronie pracy magisterskiej rozpoczatem studia doktoranckie w Zaktadzie Chemii
Fizycznej na wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Warszawie (obecnie
Warszawski Uniwersytet Medyczny) pod kierunkiem Pani Prof. Iwony Wawer. Temat pracy
doktorskiej zwigzany byl z zastosowaniem spektroskopii NMR oraz metod modelowania
molekularnego w badaniu nowo zsyntetyzowanych zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci
przeciwlgkowej. Zagadnienia podjete w pracy doktorskiej rozwingty moje zainteresowania
naukowe w kierunku metod obliczeniowych chemii kwantowej, jak réwniez technik

stosowanych w spektroskopii NMR.

29



Dr n. farm. Dariusz Maciej Pisklak - autoreferat

Wyniki badan zwigzanych z tematem pracy doktorskiej opublikowane zostalty w
czterech publikacjach (B1-B3, A19). Po obronie pracy doktorskiej kontynuowatem
wspomniany temat badan, ale dla bardziej rdznorodnej grupy zwigzkoéw; zainteresowany
bylem wykorzystaniem spektroskopii NMR w ciele stalym oraz obliczen kwantowo-
mechanicznych w badaniach strukturalnych uktadow krystalicznych. We wspotpracy z
Pracownig Krystalochemii Uniwersytetu Warszawskiego badatem struktury tautomeryczne
wybranych uktadéw amino-imidazolinowych. Na podstawie badan rentgenostrukturalnych,
widm C i ® N NMR w ciele statym oraz obliczen kwantowo-mechanicznych,
przeanalizowalem réwnowagi tautomeryczne w badanych uktadach krystalicznych.
Rownoczesnie w ramach macierzystego Zaktadu rozpoczatem wspolprace naukows z dr
Tomaszem Gubicg, ktora dotyczyta badan strukturalnych wybranych zwigzkéw o budowie
glikozydowej w fazie statej. We wspomnianych pracach jednym z gtownych narzedzi
badawczych byla spektroskopia **C NMR w ciele stalym, a efektem tej wspdtpracy byt cykl
czterech publikacji (A7, A9, Al10, All).

Rownolegle rozpoczatem poszukiwanie alternatywnych kierunkéw badan naukowych
zwigzanych z zastosowaniem metod spektroskopii NMR w ciele statym. Jednym z podj¢tych
zagadnien byly badania strukturalne naturalnego materialu bioceramicznego, jakim jest
skorupa jaja kurzego, oraz analiza zmian zachodzacych w jej obrebie w trakcie procesu
inkubacji. Wspomniane badania byly podstawa pracy magisterskiej, a pdzniej réwniez
rozprawy doktorskiej dr n. farm. Lukasza Szeleszczuka, ktorej bylem promotorem
pomocniczym. W ramach badan okreslone zostaty zmiany sktadu chemicznego skorupy w
trakcie inkubacji. WykazaliSmy rowniez, ze zmiany te zwigzane s3 mi¢dzy innymi z wymiang
jonow wapnia na jony wodorowe oraz tworzeniem si¢ wodoroweglanu wapnia.
Przebadalismy rowniez dostepnos¢ farmaceutyczng jonow wapnia ze wspomnianego
materiatu biologicznego. Wyniki omawianych prac zostaly opublikowane w trzech
publikacjach (A2, A6, Al12).

Kolejnym kierunkiem podjetych przeze mnie badan byto wykorzystanie spektroskopii
NMR w analizie guzow moézgu. Obiektem badawczym byly tkanki nowotworowe, a badania
zwigzane byly wykorzystaniem techniki NMR w ciele stalym do badania liofilizatow
tkankowych, oraz spektroskopii NMR w roztworze do analizy probek otrzymanych po
ekstrakcji frakcji lipidowej. Wyniki wspomnianych prac zostaty opublikowane w dwoch
artykutach (Al4, Al5).

Obecnie zaangazowany jestem rowniez w projekt zwigzany z syntezg I badaniami

strukturalnymi biosyntetycznych pochodnych selenowych glukanéw (grant NCN — OPUS5
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realizowany pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Jadwigi Turlo), w ramach ktorego
odpowiedzialny jestem za wykonywanie obliczen strukturalnych dla wspomnianych uktadow
z wykorzystaniem metod dynamiki molekularnej i mechaniki kwantowej.

Uczestniczg rowniez w projekcie metabolomicznym realizowanym we wspotpracy z
Zaktadem Toksykologii WUM oraz Zakladem Radiologii II Wydziatu Lekarskiego WUM.
Omawiane badania zwigzane sg z wykorzystaniem metod spektroskopii zlokalizowanej
(MRS, ang. Magnetic Resonance Spectroscopy) w diagnostyce radiologicznej tkanek
nowotworowych. Moim zadaniem jest rejestracja i analiza widm *H i **C NMR w roztworze
ekstraktow tkankowych. Omawiany projekt ma na celu nie tylko rozwinigcie metod
diagnostyki bazujacej na technice spektroskopii zlokalizowanej MRS, lecz réwniez probe

okreslenia korelacji pomi¢dzy wynikami uzyskanymi metodami in vitro i in vivo.

6. Publikacje oryginalne niewchodzace w sklad cyklu habilitacyjnego

Al. V. Enchev, N. Markova, M. Marinov, N. Stoyanov, M. Rogojerov, A. Ugrinov, I. Wawer,
D.M. Pisklak, ,,2-Methylthioimidazolins: a rare case of different tautomeric forms in solid
state and in solution”. Journal of Structural Chemistry 2016 DOI 10.1007/s11224-016-0860-4
IF=1,854

A2. L. Szeleszczuk, M. Kuras, D.M. Pisklak, 1. Wawer, ,,Analysis of the changes in
elemental composition of the chicken eggshell during the incubation period”. Journal of

Animal and Plant Science 26, 583-587, 2016. 1F=0,442

A3. L. Szeleszczuk, D.M. Pisklak, M. Zielinska-Pisklak, 1. Wawer, ,,Effects of structural
differences on the NMR chemical shifts in cinnamic acid derivatives: Comparison of GIAO
and GIPAW calculations”. Chemical Physics Letters 653, 35-41, 2016. 1F=1,860

A4. E. Pindelska, L. Szeleszczuk, D.M. Pisklak, Z. Majka, W. Kolodziejski, ,,Crystal
structures of tiotropium bromide and its monohydrate in view of combined solid-state nuclear
magnetic resonance and gauge-including projector-augmented wave studies”. Journal of
Pharmaceutical Science 104, 2285-2292, 2015. 1F=2,641

Ab. E. Pindelska, L. Szeleszczuk, D.M. Pisklak, A. Mazurek, W. Kolodziejski, ,,Solid-state
NMR as an effective method of polymorphic analysis: solid dosage forms of clopidogrel
hydrogensulfate”. Journal of Pharmaceutical Science 104, 106-113, 2015. IF=2,641
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A6. L. Szeleszczuk, D.M. Pisklak, M. Kuras, |. Wawer, ..In vitro dissolution of calcium

carbonate from the chicken eggshell: on the study of calcium bioavailability”. International
Journal of Food Properties 18, 2791-2799, 2015. 1F=1,586

AT7. T. Gubica, L. Szeleszczuk, D.M. Pisklak, D.K. Stepien, M.K. Cyranski, M. Kanska,
,,Reliable evaluation of molecular structure of methyl 3-O-nitro-a-D-glucopyranoside and its
intermediates by means of solid-state NMR spectroscopy and DFT optimization in the
absence of appropriate crystallographic data”. Tetrahedron 70, 1910-1917, 2014. IF=2,641

A8. E. Pindelska,A. Sokal, L. Szeleszczuk, D.M. Pisklak, W. Kolodziejski, ,,Solid-state
NMR studies of theophylline co-crystals with dicarboxylic acids”. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis 100, 322-8, 2014. 1F=2,979

A9. T. Gubica, D.K. Stepien, D.M. Pisklak, A. Ostrowski, M.K. Cyranski, ,,Single-crystal
and powder X-ray diffraction, 13C CP/MAS NMR, and DFT-GIAO calculations of methyl-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-a-D-glucopyranoside
and metyl-2,4,6-tri-O-acetyl-3-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-a-D-glucopy-
ranoside”. Journal of Molecular Structure 1036, 407-413, 2013. 1F=1,599

Al0. T. Gubica, J. Bukowicki, D.K. Stepien, A. Ostrowski, D.M. Pisklak, M.K. Cyranski,
,Solid-state  structure of methyl 2,4,6-tri-O-acetyl-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
glucopyranosyl)-p-D-galactopyranoside and methyl 3,4,6-tri-O-acetyl-2-O-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-p-D-glucopyranosyl)-p-D-galactopyranoside”. Journal of Molecular Structure 1037,
49-56, 2013. IF=1,599

All. T. Gubica, D.K. Stepien, A. Ostrowski, D.M. Pisklak, A. Temeriusz, E. Glowacka, K.
Paradowska, M.K. Cyranski, ,,Crystal and molecular structure of nitrophenyl 2,3,4-tri-O-
acetyl-b-D-xylopyranosides”. Journal of Molecular Structure, 1007, 227-234, 2012. 1F=1,404

A12. D.M. Pisklak, L. Szeleszczuk, 1. Wawer, ,,"H and **C magic-angle spinning nuclear
magnetic resonance studies of the chicken eggshell”. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2012. 1F=2,906

A13. M. Zielinska-Pisklak, D. Pisklak, 1. Wawer, ,,'H and *C NMR characteristics of f-
blockers”. Magnetic Resonance in Chemistry 49, 284-290, 2011. IF=1,437
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Al4. R. Marszatek, M. Pisklak, D. Horsztynski, I. Wawer, ,,'H, **C and *P MAS NMR
studies of lyophilized brain tumors”. Solid State Nuclear Magnetic Resonance 37, 21-27,
2010. IF=1,804

Al5. R. Marszatek, M. Pisklak, W. Jankowski, J. Lukaszkiewicz, D. Horsztynski, I. Wawer,
,NMR and gas chromatography studies of lyophilized human brain tumors”. Acta Polonia
Pharmacutica 67, 129-136, 2010. 1F=0,465

Al6. M. Pisklak, M. Krol , F. Herold, I. Wolska, I. Wawer, ,,Structural studies of pyrido[1,2-
c] pyrimidine derivatives by *C CP MAS NMR, X-ray diffraction and GIAO/DFT
calculations”. Journal of Molecular Structure 892, 325-330, 2008. 1F=1,594

A17. K. Paradowska, M. Wolniak, M. Pisklak, J. Gliaski, M. Davey, I. Wawer, ,,"*C, >N CP
MAS NMR and GIAO DFT calculations of stereoisomeric oxindole alkaloids from Cat's
Claw (Uncaria tomentosa)”, Solid State Nuclear Magnetic Resonance 34, 202-209, 2008.
IF=1,804

Al18. M.A. Dobrowolski, M.K. Cyranski, D. Pisklak, I. Wawer, D. Matosiuk, ,,Structural
studies of 1-aryl-2-aminoimidazolinium bromides: focus on tautomer preference of the 2-
aminoimidazoline moiety in the solid state”. Polish Journal of Chemistry 81, 1037-1048,
2007. 1F=0,483

A19. M. Pisklak, J. Kossakowski, M. Perlinski, 1. Wawer, ,'H, *C NMR studies and
GIAO/DFT calculations of substituted N-(4-aryl-1-piperazynylbutyl) derivatives, new
analogues of buspirone”. Journal of Molecular Structure 698, 93-102, 2004. 1F=1,060

Sumaryczny IF= 32,939, MNiSW= 434

7. Publikacje przegladowe niewchodzace w sklad cyklu habilitacyjnego

B1l. D.M. Pisklak, L. Szeleszczuk, ,,Komputerowe projektowanie lekoéw, czyli farmacja in

silico”. Wspotczesne problemy nauk medycznych. 2, 14-18, 2016.

B2. I. Wawer, D.M. Pisklak, K. Paradowska, L. Szeleszczuk, ,,Magiczny NMR w farmacji”.
Wspotczesne problemy nauk medycznych 2, 40-48, 2016.
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8. Publikacje oryginalne opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora

C1. M. Pisklak, D. Maciejewska, F. Herold, I. Wawer, ,,Solid state structure of coumarin
anticoagulants: warfarin and sintrom. **C CP MAS NMR and GIAO DFT calculations”.
Journal of Molecular Structure 649, 169-176, 2003. 1F=1,021

C2. M. Pisklak, F. Herold, R. Anulewicz-Ostrowska, I. Wawer, ,,Structural studies of 4-
aryloctahydro-pyrido[1,2-c]pyrimidine derivatives”.mJournal of Molecular Structure 605, 85-
92, 2002. IF=1,122

C3. M. Pisklak, M. Perlifiski, J. Kossakowski, I. Wawer, ,,**C CP MAS NMR and molecular
modeling in the studies of new analogues of buspirone”. Acta Poloniae Pharmaceutica 596,
461-465, 2002.

Sumaryczny IF=2,143

9. Udzial w konferencjach
Konferencje mi¢dzynarodowe

D1. IXth Symposium Nuclear Magnetic Resonance in Chemistry, Physics and Biological
Sciences, Warszawa, 28-30.09.2016, Edyta Pindelska, Lukasz Szeleszczuk, Fukasz
Dobrzycki, Dariusz Pisklak, Wactaw Kotodziejski, Physicochemical characterization and

crystal structure analysis of anhydrous and hydrated forms of zaleplon.

D2. 27th International Carbohydrate Symposium, Bangalore, Indie, 12-17.01.2014, Tomasz
Gubica, Lukasz Szeleszczuk, Dariusz Maciej Pisklak, Dorota Stepien, Michat Cyranski,
Reliable evaluation of molecular structure of carbohydrates by CP/MAS NMR spectroscopy

and DFT optimization in the absence of crystallographic data.

D3. Ampere NMR School, Wierzba, 17-26.06.2010, Dariusz Maciej Pisklak, Lukasz
Szeleszczuk, Iwona Wawer, *H and **C MAS NMR studies of chicken eggshell.

D4. 19th International Symposium on Pharmaceutical & Biomedilcal Analysis, Gdansk, 08-
12.06.2008, Monika Zielifiska-Pisklak, Maciej Pisklak, lwona Wawer, *C Solid state
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spectroscopic investigation of crystalline nifedipine and amlodypine in both bulk and

pharmaceutical dosage form samples.
Konferencje krajowe

El. 59. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Poznan, 19-23.09.2016,
Edyta Pindelska, tukasz Szeleszczuk, bLukasz Dobrzycki, Dariusz Pisklak, Badania

strukturalne 1 wlasciwosci fizykochemiczne zaleplonu i jego hydratow.

E2. VI Minisympozjum Milodych Naukowcéw na Wydziale Farmaceutycznym, Warszawa,
24.02.2016, Jarostaw Golis, Kinga Pasionek, Izabela Wyzycka, Dariusz Maciej Pisklak,
Lukasz Szeleszczuk, Badanie kwantowej dynamiki molekularnej i parametréw NMR azotanu

(V) otowiu.

E3. IV Konferencja Zwiazki biologicznie czynne: aktywnos¢, struktura, synteza, Biatystok,
12-14.06.2015, Lukasz Szeleszczuk, Dariusz Maciej Pisklak, Iwona Wawer,

Spektroskopowe badania skorupy jaja kurzego.

E4. VI Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 18-20.09.2014, Maciej Pisklak, Lukasz
Szeleszczuk, Jakub Ogrodnik, Wykorzystanie pakietow dokujacych w poszukiwaniu

zwigzkow o potencjalnej aktywnos$ci przeciwalkoholowe;.

E5. IV Bruker Users Meeting, Poznan, 3-4.10.2013, Dariusz Maciej Pisklak, Monika
Zielinska-Pisklak, Lukasz Szeleszczuk, Iwona Wawer. NMR w fazie statej — w badaniu

tabletek o niskiej zawarto$ci substancji czynne;.

E6. XXII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Bialystok, 18-
21.09.2013, Dariusz Maciej Pisklak, Monika Zielinska-Pisklak, L.ukasz Szeleszczuk, Iwona

Wawer, NMR w fazie statej — w badaniu tabletek o niskiej zawarto$ci substancji czynne;.

E7. ChemSession’13, Warszawa, 17.05.2013. Lukasz Szeleszczuk, Dariusz Maciej Pisklak,
Monika Zielinska-Pisklak, Iwona Wawer. NMR w fazie stalej — w badaniu tabletek o niskiej

zawartos$ci substancji czynnej.

E8. 55. Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego i Stowarzyszenia Inzynierow i
Technikow Przemystu Chemicznego, Bialystok, 16-20.09.2012, Dariusz Maciej Pisklak,

Monika Zielinska-Pisklak, L.ukasz Szeleszczuk, Iwona Wawer Analiza skorupy jaja kurzego.
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E9. 55. Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego i Stowarzyszenia Inzynierow i
Technikéw Przemystu Chemicznego, Biatystok, 16-20.09.2012, Dariusz Maciej Pisklak,
Monika Zielinska-Pisklak, L.ukasz Szeleszczuk, Iwona Wawer, Badania stabilnosci substancji

leczniczych w tabletkach metoda *C CP/MAS NMR.

E10. 55. Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego i Stowarzyszenia Inzynieréw i
Technikéw Przemystu Chemicznego, Biatystok, 16-20.09.2012, Dariusz Maciej Pisklak,
Monika Zielinska-Pisklak, Lukasz Szeleszczuk, Iwona Wawer. NMR w fazie statej — w

badaniu tabletek o niskiej zawartosci substancji czynne;j

E11. V Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 13-15.09.2012, Lukasz Szeleszczuk,
Dariusz Maciej Pisklak, Emilia Dragan, Application of the docking programs in estimating
the binding affinity to the SHBG protein.

E12. V Konwersatorium chemii medycznej, Lublin, 13-15.09.2012, Lukasz Szeleszczuk,
Dariusz Maciej Pisklak, Piotr Bojanowski, Piotr Lipinski, A simple computational

methodology used to distinguish between agonists and antagonists of the estrogen receptor.

E13. 1II Ogolnopolskie Sympozjum Naukowe, Gdansk, 15-16.09.2011, Dariusz Maciej
Pisklak, Monika Zielinska-Pisklak, NMR w fazie statej — badania sktadu tabletek.

E14. XLII Ogolnopolskie seminarium na temat Magnetycznego Rezonansu Jadrowego 1 jego
zastosowan, Krakow, 1-2.12.2009, Karolina Kaminska, Stanistaw Adaszewski, Ewa
Pigtkowska-Janko, Piotr Bogorodzki, Maciej Pisklak, Firm quality assurances system

:phantom and automatic data analysis.

E15. XLII Ogoélnopolskie seminarium na temat Magnetycznego Rezonansu Jadrowego i jego
zastosowan, Krakéw, 1-2.12.2009, Lukasz Kotaszewski, Piotr Bogorodzki, Ewa Piatkowska-
Janko, Jerzy Piotrowski, Jerzy Skulski, Maciej Pisklak Detector for proton-electron double

resonance imaging.

E16. XXXIX Ogoélnopolskie seminarium na temat Magnetycznego Rezonansu Jadrowego i
jego zastosowan, 30.11-01.12.2006, M. Pisklak, M. Tkaczyk, F. Herold, M. Kr6l, I. Wolska,
I. Wawer, 13C CP MAS NMR i obliczenia GIAO/DFT w badaniach pochodnych pirydo[1, 2-

c]piramidyny, nowych analogoéw buspironu
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E17. XXXIX Ogoélnopolskie seminarium na temat Magnetycznego Rezonansu Jadrowego 1
jego zastosowan 30.11-01.12.2006 M. Zielinska, I. Wawer, D. M. Pisklak, M. Tkaczyk,
Nifedypina i produkty jej fotorozktadu - badania postaci leku metoda *C CP MAS NMR

E18. V Multidyscyplinary Conference On Drug Reserach, 15-17.05.2006, Dariusz Maciej
Pisklak, Iwona Wawer, Conformations of aryl-piperazines as studied by NMR and DFT

calulations

E19. V Multidyscyplinary Conference On Drug Reserach, 15-17.05.2006, Rafal Augustyniak,
Dariusz Maciej Pisklak, Iwona Wawer, Grzegorz Grynkiewicz, The role of C-ring of

flavonoids for biological activity towards HCK and COX-2.

E20. XXXVIII Ogoélnopolskie seminarium na temat Magnetycznego Rezonansu Jadrowego i
jego zastosowan. 1-2.12.2005 Pisklak Dariusz Maciej, Iwona Wawer, Michat Tkaczyk,
Struktura wybranych pochodnych kwasu p-hydroksycynowego w swietle badan **C CP MAS
NMR i obliczen DFT

E21. XXXVIII Ogoblnopolskie seminarium na temat Magnetycznego Rezonansu Jadrowego i
jego zastosowan. 1-2.12.2005, M. Zielinska, D. M. Pisklak, J. Konarski, *CP MAS
obliczenia DFT dla wybranych lekow z grupy B-adrenolitykow.

E22. XXXVII Ogolnopolskie seminarium na temat Magnetycznego Rezonansu Jadrowego i
jego zastosowan, Krakow, 1-2.12.2004, D.M. Pisklak, B. Grodner, J. Pachecka, I. Wawer,
Badanie mianseryny leku przeciwdepresyjnego metoda **C CP MAS NMR.

10. Staze naukowe
We marcu 2013 r. odbytem miesigczny staz w Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w Lodzi, w laboratorium NMR pod kierunkiem Pana Prof. dr hab.

Marka Potrzebowskiego.

11. Odbyte kursy i szkolenia naukowe

We wrzesniu 2016 uczestniczylem w tygodniowej szkole NMR ,,Summer School on Theory
of NMR” zorganizowanej w Lipsku. W ramach rozwoju naukowego uczestniczylem rowniez
w licznych szkoleniach zwigzanych z zastosowaniem metod obliczeniowych w projektowaniu
lekow organizowanych przez Interdyscyplinarne Centrum Modelowania. Dodatkowo jako

wolny stuchacz uczestniczytem w wyktadach prowadzonych na Wydziale Fizyki UW.
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12. Recenzje prac naukowych

Bylem recenzentem 7 prac naukowych w nastepujacych czasopismach: Pharmaceutical
Reserach (1), Chemical Physics (1) , Journal of Physical Chemistry (1), Journal of Molecular
Structure (2), Ochrona Srodowiska(1), Biuletyn WUM (1).

13. Udzial w grantach naukowych

1. Grant NCN OPUS 5 nr. 2013/09/B/NZ7/03978 WUM - 3A93ZG, okres realizacji
19.05.2014 — 18.05.2018 r. Tytut projektu: Selenowane polisacharydy- badania nad
biosynteza i zalezno$cig pomigdzy struktura a aktywnos$cia immunologiczng. Wykonawca
grantu.

2. Grant mtodego badacza 03-FW-28/WB2/2004

Tytut projektu: NMR 1 modelowanie molekularne w badaniach nowych analogdéw buspironu.

Kierownik grantu.

Bylem réwniez opiekunem trzech minigrantéw studenckich zrealizowanych w ramach prac
magisterskich:

1. Piotr Lipinski: grant nr FW28/NM3/12

Tytut projektu: Modelowanie molekularne w projektowaniu i optymalizacji nowych ligandow
receptora androgennego.

2. Katarzyna Nurzynska: grant nr FW28/NM5/07

Tytut projektu: Antyoksydacyjne dziatanie kurkuminy a struktura molekularna.

3. Jakub Konarski : grant nr FW28/NM3/2006

Tytut projektu: Poszukiwanie bioaktywnej konformacji f-adrenolitykow z zastosowaniem

algorytmu ewolucyjnego i spektroskopii NMR w fazie statej.

14. Wspolpraca naukowa

Wspélpraca z jednostkami spoza Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego:

- Instytut Chemii Organicznej Butgarskiej Akademii Nauk: prof. Venelin Enchev - w
zakresie wykorzystania spektroskopii NMR w fazie stalej w badaniach stabilno$ci
tautomerycznej wybranych zwigzkoéw organicznych.

- Pracownia Krystalochemii, Wydziat Chemii UW: prof. dr hab. Michat Cyranski — w
zakresie wykorzystania spektroskopii NMR w fazie stalej w badaniach strukturalnych

zwigzkOw organicznych.
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- Instytut Radioelektroniki, Politechnika Warszawska: dr hab. Piotr Bogorodzki - w zakresie
wykorzystania spektroskopii NMR w analizie ilosciowej metabolitow tkankowych.

- Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Centrum Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej
PAN: prof. dr hab. Pawet Grieb - w zakresie wykorzystania techniki NMR w fazie statej w
badaniach tkanek nowotworowych.

- Zaktad Chorob Ptakow Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej SGGW: prof. dr hab. Piotr

Szeleszczuk - w zakresie badan spektroskopowych materiatow biologicznych.

Wspolpraca z jednostkami Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

- Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu Farmaceutycznego
WUM: dr Edyta Pindelska — w zakresie badan polimorfizmu zwigzkow 0 aktywnosci
farmakologicznej (3 wspodlne publikacje),

- Zaktad Chemii Biomateriatow, Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej,
Wydziatu Farmaceutycznego WUM: dr Marzena Kuras - w zakresie badan struktury i sktadu
naturalnych materiatéw bioceramicznych (2 wspolne publikacje),

- II Zaklad Radiologii Klinicznej WUM: mgr Wojciech Szeszkowski - w zakresie
wykorzystania spektroskopii NMR w analizie ilosciowej metabolitow tkankowych.

- Zaktad Toksykologii WUM: prof. dr hab. Ireneusz Grudzinski - w zakresie wykorzystania

spektroskopii NMR w analizie ilo§ciowej metabolitow tkankowych.

15. Otrzymane nagrody za dzialalno$¢ naukowa

Otrzymatem wyrdznienia w postaci trzech nagréd naukowych:

- w roku 2014: Nagroda zespotowa naukowa IlI stopnia J.M. Rektora WUM za prace
dotyczacg farmaceutycznych ko-krysztatow teofiliny;

- w roku 2012: Nagroda indywidualna naukowa Ill stopnia J.M. Rektora WUM za prace
zwigzang z zastosowaniem magnetycznego rezonansu jadrowego w roztworze i ciele statym
w badaniu B-blokerows;

- w roku 2006: Nagroda zespotowa naukowa III stopnia J.M. Rektora WUM za prace

zwigzana z badaniami struktury Viagry metodg NMR ciata statego;
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16. Dzialalno$¢ dydaktyczna

a) Pelnienie funkcji promotora pomocniczego w ukonczonych przewodach doktorskich:
Bytem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej p. dr Lukasza Szeleszczuka. Tytul pracy:
,»opektroskopowe badania skorupy jaja kurzego”. Obrona publiczna pracy odbyta si¢ w dniu
28 pazdziernika 2015 r.

b) Pelnienie funkcji promotora pomocniczego w rozpoczetych pracach doktorskich:

Jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej p. mgr Jakuba Harwackiego. Temat
pracy: ,,Wykorzystanie metod modelowania molekularnego w celu opracowania nowych
metod przesiewu wirtualnego w grupie ligandow receptoréw dopaminergicznych i

serotoninergicznych”. Planowany termin otwarcia przewodu doktorskiego - jesien 2017 r.

c) Opieka nad indywidualnym tokiem studiow ,,Projektowanie lekow ”

Jestem odpowiedzialny za organizacje¢ i koordynacje zaj¢¢ dla indywidualnego toku studiow
,,Projektowanie lekow” dla studentow IV i V roku studiow kierunku farmacja. Bytem jedng z
0s0b tworzacych koncepcje oraz podstawy programowe tego bloku (zostatlem uhonorowany
za to nagroda organizacyjng J.M. Rektora WUM w roku 2013). Prowadz¢ w ramach
wspomnianego bloku seminaria oraz ¢wiczenia z przedmiotow: ,,Modelowanie molekularne”

oraz ,,Projektowanie lekow”.

d) Opieka nad pracami magisterskimi:

Bylem opiekunem naukowym 23 prac magisterskich zrealizowanych w Zaktadzie Chemii
Fizycznej. Tematy prac dyplomowych zwigzane byty gtéownie z wykorzystaniem metod
obliczeniowych lub  zastosowaniem metod spektroskopii NMR w badaniach
farmaceutycznych. W latach 2015-2016 bylem roéwniez recenzentem trzech prac
magisterskich zrealizowanych na Wydziale Farmaceutycznym z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej WUM.

e) Prowadzone zajecia dydaktyczne:

W ramach =zaje¢ dydaktycznych prowadzg c¢wiczenia laboratoryjne oraz seminaria
rachunkowe z przedmiotu ,,Chemia fizyczna” dla studentéw II roku kierunku farmacja. Dla
studentow V roku indywidualnego toku studiow ,,projektowanie lekow” prowadzg ¢wiczenia
oraz seminaria z przedmiotu ,,Modelowanie molekularne” oraz ,,Projektowanie lekow”.

Prowadzone przeze mnie zajgcia byly zawsze wysoko oceniane w ramach ankiet studenckich
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f) Osiagniecia zwiazane z popularyzacja nauki:

1. Od roku 2015 jestem zaangazowany w prowadzenie zaj¢¢ dla licealistow w ramach
programu ,,Poznaj nasz wydzial” realizowanego na naszej Uczelni. W ramach tego programu
prowadz¢ seminarium oraz ¢wiczenia praktyczne z wykorzystania metod dokowania w
projektowaniu lekow.

2. W roku 2016 w ramach Festiwalu Nauki przygotowatem i wygtositem wyktad na temat
zastosowania metod modelowania molekularnego w projektowaniu nowych lekow.

3. Wyglositem dwa wyklady na posiedzeniach Oddziatu Warszawskiego Polskiego
Towarzystwa Farmaceutycznego:

- w dniu 10.06.2014, wyktad pt. ,,Projektowanie lekow - wspotczesne wyzwanie przemystu
farmaceutycznego”;

- w dniu 25.10.2016, wyktad pt. ,,Zastosowanie magnetycznego rezonansu jadrowego w

farmacji i medycynie”

17. Dzialalno$¢ organizacyjna

1. Od roku 2012 jestem przedstawicielem pracownikow naukowych w Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej WUM.

2. Jestem o0soba odpowiedzialng za koordynacje¢ zaje¢ w ramach indywidualnego toku
studiow Projektowanie Lekow.

3. W roku obecnym zostalem powotany jako cztonek Rady Programowej ds. Blokéw
Fakultatywnych funkcjonujacej w ramach Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej WUM.

4. W latach 2012-2015 bytem cztonkiem Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej na Wydziale
Farmaceutycznym WUM.

5. Bytem cztonkiem jury w XLV i XLVI Konkursie Prac Magisterskich w roku akademickim
2007/2008 oraz 2008/20009.

6. Od 2014 r. jestem recenzentem prac W dziedzinie farmacji zgtaszanych na Warszawski
Mig¢dzynarodowy Kongres Medyczny (WIMC), organizowanym przez Samorzad Studentow
WUM.

18. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych
Jestem czlonkiem Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego (PTFarm) oraz Polskiego

Towarzystwa Chemicznego (PTChem).
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