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1. Uvod

Rozvoj fyzikalnich, chemickych a biologickych véd do dnesni podoby je Uzce spjat se znalosti
struktury hmoty na molekularni drovni. Informace o tom, jak jsou atomy usporadany do
molekul, jaky maji molekuly tvar a jakym zplsobem na sebe molekuly vzdjemné pulsobi, jsou
naprosto nepostradatelné pro vysvétleni vlastnosti a reaktivity veskeré hmoty na Zemi.

Kromé struktury je dalSim dulezitym faktorem ovliviiujicim vlastnosti molekul jejich
dynamické chovani. Molekuly se mohou pohybovat ve velmi Siroké Skale rychlosti — od rychlych
vibracnich pohyb( probihajicich na femtosekundové $kdle po pomalé konformacni zmény
makromolekul nebo molekul v pevnych materialech, které mohou probihat v fadu dn( az let.

NMR spektroskopie je univerzalni analytickd metoda, ktera umoziiuje studovat
molekul po tfidimenzionalni strukturu biomakromolekul a jejich komplexd. NMR spektroskopie
zaroven umoznuje studovat dynamické chovani molekul v celém rozsahu moznych rychlosti.

V NMR experimentech byvaji komplexni strukturni a dynamické informace redukovany
na nékolik malo pozorovanych velicin, proto se interpretace téchto experiment( ¢asto neobejde
bez molekulového modelovani. Obrovsky rozvoj kvantové chemickych vypocetnich metod
v poslednich nékolika desitkach let tak umoznuje nové zplsoby interpretace NMR experiment(.

Tato predkladana habilitac¢ni prace shrnuje nékteré vysledky mého vyzkumu v oblasti
NMR spektroskopie. Jedna se predevsim o rozvoj vypocetnich metod pro lepsi porozuméni
vztahu mezi strukturou a dynamikou molekul na jedné strané a pozorovatelnymi NMR
veliCinami na druhé strané. Ve druhé (¢asti této prace jsou shrnuty vysledky studia

modifikovanych sloZzek nukleovych kyselin, kde jsou kombinovany experimentdlni i teoretické

pristupy.
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2. NMR spektroskopie

Atomova jadra snenulovym spinovym kvantovym cislem mohou nabyvat rGznych
magnetickych stavi, které maji v magnetickém poli rozdilnou energii. S jadernym spinem je
spojen jaderny magneticky moment, ktery v magnetickém poli vykondva precesni pohyb,

Larmorovu precesi, s frekvenci v pfimo iUmérnou intenzité magnetického pole B v misté jadra

v=yB/2n

kde y je gyromagneticky pomér, ktery je pro kazdy nuklid konstantni. Nukledrni magneticka
rezonance (NMR) je jev, pti kterém se stimuluji prechody mezi jednotlivymi magnetickymi stavy
jader pomoci radiofrekvencniho zareni s frekvenci odpovidajici frekvenci Larmorovy precese
sledovanych jader. NMR spektroskopie je analytickd metoda, ktera vyuzivda magnetickych
vlastnosti jader atom( k ziskani informaci o struktufe a dynamice molekul a material(. Vzhled
NMR spekter ovliviiuji predevsim ctyfi typy interakci mezi jadernymi magnetickymi momenty

vzajemné a mezi jadernymi magnetickymi momenty a elektrony.

2.1. NMR interakce

2.1.1. Stinéni jader elektrony
Intenzita magnetického pole v misté jadra je dana souctem velikosti externiho magnetického
pole a magnetického pole vyvolaného pohybem elektrond v blizkosti sledovaného jadra.
Elektrony ,stini“ jadro od externiho magnetického pole, coZz vede ke zméné rezonancni
frekvence a tedy posunu signdlu daného jadra v NMR spektru. Toto stinéni jader elektrony je
zakladem obrovského uspéchu NMR spektroskopie v chemickych védach pfi uréovani struktury

molekul, protoZe rlizna mista v molekule jsou rlizné stinéna elektrony.

2.1.2. Dipdl—dipdlvad interakce (primd spin—spinovd interakce, dipoldrni interakce)
PFima spin—spinovd interakce je interakce mezi jadernymi magnetickymi momenty prendsena

pres prostor. Dipolarni interakéni konstanta D je pro heteronuklearni par jader A a X vyjadrena:

Dax = Vabx (/"/47'[2)(1'40/47'[)"Ax_3

kde ya a px jsou gyromagnetické poméry jader A a X, rax je vzdalenost téchto jader a yq je

permeability vakua. To, jakym zplsobem se dipolarni interakce projevi ve spektru, zavisi kromé



Martin Dracinsky Habilitacni prace, Univerzita Karlova v Praze

velikosti dipolarni interakéni konstanty Day i na orientaci vektoru rax vici magnetickému poli

spektrometru.

2.1.3. Nepfimd spin—spinovd interakce
Nepfimé spin—spinové interakce, téZ nazyvané skalarni nebo J-interakce, jsou interakce mezi
jadernymi spiny zprostfedkované elektrony. Na rozdil od pfimych spin—spinovych interakci neni
jejich velikost primarné dana vzdalenosti mezi interagujicimi jadry ale elektronovou strukturou
molekuly. Vétsina NMR ucebnic popisuje nepfimou spin—spinovou interakci jako interakci po
vazbach a existence této interakce je mnohdy povaZovana za dlkaz existence kovalentnich
vazeb mezi interagujicimi atomy. Nicméné je znamo, Ze ackoliv je tato interakce
zprostredkovana elektrony, jejich kovalentni distribuce neni nutnou podminkou a skalarni
interakce mohou byt méfeny i naptiklad mezi jadry spojenymi vodikovou vazbou nebo

disperznimi silami ve van der Waalsovych komplexech.'?

2.1.4. Kvadrupoldrni interakce
Jadra, kterd maji spinové kvantové Cislo vétsi nez %, maji jaderny kvadrupdlovy moment a jeho
interakce s gradientem elektrického pole (daného distribuci okolnich jader a elektrond) se

nazyva kvadrupolarni interakce.

2.2 NMR spektroskopie latek v roztoku

Vsechny vyse zminéné NMR interakce maji anizotropni charakter; jejich velikost tedy zavisi na
orientaci zkoumané molekuly v magnetickém poli. Vroztocich se vsak diky rychlému
izotropnimu pohybu molekul anizotropie téchto interakci ztraci a k signalim ve spektrech pak
pfispivaji pouze izotropni priméry téchto interakci, coZ vede k pozorovani ostrych a dobfe
rozlisSenych spekter jader se spinovym kvantovym cislem %.

Izotropni chemicky posun je pravdépodobné nejdllezitéjsi méreny NMR parametr a
uspéch NMR spektroskopie ve strukturni analyze je zaloZen predevSim na interpretaci
chemickych posunl ve spektrech studovanych latek. Chemické posuny jsou dany rdznym
stinénim jader elektrony, které se nachazi v blizkosti pozorovaného jadra a v NMR spektrech Ize
¢asto vymezit dobie definované oblasti, kde se nachazi signdly urcitych funkénich skupin.

Jedinou dal$i NMR interakci, jejiz izotropni hodnota je nenulova, je nepfima spin—
spinova interakce. Velikost této interakce poskytuje nepostradatelné informace pfi urcovani

konformace a konfigurace molekul v roztoku. Napfiklad vztah mezi velikosti vicinalni interakéni
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konstanty a torznim Ghlem mezi interagujicimi atomy, znamy jako Karplusova kfivka,** je hojné
vyuzivan ve strukturni analyze.

Kvadrupolarni interakce a pfimé dipdl-dipdlové interakce maji nulovou izotropni
hodnotu a vizotropnich roztocich tedy neovliviiuji vyznamné vzhled NMR spekter, pouze
prispivaji k relaxaci spinového systému. Rychla relaxace muze byt vyhodna, protoZe diky navratu
spinového systému do rovnovahy lze rychle opakovat dany NMR experiment a akumulovat
namérena data. U jader s elektrickym kvadrupdlem byva ale relaxace natolik rychla, Ze vede
k velmi Sirokym nerozlisenym signdlim a prakticky tak znemoznuje interpretaci spekter téchto
jader.

Pokud je rychlost ndhodné reorientace molekul v roztoku sniZena, napriklad v kapalnych
krystalech, anizotropni charakter NMR interakci neni zcela potlaten a je moziné pozorovat
zbytkové pfimé dipdl-dipdlové interakce, zbytkové kvadrupolarni interakce nebo zbytkovou
anizotropii chemického stinéni. Méreni téchto zbytkovych anizotropnich interakci v roztoku se
stalo vitanym dopliikem standardnich NMR experimentl a hojné se vyuziva pfi urcovani

tfidimenzionalni struktury biomolekul® i malych organickych molekul.®’

2.3. NMR spektroskopie pevnych latek

NMR spektroskopie pevnych latek je v soucasné dobé casto pouzivdna jako komplementarni
technika k difrakénim metodam pro charakterizaci pevnych latek. NMR spektroskopie mize
poskytnout informace, které jsou pomoci difrakénich metod (pfedevsim difrakce rentgenového
zareni) obtizné zjistitelné — napfiklad informace o pozicich vodikovych atomU nebo o dynamice
molekul v pevném stavu. Nezastupitelnou roli hraje NMR spektroskopie naptiklad pfi
charakterizaci polymorfnich struktur krystalickych latek nebo p¥i charakterizaci amorfnich latek.

V pevnych latkach vétSinou nedochazi krychlé reorientaci molekul a vSechny vyse
zminéné NMR interakce prispivaji ke vzhledu NMR spekter. To, jakym zpUsobem se tyto
interakce ve spektru projevi, je dano orientaci molekul vic¢i magnetickému poli NMR
spektrometru, coz vede k tomu, Ze NMR spektra praskovych vzork( s nahodnou orientaci
krystaliti mohou byt velmi komplikovana a tézko interpretovatelna. Pfi méreni NMR spekter
pevnych organickych latek se proto pouZivaji dvé techniky, které vyznamné zjednodusuji
vysledna spektra: vysokovykonny dekaplink a rotace vzorku pod magickym dhlem (54,7°, magic
angle spinning, MAS). Vysokovykonny dekaplink vede k potlaceni vSech dipdl—-dipdlovych
interakci s dekaplovanymi jadry. Rotace vzorku pod magickym uUhlem vede k ¢aste¢nému
potlaceni anizotropniho charakteru NMR interakci. Vzhled spektra jader se spinovym kvantovym

Cislem % pak urcuji predevsim izotropni chemické posuny pozorovanych jader, takZze napftiklad
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3¢ spektra mé¥ena s rotaci pod magickym thlem a s dekaplinkem vodikovych jader mohou byt
velmi podobna uhlikovym spektriim méfenym v roztoku.

V nékterych pripadech je ale vyhodné vyuZit anizotropii NMR interakci v pevnych
latkach. Napriklad méfeni pfimych dipél—-dipdlovych interakci Ize vyuZit k presnému urcovani
vzdalenosti mezi jadry. ProtoZe je anizotropie NMR interakci sniZzovana molekulovymi pohyby,
Ilze méreni anizotropnich parametrl také vyuZit ke studiu dynamiky molekul v pevném
skupenstvi.® Napfiklad méfeni deuteriovych kvadrupoldrnich interakci je obzvldété vyhodné,
protoZe tyto interakce jsou pomérné malé a tedy snadno méritelné a zaroven velmi citlivé na

lokalni dynamické procesy.’

2.4. Vypocty NMR parametri

ProtoZe na vzhled NMR spekter maji vliv jak intra- tak intermolekularni interakce a komplexni
informace o strukture studovanych molekul je zredukovana do nékolika malo pozorovatelnych
veli¢in, vyuZivaji se Casto pfi interpretaci NMR experimentl vypocetni metody. Vypoctend NMR
data poskytuji pfimé spojeni mezi strukturou a pozorovatelnymi velicinami v NMR spektrech.
Velikost prfimé dipdl—dipdlové interakce lIze vypocditat jednoduse ze vzdalenosti interagujicich
jader, ale vSechny ostatni NMR parametry jsou ovlivnény strukturou elektronového obalu a pro
jejich predikci je tfeba pouzit kvantové chemické vypocty. V sou€asnosti nejrozsirenéjsi metody
vypoctu NMR parametr( jsou zaloZeny na teorii funkcionalu hustoty (density functional theory,
DFT). Typicky postup vypoctu zahrnuje optimalizaci geometrie molekuly minimalizaci energie a
nasledny vypocet NMR parametrl. Bézné se pocitaji NMR parametry izolovanych molekul, ale
v poslednich 10-15 letech doslo k obrovskému pokroku v metodologii vypoctd NMR parametr(
pevnych latek. Rozvoj téchto vypocetnich metod vedl dokonce ke vzniku nového oboru — NMR
krystalografie, ktery je zalozen na kombinaci experimentélnich a teoretickych NMR dat.’®™*
Metody NMR krystalografie Ize vyuzivat ke studiu struktury a lokalnich pohybl v pevnych

latkach a to nejen krystalickych.
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3. Shrnuti vlastnich vysledkii

Ve svém vyzkumu se dlouhodobé zabyvam vyvojem novych experimentalnich a teoretickych
metod NMR spektroskopie. V prvni Casti tohoto shrnuti budou stru¢né predstaveny vybrané
publikace zabyvajici se rozvojem teoretickych metod vypoctu NMR parametr(l. Ve druhé ¢asti
pak budou ukazany predevsim experimentalni vysledky ziskané pri studiu modifikovanych sloZek

nukleovych kyselin.

3.1. Vliv dynamického chovani molekul na NMR parametry

Jak bylo jiz feceno, standardnim postupem kvantové chemickych vypoctd NMR parametrl je
provedeni optimalizace geometrie nasledované vlastnim NMR vypoétem. Tento NMR vypocet
tedy byva provadén na jedné statické struktufe molekuly, kde jsou pozice jednotlivych atomi
jasné definovany. Redlné molekuly ale nejsou statické — i pfi teploté absolutni nuly molekuly
vibruji a pfi vyssSich teplotach se mohou Ucastnit celé fady dynamickych déja. Experimentalni
NMR parametry tedy neodpovidaji jedné statické struktufe ale casovému priméru vsech
dynamickych stav(i molekuly. Pokud napfiklad méfime spektra béznych izotop( s rezonancnimi
frekvencemi v fadech stovek MHz, vibracni pohyby molekul, které probihaji na femtosekundové
aZ pikosekunduvé ¢asové skale, budou zcela vyprimérovany.

Vibracni stfedovani je mozné pri vypoctu NMR parametr(l zohlednit dvéma zpUsoby.
Jednim z nich je vypocet vibracni vinové funkce a jeji vynasobeni vypoctenou zdavislosti NMR
parametrd na geometrii molekuly. Tento pfistup jsem poufZil napfiklad v publikaci 1 (PFiloha 1),
kde byl systematicky studovan vliv pouZitych aproximaci vibra¢ni vinové funkce na shodu
vypoctenych vibracnich korekci s experimentalnimi daty. Ve druhé publikaci (Pfiloha 2) je pak
studovan vliv vibrac¢nich pohybU na chemické posuny v krystalickych latkach. Druhym zplsobem
vibra¢niho stfedovani je provedeni simulace molekulové dynamiky (MD) a vypocet NMR
parametrl pro soubor struktur ziskanych ztéto simulace. NMR parametry vypocitané pro
jednotlivé struktury jsou potom primérovany. Nevyhodou tohoto pfristupu je, Ze pro tyto MD
simulace nelze pouzit klasické simulacni techniky zaloZzené na empirickych silovych polich,
protoze empiricka silova pole nereflektuji kvantovy charakter molekulovych vibraci. Naopak
velkou vyhodou metod zaloZzenych na primérovani NMR dat vypoctenych pro trajektorie z MD
simulaci je, Ze tyto simulace mohou zahrnovat jakykoliv dynamicky déj, nejen molekulové
vibrace ale napfiklad i konformacni rovnovahu, dynamické chovani solvatacniho obalu nebo

protonaci/deprotonaci studované molekuly.
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Kombinaci MD simulaci a vypoctdl NMR parametrd jsem studoval vliv rychlych
molekulovych pohyb( na veli¢iny pozorovatelné v NMR spektrech pevnych latek (Pfilohy 2 a 3).
Tyto studie ukazaly, Ze vibracni a libracni (oscilace celych molekul v krystalové mfizce) pohyby
vedou ke sniZeni anizotropie pozorovatelnych NMR parametrl (anizotropie chemického stinéni
a kvadrupolarniho kaplinku). Zahrnuti téchto rychlych molekulovych pohyb( do vypoctu potom
vede klepsi shodé s experimentalnimi anizotropiemi a je tedy Zadouci predevSim pro NMR
krystalografii.

Chemické posuny a skalarni interakcni konstanty molekul v roztoku mohou byt vyrazné
ovlivnény interakcemi s rozpoustédlem. Pfi nejcastéji pouzivanych NMR vypoctech izolovanych
molekul je rozpoustédlo bud zcela zanedbano nebo simulovano jako polarizovatelné
kontinuum. Solvatacnim efektim v NMR spektroskopii a jejich modelovanim se dlouhodobé
zabyvam, coz dokladaji tfi prilozené publikace (PFilohy 4-6). V téchto pracich bylo ukazano, ze
simulace rozpoustédla pomoci polarizovatelného kontinua neni vhodna v pfipadé rozpoustédel,
které se studovanou latkou interaguji, napriklad vodikovymi vazbami nebo m—mn interakcemi.
Jako metoda, kterda poskytuje nejlepsi shodu s experimentadlnimi daty, byla opét prokazana
kombinace MD simulaci s vypoéty NMR parametrd pro soubor struktur ziskanych ztéchto
simulaci. Také bylo ukazano, Ze trajektorie ziskané z DFT molekulové dynamiky poskytuji lepsi
shodu vypoctenych NMR parametr(l nez trajektorie z klasické molekulové dynamiky.

Jednou ze studovanych modelovych latek pro sledovéni vlivu solvatace na NMR
parametry je alanin, ktery se v zavislosti na pH prostfedi mlzZe vyskytovat vjedné ze tfi
iontovych forem — kation, zwitterion, anion. Kazda z téchto forem ma jiné experimentalni
hodnoty chemickych posun( a skaldrnich interakénich konstant. Pouzije-li se pro vypocet NMR
parametrd standardni postup se simulaci rozpoustédla pomoci polarizovatelného kontinua,
vysledné rozdily chemickych posund mezi jednotlivymi formami jsou daleko od
experimentalnich rozdild (Tabulka 1). Pokud se vSak provede DFT simulace molekulové
dynamiky a nasledné se pocitaji chemické posuny pro soubor molekulovych klastr(i alaninu se
vSemi molekulami vody v jeho blizkém okoli, vysledna shoda s experimentalnimi daty je velmi
dobra. Stejny zavér plati i pro shodu experimentalnich a vypoctenych skalarnich interakcnich
konstant. Tato kombinace NMR experimentld s MD simulacemi zarovenn umoZiiuje studovat
nejen strukturu rozpusténé latky (alaninu), pro kterou jsou k dispozici NMR data, ale i strukturu

a dynamiku hydratacniho obalu, které jsou pouze experimentalnimi metodami tézko dostupné.
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Tabulka 1. Experimentalni a vypoctené rozdily chemickych posunt rliznych iontovych forem
alaninu (A™ - anion, A — zwitterion, A" — kation). Simulace rozpoustédla ve vypoctech pomoci
polarizovatelného kontinua (PCM) nebo simulaci molekulové dynamiky (MD) s explicitnimi

molekulami vody a nasledny vypocet chemickych posun( pro soubor MD struktur.

SA- 6A™ SA*- 6A™Y
atom PCM MD Exp. atom PCM MD Exp.
N -11.7 -6.91 -6.60 N -4.94 -2.47 -2.20
c* 0.87 -0.24 0.93 c* -1.21 -2.14 -1.77
C 14.31 9.80 8.94 C -0.42 -2.47 -3.11
cP 4.72 3.22 4.25 cP -2.19 -0.95 -0.83
H° -0.9 -0.77 -0.48 H® 0.76 0.58 0.37
HP -0.41 -0.35 -0.26 HP 0.27 0.23 0.08

DFT molekulova dynamika vyuzivd pro vypocet sil plsobicich na jednotlivé atomy
v pribéhu simulace kvantové chemické DFT metody. Jadra atomu se ale v DFT dynamice chovaji
jako klasické castice, jejichz pohyb je dan Newtonovymi pohybovymi rovnicemi. Jadra lehkych
atom( (hlavné vodiku ‘H) mohou mit ale ¢aste¢né vinovy charakter, ktery vede k nukledrnim
kvantovym efektim (NQE) jako tunelovani nebo delokalizace pozic jader. Tyto nuklearni
kvantové efekty nejsou v béznych MD simulacich (klasickych i DFT) zahrnuty. Jednim z mozZnych
zpUsobu, jak NQE do simulaci zahrnout je pouZiti molekulové dynamiky s drahovymi integraly
(path integral molecular dynamics, PIMD). Ve tfech pfiloZzenych publikacich (Pfiloha 7-9) jsem
systematicky studoval, jaky vliv maji nuklearni kvantové efekty na pozorovatelné NMR
parametry.

Napfiklad jsme ukazali, Ze NQE vedou ke zménam chemickych posun( uhlikovych atomi
pevnych latek. To je predevSim dano delokalizaci vodikovych jader v blizkosti pozorovanych
uhlikd. Nejvétsi vliv NQE byl pozorovan pro methylové skupiny a nejmensi pro kvartérni uhliky.
Tyto vysledky vedly zaroven kobjasnéni dfive pozorovanych nesrovnalosti v korelacich
experimentalnich a vypoctenych chemickych posunt uhlikovych atomu. V idedlnim pfipadé by
takové korelace mély byt linearni se smérnici 1, v mnoha studiich zabyvajicich se NMR
krystalografii se ale smérnice této korelace odchylovala od hodnoty 1. V nasi praci (Pfiloha 7)
jsme ukazali, Ze pokud se kvypoctenym hodnotam chemickych posun( pripocte vliv NQE,
vysledna smérnice korelace je velmi blizka hodnoté 1. Tento vliv NQE byl vysvétlen tak, Ze

v NMR spektrech byvaji uhlikové signaly methylovych skupin v oblasti nizSich hodnot
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chemickych posunl a signaly kvartérnich uhlikd spiSe v oblasti vyssich chemickych posun.
Protoze vliv NQE na uhlikové posuny je vétsi pro methylové uhliky nezZ pro kvartérni, dochazi ke
zméné smérnice linedrni korelace. Ve stejné praci jsme také ukazali, Ze kombinaci PIMD simulaci
s vypocty chemickych posunl a skalarnich interakénich konstant Ize predikovat zmény téchto
NMR parametrd pii izotopové vyméné vodiku 'H za deuterium v excelentni shodé
s experimentem (Obrazek 1). Tyto izotopové posuny jsou pfitom mimoradné dilezité napfriklad

pfi objasfiovani mechanism( chemickych reakci.

HLC COO°
alanine —
+
NH3 Y 55
- Experiment  Vypocet
D;C COO
Y alanine-d, —— c1 -0,05 -0,04
N H3+
2 0,20 0,18
c3 0,85 0,93

180
Obrazek 1. ®C NMR spektra krystalického alaninu s pfirozenym izotopovym zastoupenim a
alaninu s deuterovanou methylovou skupinou. Experimentdlni a vypoctené izotopové posuny

(ppm) uhlikovych signall jsou uvedeny v tabulce.

V dalsi praci (Pfiloha 8) jsme ukdazali, Ze pomoci PIMD simulaci lze také spravné
predpovidat teplotni zavislosti NMR parametrd (chemickych posun( a kvadrupolarniho
kaplinku). Metody simulaci molekulové dynamiky, které nezahrnuji NQE, vedou k vyrazné vyssi
zavislosti distribuce atomovych pozic na teploté a tedy i k nerealistické teplotni zavislosti NMR
parametrd, kdezto PIMD simulace, kde je simulovano i kvantovani vibracnich stavli molekul,
vedou k vynikajici shodé vypoctenych a experimentalnich teplotnich zavislosti.

V posledni praci, kterd je zafazena do této casti (Pfiloha 9), jsou vyuZity zkuSenosti
s PIMD simulacemi pfi studiu rezonan¢né stabilizovanych vodikovych vazeb (resonance assisted
hydrogen bonds, RAHB). Byla pfipravena °N znaend slou¢enina 1 (pfipravila Lucie Cechova,
UOCHB AV CR), ktera existuje v rovnovazném stavu jako smés rotamer(i A a B. Tyto rotamery se
liSi orientaci nitroso skupiny, kterd mizZe tvofit intramolekularni vodikovou vazbu s jednim ze

dvou moznych donori vodikové vazby v sousednich pozicich. Tyto vodikové vazby, kde donor a
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akceptor jsou propojeny systémem konjugovanych dvojnych vazeb, se oznacuji jako rezonanc¢né

stabilizované.” v **

N NMR spektru latky 1 jsou pak vidét dvé sady signal( odpovidajici témto
dvéma rotamerdm. Napfiklad rozdil chemického posunu dusiku nitroso skupiny je 20,6 ppm
(Obrazek 2), avsak standardni DFT vypocet chemickych posunl pro optimalizované geometrie
vede k rozdilu chemickych posun( dusikd nitroso skupin o velikosti 10,0 ppm. Po zahrnuti NQE
do vypoctu je vysledny rozdil chemickych posunt 19,6 ppm, tedy ve velmi dobré shodé
s experimentalni hodnotou. V této praci bylo prokazano, Ze rezonancni stabilizace je Uzce spjata

s delokalizaci vodikovych jader a Ze NMR spektroskopie ve spojeni s PIMD simulacemi je vhodny

nastroj, ke studiu této delokalizace.

Ho H 0 H.y-H X
N)iN 1B 1A E&I o
HN~ N N HNT NN
PN &

] Q

N {1H}

S

r T T T T T 1

650 645 640 635 630 625 620
S/ ppm

Obrazek 2. Cast >N NMR spektra latky 1 s oblasti signald nitroso skupiny.

3.2. Studium struktury a dynamiky modifikovanych slozek

nukleovych Kkyselin

Nukleobaze, nukleotidy a nukleové kyseliny jsou fascinujici molekuly zodpovédné za mnoho
bunécénych procesl jako je uloZeni dédicné informace, metabolické regulace nebo katalyza
biochemickych reakci.”* Chemické modifikace slozek nukleovych kyselin navic oteviraji nové
moznosti boje proti mnoha nemocem, napfiklad AIDS nebo rakoviné.**™ NMR spektroskopie
umoZiuje studovat nejenom strukturu noveé pripravenych derivatd sloZzek nukleovych kyselin ale

i jejich reaktivitu a dynamické chovani.
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Modifikované slozky nukleovych kyselin jsou vyznamnym predmétem mého vyzkumu.
Pro ziskani novych informaci o téchto molekuldch ve své praci ¢asto kombinuji experimentdlni a
teoretické pristupy. Nékteré aspekty studia sloZzek nukleovych kyselin pomoci NMR
spektroskopie jsem shrnul ve tfech zvanych piehlednych ¢lancich,” ' které vak kvali svému

znacnému rozsahu nejsou soucasti této prace.

3.2.1. 5-Nitrosopyrimidiny
Derivaty pyrimidinu s nitroso skupinou v poloze 5 byly jiz predstaveny v zavéru predchozi ¢asti.
Jejich studiu jsou vénovany i dalsi publikace (Pfilohy 10-12). VSechny studované latky byly
pripraveny ve skupiné Dr. Zlatka Janeby na UOCHB AV CR. Jak jiZ bylo fe¢eno, tyto latky vytvareji
stabilni intramolekularni vodikové vazby a pokud jsou v sousedstvi nitroso skupiny dva razné
donory vodikové vazby, tyto molekuly mohou existovat jako smés dvou rotamer(l. Svyym tvarem
i elektrostatickym potencidlem tyto molekuly mimikuji derivaty purinu (Obrazek 3) a pfitomnost
dvou forem téchto latek mlze byt vyuzita k cileni jejich vlivu na dva rlizné bunécné procesy.
Pomér téchto dvou rotamer( v rovnovaze je vyrazné ovlivnén substituenty na amino skupinach,
které slouzi jako donory vodikové vazby. Vhodnou volbou téchto substituentl Ize ladit
rovnovazny pomér obou rotamerl v Sirokém rozsahu. Naptiklad pro sérii derivatd 5-
nitrospyrimidinu (Obrazek 4) s para-substituovanym derivdtem anilinu v sousedni pozici
k nitroso skupiné je rovnovainé zastoupeni rotameru, kde nitroso skupina tvofi vodikovou
vazbu s timto anilinovym vodikem, silné zavislé na charakteru para substituentu a mlze nabyvat

hodnot 32—-84%.

NH, NH,

N N
o ooy (L L
Yt = T W S
H,N” N7 °N- H,N” >N~ "N N @~ N
X LT LY
H
HN™ N7 N HZNJ\N/ N

Obrazek 3. Jeden derivat 5-nitrosopurinu mimikujici dva rlizné purinové derivaty.
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R?2= CHsCO H cyPr CHs

R2 _H 2
N R\N,H o
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)NI\\ N6 = N7
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R'=NH, OH CH; H Cl COOCH; CF; CN

Obrazek 4. Rovnovazné zastoupeni rotamerl 5-nitrosopyrimidinu je zavislé na substituentech na

donorech vodikové vazby.

Velikost bariéry rotace nitroso skupiny a tedy bariéry pfechodu jednoho rotameru na
druhy lze zjistit pomoci analyzy NMR spekter mérenych pfi rliznych teplotach. Tato méreni
ukazala, Ze rychlost rotace kolem C-NO vazby je velmi pomala a tedy velkost izomeracni bariéry
je prekvapivé vysokd. V nékterych pfipadech bylo dokonce moiné oba rotamery od sebe
separovat béznymi chromatografickymi metodami (Pfiloha 11). Izolované rotamery modelové
latky 2 byly charakterizovany pomoci *C NMR spekter méfenych v pevném stavu a bylo
ukazano, Ze jeden zrotamer( je krystalicky a druhy je amorfni. Amorfni rotamer postupné
v pevném stavu v pribéhu nékolika mésic prechazi na krystalickou formu opacného rotameru
(Obrazek 5). Po rozpusténi Cistych rotamer( dochazi k postupnému ustanovovani konformacni
rovnovéhy, které je mozné sledovat postupnym métenim série 'H NMR spekter. Kinetické
parametry zjisténé ztohoto méreni potvrdily neobvyklou velikost bariéry rotace kolem

jednoduché C—NO vazby.
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Obrazek 5. Postupny prechod amorfniho rotameru B latky 2 na krystalicky rotamer A sledovany

pomoci *C NMR spekter pevné latky (zobrazena je pouze oblast signalt aromatickych uhlik{).

Tato mimoradné velikd bariéra rotace vedla khypotéze, Ze stabilita jednotlivych
rotamerU neni zplUsobena pouze intramolekularnimi vodikovymi vazbami, ale Ze branéné rotaci
mUzZe prispivat i push—pull interakce substituentl na pyrimidinovém kruhu. Interakce elektron-
donornich a elektron-akceptornich substituentl muze vést k intamolekularnimu prenosu naboje

(intramolecular charge transfer, ICT) a tim ke zvySeni fadu vazby C-NO (Obrazek 6).

Rotamer A Rotamer B
R' _H R' _H
N N~ O
p 5C N I[\Ij
)N\/ | S0 NO rotatace NI AN
NS -~
H,N"2 N7e N’H HZN)\N/ N
R2 f R2
rICT ICT
R! _H R! HO
N (0]
N.© pomala l{l
j\ - O NO rotatace N
® 7 _H ® —
HoN™ 'N° N HZN)\N N’H
R? R2

Obrazek 6. Intramolekularni prenos naboje (ICT) vede ke zpomaleni rotace kolem C—NO vazby.
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Pomoci analyzy NMR spekter mérenych pfi riznych teplotach byly stanoveny bariéry
rotace kolem C5—-NO vazby pro sérii derivat(i 3a—3f s riznymi substituenty v poloze 2 (Obrazek
7) a bylo zjisténo, Ze elektron-donorni substituenty zvysuji velikost této bariéry. Bylo tedy
prokazano, Ze intramolekularni prenos naboje vede ke zvySeni radu formalné jednoduchych
vazeb a tim i ke zvySeni rotacni bariéry kolem téchto vazeb. U methylamino derivatu 3b je navic
i bariéra rotace kolem vazby C2—-NHCH; natolik vysokda, Ze v NMR spektrech této latky lze
pozorovat ctyfi konformery odpovidajici dvéma rotamerdm kolem C5-NO vazby a dvéma
rotamerdm kolem C2-NHCH; vazby. Pomoci analyzy NMR spekter mérenych pfi rdznych
teplotach byla uréena i velikost této bariéry rotace kolem C2—-NHCH; vazby, ktera je o cca 6

kcal/mol vy$si u 5-nitrosoderivatu 3b nez u analogické latky bez nitroso skupiny v poloze 5.

H. _H H. _H
B r\\l 9 a NH
4 a 2
NN Borotatage H/%v N b HHGH, 'Barlera
2 Bg . 3
RY NN RZNT N d scH rotace
‘ ° CHs C-NO
Rotamer A 3a-3f Rotamer B f H

Obrazek 7. Substituent v poloze 2 u derivatd 5-nitrosopyrimidunu 3a—3f vyrazné ovliviiuje

velikost bariéry rotace kolem C—NO vazby.

U derivatd 5-nitrosopyrimidinu se dvéma donory vodikové vazby v polohach 4 a 6 bylo
tedy zjiSténo, Ze rovnovainé zastoupeni dvou moznych struktur s intramolekuldrni vodikovou
vazbou lze fidit vhodnou volbou téchto donord vodikové vazby a bariéru prechodu mezi témito
dvéma moznymi strukturami lze ovliviiovat charakterem substituentu v poloze 2. Tyto latky by
tedy mohly fungovat jako variabilni molekulové prepinace. V soucasné dobé proto studujeme
vliv externich interakci (napfiklad intermolekuldrnich vodikovych vazeb) na rotamerni

rovnovahu téchto latek.

3.2.2. Izotopové vymény vodiku v derivdatech pyrimidinu
Jinym prikladem vyuziti NMR spektroskopie pfi vyzkumu vlastnosti bazi nukleovych kyselin je
studie izotopovych vymén vodiku v poloze 5 derivat( uracilu (Pfiloha 13). Tato studie navazuje
na nasi predchozi praci, ve které byl vysvétlen mechanismus izotopovych vymén vodiku v poloze
5 u derivatd pyrimidinu s elektron-donornimi substituenty.'® Tento mechanismus zahrnoval C-

protonované/deuterované formy pyrimidinu, které jsou vV rovnovaze s N-
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protonovanymi/deuterovanymi formami (Obrazek 8). Vyslednd izotopovd vyména je
mimoradné dulezitd pri studiu mechanismu G¢inku novych potencidlnich 1é¢iv na bazi
pyrimidinu, protoZe vtéchto studiich se casto pouZivd radioaktivni znaceni tritiem pravé

v poloze 5.

@/ oo Q; @L = ff e ”Q/D

H

Obrazek 8. Mechanismus izotopové vymény vodiku v poloze 5 u derivatd pyrimidinu.

Podobna izotopovd vyména vodiku v poloze 5 byla pozorovdna i u uracilu a jeho
derivatl, prestoZe protonace uracilu v neutrdinim prostredi je velmi nepravdépodobna (pKa
protonovaného uracilu je —2)."* Na zékladé méFeni kinetiky izotopové vymény pomoci NMR
spektroskopie a vypoctu energii vSech moznych tautomernich forem uracilu byl navrien
mechanismus této izotopové vymény, ktery jako klicovy intermediat zahrnuje neobvykly
tautomer uracilu ssp°> hybridizovanym uhlikem v poloze 5 (Obrazek 9). Tento tautomer ma
energii o 15,6 kcal/mol vy$si nez kanonicky tautomer uracilu s dvéma vodiky na dusikovych

atomech. Znalost mechanismu izotopové vymény vodiku byla vyuZita k navrZeni jednoduché

metody pro pfipravu série tritiem znacenych derivatd uracilu.?

Obrazek 9. Mechanismus izotopové vymény vodiku v poloze 5 derivatd uracilu.
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3.2.3.  Dynamické chovdni solvatacniho obalu v pevnych hydrdtech nukleotid(

Dalsim ptikladem vyuziti NMR spektroskopie pfi vyzkumu slozek nukleovych kyselin je studium
struktury krystalickych hydrat( nukleotid( (Pfiloha 14). Dva pfirozené nukleotidy, guanosin-5°-
monofosfat (GMP) a uridin-5-monofosfat (UMP), tvofi pfi krystalizaci jejich sodnych soli
z vodného prostredi heptahydraty, jejichz struktura byla jiz dfive studovana pomoci rentgenové
difrakce.” ™ Obé krystalové struktury se sklddaji z vrstev nukleotid(i, mezi kterymi jsou kanaly
s molekulami vody a sodnymi kationty. V pfipadé GMP jsou pozice vSech molekul vody i sodnych
kationt(l dobre definovany, v solvata¢nim kandlu UMP panuje ale velkd neusporadanost a pozice
jednotlivych molekul vody a sodnych kationtl nebylo mozné pomoci difrakénich experiment(
urcit.

V3P NMR spektru krystalického GMP (Obrazek 10) jsou vidét dva signdly, které
odpovidaji dvéma atomim fosforu v krystalograficky neekvivalentnich molekulach GMP (v
asymetrické burice GMP jsou dvé molekuly GMP, Z‘ = 2). Ve fosforovém spektru GMP je navic
patrny dalsi signal, ktery patfi dehydratované formé GMP, jeho intenzita pti vyssich teplotach
postupné vzrlista na ukor intenzity signal heptahydratu GMP.

Struktura UMP zjisténa z difrakénich experimentl obsahuje v asymetrické burice pouze
jednu molekulu UMP (Z‘ = 1), ve fosforovém NMR spektru bychom tedy méli pozorovat pouze
jeden signal. V experimentalnim spektru je ale mnoho vzajemné se prekryvajicich signald. Toto
velké mnoizstvi signdlll je dasledkem neusporadanosti solvataéniho obalu. Protoze
v krystalickém UMP existuji rGzné struktury hydratovaného fosfatového aniontu, jadra fosforu
v téchto strukturach maji rizné chemické posuny.

Podobné pozorovani byla u¢inéna i v 2Na spektrech krystalickych GMP a UMP. GMP
obsahuje ctyfi krystalograficky neekvivalentni pozice sodikového kationtu a ve spektrech jsou
vidét Ctyfi signaly odpovidajici témto pozicim. Naproti tomu v sodikovych spektrech UMP lze

pozorovat velké mnoZstvi vzajemné se prekryvajicich signald.
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Obrazek 10. *'P NMR spektra krystalickych hydrati GMP a UMP méfend pfi rtiznych teplotach.

Signal u 5 ppm ve spektru GMP patfi dehydratované formé.

Dynamické chovani solvatacniho obalu Ize studovat pomoci deuteriovych NMR spekter
pevnych latek. ProtoZe deuterium ma spinové kvantové cislo 1, jeho jadra maiji kvadrupolarni
moment a ve “H spektrech pevnych latek pak pozorujeme kvadrupolarni kaplink. Na obrazku 11
vlevo je *H NMR spektrum krystalického hydratu GMP pfipraveného krystalizaci z D,0. Sitka
spektra a tvar signalu v tomto spektru odpovidaji typickym *H spektrdim rigidnich pevnych latek.
Porovnanim tohoto spektra se simulovanymi spektry lze odhadnout velikost kvadrupolarniho
kaplinku na pfiblizné 200 kHz. Naproti tomu deuteriové spektrum UMP pfipraveného
krystalizaci z D,0O je mnohem uzsi, coz potvrzuje velkou mobilitu molekul vody v tomto hydratu
(diky fluktuaci tenzoru gradientu elektrického pole je primérny tenzor blizsi své izotropni, a
tedy nulové, hodnoté). Odhadovana velikost kvadrupolarniho kaplinku deuteria v UMP ziskana

porovnanim experimentalnich a simulovanych spekter je 35 kHz.
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Obrazek 11. *H NMR spektra krystalickych hydratd GMP a UMP pfipravenych krystalizaci z D,0

mérena s rotaci vzorku pod magickym dhlem s frekvenci 10 kHz pfi teploté 20 °C.

Nizkd hodnota deuteriového kvadrupolarniho kaplinku v UMP potvrzuje velkou mobilitu
molekul vody v tomto hydratu. Krystalicka struktura UMP by se tedy dala popsat jako rigidni
matrice molekul nukleotidd s kanalky vyplnénymi volné se pohybujicimi molekulami vody a
sodnych kationtl. Zajimavé je, Ze vzhled deuteriového NMR spektra je témér nezavisly na
teploté a dokonce i pfi —80 °C je velikost kvadrupolarniho kaplinku stale blizka 35 kHz (Obrazek
12), coz znamena, ze molekuly vody jsou i pfi této teploté velmi pohyblivé a nedochazi k jejich

,Zamrznuti”.

20°C

-80 °C

600 400 200 0 -200 -400 -600
8/ ppm

Obrazek 12. Experimentalni ($edd) a simulovana (¢ervend) *H NMR spektra hydratu UMP pfi 20

a—80 °C.

Simulace molekulové dynamiky krystalického GMP a UMP potvrdily experimentalné

pozorované rozdily v mobilité molekul vody a sodnych kationtll v téchto dvou systémech. Tyto
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simulace byly provedeny pfi 1000 K a se zafixovanymi pozicemi atom( nukleotidli, nesimuluji
tedy realné chovani molekul v krystalech a nelze je pouiZit k ziskani dynamickych parametrd.
Tyto simulace ale jasné ukazuji, Ze molekuly vody a sodné kationty v solvatac¢nich kanalcich v

GMP osciluji kolem svych optimalnich pozic, kdezto v UMP mohou volné difundovat (Obrazek

13).

Obrazek 13. Prekryv 23 struktur z MD simulace GMP (vlevo) a UMP (vpravo). Atomy kysliku jsou
Cervené a atomy sodiku fialové, vodikové atomy nejsou zobrazeny kvili lepsi prehlednosti

obrazku.

Vsechna experimentdlni i teoreticka data tedy jasné poukazuji na rozdily v dynamickém

chovani molekul vody a sodnych kationtt v krystalickych hydratech GMP a UMP.
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4. Zaver

Jednim z cil predloZzeného souboru praci bylo presvédCit c¢tenare, Ze NMR spektroskopie
v kombinaci s kvantové chemickymi vypocty muiZe poskytnout informace o studovanych
systémech jinymi metodami nedostupné. Tyto informace se mohou tykat nejen struktury
studované latky ale i napfiklad struktury solvatacniho obalu, dynamického chovani molekul
nebo delokalizace atomovych jader.

Nékteré nejpodstatnéjsi zavéry tykajici se prvni ¢asti vysledkl lze shrnout v téchto
bodech:

- Jakykoliv dynamicky déj vcetné molekulovych vibraci ma vliv na pozorovatelné NMR
parametry.

- Kvantové chemické vypoéty NMR parametrl mohou poskytovat data ve velmi dobré shodé
s experimentem, pokud tyto vypocty zahrnuji dynamiku studovanych molekul.

- Simulace vlivu rozpoustédla na NMR parametry pomoci metod polarizovatelného kontinua
Casto selhdva, vhodnéjsi je pouzit simulace molekulové dynamiky.

- Nuklearni kvantové efekty mohou mit vyrazny vliv na NMR parametry.

- Pomoci PIMD simulaci je moZné studovat nuklearni kvantové efekty a predikovat napfiklad
izotopové posuny nebo teplotni zavislosti NMR parametra.

Ve druhé ¢asti vysledkl bylo predstaveno nékolik praci, které by mély dokladat, ze NMR
spektroskopie je vynikajici nastroj pro studium struktury a vlastnosti sloZzek nukleovych kyselin.
Bylo napfiklad ukdzano, Ze 5-nitrosopyrimidiny mohou nabyvat dvou prekvapivé stabilnich
rotamernich forem, kde pomér rotamerU v rovnovaze i velikost bariéry pfechodu mezi rotamery
Ize fidit volbou substituentl. Také byl vysvétlen mechanismus izotopové vymény vodiku
v poloze 5 derivatli pyrimidinu a pomoci metod NMR krystalografie byl prokazan prekvapivé

dynamicky charakter molekul vody krystalickém hydratu uridin-5‘-monofosfatu.
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