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1. BEVEZETES, CELKIT UZESEK

A magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia yik éeghatékonyabb
eszk6z molekuldk szerkezetének, dinamikai jel@mek és egyméssal valo
kolcsbnhatdsanak vizsgalatara, ennek kodszéahetnapjainkra egy rendkivl
széleskdifen hasznalt modszerré valt a legtobb kémiai tudgieéiieten és a szerkezeti
biologidban egyarant. Ahhoz, hogy megbizhaté infmidt kapjunk NMR
meéréseinkbl, j6 minésédi spektrumokra van sziikségunk. A jel-zaj arany (@Eagséq)
és a felbontds az a két paraméter, amely leginkddahatarozza egy NMR spektrum
kvalitasat. Az utdbbi két évtizedben az elektronfleflesztéseknek, az egyre nagyobb
teni magnesek készitésének ésiigott metfejek bevezetésének kdszontest tobb,
mint egy nagysagrenddekth az NMR mérések érzékenysége. Ezzel ellentétben a
spektralis felbontds hozzawtgesen csak a kétszeresére ndvekedett, ha sepplenia
20 évvel ezditt elérhed legnagyobb tdr magneseket vesszilk dsszehasonlitasunk
alapjaul. Azaz tovabbra is nagy szikség mutatkoaikan NMR modszerek
kidolgozéséra, amelyek képesek novelni a felbontast

Ugyan a spin-spin csatol&saz egyik legfontosabb, szerkezeti informaciot
hordoz6 NMR jelenség, de a hatasara létkejnalfelhasadasok jeldisen bonyolitjak
a spektrumokat, csokkentik a felbontadsukat, jetéitbeket eredményeznek, és ezaltal
gyakran megnehezitik a kémiai eltolodasok és/varpatolasi allandok meghatarozasat.
Emiatt az NMR spektroszkopusok a kezddtekbgva probalnak olyan mddszereket
kidolgozni, amelyek képesek megsziintetni a spin-spatolas hatasaNapjainkra mar
rutinszetivé valt egy, csak szingulett jeleket tartalma?@ spektrum felvétele a
detektalas alatt alkalmazott szélessavi protortiglésaak koszonhéen Azonban ez
a tipusu megoldds nem hasznalhatdé a homonukleasatolésok okozta
vonalfelhasadasok megszintetésére, ugyanis ebbessedben a detektalni kivant
atmenetek is telitinének. Természetes izotépgyakorisagi minték spektrumanak
mérésekor nincs szilkség homonuklearis lecsatoldsval a*C-1*C csatolt dublettek
— 1%-ndl kisebb intenzitdsuk miatt — beleolvadnakjazintbe), azonban mas a helyzet
protondetektalasi kisérletek esetén, illet¥@-jelzett vegyiletek3C spektrumanak
régzitésekor.

Jelatfedésekid szarmazo6 problémakkal leggyakrabb&hspektrumok esetén
szembesulhetink, ami egyrészt a korlatozott kémlialédas tartomanynak (~10-15
ppm), masrészt a proton-proton csatolasok okomtgddt felhasadasoknak koszorihet
Ezzel szemben egy szélessavi homonuklearis progattet'H spektrumban — ahogy
az 1. abran is lathat6 — minden egyes multipletigseetté egyszésdodik, aminek
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szamos dénye van. Egyrészt a spektrélis felbontés jéleen 6, a jelatfedések
megs#nnek vagy minimalisra csokkennek, aminek kiemelterjiésége van
makromolekulak és tobbkomponénsendszerek (pl. diasztereomer keverékek,
reakciotermék-elegyek, metabolitok) spektrumainaiértékelésénél. Masrészt a
spektrumok egyszésddésével az adott kisérletben méteMNMR paraméterek (pl.
kémiai eltolédasok, heteronuklearis csatolasi difda) meghatarozasa egysiane és
pontosabba valik. Harmadrészt az automata csucseiie hatékonyabb a szingulett
jeleken, és ezaltal bonyolult spektrumok kiértégelglentsen gyorsithato.

e L Ll

HONNE-O g
i “Nrac
Bn.-CH, iy 50
1 1 Ho 6b,2
g OMe 36326a 45
b 1
T T T T T T T T T
5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 ppm

1. &bra Szélessavi homonuklearis protonlecsatela) és normatH (b) NMR spektrum
Osszehasonlitdsa

A potencidlis einydok miatt mar az ezredforduléot évtizedekben is tobbféle
modszert javasoltak a szélessavi homonukleari®meaisatolas megvalédsitaséra.
Mivel ezek mindegyike csak egy kétdimenzids spehtrindirekt dimenziéjaban
alkalmazhatd, valamint tébbnyire bonyolult adatéédbzast igényel, és néhany kozulik
jelents érzékenységveszteséggel is jar, igy nem terjedtalgyakorlatban. Az utébbi
évek oOtleteinek és fejlesztéseinek koszotdret a szélessavd homonukleéris
protonlecsatolas a reneszanszat®étt Az Gj médszerek egyik legnagyobléeye, hogy
tobbdimenzids, protondetektalasu kisérletek direkkyizicios dimenzidjdban is
alkalmasak a jelek egysfsitéséere és a felbontas novelésére.

2012-ben kutatécsoportunk is bekapcsolédott az NdpRktroszkopia ezen
dinamikusan fefidé kutatasi terlletébe, azzal a céllal, hogy medgielekélessavu
homonukleéris protonlecsatolast eredmétysmpulzusszekvencia-elemek beépitésével
noveljik az irodalombdl ismert NMR kisérletek tsljgképességét. Ennek megfélkeh
munkank soran egyrészt céliittik ki olyan, szélessavu protonlecsatolt hetertaarks
korrelacios kisérletek kidolgozasat, melyek megkédett felbontast eredményeznek,
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és ugyanakkor kontiyizes mintak mérése esetén hatékony vizelnyomasidiianak.
Masrészt egy- illetve tobbkotéses heteronukle&atotasi allandok meghatarozasara
alkalmas mddszerek tovabbfejlesztését terveztikleszivi protonlecsatolas
beépitésével. Célunk volt a kidolgozott kisérletthalmazasa szénhidratszarmazékok
heteronuklearis csatolasi allandéinak mérésére.

A homonukleéris lecsatolas tudomanyterilete robésred fejlédésen ment
keresztul az elmult években, és ez a felfel&ipeliodus még jelen dolgozat irdsakor is
tart. Emiatt az altalunk kidolgozott kisérletek &éd és hivatkozas szintjén mar az
értekezés ,Irodalmi ézmeények” cini részében is megjelennek, hogy az olvasé egy
atfogobb képet kaphasson e dinamikusan véltozdetgiii és a lehét legvilagosabb
legyen szamara a témakorhtz tobtérsajat hozzajarulasunk. Eredményeinket
dolgozatomban a kifejlesztett mddszerek alkalmatrddiletei alapjan harom nagy
csoportba osztva targyalom részletesen.
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2. IRODALMI EL OZMENYEK

2.1. Szelektiv és savszelektiv homonuklearis lecslats

Az NMR spektroszképiaban nem sokkal a skalaris -spin csatolas
felfedezését’ kovetien megjelentek az élfolyamatos besugarzason alapuld, szelektiv
lecsatolast eredményemodszereR® Késbb a szelektiv homonukleéris lecsatolast
tobbdimenziés kisérletek indirekt dimenziéjabamisgvalésitottal2° a t; evollcids
id6 kozepén elhelyezett szelektiv impulzus segitsdgiadynek kdszdnhéen at; id6
elss felében kifejpdé skalaris csatolas a masodik részben refokuszaldtlilgetlen
rezonanciafrekvenciara szelektiv impulzus hely@tszelektiv impulzus is hasznalhato,
ami egy adott frekvenciatartomanyban elhelye#kés$szes spinre hat. Ez olyan
vegyuletek esetén eredményes és hasznos, melye&saiold partnerek rezonanciajelei
egymastal jél elkulondlt régiokban helyezkedneluglyanakkor egy adott régidéban sok
jel taldlhato (pl. peptidek, fehérjék, nukleinsaV&kErnst és munkatarsai megmutattak,
hogy egy adott frekvenciatartomanybandlépineket le lehet csatolni a région kivit es
Osszes spit at; evollcids id kozepén alkalmazott savszelektiv és nem-szel@BOY-
os impulzusok kombinalasaval.Ugyanis ebben az esetben a szelektiv impulzus
gerjesztési savszélességebers I6pinekredsszességéeben egy 360°-os forgatas hat,
mikdzben a tébbi spint invertaljuk, és ezaltal &ofuk.

A homonuklearis lecsatolas megoldasa az akvizicitiekt dimenzidban
bonyolultabb, ugyanis a detektalas alatti impulkukimdasat 6ssze kell hangolni az
adatgyijtésse® A lecsatold radiofrekvencias teret felvaltva kellasznalni a
radiofrekvencias velwel stroboszkopikus stilusban. Napjainkban a stielek
homonukleéris protonlecsatolast mar rutindearhasznaljak egyedi csatolé partnerek
azonositasara és/vagy a spektrum részleges etiydésére. A modszert
tovabbfejlesztették tobb, kivalasztott jel besugaét, és ezaltal lecsatolasat egyszerre
lehetvé tew tobbfrekvencid$ vagy polikromatikus impulzusék alkalmazasaval.
Hammarstrom és Otting 1994-ben megmutatta, hogwzefektiv homonuklearis
lecsatolas is megvalésithaté a direkt dimenziébaA. SESAM SEmiSelective
Acquisition Modulatedmoédszer esetén egy savszelektiv,itverziés impulzust kis
darabokra osztanak, és stroboszkdpikus médon adlzatk a radidfrekvencias vev
illetve a lecsatold felvaltva tortérbekapcsolasaval. A savszelektiv lecsatdldsis*C
homolecsatolasra is hasznaljak tobbdimenzios NMiridtekben. Amtobbi években
Ujfajta megkozelitéssel valdsitottak meg savszelghtotonlecsatolast az akvizicids,
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direkt dimenzidbari!?° melynek a részletesebb bemutatasara a 2.3.2zdtben térek
majd vissza.

2.2. Szélessavu homonukleéris lecsatolas

Bar a biomolekularis NMR tertletén ‘8C homonukleéaris lecsatolas nagy
jelenséggel bif%32 amit az utébbi évtizedbenéC-detektalasi modszerek fehérjék
vizsgalatdban valé hasznossaga és elterjgtfésmvabb fokoz, ennek a részletes
targyalasa jelen doktori disszertacié keretein kigsik, igy a tovabbiakban &
homonukleéris lecsatolasra kivanok fokuszalni.

Az el6z6 fejezetben Osszefoglalt, szelektiv. homonuklearégsdtolast
eredményez modszerek bizonyos szerkezetigazolasi és -fedderiteladatokban
rendkivial hasznosak, azonban nem alkalmasak amgy fegy vegyilet teljes
spektruméban megsziintessék a proton-proton csaktotk®zta vonalfelhasadasokat.
Ugyan Ernst és Primas egyik cikkiikben mar 1963-trmyfogalmaztd, hogy egy
gyakorlé spektroszkopus szaméra idedlis lenne,glgazerre meg tudna szuntetni az
0sszes spin-spin csatolast, Ujabb 13 évet keltetl olyan kisérletre varni, amivel —
ha nem is kozvetlenll — de sikertlt teljes mértékbemonuklearisan lecsatoitd
spektrumot létrehozRiEzt kdveben UGjabb és Gjabb mddszereket fejlesztettek ki de
mindennapi gyakorlatban is egysizen és j0l hasznalhato kisérletek csak a 2010-es
években jelentek meg.

Az elmult évtizedek alatt kozolt, szélessavl honkdedris protonlecsatolast
eredményez modszerekeglviket tekintve két nagy csoportba lehet osztAniegyik
csoportba soroltak a proton-proton csatolasi evéliefokuszaljak, a kémiai eltolodasit
pedig valtozatlanul hagyjak (BIRDZangger-SterR, PSYCHE® mddszerek), mig a
masikba tartozok inkdbb szétvalasztjak a csataasa kémiai eltolodasi evolluciot
kilonbodképpen ,manipulalva” azokat J{eloldott? konstans iddj°® idS
megforditasod, anti z-COSY¥’ mddszerek). Az emlitett kisérleteket kulon-kilén a
alabbiakban mutatom be, az utdbbi csoporttal kezdve

2.2.1.J-feloldott kisérletek
1976-ban Ernst és munkatarsai kozolték ag @lgan médszertami szélessavi

protonlecsatolt *H spektrumhoz vezet. A 9@%R2-180°11/2-FID(t2)
impulzusszekvencian alapuld 2DBfeloldott kisérletben d&; id6 alatt csak csatolasi
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evolucio van, nettdé kémiai eltolédasi nincs, midegektalds alatt mindkétmikodik.
Ennek eredményeként a 2D spektrumban olyan domiditipletteket kapunk, melyek
45°-0s vetllete egy felhasadasokat nem tartalmalecsétolt”) 1D spektrumot
szolgaltat. Azonban egy 2D-feloldott spektrumban a csucsok bonyolult jelatako
mutatnalk® A jelek at; fliggvényében fazismodulaltak, igy 2D Fourier-tedosmaciot
kdvetben abszorpciés és diszperzids jarulékokat egyaeitalmazd, kevert fazisa
csucsokat adnak, melyek 45°-o0s vetllete akéar tpdjkmltashoz is vezethet. Emiatt a
45°-0s leképezéshez a spektrum abszolit €nékozatat kell hasznalni, ami viszont
kiszélesedett, elnyllé csucsokat eredményez attdt$® spektrumbart: A problémat
szamos megkozelitéssel probaltak kikiiszobolni mziklévtizedek soran.

Egy pszeudo-echo hasznalataval a FID diszperzidpkoensei elnyomhatdk,
és ennek kovetkeztében a 45°-0s projekciot Kiretaz izolalt csiucsok abszorpcios
jelalakot mutatnak. Az éatfedéseket tartalmazé #dmad azonban tovabbra is
jeltorzulasok észlelhék, valamint a spektrum jel-zaj aranya is jelesein csokken.
Mivel a jelek intenzitasa a jelszélességts a multiplett struktaratdl f€igg, ezért ez a
pszeudo-echo tipust kisérlet nem haszndlhaté katinti célokra. Egy masik
megkozelités szerint, a fazistorzult jelalak isrtéven illeszteni lehet az egyes
cslcsokat egy mesterséges ,fazistorzulasi masz&kdeghatarozvas felhasznalva
minden egyes fazistorzult jel frekvenciajat és namigasat, illetve megfelél
jelszélességet és -alakot feltételezve, a disameriarulékok eltavolithatok a 2D
spektrumbdl és a kapott, tiszta abszorpcios spekidliszedhetjuk ki a 45°-0s vetlletet.
Freeman és munkatarsai  kulonbkeppen modositott 2D J-feloldott
impulzusszekvenciakat dolgoztak ki (pl. trim vagladatikus impulzust alkalmaztak)
a diszperziés komponensek Kiszsére!1*> A kisérletek eredményeként kapott csatolasi
mintazatokbdl alkalmas mintazatfelisferalgoritmussal a kémiai eltolédasokat
meghatarozva egy mesterségesen protonlecsatolrspek lehet eallitani. A 2D J-
feloldott spektrumnak egy masik processzalasi égiatat alkalmazva, az an. FDM
(Filter Diagonalization Metholl modszer segitségével a nem Fourier-transzformalt
idofiggd adatkészlel szintén mesterséges tiszta kémiai eltolédas spmkt
nyerhe.*%® Nemrégiben egy UGjabb megkozelités latott napvtl&yoami az
ALPESTRE A Linear Prediction Estimation of Signal Time Readr algoritmus
segitségével tthen visszafelé prediktal adatpontokat, amiket érldek utan tizve
egy olyan szimmetrikus FID-et kapunk, amelynek aeki a legkisebb intenzitasu. A
FID kozepén léy adatot szinusz sulyfiiggvény segitségével lehetrsigteni, ami
azonban érzékenységveszteséget okoz. LegutobbiSakiermel kozolt az é6hoz
hasonlé el processzalasi sémat, amivel nagyobb érzékenykduttelérnr?
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Az elézéekben vazolt, szamos (j fejlesztés ellenére, atitoap;, a 2DJ-feloldott
adatokbol tiszta kémiai eltolédas (,pure shift”)ekfrumot kapjunk, mindenképpen
valamilyen bonyolult adatfeldolgozast kell végefu.egyrészt atfdédielek esetén nem
feltétlentl niikddik megfeleben, masrészt nem segiti a modszer rutitiszer
alkalmazasat! Mindemellett a 2DJ-feloldott adatbdl az egysZer abszolltérték
processzalassal nyert protonlecsatofH spektrumot gyakran haszndljak
tobbkomponeris oldatok vizsgalatara, példaul a metabolomik&ddahA megnovelt
felbontas mellett tovabbi&hye a kisérletnek, hogy a spin-echo szekvencia m@gtors
transzverzalisT,) relaxacioju komponensek (pl. fehérjék) jelinteagat csokkenti, és
ezaltal kezeletlen vérplazma mintakban a kismokekuhnetabolitok megbizhatobb
analizisét teszi leh&té. A J-feloldott spektrumokbdl kinyert kvantitativ infoamiokat
azonban dvatosan kell kezelni, ugyanis a metalyolittenzitasa is skalazédik &
relaxacios idknek megfelglen. A J-feloldott mddszert olyan 2D kisérletekbe is
beépitették, mint a HMQE&,DOSY*>>" és HMBC®. Ezekben a kisérletekben, amelyek
igazabdl 3D spektrumot szolgaltatnak-feloldott dimenzibt arra hasznaljak, hogy egy
protonlecsatolt akvizicidos dimenziét kapjanak. Atpn jelszélességet ésorban al-
feloldott dimenzidban alkalmazott kisérletek (inkentumok) szama hatarozza meg.

2.2.2. Konstans idef médszerek

Szélessavu homonuklearis lecsatolasra csak azlktdiimenziéban alkalmas,
an. konstans idéj médszert elsként Bax és munkatarsai irtdk le 1979-behz
impulzusszekvencia6f épiteleme ismét egy spin-echo, ami 6sszességében veégig
allando idefi marad Tq) a 2D kisérlet soran (2. &bty innen kapta a nevét is a modszer
— at; idét viszont folyamatosan noveljuk. A 180°-os impulzuegforditja a kémiai
eltolédasi evollcié iranyat, ugyanakkor nincs hsgifi® csatolasira. Amikor =0 a
180°-0s impulzus &4 kdzepén helyezkedik el, ezaltalTa alatt nincs nettdé kémiai
eltolodas evolacio. Viszont inkrementélva;aet a 180°-os impulzus egyre kdzelebb
kerul az el§ 90°-0s impulzushoz, és tavolodik a masodiktol zea&émiai eltolodasi
evolucio fugg ati-tél. Ezzel ellentétben, bar van csatolasi evollcity alatt, de az
fuggetlen a;-tél, és igy nincda-t6l fliggé hatasa a mért jel amplitudéjara.
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2. 4bra 2D konstans id&jCOSY kisérlet impulzusszekvencidfa® A fehér és fekete
téglalapok 90° és 180°-o0s protonimpulzusokat regmEnak. ATy id6 allandd marad &
inkrementalasa soran, csak a 180°-o0s impulzusitolod

v

A konstans iddj kisérlettel az indirektH1) dimenzidban protonlecsatolt, éles
jeleket kapunk, ha elég sok kisérletet rogzitiinkdefektalt magnesezettség intenzitasat
a csatolasi allandok ésTa értéke hatarozza meg. A modszer hatranya, hoggtarp
proton skalaris csatolasi allandiy), és ezaltal a konstans iddjisérletben a csucsok
intenzitasa, tag hatarok kozott valtozik egy admlekulan belil is. igy éfordulhat,
hogy bizonyosJun értékek esetében nem kapunk detektalhatdé magressepd
Annak érdekében, hogy ezt elkerlljuk, érdemes ®jktrumot felvenni kilénbéz
konstans il periédussal Tg). A csatolasi allandok kulonbézegébl fakado eltéd
jelintenzitdsok miatt a konstans-ilgproton spektrumok nem alkalmasak kvantitativ
kiértékelésre, és emiatt szélesk@kalmazasuk elmaradt. Azt azonban meg kell itt
emliteni, hogy az egykotéses, skal&fs—°C csatolasi allandék sokkal egységesebb
voltdnak kdszonhéen a konstans idéjmegkdzelités altalanos és fontos modszerré
valhatott a felbontas novelését€—jeldlt biomolekulak tobbdimenzids spektrumainak
indirekt *C dimenzidibari®-32

2.2.3. ,1dé megforditasos” (Time reversal) kisérlet

Sgrensen és szétarsai 1985-ben javasoltak az un.g,ichegforditasos” (time
reversal) kisérletet szélessavu homonuklearis teléssa 2D spektrumok indirekt
dimenziéjabarf. Ebben a mddszerben ta evollciés i@ kézepén tranziensenként
kulonb6d forgatasi szog impulzusokat hasznalnak, és meghatarozott szaanaiéns
Osszeadasaval érik el a skalaris csatolasi evohaeigforditasat. A cikkben a modszer
alkalmazéasat egy indirekt~{) dimenziéban lecsatolt NOESY kisérlet formajaban
mutattak bé.Bar az id megforditasos kisérletet tobb, mint harminc éezslbtt irtak
le, a mai napig nem terjedt el igazan. Ennek vahiiteg az az oka, hogy meglebsén
kifinomult beallitast igényel. Ugyanis a kllonlédoZorgatasi sz impulzusok
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szukséges szama fligg a csatolo partnerek szamaadknamatol, illetve az egyes
adatkészleteket kulonféleképpen kell skalazni azemdas étt.'* A kisérlet jelents
érzékenységveszteséggel is jar, bar ez utdébbi majdaz 0Osszes szélessavl
homonukleéris lecsatolast eredmériyamdszersl elmondhato.

2.2.4. Anti z-COSY Kkisérlet

A z-COSY és anti z-COSY kisérleteket Oschkinat éskatarsai fejlesztették
ki azzal a céllal, hogy egysfmitsék a COSY spektrumokat, limitdlva a koherencia
atvitelt foként olyan szomszédos &atmenetekre, amelyek kozdargiaszinten
osztoznak® A z-COSY kisérlet esetén ezt Ggy érték el, ho@OsY masodik (kevé)
90°-0s impulzuséat egp-t-S szekvenciaelemre cserélték, algbegy kis kibillentési
szodi (20° vagy kisebb) impulzustads pedigz-sZiroként funkcional. Az anti z-COSY
kisérletben pedig ugyanazt a kelempulzust egy (180°A)-t-8 szekvenciaelemre
cserélték. Ez utdbbi azt eredményezi, hogy 2D Reodranszformaciot kovéen a
diagonalis csucsok multiplett komponensei a diatisr@amelegesen jelennek meg a
spektrumban. Keeler és munkatarsai megmutattdky baaganti z-COSY spektrum
diagondlis csucsainak antidiagonalis multiplettakéere kiaknazhatd egy szélessavu
protonlecsatoltH spektrum kinyeréséf@ A diagonalis cslcsok 45°-0s vetllete ugyanis
egy tiszta kémiai eltolédas spektrumot eredményeatos, hogy a leképezéskor csak a
diagondlis csucsokat hasznaljuk, mivel a keresestmddantifazisi komponenseket is
tartalmaznak, melyek artefaktumokat generalhatnigcsatolt spektrumban. Amint az
a 3. abran is lathatd, kiszedve a diagondlis regifdrgatva 45°-kal, majd levetitve a
vizszintes tengelyre, megkapjuk a tiszta kémial@itas spektrumot. A modszer nagy
elénye, hogy a kapott 1D spektrum kvantitativ, viszarel-zaj aranya természetesen
jelentsen kisebb, mint a klasszikus, nem lecsatolt spaidr ami elésorban a kisszdg
impulzusok szamljéara irhato.

Az anti z-COSY moddszerrel elért szélessavi homaduld lecsatolas mutat
némi hasonlésagot azdiadnegforditasos kisérlettéiMindkét médszer esetén a csatold
partnerek populacidinverzidja nem 90°-0s impulzusthkalmazasaval valdésul meg.
Amig az id megforditdsos kisérlet a csatolasi evolucid6 meljfasat kilonbaz
kibillentési szbggel felvett spektrumok megfél&bmbinaciojaval éri el, addig az anti
Zz-COSY Kkisérlet kisszdgimpulzusokat hasznél, amik csak olyan tagoknakakdn
jelentts magnesezettséget, melyekben a csatolasi padiseizacioja forditott. Az anti
z-COSY megkozelitést kombinaltak egy 2D DOSY impekzekvenciaval, hogy egy

11



Timari Istvan doktori (PhD) értekezés

pszeudo-3D kisérlet formajaban protonlecsatolgshék el az akviziciés dimenzidban,
illetve 1D T, relaxaciés mérések kiolvaso kisérleteként is alkatak®’

a b =
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1 Hz l l l
~300 s
-200 [ R dooeeeeeeneees e R vq
“ E ’,\' 50 r .

-100
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(‘01 0 ".'
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46 44 42 40 38 36 ppm 46 44 42 40 38 36 ppm
07
3. abra Egy harom spinrendszer szimulalt 2D anti z-COS¥ksquma @), illetve a kiszedett,
45°-kal elforgatott diagonalis és a vetlleby. -3 A szaggatott vonal jeloli a diagonalist. A
kapott, lecsatolt 1D spektrurh)(kvantitativ.

2.2.5. BIRD moédszer

A 2.2. fejezet elején a szélessavu protonlecssttdhetvé tevs modszereket
két csoportba osztottam. Azeb alfejezetekben (2.2.1-2.2.4.) azokkal a médszexekk
foglalkoztam, amelyek valamilyen spinmanipulacidkkaétvalasztjak a csatolasi és a
kémiai eltolodasi evollciot, és az esetek tObbségdsak egy 2D spektrum indirekt
dimenzi6jaban alkalmazhaték homonukleéris lecsstal&zen alfejezettel keddben
térek at azon kisérletek (BIRDZangger-SterR,PSYCHE®) bemutatasara, amelyek
tényleges fizikai lecsatolast tesznek Iéhnét és tobbdimenzids spektrumok direkt,
akvizicios dimenzidjdban is hasznalhatok szélesgéwtonlecsatolasra. Ezek azok az
impulzusszekvencia-elemek, amelyeket jelen doktddlgozat anyagat képéz
maédszerfejlesztéseink soran mi is felhasznaltugk,targyalasukra kiemelt figyelmet
forditok. Kozos jellemdjuk, hogy szelektiven képesek invertalni az Univagpineket,

a tobbi spinre (passziv spinek) pedig nem hatnakalkiv spinek azok, amelyek az
észlelt, lecsatolt jelet szolgaltatjak, mig a pasdea lecsatolando, nem detektalt spinek.
A protonlecsatolas eléréséhez a szelektiv invebrndbsitdé elemet kombinalni kell egy
nem-szelektiv 180°-0s impulzussal. Ezéaltal az agpinekre 0sszességében egy 360°-
os forgatas hat, azaz nem térténik velik Iényegébemmi, mig a passzivakra egy 180°-
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0s, azaz invertalodnak. Ez egyrészt az aktiv spiofkamatos kémiai eltolodasi
evolucidjat, masrészt az aktiv és passziv spine&tkidoroton-proton csatolasi evolucio
refékuszalédaséat eredményezi. Mar itt érdemes migemhogy az aktiv spinek szama
altalaban sokkal kevesebb, mint a passzivaké, amakénységveszteséget von maga
utédn, de ennek a konkrét mértékét mindig az adptisti kisérletben célszer
megvizsgalni.

Az egyik, szelektiv 180°-o0s forgatasra alkalmas ulnpsszekvencia-elem a
Garbow és munkatarsai altal kifejlesztett BIRENiqear Rotation Decouplingmodul’

A BIRD blokk (4. abra) az impulzusok fazisaitdl tisggrf* vagy szelektiven invertalja
a*C izotéphoz kdzvetlentil, egy kémiai kotéssel kafizdprotonokat, mikozben'dC
izotophoz kapcsolédokra nem hat (BIRibus), vagy pedig &C izotéphoz kdzvetlentl
kapcsolédd protonokra nincs hatassal, mikdzber?Ga izotophoz kapcsoléddkat
invertalja (BIRD tipus). A modszer két tény miatt képes ilyen ipsttelekciora.
Egyrészt azért, mert egy természetes izotopgyal@iisnolekulaban a legtébb CH
proton *2C izotéphoz kapcsolddik, és csak egy 1,1 %-os hdmya@tdik *C-hoz.
Masrészt pedig azért, mert az egykotésds X és a tobbkotésedlés) proton-szén
csatolasi allandok értékében tobb, mint egy nagesémyi kilonbség van.

A 4. abra vektorreprezentaciojan ¥C-hez illetve a'?C-hez kapcsol6do
protonok magnesezettségeinek BIRpulzusszekvencia ideje alatti valtozasait
kovethetjik nyomon? A 90°-os proton gerjesztést kogen al*C-hez kébds protonok
egykotéses proton-szén csatolasi evollcidja megkiizdmig a kdzvetlenit’C-hez
kotédo protonok esetén a csatolasi evolicio hatdsa efgatlyatd. A spin-echo
szekvencia végére a3C-hez kapcsolédd protonok magnesezettsége 180°-0s
.csuszasban” (faziseltolédasban) vart’@-hez kapcsoldédd protonokéhoz képest. A
végs -x irdnyl 90°-os protonimpulzus¥C-hez kobds protonokat a +z irdnyba,*4C-
hez ko6ds protonokat pedig a -z iranyba forgatja. Azaz &seeacia végére &C-hez
kapcsolédd protonok visszatérnek kiindulasi helyilee, mig at?C-hez kapcsolédd
protonok invertalédnak. Ehhez képest a BIRBRekvenciaban annyi a kilonbség, hogy
az utols6 90°-os protonimpulzus +x iranyt, amt*@-hez kobdé protonokat a -z
irdnyba, al’C-hez kotds protonokat pedig a +z irdnyba forgatja, azaz alBiRez
képest éppen ellentétes végeredményt kapunk.

13



Timari Istvan doktori (PhD) értekezés

90° x 180° x 90° -x
1 1
'H L2 2x! Jen 3 4 23 Jcw 5] |6
180° x
13C
1 2 3 4 5

13C-hez kapcsolodiH / T "\)

Xy X X Ty X Ty
12C-hez kapcsol6diH £ i ? - D ’ =< i/ =K  \> \ : ™ \ i \ ( S 8 - 5
X\‘; 1 > y % < W\jy x—s,; 7\)’ )(\!1 1 /;»y X\ 1 /;.’y ® < i /;'y

4. dbra'* Felul a BIRD impulzusszekvencia-elem sematikus megjelenitébatty, ami a*C
izotophoz kozvetlenil kapcsolédd protonokra lényegé nincs hatassal, mikozben 4C
izotéphoz kapcsolddékat invertalja. Alul a vektoodll segitségével a szekvencia ideje alatt a
13C-hez illetve &2C-hez kobds protonok magnesezettségeinek valtozasat kdvekhegjdgmon.
Szamok (1-6) mutatjak, hogy az adott reprezentackzekvencia mely részére vonatkozik. A
kapcsolédd3C mag spindllapota is jelélve van, ahol ez relevans

Mint ahogy lathattuk, a BIRDmodul dnmagaban képes a passziv spinek (a
kozvetlenul*C izotéphoz kapcsolédd protonok) invertadldsaranbao a BIRD elem
kombinalva egy nem-szelektiv 180°-0os protonimpudalisa gyakorlatban jobb
protonlecsatolast eredményez, emiatt altalaban ®bbu megoldast hasznéljak
napjainkbar?53 A spinek akkor viselkednek az elméletileg varbémutatott médon a
BIRD impulzusblokk alatt, ha az impulzusok kozdttd 1/(2*1Jch)-val egyens. A
gyakorlatban altaldban kompromisszumot kell koereids beallitasakor, mert egy
adott molekulaban nem teljesen egyformédk az eggk8téeteronuklearis csatolasi
allandok. Azonban a legtobb esetben a tokéletlegatasokbdl ered hibak nem
okoznak figyelemre mélté artefaktumokat a lecsatodtktrumokbar?

A BIRD mddszer egyik legnagyobb éelye, hogy a szorosan csatdh
spinrendszerek*C izotopomerben értelmezve altaldban gyengén takikadl valnak,
ugyanis az egykotéses heteronukledris csatolas zditjm a *C-hoz kapcsolddd
protonok rezonanciajeleitd/2-vel. Ezaltal szoros csatolasokat tartalmazé&ddikus
'H spektrum gyakran olyan BIRD-lecsatolt spektrumot ami mentes minden szoros
csatolashdl adodo, zavaré jaruléktoh BIRD-lecsatolas tovabbi pozitiv tulajdonsaga,
hogy kvantitativ tiszta kémiai eltolodas spektrumm@dményez.
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A 13C izotop kis természetes gyakorisaga miatt (kb.%)la BIRD-tipusu
lecsatolas jeles érzékenységveszteséggel jar. Azonban azt seradcszfelejteni,
hogy ez a tulajdonsag sziikséges ahhoz, hogy izlghsiv gerjesztést tudjunk
megvalésitani. Masik oldalrél megkozelitve, teljgséC-jelzett vegylletek esetén a
BIRD nem alkalmas protonlecsatolasra. UgyanakkorBIRD-tipusu lecsatolas
egykotéses heteronuklearis kisérletek (pl. HSQCgtées nem okoz tovabbi
érzékenységveszteséget, hiszen ezekben eleve déakhaz kapcsol6dd protonokat
detektéljuk. Emiatt az utébbi években tébb BIRDtpntecsatolt HSQC-tipusu kisérletet
fejlesztettek ki, melyekszéleskdi felhasznélasi lehéségeit mutattdk be szerves
kismolekuldk jelhozzarendeléséf8i® egykotéses heteronuklearis és maradék
dipolaris csatolasi  allandék  meghatarozas&béh, illetve  enantiomerek
megkulénboztetésébéh A BIRD fizikai elvélsl adédéd korlat, hogy a diasztereotop
hidrogének kozotti geminalis proton-proton csatodsyomasara nem alkalmas a
modszer, mert nem tud kilonbséget tenni az ugyand¥® maghoz kapcsoldédd
hidrogének kozott. A nemrég bevezetett konstangii®#RD® és perfectBIRE?
megkozelitéseknek koszonbeh ezt a limitaciot sikerllt feloldani. Erre mégsia
fogok térni hvebben a dolgozat ,Eredmények és értékelésik” bészée

Eddig a BIRD modszeft végig a szén izotopok példajan keresztil irtam,
aminek az oka az, hogy ezt hasznaljuk a leggyakmatds a legszélesebb korben.
Azonban bizonyos vegyiletek illetve kisérletek ésemas magok izotopjait is
segitségiil lehet hivni a BIRD-tipust protonlecsetiobz. igy példaul 8N izotopot**N
jelolt és jeloletlen peptidek, fehérjék 'H-"N  HSQC  spektrumanak
protonlecsatolasahdz® Ugyanis a BIRD modul segitségével ‘AN-hez kapcsolodd
amid protonokat szelektiven tudjuk invertalni, eal&al lecsatolni a szénhez &dé
protonoktol.

2.2.6. Zangger-Sterk modszer

Egy rezonanciajel vagy egy bizonyos spektralitotaény frekvencia- illetve
savszelektiv lecsatolaséat évtizedek ota hasznafakMR spektroszképidban, amint
errdl a 2.1. fejezetben mar irtam. 1997-ben Zangg&térk javasolt egy nagyon elegans
koncepciét ennek a tovabbfejlesztésépefrekvenciaszelektiv impulzus ideje alatt egy
gyenge térgradienst hasznélva az impulzus rétezidislé is valik. A rétegszelektiv
gerjesztést kordbban mar alkalmaztak az in vivo MRlletén’’ azonban az NMR-ben
csak lassan ismerték fel a felhasznalasabahletjetségeketl 8
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Egy z-iranyu térgradiens impulzus alkalmazéasavalBa tér rétegesen
inhomogénné valik, linearisan valtozik a fidtgpges (z) dimenzié mentén. Azaz egy
térgradiens impulzus ideje alatt a minta kilordbdeészei fuggleges pozicidjuktol
fuggoen kulonbdd magneses teret éreznek, ami a mintatérfogatbaméteyszelektiv
frekvenciaeltolédashoz vezet (5. abraEgy klasszikudH NMR spektrum felvételekor
minden egyes rezonanciajelet a minta teljes aldivefétekercs altal meghatarozott)
térfogatabol kapjuk. Egy frekvenciaszelektiv kistén csak azok a rezonanciajelek
fognak megjelenni a spektrumban, amelyek az impuggrjesztési savszélességében
vannak, azonban azok maximalis intenzitassal. Eeltehtétben egy rétegszelektiv
kisérletben — optimalizalt impulzusokat és gradiéms hasznalva — a telje4d
spektrumot rdgzithetjik egyszerre, de minden egyesnanciajelet csak a minta aktiv
térfogatanak egy adott szeletétetektaljuk, ahogy ez az 5. abran is megfigygliea
masik oldalrol megkdzelitve: a minta minden egyé®gében csak egy frekvenciat
gerjesztunk, azaminden egyes rezonanciajelet a minta élzeleteibl detektalunk,
ami ebrevetiti a mddszer homonuklearis lecsatolasbanaliimazhatosagat.

G
—> O

g

Szelektiv gerjesztés

5. abral® A rétegszelektiv gerjesztés alapelvének bemutatasaekvenciaszelektiv gerjesztés
ideje alatt egy gyenge, z irdnyla térgradien®) @lkalmazunk. A térgradiens az aktiv
mintatérfogatban egy poziciéfiggfrekvenciaeltolédashoz vezet. Ezaltal minden egyes
rezonanciajelet a minta eltészeleteibl detektaljuk.

Szélessavu  homonukleéris  protonlecsatolashoz  kamdi  kell a
rétegszelekciot biztosité szelektiv 180°-0s pratgnilzust és az ideje alatt alkalmazott
z irAnyu térgradienst, egy nem-szelektiv 180°-aggmimpulzussal (6. abra)A réteg-
és frekvenciaszelektiv impulzusblokk (a 6. &brdmggatott vonallal bekeretezve)
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hatasara a minta minden egyes szeletében egyradotianciafrekvenciju proton (aktiv
spin) invertalddik, az 6sszes tobbi (passziv spimeskzont nem. Ezt kiegészitve a nem-
szelektiv 180°-0s impulzussal, a kulonbozétegekben |8y aktiv spinekre
Osszességeében egy 360°-0s forgatas hat, azazdeszidrténik velik semmi, mig a
passziv spinek invertalédnak. Ezaltal a 6. 4brératé impulzusszekvencia-elemmel el
tudjuk érni a proton-proton csatolasi evollcio kefralasat, és a kémiai eltolodasi
evolucio folytonossagat.

Kezdetben a Zangger-Sterk (ZS) kisérlet gerfjempulzusaként is réteg- és
frekvenciaszelektiv gerjesztést alkalmaztak a passpinek detektalt jelhez valo
hozzajarulasanak elkerilése érdekéb@rkésibb azonban rajottek, hogy a passziv
spinek hatdsa megfeten kis#irhet, és a kivant koherencia atviteli Gt kivalaszthaté
térgradiens impulzusok illetve megfdlefazisprogram segitségével, igy a kezdeti
szelektiv gerjesatimpulzust egy egyszéikemény impulzusra cseréltékEz egyrészt
egyszeiisiti a kisérletet, masrészt néveli az érzékenységet

4

N
@
_-rsss

6. abra A Zangger-Sterk tipusu szélessavu protonlecsatetésményez impulzusszekvencia-
elem sémaja. A fekete téglalap a kemény, nem-sitelekfehér fél-ellipszis pedig a szelektiv
180°-0s protonimpulzust abrazolja; @s G a hasznos koherenciautat kivalaszté térgradiens
impulzusokat, G a rétegszelekcios térgradienst jeldli. Szaggatmtallal bekeretezve lathato a
réteg- és frekvenciaszelektiv inverziét megvalositekvenciaelem.

A Zangger-Sterk kisérletben rétegszelekcios térgradiensésségének @)
megvalasztasat az hatarozza meg, hogy mekkoraginelatartomany4y) merésére van
szukségink. Ez sok esetben megegyezik a speldtdhkal, de nem mindig. Edy
hosszmetszétvewtekercs ég giromagneses hanyadosu spinek esetén a maximalis
jelintenzitast akkor fogjuk megkapni, ha a térgeadieésséget a kovetkéz
egyenlette? szamolva allitjuk be:
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(1)

A szelektiv impulzus savszélességéensk kisebbnek kell lennie, mint az egymassal
csatolasban |évspinek kozotti legkisebb frekvenciakulonbség. Egiptt mintaréteg
vastagsagad@) a kovetkeéképpen hatarozhaté meg:

2TSZ

YG

Az =

(2)

Elvébsl adoddan egy rétegszelektiv kisérlet mindig emg&égveszteséggel jar
egyutt. A ZS mdbdszer érzékenységét mindig az akardllétrehozott rétegvastagsag
hatarozza meg, ami pedig a masodik egyenlet alagggenesen aranyos a szelektiv
impulzus savszélességeval)( és forditottan aranyos a rétegszelekcios térgnad
erésségevel G). Természetesen a minél vastagabb rétegek azsialeahiszen ekkor
nagyobb térrészb detektaljuk a jelet, és ezaltal jobb jel-zaj andspektrumot kapunk.
Azonban a gyakorlatban altalaban kompromisszumibtkkéni. Ugyanis a hatékony
homonukleéris lecsatolashoz a szelektiv impulzuszgdességének kisebbnek kell
lennie, mint az egyméassal csatolasban ¢ léwspinek kozotti  legkisebb
frekvenciakilénbség. Azonban minél kisebb a szileékipulzus savszélessége, annal
vékonyabb mintarétegeket generalunk, azaz cstkkemtjkisérlet érzékenységét. A
szukséges rétegszelekcids térgradiefisséiget, ahogy korabban mar emlitettem, a
lecsatolni kivant jeleket tartalmazo kémiai elt@dédartomany hatarozza meg. Nagyobb
kémiai eltolédas intervallum lecsatoldsdahoz szikségebsebb térgradiens
alkalmazésaval pedig szintén vékonyabb szeletekeurtk Iétre a minta aktiv
térfogatdban. Azonban a masik oldalrol megkozelitvekérdést a ZS kisérlet
érzékenysége optimalizalhaté a megoldandé probléleave az aktudlis spinrendszer
fuggvényében, ellentétben a BIRD mobdszerrel, médydzékenységét a valasztott
izotép (3C vagy™N) természetes izotépgyakorisaga szabja meg.

Példaul ha egy adott vegyul#tl spektrumaban 8 ppm-es kémiai eltol6das
tartomanyban talalhatok olyan rezonanciajelek, aii& szeretnénk csatolni az 500
MHz-es spektrométertinkkel (esetében 8 ppm = 40Q0d4za vestekercs hosszd )

1,8 cm, akkor az (1) egyenlet alapjan 0,522 G/crétegszelekcios térgradienst kell
hasznalnunk. Tegyuk fel tovabba, hogy az adott inegyesetében egy 50 Hz-es
savszélesség(46,64 ms idtartami) RSnob szelektiv impulzust alkalmazunk,yhog
tokéletes lecsatolast érjink el minden jelen, akameghatarozott térgradiengsséget
és a (2) egyenletet felhasznalva megkapjuk, hoginga egy rétegének vastagsaga) (
0,0225 cm lesz. Ami azt mutatja, hogy a feltéteted@rulmények kozott a
rétegszelektiv modszer érzékenysége 1,25 %-a &zMasénak. Tipikusan a ZS-
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protonlecsatolt kisérletek érzékenysége kb. 1-1@ %-klasszikus, nem-lecsatolt
analégjaiknak?

Elsére talan arra szdmitanank, hogy a ZS mddszer nenmegbirkozni a
szorosan csatolt spinekkel. Azonban meglemddon, efsen szorosan csatolt
spinrendszerek esetén is egészen j6 eredményegbtatkak, ha nagyon szelektiv
impulzust hasznalunk, ami persze komoly érzékemestmgeséggel jaf. A ZS-
lecsatolas tovabbi @hye, hogy nem valtoztatja meg a jelek relativ irdggt °

A Zangger-Sterk megkozelités rendkivil széleskdddkalmazhatd, azonban
kétségtelenul legnagyobb hatrdnya a kis érzékerys&g utobbi években viszont
tobbféle modszert is kidolgoztak a rétegszelektiisétetek érzékenységének
novelésére. Sakhaii és sz#térsai javasoltak, hogy minden egyes tranziens utan
megfeleben megvaltoztatva a szelektiv impulzus besugéafadsienciajat a minta egy
Ujabb rétegétl ,friss” egyensulyi magnesezettséghez juthatugy,d kisérletek kozti
varakozasi id (d1) lecsokkenthét kb. 100 ms-r&! Kimutattak, hogy nyolc kiilonbéz
besugarzasi frekvenciat hasznalva dgyas javulast érhetiink el a jel-zaj aranyban az
eredeti ZS kisérlethez képest. Ezt az elvet 2D m@ye& felgyorsitasafg? illetve
gyors reakciok kovetéséfeas alkalmaztak. A rétegszelektiv médszerek érzgkegét
vizsgalt molekula spinrendszere/jelhozzarendelésenetietében tobbfrekvencian
gerjeszb szelektiv impulzus hasznalataval is lehet néVé@lRbben az esetben minden
egyes protonjelet a minta tobb rétegjéils detektalhatunk, amennyiben a besugarzasi
frekvencidkat megfeléen — a véletlen visszacsatolasokat elkerilve —szl&k meg.
Elméletileg a jel-zaj ardny annyiszorosara emélhghhany frekvencias impulzust
hasznalunk az adott kisérletben. A gyakorlatbara dinearis dsszefliggés kb. négy
frekvencidig tarthatd® Lokesh és Suryaprakash az (n. polarizacié-megosatén
keresztll ért el egy atlaghan kétszeres jelintészitivekedést a Zangger-Sterk
kisérletber?® Ez a megkozelitts az ASAPAdceleration by Sharing Adjacent
Polarizatior) technikan alapszik, ami a kisérletek kozti, roviatakozasi idben két
gradienssel kozrefogott 40 ms-os izotrép DIPSDEdoupling In the Presence of Scalar
Interactiong impulzusblokkot alkalmaz szomszédos spitekr valo
polarizacidatvitelrd! Azonban ez a médszer nem tekinthkvantitativnak, mert az
érzékenységnovekedés nem egységes minden jelerfégesn fligg a kilonbdz
relaxacios tulajdonsagoktol.

Ahogy arra mar utaltam a 2.2.5. alfejezet bevigében a Zangger-Sterk
protonlecsatolas az egyike azon modszereknek, akefemcsak tobbdimenzids
spektrumok indirekt, hanem direkt dimenzidjabaképesek protonlecsatolasra. Ennek
megfeleben tobbféle ZS protonlecsatolt homonukleéaris (TOCE¥2E NOESY
ROESYY) és heteronuklearis korrelacios kisérfétdblgoztak ki, melyek éhyeit kis

19



Timari Istvan doktori (PhD) értekezés

és kozepes méreszerves vegyuleteken, illetve rendezetlen fehérjgkutattak be. A
ZS-tipusU lecsatolas a DOSY kisérlet esetéberéleskofi alkalmazast nyeff:11:93.94

2.2.7. PSYCHE mbdszer

Morris €s munkatarsai 2014-ben fejlesztették ldgaljabb és nagyon igéretes,
szélessavu homonukleéris protonlecsatolasra alkaindalszert, ami a PSYCHB(re
Shift Yielded by CHirp Excitatigmevet kaptd® Az (j kisérletben a spinek egy részének
szelektiv inverzidjat megvalositd impulzusszekvarelem (a 7. abran szaggatott
vonallal bekeretezve) egy kis kibillentési stpgfrekvenciapasztazott Chirp
impulzusparbdl, illetve az impulzusok ideje aldttatmazott gyenge térgradieridb
tevodik 6ssze.

180°

7. abra A PSYCHE tipusu szélessavu protonlecsatolast e¥age® impulzusszekvencia-elem
sémaja. A fekete téglalap a kemény, nem-szelel&di-bs protonimpulzust, a fehér trapézok a
diagondlis nyilakkal pedig a kis kibillentészddi (8), frekvenciapasztazott Chirp impulzuspart
abrazoljak. Opciondlisan ellentétes iranyban szmnufrekvenciapasztazott Chirp impulzusok
alkalmazhatok a kisérlet érzékenységének novel@ghol, amit szaggatott vonall nyilakkal
jeldltem. G,G; és G a térgradiens impulzusokat abrazolja. SzaggatmtiaNal bekeretezve
lathatd az aktiv spinek szelektiv inverzidjat mdgs#o, Uj szekvenciaelem.

A PSYCHE az anti z-COS¥:*° kisérlettel hozhaté kapcsolatba, de elkerli az
utobbi hosszu minimalis mérési idejét, kényelmetidatfeldolgozasét, és a nem kivant
koherenciautakbdl illetve a szoros csatolasbolnsaaé, zavaro jeljarulékokat. Az anti
z-COSY spektrumban a diagonalis csucsok csak diygokbol allnak, melyekben a
passziv spinek polarizaciodja forditott. Azonban mera helyzet a keresztcsucsok esetén,
igy — ahogy azt méar a 2.2.4. alfejezetben emlitettgorotonlecsatolt spektrumot csak a
diagondlis régié kivagasaval kaphatunk az anti Z&isérletben. Ezaltal egy 2D
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maodszer indirekt dimenzidjadban sem lehet egysren (180°8)-t-£ szekvenciaelem
t1 evollcios id kdzepére valod beillesztésével homonuklearis let&stt elérni, mivel a
Jkeresztcsucs tagokbodl” eréanagnesezettség ebben az esetben is jelen’ttRiwaris
és munkatérsai viszont talaltak egy zsenialis mélsz emlitett tagok kirésére. Két
kemeény, kis kibillentési széigimpulzus helyett két szimmetrikus, kisteljesitm&ny
frekvenciapasztazott Chirp impulzust hasznalnakdafiik alatti gyenge térgradiens
impulzussal kiegészitvi. Ez az impulzusblokk elnyomja a ,keresztcslcs tagok
mivel azok kulénbdz kémiai eltolodasokat éreznek azéekisszodi impulzus ebtt és a
masodik utan. Méasképpen fogalmazva a Chirp impolkwdatt kilonboé idokben
gerjeszbdnek, igy a térgradiens impulzus kulonbddeig hat rajuk az ebsgerjesztés
elétt és a masodik utan, ami a szdban forgd tagokoetdgat eredményezi. Ezzel
ellentétben a ,diagonalis tagokat” a Chirp impulziszimmetrikusan gerjesztik, és igy
nem s#rik ki azokat.

Az anti z-COSY kisérletnek pozitiv tulajdonsagagy a két, kis kibillentési
szOdi impulzus kozott a zéruskvantum koherenciat (ZQChyamja. A
frekvenciapasztazott impulzusok térgradienssel @glddeji alkalmazasa szintén képes
a ZQC kistirésére, ,egymasra rakva” a kilonbomintarétegekl szarmazo, eltér
nagysagu ZQC evolucidkat, ahogy azt korabban Keé&deszerdtarsai leirtak egy
hasonlé sémaval kapcsolatiPanA kémiai eltolédas kulonbség alsé hatarat, amely
esetén meég hatékony mind a zéruskvantum, mind eskisucs koherenciautak
elnyomasa, a frekvenciapasztazas sebessége geaaims-aisseg hatarozzak meg. A
PSYCHE impulzusszekvencia-elem a szoros csatol&st@imazo koherencia atviteli
utakat is csokkenti.

Szélessavu protonlecsatolas eléréséhez a spinekéspének (aktiv spinek)
szelektiv inverziojat megvalosito kis kibillentéiodi (5), frekvenciapasztazott Chirp
impulzuspart, illetve az ideje alatt alkalmazotegge térgradienst kombinalni kell egy
nem-szelektiv 180°-o0s protonimpulzussal (7. alitagk egylttes hatasa, hogy az aktiv
spinek evollcidja valtozatlan marad, viszont a passpinek invertalédnak, illetve
minden, a detektalni kivant egykvantum koherentié®®C) kuloénboé koherencia
elnyomasra kerul. Az aktiv spinek (melyek a detekt&ivant, lecsatolt jelet
szolgdltatjak) passziv spinékt vald megkllénbdztetése statisztikus, sbddiek
jelintenzitasa sitp-val, utébbiaké pedig sifi-val aranyos, ahogy az a 8.a abran latfato.
Ez azt is jelenti, hogy a PSYCHE modszer |ébéget ad a spektroszkdpus szamara,
hogy a Chirp impulzusparf szogének beadllitasaval szaméra medielel
kompromisszumot kbsson az érzékenység és a spehisatasag kozott. A 8.b dbran
egy kisérleti spektrumon kévetbiethogy af szdg novelésével egyrészt ndvekszik a
lecsatolt jel intenzitasa, viszont a nem kivanulgkok sdlya is medi®® Altalaban egy
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20° és 30° kozotti kibillentési szoé@hirp impulzuspar hasznalata minden szempontbdl
kivalo eredményt ad.

a)
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8. abra® (a) A hasznos, lecsatolt (+), illetve a zavard (X)rgativ intenzitasanak a Chirp
impulzusokg szogétl valo fuggése. i) A 2,3-dibrom-tiofénds-DMSO-ban rogzitett, kisérleti
normal*H és kilonboé g szodi PSYCHEH spektrumai. Bal oldalon a Chirp impulzuspk

szbgének aktudlis értékei, jobb oldalon pedig adleges nyujtasi faktorértékek olvashatok.

A PSYCHE kisérlet esetén a lecsatolasra (az exdpdmos csatolast leszamitva)
nem igazan van hatéassal a vizsgalt molekula spilszmte, ezért egy nagyon altalanosan
hasznalhatd modszétrvan szo. Ezzel szemben a Zangger-Sterk kisédetér a
szelektiv impulzus igtartamanak és a rétegszelekcids térgradierisségenek
bedllitAsahoz, azaz a maximalis jel-zaj arany s#dréz, ismernink kell a mérni kivant
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molekula spektrumét és jelhozzarendelését (leeaaldl kémiai eltolodas tartomanyt,
csatolo partnerek frekvenciakulonbségét). Tovaldimye a PSYCHE-nek a ZS és BIRD
modszerekkel szemben, hogy érzékenysége atlagolshsztrose az utdébbiakénak. A
kulénbséget viszont mindig csak az adott vegydetén lehet megmondani pontosan,
elsisorban a ZS kisérlet spinrendszer ftiggraméterbeallitasai, és kisebb részben a
PSYCHE-nél aktudlisan haszng#itszog miatt. A PSYCHE érzékenysége e@yes
faktorral tovabb noévelhétellentétes iranyban szimultan, duplan frekvendagiott
Chirp impulzusok hasznalataval, amit szaggatotalionyilakkal a 7. 4bran is jeléltem.
Nemrégen a PSYCHE megkdzelitést felhasznaltak 2BCSYD spektrum
indirekt (F1) vagy direkt F2) dimenziéjaban szélessavi protonlecsatol&skindkét
esetben a mérést kovetmegfeled kovariancia processzatas® alkalmazasaval egy
mindkét dimenzidjaban teljesen lecsatolt spektrumjbtottak. Az igy kapott, ultranagy
felbontasu, tiszta kémiai eltolodas spektrumbanyndghetiségek rejlenek pl.
természetes anyagok vagy vegyuletkeverékek szdii@zelasat, -felderitéset ilten.

2.3. Adatgyijtési stratégiak

Kordbban mar emlitettem, hogy a BIRDZangger-Sterfk és PSYCHE®
modszerek azok, amelyek az akviziciés dimenziéban képesek szélessavu
homonukleéris protonlecsatoladsra. Azonban az el#e2.2.5-2.2.7. alfejezetekben
bemutatott,J-refokuszalé impulzusszekvencia-elemeken kivil csdeolas gyakorlati
megvalésitasahoz szikség van egy medfeldatgyijtési stratégiara is. Ugyanis hiaba
refékuszaljuk a proton-proton csatolasi evollcidietektalas kezdetére, az adéjths
ideje alatt az ujra aktiv lesz. A szelektiv és sélektiv lecsatolasnél hasznalt
idémegosztott, stroboszkdpikus stilusi megkozéfitésalkalmazasa a szélessavu
esetben nem lehetséges, mivel a szélessavu |€stabittositdé impulzusszekvencia-
elemek sokkal hosszabbak, mint a mintavéetelezésiiliétve nem darabolhatok fel
kisebb egységekre, mint egy egysiziermazott impulzug®

Az 0OsszesJ-refokuszald6 modszer egy echo peridodus végén, edptt a
idépillanatra refékuszalja tokéletesen a proton-pratsatolasi evollcid Ezért elvben
ugy kaphatunk tiszta kémiai eltolodas spektrumat,réfékuszaljuk a proton-proton
csatolasi evollciét a detektalas kezdetére, éatalédsi modulaciét nem tartalmazo jelet
pontrél pontra gfjtjik, mikbzben egy iéivaltozot inkrementalunk. Ezt a megoldast
alkalmaztak az etsBIRD kisérlet soranazonban rendkivili ilgényessége miatt nem
terjedt el a gyakorlatban. Tizentt évvel &déls Zangger és Sterk a réteg- és
frekvenciaszelektiv impulzuson alapul6 mdodszeruldgyitt bemutattak egy sokkal
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gyorsabb adatgijtési stratégiat i§,amit az irodalom ma gyakran interferogram-tipusu
vagy extra dimenzios adatgjiesnek hiv.

2.3.1. Interferogram-tipusu adatgyijtés

Az interferogram-tipusu adatgjyés azt a tényt hasznalja ki, hogy a proton-
proton csatolasi evollcié aranylag lassu. igy, gw @lyan FID darabot detektalunk,
aminek az idtartama << 1}, akkor a kapott jel csatolastél szarmaz6é modujacio
elhanyagolhat6é lesz. A jelintenzitas proton-protcsatolas okozta cstkkenése a
[1 - cos@dt)] Osszefliggéssel irhaté le, ami alapjdn 10 msésetien a veszteség
kevesebb, mint 5 % egy 10 Hz-es csatolas eSétdrermészetesen egy 10 ms-os FID
rendkivul csekély felbontast biztosit. Azonban ggfelbontasu tiszta kémiai eltolodas
spektrumot kaphatunk, ha egy sorozat FID daralgitink. Az persze nagyon fontos,
hogy a kémiai eltolddasi evolucié folyamatos leggedarabok kézott, mig a csatolasi
refékuszaldédjon. Ezt technikailag egy pszeudo-Ziddil adatgjjtéssel oldottak meg
elészor? Ahogy a 9. abran is lathatd, a homonuklearis kebddlokkot — ami minden
esetben all egy szelektiv, csak az aktiv spineki®, illetve egy nem-szelektiv, az sszes
spinre haté impulzusszekvencia-eldinb egy idvaltozé kbzepén helyezzik el, amit
folyamatosan noveliink a mérés soran. A pszeudondiidigan gyijtétt, minden egyes
FID egy olyan hosszusagu darabjat, amelyben a mymtoton csatolasok hatdsa még
elhanyagolhat6, specialis adatfeldolgozéassal kinagués a kapott darabokat
,0sszefizzik” egyetlen, kompozit FID-dé, amit ezt kosen mar a szokdsos mddon
transzformalhatunk®

4 Ly !
i — | osszes aktiv — ! ¢R |
2 spin spinek 2 \‘ TP )

U.u Iw

Pszeudo-2D
adatgyiijtés

FID darabok

osszefuzese
1D FID Iétrehozdsa

A A A A Ao

| SW |
9. abra Az interferogram-tipusu, extra dimenziés adéjtfsi stratégia sematikus bemutatasa.

Elséként Morris és munkatéarsai hivtak fel a figyelmeaahogy a proton-proton
csatolas kifeppdésének viszonylagos lassusagat duplan ki lehehfbs az adatdijtés
soran, hiszen nemcsak a csatolas refokuszalasgihkéhO ms-os iétartamon keresztil
elhanyagolhat6 a csatolas hatasa, hanem a #26gel0 ms-ban 8211 Ezt figyelembe
véve a lecsatold szekvenciaelemet ug§zitbtték, hogy a proton-proton csatolési
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evolucié refokuszaldsa minden egyes detektalt Fébalthak pontosan a kbzepére
val6suljon meg. Ezzel az interferogram-tipusu agigtést a kétszeresére gyorsitottak,
vagy masképpen fogalmazva ugyanolyan 6sstktmjnpozit FID-et feleannyi darabbdl
lehetett Iétrehozni.

A gyakorlatban a; evollcios idt 1/SW szerint kell névelni, ahoBW az
indirekt (extra) dimenzidban megadott spektraliglaltipikusanSW = 40-100 Hz), és
ennek megfelélen minden egyes FID élsL0-25 ms-at kell kivagni, és dssizafi, a
proton-proton csatolasi moduléciét gyakorlatilag mnetartalmazé6 1D FID
megalkotdsahoz. A fennmaradd, kisméftésatolasi evollucio a jelekt az SW
tobbszoroseinek megfeteltavolsagra megjelén kisintenzitadst artefaktumokként
fejezddik ki a protonlecsatolt spektrumban. Azonban igedhérési paraméterek
hasznélata mellett a zavaro jelek a zajszint edatadnak. Nagyobb csatolasi allandok
esetérBW-et nagyobbra kell &llitani, hogy révidebb FID daokat gyjtsiink, és ezaltal
minimalizaljuk a csatolasi evollciot. A lecsatgiegtrum felbontasa (adatpotitgsége)
egyenesen aranyos az extra dimenziéban hasznélekék (inkrementumok]D;)
szamaval. Altalaban 16-32 inkrementum — ami kb6@,B s ,kvazi akvizicios iét”
(kvazi AQ = TDJ/SW) jelent — elég egy j0 miisédi, keskeny jeleket tartalmazo,
protonlecsatolt spektrum eléréséhez. Ez perszentarfarogram-tipusu adatijyes
legnagyobb héatranyara is rdmutat, nevezetesentagy, a szikséges extra dimenzid
jelentsen megnoéveli a mérésidida klasszikus kisérletekéhez képest.

Ahogy azt kordbban emlitettem, az interferograrmsgipadatgfjtést ebszor a
Zangger-Sterk lecsatolast alkalmazo kisérleteklsariéltak;'! de késbb a BIRD?®*
és PSYCHE® mddszerek esetén is ezzel a stratégiaval nyaszia tkkémiai eltolédas
spektrumokat. Ha a vizsgalt molekula a hidrogénigiillegy masik, nagy természetes
izotopgyakorisag, NMR aktiv magot (ptF, 3'P) is tartalmaz, akkor ezek a
protonlecsatolt'H kisérletek — a trividlis alkalmazasok mellett etdronuklearis
csatolasi allandék meghatarozasara is hasznalfi®kAz interferogram-tipusu
adatgyijtési stratégiat sokféle kétdimenzids kisérlet @nigcsatolassal valo
tovabbfejlesztésében is felhasznaltak. Az igy kKapsteudo-3D kisérletek tobbségér
mar szOt ejtettem az adott tipusu lecsatold immsizekvencia-elemeket targyald
alfejezetekben (2.2.5-2.2.7. alfejezetek), itt efsglalasképpen és a kdnnyebb
attekinthebség érdekében tablazatos formaban (1. tablazagbgem ossze ezeket és
a pszeudo-2D protonlecsatéit kisérleteket a megfetehivatkozasokkal egyutt. Ezek
a szélessavu protonlecsatolt spektrumok olyan nmdciokat tarhatnak fel
tobbkomponeris oldatok (pl. reakcidétermék-elegyek) vizsgalatabanelyeket a
klasszikus NMR modszerek nem, ezzel segitve a mimams jelhozzarendelési
problémak megoldas#t: 192
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1. tablazat Interferogram-tipust adatdjyési stratégiat alkalmazo, protonlecsatolt NMR
kisérletek 6sszefoglalasa.

Protonlecsatol6 impulzusszekvencia-elem

NMR kisérletek BIRD Zangger-Sterk PSYCHE
1D 1H 62,9¢ 9,11,81,85,8€,10C 36

DOSY 1G,11,93

TOCSY 88,8¢ 96
2D NOESY o

HSQC 64-66,68

HSQM BC 103 104

2.3.2. Valos idefi, kapuzott adatgyfijtés

Frydman és munkatarsai egy Uj adéftisi stratégiat mutattak be 2012-5€&n.
Az irodalomban azota leggyakrabban ,valos idajagy ,instant” adatgfjtés néven
emlegetett modszert élgént BIRDI® nem sokkal kébb pedig Zangger-Sterk
homonukleéris lecsatolasban is sikeresen alkalkdZta valos ideji megkozelités
esetén ahelyett, hogy a proton-proton csatolasutactt nem tartalmazo FID minden
egyes darabjat kulon kisérletekbenijtggnénk, egyetlen FID-et detektalunk. Ez ugy
lehetséges, hogy az adaiggst minden 10-25 ms-os periodagn) utan megszakitjuk
azzal a céllal, hogy refékuszaljuk a proton-protaatolasi evoluciot (10. 4bra). Ezt
megtehetjuk egy szelektiv (BIRD, ZS), csak az akpinekre hato, illetve egy nem-
szelektiv, az 6sszes spinre hatdé impulzusszekvetem kombinacidjaval. A FID
darabok detektalasat ég-aefokuszalast felvaltva végezzik addig, amig jasgdtID-et
meg nem kapjuk (10. abra). A FID darabok ossz&fét a spektrométer az akvizicio
alatt, ,valos idben” elvégzi. Ahogyan az interferogram-tipusu agitgs soran is, a
csatolasi evolucio tokéletes refokuszalasa mindigdott FID darab kdzepére valosul
meg, kivéve az efsés az utolsé esetén, melyek viszont fele olyarsii@s, mint a
kdzbensk.
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A t 1
2n \ n 2n 1D adatgyiijtés
aktiv Osszes aktiv osszes ||Aamnanv
spinek spin spinek spin —

(n-1)

10. abra A valds ideji, ,kapuzott” adatggjtési stratégia sematikus bemutatasa.

Azt is érdemes megjegyezni, hogy a valos lideisérleteknél a detektélas
megkezdése étt mindig szlikség van az aktiv spinek szelektialdsztasara, ami a ZS
modszernél egy rétegszelektiv impulzussal, a BIREé&ben pedig izotdépszelekcioval
oldhaté med? A val6s ideji akvizicié nem tarsithaté a PSYCHE moddszerrel, ami a
gerjesztett magnesezettségnek csak egy statiszéknét refokuszalja, ezaltal az egyes
FID darabok kozott tekintélyes magnesezettségvesgtez vezét. Ezzel szemben a
BIRD és a Zangger-Sterk lecsatolas esetén, a& B darabban detektalt teljes
magnesezettség a csatolasi evollcio refokuszatéséatben is megmarad a kdvetkez
FID darab(ok)ra.

A valo6s ideji lecsatolas hatalmaséelye az interferogram-tipusihoz képest a
nagy mérési id nyereség, hiszen a FID darabok egy pszeudo didiesrzival$ giijtése
helyett az egészproton-proton csatolasi modulaciotél gyakorlatilagntes FID-et
egyszerre rogzitjuk. Ez a gyakorlatban, az altaddndhasznalt mérési paraméterekkel
azt jelenti, hogy a valés idejmédszer néhany tizszer gyorsabb az interferogram-
tipustunal. Raadasul a mérés soran kapott FID nedémy@ semmilyen extra
processzalast, ugyanugy kezethenint barmilyen normal kisérletben.

Viszont a valds idéj adatgyijtési stratégia esetén is kritikus a csatolasi
modulacié elhanyagolhatésédga miatt, hogy a detekiBl darabok idtartama sokkal
kisebb legyen, mint a legnagyobb proton-protonatéat allandé reciproka. Bitvalo
eltérés nem tokéletes lecsatolashoz, illetve &ti@dleent: (2n/AQ) tébbszdrdseinek
megfeleb tavolsagra megjelérartefaktumokhoz vezet a protonlecsatolt spektruriba
Természetesen az is fontos, hogy az adges megszakitdsai alatt ne legyen kémiai
eltolédasi evolucié. Azonban barmennyire is toledetz impulzusok tititése, az
adatgyijtést megszakito, lecsatold blokkok alatti relagaciem lehet elkertlni, ami
ugrdsokhoz vezet a detektalt FID amplituddjaban, jedszélesedéshez a kapott
spektrumban. Rdadasul ha a FID nem teljesen fadgtoakkor az jeletisebb zavaré
jelekhez is vezethet a spektrumban. Emiatt a mé&gssak idtartamat olyan kicsire
érdemes redukalni, amennyire csak leh&ed nagyobb molekuldk esetén, melyek
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rovidebb T, relaxécios idvel rendelkeznek. A tapasztalatok szerint ahhozgyho
megfeleb mindsédi spektrumot kapjunk maximum 10-14 ms-os megszakitas
periddusok hasznalhatok. A BIRD-lecsatolé blokk dz@¢ elésorban az egykotéses
heteronuklearis csatolasi allandd.) értéke hatarozza meg. Altalanos esetbef®a
izotopszelekciordl beszélinkI¢y = 120-160 Hz), akkor ez 6-8 ms-os refokuszalasi
periddusokat jelent, H&N-rél (!dnw = 90 Hz), akkor pedig 11 ms-osokat. A Zangger-
Sterk-tipusu-refékuszal6 periddus hosszat a szelektiv impuidéiartama hatarozza
meg. Minél kisebb a vizsgalt molekula csatol6 pamrgimek frekvenciakuilonbsége, annal
hosszabb szelektiv impulzusra lenne sziikség. Uiékla ndvelését — szendeeltartva

a vizsgalt molekula transzverzalis relaxacio sefgss- csak egy bizonyos hatarig lehet
megtenni. Emiatt a valds idejZS modszer olyan molekulak esetén, melyekben a
csatolasban Iévprotonok kémiai eltolédasa kozti kilonbség kiesi80-90 Hz) nem
alkalmazhaté eredményesen. Altalanossagban elmthdhieogy a valds idé
adatgyijtési stratégia hatranyos tulajdonsagai kozé tatdwgy szélesebb jeleket és
kevésbé tiszta spektrumot eredményez, mint az fémtgram-tipusd. Tovabba
implementaciéja nagyban filgg az adott spektrométeroftver- és
hardverkonfiguraciojatol.

Az utdbbi években megmutattak, hogy a valosiidejatgyijtési stratégiaval a
savszelektiv lecsatolas is kombinalh&t® A detektalast megszakitd, lecsatold
blokkokban egy savszelektiv és egy nem-szelekid-b8 protonimpulzus egylttesével
érik el a protonlecsatolast. Ez a val6sd&vszelektiv kisérlet (HOB&SOmonuclear
Band-Selectievagy masnéven BASHIBANd-Selective Homonuclear Decoup)ing
hasonlé a 2.1. fejezetben mar emlitett SESAMOdszerhez. A két megkdzelitést
O0sszehasonlitva elmondhatd, hogy a HOBS implendsaakégyszébb, nem okoz
Bloch-Siegert eltoloda¥f a spektrumban, tovabba sokkal jobb, a gyakorlatisan
megfeleb oldoszerjel-elnyomast biztosit, igy altalanosablesznalhato. Viszont
megegyeéen a régebbi savszelektiv modszerekkel, a HOBSdk olyan vegyuletek
esetén alkalmazhaté eredményesen protonlecsatolasmalyek esetén a csatold
partnerek jelei egymastdl jol elkilondlt régiokbhelyezkednek el, ugyanakkor egy
adott régioban sok jel talalhato (pl. peptidek éigék, nukleinsavak). Azaz nem képes
szélessavl lecsatolasra, ami a dbbf hatranya. Azonban nem jar
érzékenységveszteséggdlt mkabb jel-zaj arany ndvekedéshez vezet a nesatelt
spektrumhoz képest, a multiplettek szinguletté satél adédoé intenzitasnyereségnek
kdszonheten. Ezaltal helyet kdvetelt maganak a tiszta kémdt@ilodas (,pure shift”)
modszerek kozott, és szamos tobbdimenziés homohefsronuklearis kisérletet
fejlesztettek tovadbb vele (2. tablazat). Bemutattakkalmazasi Iehéségeit
tobbkomponens mintdk NMR  vizsgéalataball! diasztereomer  arany
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meghatarozasabadh!®® enantiomerek megkulonboztetéséBEnjlletve T, és T
relaxacios idk mérésébeio111

A valos ideji, kilonféle elven protonlecsatolt kisérletek na@yzeél a BIRD
€s Zangger-Sterk modszert targyald alfejezeteki2B.5-2.2.6. alfejezetek) mar
emlitést tettem, itt 6sszefoglalasképpen és a lebimyattekinthéiség érdekében
tablazatos forméban (2. tablazat)igyttem 0ssze ezeket a megfélbivatkozasokkal
egyutt, hasonléan az interferogram-tipusu kisedete (2.3.1. alfejezet, 1. tablazat).

2. tablazat Valos ideji adatgyijtési stratégiat alkalmazo, protonlecsatolt NMR ékiestek
Osszefoglalasa.

Protonlecsatolé impulzusszekvencia-elem
NMR kisérletek BIRD Zangger-Sterk HOBS
lH 105,112 8C 27-29,10¢
Quick G-SERF 11114
1D — s
Inverzios felépulés 161
CPMG 11C
DOSY 94
TOCSY 8 21
NOESY 211
2D ROESY o
HSQC 63,67,68 92 27,28,68
HSQC-TOCSY 107
HSQMBC 118
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3. KISERLETI RESZ

Minden kisérletet 11,75 Teslan (500 MHz protonfesksia) egy BBI
(szélessavlu,  protondetektalasua  (inverz)) vagy  TXlharhasrezonancia,
protondetektalasu) z-gradienses éfigjjel felszerelt, Bruker Avance Il tipusi NMR
spektrométeren (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstettdémetorszag) végeztink. A
kisérleteket altalaban 298 K-en valositottuk metf)l eeltér esetben az aktudlisan
hasznalt Bmérsékletet a megfetelabraalairasban adom meg. A nyers adatokat a
TopSpin 2.1 vagy 3.0 (Bruker Biospin GmbH, KarlssuiNémetorszag) szoftverrel
dolgoztuk fel, értékeltiik ki és abrazoltuk. Adatakezelésében és megjelenitésében
jelents segitséget nyujtott a Microsoft Excel szamitbggpegram is.

Az értekezés 4.1. és 4.2. fejezetében targyalt HEECe CLIP/CLAP-HSQC
spektrumokat 10-15 psdthrtamu 90°-0s proton-, 15,7 psidrtamd 90°-0s szén- €s
37 us idtartami 90°-os nitrogénimpulzusokkal vettik fel. JM-1°C egykotéses
heteronuklearis korrelacios kisérletekben 500 pisnerzids (Crp60,0.5,20.1) és 2000
ps-os refokuszald (Crp60comp.4) adiabatikus Chigmisnpulzusokat hasznaltunk. A
IH-13C illetve a H-'SN HSQC kisérletek esetén 80 psdétattami 90°-o0s
szénimpulzusokat alkalmaztunk a GARP, illetve 258 jdstartami 90°-0s
nitrogénimpulzusokat hasznaltunk a WALTZ16 szélegsldeteronuklearis lecsatolo
szekvenciaban.

Annak érdekében, hogy a CPMG-INEPT szekvenciaelambeimultan
kompozit © impulzusokat adjunk ki, a CPMG-HSQMBC moddszerekté&sen (4.3.
alfejezet) az impulzus teljesitményeket gy alitotbe, hogy azonos ideproton és
heteromag impulzusokat kapjunk. Ennek megbelel a szeléntartalmi vegyuletek
spektrumait 15 ps-os 90°-0s proton- és szelénimpokkal, a foszfortartalmu
vegyuletek spektrumait pedig 16 ps-os 90°-0os protés foszforimpulzusokkal
rogzitettik. A H-BC CPMG-HSQMBC kisérleteket 16 ps-os 90°-0s protés-
szénimpulzusokkal mértik. dmérsékletérzékeny mintak mérésekor illetvétoht
mérsfejek hasznalata esetén érdemes csokkentett tiel@sii impulzusokat (kb. 30 ps-
0s 90°-0os impulzusokat) alkalmazni a CPMG ciklusokba fitési jarulékok
minimalizalasa, illetve a méfej elektronikjanak megovasa céljabdl. Ugyanilg&hol
az impulzusok koz6tti isket is meg lehet ndvelni a CPMG blokkban az altadam
hasznalt 140-150 ps-r6l 200-250 ps-ra, ha ezt doprspektrdlis paraméterek
megengedik.

Az azonos fazisu jeleket tartalmazdé spektrumokaszikmsz négyzet, az
ellentétes fazisu jeleket tartalmazé spektrumolealigpeltolt szinusz sulyfiiggvénnyel
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szoroztuk meg az akvizicios dimenzidban, és olyéniékben zérustoltottik, hogy a
Fourier-transzformaciot kowétn 0,2-0,4 Hz/adatpontos digitalis felbontast é«jéh

Az interferogram-tipust szélessavu protonlecsatopulzusszekvenciakkal
rogzitett 2D és 3D nyers adatokbdl egy Bruker Adgpammal — ami elérh&iGareth
A. Morris kutatécsoportjanak honlapjarhttp://nmr.chemistry.manchester.ac.uk
hoztuk létre a 1D és 2D interferogramokat.

A tovabbi kisérleti paramétereket kozvetlenil a felef spektrumoknal, az
abraalairdsokban adom meg a konnyebb kovitégl és az eredmények jobb
értelmezhdisége kedveéért. Az Altalunk kifejlesztett impulzessencidk Bruker
programjai — terjedelmikre és a dolgozat jobb lEi#isagara valo tekintettel — az
értekezés ,Fuggelék” részében (8.1. fejezet) ol ugyanakkor a disszertacio
témajabdl adddoan ezek fontos részét képezik @gabit tudomanyos munkanak.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. HSQC mébdszer tovabbfejlesztése

Napjainkra a HSQCHeteronuclear Single Quantum Correlat)éif kisérlet a
legelterjedtebb és legalaptibb 2D heteronuklearis korrelaciés moédszerré Valt.
Népszetiségét nagyban koszonheti az INEPIhsénsitive Nuclei Enhanced by
Polarization Transfet!’ impulzusblokk és a protondetektdlas okozta j6
érzékenységének. A spektrumban megjetgykotésedH-13C vagy'H-°N korrelaciok
a jelhozzarendelésben nyujtott nagy segitségeretdlen, rendkiviil értékes szerkezeti
és dinamikai informaciokat szolgéaltathatnak kik@sepes mérétszerves molekulékrol
illetve biomakromolekulédkrél egyarant. A HSQC impugszekvenciat a bevezetését
kezdhdéen tobbféleképpen modositottak, hogy tovabb ndketgjesitményét, és
bovitsék felhasznalasi korét. Talan a legjelsebb valtoztatds a hatékonyabb
koherenciaszelekciot eredméngezérgradiens impulzusok szekvencidba tétéen
megfeleb beépitése voltt®119Ugyanis ezek #C-hez kapcsolddo protonok illetve a viz
magnesezettség hatékony elnyomasat teszik dhehetEzaltal j0 mitisédi, tiszta
heteronuklearis korrelacios spektrumhoz jutunk kK dépéses fazisciklizaltatas
szllkségessége nélkil — még kdhnyes kdzegben valé mérés esetén is. Nagyjabdl
egyidben a gradiens koherenciaszelekcié bevezetésévattdhube a HSQC kisérlet
PEP Preservation of Equivalent Pathwayszekvenciaelemmel valé tovabbfejlesztését,
mellyel egy\2-szeres érzékenységndvekedés érieet?®2 A multiplicitas szerint
szerkesztett HSQC modsZ&8rt?® szintén nagyon hasznos a gyakorlatban, hiszen a
spektrumban a korrelacids csucsok fazisabdl a saiipiititasra lehet kovetkeztetni,
azaz megkulonboztetltett valnak a CH/CElés a ChHtipusu molekularészletek.

A HSQC szekvencia — hasonl6an a tobbi 2D modszeriejlesztését illéen
az utobbi években a kisérlet felgyorsitasa, illespektralis felbontas névelése kapott
kiemelt figyelmett?* Elsbbit vagy a kisérletek ismétlése kozotti varakoidsi(dl)
csokkentésén alapulé moddszerrel (F&St-ASAP-HSQC?), vagy az indirekt
dimenziéban a megfelelfelbontashoz szikséges inkrementumok alternativ Gton
tortérs rogzitésével (NUS"12 Ultrafast HSQE?®139 érték el. A felbontas novelését a
direkt (detektalasi) dimenzibban a szélessavl pletsatolas alkalmazésa teszi
lehetvé. Sakhaii és szeitarsai kdzolték az elsszélessavu protonlecsatolt HSQC
modszer* Ebben a pszeudo-3D kisérletben BIRDmpulzusszekvencia-elemet
hasznaltak homonuklearis lecsatolasra.
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4.1.1. Interferogram-tipust szélessavu protonlecsalhs megvalositdsa HSQC
kisérletben

Az utdbbi kutatasi iranyvonalba kapcsolodtunk bieisn Az interferogram-
tipust adatgjtési stratégia és a BIRDzotopszelekcié kombinaldsaval értiink el
szélessavl protonlecsatolast a HSQC kisérlet di(@@) dimenzidjabart® A
hagyomanyos, gradiens koherenciaszelekcios HSQQilzogszekvencia végére, a
protondetektalas elé, ahogy a 11. abran is latha@pitettiink egy masodik evollcios
idét (t2), aminek a kozepén elhelyezett 180°-0s nem-selghkbtonimpulzus és a
BIRDY blokk egytttese a proton-proton csatolas refokasaért feleéls. A BIRD?
impulzusszekvencia-elem szelektiven inverta&azotéphoz kozvetlenil (egy kémiai
kotéssel) kapcsolddo (direkt) protonokat, mikoza&e izotéphoz kapcsoléddkra nincs
hatassal. Ezt kombinalva a nem-szelektiv 180°-astopimpulzussal a detektalt,
lecsatolt jelet szolgéaltatd, un. aktiv spinekréegieesetben &C izotéphoz kozvetlentl
kapcsolddd protonok) 6sszességében egy 360°-oatéarpat, azaz nem torténik velik
Iényegében semmi, mig a lecsatolandd, nem detekiidlt passziv spinekre (a
kozvetlenll *2C izotéphoz kapcsol6dd protonok) egy 180°-os fargahat, azaz
invertalodnak. Ezaltal az aktiv magok kémiai eltdléi evolucidja folyamatos,
mikdzben az aktiv és passziv magok kozotti protatem csatolasi evolliciot
refékuszaljuk. A homonuklearis lecsatolasért fidelblokkba egy megfelétn
pozicionalt 180°-0s szénimpulzust is be kelletatittink — amit a 11. 4bran szirke
téglalappal jeldltem — az egykotéses heteronuldegsatolasi evolicié refékuszélasa
végett. A kivant koherenciaut kivalasztasat egymdagu, gradiensimpulzus kaszkad
seqiti.

Tobb kisérletet (altalaban 12-16) rogzitink a misawlirekt, an. pszeudo
(extra) dimenziébanTD,), mikdzben &> evollcios idt 1/SW szerint kisérletenként
noveljik, aholSW a pszeudo dimenzidban megadott spektralis ablgikusanSW =
40-100 Hz). Ezt kovéen minden egyes FID élsl/SW hosszusagu (10-25 ms-0s)
darabjat kivagjuk, és dsstefik, a proton-proton csatolasi modulaciot gyakialg
nem tartalmazo FID megalkotasahoz. Ez a gyakomeatlgszeien, egy a G. A. Morris
€s csoportja altal megirt makro (részletek a ,H&derrészben”) segitségével
megvalésithatd. Utana a kapott kompozit FID maak&sos modon transzformalhaté.
Nagyobb csatolasi allanddk eset®Wé-t nagyobbra kell allitani, hogy révidebb FID
darabokat gfjtsuink, és ezaltal minimalizaljuk a csatolasi eeadtt A gyakorlatban az
is fontos, hogy a direkt dimenzidban bedllitott Idp#is ablak SW) egész szamu
tébbszorose legyen &8W-nek. A lecsatolt spektrum felbontasa (adatpinfitsege)
egyenesen aranyos az extra dimenziéban hasznélekék (inkrementumok]Dy)
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szadmaval. Ennél a pszeudo-3D HSQC kisérletnél Krénmentum — ami kb. 0,16-0,4 s
,Kvazi akvizicios idt” (kvazi AQ = TD./SW) jelent — tébbnyire elég egy j6 ndisédi,
keskeny jeleket tartalmazd, protonlecsatolt spekteiéréséhez. A detektalas ideje alatt
a szélessavlu heteronuklearis lecsatolas érdekéBddP Gragy WALTZ kompozit
impulzusszekvencia-blokk (CPD) a megszokott modmsrhéalhato, és igy egy teljesen
lecsatolt, tiszta kémiai eltolédas HSQC spektrunjhtdzatunk.

Az Uj Kkisérlet impulzusainak &ditését és fazisprogramjat egyszer
szénhidratszarmazékokon végzett tesztmérések égéid tokéletesitettiuk. A
protonlecsatolast eredménygellokkban az impulzusok é&itését ugy oldottuk meg,
hogy a proton-proton csatolasi evolucio refokussakh detektalt FID darabok kdozepére
valdésuljon meg. Hiszen ezaltal, ahogy ezt mar d 2a¥fejezetben emlitettem, hosszabb,
csatolastdl mentes FID darabok tggsére nyilik lehdiségink. A kifejlesztett
impulzuszekvenciérdl tovabbi technikai részletekla dbra alairasaban olvashatok, a
szekvencia Bruker programja pedig a dolgozat ,Flégeészének 8.1.1. alfejezetében
tekinthet meg.

L
*H %

bl b s

X fn i_lé'[a Ta
2 i CPD

{ch 4G,

] P

11. abralnterferogram-tipusu szélessavu protonlecsatol8Impulzusszekvencia sematikus
megjelenitése. A keskeny és szélesebb téglalapdkllétve 180°-0s,x fazisl impulzusokat
jelélnek, hacsak nem jelzer] killon. Fél-ellipszisekkel jeldltem az adiabatiktisirp inverziés
és refokuszalé X impulzusokat. Az impulzusok faziga=y;, @=X, -X @&=X, X, -X, -X @ =Y,
VY YL Y YL Y Y X X, o, <X, X, X, X, @E Y, YL YL Y X X, X, 288 @ec = X, <X, <X, X, =X, X, X,
X, =X, X, X, X, X, -X, -X, YAz iddintervallumokat a kévetkéképpen allitjuk bet = 1/(4* 1Jxy),

Ta = p16 + d167p = 1/(4*sw2),1c = pl6 + d16 + 35Qs. A koherenciaszelekciét és az echo-
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antiecho fazisérzékeny detektalast az X dimenzi@b@nés G térgradiens impulzusok 80 : 20.1
(°C esetén) vagy 80 : 8.19{ esetén) arany( alkalmazasaval érjik el. A tigikus ms-os (p16)

G: és G tisztitd térgradiens impulzusokat a maximalis grasefsség (50 G/cm) 15 illetve 11
%-ara allitjuk be, és utana egy 50-108 hosszlUsagu felépllésiétd(d16) hasznalunk. A
protonlecsatolasért felid blokkban alkalmazott koherenciaszelekciés graifiepulzusok
esetén Gértéke 18 %. A szekvencia utolsé részében egy-686zénimpulzust hasznalunk az
egykoétéses heteronuklearis csatolasi evollcio tesfbddasara, amit a sémaban szirke téglalappal
jeldltem. Szélessavi heteronuklearis lecsatoldBD(CGARP vagy WALTZ) alkalmazunk az
adatgyijtés ideje alatt.

A kifejlesztett modszer éhyeit a 12. abran mutatom be, ami a szachar6z morméa
(protoncsatolt) és protonlecsatolt HSQC spektruiliétve reprezentativ, kiemelt,
vizszintes F2) sorait hasonlitja 6ssze. Egyértékn lathatd, hogy &H-13C korrelacios
csucsok jellegzetes multiplett strukturaja szintiéleegyszearsodik, ami noveli a
spektralis felbontast, és lelieé teszi az automata cslUcskeresést illetve
spektrumelemzést még zsufolt tartomanyokban is. 2A dbran megfigyelhét az
alkalmazott BIRD impulzusszekvencia-elemnek egy tovabbiéngbs hatasa;
nevezetesen a szoros csatolasbdl &reeém kivant, tavolhatd korrelaciéos csucsok
hatékony elnyomasa. A normal HSQC spektrumbangladhta) és kiemelt soraiban
megjele®, nem kivant csucsok (csillagokkal jeldlve), majaneelies mértékben
Kisziirésre” kerulnek a protonlecsatolt kisérletben {l2bfra), ami szintén megkonnyiti
a HSQC spektrum rutinsZekiértékelését. A BIRD modul ezen hasznos tulajdgas
mar korabban is igyekeztek kihasznalni heteronuiddé@rrelacios kisérletekbépt 132

Ahogyan mar emlitettem, az altalunk kifejlesztetbdseer eitt egyetlen,
hasonl6 elii, szélessavl protonlecsatolt HSQC kisérlet voleismaz irodalombaff. A
két modszer teljesiképességének 0Osszehasonlitdsa céljdbdl HSQC gspekit
vettink fel azonos adatdjyési stratégiaval, illetve mérési és processzalasi
paraméterekkel, de a két kulonBompulzusszekvenciat hasznélva. A 13./a abran a
megfeleben bedllitott INEPT/BIRD idkkel mért 2D spektrumokat és reprezentativ,
kiemelt soraikat mutatom be. Ezek alapjan megdhap, hogy a Kkétféle
impulzusprogrammal mért spektrumokban a jelintészik gyakorlatilag azonosak,
azaz a két kisérlet érzékenysége nagyon hasonlonban jelerts kilonbség
mutatkozik a nem kivant jelek megjelenésében, ablzagsetben, ha az INEPT/BIRD
idoket nem az adott csatolasi allando(k)nak medfefehllitjuk be (13./b &bra). Ugyanis
100 Hz-es'Jch csatolasra optimalizalt INEPT/BIRD Gl esetén, amig az altalunk
kifejlesztett HSQC kisérlet spektrumaban csak ekjéhtenzitasa csokken, addig a
Sakhaii és szeétarsai altal kozott szekvenciat hasznalva, a kapott spektrumban
nagyszamu, jelei intenzitédsu, zavaro jel lathato, melyeket csild@l jeldltem a
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13./b 4bran. Ez arra utal, hogy az impulzusszekgekcprotonlecsatolasért fedel
blokkjaba beépitett, a kivant koherencialt kivatesat biztosité gradiensimpulzus triad
hatékonyan elnyomja a protonmagnesezettség azoét ramelyre a BIRDmodul nem
tokéletes forgatast fejt ki. Ezaltal az altalunkldtgozott mddszer j6 mésédi, nem
kivant jelekél mentes, tiszta HSQC spektrumot eredményez az Ge@s#s
heteronuklearis csatolasi allandok széles tartodizany.
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12. abra Szachar6z (0,17 M f@-ban)'H-3C HSQC @) és szélessavu protonlecsafbit*C
HSQC p) spektrumanak illetve kiemelt sorainak 6sszehdsma. A hagyomanyos, gradiens
koherenciaszelekciés HSQC spektrumban és kiemedibsm csillagokkal (*) jeléltem a szoros
csatolashol adédd, nem kivant korrelacios cslcsdkadbran lathaté spektrumokat a kdvetkez
azonos paraméterekkel mértik: spektralis ablk**C) dimenziéban = 6,0371 (45,0) ppm,
tranziensek kozotti varakozasiiddl) = 1,7 s illetvet; inkrementumok szama = 180. A normal
HSQC kisérletetd) 32, a protonlecsatoltab) 2 tranzienssel vettiik fel. A protonlecsatolt
maédszer ) esetén hasznalt, specifikus paraméterekinkrementumok szama (ami a
gyakorlatban a FID darabok szamat jelenti) = 1§, [Elfp darab ideje (BW) = 21,197 ms és a
tényleges komplex adatpontok szanmtédalimenziéban a FID darabok ¢ssza¥sét koveten =

2048.

3.9 3.8 ppm
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13. abra Egy szulfonsavas monoszacharid szarmazék (képletébra fels részén lathato;
0,067 M DO-ban) szélessavu protonlecsatit-'3C HSQC spektrumainak illetve kiemelt
sorainak dsszehasonlitdsa. Az altalunk kifejlesatgiulzusszekvenciaval felvett spektrumokat
piros szinnel, a kordbban kozolt modszéfreiérteket pedig feketével jeldltem. A kisérletek
azonos adatgitési stratégiaval, mérési és processzalasi paemeldtel, illetve mérési el (3

ora 45 perc) késziltek a korrekt 6sszehasonlitélvédéat. A szekvenciak robosztussaganak
tesztelése miatt aa) esetben az INEPT/BIRD dttet 145 Hz-esJcq csatolasnak, amig &)(
kisérletekben 100 Hz-é3cH csatoldsnak megfeli#n allitottuk be (szandékosan eldllitottuk). A
kétféle impulzusszekvenciaval készilt spektrumal@tanazon intenzitasskalaval jelenitettem
meg, igy a két moddszer érzékenysége és az artefaktu*-gokkal jeldlve) intenzitdsa
megfeleben 0Osszehasonlithatd. Az &bran lathaté spektrumakatkbvetke#d, azonos
paraméterekkel mértik: spektralis ablek(**C) dimenzidban = 4,9887 (65,0) ppm, tranziensek
kozotti varakozasi idl (d1) = 1,7 s,t1 inkrementumok szama = 200, tranziensek szamats 2,
inkrementumok szama (ami a gyakorlatban a FID dacalzamat jelenti) = 16, egy FID darab
ideje (LBW) = 20,842 ms és a tényleges komplex adatpontakaziH dimenzidban a FID
darabok Osszéfését koveien = 1664.
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A dolgozat ,lrodalmi ezmények” részének 2.2.5. alfejezetében méar
emlitettem, hogy a BIRD modszer a diasztereotémbighek kozotti geminalis proton-
proton csatolds elnyomasara nem alkalmas, mert ngmkilénbséget tenni az
ugyanazon*C maghoz kapcsolédé hidrogének kozott. Ennek hiatad®./a dbran is
medfigyelhetjik; nevezetesen a 2D spektrumban s &so7-es diasztereotop protonok
korrelacios csucsai dublettek az akitv geminale&aiasoknak koszonhitn. Emiatt a
BIRD-lecsatolt kisérletek alkalmazasa kevésbé vonzmdyan molekuldk
tanulmanyozasaban, amelyek diasztereotép metilédrodgneket tartalmaznak,
marpedig szerves vegylletek esetén ez medistregyakori eset. A BIRD és a ,perfect
echo™3® szekvenciaelemek kombinalasaval kidolgoztunk ejgy,perfectBIRD"-nek
elnevezett impulzusblokkot (14. abra), amely a géiig proton-proton csatolas hatasat
is képes kisirni a HSQC spektrumbd&?. Ezaltal kikliszOboltik a BIRD-lecsatolas
legkomolyabb hatranyat.

Takegoshi és munkatarsai egy dupla spin-echo srek kbzepére egy 90°-0s
protonimpulzust beillesztve hozték létre a peréatto szekvenciat (9G2180°<-90°-
180°<), amely egy egyszérAX spinrendszer esetén nemcsak a kémiai eltolpdasi
hanem a csatolasi evollcidt is refokuszalja agelho periddus végét& Az extra 90°-
os impulzus ugyanis megforditja a csatolasi evolirényat, ezaltal a dupla spin-echo
elss fele alatt kifejpdott J-modulacio a masodik felében refékuszalodik. ddds
megmutattak, hogy a perfect echo bonyolultabb epiiszerek esetén is jelésen
képes csokkenteni Bmodulacié hatasat, harad << 1 feltétel teljesit®* Nemrég ezt
kihasznaltak kilonféle modszerekb&i*ta perfect echo szekvenciaelem réwidével
tortérd, ismétb alkalmazasaval, azonban ez a tipusi megoldas resmn&lhato
homonuklearis lecsatolasra.

Emiatt a perfect echo szekvenciasel80°-0s protonimpulzusét lecseréltik egy
BIRDYX modulra (ami a'*C-hez kozvetlenll kapcsoldd6 protonokat és°@-et
invertalja), masodik 180°-0s protonimpulzusat pedigebzéekben bemutatott (11.
abra), a HSQC kisérletet homonuklearisan lecsatgdlzusblokkal helyettesitettik. A
BIRD szekvenciaelem a geminalis proton-proton ddatm kivul a tobbi homonuklearis
csatolas refokuszalasara alkalmas komplex spinzenelsben is, amint azt mar a
korabbiakban bemutattam. A perfectBIRD megkozelijézetisége, hogy — ha a 90°-
0s impulzus ditti, protonlecsatolasért felid periédus ugyanolyan hosszu, mint az utana
kovetked — akkor az impulzusszekvencia végére a geminéitop-proton csatolas is
refokuszalodik, hiszen a perfectBIRD modul kozepgn90°-0os protonimpulzus
megforditja a csatolasi evolucio iranyat.

A perfectBIRD-lecsatolt kisérletben ugyanazt az erf@rogram-tipusu
adatgyijtési stratégiat alkalmazzuk, amit a BIRD-lecsaltBQC impulzusszekvencia
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esetén részletesen bemutattam, ezért itt erre arartérek ki. A 14. abran lathaté a
perfectBIRD-lecsatolt HSQC kisérlet séméja, melyerteljes impulzusszekvencia
hosszuséagara valo tekintettel csak az U], perf&@Bhodult tintettem fel részleteiben,
a kezdeti, normal HSQC részt egy téglalap jeldtintbsnak tartom itt megjegyezni,
hogy a perfectBIRD szekvenciaelem kidolgozasa lkapeskiindulési ttlet egyik német
egyuttmiikddd  partnerink, Lukas Kaltschnee nevéhez kéthetén az
impulzusszekvencia tesztelésében és finomitaséitanvrészt.

i H
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Gz G, Gy i G, %
) ) )\ %;

14. abra PerfectBIRD-tipusu, szélessavu protonlecsatolt B3@pulzusszekvencia sematikus
megjelenitése. A kezdeti, normél, gradiens koheasmelekcios HSQC szekvenciarészt egy
fehér téglalap reprezentélja. A keskeny és széiefaddete téglalapok 90° illetve 180°-adazisu
impulzusokat jeldlinek, hacsak nem jelzegn) kilon. Fél-ellipszisekkel jeldltem az adiabatikus
Chirp inverzios és refokuszald X impulzusokat. Azén feltiintetett impulzusok fazisagg =y,

X; @=y. Az id8intervallumokat a kovetkéképpen allitjuk bet = 1/(4* 1xn), Ta = 1/(4*sw2) +

Tp + Te, To = 1/(4*sw2) - p31c = pl6 + d16 + 35Qs - p3. A tipikusan 1 ms-os (p16) €s G
tisztito és koherenciaszelekcids gradiensimpulzaisaknaximalis gradiensisség (50 G/cm) 17
illetve 18 %-ara allitjuk be, és utdna egy 50-li8thosszusagu felépllésbidd16) hasznalunk.
Szélessavu heteronuklearis lecsatolast (CPD) allalink az adatgités ideje alatt.

A 15. abrdn egy monoszacharid szarmazék perfectBéeEatolt HSQC
spektruma lathat6. A 2D spektrumon és a kiemelt, &6 C7 sorokon is jol
medgfigyelhed, hogy a perfectBIRD szekvenciaelem — ellentétbeBlRD modullal
(13./a abra) — megsateti a geminalis proton-proton csatolas hatasédgiskizardlag
szingulett jelekBl allé6 HSQC spektrumhoz jutunk diasztereotép metthérogéneket
tartalmazo molekulak esetén is (15. abra).
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15. abra Egy szulfonsavas monoszacharid szarmazék (szérkegaete az abra falsrészén
lathato; 0,067 M BO-ban) perfectBIRD-tipusu, szélessavi protonletisdte-'°C HSQC
spektruma illetve kiemelt sorai. Az dbran lathggéldarumot a kévetkézparaméterekkel mértik:
spektrélis ablakH (*3C) dimenziéban = 4,9887 (65,0) ppm, tranzienselskbrarakozasi id
(d1) = 1,7 s,t; inkrementumok szama = 200, tranziensek szamatsr&krementumok szama
(ami a gyakorlatban a FID darabok szamat jelentipzegy FID darab ideje @Y\¥) = 20,842
ms és a tényleges komplex adatpontok szata dimenzidban a FID darabok Osdzafsét
kdvetben = 1664.

Vizsgadlva a BIRD-lecsatolt impulzusszekvencia kHazhatésagat
makromolekuldk esetében is, felvettik az 55 amierpaséghl allé °N-jelzett PAF
fehérje Penicillium AntiFungal proteijt®”1¥szélessavu protonlecsattt-1>°N HSQC
spektrumat, amit a 16. abran hasonlitok Ossze aohadnyos H-1°N HSQC
spektrummal. Megfigyelhét hogy a proton-proton csatolasok okozta jelfeldasak
megszintetése a spektrumban, kisniéediérje esetén is jeldist vonalkeskenyedéshez
vezet, és az NH kémiai eltolodasok egyézes pontos meghatarozasat teszi dhet
kapott, protonlecsatolt szinguletteken akar autamaticskeresés hasznalataval is.
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16. abra'®N-jel6lt PAF fehérje (55 aminosavegység, 1,6 mMM)>N HSQC (fekete korrelacids
cslicsok és az also sor a fenti kiemelésben) és BB protonlecsatotH-1°N HSQC (piros
korrelacios cslicsok és a félsor a fenti kiemelésben) spektrumanak 6sszehaésalHO-s
kdzegben (95 % ¥D / 5 % DBO). Az abran lathatd spektrumokat 300 Kntérsékleten a
kovetke®, azonos paraméterekkel mértik: spektralis altia®®N) dimenzidban = 4,9887 (19,0)
ppm, tranziensek kodzoétti varakozash ill) = 1,7 s illetvet; inkrementumok szdma = 128. A
hagyomanyos HSQC kisérletet 64, a protonlecsatbli@nzienssel vettik fel. A protonlecsatolt
maodszer esetén hasznalt, specifikus paraméteiakrementumok szama (ami a gyakorlatban a
FID darabok szaméat jelenti) = 16, egy FID darabedda/SW) = 21,245 ms és a tényleges
komplex adatpontok szamatad dimenziéban a FID darabok 6sdgafsét koveten = 1696.

Bér lathaté a 16. abran, hogy a kifejlesztett, rietegram-tipusu, szélessavu
protonlecsatolt HSQC szekvencia alkalmazdsa maKekmidk esetén is hasznos lehet,
azonban nem szabad figyelmen kivil hagyni azt  téogy a lecsatolashoz szikséges
extra dimenzié hasznélata jelésgen megndveli a mérésidid(jelen esetben ~ 4,5 éra
volt). A biomolekularis NMR-ben a mérésididvagy masik oldalrol kozelitve az
érzékenyseqg) kritikus tény&zhiszen altalaban nincs letiség (eballitasi és/vagy
oldékonysagi problémak miatt) tefdézgesen nagy koncentracidjit NMR minta
készitésére, ugyanakkor tobbdimenzidos spektrumalésaée van sziikség. Emiatt az
interferogram-tipusu, protonlecsatolt HSQC kisértmkromolekuladk vizsgélataban
val6 mindennapos alkalmazasa ndmik praktikusnak. Erdekdésiink igy a modszer
felgyorsitasanak iranyaba fordult, amihez kézenfelsegitségként adodott az
irodalomban kdzben megjelent, valds idijcsatolasi stratégid®
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4.1.2. Valos idefi szélessavu protonlecsatolas megvalodsitasa HSQGCEkistben

Id6kozben Morris és munkatérsai kdzolték asd elmlds ideji” (detektalas ideje
alatti), BIRD-lecsatolt HSQC impulzusszekvenéfatami egyike azon kivételes
homonukleérisan lecsatolt modszereknek, amelyekcsakna spektralis felbontast,
hanem a jel-zaj aranyt is képesek novelni a koneadtisan meért spektrumokhoz
képest. A Morris és munkatarsai altal 2013-ban igéll kisérlet®> azonban nem
alkalmas konnfvizes mintak vizsgalatara, ugyanis nem tesz taletmegfeled
vizelnyomast. Altalanossagban elmondhaté, hogy anohoklearis lecsatolast
alkalmazo kisérletek esetén a vizelnyomas megolugsarivialis feladat. A probléma
kulonosen jeleriis a valés iddj adatgyijtési stratégiaju modszereknél, mert a FID
darabok detektalasa kozoétt alkalmazott, a protomwepr lecsatolast eredményez
szekvenciaelemek invertéljak a passziv spineketkdgtiik a viz protonokat is. Ezaltal
a z-irdnyd vizmagnesezettség bizonyos része azioguk ,tokéletlensége” miatt az
xy sikba kerll. A szelektiv, vizmagnesezettségzaisdlenty impulzusok (water flip-
back)* alkalmazasa lehetne az egyik megoldas, azonbanvéArekvencia kozelébe
e Ha rezonanciakra is hatna, ezaltal pedig nem kivé&sizacsatolast idéznesehz
érintett NH jelekben. Emiatt a BIRD blokk és a nepelektiv 180°-0s protonimpulzus
koré szimmetrikusan elhelyezett, megfélehosszisagu és émséd térgradiens
impulzusparokkal oldottuk meg a vizmagnesezettségamyban tartdsat (az xy
magnesezettségi komponensek elnyomasat) az akviziait®® Ezzel a megoldassal
tobb, mint egy nagyséagrenddel csokkentettik a nékradizjelet, és a nem
protonlecsatolt HSQC kisérletben tapasztalhatdrezivoztuk.

Szem ditt tartva, hogy a biomolekularis NMR teriiletén axing@lisan elérhét
érzékenyseég kiemelkéd jelentbséggel bir, ezért nem a normdl, hanem az
érzékenysegnovelt (SE by PE®ensitivity Enhanced by Preservation of Equivalent
Pathway3 HSQC kisérletet fejlesztettiik tovabb valdsiidajotonlecsatolassal. Ahogy
a 17. abran is lathat6, az érzékenységndikeltN HSQC szekvencia detektalasi ideje
alatt megkezdjik az adatfjyést egy olyan FID darab detektalasaval, ami &y@an
idétartamu  AQY2n), mint az utdna kovetk@z Ezt koveben megszakitjuk az
adatgyijtést, és egy BIRD impulzusszekvencia-elem (csak'#¥N-hez kdzvetlenil
kapcsoldédd protonokat invertalja) illetve egy nemalektiv 180°-0s protonimpulzus
kombinéacidjaval refékuszaljuk a proton-proton ckebevollciot, majd egy 10-25 ms-
os FID darabot AQ/n) rogzitink. A FID darabok detektélaséat ég-mefokuszalast
felvaltva végezzuk addig, amig a teljes FID-et meg kapjuk (az utolsé FID darab
ismét fele olyan hosszA(¥2n), mint a kozberik). A FID darabok 6sszétését —amint
azt az irodalmi éizmények 2.3.2. alfejezetében mar emlitettem — &tispeéter az
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akvizicio alatt, ,valos iflben” elvégzi. Végul térgradiens impulzuspéroknak a
protonlecsatolast biztosité szekvenciaelembe ténéegfeleb beépitésével egy olyan
kisérletet fejlesztettiink ki, ami koninyizes mintak vizsgalata esetén is tiszta kémiai
eltolodasu, érzékenységnovii-1>N HSQC spektrumot eredményez.
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17. é&bra Valos ideji szélessavi protonlecsatolt, érzékenységnovelt’>N HSQC
impulzusszekvencia sematikus megjelenitése. A kaskés szélesebb téglalapok 90° illetve
180°-0s,x fazist impulzusokat jeldlnek, hacsak nem jelzendkiaz attdl vald eltérésiy). A
kezdeti INEPT blokkban a tisztité hatasu ,trim” ioipust egy csikozott, szélesebb téglalap jeloli.
Az impulzusok fazisaigi = y; ¢2= X, -X ¢d3= X, X, X, X, =X, =X, =X, 4=V, Y, YV, ¥, =Y, =Y, Y, :¥s

=X, X, Y, YP6=Y, Y, X, -X¢7=-X, -X, -Y, Y €Sdrec = X, -X, X, -X, -X, X, -X, YAz idbintervallumokat

a kovetke#képpen allitjuk ber = 1/(4* Wnw), T = 1/(4* Wnw) NH esetben vagy 1/(8%Iww)
mindenféle multiplicitas esetén,= p16 + d16 + 8s. A koherenciaszelekciot és az echo-antiecho
fazisérzékeny detektalast®N dimenziéban a G -G, és G térgradiens impulzusok 80 : -80 :
16,2 aranyu alkalmazasaval érjuk el. A tipikusannk-os (pl6) G és G tisztitd
gradiensimpulzusokat a maximalis gradiefiseég (50 G/cm) 42 illetve 67 %-ara allitjuk be, és
utana egy 10Qs hosszusagu felépllésétdd16) hasznalunk. A FID darabok detektalasa k§zot
a BIRD blokk és a nem-szelektiv 180°-0s protonimpslkéré szimmetrikusan elhelyezett, 0,5
ms-os koherencia atviteli it (CTP) kivalasztasédelss térgradiens impulzusokat{& 61 %

és G = 31 %), és mindegyik utan 10@s-os felépllési itk alkalmazunk. A szélessavu
heteronuklearis lecsatolast (CPD) bekapcsoljukiaddrabok gyijtésének ideje alatt.
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A kifejlesztett médszer teljegképességét és robosztussagat a PAF feliie
jelolt és jeldletlen mutansain koniyizes kdzegben (95 %8 / 5 % BO) teszteltik.
A 18-19. dbrdkon a PAF mutansok valés ddgjotonlecsatolt (piros), illetve standard
(fekete) érzékenységnovel-1°N HSQC spektrumait hasonlitom 6ssze. Mind a 2D
szintvonalas megijelenitéseken, mind a kiemelt sorojdl megfigyelhet, hogy a
proton-proton csatolasok okozta felhasadasok metst#Esével a spektralis felbontas
noé, és a jelatfedések csotkkennek. A protonlecsgiektsumokban kapott szingulettek
lehetvé teszik a rezonancidkl kémiai eltolédasanak egyértdlndefinialasat, ezaltal
pedig az automatizalt kiértékelést. Az alkalmatayradiens impulzusséma hatékonyan
elnyomja az €fs vizjelet, és tiszta, zavaro jelékimentes spektrumot eredményez, még

s s 7

természetes izotopgyakorisagu (jeldletlen) fehdwgeése esetén is (19. abra).
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18. abra *N-jelolt PAPPLS fehérje (55 aminosavegység, 1,7 mM) érzékenysédnéd-15N
HSQC (fekete) és valds idejprotonlecsatolt, érzékenységnovél-1®N HSQC (piros)
spektrumanak Osszehasonlitasa kdiniaes kézegben (95 % B / 5 % DO). A nitrogén
dimenzidban eltoltam a protonlecsatolt spektrumgokdb dsszehasonlithatosag kedvéért. Az
abran lathaté spektrumokat 22 perc alatt a kbvétkezonos paraméterekkel mértik: spektralis
ablak'H (**N) dimenziéban = 4,788 (21,0) ppm, komplex adatpkszama &H dimenzidéban =
2048,t; inkrementumok szama = 128, tranziensek szadmas-adiranziensek kozotti varakozasi
id6 (d1) = 1,8 s. A protonlecsatolt kisérletben a FID-@dharabban detektaltuk, és egy FID darab
idétartama 26,7 ms volt.
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19. abra Jeloletlen PAPN fehérje (55 aminosavegység, 6,5 mM) érzékenysédntd-15N
HSQC (fekete) és valds idejprotonlecsatolt, érzékenységnovél-1>®N HSQC (piros)
spektrumanak Osszehasonlitasa kdiniaes kézegben (95 % B / 5 % DO). A nitrogén
dimenzidban eltoltam a protonlecsatolt spektrumgokdb dsszehasonlithatosag kedvéért. Az
abran lathaté spektrumokat 10 éra 12 perc alathwaetkes, azonos paraméterekkel mértik:
spektralis ablakH (**N) dimenzidéban = 4,788 (21,0) ppm, komplex adatpkrizama &H
dimenziéban = 1024; inkrementumok szdma = 128, tranziensek szdma #428tranziensek
kodzotti varakozasi idl (d1) = 1,8 s. A protonlecsatolt kisérletben a FID-eéa8abban detektaltuk,
és egy FID darab édartama 26,7 ms volt.

A korrekt 6sszehasonlitas kedveéért a 18-19. almifinfetett spektrumparokat
azonos mérési paraméterekkel el vettik fel, illetve ugyanazon intenzitdsskalava
jelenitettem meg. A kiemelt sorok azt mutatjak, yna@gprotonlecsatolas a felbontas
javitdsa mellett altalaban a jel-zaj aranyt — ugyzerény mértékben — de szintén noveli.
Bizonyos jelek esetében 20-30 %-o0s intenzitasndlétes tapasztaltunk, ez azonban
az elméleti 100 %-os eértékt (dublettek és triplettek lecsatolasaval szamolva)
egyértelnien elmarad. Ennek oka az additgst megszakit@-refokuszald blokkok
alatti transzverzalis relaxacioban keresemMéhgyobb molekulék (pl. fehérjék) altalaban
rovid T, relaxécios idvel rendelkeznek, igy az esetukben — szemben alekmiakkal
— mar nem elhanyagolhat6 a protonlecsatolé blokdtatki relaxacids veszteség. Emiatt
a gyakorlatban a valdés idehomonuklearisan lecsatolt mddszerek kisntéikétve
rendezetlen fehérjék esetén hasznalhatok eredmeémyd@pasztalataink szerint a
lecsatolasbol eréd érzékenységndvekedés mértéke rezonanciardl redénanis
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véltozhat. Jeledsebb olyan rezonancidkon, amelyek nagyobb homoau&le
csatolassal és/vagy hosszdbbelaxacios iéivel rendelkeznek, és kisebb a gyakorlatilag
feloldhatatlan csatolassal jellemezheezonanciajeleken, azaz amikor a természetes
jelszélesség Osszemémet a proton-proton csatolassal. Jetent meérték
érzékenysegveszteség akkor kovetkezik be, amikemaészetes jelszélesség nagyobb,
mint a proton-proton csatolasi allando; ebben &tbes a homonuklearisan lecsatolt
mobdszerek hasznalata feleslegessé valik. Osszefaglnondhatd, hogy a valds itlej
protonlecsatolt HSQC kisérletekben mind a felbgntdiad a jel-zaj viszony javul, de
amig a kismolekulak vizsgélatakor a multiplettekngaletté valé egyszéstdése
jelents intenzitAsnbvekedéssel jar, addig makromolekdlalez nem szignifikans.
Kisméreti fehérjék valds idéj protonlecsatolt spektrumaiban (18-19. &bra) a
transzverzalis relaxacié miatt olyan szingulettoremciajeleket kapunk, amelyek
keskenyebbek, mint az eredeti multiplettek, viszsrglesebbek, mint a multiplettek
egyes komponensei.

A valés idefi protonlecsatolt kisérletekben a transzverzaliaxéadié okozta
veszteségek mértékétlaefokuszald impulzusblokk ddartama és ismétlésének szama
hatarozza meg. Az @&bbi paraméter a BIRD-lecsatolH-'®N HSQC kisérletekben
elsssorban az egykotéséid-1N csatolasi allando értékgtfiiigg (az atlagosiww = 90
Hz-zel szamolva ez 11 ms), igy ezen a spektroszkdmm tud valtoztatni. Al-
refokuszalo szekvenciaelem ismétlésének szamaekémil a detektalt FID darabok
szama, kozvetetten pedig — adott teljes akvizidégsetén — a FID darabolbidrtama
hatarozza meg. (Hiszen a teljes akvizicio$ ¥ FID darabok szdma x FID darab
idétartama.) Utdbbi paraméter beallitAsanal kompramisst kell kétni. Ugyanis, ha
tul hossza FID darabokat gjytink, akkor a proton-proton csatolasi evollcio mém
lesz elhanyagolhat6 a detektélas ideje alatt, @k@iétlen lecsatolashoz, és periddikusan
megjelerd, zavaro jelekhez fog vezetni a spektrumban. Hegaétrévid FID darabokat
detektalunk, akkor ugyanazon teljes akvizici6$ @léréséhez tobb FID darabra van
szUkségink, ezaltal tébbszor kell-eefokuszald szekvenciaelemet alkalmaznunk, ami
jelentsebb relaxacios veszteséghez és jelszélesedéstmz ve

A valés ideji homonuklearisan lecsatofiH-'>®N HSQC moddszer fehérje
alkalmazasokat bemutat6é kozleménytunkBeészletesen dsszehasonlitottuk a BIRD-
tipusu lecsatolast a savszelektiv impulzust haédZBAISHD és a SESAM-tipusuakkal
(elosbbi megkozelitégit a dolgozat 2.3.2. alfejezetében, utdbbirdl a 2ejezetében
irtam). Mivel az 6sszehasonlitd méréseket manahesgguttmikdods partnereink és
szerdtarsaink veégezték, ezért értekezésemben a kapotnényeket nem mutatom be
részletekbe meen. Osszefoglalasképpen annyit azért megjegyeztigkhogy a
BASHD-tipusu lecsatolas @iye a BIRD-del szembenJrefékuszalé impulzusblokk
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rovidebb idtartama. Mivel a savszelektiv impulzus ideje fartdén aranyos a magneses
térességgel, ezaltal a BASHD modszeérsle fokozodik egyre nagyobb magneses
térebssédi készulékeken. A régebbi, SESAM Kkisérlettel elévsgelektiv
homonukleéris lecsatolas is jelésgen noveli a felbontast a HSQC spektrumban.
Azonban a médszer korabban (2.3.2. alfejezet) méitedt hatranyai, nevezetesen, hogy
a korrelacios csucsok pozicioi kilonboznek a viémsiai eltolodas értékeldta Bloch-
Siegert effektu$® miatt, illetve hogy nem tesz leléee megfeled vizelnyomast,
korlatozzak alkalmazasi leléstegét a gyakorlatban.
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4.2. Egykotéses heteronuklearis csatolasi allandoieghatarozasara alkalmas
CLIP/CLAP-HSQC modszer tovabbfejlesztése

Az egykotéses heteronuklearis csatolasi alland@ky (és 'Dxn) fontos
informaciot hordoznak a molekulak szerkezétérelhasznalhatok konformacios
vizsgalatokra, ugymint peptidek konforméacios jelsének pontositasardilletve
konfiguracié meghatarozasara példaul szénhidratoknar centrumanak esetédéhA
maradék dipolaris csatolasi allanddR) (— melyek az izotrép illetve a részlegesen
orientalt kozegben mért, (leggyakrabban egykothsesronuklearis) csatolasi allandok
kilonbségeként  szarmaztathatok — pedig rendkiviltékés, tavolhatd
kényszerfeltételeket adnak molekulak konstitlcidi@nkonformaciojanak és relativ
konfiguracidjanak meghatarozasaitiz. Ezaltal az ezredforduld o6ta egyre
kiterjedtebben hasznaljak a maradék dipolaris sitdllandokat Residual Dipolar
Couplings - RDCsbiomakromolekuldk (fehérjék, nukleinsavatd!*’ kis és kozepes
méreti  szerve¥®10 és  elemorganikd®1®? vegylletek dinamikai és
szerkezetvizsgalatara, -finomitasara.

A maradék dipoléaris csatolasi allandok alkalmakdsetiségei iranti ndveky
érdekbdés vezetett szamos, egykotéses heteronuklearidolassa allandok
meghatarozasara alkalmas mdédszer kifejlesztésérelSARC kisérletF1l vagy F2
dimenziéban heteronuklearisan csatolt valtozatéégszélesebb korben alkalmazott
modszereR?* Abbol a célbdl, hogy a csatolt spektrumban a megkédett szamu
korrelacios csucs okozta spektralis zsufoltsagaktleantsék, javasoltak az irodalomban
az E-COSYL> spindllapot szelektit?*1% IPAPY” és TROSY®10 megkozelitéseket.
Azonban ezen mddszerek mindegyikével az a probl&mgy a hasznos egykotéses
heteronuklearis csatolasi evoluci6 mellett egyébatatasi kolcsdnhatasok is
érvényesilinek, igy a kapott spektrumokban a rezoaj@ek nem kivant, extra
felhasadasai nehezitik a pontos kiértékelést.

Az F1 dimenzidban csatolt HSQC kisérletben a tobbkotéstsronuklearis
csatoldsok okozta, zavard felhasadasokatt: aevollcios peribdusba beépitett,
gradiensimpulzusokkal tamogatott BIRDnodullal s#rték kilst Az igy mért
spektrumokban a korrelaciés csucsok csak a meghaiarkivant egykotéses
heteronuklearis csatolasok miatt hasadnak®feAz F1-csatolt HSQC moddszereknek
azonban van tovabbi két hatranyos tulajdonsagagiik az, hogy nagyszamu kisérletet
kell régziteni az~1 dimenziéban ahhoz, hogy megféleligitalis felbontast kapjunk a
csatolasi allandok pontos meghatarozdsahoz. Ekirdnnddsigényes, bar az utdbbi
idében NUS Non-Uniform Sampling hasznélataval sikertlt felgyorsitani a
kisérleteket®® A masik hatranya pedig az, hogy a diasztereot6plénecsoportok
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esetén csak a kélcy 0sszegét tudjuk mérni &l1-csatolt HSQC spektrumban. Ezen
hatranyok miatt az egykotéses heteronukleéris lésat@llandok meghatarozasa
kedve®bb azF2-csatolt HSQC spektrum nagy digitalis felbontagtdsito, direkt F2)
dimenzidjdban. Az utébbi években az algp-csatolt HSQC impulzusszekvenciat
tobbféleképpen tovabbfejlesztették annak érdekébegy a kisérlet robosztusabb
legyen az INEPT idl megvalasztasaval, illetve az INEPT alatti protoot@n csatolasi
evolicid okozta modulacidkkal szemben. A javasolIRICLAP- (CLean In-
Phase/CLean Anti-Phag®* COB- (Couplings, Offsets, :Hield inhomogeneities
optimized,’®® PIP- Pure In-Phasp® és Perfect-HSQE' kisérletek képesek
kikisz6bdlni az alap spektrumban jelentkdazisproblémékat. A tovabbfejlesztett
mobdszerek hasznélatat azonban korlatozzak a skakadipolaris (utdbbi csak anizotrop
koézegben) proton-proton csatolasok okozta, exifellsadasok. Ugyanis a kisérletek
eredményeként kapott 0sszetett és bizonyos esetekbEmmetrikus multiplettek
megnehezitik, esetenként ellehetetlenitik a csisjgk pontos megtalélasat, ezaltal
pedig a heteronuklearis csatolasok megbizhaté éterdgt gondoltuk, hogy ez a
probléma megoldhaté lenne &2 dimenziéban heteronuklearisan csatolt HSQC
impulzusszekvencia szélessavi homonuklearis ldésatd vald tovabbfejlesztésével.

4.2.1. Interferogram-tipusi  szélessavl  protonlecsais  megvaldsitdsa
CLIP/CLAP-HSQC kisérletekben

Kihasznalva azt, hogy a BIRD-tipusi homonukledisatolas az egykttéses
heteronuklearis kisérletekben (pl. HSQC) nem okakenységveszteséget (ugyanis
ezekben eleve csak¥C-hez kapcsol6dd protonokat detektaljuk), igy agkéteses
heteronuklearis csatolasi allandok mérésére allalgidP/CLAP-HSQC maodszert is
BIRD-lecsatolassal fejlesztettiik tovabb. Az értéleezl.1.1. alfejezetében targyalt
homonuklearisan lecsatolt HSQC kisérlethez hasanléa CLIP/CLAP-HSQC
kisérletek direktg2) dimenzi¢jaban is az interferogram-tipusu adéjtggi stratégia és
a BIRD! izotopszelekcido kombinalasaval értiink el szélasgaotonlecsatolast. A
kifejlesztett, protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC impusszekvencia altalanos sémaja a
20. abran lathaté, ami nagyon hasonlit a lecs&tBIQC szekvenciaéhoz (11. abra),
emiatt itt tdmaszkodnék a dolgozat 4.1.1. alfefdzen leirtakra, a kisérlet részletes
targyalasatol eltekintek, csak a kulénbségeket emdd.

Az egyik eltérés, miszerint a kisérlet az Enthartséerétarsai altal javasolt
CLIP/CLAP-HSQC impulzusszekvencia¥dlindul. A CLIP-HSQC szekvencia abban
kulénbdzik a normal HSQC-t6l, hogy a végén egy 89X impulzus alkalmazaséaval a
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nem kivant, ellenfazisi protonméagnesezettséget wetektalhatd, tobbkvantum
koherenciakka (MQC) alakitja. Ezzel szemben a Ckisérletben elhagyjuk ezt a 90°-
os illetve az ditte 16w 180°-0s X impulzust (szirkével jeldlve a 20. abréugyanis a
CLAP esetén az %'H polarizaciétranszfer utani, ellenfazisi protonneggzettséget
kivanjuk detektalni. A masik eltérés a homonukiggmilecsatolt HSQC szekvenciahoz
képest, hogy mivel a CLIP/CLAP-HSQC kisérletekkelegykotéses heteronuklearis
csatolasok meghatarozédsa a cél, ezért a prototdtrsext feleds impulzusblokkban
elhagyjuk azt a 180°-0s X impulzust, amivel az é€ggkes heteronukleéaris csatolasi
evolucidt refokuszaljuk a lecsatolt HSQC szekvelpmia Ezzel 6sszhangban az
adatgyijtés alatt nem alkalmazunk heteronukleéris lecéatol

NI N

I I 3

() b 1]

20. abra Interferogram-tipusu szélessavu protonlecsatolt PEILAP-HSQC
impulzusszekvencia sematikus megjelenitése. A kasks szélesebb téglalapok 90° illetve
180°-o0s x fazisu impulzusokat jeldlnek, hacsak nem jelzefdkiaz attol vald eltérési). Fél-
ellipszisekkel jeldltem az adiabatikus Chirp inuész és refékuszalé X impulzusokat. Az
impulzusok fazisaipp=y; @=X, -X @=X X X -X@&=Y, ¥, ¥, V, ¥, ¥, ) Vs =X, -X, =X, =X, -X, -X, -
X X &=V, Y, Y, Y, X, X, -X, 98S @ec = X, X, X, X, X, X, X, %X, X, X, <X, X, =X, -X,.XAzZ
idsintervallumokat a kovetkéképpen allitiuk bet = 1/(4%Jxu), 1o = pl6 + d16,1, =
1/(4*sw2),1c = p16 + d16 + 35Qs, T’ cup) =T; T'(cLar) = P16 + d16. A koherenciaszelekciot és
az echo-antiecho fazisérzékeny detektalast az Xnizndban a &és G térgradiens impulzusok
80 : 20.1 £C esetén) vagy 80 : 8.1 esetén) aranyl alkalmazasaval érjik el. A tipakus
ms-os (pl6) Gés G tisztitd gradiensimpulzusokat a maximalis graceefsség (50 G/cm) 15
illetve 11 %-ara allitjuk be, és utdna egy 50-i8thosszusagu felépllésbidd16) hasznalunk.
A protonlecsatolasért feled blokkban alkalmazott koherenciaszelekcids gratepulzusok

50



Méagneses magrezonancia (NMR) médszerek tovablatégesszélessavi homonuklearis protonlecsatoldstbsével

esetén 6= 18 %. A CLIP-HSQC szekvencia végén egy 90°-aspulzussal (szirkével jelblve)
a nem kivant, antifazisi protonmagnesezettségetdetektalhatd tobbkvantum koherencidkka
(MQC) alakitjuk, ahogy ezt Enthart és s#tézsai javasoltak®® Ezzel szemben a CLAP
kisérletben elhagyjuk ezt a 90°-os illetve aittelléw 180°-0s X impulzust (szlrkével jeldlve),
hogy megtartsuk az X- 'H polarizaciétranszfer utani, antifazisi protonnmesprettséget.
Szélessavu heteronukleéris lecsatolast (CPD) nieanadzunk az adatgjtés ideje alatt.

Elészor a kifejlesztett kisérletek tolerancigjat dsosrtussagat tanulmanyoztuk
az egykotéses heteronuklearis csatolasi allandfiigs INEPT/BIRD idbk (1,
21) valtoztatasaval szemben €dg-jelzett anomer centrummal rendeléeaetil-o,B-D-
glikopiranozid modellvegyileten. A 21. &bran labkah szélessavu protonlecsatolt
CLAP-HSQC moddszerrel rogzitett anomer CH dubleeKNEPT/BIRD idk — 100-
180 Hz-es csatolasi tartomanynak megtelel valtoztatasanak fliggvényében.
Egyértelntien megfigyelh€t, hogy ugyan a jelintenzitas cstkken, amikor az
INEPT/BIRD idsk nem a mérertdcsatolasi allandonak megfeleh vannak beallitva,
de a jelalak tiszta abszorpcios fazisu marad. Eptenemti a csatolasok pontos
meghatarozasanak letiségét még anizotrop mintdkban is, ahol a csatélésiddk
értékei tdgabb hatarok kdzott mozognak. A 21. abgdnutatott eredmények igazoljak,
hogy a javasolt impulzusszekvencidk (20. &bra)edréle az alkalmazott gradiens
koherenciaszelekcidos sémat, hatékonyaniikisza nem kivant, maradék diszperzios
koherenciakat, melyek aZlcy és az INEPT/BIRD iék szinkronizalatlansagabdl
adodhatnak.
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21. dbraA szélessavu protonlecsatolt CLAP-HSQC kisérlgkatgses heteronukleéaris csatolasi
allandotol fugg INEPT/BIRD idsk véaltoztatasaval szembeni robosztussdganak ithlasa. A
kifejlesztett impulzusszekvenciaban (20. abr)iakrementalt idt egy 3 ps-os konstanssieel
helyettesitve rogzitettik aza)( és ) abrakon lathaté 1D protonlecsatolt CLAP-HSQC
spektrumokat a'®C-jelzett anomer centrummal rendeléemetil-a,f-D-gliikopiranozidon
(szerkezeti képlete az abra jobb felészén lathato). A kisérletek soran kiiloribB¥EPT/BIRD
idoket allitottunk be (aZJcy-nak megfeld értékeket mindig az adott spektrumhb) felett
jeldltem), és azg) dbran a spektrumokat ugyanazon intenzitasskajélealitettem meg a relativ
jelintenzitasok 6sszehasonlithatésaga kedvéént) Aran a vizsgalt vegyllet norn& NMR
spektrumanak megfelerészlete lathato a jelhozzarendeléssel. A protsakelt CLAP-HSQC
spektrumokat 4,b) 5 perc 18 masodperc alatt a kévetkeazonos paraméterekkel meértik:
spektrélis ablakH dimenziéban = 6,0371 ppm, tranziensek kozottakdzasi id (d1) = 1,7 s,
tranziensek szama = &,inkrementumok szama (ami a gyakorlatban a FID diazamat
jelenti) = 32, egy FID darab ideje = 21,197 ms éényleges komplex adatpontok szamida
dimenziéban a FID darabok dsszadsét koveten = 4096.

A protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC kisérletek felhadlasi lehéiségeit egy
szulfonsavas monoszacharid-szarmazékon mutatom Abe22. abra normal és
protonlecsatolt CLIP illetve CLAP-HSQC spektrumoletsonlit 6ssze. Mind a 2D
szintvonalas megjelenitéseken, mind az &bra joldala@h kiemelt sorokon jol
megfigyelheb, hogy CH spinrendszerek esetén a proton-protdolésak okozta, extra
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felhasadasok dlhnek a jelekBl a lecsatolt kisérletekben. Ezaltal az egykotéses
heteronuklearis csatolasi allandok egysear és pontosan meghatarozhatdk a tiszta
abszorpcids, azonos vagy ellentétes fazist dukkétteMint azt kordbban is emlitettem,

a BIRD-tipusu lecsatolas hatranya, hogy nem képiasztereotop hidrogének kozotti
geminalis proton-proton csatolds elnyomaséra. &zat metilén-csoportok nem
ekvivalens (diasztereotdp) protonjai dupla dubléeat jelennek meg a BIRD-lecsatolt
spektrumok~2 dimenziéjaban az aktcy és2Jun csatolasoknak készonken. Ezt a
jellegzetes multiplett struktarat, illetve a impudszekvencia alatti geminalis csatolasi
evolucié miatt jelentkez jeltorzulasokat illusztraljak a 22. abra 2D spektainak bal
felss sarkdban a 7-es szénhez tartozd, kiemelt sorokni#en ezeket, a gemindlis
hidrogének esetén felmeéllproblémakat sikerilt megoldanunk a perfectBIRD
szekvencia kidolgozasaval, amit mar részletesenutmttam a dolgozat 4.1.1.
alfejezetében, a CLIP/CLAP-HSQC kisérletekben adldimazasara pedig még vissza
fogok térni ebben az alfejezetben.

Annak érdekében, hogy igazoljuk a kifejlesztett pitausszekvenciak
alkalmazhatésagat maradék dipolaris csatolasiddlameghatarozaséara, aézlekben
is haszndlt monoszacharid szarmazékot egy étehallkelegy gyengén orientélt
(anizotrép), folyadékkristalyos fazisaB&holdottuk fel. A gyengén orientalt kozegben
mért, normal és protonlecsatolt CLIP illetve CLAB®C spektrumokat a 23. abran
hasonlitom 6ssze. Egyértdien lathat6 a 2D spektrumokon és a kiemelt sorakogy
az (j kisérletelCH spinrendszerek esetén nemcsak a skalaris, haaglaris proton-
proton csatolasok okozta, nem kivant jelfelhasdd#ise képesek megsatetni. Azaz a
protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC mddszerrel az eggkés heteronukleéris csatolasi
allandok meghatarozasa két szingulett jel kozdotekvdenciakilonbség mérésére
egyszeiisodik anizotrop kdzegben is. Ezéltal a maradék |difgocsatolasi allandok
(!DcH) — melyeket az izotrop és anizotrop kdzegben meatolasok kilonbségeként
kapunk meg, ahogy azt a C5-0s dubletteken jelepddaként (23. abra) — pontosabb
mérésére nyilik lehéség. Fontos még megemliteni, hogy az orientalé dtdke
szarmaz0 extra, nem kivant jelek, melyeket csikligb jeloltem a 23. abran, a
szélessavu protonlecsatolt spektrumokban gyakiadathem jelennek meg, ami a
lecsatolt kisérletek hosszabb impulzusszekvenoijagzaltal hosszabb ideje alatti
relaxacio kévetkezménye.

A 22-23. 4brakon lathatdé CLIP és CLAP spektrumekebséget adnak a
korabban bevezetett IPAP megkozelité@ CLIP és CLAP spektrumok egymassal valé
Osszeadésa és kivonasa) alkalmazéséra, azaz aitéspa heteronukleéris csatolasi
allandok megbizhaté meghatdrozasara a dublették 3 komponenseinek esetleges
atfedése esetén is.
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22. abra Egy szulfonsavas monoszacharid-szarmazék (szdrkegaete az ) abran lathato;
0,067 M DO-ban) a hagyomany¥d (a,0 és a szélessavl protonlecsatoly,d)
impulzusszekvenciaval rogzitett reprezentativ CL&EB- CLAP-HSQC spektrumai. Az adott
spektrum mellett kiemelC sorok egyérteliien mutatjak a kulonféle kisérletek kozott a jelek
multiplett struktarajdban megfigyelléetkarakterisztikus kulénbségeket. Az abran lathaté
spektrumokat 300 K-en, a kovetkeazonos paraméterekkel mértik: spektralis abtak*C)
dimenziéban = 4,9887 (65,0) ppm, tranziensek kozédrakozasi id (d1) = 1,7 s, t
inkrementumok szama = 200. A normal CLIP/CLAP-HSQérleteket 4,0 64, a
protonlecsatoltakatb(d) 4 tranzienssel vettiik fel. A protonlecsatolt ngEtsesetén hasznalt,
specifikus paraméterelt; inkrementumok szama (ami a gyakorlatban a FID ddcadzamat
jelenti) = 16, egy FID darab ideje 8\W) = 20,842 ms és a tényleges komplex adatpontakaza
a'H dimenziéban a FID darabok ¢sszafsét koveten = 1664.
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23. dbraEgy szulfonsavas monoszacharid-szarmazék (szerképtete az &) abran lathato) a
hagyomanyod$* (a,0 és a szélessavl protonlecsatditdf impulzusszekvenciaval rogzitett
reprezentativ. CLIP- és CLAP-HSQC spektrumai gyengénentalt kozegbetf® A
konvenciondlis CLIP/CLAP-HSQC spektrumokbaa,d jelentkes, az orientald kozegt
szarmazo extra, nem kivant jeleket csillagokkalljem. Az abra jobb oldalan a C5-6s dublettek
példajan mutatom be a maradék dipolaris csatolisidibk (DcH) meghatarozasat. Az abran
lathat6 spektrumokat 300 K-en, a kovetkeazonos paraméterekkel mértik: spektralis altak
(*C) dimenzidban = 6,0371 (65,0) ppm, tranziensekokdxarakozasi id (d1) = 1,7 s,t;
inkrementumok szama = 200. A normal CLIP/CLAP-HSQérleteket 4,0 64, a
protonlecsatoltakatb(d) 8 tranzienssel vettiik fel. A protonlecsatolt ngEtsesetén hasznalt,
specifikus paraméterelt; inkrementumok szama (ami a gyakorlatban a FID ddcadzamat
jelenti) = 16, egy FID darab ideje 8\W) = 21,197 ms és a tényleges komplex adatpontakaza
a'H dimenziéban a FID darabok ¢sszafsét koveten = 2048.
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Osszefoglalva megallapithatd, hogy a BIRD-lecsatltiP/CLAP-HSQC
maodszer izotrop és anizotrop korulmények kozottmiegsiinteti a proton-proton
csatolasok okozta, nem kivant felhasadasokat XHrepilszerek esetén, azonban a
lecsatolés fizikai elvéld adéddan a geminalis csatolasok hatasat nem ladpgsmni
XH2 molekularészletekben.

A perfectBIRD szekvenciaelemet beépitve a CLIP/CHASQC kisérletekbe
viszont olyan NMR mddszert hoztunk |étfeamely segitségével az egykotéses
heteronuklearis csatolasok meghatarozdsa a diestipr metilén hidrogénatomok
esetén is két csucsmaximum kozotti frekvenciakidégbméréseére egysieddik (24.
abra). Az interferogram-tipusi  adafiggssel kombinalt  perfectBIRD
impulzusszekvencia felépitését édkiddését mar részletesen bemutattam a dolgozat
4.1.1. alfejezetében, igy itt erre mar nem kivakakrmi. A 25. 4bran lathaté a
perfectBIRD-lecsatolt CLIP/CLAP-HSQC kisérletek sgikus megjelenitése, melyen
a teljes impulzusszekvencia hosszusagara valotétldhcsak a perfectBIRD modult
tintettem fel részleteiben, a kezdeti, normal CCLEAP-HSQC szekvenciarészt egy
téglalap jeloli. Alapveaten két kilonbség van az itt alkalmazott és a HS@&ében
hasznalt perfectBIRD modul koz6tt. Az egyik az, hWaghagyjuk azt a 180°-0s X
impulzust, amivel a lecsatolt HSQC szekvenciabanegykotéses heteronukleéris
csatolasi evoluciot refékuszaljuk. A masik pedig apgy a detektalas alatt nem
alkalmazunk heteronuklearis lecsatolast.

Német egyuttriikdods partnereink (Christina M. Thiele és csoportjaylégsen
vizsgaltak a perfectBIRD-lecsatolt modszer telfdgipességét izotrop €s gyengeén
orientalt kbzegben egyarant. A meghatarozott sisaéér maradék dipoléris egykotéses
heteronuklearis csatolasi allandok helyességétoétopsagat dsszevetették a normal
illetve a BIRD-lecsatolt CLIP/CLAP-HSQC kisérletekbmért értékekével. A részletek
megtalalhatok a kozos publikacionkfdnvarakozasainknak megfedein anizotrop
koézegben a csatolasi allandék meghatarozasanakgsaéga szignifikAnsan jobb volt a
protonlecsatolt kisérletekben. A diasztereotop Iéetihidrogének esetén magatdl
értetidéen a perfectBIRD kisérlet teljesitett a legjobbBermészetesen azt sem szabad
ugyanakkor elfelejteni, hogy az interferogram-tipusisérletek — igy az altalunk
kifejlesztettek is — a homonuklearis lecsatolaskgy extra dimenziét igényelnek, ami
jelentsen megnoveli a sziikséges mérést. idadasul, mivel a perfectBIRD lecsatol6
szekvencia hosszabb a BIRD-nél, ezért a perfectBRiulzusszekvencia ideje alatti
jelentsebb transzverzdlis relaxacios veszteségnek koet@nh még kismolekuldk
esetén is mérsékelt jelintenzitds-csbkkenés ézgjelsedés tapasztalhatd. Azaz — mint
altalaban — az éhyok nem jarnak hatranyok nélkil, és mindig az adwgoldandé
feladatnak megfeléen érdemes kivalasztani a hasznélni kivant NMR aerds
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24. abra Egy szulfonsavas monoszacharid szdrmazék (szérkegsete az abra felsrészén
lathato; 0,067 M BO-ban) perfectBIRD-tipus(, szélessavi protonlettsiie'*C CLAP-HSQC
spektruma illetve kiemelt sorai. Az 4bran lathagéldrumot a kdvetkézparaméterekkel mértuk:
spektralis ablakH (*3C) dimenzidban = 4,9887 (65,0) ppm, tranzienselkokbzarakozasi if
(d1) = 1,7 s,ts inkrementumok szama = 200, tranziensek szamatsr&rementumok szama
(ami a gyakorlatban a FID darabok szamat jelentip=egy FID darab ideje @¥\) = 20,842
ms és a tényleges komplex adatpontok szata dimenzidban a FID darabok osdzafsét
kdveten = 1664.
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25. abra  PerfectBIRD-tipusu, szélessavu protonlecsatolt ROCLAP-HSQC

impulzusszekvencia sematikus megjelenitése.
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szekvenciarészt fehér téglalap jeldli. A keskenyzdesebb téglalapok 90° illetve 180°-vs,
fazis impulzusokat jeldlnek, hacsak nem jelzemokiiaz attol valé eltérést@). Fél-
ellipszisekkel jeldltem az adiabatikus Chirp inuészés refokuszalé X impulzusokat. Az abran
feltlintetett impulzusok fazisaja =y, x ¢ =y. Az idéintervallumokat a kovetké&képpen allitjuk
be:t = 1/(4*Yxn), Ta= L/(4*SW2) +Tp + T, T = 1/(4*sW2) - p31c = p16 + d16 + 35Qs - p3. A
tipikusan 1 ms-os (pl6) 1Gés G tisztité és koherenciaszelekcios gradiensimpulkatsa
maximalis gradiensésség (50 G/cm) 17 illetve 18 %-ara allitjuk beuéna egy 50-10Qs
hosszusagu felépulésicid(d16) hasznalunk. Szélessavu heteronukleariatelést (CPD) nem
alkalmazunk az adatgjés ideje alatt.

4.2.2. Val6s idefi szélessavu protonlecsatolas megvalésitasa CLIP/CRAHSQC
kisérletekben

Az eléz6 alfejezetben bemutatott, interferogram-tipusu riésgk legnagyobb
hatranya a hosszd mérésividigy a HSQC esetéhez hasonléan, a protonlecsatolt
CLIP/CLAP-HSQC mddszer felgyorsitasat is céligtiik ki a valos iddj adatgyijtési
stratégi&1%® alkalmazasaval. Ennek szellemében a normal CLIRFGHSQC
impulzusszekvencia detektalasi (ad#ftdsi) szakaszédba BIRD izotopszelekcion
alapul6, homonuklearis lecsatolast eredmébiyeibkkok sorozatat épitettik be (26.
abra). Azaz a FID darabok detektalasét, illetveratgm-proton csatolasi evollcié
refékuszalasat a BIRD modul és egy nem-szelektiv 180°-0s protonimpulzus
kombinacidjaval felvaltva végezzik addig, amig lgeseFID-et meg nem kapjuk. A
valés idefi moédszerek riikodésésl mar részletesen irtam a 2.3.2. és a 4.1.2.
alfejezetekben, ezért itt csak azt emelem ki, anglben a specidlis esetben
mindenképpen oda kellett figyelni az impulzusszekia-tervezésnél. Mivel a kapott
spektrumokban egykotéses heteronuklearis csatlasdokat szeretnénk mérni, ezért
kritikus aJ-refokuszalé blokk ideje alatt a heteronuklearatakasi evollcio fenntartasa,
amit a BIRD' modul masodik 180°-0s X-impulzusa biztosit, tov@blem alkalmazunk
szélessavl heteronuklearis lecsatolast a deteld&gsalatt (26. abra).

Tesztméréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a ldsfaptt, valos idéj
CLIP/CLAP-HSQC modszer egyes eseteklierzitotta a méreréd heteronuklearis
csatolasi allanddk értékét, és nem volt elég rdbiesbizonyos paraméterek (pl. a
rezonanciajelek besugarzasi frekvenciatdl val6 I&ga, BIRD id) valtoztatasaval
szemben. Altalanossagban a homonuklearis lecss#ekvenciak magukban hordozzak
annak a veszélyét (és ugyanakkor a l&d&ét®®1’), hogy a kémiai eltolédasok és
csatolasok nem kivant skalazodasat idézikehnek elkertlése érdekében koriltekint
impulzusszekvencia-tervezésre van szikség. Az iglegi problémak a valos idi]
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kisérletek esetén jeléisebbek, mint az interferogram-tipustaknal, ugyeldisbiekben
a proton-proton lecsatolasért félel impulzusszekvencia-elemek folyamatosan
ismétbdnek, ami a nem kivant hatasok féitéséhez vezet az addifigs ideje alatt.

Azt gondoltuk, hogy ezek a problémak a CLIP/CLAB@L kisérletekben
kikiisz6bolhetk az akvizici6 alatti impulzusok megfeldtzisprogramjaval. Et&ként a
180°-o0s impulzusok tranziensekkénti fazisléptetésprobalkoztunk. Ugyan mar ez az
egyszet fazisciklizaltatas robosztusabba tette a modsdertnem olyan mértékben,
hogy megfelglen pontos heteronuklearis csatolasi allandokatuképjEzutan minden
egyes FID darab detektalasat kdest, azazJ-refokuszalo blokkrélJ-refokuszalo
blokkra léptettik a 180°-0s impulzusok fazisait, teanziensenként tortén
fazisciklizaltatas mellett. A FID darabonként ttwidazisléptetéshez a MLEV4, 8 és 16,
illetve az XY8 és 16 szekvencidkat hasznaltuk f8bkféle faziskombinaciot
kiprébaltunk a metik-mannopiranozid BD-ban oldott tesztmintankon végzett mérések
soran. Végul aJ-refokuszaldo blokk 180°-os impulzusainak legjobbnéiélt
fazisprogramja egy MLEV8 alapu 16 lépéses fazissmediabol (FID darabonkénti
Iéptetéshl), valamint egy 4 |épéses fazisciklusbdl (trangemkénti I€ptetést) tevodik
0ssze. A kidolgozott fazisprogram explicit megadésaz impulzusszekvencia egyéb
technikai részletei a 26. bra alairasdban olvékhat
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26. abra Valés ideji szélessavu protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC impuzekvencia
sematikus megjelenitése. A keskeny és szélesebalatggk 90° illetve 180°-osx fazisu
impulzusokat jelélnek, hacsak nem jelzem kilon #al avalé eltérést ¢¢). A CLIP-HSQC
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szekvencia végén egy 90°-os X impulzussal (szutkgelélve) a nem kivant, antifazisu
protonmagnesezettséget nem detektalhatd tdbbkvakaherencidkka (MQC) alakitjuk, ahogy
ezt Enthart és szeitArsai javasoltak®* Ezzel szemben a CLAP kisérletben ezt a 90°-awélle
az ebtte 1éw 180°-0s X impulzust (szurkével jelolve) elhagyjukpgy az X — *H
polarizaciotranszfer utani, ellenfazisi protonm&gazettséget megtartsuk. Az impulzusok
tranziensenkénti fazisai (fazisciklugy=y; ¢2= (X)a, (-Xk; ¢3= (X)s, (-X)s; da=X; ¢5=V, Y, -Y, -

Y §6=-X; d7= X, X, X, -Xdg= X, -X €S¢rec = (X)a, (-X)s, (Xa. A protonlecsatold6 modulban 1&v
impulzusokJ-refokuszal6 blokkokkénti fazisai (fazisszekvencig)= x, X, X, X, -X, =X, -X, =X, -X,
Xy X X, Xo X Xy 5= Y, Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y = X, X X, X, X, X, X, X, X,
Xy =Xy =X, =X, =X, X, X7 = @8 =X, =X, X, =X, =X, X, =X, X, =X, X, X, =X, X, -%,%XAz idéintervallumokat

a kovetke#képpen allitjuk bet = 1" = 1/(4* 1Jun). A koherenciaszelekcidt és az echo-antiecho
fazisérzékeny detektalast az X dimenzidban,&§&G térgradiens impulzusok 80 : 20.%C
esetén) vagy 80 : 8.1° esetén) aranyl alkalmazasaval érjik el. A tipakus ms-os (p16) G
és G tisztité gradiensimpulzusokat a maximalis gracdkeisség (50 G/cm) 13 illetve 27 %-ara
allitjuk be, és utana egy 106 hosszlsagu felépulésibtd(d16) hasznalunk. A FID darabok
detektalasa kozott, a BIRD blokk és a nem-szelekiBO°-os protonimpulzus koré
szimmetrikusan elhelyezett, 0,5 ms-os koherenciétefit it (CTP) kivalasztasaért feled
gradiensimpulzusokat & 61 % és &= 31 %), és mindegyik utdn 1Q@-os felépiilési it
alkalmazunk. Szélessavu heteronuklearis lecsat@ddD) nem hasznalunk az addtjgs ideje
alatt.

A  tovabbfejlesztett  fazisprogramu CLIP/CLAP-HSQC  dwder
megbizhatésaganak és robosztussaganakselesséhez a metil-mannopiranozidH
spektrumaban a metil-csopottC szatellitein mért, egykttése'H-1°C csatolasi
allandojat tJcn = 144,06 Hz) tekintettik referencianak. Az (j ingusszekvenciak
esetén vizsgaltuk a rezonanciajelek besugarzasigneiatol valo tavolsaganak hatasat
a kapott csatolasi allandora. Ehhez a besugareksienciat két tartoméanyban (700-780
Hz illetve 1900-1980 Hz tavolsagra a metil 42 Hz-es l1épesekben valtoztattuk, igy
mindkét sorozatban 40 kisérletet végeztink. Aznagifzélt fazisprogramu kisérlettel a
700-780 Hz-es tartomanyban mért 40 spektrumbanté-eseport®Jcy atlaga 143,96
Hz-nek adodott 0,42 Hz-es maximum és 0,17 Hz-exlata deviacioval, még a 1900-
1980 Hz-es tartomanyballch = 144,04 Hz-es atlagértéket kaptunk 1,05 Hz-es
maximalis és 0,40 Hz-es standard deviacidéval. Tehabesugarzastdl tavolabbi
tartomanyban is még jo pontossaggal sikerult ak@gges heteronukleéris csatolasi
allandot meghatarozni. Viszont ha a rezonanciajelek?000 Hz-nél tavolabb
helyezkednek el a besugarzéasi frekvenciatél, vaggkzéeknél pontosabb csatolasi
allandokra van szikséglnk, akkor ajanlott egy miéskidérletet felvenni egy masik
frekvenciara beallitott besugarzassal.
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Vizsgéltuk a kisérletek robosztussagat a BIR®vdltoztatdsaval szemben is
125-175 Hz kozotti heteronukleéris csatolasi aliarak megfelél tartomanyban, ami
egy gyengén orientalt kozegben méficy (*Tcn = Jon + Dcn) értékek altal
meghatarozott, atlagos intervallumnak tekinthét BIRD/INEPT idbket 144 + 15 Hz-
es csatolasokhoz tartozd értékekre allitva, kisthBean nagyobdJci-kat mértlink,
konkrétan a 144,06 Hz-es referenciaértékhez kdpbsh,6 Hz-es maximalis eltérést
tapasztaltunk. A + 30 Hz-es tartomany sé&éttekein pedig a heteronuklearis csatolasi
allando 1,3-1,4 Hz-es tulbecslést mutatott. A kapoédmények arra utalnak, hogy a
BIRD id6 véltoztatasara csak bizonyos korlatok kozott melifen robosztus a
kifejlesztett, valos idéj CLIP/CLAP-HSQC modszer. Ha a mérni kivant maradék
dipoléaris csatolasok varhatéan nagyobbak, mint H30és/vagy pontosabb értékekre
van szukségunk, akkor érdemes kulortb@&IRD/INEPT idskkel tobb kisérletet
rogziteni.

A kismolekulan végzett tesztméréseket kéeat figyelmink a modszer
peptidek illetve fehérjék egykotésesi-1N csatolasi allanddinak meghatarozasaban
valé alkalmazhatdésaga felé fordult. Ugyanis egyrészpeptidek és fehérjék amid
protonjai sk H kémiai eltol6das tartomanyban helyezkedneklelvié az egykotéses
H-15N csatolasi allandok megleldsen egységesek. Masrészt az interferogram-
tipusthoz képest a valés idejlecsatolassal jaré dayereség elsorban
makromolekulak (pl. fehérjék) esetén kritikus. Emsegfontolasok miatt a kifejlesztett,
valés ideji impulzusszekvenciak teljesitményét az 55 aminapmémglsl allé6 N-
jelzett PAF fehérje konrvizes mintdjan vizsgaltuk. Az 0j modszerrel eléshet
spektralis egyszésitést és felbontasjavulast mutatja be a 27. abmea®>N-jelzett PAF
normal (fekete) és valos ideprotonlecsatolt (pirosiH-°N CLIP-HSQC spektrumait
és kiemelt régioit, dublettjeit hasonlitja 6ssze.
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27. dbra'>N-jelolt PAF fehérje (55 aminosavegység, 1,7 mM)>N CLIP-HSQC (fekete) és
valos idefi protonlecsatolt 'H->N CLIP-HSQC (piros) spektrumanak 0Osszehasonlitasa
kénnylivizes kdzegben (95 %8B / 5 % DO). A nitrogén dimenziéban eltoltam a protonleckato
spektrumot a jobb 6sszehasonlithatésag kedvéérabfan lathaté spektrumokat 1 6ra 25 perc
alatt a kovetke®, azonos paraméterekkel mértik: spektralis ataR®N) dimenzidéban = 4,788
(21,0) ppm, komplex adatpontok szam&Hadimenziéban = 204&; inkrementumok szama =
256, tranziensek szama = 8 és a tranziensek k¥Aditkozasi i (d1) = 1,7 s. A protonlecsatolt
kisérletben a FID-et 16 darabban detektaltuk, g~#9 darab idtartama 26,7 ms volt.

Normal (protoncsatolt), illetve interferogram-tipus és valds iddj
protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC spektrumokat vettiglka részletes 6sszehasonlitas
kedvéért. Mindharom fajta kisérlélblegalabb harom parhuzamos mérést végeztink,
hogy a helyességik mellett, a moddszerek pontossiégavizsgaljuk az tJuy
meghatarozasaban. Referencianak dzéehlfejezetben bemutatott, interferogram-
tipusu protonlecsatolt CLIP-HSQC kisérletben mauit értékeket tekintettiik. Ebben a
vizsgalatsorozatban a csucspoziciokat — a nagymidlielesetén altalanosan hasznélt —
automata csucskereséssel hataroztuk meg, a csadbslok gyors, fél-automata
kinyeréséhez. Ez a protonlecsatolt kisérletekberden tovabbi nélkil kivitelezhé&t
azonban a hagyomanyos, protoncsatolt spektrumoldzarNH-Hx csatolasoknak
kdszonhet, nem kivant jelfelhasadasokaterGauss sulyfuggvény alkalmazasaval az
F2 dimenzidban el kell nyomni a Fourier-transzforndéelbtt (28. abra).
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28. abra A ™N-jelolt PAF hagyomanyos, protoncsatolt (kék ésogir interferogram-tipusu
protonlecsatolt (fekete) és valds idlgjrotonlecsatolt (zold)H-N CLIP-HSQC spektrumabdl
kiemelt, a Phe-25a) és a Val-52 If) aminosavakhoz tartozé, reprezentativ sorok. Annak
érdekében, hogy a protoncsatolt kisérlet is talfetegye az automata cslcskeresést az NH-H
csatolasoknak koszénldet nem kivant jelfelhasadasokat az adatfeldolgoz@rgins Gauss
sulyfiggvény alkalmazasaval fedtiik el (piros). &ldpumok régzitéséhez a 27. abra alairdsaban
szerepb kisérleti paramétereket hasznaltuk.

A hdromféle CLIP-HSQC kisérlet reprezentativ dtijgi hasonlitja 6ssze a 28.
abra, amelyen jol megfigyellteta protonlecsatolt jelek (interferogram-tipusu teke
szinnel, val@s idéjzolddel) majdnem tokéletes egyezése. A norméatpposatolt (kék)
spektrum multiplettjeibl meghatarozhaté heteronuklearis csatoldsok is msEdm
lathatéan 6sszhangban vannak a protonlecsatokbfglenérhetkkel. Azonban, ha a
protoncsatolt spektrumban sualyfliggvénnyel maszkirkza proton-proton csatolasok
okozta felhasadasokat, akkor a kapott jelek (pinesyimuma kicsit eltolédik az eredeti
spektrumban (kék) nagyobb intenzitasi dublettkorepsniranydba a dublettek
aszimmetrikus volta miatt. Ezaltal a hagyomanyestgncsatolt CLIP/CLAP-HSQC
spektrumbdl automata csucskereséssel kinyert ésatéllandok szisztematikus hibat
hordoznak. Konkrétan altalaban alulbecsilik a vadékeket, ahogy ez a 29. dbran
lathatd, amely a PAF jol elkilondlt rezonanciairakbaromféle CLIP/CLAP-HSQC
spektrumban fél-automata analizissel meghatarozait értékeit mutatja az
aminosavegyséegek fuggvényében. Amely egységeknébkemek értékek faéintetve,
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azok esetében nem lehetett a csatolasi allandd@ki pontossaggal meghatarozni
jelatfedés vagy jelszélesedés (nem medfel@l-zaj ardny) kovetkeztében. A
protoncsatolt kisérletekben médit értékek (fekete rombuszokkal jelolve a 29. abran)
a 47 aminosavegység kozul 13 esetén tobb mint 2dHtErnek el (a maximalis eltérés
1,61 Hz) az interferogram-tipusu protonlecsatagletekben mértekhez képest. Ezzel
szemben sokkal kisebb eltéréseket mutatnak a idfiigprotonlecsatolt spektrumokbdl
kinyert csatolasi allandok: a maximalis eltérés6Otiz, és csak 4 aminosavegység
esetében nagyobb az eltérés 0,35 Hz-nél. Raadaatildarab valos id&jCLIP/CLAP-
HSQC kisérlet (harom CLIP és harom CLAP) atlagasdard deviacioja korulbelul a
fele a hat darab protoncsatolt CLIP/CLAP-HSQC ké&ének, ami az Uj modszer
nagyobb pontossagara utal.
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29. dbraA 1™N-jelslt PAF (1,7 mM, 95 % bD / 5 % DO) haromféléH-15N CLIP/CLAP-HSQC
spektrumaban fél-automata analizissel meghatarozh értékek Osszehasonlitasa az
aminosavegységek fiiggvényében. Az abra a protmitéitkete rombuszok) és a valds iilej
protonlecsatolt (piros négyzetek) modszer esetéisélet atlagértékét, az interferogram-tipusu
protonlecsatolt (kék haromszdgek) modszer esetéligp@ kisérlet atlagértékét mutatja. A
csucspozicidkat minden esetben automata csucskeeddtataroztuk meg, majd a CCPNMR
szoftver egyik segédalgoritmusat (,RDC-calculatorfjasznéltuk a csatolasi allandok
szamolasara. A parhuzamos mérégeklzamitott standard deviaciékat az abran hibadétok

jeloltem.

64



Méagneses magrezonancia (NMR) médszerek tovablatégesszélessavi homonuklearis protonlecsatoldstbsével

Amint arrél korabban irtam, kismolekuldn vizsgéltia valés iddj
protonlecsatolt médszer robosztussagéat a BIRD/INEBK valtoztatasaval szemben.
Fehérjék esetén normal, izotrop mintakbadna-k megleheisen egységesek, altalaban
90 és 95 Hz kozotti értékeket vesznek fel (29.)Yalkaonban mas a helyzet gyengén
orientalt kozegben, ahol a mért csatolastik) tagabb hatarok kozott valtoznak a
maradék dipoléris csatolasok valtozatos értékeitmbafehérjék esetében anizotrop
koralmények kozott tipikusan varhatdws-k modellezése céljabol, 66 és 116 Hz-es
csatolasi tartomanyban 5 Hz-es |épésekkel kaptitkeknek megfelél BIRD/INEPT
idékkel rogzitettiink valés id@éjprotonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC spektrumokathd:
PAF konnyivizes mintajan. A 86-111 Hz-es tartomanyhoz tar®ED/INEPT idskkel
mért kisérletekben meghatarozott egykotédds®N csatolasi allandékat a PAF
aminosavegységeinek flggvényében mutatja be al8a. &z . atlagatél valé
maximalis abszolut eltérés csupan 0,33 Hz a 3@naisrlathatd, 25 Hz-es tartomanyt
(86-111 Hz) lefed kisérletekben. A teljes, vizsgélt 50 Hz-es intduaban (66-116
Hz) a maximalis eltérés a még elfogadhat6 1,05 Hereskre ftt.
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30. abra A ™N-jeldlt PAF (1,7 mM, 95 % kD / 5 % DBO) kiulénbos BIRD/INEPT idskkel
rogzitett valds idej protonlecsatolfH->N CLIP/CLAP-HSQC spektrumaiban meghatarozott
Lk értékek 0sszehasonlitdsa az aminosavegységelkéfiggiven. A kisérleteket 86 és 111 Hz-
es csatolasi tartomanyban 5 Hz-es lépésekkel kapéiteknek megfelélBIRD/INEPT idskkel
rogzitettiik, ahogy ezt az abra jobb oldalan latfgltbagyarazat mutatja.
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A valés ideji protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC impulzusszekvenatadN-
PAF gyengén orientalt kozegben készitett mintégateszteltik. A mérfTan ésiIun-
kat, illetve a kulonbségukként meghatarozott matadiolaris csatolasi allandokat
(!Dnn) az aminosavegységek fliggvényében mutatja a 34a. dlmely egységeknél
nincsenek értékek fdélhtetve, azok esetében nem lehetett a csatolasidéiat keld
pontossaggal meghatarozni jelatfedés vagy cseretalelszélesedés (nem megfélel
jel-zaj arany) kovetkeztében. Lathat6 a 31. adnagy a'Dnx értékek a + 15-20 Hz-es
tartomanyba esnek, ami — figyelembe véve a mod3BED/INEPT id5 valtoztatasaval
szembeni robosztussaganak vizsgalatakor tapagatiaitanegeisiti, hogy a valos idéj
protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC kisérletek alkalmasehérjek maradék dipoléris
egykotéses H-1N csatolasi allanddinak @nn) fél-automata, megbizhato
meghatarozasara.
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31. abraA '>N-PAF valos idd] protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC modszerrel m&ky (fekete
rombuszok) ésJuwn (piros négyzetek) értékei, illetve a kilonbségiitkéeghatarozottDnu
maradék dipolaris csatolasi allandéi (oszlopdiagednt) az aminosavegységek fliiggvényében.
A kisérleteket @°N-jelolt PAF kénnyivizes (95 % HO / 5 % DO) és gyengén orientalt koZeg
(5% GEs, oktanol}®® mintajan rogzitettilk. Amely aminosavegységeknélcsenek értékek
feltiintetve, azok esetében nem lehetelfTia: és1Jwn-kat kelb pontossaggal meghatarozni
jelatfedés vagy jelszélesedés (nem medfgtdizaj arany) kévetkeztében.

A 4.2. fejezet 6sszefoglalasaképpen elmondhatd; Angnterferogram-tipusd,
BIRD illetve perfectBIRD protonlecsatolt CLIP/CLARSQC modszerekkel lehet a
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legpontosabban egykotéses heteronuklearis csatlasdokat meghatérozni, emiatt
addig, amig az ezekhez szikséges extra mér&sieh korlatozo tényéz érdemes
ezeket hasznalni. Ha azonban gyorsabb protonldckesérletekre mutatkozik sziikség,
akkor a valos idéj CLIP/CLAP-HSQC mbdszer is eredményesen alkalmazhat
elézéekben bemutatott korlatok (kb. 4000 Hzlekfrekvenciatartomany illetve 30-40
Hz-es heteronuklearis csatolasi allando intervallfigyelembe vételével. Utobbi
modszert az éhye és a korlatai miatt éisorban peptidek és fehérjébyn ésDnn
értékeinek meghatarozaséara ajanljuk olyan molekélatytartoméanyig, ameddig ha
refokuszalo blokkok alatti transzverzalis relaxdorészteségek nem szamottev
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4.3. Szélessavu protonlecsatolt CPMG-HSQMBC moédszk kifejlesztése
tobbkotéses heteronukleéris csatolasi allandok megtarozaséara

A tobbkotéses heteronuklearis csatolasi allanddéxn) hatékonyan
alkalmazhaték szintetikus szerves vegyllefek® és természetes anyagtk
konformacios illetve konfiguracios vizsgéalatard.kiégészitik a proton-proton csatolasi
allandék (un) és NOE adatok nydjtotta informaciokat. Azonban a "Jxu-k
meghatarozasa nagy kihivast jelent, egyrészt avamde korrelacios kisérletek kis
érzékenységének koszonber, masrészt amiatt, hogykn és &3Juu-k gyakorlatilag
azonos nagysagreiiek. Az elmult két évtizedben szamos modszert jdtasé " a
tobbkodtéses heteronuklearis csatolasi allanddk saéeé melyek kozil a HSQMBC
(Heteronuclear Single Quantum Multiple-Bond Corriglay kisérlet’® illetve
tovabbfejlesztett valtozatai széleskofelhasznélast nyertek j6 érzékenységiknek,
egyszeiiséguknek és annak kdszortest, hogy a heteroatom rarsdgédl fliggetlendl
alkalmazhat6R?*

Azonban a konvencionalis HSQMBC-tipusi mddszersktém a hosszu
(tipikusan 50-80 ms) csatolasi evolucios illetveaatatgyijtési periodusban a proton-
proton és a tébbkotéses proton-heteromag csatokpgokas melletti evolucidja &
jeltorzulasokat eredményezhet a kapott HSQMBC mleltiekben. Ezaltal a kivant,
heteronuklearis csatolasi allandék meghatarozéaskrgy 6sszetett, multiplett illesztési
eljarast igényel, illetve a kevert fazisu jelekhelentke? részleges jelkioltdsok akar
lehetetlenné is tehetik a csatolasok mérését. AMBQ modszet’® ezen hatranyanak
kikliszobolésére, a tavolhatd csatolasokra opti@lizNEPT blokk kulonféle
maédositasait javasoltak az irodalomban, tugymint GParr-Purcell-Meiboom-Gil)
impulzuskaszkad’®18! szelektiv 180°-os protonimpulZgs'® illetve ,perfect echo”
szekvenciaeletf beépitését. Legutdbb a refékuszalt HSQMBC kidégletgy ,tiszta
azonos fazisi"Rure In-Phase- PIP) modulnak®elnevezett zéruskvantumisé (ZQF)
szekvenciaelemet illesztettek be a multiplettek n&maant fazismodulacidinak
elkertlése érdekében. Az emlitett valtoztatasodmtgyijtés alatt viszont tovabbra is
megengedik a proton-proton csatolas kif@fisét, melynek kdvetkeztében nem kivant,
proton-proton jelfelnasadasok rakddnak a heteraauid csatolasok okozta dublettekre.
A probléma megoldasara nemrég egy savszelektiv hokhearis protonlecsatolt
(HOBS) HSQMBC kisérletet fejlesztettek kt. Ezen megkozelités ismert hatranya
azonban, hogy homonukleéris lecsatolas csak ogibkban érhétel, melyek nem
tartalmaznak J-csatolt protonparokat (példaul peptidek amid r@Jif® Azaz
meglehetsen sk azon vegylletek kére, amelyek esetében eredmémdisalmazhato
a HOBS HSQMBC modszer.
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4.3.1. Zangger-Sterk-tipust szélessavu protonlecstds megvalésitasa CPMG-
HSQMBC kisérletben

Az elbz6 bekezdésben emlitett korlatok miatt a kutatocsop&ban kordbban
kidolgozott CPMG-HSQMBC kisérl¥P szélessavi homonukleéris protonlecsatolassal
valé tovabbfejlesztésétiztiik ki célul. A BIRD-tipustthomonuklearis lecsatolas, amit
érzékenységveszteség nélkul alkalmaztunk az egddtBeteronuklearis korrelacios
kisérletekben (4.1. és 4.2. fejezetek), nem hakattah HSQMBC esetében, ugyanis a
BIRD szekvenciaelem nem képes kulénbséget tenréterdmaghoz kdzvetve (tobb
kémiai kdtés mentén) kapcsolddo protonok kozottiarekbszor a Zangger-Sterk (ZS)
rétegszelekciés elven alapul6 megkozeltéstotvoztik az interferogram-tipusi
adatgyijtési stratégiaval a CPMG-HSQMBC kisérlet direk®) dimenzidjaban tortén
szélessavll  protonlecsatolds  megvaldsitas@hoz.Az  eredeti HSQMBC
impulzusszekvenct® tulajdonképpen egy tavolhaté heteronuklearis tssoara
optimalizalt, nem refékuszalt HSQC, azaz az-X H polarizaciétranszfer utani,
ellenfazisi protonmagnesezettséget megtartjuk asekdddds aitt. A tavolhato
csatolasokra optimalizalt INEPT blokk CPMG-tipustelsrenciaelemmel mddositott
valtozatd”®1azért ebnyos (ahogy erre utaltam a fejezet bevggben), mert a gyorsan
ismételt, szimultan alkalmazott kompo2il és X impulzusok sorozata az INEPT
modulban elnyomja a proton-proton csatolasi evolicdelen munkank soran a
korabban javasolt CPMG-HSQMBC impulzusszekvertidejlesztettik tovabb (32.
abra). A protondetektalas elé beépitettink egy diksevollcios idt (t), aminek a
kozepén elhelyezett nem-szelektiv és szelektiv-8Qsrotonimpulzus, illetve utébbi
ideje alatt alkalmazott z irdny( térgradiens egpg#tbiztositja a proton-proton csatolas
refokuszalasat (részletek a 2.2.6. alfejezetbegyanakkor a kémiai eltolodasi és a
heteronuklearis csatolasi evolucid folytonosségakivant koherenciaut kivalasztasat
egy haromtagu, gradiensimpulzus kaszkad segitgyabet a 32. abra is szemlélteti.

A masodik indirekt, Un. pszeudo (extra) dimenzidl§@b,) toébb kisérletet
rogzitliink, mikbzben & evoluciés idt 1/SW szerint kisérletenként noveljik, alg
a pszeudo dimenziéban megadott spektralis ablpkisanSW = 40-100 Hz). Ezt
kovetben — ahogy a 2.3.1. és 4.1.1. alfejezetekben mgyatiam — minden egyes FID
elss 1/SW hosszusagu (10-25 ms-0s) darabjat kivagjuk, éfigziik, a proton-proton
csatolasi moduléciét gyakorlatilag nem tartalmaid Fegalkotasdhoz. A lecsatolt
spektrum felbontasa (adatpafrissége) egyenesen ardnyos az extra dimenzioban
hasznalt kisérletek (inkrementumokTD;) szédmaval. Emiatt mindig egy
kompromisszumot kell kétni a sziikséges adatpioiggeg €s a rendelkezésre all6 mérési
id6 kozott. A pszeudo-2D (azaz a végeredményt tekihie Zangger-Sterk-lecsatolt
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CPMG-HSQMBC kisérletekben — ahol kevéshé voltlkuigia mérési itl— altalaban 32,
a pszeudo-3D kisérletekben pedig 16 inkrementuasriéltunk.

Elvébsl adédéan minden Zangger-Sterk-tipust kisérlet, &gy altalunk
kifejlesztett ZS CPMG-HSQMBC is, érzékenységvesgsl jar egyutt. Ahogy difr
részletesen irtam a 2.2.6. alfejezetben, egy ZSseeddérzékenységét mindig az
aktudlisan létrehozott rétegvastagsag hatarozza amgpedig egyenesen aranyos a
szelektiv impulzus savszélességével, és fordit@tanyos a rétegszelekcids gradiens
erosségével. A szelektiv impulzus savszélességénalblikiek kell lennie, mint az
egymassal csatolasban dévspinek kozotti legkisebb frekvenciakilonbség. A
rétegszelekcids gradiensésségének megvalasztasat pedig az hatarozza meg, hog
mekkora frekvenciatartomany detektalasara van ggiike. A gyakorlatban ezt a két
paramétert mindig a mérni kivant vegyiletre érderopsimalizalni, példaul a
HSQMBC-nél gyorsabb, ZS-protonlecsafdtt (,pure shift’*H) kisérlet! segitségével.
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32. abra Interferogram-tipusu, Zangger-Sterk szélessavtioplecsatolt CPMG-HSQMBC
impulzusszekvencia sematikus megjelenitése. A kasks szélesebb téglalapok 90° illetve
180°-0s, keményx fazisu impulzusokat jelélnek, hacsak nem jelzem) kulén. Az RSnob
tipusii®® szelektiv 180°-o0s protonimpulzust fél-ellipszisdmlja. A CPMG szekvenciaelemben
@-et az XY-16 ciklusnak megfel&n léptetjik, emiatin értékét 16 tdbbszorosének kell
bedllitani. A tovabbi impulzusfazisolp=y; @=X, -X @=X, X, -X, - X@=X, X, X, X, ¥, ¥, Y, &S

Pec = X, =X, =X, X, -X, X, X, Az idéintervallumokat a kdvetkéképpen allitjuk bet = 140-150
bS, Ta = 1/(4*sw2), Tob = 1/(4*sw2) — 4/sw. A koherenciaszelekciot és ahoeantiecho
fazisérzékeny detektalast az X dimenzidban,&§€G térgradiens impulzusok 80 : 20.%C
esetén), 80 : 32.3848 esetén) vagy 80 : 15.2579e esetén) aranyl alkalmazasaval érjik el.
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G1 és G tisztitd térgradiens impulzusokat a maximalis grase6sség (50 G/cm) 19 illetve 10
%-ara allitjuk be. A protonlecsatolasért fékelblokkban alkalmazott koherenciaszelekcids
gradiensimpulzusok eseténs @rtéke 18 %. Szinusz formaju, 1 ms-os (pl6) téiigres
impulzusokat, és azokat kdven tipikusan 20Qus hosszusagu feléplilésbtdd16) hasznalunk.

A rétegszelekcids gradienstd)anindig a vizsgalt vegyiletnek megfdéleh allitjuk be, ezért a
konkrét értékeket az adott spektrum Abraalairasadmm meg. Szélessavu heteronukleéris
lecsatolast nem alkalmazunk az adéjgps ideje alatt.

A kifejlesztett ZS CPMG-HSQMBC szekvencia psze@db-verzidjanak
teljesitbképességét &zor olyan vegyuleteken vizsgaltuk, amelyek kiermdikn vagy
kozepesen érzékeny NMR aktiv heteromagh@! £ 391-szer érzékenyebb, mirfa;
Se — 3,15-sz0r érzékenyebb, mint@) csak egy darabot tartalmaznak, és ugyanakkor
kiterjedt proton-proton csatolasi halézattal rekdehek (33-35. abrak). Elpéldaként
egy diglikozil-szelenid norm&H, ZS-protonlecsatofH, 'H-""Se CPMG-HSQMB&®
és ZS'H-"Se CPMG-HSQMBC spektrumat mutatja a 33. bra. Mggfhet, hogy a
proton-proton csatolas okozta, szamos, azonodiffedfelhasadas a klasszikus CPMG-
HSQMBC multiplettekben (33./b abra) jeléseén megneheziti a tébbkstéses’’'Se
csatolasi allandék meghatarozasat. Ezzel szembeélessavu protonlecsatolt CPMG-
HSQMBC spektrum (33./a abra) tiszta ellentétes sfazidublettjei a kivant
heteronuklearis csatolasi allandok egy8zés pontos méréseét teszik leéhet Az Uj
modszerrel kapott csatolasi allandok helyességélhaisrzése végett — amennyiben az
lehetséges volt - meghataroztuk a csatolasi allaidé klasszikus, protoncsatolt
HSQMBC multiplettekBl is. A két kilonb6d modszerrel kapott csatolasi allandok —
melyeket megadtam a megféehultiplettek felett a 33-35. dbrdkon — kisérlebhdm
bellul megegyeznek, medsitve azt, hogy az alkalmazott homonuklearis l@tdahak
nincs nem-kivant hatdsa a mért heteronuklearislfglfadasokra. Kutatécsoportunk
korabbi, egyszér glikozil-szelenideken végzett vizsgalatai alapjafJserrk igéretes
eszkdznek iinnek a C(1)-Se kotés korlli glikozidos konformagallemzéséré!?
valamint a Se melletti diasztereotop L£Hrotonok egyértely sztereospecifikus
jelhozzarendeléséré’

71



Timari Istvan doktori (PhD) értekezés

3J(Se,H5) = 4.2 Hz 2J(Se,HEb) = 13.7 Hz

2J(Se,H1’)=11.3 Hz
2J(Se,H6a) = 9.2 Hz
3J(Se,H2") = 5.5 Hz
x 60
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33. abra Egy védett diglikozil-szelenid (a vegyiilet szem&zéplete szamozassal az abra
kozepén lathatd; 0,31 M CDglhan) szélessavu protonlecsatelt’”’'Se CPMG-HSQMBCH) és
1H-""Se CPMG-HSQMBCH) spektrumanak ¢sszehasonlitdsa. A mérésbidra 54 perca),
illetve 45 perc lf) volt. A homonuklearisan lecsatolt spektruma} & 32. abran bemutatott
impulzusszekvencia olyan véltozataval rogzitetiikelyben d: inkrementalt idt egy 3 ps-os
konstans idvel helyettesitettiik. Az abran a vegyulet ZS-tippsatonlecsatoltH (c) és normal

IH NMR spektrumatd) szintén bemutatom. Az abran lathat6é 6sszes spektr6,0371 ppm-es
H spektralis ablakkal mértiik. A szélessavi prowsatolt kisérletekbera(c) egy 46,64 ms-os,
50 Hz savszéless#gRSnob tipustf® 180°-0s szelektiv protonimpulzust, és astadtama alatt
egy, a maximalis gradiensgsség (50 G/cm) 1 %-anak megféledrosséd rétegszelekcids
térgradiens impulzust Gg) alkalmaztunk. Ezeket a spektrumokaa,cf a kovetke#
paraméterekkel mértiiks inkrementumok szama (ami a gyakorlatban a FID ddcatzamat
jelenti) = 32, egy FID darab ideje @) = 16,56 ms, a tényleges komplex adatpontok széma
'H dimenziéban a FID darabok osszafsét koveten = 3200, tranziensek kozotti varakozasi id
(d1) = 2 s és tranziensek szama = 128lletve 4 ). A klasszikus CPMG-HSQMBC szekvenciat
hasznalva, a kovetképaraméterekkel vettiik fel B)(spektrumot: komplex adatpontok szama a
IH dimenziéban = 4096, tranziensek kozotti varakoizlis(dl) = 1,7 s és tranziensek szama =
1024. A HSQMBC spektrumokat ) a CPMG-INEPT blokkban 70,3 ms-os heteronukleéris
csatolasi evolicios & beallitva rogzitettik.
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Az U] modszer tovabbi alkalmazasi lebsEgeinek felderitéséhez
foszfortartalmi vegyuleteken is méréseket végeztiigi bioldgiailag fontos molekula,
a cUMP, 0ssze8Jpirjat egyszeien meg tudtuk hatarozni a protonlecsaibit®'P
CPMG-HSQMBC spektrumban (34./a abra) az ellenfazidablettek két
csucsmaximuma kozotti  frekvenciakulonbség meérésévetzel ellentétben a
konvencionalis CPMG-HSQMBC multiplettek (34./a §banalizise sok esetben nem
kézenfekd. A 33. és 34. abra azt is szépen illusztraljayremyalkalmazott szélessavu
homonukleéris lecsatolas komplex proton-proton aidst halézattal rendelkéz
molekulék esetén is hatékony.

A foszfortartalmi modellvegylleteken végzett mérdse(34-35. abrak)
igazoljak, hogy az Uj modszerrel tobbkétéses hatéddearis csatolasi allanddk széles
tartomanyban (akar 2-26 Hz) egyszerre, egyetlegérletben mérhék. Ezek az
eredmények egyértelian bizonyitjak, hogy a javasolt impulzusszekve(i82a abra) az
alkalmazott gradiens koherenciaszelekcios semgyiite hatékonyan kisizi a CPMG-
INEPT id5 és a"Jxu szinkronizalatlansagabdl efgednem-kivant koherenciakat. A
foszfortartalma heterociklusos ligandumot tartaltddralis Pt(Il)-komplex ZSH-31P
CPMG-HSQMBC spektruma (35./a abra) azt is demoljstitiogy — ha szikséges — a
rétegszelekciés gradiens 6eségének megfelel bedllitasaval kiterjedtH kémiai
eltolodas tartomanyban &\jeleket egyszerre tudunk rogziteni, és a kivaatatasi
allandokat meghatarozni.
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3J(P,H3) = 2.1 Hz

3J(P,H5a) = 21.3 Hz

SJ(P,H1)=1.6 Hz 3J(P,H5b) =1.9 Hz

4J(P,H4) = 1.6 Hz

SJ(P,H1)=1.6 Hz

3J(P,H5a) = 21.2 Hz
HN
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34. abra A ciklikus-UMP (a vegytilet szerkezeti képlete spadssal az abra kdzepén lathato;
0,12 M D:O-ban) szélessavu protonlecsafbit3P CPMG-HSQMBC &) és'H-*'P CPMG-
HSQMBC ) spektrumanak ésszehasonlitadsa. A mérésl idra 28 percd), illetve 10 perclf)
volt. A homonuklearisan lecsatolt spektruma} & 32. abran bemutatott impulzusszekvencia
olyan valtozataval rogzitettik, amelybertiankrementalt idt egy 3 ps-os konstansénel
helyettesitettik. Az abran a vegytlet ZS-tipusitgmecsatolt'H (c) és normal*H NMR
spektrumatd) szintén bemutatom. Aa(c,d) spektrumokat 6,0371 ppm-#$ spektralis ablakkal
meértik. A szélessavu protonlecsatolt kisérleteklagn) egy 93,28 ms-o0s, 25 Hz savszélefiség
RSnob tipusd® 180°-0s szelektiv protonimpulzust, és adtagtama alatt egy, a maximalis
gradiensefsség (50 G/cm) 1 %-anak megféleiisséd rétegszelekcios térgradiens impulzust
(Ge) alkalmaztunk. Ezeket a spektrumokat,c a kovetke# paraméterekkel mértikt,
inkrementumok szama (ami a gyakorlatban a FID dacalzamat jelenti) = 32, egy FID darab
ideje (LBW) = 16,56 ms, a tényleges komplex adatpontok szartd dimenzidban a FID
darabok Osszéfését kdveéten = 3200, tranziensek kozotti varakozasi [dl) = 1,7 s és
tranziensek szama = 38@)(lletve 8 ). A klasszikus CPMG-HSQMBC szekvenciat hasznalva,
a kovetke# paraméterekkel vettik fel d)(spektrumot:'H spektralis ablak = 9,9774 ppm,
komplex adatpontok szamata dimenzidban = 16384, tranziensek kozotti varakoir (d1) =

1,7 s és tranziensek szama = 128. A HSQMBC spekkatria,b) a CPMG-INEPT blokkban
70,3 ms-os heteronuklearis csatolasi evolluciéshéallitva rogzitettik.
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3J(P,H2) = 11.7 Hz

4J(P,H3) = 2.7 Hz SJ(P,H4) = 26.4 Hz

4J(P,H(Me)) = 1.7 Hz
2J(P,H2b) = 9.2 Hz X 30

5J(P,H5") = 1.8 Hz

a

J(P,H8") = 2.0 Hz

2J(P,H5b) = 10.2 Hz

=

5J(P,H4') = 2.0 Hz O Zj /—<
P P ,
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35. abra Egy foszfortartalm( heterociklusos ligandumotahmiazo, kiralis Pt(11)-komplei8 (a
vegyulet szerkezeti képlete szamozassal az abepkddathatd; 0,083 M CDgEban) szélessavu
protonlecsatolttH-*1P CPMG-HSQMBC &) és 'H-*'P CPMG-HSQMBC If) spektrumanak
0sszehasonlitasa. A méréss il 6ra 18 percd), illetve 13 perclf) volt. A homonukleéarisan
lecsatolt spektrumotaj a 32. abran bemutatott impulzusszekvencia olyaftoxataval
rogzitettik, amelybentainkrementalt idt egy 3 ps-os konstansiiekl helyettesitettiik. Tovabba
egy 23,32 ms-0s, 100 Hz savszélefis&Bnob tipustf® 180°-0s szelektiv protonimpulzust, és
az idtartama alatt egy, a maximalis gradiedsség (50 G/cm) 1,6 %-anak megféletsssédi
rétegszelekcios térgradiens impulzugk)(alkalmaztunk. A protonlecsatolt spektrumad @
kovetkes paraméterekkel mértik spektralis ablak = 9,9774 pptajnkrementumok szama
(ami a gyakorlatban a FID darabok szamat jelen82~egy FID darab ideje @¥¥) = 20,04 ms,

a tényleges komplex adatpontok szanibl @imenziéban a FID darabok 6sdgafsét koveten

= 6400, tranziensek kozotti varakozadi {d1) = 1,7 s és tranziensek szama = 96. A klasszikus
CPMG-HSQMBC szekvenciat hasznalva, a koveikgmraméterekkel vettiik fel ab)(
spektrumotH spektralis ablak = 9,9774 ppm, komplex adatpostdma aH dimenzidban =
8192, tranziensek kozotti varakozash itll) = 2 s és tranziensek szama = 256. A HSQMBC
spektrumokat g,b) a CPMG-INEPT blokkban 52,7 ms-0s heteronukleésatolasi evollcios
idét beallitva rogzitettik.
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A szélessavu protonlecsatolt CPMG-HSQMBC mdédsgeepdo-3D valtozatat
egy olyan diglikozil-diszeleniden teszteltik, amz #@nterglikozidos hidban egy
kulonleges Se-Se kotést tartalmaz (36. abra). MidiD szintvonalas megijelenitésen,
mind a megfeld ""Se kémiai eltolédasoknal kiemelt sorokon jol megdihets (36.
abra), hogy a Kkifejlesztett pszeudo-3D kisérletztéis kizardlag a tdobbkotéses
heteronuklearis csatolasok kdvetkeztében létégjeNenfazisi dubletteket eredményez.
Ezaltal lehatvé teszi dJserrk kbzvetlen és pontos meghatarozaséat olyan makkah
is, amelyek egynél tébb Se atomot tartalmaznak.

H4
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36. abra Egy diglikozil-diszelenid (a vegyllet szerkeze#ipkete szamozassal az abra kdzepén
lathatd; 0,25 M @De-ban) Zangger-Sterk-tipusi szélessavu protonldtsitie’’'Se CPMG-
HSQMBC spektruma illetve a megfalel’Se kémiai eltoldédasoknal kiemelt sorai. A vegyiilet
normal 'H NMR spektruma a 2D szintvonalas abra felett kith#& protonlecsatolt CPMG-
HSQMBC kisérletben egy 46,64 ms-os, 50 Hz savsz@izsRSnob tipuste® 180°-os szelektiv
protonimpulzust, és azdthrtama alatt egy, a maximalis gradiedsség (50 G/cm) 0,5 %-anak
megfelet erdssédi rétegszelekciés térgradiens impulzusg)(alkalmaztunk. A spektrumot 308
K-en 18 6ra 18 perc alatt a kovetkgzaraméterekkel rogzitettikd (’Se) spektrélis ablak =
9,9774 ppm (140,0 ppm}; inkrementumok szama = 32; inkrementumok szama (ami a
gyakorlatban a FID darabok szamat jelenti) = 16, e darab ideje (BW) = 16,56 ms, a
tényleges komplex adatpontok szanmtédalimenzidéban a FID darabok ¢ssza¥sét koveten =
1600, tranziensek kozotti varakozass itll) = 1,7 s, tranziensek szama = 48 és tobbkotéses
heteronukleéaris csatolasi evoluciés ikl 70,3 ms.
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A javasolt madszert tObbkotéséd-1°C csatolasi allandok'dcH) mérésére is
kiprébaltuk egy egyszér szénhidratszarmazékon (37. abra). Fontosnak taitbm
megjegyezni, hogy a rétegszelekcioval jar6 jderrzékenységveszteségnek é¥a
izotép kis természetes gyakorisdganak koszdehnetaz interferogram-tipust ZS
CPMG-HSQMBC kisérlet csak megféleh nagy koncentracioja (~ M-os
nagysagreni mintak"Jcy-inak meghatarozasara hasznalhato.
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37. abra Az abra kozepén feltlintetett szénhidratszarmazé@ (M D-DMSO-ban) Zangger-
Sterk-tipusu szélessavu protonlecsatdi*C CPMG-HSQMBC spektrumanak részlete. A 2D
szintvonalas megjelenités mellett reprezentatiemkit °C sorok lathatok az abran. A
protonlecsatolt CPMG-HSQMBC kisérletben egy 46,68as, 50 Hz savszélesgedRSnob
tipusi®® 180°-0s szelektiv protonimpulzust, és antatama alatt egy, a maximalis
gradiensefsség (50 G/cm) 1 %-anak megféleiisséd rétegszelekcios térgradiens impulzust
(Ge) alkalmaztunk. A spektrumot 38 6ra 46 perc al&ibzetkes paraméterekkel rogzitettitd
(*C) spektralis ablak = 6,0370 ppm (80,0 ppnty,inkrementumok szama = 20Q;
inkrementumok szadma (ami a gyakorlatban a FID décalzamat jelenti) = 16, egy FID darab
ideje (1BW) = 21,12 ms, a tényleges komplex adatpontok szartd dimenzidban a FID
darabok Osszéfését kovdéten = 2048, tranziensek kozotti varakozash i@l) = 1,7 s,
tranziensek szama = 16 és tobbkotéses heteroniskbsatolasi evollcios éd= 74,4 ms.
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A nagyobb érzékenység, és ezltal szélesebb kdrakn alkalmazhatésag
érdekében célul Gztuk ki a szélessavu protonlecsatolt HSQMBC mddszer
tovabbfejlesztését. Eként — az irodalomban é#6zben megjelent — valds idej
akviziciés stratégi&t hivtuk segitségul. A 38. abran medfigyethethogy a
hagyomanyos CPMG-HSQMBC szekvencia végére beiddsink egy frekvencia- és
rétegszelektiv impulzust az aktiv spinek kivalesat&égett. A szelektiv impulzust
koveben megkezdijik az adatijjést egy olyan FID darab detektalasaval, amidglan
idétartami AQ/2n, mint az utdna kovetk8k. Ezt kdveben megszakitjuk az
adatgyijtést, és egy — a detektalas megkezdéseivel megegyeé — frekvencia- és
rétegszelektiv, illetve egy nem-szelektiv 180°-astgnimpulzus kombinéciojaval
refékuszaljuk a proton-proton csatolasi evoluciajd egy 10-25 ms-os FID darabot
(AQ/n) rogzitink. A FID darabok detektalasat é¥rafokuszalast felvaltva végezzik
addig, amig a teljes FID-et meg nem kapjuk, ammtag irodalmi élzmények 2.3.2.
alfejezetében mar targyaltam. A valos idepmolecsatolt CLIP/CLAP-HSQC mddszer
esetén szerzett tapasztalatok alapjan (4.2.2ealfgj a detektalas alatti impulzusok
fazisait a valos idéjZS CPMG-HSQMBC szekvenciabandisefékuszalo blokkroD-
refokuszalé blokkra Iéptetjik a tranziensenkénttétir fazisciklizaltatas mellett
(részletek a 38. abraalairdsban olvashatok). Aekdipherenciaut kivalasztasat, a nem
kivant jelek elnyomasat a protonlecsatolast bigioghpulzusok kortl elhelyezett
térgradiensparok segitik.
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38. é&bra Valos ideji, Zangger-Sterk szélessavi protonlecsatolt CPMGMBQ
impulzusszekvencia sematikus megjelenitése. A kasks szélesebb téglalapok 90° illetve
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180°-0s, kemény fazisu impulzusokat jeldlnek, hacsak nem jelzegh Kilon. A Gauss tipusu,
szelektiv 180°-0s protonimpulzust fél-ellipszis &wlja. A CPMG szekvenciaelemberet az
XY-16 ciklusnak megfeléen Iéptetjik, emiath értékét 16 tdbbszoérésének kell beallitani. A
tovabbi impulzusok tranziensenkénti fazisai (fakisis): @ =y, @=X, X, -X, "X @=X, X, X, X, -

Xy <X, <X, X @B=X, =X 5 d6=X, X, -X, -X€S@ec =X, X, -X, -X, =X, -X, X, YA protonlecsatolé6 modulban
Iévé impulzusokJ-refokuszald blokkokkénti fazisai (fazisszekvencig)= ds=X, ¥, X, ¥, Y, X, V,

X, =X, =Y, =X, 7Y, 7Y, =X, -y, ~A Tiddintervallumot 140-15@is-ra allitjuk be. A koherenciaszelekciot
és az echo-antiecho fazisérzékeny detektalast adiménziéban a & és G térgradiens
impulzusok 80 : 20.1:{C esetén), 80 : 32.3848R esetén) vagy 80 : 15.2573e esetén) aranyl
alkalmazasaval érjik el. A tipikusan 1 ms-os (pG6Es G tisztito térgradiens impulzusokat a
maximalis gradiensésség (50 G/cm) 19 illetve 11 %-ara allituk be,utdna egy 10Qus
hosszusagu felépiilésisid(d16) hasznalunk. A FID darabok detektéldsa kdzdkemény és a
szelektiv 180°-0s protonimpulzusok kéré szimmesdw elhelyezett, 0,5 ms-0os koherencia
atviteli Ut (CTP) kivalasztasaért febsl térgradiens impulzusokat {& 31 % és @= 71 %), és
mindegyik utan 10@s-os felépllési it alkalmazunk. A rétegszelekcios gradienss) (@indig

a vizsgélt vegylletnek megfetein allitjuk be, ezért a konkrét értékeket az adptktrum
abraalairasaban adom meg. Szélessavu heteronsikiE@matolast (CPD) nem hasznalunk az
adatgyijtés ideje alatt.

Amint azt a 2.2.6. alfejezetben dsszefoglaltam,utsbbi években tdbbféle
megoldast javasoltak a Zangger-Sterk kisérletekérzységének novelésére. Ezen
megkozelitések kozul a valés itleZS CPMG-HSQMBC moédszer esetében a
tobbfrekvencian gerjesgszelektiv impulzu$ alkalmazasa mellett dontéttiink, mivel ez
igért a legnagyobb érzékenységjavulast. Ebben atbars ugyanis minden egyes
protonjelet a minta tobb réteg#bis detektalhatunk, amennyiben a besugéarzasi
frekvencidkat megfeléen — a véletlen visszacsatolasokat elkerulve sgflék meg. A
39. abran egy foszfortartalmi heterociklusos ligendt tartalmazd, kiralis Pt(Il)-
komplex interferogram-tipusu (39./a 4bra), val@id39./b abra) és harom frekvencias
szelektiv impulzust alkalmazé, valés idle€39./c abra) ZSH-3P CPMG-HSQMBC
spektrumrészletét hasonlitom 06ssze. A spektrumakainos mérési el és
paraméterekkel rogzitettik. Az egyes rezonanchjéddett az interferogram-tipusu
kisérlet megfelél rezonanciajelére normalt, relativ jel-zaj aranydkiatettem fel (39.
abra). Ezek alapjan elmondhato, hogy 6nmagabatoa ideji adatgyijtési stratégiaval
atlagosan 2-2,5-szeres, a valos lidkjsérletet kombinalva egy harom frekvencian
gerjeszb szelektiv impulzussal pedig atlagosan 6-6,5-szlezaj arany novekedést
értiink el az interferogram-tipust modszerhez képest
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39. abra Egy foszfortartalm heterociklusos ligandumot ahmiazo, kiralis Pt(Il)-komple®®
interferogram-tipusua)), valds idefi (b) és harom frekvencias szelektiv impulzust alkalimaz
valos idefi () Zangger-Sterk protonlecsatdii-3P CPMG-HSQMBC spektrumrészletének
Osszehasonlitdsa. A vegyilet (0,083 M CH@n) szerkezeti képlete szamozassal az abra
kbézepén, a teljes interferogram-tipusi ZS CPMG-HB@Més normal CPMG-HSQMBC
spektruma, illetve a meghatarozti-k a 35. dbran lathatok. A mérésbichindharom esetben
47 perc volt, és a spektrumok azonos zajszinttelele dbrazolva a jelintenzitasok
0sszehasonlithatosaga kedvéért. Az egyes rezojeakigelett az interferogram-tipusu kisérlet
(a) megfeleb rezonanciajelére normalt, relativ jel-zaj aranydkatettem fel. Az interferogram-
tipusu kisérletbena] egy 23,32 ms-0s, 100 Hz savszéledsdSnob tipustf® a valds iddj
kisérletekben K,c) egy 8,82 ms-0s, 100 Hz savszéleisé@auss tipusu (utdbbibarm) (3
frekvencian gerjesij, 180°-os szelektiv protonimpulzust alkalmaztuMlindharom esetben a
maximalis gradiensésség (50 G/cm) 1,6 %-anak megféleisssédi rétegszelekcios térgradiens
impulzust hasznaltunk. Az interferogram-tipusu $pekot @) a kovetke# paraméterekkel
mértik: H (3*P) spektralis ablak = 9,9774 ppm (30,0 ppm)nkrementumok szama = 2,
inkrementumok szama (ami a gyakorlatban a FID dacalzamat jelenti) = 16, egy FID darab
ideje (LBW) = 25,1 ms, a tényleges komplex adatpontok sz&ldadamenzidban a FID darabok
Osszefizését koveten = 4000, tranziensek kozotti varakozaéi (d1) = 1,7 s és tranziensek
szama = 32. A valds idespektrumokath,c) a kovetked paraméterekkel rogzitettiikd (3'P)
spektrdlis ablak = 9,9774 ppm (30,0 pptajnkrementumok szama = 2, komplex adatpontok
szama aH dimenzidban = 4096, FID darabok szama = 16, dfy darab ideje = 25,6 ms,
tranziensek kozotti varakozasididdl) = 1,7 s és tranziensek szdma = 512. Mindharom
HSQMBC spektrumota b, a CPMG-INEPT blokkban 52,7 ms-os heteronukleésestolasi
evollcios idt bedllitva rogzitettik.
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Az alkalmazott, 0j megkozelitéseknek azonban karléés héatranyos
tulajdonséagai is vannak. A valos iddjisérletekben — amint a 2.3.2. alfejezetben irtam
— az adatggjtést megszakito, lecsatolo6 blokkok alatti relagéoiem lehet elkerilni, ami
ugrasokhoz vezet a detektalt FID amplitiddjaban, jadszélesedéshez a kapott
spektrumban. Raadasul ha a FID nem teljesen fabgtoakkor az zavaro jeleket is
eredményezhet a spektrumban. Emiatt a megszakitiéiétkrtamat olyan rovidre
érdemes redukalni, amennyire csak leh@ed kicsi T, relaxacios idvel rendelkeé,
nagyobb molekuldk esetén. A ZS CPMG-HSQMBC mdbdsdarefokuszald
periodusdnak hosszat alapgiest a szelektiv impulzus dthrtama hatarozza meg.
Megfeleb spektralis tisztasag és jelszélesség elérésétagmsztalataink szerint — még
kis- és kdzepes métemolekuldk esetén sem ajanlott 10 ms-nal hosszableldiv
impulzus hasznélata. Emiatt a valés tddgsérletekben nem RSnob, hanem Gauss tipusu
formazott impulzust alkalmazunk, hiszen azonostidejpulzusokat 6sszehasonlitva
utébbihoz tartozik a kisebb savszélesség. Viszgntl® ms-os Gauss tipusu szelektiv
impulzus savszélessége sem csekély, konkrétan 88rhlza gyakorlatban azt jelenti,
hogy csak olyan, egymassal spin-spin csatolashdnpétonokat tudunk lecsatolni,
melyek rezonanciafrekvencia-kilonbsége 88 Hz-nglolb. Ugyanakkor még olyan
molekulak esetén is, melyekben a csatol6 partrieegkenciakilonbsége megfaiela
valbs idefi kisérlet hatrdnya, hogy szélesebb jeleket és kévéiszta spektrumot
eredményez, mint az interferogram-tipusu. A nagymidrélesség a kis (< 3-4 Hz)
heteronuklearis csatolasi allandok pontatlanabbhaidgozasat idézi &l A valos idefi
maodszer tovabbi hatranya, hogy érzékeny a meérég idktti, mindenféle (pl.
hémérséklet, shim) instabilitasra, és implementacidjagyban fliigg az adott
spektrométer konfiguraciojatol.

A tobbfrekvencian gerjesizszelektivimpulzus alkalmazasa esetén a gerjésztés
frekvencidkat mindig a vizsgalt vegyuletre szabuttkoriltekinben kell megadni.
Ehhez segitségil lehet hivni a Castafiar és&aesai altal erre a célra kifejlesztett java
szkriptet®> A gerjeszb frekvencidk meghatarozasahoz mindenképpen ismierkelha
vizsgalt molekula spinrendszerét és jelhozzaresdeléEmiatt a tObbfrekvencias
gerjesztésnek két komoly limitaciéja van. Egyrésain hasznalhaté a jelhozzarendelés
hianydban. Masrészt minden egyes vegylletre gdjhfrekvencian gerjeszimpulzust
kell létrehoznunk, azaz nem hasznalhato rutiriezrer

Osszefoglalva, a valés idepdatgyijtési stratégia és a tobbfrekvencian gerjgszt
szelektiv impulzusok egyittes alkalmazasaval ugykerult jelendsen megndvelni a
ZS CPMG-HSQMBC modszer érzékenységét, azonban ak lmizonyos feltételek
teljestilése esetén és kompromisszumok aran vofteslé Emiatt tovabbra is a céljaink
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kozott szerepelt szélesebb kdrben alkalmazhatéess#&/( protonlecsatolt HSQMBC
maodszer kifejlesztése.

4.3.2. PSYCHE-tipusu szélessavu protonlecsatolas gwelésitasa CPMG-
HSQMBC kisérletben

Morris és munkatarsai 2014-ben fejlesztették kilegujabb, szélessavu
homonukleéris protonlecsatolasra alkalmas médsaeRSYCHE-£¢ amil a 2.2.7.
alfejezetben részletesen irtam. Ezen (j megkogetitléalmazasat iH és TOCSY
kisérletekben bemutatott 6elyds tulajdonsagai alapjan — érdemesnek gondoltuk
kiprébalni a CPMG-HSQMBC kisérletben. Ennek medtala az interferogram-tipusu
PSYCHE szélessavu protonlecsatolassal tovabbfegitisk a CPMG-HSQMBC
maodszert® Az igy kapott Gj impulzusszekvencia (40. abra)yaeaghasonlé a 4.3.1.
alfejezet elején bemutatott, interferogram-tipu8il@csatolt szekvenciahoz, ezért itt a
kisérlet részletes targyalasatdl eltekintek, cs&kilénbséget emelem ki. A PSYCHE
kisérletben az aktiv spinek szelektiv inverziojmnegy frekvencia- és rétegszelektiv
180°-0s protonimpulzus, hanem egy kis kibillenggidi, frekvenciapasztazott Chirp
impulzuspar, és az alatta alkalmazott gyenge téigmna impulzus egyuttesével érjik el.
Az aktiv spinek (melyek a detektalni kivant, leocHajelet szolgaltatjadk) passziv
spinekdl valé megkulonboztetése statisztikisami azt is jelenti, hogy a PSYCHE
modszer lehéséget ad arra, hogy a Chirp impulzuspaszdgének beallitdsaval a
spektroszkopus egy szamara megteleimpromisszumot kosson az érzékenység és a
spektralis tisztasag kozott (részletek a 2.2. 8jetktben olvashatok). Altalaban egy 20°
és 30° kozotti kibillentési szégChirp impulzuspar hasznalata minden szempontbdl
kivalé eredményt ad. A PSYCHE CPMG-HSQMBC érzékéggsegy\2-es faktorral
novelheé mindkét iranyban, szimultan frekvenciapasztazothir impulzusok
hasznéalataval, amit a 40. abran szaggatott vonydkikkal jel6ltem.

A PSYCHE CPMG-HSQMBC mddszer teljgdiépességének vizsgéalata
céljabdl egy diglikozil-szelenid tobbkotésks’’Se csatolasi allandéit hataroztuk meg.
(41. abra) A klasszikus, protoncsattt-""Se CPMG-HSQMBC spektrumban (41./c
abra) j6l medfigyelhék a heteronukledris multiplettekre rarakédoé, newdit, proton-
proton csatolasok okozta jelfelhasadasok, melylek@bb esetben megakadalyozzak a
tobbkotéses heteronukleéris csatolasok kdzvetlepoétos mérését. Ezzel szemben
mind a PSYCHE, mind a ZS szélessavu protonlecqattdtrferogram-tipusu) kisérletet
hasznéalva 8Jsewrk kdnnyedén meghatarozhatok a tiszta ellentétasifalublettekél.

A két protonlecsatolt spektrumban mért tébbkotdederonuklearis csatolasi allandok
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jO egyezést mutatnak egymassal (az adatok a 4llyaléra megfeléimultiplettjei felett
vagy alatt lathatok), és azon értékekkel is, madyekprotoncsatolt CPMG-HSQMBC
spektrumbdl (41./c &bra) nyertink ki. Ez igazol@, ehogy a PSYCHE lecsatold
szekvenciaelem nem torzitja a heteronukleéris l&satk nagysagéat. A normal CPMG-
HSQMBC kisérlet esetén azért csak két csatolémnddl szerepel a 41./c abran, mert a
bonyolult, kevert fazisa multiplettekbtobbet nem lehetett meghatéarozni szamitégépes
illesztések alkalmazasa neélkdl.

[
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40. abra Interferogram-tipusi, PSYCHE szélessavu protoatetts CPMG-HSQMBC
impulzusszekvencia sematikus megjelenitése. A kasks szélesebb téglalapok 90° illetve
180°-0s, kemény fazist impulzusokat jeldinek, hacsak nem jelzemnKulon. A kis kibillentési
szOdi (B), frekvenciapasztazott Chifd impulzusokat az atlojukban nyilakkal ellatott téapk
abrazoljak. A kisérlet érzékenysége el@yes faktorral névelhétmindkét iranyban, szimultan
frekvenciapasztazott Chirp impulzusok hasznalatdaalit a trapézokban szaggatott vonall
nyilakkal jeléltem. A CPMG szekvenciaelemb@ret az XY-16 ciklusnak megfelén
Iéptetjik, emiath értékét 16 tébbszoérdosének kell beallitani. A tdraimpulzusfazisokg = y;
BEX, X @B=X X X XGEX X X XY, Y, VYES @lec = X, X, <X, X, =X, X, X, -XAzZ
idéintervallumokat a kovetkéképpen allitjuk bet = 140-150us ésta = 1/(4*sw2). A
koherenciaszelekciot és az echo-antiecho fazisergéttetektalast az X dimenzidban aés G
térgradiens impulzusok 80 : 20.1%¢ esetén) vagy 80 : 15.257'%e esetén) aranyu
alkalmazasaval érjik el..@s G tisztitd térgradiens impulzusokat a maximalis grasetsség
(50 G/cm) 19 illetve 11 %-ara allitjuk be. A PSYCHIBkkban a maximalis gradienésség 49
és 77 %-anak megfetekoherenciaszelekcids gradiensimpulzusokat €6 G) alkalmazunk.
Szinusz formdjd, 1 ms-os térgradiens impulzusadsitazokat kdvéen 200us (G-G.) illetve
1000us (G, Gs) hosszuséagu felépulésiichasznalunk. A Chirp impulzuspar ideje alatt gy&ng
a maximalis gradiens&sség 1.8 %-anak megfaletérgradienst (@ alkalmazunk. Szélessavu
heteronuklearis lecsatolast nem hasznalunk az yijtéig ideje alatt.
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41. abra Egy diglikozil-szelenid (a vegytilet szerkezeti ket szamozassal az abra kdzepén
lathato; 0,15 M CDGlban) PSYCHE &) és ZS p) szélessavu protonlecsatolt, illetve normal,
protoncsatolt) *H-""Se CPMG-HSQMBC spektrumanak dsszehasonlitasa. ran @ovegylet
PSYCHEH (d) és normalH () NMR spektrumat szintén bemutatom. Mindharom CPMG-
HSQMBC kisérletet g,b,c) 2 6ra 50 perc alatt, a CPMG-INEPT blokkban 70,3-an
heteronukleéaris csatolasi evollciositicalkalmazva mértik. A PSYCHE spektrumokd)
felvételére egy par 15 ms-os, 24°-os kibillentéadgs (£), mindkét irdnyban szimultan
frekvenciapasztazott Chit§§ impulzust hasznaltunk. A ZS kisérletbdn) égy 46,64 ms-os, 50
Hz savszélességRSnob tipustf® 180°-0s szelektiv protonimpulzust, és astadtama alatt egy,

a maximalis gradiensgésség (50 G/cm) 0,5 %-&nak megfélebrosséd rétegszelekcios
térgradiens impulzust alkalmaztunk. A szélessauindrauklearisan lecsatot-""Se CPMG-

84



Méagneses magrezonancia (NMR) médszerek tovablatégesszélessavi homonuklearis protonlecsatoldstbsével

HSQMBC spektrumokata(b) a kovetke# paraméterekkel rogzitettik’Se spektralis ablak =
20,0 ppm,t; inkrementumok szama = & inkrementumok szadma (ami a gyakorlatban a FID
darabok szamat jelenti) = 16, egy FID darab id&j&\¢) = 20,04 ms, a tényleges komplex
adatpontok szama'# dimenzidban a FID darabok ¢sszafsét koveten = 1600, tranziensek
kodzotti varakozasi il (d1) = 1,7 s és tranziensek szama = 128. A klasszRiG-HSQMBC
szekvenciat hasznalva, a kovetkgraraméterekkel vettiik fel &) (spektrumot?’Se spektralis
ablak = 20,0 ppnt;inkrementumok szama = 2, komplex adatpontok szathadimenzidban =
2048, tranziensek kdzotti varakozash i@l) = 1,7 s és tranziensek szama = 2048. A PSYCHE
IH spektrumot ¢) 32 t; inkrementummal (ami a gyakorlatban a FID darabdkns jelenti),
20,04 ms idtartamu FID darabokkal, a FID darabok 6¢s8zéét koveéten 3200 tényleges
komplex adatponttal #1 dimenzidban, 1,5 s-os tranziensek kozotti varakoibvel (d1) és 4
tranzienssel rogzitettiik. Az abran lathaté 6sszektaumot 4,9887 ppm-ébl spektralis ablakkal
mértik.

Azt is meg kell jegyezni, hogy a HSQMBC multiplétiegyszeitsitése mindkét
protonlecsatolt kisérletben érzékenységvesztesggpedgyltt, azonban a PSYCHE
esetében ez kisebb mériékKonkrétan a PSYCHE CPMG-HSQMBC spektrum jel-zaj
aranya kozel haromszor nagyobb az optimalis leZstparameéterekkel felvett ZS-
lecsatolt spektruméndl az adott mintan. UgyanakKastféle homonuklearisan lecsatolt
maodszer érzékenysége kozotti kildnbséget nem égjyedltalanos értékkel jellemezni,
mert az mintarol mintara valtozhat. &$erban a ZS kisérlet paramétereinek (szelektiv
impulzus idtartama/savszélessége és a rétegszelekcids gradigysaga; részletek a
2.2.6. alfejezetben olvashatok) az adott molekylaksalis tulajdonsagaitdl flgg
beallitdsai hatdrozzak meg, kisebb mértékben padrRsYCHE kisérletben a Chirp
impulzuspar aktualisan haszngltszoge. Ennek megértéséhez nyujt segitséget a 42.
abran szerepl1D spektrumsorozat, amely egy altalanosan hasgr@lt24°) sztggel
felvett PSYCHE!H spektrumhoz hasonlitia a kulontsomotartamu/savszélessigg
szelektiv impulzussal rogzitett ZS-lecsatitt spektrumokat. Minden spektrumon
feltiintettem a PSYCHEH spektrumra normalt, relativ, atlagos jel-zaj sc@t, amik
jol mutatjadk a ZS kisérletben hasznalt formazotputus szelektivitasatdl vald
érzékenységfuggést. Ehhez szorosan kapcsolédva&brBillusztralja a ZS modszer
érzékenyseégének valtozadsat a rétegszelekcidés gsadidsségének fuggvényében.
Osszességében elmondhatd, hogy a PSYCHE megkésgelititlagosan néhanyszoros
érzékenysegnovekedés érthetl a ZS-hez képest, de adott esetben ez akér egy
nagysagrendnél is tobb lehet. Ez kdzvetetten ajelenti, hogy a Zangger-Sterk
kisérletben a maximalis érzékenység eléréséheerigmk kell a mérni kivant molekula
spektrélis tulajdonsagait (lecsatolandd kémiail@dtas tartomanyt, csatold partnerek
frekvenciakulonbségét). Ezzel szemben a PSYCHEl&tsgsetén a protonlecsatolasra
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(az extrém szoros csatolast leszamitva) nem igaaarhatassal a vizsgalt molekula
spinrendszere, ezaltal sokkal rutingidren (nem szikséges mintardl mintara
optimalizalni) hasznalhat6, mint a ZS kisérlet.

L et

i l | 1 S/N (av.): 0.63 i I ‘ |

¢ l J l S/N (av.): (].JJJJL

1 S/N (av.): 0.30

d A | A | S N
S/N (av.): 0.20
Q,__M.L._._JL_&.___L,J_ e e AL
l S/N (av.): 0.13
f Y A .1_ ' BN WU WY T B N e
S/N (av.): 0.10
g A .L A
1 1
h

5.0 4.8 4.6 4.4 4,2 4.0 3.8 ppm

42. abra Az abra also részén feltlintetett diglikozil-szede{®,15 M CDCi-ban) PSYCHE és a
kulonbos iddtartaml (savszélessdgszelektiv impulzussal rogzitett ZS protonlecgatsl
spektrumainak dsszehasonlitdsa. Egy altalanosandig24°-osp szoggel felvett PSYCHEH
spektrumotd), illetve 23,32 ms (100 Hz-es savszéle&$ély), 31,1 ms (75 Hz-es savszélespég
(c), 46,64 ms (50 Hz-es savszéledddd), 66,7 ms (35 Hz-es savszélednd@), 93,28 ms (25
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Hz-es savszélessyf) és 116,6 ms (20 Hz-es savszéletp idstartami, RSnol® szelektiv
180°-0s protonimpulzussal és 0,5 %-os rétegszelskérgradiens impulzussal rogzitett %6
spektrumokat mutat be az abra. A vegyllet jelhazmieléssel ellatott, reprezentativ, northél
spektrumattf) szintén bemutatom. Az 6sszes kisérlet azonossmiéigel (12,5 perc) késziilt.
Minden spektrumon felntettem a PSYCHEH spektrumra normalt, relativ, atlagos jel-zaj
aranyokat.

L SIN(av.):u.wol ‘ I I ”I

O
 S—
L

b I L th»S/N (av.): D.062 L I l ' I I
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d | JL L_lLs,fN {av.): 0.037 "
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43. dbra A 42. abra als6 részén feltlntetett diglikozilisn@ (0,15 M CDG-ban) ZS
protonlecsatoltH spektrumai a rétegszelekcids térgradiens nagwsagéliggvényében egy
116,6 ms-0s (20 Hz-es savszélessdRSnoli® szelektiv 180°-0s protonimpulzust hasznélva. A
rétegszelekcids térgradiens impulzust a maximédidignsefsség (50 G/cm) 0,%), 0,8 p), 1,0

(c) illetve 1,3 %-arad) allitottuk be. Az 6sszes kisérlet azonos méddsial (12,5 perc) késziilt.
Minden spektrumon fdintettem a 42./a dbran bemutatott PSYCHESspektrumra normalt,
relativ, atlagos jel-zaj aranyokat. Az 6sszes spakintenzitasat felskalaztam 10-szeresére a 42.
abran lathato szinthez képest a jobb lathatosagdést]

A B°C kevésbé éhyos NMR tulajdonsagai (8Se haromszor érzékenyebb, mint

a 13C) kovetkeztében a tobbkotéséd-°C csatolasi allandék meghatarozasa —
természete¥’C gyakorisagu vegytiletek esetén — még nagyobbdshjelent. Emiatt a
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PSYCHE CPMG-HSQMBC modszert kiprobaltlkn meghatérozéaséara is egy olyan
heparin-analég triszacharidon (44. abra), melyfdkspektrumaban az egymassal
csatolasban 1év hidrogének multiplettiei meglehieten kézel helyezkednek el
egymashoz (a minimalis rezonanciafrekvencia-kulégbkevesebb, mint 40 Hz). A
kisérletek érzékenységének korrekt Osszehasodiédigh kedvéért azonos méreési
idovel felvettik a vegyllet ZS CPMG-HSQMBC spektrumiat A 44. 4abran
egyértelnien lathatd, hogy a PSYCHE spektrumban sokkal tdimpelécids cslcs
talalhatd, mint a ZS-lecsatoltban, illetve a mirttikeen jelenléd jelek atlagosan 7-szer
nagyobb intenzitasuak a PSYCHE-ban. A ZS kisérngébb teljesitménye a
lecsatolandé protonok kis rezonanciafrekvenciakiig®géhez koth&t ami
megkoveteli egy olyan keskeny savszélesgkl. 70 ms idtartamu) szelektivimpulzus
hasznélatat, amely jeldisen cstkkenti a mintarétegek vastagsagat, és lezdlta
érzékenyseget. Ezek a mérések arra is tovabbiyitédnt szolgaltatnak, amit a kétféle
protonlecsatolé6 moédszer érzékenységaranyaval kigloao taglaltam a diglikozil-
szelenid példajan keresztil a kordbbiakban. Tovakb& érdemes itt kiemelni, hogy a
PSYCHE CPMG-HSQMBC spektrumbdl a vizsgalt triszaichean mind a négy
interglikozidos 3Jcw-t — melyek a glikozidos kotés kordli konformacibribntos
informéciot hordoznak — sikerilt kdnnyen és naggtpssaggal meghatarozni, amig a
ZS-lecsatolt kisérletben csak egy volt kozuluk kigtbatd és mérhét Ezen csatolasok
pontos meghatarozasa pedig nem lehetséges a hagyandPMG-HSQMBC
spektrum protoncsatolt multiplettjeib

A fejezet Osszefoglalasaképpen elmondhatd, hogyntféte szélessava
protonlecsatolt CPMG-HSQMBC modszert fejlesztettéihkmelyeket akkor érdemes
hasznélni, amikor a proton-proton csatolasok okozextra jelfelhasadasok
megakadalyozzdk a tobbkotéses heteronuklearis lasatodllandok pontos
meghatarozdsat. A javasolt kisérletek kozul a PSEFCBPMG-HSQMBC a
legaltalanosabban és legrutindddyen alkalmazhatd, ugyanis a protonlecsatolas
hatékonysaga gyakorlatilag flggetlen a vizsgélt ekl spinrendszeidt és a
kisérletet nem szikséges mintarol mintara optirdkliz Raadasul olyan molekulak
esetén, amikor a csatol6 partnerek proton rezoafiekvencia-kilonbsége kisebb, mint
50 Hz, a PSYCHE CPMG-HSQMBC érzékenysége tobbse@@s CPMG-HSQMBC
maodszerének. Ha viszont ismerjik a vizsgalt mokekelhozzarendelését, és a mérni
kivant rezonanciajelek kis frekvenciatartomanyt &xni500 Hz) fednek le, ugyanakkor
a csatol6 partnerek tavol helyezkednek el egymésidin. 100 Hz), akkor a ZS CPMG-
HSQMBC kisérleteket érdemes valasztani.
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44. abra Egy heparin-analog triszacharid (a vegyilet szmke&képlete az abra tetején lathato;
0,23 M D,O-ban) PSYCHE4) és ZS b)) szélessavu protonlecsatét-1’C CPMG-HSQMBC
spektrumanak és kiemelt sorainak ¢sszehasonlifaZD szintvonalas megjelenités felett a
vegyllet, egy reprezentativ, normél spektrumat is bemutatom. Mindkét protonlecsatolt
CPMG-HSQMBC kisérletet a(b) 32 o6ra alatt, a CPMG-INEPT blokkban 83,7 ms-0s
heteronuklearis csatolasi evoluciéétidlkalmazva mértik. A PSYCHE spektrua) felvételére
egy péar 15 ms-o0s, 24°-o0s kibillentési sizdg), mindkét iranyban szimultan frekvenciapasztazott
Chirp'®® impulzust hasznaltunk. A ZS kisérletbes) €gy 66,7 ms-os, 35 Hz sdvszélesség
RSnob tipusd®® 180°-0s szelektiv protonimpulzust, és a#tadtama alatt egy, a maximalis
gradiensefsség (50 G/cm) 0,5 %-anak megféletssséd rétegszelekciods térgradiens impulzust
alkalmaztunk. A szélessavi homonuklearisan ledstel’C CPMG-HSQMBC spektrumokat
(a,b) a kovetke# paraméterekkel rogzitettiikd spektralis ablak = 4,9887 ppkC spektralis
ablak = 65,0 ppnt; inkrementumok szama = 20Qjnkrementumok szama (ami a gyakorlatban
a FID darabok szamat jelenti) = 16, egy FID dacdeje (15W) = 20,04 ms, a tényleges komplex
adatpontok szama'# dimenziéban a FID darabok 6sszadsét koveten = 1600, tranziensek
kozotti varakozasi idl (d1) = 1,5 s és tranziensek szama = 16.
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5. OSSZEFOGLALAS

Ugyan a spin-spin csatolas az egyik legfontosalakrkezeti informaciot
hordoz6 NMR jelenség, de a hatasara létkejnalfelhasadasok jeldisen bonyolitjak
a spektrumokat, csokkentik a felbontdsukat, jetitéeket eredményeznek, és ezaltal
gyakran megnehezitik a kémiai eltolodasok és/varpatolasi allandok meghatarozasat.
Az utébbi évek Uj btleteinek és fejlesztéseinekketen a szélessavi homonuklearis
protonlecsatolas a reneszanszat éli. Az Uj médszeggik legnagyobb éhye, hogy
tobbdimenzids, protondetektalasu kisérletek direkkyizicios dimenzidjdban is
alkalmasak a jelek egystsitésére és a felbontas novelésére.

Doktori munkam soran kutatécsoportunk is bekapakuté az NMR
spektroszkopia ezen dinamikusan ddfl kutatasi tertletébe, azzal a céllal, hogy
megfeleb, szélessavu homonukleéris protonlecsatolast eneyBue
impulzusszekvencia-elemek beépitésével noveljuk iradalombdl ismert NMR
kisérletek teljestképességét. Eredményeink dsszefoglalasa a disspgEaedmények
és értékelésuk” citnrészében kialakitott sorrendet koveti.

A klasszikus HSQC kisérletet tovabbfejlesztettik@&8IRD! impulzusblokkon
és egy nem-szelektiv 180°-0s protonimpulzuson #hamrélessavu homonuklearis
protonlecsatolast eredményezszekvenciaelemmel. Az (), interferogram-tipusu
adatgyijtési stratégiat alkalmazoé kisérlet impulzusainddzitését és fazisprogramjat
egyszeil szénhidratszarmazékokon végzett tesztmeérésekéeggitel tokéletesitettik. A
kapott spektrumokban a korrelacios csucsok jellegamultiplett struktdrgja szinguletté
egyszetisodik. A kifejlesztett mddszert 6sszehasonlitottalegyetlen kordbban kdzolt,
hasonld elven kods, protonlecsatolt HSQC Kkisérlettel, és azt talaltiogy
modszerunk robosztusabb, mintédie, azaz kevésbé érzékeny az egykotéses
heteronuklearis csatolasi allandétol faggINEPT/BIRD idék valtoztatasara.
Megmutattuk, hogy az alkalmazott BIRDnodul tovabbi é€nye, hogy hatékonyan
kisziiri a szoros csatolasbél adédé, nem kivant korrésacsucsokat a spektrumbél. A
BIRD és a ,perfect echo” szekvenciaelemek kombs@lal kidolgoztunk egy Uj,
.perfectBIRD”-nek elnevezett impulzusblokkot, amedy geminalis proton-proton
csatolas hatasat is képes mégsetni a HSQC spektrumban. Ezaltal kikliszoboltik a
BIRD-lecsatolas legkomolyabb hatranyat.

Kifejlesztettink egy olyan valés idej szélessavu protonlecsatolt,
érzékenységnoveltH->N HSQC kisérletet, amely koniyizben oldott mintak
vizsgalatara is alkalmas. Korultekint optimalizélast kévéen a BIRD
impulzusszekvencia-elem és az azt kéveB0°-os protonimpulzus kortli megfelel
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hosszUsagu ésdsséd térgradiensparok beépitésével oldottuk meg anypehast a
kisérletben. Megmutattuk, hogy a kifejlesztett nagls még természete$N-
izotépgyakorisagl mintak esetén is alkalma®+den oldott, kismérétfehérjék!H->N
HSQC spektrumanak felvételére.

A BIRD® impulzusblokk és egy nem-szelektiv 180°-0s protgnilzus
megfelet beépitésével szélessavi homonukledris protont#ésat értiink el az
egykotéses heteronuklearis csatolasok méréséresskéiben hasznalt CLIP/CLAP-
HSQC kisérletekben. Az Uj, interferogram-tipusi NMi®dszer alkalmazasaval az
egykotéses heteronukleéris csatolasi allandok mégimasa két szingulett jel kdzotti
frekvenciakulonbség mérésére egyégédik, és ezaltal pontos, megbizhatd eredményt
ad komplex proton-proton csatolasi halézattal réed® molekuldk esetén is.
Tanulmanyoztuk a kifejlesztett kisérletek tolerajii az egykotéses heteronuklearis
csatolasi allandétol fuggINEPT/BIRD idok valtoztatasaval szemben, és azt talaltuk,
hogy a tényleges csatolasi allandéhoz képest egy KBD-40 Hz-es intervallumnak
megfeleben valtoztatva azokat a jelintenzitas ugyan csokldm a jelalak tiszta
abszorpciés fazisi marad. Ezrel vetitette a modszer alkalmazhatbésagat gyengén
orientalt kozegben is, ahol a csatolasi allandé&lesebb tartoméanyba eshetnek.
Anizotrop korulmények kdzott végzett méréseinkkigbhyitottuk, hogy a szélessavu
protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC mddszer jol haszatdha fontos térszerkezeti
és/vagy dinamikai informaciot hordozé, maradék Hipe csatolasi allandok (RDC)
meghatarozéséra i\ perfectBIRD szekvenciaelemet beépitve a CLIP/CHARQC
kisérletekbe olyan NMR mddszert hoztunk létre, &rakaz egykdtéses heteronuklearis
csatolasok meghatarozasa a diasztereotop metildrog@énatomok esetén is két
cstcsmaximum kodzotti frekvenciaklilonbség mérésgyszetisodik.

A detektalas ideje alatt, ,val6sden” alkalmazott, ,kapuzott” lecsatolassal
jelentsen felgyorsitottuk a szélessavu protonlecsatolP@ILAP-HSQC kisérleteket
az interferogram-tipustakhoz képest. Ezaltal olyamonukleérisan lecsatolt médszert
hoztunk létre, melynek érzékenysége nem kisebdlit kexlved esetekben nagyobb —
mint a hagyomanyos, protoncsatolt modszeré. Taglaszink alapjan a valos idgj
kapuzott protonlecsatolas a rezonanciajelek besagéirekvenciatol valo tavolsagatol,
valamint az alkalmazott BIRD &5l fliggéen jelensen torzithatja a heteronuklearis
csatolasi allanddkat. Igazoltuk, hogy ez a problémgmalizalhaté a detektalas alatti
impulzusok 6sszetett fazisléptetésével. Az optimadtifazisprogramu kisérletekkel mért
heteronuklearis csatolasi allandok besugéarzasivéreiatol és BIRD idtol valo
flggéseét szisztematikusan tanulmanyoztuk, és amagszert alkalmasnak talaltuk
kisméreti fehérjék egykotésedH-°N csatolasi allanddinak meghatarozasara, akar
gyengeén orientalt kbzegben is.
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Interferogram-tipusa, rétegszelekcion alapulo, ess#vi protonlecsatolt
CPMG-HSQMBC modszert fejlesztettink ki tobbkotésederonuklearis csatolasi
allandok pontos meghatarozésara. A kutatécsopdsamkorabban kidolgozott CPMG-
HSQMBC modszer impulzusszekvencigjaba, a protoktidées elé beépitettink egy, a
Zangger-Sterk (ZS) rétegszelekcios elven alapubikKat, amellyel a proton-proton
csatolasok okozta, nem kivant felhasadasokatiidz a kapott jelekdl. Ezaltal a
tobbkotéses heteronuklearis csatolasi allandok atégbeasa — komplex proton-proton
csatolasi héalozattal rendelkeanolekulak esetén is — egy ellenfazisu dublett két
csucsmaximuma kozotti frekvenciakulonbség mérésgyszeiisodik. Foszfortartalmu
modellvegylleteken megmutattuk, hogy az Uj modstertobbkoétéses heteronukleéris
csatolasi allanddk széles tartomanyban (~ 2-26étg)szerre, egyetlen kisérletben
mérhebk. Diglikozil-(di)szelenidekben olyahlsen €rtékeket sikeriilt meghataroznunk,
amelyeket a korabbi modszerrel — a proton-protatotdsok okozta jeltorzulasok, -
kioltasok miatt — nem lehetett megtenni. Tobbkdtéide™*C csatolasi allanddk mérésére
is vizsgaltuk a ZS-lecsatolt CPMG-HSQMBC kisérletlkabmazhatdsagat.
Megdllapitottuk, hogy a mobdszer a rétegszelekciovghrdé jelenbs
érzékenységveszteségnek é¥aizotop kis természetes gyakorisdganak készéehet
csak megfelélen nagy koncentracioju mintdbcr-inak meghatarozésara hasznalhato.

A valoés idefi, kapuzott lecsatolas alkalmazasaval jélsen felgyorsitottuk a
Zangger-Sterk CPMG-HSQMBC kisérletet is az intedeam-tipusihoz képest.
Megéllapitottuk a mddszer korlatait, nevezetesegyha detektalas alatti lecsatolas
vonalszélesedést eredményez, és esetenként zaeidd rontjdk a spektrumok
tisztasagat. Megmutattuk, hogy a vizsgalt molelepinrendszere/jelhozzarendelése
ismeretében a mddszer érzékenysége fdent ndvelhét tobbfrekvencian gerjesit
formazott impulzus hasznalataval. Ebben az esettygsinis minden egyes protonjelet a
minta tobb rétegéth is detektalhatunk, amennyiben a besugéarzasi émbiakat
megfeleben — a véletlen visszacsatolasokat elkerilve -szfli&k meg. Tapasztalataink
szerint a valés idé) ZS CPMG-HSQMBC mddszer csak akkor alkalmazhato
tobbkotéses heteronuklearis csatolasi allandok atégbrasara, ha a vizsgalt
molekuléaban a csatol6 partnerek proton rezonamdieéncia-kilonbsége legaldbb 90-
100 Hz. Ebben az esetben relaxacios szempontbdiehaldgn révid (max. ~10 ms)
szelektiv impulzus hasznalhaté a detektdlast m&gézaproton-proton lecsatolasi
blokkokban.

A CPMG-HSQMBC Kkisérletet tovabbfejlesztettik ingedgram-tipusa
akvizicios stratégiat alkalmazo, PSYCHE szélesgéotonlecsatolas beépitésével is. A
PSYCHE impulzusblokk megfel&dn beillesztve a CPMG-HSQMBC szekvencidba
hatékonyan megszinteti a proton-proton csatoladakzta felhasadasokat a mért
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spektrumokban, igy a kapott, tiszta -ellenfazisu lettdkbl a tobbkotéses
heteronuklearis csatolasi allandok kozvetlendl émtgsan meghatarozhatohd
PSYCHE modszer hatalmaséeye a Zangger-Sterk kisérletekhez képest, hogy a
homonukleéris lecsatolas hatékonysaga gyakorlafilagetlen a vizsgalt molekula
spinrendszerét, és emiatt a kisérlet paramétereit nem szikségatrol mintara
optimalizalni, azaz rutinszéen és altalanosan hasznalhat6. Olyan molekulaléreset
amikor a csatol6 partnerek proton rezonanciafregiaekiilonbsége kisebb, mint 50 Hz,
a PSYCHE CPMG-HSQMBC érzékenysége akar egy nagysddel nagyobb lehet,
mint az interferogram-tipusu ZS CPMG-HSQMBC KkistérleA val6s iddj valtozat
pedig ilyen molekuldk esetén egyaltalan nem alkahat), amint erre az &6
bekezdésben mér utaltam. A PSYCHE CPMG-HSQMBC merdsatékonysagadcn

es "Jsen értékek kulonféle szénhidratokban totiémérésével demonstraltuk. Ezek a
csatolasi allandok értékes informaciot hordoznaklagoszacharidok glikozidos kotés
korali konformacidjardél. Hagyomanyos, protoncsatdBQMBC multiplettekbl vald
meghatarozasuk hosszadalmas, szamitogépes ilteigdéygel, vagy egyaltalan nem
lehetséges.

Osszességében megallapithatd, hogy egyrészt agéessavi protonlecsatolt,
heteronuklearis médszereket fejlesztettiink ki, galebzamotteten segitik bonyolult
molekulak és tobbkomponehsendszerek (pl. diasztereomer keverékek, reakonéte-
elegyek, metabolitok) NMR  spektrumainak jelhozzéedését, ezaltal
szerkezetigazolasat, -felderitését. Masrészt egyplbkotéses heteronuklearis csatolasi
allandok pontos és koOzvetlen meghatarozaséara jGbzridhatd, szélessavu
protonlecsatolt NMR kisérleteket dolgoztunk ki. elivaz altalunk tovabbfejlesztett
NMR modszerek a korabbiaknal pontosabb és meglilzbaidatokat szolgaltatnak a
molekularis szerkezet és a biologiai hatas Osspélgjnek felderitéséhez, ezaltal
hozzajarulhatnak Uj gyogyszerhatdanyagok terverzsésd kifejlesztéséhez.
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6. SUMMARY

Spin-spin coupling is one of the most important Nptinomena, which carries
valuable structural information. However, signditipgs originating from couplings
significantly complicate spectra, decrease resmiutiesult in signal overlap, rendering
the determination of chemical shifts and/or coupliconstants difficult or even
impossible. For this reason NMR spectroscopist® hded to develop such methods
from the beginnings that can suppress the effdcspin-spin couplings. Nowadays, a
13C spectrum is routinely recorded with broadbancefuetuclear proton-decoupling
during data acquisition, leading to single lineghe spectrum. However, this type of
decoupling scheme cannot be used for removing kigpiitings originating from
homonuclear couplings as it would also destrodedirable coherences. In recent years,
there has been a revival in the field of broaddamtonuclear decoupling (also known
as pure shift NMR) due to the novel ideas bornhis topic. One of the greatest
advantages of these new methods is the possitalityilize them in multidimensional,
proton-detected experiments for simplification dfjngls and so, for increasing
resolution.

During my Ph.D. work our research group also joinedhis dynamically
growing NMR methodological research field with taal of increasing the efficiency
of NMR experiments by building in pulse sequencamgnts capable of broadband
homonuclear decoupling.

First of all, we improved the conventional HSQC exment by broadband
homonuclear decoupling based on the BiRidIse sequence element and a non-
selective 180° proton pulse. The timing and phasesgram of the pulses of the
experiment, which has utilized the interferogramdsh acquisition strategy, was
optimized by performing measurements on simple alaytirate derivatives. The
characteristic multiplet structure of correlatiopafgs was simplified in the spectra
obtained. An additional advantageous side-proditieoBIRD pulse sequence element
employed in the acquisition scheme is the efficeengpression of undesired long-range
correlation peaks arising from strong coupling e The method developed was
compared with the only, previously published preti@coupled HSQC experiment. We
found that our method was more robust, namelyag lgss sensitive for the changes in
the duration of INEPT/BIRD delays adjusted to tme-tond heteronuclear coupling
constant. We incorporated BIRD decoupling into a@ifed perfect echo pulse sequence
to create what we term a “perfectBIRD” pulse segeeelement, which can remove
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splittings arising from geminal proton-proton caogbk as well. With this the greatest
disadvantage of BIRD decoupling was eliminated.

A real-time (instant) broadband homonuclear deamliplariant of the
sensitivity-enhancedH-®°N HSQC method was developed for measuring bioldgica
samples in BD. After a careful optimization, efficient waterpgession was achieved
using field gradient pairs of appropriate length atiength around the BIRDIock and
the non-selective 180° proton pulse during acdaisitWe showed that the method
developed was suitable for recordithty’>N HSQC spectra of small proteins dissolved
in H,O even at naturdfN isotopic abundance.

In the CLIP/CLAP-HSQC experiments, which are widalged for the
measurement of one-bond heteronuclear couplingagdband homonuclear decoupling
was achieved by applying an appropriate combinatfdiRD? pulse sequence element
and a non-selective 180° proton pulse. With thisshanterferogram-based method, the
determination of one-bond heteronuclear couplingstants is simplified to the
measurement of frequency differences between singlgima. As a result, accurate and
reliable coupling values are provided even in #eecof molecules with complex proton-
proton coupling network. We investigated the robess and tolerance of the
experiments developed with regard to the mismat&iRD/INEPT delays. To this end,
the duration of corresponding delays was adjustediaminal values of one-bond
heteronuclear couplings ranging from 100 to 180IH&as found that signal intensities
were significantly degraded when the delays wessatiwith respect to the real value
of coupling constant, but the pure absorptive ¢qyalithe lineshapes remained basically
unaffected. This finding predicted the potentidlityt of the method for anisotropic
samples as well, in which the net coupling constaary widely. With measurements
carried out in weakly-orienting medium we provedatththe proton-decoupled
CLIP/CLAP-HSQC method could be utilized for detemation of RDCs, which provide
important structural and dynamical information. Bigerting the perfectBIRD pulse
sequence element into the CLIP/CLAP-HSQC experimerd established an NMR
method which has allowed the determination of omedbheteronuclear couplings —
even in the case of diastereotopic methylene hyar@goms — by simply measuring
frequency differences between singlet maxima.

The broadband homodecoupled CLIP/CLAP-HSQC experisnewere
considerably speeded up with the application dftiege, windowed decoupling during
acquisition compared to the interferogram-based e much so that the sensitivity of
the original, proton-coupled method was retainectokding to our observations, real-
time decoupling can bias the heteronuclear couglimgtants significantly as a function
of the proton offset frequency and the duratiorB&RD delay. We proved that the
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systematic errors could be minimized with complé&age sequencing and cycling of
pulses applied during acquisition. The dependeht®t@ronuclear coupling constants
from proton offset frequency and duration of BIRRIay was systematically
investigated for improving and optimizing the phasegram. The experiment with the
optimized phase program is suitable for the detestion of one-bonéH-*N coupling
constants of small proteins even in weakly-origmntimedium.

We developed an interferogram-based, slice-sek@tivadband homonuclear
decoupled CPMG-HSQMBC method for the accurate detetion of multiple-bond
heteronuclear coupling constants. A slice-selectX@ngger-Sterk (ZS)-type pulse
sequence element was inserted into the CPMG-HSQBM¥pEriment before the proton
detection period to remove the undesired splitticayssed by proton-proton couplings
from the detected signals. As a result the detextiain of long-range heteronuclear
coupling constants was simplified to measure fraqueadifferences between singlet
maxima even in the case of molecules with comptetop-proton coupling network. It
was demonstrated on phosphorus containing modgb@onds that a broad range (~ 2-
26 Hz) of multiple-bond heteronuclear coupling danss could be measured in a single
experiment using our new method. We determinedrakW&ex values in diglycosyl-
(di)selenides, which was not possible with earethods due to signal distortions
caused by proton-proton couplings. The utility &-decoupled CPMG-HSQMBC was
also demonstrated for the measurement of long-raRg&C coupling constants.
However, this experiment was successful only withhly concentrated (~ M range)
samples owing to the significant sensitivity dragused by slice-selection and to the
unfavorable natural abundance of tf@ nucleus.

The ZS CPMG-HSQMBC experiment was also speededuapiderably with
the application of real-time, windowed decouplingidg acquisition compared to the
corresponding interferogram-based one. The linoitetiof the real-time acquisition
strategy, namely, occurrence of some line broadesi artefacts reducing the quality
of spectra were also evaluated. We showed thia¢ i§pin system and assignment of the
molecule studied were known in advance, the seitgitof the experiment could be
significantly enhanced by applying multiple-freqagrmodulated pulses. In this case
each proton resonance can be detected from mustipkss of the sample if proton offsets
are suitably chosen to avoid accidental recoumfferts. According to our observations
the real-time Zangger-Sterk CPMG-HSQMBC method dan utilized for the
determination of multiple-bond heteronuclear caougpliconstants only in those
molecules where the proton resonance frequencgrdifte of coupling partners is at
least 90-100 Hz. Thus, properly short (max. ~10 se$3ctive proton pulse can be used
in the proton-proton refocusing blocks during asdigin.
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The CPMG-HSQMBC experiment was also improved by lizirig
interferogram-based PSYCHE broadband homonucleaoupdéing. The PSYCHE
scheme inserted into the CPMG-HSQMBC pulse sequeffagently eliminates the
unwanted proton-proton splittings from the hetedear multiplets, and so the desired
multiple-bond heteronuclear coupling constantshedetermined directly and precisely
from the pure antiphase doublets. A pronounced radge of the PSYCHE CPMG-
HSQMBC experiment in contrast with the ZS-decoupheethod is that the nature
(characteristics) of the proton spin systems inedlpractically has no effect on the
efficiency of homonuclear decoupling. Consequerntig, PSYCHE experiment can be
performed without tedious fine-tuning of experin@nparameters from sample to
sample. In case of molecules with less than 50edamance frequency difference of the
proton coupling partners, the PSYCHE CPMG-HSQMBGE peovide nearly an order
of magnitude enhancement in sensitivity comparedhto interferogram-based ZS-
decoupled method. Note that the real-time versioAS>decoupled experiment is not
applicable either in this case, as | have refeteed in the previous paragraph. The
performance of PSYCHE CPMG-HSQMBC method was ithtst by measuringcs
and®Jsenvalues in various carbohydrates. These data areying valuable information
on the conformations around the glycosidic linkagésis important to note that
extraction of the corresponding couplings from ttwnventional, proton-coupled
HSQMBC multiplets may demand computer-aided fitthrgcedures or may even be
impeded by partial signal cancellations in the rdipdase signals.

In conclusion, on the one hand, the broadband prdézoupled heteronuclear
correlation experiments developed during my Ph.Brkwcan considerably help the
assignment of NMR spectra of complex molecules rantticomponent systems (e.g.
mixtures of diastereomers or reaction productsabwdites), assisting in the structure
elucidation or verification of these compounds. e other hand, we have also
developed broadband homonuclear decoupled NMR ineets for the precise and
direct determination of one- and multiple-bond hateclear coupling constants, which
are invaluable and widely applied tools for struetelucidation and conformational
analysis of organic compounds. As our improved NiM&hods provide more precise
and reliable data to disclose structure-activitatienships than the earlier ones, thus
they may contribute to the rational design and fgreent of drug substances with
improved biological profile.
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8. FUGGELEK

8.1. Impulzusszekvencia programok

8.1.1. Interferogram-tipusu szélessavu protonlecsalt HSQC

;ek_ti_hsqc_2D_2.GAM
;avance-version
;broadband proton-decoupled HSQC
;f2 heteronuclear decoupled f2 BIRDd homonucleaodpled HSQC
;2D H-1/X correlation via double inept transfer
;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient Selec
;using shaped pulses for inversion and refocussini - channel
;BIRD with modified timing
; GAM 18viil2
KEK 27ix12
;pseudo 2D data can be reconstructed using thié"psacro available at http://nmr.chemistry.marstiee. ac.uk

;1. Timéri, L. Kaltschnee, A. Kolmer, R. W. Adanid, Nilsson, C. M. Thiele,
;G. A. Morris, K. E. Kévér, Journal of Magnetic Resince 2014, 239, 130-138.

;Further relevant publications:

;A. Enthart, J. C. Freudenberger, J. Furrer, HskesB. Luy, Journal of Magnetic Resonance 2002, B14-322.
;P. Sakhaii, B. Haase, W. Bermel, Journal of MaigriRésonance 2009, 199, 192-198.

;J. A. Aguilar, M. Nilsson, G. A. Morris, Angewargd€hemie International Edition 2011, 50, 9716-9717.

;T. Reinsperger, B. Luy, Journal of Magnetic Resmes2014, 239, 110-120.

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

define delay tauA
define delay tauD

"p2=p1*2"
"p4=p3*2"

"d4=1s/(cnst2*4)"
"d3=1s/(cnst2*2)"
"d11=30m"

"d7=p16+d16+4u"

# ifdef LABEL_CN
"p22=p21*2"

# else

# endif *LABEL_CN*/

"do=3u"
"in0=inf2/2"
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"DELTA1=d4-pl6-larger(p2,p14)/2-de-8u"
"DELTA2=d4-larger(p2,p14)/2"
"DELTA3=d4-larger(p2,p14)/2-p1*2/pi"
"DELTA4=d3-larger(p2,p14)/2"

# ifdef LABEL_CN
"DELTA=pl16+d16+larger(p2,p22)+d0*2"
# else

"DELTA=p16+d16+p2+d0*2"

# endif *LABEL_CN*/

"d10=0"
"in10=inf1/2"
"tauA=in10/2-p16-d16-50u"

"tauD=in10/2" ;BIRD

agseq 312

1ze
d11 pl12:f2

2 d1 do:f2
3 (pl1 phl)
DELTAZ2 pl0:f2
4u
(center (p2 ph1) (p14:sp3 ph6):f2)
4u
DELTAZ pl2:f2 UNBLKGRAD

(p1 ph2)
3u

pl6:gp3 ;0pz3=15 purging geatl

d16
(p3 ph3):f2

do
# ifdef LABEL_CN

(center (p2 ph5) (p22 ph1):f3)
# else

(p2 ph5)
# endif *LABEL_CN*/

do

pl16:gp1*EA ;gpz1 for coherenetestion

d16 pl0:f2

4u

(p24:sp7 ph4):f2
4u

DELTA pl2:f2

(p3 ph4):f2
3u

pl6:gp4 ;gpz4=11 purging geadi

die6

;BIRD
;BIRD
;BIRD
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(p1 ph1)

DELTAS pl0:f2
(center (p2 phl) (p14:sp3 phl):f2)
4u

p16:gp2 ;gpz2 for coherence selectioz1gp80, gpz2 = 20.1 for 13C/1H
DELTAL pl2:f2
4u
;(p3 ph7):f2
;start of homonuclear decoupling evolution
d10 ; Incremented delay

tauA

50u

p16:gp20*1.0 ; CTP, +1.0

d16

(p2 ph20) ;180 (H)

tauD

(p4 ph1l):f2 ; to refocus 1J(CH) evimo during PS-delay
50u

p16:gp20*4.0 ; CTP, +4.0

d16

300u

(p1 ph11) ;BIRD-d (only direciopons, 1H-13C are inverted!!)
DELTA4 pl2:f2 ;BIRD with shaped inwon pulse

4u

(center (p2 phll) (p14:sp3 phl1):f2)

4u

DELTA4

(p1 ph1l) (p4 phl11):f2 ;13C inversion of BIRDscheme

100u

200u pl12:f2

p16:gp20*3.0 ; CTP, +3.0
d16

50u BLKGRAD

d10 ; incremented delay
;end of homonuclear decoupling evolution

4 go=2 ph31 cpd2:f2
30u
dl do:f2 mc#0to 2

F1QF(id10)
F2EA(rd10 & igrad EA, id0 & ip3*2 & ip6*2 & iB1*2)

exit

ph1=0

ph2=1

ph3=0 2

ph4=0022

ph5=0

ph6=0

ph7=0 2

phl1=11112222
ph20=1111111122222222

107



Timari Istvan doktori (PhD) értekezés

ph31=0220200220020220

;pl0 : OW

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pI2 : f2 channel - power level for pulse (default)

;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;pl12: 2 channel - power level for CPD/BB decoungli
;sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree forsiore
;spnam3: Crp60,0.5,20.1

;sp7: f2 channel - shaped pulse 180 degree focus&ing
;spnam?: Crp60comp.4

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse

;pl4: f2 channel - 180 degree shaped pulse forsie

; =500usec for Crp60,0.5,20.1

;p16: homospoil/gradient pulse

;p22: 3 channel - 180 degree high power pulse

;p24: f2 channel - 180 degree shaped pulse focusking
; =2msec for Crp60comp.4

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

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d3 1 1/(2J)XH

;d4 : 1/(4J)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;enst2: = J(XH)

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

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

;nd0: 2

iNS:1*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments

;FNMODE: echo-antiecho

;cpd2: decoupling according to sequence definecployprg?2
;pcpd2: f2 channel - 90 degree pulse for decoupslegence
;enst4: number of points to drop when collectin® Fl

;use gradientratio:  gpl:gp2
; 80:20.1 forC-13
; 80: 8.1 for N-15

;for z-only gradients:

;gpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;gpz20: CTP selection for homonuclear decoupliegneint

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam20: SINE.100

;prepreser-flags-start
;LABEL_CN: for C-13 and N-15 labeled samples sexperiment with
; option -DLABEL_CN (eda: ZGOPTNS)
;prepreser-flags-end
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8.1.2. Valos idedi szélessavu protonlecsatolt HSQC

;ek_ti_rakp_fbhsqcf3_wg2_fn

;pure shift HSQC with real-time acquisition on Fgonel

;using explicit acquisition dwellmode

;using digital mode acquisition

;avance-version - Avance Il, AQS system, SADC digit, RX22 receiver, TopSpin 2.1

;based on hsqcetgpsi2

;using sensitivity improvement

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

;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradiefection
;with decoupling during acquisition

;using trim pulse in inept transfer

;June 26, 2014

;This pulse sequence is part of the following pedtion:

;P. Kiraly, R. W. Adams, L. Paudel, M. Foroozand&hy. Aguilar, I. Timari,

;M. J. Cliff, M. Nilsson, P. Sandor, G. Batta, JWaltho, K. E. Kévér and G. A. Morris,
;J. Biomol. NMR, 2015, 62, 43-52.

;Further relevant publication:
;L. Paudel, R. W. Adams, P. Kiraly, J. A. Aguil, Foroozandeh, M. J. Cliff, M. Nilsson,
;P. Sandor, J. P. Waltho and G. A. Morris, AngeweR. Int. Ed. 2013, 52, 11616-11619.

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

define loopcounter count
define delay dwell

"p2=p1*2"
"p22=p21*2"
"d4=1s/(cnst2*4)"
"d20=1s/(2*cnst2)"

"d11=30m"
"d13=4u"

"do=3u"

"in0=infL/2"

"13=(td1/2)"
"DELTA1=d13+p16+d16+4u"
"DELTA2=d24-p16-d16"
"DELTA3=d4-p16-d16"

# ifdef LABEL_CN
"DELTA=p16+d16+50u+larger(p2,p22)+d0*2"
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# else
"DELTA=50u+p2+d0*2"
# endif *LABEL_CN*/

"d19=dw*12"
"111=(0.5*decim*112/2)"
"113=(112*decim*0.5)"

"count=(ag/d19)-1"

"dwell=(dw/decim)"

;dwellmode explicit

1ze
d11 pl16:f3

2 d1 do:f3
6m pl1:f1

3d11 pli:fl
9m

4 (p1 phl)
d4 pl3:f3
(center (p2 phl) (p22 ph6):f3)
d4

p28 phl

d13

(p1 ph2) (p21 ph3):f3
do

# ifdef LABEL_CN

(center (p2 ph7) (p22 ph1):f3)
# else

(P2 ph7)

# endif *LABEL_CN*/

do

50u UNBLKGRAD
pl6:gpl*1*EA

d16

(p22 ph4):f3

pl6:gpl*-1*EA

d16

DELTA

(center (p1 phl) (p21 ph4):f3)
p16:gp3

d16

DELTA2

(center (p2 phl) (p22 ph1):f3)
DELTA2

pl6:gp3

d16

(center (p1 ph2) (p21 ph5):f3)
pl6:gp4

d16

DELTA3

(center (p2 phl) (p22 phl):f3)
DELTA3
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pl6:gp4

d16

(p1 ph1)
DELTAL

(P2 ph1)

d13

p16:gp9

d16 pl16:f3
4u BLKGRAD

5 ACQ_START(ph30,ph31)

;»initial half chunk
5u pl16:f3
5u cpd3:f3

10u REC_UNBLK
10u syrec
6 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
lo to 6 times 111
10u REC_BLK
10u sytra
5u do:f3
5u UNBLKGRAD

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
d16

5u

(p1 ph8)

d20 pl3:f3

(center (p2 ph9) (p22 ph9):f3)

d20 pl1:fl

(ralign (p1 ph10) (p22 ph9):f3)

5u

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
d16

60u

p19:gp13 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
d16

5u

d31

(p2 ph18)

d31

5u

p19:gp13 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
d16 BLKGRAD

;:looped chunks
7 5u pl16:f3
5u cpd3:f3

10u REC_UNBLK
10u syrec
8 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
lo to 8 times 113
10u REC_BLK
10u sytra
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5u do:f3
5u UNBLKGRAD

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence seleend water suppression during acquisition
d16

5u

(p1 ph8)

d20 pl3:f3

(center (p2 ph9) (p22 ph9):f3)

d20 pl1:f1

(ralign (p1 ph10) (p22 ph9):f3)

5u

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
d16

60u

p19:gp13 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
d16

5u

d31

(p2 ph18)

d31

5u

p19:gp13 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
d16 BLKGRAD

lo to 7 times count

;:final half chunk

5u pl16:f3
5u cpd3:f3

10u REC_UNBLK
10u syrec
9 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
loto 9 times 111
10u REC_BLK
10u sytra
5u do:f3
5u

50u
rcyc=2

10 d1 do:f3 wr #0 if #0 zd
3migrad EA
3m ip5*2
lo to 3 times 2
dilido
3m ip3*2
3m ip6*2
3m ip31*2
loto 4 times 13
11 exit

;Phase Cycling
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ph3=0 2
ph4=00002222
ph5=11113333
ph6=0
ph7=00002222

ph8=0011
ph9=1122
ph10=2233
ph18=0011

ph29=0

ph30=0
ph31=02022020

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pI2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decougli
;pl16: 3 channel - power level for CPD/BB decougli
;pl0: pulse power off [120 dB]
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
;p4 : f2 channel - 180 degree high power pulse
;p21 : f3 channel - 90 degree high power pulse
;p22 : f3 channel - 180 degree high power pulse
;p16: gradient t1 encoding/purging gradient pulsenf]
;p17: gradient pulse [0.5 ms]
;p19: gradient pulse [0.5 ms]
;p28: f1 channel - trim pulse
;d0 : incremented delay (2D) [Bais
;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1
;d4 : 1/(4J)XH
;d24: 1/(43)XH for XH

1/(8J)XH for all multiplicities
;d20: BIRD delay - 1/(2J)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d13: short delay [4 usec]
;d31: short delay [10 usec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;enst2: = J(XH)

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

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

;nd0: 2

iNS:4*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments

;FNMODE: echo-antiecho

;cpd3: decoupling according to sequence definecplprg3
;pcpd3: f3 channel - 90 degree pulse for decoueguence

;use gradientratio: gpl:gp9
; 80:40.2 forC-13
80:16.2 for N-15

;for z-only gradients:
;gpz3: homospoil 42%
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;gpz4: homospoil 67%
;,gpz12: ctp 61%
;0pz13: ctp 31%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam9: SINE.100
;gpnam12: SINE.50
;gpnam13: SINE.50

;preprocessor-flags-start

;LABEL_CN: for C-13 and N-15 labeled samples sexperiment with
;option -DLABEL_CN (eda: ZGOPTNS)

;preprocessor-flags-end

8.1.3. Interferogram-tipusu szélessavu protonlecsait CLIP-HSQC

;ek_ti_hsqcCLIP_2D.GAM

;avance-version

;broadband proton-decoupled CLIP-HSQC

;f2 heteronuclear coupled f2 BIRDd homonuclear deted CLIP-HSQC
;2D H-1/X correlation via double inept transfer

;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient Selec

;using shaped pulses for inversion and refocussmni@ - channel

;BIRD with modified timing

; GAM 18viil2

;. KEK 27ix12

;pseudo 2D data can be reconstructed using thié"psacro available at http://nmr.chemistry.marstiee. ac.uk

;I. Timéri, L. Kaltschnee, A. Kolmer, R. W. Adanid, Nilsson, C. M. Thiele,
;G. A. Morris, K. E. Kévér, Journal of Magnetic Resince 2014, 239, 130-138.

;Further relevant publications:

;A. Enthart, J. C. Freudenberger, J. Furrer, HskesB. Luy, Journal of Magnetic Resonance 2002, B14-322.
;P. Sakhaii, B. Haase, W. Bermel, Journal of MaigriRésonance 2009, 199, 192-198.

;J. A. Aguilar, M. Nilsson, G. A. Morris, Angewared€Chemie International Edition 2011, 50, 9716-9717.

;T. Reinsperger, B. Luy, Journal of Magnetic Resmes2014, 239, 110-120.

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

define delay tauA
define delay tauB

"p2=p1*2"
"p4=p3*2"

"d4=1s/(cnst2*4)"
"d3=1s/(cnst2*2)"
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"d11=30m"

# ifdef LABEL_CN
"p22=p21*2"

# else

# endif *LABEL_CN*/

"do=3u"
"in0=inf2/2"

"DELTA1=d4-pl6-larger(p2,p14)/2-de-8u"
"DELTA2=d4-larger(p2,p14)/2"
"DELTA3=d4-larger(p2,p14)/2-p1*2/pi"

# ifdef LABEL_CN
"DELTA=pl16+d16+larger(p2,p22)+d0*2"
# else

"DELTA=p16+d16+p2+d0*2"

# endif *LABEL_CN*/

"d10=0" ;BIRD
"in10=inf1/2" ;BIRD
"tauA=in10/2-p16-d16-50u" ;BIRD
"tauB=in10/2+50u" ;BIRD

agseq 312

1ze
d11 pl12:f2

2 d1 do:f2
3 (pl1 phl)
DELTAZ2 pl0:f2
4u
(center (p2 ph1) (p14:sp3 ph6):f2)
4u
DELTAZ pl2:f2 UNBLKGRAD

(p1 ph2)

3u

p16:gp3 ;gpz3=15 purging geatl
di6

(p3 ph3):f2

do
# ifdef LABEL_CN

(center (p2 ph5) (p22 ph1):f3)
# else

(p2 ph5)
# endif *LABEL_CN?*/

do

pl16:gpl*EA ; gpz1 for coheresetection
d16 plo:f2

4u

(p24:sp7 ph4):f2

4u

DELTA pl2:f2
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(p3 ph4):f2

3u

pl16:gp4 ;0pz4=11 purging geadi
d16

(p1 ph1)

DELTAS pl0:f2
(center (p2 phl) (p14:sp3 phl):f2)
4u

pl6:gp2 ;gpz2 for coherence selection: gp80,gpz2 = 20.1 for 13C/1H
DELTAL pl2:f2
4u
(p3 ph7):f2
;start of homonuclear decoupling evolution
d1o ; Incremented delay

tauA

50u

p16:gp20*1.0 ; CTP, +1.0
d16

(p2 ph20) ; 180 (H)
tauB

p16:gp20*4.0 ; CTP, +4.0
d16

300u

(p1 ph11) ;BIRD-d (only direciopons, 1H-13C are inverted!!)
d3 pl2:f2

(center (p2 ph11) (p4 ph11):f2)

d3

(p1 ph1l) (p4 ph11):f2 ;13C inversion of BIRDscheme

100u
200u pl12:f2

p16:9p20*3.0 :CTP, +3.0
d16

50u BLKGRAD

d10 ; incremented delay
;end of homonuclear decoupling evolution
4 go=2 ph31
30u
dldo:f2mc#0to2

F1QF(id10)
F2EA(rd10 & igrad EA, id0 & ip3*2 & ip6*2 & iB1*2)

exit

ph1=0

ph2=1

ph3=0 2

ph4=0022

ph5=0

ph6=0

ph7=0 2

phl1=11112222
ph20=1111111122222222
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ph31=0220200220020220

;pl0 : OW

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decougli
;sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree forsiore
;spnam3: Crp60,0.5,20.1

;sp7: f2 channel - shaped pulse 180 degree focusfing
;spnam7: Crp60comp.4

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
;pl4: f2 channel - 180 degree shaped pulse forsie
; =500usec for Crp60,0.5,20.1

;p16: homospoil/gradient pulse

;p22: 3 channel - 180 degree high power pulse
;p24: f2 channel - 180 degree shaped pulse focusking
; = 2msec for Crp60comp.4

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

:d3 : 1/(2J)XH

;d4 : 1/(4J)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;enst2: = J(XH)

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

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

;nd0: 2

NS:1*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments

;FNMODE: echo-antiecho

;enst4: number of points to drop when collectin® Fl

;use gradientratio: gpl:gp2
; 80:20.1 forC-13
; 80: 8.1 for N-15

;for z-only gradients:

;gpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;gpz20: CTP selection for homonuclear decoupliegneint

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam20: SINE.100

;prepreser-flags-start
;LABEL_CN: for C-13 and N-15 labeled samples sexperiment with
; option -DLABEL_CN (eda: ZGOPTNS)
;prepreser-flags-end
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8.1.4. Interferogram-tipusu szélessavu protonlecsalt CLAP-HSQC

;ek_ti_hsqcCLAP_2D.GAM

,avance-version

;broadband proton-decoupled CLAP-HSQC

;f2 heteronuclear coupled f2 BIRDd homonuclear deted CLAP-HSQC
;2D H-1/X correlation via double inept transfer

;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient Selec

;using shaped pulses for inversion and refocussini - channel

;BIRD with modified timing

; GAM 18viil2

; KEK 27ix12

;pseudo 2D data can be reconstructed using thidt"psacro available at http://nmr.chemistry.marstiee ac.uk

;I. Timari, L. Kaltschnee, A. Kolmer, R. W. Adanid, Nilsson, C. M. Thiele,
;G. A. Morris, K. E. Kdévér, Journal of Magnetic Resince 2014, 239, 130-138.

;Further relevant publications:

;A. Enthart, J. C. Freudenberger, J. Furrer, HskesB. Luy, Journal of Magnetic Resonance 2002, B14-322.
;P. Sakhaii, B. Haase, W. Bermel, Journal of MaigriRésonance 2009, 199, 192-198.

;J. A. Aguilar, M. Nilsson, G. A. Morris, Angewargd€hemie International Edition 2011, 50, 9716-9717.

;T. Reinsperger, B. Luy, Journal of Magnetic Resmes2014, 239, 110-120.

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

define delay tauA
define delay tauB

"p2=p1*2"
"p4=p3*2"

"d4=1s/(cnst2*4)"
"d3=1s/(cnst2*2)"
"d11=30m"
"d7=p16+d16+4u"

# ifdef LABEL_CN
"p22=p21*2"

# else

# endif *LABEL_CN*/

"do=3u"
"in0=inf2/2"

"DELTA1=d4-pl6-larger(p2,p14)/2-de-8u"
"DELTA2=d4-larger(p2,p14)/2"
"DELTA3=d4-larger(p2,p14)/2-p1*2/pi"

# ifdef LABEL_CN
"DELTA=pl6+d16+larger(p2,p22)+d0*2"
# else

"DELTA=p16+d16+p2+d0*2"
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# endif *LABEL_CN*/

"d10=0"

"in10=inf1/2"
"tauA=in10/2-p16-d16-50u"
"tauB=in10/2+50u"

agseq 312

1ze
d11 pl12:f2

2 d1 do:f2
3 (pl1 phl)
DELTAZ2 pl0:f2
4u
(center (p2 phl) (p14:sp3 ph6):f2)
4u
DELTAZ pl2:f2 UNBLKGRAD

(p1 ph2)

3u

p16:gp3 ;gpz3=15 purging geatl
di6

(p3 ph3):f2

do

# ifdef LABEL_CN

(center (p2 ph5) (p22 phl):f3)
# else

(p2 ph5)

# endif *LABEL_CN?*/

do

pl16:gpl*EA ; gpzl for coherence selection
d16 plo:f2

4u

(p24:sp7 ph4):f2

4u

DELTA pl2:f2

(p3 ph4):f2
3u

pl16:gp4 ;0pz4=11 purging geadi
di6

(p1 phl)
d7

p2 phl
4u

;BIRD
;BIRD
;BIRD
;BIRD

pl16:gp2 ;gpz2 for coherended®mn: gpz1 = 80, gpz2 = 20.1 for 13C/1H

d16
d10 ; Incremented delay

tauA
50u
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p16:gp20*1.0 ; CTP, +1.0
d16

(p2 ph20) ;180 (H)
tauB

p16:gp20*4.0 ; CTP, +4.0
d16

300u

(p1 ph11) ;BIRD-d (only direciopons, 1H-13C are inverted!!)

d3 pl2:f2
(center (p2 phl1l) (p4 phl1):f2)
d3

(p1 ph1l) (p4 ph11):f2 ;13C inversion of BIRDscheme

100u

200u pl12:f2

p16:gp20*3.0 ; CTP, +3.0
d16

50u BLKGRAD

d10 ; incremented delay

4 go=2 ph31
30u
dl do:f2 mc#0to 2

F1QF(id10)
F2EA(rd10 & igrad EA, id0 & ip3*2 & ip6*2 & iB1*2)

exit

phl1=11112222
ph20=1111111122222222

ph31=0220200220020220

;pl0 : OW

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pI2 : f2 channel - power level for pulse (default)

;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decougli
;sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree forsiore
;spnam3: Crp60,0.5,20.1

;Sp7: f2 channel - shaped pulse 180 degree focusfing
;spnam7: Crp60comp.4

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse

;p14: f2 channel - 180 degree shaped pulse forsie

; =500usec for Crp60,0.5,20.1

;p16: homospoil/gradient pulse

;p22: f3 channel - 180 degree high power pulse

;p24: f2 channel - 180 degree shaped pulse focusking

120

;end of homonuclear decoupling evolution



Méagneses magrezonancia (NMR) médszerek tovablatégesszélessavi homonuklearis protonlecsatoldstbsével

;= 2msec for Crp60comp.4

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d3 1 1/(2J)XH

;d4 : 1/(4J)XH

;d11: delay for disk 1/O [30 msec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery
;enst2: = J(XH)

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

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

;nd0: 2

iNS:1*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments

;FNMODE: echo-antiecho

;cnst4: number of points to drop when collectin® FI

;use gradient ratio:  gpl:gp2
; 80:20.1 forC-13
; 80: 8.1 for N-15

;for z-only gradients:

;gpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;gpz20: CTP selection for homonuclear decoupliegneint

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam20: SINE.100

;preprsser-flags-start
;LABEL_CN: for C-13 and N-15 labeled samples sexperiment with
; option -DLABEL_CN (eda: ZGOPTNS)
;preprsser-flags-end

8.1.5. Valos ideidi szélessavu protonlecsatolt CLIP-HSQC

;ek_ti_hsqcCLIP_f3

;broadband proton-homodecoupled CLIP-HSQC with-tiea¢ acquisition on F3 channel
;designed for the measurement of one-bond hetelesrucoupling constants
;avance-version (08/04/15) - Avance Il, AQS syst8ADC digitizer, RX22 receiver, TopSpin 2.1
;using digital mode acquisition

;using explicit acquisition dwellmode

;using gradients during acquisition for water-sugssion

;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradiefection

;without decoupling during acquisition

;16-step phase sequence from chunk to chunk

;4-step phase cycle from scan to scan

;This pulse sequence is part of

;Istvan Timari, Lukas Kaltschnee, Maria H. Raicsli¥Roth, Nicholle G. A. Bell, Ralph W. Adams,

;Mathias Nilsson, Dusan Uhrin, Gareth A. Morrisri8tina M. Thiele and Katalin E. Kovér,

;"Real-time broadband proton-homodecoupled CLIP/EHASQC for automated measurement of heteronuclear
;one-bond coupling constants",

;manuscript submitted
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;Further relevant publications:

;A. Enthart, J. C. Freudenberger, J. Furrer, HskesB. Luy, J. Magn. Reson. 2008, 192, 314-322.
;1. Timari, L. Kaltschnee, A. Kolmer, R. W. Adanid, Nilsson, C. M. Thiele,

;G. A. Morris, K. E. Kbvér, J. Magn. Reson. 201392130-138.

;L. Paudel, R. W. Adams, P. Kiraly, J. A. Aguil, Foroozandeh, M. J. CIiff,

;M. Nilsson, P. Sandor, J. P. Waltho, and G. A. ii4or

;Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 52, 11616-11619.

;P. Kiraly, R. W. Adams, L. Paudel, M. Foroozand&hi. Aguilar, I. Timari, M. J. CIiff,

:M. Nilsson, P. Sandor, G. Batta, J. P. WalthoEKK&vér and G. A. Morris,

;J. Biomol. NMR, 2015, 62, 43-52.

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

define loopcounter count
define delay dwell

"p2=pl*2"
"p22=p21*2"
"d4=1s/(cnst2*4)"
"d11=30m"
"do=3u"

"in0=infL/2"
"I3=(td1/2)"

"d20=(1s/(2*cnst2))-5u"
"DELTA3=d4-p16-d16-5u"
"DELTA=p16+d16+p2+d0*2"

"d19=dw*12"
"[11=(0.5*decim*112/2)"
"[13=(I112*decim*0.5)"
"count=(ag/d19)-1"
"dwell=(dw/decim)"

;dwellmode explicit

1ze
dil

2 d1 do:f3
3m pll1:fl

3d11 pli:fl
om

4 15u rppl8 ;;reset phase pointers before eanhiénat

15u rppl9
15u rpp20
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15u rpp21
15u rpp22
15u rpp23 ;;reset phase pointers

15u rp19 ;;reset phase ph19 to original value
15u rp21 ;;reset phase ph21 to original value
15u rp22 ;;reset phase ph22 to original value

15u ip23*2 ;;phase ph23 inverted at every otbang1H 180)
15uiul ;|11 = Oinitial value, 11 = 1, 2, &; 4 depending on the actual value of NS

if "I1 <= 4" goto labl
15u rul ;11 'scan countepehdent - varies between 1 - 4
15u iul

labl, 15u

if "|1 >=3" goto lab2
15u ip19*2
15u ip21*2
15u ip22*2

lab2, 15u ip19*2 ;phase ph19 (BIRD 1H-180), pBIRD 13C-180) and ph22 (second 13C-180) investedvery
3rd and 4th scan
15u ip21*2
15u ip22*2

5 (p1 phl)
d4 pl3:f3
(center (p2 ph1) (p22 ph6):f3)
d4 UNBLKGRAD
(p1 ph2)
3u
pl6:gp4
di6
(p21 ph3):f3
do

(P2 ph1)
do

pl6:gpl
d16

4u

(p22 ph1):f3
4u

DELTA

(p21 ph5):f3

p16:gp5

d16

(p1 ph7)

d4

(center (p2 phl) (p22 phl):f3)
5u

pl6:gp9*EA

die6
DELTA3 BLKGRAD

(p21 ph4):f3 ;purging rasadlantiphase magn.
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6 ACQ_START(ph30,ph31) ;initial hatiunk
5u
5u ;detectiontvaitit decoupling
10u REC_UNBLK
10u syrec

7 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
loto 7 times 111
10u REC_BLK
10u sytra
5u
5u UNBLKGRAD

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
di6 ;p17 = max. 500 us

5u

(p1 ph18")

d20

5u

(center (p2 ph19”) (p22 ph217):f3)

5u

d20

(ralign (p1 ph20") (p22 ph22°):13)

5u

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
d16

60u

pl9:gpl3  ;gradient pulse for coherence selecind water suppression during acquisition
di6 ;p19 = max. 500 us

10u

(p2 ph237)

10u

p19:gp13 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
d16 BLKGRAD

;;looped chunks
8 5u
5u
10u REC_UNBLK
10u syrec
9 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
lo to 9 times 113
10u REC_BLK
10u sytra
5u
5u UNBLKGRAD

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
di6 ;p17 = max. 500 us

5u

(p1 ph18")

d20

5u

(center (p2 ph19”) (p22 ph217):f3)
5u

d20

(ralign (p1 ph20") (p22 ph22°):13)
5u
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pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence seleend water suppression during acquisition
d16

60u

p19:gp1l3  ;gradient pulse for coherence selecind water suppression during acquisition
di6 ;p19 = max. 500 us

10u

(p2 ph237)

10u

p19:gp13 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
d16 BLKGRAD

lo to 8 times count
»final half chunk

5u
5u
10u REC_UNBLK
10u syrec
10 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
loto 10 times 111
10u REC_BLK
10u sytra
5u
5u

50u
rcyc=2

11 d1 do:f3 wr #0 if #0 zd
3migrad EA
lo to 3 times 2

d11ido

3m ip3*2

3m ip6*2

3m ip31*2
loto 4 times I3

12 exit

;Phase Cycling

;12 4 8 16 32
phl=0

ph2=1

ph3=00002222
ph5=0000000022222222

ph6=0

ph8=0 ;BIRD 1st 1H 90
ph9=13 ;BIRD 1H 180
ph10=2 ;BIRD 2nd 1H 90
ph11=1 3 ;BIRD 13C 180
ph12=0 2 ;BIRDd 13C 180
ph13=0 2 ;1H 180
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ph29=0000222222000022 ;MLEVy8le doubled!!

ph18=ph8 + ph29 ;phase sequence from chunk tokéhu
ph19=ph9 + ph29
ph20=ph10 + ph29
ph21=ph11 + ph29
ph22=ph12 + ph29
ph23=ph13 + ph29

ph30=0
ph31=0000222222220000

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pI2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decougli
;pl16: 3 channel - power level for CPD/BB decougli
;pl0: pulse power off [120 dB]

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse

;p4 : f2 channel - 180 degree high power pulse
;p21 : f3 channel - 90 degree high power pulse
;p22 : £3 channel - 180 degree high power pulse
;p16: gradient t1 encoding/purging gradient pulsenf]
;p17: gradient pulse [0.5 ms]

;p19: gradient pulse [0.5 ms]

;d0 : incremented delay (2D) [Bais

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

:d4 : 1/(4J)XH

;d20: BIRD delay - 1/(2J)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery
11:=0

;enst2: = J(XH)

;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)
;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)
;nd0: 2

iNS: 4 *n

;DS: >=16

;td1: number of experiments
;FNMODE: echo-antiecho

;use gradientratio:  gpl:gp9
; 80:20.1 forC-13
; 80: 8.1 for N-15

;for z-only gradients:
;gpz4: homospoil 13%
;gpz4: homospoil 27%
;0pz12: ctp 61%
;gpz13: ctp 31%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam5: SINE.100
;gpnam9: SINE.100
;gpnam12: SINE.50
;gpnam13: SINE.50
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8.1.6. Valos idefi szélessavu protonlecsatolt CLAP-HSQC

;ek_ti_hsqcCLAP_f3

;broadband proton-homodecoupled CLAP-HSQC with-tiea acquisition on F3 channel
;designed for the measurement of one-bond hetelesrucoupling constants
;avance-version (08/04/15) - Avance Il, AQS syst8ADC digitizer, RX22 receiver, TopSpin 2.1
;using digital mode acquisition

;using explicit acquisition dwellmode

;using gradients during acquisition for water-s@gsgion

;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradietgction

;without decoupling during acquisition

;16-step phase sequence from chunk to chunk

;4-step phase cycle from scan to scan

;This pulse sequence is part of

;Istvan Timéari, Lukas Kaltschnee, Maria H. Raicsli¥Roth, Nicholle G. A. Bell, Ralph W. Adams,
;Mathias Nilsson, Dusan Uhrin, Gareth A. MorrisriStina M. Thiele and Katalin E. Kovér,
;"Real-time broadband proton-homodecoupled CLIP/@HASQC for automated measurement of heteronuclear
;one-bond coupling constants",

;manuscript submitted

;Further relevant publications:

;A. Enthart, J. C. Freudenberger, J. Furrer, HskesB. Luy, J. Magn. Reson. 2008, 192, 314-322.
;1. Timéri, L. Kaltschnee, A. Kolmer, R. W. Adantd, Nilsson, C. M. Thiele,

;G. A. Morris, K. E. Kévér, J. Magn. Reson. 201392130-138.

;L. Paudel, R. W. Adams, P. Kiraly, J. A. Aguil, Foroozandeh, M. J. CIiff,

;M. Nilsson, P. Sandor, J. P. Waltho, and G. A. i4or

;Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 52, 11616-11619.

;P. Kiraly, R. W. Adams, L. Paudel, M. Foroozand&hi. Aguilar, I. Timari, M. J. CIiff,

;M. Nilsson, P. Sandor, G. Batta, J. P. WalthoEKK&vér and G. A. Morris,

;J. Biomol. NMR, 2015, 62, 43-52.

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

define loopcounter count
define delay dwell

"p2=p1r2"
"p22=p21*2"
"d4=1s/(cnst2*4)"
"d11=30m"
"d0=3u"

"in0=inf1/2"
"I3=(td1/2)"
"d20=(1s/(2*cnst2))-5u"

"DELTA3=d4-p16-d16-5u"
"DELTA=p16+d16+p2+d0*2"
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"d19=dw*12"
"111=(0.5*decim*|12/2)"
"113=(112*decim*0.5)"
"count=(ag/d19)-1"
"dwell=(dw/decim)"

;dwellmode explicit

1ze
di1

2 d1 do:f3
3m pl1:fl

3d11 pli:fl
9m

4 15u rppl8 ;;reset phase pointers before eanbiénat
15u rppl9
15u rpp20
15u rpp21
15u rpp22
15u rpp23 ;;reset phase pointers

15u rp19 ;; reset phase ph19 to original value
15u rp21 ;; reset phase ph21 to original value
15u rp22 ;; reset phase ph22 to original value

15u ip23*2 ;; phase ph23 inverted at every otioan (1H 180)

15uiul ;11 = Oinitial value, 11 = 1, 2, &; 4 depending on the actual value of NS

if "I1 <= 4" goto labl

15u rul ;11 'scan cauhtiependent - varies between 1 - 4

15uiul
labl, 15u

if "|1 >=3" goto lab2
15u ip19*2
15u ip21*2
15u ip22*2

lab2, 15u ip19*2 ;phase ph19 (BIRD 1H-180), pBIRD 13C-180) and ph22 (second 13C-180) investedvery

3rd and 4th scan
15u ip21*2
15u ip22*2

5 (p1 phl)
d4 pl3:f3
(center (p2 ph1) (p22 ph6):f3)
d4 UNBLKGRAD
(p1 ph2)
3u

pl6:gp4
di6

(p21 ph3):f3
do

(p2 ph1)
do
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pl6:gpl
d16

4u

(p22 ph1):f3
4u

DELTA

(p21 ph5):f3
p16:gp5
d16

(p1 ph7)

d4

(P2 ph1)

5u

pl6:gp9*EA

d16

DELTA3 BLKGRAD

6 ACQ_START(ph30,ph31) ;initial hatiunk
5u
5u ;detectiontvaitit decoupling
10u REC_UNBLK
10u syrec

7 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
loto 7 times 111
10u REC_BLK
10u sytra
5u
5u UNBLKGRAD

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
di6 ;p17 = max. 500 us

5u

(p1 ph18%)

d20

5u

(center (p2 ph19”") (p22 ph217):f3)

5u

d20

(ralign (p1 ph20") (p22 ph227):f3)

5u

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
d16

60u

pl19:gp1l3  ;gradient pulse for coherence selecind water suppression during acquisition
di6 ;p19 = max. 500 us

10u

(p2 ph237)

10u

p19:gp13 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
d16 BLKGRAD

;:looped chunks
8 5u
5u
10u REC_UNBLK
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10u syrec
9 dwell DWL_CLK_ON

dwell DWL_CLK_OFF
loto 9 times 113

10u REC_BLK

10u sytra

5u

5u UNBLKGRAD

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence seleeind water suppression during acquisition
di6 ;p17 = max. 500 us

5u

(p1 ph187)

d20

5u

(center (p2 ph19”) (p22 ph217):f3)
5u

d20

(ralign (p1 ph20") (p22 ph227):f3)
5u

pl7:gpl2 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
d16

60u

pl19:gp1l3  ;gradient pulse for coherence selecind water suppression during acquisition
di6 ;p19 = max. 500 us

10u

(p2 ph237)

10u

p19:gp13 ;gradient pulse for coherence Seleeind water suppression during acquisition
d16 BLKGRAD

lo to 8 times count
;:final half chunk

5u
5u
10u REC_UNBLK
10u syrec
10 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
loto 10 times 111
10u REC_BLK
10u sytra
5u
5u

50u
rcyc=2

11 d1 do:f3 wr #0 if #0 zd
3migrad EA
lo to 3 times 2

d11ido

3m ip3*2

3m ip6*2

3m ip31*2

lo to 4 times 13
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12 exit

;Phase Cycling

;12 4 8 16 32
phl=0

ph2=1

ph3=00002222
ph5=0000000022222222
ph6=0

ph7=0

ph4=0

ph8=0 ;BIRD 1st 1H 90
ph9=13 ;BIRD 1H 180
ph10=2 ;BIRD 2nd 1H 90
ph11=1 3 ;BIRD 13C 180
ph12=0 2 ;BIRDd 13C 180
ph13=0 2 ;1H 180

ph29=0000222222000022 ;;MLEVy8le doubled!!

ph18=ph8 + ph29 ;phase sequence from chunk tak¢hu
ph19=ph9 + ph29
ph20=ph10 + ph29
ph21=phll + ph29
ph22=ph12 + ph29
ph23=ph13 + ph29

ph30=0
ph31=0000222222220000

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;P12 : f2 channel - power level for pulse (default)
;pI3 : f3 channel - power level for pulse (default)
;pl12: 2 channel - power level for CPD/BB decoungli
;pl16: 3 channel - power level for CPD/BB decougli
;pl0: pulse power off [120 dB]

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse

;p4 : f2 channel - 180 degree high power pulse
;p21 : f3 channel - 90 degree high power pulse
;p22 : f3 channel - 180 degree high power pulse
;p16: gradient t1 encoding/purging gradient pulsenf]
;p17: gradient pulse [0.5 ms]

;p19: gradient pulse [0.5 ms]

;dO : incremented delay (2D) [@ais

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d4 : 1/(4J)XH

;d20: BIRD delay - 1/(2J)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery
1:=0

;enst2: = J(XH)

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

iNS: 4 *n

;DS: >=16

;td1: number of experiments
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;FNMODE: echo-antiecho

;use gradient ratio:  gp1l:gp9
; 80:20.1 forC-13
; 80: 8.1 for N-15

;for z-only gradients:
;gpz4: homospoil 13%
;gpz4: homospoil 27%
;,gpz12: ctp 61%
;,gpz13: ctp 31%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam5: SINE.100
;gpnam9: SINE.100
;gpnam12: SINE.50
;gpnam13: SINE.50

8.1.7. Interferogram-tipusl, Zangger-Sterk szélessé protonlecsatolt CPMG-
HSQMBC

;ek_ti_cpmg_hsqmbc2D_ps

;broadband proton-proton - decoupled CPMG-HSQMBC

;pseudo 2D experiment used for precise and accdeademination of long-range heteronuclear couptiogstants
;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient elec

;using CPMG for polarization transfer to avoid exan of J(HH)

;using composite 13C and 1H 180 pulses in CPMG

;using Zangger-Sterk based broadband proton-pagooupling scheme

;J(HH) is refocussed at the centre of chunk

;pseudo 2D data can be reconstructed using thié"psacro available at http://nmr.chemistry.marstiee. ac.uk

;This pulse sequence is part of the following pedtion:

;1. Timéri, T.Z. lllyés, R.W. Adams, M. Nilsson, Bzilagyi, G.A. Morris, K.E. Kovér:

;"Precise measurement of long-range heteronuctagling constants by a novel broadband proton-pretecoupled
;CPMG-HSQMBC method"

;Chem. Eur. J. 2015, 21, 3472-3479.

;Further relevant publications:
;K.E. Kbvér, G. Batta, K. Fehér, J. Magn. Resord&181, 89-97.
;J.A. Aguilar, S. Faulkner, M. Nilsson, G.A. Morriéngew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 3901-3903.

;Bruker Avance Il version, July 31, 2014

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

define delay tauA

define delay tauB
define delay tauC
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"in10=inf1/2"
"in0=inf2/2"

"d10=0"
"do=3u"

"p2=p1*2"

"tauA=in10/2-p16-d16-50u"
"tauB=in10-p16-d16-300u"
"tauC=in10/2-p16-d16-350u-(dw*2)-(dw*2*cnst4)-de"

"p4=p3*2"

"d11=30m"

"d13=3u"
"d7=d13+p16+d16+4u"
"d20=p16+d16+p2+d0*2"

agseq 312

1ze

2 d1 do:f2
dll pl1:fl1

3 plphl

4 d15 pl2:f2 ;CPMG-sequence folapzation transfer with XY-16 phase cycle
(p1 ph20) (p3 ph20):f2
3u
(p2 ph21) (p4 ph217):f2  ;~ increment phasmter of ph21
3u

(p1 ph20) (p3 ph207):f2  ;* increment phasier of ph20 - composite 1H, 13C pulse
d15 ;d15=120-150us
loto 4 times |1 ;p1 should be caiied to p1=p3 at pl1!!!

;11 = multiple of 16

;long-range couplienplution = (2*d15+2*p4+6)*I1 (ca. 70-90 ms)

(p1 ph2)

d13 UNBLKGRAD

pl6:gp3 ;gpz3=15 purging
d16

(p3 ph3):f2

do

p2 ph5

do

pl6:gpl ;gpz1=80, cohereratection
d16

(p3 ph14):f2 ;comp. 13C 180 pulse
(p4 ph4):f2
(p3 ph14):f2

d20

(p3 ph4):f2

di13

pl16:gp4 ;0pz4=11 purging
di6

(p1 ph16)
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d7

(p2 ph19)

di3

p16:gp2*EA ;gpz2=20.1 for echdiacho coherence selection
d16

4u

d10 ; Incremented delay favdalband proton-proton decoupling protocol

tauA

50u

p16:gp5*1.0 ; CTP, +1.0*
di6

p2 ph17 ;180 (H)

tauB
p16:9p5*4.0 ; CTP, +4.0*
di6

300u gron6 ; Slice selection gratién
pl2:sp2:f1 ph18:r ; 180 (selective)

100u groff ; Slice selection gradi€xif
200u

p16:gp5*3.0 ; CTP, +3.0*
die6

50u BLKGRAD

tauC

d10 ; incremented delay

5 go=2 ph31
30u
dl do:f2 mc#0to2
F1QF(id10)
F2EA(rd10 & igrad EA, id0)

6 exit

ph1=0

ph2=1

ph11=2

ph12=3
ph20=1212212130300303
ph21=0101101023233232
ph3=0 2

ph4=0022

ph14=1133

ph5=0

ph16=0

ph19=1

ph17=0

ph18=00001111

ph31=02202002
;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pI2 : f2 channel - power level for pulse (default)

;Sp2: selective pulse power level
;spoffs2: selective pulse offset (0 Hz)
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;spnam2: file name for selective pulse

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
;p4 : f2 channel - 180 degree high power pulse
;p12: selective 180 pulse width

;p16: homospoil/gradient pulse

;d0 : incremented delay [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7: =d13+p16+d16+4u

;d10: incremented delay, set initial value to 0 s
;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d13: short delay [3 usec]
;d15: interpulse delay

;d16: delay for homospoil/gradient recovery
;d20: =p16+d16+p2+d0*2

;11: loop for CPMG

;enst4: number of points to drop when collectin® Fl
;NS: number of scans

;DS: number of dummy scans, >= 32

;td1: number of chunks to acquire

;FNMODEL1: QF

;FNMODEZ2: Echo-Antiecho

;gpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;gpz3: purging gradient (15%)

;gpz4: purging gradient (11%)

;gpz5: CTP gradient (18%)

;gpz6: slice selection gradient

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam5: SINE.100

8.1.8. Valos idedi, Zangger-Sterk szélessavu protonlecsatolt CPMG-HI@BC
;ek_ti_rt_zs_cpmg_hsgmbc2D

;Zangger-Sterk based broadband homonuclear decb@s®G-HSQMBC with real-time acquisition
;using explicit acquisition dwellmode

;using digital mode acquisition

;avance-version - Avance Il, AQS system, SADC digit, RX22 receiver, TopSpin 2.1

;used for precise determination of long-range loetigclear coupling constants
;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient Selec

;using CPMG for polarization transfer to avoid exan of J(HH)

;using composite 13C and 1H 180 pulses in CPMG

;using Zangger-Sterk based broadband proton-pagooupling scheme

;with no decoupling during acquisition

#include <Avance.incl>
#include <Delay.incl>
#include <Grad.incl>
#include <De.incl>
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define loopcounter count
define delay dwell

"p2=p1*2"

"p4=p3+2"

"do=3u"

"d11=30m"

"d13=3u"
"d7=d13+p16+d16+13u"
"d20=p16+d16+p2+d0*2+5u"

"in0=inf1/2"
"d19=dw*12"
"[11=(0.5*decim*112/2)"
"[13=(I112*decim*0.5)"
"count=(ag/d19)-1"
"dwell=(dw/decim)"
;;dwellmode explicit
1ze

d11
2 d1 do:f2

d11

3dil

4 15u rpp27 ;reset phase pointers before eachi¢ran

15u rpp28

15u rp28 ;reset phase ph28 to original value

15u ip27*2 ;phase ph27 inverted at every othang@éH 180)

15uiu2 ;12 =0 initial value, 12 = 1, 2, ¥, 4 depending on the actual value of NS

if "I2 <= 4" goto lab1

15u ru2 ;12 'scan countepetalent - varies between 1 - 4

15u iu2
lab1, 15u

if "|2 >=3" goto lab2
15u ip28*2

lab2, 15u ip28*2 ;phase ph28 (selective 1H-180¢rted at every 3rd and 4th scan

5d11 pl1:fl
(p1 phl)

6 di5 pl2:f2 ;CPMG-sequence folapization transfer with XY-16 phase cycle

(p1 ph20) (p3 ph20):f2
3u

(p2 ph21) (p4 ph217):f2  ;* increment phasiter of ph21
3u

(p1 ph20) (p3 ph207):f2  ;* increment phasifer of ph20 - composite 1H, X pulse
di5 ;d15=140-150us (dli43-150us is good for suppression of J(HH) evohjtio
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loto 6 times I1 ;p1 should be caiied to p1=p3 at pl1!!!
;11= multiple of 18!
;long-range coupleplution = (2*d15+2*p4+6)*I1 (ca. 50-90 ms)

(p1 ph2)

d13 UNBLKGRAD

p16:gp3 ;gpz3=19

d16

(p3 ph3):f2

do

(p2 phb)

do

5u
pl6:gpl ;gpz1=80
d16

(p3 ph14):f2  ;comp. X 180 pulse
(p4 ph4):f2
(p3 ph14):f2

d20

(p3 ph4):f2

d13

pl6:gp4 ,gpz4=11
d16

(p1 ph22)

d7

5u

(p2 ph23)
5u

d13
pl6:gp2*EA
d16

6.5u plo:f1

6.5u gron21
(p12:sp12 ph24):f1
6.5u groff

6.5u BLKGRAD

ACQ_START(ph30,ph31) ;detection of first halfuck

20u REC_UNBLK
20u syrec
7 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
loto 7 times 111
20u REC_BLK
20u sytra

8 10u pl1:f1

10u UNBLKGRAD
pl7:gp16
d16

5u
(p2 ph27)

5u
pl7:gp16
d16 ipp27
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100u

pl7:gpl7
d16
5u plO:fl
5u gron21
(p12:sp12 ph28):f1
5u groff
5u ipp28
pl7:gpl7
d16 BLKGRAD

9 20u REC_UNBLK ;detection of chunks
20u syrec
10 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
loto 10 times 113
20u REC_BLK
20u sytra

11 10u pl1:f1
10u UNBLKGRAD
pl7:gp16
di6
5u

(p2 ph27)
5u

pl7:gpl6
d16 ipp27

100u

pl7:gpl7
d16
5u plO:f1
5u gron21
(p12:sp12 ph28):f1
5u groff
5u ipp28
pl7:gpl7
d16 BLKGRAD

lo to 9 times count

12 20u REC_UNBLK ;detection of last hetiunk
20u syrec
13 dwell DWL_CLK_ON
dwell DWL_CLK_OFF
loto 13 times 111
20u REC_BLK
20u sytra

50u
rcyc=2

dl do:f2 mc #0 to 2
F1EA(igrad EA, id0)

14 exit
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ph1=0

ph2=1
ph20=1212212130300303
ph21=0101101023233232
ph3=0022

ph4=00002222
ph14=11113333

ph5=0

ph22=0

ph23=0

ph24=0
ph27=0101101023233232
ph28=0101101023233232

ph30=0
ph31=00222200

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;Spl2: selective pulse power level

;spoffs12: selective pulse offset (0 Hz)
;spnaml2: file name for selective pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
;p4 : f2 channel - 180 degree high power pulse
;p12: selective 180 pulse width

;p16: homospoil/gradient pulse

;p17: gradient pulse [m@xe ms]
;d0 : incremented delay [3d)se

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7: =d13+p16+d16+13u

;d11: delay for disk I/O [30 ea}
;d13: short delay [3aise
;d15: interpulse delay [14B1usec]

;d16: delay for homospoil/gradient recover [2G@c]
;d20: =p16+d16+p2+d0*2+5u

;11: loop for CPMG

;12: scan counter, initial value = O!!!

;112: loop for chunk time

;NS: number of scans

;DS: number of dummy scans, >= 32

;FNMODE: Echo-Antiecho

;gpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 32.38% for P-31, 15.257%Se¢77, 8.1% for N-15
;gpz3: purging gradient (19%)

;gpz4: purging gradient (11%)

;gpz16: CTP gradient (31%)

;gpz17: CTP gradient (71%)

;gpz21: slice selection gradient

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam16: SINE.50
;gpnaml17: SINE.50
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8.1.9. Interferogram-tipust, PSYCHE szélessavu protlecsatolt CPMG-
HSQMBC

;ek_ti_psyche_cpmg_hsgmbc

;PSYCHE CPMG-HSQMBC

;pseudo 2D experiment used for precise and accdeademination of ;long-range heteronuclear cogptionstants
;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient elec

;using CPMG for polarization transfer to avoid extan of J(HH)

;using composite X and 1H 180 pulses in CPMG

;using PSYCHE (Pure Shift Yielded by Chirp Excitatj approach for ;broadband homonuclear decoupling
;J(HH) is refocussed at the centre of chunk

;pseudo 2D data can be reconstructed using thié"psacro available at http://nmr.chemistry.marstiee. ac.uk

;This pulse sequence is part of the following pedtion:

;1. Timari, L. Szilagyi, K.E. Koévér:

;"PSYCHE CPMG-HSQMBC: An NMR spectroscopic method fprecise and simple measurement of long-range
;heteronuclear coupling constants

;Chem. Eur. J. 2015, 21, 13939-13942."

;Further relevant publications:

;1. Timéri, T.Z. lllyés, R.W. Adams, M. Nilsson, Bzilagyi, G.A. ;Morris, K.E. Kovér, Chem. Eur.2D15

K.E. Kbvér, G. Batta, K. Fehér, J. Magn. Resord®01.81, 89-97.

;M. Foroozandeh, R.W. Adams, N.J. Meharry, D. Jegan M. Nilsson, ;G.A. Morris, Angew. Chem. Intd.2014, 53,
6990-6992.

;M. Foroozandeh, R.W. Adams, M. Nilsson, G.A. Msrd. Am. Chem. Soc. ;2014, 136 (34), 11867-11869.
;Bruker Avance Il version, January 30, 2015

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

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

define delay tauA
define delay tauB

"in10=inf1/2"
"in0=inf2/2"

"d10=0"
"do=3u"

"p2=p1*2"

"p4=p3*2"

"d11=30m"

"d13=3u"
"d7=d13+p16+d16+4u"
"d20=p16+d16+p2+d0*2"

"tauA=in10/2-p18-d18-50u"
"tauB=(dw*2*cnst4)+d18+50u"

agseq 312
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1ze

2 d1 do:f2
d11 pl1:f1

3 plphl

4 d15 pl2:f2 ;CPMG-sequence fdapeation transfer with XY-16 phase cycle
(p1 ph20) (p3 ph20):f2
3u

(p2 ph21) (p4 ph217):f2  ;~ increment phasien of ph21
3u
(p1 ph20) (p3 ph207):f2  ;* increment phasmeo of ph20 - composite 1H, X pulse
d15 ;d15=140-150us
loto 4 times I1 ;p1 should be calibthto p1=p3 at pl1!!!
;11= multiple of 16!

;long-range couplenplution = (2*d15+2*p4+6u)*I1 (ca. 50-90 ms)

(p1 ph2)

d13 UNBLKGRAD
p16:gp3

d16

(p3 ph3):f2

do

p2 ph5

do

pl6:gpl
d16

(p3 ph14):f2 ;comp. X 180 pulse
(p4 ph4):f2
(p3 ph14):f2

d20

(p3 ph4):f2
d13
pl6:gp4
d16

(p1 ph16)
d7

(p2 ph19)
d13
pl6:gp2*EA
d16

4u

d1o ;Incremented delaytfmadband homonuclear decoupling protocol
tauA
50u
p18:gp8
d18
p2 phl7
50u
p18:gp8
dis
tauA
p19:gp9
d19
10u plO:f1
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tauB

10u

10u gron12
(p11:spll ph18):f1

10u

10u groff
d18
10u pl1:f1
p19:gp9
d19
50u BLKGRAD

d10 ;Incremented delaylfoyvadband homonuclear decoupling protocol

5 go=2 ph31
30u
dldo:f2mc#0to2
F1QF(id10)
F2EA(rd10 & igrad EA, id0)

exit

ph1=0

ph2=1
ph20=1212212130300303
ph21=0101101023233232
ph3=02

ph4=0022

ph14=1133

ph5=0

ph16=0000

ph19=1111

ph17=0

ph18=00001111

ph31=02202002

;pI1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;spll: selective pulse (PSYCHE chirp element) pdexesl
;spoffsll: selective pulse offset (0 Hz)

;spnaml1: file name for selective pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulselwidt
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulsetwidt
;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse lwidt
;p4 : f2 channel - 180 degree high power pulsetwidt
;p11: duration of PSYCHE chirp pulse element
;p16: homospoil/gradient pulse width

;p18: CTP gradient pulse width

;p19: CTP gradient pulse width

,d0 : incremented delay [8als

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d7: =d13+p16+d16+4u

;d10: incremented delay, set initial value to 0 s

;d11: delay for disk I/O [Btsec]
;d13: short delay Eeq]
;d15: interpulse delay [118D usec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery [23@c]
;d18: delay for homospoil/gradient recovery [4et]
;d19: delay for homospoil/gradient recovery [det]
;d20: =p16+d16+p2+d0*2
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;11: loop for CPMG

;cnst4: number of points to drop when collectin® FI
;NS: number of scans

;DS: number of dummy scans, >= 32

;td1: number of chunks to acquire

;FNMODEL: QF

;FNMODEZ2: Echo-Antiecho

;gpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 15.257% for Se-77, 8.1%Net5
;gpz3: purging gradient (19%)

;gpz4: purging gradient (11%)

;gpz8: CTP gradient (49%)

;gpz9: CTP gradient (77%)

;gpz12: gradient under PSYCHE chirp pulse elem&® %)

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam8: SINE.100
;gpnam9: SINE.100
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