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Uvod

Spektroskopie NMR'™® (zkratka NMR je odvozena znazvu Nuklearni magnetickd rezonance) vyuZiva
magnetickych vlastnosti atomovych jader. Tato metoda poskytuje detailni informace o struktufe a dynamic-
kych vlastnostech organickych i anorganickych latek a biomolekul v kapalném, plynném i pevném stavu.
Specialni aplikace ptedstavuje in vivo NMR spektroskopie a metody zalozené na NMR zobrazeni Zivych i
nezivych objekti (NMR ,,imagine” a NMR tomografie). Tento &lanek je zaméfen na pouziti 'H a >C NMR
spektroskopie v kapalné fazi pti interpretaci struktur organickych latek, konkrétné reaktivatorti organofosfa-
ty-inhibované acetylcholinesterazy (AChE; EC 3.1.1.7.).

Historie metody

V roce 1945 se dvéma skupinam americkych védcii, vedenych Blochem a Purcellem (Nobelova cena
1952), podatilo pozorovat NMR signal v makroskopickém materialu (voda a parafin). Prvni komeréni NMR
spektrometry znamenaly pocatek aplikaci metody ve strukturni analyze. Nizka citlivost metody omezovala
zpo¢atku NMR spektroskopii na studium nejcitlivéjsich jader — 'H, "F a *'P. Prostorovda NMR poskytovala
v 50. letech zakladni informace o poctu neekvivalentnich jader, jejich relativnich stinénich a spinové intera-
gujicich sousednich jadrech. Pulsni techniky ve spojeni s Fourierovou transformaci odezvy, zavedené na
konci 60. let, dramaticky zvysily citlivost a umoznily rutinni méfeni méné citlivych jader (zejména "°C) a &a-
sove zavislych jevil. Vedly také k predstavé vyuziti druhé dimenze (2D NMR), jejiz potencial byl pozndn na
konci 70. let. Zavedeni téchto metod v 80. letech pfineslo nové u¢inné postupy pro ziskani strukturnich in-
formaci stanovenim korelaci mezi riznymi typy jader a nové 1D NMR metody. Pokroky v technologii mag-
netl, vedouci k stale vy$§im magnetickym polim, zvySily citlivost experimentli a umoznily detailné studovat
velké a slozité molekuly.
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Teoretické zaklady NMR

Zakladni stavebni Castice jadra atomi (protony a neutrony) rotuji kolem vlastni osy a maji tedy moment
hybnosti p, zvany spin. Protony a neutrony maji spinové kvantové ¢islo / = 1/2. V jadrech izotopti se sudym
poctem protonl a neutrontl jsou spiny ¢astic sparovany, takze vysledny spin jadra / = 0. Takova jadra (napf.
"2C, "®0) maji nulovy spin a neposkytuji signaly NMR. Jadra s lichym poétem protonti, neutronti & obou ty-
pu ¢astic nemaji spiny sparovany a jejich / > 0. ProtoZe pohyb elektricky nabité castice po uzaviené draze je
spojen se vznikem magnetického pole, maji jadra s /> 0 (napt. 'H, °C, 0) vlastni magneticky moment p
(1 = yp; kde konstanta y je gyromagneticky pomér, charakterizujici kazdy izotop).

Je-1i vzorek obsahujici izotop s nenulovym magnetickym momentem umistnén do silného magnetického
pole o indukci magnetického pole B, dojde k rozstépeni energetickych hladin jeho jadernych spind (obr. 1).

Potencialni energie jadra E je dana vztahem: E = - uB, a pro slozku magnetického momentu ve sméru po-
le B, plati u = mhy/2w (kde / je Planckova konstanta, m je magnetické kvantové ¢islo). Magnetické kvantové
¢islo nabyva hodnot m =/, I-1, ...-/+1, -/. Pocet vzniklych energetickych hladin je ur¢en hodnotou spinového
kvantového &isla / (pocet stavii = 2/+1), proto u spinti s / = 1/2, jako jsou 'H a °C, zaujmou jaderné spiny
dva energetické stavy s magnetickym ¢islem m = +1/2 a m = -1/2. Jejich energii lze pak vypocitat ze vztahu:
E.p=-1/2(hByy/2n); E.1p = +1/2(hByy/2m).

Podle zakont kvantové mechaniky mtize byt vSak kazdy spin trvale pouze na jedné energetické hlading,
tj. mize mit pouze jednu ze dvou moznych orientaci. Pfechody mezi t€mito hladinami mtize zpusobit zafeni,
jehoz frekvence splituje podminku: AE = E_;5 - Eiyp = hv (kde AE je rozdil mezi hladinami). S vyuzitim
téchto vztahti pak lze napsat: v, = AE/h = yB,/2n. Tento vztah je znamy jako rezonancni podminka, frekven-
ce V, je tzv. Larmorova frekvence. ProtoZe rozdil hladin je maly, postaci k excitaci téchto jader pouze ener-
gie radiofrekvenéniho zateni (fadové MHz).

Na energeticky niz$i hlading jsou jadra, jejichZ primét jaderného magnetického momentu i je orientovan
souhlasné s vn€jsim magnetickym polem B,. Tato orientace odpovida magnetickému kvantovému ¢islu m =
+1/2. Jadra na vyssi energetické hladin€ maji magneticky moment orientovany proti sméru magnetického po-
le m=-1/2 (obr. 1).

Populace jader na energeticky niz$i hlading je
jen nepatrn€ vétsi nez na hladin€ energeticky vyssi.
Vysledkem tohoto piebytku je vektorovy soucet
vSech jadernych spinovych magnetickych momentii
— jaderna magnetizace M,. Jeji velikost je umérna
prebytku jader na nizs§i energetické hlading.

Pti méfeni NMR spekter pulsnimi metodami se
vhodnym radifrekvencnim pulsem (B;) vyvolava
populace obou energetickych hladin a magnetizace
M, se vychyli ze své rovnovazné polohy (ze sméru :
osy vné&jsitho magnetického pole B,). Protoze je i e
magnetizace spojena s momenty hybnosti jader, ne- (a) (t;}
vraci se ihned po ukonceni pulsu do sméru magne-
tického pole, ale chova se podobné jako setrvacnik
upevnény mimo t¢Zisté, jehoz osa rotace je skloné- Obr. 1: Makroskopicka magnetizace jader s /=1/2
na vuc¢i gravitatnimu poli. Vysledkem je precese,
pii které magnetizace zachovava svou velikost i
sklon vii¢i magnetickému poli a otaci se okolo smé-
ru magnetického pole B, s Larmorovou frekvenci
(obr. 1).

Kromé toho se ale relaxa¢nimi procesy postupné obnovuje naruseny rovnovazny stav. Po urCité dobé,
charakterizované dobou tzv. spin-miizkové relaxace T}, se opét ustali rovnovazné rozdéleni spinti na obou
energetickych hladinach. Tim se obnovi slozka magnetizace ve sméru pole. Slozka magnetizace kolma na
smér magnetického pole se naopak snizuje az na nulovou hodnotu s dobou tzv. spin-spinové relaxace 7.

a) za rovnovahy (v poli B,)
b) v rezonanci (s polem B))
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Podobné jako budi otacejici se magnet stiidavé napéti v civkach statoru alternatoru, budi i otacejici se
vektor magnetizace stifidavé napéti v civce prijimace, ktera je navinuta okolo vzorku v NMR spektrometru.
Casovy pribéh (s (f)) napéti (signélu) indukovaného jadernou magnetizaci v civce se b&Zné oznacuje jako
FID (free induction decay) a Ize si jej pedstavit jako doznivajici ton po stisknuti klavesy klaviru.

Pokud vzorek obsahuje pouze jeden typ atoml jednoho izotopu (napi. CHCIls), je pokles amplitudy tlu-
menych kmitd exponencidlni a je charakterizovan dobou spin-spinové relaxace T,. Frekvenci kmitt je Lar-
jicich od rtznych jader stejného izotopu. Aby byla ziskana rezonanéni frekvence jednotlivych typi jader a
intenzita jejich signalni odezvy, je nutno nejprve prevést FID, tj. Casovou zavislost signalu s (¢) na frekvenci
s (f), nebo-li na spektrum NMR. Tento pfevod se provadi na pocitaci tzv. Fourierovou transformaci (obr. 2).

M

Obr. 2a): FID — zavislost signalu s na case ¢ Obr. 2b): NMR spektrum — zavislost signdlu s na frekvenci f

NMR spektrum obsahuje informace o struktuie ldtky, které jsou uloZeny ve tiech parametrech:
1. v poloze signalti (chemickém posunu)

2. v integralni intenzité signall

3. v multiplicité (jemné struktufe) signalii

NMR spektrometr

Moderni FT NMR spektrometr je velmi slozité zafizeni, které 1ze rozd€lit do tii zakladnich ¢asti: magnet,
elektronika spektrometru a vypocetni systém s periferiemi. Zakladem kazdého NMR spektrometru (obr. 3) je
magnet se sondou. Supravodivy magnet je tvofen selenoidni civkou ze supravodivého materialu (slitina
Nb-Ti nebo Nb-Sn), ktera je umisténa v kryostatu s kapalnym heliem, které zajistuje chlazeni selenoidu na
teplotu 4 K.

Vzorek méfené latky, ktery je ve sklenéné kyvete, se umistuje do tzv. sondy. V sondé kyveta se vzorkem
rotuje pro zvySeni homogenity. Hlavni ¢asti sondy tvofi civky a elektrické obvody, které slouzi k dodani
energie do vzorku radiofrekven¢nim pulsem z vysilace a k detekci absorbce této energie v obvodech pftijima-
¢e (snimani FIDu). Navic jsou v sond¢ obvody pro ozatovani vzorku dal§im radiofrekvencnim zéfenim pro
tzv. dekapling (viz dale).

Elektronika spektrometru zajistuje excitaci spinového systému a nésledujici snimani signalu ve vzorku.
NMR spektrometr obsahuje obvykle tfi nezavislé vysokofrekvenéni signaly:
e MEéfici, v némz se provadi excitace jader méteného vzorku a snimani jeho odezvy.
e Lockovaci (stabilizacni), ktery zajist'uje stabilitu rezonan¢ni podminky. K tomu vyuziva obvykle rezo-
nan¢niho signalu deuteria z deuterovanych rozpoustédel.
e Dekaplovaci, slouzici k ozatovani vzorku dal§im vysokofrekvenénim zafenim (metoda tzv. dekaplin-

gu).

Vypocetni systém spektrometru zabezpe€uje fizeni vSech jeho funkci a zpracovani naméfenych dat.
Vlastni fizeni experimentu provadi pulsni programator nebo samostatny akvizi¢ni procesor. Nadfazeny poci-
ta& je odpovédny za veskeré funkce spektrometru. Ridi ¢innost pulsniho programatoru nebo akviziéniho pro-
cesoru, provadi matematické zpracovani naméfenych dat (FIDU) a jejich Fourierovu transformaci a zajistuje
vystup takto ziskanych spekter (spolu s nezbytnymi parametry) na obrazovku, zapisova¢ a tiskarnu.

Prifazeni struktur reaktivdtoru organofosfaty-inhibované acetylcholinesterdzy
na zdkladé spekter nukledrni magnetické rezonance
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Obr. 3: NMR spektrometr

b) Varian Mercury-Vx 300 (300 MHz),
Ustav chemickych procesi AV CR Praha

a) schéma

'H a >C NMR spektroskopie

Vztah mezi frekvenci absorbovaného zafeni a magnetickou indukcei B, je vyjadien v rezonanéni podmince
(viz vyse). Podle uvedené podminky by m¢la byt rezonanéni frekvence konstantni pro vSechna jadra téhoz
izotopu. V molekule jsou vSak jadra vazana do skupin a jsou tak ovliviiovana rozdilnym elektronovym oko-
lim. Elektronové okoli méni (stini) magnetické pole v misté jadra, takze v misté jadra plati pro magnetickou

indukci vztah: B, = B, (1-6), kde o je konstanta sting-
ni. Jadra 'H a °C jsou v molekule vzdy stinéna, tedy
hodnoty konstanty stinéni jsou vzdy kladné a tak rezo-
nan¢ni podminka je pii konstantni B, splnéna vzdy pfi
vyssi frekvenci.

Zjisténi konstanty stinéni je experimentalné naroc-
né, proto se v praxi uvadeji relativni hodnoty vztazené
vici standardu. Jako standard se pouziva napf. tetrame-
thylsilan — TMS, ktery se pfidava ptimo do méteného
vzorku jako tzv. vnitini standard. Vzdalenost rezonanc-
nich signald od signalu TMS se méfi v Hz. Namétena
hodnota by vsak byla zavisla na B, proto byla zavede-
na veli¢ina chemického posunu 9§, ktera je nezavisla na
indukci magnetického pole: & = (v-vs)/v, * 10° [ppm],
kde v a vg jsou frekvence méteného jadra a frekvence
standardu, v, je pak pracovni frekvence spektrometru
pro dany izotop (vyjadiend v MHz). Chemicky posun
je vyjadien v ppm (parts per million). Hodnota chemic-
kého posunu TMS je rovna 0 ppm. Obvykly rozsah o
v '"H NMR je 0-15 ppm, pro °C NMR se pak hodnoty &
pohybuji v intervalu 0-220 ppm (obr. 4).

Chemicky posun je ovliviiovan fadou faktorti (elek-
tronegativita substituentd, magneticka anizotropie, sfé-
rické efekty, teplota, koncentrace, rozpoustédlo aj.).
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Obr. 4: Piiklad rozsahi chemickych posunt
v 'H a "C NMR spektrech

Prifazeni struktur reaktivdtoru organofosfaty-inhibované acetylcholinesterdzy
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Nejvyrazngjsi z nich je elektronegativita substituentt. Plati, Zze s rostouci elektronegativitou sousedniho ato-
mu nebo skupiny klesa stinéni a roste hodnota chemického posunu o. Teplota, koncentrace a rozpoustédlo
vyrazné ovliviiuji hodnotu chemického posunu protond vazanych na heteroatomy (OH, NH, SH).

V 'H NMR spektrech jsou plochy rezonanénich signalti umérné poétu protonti v molekule. Za timto ude-
lem se pofizuje integralni zaznam, ktery ma tvar viny nad jednotlivymi signaly. V protonovych spektrech se
jednotlivé signaly dale 1i§i, kromé rozdilného chemického posunu a integralni intenzity, také jemnou struktu-
rou (multiplicitou) signald. Pfi¢inou tohoto $tépeni je vzajemna interakce spinti jednotlivych protont — spin-
spinova interakce. Jedna se o interakci, ktera je pfenasena vazebnymi elektrony (nikoliv prostorem). Je proto
nejvyrazné€jsi pro nejblize sousedici skupiny. Spin-spinova interakce je vzajemna, tzn. je-li signal protond A
$tépen protony odpovidajicimi signalu B, musi byt i signal protond B §t€pen protony odpovidajicimi signalu
A. Spin-spinova interakce je charakterizovana hodnotou spin-spinové interakéni konstanty J, jeji hodnota se
vyjadfuje v Hz a nezavisi na indukci vnéjsiho magnetického pole.

Ve srovnani s '"H NMR maji >C NMR spektra fadu odlisnosti. V disledku nizkého ptirozeného vyskytu
jader "°C, ktery je jen 1,11 % a Gtyiikrat mensiho gyromagnetického poméru ve srovnani s jadrem 'H, je rela-
tivni citlivost uhlikd p¥iblizné 5700krat niZz$i neZ u vodiki. Z tohoto diivodu se *C NMR spektroskopie stala
béznou metodou az po zavedeni pulsnich FT NMR spektrometri, které umoziuji rychlou akumulaci spekter.
Pomér signalu k Sumu roste s odmocninou z poé¢tu akumulaci (skend), proto je tfeba pro ziskani kvalitnich
uhlikovych spekter provést fadove stovky az nékolik desitek tisic akumulaci v zévislosti na struktuie mole-
kuly a koncentraci vzorku.

Ve srovnani s protonovymi spektry nejsou intenzity v uhlikovych spektrech vzdy umérné odpovidajicimu
poétu jader uhliku. To znesnadiiuje vyuziti ?C NMR spektroskopie ke kvantitativnim G¢eldm a ndkdy téz in-
terpretaci spekter. Divodem jsou nestejné relaxac¢ni ¢asy ruznych jader uhliku, které zavisi na okoli doty¢-
nych atomd. Signaly kvarternich uhlikti davaji slabsi signaly nez uhliky, na kterych jsou vazany atomy vodi-
ku.

V uhlikovych spektrech se interakce *C-"C prakticky neobjevi vzhledem k malé pravdépodobnosti vy-
skytu dvou jader izotopu "*C v t&sné blizkosti jedné molekuly. Naopak se v uhlikovych spektrech vyrazné
projevuje spin-spinové interakce 'H-">C. Nejvyrazn&jsi jsou piimé 'J interakéni konstanty, které zavisi na
hybridizaci uhlikového atomu a jejichZ hodnota se méni v tomto pofadi: sp’ (120-150 Hz), sp® (150-250 Hz)
a sp (250-320 Hz). Tato skute¢nost sice usnadiiuje pritazeni signalt uhliktt molekuly, ale na druhé strané
zhorSuje prehlednost spekter v pripadé, ze je maly rozdil v chemickych posunech jednotlivych uhlikd. Z to-
hoto diivodu se pouzivd metoda oznatovana jako dekapling. *C NMR se méfi za soucasného ozafovani
vSech protonl v molekule. Tim dojde k eliminaci vSech $tépeni vyvolanych spin-spinovou interakei uhlik-
proton.

Jind technika mefeni uhlikovych spekter je oznaCovdna jako APT (Attached Proton Test) nebo
J-Modulated Spin-Echo, neni zaloZena na multiplicité °C signalu, ale na jeho intenzité. Ta miZe mit podle
poctu pripojenych protont pozitivni (pro C a CH,) nebo negativni amplitudu (pro CH a CH3).

Objasnéni struktur reaktivatorit AChE

Vodik 'H ma vyjimeéné postaveni v NMR spektroskopii organickych slou¢enin. Naméfena 'H NMR
spektra zpravidla poskytuji zdkladni informace o struktufe studovanych latek. V praxi jsou pii zjistovani
struktury neznamé latky dale méfena uhlikova *C NMR spektra. Ta spolu s vodikovymi spektry pak posky-
tuji dostateéné mnozstvi informaci o méfené organické sloucening .

Objasnéni (piifazeni) struktur tiech 3, 4, 6 v ACR zavedenych a sedmi 1-2, 5, 7-10 potencialnich reakti-
vatortt AChE*"? (obr. 5) bylo provedeno na zikladé "H a *C NMR spektroskopie. Bylo zji§téno, Ze naméie-

na vodikova a uhlikova spektra odpovidaji vS§em deseti analyzovanym oximiim 1-10.

' Zavéry vyplyvajici z NMR spekter je mozné dale porovnat s vysledky ostatnich spektralnich metod, zejména hmot-

nostni, infracervené a ultrafialové spektroskopie, piipadné s vysledky rentgenové strukturni analyzy.

Prifazeni struktur reaktivdtoru organofosfaty-inhibované acetylcholinesterdzy
na zdkladé spekter nukledrni magnetické rezonance
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Obr. 5: Reaktivatory organofosfaty-inhybované acetylcholinesterazy 1-10

Na prikladu tfech vybranych strukturné odli$nych latek Pralidoximu (1), Trimedoximu (2) a HI-6 (3) je
ukazan postup pfi interpretaci namétenych NMR spekter.

Pralidoxim (1) je strukturng nejjednodus$im oximem z latek 1-10. P¥ifazeni jeho signalti v '"H NMR spek-
tru vyhodnocenim vSech parametrd, tj. chemického posunu, integralni intenzity a spin-spinové interakcni
konstanty, je proto pomérne jednoduché (obr. 6). Latka 1 obsahuje celkem sedm neekvivalentnich vodiko-
vych atomti: methyl skupinu, ¢tyfi pyridiniové CH vodiky, aldoximovy CH a oximovy NOH vodik. Name-
fené "H NMR spektrum obsahuje celkem sedm riznych signald. Signal s chemickym posunem (8) 4,80 ppm
vSak nenalezi latce 1, stejné jako v ptipadé ostatnich namétenych vodikovych spekter latek 2-10, ale zbytko-
vému signalu vody z deuterovaného rozpoustédla D,0O. Ve spektru tedy neni zobrazen jeden vodikovy signal
latky 1. Timto signdlem je oximovy NOH vodik, ktery neni v disledku kvadrupolového momentu izotopu
N a pouzitému deuterovanému rozpoustédlu v protonovém spektru latky 1 zobrazen®. Ze Sesti zobrazenych
s integralni intenzitou rovnou tfem. Druhy ve spektru zobrazeny singlet (& 8,72 ppm) s integralni intenzitou
rovnou jedné odpovida signalu aldoximové CH skupiny. V 'H NMR spektru latky 1 tak zbyva pitadit jiz jen
zbylé ctyti CH signaly pyridiniového jadra. Ty jsou ve spektru zobrazeny jako dva dublety (6 8,42 a 8,79
ppm) a dva dublety-dubletu (& 8,02 a 8,53 ppm) s integradlnimi intenzitami rovné jedné a s vicinalnimi in-
terakénimi konstantami pies tii vazby (Ji).

) Stejné tak nejsou v 'H NMR spektrech ostatnich reaktivatorii 2-10 zobrazeny signaly protonii ve skupinach -NOH a

-CONH,.

Prifazeni struktur reaktivdtoru organofosfaty-inhibované acetylcholinesterdzy
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20 Zpravodaj vojenské farmacie ¢é. 1/2005 @

:
'!

[ P

N |

| i f J-|

|]| ]" ||| } | |
,__JL’\H_:" luil\_ -t lL J \\AL.MMJ AU
T 8‘.5 o 8.0 o I?I.SI I ?.IU o _;.Sr o li[llI ' IS.‘S S.I. 4.‘5'-_:;1-:

Obr. 6: "H NMR spektrum Pralidoximu (1)

Struktura Pralidoximu (1) byla dale potvrzena zméfenim a vyhodnocenim C NMR (APT) spektra
(obr. 7). Ze sedmi neekvivalentnich uhlikovych atomt latky 1 vykazuje signal s pozitivni amplitudou pouze
kvarterni aromaticky uhlik (& 147,34 ppm). Ze Sesti uhlikovych signald s negativni amplitudou ma nejnizsi
chemicky posun primérni CH; uhlikovy atom (8 46,61 ppm). Zbylych pét signalti uhlikového APT spektra
pak nélezi tercidlnim CH uhlikim, tj. ¢tyfem neekvivalentnim pyridiniovym a jednomu aldoximovému uhli-
ku (6 126,29-146,58 ppm).

146,583

147.335
145.510
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127.823
126.292
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Obr. 7: ®C NMR spektrum Pralidoximu (1)
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Molekula Trimedoximu (2) obsahuje navic oproti oximu 1 jedno pyridiniové jadro, aldoximovou skupi-
nu, ale také alifaticky uhlikovy spacer. Latka 2 je vSak symetricka, z ¢ehoz vyplyva, Ze se dvojice ekviva-
lentnich pyridiniovych jader a aldoximovych skupin projevi v zobrazeni '"H NMR spektru (obr. 8) pouze né-
rustem integralnich intenzit a ne vznikem duplicitnich signalt. Dale pak para-poloha aldoximové skupiny
vzhledem ke kvarternimu dusiku zpisobi také ekvivalentnost dvojic aromatickych ortho- a meta-vodikovych
atomt na obou pyridiniovych jadrech. Z toho vyplyva, Ze se deset atomu vodiku, tj. dva CH aldoximové,
Styfi ortho-aromatické CH a étyii meta-aromatické CH vodiky zobrazi v 'H NMR spektru pouze jako tii sig-
naly o integralni intenzit€¢ v poméru 2 : 4 : 4, pticemz aldoximova CH skupina je zobrazena jako singlet
(8 8,40 ppm). Ctyii ortho-aromatické CH vodiky a &tyti meta-aromatické CH vodiky jsou pak zobrazeny ja-
ko dvojice dubletti (5 8,25 a 8,92 ppm) s vicindlnimi interakénimi konstantami pies tii vazby (Jyy). Alifatic-
ky spacer tii methylenovych skupin je ve vodikovém spektru zobrazen, diky symetrii latky 2, jako kvintet
(6 2,85 ppm) a triplet (6 4,83 ppm) v integralnim pomeéru 2 : 4 a vicinalnimi interakénimi konstantami opét
pies tii vazby CJin).
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Obr. 8: '"H NMR spektrum Trimedoximu (2)

Symetrie molekuly Trimedoximu (2) se projevi také v APT uhlikovém spektru (obr. 9). Celkem je v uhli-
kovém spektru zobrazeno pouze Sest riznych signalt. Tii signaly s pozitivni amplitudou, tj. signal jedné me-
thylenové skupiny (8 31,76 ppm), signal dvou ekvivalentnich methylent (6 57,92 ppm) a signal dvou ekvi-
valentnich kvarternich aromatickych uhlikt (6 149,42 ppm). Negativni amplituda obsahuje také tii signaly:
signal ¢tyt ekvivalentnich aromatickych ortho-uhliki, signal ¢ty ekvivalentnich aromatickych a signal dvou
ekvivalentnich aldoximovych tercialnich CH uhlika (6 125,35-146,38 ppm).

—57.921

149,422
31.760

146,377
144,823
125.350

Obr. 9: ®C NMR spektrum Trimedoximu (2)
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Naopak latka HI-6 (3) je pfikladem nesymetrického oximu. Tento oxim 3 obsahuje stejné jako latka 2 dvé
pyridiniova jadra, pti¢emz vSak pouze jedno z nich je substituovano aldoximovou skupinou, a to v poloze
ortho. Z tohoto diivodu ma toto aromatické jadro v 'H NMR spektru (obr. 10) viechny &tyii vodikové atomy
neekvivalentni a ve spektru je zobrazeno jako tii rizné signaly (dublet-dubletu s 6 8,19 ppm, multiplet
s 6 8,73 ppm a dublet s 6 9,13 ppm) o integralni intenzité 1 : 2 : 1 a vicinalnimi interakénimi konstantami
pies tfi vazby (*Juy). Druhé pyridiniové jadro je substituovano amidovou skupinou v para-poloze a je tedy
symetrické, z ¢ehoz vyplyva ekvivalentnost obou ortho-aromatickych, ale i obou meta-aromatickych vodikd.
V "H NMR spektru jsou proto zobrazeny dva dublety (5 8,54 a 9,29 ppm) o integralni intenzité 2 : 2 a vici-
nalnimi interak&nimi konstantami opét pies tii vazby (*Jun). Ve spektru je dale zobrazen, stejné jako v piipa-
dé predchozich oximi 1, 2, aldoximovy CH vodik (singlet, 6 8,56 ppm). Oximovy NOH a amidovy NH, vo-
dik neni z vySe uvedeného divodu ve spektru zobrazen. Dvé methylenové skupiny alifatického spaceru latky
3 spojené kyslikovym heteroatomem jsou ve vodikovém spektru zobrazeny jako dva singletové signaly. Pii-
tomnost atomu kysliku v sousedstvi obou methylenti zpisobuje posun k niz§imu poli, a tedy vy$si hodnoty
chemickych posunti (6 6.37 a 6.51 ppm), neZ v piipadé methylenovych skupin oximu 2.
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Obr. 10: "H NMR spektrum HI-6 (3)

V uhlikovém APT spektru oximu 3 (obr. 11) se oproti pfedchozim spektriim latek 1, 2 nove zobrazi kvar-
terni amidovy uhlik majici pozitivni amplitudu (8 166,54 ppm). Dalsimi signaly s pozitivni amplitudou
zobrazenymi ve spektru jsou dva kvarterni uhlikové pyridiniové (5 148,44 a 151,04 ppm) a dva sekundarni
uhlikové methylenové signaly (6 85,80 a 87,07 ppm). Signald s negativni amplitudou je v APT spektru
zobrazeno celkem sedm: signal dvou ekvivalentnich tercialnich aromatickych ortho-uhliki, signal dvou
ekvivalentnich tercialnich aromatickych meta-uhlikli, Ctyfi signaly neekvivalentnich tercialnich pyridinio-
vych uhlikt a jeden tercialni CH aldoximovy signal (3 126,94-147,18 ppm).
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Obr. 11: *C NMR spektrum HI-6 (3)

Struktury ostatnich studovanych reaktivatorti 4-10 byly na zakladé naméfenych 'H a *C NMR spekter
uréeny analogickym zptisobem. Souhrn vyhodnocenych analyz je uveden v nésledujici ¢asti.

Piehled vyhodnocenych 'H a >C NMR spekter reaktivitora 1-10

Spektra nuklearni magnetické rezonance byla métfena na pfistroji Varian Mercury-Vx 300 (300 MHz)
(FT, "H NMR pii 299.98 MHz, *C NMR pii 75.44 MHz) v roztoku D,0. V jednotlivych spektrech je uve-
dena frekvence pfistroje a pouzité rozpousteédlo. Oznaceni signdlti: s — singlet, d — dublet, ¢ — triplet, g — kvar-
tet, kv — kvintet, m — multiplet. U multiplett je uvedena celkova §itka v ppm.

Pralidoxim (1):

'H NMR (299.98 MHz, D,0): J 4.43 (s, 3H, CH;); 8.02 (dd, 1H, Ph-H, *Juy = 63 Hz, Sy = -~

7.5 Hz); 8.42 (d, 1H, Ph-H, *Jun = 6.9 Hz); 8.53 (dd, 1H, Ph-H, *Juy = 7.2 Hz, *Juu = 7.5 Hz); | (, I nom
8.72 (s, 1H, CH=N); 8.79 (d, 1H, Ph-H, *Jiy = 6.6 Hz) ppm. Signal NOH skupiny neni ve spekt- =
ru zobrazen. CHs
BC NMR (75.44 MHz, D,0): J 46.61 (CHs); 126.29 (CH); 127.82 (CH); 142.36 (CH); 145.51 (CH); 146.58
(CH); 147.34 (C) ppm.

c”

Trimedoxim (2):
"H NMR (299.98 MHz, D,0): ¢ 2.85 (kv, 2H, CH,, 3JHH = 7.6 Hz); 4.83 (7, 4H, 2xCH,, HONg _NOH
3JHH =17.6 Hz); 8.25 (d, 4H, 4xPh-H, 3JHH = 6.7 Hz); 8.40 (s, 2H, 2xCH=N); 8.92 (d, 4H, L
| +2 I+ |
N N
| | 2Br

4xPh-H, *Jiy; = 6.7 Hz) ppm. Signal NOH skupin neni ve spektru zobrazen.
BC NMR (75.44 MHz, D,0): 6 31.76 (CH,); 57.92 (CH,); 125.35 (CH); 144.82 (CH);
146.38 (CH); 149.42 (C) ppm. CH,CH,CH,

HI-6 (3):

'H NMR (299.98 MHz, D,0): J 6.37 (s, 2H, CH,); 6.51 (s, 2H, CH,); 8.19 (dd, 1H, HN._0
Ph-H, *Juy = 6.3 Hz, *Jyy = 7.8 Hz); 8.54 (d, 2H, Ph-H, *Juy = 6.3 Hz); 8.56 (s, 1H, N A
CH=N); 8.73 (m, 2H, Ph-H); 9.13 (d, 1H, Ph-H, *Jiy; = 6.3 Hz); 9.29 (d, 2H, Ph-H, *Jiyy HONQI\/J |

= 6.6 Hz) ppm. Signaly NOH a CONH, skupin nejsou ve spektru zobrazeny. NN )
BC NMR (75.44 MHz, D,0): 6 85.80 (CH,); 87.07 (CH,); 126.94 (CH); 127.85 (CH); CH,0CH, 2cl

Prifazeni struktur reaktivdtoru organofosfaty-inhibované acetylcholinesterdzy
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128.20 (CH); 142.14 (CH); 144.75 (CH); 145.41 (CH); 147.18 (CH); 148.44 (C); 151.04 (C); 166.54 (CONH,)

Obidoxim (4):
"H NMR (299.98 MHz, D,0): 6 6.25 (s, 4H, 2xCH,); 8.33 (d, 4H, Ph-H, *Ji; = 6.9 Hz);

HON NOH
A z
8.43 (s, 2H, 2xCH=N); 9.05 (d, 4H, Ph-H, *Jiy; = 6.9 Hz) ppm. Signal NOH skupin neni ve N A
| +2 K+ |
N N
\

spektru zobrazen.
BC NMR (75.44 MHz, D,0): § 86.95 (CH,); 125.19 (CH); 143.82 (CH); 146.27 (CH);
151.49 (C) ppm. CH,OCH, 2cCI

Hl-7 (5):

"H NMR (299.98 MHz, D,0): J 2.82 (s, 6H, 2xCH;S0,0 (Ms0)); 6.32 (s, 2H, CH,); HON ~ HN_O

6.42 (s, 2H, CH,); 8.27 (d, 1H, Ph-H, *Juy = 6.3 Hz); 8.42 (s, 1H, CH=N); 8.51 (d, N\ A

2H, Ph-H, *Ji; = 6.9 Hz); 8.63 (s, 1H, Ph-H); 8.69 (s, IH, CH=N); 9.01 (d, 1H, Ph-H, vone L 1]

*Jun = 6.6 Hz); 9.24 (d, 2H, Ph-H, *Jiy; = 6.9 Hz) ppm. Signdly NOH a CONH, sku- = NN

pin nejsou ve spektru zobrazeny. CH,0CH, 2 OMs
C NMR (75.44 MHz, D,0): 6 38.59 (CH;S0,0); 85.38 (CH,); 87.07 (CH,); 124.01

(CH); 124.46 (CH); 126.89 (CH); 141.96 (CH); 144.71 (CH); 145.48 (CH); 146.10 (CH); 147.46 (C); 151.07
(©); 151.27 (C); 166.47 (CONH,) ppm.

Methoxim (6):

'H NMR (299.98 MHz, D;0): 6 7.38 (s, 2H, CH,); 8.43 (d, 4H, Ph-H, *Ji = 6.5 Hz); 8.44  HON( N
(s, 2H, 2xCH=N); 9.29 (d, 4H, Ph-H, *Ji;; = 6.7 Hz) ppm. Signal NOH skupin neni ve spekt- Bj %/j
ru zobrazen. |
BC NMR (75.44 MHz, D,0): ¢ 77.33 (CH,); 125.92 (CH); 145.32 (CH); 146.09 (CH); N N
152.79 (C) ppm. CH, 2

OH
o

K027 (7):
'H NMR (299.98 MHz, D,0): 6 2.88 (m, 2H, CH,); 4.86 (#, 2H, CH,, *Juy = 7.5 Hz); 4.94 HON_ HN_O
(t, 2H, CH,, *Juy = 7.5 Hz); 8.27 (d, 2H, Ph-H, *Jiy; = 6.6 Hz); 8.41 (s, 1H, CH=N); 8.45 N\
(d, 2H, Ph-H, *Jyy = 6.3 Hz); 8.93 (d, 2H, Ph-H, *Juy = 6.9 Hz); 9.15 (d, 2H, Ph-H, *Jiy; = L.
6.9 Hz) ppm. Signaly NOH a CONH, skupin nejsou ve spektru zobrazeny. \ \
BC NMR (75.44 MHz, D,0): ¢ 31.89 (CH,); 57.86 (CH,); 58.60 (CH,); 125.40 (CH); CH,CH,CH,
127.00 (CH); 144.89 (CH); 145.96 (CH); 146.42 (CH); 149.19 (C); 149.44 (C); 166.76

(CONH,) ppm.

2Br

K048 (8):
'H NMR (299.98 MHz, D,0): 6 2.21 (m, 4H, 2xCH,); 4.72 (t, 2H, CH,, *Jyy = 7.2 Hz); HON__  HN_O
4.80 (¢, 2H, CH,, *Juy = 7.2 Hz); 8.24 (d, 2H, Ph-H, *Jiy; = 6.8 Hz); 8.41 (s, 1H, CH=N); Q

8.42 (d, 2H, Ph-H, *Jyyy = 7.6 Hz); 8.88 (d, 2H, Ph-H, *Jiy; = 7.1 Hz); 9.09 (d, 2H, Ph-H, | j |,

3Jun = 6.8 Hz) ppm. Signaly NOH a CONH, skupin nejsou ve spektru zobrazeny. ’i‘ '|“ oBF
BC NMR (75.44 MHz, D,0): § 27.39 (CH,); 27.50 (CH,); 60.59 (CH,); 61.33 (CH,); CH,CH,CH,CH,
125.20 (CH); 126.78 (CH); 144.70 (CH); 145.72 (CH); 146.46 (CH); 148.87 (C); 149.04

(C); 166.88 (CONH,) ppm.

K033 (9):

"H NMR (299.98 MHz, D,0): J 2.12 (m, 4H, 2xCH,); 4.82 (m, 4H, 2xCH,); 8.06 N N

(dd, 2H, Ph-H, *Juy = 6.2 Hz, *Juy = 7.6 Hz); 8.42 (d, 2H, Ph-H, *Jiy = 7.9 Hz);  1ion Jj &NOH
8.56 (dd, 2H, Ph-H, *Jyy = 6.8 Hz, *Jiy = 7.9 Hz); 8.72 (s, 2H, 2xCH=N); 8.86 (d, | |

2H, Ph-H, *Ju = 6.2 Hz) ppm. Signal NOH skupin neni ve spektru zobrazen. CH,CH,CH,CH, ~ 2Br
BC NMR (75.44 MHz, D,0): ¢ 26.81 (CH,); 58.12 (CH,); 127.58 (CH); 128.12

(CH); 142.19 (CH); 145.88 (CH); 145.98 (CH); 146.76 (C) ppm.
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K005 (10):
"H NMR (299.98 MHz, D,0): 6 2.69 (m, 2H, CHy); 4.99 (£, 4H, 2xCH,, Jim = 7.9 N
HON@ (J\;NOH
P

Hz); 8.08 (dd, 2H, Ph-H, *Jiyy = 6.2 Hz, *Jyy = 6.5 Hz); 8.41 (d, 2H, Ph-H, *Jy; = 6.8

Hz); 8.58 (dd, 2H, Ph-H, *Jiyy = 6.7 Hz, *Juy = 6.8 Hz); 8.73 (s, 2H, 2xCH=N); 8.94

(d, 2H, Ph-H, *Jiy = 6.5 Hz) ppm. Signal NOH skupin neni ve spektru zobrazen. CH,CH,CH,  2Br
BC NMR (75.44 MHz, D,0): § 30.85 (CH,); 55.17 (CH,); 128.33 (CH); 128.38

(CH); 142.42 (CH); 146.17 (CH); 146.36 (CH); 146.74 (C) ppm.

Zavér

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je obecné pouzivanou metodou pfi popisu struktur chemickych
individui. NMR je uZivdna rovnéz v ACR, napi. pii popisu struktur nové syntetizovanych reaktivatori
AChE"™". Dalii z moznych vyuziti této metody by mohlo byt zjisténi stability jiz zavedenych antidot a je-
jich degradac¢nich produktu.

Vyzkumné a vyvojové sttedisko Hostivice spolu s Fakultou vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany,

Katedrou toxikologie, Hradec Kralové vyuzivaji tuto metodu ve spolupraci s Ustavem chemickych procesi
AV CR.
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