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1. Dane personalne

Imie i Nazwisko: Marta Katarzyna Dudek
Nazwisko panieniskie: Jamroz

2. Informacje o posiadanych dyplomach

a) magister farmacji (ocena bardzo dobra, praca wyrdziniona) — Pilotazowe badania trwatosci
preparatow recepturowych ojcow Bonifratrow. Promotor pracy: Prof. dr hab. J6zef Kowalski, praca
obroniona w lipcu 2005 roku na Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Warszawie.

b) doktor nauk farmaceutycznych (praca wyrdzniona summa cum laude) — Struktura ksylozydéw
triterpenowych wyizolowanych z Cimicifuga racemosa: badania NMR i modelowanie molekularne.
Promotor pracy: Prof. dr hab. lIwona Wawer, praca obroniona 16 listopada 2011 roku na Wydziale
Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

c) dyplom ukonczenia studidow podyplomowych na Wydziale Fizyki z Astronomig Uniwersytetu
Warszawskiego, praca dyplomowa — Doswiadczenia ilustrujgce wtasciwosci magnetyczne materii —
przyjeta w lipcu 2011 roku.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

(a) 01.10.2017 - obecnie: stanowisko specjalisty w Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w todzi

(b) 01.02.2018 - 31.01.2019: staz podoktorski w School of Chemistry na Uniwersytecie w
Southampton, UK

(c) 01.10.2015 - 30.09.2017: staz podoktorski w Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych PAN w todzi

(d) 01.10.2012 - 30.09.2015: adiunkt w Zaktadzie Chemii Fizycznej Wydziatu Farmaceutycznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

(e) 02.11.2009 — 30.09.2015: asystent w Zaktadzie Chemii Fizycznej Wydziatu Farmaceutycznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

(f) 01.10.2007 — 30.09.2011: doktorant w Zaktadzie Chemii Fizycznej Wydziatu Farmaceutycznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym

(a) tytut osiggniecia naukowego

Cykl prac tematycznych pt. Implementacja nowoczesnych metod spektroskopowych i
obliczeniowych w analizie strukturalnej produktow pochodzenia naturalnego i aktywnych
sktadnikdw lekow.

(b) prace wchodzace w sktad przedstawianego osiggniecia naukowego

H1. Marta K. Dudek (Jamrdz), Slawomir Kazmierski, Kamil Stefaniak, Vitold B. Glinski, Jan. A.
Glinski. Conformational equilibria in selected A-type trimeric procyanidins. Org. Biomol. Chem.
2014, 12,9837-9844, IF=3,562 (2014).

M0dj udziat w tej pracy polegat na zaplanowaniu wszystkich eksperymentow NMR, w tym widm

temperaturowych, analizie uzyskanych widm, przypisaniu sygnatéw 'H i *>C réznym rotamerom w
réznych rozpuszczalnikach lub kontroli poprawnosci tego przypisania przeprowadzonego przez
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magistranta, zaplanowaniu, przeprowadzeniu oraz analizie obliczern kwantowo-mechanicznych,
interpretacji uzyskanych wynikdéw i ich analizie w swietle wybranych skal rozpuszczalnikéw oraz
napisaniu  pracy i przygotowaniu wszystkich elementow graficznych. Jestem autorem
korespondencyjnym tej pracy.

Swdj wktad szacuje na 70%.

H2. Marta K. Dudek, Agata Jeziorna, Marek J. Potrzebowski. Computational and experimental
study of reversible hydration/dehydration processes in molecular crystals of natural products —a
case of catechin. CrystEngComm 2016, 18, 5267-5277, IF=3,474 (2016).

MGj udziat w tej pracy polegat na zaplanowaniu, rejestracji i analizie wszystkich widm C CPMAS, °H
MAS, PASS-2D oraz *H-C FSLG HETCOR NMR w ciele statym, przeprowadzeniu symulacji widm °H i
interpretacji uzyskanych wynikéw, zaplanowaniu i przeprowadzeniu analizy zawartosci wody w
uzyskanych hydratach katechiny, zaplanowaniu i przeprowadzeniu wszystkich obliczeri kwantowo -
mechanicznych oraz napisaniu pracy i przygotowaniu wszystkich elementéw graficznych, tqcznie z
tytutowq grafikq na oktadke czasopisma. Jestem autorem korespondencyjnym tej pracy.

Swdj wktad szacuje na 85%.

H3. Marta K. Dudek, Tomasz Pawlak, Piotr Paluch, Agata Jeziorna, Marek J. Potrzebowski. A
multi-technique experimental and computational approach to study the dehydration processes
in the crystals of endomorphin opioid peptide derivative. Cryst. Growth Des. 2016, 16, 5312—
5322, IF=4,055 (2016).

MGdj udziat w tej pracy polegat na analizie wynikdw uzyskanych z eksperymentéow NMR, zaplanowaniu
oraz przeprowadzeniu wszystkich obliczen kwantowo-chemicznych w fazie gazowej i w krysztatach,
Stworzeniu koncepcji obliczeniowej i modeli strukturalnych poddanych obliczeniom, selekcji
najlepszych uzyskanych modeli, analizie uzyskanych wynikdw obliczeniowych i ich korelacji z danymi
eksperymentalnymi oraz napisaniu wiekszosci pracy i przygotowaniu elementdow graficznych.

Swéj wktad szacuje na 60%.

H4. Marta K. Dudek, Vitold B. Glinski, Matthew H. Davey, Daniel Sliva, Slawomir Kazmierski, Jan
A. Gliiski. Trimeric and tetrameric A-type procyanidins from peanut skins. J. Nat. Prod. 2017, 80,
415-426, IF=3,885 (2017).

Modj udziat w tej pracy polegat na zaplanowaniu i zleceniu wszystkich pomiarow NMR, a pdzniej takze
pomiaréw ECD, zaplanowaniu i przeprowadzeniu obliczen kwantowo-chemicznych, analizie
uzyskanych wynikéw, skonstruowaniu toku analizy strukturalnej procyjanidyn, okresleniu struktury
wszystkich badanych zwigzkéw, w tym 4 nowych pochodnych oraz napisaniu znacznej czesci pracy i
przygotowaniu jej elementow graficznych. Jestem autorem korespondencyjnym tej pracy.

Swéj wktad szacuje na 70%.

H5. Marta K. Dudek, Grzegorz Bujacz, Marek J. Potrzebowski. Experimental tests for quality
validation of computationally predicted crystal structures — a case of a conformationally flexible
procyanidin A2 dihydrate. CrystEngComm 2017, 19, 2903-2913, IF=3,304 (2017).

MGj udziat w tej pracy polegat na zaplanowaniu, przeprowadzeniu i analizie wszystkich obliczen
kwantowo-chemicznych, w tym przeszukiwaniu przestrzeni konformacyjnej procyjanidyny A2, analizie
wynikow i selekcji konformeréw do dalszych etapow, wygenerowaniu i wstepnej optymalizacji
struktur krystalicznych dla wyselekcjonowanych konformerdw, selekcji i optymalizacji na wyZzszym
poziomie teorii najnizej energetycznych struktur krystalicznych oraz obliczeniu teoretycznych
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parametréow NMR. Ponadto, zaplanowatam i poddatam analizie eksperymenty NMR w ciele stafym,
wraz z przypisaniem sygnatow oraz dokonatam analizy uzyskanych wynikéw i ich pordwnania z
danymi teoretycznymi, a takZe napisatam manuskrypt i przygotowatam jego elementy graficzne.
Jestem autorem korespondencyjnym tej pracy.

Swoj wktad szacuje na 90%.

H6. Marta K Dudek, Ewelina Wielgus, Piotr Paluch, Marek Potrzebowski. Spontaneous keto-enol
tautomerization in the crystal lattice visualized with the help of water encapsulated in
hydrophilic reservoirs. ChemPhysChem 2017, 18, 2850-2854, IF=2,947 (2017).

Moj udziat w powstaniu tej pracy polegat na zaobserwowaniu zjawiska tautomerii keto-enolowej,
zaplanowaniu eksperymentow krystalizacyjnych, a takze pomiarow NMR i MS, ktére pozwolity
dowiesé, ze takie zjawisko zachodzi w badanych krysztatach, przeprowadzeniu eksperymentéw NMR
w roztworze, analizie widm NMR w roztworze i ciele statym, czesciowej analizie i dyskusji danych
uzyskanych z pomiaréw MS, analizie wnioskdw ptyngcych z wszystkich uzyskanych danych i
stworzeniu petnego obrazu pozwalajgcego wyjasni¢ obserwowane zjawisko, napisaniu wiekszosci
manuskryptu oraz przygotowaniu jego elementdow graficznych. Jestem autorem korespondencyjnym
tej pracy.

Swdj wktad szacuje na 70%.

H7. Marta K. Dudek, Maciej Kostrzewa, Piotr Paluch, Marek J. Potrzebowski. mt-Philic molecular
recognition in the solid state as a driving force for mechanochemical formation of apremilast
solvates and cocrystals. Cryst. Growth Des. 2018, 18, 3959-3970, IF=3,972 (2018).

M0dj udziat w tej pracy polegat na udziale w zaplanowaniu sposobu otrzymania nowych kokrysztatow
apremilastu, analizie widm NMR w ciele statym uzyskanego solwatu apremilastu z toluenem oraz

Bc i N, analizie danych

kokrysztatu apremilastu z toluenem, w tym przypisaniu sygnatéw 'H,
uzyskanych z pomiarow PXRD, stworzeniu modeli strukturalnych odpowiadajqgcych uzyskanym danym
eksperymentalnym, przeprowadzeniu obliczeri kwantowo-chemicznych, pordwnaniu teoretycznych i
eksperymentalnych parametrow NMR i PXRD oraz napisaniu wiekszosci manuskryptu. Jestem

autorem korespondencyjnym tej pracy.
Swéj wktad szacuje na 60%.

H8. Marta K. Dudek, Graeme M. Day. Explaining crystallization preferences of two polyphenolic
diastereoisomers by crystal structure prediction. CrystEngComm 2019, 10.1039/C8CE01783B,
IF=3,304 (2017).

MJj udziat w powstaniu tej pracy polegat na zaobserwowaniu rdéznic w preferencjach
krystalizacyjnych katechiny i epikatechiny, zaplanowaniu i przeprowadzeniu obliczen, ktdre pozwolity
wyjasni¢ obserwowane rdznice, w tym przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej, wygenerowanie i
wstepna optymalizacja struktur krystalicznych dla wszystkich uzyskanych konformerdw, zaréwno
czystych form krystalicznych, jak i solwatow 1:1 i 1:2 z metanolem. Ponadto przeprowadzitam analize
uzyskanych wynikéw i napisatam zdecydowanq wiekszos¢ manuskryptu oraz przygotowatam
wszystkie elementy graficzne, tgcznie z tytutowq grafikq na oktadke czasopisma. Jestem autorem
korespondencyjnym tej pracy.

Swdj wktad szacuje na 90%.
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(c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omdwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wstep

Spektroskopia NMR w roztworze i ciele stalym, a takie czesto towarzyszace im obliczenia
teoretyczne stanowig komplementarne i unikatowe w swej uniwersalnosci narzedzia, uzyteczne do
rozwigzywania problemoéw strukturalnych chemii organicznej, farmacji, lub analizy produktéw
pochodzenia naturalnego. Niezwykle szybki i czesto spontaniczny rozwdj metodologii w obu tych
dziedzinach powoduje jednak, ze najnowsze i najbardziej zaawansowane techniki nie sg powszechnie
stosowane. Tak dzieje sie szczegdlnie w przypadku spektroskopii NMR w ciele statym, w ktérej postep
technologiczny umozliwia rejestracje widm o bardzo duzej rozdzielczosci, zblizonych jakoscig do tych
uzyskiwanych w cieczy, na tyle jednak specyficznych, ze moga stac sie zrédtem subtelnych informac;ji,
niedostepnych w klasycznych pomiarach cieczowych. Coraz trudniejsze problemy strukturalne moga
znalez¢ swoje rozwigzanie wtasnie dzieki wykorzystaniu tego narzedzia, pod warunkiem, ze prébujacy
je rozwigzac badacze bedg swiadomi zaréwno mozliwosci, jakie oferuje spektroskopia NMR w ciele
statym, jak i ograniczen tej metody. Podobnie jest w przypadku obliczen kwantowo-chemicznych,
zwilaszcza w dziedzinie komputerowego przewidywania struktur krystalicznych, ktére oferuje
zrozumienie preferencji krystalizacyjnych zwigzkdw organicznych, mozliwos¢ przewidzenia istnienia
form polimorficznych lekéw, a takze opisania struktury krystalicznej zwigzku, wymykajgcego sie
poznaniu za pomocg metod eksperymentalnych. Tego typu badania, wyznaczajace trend
wspotczesnej chemii strukturalnej ciat statych, sg rozwijane w kilku grupach naukowych na $wiecie,
dziatajgcych w najbardziej prestizowych osrodkach, jednak w Polsce stosowane sg zgodnie z mojg
wiedzg niezwykle rzadko (jesli w ogdle).

W swojej dotychczasowe] pracy badawczej zajmowatam sie implementacja nowoczesnych
metod spektroskopii NMR w roztworze i ciele statym oraz obliczen kwantowo — chemicznych, ze
szczegbélnym uwzglednieniem przewidywania struktur krystalicznych, do rozwigzywania trudnych
probleméw strukturalnych na poziomie molekularnym. Niniejszy autoreferat podzielony jest na 4
czesci, z ktérych kazda opisuje nieco inne aspekty zastosowania wspomnianych wyzej technik. W
pierwszej czesci przedstawiam zastosowanie nieco bardziej rutynowych metod spektroskopii NMR w
roztworze w potaczeniu z zaawansowanymi obliczeniami kwantowo — chemicznymi, do opisu
struktury i réwnowag konformacyjnych nowych, trudnych do analizy strukturalnej zwigzkéw
pochodzenia naturalnego, procyjanidyn. W kolejnej, demonstruje analize stosowalnosci, a pdzniej
takze wykorzystanie komputerowego przewidywania struktur krystalicznych do poznania preferencji
krystalizacyjnych diastereoizomerycznych polifenoli (cze$¢ 2). Wreszcie cze$¢ 3 i 4 skupiajg sie na
zastosowaniu spektroskopii NMR w ciele statym do opisania struktur krystalicznych zwigzkéw
mikrokrystalicznych o istotnych dziataniach biologicznych (czes¢ 3), a takze do ,zajrzenia w gigb”
krysztatéw i sledzenia proceséw dynamicznych w nich zachodzacych (cze$¢ 4). Znaczna czesc
prowadzonych przeze mnie badan dotyczyta naturalnie wystepujacych polifenoli, katechiny i

epikatechiny, oraz ich pochodnych (H1, H2, H4-H6, H8), ale zajmowatam sie réwniez badaniami
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strukturalnymi apremilastu, nowego leku stosowanego w tuszczycy (H7), kwasu barbiturowego (H6)

oraz pochodnej biologicznie aktywnego tetrapeptydu, endomorfiny-2 (H3).

1. Struktura i analiza konformacyjna w roztworze (H1, H4)

Jednym 1z gtédwnych obiektdow moich badan s3g procyjanidyny, zwigzki polifenolowe
pochodzenia naturalnego o wielu ciekawych dziataniach biologicznych. Wsrdd nich opisywano jak
dotad nie tylko typowe dla polifenoli dziatania neutralizujgce wolne rodniki tlenowe, ale réwniez
dziatania przeciwnowotworowe, przeciwalergiczne, wspomagajgce funkcjonowanie uktadu sercowo —
naczyniowego i przeciwzapalne. Dziatanie to silnie zalezato od struktury chemicznej badanych
zwigzkdw w taki sposodb, ze nawet niewielka zmiana strukturalna powodowata znaczne zmiany w
skutkach dziatania biologicznego. Przyktadowo, jak wykazaty badania biologiczne przeprowadzone w
pracy H4, supresja wydzielania czynnika martwicy nowotworéw TNFa przez dwa
diastereoizomeryczne tetramery o tym samym stezeniu wynosita odpowiednio 82 i 4%.

Wyjasnienie obserwowanych réznic w dziataniach biologicznych, a co za tym idzie zrozumienie
mechanizmu dziatania procyjanidyn, mozliwe jest dopiero wéwczas, gdy dysponuje sie wiarygodnie
okreslonymi strukturami chemicznymi. Natomiast w przypadku procyjanidyn, niejednokrotnie nawet
w renomowanych czasopismach, podaje sie btednie okreslone struktury. Dzieje sie tak gtdwnie z
powodu stosunkowo skomplikowanej budowy tych zwigzkéw oraz wzajemnego podobienstwa
poszczegdlnych fragmentow tych czasteczek.

Chemicznie procyjanidyny sg oligomerami pochodnych flawon-3-olu, katechiny i/lub
epikatechiny, ktore sg wzajemnymi diastereoizomerami (RYSUNEK 1A). W naturze najczesciej spotyka
sie (+)-katechine (izomer 2R, 3S), oraz (—)-epikatechine (2R, 3R), cho¢ zdarzaja sie rowniez zwigzki
zawierajgce (—)-katechine (2S, 3R), zwang dla uproszczenia entkateching. W procyjanidynach te
pochodne flawon-3-olu mogg by¢ potaczone ze sobg wigzaniami typu A lub B (RYSUNEK 1B-D), a
lokalizacja tych potgczen wystepuje w co najmniej dwdch wariantach. Podjednostki (epi)katechin
moga by¢ bowiem potfaczone w pozycjach (4-6) lub (4-8) w przypadku potaczenia typu B oraz (2-O-
7,4-6), (2-0-7,4-8) oraz (2-0-5,4-6) dla potaczen typu A. Dodatkowo istnieje mozliwos¢ wystepowania
tzw. rozgatezien, kiedy zaréwno do atomu wegla C-6, jak i C-8 jednej podjednostki podstawione sg
dwie inne podjednostki. R6zna moze by¢ tez stereochemia tych potaczen. To wszystko powoduje, ze
analiza strukturalna procyjanidyn i wiarygodne okreslenie ich struktury jest zadaniem trudnym,
zwtaszcza jedli chodzi o okresdlenie sposobu i/lub lokalizacji potgczern wystepujgcych miedzy
poszczegdlnymi podjednostkami.

W literaturze rodzaj i miejsce potgczenia miedzy poszczegdlnymi podjednostkami procyjanidyn
najczesciej ustalane byly na postawie przesunie¢ chemicznych atoméw wegla C-6 i C-8. Wiekszos¢
badaczy uwazata bowiem, ze w przypadku potaczenia (4-8) przesuniecie chemiczne atomu wegla C-8
bedzie wynosito okoto 107 ppm, za$ dla potaczen (4-6) bedzie wyzsze i rowne okoto 109 ppm. Jednak
kryterium to nie pozwala jednoznacznie okresli¢ miejsca pofaczenia podjednostek, co wykazatam w
pracy H4. Drugim czesto stosowanym kryterium w literaturze sg korelacje HMBC pomiedzy protonem
H-4 goérnej podjednostki, a atomami wegla C-9 potaczenia (4-8) lub C-5 potaczenia (4-6) dolnej

podjednostki. Problem jednak w tym, ze przypisanie sygnatéw tym atomom wegla odbywa sie na
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podstawie tych samych korelacji HMBC, korzystajac ze wstepnych zatozen przyjetych podczas analizy
widm. Takie podejscie powoduje, ze te same korelacje mogg stanowi¢ dowdd na rdézng lokalizacje
potgczen. Ten brak niepodwazalnych sposobdw okreslania struktury procyjanidyn, ktéry ograniczat
mozliwosci zrozumienia zaleznosci pomiedzy ich strukturg a aktywnoscig biologiczng, sktonit mnie do
opracowania wiarygodnej metody analizy strukturalnej tych zwigzkéw. Metode tg opisatam w pracy

H4, w ktérej okreslitam réwniez strukture czterech nowych procyjanidyn wyizolowanych z tupin

nasiennych orzachy podziemnej (Arachis hypogaea L.).

A)

..,,,(jOH
OH

RYsuNEK 1. Wzory strukturalne (-)-epikatechiny i (+)-katechiny (a), a takze procyjanidyn z wigzaniami
typu A i B (b), tylko typu A (c) oraz tylko typu B (d).

tupiny nasienne orzachy (brgzowe cienkie otuliny znajdujace sie miedzy skorupg a orzeszkiem,
ktére wyrzucamy jedzac popularne fistaszki), stanowigce surowiec odpadowy w produkcji masta
orzechowego, sg cennym zrédtem procyjanidyn, zwtaszcza tych posiadajgcych potgczenia typu A. W
ramach wieloletniej wspdtpracy z amerykanskg firmg Planta Analytica LCC otrzymatam do analizy
strukturalnej szereg zwigzkdéw wyizolowanych z tego surowca, a wstepne badania strukturalne
sugerowaty, ze cztery z tych zwigzkdw, dwa trimery i dwa tetramery, nie zostaty opisane w
literaturze. W toku ustalenia ich struktury szybko stato sie jasne, ze literaturowe kryteria okreslenia
lokalizacji potaczen pomiedzy podjednostkami (epi)katechiny, jak rowniez te zwigzane z okresleniem
konfiguracji absolutnej samych podjednostek nie wystarczg, by jednoznacznie okresli¢ strukture
badanych zwigzkéw. Dla przyktadu przedstawie problemy, jakie napotkatam w czasie ustalenia
miejsca potgczen miedzyflawanowych struktury zwigzku oznaczonego w pracy H4 numerem 3,
bedacego trimerem (epi)katechiny, ktéry otrzymat nazwe Peanut procyjanidyna B (Peanut
procyanidin B).

W toku analizy ustalitam na podstawie wartosci sprzezeri J dla protonéw H3 i H4 w widmach *H
NMR, ze zwigzek ten sktada sie z dwdch podjednostek epikatechiny (gérnej, |, i Srodkowej, 1) oraz
jednej jednostki katechiny (dolnej, 1ll), potgczonych ze sobg wigzaniami typu A. Przesuniecie
chemiczne atoméw wegla C-6/8 podjednostki Il wynosito 108.95 ppm, co zgodnie z przedstawionym

powyzej kryterium sugerowatoby wystepowanie potgczenia C4-C6 miedzy podjednostkami | i Il. Z
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drugiej strony literaturowe przesuniecia dla pavetanin B7 i B8, w ktérych podjednostki potgczone s3
wigzaniami C4-C8, wynoszg 108.9 i 107.8 ppm. Sugeruje to, ze zastosowanie ,kryterium przesuniecia
chemicznego” nie jest w tym przypadku wiarygodne. W celu jednoznacznej lokalizacji tego potaczenia
poddatam dodatkowej analizie widma 'H-'H ROESY w metanolu-d,, typowym rozpuszczalniku
stosowanym w analizie strukturalnej procyjanidyn. Zbudowatam tez i zoptymalizowatam modele
strukturalne obu mozliwych miejsc potgczenia podjednostek (RYSUNEK 2). Obserwowane korelacje
pomiedzy sygnatem pochodzacym od protonu H-4 z podjednostki I, a sygnatami pochodzgcymi od
protondw H-2’ i H-6" z podjednostki Il, wskazujg jednoznacznie na pofaczenie atomoéw C4 i C8. Tylko
wowczas bowiem odlegtosci pomiedzy poszczegdlnymi parami protondéw, od ktérych pochodza
korelujace ze soba sygnaty 'H, s3 mniejsze niz graniczna dla obserwowalnosci korelacji ROESY wartos¢

5 A. W wypadku potaczenia C4-C8 jest to odlegtoé¢ 3.2 A, za$ przy potaczeniu C4-C6 wynosi ona 7.4 A.

a)

RYSUNEK 2. Struktura proponowanych modeli strukturalnych Peanut procyjanidyny B: EC-(48-8,28-0-
7)-EC-(48-8,28-0-7)-C (3) (z lewej) i EC-(46-6,26-0-7)-EC-(48-8,26-0-7)-C (z prawej), z zaznaczong
odlegfoscig pomiedzy atomami H4 z podjednostki | i H2’ z podjednostki 1.

Ustalenie lokalizacji potgczenia pomiedzy podjednostkg Il i Ill nastreczyto jeszcze wiecej
probleméw. Widma korelacyjne ROESY w metanolu-d, byly na tyle niejednoznaczne, ze jedynie w
niewielkim stopniu wskazywaty na lokalizacje wigzania pomiedzy atomami C4 i C8. Zawodne i
niejednoznaczne okazato sie réwniez kryterium korelacji HMBC, zas aby definitywnie ustali¢ miejsce
potaczenia konieczne bylo zarejestrowanie i analiza widm ROESY w rozpuszczalniku pozwalajagcym na
obserwacje sygnatow pochodzgcych od mobilnych protonéw hydroksylowych, takim jak bezwodny
DMSO-ds. Dopiero na podstawie takich korelacji mozliwe byto potwierdzenie, ze podjednostki Il i Ill
taczg sie poprzez atomy C4 i C8. Ostatnim krokiem w analizie strukturalnej byto potwierdzenie
stereochemii wigzania miedzyflawonowego oraz poszczegdlnych podjednostek za pomoca
elektronowego dichroizmu kotowego. Dopiero tak skonstruowany tok analizy strukturalnej,
obejmujacy zaréwno korelacyjne widma NMR w metanolu, umozliwiajgce porédwnanie z danymi
literaturowymi), widma NMR w rozpuszczalniku aprotycznym (bezwodny DMSO), obliczenia
teoretyczne oraz elektronowy dichroizm kotowy, pozwala ustali¢ strukture oligomerycznych

procyjanidyn w sposéb pewny.
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Dzieki sformutowaniu nowego wiarygodnego kryterium ustalania potgczen pomiedzy
podjednostkami flawinowymi, opisatam réwniez strukture dwdéch nowych tetrameréw — Peanut
procyjanidyny E (Peanut procyanidin E) i Peanut procyjanidyny F (Peanut procyanidin F) — oraz
kolejnego nowego trimeru, Peanut procyjanidyny C (Peanut procyanidin C) (RYSUNEK 3). Jednoczes$nie
zauwazytam, ze wptyw na obserwowane przesuniecia chemiczne ma nie tyle sama lokalizacja
wystepujgcego potaczenia miedzyflawonowego, ile tréjwymiarowa konformacja zwigzku wynikajaca z
takiego pofaczenia. Btedne jest zatem podejscie czesto spotykane w literaturze, opierajace sie
wytgcznie na pordwnaniu przesunie¢ chemicznych pomiedzy poszczegdlnymi procyjanidynami i
okreslanie struktury jedynie na podstawie podobieristwa tych przesunie¢. W pracy H4 wykazatam, ze
Peanut procyjanidyna C, posiadajgca pofaczenie C4-C6 pomiedzy podjednostka Il i lll ma niezwykle
podobne przesuniecia chemiczne do jednego z rotamerdw cinnamtaniny D-1, w ktérej te
podjednostki potaczone sg wigzaniem C4-C8. Dzieje sie tak wtasnie ze wzgledu na podobieristwo

konformacji, jakg w metanolu przybierajg obie te struktury.

RYSUNEK 3. Struktura nowych zwigzkdw wyizolowanych z tupin nasiennych orzachy podziemnej
opisanych w pracy H4: Peanut procyjanidyny B (3), C(4), E (1) i F (2).

Ostatni aspekt cytowanej pracy zwigzany jest z czestym zjawiskiem w chemii procyjanidyn,
jakim jest wystepowanie w roztworze izomerdéw rotacyjnych (rotamerdw). W skali czasowej
spektroskopii NMR obserwuje sie je jako wystepowanie dwdch zestawow sygnatéw rezonansowych,
ulegajacych koalescencji (uwspdlnieniu) w odpowiednio wysokiej temperaturze. Ich obecnosc¢
zwigzana jest z mozliwoscig obrotu wokot wigzania typu B w oligomerycznych procyjanidynach, co
prowadzi do wspdtistnienia przynajmniej dwdch konformeréw o odmiennych wartosciach kata
torsyjnego zawierajgcego miedzyflawonowe wigzanie typu B. Uwaza sie, ze mozliwos¢ przyjecia
odmiennych konformacji moze by¢ jedng z przyczyn wspomnianego wczesniej zrdznicowania sity
dziatania biologicznego procyjanidyn, nawet przy niewielkich réznicach strukturalnych. W pracy H4
okreslitam wzajemny stosunek zawartosci rotamerow kazdego z badanych zwigzkdéw, zauwazajac

przy tym, ze zalezy on silnie od struktury zwigzku, z najbardziej skrajng réznicg wystepujaca dla
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dwdch znanych trimerdw, Peanut procyjanidyny A i Peanut procyjanidyny D, rdznigcych sie od siebie
lokalizacjg potgczenia miedzyflawanowego miedzy | i Il podjednostka (odpowiednio C4-C6 i C4-C8). W
Peanut procyjanidynie A rotamery wystepowaty w stosunku 1:0.9, zas w Peanut procyjanidynie D nie
wystepowaty w ogéle nawet w temperaturze 250 K.

Zjawisko rotamerii czterech innych trimerycznych procyjanidyn wyizolowanych z kory
cynamonu opisatam w pracy H1. Badane zwigzki, do ktorych nalezaty cinnamtanina D1 (cinnamtannin
D1), cinnamtanina B1 (cinnamtannin B1), lindetanina (/lindetannin) i eskulitanina B (aesculitannin B),
zawierajgce w swej budowie jedno wigzanie typu A i jedno wigzanie typu B, izolowane byly jak dotgd
z wielu surowcéw rodlinnych. Pozwala to wnioskowa¢, ze sg dos¢ mocno rozpowszechnione w
Swiecie roslin. Z tego powodu istnieje réwniez znaczna liczba badan biologicznych sugerujgcych m.in.,
ze to wiasnie te trimeryczne procyjanidyny sg odpowiedzialne za insulinopodobng aktywnos¢
cynamonu opisywang w literaturze.

Badane trimery sg zbudowane w bardzo podobny sposdb, rdéznigc sie od siebie jedynie
konfiguracjg absolutng na jednym lub dwdch centrach chiralnych (Rysunek 4), zlokalizowanych w
podjednostce 1l lub Ill. Podjednostki te potgczone sg wigzaniem typu B, zas kat torsyjny o,
zawierajgcy to wigzanie i zlokalizowany miedzy atomami C3’_C4’_C8”_C9”, to element strukturalny
réznicujacy wystepujgce obok siebie izomery rotacyjne. Koalescencje sygnatow pochodzgcych od

dwdch zestawdw sygnatéw rezonansowych réznych rotamerdéw przedstawia RYSUNEK 5.

wigzanie

‘Cy typu B

RYSUNEK 4. Struktura procyjanidyn z kory cynamonu badanych w pracy H1. Kolorowe zaznaczenia
podkreslajqg rdznice strukturalne pomiedzy analizowanymi zwigzkami, zas strzatka wskazuje wigzanie
typu B, wokot ktorego obrot jest odpowiedzialny za wystepowanie izomerow rotacyjnych.Kqt torsyjny
zawierajgcy to wigzanie oznaczony jest w tekscie jako .

W prezentowanej pracy przeprowadzitam szczegdétowg analize konformacyjng rotameréw
wystepujagcych  w badanych zwigzkach, poczawszy od przypisania wszystkich sygnatéw
rezonansowych poszczegdlnym rotamerom. Wykazatam ponadto, ze pomimo duzego podobieristwa
strukturalnego, procyjanidyny te majg znaczgco rézny stosunek rotamerdw zalezny od ich budowy i

zastosowanego rozpuszczalnika (TABELA 1). Temperaturowe widma NMR w metanolu pozwolity mi na
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wyznaczenie entalpii swobodnej Gibbsa aktywacji rotacji wokot kata ¢ w rozpuszczalniku, korzystajac

z roéwnania Eyringa: AGTC=4.58TC*(10.32+10gZ—”), w ktédrym T, oznacza temperature

koalescencji, zas wielko$¢ k. wyznacza sie wykorzystujgc wartos¢ maksymalnej obserwowanej
. . . . . A . - .
separacji sygnatéw Av, zgodnie z réwnaniem: k., = iﬁv Otrzymane wielkosci sg w granicach btedu

takie same dla wszystkich badanych zwigzkdéw i wskazujg na istnienie jedynie niewielkiej bariery

energetycznej miedzy rotamerami, wyjasniajgc fakt

jednoczesnego wystepowania dwdch
konformacji.
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RYSUNEK 5. Widma 'H NMR dla cinnamtaniny D1: (a) charakterystyczna koalescencja sygnatow H w
metanolu oraz (b) wyraznie widoczne dwa zestawy sygnatow w *H w pirydynie.

W celu potwierdzenia wnioskéw wyciggnietych z widm NMR przeprowadzitam obliczenia
teoretyczne, ktére wykazaty istnienie dwdch miniméw energetycznych rozdzielonych barierg rotacji o
wielkosci zblizonej do tej otrzymanej z danych eksperymentalnych. Obliczenia te pozwolity mi takze
ustali¢ preferowane wartosci kagta ¢ w obu rotamerach, ktére dla kazdego zwigzku oscylowaty wokot
—90° i +90° (stad nazwane sg rotamerami (—¢) i (+¢)). Szczegétowa analiza otrzymanych konformacji
wykazata, ze uzyskane wartosci kata ¢ wynikajg z kompromisu pomiedzy maksymalizacjg liczby

wigzan wodorowych, a minimalizacjg odpychania wolnych par elektronowych licznych atomoéw tlenu.
Zastanawiajgce rdznice wzajemnych stosunkdéw rotameréw poszczegdlnych zwigzkdw w
réznych

rozpuszczalnikach sktonity mnie do przeprowadzenia obliczen statych ekranowania
preferowanych konformacji

badanych zwigzkdw oraz pordwnania ich z eksperymentalnymi
wartoéciami przesunie¢ chemicznych jader 'H. W efekcie udowodnitam, ze w réznych
rozpuszczalnikach stabilizowane sg inne konformacje procyjanidyn (TABELA 1): w przypadku
rozpuszczalnikow silnie elektrono-donorowych (DMSO, pirydyna) we wszystkich przypadkach
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przewazat rotamer (—¢), zas w przypadku acetonu i metanolu dominowat rotamer (+¢), ktory
zgodnie z uzyskanymi wynikami obliczen charakteryzowat sie réwniez nizszg swobodng entalpia
Gibbsa w fazie gazowej (obliczong metodg M06-2X/6-31G(d,p)).

TABELA 1. Wzajemny stosunek ilosciowy rotamerdéw badanych zwigzkdw w réznych rozpuszczalnikach
(wyrazony jako zawartos¢ rotametru (—¢@) w stosunku do rotametru (+¢@)) oraz wyznaczone z
temperaturowych widm *H NMR entalpie swobodne Gibbsa aktywacji rotacji wokdt wigzania typu B.

1 (EC-EC-EC) 2 (EC-EC-C) 3 (EC-entC-EC)  4(EC-entC-C)

Metanol 0.27 0.24 0.11 0.11
Aceton 0.40 0.50 0.28 0.28
DMSO 1.50 2.40 1.30 1.70
Pirydyna 1.10 1.20 2.00 1.10
ﬁ(i;c/::ﬁm 15.2 122 13.8 13.6

Fakt preferowania réznych konformacji w rozpuszczalnikach o roznym charakterze wynika z
budowy konformeréw. Rotamer (+¢) ma bowiem duzo bardziej zwartg budowe od rotametru (—¢),
majac jednoczesdnie wiekszg liczbe wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. W takiej sytuacji
rozpuszczalniki o niezbyt silnych wtasciwosciach elektrono-donorowych nie sg w stanie konkurowac z
istniejgcymi oddziatywaniami wewnatrzczasteczkowymi. Jednak w przypadku silniejszych witasciwosci
elektrono-donorowych rozpuszczalnika, wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe ulegajg
zerwaniu na korzys$¢ oddziatywania z rozpuszczalnikiem, stad preferowana jest konformacja bardziej
rozciggnieta, dajaca lepszy dostep czgsteczkom rozpuszczalnika do potencjalnych miejsc elektrono-
akceptorowych. Implikacje ptynace z tych obserwacji mogg by¢ niezwykle znamienne. tatwo bowiem
wyobrazi¢ sobie sytuacje, w ktdrej podczas oddziatywania z biatkami tylko ta czasteczka
procyjanidyny zwigze sie z receptorem, ktéra znalaztszy sie w miejscu wigzacym o silnie elektrono-
donorowym charakterze ma zdolnos$¢ przyjecia innej konformacji od tej, ktéra preferowana jest w

Srodowisku wodnym.

2. Zastosowanie przewidywania struktur Kkrystalicznych (CSP) w badaniach
strukturalnych (H5, H8)

Wyniki uzyskane w pracy H1 pozwolity mi takze lepiej zrozumieé i wyjasni¢ preferencje
krystalizacyjne katechiny i epikatechiny, jednostek budulcowych procyjanidyn. Badania tego
zagadnienia podjetam w zwigzku z przeprowadzonymi przeze mnie prébami otrzymania
odpowiednich do badan rentgenograficznych monokrysztatéw tych diastereocizomeréw. W toku prac
zaobserwowatam znaczace réznice w zachowaniu sie epikatechiny i katechiny. Epikatechina, ktérej
jedyna struktura krystaliczna znana jest od ponad 40 lat, nie wykazywata bowiem zadnych tendencji
do tworzenia jakichkolwiek innych form krystalicznych. Wydaje sie zatem by¢ monomorficzna. Zas
katechina nie tworzy czystych form krystalicznych, ale niezwykle chetnie krystalizuje w postaci

solwatow i hydratéw, chtongc z powietrza nie tylko pare wodng, ale takze pary polarnych
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rozpuszczalnikéw organicznych, jesli tylko znajdzie sie w zawierajacej je atmosferze (H2, H8).
Wyijasnienie na poziomie molekularnym tak zdecydowanych réznic w preferencjach krystalizacyjnych
podobnych do siebie zwigzkdw mozliwe jest w zasadzie wytgcznie za pomocg przewidywania struktur
krystalicznych (CSP, od angielskiego Crystal Structure Prediction). Procedura ta ma na celu
przewidzenie za pomocg metod obliczeniowych wszystkich stabilnych form krystalicznych badanej
substancji, opierajac sie jedynie na wiedzy o opisujacym jg wzorze chemicznym i potencjalnych
warunkach krystalizacji (H8).

CSP jest obecnie jednym z najwiekszych wyzwan chemii obliczeniowej ze wzgledu na liczbe
mozliwych stopni swobody, ktére w takim procesie trzeba uwzgledni¢. Obejmuje to nie tylko
réznorodnos$é krystalograficznych grup przestrzennych oraz poszczegdlnych parametréw opisujacych
krystaliczng komadrke elementarng, ale takze swobode konformacyjng czasteczki i r6zne warianty jej
utozenia w krysztale. Z drugiej strony, mozliwos¢ komputerowego przewidzenia jak dane zwigzki
chemiczne beda krystalizowaé, jakie formy polimorficzne bedg tworzyé, czy beda podatne na
tworzenie hydratéw i solwatéw oraz jakie ich formy krystaliczne bedg najtrwalsze i dlaczego, jest nie
do przecenienia dla przemystu farmaceutycznego i rozwoju inzynierii krysztatow. Warto podkreslic,
ze chociaz istnieje juz wiele prac, w ktérych z sukcesem zastosowano obliczenia CSP do gtebszego
zrozumienia obserwowanych tendencji krystalizacyjnych, to jednak dziedzina ta jest na wczesnym
etapie rozwoju. W Polsce nie ma grupy badawczej, ktdra zajmowataby sie rozwijaniem lub
stosowaniem tej metodologii.

W pracy H8 zastosowatam procedure CSP do wyjasnienia preferencji krystalizacyjnych
katechiny i epikatechiny. Zastosowana przeze mnie metodologia sktadata sie z kilku kluczowych
etapéw: (1) przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej badanych zwigzkéw, (2) generowania
struktur krystalicznych za pomocy kwazi-losowego probkowania opartego o sekwencje Sobola, (3)
wstepnej ewaluacji energii oddziatywan miedzyczasteczkowych wygenerowanych krysztatéw z
wykorzystaniem multipoli atomowych oraz (4) koricowej ewaluacji energii z wykorzystaniem metody
DFT ukfaddéw periodycznych (periodic DFT) tych struktur krystalicznych, ktére w poprzednim etapie
uzyskaty energie nie wyzszg niz 15 kJ/mol od struktury o najnizszej energii. Do tej pory zdecydowana
wiekszos¢ zastosowan CSP dotyczyta ukfadéw sztywnych, dlatego praca H8 poszerza zakres
stosowalnosci tego rodzaju obliczen do uktadéw o znaczgcej swobodzie konformacyjnej (w
przypadku katechiny i epikatechiny jest to 6 rotujgcych wigzan). W przeprowadzonych obliczeniach
CSP bratam pod uwage 56 konformerdw epikatechiny i 68 konformeréw katechiny, generujac
struktury krystaliczne zaréwno czystych zwigzkéw, jak i ich metanolowych solwatéw w stosunku 1:1 i
1:2. Dla kazdego konformeru kazdego badanego zwigzku rozwazatam 4 najczesciej wystepujgce
chiralne grupy przestrzenne (co jest powszechnie przyjetag metodg zawezania przeszukiwanej
przestrzeni, stosowang w znacznej wiekszosci prac dotyczacych CSP). Oznacza to, ze wygenerowatam
i poddatam ocenie tacznie okoto 1.5 miliona struktur krystalicznych.

Rezultatem obliczenn CSP jest tzw. krajobraz energii krystalicznej (crystal energy landscape),
czyli wykres zaleznosci energii otrzymanych krysztatéw od ich gestosci. W takim krajobrazie kazdy
punkt (minimum lokalne) oznacza unikatowga strukture krystaliczng, zas jego minimum globalne

uwazane jest za strukture, ktérg powinno sie obserwowac eksperymentalnie. W rezultacie pierwszym
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testem dla procedury CSP jest zawsze fakt znalezienia eksperymentalnej struktury krystalicznej
rozwazanego zwigzku. W przypadku czystej epikatechiny struktura stanowigca minimum globalne
krajobrazu energii krystalicznej (RYSUNEK 6A) wykazuje duzg zgodnosc ze strukturg eksperymentalna.
Znajduje to odzwierciedlenie w wartosci RMSD uzyskanej po natozeniu tych struktur na siebie, a
wyrazajacej rdznice w potozeniach poszczegdlnych atoméw. Wartos¢ ta dla klastra 20 czasteczek
wynosita 0.383 A po wstepnej optymalizacji opartej o multipole atomowe, za$ po optymalizacji
metoda DFT uktadéw periodycznych 0.023 A. Podobnie znaleziona zostata eksperymentalna struktura
metanolowego disolwatu katechiny, z RMSD o wartosci 0.538 A.

Warto zwrdci¢ uwage na rdznice w krajobrazie energetycznym czystych katechiny i
epikatechiny. W najwazniejszym obszarze energii oddalonym najwyzej o 15 kJ/mol od uzyskanego
minimum globalnego w przypadku epikatechiny znajduje sie tylko kilka struktur (RYSUNEK 6A,
jasnofioletowe pole), z rdinicg energetyczng miedzy minimum globalnym a nastepng strukturg
wynoszacg 9 kl/mol. W przypadku katechiny w takim obszarze znajduje sie okoto 40 struktur
krystalicznych, z niewielkimi réznicami energetycznymi miedzy nimi. Szczegétowa analiza uzyskanych
struktur i ich energii w rozbiciu na energie miedzyczgsteczkowyg E\nrer (rozumiang jako wktad do
energii sieci krystalicznej, wynikajacy jedynie z oddziatywan miedzy poszczegdinymi czasteczkami, a
nie biorgcy pod uwage konformacji czasteczki) i wewnatrzczgsteczkowy Enra (Obrazujgca energie
czasteczki w fazie gazowej, wynikajgcg bezposrednio z konformacji czasteczki) pozwala zrozumiec
roznice w preferencjach krystalizacyjnych katechiny i epikatechiny (RYysunek 6B). W przypadku tej
ostatniej konformery o niskiej energii E\yrra tworzg stabilne struktury o korzystnej wartosci Eyrer, zas$
w przypadku katechiny takie korzystne struktury sg tworzone wytacznie przez konformery o wysokiej
energii w fazie gazowej, a te o niskiej E;ytra Nie upakowuja sie w krysztale w korzystnie energetyczny
sposéb. Ciekawe, ze wszystkie korzystne energetyczne struktury katechiny nie majg
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego. Ma to znaczgcy wptyw na obecne w krysztatach
motywy strukturalne, wyraznie rézne od tych znalezionych w krysztatach epikatechiny (RYSUNEK 7).
Na Rysunku 6B struktury bez wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego zaznaczone s3
krzyzykami. Taka niezdolnos¢ konformerdw katechiny o niskiej energii do efektywnego upakowania
sie w korzystny sposéb w sieci krystalicznej jest jedng z przyczyn obserwowanych rdéznic w
preferencjach krystalizacyjnych pomiedzy nig a jej diastereoizomerem.

W przypadku wynikdw uzyskanych dla metanolowych solwatéw badanych zwigzkéw przede
wszystkim zwraca uwage fakt, ze konformer katechiny tworzacy strukture eksperymentalng ma
energie wiekszg od najkorzystniejszej energetycznie konformacji az o 33 kJ/mol. Zwykle uwaza sie, ze
stabilne struktury krystaliczne moga by¢ tworzone przez konformery o energii do 22.5 klJ/mol
wiekszej niz globalne konformacyjne minimum energetyczne. Jednak istniejgce badania tego
zagadnienia nie uwzgledniaty form solwatowanych. Uzyskany przeze mnie wynik oznacza, ze w
przypadku solwatéw mozna spodziewac sie, ze oddziatywania z czgsteczkami rozpuszczalnika moga
stabilizowa¢ nawet bardzo niekorzystne energetycznie konformacje. Uzyskane wyniki sg réwniez
interesujgce w kontekscie analizy konformacyjnej procyjanidyn przeprowadzonej w pracy H1, w
ktérej metanol nie byt w stanie zerwaé¢ wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych tworzonych

przez badane oligomery. Wydaje sie, ze w przypadku katechiny dochodzi do takiego zerwania
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wewnatrzczasteczkowego wigzania w pierscieniu dihydroksyfenylowym podczas krystalizacji z

metanolu, przy zatezaniu roztworu w miare odparowywania rozpuszczalnika. Hipoteze ta
potwierdzajg motywy strukturalne obecne w eksperymentalnym krysztale metanolowego solwatu
katechiny (RYSUNEK 7), w ktérym to wiasnie czgsteczki metanolu wigzg sie za pomocag wigzan
wodorowych z sgsiadujgcymi ze sobg grupami hydroksylowymi pierscienia dihydroksyfenylowego,

zastepujgc w ten sposdb zazwyczaj tworzone wigzania wewnatrzczgsteczkowe.
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RYSUNEK 6. Krajobraz energii krystalicznej dla czystych epikatechiny i katechiny z zaznaczonym
obszarem najnizszej energii (20 kJ/mol od minimum globalnego) (A) oraz miedzyczgsteczkowy wktad
do energii sieci krystalicznej obu czqsteczek, z zaznaczonqg za pomocq mapy kolorow energie
wewngtrzczqgsteczkowqg (B). Krzyzykami oznaczone sq struktury zawierajgce konformery bez
wewnqtrzczgsteczkowego wigzania wodorowego.

Obserwowana wysoka energia konformerdw katechiny tworzacych korzystne energetycznie
struktury krystaliczne jest przyczyng, dla ktérej ten polifenol tak chetnie tworzy solwaty i hydraty.
Mate czgsteczki rozpuszczalnikéw bowiem tatwo penetrujg sie¢ krystaliczng katechiny i tworzg z nig
wigzania wodorowe kompensujgc w ten sposdb niekorzystng energie wewnatrzczgsteczkowa.
Dowodzi tego ostatecznie poréwnanie energii struktur krystalicznych czystej katechiny i jej
metanolowych solwatéow uzyskanych w wyniku procedury CSP (RYsuNEK 8). W przeciwienstwie do
niej czysta forma krystaliczna epikatechiny jest znacznie bardziej stabilna.

Przeprowadzone obliczenia wyjasniajg przyczyne tendencji tworzenia form solwatowanych

przez krysztaty zwigzkdw organicznych i pozwalajg gtebiej zrozumiec to zjawisko. Przeprowadzone
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wczesniej prace wskazywaty na obecnos¢ stabilnych struktur krystalicznych o niskiej gestosci jako
przyczyne powstawania solwatéw. W takich strukturach istniaty bowiem puste przestrzenie mogace
,Zmiesci¢” czasteczke(i) rozpuszczalnika. W przeprowadzonych przeze mnie obliczeniach wszystkie
struktury krystaliczne miaty podobng gestos¢, zas czynnikiem prowadzacym do tworzenia solwatéw
jest mozliwos¢ kompensacji przez rozpuszczalnik wysokoenergetycznej konformacji czasteczki.

b)

RYSUNEK 7. Motywy strukturalne wystepujqgce w krysztatach epikatechiny (a) i metanolowego solwatu
katechiny (b). Kolorem niebieskim zaznaczone sq wewngqtrzczgsteczkowe wigzania wodorowe.
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RYSUNEK 8. Porédwnanie krajobrazu energii sieci krystalicznej metanolowych solwatdw i czystych form
katechiny i epikatechiny policzonych na poziomie teorii PBE-D2.

Procedura CSP, cho¢ czesto niezwykle pomocna, ma tez kilka stabych punktow, ktoére
utrudniajg jej szerokie zastosowanie. Jednym z nich jest doktadno$¢ metod teoretycznych
stosowanych do oszacowania energii uzyskanych struktur. Wstepna ocena energii odbywa sie
najczesciej za pomocg pdl sitowych (warto zaznaczy¢, ze w niektérych pracach pozostaje sie na tym
etapie ewaluacji), a nastepnie dla najlepszych struktur liczona jest energia na poziomie DFT uktadow
periodycznych. Zadna z tych metod nie gwarantuje jednak dokfadnoéci ponizej 5 klJ/mol, zwtaszcza w
przypadku hydratéw i uktadéw wielosktadnikowych. Potencjalnych struktur krystalicznych
uzyskanych w najnizszym obszarze energii moze by¢ kilkadziesigt lub nawet kilkaset. Jesli wsréd tych
struktur chcielibySmy znalezé¢ te obserwowang doswiadczalnie, potrzebujemy pomocy metod

eksperymentalnych. Jesli natomiast zalezy nam na opisaniu nieznanej struktury krystalicznej zwigzku,
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ktérego nie udaje sie wykrystalizowaé¢ w postaci odpowiednich do badan rentgenograficznych
monokrysztatéw, metodg z wyboru jest tzw. krystalografia NMR, a wiec pofaczenie spektroskopii
NMR w ciele statym, proszkowej dyfrakcji promieni X i obliczen kwantowo-chemicznych. Pierwsza z
metod dostarcza wéwczas wiezéw strukturalnych, druga danych dotyczacych komérki elementarne;j
w krysztale i grupy przestrzennej, za$ trzecia stuzy optymalizacji geometrii oraz obliczeniom
teoretycznym parametrow NMR struktur zbudowanych na podstawie informac;ji uzyskanych z dwéch
pierwszych metod. Tak jak w krystalografii rentgenowskiej, duzg zgodnos¢ wynikdw teoretycznych z
danymi eksperymentalnymi jednej ze struktur traktuje sie jako potwierdzenie struktury
doswiadczalnej. Czesto zdarza sie jednak, ze z przeprowadzonych pomiaréw nie mozna wyciggnac
informacji pozwalajgcych na stworzenie odpowiednich modeli strukturalnych. Wtedy warto
zastosowac procedure CSP do uzyskania prawdopodobnych struktur, dla ktérych nastepnie oblicza
sie parametry NMR i porownuje z danymi eksperymentalnymi. W ten sposéb potgczenie CSP i
krystalografii NMR moze sta¢ sie poteznym narzedziem analizy strukturalnej. Narzedzie to jest na
razie we wstepnej fazie rozwoju.

W pracy H5 przeprowadzitam analize stosowalnosci wspomnianego wyzej potfgczenia CSP z
krystalografiag NMR do okreslania de novo struktury krystalicznej labilnego konformacyjnie i
ztozonego uktadu, jakim jest dihydrat procyjanidyny A2 (PA2, RYsuNEK 9A). Badany uktad przekracza
swojg ztozonoscig jakgkolwiek inng forme krystaliczng analizowang jak do tej pory za pomocg CSP.
Fakt, ze mamy do czynienia z uktadem trdéjsktadnikowym, w ktdrym badana czgsteczka ma 10 wigzan
podlegajgcych swobodnej rotacji sprawia, ze przeprowadzenie obliczerh obejmujgcych catg dostepng
przestrzen stopni swobody bytoby niemozliwe przy racjonalnym naktadzie srodkdw i czasu. Z tego
powodu koniecznos$cig staje sie zastosowanie metod eksperymentalnych pozwalajacych zawezic

przeszukiwany obszar.
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RYSUNEK 9. Struktura procyjanidyny A2 wraz z numeracjq i zaznaczonymi kqtami torsyjnymi @ i ¢ (a)
oraz uzyskane w wyniku przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej wykresy zaleznosci energii
konformerdéw PA2 w zaleznosci od wartosci kqtow @ i § (b).

W omawianej pracy wyselekcjonowatam 7 znaczgco réznych konformerdw o najnizszej energii
(Rysunek 98-c), dla ktérych przeprowadzitam obliczenia CSP, a nastepnie sposrdd setek tysiecy
otrzymanych struktur krystalicznych wybratam 67 najkorzystniejszych energetycznie do dalszej
ewaluacji z wykorzystaniem metody DFT ukfadow periodycznych. Nastepnie wykonatam
eksperymenty NMR w ciele stalym z bardzo szybkim wirowaniem pod katem magicznym (z
predkoscig rotacji prébki 60 kHz). Pozwolito mi to uzyska¢ wiarygodne przesuniecia chemiczne nie

tylko dla jader °C, ale réwniez 'H. Aby uzyska¢ dodatkowe parametry mogace postuzy¢
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wyselekcjonowaniu wifasciwej struktury, poddatam analizie takie gtéwne sktadowe tensora
przesuniecia chemicznego jadra C (z wykorzystaniem eksperymentu 2D-PASS). Uzyskane wyniki
wskazywaty wyraznie, ktdry konformer obecny jest w sieci krystalicznej. Pokazywaty to zwtaszcza
dane "H NMR (RysunEek 10). Niestety, nie wskazywaty jednoznacznie grupy przestrzennej ani sposobu
upakowania czasteczek w badanym krysztale. Tg pierwsza informacje udato sie uzyskaé z analizy
poréwnawczej symulowanych i eksperymentalnych dyfraktogramoéw proszkowych, ktére bez cienia
watpliwosci wskazywaty na grupe przestrzenng P2,2,2;.

Niestety struktura krystaliczna wybranego konformeru we wskazanej grupie przestrzennej
uzyskana w wyniku CSP miata az o 50 kJ/mol wyzszg energie od minimum globalnego, zas w rankingu
energetycznym opartym o DFT uktadéw periodycznych zajmowata dopiero odlegte 22-gie miejsce.
Byto wiec jasne, ze mimo znacznej zgodnosci z danymi NMR nie mozna byto uzna¢ tej struktury za
zgodng z obserwowang eksperymentalnie. Wynika to z faktu, ze parametry NMR sg bardzo wrazliwe
na lokalne zmiany otoczenia chemicznego analizowanej struktury (i z tego powodu jednoznacznie
wskazujg konformacje obecng w krysztale), ale nie sg wrazliwe na zmiany dalszego zasiegu. Ponadto
trudno arbitralnie ustali¢ jaka zgodnos¢ z danymi eksperymentalnymi moze by¢ uznana za
wystarczajgcy. Stad wynika koniecznos¢ uwzglednienia dodatkowych kryteridw, jakimi sg wiasnie
zgodnos¢ z danymi PXRD i energia sieci krystalicznej. To ostatnie kryterium moze dostarczyé
informacji o brakujgcym elemencie, czyli o sposobie upakowania czgsteczek w sieci krystalicznej w
danej grupie przestrzennej. Rzeczywiscie, wsréd struktur uzyskanych w grupie przestrzennej P2,2,2;
znajdowata sie taka, ktéra w rankingu energetycznym zajmowata wysokie 3-cie miejsce, z energig
sieci krystalicznej wyzszg od minimum globalnego jedynie o 5 kJ/mol (co dla hydratéw nie jest duzg
roznicg), ale zawierajgca w sieci krystalicznej niewtasciwy konformer. Odpowiednia modyfikacja
konformacji czgsteczki w tej strukturze na tg wskazywang przez eksperyment NMR, a nastepnie
ponowna jej optymalizacja zaowocowata uzyskaniem struktury, ktéra nie tylko zajeta pierwsze
miejsce  w rankingu energetycznym, ale wuzyskata jeszcze lepsza zgodno$¢ z danymi
eksperymentalnymi NMR i PXRD niz jakakolwiek inna z analizowanych dotychczas struktur.
Ostatecznym potwierdzeniem poprawnosci otrzymanej de novo struktury jest jej wysoka zgodnos¢ z

eksperymentalng strukturg krystaliczng (Rysunek 11).
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RYSUNEK 10. Wspdtczynniki korelacji uzyskane z regresji liniowej dla eksperymentalnych i
teoretycznych parametréw NMR: izotropowych wartosci & dla jgdra *H oraz sredniej arytmetycznej z
gféwnych sktadowych tensora przesuniecia chemicznego °C. Czerwona linia na pierwszym wykresie
odpowiada wartosci 'H RMSD 0.46 ppm.
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RYSUNEK 11. Poréwnanie eksperymentalnej (z lewej) i uzyskanej de novo w wyniku przeprowadzonych
obliczen (z prawej) struktur krystalicznych procyjanidyny A2.

Przeprowadzone badania wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania metody opartej o CSP i
krystalografie NMR w analizie ztozonych, labilnych konformacyjnie uktadéw, pod warunkiem, ze
kazdy z komponentéw tej metodologii bedzie stosowany ostroznie i z witasciwym dystansem.
Interesujgcg wydaje sie réwniez obserwacja dotyczgca braku jednoznacznej granicy wskazujgcej jak
duza zgodnos¢ teoretycznych i eksperymentalnych danych NMR moze by¢ uznana za wystarczajaca.
Jest to o tyle istotne, ze stanowi podstawe catej krystalografii NMR, za$ obserwowane w pracy H5
roznice w zgodnosci z eksperymentem poszczegdlnych struktur krystalicznych nie byly bardzo

znaczace. Zagadnienie to bedzie stanowi¢ jeden z obszaréw moich dalszych badan.

3. Zastosowanie krystalografii NMR do opisu struktur krystalicznych (H2, H3, H7)

Przedstawione powyzej badania opublikowane w artykule H5 miaty na celu gtéwnie
sprawdzenie stosowalnosci krystalografii NMR do analizy wielokomponentowych uktadéw o znacznej
swobodzie konformacyjnej. W takim sensie nie stanowig rozwigzania rzeczywistego problemu
strukturalnego, ale raczej pokazujg perspektywe zastosowan tej metodologii. W tej czesci
przedstawie prace H2, H3 i H7, w ktdrych rzeczywiste problemy strukturalne rozwigzywatam
wykorzystujgc krystalografie NMR w potgczeniu z obliczeniami kwantowo-chemicznymi.

Pierwsze dwie prace (H2 i H3) dotyczyty analizy strukturalnej hydratéw o mniejszej zawartosci
wody, powstatych w wyniku dehydratacji hydratow o wiekszej zawartosci wody i znanych
strukturach, 4.5-hydratu katechiny i 7-hydratu endomorfiny-2-OH (EM-20H). W takich sytuacjach
otrzymane zwigzki sg zwykle w postaci mikrokrystalicznego proszku, zas préby otrzymania krysztatu
hydratéw o mniejszej zawartosci wody w wyniku krystalizacji odpowiedniego dla rentgenografii
strukturalnej najczesciej konczg sie fiaskiem. Z tego powodu krystalografia NMR wydaje sie by¢
jedyng metoda, ktora pozwala zajrze¢ w gtab takiego mikrokrystalicznego proszku i opisa¢ jego
strukture na poziomie molekularnym. W przytoczonych pracach stosowatam NMR w ciele statym nie
tylko do opisu struktury badanych zwigzkéw, ale takie do $ledzenia proceséw dehydratacji i (w
przypadku pracy H2) rehydratacji. Ten aspekt przytaczanych prac omoéwie jednak w kolejnej czesci
autoreferatu.

W toku badan nad dehydratacjg 4.5-hydratu katechiny (forma 1) uzyskatam nieznang dotad

forme krystaliczng tego polifenolu, ktérg okreslitam jako forme I, bedacg niestechiometrycznym
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hydratem zawierajgcym od 0.5 do 2.5 czgsteczek wody. W celu opisania jej struktury
zarejestrowatam i poddatam szczegdétowej analizie widma NMR w ciele statym obejmujace
korelacyjne widma 'H-"C FSLG-HETCOR przy predkosci wirowania 20 kHz oraz widma 2D-PASS
(Rysunek 12). Dzieki temu ustalitam, ktére fragmenty czasteczki ulegajg w wyniku dehydratacji
najwiekszym zmianom w ich lokalnym $rodowisku w krysztale. Szczegdlnie istotne informacje
uzyskatam z analizy zmian gtéwnych sktadowych tensora przesuniecia chemicznego jader C, dla
ktdrych przeprowadzitam réwniez teoretyczng analize wptywu poszczegdlnych parametrow
strukturalnych. Doprowadzito mnie to do wniosku, ze w obrebie samej czgsteczki katechiny dochodzi
do niewielkich zmian strukturalnych, obejmujacych jedynie zmieniajacg sie orientacje protonéw grup
hydroksylowych, ale najwazniejszy parametr strukturalny, tj. warto$é¢ kata torsyjnego pomiedzy
pierscieniem dihydroksyfenylowym a resztg chromanu, ulega jedynie niewielkiej zmianie lub nie
ulega jej wcale.

Upewniona, ze sama konformacja katechiny nie zmienia sie w sposéb znaczacy pod wpltywem
czesciowej dehydratacji, skonstruowatam facznie 26 modeli strukturalnych zawierajgcych od 0.5 do 3
czasteczek wody na czasteczke katechiny w sieci krystalicznej, dla ktorych nastepnie
przeprowadzitam optymalizacje geometrii oraz obliczenia parametrow NMR z wykorzystaniem
metody DFT uktadéw periodycznych. Czes¢ uzyskanych wynikdéw przedstawia TABELA 2, ktdra
wskazuje dwie struktury o najwyzszej zgodnosci z danymi eksperymentalnymi, a zarazem o najnizszej
energii. Pozwala to wnioskowaé, ze jedna z nich jest tg3 obserwowang eksperymentalnie.
Rozrdznienie ich na podstawie uzyskanych wynikow wydaje sie niemozliwe, jednakze nie jest ono
konieczne, bowiem rdznig sie jedynie ,potowg” czasteczki H,O przypadajgcej na czgsteczke katechiny
(RysunEk 13). Mozna zatem uznaé, ze obie w réwnym stopniu opisujg strukture hydratu katechiny o

mniejszej zawartosci wody, ktéry przeciez moze zawiera¢ od 0.5 do 2.5 czgsteczek H,0 na czgsteczke

katechiny.
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RYSUNEK 12. Zmiany w wartosciach gtdwnych sktadowych tensora przesuniecia chemicznego (z lewej)
oraz fragment natozonych na siebie widm *H-">C FSLG-HETCOR ilustrujgcy zmiany w przesunieciach
chemicznych protondéw hydroksylowych (z prawej) po przejsciu katechiny z formy I do II.
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TABELA 2. Energie sieci krystalicznej oraz wspdtczynniki korelacji uzyskane z regresji liniowej dla
porownania eksperymentalnych i teoretycznych parametrow NMR formy Il katechiny.

Wspdtczynnik korelacji liniowej (RZ)

Struktura Energia
"H(io)  C(811)  PC(82)  TC(833)
0.5-hydrat -252016 0.630 0.985 0.949 0.970
1-hydrat -262928 0.586 0.986 0.927 0.967
-262929 0.852 0.993 0.911 0.967
-262920 0.647 0.984 0.883 0.978
-262929 0.819 0.984 0.957 0.963
1.5-hydrat -273820 0.635 0.986 0.930 0.966
-273826 0.771 0.990 0.913 0.976
-273829 0.581 0.992 0.923 0.966
-273823 0.605 0.984 0.856 0.947
2-hydrat -284723 0.830 0.984 0.936 0.976
-284738 0.919 0.986 0.897 0.976
-284728 0.674 0.985 0.882 0.976
-284729 0.771 0.988 0.969 0.959
-284720 0.630 0.977 0.891 0.981
2.5-hydrat -295621 0.713 0.974 0.905 0.978
-295631 0.909 0.986 0.909 0.975
-295630 0.789 0.979 0.944 0.984
-295631 0.871 0.990 0.912 0.976
3-hydrat -306514 0.833 0.995 0.945 0.975

RYSUNEK 13. Uzyskane w wyniku krystalografii NMR struktury krystaliczne formy Il katechiny: 2.5- i 2-
hydrat.

Podobny problem strukturalny pojawit sie podczas okreslania struktury nowej formy
krystalicznej pochodnej endomorfiny-2 (EM2-OH), uzyskanej w wyniku procesu nieodwracalnej
hydratacji (H3). Tetrapeptyd EM2-OH krystalizuje w postaci heptahydratu z dwiema czgsteczkami
EM2-OH w niezaleznej czesci komdrki elementarnej. Czgsteczki te réznig sie w niewielkim stopniu:
obie tworzg pseudocykliczne konformacje poprzez zblizenie sie do siebie N- i C-korca, ale w jednej z
nich reszty aminowa i karboksylowa tworzg wigzanie wodorowe, w drugiej zas sg potozone nieco
dalej od siebie. Niezaleznie od tych oddziatywan w kazdej z ,kieszeni” utworzonych przez
przyjmowang konformacje znajduje sie po jednej czasteczce wody. Pozostate czgsteczki wody

znajdujg sie pomiedzy czgsteczkami EM2-OH. Umieszczenie heptahydratu w srodowisku o niskiej
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wilgotnosci prowadzi do otrzymania hydratu o mniejszej zawartosci wody, zawierajgcego 3 czgsteczki
wody przypadajgce na 2 czasteczki endomorfiny. RYSUNEK 14 przedstawia strukture badanego
tetrapeptydu oraz fragment widm *C i >N CPMAS obu jego hydratéw. W strukturze heptahydratu
wyraznie widoczne jest podwojenie sygnatéw pochodzacych od karbonylowego atomu wegla C40,
czwartorzedowego atomu wegla C16 w pierscieniu aromatycznym tyrozyny, oraz atomow azotu N1 i
N4, swiadczace o nieco réznym otoczeniu chemicznym dwdch réznych czgsteczek EM2-OH w sieci
krystalicznej. Pod wptywem dehydratacji podwojenie to albo catkowicie zanika, albo znaczaco sie
zmniejsza, zwitaszcza w rejonie atomoéw N1, N4 i C40 znajdujgcych sie w poblizu N- i C-konica. Przy
tym omawiane sygnaty przesuwajg sie w kierunku czgsteczki, ktérej korice oddziatujg ze sobg poprzez
wigzanie wodorowe. Pozwala to wnioskowaé, ze w obrebie pseudocyklicznych , kieszeni” struktury
trihydratu dwie czasteczki EM2-OH majg znacznie bardziej podobne otoczenie chemiczne. Ponadto
brak istotnych zmian w przesunieciach chemicznych atoméw znajdujacych sie w tym fragmencie obu
czgsteczek wskazuje na to, ze po dehydratacji dwie z trzech pozostatych w strukturze czgsteczek

wody sg w dalszym ciggu zlokalizowane w obrebie powstatych ,kieszeni”.
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RYSUNEK 14. Struktura i pseudocykliczna konformacja endomorfiny-2-OH (a) oraz widma >C i N
CPMAS NMR przed i po dehydratacji

Ustalenie lokalizacji trzeciej czasteczki wody umozliwita analiza widm inv-"H-*C-HETCOR oraz
widm C CP-VC zarejestrowanych z predkoscig wirowania 60 kHz. Pierwszy z eksperymentdw
wskazuje, ze po dehydratacji przesuniecia chemiczne sygnatéw protonowych i weglowych
pochodzacych od tyrozyny nie ulegajg przesunieciu. Jest zatem bardzo prawdopodobne, Zze
czgsteczka wody, ktéra przed dehydratacjg zwigzana byta wigzaniem wodorowym z grupg
hydroksylowg pierscienia aromatycznego tyrozyny, po dehydratacji pozostaje na swoim miejscu.

Potwierdzaja to widma *C CP-VC, pozwalajace wyznaczy¢ state sprzezen dipolowych jader *C-"*C.
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Zalezg one od mobilnosci poszczegdlnych fragmentdw czasteczek w taki sposdb, ze ruch danej grupy
funkcyjnej znaczaco zmniejsza oddziatywania dipolowe znajdujgcych sie w niej atomoéw, zmniejszajac
state sprzezenia. Zaréwno przed, jak i po dehydratacji pierscienie fenyloalaniny podlegajg rotacji
wokot wigzan osi C1-C4, o czym $wiadczy zredukowana warto$é statej sprzezenia dipolowego
wynoszgca 9.4 kHz, zas dla atomdw pierscienia tyrozyny wartosc ta wynosi 15.6 kHz, co wskazuje, ze
sg one nieruchome (RYsUNEK 15). Mozna zatem wnioskowac, ze dehydratacja nie wptywa w sposéb
obserwowalny na otoczenie chemiczne tyrozyny, co lokuje trzecig pozostatg czgsteczke wody w

pozycji zwigzanej z tym pierscieniem wigzaniem wodorowym.
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RYSUNEK 15. Widma *>C CP-VC NMR endomorfiny-2-OH przed (a) i po (b) dehydratacji.

Przedstawione rozumowanie, pomimo ze poparte dowodami spektroskopowymi, stanowi
hipoteze domagajaca sie potwierdzenia obliczeniowego. W przypadku uktadu zawierajgcego az pieé
czasteczek w niezaleznej czesci komorki elementarnej i 13 wigzan obrotowych, procedura CSP jest
niemozliwa do zastosowania na jej obecnym poziomie rozwoju. Z drugiej strony obliczenia z
zastosowaniem metody DFT ukfaddw periodycznych dla wszystkich hipotetycznych struktur bytyby
niezwykle kosztowne. Z tego powodu zbudowatam 35 modeli strukturalnych, ztozonych z czasteczek
endomorfiny i kazdej mozliwej kombinacji pozostatych po dehydratacji trzech czgsteczek wody,
zachowujac przy tym wigzania wodorowe wystepujgce w krysztale przed dehydratacjg, a nastepnie
obliczytam dla tych modeli teoretyczne state ekranowania w fazie gazowej. Takie wstepne obliczenia
pozwolity mi na wybranie pieciu najbardziej prawdopodobnych struktur majacych state ekranowania
N i BC najblizsze wartoéciom eksperymentalnym. Obliczenia na poziomie teorii DFT uktadéw
periodycznych dla wyselekcjonowanych modeli strukturalnych wskazaty, ze najwiekszg zgodnos¢ z
danymi eksperymentalnymi ma struktura, w ktérej czgsteczki wody ulokowane sg w pozycjach
sugerowanych przez dane NMR (RYSUNEK 16). Ponadto odlegtosci pomiedzy atomami CO(40)-N(1) w
dwdch czgsteczkach endomorfiny-2-OH tej struktury byty bardzo podobne (TABELA 3), potwierdzajac
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whnioski wyciggniete z pomiarow NMR, méwigce o wiekszym podobienstwie dwdch czasteczek EM2-

OH po dehydratacji.

TABELA 3. Odlegtosci miedzyatomowe C€O(40)-N(1) (A) w
czgsteczkach A i B pieciu najbardziej prawdopodobnych modeli
strukturalnych tri hydratu i w heptahydracie EM2-OH

model strukturalny CO(40)-N(1)
czasteczka A czasteczka B
1 3.56 3.23
3 3.73 3.71
4 3.60 4.16
6 3.46 4.36
10 3.54 4.70
heptahydrat 3.60 4.30

RYSUNEK 16. Model
trihydratu EM2-OH

Metoda omawiana w pracach H2 i H3, dotyczacych zastosowan krystalografii NMR w
badaniach strukturalnych, jest w zasadzie jedng z niewielu, pozwalajacych opisa¢ na poziomie
molekularnym strukture tych krysztatéw, ktére otrzymuje sie nie w wyniku krystalizacji, ale w wyniku
przemian zachodzacych pod wptywem czynnikdéw zewnetrznych (takich jak czesciowa dehydratacja w
srodowisku o niskiej wilgotnosci). W takich bowiem sytuacjach prawie zawsze mamy do czynienia z
mikrokrystalicznym proszkiem. Podobnie jest w sytuacji otrzymywania nowych form polimorficznych
lub krystalicznych w wyniku mechanicznego ucierania substratéw w mtynie kulowym. Ta zyskujgca
coraz bardziej na popularnosci metoda syntezy chemicznej w ciele statym wpisuje sie w nurt ,zielonej
chemii”, pozwalajac na znaczne ograniczenie ilosci stosowanych rozpuszczalnikéw, a czesto réwniez
skrocenie czasu reakcji. Coraz czesciej w ten sposdb otrzymuje sie rowniez kokrysztaty — dwu- lub
wiecej sktadnikowe formy krystaliczne tworzone przez substancje bedgce w temperaturze pokojowej
ciatami statymi, w ktorych czagsteczki sktadnikdw zwigzane sg we wspdlng sieé¢ krystaliczng. Ich
szczegoblne znaczenie dla chemii materiatéw i nauk farmaceutycznych wynika z faktu, ze czesto majg
one inne (lepsze?) wtasciwosci fizykochemiczne niz budujgce je zwigzki w czystych postaciach. W
ramach prac prowadzonych w Samodzielnej Pracowni Badan Strukturalnych opracowany zostat nowy
sposéb mechanochemicznego otrzymywania takich kokrysztatéw farmaceutycznych apremilastu
(APR, RYsuNEk 17B) — leku bedacego inhibitorem fosfodiesterazy 4 stosowanego w leczeniu
tuszczycy. Stanowi on przedmiot zgtoszenia patentowego P.424599, ktdorego jestem wspotautorem.
W wyniku opracowane] procedury mechanochemicznie otrzymany zostat m.in. nowy kokrysztat APR z
katecholem (H7). Z uwagi na sposéb jego powstawania i na to, ze proby krystalizacji takiego uktadu z

roztworu zawiodty, konieczne byto zastosowanie alternatywnej metody opisania jego struktury.
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RYSUNEK 17. Widmo 'H NMR dla solwatu APR — toluen (a), struktura apremilastu z zaznaczonymi na
zielono korelacjami z widm inv-"H->C-HETCOR, zas na czerwono z widm *H-'H BaBa (b) oraz widmo
'H-'H BaBa z zaznaczonymi korelacjami miedzyczqsteczkowymi pomiedzy APR a toluenem.

W pracy H7 przedstawitam metodologie, opierajacg sie na krystalografii NMR, ktérej
wykorzystanie pozwolito mi opisaé strukture tego kokrysztatu. Zarejestrowane widma *C CPMAS
NMR wykazaty, ze utozenie czasteczek APR jest w nim takie samo, jak w znanych strukturach
krystalicznych solwatéw z toluenem, chlorkiem metylenu i octanem etylu. Do ustalenia zatem
pozostata lokalizacja czasteczek ,goscia” — katecholu. Aby jg ustali¢ wykorzystatam najpierw widma
'H i C zarejestrowane z szybkoicig rotacji 60 kHz dla solwatu APR z toluenem do przypisania
sygnatéw apremilastu oraz do poréwnania z danymi krystalograficznymi obserwowanych w widmach
2D korelacji pomiedzy toluenem a APR. Byto to o tyle istotne, ze mimo znacznego postepu w tej
dziedzinie w ostatnich latach, nadal w protonowych widmach NMR w ciele statym sygnaty
pochodzace od jader 'H moga by¢ stosunkowo szerokie i przez to mogg naktadac sie na inne sygnaty,
prowadzac do niejednoznacznosci przypisan i obserwowanych kontaktow miedzyczgsteczkowych.
RYsunkl 17A i 17C przedstawiajg widma NMR odpowiednio 'H oraz 'H-'H Back-to-Back (BaBa)
solwatu, z zaznaczonymi w widmie 2D korelacjami pomiedzy czasteczkami APR i toluenu. Wszystkie
znalezione w widmie kontakty miedzyczasteczkowe sg zgodne z odlegtosciami miedzyatomowymi
obserwowanymi w strukturze krystalicznej.

Upewniona w powyzszy sposdb co do wiarygodnosci obserwowanych korelacji, poddatam
analizie widma inv-"H-">C HETCOR i 'H-'H BaBa zarejestrowane dla kokrysztatu APR z katecholem
(Rysunek 18). Na podstawie obserwowanych korelacji miedzyczasteczkowych zbudowatam trzy
modele strukturalne z trzema réznymi pozycjami czasteczki katecholu, z ktdrych kazdy odpowiadat
wiezom  strukturalnym znalezionym w widmach NMR. Tak przygotowane struktury

zoptymalizowatam z wykorzystaniem metody DFT uktadéw periodycznych, a nastepnie poréwnatam

25| Strona



Autoreferat

uzyskane teoretyczne wartoéci statych ekranowania 'H i

Bc 2z przesunieciami chemicznymi

obserwowanymi eksperymentalnie. Uzyskane wyniki (TABELA 4) jednoznacznie wyrdzniaty jeden z

modeli, jako na wykazujacy najwyzszg zgodnosé z eksperymentami NMR i PXRD. Struktura ta miata

jednoczesnie najnizszg energie sieci krystalicznej.
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RYSUNEK 18. Widma inv-'H->C HETCOR i

ppm

'"H-'H BaBa zarejestrowane dla kokrysztatu APR z

katecholem. Kolorowe linie wskazujg na sygnaty pochodzgce od katecholu (widma HETCOR) i

korelacje katecholu z apremilastem (widma BaBa)

TABELA 4. Wspdfczynniki korelacji uzyskane z regresji linowej dla poréwnania eksperymentalnych i

teoretycznych danych NMR i uzyskana wzgledna energia
strukturalnych APR z katecholem

sieci krystalicznej trzech modeli

struktura 1 struktura 2

struktura 3

utozenie ,( A{
katecholu

m((?\

/_

A‘?ﬁw
€51

{
AR

r’ Y ¥
R%(8¢) 0.998 0.998 0.998
R%(8n) 0.736 0.839 0.916
AE +28 kJ/mol +8 kd/mol -

4. Zastosowanie spektroskopii NMR w ciele stalym do opisu proceséw zachodzacych w

sieci krystalicznej (H2, H6)

Mozliwosci jakie oferuje spektroskopia NMR w ciele statym pozwalajg nie tylko na opis

statycznej struktury krystalicznej czasteczki,

ale dostarczajg takze unikatowych informacji o

procesach dynamicznych zachodzgcych w ciele statym. Przyktadem sg wspomniane procesy
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dynamiczne w hydratach endomorfiny-2-OH (H3), procesy odwracalnej dehydratacji wraz z
rehydratacjg (H2), a takze opis trudnej do wykrycia tautomerii keto-enolowej, w ktérej czas zycia
jednej z form jest zbyt krétki, by zaobserwowac jg bezposrednio i opisa¢ na poziomie molekularnym
dostepnymi technikami eksperymentalnymi (H6). W niniejszej czesci opisze przyktady zastosowania
spektroskopii NMR w ciele statym do $Sledzenia tego typu procesdéw.

Katechina krystalizuje z wody w postaci 4.5 hydratu, ktéry stosunkowo fatwo traci wode,
prowadzac do powstania hydratu o mniejszej zawartosci wody, a nastepnie do formy amorficzne;j.
Proces ten tatwo odwrdci¢ umieszczajgc amorficzng katechine w srodowisku o duzej wilgotnosci, by
po 15 minutach uzyska¢ z powrotem forme I. W toku prowadzonych badan odkrytam, ze zadna z
otrzymanych form nie ma w rzeczywistosci scisle okreslonej liczby czgsteczek wody, przypadajgcych
na czasteczke katechiny. llustrujg to widma *C CPMAS NMR zarejestrowane dla prébek katechiny
poddanej dehydratacji nad P,05 od 20 minut do 4 godzin, wraz z liczbg czgsteczek wody okreslonej w
tych samych prébkach za pomocg analizy elementarnej oraz pomiarow NMR w bezwodnym acetonie
(RYsuNEK 19). W ten sposdb ustalitam, ze forma | dotychczas uwazana za 4.5 hydrat, moze w istocie
zawierac od 3 do 4.5 czasteczek wody. Dopiero w wyniku utraty wiecej niz 1.5 czgsteczki wody na
czgsteczke katechiny jej sie¢ krystaliczna ulega reorganizacji prowadzac do utworzenia formy I
zawierajgcej od 0.5 do 2.5 czasteczek wody. Uzyskany wynik poza znaczeniem poznawczym jest o tyle
istotny, ze katechina jest czesto stosowana jako wzorzec w oznaczeniach analitycznych (np. w
oznaczeniu zawartosci polifenoli, testach antyoksydacyjnych). Stopien jej uwodnienia, ktéry bardzo
silnie zalezy od wilgotnosci otoczenia, moze zatem w sposdb znaczny wptywaé na zawyzenie lub

zanizenie otrzymanych w tych oznaczeniach wynikéw.

katechina z ~2 czasteczkami wody
2 godziny nad P:0s

katechina z ~4.5 czasteczkami wody
bezposrednio po krystalizacji

katechina z ~1 czasteczkg wody
3 godziny nad P.0s

katechina z ~3.5 czasteczkami wody
20 minut nad P:Os

katechina z ~0.5 czasteczki wody
MM
160 140 120 100 ppm

160 140 120 100 80 ppm

RYSUNEK 19. Widma C CPMAS prébek katechiny o réznej zawartosci wody.
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Dehydratacja katechiny trwajgca ponad 4 h prowadzi do formy amorficznej, ktéra nie jest
jednak zupetnie pozbawiona wody. Eksperymenty przeprowadzone z wykorzystaniem wody
deuterowanej do dyfuzyjnego nawadniania katechiny by otrzymac forme |, pozwolity mi zilustrowac
nature oddziatywan czgsteczek wody w poszczegdlnych formach katechiny. Stosujgc eksperymenty
’H NMR w ciele statym wykazatam, ze jadra ?H czasteczek wody w hydracie o najmniejszej zawartosci
wody (formie amorficznej) majg wartosci statych sprzezenia kwadrupolowego C, tego samego rzedu,
co te obserwowane dla grup hydroksylowych. Wskazuje to na silne zwigzanie pozostatosci wody z
czasteczkami katechiny. Przeciwnie, wartoéci Cq jader °H czasteczek wody w formie | i Il byty znacznie
nizsze i odpowiadaty czgsteczkom lekko zwigzanym i bardzo mobilnym. Obserwacje te sg zgodne ze
strukturg krystaliczng katechiny, w ktérej obecne sg kanaty wodne (Rysunek 20). Majg one zaréwno
tatwo usuwalne, mobilne czasteczki wody zwigzane tylko z innymi czgsteczkami wody, jak i takie,
ktdre sg znacznie silniej zwigzane z czasteczky katechiny. Z tego powodu usuniecie do 1.5 czgsteczki
wody z formy | katechiny nie prowadzi do obserwowalnych zmian w widmach *C CPMAS NMR, a co
za tym idzie prawdopodobnie réwniez w jej sieci krystalicznej, bowiem jadra *C tego zwiazku ,nie

czuja”, aby cokolwiek w ich otoczeniu sie zmienito.

-

RYSUNEK 20. Kanaty wodne obecne w strukturze krystalicznej hydratu katechiny.

W toku badan nad procesami dehydratacji i rehydratacji katechiny z wykorzystaniem D,0
zauwazytam, ze po umieszczeniu polifenolu w srodowisku zawierajgcym jedynie pary D,O RYSUNEK
21B) nastepuje zauwazalny spadek intensywnosci sygnatéw *C NMR pochodzacych od atoméw C6 i
C8. Spadek ten nie moze pochodzi¢ od prostej wymiany protondw Ar-H z pozycji C6 i C8 na deuter,
gdyz protony te nie sg mobilne, a ich oderwanie od pierScienia aromatycznego katechiny
wymagatoby zbyt wiele energii. Przeprowadzone w ramach pracy H6 eksperymenty MS i NMR
zasugerowaty natomiast, ze nastepuje to w wyniku tautomerii keto-enolowej, zachodzgcej w fazie
statej hydratu katechiny, nie zas, jak mozna by poczgtkowo przypuszczaé, w wyniku mniejszego
transferu polaryzacji od tatwo wymienialnych na deuter protonéw hydroksylowych sgsiadujacych z

atomami C6 i C8. W zaproponowanym przeze mnie mechanizmie, czgsteczki D,0 wnikajg najpierw do
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sieci krystalicznej katechiny (RYSUNEK 21c, etapy 1 i 2), przeksztatcajac jg w hydrat i stajgc sie w ten
sposdb sondg deuterowa, ktdrej losy w krysztale mozemy $ledzi¢ za pomocg spektroskopii NMR i
spektrometrii mas. Nastepnie dochodzi do wymiany mobilnych protondéw z grup hydroksylowych
katechiny na deuter (etap 3), ktéry w kolejnym kroku poprzez tautomerie keto-enolowg zostaje
wymieniony z niemobilnymi protonami H6 i H8 (etap 4).

Widma spektrometrii mas probek deuterowanego hydratu katechiny wykazaty, ze rzeczywiscie
dochodzi do czeciowej wymiany 6 lub 7 atoméw 'H na atomy *H. Mozna zatem przypuszczaé, ze
wymiana ta dotyczy 5 hydroksylowych atoméw 'H i przynajmniej jednego z pozycji C6 lub C8.
Przeprowadzona w kolejnym kroku analiza fragmentacyjnych widm MS pozwolita mi udowodni¢, ze w
pierécieniu A wymianie ulegaja az 4 atomy 'H (a zatem musza to byé¢ atomy z pozycji C6 i C8).
Bezposrednim dowodem obserwowanej wymiany niemobilnych protondéw katechiny na deuter sg
widma 2H-*C CPMAS i *H-"*C HETCOR zarejestrowane z odsprzeganiem jader 'H. Aby je zarejestrowac
musiatam wprowadzi¢ nowg sekwencje pulsowg, pozwalajgcg na obserwowanie odpowiednich
korelacji. Widma przedstawione na RYSUNKU 22 wyraznie pokazujg korelacje pomiedzy sygnatami
pochodzacymi od atoméw wegla C5/C7 i C13/C14 z sygnatami pochodzacymi od atoméw °H z
deuterowanych grup hydroksylowych oraz pomiedzy sygnatami pochodzgcymi od atomoéw C6 i C8 z
sygnatami °H pochodzacymi od jader z piericienia aromatycznego Ar-’H. W prezentowanych
widmach nie widaé korelacji $wiadczacej o istnieniu podstawienia w pozycji C3-OH (alifatyczna grupa
hydroksylowa), co w potgczeniu z wnioskami ptyngcymi z widm MS jednoznacznie wskazuje na

wymiane obu niemobilnych protonéw Ar-H (z pozycji C6 i C8) na deuter.

etap 3 etap 4

RYSUNEK 21. Struktura katechiny z zaznaczonymi pozycjami C6 i C8 (a), schemat ilustrujgcy dyfuzyjne
whnikanie par D,0 do sieci krystalicznej katechiny (b) oraz zaproponowany mechanizm tautomerii
keto-enolowej (c)
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RYSUNEK 22. Widma *H-"H HETCOR i *H->C HETCOR deuterowanego dyfuzyjnie hydratu katechiny.

Analogiczne zjawisko wymiany niemobilnych protonéw na deuter zaobserwowatam réwniez w
krysztale kwasu barbiturowego, ktéry, podobnie jak katechina, przy podwyzszonej wilgotnosci tatwo
przechodzi w hydrat. Czysty kwas barbiturowy wystepuje w dwdch formach polimorficznych:
ketonowej i enolowej, jednak do tej pory znana byta jedynie forma ketonowa jego dihydratu. Dzieki
zastosowaniu omoéwionej wyzej metodologii udowodnitam, Ze w krysztale hydratu kwasu
barbiturowego rowniez dochodzi do wymiany niemobilnych protonéw z grupy CH, na deuter, ktdra
jest mozliwa tylko przy zatozeniu, ze wystepuje tam zjawisko tautomerii keto-enolowe;j.
Przeprowadzone eksperymenty pozwolity mi réwniez okresli¢ stopiet wymiany atoméw 'H na *H w
pozycjach niemobilnych, ktéry w kwasie barbiturowym i w katechinie wynosit odpowiednio 100% i
15%. Roéznice tg przypisatam réznej budowie krysztatéw obu hydratéow: w przypadku katechiny woda
tworzy eliptyczne kanaty wodne, w ktérych tylko niewielka czes¢ czasteczek wody ma bezposredni
kontakt z czgsteczkami katechiny, zas w strukturze kwasu barbiturowego obserwujemy raczej Sciezki
wodne (Rysunek 23), w ktérych kazda czasteczka wody oddziatuje bezposrednio z czasteczkami

kwasu barbiturowego.
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RYSUNEK 23. Rézne rezerwuary wodne w strukturach krystalicznych kwasu barb/turowego (z lewej) i
katechiny (z prawej).
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Obserwacje poczynione w pracy H6 doprowadzity do opracowania nowej metody $ledzenia

proceséw zachodzacych w ciele statym inaczej trudnych do uchwycenia. W obu analizowanych

przypadkach wystepuje w ciele statym tautomeria keto-enolowa, jednak czas zycia formy enolowej

lub ketonowej jest na tyle krétki, ze nie jestesmy w stanie jej zaobserwowac bezposrednio i opisaé na

poziomie molekularnym za pomocg dostepnych technik spektroskopowych. Mozna jednak to uczynié

wprowadzajac ,sonde” deuterowg, a nastepnie sledzac jej lokalizacje za pomocg opracowanych

widm korelacyjnych *H-’H i °H-3C.

Podsumowanie

Ponizsze punkty przedstawiajg najwazniejsze osiggniecia opisane w pracach H1-H8:

1.

10.

Opracowatam protokét analityczny wiarygodnego i jednoznacznego okreslania struktur
nowych, oligomerycznych procyjanidyn.

Stosujac powyziszg metodologie opisatam strukture czterech nowych zwigzkéw, dwdch
trimeréw i dwdch tetramerdw, wyizolowanych z fupin nasiennych orzachy podziemnej.
Opisatam rownowagi konformacyjne procyjanidyn w roztworze, ustalajgc tréjwymiarowe
struktury rotamerdéw trimerycznych procyjanidyn wyizolowanych z kory cynamonu.

Okredlitam wptyw wtasciwosci elektronodonorowych rozpuszczalnika na wyzej wspomniane
rownowagi konformacyjne.

Opisatam na poziomie molekularnym proces odwracalnej dehydratacji krysztatéw hydratow
katechiny z wykorzystaniem spektroskopii NMR w ciele statym i obliczen kwantowo-
chemicznych

Ustalitam strukture nowego, nieznanego wczesniej hydratu katechiny o nizszej zawartosci
wody i udowodnitam, ze hydrat o wiekszej zawartosci wody, ktory jak do tej pory okreslany byt
jako 4.5-hydrat, moze zawiera¢ od 3. do 4.5 czgsteczek wody, zachowujgc caty czas te samg
strukture krystaliczng, za$ hydrat o mniejszej zawarto$ci wody zawiera od 0.5 do 2.5 czgsteczek
wody.

Ustalitam strukture trihydratu endomorfiny-2-OH, precyzyjnie lokalizujgc czgsteczki wody
pozostate w strukturze krystalicznej po dehydratacji.

Wykazatam, ze nawet w przypadku skomplikowanych systemdéw wielokomponentowych,
potgczenie spektroskopii NMR w ciele stalym z obliczeniami kwantowo-chemicznymi i
dyfrakcjg proszkowg pozwala na wiarygodne komputerowe przewidzenie struktury
krystalicznej zwigzku chemicznego.

Przewidziatam za pomocg metod obliczeniowych strukture krystaliczng dihydratu
procyjanidyny A2, a metody eksperymentalne pozwolity na weryfikacje wygenerowanych
teoretycznie struktur. Przewidziana przeze mnie struktura jest najwiekszym jak do tej pory
uktadem, dla ktorego struktura krystaliczna wygenerowana zostata de novo (z wykorzystaniem
metod obliczeniowych).

Dzieki zastosowaniu komputerowego przewidywania struktur krystalicznych wyjasnitam
zaobserwowane przeze mnie rdéinice w preferencjach krystalizacyjnych  dwéch

diastereoizomerdw, katechiny i epikatechiny, i przypisatam je brakowi zdolnosci
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11.

12.

13.

14.

niskoenergetycznych konformerdw katechiny do tworzenia korzystnych energetycznie struktur
krystalicznych

Wykazatam, ze struktury krystaliczne solwatéw mogg by¢ budowane przez konformery
charakteryzujgce sie wyzszg energig niz struktury czystych form krystalicznych, z powodu
obecnosci w sieci krystalicznej matych czgsteczek rozpuszczalnika. Wowczas bowiem
oddziatywania pomiedzy tymi czgsteczkami, a czgsteczkami zwigzku tworzgcego solwaty, w
wiekszym stopniu kompensujg straty energetyczne wynikajgce z niekorzystnej konformacji.
Stosujac potaczenie spektroskopii NMR w ciele statym z obliczeniami na poziomie DFT struktur
periodycznych okreslitam strukture nowego kokrysztatu apremilastu z katecholem.

Odkrytam i opisatam proces tautomerii keto — enolowej w ciele statym w hydratach katechiny i
kwasu barbiturowego.

Opracowatam metode pozwalajgcg na Sledzenie takiej tautomerii nawet wéwczas, gdy czas
zycia jednej z form tautomerycznych jest na tyle krétki, ze nie mozemy zaobserwowac tej

formy bezposrednio metodg NMR.
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5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych

W pierwszych latach po obronie pracy doktorskiej na Wydziale Farmaceutycznym
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w listopadzie 2011 roku zajmowatam sie analiza
strukturalng zwigzkéw pochodzenia naturalnego z zastosowaniem spektroskopii NMR w roztworze
oraz obliczen kwantowo-chemicznych. Od wielu lat wspdtpracuje z amerykanskg firmg Planta
Analytica, ktérej wtasciciel niejednokrotnie zwracat sie do mnie z prosbg o ustalenie struktury
zwigzkéw wyizolowanych m.in. z Trichilia catigua, Angelica archangelica, Valeriana officinalis,
Ganoderma lucidum, Alchornea castaneifolia, Arachis hypogaea, Muira puama, Cinnammomum
burmannii i innych. Wiele sposréd analizowanych przeze mnie zwigzkéw byty nowymi, nieposianymi
wczesniej w literaturze pochodnymi. Szacuje, ze tacznie w mojej dotychczasowej pracy badawczej
opisatam struktury okoto 30 nowych zwigzkéw. Metody spektroskopii NMR stosowatam takie w
projekcie zwigzanym z okresleniem profilu fitochemicznego ziotomioddw (praca Z3.11.A2.3; zatgcznik
nr 3, cze$¢ Il, punkt A2, praca nr 3), zas od 2013 roku zajmowatam sie analizg strukturalng
procyjanidyn, spos$rdd ktérych ustalitam jak do tej pory strukture okoto 60 zwigzkdw. W tym zakresie
wspotpracowatam nie tylko ze wspomniang wczeséniej firmg Planta Analytica, ale takze z prof. dr hab.
Anng Kiss i dr hab. Sebastianem Granicg z Zaktadu Farmakognozji i Molekularnych Podstaw
Fitoterapii Wydziatu Farmaceutycznego WUM oraz z dr Michatem Glenskiem z Zaktadu
Farmakognozji Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Owocem tej
wspotpracy sg publikacje Z3.11.A2.4, Z3.11.A2.6-8, Z3.11.A2.10-11. Zdobyte doswiadczenie pozwolito mi
rowniez przeprowadzi¢ analize konformacyjng w roztworze ligandu SO3-Ph-BTP w ramach
wspotpracy z prof. dr hab. Janem Cz. Dobrowolskim z Instytutu Chemii i Techniki Jagdrowe] (praca
Z3.11.A2.5) oraz komplekséw radiofarmaceutyku, bedgcego analogiem DOTA-minigastryny, z lutetem i
europem w ramach wspétpracy z dr Piotrem Lipinskim z Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im M. Mossakowskiego PAN (praca Z3.11.A2.12).

Réwnolegle stosowatam rdéwniez metody spektroskopii NMR w ciele statym do analizy
strukturalnej niektérych z wyizolowanych pochodnych, a takze statych postaci lekéw (prace
Z3.11.A2.1-2). Od roku 2015 zajmowatam sie w szerszym stopniu zastosowaniami spektroskopii NMR
w ciele statym, w tym widm korelacyjnych, do rozwigzywania bardziej zaawansowanych problemoéw
strukturalnych. Wiekszos¢ z nich zwigzana byta z analizg strukturalng nowych form polimorficznych i
solwatomorficznych zwigzkéw o istotnym dziataniu biologicznym. Waznym elementem tych badan
byto potgczenie metod eksperymentalnych z obliczeniami kwantowo-chemicznymi prowadzonymi z
uwzglednieniem periodycznosci sieci krystalicznej. Metody te pozwolity mi na ustalenie struktury
chlorowodorku EDC w ciele statym oraz aktywnego produktu posredniego, powstatego w wyniku
ucierania tego zwigzku z kwasem benzoesowym w miynie kulowym (praca Z3.11.A2.9). Wiedza
zdobyta podczas realizacji wspomnianych wyzej projektdw oraz tych, ktére stanowig przedmiot
przedstawionego w poprzednim punkcie cyklu publikacji, postuzyta mi do napisania 3 rozdziatéw
obszernej pracy przeglagdowej dotyczacej problemdéw strukturalnych w analizie krysztatéw

molekularnych z zastosowaniem spektroskopii NMR w ciele statym (praca Z3.11.A2.13).
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