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ВВЕДЕНИЕ 

 

Первые упоминания о явлении ядерного магнитного резонанса 

датируются 1938 годом, когда И. Раби опубликовал свои работы в этой 

области. Впоследствии, в 1946 году, Ф. Блох и Э. Парселл существенно 

расширили возможности метода, сделав его применимым для исследования 

жидкостей и твердых тел. На сегодняшний день современная молекулярная 

биология неразрывно связана с пониманием структуры и функций ДНК, 

которая является основным носителем генетической информации в живых 

организмах. Изучение пространственной организации молекул ДНК и 

механизмов их взаимодействия с другими биомолекулами имеет важное 

значение для развития медицины, генетики и множества других научных 

областей. Спектроскопия ядерного магнитного резонанса высокого 

разрешения является одним из наиболее мощным и точным методом для 

исследования молекулярной структуры. Методы ЯМР предоставляют 

возможность получения детальной информации о пространственной 

организации атомов в молекуле, их динамике и взаимодействии. В последние 

десятилетия ЯМР спектроскопия достигло значительных успехов, что сделало 

возможным не только изучении структуры малых молекул, но и крупных 

биомолекул, такие как белки и нуклеиновые кислоты. Кроме того, ЯМР 

оказалось незаменимой при изучении специфических комплексов ДНК с 

лигнадами. 

В настоящий момент активно развивается подход к конструированию 

новых типов противоопухолевых агентов на основе редокс – активных 

молекулярных систем. Одни из подходов базируется на идее контролируемый 

деструкции ДНК метиленхинонами, образующимися в живом организме 

окислением соответствующих предшественников, в частности, замещённых 

фенолов. При этом их способность к фотоиндуцированному окислению 

открывает дополнительные возможности фотодинамической терапии 
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опухолевых заболеваний. Способность метиленхинонов как обратимо, так и 

необратимо алкилировать ДНК хорошо изучена, однако несмотря на 

достигнутый прогресс в этой области, высокая реакционная способность и, как 

следствие, низкая селективность (алкилированию подвергаются не только 

молекулы ДНК опухолевой клетки, но и другие белки и ферменты здоровых 

клеток) и высокая токсичность этих соединений продолжает оставаться их 

наиболее серьёзным недостатком. 

Целью работы является, исследование взаимодействия производного 

хинонадимиметил(3,5-ди-трет-бутил-4-оксоциклогекса-2,5-

диенилиденметил)фосфонат (Q-Me) с олигонуклеотидом 

d(GCGTAGCATGCG) методами спектроскопии ЯМР. Для достижения 

поставленной цели были выделены ряд взаимосвязанных задач: 

1. Приготовить образцы для записи ЯМР спектров исследуемых 

объектов; 

2. Запись одномерных и двумерных спектров ЯМР производного 

хинонадиметил(3,5-ди-трет-бутил-4-оксоциклогекса-2,5-

диенилиденметил)фосфонат (Q-Me); 

3. Запись двумерных ЯМР спектров олигонуклеотида 

d(GCGTAGCATGCG); 

4. Обработка получившихся спектров и выполнения соотнесений 

спектральных линий со структурой исследуемых образцов; 

5. Запись одномерных и двумерных спектров смеси 

олигонуклеотида и диметил(3,5-ди-трет-бутил-4-оксоциклогекса-

2,5-диенилиденметил)фосфонат для исследования 

взаимодействия;  
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Основы явления ядерного магнитного резонанса 

 

Ядерный магнитный резонанс – это физическое явление, 

проявляющееся в атомных ядрах. Под воздействием сильного магнитного 

поля, ядра спины которых отличны от нуля, поглощают и испускают 

электромагнитное излучение на характерных частотах. 

Спектроскопия ЯМР базируется на магнитных свойствах атомных ядер. 

Основные принципы связаны с тем, как атомные ядра вещества 

взаимодействуют с внешним магнитным полем и электромагнитным 

излучением. Определённые количество ядер, как например протон, обладают 

угловым моментом P. Угловой момент – это фундаментальное свойство, 

связанное с вращательным движением частиц. В квантовой механике угловой 

момент тесно связан с магнитным моментом. Присутствие углового момента 

приводит к возникновению магнитного момента 𝝁. Взаимосвязь между этими 

величинами определяется следующим образом 𝝁 = 𝛾𝑷, где 𝛾 −

гиромагнитное отношение [1]. Данная константа характеризует 

взаимодействие частицы с внешним магнитным полем, то есть она определяет 

частоту резонанса ядра, и для каждого ядра это отношение индивидуальна. 

В квантовой механике угловой момент и ядерный магнитный момент 

являются квантовыми величинами (квантованы). Это означает, что они могут 

принимать только определенные наборы дискретных значений. Разрешенные 

дискретные значения максимальной проекции углового момента на заданное 

направление, например на ось z определяются выражением  𝑃𝑧 = ℎ𝑚𝐼, где 𝑚𝐼  

– магнитное квантовое число ядра [1]. В соответствии с принципом 

квантования 𝑚𝐼 может принимать значения от I, I-1,…,-I , где I – ядерный спин. 

Ядерному спину соответствует набор (2𝐼 + 1) спиновых состояний, которые 

различаются направлением вектора магнитного момента 𝝁 [1]. Таким образом, 

число спиновых состояний ядра отражает возможные ориентации магнитного 
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момента ядра внутри внешнего магнитного поля. При отсутствии внешнего 

магнитного поля состояния ядерного спина является вырожденным. Так как 

без внешнего поля нет предпочтительного направления для ориентации 

ядерных спинов, поэтому все возможные спиновые состояния имеет 

одинаковую энергию. Однако в присутствии внешнего магнитного поля это 

вырождение может быть снято, так как энергия состояний ядерного спина 

будет зависеть от их ориентации относительного этого поля. Это приводит к 

различной заселённости энергетических уровней, что проявляется в 

распределении атом по различным уровням энергии в соответствии с 

принципом Больцмана.  

Энергия каждого уровня определяется следующим образом 𝐸 =

 −𝑚ℏ𝛾𝐵0, где ℏ −  постоянная Планка, 𝛾 −  гиромагнитное отношение. 

Соответственно разность энергий между энергетическими уровнями 

составляет ∆𝐸 =  ℏ𝛾𝐵0 [2].  

 

Рисунок 1 – Расщепление вырожденных уровней энергии под действием 

приложенного магнитного поля. 

 

Принцип наблюдения явления ЯМР заключается в следующем. Когда 

ядра, с магнитимым моментом 𝝁, помещается во внешнее постоянное 

магнитное поле 𝑩𝟎, образуется макроскопическая намагниченность образца, 

выравнивающаяся параллельно или антипараллельно направлению поля 𝑩𝟎. 
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Затем, под воздействием внешнего переменного радиочастотного поля 𝑩𝟏 с 

частотой 𝜔1 намагниченность начинает прецессировать вокруг направления 

постоянного магнитного поля 𝑩𝟎 частотой Лармора 𝜔0 =  𝛾
𝐵0

2𝜋
 [2]. При 

выполнении условии резонанса, то есть при совпадении частоты 

радиочастотного поля и частота ларморовской прецессии, проекция 

магнитного момента на ось z становится максимальной. Это приводит к 

максимальному поглощению энергии радиочастотного поля. Поглощение 

энергии в результате этого явления можно обнаружить и зарегистрировать, 

что и проявляется в спектрах ЯМР. 

 

Рисунок 2 – Возникновение макроскопической намагниченности.  

 

1.2 Основные параметры ЯМР экспериментов 

1.2.1 Химический сдвиг 

 

В молекуле у каждого атомного ядра соответственно и у спина 

различное химическое окружение из – за различных типов атомов и 

химических связей, которые его окружают. Распределение электронов вокруг 

ядра также неодинаковое и это влияет на степень экранирования [1]. Эти 

факторы в совокупности влияют на точное положение каждого сигнала в 

спектре поэтому резонансные частоты каждого ядра в молекуле отличаются и 

зависят от ее молекулярной структуры. Это явление известно, как химический 

сдвиг резонансной частоты. 
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Движущиеся вокруг ядра электроны порождают собственное локальное 

магнитное поле у определённого атома в молекуле. При наложении внешнего 

магнитного поля 𝑩𝟎, электроны в атоме начинают прецессировать вокруг ядра, 

что в свою очередь создает собственный магнитный момент, направленный 

противоположно внешнему полю 𝑩𝟎. Этот момент создает дополнительное 

магнитное поле, которое вносит свой вклад в магнитное поле, ощущаемое 

ядром. Как результат, магнитное поле на ядре оказывается ослабленным в 

сравнении с внешним магнитным полем. Это явление называется магнитное 

экранирование ядра. Константа экранирования 𝛿 характеризует степень 

экранирования. Регистрируемое наблюдателем магнитное поле оказывается 

меньше на величину 𝛿𝑩𝟎 [1]: 

  𝑩лок =  𝑩𝟎(1 −  𝛿) (1.1) 

 

Рисунок 3 – Эффект экранирования магнитного ядра 

 

Экранирование вызывает сдвиг резонансной частоты. Разность 

резонансных частот Δ𝜈 наблюдаемых ядер 𝜈1 и ядер эталонного вещества 𝜈эт 

называют абсолютным химическим сдвигом. 

Разность между резонансными частотами наблюдаемых ядер 𝜈1 и 

резонансной частотой эталонного вещества 𝜈эт называется химическим 

сдвигом. Однако с ростом внешнего магнитного поля 𝑩𝟎 абсолютный 

химический сдвиг тоже растет и из – за этого в ЯМР была введено понятие 

относительного химического сдвига (единица измерения миллионные доли, 

сокращение м.д.) 
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δ =  
𝝂𝟏 + 𝝂эт

𝝂эт
× 𝟏𝟎𝟔 

(1.2) 

1.2.2   Интегральная интенсивность 

 

Резонансные сигналы имеют различную интенсивность и интегральная 

интенсивность представляет собой суммарную площадь под кривой 

резонансного сигнала в спектре. Интенсивность пика напрямую зависит от 

количества ядер дающий этот сигнал [1]. Значение интегральной 

интенсивности может использоваться для получения относительного 

количества протонов. В одномерных спектрах ЯМР это особенно полезно для 

оценки числа эквивалентных протонов в различных химических окружениях, 

что может помочь в соотнесении сигналов. Также интегрируя кросс пики 

вызванные ядерным эффектом Оверхаузера в двумерных экспериментах 

можно получить экспериментальные ограничения по расстоянию, которые 

является одним из параметров для определения структуры исследуемых 

объектов. 

 

1.2.3 Спин – спиновое взаимодействие  

 

Сигналы от различных химических групп в спектре различаются не 

только их положением резонансных сигналов, но и мультиплетностью. В 

некоторых случаях сигналы могут провялятся в форме синглетов, а в других 

могут образоваться триплетные сигналы с соответствующим распределением 

интенсивности внутри этих мультиплетов. Расщепление сигналов возникает 

из – за явления спин – спинового взаимодействия.  

Эффект спин – спинового взаимодействия передается в пространстве 

через электроны, взаимодействующие между атомами через химические связи 

[1]. Электроны в химических связях влияют на магнитные свойства атома, с 
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которым они взаимодействуют. Когда ядра атомов с различными спинами 

находятся вблизи друг друга, магнитные моменты этих ядер взаимодействуют 

через электронные облака, что приводит к возникновение данного явления. 

 

Рисунок 4 – Схема ядерного спин – спинового взаимодействия через связывающие 

атомы электроны [1].   

 

Как уже говорилась в спектрах ЯМР этот эффект проявляется в виде 

расщепления пиков, которые может дать прямую информацию о связи атомов 

в молекуле. Оно зависит от расстояния между атомами, их химической 

окружающей средой, а также от конформационных и симметрических 

особенностей молекулы. 

Энергия спин – спинового взаимодействия между двумя ядрами, 

обозначаемых как A и X пропорциональна скалярному произведению их 

ядерных магнитных моментов [1].      

     

E =  𝑱𝑨𝑿𝐈𝑨𝑰𝑿 (1.3) 

Где 𝑱𝑨𝑿 скалярная константа спин – спинового взаимодействия. 𝐈𝑨 и 𝑰𝑿 

ядерных спиновые векторы обоих ядер. 
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1.3 Резонанс в микроскопическом образце  

 

Рассмотрим в качестве примера систему с двумя энергетическими 

уровнями. После воздействия магнитного поля 𝑩𝟎, ядра стремятся вернутся к 

равновесному распределению между этими уровнями. В соответствии с 

распределением Больцмана, вероятность нахождения ядра на более нижнем 

энергетическом уровне выше, чем на более высоком уровне [1]. 

Макроскопическая намагниченность М является следствием этого 

неравновесного распределения, и ее амплитуда М0 определяется избытком 

ядер, находящихся в основном состоянии. Длина вектора намагниченности М 

определяется как сумма модулей всех магнитных моментов, составляющих 

этот избыток населенности основного состояния [1]. 

 

Рисунок 5 – Макроскопическая намагниченность М [1]. 

 

При воздействии переменным магнитным полем вдоль оси x возникает 

резонансное взаимодействие между индивидуальными ядерными магнитными 

моментами и воздействующим полем. В результате этого вектор 

намагниченности 𝑴 системы начинает отклоняться от оси z, что приводит к 

появлению поперечной компоненты вектора намагниченности 𝑴𝑦′. В 

неподвижной системе координат 𝑴 начинает прецессировать вокруг оси z под 

воздействием переменного магнитного поля [2]. Таким образом, поперечная 
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намагниченность также начинает вращаться вокруг оси z, и этот эффект может 

быть зарегистрирован. Это основа для реализации метода ЯМР. 

 

Рисунок 6 – a) Возникновение поперечной намагниченности 𝑀𝑦′,б)прецессия 

вектора 𝑴 [1].  

 

В реальности не все ядра в макроскопическом образце обладают 

одинаковой ларморовской частотой из – за различий в химическом окружении, 

магнитных свойствах и других факторах. Поэтому поперечная 

намагниченность образца возникает в определённом диапазоне частот. 

Вектор намагниченности вращается в плоскости перпендикулярной к 

оси магнитного поля во вращающейся системе координат вокруг этой оси под 

воздействием переменного магнитного поля. Это движение вектора можно 

описать как движение по окружности в этой плоскости, где радиус окружности 

зависит от амплитуды поперечной намагниченности, а частота вращения 

определяется ларморовской частотой, соответствующей магнитному полю, 

пронизывающие каждое ядро [4]. 
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Рисунок 7 – Движение вектора намагниченности во вращающейся системе 

координат [1]. 

 

Количественное математическое описание данной модели описываются 

уравнением Блоха [1]. 

 Выражение для поперечной намагниченности 𝑴𝑦′ выглядит следующим 

образом [1]: 

     

𝑴𝑦′ =  
−𝑀0𝛾𝐵1𝑇2

1 + 𝑇2
2(𝜔0 − 𝜔)2 + 𝛾2𝐵1

2𝑇1𝑇2
 

(1.4) 

 

где  𝑇1 и 𝑇2 времена релаксации. 

 

1.4 Процессы релаксации 

 

Как было описаны выше макроскопическая намагниченность имеет две 

компоненты [3]: продольную, ориентированную вдоль оси z и 

представляющие собой намагниченность, которая выравнивается в 

направлении постоянного магнитного поля, и поперечную, лежащую в 

плоскости xy и возникает, когда переменное магнитное поле прикладывается 
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перпендикулярно постоянному полю. Обе компоненты намагниченности 

подвержены релаксационным процессам, что означает, что их величины 

изменяются со временем. 

1.4.1 Продольная или спин – решеточная релаксация 

 

Когда образец помещается во внешнее магнитное поле, происходит 

изменение магнитной ориентации внутри образца. Магнитные моменты 

атомов внутри образца начинают выстраивается вдоль направления внешнего 

магнитного поля, и в нем формируется намагниченность. Возникновение 

равновесной намагниченности 𝑀0 происходит не сразу и требует 

определённого времени. Изменение z – компоненты макроскопической 

намагниченности описывается дифференциальным уравнениями Блоха [1], 

[2]. 

 

𝑑𝑴𝑧

𝑑𝑡
=

𝑴0 − 𝑴𝑧

𝑇1
. 

(1.5) 

Процесс, который описывается уравнением (1.5) называется продольной 

релаксацией. Продольная релаксация происходит за счет передачи энергии от 

ядерных спинов к окружающей среде, так называемой решетке. Этот процесс 

приводит к восстановлению продольной составляющей намагниченности к 

равновесному состоянию после ее возмущения. Величина 𝑇1 называется 

временем продольной релаксации или спин – решеточной релаксации. 

Обратная величина 
1

𝑇1
 представляет собой констану скорости перехода 

возмущенной системы к равновесному состоянию [1]. 

Значения времен продольной релаксации 𝑇1 зависит от большого числа 

факторов, таких как свойства образца, его окружение, температура и 

магнитное поле. Изучение времен спин – решёточной релаксации позволяет 

получить информацию для идентификации молекул и исследовании их 

молекулярной структуры и динамики.  
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1.4.2 Поперечная или спин – спиновая релаксация 

 

Как упоминалось выше суммарная намагниченность является 

результатом суммы магнитных моментов всей совокупности ядер в образце. 

После воздействия на систему внешнем РЧ полем компоненты 

намагниченности начинают вращается в плоскости xy. Угол направления, на 

который они указывают в некий момент времени, известен как фазовый угол. 

В начальный момент времени все ядра находятся в фазе. С течением времени, 

при отсутствии внешнего РЧ поля фазовые углы постепенно изменяются, 

происходит потеря когерентности [3]. Таким образом сигнал, который можно 

обнаружить постепенно затухает. Существует две причины потери 

когерентности. Во – первых, наличие взаимодействия между соседними 

ядрами приводит к потере фазовой когерентности, этот процесс происходит за 

время 𝑇2, которое называется временем поперечной релаксации. Это связано с 

тем фактом, что скорость прецессии для отдельного ядра зависит от 

магнитного поля, которое он испытывает в конкретный момент времени. Хотя 

приложенное магнитное поле 𝑩𝟎 постоянное, магнитные моменты соседних 

ядер могут слегка изменять магнитное поле. В результате ларморовская 

частота отдельных ядер колеблется случайным образом, что приводит к потере 

когерентности во всей системе. Возникающий в результате этого распада 

поперечная составляющая намагниченности (𝑴𝒙𝒚) имеет экспоненциальную 

форму с постоянным временем 𝑇2.   

Рисунок 8 - Процесс потери фазовой когерентности.  
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Поскольку это явление вызвано взаимодействием между спинами 

соседних ядер, его называют не только как поперечная релаксация, но и спин 

– спиновая релаксация. Вторая причина потери когерентности связана с 

локальными статическими изменениями приложенного магнитного поля. Если 

это поле меняется в разных местах, то меняется и ларморовская частота.  

Таким образом, ядра в разных пространственных точках будут вращаться с 

разной скоростью, что приводит к дальнейшей дефазировке.  

 

1.5 Импульсная спектроскопия ЯМР 

 

В импульсных методах ЯМР используется переменные радиочастотные 

импульсы для манипулирования состоянием спинов и получения отклика от 

всего частотного диапазона наблюдаемой системы ядер. Для того чтобы 

повернуть макроскопическую намагниченность под определённым углом 

относительно направления внешнего магнитного поля, применяются два 

основных типа импульсов: 

 π/2-импульс (900 импульс): Этот импульс поворачивает 

намагниченность на 90 градусов относительно внешнего магнитного 

поля, что переводит спины в плоскость xy. После этого спины начинают 

прецессировать в этой плоскости 

 π-импульс (1800 импульс):  Этот импульс поворачивает 

намагниченность на 180 градусов, соответственно намагниченность 

переворачивается в противоположную сторону в плоскости xy. Спины 

прецессируют в противоположном направлении. 

Использование разных комбинаций этих импульсов в различных 

последовательностях позволяет проводить разнообразные ЯМР 

эксперименты. 
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Рисунок 9 – a) Поведение вектора намагниченности после действия π/2-импульса; 

б) Поведение вектора намагниченности после действия π-импульс [2] 

 

 

1.6 Одномерная спектроскопия ЯМР 

 

Одномерный ЯМР эксперимент состоит из двух частей. Первая из 

которых – подготовка, а вторая – детектирование. Во время этапа подготовки 

объемная намагниченность образца возмущается РЧ импульсом или набором 

импульсов. С течением времени из – за процессов релаксации 

намагниченность затухает и регистрируется сигнал, как функция одной 

временной переменой, называемый спадом свободной индукции (FID) [3]. В 

последствии FID с помощью математических преобразований преобразуется 

из временной области в частотную. В результате получается одномерный 

спектр, который представляет собой график интенсивности сигнала 

(амплитуды) в зависимости от химического сдвига (частоты) ядерных спинов 

в образце. Одномерный спектр позволяет получить информацию о 

химической структуре образца. Каждый пик в спектре соответствует 

определённому типу ядерных спинов в молекуле, позволяя идентифицировать 
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атомы и их окружение. Из формы и положения пиков в спектре можно судит 

о взаимодействии между атомами в молекулах, конформационных 

изменениях.     

 

Рисунок 10 – а) Действие π/2-импульса; б) затухание намагниченности и вид 

регистрируемого сигнала. 

 

1.7 Основы двумерной спектроскопии ЯМР  

 

Несмотря на свою эффективность и широкое применение, одномерные 

спектры в ЯМР имеют ограничения, которые могут затруднять анализ в 

некоторых случаях. В одномерных спектрах сигналы от различных ядерных 

спинов могут перекрываться из – за близких химических сдвигов или других 

причин. Это усложняет анализ, особенно в сложных молекулярных системах. 

Также информация о взаимодействии между атомами в молекуле ограничена 

и одномерные спектры не всегда позволяют точно определить тип и характер 

взаимодействия. Сильнее всего эти недостатки проявляются, когда 

исследуемые молекулы больших размеров и их структура становится 

сложной.  

Для более полного и точного анализа используются двумерные спектры. 

Благодаря двумерным методам удается решиться большинство проблем, 
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связанные с перекрыванием сигналов, они обеспечивают дополнительной 

информацией о молекулярной структуре, взаимодействии и пространственной 

ориентации атомов в молекуле. Двумерные спектры представляют собой 

матрицы, в которых одно измерение соответствует химическому сдвигу, в 

другое частоте, то есть интенсивность представляется как функция двух 

частот 𝑆(𝜈1, 𝜈2) [7]. 

 Каждый двумерный ЯМР эксперимент имеет одинаковы базовый 

формат, который включает четыре части: подготовка, эволюция, смешивание 

и обнаружение. 

 

Рисунок 11 – Общая схема последовательности действий двумерного ЯМР 

эксперимента. 

В зависимости от типа проводимого эксперимента подготовительный 

этап включает в себя возбуждение спинов одним или несколькими 

радиочастотными импульсами. За этим следует этап эволюцию, который 

является ключевым шагом в генерации второго измерения. Во время второго 

этапа намагниченность эволюционирует в течение определенного времени. 

После эволюцию следует этап смешивания, который состоит либо из одного 

импульса, либо из серии импульсов или просто фиксированной временной 

задержки. Этап смешивания очень важен, поскольку во время этого этапа 

намагниченность передается от одного спина к другому, то есть он определяет 

тип корреляции, которая приведет к появлению кросс – пиков. 

Первоначально данные записываются в момент времени 𝑡1 = 0, после 

чего последовательность импульсов разрешается, при этом генерируется спад 

свободной индукции, который записывается. Затем ожидается некоторые 

время, для того чтобы система вернулась в равновесии, после процесс 

повторяется с временим 𝑡1 +  ∆𝑡. Этот процесс повторяется много раз, пока не 

будет собрано достаточно данных, при этом ∆𝑡 постепенно увеличивается с 

каждым новым повторением. Зарегистрированный сигнал FID, который 
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является функцией двух переменных 𝑡1 и 𝑡2, преобразуется для получения 

спектра, имеющего два частотных измерения 𝐹1 и  𝐹2. 

 

1.8 Эксперимент 1H-1H-COSY 

 

Наиболее часто используемым двумерным ЯМР экспериментом 

является гомоядерная корреляционная спектроскопия (COSY), которая 

позволяет идентифицировать спины, связанные друг с другом в пределах двух 

– трех химических связей. Этот метод особенно полезен, когда в небольших 

молекул сигналы перекрываются и усложняют одномерные спектры, в этом 

случае с помощью COSY спектра можно решить эти трудности. 

 Двумерный спектр, полученный в результате эксперимента COSY, 

показывает частоты для одного изотопа, чаще всего водорода, вдоль обеих 

осей.  Вдоль главной диагонали двумерного спектра появляются сигналы, 

которые соответствуют одномерному спектру. Корреляции между парами 

ядер, отражающие связи между атомами в молекуле, проявляются как выше, 

так и ниже главной оси [6]. 

Импульсная последовательность в экспериментах COSY обычно 

состоит из: двух  900 импульсов, между которыми имеется определённая 

временная задержка 𝑡1. Когда образец помещается в постоянное магнитное 

поле формируется объемная намагниченность. После подачи первого 900 

импульса намагниченность поворачивается в плоскость xy и начинает 

прецессировать. Действуя вторым 900 импульсом, мы дополнительно 

поворачиваем компоненту 𝑀𝑦, так что она окажется вдоль оси z, а x 

компонента остаётся неизменна. Это приводит к обмену намагниченности 
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между соседними спинами, что позволяет обнаружить корреляцию между 

этими спинами в двумерном спектре COSY. 

Рисунок 12 – a) Общая импульсная последовательность COSY эксперимента; б) 

Положение намагниченности после первого 900 импульса; в) Эволюция намагниченности 

за время 𝑡1;г) Положение намагниченности после второго 900 импульса 

 

1.9 Эксперимент 1H-1H-TOCSY  

 

Эксперимент 1H-1H-TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) – это 

гомоядерный двумерный эксперимент, подобный COSY, проводится для 

получения информации о скалярно связанных спинах в спиновой системе. 

Однако в отличие от COSY обнаружение связанных спинов не ограничивается 

ближайшими соседями. После передачи намагниченности первому соседнему 

ядру намагниченность может быть передана по цепочки последующим ядрам 

в той же спиновой системе.  

Последовательность импульсов аналогична эксперименту COSY, но в 

TOCSY к последовательности импульсов добавляется период смешивания. 
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После периода эволюции применяется импульс спиновой блокировки, и в 

течении этого времени химические сдвиги усредняются [7]. Усреднение 

достигается путем подачи непрерывной последовательности импульсов. 

Именно из – за этого намагниченность распределяется по всей спиновой 

системе. Наиболее распространенная схема импульсов спиновой блокировки 

представляет собой серию близко расположенных друг к другу 1800 

импульсов, которая позволяет развиваться гомоядерной связи, одновременно 

переориентируя эволюцию химического сдвига. 

 

Рисунок 13 – Импульсная последовательность ЯМР эксперимента 1H-1H-TOCSY 

 

Можно увеличить число корреляций, наблюдаемых в спиновой системе 

путем подбора оптимального время смешивания спинового замка, и это одно 

из преимуществ эксперимента. Короткое время смешивания дает нам 

корреляции между соседними ядрами, а более длительное время приводит к 

большему количеству сигналов. Поскольку время, необходимое для передачи 

намагниченности увеличивается. 

Все эти свойства метода TOCSY делает его мощным инструментом для 

анализа сложных молекул с множеством разделенных связей, такие как белки, 

пептиды. В изучении структуры и взаимодействия олигонуклеотидов спектр 

TOCSY помогает в идентификации корреляций между связанными спинами в 

спиновой системе внутри ДНК. Это позволяет определить структуру 

молекулы, включая взаимодействие между основанием и между нуклеотидами 

цепочки. Так же может помочь в определении мест связывания лигнадов с 

ДНК и исследовании структурных изменений в ДНК, вызванные этим 

взаимодействием. 
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1.10 Ядерный эффект Оверхаузера 

 

Ядерный эффект Оверхаузера (ЯЭО) – это дипольный эффект, 

возникающий в результате перекрестной релаксации между ядерными 

спинами, которые находятся в непосредственной близости в трехмерном 

пространстве [1]. Эффект приводит к увеличению интенсивности сигнала от 

одного протона, после облучения соседнего. 

Для объяснения эффекта ЯЭО рассмотрим двухспиновую систему AX. 

Для простоты рассуждений будем предполагать, что два спина не скалярно 

связаны друг с другом. В зависимости от ориентации ядерного и электронного 

спина различаются четыре состояния с различной энергией. Населенность 

состоянии будет 𝑁1 − 𝑁4. 𝑁1 соответствует состоянию 𝛼𝛼 (↑↑) с минимальной 

энергией и с наибольшим числом спинов, а 𝑁4 высшему энергетическому 

состоянию 𝛽𝛽 (↓↓) с наименьшим числом спинов. 𝑁2 и 𝑁3 соответствуют 

промежуточным энергетическим состояниям 𝛼𝛽 (↑↓) и 𝛽𝛼 (↓↑), 

соответственно [1]. Причем населенность состояния 𝑁2 несколько выше, чем 

у 𝑁3, из – за различных ларморовских частот A и X. Энергия перехода спинов 

ядер A из состояния 𝑁1 к 𝑁3 и 𝑁2 к 𝑁4 равны. И так же равны для спинов ядер 

X от 𝑁1  к 𝑁2 и 𝑁3 к 𝑁4, что приводит к двум сигналам A и X. 

 

Рисунок 14 - Диаграмма Соломона для двухспиновой системы в состоянии 

равновесия. 
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Чтобы наблюдать ЯЭО, один из сигналов, например сигнал от спина A, 

насыщается, в результате чего населенность спиновой системы становится 

равной между 𝑁1 и 𝑁3, а также между 𝑁2 и 𝑁4. Следовательно, переходов 

спинов А больше невозможен, значит нет и сигналов, обусловленных спином 

А. Эффект насыщения не влияет на переходы 𝑁1 − 𝑁2 или 𝑁3 −  𝑁4 из – за 

спинов X. 

 

Рисунок 15 - Диаграмма Соломона для двухспиновой системы в результате 

насыщения. 

 

После возмущения спиновой системы устанавливается новое 

распределение между четырьмя состояниями, от 𝑁1
′ до 𝑁4

′. Сравнивая 

населенность состояний до возмущения и после, можно отметить, что 𝑁1
′ <  𝑁1 

и 𝑁4
′ > 𝑁4 [1]. 

 

Рисунок 16 - Диаграмма Соломона для двухспиновой системы после возмущения. 

 



26 

 

Система пытается вернуться в состояние равновесия, с помощью 

релаксационных переходов 𝑊1, 𝑊2 и 𝑊0. Из этих процессов 𝑊2 и 𝑊0 являются 

доминирующими путями диполь – дипольного взаимодействия. Релаксация 

𝑊2 увеличивает разность населенности между уровнями 𝑁1
′ до 𝑁4

′, что 

приводит к увеличению интенсивности сигналов X переходов. Однако 

релаксация 𝑊0 уменьшают населённость между этими уровнями, 

соответственно интенсивность от тех же X переходов уменьшается. Таким 

образом, от величины релаксации 𝑊2 и 𝑊0 интенсивность сигнала может либо 

увеличиваться, либо уменьшаться. 

Дипольная связь зависит от расстояния и дает информацию о 

трёхмерной структуре исследуемого объекта. Вклад этого взаимодействия 

разделенных расстоянием 𝑟, пропорционален 1/𝑟6 [4]. Это означает, что ЯЭО 

может наблюдаться только тогда, когда рассматриваемые ядра находятся на 

относительно близком расстоянии. 
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1.11 Эксперимент 1H-1H-NOESY и 1H-1H-ROESY 

 

До этого момента мы рассматривали эксперименты, которые дают 

информацию о ядрах, связанных между собой химическими связями. В этих 

последовательностях намагниченность тесно связанных ядер передается 

посредством электронов химических связей, однако связь непосредственно 

между ядрами, находящимися в пространственной близости друг от друга, 

также имеет место. Для получения информации о связи ядер в пространстве 

используются эксперименты основанные на ядерным эффекте Оверхвузера, 

который рассматривался в главе 1.10. 

Эксперимент 1H-1H-NOESY используется для определения дипольной 

связи между спинами, которые близко расположены друг относительно друга 

в трехмерном пространстве, испытывающими кросс – релаксацию [2]. 

Перекрёстные пики как правило наблюдаются, если расстояние между ядрами 

≤ 5 Å. Величина кросс – релаксации будет зависеть не только от расстояния 

между спинами в пространстве, но и от времени корреляции молекул (𝜏с) [3]. 

Последовательность импульсов для ЯМР эксперимента 1H-1H-NOESY 

показана на рисунке 16. Как и в стандартных импульсных 

последовательностях, первым шагом подается 900 импульс, за которым 

следует время эволюцию. Однако, в отличие от базовой последовательности, 

второй импульс фактически состоит из двух 900 импульсов, разделенных 

короткой задержкой (время смешивания 𝜏𝑚). Время смешивания в 

зависимости от размеров молекулы может варьироваться в диапазоне от 50 – 

300 мс [2]. Второй импульс переводит объемную намагниченность из 

поперечной плоскости в z – плоскость. Затем в течении времени 𝜏𝑚, между 

пространственно близкими ядрами происходит эффекты поперечной 

релаксации. Последний 900 импульс в конце периода смешивания 

восстанавливает поперечную намагниченность, которая может быть 

обнаружена в течении времени 𝑡2. 
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Рисунок 17 - Импульсная последовательность эксперимента 1H-1H-NOESY 

 

Существуют практические факторы, влияющие на эксперимент NOE, 

такие как растворитель, градиент температуры, чистота образца. Растворитель 

является важным фактором для регистрации ЯЭО. Исследования показывают, 

что растворители с резкими интенсивными сигналами лока, такие как 𝐷𝑀𝑆𝑂 −

𝑑6 или ацетон 𝑑6  (𝐷𝑀𝑆𝑂𝑑6 или 𝑑6 − ацетон) более эффективные, чем более 

слабый сигнал лока (дейтерированный хлороформ) [11]. Градиент 

температуры влияет на качество спектра. Например, разные температуры в 

образце могут привести к разным химическим сдвигам, что в дальнейшем 

приводит к уширению спектральных линий. Так же от всех этих параметров 

зависит время корреляции, однако больший вклад вносит молекулярная масса 

и вязкость растворителя. Время корреляции влияет на максимальное 

возможное значение NOE сигнала. Большая молекулярная масса и более 

высокая вязкость приводят к увеличению времени корреляции. Сигнал от ЯЭО 

положителен для малых молекул (молекулярная масса <600), переходит через 

ноль для средних молекул (диапазон молекулярной массы 700 - 1200) и 

становится отрицательным для больших молекул (молекулярная масса>1200). 

Эксперимент ROESY предпочтительнее для молекул среднего размера, 

поскольку ROE всегда положительна [11]. 
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Рисунок 18 – Зависимость ЯЭО от молекулярной массы [12] 

 

В импульсной последовательности эксперимента 1H-1H-ROESY измерения 

проводится в условиях спинлока подобно тому, что используется в TOCSY. 

Благодаря этому появляется возможность регистрировать сигналы 

аналогичные ЯЭО, во вращающийся системе координат. 

 

1.12 Эксперимент HSQC 

 

В предыдущих разделах говорилось об экспериментах, направленные на 

наблюдение корреляции между протонами (1H-1H). Однако в молекулах 

помимо протонов можно использовать другие ЯМР активные ядра. Такие 

эксперименты, называемые гетероядерными, применяются для наблюдения 

корреляции между различными типами ядер, например 1H-13C. Эти методы 

имеют высокую эффективность в исследованиях трехмерной структуры 

белков и других биомолекул. 

Одним из таких экспериментов является 1H-13C HSQC (Heteronuclear 

Single Quantum Coherence). Используется для определения корреляций между 

протонами и углеродами в виде одиночных связей. В эксперименте 

поляризация передается от ядер 1H к соседнему гетероатому 13C. Затем эта 
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поляризация передается обратно на протоны. Сигнал от ядер 1H 

регистрируется. 

В основе эксперимента 1H-13C HSQC лежит последовательность INEPT. 

Первым шагом воздействию подаются протоны, вследствие чего возникает их 

намагниченность. После идет первый шаг INEPT, во время которого 

эволюцию химического сдвига протонов перефокусируется двумя 1800 

импульсами. По окончании перефокусировки намагниченность переносится 

на соседний гетероатом (13C), где намагниченность эволюционирует с 

химическим сдвигом этого атома. Во время данного периода протонная связь 

снимается с помощью 1800 импульса. После этапа эволюцию проводится 

обратный этап INEPT, во время которого намагниченность передается обратно 

протону. Сигнал регистрируется в течении времени 𝑡2 [8]. 

 

Рисунок 19 – Импульсная последовательность эксперимента HSQC 

 

 

1.13 Эксперимент HMBC 

 

Еще одним методом для выявления корреляции между ядрами 

различных типов является HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). 

Этот эксперимент является важным инструментом для изучения структуры 

различных объектов как химических, так и биологических. 

 Как говорилось в главе 1.12 в экспериментах HSQC наблюдаются 

корреляции сигналов ядер, которые непосредственно связаны с друг другом 

через одну химическую связь. HMBC расширяет возможности HSQC, 
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позволяя выявлять более удаленные корреляции между ядрами, разделенными 

несколькими химическими связями, обычно через две – три связи. Достигается 

это за счет использования более длительных времен задержки, которые 

подбираются таким образом, чтобы максимизировать влиянии дальних спин – 

спиновых взаимодействий. 

Вначале происходит перенос намагниченности с протонов на ядра 

углерода. Важным аспектом здесь является то, что перенос осуществляется 

через дальние J – связи, из – за того, что оптимально подобраны времена 

задержек Δ и 𝛥′.  На этапе эволюции (время 𝑡1)  система ядерных спинов 

эволюционируют. Затем намагниченность возвращается на ядра 1H, что 

позволяет детектировать сигнал. Зарегистрированный сигнал преобразуется с 

помощью математических операций [6]. В результате получается двумерная 

гетероядерная карта корреляции химического сдвига между 

дальнодействующими протонами и гетероядрами (13С). 

 

Рисунок 20 - Импульсная последовательность эксперимента HMBC 

 

Эксперимент HMBC особенно полезен в структурной биологии для 

исследования белков, нуклеотидных последовательностей и других 

биомолекул, где важно понимать и дальние корреляции между атомами. В 

белках часто необходимо определить корреляции между аминокислотами, 

которые не находятся в непосредственной близости. Идентификация таких 

ядер, разделенными несколькими химическими связями, дает понимание 

общей структуры белка. Методы HSQC и HMBC дополняют друг друга, 
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предоставляя всестороннюю информации о структуре изучаемого объекта. С 

помощью HSQC можно наблюдать близкие корреляции, а используя 

информацию из спектра HMBC дополнять эту информацию достигая более 

глубокого понимания о структуре.  

 

1.14 1H-31P корреляционные эксперименты для соотнесения 

нуклеиновых кислот  

 

Спектроскопия ЯМР фосфора является мощным аналитическим 

методом для изучения соединений, содержащих фосфор. Фосфор 

присутствует в важных биомолекулах, таких как нуклеотиды, фосфолипиды, 

а также в различных органических и неорганических соединениях. 31P – 

резонансы могут предоставить важную информацию о фосфатной основе 

ДНК, что может быть полезно для соотнесения структуры нуклеотидной 

последовательности. 

Фосфорные резонансные сигналы могут давать очень широкую линию в 

ЯМР экспериментах, что делает такие эксперименты непоказательными. 

Эффективное применение корреляции HSQC фосфора и протонов достигается 

применением последовательности близко расположенных 1800 импульсов. 

Так называемая последовательность Карра – Парселла – Мейбум – Гилла 

(CPMG) [13]. Импульсы подаются в периоды переноса намагниченности 

между фосфором и скалярно связанными протонными ядрами, в 

последовательности ДНК, например такими ядрами являются H3` и H5`\H5`` 

протоны фосфатной группы. Известно, что последовательность КПМГ 

импульсов могут быть использованы для сохранения спиновой когерентности, 

когда изучаемый объект повержен конформационным изменениям и кросс – 

коррелированной релаксации, что позволяет достичь оптимального поведения 

при перефокусировке [14, 15]. В данном случае КПМГ последовательность 

импульсов обеспечивает оптимальную перефокусировку между ядрами, 
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коррелированные вдоль одной фосфодиэфирной основы, в которой могут 

происходить значительные конформационные обмены [16, 17]. В результате 

использование последовательности тесно связанных 1800 импульсов к 

повышению чувствительности за счет оптимальной перефокусировки связи 

между ядрами фосфатного каркаса. 

Последовательность 1H-31P -CPMG-HSQC можно расширить с помощью 

применения ядерного эффекта Оверхаузера [18, 19]. Расширение 

последовательности с использованием NOESY эксперимента позволяет 

идентифицировать протоны соседних сахарных остовов последовательности 

нуклеотидов, которые находятся рядом в трехмерном пространстве. 

Последовательность импульсов CPMG – HSQC – NOESY эксперимента 

показана на рисунке 20. 

 

Рисунок 21 – Импульсная последовательность эксперимента 1H-31P-CPMG - HSQC-

NOESY 
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2 Объекты исследования 

 

В данной работе в качестве объектов исследование использовались 

олигонуклеотид d(GCGTAGCATGCG), приобретённый в компании OOO 

“Синтол”, г.Москва и диметил(3,5-ди-трет-бутил-4-оксоциклогекса-2,5-

диенилиденметил)фосфонат (Q–Me). Структурные формулы изучаемых 

объектов представлена на рисунках 22 и 23.  

 

Рисунок 22 - Структурная формула Q – Me 
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Рисунок 23 – Структурная формула олигонуклеотида d(GCGTAGCATGCG) 

 

Дезоксирибонуклеиновая кислота (сокращенно ДНК) – это молекула, 

которая несет генетическую информацию, обеспечивающую развитие и 

функционирование организма. ДНК состоит из двух связанных между собой 

нитей - такая форма называется двойной спиралью. Основными структурными 

элементами нуклеиновой кислоты являются нуклеотиды, которые состоят из 

пятиугольного сахара (пентоза), азотистого основания, остатка фосфорной 
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кислоты. К каждому сахару прикреплено одно из четырех оснований: аденин, 

цитозин, гуанин или тимин. 

Рисунок 24 – Структура оснований, присутствующих в ДНК 

 

Фосфатная группа действует как структурная основа, удерживая 

молекулу вместе, соединяя сахар и основание. Таким образом образуя связи 

между соседними нуклеотидами. 

 

Рисунок 25 – Структура сахар фосфатной группы. 

 

В цепи нуклеотиды соединены между собой фосфодиэфирными 

связями, где каждая фосфатная группа образует две сложноэфирные связи с 

соседними молекулами сахара. Первая сложноэфирная связь уже существует 

между фосфатной группой и 5` углеродом сахара нуклеотида. Вторая связь 

образуется между гидроксильной группой, присоединенной к 3` углероду 

предшествующей молекулы сахара, и фосфатной группой. Фосфодиэфирные 

связи в цепи образуют чередующиеся остатки сахара и фосфата, называемой 

сахарно – фосфатной основой, благодаря этим связям цепи придается 
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направленность. Цепь имеет свободную 5` фосфатную группу на одном конце 

и свободную 3` гидроксильную группу на другом. Эти концы называются 5` 

конец и 3` конец соответственно. 

 

Рисунок 26 – Иллюстрация фосфодиэфирной связи. 

 

Олигонуклеотиды – это короткие одноцепочные или двухцепочные 

фрагменты ДНК или РНК. Олигонуклеотиды изготавливаются методом 

твердофазного химического синтеза. Это метод, при котором 4 нуклеиновые 

кислоты, аденин, тимин, гуанин и цитозин добавляются одна за другой, 

образуя рустующую цепочку нуклеотидов. Они строятся на основе 

строительного блока, называемого фосфорамидитом. Во время этих циклов 

добавление одного нуклеотида или основания к другому цепь растет в 

направлении от 3` к 5`. В конце синтеза или всех циклов добавления каждого 

основания получается полноразмерный олигонуклеотид. После синтеза 
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получившиеся образцы очищаются, так как при химической реакции не 

каждое новое добавленное основание может присоединится и образовать 

боковые цепи меньшего размера. Эти меньшие боковые цепи или неудачные 

последовательности могут конкурировать с последовательностью полной 

длинны в последующих приложениях и потенциально могут повлиять на 

результаты. Олигонуклеотиды обычно состоят из 10 – 25 нуклеотидов и его 

длина обозначается добавлением суффикса -мер. 

Хинонометиды являются реактивными метаболитами различных 

фенольных соединений, содержащих орто- или пар-алкильные заместители, и 

могут быть ответственны за цитотоксические и генотоксические эффекты 

исходных соединений, включая гепатотоксичность и/или идиосинкразические 

побочные реакции на лекарства [20]. Хиноны, хинонометиды широко 

распространены в природе. Большое количество фенольных и хиноидных 

соединений встречаются в качестве вторичных метаболитов. Из – за того, что 

хиноны могут проявляют выраженную биологическую активность они могут 

служить организму, производящему их, в качестве оружия для зашиты. 

Биологическая активность многих хиноноидов заключается в химической 

модификации и денатурации биополимеров, нанося, тем самым вред 

организму, подвергшемуся воздействию [21]. 

Биологические действие хинонов в основном связано с их реакционной 

возможностью с нуклеозидами и алкилированием ДНК, поскольку некоторые 

противораковые препараты, такие как митомицин, нтрациклиновые 

антибиотики и родственные им соединения, образуют ковалентные связи с 

основаниями ДНК через промежуточные хинон-метидные соединения. 

Связывание происходит в основном с амино группой гуанина и аденина. 

Структурно простые метиды хинонов также ковалентно взаимодействуют с 

ДНК и потенциально способны вызывать генотоксичность. Хиноны, 

выделенные из различных растений, показали свою широкую активность 

против бактерий и демонстрируют противоопухолевую и антибиотическую 

активность [22]. Также хиноны применяются как фотохимические агенты для 
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сшивания ДНК. Они используются в качестве противоопухолевых и 

противораковых агентов, для изучения повреждений и репарации ДНК, для 

фотоманипуляции ДНК и терапевтической генной модуляции [23, 24]. 
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3 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 

Регистрация спектров ЯМР проводилась на ЯМР спектрометре высокого 

разрешения «AVANCE III 600МГц» фирмы «Bruker» укомплектованного 

инверсным трехядерным широкополосным датчиком TBI с z-градиентом 

магнитного поля и блоком температурного контроля BCU-05. Для 

установления оптимальной температуры записи спектров олигонуклеотиа, 

проводили контрольные измерения в диапазоне от 300C до 700C. Таким 

образом выбрали оптимальную температуры 700C для проведения 

эксперимента, при который было наилучшие соотношение сигнал/шум и 

наименьшее количество перекрывающихся сигналов для изучения структуры 

данного нуклеотида. Спектры Q – Me записывались при температуре 300C и 

анализировались в программе TopSpin 3.6 и Sparky. 

 

3.1 Приготовление образцов 

 

Для проведения ЯМР экспериментов был приготовлен образце хинона Q 

– Me в растворе DMSO – d6 в объеме 510 мкл с концентрацией 5.11 мМ.  

Для исследования структуры олигонуклеотида приготовили образцы в 

натрий – фосфатном буфере. Чтобы получить раствор олигонуклеотида в 

буфере концентрацией 1 мМ использовали: Na2HPO4, молярная масса 

которого 𝑀𝑟 = 141.96 г/моль и NaH2PO4 молярная масса которого  𝑀𝑟 =

119.98 г/моль. Концентрация натрий – фосфатного буфера была 20 мМ. Так 

же в растворе содержался NaCl концентрацией 50 мМ и 10 % D2O, pH среды 

была равна 7.64. 
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3.2 Одномерный протонный спектр Q – Me 

 

Соотнесение резонансных сигналов ЯМР целесообразно начинать с 

одномерных спектров, так как они позволяют выявить наиболее характерные 

сигналы, соответствующие известным химическим группам. Структурная 

формула исследуемого образца с пронумерованными ядрами показана на 

рисунке 27.  

 

Рисунок 27 – Нумерация ядер исследуемого Q – Me 
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На представленном одномерном спектре исследуемого образца 

наблюдаются резонансные сигналы от групп протонов Q – Me и остаточный 

сигнал воды с растворителем. 

Рисунок 28 - Одномерный протонный спектр Q – Me 

 

Первым действием посчитали интегральные интенсивности сигналов, 

так определили количество протонов эквивалентных резонансным сигналам. 

Используя сведения, полученные по интенсивностям и табличные значения, 

соответствующие определенным химическим группам, нашли сигналы он 

протонов H8 и H9. Таким же образом были обнаружили сигналы от 

растворителя. Судя по КССВ сигналы на 7,15 м.д. и 7,95 м.д. принадлежат 

протонам H3 и H3`, а сигнал на 6,61 м.д. H7. Также можно заметить, что они 

неэквивалентные и каждый дает свой сигнал.  
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3.3 Гомоядерные корреляционные спектр 1H-1H-COSY и 1H-1H-TOCSY 

Q – Me 

 

Для последующего исследования структуры лиганда записали 

двумерные гомоядерные корреляционные спектры 1H-1H-COSY и 1H-1H-

TOCSY при той же температуре. 

Дальнейшее соотнесении развили, используя спектр 1H-1H-COSY. Этот 

спектр позволяет выявлять взаимодействие между протонами, которые 

находятся в непосредственной близости по химическим связям. 

Рисунок 29 - Гомоядерный корреляционный спектр 1H-1H-COSY Q – Me 

 

Анализируя спектр COSY обнаружили корреляции между протонами H3 

и H3`. Однако используя только COSY нельзя увидеть полную информацию, 

для решения этой проблемы использовали спектр TOCSY. Спектр 1H-1H-



44 

 

TOCSY дает возможность увидеть взаимодействие наблюдаемых спинов друг 

с другом в пределах данной спиновой системы. 

При анализе спектра TOCSY удалось обнаружить корреляции между 

протонами H3, H3`, H7. 

 

Рисунок 30 - Гомоядерный корреляционный спектр 1H-1H-TOCSY Q - Me 

 

 

3.4 Углеродный 13C и гетероядерные корреляционные спектры 1H-13C-

HSQC, 1H-13C-HMBC, 31P-13C-HMQC Q - Me 

 

Для того чтобы выполнить полное соотнесение сигналов со структурой 

исследуемого хинона записали 13C ЯМР спектры Q – Me при тех же условиях. 

Используя сведения, полученные из протонных спектров, соотнесли 

углеродные сигналы с их протонами (рисунок 31). 
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Рисунок 31 - Углеродный 13C спектр Q – Me 

 

Для дальнейшего анализа применили гетероядерные спектры 1H-13C-

HSQC и 1H-13C-HMBC. Выявленные кросс – пики свидетельствует о наличии 

химической связи между протонами и углеродами. Таким образом, зная 

химические сдвиги протонов, можно определить химические сдвиги 

углеродов. Комбинируя сведения, полученные из спектров COSY и TOCSY по 

наличию кросс - пиков легко находим ковалетно связанные с протонами ядра 

углеродов. 
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Рисунок 32 - Гетероядерный корреляционный спектр 1H-13C-HSQC Q – Me 

 

Сигналы от четвертичных углеродов не обнаруживаются в спектрах 1H-

13C-HSQC из – за отсутствия ковалентно связанных с ними протонов. 

Соответственно, для их обнаружения используют эксперимент 1H-13C-HMBC, 

чтобы рассматривать корреляции между ядрами, отдалёнными между собой 

до трех химических связей. Можно заметить, что в спектре 1H-13C-HMBC для 

протонов H3`, H3, H7 есть корреляции с несколькими сигналами от ядер 

углерода. 



47 

 

   

Рисунок 33 - Гетероядерный корреляционный спектр 1H-13C-HMBC Q – Me 

 

Используя корреляционный спектр ЯМР 31P-13C-HMQC, обнаружили 

корреляции с фосфора на углероды С7, С3`, C3. 

 

Рисунок 34 - Корреляционный спектр ЯМР 31P-13C-HMQC Q-Me 
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Результаты, полученные из анализа вышеприведенных ЯМР спектров, 

позволило выполнить полное соотнесение спектральных линий со структурой 

исследуемого образца. Составлена таблица химических сдвигов Q – Me. 

Таблица 1 - Таблица химических сдвигов Q – Me 

Номер атома 𝛿(1H), м.д. 𝛿(13C), м.д. 

1 - 186,4 

2 - 150 

3 7,15 134,81 

3` 7,97 128,81 

4 - 145,2 

5 - 30,8 

6 1,24 29,57 

7 6,61 127,1 

8 3,71 53,2 

9 3,69 52,6 

 

3.5 Двумерные спектры олигонуклеотида d(GCGTAGCATGCG) 

 

Для исследования структуры олигонуклеотида записали следующие 

двумерные корреляционные спектры в натрий–фосфатном буфере: 1H-1H-

COSY, 1H-1H-TOCSY, 1H-1H-ROESY, 1H-13C-HSQC, 1H-13C-HMBC, 1H-31P-

HSQC, 1H-31P-HSQC-NOESY.  

Для процессинга двумерных спектров олигонуклеотида мы 

использовали программу NMRpipe. Проверку и корректировку получаемых 

данных после процессинга выполняли программой NMRDraw, которая 

представляет собой визуальный интерфейс для обработки данных. Далее 

обработанные данные были преобразованные в ucsf формат, для того чтобы 

выполнить соотнесение спектральных линий в программе Sparky. 
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3.5.1 Соотнесение сигналов нуклеотида 

 

Рассмотрим процесс соотнесения сигналов олигонуклеотида 

d(GCGTAGCATGCG) с его структурой, формула которого представлена на 

рисунке 23, на примере идентификации сигналов одного нуклеотидного 

остатка, а именно тимина.  

Соотнесение начали выполнять с двумерных корреляционных спектров 

1H-1H-COSY и 1H-1H-TOCSY. Используя источники литературы установили 

характерные диапазоны химических сдвигов CH3 группы тимина. Так же 

химические сдвиги H6 протона (7,0-7,5 м. д.) цитозина, тимина отличаются от 

резонансов H8 протона аденина (8,0-8,5 м. д.) и гуанина (7,5-8,0 м. д.), что 

помогает точно идентифицировать сигналы от метильной группы тимина. 

Таким образом в области 1.0 – 1.9 м. д. ожидалось два сигнала от CH3 группы 

и оба они были обнаружены и хорошо разрешены. 

Рисунок 35 – Спектр 1H-1H-TOCSY на котором показаны сигналы от CH3 группы 

тимина. 
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Для того чтобы определить сигналы от H6 протона тимина 

воспользовались спектром 1H-1H-ROESY, благодаря которому можно 

идентифицировать сигналы от протонов, находящихся близко в пространстве. 

В спектре (рисунок 36) можно видеть корреляцию между метельной группы и 

H6 протоном тимина. 

Рисунок 36 – Спектр 1H-1H-ROESY показывающий последовательные NOE-связи 

между CH3 группы и H6 протонами тимина. 

 

При этом соответствующие резонансные сигналы C7 были обнаружены 

и в спектре 1H-13C-HSQC. За счет гетероядерного корреляционного спектра 1H-

13C-HSQC мы дополнительно подтверждаем правильность идентификации 

резонансных сигналов CH3 группы тимина. Анализ данного спектра позволяет 

нам определить химические сдвиги ядер углерода. 
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 Рисунок 37 – Гетероядерный корреляционный спектр 1H-13C-HSQC 

 

Зная информацию об соотнесенных протонах метельной группы и 

комбинируя спектры 1H-13C-HSQC и 1H-13C-HMBC удалось обнаружить 

сигналы от углеродов C4, C5 и C6 нуклеотидного остатка тимина. 

Рисунок 38 – Гетероядерный корреляционный спектр 1H-13C-HMBC 
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3.5.2 Соотнесение сигналов нуклеиновых оснований и сахарного остова  

 

В ДНК сахарный остов находится в непосредственной 

пространственной близости от H6 протонов тимина и цитозина и H8 протонов 

гуанина и аденина. Эти корреляционные сигналы можно четко наблюдать в 

спектре 1H-1H-ROESY.  Кроме этого, протоны H1` сахарного остова 

резонируют в области 5.0 – 6.5 м. д., а химические сдвиги H6 протонов тимина 

и цитозина (6.9 – 7.9 м.д.) отличаются от протонов H8 аденина (7.7 – 8.5 м.д.) 

и гуанина (7.5 – 8.3 м.д.). Такой разброс химических сдвигов позволяет 

наблюдать четкие сигналы, поскольку перекрывание сигналов уменьшается.  

Как уже было сказано соотнесение H6 протона с протонами сахарного 

остова выполнялось с помощью спектра 1H-1H-ROESY. Анализируя 

получившийся спектр можно увидеть кросс-пики между H6 протонами и H1` 

протонами сахарного остова тимина. 

Рисунок 39 – Спектр 1H-1H-ROESY на котором показаны кросс – пики между 

протонами H6 и H1` протонами сахарного остова тимина. 

Используя информацию о химических сдвигах протонов H1` из спектров 

1H-1H-TOCSY и 1H-1H-ROESY, определили резонансные сигналы С1` 

углеродов. 
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 Рисунок 40 - Спектр 1H-13C-HSQC на котором показаны сигналы от С1` углеродов 

сахарного остова олигонуклеотида. 

  

В положении C2` располагаются два протона сахарного остова. 

Резонансные сигналы H2`/H2`` протонов аденина и гуанина находятся в 

диапазоне 2.3 – 2.9 м.д. и 2.4 – 3.1 м.д. соответственно. У тимина и цитозина, 

H2` протон резонируют в области 1.7 – 2.3 м.д., а H2`` протон в 2.1 – 2.7 м.д. 

Также, исходя из анализа источников литературы, было определено, что 

протоны H2` резонируют при более высоком поле, чем протоны H2``. Данная 

информация позволила нам точно установить сигналы протонов H2`/H2``, 

через корреляцию H1` – H2`\H2`` в спектре 1H-1H-TOCSY (рисунок 41).  
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Рисунок 41 - Спектр 1H-1H-TOCSY а) корреляции между протонами H1` – H2`\H2``. 

б) Диагональные сигналы от протонов H2`\H2``. 

 

Химические сдвиги протонов H2`/H2`` были подтверждены и в спектре 

1H-1H-ROESY, поскольку они оба находятся близко в пространстве с протоном 

H1` и дают кросс-пики в спектре. Сигнал от корреляции H2`` - H1` более 

интенсивный, чем от H2`-H1`, поскольку расстояние H1`-H2`` короче, чем H1`-

H2`. 

Рисунок 42 – Спектр 1H-1H-ROESY на котором показана корреляция между 

протонами H1` – H2`\H2`` 
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Соответствующие сигналы от C2` углеродов были найдены и в спектре 

1H-13C-HSQC, благодаря идентифицированным H2` и H2`` протонам. 

 Рисунок 43 – Спектр 1H-13C-HSQC на котором показаны сигналы от С2` углеродов 

сахарного остова олигонуклеотида. 

 

Для соотнесения сигналов от H3` протонов сахарного остова по-

прежнему использовали спектр 1H-1H-TOCSY, поскольку он позволяет 

получить сведения о протонах, связанные спин – спиновым взаимодействием 

между ядрами в диапазоне четырёх – шести химических связей. Как раз из – 

за такой особенности мы можем увидеть интенсивные кросс-пики между H3` 

протоном и H2`/H2``, H1` протонами. Однако в некоторых случаях это было 

затруднено, так как сигналы сильно перекрывались, поэтому отличить один 

сигнал от другого оказывалось невозможным. Для решения этой проблемы мы 

комбинировали спектры 1H-1H-TOCSY и 1H-1H-ROESY. В спектры 1H-1H-

ROESY мы можем наблюдать корреляции между протонами H3’ и H2`, а также 

H3` и H1’. И в зависимости от типа основания наблюдалось четкое разделение 

сигналов от разных ядер. Помимо этого, корреляции наблюдались между 

ароматическими протонами H6/H8 и H3`, что позволило разделить сигналы и 

точно их идентифицировать.  

Определение резонансных сигналов от H4`/H5`/H5`` оказалось куда 

сложнее задачей. Так как они сильно перекрывались в одной и той же области 
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спектра. Сигналы от этих протонов некоторых нуклеотидных остатков 

удалось определить. Для полного соотнесения было принято использовать 

фосфорные спектры 1H-31P-HSQC, 1H-31P-HSQC-NOESY. 

В экспериментах 1H-31P-HSQC, 1H-31P-HSQC-NOESY каждое 

промежуточное ядро фосфора коррелирует с протонами сахарных остовов 

разных нуклеотидных остатков. То есть, у одного промежуточного ядра 

фосфора могут наблюдаться корреляции на протоны H3`, H2`/H2``, H1` одного 

нуклеотидного остатка и на протоны H5`/H5``, H4` другого нуклеотидного 

остатка. Так же есть ядро фосфора в 5` конце нуклеотидной 

последовательности, у которого корреляции могут наблюдаться только на 

H5`/H5``, H4` протоны. Благодаря этим свойствам мы можем определить 

химические сдвиги H5`/H5`` и H4` протонов. 

Соотнесение сигналов начали выполнять с помощью спектра 1H-31P-

HSQC, идентифицировав сигналы от H2`/H2`` протонов. Химические сдвиги, 

которых мы ранее определили в двумерных протонных спектрах. Рассмотрим 

данный процесс так же на примере соотнесения сигналов тимина (T4). Как 

было упомянуто ранее, присвоение проделанное в двумерных протонных 

спектрах, позволило напрямую обнаружить сигналы от H2`/H2`` протонов в 

спектре 1H-31P-HSQC. Корреляция на эти протоны проходит через фосфор 

аденина (A5), так как это промежуточное ядро фосфора в последовательности 

между тимином и аденином. Вместе с тем, через корреляцию фосфора аденина 

(A5) можем определить резонансный сигнал от H3` протона сахарного остова 

тимина. Таким образом, мы не только удостоверяемся в совпадении 

химических сдвигов H2`/H2`` и H3` протонов, но и на их основе определили 

химический сдвиг от сигнала фосфора аденина. 
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 Рисунок 44 - Сигналы от H2`/H2`` протонов сахарного остова олигонуклеотида в 

спектре 1H-31P-HSQC 

 

 Для дальнейшего определения резонансных сигналов от оставшихся 

протонов необходимо перемещаться по частотной оси вдоль одной плоскости. 

Это позволяет нам установить химические сдвиги для протонов H4`, H5`/H5``, 

H1’. 

Рисунок 45 – Сигналы от H3`, H4`, H5`/H5`` протонов сахарного остова 

олигонуклеотида в спектре 1H-31P-HSQC-NOESY 
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 Рисунок 46 – Сигналы от H1` протонов сахарного остова олигонуклеотида в 

спектре 1H-31P-HSQC 

 

3.5.3 Соотнесение последовательности цепочки нуклеотидов 

 

После того как было выполнено соотнесение сигналов каждого 

нуклеотида можно определить в каком порядке они расположены. Для того 

чтобы определить последовательность нуклеотидов олигонуклеотида 

d(GCGTAGCATGCG) использовали двумерный эксперимент 1H-1H-ROESY, 

так как благодаря эффекту Оверхаузера мы можем наблюдать корреляции 

между ядрами разных нуклеотидов. 
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Рассмотрим две части d(TAG) и d(CAT) цепочки олигонуклеотида. На 

рисунке 47 можем наблюдать кросс – пик, у которого значения химического 

сдвига равна 8.1 м. д. Данный пик соответствует корреляции между H2`` 

протоном тимина и H8 протоном аденина.    

Рисунок 47 - Спектр 1H-1H-ROESY олигонуклеотида 

 

Так же у протонов H1` и H2`` рассматриваемого аденина есть 

корреляция на H8 протон гуанина (рисунок 48). 

 Рисунок 48 – Спектр 1H-1H-ROESY олигонуклеотида  
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Соответственно можно сказать, что нуклеотиды тимин, аденин и гуанин 

идут друг за другом. И такой характер последовательности подходит части 

d(TAG). 

Продолжая линию рассуждений, мы можем выделить сигналы, которые 

соответствуют последовательности d(CAT). На рисунке 49 наблюдается 

корреляция между H8 протоном аденина и H2``\H2``-протонами цитозина, что 

свидетельствует о том, что эти два нуклеотида расположены последовательно. 

Дополнительным аргументом в пользу этого вывода является корреляция 

между H3, H5``-протонами цитозина и H8 протонам аденина, показанная на 

рисунке 50. 

Рисунок 49 - Спектр 1H-1H-ROESY олигонуклеотида 
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Рисунок 50 - Спектр 1H-1H-ROESY олигонуклеотида 

 

Далее на рисунке 51 можно видеть корреляцию между H2`/H2`` и 

H3`протонами рассматриваемого аденина с H6 протоном тимина. Это 

указывает на то, что эти нуклеотиды расположены вблизи друг друга. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 51 - Спектр 1H-1H-ROESY олигонуклеотида 
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Таким образом, мы установили, что нуклеотиды цитозин, аденин и 

тимин расположены последовательно, что соответствует части d(…CAT…). 

В рамках определённой части последовательности олигонуклеотида 

d(GCGTAGCATGCG) было показано, как выполнялась последовательное 

соотнесении цепочки нуклеотидов. Для оставшийся части рассуждения 

аналогичные, однако с учетом своих особенностей. 

Температура образца в зонде ЯМР спектрометра может варьироваться 

во время проведения эксперимента, что в свою очередь может оказывать 

влияние на химические сдвиги образца. Для калибровки температуры и 

корректировки значений мы воспользовались методом описанной в статье 

[11], в качестве эталона был использован метанол. 

Таким образом в результате анализа спектров олигонуклеотида нам 

удалось выполнить соотнесении сигналов ядер протонов, углеродов и фосфора 

со структурой исследуемого объекта и определить значения химических 

сдвигов. Составлена таблица значений химических сдвигов (Таблица 2, см. 

Приложение).  

 

3.6 Исследование взаимодействия производного хинона с 

олигонуклеотидом   

 

Для тестирования реакционной способности хинона с 

олигонуклеотидом была приготовлена смесь Q – Me с d(GCGTAGCATGCG) в 

соотношение 1 к 1 в растворе DMSO – d6 и Na - фосфатного буфера в 

соотношении 55% и 45% соответственно по объему. Исследование было 

осложнено плохой растворимостью хинона. На рисунках 52, 53 представлены 

одномерные и двумерные спектры NOESY исследуемых объектов. На них 

можно наблюдать, что при добавлении хинона к олигонуклеотиду химические 

сдвиги этих молекул претерпевают существенные изменения. Это указывает 

на первичные признаки их взаимодействия.  
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 Рисунок 52 – Спектр 1H при температуре 30С: нижний, синий спектр 

олигонуклеотида в водном Na – фосфатном буферном растворе; средний красный спектр 

смеси Q – Me с олигонуклеотидом в соотношении 1 к 1 (1мМ) в смеси DMSO – d6 и Na – 

фосфатного буфера в соотношении 55% и 45% соответственно; верхний зеленый спектр 

Q- Me в DMSO – d6 

 

На одномерном спектре ЯМР видно, что спектральные линии 

олигонуклеотида (рисунок 52, синий нижний спектр) заметно уширены, что 

может являться признаком внутримолекулярной подвижности и наличие 

конформационных обменных процессов. При добавлении Q – Me сигналы 

олигонуклеотида (рисунок 52, красный средний сперкт) заметно сузились. 

Вероятно, за счет взаимодействия олигонуклеотида с хиноном произошла 

стабилизация трехмерной структуры олигонуклеотида. 
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 Рисунок 53 – Спектр 1H-1H-NOESY: красный спектр олигонуклеотида в водном Na 

– фосфатном буферном растворе; синий спектр смеси Q – Me с олигонуклеотидом в 

соотношении 1 к 1 (1мм) в смеси DMSO – d6 и Na – фосфатного буфера в соотношении 

55% и 45% соответственно 

 

О наличии трехмерной структуры олигонуклеотида после 

взаимодействия с молекулой хинона, можно так же судить по спектру NOESY. 

На представленном спектре (рисунок 53) видно увеличение числа сигналов 

ядерного эффекта Оверхаузера. Так же полученные спектры NOESY говорят 

о том, что фаза внутримолекулярных сигналов ЯЭО для Q-Me изменились с 

отрицательной, характерной для низкомолекулярного объекта, на 

интенсивные положительные, что указывает на снижение подвижности Q-Me. 
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Рисунок 54 – Фаза внутримолекулярных сигналов ЯЭО для Q-Me. a) спектр 1H-1H-

NOESY Q–Me; б) спектр 1H-1H-NOESY смеси Q – Me с олигонуклеотидом 

 

 Это является еще одним подтверждением взаимодействие с 

олигонуклеотидом. С другой стороны, химические сдвиги изменились, но их 

характер остался таким же, то есть в спектрах Q-Me нет изменений говорящих 

о том, что произошло химическое перестроение молекулы. Это можно 

трактовать как возможность образования комплекса и химическая реакция с 

олигонуклеотидом не произошла. 
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4 ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В данной работе проведено исследование взаимодействие производного 

хинонадимиметил(3,5-ди-трет-бутил-4-оксоциклогекса-2,5-

диенилиденметил)фосфонат (Q-Me) с олигонуклеотидом 

d(GCGTAGCATGCG), с использованием методов одномерной и двумерной 

спектроскопии ЯМР: 1H-1H-COSY, 1H-1H-TOCSY, 1H-1H-ROESY, 1H-1H -

NOESY, 1H-13C-HSQC, 1H-13C-HMBC, 1H-31P-HSQC, 1H-31P-HSQC-NOESY. 

Исходя из этого: 

1. Проведена расшифровка спектров ЯМР хинона диметил(3,5-ди-

трет-бутил-4-оксоциклогекса-2,5-диенилиденметил) фосфонат 

(Q-Me). Составлена таблица химических сдвигов. 

2.  Проведена расшифровка спектров ЯМР олигонуклеотида 

d(GCGTAGCATGCG) при температуре 70 0C. В ходе работы 

получены значения химических сдвигов сигналов ядер протонов 

углеродов и фосфора исследуемого нуклеотида. 

3. Полученные экспериментальные данные смеси хинона 

диметил(3,5-ди-трет-бутил-4-оксоциклогекса-2,5-

диенилиденметил) фосфонат (Q-Me) с олигонуклеотидом, 

позволяют предположить о наличие взаимодействия между ними. 

Фаза внутримолекулярных сигналов ЯЭО для Q-Me изменилась с 

отрицательной, характерной для низкомолекулярного объекта, на 

интенсивные положительные, это говорит о том, что подвижность 

Q-Me снизилась, что в свою очередь указывает на взаимодействие 

с олигонуклеотидом. Однако в спектрах Q-Me нет изменений 

говорящих о том, что произошло химическое перестроение 

молекулы. Это можно трактовать как возможность образования 

комплекса и что, химическая реакция с олигонуклеотидом не 

произошла. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 

Таблица 2 - Таблица химических сдвигов олигонуклеотида d(GCGTAGCATGCG) 

при 700C 

Нуклеотид Номер атома Ядро Химический сдвиг, δ м.д. 

G1 

C1' 13C 86.367 

C2' 13C 39.942 

C4 13C 154.115 

C5 13C 119.076 

C5' 13C 64.51 

H1' 1H 5.968 

H2' 1H 2.47 

H2'' 1H 2.555 

H3' 1H 4.726 

H4' 1H 4.098 

H5' 1H 3.648 

H5'' 1H 3.671 

H8 1H 7.81 

C2 

C1' 13C 87.682 

C2 13C 159.803 

C2' 13C 40.053 

C3' 13C 78.142 

C4 13C 168.353 

C5 13C 98.703 

H1' 1H 6.011 

H2' 1H 1.674 

H2'' 1H 2.283 

H3' 1H 4.64 

H4' 1H 4.099 

H5 1H 5.442 

H5' 1H 3.9 

H5'' 1H 3.926 

H6 1H 7.257 

P 31P -0.478 

G3 

 

C1' 13C 85.722 

C4 13C 154.444 

C5 13C 118.717 

H1' 1H 5.905 

H2' 1H 2.486 

H2'' 1H 2.573 

H3' 1H 4.799 

H4' 1H 4.294 
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H8 1H 7.875 

P 31P -0.751 

Q5' 1H 4.141 

T4 

C1' 13C 86.923 

C2 13C 153.774 

C2' 13C 40.308 

C3' 13C 78.22 

C4 13C 168.192 

C4' 13C 86.583 

C5 13C 113.814 

C5' 13C 67.488 

C6 13C 139.49 

C7 13C 14.285 

H1' 1H 5.768 

H2' 1H 1.708 

H2'' 1H 2.053 

H3' 1H 4.478 

H4' 1H 3.117 

H5' 1H 3.557 

H5'' 1H 3.584 

H6 1H 7.105 

M7 1H 1.459 

P 31P -0.937 

A5 

C1' 13C 86.322 

C2 13C 155.674 

C3' 13C 79.532 

C4 13C 151.518 

C5' 13C 68.785 

C6 13C 158.305 

C8 13C 141.944 

H1' 1H 6.093 

H2 1H 7.868 

H2' 1H 2.543 

H2'' 1H 2.649 

H3' 1H 4.761 

H4' 1H 4.199 

H5' 1H 3.787 

H5'' 1H 3.845 

H8 1H 7.933 

P 31P -0.804 

G6 

C1' 13C 85.075 

C2' 13C 40.617 

C4 13C 153.531 
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C5 13C 118.324 

H1' 1H 5.643 

H3' 1H 4.792 

H4' 1H 4.233 

H5' 1H 3.999 

H5'' 1H 4.074 

H8 1H 7.798 

P 31P -0.983 

Q2' 1H 2.459 

C7 

C1' 13C 87.604 

C2 13C 159.488 

C2' 13C 40.761 

C3' 13C 77.797 

C4 13C 168.484 

C5 13C 98.766 

H1' 1H 5.923 

H2' 1H 1.731 

H2'' 1H 2.19 

H3' 1H 4.601 

H4' 1H 4.026 

H5 1H 5.447 

H5' 1H 3.907 

H5'' 1H 3.957 

H6 1H 7.286 

P 31P -0.389 

A8 

C1' 13C 86.355 

C2 13C 98.39 

C3' 13C 78.45 

C4 13C 151.508 

C5 13C 121.462 

C6 13C 158.174 

C8 13C 142.49 

H1' 1H 6.179 

H2 1H 7.989 

H3' 1H 4.821 

H4' 1H 4.24 

H5' 1H 3.962 

H5'' 1H 4.002 

H8 1H 8.141 

P 31P -0.543 

Q2' 1H 2.585 

T9 
C1' 13C 87.493 

C2 13C 153.839 
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C2' 13C 40.099 

C3' 13C 78.313 

C4 13C 168.27 

C5 13C 114.139 

C5' 13C 67.837 

C6 13C 139.588 

C7 13C 14.206 

H1' 1H 5.856 

H2' 1H 1.849 

H2'' 1H 2.173 

H3' 1H 4.638 

H4' 1H 4.007 

H5' 1H 3.885 

H5'' 1H 3.991 

H6 1H 7.207 

M7 1H 1.539 

P 31P -0.623 

Q5' 1H 3.907 

G10 

C1' 13C 86.267 

C2' 13C 40.243 

C4 13C 154.229 

C5 13C 119.158 

H1' 1H 5.949 

H2' 1H 2.491 

H2'' 1H 2.584 

H3' 1H 4.798 

H4' 1H 4.188 

H8 1H 7.779 

P 31P -0.598 

Q5' 1H 3.93 

C11 

C1' 13C 88.352 

C2 13C 159.955 

C2' 13C 41.068 

C3' 13C 77.995 

C4 13C 168.843 

C5 13C 98.948 

C6 13C 143.814 

H1' 1H 6.06 

H2' 1H 1.918 

H2'' 1H 2.328 

H3' 1H 4.649 

H4' 1H 4.095 

H5 1H 5.721 
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H5' 1H 3.893 

H5'' 1H 3.919 

H6 1H 7.506 

P 31P -0.453 

G12 

C1' 13C 86.339 

C3' 13C 73.898 

C4 13C 154.179 

C4' 13C 88.36 

C5 13C 119.256 

C5' 13C 41.627 

H1' 1H 6.071 

H2' 1H 2.358 

H2'' 1H 2.618 

H3' 1H 4.554 

H4' 1H 4.056 

H8 1H 7.835 

P 31P -0.371 

Q5' 1H 3.957 
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