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Ackoli korelaéni experimenty, které davaji do vztahu chemické posuny vodiku
1H mohou ve specifickych pfipadech poskytovat zajimavé informace o
struktufe a pohyblivosti latek, tak disperze 1H chemickych posun(, spolu s
problémy s odstrafiovanim dipolarniho rozSifeni, neumoznuji jejich obecné
vyuZziti. Zvlasté pro ziskani strukturnich informaci o tak slozZitych systémech,
jako jsou velké proteiny nebo peptidy, je nutné dosahnout podstatného zvyseni

spektralniho rozliSeni.
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V navaznosti na predchozi diskusi je vhodné uvést klasicky dvoukvantovy
experiment, ktery je zalozeny na prenosu polarizace diky puasobeni spin-
spinovych skalarnich interakci mezi uhliky 13C. V pfirozeném izotopickém
zastoupeni je pravdépodobnost pfimého kontaktu dvou jader s izotopovym
Cislem C13 pfiblizné 1:10000. To znamena, Ze experiment je velmi malo
citlivy, a proto je potfeba o kazdy kousek koherence bojovat. Bez izotopického
obohaceni je limitujicim faktorem pro provedeni tohoto experimentu velikost
spinového systému, tedy pocet signall, které jsou zapojeny do korelaéni sité.
Ukazuje se, Ze maximalni pocet uhlikovych atomd ve skeletu mize byt
maximalné 35-40. Navic poloSifka signali by neméla byt vétsi nez 50Hz.
Pfesto a nebo praveé proto je potfeba co nejlépe pulsni sekvenci optimalizovat.
1. Periody pro vyvoj dvoukvantové koherence je nutno synchronizovat s
periodou rotace a jejich délka mé& byt asi pfiblizné 4-5 ms. Nejvétsi peclivost je
vSak nutno vénovat optimalizaci dekaplinku, zvlasté proto, Ze pulsni sekvence
je pomérné dost dlouha. Problém je v tom, Ze poloSitka signalu je od uréitého
okamziku jiz nezavisla na nékterych parametrech dekaplinku, pfesto se doba
zivota uhlikové koherence v prabéhu dekaplinku podstatné méni. Peclivou
optimalizaci je mozno uSetfit az 40% koherence a to je pro takto malo citlivy
experiment velmi vyznamné.
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Samoziejmé, Ze i u€inné chlazeni vzorku béhem rychlé rotace kolem 12-15
kHz a zajiSténi stability elektronickych obvodu vede ke zvySeni citlivosti
experimentu. Namahani elektronickych soucastek by mélo byt pro kazdy
inkrement stejné. Proto je vhodné v urcité ¢asti opakovaci periody zapnout 1H
kanal s nizkou amplitudou a zcela mimo 1H rezonanci. Doba zapnuti by se
zkracovala stejné jak by rostl pocCet inkrementll. Na obrazku je uvedeno
INADEQUATE spektrum taxolu (100 signali v 13C CP/MAS NMR spektru —
limitni pfipad).
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VétSina latek v pevném stavu, jako jsou napfiklad polymery nebo skla,
vykazuije jisty prvek neusporadani a znalost rozsahu tohoto neusporadani
pfinasi zajimavou strukturni informaci. Nékdy v téchto korelanich spektrech

v rv

sledujeme zvlastni tvary korela¢nich signall. Tvar a rozSifeni téchto
korelacnich signall ve 2D spektrech totiz odrazi riznou distribuci chemickych
posunu. Vzhledem k tomu, Ze disorder jedné ¢asti molekuly je korelovan se
sousednimi jednotkami, pak se tato korelace projevi i ve spektru, tedy ve tvaru
korelacnich signall. Zvlastni sklon korela¢nich signélt od paralelniho sméru

jasné naznacuje rizné stupné neusporadani.
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In more complex systems, correlations can be exploited to extract chains of correlated shifts.
Each chain corresponds to the chemical shifts of an entire subunit with a given conformation.

U slozitych systému jako je napfiklad celuléza, Ize tato 2D spektra vyuzit k
ziskani rfetézcl vzajemné korelovanych chemickych posunu. Kazdy tento
fetézec pak koresponduje s chemickymi posuny jedné podjednotky s danou
konformaci. Zde vidime pfiklad dvou typl fetézce celulozy.
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Mikrokrystalicky protein Crh
(catabolite repression histidine
containing phsphocarrier protein)

Velmi zjednoduSené fe¢eno rizny sklon korela¢nich signall v riznych ¢astech
molekuly mize podavat informace o mife konformacni jednotnosti daného

systému. S problémem rostouci miry neusporadani se napf. mizeme

setkat u deuterovanych proteinu.

RozSifeni NMR signalt u deuterovanych proteind maze byt zptisobeno:

a) Casteénou nebo nelplnou deuteraci

b) dipolarni interakci s 13C s 2H

c) nedokonalostmi v 3D struktufe fetézce.

RozliSeni jednotlivych pfispévkd mize alespon ¢astec¢né podat 2D

INEDEQUATE experiment. V tomto konkrétnim pfipadé je vzrust poloSirky
signald, ke kterému doslo diky deuteraci, zcela jednoznacny. Protoze tvar
korela¢nich signall je pro vSechny aminokyselinové zbytky stejny, zfejmé

se nejedna o pfitomnost disorderu, ale o netplnou duteraci.
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Chemical Disorder (local effect)
a change in the isotropic chemical shift /O S
from one molecule to another Si Si

e.g., glasses, catalysts, polymers

Magnetic Susceptibility (bulk effect)

r
a change in the Larmor frequency \1\\
from one part of the sample to another }K,x 4 \-f‘u
heterogeneous samples
f 1\ How can the chemical shift differences
HIH Hll due to disorder be removed without
f I|\“|I hi‘”‘lk removing the chemical shift differences
= ,.ﬂ M: Ju\é\}\ \gp—~_—  that distinguish sites from each other?
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Jinym vysvétlenim rozSifeni NMR signalt muze byt i zména susceptibility

vzorku. To je Casté u paramagnetickych systému. V kazdém pfipadé bychom
se radi tohoto rozSifeni zbavili a odstranili ho a tim bychom radi ziskali NMR
spektra s vysokym spektralnim rozliSenim. Otazkou je: Jak to zafidit? Aby bylo

moZné tento problém fesit, pak musi platit, aby signaly byly vzdjemné

korelované tak, aby vytvarely ve 2D spektrech korelaéni sit.
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Zero-Quantum Spectroscopy

For susceptibility broadening or

broadening due to an I ﬂ I | I

inhomogeneous applied field, fl H 1 I il i

the shifts at one nucleus are perfectly
correlaled in a one-to-one fashion

with the shifts at another nearby nucleus < ZQ -

Thus, while the individual chemical < ZQ >
shifts change, the chemical shift

differences remain the same

Hall et al. 1981: Zero-quantum NMR
spectra are free of Bp broadening M=+1 _— TT

Warren et al. 1996: Intermolecular T l .
solvent-solute ZQ coherences yield high-resolution M=0 70— lT
spectra in unstable very high magnetic fields

Terao el al. 1999: ZQ sideband specira are free
of susceplibility broadening in paramagnetic solids M=-1 I ll

Pokud je potfeba odstranit problém rlizné susceptibility analyzovaného
materialu, pak Ize teoreticky vyuzit principt nula-kvantové NMR spektroskopie.
Nachazi-li se vzorek v nehomogennim magnetickém poli pak v kazdém misté
vzorku poskytuje molekula stejné spektrum, které je pouze ponékud posunuto.
Relativni rozdily mezi signdly v téchto spektrech jsou ale stejné. S vyuZzitim
vySe uvedenych praci a tedy principt nula-kvantové spektroskopie je zfejmé
moZné upravit pulsni sekvence tak, aby vysledna NMR spektra byla prosta

> rv

rozSifeni NMR signall vlivem nehomogenity BO pole.
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To record this red spectrum we must refocus the chemical shift
distribution due to disorder within a site, without refocusing

the chemical shifts that distinguish sites from each other.
This cannot be done if the sites are isolated from each other.
It can be achieved if
(i) the sites can be connected in a multi-dimensional spectrum

(ii) the chemical shifts between coupled pairs of spins are highly correlated.

IMCAS CRand JHIPCASCR

V pripadé konformacniho neusporadani se konformace molekul v krystalech
ponékud lisi, nebo existuji drobné rozdily v pakovani molekul a tim se méni
lokélni okoli jader v téchto molekulach. Diky tomu sledujeme v NMR spektrech
rozSifeni signall. NasSim cilem tedy je zaznamenat NMR spektrum, ve které
bude distribuce chemickych posund vlivem neuspofadani odstranéna, ale
bude zachovana distribuce chemickych posunu, ktera rozliSuje jednotlivé

strukturni jednotky. To samoziejmé& nemuze byt u€inéno pro izolovana

strukturni jednotky. Strukturni jednotky musi byt vzajemné korelovany ve

vice-dimenzionalnich spektrech.
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Typickym pfikladem mize byt 31P-31P INADEQUATE korelac¢ni spektrum
této latky, ve kterém Ize identifikovat Ctyfi P-N-P pary.
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Na zakladé analyzy korelace chemickych posun( pak Ize zrekonstruovat NMR
spektrum, ve kterém se vliv disperze chemickych posunu neprojevi. Lze si to
predstavit tak, Zze kazdy korela¢ni signal se transformuje tak, aby byl paralelni

se smérem osy F1.
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Spin-spinové interakce jsou ale velmi malé v porovnani s dipolarnimi
interakcemi a navic spin-spinové interakce neposkytuji informace o
prostorovém usporadani a meziatomovych vzdalenostech. Proto se pravé k
témto interakcim musime vratit. Nejjednodussi cestou, jak ziskat korela¢ni
spektrum s vysokych stupném spektralniho rozliSeni, je provedeni spin-
difuzniho experimentu. Tento experiment je obdobou dfive diskutovanych 1H-
1H korela¢nich spekter, ale tentokrat spinovéa difuze probiha mezi uhlikovymi
atomy. Je tedy zfejmé, Ze je nutné pracovat s izotopicky obohacenymi
materialy. To Ze spinova difuse probihd mezi uhlikovymi atomy ma ale také
nékolik nevyhod. Maly gyromagneticky pomér zplasobuje, Ze dosah dipolarnich
interakci je pomérné maly a tak doba pfenosu magnetizace musi byt
podstatné delSi. Ta dosahuje az 50 ms, pfi¢emz korelovana meziatomova
vzdalenost je maximalné 3A. Experiment probiha tak, ze po CP se béhem
prvni detekéni periody nepfimo detekuje 13C magnetizace. Ta je pak uloZzena
do sméru osy z a necha se probihat spinova difuse. Na konci této periody ze
zbyld magnetizace pfevede na transverzalni magnetizaci, kter4 se detekuje.
Vysledkem je pak 13C-13C korela¢ni spektrum. Intenzity signald pak odrazeji
meziatomovou vzdalenost. Tento experiment je ekvivalentem pro NOESY
spektra roztokl a kapalin.

12
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Ido de Boer, L. Bosman, J. Raap, H. Oschkinatand H.  J. M. de Groot.
2D13C-13C MAS NMR Correlation Spectroscopy with Mixing by Tru e 1H
Spin Diffusion Reveals Long-Range Intermolecular Dis  tance Restraints in
Ultra High Magnetic Field, J. Magn. Reson.

157, (2002) 286-291.

Jinou moznosti jak ziskat 13C-13C korela¢ni spektra je vyuziti pfimo 1H spinové difuse. Tento

typ experimentu byl kratce zminén v kapitole 7 a zde je uveden pfiklad vyuziti tohoto

experimentu pfi popis usporadani komplexu Chorofilu a/H20. Pro kratké sméSovaci doby do
100 us, odpovidaji korelacni signaly pouze intramolekularnim kontaktim. Pro delSi ¢asy
spinové difuze se objevuji dalSi signaly, jez indukuji mezimolekularni pfenos polarizace, a
které tak mohou bat vyuzity k uréeni vzajemné orientace molekul. V tomto konkrétnim pfipadé
byl sledovan vznik korela¢niho signalu mezi koncem tohoto fetézce a polycyklickou ¢asti. A to
indikuje ,back-to-back” uspofadani, kdy jednotlivé fetézce jsou zcela natazené. Pfekvapiva je
rychlost Sifeni magnetizace. B€hem 100 ps dojde k pfenosu aZ do vzdalenosti 4A a po 700 us
je tato vzdalenost dokonce 11A. V tomto okamziku se magnetizace dostane z jednoho konce
molekuly na druhy a pak je vyhodnoceni a interpretace vzniklych korela¢nich signald velmi
obtizna. Nicméné pro kratSi smésSovaci doby, Ize timto zplisobem velmi dobfe posoudit pravé

mezimolekularni kontakty a usporfadani molekul v agregéatech.

13
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Crh as Observed by Solid State NMR Spectroscopy,  Journal of
Biomolecular NMR, 32 195 (2005).

Jinym péknym pfikladem 13C-13C korelaci je experiment, ktery byl
modifikovan tak aby dokazal lokalizovat molekul vody podél proteinového

mechanismu vzniku korela¢nich signdla. Klasicky heteronukleérni korelaéni
experiment 1H-13C podava pouze ¢aste¢né informace, protoze nelze
jednoznacné rozlisit jednotlivé uhlikové atomy. OvSem 2D 13C-13C korelacni
experiment spektralni rozliSeni zvySuje a vede k pfesné interpretaci dat.
Experiment vyuzZivd pomeérné zajimavou pfipravnou periodu. Pfed CP je pouZzit
T2 dipolarni filtr, ktery zachova pouze 1H magnetizaci vody. Molekuly vody
musi byt relativné imobilizované a musi existovat mezi nimi a molekulou
proteinu néjaky typ dipolarni interakce. Tato magnetizace pak vstoupi do CP a

je vyuzita k pfenosu polarizace do 13C spinoveho systému. Pak jiz nasleduje
béZna 13C-13C spinova difuse.

14
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Meier B.H. et al
it Correlation of Structural Elements and Infectivity of the HET-s prion,
Nature (2005); 435(9): 844.
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V nékterych pfipadech je ale samotna 13C spinova difuse pfiliS nespecificka
nebo pfilis pomala a tak se ji musime pomoci rf polem. To je analogie 1H-1H
ROESY nebo TOCSY experimentu, kdy k pfenosu magnetizace dochazi
béhem spin-locku. Stejné tak i vtomto 13C-13C korelaéni experimentu jsou
signaly odrazejici pfimou korelaci pozitivni, zatimco zatim co nékolikanasobny
nebo Stafetovy pfenos polarizace je reflektovan negativnimi signaly.

15
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Neni nutné se ale soustfedovat pouze na experimenty které koreluji stejna
jadra. Napfiklad korelace mezi uhlikem 13C a dusikem 15N je zvlasté pro
biologické systémy velmi uzite¢na a vede nejenom k lepSimu spektralnimu
rozliSeni, ale i k ziskani informaci o lokalni geometrii obou typu jader. Pfenos
polarizace mezi témito jadry je opét podminén existenci silnych dipolarnich
interakci a pfi jejich pfitomnosti je mozné opét pouzit principu cross-
polarizace. Tentokrat mezi dusikem 15N a uhlikem 13C. Jedna se o
experiment, ktery je znam jako ,dvojita cross-polarizace”. Nejprve je
pfenesena polarizace z vodikového spinoveho systému do dusikového. V
nasledné detekéni periodé se snima vyvoj dusikové magnetizace podle
chemického posunu. Pak se pfenese polarizace do uhlikového spinového
systému a uhlikova magnetizace je pfimo detekovana. Pfi tomto druhém
pfenosu polarizace je nutné nejenom splnit Hartmann-Hahnovu podminku pro
jadra 15N a 13C ale musime také odstranit vliv vodika pouzitim 1H
dekaplinku. Musime si ale dat pozor aby nedoSlo ke zpétnému pfenosu
polarizace do vodikového spinového systému. Proto je na misté peclivost pfi
optimalizaci experimentalnich parametru.
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SONDA

1H-trap e i X,Y-trap, tuned
' to high (X)
frequency, low
range (Y)
remains tunable
X tuning
capacitor
(high Y tuning
frequency) capacitor
(low frequency)

Provedeni experimentu vSak vyZaduje specialni vybaveni, tedy tfi-rezonanéni
sondu. Az do letoSniho roku byly k témto Gcellim pouzivany sondy, které byly
vybaveny vyménitelnymi inserty. Ty urCovaly, ktera jadra Ize korelovat. To
znamena, Ze sondy nebyly pIné laditelné v celém frekvenénim rozsahu.
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13C-13C korelace — INADEQUATE

Pecliva optimalizace dekaplinku.

Spektra podavaji informace o konektivit & uhlikového skletetu.

Prvek neuspo fadani — rozsi feni signal G.

ZQC nebo specialni transformace spekter = odstran  éni disperze posun .
13C-13C korelace — spinova difuze mezi jadry  13C.

13C-13C korelace — spinova difuze mezi jadry  *H.

X-Y korelace — dvojité cross-polarizace.

Specialni sondy.
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