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1. UVOD

Aromatické dusikaté heterocykly jsou rozsdhlou skupinou organickych sloucenin. Mezi né
patii derivaty 7-azaindolu, produkty kondenzace Sesti- a péticlennych dusikatych heterocykli.
Derivaty 7-azaindolu jsou zajimavé predevsim svoji protinadorovou aktivitou, jako inhibitory
cyklin dependentnich kindz (CDK, maji dulezitou funkci pfi regulaci bunééného cyklu).
V posledni dobé jsou stfedem velkého zajmu 3-substituované derivaty 7-azaindolu, jako
ligandy | titanocenovych® komplexil s vysokou protinadorovou aktivitou'?!. Nejmoderngjsi
vyzkum je zaméfen na ziskavani komplexti Pt s protinadorovou aktivitou. Je smérovan na
piipravu ve vodé dobte rozpustnych komplexii s rizné substituovanymi derivaty 7-azaindolu
(31

Schopnost interpretace dat o struktufe sloucenin je nezbytnou soucasti nejen chemickych
véd. Prokazani struktury vede k jednozna¢né identifikaci nové ziskanych latek, pochopeni
jejich chemickych vlastnosti nebo dokonce k moznosti pfipravy pfirodnich latek syntetickymi
metodami. Vyznamnou ulohu v identifikaci struktury organickych, koordina¢nich, ptirodnich
a syntetickych sloucenin ma nukledrni magneticka rezonance vysokého rozliSeni v roztoku (=
stav maximalné pfiblizeny biochemickym, ,fyziologickym*, podminkam). Vyuziva se
k analyze chemickych individui, ale i sm&si & malych molekul az biomakromolekul!. Tato
metoda byla objevena Edwardem Purcellem a Felixem Blochem (v roce 1952 byli ocenéni
Nobelovou cenou za fyziku)[q

Pii zkoumani struktury a chovani koordina¢nich sloucenin v roztoku hraje roztokova
NMR spektroskopie vyznamnou a ¢asto rozhodujici roli. ZvIasté pak pii uréovani zplsobu
koordinace ligandi v komplexech pomoci vypoctu koordina¢nich chemickych posuni (Ad =
Okomplex — Oligand).- Nezaménitelnymi jsou v tomto piipadé experimenty s méfenim jader
(napiiklad - "°N), které se piimo zucastiuji koordinaéni vazby. Nejvhodngjsim zptisobem
zkoumani zpasobu koordinace jsou 2D heteronukledarni experimenty s nepfimou detekci a
jednovazebnou nebo vicevazebnou korelaci: {'H-""N}-gHMQC a {'H-"’N}-gHMBC.

K presné identifikaci slouCenin slouzi série 2D NMR spekter. Jednad se o pfifazeni
konkrétnich signali v mém pitipad¢ derivath 7-azaindolu v NMR spektrech. Méfeni 2D NMR
spekter téchto organickych sloucenin je nezbytné¢ nutné. Vzniklé chyby vyplyvajici z
interpretace 1D NMR experimentt totiz ¢asto vedou k nespravnym zavéram nejen o zptisobu

koordinace ligandd, ale 1 o strukturnim typu komplexi.



Cilem bakalarské prace je prokazani ptinosu 2D NMR spektroskopie pii interpretaci
vodikovych, uhlikovych a dusikovych signali v NMR spektrech. Zkoumany byly derivaty 7-
azaindolu, jakoZto vybrané potencialni ligandy fady komplexi.

Bakalatska prace se sklada ze tii ¢asti. V prvni ¢asti uvadim struény piehled derivata 7-
azaindolu. V druhé ¢asti se vénuji principtim nukledrni magnetické rezonancni spektroskopie
s dirazem na dvojdimenzionalni korelacni spektroskopii. Ve tieti ¢asti provadim interpretaci

samotné experimentalni vysledky NMR studia derivat 7-azaindolu.



2. TEORETICKA CAST.



2.1. Derivaty 7-azaindolu.

Stitedem velkého zajmu jsou derivaty 7-azaindolu (7-azaindol, 1H-pyrol[2,3-S]pyridin,
C7HgN>), jez jsou soucasti alkaloidu motského ptivodu, konkrétné a-azido-f-(4-methoxy-7-
azaindol-3-yl)akrylatu (variolin B) s inhibici cyklin dependetni kinazy (CDK1)!.

7-Azaindolové analogy - tetrahydropyridoindoliziny ucinkuji jako bunétné metabolity
prostaglandinovych D-2 receptoral'*.

S pomoci SAR (vztah struktura-aktivita) bylo zjisténo, Ze 7-azaindol-3-karboxamid
hydroxyethylamin t¢inkuje proti Alzheimerové nemoci (funguje jako amyloidni proteinovy
prekurzor)!'>!.

[3,5-d]-7-Azaindolové analogy inhibuji a-fosfatidyl-3-kindazu (PI3K), ktera je dilezitym
faktorem u mnoha nadord. Vyménou riznych skupin v 3,5-pozici 7-azaindolu za pomoci SAR
byla vyvinuta fada silnych inhibitord a-PI3K!'®. Takzvané azaindolové hydroxamové
kyseliny inhibuji HIV-1 integrazu, ktera je jednim ze tii kddovanych enzymt genomu HIV,
a je nezbytna pro replikaci virul'”.

Vypocet struktury pomoci NMR spektroskopie 2-7-substituovanych azaindolovych
derivatli vazanych na proteinovou tyrosinkindzu sleziny, je povazovan za atraktivni cil pro
pripravu 1é¢iv alergickych autoimunitnich onemocnénil®!l,

V poslednich desetiletich je o 7-azaindol velky zajem, a to z hlediska experimentalni
1 teoretické chemie. 7-Azaindolovy dimer slouzi jako modelovy systém procesu pienosu
protonit v DNA 1, Kromé toho je rovnéz chromoforem analogového 7-azatryptofanu, ktery
je pouzivan jako nahrada tryptofanu v mé&feni optickych vlastnosti bilkovin!'”. 7-Azaindol je
navic zajimavy jako ligand schopny tvofit koordinac¢ni slouceniny raznymi zptisoby.
Pfitomnost dvou nerovnocennych donorovych atomu dusiku, jenz jsou soucasti péti- a Sesti-
¢lenného cyklu mé za nasledek zajimavé koordinacni vlastnosti. Naptiklad je schopen tvofit
linearni komplexy Cu(II) polymerového typu [Cu(7-azaindol),CL], (obrazek 1)!'".

1H-Pyrrolo(2,3-b)pyridin-7-azaindolovy derivat je v posledni dobé zkouman jako jeden
z ligandll tzn. ,titanocenovych® komplext s vysokou protinddorovou aktivitou (ICso = 3,3
uM) na LLC-PK epitelialni bun&né linii prase&i ledviny!?.

Vyzkumy 7-azaindolu a jeho derivati s koordinujici se na platinu se vSak prozatim

omezuji pouze na desitku ¢lanka (podle Web of Science k datu 18.3. 2012), které jsou ve

veétSiné zamétfeny na cytotoxickou biologickou aktivitu.



Obrazek 1. Cast polymerni struktury komplexu [Cu(7-azaindol),Cl,], [

Nejmoderngj§i vyzkum derivati 7-azaindolu je smérovan na piipravu rizné
substituovanych derivati a komplexii Pt s protinadorovou aktivitou. Ptikladem mohou
poslouzit komplexy Pt(I) a Pt(IV) s 1,2,4,5-tetrakis(5-(p-C-tau-H;sPh)-7-azaindol-1-
yl)benzenem. Vysledna molekula je dobte rozpustna v béznych rozpoustédlech. To umoznuje
studovat reakce s riznymi oxidanty, redukéni prechody komplexi Pt(IV) na komplexy Pt(Il) a
naopak. Produkty téchto reakci se ovétuji pomoci NMR spektroskopie a rentgenostrukturni

121 3 bis(7-azaindol-1-yl)fenyl!"!

(X-ray) analyzy). Dalsi derivaty: bis(7-azaindol-1-yl)metyl
byly pouzity v ptipravé sérii komplext Pt(II) a Pt(IV).

Relativné  neddvno  byla  pfipravena  série  7-azaindolyl komplexi  typu
[NBuy][M(CgFs),(Haza-N7)(aza-N1)] , kde M = Pd(IV), Pt(IV), aza = (1H-pyrrolo[2,3-
b]pyridinat)]-7-azaindolét s protinddorovou aktivitou na bunéénych liniich A2780 (rakovina
vajecnikll) a T47D (rakovina prsni zlazy) (ICso = 0,34 a 0,53 ,uM)[lg].

7-Azaindolové derivéty a jejich komplexy s Pt(IT) maji také luminiscenéni vlastnostil'™.
Zminéné luminiscencni vlastnosti 7-azaindolu, pfesnéji — fluorescencni, byly pouzity pro
ziskani fluoreskujicich komplext Pt(Il), které jsou analogy cis- a trans—platiny. U cis- a trans-
[PtCly(aromaticky amin)(NH;3)] komplext je aromaticky amin vyménovan za 7-azaindol. Za
zminku stoji také cis- a trans-[PtCly(7-azaindol)(NHj3)] komplexy, které jsou vynikajicimi
modely analogli cytotoxickych cis- a trans- komplexi, které mohou byt pouzity ke studiu

metabolismu v nadorovych buiikach!?”’.



2.2. 2D-NMR spektroskopie.
2.2.1. Uvod do NMR spektroskopie.

NMR, jak jiz ndzev napovidd, vyuzivd rezonanCnich vlastnosti jader v silném
homogennim magnetickém poli. Tato jadra v rezonan¢nim stavu absorbuji energii v podobé
radiofrekven¢niho zafeni a ptfechazi do excitovaného stavu. Vysledkem méfeni je spektrum,
které urcuje zavislost mezi intenzitou absorbovaného zafeni a jeho frekvenci.

NMR vyuziva pouze jadra s lichym poctem neutrond, protonl, nebo obojiho. Jadra se
sudym poctem neutronl i protonii magneticky moment nemaji. Magneticky moment [u] je
vektorova velicina, kterd je vyjadiena jako soucin gyromagnetického poméru [y]
(charakteristicka veli¢ina jadra) a momentu hybnosti [J] p =1y - J**,

Po vlozZeni jadra do silného homogenniho magnetického pole dochazi k uspotadani
magnetickych momentli ve sméru magnetického pole. Mirn€ pievazuji kladnd spinova
uspotadani pred zapornymi. Spiny se rozdéli do dvou energetickych skupin. Jedna se o
Zeemanuv jev. Magneticky moment vykondva tzv. precesni pohyb, coz znamend, Ze opisuje
kruznici (obrazek 2)**.

Vzorek je poté na kratkou dobu ozafen impulsem o frekvenci (Larmorova frekvence),
ktera je piiblizn& stejna jako rezonanéni frekvence jader ve vzorku. Cim déle plisobi impuls
na jadro, tim vice se vektor magnetického momentu vychyluje ze své polohy (zvétSuje se
sklapéci uhel, obrazek 3). Déle nésleduje relaxace (podélnd a pificnd) - proces navraceni

spinového systému do rovnovahy.

M

sila(y)

1, = +1/2 1, =-1/2

Obrazek 2. Interakce mezi vnéj$im magnetickym polem a spinovym momentem j ader >,

Hlavnim identifikaénim voditkem jader je chemicky posun [3]. Kazdé jadro ma specifické

elektronové okoli, které z¢asti stini vnéjsi magnetické pole. Tato zména magnetického pole se
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nazyva stinéni [G]. Pokles stinéni vede k nartistu rezonan¢ni frekvence, tato frekvence narista
ve spektru zprava doleva. Kvili Cetnym potizim se frekvenéni jednotky ve spektrech
nepouzivaji. Pro kazdé¢ jadro byly zavedeny standardy, jejichz relativni frekvence se rovnaji

nule, napft. pro vodik a uhlik je to tetramethylsilan (TMS).

-
=
[er]
-
=
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y Ll 4

RZ vypnuté 0= 30"|_| 8 =90 6=180

Obrazek 3. Zavislost mezi vektorem magnetického momentu jadra a ¢asovym plsobenim pulzu

(B, - vektor vné€jsiho magnet. pole, M - magneticky moment jadra, 0 - sklapéci ﬁhel)m].

VSechny moderni NMR pfistroje pracuji s Fourierovou transformaci (FT). Jde o
matematickou operaci, kterd se aplikuje na FID (zdznam zavislosti odezvy vzorku na Case) a
prevadi informaci z ¢asové domény do frekvencni.

Nachazi-li se v okoli jadra dal$i magneticky aktivni jadro, dojde mezi nimi k interakci,
kterd se projevi Stépenim signalu ve spektru. Chemicky ekvivalentni jadra neStépi signaly.

'H, PC a "N. Dilezitymi faktory jsou: pfirozené

Mezi nejcastéji studovana jadra patii:
zastoupeni jader s vhodnym spinem (nejvhodn&jii spin je %) a receptivita (udava se vigi °C

= 1 a je dana pfirozenou citlivosti a pfirozenym zastoupenim izotop)™>.

2.2.2. Zaklady 2D-NMR spektroskopie.

Jednodimenzionalni (1D) NMR spektroskopie ptedstavuje zdkladni zdroj pii ziskavani
informaci o sloZzeni a identifikaci sloucenin. Dvojdimenziondlni (2D) NMR spektroskopie
hraje zédsadni roli v navySovani informaci o struktufe sloucenin, kterou na rozdil od 1D
spektroskopie umoziuje jednoznaéng prokazat >4,

Tato metoda byla poprvé navrzena v 1971 Jeenerem a do praxe vesSla teprve ve druhé
poloviné osmdesatych let. Narozdil od 1D NMR, jez vyuziva osu frekvence a intenzity, ma
2D NMR dvé osy frekvence. U 2D NMR tedy uvazujeme magnetické interakce mezi jadry

prostiednictvim strukturni konektivity, tzn. pfes vazbu. Misto jednoho 90° pulsu pouziva dvou
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pulst, které jsou oddélené intervalem ¢,. Béhem této doby se vyvine vztah mezi spiny. FID je

sniman po dobu akvizice t, (obrazek 4).

1D
T

2D(oosv)ﬂ . H .

Obrazek 4. Schéma pulsni sekvence jednoho cyklu v 1D a 2D spektroskopii.

Pti relativné kratké eluéni dob¢ je pik nizky. Intenzita signalu roste s rostouci elu¢ni dobou.
V pribéhu méteni se kontinudlné méni doba mezi dvéma pulsy a postupné tak ziskavame sérii

spekter.

Obrazek 5. Vysledek COSY experimentu po dvojité FT isolovaného jadra (a) a dvou neinteragujicich
jader (b)\*.

Vyska piku postupné roste, az dosdhne maxima. Po jeho dosazeni opét klesa k nule, ¢imz za
urcity Casovy usek opiSe sinusoidu. V praxi na vySku maxima pusobi #, tak, Ze ho sniZuje.
Pomoci 2D NMR ze signélu ziskavame dva FIDy. Kazdy signal obsahuje dvé soufadnice
va,va (obrazek 5, a). V piipad¢ pfitomnosti dvou neintereagujicich jader ziskdvame 2
diagonalni signaly (obrazek 4, b) a v ptipadé interakce mezi jadry i 2 mimodiagonalni signaly

(krospiky, obrazek 6)*%%°.
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ST T T T T T T T T T T
7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8

FL (ppm

Obrazek 6. Rizné moznosti zobrazeni H,H-COSY spektra dvou interagujicich jader v stacked (vlevo
a uprostted) a countur plot (vpravo) reprezentaci  6-(4-hydroxybenzylamino)-9-5-D-
ribofuranosidopurinu v DMSO-d; (detail).

2.2.3. Homonuklearni korelaéni experimenty.

Na uvedeném principu pracuje zakladni 2D experiment COSY. VyuZziva se hlavné pfi
analyze slozit¢ho vodikového spektra a k prokdzani struktury molekuly. Mizeme sledovat
interakce vodikovych jader pies dvé az tii vazby. Pomoci ptechodu z jednoho diagonalniho
piku pfes krospik na dalsi diagonalni pik, mizeme pfifazovat jednotlivé signaly a nasledné
popsat celou strukturu. Existuji 4 nejpodstatnéjs$i faktory negativné ovliviiujici COSY
experiment. Hlavni z nich je neschopnost rozliSeni mezi periodami ¢, a £, coz je zplisobeno
symetrii. Dal$i dva faktory, které zptisobuji falesné krospiky, jsou nespravné délky pulstu a
nelplnd pficna relaxace. Posledni pfiCina, ktera vyvolava Sum, je vliv podélné relaxace.
Témto nezaddoucim faktorim lze zamezit pomoci symetrizaci spektra, cyklovani fazi a
upravou relaxacni doby.

Existuje vice poddruhti COSY experimentu, které jsou urcené pro zisk novych informaci
(2627] Vyuzivaji pulsy pod jinym thlem, kvili zabranéni piekryti diagonalnich a korelatnich
signalti (COSY 45). Napiiklad LRCOSY experiment se zaméfuje na interakce pres Ctyii a
vice vazeb. Pracuje pomoci vlozeni fixni doby do pulsni sekvence, coz zvySuje pienos
magnetizace z malych interakénich konstant. Velké interakéni konstanty jsou zanedbatelné.
Pomoci metody fazové-citlivé COSY odlisime diagonalni signaly od krospikt. Spektrum ma
lepsi rozliseni a nedochazi k prekryvim signalti. Ocenime to zejména u velkych molekul.

K potladeni intenzivnich singleti, odpovidajicich jednokvantovym koherencim, pouzijeme
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multikvantovou filtraci v COSY. Vlozime-li dalsi 90° puls, ktery nasleduje po prvnim pulsu
(DQF-COSY), singlety vedouci podél diagondly se potlaci. Odstranéni singletii a kvartett
probiha pomoci TQF-COSY. Tyto metody ndm na jedné stran¢ zjednoduSuji interpretaci a na
stran¢ druhé snizuji citlivost experimentu. TOCSY vyuziva specialni impuls, ktery uzavie
magnetizaci kolem osy a vSechny protony tak ziskaji frekvenci spinového locku (obrazek 7).
To nam umoziuje urceni konektivity celého spinového systému. Béhem druhého COSY
impulsu jsou vSechny chemické posuny pievedeny do rovnovazného stavu. Diky tomuto
procesu ziskame velmi blizké interagujici spiny. Magnetizace je pfendsena z jednoho spinu na
ostatni. Tento efekt snizuje citlivost, proto musime pouzit vice skenti. Hlavné se pouziva pii
identifikaci aminokyselinovych, nebo nukleotidovych residui®®. Vice specializovana odnoz

TOCSY je Relayed Coherence Transfer COSY (RCT), jez zjiStuje vzdalené konektivity.

90° ,

1 S p h
H ! spin lock , L Uﬂ‘ﬁ e

Obrazek 7. Schematické znazornéni {'H-"H}-TOCSY pulsni sekvencel®),

Pro jind jadra pii COSY experimentu musi byt splnény tyto podminky. Méti se jadra s 2
spinem a piiblizné se stoprocentnim zastoupenim. Z organofluorovych slouéenin je to '’F—'°F

COSY a z organofosforovych slou¢eniny se pouziva >'P—>'P COSY.
2.2.4. Heteronuklearni korela¢ni experimenty.

Heteronuklearni korelace je pfenos magnetizace pomoci nepiimych skaldrnich interakci
mezi riznymi nuklidy. Nejb&zn&ji je vyuZivana pii studiu korelace mezi 'H a °C, za
podminek pouziti né€kolika pulsnich sekvenci. Z korelacnich signali jsme schopni urcit, na
kterych uhlicich jsou navazané urcité vodiky. PokrocilejSim experiment v heteronuklearni

korelaci je tzv. HETCOR, jedna se o jednoduchou pulsni sekvenci (obrazek 8).
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90° , 90° ,

t

90° ,

13C t2

Obrazek 8. Schematické znazornéni pulsni sekvence HETCOR experimentu[23].

Béhem doby mezi dvéma pulsy se vyvine tzv. protonova magnetizace podle Larmorovy
frekvence. Uhlikovy FID je sniman b&hem #, . Vodikové rezonance ve spektru odpovidaji >C
satelitim v 'H spektru. Signaly jsou v antifazi a dekaplingem (sou¢asné ozafovani protonti)
sekvenci (obrazek 9). Béhem doby # umoziuje prvni puls vyvin chemického posunu a
interakéni konstanty. Uhlikovo-vodikové interakéni konstanty jsou refokusovany pomoci
180° uhlikového pulsu v 'H dimenzi. Vodikové vektory dosahnou antifaze béhem doby A,
ktera odpovida tfetiné doby mezi pulsy v dekaplovaném vodikovém spektru a poloviné doby
v akvizi¢nim uhlikovém spektru. Druhy vodikovy puls pieto¢i vodikové vektory v antifazi do
0sy z a umozni pienos polarizace na uhlik, ktery je také v antifazi. Béhem doby A, dochazi k
obnoveni postaveni fazi a je ndm umoznéno provést vodikovy dekapling. U HETCORu se
jedna o druh spektra obsahujici pouze korelacni signaly. Nevyskytuje se vSak zde zrcadlova
symetrie podél diagonaly. Vodikové posuny se nachdzeji na vertikdlni ose, uhlikové posuny
na horizontalni ose. VHETCOR spektru nepozorujeme signaly kvartérnich uhlikti. Podle
tohoto spektra miizeme snadno piifadit diive identifikované vodikové, nebo uhlikové signaly.
HETCOR spektrum ndm dovoluje rozlisit geminalni protony od vicinalnich. Pro ptifazeni 'H

a 1’C spekter je HETCOR experiment nepostradatelny.
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Obrazek 9. Schematické znazornéni pulsni sekvence HETCOR s dekaplingem[23].

2.2.5. Jednovazebné a vicevazebné experimenty s nepfimou detekci.

HMQC experimentem nejsou detekovéna jadra ">C ptimo, ale identifikace probiha pomoci
protonti. Po dobu akvizice dochazi k uhlikovému dekaplingu, zatimco signaly jsou Stépeny v
'H dimenzi. Tento experiment vykazuje vysokou citlivost'*’".

BIRD-HMQC experiment vyuziva rozdilu vlastnosti protonii navézanych na *C a "C.
Upiednostiiovany jsou protony piipojené k °C. Vodik navazany na °C se §tépi na 2 slozky.
Vodiky, navazané na '>C, §t&pené nejsou.

HSQC je podobny experimentu HMQC. Obsahuje dvojnasobny pocet pulsi ve srovnani
s HMQC. Pulsni sekvence je komplikovand. Interakce 'H-'H nejsou obsaZeny v uhlikové
dimenzi, tim padem jsou korelacni signaly lépe rozpoznatelné nez v HMQC (obrazek 10).
Nevyhodou HSQC experimentu je zejména problematické naladéni sondy a nastaveni
akvizi¢nich parametrd. Pfed timto experimentem je upfednostiiovan HMQC experiment, kvili
jednodussi instrumentaci. Interpretace je v obou experimentech shodna.

Rozdil mezi jednovazebnymi a vicevazebnymi experimenty spociva zejména v tom, ze
jednovazebné neposkytuji odezvy kvartérnich uhlikl, kdezto vicevazebné ano. Ty rovnéz
umoziuji sledovat interakce ptes heteroatomy a karbonylové uhliky. Experimenty vyuzivajici
ptimou detekci vykazuji horsi citlivost nez experimenty s inverzni detekci.

HMBC pulsni sekvence je nastavovdna podobné jako u HMQC experimentu. HMBC
pracuje s kratsi dobou odezvy, tim padem je dosahovano lepsi citlivosti. Nejlépe jsou
pozorovany methylové skupiny, kvili trojndsobnému zastoupeni vodiku. HMBC ftadime
k experimentim s inverzni detekci. Miizeme pozorovat interakce pfes nckolik vazeb a pfi

vhodné stereochemii - az pres pét vazeb.
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Obrazek 10. Fragmenty HMQC (vlevo) a HSQC (vpravo) spekter 6-(2-hydroxybenzylamino)-9-4-D-
ribofuranosidopurinu (o-TR) v DMSO-dg.

2.2.6. NOE experimenty.

NOE (Jaderny Overhausertv efekt) vyuziva dipoél-dipdlovou relaxaci a vicenasobnou
resonanci jader lezicich blizko sebe. Pfi ozafovani jednoho jadra dojde ke zméné distribuce
Boltzmannovy populace druhého jadra = zména intenzity rezonance.

NOESY experiment poskytuje cennou informaci o vzdalenosti dvou jader v jedné
molekule. Mlze nabidnout informace o struktufe a konformaci. Pozorovatelné korela¢ni
signaly "H-"H jsou do vzdalenosti 6 A (obrazek 11). Pii interpretaci NOESY spekter, miizou
nastat urcit¢ komplikace vyvolané naptiklad velikosti molekul. U malych molekul se signély
vytvareji pomalu a dosahuji pouze 50% maxima. Pro stfedn¢ velké molekuly neni NOESY
vhodné. V piipadé¢ velkych molekul jako jsou proteiny, nebo polynukleotidy se NOE ustavi
rychle a dosahuje zaporného maxima. Dalsi faktor, ktery mize ovlivnit interpretaci je spinova
difuze. Vznika pii pfenosu magnetizace pomoci NOE z jednoho spinu na druhy a nasledné
z druhého na tfeti. Tento vicekrokovy ptfenos produkuje signaly mezi protony, které nejsou

blizko sebe.
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Obrizek 11. {'H-"H}-NOESY spektrum 6-(2-hydroxybenzylamino)-9-A-D-ribofuranosidopurinu
(0-TR) v DMSO-d; (krospik 8,40/5,90 Hg/H 6 je oznacCen Cerveng).

ROESY je obdobny experiment jako TOCSY. Narozdil od NOE experimentu je
maximum konstantni, v nékterych piipadech vzriistajici (obrazek 12)1*°!. Dochazi k potlageni

spinové difuze.
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Obrazek 12. Faktor zvétseni () jako funkce efektivniho korelacniho Casu (1) u NOE a rotating-
coordinate (ROE) experimentuBO].

2.2.7. Kombinované experimenty.

V nedavné historii byly vyvinuty techniky, které kombinuji nékolik zékladnich
experimentll. Vyuzivaji zakladnich c¢asti obou sekvenci. Naptiklad jako HSQC-TOCSY
experiment, ktery nam poskytuje stejné informace jako TOCSY experiment s rozdilem
nesnizovani intenzity signdlu vlivem pfenaSeni magnetizace pies spiny. V ptipad¢ velkych
prekryvi ve vodikovém spektru nebude mit TOCSY experiment velky piinos. VEtsi disperze
chemickych posuni je vyhodou pro jadra *C. Kvili mensim prekryviim °C jader, 'H signaly
jsou korelovany s chemickym posunem pfipojenych jader. Hlavnim omezujicim faktorem je
neprojevovani kvartérnich uhlikti. Dalsi z kombinacnich technik je DEPT-HSQC. V tomto
experimentu mizeme pozorovat rozdeleni signalu jako v APT (attached proton test - rozliSeni
uhlik® podle poctu pripojenych vodikl) experimentu. CH a CHj; se objevuji v kladné poloose

a CH; - v zaporné.
2.2.8. Experimenty s gradientovou tupravou.
V dnesni dobé vSechny spektrometry provadéji gradientovou tGpravu. Jedna se o vkladani
dal$ich pulsii, které¢ eliminuji nezddouci efekty magnetizace magnetického pole. Dochézi

napiiklad k potlacovani piicné magnetizace po ptredchozich pulsech. Pomoci této upravy

nedochazi k vyskytu faleSnych korelacnich signali. Pouziti gradientu se uplatiiuje i pfi vybéru
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koherence. Mizeme napiiklad méfit multikvantové koherence v jednom scanu. Bohuzel pfi

pouziti gradientu dochézi ke snizeni citlivosti, coz nékdy brani méieni zfedénych vzorkd.
Abychom potlacili vyskyt signalu rozpoustédla zavadime piidavny puls S, ktery invertuje

vSechny rezonance. Jen signal rozpoustédla je zanechan v nulové magnetizaci. Tato metoda se

nazyva WATERGATE.
2.2.9. N 2D NMR experimenty.

Dusik je vyznamnym prvkem v organické, anorganické chemii a v biochemii.
Experimenty s mé&fenim "N jsou nezaménitelné pro prokazani zpasobu koordinace
dusikatych heterocyklickych ligandii. "N NMR spektroskopie mé pfirozené niZsi citlivost nez
13C. V soucasné dobé je pouZivanou technikou vice-vazebna heteronuklearni korelace (‘H-""N
- HMBC) s pouzitim nizkopasmového filtru pro potlaceni jednovazebnych J (mezijaderna
spin-spinova nepfima interaké&ni konstanta) interakci®"). Gradientova verze HMBC (GHMBC
nebo gs-HMBC), ktera se objevila pozd&ji®*! je nyni b&Zn& pouzivana ke stanoveni konektivit

a urdeni parametrd signaléi neprotonovanych heteroatom, véetn& °N (obrazek 13)1],

90° , 180° ,

90° , 90° ,

G1 GQ Gg

G. m M\ f\

Obrazek 13. Schematické znazornéni GHMBC pulsni sekvence

[33]

Pfi analyze organickych molekul (napiiklad u alkaloidt)**, kde jsou atomy dusiku
prevazné v terciarni nebo kvartérni formé 'H-""N ma gsHMBC velky vyznam. Za¢lenéni
nizkopasmového J filtru (snizuje citlivost) je obecné vynechano pii analyze latek, u nichz jsou
'"H-">N korelace signali relativng dobfe odd&leny ve spektrech®”>"). Tento typ experimenti,

optimalizovanych pro "H-""N korelace, se stal znamym pod zkratkou GHNMQC?®!., Zbytkové
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dublety kvili 'Jyx se asto objevuji ve spektrech. Z praktického hlediska je to vyhodné pro
malé molekuly, protoze v jednom experimentu se srovndvaci krospiky objevi jak pro
jednovazebné, tak pro vicevazebné interakce. Dals§i varianty a modifikace této pulsni

sekvence se objevily v literatufe pro rtizné typy molekul s odliSnou relaxaci a s rtiznym

39,40 [41]

1.V roce 1998 Furihata a Seto uvedli verze HMBC s konstantnim ¢asem
[42]

pomérem S/N!
za ucelem ménit (modulovat) Jiu.11) béhem #,, kterd podle Wagnera a Bergera™ " odstartovala
vyvoj experimenti, zaloZzenych na HMBC a principu pouziti DT (relaxaéni doba), které jsou
b&zné pouzivany v moderni >N 2D NMR spektroskopiil* 7.

M¢ieni a zvlasté interpretace 1D a 2D spekter sloucenin, které budou dale uvedeny (v
experimentalni Casti a v casti vysledky a diskuse) jsem provadél pomoci manudlii pro
prakticka cviceni, prednaSek (elektronické verze na internetu) a dalSich zdroji uvedenych

v seznamu literatury!**>%.,
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3. EXPERIMENTALNI CAST.
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3.1. Pouzité chemikalie a metody.

3.1.1. Priprava vzorku.

Obrazek 14. Studované derivaty 7-azaindolu.

3.1.2. Akvizi¢ni parametry provedenych 2D experimentii.
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3.1.3. Pouzité pulsni sekvence nékterych experimenti spektrometru Varian 400 MR.

Schéma 1. Pulsni sekvence gCOSY.

Schéma 2. Pulsni sekvence ROESY.
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Schéma 3. Pulsni sekvence {'H-""C}-gHMQC bez dekaplingu.

Schéma 4. Pulsni sekvence {'H-"C}-gHMBC.
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Schéma 5. Pulsni sekvence {'H-""N}-gHMQC s dekaplingem.

Schéma 6. Pulsni sekvence {'H-""N}-gHMBC.
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3.2. Charakteristika a vybaveni NMR spektrometru.
3.2.1. Charakteristika spektrometru Varian 400 MR.
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3.2.2. Mérici sondy.

28



4. VYSLEDKY A DISKUZE.
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4.1. NMR studium derivatu 7-azaindolu.

4.1.1. Interpretace 'H, °C a "°N signali 7-azaindolu.

Obrazek 15. 1H—spektmrn 7-azaindolu v d,~-DMFA, standard TMS, pti 25 °C.
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Obrizek 16. {'H-"H}-gCOSY spektrum 7-azaindolu v d,-DMFA, standard TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 17. 13C—spektrurn 7-azaindolu v d,-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 18. °C-APT-spektrum 7-azaindolu v d,-DMFA, standard TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 19. {'H-""C}-gHMQC spektrum 7-azaindolu v d-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C (detail).
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Obrazek 20. {'H-">C}-gHMBC spektrum 7-azaindolu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.

Obrazek 21. {'"H-""N}-gHMBC spektrum 7-azaindolu v d-DMFA, relativné DMFA, pii 25 °C.

35



4.1.2. Interpretace 'H, *C a "N signali 3-chlor-7-azaindolu.

Obrazek 22. 1H—spektmrn 3-chlor-7-azaindolu v d,-DMFA, relativné¢ TMS, pii 25 °C.
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Obrizek 23. {'H-'H} gCOSY spektrum 3-chlor-7-azaindolu v d-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C
(detail).

Obrizek 24. "C-APT-spektrum 3-chlor-7-azaindolu v d-DMFA, relativng TMS, pti 25 °C (detail).
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Obrizek 25. {'H-"C} gHMQC spektrum 3-chlor-7-azaindolu v d,-DMFA, relativnd TMS, pii 25 °C
(detail).
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Obrazek 26. {'H-"C}-gHMBC spektrum 3-chlor-7-azaindolu v d-DMFA, relativng TMS, pii 25 °C
(detail).
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Obrizek 27. {'H-""N} gHMBC spektrum 3-chloro-7-azaindolu v d-DMFA, relativné DMFA,
pri 25 °C.

4.1.3. Interpretace 'H, Bca®N signali 3-jod-7-azaindolu.
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Obrazek 28. 'H-spektrum 3-jod-7-azaindolu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 29. {'H-'H}-gCOSY spektrum 3-jod-7-azaindolu v d-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C
(detail).

Obrazek 30. 13C—spektrurn 3-jod-7-azaindolu v d,-DMFA, relativné¢ TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 31. “C-APT-spektrum 3-jod-7-azaindolu v d,-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 32. {'H-"C}-gHMQC spektrum 3-jod-7-azaindolu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C
(detail).
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Obrazek 33. {'H-"C}-gHMBC spektrum 3-jod-7-azaindolu v d,-DMS relativng TMS, pii 25 °C
(detail).
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Obrazek 34. {'H-""N} gHMBC spektrum 3-jod-7-azaindolu v d,-DMFA, standard DMFA, pfi 25 °C.
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4.1.4. Interpretace 'H, '*C a °N signalii 5-brom-7-azaindolu.

Obrazek 35. 'H-spektrum 5-brom-7-azaindolu v d-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 36. {'H-'"H} gCOSY spektrum 5-brom-7-azaindolu v d-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C
(detail).

Obrazek 37. °C-APT spektrum 5-brom -7-azaindolu v d-DMFA, standard TMS, pii 25 °C.
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Obrizek 38. {'H-">C}-gHMQC spektrum 5-bromo-7-azaindolu v d--DMFA, TMS, pii 25 °C
(detail)

Obrizek 39. {'H-"C}-gHMBC spektrum 5-bromo-7-azaindolu v d-DMFA, TMS, pii 25 °C (detail).
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Obrazek 40. {'H-""N}-gHMBC spektrum 5-bromo-7-azaindolu v d-DMFA, relativné DMFA,
pii 25 °C.
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4.1.5. Interpretace 'H, '*C a >N signalii 7-azaindol-3-karbonitrilu.

Obrazek 41. 'H-spektrum 7-azaindolu-3-karbonitrylu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.

Obriazek 42. {'H-'H}-gCOSY spektrum 7-azaindol-3-karbonitrylu v d,-DMFA, TMS, pii 25
°C (detail).
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Obriazek 43. "C-APT-spektrum 7-azaindolu-3-karbonitrylu v d-DMFA, TMS, pii 25 °C.

Obrazek 44. {'H-">C}-gHMQC spektrum 7-azaindol-3-karbonitrylu v d-DMFA, TMS, pii
25 °C (detail).
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Obriazek 45. {'H-">C}-gHMBC spektrum 7-azaindolu-3-karbonitrylu, v d,-DMFA, TMS, pii
25 °C (detail).

Obrazek 46. {'H-""N}-gHMBC spektrum 7-azaindol-3-karbonitrylu v d,-DMFA, DMFA, pfi
25 °C.
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4.2. Shrnuti vysledku.
4.2.1. Vysledky 1D NMR studia derivatii 7-azaindolu.
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4.2.2. P¥inos 2D NMR spektroskopie pro interpretaci '"H, *C a "N signali u derivati 7-

azaindolu.
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5. ZAVER.
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6. SYMBOLY A ZKRATKY
Symboly

By hlavni magnetické pole

B; magnetické pole vzhledem k vysilaci

B, magnetické pole ve dvou-rezonanénich experimentech
Hz hertz, jednotka frekvence

I bezrozmérny spin

I, spinové kvantové ¢islo ve sméru osy z

J nepiima spin-spinova interak¢ni konstanta

M magnetizace

p koherence

T tesla, jednotka magnetické indukce

T; spin-miizkovy, podélny relaxacni Cas

T, spin-mfizkovy relaxacni ¢as pfi spinovém zdmku v rdmci rotaniho systému koordinat
T, spin-spinovy, pfi¢ny relaxacni Cas

T, efektivni spin-spinovy relaxaéni ¢as vlivem nehomogenity magnetického pole u magnetizaci v xy
T, teplota koalescence

t, akviziéni Cas

t, trvani pulsu vysilace nebo délka pulsu v ps

t; dvou-dimenzionalni 2D ¢as ¢;

t, dvou-dimenzionalni 2D akvizi¢ni ¢as

W oznaceni mozného relaxacniho energetického prechodu v jednotkach rychlostni konstanty
a rotacni uhel

y gyromagnetickd nebo magnetogyricka konstanta

yB, rezonancni frekvence nebo Larmorova frekvence

yB, intenzita dekaplovaného pole

0 chemicky posun

n Overhauserovo zvétSeni

1 magneticky moment

v lineédrni frekvence

o magnetické stinéni

7 Cas zpozdéni

7. efektivni korelacéni ¢as

7,, sSméSovaci doba

w uhlova frekvence
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Zkratky

APT attached proton test (test pfipojenych protonti)

BIRD bilinear rotation decoupling (bilinearni rota¢ni dekapling)

CDCl; chloroform deuterovany

COSY correlation spectroscopy (korelacni spektroskopie)

DEPT distortionless enhancement by polarization transfer (distor¢ni zmény probihajici pfenosem

polarizace)

DT relaxation delay time (relaxaéni ¢asovy interval)

d;-DMFA dimethylformamid deuterovany

ds- DMSO dimethylsulfoxid deuterovany

FID free-induction decay (fid)

FT Fourier transform or transformations (Fourierova transformace)

HETCOR heteronuclear chemical-schift correlation (heteronuklearni korelaéni spektroskopie
chemického posunu)

HMBC heteronuclear multiple bond correlation (heteronuklearni vicevazebna korelacni
spektroskopie)

HMQC heteronuclear multiple quantum correlation (heteronuklearni vicekvantova korelacni
spektroskopie)

HSQC heteronuclear singl quantum correlation (heteronuklearni jednokvantova korela¢ni
spektroskopie)

LR long range (dlouhy dosah)

MQC multiple quantum coherence (vice kvantova koherence)

MeOD methanol deuterovany

n;  number of time increments (¢islo Casovych intervali)

NMR nuclear magnetic resonance (nuklearni magneticka rezonance)

NOE nuclear Overhauser effect or enhancement (nuklearni Overhausertuv efekt)

NOESY NOE spectroscopy (NOE spektroskopie)

np number of data points (pocet datovych bodl)

ns number of scans (pocet skentl)

ns/i numer of scans per time increments (poc¢et skenti za casovy interval)

PFG pulsed field gradient (pulzni gradient magnetického pole)

ppm parts per million (ppm jednotka chemického posunu)

RCT related coherence transfer (odpovidajici koheren¢ni pienos)

ROESY rotating frame nuclear Overhauser effect spectroscopy (nuklearni Overhauserova

spektroskopie s rotacnim systémem ordinat)

RT repetition time, DT + t, (opakovaci Cas)



S/N  signal- to-noise ratio (pomér signal-Sum)

sw spectral with (spektralni §itka)

TMS tetramethysilane (tetramethylsilan)

TOCSY total correlation spectroscopy (totalni korela¢ni spektroskopie)

WATERGATE water suppression by gradient tailored excitation (eliminace signalu vody
pomoci gradientové presaturace)

s singlet

bs siroky singlet

d dublet

t triplet

q kvartet

qui kvintet

sxt sextet

sep septet

m multiplet
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