MODERN FIZIKAT MODSZEREK (EPR, NMR)*
A MEMBRANOK SZERKEZETENEK VIZSGALATANAL
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A fizikai és kémiai tudomanyok rohamos fejlédése, a biolégiai és orvos-
tudomanyoknal a kvantitativ megfogalmazasra valé torekvés sziikségszeriivé
tette az egyes tudomanyagak széles feliileten torténd kapcesolédasat. A kvanti-
tativ megfogalmazas elengedhetetlen feltétele a sok kérilményre kiterjedd
informativ mérés és az egzakt természettudomanyok torvényszeriiségeinek
alkalmazasa. A biolégiai rendszerek bonyolultsagat tekintve a mérési méd-
szerek rendkiviil széles skalajara van sziikség az elektron- és molekularis bio-
logiatél a biolégiai automatizmusok szabalyozaselméleti targyalasaig. A jelen
referatum keretei kozott a sok egyenértékii és hasznos médszer koziil két,
viszonylag rovid miltra visszatekintd médszert emeliink ki, az elektron para-
magneses rezonancia (epr) és magneses magrezonancia (nmr) moédszert, elsd-
sorban a jelenleg igen elterjedten alkalmazott spin-label médszert.

1. Az elektron paramdgneses rezonancia alapjai

Az elektron paramégneses rezonancia vagy elektronspin rezonancia
spektroszkopia a magneses rezonancia modszerével vizsgalja a paramagneses
jelenségeket. A paramagnesség elektronoktél szarmazé hatas, amely kompen-
zalatlan spinii atomok, szabad gyo6kok (a valenciaelektron-rendszer egy és
csakis egy par nélkiili elektront tartalmaz), egyes molekuldk és makromoleku-
lak, valamint részlegesen betsltott belsé héju fémionok (pl. atmeneti fémek
esetén 3d héj) esetében nyilvanul meg. Az epr spektroszképia e rendszerek
magneses térben észlelhetd energianivéit tanulméanyozza alkalmasan vélasz-
tott frekvenciaji elektromégneses tér (rendszerint mikrohullamd tartomany)
jelenlétében (ABrRAcAM 1961, BLUMENFELD és mts. 1966, CArRricTON, McC
Lacuran 1967, PAkE 1962, PooLe 1967, Zavoiskr 1945). A médszer elénye
a nagy érzékenység mellett arra vezethetd vissza, hogy a vizsgalt rendszer
energianivoi a paramagneses centrum koérnyezetében levé elektromos és mag-
neses terek perturbalé hatéasa folytan tobbé-kevésbé specifikusan valtoznak

* epr, elektron paramdégneses rezonancia
nmr, magneses magrezonancia
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meg és igy lehetdség nyilik a molekulaszerkezet finomabb részleteinek tanul-
manyozasara, masrészt maguknak a kélesénhatasoknak mélyebb megértésére
(ALTscHULER, KozyYREV 1963, AyscoucH 1967, EHRENBERG és mts. 1967,
IncraM 1958, 1970, SCHEFFLER, STEGMANN 1970, SCHLAFER, GLIMANN 1967),
valamint kiilonb6z6 bioldgiai probléméak tanulmanyozasara (BErLAcyr 1967,
IsENBERG 1964, SCHOFFA 1964).

Az epr spektroszkopia, mas spektroszképiai médszerekhez hasonléan,
a nett6 energiaabszorpciét méri a jelenlevd sugarzasi térbél, ha a molekulak
energiaallapotukat megvaltoztatjak. Az energiaabszorpcié megvalésulasahoz
két feltételnek kell teljesiilnie:

a) a sugéarzasi kvantum energiajanak (hv) egyenl@nek kell lennie a mole-
kula energiaszintjei kézotti tavolsaggal (4E), azaz

hy = AE

Ez az 1n. rezonancia-feltétel.

b) a sugarzas elektromos vagy magneses komponensének képesnek kell
lennie arra, hogy gerjesszen a molekuldban egy oszcillalé elektromos vagy
magneses dipolust; ha ez teljesiil, azt mondjuk, az atmenet megengedett. (Pl
a sugarzasi tér a mikrohullimi tartomanyban csak olyan molekulakkal lép
kélesonhatasba, amelyek permanens elektromos dipélus momentummal ren-
delkeznek, mint a HCI, amelynél a molekula rotaciéja hozza létre a megkivant
oszcillalé elektromos teret, az N,-nél azonban, vagy a szimmetrikusan helyet-
tesitett acetilénnél [RC = CR], jollehet, van molekularis rotécié és ennek meg-
felelGen rotaciés energiaszintek, még sincs energiaabszorpcié, mivel nincs dipé-
lusmomentum.)

Ha a molekula magneses dipélusmomentummal rendelkezik (az emlitett
paramagneses tulajdonsagi molekulak), energiaabszorpciot csak akkor figyel-
hetiink meg, ha egyidejiileg statikus mégneses tér is jelen van. Az elektron
magneses dipélusmomentuma abbél szarmazik, hogy a téltéssel biré elektron
az atomi modellek értelmében a mag koril meghatarozott palyan kering, amely
igy magneses teret gerjeszt. Két migneses momentum lehetséges; az egyik az
elektron palyamozgasabdl szarmazik, ez az un. pdlyamdagnesség, a masik az
elektron sajat mechanikai impulzusmomentumatél, a spintél, ez az n. spin-
magnesség. Az esetek donts tobbségében a teljes magneses momentum (a két
magneses moinentum vektori osszege) 999;-a spinmagnesség, igy a palya-
magnességet perturbaciénak tekinthetjiik. A spinmagnességtdl szarmazo
magneses momentum nagysaga:

Us= .. Ns»
me
ahol e az elektron toltése, m a tomege, ¢ a fény terjedési sebessége, N pedig
az elektron sajat impulzus momentuma. Mivel
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1
ahol h a Planck-féle allandé, Mg pedig a spinkvantumszam, amely a + FY

5 1k
es — ry értékeket veheti fel, igy

eh
Ms = —MszzﬁMSa

47 me

ahol f az in. Bohr-magneton, a magneses momentum elemi egysége. Ez az
osszefiiggés szigortian csak ,szabad™ elektronokra érvényes (mincs palya-
momentum), ezért molekulahoz kapcsolt elektron esetén az osszefiiggés:

ps = gf Mg,

ahol g kett8hoz kozelall6 szamérték

Statikus magneses térben a magneses dipélusok meghatarozott iranyt
vesznek fel, mint az iranytd a foldi magneses térben. Hogy a magneses dipé-
lust az adott helyzetébdl kitéritsiik, munkat kell végezniink, melynek nagysaga

E = uHecosgp,
ahol H a statikus magneses tér térerdssége, ¢ pedig a u és H altal bezart szog.

Mivel az elektronspin kiils6 magneses térben csak a térrel paralel vagy anti-
paralel allhat be, ezért az elektronspin magneses momentumainak energiai:

1
E =gfHM; = + —2—gﬂH

lehetnek. Ezt mutatja szemléletesen az 1. abra.
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1. dbra. Energiaszintek magneses térben. Energiaelnyelés csak a rezonancia-feltétel teljesiilése
esetén lehetséges
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A megadott dsszefiiggések szerint az energiaszintek 1n. felhasadasa az
alkalmazott magneses tér nagysagatol fiigg. Egy adott H; magneses térerds-
ségnél az energiafelhasadas nagysaga, azaz az energianivék tavolsaga:

E =E; — E, = gfH,.

A Bohr-féle frekvenciatétel értelmében kiilsé elektromagneses tér jelen-
létében atmenetek indukalhaték az alsé energianivérdl a felsére (abszorpeid)
és megforditva a fels§ energiaszintrdl az alséra (emisszié). Az atmenetek létre-
hozasanak feltétele tehat:

AE = hy, azaz
hy = gBHU &

Az utébbi osszefiiggés az elektronspin-rezonancia teljesiilésének fel-

tétele. Ha H, a gyakorlatban alkalmazott 3.300 Oe, akkor

_ gpH, —9.5.10°Hz, ill.

4

= c
A=—=32cm,
v

azaz a mérés az elektromagneses hullimok mikrohullamd tartomanyaban
(30 em—1 mm) valésithaté meg.

Az atomi rendszer esetében (a gyakorlatban mindig sokasagot vizsgalunk)
az elektronok spinjei az energianivékon valé megoszlast illeten Boltzmann-
eloszlast kovetnek:

N, = A -exp (— E,/kT) és
N, = A - exp (— E,/kT),

ahol A allandé, k = 1,38 -10~1¢ erg/fok az dn. Boltzmann allandé, N, ill.
N,(N,>N,) pedig az E,, ill. E, energiaji nivékon levé elektronspinek szama.
Egyszerli szamitas utan:

E,—E
=14=2_2,
N, kT

Ha N = N,+N,, AN = N,—N, (4N > 0), akkor

AN = N gﬂHO
okT
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ami azt jelenti, hogy a rezonanciafeltétel teljesiilése esetén a nivokhoz tartozd
betdltési szamok kiilonb6z8sége miatt nettd energiaabszorpceiéval kell szamolni.
Mivel az energiaabszorpciéért a spinrendszer felelGs, tovabba ez az abszorpcié
csupan a rezonanciafeltétel teljesiilése esetén jelentls, a jelenséget elekiron-
spin-rezonancia abszorpcionak vagy elekiron paramdgneses rezonancia abszorpcio-
nak nevezziik. A kémiai kotésben nem levé parositatlan spinek szama N-nel
aranyos, igy az utolsé 8sszefiiggés fontos fizikai tartalmat takar: az energia-
abszorpciobél a parositatlan spinek szamara lehet kévetkeztetni.

A spektroszkopia alapjat képezd jelenség tehat akkor kévetkezik be,
ha a H kiils6 magneses térben levé paramagneses centrumokat egyidejiileg

_efm,
h
frekvenciaji elektromagneses sugarzasi térbe helyezziik. A tér altal elgidézett
indukalt emisszié és abszorpeié, amely a nivék populaciéjaban levd csekély
kiilonbség miatt a sugarzasi térbél valé energiaelnyerésre vezet, adott H, és »
esetén rezonancia-szeriien kovetkezik be.

A mérés feladata tehat az abszorbealt energia pontos regisztralasaban
nyilvanul meg. Az alapésszefiiggéshdl kovetkezik, hogy az energaabszorpcié
észlelése elvileg két kiilonb6z§ dton mehet véghe:

1. a sugarzasi tér frekvencidjanak valtoztatasaval rogzitett H -nal,

2. a magneses térerGsség (H) valtoztatasaval rogzitett frekvencianal.

Az epr berendezés részleteinek ismertetésétdl itt eltekintiink, csupan
annyit jegyziink meg, hogy technikai okokbél az abszorpciés girbe elsé diffe-
rencialhanyadosat regisztraljak (2. abra). A technikai részleteket kit{ing
monografiak és osszefoglalé cikkek targyaljak, amelyek koziil néhanyat az
irodalomjegyzékben idéziink (BLUMENFELD és mts. 1966, FEaer 1957, ING-
RAM 1955, PooLE 1967, STooDpLEY 1963).
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2. dbra. Epr abszorpciés gorbe [I = I(H)] és elsé differencialhanyadosaf[dl/dH = f(H)]
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Az epr spektrumbél szerezhetd informaciok az alabbiakban foglalhatok
oOssze:

1. Integralt intenzitds: az abszorpciés gorbe alatti teriilet a mintaban
jelenlevd leparositatlan elektronok szamaval aranyos. Modern spektrométerek-
kel 1010 leparositatlan elektron mutathaté ki egy mintdban 1 gauss vonalszéles-
ség mellett. Vonalszélesség alatt az abszorpciés gorbe félértékszélességét ért-
jik (lasd 2. abra AH).

2. A spektrumvonal szélessége és alakja: a spektrumvonalak szélességét és
alakjat a lepéarositatlan elektronnak a kérnyezetével valé kélesénhatas szabja
meg. A mikrohullama térbél a részecskék altal elnyelt energia hatasara meg-
valtozik a betdltési szamok kialakult stacionarius egyensilya. Sziikséges,
hogy a részecskék az cnergiafeleslegiiket valamilyen médon leadjak; ellen-
kezG esetben az energiafelvétel miatt a betoltési szamokban kezdetben fenn-
all6 kiilsnbség kiegyenlitédne és ez az abszorpcié megsziinését eredményezné
(telitési effektus; a kiilonbség a két nivé kozott alig tobb, mint 0,19, szoba-
hémérsékleten).

A paramagneses mintaban végbemend folyamatokat, amelyek az egyen-
stlyi részecske-eloszlast biztositjak és egyidejileg stacionariussa teszik az
energiaelnyelési folyamatot, relaxdcids folyamatoknak nevezziik. A leparosi-
tatlan elektronok rendszere a sugarzasi térbdl felvett energiat atadhatja az
anyag t6bbi molekulajanak és ez mint h8energia jelenik meg. Az eredeti mag-
neses energia a spin-palya csatolason keresztiil jut a minta molekulaibél all6
rendszerhez, az Gn. racshoz. Ennek az energiaatadasi folyamatnak a jellem-
z8je a spin-rdcs relaxdcios ido (T,), amely szabad gy6koknél hosszi, alacsony
h&mérsékleten néhany masodperc is lehet, mig paramagneses fémionoknal
az erls spin-palya csatolas kovetkeztében 10-7--1078 sec. A relaxaciés folya-
mat masik, az eldbbivel egyidejiileg végbemend folyamata a spin-spin kéleson-
hatas, amely leparositatlan elektronnak mas elektronspinekkel vagy mag-
spinekkel valé klasszikus magneses dipél-dip6l kéleséonhatasara vezethetd
vissza. Szilard fazishan egykristalyok esetén a relaxaciés folyamatra jellemzd
spin-spin relaxdcios idé (T,) ~ 1078 sec szabad gyokéknél, amely 3—5 gauss
vonalszélességet eredményez, mig amorf vagy polikristalyos anyagban a vonal-
szélesség 20—30 gauss is lehet. Kisviszkozitast folyadékfazisban ez az irany-
fiiggé dipol-dipol kélesonhatas a molekulak gyors Brown-mozgéasa révén ki-
atlagolodik, és igy 1073—10~* mol/l higitasd oldatban 50100 mgauss széles-
ségli vonalak figyelhet6k meg, amely ~ 1076 sec spin-spin relaxaciés idének
felel meg. Részletes targyalas talalhaté CArRRINGTON, McLAcHLAN (1967) és
FRrREED (1972) munkaiban.

3. g-faktor : Teljesen szabad elektron esetén a g-faktor értéke g = 2,
de a relativisztikus effektusok figyelembevételével g = 2,0023. Az atom-
mag koril vagy molekulapalyan mozgé elektronok azonban nem tekint-
heték szabadnak (szabadnak abban az értelemben, hogy mninecs palya-
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impulzus-momentum) a spin-palya kélcsonhatds miatt. Az elektronspinre
nemesak az alkalmazott mégneses tér hat, hanem a koérnyezé ionok elek-
tromos tere is befolyasolja az elektron palyamozgasat és a spin-pdlya
csatoldason keresztiil megvaltoztatja a magneses energidkat. Ennek kovetkez-
ben kristalyos anyagban a g-faktor fiigg az alkalmazott H magneses tér és a
kristalytani tengelyek altal bezart szogtdl, a g-faktor tehat anizotrép. A g-
faktor mérése fontos felvilagositassal szolgal — féleg egykristalyok mérése
esetén — aleparositatlan elektron, ill. szabad gyék térbeli szerkezetére és szim-
metriaviszonyaira.

4. Az esr spektrumok hiperfinom szerkezete: Az epr spektrumok hiperfinom
szerkezete szolgaltatja a kémikus és biolégus szaimara a legfontosabb infor-
maciékat. A hiperfinom szerkezet a leparositatlan elektron magneses momen-
tuméanak és a kornyezetében levd zérustél kiilonb6z8 magneses momentumi
mag (H!, N4, Mn%) kélcsonhatasanak eredményeként jon létre. A hiperfinom
szerkezetet létrehozé kolcsonhatas egy izotrép és egy anizotrép hiperfinom
kolecsonhatasbél 4all. Az anizotrép vagy dipolaris hiperfinom kélesonhatas
a klasszikus dipol-dipol kélcsénhatasra vezethet§ vissza, mig a kolesonhatas
masik formaja klasszikusan nem értelmezhet§ és abbél adédik, hogy a le-
parositatlan elektron-siiriiség a kérdéses mag helyen zérustdl kiilonbozs. A
kolcsonhatas ezen forméja fiiggetlen attél, hogy a paramaégneses centrum
szilard anyagban vagy folyadékkozegben helyezkedik el, ellentétben az an-
izotrép hiperfinom kolecsonhatassal, amely alacsony viszkozitasi folyadékban
kiatlagolodhat a gyors forgas kovetkeztében.

Egy leparositatlan elektron és egy kolesonhaté mag esetén a hiperfinom
szerkezet keletkezését a 3. abra vazolja.

A N magspinje I = 1 h/2xn egységekben, igy az iranykvantéalasnak meg-
felel8en kiils6 magneses térben harom lehetséges beallassal rendelkezik az m =
=1,0, —1 magneses kvantumszdmoknak megfelelgen. A hat energianivé kozott

1 s
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3. dbra. Hiperfinom szerkezet keletkezésének sémdja a nitrogénoxid szabad gyok esetében
T=1)
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bharom megengedett energiaatmenet lehetséges (a magneses kvantumszamok
az atmenetnél nem valtozhatnak). A kapott spektrumot a 4. dbra mutatja
peroxilamin diszulfonat ionradikal (SO,),NO?>~ esetében vizes oldatban 104
M koncentracié esetén.

i oot

10 G
e o

4. dbra. Peroxilamin diszulfonat ionradikal hig oldatdanak epr spektruma

A legkisebb magneses térnél bekiovetkezd energiaabszorpeié az m =
+1 magspin-beallasnak felel meg (részleteket illetden lasd Avscoucu 1967,
BLUMENFELD és mts. 1966, Hubpson, Luckuurst 1969, KivErson 1960,
K~NeuBUHL 1960 munkait). A két szomszédos null-dtmenet kozotti tavolsag
gaussban mérve az izotrép hiperfinom kélcsénhatasi allandé (a) értékét adja.
A 4. abran bemutatott peroxilamin diszulfonat ionradikél esetén a = 13,02 G.

2. Spin-label epr médszer

A biolégiai struktira és funkeié jobb megértése és a jelenségek kielégits
értelmezése érdekében tobb jelzési technika terjedt el, mint pl. az izotép
jelzési modszer (1C) vagy a fluoreszcens jelzési technika (ArLrimova, Lich-
TENSTEIN 1972, STEINER, EDELHOCH 1962, WEBER 1953). Ezen utébbi tech-
nikanal a bees§ fény linearisan polarizalt, amelyet a biomolekuldhoz kap-
csolt kromofor abszorbeal, és a reemittalt fluoreszcens sugarzas polarizaciés
fokat mérik. Ha a molekula az abszorpciés és emissziés folyamat kozben
megvaltoztatta konformaéciéjat (a valtozas iddbeli nagysagrendje 10-8-- 109
sec), fluoreszcencia depolarizacié kovetkezik be. A fluoreszcencia idejébél
és az emitalt fény polariziacié fokabdl a konformaciéra jellemzd 7, rotaciés
korrelaciés idé kiszamithaté.
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A biolégiai rendszerek természetes allapotukban tartalmaznak para-
magneses centrumokat (CoMMONER és mts. 1954, IsENBERG 1964), azonban
ezen rendszerek szama egyrészt csekély, masrészt a paramagneses centrumok
adta spinkoncentracié kevés, sok esetben nem éri el a detektalhatésag alsé
hatarat, vagy eléri ugyan, de a mérés koriilményei olyanok, hogy a spektrum-
bél részletes informéciokat nem kaphatunk (Borron és mts. 1972, MALLARD,
Kent 1969). Nagyszamu biolégiai rendszer viselkedése tanulmanyozhaté
azzal a médszerrel, ha alkalmas médon paramagnesessé tesszitkk Gket stabil
szabad gyokokkel az an. spin labellel. A médszer sikerére mi sem jellemzG&bb,
mint az, hogy a McCONNELL és munkatarsai altal kifejlesztett médszer ma
mar az epr spektroszképia biolégiai alkalmazasanak dénté hanyadat teszi ki
(Feaer 1970, GrirriTH, WAGGONER 1969, Hamirron, McConNNELL 1968,
McConNNELL, McFARLAND 1970).

A spin label alatt olyan organikus szabad gyskot értiink, amely kovalens
kotéssel vagy hidrofob kélesonhatassal a biomolekula specifikus helyéhez
kapcsolhaté. A spin labelt6l megkéveteljiik, hogy stabil legyen a tanulmanyo-
zandé feltételek mellett, tehat vizes oldatban, alacsony és nagy sékoncentracio
mellett, 2—10 pH intervallumban és 20—70° C h6foktartomanyban. A spin
labelnek érzékenynek kell lennie a kornyezetben véghbemend valtozasokra,
azaz térbeli gatlas, fluiditas, az oldat polaritasa, és ezenkivil nem perturbal-
hatja a biomolekularis struktdrat és a biomolekula funkciéjat. Ez utébbi két
kovetelmény természetesen lehetetlen, azonban a kérdés, milyen mértékben
valtoztatjameg a label a rendszert, és az altala kivaltott zavar mennyiben kont-
rollalhaté és mennyiben vehetd szamitasba az értékelésnél, szem elGtt tartando.
Mindebbdl az kévetkezik, hogy a spin-label molekulaval jelzett biol6giai rend-
szer nem identikus a biolégiai rendszer naturélis allapotaval (ELEK és mts.
1972), de a perturbaciék kiilonb6z8 mérési koriilmények és kiilonb6z8 spin-
labelek felhasznalasaval minimalizalhaték.

A kutatémunkaban hasznalt spin-label molekuldk kizarélag nitrogén-
oxid stabil szabad gyokok a kovetkezd altalanos struktaraval (Keana, KEana
1967, RozantzEv 1970):

Az informacickat, amelyeket a nitrogénoxid spin-labelek segitségével
kaphatunk, az aldbbiakban 6sszegezhetjik (HamiLTon, McCoNnNELL 1968,
Onnisar 1968):

1. A spin-label epr spektruma igen érzékeny a mobilitas fokara, amelyet
a kornyezet a label szamara lehetdvé tesz, s ez igy a biologiai makromolekula
konformaciéjaval vagy konformacié-valtozasaval ésszekapesolhaté.
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2. A spin label g faktora és a hiperfinom csatolasi dllandé valtozik az oldé-
szer polaritasaval, és igy a label hidrofil vagy hidrofob természete vizsgalhaté
(Dopp és mts. 1970, LAssMANN és mts. 1973).

3. A biradikal spin-label lehet8vé teszi bizonyos intermolekularis kol-
csonhatasok vizsgalatat (CALVIN és mts. 1969).

A spin-label anyagok, amelyeket ma csaknem kizarélag hasznéalnak, a
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-l-oxil (TEMPO), ill. 2,2,5,5-tetrametilpirrolidin-I-
oxil szarmazékai (McConNELL, McFARLAND 1970, RozantzEV 1970; STONE

és mts. 1965):
R
N X
l
0

ahol R reprezentalja a kiilonb6z6 kémiai csoportokat, amelyek a vizsgalandé
probléma természetétdl fiiggenek (ionos csoport, hosszi hidrofil lanc, szteroid,
sth.). Az R csoporton keresztiil kapcsolédik a spin-label a biomolekulahoz.
Néhény a membréanok vizsgilatahoz hasznalt labelt az 5. 4bra demonstralja
(HuBBELL, McCoNNELL 1971).

OH
B N\
0. N=0
0] /c<
K_ : CH4-(CH,)7, ~(CH,) ~COOH
Q\
o
0
CR
» H C-0-C-
H, A0 P ME
CH - (CH,) =C7(CH) —C-0-C-H 1
H,C -0 —-II’_—CHZ-CHZ-N-ME
0 ME

5. dbra. 1. TEMPO 2. Spin-label 2,4-dinitrofenol 3. Szteroid spin-label 4. Zsirsav spin-label
5. Foszfolipid spin-label
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A kovetkezdkben a nitroxid szabad gy6k epr spektruméanak néhany jelleg-
zetességét targyaljuk. A 6. abra a nitroxid szabad gyok térszerkezetét mutatja
a molekuldhoz rogzitett koordinita-rendszerben (McConnNELL, MCFARLAND
1970, OnisHI és mts. 1966):

Z
]
|
|

2
+ P
=
~
e

N 7
7z

|

|

7
0 $-———— X

Cd L)
-~
O

6. dbra. Az N — O radikdl harom-elektronos 7 kotése

A leparositatlan elektron a tartézkodasi idejének 80--909-at az N
atom és O atom 2pz molekulapalyijan tslti, az N, az O és a két C atom altal
meghatarozott sikra merélegesen. Mivel a leparositatlan elektron a 2pzx palyan
tartézkodik, nagy anizotrép hiperfinom kélesénhatassal kell sziamolni, és
kozel axialis szimmetriaval. Ha tekintetbe vessziik az NO csoport

Nie — N —
JNT—0r= _N-0.

mezomér egyensiilyat, ill. az egyensily megvaltozasanak lehetdségét a kornye-
zettdl fiiggben, érthetévé valik, hogy pl. hidrofob kérnyezet esetén a mezomér
egyensiily a nem toltéssel rendelkezd forma felé tolodik el, ami az izotrép csa-
tolasi allandé csokkenésével jar egyiitt (LEVINE 1972).

A 7. abran a tetrametil-1,3-ciklobutandion egykristaly epr spektrumat
mutatjuk be, amelyben kis mennyiségii (1 :100) spin-labelt inkorporaltak
(GriFrFiTH, WAGGONER 1969).

A mérések alapjan kapott paramétereket egy tablazatban tiintettiik fel
(GrIFFITH és mts. 1965).

A biomolekuldhoz kapcsolt spin-label természetesen tavol all attél a
rendezettségtsl, amely egykristalyban valésul meg. Random orientécié esetén
két hataresetet kiilonbéztetiink meg:

a) a spin label szabad és olyan gyorsan forog, hogy az anizotrépia ki-
atlagolodik, és ekkor harom éles spektrumvonal figyelhet meg (lasd 4. abra):

1

2o — ? (gxx + 8yy F gzz)

1
Ay = '5‘ (Axx+Ayy o Azz)
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7. dbra. Diamdagnesesen higitott spin-label egykristaly epr spektruma a gyiok hirom f&ten-

gelyének irdanyaban. A negyedik spektrum di-t-butil ketonban oldott 10-2 M/1 spin-label

epr spektrumat mutatja. A szaggatott vonal a DPPH (difenil-pikril-hidrazil, hitelesitéshez

gyakran hasznalt stabil szabad gyok) g = 2,0036 abszorpciés maximumanak megfelels rezo-
nanciaatmenetet tiinteti fel

paraméterekkel. Az A,, A, A_,ill. Ay, A,, és A_. a hiperfinom csatolasi tenzor
komponenseit jelentik. Az egyes g értékek a g tenzor megfeleld komponensei.
Az A és g értékek a térkalibracio és hitelesits jel g értékének felhasznalasaval
egyszerid szamolassal adédnak a 7. abran bemutatott spektrumbdl.

A forgas frekvenciajanak olyan nagynak kell lennie, hogy

> | Ay, — Age | ~ 73 MHz
relacié teljesiiljon. |
b) A molekula mozgasa be van ,,fagyasztva”, azaz az orientaciéja random,
de idéfiggetlen. A spektrum ebben az esetben a 7. abran lathaté spektrumok

1. tablazat

Egykristalyba beépitett spin-label epr spektrumanak paraméterei

gx | gy 2z ‘A Ax ‘ Ay A, s ag

\ ‘ ' ' ‘
2.0089 | 2,0061 | 2,0027 | TLE05 | 56405 | 32,0415 | 2,0060-0,002 | 15,1205
l

a kisérleti hiba: i 3 \
40,0003 ‘ ‘

Ay, A,. A, és a, értéke gaussban értendd.
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szuperpoziciéja, azaz a sok részspektrum atfedése 6—30 G-d minden eléfor-
dulé felhasadassal (8. dbra). Ebben az esetben a H: felhasadas kiatlagolsdik,
mig a két extrémum érték lehetGvé teszi az A,, becslését (HuBBELL, McC-
ConnNELL 1971, McConNNELL, McFARLAND 1970). A spektrum aszimmetridja
a g-faktor anizotrépia kovetkezménye. Mivel a spin-label molekulidk moz-
gasa mély hdmérsékleten erGsen gatolt, ezért az ilyen spektrumot mutaté
spin-label molekulat McCONNELL nyoman erdsen immobilisnek nevezziik.
Ilyen spektrumot két médon is megkaphatunk: egyrészt az egykristaly pul-
verizalasaval, masrészt az oldat ,befagyasztasaval”. Ez utébbit a 9. abra

292 K

el

8. dabra. Ergsen immobilis spin-label epr spektruma (lent), feliill a gyengén immobilis spin-
label epr spektruma

mutatja, ahol a TEMPOL spin-label epr spektrumai vannak feltiintetve kii-
16nb6z8 viszkozitas mellett (BorTon és mts. 1972, Hsia, PieTTE 1969).

Az abran lathaté iddadatok a rotaciés korrelacios idSk, amelyeket a
klasszikus Stokes-torvény alapjan szamoltak ki. A korrelaciés idé alatt azt
az id6t értjitk, amely sziikséges ahhoz, hogy a molekuldk a megeldz§ térbeli
allapotukat ,.elfelejtsék”. Pontosabb definiciot adnak CArRrRINGTON, McLAcC-
HLAN (1967) és SCHEFFLER, STEGMANN (1970).

A hémérséklet csokkentésével nyert epr spektrumokat a 10. abra mu-
tatja (GRIFFITH, WAGGONER 1969).

A harantesikolt békaizom vizterében oldott amin spin-label epr spektru-
mat a 11. abra mutatja alacsony (néhany szazalék) viztartalom mellett. Ez az
eset a pulverizalas esetének felel meg (BELAcY1 1973).

A korrelaciés id6k kiszamitasa bonyolultabb esetekben mér nem tor-
ténhet a klasszikus Stokes-osszefiiggés alapjan, mivel a spin-label molekulak
nem rendelkeznek a sziikséges szférikus szimmetridval, masrészt az esetek
nagy részében a spin-label molekulak kovalens kétéssel vannak kapcsolva
ugyan a biomolekuldhoz, de ez a kapcsolédas nem jelent sziikségszeriien merev
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OH
[ ] T 4T m r3/3KT

N

]

0
A 1.5 nsec
B 4.0 nsec
c 6.9 nsec

20.0 nsec

70.6 nsec

115.0 nsec

20 GAUSS
—_—
H
9. dbra. A TEMPOL spin-label epr spektruma kiilonbozd viszkozitdst viz—glicerin keverék-

ben. A spektrumokon feltiintetett szamérték a klasszikus Stokes-torvény alapjan kiszamitott
rotacios korrelaciés iddt jelenti

—H—
NM—

10. dbra. Etilénglikolban oldott nitrogénoxid szabad gyok epr spektruma: a)25°C,b) —25°C,
¢) —80°C, d) —150 °C hdmérsékleten
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V

.
106

11. dbra. Béka m.sartorius vizterében oldott amin spin-label epr spektrum néhany szizalék
viztartalom mellett. Az immobilizilt gyokspektrumot az izomrost-kiteg dehidraldsa utédn
nyerték.

kapcsolédast, és igy a korrelaciés id6 nem annyira a vizsgalt biomolekula
mozgéasat méri, hanem a label makromolekulahoz viszonyitott relativ mozga-
sat. A korrelaciés id8 kiszamitasara empirikus eljarasokat dolgoztak ki (Ha-
miLToN, McConNELL 1968, KeiTH és mts. 1970). A gyengén immobilis kom-
ponensre érvényes osszefiiggés (KuzNETSov és mts. 1971.) (7. << 1079 sec):

7o = 8,4+ 100 AH ., (VT JI_; —1) see,

mig az erdsen immobilis komponens esetén megfelel§ diagramok felhasz-
nalasaval kalkulaljak a rotaciés korrelacios idét (McCALLEY és mts. 1972,
SuimsHICK, McCoNNELL 1972). Ennek lényege az a megfigyelés, hogy a high-
field (m = —1) és low-field (m = +1) extrémumok tavolsaga a centralis
komponens nullatmenetétdl a viszkozitas névekedésével novekednek. A spek-
trumbél a

H(zr) — H(z — 0)

- 100
H(t— ) — H(r — 0)

empirikus szdmadat képezhets, amely direkt dsszefiiggésbe hozhaté a rotaciés
korrelaciés idgvel. A formulaban H(7) jelenti az m = +1 dtmenethez tartozé
abszorpcios gorbe elsé differencialhanyadosa maximumanak poziciéjat. Ez a
kozelité formula 7, << 108 sec értékig érvényes (KuznNETsov és mts. 1971).
A korrelaciés idé a spektrumok szimulaciéjaval gépi tton is kiszamithaté
(ALEXANDROV és mts. 1970, LazAREV, STrRUKOV 1971).

A vizsgalt kisérleti problémaknal az esetek nagy részében az aktiv helyek
olyan térszerkezeti elrendezésben vannak, hogy egyrészt a spin-label immo-
bilitasat okozzak, masrészt pedig a spin-label csupan gyengén immobilis.
Igy a spektrum a kétféle elrendez8dés szuperpoziciéjat tiikkrozi. Ezt mutatja
a 12. abra, amelyen N-etil-maleimid spin-labellel jelzett glicerinezett m.psoas
rostkdteg epr spektrumat mutatjuk be azon paraméterek feltiintetésével,
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10

e — 2A ; i

D

12. dabra. Pyrrolidin-maleimid spin-labellel jelzett glicerinezett m.psoas rostkoteg epr spektru-
ma. A spektrum a gyengén és er6sen immobilizalt gyokspektrumok szuperpoziciéja. I ;| és
I_, a gyengén immobilizalt gyokspektrum low-, ill. high-field komponensének amplitidoja,
AH ., a low-field komponens cstcs—esties kozotti tdvolsagat jelenti a magneses térerdsség
egységeiben kifejezve. ajs, az isotrép csatolasi édllandé, amely I, és I_; komponenseinek
null-dtmenete kozott mérhetd tavolsag felével egyenld a magneses térerdsség egységeiben
kifejezve; 2A,, a csatolasi allandé értéke kb. 63 G. A kisérletben 1,5 M spin-labelt reagal-
tattak 10° g fehérjére 0 °C homérsékleten 1 6rdan keresztiil, majd a rostkotegeket 16 éran at
mostdk séoldatban, hogy a nem reagélt labelt eltavolitsak.

13. dbra. Spin-label a biomolekula hidrofob zsékjiban. A d tavolsdg véltoztatasaval valtozik
a rotaciés korreldcids id6 és igy a hidrofob zsik mérete meghatarozhaté

amelyek a spektrumbél kozvetleniil mérheték (BELAcyr 1973). Mint emlitet-
tiik, az aj, segitségével a kérnyezet polaritasara is kovetkeztethetiink.

Ha a spektrum csupan az erdsen immobilis spin-labeltdl szarmazik,
akkor is lehet8ség van a koérnyezet polaritasanak vizsgalatara a kovetkezd
osszefiiggés segitségével (LASSMANN és mts. 1973):

Azz (H2O) = Azz

)
A,,(H,0) — A,,(dekalin)
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ahol A,, az aktualis anizotrép felhasadas tenzorkomponense, A,,(dekalin)
pedig a dekalinban mért érték, melyrél kozismert, hogy egyike a legjobban
hidrofobos oldészereknek. Ha a hidrofob erék nagyobbak, mint dekalinban, a
h értéke az egységnél nagyobb. A hidrofob kérnyezet modelljét a 13. abra
mutatja (FErER 1970):

3. A spin-label epr alkalmazdsa biologiai membranok vizsgalatdra

A spin-label epr médszer elsé biolégiai alkalmazasat HuBBELL és Mc
ConnNELL (1968) publikalta a TEMPO spin-label alkalmazasaval a Homarus
americanus labidegén. Az Aaltaluk kapott spektrummal megegyezs tipusi

H

—

14. dabra. Perineuriumtél megfosztott spin jelzet béka n-ichiadicus epr spektruma. A béka-
ideget 10~ M/1 koncentracié bromacetamid spin-labelt tartalmazé n-Ringer oldatban inku-
baltak 16 6ran keresztiil 4 °C hdmérsékleten. A high-field komponens dublett, amelynek a-val

0z

jelzett része a membran hidrofob régiéjdban oldott spin-labeltdl, mig f-val jelzett része a
vizes fazisban oldott spin-labeltsl szarmazik

spektrumot mutat a 14. abra, amely perineuriumtél fosztott béka n. ichiadi-
cuson késziilt bromacetamid spin-label segitségével. A spektrum o kompo-
nense szarmazik a hidrofobos régiétél, § pedig a vizes oldattél (BELAcy1 1972).
Mivel erdsen immobilis spektrum nem figyelhet6 meg, kovetkezik, hogy a
label a membran alacsony viszkozitasti hidrofobos régiéjaban foglal helyet
és ala van vetve gyors és isotrép mozgasnak 10~'° nagysagrendii korrelaciés
idével. Ez azt jelenti, hogy ezen membranok hidrofobos régiékat tartalmaznak,
amelyek lokalisan folyékonyak. Koleszterin, lecitin, lokalis érzéstelenité6k —
altalunk vizsgalt esetben tetrakain — megvaltoztatjak a TEMPO, ill. brém-
acetamid spin-label oldhatésagat, amely arra utal, hogy az oldhatésag a fel-
tehetSen foszfolipid kett8sréteg konformaciévaltozasaival osszefiiggésben all.

Megemlitésre érdemesek azok a kisérletek, amelyeket emberi vorosvér-
test membranokon végeztek. Mig a TEMPO nem mutat kétést, addig N-etil
maleimid labellel jelzett eritrocita ghostok komplex spektrumot adnak, azaz
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legalabb két kiilonb6z8 tipusd aktiv hely jelslhetd (SANDBERG, PIETTE 1968).
A blokkolé kisérletek egyértelmiien mutattik, hogy az aktiv helyek a -SH
csoportok (SANDBERG és mts. 1969). Bizonyos drogok, mint pl. a klérpromazin
redukalja a spin-label mozgékonysagat, azaz a drog a membran proteinben
konformaciovaltozast indukal. A jédacetamid spin-label esetén csupan gyen-
gén immobilis jel tapasztalhaté és ezzel a drog-hatas kvantitative is mérhetd
(Hormes, P1eTTE 1970). A vizsgalatok kimutattak, hogy a jelzett helyek 509,-a
befolyasolhat6 fenotiazin tipusd droggal. Az is kimutathat6, hogy bizonyos
agensek, mint pl. piridin vagy az alacsony pH-ji kozeg, irreverzibilis struktura-
lis valtozasokat hoz létre.

Erdeklddésre tarthat szamot az a kisérletsorozat, amelyet CALVIN
(CALVIN és mts. 1969.) végzett el ingerelhetd idegmembranon biradikal spin-
label segitségével:

0
I I
=————CNHCH; CHyHN C—

.

N

v
0

o= ’

amelynél az N atomok tavolsiga 6,4A <r< 12,8 A. A magneses koleson-
hatés a két leparositatlan elektron tavolsagatél fiigg, ha a tavolsag 10 A-nél
kisebb, a kélcsonhatas erds, de elhanyagolhaté, ha az r értéke a 14 A-6t meg-
haladja.* Ha a nitrogénoxid csoportok térbeli tavolsaga csekély, a magneses
csatolas miatt Gn. elektronkicserélédés kovetkezik be, amelynek eredménye
hataresetben egy otkomponensti spektrum 1:2:3:2:1 intenzitasviszonnyal és
a jso/2 hiperfinom csatolasi allandéval. Ez az eset valésul meg az emlitett bira-
dikal esetén is vizes oldatban. Igen meglep6nek bizonyult az a tény, hogy az
idegmembranban a biradikal spektruma drasztikusan megvaltozott, a ki-
cserél8dési kolesonhatas a két gydkcentrum kozott élesen lecsokkent. Ez azzal
interpretalhaté, hogy a spin-label a membran olyan régiéjaban kotédik (valo-
sziniileg lipid), amely mintegy merevvé teszi a spin-labelt, eltavolitvan egy-
mastél a két gybkcentrumot. A tapasztalt vonalszélesség azonban gyors for-
gasrél tanuskodik, ami azt jelenti, a biradikal feltehetGen a membranlipid
folyadékszerd hidrofob régiéjaban van lokalizdlva. Az epr spektrum nem
valtozott az ingerlés hatasara kivaltott akciés potencial alatt, amibdl az ko-
vetkezik, hogy a biradikal olyan helyekhez kot&dik, ahol nem térténik konfor-
maciévaltozas a membranban az ingeriilet alatt. Ez az eredmény konzisztens
azzal, hogy a biradikal a hidrofob régiéban talalhaté.

McConnNELL és HuBBELL (HuBBELL, McCONNELL 1969 a, 1969b) a memb-
ranok szerkezetének tovabbi vizsgalata érdekében a szteroid és zsirsav spin-

* Paramégneses centrumok kélesonhatésédnak vizsgédlatdra figyelemre mélté modszert

dolgozott ki LICHTENSHTEIN (LICHTENSHTEIN és mts. 1970), valamint KoxoriN (KokoRIN
és mts. 1972).
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labelt alkalmaztak. Megéllapitottik, hogy mindkét spin-label a hossztengelyé-
vel a membran feliiletére merélegesen helyezkedik el. A szteroid molekula az
5. abran vazolt u tengely koriil gyors anisotrép mozgast mutat a membran
hidrofob régiéjaban. A molekula geometriaja miatt ez érthetd, bar ugyan-
ilyen anisotr6p mozgas nem tapasztalhaté kiilonboz8 viszkozitasi viz— glicerin
keverékben. A zsirsav (12,3), zsirsav (17,3) és zsirsav (5,10) spin-label vizsga-
latok a membran és foszfolipid kettds rétegek igen érdekes tulajdonsagaira
mutattak rd (HuBBELL, McCOoNNELL 1971). A spektrumok szerint a paramagne-
ses NODO (N-oxiloxazolidin)-gyfiri mozgékonysaga a zsirsav (5,10) label
esetén sokkal nagyobb, mint a zsirsav (12,3) vagy zsirsav (17,3) spin-label
esetén, ami arra a kovetkeztetésre jogosit fel, hogy a membranok valéban
tartalmaznak lipid kett6sréteget (HsiA és mts. 1972) és ezen lipid kettds réteg-
nek a centralis régiéja lényegesen folyékonyabb, mint a hidrofob régié a pola-

w\o/\/\/\/\/\/\‘(OH

0

15. abra. 16-doxil-sztearin sav spin-label kémiai szerkezete

ris csoportok kozelében. A modellkisérletek azt is kimutattak, hogy az ideg-
rost-membran polimetilén ldncai hasonlé mozgasi karakterisztikat mutatnak,
mint a 2:1 tojas lecitin-koleszterin rendszer. Erdekes adatokat szolgaltatnak
a membranok szerkezetéhez és funkcigjahoz SerLic (1970) és HASSELBACH
(SEELIG, HAssELBACH 1971), valamint KoLToVvER (1973, KOLTOVER és mts.
1968). Lecitin multilamellaris rendszert vizsgaltak Jost és munkatarsai (1971).

Jost és GRIFFITH (1973) marhasziv mitokondriumokhél izolalt citokrom
oxidazén végeztek kisérleteket a lipid-protein kélcsonhatas vizsgalata célja-
bol. A citokrom oxidaz 0,3—0,7 foszfolipid-protein sidlyaranynéal spontan
membranjellegii vezikulakat képez. Ez a vezikularis struktdra egy mester-
séges membran modell, azonban fel lehet tételezni, hogy a citokromoxidaz
protein komplex és foszfolipid kélesonhatasa hasonlé az intakt mitokondrialis
membranéhoz. A vizsgilatokat a 16-doxyl sztearin sav spin-label segitségével
végezték (15. abra).

A vizsgalt mintak 0,33—0,49 mg foszfolipidet tartalmaztak mg prote-
inre. Tovabbi lipid mennyiséget a Fleischer-mdédszerrel inkorporaltak, a nem
inkorporalédott lipidet gradiens centrifugalassal tavolitottak el. A maximalis
foszfolipid/protein aranyt 0,73-nak talaltak.

A foszfolipid tartalmat hideg acetonos extrakciéval csékkentették. Ezzel
a moédszerrel 0,10 mg foszfolipid/mg protein aranyt értek el. A kiilonboz§
foszfolipid koncentracié mellett felvett epr spektrumokat a 16. abra mutatja.
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Mint az abrabél lathaté, alacsony lipid koncentraciénal az epr spektrum
az er8sen immobilis (lasd nyilak) spin-labelre jellemzé spektrumot mutat.
Amint a membran lipid komponense névekedik, egy masodik sokkal mobili-
sabb komponens is megfigyelhet§, amely a lipid mennyiség nivekedésével
annyira megnovekedik, hogy elfedi az erdsen immobilis komponenst.

mg Foszfolipid

g P
(o%ﬂl\/\/w | e
s Wr— I~
s Mr— I —

0o VW”—H_"J M~

16. dbra. Spin-labeled citokromoxiddz epr spektruma kiilonb6zé foszfolipid koncentracié
mellett pufferelt vizes oldatban. A bal oldali spektrumok a kozéps6 gorbe amplitidéjara vannak
normalizalva. A nyilak az immobilis spin-label epr spektrumot mutatjak

A spektrumok alapjan levonhaté kovetkeztetések az alabbiak:

1.77 K°-on, tehat teljes immobilizacié esetén a két széls6 extrémum
tavolsaga 69 G; a spektrumoknal 64 G, ami azt jelenti, hogy a spin-label a ci-
tokromoxidazban alacsony lipid tartalomnal csaknem tékéletesen immobilis.

2. Az isotrép hiperfinom csatolasi allandé értéke a gyengén immobilis
jel esetén 14,2 G, mig a foszfat pufferben 15,5 G, ami arra utal, hogy a spin-
label hidrokarbon kérnyezetben helyezkedik el. A jel alakjabél viszont az
kovetkezik, hogy a spin-label kérnyezetének fluiditasa meglehetGsen nagy,
azaz nagyobb foszfolipid/protein aranynal a citokromoxidiz membran
folyékony foszfolipid réteget alkot.

3. A kett§ egyiitt azt jelenti, hogy a citokromoxidaz membranban két
egymastél elhatarolhaté lipid kornyezet 1étezik.

Computer felhasznalasaval — digitalizalas, kétszeres integralas és spek-
trum-szimulacié segitségével — megallapitottak, hogy a proteinhez kotott
foszfolipid mennyisége fiiggetlen a folyékony lipidréteg mennyiségétsl. A ko-
tott foszfolipid mennyisége kb. 0,2 mg/mg protein. A kotott foszfolipid mennyi-
ségét geometriai megfontolassal is megkisérelték alatamasztani. Az eredmény
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szerint az els6 foszfolipid rétegben a protein-komplex koriil 0,17 mg foszfo-
lipid van 1 mg proteinre. Az epr mérések alapjan a 17. dbran lathaté modellt
konstrualtak.

17. dbra. Citokromoxidaz sematikus édbrdzolasa a foszfolipid komponensekkel

Az abran az elsé foszfolipid réteget kell mint kétott lipid réteget tekin-
teniink. Természetesen ez a modell a valédi struktira nagyon leegyszeriisitett
valtozata, mivel bizonyos, hogy a protein-komplex lipidk6té helyei — a hidro-
fob helyek — teljesen szabalytalanul helyezkednek el a molekula feliiletén, és
a modell nem képes szamot adni a lipid-protein kélesonhatéasrél sem. A vazolt
modellrendszer tovabbi vizsgalatai Jost és mts. késGbbi kézleményében talal-
haték (Jost és mts. 1973).

4. Az nmr spektroszkopia alapjai

Radiéfrekvencias sugarzas abszorpciéjat az atomi és molekularis rend-
szerek atommagjai altal erds kiils6 magneses tér jelenlétében magneses mag-
rezonancia-abszorpciénak (nuclear magnetic resonance, nmr) nevezzik
(ABRAGAM 1961, EMSLEY és mts. 1966, PoPLE és mts. 1959).

Az nmr rezonancia alapelveinél lényegében véve megismételhetnénk
mindazon megfontolast, amit az epr spektroszkoépianal tettiink. Ha proton-
rezonancia esetére gondolunk, amely leggyakoribbnak tekinthetd jelenleg
a kémiai és biolégiai vizsgalatoknal,* csupan azt kell tekintetbe venniink, hogy
a proton magneses momentumaban szerepld

* Ujabban sikerrel alkalmazzék a magneses magrezonancia spektroszképist P31, C3,
Na? és K* magok esetében is biol6giai problémaknal.
& glai p
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kifejezésben, az Gn. magmagnetonban, a proton my témege szerepel, amely
kb. 2000-szer kisebb az elektron tomegénél, igy ennek megfeleléen az energia-
kiilonbség az egyes nivok kozott statikus magneses térben kisebb. Ha a mag-
neses tér a szokasos 14,092 G, a besugarzashoz sziikséges frekvencia 60 MHz.
Szokas ezen kiviill 100 MHz, 220 MHz, s6t legijabban 300 MHz-es késziilék
épitése is.

A magneses magrezonancia jelenségének felismerése utan elég gyorsan
kideriilt, hogy a kiilonb6z8 kornyezetben (kémiai szerkezetet illetGen) levs H!
magok rezonanciaabszorpciéjanak helye kissé kiilonb6z6, azaz allandé frek-
vencia mellett a rezonanciafeltételben szerepld H magneses térerdsség a kiilon-
b6z8 kémiai vegyiiletekben eltér§. Ennek a jelenségnek tulajdonithaté az nmr
spektroszkoépia széles kori elterjedése, biologiai és kémiai alkalmazasa a kiilon-
b6z6 vegyiiletek és biolégiai anyagok szerkezetkutatasaban.

A magokat koriillvevs elektronok a kiils6 tér hatasara indukalt dia-
magneses momentumot hoznak létre, amely a Lenz-torvény értelmében a
kiils8 gerjeszt§ térrel ellenkezd irdnyid és az egyes funkciés csoportokra speci-
fikus, és ennek megfelelen a mag helyén (proton) a lokélis magneses térergsség
(H ) kisebb, mint a kiilsé alkalmazott mégneses térerésség (H):

H=H,(1—a),

ahol 0, a vizsgalt magra jellemz§ darnyékoldst egyiitthaté. A H' atomok kémiai
vegyiiletben elfoglalt helyzetétdl fiiggéen az indukélt magneses térerdsség a
H' atom helyén megnévelheti a teret (pl. aromas rendszerekben a gytiri sik-
jaban fekvé H! atom esetén), és igy a rezonancia helye az alacsonyabb mag-
neses térerdsség iranyaban tolédik el.

Mivel a magneses tér és vele egyiitt a rezonancia-feltétel alapjan ki-
szamithaté frekvencia kell§ pontossaggal nem hatarozhaté meg, a gyakorlat-
ban nem az arnyékolasi egyiitthatét, hanem valamely a vizsgalt mintahoz
adott referens anyaghoz viszonyitott kémiai eltoléddst adjak meg, amely mag-
neses térerfsség vagy frekvenciaegységekben fejezhetd ki, de leginkabb el-
terjedt megadasi médja egy viszonyszamon alapulé skala, an. d-skdla :

<108 == Elss Href.
Y H,

V— Vrer.

0= - 108,

ahol v, a mérési frekvencia, a szamlaléban pedig a vizsgélt és referenciaanyag
rezonanciaja kozotti eltérés szerepel frekvenciaegységhben vagy térerdsség-
egységben kifejezve. A tapasztalt kis eltérések hasznalatanak elkeriilése miatt
a 10%-an szorzé és a ppm (parts per million) skala hasznalatos. A gyakorlathan

elterjedt még az an. t-skdla:
7=10 —94,
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amelyet szintén ppm egységekben fejeznek ki. Ennek az a magyarazata, hogy
a protonrezonancia spektroszképiaban leggyakrabban hasznalt referencia-
anyag a tetrametil-szilan (CH,),Si — roviditése TMS — arnyékolasi egyiitt-
hatéja igen nagy, keskeny a rezonanciagorbéje és kémiailag elég kozombos,
igy, ha megallapodunk abban, hogy 6tms= 0, akkor csaknem minden anyag
esetében 7 pozitiv. A mérés feltételeként megemlitjiik, hogy a kémiai és biolé-
giai vizsgalatoknal a mérésnek valédi oldatban kell megtorténnie.

5 6 9 10 PPM
_oH ~CHp- - HES -CH4 T™S

-

oo

18. abra. Etanol kisfelbontasti nmr spektruma. A kiilonb6z8 kémiai kornyezetben levs H!

atomok kiilonb6z6 mégneses térerGsségnél mutatnak rezonancia abszorpciét (alsé gorbe).

Az abszorpciés gorbék felett az integralt gorbék lathaték. A kémiai eltolédds a vizszintes
tengelyrdl olvashaté le 7 skéalaban, a hasznalt referencia-anyag tetrametil-szilan (TMS)

Az etanol CH;-CH ,-OH szerkezetét tekintetbe véve varhatjuk, hogy a
haromféle kémiai kornyezetben levé H' atomok harom protonrezonancia jelet
adnak. Ilyen spektrumfelvételt mutat a 18. abra, amelyet 60 MHz-es spektro-
méterrel vettek fel; a hasznalt referenciaanyag TMS. Hogy az oldészerben
levé H' magoktdl szarmazo6 magrezonanciat elkeriiljék, ill. a rezonanciaabszorp-
ciot csokkentsék, a gyakorlatban az anyagok oldasara és higitasara deuterizalt
oldészereket hasznalnak (pl. CDCl,;, C;D,, (CD,),SO, D,0, D,SO,, NaOD stbh.)

Mint lathat6, harom abszorpcids cstcs keletkezik, legnagyobb arnyé-
kolasi egyiitthatéval a -CH, metil csoport protonjai rendelkeznek (7 ~ 9
ppm). Az abszorpciés gorbék felett talalhaték az integralt gérbék, amelyek
az abszorpcids gorbe alatti teriilettel aranyosak, és segitségiikkel a magrezo-
nancidban részt vevé protonok relativ szama meghatarozhaté. A relativ inten-
zitas 1:2:3 az etanol szerkezeti képletének megfelelGen.
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Ha az etanolt vagy mas kémiai vegyiiletet nagyfelbontasd nmr spektro-
méterrel vizsgaljuk (szilird testek esetén szélessavi nmr hasznalatos), akkor
tovabbi érdekes jelenséget figyelhetiink meg. A kiilonb6z6 kémiai eltolédas-
nak megfelelGen rendezddve megkapjuk az egyes csoportok rezonanciagorbéit,
de a rezonanciagorbék tobb egymashoz kézel fekvd vonalbdl allnak, az abszorp-
cios gorbéknek finomszerkezete van (multiplett szerkezet). Mint a 19. dbrabol
lathat6, amely az etanol nagyfelbontasa 60 MHz-es spektrométeren késziilt
spektrumat mutatja, hogy az -OH és -CH, csoportoknak megfelel§ helyen az

_\\1‘\\

| —

5 - 7 8 9 10 P.P.M.
-OH H20  -CHo- i CHs ™S

19. dbra. Etanol (969;-0s) nmr spektruma 60 MHz-es spektrométerrel. A felsg gorbék az
integralt spektrumot mutatjdk, amelybdl az egyes funkciés csoportokban levd protonok
relativ szdma meghatarozhat6. A vizszintes tengely a kémiai eltoléddst mutatja 7-skilaban

abszorpciés gorbe triplettre, a -CH,- csoportnak megfelelé helyen pedig egy
nyvole vonalbél allé csoportra hasad fel. A spektrumok ilyen multiplett szer-
kezete a magokat koriilvevé elektronburok kozvetitésével a kiillonb6z6 kémiai
csoportok magjainak spin-spin kélcsénhatisira vezethetd vissza. A spin-spin
kélesonhatasra jellemz8 mennyiség a csatoldst allandé, amely a kémiai eltolé-
das mellett az nmr spektrumok legfontosabb jellemzgje, dont8 informacio-
forras a kémiai szerkezet felderitésében, és a kémiai eltolodassal szemben nem
figg az alkalmazott magneses tér nagysagatol. A csatolasi allandé értékét,
amely vegyértékszogtdl, hibridizaciés allapottél, konjugaciés effektustél,
valamint induktiv és mezomér hatasoktdl fiigg, az azonos multiplettbe tartozo
rezonanciaabszorpciés gorbék egymastol valé tavolsagaval adhatjuk meg
frekvenciaegységhen kifejezve. A csatolasi allandékat a kvantummechanika
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modszereivel kiszamithatjuk (ArNoLD, TEws 1966, Corio 1966, ROBERTS
1962, WaucH 1965).

A -CH; metil csoportnal keletkezé multiplettet az alabbiak szerint ér-
telmezhetjiik: a szomszédos -CH,- metilén csoport két protonjanak spinje a
kiils6 magneses térben a kovetkez§ relativ spin-orientédciékkal rendelkezik:

lokalis tér a -CH,

A - CH, - csoport protonjainak orientacioja csoport helyén

T nagyobb, mint H,

Ho
a ket spin magneses
hatasa egymast

[

T J

l T kompenzalja
J |

Ho

kisebb, mint H,

A vazolt harom allapot a -CH; csoport helyén kissé megvaltoztatja a
magneses teret és ennek megfelelgen a metil csoport abszorpciés gorbéje harom
vonalra hasad fel. Mivel a masodik allapot kétszeres sillyal rendelkezik, a
kozépsd vonal intenzitasa kétszer akkora lesz, a relativ intenzitasarany 1:2:1.
Ugyanez az eredmény adédik az -OH csoport esetére is, de a metil csoportban
levé protonok nagyobb szama miatt a csoportok kozotti intenzitasviszony 1:3.

Hasonlé meggondolassal értelmezhet8 a metiléncsoport felhasadasa. A
metil csoport protonjainak relativ spin-orientaciéi:

St R lokalis téra -CH,—
A -CHj - csoport protonjainak orientacioja 2
T 3iCSOpOttig ) 4 ) csoport helyén

T T T nagyobb, mint H,

nagyobb, mint H,

kisebb, mint H.

kisebb, mint H.

— |le— — 3 | e—— —
— | — |- — —
— | e— — — | — — —
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A vazolt dsszeallitas alapjan négy lehetséges allapot van, amelyek kéziil
a masodik és harmadik allapot haromszoros sillyal rendelkezik. A kéleson-
hatas kovetkeztében a metiléncsoport elsGdlegesen 1:3:3:1 relativ intenzitasu
kvartettre hasad fel, de ha megfontoljuk, hogy a szomszédos -OH csoport
egy protonjanak +1/2 és —1/2 allapota lehetséges és ez utébbi szintén
kolesonhat a metiléncsoport két protonjaval, akkor a kvartett minden egyes
vonala ezen kélcsénhatas kovetkeztében két vonalra hasad fel. A két kol-
csonhatas egyiittes ereményeként 4x2 = 8 abszorpciés gorbét kapunk.
Ha az etanol vizes kozegben oldott, az -OH csoport H' magjai a viz H*'
mag-jaival valé kicseréldése miatt a spektrum egyszertisédik. Az -OH cso-
port helyén szinglettet, mig a -CH,- csoport helyén quartettet figyelhe-
tink meg.

5. A magneses magrezonancia alkalmazdsa biologiai rendszereknél

Az nmr spektroszképianal az elsddleges informaciéforras egy adott
vegyiiletnél az egyes csoportok kémiai eltolodasa és a spin-spin kélesonhatas
kovetkeztében keletkezett multiplett szerkezet. A spektrum kvantitativ ki-
értékelésébsl fontos kovetkeztetések vonhatdk le a molekula szerkezetére.
A szerkezet analizise kis molekulasilyd anyagok esetében még viszonylag
konnyen keresztiilvihet§, mivel az azonos kémiai kérnyezetben levd protonok
szama csekély és igy az egyes abszorpcios gorbékhez a megfelels protonok vagy
csoportok hozzarendelhetfk. Lényegesen valtozik a helyzet, ha nagyobb mole-
kulastlyd anyag, mint pl. biopolimér, vagy a biokémiaban fontos szerepet
jatszé szteroid szerkezeti meghatarozasa a kitiizott feladat (Bruskov 1966).
Az azonos vagy kozel azonos helyzetben levs protonok meglehetésen bonyo-
lult, egymast atfed§ vonalrendszert alkotnak a protonok nagy szdma miatt,
masrészt a molekulak szobah8mérsékleten is gatolt forgasa a spektrumvona-
lak kiszélesedését okozza (relaxaciés folyamatok, ALTSHULER 1967). A nehéz-
ségek biopolimérek esetében még azzal fokozédnak, hogy a paraméterek, mint
a hémérséklet, koncentracié, pH-érték, oldészer vagy a puffer ionkoncentra-
ciéja csak sziik tartomanyon beliil véltoztathaté, ellenkezd esetben a nativ
struktira jelent8s karosodast szenved. Szerencsésnek mondhaté koriillmény
annak felismerése a biolégiailag aktiv molekulak szerkezetvizsgalatanal, hogy
egyes csoportok a molekuldhoz laziabban vannak kapcsolva és igy ezek az
osszefolyé vonalrendszert8l elkiiloniilten jelentkeznek és ezek helyzetének
valtozasabél a spektrumban, amelyet valamilyen helyettesit6 csoport magneses
arnyékolasa hoz létre, az azonositds vagy a szerkezetre vonatkozé véltozas
megallapitiasa elvégezhetd. IjJ perspektivakat nyit biolégiai rendszerek vizs-
galatara a C!3-rezonancia és a magasabb frekvencian végzett nmr vizsgalat
(FErGUsoN, PrrLuips 1967), valamint a Fourier-spektroszképia eljarasanak
bevezetése (ErRNsT, ANDERSON 1965).
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A jelenlegi miiszerezettség szintjét alapul véve a biol6giai teriileten siker-
rel dolgozhatnank olyan problémakon, amelyek a viz 4llapotaval kapcsolato-
sak mind él6 rendszerekben, mind pedig j6l definialt modellrendszerekben.
A biolégiai kozleményekben szerepls ,kotott”, ,,jégszerti” és ,,gyorsan ki-
cserél6dd” viz meghatarozasa fogalmilag nem elég vilagos, az nmr rezonancia-
spektroszkoépia fogalmaival, mint a rotaciés korrelaciés id§, 6ndiffziés egyiitt-
haté, bizonyos mértékig precizirozhaté. A rotacids korrelaciés idd a spin-racs
(T,) és spin-spin (T,) relaxaciés id6k segitségével mérhetd, ill. szamithaté
(BLOEMBERGEN ¢és mts. 1948). Folyadékban a gyors forgas kovetkeztében a
molekulak kozotti dipolaris kélesonhatasok kiatlagolédnak, igy a vonalak
szélessége milligauss nagysagrendii, Szilard fazisban a dipdlaris kélesonhatas
miatt néhany gauss szélességii vonalakhoz jutunk. A széles vonalak igen gyak-
ran nem detektalhatdk és az eredmény ebben az esetben az integralt rezonancia-
intenzitishan egy csokkenés, amelyet ,,teriilet deficit”’-nek szokéas nevezni.

Mar a korai nmr vizsgalatoknal megallapitottak makromolekularis ol-
datokban, hogy a viz jel teriilet deficitet mutat, amelyet annak tulajdonitot-
tak, hogy a viz mintegy 20—259-a ,,jégszerd’’ struktiraban talalhaté, anélkiil
azonban, hogy jellemezték volna a mozgasi gatoltsag fokat. Eltekintve attdl,
hogy lokalis diamigneses anizotrépia vagy paraméagneses ionok jelenléte is
okozhat hasonlé effektust, sokkal valésziniibb az alabbi magyarazat:

1. teljes csokkenés a vizmolekulak mobilitasaban,

2. a viz molekuldk gyors kicserélddése a ,,szabad viz’” és tébb mole-
kularis mozgasban gatolt ,,kotott” viz frakeié kozott,

3. a vizmolekulak o6ndiffiziés egytitthatéjanak, D-nek (cm?sec) csok-
kenése, amelyet a hidratalt makromolekulak jelenléte valt ki.

A protonoktél szarmazé nmr spektrumot a 20. abra mutatja, amely
tojassargajabol vett mintan késziilt (SzaLay, Arap1 1973).

Az nmr vizsgalatok szép példaja mutathaté be Frirz és Swirr (1967)
mérései alapjan, akik béka idegen két nmr abszorpciés gorbét tudtak észlelni,
ha az ideget olyan Ringer-oldatba helyezték, amely 0,04 M CoCl, vagy 0,01
M MnCl,-t tartalmazott. Kezelés elftt csupan egy nmr jel figyelhetd meg 2,7
Hz szélességgel és a kezelés utan megjelend két nmr jel egyiittes integralis

B e 4

4 5 6 7 8 9 10

20. dbra. Tojassargajabél vett minta 60 MHz-es spektruma (fent), alul a tiszta H,0/D,0
minta spektruma
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intenzitasa megegyezik a kiindulé allapot intenzitasaval, ami arra utal, hogy a
vonalak valamennyi vizet a mintaban reprezentaljak. CoCl, kezelés utan az
egyik vonal eltolédasa fiiggetlen a CoCl, koncentracigjatél, ami azt jelenti,
hogy a vonal reprezentalja az intracellularis vizet, amelyben a Co?* ion nem
képes bediffundalni.

A két vonal relativ teriilete észrevehetden valtozott az ideg elektromos
vagy kémiai depolarizalasara. Mn?+ ionok esetén csupan a nem eltolédé vonal
(intracellularis viz) volt megfigyelhet§*, és depolarizacié esetén az integralis
intenzitasa a teljes viz 659,-arol 439,-ra csokkent. Ez azt jelenti, hogy a de-
polarizacié folyaman az intracellularis térfogat tetemes valtozasaval kell sza-
molni. A kisérletek alapjan az extracellularis-intracellularis vizkicserélgdés
sebessége (kap) a W vonalszélesség hdmérséklet-fiiggésébdl kiszamithato
[#W = 1(T, + k;p)]. 1073 cm/s atlagpermeabilitast feltételezve a viz sza-
mara, az axon atmérdjére 11,3 um-t kaptak, amely j6 egyezésben van az op-
tikai kett8storés mérésekkel.

Hasonlé technikaval megvizsgaltak depolarizalé (cevadin, acetilkolin)
és blokkolé agensek (prokain, tubokurarin) hatasat. A depolarizalé agensek
olyan effektust hoztak létre, mint az elektromos depolarizacié, kivéve az acetil-
kolint, amelynek hatasara nem csokkent az intracellularis viz mennyisége.
Ezzel szemben a blokkol6 agensek megnévelik az intracellularis és extracel-
lularis viz kozott a kicserélédés sebességét.
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