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Spektroskopia NMR jest jednym z najważniejszych narzędzi współczesnej chemii organicznej dostarczając informacji o strukturze i dynamice molekuł w roztworach, a różnorodność eksperymentów, zwłaszcza wielowymiarowych, pozwala na uzyskanie wielu parametrów kluczowych w wyznaczeniu struktury molekuł. Widma wielowymiarowe poprawiają separację pików, umożliwiając dokładny pomiar przesunięć chemicznych i stałych sprzężenia, pozwalają na identyfikację spinów związanych wzajemnymi oddziaływaniami. Dzięki zastosowaniu widm wielowymiarowych możliwa staje się pośrednia obserwacja przejść wielokwantowych oraz pośrednia obserwacja jąder niskoczułych stosując wzbudzenie i detekcję jader czułych (przeniesienie polaryzacji).

Celem mojej pracy doktorskiej było pokazanie, że trójwymiarowa spektroskopia NMR może być z powodzeniem stosowana do określania struktury złożonych molekuł organicznych. W trakcie pracy badawczej skupiłam się na opracowaniu nowych, znacznie szybszych metod pomiarowych opartych na losowym próbkowaniu dziedziny czasów ewolucji do badania złożonych molekuł organicznych w roztworach. Dodatkowo poszukiwałam nowych technik eksperymentalnych pozwalających uzyskać dostęp do parametrów, które mogą być użyte w charakterze więzów strukturalnych. 

Obecnie w chemii organicznej rutynowo wykorzystuje się widma dwuwymiarowe, podczas gdy eksperymenty wielowymiarowe dedykowane są badaniu biomolekuł. W przypadku małych molekuł organicznych o nieskomplikowanej budowie widma 1D, czy 2D NMR są wystarczającym źródłem informacji strukturalnej. Natomiast w przypadku molekuł bardziej złożonych, gdzie występuje często silna degeneracja sygnałów widma o niższej wymiarowości są często niewystarczające do jednoznacznej interpretacji. 
Największym problemem w przypadku wielowymiarowej spektroskopii NMR jest długi czas trwania eksperymentu, bowiem czas pomiaru gwałtownie rośnie z liczbą wymiarów. Dodatkowo niemożliwe staje się osiągnięcie żądanej rozdzielczości w wymiarach pośrednio mierzonych, co wynika z wymogów stawianych klasycznemu próbkowaniu sygnału. 

Widma 3D NMR rejestrowane w sposób konwencjonalny nie zapewniają dostatecznej rozdzielczości nawet w kilkunastogodzinnym eksperymencie. Sytuację dodatkowo komplikują szerokie zakresy spektralne oraz naturalna zawartość izotopowa, co powoduje, ze eksperymenty wielowymiarowe, stosowane z powodzeniem w badaniu białek, do tej pory nie były wykorzystywane w badaniu molekuł organicznych. 
W ostatnich kilku latach zaproponowano szereg nowych rozwiązań opartych m.in. na nieklasycznym sposobie próbkowania sygnału, pozwalających na wielokrotne przyspieszenie pomiarów wielowymiarowych widm NMR. Jednym z nich jest zaproponowana w grupie prof. Koźmińskiego metoda Wielowymiarowej Transformacji Fouriera – MFT (ang. Multidimensional Fourier Transform), pozwalająca przetwarzać wielowymiarowe dane NMR o dowolnym rozkładzie punktów czasu ewolucji. W procedurze MFT dane wielowymiarowe transformowane są w jednym kroku. O ile większość nowych metod stosowano dotychczas w pomiarach widm NMR białek, o tyle w dziedzinie chemii organicznej ze względu na naturalne zawartości izotopowe oraz szerokie zakresy spektralne rozwój metod szybkiej rejestracji wielowymiarowych widm NMR jest znacznie wolniejszy. 

 W opisanych w pracy eksperymentach wykorzystałam próbkowanie losowe przestrzeni czasów ewolucji wraz z Wielowymiarową Transformacją Fouriera. Podejście to umożliwiło rejestrację widm 3D NMR molekuł organicznych w rozsądnym czasie rzędu kilku lub kilkunastu godzin oraz pozwoliło na utrzymanie wysokiej rozdzielczości w pośrednio rejestrowanych wymiarach. 

Przedmiotem badań były związki organiczne o złożonej budowie należące do alkaloidów, poliizoprenoli, steroidów oraz saponin. Z uwagi na ważną biologicznie rolę tych związków konieczna okazuje się ich szczegółowa analiza strukturalna i konformacyjna.

W pierwszym etapie mojej pracy badawczej na przykładzie strychniny zademonstrowałam trzy  trójwymiarowe  techniki,  tzn. 3D TOCSY-HSQC, 3D COSY-HMBC oraz 3D HSQMBC, służące przypisaniu sygnałów. Porównałam eksperymenty zarejestrowane w sposób konwencjonalny, a więc z użyciem próbkowania ze stałym krokiem i sekwencji transformat jednowymiarowych z eksperymentami zarejestrowanymi z zastosowaniem losowego próbkowania i algorytmu MFT. We wszystkich eksperymentach całkowity czas pomiaru był jednakowy, tzn. zarejestrowanych zostało tyle samo punktów przestrzeni czasów t1/t2. Maksymalne czasy ewolucji były jednak różne: w przypadku konwencjonalnym wielkość czasów ewolucji - oddzielnie w każdym z wymiarów - była określona zgodnie z Teorematem Nyquista, czyli przez stosunek liczby inkrementów do szerokości widmowej. Natomiast w widmach próbkowanych losowo maksymalne czasy ewolucji były ustalane niezależnie; ich długość ograniczona była głównie przez relaksację poprzeczną. Dlatego możliwe było osiągnięcie wysokiej rozdzielczości, gdyż wraz ze wzrostem maksymalnych czasów ewolucji poprawia się rozdzielczość widma. Ponadto nie obserwujemy szumu próbkowania, a liczba sygnałów korelacyjnych na porównywanych przekrojach jest taka sama. Stąd z widma 3D NMR, do uzyskania którego wykorzystano próbkowanie losowe razem z Wielowymiarową Transformacją Fouriera, możemy otrzymać więcej informacji niż z widma zarejestrowanego w tym samym czasie metodami konwencjonalnymi. 


Kolejnym osiągnięciem był pomiar heterojądrowych stałych sprzężenia w złożonych molekułach organicznych. Interpretacja widma 3D HSQC-TOCSY z sygnałami typu E.COSY pozwoliła mi na zmierzenie heterojądrowych stałych sprzężenia w molekule strychniny z dużą dokładnością. Ponadto dzięki zastosowaniu multipletów typu E.COSY możliwe jest wyznaczenie znaku stałej sprzężenia.


Ogromnym wyzwaniem w mojej pracy badawczej było przypisanie sygnałów w molekule prenolu-10, charakteryzującego się małą dyspersją przesunięć chemicznych zarówno w wymiarze protonowym, jak i węglowym. Dokonałam tego interpretując widma 3D COSY-HMBC oraz 3D TOCSY-HSQC. Techniki te dostarczyły uzupełniających się informacji, co okazało się niezwykle użyteczne w przypisaniu sygnałów w ramach dziesięciu jednostek izoprenowych oraz w znalezieniu korelacji pomiędzy tymi jednostkami, w celu uszeregowania ich w łańcuchu prenolu-10. 


Dzięki zastosowaniu widm 3D TOCSY-HSQC oraz 3D COSY-HMBC dokonałam pełnego przypisania sygnałów rezonansowych oraz rozróżnienia między trzema aglikonami saponin triterpenowych, a mianowicie między kwasem oleanolowym, hederageniną oraz kwasem ursolowym. 


Ostatnim obiektem moich badań był epimer octanu 3- (25-hydroksycholest-5-enylu) o konfiguracji 17S, 20R. Korzystając z widm 3D TOCSY-HSQC oraz 3D COSY-HMBC dokonałam przypisania sygnałów. Natomiast w określeniu stereochemicznych szczegółów budowy tego steroidu niezastąpiona okazały się technika 3D NOESY-HSQC oraz 3D ROESY-HSQC, gdzie kluczową kwestią było określenie wzajemnej orientacji atomów wodoru H17 oraz H20. Sytuację komplikował fakt, że oba te protony miały identyczne wartości przesunięć chemicznych. Na podstawie widma 3D HSQC-TOCSY z multipletami typu E.COSY dokonałam nie tylko pomiaru heterojądrowych stałych sprzężenia, ale także identyfikacji par protonów sprzęgających się za sobą i jednocześnie mających identyczne lub prawie identyczne wartości przesunięć chemicznych. 

Wyniki zaprezentowane w pracy wskazują, że spektroskopia 3D NMR wykorzystująca nieklasyczne próbkowanie sygnału jest znakomitym narzędziem badawczym, jakie może być zastosowane w analizie strukturalnej i stereochemicznej związków organicznych o  skomplikowanej budowie.
