
MODERN FIZIKAI MÓDSZEREK (EPR, NMR)* 
A MEMBRÁNOK SZERKEZETÉNEK VIZSGÁLATÁNÁL 

B É L Á G Y I J Ó Z S E F 

P O T E K ö z p o n t i L a b o r a t ó r i u m , Pécs 

A fizikai és kémia i t u d o m á n y o k rohamos fej lődése, a biológiai és orvos-
t u d o m á n y o k n á l a k v a n t i t a t í v megfoga lmazásra való törekvés szükségszerűvé 
t e t t e az egyes t u d o m á n y á g a k széles felületen t ö r t é n ő kapcso lódásá t . A kvant i -
t a t í v megfoga lmazás e lengedhete t len feltétele a sok kö rü lményre k i te r jedő 
i n f o r m a t í v mérés és az egzakt t e r m é s z e t t u d o m á n y o k törvényszerűségeinek 
a lka lmazása . A biológiai rendszerek bonyolu l t ságá t tekintve a mérési mód-
szerek rendk ívü l széles skálá jára v a n szükség az elektron- és molekulár is bio-
lógiától a biológiai au toma t i zmusok szabályozáselmélet i t á rgya lásá ig . A jelen 
r e f e r á t u m keretei közö t t a sok egyenér tékű és hasznos módszer közül ké t , 
v iszonylag rövid m ú l t r a v issza tekin tő módszert emelünk ki, az e l ek t ron para-
mágneses rezonancia (epr) és mágneses magrezonancia (nmr) módsze r t , első-
sorban a jelenleg igen e l te r jed ten a lka lmazo t t spin-label módsze r t . 

1. Az elektron paramágneses rezonancia alapjai 

Az elektron paramágneses rezonancia v a g y elektronspin rezonancia 
spekt roszkópia a mágneses rezonanc ia módszerével vizsgálja a pa ramágneses 
je lenségeket . A paramágnesség e lek t ronoktó l származó hatás , a m e l y kompen-
zá la t lan spinű a t o m o k , szabad gyökök (a va lenciae lekt ron-rendszer egy és 
csakis egy pár nélkül i e lektront t a r t a l m a z ) , egyes molekulák és makromoleku-
lák, v a l a m i n t részlegesen be tö l tö t t belső héjú fémionok (pl. á t m e n e t i fémek 
esetén 3d héj) ese tében nyi lvánul meg . Az epr spektroszkópia e rendszerek 
mágneses térben észlelhető energianívói t t anu lmányozza a l k a l m a s a n válasz-
t o t t f r ekvenc i á jú e lekt romágneses t é r (rendszerint mikrohul lámú t a r t o m á n y ) 
je lenlé tében ( A B R A G A M 1 9 6 1 , B L U M E N F E L D és m t s . 1 9 6 6 , C A R R I G T O N , M C 

L A C H L A N 1 9 6 7 , P A K E 1 9 6 2 , P O O L E 1 9 6 7 , ZAVOISKI 1 9 4 5 ) . A m ó d s z e r előnye 
a n a g y érzékenység mel le t t a r ra veze the tő vissza, hogy a v izsgál t rendszer 
energianívói a pa ramágneses c e n t r u m környeze tében levő e lek t romos és mág-
neses t e r ek pe r tu rbá ló ha tása f o l y t á n többé-kevésbé specif ikusan vá l toznak 

* ep r , e lekt ron p a r a m á g n e s e s r e z o n a n c i a 
n m r , mágneses magrezonanc ia 
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meg és így lehetőség nyíl ik a molekulaszerkezet f i n o m a b b részleteinek tanul-
mányozásá ra , másrész t m a g u k n a k a kö l c sönha t á soknak mélyebb megértésére 
( A L T S C H U L E R , K O Z Y R E V 1 9 6 3 , A Y S C O U G H 1 9 6 7 , E H R E N B E R G é s m t s . 1 9 6 7 , 

I N G R A M 1 9 5 8 , 1 9 7 0 , S C H E F F L E R , S T E G M A N N 1 9 7 0 , S C H L Ä F E R , G L I M A N N 1 9 6 7 ) , 

va lamin t különböző biológiai p rob l émák t a n u l m á n y o z á s á r a (BÉLÁGYI 1967, 
I S E N B E R G 1 9 6 4 , S C H O F F A 1 9 6 4 ) . 

Az epr spek t roszkópia , más spekt roszkópia i módszerekhez hasonlóan, 
a n e t t ó energ iaabszorpció t méri a je lenlevő sugárzás i térből , ha a molekulák 
energ iaá l lapo tuka t m e g v á l t o z t a t j á k . Az energiaabszorpció megvalósulásához 
ké t fe l té te lnek kell te l jesülnie : 

a ) a sugárzási k v a n t u m ene rg iá j ának (hr) egyenlőnek kell lennie a mole-
ku la energiaszint jei k ö z ö t t i távolsággal (zlE), azaz 

hv = AE 

Ez az ú n . rezonancia-fe l té te l . 
b ) a sugárzás e lek t romos v a g y mágneses komponensének képesnek kell 

lennie ar ra , hogy ger jesszen a molekulában egy oszcilláló e lek t romos vagy 
mágneses dipólust ; h a ez teljesül, azt mond juk , az á t m e n e t megengede t t . (Pl. 
a sugárzási tér a m ik rohu l l ámú t a r t o m á n y b a n csak olyan molekulákkal lép 
kö lcsönha tásba , a m e l y e k permanens elektromos dipólus m o m e n t u m m a l ren-
delkeznek, mint a HCl , amelynél a molekula ro t ác ió j a hozza létre a megkívánt 
oszcilláló e lektromos t e r e t , az N2-nél azonban, v a g y a sz immetr ikusan helyet-
t e s í t e t t acetilénnél [RC = CR], jó l lehet , van molekulár i s rotáció és ennek meg-
felelően rotációs energiasz in tek , még sincs energiaabszorpció, mivel nincs dipó-
lu smomen tum. ) 

H a a molekula mágneses d i p ó l u s m o m e n t u m m a l rendelkezik (az emlí te t t 
pa ramágneses t u l a j d o n s á g ú molekulák) , energiaabszorpciót csak a k k o r figyel-
h e t ü n k meg, ha egy ide jű leg s t a t ikus mágneses t é r is jelen van . Az elektron 
mágneses d ipó lu smomen tuma abból származik, h o g y a töltéssel b í ró elektron 
az a t o m i modellek é r t e lmében a mag körül m e g h a t á r o z o t t pályán ker ing , amely 
így mágneses te re t ge r jesz t . Ké t mágneses m o m e n t u m lehetséges; az egyik az 
e lek t ron pá lyamozgásábó l származik , ez az ú n . pályamágnesség, a másik az 
e lek t ron sa já t m e c h a n i k a i i m p u l z u s m o m e n t u m á t ó l , a spintől, ez az ún. spin-
mágnesség. Az ese tek d ö n t ő többségében a tel jes mágneses m o m e n t u m (a ké t 
mágneses m o m e n t u m vektor i összege) 99%-a spinmágnesség, így a pálya-
mágnességet p e r t u r b á c i ó n a k t e k i n t h e t j ü k . A spinmágnességtől származó 
mágneses m o m e n t u m nagysága : 

I « S = — N S , 
mc 

ahol e az elektron tö l tése , m a tömege , с a fény t e r j edés i sebessége, NS pedig 
az e lekt ron sa já t impu lzus m o m e n t u m a . Mivel 
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N s = — M s , 

1 
ahol h a Planck-féle ál landó, Ms p ed ig a s p i n k v a n t u m s z á m , amely a + 

1 • 2 
€ S о ér tékeket v e h e t i fel, így 

eh 
MS = 2/?MS , 

4jt m c 

ahol ß az ún . Bohr -magneton , a mágneses m o m e n t u m elemi egysége. Ez az 
összefüggés szigorúan csak „ s z a b a d " e lekt ronokra érvényes (nincs pálya-
m o m e n t u m ) , ezért molekulához kapcso l t e lekt ron esetén az összefüggés: 

(is = gß M s , 

ahol g ke t tőhöz közelálló számérték 
S t a t i k u s mágneses térben a mágneses dipólusok m e g h a t á r o z o t t i r ány t 

vesznek fel , mint az i r á n y t ű a földi mágneses t é rben . Hogy a mágneses dipó-
lust az a d o t t helyzetéből ki tér í tsük, m u n k á t kell végeznünk , melynek nagysága 

E = / Í H cos cp , 

ahol H a s ta t ikus mágneses tér térerőssége, rp pedig a /< és H ál tal bezár t szög. 
Mivel az elektronspin külső mágneses té rben csak a térrel para le l vagy anti-
paralel á l lha t be, ezér t az e lek t ronspin mágneses m o m e n t u m a i n a k energiái : 

E = g / m M s = ± T g j ő H 
íá 

l ehe tnek . E z t m u t a t j a szemléletesen az 1. ábra . 

1. ábra. Energiaszintek mágneses térben. Energiae lnyelés csak a rezonancia-fe l té te l tel jesülése 
esetén lehetséges 

3* MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 



2 4 BÉLÁGYI JÓZSEF 

A m e g a d o t t összefüggések szerint az energiasz in tek ún. fe lhasadása az 
a lka lmazot t mágneses té r nagyságá tó l függ. E g y ado t t H ( l mágneses térerős-
ségnél az energiafe lhasadás nagysága , azaz az energianívók távo l sága : 

E = E x — E 2 = g/SH0 . 

A Bohr-féle f r ekvenc ia t é t e l ér te lmében külső e lek t romágneses tér jelen-
lé tében á t m e n e t e k i n d u k á l h a t o k az alsó energianívóról a felsőre (abszorpció) 
és megfordí tva a felső energiaszintről az alsóra (emisszió). Az á tmene t ek létre-
hozásának fel té te le t ehá t : 

HE = hj>, azaz 

hv = g / ш , , . 

Az u tóbb i összefüggés az e lektronspin-rezonancia tel jesülésének fel-
té tele . Ha H 0 a gyako r l a tban a lka lmazot t 3.300 Oe, akko r 

v = = 9 . 5 . Ю» H z , ill. 
h 

с 
X = — = 3,2 cm , 

v 

azaz a mérés az e lek t romágneses hul lámok mik rohu l l ámú t a r t o m á n y á b a n 
(30 cm —1 m m ) va lós í tha tó meg . 

Az a tomi rendszer e se tében (a gyakor la tban mindig sokaságot vizsgálunk) 
az elektronok spinjei az energ ianívókon való megoszlást illetően Boltzmann-
eloszlást k ö v e t n e k : 

N x = A • exp (— E J k T ) és 

N 2 = A • exp ( - E 2 / k T ) , 

ahol A ál landó, к = 1,38 - 1 0 _ l e erg/fok az ún . B o l t z m a n n ál landó, Nx, ill. 
N j j N o ^ N J ped ig az E x , ill. E 2 energiájú nívókon levő e lekt ronspinek száma. 
Egyszerű számí tás u t á n : 

^ L = 1 + E j — E 2 

N t k T 

Ha N = N X + N 2 , A N = N 2 - N J ( H N > 0 ) , akkor 
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ami azt je lent i , hogy a rezonanciafe l té te l teljesülése esetén a nívókhoz t a r tozó 
betöl tés i számok különbözősége m i a t t n e t t ó energiaabszorpcióval kell számolni . 
Mivel az energiaabszorpcióér t a spinrendszer felelős, t o v á b b á ez az abszorpció 
csupán a rezonanciafe l té te l teljesülése esetén je lentős , a jelenséget elektron-
spin-rezonancia abszorpciónak vagy elektron paramágneses rezonancia abszorpció-
nak nevezzük . A kémia i kötésben n e m levő pá ros í t a t l an spinek száma N-nel 
arányos, így az utolsó összefüggés fon tos fizikai t a r t a l m a t t a k a r : az energia-
abszorpcióból a pá ro s í t a t l an spinek számára lehet köve tkez te tn i . 

A spekt roszkópia a lap já t képező jelenség t e h á t akkor következik be, 
ha a H 0 külső mágneses térben levő pa ramágneses cen t rumoka t egyidejűleg 

h 

f r ekvenc i á jú e lekt romágneses sugárzási térbe he lyezzük. A tér által e lőidézet t 
i nduká l t emisszió és abszorpció, amely a nívók populác ió jában levő csekély 
különbség mia t t a sugárzás i térből va ló energiaelnyerésre vezet , ado t t H 0 és v 
esetén rezonancia-szerűen következik be. 

A mérés f e l ada ta t e h á t az abszorbeál t energia pontos reg isz t rá lásában 
nyi lvánul meg. Az alapösszefüggésből következ ik , hogy az energaabszorpció 
észlelése elvileg ké t kü lönböző ú ton mehe t végbe: 

1. a sugárzási t é r f r ekvenc i á j ának vá l toz t a t á sáva l rögzí te t t H 0 -ná l , 
2. a mágneses térerősség (H) vá l toz t a t á sáva l rögzí te t t f rekvenc iáná l . 
Az epr berendezés részleteinek ismerte tésétől i t t e l t ek in tünk , c s u p á n 

annyi t j egyzünk meg, hogy technikai okokból az abszorpciós görbe első diffe-
renc iá lhányadosá t reg isz t rá l ják (2. ábra) . A t echn ika i részleteket k i t ű n ő 
monográ f i ák és összefoglaló cikkek t á r g y a l j á k , amelyek közül n é h á n y a t az 
i rodalomjegyzékben idézünk ( B L U M E N F E L D és m t s . 1 9 6 6 , F E H E R 1 9 5 7 , I N G -

R A M 1 9 5 5 , P O O L E 1 9 6 7 , S T O O D L E Y 1 9 6 3 ) . 
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Az epr spek t rumból szerezhető in formác iók az a l ább iakban fogla lhatók 
össze: 

1. Integrált intenzitás: az abszorpciós görbe a la t t i t e rü l e t a m i n t á b a n 
jelenlevő l epá ros í t a t l an e lek t ronok számáva l arányos . Modern spek t rométe rek-
kel 1010 l epá ros í t a t l an e lekt ron m u t a t h a t ó ki egy m i n t á b a n 1 gauss vonalszéles-
ség mellet t . Vonalszélesség a l a t t az abszorpciós görbe félértékszélességét ér t-
j ü k (lásd 2. á b r a zffl). 

2. A spektrumvonal szélessége és alakja: a spek t rumvona lak szélességét és 
a l a k j á t a l epá ros í t a t l an e l ek t ronnak a környeze téve l való kö lcsönha tás szabja 
meg . A m i k r o h u l l á m ú térből a részecskék á l ta l elnyelt energia ha t á sá r a meg-
vál tozik a be tö l t é s i számok k ia lakul t s t ac ionár ius egyensúlya . Szükséges, 
l iogy a részecskék az energiafeleslegüket va lami lyen módon l e a d j á k ; ellen-
kező esetben az energiafelvétel mia t t a be tö l t és i számokban kezde tben fenn-
álló különbség kiegyenl í tődne és ez az abszorpció megszűnését e redményezné 
(telítési e f f e k t u s ; a különbség a két nívó k ö z ö t t alig több , min t 0 , 1 % szoba-
hőmérsék le ten) . 

A pa ramágnese s m i n t á b a n végbemenő f o l y a m a t o k a t , amelyek az egyen-
súlyi részecske-eloszlást b i z to s í t j ák és egyidejűleg s tacionár iussá teszik az 
energiaelnyelési fo lyamato t , relaxációs folyamatoknak nevezzük . A lepárosí-
t a t l a n e l ek t ronok rendszere a sugárzási t é r b ő l fe lvet t energiát á t a d h a t j a az 
a n y a g többi m o l e k u l á j á n a k és ez mint hőenergia jelenik meg. Az eredet i mág-
neses energia a spin-pálya csatoláson keresz tü l j u t a min ta molekuláiból álló 
rendszerhez, az ún . rácshoz. E n n e k az energ iaá tadás i f o l y a m a t n a k a jellem-
zője a spin-rács relaxációs idő (Tx), amely szabad gyököknél hosszú, alacsony 
hőmérsékle ten néhány másodpe rc is l ehe t , míg paramágneses fémionoknál 
az erős sp in -pá lya csatolás köve tkez t ében 1 0 ~ ? — 1 0 - 8 sec. A relaxációs folya-
m a t másik, az előbbivel egyidejűleg v é g b e m e n ő fo lyamata a spin-spin kölcsön-
h a t á s , amely lepáros í ta t lan e l ek t ronnak más elektronspinekkel vagy mag-
spinekkel v a l ó klasszikus mágneses dipól-dipól kö lcsönha tására veze the tő 
vissza. Szilárd fázisban egykr is tá lyok esetén a relaxációs f o l y a m a t r a jellemző 
spin-spin relaxációs idő (T2) ~ 1(V8 sec szabad gyököknél, amely 3—5 gauss 
vonalszélességet eredményez, míg amorf v a g y polikristályos a n y a g b a n a vonal-
szélesség 20 30 gauss is l ehe t . Kisviszkozi tású fo lyadékfáz isban ez az i rány-
függő dipól-dipól kölcsönhatás a molekulák gyors Brown-mozgása révén ki-
át lagolódik, és így 10~ 3—10~ 4 mol/1 h íg í t ású o lda tban 50 100 mgauss széles-
ségű vonalak f igyelhetők meg , amely ~ 10 ~6 sec spin-spin relaxációs időnek 
felel meg. Részle tes t á rgya lás t a l á lha tó C A R R I N G T O N , M C L A C H L A N ( 1 9 6 7 ) és 
F R E E D ( 1 9 7 2 ) munká iban . 

3. g-faktor: Teljesen s zabad e lek t ron esetén a g - fak tor ér téke g — 2, 
de a re la t iv isz t ikus e f fek tusok f igyelembevételével g = 2,0023. Az a tom-
m a g körül v a g y molekulapá lyán mozgó e lekt ronok azonban nem tek in t -
h e t ő k s z a b a d n a k (szabadnak abban az ér te lemben, hogy nincs pálya-
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impu lzus -momen tum) a sp in-pálya kölcsönhatás m i a t t . Az e lektronspinre 
nemcsak az a lka lmazot t mágneses t é r ha t , hanem a környező ionok elek-
t r o m o s tere is befolyásol ja az e lek t ron pá lyamozgásá t és a spin-pálya 
csatoláson keresztül m e g v á l t o z t a t j a a mágneses ene rg i áka t . Ennek következ-
b e n kris tályos anyagban a g - fak to r f ü g g az a lka lmazo t t H mágneses t é r és a 
k r i s t á ly t an i tengelyek á l ta l bezár t szögtől , a g - fak tor t e h á t an izot rop . A g-
f a k t o r mérése fontos felvilágosítással szolgál főleg egykr is tá lyok mérése 
ese tén — a lepáros í ta t lan e lek t ron , ill. s zabad gyök té rbe l i szerkezetére és szim-
met r iav i szonya i ra . 

4. Az esr spektrumok hiperfinom szerkezete: Az epr sp ek t ru mo k h iper f inom 
szerkezete szolgál ta t ja a kémikus és biológus számára a legfontosabb infor-
mác ióka t . A h iper f inom szerkezet a lepáros í ta t lan e l ek t ron mágneses momen-
t u m á n a k és a környeze tében levő zérus tó l különböző mágneses m o m e n t u m ú 
m a g (H1 , N14, Mn55) kö lcsönha tásának e r edményekén t j ö n létre. A h iper f inom 
szerkezete t lé trehozó kö lcsönha tás egy izotróp és egy anizotrop h iper f inom 
kölcsönhatásból áll. Az anizot rop v a g y dipoláris h ipe r f inom kölcsönhatás 
a klasszikus dipol-dipol kö lc sönha tá s ra veze the tő vissza , míg a kölcsönhatás 
más ik f o r m á j a k lassz ikusan nem ér te lmezhe tő és abbó l adódik, h o g y a le-
pá ros í t a t l an e lekt ron-sűrűség a kérdéses mag helyen zérustól kü lönböző. A 
kölcsönhatás ezen f o r m á j a függet len a t tó l , hogy a pa ramágneses cen t rum 
szi lárd a n y a g b a n vagy fo lyadékközegben helyezkedik el, e l lenté tben az an-
izo t rop h iperf inom kölcsönhatássa l , ame ly alacsony viszkozi tású fo lyadékban 
k iá t l ago lódha t a gyors forgás k ö v e t k e z t é b e n . 

Egy lepáros í ta t lan e lek t ron és egy kölcsönható m a g esetén a h iper f inom 
szerkezet keletkezését a 3. á b r a vázol ja . 

A N14 magsp in je 1 = 1 h/2jr egységekben, így az i r á n y k v a n t á l á s n a k meg-
felelően külső mágneses t é r b e n három lehetséges beál lással rendelkezik az m = 
= 1,0, — 1 mágneses k v a n t u m s z á m o k n a k megfelelően. A h a t energianívó között 

/ 
/ 
\ 

\ 

\ 
- Í9PH. 

-л 

- о 
• - 1 

3. ábra. H ipe r f i nom szerkezet kele tkezésének s é m á j a a n i t rogénoxid szabad gyök esetében 
(I = 1) 
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h á r o m megengede t t e n e r g i a á t m e n e t lehetséges (a mágneses k v a n t u m s z á m o k 
az á tmene tné l n e m v á l t o z h a t n a k ) . A k a p o t t spek t rumot a 4. ábra m u t a t j a 
peroxi lamin d iszul fonát ionrad iká l (S0 3 ) 2 N0' 2 _ esetében vizes o lda tban 10~ 4 

M koncentráció ese tén . 

10 G 

4. ábra. P e r o x i l a m i n d i s z u l f o n á t i on rad iká l h í g o l d a t á n a k e p r s p e k t r u m a 

A legkisebb mágneses t é r n é l bekövetkező energiaabszorpció az m = 
+ 1 magspin-beál lásnak felel m e g (részleteket illetően lásd A Y S C O U G H 1967, 
B L U M E N F E L D é s m t s . 1 9 6 6 , H U D S O N , L U C K H U R S T 1 9 6 9 , K I V E L S O N 1 9 6 0 , 

K N E U B Ü H L 1960 munká i t ) . A k é t szomszédos nu l l -á tmene t közö t t i t á v o l s á g 
g a u s s b a n mérve az izotróp h i p e r f i n o m kölcsönhatás i á l landó (a) é r tékét a d j a . 
A 4. áb rán b e m u t a t o t t peroxi lamin diszulfonát ionradikál e se tén a = 13,02 G. 

2. Spin-label epr módszer 

A biológiai s t r u k t ú r a és f u n k c i ó jobb megér tése és a je lenségek kielégítő 
ér te lmezése é rdekében több je lzés i technika t e r j e d t el, m i n t pl. az izotóp 
jelzési módszer ( 1 4 C ) vagy a f luoreszcens jelzési technika ( A L F I M O V A , L I C H -

T E N S T E I N 1 9 7 2 , S T E I N E R , E D E L H O C H 1 9 6 2 , W E B E R 1 9 5 3 ) . E z e n u tóbbi tech-
n i k á n á l a beeső f é n y l ineárisan polarizált , ame lye t a b iomolekulához k a p -
csol t kromofor abszorbeál , és a r eemi t t á l t f luoreszcens sugárzás polarizációs 
f o k á t mérik. H a a molekula az abszorpciós és emissziós f o l y a m a t közben 
m e g v á l t o z t a t t a konfo rmác ió já t (a vál tozás időbeli nagyságrend je 1 0 - 8 - 10~9 

sec), f luoreszcencia depolarizáció következik be . A f luoreszcencia idejéből 
és az emitál t f é n y polarizáció fokából a konformác ióra je l lemző Tc ro tációs 
korrelációs idő k i számí tha tó . 

MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 
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A biológiai rendszerek te rmésze tes á l l a p o t u k b a n t a r t a l m a z n a k para-
mágneses c e n t r u m o k a t ( C O M M O N E R és mts . 1 9 5 4 , I S E N B E R G 1 9 6 4 ) , azonban 
ezen rendszerek száma egyrészt csekély, másrészt a paramágneses c e n t r u m o k 
ad t a sp inkoncent rác ió kevés , sok e s e t b e n nem éri el a de t ek t á lha tóság alsó 
h a t á r á t , v a g y eléri u g y a n , de a mérés körü lménye i o lyanok , hogy a s p e k t r u m -
ból részletes in fo rmác ióka t nem k a p h a t u n k ( B O L T O N és mts . 1 9 7 2 , M A L L A R D , 

K E N T 1 9 6 9 ) . N a g y s z á m ú biológiai rendszer viselkedése t a n u l m á n y o z h a t ó 
azzal a módszerrel , h a alkalmas m ó d o n paramágnesessé tesszük ő k e t stabil 
szabad gyökökkel az ú n . spin Iabellel. A módszer s ikerére mi sem je l lemzőbb, 
min t az, hogy A M C C O N N E L L és m u n k a t á r s a i által k i fe j leszte t t m ó d s z e r ma 
már az epr spek t roszkópia biológiai a lka lmazásának dön tő h á n y a d á t teszi ki 
( F E H E R 1 9 7 0 , G R I F F I T H , W A G G O N E R 1 9 6 9 , H A M I L T O N , M C C O N N E L L 1 9 6 8 , 

M C C O N N E L L , M C F A R L A N D 1 9 7 0 ) . 

A spin label a l a t t o lyan organikus szabad gyökö t é r tünk , amely kovalens 
kötéssel v a g y hidrofob kölcsönhatássa l a b iomolekula specifikus helyéhez 
kapcso lha tó . A spin label tő l megköve te l jük , hogy s t ab i l legyen a t a n u l m á n y o -
zandó fe l té te lek mel le t t , t e h á t vizes o l d a t b a n , a lacsony és nagy sókoncent rác ió 
mel le t t , 2 —10 p H in t e rva l lumban és 20 70° С h ő f o k t a r t o m á n y b a n . A spin 
labelnek é rzékenynek kell lennie a környeze tben végbemenő vá l tozásokra , 
azaz térbel i gát lás , f lu id i t á s , az oldat polar i tása , és ezenkívül nem pe r tu rbá l -
h a t j a a b iomolekulár is s t r u k t ú r á t és a biomolekula funkc ió j á t . Ez u t ó b b i két 
köve t e lmény te rmésze tesen lehetet len, azonban a ké rdés , milyen m é r t é k b e n 
v á l t o z t a t j a meg a label a rendszer t , és az á l ta la k i v á l t o t t zavar m e n n y i b e n kont-
ro l lá lható és menny iben vehe tő számí tá sba az ér tékelésnél , szem e lő t t t a r t a n d ó . 
Mindebből az köve tkez ik , hogy a spin- label molekuláva l jelzett biológiai rend-
szer nem iden t ikus A biológiai rendszer naturál is á l l apo táva l (ELEK és mts. 
1972), de a pe r tu rbác iók különböző mérési kö rü lmények és kü lönböző spin-
Iabelek fe lhasználásával min imal izá lha tók . 

A k u t a t ó m u n k á b a n használt spin-label mo leku lák kizárólag ni t rogén-
oxid stabil szabad gyökök a következő ál ta lános s t r u k t ú r á v a l ( K E A N A , K E A N A 

1 9 6 7 , R O Z A N T Z E V 1 9 7 0 ) : 

Az in fo rmác ióka t , amelyeket a ni t rogénoxid spin-labelek segítségével 
k a p h a t u n k , az a l á b b i a k b a n összegezhet jük ( H A M I L T O N , M C C O N N E L L 1 9 6 8 , 

O H N I S H I 1 9 6 8 ) : 

1. A spin-label epr spek t ruma igen érzékeny a mobil i tás foká ra , amelyet 
a környeze t a label s z á m á r a lehetővé tesz , s ez így a biológiai makromoleku la 
konformác ió jáva l vagy konformáció-vál tozásával összekapcsolható. 

N 

I 
0 

3* MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 



30 BÉLÁGYI JÓZSEF 

2. A spin l abe l g faktora és a h iper f inom csa to lás i állandó vá l toz ik az oldó-
szer polar i tásával , és így a label h idrof i l vagy h id ro fob te rmésze te vizsgálható 
( D O D D é s m t s . 1 9 7 0 , LASSMANN é s m t s . 1 9 7 3 ) . 

3. A b i rad iká l spin-label l ehe tővé teszi b izonyos in termolekulár is köl-
csönha tások v i z s g á l a t á t (CALVIN és mts. 1969). 

A spin-label anyagok, a m e l y e k e t ma c s a k n e m kizárólag haszná lnak , a 
2,2,6,6-tetrameti lpiperidin-l-oxil ( T E M P O ) , ill. 2 ,2,5,5-tetrameti lpirrol idin-l-
oxil származékai ( M C C O N N E L L , M C F A R L A N D 1970, ROZANTZEV 1970; S T O N E 

és m t s . 1965): 

R 

0 0 

ahol R r ep rezen tá l j a a különböző kémiai c s o p o r t o k a t , amelyek a vizsgálandó 
p rob l éma t e rmésze té tő l függenek (ionos csoport , hosszú hidrofil lánc , szteroid, 
s tb . ) . Az R c s o p o r t o n keresztül kapcsolódik a spin-label a b iomolekulához . 
N é h á n y a m e m b r á n o k vizsgála tához használt l abe l t az 5. á b r a demons t rá l j a 
( H U B B E L L , M C C O N N E L L 1 9 7 1 ) . 

О 
NO2 

N H - ^ ^ - N O , 

N0 . ó 
ГЛ n 

о H - O 

CH3-(CH2)^ C(CH2ln-C00H 

гЛ « 
0 N~*0 H C-0 -C -R 

CH 3 - (CH 2 ) M - C - I C H 2 ) - C - 0 - C - H 0 ME 
H 2 C - 0 - P - C H -CH - N - M E 

0" ME 

5. ábra. 1. T E M P O 2. Spin- label 2 ,4 -d in i t ro feno l 3. S z t e r o i d spin-label 4. Zs í r s av spin- label 
5. F o s z f o l i p i d sp in - l abe l 
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A köve tkezőkben a n i t r o x i d szabad g y ö k epr s p e k t r u m á n a k néhány jel leg-
zetességét t á r g y a l j u k . A 6. á b r a a n i t rox id szabad gyök térszerkezeté t m u t a t j a 
a molekulához rögzí tet t koord iná t a - r endsze rben ( M C C O N N E L L , M C F A R L A N D 

1 9 7 0 , O H I S H I é s m t s . 1 9 6 6 ) : 

Z 

A lepáros í ta t lan e l ek t ron a t a r t ó z k o d á s i idejének 80 90%-át az N 
a t o m és О a t o m 2pjt mo leku lapá lyá j án t ö l t i , az N, az О és a ké t С a t o m á l t a l 
megha t á rozo t t síkra merőlegesen. Mivel a lepárosí ta t lan e l ek t ron а 2p;r p á l y á n 
t a r tózkod ik , n a g y anizot rop hiperf inom kölcsönhatással kell számolni , és 
közel axiális sz immetr iáva l . H a t ek in t e tbe vesszük az N O csoport 

) n + - ö r ^ ) N - ö . 

mezomér egyensú lyá t , ill. az egyensúly megvá l tozásának lehetőségét a k ö r n y e -
zet től függően , ér thetővé v á l i k , hogy pl. h id ro fob környeze t esetén a m e z o m é r 
egyensúly a n e m töltéssel rendelkező f o r m a felé tolódik el , ami az izotróp csa-
tolási á l landó csökkenésével j á r együt t ( L E V I N E 1 9 7 2 ) . 

A 7. á b r á n a t e t r ame t i l - l , 3 - c ik lobu tánd ion egykr i s t á ly epr s p e k t r u m á t 
m u t a t j u k be , amelyben k is mennyiségű (1 : 100) sp in - labe l t i nkorporá l t ak 
( G R I F F I T H , W A G G O N E R 1 9 6 9 ) . 

A mérések alapján k a p o t t p a r a m é t e r e k e t egy t á b l á z a t b a n t ü n t e t t ü k fel 
( G R I F F I T H é s m t s . 1 9 6 5 ) . 

A biomolekulához kapcso l t spin-label természetesen távol áll a t t ó l a 
rendeze t t ség tő l , amely egykr i s t á lyban v a l ó s u l meg. R a n d o m orientáció e s e t é n 
ké t ha tá rese te t k ü l ö n b ö z t e t ü n k meg: 

a) a spin label szabad és olyan g y o r s a n forog, h o g y az anizotrópia ki-
á t lagolódik , és ekkor há rom éles s p e k t r u m v o n a l f igyelhető m e g (lásd 4. á b r a ) : 

go = у (gxx + g y y + gzz) 

a 0 = i - ( A x x + A y y + Az2) 
О 
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1 

1 

I j „ 1 
1 
1 
1 

, 20 G , 

7. ábra. Diamágnesesen hígítot t spin- label egykr is tá ly epr spek t ruma a gyök három f ő t e n -
gelyének i r á n y á b a n . A negyedik s p e k t r u m di - t -bu t i l ke tonban o l d o t t 10 ~5 M/l sp in - l abe l 
e p r spek t rumát m u t a t j a . A s z a g g a t o t t vonal a D P P H (difenil-pikril-hidrazil . h i te les í téshez 
g y a k r a n használ t s tabi l szabad g y ö k ) g = 2,0036 abszorpciós m a x i m u m á n a k megfelelő rezo-

nanc i aá tmene t e t t ü n t e t i fel 

pa ramé te rekke l . Az Ax, A v , А г , ill. Axx, A y y és Azz a h ipe r f inom csatolási t e n z o r 
komponense i t je lent ik . Az egyes g értékek a g tenzor megfe le lő komponense i . 
Az A és g é r t é k e k a té rka l ibrác ió és hi telesí tő jel g é r t é k é n e k felhasználásával 
egyszerű számolással a d ó d n a k a 7. ábrán b e m u t a t o t t s p e k t r u m b ó l . 

A forgás f r e k v e n c i á j á n a k olyan n a g y n a k kell lennie, hogy 

v > 1 Azz A x x j ~ 73 MHz 
reláció t e l j e sü l jön . 

b) A moleku la mozgása b e van „ f a g y a s z t v a " , azaz az or ientációja r a n d o m , 
de időfügget len. A spek t rum ebben az e s e t b e n a 7. á b r á n l á t h a t ó s p e k t r u m o k 

1. táb láza t 

Egykr is tá lyba b e é p í t e t t spin-label epr spektrumának paramétere i 

gx gy gz A. 1 Ay A, g. a« 

2,0089 2,0061 2,0027 

a kísérleti h iba : 
± 0 , 0 0 0 3 

7,1 ± 0 , 5 5 ,6±0,5 32 ,0±1 ,5 2 ,0060±0 ,002 15,1 ± 0 , 5 

Ax , A v , A2 és a„ értéke g a u s s b a n értendő. 
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szuperpozíciója , azaz a sok részspek t rum á t f e d é s e 6—30 G-ú minden e lőfor-
duló fe lhasadással (8. ábra). E b b e n az e s e t b e n а Щ fe lhasadás kiá t lagolódik, 
míg a két e x t r é m u m érték l ehe tővé teszi az АГГ becslését (HUBBELL, MC-
C O N N E L L 1 9 7 1 , M C C O N N E L L , M C F A R L A N D 1 9 7 0 ) . A s p e k t r u m asz immet r i á ja 
a g - fak to r an izo t róp ia köve tkezménye . Mive l a spin-label molekulák moz-
gása mély hőmérsék le ten e rősen gátolt, e z é r t az ilyen s p e k t r u m o t m u t a t ó 
spin-label mo leku lá t M C C O N N E L L nyomán erősen immobil isnek nevezzük . 
I lyen spek t rumot k é t módon is m e g k a p h a t u n k : egyrészt az egykristály p u l -
verizálásával , más ré sz t az o l d a t „be fagyasz tá sáva l " . Ez u t ó b b i t a 9. á b r a 

• 1 
292 К 

í Г 

l 30 G 1 

8. ábra. E r ő s e n i m m o b i l i s sp in- labe l e p r s p e k t r u m a ( l e n t ) , felül a g y e n g é n immobi l i s s p i n -
l a b e l ep r s p e k t r u m a 

m u t a t j a , ahol a T E M P O L spin- label epr s p e k t r u m a i v a n n a k fe l tün te tve k ü -
lönböző viszkozi tás mellett ( B O L T O N és m t s . 1 9 7 2 , H S I A , P I E T T E 1 9 6 9 ) . 

Az ábrán l á t h a t ó i dőada tok a rotációs korrelációs i d ő k , amelyeket a 
klasszikus S tokes- törvény a l a p j á n számoltak k i . A korrelációs idő a la t t a z t 
az idő t é r t jük , a m e l y szükséges ahhoz, hogy a molekulák a megelőző t é rbe l i 
á l l apo tuka t „e l fe le j t sék" . P o n t o s a b b definíciót adnak C A R R I N G T O N , M C L A C -

H L A N ( 1 9 6 7 ) é s S C H E F F L E R , S T E G M A N N ( 1 9 7 0 ) . 

A hőmérsékle t csökkentésével nyert e p r s p e k t r u m o k a t a 10. ábra m u -
t a t j a ( G R I F F I T H , W A G G O N E R 1 9 6 9 ) . 

A harán tcs íko l t békaizom vízterében o l d o t t amin spin-label epr spek t ru -
m á t a l l . ábra m u t a t j a alacsony (néhány száza lék) v íz ta r t a lom mellett . Ez az 
eset a pulverizálás esetének felel meg ( B É L Á G Y I 1 9 7 3 ) . 

A korrelációs idők k i számí tása b o n y o l u l t a b b ese tekben már nem tö r -
t é n h e t a klasszikus Stokes-összefüggés a l a p j á n , mivel a spin- label molekulák 
n e m rendelkeznek a szükséges szférikus sz immetr iáva l , más ré sz t az ese tek 
nagy részében a spin-label moleku lák k o v a l e n s kötéssel v a n n a k kapcsolva 
u g y a n a b iomolekulához , de ez a kapcsolódás n e m jelent szükségszerűen m e r e v 
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Т - - М Г Т / Г 3 / З К Т 

9. ábra. A T E M P O L spin-label e p r spekt ruma kü lönböző v iszkoz i tású víz—glicerin k e v e r é k -
ben . A s p e k t r u m o k o n f e l t ü n t e t e t t számérték a k lassz ikus S tokes - tö rvény alapján k i s z á m í t o t t 

ro tác iós korrelációs idő t jelenti 

10. ábra. E t i léngl ikolban o ldo t t ni t rogénoxid s z a b a d gyök epr s p e k t r u m a : a) 25 °C, b) — 2 5 °C, 
c ) _ 8 0 °C, d) —150 °C hőmérsékle ten 
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11. ábra. B é k a m.sa r to r ius v í z t e rében o l d o t t a m i n spin- label e p r s p e k t r u m n é h á n y százalék 
v í z t a r t a l o m mel l e t t . Az i m m o b i l i z á l t g y ö k s p e k t r u m o t az i z o m r o s t - k ö t e g d e h i d r á l á s a u t á n 

n y e r t é k . 

kapcso lódás t , és így a korrelációs i d ő nem a n n y i r a a vizsgált b iomoleku la 
mozgásá t méri , hanem a label makromoleku lához v i szony í to t t r e l a t í v mozgá-
sát . A korrelációs idő k i számí tásá ra empi r ikus e l j á r á s o k a t do lgoz tak ki (HA-
MILTON, M C C O N N E L L 1 9 6 8 , K E I T H és m t s . 1 9 7 0 ) . A gyengén immobi l i s kom-
ponensre érvényes összefüggés ( K U Z N E T S O V és m t s . 1 9 7 1 . ) ( r c 1 0 ~ 9 sec): 

тс = 8,4 • 1 0 - 1 M H + 1 ( f l + 1 / l _ 1 — l ) s e c , 

míg az e rősen immobil is komponens esetén megfele lő d i a g r a m o k felhasz-
nálásával ka lkulá l ják a rotációs kor re lác iós időt (MCCALLEY és m t s . 1972, 
S H I M S H I C K , M C C O N N E L L 1 9 7 2 ) . E n n e k lényege az a megfigyelés, h o g y a high-
field (m = —1) és low-f ie ld (m = + 1 ) e x t r é m u m o k távolsága a centrális 
k o m p o n e n s nu l l á tmene t é tő l a v i szkoz i tás növekedésével n ö v e k e d n e k . A spek-
t rumbó l a 

x = Н ( т ) Н ( т - * • 0 ) 1 0 0 

H ( t — > o o ) - H ( T - * 0 ) 

empi r ikus s zámada t képezhe tő , ame ly d i rek t összefüggésbe h o z h a t ó a rotációs 
korrelációs idővel. A f o r m u l á b a n Н(т) je len t i az m = + 1 á t m e n e t h e z ta r tozó 
abszorpciós görbe első d i f fe renc iá lhányadosa m a x i m u m á n a k poz íc ió já t . Ez a 
közelí tő f o r m u l a r c <( 1 0 ~8 sec é r t é k i g érvényes ( K U Z N E T S O V és m t s . 1 9 7 1 ) . 

A korre lác iós idő a s p e k t r u m o k sz imulác ió jáva l gépi ú ton is k i s z á m í t h a t ó 
( A L E X A N D R O V é s m t s . 1 9 7 0 , L A Z A R E V , STRUKOV 1 9 7 1 ) . 

A vizsgál t kísérleti p rob lémákná l az esetek n a g y részében az a k t í v helyek 
olyan té rszerkeze t i e l rendezésben v a n n a k , hogy egyrész t a spin- label immo-
bi l i tásá t okozzák, m á s r é s z t pedig a spin-label c s u p á n gyengén immobilis . 
í g y a s p e k t r u m a ké t fé le elrendeződés szuperpozíc ió já t tükrözi . E z t m u t a t j a 
a 12. á b r a , amelyen N-et i l -maleimid spin-labellel j e l z e t t gl icerinezett m.psoas 
ros tkö teg ep r s p e k t r u m á t m u t a t j u k be azon p a r a m é t e r e k f e l tün te t é séve l , 
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12. ábra. P y r r o l i d i n - m a l e i m i d spin-label lel j e l z e t t g l icer inezet t m .psoas r o s t k ö t e g epr spek t ru -
m a . A s p e k t r u m a g y e n g é n és erősen i m m o b i l i z á l t g y ö k s p e k t r u m o k szupe rpoz íc ió j a . és 
I - , a g y e n g é n i m m o b i l i z á l t g y ö k s p e k t r u m low-, ill. h i g h - f i e l d k o m p o n e n s é n e k a m p l i t ú d ó j a , 
Ш + 1 a low-f ie ld k o m p o n e n s csúcs—csúcs k ö z ö t t i t á v o l s á g á t je len t i a m á g n e s e s térerősség 
egysége iben k i fe jezve . a j S 0 az isot róp c sa to l á s i á l landó, a m e l y I + 1 és I _ j k o m p o n e n s e i n e k 
n u l l - á t m e n e t e k ö z ö t t m é r h e t ő t ávo l ság f e l éve l egyenlő a m á g n e s e s t é r e r ő s s é g egységeiben 
k i f e j e z v e ; 2AZZ a csa to lás i á l l andó é r t é k e k b . 63 G. A k í s é r l e t b e n 1,5 M s p i n - l a b e l t reagál-
t a t t a k 105 g f ehé r j é r e 0 °C h ő m é r s é k l e t e n 1 ó r á n keresz tü l , m a j d a r o s t k ö t e g e k e t 16 órán á t 

m o s t á k s ó o l d a t b a n , h o g y a n e m reagá l t I a b e l t e l t ávo l í t sák . 

13. ábra. Spin- label a b i o m o l e k u l a h i d r o f o b z s á k j á b a n . A d t á v o l s á g v á l t o z t a t á s á v a l vá l toz ik 
a ro tác iós k o r r e l á c i ó s idő és í gy a h id ro fob zsák m é r e t e m e g h a t á r o z h a t ó 

amelyek a spek t rumbó l közve t lenü l mérhetők ( B É L Á G Y I 1 9 7 3 ) . Mint említet-
t ü k , az ajS0 segítségével a kö rnyeze t polar i tására is k ö v e t k e z t e t h e t ü n k . 

H a a s p e k t r u m csupán az erősen immobil is spin-labeltől származik, 
akkor is lehetőség v a n a környeze t po la r i t á sának vizsgálatára a következő 
összefüggés segítségével (LASSMANN és mts . 1973): 

h = A z z ( H 2 0 ) - A z z 

A z z ( H 3 0 ) - A z z (deka l in ) ' 
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ahol A z z az aktuális an izot rop f e lhasadás t enzorkomponense , A z z(dekal in) 
pedig a dekal inban m é r t ér ték, melyrő l közismert , h o g y egyike a l eg jobban 
hidrofohos oldószereknek. H a a h id rofob erők n a g y o b b a k , mint deka l inban , a 
h é r téke az egységnél nagyobb . A h id rofob környeze t modell jét a 13. ábra 
m u t a t j a ( F E H E R 1 9 7 0 ) : 

3. A spin-label epr alkalmazása biológiai membránok vizsgálatára 

A spin-label epr módszer első biológiai a l k a l m a z á s á t H U B B E L L és Mc 
C O N N E L L (1968) p u b l i k á l t a a T E M P O spin-label a lka lmazásáva l a Homarus 
americanus lábidegén. Az általuk k a p o t t s p e k t r u m m a l megegyező t ípusú 

14. ábra. Pe r i neu r iumtó l m e g f o s z t o t t spin j e l z e t b é k a n - ich iad icus epr s p e k t r u m a . A béka -
ideget 1 0 _ 4 M / l koncen t r ác ió b r o m a c e t a m i d sp in - labe l t t a r t a l m a z ó n-Ringer o l d a t b a n i n k u -
bá l t ák 16 ó r á n keresztül 4 °C hőmérsék le ten . A high-f ield k o m p o n e n s dub le t t , a m e l y n e k a - v a l 
je lzet t része a m e m b r á n h i d r o f o b rég ió jában o l d o t t sp in- label tő l , míg /?-val j e l z e t t része a 

vizes f á z i s b a n o ldot t sp in- labe l tő l s z á r m a z i k 

s p e k t r u m o t m u t a t a 14. áb ra , amely per ineur iumtól fo sz to t t béka n . ichiadi-
cuson készül t b r o m a c e t a m i d spin-label segítségével. A spek t rum a kompo-
nense származik a h id ro fobos régiótól, ß pedig a vizes o lda t tó l ( B É L Á G Y I 1 9 7 2 ) . 

Mivel erősen immobilis s p e k t r u m n e m f igyelhető m e g , következik , hogy a 
label a m e m b r á n a lacsony viszkozitású hidrofobos rég ió jában foglal helyet 
és alá v a n ve tve gyors és isotróp mozgásnak 10" 1 0 n agyság rendű korrelációs 
idővel. Ez azt jelenti , h o g y ezen m e m b r á n o k hidrofobos régiókat t a r t a l m a z n a k , 
amelyek lokálisan f o l y é k o n y a k . Koleszter in , lecitin, lokál is érzéstelenítők 
á l ta lunk vizsgált ese tben t e t raka in — m e g v á l t o z t a t j á k a T E M P O , ill. b rom-
acetamid spin-label o ldha tóságá t , a m e l y a r ra utal , h o g y az o ldhatóság a fel-
t ehe tően foszfolipid k e t t ő s r é t e g konformác ióvá l tozása iva l összefüggésben áll. 

Megemlítésre é rdemesek azok a kísér letek, ame lyeke t emberi vörösvér-
test m e m b r á n o k o n végez t ek . Míg a T E M P O nem m u t a t kötést , addig N-eti l 
maleimid labellel je lze t t er i t roci ta ghos tok komplex s p e k t r u m o t a d n a k , azaz 

3* MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 



3 8 BÉLÁGYI JÓZSEF 

l ega lább k é t kü lönböző t ípusú a k t í v hely je lö lhe tő ( S A N D B E R G , P I E T T E 1968). 
A blokkoló kísér le tek egyér t e lműen m u t a t t á k , hogy az a k t í v helyek a - S H 
csopor tok (SANDBERG és mts . 1969). Bizonyos drogok , mint pl . a klórpromazin 
r e d u k á l j a a spin-label mozgékonyságá t , azaz a drog a m e m b r á n proteinben 
konformác ióvá l tozás t indukál . A jódace t amid spin-label ese tén csupán gyen-
gén immobil is jel t a p a s z t a l h a t ó és ezzel a d rog-ha tás k v a n t i t a t í v e is mérhető 
( H O L M E S , P I E T T E 1970). A v izsgá la tok k i m u t a t t á k , hogy a j e l ze t t helyek 50%-a 
be fo lyáso lha tó fenot iazin t í p u s ú droggal. Az is k i m u t a t h a t ó , hogy bizonyos 
ágensek , m i n t pl . pir idin vagy az alacsony p H - j ú közeg, irreverzibil is s t ruk turá -
lis vá l tozásoka t hoz létre . 

Érdeklődésre t a r t h a t s z á m o t az a kísér letsorozat , ame lye t CALVIN 

( C A L V I N és mt s . 1969.) végzet t el ingerelhető i degmembránon biradikál spin-
label segítségével: 

О 
i 
0 

amelynél az N a tomok távo lsága 6,4Á < ; r < ; 12,8 Á. A mágneses kölcsön-
h a t á s a k é t lepáros í ta t lan e l ek t ron távolságá tó l függ , ha a t á v o l s á g 10 Á-nél 
kisebb, a kö lcsönhatás erős, de e lhanyago lha tó , h a az r é r téke a 14 Á -öt meg-
ha lad ja .* H a a ni t rogénoxid c sopor tok térbel i távolsága csekély , a mágneses 
csatolás mia t t ún . e lekt ronkicseré lődés köve tkez ik be, a m e l y n e k eredménye 
h a t á r e s e t b e n egy ö tkomponensű spek t rum 1 : 2 : 3 : 2 : 1 in tenzi tásviszonnyal és 
a j S 0 /2 h ipe r f inom csatolási á l landóval . Ez az eset valósul meg az emlí te t t bira-
dikál esetén is vizes o lda tban . Igen meglepőnek bizonyult az a tény, hogy az 
i d e g m e m b r á n b a n a biradikál s p e k t r u m a drasz t ikusan megvá l tozo t t , a ki-
cserélődési kö lcsönha tás a ké t g y ö k c e n t r u m k ö z ö t t élesen l ecsökken t . Ez azzal 
i n t e r p r e t á l h a t ó , hogy a spin-label a m e m b r á n o lyan rég ió jában kötődik (való-
színűleg lipid), amely min tegy merevvé teszi a spin-labelt , e l t ávol í tván egy-
más tó l a ké t g y ö k c e n t r u m o t . A t apasz t a l t vonalszélesség a z o n b a n gyors for-
gásról t a n ú s k o d i k , ami azt je len t i , a b i rad iká l fe l tehetően a membránl ip id 
fo lyadékszerű h idrofob r ég ió j ában van lokal izálva. Az ep r spek t rum n e m 
vá l t ozo t t az ingerlés ha t á sá r a k ivá l t o t t akciós potenciál a l a t t , amiből az kö-
ve tkez ik , hogy a bi radikál o lyan helyekhez kö tőd ik , ahol n e m tör tén ik konfor-
mációvál tozás a m e m b r á n b a n az ingerület a l a t t . Ez az e r e d m é n y konzisztens 
azzal, hogy a b i radiká l a h id rofob régióban t a l á lha tó . 

M C C O N N E L L és H U B B E L L ( H U B B E L L , M C C O N N E L L 1969 a, 1969 b) a memb-
ránok szerkezetének tovább i v izsgála ta é rdekében a szteroid és zsírsav spin-

* P a r a m á g n e s e s c e n t r u m o k k ö l c s ö n h a t á s á n a k v i z s g á l a t á r a f i g y e l e m r e mél tó m ó d s z e r t 
do lgozo t t ki LICHTENSHTEIN (LICHTENSHTEIN és m t s . 1970), v a l a m i n t KOKORIN (KOKORIN 
és m t s . 1972). 

MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 
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l abe l t a l k a l m a z t á k . Megál lap í to t ták , hogy m i n d k é t spin-label a hossztengelyé-
vel a m e m b r á n felületére merőlegesen he lyezked ik el. A szteroid molekula az 
5. áb rán vázol t ц tengely kö rü l gyors a n i s o t r o p mozgást m u t a t a m e m b r á n 
h id ro fob r ég ió j ában . A molekula geome t r i á j a mia t t ez é r the tő , bár u g y a n -
i lyen anisotrop mozgás nem t a p a s z t a l h a t ó kü lönböző viszkozi tású víz —glicerin 
keve rékben . A zs í rsav ( 1 2 , 3 ) , zsírsav ( 1 7 , 3 ) és zsírsav ( 5 , 1 0 ) spin-label vizsgá-
l a t o k a m e m b r á n és foszfolipid ke t tős r é t e g e k igen érdekes tu l a jdonsága i ra 
m u t a t t a k rá ( H U B B E L L , M C C O N N E L L 1 9 7 1 ) . A s p e k t r u m o k szer int a p a r a m á g n e -
ses NODO (N-oxi loxazol idin)-gyűrű mozgékonysága a zs í rsav ( 5 , 1 0 ) label 
ese tén sokkal n a g y o b b , min t a zsírsav ( 1 2 , 3 ) vagy zsírsav ( 1 7 , 3 ) spin-label 
ese tén , ami a r r a a következ te tésre jogosít fe l , hogy a m e m b r á n o k va lóban 
t a r t a l m a z n a k l ip id ke t tős ré tege t (HSIA és m t s . 1972) és ezen lipid ket tős ré teg-
nek a centrális rég ió ja lényegesen fo lyékonyabb , mint a h id rofob régió a polá-

0 
15. ábra. 1 6 - d o x i l - s z t e a r i n s a v s p i n - l a b e l k é m i a i s z e r k e z e t e 

ris csoportok közelében. A modellkísérletek a z t is k i m u t a t t á k , hogy az ideg-
r o s t - m e m b r á n pol imeti lén lánca i hasonló mozgás i ka rak te r i sz t iká t m u t a t n a k , 
m i n t a 2:1 t o j á s leci t in-koleszterin rendszer . Érdekes a d a t o k a t szolgál ta tnak 
a m e m b r á n o k szerkezetéhez és funkc ió jához S E E L I G ( 1 9 7 0 ) és H A S S E L B A C H 

( S E E L I G , H A S S E L B A C H 1 9 7 1 ) , v a l a m i n t K O L T O V E K ( 1 9 7 3 , K O L T O V E R és m t s . 
1 9 6 8 ) . Lecitin mul t i lamel lár is r endsze r t v i z sgá l t ak J O S T és m u n k a t á r s a i ( 1 9 7 1 ) . 

J O S T és G R I F F I T H ( 1 9 7 3 ) marhasz ív m i t o k o n d r i u m o k b ó l izolált c i tokrom 
oxidazén végez tek kísér leteket a l ipid-protein kölcsönhatás vizsgálata cél já-
ból . A c i tokrom oxidaz 0,3 0,7 foszfol ipid-protein sú lya rányná l s p o n t á n 
membrán je l l egű vez iku láka t képez . Ez a vez ikulár i s s t r u k t ú r a egy mes ter -
séges m e m b r á n model l , azonban fel lehet t é te lezn i , hogy a c i tokromoxidaz 
p r o t e i n komplex és foszfolipid kö lcsönha tása hasonló az i n t a k t mitokondriá l is 
m e m b r á n é h o z . A v izsgá la tokat a 16-doxyl sz t ea r in sav spin-label segítségével 
végez t ék (15. á b r a ) . 

A vizsgált m i n t á k 0,33 0,49 mg foszfo l ip ide t t a r t a l m a z t a k mg p ro te -
in re . További l ip id mennyiséget a Fleischer-módszerrel inkorporá l t ak , a n e m 
inkorporá lódo t t l ip ide t gradiens cen t r i fugá lássa l t ávo l í t o t t ák el. A maximál i s 
foszfol ipid/prote in a r ány t 0 ,73-nak t a l á l t ák . 

A foszfolipid t a r t a l m a t h ideg acetonos ex t rakc ióva l c sökken te t t ék . Ezzel 
a módszerrel 0 ,10 mg foszfol ipid/mg pro te in a r á n y t ér tek el. A kü lönböző 
foszfolipid koncen t rác ió mellet t fe lvet t epr s p e k t r u m o k a t a 16. ábra m u t a t j a . 
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Mint az áb rábó l l á tha tó , alacsony l ipid koncent rác ióná l az epr s p e k t r u m 
az erősen immobil is (lásd nyi lak) spin-labelre jel lemző spek t rumot m u t a t . 
A m i n t a m e m b r á n lipid komponense növeked ik , egy másod ik sokkal mobil i -
sabb komponens is megf igyelhető , amely a lipid mennyiség növekedéséve l 
anny i r a megnöveked ik , hogy elfedi az erősen immobilis komponens t . 

mg Foszfolipid 
mg Protein 1 

(0 .10) 

(no protein) A-
25 G. 

16. ábra. Spin-labeled c i tokromoxidáz epr s p e k t r u m a különböző foszfolipid k o n c e n t r á c i ó 
mel le t t puffere i t vizes o lda tban . A ba l oldali s p e k t r u m o k a középső görbe ampl i túdó já ra v a n n a k 

normal izá lva . A nyi lak az immobil is spin- label epr s p e k t r u m o t m u t a t j á k 

A s p e k t r u m o k a l ap ján levonha tó köve tkez te tések az a lábbiak: 
1. 77 K°-on , t e h á t te l jes immobil izáció esetén a k é t szélső e x t r é m u m 

távolsága 69 G; a s p e k t r u m o k n á l 64 G, a m i azt jelent i , hogy a spin- label a ci-
t o k r o m o x i d á z b a n alacsony lipid t a r t a l o m n á l csaknem tökéletesen immobi l i s . 

2. Az i so t róp h ipe r f inom csatolási á l landó ér téke a gyengén immobi l i s 
jel esetén 14,2 G, míg a foszfá t pu f f e rben 15,5 G, ami a r ra utal , h o g y a spin-
label l i idrokarbon környeze tben helyezkedik el. A jel a lakjából v i szon t az 
köve tkez ik , hogy a spin-label környeze tének f lu id i tása meglehetősen nagy , 
azaz nagyobb foszfol ipid/protein a r á n y n á l a c i tokromoxidáz m e m b r á n 
fo lyékony foszfol ipid ré tege t a lkot . 

3. A k e t t ő e g y ü t t azt jelent i , hogy a c i tokromoxidáz m e m b r á n b a n két 
egymástó l e l ha t á ro lha tó lipid környeze t lé tez ik . 

Computer fe lhasználásával — digital izálás, kétszeres integrálás és spek-
t rum-sz imulác ió segítségével megá l l ap í to t t ák , hogy a prote inhez k ö t ö t t 
foszfolipid mennyisége függet len a fo lyékony l ipidréteg mennyiségétől . A kö-
t ö t t foszfolipid mennyisége k b . 0,2 mg/mg prote in . A k ö t ö t t foszfolipid menny i -
ségét geometr ia i megfontolássa l is megkísére l ték a lá támasz tan i . Az e r e d m é n y 
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szer in t az első foszfolipid r é t egben a pro te in-komplex kö rü l 0,17 mg foszfo-
l ipid van 1 mg pro te inre . Az e p r mérések a l a p j á n a 17. á b r á n l á tha tó model l t 
kons t ruá l t ák . 

17. ábra. C i t o k r o m o x i d á z s e m a t i k u s ábrázolása a foszfolipid k o m p o n e n s e k k e l 

Az ábrán az első foszfolipid réteget kell m i n t k ö t ö t t lipid réteget t ek in-
t e n ü n k . Természetesen ez a model l a valódi s t r u k t ú r a nagyon leegyszerűsí tet t 
v á l t o z a t a , mivel bizonyos, hogy a p ro te in-komplex l ip idkötő helyei — a hidro-
fob helyek — te l jesen szabá ly ta lanu l helyezkednek el a molekula felületén, és 
a modell nem képes számot adn i a l ipid-protein kölcsönhatásról sem. A vázol t 
modellrendszer t o v á b b i vizsgálata i J O S T és m t s . későbbi közleményében ta lál-
h a t ó k (JOST és m t s . 1973). 

Rádióf rekvenciás sugárzás abszorpcióját az atomi és molekuláris rend-
szerek a tommag ja i ál tal erős kü l ső mágneses t é r je lenlé tében mágneses mag-
rezonancia-abszorpciónak (nuc l ea r magnet ic resonance, nmr) nevezzük 
(ABRAGAM 1 9 6 1 , E M S L E Y é s m t s . 1 9 6 6 , P O P L E é s m t s . 1 9 5 9 ) . 

Az nmr rezonancia alapelveinél lényegében véve megisméte lhe tnénk 
mindazon megfonto lás t , ami t az epr spektroszkópiánál t e t t ü n k . Ha p ro ton-
rezonancia esetére gondolunk, amely leggyakor ibbnak t e k i n t h e t ő jelenleg 
a kémia i és biológiai v izsgála toknál ,* csupán az t kell t ek in t e tbe vennünk , hogy 
a p r o t o n mágneses m o m e n t u m á b a n szereplő 

* Ú j a b b a n s ike r re l a l k a l m a z z á k a mágneses m a g r e z o n a n c i a s p e k t r o s z k ó p i á t P 3 1 , C1 3 , 
N a 2 3 és K3 9 magok e s e t é b e n is biológiai p rob l émákná l . 

4. Az nmr spektroszkópia alapjai 
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eh  

4 я т м с 

k i fe jezésben, az ún . m a g m a g n e t o n b a n , a p ro ton m M t ömege szerepel, amely 
k b . 2000-szer kisebb az e lekt ron tömegéné l , így ennek megfelelően az energia-
kü lönbség az egyes nívók közö t t s t a t ikus mágneses t é r b e n kisebb. H a a mág-
neses t é r a szokásos 14,092 G, a besugárzáshoz szükséges f rekvencia 60 MHz. 
Szokás ezen kívül 100 MHz, 220 M H z , sőt l egú j abban 300 MHz-es készülék 
épí tése is. 

A mágneses magrezonancia je lenségének felismerése u t á n elég gyorsan 
k ide rü l t , hogy a különböző k ö r n y e z e t b e n (kémiai szerkezete t illetően) levő H 1 

m a g o k rezonanc iaabszorpc ió jának helye kissé különböző, azaz á l l andó frek-
venc ia mel le t t a rezonanciafe l té te lben szereplő H mágneses térerősség a külön-
böző kémia i vegyü le tekben el térő. E n n e k a jelenségnek t u l a j d o n í t h a t ó az nmr 
spek t roszkóp ia széles körű e l ter jedése , biológiai és kémiai a lka lmazása a külön-
böző vegyüle tek és biológiai anyagok sze rkeze tku t a t á sában . 

A magoka t körü lvevő e lek t ronok a külső tér h a t á s á r a i nduká l t dia-
mágneses m o m e n t u m o t hoznak lé t re , amely a Lenz- tö rvény é r t e lmében a 
külső ger jesztő térrel ellenkező i r á n y ú és az egyes funkc iós csopor tokra speci-
f i kus , és ennek megfelelően a m a g helyén (proton) a lokális mágneses térerősség 
(H ) k isebb, min t a külső a lka lmazo t t mágneses térerősség (H 0) : 

H = H 0 ( 1 - о , ) , 

ahol 0\ a vizsgált mag ra jel lemző árnyékolási együttható. A H 1 a t o m o k kémiai 
vegyü le tben elfoglalt helyzetétől függően az induká l t mágneses térerősség a 
H 1 a t o m helyén megnövelhe t i a t e r e t (pl. a romás rendszerekben a g y ű r ű sík-
j á b a n f ekvő H 1 a tom esetén), és így a rezonancia helye az a lacsonyabb mág-
neses térerősség i r á n y á b a n tolódik el. 

Mivel a mágneses té r és vele e g y ü t t a rezonancia-fel té te l a l a p j á n ki-
s z á m í t h a t ó f rekvenc ia kellő pontossággal n e m h a t á r o z h a t ó meg, a gyakor la t -
b a n n e m az árnyékolás i e g y ü t t h a t ó t , h a n e m va lamely a vizsgált min tához 
a d o t t referens anyaghoz v i szony í to t t kémiai eltolódást a d j á k meg, a m e l y mág-
neses térerősség vagy f rekvenc iaegységekben fe jezhető ki , de l eg inkább el-
t e r j e d t megadási m ó d j a egy v i szonyszámon alapuló ská la , ún . d-skála: 

d = y ~ V r e f - - 1 0 « = . i 0 e , 
"o H 0 

ahol v0 a mérési f rekvenc ia , a számlá lóban pedig a vizsgált és re ferenc iaanyag 
r ezonanc iá j a közöt t i eltérés szerepel f rekvenciaegységben vagy térerősség-
egységben kifejezve. A t apasz t a l t kis el térések ha szná l a t ának elkerülése mia t t 
a 10B-án szorzó és a p p m (par ts per million) skála haszná la tos . A gyako r l a tban 
e l t e r j e d t még az ú n . r -skála: 

x = 10 — <5, 
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amelyet szintén p p m egységekben f e j e z n e k ki. E n n e k az a m a g y a r á z a t a , hogy 
a protonrezonancia spek t ro szkóp iában l eggyak rabban használ t referencia-
anyag a t e t ramet i l - sz i l án (CH3)4Si — rövidítése T M S — árnyékolás i együt t -
ha tó j a igen nagy, k e s k e n y a rezonanciagörbéje és kémiailag elég közömbös, 
így, ha megá l l apodunk abban , hogy óxMs = 0, a k k o r csaknem m i n d e n anyag 
esetében r pozitív. A m é r é s fe l té te leként megeml í t jük , hogy a kémia i és bioló-
giai vizsgálatoknál a mérésnek valódi o ldatban kell megtör ténnie . 

Tu 

~~5 6 T 8 9 ÍTP.R.M 
-OH -CH2- —У-*- -CH3 TMS 

18. ábra. E tano l kisfelbontású nmr s p e k t r u m a . A különböző kémiai környezetben levő H 1 

atomok különböző mágneses térerősségnél m u t a t n a k rezonancia abszorpciót (alsó görbe). 
Az abszorpciós görbék f e l e t t az integrált görbék láthatók. A kémiai eltolódás a vízszintes 

tengelyről olvasható le т skálában, a h a s z n á l t referencia-anyag tetrametil-szilán (TMS) 

Az etanol C H 3 - C H 2 - O H szerkeze té t t ek in t e tbe véve v á r h a t j u k , hogy a 
háromféle kémiai k ö r n y e z e t b e n levő H 1 a tomok h á r o m protonrezonancia jelet 
adnak . I lyen spek t rumfe lvé te l t m u t a t a 18. ábra, a m e l y e t 60 MHz-es spektro-
méterrel ve t t ek fel; a használ t re fe renc iaanyag T M S . Hogy az oldószerben 
levő H 1 magoktól s z á r m a z ó magrezonanciá t e lkerül jék , ill. a rezonanciaabszorp-
ciót csökkentsék, a g y a k o r l a t b a n az a n y a g o k oldására és hígítására deuter izál t 
oldószereket haszná lnak (pl. CDC13, C 6 D 6 , (CD3),SO, D 2 0 , D 2 S0 4 , N a O D stb.) 

Mint lá tható, h á r o m abszorpciós csúcs ke le tkez ik , legnagyobb árnyé-
kolási együ t tha tóva l a -CH 3 metil csoport p r o t o n j a i rendelkeznek (r ~ 9 
ppm). Az abszorpciós gö rbék felett t a l á lha tók az in t eg rá l t görbék, amelyek 
az abszorpciós görbe a l a t t i terület tel arányosak, és segítségükkel a magrezo-
nanc iában rész tvevő p r o t o n o k re la t ív száma megha t á rozha tó . A r e l a t í v inten-
zitás 1 : 2 : 3 az etanol szerkezeti kép l e t ének megfelelően. 

3* MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 
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H a az e tano l t v a g y más kémia i vegyülete t nagyfe lbon tású n m r spektro-
méterre l v izsgál juk (szilárd tes tek ese tén szélessávú nmr haszná la tos ) , akkor 
t o v á b b i érdekes je lenséget f i g y e l h e t ü n k meg. A különböző k é m i a i eltolódás-
nak megfelelően rendeződve m e g k a p j u k az egyes csoportok rezonanciagörbéi t , 
de a rezonanc iagörbék t ö b b egymáshoz közel fekvő vonalból á l lnak , az abszorp-
ciós görbéknek f inomszerkezete v a n (mul t ip le t t szerkezet) . Mint a 19. ábrából 
l á t ha tó , amely az e t ano l nagy fe lbon t á sú 60 MHz-es spek t romé te r en készült 
s p e k t r u m á t m u t a t j a , hogy az - O H és -CH 3 c sopor toknak megfele lő helyen az 

~ 5 6 7 8 9 10~РАМ. 
-ОН НгО -СНг,- - С н 3 TMS 

19. ábra. E t ano l (96%-os ) nmr s p e k t r u m a 60 MHz-es spekt rométer re l . A felső görbék az 
in tegrá l t s p e k t r u m o t m u t a t j á k , ame lybő l az egyes f u n k c i ó s csopor tokban levő protonok 
re la t ív száma megha t á rozha tó . A v ízsz in tes tengely a k é m i a i eltolódást m u t a t j a r -skálában 

abszorpciós görbe t r ip le t t re , a - C H 2 - csopor tnak megfelelő h e l y e n pedig egy 
nyolc vonalhói álló csoportra h a s a d fel. A s p e k t r u m o k ilyen multiplett szer-
kezete a magoka t körü lvevő e l ek t ronburok közvet í tésével a k ü l ö n b ö z ő kémiai 
csopor tok m a g j a i n a k spin-spin kölcsönhatására veze the tő v issza . A spin-spin 
kö lcsönha tás ra je l lemző mennyiség a csatolási állandó, amely a kémia i eltoló-
dás mel le t t az n m r spek t rumok legfontosabb jel lemzője, d ö n t ő információ-
forrás a kémiai szerkezet fe lder í tésében, és a kémia i eltolódással szemben nem 
függ az a lka lmazo t t mágneses t é r nagyságátó l . A csatolási á l l a n d ó értékét , 
amely vegyér tékszögtől , hibr idizációs á l lapot tó l , konjugációs effektustól , 
v a l a m i n t i nduk t í v és mezomér h a t á s o k t ó l függ, az azonos m u l t i p l e t t b e tar tozó 
rezonanciaabszorpciós görbék egymás tó l való távolságával a d h a t j u k meg 
f rekvenc iaegységben kifejezve. A csatolási á l l andóka t a k v a n t u m m e c h a n i k a 
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módszereivel k i s z á m í t h a t j u k ( A R N O L D , T E W S 1966, C O R I O 1966, R O B E R T S 

1962, WAUGH 1965). 
A - C H 3 metil csopor tná l ke le tkező mul t ip le t t e t az alábbiak sze r in t ér-

t e l m e z h e t j ü k : a szomszédos -CH2- m e t i l é n csoport k é t p r o t o n j á n a k s p i n j e a 
külső mágneses térben a következő r e l a t í v spin-orientációkkal rende lkez ik : 

A 

Но 

A - C H 2 - csoport protonjainak orientációja 
lokális tér a - C H 3 

csoport helyén 

t 1 nagyobb, mint H„ 

Но 
a két spin mágneses 

hatása egymást 
kompenzálja 

I r kisebb, mint H, 

A v á z o l t három á l lapo t a -CH3 c sopo r t helyén kissé m e g v á l t o z t a t j a a 
mágneses t e r e t és ennek megfelelően a m e t i l csoport abszorpciós görbéje h á r o m 
vonalra h a s a d fel. Mivel a második á l l a p o t kétszeres súllyal rendelkezik , a 
középső v o n a l in tenzi tása kétszer a k k o r a lesz, a re la t ív in t enz i t á sa rány 1:2:1. 
Ugyanez az e redmény adód ik az -OH c s o p o r t esetére is, de a metil c s o p o r t b a n 
levő p ro tonok nagyobb s z á m a miat t a c s o p o r t o k közöt t i in tenz i tásv i szony 1:3. 

Hason ló meggondolással é r t e lmezhe tő a met i léncsoport f e lhasadása . A 
metil csoport p r o t o n j a i n a k re la t ív spin-or ientációi : 

A - C H 3 - csoport protonjainak orientációja lokális tér a - C H 2 -

csoport helyén 

1 t t nagyobb, mint H„ 

t i 
1 í 
1 1 

nagyobb, mint H„ 

1 I 1 
i 1 1 
1 1 1 

kisebb, mint H. 

I I kisebb, mint H, 
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A vázolt összeáll í tás a l a p j á n négy lehetséges állapot v a n , amelyek közü l 
a második és h a r m a d i k ál lapot háromszoros súl lyal rendelkezik . A kölcsön-
h a t á s köve tkez tében a met i léncsopor t elsődlegesen 1 : 3 : 3 : 1 r e l a t í v in tenzi tású 
k v a r t e t t r e h a s a d fel , de ha megfon to l juk , h o g y a szomszédos -OH csopor t 
egy p r o t o n j á n a k + 1 / 2 és 1/2 állapota lehetséges és ez u tóbbi sz in tén 
kölcsönhat a met i léncsopor t k é t p ro ton jáva l , a k k o r a k v a r t e t t minden egyes 
vona la ezen kö lcsönha tás köve tkez tében k é t vonalra hasad fel. A két köl-
csönhatás e g y ü t t e s e reményekén t 4 x 2 = 8 abszorpciós görbét k a p u n k . 
H a az etanol vizes közegben oldot t , az - O H csoport H 1 mag j a i a víz H 1 

mag-jaival va ló kicserélődése m i a t t a s p e k t r u m egyszerűsödik. Az -OH cso-
po r t helyén sz ingle t te t , míg a -CH2- c sopor t helyén q u a r t e t t e t f igyelhe-
t ü n k meg. 

5. + mágneses magrezonancia alkalmazása biológiai rendszereknél 

Az n m r spek t roszkópiáná l az elsődleges információforrás egy a d o t t 
vegyületnél az egyes csoportok kémiai e l to lódása és a spin-spin kö lcsönha tás 
köve tkez tében ke le tkeze t t mu l t ip l e t t szerkezet . A spek t rum k v a n t i t a t í v k i -
értékeléséből f o n t o s köve tkez te tések v o n h a t ó k le a molekula szerkezetére . 
A szerkezet analízise kis molekulasúlyú a n y a g o k esetében még viszonylag 
könnyen keresz tü lv ihe tő , mivel az azonos k é m i a i környeze tben levő p r o t o n o k 
száma csekély és így az egyes abszorpciós gö rbékhez a megfelelő protonok v a g y 
csoportok hozzárende lhe tők . Lényegesen vá l t oz ik a helyzet, h a nagyobb mole-
kulasúlyú a n y a g , min t pl. biopolimér, v a g y a b iokémiában fontos sze repe t 
j á t szó szteroid szerkezeti megha tá rozása a k i t ű z ö t t fe ladat ( B R U S K O V 1 9 6 6 ) . 

Az azonos v a g y közel azonos helyzetben l evő protonok meglehetősen b o n y o -
lul t , egymást á t f e d ő vonal rendszer t a lko tnak a protonok n a g y száma m i a t t , 
másrészt a moleku lák szobahőmérsékleten is gátol t forgása a s p e k t r u m v o n a -
lak kiszélesedését okozza (relaxációs f o l y a m a t o k , A L T S H U L E R 1 9 6 7 ) . A nehéz -
ségek biopol imérek esetében m é g azzal f o k o z ó d n a k , hogy a pa raméte rek , m i n t 
a hőmérséklet , koncentrác ió , pH-ér ték , o ldószer vagy a p u f f e r ionkoncent rá -
ciója csak szűk t a r t o m á n y o n belül v á l t o z t a t h a t ó , ellenkező esetben a n a t í v 
s t r uk tú r a j e l en tős károsodás t szenved. Szerencsésnek m o n d h a t ó k ö r ü l m é n y 
annak felismerése a biológiailag akt ív m o l e k u l á k szerkezetvizsgálatánál , h o g y 
egyes csopor tok a molekulához lazábban v a n n a k kapcsolva és így ezek az 
összefolyó vona l rendszer tő l e lkülönülten je len tkeznek és ezek he lyze tének 
vál tozásából a s p e k t r u m b a n , amelye t va l ami lyen helyet tes í tő csoport mágneses 
árnyékolása hoz létre, az azonosí tás vagy a szerkezetre vona tkozó v á l t o z á s 
megál lapí tása elvégezhető. Ú j pe r spek t í váka t ny i t biológiai rendszerek vizs-
gá la tára a C1 3-rezonancia és a magasabb f r ekvenc ián végze t t nmr v izsgá la t 
( F E R G U S O N , P H I L L I P S 1 9 6 7 ) , va lamin t a Four ie r - spek t roszkópia e l j á r á s á n a k 
bevezetése ( E R N S T , A N D E R S O N 1 9 6 5 ) . 
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A jelenlegi műszerezet tség szintjét a l a p u l véve a biológiai területen siker-
rel do lgozha tnánk olyan p rob lémákon , a m e l y e k a víz á l l apo táva l kapcsola to-
sak mind élő rendszerekben , mind pedig jó l definiált mode l l rendszerekben . 
A biológiai köz leményekben szereplő „ k ö t ö t t " , „ j é g s z e r ű " és „gyorsan ki-
cserélődő" víz megha tá rozása fogalmilag n e m elég világos, az nmr rezonancia-
spekt roszkópia fogalmaival , m i n t a rotációs korrelációs idő, öndiffúziós e g y ü t t -
h a t ó , bizonyos mértékig preciz í rozható . A rotációs korrelációs idő a spin-rács 
(Tj) és spin-spin (T2) re laxác iós idők segítségével m é r h e t ő , ill. s z ámí tha tó 
( B L O E M B E R G E N és mts. 1 9 4 8 ) . Fo lyadékban a gyors fo rgás köve tkez tében a 
molekulák k ö z ö t t i dipoláris kö lcsönha tások k iá t lagolódnak , így a v o n a l a k 
szélessége mill igauss nagyság rendű , Szilárd fázisban a d ipólár is kö lcsönhatás 
m i a t t néhány gauss szélességű vonalakhoz j u t u n k . A széles vona lak igen gyak -
r a n nem de t ek t á lha tok és az e r edmény e b b e n az esetben az in t eg rá l t rezonancia-
in tenz i t ásban egy csökkenés, amelyet „ t e r ü l e t def ic i t " -nek szokás nevezni . 

Már a ko ra i nmr v izsgála toknál megá l l ap í to t t ák makromoleku lá r i s ol-
d a t o k b a n , hogy a víz jel t e r ü l e t deficitet m u t a t , amelyet a n n a k tu l a jdon í to t -
t a k , hogy a víz mintegy 2 0 — 2 5 % - a „ j é g s z e r ű " s t r u k t ú r á b a n ta lá lható , ané lkül 
azonban , hogy jel lemezték v o l n a a mozgási gátol tság f o k á t . El tekin tve a t t ó l , 
hogy lokális diamágneses anizot rópia v a g y paramágneses ionok jelenléte is 
okozha t hasonló effektus t , s o k k a l va lósz ínűbb az alábbi m a g y a r á z a t : 

1. tel jes csökkenés a v ízmolekulák mobi l i t á sában , 
2. a víz molekulák g y o r s kicserélődése a „szabad v í z " és több mole-

kulár i s mozgásban gátolt „ k ö t ö t t " víz f r a k c i ó között , 
3. a vízmolekulák öndi f fúz iós e g y ü t t h a t ó j á n a k , D - n e k (cm2/sec) csök-

kenése, amelye t a hidratál t m a k r o m o l e k u l á k jelenléte vá l t k i . 
A p ro tonok tó l s zá rmazó nmr s p e k t r u m o t a 20. á b r a m u t a t j a , a m e l y 

to j á s sá rgá j ábó l v e t t min tán készü l t ( S Z A L A Y , A R A D I 1973). 
Az n m r vizsgálatok szép példája m u t a t h a t ó be F R I T Z és SWIFT ( 1 9 6 7 ) 

mérései a l ap ján , akik béka idegen két n m r abszorpciós g ö r b é t t ud t ak észlelni, 
h a az ideget o lyan Ringer -o lda tba he lyez ték , amely 0,04 М CoCl2 vagy 0,01 
M MnCl2-t t a r t a l m a z o t t . Keze lés előtt c s u p á n egy nmr je l f igyelhető meg 2,7 
H z szélességgel és a kezelés u t á n megjelenő ké t nmr jel együ t t e s integrál is 

4 5 6 7 8 9 1 0 

20. ábra. T o j á s s á r g á j á b ó l ve t t m i n t a 60 MHz-es s p e k t r u m a (fent) , a l u l a t iszta H 2 0 / D 2 0 
minta s p e k t r u m a 
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in tenz i tása megegyezik a k i indu ló állapot in tenzi tásával , a m i arra utal, h o g y a 
v o n a l a k v a l a m e n n y i vizet a m i n t á b a n rep rezen tá l j ák . CoCl., kezelés u t á n az 
egyik vonal e l tolódása f ü g g e t l e n a CoCl2 koncen t rác ió j á tó l , ami azt j e l e n t i , 
hogy a vonal r eprezen tá l j a az intracel lulár is vizet, a m e l y b e n a Co2+ ion n e m 
képes bed i f fundá ln i . 

A ké t vona l relat ív t e r ü l e t e észrevehetően vá l tozot t az ideg e l ek t romos 
vagy kémiai depolar izálására . Mn 2 + ionok esetén csupán a n e m eltolódó v o n a l 
( intracelluláris víz) volt megf igyelhe tő* , és depolarizáció ese tén az in tegrá l i s 
in tenz i tása a te l jes víz 6 5 % - á r ó l 43%-ra csökkent . Ez a z t jelent i , hogy a de-
polarizáció fo lyamán az intracel lulár is t é r f o g a t te temes vá l tozásával kell szá-
molni . A kísér letek a l ap j án az extracel lulár is- intracel lulár is vízkicserélődés 
sebessége (k A B ) a W vonalszélesség hőmérsékle t - függéséből k i s z á m í t h a t ó 
[TTW = 1(T2 + к / в ) ] - 10~ 3 cm/s á t lagpermeabi l i tás t fe l té te lezve a víz szá-
m á r a , az axon á tmérőjére 11,3 /im-t k a p t a k , amely jó egyezésben van az op-
t ika i ke t tős tö rés mérésekkel . 

Hasonló technikával megvizsgál ták depolarizáló (cevadin , acet i lkol in) 
és blokkoló ágensek (p roka in , t ubokura r in ) ha tásá t . A depolarizáló ágensek 
olyan e f f ek tu s t hoztak lé t re , m i n t az e lek t romos depolarizáció, kivéve az ace t i l -
kol int , ame lynek ha tásá ra n e m csökkent az intracel lulár is víz menny i sége . 
Ezzel szemben a blokkoló ágensek megnövel ik az intracel lulár is és ex t r ace l -
luláris víz k ö z ö t t a kicserélődés sebességét. 
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