Nuklearni magneticka rezonance




Nuclear Magnetic Resonance

In vivo NMR spectroscopy (*H, 31P)

- magnetic resonance tomography - MRT (from Greek tomos = section
or slice) or magnetic resonance imaging - MRI (and fMRI)

NMR spectroscopy
- solids

- liquids (solutions) - biology, biochemistry (macromolecules -
proteins, nucleic acids, enrichment - 13C, 1°N)

- chemistry and pharmacy (M.W. ~ < 2000 D,
natural abundance of $3C and '°N)



MRI




MRI Scanner Cutaway




MRI - fMRI
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NMR strukturni analyza

Uvod, vznik signalu, chemicky posun, interpretace H NMR spektra

Elektronické a strukturni vlivy na chemicky posun, neprima spin spinova
interakce, vektorovy model, spinové systémy

Interakce jaderného spinu, pulzni sekvence, relaxace (T, a T,), nuklearni
Overhauseruyv jev (NOE)

Kalibrace RF pulzu, chemicka vyména, spinové echo, APT, DEPT
2D NMR spektroskopie, COSY, interpretace

Prenos polarizace, heteronuklearni korelace, HETCOR

Inverzni experimenty, HSQC, HMQC, HMBC

Vicekvantova spektroskopie, DQF-COSY, INADEQUATE

Spin lock, TOCSY, NOESY

10) Gradientni NMR spektroskopie, 3D NMR
11) DOSY, NMR spektrometry, sondy, logicka struktura analyzy

12) NMR spektroskopie pevného stavu



Historie NMR

1945 — prvni detekce NMR signalu v kondenzované fazi (Bloch, Purcell)
1949 — 1950 — objev chemického posunu a spin-spinové interakce
1952 — Felix Bloch a Edward M. Purcell — Nobelova cena za fyziku

1953 — nuklearni Overhauseruv jev

1957 — Fourierova transformace (FT) — vztah mezi frekvencni (NMR spektrum)
a ¢asovou zavislosti (FID)

1970 - 1975 —13C NMR je bézna metoda

1971 — koncept 2D NMR (J. Jeener)

1974 — vyvoj a realizace 2D NMR experimentt (R. Ernst)

1991 — Richard Ernst — Nobelova cena za rozvoj NMR spektroskopie

2002 — Kurt Withrich — Nobelova cena za rozvoj 3D NMR u biomakromolekul
2003 — Paul C. Lauterbur, Sir Peter Mansfield - Nobelova cena za MRI



ProC studovat NMR spektroskopii ?

Vyznamna metoda strukturni chemie a biologie

 Chemie prirodnich latek

* Organicka chemie — analyticky nastroj pro organickou syntézu
e Supramolekularni chemie — studium nekovalentnich interakci
* Anorganicka chemie — komplexy, Materialova chemie - CNT

* Biochemie, molekularni biologie — NK, proteiny, komplexy

Studie dynamickych procesu
* Reakeni kinetika
e Studium chemickych vymeén (nebo strukturnich)

Konformacni studie

* Proteiny, nukleové kyseliny, polysacharidy, komplexy
Navrh novych typu léciv

e Vztah struktura-aktivita (SAR)



4AXIAL T2

8 AXIAL T2

10 CORONAL 11 CORONAL 3DS|




Uvodni pozndmky

Absorpéni (emisni) spektroskopie, podobné jako IC nebo UV, detekce
absorbce radiofrekvencniho zazeni jadry atoma v molekulach

Aktivni jsou pouze jadra se spinovym kvantovym Cislem (1) #0

Sudé hmotové Cislo + sudé atomové Cislo
— 1=0 (12C, 1eQ)

Sudé hmotové cislo + liché atomové cislo
— | = celociselny (4N, ?H)

Liché hmotové Cislo
— | =polovinovy (1H, 13C, >N, 31P)



e Spinové stavy jsou kvantovany — zméné stavu odpovida absorpce (emise)
RF zareni

m =1, (I-1), (-2), . . ., -l

m je magnetické kvantoveé Cislo

* Pro1H, 13C, 15N, 1°F, 31P plati

I=% m=1/2,-1/2



Jaderny spin

* spinovy moment hybnostijadral ... superpozice spinu nukleont v
atomovém jadre daného izotopu

0 12C (98.9%)  160(99.9%)
% 14 (99.98%) 13C(1.1%) 15N(0.37%) 3'P(100%) 1°F(100%)
1 2H (0.02%) 14N(99.63%)

* magneticky moment u

u=yl pu,=vl,

V ... magnetogyricka konstanta charakteristicka pro dané jadro



|zolovany jaderny spin v magnetickém poli

energie spinového dipdlového momentu u, v magnetickém poli: s=1/2

E=- Uy B0
* ztrata degenerace spinovych stavd m,
* Boltzmannova statisticka distribuce pro jadro s=1/2:

A —2u,By /KT
I\|+1/2/N—1/2 =€ Z

precesni pohyb spinu kolem vektoru B, s Larmorovou frekvenci w

w=-yB,



Makroskopicka magnetizace M,

spinové dipdlové momenty se ve vnéjsim magnetickém poli zorientuji podél vektoru

magnetické indukce,

populaci obou stavu m,

vysledny vektor magnetizace predstavuje superpozici

4 M,ocN,, - N,




Makroskopicka magnetizace

N 214;By hyBy ho
a — e kT — e kT — ekT

A M,cN,, - N, N,
Pro B,=7,05 T:

v(*H)=267,5 .10 °rad.s 1T v(*H)=w/ 2n=300 MHz :

N, 1000 048

(24

N, 1000 000

y(13C)=67,3 .10 brad.s 1.T1 v(13C)=75 MHz :

N, 1000 012

(24

N, 1000 000




Radiofrekvencni pulz

Pidsobenim magnetického pole rf pulzu, jehoz
vektor B, rotuje s rezonancni frekvenci w v roviné
xy, dojde k rotaci M, v roviné kolmé vici ose

otaceni B,

B0
Transverzalni rovina xy:
detekovan signal oscilujiciho

pole jadernych spinu




Pulzni NMR techniky

Excitace — ozarovanim spinu rf pulzem dojde k
pfechodu z rovnovazné stavu ve sméru osy z do

roviny detekce (xy)

Vyvoj — jednotlivé excitované systémy dle
vektorového modelu vykonavaji rotacni pohyb v xy
o charakteristickych frekvencich v dUsledku
interakce s lokdalnim magnetickym polem

\

Detekce signdlu — vznikajici oscilujici pole
excitovanych spind je snimano civkou v podobé
Casové zavislosti indukovaného proudového signalu

(FID)
v

Akvizice — uloZeni FIDu do paméti, relaxacni
prodleva pred zahajenim dalSiho skenu.

Furierova transformace - prevedeni
akumulovanych FIDu do zavislosti intezity signall
na frekvenci — NMR spektra.

Relaxace — navrat do rovhovazného stavu v ose z,

v

U v roviné xy

o

rozfazovani koherentniho vyvoje spin




Prubéh signalu v prijimaci civce

X relaxace

.. Free Induction Decay



Prubéh signalu v prijimaci civce

ANVANVANY,
(VARVARVARV.




Prubéh signalu v prijimaci civce

A
7




Radiofrekvencni pulzy

Sitka excitaéniho profilu je nepfimo imérna Stred excitacniho profilu spektra odpovida
délce trvani pulzu. nastaveni vysilace Q,spektrometru.
TVRDY (pravouhly) neselektivni pulz MEKKY (pravouhly) selektivni pulz

O t=10us 0 T =200 us

lFT lFT
A1 1

10 kHz

Schéma excitacnich profilQ



Sklapéci uhel a pro signal v rezonanci €2:

a =B

90
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Chemicky posun v rotujici soustave
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s(t)——S() FT NMR

Fourierova transformace FT predstavuje linearni proces, umoznujici
analyzovat spektralni sloZeni ¢asové zavislého FIDu (FourierQv obraz s) na
zakladé komplexniho integralu:

S(Q) = Ts(t)e“mdt

Pro pfipad signalu slozeného pouze ze dvou rliznych oscilaci dostdvdme pro realnou ¢ast soucet
dvou absorpcnich kfivek s maximy odpovidajicimi frekvencim Q, a Q, o velikostech umérnych
vahovému zastoupeni s/% a polosifkam signalu zavislym na relaxaénim case T,V
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Jaderné stinéni

vnéjsi pole generuje indukované lokalni magnetické
pole elektronové hustoty B, (izotropni
aproximace):

Bloc: G'BO
Hamiltonian stinéni:
Heg = -y 6 Byl

Precesni frekvence ovlivnéna stinénim jadra

® = -y(1+ 0)B,

Chemicky posun: O0=m—

ref

Definice relativni Skaly chemického posunu: 0 = (0 — )] ¢ .10° ppm



Chemicky posun vs. stinici konstanta

Zavedeni referencni hodnoty stinici konstanty o, standartu v
referencnim vnéjsim poli B, splnujici tutéz rezonancni
podminku:

ref

(1- G)BO =(1- Gref)BO ref

O = Ot = (BO - BO ref )/BO ref — ((L) - wref)/ Wt

Chemicky posun jako rozdil stinicich konstant: 0 =0—- 0

Definice relativni $kaly chemického posunu: 6 = (w—w, )/ W,.10° ppm



Definice skaly chemického posunu

100,001 MHz 100,0005 MHz 3 kHz 1,5 kHz
By=2,35T W, =100 MHZ By=7,05T W, =300 MHZ
"""" R I L R
300 200 100 0 300 200 100 0
w [MHZz] W - W, [MHZ]
300,003 MHz
300,0015 MHz 10 ppm 5 ppm
B,=7,05T w,=300MHZ A A
"""" A e I A L
300 200 100 0 15 10 5 0
w [MHZz] 0= (W - W)/W,10° [ppm]



HO — CH, - CH, J\ 1D *H NMR spektrum

G NarUist chemického posunu H H

/O\
NArlst stin€ni  e—) R H
_ — T
. |
O Sig+CH
/ R1 3
L R \H\RZ R H.c™
R O R)]\H )i 3 1\CH3
|
12 10 8 6 4 2 0
pPpm
Vyssi ® Narust chemického posunu NizsSi o
>

Narust stinéni

e Zavislost intenzity signalu na jeho rezonancni frekvenci, resp. chemickém posunu.
* Polosirka signalu - relaxace, chemicka vyména
» Kvantifikace signalu - integrace



'H NMR chemické posuny
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13C NMR chemické posuny

Aldebardes, RCH=O R,C=CH,—— —CF C-Cl N v S
Foetones, ByC20) RHC=CHR— R N
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