Az NMR spektrum hémérseékletfiggése
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A cserefolyamatok tipusai:
konformacios egyensuly
(gydrdinverzio, gatolt rotacio)
tautomer egyensuly
komplex egyensuly

Kéthely-csere

Kéthely-csere leirasa : Eyring egyenlet



Az Eyring egyenlet levezetése

RT 2 VotV
K== c RT ¥ A+ 4
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Az akivalasi szabadentalpia:

RT.)/2
4G* =RT.*In °l/—
N h|vy, — vg|

A homeérsekletfuggb mereés adataibol:

AG* =19:1072- T.(9,97 + log T, — log | va — vg|)

v, €S vg a végtelen lassu csere esetén mert individualis kemiai
eltolodasok

T. a hdmersékletfugg6 kisérletsorozatbdl meghatarozhato
koaleszcenciahOmeérseklet

Meghatarozhato a AG aktivalasi szabadentalpia

Elvalaszthat6-e a két species ?
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Gatolt rotacio észlelése 1H-NMR

spektrumban: DMF

Tec = 120 °C
A A~ billec a b
4 oo H CH3
D—Z_ D=Z \ /
0] CH3
Cc
(73]
=
P
a
J'L - s " J J‘;
] 1 ' 1 1] L] L] L s T L4 ]
8,0 7,0 6,0 5,0 4,0 3,0 2,0 1,0 0



Gatolt rotacio észlelése 13C-NMR
spektrumban: DMF
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Gatolt rotacio : Koaleszcencia mérése DMA
1H és 13C-NMR spektrumaiban
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A kétdimenzids (2D) NMR spektroszkopia
Mérfoldkovek az NMR torténetében

- 1D-FT

R.R. Ernst, W.A. Anderson, Rev. Sci. Instr, 37, 93 (1966)

- 2D-FT

a) J. Jeener: AMPERE International Summer School, Basko
Polje, Yugoslavia, 1971

b) A. Kumar, D. Welti, R.R. Ernst, J. Magn. Reson 18, 69
(1975)




A 2D NMR spektroszkopia

Bar mar az eddigiekben is megismerkedtunk olyan NMR
kisérletekkel, ahol tobb pulzust alkalmaztak, ezek egydimen-
zios kisérletek voltak. Lattuk azonban, hogy ezek a kisérletek
egymastal eltéré eredményt hozhatnak, attél fuggéen, hogy

a kisérlet egy szakaszaban a varakozasi id6 elter6. A 2D
spektroszkopia kiindulé gondolata az, hogy egy pulzus-
szekvencian belul a varakozasi id6t szisztematikusan, egy id6-
fuggveény alapjan valtoztatjuk és a spektrumsorozatot ezen
id6fuggveny szerint masodszor is Fourier-transzformaljuk.

A fenti kisérletben az un. pre-akvizicios varakozasi id6
valtozik, ennek hatasat az el6z6 6ran ismertetettuk.
Az igy kapott spektrumsorozat is id6fuggo (t, =DE)



A kétdimenzios (2D) NMR spektroszkopia

» A kétdimenziés NMR kisérletek egyes id6peridodusainak
nevezéktana: (tkp az egydimenziosokra is érvényes, csak
egyes szakaszok ideje zerus).

- Az elsd, a kisérletsorozatot elinditd szakaszt (rendszerint
egy pulzus) elékészitésnek nevezzuk.

- A szisztematikusan valtozo t, id6 a kifejlédés, ideje, t;.

- A kovetkez6 szakasz a keverés, ahol a spinrendszer
egyik eleme modulalja a masik (tobbi) elemet, informaciot
kOzvetit.

- Végul az eredményt (a magnesettségi vektort adott
allapotaban) detektaljuk az adatgydijtési szakasz alatt.

Sematikusan tehat az NMR kisérletek idébeli szakaszai:

El6készitées | Kifejlodés | Keverés | Adatgyiijtés

~ —~
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t, a valtozo varakozasi ido, t, az 1D-ben is ismert begydjtési
(akviziciés) id6. Ezek Fourier transzformaltjai az f; és f,,
frekvenciak. El6szor mindig t,, majd t, id6 szerint Fourier
transzformalunk. Egy kisérleten belll a varakozasi id6 szisz-
tematikus novelését inkrementalasnak nevezi az irodalom.

A fenti szakaszok minden, a tovabbiakban sorra kerul6é 2D
kisérletben felismerhetdek.



A legegyszeribb 2D kiséerlet : COSY

Ebben, az un. Jeener-kisérletben ket 1t/2 pulzus koveti egy-
mast, a koztuk eltelt t, id6 novekszik szisztematikusan a soro-

zaton belul.
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NézzUuk, hogyan viselkedik egy adott kemiai eltolddasu szingulett
az w, korfrekvenciaval forgd koordinatarendszerben kulonboz6

t, id6k utan. Az els6 1/2 pulzus hatasa:
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A legegyszeribb 2D kisérlet : COSY

A 7

v
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A masodik /2 pulzus csak a magnesezettségi vektor y iranyu
komponenseére hat az <xy> sikban.

* Az X iranyu komponensre nincs hatassal, de annak nagysaga

A(ty) =A, * cos(m, *t;)




A legegyszeribb 2D kisérlet : COSY

Ha a spektrumokat sorban, egymas folé kirajzoljuk, (,stacked
plot”) kapjuk:

A A(ty)
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Ekkor az egyik tengelyen (f,), frekvencia-fuggo adatokat, a
masik tengelyen (t,) egy idéfuggvenyt kapunk.

Miutan az amplitudé modulacio a t, tengelyen szintén egy
periodikus fuggvényt eredményez, ezt egy pszeudo FID-nek
tekintve, Ujra Fourier-transzformalhatunk és igy kapjuk az f,
tengelyt.

A jelintenzitast természetesen a T, és T, relaxacio is befolya-
solja, de hatasa altalaban nem meghatarozo, mivel a t; id6k
tobb nagysagrenddel kisebbek a relaxacios id6knél (pus-ms ill.
s nagysagrend!)



A legegyszeribb 2D kisérlet : COSY

A kétszeres Fourier-transzformacié eredmeénye a kapott
ketdimenzios NMR spektrum:

L %o

A két vonal talalkoza-
sanal kapjuk a maximalis
intenzitasu jelet, az un.
diagonalist, melyet a
tengelyekre vetithetunk.

A 2D-NMR spektrumok masik, gyakoribb abrazolasi modja az
un. contour plot.

(00
A kulonboz06 szin(
vonalak a kulonboz6
intenzitasokat jelolik,
-------- ©)-| @, m?nt a térképek
f, : szintvonalai.




Hogy néz ki egy valés minta esetében?
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Hogy néz ki egy valés minta esetében?

Az el6z6 spektrum contour-plot formaban (a tovabbiakban
2D-térképnek nevezzuk)
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Kérdés: mit keresnek itt az off-diagonalis csucsok (tovabbi-
akban: keresztcsucsok), honnan erednek, mit jelentenek?

A COSY Kkiserlet elemzését a kovetkezOkben csak néhany
egyszerlbb szempont figyelembevételével tesszik meg.
Nem veégezzuk el (a mi szempontunkbdl nem is szukseges)
a részletes matematikai leirast



COSY — homonuklearis korrelacio

A COSY kifejezés a COrrelation SpectroscopY szoossze-
tételbdl ered, pontosabban homonuklearis korrelaciés spek-
troszkopia lehetne a neve, ui. a homonuklearis csatolas az
alapvet6 jelenség, amin alapszik. A bevezet6ben bemutatott
2D spektrum egyetlen izolalt spint tartalmazo rendszer spektru-
ma, melyben nincs csatolasi kapcsolat mas spinekkel.

Ami a COSY spektrum legfdébb haszna, hogy megmutatja,
hogy az adott spin mely mas spinekkel van csatolasi kapcsolat-
ban. A keresztcsucsok mutatjak meg, hogy a diagonalis adott
jele milyen mas jelekkel csatol.

Neézzik meg a 90, - t;- 90, pulzusszekvencia hatasat egy
csatolt spin paron. Emlékeztetéul egy homonuklearis két-spin
rendszer energiadiagramja:
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Ami a két n/2 pulzus (ez egy ,pszeudo” &t pulzus) hatasat illeti:
konnyen belathatd, hogy ezzel invertaljuk az S spin popula-
cidjat, amely az | spinen polarizacio transzfert eredményez.



COSY- homonuklearis korrelaci6

A feltétel felcserélhet6, hiszen az 1-rél S-re torténd polari-
zacio transzfer ugyanaz, mint S-rél I-re. Vizsgaljuk meg azt
az esetet, amikor az | spint gerjesztjuk és nezzuk, mi torténik
az S spinnel.

Az elsO n/2 pulzus utan két | vektorunk van az x tengelyen,

az egylk @, +J/2, a masik o, - J/2 szogsebesseggel forog.
A masodik /2 pulzus a magnesezettsegi vektor y iranyu
komponensét a -z tengelyre kényszeriti, amely az | spin
populacidjanak részleges inverzidjat eredmeényezi.

A1,=0, esetben az | spinek teljes inverzidja kovetkezik be,
(mivel ez végeredmeényben egy =& pulzus) és ekkor az S spin
intenzitasa nem valtozik. Minden egyéb esetben az S spin
intenzitasa valtozni fog és ez a valtozas periodikusan fugg
az | spin rezonanciafrekvenciajatol.

Az | spinek populacios inverzidja rezonanciafrekvenciajuk
trigonometrikus fluggvénye. Amennyiben a jelek egyikének
frekvenciajan vagyunk és t,=1/4 J:

J/2



COSY — Homonuklearis korrelacio

Altalanos esetben az S spin jelének intenzitasat a n/2 pulzus
utan egy trigonometrikus fuggvény irja le, aholat; ést,

valtozok mellett az | spin rezonanciafrekvenciaja és a Jg
csatolasi allando szerepel:

As(tyty) =A, *sin( *ty) *sin (Jig*t;)

*sin(owg *t,) *sin Jg*t,)

A t, majd t, szerinti Fourier transzformacio utan az | spint
is figyelembe véve, kapjuk a kovetkez6t eredmenyt:

Ez egy dublett-dublett szerkezetl két-spinrendszer COSY
spektruma. A szinuszflggveény diszperzios jeleket eredmeé-
nyez f, ésf, dimenzioban. A keresztcsucsok fazisa ,negativ”.



COSY alkalmazasa szerkezetfelderitésben

Diagonalis (és a vetlletek) : a teljes 1D spektrum.

Keresztcsucsok : a diagonalis jel csatolo partnerei (J)

A keresztcsucsok szimmetrikusan jelennek meg (sorok és

0szlopok).
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Heteronuklearis korrelaciok

A COSY (COrrelation SpectroscopY) kisérlet volt az els6
a 2D NMR maddszerek kozott. Egyike a leghatéekonyabb
szerkezetfelderit6 mddszereknek. Segitségével megmutat-
hatjuk, hogy a szerkezet mely elemeihez tartozo jelek csa-
tolnak egymassal (3J,,,- tehat szomszédosak!) — a kereszt-
csucsok jelzik a ,konnektivitast”. A kisérletnek tobb variacioja
és tovabbfejlesztése ismeretes (DQF-COSY, E-COSY stb).
Hasonlé moédon végezhetlink egy tovabbi kisérletet, ahol
a heteronuklearis konnektivitast vizsgalnank, (praktikusan
az 'H és a 13C jelek kozotti kapcsolatot). (HETeronuclear
CORorrelation spectroscopy). A pulzusszekvencia ebben
az esetben mind a 13C, mind az H csatornat érinti, hiszen
a 13C jelek intenzitasat ,jelolnénk” az H populacidk idébeli
valtozasanak fuggveényében. Pl. igy:
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Heteronuklearis korrelaciok

» El6sz6r azt vizsgaljuk, mi torténik az 'H magnesezettséqgi

vektorral kulonbozd értékl t; idok alatt

Z
90°,t, = 0 ‘ par
T
Z
900, t, = J/4 ‘ P
Y
Z
900, t, = 31/4 X
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Heteronuklearis korrelaciok

Ugyanugy, ahogy a COSY esetében lattuk, az aktualis

t, fuggvényeében a proton populacios inverzidjanak kulonbo-
z6 allapotai fejlédnek ki. Lathatd, hogy az inverzid aktualis
fazisa a J., csatolastol fugg.

Bar a levezetést a forgd koordinatarendszerben egy Larmor-
frekvenciaval forgd dubletten mutattuk be, belathatd, hogy a
jelenséget az 'H kémiai eltolddas (8) is befolyasolja.

Mint azt az SPI és INEPT kisérleteknél is lattuk, az 1H szin-
tekrél torténd populacios inverzié a 3C szintekre periodikus.
Emléekeztetbul a heteronuklearis két-spin rendszer energia-
diagramja:

1,2 3,4
13C 4 BBy
o ) , \\\
CBH 2 \\\ ‘\ 1H
H N
\\“ eoeo0o0e /')_3 BCG‘H 1’3 2’4
e 0e00e 13C /\ /\
Ay 1
| S

Miutan a 13C jel intenzitasa, amelyet a t, fuggvényében detek-
taltunk, a hozza kapcsolddo proton frekvenciajaval modulalt, a
13C csatornan mért FID a 13C és az 1H frekvenciak tekintetében
egyarant hordoz informaciot.



Heteronuklearis korrelaciok

A 13C vonalak intenzitasa az H jelektél eredd populacids inver-
zi6 fuggvénye, figgenek w,-t6l. Amennyiben a 13C jelek inten-
zitasat a COSY kisérletnél latott médon egymas folé kirajzoljuk:

t; (@) / A 13C vonalak intenzitasa
O—=@ +5 és -3 kozott fog valta-
kozni, @, és J., értékétol
A fugg6en, mint azt az INEPT
kisérletnél is lattuk. Maximalis
/\ ' intenzitasokat a polarizacio
| transzferhez optimalis tH
(0130' m’ frekvenciakon észlelink.

Matematikai egyenlettel kifejezve egy multiplett 13C jel intenzi-
tasa fugg w5 —tOl a t, dimenzidban, ®,,, —t6l a t; dimenzidban,
valamint J., —tol mindkét dimenzidban. (Nem irjuk fel a kep-
letet).



Heteronuklearis korrelaciok

A kétszeres Fourier transzformacio utan az igy mért 2D
spektrum a kovetkez6 szintvonalas 2D térképet adja:

®13c
© . ©
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Az elsbnek ismertetett COSY spektrummal ellentétben, ez a
2D spektrum nem szimmetrikus, miutan az egyik tengely
3C frekvenciakat, a masik H frekvenciakat tartalmaz.

A jelek felhasadnak a J., csatolasi allandoknak megfelelGen.
Tudjuk, hogy az 1J.,, értéke 50 - 250 Hz tartomanyban valtoz-
hat, tehat hasonléan az 1D spektrumokhoz, realis mintak
esetén bonyolult, egymast atfed6 jelcsoportokra szamithatunk.

A csatolasoktol most sem tudunk egyszeriien szélessavu
protonlecsatolassal megszabadulni, hiszen lecsatolas esetén
nem jonne létre polarizacio transzfer.



Heteronuklearis korrelacié J., csatolas nélkul

Az alkalmazott otlet hasonld, mint a refokuszalt INEPT kisérlet
soran alkalmazott trukk.

180 90

13C:

9 | 90

‘EA Al " m
1 I

A 13C csatornan adott « pulzussal Ujrafékuszaljuk az *H mag-
nesezettségi vektort, a két varakozasi idével maximalizaljuk a
az 'H polarizacio atvitelt a 13C jelekre, ugyanakkor elérjik a 13C
magnesezettségi vektorok lecsatolas el6tti ujrafokuszaldédasat.

A
—+
H

A polarizacié transzfer hatékonysaga a A id6tél és a szénatom
multiplicitasatol fugg, mint az INEPT kisérletnél, hasonloan itt
is egy ,atlagos” (A) érték alkalmazasa javasolt.

A kovetkez6 vektorabra egy CH szénatom (dublett jel) esetét
mutatja.



Heteronuklearis korrelacio J.,, csatolas nélkul

Egy adott t, érték utan az *H magnesezettségi vektor:
Z

A

y

oQo° o (0 -J/2) t,/2 /\
| /AX | W X
B (o +J/2)
y B

y y

AR WAR
] X ] X
a Blll

Amennyiben a A, id6t 1/2J értékre valasztjuk, a két *H vektor
faziseltérése pontosan 180° lesz. Ezen t, id0 alatt jon Iétre a
maximalis populacios inverzio, J., effektus nélkul:

y Z
B
A > 20° /‘/ :
(1/23) B o/ X X
y a




Heteronuklearis korrelacié J., csatolas nélkul

Nézzik most a 13C magnesezettségi vektor mozgasat! A nt/2
IH pulzus utan a 13C vektorok szétvalnak 5:3 aranyban a
<z> tengelyen. A masodik A, (1/2J értékl) varakozasi ido
utan ujra talalkoznak (refokuszalodnak):

Z
y
5
. 900; AZ .
X 3 5 X 5 X
y 3 3

Miutan a 13C magnesezettségi vektorok refokuszalodtak, alkal-
mazhatjuk a szélessavu 'H lecsatolast. A2D spektrum most
mar nem mutat J.y csatolast (de tovabbra is tartalmazza a
kémiai eltolédas-informaciot). A kétszeres FT utan egy kereszt-
csucsot kapunk, ahol ezek az eltolodasok osszetartoznak.




Tavol-hatd heteronuklearis korrelacio

A A, és A, varakozasi id6k szolgaljak azt a celt, hogy maxi-
malis érték(i 13C magnesettségi vektorokat kapjunk az anti-
fazisu 1J ., csatolt multiplettekre. A, és A, értéke igy altalaban
2- 5 ms lehet, mivel a 1J., atlagértéke 150 Hz.

Valoban el6nyosen alkalmazhato a 2D —heterokorrelacios
NMR spektrum az egymas melletti C és H atomok jeleinek
azonositasara, megkonnyitve a teljes jelhozzarendelést
Azonban egyrészt a kvaterner 13C jelek ebbdl kimaradnak,
masreszt egyeb nehézseég is adddhat, pl. a kamfor esetén:

HaC CHs
H
b
a
HyC 5

Az a és b szénatomok jele egy széthuzott 13C-1H korrelalt
spektrumban igy néz ki:

—— , (BC)

| o
s b H,




Tavol-hatd heteronuklearis korrelacio

Azonban az a és b szénatomok, és a hozzajuk tartozé proto-
nok is kémiailag €s magnesesen nagyon hasonlo kornyezet-
ben vannak. Onmagaban a heterokorrelacié nem segiti jeleik
hozzarendeléset, a koztuk vald dontest.

A kerdest eldonthetné, ha meg tudnank mondani, hogy a ket
jel kozul melyik van kozelebb a C_ szénatomhoz kapcsolodo
metin-protonhoz, melynek jelét az *H spektrumban nagy biz-
tonsaggal tudjuk azonositani.

CHs

I N £ e Hy

b | (i 1,
4 B

HaC

Hogyan lehetne ezt megcsinalni? Elviekben egy egyszer(
heteronuklearis korrelacio segitségevel, melyet most a tavol-
haté CH csatolasokra optimalizalunk.

A 1J., csatolason kivil a szénatomok jelei a tavolabbi proto-
nokkal is csatolnak, legtobbszor a 23, és 3J., csatolasokat
észlelhetjuk, melyek ca. egy nagysagrenddel kisebbek, abszo-
lut értékuk jellemzben 5-20 Hz.

A gyakorlatban azonban szamos nehézség lép fel, ha a varako-
zasi idoket csak mechanikusan ,hozzaigazitjuk™ ezekhez a
csatolasi allandokhoz.



Tavol-hato heteronuklearis korrelacio

Fontos, hogy belassuk, mieért is epitettlk be a A; és A, vara-
kozasi idOket a pulzusszekvenciaba. Emlékezzunk, a cél az

anti-fazisu 13C magnesezettségi vektor ujrafdkuszalasa volt.
A pulzusszekvencia részlete az 1H csatornan:

y Y4
p
—»Al 90 > >
X
p a/”
y a

Ugyanakkor a 13C csatornan:

Z
y y
5
, 90 A;
VX ] 3 5 X ] 5 X
y 3 3

Tehat ahhoz, hogy egy CH (metin) dublett -3’ és ‘+5’ inten-
zitasu vektorai ujra talalkozhassanak, a A, és A, varakozasi
idéket 1/2 * 1J,,. értéklre kell valasztani. Mi van akkor, ha

ezeket az id6ket most 1/2 * 2], értéklinek allitjuk be?




Tavol-hatd heteronuklearis korrelacio

A A, és A, varakozasi idOk jellemzd erteke 50 ms lesz, a korabbi
5 ms helyett. Tehat, az anti-fazisu 13C magnesezettségi vektor

nem fog az 1J, csatolas hatasara ujrafokuszalédni, inkabb
csokkenni kezd.

A refokuszalas ideje alatt az 1H csatornan ez torténik:

y Z
B
A ab 90 )
> ) > »
T s

A varakozasi id6k azonban most nem kedvezbek a J-modulacio
szempontjabdl, igy nem érjik el az 1H populaciok teljes inver-
ziojat. Ugyanakkor a 13C csatornan:

y y

z
2 o (e w40
QU S k- S A |
< 3 X Q/ X QU X
y
Ezutdan megtoérténik az 1H csatornan a lecsatolas, azaz azok a

13C vektorok, melyek az 1J., hatasa alatt eddig kifejlédtek,
eltnnek.




Tavol-hatd heteronuklearis korrelacio

ily modon, mondhatni, ,elnyomtuk” azokat a keresztcsucsokat,
melyek az egy-kotéses 'J.,, csatolasoktol erednek. Masfeldl,
azok az anti-fazisu 13C magnesezettségi vektorok, melyek a
?J-y csatolasi dllandoknak megfeleld A, és A, varakozasi idék
alatt fejl6dtek ki, megjelentek

Az H csatornan:

A /2
(1/2 2\] CH) B o X X

v
N

A 13C csatornan:

Z
y
5
‘ 90
X 3 5 X Az 5
y 3 (/2 23 cp) 3

Végll is, azok a 3C jelek, melyek csatolasai a beallitott 2J
csatolasnak tobbé-kevésbé megfelelnek, fognak heterokor-
relaciot mutatni egy 2D spektrumban, elértik a kitlzott célt.




Tavol-hatd heteronuklearis korrelacio

Amennyiben ezutan processzaljuk az adott A, és A, ertekek
mellett felvett heterokorrelacios spektrumot, az eredmeény:

H3C O :
Ca Cb

Elvileg ez az a kép, amit el szerettunk volna érni, a kerdéses
jelnozzarendelés elvegezhetd. Azonban néhany tovabbi
szempontot is figyelembe kell vegyunk. ElI6sz0r is, nem tu-
dunk kulénbséget tenni a 2J., és 3J., csatolasok kozott,
mert ezek varhato értéke nagyjabdl ugyanakkora.

A megfeleld ertekl A, és A, id6k megvalasztasa egyebkent is
kritikus, mivel becsléslk nagyobb hibaval torténhet csak meg
mint az 1J., csatolasok esetén. Masodszor, a beallitott
hosszu varakozasi id6k (20-50 ms) alatt az 'H és 13C spinek
relaxacioja mar nem elhanyagolhato, igy a spektrum jeleinek
intenzitasa kicsi lesz, de az 1H relaxacio az inverzié haté-
konysagat is csokkenti, ez pedig a korrelacidk gyengeseégét
eredményezi. A nehézségek lekUzdésére szamos modszert
dolgoztak ki, a legtobb eredményt a protondetektalas (a két
csatorna funkcidjanak cseréje) hozta. A két- és harom-
kotéses csatolas megkulonbozetésének hianya azonban a
modszernél tovabbra is fennall.



Heteronuklearis 2D NMR korrelacidok

Az elmult id6ben egyeduralkodova valtak a protondetektalt

(inverz detektalt ) médszerek — ehhez meg kellett valdsitani az

X-mag szélessavu lecsatolasat.

Kisérlet F, i
célja Megvalésitas (FT es (FT és
detektalas) | lecsatolas
Egy-kotes Hetero- X
oy COSY, (13C, 295, 1H
korrelacio HETCOR 15N...)
Tobb-kotés X
. . COLOC (13C, 295, 14
korrelacio I5N...)
Egy-kotés X
. 1H 13C. 29Gj.
korrelacio HSQC ( 5N..)
Egy--kotés X
., 1H 13C, ngi,
korrelacio HMQC ( 5N..)
Tobb-kotés X
. 1H 13C, ngi,
korrelacio HMBC ( 5N..)
Két-kotés X
. 1H 13C. 29Gj.
korrelacio H2BC (

15N...)




Leggyakoribb heteronuklearis 2D kiserletek
napjainkban

Yen
H H H H H
D G A A
C v N C N C
hmacaf
; ‘dz | B (i
H | |
1 i %Wz phes
x do do0




Homonuklearis 2D J - spektroszkopia

Az eddig megismert kétdimenziés modszerek spinrendszerek
kozotti kapcsolatokat (korrelaciokat) mutattak ki. Azonban a

2D NMR kisérletek szamos egyéb informacido megszerzésére
is képesek lehetbseget nyujtani.

A spektrumok (els6sorban az *H-NMR spektrumok) értékelésé-
nek legnagyobb nehézsege, hogy a spektrumban rengeteg jel
fellépése varhatd, ezek bonyolult csatolasi képet mutathatnak,
raadasul egymast is atfedik.

A tobbdimenzids kiseérletek soran lehetdseg nyilik arra, hogy a
kémiai eltolodas és a csatolas kulon dimenzidban jelenjen meg,
ezaltal a spektrum egyszerisodik.

Ennek egyik lehetbsege a 2D-J spektroszkopia, mely homonuk-
learis €s heteronuklearis valtozatban is ismert. A homonuklearis
J-spektrum elballitasanak alapja a spin-visszhang kisérlet.

90 180

t,/2 t,/2 >

A szisztematikusan valtozo t, varakozasi id6t a /2 és 7 pulzus,

illetve a & pulzus és a begyjtési id6 koze iktatjuk. A pulzusszek-

vencia hatasat el6szor egy dublett, majd egy triplett jelen vizs-
galjuk meg.

A
Y
A
A 4




Homonuklearis 2D J - spektroszkopia

A 7/2 pulzus és bizonyos t, id0 utan a két magnesezett-
ségi vektor faziseltolédasa kovetkezik be, a faziskllonbség
+J/2*t;és-J/2*t,. Egy t; < 1/4J id6 utan

y y y

AR TSR YAR
NPV V)

Kulonboz6 t, értékek utan a ket vektor (és 0sszeguk) a
cos (J/2*t;) fuggvény szerint valtozik

6 (f) —
J (fy)

--------------------------- - -J/2
A kétszeres Fourier l O
transzformacio utan . O Hz
igy fog kinézni a 2D |
térkép: ' Ok + 3P

| |
(DO

@, -2 @y +JI2



Homonuklearis 2D J - spektroszkopia

Miutan a pulzus-szekvencia alapvetéen egy homonuklearis
spin - visszhang, a kisérletben a kémiai eltolédasokat t, ido-

tol fuggetlenul ujrafékuszaljuk. Egy @, Larmor-frekvenciaju,
J csatolasi éllandc')ju triplett esetén:

T
L

/\

—t+
[E
~~
ll\)

180 >
-, X

»
1

Kulonboz6 t, értékeknél az alabbi kepeket kaphatjuk:

;\ yan)
W, )

t,= 1/2J t, > 1/2

~—+
[EEN
o
o



Homonuklearis 2D J - spektroszkopia

A kOzponti vonal intenzitasa

gyakorlatilag nem valtozik, csak

a relaxacio (T,) befolyasolja. /\ /\
A triplett két oldalaganak intenzitasa

at, id6 és a J csatolasi allandé /\/\ / \ /\
periodikus fuggvénye lesz

[ A(t;) =A, *cos(J *t;) } A /\

A kozponti ag esetén \/
®, = 0, mivel pont a
Larmor-frekvenciaval

forog \/ o, \/

A t, (f,) dimenzidéban (amelyhez a valosagosan mért FID
tartoziﬁ) megmarad a frekvencia informacio, azaz a multi-
plettek kozepének kémiai eltolédasa.



Homonuklearis 2D J - spektroszképia

Ha az el6z6 abran felrajzolt spektrumokat most masodszor

is Fourier transzformaljuk (lathato, hogy az amplitudé fuggvény
periodikus) a kovetkez6 2D térképet nyerhetjuk:

Mivel a kémiai eltolodasokat a masodik t; id6 utan ujrafoku-
szaljuk, az f, tengelyen a jelek kozepe 0 Hz lesz:

5 (f,) —
J (fy)
l P -
| @ - O Hz
QO -+
| | |
0)0

Miutan az f, és f, dimenzidban eltérd informaciokat nyerunk,
ez a 2D térkép sem lesz szimmetrikus.

Amennyiben a dublett és a triplett analizise soran kapott ered-
meényeket egy 2D térképen egyesitjuk a kovetkez6 abrat kap-
juk (fuggetlendl attdl, hogy csatolnak, avagy nem csatolnak

egymassal):



2D -J spektroszkopia — elforgatas

A multiplett jelek kdzepe mutatja a kémiai eltolédast, a J

csatolasi allandd az f; dimenzioban jelentkezik, de a tengely-
vetlletek értelmezhetetlenek.

() J — S — L 0 Hz

o (fz) — > Oy Mg

A multiplettek agai 45°-al vannak elforgatva, a kozéppontju-

kon fektetett egyenes mentén, igy a csatolas leolvasasa sem
egyszerl. Matematikailag elvégezhet6 egy olyan mavelet, mely-
lyel a multipletteket elforgatjak a tengelyek menten (“ilting ).

o0
O
NN (7) J S @ O ------------- | 0 Hz
l o




A 2D J — spektroszkopia hasznositasa

A technika elényei konnyen belathatéak. Egy nagyon bonyolult,
atfedo jeleket tartalmazo 1D -1H spektrum esetén:

|

A 2D-J spektrumban mind a 8 kémiai eltolédasok, mind a J
csatolasok felbontva jelennek meg:

5 (f,) —
3 (f) . ’
SR ¢
] ee? 7o
----------- @ Oz
) 6 | 4
7o o ¢

A d kémiai eltolodast az f, tengely, a J csatolasi allandé ada-

tokat az f, tengely mutatja. Meg kell azonban jegyezni, hogy ez
a modszer nem minden bonyolult spektrumra orvossag, hanem
csak azokra, ahol a spinrendszerek els6rendinek tekinthetbek.



A 2D J — spektroszkopia hasznositasa

A 2D spektrum kémiai eltolédas tengelyének vetulete tkp.
egy teljesen lecsatolt tH spektrum, azaz minden 1H jel
szingulettként jelenik meg:

6 — .
T
K
| 7o o i 7
----------- e @0 H
e >
77 o o 7

ik

Masrészt, amennyiben 256 vagy 512 t, kisérletet végzunk,

a kb. 20-30 Hz szélességl csatolasi allando dimenzidban

lesz ennyi pontunk. Ez olyan extrém nagy értékl digitalis fel-
bontast biztosit, melyet egy hagyomanyos 1D kisérletben rend-
szerint nem érunk el. Ezaltal lehetoseg nyilik a csatolasi allan-
dok értekenek nagyon pontos meghatarozasara



2D -J : egy gyakorlati példa o

» Etil-krotonat ( 400 MHz ) MO/\

Forgatas nélkdil JL
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» Jelent6s felbontas javulas az 5.7 ppm-es jelen!



Heteronuklearis 2D-J - spektroszkopia
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Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

AW, és W, g atmeneteket befolyasolja a spin-racs vagy
longitudinalis relaxacio. (alapvetdéen dipol-dipdl kolcson-
hatason keresztul jon Iétre!)

Belathatd, hogy a dipolaris kdlcsonhatas okozta relaxacio
olyan frekvenciakon johet létre, amelyek kozeliek az @ =y * B,
egyenlet altal meghatarozott frekvenciakhoz. Ezek lehetnek
molekularis mozgasok (pl. forgas) és utkozések..

Ha most telitjuk az S spin atmeneteit, akkor energianivoi
egyenl6ek lesznek és igy a nivok betoltottsége is azonos lesz

BiBs (*)

WlS

T Bios ()
Wi,

/

I aIaS (***)

Ezek utan nem johetnek letre a W, 5 atmenetek, hiszen a

a nivok kozott nincs energiakulonbseg. Az S spinek relaxaci-
Ojara csak a W, és W, atmenetek kozotti energiacsere
biztosit lehet6séget.

Az S spin ezen relaxacios folyamatai az | spin atmeneteit

is befolyasoljak. A W, atmenet az | spin atmeneteihez tartozo
jelen intenzitas novekedest, mig a W, intenzitas csokkenést

idéz elo.



Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

AW, s or W5 atmeneteket kozvetlenul detektalni nem tudjuk,

azonban befolyasoljak a spinrendszer relaxacidjanak lehetbse-
geit. Az egyik lehetéség akkor lép fel, ha az atmenet gyakori-
saga kétszerese az o frekvencianak, a masik akkor, ha ez a
gyakorisag kozel al a zérushoz. Az egyik akkor all fenn, ha a
molekulank mozgekony, a masik ha nagyon lassan mozog.

A jelintenzitas valtozasat az un. Solomon egyenlet irja le,

/

1) Ha a molekulank gyorsan mozog (a legtobb szerves vegyu-
let ilyen) akkor az egyik spin telitése kovetkeztében a
kettés kvantum atmenetek dominalnak, és ekkor a masik
spin jelén mért maximalis névekedés 1y, /ys. Pl.:az 'H
jelek telitése soran (szélessavu protonlecsatolas) a 13C
jeleken mért maximalis novekedés elvileg ~ 2 szeres

2) Ha a molekula mozgasa lomha (pl egy fehérje esetében),
akkor a W, atmenet dominal, a maximalis NOE értékek
nagysaga - v,/ ys. Amennyiben 'H - 'H NOE effektusokat
szeretnénk meérni, az elméleti novekedés ~ -1!



Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

Mit6l fuggenek a kvantumatmenetek valdszinlségi faktorai?

{1+ (or0g) %)

12 ¢

c

r© (1+ (or+ 05y’ 7c2)




Korrelacios fuggvenyek és a spektralis suridseg

A spinrendszerek energialeadasa a kornyezet (szilard fazisban:
racs) felé attol fugg, hogy milyen frekvenciaju kdlcsonhatasok-
ban vesznek reszt.

Oldatban legmeghatarozobb jelenség a molekula forgasa. A
spinek a kulsé B, tér altal orientaltak, a forgas a hozza tartozo
frekvenciaval mozgo dipolusokat general. Ez fluktuald magneses
tereket jelent és ilyen modon nyujt lehet6séget a spineknek az
energialeadasra (dipol-dipdl relaxacio).

A helyzet leirasahoz szukségunk van egy, a molekula oldatbel

mozgasat leiro fuggveényre. Definialhatunk egy un. korrelacios
fiiggvényt, mely jellemzi a molekula helyzetét egy adott (t) id6-
pillanatban és egy, azt kovet6 infinitézimalis id6 (t + 1) elteltével

9(7) = R(t) * R(t + 1)

A fuggveény kapcsolatot teremt a molekula két, kilonbozd id6pil-
lanatbeli orientacidja kozott. g(0) =1, és g(r) a t/t. aranytdl
fuggben exponencialisan csokken, ahol T, a molekula méretét
eés mozgekonysagat jellemz6 korrelacios ido.



A spektralis suriseg-fuggveny

Altalanosan is elmondhatd, hogy amennyiben ismeriink egy
id6fuggd jelenséget, a hozzatartozo frekvenciat meghataroz-
hatjuk a Fourier-transzformacio segitségevel. A g(t) fuggvény
Fourier transzformaltjat spektralis sdriiség-fiiggvéenynek
nevezik (J(w)). Mivel a g(t) idéfUggvény exponencialis, a J(w)
fuggveény alakja Lorentz tipusu lesz:

-

27T

c

J(o) =

1+ .2

A t_ korrelacios ido jellemzi a molekula mozgékonysagat, meg-
mutatja, hogy a molekularis mozgas sebessege milyen kompo-
nensekbdl tevodik 0ssze. Ezek lehetnek a spinrendszer o,

Larmor-frekvenciajanal gyorsabb, lassabb, esetleg avval
osszemerhetd frekvenciajuak.

A

J(®)

B o r.>>1

\é . 0)O*Tcz'l

*
0, *1.<<1

Iog(a;)



Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

 Mekkora lehet a NOE értéke?

* o * 1, << 1 — A molekula gyorsan mozog és pozitiv intenzitas-
valozasokat észlellnk.
extrem keskenyedési tartomany
(kis molekulak, alacsony viszkozitasu oldatok)
W, W, - W, 12:3:2

Ekkormn =1,/ 2 yg
vagyis homonuklearis esetben 0.5
heteronuklearis esetben (pl 1:3C 1.99)

*o * 1. >>1- Amolekula lomha mozgasu, negativ jelintenzitas-
valtozasokat észlelhetlnk
diffazios hatar
(fehérjék, viszkdzus oldatok)
Ekkorm = -1v,/vs
vagyis homonuklearis esetben -1
azaz nincs jel!

Az el6bbi elméleti okfejtést részben gyengiti az a tény, hogy
a relaxacio nemcsak dipdl-dipdl kolcsonhatasi mechanizmus
szerint jatszddhat le.



Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

* Mi torténik a kozépmezdnyben?

* A lehet6ségek szambavételhez két paraméter egyuttes hatasat
célszer( figyelembe venni, egyik a spinrendszer rezonancia-
frekvenciaja, masik a molekula mozgeékonysaga, az un. kor-
relaciés ido ..

* ® * 1, << 1 — A molekula gyorsan mozog és pozitiv intenzitas-
valozasokat észlelunk.
extrém keskenyedési tartomany
(kis molekulak, alacsony viszkozitasu oldatok)

*® *1,>>1- Amolekula lomha mozgasu, negativ jelintenzitas-
valtozasokat észlelhetunk
diffazios hatar
(fehérjék, viszkdzus oldatok)

o * 1. =1 - Kozéptartomany, lehetnek olyan helyzetek, hogy
a mért NOE kozelit a zérushoz. Kozepes mole-
kulak esetén az alkalmazott térerd ,,okos” meg-
valasztasa nagyon lényeges lehet. Most nem
biztos, hogy a B, novelése a jo megoldas!

NOE / Molecular motion

YO0 | s s SR RS

50%
NOE small

0% | -molecules N

large
molecules

PG| i sty ............ :

Tvg = 1

TH-H NOE



Allandosult allapotu (steady-state) NOE

Kisméret(, merev molekulakra igazak a kovetkez6 feltételek:
(O)I - (’)S) * T<< 1
® *1.<<1
0g * 1, <<1

(0 +ag) *1.<<1

Ezek a molekulak viszonylag gyorsan mozognak. A fenti fel-
tételek teljestlése esetén a kvantumatmenetek valdszinlségi
egyenleteiben (a W értékekben) egyszerlsitéseket hajthatunk
végre, és igy pl. az *H-1H NOE értékének maximalis értéke

N, = 0.5 — nek adodik

Azonban, ha csak egy kétspin-rendszerlink van nincs sok ér-
telme ,geometriardl” beszélni. A NOE effektus r,s® tavolsagfug-
geset akkor tudjuk szerkezeti informaciéva alakitani, ha az
effektusokat egy molekula egészében értelmezziuk. Amennyi-
ben egy proton jelét szelektiven besugarozzuk, ez a proton a
molekula tobb mas protonjaval is - ezzel egyid6ben - dipolaris
kdlcsénhatasba kerul.

® ©

»
Ll |

v

rba rac



NOE differencia spektroszkopia

Ha mar van egy molekulaban harom proton, melyek kozul
kettbnek a tavolsaga rogzitett (pl. egy CH, csoport elemei):

Hb\
C—
Ha Hb Hc =) Ha/ Q
ﬂ /\ /\ /\ He
T ™

I /\ /\ _j_ \/ Moo Mac

M)
N\

Miutan van egy referencianak tekinthetd protonparunk (H, és H,)
melynek tavolsagat ismerjuk, van egy kiindulopontunk, amely
alapjan ki tudjuk szamitani a masik (tobbi) protonoktdl valo tavol-
sagukat. (pl. a H, és a H_ hidrogénatomok tavolsagat):

-6
T'|ab o I’ab

} rac = rab * (nab / Nac ) -1/6

-6
MNac * lac

A csucsok teruletei a kulonbségi spektrum jeleinek integralasa
soran kapott értékek (a besugarzott jel intenzitasa: -100%). A
NOE effektus nem szimmetrikus, tehat az | —S novekmény
nem azonos az S — | novekedéssel.



NOE - differencia spektrum: egy pelda

OMe O
o)
MeO
. melyik? ez?

|

b)

L e

0 I

5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 05 2.0 ppm

Trimetilpurpurogalin acetat szerkezetének bizonyitasa: az izo-
mer szerkezetek kozti dontés alapja az 1D-NOE differencia
spektrum



NOE: tovabbi példak

31% 0%
> %
H  CHa, H /_H\
(%\H CH,
N N

Assignment of E/Z stereochemistry
Tel Lett. 1967, 4065

/"\\12%
- OCH,
O’)\OCH3 #%H 0%
O O

Assignment of stereochemistry



NOE: még tovabbi példak

a7 @ 15 15
CH, H CHs H
H /vo H MO
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1-D NOE és NOESY

Az 1D méréshez szukseéges egy szelektiv inverzio (altalanosan
besugarzassal valdsitjak meg), majd a keverési id6 utan egy
un. ,kiolvaso” /2 pulzus

180 90

S

JAN] Ny

selective inversion

At keverési idb optimumanak helyes megallapitasa a kisérlet
sikeres kivitelezésének fontos alapja.

Emlékezzink most az INEPT kisérletnél tanultakra! Ott a sze-
lektiv pulzust egy alkalmas fazisu ©/2- 1t/2 pulzusparral helyet-
tesitettik. Ha kétdimenzids kisérletet szeretnénk végezni, ak-
kor egy, a kiséerletben alkalmazott varakozasi id6t (t,) inkremen-
talni kell. Az alabbi pulzusszekvencia a kétdimenziés NOE
kisérlet, a NOESY (NOE SpectroscopY). Eredményében ab-
ban kulonbozik a COSY spektrumtol, hogy itt nem a J csatolas
altal, hanem a dipolaris kélcsénhatas altal kapcsolatban levd
(tehat térkozeli!) protonok jelei fognak keresztcsucsot mutatni.

90 90 90

1:1 tm

- /
Y

“inverzio”

Y




Allandosult allapotu és tranziens NOE

Kulonboz6 t,, keverési id6 mellett vegzett kiserletek megmu-
tatjak a NOE felépulés sebességét, mely két izolalt proton és
megfelel6 kisérleti korulmények mellett egy exponencialis fugg-
vény szerint megy vegbe, m...-ertekének eléreséig

Mimay T T

03t

Amennyiben a T, és T, relaxaciot is figyelembe vesszuik, az
észlelt NOE egy ideig novekszik, azutan zérus értékre csokken,
minden magnesezettsegi vektor a z tengely iranyaba all vissza.

nat
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NOESY

Az elsé két w/2 pulzus (az inkrementalt t, id6vel) az 6sszes
protonjel inverzidjat szolgalja, ahol minden kémiai eltolédas és
csatolas informacié megmarad — nem torténik refokuszalas.

A kétszeres Fourier transzformacio utan a kapott szimmetrikus
2D térkép tartalmazza a kémiai eltolodas és csatolas informacio-
kat (a diagonalis tkp. az 1D *H spektrum), a keresztcsucsok pe-
dig a keresztrelaxacioban részt vevo, dipolarisan csatolt spinek-
hez tartozo jelek kozott jelennek meg. A NOESY mérése és az
adatok feldolgozasa mindig un. fazisérzékeny modban torténik,
azaz a 2D terképen a szintvonalak magassagot €s melységet
egyarant jeleznek. (mint a térképen a hegyek magassaga és a
tavak, tengerek mélysége)

6 (f1)
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A keresztcsucsok nagysaga a magok kozti tavolsag fuggvénye.
Térfogati integralokat kell mérnink, és hasonléan az 1D mdd-
szerhez, szUkseges egy ismert magtavolsag a tobbi tavolsag
szamitasahoz.



NOESY
A NOESY spektrum értékelése:

ha a diagonalis csucsok pozitiv fazisuak (a
spektrum fazisat igy allitjuk be - konvencio)

- (+) NOE csucsok negativ iranyba mutatnak
- kémiai csere csucsok pozitiv iranyba mutatnak
- de! (- ) NOE csucsok is negativ iranyba mutatnak

- Erbsen csatolt rendszerek esetén mesterséges
COSY csucsok is megjelenhetnek

6 (f1)
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A mért NOE effektusok lehetnek intramolekularisak (hig
oldat) de bizonyos esetekben intermolekularisak is. (pl.
oligomerek, asszociatumok fennallasa esetén)



A NOE mérése (NOESY vagy differencia
spektrum?)

Mintael6készités és mérés
- Lényeges a megfelel6 térer6 gondos megvalasztasa ( n # 0)
- Oldat : oldoészer gondos megvalasztas, paramagneses
szennyezO6k (oxigen!) eltavolitas
- Mérés soran nem ajanlott a minta forgatasa

1D differencia spektroszkopia

El6zetes meggondolas szukséges (mely protonok
érintettek?)

Gondos kisérlettervezés (multiplettek lecsatolasa)

Kvantitativ eredményt kapunk (nem kolcsonos!)
NOESY
Minden korrelacio latszik

Atfedések megsziinhetnek

Fazisérzékeny valtozatban, (+) és (-) NOE is latszik

Kvantitativ értékelés nehézségekbe Utkozik

A keverési id6 megvalasztasa dontoé lehet

Eredmények kritikus kezelése (n# 0) ??

Mire j6?



NOESY — egy valos példa Me

A fekete szintvonalak a negativ (vetités sikja alatti)
csucsokat jelzik — ezek jeleznek NOE kolcsonhatast,
azaz térkozelséeget

J i 41 5

[
£
0 !
#
)
.
“ &
< 0 ] 0‘
. & o
— 3 o
= o [ o
— P .




NOESY - egy valos péelda
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A spin-lock (rogzites)

Maga a modszer azt jelenti, hogy a magnesezettsegi vekto-
runkat a By tér altal kikényszeritett z irany helyett tartosan az

Xy sikban tartjuk. Ehhez el6sz0r a vektort egy ©/2 pulzussal az
X vagyy tengely iranyaba kell kibillenteni.

Ezutan kovetkezik a rogzités (locking), azaz, ha a vektor mar
az xy sikban van, az Uj magneses tér ezt a vektort a tovabbi-
akban az x vagy y tengely koruli precessziora kényszeriti. Ezt
rendszerint egy folytonos terrel tortend besugarzassal (CW),
vagy Ujabban alkalmasan kidolgozott, sok komponensbdl allo
pulzusvonatokkal, un. 0sszetett (composite) pulzusokkal tudjak
elérni.

90,

> X > X
Bg (X) Bs.

Amennyiben ezt a feltételt elértlk, (ez az un. Hartmann-Hahn
condition), rendszerunkben az atmenetek frekvenciai a tovabbi-
akban a B, térrel lesznek aranyosak.

SL el6tt: ®, =yB, SL utan: o5 =yBg




TOCSY

A spin-rogzites elvileg alkalmazhato az xy sik tetsz6leges
tengelyén, tetszbleges ideig, a kivant effektus elérésére.
Az egyik legfontosabb modszer, mely a spin-lock alkalmaza-
sara épul, az un. HOmonuklearis HArtmann-HAhn kisérlet,
viccesnek tind nevén HOHAHA, masneven TOCSY (TOtal
Correlation SpectroscopY). Célja a csatolt spinrendszerek
teljes halozatat felderiteni. (Emlékezzunk, a COSY csak a
szomszédot mutatja!). A szokasos 1D korulmények kozatt,
vagy éppen a COSY modszer segitségevel a csatolasokat a
kulso (polarizald) B, magneses térben figyeljuk meg, tehat
fennall a

Ad (Hz) >>J (Hz) feltétel.

Azaz, a rendszer energiaviszonyaiban a kémiai eltolodasok
szerepe lesz a meghatarozo6 a csatolasokkal szemben.

Az el6zb évi tananyagban ezt ugy emlitettuk, hogy az ilyen
spinrendszer un. elsérendii spinrendszer.
Kvantummechanikai megkozelitésben:

H=H,+H,+... Jagy, hogy H;>>H,

Ahol H a rendszerre jellemz8, a rendszer energiajat jellemzd,
un. Hamilton-operator .

A spin-lock korulmények kozott azonban lényeges valtozas tor-
ténik. A kémiai eltolddas kulonbségek (Hertzben!) csokkennek,
mivel Ad (B, << B,), a csatolasok azonban nem, (J a vizsgalt
molekula tulajdonsaga!), ezért H, >> H,, azaz az energiaviszo-
nyokban a csatolasoknak meghatarozoé szerep jut.



TOCSY

Esetlnkben tehat a csatolasi term lesz a meghatarozo6 a rend-
rendszer energiaallapotaban. A skalaris csatolas eredménye-
képpen un. koherencia atvitel jon létre.

A részleteket nem érintve, a modszer lényege az, hogy ameny-
nyiben a ,keverés” megfelel6en hatékony, egy spinrendszer
valamely elemét kivalasztva, a koherencia a spinrendszer min-
den tovabbi elemét érinti, azaz korrelacio mutathaté a spinrend-
szer 0sszes tobbi elemével.

Két spin kozOtti maximalis koherencia atvitel J csatolasi allando
fennallasa esetén akkor jon létre, ha t, = 1/2J. Hosszabb t,
ertekek esetén a gyengébben csatolo spinek is részt vesznek a
koherencia atvitelben, azaz egy kivalasztott spintdl tavolabb is
detektalhato kolcsonhatas. Az 1D-TOCSY Kkisérletet egy, a
kivalasztott spinre szelektiv /2 pulzussal kezdjuk:

90

S tm

spin-rogzités >

At keverési idb alatt a kivalasztott, rogzitett spinrél a koheren-
cia a vele csatolasban lev6 0sszes spinre tovabbterjed.

A
A 4




1D -TOCSY

Ha rogzitéssel a spin-
rendszerbdl egy spint

kijelolunk, megismerhet-

juk a rendszer 6sszes
tobbi elemét

el

Rogzitett (locked)

spin: “




2D-TOCSY

A szekvencia alkalmazasanak legfébb nehézsége a szelektiv
pulzus, mely sohasem annyira szelektiv, mint szeretnénk. Ezeért,
mint eddig is altalaban a 2D mddszerek esetén, a szelektiv pul-
zus helyett kemény /2 pulzuskombinaciot alkalmazunk. A keve-
rési idd (azaz a spin-lock) el6tti és utani két pulzust az irodalom

mint ,trimmelé” pulzusokat emlegeti. A pulzus-szekvencia a
kovetkezo:

90 90 90

m {>

A spin-rogzitést (spin-lock) ma mar olyan o0sszetett pulzuskom-
binaciokkal érjuk el, mint a Malcolm Lewitt altal kidolgozott un.
MLEYV pulzusvonat (ktlonb6z6 valtozatai lIéteznek), vagy a
hasonl6 funkciodt ellatd DIPSI.

At keverési ido alatt a molekula minden egyes, azonos spin-
rendszerén belul megvalosul a koherencia-transzfer, igy a két-
szeres FT utan ezek kozott korrelaciot kapunk. (keresztcsucs
detektalhatd). A TOCSY tehat egy olyan homonuklearis 2D
modszer, mellyel nemcsak a szomszédos, de a tovabbi csatolo
partnerek is azonosithatdak. (pl. egy megszakitas nélkuli szén-

lanc v. egy gyUlri 6sszes hidrogénje. llymodon a COSY spekt-

rumhoz hasonl6 (azt kiegészitd, esetleg helyettesitd) informa-
ciokat szolgaltat.

A
A 4
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TOCSY

* A 2D térképen minden kiulonalld, a masikkal nem csatolo spin-
rendszer ugyanabban a sorban (oszlopban) foglal helyet:

Ll il

Az ilyen TOCSY spektrumok sikeresen alkalmazhatdk peptidek,
poliszaharidok egységeinek szerkezetfelderitésére.



TOCSY - egy valos példa

COSY
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TOCSY - egy valos pelda
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TOCSY - egy valos pelda

6
TOCSY
7
o :, 22 B
, o | [T
e o ¥ -7.6
& b
> ® 7.8
% e
-8.0
# # 8.2
] 4
-8.4
% # e TeE
3 ® o -8.6
ppm

ppm 86 84 82 80 7.8 7.6 74



TOCSY - egy valos példa 3
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ROESY

A spin-lock technikat alkalmaz6 masik fontos NMR kisérlet a
ROESY (ROtating framE SpectroscopY). Ez a modszer a
NOESY valtozata spin-lock korulmenyek mellett..

Mint lattuk, a NOESY spektrumoknal a mért NOE novekedeés

a o * 1, fuggvénye, homonukleéris esetben a Solomon egyen-

letekbdl kdvetkezben @ * 1, = 1.12 értéknél valik zérussa.
Nem kell szembenézni az emlitett problémaval a dipolaris csa-
tolasok tanulmanyozasa soran, ha ezeket a B térnél lenyege-
sen kisebb térben végezzuk.

Ekkor mindig az ,extrém keskenyedési tartomanyban” dolgo-
zunk és minden dipolaris kdlcsonhatas pozitiv lesz

B, - 100 to 1000 MHz

By - 210 5 KHz

A pulzusszekvenciat egy nem-szelektiv, kemény m/2 pulzus-
sal inditjuk és a spin-lock eldtti t; id6t inkrementaljuk, igy kapjuk
a masodik dimenziot.

90

+
+

A 4

t, tn >



ROESY

A kétszeres FT utan kapott szimmetrikus 2D térkép kozel azo-

nosan ertékelhetd, mint a NOESY. Ha a diagonalis csucsokat

pozitiv (felfelé mutatnak) fazisura allitjuk:

- A ROE csucsok negativ fazisuak

- a kémiai cserébdl ered6 csucsok pozitiv fazisuak

- a ROE csucsok abszolut értéke altalaban kisebb, mint a NOE
csucsok altalaban (ha megjelennek?!)

- el6fordulhatnak mesterséges (pozitiv) HOHAHA csucsok

ROESY vagy NOESY ?
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2D NMR spektrumok tipusai

|. Kémiai eltolodas korrelaciok(f;=9, f,=0)
Homonuklearis

a) Csatolaskorrelalt (COSY, TOCSY)

b) Dipdl-dipdl kdlcsénhatas korrelalt (NOESY, ROESY)
Heteronuklearis
Csatolas-korrelalt

a) Egy-kotés korrelacio (HSQC, HMQC)

b) Toébb-kétés korrelacio (HMBC, H2BC)

Il. J-spektroszképia (f;=J, f,=0)

a) Homonuklearis

b) Heteronuklearis

1. Diffuzié korrelalt (f,=D, f,=0)



Térgradiens modositott spin visszhang

Feltételek: nincs hégradiens, nincs koncentraciokulonb-
ség indukalt diffuzioé, csak Brown hémozgas

Lépések : a) magspin térbeli helyzetének megjeldlése
(1. gradiens pulzus) b) vizsgaljuk a kijelolt spinek
elmozdulasat (2. gradiens pulzus)

90 180
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Térgradiensek eés a diffuzio
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Az els6 gradiens pulzus hatasara fazisvesztés jon létre
(dephasing), a masodik ellentétes gradiens pulzus hatasara
létrejohet az ,Ujrafékuszalas (refocussing). Amennyiben a A
id6 alatt nincs elmozdulas, a jelet visszanyerjuk, amennyiben

elmozdult a spin, az Ujrafékuszalas csak részleges lesz,
(jelintenzitas csokkenés), de a jel akar el is tlnhet.



Diffuzios allandé meghatarozas
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2D-DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy)

Alapgondolat:

A

(c) s



2D-DOSY

valos példa: aminosavak elegye
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Alkalmazasi lehetGsegek:
elegyek analizise

molekulak kozti kdlcsonhatasok vizsgalata (gazda-
vendég kolcsohatas,dimerizacio, oligomerizacio)

cserefolyamatok vizsgalata (egyensulyi allandé
meghatarozasa)



NMR a fehérjék szerkezetkutatasaban

Az id6beli fejl6dés Uteme -

lehet6ségek és hatéekonysag

Protein Size Limit

Time
Field Strength

Protein NMR

Isotopic Labeling

100 kD

1 GHz

TROSY Spectroscopy:;
Measurement of
Residual Dipolar Couplin
in Partially Oriented
Bicelle Protein Samples

Segmental Labeling
of Domains
in Moduiar Protens

35kD
25 kD
=T
10kD V4
AN AN AN Y —
1980 1990 present
500 MHz 600 MHz 800 MHz
2D30 Homomclear  20/30 Heteronuciear  30/4D Heteronuciear
Speactroscopy Spectroscopy; Speciroscopy,
30 Triple resonance  Pulsed Field Gradents
Speciroscopy
Uniform Deuteration Uniform "““N/3C Uniform Deuteration for
with Selective labeling Backbone Assignment,
Protanation Parial and Selective
of Amino Acid Types Deuteration for Sidechain
to Simpidy Spectra Assignmant and NOE

idantification



NMR a fehérjék szerkezetkutatasaban
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