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1 Teoreticky uvod

Pomoci jaderné magnetické rezonance — NMRE|7 pozorujeme magnetické momenty jader atomai,
které souvisi s jejich celkovym momentem hybnosti nazyvanym jaderny spin. Zatimco spinova
kvantova ¢isla jednotlivych protonu a neutronu jsou pravé rovna jedné poloviné, jadra mo-
hou byt sloZena z nékolika takovych c¢astic: skladdni spinu vSech nukleonu a jejich orbitélnich
momentu se projevi jako celkovy spin jadra s kvantovym ¢&islem [, které nabyva nezapornych
celociselnych nasobku jedné poloviny. V organickych latkach se nejcastéji méii takové izotopy,
jez maji jednopolovinovy spin: sem patif zejména vodik 'H, uhlik 3C, dusik '°N ¢&i fosfor 3!'P.

Prumeét vektoru spinu I do zvolené osy nemiuize nabyvat libovolnych hodnot: pro ¢astici
s celkovym spinovym kvantovym éfslem [ — &ili 12 = A%l(I + 1) — je povoleno pouze 21 + 1
ruznych projekci, potazmo magnetickych kvantovych cisel

m=-—0,—l+1,...,1—1,1. (1)
1 11
Prol = 3 mame tedy: m = ~55

Vsechny tyto sméry vektoru spinu jsou za nepiitomnosti elektromagnetického pole rovno-
cenné a odpovidaji stejné energetické hladiné. Vlozime-li vsak takovou ¢astici do magnetického
pole, odstranime degeneraci stavu piisluicich ruznym &islum m a jejich energie se rozstépi na
2l + 1 drovni. NMR se zabyva piechody mezi témito stavy atomovych jader, které doprovazi
absorpce ¢i vyzareni fotonu v radiofrekvenénim pasmu.

1.1 Pozorovani raznych jader: rezonanéni frekvence
Rozdil mezi témito energiemi pro dvé sousedni ¢isla m (kterd se lisi o 1) éinf (viz. |1)
AE = lryB. 2)

Frekvence fotonu, ktery muze vyvolat prechod mezi sousednimi energetickymi hladinami
jadra, neboli rezonancni frekvence je proto

vB
V= —".
2T

Lzkratka anglického spojeni nuclear magnetic resonance
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magnetické pole Bg [T]

Obrazek 1: Zeemanovo stépeni hladin pro spinové ¢islo m = %

| Jadro [ Spin I | v/27 [10" T 's™'] | v [MHz] | Piirozeny vyskyt izotopu [%] |

H 12 26,75 500, 0 99, 985
21 1 4,11 76,8 0,015
13¢ 1/2 6,73 125,8 1,108
uN 1 1,93 36,1 99, 63
BN | 1/2 2,71 50,6 0,37
s1p 1/2 10, 84 202, 6 100,0

Tabulka 1: Spiny a gyromagnetické poméry vybranych izotopu a pfislusné rezonanéni frekvence
v magnetickém poli 11,7T

Soucinitel této imérnosti v se nazyva gyromagnetickyj pomér a lisl se pro ruzna jadra; jeho
velikosti pro NMR aktivn{ jddra vyznamna v biochemickém vyzkumu jsou uvedena v tabulce [T}

Z uvedeného je ziejmé, ze pomoci NMR je mozné pozorovat ruznéd jidra ve zkoumané
molekule. Technicky je tfeba pouze zajistit aby excitace i detekce NMR signdlu byla provadéna
na prislusné frekvenci (viz. ¢tvrty sloupec Tabulky

1.2 Popis jednoduchého experimentu NMR. Signal volné precese

Pii popisu NMR experimentu je klicové zavést makroskopickou magnetizaci M jako vektorovou
sumu vsech jadernych magnetickych momentu obsazenych ve vzorku (typicky 500 pl kapaliny).
Magnetizace je v nulovém vnéjsim magnetickém poli nulovd. Po vlozeni vzorku do magnetického
pole dojde k ustanoveni rovnovazného stavu, ktery je tvofen mirnou prevahou magnetickych
momentu s magnetickym spinovym &islem m = % (nizs{ energetickd hladina) nad spiny s m =
—% (vyssi energetickd hladina). Rozdil v populacich téchto dvou hladin odpovida Boltzmannovu
rozdéleni Nfé/N% = exp—é—b; ~ 0.999914 tj. na jeden milion spinu jich jen asi 86 piebyva
navic na nizsi energetické hladiné.

Mame tedy vzorek vlozeny do homogenniho magnetického pole Bg ve sméru osy z. Apli-
kaci dalsiho radiofrekvenéniho magnetického pole s indukci By rotujici v roviné kolmé na osu
z s kruhovou rychlosti w; je mozné ménit orientaci vektoru jaderné magnetizace vzorku. Mag-
netizace M bude konat jednak precesi kolem sméru By, dvak precesi kolem osy z zpusobenou
odklonem magnetizace od rovnovazného sméru.

Uhel sklopent magnetizace M od osy z je piimo umérny délce trvani pulsu 7 a na jeho
amplitudé By:

a=vyB;T. (4)

Volbou ¢asu 7 ziskdme pulsy, které sto¢i magnetizaci do roviny kolmé na osu z (7/2- nebo
90°-pulzy ) ¢i zmeni jeji orientaci "hlavou doli”— (7- nebo 180°-pulsy).

Zakladni méfici technikou pulsni spektroskopie NMR je sledovani signdlu volné preceszﬂ
Jednim 90°-pulsem je magnetizace sklopena do roviny zy kde nésledné preceduje kolem sméru
pole Bg (lezictho v ose z). Precesnim pohybem magnetickych momentu se na detekéni civee
indukuje napéti, které predstavuje jiz zminovany signdl volné precese (viz. Obr. .

Ze zaznamenaného prubéhu napéti, tedy c¢asové nahravky souboru frekvenci, na kterych
pozorovana jadra preceduji, lze poté pomoci Fourierovy transformace ziskat spektrum téchto
frekvenci. Spektrum nese kvantitativn{ informaci o tom kolik spinti (které ve vektorové sumé
tvorf magnetizaci M) na dané frekvenci preceduje. Analyzou informac{ obsazenych ve spektru
se zabyva oddil [T.4

2free induction decay, byvé oznatovan zkratkou FID



Obrézek 2: Schéma jednoimpulsového experimentu NMR,

1.3 Navrat k tepelné rovnovaze: Relaxace

Pro dalsi pochopeni mechanismu vedoucich k obnoveni tepelné rovnovahy je uzitetné zavést
podélnou M) a pticnou M, magnetizaci. Slozky magnetizace maji nasledujici vlastnosti:

e M) odpovidd magnetizaci ve sméru magnetického pole Bo, tedy v ose z

e M, odpovidd magnetizaci v roviné kolmé na smér magnetického pole Bg (rovina zy)
e v tepelné rovnovaze je M| maximalni, M, je nulové

e experimentalné pozorujeme pouze M |

Vratme se k obrézku Pozorovany pokles intenzity signalu souvisi s tim, ze pfi¢tnd magneti-
zace M , kterd byla maximalni{ po skon¢eni pulsu, nabude své rovnovazné (tj. nulové) hodnoty.
Tento relaxacni proces je mozné charakterizovat ¢asovou konstantou T, tzv. pricnou relaxaéni
dobou.

Dilezité je, ze zatimco M, uz nabyla své rovnovazné hodnoty, M zatim nikoliv. Proces
relaxace M) do tepelné rovnovahy je obecné pomalejsi a je charakterizovan ¢asovou konstantou
Ty, tzv. podélnou relaxa¢ni dobou. V praxi casto uzivame pievracené hodnoty relaxa¢nich dob
— relaxaéni rychlosti (R; = T, !, kde i € {1,2} ).

Informace o procesech vedoucich k obnoveni tepelné rovnovahy ve spinovém systému maji
pro NMR pfinejmensim dvoji vyznam. Kvalitativni znalost rychlosti téchto procesit pro danou
studovanou molekulu (popf. smés molekul) je nutnd pro spravné technické provedeni piislusnych
experimentt. Peclivé kvantitativni studium relaxace daného jidra (souboru jader daného typu —
napi. uhliku *C ve skupiné CH3—, nebo dusfku °N ve skupiné -NH- ) pak poskytuje informaci
o rotacniém pohybu molekuly jako celku ( tzv. globdlni reorientace molekuly). V biochemii
je vyznamnou aplikaci studium relaxace jader N v patefi proteinové molekuly, které kromé
globdlni reorientace poskytuje informaci o lokdlni pohyblivosti, kterdzto je casto dulezitd pro
pochopeni funkce piislusného proteinu.

1.4 Interpretace NMR spektra
1.4.1 Chemicky posuv

Spektroskopie NMR vyuziva skute¢nosti, Ze rezonanéni frekvence je citliva na velikost magne-
tického pole v misté jddra. Ta je totiz ovlivnéna jeho blizkym okolim, elektrony v molekulach
prispivaji k hodnoté magnetické indukce na jadie, mohou tedy zvysovat ¢i snizovat jeji velikost
oproti vnéjsimu magnetickému poli By. I jadra stejnych izotopu na ruznych pozicich v molekule
tak ¢asto rezonuji na frekvencich, které se od sebe mirné lis{ (typicky o stovky az tisice Hz).



Tento jev se nazyva chemicky posuv. Z praktickych duvodu se u spekter na vodorovné ose vynasi
tento frekvencni rozdil v relativnich jednotkach ppnﬂ
vV —1)
6= ——, ()

Frekvence vg prislusi rezonanci standardu, kterym pro vzorky rozpustné ve vodé obvykle
byvd DSS — 3-(Trimethylsilyl)propan-1-sulfonovd kyselina. Frekvenéni osa se z historickych
davodu zpravidla zobrazuje tak, Ze posun ¢ roste zprava doleva.

Chemické posuny ve spektrech 'H (mluvime také o protonovych spektrech) v kapalindch
lezi piiblizné v rozmez{ 0 — 15 ppm. Signdly jednotlivych zbytku (CHz—, -CHs-,~OH, -NH-) se
vyskytuji v typickych rozmezich, coz analyzu spekter usnadnuje.

K rozliseni signalu dvou nebo nékolika jader s velice podobnym chemickym posuvem je tieba
dbét na to, aby pole Bg v prostoru vzorku dosahovalo co nejlepsi homogenity a ¢asové stability;
soucasné spektrometry umoziuji relativni piesnosti fadu min. 1077,

1.4.2 Puvod stépeni signali: Skalarni interakce

Na spiny jader nepusobi jen vnéjsi magnetické pole Bg a pole indukované elektrony v obalech
(zpusobujici chemicky posun), nybrz také magnetické pole vytvorené jinymi jadry v okoli. Toto
pole je nezdvislé na vné&jsim poli By a jeho velikost se proto udéva piimo v jednotkéch frekvence
(Hz).

P#imé pusobeni jadernych dipdlovych momenttu pfes prostor je velice silnou interakei, ktera
se ve spektrech kapalnych vzorku piimo neprojevuje, protoze jeji vliv je vystfedovan k nule diky
rychlé reorientaci molekul v roztoku. Tato interakce vsak i v kapalinach poskytuje silny tzv.
relaracéni mechanismus umoznujici navrat excitovaného systému k termodynamické rovnovaze.

Nepiimo spolu jaderné spiny mohou interagovat skrze vazebné elektrony.Interakci lze tedy
pozorovat pouze mezi jadry spojenymi chemickymi vazbami. Tato tzv. skalarni nebo J-interakce
se s rostoucim poctem vazeb mezi jadry zeslabuje a obvykle ji nepozorujeme pies vice nez 3
vazby.

Evidentnim projevem J-interakce ve spektru je Stépeni spektralnich car: kazdé jadro se
spinem 1/2 v dosahu J-interakce zapti¢in{ rozdéleni na dvé ¢éry (dublet). Konkrétnéji, pokud se
v sousedstvi skupiny CHs nachézi napt. skupina CHy pak signdl methylové skupiny bude stépen
na triplet. Vysvétleni je néasledujici: methyl ”vidi”véechny moZnosti stavi spinua ve skupiné
svého souseda — tedy skupiny CHs, viz Tabulka [2 Pocet moznosti odpovidd poméru intenzit

pocet moznosti ‘ usporadani spina

] T
2 Lot
1 vl

Tabulka 2: Stépeni signélu skupiny CHs v sousedstvi skupinyCHy

jednotlivych signalu v multipletu. Obdobnou analyzou je mozné dospét k zavéru, ze signal
skupiny CHs sousedstvi skupiny CHs (bez dalsich interakei) bude kvartet s intenzitami v poméru
1:3:3:1.

3z anglického parts per million, tedy 10~6
4tj. pFi nosné frekvencich ve stovkich MHz bychom méli byt schopni rozlisit rozdil <1 Hz
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2.1

Navod k pracovnim tukoliim

Stanoveni objemové koncentrace alkoholi ve vzorku

Analyzou poétu, §tépeni a plochy signali piitomnych v 1D 'H spektru vzorku alkoholu urcete
pocet a molarni koncentraci jednotlivych druhti alkoholt pfitomnych ve zkoumaném vzorku.

Ziskané ¢iselné hodnoty molarnich koncentraci prepoctéte na koncentrace hmotnostni. Dis-
kutujte zdravotni (ne)zévadnost zkoumaného vzorku.

2.1.1 Postup

1.
2.

importujte textovy soubor s 'H NMR spektrem do tabulkového editoru.

nakreslete graf sloupce intensity. Jako typ grafu zvolte XY bodovy s rovnymi spojnicemi
(tedy bez jednotlivych bodu)

. ve spektru naleznéte oblasti signdlu pifslusnych skupin a tyto signdly zintegrujte (tj.

pomoci funkce suma spoctéte soucty piislusnych bunék)

. pri analyze integralnich intenzit nezapomente, ze poméry intenzit ze stejné molekuly musi

odpovidat poétu jader 'H v jednotlivych skupindch, tedy: je-li integralni intenzita EtOH
(CH3) = 3, pak pro EtOH (CHy) musi byt 2, jelikoz skupiny piislusné obsahuji 3 resp. 2
jadra 1H.

. udaje o skupiné EtOH (CHy) uz pak déle nepotiebujeme, protoze oba tyto signily pochédzeji

ze stejné molekuly ethanolu a jejich OH skupina je tudiz spole¢n4.

. dopliite Tabulku

. dale spoctéte piispévky jednotlivych molekul od integralni intenzity skupiny OH. Uvazte

vzdjemny pomér intenzit skupin obsahujicich stejné vodikovych atomu (EtOH (CHs) a
MeOH (CHj)) a také fakt, ze molekula vody obsahuje dvé skupiny OH.

. doplite Tabulku

skupina hrubd int. | normalizovana
intenzita int. intenzita

EtOH (CHs) 3

MeOH (CHg)

EtOH (CHa)

OH

celkem ‘ ‘

Tabulka 3: Zjistén{ integralnich intenzit signalii z 'H NMR spektra vzorku slivovice. Do druhého
sloupce tabulky vepiste hodnoty zjisténé sumaci pirislusnych bunék. Do tfetiho sloupce piepocitejte
intenzity tak, aby intenzita CHsz skupiny ethanolu byla rovna 3 (pfedvyplnénd hodnota).

molekula prispévek molarni | hmotnostni
do intenzity | c [%)] c [%]
skupiny OH

EtOH (CHj) 1

MeOH (CHj)

H>O

celkem ‘ ‘

Tabulka 4: Vypocet koncentraci ethanolu a methanolu ve vzorku slivovice. V této normalizaci
pak odpovidd piispévek ethanolu k intenzité signdlu OH roven 1 (pfedvyplnénd hodnota).



2.2 Semikvantitativni analyza 2D 'H-'°N spektra proteinu

V dvoudimenziondlnim 'H-°N korelovaném spektru molekuly proteinu pozorujeme signaly ta-
kovych jader vodiku 'H, kterd maji za nejblizsiho souseda jadro ®N. Takovéto spinové systémy
se v uniformé '°N znacenych proteinech vyskytuji zejména v pétefi molekuly a déle pak v
postrannich fetézcich nékterych aminokyselin (tryptophan, asparagin, glutamin, arginin).
Vyuzijte nasledujicich empirickych pozorovani k tomu abyste k zadanému 2D *H-°N kore-
lovaném spektru pritadili tu nejpravdépodobnéjsi ze zadanych primarnich sekvenci peptidu:

1. signaly NH skupiny postranniho fetézce tryptophanu maji zvlasté vysoky chemicky posun
v obou spektralnich dimenzich

2. signaly NHs skupin asparaginu a glutaminu se vyskytuji v pravé horni ¢asti spektra a jsou
zdvojené (pozorujeme dvojici signdlii se stejnym chemickym posuvem v °N dimenzi).
Kazda dvojice odpovida jedné skupiné NHs.

3. jako pomocné kritérium lze pouzit signaly jader '°N glycinu, které se ¢asto vyskytuji v
horn{ ¢4sti spektra (maly chemicky posun v 5N dimenzi).
2.3 Uréeni oligomerniho stavu proteinu z relaxace jader *N
Prolozenim zadanych experimentalnich dat exponencialni zavislosti
I(t) = Aexp(—Rit), (6)

kde i € {1,2} a A je amplituda signdlu, urcete relaxacénf rychlosti Ry a Ry. Vyuzitim vztahu

i 1 | R
experiment ~ 672 _7 7
TC 47TUN Rl ’ ( )

kde vy je rezonanéni frekvence jader N v Hz (v magnetickém poli o intenzité 11.74 T je vy

rovno 50.7 MHz), urcete odhad globélniho korela¢niho ¢asu TgXperiment, ktery popisuje isotropni

globalni reorientaci molekuly. Ze zadané molekulové hmotnosti a vyuzitim

Fmonomer (1o ~ 0.6 My (kDa) (8)

ziskejte odhad globalniho korela¢niho ¢asu odpovidajictho monomern{ jednotce proteinu. Vztah

poskytuje hodnotu 7¢ pifmo v nanosekundéch (ns). Diskutujte oligomern{ stav molekuly ve

v ’ , o , ’ v s « o i t
svétle ziskanych odhadu globélnich korela¢nich casu 7o, D7 a pgponomer,

3

Odkazy

. http://www.protein-nmr.org.uk/solution-nmr/spectrum-descriptions/1h-15n-hsqc/

http://technology.sbkb.org/portal/page/199/

. http://www.nmr2.buffalo.edu/nesg.wiki/NMR_determined_Rotational_correlation_

time


http://www.protein-nmr.org.uk/solution-nmr/spectrum-descriptions/1h-15n-hsqc/
http://technology.sbkb.org/portal/page/199/
http://www.nmr2.buffalo.edu/nesg.wiki/NMR_determined_Rotational_correlation_time
http://www.nmr2.buffalo.edu/nesg.wiki/NMR_determined_Rotational_correlation_time

A Dodatek k reSeni uloh

A.1 Gnuplot

A.1.1 Zakladni informace

Instala¢ni baliky pro windows i linux, stejné jako manudl a ptiklady pouziti jsou k nalezeni na adrese gnuplot.info.

A.1.2 Prace s GNUplotem

Doporucenym zpusobem pouziti GNUlotu je tzv. ddavkovy méd, kdy v né&jakém oblibeném textovém editoru
vytvoifme skript s pifkazy, které chceme provést, a tento pak zavolame bud z GNUplotu pifkazem load ”nézev
souboru”, nebo z piikazové fddky pomoci gnuplot nazev_souboru. V interaktivnim rezimu naopak muZzeme
spoustét prikazy rovnou.

A.1.3 Nejdulezitéjsi piikazy:
1. plot
plot sin(x)
plot "data.dat" using 1:3 with lines lw 2 title "brand new curve"

2. set se pouzivd k nastaveni véemoznych vlastnosti objektu napf.:
set out "vystup.ps"
set xlabel "delka [m]"

3. help se hodi velmi ¢asto, napfiklad help set prozradi jaké vSechny parametry lze nastavit.

4. fit provede prolozeni dat zadanou funkci kterou je tieba predtim definovat, stejné jako pocateéni hodnoty
fitovanych parametru

fit £(x) "soubor.dat" u 1:3 via parl,par2

A.1.4 Priiklady skripta

1. vykreslen{ dat ze souboru s vystupem do souboru postscript (ps)
set terminal postscript eps color enhanced
set output "vystupni_obrazek.ps"
set xrange [zleva:dopraval
set yrange [zdola:nahorul
set xtics 5 out
set mxtics
set grid
set ylabel "popisek osy y"
plot "soubor.sdaty"u 1:2 w 1 1lw 2 lc rgb "red"title "nazev krivky"

2. fit funkei zadaného tvaru
set terminal postscript eps color enhanced
set output "vystupni_obrazek.ps" f(x)= a*exp((x-b)**2/c)
a=100; b=b; c=115;
fit f£(x) "data.dat"using 1:3 via a,b,c
plot "data.dat"u 1:3 w points ps 5
"axexp ((x-bx*2)/c)"title "fit funkci f"

A.1.5 GNUplot skript k feSeni ulohy 2.3

A=0.5;

R=0.001;

f (x)=A*exp(-x*R) ;

fit f(x) "datovy_soubor.DAT" u 1:2 every ::4 via A,R
plot "datovy_soubor.DAT"u 1:2 every ::4 , Axexp(-x*R)

Tento skript provede prolozeni dat ze souboru datovy_soubor .DAT monoexponencidlné klesajici funkci f (x) =A*exp (-x*R).
Soubor se skriptem oteviete v editoru Notepad (nebo v néjakém podobném editoru ASCII souborii) a provedte
nésledujici zmény:

e nahrad'te datovy_soubor.DAT v obou jeho vyskytech ve skriptu aktudlnim ndzvem souboru

e pro fitovéni relaxacni rychlosti Ry zvolte prvni a druhy sloupec (u 1:2), pro R2 pak prvni a tfeti (u 1:3)

Takto upraveny skript zavolejte potom z piikazové radky GNUplotu ptikazem
load "jmeno_skriptu.pripona".
Pozor, nezapomente se prepnout do adresare, ve kterém se nachdzi skript i datovy soubor — ve Windows pomoci
zélozky ChDir ( Linuxu si spustte GNUplot pifmo z pifslusného adresére).

Po dobéhnut{ skriptu se v hlavnim okné GNUplotu (popt. v souboru fit.log) lze do¢ist nafitované hodnoty
relaxacni rychlosti R1 2, které pak pouzijeme dale dle ndvodu k tloze
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