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1. Bevezetés és motivacid

A fehérjekutatas a modern orvosi és biologiai kutatasok élvonaldban helyezkedik el. Az él6
szervezet miitkodésében a fehérjék a sejtekben lejatszodo osszes folyamatban részt vesznek,
példaul a sejt életbentartdsdban, a sejten beliili transzportfolyamatok lebonyolitdsdban,
illetve a sejt és kornyezete kozotti informécidaramlas megvalositasaban.

Szdmos betegség fordul el§ bizonyos fehérjék koros szerkezeti valtozasdnak kovet-
keztében, ilyenek példaul az idéskori neurodegenerativ megbetegedések (Alzheimer-kor,
Parkinson-kor) vagy a Prion-betegség (Creutzfeldt-Jakob kor). A fehérjék szerkezete sza-
mara meghataroz6 a kornyezetiik pH értéke és ion koncentracidja, illetve a fellépé ion-
transzport.

A fehérjekutatas szamara rendelkezésre all6 modszerek koziil az NMR-spektroszkopia
kiemelkedik. Ennek oka, hogy NMR-spektroszkopia révén a fehérje makromolekulak szer-
kezete nagy pontossaggal meghatarozhatd. EE modszer kidolgozasaért kapta Kurt Wiitt-
rich a 2002-es kémiai Nobel dijat.

A fehérje szerkezetmeghatarozas elsGsorban a molekuldkban megtaldlhaté proton-
proton kolcsdnhatas erdsségének mérésén alapul. A kozvetlen szerkezetmeghatarozason
tul, jelenleg a kutatésok jelentds része a fehérjék és kornyezetiik kdlesonhatasara fokuszal.
Ugy modellezik a fehérjék extracellularis kornyezetben valo viselkedését, mintha a fizio-
logias sooldat koncentracidojanak megfelels vizes NaCl-oldatban tennék ezt.

Mind a ?*Na, mind a %Cl az NMR modszer szdméra nehezebben vizsgalhaté atom-
magok kozé tartoznak!. Ezért is ritkibban taldlkozunk e magokon végzett NMR vizsgala-
tokkal, annak ellenére, hogy ez adhat egyediil informéciét az ionok mozgasarol a fehérje
kornyezetében.

A TDK dolgozatomban bemutatott vizsgalatokat az motivalta, hogy a séionok dinami-
kajarol fehérje kornyezetében olyan 1j informaciokhoz jussunk, melyeket mas modszerrel
nem lehet hatékonyan vizsgélni. Ezért egy modellfehérje rendszer kornyezetében vizsgal-
tam Na™ ionok mozgasi dinamikajat a hémérséklet fliggvényében. A valasztott protein a
tojasfehérjében taldlhatod lizozim, melyen ilyen moédszerrel eddig még senki sem végzett
vizsgélatokat. A fehérje jelent&ségét a 2.2. fejezetben taglalom.

A kiilonb6z6 hémérsékleteken mozgékony kornyezetben, vagyis nem szilard fazisban
lévé vizmolekulakkal és/vagy mozgo fehérje-molekulacsoportokkal koriilvett Na®™ ionok
mennyiségébdl kovetkeztethetiink a fehérje és a Na™ ion kozti kolesonhatas erésségére.

A dolgozatban bemutatom az NMR-spektroszkopia alapjait, a sajat eredményeimet

LA 23Na és a 3°Cl in. NMR-érzékenysége 7 [1], illetve 3 [2] szazaléka a protonénak azonos atommag

koncentracio mellett.



és értelmezésiiket. A jelen méréseket tervezem a jovében mas fehérje rendszereken végzett

vizsgalatokkal folytatni (akar szerkezetileg kérosodott fehérjéket hasznélva).



2. Elméleti és technikai hattér

2.1. NMR-spektroszkopia

Az NMR-spektroszkopiat (magmaéagneses rezonancia spektroszképia) napjainkban széles
korben alkalmazzak fizikai, kémiai, biologiai és orvosi teriileteken, példaul gyogyszerku-
tatasra vagy orvosi célu képalkotésra |3].

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 mindig az adott magra jellemzs. Ez utobbi irodalmi értéke 2*Na-ra v =
211,26 M Hz/T, igy a mintat By = 7 T-as kiils6 méagneses térbe helyezve, a magneses
momentuma [ = 78,83 M H z-es Larmor-frekvenciaval fog precesszalni.

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 precesszidjaval szinkronban torténé forgatasanak koszonhetGen
Osszeadodnak, igy kibillentik a magneses momentumot az egyensilyi helyzetébdl. A mag-
spinek kimozdulasanak szoge a B; tér hattatdsanak idGbeli hosszatol fiigg.

A gerjesztés utan egy lassabb relaxacio kovetkezik, amit detektalni tudunk. A mag-
nesezettség vektor mozgasat az tn. Bloch-egyenletek (1) irjak le, ez két kiilonb6z6 folya-
matot jelent. Nekiink most csak a minden irdnyban jelen 1év§ exponencidlis relaxacio a
fontos. Az ezt jellemz6 két paraméter, T és T, azokat a relaxécios idGket jelentik, melyek
szerint a magnesezettség vektora relaxal a z, illetve az x — y irdnyt egyensilyi értékeihez
[3]. Ezek a relaxaciok lathatoak az 1. abran [4].

af\gzt(t) — y(M(t) x B(t)), - %:MO
a]‘ﬁ’;“) — 2 (M(t) x B(t)), — M%jt)
a]\gyt(ﬁ =~y (M(t) x B(t)), — M%—it) .

A By teret egy, a mintat koriilvevd szolenoid tekercs valtakozo wy, fesziiltségével kelt-
jik, melynek kozépvonala merdleges a By tér iranyéara (z irany). Ezért késsbb kizarolag
az x — y sikban tudjuk detektalni a gerjesztett magneses momentum vektor megfelels
vetiileteit (ennek ellenére tudjuk detektalni a z irAnyi komponenst is, megfelel§ pulzus-

sorozatokkal gerjesztve a mintat). A detektalas azért lehetséges, mert a magspinek forgasa



1. 4bra. A magnesezettség vektor relaxacioja

a tekercsben Larmor-frekvenciaji oszcillalo, ezért valtakozo fesziiltségi jelet indukalva a
tekercsben, ennek az amplitidojat mérjiik. A gerjesztés utdn a mégneses momentum vek-
tor visszarelaxal az egyenstlyi helyzetébe, ez a folyamat az el6z6, pulzusszerti gerjesztésnél
sokkal hosszabb ideig tart.

A mintat kiilénb6z6 hosszusagn pulzusokkal, vagy pulzussorozatokkal gerjesztve, majd
a relaxéciot figyelve informéciokat szerezhetiink példaul a magok stirtiségérsl az anyagban,
a kornyezetiikrdl és a szomszédos kotésekrsl. A kiilonbo6z6 pulzussorozatoknak készonhe-

t6en a kdvetkezd paramétereket tudjuk mérni.

FID

Az tn. FID jel (Free induction decay) mérésekor egy 90°-os pulzussal gerjesztjiik a
mintat, majd magara hagyjuk. Ekkor a spinek a By-val meré6leges helyzetbe keriilnek,
igy az x — y irdnyi komponens 715 relaxacios ideji exponencidlis relaxaciojat mérhetjiik.
A mérésben kapott, exponencidlisan lecsengé jel oszcillaciokat tartalmaz, amennyiben
a gerjesztés frekvencidja nem egyezik meg a magra jellemz§ Larmor frekvenciaval. A
By magneses tér inhomogenitasa miatt a kiilonboz6é magspinek dekoherenssé valnak, igy
kiolthatjak egymas hatésat. Az utobbi miatt modosulo relaxacios id6t (az Gn. reverzibilis
relaxacios id6t) jelolik 775 -gal.

Belathat6, hogy a két idémérésbsl komplex Fourier-transzformacioval elGallithatjuk

az NMR-jel frekvencia spektrumat.



I T T T T T T T T T T T T T T T
0,0000 0,0064 0,0128 0,0192 0,0256 0,0320 0,0384 0,0448
S
2. dbra. Egy mért FID jel, a képen a piros vonal a jel valés, a kék pedig a képzetes

osszetevije. Vegyiik észre, hogy a két oszcillalo jel fazisa kozti kiilonbség éppen /2.

Spin-echo

A korabban emlitett dekoherencia kikiiszobolésére talaltak ki az n. spin-echo pulzus-
szekvenciat, ami egy 90°-os és egy 7 id6késéssel alkalmazott 180°-os pulzusbol all. Ezek
utan, szintén 7 id6vel kés6bb detektalunk. A 90°-kal elforditott spinek 7 id§ elteltével
valamekkora dekoherenciat szenvednek, ezutan a 180°-os pulzussal megforditjuk a spinek
irdnyat, aminek kdszonhet&en éppen 7 idGvel késGbb a spinek ismét egy irdnyba fognak

allni. A spin-echo pulzusszekvencia segitségével mar példaul T5 értéke is mérhetéve valik.

A relaxaciés id6k mérése

Kiilénb6z6 technikdkkal mérni tudjuk még a T és a T; relaxacios idéket is.
T, értékének meghatarozasara a legmegfelelsbb modszer a CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-
Gill) pulzus-sorozat alkalmazasa. Ennek lényege, hogy az elsd, x irany menti 90°-os pul-
zus utan felvaltva y iranyt 180°-0s pulzusok kdvetik egymast. A 180°-os pulzusok célja a
FID-nél felléps dekoherencia kikiiszobolése, az eltérs iranyok oka pedig a pulzusok hossza-
nak hibaja, ugyanis ha nem pont 180°-kal forgatjuk a spineket, de mindig ugyanabba az
iranyba, amelyben detektalunk, akkor ez a hiba felhalmozodik. A 180°-o0s forgatasok utan
mérjiik a minta vilaszanak amplitidojat, ezekbsl megrajzolhaté az x iranyu lecsengés,
és meghatarozhatd a T, relaxécios idé.

A z irAnyu exponencialis lecsengés T paraméterének mérésére talaltak ki az an. in-
version recovery modszert. A mintat elgszor egy 180°-0s pulzussal gerjesztjiik, majd 7 id6

utédn egy 90°-os pulzussal kiolvassuk a kapott FID jel amplitadojat. A mérést kiillonboz6



\,J W T T | "
|

] | | | M

I T T T T T T T T T T T T T T T T
0,000 0,038 0,076 0,114 0,152 0,190 0,228 0,266 0,304
S
3. abra. Egy mért CPMG pulzussorozat, az abran a piros vonal a jel valos, a kék pedig a

képzetes Osszetevije.

T értékek mellett elvégezve megrajzolhatjuk a z iranyt lecsengést, erre egy exponencialis

fliggvényt illesztve megkapjuk T} értékeét.

2.2. Lizozim fehérje, mintak

A lizozim egy enzim, a 4. abra a térszerkezetét mutatja be. Nagy mennyiségben talalhato
meg a tojasfehérjében, az els6 lizozim enzimet is ennek vizsgéalata soran fedezték fel
(Alexander Fleming, 1922-ben). Ezen feliil jelen van a testnedvekben, példaul a kénnyben,

a nyalban és az anyatejben, illetve egyes allatokban és névényekben is.

4. abra. A lizozim enzim térszerkezete |5



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

TDK munkam soran a tytuk tojasfehérjében talalhato lizozim enzimet vizsgaltam.

NaCl vizes oldatdban a Na® és a Cl™ ionok 0°C alatt eutektikumokat képeznek a
vizmolekulakkal. Ezen oldat fagyaspontja (—21,08°C) |6].

Fehérje és s6 vizes oldatat 0°C alé lehiitve a Na™ ionok egy része a fehérje hidratacios
burkaban koncentralodik. Ez a mennyiség attol fligg, hogy mennyi natriummal tud kol-
csonhatésba lépni a fehérje. A hidratburok jellemzGen csak —50°C koriil fagy meg, igy a
fehérjével kolesonhato ionok eddig a hGmérsékletig mozgékony kornyezetben vannak, igy
tudjuk detektalni is 6ket?. A fehérjével kolesonhatasban nem 16vé, "szabad” Nat ionok az
6ket hidratald vizmolekuldkkal eutektikumokat képeznek, melynek fagyaspontja —21°C.
A ketféle (fehérjehez kotott és szabad) Nat ion kornyezetének eltérs fagyaspontjat figye-
lembe véve kovetkeztethetiink a fehérjével kolecsonhatd ionok mennyiségére.

A mozgékony vizmolekulak altal koriilvett Nat ionok NMR-spektruma nagysagren-
dekkel keskenyebb, mint a szilard kornyezetben 1évéké (ennek segitségével tudjuk elkiilo-
niteni a még folyékony kornyezetben 1év6 ionokat a mar megfagyottaktol), igy a keskeny
spektrumot adé 2Na NMR-jelet kb. —70°C és +25°C kozott felvéve meghatarozhato a

fehérjéhez kot6ds és a szabad natriumionok mennyisége.

Az altalam hasznalt oldatok 50 mg/ml lizozimot és mintanként valtozo mennyiségi
NaCl-ot és desztillalt vizet tartalmaznak. A lizozim molekulatémege 14307 g/mol, az
50 mg/ml lizozimkoncentracio igy 3,49 mM koncentracionak felel meg.

100 mM-os sooldatban az atlagosan egy fehérjére juté Nat ionok szama 29 db,
150 mM-os oldatban pedig 43 db. A késébbiekben, a mérésekbdl megallapithato, hogy

ezekbdl dtlagosan mennyivel hatott kolcson a hasznalt lizozim fehérje.

2 Amennyiben nem mozgékony kdrnyezetben vannak, az NMR-jeliik annyira kiszélesedik, hogy specialis
NMR-kisérletek kellenének ahhoz, hogy detektalni tudjuk ezeket.



3. Kisérleti technika

3.1. Az NMR spektrométer

A méréseimet egy protonra 300 M H z-es, 7 T-4s NMR berendezéssel végeztem, minden
esetben oldat mintat vizsgalva. A miiszer a BME Fizika tanszékén talalhato.

Az NMR berendezés lényegében egy nagy érzékenységli adovevs, ami kibocsajt egy
nagyenergiaju impulzust, majd detektalja a minta kis energids valaszat, ezért fontos Gssze-
tevGje az tn. heterodin technika |7]. Ennek lényege, hogy a detektalt jelek frekvenciaja az
adovevében a vivGhullam frekvenciajatol fiiggetleniil Allando. Ezzel a technikival egy szé-
lessdvban miikodé radié adovevs épithetd anélkiil, hogy minden sziikebb frekvenciasévra
kiilon eszkozt kéne hasznalni. A megoldas az, hogy az informéaciot adott, sziik savban
mozg6 frekvenciaju (IF - intermediate frequency) jelbe kodoljak. Ezt a jelet egy mixer
segitségével Osszekeverik egy szélessavban hangolhato lokal-oszcillator (LO - local oscilla-
tor) jelével. A mixer kimenetén megjelenik a fenti két jel Gsszege, illetve kiilonbsége, ezek
alkotjak az un. RF (radiofrequency) frekvenciat, amit az ado kisugaroz. A vevében az
adott frekvenciasavra valo radallas a megfelels LO frekvencia kivalasztésat jelenti, ezzel a
vevs a bejovs RFE jelet tjra Osszekeveri, igy elGallitva az IF jelet, amit detektalhatunk.
Az 5. dbra a berendezés blokkvazlatat mutatja, melyen P a pulzusgeneritor, amely az
RF jelet pulzusokkal modulalja, az er6sit6 egy teljesitményerdsitét takar, LNA pedig egy

kis-zaju elGer6sit6 (low noise amplifier).

0sC

IF
RF w duplexer —®

05C I
| merafe] |

5. dbra. A heterodin elven miikodé NMR berendezés blokkvazlata

A detektalt jeliink tehat egy kis amplitudoja radidfrekvencias fesziiltség-impulzus. Ezt



a jelet komplex vektorként felfogva lathato, hogy a teljes NMR-jelet akkor allithatjuk eld,
ha mérjiik a meghajté oszcillatorhoz fazisban, és 90°-ban eltolt komponensek amplitudoit
is. E két jel szimultan mérését nevezziik kvadratira detektalasnak, melynek megvalositasa
a blokk-diagrammon is lathato 90°-os fazistoloval lehetséges.

A duplexer feladata, hogy a mintak besugarzasakor tébb 100 V-os fesziiltségimpulzu-
sokat a teljesitményerGsitébdl a mintara kiildjon, majd a minta néhany V' -os, tekercsben
indukalt vilaszat a kis-zaju elGerGsitébe kiildje. Ezt a 6. Abran mutatott két dibdaparral és
egy an. \/4-es kabelt alkalmazo duplexerrel érhetjiik el (A az RF sugarzas hullamhossza).

Az elrendezés lényege, hogy a teljesitmény erdsité utani divdapar kinyit, mikézben a
méréfej besugarzasa torténik. Ugyanekkor a masik diodapar a fold felé van nyitva, ezért
az LNA is foldre keriil, tehat védett a nagyenergiaju impulzusokkal szemben. Mindkét
diodapar lezar, amikor a magok gyenge NMR-jelét detektaljuk, ekkor a jel teljes egészében
az LNA-ba jut.

LA _
50 Q - cable (44) # [

— g
L_ 50 Q- cable

6. abra. A duplexer miikddése

3.2. Meérdéfej

Méréseimet az NMR aktiv magok koziil f6leg 2*Na-on végeztem, de mértem esetenként
35Cl-on, és protonon is. A mérdfej, amit hasznaltam, egy kifejezetten 22Na-ra, illetve 3°Cl-
ra tervezett eszkoz (Karsa Anita épitette, az MSc szakdolgozata soran [8]). Ez azért fon-
tos, mert a kiilonb6z6 magok, kiilonb6z6 Larmor-frekvencidin valdé mérésekhez méas-més
aramkoroket hasznalnak. Az altalam is hasznalt mérdfej lathato a 8. abran, a felépitését
pedig a 7. &bra mutatja be.

A gerjesztésnél és a detektalasnél is fontos, hogy a jelek hatékonyan jussanak el a
berendezésbdl a mérdfejbe, és forditva. Adott hullamimpedanciaji vezetékekben akkor
terjed megfelel6 hatékonysaggal az energia, amennyiben a lezaras egy, ezzel megegyez6
nagysagu valos impedancia. Leggyakrabban 50 © hullimimpedanciaju (BNC) kabeleket
alkalmaznak az NMR berendezésekben, tehat a mércfej valos impedancidjat is ekkorara
tervezték. Ez egy rf rezgbkorrel valosithaté meg egyszerdien, a valos 50 €2 impedancia

pedig a kondenzatorok kapacitasainak valtoztatasaval allithato be.

10
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7. 4bra. Az NMR mérGaramkor felépitése

Az &bran is lathato Cr az un. tuning ("hangolo”) kapacitas, mellyel a mérés frekven-
cidjat allithatjuk be, a C; Gn. matching ("illesztd”) kapacitassal pedig a felléps reflexiot
csOkkenthetjiik. Az aramkorben talalhato tekercs nalunk egy szolenoid tekercs, de gyakran
hasznélnak az NMR-spektroszkopiaban an. “saddle coil” tekercseket is (példaul a gyari

mérdfejekben is ilyenek talalhatoak).

8. abra. A Na-NMR meérésekhez hasznalt mérdfej

A munkam soran segitettem egy protonra tervezett méréfej 6sszerakasédban is. Célom
a hangolhatosag elérése volt, ennek érdekében kiilonb6z6 kapacitast Cr és C); konden-

zatorokat, illetve kiilonb6z6 atmérdjid és menetszami tekercseket probaltam ki.

3.3. Hangolas

Az el6z6 fejezetben bemutatott mérdfejet minden mérés elején hangolni kell, a mérendd
magnak megfelel6en. Ha ezt nem tessziik meg, nem tudunk egy FID jelet sem detek-
talni. Ennek érdekében fontos, hogy a rezg6kor reflexioja a Larmor-frekvencianél legyen
minimélis, azaz hogy a valos impedancia 50 €2 legyen, az imaginérius pedig 0 2. Alacso-
nyabb hémérsékleten elhangolodhat az aramkor, ezzel meghamisitva a hémérsékletfiiggs

méréseket. Tehat ahhoz, hogy megfelelGen tudjuk hasznalni a berendezést, minden hé-

11



mérsékleten meg kell ismételni a hangolast.

Technikailag a Cr és C); kondenzatorok kapacitasainak valtoztatasaval valosithato
meg a hangolas. A hasznalt NMR-konzolt vezérls gyari program (TopSpin) "wobb” pa-
racsanak elinditasa utan a 9. dbran bemutatott képet fogjuk latni, a beszivis, amit a
gorbén latunk, a reflexié minimumat adja meg.

A hangolas helyességét befolyasolja a beszivas minimuménak értéke, illetve a helyé-
nek tavolsidga a mérési frekvenciatol. Természetesen ez utobbiakat nem lehet 100 %-os

pontossaggal bedllitani, de a lehets legfinomabb hangoléasra kell torekedni.

Shimmelés

A mérésiink annal pontosabb, minél homogénebb By mégneses teret alkalmazunk. Ezt
torzithatja példaul a mérdfej, valamint, hogy a berendezés sajat magneses tere sem telje-
sen homogén. Erre talaltak ki az tn. shimmelést, amely sordn a minta koriil elhelyezett
segédtekercsekkel kisebb magneses tereket hozunk létre, a homogénebb B tér elérésének
érdekében.

Az NMR berendezésiinkben gyarilag megtalalhatoak a kiegyenlits (shimmels) teker-
csek, melyekkel a tér 20 kiilonb6z6 irdnyaban befolyasolhatjuk a By mégneses teret. A
tekercseken folyd aramokat szintén a TopSpin programban tudjuk valtoztatni. A min-
tara bizonyos id6kozonként 90°-os pulzusokat kiildve, és a spektrumot figyelve végezziik
a shimmelést. A By tér akkor lesz a minta koriil optimaélis, amikor a spektrum félérték-

szélessége a lehets legkisebb értéket veszi fel, illetve nem latunk rajta zajokat.

9. abra. A bal oldali képen a hangolas soran mért reflexid, a jobb oldalin pedig a shimmelés
hatasara kialakul6 keskeny NMR-jel lathato.

Shimmelni a méréfej NMR berendezésbe helyezését kovetSen egyszer kell. Ha a mintat

kicseréljiik, vagy egyéb okbdl elmozditjuk a méréfejet, a shimmelést meg kell ismételni,
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mivel a By teret erGsen befolyasolja a minta kornyezete és pontos helyzete. Shimmelés
nékiil a tipikus NMR-jel szélesség 1 ppm, ami a *Na-ra 80 H z-et jelent. A shimmeléssel
ezt kb. 0,2 ppm-re tudjuk levinni (16 H z) rutinszerien.

3.4. Kiértékelés

A kiértékelés soran a T} és T, relaxacios idGket, az NMR-jelalakot, valamint az NMR-jelek
nagysagat (intenzitasat) szeretnénk maghatarozni.

A T és T, esetében valamilyen id6fliggé paraméter fiiggvényében értékeltiink ki NMR
spektrumokat, ezért e két érték is kozvetleniil idé dimenzioval adodik, tehat nem igényel-
nek tovabbi kalibraciot.

Egy FID jelbdl Fourier-transzforméacioval elGéallitott frekvencia spektrumbol két fontos
adat nyerhets. Az egyik a félértékszélesség, amit fiiggvényillesztéssel, vagy, egy kevéshé
pontos modszerrel, leolvasassal kaphatunk meg. A mésik pedig a gorbe alatti teriilet
nagysaga (integralja).

A megfelel§ amplitad6 értékek meghatarozasahoz a nyers FID adatsorokat korrigalni
kell, ezek az adatok a kiértékelésben és az Gsszehasonlitasban is fontos szerepet jatszanak.
Meghamisithatja a mérést, ha a detektalt jelet erGsitettiik, vagy tobb mérést végeztiink,
és azok Osszegét (vagy atlagat) tekintettiik (f6leg abban az esetben, ha egyes méréseknél
ezek az értékek kiilonbozdek voltak), az amplitidé nagysiga ezekkel egyenesen aranyos.
A fenti paramétereket a mérés soran kell beallitani, de utédlag is konnyen kiolvashatoak,
az adott méréshez tartozd paraméterfajlbol. A mért amplitado értéke forditottan aranyos
a hémérséklettel, és egyenesen aranyos a mintaban 1évG ionok szaméval is, igy ezekkel is
korrigalni kell az adathalmazt. Az utobbi esetén a 0°C felett mért FID jelek amplitido-
inak atlagaval normalunk (ezekben az Osszes rezonans mag jele lathato), hogy a minta
nagysagatol és a koncentraciotol fiiggetlen adathalmazt kaphassunk. A korrigalas a fenti
esetekben egy egyszerii osztast, vagy szorzast jelent, az aranyossdgoknak megfelelGen. Mi-
vel a minta valasza a gerjesztésre egy Larmor-frekvencidval oszcillalo jel, igy a pontosabb
amplitudoé érték leolvashatdsagahoz, vagy illeszthetdségéhez minden FID jelet sziikséges
fazis-korrigalni is.

Tovabba sziikséges a kapott jelet extrapoldlni is, mivel a mérémiszer a gerjesztés
utdn nem tud azonnal detektélni, igy értékes milliszekundumok vesznek el, meghamisitva
a leolvasott amplitidok értékeit. Ezt a FID jelre torténd fiiggvényillesztéssel tehetjiik
meg. A nyers adatsor a legtébb esetben zajos, ami zavarhatja az elemzést, viszont a zaj
mértékét csiszo atlagolédssal nagy mértékben csokkenthetjiik.

Az igy kapott adatsorok mér értelmezhetGek és Gsszehasonlithatoak.
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4. Eredmények és értelmezésiik

4.1. Korabbi eredmények

Referenciaként egy, fehérjét nem tartalmazo NaCl oldatot hasznaltam, mégpedig 150 m M-
osat. Ennek a h6mérsékletfiiggs mérését elGttem mér elvégezte egy, mar végzett hallgato-

tarsam?®

, az 6 méréseit és abrait hasznalom fel ebben a fejezetben [8], de ezeket a méréseket
én is elvégeztem, a TDK munka betanulasi fazisaban.

A NaCl vizes oldataban az Gsszes Na™t ion a vizben “szabadon” talalhato, igy képe-
sek eutektikumokat képezni. Amikor hiitjiik, az egész oldat megfagy —21°C koriil, tehat
alacsonyabb hémeérsékleteken nem tudunk FID jelet mérni (illetve a gyors exponencialis
lecsengésbdl latszik, hogy ez mér csak a megfagyott *Na magok NMR-jele). Az amp-
litado értéke lényegében 0 lesz (bar minimaélis zaj ekkor is lathato), a spektrum pedig
annyira kiszélesedik, hogy csak egy egyenest fogunk latni. A kovetkezs grafikonok ezen

jelenségeket mutatjak be.
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10. abra. 150 mM-os NaCl oldat 2*Na-NMR jel amplitid6janak homérsékletfiiggése, me-
legedés kdzben

A fenti abran a NaCl oldat amplitidojanak hémérsékletfiiggése lathato. Jol megfi-

gyelhetG a kordbban mar leirt ugras, az eutetikus hémérséklet koriil, valamint az, hogy

3Karsa Anita, a kutatocsoportunk tagja volt
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alacsony hémérsékleten kozel nulla az érték, ami azt jelenti, hogy az 6sszes ion szilard

fazisban ("merev kornyezetben”) talalhato.
Az is fontos, hogy —21°C felett a jel kozel allando, tehat a mintaban 1év6 osszes Na™

ion jelét detektaljuk.
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11. abra. 150 mM-os NaCl oldat Na-NMR jele félértékszélességének (FWHM) homeér-
sékletfiiggése

A 11. abran lathato, hogy a félértékszélesség magas hémérsékleten kozel allando, az
eutektikus hémérséklet alatt pedig az érték exponencidlisan né, ami annyit jelent, hogy

a spektrum kiszélesedik.

4.2. ?’Na NMR mérések, 100 mM-os NaCl oldaton

A minta készitésekor 100 mM-os sdéoldatban oldottuk fel a fehérjénket, ennél a koncent-
racional a korabbi kalorimetrias kisérleti erdmények [9] szerint a fehérje képes koleson-
hatasba lépni az Osszes Na™ ionnal, tehat nincsenek a vizben “szabadon” 1évé ionok. Ezt
hémérsékletfiiggs mérések ugy igazoljak, hogy az eutektikus hémérséklet (—21°C) ko-
riil nem latunk szamottevs valtozast sem a mért FID jelek amplitiddjaban, sem pedig

a spektrumok félértékszélességében, hasonld torés csak —50°C koriil lesz megfigyelhetd,
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ahol mar a fehérje hidratburkat alkoté vizmennyiség is megfagy, vagyis nincs mobilis
kornyezetd Nat ion. Altalanosan teljesiil, hogy a T} és a Ty értékek sokkal kisebbek szi-

lardfazisban, mint folyadékfazisban.
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12. abra. 100 mM-os, lizozimot tartalmazo sooldat 2>Na-NMR jel amplittdéjanak hémér-

sékletfiiggése

A haszndlt minta Gssztomege 72,5 mg volt, 200 K és 285 K kozott végeztiink rajta
méréseket, hiités és flités kozben is, a fazisatalakulasok sordan bekovetkez$ hiszterézis
miatt. A minta hitésekor a legalacsonyabb hémérséklet, melyen még leolvashato és il-
leszthets FID jelet tudtam mérni —53°C volt, melegités kézben pedig —33°C.

A 12. 4bran lathato, hogy a tapasztalat nem teljesen felel meg a korabbi varakozasok-
nak. Az eutektikus hémérsékleten ugyanis az amplitido-értékekben lathato ugras. Ebbol
arra kovetkeztethetiink, hogy a mintaban a fehérje csak a Na™ ionok egy részével tudott

kolesonhatni. Ezt az ionmennyiséget a fenti abrabol meghatarozhatjuk.

Az 6sszes Nat ion szdma a 72,5 mg-os mintdban 4,35 x 10'8 db, a —21°C és —50°C
kozott mert relativ amplitadoértékek atlaga (a hiszterézis miatt kiszord pontoktol elte-
kintve) 0, 38. Ez annyit jelent, hogy a mintaban talalhato dsszes Na™ ion 38%-a volt ekkor
mozgékony kornyezetben, vagyis a fehérjével kolecsénhatasban. Ez 100 mM-os NaCl kon-

centracional 1,66 * 10*® db iont jelent. A 3,49 mM-os fehérjekoncentracié az oldatban
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1,52 % 10'7 db lizozimot jelent, tehat egy darab fehérje atlagosan 11 db Nat ionnal hatott

koleson.
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13. 4bra. 100 mM-os, lizozimot tartalmazé sooldat ?Na-NMR jele félértékszélességének

hémeérsékletfiiggése

A félértékszélességet megvizsgalva azt talaltuk, hogy 0°C-t6l —50°C-ig lassan, foko-
zatosan szélesedik ki. Ez azt mutatja, hogy a Nat ionok mozgasa - ha nem is 4ll meg
drasztikusan —21°C-on - fokozatosan lassul.

A korabbi kisérleti eredmények szerinti varakozasokat szintén igazolja, ha megvizs-
galjuk a spektrumok alatti teriiletek nagysaganak hémérsékletfiiggését. Ezen lathato az
eutektikus hémérsékleten a jellegzetes torés. Ami az eddigi dbrakon kevéshé volt meg-
figyelhets, az a fehérje hidratburkat add vizmennyiség fagyaspontja, —58°C-ig ugyanis
latunk folyadék kornyezetben 1évé Nat ionra utalo, keskeny spektrumot, alacsonyabb hé-
mérsékleten viszont ez mar teljesen eltiinik. Ez a tapasztalat azért érdekes, mert a fehérje
hidratburkénak olvadéspontjat kb. —50°C-ra vartuk.

Mivel oldatokrol van szo6, igy a 17 és T, értékeknek egyméssal hasonldéaknak kell len-
niiik, ez valoban teljesiil. A relaxéacios id6k jelentGsen lecsokkennek (az exponencialis
lecsengés gyorsabb lesz), mire elérik az eutektikus hémérsékletet. A 15. Abran logaritmi-
kus skala szerint dbrazolva a relaxéacios idéket lathato, hogy a jellegiik linearis és a fenti

csOkkenés igy exponencialis.
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14. abra. 100mM-os. lizozimot tartalmazé sdoldat 2Na-NMR spektrum alatti teriiletének

hémeérsékletfiiggése
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15. 4bra. 100 mM-os, lizozimot tartalmazo sooldat 2?Na-NMR relaxacios id6inek hémér-

sékletfiiggése
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4.3. 2’Na NMR mérések, 150 mM-os NaCl oldaton

Az el6z6 fejezet mintajatol eltérGen, ha 150 mM-os NaCl oldatba ugyanolyan koncent-
racioban (50 mg/ml) lizozimot keveriink, akkor itt a fehérjével kolcsonhato Nat ionok
mellett mar lesznek “szabad” ionok is. A kapott hémérséklet-amplitudo, és hémérséklet-
félértékszélesség grafikonokon mar két toréspontot is megfigyelhetiink, egyet az eutektikus
homérséklet (—21°C) kozelében, egyet pedig —50°C koriil, ahol a fehérje hidratburka is
teljesen megfagy.

A hasznalt minta tomege 79 mg volt, 190 K-t6l mértiink 285 K-ig, hiités és flités kozben

is, a hiszterézis miatt.
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16. abra. 150 mM-os, lizozimot tartalmazé séoldat 23Na-NMR jel amplitiadojanak hémeér-

sékletfiiggése

A 16. abran lathato, hogy a hiités kdzben mért amplitadé értékekben jelentds a csok-
kenés az eutektikus hémérséklet kornyékén, viszont a melegedés kdzben mért értékekben
ez a valtozas lassiu. A jelenséget okozhatja a hiszterézis, illetve el6fordulhat, hogy a mérés
kozben nem vartunk elég id6t a hdmérsékleti egyensily beallaséra, igy nem tudott az
Osszes ion kornyezetét jelentd vizmennyiség felolvadni.

C s

is megallapithatjuk az egy fehérje altal atlagosan megk6tott ionok szamat. Az oldatban
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talalhato Osszes ion szama 7,11 * 10'®, mivel a minta 6ssztomege 79 mg. A —21°C alatt
is mobil Na™ magok az oldatban 1év6 Osszes mag 48%-at alkotjak (a relativ amplitido-
érték 0,48). Az oldat fehérjekoncentracioja megegyezik az eléz6leg vizsgalt mintaéval, igy
most 1,65 * 107 db lizozim molekula taldlhaté az oldatunkban (a két oldat témege nem
azonos). Ebben az esetben sszesen 3,39%10'® db Na™ ion maradt mobil, tehat egy darab
fehérje atlagosan 20 db Na™ ionnal hatott koleson. Ez tekinthetd a fehérje maximalis Na*t
ionkots képességének.

A kovetkezd tablazat tartalmazza a Na't ionok egy darab lizozimra vonatkoztatott

c s

illetve a kettd ardnyat.

Koncentracio Oldatban(db) Kolesonhatasban(db) A kett§ aranya
100 mM 29 11 38 %
150 mM 43 20 48 %

A korabbi varakozasok szerint a 100 mM-os oldatban 1év6 dsszes Nat ion a fehérjével
tében ugyanannyi ion helyezkedik el, mint a masik oldatnél. A tapasztalat szerint viszont
a 150 mM-os oldatban feloldott fehérjék kb. kétszer annyi Nat ionnal hatottak kolcson,
mint a 100 mM-os oldatbeliek. Fontos megemliteni, hogy a nagyobb koncentracionél
a ténylegesen kolcsénhato ionok szdma kozelit a kisebb koncentracional Gsszesen jelen-
lév6 darabszamhoz, vagyis a korabbi eredményeknek megfelel§ varakozashoz. Ebbél arra
kovetkeztethetiink, hogy a 150 mAM-nél mért ionszam kb. a lizozim fehérje maximalis
ionk6ts kapacitasanak felel meg.

A félértékszélesség-hémérséklet grafikonon lathato egy torés, —21°C koriil. Ennél ma-
gasabb hémérsékleten kozel allandé az érték, alacsonyabb hé&mérsékleten viszont nagy
meredekséggel szélesedik ki a spektrum-jel. A 100 mM-os mintanal a meredekség értéke
joval kisebb volt.

A 18. abran lathato a spektrumok alatti teriilet hémeérsékletfiiggése. Itt az utolsod
hémeérséklet, ahol még folyadékra utald jel lathato, —53°C koriil van. Tehat a lizozim
fehérje hidratburkaban 1év6 vizmennyiség olvadaspontja 150 mM-os s6oldatban erre az

értékre tehets, ami a vart értékkel (—50°C) jo kozelitéssel megegyezik.
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17. abra. 150 mM-os, lizozimot tartalmazé sooldat 2Na-NMR jele félértékszélességének

hémeérsékletfiiggése
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18. 4bra. 150 mM-os, lizozimot tartalmazo6 sdoldat 2Na-NMR spektrum alatti teriiletének

hémeérsékletfiiggése
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A relaxacios id6k hémérsékletfiiggését vizsgalva jol megfigyelhets az értékek hiszteré-
zise, illetve a koradbban is emlitett kiszélesedésiik is. A két paraméter altal kirajzolt gorbe
jellege azonban egymashoz nagyon hasonlo, az elméleti varakozasoknak megfelelGen (a
folyadékokra ez jellemzs). A T és a Ty értékeket logaritmikus skéla szerint abrazolva lat-
hato, hogy melegedés kozben linearis jelleget mutatnak, tehat a csokkenés exponencialis.

A hilésnél megfigyelhetd eltolodéas a hiszterézisnek tudhatéd be.
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19. abra. 150 mM-os, lizozimot tartalmazo sdoldat ?Na-NMR relaxacios idGinek hémeér-

sékletfliggése

4.4. 'H NMR mérések

A protonos mérések joval népszeriibbek az NMR-spektroszkopiaban, mint a 23Na-on vég-
zettek. Ennek f6 okai, hogy a 'H-nél nagysagrendekkel nagyobb a mért jel?, illetve, hogy
a proton gyakrabban fordul el6 a vizsgidland6é mintdkban, mint a natrium, ez példaul a
150 mM-os oldat esetén atlagosan 733-szor tobb H' iont jelent, mint Na't iont. Ezek a
mérések tehat az altalam kordbban elvégzetteknél joval egyszertibbek, konnyebben kivi-
telezhetSek. A kovetkezs méréseket a »*Na-ra vonatkozo kisérleti adatok ellenérzéseként
végeztem el.

A fenti mintakon megismételtem a méréseket, kevesebb mintavételezéssel, de ezuttal

protonon mérve, nem 2*Na magon. Mivel csak magasabb homérsékleteken (kb. —34°C és

4A 23Na magra nézve az érzékenység 0,0923, amennyiben az 'H magra 1.
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4°C kozott) vegeztem méréseket, ezért a fehérje hidratburkanak a fagyaspontja nem lat-
hato. Az eutektikus hémérséklet kornyéke viszont jol vizsgalhato ezekbdl az adatsorokbol
is.

A 20. abran a 150 mM-os NaCl oldatot, és lizozim fehérjét is tartalmazé minta amp-

litadojanak hémeérsékletfiiggése lathato (hiités és fiités kozben is).
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20. 4bra. 150 mM-os fehérjés oldat 'H-NMR jel amplitidojanak hémérsékletfiiggése

Az el6z6 mérésekhez képest az amplitudo értékek nagysagrendekkel nagyobbak voltak.
Ez nem latszik az abran, mivel normaltam az adatsort a 0°C felett mért, 100 %-nak
megfelels értékek atlagaval, hogy dsszehasonlithato legyen a 2*Na magon meért értékekkel.
A —21°C koriili toréspont ebben az esetben is megfigyelhets, ezt a mért FID jelekhez
tartozo spektrumok félértékszélesség-hémeérséklet grafikonja is mutatja. Az alacsonyabb
hémérsékleteken is lathaté proton NMR jel, tehat ebbdl a mérésbdél is megéllapithato,
hogy a fehérje és annak kozvetlen kornyezete mobil maradt. A fentiekhez hasonloan itt
is kiszamolhat6, hogy az Osszes viztartalom mekkora hidnyada maradt mozgékony, de ez

az informaci6 szdmunkra, jelen dolgozatban nem lényeges.
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21. 4bra. 150 mM-os fehérjés oldat ' H-NMR jele félértékszélességének homérsékletfiiggése

A —21°C feletti homérsékleteken lathato folyamatos amplitid6 csokkenés egy proto-
nos mérésnél magyarazhato a vizben talalhato, “szabad” Na™ ionok koriil 16v6 vizréteg
vékonyodasaval. Ez a hidratburok addig vékonyodik, amig kizardlag a natrium kézvetlen
kozelében lévé molekuldk maradnak oldat formaban, majd az eutektikus hémérsékleten
az ionnal egyiitt megfagynak.

Az 0sszehasonlitasbol arra kovetkeztethetiink, hogy sokkal hatékonyabban lehet a fe-
hérje kornyezetével valo kolesonhatasat vizsgalni 2Na NMR-spektroszkopiaval, mint pro-

tonon végzett hasonld mérésekkel.

4.5. Osszehasonlitas mas fehérjékkel

Az eredményeimet Gsszehasonlitottam mas fehérjéken mért adatokkal [10]. A kovetkezd
abrakon bemutatott eredmények mind 150 mM-os s6oldatban feloldott fehérjéken lettek
mérve, 2*Na-on, illetve protonon®. Az dsszehasonlitashoz hasznalt fehérjék az Gn. a —
synucletn protein kiilonb6z6 mutacioi.

A lizozim globularis fehérje, mig az o — synuclein rendezetlen (intrinsically disor-

dered). Vagyis a lizozim esetén a fehérjelanc stabil 3D szerkezetbe rendezett, az « —

S A lizozimot tartlmazé mintdn mért 'H-NMR jel amplitudo értékek Bokor Monika adatai.
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synuclein fehérjelanca pedig nem rendelkezik meghatarozott szerkezettel, sokféle kon-
forméci6 1étezhet egyidejtileg adott koriilmények kozott. A rendezetlen fehérjék fajlagos

oldoszerrel érintkezé feliilete sokkal nagyobb, mint a globularis fehérjékeé.

124 - : a-synuclein A30P mutant
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22. 4bra. A bal oldali 4bran a lizozimot, a jobb oldalin pedig az a— synuclein-t tartalmazo

mintakon mért adatsorok lathatoak [10]

A fenti abrakon a két fehérje-tipuson mind ?*Na magon, mind protonon mért FID
adatsorok amplitudoinak hémérsékletfiiggése lathatd. Az abrakrol leolvashato, hogy lizo-
zimot tartalmazo mintaban t6bb Na™ ion maradt mozgékony kornyezetben, —21°C alatt
is, mint az o — synuclein-es oldatban, mivel az amplitado-értékek alacsony hémérsékle-
ten (kb. —50°C-t6l —30°C-ig) az elsénél nagyjabol kétszer akkordk, mint a masodiknal.
Ez utobbi a fehérjekoncentraciok kiilonbségének tudhatd be, mivel a hasznalt lizozimos
oldat koncentracidja 3,49 mM, mig az a — synuclein-é¢ 2,75 mM volt (40 mg/ml-es
koncentracio, és 14497 g/mol molekulatomeg mellett).

A 'H adatsorok koziil az a— synuclein-t tartalmazo mintan mért értékek a nagyobbak.
Ez a fehérje rendezetlen jellegének tudhatd be, hiszen ennek az olddszerrel érintkezd
feliilete nagyobb, igy a koriilotte lévé hidratburok is.

Elmondhaté a két abrarol, hogy hasonlo jellegtiek, attol eltekintve, hogy a lizozimos
minta 2’Na magon mért amplitidéinal nem lathato a hirtelen jelcsokkenés. (Ez utobbi

okat méar korabban részleteztem.)
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23. abra. A bal oldali 4bran a lizozimot, a jobb oldalin pedig az a— synuclein-t tartalmazo

mintakon mért adatsorok lathatoak [10]

A 23.4bra ugyanezen fehérjék Na magon mért spektrumainak félértékszélességét mu-
tatja be. A jobb oldali abran ezittal az o — synuclein fehérje két kiillonb6z6 mutacioja

is szerepel. A két grafikon nagyon hasonld, kiilonbség a spektrumok kiszélesedésének me-

redekségében lathato.
Az 6sszehasonlitas alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy az altalam mért, és korabban

bemutatott adatok jo egyezésben vannak.
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5. Osszefoglalas

TDK munkam alatt a tojasfehérjében talalhato lizozim fehérje viselkedését vizsgaltam,
100 mM-os és 150 mM-os NaCl oldatokban 3,5 mM koncentricioban feloldva, 2*Na
NMR-spektroszkopiaval. Arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a fehérje és a Na™ ionok
egymassal kélcsonhatnak, és ennek ergssége fiigg a sdoldat koncentraciojatol. Az altalam
is alkalmazott hémérsékletfiiggd mérések ezen kolcsonhatas jelenlétének, illetve erésségeé-
nek meghatarozésara alkalmasak.

A vizsgalataim soran megallapitottam, hogy egy lizozim molekula atlagosan a 100 m M-
os oldatban 11 db, a 150 mM-os oldatban pedig 20 db Na™ ionnal hatott koleson, illetve,
hogy ez utobbi a fehérje maximélis ionkots kapacitasanak felel meg. Az elméleti vara-
el6bbi, maximalis darabszamot.

Veégeztem meéréseket ' H NMR-spektroszkopidval is, ugyanezeken a mintékon. Ezek-
b6l azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a fehérje kérnyezetével valo kolecsonhatasainak
vizsgalatara alkalmas, érzékeny modszer az NMR-spektroszkopia. Az 'H-NMR spekt-
roszkopiaval kozvetett, a 2Na-NMR spektroszkopisval pedig direkt informécié nyerhetd
a fehérjének a Na™' ionokkal valo kolesonhatésarol és mennyiségileg jellemezhets igy az
ionkots képesség.

A dolgozatban Osszehasonlitottam a kapott eredményeket mas fehérjéken végzett ha-
sonld mérésekkel. Azt talaltam, hogy a fehérjék viselkedése hasonlo, az eltérések az egyes
fehérjefajtak egyedi kiillonbozségeibdl adodtak.

Jelen méréseket tervezem a jovSben folytatni, méas vad tipusii, mutans, vagy denaturalt
fehérjemintakon, esetleg Gsszetettebb rendszereken is. A dolgozat tartalma ezen mérések

tervezésének és kivitelezésének is alapjaul fog szolgalni.
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