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Témakiiras

A fehérjék dinamikai lefrasa segitséget ad az életfolyamatokban is szerepet jatszo je-
lenségek mélyebb megismerésében. Ide tartozik a kiilonbo6zé tipusiu fehérjéknél a viznek
a fehérjedinamikaban betdltott szerepének alaposabb megértése. A viz nélkiilozhetetlen
a fehérjék é16 szervezetben torténd miikodéséhez. A tapasztalatok szerint a kiilonboz6
viztartalmi, szilard halmazallapoti fehérjék 'H NMR-spektrumaban alacsony hémérsék-
leten (kb. 200 K) megjelenik egy mozgasi-keskenyedett spektrumkomponens is. Ennek
az eredete, vagyis hogy a fehérjemolekula és a jelenlévs vizmolekuldk dinamikéja ho-
gyan jarul hozza, még nem kellGképpen tisztazott. Megértése azonban egyes betegségek
molekularis szintd leirdsdban is segitséget nyudjthat. A kérdés tisztazasahoz jellemzGen
kis mennyiségii (néhany mg) fehérjén végzett, hdmérsékletfiiged NMR mérések sziiksége-
sek. A pontos és stabil hémérséklet-szabéalyozas ennél elengedhetetlen kisérleti feltétel. A

jelentkezd feladatai:

Az NMR méré6fejnél a mintatér stabil hémeérséklet-szabalyozasanak technikai meg-

valositasa a 180 K — 330 K hémérséklettartomanyban.

A mintatérben torténs hmérséklet kells pontossagi mérésének megoldasa.

A szilard halmazallapott fehérjék 'H NMR jelének preciz méréséhez sziikséges min-

tavételezési stirtiséget biztositd egység beilizemelése.

Kivalasztott fehérjéken hémérsékletfiiggs 'H NMR-spektrumok felvétele és dinami-

kai elemzése.
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1. Bevezetés és motivacio

A fehérjék miikodésének megértése molekuldris szinten az egyik legjobb moédja az élet
megértésének [1], hiszen az é16 szervezetek miikodésében a fehérjék a sejtekben lejatszodo
Osszes folyamatban részt vesznek, példaul a sejt életbentartasédban, a sejten beliili transz-
portfolyamatok lebonyolitasaban, illetve a sejt és kornyezete kozotti informécidoaramlas
megvalositasaban. Eppen ezért, a fehérjekutatés a modern orvosi és biologiai kutatéasok
élvonalaban helyezkedik el.

A fehérjekutatas szamara rendelkezésre all6 modszerek koziil az NMR-spektroszkopia
kiemelkedik. Ennek oka, hogy az NMR-spektroszkopia a molekuldk szerkezetének és a
molekularis kélesonhatasok vizsgéalatanak rendkiviil hatékony és sokoldaltian alkalmaz-
hato eszkoze [2]. A modszer kidolgozasaért kapta Kurt Wiittrich a 2002-es kémiai Nobel
dijat [3].

Az elmtlt id6szakban egyre gyakrabban alkalmazzak a széles jelti \H NMR-spektroszkopiat
az alacsony viztartalmu biolégiai mintak, illetve élelmiszer vizsgélatara, a molekularis
mozgasok és a mintakban 1év6 viz allapotanak tanulmanyozasara [4].

A kutatocsoport, melynek munkajaban részt vettem, liofilizalt fehérjék és fehérje vi-
zes oldatok molekularis szinti kisérleti kutatasaval foglalkozik. A csoport célja a vizsgalt
rendszerek dinamikai jellemzése. Munkank soran széles jeld 'H NMR meéréseket végez-
tiink, mellyel kiilonbo6z6 viztartalmu, de szilard fazisa fehérjemintak hémérsékletfiiggs
dinamikajat tanulmanyoztuk. A vizsgalt fehérje a lizozim volt, ami egy globularis ("ren-
dezett") fehérjestandardnak szamit a teriileten.

A vizmolekuldk mozgékonysdganak meghatarozasa érdekében vizsgaltuk a mintakban
lévé protonok mozgékonysigéara jellemzé kiilonb6z§ paraméterek homérsékletfiiggését.
Célunk volt a viztartalom roncsoldsmentes meghatarozasa is 'H NMR mérések segitségé-
vel, ellen6rzésképpen a mintak relativ viztartalmat tomegmérésekkel hataroztuk meg.

A dolgozatban bemutatjuk az NMR-spektroszképia alapjait, a mérések és a kiértékelés
soran felhasznalt modszereket, valamint a kisérleti eredményeinket és az els6 kozelitésid

értelmezéstiket.



2. Elméleti és technikai hattér

2.1. Az NMR-spektroszkopia alapjai

Az NMR-spektroszkopiat (magmaéagneses rezonancia spektroszképia) napjainkban széles
korben alkalmazzak fizikai, kémiai, biologiai és orvosi teriileteken, példaul gyogyszerku-
tatasra vagy orvosi céla képalkotasra.

A modszer lényege, hogy a mintat egy nagy statikus magneses térbe (By) helyezve,
a benne talalhato NMR aktiv magok mégneses momentumai a By tér koriil Larmor-
precessziot fognak végezni. Ennek korfrekvencidja: wy = v By, ahol v az tin. giromagneses
faktor, ami az adott magra jellemzs. Ez utobbi irodalmi értéke 'H-re: v = 27 * 42,576
MHz/T.

A maéagneses rezonancia keltéséhez egy, Bo-nal sokkal kisebb, 4lland6 nagysagu magne-
ses teret (Bj) alkalmazunk, melyet a fenti Larmor-frekvenciaval forgatunk a By irdnyara
meréleges sikban. Egy NMR aktiv magon, a B; tér altal kivaltott forgatonyomaték ja-
rulékok a magok Larmor-precessziojaval szinkronban torténd forgatasanak koszénhetGen
Osszeadodnak, igy kibillentik a magneses momentumot az egyensilyi helyzetébsl. A mag-
spinek kimozdulasanak szdge a B tér hattatdsdnak idGbeli hosszatol fiigg.

A gerjesztés utdn egy lassabb relaxacio kovetkezik, amit detektalni tudunk. A mag-
nesezettség vektor mozgasat az un. Bloch-egyenletek (1) irjak le [5]. T} és Ty azokat a
relaxacios iddket jelentik, melyek szerint a magnesezettség vektora relaxal a z, illetve az

xr — y irdnyi egyensilyi értékeihez. Ezen relaxacios folyamatokat szemlélteti az 1. abra.

LD — ) x oy, - LD
m?;“) =(M(t) x B(t)) — M;(t) .
ai\gyt(ﬁ = y(M(t) x B(t)), - M%_it)

A B teret egy, a mintat koriilvevd szolenoid tekercs valtakozo fesziiltségével keltjiik,
ugy, hogy B; merdleges legyen a By tér iranyara (z irany). Késébb kizarolag az x — y
sikban tudjuk detektalni a gerjesztett magneses momentum vektor megfelels vetiileteit
(de megfelels pulzussorozatokkal gerjesztve a mintat detektalni tudjuk a z irdanyu kompo-
nenst is). A detektélas azért lehetséges, mert a magspinek forgasa a tekercsben Larmor-
frekvenciaval oszcillalo, ezért valtakozo fesziiltségi jelet indukal a tekercsben, ennek az
amplitad6jat mérjik. A gerjesztés utan a magneses momentum vektor az egyensulyi hely-
zetébe relaxal, amely folyamat az el6z6, pulzusszeri gerjesztésnél sokkal hosszabb ideig
tart.



1. dbra. A magnesezettség vektor relaxacioja (a By tér parhuzamos a z tengellyel) [6]

A mintat kiilonb6z6 hosszusagi pulzusokkal vagy pulzussorozatokkal gerjesztve, majd
a relaxéciot figyelve, informaciokat szerezhetiink példaul a magok stirtiségérsl az anyag-

ban, a kornyezetiikrél és a szomszédos kotésekrdl.

2.2. FID mérése és alakja

Az tn. FID jel (Free induction decay) mérésekor egy 90 °-os pulzussal gerjesztjiik a mintat,
majd magéra hagyjuk. A pulzus végén a spinek a By térrel merdleges helyzetbe keriilnek,
igy az x — y iranyu komponens 75 relaxacios idejii exponencidlis relaxacidjat mérhetjiik.
A méréshdl kapott exponencidlisan lecsengd jel oszcillaciokat tartalmaz, amennyiben a
detektalas frekvencidja nem egyezik meg a magra jellemzé Larmor frekvenciaval (offre-
zonans). Ha a By magneses tér inhomogén, a kiilonb6z6 magspinek dekoherenssé valnak,
az emiatt modosulo relaxécios id6t (az an. reverzibilis relaxacios id6t) jelolik T -gal.

Szilard fazistnak tekintett fehérje mintak 'H NMR jele magasabb homérsékleten két
viszonylag jol megkiilonboztethet6 lecsengési idejd jelbdl, illetve spektrumuk két kiilon-
b6z6 szélességii komponensbdél all. Ennek oka, hogy ekkor a mintdban szempontunkbol
merevnek tekinthet6! (csak lassi mozgasokat végzd) és mozgékony dllapotban 16v6 pro-
tonok is jelen vannak, melyek NMR jelét egyiittesen mérjiik. Szilard anyagok gyorsan
lecsengd (széles spektrumi), folyékony halmazallapotiiak pedig hosszabb id6 alatt lecsen-
g6 (keskeny spektrumi) jelkomponenst adnak [7].

A FID amplitudéja és a spektrum alatti teriilet egyenesen aranyos a jelet, illetve a

LA tovabbiakban ezekre a 'H-ekre merevként fogunk hivatkozni, de fontos, hogy ezek a tobbi pro-

tonhoz képest joval lassabb mozgast végeznek, de nem merevek.
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spektrumot ad6é atommagok szaméval.
A kiilonb6z6 Osszetevék meghatérozasara, vagyis a mért FID jelek illesztésére tobb
modszer is létezik. A mozgékony protonok jele &ltaldban leirhat6 egy vagy két nydjtott

exponencialis fiiggvény segitségével (2), esetiinkben Gauss gorbékkel [4]:

Fg(t) = Age @), (2)

ahol Ag az amplitudo, a egy konstans (az iddallandé reciproka), ¢ pedig a kitevd, ese-
tiinkben ¢ = 2 (Gauss gorbe). Ez a komponens csak magasabb hémérsékleteken van jelen
(kb. 240 K felett).

A merev protonokbol szarmazo jel ennél bonyolultabb, megfigyelhet benne egy kisebb
oszcillacio, az Un. lebegés. A gorbe tobbnyire lefirhaté az in. Abragam fiiggvénnyel, ami

egy sinc fiiggvény és egy Gauss gorbe szorzata [4]:

(7b2t2) Sin (dt)
(dt)

ahol A4, az amplitado, b és d pedig az idéallandok reciprokai.

(3)

FAb(t) = AAbe

Amplitadoé (tetszoleges egység)

200 300
1d6 (us)

2. abra. Egy magas hémérsékleten (295,5 K-en) mért FID (fekete) és kiilonb6z3 kompo-
nensei: kék a merev, piros pedig a mozgékony allapotban 1évé protonokbdl szarmazik.
Rozsaszinnel abrazoltuk az extrapolalt pontokat. A 'H NMR méréseket polikristalyos

lizozimon, 82,4 MHz-en végeztiik.



Esetiinkben a merev protonokbol kapott jelet egy Abragam és egy rovid idgallandoja
(gyorsan lecsengd) Gauss fiiggvény szuperpozicidja irja le megfelelGen. A mért FID pedig
lefrhat6 a fenti dsszefiiggések Osszegeként, amint azt a 2. abra is szemlélteti. A méréseknek
van holtideje, a hidnyz6 pontokat az illesztések alapjan potoltuk. A holtidé jellemz&en
6 — 8 us volt.

A mért jelb6l Fourier-transzforméacioval elGallithato a frekvencia spektrum (3. ébra,
fekete gorbe), az igy kapott gorbén is jol lathato a korabban emlitett kettGsség. Az abran

lathatoak a kiilonb6z6 komponensek Fourier-transzformaéltjai is.

Amplitudé (tetszdleges egység)

Frekvencia (kHz)

3. abra. A 2. abran lathato mért jel (fekete) és a kiilonb6z6 komponenseinek frekvencia

spektruma: kék a merev, piros pedig a mozgékony allapotban 1év6 protonokbol szarmazik.

2.3. Fundamentalis hémérséklet

Ha barmilyen mért pontokra analitikus fiiggvényeket szeretnénk illeszteni, vagy egy adott
gorbe alatti teriiletet akarunk kiszdmolni, akkor célszerd a tengelyeket azonos dimenzio-
juaknak, vagy dimenzi6 nélkiili mennyiségeknek valasztani. Az altalunk elvégzett mérések
esetén erre a célra alkalmas a fundamentalis, illetve a normalt fundamentalis hGmérsékleti

skala [8]. Az elsG az energiaegységekben mért hémérsékleti skala:

Ty=R-T (4)



ahol R = 8,314 J/mol-K az egyetemes gazallando, T az abszolit hdmérséklet Kelvin egy-
ségekben, ekkor T'r-et SI rendszerben kapjuk meg, mértékegysége J/mol lesz. Amennyiben
normaljuk az el6bbi mennyiséget a jég olvadaspontjira, egy dimenzidtlan mennyiséget ka-

punk, a normalt fundamentalis h6meérsékletet [8]:

 R-T T (5)
-~ R-273,15 273,15
Az adott koriilmények kozott végbemend molekularis mozgéasra vonatkozd potenciél-

Ty,

gat a viz olvadashgjére normalt fundamentalis h6mérséklet, ami a kovetkez6 Osszefiiggés-

sel adhaté meg:

Vo=c- Ty (6)

itt c egy dimenziotlan szam, melyet gy hatarozhatunk meg, hogy a fenti egyenletet a jégre
Vie
373,15

alkalmazzuk, a jég olvadashéje 6,02 kJ/mol, ebbdl ¢ =
kJ/mol [8].

= 2,65. Vy mértékegysége

2.4. A momentumok maodszere

Ez a rész a [9]-es hivatkozas alapjan késziilt.

Egy polikristalyos anyagmintaban egy proton-par kozotti dipolaris kélcsonhatas széles
NMR-spektrumot eredményez. A helyzet bonyolult, ha tobb kélcsonhaté atommag van
jelen, mert ekkor a spektrum nem irhaté le kvantummechanikai modszerekkel. Megoldast
nyidjt a problémara a Van Vleck altal kidolgozott momentumok modszere [10], ugyanis
ennek segitségével fontos informaciok szerezhetGek a mintarol.

Egy f(w) fiiggvény wy pont koriili n-edik momentuméanak definicidja:

Jo (W —wo)" f(w)dw
fooo flw)dw ’

ahol f(w) a spektrum (a magneses indukcionak megfelels a korfrekvencia fiiggvényében),

M, =

My = fooo f(w)dw nulladik momentum pedig a fiiggvény alatti teriiletet adja meg. Mo
mértékegysége T2.

Az M,/M2 hanyados jellemzi a spektrum alakjéat, értéke Gauss-fiiggvény esetén 3,
Lorentz fliggvénynél pedig 4.

A momentumok médszerének sok elénye van, melybdl néhény:

e a fenti definici6 alapjan egyszertien szamolhat6: gorbe alatti teriiletek meghataro-

zéséval,

10



e nagyon érzékeny az atomok kozotti tavolsagok nagysigéara szilard testekben,
e utalhat a minta szerkezetére,

e segit a mozgés tanulmanyozasakor: a momentumok lecsokkennek, amikor megindul

egy mozgas.

A masodik momentumot kozvetleniil az illesztett fliggvény paramétereibdl is ki lehet

szamolni?, az eredmény az el6z6 modszerével azonos.

2.5. Hidrogén mozgékonysag
A hidrogén mozgékonyséag (H M) egy rendparaméter, melyet az alabbi, (7)-es 6sszefiiggés

alapjan lehet kiszamolni |11]:

M(RL) — M (T)
My(RL) ()

ahol My(RL) a merev racs allapotban mért masodik momentum (alacsony hémérsékle-

HM®(T) =

ten), Mo(T) egy adott T hémeérsékleten mért 'H NMR-spektrum, vagy spektrumkompo-
nens méasodik momentuma, = pedig a komponensre utal (lehet ¢ - "teljes", sz - "széles"
vagy k - "keskeny") [12].

HM a proton-proton parok mozgasarol vagy éppen mozdulatlansagarol ad informa-
ciot, az Osszes hidrogén par atlagos mozgékonysagara jellemzs mennyiség. Ertéke nulla
és egy kozotti dimenzidtlan szam, ahol HM = 0 a teljesen merev, HM = 1 pedig a
nagyon mozgékony, folyadékszeri allapotot jelenti |8, 13]. Amennyiben a spektrum t6bb
komponensre bonthatd, a rdjuk vonatkozo kiilonb6z6 mozgékonysag-értékek is meghata-
rozhatoak.

H M értéke fiigg a h6mérséklettdl, a minta molekuléris szerkezetétdl, illetve folyadékok

esetén a kornyezet kémiai tulajdonsagaitol is [12].

2Ez részletesebben példaul a [4]-es referencidban van lefrva.
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3. Kisérleti technikak

3.1. NMR spektrométer

A méréseket egy Bruker AVANCE IIT (82,4 MHz-es elektromégnes, a frekvencia stabili-
tasa jobb volt, mint +107°) spektrométerrel végeztiik. A miiszer az MTA Wigner Fizikai
Kutatokozpontban talalhato.

Minden esetben 'H NMR méréseket végeztiink, szilardnak tekinthetd fehérjeminta-
kon. Ehhez gyors mintavételezésre volt sziikség, hiszen a kapott jelek idében joval gyor-
sabban lecsengenek, mint a folyékony mintak esetén. A frekvencia spektrumban a szilard
allapotd minték széles jelet adnak, ezért nevezziik az ilyen méréseket "széles jeld" NMR-
spektroszkopianak.

A hémérsékletet nyilt kori Janis kriosztattal szabalyoztuk, a tartomény, amiben mér-
tiink 230 K-t6l 294 K-ig terjedt, a h6mérséklet bizonytalansaga kisebb volt, mint £+1 °C.

3.2. Mintael6készités, mintak

A mérések soran két kiilonboz6 fehérjemintat vizsgaltunk. A mintak az L.7651-es sorszamu
csirke tojasfehérje lizozimot tartalmazzak (gyarto: Sigma-Aldrich), a pontos viztartalmu-
kat, illetve pontos tisztasagukat nem ismerjiik. A termékleiras szerint a minta fehérjetar-
talma > 90 %, emellett &~ 10 %-ban vizet és sokat tartalmaz, példaul natrium-acetatot
és nartium-kloridot [14].

Egy id6ben készitettiik el a két mintat, az els6t lezartuk, igy egy "szaraz" fehérje
mintat kaptunk. A mésikat viszont paradus kornyezetbe helyeztiik (hiitGszekrénybe, kb.
5 °C-ra) és hagytuk két hétig, hogy magaba szivjon valamennyi vizet. A megkotott viz-
mennyiséget az elGkészités soran egy nagy pontossagt (a bizonytalansdga +50 ug volt)
analitikai mérleggel hataroztuk meg. Tomegméréssel, illetve az NMR mérésekkel is csak
a relativ viztartalmat tudtuk mérni.

Az el6készités soran torekedtiink arra, hogy elkeriiljiik az edények falara tapadé minta
okozta anyagveszteséget, illetve mérési hibakat, ezért a lehetd legkevesebbszer mozgattuk

a fehérjét, illetve mindig az edényekkel egyiitt mértiink (az edények tomegét ismerve).
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Lizozim

A lizozim egy enzim, a 4. dbra a térszerkezetét mutatja be. Nagy mennyiségben talal-
haté meg a tojasfehérjében, az els6 lizozim enzimet is ennek vizsgélata sordn fedezték
fel (Alexander Fleming, 1922-ben [15]). Ezen feliil jelen van a testnedvekben, példaul a
kénnyben, a nyalban és az anyatejben, illetve egyes allatokban és novényekben is. Az
altalunk hasznalt lizozim a csirke tojasfehérje lizozim volt.

A lizozimnak antibakterialis és fungicid tulajdonsigai vannak és széleskoriien hasznél-
jak mind biokémiai, mind gyoégyszerészeti alkalmazasokban. Ez utobbi teriileten kiterjed-
ten hasznaljak gram-pozitiv baktériumok elpusztitasara, valamint meglévé immunvéde-
lem tamogatasara bakteridlis fert6zések legy6zésében. Antibakterialis tulajdonsagai miatt
a lizozim az élelmiszeriparban is hasznosithaté az élelmiszerek megromlasanak megel§zé-
sére.

A mérések szempontjabol fontos tulajdonsiga, hogy egy globularis, vagyis rendezett
fehérje. Ez azért fontos, mert a rendezetlen, illetve a rendezett fehérjék kiilonb6z6 modon
viselkednek. Fontos még megjegyezni, hogy a mintakban 1évé viz mennyisége kevesebb,

mint amennyi a fehérje funkciovinak elvégzéséhez sziikséges lenne.

4. abra. A lizozim enzim térszerkezete [16]
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Adamantan

Ha a mért NMR jelbdl szeretnénk meghatérozni a fehérjeminta hidrogéntartalméat, alkal-
maznunk kell egy standardot. Meghatérozott tomegii adamantanban ismert mennyiség
'H van jelen, igy ha azonos hémérsékleten és azonos koriilmények kozott megmérjiik az
adamantén, és a vizsgalando fehérje 'H NMR jelének amplitidojat, tudni fogjuk, hogy
egy protonhoz mekkora jel tartozik. Ebb6l a mintaban 1évé protonok szama meghataroz-
hat6. Az adamantan és a lizozim néhany tulajdonsaga a 1. tablazatban lathato.

A mérések soran egy 42,5 mg-os adamantidn mintat vizsgaltunk.

Lizozim Adamantan
Relativ molekulatomeg (g/mol) 14307 136,24
'H tartalom (db/molekula) 9613 16
129 aminosavbol all | Osszegképlete: CioHig

1. tablazat. Az adamantan és a lizozim szamunkra fontos tulajdonsagai

3 Amennyiben egyik funkciés csoportja sem adott le, illetve vett fel hidrogént.
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4. Hémeérséklet-szabalyoz6 rendszer

Ahhoz, hogy széles jelti NMR méréseket tudjunk elvégezni a BME Fizika tanszékén talal-
hato Bruker Avance DRX 400-as spektrométerrel, sziikséges volt néhany aprobb fejlesztést
elvégezni. A hémérséklet-szabalyozo rendszer Gsszeallitasat Karsa Anita végezte, melynek
pontos lefrasa az ¢ diplomamunkajaban olvashato részletesen [17].

Feladatunk volt a hémérséklet-szabilyoz6 rendszer stabilizalasa, a hémérséklet kell6
pontossagi mérésének megvalositasa, valamint a széles jeld 'H NMR mérésekhez sziiksé-
ges mintavételezési stirtiséget biztositd egység beiizemelése is.

A stiri mintavételezéshez kizarolag a Topspin mérGprogramban kellett bizonyos para-
métereket atallitani. Az igy beallitott legkisebb lehetséges mintavételezés stirtisége 0,2 us,
a mérés holtideje pedig kb. 6 — 8 us lett.

A hoémeérséklet pontosabb méréséhez kozelebb vittiikk a hémérét a mintatartoéhoz, a
tavolsag kb. 0,5 cm volt. Ez a tavolsag csak bizonyos mértékig csokkenthetd, ugyanis
zavarhatja a mérést, ha a h6mérg a tekercshez til kozel helyezkedik el. A tovabbiakban
célszerd lenne megoldani, hogy a hémérsékletet a mintatarté alatt, és felett is megha-
tarozhassuk, hiszen a minta hiitését nitrogén gaz aramoltatasaval oldjuk meg, igy nem
biztos, hogy pontosan ugyanakkora a hémérséklet a méréfej kiillonb6zG pontjain.

A hasznalt nitrogén tartalybol egy fém csovon, egy fiitGszallal ellatott és egy fiitszal
nélkiili kvarccsévon megy keresztiil a gaz, mire a mintatartéhoz ér. A hémérséklet sta-
bilizdlasdhoz ezek érintkezési pontjait javitottuk teflon szalag segitségével, az esetleges
szivargasok elkeriilésének érdekében. A héveszteség csokkentéséhez pedig a fém csovet
szigeteltiik.

A fenti modositasok elvégzése lehetévé tette, hogy széles jeld NMR méréseket vé-
gezziink a spektrométerrel (kb. 190 K és 310 K kozotti homérsékleten), valamint a
hémérséklet-szabalyozas stabilabb és pontosabb lett (hibdja kevesebb, mint +1 °C). En-
nek ellenére az alabbi méréseket az MTA Wigner Fizikai Kutatokdzpontban végeztiik,

egyéb technikai problémak miatt, melyek megoldasa még folyamatban van.
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5. Eredmények és értelmezésiik

5.1. Tomegmérések

A tomegmeéréseket a mar korabban emlitett nagy pontossagi mérleggel végeztiik el, mely-

nek pontossiga +50 ug volt. Az aldbbi tablazat a vizsgalt mintak tomegét tartalmazza.

szaraz | nedvesitett
A minta tomege szarazon (mg) 30,17 46,21
Hozzéadott viz (mg) 0 0,12
Az abszorbealt viz és a kiindulasi tomeg aranya 2,62-10°3

2. tablazat. A vizsgalt fehérjeminték és a nedvesitett mintdhoz hozzaadott viz tomege.

Minden mérést t6bbszor megismételtiink (legalabb haromszor), a feltiintetett értékek
ezek atlagai. A mérleg bizonytalansagat (az adatok hibajat) a mért adatok szorasabol
becsiiltiik meg. Az atlagos szoréds 22 g, a legnagyobb 61 pg volt, de ezen kiviil mindegyik
a becsiilt hibaértéken (£50 ug) beliil volt.

5.2. NMR mérések

Meért jelek és spektrumuk a hdmérséklet fliiggvényében

Az 5. abran a mért FID jelek (azonos amplitidéra normélva), illetve ezek Fourier-
transzforméaltjai (a spektrumok alatti teriilet azonos) lathatoak kiilonb6zd hémeérsékle-
teken. A fels6 gorbék a szaraz, az alsok pedig a nedvesitett mintan végzett mérésekbsl
szarmaznak.

A bal oldali abrakon (FID jelek) jol lathato, hogy a gorbéken a lassabban lecsengd
komponens ardnya a hémérséklettel ng, a spektrumokrol pedig leolvashaté, hogy a spekt-
rum a hémérséklet novekedésével keskenyedik (ezt a félértékszélesség-grafikon is mutatja,
10. abra). Megallapithatjuk, hogy a mintaban 1évG Gsszes proton atlagosan mozgéko-
nyabb lesz magasabb hémérsékleten. A mintak a legalacsonyabb h&mérsékleteken még
csak merev protonokat tartalmaznak, a piros (széraz: —28,4 °C és nedvesitett: —26,1 °C)
spektrumokon lathaté el6szor a mozgékony protonokra jellemz§ keskenyebb komponens,
ami a hémérséklet ndvekedésével egyre szamottevibb.

A kiilonb6z6 mintakra kapott gérbéket dsszehasonlitva lathato, hogy a FID jelek gyor-
san lecsengd komponense (illetve a spektrumok széles komponense) nagyon hasonldan

viselkedik a két minta esetén. A kiilonbség a keskeny spektrumkomponensben van (nagy
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idGallandoja FID jel), mégpedig a szaraz minta esetén ezek keskenyebbek, a FID jel lassab-
ban cseng le. A keskeny spektrumkomponens teriilete (illetve a hozzé tartozo 'H-atomok
mennyisége) is valtozik mindkét fehérjemintaban, a névekvs hémérséklettel né. Szamsze-
rien az idGallandok a 9. dbran, a spektrum-szélességek pedig a 10. abran figyelhet&ek
meg.

Széraz minta:

o
®
L

T

o
@

A hémeérséklet névekedési iranya

7

T T
0 25 50

Amplitudé (tetszéleges egység)
o
=

Amplitado (tetszbleges egység)

/ A hémérséklet névekedési iranya

T T T T | T T T t T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 -50 -25

o
o

0,0

1d8 (us) Frekvencia (kHz)

Nedvesitett minta:

L L
A hémeérséklet névekedési iranya

] .

0,8
0,6 o
0,4

/ A hémérséklet novekedési iranya
0,2

0,0

Amplitudo (tetszdleges egység)
Amplitudo (tetszdleges egység)

T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 -50 -25 0 25 50

1d6 (us) Frekvencia (kHz)

5. abra. FID jelek néhany kiilonb6z6 hémérsékleten mérve (bal), illetve a jelek Fourier-
transzforméltjai, ugyanezeken a hémérsékleteken(jobb). A fels6 gérbék a szaraz, az alsok
pedig a nedvesitett mintan végzett mérésekbdl szarmaznak. Az adbrakon feltiintettiik a
hémerséklet novekedésének irdnyat (a pontos hémérsékletértékeket a 3. tablazat tartal-

mazza). A '"H NMR méréseket polikristalyos lizozimon, 82,4 MHz-en végeztiik.

Az abrazolt hémérsékletek:

Minta Fekete Piros Kék | Rozsaszin
Széraz —43,7°C | 284 °C | 1,7 °C 20,6 °C
Nedvesitett | -42,2°C | -26,1°C | 14°C | 22,4°C

3. tablazat. Az 5. abran feltiintetett gorbék mérési hGmérsékletei.

17



Olvadasi diagram

Az tn. olvadasi diagramon (OD, 6. abra) abrazoljuk a normélt fundamentalis hémérséklet
fiiggvényében a teljes mért FID amplitadéjara normalva a mozgékony protonok jelének
amplitadojat (n).

Egy adott hémérsékleten megmozdulo 'H mennyisége kapcsolatban van az annak meg-
felel6 energian felszakado6 kotések szaméaval, igy a potencidlgatak és eloszlasuk meghata-
rozhat6. Amennyiben feltessziik, hogy a keskeny komponens a vizmolekulaktol szarmazik,
az olvadasi diagrammon 1év6 n valtozasabol meghatarozhaté a megmozdulé vizmolekulék
szama. Amennyiben az OD-re egyenes illeszthets, annak meredeksége megadja a derivalt
értéket [1].

A tovabbiakban vizsgaljuk az olvadasi diagrammot (6. abra), hiszen fontos jellem-
73, hogy adott minta esetén a keskeny komponens hanyad része a teljes FID jelnek. A
mozgékony komponens megjelenésének hémérséklete a két mintanal: —28 4 °C (széaraz)
és —26,1 °C (nedvesitett). Erdekes, hogy a kiilonb6z6 nedvességtartalmi mintakon ez a
hémérséklet kozel azonos, azonban ehhez hozzatartozik, hogy a nedvesitett mintanél rit-
kdbban vannak a mérési pontok ebben az érdekes hémérséklettartomanyban, ezért lehet,
hogy mar alacsonyabb hémérsékleten is megjelenik a keskeny komponens, csak nincs ott
mérési pontunk.

A grafikonon lathatd, hogy a két minta kb. 0 °C-ig nagyon hasonléan viselkedik, a
pontok kozel egy egyenesen vannak, viszont a 0 °C feletti hGmérsékleten a két gorbe
szétvalik. A jelenséget magyarazza, hogy a nedvesitett mintaban t6bb viz van jelen, ami
0 °C felett masképp kezd el viselkedni, mint alacsonyabb h&mérsékleten.

A grafikonon &brazolt mennyiségek tomegegységre vonatkoznak, a tapasztalt kiillénb-
ség a nedvesitett mintaban a fehérje altal felszivott vizbdsl adodik. Ezt biztosan allithatjuk,
hiszen a tomegmérések soran igazoltuk, hogy a nedvesitett mintdban tobb viz talalhato.
Itt fontos megjegyezni, hogy a mintael6készités soran csak vizet juttattunk a mintaba,
egyéb szennyezdket nem.

A potencidlgat értékek mindig megadjak, hogy a jelkiilonbségnek megfelel§ proton-
mennyiség valamilyen mozgasanak elinditasdhoz mennyi energia sziikséges. Ahogy n ér-
téke né, agy egyre tébb proton mozdul meg a mintaban, ez a mozgas lehet transzlacios
vagy rotacios jellegf.

A toréspont feletti, illetve alatti hdmérséklettartomany pontjaira egyeneseket illesztet-
tiink, a kapott paramétereket a 4. tablazat tartalmazza. A 0 °C alatti pontokra Gsszesen
egyet, a magasabb hdmérsékletekre pedig kiilon-kiilon egy-egy egyenest illesztettiink. Az

egyeneseket a 6. abran dbrazoltuk.
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Potencialgat (kJ/mol)
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6. abra. Olvadasi diagram; a nedvesitett (kék) és a szaraz (fekete) mintdn mért FID
jelek mozgékony komponensei a teljes jelamplitidéra norméalva, a normalt fundamentalis

hémeérséklet fiiggvényében. A grafikonon feltiintettiik a potencidlgat értékét is.

Az, hogy a pontokra egyeneseket lehet illeszteni azt jelenti, hogy egységnyi hémér-
sékletvaltozas alatt mindig ugyanannyi hidrogén kezd el mozogni. A potencialgat értékek
pedig megadjak, hogy ezen 'H-ek megmozditasahoz mennyi energiara volt sziikség, vagyis

mennyi volt azok kotési energidja.

Minta Erték | Hiba
Tengelymetszet | —0,271 | 0,027
Meredekség 0,310 | 0,026
Tengelymetszet | 0,589 | 0,034
Meredekség 0,630 | 0,032
Tengelymetszet | —0,231 | 0,019
Meredekség 0,272 | 0,020

Szaraz (0 °C felett)

Nedves (0 °C felett)

Mindketts (0 °C alatt)

4. tablazat. Az olvadasi diagram 0 °C feletti pontjaira illesztett egyenesek paraméterei

A hémérsékletértékek, melyeken a mozgékony komponens megjelent, illetve az ezek-
nek megfelel§ kiiszobenergiak az alabbi tabldzatban lathat6ak. Kordbban a lizozim vizes

oldatan is késziiltek mérések (nem publikalt eredmények), igy 6sszehasonlithatjuk a je-
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lenlegieket az akkor kapott értékekkel. Az oldat koncentracioja 50 mg/ml volt.

Elmondhatd, hogy oldat esetén joval kevesebb energia is elég, hogy a mintaban talal-
hato vizmolekuldk mozogni kezdjenek. Ennek egy lehetséges magyarazata, hogy nagyobb
mennyiségl viz gyengébben kotddik a fehérjemolekulakhoz, ezért kisebb energia is ele-
gendd ahhoz, hogy meg tudjanak mozdulni.

A 7. abra az olvadéasi diagramra illesztett egyenesek derivaltjait tartalmazza.

Szaraz | Nedvesitett | Oldat
Hémeérséklet -284°C | -26,1°C* | -80°C
Energia (kJ/mol) 5,39 5,28 4,25

5. tablazat. A mozgékony komponens megjelenési hmérséklete, illetve az ehhez tarto-
z6 energia értékek. A jelenleg vizsgalt mintak esetén kapott mennyiségek nagyon kozel

vannak egyméshoz. Feltiintettiik a vizes oldatok esetén mért értékeket is.

Potencialgat (kJ/mol)

54 57 6,0 6,3
0,75 —— . T . . . .

| _

dn/dT,

0,25

0,00 T T T

7. dbra. Az olvadasi diagramra illesztett egyenesek derivaltjai a norméalt fundamentalis
hémeérséklet és a potencidlgat fliggvényében. A fekete a szdraz mintan meért, a kék a
nedvesen, a zold pedig a 0 °C alatt, mindkét minta értékein mért pontokbol szarmazik.

Az illesztés paraméterei a 4. tablazatban lathatoak.

4Ezen a hémérsékleten mar biztos, hogy van mozgékony komponens, viszont eléfordulhat, hogy ennél

alacsonyabb hémérsékleten is lathatdé mar, csak ott nincs mérési pontunk.
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Tomegkiilonbség meghatarozasa az NMR paraméterekbdl

A szamolasok soran azt a feltételezést tettiik, hogy a mozgékony jelkomponens kizardlag
vizmolekulaktol szarmazik.

Mivel a mintdk tomege nem volt azonos, igy az NMR mérésekbsl kozvetleniil, a t6-
megek ismerete nélkiil nem lehet meghatarozni a nedves mintaban felszivott viz tomegét,
hiszen a mért amplitadok ardnyosak azon protonok szdmaéaval, melyek a jelet adjak, igy
fiiggnek a minta témegétdl.

Az adamantanon mért FID alapjan tudjuk, hogy az egy mol protonbol szarmazod
jelamplitudo 265000 tetszéleges egység. EbbSl meghataroztuk, hogy egy gramm fehérje-
mintaban hany mol proton van jelen (6. tablazat, "mol proton/1g" oszlop). Az adamantan
mintan szobahémérsékleten végeztiink 'H NMR meérést, igy a fehérjemintak amplitido-
értékeit is ezen a hdmérsékleten mért adatokbol vettiik, ez 22 °C volt. Feltételeztiik, hogy
szobah6mérsékleten mar az 6sszes viz mozgékony.

Az olvadasi diagramrol (6. dbra) leolvashatjuk, hogy szobah&mérsékleten mekkora
volt a mozgékony komponens ardnya a teljes jelhez viszonyitva, ez a 6. tablazat "n"
oszlopaban lathato.

A viz molaris tomegét (18,015 g/mol), illetve az el6z6 mennyiségeket felhasznalva
meghatarozhato, hogy egy gramm mintdban hany gramm viz, illetve fehérje talalhato
("Mmu,0/1g" és "Myenerje/ 18" oszlopok). Itt kihasznaltuk azokat a feltételezéseket, hogy a
keskeny komponens csak a vizmolekulaktol szarmazik, illetve, hogy szobah&mérsékleten

az Osszes vizmolekula mozgékony allapotban van.

Minta | mol proton/lg n Mu,0/18 | Mieherie/18 | Mu,0/Mieherje
Szaraz 6,75 - 1072 6,32-1072 | 3,85- 1072 0,962 4.1072
Nedves 6,68 - 1072 9,15-1072 | 5,51 - 1072 0,945 5,83 - 1072
Kiilonbség: | 1,83-1072
Az abszorbealt viz kiindulési témeghez viszonyitott aranya: 1,76 - 102

6. tablazat. Az abszorbedlt viz kiindulési tomeghez viszonyitott aranyanak szamolésa a
mért FID jelekbdl.

Kiszamoltuk a viz fehérjéhez képest vett aranyat mindkét minta esetén (a széles jelnek
megfelel§ tomegre normélva). Az aranyok kiilonbségébdl szamolhato az abszorbeélt viz
kiinduléasi tomeghez viszonyitott ardnya. Ez utobbit 6ssze tudjuk hasonlitani a tomegmé-

résbdl szarmazo értékkel (7. tablazat).
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Az abszorbealt viz kiindulasi tomeghez viszonyitott aranya

Tomegmeérés

2,62 1073

NMR mérés

1,76 - 1072

7. tablazat. Az NMR és a tomegmérésbél kapott értékek.

Lathato, hogy sokkal kevesebb vizet abszorbedlt a fehérje a tomegmérés alapjan, mint
az NMR mérésbdl kapott a keskeny komponensek alapjan. Ebbél arra kovetkeztethetiink,
hogy a keskeny komponens nem csak viz volt, hanem a jelhez mas, hasonléan mozgékony
molekularészletekben 1évé 'H atomok is hozzajarulnak. Tehat az NMR mérésbdl torténd

szamolasnal a kiindulo feltételezésiink, miszerint a keskeny komponens csak vizmolekulak

jelébdl szarmazik, nem igaz.

A tovabbiakban még tobb, eltéré nedvességtartalmu fehérjemintan sziikséges majd

tomeg, illetve ' H NMR méréseket elvégezni, hogy jobban megérthessiik a viz szerepét az

NMR-spekrumban. Ez azonban tilmutat a jelen dolgozat keretein.

22




Az illesztett paraméterek vizsgalata

Fiiggvényillesztések segitségével meghataroztuk a FID jelek amplitiddjat, illetve a spekt-
rumok alatti teriileteket is kiszamoltuk. A kiilonb6z6 komponensekre ezek az értékek a
8. abran lathatoak. A kétféle modszerrel kapott adatok mérési hiban beliil megegyeznek.
A pontokat a teljes jelen mért értékek atlagaval normaltuk.

A nedves mintaban 0 °C felett a keskeny komponens aranya megnétt a széles kompo-

nens aranyanak rovasara.
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8. abra. A FID jelek amplitudoi (bal) és a spektrum alatti teriiletek (jobb) a normalt
fundamentalis hémérséklet fiiggvényében, a pontokat a dsszamplitidora, illetve az &ssz-
teriiletre norméaltuk. A szaraz minta adatait feketével, a nedvesét pedig kékkel jeloltiik.
A grafikonok tartalmazzak a teljes (négyzetek) mintabol, valamint a széles (korok) és
a keskeny (haromszogek) komponensekbdl szarmazo adatokat is. A fiiggvényillesztések

alapjan az amplitudoértékek hibaja kevesebb, mint + 2.5 %.

Az illesztések és mérések helyességét mutatja az a tény, hogy a mért jelek 6sszamplitii-
doja kozel konstans (ahogy azt a fenti abrak jol mutatjak), hiszen a mintaban a protonok
mennyisége nem valtozott, csupan azok dinamikai allapota.

Az illesztett fiiggvények iddallandoinak segitségével ellendrizhetjiik, hogy megfelels
fiiggvényeket hasznaltunk-e a gorbék leirasara. A 9. abréan ezek az idéallandok lathatoak:
a bal oldali abrdn az Abragam-fiiggvény illesztésébdl kapottak, a jobb oldalin pedig a
Gauss-fiiggvényébdl, mindkét minta esetén. Az idGallandok nagysaga utalhat a protonok
mozgékonysagara: minnél nagyobb a ¢, annil mozgékonyabbak a protonok.

Lathatoan mindkét minta esetén az Abgragam-fiiggvény egyik idéallandéja koriilbeliil
hémeérsékletfiiggetlen, a masik pedig a hémérséklettel ng, viszont ez a novekedés egyik

esetben sem egy nagyobb ugris. Az idéallandok novekedésébdl arra lehet kovetkeztetni,
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hogy a széles spektrumkomponenst adé hidrogénatomok is egyre mozgékonyabbak lesznek
a novekvs homérséklettel. (Az iddallando novekszik, a neki megfeleld spektrumkomponens
keskenyedik.)

A Gauss-fiiggvények esetén a nedvesitett minta adataiban 6,8 °C-on lathato ugras
azért van jelen, mert azon a hémérsékleten lehetett elGszér masodik, hosszi idGallandoja
exponencialis komponenst illeszteni. Ez a komponens valdszintileg mar alacsonyabb hé-
mérsékleten is jelen van, ekkor a kék haromszogekkel jelolt idGallandok egy egyenesen
lennének.

Ahogy az az 5. abréan is lathato, a szdraz mintan mért FID jelek magasabb hémérsék-
leten (amikor mar jelen van a mozgékony komponens is) lassabban csengenek le, mint a
nedves mintan mértek, ez azt jelenti, hogy az elébbiben 1év6 protonok mozgékonyabbak.

Ennek oka még nem ismert, tovabbi méréseket igényel.
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9. dbra. A bal oldali grafikon az Abragam-fiiggvény idéallandoit, a jobb oldali pedig a
Gauss-fiiggvényekét tartalmazza, a normalt fundamentalis h6mérséklet fiiggvényében. A
szaraz minta adatait feketével, a nedvesét pedig kékkel jeloltiik. A fliggvényillesztések

alapjan az idGallandok hibaja + 1 %.

Az alabbi grafikon a spektrumok félértékszélesség-értékeit (FWHM - Full Width at
Half Mazimum) tartalmazza a norméalt fundamentélis hémérséklet fiiggvényében. Ahogy
azt mar kordbban is emlitettiik, a 10. abrardl is leolvashato, hogy a teljes mintan mért
spektrumok a homérséklet novekedésével egyre keskenyebbek (négyzetek). A szaraz minta
(feketével jelolve) spektrumai, illetve ennek komponensei mindig keskenyebbek, mint a

nedves mintan kapott gérbék.
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10. &abra. A félértékszélesség-értékek a normalt fundamentalis hémérséklet fliggvényében.
A grafikonok tartalmazzak a teljes (négyzetek) mintabol, valamint a széles (korok) és a
keskeny (haromszogek) komponensekbdl szarmazo adatokat is. A szaraz minta spektru-

mainak félértékszélességeit feketével, a nedvesét pedig kékkel jeloltiik.
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Masodik momentum, mozgékonysag

A 2.4-es és 2.5-0s fejezetek alapjan kiszamoltuk a spektrumok masodik momentumaét,
illetve a mintadkban 1év6 hidrogének mozgékonysidg paramétereit is. Ez utoébbi kiszdmola-
sakor a merev allapotban mért masodik momentum értéke My(RL) = 21,1-10°% T2 volt,
amely egy korabbi méréshdl (nem publikalt eredmények) szarmazik, és a lizozim 4,4 K-en
mért masodik momentuma.

A mésodik momentum lecsokken, amikor megindul egy mozgas a mintaban. A 11.
abran megfigyelhets, hogy a két vizsgalt mintara a teljes jelre vonatkozé méasodik mo-
mentum (M, négyzetek) értékek kozel egy egyenesre esnek (mindketts azonos iitemben
valtozik), de a széles, illetve a keskeny jelkomponens méasodik momentumai (M3* és MYK)
kiilonb6z6 meredekségiiek a szaraz és a nedvesitett fehérjék esetén. A nedves minta egyes

komponenseinek masodik momentuma lassabb titemben (kisebb meredekséggel) csokken.
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11. 4bra. A mért masodik momentum értékek a normalt fundamentélis hémérséklet fiigg-
vényében. A fekete pontok a szaraz, a kékek a nedves mintadn mért értékek. A grafikon
tartalmazza a teljes (négyzetek) mintabol, valamint a széles (korok) és a keskeny (harom-

szOgek) komponensekbdl szarmazé adatokat is.

A hidrogén mozgékonyséag értéke 1, ha az adott proton nagyon mozgékony, folyadék-

szert allapotban van, és 0, ha merev. A 12. abran lathato, hogy az eddig mozgékonynak
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tekintett komponens HM paramétere minden h&mérsékleten kozel 1, tehat a vizsgalt
protonok valoban mozgékonyak. A teljes minta esetén pedig HM a hémérséklettel né.

A merevnek tekintett komponens esetén HM értéke nem 0, tehét a protonok nem
teljesen merev allapotban vannak. Ez nem meglepd, hiszen a 2.2-es fejezetben leirtak
szerint ezek a protonok lasst mozgasokat végeznek, de az altalunk végzett vizsgalatok
szempontjabol merevnek tekinthetdek, a keskeny komponenst ad6 hidrogénatomok moz-
gékonysidgidhoz képest.

A teljes mintara szamolt H M értékek itt is egy egyenesen vannak, de a szaraz minta-
ban lévE protonok az egyes komponensek esetén ezen gorbék szerint is mozgékonyabbak,
mint a nedvesitettben 1évék. Ennek oka egyelére nem ismert, de egy érdekes kérdés a

tovabbi vizsgalatok szempontjabol.
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12. abra. A szamolt hidrogén mozgékonysag paraméterek. A széraz minta adatait feketé-

vel, a nedvesét pedig kékkel jeloltiik.
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6. Osszefoglalas

A munkank soran hémérsékletfiiggs, széles jeltd 'H NMR méréseket végeztiink kiilonbozd
nedvességtartalmu fehérjemintdkon, a vizsgélt fehérje a csirke tojasfehérjébdl szarmazo
liofilizalt lizozim volt. A mérésket egy ismeretlen viztartalmu szaraz, valamint egy hason-
16, nedvesitett mintan végeztiik, ez utobbi paradis kérnyezetben ismert mennyiségi vizet
szivott magaba. A mintak tomegét egy nagy pontossagi analitikus mérleggel hataroztuk
meg. A vizsgalt hdmérséklettartomany 230 K-t6l 294 K-ig terjedt.

Meghatéaroztuk, hogy adott minta esetén a mozgékony protonokhoz tartoz6 keskeny
komponens hényad része a teljes FID jelnek, vagyis felvettiik az olvadasi diagramot.
Ezen lathato volt, hogy a kiilonb6z6 mintakbol szarmazo6 pontok 0 °C-ig egy egyenesre
esnek, vagyis a 'H atomok, melyekbdl szirmaznak, hasonléan viselkednek. Magasabb
hémérsékleteken viszont a két gorbe szétvalik, ezt magyarazza, hogy a nedvesitett minta-
ban t6bb viz van jelen, ami 0 °C felett masképp kezd el viselkedni, mint alacsonyabb
hémeérsékleten. A pontokra illesztett egyenesek meredeksége megadja, hogy egységnyi

hémérsékletvaltozas hatisara mennyi proton kezd el mozogni a mintdban.

Ezen kiviil az olvadési diagram, a fehérjemintdkon és az adamantanon mért jelamp-
litadok segitségével kiszamoltuk, hogy mennyi az abszorbealt viz kiindulési témeghez
viszonyitott ardnya a nedvesitett mintadban. A szdmolasok sordn azzal a feltételezéssel
éltiink, hogy az olvadési diagramon lathaté mozgékony komponens kizardlag a vizmole-
kulaktol szarmazik. A kapott paramétert 6ssze tudtuk hasonlitani a tomegmeérések soran
mért értékekkel. Eredményiil azt kaptuk, hogy sokkal kevesebb vizet abszorbealt a fehérje
a tomegmérés alapjan, mint az NMR mérésbdl kapott a keskeny komponensek alapjan.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a keskeny komponens nem csak viz volt, hanem a
jelhez méas hasonléan mozgékony molekularészletekben 1évé 'H atomok is hozzajarulnak.
Tehat az NMR mérésbdl torténd szamolasnal a kiindulo feltételezésiink, miszerint a kes-
keny komponens csak vizmolekulak jelébél szarmazik, nem igaz.

Tovabba a kiértékelés soran vizsgaltuk a mért FID jelekre illesztett fiiggvények para-
métereit, a spektrumok alatti teriileteket, illetve ezek félértékszélességét, a spektrumok
méasodik momentumait és az ezekbdl szamolt hidrogén mozgékonysag rendparamétert.
Ezek mind azt mutattak, hogy a szarazabb mintdban lév§ protonok mozgékonyabbak,
vagyis a nedvesebb mintaban 16v6 'H-ek kotdttebb allapotban vannak. Ennek oka egy-

el6re nem ismert, de egy érdekes téma, vizsgalata tovabbi méréseket igényel.
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Tovabbi méréseket terveziink a fentiektsl eltérd nedvességtartalmi, hasonléd fehérje-
mintdkon. Tovabbra is célunk a vizmolekuldk mozgékonysaganak vizsgalata, illetve egy
megfelel6 modszer kidolgozasa az 'H NMR mérések segitségével torténd roncsolasmentes

viztartalom-meghatarozashoz.
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