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Roviditések jegyzéke,

angol nyelvii roviditések forditasa, értelmezése

ID /2D egydimenzids / kétdimenzids
ADEQUATE Astonishingly sensitive double-quantum transfer experiment
meglepden érzékeny kettds-kvantum atmenet kisérlet,
egyfajta mérési modszer szén-szén kapcsolodasok feltérképezésére
BIRD Bilinear rotation decoupling — kétiranyt forgasos lecsatolas
CAMELSPIN Cross-relaxation appropriate for minimolecules emulated by locked spins
kismolekuldk szamara megfeleld keresztrelaxacid dsszezart spineken
keresztil — egyfajta mérési modszer térkozelségek és kémiai kicserélédés
megdllapitasara
(gyakorlatilag azonos a ROESY mddszer elsé valtozatdval)
CLIP-CLAP Clean in-phase — clean anti-phase
tiszta azonos fazisu — tiszta ellentétes fazisu
CPMG Carr, Purcell, Meilboom, Gill
pulzus elem elnevezése a megalkotoinak nevének kezdobetiiibol
DANTE Delay alternating with nutation for tailored excitation
billegve alternalé varakozasok szelektiv gerjesztéhez
egyfajta modszer szelektiv gerjesztésre
DEPT Distortionless enhancement by polarization transfer
torzitasmentes érzékenységnovelés polarizacio atvitellel
DIPSI (Composite pulse) decoupling in the presence of scalar interactions
skalaris kolcsonhatasok jelenlétében alkalmazhat6 lecsatolas
Osszetett pulzusokkal
dpfge-se- double pulse field gradient echo selective excitation
kétpulzusos gradiens visszhang szelektiv gerjesztés
easy- efficient adiabatic symmetrized — hatékony, adiabatikus, szimmetrizalt
EXSIDE Excitation-sculptured indirect-detection experiment
(for measuring long-range heteronuclear coupling constants)
szelektiv gerjesztéses indirektdetektalasos kisérlet tdvolhatd

heteronuklearis csatolasi allandok mérésére



GARP Globally optimized alternating phase rectangular pulses
lecsatolas globalisan optimalizalt alternald fazisu négyszogpulzusokkal
HECADE  heteronuclear couplings from arbitrarily scaled shift and coupling
information domain experiment
onkényesen skalazott eltolddas €s csatolds informéciotartomanybdl nyert
kiilonb6z6 magok kozotti csatolasok
HETLOC Heteronuclear long-range couplings
kilonb6z6 magok kozotti tavolhatd csatoldsok
HMQC Heteronuclear multiple-quantum coherence
kiilonb6z6 magok kozotti tobbkvantumu koherencia
HMBC Heteronuclear multiple-bond correlation
kiilonb6z6é magok kozotti
HSQC Heteronuclear single-quantum coherence
kiilonb6z6 magok kozotti egykvantumu koherencia
HSQMBC  Heteronuclear single-quantum multiple-bond correlation
kiilonb6z6 magok kozotti egykvantumu tobbkotéses korrelacio
INEPT Insensitive nuclei enhanced by polarization transfer
érzéketlen magok jelének megnovelése polarizacio atvitellel
NMR Nuclear magnetic resonance — magneses magrezonancia
NOESY Nuclear Overhauser effect spectroscopy
mag Overhauser effektus spektroszkdpia
az Overhauser effektusalapjan miikodé modszer atomok kozotti
térkozelség meghatdrozdsdra, atomtdvolsagok kimérésére
ROESY Rotating-frame Overhauser effect spectroscopy
Overhauser effektus spektroszkdpia forgd vonatkoztatasi rendszerben
spfge-se- single pulse field gradient echo selective excitation
egypulzusos gradiens visszhang szelektiv gerjesztés
TOCSY Total correlation spectroscopy — teljes korrelacios spektroszkdpia
zqs- zero-quantum suppressed — zérd-kvantum elnyomasos
A magyar nyelvii NMR spektroszkdpiai szakirodalomban is tulnyomoéan az angol

szakkifejezések roviditései hasznalatosak forditas nélkiil.



1. Bevezetés

Az NMR spektroszkdpia a kezdetektdl [1-5] mostanaig folyamatos latvanyos
fejlddésen ment keresztiil. A szerves molekuldk NMR szerkezetvizsgalata kezdetben
még csak 'H illetve '>C spektrumok felvételébdl, spektrumleirdsabdl valamint a
finomszerkezettel  rendelkezd  jelek  mintazatdbdl és a  felhasadasokbol
leolvashatd/kiszamithato J(H-H) skaldris csatoldsi allandok spekulativ elemzésébol allt.

Az 1990-es évek elején bekovetkezett technoldgiai robbanas — inverz detektalas
elterjedése, biztonsagos spin-lock technika rutinszeriivé valasa, gradiens pulzusok
megjelenése — o0ta az NMR spektroszkopia alkalmazéasa egyre inkabb a kiilonbozo
korrelacids technikak felé tolddott el. Kétdimenzids (2D) [6-8] illetve szelektiv
egydimenziés [9] korrelacios mérések alapjan egzaktul felépitett homo- és
heteronukledris csatolasi halozatbol vonhatunk le kovetkeztetéseket a vizsgalt molekula
haromdimenzios szerkezetérol. Feltérképezhetjik a keresztrelaxaciés viszonyokat,
melyek informalnak benniinket a kémiai kotésektol fliggetlen geometriai viszonyokrol,
valamint megfigyelhetjiik kémiai kicserélddési folyamatokat, ami alapjan
kovetkeztethetiink a molekula viselkedésére az ido fuggvényében. Az elérhetdvé valt
nagy térereji és nagy érzékenységli miiszerek, valamint multidimenziés technikak [10]
pedig jelentdsen kitoltdk az NMR méréstechnikaval vizsgalhaté molekulaméretet a
biopolimerek felé. Mindamellett tovabbra sem szabad megfeledkezni a szdjon &t
bevehetd gyogyszerek szokdsos molekulaméretérdl [11] és az ezen molekulak NMR
szerkezetmeghatarozasa soran hasznalhatéo modszerek fejlesztésérol, finomitasarol sem.

Eddigi palyafutdasom soran ilyen kutatdsokban és fejlesztésekben vettem részt. A
dolgozat ezen munkdim koziil a moddszerfejlesztéseket, a fejlesztett modszerek
validalasat modellvegyiileteken majd a beallitott médszerekkel kutatdsi mintdkon mért

méréseim eredményeit tartalmazza.



2. Célkitiizések

Az NMR mérés soran vizsgalni kivant jelenség sok esetben nem figyelhet6 meg
tisztan, hanem zavar6, nem kivanatos effektusok iilnek ra, torzitjak, elfedik azt. Egyes
esetekben pedig a vizsgalni kivant jelenséget szdndékosan mas - konnyen mérheto -
jelenségre iiltetjiik ra. A modszerfejlesztések célja sokszor olyan véltozatok kifejlesztése,
melyek a vizsgalni kivant jelenséget lehet6leg hiien, tisztan, és zavaro effektusok nélkiil
mutatjak, hogy abbdl kvantitativ kovetkeztetéseket lehessen levonni. Ezért a mérési
moddszereinkbe sziird, tisztitdé elemeket épitink be, hogy a nem kivant zavaro
effektusokat elnyomjuk vagy kisziirjik. Mindamellett a tisztitd elemek beépitése
lehet6leg ne okozza a kikiiszobolt helyett ujabb zavard hatasok megjelenését, a jel/zaj
viszony csokkenését, illetve a sziikséges mérési idd extrém meghosszabbodasat, ne
legyen érzékeny a paraméterek kismértékii megvaltozasara vagy az optimalis kisérleti
paraméterektdl valo kisebb eltérésekre.

Dolgozatomban 6t eredeti kozlemény anyagat dolgozom fel. Ebbdl kettd
elsészerz6s cikk NMR moddszerfejlesztés témakorben; a heteronuklearis tavolhatd
csatolasi allandd mérésére alkalmas HSQMBC moddszer tovébbfejlesztése valamint a
dipoléris keresztrelaxéacios folyamatokon keresztiil térkozelségek és kémiai csere-
folyamatok mérésére alkalmas ROESY modszer tovabbfejlesztése, a zqs-easy-random-
ROESY véltozat. Mindkét moddszerfejlesztés esetében, modellvegyiileteken elvégzett
mérések, illetve korabbi mérési modszervaltozatokkal Osszevetés igazolja a javasolt
valtozat alkalmassagat. A modszerfejlesztések gyakorlati alkalmazasat is bemutatom
gyogyszerkutatdsi mintdk vizsgalatan keresztiil, mely eredmények tobbszerzos,
szerkezet-hatas Osszefliggést bemutatd kozleményben jelentek meg. Ez utobbiakbdl
csak a sajat mérések bemutatasara szoritkozom, ugyanakkor igyekszem bemutatni, hogy
a javasolt NMR spektroszkopiai mdodszernek mindkét munkaban jelentds szerepe volt
kémiai reakcioutak tisztazasaban. Megemlitem a spektroszpdpiai vizsgalatok soran a
molekuldk idobeli viselkedésére, mikroegyensulyaira talalt felismeréseimet is. A
harmadik témahoz nem tartozik modszerfejlesztés, viszont az NMR spektroszkopiai
mérések alapjan tett felismerések jelentdsen befolyasoltak a téma folytatasat.

A dolgozat egyes elemeinek egymastdl valo fliggetlensége indokolja a dolgozat
rendhagyd, harom szekcidra osztott szerkezetét, az irodalmi elézményeket, kisérleti

részt, a kiértékelést és a gyakorlati alkalmazast szekcionként szétvalasztva mutatom be.



A.Szekci0 Heterunuklearis skalaris csatolasi
allandok mérése, HSQMBC maddszer

fejlesztése és alkalmazasa

A.3. Irodalmi hattér

A Lipinsky-szabalyoknak [11] megfeleld kis €s kozepes méretli molekuldk — a
szajon at alkalmazott gydgyszermolekuldink ebbe a mérettartomanyba tartoznak —
oldatfazisi NMR mérése soran a "J(H,H) skalaris csatolasi allandok altalaban konnyen
leolvashatok. Ez alol kivételt képeznek a véletleniil atfedd jelek csatolasai és a
kémiailag ekvivalens, viszont magnesesen nem ekvivalens magokat tartalmazo
spinrendszerekben  fellépd csatoldsok. A  véletlen jelatfedés miatt fellépod
leolvashatatlansag feloldhato oldészervaltassal vagy nagyobb térerejli miiszeren torténd
méréssel, ahol a kérdéses jelek jo eséllyel elkiiloniilnek. Ezen csatolasok alapjan
feltérképezhetdk az aromas kapcsolddasi viszonyok — orto, meta és para szomszédsag -,
valamint a Karplus Osszefliggést [12-16] felhasznéalva egyes telitett gytrtiben fellépd
konfiguracios és konformdécios allapotok, hidrogén atomok illetve szubsztituensek
axialis illetve ekvatorialis térallasa [17]. A kémiailag ekvivalens, de magnesesen nem
ekvivalens magok spinrendszerében fellépd skalaris csatolasi allandok — néhany
specidlis eset kivételével — csak a spinrendszer szamitégépes szimulalasaval
hatarozhatok meg.

A szerves molekuldk hidrogén és szén atomjai kozott fellépd heteronuklearis
csatolas szintén hasznos informaciot hordoz a kémiai szerkezetre vonatkozdan. Ezeket
mégis ritkabban mérjiik, egyes mérésekbdl (pl. 1D '*C-NMR mérés) felvételtechnikai
moddszerekkel kiiktatjuk, hogy ezzel mérési idot takaritsunk meg és nehezen
értelmezhetd felhasaddsoktol szabaduljunk meg, maskor (INEPT illetve DEPT-135
mérés) csak a csatold partnerek szamanak paros vagy paratlan voltara vonatkozo
informéciot tartjuk meg, megint méaskor (HMQC, HSQC, HMBC) csak a ki kivel csatol
jellegli informéaciot tartjuk meg, de a csatolasi allandé értékét nem.

Az egykotéses 'J(H,C) heteronuklearis csatolas jelenléte nagyon kdnnyen egy

nagyon érzékeny HSQC vagy HMQC méréssel megallapithato és az egymassal csatol? -



egymassal kémiai kotésben 1évo - 'H és '*C magok azonosithatok. Az 'J(H,C) csatolési
allando [18] nagysaga is gyorsan meghatdrozhatd egy atparaméterezett, '*C-csatolt
HSQC vagy HMQC mérésbdl. A rutinszeriien alkalmazott '3C GARP lecsatolds
kikapcsolasaval a kivant csatolasi allando értéke kelld pontossaggal leolvashatova valik.
Egyediili gondot bizonyos extrém csatolasi éallando értékek jelenthetnek,
acetilénszarmazékokban eléforduld viszonylag nagy 2J(H,C) értékek illetve 200 Hz
feletti 'J(H,C) csatoldsi allandok egyes heteroaromas vegyiiletekben, ortoészterekben,
aldehidekben ¢és acetilénszarmazékok esetén. Ez utobbi nehézség is konnyen
kikiiszobolhetd a mérés paraméterezése soran a csatolasi allandd optimum szokasos
értékének megfeleld atallitasaval a vart extrém csatolasi allandot jobban kozelitd értékre.

A tavolhaté "J(H,C) csatolasok meglétét egyszertien kimérhetjik a HSQC-nal
kozel egy nagysagrenddel érzéketlenebb HMBC mérési mddszerrel. A tavolhatd csatolo
partnerek azonositdsa alapjan felépitett heteronukledris csatolasi hald legtobbszor
elegend6 a molekula szerkezetének felderitéséhez. Bizonyos esetekben a csatolasi
héalénak tobb, izomer szerkezet is egyarant megfelel, illetve a kivitelezett reakciobol
elképzelhetd két (vagy tobb) termék HMBC spektruma azonos mintazatot adhat.
Ilyenkor a csatolasi allando nagysaga [19-29] adhat olyan informéaciot, ami alapjan a
lehetséges - altalaban izomer - szerkezetek koziil valasztani lehet. Kismolekuldk koziil
kiilonosen a cukor szarmazékok erre vonatkozo irodalma kiterjedt. Amig a
heteronukledris egykotéses csatolasi allandd mérésére csak egy mddszer - a fentebb
emlitett >C csatolt HSQC - hasznalatos, addig a heteronukledris tavolhato csatoldsi
allandé megmérésére szamos modszer és valtozat ismeretes az NMR spektroszkdpia
szakirodalmaban. Habar voltak ra probalkozéasok [34-37], a HMBC-nek nincs olyan
egyszerii mddositott valtozata, mely alkalmas lenne a keresett csatolasi alland6 kelld
pontossagu kimérésére. Mindegyik ismert modszer érzéketlen a HMBC-hez képest.
Gondot okoz az, hogy a heteronuklearis tdvolhato csatolds kiépiilésére szant iddben az
ezekkel azonos nagysagrendbe es¢ "J(H,H) homonuklearis csatolasok is kiépiilnek, a
spektrumban interferenciakat és jeltorzulasokat okozhatnak. Tovabba problémat okoz az
is, hogy a keresett csatolasi allandok nagysagrendje alig nagyobb a kétdimenziés NMR
modszerekben rutinszeriien alkalmazott digitalis felbontasnal. Ez utébbi nehézséget,
amennyiben a keresett heteronuklearis csatolasi éallandot a detektalt dimenzio

tartalmazza, a digitalis pontsiiriség novelésével, amennyiben az indirekt dimenzid



tartalmazza, J-skalazassal tehetjiik pontosabban leolvashatéva. A J-skalazas negativ
kovetkezménye a relaxacio miatt az érzékenység csokkenése. A harom kotésen
keresztiil fellépd J(H,C) csatolasok az 4ltalanositott Karplus féle sszefiiggéssel torzios
szogekké szamithatok at, illetve jol hasznalhaté becslést adnak a molekula
haromdimenzids szerkezetében meghatarozo torzids szogekre.

A heteronukledris tdvolhat6 csatoldsi dllandok mérésére alkalmas mddszereket az
1. tdblazatban foglaltam Ossze. A modszereket €s valtozataikat tobb 6sszegzé cikk is
ismerteti, illetve hasonlitja 6ssze [30-33]. A szerteagazo irodalom is mutatja, hogy a
kérdésben nincs egyértelmtien, minden paraméterében legjobbnak itélhetd és ezért
széles korben elterjedt és a tobbit a hasznalatbol kiszoritd6 modszer.

A modszerek egy része (HSQC-HECADE, HETLOC, HSQMBC) informéciot ad
a csatolasi allando eldjelére, ami alapjan valdsziniisiteni lehet, hogy két vagy harom
kotésen keresztiili csatoldssal kell szamolnunk. Mdig nem 4&ll rendelkezésre olyan
egyszerii modszer, ami barmilyen multiplicitasu '3C jel esetén miikodik és a két- és
haromkotéses tavolhatd heteronukledris csatoldsokat egymastol el tudja véalasztani.

Mindezen mérési modszerek fejlesztése koziill a HSQMBC modszert alkalmaztam
leggyakrabban [XI], illetve ennek fejlesztésébe kapcsolddtam be [XII-XIV és I, de a
tobbivel [1X, XI] is — legalabb mddszerbeallitas szintjén — foglalkoztam.

Kovetkez6 oldal:
1. tabldazat: Heteronuklearis tavolhato csatolasi allandok mérésére alkalmas mddszerek

Osszehasonlitasa

10
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A.3.1. Kozvetlen irodalmi eldzmények

Az els6é heteronuklearis tavolhatd csatolas, illetve csatoldsi allandd mérésére
alkalmas egykvantuma atmeneten keresztil miikoddé modszervéltozatot Marek és
munkatdrsai publikaltak [53]. Modszerik a HSQC tavolhatd csatolasra torténd
optimalizalasan alapult, hatranya volt, hogy az azonos nagysagrendbe eso
homonukledris €s heteronukledris csatolasok interferencidja elére nehezen kiszamithato
jeltorzulasokat okozott. Williamson és munkatarsai tisztitd elemek (trim pulzus és
DANTE illetve BIRD pulzusblokkok) beépitésével igyekeztek kisziirni az egykotéses
tavolhato csatolasok jeleit [54-55]. Kock, Kerssebaum és Bermel az inverz-detektalt
heteronukledris 2D modszerekben a '>C  csatorndn a hagyomanyos, nagy
kimendteljesitményti 180°-0s pulzusok helyett adiabatikus invertdld és refokuszalo
pulzusok alkalmazésat javasoltak, az adiabatikus pulzusok alkalmazéasanak eldnyeit egy
nagyon érzéketlen mddszer — az ADEQUATE — példajan illusztraltak [56], G-BIRD-
adiabatikus-HSQMBC modszervaltozatuk (1. abra) bekeriilt a Bruker pulzusprogram-
konyvtaraba. Koskela és mumkatdarsai [57] a relaxacios mérésekbol régrél ismert
Carr, Purcell, Meiboom és Gill kutatok nevének kezddbetlii alapjan CPMG-nek [58-59],
mas irodalomban XY-16-nak nevezett elemet &pitették be a szekvencidba a
homonuklearis csatolasok parhuzamos kiéplilése miatt bekdvetkezd jeltorzulasok
kiszilirése érdekében. Mddszeriik a 180°-0s pulzusok sorozatos alkalmazéasa miatt preciz
egyedi kalibralast igényel. Koskela és munkatarsai [60] illetve Lacerda és munkatdrsai
[61] kombinéltdk a CPMG-sziir6t a G-BIRD szilirével. Kovér és munkatarsai [62] a
CPMG sziir6 kompozit pulzusokat alkalmazé valtozatat javasoltdk a mddszerbe épiteni,
kihasznaland6 a kompozit pulzusnak azt az elényos tulajdonsagat, hogy kevésbé
érzékeny a pulzuskalibralas kis hibaira. Ez utobbi modszervaltozatnak hatranya, hogy a
kompozit pulzus megkétszerezi az egyébként is stirtin kiadand6 180°-os pulzusok idejét,

fiiti a mintat, illetve a mérdfejet.
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A.4. Modszerek - Sajat fejlesztések a HSQMBC
modszeren

A.4.1.2D HSQMBC

Az E. Kovér Katalinnal kézosen fejlesztett sajat HSQMBC valtozatunk [XII, XIII,
I] (2. abra) 6tvozi az egymastol fliggetlen fejlesztdi mithelyekbdl szarmazd kordbban
emlitett elonyds modositasokat; G-BIRD szilir6t az egykotéses csatolasok kisziirésére,
az adiabatikus '°C invertalé és refokuszalé pulzusokat, valamint a kompozit-CPMG
szir6t a homonukledris csatolasok kifejlodésének lecsatolasara. Sajat fejlesztést elem
az, hogy a kompozit CPMG sziiré teljesitményét kisebbre vettiik, helyette a pulzus
idejének megnovelésével érjik el a kivant hatast. Az Altalunk javasolt
modszervaltozatban a CPMG kimend teljesitménye nem a gerjesztd pulzusok nagy
teljesitményével egyezik meg, hanem az 'H csatornan a TOCSY mérés soran
alkalmazott spin-lock kisebb teljesitményével, a '>C csatornan pedig egyidejiileg
pontosan azonos hosszusagu és szamitott teljesitményli pulzust adunk. Az ily médon
alkalmazott kompozit *C pulzusok sivszélessége elegendd a teljes '’C jeltartoméany
atfedésére. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy amennyiben a pulzusszekvencidban
eloforduld utolsd gradiens pulzus €s az adatgytijtés kozott rovid az ido, akkor az utolso
gradiens pulzus utan és adatgyiijtés elott elhelyezett ,,gradient blanking” kapcsolas zajt
vihet a jelek alakjaba, ami csak nagyon preciz miiszerbeallitassal (a lock fazis nagyon
preciz beéllitasaval) elézhetd meg, melynek sikere csak a mérés végeztével allapithato
meg kell6 biztonsaggal. A jelenség akkor kiilondsen feltind, amikor - mint a HSQMBC
esetében - a detektalt dimenzidban viszonylag nagy felbontassal és jo jel/zaj viszonnyal
mériink. Ez a zaj kikiiszobolhetd, ha a ,,gradient blanking” kapcsolast az adatgyiijtés
utanra — ciklusszervezési okok miatt a szekvencia elejére — helyezziik at. Mindezen
beépitett tisztitd elemek valtozatlanul hagyjdk a mérés idotartamat, nem okoznak jel/zaj
viszony csokkenést, viszont elényodsen befolydsoljak a keresett csatolasi allandok
leolvashatosagat. A 2. abra tartalmazza a javasolt HSQMBC véltozat folyamatabrajat és

javasolt paraméterezését. A méréprogram forraskodja a figgelékben talalhato.
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H a d6/2 46/2

1. abra. HSQC ed et gp jc Ir nd — A Bruker pulzusprogram-kényvtarban hozzaférhetd
HSQMBC valtozat folyamatabraja. Vékony illetve vastag vonalak reprezentéljak a 90
illetve 180°-0os nagy kimenételjesitményld pulzusokat. d6 = 1/2J; varakozas alatt
térténik meg a heteronuklearis tavolhaté csatolasok kifejlédése, ennek kdézepén
elhelyezett G-BIRD elem sziri ki a spektrumbol az egykotéses csatolasokat,
d2 = 1/(2*'J). A magnesezettséget INEPT pulzuspar viszi at a szénre, ott térténik a
masodik dimenzié kiépllése, majd a szén magnesezettség refdékuszalasa. Inverz
INEPT pulzuspar viszi vissza a magnesezettséget a hidrogénre. G1 és G2 szelekcids
gradiens pulzuspar gondoskodik a mindvégig hidrogénen volt magnesezettség teljes
defokuszalasarol.

LN I ER :

m ra
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2. abra. A javasolt kis kimenételjesitményld kompozit CPMG G-BIRD adiabatikus
HSQMBC valtozat folyamatéabraja. A heteronuklearis csatolasok kiépulési idejének kis
kimenételjesitmény(i — sziirke blokkban alacsonyabbnak rajzolt — kompozit CPMG
lecsatold pulzusokkal vald feltéltése lehetévé teszi a heteronuklearis tavolhatéd
csatolasok folyamatos kiépulését, ugyanakkor elejét veszi a J(H,H) homonuklearis
csatolasok kiépiilésének. d24 = 120-180 usec, mialtal a kompozit CPMG elemek 240-
360 psec idokozonként kévetik egymast. a CPMG blokkban alkalmazott 'H pulzus
hossza és kimenételiesitménye megegyezhet a TOCSY spin-lock pulzussal
(Psos tocsy) = 25-30 usec), a vele parhuzamosan alkalmazott '*C pulzus ideje
ugyanennyi, kimenételjesitménye pedig asszerint szamitott érték, hogy a
magnesezettség kivant 90 illetve 180°-os elforgatasat elérje. A BLKGRAD parancs
athelyezve az adatgydijtés utanra, hogy a kapcsolas soran keletkez6é érvényaramok ne
interferalhassanak a detektalt jellel. A gradiens pulzusok javasolt értékei: G1: G2 : G3 :
G4=80:20.1:17:11 %.
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A.5. Megbeszélés — modellvegyiilet vizsgalata

A sztrichninnek (3. ébra) az altalunk javasolt valtozat alkalmazéséaval és a Bruker
pulzusprogram-konytarban hozzaférheté HSQMBC véltozattal mért spektrumait (4.
abra). A keresett csatolasi allando antifazisi multiplettekb6l az 5. dbran bemutatott

tobbféle modon olvashat6 le vagy spektrumszimulalassal allapithato meg.

3. abra. A modellvegyiletként hasznalt sztrichnin szerkezeti képlete a vaz atomjainak
szokasos szamozasaval. Molekulatémeg: 334.42, 6sszegképlet: C21H22N20>

Az 6-8. dbrdkon a modszervaltozat robusztussagat és pontos leolvashatdsagat
demonstralom, Osszevetve a korabbi irodalmi HSQMBC valozatokkal felvett
spektrumokkal. A 6. dbran bemutatott spektrumrészletek alapjan 6-8 Hz-et javaslok a
heteronuklearis tavolhatd csatolasi allando optimumaként a mérés paraméterezésekor.
Ez megfelel6 a varhaté csatolasi éallandok majdnem teljes tartomanyara. Ekkor
szamottevo relaxacids intenzitas-veszteséggel nem kell szamolnunk, de a kis csatolasok
is mar kell6 intenzitassal megjelennek a spektrumban. Viszonylag nagy — 10 Hz folotti
— csatolasok varhato megjelenése esetén figyelembe kell venni, hogy a csatolasi allando
bedllitott optimumanak kétszerese nulla intenzitassal jelenik meg - vagyis nem jelenik

meg - a spektrumban.
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4. abra. A sztrichninnek a javasolt kis kimenételjesitmény( kompozit CPMG G-BIRD
adiabatikus HSQMBC maodszerrel felvett HSQMBC spektruma, kloroformban, Bruker
Avance Il 400 miszeren, 27 °C-on. 35 mg sztrichnin 0.6 ml deuteriokloroformban.
Spektrumablak 10-0 ppm, 4096 adatpont, 8 scan az 'H és 180-0 ppm, 256 |éptetés a
BC dimenzidban, a telies mérési id6 55 perc. Relaxacios varakozas: 1 sec,
"J(CH)opt =6.5Hz, 'J(C,H)opt = 145Hz, Pgo-('H)=9.0 usec, -4dB (24.6 W),
Poo- (1°C) = 8.3 usec, -3dB (69.7 W). A CPMG blokkban alkalmazott 'H pulzus a
TOCSY lecsatolopulzussal egyezd Pgoe- = 30 pysec, a vele parhuzamosan alkalmazott
3C pulzus ideje ugyanennyi, kimenételjesitményiik 6,64 dB (2.2 W), illetve 8.16 dB
(5.3 W), d24 = 140 usec, igy a CPMG blokk teljes ideje 120 psec. Adatfeldolgozas:
linearis predikcié a '*C dimenzidban 512-ig, majd zéré téltés 1024-ig. QSINE
ablakfiggvény /2 eltolassal (SSB =2), mindkét dimenziéban végul 2D Fourier
transzformacio és kézi fazisallitas mindkét dimenzidban. Az adatmatrix végsé mérete
4096*1024 adatpont, a digitalis felbontas a keresett csatolasi allandé leolvashatésaga
szempontjabol lényeges 'H dimenzidban 1 Hz/pont.
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a. 2J (H,H) = 26.0 Hz b c.

"H-NMR
spektrum-
részlet

A C-11/H-11p sor a minta HSQC
spektrumabél és annak invertalt
és 5.9 Hz-cel eltolt mésolata.

MW

HsQcC
spektrum- 420
részlet Akét fenti
425 gorbe
0sszegébdl
szimulalt
L 430 68Hz L | HSQMBC
' 5.9 Hz jel
T T T T
3.20 3.15 3.10 3.05 ppm
323 Hz Amért és
szimulalt
HSQMBC jelek
egymasra

=J(HH) + JC,H) =323 Hz illesztése

J(CH)=63Hz

59Hz
6.8 Hz

ppm
J(C-10,H-11p) = 5.9 Hz
AR
F169.0 F169.0 F169.0
F169.5 F169.5 F169.5
T T T T 170.0 T T T T 170.0 T T T T 170.0
3.20 3.15 3.10 305  ppm 3.20 3.15 3.10 305 ppm 3.20 3.15 3.10 305  ppm

5. abra. A keresett csatolasi alland6 kinyerésének lehetséges modszerei a HSQMBC
spektrumbdl, a sztrichnin HSQMBC spektrumanak C-10/H-11f3 keresztcsucsan
demonstralva.

a.) Az 'H-NMR spektrumbol altalaban, a megfeleléen nagy felbontasi HSQC
spektrumbél pedig majdnem mindig, a két széls® vonal tavolsagaként kénnyen
leolvashaté a jelben fellépd J(H,H) csatolasi allandok 6sszege. A HSQMBC spektrum
soraban a jel két egymassal ellentétes fazisu széls6 vonalanak tavolsaga ennél a
keresett heteronuklearis tavolhaté csatolasi értékével nagyobb.

b.) A HSQMBC spektrum soraban az egymasnak megfeleld ellentétes fazisu
spektrumvonalak tavolsaga a keresett heteronuklearis tavolhaté csatolasi allando
értéke. Tébb spektrumvonal-par kézétt is leolvashato, érteke az esetleges torzulasok
és a digitalis felbontas miatt statisztikus szorast mutat.

A fenti médszereknél a keresett heteronuklearis tavolhatd csatolasi allandé leolvasasa
a kinagyitott 2D jelen és a 2D-bél kiemelt soron egyarant elvégezheté.

c.) A HSQMBC-vel azonos mérési koérilmények (spektrumablak mérete, pozicidja és a
digitalis felbontas egyezzen meg) koézétt felvett HSQC spektrum megfeleld sorat
kiemelve invertalva, egymastol eltolva és dsszeadva szimulaljuk a HSQMBC spektrum
sorat. A mért és szimulalt gérbe koz6tti eltérés akkor lesz minimalis, amikor az eltolas
meértéke megegyezik a keresett csatolasi allandéval.
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6. abra. Két kivalasztott jel jelalakjanak és jel/zaj viszonyanak fliggése a csatolasi
allandénak a mérés paraméterezése soran beallitott optimumatol.

Fels6 sor a C-10/H-11a keresztcsucs, J = 7.9 Hz.

Als6 sor a C-12/H-11p keresztcsucs, J = 2.8 Hz

Egyes esetekben — amikor a relaxaciés viszonyok optimalisak — a jelek a mintazata és
az intenzitasa csak kismértékben fiigg a csatolasi allandé beallitott optimalis értékétol.
— fels6 sorozat.

De mas esetekben — amikor a relaxacié gyorsabb — a jelek intenzitasa drasztikusan
cs6kken, ha a mérést tal kicsi heteronukleéris tavolhatd csatolasi allandéra — ezaltal
hosszu csatolas-kifejlédési idére - optimalizaljuk. — als6 sorozat.

A beadllitott optimalis csatolasi allandd és a jel/zaj viszony a spektrumrészletek fol6tt
olvashato.
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7. abra. Valogatott HSQMBC keresztcsucsok.

Balrdl jobbra haladva:

C-12/H-11B, J = 2.8 Hz; C-10/H-11B, J = 2.6 Hz;

C-10/H-11a,J=7.9Hz és C-21/H-13,J=7.2 Hz

a.) Az 'H-NMR spektrum részlete. Egyes helyeken a vizsgalt jel atfedésben van mas
jelekkel.

b.) Valogatott keresztcslicsok a sajat valtozat HSQMBC modszerrel felvett
spektrumbdl. Mindegyik jel folétt a 2D spektrum megfelelé6 soranak részlete. Az
Osszes jel tisztan adja a heteronuklearis tavolhaté csatolasok okozta mintazatot.

c.) Valogatott keresztcsucsok a Bruker gyari valtozat HSQMBC modszerrel felvett
spektrumbél. Mindegyik jel f6l6tt a 2D spektrum megfelelé soranak részlete. Egyes
jeleken medfigyelheték a heteronuklearis és homonuklearis csatolasok
interferenciaja miatt bekdvetkezett jelalak-torzulasok.

Az els6 oszlopban nincs lényeges kiillénbség a kétféle mddszervaltozattal mért jelek

alakja kozétt. A masodik és harmadik oszlopban a Bruker gyari valtozattal felvett

spektrumbdl a csatolasok interferenciaja miatt nem olvashat6 ki a keresett csatolasi
allando. A negyedik oszlopban az interferencia hatasa kisebb.

Elére nehezen megjésolhatd, hogy mely jeleken varhatd a kilénbézd csatolasok miatt

bekdvetkez6 interferencia és melyeken nem.
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8. abra. A BLKGRAD parancs helyének hatasa a jelalakra. A modellvegyiilet cisz-2,6-
dimethyl-morfolin DMSO-ds-ban. A HSQMBC spektrumrészletek f6l6tt a sziirke gérbe a
HSQC spektrum megfelelé sorabdl szimulalt HSQMBC goérbe, a fekete gérbe pedig az
aktualis HSQMBC spektrum sora. Az illeszkedés akkor volt a legjobb, amikor az eltolas
4.8 Hz volt.

a.) A metil csoport HSQC jele. A fekete gorbe az 'H-NMR spektrum részlete. A sziirke
gbrbe pedig a HSQC spektrum soranak részlete, amit a HSQMBC spektrumok
b.) HSQCetgpjcirnd nevl (Bruker gyari valtozat) pulzusprogrammal felvett G-BIRD
adiabatikus HSQMBC spektrum részlete, a BLKGRAD parancs az utolsé gradiens
pulzus és az adatgyljtés kozott, kdzvetlenil az adatgyljtés megkezdése el6tt.
Nemszimmetrikus oldalsavok figyelheték meg a jel két oldalan, mivel a BLKGRAD
kapcsolas okozta 6rvényaramoknak nem volt elég idejik lecsengeni, valamint a
mintazat torzult a J(H,H) homonuklearis csatolasok egyittes kiépiilése soran
bekdvetkez6 interferenciak miatt.

c.) az el6bbi pulzusprogram azzal a modositassal, hogy a BLKGRAD parancs az
adatgy(jtés utani helyre kerilt. Csak a J(H,H) homonuklearis csatolasok egyittes
kiépulése miatti jeltorzulasok lathaték.

A b.) és c.) méréseknél semmilyen eltolasi paraméterrel sem talalhato j6 illesztés a
mért HSQMBC gérbe és a HSQC-bél szimulalt lehetséges HSQMBC gérbék kozott.

d.) nagy kimenételjesitményli kompozit-CPMG G-BIRD adiabatikus HSQMBC, a
BLKGRAD parancs az utolsé gradiens pulzus és az adatgy(jtés megkezdése kozott. A
mért és szamolt spektrumgoérbe illeszkedése j6, a mért spektrumgérbén a jel tévében —
a b.) dbran is lathatoval egyez6 - aszimmetrikus oldalsavok lathatok.

e.) nagy kimenételjesitményli kompozit-CPMG G-BIRD adiabatikus HSQMBC, a
BLKGRAD parancs az adatgyl(ijtés utan. A J(H,H) homonuklearis csatolasok egyuttes
kiépuilését a CPMG blokk megakadalyozza, a mért HSQMBC gérbén nem jelentkeznek
a homonuklearis csatolas okozta interferenciak, a javasolt pozicidoba athelyezett
BLKGRAD parancs miatt aszimmetrikus torzulasok sincsenek a mért gérbén, az ezzel
a modszervaltozattal felvett HSQMBC spektrumbdl a keresett heteronuklearis tavolhaté
csatolasi dllandé megbizhatéan meghatarozhaté.

f.) kis kinételjesitményl kompozit-CPMG G-BIRD adiabatikus HSQMBC a javasolt
poziciéban a BLKGRAD parancs. A jel alakja megegyezik az e.) abran lathaté jelalakkal.
A hosszabb ideig alkalmazott kis kimenételjesitményl lecsatolas is elégséges a J(H,H)
csatolasok kiépllésének megakadalyozasara, viszont a kisebb kimendteljesitmény
miatt ez a médszervaltozat lényegesen biztonsagosabb, mint az elébbi.
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A.5.1. Szelektiv 1D HSQMBC valtozat

Elkészitettem és teszteltem az eldbbickben ismertetett 2D HSQMBC valtozat
szelektiv 1D megfeleldjét is (9. abra). A szelektivitast egyetlen szelektiv refokuszald
180°-0s '3C pulzus beiktatdsdval lehet elérni. Az adiabatikus pulzusok immar
sziikségtelenné vélnak, ugyanis az egyetlen érdekes, értékes °C jel a paraméterezés
kovetkeztében biztosan on-rezonancia helyzetben van. Ugyancsak sziikségtelenné valik
az egykotéses csatolasok kiszilirésére alkalmazott G-BIRD elem. A modszerrel felvett

szelektiv 1D spektumok relevans részleteit a 10. &bran mutatom be.
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9. abra. A javasolt szelektiv 1D kis kimenételjesitményl kompozit CPMG HSQMBC
valtozat folyamatabraja.

Hasonldéan a korabban ismertetett 2D valtozathoz, a vékony illetve vastag vonalak
reprezentaljadk a 90 illetve 180°-0s nagy kimenételjesitményl pulzusokat. A
heteronuklearis csatolasok kiépulési idejének kis kimendteljesitményl — szirke
blokkban alacsonyabbnak rajzolt — kompozit CPMG lecsatol6 pulzusokkal valo
feltéltése lehetbvé teszi a heteronuklearis tavolhat6é csatolasok folyamatos kiépilését,
ugyanakkor elejét veszi a J(H,H) homonuklearis csatolasok kiépilésének. d24 = 120-
180 psec, mialtal a kompozit CPMG elemek 240-360 pusec idékdzonként kovetik
egymast. A CPMG blokkban alkalmazott 'H pulzus hossza és kimenételjesitménye
megegyezhet a TOCSY spin-lock pulzussal (Pgoe (tocsy)=25-30 psec), a vele
parhuzamosan alkalmazott *C pulzus ideje ugyanennyi, kimenételjesitménye pedig
asszerint szamolt érték, hogy a magnesezettség kivant 90 illetve 180°-os elforgatasat
elérje. A kétdimenzios valtozatban alkalmazott G-BIRD sz(ird itt sziikségtelen, hiszen a
szelekcié soran alkalmazott savszélesség nem éri el az egykétéses csatolasok
felhasadasanak mértékét. A szelekciot 180°-os szelektiv *C refokuszald pulzus
alkalmazasaval érjik el. A BLKGRAD parancs athelyezve az adatgytijtés utanra, hogy
a kapcsolas soran keletkezdé 6rvényaramok ne interferalhassanak a detektalt jellel. A
moédszervaltozat Bruker miiszeren alkalmazhaté forraskodja aldbb talalhato. A
gradiens pulzusok javasolt értékei: G1: G2 : G3: G4=-40:40:10:-20
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a.) b.) c) d)
4HC-15/Hp-20)= 1.9 Hz  3J(C-14/Hp-20) = 5.5 H: 3J(C-22/Hp-20) = 4.6 Hz 2J(C-10/Hp-11) = -7.9 Hz

T T T T ] T T T T T T T ] T [ T ] [T T T
2.75 270 ppm 275 270 ppm 275 270 ppm 270 2.65 ppm

10. abra. Valogatott multipletek a sztrichnin kis kimenételjesitményli kompozit CPMG
szelektiv 1D HSQMBC spektrumaibdl. 40 ms hosszusagu 180°-os Gauss formazott
pulzust alkalmaztam az a.) C-15 (CH>), b.) C-14 (CH), c.) C-22 (CH) és d.) C-10 (C)
jeleken. A szelektiv 1D valtozat Iényegesen érzékenyebb a kvaterner '*C atomok jelein,
mint a CH, CH, és CH3 csoportok jelein.

A HSQMBC modszer korabbi valtozatat az IVAX Gyoégyszerkutatod Intézet Kft-
ben Bruker Avance 500 tipusu késziiléken mérve sikeresen alkalmaztam borrelidin
(antibiotikus hatasu, gyogyszerré nem fejlesztett makrolakton molekula), és izomerének
szerkezetfelderitése soran. A munkabdl iparjogvédelmi okok miatt referalt kozlemény
nem sziiletett. [X]

Ugyancsak sikerrel alkalmaztam a korabbi valtozatot a Semmelweis Egyetem,
Gyogyszerésztudomanyi Kar, Szerves Vegytani Intézet kutatoival egytittmikodve
tercier-amino  effektus  gylriizards  kiinduldsi  anyaganak ¢és termékeinek

szerkezetfelderitése soran. [XI]
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A.5.2. A HSQMBC moddszer mas fejlesztései

Késobbiek soran mas szerzok a moédszeren tovabbi moddositasokat javasoltak.
Kobzar és Luy javasoltdk a CPMG elem beiktatasat a G-BIRD sziiré belsejébe is [63],
ez a valtoztatas kis kimendteljesitményii CPMG esetén nem kivitelezhetd, mivel a kis
kimendteljesitményt kompozit CPMG blokk - hosszabb pulzusidoivel - a rendelkezésre
allo idébe mar nem fér be az elem teljes fazisciklusa. Parella és munkatdrsai javasoltak
a modszer inverz-INEPT transzfer részébe a kiépiiléssel egyezd idejii varakozas
beépitését [64], mely sordan a magnesezettség refokuszalhatd. Az igy kapott CLIP-
CLAP-HSQMBC dupla mérésidé alatt felvett két spektrumabodl sorok Osszeadasaval és
kivonasaval a homonuklearis csatolds okozta mintazat kiiktathatd, a keresett csatolasi
allando a sajat valtozatunkbol lehetséges 0.5-1 Hz pontossag helyett 0.25-0.5 Hz
pontossaggal olvashato le. Parella és munkatdrsai [65-68], illetve parhuzamosan Kovér
és munkatarsai [69-71] javaslatot tettek tovabbi javitasokra, koztiikk pszeudo-3D
HSQMBC-re, ahol a homonukleéris csatolds okozta elemek a mintazatbdl spektrum-
manipulacié nélkiil kiiktathatok, ennek ara 16-szoros vagy 32-szeres mérésidd egy
amugy is kevéssé érzékeny mérési modszer esetén. Kovér Katalin munkacsoportjanak
eziranyll munkdjdban mar nem vettem részt, illetve a késobbi fejlesztéseket nem allt
mdédomban Kiprébéalni, a ViChem Kft-ben 1évé 300 MHz-es miiszer korlatozott
érzékenysége ezt mar nem tette lehetdvé. 2016-ban megjelent egy minden korabban a
témaban miik6dd szerz6tdl fliggetlen publikacid [72] a modszer tovabbi feljlesztésérol

illetve lehetdségeirdl.
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A.6. Eredmények — A javasolt HSQMBC
modszervaltozat sikeres alkalmazasa valos
szerkezeti probléma megoldasara

A.6.1. Kémiai hattér

Az el6z6 alfejezetben bemutatott HSQMBC modszervaltozatot a Vichem Kft-ben
sikeresen alkalmaztam egymashoz képest orto helyzetben két, egymastdl orto
helyzetben 1év0 amin szubsztituenst tartalmazé aromas vegyiiletek és alfa-keto-
aldehidek reakcidja soran keletkezett biciklus izomerek megkiilonboztetésére [II].
Tovabbi szubsztituenst is tartalmazo 2,3-diamino-piridin kiindulasi anyagbol pirido-
pirazin izomer pdr, tovabbi szubsztituenst is tartalmazé 1,2-diamino-benzol kiindulasi
anyagbol kinoxalin izomer par keletkezik.

A Kkivitelezett reakcio koriilményei kozott két termék keletkezett, melyeket
oszlopkromatografiaval a legtobb esetben sikeriilt elvalasztani (11. dbra). A preparativ

szerves kémiai munkat Kékesi Lasz16, Szabadkai Istvan és Patd Janos végezték.

R1 NH o)
XN 2
Yl _ + —’/ R2 +
~N
X~ TNH, H™ o \
R1 N
| X X
Yo = —
X7 ON
R3
X Y R, R, R,
KS0583VR N CH Br H H
SZI2264A N CH Br H H
JJ1677X15 CH CH NO, H meta-(3-trifluorometil-benzoil-amido)
LA123X6 CH N H H H
LA182X1 CH CH H F H

11. abra. Kinoxalin és és pirido-pirazin szarmazékok szintézise

A tovéabbi lépésekben az R; illetve R> csoportot lecserélve vagy moddositva
alakitottak ki hosszabb oldallancokat a molekulan. Az izomerek szerkezetének
meghatarozasat célszerii volt mihamarabb elvégezni, amikor a molekula még viszonylag

kicsiny, a spektrumaikban kevés a jel és minimalis a jelatfedés lehetdsége.
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A.7. Kovetkeztetések

Szerkezetvizsgalati kovetkeztetések

Aromas gytriirendszerekben a harom kotésen keresztiil mérhetd csatolési allandok
adnak informaciét a kémiai szerkezetre, varhatd értékiik 5-7 Hz koriili, de erdsen fligg
egyrészt a csatolasi Ut mentén 1évo torzids szogtdl, 0°-os torzids szog ezt az értéket
csokkenti. 180°-os torzios szog €s a csatolasi utvonalba es® elektronegativ atom
(nitrogén vagy oxigén) a csatolasi allandét jelentdsen (10 Hz f6lé€ is) novelheti. A 4
kotésen keresztiil mérhetd csatolasi allandok altalaban 1 Hz alatti értékek vagy ki sem
mérhetdk. A két kotésen keresztiil mérhetd csatolasi allandok értéke sztochasztikus
képet mutat, kémiai szerkezet meghatarozasara kevésbé hasznalhato, az is gyakran
elofordul, hogy a két kotésen keresztiil mérhetd csatolasi allandd kisebb, mint a 3
kotésen keresztiil mérhetd.

A HSQMBC vizsgélatokat és azok izomereket megkiilonboztetd eredményét a [11]
cikkiink tartalmazza a folyodirat szerkesztdi altal elvart formatumban. A molekuldkat
bioldgiai hatasuk alapjan valogattuk be a cikkbe, igy egyes HSQMBC modszerrel
vizsgalt koztitermékek, illetve beldliikk keletkezett végtermékek a Dbiologiai
hatastalansaguk miatt mégsem keriiltek bevalogatasra. Ezen dolgozatban a spektrum-
értelmezésnek egy folyoiratban terjedelmi okok miatt kevésbé szokdsos - inkdbb a
publikalt dolgozatok fliggelékében eldforduld — grafikus megjelenitését alkalmazom.

KS0583VR HSQMBC minta mérését a 12. abra, a mérés kiértékelését a 13. dbra
tartalmazza. Izomerének, az SZI2264A mintanak a HSQMBC spektruma a 14., a
spektrum kiértékelése a 15. abran lathato.

A 16-23. 4brdk a JJ1677X15 minta NMR spektrumait és azok értelmezését
mutatjadk. A minta jellegzetessége, hogy bonyolult oldallancot, ennek megfeleléen a
spektruma sok jelet tartalmaz, ami miatt a kiértékeléséhez tobbféle spektrum sziikséges.

A 24. abran a LA123X6 minta — egy pirido-pirazin szarmazék — HSQMBC
spektruma, a 25. dbran pedig a minta spektrumainak kiértékelése lathato.

A 26. abran az LA182X1 minta — két kinoxalin izomer keveréke — 'H-NMR, a 27.
abran pedig HSQMBC spektruma lathat6. A 28. abra tartalmazza a minta
spektrumainak kiértékelését. A ~20 %-ban jelen 1évé minor komponensnek is sikeriilt

heteronukledris tdvolhat6 csatolasi allandoit meghataroznom.
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12. abra. KS0583VR minta — pirido-pirazin szarmazék - HSQMBC spektruma DMSO-
ds oldészerben 30 °C-on. A csatolasi allandok paraméterezett optimuma 6 Hz, digitalis
felbontas a detektalt dimenziéban 0.4 Hz/pont. A leolvasott heteronuklearis csatolasi

allandék az abran vannak feltiintetve.
TH-NMR kémiai eltolédasok 13C-NMR kémiai eltolédasok

J(H,H) csatolasi allando

2.5 Hz 8.37 7.61-7.67
8.92
Br N
e
— =
9.21 "N N 9.80

HMBC-vel illetve HSQMBC-vel detektalt heteronuklearis tavolhaté csatolasok
és a HSQMBC-vel meghatarozott "J(H,C) tavolhaté csatolasi allanddk [Hz].

% )
B S Br Y AN Br\(\/EN\ 023
(l PN N \EI = N N/‘>
N~ N 2

N N
U 12.0

13.4
13. abra. A KS0583VR minta — pirido-pirazin szarmazék - spektrumainak értékelése,
'H- és BC-NMR jelhozzarendelés, valamint a heteronukleéris tavolhaté csatolasi

allandok értelmezése.

129.4

131.3
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14. abra. SZI2264A minta — pirido-pirazin szarmazék - HSQMBC spektruma DMSO-ds
oldészerben 30 °C-on. A leolvasott heteronuklearis csatolasi allandok az abran vannak
feltiintetve. A csatolasi allandék paraméterezett optimuma 8 Hz, digitalis felbontas a
detektalt dimenziéban 0.35 Hz/pont.

TH-NMR kémiai eltolédasok 13C-NMR kémiai eltolédasok
J(H,H) csatolasi alland6

2.0Hz 13
B

8.38 Br \16‘9N 145.9
r N 120.2 A
Ry 972 : |
| 155.3 = :
A = .
9.23 N N

9.5
N1488N" 43524

128.1 131.4

8.30 7.59-7.67 129.4

HMBC-vel illetve HSQMBC-vel detektalt heteronuklearis tavolhat6 csatolasok
és a HSQMBC-vel meghatarozott "J(H,C) tavolhaté csatolasi allandok [Hz].
12.0

4.0 6.0
11.0
13.0 t
~7.0

15. abra. SZI2264A minta — pirido-pirazin szarmazék - spektrumainak értékelése, 'H-
és *C-NMR jelhozzarendelés, valamint a heteronuklearis tavolhat6 csatolasi allandédk
értelmezése.
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16. abra. JJ1677X15 minta "H-NMR spektruma
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17. abra. JJ1677X15 minta *CNMR spektruma
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18. abra. JJ1677X15 minta zqs-TOCSY spektruma

10.5 10.0 9.5 9.0

11.0
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19. abra. JJ1677X15 minta multiplicitas-szerkesztett HSQC spektruma
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20. abra. JJ1677X15 minta HMBC spektruma
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21. abra. JJ1677X15 minta HSQMBC spektruma, a csatolasi allanddk optimuma 5 Hz
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22. abra. JJ1677X15 minta HSQMBC spektrumanak részlete, felbontas 0.3 Hz/pont.
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TH-NMR kémiai eltolédasok

~1.5

/
ZT

13C-NMR kémiai eltolédasok \,‘/

J(F,C) csatolasi allandok [Hz] 78" 78

129.8

HMBC-vel illetve HSQMBC-vel detektalt heteronuklearis tavolhaté csatolasok
és a HSQMBC-vel meghatarozott "J(H,C) tavolhato csatolasi allandok.

O 35 . H—= C [Hz]

O//N /N
~4.0 +40 35 54
N
@ | O{?\/
’ N 5.8 |
N

23. abra. JJ1677X15 minta spektrumainak értékelése, 'H- és "*C-NMR
jelhozzarendelés, valamint a heteronuklearis tavolhat6 csatolasok és csatolasi allandok
értelmezése. A heteronuklearis tavolhaté csatolasi allandd értékeit csak a molekula
kritikus részén tuntettem fel.
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24_abra. LA123X6 minta — pirido-pirazin szarmazék - Bruker Avance 500
spektrométeren felvett HSQMBC spektruma DMSO-ds oldészerben 30 °C-on. A
leolvasott heteronuklearis csatolasi allandok az abran feltiintetve. A csatolasi allanddk
paraméterezett optimuma 9.5 Hz, digitadlis felbontds a detektalt dimenziéban

0.35 Hz/pont.
TH-NMR kémiai eltolédasok & [ppm] '3C-NMR kémiai eltolodasok
J(H,H) csatolasi allandok 'J(H,C) csatolasi alladok [Hz]

ROESY méréssel megallapitott (13C csatolt HSQC felvétel alapjan)
160 Hz

jellemzd térkbzelsegek 160 Hz 120.4

128.3 161 Hz

8.39 131.6
7.62-7.65 168 "1’22” s
: 181 Hz 1443 N _ 135
147.9 X N
C[ 155.3
N AN\ F 1461
l\@[ 1550 10 N 186 Hz
9.50 181 Hz

HMBC-vel meghatarozott 15N-NMR kémiai eltolédasok [ppm]
heteronukleéris tavolhaté csatolasok és '"H/'">N-HMBC-vel meghatarozott
és HSQMBC-vel kimért "J(H,C) tavolhat6 csatoldsok. H— N
csatolasi allandok [Hz]. H—=>=C Referencia: folyékony amménia (0 ppm)

(kulsd standard)
J(H, N)opt =6 Hz

j/@ 311 5
106 '\@L
3210

10.8 3310
25_ abra. LA132X6 minta — pirido-pirazin szarmazék - spektrumainak értékelése, 'H-
és 3C-NMR jelhozzarendelés, a heteronuklearis tavolhatd csatolasi allandék, valamint
az "H/"*N-HMBC spektrum értelmezése.
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4168.36
3982.65
397425
3921.05
391547
3913.09
3907.52
3904.77
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3858.57
385737
3856.16
3855.08
3848.23
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3809.18
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26. abra. LA182X1 minta 1H-NMR spektruma, az als6 csucslista ppm dimenziéban a
kémiai eltolédas pontos leolvashatésaga miatt, a felsé csucslista pedig Hz
dimenziéban, melybél a J(H,H) és J(F,H) csatolasi allandék olvashatok le.

Lok .

— : - 115
- 120
— ! " U - 125
- 3 " o o ® 0
—————<=%L » o 1o, A o 7130
— al 5.6 Hz "
11.0 Hz
-_ﬁ " .n 7135
. - 140
_§ 13 Hz” s
4 ' ‘ ! 11.1 Hz L 145
, - 150
—3| 1081z W, .
] ‘ 10.4 Hz " m,; 155
I I I

\ \ \ \ \ \ \ \ \
100 98 96 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 ppm

27. abra. LA182X1 minta — két kinoxalin szarmazék izomer keveréke — Bruker Avance
500 spektrométeren felvett HSQMBC spektruma DMSO-ds oldészerben 30 °C-on. A
leolvasott heteronuklearis csatolasi allandok az abran feltlintetve. A csatolasi allandok
paraméterezett optimuma 7.5 Hz, digitdlis felbontds a detektalt dimenziéban
0.5 Hz/pont.
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"H-NMR kémiai eltolédasok [ppm]

0,
81% 7.58-7.63 19 %
7.67 N 981
F AN
7.86 Z
7.7 N\ 7.97 N
8.35 8.34
— . 7.57-7.63
7.82 N~ o964 J(H H) csatolasi allandok [Hz]
7.95 F) csatolasi allandok [Hz]

D &%
Flge® S

13C-NMR kémiai eltolédasok [ppm]  J(C,F) csatolasi allandok [Hz]
129.4

258.5 E 127
258.5 F 12.0 130.9 1os 156.9 131.5 N 2.3
T114.2
18.2 156.9 | 132.0 N\
114.9 1305
. 6.8 1258 1427 N
4.3
129.7
8.8 1422 N
125.0
4.3

HMBC-vel detektalt jellemzé heteronuklearis tavolhaté csatoldsok H —=C
HSQMBC-vel kimért heteronuklearis tavolhatd csatolasi allandék [Hz]

P &
NN \

11.1 11.3

28. abra. LA182X1 minta — két kinoxalin szarmazék izomer keveréke - spektrumainak
értékelése, 'H- és '*C-NMR jelhozzarendelés, a heteronuklearis tavolhatd csatolasi
allandok. A mintaban 19 %-os mennyiségben jelen Iévé minor izomer NMR adatait is
sikeriilt a spektrumokbél kinyerni.
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B. Szekcio
'H-'H atomtavolsagok mérése, zqs-easy-
ROESY modszer fejlesztése és alkalmazasa

B.3. Irodalmi hattér

NMR spektroszkdpiai modszerek koziil a NOESY [73-74] és ennek spin-lock
koriilmények kozott - forgd vonatkoztatasi rendszerben - alkalmazott valtozata a
ROESY [75-76] alkalmas 'H-'H atomtévolsagok mérésére. Mindkét mérési modszer a
keresztrelaxacio jelenségén alapul, a jelenség kiépiilése soran magnesezettség-atadas

torténik az egymassal térkozelségben 1évo hidrogén atomok kozott (29. dbra).

-

noesyph roesyph
pls

d1 do de | do plll |
! L—']'—'L.I'u”u\.ﬂﬁ [ITTTTR _m
(LRt o ([
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29. abra. A NOESY és ROESY médszerek folyamatabraja. Az abra elemeinek forrasa
Bruker NMR Guide™

A folyamat Osszefliggéseinek megértéséhez a relaxacids viszonyok [77-79]
mélyebb ismerete sziikséges, mint a spin-spin csatolds jelenségén alapuld jelenségek
esetén, ahol jorészt elegendd az adatakkumulacié soran a kisérletismétlési ido
lehetséges alsé korlatjanak meghatarozasa a becsiilt relaxacidés idok alapjan. A
folyamatban dontd szerepet jatszik a spin-racs relaxacid koziil a dipol-dipdl
kolesonhatason keresztiil torténd magnesezettség-atadas, illetve eme relaxacios
folyamat és spin-spin relaxaciés folyamatok egymashoz viszonyitott aranya.

A T relaxacios idovel jellemzett longitudindlis spin-racs, relaxacids folyamat
esetén a detektalhaté xy sikban jelentkezd magnesezettség eltiinésével parhuzamosan
magnesezettség jelenik meg a z tengely irdnydban és ezzel a rendszer a Bo kiilsd
magneses térben érvényes egyensulyi allapothoz kozelit, a folyamat entalpia-kontrolalt,

a gerjesztéssel bevitt energia végiil hdvé alakul. (30. abra)
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30. abra. A longitudindlis T; relaxaci®6 mechanizmusa. Az xy sikban megszi(né
magnesezettséggel azonos eredé magnesezettség épil ki a z tengely iranyaban. Az
abra forrasa ref. [78]

A T: relaxacids idovel jellemzett transzverzalis spin-spin relaxacios folyamat

soran az xy sikban kezdetben koherens magnesezettség szétszorodik, anélkiil, hogy a z
irAnyban ennek megfeleld magnesezettség jelenne meg. A folyamat entropia-kontrolalt,
ez a jelenség az NMR spektrumvonal szélességének egyik meghatdrozdja. Elméletileg
levezethetd, hogy a 7> spin-spin relaxacids id6 semmilyen koriilmények kozott sem

lehet nagyobb a 7 spin-racs relaxécios idénél (31. bra).
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31. abra. A ftranszverzdlis T, relaxaci6 mechanizmusa. A kezdetben koherens
magnesezettség az xy sikban szétszérddik, de nem kiséri magnesezettség kiépulése a
z tengely irdnyaban. Az abra forrasa ref. [78]

A T; relaxacios id0 a molekulaméret fliggvényében minimummal rendelkezd
gorbét ir le, a relaxacids idé akkor minimalis, ha a korrelacios id6 kozel megegyezik a
Larmor frekvencia reciprokaval. Kis molekula esetén a molekulamozgasok olyan
gyorsak lehetnek (pl. metil csoport rezgése/forgasa), hogy az mar tul gyors a kedvezo
relaxacidhoz, mig nagy molekuldndl a rezgési/forgasi sebesség lassabb a relaxacio
szamara kedvezonél. A 7> relaxacids id6 a molekulaméret novekedésével folyamatosan
csokken. A tényleges érték fligg az alkalmazott oldészer viszkozitasatol, valamint a

miszer magnesének Bo térerejétdl is. (32. abra)
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32. abra. A relaxaciés idéallandok fiiggése a 1. korrelaciés id6tdl (ezzel egyitt a
molekulamérettdl) és a kilsé magneses térerétdl. Az abra forrasa: ref. [77] és [78]

A NOESY és ROESY mérés soran a keverési id6 - mely soran a keresztrelaxacios
folyamatok révén lehetdséget biztositunk a magnesezettség Kkicserélodésére -
figgvényében a térkozelségi jelek intenzitasa linedrisan né, majd a spin-diffuzid
jelensége miatt telitésbe fordul, még késobb visszafordul és extrém hossza keverési ido
esetén a visszaadllo egyensuly miatt elenyészik. (33. abra) A kezdeti linearis
tartomanyban a térkozelségi keresztcsticsok intenzitasa forditottan ardnyos az érintett
atomok tavolsaganak hatodik hatvanyaval, igy mindkét modszer alkalmas a
molekulaszerkezet kvantitativ feltérképezésére. A bedllitott keverési id6t a linedris
tartomany felsé harmadara célszerli optimalizalni, hogy minél nagyobb jel/zaj viszonyt
érjink el, de ugyanakkor még fennélljon a keresztcsicsok intenzitdsa és az

atomtavolsagok hatodik hatvanya kozotti forditott aranyossag.

NOE ) g
¥

Mixing time, 7,

33. abra. A NOE jel nagysaganak fiiggése a keverési id6tél. Az abra forrasa ref. [78]
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A szokéasok szerint NOESY/ROESY spektrumban az atlét negativ fézissal
abrazoljuk, a térkozelségi keresztcsticsok fazisa és intenzitasa pedig a molekulaméret,
molekulamozgékonysag, oldat-viszkozitas €s a Bo térerd fliggvénye.

NOESY mérés soran kismolekuldk esetén, amikor a 7, relaxacié dipol-dipol
eleme dominéans, a térkozelségi keresztcsucsok fazisa az atloval ellentétes. Nagy
molekuldk és ennek megfeleléen kis mozgékonysag esetén a spin-spin relaxacios
folyamatok domindlnak és a térkozelségi csticsok fazisa az atlééval megegyezo.
Léteznek olyan koriilmények, [80] amikor a 7 relaxéacid dipdl-dipdl komponense
egyenlové valik a 7, relaxacioval. Ez esetben a térkozelség nem okoz mérhetd
intenzitdisi NOESY keresztcsucsot, a térkozelségek NOESY méréssel nem
térképezhetdk fel, ebben a tartomanyban egyediil a ROESY mérés hasznalhato.

Spin-lock koriilmények kozott, - ROESY mérés soran [75-76] - a térkozelségi
keresztcsticsok fazisa molekulamérettdl fliggetleniil mindig ellentétes az atld fazisaval,
bar a térkozelségi csucsok optimalis koriilmények kozott elérhetd maximalis intenzitasa
kis molekulak esetén nem éri el a NOESY esetén elérhetd intenzitast [81].

A képet arnyalja kémiai Kkicserélddési folyamatokbol eredd cserélédési
keresztcsticsok esetleges megjelenése, melyek mérési modszert6l €s molekulamérettol
fuiggetleniil mindig az atldval azonos fazisuak (2. tablazat). Nagy molekulatomeg esetén,
NOESY mérés soran, a cserélodési és a térkozelségi cstiicsok azonos fazistak, ami
neheziti az értékelést, ezért amikor kémiai kicserélodési folyamatok jatszodhatnak le a
mérés soran, akkor a ROESY modszer hasznalata javasolt.

2. tablazat.
A térkozelségi és cserélddési csucsok fazisa NOESY és ROESY spektrumokban.

NOESY ROESY
Jel tipusa Molekulaméret Jel iranya Kevf;f:]i id6 1 e iranya Kevﬁf:]i idd
Kicsi (<500 Da) 1 400-500 1 200-300
Térkozelség Kozepes (~500-1000 Da) ~0 (200-400) 1 70-200
Nagy (>>1000 Da) ! 100-200 1 35-70
Kicsi (<500 Da) ! 400-500 l 200-300
Kémiai csere Kozepes (~500-1000 Da) l 200-400 l 70-200
Nagy (>>1000 Da) l 100-200 l 35-70
Atlé (konvencid) ! !
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A tapasztalatok szerint kismolekulak esetén 300-500 ms keverési idd célszerd,
mig biopolimerek estén a 100 ms vagy még rovidebb keverési id6 a megfeleld. ROESY
mérés soran rendre révidebb keverési id6 elegendd, mint NOESY esetén.

Létezik a ROESY mérésnek olyan valtozata, az off-rezonancia ROESY vagy
TROESY [82], ahol a spin-lock tér frekvencidja nem a spektrum kozepére (on-
rezonancia) esik, hanem attol eltér, szandékosan ala és folé hangoljuk. Ez az elhangolas
kivitelezhetd gy, hogy az egyik szken soran ald a kovetkezd soran folé hangolunk,
illetve agy is, hogy a ROESY spin-lock idejét kettéosztjuk és az id6 egyik felében ala
masik felében folé hangolunk. Az elhangolast jellemzdé € csapdsszog nagysagaval
szabalyozhatjuk, hogy a kiilonboz6 tipusi keresztcsiicsok milyen intenzitassal
jelenjenek meg a spektrumban. (34. abra) [83] Ha a & csapasszog a szilardfazisit NMR
moddszerekbdl ismert magikus szoggel (54.7°) egyenld, akkor a térkozelségi
keresztcsicsok elérhetd intenzitdsa ugyan alatta marad a ROESY-vel elérhetd
maximumnak, de fliggetlenné vélik a molekulamérettdl. 35.3°-0s csapdsszog esetén
pedig nagy molekuldk esetén a térkozelségi csticsok kinullazodnak, igy a kémiai
kicserélodési folyamatok tisztan tanulmanyozhatok, a térkozelségi cstcsok zavaro

hatasa nélkiil.

T T 1 ] T T T
4=90° (ROESY}
08
4= ﬁd = 54.7°
3 #=8 =353
2
I |
o
8 =0°, (NOESY)
1 1 L 1 1 1 1
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

34. abra. A NOESY/ROESY térkozelségi jelek intenzitasanak és fazisanak fliggése a
© csapasszogtol.

NOESY mérés soran (© = 0°), wtc = 1 esetén — ez a feltétel gyakran teljesil a
szokasos gyoégyszermolekulak esetén - a térkdzelségi jel intenzitasa kézel nulla. A
modszer nem hasznalhaté. Az ennél kisebb molekulaknal a térkézelségi és a
cserélédési keresztcsucsok fazisa eltérd, nagyobb molekulak esetén azonos.

Tiszta ROESY mérés soran a térkézelségi jel barmkkora wrt. érték esetén pozitiv, az
elérhetd jelintenzitas a molekulatémeggel nd. Az abra forrasa ref. [83]
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B.3.1. Kozvetlen irodalmi eldzmények

Mind a NOESY, mind a ROESY modszer esetén a kivanatos térkozelségi és
kémiai kicserélodési effektusokra a mérés szempontjabdl nem kivanatos jelenségek —
zéro-kvantum effektus, NOESY esetében COSY, ROESY esetében TOCSY atmenetek -
szuperponalodnak. Habar ezek elvileg nulla integralu keresztcsucsokat generalnak a
spektrumban, vagy nulla ereddjii fluktuaciot eredményeznek egy értékes jelen [84],
kikiiszobolésiik mégis célszerli, hogy a méréssel tanulményozni kivant hatast ne
zavarjak. Ezért a fejlesztok a mérési modszerekbe szamos tisztitd elemet vezettek be. A
zéro-kvantum effektusok kikiiszobolésére alkalmas lehet trim-pulzus beillesztése a
szekvenciaba, a NOESY keverési id6 néhany szazalékkal randomizalt valtoztatasa,
illetve a leghatékonyabbnak bizonyult mddszervéltozat a Thrippleton és Keeler éltal
javasolt NOESY keverési id6 alatt alkalmazott adiabatikus invertald pulzus és vele egy

idében alkalmazott enyhe gradiens pulzus [85] (35. &bra).

zgqs-NOESY
p30
sp30
d1 do o~ |
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35. abra. A zgs-NOESY médszervaltozat [85] folyamatabraja

A ROESY (egyes korai irodalmakban CAMELSPIN néven is el6fordul) [75-76]
madszert kifejlesztéi a NOESY lehetoségeiben 1€vo lyuk betomésére fejlesztették ki.
Mivel a ROESY moédszer barmilyen korrelaciés idé esetén hasznalhatd, az effektusnak
semmilyen molekulatomeg esetén sincs nulla-dtmenete, kiilondsen alkalmas a NOESY
helyettesitésére annak kritikus tartomanyaban. A modszer alapvaltozatanak hatranya,
hogy a 10 kHz koriili spin-lock térerd esetén a skaldris csatolasok, €s zérd-kvantum
effektusok nem kivant keresztcsicsokat illetve alterndld féazisu keresztcsucsokat
eredményeznek a spektrumban, ami neheziti, vagy esetenként lehetetlenné teszi a
kvantitativ értékelést. Shaka és Hwang ismertették az elsé olyan ROESY valtozatot,
ahol a TOCSY eredetii spektrumelemeket sikeresen kisziirték a spektrumbol off-

rezonancia spin-lock alkalmazasaval [82]. A spin-lock offszet-fliggése, valamint az
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eltérd frekvencian kiadott nagy teljesitményti és spin-lock pulzusok — a frekvenciavaltés
egyfajta zokkenésként jelentkezhet - sajnos jabb nehézségeket okozhatnak. Desvaux és
munkatarsai a szkenenként alternalo ald- és foléhangolast javasoltak, valamint trapéz
alakua adiabatikus spin-lock pulzust ajanlottak, a valtozé kimendteljesitményii szakaszt -
trapéz szarait - hasznalva arra, hogy zokkenésmentesen kivezesse a magnesezettséget az
off-rezonancia allapotba majd visszahozza onnan [86]. (36. abra) Késobb Schleucher és
munkatarsai a keverési id6 egyik felében ald-, masik felében foléhangolast javasoltak és
a magnesezettség ki- és visszavezetéséhez eldbb specidlis kalibralast igényld pulzusokat
ajanlottak (js-ROESY) [87], késobb adibatikus félgauss pulzusokat fejlesztettek ki
(easy-ROESY) [88]. (37. 4bra) A tapasztalatom szerint az easy-ROESY kivaldan
mikodik 1000 Da, vagy anndl nagyobb molekulatomegli mintdk esetén, de jelalak-
torzulasok Iépnek fel a vele felvett spektrumokban, ha a molekulatomeg 4-800 Da

koriili vagy kisebb.

off-rezonancia ROESY

dl do

36. abra. Az off-rezonancia ROESY mddszervaltozat [86] folyamatabraja

easy-ROESY

v

S i

Gl G2

37. abra. Az easy-ROESY moddszervaltozat [88] folyamatabraja
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B.4. Modszerek - a 2D zqgs-easy-ROESY mérési
modszervaltozat fejlesztése

A sajat ROESY modszervaltozatban [IV] igyekeztem a korabbi ROESY
véltozatok elényos elemeit gy kombindlni, hogy a nem kivénatos COSY, TOCSY, és
zéro-kvantum koherencia eredetii spektrumelelemek [84] minimalizaldédjanak vagy
teljesen tlinjenek el a spektrumbol, ugyanakkor a megfeleld kisérleti feltételek
megtartasaval a térkozelségi keresztcsticsok intenzitdsanak tavolsagfiiggése, illetve a
cserélddési keresztesucsok intenzitdsanak fliggése a cserefolyamatok sebességétol
tovabbra is fennmaradjon. Tapasztalataim szerint a Keeler és Thrippleton altal TOCSY
és NOESY modszerekhez javasolt zéro-kvantum sziird [85] (a szerzok nem tettek
emlitést az A&ltaluk javasolt sziir6 ROESY-be vald beépithetdségérol) eldnydsen
kombindalhaté az off-rezonancia ROESY kozelmultban ismeretessé valt valtozataival
[88]. Valasztasom a Keeler-Thrippleton féle szlird easy-ROESY moddszerbe illesztésére
esett, mivel annak teljes fazisciklusa fele a Desvaux féle valtozat [86] sziikséges
fazisciklusanak, tovabba a gradiens pulzusoknak koszonhetéen a teljes 8 szkenes
fazisciklust felezve vagy negyedelve is értékelhetd spektrumot ad, korszerd, érzékeny
miszerek esetén nem igényel feleslegesen sok mérésidédt. A nem kivanatos
spektrumelemek kiszlirése tovabb javithato a randomizalt keverési ideji NOESY
valtozathoz hasonldan a spin-lock id6 allando kimendteljesitményii szakaszanak + 5-
7 %-os randomizalasaval. Tapasztalatom szerint az egymast kovetd ala- és foléhangolt
spin-lock pulzusok idejének harmonizaldsa sem sziikségszerii. Kisérleteket végeztem a
kémiai eltolodas kiéptilési id6 alatt a kozelmultban ismeretessé valt perfect-echo-zqs-
NOESY moédszervaltozat [89] analogidjara a perfect echo elem beépitésre is, de ROESY
esetén nem hozta meg a remélt eredményt. A sajat ROESY verzi6 korai valtozata
tartalmazott egy tovabbi homospoil gradiens pulzust is a spin-lock pulzusok elétt, de
ennek elhagyasa nem befolyasolta a spektrum mindségét, igy a végleges valtozatbol
kihagytam. Kisérleteket végeztem a zqs-pulzuspar és a homospoil gradiens sorrendjének
szisztematikus felcserélésére is, a végleges és kozolt véltozat bizonyult a legjobbnak. A
leirt ROESY modszervaéltozat [IV] tisztitd elemei eredményesen csokkentik a ROESY
spektrumokban eléfordulé nem kivanatos spektrumelemeket, egylittes alkalmazasuk

nem okoz ujabb kikiisz6bdlendé nem kivanatos jelenségeket. (38. abra)

42



(38

do = tevol
I dl | in0=2%dw
BLK UNBLK

1‘11 u

38. abra. Az offszet-kompenzalt zéré-kvantum elnyomasos adiabatikus ROESY (zgs-
easy-ROESY) folyamatabraja.

A keskeny vonalak jelentik a 90°-os, nagy kimenételjesitményli pulzusokat. A két
kitdltetlen iv jelzi a zéré-kvantum szird formazott adiabatikus invertaldé pulzusait,
javasolt hosszuk rendre 50 és 30 ms. A spin-lock pulzusokat fel- illetve levezet6
félgauss rampapulzusok hossza 1 ms. A spin-lock szakaszok javasolt hossza kétszer
100-150 ms, a vizsgalt molekula méretétdl figgdéen, ami £5%-kal randomizalhaté. A jel
jelzi az add frekvenciajanak atkapcsolasanak helyét on-rezonancia és az ala- illetve
féléhangolt off-rezonancia allapotok k&zétt.

A gerjeszté pulzus fazisa ®1 valtakozva x, -x. A nem jeldlt pulzusok fazisa rendre x. A
kiolvasé pulzus ®2 fazisa x, x, -x, -X, Y, Y, Y, -y, a detektalas O fazisa x, -x, -x, X, y, -
Y, =Y, Y. Az adiabatikus pulzusokkal egyidejlleg, azonos idétartamban kiadott gradiens
pulzusok javasolt intenzitasa 2 %, az 1 ms id6tarami homospoil gradiens pulzus
javasolt intenzitasa 46 %. A teljes fazisciklus 8 szken, de 4 illetve 2 szkenes
fazisciklussal is értékelheté spektrum vehet6 fel. A gradiens blanking parancs - mivel
az utolsé gradiens pulzus és az adatgyl(ijtés kezdete kozétt csak révid, technikai id6
van - az adatgydjtés utan, ciklusszervezési okok miatt a méréprogram elején talalhaté.
Mivel a spin-lock kismértékben fiiti a mintat, a mérés elejére célszerii viszonylag sok
eldobott szkent alkalmazni, hogy a termikus allandésult allapot beallhasson.
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B.5. Megbeszélés

B.5.1. A javasolt zqs-easy-ROESY moddszer-
valtozat hatékonysdganak igazolasa

A javasolt zqs-easy-ROESY modszervéltozatot tobb modellvegyiilet molekulan
teszteltem. A modellvegyiiletek kivalasztasanal szempont volt, hogy merev szerkezettel
rendelkezzenek,  legyen  bel6lik  irodalomban  hozzaférhetd  egykristaly
rontgendiffrakcids szerkezet, melybdl kiemelt H-H atomtdvolsagok Osszevethetok a
ROESY mérésekbol szamitott atomtavolsdgokkal. A valasztasunk a sztrichnin (39.

abra) és a kodein vegyiiletekre esett.

39. abra. A modellvegyilletként hasznalt sztrichnin szerkezete és vazatomjainak
szamozasa. (6sszegképlete: C21H22N203, relativ molekulatémeg: 334.42).

A sztrichnin spektrumait a Chinoin Zrt-ben 9.4 Tesla magneses térerejii 5 mm-es
BBFO mérofejjel és z iranya gradienssel felszerelt Bruker Avance 11 400
spektrométeren vettem fel. A miiszer vezérlése €s az adatfeldolgozds TopSpin 2.1
programcsomaggal tortént. 5 mg sztrichnint oldottam 0.6 ml deutero-kloroformban, a
mérés soran a mérdfejet 27 °C-ra termosztaltam. A spektrumok a 40-43. dbran lathatok,
a 40. abran a csatolasi korrelaciok és zéro-kvantum effektusok referencidjaként hasznalt
COSY spektrum, a 41. abran a Bruker pulzusprogram-konyvtarban megtalalhato
ROESY valtozattal, a 42. abran az easy-ROESY [88], a 43. dbran a javasolt zgs-easy-
ROESY modszervaltozattal [IV] felvett spektrum lathato.
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40. abra. A sztrichnin referencia COSY spektruma. A felvétel a Bruker pulzusprogram-
kényvtarban hozzaférheté kett6skvantum-szirésre paraméterezett COSYgpmfqf
pulzusprogrammal készlilt.

Felvételi paraméterek: spektrumszélesség: 9.2-0.2 ppm, 1 szken * 256 kisérlet,
relaxacios varakozas: 1's, 90° nagy kimenételjesitmény( pulzus: 9 us, szinusz formaju
gradiens pulzusok a Bruker ajanlasa szerint 16, 12 és 40 %, a mérés idétartama ~ 5.5
perc.

Feldolgozasi paraméterek: az indirekt dimenziéban linearis predikcié6 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz formaju ablakfiiggvény eltolas nélkil mindkét
dimenzidban, magnitidd mod. A transzformalt adatmatrix mérete 1K x 1K adatpont, a
digitalis felbontas 3.5 Hz/pont.
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41. abra. A sztrichninnek a Bruker pulzusprogram-kényvtarban hozzaférheté
ROESYph modszervaltozattal felvett ROESY spektruma

COSY/TOCSY-jellegli atmenetek miatt a szamos keresztcsucson - jellemzéen az
egymassal csatolé partner hidrogén atomok keresztcsucsain - jelalak-torzulas,
fazisalternalas figyelheté meg.

Felvételi paraméterek: spektrumszélesség: 9.2-0.2 ppm, 8 szken * 256 Kkisérlet,
relaxaciés varakozas: 1s, 90° nagy kimendteljesitményl pulzus: 9 us, spin-lock:
200 ms, spin-lock térer6 y*B+/2n = 1666 Hz. A felvétel ideje: 47 perc.

Feldolgozé paraméterek: az indirekt dimenziéban lineéaris predikcié 512, majd zérd
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet ablakfiiggvény n/2 eltolassal (SSB = 2) mindkét
dimenzidban, fazisérzékeny moéd kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt adatmatrix mérete 1K x 1K adatpont, a digitalis felbontas
mindkét dimenzidban 3.5 Hz/pont.
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42, abra. A sztrichnin easy-ROESY [88] spektruma.

A COSY/TOCSY jellegli spektrumhibak csdkkentek, de nem tiintek el teliesen. A zéré6-
kvantum effektusok tovabbra is alternalo fazisu elemeket adnak hozza az egymassal
csatolo6 partner hidrogén atomok keresztcsucsaihoz.

Felvételi paraméterek: spektrumszélesség: 9.2-0.2 ppm, 8 szken * 256 Kkisérlet,
relaxaciés varakozas: 1s, 90° nagy kimenételjesitményld pulzus: 9 ys. Spin-lock:
2*100 ms, elétte és utana 1 ms id6étartamu félgauss adiabatikus rampakkal, spin-lock
térerd: y*B1/2n = 6977 Hz, off-rezonancia-offszet: + 4843 Hz, a spin-lock tér és a z
tengely altal bezart szé6g a spektrum kézepén: ® = 55°. Homospoil gardiens pulzusok:
a spin-lock periddus elétt 27, utana 46 %, szinusz forma. A felvétel ideje: ~ 47 perc.
Feldolgozé paraméterek: az indirekt dimenziéban lineéaris predikcié 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet ablakfiiggvény n/2 eltolassal (SSB = 2) mindkét
dimenzidban, fazisérzékeny moéd kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt adatmatrix mérete 1K x 1K adatpont, a digitalis felbontas
mindkét dimenzidban 3.5 Hz/pont.
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43. abra. A sztrichnin offszet-kompenzalt, zéré-kvantum elnyomasos (zqs-easy-)
ROESY spektruma [IV]

A korabbi ROESY valtozatokkal felvett spektrumokon el6fordult antifazist elemek
Jjorészt elttintek a spektrumbdl vagy jelentés mértékben csékkent az intenzitasuk.
Felvételi paraméterek: spektrumszélesség: 9.2-0.2 ppm, 8 szken * 256 kisérlet,
relaxaciés varakozas: 1s, 90° nagy kimenételjesitményl pulzus: 9 ps. Spin-lock:
2*100 ms randomizalas nélkil, elétte és utana 1 ms id6étartamu félgauss adiabatikus
rampakkal, spin-lock térerd: y*B1/2n = 6977 Hz, off-rezonancia-offszet: + 4843 Hz, a
spin-lock tér és a z tengely altal bezart sz6g a spektrum kézepén: © = 55°. Zéro-
kvantum elmyomas: a spin-lock elétt 50 ms (y*B+/2n = 316 Hz), utana 30 ms (y*B+/2n =
408 Hz) adiabatikus invertaldé pulzus és velik egyidében azonos idétaramban
alkalmazott 2 % intenzitasu gradiens pulzus. Homospoil gardiens pulzusok: a spin-lock
periddus elétt 27, utana 46 %, szinusz forma. A felvétel ideje: 48 perc.

Feldolgozé paraméterek: az indirekt dimenziéban lineéaris predikcié 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet ablakfiiggvény n/2 eltolassal (SSB = 2) mindkét
dimenzidban, fazisérzékeny moéd kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt adatmatrix mérete 1K x 1K adatpont, a digitalis felbontas
mindkét dimenzidban 3.5 Hz/pont.
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44. abra. Valogatott keresztcsucsok a sztrichnin ROESY spektrumaibdl

Mindkét tablaban az elsé oszlop a COSY spektrum, masodik oszlop a Bruker
pulzusprogram-kényvtarban megtalalhatdé ROESY valtozattal, harmadik oszlop az
easy-ROESY-vel [88] és negyedik oszlop a sajat ROESY modszervaltozattal [IV] felvett
spektrum részlete.

A bal tabla olyan keresztcsucsokat tartalmaz, melyek egyben csatolé partnerek is. Jol
latszik a kilénbdz6 meértéki és jellegl fazisalternalas a két korabbi valtozattal felvett
spektrum részletein és a tiszta pozitiv fazis a sajat valtozattal felvett spektrum
részletein.

A jobb tabla spektrumrészletei nem csatoldépartnerek kézétti térkdzelségeket mutatnak,
ezért nincs COSY keresztcsucs az elsé oszlopban. Az elsé sorban Iévé ROESY
keresztcsics mindharom moédszervaltozattal egyarant megfelel6. A masodik és
harmadik valamint a negyedik és 6todik sor paronként ugyannak a térkézelségnek az
atléra szimmetrikus két jelét mutatja. A sajat valtozattal mért spektrumban
keresztcsucs az atlé (masodik és harmadik sor) illetve alternalé fazisi mas
keresztcsucs (negyedik és 6tédik sor) kézelében is megbizhatdan integralhaté maradt.
Ebben a sorozatban jelazonositasi és integralasi nehézség leginkabb az easy-ROESY
modszervaltozat (harmadik oszlop) esetén tapasztalhaté.
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A spektrumok kvalitativ értékelése alapjan a Bruker gyari ROESY valtozattal mért
spektrum majdnem minden olyan keresztcsticson, mely térkozelségi €s egyben csatold
partnerek kozott jelentkezik, fézisalternalds figyelhetd meg, ami megneheziti a
térkozelségi elem értékelését. A csatold partnerek azonositasahoz referenciaul szolgél a
COSY spektrum. Az easy-ROESY modszervaltozattal mért spektrumban a korabban
alternal6d fazist keresztcsucsok egy része tiszta fazistiva valt, mig mas résziikben a
fazisalternalas tovabbra is megmaradt. A sajat valtozattal mért spektrumban csak
néhany térkozelségi keresztcsicson maradt meg a COSY eredetli fazis-alternalas.
Mindharom ROESY moédszervéltozattal felvett spektrumban megfeleld azoknak a
keresztcsticsoknak a jelalakja, melyek tisztan térkozelségi csticsok és nem tartalmaznak
csatolasbol eredd elemet. (44. abra)

A modszervaltozat  kvantitativ ~ értékeléséhez a  TopSpin  programmal
kiszamittattam a lehetd legtobb ROESY keresztcstcs térfogati integraljat. A TopSpin
2D integralé moduljanak algoritmusa a legnagyobb integralértéket 1-re normalja, ennek
megfelelden az integral értékek 0 €s 1 kdzé esnek. Az atlo alatt és folott szimmetrikusan
elhelyezkedo csucsparok integralja elvileg megegyezik, a gyakorlatban kisebb-nagyobb
kiilonbségek eléfordulnak, ami egyrészt a mérési zaj véletlenszer(i jaruléka, masrészt a
COSY eredetti jelelemek altal okozott bizonytalansag. Az atlo alatti és feletti
integralértékeket atlagoltam, és az atomtavolsagokat az igy kapott atlagértékekbdl a
NOE [%] = k*d™® [90] Osszefliggéssel szamitottam és irodalombol ismert egykristaly
rontgendiffrakcids mérés [91] alapjan szamitott atomtavolsdgokkal vetettem Gssze.

Itt egyrészt meg kell jegyezni, hogy azért volt sziikség a modszer validalashoz
merev szerkezeti modellvegyiiletre, mert oldatfazisban a mért atomtavolsagokra
statisztikus eloszlast [92] mutato hajlékony szerkezet esetén is a kristalyos szerkezet
rendezett, igy a kétféle modszer nem lenne Gsszevethetd. Masrészt megjegyzendo, hogy
az egykristaly rontgendiffrakcids szerkezet sem abszollt pontos, a kristalyracsban a
rontgendiffrakcid szamara lathatd atomok helyzetére a modszer nem Kkiterjedés nélkiili
pontokat vagy az atomtdrzs méretével megegyezd méretli gomboket, hanem
valdsziniiségi ellipszoidokat ad mag. Tovabba a hidrogén atomok a rontgendiffrakcios
modszer szamara lathatatlanok, azok pozicidja a mérési adatok feldolgozasanak utolséd
fazisaban szamitas eredménye, vagyis gorgetett hibat tartalmazhat, még akkor is, ha ez a

hiba a legtobb esetben nem jelentds.
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A ROESY modszer validalasa soran sziikség van valamilyen bazis felvételére,
mely alapjan a NOE [%] = k*d® 6sszefliggésben a k (atomtavolsagoktol fliggetlen
paraméter) értékét meghatarozzuk. Ez torténhet Ggy, hogy a fliggetlen
rontgendiffrakcios mérésbdl és a ROESY-bol szamitott atomtavolsagok kiilonbségének
négyzetdsszege minimalis legyen, vagy torténhet gy is, hogy kitiintetiink egy olyan
atomtavolsagot, amely fliggetlen mindenféle kémiai szerkezettdl és kornyezettol, és ezt
tekintjiik bazisnak [90]. A sztrichnin méréseinek kiértékelésekor azt az utébbi mddszert
valasztottam. Ilyen Kkitiintetett atomtavolsag lehet CH> csoport két nem ekvivalens
hidrogén atomjanak a tavolsaga, vagy pedig szubsztitualt fenil csoport egymastol orto
helyzetben 1évé két hidrogén atomja. Szempont még, hogy az ily mdodon kivélasztott
bazis atomtavolsag kicsi legyen, igy intenziv térkozelségi keresztcsucsot adjon a
ROESY spektrumban a keresztcsucs integraljahoz képest viszonylag kis relativ hibaval.
A bazis atompar kivalasztasat korlatozza az a tényezd, hogy az adatpontossag miatt
fazisalternalas nélkiili tiszta térkozelségi csucsokat kell adnia, holott akar geminalis par,
akar orto szomszédsag a kivalasztott, mindenképpen csatold partnerek, akiknek a
térkozelségi keresztcsucsat valosziniileg csatolas eredetii fazisalternalas terheli, mely a
sajat modszervaltozattal jo eséllyel elnyomhatd, mas moddszervaltozattal a kvalitativ
eredmények alapjan ennek kevesebb esélye van. A kivalasztott bazis atomtavolsag a
sztrichnin Ha-15/Hp-15 atomjai kozotti geminalis atomtavolsag.

A zgs-easy-random ROESY modszer validaldsdhoz sziikséges szamitasokat a 3.
tablazat tartalmazza. A 45. abran a rontgendiffrakcidval vald Osszevetés eredménye

lathato.

Kovetkez6 oldal:

3. tablazat. A zqs-easy ROESY maddszer validalasahoz sziikséges szamitasok.
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Bruker ROESYph easy-ROESY
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45. abra. A harom ROESY modbdszervaltozatbdl nyert, illetve a réntgendiffrakciod
eredmeényeibdl ismert atomtavolsagok  Osszevetése. Mindkét  elézmény
modszervaltozatban vannak kiugré elemek, ahol a rontgendiffrakciés és ROESY
atomtavolsagok jelentdsen eltérnek. Mindez leginkabb a csatol6 partnerek térkézelségi
keresztcsucsain fellép6 fazisalternalas rovasara irhatok. A regresszidés egyenes
paraméterei megfelelnek az elvarasnak, meredeksége kézel 1, tengelymetszete kdzel
0, az R? illeszkedési josagparaméter a tisztabb jelalak miatt a sajat valtozat esetén az
1-hez leginkabb kozeli.

53



A ROESY mérések szordsa - kiilonosen a kevesebb fazisalternalast tartalmazo
sajat valtozat esetén — tovabb csokkenthetd lett volna hosszabb relaxécios varakozassal
illetve a szkenek szamanak novelésével, de mindkét modositds a mérésidd jelentds
megnovekedésével jart volna, ami ellentmond annak a célunknak, hogy olyan,
gyakorlatban is kivitelezhetd paraméterezéssel ajanljuk a modszervaltozatot, amely
megfelel a gyogyszergyari kutatohelyen szolgaltatasként végzett munka soran
eléfordulé mintaszamnak és mintanként rendelkezésre llo mérésiddnek. Igy méréseink
pontossaga alatta marad a [93]-as szamu cikkben, nagyon preciz bedllitassal, extrém
hosszu relaxacids varakozassal és nagyszamu szken felvételével elért pontossagnak, de
megfelel a mindennapos gyakorlati igényeknek.

A modszer validalasdhoz valasztott masik modellvegyiilet - a kodein - mar

egyértelmiien a NOESY szokdsos mérettartomanyaba esik (46. abra).

46. abra. A modellvegyiletként hasznalt kodein szerkezete és vazatomjainak
szamozasa (6sszegképlet: C1sH21NOs3, relative molekulatémeg: 299.37)

A kodein spektrumait a Vichem Kft-ben 7.04 Tesla magneses térereji 5 mm-es
SEI méréfejjel és z iranyu gradienssel felszerelt Bruker Avance 300 spektrométeren
vettem fel. A miiszer vezérlése és az adatfeldolgozas TopSpin 1.3 programcsomaggal
tortént. 7 mg kodein bazist oldottam 0.6 ml deutero-dimetilszulfoxidban, a mérések
soran a mérofejet 30 °C-ra termosztaltam. A minta spektrumai a 47-51. abrakon,

részletek az 52. abran lathatok.
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47. abra. A kodeinnek a Bruker pulzusprogram-kényvtarban elérheté COSYgpmfqf
pulzusprogrammal mért és referencianak hasznalt magnitidé médu COSY spektruma.
Paraméterezés a kétkvantumos szlirésnek megfeleléen.

Adatgyl(ijtési paraméterek: spektrumszélesség: 10-0 ppm, 1K adatpont a detektalt
dimenzidban, 1 szken * 256 kisérlet az indirekt dimenzidban. Relaxaciés vérakozas:
1s, 90° nagy kimenételjesitmény( pulzus: 9.5 us, 1 dB erésitési tényezé mellett,
szinusz formaju gradiens pulzusok a Bruker ajanlasa szerint rendre 16, 12és 40 %. A
felvétel ideje: 5.5 perc.

Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzibban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz alaku ablakfiiggvény mindkét dimenzidéban eltolas nélkil
(SSB = 0), magnitudé moéd. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont
mindkét dimenziéban. A digitalis felbontas 2.9 Hz/pont mindkét dimenziéban.

D Dt

55



ppm

- 1.5

2.0

2.5

3.0

S L35
] 4.0
) 45
i -5.0
. 5.5
i 6.0
| 'a
. s | 5
W :
o
7.0
7

V.

14

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \
.0 6.5 6.0 5.5 50 45 4.0 35 30 25 2.0 1.5 ppm

48. abra. A kodeinnek a Bruker pulzusprogram-kényvtarban elérhet6é ROESYph
pulzusprogrammal mért ROESY spektruma.

Adatgyl(ijtési paraméterek: spektrumszélesség: 10-0 ppm, 1K adatpont a detektalt
dimenziéban, 8 szken * 256 kisérlet az indirekt dimenziéban. Relaxaciés varakozas:
1's, 90° nagy kimenételjesitményl pulzus: 9.5 ys, spin-lock: 200 ms, spin-lock térerd
v*B1/2n = 2030 Hz. A felvétel ideje: 48 perc.

Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzidban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet alaku ablakfliggvény mindkét dimenziéban n/2
eltolassal (SSB = 2), fazisérzékeny mod kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont mindkét
dimenzidban. A digitalis felbontas 2.9 Hz/pont mindkét dimenziéban.

A spektrumban COSY/TOCSY eredetii jelalak-torzulasok figyelheték meg; kevert
fazisu keresztcsucsok és a spektrum kbézepén egy az atléval azonos fazisu TOCSY
blokk. Egyes jelek el6jelvaltasa a viszonylag erés spin-lock téreré6 miatt fellépd
Hartmann-Hahn oszcillacioval [94] magyarazhato.
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49. abra. A kodein zqs-NOESY [85] pulzusprogrammal mért NOESY spektruma.
Adatgydjtési paraméterek: spektrumszélesség: 10-0 ppm, 1K adatpont a detektalt
dimenzidban, 8 szken * 256 kisérlet az indirekt dimenzidban. Relaxaciés vérakozas:
1's, 90° nagy kimenételjesitmény pulzus: 9.5 ys, NOESY keverési idé: 300 ms. Zéro-
kvantum elnyomas: a keverési id6 elején 30 ms idétartamu adiabatikus invertalé pulzus
(y*B1/2n = 408 Hz) és vele egyid6ben azonos id6étartamu 2 % kimendteljesitményl
gradiens pulzus majd 1 ms idétartama szinusz formaju 40 % kimenételjesitményi
homospoil gradiens pulzus. A felvétel ideje: 51 perc.
Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzibban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet alaku ablakfliggvény mindkét dimenziéban n/2
eltolassal (SSB = 2), fazisérzékeny mod kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont mindkét
dimenzidban. A digitalis felbontas 2.9 Hz/pont mindkét dimenziéban.
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50. abra. A kodein easy-ROESY [88] pulzusprogrammal mért ROESY spektruma.

A COSY/TOCSY eredetli fazistorzulasok jelentés meértékben visszaszorultak, a
ROESYph pulzusprogrammal felvett spektrum kézepén volt TOCSY blokk most nem
jelentkezik, ugyanakkor egyes keresztcsucsokon még mindig el6fordulnak
fazistorzulasok.

Adatgydjtési paraméterek: spektrumszélesség: 10-0 ppm, 1K adatpont a detektalt
dimenzidban, 8 szken * 256 kisérlet az indirekt dimenzidban. Relaxaciés vérakozas:
1's, 90° nagy kimenételjesitményl pulzus: 9.5 us. Spin-lock: 2*100 ms, elétte és utana
1 ms idétartamu félgauss adiabatikus rampakkal, spin-lock téreré: y*B+/2n = 5680 Hz,
off-rezonancia offszet: + 3300 Hz, ©=60°. Szinusz formaji homospoil gradiens
pulzusok: a spin-lock peridédus elétt 27, utana 46 %. A felvétel ideje: 48 perc.
Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzibban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet alaku ablakfiiggvény mindkét dimenziéban n/2
eltolassal (SSB = 2), fazisérzékeny mod kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont mindkét
dimenzidban. A digitalis felbontas 2.9 Hz/pont mindkét dimenziéban.
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51. abra. A kodein zgs-easy-ROESY [IV] pulzusprogrammal - az altalunk javasolt
pulzusprogram-valtozattal - mért ROESY spektruma.

Az antifazisu elemek a keresztcsucsokbdl — két jelpar kivételével — teljesen eltlintek.
Adatgydjtési paraméterek: spektrumszélesség: 10-0 ppm, 1K adatpont a detektalt
dimenziéban, 8 szken * 256 kisérlet az indirekt dimenziéban. Relaxaciés varakozas:
1's, 90° nagy kimenételjesitményl pulzus: 9.5 us. Spin-lock: 2*100 ms, elétte és utana
1 ms idétartamu félgauss adiabatikus rampakkal, spin-lock téreré: y*B+/2n = 5680 Hz,
off-rezonancia offszet: £ 3300 Hz, ®= 60°. A spin-lock idétartamok maximum + 5 %-kal
randomizalva. Zéro-kvantum elnyomas: a spin-lock blokk elétt 50 ms id6tartamu
(y*B4/2n = 316 Hz), utana 30 ms idétartamu (y*B+/2n = 408 Hz) adiabatikus invertalo
pulzussal és vele egyid6ben azonos idétartami 2 % kimendteljesitményl gradiens
pulzussal, Szinusz formaju 1 ms id6étartami homospoil gradiens pulzus a spin-lock
periédus utan 46 % teljesitménnyel. A felvétel ideje: 52 perc.

Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzibban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet alaku ablakfliggvény mindkét dimenziéban n/2
eltolassal (SSB = 2), fazisérzékeny mod kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont mindkét
dimenzidban. A digitalis felbontas 2.9 Hz/pont mindkét dimenziéban.
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52. abra. Valogatott keresztcsticsok a kodein spektrumaibol.

Els6 oszlop: dqf-COSY spektrum referenciaként, masodik oszlop: a Bruker
pulzusprogram-kényvtarban hozzaférheté ROESYph pulzusprogrammal felvett ROESY
spektrum, harmadik oszlop: easy-ROESY [88], negyedik oszlop: a javasolt zqs-easy-
ROESY valtozat [IV].

Az els6 két sor egy geminalis par atléra szimmetrikus két keresztcsucsat mutatja. Az
altalunk javasolt ROESY valtozat kit(ind jelalakot ad, mig a korabbi valtozatokkal meért
spektrumokban a jelek alakja kiulénb6z6 mértékben torzult.

A harmadik és negyedik sorban egy-egy vicinalis csatold partner térkozelségi
keresztcsucsa lathatd, ebben a két esetben a Bruker gyari pulzusprogrammal meért
spektrum ezen keresztcslUcsai az atléval azonos fazisuak, térkbézelség értékelésére
hasznalhatatlanok a térkozelségi intenzitast tulkompenzaldé TOCSY elem miatt. Az
easy-ROESY és az altalunk javasolt valtozat ezen elemei egyarant jél értékelheték.

Az utols6 sor olyan spektrumrészletet mutat, ahol a beépitett szliréelemek egyike sem
tudta a nemkivanatos csatolas eredetli elemet elnyomni, igy mindharom ROESY
felvételben torzult jelalakot lathatunk.
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A 4. tablazat tartalmazza a kodein molekuldban a javasolt zgs-easy-ROESY

modszerviéltozattal szamitott '"H/'H atomtavolsdgokat. Az 54. abra a ROESY mérésbél

és irodalmi adat egykristaly rontgendiffrakcios mérésbdl szarmazo atomtavolsagok

crer

4. tablazat. A kodein molekulaban talalhato, zgs-easy-ROESY modszervaltozattal
meghatarozott 'H/'"H atomtavolsagok tablazata.

~Atom- zgs-easy-ROESY (javasolt valtozat)
tavolsag - . -
egykristaly Térfogati integral Szamitott
réntgen- atomtavolsag
diffrakeio | a7 atlo folott Az atlo alatt atlag (Al
H/H alapjan k=33.3502
atompar [A]
H-1/H-2 2.38| Alternal6 fazist keresztcstcs
H-1/Ha-10 2.80 0.099 0.035 0.0670 2.816
H-1/Hp-10 2.87 0.076 0.028 0.0520 2.937
H-5/H-6 2.33 0.252 0.221 0.2365 2.282
H-5/H-14 3.40 0.015 0.011 0.0130 3.701
H-5/Ha-15 2.66 0.173 0.124 0.1485 2.466
H-5/Hp-15 2.63 0.145 0.116 0.1305 2.520
H-6/H-7 2.50 0.061 0.040 0.0505 2.952
H-6/H-14 2.97 0.132 0.128 0.1300 2.521
H-7/H-8 2.29 | Alternal6 fazisu keresztcstics
H-8/H-9 2.65 0.141 0.086 0.1135 2.579
H-8/Ha-10 2.71 0.123 0.044 0.0835 2.714
H-8/H-14 2.80 0.068 0.048 0.0580 2.884
H-9/Ha-10 2.23| Nem kulonul el H-9/Hs-17-t6l
H-9/Hp-10 2.54 0.051 0.063 0.0570 2.893
H-9/H14 2.31 0.201 0.213 0.2070 2.333
Ha-10/Hp-10 Nem kaloniil el Ho-10/Ha-17-
(gem) 1.60 tol
Hb-10/Ho-16 243 Nem kulénul te('fylle-1O/Ha-1O-
H-14/Ha.-15 2.41 0.108 0.117 0.1125 2.583
Ha-15/Hp-15
(gem) 1.66 0.968 1.000 0.9840 1.799
Ha-15/Ha-16 2.39 0.163 0.177 0.1700 2.411
Ha-15/Hp-16 2.94| Csatolas okozta jeltorzulas
Ho-15/Ha-16 2.42 0.108 0.124 0.1160 2.570
Ho-15/Hp-16 2.38 0.211 0.218 0.2145 2.319
Ha-16/Hp-16 Nem kulonil el Ha-16/Hz-17-
(gem) 1.66 tol
k= 33.3502 ROE=k*d*®
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a zqs-easy-ROESY moédszervaltozattal és Rontgendiffrakcioval
meghatarozott atomtavolsagok korrelaciéja
k =33.3502

y =0.94x +0.2019
3.50 4 R2=0.7264

zgs-easy-ROESY mérés térfogati integralasa
alapjan szamitott atomtavolsagok
N
()]
o

1.25 T T T T T T T T T ]
126 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375

Egykristaly Rontgendiffrakci6 alapjan ismert atomtavolsagok

53. abra. Az egykristaly réntgendiffrakciobol [95] ismert és a zqs-easy-ROESY mérés
keresztcslcsainak térfogati integraljaibol szamitott 'H/'H atomtavolsagok korrelacioja.
A korrelacié szamitasa soran nem volt kitiintetett — szerkezeti okok miatt biztosnak vett
— atomtavolsag, a regresszio az 6sszes adatot egyenld sullyal vette figyelembe. A
legnagyobb eltérés a H-6/H-14 és H-6/H-7 paroknal tapasztalhato.

A publikécionk [IV] megjelenése ota eltelt id6 soran szerzétarsam, Batta Gyula
és tanitvanya Balogh Aletta végeztek a javasolt zgs-easy-random ROESY
modszervaltozattal sikeres méréseket, integralasokat és ez alapjan eredményesen

szamitottak ki atomtavolsagokat merev vaza vegyiileteken. [96]
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B.5.2. Szelektiv 1D zqs-easy-ROESY valtozat

fejlesztése

A zqs-easy-ROESY pulzusszekvencidnak megirtam a szelektiv 1D véltozatat is. A
lehetséges szelektiv gerjesztési modszerek koziil a valasztasom az egypulzusos gradiens
echo szelektiv gerjesztésre (spfge-se) esett, mint egyszerii és hatékony valtozatra a
lehetségesek koziil. A szelektiv gerjesztést a modszer altalanos gerjesztés utan a
kivalasztott jelen a magnesezettségnek a gradiens pulzusok kozotti szelektiv pulzussal
torténd refokuszaldsaval, mig a ki nem valasztott jeleken a magnesezettség
defokuszalasaval éri el. Az irodalomban ismert kettés fokuszalas a tapasztalataim
szerint érzékenység-vesztéshez vezetne, a gradiensek nélkiili direkt szelektiv gerjesztést
pedig kevésbé megbizhatonak talaltam. A keverési szakasz - benne a spin-lock és
sztirbelemekkel - megegyezik a 2D valtozat soran alkalmazott keverési szakasszal. Az
ajanlott szelektiv 1D véltozatban a spin-lock idétartamét nem randomizéljuk. (54. ébra)
A szekvenciat a feliigyeletem alatt all6 miszeren a butselau modul forraskodjanak
atirasaval sikeresen beillesztettem a Bruker Button-Select-NMR moduljaba, az ott

eredetileg talalhatd kevésbé hatékony szelektiv 1D ROESY valtozat helyére.

o1 o4 $3 02 e

SR e PN

G3 Gl G2 Gl

54. abra. A spfge-se offszet-kompenzalt zéré-kvantum elnyomasos adiabatikus
szelektiv 1D ROESY (spfge-se-1D-zgs-easy-ROESY) folyamatabraja.

Az abra jeldlésrendszere megegyezik a 2D valtozat esetén mar ismertetettel. A
gerjesztés szelektivitasat az elékészitdé részbe beillesztett spfge-se blokkal érjik el, az
els® nemszelektiv gerjesztést a gradiens pulzusok kozétti szelektiv inverziés pulzus
(z6ld szind ivvel jeldlve) csak a kivalasztott frekvencian refékuszalja és igy megérzi,
minden mas helyen a kezdeti gerjesztés defokuszalodik. Az off-rezonancia keverés
szakasz azonos a 2D valtozat soran alkalmazottal, a szelektiv 1D valtozat keverési
idejét nem randomizaltam. A minimalis fazisciklus 8 szken (kértlbelll 1 perc mérésido),
de a jobb jel/zaj viszony érdekében célszer(i ennek tébbszérdését alkalmazni.

A gradien pulzusok kimené teljesitménye G1:G2: G3=2:46:15%

Mivel a spin-lock kismértékben fliti a mintat, célszer(i viszonylag sok ,dummy” szkent
alkalmazni, hogy a termikus allandésult allapot beéllhasson.
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A javasolt szelektiv 1D zqs-easy-ROESY valtozat hatékonysagat alabb és a kovetkezd
oldalakon, a kodein szelektiv 1D spektrumsorozatain demonstralom. (55. abra)
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55. abra. A kodein valogatott szelektiv 1D spektrumai.

A szelektiven gerjesztett jel a H-5, 4.68 ppm-nél.

a) Referencia 'H spektrum

Adatgyl(jtési paraméterek: spektrumszélesség: 15-t8 -1 ppm-ig, 32 K adatpont, 16
szken, relaxacios varakozas: 1s, 90° nagy kimendteljesitményl pulzus: 10.3 ps.
Mérési idd 1 perc 15 masodperc.

Feldolgozasi paraméterek: exponencialis ablakfiiggvény 0.1 Hz vonalszélesedéssel. A
digitalis felbontas 0.15 Hz/pont.

b) egyszeres pulzus-tér-gradiens echo szelektiv 1D ROESY, a Bruker pulzusprogram-
kényvtaraban hozzaférhet6 selrogp pulzusprogrammal.

Adatgyljtési paraméterek: spektrumszélesség: 15-t6l -1 ppm-ig, 32 K adatpont, 32
szken, relaxacios varakozas: 1s, 90° nagy kimenételjesitményl pulzus: 10.3 ps.
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Szelekci6: Gaussgoérbe alaka invertaldé pulzus, melynek idétartama és a
kimenételjesitménye a kivalasztott tartomany alapjan a ButtonSelect NMR modul
algoritmusaval lett beallitva, elétte és utana 15 %-os gradiens pulzussal. Keverési id6
200 ms (spin-lock térerd, y*B+/21 = 1666 Hz). Mérési id6 2 perc 45 masodperc.
Feldolgozasi paraméterek: exponencialis ablakfiggvény 0.1 Hz vonalszélesedéssel. A
digitalis felbontas 0.15 Hz/pont.

c) Kétszeres pulzus-tér-gradiens echo szelektiv 1D zéro-kvantum elnyomasos NOESY
Adatgyl(jtési paraméterek: spektrumszélesség: 15-t8 -1 ppm-ig, 32 K adatpont, 32
szken, relaxaciés varakozas: 1s, 90° nagy kimendteljesitményld pulzus: 10.3 ps.
Szelekcio: két Gaussgdrbe alaka invertald pulzus, melynek idétartama és a
kimenételjesitménye a kivalasztott tartomany alapjan a ButtonSelect NMR modul
algoritmusaval lett beadllitva, az els6é szelekcios pulzus el6étt és utan 11 %, a masodik
szelekcibs pulzus el6tt és utan 17 %-os 1 ms idétartamu szinusz alaku gradiens pulzus.
Keverési idé 300 ms. Zéré-kvantum elnyomas: a keverési idd elején 30 ms idétartamu
adiabatikus invertald pulzus (y*B+/2m = 408 Hz), vele egyidében azonos idétartamban
2 %-o0s szinusz alaku gradiens pulzus, melyet egy 1 ms idétartamu, 40 %-os homospoil
gradiens pulzus kévet. Mérési id6 2 perc 48 masodperc.

Feldolgozasi paraméterek: exponencialis ablakfiggvény 0.1 Hz vonalszélesedéssel. A
digitalis felbontas 0.15 Hz/pont.

d) Egyszeres pulzus-tér-gradiens echo szelektiv 1D zqs-easy-ROESY, a javasolt
modszer szelektiv 1D valtozata

Adatgyl(jtési paraméterek: spektrumszélesség: 15-t8] -1 ppm-ig, 32 K adatpont, 32
szken, relaxaciés varakozas: 1s, 90° nagy kimendteljesitményld pulzus: 10.3 ps.
Szelekci6: Gaussgoérbe alaka invertaldé pulzus, melynek idétartama és a
kimenételjesitménye a kivalasztott tartomany alapjan a ButtonSelect NMR modul
algoritmusaval lett beallitva, el6tte és utana 15 %-os gradiens pulzussal. Spin-lock:
2*100 ms (spin-lock térer6 y*B+/2m = 5716 Hz), 1 ms id6tartamu félgauss adiabatikus
rampapulzusokkal, off-rezonancia offszet: + 4850 Hz, ® = 50°. Zér6é-quantum
elnyomas: a spin-lock blokk elétt 50 ms id6étartamu adiabatikus invertald pulzus
(y*B4/2m = 316 Hz) és vele egyidében 2 %-os szinusz alaku gradiens pulzus, a spin-
lock blokk utan 30 ms id6tartamu adiabatikus invertalé pulzus (y*B+/2m = 408 Hz), és
vele egyidében, azonos idétartamban 2 %-os szinusz alaku gradiens pulzus, melyet 1
masodperc.

Feldolgozasi paraméterek: exponencialis ablakfiiggvény 0.1 Hz vonalszélesedéssel. A
digitalis felbontas 0.15 Hz/pont.

Tovabbi hasonlé szelektiv egydimenziés spektrumabrak a IV.-es sajat kézlemény
elektronikus figgelékében.
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A Szelektiv 1D spektrumok kvalitativ értékelése azt mutatja, hogy a Bruker gyari
ROESY valtozat b.) illetve a dpfg-se-zqs-NOESY c¢.) egyarant erds villodzasi zaj
jellegli antifazisu jeleket ad a viz, az oldoszer dimetilszulfoxid valamint a minta intenziv
szingulet metoxi €s metil jeleinél, fuggetleniil attol, hogy mely jel volt a kivalasztott. Az
emlitett villodzasi zaj a javasolt spfge-se-zqs-easy-ROESY modszervaltozattal felvett
spektrumoknal d.) a legkisebb. A kétféle szelekcios mod koziil az egyszeriibb spfg-se
véltozat is elegendé a megfeleld szelektivitashoz, a dpfg-se valtozattal felvett NOESY
spektrum jel/zej viszonya némiképp alatta marad az spfg-se szelekcidval felvett
spektrum jel/zaj viszonyanak, az elvileg jobb szelektivitas ugyanis érzékenység-
vesztéssel jar. A Bruker gyari mddszervéltozattal és az irodalmi modszervaltozattal
felvett spektrumokban egyes indiferens jelek helyén villodzo zaj jelentkezik, ez a
javasolt modszervaltozatnal a legkevésbé intenziv, vagy teljesen sikeriilt megsziintetni.
Azokon a csatold partner jelparokon, ahol a 2D spektrumban vegyes fazisi volt a
térkozelségi keresztcsucs, a szelektiv 1D NOESY ¢és ROESY spektrumokban is
jelentkezik a fazisingadozas, legkevésbé a javasolt moddszervaltozat esetén.
Osszefoglalva a kvalitativ kép alapjan a javasolt modszervéltozat megallja a helyét,
versenyképes a korabbi miszercéges ¢és irodalmi szelektiv 1D térkozelségi
modszerekkel.

Elvégeztem a javasolt szelektiv 1D ROESY mddszervaltozat kvantitativ
értékelését az egykristaly rontgendiffrakciobol nyert atomtévolsdgokkal Osszevetve,
illetve az el6bbiekben bemutatott 2D ROESY valtozatot és a javasolt szelektiv 1D
ROESY valtozatot dsszevetve (5. tablazat, 56. és 57. abra).
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5. tablazat.

Az irodalmi egykristaly rontgendiffrakcio adatokbdl és az spfge-se 1D zqs-easy-
ROESY mérésekbdl meghatarozott atomtavolsagok dsszevetése

] Atorp- Szelektiv 1D zgs-easy-ROESY
tavolsag . ] L
egykristaly integral Szarrtlgtgqtt
réntgen- o ; atom-
diffragllgclié 'H-NMR in/tAelg(lr\;?jEﬁtoogtlizlnt Atlag tévols[é\ﬂ
H/H alapjan | kémiai definialva _
Atompéar [A]| eltolédas k=600
H-1/H-2 2.38|6.46 / 6.60 | Alternald fazis jel
H-1/Ha-10 2.80/6.40/2.23 0.800 0.8000  385.51 3.015
H-1/Hp-10 2.87/6.40/2.91 0.790 0.7900  441.48 3.021
H-5/H-6 2.33/468/4.11 3.259 2916 3.0875  494.01 2.407
H-5/H-14 3.40(4.68/2.55 0.350 0.3500  540.68 3.460
H-5/Ha-15 2.66 4.68/1.98 1.865 3.034 24495 867.69 2.502
H-5/Hp-15 2.63/468/162 1.607 2616 21115 698.75 2.565
H-6/H-7 2.50/4.11/5.53 0.890 0.930 0.9100 222.16 2.951
H-6/H-14 2.97|4.11/255 1.919 1.9190 1317.08  2.606
H-7/H-8 2.29|5.53 / 5.24 | Alternal6 fazisu jel
H-8/H-9 2.65(5.24/3.25 2.060 2.0600  713.41 2.575
H-8/Ha-10 2.71|524/223 1.316 13160  521.28 2.775
H-8/H-14 2.80|5.24/2.55 1.087 1.0870  523.81 2.865
H-9/Ha-10 2.23|3.25 / 2.23 | Nem klénithet6 el a H-9/Hs-17 jeltdl
H-9/Hp-10 2.54|3.25/2.91
H-9/H14 2.31|3.25 / 2.55 | Nem kiilénithet6 el a szelektiv 1D-ben
Ha-10/Hp-10 1.60|2.23 / 2.91 | Nem kil6nithetd el a Hy-10/Hs-17 jeltdl
Hp-10/Hp-16 2.43|2.91 / 2.23 | Nem killénitheté el a Hy-10/Ha-10 jeltd]
H-14/Ha-15 2.41(255/1.98 3265 3.2650 639.71 2.385
Ha-15/Hp-15 1.66 | 1.98/1.62 15.609 12.783 14.1960 297.03 1.867
Ha-15/Ha-16 2.39(198/2.44 3.960 3.9600 738.04 2.309
Ha-15/Hp-16 2.94 | 1.98 / 2.23 | Csatolas altal dominalt jel
Hb-15/Ha-16 2.42|1.62/2.44 2.019 2.0190  405.53 2.584
Hp-15/Hp-16 2.38(162/2.23 4.332 43320 787.31 2.275
Ha-16/Hp-16 1.66 | 2.23 / 2.44 | Nem kiilonithet6 el a Ha-16/H;-17 jeltdl
atlag:
599.60
ROE=k*d"*
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A szelektiv 1D zgs-easy-ROESY modszervaltozattal
és egykristaly Rontgendiffrakcioval
meghatarozott atomtavolsagok korrelacidja

3.75

y = 0.8835x + 0.339
R? =0.7656

3.25

2.75 4

2.25 4

Szelektiv 1D zqs-easy-ROESY mérés integraljai
alapjanszamitott H/H atomtavolsagok

1.75

1.25 \ \ \ \ \
1.25 1.75 2.25 2.75 3.25 3.75

Egykristaly Rontgendiffrakcié alapjan ismert HH atomtavolsagok

56. abra. A szelektiviD spfge-se zqs-easy-ROESY mddszervaltozattal és egykristaly
Réntgen-diffrakcioval meghatarozott atomtavolsagok korrelacioja

A szelektiv 1D ROESY valtozat és a réntgendiffrakcid kozoétti korrelacos egyitthatod
(R?=0.7656) értéke kozel azonos a 2D modszervaltozat és a réntgendiffrakcid kézott
talalt korrelacios (R?=0.7264) egyutthaté. Mindez annak ellenére, hogy a szelektiv 1D
mérés amennyire lehet rovid mérésidével (32 szken, kevesebb, mint 3 perc alatt)
tértént. A legnagyobb eltérés a H-6/H-14 és H-6/H-7 paroknal tapasztalhat6é. A
rendelkezésre all6 miiszer viszonylag kis térerejébél adodd korlatozott jelszeparaciéd
miatt bizonyos jelparok nehezen voltak detektalhatok.
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A szelektiv 1D zgs-easy-ROESY médszervaltozattal
és 2D zqs-easy-ROESY maodszervaltozattal
meghatarozott atomtavolsagok korrelaciéja
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Szelektiv 1D zqs-easy-ROESY mérés integraljai
alapjan szamitott HH atomtavolsagok

57. abra. A javasolt 2D zqs-easy-ROESY és annak szelektiv 1D valtozatak kézotti
korrelacio

Csak azokat a pontokat vettem figyelembe, amelyek esetén mindkét ROESY médszer
megbizhatéan értékelhet6 és integralhatd térkézelségi jeleket adott. A talalt R2=0.924
korrelacios egyitthaté nagyon szoros korrelaciét jelez. Ebben a korrelaciéban nincs
kiugré6 pont, mivel a 2D és szelektiv 1D valtozatok irodalmi réntgendiffrakcios
eredményekkel tértént &sszevetése soran ugyanazok a pontok ugyanabban az
irdnyban voltak kiugréak. A roéntgendiffrakcios adatokbdl nyert atomtavolsagokkal
tortént 6sszevetés soran tapasztalt két kiugro érték felveti annak lehetéségét, hogy a
kristalyban, illetve oldat fazisban a kodein C gy(ridjének lapultsaga kilénb6z6. A
molekula Dreidding modellje alapjan a két kritikus atomtavolsag erésen fiigg a C gydiri
lapultsagatol. Az sem zarhatd ki, hogy a rontgendiffrakcios mérésekbdl a hidrogén
atomok pozicidinak szamitasa vezetett pontatlan eredményre.
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B.5.3. Annak a molekulaméret-tartomanynak a

vizsgalata, ahol a NOESY nem mukdodik

A 2D zgs-easy-ROESY modszervaltozatot egy a NOESY és ROESY kozotti

atmeneti tartomanyba esé molekulan a TT232-n [97], (58. abra) is teszteltem.

H (@]

S S
HN-N\
0 0
LY N/ H | H
N N LN
N N NH,
o HY T o WY B &5 W )—cH,
HO

s0 3 ekvivalens ecetsawval
HO NH,
H-DPhe-Cys-Tyr-DTrp-Lys-Cys-Thr-NH,
S S

58. abra. A TT232 molekula [97] szerkezete
(6sszegképlet: CssHssN100eSy, relative molekulatémeg: 947.15)

A TT232 ciklopeptid spektrumait 7.04 Tesla magneses térereji 5 mm-es SEI
mérofejjel és z iranyu gradienssel felszerelt Bruker Avance 300 spektrométeren és 11.75
Tesla mégneses térerejli 5 mm-es TXI mérofejjel €s z iranyt gradienssel felszerelt
Bruker Avance II 500 spektrométeren is felvettem. A miiszer vezérlése és az
adatfeldolgozas TopSpin programcsomaggal tortént. ~15 mg TT232-t oldottam 0.6 ml
deutero-dimetilszulfoxidban, a mérések soran a mérofejet 30 °C-ra termosztaltam.

A zero-kvantum elnyomassal tovabbfejlesztett ROESY modszervaltozat elényei
az easy-ROESY-vel szemben, az 1kDa koriili molekulatomeg mellett kevésbé
nyilvanvaléak, mint kisebb molekulatomeg esetén, lasd a kodein és a sztrichnin
spektrumait. Ugyanakkor a javasolt médszervaltozat mindkét miiszeren lényegesen jobb
mindségli spektrumokat adott, mint barmelyik lehetséges NOESY valtozat. (59-62.
abrak). A felvételekrol csak kvalitativ értékelés késziilt.
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59. abra. A TT232 minta 300 MHz-en felvett zqs-NOESY [85] spektruma

Adatgydijtési paraméterek: spektrumszélesség: 11.5-0.5 ppm, 8 szken * 256 kisérlet,
relaxaciés varakozas: 1's, 90° nagy kimenételjesitményl pulzus: 9.5 us, keverési id6:
300 ms, zero-kvantum elnyomas: a keverési id6 elején 30 ms id6étartamu, adiabatikus
invertald pulzus (y*B+/2m = 408 Hz), és vele egyidében, azonos idétartamban 2 %
szinusz formaju gradiens pulzus, melyet 1 ms idétartami 40 % -os szinusz formaju
homospoil gradiens pulzus kévet. A mérés idétartama 50 perc 30 masodperc.
Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzibban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet alaku ablakfliggvény mindkét dimenzidéban 1r/2
eltolassal (SSB = 2), fazisérzékeny méd kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont mindkét
dimenzidban. A digitalis felbontas 3.2 Hz/pont mindkét dimenziéban.

A felvett NOESY spektrum gyakorlatilag hasznalhatatlan, mivel a molekulaméret arra a
tartomanyra esik, ahol a NOESY eldjelet valt, a viszonylag intenziv térkdzelségi
keresztcsucsok mar az atloval azonos fazisuak, mas varhaté térkdzelségi
keresztcsucsok belevesztek az alapsikba.
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60. abra. A TT232 minta easy-ROESY [88] spektruma

Adatgydijtési paraméterek: spektrumszélesség: 11.5-0.5 ppm, 8 szken * 256 kisérlet,
relaxaciés varakozas: 1's, 90° nagy kimenételjesitmény( pulzus: 9.5 ps, keverési id6:
2*100 ms off-rezonancia spin-lock, elétte és utdna 1 ms id6étartamu félgauss alaku
adiabatikus rampapulzusokkal, spin-lock térerd: y*B+/2m = 5716 Hz, az off-rezonancia
spin-lock csapasszdge ©@ = 50°, off-rezonancia offszet: +4850 Hz. Szinusz formaju, 1
ms idétartami homospoil gradiens pulzusok a spin-lock blokk elétt 27 %, és utana
46 % kimenételjesitménnyel. A mérés idétartama 47 perc 30 masodperc.

Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzibban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet alaku ablakfliiggvény mindkét dimenziéban /2
eltolassal (SSB = 2), fazisérzékeny mod kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont mindkét
dimenzidban. A digitalis felbontas 3.2 Hz/pont mindkét dimenziéban.

A spektrumban kevésbé jelentkeztek zavard, alternalé fazisu keresztcsucsok, mint a
modszerrel kisebb molekulakrél felvett spektrumokban.
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61. abra. A TT232 mintanak a zqs-easy-random-ROESY modszervaltozattal [IV] 300
MHz-en felvett spektruma

A modszervaltozat tiszta fazisu térkdzelségi keresztcslcsokat eredményez.
Adatgydijtési paraméterek: spektrumszélesség: 11.5-0.5 ppm, 8 szken * 256 kisérlet,
relaxaciés varakozas: 1's, 90° nagy kimenételjesitmény( pulzus: 9.5 ps, keverési id6:
2*100 ms off-rezonancia spin-lock, elétte és utana 1 ms idétartamua félgauss alaku
adiabatikus rampapulzusokkal, spin-lock térerd: y*B+/2m = 5716 Hz, az off-rezonancia
spin-lock csapasszdge ©® = 50°, off-rezonancia offszet: +4850 Hz. Az ala és féléhangolt
spin-lock elemek id6tartama - egymastél fiiggetlentl - + 5 %-kal randomizalva. Zéré-
kvantum elnyomas: a spin-lock blokk elétt 50 ms id6étartami adiabatikus invertalo
pulzus (y*B+/2m = 316 Hz), a spin-lock block utan 30 ms id6étartamu adiabatikus
invertald pulzus (y*B+/2m = 408 Hz), és velik egyidében azonos idétartamban 2 %
intenzitasu szinusz formaju gradiens pulzus. Szinusz formaju, 1 ms idétartamua 46 %
teljesitmény(i homospoil gradiens pulzus a spin-lock blokk és a masodik zérd-kvantum
elnyomoé elem kézoétt. A mérés idétartama 50 perc 30 masodperc.

Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzidban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet alaku ablakfliggvény mindkét dimenzidéban 1r/2
eltolassal (SSB = 2), fazisérzékeny mod kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont mindkét
dimenzidban. A digitalis felbontas 3.2 Hz/pont mindkét dimenziéban.
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62. abra. A TT232 mintanak a zqs-easy-ROESY modszervaltozattal [IV] 500 MHz-en
felvett spektruma

A modszervaltozat tiszta fazisu térkdzelségi keresztcslcsokat eredményez.
Adatgydijtési paraméterek: spektrumszélesség: 11.5-0.5 ppm, 8 szken * 256 kisérlet,
relaxaciés varakozas: 1's, 90° nagy kimenételjesitmény( pulzus: 9.5 ps, keverési id6:
2*100 ms off-rezonancia spin-lock, elétte és utana 1 ms idétartamua félgauss alaku
adiabatikus rampapulzusokkal, spin-lock téreré: y*B+/2m = 5716 Hz, az off-rezonancia
spin-lock csapasszége ©® = 50°, off-rezonancia offszet: +4850 Hz. Zéro-kvantum
elnyomas: a spin-lock blokk elétt 50 ms id6étartamu adiabatikus invertald pulzus
(y*B+/2m = 316 Hz), a spin-lock block utan 30 ms idétartamu adiabatikus invertalo
pulzus (y*B+/2m = 408Hz), és velik egyid6ben azonos idétartamban 2 % intenzitasu
szinusz formaju gradiens pulzus. Szinusz formaju, 1 ms idétartamu 46 % teljesitményi
homospoil gradiens pulzus a spin-lock blokk és a masodik zéré-kvantum elnyomo elem
kozott. A mérés idétartama 50 perc.

Feldolgozas paraméterei: linearis predikcié az indirekt dimenzidban 512, majd zéro
téltés 1K adatpontig. Szinusz-négyzet alaku ablakfliiggvény mindkét dimenziéban /2
eltolassal (SSB = 2), fazisérzékeny mod kézi faziskorrekcioval. Alapsik-simitas mindkét
dimenzidban. A transzformalt spektrum végsé mérete 1K x 1K adatpont mindkét
dimenzidban. A digitalis felbontas 5.6 Hz/pont mindkét dimenziéban.
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B.6. Eredmények

A zqs-easy-random-ROESY modszervaltozat
alkalmazasa a gyakorlatban imidazo[1,2-
a]piridin és imidazo[1,2-a]pirazin szarmazékok
vizsgalataban

B.6.1. Kémiai hattér

Az elozd fejezetben ismertetett zgs-easy-ROESY madszervaltozatot, illetve
fejlesztési el6zményeit napi rutin méréseim sordn 2010 6ta eredményesen alkalmazom a
vizsgalataim sordn a Bruker pulzusprogram-konyvtarban hozzaférhetd valtozatok
helyett. A Chinoin Zrt-ben végzett méréseim eredményét tartalmazd publikacio
iparjogvédelmi okok miatt nem késziilhetett, igy ott felvett valés mintarol késziilt
spektrumot bemutatni nem all médomban.

A Vichem Kft-ben ennek a moddszernek az alkalmazasaval késziiltek az
imidazo[1,2-a]piridin és imidazo[1,2-a]pirazin szarmazékok, melyek eloallitasardl és
vizsgalatarol irt dolgozatunk fuggelékében kozolt ROESY felvételek. A szintéziseket
Garamvolgyi Rita végezte, biologus munkatarsaink a végtermékek melandma elleni
hataséat vizsgéltdk a rakos sejtekben eldfordulé mutans BRAF fehérjére kifejtett gatlo
hatdsan keresztiil [98]. A kitlizott cél Sorafenib (CAS 284461-73-0) [99-100] illetve
Vemurafenib (CAS 918504-65-1) [101-102], forgalomban 1évé hatéanyagok kovetd
vegyiileteinek eldallitasa volt. Az én feladatom a kozti- és végtermékek NMR
szerkezetvizsgalata volt. A szintéziseket - mivel az nem az én munkam - csak az
Osszefliggések érthetové tétele miatt ismertetem [V].

Az imidazo[1,2-a]piridin szarmazékoknak a 63. dbra szerint tortént szintézise és a
szerkezetvizsgalatra kapott kozti- illetve végtermékek NMR  spektroszkdpias
nyomonkovetése nem okozott nehézséget. Az egyetlen olyan Iépés, ahol a vart
szerkezettel izomer molekula keletkezhetett volna a ¢ reakciolépés, a bromozas volt. A
vizsgalatra kapott mintak szerkezete rendre megfelelt a vartnak €s tisztasaga megfeleld

volt a tovabblépésre illetve a bioldgiai vizsgalatra.
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63. abra. Imidazo[1,2-alpiridin szarmazékok szintézise. Reagensek és korlimények:
(a) 50% vizes kloracetaldehid, EtOH, reflux, 3.5 6ra, 58%; (b) benzoésav, EDCI, piridin,
40 °C, 4 6ra, 67%; (c) N-brémszukcimid, CH2Cl,, szobahémérséklet, 30 perc, 83%; (d)
3-aminofenilboronsav, Pd(PPhs)s, NaxCOs, 1,4-dioxan, viz, mikrohullam, 140 °C,
1.5 6ra, 64%; (e) kulonféle benzoesav szarmazékok, EDCI, piridin, 70 °C, 2 6ra, 52-
84%; (f) aril-izocianat, vizmentes piridin, szobahémérséklet, 2 éra, 56-90%.

A fentiekkel analdég imidazo[l,2-a]pirazin szdrmazékok szintézisére a kozel
analog séma az alabbi lehetett volna, mely elvileg elkeriilte volna az olyan
koztitermékeket, melyek két helyen is azonos reaktivitidssal rendelkezd funkcios
csoportokat tartalmaznak (64. abra).
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64. abra. Imidazo[1,2-a]pirazin szarmazékok szintézisének elsé terve.
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A szintézisterv megvalositésa sordn nem vart nehézségek léptek fel. A Suzuki
reakciolépésben ugyanis a mar beépitett szubsztitualt benzoesav amid, mely stabil volt
az imidazo[1,2-a]piridin szarmazékok esetén, most lebomlott, a 12—es szamu diamint
kaptuk, melyet kevesebb Iépésszammal is eld lehet allitani. Ezért uj reakcioutat kellett

keresni. (65. abra)
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65. abra. Imidazo[1,2-a]pirazin szarmazékok elballitdsa. Reagensek és korilmények:
(a) bromacetaldehid dietilacetal, hidrogén-bromid 48 %-os vizes oldata, reflux, 1.5 6ra,
NaHCOs/IPA, azutan 8, reflux, 3 ora, 73%; (b) N-bromszukcimid, CH2Cl,
szobahémérséklet, 3 ora, 93%; (c) 25%-o0s vizes ammoéniumhidroxid oldat, IPA,
mikrohullam, 120 °C, 3 6ra, 85%; (d) 3-amino-fenilboronsav, Pd(PPhs)s, Na,COs3, 1,4-
dioxan, viz, mikrohullam, 140 °C, 1.5 6ra, 75%; (e) benzoesav-szarmazék, EDCI,
piridin, 40 °C, egész éjszaka, 35-70%; (f) benzoésav szarmazék, EDCI, piridin, 70 °C,
6 ora, 11-81%; (g) aril-izocianat, vizmentes piridin, szobahdmérséklet, 2 6ra, 20-69%;
(h) benzoesav szarmazék, EDCI, piridin, 70 °C, 6 6ra, 10-64%.

A valasztott reakciéséma szamos lehetséges buktatot és csapdat tartalmaz, melyet
ki kellett kiisz6bolni, illetve kontrol alatt kellett tartani. A b reakciolépésben kérdéses a
bromozodas helye, tovabba részleges halogéncsere is torténik, keveréktermék
keletkezett, raadasul az NMR szerkezetvizsgalat sem ad kell6képpen megbizhatd
tampontot. Kritikus volt, hogy 10 és ennek a klor helyén is bromot tartalmazo analdgja
miként viselkedik a ¢ amindlési 1épésben. A tapasztalat szerint a 10 és ennek dibrém
analdgja megfeleld termeléssel egységesen szolgaltatta 11-et. 11 Suzuki kapcsolasa (d
1épés) rendben elvégezhetd volt, 12 koztiterméken valt bizonyithatova az egy

reakcidlépéssel korabbi bromozas helye. Viszont a keletkezett 12 termék ismételten két
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acilezhetd aromas amin csoportot tartalmazott, melyek rektivitasarél nem volt eldzetes
informacionk. 12 enyhe koriilmények kozott, egy ekvivalens reagenssel végrehajtott
acilezése (e 1épés) illetve aril izocianattal reagaltatasa (g Iépés) egyarant egységes
termékhez - 13-hoz, illetve 16-hoz - vezetett. Ezeknél a kulcs-kodztitermékeknél volt
donté fontossagu a térkozelségek meghatarozasa NOESY vagy ROESY modszerrel.
Ezeket a méréseimet az el6zd fejezetben ismertetett zgs-easy-random-ROESY
maddszervaltozattal végeztem. A zgs-easy-random-ROESY spektrumok kiértékelésénél -
a lehetséges alternativ szerkezetek kozotti kiillonbségtételnél - elegenddnek bizonyult a
kvalitativ - ki kivel van térkiozelségben - értékelés is, igy az atomtavolsagokra jellemzo

ROESY térfogati integralokat nem hataroztam meg, szamitasokat nem végeztem.
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B.7. Kovetkeztetések

B.7.1. Szerkezetvizsgalati kovetkeztetések

A kovetkezOkben a sorozat néhany kivalasztott koztitermékének és
végtermékének szerkezetbizonyitdsdt mutatom be spektrumdbrakon és azok
értelmezésén keresztiil, kiillon kitérek az elézdekben emlitett buktatok és csapdak

elemzésére. (66-69, 70-74, 75-79 valamint 80-84. abrak)
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66. abra. VIC30702 vegyiilet, RG-1201T minta 'H-NMR spektruma (atnézeti és részlet)

r
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67. abra. VIC30702 vegyiilet, RG-1201T minta zqs-TOCSY spektruma
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68. abra. VIC30702 vegyilet, RG-1201T minta zgs-easy-random ROESY spektruma
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A meta-amino-fenil rész

amino csoportja kémiai kicserélddést
mutat a vizzel.

A biciklushoz kapcsol6d6é amino
csoport ilyen cserét nem mutat.

69. abra. VIC30702 vegyilet (12-es sorszamon az V. szamu sajat publikacidban),
RG-1201T minta 'H-NMR, zqs-TOCSY és zgs-easy-random-ROESY spektrumainak
értelmezése, jelhozzarendelés, csatolasi mintazat és a ROESY méréssel igazolt
térkozelségek.

A ROESY spektrumban talalt térkozelségi keresztcsucsok bizonyitjak a biciklus és
a meta-amino-fenil csoport kapcsolodasat. A két amino csoport viselkedése eltéro, a
meta-amino fenil rész amino csoportja kémiai kicserélddésben van a vizzel, erre utalo
keresztcstics par lathatd a TOCSY spektrumban illetve jellegzetes atlon kiviili, az
atloval azonos fazisu cserélodési keresztcsiics a ROESY spektrumban. A biciklushoz
kapcsolodo amino csoport ilyen szignifikans cserélddési keresztcsiicsot nem ad a vizzel.
A két amino csoport eltérd viselkedése a spektrumokban elérevetiti a késdbbi

kiilonbséget a két csoport reaktivitasaban.
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70. abra. VI-31371 vegyiilet, RG1365 minta atnézeti '"H-NMR spektruma

7.99 ppm 40 msec

8.09 ppm 120 msec
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71. abra. Alul a VIC31371 vegyiillet, RG1365 minta 'H-NMR spektrumanak Gauss
ablakfuggvénnyel (LB = -1, GB = 0.25) javitott felbontasu részlete, a spektrum fél6tt a
csucslista Hz mértékegységben. Az 'H-NMR spektrum fol6tt két kilénb6zd szelektiv
1D zgs-TOCSY spektrum, mindkét TOCSY spektrum f6l6tt feltiintetve a kivalasztott jel
és az alkalmazott optimalizalt keverési id6.
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72. abra. VIC31371 vegyilet, RG1365 minta zqs-TOCSY spektruma, 2 scan * 192
kisérlet, Tmix = 70 msec.
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73. abra. VIC31371 vegyilet, RG1365 minta zgs-easy-random-ROESY spektruma,
8 scan * 192 kisérlet, Tmx =2 * 100 msec+ 5 %, 0=54.7°, linearis predikcid és zérd
toltés utan digitalis felbontas 1.5 Hz/pont.
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74. abra. VIC31371 vegyilet, RG1365 minta (13a sorszamon az V. szamu sajat
publikaciéban) molekula 'H-NMR jelhozzarendelése, a csatolasi mintazat
értelmezése és a szerkezet bizonyitasa a zgs-easy-random-ROESY spektruma alapjan.

A ROESY spektrumban 6.91/8.31 ppm-nél talalhatd aszimmetrikus keresztcsucs a jobb
digitalis felbontas érdekében a spektrumablakbdl kihagyott viz betiikr6zédése.

A zgs-easy-random-ROESY spektrumban az amid NH térkozelségi keresztcsticsai
a benzoil csoport orto hidrogénjeivel illetve a meta-amino-fenil csoport két
hidrogénjével bizonyitjak, hogy a benzoil csoporttal acilezés a meta-amino-fenil csoport
aminjan tortént. Az amino csoport, jele 6.91 ppm-nél nem mutat semmilyen
térkozelséget egyetlen mas hidrogénnel sem, egyetlen lathaté kolcsonhatasa a
keresztcstics intenzitasa alapjan mérsékeltnek itélt kémiai cserefolyamat a vizzel.

A spektrumabrak kozott szerepld szelektiv 1D zqs-TOCSY felvételek rosszabb
felbontasa annak kovetkezménye, hogy a szelektiv 1D zqs-TOCSY simitasa LB = 1 Hz-
es exponencialis ablakfliggvénnyel tortént. Az alatta szerepld a részletspektrum esetén
alkalmazott — lényegesen jobb felbontast ado - Gauss ablakfluiggvény alkalmazasat a

szelektiv 1D zqs-TOCSY rosszabb jel/zaj viszonya nem tette lehetvé.
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A 2D zqs-TOCSY ¢és a zgs-easy-random-ROESY spektrumokban a térkozelség
szempontjabol fontos keresztcsucsok mindegyike tisztan abszorpcids, csupan egyes
olyan keresztcsucsokban Iép fel alternalé fazist elem, melyek kémiai eltolodasban kozel
allnak egymashoz, egymas csatold partnerei. Ilyen jellegzetes spektrumelem a 7.36/7.54
keresztcstics, térkozelségi és egyben csatold patner hidrogén atomok jelei egymastol

0.18 ppm tavolsagra, koztiik a csatolasi allando értéke viszonylag nagy, 7.8 Hz.
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75. abra. VIC31338 vegyiilet, RG1331 minta atnézeti '"H-NMR spektruma
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76. abra. VIC31338 vegyillet, RG1331 minta 'H-NMR spektrumanak Gauss
ablakfuggvénnyel (LB = -1, GB = 0.33) javitott felfontasu részlete, a csucslista Hz-ben.
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77. abra. VIC31338 vegyillet, RG1331 minta zgs-TOCSY spektruma, 2 scan * 192
kisérlet, Tmix = 100 msec
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78. abra. VIC31338 vegyilet, RG1331 minta zgs-easy-random-ROESY spektruma, 8
scan * 128 kisérlet, Tmx =2 * 100 msec + 5 %, 0=54.7°, linearis predikcid és zéro
téltés utan digitalis felbontas 1.4 Hz/pont. A ROESY spektrumban a 6.97/8.08
keresztcsucs a viz betiikrézédése.
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79. abra. VIC31338 vegyllet, RG1331 minta (130 sorszamon az V. szamu sajat
publikaciéban) molekula NMR spektrumainak értelmezése.

A minta 'TH-NMR spektrumban minden jel elkiiloniil, jelatfedések nincsenek. A
minta zqs-TOCSY spektrumaban tiszta pozitiv fazisu jelek jelentkeznek. A jobb
abrazolhatosag miatt a spektrumébran csak az aromas tartomanyt tiintettem fel. A zqs-
easy-random-ROESY spektrumban csak néhany egymashoz kozeli kémiai eltolddasu
térkozelségi €s egyben csatold partner hidrogén atom jelének kersztcsticsaiban Iép fel
fazis-alternalds. A szerkezet megdllapitdsa szempontjabdl kritikus térkozelségi
keresztcsticsok mind tiszta abszorpcios pozitiv fazistiak. Az amid NH térkozelséget
mutat két aromds gyiirG hidrogén atomjaival, mig az aromas amin csoport a vizzel

torténd mérsékelt sebességli cserefolyamaton kiviil mas kdlesonhatast nem mutat.
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81. abra. VIC31359 vegyilet, RG1352 mlnta 1H NMR spektrumanak Gauss
ablakfuggvénnyel (LB = -1, GB = 0.25) javitott felbontasu részlete, a spektrum fél6tt a

csucslista Hz mértékegységben.
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82. abra. VIC31359 vegyillet, RG1352 minta zqs-TOCSY spektruma; 2 scan * 192
kisérlet, Tmix = 70 msec
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83. abra. VIC31359 vegyiillet, RG1352 minta zgs-easy-random-ROESY spektruma;
8 scan * 192 kisérlet, Tmix =2 * 100 ms £ 5 %, 6= 54.7°, linearis predikcid és zéro toltés
utan digitalis felbontas, 0.9 Hz/pont.
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84. abra. VIC31359 vegyilet, RG1352 minta (16j sorszamon az V. szamu sajat
publikaciéban) 'H-NMR, zgs-TOCSY és zgs-easy-random-ROESY spektrumainak
értelmezése, jelhozzarendelésik.

A minta zgs-easy-random-ROESY spektrumaiban eléfordulnak egymashoz kozeli
kémiai eltolodasu térkozelségi és egyben csatold partnerektdl eredd alternalod fazisu
keresztcsticsok, de a szerkezet megallapitasa szempontjabol fontos térkdzelségi csucsok
ebben a spektrumban is tiszta fazissal jelentkeznek. A karbamid kialakitas izocianattal
ugyanazon az amino csoporton jatszodik le, mint a szubsztitudlt benzoesav
szarmazékkal tortént acilezés. A szelektivitast a kiindulasi anyag két amin csoportjanak
eltéré reakcidkészsége hatdrozza meg, a reaktans szubsztitudlt benzoésavnak illetve
szubsztitualt fenilizocianatnak nincs szamottevo szerepe.

A mintarol '*C-NMR, valamint Bruker gyari pulzusprogram-valtozattal mért
multiplicitas-szerkesztett HSQC és HMBC felvétel is késziilt, melyek alapjan teljes '3C-
NMR hozzéarendelés ¢és spektrumértelmezés adhatd, de, mivel az anyag csak

koztitermék volt, kozlésiiket helytakarékossagbol mell6zom.
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A biciklus és a meta-amino-fenil csoport kapcsolddasat bizonyitjdk az elemeik kozott
fellépd térkozelségi keresztesucsok. A biciklus és az orto-amino fenil csoport alternativ
kapcsolodasa esetén az orto-amino-fenil egység nem mutatna térkozelséget a biciklus
mindkét gyiirijével. Az amid NH térkozelséget mutat két gylrG vaz hidrogén
atomjaival is, igazolva, hogy a meta-amino fenil csoport aminja acilezddott.
Ugyanakkor a megmaradt amin jel nem mutat térkozelséget egyetlen mas hidrogénnel
sem. Ha az amid a biciklus aminjabol alakult volna ki, akkor a megmaradt amin
térkozelséget mutatna a meta szubsztitualt fenil csoport hidrogén atomjaival, illetve az
amid csak a fluor-klor-benzoil csoport hidrogén atomjaival mutatna térkozelséget, mivel

a biciklus érintett régioja nem tartalmaz hidrogén atomot.

A végtermékek NMR szerkezetvizsgalatat, az elézdekhez hasonloan a zgs-easy-
random-ROESY és a zqs-TOCSY mérésekre épitettem. Sziikség esetén, amikor tobb jel
keriilt véletlen atfedésbe, szelektiv 1D zqs-TOCSY modszerrel fejtettem fol az atfedd
spektrumvonalak hovatartozasat. Egyes végtermékek esetén B¢,
multiplicitasszerkesztett HSQC valamint HMBC méréseket is végeztem, a kiemelt
példaknal ezeket a spektrumokat és értékelésiiket is bemutatom.

A példékban szereplé 14f és 17e végtermékek '"H-NMR spektruméban az imidazo-
pirazin biciklus pirazin gytrtjének két jele, valamint az amid NH jel széles, korrelacios
spektrumaikban a korrelacidik ennek kovetkeztében csak részlegesen, illetve csokkent
intenzitassal jelennek meg, a '*C-informaciot is tartalmazo spektrumokbol az extrém
jelkiszélesedés miatt a megfeleld jelek hianyoznak, a rendelkezésre allé mérésido alatt
nem emelkedtek ki az alapvonalbdl, illetve alapsikbol. (14f: 85-93 abrak, 17e: 94-101.
abrak)
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85. abra. VIC31772 vegyiilet, RG1475T minta atnézeti 'TH-NMR spektruma
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86. abra. VIC31772 vegyllet, RG1475T minta 'H-NMR spektrumanak Gauss
ablakfuggvénnyel (LB = -1, GB = 0.25) javitott felbontasu részlete, a spektrum fél6tt a
csucslista Hz mértékegységben, valamint a minta harom szelektiv 1D zgs-TOCSY
felvétele, megadva a kivalasztott jel és az optimalizalt keverési idé.
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87. abra. VIC31772 vegyllet, RG1475T minta 'H-NMR spektrumanak Gauss
ablakfiggvénnyel (LB = -1, GB = 0.25) javitott felbontasu részlete, valamint a minta két
szelektiv 1D zgs-easy ROESY felvétele. 2 * 100 msec keverési idé randomizalas nélkdl,
128 scan.
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88. abra. VIC31772 vegyilet, RG1475T minta 3C-NMR és DEPT-135 spektruma, a
BC-NMR mérés két éjszaka (38 ezer scan), a DEPT mérés egy teljes éjszaka alatt (19
ezer scan) készilt, ennek ellenére egyes jelek nem emelkedtek ki az alapvonalbdl.
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89. abra. VIC31772 vegyillet, RG1475T minta zqs-TOCSY spektruma; 2 scan * 256

kisérlet, Tmix = 70 msec
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90. abra. VIC31772 vegyiilet, RG1475T minta zgs-easy-random-ROESY spektruma;
8 scan * 256 kisérlet, Tmix =2 * 100 ms £ 5 %, 6= 54.7°, linearis predikcid és zéro toltés
utan digitalis felbontas mindkét dimenziéban 1.4 Hz/pont.
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91. abra. VIC31772 vegyillet, RG1475T minta minta multiplicitas-szerkesztett HSQC
spektruma; 8 scan * 192 kisérlet, 'J(H,C)opt = 145 Hz.
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92. abra. VIC31772 vegyillet, RG1475T minta HMBC spektruma; 128 scan * 256
kisérlet, "J(H,C)opt = 7 Hz.
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93. abra. VIC31772 vegyllet, RG1475T (14f sorszamon az V. szamu sajat
publikacidéban) minta NMR spektrumainak értelmezése
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95. abra. VIC31874 vegyilet, RG1505 minta "*C-NMR és DEPT-135 spectruma
97
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96. abra. VIC31874 vegyillet, RG1505 minta 'H-NMR spektrumanak Gauss
ablakfiiggvénnyel (LB = -1, GB = 0.25) javitott felbontasu részlete, a spektrum f6l6tt Hz
listaval. A spektrum f6létt harom kilénb6zé szelektiv 1D zqs-TOCSY spektrum, minden
TOCSY spektrum folétt feltiintetve a kivalasztott jel és az alkalmazott optimalizalt
keverési id6.

A szelektiv 1D zqs-TOCSY modszerrel az atfedésben 1évo, és a 2D valtozat
korlatozott digitalis felbontasa miatt még mindig bizonytalan jelek is feltérképezhetok,
az egyes spektrumvonalakrdl megallapithat6, hogy melyik jel elemei, igy a csatolasi

mintdzat kénnyebben azonosithato.
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97. abra. VIC31874 vegyillet, RG1505 minta zqs-TOCSY spektruma; 2 scan * 192
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utan digitalis felbontas, 1.5 Hz/pont.
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98. abra. VIC31874 vegyllet, RG1505 minta zgs-easy-random ROESY spektruma;
8 scan * 192 kisérlet, Tmx =2 * 100 ms £ 5 %, 6= 54.7°, linearis predikcio és zéro téltés
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99. abra. VIC31874 vegyillet, RG1505 minta multiplicitas-szerkesztett HSQC
spektruma; 16 scan * 192 kisérlet, "J(H,C)opt = 145 Hz.
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100. abra. VIC31874 vegyllet, RG1505 minta HMBC spektruma; 48 scan * 192
kisérlet, "J(H,C)opt = 7 Hz.
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101. abra. VIC31874 vegyulet, RG1505 minta (17e sorszamon az V. szamu sajat
publikaciéban) spektrumainak értelmezése, jelhozzarendelésik. Az 'H-NMR
hozzarendelést szemléltetd szerkezeti képleten szirke szinnel tlintettem f6l a
kiszélesedett jelek kémiai eltolédasait.
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B.7.2. Tautomer egyensuly vizsgalata

Az illusztracioban eddig bemutatott két végtermék minta (14f és 17e) - és
altalaban az analdg szerkezetli mintdk - esetében a biciklus pirazin gytriijének két
hidrogén jele, benzoil csoport orto helyzetben 1évé hidrogén atomjainak jelei valamint
az amid NH jel szélesek, rajtuk mintazat, felhasadas nem ismerhet6 fel, a korrelacios
spektrumokban a jelkiszélesedés miatt csatolasi korrelaciojuk nem ad értékelhet6 jelet,
térkozelségi korrelaciojuk jele —a 101. abran a tobbitol eltérd kék szinarnyalattal jellve
- bizonytalan. Ezen atomok jeleinek kémiai eltolodasat sziirke szinnel tiintettem fel a
101. abran. A jelenség oka az, hogy az aromas amidok esetében altalaban nem kell
szamolnunk az amid lehetséges tautomerjeinek, az imidsavnak illetve az iminnek a
szamottevo jelenlétével, mivel azok energidja altalaban nagyobb az amid energidjanal.
Az eldallitott vegyiiletcsalad esetében azonban az imin illetve imidsav tautomereket
intramolekuléris hidrogén hid alakulhat ki az imidazo-pirazin gytri egyik nitrogén
atomjanak részvételével, ez a hidrogén hid az amid energiaszintje kozeli értékre
csokkenti az imin €s imidsav tautomerek energidjat (102. abra). Az amid tautomer

esetén nincs ilyen energiacsokkentd jarulékos effektus.

R\ RY

07 DNH o~ N
N;\fN H\N)\fN
N NG

imidsav
102. abra. Az amid, imin és imidsav tautomer mikroegyensulyi rendszer. Imidsav
esetén elvi lehetéség van kétés korili 180°-os elfordulasra is, ez esetben a biciklus
imidazol gydrijének nitrogén atomja vehet részt a hidrogén hidban.

A bemutatott tautomer mikroegyensuly Osszefliggésben all az imidazo-pirazin
szarmazékok szintézisére tervezett elsd szintézisterv (64. abra) sikertelenségével. A

Suzuki reakciolépés soran olyan koriilmények allnak fenn, melyek elésegitik az imin €s
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imidsav tautomerek nem elhanyagolhaté mértékii jelenlétével meggyengitett benzoil-
amid elbomlasat.

A 103. abran egy ,lecsupaszitott” modellvegyiilet homérsékletfiiggd 'H-NMR
spektrumsorozatin mutatom be a tautomer egyensulyi rendszer viselkedését. Az amid
NH, valamint az imidazo-pirazin biciklus pirazin gytrtijének jelei 30 °C-on szélesek, a
két CH jelen 7.81 és 8.28 ppm-nél csatoldsi mintazat nem ismerhetd fel. 120 °C-ig
felftitve - ahogy a tautomer allapotok élettartama a hdmérséklet novekedésével rovidiil -

a két CH jel élesedik, megjelenik rajtuk a csatolasi mintazat.
120 °C

100 °C

JUUJL_

30°C F F
F F
F F
(e} NH
NZ NN
&/N\/g
Br /k
— T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 ppm

103. abra. Az elébbiekben ismertetett tautomer egyensuly szemlélietése a jelenséget
mutatd, de a lehetéséghez képest minél kevesebb jelet tartalmazo, leegyszer(sitett
modellvegyllet (RG1531T minta) hémérsékletfiiggé 'H-NMR spektrumsorozata
DMSO-ds oldészerben.
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106. abra. VIC31872 vegyilet, RG1503 minta zgs-TOCSY spektruma;
kisérlet, Tmix = 70 msec
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107. abra.

utan digitalis felbontas, 1.5 Hz/pont.
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RG1503 minta zqs-easy-ROESY spektruma;
8 scan * 192 kisérlet, Tmix =2 * 100 ms £ 5 %, 6= 54.7°, linearis predikcio és zéro toltés



17¢ molekula spektrumédban az imidazo-pirazin végtermékek esetén altalaban
tapasztalt jelkiszélesedés a benzoil csoport orto pozicidjaban, a biciklus pirazin
részének két jelén, valamint az amid csoport NH jelén nem lépett fel (104-111. abra). A
most tapasztalt szabalyos viselkedés magyarazata az, hogy az orto szubsztituens
elektronegativ klor, valamint a biciklus imidazol gytriijének térkozelségben 1€vo
nitrogén atomja, mintegy kehelyként fogjak kozre az amid csoport hidrogén atomjat.
Ezzel az amid tautomeren is fellép egy energiacsokkenés, ami stabilizalja az amid
lehet6ségek kialakuldsanak valoszintGségét. Lasd a 111. abran lathatd Kkitlintetett

tautomert és konformert, vesd 6ssze a 102. abran bemutatott tautomerekkel.
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108. abra. VIC31872 vegyilet, RG1503 minta *C-NMR és DEPT-135 spektruma,
hétvégi méréspar 110 ezer illetve 16 ezer scan
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109. abra. VIC31872 vegyilet, RG1503 minta multiplicitas-szerkesztett HSQC
spektruma, 32 scan * 256 kisérlet, 'J(H,C)opt = 145 Hz
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110. abra. VIC31872 vegyilet, RG1503 minta HMBC spektruma, 64 scan * 256
kisérlet, "J(H,C)opt = 7 Hz
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7.47 Cl 7.5(_‘ Cl cl
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131.5
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1388 Cl Cl
(0] NH (0] NH
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N/
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1154 1280 117.2 ‘}_/\

121.6
Jer [HzZ] HL/

246 & 13

11&3 152.7
122.5 1039
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111.2 157.1
2282
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111. abra. VIC31872 vegyillet, RG1503 minta (17¢c szamon a V. sajat publikaciéban)
NMR spektrumainak értelmezése. Teljes 'H- és *C-NMR jelhozzarendelés adhatd,
zgs-easy-ROESY korrelacioik alapjan az azonos mintazati 'H jelek is egyértelmien
hozzarendelheték, HMBC korrelacioik alapjan az ésszes kvaterner '*C jel is Gigyszintén
hozzarendelhetd.
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C.szekcio Egy nem vart atrendezodés és egy
konformacios mikroegyensuly
feltérképezése

C.3. Irodalmi hattér - Kémiai el6zmények

Publikalt dolgozatunkban és benyujtott szabadalmi bejelentésiinkben leirtuk, hogy
a Vichem Kft-ben Pamapimod (CAS 449811-01-2) [103] és R1487 (CAS 449808-64-4)
[104]  hatdéanyagokkal analég  6-ariloxi-2-(alkilamino)-8-methyl-8H-pirido[2,3-
d]pirimidin-7-on szarmazékokat allitottunk el6 és vizsgaltuk hatasukat diabétesz
kezelésében [VI-VII]. A tobb éve folyd témaba annak utolsé éveiben kapcsolddtam be.
A végtermékeket a 112. dbran lathatd, irodalombol [105] ismert reakcidséma szerint

allitottak eld.

/‘Ar
/J/: — JA/ bAE 4»°
~ i
Y *
1 \ 3
Ar Ar
| 5
N ° d J\t‘t\ G253y
= \ = 2 _ls
R — 387
\,/S\\)\N/ N o ©) NN N o
o o \ H |
4 5

112. abra. 6-ariloxi-2-(alkilamino)-8-methyl-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on szarmazékok
eléallitasa.

a: szubsztitualt fenol, N-metil-pirrolidon, K,COs, 6 6ra, szobahémérséklet;

b: N-metil-pirrolidon, K.COs, 12 6ra, 120 °C;

c: meta-klér-perbenzoesav, kloroform;

d: alkil-, aralkil vagy aril-amin, pirrolidin, piperidin;

e: esetleges véddcsoportok hidrolizise, szilkség szerint séképzés, izolalas

Késobb, mivel az irodalom szamos S tipusi N-metil szarmazékot tartalmaz,
metoxi szarmazékrol pedig csak elvétve szamolnak be, tervezték szabadalmilag
fliggetlen  6-ariloxi-2-(alkilamino)-8H-7-metoxi-pirido[2,3-d]pirimidin ~ szarmazékok

eloallitasat is a 113. abra szerint.
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izo-4

izo-5

113. abra.  6-ariloxi-2-(alkilamino)-8H-7-metoxi-pirido[2,3-d]pirimidin  szarmazékok
tervezett szintézise. Sziirke szinnel azok a reakciolépések, melyek nem az elképzelés
szerint jatszodtak le. Reakciokérulmények a 112. abran.

Mivel a kétféle szintézissor kozott koriilbeliil két év telt el, eldszor drommel
tapasztaltak, hogy termékek HPLC-MS-sel mért molekulatomege megfelel a vartnak,
valamint 'H-NMR spektrumdban benne van a metoxi csoport varhat6 kémiai

eltolddasanak megfeleld jel.

C.4. Modszerek

En 2012-ben kapcsolodtam be a témaba, amikor csatlakoztam a Vichem Kft
csapatahoz, elddom pedig ezzel egyidoben visszavonult. Akkorra a 6-ariloxi-2-
(alkilamino)-8-methyl-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on vegyiiletek irodalom szerinti
céliranyos eldallitasa mar régen lezarult és attértek a 6-ariloxi-2-(alkilamino)-8H-7-
metoxi-pirido[2,3-d]pirimidin szdrmazékok terv szerinti szintézisére. A legaldbb egy
éve alkalmazott reakcidut bejaratottnak tiint, magam is jopar ,metoxi szarmazék”
szerkezetét hagytam jova csupan 'H-NMR felvételiik alapjan. Késébb, kiilondsen
bonyolultabb amin oldallancokat tartalmazé végtermékek esetében multiplicitas-
szerkesztett HSQC és HMBC méréseket is végeztem, de a témahoz mindvégig a miiszer
konyvtaraban taldlhatd mérési modszer valtozatokat hasznaltam, igy ez dolgozatom
ezen szekcidja moddszerfejlesztést nem tartalmaz. A  késObbiekben taglat
mikroegyensuly felderitése érdekében hdmérsékletfiiggd 'H-NMR és zqs-NOESY [85]

méréseket végeztem.
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C.5. Eredmények

Egy kérdésessé valt szerkezet tisztazasa

Egy bonyolultabb -R oldalldnc spekrtoszképiai tisztazasa miatt felvett, >*C-NMR
informaciot is tartalmazo, HSQC mérés soran ismertem fel, hogy a metoxi szarmazékok
eloallitasat célzo masodik reakciout mégsem az elképzelésnek megfelelden jatszodott le.
A spektrum adatbankunkat atfésiilve valt nyilvanvalova, hogy a tervezett metoxi
végtermékek rendre azonosak az elsdé reakcioséma szerint eldallitott N-metil
termékekkel, a metoxi csoportnak feltételezett jel valojaban mindig nitrogén atomhoz
kapcsolodd metilcsoporttol eredt. A reakcid soran a metil csoport atvandorolt az
oxigénrdl nitrogénre.

Az iz0-3 szerkezetként készitett, de 3 szerkezetnek bizonyult, minta multiplicitas-
szerkesztett HSQC spektrumat a 114., HMBC spektrumat a 115. dbran mutatom be.

A felismerést kovetden a teljes addigi metoxi részprojektet felil kellett vizsgalni,
mert egyetlen valodi metoxi szarmazékot sem sikeriilt talalnom.

Néhany metoxi szarmazékokat a 116. abran lathato séma szerint sikertilt eléallitani.
Az egyik izo-3 vegyiilet HSQC ¢és HMBC spektrumai, valamint a spektrumok
értelmezése a 117. és 118. abran lathato.

Mivel a biolodgiai vizsgalati célok voltak az els6dlegesek, barmennyire is érdekes
lett volna, nem volt méd és kapacitas a metilvandorlas mechanizmusanak mélyebb
felderitésére. Végiil a téma folytatdsa a preparativ munkéat végzd Greff Zoltan

munkatdrsunk vératlan haldla miatt abbamaradt. [ XX]
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114. abra. Az izo-3 szerkezetnek készitett, de 3 szerkezetnek bizonyult minta HSQC
spektruma. Piros szaggatott ellipszis mutatja egy metoxi csoport keresztcsucsanak
varhato helyét, mig kék ellipszis mutatja egy metilamino csoport jelének varhaté helyét.
A metoxi csoport varhaté helyén nincs jel, a jel a metilamino csoport varhaté
tartomanyanak szélén talalhatd, mely tartomany a hidrogén dimenziéban atfed a
metoxi jel varhatd tartomanyaval, szén dimenziéban azonban elkulénil [106]
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115. abra. Az izo-3 szerkezetnek szanva készitett, de 3 szerkezetnek bizonyult minta
HMBC spektruma. Piros ellipszisekkel kiemelve a metilamino csoportra jellemzé
heteronuklearis tavolhaté csatolasok keresztcsucsai. A spektrumokba illesztett
szerkezeti képleteken a jelek 'H- és "*C-NMR kémiai eltolédasai, valamint a HMBC
spektrum keresztcslicsainak értelmezése van feltiintetve.
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116. abra. Valoban metoxi szarmazékok sikeres eldallitasa klorvegyileten keresztil.
a: szubsztitualt fenol, N-metil-pirrolidon, K,COs, 6 6ra, szobahémérséklet;
b: N-metil-pirrolidon, K2COs, 12 6ra, 120 °C;
c: foszfor-oxi-klorid, majd natrium-metilat
meta-klor-perbenzoesav
d: alkil-, aralkil vagy aril-amin, pirrolidin vagy piperidin
e: esetleges véddcsoportok hidrolizise, szilkség szerint sbképzés, izolalas
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117. abra. [zo-3 vegyilet HSQC spektruma, valamint 'H- és '"C-NMR

jelhozzarendelése. Pirossal kiemelve a szerkezet meghatarozasaban déntd korrelacié.
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118. abra. /zo-3 vegyilet HMBC spektruma, valamint a spektrum értelmezése.
Pirossal kiemelve a szerkezet meghatarozasaban dénté korrelacio.
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C.6. Megbeszélés

Egy jelsorozat-kett6zodés felismerése

A 6-ariloxi-2-(alkilamino)-8-methyl-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on (5, R = alkil)
tipusti végtermékek szobahémérsékleten felvett 'H-NMR spektrumaiban rendre két
70 : 30 aranyu két jelsorozatot figyeltem meg. A két jelsorozat felfiitve egybeolvad, ami
gatolt konformacios mozgasra utal. Ugyanez a jelenség figyelhet6 meg a 6-aril- és 6-
ciano- szarmazékok esetén is. A jelenség nem l1ép fel akkor, ha a 2-es pozicio
szubsztituense dialkil-amino csoport vagy pirrolidin illetve piperidin. Ha a 2-es pozicid
szubsztituense arilamino, akkor a jelenség szobahOméréskleten csak egyes jelek
kiszélesedésében nyilvanul meg, de minor jelsorozat nem ismerhet6 fel.

A jelenséget a minél egyszeriibb jelszerkezet érdekében olyan modellvegyiilet
bemutatasaval illusztralom, ahol a 6-0s pozicié szubsztituense ciano csoport, mely nem
ad jelet az '"H-NMR spektrumban [VI-VII és XXI]. A modellvegyiilet spektrumai a
119-124. abran lathatok.
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119. abra. A 6-ciano-2-(ciklopentilamino)-8-metil-8H-pirido[2, 3-d]pirimidin-7-on
modellvegyilet 'H-NMR spektruma DMSO-ds oldészerben 30 °C-on, valamint a
spektrum jelhozzarendelése. A f6 jelsorozat spektrumadatai piros, a minor jelsorozat
adatai narancs szinnel szerepelnek.
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120. abra. A 6-ciano-2-(ciklopentilamino)-8-metil-8H-pirido[2, 3-d]pirimidin-7-on
modellvegytlet *H-NMR spektruma DMSO-ds oldészerben 30 °C-on, valamint a
spektrumok jelhozzarendelése. A spektrumon a 6 jelsorozat spektrumadatai sététkeék,
a minor jelsorozat adatai vilagoskék szinnel szerepelnek.

116



_
{\Jb
NI

30 °C

Y.

QL

l‘\l (6]

) - /\_J

T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 ppm

i

121. abra. A 6-ciano-2-(ciklopentilamino)-8-metil-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on
modellvegylet hémérsékletfiiggé 'H-NMR spektrumsorozata DMSO-ds oldészerben. A
két jelsorozat csatolasi mintazata a flités soran eltlinik, egybeolvado, finomszerkezet
nélkili széles jelek latszanak 70 °C-on, majd 120 °C-ig tovabb fiitve egyetlen
jelsorozatként élesedik.
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122. abra. A 6-ciano-2-(ciklopentilamino)-8-methyl-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on
modellvegylet multiplicitas-szerkesztett HSQC spektruma.
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123. abra. A 6-ciano-2-(ciklopentilamino)-8-metil-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on HMBC
spektruma, a spektrumba illesztett szerkezeti képleteken feltiintetve a modellvegyiilet
'H- és C-NMR jelhozzarendelése, valamint a HMBC spektumban jelentkezé
heteronuklearis tavolhato csatolasok értelmezése.
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124. abra. A 6-ciano-2-(ciklopentilamino)-8-metil-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on
modellvegyllet NOESY (EXSY) (Tmix =250 ms) spekiruma, valamint kinagyitott
spektrumrészletei. Azon major-minor jelparok kézétt, melyek egymassal
cserefolyamatban allnak, az atléval azonos fazisi cserélédési keresztcsucsok
figyelheték meg. Ugyanezek a jelparok mutatjak az egybeolvadas jelenségét a korabbi
hémérsékletfliggd spektrumsorozatban. Lasd 121. abra
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C.7. Kovetkeztetések - A jelsorozat-kett6zO0dés

hatterében allo gatolt forgas felderitése

A meglepd jelsorozat-kettézd6dés magyardzata az, hogy a vizsgalt vegyiileteknek
léteznek ikerionos mezomer hatarszerkezetei, melyekben a kozponti biciklus 2-es
pozicidju szén atomja €s a szubsztituens nitrogén atomja kozott kettés kotés van, a
nitrogénhez kapcsol6do hidrogén atom pozitiv toltést visel, a negativ toltést pedig a
biciklus valamelyik elektronegativ atomja viseli. (125. dbra) A valos toltéseloszlas a
lehetséges hatarszerkezetek altal hatarolt térben egy dinamikus koztes allapot, az
ikerionos szerkezetek figyelembevételével a 2-es helyzetii szén és a szubsztituens
nitrogén atom kozotti kotésnek részleges kettos kotés jellege van, mely miatt a
szubsztituens forgasa gatolt.

Egy allapot élettartama az NMR feloldéasi idonél legalabb fél nagysagrenddel
hosszabb, DW=104 psec feloldasi id6 esetén az allapot altagos élettartamara valo alsé
becslésem fél msec. Ugyanakkor a (tmix =250 ms) keverési idovel felvett NOESY
(EXSY) felvételben a cserélodési keresztcsucsok egyértelmiiek, igy az allapot

élettartamara valo felsé becslésként 250 msec adhato.
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125. abra. A  6-ariloxi-2-(alkilamino)-8-metil-8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on  tipusu
vegylletek rotamer egyensulya és a rotamerek lehetséges mezomer hatarszerkezetei.
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A fent emlitett viselkedés volt jellemz6 a cikkben 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
23, 24, 25, 26, 28, 30, 31, 32, 36, 37, 40, 47 sorszamokkal jelolt végtermékekre, ahol az
R csoport rendre alkil illetve aralkil csoport volt.

Amikor az R csoport aril csoport volt (15, 22, 27, 29, 34, 41, 44, 51 sorszamu
vegyliletek a cikkben), az aromas orfo hidrogén atomok jelei adtak tobbé-kevésbé
kiszélesedett jeleket a minta 'H-NMR spektrumaban. Ezen mintak szobahdmérsékleten
tapasztalt viselkedése nagyjabdl az el6z6 csoport 70 °C-ra felfiitdtt allapotban tapasztalt
viselkedésének felel meg.

A 33, 35, 38, 39, 42, 43, 45, 46, 48, 49, 50 sorszamu végtermékek esetén, amikor
az amino csoport tercier, nincs pozitiv toltés viselésére alkalmas hidrogén atom az adott
helyen a molekulaban, a forgas teljesen szabad, ennek megfeleléen egyetlen éles

jelsorozat van a minta '"H-NMR spektrumaban.
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8. Eredmények - tézispontok

1.

A heteronukledris tdvolhato csatolasi allandok preciz mérésére alkalmas HSQMBC
modszer  fejlesztésébe  kapcsolodtam  be. A munkdm  eredménye a
kis kimendteljesitményli  kompozit CPMG G-BIRD adiabatikus HSQMBC
madszervaltozat.

A HSQMBC modszer javasolt valtozata a tobb, egymastol fliggetlen NMR-es
mihelyben is fejlesztett HSQMBC modszer elényds modositasait 6tvozi. Egyik
forrasbdl atvettem az adiabatikus pulzusokat, masik forrasbol a G-BIRD CPMG sziird
blokkot, harmadik forras javaslata volt a nagy kimendételjesitményl kompozit CPMG
elem, mely kevésbé érzékeny a kis kalibralasi pontatlansdgokra, mint a korabbi
megoldasok, de ugyanakkor mérhetden fiiti a mintat és a muiszerelektronikat. A Kovér
Katalinnal (Debreceni Egyetem) kdzosen tovabbfejlesztett valtozatban sajat javaslatom
a kompozit CPMG elem kis kimenételjesitménye az elektronika nagyobb biztonsaga
miatt, és a gradiens blanking kapcsold athelyezése a szebb jelalak érdekében. A
beépitett szliréelemek javasolt kombinacidja nem csokkenti a moédszer érzékenységét,
nem noveli a sziikséges mérési id6t, viszont robusztus, kalibracios hibara illetve
oparatorhibara kevésbé érzékeny modszervaltozatot eredményez. A modszervaltozat
hatékonysagat a sztrichnin modellvegyiileten végzett Osszehasonlitdé mérésekkel

mutattam be. [I]

2.
Elkészitettem és teszteltem a kis kimendteljesitményli kompozit CPMG adiabatikus

HSQMBC moadszer szelektiv 1D valtozatat is. [1I]

3.

Vichem-ben végzett munkam soran a HSQMBC mddszer javasolt valtozatat sikeresen
alkalmaztam kiilonbozoképpen szubsztitualt pirido-pirazin izomerek
megkiilonboztetésére. A modszert sikerrel alkalmaztam a Chinoin Zrt-ben végzett

méréseim sordn, de azokrol referdlt kozlemény nem jelent meg. [11, I1I]
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4.

Kezdetben korabbi munkahelyemen a Chinoin Zrt-ben, majd a Vichem Kft-ben, Batta
Gyulaval (Debreceni Egyetem) kozosen fejlesztettik a  zgs-easy-ROESY
mddszervaltozatot molekulan beliili 'H-'H térkozelségek és kémiai cserefolyamatok
mérésére. A ROESY mddszer egyik off-rezonancia valtozatdba (easy-ROESY)
épitettem be a TOCSY és NOESY modszervaltozatokhoz leirt, adiabatikus invertalast
¢és szimultan enyhe gradiens pulzust alkalmazo zéré-kvantum sziird elemet. A javasolt
zqs-easy-ROESY mddszer szélesebb, a kismolekuldkat is feldleld, molekulaméret-
tartomanyban hasznéalhaté eredményesen, mint a korabbi ROESY moédszervaltozatok. A
moddszer hatékonysagat kodein, sztrichnin és TT232 molekuldkon végzett
Osszehasonlitd mérésekkel illusztraltam, a kodein és a sztrichnin esetén statisztikai

vizsgalatokkal validaltam. [IV, VIII]

5.

A zqgs-easy-ROESY modszervaltozat korabbi, fejlesztési verzidja mindennapos
haszndlatban volt a Chinoin Zrt-ben végzett méréseim soran, a publikalt valtozat pedig
jelenleg is mindennapos hasznalatban van a Vichem Kft-ben. A modszervaltozatot
eredményesen alkalmaztam imidazo-piridin és imidazo-pirazin alapvazat tartalmazo,
bioldgiai vizsgalatra szant végtermékek valamint hozzajuk vezetd koztitermékek

szerkezetvizsgalataban. [V]

6.

Tautomer egyensulyt figyeltem meg imidazo-pirazin alapvazat tartalmazé biologiai
vizsgalatra szant végtermékek esetén.

Azt tapasztaltam, hogy az imidazo-pirazin alapvazat tartalmazo végtermék molekulak
piridin szarmazékok szabalyosan viselkednek. A jelenség oka az, hogy a
gylrtrendszerben a benzoil-amidnak léteznek olyan nem szokvanyos tautomer;jei,
melyeket hidrogén hid stabilizal. Ehhez a stabilitashoz sziikség van az imidazo-pirazin
gylrl nitrogén atomjara. A szintetikus kisérleti tapasztalat azt mutatja, hogy amig a
benzoilezett imidazo-piridin tovabb épithetd Suzuki reakcioval, a benzoilezett imidazo-
pirazinrél a benzoil lehasad a Suzuki reakcié koriilményei kozott, igy az elvileg

egymassal analdg szerkezetek kiépitésére eltéré szintézisutat kellett valasztani. A
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benzoil csoport levalasa Osszefliggésben van a hidrogénhidat tartalmazé tautomerek
szamottevd jelenlétével, molekuldk '"H-NMR spektrumaban fellépé jelkiszélesedést €s
az amid kotés instabilitasat ez az anomalis hidrogén hid okozza. Néhany vizsgalt
mokekula '"H NMR spektruméban ez a jelkiszélesedés nem 1ép fel, ezek a molekulak

olyan szubsztituenst tartalmaznak, ami az amid format is stabilizalja. [V]

7.

Pirido-pirimidon magot tartalmazo végtermékek eldéllitaisa sordn az alapvaz
kialakitasakor egy metil csoport nem vart vandorlasat figyeltilkk meg és bizonyitottam
NMR spektroszképiai modszerekkel. Karbonsav-metilésztert alkalmazva reaktansként,
a metil csoportot a keletkezett termékben mar nitrogén atomhoz kapcsolddva

azonositottam. [VI, VII]

8.

Pirido-pirimidon alapvézat és hozza kapcsolddd alkilamino szubsztituenst tartalmazo
végtermékek esetén egy alkilamino csoport forgasa gatolt, emiatt a molekula NMR
spektrumai két jelsorozatot tartalmaznak 70:30 aranyban. Az amidok gatolt forgasa
gyakori és kozismert jelenség, amin gatolt forgasa viszont nagyon ritka, csak specialis
kémiai kornyezetben fellépd jelenség.

A vizsgalt molekuldk NOESY spektrumaban cserélddési keresztcsucsok jelennek meg a
két jelsorozat egymasnak megfeleld jelei kozott, felfiitve a mintat, az 'H-NMR
spektrumban lathat6 két jelsorozat egybeolvad. A jelenség magyarazata az, hogy a valds
szerkezetben és toltéseloszlasban szerepet jatszanak olyan ikerionos mezomer
hatarszerkezetek is, melyekben az amin nitrogén €s a pirido-pirimidin gytrt kozott
kettds kotés van. Az eredd olyan szerkezet, ahol a biciklus és az amin nitrogén kozott
részleges kettos kotés van. A gatolt forgashoz sziikség van a pirido-pirimidin gytiri
karbonil csoportjara is, analdég pirimidinek esetén a forgas teljesen szabad, egy

jelsorozat van. Ugyancsak egy jelsorozat van tercier aminok esetén is. [VL, VII]
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9. Osszefoglalas

A tavolhatd heteronukledris csatoldsi allandok mérésére alkalmas CPMG-
HSQMBC modszert fejlesztettem tovabb. Az ismertetett véltozat a nehéz magon
adiabatikus invertald és refokuszalod pulzusokat alkalmaz. Egyidejiileg alkalmazott kis
kimendteljesitményt — ezért biztonsagos - kompozit 180 fokos XY-16 CPMG pulzust
vezettem be a hidrogén és a nehéz magon a heteronuklearis tavolhato csatolas kiépiilési
ideje alatt, hogy Kkikiiszobdljem a homonukleéris csatolasok egyidejii kiépiilése
kovetkeztében fellépd jelalak-torzulasokat. A javasolt pulzusszekvenciaval felvett
spektrumban tiszta abszorpcios antifazisu multipletként jelentkeznek a keresztcsucsok,
melyekbdl a keresett "JXH csatolasi allandok konnyen és pontosan leolvashatok. A
modszer alkalmazhatdsagat a sztrichnin modellvegyiileten demonstraltam. A modszer
szelektiv egydimenzios véltozatat is kifejlesztettem €s teszteltem. A mddszert sikeresen
alkalmaztam pirido-pirazin szarmazékok kiillonb6zoképpen helyettesitett izomer
szarmazékainak megkiilonboztetésére.

Hidrogén-hidrogén atomtavolsagok és lassi kémiai cserefolyamatok mérésére
alkalmas off-rezonancia ROESY maddszervaltozatot fejlesztettem. A javasolt valtozat
adiabatikus rampapulzusokat hasznal a magnesezettség ala- illetve foléhangolt off-
rezonancia allapotba torténd ki-, majd onnan visszavezetésére. A nem kivanatos zérd-
kvantum effektusokat adiabatikus invertalo és vele egyidejlleg alkalmazott gradiens
pulzuspar nyomja el. A bemutatott modszer tiszta abszorpcids fazisi, megbizhatdan
integralhato keresztcsucsokat eredményez, alkalmazhatdsagat sztrichnin, kodein és
TT232 modellvegyiiletek mérésével demonstraltam. A modszer szelektiv egydimenzids
véltozatat is Kkifejlesztettem és teszteltem. A mddszert sikeresen alkalmaztam
imidazo[1,2-a]piridin és imidazo[1,2-a]pirazin szarmazékok szerkezetvizsgalata soran.
Az imidazo[1,2-a]pirazin szdrmazékok vizsgalata soran egy nem vart tautomer
egyensulyt figyeltem meg, mely kihatassal van a vegyiilet reakcioképességére is.

Nem vart metil-csoport vandorlast figyeltem meg pirido-pirimidon gytiriirendszer
kialakitasa soran, amikor 4-amino-2-metilszulfanil-pirimidin-5-karbaldehidet reagaltat-
tak kiilonbozoképpen helyettesitett ariloxiecetsav metilészter szarmazékokkal. A
kiindulasi metilészter metil csoportja a termékben nitrogén atomhoz kapcsolddva jelent

meg. Alkil-aril szekunder aminok gatolt forgasanak specialis esetét figyeltem meg.
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10. Summary

A modified version of CPMG-HSQMBC pulse scheme is presented for the
measurement of long-range heteronuclear coupling constants. The method implements
adiabatic inversion and refocusing pulses on the heteronucleus. Low-power composite
180° XY-16 CPMG pulse train is applied on both proton and X nuclei during the
evolution of long-range couplings to eliminate phase distortions due to co-evolution of
homonuclear proton—proton couplings. The pulse sequence yields pure absorption
antiphase multiplets allowing precise and direct measurement of the "JXH coupling
constants regardless from the size of the proton-proton couplings. The applicability of
the method is demonstrated using strychnine as a model compound. The selective 1D
version of the method is also presented. The method was used to distiguish between
isomers of pyrido-pyrazine derivatives.

A robust version of the off-resonance ROESY pulse scheme is suggested for the
measurement of proton—proton distances or slow chemical exchange in small to
medium-sized molecules. The method implements adiabatic ramps to establish a pair of
opposite frequency off-resonance spin lock fields as well as adiabatic inversion pulses
with simultaneous gradients for efficient zero-quantum suppression. The amended pulse
sequence yields pure absorption crosspeaks and works safely for small to medium-sized
molecules. The applicability of the method has been demonstrated using small, rigid
molecules (strychnine and codeine) and was also applied for a cyclic peptide TT232.
The one-dimensional (selective) version of the new method is also powerful for
measuring selected pair-wise interactions and distance determination. The method was
used for structure elucidation of imidazo[1,2-a]pyridine and imidazo[1,2-a]pyrazine
derivatives. During the investigation of the imidazo[l,2-a]pyrazine derivatives a
tautomeric equilibrium was observed, which is in correlation with the different
reactivity of the imidazo[1,2-a]pyridine and imidazo[1,2-a]pyrazine derivatives.

Unexpected methyl group migration was observed during the formation of pyrido-

pyrimidone core structure reacting 4-amino-2-methylsulfanyl-pyrimidine-5-

carbaldehyde with different aryloxyacetic acid methylesters. A special case of an
unexpected restricted rotation of alkyl-aryl secondary amines was observed and

discussed.
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14. Fiiggelék
a fejlesztett NMR mérési modszerek forraskodjai

A kis kimenételjesitményli kompozit CPMG G-BIRD adiabatikus HSQMBC
méréprogram forraskddja Bruker gyartmanyd miiszerre

;HSQC et gp jc LR nd lowpowercpxy

;avance-version (02/06/17)

; HSQMBC

;2D H-1/X correlation via double inept transfer

;for determination of XH long range coupling constants

H via splitting in F2

;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradient selection

;no decoupling during acquisition

;using trim pulses in inept transfer

;using G-BIRD with adiabatic 13C inversion pulse

;using adiabatic pulse for 13C refocusing

;using XY-16 CPMG (Carr, Purcell, Meilboom, Gill) sequence

; with low power composite pulses

; before and after the G-BIRD block to suppress the J(H,H) coupling evolution
;the BLKGRAD command is positioned after the data aquisition in order to avoid
H the phase artifacts caused by the swich before the beginning of the acquisition

;R. Marek, L. Kralik, V. Sklenar

; Tetrahedron Lett., 38, 665-668 (1997) (GSQMBC)

;R.T. Williamson, B.L. Marquez, W.H. Gerwick, K.E. Kovér

; Magn. Reson. Chem. 38, 265-273 (2000) (basic vesion of HSQMBC)

;B.L. Marquez, W.H. Gerwick, R.T. Williamson

; Magn. Reson. Chem., 39, 499-530 (2001) (review of methods for J(XH)long-range)
;H. Koskela, I. Kilpelainen, S. Heikkinen

; J. Magn. Reson., 164, 228-232 (2003) (LR-CAHSQC)

;K. E. Kovér, Gy. Batta, K. Fehér

; J. Magn. Reson. 181, 89-97, (2006) (advanced version with composite pulses)

;V. Lacerda Jr., G. V. J da Silva, M. G. Constantino, C. F. Tormena, R. T. Williamson,
; B. L. Marquez: Magn. Reson. Chem., 44, 95-98 (2006)

; (G-BIRD and XY-16 in the HSQMBC)

;S. Boros, K. E. Kovér:

; Magn. Reson. Chem., 49, 106-110 (2011)

; (low-power-composite-CPMG G-BIRD adiabatic HSQMBC)

; SOWNER=

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=pl*2"
"d0=3u"

"d2=1s/ (cnst2*2)" ;1/2J(XH) one bond

"d6=1s/ (cnstl3*2)" ;1/2J(XH) long-range

; "inO=infl/2" in TopSpin 2.1 or higher version

"DELTA=pl6+d16+p2+d0*2-4u"

"DELTAl=pl6+dl6+4u"

; d6 = 2*pl6 + 2*dl6 + 2%4u + 2*pl +2*d2 + larger (p2, pld) + 2*(2*d24 + p6*4 +6u)*1l

; 11 should be multiple of 8

"FACTOR1=( (d6- (2*pl6+ 2*dl6 + 2*4u + 2*pl + 2*d2 + pld))/(2*(2*d24 + p6*4 + 6u)))/8+0.5"
"11=8*FACTOR1"

"d56 = 2*pl6 + 2*dl6 + 2*4u + 2*pl +2*d2 + larger (p2, pl4) + 2*(2*d24 + p6*4 +6u)*11"
"d57 = 1/ (2*d56)"

;d56 and d57 are check values for d6 cnstl3 after the parametrisation

;due to the making round operation in the parametrisation

1 ze

2 20u pll:f1l BLKGRAD
3 dl
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(pl phl) : f1l
; first composite XY-16 CPMG block

4 d24 pll0:fl pll5:f2 ; d24 = 120-180 usec for suppression of J(HH) evolution
(center (p6 ph20):fl (p9 ph20):£2)
3u
(center (p6*2 ph2l):f1l (p9*2 ph2l1"):£2)
3u
(center (p6 ph20):fl (p9 ph20"):£2)
d24

lo to 4 times 11

4u pll:fl pl2:f2 UNBLKGRAD

pl6:gp3 ; begin G-BIRD with adiabatic pulse
dle

(pl phl):fl

dz2

(center (p2 phl):fl (pl4:sp3 phl):f2 )
dz2

(pl ph7):£f1l

pl6:gp3

dile ; end of G-BIRD
4u

5 d24 pll0:fl pll5:f2 ; second composite XY-16 CPMG block
(center (p6 ph20):fl (p9 ph20):£2)
3u
(center (p6*2 ph2l):fl (p9*2 ph21"):£2)
3u
(center (p6 ph20):fl (p9 ph20"):£2)
d24
lo to 5 times 11
4u pll:fl pl2:f2
(p28 phl):fl ; 1H trim pulse
4u
(pl ph2) :fl

(p3 ph3):£f2

do

(p2 phb5) :fl

do

pl6:gpl*EA ;encoding gradient
dle

(p24:sp7 phd) :f2
4u

DELTA pl2:f2

(p3 phd) :f2

3u

pl6:gp4

dle

(pl phl):fl

DELTAl

(p2 phl):fl

3u

pl6:gp2 ;decoding gradient

dle

go=2 ph31l

20u BLKGRAD

dl mc #0 to 3

F1lEA (igrad EA, id0 & ip3*2 & ip31*2)

d56 ; check of dé6 after the parametrisation d6 is nearly = db56

ds7 ; check of nJ(X,H)opt after the parametrization d57 is nearly = cnstl3
exit

phl=0
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;pll : f1 (1H) channel - power level for pulse (default)
;pl2 ¢ £2 (X) channel - power level for pulse (default)
;pl1l0: f£1 (1H) channel - level for low power

;pll5: £2 (X) channel - level for low power

;pl @ £f1 (1H) channel - 90 degree high power pulse

;p2 @ f1 (1H) channel - 180 degree high power pulse

;p3 @ f2 (X) channel - 90 degree high power pulse

;p6 @ fl1 (1H) channel - 90 degree low power pulse

;p9 ¢ f2 (X) channel - 90 degree low power pulse

;sp3: f2 (X) channel - shaped pulse (180 degree inversion)

;spnam3: Crp60,0.5,20.1

;pld: £f2 (X) channel - 180 degree shaped pulse for inversion
; = 500usec for Crp60,0.5,20.1

;sp7: £2 (X) channel - shaped pulse (180degree refocussing)
;spnam7: Crp6Ocomp.4

;p24: f2 (X) channel - 180 degree shaped pulse for refocussing
H = 2msec for Crp60comp.4

;p28: f1 (1H) channel - trim pulse

;pl6: homospoil/gradient pulse

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;cnst2: = J(XH)

;d2 @ 1/(20)XH

;cnstl3: = J(XH)long-range

;d6 : delay for evolution of long range couplings 1/2Jlr
;d24: 120-180 usec for suppress the J(H,H) evolution

;11 = multiple of 8

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0 (or td0 from TopSpin 2.0): 2
;NS: 2 * n (full cycle: 8)
;DS: >= 8

;td2 (detected 1H dimension): at least 4K for good digital resolution
;tdl: number of experiments
;FnMODE: echo-antiecho

;use gradient ratio: gp 1 : gp 2 gp 3 : gp 4
; 80 : 20.1 : 17 : 11 for C-13
; 80 : 8.1 17 : 11 for N-15

; gpl * gammaX = gp2 * gammaH

;for z-only gradients:

;gpzl: 80%
;gpz2: 20.1% for C-13 8.1 for N-15
;gpz3: 17%

;gpz4: 11%

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnamé4: SINE.100

; based on $Id: hsqgcetgpjclrnd,v 1.1 2002/06/21 12:56:36 ber Exp $
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A szelektiv 1D kis kimenételjesitményli kompozit CPMG HSQMBC méréprogram
forraskddja Bruker gyartmanya miiszerre

;Selective 1D HSQC gp Jjc lr nd low-power-cpxy

;avance-version

;Selective 1D HSQMBC

;Selective 1D H-1/X correlation via double inept transfer

;for determination of XH long range coupling constants

;no decoupling during acquisition

;using trim pulses in inept transfer

;using Gaussian pulse for selective 13C inversion

;using XY-16 CPMG (Carr, Purcell, Meiboom, Gill) sequence with low power composite
pulses

; before and after the G-BIRD block to suppress the J(H,H) coupling evolution
;the BLKGRAD command is positioned after the data aquisition in order to avoid

; the phase artifacts caused by the swich before the beginning of the acquisition

;R. Marek, L. Kralik, V. Sklenat

; Tetrahedron Lett., 38, 665-668 (1997) (GSQMBC)

;R.T. Williamson, B.L. Marquez, W.H. Gerwick, K.E. Kovér

; Magn. Reson. Chem. 38, 265-273 (2000) (basic vesion of HSQMBC (2D & sel. 1D))
;B.L. Marquez, W.H. Gerwick, R.T. Williamson

H Magn. Reson. Chem., 39, 499-530 (2001) (review of methods for J(XH)long-range)
;M. Kock, R. Kerssebaum, W. Bermel:

; Magn. Res. Chem., 41, 65-69 (2003) (adiabatic refocusing & inversion)

;H. Koskela, I. Kilpelainen, S. Heikkinen

; J. Magn. Reson., 164, 228-232 (2003) (LR-CAHSQC)

;K. E. Kovér, Gy. Batta, K. Fehér

; J. Magn. Reson. 181, 89-97, (2006) (advanced version with composite pulses)
;V. Lacerda Jr., G. V. J da Silva, M. G. Constantino, C. F. Tormena, R. T. Williamson,
; B. L. Marquez: Magn. Reson. Chem., 44, 95-98 (2006) (G-BIRD and XY-16)

;S. Boros, K. E. Kovér

; Magn. Reson. Chem., 49, 106-110 (2011)

; (low-power-composite CPMG G-BIRD adiabatic
HSQMBC,

; and low-power-composite CPMG selective 1D HSQMBC)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=p1*2n
"d6=1s/ (cnstl3*2)" ;1/2J(XH) long-range

"DELTAl=pl6+dle"

; d6 = (2*d24 + p6*4 +6u)*1l

; 11 should be multiple of 8

"FACTOR1=(d6 / (2*d24 + p6*4 + 6u))/8 + 0.5"
"11=8*FACTOR1"

1 ze
2 20u pll:fl pl2:£f2 BLKGRAD
3 dl
(pl phl):fl
; composite XY-16 CPMG block
4 d24 pll0:fl pll5:f2 ; d24 = 120-180 usec for suppression of J(HH) evolution
(center (p6 ph20):fl (p9 ph20):£2)
3u
(center (p6*2 ph2l):fl (p9*2 ph21"):£f2)
3u
(center (p6 ph20):fl (p9 ph20"):£2)
d24

lo to 4 times 11
4u pll:fl pl2:£f2 UNBLKGRAD

(p28 phl):fl ; 1H trim pulse

3u

(pl ph2):f1l

(p3 ph3):f2

pl6:gpl

dle

(pl2:spl phl:r):f2 ;selective 180 degree refocusing pulse
3u
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pl6:gp2

dle

(p3 phl):f2
pl6:gp3

dle

(pl phl):fl
DELTAL

(p2 phl):fl
plé:gp4

dle

go=2 ph31l
20u BLKGRAD
30m mc #0 to 3 FO(zd)
20u BLKGRAD

exit
phl=0
ph2=1
ph3=0 2
ph20=1 212212130300303
ph21=0 1 0 1101023233232
ph31=0 2
;pll @ f1 (1H) channel - power level for pulse (default)
;pl2 ¢ £2 (X) channel - power level for pulse (default)
;pll0: f1 (1H) channel - level for low power
;pll5: £2 (X) channel - level for low power
;pl @ f1 (1H) channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 (1H) channel - 180 degree high power pulse
;p3 @ f2 (X) channel - 90 degree high power pulse
;p6 : f1 (1H) channel - 90 degree low power pulse
;p9 @ f2 (X) channel - 90 degree low power pulse

;pl2: £f2 (X) channel - shaped pulse (180 degree selective refocusing)
;spnaml: Gaussl1.1000

;p28: f1 (1H) channel - trim pulse

;pl6: homospoil/gradient pulse

;dl6: delay for homospoil/gradient recovery

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;cnstl3: = J(XH)long-range

;d6 : delay for evolution of long range couplings 1/2Jlr
;d24: 120-180 usec for suppress the J(H,H) evolution

;11 = multiple of 8

;NS: 8 * n

;DS: 8

;use gradient ratio: gp 1 : gp 2 : gp 3 : gp 4
; -40 : 40 : 10 ¢ =20 for C-13
; 40 : -40 : 10 : -8 for N-15

;for z-only gradients:
;gpzl: -40%
;gpz2: 40%
;gpz3: 10%
;gpzd: -20%

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100

; based on $Id: hsqgcetgpjclrnd,v 1.1 2002/06/21 12:56:36 ber Exp $
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A zgs-easy ROESY mérdprogram [IV] forraskodja Bruker gyartmanyu miszerre

; zgs—-easy-random—-ROESY

;2D symmetrized ROESY with zero-quantum suppression, and adiabatic ramps for mixing
;with off-resonance randomized length spin-locks

;phase sensitive using States-TPPI mode

; CAMELSPIN & ROESY

; A. A. Bothner-By, R. L. Stephens, Ju-Mee Lee, C. D Warren & R. W. Jeanloz:
; J. Am. Chem. Soc., 106, 811-813 (1984)

; A. Bax & D. G. Davis:

; J. Magn. Reson., 63, 207-213 (1985)

;off resonance ROESY

; Tsang-Lin Hwang & A. J. Shaka:

; J. Am. Chem. Soc., 114, 3157-3159 (1992)

; H. Desvaux, P. Berthault, N. Birlirakis, & M. J. Goldman:
; J. Magn. Reson. A, 108, 219 (1994)

;off resonance ROESY with trapezoidal shaped spin-lock
; N. Birlirakis, P. Berthault, H. Desvaux, M. Goldman, T. E. Malliavin & M. Piotto:
; Bruker Report, 142, 34-38 (1995)

; Jump-symmetrized off-resonance ROESY:
; J. Schleucher, J. Quant, S. Glaser, C. Griesinger:
; J. Magn. Reson A, 112, 144-151 (1995)

;with adiabatic half-Gaussian ramp pulses, Efficient Adiabatic SYmmetrized (EASY) ROESY:
; C. M. Thiele, K. Petzold, J. Schleucher:
; Chem. Eur. J. 15, 585-588 (2009)

;with zero-quantum suppression before and after the off-resonance spin-lock
; M. J. Thrippleton, J. Keeler:
; Angew. Chem. Int. Ed. 42, 3938-3941 (2003)

;The length of the spinlock time is randomized

;in order to suppress the residual COSY-origin phase alternations
; S. Boros, Gy Batta:

; Magn. Reson. Chem. 54, 947-952 (2016)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

"d0=in0/2-pl*4/3.1416"

"cnstl=0" ;offset for the on-resonance pulses
"cnst30=tan((cnst31/180)*3.1416)"

"cnst3=(cnst2/cnst30)"

;jcalculate high-field RF offsets for cnst3l degree pulses, suggested 60° or magic angle
"cnst4=-(cnst2/cnst30)" ;calculate low-field RF offsets for cnst3l degree pulses
"p63=0.5*pl5"

;"in0=2*dw" forTopSpin 2.0 or earlier

;"in0=infl" for TopSpin 2.1 or newer

1 ze
2 3u BLKGRAD
3 dl
3u pll:fl UNBLKGRAD
3u fg=cnstl(sfo hz):fl ; set RF carrier to spectrum middle
(pl phl):fl
do
(pl pho):f1
3u
(center (p45:sp25 ph0):fl (p45:gpl)) ; zero-quantum suppression
dle
3u fg=cnst3(sfo hz):fl ; switch RF carrier to low-field position
(p61l:sp24 ph0):£f1l ; adiabatic ramp to low-field spin-lock
3u pl63:fl
p63:r:f1 pho
3u pll:fl
(p6l:sp26 ph0) : £l
3u
3u fg=cnst4 (sfo hz):fl
(p6l:sp27 ph0):£f1l

low-field spinlock, Tmix / 2

~.

adiabatic ramp back from low-field spin-lock

~.

~.

switch RF carrier to high-field position
adiabatic ramp to high-field spin-lock
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3u pl63:£fl
p63:r:f1l phO ; high-field spinlock, Tmix / 2
3u pll:fl
(p6l:sp28 phO):fl ; adiabatic ramp back from high-field spin-lock
3u
pl6:gp2 ; homospoil gradient
dl6 fg=cnstl(sfo hz):fl ; set RF carrier to spectrum middle
(center (p43:sp23 ph0):fl (p43:gpl)) ; zero-quantum suppression
dle
pl ph2
go=2 ph31l
3u BLKGRAD
dl mc #0 to 3 F1PH(ipl, ido0)
3u BLKGRAD
exit

ph0=
phl=
ph2=

0
0
0
ph31=0

2
0221133
2201331
;pll : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl6e3: fl channel - power level for ROESY-spinlock and ramps

;pl : fl channel - 90 degree high power pulse

;p7: fl channel - pulse for ROESY spinlock, half mixing time

;p6l: 1 ms, fl channel - adiabatic ramps for spinlock

;pl5: ROESY mixing time

;pl6: gradient pulses to purge undesired magnetization

;p43: 30 ms duration of zgs sweep

;spnam23: Crp 20kHz 30ms 20 kHz, 30 ms 180 deg adiabatic pulse

;p45: 50 ms duration of zgs sweep

;spnam25: Crp 20kHz 50ms 20 kHz, 50 ms 180 deg adiabatic pulse

;sp24: power level for the ramp, identical with plll

;sp26: power level for the ramp, identical with plll

;sp27: power level for the ramp, identical with plll

;sp28: power level for the ramp, identical with plll

;sp23: power level for the 30 ms zgs sweep

;sp25: power level for the 50 ms zgs sweep

;spnam24: jslowon adiabatic ramp to low-field spinlock

;spnam26: jslowoff adiabatic ramp back form low-field spinlock

;spnam27: jshighon adiabatic ramp to high-field spinlock

;spnam28: jshighoff adiabatic ramp back from high-field spinlock

;sp24, 27 / sp26, 28: adiabatic ramps to move magnetization to / from spin lock axis
;spl6: off-resonance CW spinlock pulses

;d0 : incremented delay (2D) setting gives 90/-180 0/1lst order phase in fl

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;dl6: delay for homospoil/gradient recovery

;in0O: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1
;ns: 8 (full phase cycle)
;DS: 4

;cnstl: offset for on-resonance pulses

;cnst2: (gamma*Bl)/ (2*pi) field strength of spin-lock in Hz

;cnst3, cnstd: off-resonant offsets for low- and high-field spinlocks
;cnst31l: Theta for the off resonance, Magic angle or 60 deg suggested
;v9: 5 % for randomization

;jcalculations of cnst3, cnst4 gives spinlock cnst3l degrees off z axis

;juse gradient ratio: gp 1 : gp 2

; 2 46

;for z-only gradients:

;gpzl: 2 % for ZQ suppression with the chirp pulse simultaneously
;gpz2: 46 % homospoil gradient

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100

; FnMODE : States TPPI

;suggested processing:

;QSINE window function with SSB=2 for both dimensions
;PH_mod=ph for both dimensions

;FCOR=1 for both dimensions

;FT_mod=no for both dimensions
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A szelektiv egydimenziés zqs-easy ROESY mér6program [IV] forraskddja Bruker
gyartmanyu miszerre

;sel ROESY spfgse easy gp zgs

;avance-version (03/05/16)

;Selective 1D symmetrized ROESY with adiabatic ramps for mixing with off-resonance
spinlocks

;SPFGE selective (ROESY) experiment

; J. Stonehouse, P. Adell, J, Keeler and A. J. Shaka:

; J. Am. Chem. Soc., 116, 6037-6038 (1994)

;symmetrization:

; J. Schleucher, J. Quant, S. Glaser, C. Griesinger:

; J. Magn. Reson A, 112, 144-151, 1995.

;implementation with adiabatic half-Gauss ramp pulses:

;  C. M. Thiele, K. Petzold, J. Schleucher:

; Chem. Eur. J. 15, 585-588, 2009.

;with zero-quantum suppression before and after the off-resonance spin-lock
; M. J. Thrippleton, J. Keeler:

; Angew. Chem. Int. Ed. 42, 3938-3941 (2003)

; by S. Boros, Gy Batta 2010-2016 (this work, Magn. Reson. Chem. 2016)
; SCLASS=HighRes

; $DIM=1D

; STYPE=

; SSUBTYPE=

; SCOMMENT=

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"cnstl=0" ; offset for the on-resonance pulses
"cnst30=tan((cnst31/180)*3.1416)"
"cnst3=(cnst2/cnst30)" ; calculate high-field RF offsets for cnst3l degree pulses,
suggested 60 deg or magic angle
"cnst4=-(cnst2/cnst30)" ; calculate low-field RF offsets for cnst3l degree pulses
"p62=0.5*pl5"
1 ze
2 30m
20u pll:f1 BLKGRAD
d1
50u UNBLKGRAD
(pl phl):fl
3u
pl6:gp3
dleé
pl2:sp2:f1 phd:r
3u
pl6:gp3
dle pll:fl
pl ph3
3u
(center (p25:sp25 phO):fl (p25:gpl))
dle
3u fg=cnst3(sfo hz):fl ;switch RF carrier to low-field position
(p6l:sp24 phO) : £l ;adiabatic ramp to low-field spin-lock
3u
(p62:spl6 ph0):£f1l ;low-field spinlock, Tmix /2
3u
(p61l:sp26 ph0):£f1l ;adiabatic ramp back from low-field spin-lock
3u
3u fg=cnstd(sfo hz):fl ;switch RF carrier to high-field position
(p6l:sp27 phO0) : £l ;adiabatic ramp to high-field spin-lock
3u
(p62:spl6 phO0):£fl ;high-field spinlock, Tmix / 2
3u
(p61l:sp28 phO0) : £l ;adiabatic ramp back from high-field spin-lock
3u
pl6:gp2 ;homospoil gradient

dle fg=cnstl(sfo hz):fl
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(center (p23:sp23 phO):fl (p23:gpl))
dle

3u pll:fl

pl ph2

go=2 ph31l

30m mc #0 to 2 FO(zd)

20u BLKGRAD

exit

ph0=0
phl=0
ph2=0

2
ph3=0
ph4=0
ph3l=

000000O0O
22222222
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22 2 2 2 0
;pll : f1 channel - power level for pulse (default)

;sp2: fl channel - shaped pulse for selection

;spnam2: Gausl1.1000

;pl : f1l channel - 90 degree high power pulse

;p6 : fl channel - 90 degree low power pulse

;pl2: f1l channel - 180 degree shaped pulse

;p6l: 1 ms, fl channel - adiabatic ramps for spinlock

;pl5: ROESY mixing time

;pl6: homospoil/gradient pulse [1 msec]

;p23 : 30 ms duration of second sweep

;spnam23: Crp 20kHz 30ms 20 kHz, 30 ms, 180 deg adiabatic pulse
;sp23: power level for the second sweep

;p25 : 50 ms duration of first sweep

;spnam25: Crp 20kHz 50ms 20 kHz, 50 ms, 180 deg adiabatic pulse
;sp25: power level for the first sweep

;spnaml6: jslock

;spnam24: jslowon adiabatic ramp to low-field spinlock

;spnam26: jslowoff adiabatic ramp back from low-field spinlock
;spnam27: jshighon adiabatic ramp to high-field spinlock

;spnam28: jshighoff adiabatic ramp back from high-field spinlock

;dl : relaxation delay; 1-5 * T1

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;cnst2: (gamma*Bl)/ (2*pi) field strength of spin lock in Hz

;cnst31l: Theta for the off resonance, Magic angle or 60 deg suggested
;NS: 8 * n, total number of scans: NS * TDO

;DS: 4

;phcor 2 : phase difference between power levels spl and pll

;choose pl2 according to desired selectivity
;the flip-angle is determined by the amplitude
; set Ol on resonance on the multiplet to be excited or use spoffs

;use gradient ratio: gp 1l : gp 2 : gp 3

; 2 46 : 15

;for z-only gradients:

;gpzl: 2 % for ZQ suppression with the chirp pulse simultaneously
;gpz2: 46 % homospoil gradient

;gpz3: 15 % gradient in the spfge block

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam2: SINE.100

;gpnam3: SINE.100

o
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