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Szerkezetkutatas NMR-spektroszkopiaval a gyogyszeriparban:
hatékonysagnovelés nem egyenletes mintavételezés segitségével

SZIGETVARI Aron és Ifj. SZANTAY Csaba”

Richter Gedeon Nyrt, Szerkezetkutatasi osztaly, Gyomraoi ut 19-21, 1103 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A szerkezeti képletek ugyanolyan modon és mértékben
hatjak at a kémiai szakirodalmat, és annak ugyanolyan ter-
mészetes kozlési eszkozei, mint amilyen magatol értetédd
természetességgel alkalmazzuk és értelmezziik a szava-
kat a mindennapi nyelvhasznalatban. Ha valaki a minden-
napokban egy targyrol (példaul egy szamitogéprol) beszél,
akkor tobbnyire nem kételkediink abban, hogy az a targy
valoban az, aminek allitja (szamitogép, nem pedig kavéf6z0).
Hasonléan, ha egy kémiai szakkdnyvben vagy egy folyd-
iratcikkben talalkozunk szerkezeti képletekkel, tobbnyire az
koti le a figyelmiinket, hogy a mi szerz6i mit mondanak az
adott vegyiiletrdl, annak tulajdonsagairél, kémiai reakcioirol
— azon viszont ritkan merengiink el, vajon magat a szerkeze-
tet a szerzok honnan ismerik vagy hogy mennyire lehetiink
biztosak annak helyességében. Azonban egy vegyiilet kémiai
szerkezetét nem lehet tigy ,,1atni” [1], mint egy valodi targyat.
Az atomok kapcsolodasi sorrendjét és térbeli elrendezodését
indirekt médon, fizikai-kémiai mérési adatokbol kovetkez-
tetjik ki. Ennek a szerkezet-meghatdrozasi folyamatnak
a végeredménye nagymértékben fiigg részint az adott mo-
lekularol megszerezhetd kisérleti adatok mennyiségétdl és
mindségétdl, részint pedig az ezekbdl levont kdvetkeztetések
helyességétdl [2]. Igy tehat az, hogy valoban j6 szerkezeti
képletet tarsitunk-e ahhoz az anyaghoz, amirdl beszéliink
(vagyis a ,,szamitogép” biztosan nem ,,kavéf6z™), kozel sem
olyan magatdl értet6dd, mint ahogy azt sokan gondoljak. Ezt
mutatja, hogy a kémiai irodalomban kdzolt molekulaszerke-
zetek meglepden nagy aranyban tévesek, amire mar szamos,
a témat vizsgalo szerz6 ramutatott — ezek koziil itt most csak
négy jellemzo példara hivatkozunk: [3-6].

Az, hogy nem szivesen kételkediink a latott szerkezetek hi-
telességében nem véletlen: ahhoz vagyunk szokva, hogy az
ismeretek (beleértve a tudomanyos ismereteket) befogadasa
nagyrészt bizalmi alapon torténik, és mentalisan roppant
megterheld lenne Ggy olvasni a kémiai szak-irodalmat, hogy
kozben folyamatosan azon gondolkodunk, vajon megbizha-
tunk-e a leirt szerkezetekben. Pedig — ahogy fentebb emlitet-
tiikk — valdjaban egyaltalan nem mindegy, hogy milyen tipusu
¢és mélységli adatok és mennyire preciz okfejtés alapjan allit-
jak a szerzok egy anyagrol, hogy annak mi a szerkezete. Még
a ,,szerkezet” sz6 is értelmezési kérdéseket vet fel, példaul
kozel sem mindig nyilvanvalo, hogy ,térszerkezet” alatt a
szintetikus vegyészek szamara fontos abszolat konfiguraciot
értjiik, vagy a molekula fontosabb konformacios tulajdonsa-
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gait is ide soroljuk, mint példaul ahogy az egy 3D QSAR-
modell (three-dimensional quantitative structure-activity
relationship, azaz haromdimenziés mennyiségi dsszefiiggés
az atomok térbeli elrendezddése és a biologiai hatas kdzott)
felallitasakor sziikségessé¢ valik. Tehat amikor egy anyag
szerkezetér6l beszéliink, valdjaban annak tobb szintjérdl
nyilatkozhatunk, és az egyes szintekhez eltér6é bizonyossagi
tényezOk tartozhatnak. A tovabbiakban ,,szerkezet” alatt egy
érteni, ,,szerkezeti konfidencia” alatt pedig azt értjiik, hogy
e két tekintetben mennyire biztos allitdsokat tudunk tenni.
Ahhoz, hogy megfelelé bizalommal fordulhassunk a kémiai
szakirodalomban leirt képletekhez, arra van sziikség, hogy
minden kutaté a leirt szerkezeti képleteket kelléen magas
szerkezeti konfidenciaszinten bizonyitsa, amihez be kell vet-
ni a nagymiiszeres szerkezetkutatas eszkoztarat.

Cikkiink célja kett6s. Egyrészt hangsulyozni kivanjuk a szer-
kezetmeghatarozas e lehetséges rejtett bizonytalansagait,
masrészt ra kivanunk mutatni arra, hogy kellden tudatos al-
kalmazas mellett a legmodernebb NMR-es technikédk milyen
modon tudjak novelni a szerkezetkutatas hatékonysagat és a
kozolt szerkezetek bizonyossagi szintjét. E tekintetben kii-
16n6s hangsulyt helyeziink a vilagszerte rohamosan terjedd
nem egyenletes minta-vételezés (nonuniform sampling, NUS)
kérdéskorére [7]. Igyeksziink — némileg didaktikus targya-
last kovetve — ravilagitani a NUS mibenlétére, tovabba be-
mutatjuk a NUS gyogyszeripari alkalmazasaval kapcsolatos
sajat modszertani kutatasi eredményeinket [8,9]. Cikkiinkben
szemléletileg nagyban tdmaszkodunk a ,,Nagymiiszeres szer-
kezetkutatas a Richter Gedeon Nyrt.-ben” cimi, szintén a
Magyar Kémiai Folyo6iratban megjelent cikkre [1].

2. Hétkoznapi szerkezetkutatasi esettanulmany arrol,
vajon kelléen gondosan gondolkodunk-e (Ggy
altalaban)

A kovetkezokben targyalt példank talan éppen azért tiinhet
meglepének, mert rendkiviil egyszerii és semmilyen drama-
turgiailag latvanyos végkifejletet nem tartalmaz: a spekt-
roszkopiai alapon meghatarozott molekulaszerkezet pon-
tosan az, ami kémiai megfontoldsok alapjan varhat6 volt.
Vélasztasunk ebben a tekintetben tudatos. Ezzel a példaval
ugyanis éppen arra szeretnénk ramutatni, hogy annak elle-
nére, hogy a jelen esetben a latszolag gondos (de vilagszer-
te tipikusan gyakorolt) és a valoban gondos (a tudomanyos
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gondolkodas magas mindségi szintjét képviseld) dedukciods
folyamat ugyanoda vezet, mégis milyen alapvetd kiilonbség
van az eredmény bizonyitottsaganak (vagyis konfidenciaja-
nak) a mértékében. Eppen ennek a bizonyitottsagi szintnek
a megléte vagy hianya az, aminek tobbnyire nem vagyunk
a tudataban a kémiai irodalom olvasasakor. Masrészrél a
példankkal azt is illusztralni kivanjuk, hogy a nagy bizo-
nyitd erejli szerkezeti kovetkeztetések joval tobb kisérleti
adat megmérését és értelmezését is igénylik, ami gyakran
vallalhatatlan tobbletiddvel is jarhat — hacsak nem vetiink
be olyan korszerii médszereket, mint példaul a NUS!

2.1. Szerkezetigazolas '"H NMR segitségével

Példank az etil-1-etilindol-5-karboxilat (1) lagos
hidrolizisével (1. abra) kapott termék (2) szerkezet-
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1. Abra. Egy egyszerii kémiai reakcio, az indolgyfirii szimozésa és a
vart termék (2) szerkezete.

A manapsag rutin modszernek szamitod kisfelbontasu t6-
megspektrometria (MS) segitségével a vizsgalt anyag mole-
kulatomege (M) 1 Da pontossaggal adhatd meg, ez az érték
jelen esetben az MS-mérés alapjan M=189-nek adddott, ami
megfelel a vart terméknek.

A 2. abran bemutatott 'H NMR-spektrumbol lathato, hogy
az aromas tartomanyban Osszesen Otszoros integral (jel
alatti teriilet) értékben vannak jeleink (egy-egy hidrogén-
atommagtdl szarmazo jelek 6,57, 7,49, 7,53, 7,74 és 8,22
ppm-nél), ami megfelel az 1. abran lathato vart termék o6t
aromas hidrogénatomjanak. Az egymassal szomszédos H-2
¢s H-3 hidrogénatomokhoz tartoznak a 7,49 ppm és a 6,57
ppm kémiai eltolodast, egymassal csatol6 (azonos Jy, ;; csa-
tolasi allandét mutatd) és izolalt spinrendszert add dublett
jelek. A tobbi aromas jel (H-6, 7,74 ppm; H-7, 7,53 ppm,;
H-4, 8,22 ppm) skalaris J,; ; csatolasi mintazata pedig diag-
nosztikus egy olyan triszubsztitualt benzolgytiriire nézve,
amelyben két hidrogénatom egymashoz képest orto, a har-
madik pedig egyikiikhdz képest meta, a masikukhoz képest
para helyzetben van. Az '"H NMR-spektrumban a tovabbi
jelek (az 1,36 ppm kémiai eltolodasnal 1évé haromszoros
integral intenzitast triplett és a 4,24 ppm-nél jelentkezd
kétszeres integral értékii kvartett) megfelel az NCH,CH,
egységnek. Minden eddigi informacié tehat megfelel a vart
szerkezetnek.

2.2 Az '"H NMR-spektroszképia korlatai a szerkezeti
konfidencia tekintetében

Az el6z0o alfejezet utolsd6 mondataban a kulcsszo a ,,kon-
zisztencia” volt. Valoban, az esetek igen jelentds részében

azon az alapon tekintiink egy szerkezetet ,,bizonyitottnak”,
hogy ilyen jellegli konzisztenciat talalunk a (tobbnyire ké-
miai ismeretek alapjan) vart szerkezet ¢s a mért spektralis
adatok kozott. Ennek a konzisztencianak a megléte azonban
még nem tekinthetd igazan alapos bizonyitasnak mindad-
dig, amig az Osszes olyan elképzelhetd szerkezetet tuda-
tosan ki nem zartuk, amire hasonl6 konzisztencia elvileg
szintén igaz lehet. Igy tehat ha egy pillanatra eltekintiink
az 1. abran bemutatott kémiai kontextustol (azaz a kémiai
reakciohoz tartozo hattér-informaciok és a reakcioval kapc-
solatos altalanos ismeretek 0sszességétol) és ugy tessziik fel
a kérdést, hogy milyen szerkezetek rendelhetdk az ismert
elemi Osszetételiinkhdz, valamint ahhoz a spektralis adat-
halmazhoz, amit a 2. abra mutat, akkor az 1. abran lathato
reakcioban vart terméken kiviil egyéb szerkezetek is szoba
johetnek (lasd alabb).
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2. Abra. A lugos hidrolizis sordn kapott 2 termék 'H NMR-spektruma.

H;

Természetesen joggal vethet6 fel, hogy miért is tekintenénk
el a kémiai kontextustol, hiszen az abbdl fakado ismeretek,
illetve feltételezések szerves részét képezik a szerkezet-meg-
hatarozasi problémanak. Ez valoban igy van, és az esetek jo
részében a kémiai kontextus ismeretének hianya rendkiviili
modon meg is nehezitené a szerkezet-meghatarozast. A je-
len példank vonatkozasaban példaul azt mondhatjuk, hogy
az tény, hogy a metiléncsoport két hidrogénatommagjanak
kémiai eltolédasa 4,24 ppm 6nma-gdban még nem bizo-
nyitja, hogy ez a metiléncsoport egy nitrogénatomhoz kap-
csolodik. Az NMR-szakkonyvekben 1évé '"H NMR kémiai
eltolodas adatok attekintését segitd tablazatokban (pl. [10])
ugyanis rendre az olvashatd, hogy az oxigénatomhoz kap-
csolodd metiléncsoportok 4 ppm koriili kémiai eltolédasnal
adnak jelet, mig a nitrogénatomhoz kapcsolod6 metiléncso-
portok jele 3 ppm koriil szorodik. Ezek az informaciok tehat
bizonytalanna teszik, hogy az etilcsoport valéban nitrogé-
natomhoz kapcsolodik-e, és felvetik annak a lehetdségét,
hogy inkabb O-etilcsoport talalhatd a molekulaban. Ez per-
sze ellentmond a vart szerkezetnek és az altalanos szerves
kémiai ismereteknek: egy lugos hidrolizis reakcioban az
észtercsoportnak kell bomlast szenvednie, ilyen koriilmé-
nyek kozott az aminfunkcidé nem szokott sériilni. Azonban
azt is latni kell, hogy a kémiai megfontolasokon alapulo
hipotézisalkotas olyan szerkezeti elditélethez vezethet, ami
konnyen ,,megvezetheti” a szintetikus vegyészt és/vagy a
szerkezetkutatot. Ezzel azért rendkiviil fontos tisztdban
lenni, mert a sajat gyakorlatunkban hihetetlen nagy szam-
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ban talalkoztunk olyan esetekkel, amikor a kémiai reakcid
nem a ,,tankdnyvi” ismeretek alapjan vart terméket adta, és
ha pusztan a mar emlitett konzisztencia megléte alapjan al-
litottuk volna, hogy a szerkezet megfelel a vartnak, akkor
biztosan ,,melléfogtunk” volna! Mindez kiilondsen igaz a
gyogyszeriparban igen gyakran vizsgalt nyomszennyez6k
esetében, amik jellemzéen €ppen azért nyomszennyezok,
mert a kémiai reakcidk nagyon kis valészintiséggel megva-
16suld mellékreakcidinak termékei — ezek a reakciok pedig
néha rendkiviil meglepdek €s tipikusan nem keriilnek be a
tankonyvekbe”. Eppen ilyen okok miatt fontos a tudoma-
nyos gondolkodasnak egy olyan foku, és az adott szerkeze-
tanalitikai probléma egyedi tulajdonsagait olyan gondosan
¢és kritikusan mérlegelé alkalmazasa, ami a mindennapi
gyakorlatban egyaltalan nem magatol értet6do [2].

Ha ezen megfontolasok alapjan néziink Gjra ra a 2.1 pont-
ban leirt gondolatmenetre, akkor a kdvetkez6 tovabbi meg-
fontolasokat tehetjik. Az aromas 'H NMR-jelek alakja
alapjan megerdsitettiik ugyan a benzolgytirii szubsztitucids
mintazatat, de ebbdl még nem kovetkezik, hogy a karbon-
sav (vagy -észter) funkcio tényleg az 5-0s pozicidban van
(vo. 1. abra). Hallgatolagosan elfogadtuk azt, hogy a kiin-
dulési anyag szerkezete biztosan jo, de ezt nem szabad tény-
ként kezelni, mert eléfordulhat, hogy egy kémiai szintézis
soran egy sokkal kordbbi 1épésben a gytirtizdras méashogy
tortént, mint ahogy reméltiik.

A 3. abran bemutatjuk azt, hogy milyen mas lehetséges szer-
kezetek felelnek meg ugyanennek a '"H NMR-spektrumnak,
ha mélyebben vizsgaljuk meg a szerkezetkutatasi problé-
mat. Négy vegyiiletet (2-5) is fel tudunk rajzolni, amelyek
Osszhangban allnak a mérési adatokkal. Természetesen a
négy vegyiilet '"H NMR-spektruma eltér egymastol, de a
kémiai eltolodasbeli kiilonbségek nem annyira jelentdsek,
hogy a mar emlitett konzisztencia ne allna fonn.
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3. Abra. A 2. abran bemutatott 'H NMR-spektrum megfelel a 2-5 szer-
kezeteknek.

2.3.A szerkezeti konfidencia kétdimenzios NMR-
spektrumok segitségével névelhet6

Mindezek utdn egy olyan, joval gondosabb dedukcios fo-
lyamatban juthatunk el a végeredményhez, amelyben mar
a kémiai eltolodas korrelacion alapuld kétdimenzids (2D)
NMR-spektroszkopiat is igénybe vessziikk. Az ilyen 2D
NMR-méddszerek 1ényege, hogy kapcsolatokat mériink

ki az atommagok kozott. A mérni kivant kapcsolat tipusa
alapjan a négy legfontosabb kétdimenzios NMR-méréstipus
a kovetkez6 (4. abra): "H-'H kapcsolatok kovalens kotése-
ken keresztiil (correlation spectroscopy, COSY), 'H-'H
kapcsolatok téren keresztiil (nuclear Overhauser effect
spectroscopy, NOESY), 'H-3C kozvetlen kapcsolatok (he-
teronuclear single quantum correlation, HSQC), valamint
'H-3C tavolhat6 kapcsolatok (heteronuclear multiple bond
correlation, HMBC). Egy 2D NMR-spektrumban (pl. 5.
abra) megjelend spektrumcsics azt jelenti, hogy a mérni
kivant kapcsolattipust (korrelaciot) sikeriilt kimutatni két
atommag kozott. A cstcs koordinatai a kapcsolatban 1€vo
két atommag kémiai eltolodasat adjak meg, amit a két ten-
gelyen olvashatunk le. A csucsmagassagot (jelintenzitast)
konturvonalakkal jeldljiik.
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4. Abra. A négy legfontosabb 2D NMR-kisérlet, amelyek informaciotar-
talma kiegésziti egymast; a nyilak jelzik az adott kisérletben kimutatha-
to kapcsolatokat.

Jelen példaban a HMBC-spektrum segitségével (5. abra)
dontjiik el, hogy a vizsgalt anyag a 3. dbran lathato szerke-
zeti képletek melyikének felel meg.
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5. Abra. A kémiai reakcio termékérol felvett 'TH-'*C HMBC-spektrum
(az abran bekeretezett sornak jelentds szerepe lesz a késdbbiekben).

Eszrevehet6, hogy a metiléncsoport hidrogénatomjai (4,24
ppm) két aromas szénatomot (130,2 ppm ¢és 138,2 ppm)
Llatnak” harom kotésnyi tavolsagra, ami bizonyitja, hogy
az etilcsoport az indolgytirithdz kapcsoloédik. Ha etilész-
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ter-csoport lenne a molekulaban, ezek a hidrogénatomok a
karbonil szénatomot ,,1atndk” (168,9 ppm). Ezzel kizartuk a
két etilészter-csoportot tartalmazo szerkezetet (3 és 5).

A 6a. abran lathat6 a vart 1-etilindol-5-karbonsav (2) szer-
kezet alatdmasztasa: mindegyik hidrogén- és szén-atomhoz
tudunk olyan kémiai eltolodas értéket rendelni, ami 6sz-
szhangban van az adott szerkezeti elemmel és a HMBC-
spektrumban fellelhetd korrelaciokkal is.

A 6b. abra mutatja az 1-etilindol-6-karbonsav (4) szerke-
zet cafolatat. Az 5. abran a HMBC-spektrumban a beke-
retezett sorban lathato, hogy a 138,2 ppm kémiai eltolédasu
szénatom a 8,22 ppm, 7,74 ppm ¢és 4,24 ppm kémiai elto-
l6désu hidrogénatomokkal ad nagy intenzitast korrelaciot,
emiatt a felsorolt hidrogénatomok legfeljebb harom kotésre
lehetnek a 138,2 ppm kémiai eltolodasu szénatomtol. A 6b.
abra alapjan megallapithat6, hogy semelyik szénatomhoz
sem lehet hozzarendelni a 138,2 ppm kémiai eltolodast ugy,
hogy a fenti feltételnek megfeleljen, igy cafoltuk ezt a szer-
kezetet is.

Ez a mélyen elemz6 megfontolas tehat az, ami a jelen pél-
a tudomanyos alapossaggal alatamasztott valodi konfiden-
ciat biztositja. Egy ilyen elemzés birtokéban a kordbbinal
joval magasabb konfidenciaszinten allithatjuk, hogy a vizs-
galt molekula az 1-etilindol-5-karbonsav.

A gyakorlatban az ilyen fajta dedukcios alapossag meg-
valdsitasanak két f6 korlatja van. Egyrészt a tudomanyos
gondolkodas ennyire koriiltekintd mindennapi alkalmazasa
fokozott mentalis erdfeszitést és kritikai attitlidot igényel
[2], masrészt pedig — ahogy fentebb is emlitettiik — a 2D
NMR-modszerek viszonylagos lassusaga miatt a sziikséges
mérési adatok megszerzésének iddigénye gyakran tulsago-
san nagy. A kérdés tehat az, hogy hogyan lehet ez utobbi
problémat athidalni.
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6. Abra. ) HMBC-spektrum alapjan levezetett majdnem teljes 'H és
BC NMR kémiai eltolodas hozzarendelés (alahtizas: 1*C), illetve a leg-
fontosabb HMBC-korrelaciok; b) az 1-etilindol-6-karbonsav szerkezet-
nek (4) ellentmond6 a mérési adatok.

3. Gondolatok a 2D NMR-spektroszképia idoigényérol
—miis az a NUS

3.1. Néhany 2D NMR alapelv

A 2D NMR-mérések soran olyan jelenségeket kell megfi-
gyelniink, amelyek a '"H NMR-méréshez képest 10-1000-

szer kisebb jel/zaj-viszonnyal mérhetdk. A kis jelintenzitas
oka példaul a NOESY-mérésnél az, hogy a megfigyelen-
dé hidrogénatommagok kozotti tavolsag novekedésével a
jelerésség rohamosan csokken (kétszeres tavolsag esetén
26 = 64-szer kisebb lesz a jel). A HSQC- és HMBC-mérések
esetén a kis jel/zaj-viszony a 3C izotop tul kicsi, kb. 1,1%-
os természetes eléfordulasa miatt van.

Az utdbbi évtizedek hardveres fejlesztéseinek (erdsebb
szupravezetd magnesek, fejlodés az elektronikaban, hiitott
mérofejek elterjedése) koszonhetéen ma mar olyan nagy jel/
zaj-viszonyt kaphatunk a '"H NMR-mérés soran (>10%1 egy
10 mg-nyi anyagot tartalmazo oldatrol), hogy a fent emlitett
jelvesztég ellenére is jol mérhetdk a 2D NMR-spektrumok
egy kozépkategorias NMR-spektrométeren (pl. 400 MHz,
forrasponti hémérsékletli nitrogéngazzal hiitétt mérdfej,
>1050:1 jel/zaj-viszony egy 0,1 tdmeg%-os etilbenzol min-
tara gyartoi specifikacio szerint).

A 2D NMR-mérések nagy iddigénye a korszeri készii-
lékeken egy masik problémara vezethetd vissza, aminek
megértéséhez leegyszerisitve vazoljuk a 'H-"*C HMBC-
mérés [11] (7. abra) mikodését.

|

7. Abra. A HMBC-mérés pulzusprogramja; a teli téglalapok 90°-os ra-
didfrekvencias pulzust (rovid ideig tartd nagy teljesitmény(i besugéarzast)
jelképeznek, az tires téglalap pedig 180°-0s pulzust.

Minden mérés eldtt D, iddtartamot (tipikusan kb. egy
masodpercet) varakozunk azért, hogy a relaxacios folya-
matok altal kiépiiljon a kelld mértékii longitudinalis
'H-magnesezettség, ami a mérés elinditasahoz sziiksé-
ges. Az els6 két pulzus és a kozottik 1évé A id6tartam
azt szolgalja, hogy a 'H-magnesezettség atalakuljon egy
olyan allapotba, ami Gsszekottetést teremt a csatold 'H- és
BC-atommagok kozott. Az olyan molekulakat, amelyekben
nincs PC-atom, nem kivanjuk detektalni (az ilyen moleku-
lak zavaro hatasait ki kell sziirni), amit a pulzusprogramok
megfeleld tervezésével lehet megvaldsitani.

A t, id6tartam alatt, azaz a '*C-csatornan alkalmazott két
pulzus kozott engedjiik azt meg, hogy a '*C-kémiai eltolo-
dasok befolyasoljak a végsd NMR-jelet. Az NMR-jelet a ¢,
idében mintavételeziink a 'H-csatornan; ez azt jelenti, hogy
meghatarozott idokozonként leolvassuk az NMR-jel inten-
zitasat és digitalisan eltaroljuk azt (néhany ezer adatpont).
Ezt az idédimenziot direkt dimenzidnak hivjuk, mert az
adatsor pontjait kdzvetleniil a detektorbol kapjuk.

A digitalizalt jel (intenzitds—z, fiiggvény) Fourier-transz-
(id6tartomanybeli  jelbél  frekvencia-
tartomanybeli jelet szamol) olyan '"H NMR-spektrumhoz
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jutunk, amelyben szelektiven a '*C-atommagokkal csatold
'H-atommagok jelei jelennek meg. Ebben a spektrumban a
"H-jelek fazisai kiillonbozbéek lesznek, a fazist befolyasolja
az 'H-atommaggal csatol6 szénatom kémiai eltolodasa, il-
letve a ¢, 1d6 hossza.

A BC-kémiai eltolédasok ugy mérheték meg, ha a 'H-jelek
valtakozo fazisat mintavételezziik a ¢, id6 fliggvényében,
majd a kapott jelet Fourier-transzformaljuk (8. abra). A
2D NMR-mérések lassusaganak oka arra vezethetd vissza,
hogy egy pulzusprogram-lefutassal csak egyféle ¢, idot al-
lithatunk be, és ha a 7, mentén szeretnénk mintavételezést
végezni, akkor kénytelenek vagyunk a pulzusprogramot
tobb szdzszor lefuttatni, és az egymast kovetd futdsok ko-
z6tt inkrementélni (egységnyi mértékben megndvelni) a ¢,
értékét. Ezt az idédimenziot indirekt dimenzionak hivjuk,
mert az egyes ¢, idépontokhoz tartozé informaciok kiilon
mérésbol szarmaznak.

A kétdimenzios NMR-spektrum adottsdgait meghatdroz-
za mind a ¢,, mind a ¢, idékoordinata menti mintavétele-
z¢ési slriiség és mintavételezési idétartam. A minimalis
mintavételezési stirtiséget (gyakorisagot) az hatarozza meg,
hogy mekkora frekvencia (kémiai eltolddas) tartomany-
ban (spektralis ablakban) szeretnénk helyesen abrazolni
a spektrumot. Nagyobb frekvenciatartomany (gyorsabb
oszcillaciok) abrazolasahoz slriibben kell mintavételezni,
a mintavételezési idokoz legfeljebb az abrazolando legna-
gyobb frekvencia kétszeresének reciproka lehet (Nyquist-
kritérium [12]).

A mintavételezési idOtartam pedig a spektrum digitélis
felbontasat hatarozza meg. Minél kdzelebbi frekvencidkat
(kémiai eltolodasokat) szeretnénk egymastdl megkiilon-
boztetni, anndl hosszabb t,, illetve ¢, ideig kell venni a jelet
(a hosszabb ideig megfigyelt jelbdl pontosabban lehet meg-
hatarozni a frekvenciat). A jeldetektalas soran a ¢, id6 no-
velése nem befolydsolja jelentdsen az dsszes mérésidot, de
a t, 16 novelése azt jelenti, hogy az egész pulzusprogramot
tobbszor kell lefuttatni. A sziikséges ¢-inkrementumok
szamat a maximalis ¢-id6hossz (ami annal nagyobb, minél
jobb felbontast szeretnénk elérni az F-frekvenciadimenzio

S(t,.)) S(F,.t)

mentén) ¢és a léptetési kdz (ami annal kisebb, minél na-
gyobb tartomdnyban szeretnénk helyesen abrazolni az F,-
frekvenciakat) hanyadosa adja meg. Ha egy 200 ppm széles
BC-kémiai eltolodas tartomanyban (F,-ablakszélesség) 1
ppm / sor felbontast szeretnénk elérni, akkor nagysagrendi-
leg 200 ¢,-inkrementumra van sziikség, tehat a ¢,-inkremen-
talas hosszadalmas miivelete nem kertiilhet6 ki a hagyoma-
nyos 2D NMR-mérés soran. Ezért egy 2D NMR-spektrum
felvétele tipikusan tobb mint fél orat igényel.

A 2D NMR-spektrumok mérésidé-igényének csokkentésé-
re tobbféle megkozelités ismert (pl. [7, 13-15]), de rutinsze-
ri alkalmazasukat akadalyozza, hogy a miiszergyartok nem
foglalkoztak a legtobb mddszer implementéalasaval. Kivételt
jelentett ez alél a NUS [7], ami éppen ettdl valt népszeriivé.
Ezért fektetlink nagy hangsulyt a NUS bemutatéasara.

3.2.Az indirekt dimenzi6 menti mintavételezés
modszertani Gjragondolasa

A 2D NMR-spektrumok (5. abra és 8. abra) azt a benyo-
mast kelthetik, hogy nagy résziik iires, a hasznos jelek kis
teriiletekre koncentralédnak, tehat az a megérzéstink lehet,
hogy sok mérésidot veszitlink el az iires teriiletek méré-
sére. Habar a Fourier-transzformacié sajatossdgai miatt
minden mérési pont értékes adatpont (mindegyik id6tarto-
manybeli pontot felhasznaljuk mindegyik frekvenciakom-
ponens kiszamitasahoz), mégis érdemes atgondolni, hogy
mi torténik, ha bizonyos mérési adatpontokat kihagyunk,
azaz, ha ¢, sorok kihagyasaval szeretnénk gyorsitani a 2D
NMR-méréseket.

Tegyiik fel, hogy csak fele annyi idénk van megmérni a
spektrumot, mint amennyi valdjaban sziikséges. Megte-
hetjiik, hogy nem varjuk meg a mérés végét, az elére be-
allitott inkrementumok felét vessziik csak fel (9a. abra).
fgy csak rovidebb ¢, ideig tudjuk venni a jelet az indirekt
dimenzioban, ami azt jelenti, hogy rosszabb lesz a felbon-
tas, kétszer szélesebbek a jelek a fliggbleges dimenzidban
az eredeti spektrumhoz képest. A spektrumban a jelek egy
része Osszefolyik, a spektrumértelmezés nehézkessé, eset-
leg lehetetlenné valik.

¥
o
=

t,(s) 0000000000000 000 1, (s) 00000000

1 0000000000000 000 1 00000000
0000000000000 000 00000000
0000000000000000 0000000
00000000000 00000 0000000
000 00000000000 0000000
0030000000000000| _ T | 00860000
0O000000000000000 00000000
0000000000000000 t.—F 00000000
0000000000000 000 2 2 00000000
0000000000000000 00000000
0000000000000000 00000000
0000000000000 000 0000000
0000000000000000 0000000
0000000000000 000 0000000

o
o

ldeﬂ

2.FT

t,—F,

0000000000000 000
Q0000000000000 00
Q0000000000000 0
Q0000000000000 0
0000000000000 000]| %
0000000000000 000

o

o

o

[e]

[e]

o

]

[}

o

T
=
)
5l
T
S

8. Abra. A mért adatpontok, az elsé Fourier-transzformaci6 sorozat (1. FT) utan kapott koztes adatsor és a masodik FT utén létrejéve
2D NMR-spektrum; az tires karikak nem hasznos (zajszintil) adatpontokat jelolnek
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a)

Fele annyi #, inkrementum Spektrum
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9. Abra. a) Mérésidé-megtakaritas fele annyi inkrementum felvételével, illetve b) minden méasodik inkrementum kihagyésaval
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10. Abra. NUS mintavételezésii adatsor, ami hagyoméanyos médszerekkel nem dolgozhaté fel

A mérési id6 felét ugy is megsporolhatjuk, hogy kiha-
gyunk minden masodik inkrementumot (9b. abra). Mivel
a spektrum (fiiggdleges) felbontdsa a mintavételezett ¢, tar-
tomany szélességétdl fiigg, és ez a teljes mintavételezéshez
(8. abra) képest nem valtozik érdemben, ezért a 2D NMR-
spektrum felbontdsa j6 marad. A mintavételezés ritkitasa-
val azonban megfelezziik az abrazolhato frekvenciak tarto-
manyat (ezért van kifehéritve a 9b. abran a spektrum fels6
¢és alsé negyede), a lesziikiilt spektralis ablakbol kilogo je-
lek visszahajlanak. A visszahajlas modszerével felvett 2D
NMR-spektrumban tehat hamis frekvenciak megjelenésé-
vel fizetiink a megsporolt id6ért, de a hamis frekvencidk
szabalyosan keletkeznek és emiatt az eredeti spektrumot a
legtobb esetben vissza lehet fejteni.

Megtehetjiik azt is, hogy a 9b. abra mérési adatsora-
val szemben, nem szabalyos rendben hagyunk ki inkre-
mentumokat a mérés soran. A 10. abran lathaté mérési
modszer azért elonyds, mert egyrészt az adatsornak mind
az elejérdl, mind a végérdl (nagy ¢, tartomanyban) vesziink
jelet, ami a jo felbontast biztositja, masrészt bizonyos ¢,
szakaszokon slrii mintavételezést végziink, amivel el le-
het keriilni a spektralis ablak besziikiilését és igy a csucsok
visszahajlasat. Viszont a NUS mintavételezéssel felvett
adatsor feldolgozasa komoly fejtorést okozott a jelfeldolgo-
zassal foglalkozo kutatoknak, mert a széles korben hasznalt
Fourier-transzformaciés jelfeldolgozasi algoritmus csak
egyenletesen mintavételezett adatsorokra alkalmazhato.

3.3.A nem egyenletes mintavételezéssel Kkapott
adatsor feldolgozasa

A NUS-mintavételezésii jelbdl a spektrum eldallitasa rend-
kiviil nehéz feladat. A NUS-os adat feldolgozasanak alap-

jait Kazimierczuk €s munkatarsai cikke [16] alapjan tar-
gyaljuk, de jelentds egyszerisitésekkel éliink a kénnyebb
érthetdség érdekében.

A hagyomanyos (egyenletes) mintavételezés soran a
spektrumfeldolgozaskor a Fourier-transzformaciot (FT)
hasznaljuk, ami egy intenzitas—id6é bemeneti fliggvény-
re egy intenzitas—frekvencia kimeneti fiiggvényt, azaz
spektrumot ad. A FT soran a bemeneti adatpontok szama
megegyezik a kimeneti adatpontok szamaval.

Ezzel szemben a NUS-adatsor hianyos bemeneti fiigg-
vényt jelent, a kitaldland6 spektralis pontok szama na-
gyobb a bemend adatpontok szamanal. A sokismeretlenes,
kevés egyenletbdl alld egyenletrendszerrel analdog modon,
a NUS-adatsor feldolgozasa soran nincs egyértelmii kime-
net. A kiilonb6z6 kutatocsoportok altal kidolgozott algorit-
mus-oknak mas-mas elénye és hatranya van.

A ko6z06s pont a spektrumrekonstrukcios algoritmusok egy
nagy csoportjaban az, hogy valamiképp kihasznaljak, hogy
a két- és tobbdimenziés NMR-spektrumok nagy része iires
(lasd 5. és 8. abrak), amit a szakirodalom ,,stiritett érzé-
kelésnek” — compressed sensingnek (CS) — hiv. Nem baj,
ha a spektrumnak egy nagy hanyadat, a zajt nem tudjuk
adatpontrol adatpontra kitalalni. Elégséges az, ha csak a
hasznos jeleket talaljuk meg a spektrumokban.

Legyen egy olyan jelink, amelynek két frekvencia-
komponense van (az adatpontok a 10. Abran 1év6 spektrum-
ban a 12. oszlop informaciétartalmanak feleltetheték meg).
Ha megmérnénk az 6sszes intenzitas—id6 adatpontjat a jel-
nek, akkor egy ritkabb és egy slirlibb oszcillaciot latnank
(11. abra teteje). Ehhez képest hagyjuk ki a mérési pontok
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50%-at véletlenszeriien. A kihagyott adatpontok helyére
potlasként nulldkat irunk be (1. 1€pés).

Ezutan Fourier-transzformaciot végziink a nullakkal ki-
potolt adatsoron, ugyaniugy, mintha egy hagyomanyosan
mintavételezett jelet akarnank feldolgozni. A mestersége-
sen beirt nullak miatt hibas spektrumot kapunk a FT so-
ran. A hiba a teljes spektrumtartomanyra eloszlik, ezaltal a
legnagyobb intenzitasu, hasznos jelek lathatéak maradnak
(2. Iépés). Egy bizonyos jelintenzitas felett ugy tekintjiik,
hogy hasznos jeleket talaltunk, a hasznos jelek poziciojat
(frekvenciajat) és intenzitasat eltaroljuk (3. 1épés) a késziild
spektrumban.

A késziild spektrumot inverz-Fourier-transzformaljuk (4.
1épés), az intenzitas—ido fliggvény alakjan is latszik, hogy
most még csak egy frekvenciakomponensbdl all a spektrum.
Az idépontok egy részében nincs valodi mérési adat, ezért

Valddi jel, amib6l csak bizonyos pontokat mériink meg

141

azokat kitoroljiik és 0-val helyettesitjiik (5. 1épés). Ezutan
kivonjuk a mérési adatsorbol az 5. [épésben eldallitott fligg-
vényt, tehat megnézziik, hogy miként néz ki a mért jel, ha a
legnagyobb intenzitasu frekvencia-komponenst kivessziik

beldle (6. [épés).

Ezzel a kiilonbség jellel kezdjiik a kdvetkezé elemzési cik-
lust (7-12. 1épés). Csak akkor 1épiink ki a ciklusbol, ha
az alkalmazott statisztikai modszer szerint nem talalunk
uj hasznos jelet (13. 1épés). Ekkor véget ér a spektrum-
rekonstrukcio (14. 1épés), kimeneti spektrumként elfogad-

oo e "o

juk azt, ami az el6z6 ciklusban eléallt.

Az egyes CS-algoritmusok tobbek kozott abban térnek el
egymastol, hogy milyen statisztikat alkalmaznak a hasznos
jel megallapitasara, a hasznosnak vélt jelet mekkora mér-
tékben Osszegzik a késziilo spektrumba, illetve milyen sza-
baly szerint tekintik befejezettnek az iteraciot.

Jelmagyarazat
O Adatpont (id6- vagy frekvenciatartomany)
O Nullat ér6 adatpont (frekvenciatartomany)

Hianyzé mérési adatpont (idGtartomany)
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— o° kT > oo © 05 _0q %
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11. Abra. A NUS-mintavételezésii adatsor feldolgozasanak egyszeriisitett folyamatabréja.
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4. Néhany egzotikus szerkezetmeghatarozasi példa,
amit NUS segitségével oldottunk meg

Azon tul, hogy a NUS-t napi szinten hasznaljuk mérése-
ink hatékonysagndvelésére, néhany kiilonleges szerkezet-
kutatasi problémat szeretnénk részletesebben bemutatni,
ami NUS nélkiil nem lett volna gazdasagosan megoldhato.

4.1. Vindolin-trimer szerkezetmeghatarozasa

Egy 74 szénatomos trimer alkaloid (12. dbra) szerkezet-
meghatarozasa [8] azért okozott szamunkra nehézséget,
mert a *C NMR-spektrum bizonyos tartomanyaiban olyan
zsufolt volt a spektrum, hogy a HMBC-spektrum megbiz-
hato értékeléséhez a *C-dimenzié mentén olyan nagy fel-
bontoképességre volt sziikség, amit csak sok ezer ¢ -inkre-
mentummal lehetett volna elérni.

12. Abra. A vindolin-trimer NMR és MS segitségével meghatarozott
szerkezeti képlete; sziirke korrel jeloltiik a 13. abran emlitett
szénatomokat.

NUS-sal kevesebb mint egy ora alatt kivalo felbontasu
HMBC-spektrumot vettiink fel a mintarol. Segitségével
képesek voltunk példaul a 43,40 ppm kémiai eltolodasu
BC-atomhoz (metiléncsoport) tartozé jeleket megkiilonboz-
tetni a 43,41 ppm-es sorban 1évo6 jelektdl (kvaterner széna-
tom). Ez a két B*C-rezonancia még a *C NMR-spektrumban
is atfedett, ami ritka jelenség és jol érzékelteti a vizsgalt
molekula bonyolultsagat. Hagyomanyos mintavételezés-
sel csak éjszakara inditott méréssel lehetett volna elérni
ugyanilyen felbontast, és ha ennél kevesebb id6t szannank
amérésre, akkor a 12. abran lathato szerkezetet nem tudtuk
volna nagy konfidenciaval bizonyitani.

A HMBC-spektrumot ugy vettiik fel, hogy 8192 inkremen-
tumbol csak 512-t mértiink meg, amivel mintegy 94%-kal
csokkentettiik a mérésidot. A NUS-spektrum rekonstrukei-
0jat a mérd szoftver automatikusan elvégezte, ami kevesebb
mint fél oraig tartott.
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13. Abra. A vindolin-trimer NUS HMBC-spektrumanak egy részlete.

4.2.Dontés Kkonstitucios és konformacidos izoméria
kozott

Egy minta vart fékomponense egy olyan molekula volt,
ami egy savamidcsoportot tartalmaz, de ismeretlen okbol
nem a megszokott kettd, hanem négy jelsorozat jelent meg
az NMR-spektrumokban, 52:22:18:8 aranyban. Tul kevés
anyag allt rendelkezésre (kb. 3,5 mg) ahhoz, hogy a harom
kisebb intenzitasu jelsorozatra is el lehessen végezni a szer-
kezetigazolast [9].

Emiatt nem lehetett azt kizarni, hogy nem egységes az
anyag (14. abra), lehetséges, hogy két konstitucids izomer
két-két konformerét lattuk a spektrumokban. Ezt cafolni
ugy lehet, hogy bebizonyitjuk, hogy a kiilonb6zé jelsoroza-
tokhoz tartozo molekulak dinamikus egyensulyban vannak
egymassal, a hdmozgas altal a konformerek lassan egymas-
ba alakulnak.

CH, O CH

*ﬁxo

s-Z-konformacio s-E-konformacio

14. Abra. A négy jelsorozatot ad6 vegyiilet szerkezeti képletének egy
részlete; a csillag egy olyan részét jeloli a molekuldnak, amelynek a
konstitiiciojaban nem voltunk biztosak.

A bizonyitashoz két modszert hasznalhatunk. Felfttjiik a
mintat, aminek hatasara gyorsulnak a konformdcios atala-
kulasok, és megfigyeljiik a kiilonb6zé konformerhez tarto-
70 jelek koaleszcenciajat (kiszélesedését €s egyesiilését).
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A masik moédszer az, hogy megfigyeljik a konforme-
rek kozotti kémiai kicserélddést. Ehhez a NOESY-
pulzusprogramot (15. abra) hasznaljuk (ugyanazt, mint
amellyel a '"H-'H térkozelségeket detektaljuk). A pulzus-
program elején (#,) a molekula az egyik konformacids al-
lapotban van, a pulzusprogram kézepén (¢,,) varakozunk,
hogy megtorténjen a konformacios atalakulas, a pulzus-
program végén (¢,) pedig detektaljuk annak tényét, hogy
a molekula atkeriilt egy masik konformacios allapotba. A
két konformer eltérd térszerkezete miatt ugyanaz a hidro-
génatom két kiilonb6zo kémiai kornyezetet érzékel a két
konformerben, tehat megvaltozik a kémiai eltolodasa egy
adott hidrogénatommagnak a konformacios atalakulas
soran (példaul 2,2 ppm-rdl 2,5 ppm-re). A mérés sordn a
pulzusprogram elején regisztraljuk az 'H-atommag kémiai
eltolodasat az egyik konformacios allapotban (a csucs helye
a fiiggdleges tengelyen: 2,2 ppm), a pulzusprogram végén
pedig az 'H-atommag kémiai eltolodasat a masik konfor-
macios allapotban (a cstics helye a vizszintes tengelyen: 2,5
ppm). Természetesen a molekuldk egy része a pulzusprog-
ram alatt nem cserél konformaciot, illetve egy résziik a
tobbszori csere miatt a kiindulasi allapotba tér vissza.
Ezeket a molekulakat a spektrum féatlojaban detektaljuk (a
pulzusprogram elején és a végén azonos az 'H NMR kémiai
eltolodas).

Mivel a négy jelsorozat jelei nagyon kozel estek egymashoz
(részlegesen at is fedtek), a kémiai kicserélédés detektalasa-
hoz rendkiviil nagy felbontast szerettiink volna elérni mind-
két dimenzidban. A 14. abran feltiintetett metilcsoporthoz
tartozo dublett jeleken terveztiik megfigyelni a kémiai ki-
cserélddést (a dublett jelalak a szomszédos CH-csoport hid-
rogénatommagjaval valo csatolds miatt jon létre). A nagy
felbontas miatt a csucsok dublett szerkezete a fiiggéleges
dimenzidé mentén is lathatova valt, ami nehezitette a NUS
NOESY-spektrum rekonstrukciojat (16a. abra).

A dublett felhasadas kikiiszobolésének érdekében hazon
beliil médositottuk [9] a standard NOESY-szekvenciat (15a.
abra), amelybe beépitettiink egy ,,constant time” (CT) [17]
egységet (15b. abra), amivel egy Uj variansat hoztuk 1étre
a NOESY-szekvencianak. A ,,constant time” kifejezés arra
utal, hogy az els6 két 90°-o0s pulzus kozott eltelt id6t allan-
dositottuk (2A), ami a standard szekvencidban egy inkre-
mentumonként valtozo (¢,) idétartam volt. Ezzel a techni-
kaval a NOESY-spektrumban a csucsok dublett szerkezete
szingulettre egyszeriisodott a fliggdleges tengely mentén.

a) NOESY

q H H \.//\V
D, g Lmix b

b) CT-NOESY

T 0D,
D, A-1,2 AH2 1 ‘

mix 2

15. Abra. a) NOESY-kisérlet és b) az altalunk kidolgozott ,,constant
time” (CT) NOESY-kisérlet pulzusprogramja; a teli téglalapok 90°-os
pulzust jelentenek, az iires téglalap pedig 180°-0s pulzust.

A csucsok alakjanak egyszeriisodése konnyebbé tette a CS-
algoritmus szamara a spektrum rekonstrukciojat, tehat a
CT-technika nélkiil felvett spektrumhoz képest (16a. abra)
jobb mindséget értiink el (16b. abra). Bebizonyitottuk,
hogy mind a négy jelsorozat ugyanabban a kémiai kicse-
rélédési folyamatban érintett. A kovetkezd cserefolyamato-
kat lattuk: A jelsorozat B-vel és D-vel, illetve C jelsorozat
D-vel. Ezzel igazoltuk, hogy a négy jelsorozat négy konfor-
mert jelent, tehat egységes volt az anyag. NUS nélkiil az 5-6
perces mérések iddigénye tobb mint fél ora lett volna.

4.3.Nyomszennyez6
elésegitése

szerkezetmeghatarozasanak

Adott volt egy viszonylag kis molekulatomegii fenilecet-
savszarmazek, amit egy gyartasban kivantak felhasznalni
alapanyagként. Az alapanyagban egy nyomszennyezonek
a szerkezetét kellett meghatarozni ugy, hogy a fékom-
ponens és a keresett szennyezé mellett voltak még mas
0,01-0,14%-0s mennyiségli szennyezOk is a mintdban.A
szerkezetmeghatarozashoz 'H-*C HSQC és 'H-*C HMBC-
spektrumokat vettiink fel egy meglehetdsen tomény (1,4
es, hiitott mérofejjel ellatott NMR-spektrométeren is igen
nagy kihivast jelent megmérni egy ilyen mintat, ha a szeny-
nyezOk szerkezetmeghatarozasa a feladat.

A NUS elényét a hagyomanyos mintavételezéshez képest a
17. abran mutatjuk be. A 17a. abran a hagyomanyos min-
tavételezésii HMBC-spektrum talalhato. A fokomponens
metiléncsoportjahoz tartozé6 'H NMR-jel 3,63 ppm-nél ta-
lalhat6. Nagy intenzitdsa azt okozza, hogy az dsszes 2D
NMR-spektrumban a 3,63 ppm-es oszlop mentén végig futd
spektrumhibat okoz, amit ¢,-zajnak hivunk. Ebbdl a zajbol a
fékomponenshez tartozo leggyengébb, 4-5-ktéses HMBC-
korrelaciok alig emelkednek ki, detektalasukhoz olyan
cstcskategorias spektrométerre van sziikség, amin a ¢,-zaj
mértéke viszonylag kicsi. A 3.3. fejezetben bemutattuk a
NUS-nak azt a tulajdonsagat, hogy zajszinten 1évé cstics-
magassagokat rosszul rekonstrual. Ennek az a kovetkezmé-
nye, hogy a t-zaj rekonstrukcioja elromlik, széttoredeznek
a t,-zajhoz tartozo cstcsok a szomszédos oszlopok mentén.
Emiatt a hasznos jelek detektalasa konnyebbé valik, amit az
alabbi példa is szemléltet.
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16. Abra. a) NUS NOESY-spektrum; b) a kémiai kicserélédés bizonyi-
tasahoz hasznalt NUS CT-NOESY-spektrum, a négy jelsorozatot 4, B, C
és D szimbolumokkal jeloltik

Az egyik 0,14%-0s szennyezének az egyik 'H NMR-
rezonancigja 3,62 ppm-nél volt. Ezt a jelet az 'H NMR-
spektrumban a fokomponens 3,63 ppm-nél 1évé jele teljesen
elfedte. A nyomszennyezOhez tartozd jeleket a HMBC-
spektrumban sem vettiik észre (17a. abra, kérddjellel jelol-
ve), mert részben atfedtek a fokomponenshez tartozo, 3,63
ppm oszlopban 1év0 ¢,-zajjal. Ezzel szemben a NUS-HMBC-
spektrumban (17b. dbra) a ¢,-zaj a korabban emlitett okok
miatt széttoredezett, ezaltal felismerhetové valtak a nyom-
szennyezOhez tartozo korrelaciok 'H: 3,62 ppm, 3C: 116,2
¢és 125,6 ppm-nél (felkiltojelekkel jeldlve). Megjegyezziik,
ha a kis koncentracioju komponensek mérését a tul kis jel/
zaj-viszony is akadalyozza, a jelek detektalhatosdga 6nma-
gaban a NUS hasznalatatol nem javul.
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17. Abra. a) A fenilecetsav-szarmazék hagyomanyos mintavételezéssel
késziilt HMBC-spektruma (16 ismétlés; 512 inkrementum; 3,2 dra méré-
sid6); b) ugyanennek a mintanak a NUS HMBC-spektruma (16 ismétlés;
1024 inkrementum mintavételezése a 8192-bdl; 6,9 6ra mérésido). A
t,-zaj a 3,63 ppm-es oszlop mentén végig fut.

Ez a példa arra vilagitott r4, hogy a szennyezésvizsga-
lat soran elényiinkre tudtuk forditani a NUS egyik {6 hi-
anyossagat, a zajrekonstrukciora valdo képesség hianyat.
Megjegyzendd, hogy ezt az effektust csak abban az eset-
ben lehet kihasznalni, ha megvan a miiszer képessége arra,
hogy jol csillapitsa a #,-zajt a spektrum felvétele soran.

5. Osszefoglalas

Ahhoz, hogy kelléen magas konfidenciaszinten tudjunk egy
szerkezetet meghatarozni, sokkal inkabb sziikséges a 2D
NMR-mddszerek alkalmazasa, mint ami a jelenlegi altala-
nos gyakorlat. Ehhez nemcsak a technologia meglétére van
sziikség, hanem megfelel6 szemléleti tudatossagra is. Az
elmult évtizedek hardveres fejlesztései az NMR-mérések
érzékenységét a sokszorosara novelték, azonban a klasz-
szikus 2D NMR-spektrumok felvételi ideje inherens tech-
nikai okokbol mégis relative lassti maradt. Az utébbi évek
szoftveres fejlesztései — mint példaul a NUS spektrum-re-
konstrukcios algoritmusok — lehet6évé tették, hogy nagy-
sagrendekkel gyorsabban jo mindségii 2D NMR-felvételek
késziiljenek, ezaltal rovid atfutasi id6 mellett is jelentdsen
novelve a magas szerkezeti konfidencia elérhetdségét. A
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moddszer altalunk tortént tovabbfejlesztését is alkalmazva,
sajat reprezentativ gyogyszeripari példakon keresztiil mu-
tattuk be a NUS rendkiviili hasznossagat.
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NMR spectroscopy in the pharmaceutical industry: towards higher structural confidence via nonuniform sampling

In this article we discuss the topic of structural confidence, in-
volving both the technology and the mindset required to assure
a highly secure chemical structure. The chemical structures pub-
lished in the scientific literature are much less accurate than it
is generally thought, and their validity depends on the compre-
hensiveness of the measured spectroscopic data as well as on the
prudence of the interpretation of these analytical data. Today,
structure elucidation mainly relies on the concerted use of nu-
clear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and high-resolu-
tion mass spectrometry (HRMS). However, the acquisition of a
comprehensive set ((H NMR, 3C NMR, two-dimensional '"H-'H
connections through bonds and through space, and '"H-"*C con-
nectivity through one bond and multiple bonds) of NMR data —
which is needed to achieve a truly high level of structural confi-
dence together with an in-depth spectral characterization — often
requires a lot of time that we cannot afford in practice. A compre-
hensive set of experimental NMR data can however be collect-
ed in a relatively short time by using “accelerated acquisition”
techniques such as nonuniform sampling which is now becoming
increasingly popular among NMR spectroscopists.

As a case in point, in the first part of the paper we present the
structure elucidation of the product of a simple chemical reaction
at two different levels of structural confidence. First, the success-
ful hydrolysis of ethyl 1-ethylindole-5-carboxylate was verified at
a lower confidence level using MS and 'H NMR. That approach
is quite resource-friendly and is seemingly thoughtful, and in fact
it represents the prevailing practice for “routine” structure eluci-
dation in the field of organic synthesis. Secondly, we demonstrate
that by the careful (e.g., unbiased by the knowledge of the chem-
ical context and by the structural expectation stemming thereof)
interpretation of the spectra one can find alternative structures
that are also consistent with the measured data. By ruling out
these alternative structures via a more comprehensive set of NMR
measurements, one can reach a higher structural confidence re-
garding the originally proposed structure. High-confidence struc-
ture elucidation is especially important in the pharmaceutical in-
dustry because of the regulatory requirements for meeting high
quality standards.

For the sake of better understanding the time issues associated
with the acquisition of conventional two-dimensional (2D) NMR
spectra, we provide a brief introduction to 2D NMR spectroscopy
by the example of HMBC measurements. We explain that these
2D NMR measurements are time-consuming due to the inherent
need for several hundred steps of incrementation of the ¢, param-
eter. Then, we discuss what happens when some ¢, increments are
intentionally and regularly left out from the measurement: either
the resolution decreases or the correctly interpretable chemical
shift range narrows (spectral aliasing). When the ¢, increments are
left out irregularly, i.e., nonuniform sampling (NUS) is applied,
the conventional Fourier transform cannot be used for spectrum
processing.

We give a simplified explanation of how “compressed sensing”
(CS), a family of the spectrum reconstruction algorithms that pro-
cesses NUS data, works. In general, these methods can find the
highest peaks in a spectrum but fail to reconstruct data points at

the noise level. Using NUS and CS, as a rule of thumb the time
requirement of the 2D NMR measurements decreases from the
order of ten minutes to a few minutes if the signal-to-noise ratio is
adequate, i.e., the sample is not too dilute.

Although there are several other novel approaches to accelerating
data acquisition, NUS has become particularly popular in recent
years because spectrometer manufacturers have implemented the
newest NUS acquisition and processing algorithms in the stand-
ard spectrometer control software.

In the last section of the paper we present the application of NUS in
three interesting structure elucidation problems coming from our
own practice. One of these involves an unexpected vindoline tri-
mer molecule whose structure could be solved only by recording
2D NMR spectra in which the resolution in the *C dimension was
extremely high. For example, the HMBC spectrum was record-
ed using 8,192 ¢, increments (ca. 0.025 ppm/row for a 200-ppm
spectral width) from which only 512 increments were sampled.
Therefore, the measurement time was reduced by ca. 94% and the
spectrum could be acquired within one hour. Without using NUS,
the structure elucidation of the vindoline trimer would have been
exceedingly time-consuming and cumbersome.

Our next example of the application of NUS is about solving a
challenging structure-verification problem. We expected a com-
pound giving two signal sets due to the presence of amide rotam-
ers, but instead four signal sets appeared in the NMR spectra.
Hence, we could not decide whether the sample was a mixture
of two constitutional isomers or a single compound that had four
conformers. Using an in-house-modified NOESY pulse sequence
combined with NUS, we were able to see the chemical exchange
between four conformers, proving that the sample was uniform
in terms of the analyte’s constitution. Our modification of the
NOESY sequence involved the incorporation of a constant-time
element that simplified the multiplet structure of the peaks in the
indirect 'H dimension. Accordingly, the number of the peaks de-
creased, and their intensity increased, facilitating the reconstruc-
tion of the NUS dataset by CS algorithms.

In the last example we show that NUS can be used and is useful
even if the dynamic range in the spectrum is as high as ca.
101, revealing peaks in the 2D NMR spectrum that belong to
impurities whose concentration is as low as 0.14% relative to the
main component. In this case we took advantage of the fact that
the ¢, noise becomes ill-reproduced in the NUS spectra. We were
able to observe some HMBC correlations for the trace impurity in
the NUS spectrum that partially overlapped with the ¢, noise in the
traditionally sampled spectrum and could therefore not be noticed
there. Using a high-end NMR-spectrometer is essential to acquire
such high-quality NMR spectra.

In conclusion, we recommend a more extensive use of 2D NMR
spectroscopy in order to gain higher structural confidence in
general. In our experience NUS is a convenient and extremely
useful method for accelerating the acquisition of the 2D NMR
spectra of NMR samples that are not extremely dilute, both in
routine and non-routine applications
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