Délka pulsu a excitacni profil

amplituda délka excitacni profil
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Off-resonance efekty

« efektivni rf pole je vychylené z roviny xy

* Uhel vychyleni zavisi na offsetu / chem. posunu

Y a na amplitudé pulsu
AB A
tan @ = = —
B, Wi
Expriment:
AQ
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porusena faze signalu



Uhlikové spektrum proteinu

C’ C arom. C aliphatic
160 120 80 40 ppm

signaly kabonylu a alifatickych uhlika dobre separované

b Ize s nimi manipulovat oddélené pomoci selektivnich pulsu



pravouhly puls

Selektivni tvarovane pulsy

excitacni profil
I
I A AN
VARV

900
rectangular
pulse
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AQ/2r [KHZ]

tvarovany puls excitaéni profil

A= L

Selective inversion

G3-pulse
%% 20 15 10 5 0 5 -10 -15 20 -25
AQI27 [kHz]



Selektivni tvarovane pulsy

pulsy optimalizované pro dany ucel:

selektivni excitace selektivni inverze adiabaticka inverze
a refokusace
Gaussian I-BURP "‘ Hyperbolic
(90°/ 270°) secant

G4 A“'v G3 ‘L CHIRP
NV S

References (shaped pulses and band-selective decoupling):
JMR (1991) 93, 93; Chem. Phys. Lett. (1990) 165, 469; JMR (1992) 97, 135;
JMR (1992) 100, 604; JMR (1993) A102, 364; JMR (1995) A115, 273; JMR (1996) A118, 299 .

E-BURP —"A RE-BURP v‘ WURST .
-—‘ ""I



Potlaceni signalu vody
Signal H,O je 10%x az 10° x intenzivné&jSi nez odezva proteinu

nelze pouzit D,O — chemicka vyména amidickych vodiku

Problémy

 dynamicky rozsah pfijimace

» radiacni tlumeni = neprehledna odezva na rf puls

Metody reseni (vybrané)

* presaturace vodiku vody
* spin-lockové nebo gradientni Cistici pulsy, WATERGATE
 water-flip-back pulsy

pretrvajici problem — potlaceni signalu kolem vody (Ha)



Potlaéeni vody - presaturace

béhem relaxacni doby ozafrujeme signal vody slabym rf polem
1-2s amplituda 50 Hz

zbytkovy signal H,O \

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

saturace vodiku vody Problém: pfenos saturace na amidické vodiky
(pH)




Potlaceni vody - WATERGATE

gradientni echo se selektivnim 180° pulsem 180° pro vse kromé vody

11 10 9 g ] 6 o 4 3 Z 1 0 -1 ppm

Problém: mohou pretrvavat efekty radiaéniho tlumeni



Potlaceni vody — Excitation Sculpting

90 180 180
I 180. 180.
2 gradientni echa c |
s libovolnou sekvenci presat & N “
180 e AR

G, / \ [\ /T \
180. H,O selektivni
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|" 1400 Hz
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Excitation Sculpting - selektivni excitace

180 180
H I . . %_
S S U S O N

2 gradientni echa
se selektivnim pulsem




Potlaceni vice signalu

» Multifrekcenéni presaturace

« Excitation sculpting

Double Presaturation

SGU 1

SGL2

o Amplifier 0

Proke

Presat Frequency 1

PresatFrequency 2

Double Presaturation

300 MHz 'H NMR Spectra of Phenyl Alanine in D,0
contaminated with methanol

X1
double
presaturation
one-pulse
measurement
T B 5

X100

H | ._.JI

ppm



Vicerozmérna NMR spektra

methyl H
| |
aromatic H
NH-backbone
aliphatic H A
| | NH-SC .
— | cen | M
| |

kureci lysozym (129 AA, 14.6 kDa)

» zjednodusSeni spekter ,zfedénim* informace do vice dimenzi

« zdUraznéni/detekce interakci mezi spiny



Vicerozmérna NMR spektra

NOESY HNCA

Proton chemical shift {ppm)

Proton chemical shift {(ppm)

blizkost v prostoru korelace po vazbach

strukturni parametry prifazeni signali



Princip nD NMR
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3D

Princip nD NMR
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Princip nD NMR

4D
VYVOj VYVOj VYVOj detekce
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2D COSY experiment

I, coswrty
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Kvadraturni detekce ve 2D

y X
ty  — I, coswrty —|—M

X X
I t W I, — —I,— —I,coswrti+1,sinwrt;y —
— —M+Im sin wytq

STATESova procedura

Scos(tI, t2) SSin(tl, tz)
Re Im Re Im

S5 (¢, nz)][ssi“(tl, ﬂzﬂ

Re Im Re \Im

pro jedno t;
méfFime DVA fidy

FT

Re Im 1 Re Im

SStates(tla QZ) [SStates(Qla Q.‘Z




Kvadraturni detekce ve 2D

TPPI procedura

(p= y: _Xs _yy X

* nastavit SW na dvojnasobek poZadované hodnoty

» s kazdym novym t, soucasné inkrementovat fazi

Y O D @

— frekvence otaceni se efektivné jevi jako zvétSena o 1/2 SW

= po jednoduché FT vzit pravou polovinu spekira




CcOSY

tl 90 chem. Jvazh
. vazba
1. —% 1, posuv, I.cosQjty + I,sin Qpt; —

I, cosQrt; cosmJt; + 21,5, cos Qrty sin wJty +1,sin Qrt; cosmdty — 21,5, sin Oty sin wJt,

90,
—>

I,cosQjticosmdty — 21.5,cosQrtysinwJty +1,sin Qrty cosnJt; + 21,5, sin Qrty sin wJt,

¢

1 1
Imi [cos(Qr — wJ)t1 4 cos(Qy + 7J)t4] 2IzSy§ [sin(Q2 — wJ)ty — sin(Qy + 7wJ)t,]
Fs: Q) inphase dublet, disperzni ()¢ antiphase dublet, absorp¢éni
Fi: 1 inphase dublet, disperzni (); antiphase dublet, absorpéni

Gaoran > Y
Chowic > 0@

podminky méfeni a zpracovani dat = ztrata rozliSeni ve spektru



