Nukledrni Overhauseritv efekt (NOE)

NOE je disledek dipolarni interakce mezi dvéma jadry. Vznika piimou interakci volné pies
prostor, tudiz neni ovlivnén chemickymi vazbami jako nepfimé spin-spinova interakce.
V piipadé¢ NOE selhdva predstava monoexponencialni podélné relaxace, jedna se o tzv.
relaxaci kfizovou, kdy zména stavu jednoho spinu ovlivituje stav spinu druhého. Jedna se o
skutecny pienos z-magnetizace, tedy energie. V disledku toho potom ve spektru vidime
zménéné intenzity. NOE je nedilnou soucasti podélné relaxace.

Nejjednodussim systémem, kde 1ze NOE pozorovat, je systém dvou spint I a S, které mezi
sebou nemaji skalarni interak¢ni konstantu (J;s = 0). I a S mohou byt naptiklad protony, ale i
jind jadra, potom rozliSujeme homonuklearni NOE (obé jadra jsou stejnd), nebo
heteronuklearni NOE (jadra jsou rozdilnd). Intenzita signalu je déna rozdilem populaci spint

v riznych energetickych stavech (viz obr. 1).

Obr. 1: energeticky diagram dvouspinového sytému IS
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* W je pravdépodobost pfechodu mezi hladinami. Pro systém v rovnovaze mame Wy a Wyg

prechody, které jsou jednokvantové.
* Wqis @ Wys jsou nul- a dvou kvantové prechody.

* Intenzita pozorovaného signalu spina I,S je dana rozdilem populaci jejich stavl a, B.

V rovnovaze jsou dovolené jednokvantové prechody Wi a Wis. V NOE experimentu, ktery
zahrnuje saturaci jednoho jadra, dojde ke zméné populaci stavli, mohou nastat i piechody tzv.

nulkvantové (Wois) a dvoukvantové (Wois), které jsou vsak spektroskopicky zakazané a ve



spektru se neprojevi. Provedeme-li saturaci spinu I, dojde ke zméndm populaci stavii a ke

kiizové relaxaci, kdy zména stavu jednoho spinu ovliviiuje stav spinu druhého.

Pravdépodobnosti nul- a dvoukvantovych piechodl souvisi s rychlosti pohybu molekul a s
velikosti magnetického pole. Dvoukvantové prechody jsou nejpravdépodobnéjsi, pokud je
rychlost reorientace molekul blizké dvojnasobku rezonanéni frekvence (napt. 1 GHz pro 'H
na 500 MHz pfistroji). Nulkvantové piechody jsou nejpravdépodobnéjsi, jestlize je rychlost
reorientace molekul blizk4d rozdilu rezonancnich frekvenci mezi sledovanymi jadry (napf.

pozorujeme-li NOE mezi vodiky s chemickymi posuny 3.0 a 4.0 ppm na 500 MHz pfistoji,
rozdil rezonan¢nich frekvenci je (4.0 — 3.0) x 500 = 500 Hz).

Malé molekuly maji kratky korelaéni cas t., coZ je doba, za kterou se molekula oto¢i o jeden
radian. U téchto molekul pfi relaxaci pievazi W, nad Wy, NOE bude pozitivni. Naopak, u
molekul s velkym korela¢nim ¢asem (napf. makromolekul) se vice uplatiiuji nulkvantové
piechody a NOE je negativni. Stiedné velké molekuly tudiz mohou mit NOE pftiblizn€ nulovy

a tedy nepozorovatelny (viz obr. 2)

Obr. 2: Zavislost homonuklearniho NOE na w-t,
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Intenzita NOE signalu také zavisi na sméSovacim ¢ase t,,. Mefenim pii riznych hodnotach 1,
ziskame tzv. NOE vystavbovou kiivku. Po delSim case NOE klesne k nule v disledku

podélné relaxace a spinové difuze (obr. 3).

Obr. 3: Zavislost intenzity signalu na sméSovacim Case t,
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|...intenzita signalu v NOE spektru
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Kvantitativné I1ze efekt NOE popsat pomoci koeficientu 7 (Castecné navyseni signalu), ktery
udava, o kolik se zvysi intenzita signalu vlivem NOE, pokud jadra maji kratky korela¢ni Cas a
jejich relaxace probiha pouze dipolarnim mechanizmem. # lze vypocitat pomoci

gyromagnetickych pomért obou jader (I a S):

¥V roer 14
n =—L  S..pozorované jadro, I...saturované
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Vyslednd intenzita pozorovaného signdlu / je dana vztahem:
I=(1+n) Iy

Pomoci t&cho vzorci lze vypoditat, Ze zvyseni °C signalu mize byt maximaln& trojnasobné
(saturujeme-li 'H), pii obraceném postupu (saturace °C, pozorovani 'H) je navyseni pouze

12,5 %. V homonuklearnim experimentu je maximalni mozné navyseni signalu o 50 %.

Proto v heteronukledrnim NOE experimentu saturujeme nejcitlivéjsi jadro (s nejvyssim y) a

pozorujeme méné citlivé jadro. V piipadé jader ’N muze byt faktor # aZ -5, signal je pak



negativni. To miize zpisobit komplikace v ptipadé, ze vysledné # bude vlivem molekularnich

a experimentalnich faktorti blizké -1, signal ze spektra vymizi.
Multi-spinovy systém

V multi-spinovém systému muze byt NOE negativni i z jinych pfi¢in, nez je nulkvantovy
piechod. Ve tfi-spinovém systému A-B-C maji sousedni jadra mezi sebou dipoldrni interakei,
mezi jadry A a C vSak k dipolarni interakci nedochazi. Saturujeme-li jadro A, budou zménény
populace jadra B a intenzita jeho signalu vzroste. Dipolarni inetrakce B-C je vSak ovlivnéna
novou populaci spini B, kterd se lisi od rovnovazného stavu. Timto zplisobem dojde
k nepiimému ovlivnéni jadra C a ke zmén¢ intenzity jeho signalu, tzv. nepfimy NOE nebo

také spinova difuze. Neptimy NOE je vzdy negativni.

NOE Ize vyuzit k méfeni intramolekuldrnich vdalenosti pomoci 7. Je vSak nutné mit

v molekule standard vzdalenosti, napt. CH, skupinu (obr. 4)

Obr. 4: vzorec pro vypocet vzdalenosti jader z NOE experimentu
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He’ rac = rab * ( Iab / Iac) e

| — intenzita signalu (integrace nebo méfeni vysky signall o stejné poloSifce)
r., — meziatomova vzdalenost (znama)
r.c - meziatomovavzdalenost (méfena)

Experimentalni aspekty:

Jednodimenzionalni NOE experimenty umoziuji métit zmeny intenzit signali. VétSinou vSak
postacuje kvalitativni zjisténi, Ze ke zméné intenzity signalu vibec doslo. Nejprve zméiime
klasické spektrum, potom spektrum s NOE a ziskana spektra navzajem odecteme. Rozdilové
spektrum obsahuje pouze ty signaly, u kterych dochdzi ke zmén¢ intenzity v disledku NOE.
Negativni signdly se vzdy objevi na pozici saturované¢ho jadra, protoze v NOE spektru
saturovany signal vymizi. Pfi méteni je potfeba snimat mnoho FID1, abychom ziskali dobry

pomér signal/Sum.



Obr. 5: 1D NOE experiment (diferen¢ni spektrum)
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NOE zavisi na dipol-dipol relaxaci, ostatni intra- nebo intermolekuldrni relaxacni procesy
redukuji ¢astecny ptirustek vlivem NOE, n€kdy aZ na nulu. Proto je v praxi nutné dodrzovat

urcita pravidla:

e Vzorek nesmi obsahovat zadna paramagneticka aditiva a necistoty, kyslik musi byt
odstranén

e Rozpoustédlo by nemélo obsahovat zadné protony (vysoce deuterované)

e Vzorek musi byt dokonale rozpus$tén a mit malou viskozitu

e Pii rozhodovéni, jestli mefit NOE methylu nebo jednotlivého protonu, vzdy
saturujeme signal CH; a méfime intenzitu samotného protonu, protoze relaxace
protonli v methylu je zplisobena hlavné interakci mezi sebou navzajem, NOE efekt je

tedy maly (jen n€kolik %) nebo vymizi Gplné.

Hranici pro pozorovani NOE je 5 A, v idealnim piipadé je lepsi, je-li vzddlenost méné nez
3A. Nesmime zapomenout, 7e zvySeni signalu v 1D NOE zavisi nejen na mezijaderné

vzdalenosti, ale také na tom, zda se pted snimanim FIDu stacila ustanovit rovnovaha.
NOESY (Nuclear Overhauser spectroscopy)

NOESY patii mezi 2D NMR techniky. Zména magnetizace v pribéhu sméSovaci doby je
zalozena na NOE. V NOESY spektru je na diagonale klasické 1D spektrum, krospiky indikuji



interakce pres prostor. Vyuziti NOESY spekter je dnes rozsifené zejména v konformacni
analyze biomolekul, kdy mizeme zjistit vzdalenost jader v prostoru a ziskat tak 3D obraz
molekul. Analyza dat NOE experimentii pro velké molekuly (Mr nad 20 000), které maji ve

spektru nékolik set krospiki, vyzaduje vykonné programy a pocitace na zpracovani.

Obr. 6: pulzni sekvence NOESY
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Selektivni inverze kazdého protonu zvlast je zdlouhava,y NOESY lIze studovat vSechny protony
najednou. Béhem ¢&asu t; se vytvafi 2. dimenze. BE€hem smésovaciho €asu t, dochazi ke kfizové
relaxaci mezi spiny, které interaguji pfes prostor. V 2D spektru jsou chemické posuny v obou
dimenzich, mezi interagujicimi spiny jsou krospiky. Velikost krospikt zavisi na velikosti NOE a tedy na

vzdalenosti mezi jadry.

U stfedn¢ velkych molekul miize byt NOE piiblizné nulové a méfit NOESY spektrum pak
nema smysl. Navic v nékterych ptipadech mize NOE konkurovat chemicka vyména, ktera je
zpusobena prenosem magnetizace podobnym NOE. V mnoha systémech se uplatiiuji oba
mechanizmy zéroven a jsou tedy pozorovatelné zaroven. Protoze pfenos magnetizace vlivem
chemické vymény je vzdy negativni, lze ji v pfipadé malych molekul od NOE snadno odlisit.
vyhodné zmétit ROESY spektrum (ROTATING FRAME SPECTROSCOPY). Princip
spociva ve sklopeni magnetizace do osy X, jejim uzamceni v ose X, nastane precese kolem
nového Bgr. Rezonanéni frekvence wsp bude velmi mald, tim bude wgy ¢ << I a vSechny

NOE signaly tedy budou pozitivni (viz obr. 7 )



Obr. 7: ROESY
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Obr. 8: NOESY a ROESY spektrum stfedné velké molekuly
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Piiklady NOESY spekter:
Na obr. 9 je ptiklad vyuZiti NOE experimentu pii ur€eni struktury, popis experimentu je pod

spektrem. Na obr.10 je ptiklad redlného NOESY spektra a-methyl-3-O-methylcellobiossidu.



Obr. 9: diferenéni NOE spektrum metabolitu chloroprothixenu

Example 1:

© The psychiatric drug chloroprothixene (4) metabolizes in humans
and animals. Chemical and mass spectrometric studies [3] have
shown that in the principal metabolite a hydrogen atom in one of
the two benzene rings has been replaced by a hydroxyl group. The
analysis of the 300 MHz 'H NMR spectrum (Fig. 10-4) indicates
that this OH group must be attached at cither the 5- or the 8-posi-
tion. An NOE experiment showed that the correct position is on
C-5. Saturating the resonances of H-1' (§ = 5.84), which is one of
the protons in the side-chain, produced a positive NOE for the dou-
blet of doublets at 6 ~ 7.02, which had previously been assigned to

CHCl,

+NOE vy
H-4 | H-1

H-3 H-6 H-1"

1.0 6.0 ]

Figure 10-4,

Portion of the 300 MHz 'H NMR
spectrum of chloroprothixene (4) in
CDCl;3 with assignments. When the
H-1' resonances (6 = 5.84) are
saturated the intensity of the doub-
let of doublets at 6 = 7.02 is
increased due to the NOE.



Obr. 10: NOESY spektrum a-methyl-3-O-methylcellobiossidu
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Figure 10-6.

NOESY spectrum of e-methyl-3-0-methyleellobioside (3) in 220, The 500 MHz 'H NMR spectrum is shown at
the top und lelt-hand edges, with assiznments. The H-1 resonance is hidden under the HDXO resonance of the
salvent. Only the cross-peaks on the horizontal lines starting from 11-1” and 11-2’, the two protons adjacent to the
glycosidic band in ring [, are labeled. The correlation peaks between protons of rings I and Il give clear and
reliable inforination about the relative orientation of the two rings.

(Experimental conditions:

approx. 20 mgin 0.3 ml D20; 3 mm sample tube; 128 measurements with ¢ altered in 400 [s increments;, mixing
time 4=2 s; cach measurement with 16 FIDs and | K data points; total time approx. 2 h.)




Shrnuti:

Navyseni signalu v disledku NOE je imérné vzdalenosti jader, coZ umoznuje zjisStovat krome
mezijadernych vzdalenosti také stereochemii a konformace. V zavislosti na velikosti
molekuly a jeji pohyblivosti vyuzivame riizné experimenty, malé organické molekuly métime
diferenéni NOE metodou nebo NOESY, proteiny, nukleové kyseliny, sacharidy a jiné velké
molekuly NOESY, pro odliSeni chemické vymény od NOE pouzivame ROESY. Stredné
velké molekuly méfime vzdy ROESY.

Vyhody 1D NOE experimentu jsou vétsi rychlost, vetsi citlivost 1 rozliSeni, navic ziskame
vybérovou informaci, pokud ovSem vime, co chceme. 2D NOESY je zdlouhavéjsi, avsak

poskytne nam komplexni informaci.



