NMR RELAXACIO ES A FEHERJEK
BELSO DINAMIKAJA

GAspAr REzs§, 17J.

DOTE Biofizikai Intézet

Az utébbi években sziiletett szamos kisérleti és elméleti eredmény arra
utal, hogy a fehérjék belsé dinamikéja valészintileg alapvetd szerepet jatszik
biolégiai funkciéjuk ellatdsiban (DamjanovicH, Somocyr, 1978, CARERI és
mtsi 1979). Mivel a fehérjék haromdimenziés szerkezetét tobbnyire kristalyos
mintakon végzett rontgen- és neutrondiffrakciés vizsgilatok alapjan ismerjiik,
egyre érdekesebbé vilik ezen makromolekuldk szilard allapotaban lezajlé moz-
gasok tanulminyozasa. A fehérje krisztallografia hémérsékletfaktor analizise
altal nyujtott legijabb eredmények (FRAUENFELDER és mtsa 1979, ARTYMIUK
és mtsai 1979) jol kiegészitik a témakorre vonatkozé korabbi ismereteinket,
melyeket fGként oldatokon végzett nagyfeloldasi NMR spektroszképiai
(WutricH 1976), illetve ab initio dinamikai vizsgalatok szolgaltattak (McCam-
MON és mtsai 1977).

A kristalyos allapotii fehérjék és mas makromolekulak dinamikajara
vonatkozé igen értékes informacidk szarmaztathaték NMR relaxaciés kisérle-
tekbdl. Az ilyen vizsgalatok kiilonosen iddszertiek, mivel napjainkban éppen az
NMR technika segitségével bizonyitottik, hogy az oldatban lev§ fehérje mole-
kulak konformacidja igen hasonlé a kristalyos allapotban észlelthez (JARDETS-
KY és WADE— JARDETSKY 1980).

Az NMR relaxaciés eredmények alapvetSen harom formaban jelentkez-
nek, spin—récs relaxaci6 (T,), spin—spin relaxacié (T, vagy vonalszélesség) és a
forgé koordinata rendszerbeli relaxacié (T,,). Az ilyen tipusi NMR eredménye-
ket szinte kivétel nélkiil relaxéciés id6—hdmérséklet grafikonok formajaban
analizaljik. Tipikusan ilyen abrazolast lathatunk az a-kimotripszinre vonatko-
zélag az 1. abran. A grafikonokbél az NMR relaxaciét leiré altaldnos elméleti
modell alapjan (KuBo és Tomrra 1954) a relaxaciét kivalté mozgast jellemzd
korrelaciés frekvencia v, és a mozgas aktivacids energidja szamithaté. A spin—
racs relaxacié (T,) esetén az elmélet végeredményiil a kovetkez8 egyszer(i egyen-
letre vezet

i:c[- V. .. ] (1)
T, I+ (wot* 1+ (2007
ahol C az 1n. relaxaciés paraméter, 7. = 1/2av, a korrelaciés id8 és v, a mérés
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1. dbra. Kristélyos a-kimotripszin spin-rdcs relaxdciés idejének (T,) hémérsékletfiiggése harom
kiilonb6z6 frekvencidn (A: 60 MHz; 0: 30 MHz: e: 18 MHz). Folytonos vonallal a Kubo—
Tomita-elmélet alapjan illesztett gorbéket jeloltiik

korfrekvenciaja. A korrelaciés idére altalaban feltételezik a 2. egyenlet szerinti
egyszer(i Arrhenius-féle aktivacios torvényt:

AE
Tc=Tp exp (_ﬁ) . (2)

A T, mérések tipikusan 10°—10% Hz tartoményban Jezajlé mozgasok jelenlété-
r6l adnak felvilagositast. A hémérsékletfiiggé T, mérésekbél ugyanakkor a
makromolekuldkon beliil torténd tipikusan 10*—10° Hz frekvenciaji mozgasok
jelenlétére lehet kovetkeztetni. Az utébbi években egyre elterjedtebb az qin.
forgé koordinata rendszerbeli relaxacié mérése, f6ként a fenti frekvenciatar-
tomany alacsonyabb értékek felé valé kiterjesztésére. A forgé koordinata rend-
szerben a spinek egyiittforgasat biztosité segéd magneses tér nagysagrendekkel
kisebb a T; méréseknél haté Zeeman-térnél, igy a T}, mérésekkel tanulméanyoz-
haté frekvenciatartomany megegyezik a T, mérésekkel detektalhatéval. A
forgd koordinétarendszerbeli mérések specialis valtozatanak tekinthetd az tn.
dipolaris térben torténd relaxiciés id8, T, mérés. A dipolaris vagy lokalis
maégneses tér a Zeeman-térnél sok nagysagrenddel kisebb és igy a hGmérséklet-
fiiggé T)p mérések tipikusan 10—10* Hz frekvenciajd, tehat viszonylag igen
lassi mozgasok kimutatasara is alkalmasak:

A kristalyos fehérjékben lezajlo NMR-rel észlelheté mozgasokat a kivet-
kezs kategoriakba lehet osztani:
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1. Elsédleges polipeptidlanc-mozgasok (a lanc f&tengelye koriili gatolt
rotacid, aktivacios energiaja kb. 120 kJ/mol vagy nagyobb).

2. Masodlagos polipeptidlanc-mozgasok (a lanc egyes részeire lokalizalt
torziés, hajlité mozgasok kb. 40—60 kJ/mol aktivéciés energiakkal).

3. Oldallancmozgasok (nagy, erdsen polaros oldallancokra 80 kJ/mol
vagy a feletti, kis oldallancokra 10 kJ/mol koriili aktivaciés energiak-
kal).

4. Alacsony molekulasilyd szennyezések mozgasai (pl. viz hatésa).

Az els§ két mozgastipus elvileg tovabbi felbontasra szorulna a szilard
anyagokban sokszor jelenlevé amorf és kristélyos régiknak megfelelGen. Fe-
hérje kristalyokra vonatkozéan azonban még olyan kisérletes bizonyiték nincs,
amely ezen felbontast indokolna.

A fehérjék belsé dinamikajanak vizsgalatara irdnyulé NMR relaxacids
vizsgalatokat a kristdlyos aminosavakon végzett hasonlé mérések elzték meg
(ANDREW és mtsai 1977). A fehérje struktira sok bels§ szabadsagi fokkal ren-
delkez§ komplex dinamikai rendszer, igy els kozelitésben az alapvetd mozgas-
formak megismerésére célszeriinek latszott egyszerii homopolipeptideken tajé-
koz6d6 vizsgalatokat végezni. A kristalyos polialaninon, polileucinon és poli-
valinon végzett hémérsékletfiiggd T, méréseink (ANDREW és mtsai 1978) a
polimerek oldallancaiban elhelyezked§ metil-csoportok dominélé hatasat mu-
tattak ki ezen molekulak proton méagneses relaxaciéjara. A metil-csoportok
mozgasanak hatasa annyira erdsnek bizonyult ezen anyagoknal, hogy teljesen
lehetetlenné tette minden mas, a polimerekre jellemz§ mozgas NMR-es detek-
talasat. Az észlelt mozgasok frekvenciatartoménya tipikusan 108 Hz, aktiva-
lasi energiajuk 10 kJ/mol koré tehetd. A polipeptid lanc dinamikajara forditva
figyelmiinket célszeriinek latszott két tovabbi homopolipeptid vizsgélata is,
nevezetesen a poligliciné és a poliproliné. Ezek az anyagok metil-csoporttél
mentesek és az oldallincmozgasok zavard hatasival sem kellett szimolnunk.
A poliglicin esetében valéban sikeriilt a f6 polipeptidlanc mozgasit észlelniink
az altalunk hasznalt NMR relaxaciés technikaval, azonban a poliprolinnal ismét
nem virt, a metil-csoportok hatésihoz hasonlé, erds relaxiciés folyamatra
bukkantunk. A poliprolinra vonatkozé eredményeink a prolin gy{ir{ belsé moz-
gasara épiil§ elméleti relaxaciés modellel egybevagnak, igy a szokatlanul erds
proton-relaxacié forrasat ebben az esetben a prolin gy{rd belsg atfordulésai-
ban latjuk (ANDREW és mtsai 1981).

A fenti modellvegyiileteken végzett kisérletek utan megvizsgaltunk né-
hany természetes eredetii fehérjét, név szerint a lizozimot, a-kimotripszint és
a ribonukleazt (ANDREW és mtsai 1980). Egyrészt a hagyomanyos T,-hémér-
séklet fiiggésén keresztiil, masrészt pedig a dipoléris térben végzett T;p méré-
sekkel kivantunk ezen molekulak esetében a bels§ mozgasok széles frekvencia-
tartomanyarél felvilagositast kapni. Széles hémérséklet (50—300 K)- és frek-
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2. abra. Kristalyos lizozim dipoléris spin-rdcs relaxdciés idejének (T;p) h&mérsékletfiiggése
O-deuteralt, és A-normél mintidn mérve. Magasabb hémérsékleteken a gorbék letorése a fehér-
jén beliili masodlagos ldncmozgéasok jelenlétére utal

venciatartomanyban (18—60 MHz) végzett T, méréseink tanidsaga szerint a
fehérjék altalanos tulajdonsaga, hogy benniik a protonrelaxacié elsddleges for-
rasit az energia spin-diffizié dtjan torténd atadasa jelenti a polipeptid vaz
mentén elszértan elhelyezkedd metil-csoportok felé (I. pl. 1. abra). A vizsgalt
fehérjék esetén egyéb mozgasok is kimutathatéan hozzajarultak a protonrelaxa-
cigés folyamathoz, mint pl. maés, metil-csoportot nem tartalmazé oldallancok,
valamint a kristalyszerkezetben elhelyezked6 vizmolekulak mozgésa. Ezen
kovetkeztetéseinket az emlitett fehérjék hdmérséklet fiiggvényében mért spin—
racs relaxiciés idejének a Kubo —Tomita-modellel valé 6sszevetésébdl allapitot-
tuk meg. A Kubo—Tomita-modell altal az izolalt CH,-csoportokra megjésolt
C relaxiciés paraméter ugyanis 6nmagidban nem bizonyult elegendének az
altalunk vizsgalt fehérjék erds relaxaciés viselkedésének (nagy relaxaciés para-
méter érték) leirasara. Az elmélet és a kisérleti eredmények kozott fennallé
ellentmondast egyéb, a fehérjén belili mozgasok altal generilt relaxaciés
mechanizmusok feltételezésével lehetett csak feloldani, illetSleg a tapasztalt
eltérés ezek jelenlétét bizonyitja.

A lizozim és az x-kimotripszin esetén ugyanakkor a T, mérések a fenti
mozgasok mellett magasabb hédmérsékleten (200 K felett) egy tjabb, kordbban
nem észlelt aktiv relaxaciés forras jelenlétére utalnak (2. abra). Ezt a relaxaciés
forrast, mivel a hozza rendelhetd korrelaciés frekvencia meglehetdsen alacsony,
100 Hz, egyértelmiien a polipeptid lanc masodlagos mozgasaival hoztuk 6ssze-
fiiggéshe (GASPAR és mtsai 1982).
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A fenti kisérletek azon til, hogy a kristalyos fehérjén beliil is aktiv mozga-
sok jelenlétét bizonyitjak, ravilagitanak egy ezen makromolekulakon beliil 1éte-
z8, alapvet§ energiadtadasi mechanizmusra. Ez az intramolekularis energia-
atadasi mechanizmus jelentdsen kozrejatszhat abban, hogy a fehérjék képesek
legyenek katalitikus funkciéjuk ellatasara.
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