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Na konci devadesatych let minulého stoleti se diky digitalni technologii
a velmi dobr¢ stabilit¢ NMR spektrometrii rozvinulo méfeni
heteronuklearnich korelacnich spekter do té miry, Ze bylo mozné velmi
dobie rozlisit chemické posuny jednotlivych vodikovych atomt. Diky
tomu je jiz mozné pomérné presn¢ métit nékteré meziatomoveé
vzdalenosti. Pro ziskani informace o 'H chemickém posunu viak musi
byt 'H-'H dipolarni interakce béhem prvni vyvojové periody t; u¢inng
potlaceny. Toho je dosazeno pouzitim nékteré z dekaplovacich technik
zminénych diive. Nejcastéji jde o FSLG. Aplikace rf pole, které spliuje
mimorezonanéni podminku produkuje efektivni pole, které je v rotujici
soustavé souradné odklonéné od sméru vnéjSiho magnetického pole a
svird s nim uhel 54,7°. Spiny za¢nou rotovat v rovin€¢ kolmé k této ose
a diky tomu jsou odstranény nékteré ¢leny dipolarniho Hamiltonidnu.
Pokud se po uplynuti doby T zméni rezonan¢ni offset a faze rf pole, je
ucinnost dekaplinku zna¢né vylepSena.
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IH-1H spinova vyména je béhem dekaplinku potlaiena, odstranény jsou
heteronuklearmi dipolarmi interakce a to pouze MAS, skalarmi interakce jsou
zachovany.

Jako téméft vSe 1 FSLG optimalizujeme na standardech. V tomto
ptipadé je vhodnym materidlem adamantan. Pfi zvoleném vykonu
dekaplovaciho pole pl13 je nutné spravné nastavit rezonan¢ni
offset. Pfibliznou hodnotu lze ziskat vypoctem, pfesnou je nutné
experimentalné zoptimalizovat. Lze vyuzit standardni CP
experiment s proménlivym offsetem heteronuklearniho
dipolarniho dekaplinku. Je-li pole pfesné v rezonanci, je
vysledkemvelmi uzky signal. S rostoucim offsetem se signal
rozsifuje, protoze klesa ucinnost heteronuklearniho dekaplinku.
Pak se v ur¢itém okamziku za¢ne projevovat St€peni zpiisobené
heteronuklearni J-interakci a objevi se dublet a triplet — v
molekule je CH a CH; skupina. V ur¢itém okamziku je to Stépeni
nejlepsi a to je optimalni offset dekaplovaciho pole. S dal§im
ristem O2 se rozliSeni opét horsi a hor$i. V urcitém bodé¢ je tedy
'H-'H interakce b&hem dekaplinku zcela potladena.
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Nyni je tedy zfejmé, Ze kombinace homonuklearniho dekaplinku s
cross-polarizaci vede k ziskani rozliSenych heteronuklearnich
korela¢nich spekter. Vodikova magnetizace se po 90° pulsu vyviji
ptedevsim podle vodikového chemického posunu. Vliv
heteronuklearnich dipolarnich interakci 1ze zanedbat, nebot’ je znacné
redukovan MAS. V ptipad¢ nutnosti 1ze ale doprostied této periody
vlozit 180° refokusacni puls. Na konci prvni detekéni periody se
vodikova magnetizace ze sméru efektivniho pole prevede do sméru
roviny X-y na transverzalni magnetizaci, ktera se béhem cross-
polarizace ptenese do uhlikového spinového systému. Nakonec se
vysledna uhlikova magnetizace piimo detekuje. Pokud je doba pienosu
polarizace kratka - nepfesahne 100 us pak dojde k ptenosu polarizace
pouze z piimo vazanych atomt vodiku. Vzniklé korelacni signaly pak
indikuji pouze jednovazebné korelace a tedy i1 nejkratsi CH spinové

pary.
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Prodluujici se doha pienosu
polarizace
CP kontakini doba a% 4 ms.

Detelcce vzdalenych spinovych
pari
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Jestlize se doba pfenosu polarizace prodluzuje, zvétsuje se i
vzdalenost odkud je mozno vodikovou polarizaci pienést. A tak s
postupujici a prodluzujici se dobou CP se ve spektrech objevuji
dalsi a dalsi signaly, které identifikuji stfedné velké a nakonec i
vzdalené spinové pary. Maximalni vzdalenost odkud Ize ptimo
prenaset magnetizaci, tedy pfimo z vodiku na uhlik je asi tak
4,5A. Tento experiment tedy jiz na prvni pohled poskytuje velmi
zajimav¢ informace o struktufe zkoumané latky. Velmi
jednoduchym rozsifenim tohoto standardniho 2D experimentu
mizeme ziskat techniku, kterd umozni ziskani a zméteni pomérné
rozsahlé sady meziatomovych vzdalenosti.
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Vzdalene korelace

LGCP - dipolarni oscilace &

Pro kazdy rozlifeny spinovy par 1H-13C lze naméfit dipolarni
interakéni konstantu a odhadnout meziatomovou vzdalenost.
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V zasad¢ je nutné provést 3D experiment a zkombinovat
heteronuklearni korela¢ni experiment s heteronuklearnim
experimentem separace dipolarnich interakci. Misto standardni CP se
musi pouzit mimorezonanéni LGCP, ktera se inkrementuje. Timto
zpusobem ziskame sadu 2D korelacnich spekter, ve kterych kazdy
korela¢ni signal reflektuje jeden (v idealnim piipad¢€) C...H spinovy
par. Intenzita tohoto signalu je v zavislosti na dobé LG CP proménliva,
osciluje, a FT této oscilace produkuje dipolarni spektrum. Jinymi slovy,
pro kazdy vodik - uhlikovy spinovy pér identifikovany ve 2D spektru
dokézeme zméfit velikost dipolarni interakéni konstanty a z ni
vyextrahovat informaci o meziatomové vzdalenosti. To zni docela
lakavé a zda se Ze pro specifické systémy je mozné urc¢it konformaci
molekul pfipadné fragmenty lokalniho uspotfddani a vzdjemné interakce
n¢kolika molekul. Pro ziskéani kvalitnich dat je ale nutné dosahnout
toho aby se magnetizace Sitila pouze z vodikli do uhlikd.
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HH-CP - K flip-flop piechodim dochizi héhem CP . LG-CP - K flip-flop piechodim dochizi béhem CP pouze Vysoldh seleletivitat vodiky do vzdilenéjiich 1°C.
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Ovsem aplikace LGCP ma docela zajimavy dopad na selektivitu Ve spektru Ize pak nalézt a identifikovat nové signaly, které jsou
pfenosu polarizace pfi pouziti kratkych kontaktnich dob, kdy je relativné intenzivni a které reflektuji pfenos polarizace i ze
nas$im cilem detekovat pouze jednovazebné C-H spinové pary. Pti vzdalenéjSich vodikovych atomi. Vznik téchto signall je patrny i tehdy
klasické HH-CP dochézi k flip-flop pfechodiim jak mezi jadry pokud je délka kontaktni doby kolem 50ms. S rostouci délkou CP -
'H-"C tak i mezi samotnymi protony. Navic se polarizace se pienosu polarizace - se situace ale dale vyviji. Pti pouziti klasick¢ HH-
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mezi jadry "H §ifi snadnéji diky vysSimu gyromagnetickému CP se béhem 300-900 ms velka ¢ast 'H magnetizace rozfazuje a
pomeéru. Diky tomu existuje vice cest kudy se mlize protonova zlstava pouze na rotujicich methylech. Nasledné se pak predevsim z
magnetizace §ifit a tak heteronukledrnim pfechodiim dominuji methylti magnetizace $iii, bud’ pfimo nebo pies dalsi vodiky do
pouze ty nejsilnéjsi ,,jednovazebné™ interakce. Pro kratké doby vzdalenéjSich atomii uhliku. Korela¢ni signaly pak odpovidaji nejenom
ptenosu polarizace jsou ve spektrech pak patrné pouze korelacni pfimému pfenosu magnetizace z vodiki do uhliki ale i Stafetovému
signaly nejkratsich spinovych part. Ovsem pfi aplikaci LG CP se prenosu polarizace, ktery zahrnuje kratsi nebo delsi ¢ast pienosu mezi
potla¢i moznost 'H-"H pienosu polarizace. Vodikova magnetizace vodiky. V tomto bod¢ tedy selektivita experimentu prudce klesa a jak je
se miize §ifit pouze do uhlikového spinového sytému a diky tomu patné z tohoto spektra po urcité dob¢ jsou nositelem vodikové
se pii heteronuklearnich ptechodech mohou projevit i slabsi polarizace predevsim methyly. OvSem LGCP podporuje pouze piimy
nejenom jednovazebné interakce. pfenos magnetizace a stale zachovava vysoky stupen selektivity.
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HH-CPF - Béhem deKi doby cross-
polarizace se sice velle éast 'H
i rozfaruje, ale tale
nastivi spinovi difuze v protonovém
systémm a magnetizace se 51l mezi
vodiky. Teprve po jisté dohé se prenese
do vzdalenéjsich 1*C.
Korelaini signaly refleloiuji
1HH..'H-1C transfer.
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TUhlovediky — Uhlikovy skelet je obalen vrstvou,
shotiplou vodikovych atomii. Moleluly jou edy
spide spoluv konialou pies atomy vodilu a tak
diky spinové difusi se magnetizace snadno piensse
Z jedné moleluly do druhe.

Stafetovy pienos polarizace v protonovém spinovém systému
tedy do jisté miry komplikuje sledovani cesty vodikové polarizace
a snizuje ,,selektivitu® experimentu. Lze ho ale 1 s velkou
vyhodou vyuzit k detekci intermolekularnich kontaktti. VétSina
uhlovodiki a organickych latek je totiz tvofena uhlikovym
skeletem, ktery v obalen skotapkou 'H atomi.. Molekuly jsou ve
vzajemném kontaktu pravé prostfednictvim vodikovych atoma.
Tam kde pfimy p¥enos polarizace z 'H do "*C nestaci diky dosahu
heterojadernych dipolarnich interakci, tam pomize Stafetovy
ptenos H-H-C. Napf. v tomto korelacnim spektru zméteném s
dostatecné dlouhou dobou standardni CP se objevuji nové
signaly, které mohou indikovat mezimolekularni kontakty. Tim
1ze odhalit vzajemnou orientaci a pakovani molekul v krystalu. To
jsou velmi cenné informace napf. pii feseni krystalové struktury z
praskovych difrakcnich dat.

2D 'H-BC HMQC-J-MAS — maximalni selektwnta
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Carbon-Proton Chemical Shifi Correlation in Solid-Staie NMRE

A Lesage, D Sakellarion, 5. Steuemagel, L Emsley. ‘

by Through Bond Multiple Spectroscopy, .. Am.
Chem. Soc, 120 (30), 13194 13201, 1998,
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V nékterych piipadech je ale potiebné zcela bezpecné identifikovat
piimo vazané vodiky. V tom ptipadé 1ze vyuzit pifenosu polarizace, kdy
hnaci silou jsou spin-spinové skalarni J-interakce. Béhem experimentu
musi byt vSechny anizotropni interakce zcela potlaceny: nejprve
vytvoiime uhlikovou magnetizaci, kterd se béhem prvni periody vyviji
podle heteronuklearni J-interakce. Homonuklearni dipolarni interakce
je polacena FSLG, zatimco velmi rychlé rotace vzorku pod magickym
uhlem potlaci CSA a heteronuklearni dipolarni interakce. Na konci
periody se vznikla antifdzova koherence pirevede 90°pulsem na
dvoukvantovou koherenci a tu nechame vyvijet pod vlivem vodikového
chemického posunu. °C chemicky posun je refokusovan 180° pulsem.
Pak je dvoukvantova koherence pievedena na antifazovou a ta je
refokusovana do "*C magnetizace béhem druhé periody t. Tato
magnetizace je potom detekovana. Vysledkem je spektrum, ve kterém
jsou pouze signaly jednovazebnych spinovych part.
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Vyuziti predeslého experimentu je ziejmé — je to nepochybna Tato korelacni spektra také sice velmi ziidka, ale pfesto, obsahuji i jiny
identifikace jednovazebnych spinovych pari. Na druhou stranu typ informace. Ta se poji s mirou usporadani molekul v krystalu a s
pak klasicky dipolarni heteronuklearni korela¢ni experiment, jednotnosti konformace molekul. V n€ktery pfipadech, které jsou

ktery umoziiuje identifikovat i vzdalené nebo stfedné vzdalené pomérné vzacné, lze ve spektrech sledovat, ze nékteré signaly jsou
spinové pary lze s vyhodou vyuzit pro piifazeni signalii ponékud naklonéné a nejsou zcela paralelni s osou 'H chemickych
jednotlivym funk¢énim jednotkdm. V tomto konkrétnim ptipadé posunii. To indikuje korelovanou disperzi 'H a *C chemickych posunii
problém rozliseni uhliki C9 a C13, zcela fesi ptitomnost a naznacuje tak mirné nehomogenni rozsiteni signali. To je zplisobeno
korela¢nich signalt NH8-C7 a NH8-C9. velice nepatrnou variabilitou v konformaci. V tomto ptipad¢ naklonéné

signaly odpovidaji uhlikovym a vodikovym atomiim tohoto
alifatického ocasku. Ten je tedy konformaéné ponékud neusporadany,
zatimco polycyklicka ¢ast je konformacné jednotna. Je potieba si
uvédomit, ze z °C CP/MAS NMR spektra nelze tuto konformacni
neuspotadanost odhalit, protoze signdly maji zcela symetricky tvar. To
tedy ukazuje na celou sérii riznych konformaci alifatického ocasu,
které se od sebe jen velmi nepatrné ale ptesto 1isi.
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V kazdém piipadé dosazené spektralni rozliseni v 'H dimenzi
umoziuje 1 dalsi aplikace. Pti diive zminénych separacnich
experimentech WISE se zavedenou sméSovaci periodou se béhem
spinov¢ difuze $itila prostorem informace o pohybovém zlzeni
signall. Toho bylo mozné vyuZit pro posouzeni velikosti ¢astic v
heterogennich systémech, ve kterych se ale jednotlivé slozky
musely liSit v pohyblovosti. Takovyto typ experimentu nelze
pouzit pro systémy s jednotnou pohyblivosti. Pokud ale
vyvojovou periodu, ve které se volné vyvijela 'H magnetizace
nahradim FSLG, pak lze dosdhnout toho, Ze béhem sméSovaci
periody se prostorem $iii informace o chemickém posunu. Stejné
jako v predchozich ptipadech mohu sledovat rychlost vystavby
magnetizace v zavislosti na délce sméSovaci periody. Tato
modifikace spin-difuzniho experimentu je samoziejm¢e obecnéjsi
a lze ji pouzit pro vSechny systémy, na rozdil od WISE.

Usporadani polymernich siti
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Prikladem takov¢ aplikace mlize byt posouzeni architektury polymerni
sité& pFipravené z téchto monomernich jednotek. Z rychlosti $ifeni 'H
magnetizace z CH,-Si pak 1ze ziskat informaci o primérné vzdalenosti
mezi povrchem siloxanového klastru a sttedem propylenoxidové slozky
a tedy 1 vzdalenosti mezi siloxanovymi klastry. Navic je jasné patrné,
ze proces je striktné dvoustupiiovy. V prvnim stupni sledujeme pienos
polarizace uvnitt jedné monomerni jednotky. Toho 1ze vyuzit pro
stanoveni spin-difusniho koeficientu. Druhy krok potom odrazi ptenos
polarizace mezi monomernimi jednotkami. Ta zcela zietelna
dvoustupniovost také naznacuje, ze siloxanové klastry mohou byt velmi
pravidelné rozptyleny v polymerni matrici. Toto pravidelné uspotfadani
se prokdzalo malothlovym rozptylem svétla. Siloxanové klastry jsou v
polymerni matrici od sebe vzdalené vzdy zhuba 2 nm. To je zcela v

souhlase s NMR experimentem.



Usporadani lipidové membrané o

CAS CRand JHIPC AS Cf

Daniel Huster, Xaolan Yao, and Mei Hong.

Membrane Protein Topology Probed by 1H Spin Diffusion
from Lipids Using Solid-Stae NMR Speciroscopy, 7. Am. Chem
Soc, VOL 124, NO. 5, 2002
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Colicin Ia - Castetns zahofeny
do lipidoveé membrany —rychla
spinova difuze.

DNA - Retéizee jsoupouze na

povrchu — pomala spinova
difuze.

Podobny typ experimentu byl také uplatnén pro posouzeni
struktury topologie membranovych proteint. V tomto piipadé
nebyla nejprve aplikovana homodeklovaci FSLG perioda, ale T
filtr. Tim se potlacila magnetizace rigidnich slozek a v koherenci
zlstaly pouze spiny mobilni lipidové ¢asti. Nésledné se tato
magnetizace vyvijela podle 'H chemického posunu a pak
prostiednictvim spinové difuze Sifila i do rigidnich slozek
proteinu ¢i DNA. Béhem CP byla tato magnetizace zakodovana
do "*C spinového systému a posléze detekovana. To samoziejmé
umoznuje identifikovat ¢asti proteinu které jsou zaboteny do
lipidové membrany, odhadnout i hloubku do jaké se protein
ponoii. Zde jsou zcela patrné rozdily v pribéhu spinové difuze
mezi systémem colicinu la a systémem s DNA. V prvnim piipadé
je ¢ast proteinu ponoiena do membrany a diky tomu je proces
spinové vymény velmi rychly.

Lokalizace molekul vody o

W AS CR and JHIPC AS CR

A Bdckmann, M Juy, E Beller, L Emsley, A Galinier, F. Penin,

A Lomage. Mikrokrystalicl protein Crh \
Waier-Protein Hydrogen Exchange in the Micro-Crystalline taboli som histidi ini

Protein Crh 2 Ohserved by Solid Staie NMR Spectroscopy, phsl;hncanierpmtei.n)
Jowmal of Biomolecular NMER, 32 195 (2005),
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Hydratace proteinu — Stabilita, spravna G ! 3 |
konformace, vodikove vazhy, rychlost R =5 & A -
vymény -OH...H,0 e ST,

Ohohaceny *H

Obdobnym zplisobem lze také pristoupit k identifikaci pozice molekul
vody a hydratovaném proteinu. Strukturované molekuly vody hraji
vyznamnou roli pti vytvareni spravné sekundarni i tercialni struktury
proteinu a identifikace pozice rychle vymeénitelnych molekul vody pak
ukazuje mista, ktera jsou snadno dostupna z roztoku. Korela¢ni signaly
s "H chemickym posunem kolem 4,8-5.5 ppm indikuji relativn& dobie
vazanou vodu. To znamen4, Ze existuje specificka interakce mezi
proteinem a vodou. Nejde pouze o sterické uzavieni. V tomto
konkrétnim ptipad€ byla molekula vody identifikovdna v tomto miste.
Zatimco fialova rezidua oznacuji misto kde je voda pevné drzena, pak
modré ¢asti odhaluji snadno dostupna mista, kde je rychlost vymény
velmi rychla.



Inverzni detekce a gradientova spektroskg/gie

JolntL

CAS CRand JHIPC AS Cf

Specialni podminky pro inverzni experiment:

1. CP/MAS sonda s gradientovymi civicami

2. Peptidy, proteiny.

3. Plné ohohaceni deuleriem + nasledna
v¥ména lahilnich ND na NH.

4. Potlateni signahi zhyikové vody — vzorky
musibyt hydratovane

Veniamin Chevellov, et al.

1H Detection in MAS Solid-State NMR Speciroscopy of
Biomacromolecules Employing Puked Field Gradienis for
Residual Solvent Suppression , J. Am. Chem Soc, 125 7788
2003,
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Na zavér této kapitoly je vhodné se zminit o moznosti inverzniho
uspotadani a tedy o moznosti pfimé detekce 'H magnetizace. Je-li
systém pln¢ deuterovany, je velikost dipolarnich interakci natolik
oslabena ze je mozné je odstranit MAS. Bézné je inverzni
experiment stale nevyhodny. Pro potlaceni signdli vody nelze
pouzit standardni schéma, protoze klasicka presaturace zptisobi
pokles intenzit vSech signali. Binomické potlaceni selhava
protoze polositka ¢ary vody je velka. Proto se po CP a prvni
vyvojové periodé chemického posunu N se dusikové
magnetizace ulozi do sméru osy z, gradientovy puls rozfazuje
transverzalni 'H magnetizaci a béhem nasledujici CP z dusiku do
protoni se vytvoii nova 'H magnetizace. B&hem detekce 'H
magnetizace je aplikovan GARP dekaplink pro potlaceni J
interakci.
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ﬂ(onﬁnuélﬂi homodekaplink 'H - FSL( dobré spektralni rozliseni.
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b. Optimalizace v¥konu a frekvence dekaplovacého pole — §tépeni — adamamtan.

c¢. Jednovazehné korelace — kratky pienos polarizace HHCP - 100 ps.

d. Vzdalené spinové pary — dlouhy pfenos polarizace LGCP — 1-4 ms.
e.LGCP - dipolarni oscilace — 3D experiment.

f. Problém se selektivitiou - LG CP vs. HHCP.

g. Rychla ztrata koherence pfi HHCP ale moZnost detekce H-H-... C pfenosu.
h. HMQC-J-MAS — prenos polarizace skalarnimi interakcemi.

i. Aplikace — pfifazeni signali, posouzeni konformaéniho uspofadani.

j. Zavedeni spin-difuzni periody.

k. Lokalizace molekul vody.

\l.lnverzni detekce a gradientova spektroskopie.
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