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I. BEVEZETÉS, CÉLKITŰZÉSEK 
 

A mágneses magrezonancia (NMR) spektroszkópia az egyik leghatékonyabb 
eszköz molekulák szerkezetének, dinamikai jellemzőinek és egymással való 
kölcsönhatásának vizsgálatára, ennek köszönhetően napjainkra egy rendkívül 
széleskörűen használt módszerré vált a legtöbb kémiai tudományterületen és a 
szerkezeti biológiában egyaránt. Ahhoz, hogy megbízható információt kapjunk NMR 
méréseinkből, jó minőségű spektrumokra van szükségünk. A jel-zaj arány 
(érzékenység) és a felbontás az a két paraméter, amely leginkább meghatározza egy 
NMR spektrum kvalitását. Az utóbbi két évtizedben az elektronikai fejlesztéseknek, az 
egyre erősebb terű mágnesek készítésének és a hűtött mérőfejek bevezetésének 
köszönhetően több, mint egy nagyságrenddel nőtt az NMR mérések érzékenysége. 
Ezzel ellentétben a spektrális felbontás hozzávetőlegesen csak a kétszeresére 
növekedett, ha a jelenleg és a 20 évvel ezelőtt elérhető legnagyobb terű mágneseket 
vesszük összehasonlításunk alapjául. Azaz továbbra is nagy szükség mutatkozik olyan 
NMR módszerek kidolgozására, amelyek képesek növelni a felbontást. 

Jelátfedésekből származó problémákkal leggyakrabban 1H spektrumok esetén 
szembesülhetünk, ami egyrészt a korlátozott kémiai eltolódás tartománynak (~10-15 
ppm), másrészt a proton-proton csatolások okozta kiterjedt felhasadásoknak 
köszönhető. Ezzel szemben egy szélessávú homonukleáris protonlecsatolt 1H 
spektrumban – ahogy az 1. ábrán is látható – minden egyes multiplett szinguletté 
egyszerűsödik, aminek számos előnye van. Egyrészt a spektrális felbontás jelentősen 
nő, a jelátfedések megszűnnek vagy minimálisra csökkennek, aminek kiemelt 
jelentősége van makromolekulák és többkomponensű rendszerek (pl. diasztereomer 
keverékek, reakciótermék-elegyek, metabolitok) spektrumainak kiértékelésénél. 
Másrészt a spektrumok egyszerűsödésével az adott kísérletben mérendő NMR 
paraméterek (pl. kémiai eltolódások, heteronukleáris csatolási állandók) 
meghatározása egyszerűbbé és pontosabbá válik. Harmadrészt az automata 
csúcskeresés is hatékonyabb a szingulett jeleken, és ezáltal bonyolult spektrumok 
kiértékelése jelentősen gyorsítható. 
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1. ábra Szélessávú homonukleáris protonlecsatolt 1H (a) és normál 1H (b) spektrum 

összehasonlítása 
 

A potenciális előnyök miatt már az ezredforduló előtti évtizedekben is többféle 
módszert javasoltak a szélessávú homonukleáris protonlecsatolás megvalósítására. 
Mivel ezek mindegyike csak egy kétdimenziós spektrum indirekt dimenziójában 
alkalmazható, valamint többnyire bonyolult adatfeldolgozást igényel, és néhány 
közülük jelentős érzékenységveszteséggel is jár, így nem terjedtek el a gyakorlatban. 
Az utóbbi évek ötleteinek és fejlesztéseinek köszönhetően a szélessávú homonukleáris 
protonlecsatolás a reneszánszát éli. Az új módszerek egyik legnagyobb előnye, hogy 
többdimenziós, protondetektálású kísérletek direkt, akvizíciós dimenziójában is 
alkalmasak a jelek egyszerűsítésére és a felbontás növelésére. 

2012-ben kutatócsoportunk is bekapcsolódott az NMR spektroszkópia ezen 
dinamikusan fejlődő kutatási területébe, azzal a céllal, hogy megfelelő, szélessávú 
homonukleáris protonlecsatolást eredményező impulzusszekvencia-elemek 
beépítésével növeljük az irodalomból ismert NMR kísérletek teljesítőképességét. 
Ennek megfelelően munkánk során egyrészt célul tűztük ki olyan, szélessávú 
protonlecsatolt heteronukleáris korrelációs kísérletek kidolgozását, melyek 
megnövekedett felbontású spektrumot eredményeznek, és ugyanakkor könnyűvizes 
minták mérése esetén hatékony vízelnyomást biztosítanak. Másrészt egy- illetve 
többkötéses heteronukleáris csatolási állandók meghatározására alkalmas módszerek 
továbbfejlesztését terveztük szélessávú protonlecsatolás beépítésével. Célunk volt a 
kidolgozott módszerek alkalmazása szénhidrátszármazékok heteronukleáris csatolási 
állandóinak mérésére. 
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II. KÍSÉRLETI RÉSZ 
 

Minden kísérletet 11,75 Teslán (500 MHz protonfrekvencia) egy BBI 
(szélessávú, protondetektálású (inverz)) vagy TXI (hármasrezonancia, 
protondetektálású) z-gradienses mérőfejjel felszerelt, Bruker Avance II típusú NMR 
spektrométeren (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Németország) végeztünk. A 
nyers adatokat a TopSpin 2.1 vagy 3.0 (Bruker Biospin GmbH, Karlsruhe, 
Németország) szoftverrel dolgoztuk fel, értékeltük ki és ábrázoltuk. 
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III. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 
 

1. A klasszikus HSQC kísérletet továbbfejlesztettük BIRDd szekvencián alapuló 
szélessávú homonukleáris protonlecsatolás beépítésével. 

 
A HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) kísérlet 

impulzusszekvenciájába, a protondetektálás elé beépítettük a szélessávú 
homonukleáris protonlecsatolást eredményező BIRDd (BIlinear Rotation 
Decoupling) impulzusblokkot és egy nem-szelektív 180°-os protonimpulzust. Az új, 
interferogram-típusú adatgyűjtési stratégiát alkalmazó kísérlet impulzusainak 
időzítését és fázisprogramját egyszerű szénhidrátszármazékokon végzett 
tesztmérések segítségével tökéletesítettük. A kapott spektrumokban a korrelációs 
csúcsok jellegzetes multiplett struktúrája szinguletté egyszerűsödik (2. ábra). 

A kifejlesztett módszert összehasonlítottuk az egyetlen korábban közölt, 
hasonló elven működő, protonlecsatolt HSQC kísérlettel, és azt találtuk, hogy 
módszerünk robosztusabb, mint elődje, azaz kevésbé érzékeny az egykötéses 
heteronukleáris csatolási állandótól függő INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by 
Polarization Transfer)/BIRD idők változtatására. 

Megmutattuk, hogy az alkalmazott BIRDd modul további előnye, hogy 
hatékonyan kiszűri a szoros csatolásból adódó, nem kívánt korrelációs csúcsokat a 
spektrumból (2. ábra). 

 
2. ábra Szacharóz 1H-13C HSQC (a) és szélessávú protonlecsatolt 1H-13C HSQC (b) 

spektrumának illetve kiemelt sorainak összehasonlítása. Csillagokkal (*) jelöltem a szoros 
csatolásból adódó, nem kívánt korrelációs csúcsokat. 
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A BIRD és a „perfect echo” szekvenciaelemek kombinálásával kidolgoztunk 
egy új, „perfectBIRD”-nek elnevezett impulzusblokkot, amely a geminális proton-
proton csatolás hatását is képes kiszűrni a HSQC spektrumból. Ezáltal kiküszöböltük 
a BIRD-lecsatolás legkomolyabb hátrányát. 

 
 
2. Kifejlesztettünk egy olyan ún. valós idejű szélessávú protonlecsatolt, 

érzékenységnövelt 1H-15N HSQC kísérletet, amely könnyűvízben oldott minták 
vizsgálatára is alkalmas. 

 
Körültekintő optimalizálást követően a BIRD impulzusszekvencia-elem és az 

azt követő 180°-os protonimpulzus körüli megfelelő hosszúságú és erősségű 
gradienspárok beépítésével oldottuk meg a vízelnyomást a valós idejű akvizíciós 
stratégiát alkalmazó, szélessávú protonlecsatolt, érzékenységnövelt 1H-15N HSQC 
módszer esetén. 

Megmutattuk, hogy a kifejlesztett kísérlet még természetes 15N-
izotópgyakoriságú minták esetén is alkalmas H2O-ben oldott, kisméretű fehérjék 1H-
15N HSQC spektrumának felvételére (3. ábra). 

 

 
3. ábra Jelöletlen PAFD55N fehérje (55 aminosavegység) érzékenységnövelt 1H-15N HSQC 
(fekete, alsó) és valós idejű protonlecsatolt, érzékenységnövelt 1H-15N HSQC (piros, felső) 
spektrumának összehasonlítása könnyűvizes közegben (95 % H2O / 5 % D2O). A nitrogén 
dimenzióban eltoltam a protonlecsatolt spektrumot a jobb összehasonlíthatóság kedvéért. 
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3. Interferogram-típusú, szélessávú protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC 
módszereket fejlesztettünk ki egykötéses heteronukleáris csatolási állandók 
meghatározására. 

 
A BIRDd impulzusblokk és egy nem-szelektív 180°-os protonimpulzus 

megfelelő beépítésével szélessávú homonukleáris protonlecsatolást értünk el az 
egykötéses heteronukleáris csatolások mérésére széles körben használt 
CLIP/CLAP-HSQC (CLean In-Phase/CLean Anti-Phase) kísérletekben. Az új 
NMR módszer alkalmazásával az egykötéses heteronukleáris csatolási állandók 
meghatározása két szingulett jel közötti frekvenciakülönbség mérésére 
egyszerűsödik, és ezáltal pontos, megbízható eredményt ad komplex proton-proton 
csatolási hálózattal rendelkező molekulák esetén is (4. ábra). 

 

 
4. ábra 1H-13C CLIP-HSQC (a) és szélessávú protonlecsatolt 1H-13C CLIP-HSQC (b) spektrum 

illetve kiemelt sorainak összehasonlítása 
 

Tanulmányoztuk a kifejlesztett kísérletek toleranciáját az egykötéses 
heteronukleáris csatolási állandótól függő INEPT/BIRD idők változtatásával 
szemben, és azt találtuk, hogy a tényleges csatolási állandóhoz képest egy kb. ± 30-
40 Hz-es intervallumnak megfelelően változtatva azokat a jelintenzitás ugyan 
csökken, de a jelalak tiszta abszorpciós fázisú marad. Ez előre vetítette a módszer 
alkalmazhatóságát gyengén orientált közegben is, ahol a csatolási állandók 
szélesebb tartományba eshetnek. 

Sorok 
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Anizotróp körülmények között végzett méréseinkkel bizonyítottuk, hogy a 
szélessávú protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC módszer jól használható a fontos 
térszerkezeti és/vagy dinamikai információt hordozó, maradék dipoláris csatolási 
állandók (RDC) meghatározására is (5. ábra). 

 

 
5. ábra 1H-13C CLIP-HSQC (a) és szélessávú protonlecsatolt 1H-13C CLIP-HSQC (b) spektrum 

illetve kiemelt sorainak összehasonlítása anizotróp közegben. Az orientáló közeg korrelációs 
csúcsait csillagokkal jelöltem. A jobb alsó sarokban látható ábra a 1DCH maradék dipoláris 

csatolási állandó (RDC) meghatározását mutatja be egy példán keresztül. 
 

A perfectBIRD szekvenciaelemet beépítve a CLIP/CLAP-HSQC kísérletekbe 
olyan NMR módszert hoztunk létre, amellyel az egykötéses heteronukleáris 
csatolások meghatározása a diasztereotóp metilén hidrogénatomok esetén is két 
csúcsmaximum közötti frekvenciakülönbség mérésére egyszerűsödik. 
 
 

4. Kidolgoztuk a CLIP/CLAP-HSQC módszer valós idejű akvizíciós stratégiát 
alkalmazó szélessávú protonlecsatolt változatát. 

 
A detektálás ideje alatt, „valós időben” alkalmazott, „kapuzott” lecsatolással 

jelentősen felgyorsítottuk a kísérleteket az interferogram-típusúakhoz képest. 
Ezáltal olyan homonukleárisan lecsatolt módszert hoztunk létre, melynek 
érzékenysége nem kisebb – sőt kedvező esetekben nagyobb – mint a normál, 
protoncsatolt módszeré. 
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Tapasztalataink alapján a valós idejű, kapuzott protonlecsatolás a 
rezonanciajelek besugárzási frekvenciától való távolságától, valamint az alkalmazott 
BIRD időtől függően jelentősen torzíthatja a heteronukleáris csatolási állandókat. 
Igazoltuk, hogy ez a probléma minimalizálható a detektálás alatti impulzusok 
összetett fázisléptetésével. 

Az optimalizált fázisprogramú kísérletekkel mért heteronukleáris csatolási 
állandók besugárzási frekvenciától és BIRD időtől való függését szisztematikusan 
tanulmányoztuk, és a módszert alkalmasnak találtuk kisméretű fehérjék egykötéses, 
1H-15N csatolási állandóinak meghatározására, akár gyengén orientált közegben is. 

 
 

5. Interferogram-típusú, rétegszelekción alapuló, szélessávú protonlecsatolt 
CPMG-HSQMBC módszert fejlesztettünk ki többkötéses heteronukleáris 
csatolási állandók pontos meghatározására. 

 
A kutatócsoportunkban korábban kidolgozott CPMG-HSQMBC (Carr-

Purcell-Meiboom-Gill Heteronuclear Single Quantum Multiple-Bond Correlation) 
módszer impulzusszekvenciájába, a protondetektálás elé, beépítettünk egy, a 
Zangger-Sterk (ZS) rétegszelekciós elven alapuló blokkot, amellyel a proton-proton 
csatolások okozta, nem kívánt felhasadásokat kiszűrtük a kapott jelekből. Ezáltal a 
többkötéses heteronukleáris csatolási állandók meghatározása – komplex proton-
proton csatolási hálózattal rendelkező molekulák esetén is – egy ellenfázisú dublett 
két csúcsmaximuma közötti frekvenciakülönbség mérésére egyszerűsödik (6. ábra). 

 
6. ábra Szélessávú protonlecsatolt 1H-31P CPMG-HSQMBC (a) 

és 1H-31P CPMG-HSQMBC (b) spektrum összehasonlítása 
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Foszfortartalmú modellvegyületeken megmutattuk, hogy az új módszerrel a 
többkötéses heteronukleáris csatolási állandók széles tartományban (~ 2-26 Hz) 
egyszerre, egyetlen kísérletben mérhetők (6. ábra). 

Diglikozil-(di)szelenidekben olyan nJSeH értékeket sikerült meghatároznunk, 
amelyeket a korábbi módszerrel – a proton-proton csatolások okozta jeltorzulások, 
-kioltások miatt – nem lehetett megtenni. 

Többkötéses 1H-13C csatolási állandók mérésére is vizsgáltuk a ZS-lecsatolt 
CPMG-HSQMBC kísérlet alkalmazhatóságát. Megállapítottuk, hogy a módszer a 
rétegszelekcióval járó jelentős érzékenységveszteségnek és a 13C izotóp kis 
természetes gyakoriságának köszönhetően csak megfelelően nagy koncentrációjú 
minták nJCH-inak meghatározására használható. 

 
 

6. Kidolgoztuk a Zangger-Sterk szélessávú protonlecsatolt CPMG-HSQMBC 
módszer valós idejű akvizíciós stratégiát alkalmazó változatát. 

 
A valós idejű, kapuzott lecsatolás alkalmazásával jelentősen felgyorsítottuk a 

kísérletet az interferogram-típusúhoz képest. Megállapítottuk a módszer korlátait, 
nevezetesen, hogy a detektálás alatti lecsatolás vonalszélesedést eredményez, és 
esetenként zavaró jelek rontják a spektrumok tisztaságát. 

Megmutattuk, hogy a vizsgált molekula spinrendszere/jelhozzárendelése 
ismeretében a módszer érzékenysége jelentősen növelhető többfrekvencián 
gerjesztő formázott impulzus használatával. Ebben az esetben ugyanis minden egyes 
protonjelet a minta több rétegéből is detektálhatunk, amennyiben a besugárzási 
frekvenciákat megfelelően - a véletlen visszacsatolásokat elkerülve - választjuk 
meg. 

Tapasztalataink szerint a valós idejű Zangger-Sterk CPMG-HSQMBC módszer 
csak akkor alkalmazható többkötéses heteronukleáris csatolási állandók 
meghatározására, ha a vizsgált molekulában a csatoló partnerek proton 
rezonanciafrekvencia-különbsége legalább 90-100 Hz. Ebben az esetben relaxációs 
szempontból megfelelően rövid (max. ~10 ms) szelektív impulzus használható a 
detektálást megszakító, proton-proton lecsatolási blokkokban. 
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7. A CPMG-HSQMBC kísérletet továbbfejlesztettük interferogram-típusú 
akvizíciós stratégiát alkalmazó PSYCHE szélessávú protonlecsatolás 
beépítésével. 

 
A PSYCHE (Pure Shift Yielded by CHirp Excitation) impulzusblokk 

megfelelően beillesztve a CPMG-HSQMBC szekvenciába hatékonyan megszünteti 
a proton-proton csatolások okozta felhasadásokat a mért spektrumokban, így a 
kapott tiszta ellenfázisú dublettekből a többkötéses heteronukleáris csatolási 
állandók közvetlenül és pontosan meghatározhatók (7. ábra). 

 
7. ábra PSYCHE 1H-13C CPMG-HSQMBC és 1H-13C CPMG-HSQMBC 2D spektrum egy 

kiemelt, reprezentatív korrelációjának összehasonlítása 
 

A PSYCHE módszer hatalmas előnye a Zangger-Sterk kísérletekhez képest, 
hogy a homonukleáris lecsatolás hatékonysága gyakorlatilag független a vizsgált 
molekula spinrendszerétől, és emiatt a kísérlet paramétereit nem szükséges mintáról 
mintára optimalizálni, azaz rutinszerűen és általánosan használható. 

Olyan molekulák esetén, amikor a csatoló partnerek proton 
rezonanciafrekvencia-különbsége kisebb, mint 50 Hz, a PSYCHE CPMG-
HSQMBC érzékenysége akár egy nagyságrenddel nagyobb lehet, mint az 
interferogram-típusú ZS CPMG-HSQMBC kísérleté (8. ábra). A valós idejű változat 
pedig ilyen molekulák esetén egyáltalán nem alkalmazható, amint erre korábban (6. 
tézispont 3. bekezdés) már utaltam. 

A PSYCHE CPMG-HSQMBC módszer hatékonyságát nJCH és nJSeH értékek 
különféle szénhidrátokban történő mérésével demonstráltuk. Ezek a csatolási 
állandók értékes információt hordoznak az oligoszacharidok glikozidos kötés körüli 
konformációjáról. Hagyományos, protoncsatolt HSQMBC multiplettekből való 
meghatározásuk hosszadalmas, számítógépes illesztést igényel, vagy egyáltalán 
nem lehetséges. 
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8. ábra Heparin-analóg triszacharid PSYCHE 1H-13C CPMG-HSQMBC (a) és 

ZS 1H-13C CPMG-HSQMBC (b) 2D spektrumának illetve kiemelt sorainak összehasonlítása
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IV. AZ EREDMÉNYEK HASZNOSÍTÁSI LEHETŐSÉGEI 
 

Kutatómunkánk során bekapcsolódtunk az NMR spektroszkópia azon 
dinamikusan fejlődő, módszerfejlesztéssel foglalkozó kutatási területébe, ahol a 
különféle módon szélessávú homonukleáris protonlecsatolást lehetővé tevő impulzus-
szekvenciaelemek megfelelő beépítésével növeljük az irodalomból ismert NMR 
kísérletek teljesítőképességét. Munkánk eredményeként egyrészt megnövelt felbontást 
biztosító, a jelátfedéseket megszüntető, ezáltal automata csúcskeresést is lehetővé tevő, 
szélessávú protonlecsatolt heteronukleáris módszereket fejlesztettünk ki. Ezek az új 
kísérletek számottevően segítik bonyolult molekulák és többkomponensű rendszerek 
(pl. diasztereomer keverékek, reakciótermék-elegyek, metabolitok) NMR 
spektrumainak jelhozzárendelését, ezáltal szerkezetigazolását, -felderítését. Másrészt 
olyan új, egy- és többkötéses heteronukleáris csatolási állandók pontos és közvetlen 
meghatározására jól használható NMR kísérleteket dolgoztunk ki, amelyek a 
szélessávú protonlecsatolás alkalmazásával a nem kívánt, proton-proton csatolások 
okozta vonalfelhasadásokat megszüntetik a spektrumokban. A heteronukleáris 
csatolási állandókat kiterjedten használják szerves vegyületek szerkezetfelderítésére és 
konformációanalízisére. 
 Összességében az általunk továbbfejlesztett NMR módszerek a korábbiaknál 
pontosabb és megbízhatóbb adatokat szolgáltatnak a molekuláris szerkezet és a 
biológiai hatás összefüggéseinek felderítéséhez, és ezáltal hozzájárulhatnak új 
gyógyszerhatóanyagok tervezéséhez és kifejlesztéséhez. 
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