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4.1.

Tytut osiggniecia naukowego.

,Krystalografia NMR jako uniwersalne narzedzie badan form krystalicznych na przykfadzie
lekéw i materiatéow funkcjonalnych.”



4.2, Spis opublikowanych prac stanowigcych podstawe postepowania
habilitacyjnego.

Osiggniecia naukowe zgtoszone do postepowania habilitacyjnego zostaty
przedstawione w cyklu szesciu publikacji powigzanych tematycznie, ktére ukazaty sie
drukiem w czasopismach naukowych z listy JCR w latach 2016-2022. Méj wktad w
powstanie kazdej z prac zostat opisany w wykazie osiggnie¢ naukowych zatgczonych do
whniosku. W pieciu publikacjach jestem korespondencyjnym autorem, natomiast w jednej
jestem drugim wspdtautorem (w réwnej kontrybucji z pierwszym autorem). Autoreferat
nie zawiera petnego opisu otrzymanych wynikéw w wymienionych pracach, a jedynie
omawia najwazniejsze punkty.
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4.3. Omowienie celu naukowego ww. publikacji i osiggnietych wynikéw wraz
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wskazanie celu naukowego



Celem pracy byt rozwdj metodologii poprzez wykorzystanie synergii spektroskopii NMR
w ciele statym, dyfrakcji rentgenowskiej oraz metod obliczeniowych w badaniach
strukturalnych uktaddw krystalicznych na potrzeby lepszego zrozumienia relacji pomiedzy
ich budowg a wtasciwosciami. W ramach badan wykorzystane zostaty dwie odmienne
grupy struktur modelowych (materiaty funkcjonalne oraz produkty farmaceutyczne).
Pozwolito to na ukazanie uniwersalnosci stosowanych podejs¢ i byto jednym z aspektow
celu naukowego.

Moje osiggniecia sktadaty sie z szeregu celéw szczegdtowych, ktéorych punktem
wspolnym byt rozwdj i zastosowanie metodologii krystalografii NMR. Cele szczegétowe
obejmowalty:

e Znalezienie wspolnej ptaszczyzny dziatan pomiedzy technikami
eksperymentalnymi oraz obliczeniowymi pozwalajgcymi na opis krystalicznych ciat
statych.

e Opracowanie procedur wykorzystania krystalografii NMR w celu uzyskania
istotnych parametréw strukturalnych.

e Wdrozenie techniki komputerowego przewidywania struktur krystalicznych i ich
wykorzystanie jako wsparcia procedur krystalografii NMR.

e Zastosowanie krystalografii NMR na obiektach komercyjne dostepnych (lekach) i
ukazanie potencjatu tej metodologii do opisu dotgd nieznanych istotnych cechy
strukturalnych badanych obiektow.

e Implementacja sekwencji pomiarowych NMR w ciele statym oraz kwantowo-
chemicznych technik obliczeniowych na potrzeby rozwoju podejscia krystalografii
NMR.

e Woykorzystanie analizy procesdw dynamiki molekularnej jako jednego z etapéw
procedury krystalografii NMR na drodze do uzyskania nowych wiezéw
strukturalnych.

e Propozycje metod pozwalajgcych przeprowadzi¢ charakterystyke odwracalnych i
nieodwracalnych przemian fazowych z oceng ich wptywu na strukture krystaliczna.

e Zaproponowanie procedur krystalografii NMR do $ledzenia in situ proceséw
termicznych.

Wprowadzenie

Analiza strukturalna jest jednym z wyzwan wspdtczesnej nauki. Prace nad
nowoczesnymi metodologiami przyblizajg nas do lepszego zrozumienia relacji pomiedzy
budowg a wtasciwosciami. Jest to istotne zagadnienie (w szczegdlnosci w odniesieniu do
produktow leczniczych i materiatdw funkcjonalnych) zaréwno na etapie generowania
nowych innowacyjnych rozwigzan, jak i zapewnienia odpowiedniej jakosci finalnych
produktow. Wiekszos¢ substancji wystepujacych w fazie statej tworzy formy polimorficzne
roznigce sie miedzy sobg wtasciwosciami fizykochemicznymi. Inng réwnie czestg sytuacja
jest wystepowanie czgsteczek rozpuszczalnika w ich strukturze krystalicznej. Ocenia sig, ze
€0 najmniej potowa organicznych czasteczek wykazuje polimorfizm lub solwatomorfizm.
Gdy do tego dodamy, ze w zaleznosci od postaci krystalicznej substancje te mogg réznié
sie morfologig, gestoscig, trwatoscig, temperaturg topnienia, rozpuszczalnoscig, a nawet
barwg, okaze sie, ze posiadanie narzedzi pozwalajgcych na sprawne i jednoznaczne
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charakteryzowanie cech strukturalnych (wynikajgcych ze zjawiska wielopostaciowosci
materiatow w ciele statym) z oczywistych wzgleddw jest istotnym zagadnieniem. Z tego tez
wzgledu poszukiwanie nowych metodologii badan strukturalnych, jakkolwiek wydawatoby
sie abstrakcyjnym zagadnieniem, nie jest w istocie oderwane od sfery uzytkowej
wspotczesnych problemoéw nauki.

W ramach badan przedstawionych w niniejszym autoreferacie wykorzystatem szereg
metodologii (jak Spektroskopia Magnetycznego Rezonansu Jadrowego, Rentgenografia
strukturalna czy metody obliczeniowe), ktére otwierajg unikalne mozliwosci w analizie
krystalicznych ciat statych. Wykorzystanie kazdej z wymienionych technik z osobna do
rozwigzywania probleméw strukturalnych pozwala odpowiedzie¢ na wiele pytan
badawczych, lecz jesdli myslimy o prawdziwym skoku jakosciowym, to musimy i$¢ o krok
dalej w kierunku wzajemnej synergii wymienionych technik. W ten sposéb powstata
bardzo atrakcyjna idea (zarowno z naukowego, jak i aplikacyjnego punktu widzenia), ktéra
kryje sie pod akronimem ,krystalografii NMR”.1713

Jednym z wyznacznikdw mojej pracy naukowej byt rozwdj tego obszaru badan
strukturalnych. Niewatpliwie sitag metodologii krystalografii NMR jest synergizm réznych
podejsé w celu lokalizacji atoméw w komdrce elementarnej. Mojg prace badawczg w tym
obszarze prowadzitem na kilku ptaszczyznach, ukazujgc uniwersalno$¢ stosowanych
podejs¢. Pierwszg z takich pfaszczyzn byta implementacja procedur pozwalajacych
zaproponowacd parametry strukturalne dla uktaddw, ktérych nie udaje sie wykrystalizowa¢d
w postaci odpowiednich do badan rentgenograficznych monokrysztatow (H2, H5 i H6).
Kolejng byta ptaszczyzna dotyczaca watku przemian fazowych i ich wptywu na parametry
strukturalne wraz z opisem mechanizmu przebiegu tych przemian (H1-H3 oraz H5). Na
szczegblng uwage zastuguja badania przedstawione w publikacji H3, w ktérej nie tylko
udato sie skorygowac btedne doniesienia literaturowe dotyczace teriflunomidu (substancji
aktywnej leku stosowanego w terapii Stwardnienia Rozsianego), ale réwniez zaprzegnaé
do wspdtpracy metodologie komputerowego przewidywania struktur krystalicznych (CSP,
ang. Crystal Structure Prediction).}*® Pozwolito to opisaé w petni krajobraz energii
krystalicznej polimorféw teriflunomidu, stajgc sie jednoczes$nie narzedziem o poteznych
mozliwosciach w analizie strukturalnej. Méwigc o cechach wspdlnych, warto podkreslic,
ze kazdorazowo (H1-H6) weryfikowana byta réwniez obecnos$¢ dynamiki molekularnej. W
przypadku rotorow molekularnych (H1, H2) parametr ten jest kluczowg cechg decydujaca
o ich funkcjonalnosci. Natomiast w przypadku zwigzkdéw o potencjale (bgdz zastosowaniu)
farmaceutycznym (H4-H6) wydaje sie by¢ aspektem wptywajgcym na bezpieczenstwo ich
stosowania (dynamika molekularna jest jednym z aspektow swobody konformacyjnej
wystepujacej w uktadzie krystalicznym).

Omdwienie otrzymanych wynikéw

Opis wynikéw przedstawiony w ramach autoreferatu jest skrétowym przedstawieniem
prac H1-H6 i nie porusza w szczegdlnosci aspektu technicznego (przedstawionego w
czesciach eksperymentalnych wymienionych publikacji), ktory stanowi istotng sktadowg

niniejszych osiggniec.

Badania przedstawione w ramach publikacji H1



Omowienie wynikéw chciatbym rozpocza¢ od badan przeprowadzonych dla rotoréw
molekularnych. Rotory molekularne sg interesujgcg podgrupa bardzo szerokiego dziatu
chemii materiatowej, tj. maszyn molekularnych. W ramach badan, ktére zostaty
przedstawione w publikacjach H1 i H2 prowadzitem analize strukturalng cyklicznych oraz
acyklicznych rotoréw molekularnych, w ktérych cze$é zwana ,,statorem” zbudowana jest z
pochodnych steroidowych natomiast czes¢ tzw. ,rotatora” stanowi 1,4-dietynylfenyl badz
1,4-dietynyl-2,3-difluoro-fenyl (Rysunek 1). Uktady te w zaleznosci od budowy réznig sie
od siebie dynamika molekularng, a dodatkowo mogg wystepowaé w kilku ukfadach
krystalograficznych. Ponadto wykazujg szereg nieoczywistych przemian fazowych, ktére
wptywajg w sposdb istotny na dynamike molekularng bedacg kluczowa cecha tych
obiektéw. Potencjat jaki ze sobg niesie krystalografia NMR umozliwia niezwykle precyzyjne
opisanie wspomnianych cech.

(1) (2)?

Rysunek 1. Wzory strukturalne 1 - 5 analizowanych rotoréw molekularnych.

Struktura molekularna to tylko jeden z aspektow réznic pomiedzy badanymi obiektami.
Dlatego tez charakterystyka materiatdbw z wykorzystaniem monokrystalicznej
rentgenografii strukturalnej zostata kazdorazowo przeprowadzona (przez wspétautoréw
prac H1i H2), jesli tylko byto mozliwe wyselekcjonowanie odpowiedniej jakosci materiatu
do takich pomiaréw. Tym samym utatwito to powigzanie okreslonych przez mnie
wiasciwosci dynamicznych z upakowaniem przestrzennym w krysztale.

Publikacja H1 opisuje badania przeprowadzone dla rotorow molekularnych
niezawierajgcych atoméw fluoru w swojej czgsteczce. Wykorzystujac potaczenie technik
eksperymentalnych (NMR w ciele statym) i obliczeniowych (DFT) udato mi sie w sposéb
precyzyjny scharakteryzowaé dynamike molekularng dla form krystalicznych zwigzkéw 1 —
3. Jednoczesnie, wykorzystujgc obliczenia DFT, wyznaczytem niewielkie energetyczne
bariery rotacji (Rysunek 2). Sg one w zgodzie z wynikami, ktére uzyskatem
eksperymentalnie za pomocag eksperymentu 'H-13C PISEMA MAS NMR?® (dajgcego
posrednie informacje na temat sprzezer dipolowych 'H-'3C) oraz analizy tensordw
przesuniecia chemicznego '3C pochodzacych z eksperymentu 2D PASS MAS NMR.%° Dla
wszystkich badanych uktadéw wystepuje dynamika molekularna rotatora. W szczegdlnosci
jest ona zalezna od budowy krystalicznej poszczegdlnych rotoréw oraz lokalizacji
czgsteczek rozpuszczalnika. Dynamika molekularna zostata scharakteryzowana w sposdb
szczegbtowy w publikacji H1.
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Rysunek 2. Wykres wzglednej energii uktadu podczas obrotu fenylowego rotatora w uktadach 1
(zielony), 2 (czerwony) i 3 (niebieski). Obliczenia wykonane metodami DFT.

W przypadku formy krystalicznej zwigzku 3 szczegdlnie problematyczne okazato sie
otrzymanie materiatu, ktérego jakos¢ pozwolitaby na wyselekcjonowanie monokrysztatu
niezbednego do pomiardw rentgenograficznych. Byt to istotny moment badan, w ktérym
miatem mozliwo$é zastosowac narzedzia krystalografii NMR w celu zaproponowania
rozwigzania strukturalnego dla tego uktadu. W tym celu wykorzystatem zaréwno rutynowe
eksperymenty NMR w roztworze jak i ciele statym. W szczegdlnosci zastosowatem pomiary
oparte o bardzo szybkie wirowanie prébki pod katem magicznym (Very Fast MAS NMR).
Nieodtgcznym elementem dziatan (pojawiac sie one bedg réwniez w dalszych czesciach
autoreferatu) byto wykorzystanie techniki obliczeniowej GIPAW (ang. Gauge Including
Projector Augmented Waves)?"?? pozwalajgcej na uwzglednienie periodycznosci sieci
krystalicznej w trakcie obliczen parametrow NMR dla uktadéw krystalicznych.
Uwzglednienie tego efektu ma niebagatelny wptyw na jakos¢ otrzymywanych wynikéw i
ich podiniejszg korelacje z rezultatami eksperymentalnymi (Rysunek 3). Jak jest to
doskonale widoczne, jako$¢ korelacji jest bardzo wysoka (R? = 0.9898). Tak
przeprowadzone badania umozliwiajg w pierwszej kolejnosci walidacje struktur
krystalograficznych w stosunku do catej objetosci prébki lub poréwnanie z danymi
zdeponowanymi w bazie CCDC dla badanych uktadéw. Niewatpliwie stanowi to bardzo
efektywng metode weryfikacji pozwalajacg zidentyfikowaé nawet niewielkie lokalne
roznice strukturalne pomiedzy modelem a rzeczywistym materiatem.
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Rysunek 3. Korelacja eksperymentalnych i obliczonych metodg GIPAW parametréw 3C NMR dla
rotora molekularnego 3.

Prace wykonane w ramach publikacji H1 pozwolity mi na udoktadnienie zgrubnego
rozwigzania strukturalnego rotora molekularnego 3 przy wykorzystaniu narzedzi
krystalografii NMR. Modele teoretyczne, ktdre zostaty stworzone na potrzeby otrzymania
ostatecznego rozwigzania strukturalnego zostaty kazdorazowo poddane walidacji za
pomocg szeregu eksperymentalnych technik NMR. Zastosowane zostaty tu zardwno
rutynowe pomiary 3C CP MAS jak i nieco bardziej wymagajace sekwencje m. in. 3C-H
HETCORE.? Ponadto wykorzystatem eksperymenty 'H VF MAS NMR wymagajace
(wspomnianych wczesniej) specjalnych rozwigzan technicznych. Ostatecznie otrzymane
parametry strukturalne zostaty zdeponowane w ramach wymienionej publikacji. Strukture
molekularng jak i krystaliczng uktadu 3 przedstawia rysunek 4.

Rysunek 4. Struktura krystaliczna (a) i molekularna (a) uktadu rotora molekularnego 3 otrzymana
jako efekt udoktadnienia.



Badania przedstawione w ramach publikacji H2

W publikacji H2 zajmowatem sie rotorami molekularnymi, ktérych najistotniejsza
réznica w budowie wzgledem wczesniej opisanych uktadéw dotyczyta obecnosci dwdch
atoméw fluoru w czesci aromatycznej rotatora (zwigzki 4 i 5). Z chemicznego punktu
widzenia sg to struktury bardzo podobne do wczesniej omawianych zwigzkéow 1 — 3.
Réznice w budowie chemicznej rotatora miaty m. in. na celu ocene wptywu takiej
modyfikacji na dynamike molekularng ukfadu. Jak zostato to omoéwione powyzej oraz w
publikacji H1 uktady bez tej modyfikacji cechowaty sie swobodng rotacjg pierscienia
aromatycznego. Wprowadzenie znacznie wiekszych atomow (fluory w miejsce wodoréw)
modyfikuje swobode konformacyjng pierscienia aromatycznego. Ocena wptywu takiej
zmiany na dynamike molekularng jest niezwykle istotna poniewaz rzutuje na unikatowe
wiasciwosci struktur zwanych ,,maszynami molekularnymi”.

W ramach badain zostata podjeta préba charakterystyki ruchu rotatora z
wykorzystaniem szeregu eksperymentéw NMR w ciele statym zaréwno dla jader 13C jak
réwniez °F. W szczegdlnosci dotyczyta ona wykorzystania sekwencji plusowych i/lub
technik pomiarowych umozliwiajacych analize sprzezen dipolowych H-13C?4%> (m. in. z
wykorzystaniem eksperymentu PISEMA MAS NMR)?®° jak réwniez parametréw anizotropii
przesuniecia chemicznego dla jader '°F. Okazato sie, ze modyfikacja uniemozliwia
swobodng rotacje rotatora ze wzgledu na zawade steryczng, ktdra w interesujgcy sposéb
jest powigzana z obecnoscig czagsteczek rozpuszczalnika w strukturze rotora
molekularnego. Wptyw obecnosci zaréwno czasteczek rozpuszczalnika jak i atoméw fluoru
na swobode konformacyjng zobrazowatem w ramach publikacji H2, przedstawiajgc
jednoczesnie pordwnanie z analogicznymi uktadami niezawierajgcymi atomoéw fluoru.

Poniewaz oba opisywane w publikacji H2 uktady sg solwatami posiadajgcymi czgsteczki
rozpuszczalnika w strukturze krystalicznej, weryfikacji wymagat wptyw ich obecnosci na
wilasciwosci dynamiczne rotatora. W przypadku zwigzku 4 udato sie wyrdzni¢
wystepowanie trzech form solwatomorficznych (4A, 4B oraz 4l) natomiast dla zwigzku 5
dwoch form solwatomorficznych (5A oraz 5B). Tym samym gtéwnym watkiem pracy byt
opis przejs¢ fazowych, ktdre wystepujg w trakcie migracji rozpuszczalnika w badanych
uktadach, a takze ocena wptywu tych zmian na parametry strukturalne (w szczegdlnosci
dynamiczne).

W przypadku uktadu 4 udato sie wykazaé, ze z pomoca spektroskopii *°F MAS NMR
mozliwe jest niezwykle precyzyjne sledzenie procesu desolwatacji, ktdry przebiega in situ
w trakcie prowadzonych pomiaréw wewngatrz sondy NMR (Rysunek 5). Ponadto, juz
rutynowe pomiary NMR w ciele statym (Rysunek 6) wykazaty, ze proces desolwatacji w
przypadku uktadéw opartych o zwigzek 4 jest dwuetapowy (Rysunek 7). Pierwszy etap
przemiany (prowadzacy do 4l) jest bardzo szybkim procesem i nastepuje niemalze
natychmiast po procesie krystalizacji uktadu 4A. Kolejny etap jest juz znacznie wolniejszy i
wymaga podgrzania prébki.
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Rysunek 5. Widma °F MAS NMR dla 4l zarejestrowane przy predkosci rotacji 25 kHz w trakcie
chtodzenia prébki do temp. 5°C (a) natychmiast po rozpoczeciu pomiaru. A takze bez chtodzenia
probki: (b) po 5 min, (c) po 15 min, (d) po 2h oraz (e) po 18h. (f) Widmo zarejestrowane po
wygrzaniu probki w piecu w 165°C.

a)

d)
e)
f)

160 140 120 100 80 60 40 20 ppm 110 -130 -150 ppm
Rysunek 6. Widma 3C CP MAS NMR (a — c) oraz *F MAS NMR (d —f) dla zwigzku 4 zarejestrowane
przy predkosci rotacji 13 kHz (a — c) oraz 30 kHz (d — f). Natychmiast po krystalizacji z mieszaniny
dichlorometanu i acetonitrylu (a, d), po suszeniu 2h na powietrzu (b, e) oraz po wygrzaniu prébki
w piecu w 165°C (c, f).

Desolwatac'!a Desolwatacja
: G
(bardzo szybka): H (wolna)

Rekrystalizacja
Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie przejs¢ fazowych wystepujgcych dla zwigzku 4.

W trakcie przeprowadzonych badan wykazatem, ze modyfikacja rotatora w strukturze 4
poprzez wprowadzenie atomow fluoru do czesci aromatycznej pierscienia prowadzi do
catkowitego zatrzymania dynamiki molekularnej w skali czasowej jaka byta obserwowana
dla analogu niefluorowanego.?® Ma to miejsce zaréwno dla form solwatowanych (4A oraz
41) jak i formy, ktora nie zawiera rozpuszczalnika (4B). Problem ten zostat szczegétowo
omowiony w publikacji H2. Pomimo braku klasycznej dynamiki molekularnej, ukfady
oparte o zwigzek 4 posiadaty bardzo interesujgcg wtasciwosc polegajgcg na wystepowaniu
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skoku pierscienia aromatycznego o kat ~180° przechodzac pomiedzy formami 4A i 4B
(Rysunek 8). Obrdt ten jest dos¢ niecodzienny i wyzwalany wraz z migracjg rozpuszczalnika.
Na drodze obliczenn kwantowo-chemicznych wykazatem réwniez, ze zadna z posrednich
konformacji nie jest stabilna energetycznie poza tymi, ktére sg obecne w strukturach 4A
oraz 4B.

a) b)

TSR P e

P

Rysunek 8. Struktura molekularna 4A (a) oraz 4B (b) ukazujgca réznice w potozeniach atoméw
fluoru.

Majac juz dobrze zdefiniowany ten specyficzny proces dynamiczny, podjatem prdébe
wykorzystania krystalografii NMR do odpowiedzi na pytanie: ,,Na ktérym etapie procesu
desolwatacji wystepuje obserwowany skok pierscienia aromatycznego?” tj. czy ma on
miejsce na etapie przejScia 4A = 4l czy tez 41 - 4B, a ponadto czy zmiana potozenia
pierscienia aromatycznego jest z tymi przemianami fazowymi skorelowana. W publikacji
H2 przedstawiony zostat peten schemat postepowania pokazujacy, ze wykorzystujac
pomiary H Very Fast MAS, 'H-3C inv-HETCOR MAS,?” 13C-'H-FLSG HETCOR MAS oraz *°F
MAS NMR, a takze obliczenia parametréw NMR metodg GIPAW, jest mozliwe precyzyjne
okreslenie momentu, w ktérym nawet tak subtelne réznice strukturalne nastepujg. W
omawianym przypadku stwierdzitem, ze skok pierscienia aromatycznego o ~180°
nastepuje na etapie przejscia 41 = 4B jest zsynchronizowany ze zmanig wielkosci komarki
elementarnej.

Ostatnim z analizowanych zwigzkéw nalezgcym do grupy materiatow funkcjonalnych
byt zwigzek 5. W tym przypadku wykazatem wystepowanie procesu termicznej
desolwatacji 5B > 5A, ktory powigzatem z odejsciem czasteczki n-heptanu. Zaprzegajac
analogiczny wachlarz narzedzi krystalografii NMR jak w poprzednich akapitach udato sie
precyzyjnie opisa¢ mechanizm przemiany fazowej (Rysunek 9). Odmienny od poprzednio
opisanego (dla zwigzku 4) jest jednak charakter dynamiki molekularnej. Wykazatem, ze dla
zwigzku 5 (ktéry jest fluorowanym analogiem zwigzku 3) rotacja pierscienia
aromatycznego zostaje wyzwolona procesem desolwatacji. Reorganizacja zwigzana z
procesem desolwatacji usuwa zawade steryczng, umozliwiajgc wystgpienie swobodnej
rotacji pierscienia, co pozwala w sposdb kontrolowany sterowac tym parametrem.
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Rysunek 9. Schemat przebiegu transformacji 5B - 5A.
Badania przedstawione w ramach publikacji H3

Pozostate cztery publikacje H3 — H6 poruszajg problemy badawcze wystepujace dla
obiektéw z obszaru farmaceutycznego. Publikacja H3 opisuje badania wykonane dla
teriflunomidu (6) (Rysunek 10) bedacego substancjg aktywng leku Aubagio stosowanego
w terapii Stwardnienia Rozsianego.?®2° W ramach tej pracy analizowatem kilka probleméw
badawczych, sposréd ktdrych pierwszy w kolejnosci dotyczyt wyjasnienia rozbieznosci
pomiedzy opublikowang wczesniej strukturg krystalograficzng teriflunomidu oraz
opublikowanymi w tej samej pracy danymi pochodzgcymi z pomiaréw NMR w ciele statym
(Gunnam, et. al., Cryst. Growth Des. 2019).3° Rozbieznoé¢ pomiedzy danymi byta na tyle
uderzajaca, ze juz na wstepie ukierunkowata moje badania na opis réznic jakie moga
wystgpi¢ pomiedzy forma krystalograficzng teriflunomidu dla ktérej byty wykonane
badania NMR w ciele statym (w temperaturze pokojowej) oraz formg krystalograficzng,
ktora byta obecna podczas pomiaréw rentgenograficznych (zwyczajowo ok -173°C).

N
|l 1o
H,C._ 2 4
1 3
OH (0]

Rysunek 10. Wzér strukturalny teriflunomidu (6).

W tym przypadku wykorzystanie juz rutynowych pomiarow NMR w ciele statym okazato
sie by¢ nieocenionym narzedziem badawczym pozwalajagcym zréznicowa¢ materiat
wystepujacy w temperaturze pokojowej od tego ktéry wystepuje po schtodzeniu prébki.
W efekcie koncowym ten watek badan pozwolit na identyfikacje w petni odwracalnego
przejscia fazowego pomiedzy niskotemperaturowg forma (ponizej -39°C) 6T oraz
wysokotemperaturowym (powyzej -39°C) polimorfem 6RT teriflunomidu. Transformacja ta
jest doskonale widoczna na termogramie DSC prébki 6 (Rysunek 11).
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Rysunek 11. Termogram DSC dla probki Teriflunomidu (6) wykonany podczas grzania 5°C/min.

Ta dos¢ niecodzienna przemiana fazowa okazuje sie byé powigzana ze zmiang liczby
czasteczek teriflunomidu w niezaleznej cze$ci komérki elementarnejZ’ =1 (6" &> 7' =2
(6'7). Istotny jest w tym miejscu rowniez limit czutosci pomiaréw NMR w ciele statym. Jak
sie okazuje, pomimo ze upakowanie przestrzenne nie ulega duzym zmianom (Rysunek 12),
to réznice widoczne na widmach 3C CP MAS NMR zarejestrowane w temperaturze
pokojowej (6RT) i w -80°C (6'7) jednoznacznie identyfikujg przemiane 2’ =1 €> 7' =2
(Rysunek 13). Opisane w ten sposdb relacje pomiedzy 68" oraz 67 wprowadzity tez istotng
korekte btednych wynikéw w pracy Gunnam, et. al., Cryst. Growth Des. 2019.

Rysunek 12. Nafozenie klastra sktadajacego sie z 15 czasteczek Teriflunomidu dla formy 6%" (kolor
zielony) 6T (kolor niebieski) wykonane z wykorzystaniem algorytmu COMPACK3! z pominieciem
potozer atoméw wodoru.
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Rysunek 13. Widma 3C CP MAS NMR dla Teriflunomidu forma 6%" (a) oraz 6'T (b) zarejestrowane
przy predkosci rotacji 12 kHz.
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Kolejnym istotnym punktem moich badan byto wdrozenie procedury CSP (ang. Crystal
Structure Prediction) w celu odpowiedzi na pytanie: , Czy jest mozliwe otrzymanie innych
polimorféw teriflunomidu poza scharakteryzowanymi przeze mnie 6RTi 6'7?”. Pytanie takie
nie jest trywialne i w zasadzie nie mozna na nie udzieli¢ bezwzglednej odpowiedzi (w
szczegblnosci bazujgc wytgcznie na badaniach eksperymentalnych — wymagatoby to
poswiecenia nieskoriczonych $rodkéw i czasu). Dlatego tez rozwéj metod, ktére mogg nas
zblizy¢ do odpowiedzi na tak postawione pytanie jest niezwykle istotny. Jedng z takich
procedur jest CSP, ktére umozliwito mi poréwnanie eksperymentalnie otrzymanych
rozwigzan strukturalnych z innymi potencjalnie mozliwymi aranzacjami struktur
krystalicznych teriflunomidu. CSP jest zfozonym i wieloetapowym procesem
obliczeniowym dostosowanym do konkretnego problemu badawczego, ktérego szczegoty
znajdujg sie w publikacji H3. Niewatpliwie istotng czescig sktadowa osiggniec
przedstawionych w ramach niniejszego autoreferatu bylo poszerzenie klasycznie
rozumianych obliczen CSP o dodatkowy etap obliczen DFT-D (obliczenia DFT z
uwzglednieniem poprawek dyspersyjnych), a takie zbadanie limitu stosowalnosci
podejscia CSP. Byto to mozliwe poniewaz oba z badanych polimorféw teriflunomidu réznig
sie miedzy sobg w bardzo niewielkim stopniu konformacjg pierscienia aromatycznego i
posiadajg identyczne upakowanie dalekiego zasiegu (RMSD pozycji atomowych dla obu
uktadéw wynosi jedynie 0.149 A, natomiast réznica w energii uktadéw na poziome DFT-D
to zaledwie 2.4 kl/mol). Wszystkie te cechy stanowity idealny model pozwalajacy na
weryfikacje czy procedura CSP umozliwia opis tak subtelnych réznic.

Zastosowane podejscie CSP sprowadzato sie do kilku nastepujgcych po sobie etapdw:
(1) przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej badanych zwigzkéw, (2) generowania
testowych struktur krystalicznych, (3) ewaluacji energii oddziatywan
miedzyczasteczkowych dla wygenerowanych krysztatéw wraz z uwzglednieniem swobody
konformacyjnej w obrebie kata torsyjnego C4-NH-C5-C6. Znaczna cze$¢ dostepnych w
literaturze zastosowan CSP dotyczyta uktadéw sztywnych, dlatego za cel uznatem réwniez
uwzglednienie swobody konformacyjnej. Rezultatem obliczen CSP jest tzw. krajobraz
energii krystalicznej (Rysunek 14) ktéry przygotowatem zaréwno dla uktadu 2’ =1 jak i dla
znacznie bardziej skomplikowanego z punktu widzenia obliczert CSP uktadu Z’ = 2. W takim
krajobrazie kazdy punkt (minimum lokalne) oznacza unikatowg strukture krystaliczng, zas
jego w jego minimum globalnym znajduje sie struktura, ktdrg z pewnoscig (z punktu
widzenia techniki CSP) powinno sie obserwowac eksperymentalnie, gdyz jest uktadem o
najnizszej en)ergii.
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Rysunek 14. Wykres CSP dla Z' = 1 (zielony) oraz Z' = 2 (niebieski) dla zwigzku 6 (a) w zakresie do
10 kJ/mol od minimum lokalnego oraz (b) dla 10 najnizej energetycznych struktur.
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Okazato sie ze procedura oparta o metrologie CSP z wykorzystaniem pdl sitowych nie
doprowadzita do identyfikacji polimorféw 6RT oraz 6'T w minimum globalnym krajobrazu
energetycznego, co sugerowato duze prawdopodobienstwo, ze poszukiwania innych
nieznanych form polimorficznych moze zakonczy¢ sie sukcesem. Z drugiej strony nalezy
pamietac o licznych ograniczeniach czystej metodologii CSP, z ktdrych najistotniejszym jest
jej niska doktadnosé oszacowania energii uzyskanych struktur. W konsekwencji powoduje
to, ze w otoczeniu minimum globalnego energii wystepuje wiele potencjalnie
,rzeczywistych” struktur krystalicznych. Z tego tez wzgledu w ramach moich badan
przeprowadzitem ewaluacje energii CSP z wykorzystaniem metody DFT-D (CASTEP).
Pozwolito to zrewidowaé wczeéniejsze rezultaty umiejscawiajac strukture 67 w
energetycznym minimum globalnym (Rysunek 15). Taka procedura opisana w pracy H3
akronimem CSP-CASTEP wraz z poczynionymi pracami eksperymentalnymi uzupetnita cate
postepowanie o nowg jakosc¢. Przeprowadzone w ten sposdb badania wprowadzity istotng
korekte do pierwotnych obserwacji. Ostatecznie wykazatem, Zze jest bardzo mato
prawdopodobnym, aby teriflunomid tworzyt inne struktury polimorficzne poza opisanymi
w naszej pracy 6°7 oraz 6'T. Mozliwo$é przewidzenia takich cech jest bardzo cennym
wskaznikiem podczas prowadzenia prac opartych o inzynierie krysztatéw i pozwala istotnie
zredukowaé czasochtonne badania eksperymentalne. Ma to szczegdlne znaczenie dla
uktadéw farmaceutycznych, gdzie poszczegélne polimorfy sg postawg zgtoszen
patentowych decydujgcymi o dalszym potencjale komercyjnym produktu.
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Rysunek 15. Wykres ukazujgcy zmiany w energii catkowitej uktadéw pomiedzy procedurg CSP oraz
CSP-CASTEP dla (a) Z’' =1 oraz (b) Z’ = 2. Gwiazdka zaznaczone s3 struktury CSP odpowiadajgce
polimorfom obserwowanym eksperymentalnie.
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Badania przedstawione w ramach publikacji H4

W ramach publikacji H4 przeprowadzona zostata ewaluacja struktury N-[3-[4-(6-fluoro-
1,2-benzoxazol-3-yl)piperidin-1-yl]propyl]-3-methylbenzenesulfonamidu  (7), ktérego
wzor strukturalny przedstawiony jest na rysunku 16. Zwigzek ten jest potencjalnym lekiem
mogacym mieé zastosowanie w leczeniu symptoméw demenciji.3%33 W ramach publikacji
H4 skupitem sie na poréwnaniu wolnej formy zwigzku 7 oraz jego modyfikacji w postaci
chlorowodorku (7H¢).
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Rysunek 16. Wzér strukturalny zwigzku 7.

Po przeprowadzeniu analizy wynikéw rentgenograficznych, okreslitem istotng zmiane
konformacyjng czasteczki pojawiajgcy sie wraz z wytworzeniem formy chlorowodorku
zwigzku 7 (Rysunek 17). Protonowanie czasteczki w pozycji N-2 wywoftato
nieuporzgdkowanie molekularne w obrebie pierscienia aromatycznego, co dodatkowo
powigzane jest z rotacjg czgsteczki wokot wigzania C-S. Pomimo dos¢ istotnych zmian w
konformacji catej czasteczki, uktad wigzan wodorowych determinujgcych uporzagdkowanie
dalekiego zasiegu jest bardzo podobny w obu strukturach.

Rysunek 17. Poréwnanie konformacji czasteczki wystepujgcej w strukturze krystalicznej 7
(czerwony) oraz 7% (niebieski).

Interesujgco w kontekscie zmian strukturalnych przedstawiaty sie widma >N CP MAS NMR
(Rysunek 18), ktére pomimo znaczacych réznic w charakterze kwasowo-zasadowym
zwigzku (struktura 7 jest zasada Lewisa, natomiast 7" ma forme soli), nie ulegajg istotnym
zmianom. Jest to szczegdlnie nieintuicyjne w odniesieniu do miejsca proponowania N-2,
gdyz taka zmiana (7 = 7"%) powinna przesungé pofozenie sygnatu w kierunku wyzszych
wartosci przesuniecia chemicznego. W toku dalszych badan wykazatem, ze taki efekt da
sie jednak wyjasni¢ biorgc pod uwage nie tylko odstaniajgcy efekt proponowania pozycji
N-2, ale réwniez przestaniajacy efekt przesuniecia gestosci elektronowej z wigzania N-C i
w efekcie catkowite wzajemne kompensowanie sie obu zjawisk.3
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Rysunek 18. Widma *°>N CP MAS NMR dla formy (a) 7 oraz (b) 7" zarejestrowane przy predkosci
rotacji 12 kHz.
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Rysunek 19. Widma 'H-'3C inv-HETCOR MAS NMR dla 7 (a) oraz 7" (b) zarejestrowane przy
predkosci rotacji 60 kHz. Jednowymiarowe widma H MAS oraz *C CP MAS NMR zostaty
przedstawione w miejscach projekcji F1 oraz F2 widm 2D.

W ramach badan wykazatem, ze zwigzek 7 wystepujacy zarowno w formie wolnej jak i
chlorowodorku nie wykazuje znaczacej dynamiki molekularnej i nie ulega (niepozadanym
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z punktu widzenia zastosowan farmaceutycznych) przemianom polimorficznym. Badania
te byly doskonatg ilustracjg w jaki sposéb nalezy przeprowadzi¢ analize, aby otrzymad
swoisty ,,odcisk palca” materiatu (jako przyktad Rysunek 19), ktéry w dalszych badaniach
moze postuzy¢ do rutynowej charakterystyki materiatu. Przypisania sygnatéw na widmach
'H MAS, 3C CP MAS oraz '3C-'H inv-HETCOR?” MAS NMR byty mozliwe dzieki
przeprowadzonym obliczeniom GIPAW i ich niemalze doskonatej zgodnosci z wynikami
eksperymentalnymi (RMSE < 0.5 ppm), co stanowi kolejny przyktad na potencjat
wspotpracy obu podejsé.

Badania przedstawione w ramach publikacji H5

Kolejna publikacja H5 przedstawia wyniki otrzymane dla soli mesylowej safinamidu
(jest on substancjg czynng leku Xadago stosowanego w terapii choroby Parkinsona).
Publikacja prezentuje w sposéb kompleksowy badania strukturalne tego interesujgcego
leku (Rysunek 20).
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Rysunek 20. Wz6r strukturalny zwigzku 8.

Badania rozpoczatem od analizy komercyjnie dostepnego leku (sproszkowanej tabletki)
oraz wyekstrahowanej substancji czynnej (8_E). Wynik takich dziatan byt sporym
zaskoczeniem, poniewaz pordéwnanie dyfraktograméw proszkowych oraz widm 3C CP
MAS NMR, ktére zarejestrowatem dla materiatu 8_E z materiatem obecnym w tabletce
leku Xadago ukazuje ewidentne réznice swiadczgce o obecnosci innej formy krystalicznej
soli mesylowej safinamidu w tabletce anizeli otrzymana forma 8_E (Rysunek 21). Uktad
8_E jest pothydratem zawierajgcym dwie czgsteczki safinamidu w niezaleznej czesci
komoérki elementarnej (struktura okreslona z wykorzystaniem rentgenografii strukturalnej
monokrysztatu). Uzyskanie analogicznych informacji na temat struktury krystalicznej,
ktdra obecna jest w tabletce leku Xadago na tym etapie byto niemozliwe.
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Rysunek 21. Wyniki pomiardw PXRD (a, ¢) oraz 3C CP MAS NMR (b, d) dla materiatu pozyskanego
z tabletki leku Xadago (a, b) oraz formy 8_E (c, d).
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Dalsze eksperymentalne prace oparte o pomiary NMR w ciele statym, a takze TGA oraz
DSC (Rysunek 22) pozwolity mi na odnalezienie relacji pomiedzy forma 8_E oraz formg
obecng w tabletce leku Xadago. W trakcie badan wykazatem, ze forma 8_E ulega
dehydratacji w temperaturze juz ok. 55°C. Tak niski punkt przemiany $wiadczy o bardzo
duzej niestabilnosci termicznej formy hydratowanej. Nastepujgca w ten sposéb
dehydratacja zwigzana jest z przemiang fazowg prowadzaca do powstania uktadu (8_D),
ktory jest tozsamy z materiatem obecnym w tabletce leku Xadago.
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Rysunek 22. Wyniki pomiaréw DSC (a) oraz TGA (b) zarejestrowane dla 8_E w szerokim zakresie
temperatur. Dodatkowy pomiar DSC dla nowej probki 8_E wykonany ponizej temperatury
topnienia w cyklu grzanie (c), chtodzenie oraz Il grzanie (d). Przebiegi zarejestrowane z szybkoscia
zmian temperatury 5°C/min.

W trakcie dalszych badan udato mi sie wykaza¢ obecnos¢ kolejnej w petni odwracalnej
przemiany fazowej probki 8_D, wystepujgcej w okolicach temperatury pokojowe;j
(Rysunek 22d). Jest to o tyle niezwykte, ze przemiana ta ma miejsce w okolicach tzw.
temperatury pokojowej tym samym moze mie¢ miejsce podczas zwyktego
przechowywania leku. Wykorzystujgc NMR w ciele statym (w szczegdlnosci pomiary oparte
o metodologie bardzo szybkiego wirowania prébki pod kagtem magicznym) oraz obliczenia
teoretyczne oparte o metodologie GIPAW, udato mi sie precyzyjnie scharakteryzowac
dwie odmienne formy polimorficzne, tj. niskotemperaturowg 8_D'T oraz
wysokotemperaturowa 8_D. W obu przypadkach juz standardowe pomiary 3C CP MAS
NMR (Rysunek 23) obrazujg istotne rdznice w strukturze krystalicznej.
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Rysunek 23. Widma 3C (a, ¢, e) oraz **N (b, d, f) CP MAS NMR dla prébki 8_D w temperaturze
pokojowej (a, b) oraz w 50°C (c, d) i -30°C (e, f) zarejestrowane przy predkosci rotacji 12 kHz.

Poniewaz rozwigzanie strukturalne 8_D nie byto mozliwe do przeprowadzenia poprzez
pomiary rentgenograficzne monokrysztatu, byt to doskonaty moment, aby wykorzystaé
potencjat krystalografii NMR. Zasadniczym problemem badawczym, ktéry w tym miejscu
sobie postawitem, byta odpowiedz na pytanie: ,w jaki sposdb przebiega ta w petni
odwracalna przemiana fazowa?”. Aby na tak postawione pytanie odpowiedzie¢, podjgtem
probe przedstawienia rozwigzan strukturalnych dla obu form (8_D' oraz 8_D) z
wykorzystaniem pomiarow rentgenografii proszkowej (PXRD). Przedstawienie rozwigzania
strukturalnego na tej drodze jest nieporéwnywalnie trudniejsze anizeli z wykorzystaniem
rentgenografii monokrystalicznej. Z drugiej strony, posiadajgc juz dobrze dziatajgce
narzedzia w postaci metod obliczeniowych czy technik opartych o pomiary NMR w ciele
statym, zadanie takie (choé wcigz bardzo skomplikowane) dato mi mozliwosc¢
uwzglednienia szeregu wiezéw strukturalnych redukujgcych ztozono$é catego procesu.
Ostatecznym efektem tych dziatan byto przedstawienie rozwigzar strukturalnych (8_D'T i
8_D) oraz wyjasnienie wzajemnej relacji miedzy nimi (Rysunek 24). Podobnie jak to ma
miejsce na przestrzeni catego autoreferatu, takze i w tym przypadku badania
zaprezentowane w ramach publikacji H5 sg swoistym przewodnikiem w jaki sposdb
bazujgc na danych pochodzacych z potaczenia technik NMR w ciele statym, obliczen
teoretycznych oraz PXRD mozna $ledzi¢ skomplikowane i nieoczywiste procesy.
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Rysunek 24. Relacja pomiedzy polimorfami 8_D'" oraz 8_D.
Badania przedstawione w ramach publikacji H6

Ostatnia publikacja H6 przedstawiona w ramach niniejszego autoreferatu jest w
pewnym stopniu kontynuacjg badan rozpoczetych w ramach pracy H3 nad zwigzkiem 6,
teriflunomidem (Rysunek 10). Poniewaz zwigzek 6 wykazuje znikoma rozpuszczalnosé w
wodzie (z punktu widzenia klasyfikacji lekow jest w kategorii przeznaczonej dla lekdéw
praktycznie nierozpuszczalnych w wodzie), postanowitem wprowadzi¢ modyfikacje, ktére
pozwolityby zmienié te niekorzystng ceche. Poza tym oczywistym wzgledem praktycznym,
motywacja do dalszych badan zwigzku 6 byta cheé rozwoju metodologii poprzez
wykorzystanie uktaddéw o wiekszym stopniu ztozonosci. W ramach publikacji H6
otrzymatem systematyczny szereg soli teriflunomidu (teriflunomid ma charakter kwasowy)
z metalami grup IA uktadu okresowego (litu, sodu, potasu, rubidu oraz cezu), a takze z
jonem amonowym, ktéry wykazuje tendencje do tworzenia analogicznych potgczen
kwasowo-zasadowych jak metale grupy IA.

Po wstepnej weryfikacji otrzymanych materiatéw, do dalszych badan z wykorzystaniem
metod krystalografii NMR zakwalifikowatem jedynie sole litu, sodu oraz cezu. Pozostate z
potgczen nie tworzyty niestety uktadéw o dobrze zdefiniowanej strukturze krystalicznej
(byty amorficzne) lub, jak to miato miejsce w przypadku soli amonowej, wyniki otrzymane
w trakcie badan rentgenograficznych wykazaty, ze probka jest w istocie nietrwatg
mieszaning polimorféw. Weryfikacje w tym zakresie przeprowadzitem z wykorzystaniem
rutynowych pomiaréw PXRD oraz 3C CP MAS NMR i szczegétowo opisatem w publikacji
H6.

Pozostate sole zostaty w pierwszej kolejnosci poddane badaniom odnosnie okreslenia
liczby czasteczek w niezaleznej czesci komérki elementarnej (liczba Z’'). Chciatbym tu
jednoczesnie podkresli¢, ze pomimo iz w opisie publikacji HL — H5 nie poruszatem tego
problemu, to kazdorazowo taka weryfikacja byta przeprowadzana dla omawianych
obiektéw. W przypadku badanych w ramach tej publikacji zwigzkéw (6_Li, 6_Na oraz 6_Cs)
najbardziej diagnostyczne w tym wzgledzie okazaty sie widma °F MAS NMR (Rysunek 25).
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Rysunek 25. Widma °F MAS NMR dla 6 (a), 6_Li (b), 6_Na (c) oraz 6_Cs (d) zarejestrowane przy
predkosci rotacji 20 kHz.

Jadro °F jest doskonatg sondg NMR o 100% naturalnej zawarto$¢ tego izotopu oraz spinie
jadrowym %, co daje duzg fatwos¢ interpretacyjnga. Przeprowadzona w ten sposdb analiza
nie pozostawita watpliwosci, ze kazda z badanych soli wykazuje inng wartos¢ Z’ i
najprawdopodobniej jest wieksza niz trzy dla 6_Na, réwna dwa dla 6_Li oraz réwna jeden
dla 6_Cs.

Dalsze badania z wykorzystaniem monokrystalicznej rentgenografii strukturalnej
(wykonanej przez wspotautoréw pracy) pozwolity na przedstawienie rozwigzan
strukturalnych dla 6_Na oraz 6_Cs, ale nie dla 6_Li. W ten sposéb sitg napedowg tej czesci
moich badan byty starania, aby przy wykorzystaniu cech strukturalnych 6_Na oraz 6_Cs, a
takze pomiaréw NMR w ciele statym i obliczen teoretycznych, zaproponowaé wiezy
strukturalne, ktdre wystepujg w uktadzie 6_Li. Zaprzegajgc do pracy szereg metodologii
NMR w ciele statym wykorzystujgcych bardzo szybkie wirowanie prébki pod katem
magicznym, w tym eksperymenty takie jak 'H-'H DQ-SQ,3>737 H-13C/*°N inv-HETCOR,?’
133Cs/23Na/’Li-*H HETCOR czy tez °F-°F DQ-SQ3>37 MAS NMR, udato sie stwierdzi¢, ze sél
litowa teriflunomidu zawiera dwie czgsteczki tego zwigzku w niezaleznej czesci komérki
elementarnej. Czasteczki te sg najprawdopodobniej utozone w sposdb ,sandwichowy” z
orientacjg teriflunomidu typu ,gtowa do gtowy”. Jon litowy natomiast jest potozony w
przylegtej sferze i koordynowany przez grupe karbonylowa oraz nitrylowa. Struktura soli
litowej, podobnie jak pozostate opisane sole, jest hydratem, w ktdrym czgsteczki wody sg
zlokalizowane w sferze koordynacyjnej litu. Tak wiele istotnych informac;ji strukturalnych
nie bytoby mozliwych do uzyskania bez wykorzystania eksponowanego w niniejszym
autoreferacie multiinstrumentalnego podejscia do badan strukturalnych.

Posréd badanych obiektéw na szczegdlng uwage zastuguje réwniez sél sodowa
teriflunomidu. Okazuje sie ze, uktad ten zawiera az 6 czgsteczek teriflunomidu w
niezaleznej cze$ci komorki elementarnej. Przypisanie sygnatéw na widmie '3C CP MAS
NMR do poszczegdlnych konformerdw w strukturze krystalicznej nie jest sprawg trywialng
i w praktyce jest skrajnie skomplikowanym problemem, jesli bazujemy tylko na pomiarach
NMR. Dopiero zastosowanie obliczen kwantowo-chemicznych na poziomie DFT z
uwzglednieniem poprawek dyspersyjnych przedstawia wystarczajgcg doktadnosé, aby
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mozna bylo przeprowadzi¢ caty proces. Rysunek 26 przedstawia poréwnanie
eksperymentalnego widma z potozeniem sygnatéw dla poszczegdlnych konformeréw
teriflunomidu otrzymane na drodze obliczert DFT-D GIPAW.

L] L e o .. .: L L J

L ] e .. .... :......: .. ‘.
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Rysunek 26. Widmo *C CP MAS NMR dla 6_Na zarejestrowane przy predkosci rotacji 12 kHz.
Kolorowe punkty reprezentujg potozenia sygnatéw dla poszczegdinych konformeréw
teriflunomidu otrzymane na drodze obliczert DFT-D GIPAW.

Jak jest to doskonale widoczne zaréwno na widmach eksperymentalnych jak i dla danych
otrzymanych na drodze obliczeniowej wystepuje bardzo duze zréznicowanie przesuniec
chemicznych w obrebie tej samej pozycji w czasteczce teriflunomidu. Istotnym
zagadnieniem, ktére postanowitem wobec tego sprawdzié, byto pytanie ktdry czynnik
(wewnatrz czy tez miedzyczasteczkowy) determinuje taki obraz widma. Wykorzystujac
obliczenia kwantowo-chemiczne udato mi sie wykazaé, ze dominujgcy wptyw majg
oddziatywania miedzyczasteczkowe natomiast sama konformacja czasteczki (Rysunek 27)
ma niewielki udziat w obserwowanej dyspersji sygnatéw NMR.

Rysunek 27. Poréwnanie szesciu konformacji czasteczki teriflunomidu wystepujacej w strukturze
krystalicznej 6_Na.

Sél sodowa byta bardzo wdziecznym obiektem do implementacji szeregu metodologii
pomiarowych NMR z obszaru ciata statego. Jedno z wykorzystanych podejs¢ dotyczyto
wykorzystanie jadra 23Na do opisu sfer koordynacyjnych jonéw sodu. W trakcie
prowadzonych przeze mnie badan, okazato sie, ze widmo 22Na MQ MAS NMR ukazuje tylko
cztery sygnaty (Rysunek 28) wobec szesciu nieréwnocennych chemicznie pozycji atoméw
sodu, ktére sg obecne w strukturze krystalicznej 6_Na.
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Rysunek 28. Widmo #Na MQ-MAS NMR dla 6_Na z uwidocznieniem czterech magnetycznie
nieréwnocennych sygnatéw.

)

Rysunek 29. Poréwnanie wszystkich szesciu sfer koordynacyjnych sodu, ktére wystepujg w 6_Na.
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Wyjasnienie w tym obszarze przyniosto poréwnanie otrzymanego widma 23Na MQ MAS
NMR z obrazem sfer koordynacyjnych sodu otrzymanych po optymalizacji potozen
atomowych i parametréw komorki elementarnej z wykorzystaniem obliczern kwantowo-
chemicznych DFT-D (Rysunek 29). Taki zabieg pozwolit rozrézni¢ doktadnie cztery typy sfer
koordynacyjnych w strukturze krystalicznej zwigzku (pozycje Na-1 i Na-4 oraz Na-2 i Na-5
sg bardzo podobne do siebie) wobec szesciu teoretycznie mozliwych. W ten sposéb po raz
kolejny wzajemna synergia stosowanych podej$s¢ metodologicznych pozwolita rozwigzac
istotny problem chemii strukturalnej.

Podsumowanie

Powyzej omdwione publikacje pokazuja w sposéb przejrzysty jak metodologia
krystalografii NMR moze zosta¢ wykorzystana podczas rozwigzywania konkretnych
probleméw badawczych. Rozwazania powyzszych prac byty oparte o dwie podstawowe
grupy obiektow: leki oraz materiaty funkcjonalne (rotory molekularne). Wybdr tak
odmiennego spektrum uktadéw miat przede wszystkim na celu podkreslenie
uniwersalnosci proponowanych rozwigzan metodologicznych, co daje nadzieje na ich
mozliwie szerokie wykorzystanie podczas rozwigzywania kolejnych probleméw
stawianych przed wspdtczesng naukg badan strukturalnych.

Ponizsze punkty przedstawiajg skrotowo moje najwazniejsze osiggniecia:

e Przedstawienie kilku wariantédw podejs¢ metodologicznych w obrebie
krystalografii NMR, stuzgcych do rozwigzywania problemow strukturalnych.

e Opracowanie procedur krystalografii NMR do opisu przebiegu odwracalnych i
nieodwracalnych przemian fazowych, ktére zachodzg w uktadach krystalicznych.

e Zaproponowanie rozwigzan metodologicznych na potrzeby badan krysztatéw
molekularnych solwatéw i ich przemian z wykorzystaniem spektroskopii NMR w
ciele statym, PXRD i obliczert kwantowo-chemicznych.

e Whykazanie, ze w ramach synergii metodologii krystalografii NMR i procedur CSP
jest mozliwa wiarygodna ocena szans otrzymania nowych form polimorficznych
wraz z eksperymentalng weryfikacjg teoretycznych zatozen.

e Poszerzenie klasycznie rozumianych obliczern CSP o dodatkowy etap obliczert DFT-
D (obliczenia DFT z uwzglednieniem poprawek dyspersyjnych).

e Wykazane, 7ze nawet bardzo niewielkie réznice w strukturach krystalicznych
polimorféw mozna rozrézni¢ w podejsciu CSP.

e Udowodnienie wystepowania nieudokumentowanych wczesniej przemian
fazowych dla komercyjnie dostepnych lekéw.

e Opisanie cech strukturalnych czterech nieznanych wczes$niej form krystalicznych
zwigzkéw z wykorzystaniem procedur krystalografii NMR, dla ktérych nie byto
mozliwe zaproponowanie rozwigzan strukturalnych innymi technikami.

o Wykorzystanie informacji na temat dynamiki molekularnej w ramach krystalografii
NMR jako zZréodta wiezéw strukturalnych, w tym dotyczacych swobody
konformacyjnej.

e Opis niskotemperaturowej i niedestrukcyjnej przemiany termicznej Teriflunomidu
z wykorzystaniem metodologii Krystalografii NMR.
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e Opis procesu dehydratacji w strukturze soli mesylowe] safinamidu za pomoca
potaczonych technik NMR w ciele statym, metod dyfrakcyjnych (PXRD) oraz technik
obliczeniowych.
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Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowgq realizowang w
wiecej niz jednej instytucji naukowej, w szczegdlnosci zagranicznej.

e (marzec 2016 — marzec 2017) — Roczny staz naukowy w Department of Physics,
University of Warwick, Wielka Brytania.

e (grudzien 2014) — Miesieczny staz naukowy w Advance Solid-State NMR Unit,
RIKEN CLST-JEOL Collaboration Centre, RIKEN Centre for Life Science Technologies,
Japonia.

o (wrzesien 2009 — grudzien 2009) — Trzymiesieczny pobyt naukowy w Central
European Institute of Technology w ramach programu Erasmus, Masaryk
University, Republika Czeska.

Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujgcych nauke.

e Opiekun naukowy dwdch studentek w ramach realizacji grantu Homing FNP,
ktorego bytem kierownikiem.

Inne istotne informacje.

Krétkie omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych po uzyskaniu stopnia
doktora nauk chemicznych.

Poza dziatalnoscia naukowg, ktdrg przedstawitem powyzej, moje pozostate
zainteresowania naukowe byly zorientowane w gtéwnej mierze w obrebie: i) rozwoju
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strategii badawczych opartych o magnetyczny rezonans jgdrowy, na potrzeby opisu
struktury i dynamiki molekularnej w sieciach krystalicznych biomolekut, oraz ii)
modelowaniu i obliczeniach parametrow NMR na potrzeby wyjasnienia cech
strukturalnych wptywajgcych na efektywnos¢ konwersji energii stonecznej w materiatach
wykorzystywanych do wytwarzania ogniw stonecznych.

W pierwszym z wymienionych obszaréw moje prace byly zorientowane wokét rozwoju
metodologii NMR na potrzeby pomiaréw sprzezen dipolowych 3C/**N — 'H w badaniach
dynamiki molekularnej w sieciach krystalicznych biomolekut. Prace badawcze byty oparte
o wykorzystanie opracowanej w naszym laboratorium metody CPVC (Cross Polarization
Variable Contact). M6j udziat w gtéwnym stopniu obejmowat wsparcie od strony
obliczeniowej realizowanych badan. Badania w ramach tego podpunktu byty
wieloetapowym procesem poczagwszy od testéw dla uktaddéw o niskim stopniu ztozonosci,
ktdre czesciowo zostaty wykonane jeszcze przed uzyskaniem przeze mnie stopnia doktora
(publikacja P23 i P31 w wykazie osiggnie¢ naukowych), a koriczac na docelowych obiektach
biatkowych GB-1 oraz DLC-8, ktérych analize przeprowadzilismy z wykorzystaniem
sekwencji pomiarowych typu 3D CPVC-RFDR i CPVC-SHANGHAI (publikacje P16 i P24 w
wykazie osiggnie¢ naukowych). Wyniki okazaty sie bardzo obiecujgce i pozwolity na
zaobserwowanie zréznicowania dynamiki réznych fragmentéw tancucha peptydowego. W
ramach moich badan w obszarze biomolekét zajmowatem sie réwniez opracowaniem
metod obliczeniowych pozwalajgcych na przewidywanie parametréw NMR (przesunieé
chemicznych) dla duzych uktadéw (sktadajgcych sie z tysiecy atomdw) oraz
eksperymentalng weryfikacjg zaproponowanych rozwigzan. Stosujgc aktualnie dostepne
kwantowo-chemiczne metody obliczeniowe nie byto mozliwe przeprowadzenie
wiarygodnych obliczen parametrow NMR wykorzystujgc rutynowe podejscia. Finalnie
udato nam sie otrzymac wyniki, ktére pozwolity na przeprowadzenie walidacji metodologii
obliczeniowych i oszacowanie wptywu uwzglednianego otoczenia na otrzymywane
parametry NMR. Realizacja tych dtugofalowych badan w obszarze biomolekét byta duzym
wyzwaniem intelektualnym i pozwolita uzyska¢ cenne doswiadczenie, ktore
wykorzystatem w dalszej pracy ze strukturalnie rozbudowanymi uktadami.

Kolejny temat badan, ktérym zajmowatem sie w ostatnim czasie dotyczyt poszukiwania
nowych organicznych materiatdw wykorzystywanych do wytwarzania ogniw stonecznych
o wysokim wspdtczynniku konwersji energii elektrycznej. Prace te realizowatem w ramach
wspotpracy miedzynarodowej, gdzie ktérej odpowiadatem za obliczenia kwantowo-
chemiczne. Wykorzystatem techniki obliczeniowe, aby wyjasni¢ wystepowanie w
badanych ukfadach oddziatywan miedzyczasteczkowych, w szczegélnosci oddziatywan
aromatyczno-aromatycznych, oraz proceséw samo-organizacji. Wszystkie one wptywaja
na wiasciwosci fizykochemiczne otrzymywanych materiatow, jak efektywnos¢ konwersji
energii stonecznej. Najwiekszym wyzwaniem w ramach badan byt rozmiar badanych
uktaddéw (doswiadczenie zdobyte w obszarze biomolekdt byto w tym momencie bardzo
istotne). Komodrki elementarne bedgce przedmiotem naszych badan sktadaty sie z setek
atoméw i posiadaty zwykle wiecej niz jedng czasteczke w niezaleznej czesci komorki
elementarnej Z' > 1. Otrzymanie wysokiej jakosci danych byto wyzwaniem od strony
zaréwno technicznej jak i naukowej, pozwalajgc na ocene wptywu parametrow
strukturalnych na obraz widm m. in. 3C CP MAS oraz H MAS NMR (publikacje P2 i P4 w
wykazie osiggnie¢ naukowych).

Oprécz wspominanych prac, po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych
uczestniczytem tez w realizacji szeregu innych projektéw badawczych w ramach wspdtprac
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naukowych, ktérych odzwierciedleniem sg pozostate publikacje zamieszczone w wykazie
osiggnie¢ naukowych.

Stypendia, nagrody i wyrdznienia:

e 2022 — Nagroda ,Polskie Diamenty Krystalograficzne” za wyrdzniajaca sie prace
krystalograficzng (Pawlak et. al. Crystal Growth & Design, 2021);

e 2017 - Nagroda Polskiego Towarzystwa Chemicznego za Wyrdzniong Prace
Doktorska;

e 2016 — Nagroda za prace doktorskg zrealizowang w oparciu o zasoby obliczeniowe
ACK Cyfronet AGH;

e 2016 — Wyrdzinienie pracy doktorskiej przez Rade Naukowg Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi;

e 2015 —Stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej;

e 2014 — Nagroda ,The best lecture of young scientists" na miedzynarodowe;j
konferencji ,8th Symposium Nuclear Magnetic Resonance in Chemistry, Physics
and Biological Sciences”;

e 2014 —Stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej;

e 2013 — Stypendium Ministra Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtfodych
naukowcow;

e 2012 - Nagroda ,The best lecture of young scientists" przyznana na
miedzynarodowe] konferencji ,7th Symposium Nuclear Magnetic Resonance in
Chemistry, Physics and Biological Sciences”;

e 2011 - Nagroda imienia Josefa Dadoka za referat na miedzynarodowej konferencji
,26th Central European NMR meeting”;

e 2010 — Tytut Najlepszego Absolwenta Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikofaja
Kopernika w Toruniu;

e 2009 — Stypendium Ministra Szkolnictwa Wyzszego za Osiggniecia w Nauce;

e 2009 — Tytut Najlepszego Studenta Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikofaja
Kopernika w Toruniu;

e 2008 — Stypendium Ministra Szkolnictwa Wyzszego za Osiggniecia w Nauce;

e 2008 — Tytut Najlepszego Absolwenta Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikofaja
Kopernika w Toruniu;

e 2008 - Stypendium Marszatka Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego za
Osiggniecia w Nauce;

e 2007 — Tytut Najlepszego Studenta Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikofaja
Kopernika w Toruniu.

Tomasz Pawlak
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