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WSTEP

Spektroskopia NMR jestjedng z najbardziej poteznych i niosgcych najwiekszg ilos¢ informacii o strukturze chemiczne;j
metod badawczych, stosowanych w chemii i naukach pokrewnych. Gtéwnym zastosowaniem jest okreslanie za
jej pomocg struktury zwigzkdéw chemicznych, umozliwiajgc nie tylko wyznaczenie sposobu potgczenia atomdw
budujacych zwigzek chemiczny, ale réwniez pozwalajac niejednokrotnie na okreslenie jego budowy przestrzenne;.
Olbrzymi rozwoj tej techniki badawczej, jaki dokonuje sig, poczgwszy od lat 80-tych ubiegtego wieku, w zakresie
zaréwno metodologii pomiarowej, jak i udoskonalen sprzetowych zaowocowat mozliwoscig wykonywania wielu
roznych typéw eksperymentow NMR, niosgcych kompleksowg informacje o strukturze chemicznej zwigzkdw.
Celem niniejszej noty jest przedstawienie najczesciej stosowanych, zaawansowanych metod dwuwymiarowej (2D)
spektroskopii NMR do badan strukturalnych.

MATERIALY | METODY

W pomiarach uzyto roztworu 10 mg cyklosporyny w 0,6 ml CDCI,. Cyklosporyna jest cyklicznym undekapeptydem,
waznym zwigzkiem uzywanym w immunosupresji, gtdwnie w terapii po przeszczepach. Na rysunku 1 przedstawiono
strukture chemiczng zwigzku. Na wzorze wskazano elementy strukturalne (reszty aminokwasowe) istotne dla
dyskusji przedstawionych eksperymentow.
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Rysunek 1. Struktura cyklosporyny

Pomiary wykonano na spektrometrze Avance-ll|
HD 400 MHz firmy Bruker, wyposazonym
w szerokopasmowg sonde gradientowg BBO.
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WYNIKI | DYSKUSJA

Na rysunku 2 przedstawiono widma 1D, 'H i *C NMR.
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Rysunek 2. Widma 1D 'H (d6t) i *C (g6ra) NMR cyklosporyny

Widma wykazujg duzy stopien skomplikowania, przez
co ich analiza na podstawie prostych regut pierwszego
rzedu nie jest mozliwa. Sytuacja taka czesto
wystepuje w przypadku bardziej skomplikowanych
zwigzkéw organicznych, a jest praktycznie regutg
w przypadku biomolekut i zwigzkdéw wyodrebnianych
ze zrédet naturalnych. W takich przypadkach, aby
dokona¢ petnej analizy spektroskopowej i co za tym
idzie potwierdzenia struktury chemicznej badanego
zwigzku, z pomocg przychodzg widma 2D, zaréwno
homo, jak i heterokorelacyjne.
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wskazujg na istniejgce  sprzezenia  skalarne
pomiedzy sasiadujgcymi protonami, zatem pozwalajg
na $ledzenie wzajemnego sgsiedztwa protonow
w zwigzku. Widmo COSY cyklosporyny przedstawiono
na rysunku 3. Liniami wskazano sygnaty korelacyjne
wystepujgce pomiedzy protonami dwoch reszt
aminokwasowych Ala-7 i Ala-8. Proton grupy NH
reszty Ala-8 (6 7,18) jest skorelowany z protonem Ha
(& 4,84), ktéry z kolei wykazuje sygnat korelacyjny
z protonami grupy CH3 (d 1,26). Analogicznie mozna
przesledzi¢ sasiedztwo protonow w reszcie Ala-7,
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Rysunek 3. Widmo COSY
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Podstawowym eksperymentem homokorelacyjnym
jest eksperyment COSY. Sygnaty pozadiagonalne
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natomiast petna i doktadna analiza wskaze sie¢
korelacji w kazdej reszcie aminokwasowej zwigzku.

Niestety czesto zdarza sie, ze taka analiza jest mocno
utrudniona, ze wzgledu na naktadanie sie sygnatow
— skala przesunie¢ chemicznych dla widm 'H NMR
jest stosunkowo niewielka — najczesciej nie wigksza
niz 10-12 ppm (takg sytuacje wida¢ réwniez na
prezentowanym widmie — w szczegolnosci w zakresie
0,6-2,5 ppm). Wtedy bardzo pomocne w analizie
okazujg sie widma heterokorelacyjne, wskazujgce na
oddziatywania pomiedzy protonami i innymi atomami
w zwigzku (najczesciej z atomami wegla i azotu).

Na widmie zaznaczono przypisanie sygnatéw protonu
Ha i Ca reszty Ala-8. Widma HSQC wykazujg réwniez
bezsprzecznie naktadajgce sie sygnaty pochodzace
od roznych protondw w czgsteczce. Takg sytuacje
wskazano na widmie niebieskg ramka. Na widmie
'H NMR sygnat & 5,4 ppm wydaje sie pochodzi¢ od
jednej grupy protondw w zwigzku — dopiero analiza
widma HSQC wskazuje, ze sg to natozone sygnaty
od trzech réznych grup protonéw w zwigzku. Bez tej
informacji analiza widma 1D 'H NMR bytaby bardzo

Rysunek 4. Widmo ['H-*CJHSQC cyklosporyny

utrudniona.
| | d
cdvmas i (W LRy
— =z
i 1
1 S e W&
CHa Ala-8 ey -2
-2
H A : M 3 I *2 oo
Analogiczng  sytuacje = zaobserwowa¢  mozna

Bardzo powszechnie wykorzystywane sg widma
HSQC, wskazujgce korelacje atomoéw wegla (lub azotu)
z bezposrednio z nimi zwigzanymi atomami wodoru.
W przypadku widm ['H-*C]JHSQC dodatkowo, dzieki
zastosowaniu odpowiedniej sekwencji impulsowe;j,
poprzez faze sygnatu korelacyjnego otrzymuje sie
informacje o stopniu podstawienia atomu wegla
(sygnaty korelacyjne grup CH i CH, sg dodatnie a grupy
CH, ujemne, co z reguty przedstawiane jest poprzez
odmienng barwe tych sygnatéw). Widmo ['H-BC]
HSQC cyklosporyny przedstawiono na rysunku 4.

dla sygnatéw protonéw w zakresie 0,6-2,5 ppm,
gdzie wystepuje silne naktadanie sie sygnatéw.
Istotng informacje niesie réwniez brak sygnatow
korelacyjnych, jaki obserwuje sie dla sygnatow
protonéw w zakresie 6,5-8 ppm. SW|adczy on o tym,
iz protony te nie sg bezposrednio zwigzane z atomami
wegla. Potwierdzenie znajduje sie w analogicznym
widmie korelacyjnym ['H-*N]JHSQC, ktdére $wiadczy
o tym, ze sygnaty te nalezg do protondw czterech grup
amidowych reszt Abu-2, Val-5, Ala-7 i Ala-8 (rysunek
5). Widma typu HSQC oczywiscie nie niosg informacii
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Rysunek 5. Widmo ['H->NJHSQC cyklosporyny
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o heteroatomach niepodstawionych atomami wodoru
— aby moéc poprawie przypisywac  sygnaty
heteroatoméw oraz atoméw wodoru w grupach
zwigzanych z takimi heteroatomami stosuje sie
widma HMBC obrazujgce sprzezenia ,dalekiego
zasiegu” (o dwa i wiecej wigzan) pomiedzy atomem
wodoru i heteroatomem. Przyktadowe widmo ['H-"*N]
HMBC cyklosporyny zamieszczono na rysunku 6.
Na widmie zaznaczono sygnaty korelacyjne wigzace
protony grup metylowych z trzeciorzedowymi atomami
azotu N-metylowych reszt amidowych pierscienia
oligopeptydowego, rowniez ujawniajgce naktadanie
sygnatéw na widmie 1D 1H NMR.
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Rysunek 6. Widmo ['H-*NJHMBC cyklosporyny

PODSUMOWANIE

Analiza strukturalna NMR ztozonych zwigzkow
organicznych, a w szczegdlnosci  biomolekut
obecnie z reguty przeprowadzana jest na podstawie
wielu eksperymentow NMR, z ktorych najczesciej
uzywane przedstawiono w niniejszej nocie. Czesto,
ze wzgledu na ztozonos¢ problemu badawczego
i stopien skomplikowania uktadu wykonuje sie
dodatkowe eksperymenty, wsrod ktérych warto
jeszcze wymieni¢ popularne sekwencje DQ-COSY,
TOCSY czy heterokorelacyjng HSQCTOXY bardzo
dobrze sprawdzajgcg sie w przypadkach silnego
naktadania sygnatébw w widmie protonowym, kiedy
eksperymenty homokorelacyjne nie pozwalajg na
jednoznaczne przypisywanie sygnatow. Bardzo istotny
dla rozwigzywania problemoéw izomerii i stereoizomerii
jest eksperyment NOESY, ktory koreluje protony
znajdujgce sie w sgsiedztwie w przestrzeni oraz
pozwala na wycigganie wnioskow dotyczacych
budowy przestrzennej i konformacji badanych
czasteczek. Bogactwo mozliwych do wykorzystania
roznorakich eksperymentow NMR i mozliwosc istotnej
modyfikacji parametrow pomiarowych pozwala na
uzyskanie szeregu informacji o badanej substanciji.
Umozliwia réwniez doktadne dopasowanie rodzaju
przeprowadzanych eksperymentow do rozwigzania
konkretnego problemu badawczego.
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