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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Аюуальносгь темы. Определение пространственной структуры и конформационного 
состояния молекул в расгвфах является одной га важнейших задач физической химии. Накоп-
ление и обобщение данных о конформационном состоянии Moneiĝ n в растворе д ает возмож-
ность подойти к фуцдаменгальному пониманию процессов, протекающих на моле1оттярном 
уровне. Эти х^юцессы определяют не только биологическую активность молекул, но также мо-
гут опреяелятъ нуклеацию 1фисгаллов данных соединений из их насыщенных раствфов. Ма-
лые биологически активные молекулы входят в состав большого числа лекарственных средств, 
активно используемых в медщдане. Так, парацетамол (ацегаминофен, N-(4-
ги;фоксифенил)ацетамид, СвНдОгМ) обладает анальгетическими и ашипиретическими сюй-
ствами; фелодипин (3-311Ш-5-ме1ил-4-(23-Дихлсффенил)-2,6-димегш1-1,4-диги1фопирвдин-3,5-
дикщэбоксил, C18H19O2NO4) получил широкое распространение благодаря сюим ашигапертен-
зивным и аштингиальным свойствам. Ибупрофен ((К8)-2-{4-изобуш11фенил)-1фОпионовая кис-
лота, C13H18O2) - нестероидный препарат, который обладает противовоспалительной активно-
стью и применяется при ревматоидном утрите, деформ15)ующем остеоартрозе и щ). заболева-
ниях для облегчения боли и уменьшения лихорадки. 

Среди многоофазия физико-химических методов, которые используются при решении 
указанных фундаментальных проблем, ключевыми являются одно- и двумфная спектроскопия 
ЯМР ядфного эффекта Oeqjxaysepa (ЯЭО). Методы спектроскопии ЯЭО в лабфаторной 
(NOESY - Nuclear Oveihauser EflTect SpectroscopY) и вращающейся системах кофдинат 
(T-ROESY - TransvCTse Ко1айп§-пшпе Ovethauser Enhancanent Spedrosa^) дают возможность 
определять расстояния менщу ящими, вгаютъ до 5 А. Совместное использование экспфимш-
тальных данных ЯМ? по межьадерным расстояниям и результатов квантово-химических рас-
четов позволяет определять относительные населенности конформаций. Однако спектроскопия 
ЯЭО недостаточно адаширована к исследованию щххлранственной структуры малых конфор-
мащюнно подвижных молекул, подпадающих под условие крайнего сужения линий (соот̂  « 1 , 
где ü - время корреляции молекул^ного движения, соо - угловая скс^хкль прецессии магнит-
ных ядф). Основными фактфами, затрудняющими такого рода измерения, являются слабая 
ишенсивность кросс-пиков, длительное время эксперимента, дфейф экспериментальных п ^ -
метров и ф . 1фоме того, процессы, обуслоалетные косвенными путями переноса намагничен-
ности (спиноюй диффузией), негативно влияют на спектральные х^)акгеристики изучаемых 
соединений, не позволяя кс^^кгао описать их конфсрмационное состояние. 

Таким офазом, весьма важной задачей является ра:фаботка эффективного подхода по-
лучения инффмации о межьядфных расстояниях в малых молекулах с минимальной ошибкой 
измерения. 

Целью диссерггационной работы являлось определение пространственной структуры и 
конформационного состояния биологически активных веществ методами одномфной спектро-
скогаш ЯМР 'Н, " с и одно- и двумерной спектроскопии ЯЭО; разработка и реализация подхода 
ЯМР NOESY для количественного определения доли конформеров малых нежестких биологи-
чески активных молекул в растворах, а также решение задачи подавления эффекта спиновой 
диффузии при определении межпротонных расстояний методом двумерной спектроскопии 
ЯМРШЕЗУ. 

Методы исследования. При решении поставленных задач использовались современные 
методы спектроскопии ЯМР высокого ра:^шения; в частности, в качестве основных были ис-
пользованы эксперименты по спектроскопии ЯЭО: 2D NOESY, 2D T-ROESY, ID NOE, ID Тт;̂  
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ROE и модификация QUŒT-NOESY (Quendiing Undesirable Indirect External Trouble in Nuclear 
Oveihauser Effect Spectroscopy). В качестве дополнительных методов использовались 
2DTC)CSY (Total Conelati«i SpectroscopY), DOSYpifiission-Ordaed SpectrocopY), HMBC 
(Hrteronuclear Multiple Bond СшеМоп), HSQC (Hetaonuclear Single-Quantum Coirelaiion), 
COSY (correlation SpectroscqjY), ID TOCSY. 

Эксперимешы проводились с использованием ЯМР спеирометра «AVANCE Ш 500» 
фирмы «Вгакет» (рабочая часгоха 500 МГцнаяч5ах'Ни 125МГцначщ)ах"д. 

Научная новюна диссфгацисвшо!! рабопы состоит в следующем: 
Вперше определены эф^кшвные (усредненные по всем юэнформерам) межпрстонные 

расскзяния в молекуле п^нцетамола в его насыщенном растворе в ДМФА с помощью методов 
двумфной ЯМР спегароскопии ЯЭО. Проведены расчеш доли конформе^в путем совмесшо-
го анализа экспериментальных данных и результатов квангово-химических расчетов. 

Вп^>вые получены Э1«я1ериметальные данные об относительных межпротонных рас-
стояниях в моле^лах фелодипина методом одно- и двумерной ЯМР спегароскопии ЯЭО в его 
растворах в ДМСО при двух концентрациях. 

Создана импульсная программа QUIET-NOESY, с использованием которой достигнуто 
подавление артефакшых эффектов переноса намагниченности косвенными путями (спиновой 
диффузии) в спектрах NOESY фелодипина в ДМСО. Ре:отала1ы эксперимента QUIET-NOESY 
подтвфждены путем сопоставления с данными NOES Y/T-ROESY экспфимента. 

Определены доли конформеров молекулы фелодипина в ДМСО при малой концентра-
ции (0,077 n W ) и в насыщенном растворе. 

Получены эффективные межпрогонные расстояния в молекуле ибупрофена в его насы-
щенном растворе в хлороформе методами двумерной ЯМР спеетроскопии ЯЭО. Рассчитаны 
доли конформеров молекулы ибупрофена. 

Обнарркена инверсия распределения конфчзмеров именных малых нежестких моле-
кул (ибупрофена, парацетамола, фелодипина) при пд)еходе от разбавленных раствс^юв к насы-
щенным. 

Основные положшия, вьшосимые на занрпу: 
Метод определения населенности конфорлиционных состояний для малых нежестких 

молекул в растворах в случае нескольких конффмационных равновесий (по данным Ш и 2D 
спектроскопии ЯМР) 

Пршраммы для импульсной последовательности QUŒT-NOESY, реализующие подав-
ление спиновой диффузии в 2D экспфименгах NOESY. 

Результаты экспериментов по определению эффективных межпротонных расстояний в 
молекулах парацетамола, федодипина и ибупрофена в растворах. 

Выявленный эффект инверсии распределения к о н ф ф м ^ в малых нежестких молекул 
(парацетамола, ибупрофена, федодипина) при пч)еходе от разбавленных к насыщенным рас-
творам. 

Обоснованносгь и досговерносгь результатов подтверждается смласием полученных 
данных с результатами исследований, проводимых другими лютодами, в частности, с данными 
численного моделирования и ИК спектроскопии; сравнением различных подходов в ЯМР спек-
троскопии (напримф, с данными аналгоа сопоставления констант скорости кросс-релаксации 
NOES Y/r-ROESY и одномерной селективной спектроскопии NOE, в тех случаях, когда это бы-
ло возможно); использованием со^земеннсях) оборудования и методических подходов к иссле-
дованию. 



Практическая значимость работы: 
Предложенная методика позволяет эффекшвно иссяедовап. структуру мальлх конфср-

мационно подвижных молекул лекарственных соединений в условиях щ)еделыюго сужения 
(соо-Тс«1). 

Результаты имеют важное значение для понимания биологической акгивносш малых 
нежестких MoneiQfn лек^клвенных соединеиий (ибупрофена, парацетамола, фелодипина) в рас-
творах. Описание кшформационного состояния именных молекул в растворах может исполь-
зоваться при анализе межмоле1отафных взаимодействий, которое во многом определяет их 
биологическую акгавность. Установленная закономфносп> инверсии населенности конфсрма-
ционного состояния исследованных молекул может помочь выявшъ пути получения 1фис1ал-
лов данных соединений тех или иных полимсрфных ффм из насыщенЕп>1Х растворов. 

Личный вклад автора. У«шстие при постановке целей и задач исследования. Выполне-
ние экспфимешов ЯМР по изучению щххлранственной структуры малых конформационно 
подвижных молетдтт. Обработка, анализ и ингфпретация тефетических и экспфиментальных 
данных. Формулировка основных положений и выводов диссертации. 

Апробация работьь Результаты работы были доложены и обсуждены на мемодународ-
ной конфч)енции < ŝiuclear Magnetic Resonance in Ccmdaised Matter. NMR m Heterpgesieous Sys-
tans» (StPeteisbing, Russia, 2010);V Всдхххгийской конферешдаи «Новые достижения ЯМР в 
структурных исследованиях» (Казань, 2011); XXV Мевдународной Чугаевской конференции 
по кофдинационной химии (Суздаль, 2011); XI Международной конференции «Проблемы 
сольватации и комтшексоофазования в растворах» (Иваново, 2011); VI и VII конфдхициях мо-
лодых ученных «Тес5)етическая и экспериментальная химия жвдкофазных систем» (Иваново, 
2011-2012); XVI Симпозиуме по межмолекулярному взаимодействию и конффмациям моле-
кул (Иваново, 2011); XV междунгрояной молодежной научной школе «Actual Problems of Mag-
netic Resonance and its Applications» (Kazan, Russia, 2012); международной конфдэенттии «Kinet-
ics and mechanisms of aystallization and next generation mateiab> 0vanovo, Rt^ia, 2012); XIX Все-
российской конференции «Структура и динамика молекул^ных систем» (Йошкф-Ола, 2012). 

Диссертатдаонная работа вьтполнена в ИХР РАН в соответствии с основными научными 
направлениями фундаментальных исследований РАН по теме «Молекулщзные и ион-
молекулярные жидкофазные системы в широком диапазоне параметров состояния, включая 
свфхтфшическое. Струюура, динамика и сольвататрюнные эффекты» (№ гос. регистрации 
01200950825) (2010-2011 г.) и по теме «Развитие подходов и методов физической химии в ис-
следовании многокомпонентных супрамспекулярных, молекулярных и ион-мопекул5фных си-
стем как перспективных материалов» (№ гос. регистрации 01201260481) (2012-2013 г.). Работа 
была поддержана федд)альной целевой программой «Научные и научно-педагогические кащ)ы 
инновационной России» (TJC №02.740.11.0857), международной программой имени М ^ и и 
Кюри (FP7-PEOPLE:-2009-IRSES), грант № 247500, а также грантами Российского фонда ¿тг-
даментальных исследований (РФФИ)(№ 12-03-31001 мол_аи№ 12-03-00775_а). 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 16 работ, гв них 3 статьи в рецензиру-
емых я^налах и 13 работ в сбсрниках трудов и тезисов вьтшепфечисленных Международных 
и Российских научньгх конференций. 

Струюура и объем работы. Работа состоит ш введения, пяти глав, выводов, списка ли-
тфатуры, авторского списка лигфатуры и приложений. Работа изложена на 170 страницах, со-
держит 69 рисунков и 31 таблицу. Список ципфованной литературы содержит 320 наименова-
ний. 



6 
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введешш обоснована агауальностъ диссертационной работы, сформулирована цель, 
приведены методы и объекты иссиеяования, научная новизна и практическая значимость полу-
ченных результатов, преяставлены выносимые на защиту научные псяожишя. 

В первой главе на основе литературных данных изложены попожетия теории одномф-
ной спектроскопии ЯМР, теории релаксации, ядерного эффекта Овдзхаузера. Описаны одно-
мерные селективные методы с импульсным градиентом магнитного пояя(£га«йегй selective pulse-
gs), такие, как gsTOCSY, gsNOESY, gsT-ROESY. 

Во второй главе изложены основные особенности двумерной спектроскопии ЯМР, а 
также более пощх)бно рассмотрено применение импульсной последовательности NOESY для 
определения тфостранстаенной структуры различных конффмаций и расчета отдельных меж-
протонных расстояний в органических молетошах. 

В третьей главе рассмотрены объекты и методы исследования. Дано теоретическое 
описание основных типов конффмаций и конф<5)ма1цюнных переходов, а также известных по-
лиморфных модификаций и их связь с тсонфс^мфами для рассмотренных соединений. Изложе-
ны технические особенности проведения экспфимента и обработки ре:ультагов. 

ЧегБ^ггая глава посвящена аналшу подходов к определению пространственной струк-
туры и конффмационного состояния малых нежестких молекул в раствс^мх на основе согласо-
ванного использования полученных экспфимешальных данных спектроскопии ЯМР и резуль-
татов квантово-химического моделирования. 

Изложены возможные подходы к определению межпротонных расстояний в раствс^мх 
для конффмационно нежестких молетдш на основе одно- и двумерной спектроскопии ЯМР 
ядерного эффжта Оверхаузера (ЯЭО) в лабораторной (NOESY) и вращающейся системах ко-
ординат (T-ROESY), а также описаны модели удзеднения расстояний, полученных на основе 
данных квашсво-химических расчетов. Изложены подходы к определению доли конформеров 
в растворах путем совместного анализа экспериментальных данньтх и результатов квантово-
химических расчетов. 

Ключевым моментом одно- и двумерных экспериментальных подходов ЯМР является 
анализ зависимости значений шпегральных интенсивностей сигналов в спектрах Я Ю от вели-
чины фемени смешивания. На основе данной зависимости с использованием различных спосо-
бов интфпретации и обработки экспериментальных данных получают информацию о скорости 
кросс-релаксации. 

Известное в ЯМР спектроскопии приближение начальной скфости тфосс-релаксации 
позволяет значительно упростил, анализ такшз рода. В рамках данного приближения скорость 
изменения интенсивности щххж-пиков прямо пропфциональна значениям скорости »росс-
релаксации Ojj. Щ)и этом сами скорости тфосо-релаксации спиновых систем i и j обратно про-
порциональны расстоянию г̂  в шестой степени между данными спинами: cr̂ j ~ \jrfj. При из-
вестном расстоянии Trf- в одной калибровочной паре адер с соответствующей скоростью тфосс-
релаксации Orf можно из ошосительных значений констант »росс-релаксации определшь рас-

V6 
(1), где п̂  -насе-сгояния между остальными взаимодшствующими ядцими: г̂  = 

ленность спиновьтх состояний для данного сигнала в спектре исследуемого офазца. Расстояние 
между тфотонами зависит от конфсрмащюнното равновесия в раствчзе. Поэтому калифоюч-
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ные рассгояшм г ^ подбиралась для каждого соеданения ивдиввдуально, а иногда использова-
лись дополнительные калибровочные расстояния. 

При исследовании малых кон^мационно подвижных молекул, когфые хграктеризу-
ются KqxmcHM временем корреляции (Тс), данный подход не дает адекватных результатов из-за 
ряда экспфиментальных особенностей, затрудняющих получение точных межпрогонных рас-
стояний. 

Нами разработан подход к определению пространственной структуры и конформацион-
ного состояния для малых нежестких молекул, коп^ый заключается в следующем: 
1. На основе данных одномерной 'Н, "С и двумерной TOCSY, HSQC, HMBC спектроскопии 

ЯМР растворов исследуемого соединения производтся отнесение сигналов к соотвегсгву-
ющим группам резошфующих ядер. В качестве дополншельнсто источника информации 
для огаесения линий используется двумфная обменная спектроскопия NOES Y, двумерная 
диффузионная спектроскопия DOSY и одномфная селекпшная спектроскопия Ш TOCSY. 

2. Производится оценка времени корреляции(Тс) на основе анализа результатов двумфного 
диффузионного эксперимента DOSY, после чего выбирается экспериментальный подход к 
определению скс^ххлей ]фосс-релакса1даи с подавлением или без подавления косвенньк пу-
тей переноса намагниченносш. 

3. Производится запись рада двумерных спектров ЯМР NOESY с различным значением вре-
мени смешивания Тп,. Диапазон изменения значений Тщ выбирается так, чтобы последние Тш 
позволяли получать наибольшие значения интегральной интенсивности iqxxx;-nHKOB. При 
соблюдении данного условия величина отношения сигнал/шум получается максимальной. 
Релаксационная задфжка выбирается равной 2Ть где Ti -«ремя спин-решеточной релакса-
ции исследуемой грушты протонов. Все спектры записываются за один проход для рацио-
нального использования времени экспфимекга и уменьшения эффектов, связанных с дрей-
фом параметров. 

4. На основе анализа данных теоретического моделировании молекул и предварительных экс-
периментов 2D NOESY производится оценка отношения количества экспериментально 
определяемых мсжпротонных расстояний, меньших 5 А, к числу возможных конформфоа 
В случае большего числа возможных конформеров в сравнешш с количеством эксперимен-
тально определяемых расстояний следует проюдигъ дополнительные экспфимешы 
T-ROESY и ID NOE, T-ROE с аналогичными пфаметрами. Это позволяет получить более 
детальную информацию о пространственной структуре и конффмационном состоянии ис-
следуемого соединения. 

5. Путем последующего анализа записанных спектров определяются значения абсолютных 
юпетральных ингенсивностей пиков одно- и двумфных спектров иccлeдye^юro соединения 
для всех времен смешивания 

6. Для двумфных спектров вычисляются усредненные значения (с предварительным отнесе-
нием интетральных ингенсивностей) iqxxx-пиков а,^, Oj, к диагональным пикам а^, а „ . В 
случае вычисления межьядфных расстояний меяоду протоном и метальной труппой необ-
ходимо использовать в расчете отношение населенности спиновой системы 1/3. 

7. Полученные усредненные интегральные ишенсивности 7 Тфи малых значения фемени т„ 
аппроксимируются линейно. По наклону линейной аппроксиматдаи экспфимешальных 
данных отределяются скфости кросс-релаксации. 

8. На основе полученных таким образом констант CKqxxnn iqxxc-релаксации вычисляются 
величины межпротонных расстояний в молекуле с использованием соотношения (1). 



9. В случае неяостаточногокошместаамежьдцерных расстояний и ш в 
го калибровочного расстояния необходимы данные дополшпепыюго эксперимента 

Т-КОЕ8¥сиспользованиемформулы: = „ ^ f , Т » % 

вычисления л0калы1ых щземен корреляции т, Применяя 

для 

сооггаошашя: 

1 + 
и (где Г - функция 

|-^J*J' 
спеиралыюй плогаости п-го пфадка, 8 - обобщенный пчх1меф порядка), й - постоянная 
Дирака, -гиромагнитноеотношение, ц, -магнитнаяпостоянная, а»-циклическаячасто-
та резонанса) вычисляют абсолютные межпротонные расстояния. 

10. Производится вычисление усредненных расстояний по данным квантово-химических рас-

' (2), где Па пз - населен-четов для всех конформеров согласно выражениям: 

НОСТИ спиновых состояний - для П^Ы ХфОТОНОВ г̂-*) > r f 

_ L y ± 

1 У 2" 1 [у ' ' (3) - для протон-

метиленовых групп атомов , ^«г, ' (4) - сфери-

ческие функции второго порядка, - д тяпротон-мегалышх групп атомов • 

11. Производится оценка населенности кшфо1»1еров на основе совместного анализа экспфи-
менгально полученных значений межпрогонных расстояний с усредненными теоретиче-
скими расстхаяниями для каждого отдельного конформера В случае одного конформатдаон-
ного равновесия доля конформеров ¡-ой компоненты рассчитывается по формуле 

б/ 6 6 ) 
(5) X, = Г "̂̂ л = 1 - . а в случае двух и более конформационных 

равновесий применяется ридж-регрессионный анализ. 
Предложенная методика, основанная на вычислении межпротонных расстояний из от-

ношения скорости кросс-релаксации, позволяет определять не только относительные значения 
расстояний меядау взаимодействуюпцши труппами протонов, но и оценить населашостъ кон-
фсумфов. Основным преимуществом предложенного подхода является существенное увели-
чение точности в определении межпротонных расстояний, что в значительной стшени сказыва-
ется на конформационном состоянии. 

ХЬгтая глава посвящена описанию и обсувдению основных экспериментальных резуль-
татов работьь Предложенная и описанная нами методика определения конформационного со-
стояния и пространственной структуры была апробирована и 
отработана на ряде соединений. Первой именной актемой 
стал раствор ттарацегамола в ЫД^-димегилформамиде 
СЦМФА). 

Молекула парацетамола (рисунок 1) имеет нежесттдто 
структуру, ее конформационная подвижность связанна с 
внутренним врап^ением амщщого фрагмента и гчгроксильной 
трушты, причем вращение мстильной тругаты в амидном р , ^ ! 

рацетамопа. 



фрагменте рассматривают отдельно. В работе [1] Ли и соавтфами было показано, «по молекула 
парацетамола имеет транс- и цис- конформны (рисунок 2, структуры А и В, соответственно), 
отличающиеся поворотом гидфоксильной груптты отностпельно карбонильной. В литературе 
также указывается на сутцестювание конфчзмермеров, когсрые различаются поворотом амид-
ной группы относигельно бензольного кольца фисунок 2, структуры С и D, соотвегстаенно) [2]. 

Выбф раств<^игепя был обусловлен выссясой растворимостью п^ацетамола в ДМФА 
Экспериментальные и расчетные величины межпротонных расстояний в молекуле парацетамо-
ла в даФА приведены в таблице 1. Для протонных пар Н4 - NH и NH - Н6 (рисунок 2) в кон-
формациях А и В различия в экспериментальных и расчетных значениях довольно малы (2,60 и 
2,52 А; 2,73 и 2,87 А , соотвеплвенно), тогда как в конформациях С и D расчет дает значительное 
несоответствие с экспериментом (усредненное расстояние 2,99 А в сравнении с эксперимен-
тальным 2,60 А , и усредненное 3,98 А в сравнении с экспериментальным 2,87 А). Для прогон-
ных п ф Н6 - Н4 (рисунок 2) согласие с экспфимштом значительно хуже для всех конформа-
ций (4,99 и 3,53 А вместо 4,11А в эксперименте). Такое расхождение связано с увеличением по-
грешности эксперимента при больших межьяцфньтх расстояниях (>4 А). Учет влияния спино-
вой диффузии на 3Kcnq3HMeHTaribHbie значения расстояний, получаемые анализом спектров 2D 
NOESY, должен приводшъ к возрастанию этих расстояний, что приближает их величины к 
расчетным значениям для конформаций А и В (рисунок 2). 

Табяши 1. Экспфиментапьные (2D NOESY в ДМФА) и эффективные расчешые расстояния (МОб 6-
3 l-H-g(d,p) с учетом растворигепя) конффмсров A-D молекул парацегомопа. 

Пары 
атомов ^жсп ^ Расчетные расстояния А Пары 
атомов ^жсп ^ 

Конф.А Конф.В Конф.С КшфО 

Пары 
атомов ^жсп ^ 

iCf {-'Г 
он-
Н5 

Калиб-
ровка 

2.56 2.56 2.56 2.56 

NH-
Н4 

2.60 2.52 2.52 2.99 2.99 

NH-
Н6 

2Л7 
±0.08 

2.73 2.68 2.53 2.73 2.68 2.53 3.98 3.81 3.82 3.98 3.81 3.82 

Н6-Н5 4.11 
±0.09 

4.99 4.86 4.81 4.99 4.86 4.81 3.53 3.39 326 3.53 3.39 326 

Рисунок 2 Всимажные конффмеры пч5ацетамола A-D, 
полученные из кватово-химических расчетов 

Учет внутреннего вращения ме-
тильной группы СНз в молекуле пара-
цетамола был произведен на основе 
формулы (4). Количественные различия 
между результатами, полученными с 
использованием соотношетий (2), (3) и 
(4), оказались весьма существенными. 
Наиболее корректный способ учета 
внутреннего вращения метильной 
груттпы, основанный на применении 
формулы (4), дает процешный состав 
конформеров А и В парацетамола в 
ДМФА, приведенный на рисунке 3 
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Таблица 2. Населенности конф^змационных со-

стояний А+В (выражены в мольных дояях), полу-
ченные путем сравнения экспфименгальных рас-
стояний с теоретическими в различных расчетных 

базисах 
NH-H4 NH-H6 H6-H5 

6-31++йС4р) in vacuum 0.69 0.71 0.69 
М06 6-31++flf4p) in vacuum 0.73 0.73 0.66 

augCC-pVTZ in vacuum 0.65 0.69 0.78 
M066-31++iid,p)inDMF 0.70 0.73 0.68 

(в данной работе нерагшчимыми являются 
конформации А и В, а также С и D (рисунок 2)). 
Также были проведены расчеты совместно с 
объединенным физико-химическим центром 
растворов ИХР РАН и ИГХТУ на основе раз-
личньтх базисов без учета растворителя. Менее 
сутцественное влияние на результаты расчетов 
оказывает учет влияния раствфителя, проюди-
мый в рамках континуальной модели. Заметное 
изменение в значениях расстояний наблюдается лишь для пары Н6-^4. 

Наиболее значимым представляется влияние растворителя на энергию образования кон-
формфов. Изменение энергии образования конформфов при учете влияния растворителя до-
стигает 2 кДж/моль. На основе сравнения экспфименгальных значений межпротонных рассто-
яний, найденных методом 2D NOESY, с расчегаыми значениями (квашово-механичкские ме-

тодьт) определеиът населенности конформационных 
98 58 % (а) (б) состояний пфацетамола в ДМФА согласно формуле 

(5). Однако различие долей конформфов в зависимо-
сти от расчетных базисов, приведенных в таблице 2, 

70.23 % незначительно. Итоговое распределение котффмеров, 
представленное на рисунке 3, бралось как среднее по 
расчешым базисам. Проведены также q)aвнeния экс-
пфиментальнътх долей с расчетными данными полу-
ченными на основе распределения Больцмана (рису-
нок 3). Отклонение экспфиментальных значений 
населенности конформеров от тес^зетических связано 
не тхшько с влиянием растворителя (расчеты приведе-
ны для вакуума), но и, как мът предполагаем, с частич-

А+В C+D А+В C+D ной инверсией конформационного состояния при пе-
реходе от разбавленньтх растворов к насыщенным. 

Следу-

т 
S 
ш 

1.42 % 

Рисунок 3. Доли конформфов молекул 
працетамола в вакууме рассчитанные на 
оснве энергии конформеров в базисах 
Ахщ-СС-рУТг. (а) и полученное из экспе-
римента ЯМР в растворе (б). 

ющеи систе-
мой, и^^н-
ной нами, яв-
ляется раствор 

фелодипина в ДМСО. Вьтбор растворителя бьш обу-
словлен не тслько высокой растворимостью фелодипи-
на в этом растворителе, но и практической значимостью 
применения ДМСО при нуклеации из насыщенного 
раствора. 

Конффмационная подвижность лкшекулы фело-
дипина определяется двумя двугранными углами: (СЗ-
С4-СГ-С2'), кат<ч>ый задает ч)ащение 2,4-
дихлорфениловой группы вовруг связи СГ-С4, и (СЗа-О-СЗЬСЗс), связанным с вращением 
этиленоюй группы вотфуг связи О-ЗЬ фисунок 4). Тебфекидис и Сигала в 2007 году опублико-
вали результаты те(^)егического исследования фелодипина с использованием метода гибридно-
го функционала плогаосш BЗLYP [3]. В данной работе выделяют шесп, конформфОв с очень 

Рисунок 4. Структурная фчялула 
фелодипина 



11 
близкими энергиями (в пределах 4J2 кДж/моль), начиная с А (глобальный минимум) до F (с 
максимальной энергией). Отмегим, что для конформдюв А, В, и Е атомы хлора повернуты в 
том же направлении, что и протоны NH1, тогда как в конффмерах С, D, и F кольца дихлсрфе-
нила повфнуты на 180° и атомы xлq)a находятся ближе к прогонам Н4 (рисунки 4 и 5). 

В таблице 3 при-
ТаблиизЗ. Экслдяшенгальные (2D NOESY в ДМСО) и учвдненные расчет-

ные расстояния для конформеров фелодипина [3]. 

Расчетные расстояния А Пгр>1 атомов 

ШЬ-НЗс 
Н4-Н6' 

'эксп ^ 

Калибровка 
2Д1±0,03 

Конф. А 

2.12 

Конф. В 
2,69 

Конф. С 

3,73 

К<я*{).Р 

3,73 

Конф.Е Конф.Р 
2,69 
3,73 

ведены экспери-
ментальные межь-
ядфные расстоя-
ния, определенные 
методом 2D 
NOESY и значе-
ния расстояний. 

полученных из квангово-химических расчетов при малой концентрации (0,077 г/дм'). 
Из таблицы видно, что для пары ддф Н4-Н6' расчетные значения расстояний близки к экспе-
римешальным для конформаций А, В и Е (2,12 и 2Д1 А , соответственно). 

В то же время рас-
четные значения расстоя-
ний (3,73 А ) для конф^)-
маций С, D и F далеки от 
экспериментальной вели-
чины. Расстояния, полу-
ченные на основе анализа 
ID NOE для малой кон-
центрации, приведены в 
таблице 4. Ре^льтаты 
эксперимента ID NOE 
гоюрят в пользу суще-
ствования в растворе не-
котфого количества 
кон(^меров С, D и F. 
Очищ ает на себя внима-
ние хорошее согласие Рисунок 5. Воз1кЮжныеконфо[»1фыфелодипиге1А-Р полученные из квангово-
между эксперименталь- химических расчетов{3]. 

ными и расчетными значениями расстояний для протонов NH-H6' (таблити 4). Соотвегствую-
щие расстояния для конформаций А, В и Е являются слишком большими, так как превьппают 

чувствительность экс-

Таблица4.Эксперимеягалып.1е Г^^ (IDNCCSY вДМСЮ с селективным облучени-
ш сигналов NH) и учзеднеяные расчетные расстояния конф^ялеров фелодипина [3]. 

Пары ато-
мов Г,«™ А Расчешые расстояния А Пары ато-
мов Г,«™ А 

Конф А КонфВ Конф С Koi^D КонфЕ Кс«фР 
NH-H2a калифовка 2,48 2,48 2.48 2,48 2,48 2,48 
NH-H6a 2,50 ±0,08 2,48 2,48 2,48 2,48 2,48 2,48 
NH-H6' 3,44±0,06 - - 3,50 3,48 - 337 

перимента NOE 
(>бА), и они не при-
ведены в таблице 4. 
Результаты экспери-
мента IX)SY позволи-
ли пои^чить прибли-
женное значение вре-
мени корреляции Тс и. 
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таким офазом, провести оценку вьшолнения условия iqjafeero сужения (юоТс « !)• Было уста-
новлено, что величина Тс соответствует некотфому отклонению от данного условия в сторону 
режима спиновой диффузии (míe » !)• 

Для подавления влияния спиновой диффузии 
была применена импульсная последовательность 
QUŒT-NOESY с использованием созданной нами 
программы для спектрометра Вгакет Avance III. Ве-
личина межьяцфного расстояния Н4-Н6', опреде-
ленная по данным экспфименга QUIET-NOESY, 
составила для малой концентрации 231Â (в сравне-
нии со значением 2Д1А в стандартном экспфимен-
те NOESY, таблица 3). Дополнительная провфка 
корректности результатов эксперимента QUIET-
NOESY проводилась с использованием экспфимен-
tobNOESY/T-ROESY. 

Полученные значения для расстояний НЗЬ-
НЗс и Н4-Н6' составили 2,68 А (в сравнении с рас-
четным 2,67 Â , таблица 3) и 2 ^ 8 А (расчетное рас-

11.9011.89% 
6.86%е-87%| 

Рисувсж 6. РасгределЕЯие конформеров фелоди-
пина в да4СХ) при махюй кшщешрации. 

стояние составило 1 А, таблица 3), соответсгвенно. Одномфный экспфимент с импульсньм 

(а) 

77.15% 

90.07 % 0) 
"ггг- э 

92.48% (б) 

'Ь 

т . 

9.93% 

m 

Ж*ВЧ C+D+F А+В+Е C+D+F А+В+Е C+D+F А+В+Е C+D+F 

Сгаццг?яныйЫОЕ8У QUTET-NOESY 
Рисунок 7. Раатределешмконфорл^хжфетодипти в даСОгфи малой концентрации (а) и в насыщением растворе 
(б) по данным спезороскопии ЯЭО. 
градиентом магнитного поля проводился также с подавлением спиноюй диффузии. Получен-
ные значения для расстояний МН-Ша, МН16а и NIHi6 ' составили 2,47 А (хфошо кфрели-
руег с расчешым значением 2,48 А, таблица 4), 2,56 А (подтвфждает расчегаое значение 2,50 
А, таблица 4) и 3,46 А (в сравнении с расчетным значениш 3,44 А, таблица 4). Благодаря нали-
чию данных о расстояниях из дополнительных экспфиментов Ш NOE и NOESYA'-ROESY 
при малой концентрадаи получена детальная инффмацию о конформационнсм состоянии, ко-
торое приведено на рисунке 6. Из рисунка видно, что доли конформфов А и В равны и состав-
ляют 6,87%, доли С и D также равны и составляют 11,90%. Преобладающей конффмацией для 
молекул фелодипина является Е -44,62%, а доля конфчжера F составляет 17,86%. В насыщен-
ном растворе фелодипина в ДМСО наблюдается прогавоположная ситуация. Так, экспфимен-
тальное расстояние 2,98 А для пары ядер Н4-Н6' близко к экспфиментальному для конформа-
ций С, D и F (2,98 и 337 А , соответсгвенно). Для насыщашого раствора были также проведены 
экспфименты QLHET-NGESY. Полученные значения для расстояний H4-ii6' сосгавшш 3,08 
вместо 2,98 А . Необходимость подавления спиновой диффузии демонстрирует рисунок 7: раз-



13 

ница в населенносгях конформационных состояний, определенных стандартным методом и ме-
тодами с подавлением спиновой диффузии, оказывается существенной для малой концентра-
ции (около 20%) и шносигелыю небольшой (2-3%) в насыщенном растворе. Также обращает 
на себя внимание тот факт, что доли конформеров, которые преобладали при малой концентра-
ции, становятся малы в насыщенном раствфе, и наобчют. 

Последней щгченной системой был ибупрофен в хло-
роформе. Молекулы ибупрофена имеют хиральный центр на 
а-углеродах и могут существовать в К (-) и 8 (+) энантио-
мерных формах. Коммерческая форма ибупрофена является 
рацемической смесью энангаомеров. Стоит отметить, чю 
только 8(+) форма является фармакологически акгавной. 
Однако неактивная форма К(-) может подвфгаться в есте-
ственньк условиях однонаправленной хиральной инверсии 
на активную 8(+). Молекула ибупрофена имеет нежесткую 
структуру, связанную с внутренним вращением как целого 

Рисунок 8 Сгруидаая формула 
ибупрофена 

фрагмента пропишовой кисло-
ты, так и изобутильното остатка. 
Причем вращение метильных 
или карбоксильной трупп, вхо-
дящих в эти фрагменты, можно 
рассматривать независимо ;фуг 
от друга. В результате образует-
ся несколько конформеров для 
одной молекулы, которым соот-
ветствуют минимумы полной 
энергии. В работе [6] на основе 
квантово-химических расчетов 
было предсказано 8 возможных 
различных конформаций 
ибупрофена (рисунок 9). Срав-
нивая результататы колебатель-
ной спектроскопии и квантово-
химических расчетов, авторы 
отмечают возможность ограни-
чения только 4 различными 
конформдими, на что указывает 
и незначительная разница в 
энергиях. 
Анализ спектров 2D NOESY 
ибупрофена в растворе хлфо-

Рисунок9. Во(МОЖшлеконффМфЫибу11рофаи(А-4йполученныеиз форма ПО предложенной нами 
кванговохимических расчетов [6\. схеме показал преобладание 

конфярмеров G, Н, доли которых составляют 43,13% и 43,87% (рисунок 10), соответственно; 
населенность остальных конформерсв АЧ' в сумме составляет 1334%. Распределение данных 
конформеров по Больоуину в вакууме: 75%(А+В), 14%(C+D), 9%(Е-ьР) и 2%(G+H) при ком-

JHS * Чл 
G J 

HS V-
Н4 

Н5 Н4 
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натной температуре [4] фисунок 11). Также бьтш проведены сравнения эксперимешашьных ВЕ 
личин с расчетами (рисунок 11 а). На рисунке 11 также сравниваются экспериментальные вели 
чины с расчетами в вакууме. Как и в случае с фе-
лодипином в ДМСО, наблюдается инверсия рас-
пределения конформационных состояний при пе-
реходе от разбавленного раствора к насыщенному. 

Таким образом, нами обнаружена инв^зсия 
распределения конформфов малых нежестких 
молекул при пдюходе от ра:йавпшных к насы-
щенным растворам. 

При этом для фелодипина и ибупрофена 
инверсия является существенной (практически 
полной), а для парацетамола менее значительной 
(частичной). 

A B C D E F G H 
Рисунсж 10. Распредезюние конформ^юв и^ттроф* 
на внасыщетномраств^жвДМСО 

75% (а) 

14% . 9% 2% 
A+S C+D E+F G+H 

86.66% 

А+В C+D E+F G+H 

Рисушк 11. Распреяелеши к(»1фсричх)В ибупрофаш, рассчитанные из данных квангово-хлмичесжого модешфования 
(а) и полученных по данньш анализа спектров 2D NOESY в хлорофсрие в насьпценном расгеоре (б) 

Выводы 

1. Разработан подход к определению населенностей конформационных состояний малых ш; 
жестких молекул в растворах в случае нескольких конформационных равновесий, основан 
ный на совместном использовании данных кватггово-химических расчетов и эксперимев 
тально определенных (ЯМР NOESY) межьядерных расстояний. 

2. Созданы импульсные программы QUIET-NOESY для спектрометров Bruker Avance, коте 
рые применены для регистратдаи одно- и двумфных спеюров ЯЭО с подавлением эффекта? 
спиновой диффузии. Показано, что в относительно вязких расшфителях (ДМСО, Д МФ^^ 
эффект спиновой диффузии оказывает существенное влияние при отределении межпрото а 
ных расстояний и расчета параметров конформадаонного равновесия малых нежестких мс 
лекул. 

3. Методом двумерной спектроскопии NOESY определены межпротонные расстояния дш 
молекулы пфацетамола в растворе ДМФА Показана необходимость учета внутреннеп-
вращения метильной группы, и определены населенности конформфов. 

4. На основе согласованного анализа результатов одно- и двумфной спектроскопии ЯМР (ID 
2D NOESY, T-ROESY) найдены доли конффмеров фелодипина в растворах ДМСО (в рш< 
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бавленном раствсре и в растворе, близком к насыщению). Показано согласие с результатами 
эксперимента QUIET-NOESY. 

5. Определены межгротонные расстояния для молекулы ибупрофена в растворе хлороформа 
методом двумерной спегароскогши NOESY. 

6. Обнаружена инвфсия распределения конформеров малых нежестких молекул при переходе 
от разбавленных к насыщенным растворам. При этом для фелодипина и ибупрофена инвер-
сия является полной, а для пщяцетамола частичной. 

Цттфуемая лнг^атура 

1. Lee SJ. и др. CoifcrmaíicMially resolved structures of jet-cooled acetaminq)hai by UV-UV hole-
bmTiingspectroscopy.//Physicaldiemisliydiemicali¿iys¡cs.20Il.T. 13.№37.C. 16537-16541. 

2. Binev I.G, Vassüeva-Boyadjieva P , Binev YJ. Experünaital and ab initio MO studies on flie IR 
spectra and structure of 4-hydroxyacetaniUde (pararétanral), its oxyanicm and dianion // Journal of 
Molecular Stracture. 1998. T. 447. № 3. C. 235-246. 

3. Tdjoekidis VJ., Sígalas MP. Theoretical study of lydrogen bond interacticMis of felodipine with 
polyvii^'lpyrrolidone and poly^iylaieglycol // Journal of Molecular Structure: THEOCHEM. 
2007. T. 803. >r« 1-3. C. 29-38. 

4. Vud)a MJL., Pina M£., Carvalho L A £ B . De. Confonnaticmal Stability of Ibuprofen: Assessed by 
DFT Calculatims and Optical Vibrational Spectroscopy // Journal of Hiamiaceutical Sciaices. 2008. 
T. 97. Ло 2. C. 845-859. 

Публикации автора по теме диссертацпи: 

1. Ходов И А , Кумеев Р.С., Никифоров MJO., Голубев В А , Альпф Г А Гурьянов АВ. Ком-
плексоофазсжание 5,10,15Д)-те1ра(4 - хлорфенил) порфирината цинка с DABCO по дан-
ным ЯМР 'Н в бензоле и хлчхзффме // Жидк. 1фист. и их пракг. исп. 2012, Вып. 3, С. 37-42. 

2. Ходов И А , Кумеев Р.С., Никиффов МЮ., Голубев В А , Альпф Г А В^зестьянинов М А 
Пространственная геометрия пфацегамола в ДМФА-Об по данным 2D NOESY ЯМР спек-
троскопии // Изв. вузов. Химия и xhni. технология. 2013, Т.56, Вып. 3, С. 108-109. 

3. Khodov 1Л., Nfldforov M.Yu, Alper G A , Blokhin D.S., Efimov S.V., Klodikov V.V., Gewgi N. 
Spatial stracture of felodipine dissolved in DMSO by ID NOE and 2D NOESY NMR ^ectroscqjy 
//J. Mol. Str. 2013, V. 1035, P. 358-36Z 

4. lOradov l A , Kumeev R.S, Nikifcxov M.Yu, Alper GA. Molecular association in tíie ^sterns 
methanol - DMF, methanol - butyl acetate by NMR spectroscopy 'Н // Bode of Abstracts. Nuclear 
Magnetic Rescaiance in Condensed Matt» 7*" metíing: "NMR in Heterogeneous Systems". Saint 
PetCTsbuig, Russia. June 28 - July 2,2010. P. 86. 

5. Ходов ÍLA, Голубев В A , Кумеев P.C., Никифсров MJO., Альпф Г А Температурная зави-
симость скорости спин - решеточной релаксации и химические сдвиги адф 'Н молекул 
DABCO и комплексов DABCO с 5,10,15^0 - Teipa(4 - хлффенил) порфиринагом цинка в 
бензоле. // Тез. докл. V Всдххх;ийская конффешцм «Новые достижения ЯМР в структур-
ных исследованиях» Казань 20-22 апреля 2011 г. С148 

6. Ходов И А , Кумеев Р.С., Никифоров MJO., Альпф Г А , Мамфдашвили Н Ж Комплежсо-
офазование 5,10,15Д0 — Teipa(4 - хлффенил) пффиринага цинка с DABCO по данным 
измерений химических сдвигов ЯМР и фемен релексатдаи ядф ^Н // Tes. докл. XXV Меж-



16 
дународная Чугаевская конфдюнция по координахщонной химии. Суздаль, 6-11 июня 2011 
г, С. 288. 

7. Ходов ИЛ., Гои^бев В А , Кумеев Р.С., Никифоров МЮ., Альпф ГА. Цюспранственное 
строение ЩФпщроксифетил) ацсгамида (парацетамола) в раствфе ЫД -̂
димешпформамцда - D6 на основе 2D NOESY ЯМР спегароскопии. // Тез. докл. XI Между-
народная конффенция «Проблемы сольватации и комплексообразования в растворах» Ива-
ново, 10-14 октября 2011 г, С. 147. 

8. Ходов И А , Альпер Г. А , Никифоров MJO. Koнфq)мaциoнный ЯМР-анализ N-(4-
Гищюксифенилацетамида в раствс^е ЛМФА на основе 2D NOESY. // Тез. докл. VI конфе-
ретция молодых ученных «Теоретическая и экспериментальная химия жидкофазных си-
стем», Иваново, 8-12 ноября 2011 г, С.143. 

9. Ходов Н А , Альпер Г. А , Никифоров MJO. Конформационный ЯМР-анализ молекул фе-
лодипина в растворе Диметилсульфоксида^1Эб. // Тез. докл. XVI Симпозиум по межмолеку-
л^)ному взаимодействию и конформациям молекул, Иваново, 18-22 июня 2012 года, С. 73 

10. Khodov IA., Nikiforov M.Yu, Alper G A , Blddiin D.S., Efimov S.V, Klodikov V.V., Geoigi N. 
Spatial structure of felodipine in DMSO<16 solutioj by 1-D NOE and 2-D NOESY NMR qjectros-
copy // XV Intonational Youth Scientific School «Actual Problems of Magnetic Resonance and its 
Applications», Kazan, Russian, 22-26 OctobCT, 2012, P. 122. 

11. Kiselev M., Khodov I., Nikiforov M., А1рет G., Oparin R., Frolov A, Agapov A, Idrissi A To-
wards screening of poIymoi]Aism at si^eicritical param^ers of state // 7A Intanational Scientific 
Craiference Kinetics and mechanisms of aystallization. ciystalli2ation and next generation material 
Ivanovo, Russia, 25-28 September, 2012, P. 277. 

12 Ходов И А , Кумеев P.C., Никифоров MJO, Голубев В А , Альпер Г А Определение меж-
прогонных рассгояний конформеров пгфацетамола в ;iMOA-d6 по данным 2D NOESY 
ЯМР спектроскопии // Сб. статей XIX Всерос. конф. 
Структура и динамика молекул^ных систт: Т2 - М: ИФХЭ РАН, 2012, С. 149-151. 

13. Ходов И А , Ефимов СВ., Блохин Д.С. Конффмации молекул фелодипина в раствсфе ди-
метилсульфоксида-Об на основе данных ЯМР // VII Всероссийская школа- конференция 
молодых ученых «Теоретическая и экспфимеягальная химия жццкофазных систем» (Кре-
стовские чтения) Д1ваново, 12-16 ноября, 2012, С. 39. 

14. Бичан НГ., Ходов И А Химическая структура Цг-оксо«шукрной и мономерной ффмьт тет-
рафенилпорфинового комтшасса рения (V) на основе кросс-кс^реляционного 2D ЯМР ана-
лиза // VII Всфоссийская школа- конференция молодых ученых (Л'еоретическая и экспери-
ментальная химия жидкофазных систем» (Щзестовские чтения) Д1ваново, 12-16 нояфя, 
2012, С. 27. 

15. Kiselev М., Khodov I., Nikiforov М., Alper G, Oparin R., Frolov A, Agapov A, Idrissi A The 
confomiational manifolds of dmg-like molecules as studied in combinati<Mi of experimental and 
computational tedmiques // Molecular association in fluid phases and at flmd interfeces. 
EMLG/JMLG Annual Meeting, Eger, Hungary. 5-9 Sqjtembo", 2012. P. 35 

16. Kiselev M, Khodov I., Nikiforov M., Alper G., Oparin R., Frolov A, Agapov A , Idrissi A. Solva-
tion of conframationally fiedble molecules. Expaimait and computer simulations // IntematioTial 
school4x«ifaence «Molecular aqjects of solid-state and interfecial electrodiemistiy» (MoIE-2012). 
Dubna, Russian, 26-31 August, 2012, P. 23. 



Подписано в печать 1.07.2013. Формат 60x84 Печать плоская. 
Печ. л. 1. Усл. печ. л. 0,93. Уч.-изд. л. 1. Тираж 100 экз. Заказ № 186т. 

Изд. лицензия ЛР № 010221 от 03.04.1997 

Отпечатано в ОАО «Издательство «Иваново». 
153012, п Иваново, ул. Советская, 49. Тел.: 32-47-43, 32-67-91. 

E-mail: riaivan37@mail.ra 

mailto:riaivan37@mail.ra

