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Na konci devadesátých let minulého století se díky d
a velmi dobré stabilitě NMR spektrometrů rozvinulo
heteronukleárních korelačních spekter do té míry, že
dobře rozlišit chemické posuny jednotlivých vodíkov
tomu je již možné poměrně přesně měřit některé mez
vzdálenosti. Pro získání informace o 1H chemickém 
být 1H-1H dipolární interakce během první vývojové
potlačeny. Toho je dosaženo použitím některé z deka
. 2, Praha 6  - 

zmíněných dříve. Nejčastěji jde o FSLG. Aplikace rf pole, které splňuje 
mimorezonanční podmínku produkuje efektivní pole, které je v rotující 
soustavě souřadné odkloněné od směru vnějšího magnetického pole a 
svírá s ním úhel 54,7°. Spiny začnou rotovat v rovině kolmé k této ose 
a díky tomu jsou odstraněny některé členy dipolárního Hamiltoniánu. 
Pokud se po uplynutí doby τ změní rezonanční offset a fáze rf pole, je 
účinnost dekaplinku značně vylepšena. 
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Jako téměř vše i FSLG optimalizujeme na standardec
případě je vhodným materiálem adamantán. Při zvole
dekaplovacího pole pl13 je nutné správně nastavit rez
offset. Přibližnou hodnotu lze získat výpočtem, přesn
experimentálně zoptimalizovat. Lze využít standardn
experiment s proměnlivým offsetem heteronukleárníh
dipolárního dekaplinku. Je-li pole přesně v rezonanci
výsledkemvelmi úzký signál. S rostoucím offsetem s
rozšiřuje, protože klesá účinnost heteronukleárního d
Pak se v určitém okamžiku začne projevovat štěpení 
heteronukleární J-interakcí a objeví se dublet a triple
molekule je CH a CH2 skupina. V určitém okamžiku
nejlepší a to je optimální offset dekaplovacího pole. S
růstem O2 se rozlišení opět horší a horší. V určitém b
1H-1H interakce během dekaplinku zcela potlačena. 
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h. V tomto 
ném výkonu 
onanční 
ou je nutné 
í CP 
o 

Nyní je tedy zřejmé, že kombinace homonukleárního
cross-polarizací vede k získání rozlišených heteronu
korelačních spekter. Vodíková magnetizace se po 90
především podle vodíkového chemického posunu. V
heteronukleárních dipolárních interakcí lze zanedbat
redukován MAS. V případě nutnosti lze ale doprostř
, je 
e signál 
ekaplinku. 
způsobené 
t – v 
 je to štěpení 
 dalším 
odě je tedy 

vložit 180° refokusační puls.  Na konci první detekční periody se 
vodíková magnetizace ze směru efektivního pole převede do směru 
roviny x-y na transverzální magnetizaci, která se během cross-
polarizace přenese do uhlíkového spinového systému. Nakonec se 
výsledná uhlíková magnetizace přímo detekuje. Pokud je doba přenosu 
polarizace krátká - nepřesáhne 100 µs pak dojde k přenosu polarizace 
pouze z přímo vázaných atomů vodíku. Vzniklé korelační signály pak 
indikují pouze jednovazebné korelace a tedy i nejkratší CH spinové 
páry.  
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Jestliže se doba přenosu polarizace prodlužuje, zvětšuje se i 
vzdálenost odkud je možno vodíkovou polarizaci přenést. A tak s 
postupující a prodlužující se dobou CP se ve spektrech objevují 
další a další signály, které identifikují středně velké a nakonec i 
vzdálené spinové páry. Maximální vzdálenost odkud lze přímo 
přenášet magnetizaci, tedy přímo z vodíku na uhlík je asi tak 
4,5A. Tento experiment tedy již na první pohled poskytuje velmi 
zajímavé informace o struktuře zkoumané látky. Velmi 
jednoduchým rozšířením tohoto standardního 2D experimentu 
můžeme získat techniku, která umožní získání a změření poměrně 
rozsáhlé sady meziatomových vzdáleností. 
 

V zásadě je nutné provést 3D experiment a zkombinovat 
heteronukleární korelační experiment s heteronukleárním 
experimentem separace dipolárních interakcí. Místo standardní CP se 
musí použít mimorezonanční LGCP, která se inkrementuje. Tímto 
způsobem získáme sadu 2D korelačních spekter, ve kterých každý 
korelační signál reflektuje jeden (v ideálním případě) C…H spinový 
pár. Intenzita tohoto signálu je v závislosti na době LG CP proměnlivá, 
osciluje, a FT této oscilace produkuje dipolární spektrum. Jinými slovy, 
pro každý vodík - uhlíkový spinový pár identifikovaný ve 2D spektru 
dokážeme změřit velikost dipolární interakční konstanty a z ní 
vyextrahovat informaci o meziatomové vzdálenosti. To zní docela 
lákavě a zdá se že pro specifické systémy je možné určit konformaci 
molekul případně fragmenty lokálního uspořádání a vzájemné interakce 
několika molekul. Pro získání kvalitních dat je ale nutné dosáhnout 
toho aby se magnetizace šířila pouze z vodíků do uhlíků. 



Ovšem aplikace LGCP má docela zajímavý dopad na
přenosu polarizace při použití krátkých kontaktních d
naším cílem detekovat pouze jednovazebné C-H spin
klasické HH-CP dochází k flip-flop přechodům jak m
1H-13C tak i mezi samotnými protony. Navíc se polar
mezi jádry 1H šíří snadněji díky vyššímu gyromagnet
poměru. Díky tomu existuje více cest kudy se může p
magnetizace šířit a tak heteronukleárním přechodům 
pouze ty nejsilnější „jednovazebné“ interakce. Pro kr
přenosu polarizace jsou ve spektrech pak patrné pouz
signály nejkratších spinových párů. Ovšem při aplika
potlačí možnost 1H-1H přenosu polarizace. Vodíková
se může šířit pouze do uhlíkového spinového sytému
se při heteronukleárních přechodech mohou projevit 
nejenom jednovazebné interakce.  
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lů je patrný i tehdy 
cí délkou CP - 
užití klasické HH-
 rozfázuje a 
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Ve spektru lze pak nalézt a identifikovat nové signál
relativně intenzivní a které reflektují přenos polariza
vzdálenějších vodíkových atomů. Vznik těchto signá
pokud je délka kontaktní doby kolem 50ms. S rostou
přenosu polarizace - se situace ale dále vyvíjí. Při po
CP se během 300-900 ms velká část 1H magnetizace
rotonová 
dominují 
átké doby 
e korelační 
ci LG CP se 
 magnetizace 
 a díky tomu 
i slabší 

zůstává pouze na rotujících methylech. Následně se pak především z 
methylů magnetizace šíří, buď přímo nebo přes další vodíky do 
vzdálenějších atomů uhlíku. Korelační signály pak odpovídají nejenom 
přímému přenosu magnetizace z vodíků do uhlíků ale i štafetovému 
přenosu polarizace, který zahrnuje kratší nebo delší část přenosu mezi 
vodíky. V tomto bodě tedy selektivita experimentu prudce klesá a jak je 
patné z tohoto spektra po určité době jsou nositelem vodíkové 
polarizace především methyly. Ovšem LGCP podporuje pouze přímý 
přenos magnetizace a stále zachovává vysoký stupeň selektivity. 
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Štafetový přenos polarizace v protonovém spinovém systému 
tedy do jisté míry komplikuje sledování cesty vodíkové polarizace 
a snižuje „selektivitu“ experimentu. Lze ho ale i s velkou 
výhodou využít k detekci intermolekulárních kontaktů. Většina 
uhlovodíků a organických látek je totiž tvořena uhlíkovým 
skeletem, který v obalen skořápkou 1H atomů. Molekuly jsou ve 
vzájemném kontaktu právě prostřednictvím vodíkových atomů. 
Tam kde přímý přenos polarizace z 1H do 13C nestačí
heterojaderných dipolárních interakcí, tam pomůže št
přenos H-H-C. Např. v tomto korelačním spektru zm
dostatečně dlouhou dobou standardní CP se objevují 
signály, které mohou indikovat mezimolekulární kon
lze odhalit vzájemnou orientaci a pakování molekul v
jsou velmi cenné informace např. při řešení krystalov
práškových difrakčních dat.    

V některých případech je ale potřebné zcela bezpečně identifikovat 
přímo vázané vodíky. V tom případě lze využít přenosu polarizace, kdy 
hnací silou jsou spin-spinové skalární J-interakce. Během experimentu 
musí být všechny anizotropní interakce zcela potlačeny: nejprve 
vytvoříme uhlíkovou magnetizaci, která se během první periody vyvíjí 
podle heteronukleární J-interakce. Homonukleární dipolární interakce 
je polačena FSLG, zatímco velmi rychlá rotace vzorku pod magickým 

akce. Na konci 
°pulsem na 
vlivem vodíkového 
ován 180° pulsem. 
zovou a ta je 
dy τ. Tato 
ktrum, ve kterém 

  
 díky dosahu 
afetový 
ěřeném s 
nové 
takty. Tím 
 krystalu. To 
é struktury z 

úhlem potlačí CSA a heteronukleární dipolární inter
periody se vzniklá antifázová koherence převede 90
dvoukvantovou koherenci a tu necháme vyvíjet pod 
chemického posunu. 13C chemický posun je refokus
Pak je dvoukvantová koherence převedena na antifá
refokusována do 13C magnetizace během druhé perio
magnetizace je potom detekována. Výsledkem je spe
jsou pouze signály jednovazebných spinových párů.



 

Využití předešlého experimentu je zřejmé – je  to nep
identifikace jednovazebných spinových párů. Na dru
pak klasický dipolární heteronukleární korelační exp
který umožňuje identifikovat i vzdálené nebo středně
spinové páry lze s výhodou využít pro přiřazení signá
jednotlivým funkčním jednotkám. V tomto konkrétní
problém rozlišení uhlíků C9 a C13, zcela řeší přítomn
korelačních signálů NH8-C7 a NH8-C9.  
 

sto, obsahují i jiný 
l v krystalu a s 
h, které jsou 

ré signály jsou 
H chemických 
ochybná 
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eriment, 
 vzdálené 
lů 

Tato korelační spektra také sice velmi zřídka, ale pře
typ informace. Ta se pojí s mírou uspořádání moleku
jednotností konformace molekul. V některý případec
poměrně vzácné, lze ve spektrech sledovat, že někte
poněkud nakloněné a nejsou zcela paralelní s osou 1

1 13
6 

m případě 
ost 

posunů. To indikuje korelovanou disperzi H a C chemických posunů 
a naznačuje tak mírné nehomogenní rozšíření signálů. To je způsobeno 
velice nepatrnou variabilitou v konformaci. V tomto případě nakloněné 
signály odpovídají uhlíkovým a vodíkovým atomům tohoto 
alifatického ocásku. Ten je tedy konformačně poněkud neuspořádaný, 
zatímco polycyklická část je konformačně jednotná. Je potřeba si 
uvědomit, že z 13C CP/MAS NMR spektra nelze tuto konformační 
neuspořádanost odhalit, protože signály mají zcela symetrický tvar. To 
tedy ukazuje na celou sérii různých konformací alifatického ocasu, 
které se od sebe jen velmi nepatrně ale přesto liší. 
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V každém případě dosažené spektrální rozlišení v 1H dimenzi 
umožňuje i další aplikace. Při dříve zmíněných separačních 
experimentech WISE se zavedenou směšovací periodou se během 
spinové difuze šířila prostorem informace o pohybovém zůžení 
signálů. Toho bylo možné využít pro posouzení velikosti částic v 
heterogenních systémech, ve kterých se ale jednotlivé složky 
musely lišit v pohyblovosti. Takovýto typ experimentu nelze 
použít pro systémy s jednotnou pohyblivostí. Pokud ale 
vývojovou periodu, ve které se volně vyvíjela 1H magnetizace 
nahradím FSLG, pak lze dosáhnout toho, že během směšovací 
periody se prostorem šíří informace o chemickém posunu. Stejně 
jako v předchozích případech mohu sledovat rychlost výstavby 
magnetizace v závislosti na dálce směšovací periody. Tato 
modifikace spin-difuzního experimentu je samozřejmě obecnější 
a lze ji použít pro všechny systémy, na rozdíl od WISE.  

Příkladem takové aplikace může být posouzení architektury polymerní 
sítě připravené z těchto monomerních jednotek. Z rychlosti šíření 1H 
magnetizace z CH2-Si pak lze získat informaci o průměrné vzdálenosti 
mezi povrchem siloxanového klastru a středem propylenoxidové složky 
a tedy i vzdálenosti mezi siloxanovými klastry. Navíc je jasně patrné, 
že proces je striktně dvoustupňový. V prvním stupni sledujeme přenos 
polarizace uvnitř jedné monomerní jednotky. Toho lze využít pro 
stanovení spin-difusního koeficientu. Druhý krok potom odráží přenos 
polarizace mezi monomerními jednotkami. Ta zcela zřetelná 
dvoustupňovost také naznačuje, že siloxanové klastry mohou být velmi 
pravidelně rozptýleny v polymerní matrici. Toto pravidelné uspořádání 
se prokázalo maloúhlovým rozptylem světla. Siloxanové klastry jsou v 
polymerní matrici od sebe vzdálené vždy zhuba 2 nm. To je zcela v 
souhlase s NMR experimentem.  
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Podobný typ experimentu byl také uplatněn pro posouzení 
struktury topologie membránových proteinů. V tomto případě 
nebyla nejprve aplikována homodeklovací FSLG perioda, ale T2 
filtr. Tím se potlačila magnetizace rigidních složek a v koherenci 
zůstaly pouze spiny mobilní lipidové části. Následně se tato 
magnetizace vyvíjela podle 1H chemického posunu a pak 
prostřednictvím spinové difuze šířila i do rigidních složek 
proteinu či DNA. Během CP byla tato magnetizace z
do 13C spinového systému a posléze detekována. To s
umožňuje identifikovat části proteinu které jsou zabo
lipidové membrány, odhadnout i hloubku do jaké se 
ponoří. Zde jsou zcela patrné rozdíly v průběhu spino
mezi systémem colicinu Ia a systémem s DNA. V prv
je část proteinu ponořena do membrány a díky tomu 
spinové výměny velmi rychlý.  

Obdobným způsobem lze také přistoupit k identifikaci pozice molekul 
vody a hydratovaném proteinu. Strukturované molekuly vody hrají 
významnou roli při vytváření správně sekundární i terciální struktury 
proteinu a identifikace pozice rychle vyměnitelných molekul vody pak 
ukazuje místa, která jsou snadno dostupná z roztoku. Korelační signály 
s 1H chemickým posunem kolem 4,8-5,5 ppm indikují relativně dobře 
vázanou vodu. To znamená, že existuje specifická interakce mezi 

. V tomto 
na v tomto místě. 

pevně držena, pak 
ychlost výměny 
akódována 
amozřejmě 
řeny do 
protein 
vé difuze 
ním případě 

je proces 

proteinem a vodou. Nejde pouze o sterické uzavření
konkrétním případě byla molekula vody identifiková
Zatímco fialová rezidua označují místo kde je voda 
modré části odhalují snadno dostupná místa, kde je r
velmi rychlá.   
 



 

Na závěr této kapitoly je vhodné se zmínit o možnosti inverzního 
uspořádání a tedy o možnosti přímé detekce 1H magnetizace. Je-li 
systém plně deuterovaný, je velikost dipolárních interakcí natolik 
oslabena že je možné je odstranit MAS. Běžně je inverzní 
experiment stále nevýhodný. Pro potlačení signálů vody nelze 
použít standardní schéma, protože klasická presaturace způsobí 
pokles intenzit všech signálů. Binomické potlačení selhává 
protože pološířka čáry vody je velká. Proto se po CP a první 
vývojové periodě chemického posunu 15N se dusíková 
magnetizace uloží do směru osy z, gradientový puls rozfázuje 
transverzální 1H magnetizaci a během následující CP z dusíku do 
protonů se vytvoří nová 1H magnetizace. Během detekce 1H 
magnetizace je aplikován GARP dekaplink pro potlačení J 
interakcí.    
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