Nuklearni magneticka rezonance

Reseni prostorove struktury molekul



Homogenizace magnetického pole -
shimovani

* vliv okoli a nehomogenniho vzorku - B, rizné v
jednotlivych ¢astech vzorku — ruzné rezonancni frekv.
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Homogenizace magnetického pole -

shimovani

* homogenni B, — shodné rezonancni frekvence pro
stejné atomy, napf. CH, skupina v EtOH.
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Homogenizace magnetického pole -
shimovani

homogenita se docili korekénimi, tzv. shimovacimi
civkami

korekcni civky jsou umistény kolem vzorku v riznych
smerech
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Homogenizace magnetického pole -
shimovani




Stabilizace magnetického pole —
lockovani (“locking™)

* B,se meniv case
* pro stabilizaci B, se pouziva tzv. field lock
* korekce B, podle zmény polohy signalu %H



Stabilizace magnetického pole -
lockovani
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* pro méfeni ?H, lockovani na *°F



Stabilizace magnetického pole —
lockovani (“locking™)
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Prurez NMR spektrometrem
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NMR kyvety

Klasické kyvety Klasické kyvety y 3 ¢
e primeér:1,3,5, 10 mm
e délka: ~20cm
* objem vzorku pro 5 mm kyvetu
500-600 pl
* vyrobeny z borosilikatového skla

Shigemi j J &

* velikosti stejné jako klasické kyvety |

e ~ polovicni objemy —200-300 pl pro 5 mm

* vysoké dno, do kyvety se zasouva pistek

e vyrobeny jsou z materialu s podobnou magn.
susceptibilitou jakou ma roztok

Shigemi kyveta



NMR sondy

kyveta se vzorkem se pousti do sondy

obsahuje civky ladéné na frekvenci jednoho nebo vice jader
pri daném magnetickém poli

dalsi civka zabezpecuje gradientni pulzy

jsou konstruovany pro rtznou velikost NMR kyvet

kryosondy — prostor civek je chlazen asi na 20K - zvysena
citlivost civky diky snizené urovni tepelného Ssumu




Velikost magnetického pole (Tesla)
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Redeni struktury

* Konstituce
— vzdjemné vazani atom(
— H-H interakce pres 2-4 vazby — COSY, TOCSY
— H-C jednovazebné interakce — HETCOR, HSQC, HMQC
— H-C interakce pres 2-4 vazby — LR-HETCOR, HMBC
— C-C jednovazebné interakce — INADEQUATE

* Konfigurace, konformace
— konfigurace na dvojnych vazbach
— urceni dihedrdalnich uhl
— H-X-Y-H interakcni konstanty — dihedralni uhly
— NOE — meziatomové vzdalenosti
— chemicky posun



Redeni struktury

Dihedralni uhly
* Karplusova rovnice: 3J,c = A-cos*® + B-cos® + C
e velikost J-interakcni konstanty zavisi m.j. na torznim

uhlu mezi interagujicimi atomy
J-konstanta rozsah hodnot (Hz)

* konstanty A, B, C zavisi na typu  7up 1) 175250
interagujicich atomu L(13¢,13¢) 30-80
A 1J(15N,1H) 70-110
(D B 1J(15N’13C) 2-20
2J(*H,H) -20-5
2J(1H,13C) -10-15
3J(*H,H) 0-18

3J(H,13C) 1-10




Studium konformaci

e Karplusova rovnice

— pro popis konformace molekuly

3)s=A-cos?®+B-cos® +C

— umoznuje ziskat hodnoty dihedralnich Ghld

] A

0° 90° 180° 270° 360°
cis trans cis



Studium konformaci

relativni zastoupeni aa B anomeru anisotropni efekt anomernich
D-glukopyranosy v roztoku protonu

H 5,18 ppm 3,97 ppm
OH =—= %‘/ OMe
OMe
3,78 ppm 4,69 ppm
a-anomer B-anomer

J 3J=7.9Hz

50 s w0 35 30 6



Dihedralni uhly

1,2-disubstituované ethany:

J(trans) > J(cis) > J(gauche) >1J(90°)=0
H

H H
H
alkeny: cyklohexan v Zidlickové konformaci:

I(trans) > J(cis) laa) > J(ae) = J(ee)

H H
3)(trans): 14-20 Hz
>: U
H
A

J(aa): 10-16 Hz J(ae) = J(ee): 3-5 Hz
3)(cis): 6-14 Hz ® = 180° ® = 60°




Dihedralni uhly

konfigurace na dvojné vazbé:

CoHs —O CH(CHs)2
H> << H CH(CH
~ A 3)(trans): 13 Hz (Chs)z

3J(cis): 6 Hz

konfigurace na dusiku s volnym elektronovym parem:

2J(1H,15N): ~ 14 Hz

H
O H
N\,__OH O
O 53 M\{@
HO

2J(1H,15N): 2-3 Hz



Meziatomove vzdalenosti

vyuziti NOE interakci

NOE klesa se Sestou mocninou meziatomovych
vzdalenosti (NOE ~ 1/r®)

pro malé, rychle rotujici molekuly: NOE > 1

pro velké, pomalé molekuly, ve viskoznich

rozpoustedlech: NOE < 1

L aw,
limita malych molekul =~ 30 kDa
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Meéereni NOE
180°, 90°
A: .
MI\'MA
E r

diferencni spektrum A-B:

selektivni inverze

90°




NOE vystavbova krivka

* intenzita NOE zavisi na smeésovacim Case t

* meérenim NOE pfi rlznych Casech t , ziskame vystavbovou
krivku

* Cimdelsijet,, tim je NOE mensi v dusledku podélné relaxace
a spinove difuze




Spinova difuze

 u sousedicich spint ve vzorku dochazi ke krizové
relaxaci

e ozareni jadra 1 indukuje pozitivni NOE na jadru 2 a
dale negativni NOE u jadra 3
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Vypocet vzdalenosti

smernice o vystavboveé krivky v bode 0 — H,
rychlostni konstanta kfizové relaxace H > c
d

nutné zvolit vhodné t , aby jeste / J

nedochazelo ke spinové difuzi H.

r,, — Znama, referencni vzdalenost
r,. — Mérend neznama vzdalenost
o — rychlostni konstanta krizové relaxace

max
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Vypocet vzdalenosti

4a OMe

H @)
r-ref !
4b|_|
3 2
H

120 -

100

o xr°

intenzity
3

—6
O-ref X rref

S
o
I

V' =Tyefr * (Uref/0)1/6

oo}
o
!

20 -

43 2,58(§ OMe

H
1,78 A C
H

a0
2'40‘0\(4 2,79 A )2’3“

Ozarovani H4a

y = -5E-05x° + 0.1467x

A3
y = -8E-06x% + 0.0157x
——"f-—'—T— - S = ' = —- -
200 400 600 800 1000 1200

mixing time



Vypocet vzdalenosti

* zjednoduseny pristup na zakladé intenzit signalu
e zjisténiintenzity NOE

— integrace H,
— vyska signalu (pfri stejné polosirce) H > ¢
d
* Tab = Tref / H /
C

Iab Iac _6
‘ Iab X Tab

‘ Iac X Tac_6

Tac = Tref * (Iac/lref)1/6



Relativni citlivost NMR experimentu

1D experimenty

Mnozstvi vzorku

2D experimenty

Mnozstvi vzorku

(mg) (mg)

1H 0,004 1H-1H COSY 0,5

delayed COSY 1
13C {1H} 4

phase-sensitive COSY 1
+C DEPT > HETCOR 10
1D BC-3C 75 long-range HETCOR 20
INADEQUATE

HSQC, HMQC 2

HMBC 4

NOESY 8

homonuclear 2D J-resolved 1

heteronuclear 2D J-resolved 40

2D 13C-13C INADEQUATE 300

PFiblizné pro 12ti hodinové méreni na 400 MHz spektrometru
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