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Témakiírás

A fehérjék dinamikai leírása segítséget ad az életfolyamatokban is szerepet játszó je-

lenségek mélyebb megismerésében. Ide tartozik a különböz® típusú fehérjéknél a víznek

a fehérjedinamikában betöltött szerepének alaposabb megértése. A víz nélkülözhetetlen

a fehérjék él® szervezetben történ® m¶ködéséhez. A tapasztalatok szerint a különböz®

víztartalmú, szilárd halmazállapotú fehérjék 1H NMR-spektrumában alacsony h®mérsék-

leten (kb. 200 K) megjelenik egy mozgási-keskenyedett spektrumkomponens is. Ennek

az eredete, vagyis hogy a fehérjemolekula és a jelenlév® vízmolekulák dinamikája ho-

gyan járul hozzá, még nem kell®képpen tisztázott. Megértése azonban egyes betegségek

molekuláris szint¶ leírásában is segítséget nyújthat. A kérdés tisztázásához jellemz®en

kis mennyiség¶ (néhány mg) fehérjén végzett, h®mérsékletfügg® NMR mérések szüksége-

sek. A pontos és stabil h®mérséklet-szabályozás ennél elengedhetetlen kísérleti feltétel. A

jelentkez® feladatai:

� Az NMR mér®fejnél a mintatér stabil h®mérséklet-szabályozásának technikai meg-

valósítása a 180 K � 330 K h®mérséklettartományban.

� A mintatérben történ® h®mérséklet kell® pontosságú mérésének megoldása.

� A szilárd halmazállapotú fehérjék 1H NMR jelének precíz méréséhez szükséges min-

tavételezési s¶r¶séget biztosító egység beüzemelése.

� Kiválasztott fehérjéken h®mérsékletfügg® 1H NMR-spektrumok felvétele és dinami-

kai elemzése.
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1. Bevezetés és motiváció

A fehérjék m¶ködésének megértése molekuláris szinten az egyik legjobb módja az élet

megértésének [1], hiszen az él® szervezetek m¶ködésében a fehérjék a sejtekben lejátszódó

összes folyamatban részt vesznek, például a sejt életbentartásában, a sejten belüli transz-

portfolyamatok lebonyolításában, illetve a sejt és környezete közötti információáramlás

megvalósításában. Éppen ezért, a fehérjekutatás a modern orvosi és biológiai kutatások

élvonalában helyezkedik el.

A fehérjekutatás számára rendelkezésre álló módszerek közül az NMR-spektroszkópia

kiemelkedik. Ennek oka, hogy az NMR-spektroszkópia a molekulák szerkezetének és a

molekuláris kölcsönhatások vizsgálatának rendkívül hatékony és sokoldalúan alkalmaz-

ható eszköze [2]. A módszer kidolgozásáért kapta Kurt Wüttrich a 2002-es kémiai Nobel

díjat [3].

Az elmúlt id®szakban egyre gyakrabban alkalmazzák a széles jel¶ 1HNMR-spektroszkópiát

az alacsony víztartalmú biológiai minták, illetve élelmiszer vizsgálatára, a molekuláris

mozgások és a mintákban lév® víz állapotának tanulmányozására [4].

A kutatócsoport, melynek munkájában részt vettem, lio�lizált fehérjék és fehérje vi-

zes oldatok molekuláris szint¶ kísérleti kutatásával foglalkozik. A csoport célja a vizsgált

rendszerek dinamikai jellemzése. Munkánk során széles jel¶ 1H NMR méréseket végez-

tünk, mellyel különböz® víztartalmú, de szilárd fázisú fehérjeminták h®mérsékletfügg®

dinamikáját tanulmányoztuk. A vizsgált fehérje a lizozim volt, ami egy globuláris ("ren-

dezett") fehérjestandardnak számít a területen.

A vízmolekulák mozgékonyságának meghatározása érdekében vizsgáltuk a mintákban

lév® protonok mozgékonyságára jellemz® különböz® paraméterek h®mérsékletfüggését.

Célunk volt a víztartalom roncsolásmentes meghatározása is 1H NMR mérések segítségé-

vel, ellen®rzésképpen a minták relatív víztartalmát tömegmérésekkel határoztuk meg.

A dolgozatban bemutatjuk az NMR-spektroszkópia alapjait, a mérések és a kiértékelés

során felhasznált módszereket, valamint a kísérleti eredményeinket és az els® közelítés¶

értelmezésüket.
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2. Elméleti és technikai háttér

2.1. Az NMR-spektroszkópia alapjai

Az NMR-spektroszkópiát (magmágneses rezonancia spektroszkópia) napjainkban széles

körben alkalmazzák �zikai, kémiai, biológiai és orvosi területeken, például gyógyszerku-

tatásra vagy orvosi célú képalkotásra.

A módszer lényege, hogy a mintát egy nagy statikus mágneses térbe (B0) helyezve,

a benne található NMR aktív magok mágneses momentumai a B0 tér körül Larmor-

precessziót fognak végezni. Ennek körfrekvenciája: ωL = γB0, ahol γ az ún. giromágneses

faktor, ami az adott magra jellemz®. Ez utóbbi irodalmi értéke 1H-re: γ = 2π ∗ 42,576

MHz/T.

A mágneses rezonancia keltéséhez egy, B0-nál sokkal kisebb, állandó nagyságú mágne-

ses teret (B1) alkalmazunk, melyet a fenti Larmor-frekvenciával forgatunk a B0 irányára

mer®leges síkban. Egy NMR aktív magon, a B1 tér által kiváltott forgatónyomaték já-

rulékok a magok Larmor-precessziójával szinkronban történ® forgatásának köszönhet®en

összeadódnak, így kibillentik a mágneses momentumot az egyensúlyi helyzetéb®l. A mag-

spinek kimozdulásának szöge a B1 tér hattatásának id®beli hosszától függ.

A gerjesztés után egy lassabb relaxáció következik, amit detektálni tudunk. A mág-

nesezettség vektor mozgását az ún. Bloch-egyenletek (1) írják le [5]. T1 és T2 azokat a

relaxációs id®ket jelentik, melyek szerint a mágnesezettség vektora relaxál a z, illetve az

x− y irányú egyensúlyi értékeihez. Ezen relaxációs folyamatokat szemlélteti az 1. ábra.

∂Mz(t)

∂t
= γ(M(t)×B(t))z −

Mz(t)−M0

T1
∂Mx(t)

∂t
= γ(M(t)×B(t))x −

Mx(t)

T2
(1)

∂My(t)

∂t
= γ(M(t)×B(t))y −

My(t)

T2
A B1 teret egy, a mintát körülvev® szolenoid tekercs váltakozó feszültségével keltjük,

úgy, hogy B1 mer®leges legyen a B0 tér irányára (z irány). Kés®bb kizárólag az x − y

síkban tudjuk detektálni a gerjesztett mágneses momentum vektor megfelel® vetületeit

(de megfelel® pulzussorozatokkal gerjesztve a mintát detektálni tudjuk a z irányú kompo-

nenst is). A detektálás azért lehetséges, mert a magspinek forgása a tekercsben Larmor-

frekvenciával oszcilláló, ezért váltakozó feszültség¶ jelet indukál a tekercsben, ennek az

amplitúdóját mérjük. A gerjesztés után a mágneses momentum vektor az egyensúlyi hely-

zetébe relaxál, amely folyamat az el®z®, pulzusszer¶ gerjesztésnél sokkal hosszabb ideig

tart.
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1. ábra. A mágnesezettség vektor relaxációja (a B0 tér párhuzamos a z tengellyel) [6]

A mintát különböz® hosszúságú pulzusokkal vagy pulzussorozatokkal gerjesztve, majd

a relaxációt �gyelve, információkat szerezhetünk például a magok s¶r¶ségér®l az anyag-

ban, a környezetükr®l és a szomszédos kötésekr®l.

2.2. FID mérése és alakja

Az ún. FID jel (Free induction decay) mérésekor egy 90 °-os pulzussal gerjesztjük a mintát,

majd magára hagyjuk. A pulzus végén a spinek a B0 térrel mer®leges helyzetbe kerülnek,

így az x− y irányú komponens T2 relaxációs idej¶ exponenciális relaxációját mérhetjük.

A mérésb®l kapott exponenciálisan lecseng® jel oszcillációkat tartalmaz, amennyiben a

detektálás frekvenciája nem egyezik meg a magra jellemz® Larmor frekvenciával (o�re-

zonáns). Ha a B0 mágneses tér inhomogén, a különböz® magspinek dekoherenssé válnak,

az emiatt módosuló relaxációs id®t (az ún. reverzibilis relaxációs id®t) jelölik T ∗2 -gal.

Szilárd fázisúnak tekintett fehérje minták 1H NMR jele magasabb h®mérsékleten két

viszonylag jól megkülönböztethet® lecsengési idej¶ jelb®l, illetve spektrumuk két külön-

böz® szélesség¶ komponensb®l áll. Ennek oka, hogy ekkor a mintában szempontunkból

merevnek tekinthet®1 (csak lassú mozgásokat végz®) és mozgékony állapotban lév® pro-

tonok is jelen vannak, melyek NMR jelét együttesen mérjük. Szilárd anyagok gyorsan

lecseng® (széles spektrumú), folyékony halmazállapotúak pedig hosszabb id® alatt lecsen-

g® (keskeny spektrumú) jelkomponenst adnak [7].

A FID amplitúdója és a spektrum alatti terület egyenesen arányos a jelet, illetve a

1A továbbiakban ezekre a 1H-ekre merevként fogunk hivatkozni, de fontos, hogy ezek a többi pro-

tonhoz képest jóval lassabb mozgást végeznek, de nem merevek.
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spektrumot adó atommagok számával.

A különböz® összetev®k meghatározására, vagyis a mért FID jelek illesztésére több

módszer is létezik. A mozgékony protonok jele általában leírható egy vagy két nyújtott

exponenciális függvény segítségével (2), esetünkben Gauss görbékkel [4]:

FG(t) = AGe
(�(at)c), (2)

ahol AG az amplitúdó, a egy konstans (az id®állandó reciproka), c pedig a kitev®, ese-

tünkben c = 2 (Gauss görbe). Ez a komponens csak magasabb h®mérsékleteken van jelen

(kb. 240 K felett).

A merev protonokból származó jel ennél bonyolultabb, meg�gyelhet® benne egy kisebb

oszcilláció, az ún. lebegés. A görbe többnyire leírható az ún. Abragam függvénnyel, ami

egy sinc függvény és egy Gauss görbe szorzata [4]:

FAb(t) = AAbe
(�b2t2) sin(dt)

(dt)
, (3)

ahol AAb az amplitúdó, b és d pedig az id®állandók reciprokai.

2. ábra. Egy magas h®mérsékleten (295,5 K-en) mért FID (fekete) és különböz® kompo-

nensei: kék a merev, piros pedig a mozgékony állapotban lév® protonokból származik.

Rózsaszínnel ábrázoltuk az extrapolált pontokat. A 1H NMR méréseket polikristályos

lizozimon, 82,4 MHz-en végeztük.
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Esetünkben a merev protonokból kapott jelet egy Abragam és egy rövid id®állandójú

(gyorsan lecseng®) Gauss függvény szuperpozíciója írja le megfelel®en. A mért FID pedig

leírható a fenti összefüggések összegeként, amint azt a 2. ábra is szemlélteti. A méréseknek

van holtideje, a hiányzó pontokat az illesztések alapján pótoltuk. A holtid® jellemz®en

6− 8 µs volt.

A mért jelb®l Fourier-transzformációval el®állítható a frekvencia spektrum (3. ábra,

fekete görbe), az így kapott görbén is jól látható a korábban említett kett®sség. Az ábrán

láthatóak a különböz® komponensek Fourier-transzformáltjai is.

3. ábra. A 2. ábrán látható mért jel (fekete) és a különböz® komponenseinek frekvencia

spektruma: kék a merev, piros pedig a mozgékony állapotban lév® protonokból származik.

2.3. Fundamentális h®mérséklet

Ha bármilyen mért pontokra analitikus függvényeket szeretnénk illeszteni, vagy egy adott

görbe alatti területet akarunk kiszámolni, akkor célszer¶ a tengelyeket azonos dimenzió-

júaknak, vagy dimenzió nélküli mennyiségeknek választani. Az általunk elvégzett mérések

esetén erre a célra alkalmas a fundamentális, illetve a normált fundamentális h®mérsékleti

skála [8]. Az els® az energiaegységekben mért h®mérsékleti skála:

Tf = R · T (4)
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ahol R = 8,314 J/mol ·K az egyetemes gázállandó, T az abszolút h®mérséklet Kelvin egy-

ségekben, ekkor Tf -et SI rendszerben kapjuk meg, mértékegysége J/mol lesz. Amennyiben

normáljuk az el®bbi mennyiséget a jég olvadáspontjára, egy dimenziótlan mennyiséget ka-

punk, a normált fundamentális h®mérsékletet [8]:

Tfn =
R · T

R · 273,15
=

T

273,15
(5)

Az adott körülmények között végbemen® molekuláris mozgásra vonatkozó potenciál-

gát a víz olvadásh®jére normált fundamentális h®mérséklet, ami a következ® összefüggés-

sel adható meg:

V0 = c · Tf (6)

itt c egy dimenziótlan szám, melyet úgy határozhatunk meg, hogy a fenti egyenletet a jégre

alkalmazzuk, a jég olvadásh®je 6,02 kJ/mol, ebb®l c =
Vjég

273,15
= 2,65. V0 mértékegysége

kJ/mol [8].

2.4. A momentumok módszere

Ez a rész a [9]-es hivatkozás alapján készült.

Egy polikristályos anyagmintában egy proton-pár közötti dipoláris kölcsönhatás széles

NMR-spektrumot eredményez. A helyzet bonyolult, ha több kölcsönható atommag van

jelen, mert ekkor a spektrum nem írható le kvantummechanikai módszerekkel. Megoldást

nyújt a problémára a Van Vleck által kidolgozott momentumok módszere [10], ugyanis

ennek segítségével fontos információk szerezhet®ek a mintáról.

Egy f(ω) függvény ω0 pont körüli n-edik momentumának de�níciója:

Mn =

∫∞
0

(ω − ω0)
nf(ω)dω∫∞

0
f(ω)dω

,

ahol f(ω) a spektrum (a mágneses indukciónak megfelel® a körfrekvencia függvényében),

M0 =
∫∞
0
f(ω)dω nulladik momentum pedig a függvény alatti területet adja meg. M2

mértékegysége T2.

Az M4/M
2
2 hányados jellemzi a spektrum alakját, értéke Gauss-függvény esetén 3,

Lorentz függvénynél pedig 4.

A momentumok módszerének sok el®nye van, melyb®l néhány:

� a fenti de�níció alapján egyszer¶en számolható: görbe alatti területek meghatáro-

zásával,

10



� nagyon érzékeny az atomok közötti távolságok nagyságára szilárd testekben,

� utalhat a minta szerkezetére,

� segít a mozgás tanulmányozásakor: a momentumok lecsökkennek, amikor megindul

egy mozgás.

A második momentumot közvetlenül az illesztett függvény paramétereib®l is ki lehet

számolni2, az eredmény az el®z® módszerével azonos.

2.5. Hidrogén mozgékonyság

A hidrogén mozgékonyság (HM) egy rendparaméter, melyet az alábbi, (7)-es összefüggés

alapján lehet kiszámolni [11]:

HMx(T ) =
M2(RL)−Mx

2 (T )

M2(RL)
, (7)

ahol M2(RL) a merev rács állapotban mért második momentum (alacsony h®mérsékle-

ten), M2(T ) egy adott T h®mérsékleten mért 1H NMR-spektrum, vagy spektrumkompo-

nens második momentuma, x pedig a komponensre utal (lehet t - "teljes", sz - "széles"

vagy k - "keskeny") [12].

HM a proton-proton párok mozgásáról vagy éppen mozdulatlanságáról ad informá-

ciót, az összes hidrogén pár átlagos mozgékonyságára jellemz® mennyiség. Értéke nulla

és egy közötti dimenziótlan szám, ahol HM = 0 a teljesen merev, HM = 1 pedig a

nagyon mozgékony, folyadékszer¶ állapotot jelenti [8, 13]. Amennyiben a spektrum több

komponensre bontható, a rájuk vonatkozó különböz® mozgékonyság-értékek is meghatá-

rozhatóak.

HM értéke függ a h®mérséklett®l, a minta molekuláris szerkezetét®l, illetve folyadékok

esetén a környezet kémiai tulajdonságaitól is [12].

2Ez részletesebben például a [4]-es referenciában van leírva.
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3. Kísérleti technikák

3.1. NMR spektrométer

A méréseket egy Bruker AVANCE III (82,4 MHz-es elektromágnes, a frekvencia stabili-

tása jobb volt, mint ±10�6) spektrométerrel végeztük. A m¶szer az MTA Wigner Fizikai

Kutatóközpontban található.

Minden esetben 1H NMR méréseket végeztünk, szilárdnak tekinthet® fehérjemintá-

kon. Ehhez gyors mintavételezésre volt szükség, hiszen a kapott jelek id®ben jóval gyor-

sabban lecsengenek, mint a folyékony minták esetén. A frekvencia spektrumban a szilárd

állapotú minták széles jelet adnak, ezért nevezzük az ilyen méréseket "széles jel¶" NMR-

spektroszkópiának.

A h®mérsékletet nyílt kör¶ Janis kriosztáttal szabályoztuk, a tartomány, amiben mér-

tünk 230 K-t®l 294 K-ig terjedt, a h®mérséklet bizonytalansága kisebb volt, mint ±1 °C.

3.2. Mintael®készítés, minták

A mérések során két különböz® fehérjemintát vizsgáltunk. A minták az L7651-es sorszámú

csirke tojásfehérje lizozimot tartalmazzák (gyártó: Sigma-Aldrich), a pontos víztartalmu-

kat, illetve pontos tisztaságukat nem ismerjük. A termékleírás szerint a minta fehérjetar-

talma ≥ 90 %, emellett ≈ 10 %-ban vizet és sókat tartalmaz, például nátrium-acetátot

és nártium-kloridot [14].

Egy id®ben készítettük el a két mintát, az els®t lezártuk, így egy "száraz" fehérje

mintát kaptunk. A másikat viszont páradús környezetbe helyeztük (h¶t®szekrénybe, kb.

5 °C-ra) és hagytuk két hétig, hogy magába szívjon valamennyi vizet. A megkötött víz-

mennyiséget az el®készítés során egy nagy pontosságú (a bizonytalansága ±50 µg volt)

analitikai mérleggel határoztuk meg. Tömegméréssel, illetve az NMR mérésekkel is csak

a relatív víztartalmat tudtuk mérni.

Az el®készítés során törekedtünk arra, hogy elkerüljük az edények falára tapadó minta

okozta anyagveszteséget, illetve mérési hibákat, ezért a lehet® legkevesebbszer mozgattuk

a fehérjét, illetve mindig az edényekkel együtt mértünk (az edények tömegét ismerve).
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Lizozim

A lizozim egy enzim, a 4. ábra a térszerkezetét mutatja be. Nagy mennyiségben talál-

ható meg a tojásfehérjében, az els® lizozim enzimet is ennek vizsgálata során fedezték

fel (Alexander Fleming, 1922-ben [15]). Ezen felül jelen van a testnedvekben, például a

könnyben, a nyálban és az anyatejben, illetve egyes állatokban és növényekben is. Az

általunk használt lizozim a csirke tojásfehérje lizozim volt.

A lizozimnak antibakteriális és fungicid tulajdonságai vannak és széleskör¶en használ-

ják mind biokémiai, mind gyógyszerészeti alkalmazásokban. Ez utóbbi területen kiterjed-

ten használják gram-pozitív baktériumok elpusztítására, valamint meglév® immunvéde-

lem támogatására bakteriális fert®zések legy®zésében. Antibakteriális tulajdonságai miatt

a lizozim az élelmiszeriparban is hasznosítható az élelmiszerek megromlásának megel®zé-

sére.

A mérések szempontjából fontos tulajdonsága, hogy egy globuláris, vagyis rendezett

fehérje. Ez azért fontos, mert a rendezetlen, illetve a rendezett fehérjék különböz® módon

viselkednek. Fontos még megjegyezni, hogy a mintákban lév® víz mennyisége kevesebb,

mint amennyi a fehérje funkcióinak elvégzéséhez szükséges lenne.

4. ábra. A lizozim enzim térszerkezete [16]
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Adamantán

Ha a mért NMR jelb®l szeretnénk meghatározni a fehérjeminta hidrogéntartalmát, alkal-

maznunk kell egy standardot. Meghatározott tömeg¶ adamantánban ismert mennyiség¶
1H van jelen, így ha azonos h®mérsékleten és azonos körülmények között megmérjük az

adamantán, és a vizsgálandó fehérje 1H NMR jelének amplitúdóját, tudni fogjuk, hogy

egy protonhoz mekkora jel tartozik. Ebb®l a mintában lév® protonok száma meghatároz-

ható. Az adamantán és a lizozim néhány tulajdonsága a 1. táblázatban látható.

A mérések során egy 42,5 mg-os adamantán mintát vizsgáltunk.

Lizozim Adamantán

Relatív molekulatömeg (g/mol) 14307 136,24
1H tartalom (db/molekula) 9613 16

129 aminosavból áll Összegképlete: C10H16

1. táblázat. Az adamantán és a lizozim számunkra fontos tulajdonságai

3Amennyiben egyik funkciós csoportja sem adott le, illetve vett fel hidrogént.
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4. H®mérséklet-szabályozó rendszer

Ahhoz, hogy széles jel¶ NMR méréseket tudjunk elvégezni a BME Fizika tanszékén talál-

ható Bruker Avance DRX 400-as spektrométerrel, szükséges volt néhány apróbb fejlesztést

elvégezni. A h®mérséklet-szabályozó rendszer összeállítását Karsa Anita végezte, melynek

pontos leírása az ® diplomamunkájában olvasható részletesen [17].

Feladatunk volt a h®mérséklet-szabályozó rendszer stabilizálása, a h®mérséklet kell®

pontosságú mérésének megvalósítása, valamint a széles jel¶ 1H NMR mérésekhez szüksé-

ges mintavételezési s¶r¶séget biztosító egység beüzemelése is.

A s¶r¶ mintavételezéshez kizárólag a Topspin mér®programban kellett bizonyos para-

métereket átállítani. Az így beállított legkisebb lehetséges mintavételezés s¶r¶sége 0,2 µs,

a mérés holtideje pedig kb. 6− 8 µs lett.

A h®mérséklet pontosabb méréséhez közelebb vittük a h®mér®t a mintatartóhoz, a

távolság kb. 0,5 cm volt. Ez a távolság csak bizonyos mértékig csökkenthet®, ugyanis

zavarhatja a mérést, ha a h®mér® a tekercshez túl közel helyezkedik el. A továbbiakban

célszer¶ lenne megoldani, hogy a h®mérsékletet a mintatartó alatt, és felett is megha-

tározhassuk, hiszen a minta h¶tését nitrogén gáz áramoltatásával oldjuk meg, így nem

biztos, hogy pontosan ugyanakkora a h®mérséklet a mér®fej különböz® pontjain.

A használt nitrogén tartályból egy fém csövön, egy f¶t®szállal ellátott és egy f¶t®szál

nélküli kvarccsövön megy keresztül a gáz, mire a mintatartóhoz ér. A h®mérséklet sta-

bilizálásához ezek érintkezési pontjait javítottuk te�on szalag segítségével, az esetleges

szivárgások elkerülésének érdekében. A h®veszteség csökkentéséhez pedig a fém csövet

szigeteltük.

A fenti módosítások elvégzése lehet®vé tette, hogy széles jel¶ NMR méréseket vé-

gezzünk a spektrométerrel (kb. 190 K és 310 K közötti h®mérsékleten), valamint a

h®mérséklet-szabályozás stabilabb és pontosabb lett (hibája kevesebb, mint ±1 °C). En-

nek ellenére az alábbi méréseket az MTA Wigner Fizikai Kutatóközpontban végeztük,

egyéb technikai problémák miatt, melyek megoldása még folyamatban van.
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5. Eredmények és értelmezésük

5.1. Tömegmérések

A tömegméréseket a már korábban említett nagy pontosságú mérleggel végeztük el, mely-

nek pontossága ±50 µg volt. Az alábbi táblázat a vizsgált minták tömegét tartalmazza.

száraz nedvesített

A minta tömege szárazon (mg) 30,17 46,21

Hozzáadott víz (mg) 0 0,12

Az abszorbeált víz és a kiindulási tömeg aránya 2,62 · 10�3

2. táblázat. A vizsgált fehérjeminták és a nedvesített mintához hozzáadott víz tömege.

Minden mérést többször megismételtünk (legalább háromszor), a feltüntetett értékek

ezek átlagai. A mérleg bizonytalanságát (az adatok hibáját) a mért adatok szórásából

becsültük meg. Az átlagos szórás 22 µg, a legnagyobb 61 µg volt, de ezen kívül mindegyik

a becsült hibaértéken (±50 µg) belül volt.

5.2. NMR mérések

Mért jelek és spektrumuk a h®mérséklet függvényében

Az 5. ábrán a mért FID jelek (azonos amplitúdóra normálva), illetve ezek Fourier-

transzformáltjai (a spektrumok alatti terület azonos) láthatóak különböz® h®mérsékle-

teken. A fels® görbék a száraz, az alsók pedig a nedvesített mintán végzett mérésekb®l

származnak.

A bal oldali ábrákon (FID jelek) jól látható, hogy a görbéken a lassabban lecseng®

komponens aránya a h®mérséklettel n®, a spektrumokról pedig leolvasható, hogy a spekt-

rum a h®mérséklet növekedésével keskenyedik (ezt a félértékszélesség-gra�kon is mutatja,

10. ábra). Megállapíthatjuk, hogy a mintában lév® összes proton átlagosan mozgéko-

nyabb lesz magasabb h®mérsékleten. A minták a legalacsonyabb h®mérsékleteken még

csak merev protonokat tartalmaznak, a piros (száraz: �28,4 °C és nedvesített: �26,1 °C)

spektrumokon látható el®ször a mozgékony protonokra jellemz® keskenyebb komponens,

ami a h®mérséklet növekedésével egyre számottev®bb.

A különböz® mintákra kapott görbéket összehasonlítva látható, hogy a FID jelek gyor-

san lecseng® komponense (illetve a spektrumok széles komponense) nagyon hasonlóan

viselkedik a két minta esetén. A különbség a keskeny spektrumkomponensben van (nagy
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id®állandójú FID jel), mégpedig a száraz minta esetén ezek keskenyebbek, a FID jel lassab-

ban cseng le. A keskeny spektrumkomponens területe (illetve a hozzá tartozó 1H-atomok

mennyisége) is változik mindkét fehérjemintában, a növekv® h®mérséklettel n®. Számsze-

r¶en az id®állandók a 9. ábrán, a spektrum-szélességek pedig a 10. ábrán �gyelhet®ek

meg.

Száraz minta:

Nedvesített minta:

5. ábra. FID jelek néhány különböz® h®mérsékleten mérve (bal), illetve a jelek Fourier-

transzformáltjai, ugyanezeken a h®mérsékleteken(jobb). A fels® görbék a száraz, az alsók

pedig a nedvesített mintán végzett mérésekb®l származnak. Az ábrákon feltüntettük a

h®mérséklet növekedésének irányát (a pontos h®mérsékletértékeket a 3. táblázat tartal-

mazza). A 1H NMR méréseket polikristályos lizozimon, 82,4 MHz-en végeztük.

Az ábrázolt h®mérsékletek:

Minta Fekete Piros Kék Rózsaszín

Száraz �43,7 °C �28,4 °C 1,7 °C 20,6 °C

Nedvesített �42,2 °C �26,1 °C 1,4 °C 22,4 °C

3. táblázat. Az 5. ábrán feltüntetett görbék mérési h®mérsékletei.
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Olvadási diagram

Az ún. olvadási diagramon (OD, 6. ábra) ábrázoljuk a normált fundamentális h®mérséklet

függvényében a teljes mért FID amplitúdójára normálva a mozgékony protonok jelének

amplitúdóját (n).

Egy adott h®mérsékleten megmozduló 1Hmennyisége kapcsolatban van az annak meg-

felel® energián felszakadó kötések számával, így a potenciálgátak és eloszlásuk meghatá-

rozható. Amennyiben feltesszük, hogy a keskeny komponens a vízmolekuláktól származik,

az olvadási diagrammon lév® n változásából meghatározható a megmozduló vízmolekulák

száma. Amennyiben az OD-re egyenes illeszthet®, annak meredeksége megadja a derivált

értékét [1].

A továbbiakban vizsgáljuk az olvadási diagrammot (6. ábra), hiszen fontos jellem-

z®, hogy adott minta esetén a keskeny komponens hányad része a teljes FID jelnek. A

mozgékony komponens megjelenésének h®mérséklete a két mintánál: �28,4 °C (száraz)

és �26,1 °C (nedvesített). Érdekes, hogy a különböz® nedvességtartalmú mintákon ez a

h®mérséklet közel azonos, azonban ehhez hozzátartozik, hogy a nedvesített mintánál rit-

kábban vannak a mérési pontok ebben az érdekes h®mérséklettartományban, ezért lehet,

hogy már alacsonyabb h®mérsékleten is megjelenik a keskeny komponens, csak nincs ott

mérési pontunk.

A gra�konon látható, hogy a két minta kb. 0 °C-ig nagyon hasonlóan viselkedik, a

pontok közel egy egyenesen vannak, viszont a 0 °C feletti h®mérsékleten a két görbe

szétválik. A jelenséget magyarázza, hogy a nedvesített mintában több víz van jelen, ami

0 °C felett másképp kezd el viselkedni, mint alacsonyabb h®mérsékleten.

A gra�konon ábrázolt mennyiségek tömegegységre vonatkoznak, a tapasztalt különb-

ség a nedvesített mintában a fehérje által felszívott vízb®l adódik. Ezt biztosan állíthatjuk,

hiszen a tömegmérések során igazoltuk, hogy a nedvesített mintában több víz található.

Itt fontos megjegyezni, hogy a mintael®készítés során csak vizet juttattunk a mintába,

egyéb szennyez®ket nem.

A potenciálgát értékek mindig megadják, hogy a jelkülönbségnek megfelel® proton-

mennyiség valamilyen mozgásának elindításához mennyi energia szükséges. Ahogy n ér-

téke n®, úgy egyre több proton mozdul meg a mintában, ez a mozgás lehet transzlációs

vagy rotációs jelleg¶.

A töréspont feletti, illetve alatti h®mérséklettartomány pontjaira egyeneseket illesztet-

tünk, a kapott paramétereket a 4. táblázat tartalmazza. A 0 °C alatti pontokra összesen

egyet, a magasabb h®mérsékletekre pedig külön-külön egy-egy egyenest illesztettünk. Az

egyeneseket a 6. ábrán ábrázoltuk.
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6. ábra. Olvadási diagram; a nedvesített (kék) és a száraz (fekete) mintán mért FID

jelek mozgékony komponensei a teljes jelamplitúdóra normálva, a normált fundamentális

h®mérséklet függvényében. A gra�konon feltüntettük a potenciálgát értékét is.

Az, hogy a pontokra egyeneseket lehet illeszteni azt jelenti, hogy egységnyi h®mér-

sékletváltozás alatt mindig ugyanannyi hidrogén kezd el mozogni. A potenciálgát értékek

pedig megadják, hogy ezen 1H-ek megmozdításához mennyi energiára volt szükség, vagyis

mennyi volt azok kötési energiája.

Minta Érték Hiba

Száraz (0 °C felett)
Tengelymetszet �0,271 0,027

Meredekség 0,310 0,026

Nedves (0 °C felett)
Tengelymetszet �0,589 0,034

Meredekség 0,630 0,032

Mindkett® (0 °C alatt)
Tengelymetszet �0,231 0,019

Meredekség 0,272 0,020

4. táblázat. Az olvadási diagram 0 °C feletti pontjaira illesztett egyenesek paraméterei

A h®mérsékletértékek, melyeken a mozgékony komponens megjelent, illetve az ezek-

nek megfelel® küszöbenergiák az alábbi táblázatban láthatóak. Korábban a lizozim vizes

oldatán is készültek mérések (nem publikált eredmények), így összehasonlíthatjuk a je-
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lenlegieket az akkor kapott értékekkel. Az oldat koncentrációja 50 mg/ml volt.

Elmondható, hogy oldat esetén jóval kevesebb energia is elég, hogy a mintában talál-

ható vízmolekulák mozogni kezdjenek. Ennek egy lehetséges magyarázata, hogy nagyobb

mennyiség¶ víz gyengébben köt®dik a fehérjemolekulákhoz, ezért kisebb energia is ele-

gend® ahhoz, hogy meg tudjanak mozdulni.

A 7. ábra az olvadási diagramra illesztett egyenesek deriváltjait tartalmazza.

Száraz Nedvesített Oldat

H®mérséklet �28,4 °C �26,1 °C 4 �80 °C

Energia (kJ/mol) 5,39 5,28 4,25

5. táblázat. A mozgékony komponens megjelenési h®mérséklete, illetve az ehhez tarto-

zó energia értékek. A jelenleg vizsgált minták esetén kapott mennyiségek nagyon közel

vannak egymáshoz. Feltüntettük a vizes oldatok esetén mért értékeket is.

7. ábra. Az olvadási diagramra illesztett egyenesek deriváltjai a normált fundamentális

h®mérséklet és a potenciálgát függvényében. A fekete a száraz mintán mért, a kék a

nedvesen, a zöld pedig a 0 °C alatt, mindkét minta értékein mért pontokból származik.

Az illesztés paraméterei a 4. táblázatban láthatóak.

4Ezen a h®mérsékleten már biztos, hogy van mozgékony komponens, viszont el®fordulhat, hogy ennél

alacsonyabb h®mérsékleten is látható már, csak ott nincs mérési pontunk.
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Tömegkülönbség meghatározása az NMR paraméterekb®l

A számolások során azt a feltételezést tettük, hogy a mozgékony jelkomponens kizárólag

vízmolekuláktól származik.

Mivel a minták tömege nem volt azonos, így az NMR mérésekb®l közvetlenül, a tö-

megek ismerete nélkül nem lehet meghatározni a nedves mintában felszívott víz tömegét,

hiszen a mért amplitúdók arányosak azon protonok számával, melyek a jelet adják, így

függnek a minta tömegét®l.

Az adamantánon mért FID alapján tudjuk, hogy az egy mol protonból származó

jelamplitúdó 265000 tetsz®leges egység. Ebb®l meghatároztuk, hogy egy gramm fehérje-

mintában hány mol proton van jelen (6. táblázat, "mol proton/1g" oszlop). Az adamantán

mintán szobah®mérsékleten végeztünk 1H NMR mérést, így a fehérjeminták amplitúdó-

értékeit is ezen a h®mérsékleten mért adatokból vettük, ez 22 °C volt. Feltételeztük, hogy

szobah®mérsékleten már az összes víz mozgékony.

Az olvadási diagramról (6. ábra) leolvashatjuk, hogy szobah®mérsékleten mekkora

volt a mozgékony komponens aránya a teljes jelhez viszonyítva, ez a 6. táblázat "n"

oszlopában látható.

A víz moláris tömegét (18,015 g/mol), illetve az el®z® mennyiségeket felhasználva

meghatározható, hogy egy gramm mintában hány gramm víz, illetve fehérje található

("mH2O/1g" és "mfehérje/1g" oszlopok). Itt kihasználtuk azokat a feltételezéseket, hogy a

keskeny komponens csak a vízmolekuláktól származik, illetve, hogy szobah®mérsékleten

az összes vízmolekula mozgékony állapotban van.

Minta mol proton/1g n mH2O/1g mfehérje/1g mH2O/mfehérje

Száraz 6,75 · 10�2 6,32 · 10�2 3,85 · 10�2 0,962 4 · 10�2

Nedves 6,68 · 10�2 9,15 · 10�2 5,51 · 10�2 0,945 5,83 · 10�2

Különbség: 1,83 · 10�2

Az abszorbeált víz kiindulási tömeghez viszonyított aránya: 1,76 · 10�2

6. táblázat. Az abszorbeált víz kiindulási tömeghez viszonyított arányának számolása a

mért FID jelekb®l.

Kiszámoltuk a víz fehérjéhez képest vett arányát mindkét minta esetén (a széles jelnek

megfelel® tömegre normálva). Az arányok különbségéb®l számolható az abszorbeált víz

kiindulási tömeghez viszonyított aránya. Ez utóbbit össze tudjuk hasonlítani a tömegmé-

résb®l származó értékkel (7. táblázat).
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Az abszorbeált víz kiindulási tömeghez viszonyított aránya

Tömegmérés 2,62 · 10�3

NMR mérés 1,76 · 10�2

7. táblázat. Az NMR és a tömegmérésb®l kapott értékek.

Látható, hogy sokkal kevesebb vizet abszorbeált a fehérje a tömegmérés alapján, mint

az NMR mérésb®l kapott a keskeny komponensek alapján. Ebb®l arra következtethetünk,

hogy a keskeny komponens nem csak víz volt, hanem a jelhez más, hasonlóan mozgékony

molekularészletekben lév® 1H atomok is hozzájárulnak. Tehát az NMR mérésb®l történ®

számolásnál a kiinduló feltételezésünk, miszerint a keskeny komponens csak vízmolekulák

jeléb®l származik, nem igaz.

A továbbiakban még több, eltér® nedvességtartalmú fehérjemintán szükséges majd

tömeg, illetve 1 H NMR méréseket elvégezni, hogy jobban megérthessük a víz szerepét az

NMR-spekrumban. Ez azonban túlmutat a jelen dolgozat keretein.
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Az illesztett paraméterek vizsgálata

Függvényillesztések segítségével meghatároztuk a FID jelek amplitúdóját, illetve a spekt-

rumok alatti területeket is kiszámoltuk. A különböz® komponensekre ezek az értékek a

8. ábrán láthatóak. A kétféle módszerrel kapott adatok mérési hibán belül megegyeznek.

A pontokat a teljes jelen mért értékek átlagával normáltuk.

A nedves mintában 0 °C felett a keskeny komponens aránya megn®tt a széles kompo-

nens arányának rovására.

8. ábra. A FID jelek amplitúdói (bal) és a spektrum alatti területek (jobb) a normált

fundamentális h®mérséklet függvényében, a pontokat a összamplitúdóra, illetve az össz-

területre normáltuk. A száraz minta adatait feketével, a nedvesét pedig kékkel jelöltük.

A gra�konok tartalmazzák a teljes (négyzetek) mintából, valamint a széles (körök) és

a keskeny (háromszögek) komponensekb®l származó adatokat is. A függvényillesztések

alapján az amplitúdóértékek hibája kevesebb, mint ± 2,5 %.

Az illesztések és mérések helyességét mutatja az a tény, hogy a mért jelek összamplitú-

dója közel konstans (ahogy azt a fenti ábrák jól mutatják), hiszen a mintában a protonok

mennyisége nem változott, csupán azok dinamikai állapota.

Az illesztett függvények id®állandóinak segítségével ellen®rizhetjük, hogy megfelel®

függvényeket használtunk-e a görbék leírására. A 9. ábrán ezek az id®állandók láthatóak:

a bal oldali ábrán az Abragam-függvény illesztéséb®l kapottak, a jobb oldalin pedig a

Gauss-függvényéb®l, mindkét minta esetén. Az id®állandók nagysága utalhat a protonok

mozgékonyságára: minnél nagyobb a t, annál mozgékonyabbak a protonok.

Láthatóan mindkét minta esetén az Abgragam-függvény egyik id®állandója körülbelül

h®mérsékletfüggetlen, a másik pedig a h®mérséklettel n®, viszont ez a növekedés egyik

esetben sem egy nagyobb ugrás. Az id®állandók növekedéséb®l arra lehet következtetni,
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hogy a széles spektrumkomponenst adó hidrogénatomok is egyre mozgékonyabbak lesznek

a növekv® h®mérséklettel. (Az id®állandó növekszik, a neki megfelel® spektrumkomponens

keskenyedik.)

A Gauss-függvények esetén a nedvesített minta adataiban 6,8 °C-on látható ugrás

azért van jelen, mert azon a h®mérsékleten lehetett el®ször második, hosszú id®állandójú

exponenciális komponenst illeszteni. Ez a komponens valószín¶leg már alacsonyabb h®-

mérsékleten is jelen van, ekkor a kék háromszögekkel jelölt id®állandók egy egyenesen

lennének.

Ahogy az az 5. ábrán is látható, a száraz mintán mért FID jelek magasabb h®mérsék-

leten (amikor már jelen van a mozgékony komponens is) lassabban csengenek le, mint a

nedves mintán mértek, ez azt jelenti, hogy az el®bbiben lév® protonok mozgékonyabbak.

Ennek oka még nem ismert, további méréseket igényel.

9. ábra. A bal oldali gra�kon az Abragam-függvény id®állandóit, a jobb oldali pedig a

Gauss-függvényekét tartalmazza, a normált fundamentális h®mérséklet függvényében. A

száraz minta adatait feketével, a nedvesét pedig kékkel jelöltük. A függvényillesztések

alapján az id®állandók hibája ± 1 %.

Az alábbi gra�kon a spektrumok félértékszélesség-értékeit (FWHM - Full Width at

Half Maximum) tartalmazza a normált fundamentális h®mérséklet függvényében. Ahogy

azt már korábban is említettük, a 10. ábráról is leolvasható, hogy a teljes mintán mért

spektrumok a h®mérséklet növekedésével egyre keskenyebbek (négyzetek). A száraz minta

(feketével jelölve) spektrumai, illetve ennek komponensei mindig keskenyebbek, mint a

nedves mintán kapott görbék.
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10. ábra. A félértékszélesség-értékek a normált fundamentális h®mérséklet függvényében.

A gra�konok tartalmazzák a teljes (négyzetek) mintából, valamint a széles (körök) és a

keskeny (háromszögek) komponensekb®l származó adatokat is. A száraz minta spektru-

mainak félértékszélességeit feketével, a nedvesét pedig kékkel jelöltük.
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Második momentum, mozgékonyság

A 2.4-es és 2.5-ös fejezetek alapján kiszámoltuk a spektrumok második momentumát,

illetve a mintákban lév® hidrogének mozgékonyság paramétereit is. Ez utóbbi kiszámolá-

sakor a merev állapotban mért második momentum értéke M2(RL) = 21,1 · 10�8 T2 volt,

amely egy korábbi mérésb®l (nem publikált eredmények) származik, és a lizozim 4,4 K-en

mért második momentuma.

A második momentum lecsökken, amikor megindul egy mozgás a mintában. A 11.

ábrán meg�gyelhet®, hogy a két vizsgált mintára a teljes jelre vonatkozó második mo-

mentum (M t
2, négyzetek) értékek közel egy egyenesre esnek (mindkett® azonos ütemben

változik), de a széles, illetve a keskeny jelkomponens második momentumai (M sz
2 és Mk

2 )

különböz® meredekség¶ek a száraz és a nedvesített fehérjék esetén. A nedves minta egyes

komponenseinek második momentuma lassabb ütemben (kisebb meredekséggel) csökken.

11. ábra. A mért második momentum értékek a normált fundamentális h®mérséklet függ-

vényében. A fekete pontok a száraz, a kékek a nedves mintán mért értékek. A gra�kon

tartalmazza a teljes (négyzetek) mintából, valamint a széles (körök) és a keskeny (három-

szögek) komponensekb®l származó adatokat is.

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

szer¶ állapotban van, és 0, ha merev. A 12. ábrán látható, hogy az eddig mozgékonynak
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tekintett komponens HM paramétere minden h®mérsékleten közel 1, tehát a vizsgált

protonok valóban mozgékonyak. A teljes minta esetén pedig HM a h®mérséklettel n®.

A merevnek tekintett komponens esetén HM értéke nem 0, tehát a protonok nem

teljesen merev állapotban vannak. Ez nem meglep®, hiszen a 2.2-es fejezetben leírtak

szerint ezek a protonok lassú mozgásokat végeznek, de az általunk végzett vizsgálatok

szempontjából merevnek tekinthet®ek, a keskeny komponenst adó hidrogénatomok moz-

gékonyságához képest.

A teljes mintára számolt HM értékek itt is egy egyenesen vannak, de a száraz mintá-

ban lév® protonok az egyes komponensek esetén ezen görbék szerint is mozgékonyabbak,

mint a nedvesítettben lév®k. Ennek oka egyel®re nem ismert, de egy érdekes kérdés a

további vizsgálatok szempontjából.

12. ábra. A számolt hidrogén mozgékonyság paraméterek. A száraz minta adatait feketé-

vel, a nedvesét pedig kékkel jelöltük.
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6. Összefoglalás

A munkánk során h®mérsékletfügg®, széles jel¶ 1H NMR méréseket végeztünk különböz®

nedvességtartalmú fehérjemintákon, a vizsgált fehérje a csirke tojásfehérjéb®l származó

lio�lizált lizozim volt. A mérésket egy ismeretlen víztartalmú száraz, valamint egy hason-

ló, nedvesített mintán végeztük, ez utóbbi páradús környezetben ismert mennyiség¶ vizet

szívott magába. A minták tömegét egy nagy pontosságú analitikus mérleggel határoztuk

meg. A vizsgált h®mérséklettartomány 230 K-t®l 294 K-ig terjedt.

Meghatároztuk, hogy adott minta esetén a mozgékony protonokhoz tartozó keskeny

komponens hányad része a teljes FID jelnek, vagyis felvettük az olvadási diagramot.

Ezen látható volt, hogy a különböz® mintákból származó pontok 0 °C-ig egy egyenesre

esnek, vagyis a 1H atomok, melyekb®l származnak, hasonlóan viselkednek. Magasabb

h®mérsékleteken viszont a két görbe szétválik, ezt magyarázza, hogy a nedvesített mintá-

ban több víz van jelen, ami 0 °C felettmásképp kezd el viselkedni, mint alacsonyabb

h®mérsékleten. A pontokra illesztett egyenesek meredeksége megadja, hogy egységnyi

h®mérsékletváltozás hatására mennyi proton kezd el mozogni a mintában.

Ezen kívül az olvadási diagram, a fehérjemintákon és az adamantánon mért jelamp-

litúdók segítségével kiszámoltuk, hogy mennyi az abszorbeált víz kiindulási tömeghez

viszonyított aránya a nedvesített mintában. A számolások során azzal a feltételezéssel

éltünk, hogy az olvadási diagramon látható mozgékony komponens kizárólag a vízmole-

kuláktól származik. A kapott paramétert össze tudtuk hasonlítani a tömegmérések során

mért értékekkel. Eredményül azt kaptuk, hogy sokkal kevesebb vizet abszorbeált a fehérje

a tömegmérés alapján, mint az NMR mérésb®l kapott a keskeny komponensek alapján.

Ebb®l arra következtethetünk, hogy a keskeny komponens nem csak víz volt, hanem a

jelhez más hasonlóan mozgékony molekularészletekben lév® 1H atomok is hozzájárulnak.

Tehát az NMR mérésb®l történ® számolásnál a kiinduló feltételezésünk, miszerint a kes-

keny komponens csak vízmolekulák jeléb®l származik, nem igaz.

Továbbá a kiértékelés során vizsgáltuk a mért FID jelekre illesztett függvények para-

métereit, a spektrumok alatti területeket, illetve ezek félértékszélességét, a spektrumok

második momentumait és az ezekb®l számolt hidrogén mozgékonyság rendparamétert.

Ezek mind azt mutatták, hogy a szárazabb mintában lév® protonok mozgékonyabbak,

vagyis a nedvesebb mintában lév® 1H-ek kötöttebb állapotban vannak. Ennek oka egy-

el®re nem ismert, de egy érdekes téma, vizsgálata további méréseket igényel.
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További méréseket tervezünk a fentiekt®l eltér® nedvességtartalmú, hasonló fehérje-

mintákon. Továbbra is célunk a vízmolekulák mozgékonyságának vizsgálata, illetve egy

megfelel® módszer kidolgozása az 1H NMR mérések segítségével történ® roncsolásmentes

víztartalom-meghatározáshoz.
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