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Osszefoglalas

Dolgozatunkban bemutatjuk a fehérje-viz rendszerek
vizsgalatara kidolgozott, mozgékonysag szempontjabol
kétkomponensti, széles jelti '"H NMR szabad precesszios
jelek felvételi és értékelési modszerét, tovabba az igy nyert
kisérleti eredményeink termodinamikai értelmezésére
altalunk bevezetett és alkalmazott eljaras alapvetd elemeit.
Az eljarasban meghataroztuk a fehérjemolekuldhoz is kotott
vizmolekuldk mozgasat gatld potencidlgatak energia-
eloszlasat desztillalt vizes oldatokban. Tovabba, jol definialt
rendparamétereket vezettiink be, ¢és segitségiikkel a
globularis/rendezett és az oldoszernek nagyobb mértékben
kitett/rendezetlen fehérjék molekularis mozgékonysagon
alapuld osztdlyozasara tettiink javaslatot, valamint a
rendezett és rendezetlen részek aranyaira, és benniik a
fehérje-viz potencidlgatak energiaeloszlasara nyerhettiink
kozvetlen mérési eredményeket. Az eljaras hasznalhatdsagat
négy globularis szerkezetiinek tekintett standard fehérje, az
ubikvitin, a lizozim, a B-kazein €és a szarvasmarha szérum
albumin lehiitott és egyensulyi allapotain keresztiil lassan
felmelegitett vizes oldatdn nyert olvadasi diagramokat
felhasznalva mutatjuk be. Referencianak desztillalt vizet és
vonatkozasi pontként az azonos koriilmények kozott mért
olvadasi diagramjat hasznaltuk.

1. Bevezetés

A széles jelti "H NMR-spektroszkopia altaliban elfogadott
kisérleti modszer a hidrogénatomokat tartalmazd molekulak
tobbnyire rontgen-, és kisebb mértékben neutronszorasi
modszerekkel feltart geometridjanak az ellendrzésére, kiilonos
tekintettel a hidrogénatomok elhelyezkedésére. Ugyanakkor az
NMR meghatarozd6 moddszernek tekinthetd a molekulak
kondenzalt fazisaiban fellépd rotacios-transzlacios (alapvetden
nem vibraciés) mozgésainak kozvetlen megfigyelésében. A
viszonylag gyorsan -70 °C-ig lehiitott, aztan egyensulyi
allapotokon keresztiil torténd felmelegités soran mért NMR
spektrumjellemzok a vizsgalt minta molekuldinak mozdulatlan,
illetve részben, vagy teljes mértékben mozgékony allapotarol
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nyujtanak kozvetlen informaciot. A széles jeli 'H NMR
spektrumbdl, illetve szabad precesszios (free induction decay,
FID) jelbdl levonhat6 lehetséges kovetkeztetéseket korabban
osszefoglaltuk'2. Trodalmi ismereteink®? alapjén hatarozottan
kijelenthetjiik, hogy a molekularis mozgas a széles jeli
NMR-spektrum keskenyedésével jar. A jelenség mozgasi
keskenyedés.  Tekintettel —arra, hogy széles jelil
NMR-vizsgalataink célja a fehérjék, illetve a fehérjét is
tartalmazd rendszerek — sztatikus leirdson tallépd —
termodinamikai jellemzése, igy a mozgasi keskenyedés
megfigyelését hasznalhatjuk célszeriien a legegyszer(ibb
informéacioforrasként.

Az NMR-spektroszkopidban alkalmazott radidfrekvencias
gerjesztések valtozatait és a kapott valaszokat az adott sziik
témateriiletet miiveld kutatok szamara konnyen elérhetové téve
azokat két konyvfejezetbe beirtuk*>. Jelen munkankban csak a
lehetd legegyszertibb, egyetlen 90°-os radidfrekvencids
pulzussal torténd gerjesztéssel foglalkozunk. Az 1. abran, felil
két kiilonb6z6 mozgékonysagl, hidrogénatommag parokbol
(proton-proton parokbdl) 4llo spinsokasag 'H NMR szabad
precesszios (FID) jelét, és alul annak NMR-spektrumat
lathatjuk. Hasonlé NMR-jelet és -spektrumot kapunk bizonyos
hémérsékleteken fehérjét és vizet is tartalmazé oldatokon. Az
idéskalan (feliil) és a frekvencia, energia-skalan (alul)
bemutatott  abrdzolds kozdtt —matematikailag  Fourier-
transzformacios kapcsolat all ugyan fenn, de mégsem
felesleges mindkett6 felvétele, és informacioforrasként torténd
felhasznaldsa. Konnyen hasznosithatd informaciotartalmuk
ugyanis kiilonbdzé. A FID-jel zér6 iddre extrapolalt
amplitaddja, igy a lassan lecsengd komponensé is, az érintett
rezonans spinek (atommagok) mennyiségérdl, a spektrum
pedig a protonspinparok mozgasardl ad kodzvetleniil mérhetd
jellemzdket. A mozgas a magmagneses dip6lus-momentumok
egymashoz viszonyitott tavolsag- és/vagy orientacio-
valtozasadban nyilvanul meg. Kétfazisi, vagy a homérséklet
figgvényében azza valo (példaul merev és mozgékony
spinparokat is tartalmazd) minta esetén, tehat mindkét
jellemzéparrél  nyerlink  alapvetd — mennyiségi  és
mozgékonysagi adatokat.
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1. Abra. "H NMR szabad precesszios jel, FID (feliil) és spektruma (alul),
mozgékonysag szempontbol kétfazisu spinrendszeren. (A gyorsan lecsengd
FID-komponens szaggatott vonallal jelzett, a holt id6 miatt elveszd része —
mivel a lassan lecsengd részre forditjuk figyelmiinket —, most csak joval
kisebb gondot okoz).

Sokan kételkednek abban, hogy egy ilyen, egyszeriinek tiné
mérés ad-e, adhat-e valami lényegesen Ujat olyan bonyolult
rendszerr6l, mint példaul a fehérjemolekula és vizes
kornyezete. Az igenldé valasz megfogalmazasahoz a lassan
lecsengd FID-komponens két jellemzdéjének (a ¢ = O-ra
extrapolalt FID-amplitidonak ¢és a mozgasjellemzo
spektrumkomponensnek) viszonylag széles hémérséklet-
tartomanyban torténd fliggetlen mérését hivtuk segitségiil.
Jelen munkankban tehat a lassan lecsengd komponens
amplituddja, és annak homérsékletfiiggése szolgal primer
informacioforrasként. A 90°-os radiofrekvencias gerjesztod
pulzusra adott valasz amplitiddja ugyanis aranyos az M, ~
nBy/T, egyensulyi nuklearis magnesezettséggel. Az
Osszefiiggésben B, az alland6 magneses indukcio, 7 az
abszolut hdmérséklet, és n a rezonanciaban résztvevé magok
(itt a protonok) szama. Tehat n relativ skalan kozvetleniil
mérhetd, és ismert protonszdmu minta azonos koriilmények
kozott mért hasonld adataval dsszevetve, tényleges értéke
meghatarozhat6. Abbol a (ma mar bizonyitott)
munkahipotézisbdl indultunk ugyanis ki, hogy a lassan
lecsengé komponens azoktol a vizmolekulaktdl (a benniik
levé protonoktol) szarmazik, amelyek fehérjemolekulakhoz
is kotddnek, tehat az elfogadott terminoldgia szerint ezek a
fehérjéhez kotott vizmolekuldk®. Kisérleteinkben tehéat a
fehérjemolekuldk feliiletén 1év6 vizmolekuldk mozgésanak,
feltehetden forgasanak, a megindulésat és
hémérsékletfiiggését, vagyis olvadasi diagramjat vessziik fel
széles jelti 'H NMR-modszerrel, az NMR-spektrum mozgasi
keskenyedése alapjan. 2. abrankon harom jellegzetes anyag
olvadasi diagramjat mutatjuk be, azaz a mozgd
vizmolekuldk »n szamat °C skalan. A tiszta vizét
(négyszogek), egy tipikus globularis standardnak tekintett
fehérjeoldatét (korok), és egy rendezetlennek tekintett
fehérjeoldatét (csillagok). A rendezetlen fehérjék (IDPs,
intrinsically ~disordered proteins) nativ, funkcionalis
allapotukban sem rendelkeznek jol definialt térszerkezettel.
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2. Abra. Olvadasi diagram (MD) desztillalt vizben (négyzet), globuléris/
rendezett ubikvitin (kor) és rendezetlen ERD10 fehérje (csillag) desztillalt
vizes oldatan.

A problémahoz méltd kérdések egész sorat lehet feltenni
veliik kapcsolatban, példaul hanyan vannak, milyen erével
kotddnek a fehérjékhez; ez a kotddés gyengébb vagy
erdsebb-e mint a szomszédos vizmolekuldkhoz valo
kotédés, stb. Természetes tovabba, a gyorsan lecsengd
komponenssel kapcsolatos hasonlé kérdések sora is,
amelyek annak eredetére és viselkedésére vonatkoznak.
Hivatkozott munkainkban'-? érintettiik ezt a kérdést.

Kordbban megjelent cikkeinkben’ !0 részletesen foglakoztunk
vizben és pufferelt vizes olddszerben oldott globularis és
rendezetlen fehérjék vizsgalataval, valamint a mérési
eredmények  részbeni  értelmezésével. Példaképpen
megemlitiink néhanyat a vizsgalt fehérjek koziil, ubikvitin
(UBQ), szarvasmarha szérumalbumin (BSA, bovine serum
albumin), o--szinuklein és pontmutansai, kalpasztatin, 3-kazein.
Folyamatban van az MTA-ELTE Fehérjemodellezd
Kutatocsoportjaval és a Szerkezeti Kémia és Bioldgia
Laboratériummal tritptofankalitka tipust minifehérjék, és az
MTA Korea Research Council-lel valo egyiitt-miikddésben
vizsgalt fehérjék, pl. p53 TAD tanulmanyozasa.

Azokban a lassu lecsengésii, ¢ = O0-ra extrapolalt
FID-amplittd6 hdomérsékletfiiggését olvadasi diagram
formajaban mutattuk be. Amint az a 2. abran is lathato, a
heterogén rendszerek (ilyenek a vizsgalt oldataink mind)
molekularis Iéptékii olvadasa eltér a homogén anyag
elsérendt fazisatalakuldsara jellemzd viselkedésétdl, mint
amilyen pl. a jég egyetlen hémérsékleten torténd olvadasa.
Oldataink esetén az olvadas értelmezése szélesebb kord.
Olvadasnak tekintjiik a heterogén Osszetételii minta egyik
komponensének (pl. kotott viz), vagy magas szimmetriaju
molekularészének (pl. —CH;, vagy mas végcsoportok)
mozgasanak a megindulasat. Olvadasként észleljiik tovabba
a lehetséges transzlacios és rotacidos molekuldris mozgasok
akarcsak egyikének a megindulasat is. Esetiinkben ezek a
mozgasindulasok homérsékleti eloszlast mutatnak, és az
eloszlast leird olvadasi diagramok 0Osszekapcsoljak az
NMR-rel megfigyelhetd atomi, molekularis mozgasokat, és
a jol definialt, kozvetleniil mérhetd NMR-jellemzdket. gy
azok a molekularis mozgasokrdl és a rendszerben fellépd
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kolcsonhatasokrol adnak kozvetlen, molekularis szint
termodinamikai informaciét. Az olvadasi diagramokbol
idézett munkainkban’!® megjelenésiikkor csak kvalitativ
kovetkeztetéseket vontunk, vonhattunk le.

Ezek a kovetkezdk voltak. Vizes oldatokban az olvadas,
pontosabban a molekularis mozgasok megindulésa,
kozottik a fehérjemolekulakhoz is kotott vizmolekulak
NMR-rel lathatdé mozgasa (Iényegesen) alacsonyabb
hémérsékleten  kezdddik, mint a jég elsérendil
fazisatalakulasanak a homérséklete, vagyis 0 °C. Minden
egyes fehérjeoldatnak termodinamikai jellemzokon alapuld
egyéni olvadasi diagramja (egyéni arca) van. A globularis/
rendezett, illetve az IDP/rendezetlen molekulak olvadasi
diagramjuk (a tovabbiakban MD, melting diagram) alapjan
két, markdnsan megkiilonboztethetd karakterti, részben
hémérséklettdl fiiggetlen FID-amplitidoval, azaz platoval
rendelkezd, illetve platod nélkiili csoportba sorolhatok.

2. Olvadasi diagramok uj formaban és értelmezésben

Meérési eredményeink bemutatasanak ¢és értelmezésének jo
néhény kérdésében cikkeink’!" megjelenése 6ta lényegesen
elébbre jutottunk''"2. Felismertiik, hogy a fehérjéhez is kotott
vizmolekulakban 1évé hidrogén atommagok (protonok) a
vizsgalt minta szerves részét képezé (és nem a
szoraskisérletekben szerepld nagyenergiajii protonnyalabként)
magneses  dipdlus  szonddkként  térképezik fel a
fehérjemolekulak potencialfeliiletét. Megtett Iépéseinket
cikkiink!! 4-6. fejezetében részben leirtuk, és itt kiegészitve,
valamint potencialis felhasznalok szamara rendezve, kdnnyen
érthetévé és hasznalhatova téve azokat — hazai folyoiratunkban
— bemutatjuk.

Mérési eredményeink értelmezéséhez a klasszikus irodalmat
felhasznalva, segitségiil hivtuk — e teriileten elséként — C.
Kittel és H. Kroemer nyoman'’ a hémérsékletet
energiaegységekben mérd, fundamentalis hdémérsékletet
(Ty), valamint ezen a teriileten Uj elemként bevezettiik az
adott molekularis mozgas megindulasi homérsékletét ¢és a
sziikséges termikus gerjesztési energiat (E, ~ 1)
osszekapcsold J. S. Wough és E. 1. Fedin'# 4ltal javasolt
formalizmust (dimenziok tekintetében kijavitva ¢és
fundamentalis hémérsékletskalat hasznalva).

2.1. Az értelmezés elemei részletesen

a) Javasoltuk a fundamentalis hoémérsékletskala (7y)
hasznalatat, valamint annak a jég olvadaspontjara normalt
valtozatat (T%,). Definicidszerien Ty = kgT alakban irhatd,
ahol kg =1,381-10"1¢ erg/K (1,381-10">3 J/K) a Boltzmann
allando, T pedig az abszolut hdémérséklet. Molaris
anyagmennyiségekben gondolkodva a 7y = RT 0sszefliggés
hasznalhato, ahol R = 8,317 J/(mol/K), az univerzalis
gazalland6. Amennyiben dimenzi6 nélkili  skalat
szeretnénk, gy Ty normalt fundamentalis homérséklet
hasznalata célszerti, mégpedig a tombi jég olvadaspontjara
normalva, azaz Ty, = RT/(R-273,15) = T/273,15. Ezek
alapjan lehetdvé valik tehat a molekuldris mozgéasok
megindulasanak 7; energiaskalan torténd jellemzése.

b) Kovetkezd 1épésként segitségiil hivtuk aJ. S. Wough ¢és E.
I. Fedin altal javasolt formalizmust'#, és alkalmaztuk vizes
oldatokra, dimenziok tekintetében kijavitott alakban, T}
fundamentalis hdmérsékletskalat hasznalva.

A javasolt és hasznalt Osszefiiggés atomi, molekularis
szinten

E, [erg] = cT[erg], (1,2)
vagy mélnyi mennyiségre alkalmazva
E, [kJ/mol] = c¢T¢[kJ/mol]. (1,b)

Az dsszefliggésekben ¢ dimenzi6 nélkiili mennyiség, vagyis
szam. Ertékét Ggy hatiroztuk meg, hogy az (1,b)
Osszefiiggést a tombi (bulk) jég olvadasara alkalmaztuk, és
felhasznaltuk a jég olvadashdjét, amit régota ismeriink.
Ertéke 6,01 kJ/mol (1,435 kcal/mol)!>16. A T=273,15 K-nel
ekvivalens fundamentalis homérséklete pedig 7y = RT =
2,272 kJ/mol. Az (1,b) dsszefliggés alapjan az aranyossagi
tényez6 ¢ = 2,65!

Az (1,a) egyenletlinket 6sszevetve az ekviparticio tétel egy
szabadsagi fokra jutd 1/2kgT Osszefiiggésével, gy a
vizmolekula  2¢=5,3 szabadsagi fokGi mozgasara
kovetkeztethetlink, ami egy elektromos dipdlus vizmolekula
forgobmozgasa esetén nem tlinik abszurdumnak, és
figyelmeztet, hogy a szorasi modszerek keV-os, MeV-os
energidja sok nagysagrenddel felette van az itteni 6-10°
eV-os termikus gerjesztési energiaszintnek.

c) Bevezettiink tovabba a fehérjemolekulak rendezett/
rendezetlen allapotanak kvantitativ jellemzésére vonatkozo,
a sztatikus szerkezeti leirdson tilmutatd termodinamikai
jellemzdket (rendparamétereket).

e Heterogenitas Arany, HeR. Tapasztalataink’ ! és az ott
idézett irodalom szerint a fehérjemolekulak vizkotési
energiaeloszlasuk  homogenitasa/heterogenitasa alapjan
jellemezhetdk, és osztalyozhatok! Az osztalyozas alapjaul a
heterogenitasi arany mérésére altalunk javasolt 6sszefiiggés

HeR=(1—=Tpe)/(1 = Thno), (@)

ahol (1 — T4,e) és (1 — T}, a tombi jég olvadaspontjatol mért
tavolsagokat adnak meg a normalt fundamentalis
hémérsékletskalan. (A 3. és 4. abrak megtekintése segit az
eligazodasban.) Ezek az értékek az olvadasi diagramokrol
kozvetlenill leolvashatok. Ty, az MD hémérséklettol
fiiggetlen részének, a platonak a kezdetét, illetve T4, annak a
magas homérsékleti végét jelenti. HeR értéke 1 (egy)
heterogén kotésti (platé nélkiili) rendszerekre. Ertéke 0
(zér6) homogén kotésti rendszerekre (pl. a viz), 0-1 kozotti
értéket mutat a részben heterogén kotésti rendszerekre
(tényleges értékeket a példaként vizsgalt oldatokra az 1.
tablazatban adunk meg). HeR tehat arra ad rendparaméter
tulajdonsagu felvildgositast, hogy a fehérjemolekula feliilete
vizkotés  szempontbol milyen mértékben tekinthetd
heterogénnek (rendezetlennek), illetve, hogy mennyiben
nem. Hangsulyoznunk kell, hogy ez az 0Osszefiiggés a
lehetséges két energiatartomany kiterjedésének
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Osszehasonlitdsa alapjan, és nem a benniikk megvalosulod
tényleges fehérje-viz kotések szama alapjan méri a
heterogenitas aranyat. A heterogenitas, illetve homogenitas
mind a vonatkoz6 potencial jellegében, nagysagaban, mind
annak tivolsagfiiggésében jelentkezhet'¢-13.

Finomithat6 a vizkotések (potencidlgatak) homogenitasara,
heterogenitasanak mértékére vonatkozé kijelentésiink;
amennyiben azt a kérdést is feltessziik, hogy a kérdéses
energiatartomanyban ténylegesen mennyi a fehérje-viz
kotések szama. A heterogenitds aranyara a tényleges
kotésszamok alapjan javasolt masodik dsszefiiggés

HeRn = nhe/(nhe + nho)a (3)

ahol ny,, az els6 hidrathéjban, n,, pedig a heterogén
tartomanyban mért Osszes fehérje-viz kotés szama. Az
Osszefliggésben szerepld szamok MD alapjan kozvetlenil is
mérhetdk. ny,, nagy pontossaggal a platon mért 6sszes n pont
atlagaként kaphaté meg, (m,, + ny,,) pedig kozelitéleg
(alsohatar becslésként) a legmagasabb, Ty, = 1-hez kozeli
(T, = 0,995 homérsékleten) megbizhatéan mért n érték
alapjan.

d) A bevezetett normalt fundamentalis hémérsékletskala
alapjan lehetévé valik példaul hatvany fliggvénnyel valo
kozelités, nevezetesen az alabbi sor alkalmazasa.

n=A+B(Ts, - Tin) + C(T - Tin)* + ... “4)

fgy, a (4) 6sszefiiggés segitségével az olvadasi diagramot,
MD-t, azaz az 6sszes mozgo vizmolekula szam termikus
gerjesztési energiatol valo fliggését analitikusan irhatjuk le.
Az dsszefiiggésben (a tovabbi ki nem irt tagokat illetden is)
Tp illesztési paraméter, alsdé indexében x a zarojel
kitevojével azonos. Az Osszefiiggés jelen formaja egyben
figyelem felhivas is az egyes tagok meghatarozott
hémérséklettartomanyban vald érvényességére. Tovabba,
tartomanyonként megadhatjuk MD valtozasat a normalt
fundamentalis hémérséklettel, azaz An/ATy, differencia-
hanyadost, DMD-t,

An/ATy=B+2C(Th—Tip) + .-, (5)

tehat az adott hdémérsékleten ¢Eppen megmozduld
vizmolekuldk szamat. Hangsulyoznunk kell, hogy az
Osszefiiggésekben minden mennyiség, igy az egytitthatdok is
dimenzid nélkiili mennyiségek:szamok, tehat matematikai
miiveletek alkalmas szerepldi.

e Heterogenitds Mértéke, HeM. A masodik rendparaméter
jelegli mennyiség, amit emlitettiink,

HeM=(B+2C)/(1 - T,y). (6)

Megjegyezziik, hogy ez az Osszefiiggés is rendben van
dimenzidk tekintetében, és HelM, illetve B + 2C értékét
illetden sziikségiink van az illesztés eredményeire. HeM
értéke  pozitiv  szam, a  kvazi  ekvipotencialis
molekulafeliiletii (kb. gdmb alakt!) fehérjékre értéke zéro.
HeM tehat rendparaméter jellegli mennyiségnek tekinthetd.
A nevezd, (1 — Ty,.) azt az energiatartomanyt jeldli ki, ahol a

hémérséklettel valtozo nagysagu (heterogén
potencialeloszlasu) fehérje—viz kdtések vannak, B+2C + ...
pedig a két tartomanyban eléforduld kotések szamanak a
novekedési sebessége. A tort igy a DMD fiiggvény
meredeksége, iranytangense. Fehérjékre vonatkozd értékei
nem szorithatok a 0-1 tartomanyba, mint ahogy a
tangensfiiggvény sem. A nem teljesen heterogén
kotésfeliiletti fehérjék esetén, mint amilyenek a tapasztalat
szerint a globularis fehérjék, igy a példaink is, HeM érteke
értelemszerien a plato feletti tartomanyra vonatkozik.

e A legegyszeriibb esetekben (ide tartoznak eddigi
tapasztalataink szerint a tiszta vizes oldatok), a heterogén
tartomanyba esO fehérje-viz kotések mennyisége az illesztési
tagok szamatol fiiggden a kovetkezd lehet: B(1 — Tk,), illetve
2C(1 - Tpe), ha mindkettd, akkor a két tag Osszege.
Leegyszertisitve ~a  fehérje-viz ~ kotések  szamanak
(makroszkopikusan ~ a  hidratdci6 =~ mértékének) a
meghatarozasat, azt a DMD diagramrol kdzvetleniil leolvashato
sikidlomok, az é&brakon beszinezett teriiletek Osszege
(elméletben a Tp,-t6l T, = 0,995-ig terjedd tartomanyra vett
hatarozott integraloknak az értéke), illetve azok dsszege adja.

Amint (3) Osszefiiggésiinkkel kapcsolatban emlitettiik, 7y,
nagy pontossaggal ny,. pedig alsé hatar becslésként MD-bdl
kozvetleniil is leolvashatok. Részletekrdl a példainkban lesz
majd szo; itt pedig lehetdséget nyujtanak a matematikai
miiveletek ellenérzésére, mert a vonatkozo illesztési
paramétereknek meg kell egyeznie az MD alapjan
leolvasottakkal. Az eljaras igy oOnellendrzési lehetdséget
tartalmaz és igy javul az adatok megbizhatosaga.

Az analitikusan leirhatd MD fliiggvény derivalt alakjanak,
DMD-nek a  meghatarozasa  lehetové teszi a
fehérjemolekulahoz is kotott vizmolekulak mozgasat gatld
potencialgatak energiacloszlasanak egyediili és egyedi
feltérképezését. Az olvadasi diagramok értelmezéshez
sziikséges elemeket felhasznalva jelen munkank célkitlizése
egyszerien megfogalmazhatd. Nevezetesen, mérési
eredményeink mélyebb, termodinamikai értelmezése. A
példak, melyeket bemutatunk a sokak altal vizsgalt és
globuldris standardnak tekinthetd UBQ, a lizozim, a
[-kazein és a BSA fehérjék vizes oldatai.

3. A mintafehérjék és a rajtuk kapott eredmények

A kisméretli UBQ molekula, 76 aminosavbol all, kozponti
szerepet jatszik abban, hogy a sejtek vezéreljék azon sajat
fehérjéik megsemmisitését, amelyekre mar nincs sziikségiik.
Az UBQ molekula a feleslegessé valt fehérjékhez
kapcsolodik, és jelzi a sejtnek, hogy ezek a megjelolt
fehérjék szétbonthatok. Az UBQ megtalalhatd minden
cukariota sejtben, szerte a testben.

A lizozim fontos szerepet jatszik az immunrendszer
mikodésében, elsésorban a szervezet ,kapuinal” (szaj,
szem, orr). Megtalalhatdé a konnyben, a nyalban, a
verejtékben, az anyatejben, az orrvaladékban és a
gyomornedvben egyarant. Egyes novényekben (pl. torma) is
el6fordul. Az emldsok lizozimjei csak kis mértékben
kiilonboznek egymastol, mindegyikiik 129 aminosavbol
felépiild polipeptid.
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A tehéntej négyféle kazeint tartalmaz, kozottiik a B-kazein a
masodik leggyakoribb fehérje, 209 aminosavbdl all, a
micellaképzddésben érintett, és fontos biologiai aktivitast
mutat az immun-, sziv- és ér-, gyomor-bél-, és a kozponti
idegrendszerben. A -kazein a tej teljes fehérjetartalmanak
27%-at adja.

Szérumalbuminbol, igy szarvasmarha szérumalbuminbol
(BSA) is a legnagyobb mennyiség a vérplazmaban van.
Nagy molekula, 607 aminosav alkotja. A zsirsavakat szallitja
a vérben, és sok mas vizben oldhatatlan molekulat is meg tud
kotni. Sok gyogyszermolekuldhoz is kotédik, mint pl. az
ibuprofenhez, és erételjesen befolyédsolja a testben torténd
szallitasukat.

Mind a négy molekulat széleskortien hasznaljak nem specifikus
fehérjeként tudomanyos kutatasok modellanyagaként.

A 3. és 4. abran az (A) részeken tiszta vizben oldott
fehérjéken mért MD-ket, a hozza referencianak hasznalt
tiszta vizen mért hasonld gorbéket, a (B) részeken pedig a
fehérje oldatokra vonatkozo derivalt gorbéket (DMD)
mutatjuk be. Mérési eredményeink eredete UBQ esetén
publikacionk’, illetve lizozim, B-kazein és BSA esetén pedig
sajat, csak konferencia kiadvanyokban bemutatott
eredményeink. A mérOberendezésre és a mérés részleteire
vonatkozo  informaciok  emlitett  cikkiinkben, és
konyvfejezetekben* talalhatok.

Konkrét kisérleteink jellemzését két lényeges sajatsag
megemlitésével kivanjuk kiegésziteni. Méréseink zart
mintatérben, termodinamikailag 4llandé térfogatban
torténtek, tehat melegités soran a hokozléshez nem
kapcsolhatd térfogati munkavégzés. (A jég olvadasa —
egyébként is, anomalis moédon — térfogatcsdkkenéssel jar.) A
masodik jellegzetesség, hogy méréseink nagy része még
akkor tortént, amikor az értelmezés altalunk bevezetett 1j
moddszerében tamasztott magas kdvetelmények még nem
meriilhettek fel. Ezzel magyarazhatdo a mérési pontokban
helyenként mutatkozd egyenetlen stiriség. Ez a hianyossag
levont kovetkeztetéseinket azonban nem befolyasolja.

A 3. abran két fehérje, az UBQ (baloldal) és a B-kazein
(jobboldal) vizes oldatan mért eredményeket mutatjuk be. A
4. abran a masik két molekula (baloldal lizozim, jobboldal
szarvasmarha  szérumalbumin) vizes oldatdn = mért
eredményeket lathatjuk. A fejezet végén az 1. tablazatban
egylitt mutatjuk be mind a négy molekula jellemzd
tulajdonsagait.
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3. Abra. Kétszer desztillalt vizben oldott UBQ és B-kazein fehérje olvadasi
diagramja (MD) (fekete korok) és a lefagyasztott oldoszer, desztillalt viz
hasonlo koriilmények kozott felvett olvadasi gorbéje (fekete négyzetek)
lathat6 az abra (A) részein. A baloldali abra az UBQ-en, jobboldali abra a
lizozimon mért eredményeket mutatja. Mindkét fehérjén, a jobboldali
ordinatakon a hagyomanyos hidratacios értéket is feltiintettiik — a cél a
makro- és mikro-jellemzék 6sszehasonlitasa. A (B) részeken a DMD gorbék
lathatok. Az abrak Ty = 0.995 — 1.00 (-2 — 0 °C) tartomanyaban nincs
megbizhatd mért adat. Az abrakon az (A) részeken az alsé T, = 0,81-0,84
kozotti részén a mért pontok kis szama és a tartomany nagyon kis szélessége
azt sugallja, hogy a tartomany miden » értékét azonosnak tekintsiik, és a (B)
részeken a feltehetéen normal eloszlast téglalappal kozelitsiik.
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4. Abra. Kétszer desztillalt vizben oldott lizozim és BSA fehérje olvadasi
diagramja (MD) (fekete korok), és az oldoszer (viz) olvadasi gorbéje (fekete
négyzetek) lathatok az abrak (A) részein. A (B) részen a DMD gorbéket
tiintettiik fel. Az abra Tg, = 0,995 — 1,00 (-2 — 0 °C) tartomanyaban nincs
megbizhatdo mért adat. A jobboldali ordinatan a hagyomanyos hidratacios
értékeket tiintettiik fel. A cél a makro- és mikro-jellemzdk Gsszehasonlitasa.
Az abran az als6 Ty ~ 0,77-0,87 kozotti részén a mért pontokat két
tartomanyra oszthatjuk és a derivalt abrazolasban (a 3. abraszoveg
indoklasahoz hasonloan) itt két téglalappal kozelitjik.
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3.1. A 3. és 4. (A) abrakrol leolvashat6 informacio

A fekete négyszogek a jég-viz fazisatalakulas mikroszkopikus
képét mutatjak.

Mit varnank egy végtelen nagysagu (elvileg periodikus
hatarfeltétellel rendelkezd) abszolut tisztasagli vizminta
esetén, feltéve, hogy minden vizmolekula azonos
kornyezetben,  hidrogénkotésekkel — kapcsolodik  a
szomszédjaihoz? Egyetlen, végtelen iranytangenst 1épést T,
= 1,00 és E, = 6,01 kJ/mol gerjesztési energianal (0,00
°C-on), ahol a tetraéderes szimmetriaju kornyezetben 1évé
vizmolekula minden kotése egyszerre olvad meg. A végtelen
irdnytangensti 1épés helyett, nem sokkal 0 °C fok alatt (75, =
0,995 kornyékén) mar mozgo vizmolekuldkat detektalunk.
Ennek tobb oka lehet. A mintdnk nem végtelen nagy, és a
kisméretii minta feliiletén 1évé molekulak kornyezete és az
igy a fellépd kolcsonhatasok sem azonosak a tombi
kornyezetben 1év6 vizmolekulakéival. Masodszor, a minta
nem abszollt tisztasagl, a szennyezések kornyezete sem
azonos a tiszta kornyezetben 1évékével. Harmadszor, a minta
hémérsékletét a mérés soran +0,1 °C tartomanyban tudjuk
kézben  tartani. A mért  hdmérsékletek ilyen
hatérozatlansaggal értendok, 0 °C kdrnyezetében pedig nem
tiintettiik fel azokat.

4. A fehérjék vizes oldataira vonatkozé eredmények

A 3. és 4. dbran bemutatott olvadasi diagramok alapjan a
globularis fehérjék olvadasa harom jol megkiilonboztethetd
tartomanyra bonthatd. Az els6 a legalacsonyabb
hoémérsékleten felvett (teli korokkel jelzett) olvadasi
tartomany (kezdete T, = 0,78 BSA estén és Ty, = 0,83 UBQ
esetén) azt a hdenergia befektetést (termodinamikai
jeloléssel dQ-t) mutatja, ami részben a fehérjéhez is kotott
vizmolekuldk megmozditasdhoz sziikséges. Ez a szik
energiatartomany (UBQ ¢és B-kazein esetén E, ; = 4,93-5,00
kJ/mol) az elsd hidrathéj kotési energiajanak kismértéki
(lizozim és BSA esetén E, = 4,69-4,85 kJ/mol értekd,
nagyobb és két szakaszra oszthatd) heterogenitasara
jellemzd. Ez az UBQ és P-kazein estén kdzel azonos
elemekbdl allo, lizozim és BSA esetén még mindig sziik, de
kétkomponensti  potencialtér a lehetséges H-hidak
sajatsigara emlékeztet'¢'8, és nagymértékben kiilonbozik a
modellek szerinti, erésen tavolsagfiiggd (pl. Coulomb-, van
der Waals-tipusti) potencialoktol. A tartomanyban 1évo
fehérje-viz kotések ny,, szamat a platon mért n-ek atlaga,
illetve a (B) részen a vonatkozo als6 energiatartomanyra es
sikidom(ok) teriilete (a hatdrozott integral értéke,
téglanyosszege) adja. A fehérjékre jellemzo kiilonbség a
mintafehérjék kémiai dsszetételétdl (elsorendl szerkezettdl)
fliggd sajatsag, pontos kimérésiik és értelmezésiik a H-hidak
sajatsagairdl nyljt majd tovabbi lényeges informaciot.

Novelve a hdmérsékletet, a masodik szélesebb tartomany, a
plato (kiterjedése UBQ esetén T, = 0,83-t6l Ty, = 0,96-ig,
B-kazein esetén T}, = 0,82-t61 T, = 0,97-ig, lizozim esetén
Tto = 0,86-t601 T, = 0,93-ig, BSA estén T, = 0,84-t61 T, =

0,93-ig tart). Ez az a tartomany, ahol a 3. és a 4. dbra (B)
részein a An/ATy, értéke 0 (z€rd). A platd nagyon lényeges
mondanival6t hordoz. Ebben a gerjesztési
energiatartomanyban »n nem valtozik, tehat nem mozdulnak
meg Ujabb vizmolekuldk, mert nem Iéteznek olyan
vizmolekuldk, amelyek ekkora energiaval kotddnének a
fehérjéhez (hidrofob hatas'®). Feltételezziik, hogy az
eredetileg itt 1évd H-hidak kotik  gombolyagga
(feltekeredetté) a fehérjemolekula globularis/rendezett
részét. A tartomanyban befektetett hd (dQ) belsé energia
novelésre  (dU), a mar forgd  vizmolekulak
forgassebességének novelésére forditddik, amint azt az
UBQ-en végzett DSC méréseket is tartalmazé munkankban’
valoszinisitettiik.

Tovabb novelve a homérsékletet Tj.-hez, vagyis a platd
végéhez ériink. Itt kezdddik a harmadik energiatartomany,
ahol a viz-viz és a fehérje-viz kotések ereddje kozelit a tiszta
vizben lévo értékhez, feltehetden a fehérjemolekula viznek
jobban kitett részein. Mérhetd kiterjedése UBQ esetén T, =
0,96-t61 Ty, = 0,995-ig és BSA esetén Ty, = 0,93-t01 Ty, =
0,995-ig tart. A fels hatarhoz tartozod gerjesztési energia
érték 5,98 kJ/mol, az also hatarok Ty, alapjan UBQ esetén
5,77 kJ/mol, BSA esetén pedig 5,57 kJ/mol (a tovabbi két
vizsgalt fehérje jellemz6i az 1. tablazatban talalhatok). Itt n
hémérsékletfiiggését a hatvanyfiiggvény magasabb kitevojii
tagjaival tudjuk leirni. A heterogén kotési tartomany
termodinamikai értelmezése Iényegesen kiilonbozik a
platoval kapcsolatban mondottaktdl. Elészor is n, a
fehérjéhez kotott viz mennyisége (amit itt mi kozvetlentil
megmériink) a melegités kovetkeztében folytonosan
novekszik. Ennek megfelelden valtozik a mar megolvadt
kotott viz térfogata, dV valtozik (termodinamikéban
elfogadott jeloléssel) a rendszert jellemzd entropia, dS, és
entalpia, dH, valamint az §sszes tobbi allapotfiiggvény (dF:
szabadenergia, dG: szabadentalpia, és valtozik a kémiai
potencialt, u-t tartalmazoé dn-u tag) is. A részleteket illetéen
Nagy Karoly konyvére, kiilondsen annak 10. és 11.
fejezetére utalunk!®. A tobbvaltozds fiiggés az itt levont
kovetkeztetéseinket nem befolyésolja, (mert a dU belsé
energia valtozasat, a molekularis mozgas 1étezését az NMR
jel lassan lecsengd komponense kozvetleniil bizonyitja, és
sajatsagait meghatarozza). Hatarozottan felhivja viszont a
figyelmet a nagymértékben rendezetlen, valamint a pufferelt
oldatok rendezetlenségének/heterogenitasanak az
értelmezésével kapcsolatos gondokra. Ezeknél a fehérjéknél
a heterogén tartomanyban kotott vizmolekulak kotéseiben a
szomszédos vizmolekuldkkal és nem a fehérjével valod
kotések kapnak nagyobb hangsulyt, valamint a van der
Waals-tipusti kotések egyéb véltozatail®'820. Nagyszamu
fehérje ¢és aminosav vizes oldatain végzett mérés
(hangsulyozottan az NMR relaxacios idok mérési)
eredményének az elemzése vezethet csak a fellépd kotések
természetének mélyebb feltérképezéséhez.

Minden adat rendelkezésiinkre all, igy a 3. és 4. abrarol
leolvashatd jellemzdket, ¢és az altalunk bevezetett
rendparamétereket az 1. tablazatban 6sszefoglalhatjuk.
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1. Tablazat. A vizsgalt fehérjék olvadasi diagramjanak jellemzoi. Tk, a molekularis mozgas indulédsa, T%,,: a platd kezdete, Tt,: a platd vége, HeR: az elsd,
valamint a tobbi hidrathéj olvadaspontjanak aranyan alapuld heterogenitasi arany, nn,: homogénen kotott vizmolekuldk szama, np: heterogénen kotott
vizmolekulak szama, HeR,: a hidrathéjak nagysagan alapul6 heterogenitasi arany, HeM: heterogenitas mértéke.

Protein T tns Ttno Ttoe Mho? HeR M HeR,* Helff

UBQ 0,82 0,83 0,96 226(3) 0,23(1) >102(33) =03 ~241

lizozim 0,81 0,86 0,93 267(2) 0,49(9) >272(26) =050 =317

B-kazein 0,82 0,82 0,97 433(3) 0,142(5) >249(25)  ~0,56 ~1828

BSA 0,78 0.83 0,93 1290(17)  0,46(3) >1345(46  =0,51 =10°
8

4 a zarojelbe tett szam a mérési hiba az utolsd szam nagysagrendjében, az els6 harom oszlopban értéke 0,005

> mol H,O/mol fehérje

¢ az adatok also hatar becslés eredményei

Els6 kozelitésben, a rendezetlen gerjesztési energia-
tartomanyok szélessége alapjan kijelenthetjilk, hogy
globularis molekulaink bizonyos, konkrétan 14-49%
mértékben rendezetlenek.

A kvazi homogén kotési energiatartomanyban, mas szoval
az els6 hidrathéjban a fehérje-viz kotések ny,, (platon is
ellendrzott!) mért szamanak a realitasat tobbre értékelhetjiik,
ha azokat 6sszehasonlitjuk a fehérjét felépitd aminosavak

cres

UBQ esetén az elso hidrathéjban a kozel azonos energiaval
kotott vizmolekulak szama kozvetlen mérésiink szerint ny,, =
226(3). A heterogén kotések tartomanyaban alsé hatarként
tovabbi n;,, = 77(33) k6tott vizmolekulaval szamolhatunk. A
ketté Osszege 303(33), az egy fehérje molekulara jutd kotott
vizmolekuldk mért szama. Osszeadva az UBQ molekula
lehetséges elméleti H-hidjainak szamat?!-23, ugy 444 adodik.
Ez a szam az 6sszes mért kotott viz szamahoz esik kdzel.

B-kazein esetén az elsé hidrathéjban a kozel azonos
energiaval kotott vizmolekuldk szama kozvetlen mérésiink
szerint ny,, = 433(3). A heterogén kotések tartomanyaban alsd
hatarként tovabbi n,.= 388(25) kotott vizmolekulaval
szamolhatunk. A ketté Osszege 821(25) az egy feherje
molekulara jut6 kétott vizmolekulak mért szdma. Osszeadva
a f-kazein molekula lehetséges elméleti H-hidjainak
szamat?!'2? ugy 539 adédik. Ez a szam lathatoan az ny,, =
433(3) mért értékhez esik kdzelebb, és nem az dsszes kotott
vizmolekula szamahoz.

Lizozim esetén az elsé hidrathéjban a kozel azonos
energiaval kotott vizmolekuldk szama kdzvetlen mérésiink
szerint ny,, = 267(2). A heterogén kotések tartomanyaban also
hatarként tovabbi n,, = 272(26) kotott vizmolekulaval
szamolhatunk. A kettd Gsszege 539(26), az egy feherje
molekuldra jut6 kotdtt vizmolekuldk mért szama. Osszeadva
az lizozim molekula lehetséges elméleti H-hidjainak
szamat?-2? ugy 810 adodik. Ez a szam az dsszes mért kotott
viz szamahoz esik kozel.

BSA esetén az els6 hidrathéjban a kozel azonos energiaval
kotott vizmolekulak szama kdzvetlen mérésiink szerint ny,, =
1290(17). A heterogén kotések tartomanyaban also hatarként
tovabbi ny, = 2000(150) kotott vizmolekulaval szamolhatunk.
A kettd Osszege 3290(167) az egy fehérje molekuldra jutd
kotott vizmolekuldk mért szdma. Osszeadva az BSA
molekula lehetséges elméleti H-hidjainak szamat>'->3 gy
1725 adodik. Ez a szam az ny,. = 2000(150) mért értékhez esik
kozelebb, és nem az dsszes kotott vizmolekula szaméhoz.

A lehetséges elméleti értékeket a mért értékekkel vald
Osszehasonlitas végett kozoltiik, a hasonlosagokbodl és az
eltérésekbol kovetkeztetést most nem kivanunk levonni.

Hangstlyoznunk kell viszont, hogy a tablazat elsé négy
oszlopaban kozvetleniil mért értékek szerepelnek, és a
rendezettség/rendezetlenség aranyara, az altalunk bevezetett
rendparaméterek szamszerii értéket adnak. Az egy
aminosavra jutd kozvetleniil (elsé szomszédként) kotott
vizmolekula-szam (n;,,/aminosav-szam) UBQ esetén 226/76
= 3, lizozim esetén 267/129 = 2, B-kazein esetén 433/209
= 2 valamint 1290/ 607 = 2 BSA-nal. Az nj,/aminosav
szamok egész szamokkal valo azonossaga (= 2, és 3), illetve
UBQ esetén a tobbiektdl vald markans eltérése (= 3)
elgondolkodtat és tovabbi, a molekuldk nagysagaval,
aminosav-0sszetételével és jellemzdivel kapcsolatos kérdés
feltevését sugallja.

5. Rovid osszefoglalas és kitekintés

Korabbi mérési eredményeinket Ujraértelmezve
meghataroztuk a fehérjemolekulahoz is kotott vizmolekulak
mozgasat gatld potencialgatak energiacloszlasat négy
standard globularis szerkezetlinek tekintett — UBQ, lizozim,
a-kazein, és BSA — fehérje lehiitott és egyensulyi allapotain
keresztiil lassan felmelegitett tiszta vizes oldatan. A
globularis/rendezett és az olddszernek nagyobb mértékben
kitett/rendezetlen fehérjemolekula-részek aranyaira és az
utobbi mértékére, valamint a vizmolekuldk mozgasat gatld
potencialgatak energiaviszonyaira vonhattunk le kvantitativ
kovetkeztetéseket. Valoszinusitettilk a H-hidak elsé hidrat
héj kialakitasaban jatszott dominans szerepét. A bemutatott
fehérjék vizkotési tulajdonsagainak a feltérképezése tavolrol
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sem az egyediili teriilete az eljaras alkalmazhatosaganak.
Megemlitiink néhany tovabbi lehetoséget erre, példaul a
NaCl-ot is tartalmazo standard pufferelt olddszer
fehérjemolekula-tulajdonsdgokra gyakorolt hatdsdnak a
meghatarozasat. A NaCl-ot tartalmaz6 puffer hatasat a
vizzel-érintkez6 feliilet megvaltozasan keresztiil detektaljuk.
A valtozés olyan irdnyu, ami az elfogadott terminologia
szerint rendezetlenebbé teszi a molekulakat. Megnoveli a viz
(feltehetéen még ezenkiviil mas kismolekulak) szamara a
hozzaférhet6 molekulafeliilet nagysagat.

Az eljaras nyujtotta tovabbi lehetdségek példaul a molekulak
kozotti kolesonhatas, makromolekulak és aggregatumok,
valamint magasabb rend(i struktirak kialakulasanak gyors
roncsolasmentes mérése, tovabba szilard fazist mintak (pl.
gyogyszerek) nedvesség-tartalmanak a meghatarozasa.

Koészonetnyilvanitas

E helyen is koszonetiinket fejezziik ki mindazoknak, akik a
felsorolt publikacidinkban tarsszerzokként munkdnkban
részt vettek, tovabba azon intézményeknek, itthon és
kiilf61don, amelyek azt timogattak.

Hivatkozasok

1. 1.Tompa, K.; Bokor, M.; Han, K.-H.; Tompa, P.
Intrinsically Disordered Proteins 2013, 1, 77-86.
https://doi.org/10.4161/idp.25767

2. Qriiner, Gy.;Tompa, K. Kémiai Kézlemények, 1968, 30,
315-356.

3. Slichter C. P. Principles of magnetic resonance. Springer
Series in Solid-State Sciences Vol. 1, 1990.
https://doi.org/10.1007/978-3-662-09441-9

4.  Tompa, K.; Bokor, M.; Tompa, P. In Instrumental Analysis
of Intrinsically Disordered Proteins: Assessing Structures
and Conformation; Uversky, V.; Longhi S. Eds.; John
Wiley, & Sons, 2010
https://doi.org/10.1002/9780470602614

5. Tompa, K.; Bokor, M.; Tompa, P. In Intrinsically
Disordered Protein Analysis: Volume 1, Methods and
Experimental Tools; Methods in Molecular Biology, vol.
895 V. N. Uversky and A. K. Dunker Eds.; Springer
Science+Business Media, LLC, 2012.
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-927-3

6. Cooke, R.; Kuntz, I. D. Annual Rews. of Biophys, Bioeng.
1974, 3, 95-124.
https://doi.org/10.1146/annurev.bb.03.060174.000523

7.  Tompa, K.; Bénki, P.; Bokor, M.; Kamasa, P.; Lasanda,
G.; Tompa, P. Biophys. J. 2009, 96, 2789-2798.
https://doi.org/10.1016/j.bp;j.2008.11.038

8. Csizmok, V.; Bokor, M.; Banki, P.; Klement, E.;
Medzihradszky, K. F.; Friedrich, P.; Tompa, K.; Tompa,
P. Biochemistry. 2005, 44, 3955-3964.
https://doi.org/10.1021/bi047817f

9. Hazy, E.; Bokor, M.; Kalmar, L.; Gelencser, A.; Kamasa,
P.; Han, K.-H.; Tompa, K.; Tompa, P. Biophys. J. 2011,
101, 2260-2266. https://doi.org/10.1016/j.bpj.2011.08.052

10. Tompa, P.; Banki, P.; Bokor, M.; Kamasa, P.; Kovacs,
D.; Lasanda, G.; Tompa, K. Biophys. J. 2006, 91,
2243-2249. https://doi.org/10.1529/biophys;j.106.084723

11. Tompa, K.; Bokor, M.; Verebélyi, T.; Tompa, P. Chem.
Phys. 2015, 448, 15-25.
https://doi.org/10.1016/j.chemphys.2014.12.008

12. Tompa, K.; Bokor, M.; Agner, D.; Ivan, D.; Kovacs, D.;
Verebélyi, T.; Tompa, P. ChemPhysChem. 2017, 18,
677—682. https://doi.org/10.1002/cphc.201601136

13. Kittel, C.; Kroemer, H. Thermal Physics, W. H. Freeman, San
Francisco, 1980; Appendix B. Temperature Scales, p. 445.
https://doi.org/10.12691/ijp-2-6-2

14. Waugh, J. S.; Fedin, E. L. Fiz. Tverd. Tela (Leningrad).
1962, 4, 2233-2237. English translation Sov. Phys. Solid
State. 1963, 4, 1633-1636.

15. CRC Handbook of Chemistry and Physics 97th Edition,
Haynes, W. M., Editor-in-Chief; CRC Press, Taylor &
Francis Group, 2016. ISBN-13: 978-1498754286

16. Atkins, P.; de Paula, J. Physical Chemistry, 9th edition.,
Oxford University Press, Oxford, 2010. ISBN-13:
978-1429218122

17.  Chaplin, M. Water’s hydrogen bond strength. 2007,
arXiv:0706.1355 [cond-mat.soft].

18. Steiner, T. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 48-76.
https://doi.org/10.1002/1521-3773(20020104)41:1<48::AID
-ANIE48>3.0.CO;2-U

19. Nagy, K. Termodinamika és statisztikus mechanika.
Tankonyvkiado, Budapest, 1991. ISBN: 963-18-3562-6

20. Persegian, V. A. Van der Waals Forces, A handbook for
Biologists, Chemists, Engineers and Physicists; Cambridge,
University Press, 2006.
https://doi.org/10.1017/CB0O9780511614606

21. Kuntz, I. D. J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 514-516.
https://doi.org/10.1021/ja00731a036

22. Bizzarri, A. R.; Wang, C. X.; Chen, W. Z.; Cannistraro, S.
Chem. Phys. 1995, 201, 463-472.
https://doi.org/10.1016/0301-0104(95)00267-7

23. Matsuoka, D.; Nakasako, M. Chem. Phys. 2013, 419, 59-64.
https://doi.org/10.1016/j.chemphys.2012.12.040

Globular proteins — melting diagrams of aqueous solutions, thermodynamic interpretation

A novel thermodynamic method is presented, applicable in
the characterization of aqueous protein solutions. The
method is based on measurements and evaluation of the
two-component wide line '"H NMR free induction decay
(FID) signal and its Fourier transformed spectrum. We also
provide the definition and description of key elements of the
procedure conceived for the thermodynamic interpretation
of such results. The essential elements are the fundamental
temperature, order/disorder parameters based on molecular
dynamics/mobility, heterogeneous and homogeneous
binding regions, etc. This interdependent experimental and

theoretical treatment provides direct experimental data on
the potential energy surface of protein molecules.

The usefulness and merits of our approach are demonstrated
through four globular structured protein examples, like
ubiquitin, lysozyme, a-casein, and bovine serum albumin.
These proteins were selected because of their widespread utility
in protein research. We provide a detailed analysis and
interpretation of data recorded earlier on aqueous protein
solutions.
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As a first step of experiment, the solutions are cooled as fast
as possible and then slowly warmed up through thermal
equilibrium states. In these states NMR FID signals
generated by a simple 90° pulse were detected. The
characteristics of FID give direct information about the
mobility states of the protein molecules. FID amplitudes
extrapolated to zero time give the number of resonant nuclei
and spectra provide information about the motional states.
The amplitudes and the spectral characteristics are directly
measurable quantities. These properties are collected in a
wide temperature range and provide independent
information sources. Molecular motion produces narrowing
of the wide line NMR spectrum, which phenomenon serves
as the simplest information source and it is independent of
the amplitude values of the FID signals.

The temporal behavior of the slowly decaying FID
component proves clearly that during heating the internal
energy changes and that there do exist molecular motions.
The characteristics of the motion can be determined by the
analysis of this component. Thermal distributional data of
the amounts of mobile entities yield direct, thermodynamic,
molecular level information.

We introduced and use energy based description of the
measured thermal properties. Characteristics of the
distribution of potential energy barriers inhibiting the
rotational movement of water molecules bound to the
water-accessible surface of protein molecules are provided
by this description. The amount of mobile hydration water as
a function of the normalized fundamental temperature gives
a melting diagram. Melting diagrams provide special
characterization of the proteins, they are a kind of
rough-sketch of them. We can deduce quantitative
conclusions about the ratios of the globular (ordered) and the
more solvent exposed (disordered) regions of the protein
molecules, and also about the energy relations of the
protein-water interactions. We suggest that the short range
forces (i.e. hydrogen bonds) play dominant roles in the
formation of the first hydrate shell.

Melting of a globular protein solution takes place in three
steps. First, water molecules in the first hydrate layer of the
protein gradually arrive at a mobile state at the lowest
potential barriers. In some cases, this happens in two stages,

referring to two different types of hydrogen bridges. Other
interaction types than hydrogen bonds (e.g. Coulomb or van
der Waals interactions) probably do not exist here.

The second step of melting is the plateau section of the
melting diagram. There is no change in the number of
moving water molecules, this constant region corresponds to
the globular part of protein. The heat put in at this stage
results in elevated internal energy, and a higher rotational
speed of mobile water molecules.

The third step of melting is the potential range starting at the
higher end of the plateau. A disordered region starts here,
and van der Waals interactions are probably characteristic in
these regions. The interaction strengths are very near to that
of the water-water hydrogen bonds in bulk water. Most
possibly, those parts of the protein molecule which are most
accessible to water molecules are involved in this process.

It can be stated that these “globular” proteins are disordered
to some definite, though small degree. The extent of disorder
ranges from 0.14% to 0.49% in the presented proteins.

The introduced experimental and interpretational procedures
based on wide line NMR measurements are applicable
usefully by far not only to map the protein-water binding
characteristics of protein solutions. The rapid non-disruptive
measurement and the data interpretation had already opened
a novel avenue to study inter- and intramolecular
interactions and to determine the moisture content of
solid-phase protein samples.

In the outline of our present work we listed some additional
possibilities. Three of these are 1) the possibility to directly
demonstrate the interaction between different molecules
(e.g. protein and drug), ii) the possibility of direct,
non-destructive measurement of the different bonds between
identical molecules (oligomeric and amyloid connections),
and iii) to determine the effect of a standard solvent (often
NaCl containing) on the structure and properties of protein
molecules. The bonding heterogeneities of these systems
make the analysis and interpretation to a not so easy,
straightforward task at present. The van der Waals type
interactions of water are realized with other molecules too
(e.g. sugar, carbohydrate), not only with the protein.
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