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Tancolé halogének: fluor atomot tartalmazd, négyszeresen
szubsztitualt tiofén szirmazék szerkezetének meghatiarozasa
NMR-rel

GATI Tamas"
“Servier Kutatéintézet, Zdhony utca 7., 1031 Budapest, Magyarorszdag

1. Bevezetés

Az NMR spektroszkopus szamara gyakran kildnleges
kihivast jelentenek a kevés (vagy nem karakterisztikus)
hidrogénatomot, de sok heteroatomot és/vagy kvaterner
szénatomot  tartalmazé molekuldk szerkezetének a
meghatarozasa. Ilyenkor a leggyakrabban alkalmazott
kétdimenziés ~ homo  és  heteronuklearis =~ NMR
mérésekbél (COSY, NOESY, TOCSY, HSQC, HMBC,
"N-HMBC) kapott korrelaciok sokszor nem nyujtanak
elegendd informaciot a molekulaszerkezet egyértelmii
meghatarozasahoz. Ilyen esetekben gyakran szarmazékot
képeztetiink feltételezve, hogy a kapott reakciotermékben
a hidrogénatom hetero/kvaterner szén kedvezébb aranya
lehetévé teszi a molekulaszerkezet visszafejtését. Ha
azonban a szerkezetmeghatarozas mindenképpen sziikséges,
akkor a gyakran nehézkes és draga rontgen vizsgalathoz
kell folyamodni. Az NMR méréstechnika dinamikus
fejlodése eredményeként ma mar elérhetk a hiitott NMR
mérdfejjel (CryoProbe™ és Prodigy™) felszerelt NMR
spektrométerek ahol a szobahomérsékletii mérdfejhez
képest 4-5-szoros érzékenységnovekedést lehet elérni.
Ennek eredményeként az NMR spektroszkopus szamara
kifinomult, nagyon érzékeny NMR modszerek vélnak
elérhetévé melyek alkalmazasa és értelmezése révén a
legtobb molekulaszerkezet mar megfejthetd és ezaltal az
egykristaly rontgen szerkezetmeghatarozas megkerilheto.

2. A feladat

Az analitikai osztalyra az alabbi négyszeresen szubsztitualt
tiofénszarmazék (1) kerult szerkezetigazolasra.
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Az elméletileg lehetséges 12 szerkezeti izomer
megkiilonboztetése hagyomanyos NMR mddszerekkel
gyakorlatilag nem lehetséges, mivel az 'H NMR
spektrumban csupan egyetlen metoxi jel van, amely
legfeljebb egy korrelaciot mutat a HMBC spektrumban a
karbonil szénatommal.

A feladat azonban a molekula felépitésének nyomon
kovetése volt, ami elsé megkozelitésre nem tlint kilonosen
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nehéz problémanak. Az elsd reakcidlépés a vasarolt 3-fluor-
tiofén molekulan a 2-es helyzeti karboximetil csoport
kiépitése volt (2). A harom vérhato lehetséges szerkezeti
izomer kozil a proton-proton csatolasi dllandé és az NOE
kolcsonhatas alapjan egyértelmiien igazolni lehetett a 2-es
helyzetl kapcsolddast.
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A masodik reakcidlépésben a jod atom bevitele tortént az
5-0s pozicioba (3). Az '"H NMR spektrumban elttnik az
egyik sp’-es hidrogén jele. A szerkezetigazolas lehetséges
pl. F-H HOE (Heteronuclear Overhauser Effect) kisérlettel.
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Az utolso reakciolépés a Cl atom bevitele volt. Itt csak az
sp? hidrogén jelének eltiinését kellett nyugtazni az 'H NMR
spektrumban, a moltomeget MS spektroszkopia igazolta.

A molekulaszerkezet  helyessége azonban  késébb
megkérddjelezodott, ugyanis a reakciokorilmények kozott
(tetrametil-pirimidin, MgCl, LiCl, hexaklor-etan abszolut
THF-ben, -48 °C fokon argon atmoszféra alatt) el6fordulhat,
hogy a halogén atomok helyet cserélnek a molekulaban,
amit az irodalom ,tancol6 halogének™ jelenségként ir le.!

3. A probléma

Egy egyszerii protonspektrum felvételével megoldhato
kérdés helyett igy egy komoly szerkezetvizsgalati kihivassal
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talaltuk szemben magunkat, ahol az alabbi két szerkezeti
izomert kellett egyértelmtien megkiilonboztetni egymastol.

1 )

Akétilletve harom kotésen keresztuli C-F csatolasi allanddk,
¢és a szénatomok kémiai eltolddasai a két izomerben nem
kilonboznek szignifikdansan egymastol, igy csupan az
NMR paraméterek predikciojara nem hagyatkozhatunk,
mindenképpen  sziikséges a  spektralis  bizonyiték.
Kiindulasként megallapithatjuk, hogy az 'J,. csatolas
(nagyobb, mint 200 Hz) szignifikansan kiillonbozik a tobbi
C-F csatolastol, valamint azt, hogy a jod atom diamagneses
hatasanak (nehézatom effektus) koszonhet6en a jod atomhoz
kapcsolodo szénatom kémiai eltolodasa lényegesen kisebb
lesz mint a tiofén tobbi szénatomjaé (kisebb mint 100 ppm).

fgy ha pl. a négyes szénatom kémiai eltoloddsat meg
tudnank hatarozni (5) biztosan meg lehetne hatarozni a
molekulaszerkezetet.

Elméletileg lehetséges NMR modszerek pl. a F-C HOE
kisérlet, ahol a F atomot besugdrozva egy differencia
spektrumban intenzitds novekedést észleluink a hozza
térkozelségben 1évé 2-es és 4-es szénatomokon, vagy
alkalmazhatjuk a  klasszikus 2D INADEQUATE
méréstechnikat (Incredible Natural Abundance Double
Quantum Transfer Experiment), ahol az osszes szén-szén
korrelacié megjelenik az NMR spektrumban (1. Abra). Meg
kell jegyezni azonban, hogy mindkét modszer rendkiviil
érzéketlen. Figyelembe véve a molekula rossz oldhatosagat,
a kvaterner szénatomok hosszu relaxacios idejét, valamint
azt a tényt, hogy a szénatomok jelei dublettként jelentkeznek
még a hitott mérofej technologiaval is reménytelen, hogy
belathato idon beliil értékelheté spektrumot kapjunk.
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1. Abra. F-C HOE és 2D INADEQUATE NMR kisérletekbél kaphato
informaciok.

4. A megoldas

Az érzékeny fluor atommag jelenléte és az inverz detektalas
eredményeként elérhetd érzékenység novekedés indokolja
a "F detektalt 2D-(F-C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE
NMR pulzusszekvencia alkalmazasat (Adequate sensitivity
Double Quantum Spectroscopy), amely az NMR laborokban
mar régota hasznalt és a Bruker standard pulzusszekvencia
konyvtaraban is megtalalhato 'H,”C (1,1)-ADEQUATE?
1F,3C megfeleldje (2. Abra).
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2. Abra. “F detektalt 2D~(F-C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE NMR
pulzusszekvencia.

A mérés soran a magnesezettség egy kotésen keresztil a
fluor atomhoz kapcsolodd szénatomra tevédik, majd errél
a szénatomrol ugyancsak egy kotésen keresztili C-13C
korrelacio létesul (kettds kvantum atmenet) majd, a
detektalas tobb 1épést kovetden az érzékenyebb fluor atomon
torténik. Ennek a modszernek az alkalmazaséval tehat
meg lehet hatdrozni C-2 és C-4 kémiai eltolodasat és igy a
molekula szerkezete is egyértelmuten eldontheté (3. Abra).
A mérés eredményessége ugyancsak fligg az 'J . csatoldsi
alland6 aktualis értékének helyes becslésétol.
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3. Abra. "F detektalt 2D-(F-C)-HSQC-'/(C-C)-ADEQUATE NMR
kisérletbol kaphato informacio.

Ahhoz, hogy apulzusszekvencia °F atommagra alkalmazhat6
legyen, ki kell szamolni a dekodold gradiens nagysagat
a “F/BC magparra. Figyelembe véve a magnesezettséget
kodolo és dekodolo gradiensek helyét a pulzusszekvenciaban
az alabbi egyenletet kell megoldani:

G (Ve 1)+ Gy () + Gy (yp) =0

ahol G, és G, mdgnesezettséget kodolo gradiensek; G,
dekodold gradiens [%]; y.: “C rezonancia frekvencigja
[Hz]; v,: F rezonancia frekvencidja [Hz].

Yo/ ¥ =3,7398

A kodolo G, és G, gradienseket az 'H detektalt
pulzusszekvencidban alkalmazott értéken hagyva G,
gradiens 62,62%-nak adédik.

784 (v +v.) T 77.4:(y) + G,(3,7398-y) =0
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Mivel a "F atommag kémiai eltolodasa viszonylag nagy
tartomanyban valtozhat (C-F kotés esetén kb. 400 ppm), a
G, dekodolo gradiens értékét érdemes mindig a mérendd
YF  atommag frekvencidjanak  figyelembevételével
meghatérozni, azaz a y/y. aranyt ne a tablazatokban
megtalalhatdo  giromagneses  allandokbél  szamoljuk!
Szélséséges esetben a G, dekodold gradiens értéke, az elsd
tizedesében tobb értékkel is eltérhet, ami *C-"*C korrelacion
alapulo extrém érzéketlen mérés esetében kritikus lehet a
sikeres mérés szempontjabol.

5. A mérési eredmények interpretilisa

A 4. Abran a kb. 10 mg / 0,6 ml DMSO-d, koncentracidji
minta CryoProdigy™ méréfejen mért °F detektalt 2D-(F-
C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE  spektruma lathatd. A
mérési id6 kb. 1 orat (48 sor, 32 felvétel/inkrementum, 2
mp relaxacios varakozasi id6) vett igénybe. Az F2 tengelyen
a “F kémiai eltolodas skala [ppm] (a detektalt atommag)
talalhato. Figyeljiuk meg, hogy a kalibracié utan a korrelaciok
nem kozvetlenil a "°F jellel egy oszlopban vannak, hanem
attol kisebb kémiai eltolodasnal, ami a '*C atommag izotop
effektusaval magyarazhaté. Az F2 tengely projekciojan az
1D F NMR spektrum van feltintetve, ahol 99%-ban a '>C
izotop melletti fluor atom szingulett jele lathato, azonban
esetiinkben a kb. 1%-ban jelen 1év6 *C izotop melletti fluor
atomrol indul a kisérlet, ami a szatellit jelek atlaganal, a
diamagneses eltolodas miatt a szingulett jeltdl kisebb kémiai
eltolodasnal jelentkezik (izotop effektus).
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4. Abra. "F detektalt 2D-(F-C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE NMR
spektrum.

Az F1 tengely un. kettés kvantum skala, a két C
atommag  kémiai  eltolodasanak  Gsszege  talalhato
[ppm]. A spektrumban megjelené korrelacidkat a fluor
atomhoz kozvetleniil kapcsolodd szénatom (C-3) kémiai
eltolddasanak valamint a mellette 1év6 szénatomok kémiai
eltolodasdnak osszegeként kell értelmezni. A két korrelacio
a spektrumban tehét 5 . +3 ., illetve 3,+3.,, (4. Abra). C-2ll.
C-3 kémiai eltolodasai az el6zmények alapjan ismertek és a
kettd dsszegét felhasznalhatjuk a spektrum kalibralasahoz is.

A masik korrelacio egy egyszert kivonds eredményeként
adjaa

8c4 :SX 'aca
8., =239,0-157,9=381,1 ppm

C-4 kémiai eltolddasat. A 100 ppm alatt érték egyértelmi
spektralis bizonyitéka, hogy a reakcidban a két halogén atom
megcserélddott és igy a helyes molekulaszerkezet:
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6. Tovabbi lehetéségek

Az (1,1) ADEQUATE? pulzusszekvenciaval a fluor atomhoz
képest két kotés tavolsagra lehet “C-"C korrelaciokat
meghatarozni. Ennek a modszernek léteznek tavolhato
korrelacion alapuldé modositasai is: az (1,n) ill. (n,1)
ADEQUATE? NMR kisérletek (az 1 egy kotésen keresztili,
az n tavolhatd csatolast jelez), ahol 4 kotésen keresztiili
informécio nyerhet6 ki a molekulabol (5. Abra).
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5. Abra. (1.n)ill. (n,1) ADEQUATE NMR kisérletbol nyerhetd
informacid.

Elméletileg lehetséges még az (nn) ADEQUATE
pulzusszekvencia is ahol akar 6! kotésen keresztiili
korrelaciok segithetnek a molekulaszerkezet felderitésében.
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6. Abra. (n.n) ADEQUATE NMR kisérletb] nyerhetd informacio.

@ 1,2 korrelécio: 148.8 + 2538 foe

257 1,2 korreldcid: 148.8 + =264.0

1,1 korrelacid
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<> 1,3 korrelécid: 148.8 + 144.2 = 293.0

7. Abra. “F detektalt 2D-(F-C)-HSQC-"J(C-C)-ADEQUATE NMR
spektrum.

A fenti NMR kisérleteket ismert szerkezetli molekuldn
optimaltam. A 7. Abran az 1-amino-2-brém-4-fluér-5-
klorbenzol (1,n)-ADEQUATE spektrumban egyértelmiien
azonosithatok a két (1,2) illetve az (1,3) korrelaciok.
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Halogen dancing: Structure determination of Fluorine
Containing tetra substituted tiophene derivative

Structure determination of small molecules can be very
challenging, especially in those molecules where the ratio of
hydrogen and hetero/quaternary carbon atoms is low. In these cases
the most commonly utilized 2D NMR experiments (COSY, HSQC,
HMBC, NOESY, TOCSY) do not provide sufficient information
to determine the unambiguous molecular structure. In many cases
the chemist are asked to form derivatives, where the hydrogen
hetero/quaternary ratio is better, thus the structure can be solved,
but mostly the complicated and expensive X-ray experiment has to
be carried out. However, the introduction of very sensitive cooled
NMR probeheads (CryoProbe™ and Prodigy™) allows the NMR
spectroscopist to apply sophisticated, extreme sensitive NMR
experiments and hence to determine the structure of molecules
possessing few informative hydrogen atoms.

In this work the structure determination of a tetra substituted
tiophene derivative is reported (1), which had one fluorine atom.
The differentiation of the twelve possible structural isomers by
traditional one- and two-dimensional NMR methods is impossible
since there is only one methoxy group in the molecule, resulting
one signal in the '"H NMR spectrum, which gives one correlation
with the carbonyl carbon atom in the HMBC spectrum. Fortunately
not this was the task, but to track the formation of the desired
tetra substituted structure from the bought starting material:
3-fluoro-tiophene. In the first reaction step the introduction of the
carboxymethyl group was carried out (2) where three possible
structural isomers can be formed. Based on the vicinal proton-
proton coupling constant, and the NOE interaction between the sp?
hydrogens the expected connection in position C-2 was proved. In
the second reaction step the iodine derivative was formed (3). In
the '"H NMR spectrum one of the two sp? hydrogens disappears.
The structure identification can be based on F-H heteronuclear
Overhauser experiment, or on the value of the direct proton-carbon
coupling constant which is characteristically high in case of SCH
groups (ca. 190 Hz). The last reaction step was the connection of
the chlorine atom. The remaining sp> proton signal disappeared
from the '"H NMR spectrum; furthermore the molecular weight was
also confirmed by MS spectroscopy, so the analytical department
approved the correct substitution order of the molecule. Later
however, the structure of the desired compound was questioned,
because under certain reaction conditions (tetramethyl-pyrimidine,
MgCl, LiCl, hexachloro-ethane in abs. THF at -48 °C under
argon atmosphere) the swap of halogen atoms can happen. This
phenomenon is described as “halogen dancing” in the literature.
What seemed to be an easy structure identification problem turned
to be a very challenging structure determination task where (1) and
(4) had to be unequivocally differentiated. In the two compounds,
the two and three bond C-F coupling constants and the chemical
shifts of the carbon atoms are not differing characteristically, hence
the prediction of the NMR parameters is not sufficient, spectral
evidence is necessary in order to differentiate the two compounds.
Certainties what can be used during the structure determinations
are: the one bond C-F coupling constant is larger than 200 Hz,

and the chemical shift of the carbon atom which is connected to
the iodine atom has the lowest value due to the shielding effect
of the bulky iodine atom. Thus, if somehow the chemical shift of
C-4 can be determined in compound (5) the molecular structure
could be given. Possible NMR methods are for e.g. the F-C HOE
experiment where by irradiating the F atom one can record signal
intensity enhancement in the difference spectrum on the carbon
atoms which are in the vicinity of the fluorine atom. The ultimate
2D INADEQUATE experiment could be also applied, where all
carbon-carbon connections can be obtained (Fig.1.), however both
methods are extremely insensitive. Taking into consideration the
bad solubility of the molecule, the long relaxation time of the
quaternary carbon atoms, and the fact that the signals appear as
doublet in the carbon spectrum due to the coupling with the fluorine
atom, it was not possible to record the aforementioned experiments
in reasonable time, not even with the cryoprobe technologies.
The presence of the sensitive °F atom in the molecule, and the
possibility of the application of the more sensitive inverse detection
method suggested the utilization of “F detected 2D~(F-C)-HSQC-
'J(C-C)-ADEQUATE pulse sequence (Fig.2.). In this experiment
the magnetization is transferred by one-bond from °F to *C, and
then from “C to the neighbouring "*C (double quantum coherence),
the detection is on the more sensitive nucleus after many back
magnetization transfer steps. By utilizing this experiment C-2
and C-4 can be determined, thus the molecular structure can be
given (Fig.3.). In order to be able to apply the pulse sequence on
PF nucleus, the decoding gradient has to be calculated on “F/"C
nuclei pair. Taking into consideration the positions of the coding
and decoding gradients in the pulse sequence this equation has to be
solved: G, (v, +v.) + G, (v.) + G, (v;) = 0; where G, and G, are the
coding gradients, G, is the decoding gradient in [%] respectively;
v and y, are the resonance frequencies of '*C and °F respectively.
Ye ! ¥c 18 3,7398. 1f we keep the values of G, and G, from the 'H
version G, results 62.62%. 78,4-(y. +v.) + 77,4-(y.) + G;:(3,7398
o) = 0. Since the chemical shift range of "°F is large (in case of C-F
ca. 400 ppm, in case of heteroatom connection ca. 900 ppm), the
value of the G, decoding gradient should be always calculated by
applying the actual y, / y_ratio, and should not be calculated from
the gyromagnetic ratio given in the literature. In extreme cases G,
can differ in the first decimal value which can be crucial in such
an insensitive *C-"C correlation experiment. On Fig. 4. the "’F
detected 2D-(F-C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE spectrum of a ca.
10 mg /0.6 ml DMSO-d, sample can be seen. It was recorded on
a CryoProdogy probehead, the experiment time was ca. one hour
(48 rows, 32 scans/increment, 2 sec. relaxation delay). Note, that
after the calibration of the spectrum the correlations are not aligned
with the “F signal, but they can be observed slightly upfield, which
is due to isotope shift of *C! The F1 axis is a so called double
quantum scale, i.e. the sum of two carbon atoms can be read. The
correlations appear in the spectrum should be interpreted as the
sum of the carbon atom connected to fluorine atom (C-3) and the
neighbouring carbon atom, ie. the two correlations are §.,+3,
and 8.,+0,. C-2 and C-3 have been determined before, thus the
sum can be used for the calibration of the double quantum axis.
The other correlation gives the chemical shift of C-4: 5, = 239,0
—157,9 = 81,1 ppm. The low chemical shift unequivocal spectral
proof that the two halogen atoms have swapped in the reaction, thus
the correct molecular formula is (4).

Further applications of the "“F detected ADEQUETE NMR
experiment should be considered. It is possible to get information
through four bond connection in the molecules by applying (1,n)-
ADEQUATE and (n,1)-ADEQUATE pulse sequences, where n
corresponds to long-range 1 to one-bond correlation. It is even
possible to establish 6-bond-correlation in a molecule by the
utilization of (n,n)-ADEQUATE experiment. On Fig. 7. the “F
detected 2D-(F-C)-HSQC-"J(C-C)-ADEQUATE can be seen
of I-amino-2-bromo-4-fluoro-5-chlorbenzene. The two (1,2)
correlations and the (1,3) correlation are hilighted on the spectrum.
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