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Uvod
Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

(NMR spektroskopie) je jednou z nejvyznamnéjsich analy-
tickych metod pouzivanych pro studium chemické struktu-
ry latek. Princip metody je zaloZen na vyuZziti vlastnosti
magneticky aktivnich jader, tedy téch, které maji nenulovy
jaderny spin a chovaji se tak jako magnetické dipoly. Vek-
tory magnetického momentu jadra se orientuji paralelné ¢i
antiparalelné vici externimu magnetickému poli a zaroven
vykonavaji precesni pohyb s kruhovou frekvenci, tzv.
Larmorovou precesni frekvenci. Mimy piebytek spint
s paralelni orientaci lze pozorovat jako makroskopickou
magnetizaci, se kterou lze manipulovat pomoci radiofrek-
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venénich pulzil uspotadanych do tzv. pulznich sekvenci'.
NMR spektra se méii pro dany typ jader, napt. 'H nebo
BC, ktera jsou vorganické chemii nejb&zngjsi.
V molekulach jsou atomova jadra stinéna elektrony, které
determinuji jejich okoli. Ovlivnéni jader elektrony se zrca-
dli v hodnoté chemického posunu — tedy poloze NMR
signalu ve spektru. To spole¢né s dals$imi NMR parametry
poskytuje klicovou strukturni informaci, jak konektivitu
atomd, tak i jejich prostorové usporadani.

Pro systémy obsahujici strukturné podobné fragmenty
se obvykle méfi dvoudimenzionalni (2D) spektra®, ve kte-
rych jednotlivé krospiky ptedstavuji interakci téch jader,
které spolu maji nepfimou spin-spinovou interakci pies
chemické vazby, jejiz velikost vyjadiuje interakéni kon-
stanta J (J-coupling). Jako pftiklad Ize uvést homonuklear-
ni 'H-'H korelace (COSY spektrum) nebo heteronuklearni
'H-"C korelace (HSQC, HMBC spektra). J-coupling je
navic tzce spjat s dihedralnim thlem mezi interagujicimi
jadry, jak popisuji Karplusovy kiivky, ¢ehoz lze vyuzit
pii studiu stereochemie (konformace/konfigurace)®. Dal-
§im pomé&mé b&Zn& pouzivanym typem spektra je 'H-'H
NOESY/ROESY, které je zalozené na nuklearnim Over-
hauserové efektu (NOE)". Tato spektra poskytuji krospiky
v pripadé interakce jader pfes prostor (cca do 500 pm).

Vyuziti NMR spektroskopie v organické chemii se
neomezuje jen na jadra 'H a °C, ale Gasto se mé&ii i dalsi
jadra ptitomna v molekule, jako napt. ''B, N, "F, *'P
(cit.”). Tato jadra maji stejné jako 'H a "*C specifické che-
mické posuny pro dané funkcni skupiny a interaguji se
sousednimi magneticky aktivnimi jadry (napf. izotopy 'H
a '’C). Ptisluiné interakéni konstanty tak poskytuji kli¢o-
vou strukturni informaci. Tato jadra lze také vyuzit pro
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studium reaktivity/kinetiky pfemén latek, protoze jsou
jejich spektra jednodussi na interpretaci oproti 'H a zaro-
vei citlivéjsi nez °C.

Cilem tohoto referatu je pfedstavit zajimavé aplikace
pokrocilych metod NMR spektroskopie, které byly nezbyt-
né pro popis struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti
studovanych systémil, at’ uz v kapalné ¢i pevné fazi. Expe-
rimentalni NMR data 1ze ¢asto vhodné doplnit kvantoveé-
chemickymi vypocty.

V nasledujicich kapitolach bude predstaveno nékolik
vybranych ptikladt vyuziti NMR spektroskopie pro feseni
strukturnich a syntetickych problémt nebo studium fyzi-
kalné-chemickych vlastnosti molekuldrnich systémd, kte-
rymi jsme se zabyvali v priibéhu poslednich 7 let.

2. NMR spektroskopie s in situ ozarovanim

NMR spektroskopie kombinovana se zdrojem UV/Vis
zateni®’ je unikdtnim zafizenim vhodnym pro studium
fotochemickych reakci, at’ uz reverzibilnich izomeraci ¢i
ireverzibilnich fotoaktivaci®. Jako zdroje zateni byly pou-
zity LED lampy, které pokryvaji ¢ast UV a celé viditelné
spektrum o vlnovych délkach 365, 405, 470, 505
a 660 nm. Toto portfolio je mozné rozsitit dle specifickych
pozadavkl studovaného systému. Svétlo je vedeno optic-
kym vldknem pifimo do NMR kyvety umisténé uvnitt
NMR spektrometru (obr. 1A). Toto zapojeni ma hned né-
kolik vyhod: 1) neni nutné pofizovat specialni NMR sondy
a zdroj zafeni, je mozné pouzit v jakémkoli spektrometru
(i elektronové paramagnetické rezonance’, obr. 1B);
2) LED lampa nevyzaduje zadna bezpe€nosti opatieni,
jako je tomu napf. u laserti; 3) kontinudlnim ozafovanim
lze vétSinou akumulovat dostatecné vysokou koncentraci

v

NMR spektra, napt. '*C nebo dvoudimenzionalni (2D);
4) jednotlivé LED lampy (vlnové délky) se daji jednoduse
ménit, aniz by se muselo manipulovat se vzorkem uvnitf
spektrometru, coz vyznamné minimalizuje experimentalni
chyby. Tato metoda byla implementovana na matetském
pracovisti (UOCHB) v roce 2017 (po navratu z prvni post-
Némecko).

doktorské staze autorky, TU Darmstadt,
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V nasledyjicich kapitolach budou uvedeny tfi piiklady, ve
kterych NMR s in situ ozafovanim sehrala dulezitou roli
a poskytla tak klicové strukturni a kinetické informace.

2.1. Strukturni a kineticka informace

Unikatni kombinace NMR spektroskopie a in situ
ozafovani vzorku je vhodné zejména pro studium fotoche-
mickych pfemén. Vyhodou oproti optickym metodam je
to, ze lze pribézné kontrolovat strukturu intermediati a
produkti a odhalit tak vcas pfipadné bocné reakce
(rozkladné reakce), které by komplikovaly stanoveni kine-
tickych parametri. Déle umoziuje stanoveni koncentrace
jednotlivych forem i v pfipadé, Ze se jejich absorpéni pasy
prekryvaji. Reakce mohou byt monitorovany pomoci meé-
feni NMR parametrd riznych NMR aktivnich jader pfi-
tomnych v molekule. Nejéast&ji se vyuziva 'H NMR spek-
ter, kterd se mefi zpravidla kvantitativn€ a signaly pak 1ze
integrovat. Je mozné pouzit i dalii jadra, jako napt. °C,"’F
¢i *'P. Prikladem vyuziti 'H spekter snimanych béhem
kontinualniho ozafovani UV zafenim mize byt fotopiepi-
nani azopyrimidint.

Azopyrimidiny podobné jako azobenzeny'® podléhaji
fotoizomeraci z termodynamicky stabilniho planarniho
trans izomeru (obr. 2 Cerven€) na neplandrni cis izomer
(obr. 2 modie)."" Tato vyrazni zména geometrie molekuly
je v'"H NMR spektrech jasné patrna (obr. 2A). Po ozéfeni
trans izomeru se objevi druha sada signalt, ktera odpovida
vzniklému cis izomeru. Integrace ploch jednotlivych 'H
signald poskytne informaci o zastoupeni obou izomert,
coz pak slouzi k sestrojeni kinetickych kiivek (obr. 2B).

2.2. Ozatovani pfti nizkych teplotach

Aparaturu na in situ ozafovani je mozné pouzit
v Siroké Skale teplot, ktera je zpravidla limitovana technic-
kymi parametry sondy NMR spektrometru a zvoleného
rozpoustédla, pfi nizkych teplotach pak také rozpustnosti
analytu. Snizeni teploty 1ze vyhodné vyuzit napt. ke zpo-
maleni zpétné reakce beéhem fotoizomerace. To je ptipad
skupiny azopyrimidin obsahujicich dva donory intramo-
lekularni vodikové vazby.

Obr. 1. Aparatura pro in situ ozafovani pro méreni (A) NMR spekter v roztoku a (B) EPR spekter béhem kontinudlniho ozafova-

ni UV/Vis svétlem
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Obr. 2. (A) Aromaticka oblast 'H spekter nasnimana v DMSO-d; p¥i 25 °C béhem kontinualniho ozafovani UV svétlem (365 nm)

a (B) kinetické kiivky ziskané integraci "H NMR signalii

Azopyrimidiny se dvéma donory intramolekuldrni
vodikové vazby umoznuji vznik dvou rotamert (A a B) od
trans izomeru, které se lisi orientaci fenylazoskupiny
(obr. 3)!?. Smés dvou rotamert je jasn& patrna v '"H NMR
spektrech, kde jsou detekovatelné dvé sady signald. Jako
priklad 1ze uvést NH oblasti 'H NMR spektra (obr. 3), kde
je pozorovan jeden signal odpovidajici NH skupiné ro-
tameru A (majoritni) a jeden odpovidajici rotameru B
(minoritni). Tyto sloueniny se za laboratorni teploty jevi-
ly jako fotoneaktivni, tzn. Zadné strukturni zména nebyla
béhem ozafovani viditelnd. To mohlo byt zpisobeno bud’
tim, ze se vznikly cis izomer tvofi, ale velmi rychle se
preménuje zpét na trans izomer nebo tim, Ze intramolekular-
ni vodikova vazba blokuje vznik cis izomeru. Kvantoveé-
chemické vypocty ukazovaly, ze vlivem intramolekularni
vodikové vazby dochazi k vyznamnému sniZeni energetic-
ké bariéry cis—trans, coz vede k velmi rychlému navratu

do pocatecniho stavu'’. SniZeni teploty by tudiz mélo zpo-
malit izomeraci zpét na frans izomer a odhalit signaly cis
izomeru.

Prekvapive, ozafovani UV svétlem (365 nm) za velmi
nizkych teplot (< —100 °C) vedlo k reverzibilnimu zvyseni
koncentrace rotameru B (obr. 3A) a cis izomer nebyl pozo-
rovan. Na druhou stranu, ozafovani viditelnym svétlem
(405 nm) vedlo k vymizeni NMR signalti v oblasti NH
protond (9-12 ppm), coz lze vysvétlit tak, ze pii vzniku
neplanarniho cis izomeru se intramolekularni vodikové
vazby prerusi, asignaly odpovidajici rotamerim A a B
zaniknou (obr. 3B), resp. se objevi nové signaly s niz§imi
chemickymi posuny. Toto unikatni chovani, kdy lze dvé-
ma ruznymi vinovymi délkami vyvolat odlisné strukturni
zmény, lze vyuZzit pii vyvoji novych ortogondlnich foto-
pfepinacu.
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Obr. 3. NH oblast 'H spekter snimanych béhem ozafovani (A) UV (365 nm) a (B) viditelnym svétlem (405 nm) ve smési CD,Cl,/

DMF-d; pii-105 °C
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2.3. Sledovani velmi rychlych fotochemickych reakci

NMR s in situ ozafovanim je také velmi uZitecné pro
sledovani rychlych fotochemicky pfemén, které by nebylo
mozné sledovat ex situ. To lze demonstrovat na piipadu
novych derivati diarylethenli neddvno pfipravenych na
UOCHB, kde bylo mozné pozorovat fotochemické otevira-
ni cyklu vtadu sekund'®. Diaryletheny mohou piepinat
mezi termodynamicky stabilni otevienou formou a svétlem
indukovanou uzavienou formou, ktera navic fluoreskuje.
Tyto latky se pouZivaji jako fluorofory pro mikroskopii
s vysokym rozliSenim k zobrazovani bunécénych systémil
&i organel. Na obr. 4 jsou vidét dvé série 'H NMR spekter
snimanych béhem ozafovani viditelnym svétlem (405 nm)
viadech desitek sekund. Integrace 'H signala slouzila
k sestrojeni kinetickych kiivek. Stejna kinetickd data lze
pro tyto sloudeniny ziskat z analogicky méfenych 'F
NMR spekter, coz by vyznamné pomohlo v ptipadé pte-
kryvii signali obou forem v 'H NMR spektru.

3. 3P NMR spektroskopie

3P izotop je magneticky aktivni jadro vhodné pro
vyuziti v NMR spektroskopii: mé jaderny spin ', pfiroze-
né zastoupeni 100 %, Sirokou Skalu chemickych posuni
(1000 ppm), piijatelnou citlivost (15x men§i nez 'H)
a dostate¢né vysokou Larmorovu frekvenci, coz umoznuje
méfeni *'P NMR spekter na béznych NMR sondach. Che-
micky posun jader *'P je velmi citlivy na sebemensi struk-
turni zmény (napf. solvatace, redox zmény atd.)'>', coz je
idedlni pro studium chemické struktury a sledovani che-
mickych i enzymovych reakci v realném &ase'’. *'P jadro
také interaguje s okolnimi magneticky aktivnimi jadry,
napt. 'H, °C, ""F."® Napt."*C->'P J-couplingy vyznamné

Referat

prispély k urceni struktury intermediatt in situ (bez nut-
nosti jejich izolace)'™'"® a byly také usp&iné pouzity pro
konformacni analyzu, diky tzv. Karplusovskym zavislos-
tem mezi J-couplingem a dihedralnim Ghlem, ktery sviraji
interagujici atomy'**.

V nasleduyjicich tfech kapitolach budou uvedeny tii
vybrané piipady, kdy *'P spektroskopie vyznamng piispéla
k vyfeseni strukturnich ¢i mechanistickych otazek.

3.1. Rozliseni hydrolyzy vs. self-imolace — detekce
cyklického intermediatu pomoci *'P NMR spekter

3'P NMR spektroskopie byla vyuzita pro studium
struktury a vlastnosti novych fosfatovych self-imola¢nich
spojek'>??1%2 které byly navrzeny jako nové systémy pro
cilené doruceni 1éciv. Po externim impulzu (svétlo, enzym,
chemicka reakce s externi slouc¢eninou) dojde k intramole-
kularni cyklizaci a naslednému odstépeni cilové molekuly
— carga, kterym muze byt bud’ biologicky aktivni latka ¢i
fluorescen¢ni reportér, ktery slouzi k vizualizaci mista
doruceni (napf. dana bunécna organela). Kromé spojek na
bazi aminokyselin byly pfipraveny i dalsi analogy, které
poskytovaly stabilnéjsi cyklické intermediaty detekovatel-
né v>'P NMR spektru. Toho bylo vyuZito pro studium
mechanismu odSté€peni para-nitrofenolu jako modelového
carga. Z obr. 5 je patrné, Ze po externi aktivaci UV svét-
lem (365 nm) doslo k intramolekularni cyklizaci a nasled-
nému odstépeni carga na vysledny produkt P. Naproti
tomu, ve vzorku bez ozafovani byl po 2,5 h detekovan
produkt hydrolyzy hP, ktery jednoznacné potvrdil samo-
volné odstépeni para-nitrofenolu. To by nebylo mozné
jednoznacéné urcit optickymi metodami, protoze obé reaké-
ni smési absorbuji svétlo ve stejné oblasti spektra (oba
roztoky jsou Zluté), jak je patrné na obr. 5.
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Obr. 4. 'H spektra vybranych diarylethenii snimana béhem in situ ozafovani viditelnych svétlem (405 nm) v CDCl; p¥i 25 °C
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Obr. 5. Ditkaz od§tépeni para-nitrofenolu béhem intramolekularni cyklizace detekei cyklického meziproduktu. *'P NMR spektra
vychozi slouceniny (VL) ve smési kakodylatového pufru a DMSO-d, (1:1 v/v) pFi laboratorni teploté 2,5 h ve tmé (¢ervené) nebo

5 min ozafovani UV svétlem (365 nm), modi‘e

3.2. *'P NMR spektra jako sonda pro pozorovani
enzymové reakce v redlném Case

3P NMR spektroskopie vyznamné piispéla ke studiu
enzymové aktivace noveé pripravenych fosforamidatovych
prolé¢iv'7®. Cela tada biologicky aktivnich latek $patné
prochazi pfes bunéfnou membrinu, proto je chemicka
struktura téchto molekul (1é¢iv) dale modifikovana (na
proléciva). Jako ptiklad 1ze uvést fosforamidatova proléci-
va pripravena od biologicky aktivnich nukleosidi
(ProTides), u kterych je nutné nejen zvysit lipofilitu mole-
kuly, ale také je Zadouci obejit prvni fosforylaéni krok
metabolismu této latky®*. Po aktivaci intramolekularnimi
esterasami by mélo dojit k odstépeni esteru na intermediat
a naslednému ataku fosforu volnou karboxylovou funkei
za vzniku nestabilniho cyklu a soucasného odstépeni feno-
lu. Enzymové reakce se klasicky sleduji radiochemicky,
coz vyzaduje nejen syntézu substratu znaceného radioak-
tivnim izotopem, ale také velmi striktni bezpecnostni opat-
feni pfi manipulaci s radioaktivnim materidlem. Naproti
tomu *'P NMR spektroskopie nevyzaduje Zadné dalsi
strukturni modifikace a manipulace se vzorkem nepfedsta-
vuje zadna bezpecnostni rizika.

3'P NMR spektroskopie sehrila kli¢ovou roli pii stu-
diu aktivace dvou fosforamidatovych proléciv (obr. 6),
které byly neaktivni v biologickych testech, pfestoze pfi-
slusné volné nukleosidy aktivni byly. Byla nalezena alter-
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nativni cesta fragmentace molekul proléciva, byl deteko-
véan produkt alternativniho rozkladu s *'P chemickym po-
sunem 3,3 ppm (obr. 6).

Vychozi latka obsahovala dvé stereogenni centra,
proto vznikly dva diastereomery, které se liSily konfiguraci
na fosforu, a vykazovaly tedy rozdilné spektroskopické
vlastnosti. V NMR spektru jsou pak ptitomny dva *'P sig-
naly odpovidajici pravé t€émto dvéma diastereomerim. Po
enzymové aktivaci, odSt€peni methanolu z esteru, vznikly
dva diastereomery intermediatu (I). Po odstépeni nukleosi-
du stereogenni centrum na fosforu zaniklo, a proto byl ve
spektru detekovan pravé jeden *'P signal odpovidajici pro-
duktu.

Dalsi uzitecnou strukturni informaci o struktufe inter-
mediatu piinasi *C NMR spektrum. Pokud je fenol stale
piipojen k fosforamidatové ¢asti, jsou piislusné *C signa-
ly §tépeny na dublety s interakénimi konstantami Jcp do
10 Hz. To jednozna¢né urcuje strukturu intermediatu in situ,
bez nutnosti jeho izolace zreakéni smési. Pomoci Jcp-
couplingll byla potvrzena struktura produktu alternativniho
rozkladu, a tim objasnéna neaktivita v biologickych studiich.

3.3. Stereochemicka analyza vyuzivajici *'P NMR
parametry

Pfi NMR studii nové pfipravenych nukleosidovych
proléciv (kapitola 3.2.) se ukdzalo, Ze je enzymem aktivo-
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Obr. 6. Sledovani priibéhu enzymové reakce dvou piipravenych prolétiv (A a B) v NMR Kkyveté pomoci *'P NMR spekter

van jen jeden z diastercomer (obr. 6A). Bylo by velmi
uziteéné védét, o ktery diastereomer se jedna. To byla
motivace pro vznik dal$i studie, zda by mohly parametry
*'P NMR spekter pomoci tuto otazku vytesit.

Pro tento zamér byly pfipraveny modelové slouceni-
ny, smési diastereomert, které se lisi relativni konfiguraci.
Interakéni konstanty Jep 1ze odedist z '*C spekter slouce-
nin méfenych v roztoku. Jak je patrné z obr. 7, kombinaci
s kvantové-chemickymi vypodty”>*® lze urit relativni
konfiguraci na zakladé Je.p (cit.”’).

Dal$im NMR parametrem, ktery by mohl byt uzitecny
pro studium prostorového uspotadani latek, jsou dipolarni
couplingy, pfimé spin-spinové interakce zprostiedkované
pfes prostor. Velikost téchto interakci popisuji interakéni
konstanty D (D-couplingy). Ty se uplatiiuji hlavné v pevné
fazi, kde jsou molekuly uspofadany. V kapaliné se vlivem
Brownova pohybu molekul D-couplingy priméruji k nule,
a proto neni mozné pozorovat je v roztoku. Jejich rezidual-
ni hodnoty (rezidudlni dipolarni couplingy, RDC) lze ode-
¢itat po ¢astecném zorientovani molekul ptisobenim kapal-
nych krystali & polymert®®>°. RDC se fadi mezi anizot-
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ropni parametry poskytujici strukturni informaci komple-
mentarni k pozorovanym NOE, které ale poskytuji pouze
lokélni informaci. Proto mohou RDC vyznamné ptispét pti
studiu stereochemie molekul®.

3P izotop miize také vykazovat RDC s okolnimi ato-
my v molekule, coz umozni provést analyzu RDC i u mo-
lekul s nedostate¢nym poctem C-H interakci. Experimen-
talni data je nutné kombinovat s kvantové-chemickymi
vypocty. Obr. 8 ukazuje korelace mezi experimentalnimi
a vypoctenymi RDC, které urcuji relativni konfiguraci RR
izomeru®’.

4. NMR spektroskopie v pevné fazi

NMR spektra lze ziskat nejen v kapaling, ale také
v pevné fazi. Izotopy se daji méfit stejné jako v piipade
kapalnych vzorkd, je vSak nutna specialni méfici NMR
sonda. Ta umoznuje rotaci vzorku pod tzv. magickym
uhlem (54,7°), coz do urcité miry simuluje izotropni pro-
stfedi. V pevné fazi totiz nedochazi k rychlé reorientaci
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Obr. 8. Korelace mezi experimentalnimi rezidualnimi D-couplingy ziskanymi pro RR izomer a vypoétenymi pro (A) RR a (B) SR
izomer. Vyssi Pearsoniiv koeficient pro RR-izomer R = 0,934 oznacuje korelaci s lep$i shodou mezi experimentalnimi a vypocte-

nymi hodnotami D-couplingii

molekul, a proto jsou signaly ve spektrech métenych bez
rotace pod magickym thlem velmi Siroké a spektra obtizné
interpretovatelna. Z toho divodu se pro méfeni pouziva
malych kyvet (rotorl) vyrobenych ze ZrO,, které mohou
rotovat vysokou rychlosti, v zavislosti na priméru rotoru,
napf. rotor o priméru 1 mm muZze rotovat i rychlosti vyssi
nez 100 kHz (cit.*").

NMR spektroskopie v pevné fazi kombinovana
s kvantoveé-chemickymi vypocty a krystalografickymi daty
se oznatuje jako NMR krystalografie®® a je vhodna pro
studium polymorfismu sloucenin a mezimolekularnich
interakci®. Molekuly mohou v zavislosti na krystaliza¢-
nich podminkéch krystalovat v riznych krystalovych for-
mach (polymorfech). Polymorfy pak mohou vykazovat
rizné fyzikalné-chemické vlastnosti (napf. rozpustnost ¢i
spektralni vlastnosti). Polymorfismus sloucenin se monito-
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ruje ve farmakochemii, protoze vyznamné ovliviiuje bio-
dostupnost a farmakokinetiku. V krajnim pfipad¢ se tak mu-
7e stat, Ze pouze jeden polymorf bude biologicky aktivni**.

V nasledujicich dvou kapitolach jsou ukazany piikla-
dy vyuziti NMR spektroskopie v pevné fazi pro popis je-
jich struktury a fyzikalné-chemickych vlastnosti.

4.1. Polymorfni pfeména indukovana enkapsulaci
do glykopolymernich vacka

NMR spektroskopie v pevné fazi v kombinaci
s kvantové-chemickymi vypocty byla pouzita pro studium
struktury a vlastnosti bioaktivnich molekul uvnitt glykopo-
lymernich vacku (glycopolymeric vesicles), které byly
navrzeny a piipraveny jako nosice pro cilené dorucovani
protirakovinnych 1é¢iv>. Jako modelové molekuly byly
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zvoleny elipticin a kurkumin. Elipticin je inhibitor topoi-
zomerasy I, interkaluje se do DNA a ma protirakovinné
vlastnosti. Kurkumin mé antioxidacni vlastnosti. Struktura
polymernich vacki i samotnych modelovych molekul byla
detailn¢ prozkoumana jiz v minulych pracich, ale struktura
asociatll polymer-aktivni latka dosud nebyla popsana.
Napt. nebylo doposud zjisténo, ve které casti vacku je
latka lokalizovana, ¢i v jaké polymorfni form¢ se nachazi.
NMR spektroskopie v pevné fazi jednoznacné proka-
zala, ze modelové molekuly se opravdu enkapsuluji do
glykopolymerniho vacku a vyskytuji se v hydrofobni poly-
methylmethakrylatové (PMMA) vrstvé. Ve 2D 'H-'H ex-
perimentech byly nalezeny kli¢ové krospiky potvrzujici
interakci mezi elipticinem a methoxyskupinami PMMA.
5C NMR spektra v pevné fazi navic odhalila, Ze ob& mo-
delové latky po enkapsulaci do glykopolymernich vacku
méni svou polymorfni strukturu. Jako pfiklad jsou na
obr. 9 uvedena "*C spektra pro elipticin. Elipticin samotny

Uvnitf glykopolymernich vacka

J

Elipticin
Forma Il

Elipticin
[ma M
A

Referat

se vyskytuje v polymorfni formé III (obr. 9, Sedé spek-
trum) a vykazuje tak jiné "*C spektrum neZ po enkapsulaci
do glykopolymernich vacku (obr.9, zelené spektrum).
Fakt, ze mohou nosice 1é¢iv ménit polymorfni strukturu,
by mé&l byt bran v tvahu pfi vyvoji novych systémil pro
cilené dorucovani 1é¢iv.

4.2. Fotopfepinani azopyrimidinovych slouc¢enin
v pevné fazi

Kombinaci in situ ozafovani a NMR spektroskopie je
mozné vyuzit i pro méfeni v pevné fazi’’. Aparatura je

vvvvvv

vysokou rychlosti (v fadech kHz) sklopeny pod magickym
uhlem, jak je popsano v ivodu kapitoly 4. Optické vlakno
se zavadi nad rotor a svétlo prochazi dovniti rotoru pies
sklenéné vicko. Takova aparatura je k dispozici na Narod-
ni univerzité¢ v Jokohamé v Japonsku (obr. 10), kde autor-

100

13¢/ppm

Obr. 9. ®C NMR spektra elipticinu (Sedé spektrum) a elipticinu vazaného v glykopolymernim vaéku (zelené spektrum) méfens

v pevné fazi pri rychlosti rotace 6,5 kHz pod magickym tihlem

W

402

m

Obr. 10. Za¥izeni pro méfeni vzorki v pevné fazi za kontinudlniho ozafovani, které sestrojil na Narodni univerzité¢ v Jokohamé
prof. Akira Naito. (A, B) Méfici NMR sonda; (C) zavedeni optického vlikna nad rotor, svétlo prochazi pies sklenéné vicko dov-
nitf rotoru; (D) rotor z ZrO, o priiméru 4 mm, ve kterém probiha samotné méieni
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Obr. 11. (A) C NMR spektra v pevné fazi pied ozaFovanim (Eervené) a po ozaFovani pevného vzorku (fialové) UV svétlem (365
nm). (B) Aromaticka oblast 'H spekter méienych v DMSO-d, na poéatku (¢ervené) a po rozpuiténi oziieného prasku (fialove)

ka studovala fotopfepinani azopyrimidinovych derivati
v pevné fazi. V krystalech je ozafovani mén¢ ucinné, pro-
toze pusobi strukturni zmény pouze na povrchu krystalu.
Celkové koncentrace ozafené formy ve vzorku tak miize
byt pod limitem detekce.

Kombinaci poznatkli z NMR spekter v pevné fazi
a vroztoku se podafilo prokazat a popsat fotopfepinani
azopyrimidinovych derivati v pevné fazi’’. Fotopiepinani
v pevné fazi je dulezité pro vyvoj ,,chytrych® materiald,
molekularnich motord & optoelektroniky’**°. Vyznamna
zména barvy po ozafeni UV svétlem byla nejprve pro-
zkoumana optickou spektroskopii (difuzni reflektanci),
ktera naznaCovala vznik cis izomeru. V nékterych pftipa-
dech vsak prichazel v ivahu i svétlem indukovany ptenos
protonu (azo/hydrazo formy),*” ktery probiha na azoskupi-
n&. Pirozené zastoupeni izotopu N je viak nizké
(0,37 %), a proto bylo nutné pfipravit derivaty znacené
izotopem "N na azoskuping.

Obr. 11 ukazuje, jak dilezité je kombinovat informa-
ce ziskané z NMR spekter v pevné fazi a roztoku. Prestoze
je vidét jasna barevna zména po ozafeni prasku, zadny
zésadni rozdil v "*C spektrech v pevné fazi nebyl pozoro-
van (obr. 11A). Az po rozpusténi ozafeného prasku bylo
vIH spektrech v DMSO-d; detekovano 20 % cis izomeru
(obr. 11B). Po fotoizomeraci na cis izomer dochazi
k poruseni krystalové struktury a vznikly cis izomer je
amorfni (bez usporddané struktury). NMR signaly amorfni
formy jsou vyrazné rozSifené, proto nebyla pozorovana
druha sada signalti cis formy ve "*C spektru méfeném
vpevné fazi, ale byla jasné prokazana 'H NMR spektry

v roztoku®”.

5. Zavér

Pokrocilé metody NMR spektroskopie v kombinaci
s kvantové chemickymi vypocty poskytuji kli¢ové infor-
mace o struktufe a fyzikdlné-chemickych vlastnostech
molekul. Jedine¢na kombinace NMR spektroskopie s in
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situ ozafovanim odhalila fotoptepinatelné vodikové vazby
¢i umoznila popsat rychlé fotochemické reakce, coz by
s ex situ ozafovanim nebylo mozné. *'P NMR spektrosko-
pie vyrazné zjednoduSila a urychlila sledovani priib¢hu
enzymovych reakei, ve kterych dochazi k pfeméndm latek
obsahujicich fosfor. Na rozdil od klasického radiochemic-
kého pfistupu je samotna manipulace se vzorkem bezpec-
né. *'P spektra jsou vyrazng jednodu$si na interpretaci a
NMR parametry *'P izotopu mohou vyznamn& piispét
k uréeni prostorového usporadani latek, napt. relativni
konfigurace ¢i konformace. NMR spektroskopie v pevné
fazi odhalila polymorfni transformaci zptisobenou glyko-
polymerem, ktery byl navrzen jako nosi¢ pro cilené doru-
Covani latek s protirakovinnym ucinkem.

Na zaver autorka dékuje vsem kolegiim, kteri se aktiv-
né podileli na vyse uvedenych publikacich, jmenovité pak
vedoucimu Oddéleni NMR spektroskopie na UOCHB doc.
RNDr. Martinu Dracinskému, Ph.D.; Ing. Lucii Muzikové
Cechové za syntézu azopyrimidinii, Ing. Ondreji Baszczyii-
skému, Ph.D. (Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy)
za spoluprdci v oblasti fosfatovych spojek, prof. Dr. Chris-
tiné Thiele (TU Darmstadt) za moznost NMR méreni s in
situ ozarovanim béhem autorciny stdaze v jeji laboratori,
dale fotochemikiim z Prirodovédecke fakulty Univerzity
Komenského v Bratislavé, RNDr. Marku Cigarovi, Ph.D.
a RNDr. Juraji Filovi, Ph.D. za dlouhodobou spoluprdci.
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NMR spectroscopy is the key analytical method for
determination of chemical structure and investigation of
physico-chemical properties, such as non-covalent interac-
tions, tautomeric equilibria or polymorphism. In this work,
selected examples of using advanced NMR methods in
structural analysis are discussed. (1) NMR spectroscopy
with in situ irradiation useful to monitor photochemical
processes, (2) >'P NMR spectroscopy for reaction monitor-
ing and probing stereochemistry and (3) solid-state NMR
spectroscopy to investigate polymorphism.

Keywords: >'P NMR, photoswitches, conformational
analysis, NMR spectroscopy, polymorphism, stereochemistry

e Prochazkova E.: Chem. Listy /76, 395-404 (2022).
https://doi.org/10.54779/ch120220395



