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SEZNAM ZKRATEK

2D ... Dvourozmérny

3D ... Trojrozmérny

4D ... Ctyfrozmérny

AAA ... Aminokyseliny

CE ... Kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

DOSY ... Difuzni uspotradani spektroskopie (Diffusion Ordered Spectroscopy)
FH ... Fourierova transformace

FIA ... Pratokova injek¢ni analyza (flow injection analysis)

GAG ... Glykosaminoglykany

HPLC ... Vysoko uc¢inna kapalinovd chromatografie (High-performance liquid

chromatography)

IR ... Infracerveny

LC ... Kapalinova chromatografie (1liquid chromatography)

MRI ... Magneticka rezonance (magnetic resonance imaging)

MS ... Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

nD ... vicerozmérny

NK ... Nukleové¢ kyseliny

NMR ... Nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)
gNMR ... Kvantitativni nuklearni magnetické rezonance

RF ... Radiova frekvence

SFC ... Superkritickd fluidni chromatografie (supercritical fluid chromatography)



SNasa ... Stafylokokova nukledza



CiL A ZADANI PRACE

Cilem a zaddnim této bakaldiské prace bylo vyhleddni a shromazdéni informaci o
nukledrni magnetické resonanci jako metod¢€ pro stanoveni nejriznéjSich latek a zjiSténi

jejiho vyuziti v souc¢asné dob¢, konkrétné v oblasti analyzy 1é¢iv.



UVOD

Nuklearni magnetickéd rezonance (NMR) je fyzikaln€ chemicka metoda. Vyuziva
interakce mezi jadry ur€ité stanovované latky, kterd se nachazi ve vnéj$im magnetickém
poli a elektromagnetickym zatfenim danych vlnovych délek v radiofrekvencni oblasti.
Atomova jadra pfitom musi mit nenulovy jaderny spin. Nukledrni magneticka
rezonance zkouma jak rozdéleni energii jaderného spinu, tak i jednotlivé pfechody mezi
spinovymi stavy. Jednotlivé ptfechody jsou vyvolany pilisobenim radiofrekvenéniho
zateni. Tato fyzikalné¢ chemickd metoda umozniuje urceni struktury molekul, sloZeni

zkoumané latky i mnozstvi jednotlivych molekul obsazenych v latce [1].

Je-1i castice, majici magneticky dipdlovy moment, zaroven umisténa v
ptitomnosti statického magnetického pole a elektromagnetického pole, které osciluje s
odpovidajici frekvenci rezonan¢ni absorpce/emise, nastdvd magnetickd rezonance.
Tento jev, pojmenovany magneticka rezonance, je pfitomen v mnoha uzce souvisejicich
technologiich, jako jsou elektronové spinové rezonance, nuklearni magneticka
rezonance, feromagnetické rezonance, a nuklearni kvadrupdlové rezonance. Nukledrni
magnetickd rezonance je jednim z nejintenzivnéji studovanych a pouZzivanych
magnetickych rezonan¢nich technik. Behem poslednich péti desetileti naSla NMR

narust i v rutinnim pouziti v medicing [32].

V této praci se vénuji novym moznostem nukledrni magnetické resonance,
zaméefuji se na pokroky této metody v souCasnosti a jeji vyuziti v analyze 1éCiv a télu

vlastnich 1 cizich slouc¢enin.



1. ZAKLADNI POJMY A INSTRUMENTACE

1.1. NMR (NUKLEARNI MAGNETICKA REZONANCE)

NMR je magneticka spinova rezonance obsazena na spinech neutronti a protonil
v atomovych jadrech. Rezonan¢ni frekvence je umérnd vnéjSimu magnetickému poli,

které ma koeficient umérnosti 0,76 kHz/T.

Je to fyzikalni jev, kdy jadra umisténa v magnetickém poli absorbuji a opétovné
vyzafuji elektromagnetické zafeni. Energie je v urcité rezonancni frekvenci, kterd je
zavisla na sile magnetického pole a magnetickych vlastnostech izotopi. NMR umoziiuje
pozorovani specifickych kvantové mechanickych magnetickych vlastnosti atomovych

jader [34].

Princip NMR zahrnuje vétSinou dva po sobé nasledujici kroky. Prvnim z nich je
sefazeni (polarizace) jadernych magnetickych spinl v konstantnim magnetickém poli
Hy. Krokem nésledujicim je naruSeni tohoto vyrovnani jadernych spinl
elektromagnetickym pulsem obvykle radiové frekvence (RF). Dvé€ pole jsou obvykle
vybrana tak, aby na sebe byla navzijem kolma, coz maximalizuje silu NMR signalu.
Celkovd magnetizace (M) jadernych spind je jev, ktery je vyuzivan v NMR

spektroskopii a magnetické rezonanci [34].
Ptistroje nutné pro NMR spektroskopii:

1. Magnet, ktery vytvaii stabilni a homogenni magnetické pole. Mezi pdlovymi
nastavci je umisténa kyveta se vzorkem, kterd je obklopena civkou. Civka je
soucasti radiofrekvenéniho okruhu.

2. Stabilni zdroj radiofrekvencniho zateni

3. Piijimac, zesilovac a detekéni systém

4. PC jako registracni zafizeni



U klasickych NMR spektrometri probihd méfeni spojité, moderngjsi
spektrometry pracuji pulzné. Béhem kratké doby, pfi niZ probihé jeden pulz, se nabudi
vSechny signaly, které jsou uloZeny do paméti pocitace v zavislosti na ¢ase. Jadra se po
ur¢ité dobé zacnou vracet do zdkladniho stavu, coZz je provazeno vyzafovanim
elektromagnetickych vin. Frekvence elektromagnetickych vin je odpovidd zméné
energie. Méfenim jednotlivych vin lze urcit pocet jader a strukturu vzorku. Jednotlivé
signaly se scCitaji a nakumulovanim signald dovoluje pracovat i s nizkymi

koncentracemi vzorku [35].

Obr. 1: Schéma NMR spektrometru

1 3 .

Zdroj: P. Klouda — Moderni analytické metody; ISBN-10: 80-86369-07-2. 21.8.2013

V rotujici sklenéné kyveté tvaru trubicky (délky 15 cm a priméru 5 mm) je
umistén vzorek. Kyveta je umisténa v silném homogennim magnetickém poli (2), které
vytvaii elektromagnet na bazi supravodivosti. Elektromagnet je napdjen ze zdroje (1),
ktery vytvaii proménné vysokofrekvencéni pole. DalSi soucéasti spektrometru je
radiofrekvencni vysila¢ (4), ktery je napdjen ze zdroje (3). Jako detektor se pouziva
radiofrekvencni piijimac¢. Radiofrekvencni signdl je vyhodnocen ve vyhodnocovacim

zafizeni (5) a vysledkem je spektrum NMR (6) [35].



Problém pfi zobrazovani kapalin lze vyftesit zatizenim BOOMERANG. Bézné
techniky NMR vyuZivaji nehomogenni pole a méfi radiové vlny. Zafizeni
BOOMERANG naproti tomu vyuzivd homogenni magnetické pole a méfi silové ucinky
magnetického pole. Pii zobrazovani kapalin miiZze dojit vlivem gradientu pole k difuizi
molekul s magnetickym momentem. Pouzije-li se zatfizeni BOOMERANG, Ize tomuto

problému piedejit a difuze molekul v kapaling se v tomto pfipadé témét neprojevi.

Obr. 2: Schéma pristroje BOOMERANG

F

Zdroj: Proc. Nat. Acad. Sci. 101 12804

Dva permanentni magnety (P) vytvareji homogenni magnetické pole a
zmagnetizuji prstencové (R) a detekéni (D) magnety na obou strandch civky (C).
Vzorek (A) ma kulovity tvar a lezi uvnitt civky, kterd vytvari elektromagnetické pulsy.
Magnetické pole zplsobi posun detekéniho magnetu vici prstencovému a vychylka je
pfenesena na destiCku z monokrystalu kiemiku (O), kterd je spojena s detekénim
magnetem. Monokrystal funguje jako mechanicky rezondtor a jeho pohyb je
zaznamenan interferometrem (F). V detailu jsou zaznamenény sily, které zplsobuji
vychylku detekéniho magnetu, a vektor M znazorfiuje smér magnetizace. Pfistroj se

pouziva pro detekci ¢astic.



1.2. SPIN

Vsechny izotopy, obsahujici lichy pocet protoni a/nebo neutronli maji vnitini
magneticky moment a moment hybnosti, tedy nenulovy spin. Na druhé strané vSechny
nuklidy se sudym poctem protonli a/nebo neutronli maji celkovy spin nula. Celkovy

spin jadra je dan rotaénim kvantovym c¢islem S [34].

Spin je vlastni rota¢ni moment Castice a pfirozenym zplsobem souvisi
s momentem hybnosti. Castice, které maji nenulovy spin, se chovaji jako maly

magneticky dipol p a reaguje na vné€jsi magnetické pole.

Nenulovy spin je vzdy spojen s nenulovym magnetickym momentem (W) pies
vztah p=yS, kde v je gyromagneticky pomér. Je to magneticky moment, ktery umoziiuje
pozorovani NMR spekter, zptisobené piechody mezi Grovnémi spinu jadra. VéEtSina
nuklidt, které maji sudy pocet protonli a neutronii, maji nulové jaderné magnetické
momenty a z toho ditvodu tyto nuklidy nevykazuji Zadnou absorpci v NMR spektru.
Takovym nuklidem je napiiklad '*0O, naopak nuklidy "°C, *'P, *>CI nebo *’CI vykazuji
absorpci v NMR spektru. [34].

Obr. 3: Energetické hladiny jadra s I= "

bez v magnetickem
magnetického  poli
pole

TR =12

o] —— E; - E;

Energie

Eql N m=+1/2

Zdroj: P. Klouda — Moderni analytické metody; ISBN-10: 80-86369-07-2. 21.8.2013



Velky vyznam ma tzv. protonova magneticka rezonance, kterd vychazi z faktu,

ze pokud se jadra, liSici se pouze spinem, nenachazeji ve vnéjSim magnetickém poli,

maji stejnou energii. Po jejich umisténi do magnetického pole se vSak rovnocennost

jader porusi a ty se rozstépi na dvé rizné energetické hladiny. Kazda tato hladina je

popsana magnetickym kvantovym ¢islem m [35].

Tab. 1: Jaderny spin podle po¢tu nukleonu

POCET PROTONU POCET NEUTRONU | JADERNY SPIN / PRIKLADY

Sudy Sudy 0 6 °C, §'°0, 16°°S

Sudy Lichy Y, 3/2,5/2, ... '™H, °H, ¢"C, "°F (I=
Lichy Sudy 4); 5O (I= 5/2)

Lichy Lichy 1,2,3, ... ’H, ;"N (I=1); 5B (I=

3)

Zdroj: P. Klouda — Moderni analytické metody; ISBN-10: 80-86369-07-2. 21.8.2013

1.3. MAGNETICKA SPINOVA RESONANCE

Elementéarni magnetické dipoly vzorku interaguji s vnéjSim magnetickym polem,

coz si miZeme predstavit jako pohyb elementarnich dipdli kolem magnetickych

silokfivek. Soustavou prochézi elektromagnetickd vina o ur€ité rezonan¢ni frekvenci.

Vyzatené fotony potom umoziiuji ziskat informace o struktuie vzorku.




2. ZAKLADNI PRINCIPY A TECHNIKY NMR

2.1. ZASADY PRI NMR SPEKTROSKOPII

Nuklearni magnetickd rezonan¢ni spektroskopie umoziuje vizualizaci
jednotlivych atomi a molekul v riznych médiich v roztoku, stejné jako v pevném
stavu. Je to nedestruktivni metoda, jejimz vysledkem je molarni reakce, kterd umoziiuje
objasnéni struktury a kvantifikaci najednou. Informuje o chemické struktufe a dynamice

organickych molekul.

V ramci skupiny spektroskopickych metod je pti NMR spektroskopii pouzivana
relaxace a citlivost NMR spektroskopie specificky 1i§i od jinych spektroskopickych
metod. Molekularni dynamika je pozorovatelnd béhem buzeni a relaxace. Rotujici
soufadny systém je uzitenym ndstrojem pro pochopeni vyhodnoceni dat v ramci

experimentu NMR.

NMR data jsou zaznamenina v (y) a (x) sméru béhem doby snimdéni. V
experimentu NMR se makroskopicka magnetizace vrati zpét do rovnovazného
stavu. Tento jev se nazyva spinova miiz relaxace. Rezonan¢ni frekvence je piimo
umeérnd k magnetickému poli, a proto ma kazdé aktivni jadro jeden charakteristicky
signal. Vzhledem k poméru mezi intenzitou magnetického pole a rezonan¢ni frekvenci

v experimentu NMR, musi byt stupnice NMR spektra normalizovatelna [2].

2.2. KVANTITATIVNI NMR

NMR umoziuje jedinecné a kvantitativni stanoveni relativniho mnozstvi
molekularnich skupin a nabizi tak néstroj pro kvantifikaci celé latky i ve smésich.
Kvantitativni NMR  spektroskopickd aplikace ziskala velkou pozornost. Podporuje
technicky pokrok modernich NMR technik, ktery piekonal problémy nizké citlivosti. To

vvvvvv

zédkladni vztah QNMR je, Ze odezva signalu ve spektru je pfimo umérnd poctu jader,



kterd generuji odpovidajici rezonan¢ni ¢aru. NMR spektra jsou pouze informace o
poméru intenzit. AvSak pfidanim standardu smési mizeme ziskat absolutni vysledky
analyzy, jako je obsah nebo koncentrace. qNMR nasla rozsahlé aplikace, a to zejména
kviili moznosti urcit strukturu na molekularni Grovni. Umoziuje relativné kratkou dobu
méfeni, vyznamny je jeho nedestruktivni charakter a neni nutnd ptedchozi izolace
analytu ve smési. To znamend pomérn€ snadnou piipravu vzorklli a manipulaci v
jedine¢né kombinaci smési. Nicméné nizkd citlivost ve srovnani s ostatnimi

spektroskopickymi a chromatografickymi metodami je hlavni nevyhodou qNMR [3].

2.3. qNMR V TUHEM STAVU

Tato kapitola navazuje na zaklady solid-state nuklearni magnetické rezonance. V
roztoku jsou vSechny interakce, krom¢ chemického posunu a nepfimé spojky priméru,
vztazeny na nulu tepelnych pohybii molekul. Solid-state NMR spektra se zaméiuje na
n¢kolika jader, jako jsou C nebo N. Registrace a ziskdni spektra s nckolika tisici
skenovanimi trva velmi dlouhou dobu. Ackoli solid-state NMR se nyni rutinné pouziva
pro identifikaci a strukturalni studie organickych latek, je méné Casto pouzZivana v
kvantifika¢nich studiich. Proces ovéfeni vyZzaduje testovani linearity, robustnosti,
specificity a selektivity, stejné jako ovéfeni parametrii presnosti: nejistota méfeni,
reprodukovatelnost a srovnatelnost. Analytické metody zaloZzené na solid-state NMR
jsou stéle oblibenéjsi, je mozné ziskat kvantitativni nebo témét kvantitativni vysledky
pro rizné typy materiald, jako jsou nejriiznéj$i potraviny, puda, rostliny nebo vzorky
jiného ptirodniho ptvodu. NMR spektroskopie je jednoduchy a spolehlivy zpuisob
kvantifikace latky, bez ohledu na to, zda existuje jako cisty l€k, nebo v Iékovych
forméach [4].



2.4. MICROCOIL NMR

Existuje mnoho potenciadlné zajimavych védeckych studii, které vSak nelze
provést pomoci NMR kvuli nizké citlivosti techniky, kterd také vylucuje mnoho studii
dynamickych procesii na kratkych lhitach. Ve snaze zvysit citlivost NMR riiznymi
technologickymi postupy byly popsdny metody, z nichZ jedna pouZzivd velmi malé,
vysoce citlivé detektory na radiové frekvenci (RF). V tomto systému jsou hmotnostné
omezené vzorky rozpustény ve velmi malych objemech (nejcastéji nanolitry az
mikrolitry) s rozpoustédlem tak, aby odpovidaly objemu civky RF. Existuje mnoho
problémi, véetné optimalizace statické a radiofrekvenéni homogenity magnetického
pole nad vzorkem a efektivni vneseni malych objeml vzorkd do detektoru. Vyhodou
malych civek je, Ze signaly z necistot rozpoustédla jsou mnohem méné problematické
pii mensich objemech vzorkl a mnoZzstvi deuterovanych rozpoustédel mize byt vyrazné
sniZzeno oproti NMR spojenému se separaci. Malé civky umoziiuji konstrukei obsahujici
vice nez jednu civku. Relativné nova oblast pouziti vice civek vypada velmi slibn¢ a

umoziiuje provedeni zcela novych druhii experimentt [5].

2.5. POHLED NA gNMR SPEKTROSKOPII V ANALYZE LECIV

Kvalitativni NMR spektroskopie miize byt uplatiiovana pro ucely identifikace a
kvantitativniho hodnoceni necistot drog a sloZzeni polymerti. NMR spektroskopie je
zakladni metodou méfeni a lze ji také pouZzit pro vyhodnoceni kvality léCiv a
pomocnych latek. Umoziuje identifikovat 1ék srovnanim H nebo C NMR spekter
zkousené¢ latky a referencni latky. 1 kdyz jsou hlaSeny cetné piiklady pouziti
kvantitativni NMR spektroskopie, mezinarodni lékopisy umoziuji pouziti jen v
omezené mife, a to pro ucely identifikace a kvantitativni NMR spektroskopie pro
hodnoceni necistot drog a sloZeni polymerii. Latka musi byt rozpusténa ve spravném
deuterovaném rozpoustédle. Potfebné mnozstvi rozpoustédla je kolem 0,7 ml. gNMR
analyza je Casto presnéjsi nez standardni metody HPLC. Za norméalnich okolnosti, bez
izolace necistot, nejsou nutné drahé chemické referencni latky a strukturalni informace
necistot, isomert, atd. DalSi vyhodou je skutecnost, Ze pro stanoveni Cistoty léku neni

tieba urcit vSechny necistoty [6].
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3. UNIVERZALNI POUZITIi NMR

3.1. VYSETROVANI VICEKOMPONENTNI DROGY NMR SPEKTROSKOPII

Tato kapitola zkouma vliv variace parametrd, které mohou byt upraveny tak, aby
bylo dosazeno optimalniho oddéleni signalu. Dostatecné oddéleni signdlu mtize ovlivnit
druh rozpoustédla nebo hodnota pH roztoku. Lze pouzit riizné koncentrace vzorku nebo
pomocna ¢inidla, jako jsou cyklodextriny, které mohou byt do roztoku pfidany. V NMR
spektroskopii je chemicky posun v pfimém vztahu ke struktufe molekuly. Takze pro
slouceniny, které vykazuji pouze nepatrné rozdily v jejich chemickych strukturéach,
muze byt obtizné oddéleni jejich jednotlivych signalii. V nékterych piipadech ovliviiuje
oddéleni signalu také teplota. Na rozdil od chromatografickych metod, jako je napf.
HPLC, NMR spektroskopie nabizi jen nékolik parametri, které mohou byt
optimalizovany tak, aby bylo dosaZzeno optimalniho oddéleni signalu. Hlavni vyhodou
NMR spektroskopie je jeji ucinnost i v dusledku nedostatku jakychkoli ¢asovych
ptiprav [7].

3.2. APLIKACE NMR PRO CHARAKTERIZACI POLYMERU

Polymery jsou Siroce pouZzivany jako pomocné latky pro léky a formulace, nebo
jako uc¢inné latky. Konvenéni chromatografické metody casto selhavaji vzhledem
k jejich polymernim strukturdm a to z rGznych diavodil jako napiiklad nedostatek
vhodnych standardii. Prostfednictvim aplikovanych ptikladt rutinni analyzy je uvedena
schopnost a rozsah NMR spektroskopie pii analyze polymerd. Rlizné chemické typy
polymeri se strukturdlné 1iSi, a proto se uplatiluje Siroka oblast aplikaci pro ziskani
lepsiho ptehledu o jejich strukturdch. NMR spektroskopie v kapalinach v soucasné dobé
hraje, zejména pro chemiky, hlavni roli pfi ur€ovani struktury sloucenin. Kvantitativni
analyza umoziuje vyuziti externich a internich standardi a dobie koreluje s
dokumentovanou Fourierovou transformaci (FT) / IR (infracervenou). Chceme-li ziskat
lepsi rozliSeni signalu a spektralné podrobnéjsi informace, je doporuc¢eno pouziti NMR

spekter namétenych pii vysoké teploté. Kromé své klasické oblasti kvalitativni analyzy,
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je gqNMR vhodnou metodou pro kvantifikaci emulgatori v lékovych
formach. Emulgatory se Casto skladaji ze zékladnich struktur, které pfedstavuji smés

podobnych molekul [8].

3.3. NMR SPEKTROSKOPIE PRIRODNICH LATEK

K vyrobé analytického standardu musi byt G€¢inné latky, izolované z rostlinného
nebo zivocisného zdroje, preciStény. V ndvaznosti na tyto postupy je tfeba pro
analytické metody, které umoznuji od samého zacatku stanoveni preciSt€né uc€inné
latky, vytvofeni primarniho standardu, a to prostfednictvim NMR spektroskopie. NMR
spektroskopie je vhodna kvalitativni i kvantitativni metoda pro analyzu slozité smési na
bazi ptirodnich extraktli a to bez standardu, ktery odpovida ptirodnim latkam, pouze
pomoci jednoho dobie definovaného umélého standardu. Molarni odezva v NMR
spektrech poskytuje podminky pro tento postup. Ve spektru H NMR rostlinného
extraktu mizeme urCit témét vSechny rozpustné molekuly, protoze NMR detekce je
zalozena na bunéné odpovédi. Dalsi krok v analyze NMR pfirodnich latek je
charakterizace a definice primdrnich a sekundérnich referen¢nich standardt. Stanoveni

YV w

sloZeni mastnych kyselin v tucich a olejich 1ze provést bézné¢ NMR [9].
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3.4. SOLID-STATE PRI ANALYZE DROGY V LEKOVE FORME

Tato metoda je vhodnd pro studium struktury a konformace, analyzu
molekularnich pohyba (relaxacni a vyménna spektroskopie) a méfeni vzdalenosti
jednotlivych jader. Pfifazeni rezonanci je spolehlivéjsi pomoci spektralni editace a
dvourozmérné korelacni spektroskopie. Pouzivd se 1 ve spojeni s jinymi
technikami. PraSkové vzorky jsou ponechany v jejich piivodni podobé¢, vzorky v 1ékové
formé staci rozdrtit a latky izolované z rostlin mohou byt pouzity i pro dalsi
testy. Obecné plati, ze v ptipadé, ze jsou dvé nebo vice molekul v asymetrickém
postaveni, budou pozorovatelné ve spektrech v disledku schopnosti solid-state NMR a
budou obsahovat podrobnéjsi informace o molekularni geometrii. Pfi méteni dipolarni
spojky je zapotiebi vzorky, které obsahuji jednoduché spinové systémy, izolovat v
krystalové struktufe. Cilem studii, tykajicich se vypocti chemickych posuntl, je umoZznit
predikci solid-state struktury. V mezindrodnich lékopisech neexistuje ptiklad aplikace
solid-state NMR, 1 kdyz tento postup je vhodny zejména pro -charakterizaci

farmaceutickych polymorfli a miiZze byt cennym nastrojem pro feSeni problémil v oblasti

regulace [10].

3.5. METABOLICKE PROFILOVANI

Metabolické profilovani je ureno piedev§im pro experimentdlni design, sbér a
zpracovani dat. Metabolické profilovani zahrnuje identifikaci a kvantifikaci
specifickych endogennich metabolitii. Zamétuje se na jednotlivé tfidy sloucenin (napf.
polarnich lipidQ, izoprenoidii, sacharidli, aminokyselin), nebo na meziprodukty urcité
metabolické drahy. Vzhledem k jeho kvantitativni a selektivni povaze, muiZze byt
metabolické profilovani uzitecné 1 v klinickych diagnostickych prostfedich, v oblasti
drog a charakterizace vlivu genetickych modifikaci na metabolismus. Mezi parametry,
které mohou ovlivilovat metabolické profilovani, patfi genotyp, fenotyp, ekotyp,
pohlavi, vék, strava a Zivotni prostedi. Peclivy vybér NMR parametrl pii sbéru dat je
nutny k produkeci nejlepsich moznych udaji pro posuzovany systém, a je nezbytné, aby
vSechny datové sady byly pofizeny se stejnym souborem parametril. Jedinou prekazkou

pifi pouziti metabolického profilovani dat pro vykresleni biologickych zavéra je, ze
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Casto chybi dikladné zpravy o datech, jako jsou udaje o ziskdvani a zpracovani

parametrt [11].

3.6. DOSY NMR ANALYZA LECIV

Difuzn€ uspofddand spektroskopie (DOSY) je metoda, kterd translacni
samodifiizi molekul v roztoku umoziuje presnéjsi analyzu slozité smési bez predchozi
separace jednotlivych slozek. DOSY experiment se lisi od obvyklych modernich NMR
experimentll, protoZze moderni NMR experimenty jsou zaloZzeny na analyze Casové
zavislosti signalu. Tyto techniky umoziiuji zajisténi kvality 1éCivych piipravka a jsou
pouzivany farmaceutickymi analytiky. Kromé toho by tyto techniky mohly byt uzite¢né
pii urovani vztahii mezi jednotlivymi vzorky, a tak by mohly pomoci pfi vySetfovani
zdrojii téchto 1ekti. DOSY NMR miZze byt vyuzita k feSeni jinak nefeSitelnych spekter
smési, k urceni velikosti molekul a agregatii nebo stanoveni stupné polymerace [12],

[33].
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4. SPECIALNI APLIKACE

4.1. NMR SMESI NA BAZI ANALYZY NA PRIKLADU KVALITY OVOCNYCH

v

STAV

Smésna analyza rychle ziskavd vyznam pro nuklearni magnetickou rezonan¢ni
spektroskopii (NMR), zejména z diivodu farmaceutickych aplikaci. Podrobné informace
jsou nutné pro kontrolu kvality potravinového materidlu. NMR se pouziva k ziskani
statistickych informaci a kvantifikuje pfeddefinovanou sadu sloucenin pro kazdy
zkoumany vzorek. Pritokova injek¢éni NMR je pouzivana pii aplikacich, kdy je
zajiSténa vysokd propustnost a nizké naklady na provoz. Pfiprava se sklada z
vyrovnavaci paméti a nasledného michani. Stavy s pevnymi ¢asticemi, jako je napiiklad
pomerancovy dzus, musi byt navic pfed vyrovnavaci paméti centrifugovany. Naklady
na vzorky jako takové mohou byt podstatné sniZeny, je moznost testovat mnohem vétsi
sady vzorkl pro vyssi bezpecnost spotiebitell. Popsana metodika pro kvalitu ovocné
§tavy je jen jednim z piikladi z nového oboru zadosti o statistické a kvantitativni
analyzy smési, které mohou byt pfevedeny do I€katskych a farmaceutickych aplikaci.
Jako databaze referencnich sloucenin je k dispozici 1 pro pH = 7, kde se mé&fi vétSina

télesnych tekutin [13].

4.2. NMR PRO TESTY SACHARIDU VE VAKCINACH

Metody pro urceni totoZznosti a Cistoty KPSS jsou kombinaci kolorimetrické
metody pro ruzné typy sacharidii nebo substituentd. NMR spektroskopie poskytuje
spektrum charakteristické pro ty sacharidy, které jsou citlivé na malé strukturalni
rozdily, jako jsou zmény v jedné vnitini vazb¢é v cukru. Obvykle neni zndmo, zda je
faktor odezvy vtéchto testech pro 2,6-dideoxy-2-amino-cukru stejny jako u
jednoduchych amino-cukrii nebo jednoduchych 6-deoxy cukri. Pokryti je neuplné, bez
specifikace pro obsah O-acetylu u nékterych sérotypt. Limity specifikace k fosforu v
pneumokokovych KPSS, které neobsahuji fosfatové skupiny, jsou nepiimé umérné

obsahu C-polysacharidli. Odlisny piistup, pfechodny mezi tradicni mokrou chemickou
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metodou a NMR metodou otisku prstu, je pouziti charakteristické rezonance ve spektru
NMR a pro vypocet proporci jinych typii sacharidovych zbytkd, které jsou v sacharidu
obsazeny, v téchto pfipadech N-acetylhexosamin skupin, O-acetyl skupin a 6-
deoxycukrt. Nékteré z novych Glykokonjugovanych vakein, jako jsou vakciny proti
tyfu a proti bakterii Staphylococcus aureus, vyuzivaji extrémné stabilni polysacharidy,

které mize NMR metoda prokazat pouze pii zZivotaschopnosti bakterie [14]

4.3. FLUOR-19 NEBO FOSFOR-31 NMR SPEKTROSKOPIE

NMR analyza fluorovanych nebo fosforylovanych 1éki nebo farmaceutickych
piipravkd pomoci fluoru-19 NMR nebo fosforu-31 jsou jako analytické postupy také
diskutovany.Fluor-19 a fosfor-31 nuklearni magnetické rezonanci poskytuji velmi
specificky nastroj pro detekci, identifikaci a kvantifikaci. Analyzuje vSechny slou¢eniny
obsahujici fluor nebo fosfor, véetné neocekavanych latek najednou. Fluor-19 a fosfor-
31 NMR jéadra maji charakteristiku jaderného spinu 1/2, relativné uzké linky, 100%
ptirodni bohatstvi, vysokou citlivost pro fluor-19 a fosfor-31 jadra. Maji také velky
chemicky rozsah, ktery minimalizuje pfekryvani signdlu. Dilezitou vyhodou specifické
19F NMR je, ze eliminuje rusivé pozadi signalli i zanedbatelnou troveil endogennich
mobilnich fluorovanych metabolitii s nizkou molekulovou hmotnosti. Kromé toho F a P
NMR biologickych matric nebrani dynamickému rozsahu, s ¢imz se setkavaji protonové
NMR vzhledem k intenzivnimu signdlu protond vody, které musi byt
potlaceny. Navzdory své omezené citlivosti, mohou byt F a P NMR povazovany za
soucasné hojné pouzivané chromatografické techniky pro analyzu télnich tekutin nebo

farmaceutickych ptipravki [15].
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4.4. KVANTITATIVNI 2D NMR ANALYZA GLYKOSAMINOGLYKANU

Monodimensiondlni nukledrni magnetickd rezonan¢ni spektroskopie se v
soucasné dob¢ pouziva pro strukturdlni charakterizaci GAG, je rovnéz spolehliva pro
kvantitativni méteni, pokud jsou signaly dostate¢né oddéleny. GAG jsou polysacharidy,
tvofené z opakujicich se disacharidovych jednotek hexuronové kyseliny a
hexosaminti. GAG miZeme najit v plazmatickych membranach i extracelularni matrici,
véetné jejich podceledi, galactosaminoglykany (nejreprezentativnéjsi jsou chondroitiny
a dermatan sulfat) a glukosaminoglykany heparinu a heparan sulfatu. Pro pfifazeni
struktury a kvantitativni profilovani GAG Zivocisného plivodu, zejména heparinu a
heparansulfatu a jejich fragmentd, vytvofené enzymatickou nebo chemickou
depolymeraci, byly vyvinuty nékteré metody. Mezi nejhlavnéjsi patii vysoko ucinna
kapalinovd chromatografie (HPLC) nebo kapilarni elektroforéza (CE) a hmotnostné
spektrometrické analyzy (MS). Nuklearni magneticka rezonan¢ni spektroskopie je jedna
z mala metod, které poskytuji strukturalni informace o polymeru, bez zndmky zmény,
aby se zabranilo mozné ztraté strukturnich informaci v disledku rozpadu polymeru.
Predpokladem 2D NMR kvantitativniho pfistupu je spravny vybér analytickych signalt
mezi témi s podobnou magnetickou relaxaci a jednoduchou vazbou na proton
uhliku. Tato metoda mlze byt pouZzita pro vysoko- i nizko-molekularni GAG, 1 kdyz

nckterd omezeni, je tieba zvazit [16].

4.5. VYUZITI PROTONOVE NMR JAKO ALTERNATIVY PRI ANALYZE
AMINOKYSELIN

Pomoci NMR muze byt urceno slozeni aminokyselin (AAA), relativni mnozstvi
(pomér) a absolutni obsah aminokyselin v peptidu. Pouziti protonové NMR bylo
navrzeno pro urCeni identity peptidi. Protonovou NMR Ize snadno rozliSit a
identifikovat vSechny peptidy, které jsou v soucasné dobé popsany v Evropském
1€kopisu. Pouziti protonového NMR spektra bylo zjisténo pii 400 MHz. Identifikace je
pfimocary a jednoduchy proces ve srovnani s urovni odpovidajici peptidu a probih4 bez
jakychkoliv vypocti. Dokonce i peptidy, které se odliSuji jen velmi mirné, lze snadno

rozliSit. Proton a Carbon-13 NMR spektra snadno rozli§i vSech 20 pfirozené se

17



vyskytujicich aminokyselin a identifikuji 1 neobvyklé aminokyseliny, které jsou
obsazeny v syntetickych peptidech. Protonové NMR spektrum peptidu zdvisi v prvni
fadé na relativnich mnozstvich a identita se odviji od pofadi aminokyselin v
peptidu. Tyto informace tykajici se identity peptidu jsou stejné jako informace ziskané z
AAA.Z védeckého hlediska je NMR vhodnou alternativou pro AAA. Pro zvySeni
reprodukovatelnosti spektra se pouziva pufr, diky kterému se snizi pH, ma vliv na
chemické posuny a umoznuje zabranit shlukovani molekul. Pouziti NMR jako zkousky
identity u vétSich peptidd mtze délat problémy. Spektra jsou hiie rozliSitelnd, coz je
dano jednak rostoucim poctem rezonanci a SirSimi signaly v disledku slabsich vazeb,

coz ma na svédomi velikost molekul a, v n€kterych ptipadech, seskupovani [17].

4.6. HODNOCENI INHIBICNI UCINNOSTI ANTIBIOTIK MRI

Magnetickd rezonance (MRI) umoznuje posoudit inhibi¢ni Gi€¢innost antibiotik v
bakterialnich kulturach. MRI umoziuje in vivo Setfeni ve zvifecich modelech a lidskych
subjektech. Bézné pouziva ke sledovani progrese onemocnéni u pacientl a jeji vyuziti
pro hodnoceni 1éCiv je vzacné. Ve velkém meétitku hodnoceni inhibi¢ni U¢innosti
antibiotik mtZe poskytnout novy pfistup k identifikaci léciv. MRI je neinvazivni a
meéfeni neni v rozporu s riznymi kulturami. RovnéZz nevyzaduje samostatné excitace
nebo detekce jednotlivych vzork. To umozni identifikovat zpomaleni rlstu
bakterialnich kultur pomoci métfeni pfi€né relaxacni doby. Fyzikalni parametry, které
jsou obvykle méteny pomoci MRI, a tykaji se fyziologickych nebo patologickych
udalosti na lidech nebo zvitatech, nemohou byt pfimo pfeloZzeny do experimentl s
bakterialnimi kulturami. Za pfimétenych podminek rlstu se bakterie ziedi v médiu. Z
tohoto dlivodu je parametr hustoty spin, ktery se pifimo prevadi na obsah vody, neni
proto vhodny pro kultury. Pfi prodlouzeni doby méfeni mize prosetfit kolem 10 000

vzorkl soucasné [18].
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4.7. MULTIPLE ONLINE SPEKTRALNI ANALYZA PRO CHARAKTERIZACI
DROGOVYCH A PRIRODNICH PRODUKTYU

Propojeni UV, IR, MS a nuklearni magnetické rezonan¢ni spektrometrie do série
(ztetézeni) umoznuje sériovd prutokova injekéni analyza a zajiStuje tak provedeni
komplexni spektralni analyzy dat z jedné injekce Cistého analytu. Dostupnost téchto
pratokovych komtrek umoziuje rutinni spojeni téchto metod, bud’ pritokové injekéni
analyzy (FIA), separaci pomoci kapalinové chromatografie (LC), kapildrni
elektrochromatografii, superkritickou fluidni chromatografii (SFC), nebo kapilarni
elektroforézou (CE). V situacich, kdy jsou pozadovana spektroskopicka data z vice nez
jedné techniky, mohou byt pouzity rlizné ptistupy v zavislosti na tom, zda je vzorek
pfedmétem Setfeni nebo zda je predkladan ve formé jediné Cisté slouceniny nebo
komplexni smési. Konvenéni pfistup k tomuto druhu problému by byla jedna analyza po
druhé s vyuzitim raznych spektroskopickych technik v pofadi, dokud vSechny
pozadované informace nebudou ziskdny. Nicmén¢, takovy linearni ptistup je c¢asovée
narocny a pravdépodobné nedokdze vyuzit stdvajici moznosti dostupnych
ptistroji. Alternativa k tradicnim pfistuptim je vyuzit pokrokti vtoku cell/interface
technologie, ktera spojuje pozadované spektroskopické techniky spole¢né v jednom

systému [19].

4.8. KVANTITATIVNI ONLINE NMR SPEKTROSKOPIE S VYSOKYM
ROZLISENIM VE VYSETROVANI SLOZITYCH SMESI

Kvantitativni online NMR spektroskopie je metodou volby pro vySetfovani
slozitych smési tekutin z analyticky podobnych sloucenin, kde dalsi analytické metody
nedosahuji dostate¢ného rozdéleni komponent. Jako online spojka spektrometri NMR
byla nejprve vyvinuta vysoko uc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC), superkriticka
fluidni chromatografie (SFC) a NMR jako analyticky detektor s vysokou spektralni
disperzi. Hlavni vyhodou NMR spektroskopie je, Ze ve vétsiné piipadl neni potieba
zadna kalibrace pro kvantifikaci a metoda ma vysokou linearitu mezi absolutni oblasti
signdlu a koncentraci vzorku. Kromé¢ toho, on-line NMR spektroskopie umoziiuje

vySetfovani pii zvySeném tlaku, brani rozpusténi pfi varu a pouzivd se pro studie v
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provoznich podminkach. Pouziti toku NMR pro sledovani koncentrace chemickych
soucasti v prubéhu reakce poskytuje vysoce kvalitni kvantitativni udaje. Budouci
aplikace mohou zahrnovat zavedeni téchto zafizeni, kterd pouzivaji NMR detekci, do

chemickych tovaren, k odbéru vzorki a samotnou reakci v redlném case [20].
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5. NMR POLYMERU

5.1. MIKROSTRUKTURA POLYMERNICH RETEZCU

Polymery jsou cCasto syntetizovany z asymetrickych monomerti, coz vede k
moznosti, Ze pfichozi monomer se miize pfidat do fetézce ve tfech riznych orientacich:
,head-to-head”, ,head-to-tail“ nebo ,tail-to-tail*. , ,Head-to-head” pfipojeni bez
doprovodné ,tail-to-tail“ jednotky budou vyplyvat z rekombinace rostoucich
feté¢zcovych radikalt, ale v tomto pfipadé miize byt pouze jedno takové piipojeni na
fetézu. Obecnym piedmétem regioisomerismu a jeho matematické disledky byly
prozkoumany védci Caisem a Sloanem. Navrhli terminy isoregic a syndioregic, popsali
sekvence ,head-to-tail”, ,head-to-head” a ,tail-to-tail“, a tato nomenklatura je
vSeobecné pfijiména. Ve vinylovych polymerech jsou v hlavnim fetézci substituované
uhlovodiky, které se béZn¢ oznacuji jako A-uhliky, nazyvané "pseudoasymmetric",
protoze vazi Ctyfi rizné substutienty a maji moznost relativni otacivosti. Nejjednodussi
pravidelné uspofadani podél fetézce je izotakticka struktura, ve které jsou vSechny
substituenty, zde piedstavované jako R, orientovany na stejnou stranu roviny fetézce,
trans konformace, a syndiotaktické uspofadani, ve kterém se sttidaji skupiny ze strany
na stranu. V ataktickém uspotfadani jsou skupiny R umistény ndhodné na obou stranach
klikaté roviny. Je tieba zdlraznit, ze tyto isomerni formy nemohou byt zatazeny do

skupiny R rotujicich kolem vazby uhlik-uhlik v hlavnim fetézci [21].

5.2. CHARAKTERIZACE POLYMERU

Jednim z hlavnich vyuziti NMR v polymerni véd¢, je charakterizace materiald,
které zajiStuji vazbu mezi syntézou novych materidld a strukturou dfive
syntetizovanych material. V mnoha polymerech zavisi tepelné, mechanické, optické a
elektronické vlastnosti na fetézové mikrostruktute. Uroveli, na které mize byt
mikrostruktura objasnéna, zavisi na rozliSeni metod pro stanoveni rezonance. RozliSeni
zavisi na tad¢ faktord, vcetné jader sledovaného fetézce, na dynamice, koncentraci,

teploté a rozpoustédle. RozliSeni je nejlepsi, kdyz pozorujeme jadra s Sirokou Skalou
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chemickych posunii. Mnohé polymery jsou rozpustné, coz nepiedstavuje vazné

experimentalni omezeni [22].

5.3. SOLID-STATE NMR POLYMERU

VétSina pouzivanych polymeri je v tuhém stavu a pochopeni vlastnosti pevnych
polymeri je dillezitym faktorem rozvoje pevnych NMR metod. Solid-state NMR byla
pouzita pro charakterizaci polymeru, protoze mize poskytnout informace o polymerech
v Sirokém rozsahu délkovych stupnic. Nejpodrobnéjsi jsou informace o konformaci
fetézce, které mohou byt ziskdny z chemickych posunii. Na rozdil od situaci, kde je
velké mnoZstvi molekularnich pohybt, jsou fetézce v krystalickych a amorfnich
polymerech pevnéjsi, takze chemické zmény odrazeji skutecné fetézcové konformace.
NMR se rovnéz ukazala jako uZzite¢nad pro studium vicefazovych pevnych polymerd,
protoze polymery v riznych prostfedich, maji rizné molekularni dynamiky a rtizné casy
NMR relaxace. Tyto rozdily mohou byt vyuzity tak, Ze 1ze pozorovat NMR signély z

ur¢ité faze materialu. Timto zplGsobem je mozné selektivné pozorovat krystalické,

amorfni, mezifazové a pruzné materialy [23].

22



6. NMR SPEKTROSKOPIE A JEJI APLIKACE PRO
BIOMEDICINSKY VYZKUM

6.1. DVOJROZMERNA NMR SPEKTROSKOPIE

Dvojrozmémou NMR spektroskopii muizeme rozdélit na homonukledrni a
heteronuklearni. Experimenty jsou popsany pomoci vizualnich popisii vyvoje spinového
systétmu a procesti koherence pienosu. Tento zplsob popisu umoznuje diskusi o
jakémkoli vicerozmérném, multinukledrnim sledu impulzi ze strany ptistupu shora
dold. Dvou-dimenzionalni NMR spektroskopie se stala zakladem experimentii v mnoha
disciplindch. Pouziti dvou-a vice-dimenziondlni NMR umoznilo znaéné pokrocilé
aplikace NMR biochemickych systémtl. Dvojrozmérné metody zpusobily revoluci ve
studiu makromolekul v NMR spektroskopii. Na za¢atku makromolekuldrni NMR byly
jedinou moznosti k dispozici jednorozmérnd spektra rezonanci. Kazda analyza NMR
experimentl stile vyzaduje dobfe vyfeSené rezonance, ale feSeni nastrojl, z nichZ se
muze Cerpat, je nyni mnohem vétsi. Soucasny trend ve studiu vétSich molekul je ziskat
3D, 4D a dokonce i vys$i rozmérova spektra izotopicky znacenych molekul. Je vzdy
dobré ziskat data z nejjednodusSich experimentl. V piipadé, Ze udaje lze jednoznacné
ziskat z jednorozmérného NMR spektra, neni skutecnd potfeba pouzit dvourozmérné
spektroskopie. Stejné tak miZze byt mnoho probléml spojenych s velkymi

molekularnimi systémy vyieSeno pouzitim jednoduchych dvojrozmérnych metod [24].

6.2. MULTIDIMENZIONALNI NMR SPEKTROSKOPIE MAKROMOLEKUL

Nedavné pokroky, zejména v heteronukledrni a vicerozmérné nuklearni
magnetické rezonanci (NMR), umozZnily osvétlit trojrozmémé struktury stale
slozitgjSich proteinli s pozoruhodnou piesnosti. Tento vyvoj vyrazné zvysil vyznam
NMR v biomedicinském vyzkumu, kde mnoho cilenych proteinti, nukleovych kyselin,
nebo proteinovych komplext, nebylo pfistupno konvenénim dvourozmérnym metodam
protonové NMR. Multidimenziondlni NMR spektroskopie se vyvinula v mocny

univerzalni analyticky nastroj pro charakterizaci struktur nejriznéjsich biomolekul v
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roztoku. Po pochopeni zakladniho principu 2D NMR spektroskopie byly polozeny
zaklady pro geometricky rust Siroké skaly dvou a vicerozmérnych NMR experiment,
které se aplikuji na feSeni stdle rostouci fady analytickych a strukturdlnich
problémti. Velké pokroky v oblasti vypocetni techniky usnadnily impozantni riist NMR
jako vyzkumného néstroje. Vypocetni technika poskytla néstroje pro zpracovani
mnohorozmérnych dat a plsobivé pokroky v NMR spektroskopickém designu.
Revoluéni prilom v oblasti biotechnologie nastolila pfiprava vzorkii, mutantnich

makromolekul a za¢lenéni stabilnich izotopovych §titkii do biomolekul [25].

6.3. IZOTOPICKY OBOHACENE PROTEINY PRO NMR SPEKTROSKOPII

Vyvoj v oblasti biotechnologie umozituje snadné a usporné zaélendni* H, ° C
a "> N izotopovych znagek do bilkovin a to bud’ rovnomérné nebo selektivng. Doslo k
prudkému narGstu v poctu pokusi nukledrni magnetické rezonance (NMR), které
mohou vyuzitim izotopového znaceni ziskat rezonance a dostat strukturdlni, dynamické,
a biologické informace. Isotopicky obohacené proteiny se pouzivaji u organismu, ktery
potom vyjadifuje ¢i nadmérné exprimuje zkoumany protein. [zotopové obohaceni
pomoci fotosyntetické bakterie, fasy, kvasinky, nebo sav¢ich expresnich proteind, je

povazovano za nékolik zplisobt obohaceni, které nepouzivaji expresi proteinti [26].
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6.4. STANOVENI STRUKTURY PROTEINU Z NMR DAT

Vyznamny pokrok byl v poslednich letech zaznamenan ve stanoveni struktury
bilkoviny z nD NMR dat. Ve srovnani s ptivodni nukledrni magnetickou rezonanci
(NMR konstrukei) pied deseti lety, se dnes uréuji mnohem vétSi molekuly s vyssi
pfesnosti a stanoveni probiha i v mnohem krat§ich Casech. NMR je nyni zcela
komplementarni k rentgenové difrakéni analyze a NMR struktury jsou rovnéz
akceptovany $ir§i védeckou komunitou. PouZzivaji se k urceni pfesné struktury, coz
pfedstavuje asi 20% novych struktur stanovenych v poslednich nékolika
letech. Dtlezity je vyvoj vicekanalovych spektrometrii, hardwarové pokroky a vyvoj
nepifimych detekénich technik. Ostatni pokroky jsou umoznéné diky neustalému
zlepSovéani v oblasti pocitaového hardwaru a softwaru a také znacné pokroky v
technikach pro vypocet proteinové struktury pomoci NMR dat. Kromé toho doslo ke
zna¢nému nartstu poctu lidi, ktefi pouzivaji NMR techniky pro stanoveni struktury
proteinu. To je vidét na velmi zvySené navstévnosti a poctu rozhovorii na posledni
biologickych NMR konferencich. I pies tento veliky nardst je stile toto téma v jeho

relativnim détstvi [27].

6.5. TECHNIKY NMR STUDUJICIi DYNAMIKU PROTEINU

Nedavné pokroky v oblasti vysokych rozliSeni nuklearni magnetické rezonan¢ni
(NMR) spektroskopie poskytly prostfedky, které mohou objasnit strukturu a dynamiku
makromolekul v roztoku na atomdrni tUrovni. Pouzitim dvourozmérnych (2D)
heteronukledrnich NMR technik pro méfeni jaderného spinu dochédzi k uvolnéni
proteinii v roztoku a néslednou interpretaci téchto meéteni se ziskd podrobny popis
globalnich a wvnitfnich pohybil. Pro ndzornost vyhod a omezeni téchto studii, a k
prokdzani typu informaci, které jsou ziskany, se pouzivaji nékteré techniky
stafylokokové nukledzy (SNasy) v pfitomnosti a nepfitomnosti ligandi. Protonové
heteronuklearni dvourozmérmé NMR techniky méteni poskytuji mocny nastroj, kterym
se charakterizuji vnitini pohyby proteinii v roztoku. Tyto techniky se potom aplikuji na

konkrétni zakladni fetézce a mista postranniho fetézce v SNase [28].
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6.6. STRUKTURA A DYNAMIKA NK Z NMR

Objevem vicerozmérnych metod nuklearni magnetické rezonance (NMR) se
oteviely nové moznosti i pro analyzu struktury nukleovych kyselin a proteini v
roztoku. Jsou prezkoumavany zékladni metody pro ziskdni rezonance v duplexu
nukleovych kyselin. Rada zmén, které jsou vyhodné, je popsana zejména pro slozit&jsi
systémy. Zdroje pro generovani piimych strukturdlnich informaci jsou spojeny
s popisem toho, jak jsou uplatiovany v systémech nukleovych kyselin. Metody, na
zédklad¢ kterych mize byt uréena strukturalni informace, pouzivané pro vyvoj modelt a
pro feSeni konstrukce, jsou prezentovany spolu s NMR metodami pro analyzu

dynamiky nukleovych kyselin [29].

6.7. STRUKTURA A DYNAMIKA SACHARIDU Z NMR

Vysoké rozliseni nuklearni magnetické rezonancni (NMR) spektroskopie je
vhodnou metodou pro analyzu sacharidi. Jedna se o metody pro stanoveni slozeni,
sekvence, konformace a dynamiky oligosacharidii a glyko-konjugéti. Objevily se i
nedavné inovace, jako jsou selektivni excitace, trojrozmérné pulzni sekvence a
pfechody. Vyznam sacharidi v biologii ziskdva stile véEtSi uznéani. Sacharidy jsou
zapojeny do fady ridznorodych procesti na bunééné urovni vcetné¢ adheze bunék,
clearance cirkulujicich glykoproteinti, vazby protilatek, patogent, toxind, lymfocytl,
bunééného navadéni a diferenciace. Nové struktury vyskytujici se na povrchu
glykoproteint a proteoglykani jsou publikovany pribézné. Prifazeni vede k identifikaci
sekvence rezidui v oligosacharidech. NMR vsak nemusi byt nejucinnéj$i metodou pro
primarni sekvenovani, nicméné je to ale uc¢innd metoda pro stanoveni konformaci
oligosacharidii za fyziologickych podminek a pro studium jejich interakci s jinymi
molekulami. NMR muze byt jedinou metodou pro studium téchto aspektii, v ptipadé ze
systétm nebude krystalizovat. Dochazi k rastu dulezitosti a raznorodosti funkce
sacharidii v kombinaci s technickym rozvojem a vede k jeSté rychlejSimu pokroku

v chéapani této tfidy biomolekul [30].
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6.8. SOLID-STATE NMR A JEJI APLIKACE PRO BIOMEDICINSKY VYZKUM

Multidimenziondlni nukledrni magnetické rezonance (NMR) se ukézala jako
cenny nastroj pro stanoveni struktury a dynamiky biologickych molekul v
roztoku. NMR se ¢asto vyuziva v kombinaci s rentgenovou difrakci a molekularnimi
mechanickymi vypocty k ur€eni, do jaké miry jsou zachovany vlastnosti roztokd v
pevném skupenstvi. Mnoho biologickych molekul bylo pfipraveno jako jednotlivé
krystaly. Kromé toho, ze miize mit zdsadni vliv na strukturu a dynamiku jednotlivych
molekul pfitomnost rozpousStédla, mize také zménit povahu mezimolekularnich
interakci. Metody pouzivané pii studiu pevnych vzorkl syntetickych polymert a
anorganickych skel mohou byt pouzity i pro biologické zajmy. Pocet aplikaci, ve
kterych je k dispozici solid-state NMR, zvysil znalosti o biologickych materidlech a o

procesech, probihajicich v molekule [31].
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Tab. €. 2: Pfehled druhit NMR, jejich vyhody, nevyhody a pouziti

Metoda Vyhody Nevyhody Pouziti Zdroj
qNMR o Pridanim standardu o Nizka citlivost ve o Urceni struktury [3]
smesi ziskame srovnani s ostatnimi latky na molekularni
absolutni vysledky spektroskpickymi a arovni
(obsah, koncentrace) chromatografikymi o Hodnoceni necistot
o Kratka doba méfeni metodami drog, kvality 1éciv a
o Nedestruktivni pomocnych latek,
charakter hodnoceni slozeni
o Neni nutna predchozi polymert
izolace analytu ze
smési — snadna
pfiprava a
manipulace
qNMR v o Soucasti je ovéreni o Ziskani spektra trva o Rutinni pouziti pro [4]
tuhém linearity, robustnosti, dlouhou dobu identifikaci a
stavu specifity a selektivity strukturalni studie
o Ovéfeni parametra org. latek
presnosti: nejistota o Témeér kvantitativni
méfeni, vysledky pro vzorky
reprodukovatelnost, potravin, pudy,
srovnatelnost rostlin nebo i jiného
ptirodniho ptivodu
o Kvantifikace latky
jako Cistého 1éku i v
Iékovych formach
Microcoil o Signaly z necistot o Mnoho problémi o Umoziuji konstrukei | [5]
NMR rozpoustédla jsou (optimalizace obsahujici vice nez
mnohem mén¢ statické a jednu civku —nova
problematické radiofrekvencni fada NMR
o  MnoZstvi homogenity experimentti
deuterovanych magnetického pole
rozpoustédel mize nad vzorkem a
byt vyrazné snizeno efektivni vneseni
o Zvyseni citlivosti malych objemui
vzorkl do
detektoru)
Metabolické o Zaméfuje se na o Casto chybi zpravy o Experimentalni [11]
profilovani jednotlivé tiidy o datech, jako jsou design, sbér a
sloucenin nebo udaje o ziskavani a zpracovani dat
meziprodukty zpracovani o Identifikace a
metabolické drahy parametrti pro kvantifikace
o Umozni vykresleni specifickych
charakterizaci vlivu biologickych endogennich
genetickych zaveéri metabolitd
modifikaci na o Parametry které
metabolismus ovliviuji
profilovani —
genotyp, fenotyp,
ekotyp, pohlavi,
vék, strava zivotni
prostredi
DOSY o Presnd analyza o o Vysetfovani zdroji [12],
NMR slozité smési bez ekt [33]
predchozi separace o Urceni velikosti
molekul a agregatti
o Stanoveni stupné
polymerace
F-19, P-31 o Specificky nastroj o Omezena citlivost o Analyza télnich [15]
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NMR pro deteketi, tekutin nebo

spektrosko identifikaci a farmaceutickych

pie kvantifikaci pripravkt
Velky chemicky Analyza vSech
rozsah — sloucenin, které
minimalizace obsahuji fluor nebo
prekryvani signalu fosfor, vcetné
Eliminuje rusivé neocekavanych latek
pozadi signalu najednou

Protonova Piimocary a Jako zkouska Urceni sloZeni [17]

NMR jednoduchy proces ve identity vSech aminokyselin,

srovnani s urovni peptidi nemusi byt relativni mnozstvi a

peptidu adekvatni absolutni obsah

Probiha bez Hufe rozlisitelna aminokyselin v

jakychkoliv vypocta spektra v pripadé peptidu

Rozlisi i peptidy, seskupovani nebo Identifikace peptidu,

které se lisi jen mirné rostoucim poctem rozlisi jak pfirozené

rezonanci se vyskytujici

aminokyseliny tak i
aminokyseliny
neobvyklé
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ZAVER

Cilem této prace bylo shrnuti vyuziti NMR, jednotlivych typl této metody a
jejich vyhody a nevyhody. Konkrétn€ jsem se snazila zamétit na analyzu 1é¢iv pomoci
nuklearni magnetické rezonance a stanoveni biomolekul v téle, i sloucenin ciziho

puvodu.

Prace je ¢lenéna na nékolik casti. Prvni a druha kapitola se zabyva obecnymi
nalezitostmi NMR. Konkrétnéji prvni kapitola pojednava o zékladnich pojmech, které
se tykaji nukledrni magnetické resonance, principech této metody a pfistrojovém
uspofadani. V dal$i kapitole jsem se snazila rozebrat zékladni principy a techniky
nuklearni magnetické rezonance. Kapitola se zabyva i nékolika typy NMR, jejich

pouzitim, vyhodami i nevyhodami.

Tteti a Ctvrtd kapitola zahrnuje pouziti samotné NMR. Shrnuti latek, sloucenin 1

biomolekul, které mohou byt touto metodou stanoveny a dalsi vyuziti NMR.

Dalsi kapitola se zbyva polymery a to jak jejich zdkladni strukturou a

charakterizaci, tak i samotnym stanovenim ve vzorku.

Posledni kapitola obsahuje dal§i moZnosti vyuziti metody ve stanoveni latek télu

vlastnich, jako jsou naptiklad proteiny, nukleové kyseliny nebo sacharidy.
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