Spin-visszhang hatasa egy szingulett jelen

* Az M,, magnesezettsegi vektor valtozasa a n/2 pulzus
utan :
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ty idO eltelte utan a magnesezettsegi vektor elterul az <xy>

sikban egy bizonyos szdggel, @ * tp (@), ahol o4 =® - o,.
A (180°) pulzus és a masodik ty, periodus utan visszatér

az x tengely iranyaba és nagysaga azonos!
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Nem lesz fazisvesztés, (faziseltddas okozta intenzitas-
csokkenés), ha a masodik ty id6 utan azonnal detektalunk.
,1iszta” abszorpcios jelet kapunk!



Spin visszhang és homonuklearis csatolas

* A spin visszhang gyakorlati mérése soran azonban nehéz-
ségek léphetnek fel, ha a spektrumot tokéletes fazisban
szeretnénk latni. Lassuk be, eddig csak olyan modelleket
vizsgaltunk, melyek spektruma szingulett jelekbdl épultek
fel. (Nem volt homonuklearis csatolas)

» Vegylnk egy 'H jelet, mely csatol egy masik kémiai eltolédasu
1H jellel és figyeljik a forgd koordinatarenszerbdl. A /2
pulzus utan a csatolas kovetkeztében t ido alatt kifejlédik
a magnesezettsegi vektor ket komponense
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* A vektor két aga megfelel a csatol6 partner két spinallapo-
tanak (jelolés).
Kovetkezd m pulzus azonban invertalja a populaciokat !



Spin visszhang és homonuklearis csatolas

A 7 pulzus hatasa: tukrozi a vektorokat és megvaltoztat-
ja a forgasiranyokat
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* Igy ahelyett, hogy ujrafokuszalna a jel két agat, az ellenkez6
forgasirany kovetkeztében a dublett (multiplett) agai a masodik
periodus alatt még inkabb szeparalédnak. Amennyiben ekkor

detektalunk, tiszta diszperzios jelet kapunk. ( Bar ezt tj id6
hossza is befolyasolja)
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Pulzus és detektor faziseltérés
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Spin visszhang kisérlet tergradiensekkel

Diffuzids (ondiffuzios ) allandé : Ismerete a kémia és biologia
tertletén alapvetd jelentéségl a molekularis mozgasok és
kolcsonhatasok megismerése szempontjabal.

A gradiens- NMR spektroszkopia kivalo lenetéség NMR-aktiv
magokat tartalmazo részecskék diffuzidjanak tanulma-
nyozasara. A legegyszeribb ilyen kisérlet a spin-visszhang
kisérlet kombinaciodja két gradiens-pulzussal. A két gradiens
pulzus nagysaga pontosan ugyanakkora, de el6jeltuk ellen-
tétes, igy az adatgydjtés alatti térhomogenitas biztositott.
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Vizsgaljuk meg, hogy a a ,kodold” és ,,dekddold” gradiensek
milyen hatast fejtenek ki a kulonb6zb6 sebesseggel mozgo
(diffundalo) spinek esetén. A gradiens hatasara egyes
spinek gyorsabban, masok lassabban valtoznak a forgo
koordinatarendszerben.



Gradiens pulzusok hatasa
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Spin visszhang kisérlet tergradiensekkel

Abban az esetben, ha nincs szamottevo diffuzio :
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A kék/piros gombaocok a tér kulonbozd helyeit elfoglalo
azonos tipusu spineket jelentik.

Amennyiben a spin nem mozdul el a térben a kisérlet
folyaman, a gradiens hatasa nem észlelhetd, a ,dekodold”
gradiens visszaallitja azt az allapotot, melyet a ,kédolo”
gradiens ,elrontott”. A spin-visszhang jelének intenzitasa
nem valtozik.

Amennyiben azonban a spin gyorsan mozog (eldiffundal
az eredeti helyérdl...



Térgradiensek és a diffuzio
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Mivel a kisérlet kozben a magok elmozdulhatnak arrdl a
helyrdl, ahol el6zbleg voltak, a ,dekddold” gradiens hatasa
az lesz, hogy a gyorsabb (eldiffundald) spinek fazisvesztése
Is gyorsabb lesz — azaz a jeluk intenzitasa csokken.
Végeredmeényben, minél a gyorsabban megy végbe a
diffuzioé, annal kisebb lesz a jelintenzitas.

A jelintenzitast ezenfelll a G, § és A4 paraméterek meg-
valtoztatasaval tudjuk befolyasolni.



Térgradiensek és a diffuzios allandoé

A D diffuzids allandé méréséhez a kisérlet kulonbozd G
ertekeknél torténdé megismétlése szikseges, mas mereési

paraméterek valtozatlanul tartasa mellett. A mért jel-

intenzitasok és a diffuzios allandd kozti 6sszefuggés:

(Stokes, Einstein)
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irodalmi példa egy ilyen kisérletre 40 °C-on :

Intensity
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y = m1*exp(-10000*m2*(2*pi*4...

Gz (G/cm)

Value Error
m1 1.0048| 0.0017074
m2  1.5413e-14]) 6.2518e-17
Chisq| O. 9 NA
R 0.99995 NA
i \ y = mL*exp(-10000*m 2*(2*pi*4...
| Value Error
N m1 061144| 0.00088819
m2 [C 1.7099e-14]) 5.8874e-17
Chisq e-5 NA
-\E\S\\ \ R 0.99997 NA
\&\E \s\
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Spin visszhang alkalmazasok

» Ha jobban meggondoljuk azonban, egy egyszeril NMR mérés
soran (90°-os, vagy ennél kisebb pulzus alkalmazasa) sem

nyerhetlnk tiszta abszorpcios jelet.

* Nem mérhetlnk kozvetlenul a nagy energiaju impulzus utan,
mert ekkor a vevltekercsben mesterséges jelek keletkez-
nének, a tekercs ,leégne”. Kell egy minimalis varakozasi
id6, az un. ‘pre-akvizicios varakozasi idé’ (DE).

Azonban ez alatt az id6 alatt a kissé kulonb6z6 magnese-
zettségi vektorokon a a kémiai eltolodas kulonbség kovetkez-
tében kulonboz6 mertéki faziseltddast észlelunk.

D

» Miutan ez a faziskulonbség létrejon a kulonb6z6 kémiai
eltolodasu jeleken, a jelek fazisa is eltér6 lesz, minden jel
abszorpcios és diszperzios fazisu jelek keverékeébdl fog
osszeallni.




Spektrum fazis

*Mas elnevezés szerint ezeket a komponenseket a FID realis,
illetve imaginarius (diszperziv) komponenseinek nevezzuk.
Matematikailag koszinusz, illetve szinuszfuggvénnyel irhatok le.

(Emlékezzunk az Euler formulara!)

S(w), = 2 cos(w) — realis rész

S(w), = 2 sin(®) — imaginarius rész

« Szamunkra a tiszta abszorpcids fazisu spektrum a kivanatos,
ezert a detektor jelébdl ezt a realis (koszinusz) és az
iImaginarius (szinusz) rész kombinacidjabdl nyerjuk. A kom-

S(w) = S(), + [ ¢ + §1(@) | * S(w),

« az egyenletben ¢, az ugynevezett zérusrendii fazis, és ¢, az
un. elsérendii fazis faktora. Szameértékuket rendszerint
nem kell meghatarozni, a spektrométer programja altalaban
lehetbveé teszi manualis beallitasukat, illetve automatikus
faziskorrekcios szoftverek is rendelkezésre allnak.
Alacsony vy érték esetén lehetnek nehézsegek.



Heteronuklearis csatolas

Hogyan jelentkezik a 13C —NMR spektrumokban?
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« A 13C spektrum jelei felhasadnak az *H magokkal valo
csatolas kdvetkezményeképpen. Az 1J,, csatolasi allandok
erteke 50 és 250 Hz kozott valtakozhat A tovabbi csatolasok
a spektrumokat bonyolultta és attekinthetetlenné teszik.

Az 1H atmeneteket telitve (lecsatolva) ezek az atmenetek
megszinnek, a 12C multiplettek egy vonalként jelentkeznek.:




Szélessavu protonlecsatolas

*A szélessavu protonlecsatolas kisérleti modszere a
kovetkezd:

by By

Jellemzok:

Egyszerd, egy-pulzus, majd adatgydjtéses pulzusprogram
Kétcsatornas méréstechnika : egy méro- és egy lecsatolo

csatorna alkalmazasa. A lecsatolas a teljes mérési id6 alatt
be van kapcsolva.

Kovetkezmény:

Egyszer(, szingulett jeleket tartalmazo 13C-NMR spektrum
A kettdsrezonancia folytan szukségszerten fellép6 hetero-
nuklearis Overhauser effektus fellépése. Ez H-13C magpar
esetén pozitiv, intenzitas-novekedés jelentkezik (max 2,5-
sz0ros), tehat javul a jel/zaj viszony.



Spin-visszhang és a heteronuklearis csatolas

« Kombinaljuk a spin-visszhang pulzusszekvenciat egy
kapuzott lecsatolassal:

90, 180y (or x)

13C: — p— - tD_’>
1H: _

* Vizsgaljuk meg a 13C magnesezettségi vektor viselkedését
az adott pulzusszekvencia soran! Tekintsuk el6szor egy CH
(metin) szénatom esetét A m/ 2 pulzus utan az M, vektor
a J csatolas hatasara ,szétvalik” a proton spinallapotoknak
megfelelé a and B komponensekre
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A kitérés szoge leirhatd: ¢=mn *ty * J.



Spin visszhang és a heteronuklearis csatolas

A t5 id0 alatt a ket vektor ,szétnyilik”, az ered6 magne-
sezettség csoOkken (egy pillanatig zérusig, hiszen a ket vektor
ereddje is 0), majd ujbdl nd, de az eredd —x iranyba mutat.

A 180 fokos, & pulzus invertalja a magnesezettségi vektorokat
(tukrozi az yz sikban)

y y

« Egy tovabbi ty id6 mulva (most mar az tH lecsatolast bekap-
csolva) a két komponens ,talalkozik”.

 Ajelintenzitast a t; fUggveényében abrazolva:

tp=1/2J tp=1/J
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Spin-visszhang és a heteronuklearis csatolas

* A jelintenzitas egy koszinuszfuggvény szerint valtozik t, fugg-
vényében 1/2J helyen minimumot (zérus), 1/J helyen maxi-
mumot ér el.

Egy CH, (metilen) szénatom jelére hasonl6 analizist vegezve
a jelintenzitas — varakozasi id6 fuggvényre a kovetkezo
eredmeényt kapjuk:

* Analog modon, egy CH; (metil), szénatomra:

tp=1/2J tp=1/J
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Intenzitasvaltozas az osszes jelre:
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A= 0

...... I = I,

Iy =1Iycos(ntJ)

———= Iy, =1I[1 +cos(2n1J)]

e Jog, = Ig[3cos(mtJ) + cos(3nJ))




Spin visszhang és a heteronuklearis csatolas

Feltételezve, hogy a 1J.,, csatolasi allandok nem valtoznak
nagyon, a tyértékeét 1 /J -nek (1/120-140 Hz) valasztva,

a paros és paratlan multiplicitasu jeleket a lecsatolas utan
ellentétes fazisban kapjuk meg.

?H

-3 /5\6/7

SN A 6
HO
1,4
150 100 50 0 ppm
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A kvaterner C jelek a fenti kisérletben mindig fazisban marad-
nak, hiszen 6k nem mutatnak 1J protoncsatolast. Fazisuk el6-
jele alapjan tehat meg tudjuk kulonboztetni a C, CH, CH, és
CH,, atomokhoz tartoz6 13C jeleket. Ezt a kisérletet (ami tulaj-
donképpen egy kapuzott spin-visszhang),az irodalomban leg-
tobbszor csatolt proton tesztnek nevezik (attached proton
test, APT).

Ugyanezen célbdl fejleszették ki a DEPT pulzusszekvenciat is.



APT (attached proton test)

I 1 I I ! I | | 1 ) | I ! | 1 ! ! ! ! | | ' I
N 140 120 100 g0 &0 40 PPN



Polarizacio atvitel

* A jelenséget el6szor egy homonuklearis (*H -1H) esetben
probaljuk vazolni. Az |1 és S spinek gyengeén csatolnak
egymassal, kémiai eltolddaskulonbseéguk nagy. A ° ,gomboc”
a nivok betoltottségének kulonbségeét jelzi.

7 Bibs 1,3 24 12 34
| .S
oy PBs — N
2 3 P
S a | S
1 Q,0g

* Amennyiben az egyik spin egyik atmenetét pl. : (o,a5 - Bjos)
szelektiven besugarozzuk (telitjuk) a két nivo betoltottsege
azonossa valik (ugyanannyi gomboéc az 1. és 3. szinten !)

72 Pibs 3,4




Homonuklearis polarizacio atvitel és inverzio

* Miutan megvaltoztattuk a nivok benépesitettségét, ennek
megfeleléen a spektrum vonalainak intenzitasa is valtozni fog!
A polarizaciot egyik magrol a masik magra vittuk at, ezéert a
modszer neve szelektiv polarizacio atvitel, angolul selective
polarization transfer, roviditve SPT. Ennek a mddszernek
egy tovabbi variacidja is lehetséges: Alkalmazzuk a kovetkezo

pulzusszekvenciat:
90

180,

—p

Az els6 pulzus egy kis energiaju, és ezert szelektiv n pulzus.
Mint tudjuk, a ® pulzusok invertaljak a populaciokat. 3.4
Esetlnkben csak az 1,3 atmenet populaciojat.

«<_ »
I// 4 \\BlBS 2’4

1,2

1,3



SPI : egy alkalmazasi példa

» Egy gyakorlati példa:
fahéjsav-etilészter OEt

F

Az a és b olefin protonjeleket szelektiven invertaljuk, jol
megfigyelhetdk a jelcsoporton bellli intenzitasvaltozasok



Heteronuklearis polarizacio atvitel

Mivel itt nemcsak polarizacioé atvitel, hanem inverzio is Iétre-
jon, a moédszert szelektiv polarizacd(s) inverzidnak (selective
population inversion, SPI) nevezzuk. Az SPT és az SPI at-
fedett spinrendszerek elemeinek azonositasara alkalmas
technika (ld. példa: fahéjsav etilészter). Heteronuklearis val-
tozatuk azonban ennél is sokkal hasznosabb és elterjedtebb.
Nézzuk meg, hogyan valtoznak itt az energianivok:

1,2 34
13C 4 BBy
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A 13C és 1H nivok benépesitettségi aranya a giromagneses
tényezd8k aranyanak (1: 4) felel meg. Ezekkel aranyos a spin-
atmenetekhez tartozo jelek intenzitasa is. Bar a természetes
eléfordulas kovetkeztében fellepd hatranyt nem tudjuk kiku-
szObolni, felmerul a kérdés, hogy az 'H mag kedvezébb érzé-
kenységét hogyan tudnank a vele csatolo, de kevesbé erze-
keny 13C mag rezonanciajanak mérése soran hasznositani. A
modszer lehetdséget teremt mas, un.” ritka”-spinl heteromag
( pl 1°N, 29Si, stb) javitott érzékenységl mérésére is...



Heteronuklearis polarizacio atvitel - SPT

* Nézzuk, hogy viselkedik egy heteronuklearis AX spinrendszer
az SPT kisérlet soran. Miutan telitettuk az 1,2 vonalhoz tartozo
atmenetet, (ez egy proton-proton atmenet!) vizsgaljuk meg a
nivok benépesitettseget:

3,4

* A jelintenzitas a betoltottség-kulonbséggel aranyos modon fog
valtozni, kétszeres novekedés lesz a masik 1H atmeneten és
haromszoros ndvekedés az egyik 13C atmeneten (3,4).

Osszegezve: nétt a 13C intenzitas az eredeti spektrumhoz
viszonyitva (ami a célunk volt), abszolut értékben pedig a nye-
reség kétszeres!



Heteronuklearis polarizacio atvitel — SPI

» Végezzunk most egy hasonlo SPI kisérletet! Ekkor is az
1,2 atmenet benépesitettséget valtoztatjuk, de most hajtsunk
végre egy szelektiv inverziét! (4X tobb gombdc a felsé nivén)

2,4

v—.BB
:::::,, o 3,4

Py
‘oo
* BCaH
OcOy

* NézzUk még egyszer az also
abran az eredeti 13C
intenzitasviszonyokat:

1,2

1,3

1,3 2,4

||

* A heteronuklearis SPI eredménye egy -3, +5 intenzitasu
dublett lesz, amely abszolut értékben négyszeres intenzitas-
novekedést jelent. (jobb abra)



J-modulacio és polarizacio atvitel

A 13C intenzitas ndvekedés nyereség, de az eddigi médon
felvett spektrumok mindig protoncsatoltak, tehat eredendden
multiplettek, raadasul torz (fel-le mutatd) jelek. Felmerul a
szelessavu protonlecsatolas igénye. Ezt nem tudjuk egy-
szerlen megtenni, hiszen az intenzitas novekedéesének ere-
dete az 'H nivok kuldnbsége. Ez azonban eltlinne, ha az *H-
csatornan szélessavu protonlecsatolast alkalmaznank.

A megoldast az un. csatolas-modulacio alkalmazasa jelenti.

90

A

—
O

\ 4

13C:

180

.
| o

1H:

Valasszuk t, értekét 1/2J —nek! Ekkor a 7w/2 pulzus és
ty, id6 utan a 13C magnesezettségi vektor az eddig tanultak
alapjan ujrafokuszalddik. A kovetkezd vektorabran latjuk ezt.



J-modulacié és polarizacio atvitel

Most csak a 13C magnesezettséget vizsgaljuk, hiszen az

1H csatornan mindodssze az tortént, hogy a = pulzussal

egyetlen atmenetet szelektiven invertaltunk. A /2 13C
pulzus utan +5 and -3 aranyu két komponens jelenik

meg az <xy> sikban:
y

J/2

Nincs ujrafokuszalas
a lecsatolas el6tt

ty = 1/2

v

+3

A lecsatolas el6tt

+5

ujrafokuszalas tortént



J-modulacio és polarizacio atvitel

Ugyanezen viszonyok a lecsatolas utan :

J/2

{1H lecsatolas}

Nincs ujrafokuszalas
a lecsatolas el6tt

ty = 1/2

v

{1H lecsatolas}

A lecsatolas el6tt
ujrafokuszalas tortént




Binomialis pulzusok

Valojaban pulzusszekvenciak v. masnéven pulzusvonatok.
Alkalmazasi lehet8ségeik kozott szerepel a gerjesztési profil
modositasa, azaz bizonyos kémiai eltolodasu jelek kivant
megjelenése v. meg nem jelenése. Hatasukat jol lehet vekto-
rokkal szemléltetni. A legegyszertbb binomialis pulzus az 1:1,
ahol két, t, intervallummal elvalasztott, eltér6 fazisu n/2 pulzust

alkalmazunk. Az ®, frekvenciat valasszuk most egy adott jel
kémiai eltolédasaval egyenlének:

90 90

y -y

e >

Az els6 /2 pulzus lehajtja a magnesezettsegi vektort az <xy>.
sikba. A t, id0 eltelte utan a jelek/spinek az <xy> sikban pre-

cesszalnak, kivéve az @, frekvenciaju jelet, mely az x tengely-
lyel egyutt forog tovabbra is.




A kovetkez6 /2 pulzus minden x komponenst visszatérit a
z tengely irdanyaba, az o, frekvenciaju teljes jelet, valamint
az 0sszes tobbi jel aktualis x komponensét

A

Az eredményul kapott FID csak olyan komponenseket tartal-
maz, melyek a vivofrekvenciatdl eltéré frekvenciaval rezonal-
nak. Ezek a vevdtekercs szempontjabdl fazisban maradnak, de
ellentétes el6jellek lesznek attdl figgden, hogy a vivéfrekven-
cianal nagyobb, vagy kisebb frekvenciaju helyen rezonalnak.

(AN o
NP

Atg, id6pont megvalasztasatdl fuggéen tovabba ,kinullazédnak”
azok a jelek is, melyek 1/ (2*t,) Hz frekvencianal jelentkeznek.
Megfelelo ty kivalasztasnal ez nem zavaro.




Az 1:1 pulzust sikeresen alkalmazni lehet nem kivant nagy jelek,
(kulonosen) vizjel elnyomasara. Nem kell mast tenni, mint a
vivofrekvenciat azonosnak valasztani a nem kivant jel kémiai
eltolodasaval és at, id6 megvalasztani.Figyeljunk a gerjeszteési
profilra! (a spektrum integralasa viszont nem célravezetd)

'H spektrum (50mM cukoroldat 9:1 H,0/D,0O olddszerben)
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'H spektrum 1:1 pulzus alkalmazasaval( ty = 200 ps):
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SPT nagyenergiaju (kemeény) pulzusokkal

* A megismert SPI és SPT modszerek hatranya, hogy a proton-
gerjesztés kisenergiaju (és specialis alaku!) pulzusokkal jon
|étre, melyeket a gyakorlatban nem egyszer megvaldsitani.
El6nyosebb lenne helyettik a szokasos ,kemény” pulzusok
hasznalata. llyen célra pulzuskombinaciokat alkalmaznak. Az
elsd szelektiv azokra az 'H jelekre, melyek frekvenciaja azo-
nos mindkét n/2 pulzus vivofrekvenciajaval.

90, 90

X

— tD_’

Ez a valtozat annak a jelnek a populaciojat invertalja, amely
kémiai eltolédasa (pl. egy dublett jel kdzepe) azonos a pulzu-
sok vivéfrekvenciajaval.

90, 90

— tD_’

Mindkét esetben t; = 1/2J,,. Vizsgaljuk meg az els6 pulzus-
szekvencia hatasat egy vektorabran



SPT nagyenergiaju (kemeény) pulzusokkal

* At/2 pulzus utan mind az a mind a B vektor a +x tengely

mentén helyezkedik el :

A

y Jon! 2

y4

* Az 1/2J.,. ideju varakozas utan a gyorsabb (a) a vektor
megeldzi a lassabb (B) vektort éppen = radian ertekkel.
Ekkor alkalmazva a masodik /2 pulzust, a €s B vektorok
a z tengelyre kényszerulnek

y4

A

v

*Ez a pulzusszekvencia a 13C gerjesztéssel egyutt alkalmazva
intenzitasnovekedést okoz azon a 13C jelen, melyhez az adott

proton kapcsolodik.




Nem-szelektiv polarizacio atvitel

* Az eddig ismertetett SPT és SPI szelektiv modszerek, egy-
egy proton jel gerjesztésévell/inverzidjaval valésulnak meg.
El6nyOs lenne, ha az érzékenyseégjavulast széles savban élvez-
hetnénk, ehhez az 0sszes heteroatomhoz csatolo protonjelrdl
kellene a polarizacié transzfernek létrejonnie. Egy lehetdség
az utdbb ismertetett pulzusszekvenciat kombinalni egy spin-
visszhanggal, ahol t;=1/4J-,

90 180, & 180.: 90

— tD—’ — tD—’

* Am pulzus és a 2 t, id0 alatt uUjrafokuszalodik a magnesezett-
ségi vektor, minden kémiai eltolédasu proton populacidja
megfordul (invertalodik). A ® pulzus az X csatornan felcseréli
az a és P vektorokat:

y y y

dhr-Tdhwda

Ezutan a masodik /2 pulzus az a. és 3 vektorokat a z ten-
gely iranyaba kényszeriti.




Nem-szelektiv polarizacio atvitel - INEPT

» Az ismertetés elején bemutatott pulzusszekvencia kis modo-
sitasaval szuletett meg az un. INEPT (Insensitive Nuclei
Enhancement by Polarization Transfer) kisérlet, mely
egy gyakran hasznalt hatékony moédszer az NMR spektrosz-
kopiaban dnmagaban és mas modszerek épitbelemekeént is.

' INEPT 180 90 |
- y
0, 180, |
. 90,
1. — 1:D — «— tD —»_ i

« Az X mag legtdbbszor egy ,ritka spin”, (pl.13C vagy *°N) me-
lyen szeretnénk elérni az intenzitasnovekedést.
Az eddigiekhez képest fontos valtoztatas a ,kiolvaso” /2
pulzus az X csatornan, a célbdl, hogy detektalhato transzver-
zalis magnesezettséget hozzon létre. Lényeges, hogy nem
egyidejlleg, hanem az 1H csatornan adott ©/2 pulzus utan
alkalmazzuk.



Refokuszalt INEPT

* A ,hagyomanyos” INEPT kisérletnél +5 és -3 (fel- és lefelé
mutato) jelek problémajaval talalkozunk. Jo lenne a jel két agat
egy szingulett jellé alakitani, de szokasos szélessavu 'H lecsa-
tolas ez esetekben nem mindig sikeres. Ekkor a legjobb meg-
oldas az, ha az INEPT pulzusszekvenciat kiegészitjuk egy ujra-
fokuszald pulzuskombinacioval a végén és a -y tengely men-
tén detektalunk:

180

=
o8]
o
O
o

13C:

[-y]

180

‘tD‘ ‘tD‘ ‘A g
2 FJ N s S s S

_________________________________

Y

» A szénatom rendilségétdl fuggden a A varakozasi idét opti-
malizalhatjuk, azaz valaszthatjuk a kovetkez6 értekeket:

CH: A=1/4] CH,: A=1/8]

* Hogy minden rendl szénatomon (kivéve a kvaternereket!)
legyen polarizacio transzfer, a gyakorlatban A = 1/7J értéeket
szoktak alkalmazni.



Refokuszalt INEPT

* A /2 13C puzus utan megndvekedett értékl (+5 & -3) 13C
magnesezettseget észlelink az <xy> sikban.

AR ar
NP
/ A ﬁﬁN
180,,, x \/

Az INEPT (és még kedvezbbben, a refokuszalt INEPT) kisérlet

tobbféle méreési lehetdseget kinal, els6sorban kis érzékenyseégi
magok (pl. 13C, °N, 2°Si ) rezonanciajanak vizsgalata soran.

- altalanossagban javul az érzékenyseég

- ,szerkeszthetjuk” a spektrumot, mint az APT-nél

- kedvez6en mérhetjuk a heteronuklearis csatolasi allandot

- optimalizalhatd tobb-kotéses csatolasi allandora is

A sikeres kisérlethez azonban 6l kell el6zetesen megbecsulni
a csatolas-fuggd varakozasi iddket, kulonben torz fazisok lép-
hetnek fel, amelyek nem korrigalhatdk a FT utan sem.

X




INEPT: jelintenzitas novekedes
heteromagok meérése eseten:

A multipletteken bellli intenzitas-arany:,megszokott” leirasa

n! (N
k!-(n—k)!_(kj

Pascal-haromszog

INEPT esetén ez a Pascal-haromszog a kovetkezOképpen
modosul:

.1
1-T 14T
1-2T 2 1427
1-3r 3(1-) 3(1+4T) 1437

ahol I a giromagneses tényezék hanyadosa



INEPT: jelintenzitas novekedés heteromagok
(,ritka spinek”) mérése esetén:

31p 13C 29G; 15\ 109RK
2.47 3.98 5.03 9.87 31.8

Az eredmény egy gyakorlati példan (dublett jel)

. .
| l A .

Coupled Decoupled INEPT Refocusad Refocused,
INEPT dacoupled

INEPT




INEPT : egy gyakorlati pelda

"normal” 2°Si 1D spektrum:

| I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I I I |
-0 -10 -12 -14 -16 -18 -0 PR

refékuszalt 2°Si INEPT spectrum:

-0 -10 -12 -14 -16 -18 - PRI

* A 2], 05 CSatolasi allando kb. ~7 Hz, a v,/ y,95 @rany 5.



DEPT

A DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer) pulzusszekvencia elénye azonfelll, hogy lehe-
téséget teremt az eltéré multiplicitasu (CH, CH, és CH,)
13C jelek megkulonboztetésére, a protonok kedvezdbb
magnesezettségi viszonyait is kozvetiti a 13C spektrumra.

90, 180

X

13C: {>
90 180

Ip > >

A
A 4
A
A 4
A

»
>

1H:

A pulzusszekvencia alkalmazasa soran fellépd un. tobbszé-
rés kvantumatmenetek nem teszik lehetévée mikodesének

az eddig alkalmazott magnesezettségi vektorabrakkal tortené
magyarazatat.

A DEPT kisérlet kilonb6z6 valtozatainak 6sszeadasaval/kivona-
saval olyan fuggetlen, mesterséges spektrumokat szerkeszthe-
tunk, melyekben a C, CH, CH,, es CHjs jelek kulon-kulon spekt-
rumban jelennek meg



DEPT

* Amennyiben a kulonb6z6 multiplicitasu C jelek intenzitasat

a ¢ pulzusszdog figgvényében abrazoljuk:




DEPT kisérlet kiilonb6z6 ¢ szogekkel

 Alkalmazas példa: pulegon

J J 4 l 1. LA

Ppm

. 4;.;: nl2 ZbO)gsef%beﬁ a CH szénatomok Ej'eleﬁnelz meb

-
« ¢ =3n /4 (135) CH, esetében megkiilonbdztethetjik
CH, CH, és CH; szenatomokat.

P - A L
T -




A DEPT modszer valtozatai

DEPT-135

DEPT-90

1

DEPT-45

. mUw~“L»~ m-"lwtunb-iﬂmll i———-«,—«.
* .W‘J‘“L"‘m‘ J- v ‘-‘..*‘“..["““- Thhr Ay amnandhe oo o o "V'vvvlvv Apehedd N eppreny i “|--2‘ ">

I | l | | i ]\ o | o | sy | e\ e gy | [ |

140 120 100 gl il 40 PPM




APT és DEPT osszehasonlitasa

APT

B —

1 1 1 ] 1 1 i 1 1 1 ] 1 1 1 ' 1 1 ! ] 1 1 1 I 1 1 1

| 1
v 140 120 100 80 B0 40 PP

DEPT spektrumszerkesztés

CH3

et U P A e b wanrmfuwu-‘- s'f—kwk‘-i“‘ﬂwvw-w N M«ML w{f” ~th ]

CH

WM""W\-WML'&I — ..L.M N 0 b ) W wmma- ‘mw‘*i .A.L.-M w..,

Mormal 13C spectrum

Ll \H J -

' ] 1) 1 ' I 1 1 ' I 1 1 L I ' ' 1 l 1 ' L I 1 L 1 I 1
140 120 100 80 60 40 PP




A DEPT modszer valtozatai

i I [J . ll DEPT-135

A l : - - - l a- —— DEPT-90

B L. L - LN - R e T LT v 1§



A DEPT modszer tokéletesitése

Szeretnénk latni a kvaterner jeleket is!

Nehézseégek: nincs, vagy nagyon kicsi NOE
90°-0s 13C pulzus: fazisproblémak
180°-0s 13C pulzus pontatlansaga

DEPTQ : széles-frekvenciaju (adiabatikus) 13C pulzusok
alkalmazasa

Javitott DEPTQ: a nemkivanatos fazisu magnesezettseg-
komponensek kiszlrése gradiens-pulzusokkal.

‘ . } ‘ Enhanced
| | ’ ' ‘ l” ]! DEPTQ
1 : l Il X ] DEPTQ

| T
\ L ‘ \ DEPT-135

160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Néhany fontos NMR- aktiv mag

Név Spin | Természetes Relativ Larmor frekvencia
elOfordulds | érzékenység I1.7T térer0d
(%) esetén (MHz)
1H 1/2 99.98 1 500.13
13C 1/2 1.07 1.76*10* 125.75
2H 1 0.015 1.45*106 76.77
3lp 1/2 100 6.6*102 161.97
23Na 3/2 100 9.25*1072 132.29
19F 1/2 100 8.22*101 470.59
10B 3 19.58 3.89*103 53.73
1B 3/2 8.42 1.33*101 160.46
14N 1 99.63 1.00*10-3 36.14
15N 1/2 0.37 3.85*10° 50,69
170 5/2 0.037 1.08*10° 67.80
29Gj 1/2 4.7 3.68*10* 99.36
195pt 1/2 33.8 3.36*10-3 107,51




Heteromagok NMR spektroszképiaja: *H

Property Value

Spin 1

Natural abundance 0.0155%

Chemical shift range 13 ppm. from -1 to 12
Frequency ratio (=) 15.350609%
Reference compound TMS-d1iz neat = 0 ppm
Linewidth of reference 1.7 Hz

T: of reference 1s

Receptivity rel. to 'H at natural abundance  1.50 x 10°
Receptivity rel. to 'H when enriched 9.65 x 107
Receptivity rel. to '*C at natural abundance 8.78 x 107
Receptivity rel. to '*C when enriched 56.7

Linewidth parameter 0.41 fm*

Kémiai eltolodastartomany: azonos, mint
az 1H

Csatolas: J, /J,y = yDIyH

Meres: szelessavu protonlecsatolas mellett

(esetleg a lecsatolas ,kapuzott”)

Merési nehézségek: muszer stabilizalas —
kilsé lock (pl 1°F)



Heteromagok NMR spektroszképiaja: *H

A deutérium csatolasainak megjelenése

3C NMR [1H]
CDCl,

. ,J”LIL

o4 oz =11 Fil= L= EL T i GBS
Chemical Shift (ppm)

2J gy in CH,CL,

2J,0 = 1.104 Hz

[ 2dpm = (Vi / Vo) (Bdyp) = 7.192 Hz
[ |

R

CH,CI,

e e e e [ e et

5.32 5.31 5.30 5.29 5.28 527 ppm



I
11 J CH,DCHOH
CH,CHDOH |
| |
i I
I i
l !
CH,CH 0D |I I | |
|
| | |
'ﬁ: | I I i
i . ||
I II :| .: i
I| { II | I; II
I—-q.-:.q.—h_.—" I-\""\—u-\._‘_. PR [ H-‘?f._-_ I ___I____,,—... e I T— | . ! I_ -

HO-CH,-CH,D (I)

R=3*1I/1
HO-CHD-CH, (II)

C={+II)/ (S *«x)
DO-CH,-CH, (III)



C, Relative Deuteriuim Concentration (arbitrary units)

150 =

o
O B Synthetic Alcohol
- oo o
140 —
130 m—
i < Bacardi Rum 151
L TP g
e
120 « e o o .
Cuervo Especial T equila W&-’T Remy Martin Cognac
- -
bl :l'l"i":Apple Jack Brandy
>
+ + s
1.10 = N
Luksusowa Vodka , n'ﬁ :
A &
100 — 1 r 1 r T ' 1
200 2.20 240 2560 2.60

R, Relative Site-Specific Hatio of Deuterium






Heteromagok NMR spektroszkopiaja: 2°Na

Property Value
Spin 3/2
Natural abundance 100%

Chemical shift range
Frequency ratio (=)
Reference compound
Linewidth of reference
T1 of reference

Receptivity rel. to 'H at natural abundance
Receptivity rel. to 'H when enriched
Receptivity rel. to '*C at natural abundance
Receptivity rel. to '*C when enriched

Linewidth parameter

72 ppm. from -62 to 10
26.451900%

0.1 M NacCl in DzO

8.2 Hz

0.1s

0.0927
0.0927
245
245

140 fm*

Organometallic Na

Na'(aq)

Na(l

10 0 -10

Nar



Heteromagok NMR spektroszkopiaja: 2°Na

Organometallic Na

Na'(aq)

NaCl

1) 0 -10 -20 -30 40 -50 -60

ppm 0.0 25 50 75 -10.0 -125 -15.0



Ischemia

Natrium koncentracio viszonyok valtozasa sejtekben és kornyezetiikben

O O O HOSPﬂN/_\ »~—PO,H
HO-P-0O-P-O-P-OH [: N]
OH OH OH NN
HO,P—" \—/ “—PO,H
PPP
DOTP

HOOC— /— /—/\ /—\ /—COOH
N

N N N TTHA
Hooc—  ( )  \“—COOH

COOH COOH



——

U 1 Na‘* In
,' + IONOPHORES

ﬁ Ref

C C

Chemical shifts (ppm)



Heteronuklearis NMR: 31P

Property Value
Spin %
Natural abundance 100%

Chemical shift range

Frequency ratio ()

Reference compound

Linewidth of reference

T, of reference

Receptivity rel. to 'H at natural abundance
Receptivity rel. to 'H when enriched
Receptivity rel. to "*C at natural abundance

Receptivity rel. to '°C when enriched

430 ppm, from -180 to 250
40.480742%

85% H2POxz in H20 = 0 ppm
1 Hz

055

663 x 102

663 x 107

37.7

37 7

R,PX R,

RPX, H,PO, Phosphines

ppm 200 150 100 50 0

X = halogen

=30 -100 -150



Heteronuklearis NMR: 3S1p

Iy by

31P spektrum mérése: szélessavu protonlecsatolas mellett.
Nehézségek:

- a 3'P-1H csatolasi allandé joval nagyobb lehet, mint a 13C-1H
csatolasi allando (ca. 600 Hz)

ppm 10 05 0.0 05



Heteronuklearis NMR: 31pP

1H csatolt 3P spektrum

O

H—P

O~
\O/\

Fdzp1H = 8.9 H=

—

| TJzpan = B91.3 H=z |
| I
T ] -I — T L] T -;--T '_-r'—l — |- —r T _-';-— :__“—| - r-' .1-_-

T T T L
S 8 i 5] [P mMm]

{*H} lecsatolt 3P spektrum

T . T . = T - . - : . - T T v . x - : ]
= ] = ra L= L e rm]



Heteronuklearis NMR: 31P

3-...f31|:-,1|--1 =89 H=z=

422 d-ED 413 415 414 412

1J31P iH = 691.3 HZ
L-

[ |

T T T T L} T T T L] L T T L] | L T T m | L T T L T T T T T T T T

7 6 5 4 3 2 [ppm]

13C NMR with 'H and *'P Decoupling

=
B¢ [1H Mp) l
Fep=6H2 Moo= 242 W2
1C ['H] | k
ew= 138 M2 ‘hue128 K2
l l 3¢ [52p] I ‘
| “ [ [ e L L
6 5« 063 82 81 ppm 11 10



Heteronuklearis NMR: 3P

1H

1Jpg causes

/broadeninﬁ\

Phosphorus
coupled

::;==-v:Z§§#~i

decoupled

Phosphorus

ppm 4.3 4.2 a.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6

4Jpy; causes broadening

Qofon coupled
G S NN

With proton decoupling
ppm 01 0.0 E" 7 |




L]

"H NMR with *'P Decoupling

EAGREEOTEY SOy R on on EER I Co e s 0 s o

B s e S e e

7.0 65 60 SS S50 45 40 35 30 ppm

31P |lecsatolas nehézségei : nagy csatolasi allando, tobb P
eseten nagy savszelesség

3IP ['H] NMR of Triphenyl Phosphate
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JKvazi’ in vivo 31P-NMR

egyidejii 2Na mérés

PCr
Extracellular Na
ATP —
v Py o \
@ Intracellular Na
i External standard
P, /
 } gl | B A bl ] LI ] é LR l-1|01 B0 | l.'lsl L] IPIPIM 4; L] T T 2' T T T 6 T T T é T Pvm
PCr Extraceilular Na
/ /
Intracellular Na
P, / Extemal standard
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