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Bevezetés

A korszerli”, nagyfelbontasu, folyadékfazisi NMR !
modszerek idestova negyven éve, 1966-ban kezdddtek,
az impulzus Fourier mdédszer R. R. Ernst altal tortént
bevezetésével. De nem is biztos, hogy ez volt a kezdet, hiszen
a Hahn féle csodalatos spin-visszhang és mas impulzus
kisérletek mar az otvenes évektdl kezdve felbukkantak.
Miutan a kémiai eltolodast és a skalaris spin-spin csatolast
(Gutowski) felfedezték, az NMR kémiai alkalmazasai igen
vonzonak tlintek. Azonban a széleskorti alkalmazasnak
szamos gyakorlati és elméleti problémaja volt. A legnagyobb
gond mindmaig az NMR viszonylagos érzéketlensége.
Ennek az a magyardzata, hogy a magspinektdl szarmazo
magnesezettség viszonylag csekély pl. az elektron spinéhez
képest. Ugyanis az erds, kiilsd, allandd magneses tér
hatasara 1étrejovo kollektiv magspin-rendezettség ellen
munkalé hoémérséklet hatasara a térrel parallel orientalt
magneses magok szama alig haladja meg az antiparallel
helyzettiekét. Mivel az eredd mag-magnesezettség ezzel a
10 nagysagrendli betoltottség kiilonbséggel aranyos, nem
meglepd, hogy a folyadékfazist, szokdsos homérsékletli
mintaknal az érzékenység gyenge volt. A stabil, nagyterd,
szupravezetd magnesek megjelenése az 1970-es években,
majd a hiitott tekercsii méréfejek bevezetése az ezredfordulo
kornyékén és az impulzus Fourier modszerben testet
0lté parallel gerjesztés alkalmazasa a szekvencidlis (cw,
folyamatos pésztazas) helyett, nagysagrendekkel javitotta
az ¢érzékenységet. A 70-es években csucstechnoldgianak
szamito 80-100 MHz-es proton frekvenciaju spektrométerek
mai testvérei mar 7-900 MHz-en mikddnek. A nagyobb
magneses tér nem csak nagyobb érzékenységet, de joval
kedvezobb spektralis felbontast is ad, hiszen ugyanazon
ppm értékli kémiai eltolodas tartomany csaknem tizszeres
frekvencia ablakban jelentkezik. Szerencsés modon a
szupravezetO technikaval parallel fejlodott a radidfrekvencias
elektronika és a szamitastechnika is. Ugy tiinik, hogy az
elébb felsorolt mérndki tudomanyok és az NMR kisérleti és
elméleti modszerfejlesztés kdlcsondsen és gylimdlesdzéen
befolyasoltak egymast.

Mi all az NMR médszerek permanens fejleszthetéségének
hatterében a csticstechnoldgidk beépitésén kiviil? Hogyan
lehetséges az, hogy a nyolcvanas évek legtdbbet idézett
kémikusa egy NMR modszerfejlesztd, Ad Bax volt?
Nem lehet véletlen, hogy az NMR felfedezéséért, kémiai
alkalmazasaért majd a biomolekularis kiterjesztésért eddig
harom alkalommal adtak Nobel dijat ! Nos, a titok nyitja
abban all, hogy az NMR spektroszkopia meglehetésen
kiilonbozik az elektromagneses szinképtartomany mas
sévjaiba esd, illetve a részecske spektroszkopiak vilagatol. Az
NMR Zeeman atmenetek frekvencidi ugyanis a mért magtol
¢és az allandé magnes erdsségétol fiiggden a néhany MHz-

tél a néhany 100 MHz-ig terjedé savban talalhatok. Ebben
a radidhullim savban a spontan emisszidé valdsziniisége
Einstein és a tapasztalatok szerint is elhanyagolhatd. A
magspin rendszert az NMR atmeneti (Larmor) frekvencian
alkalmazott radiohullammal lehet stimulalni. A gerjesztett
magspinrendszer energiafeleslegétdl a kornyezetével (amit
tradiciondlisan ,,racsnak” neveznek) valo energiacsere soran
szabadul meg. A spin-racs (vagy longitudinalis, a B térrel
parallel) és a spin-spin (transzverzalis) relaxacio sebessége
— amivel a rendszer visszatér az egyenstlyi allapotba
— valamilyen kiilonds szerencse folytan a masodperc, a
szivdobbanas periodusideje koriili tartomanyban van. E
kiilonds ,,szerencse” hatterében a molekulak oldatban
torténd rendezetlen Brown mozgasa all. Ez a mozgas
stimulalja a relaxacios atmeneteket, s mivel a rotacios
diffuzio szamara nincsenek kitiintetett iranyok, az egyébként
erds, anizotrop kolcsonhatasok (dipolus-dipolus ill. kémiai
eltolodas anizotropia) kiatlagolédnak és nem szélesitik az
NMR spektrum jeleit.

Nagy molekulakban a spin-spin relaxacios id6 (T,) rovid (10-
100 ms nagysagrendil), mig egy kis olddszer molekulanal
a T, és a T,akar 10-100 s is lehet. Kis molekulaknal a
kétféle relaxacios id6 gyakorlatilag megegyezik, nagy
molekuldknal és szilard anyagokban a spin racs relaxacios
id6 (T,) jelentdsen megndhet. Igaz azonban, hogy a spin-
spin relaxacié mindig gyorsabb a spin-racs relaxacional,
azaz T,<T,. Az els6 NMR kisérletek kudarcat annak idején
az okozta, hogy a vizsgilt szilard anyag T, relaxacios ideje
ideje tal hossz volt és a kisérletek ismétlése kdzben a
magnesezettség nem tért vissza az egyensulyi allapotba s
emiatt a nivo populaciok kiegyenlitddtek, s igy a ,.telités”
miatt nem kaptak jelet. Ha a spin-spin relaxacios idok az
optikai spektroszkopiakban szokasos gerjesztett allapotok
¢lettartaméanak megfelelden skalazodnanak, akkor az NMR
spektrum vonalai hasznalhatatlanul szélesek lennének, és
elveszitenénk azt az eldnyt, amit a homogén magnesek
10°-10"" mértékli inhomogenitasa megenged. E bevezet6t
Osszegezve megkockaztathatjuk, hogy az NMR sikertorténet
hatterében a kedvezd relaxacios sajatsagok allnak. A
kovetkezokben pedig megkiséreljiik néhany példan keresztiil
illusztralni a mai nagyfelbontdst NMR teljesitoképességét
és a mérések elvét.

Az NMR moddszer teljesitéképessége

A folyadékfazisi NMR metodikai fejlesztések célja 40 év
alatt mit sem valtozott: cél az érzékenység ¢és a felbontas
javitasa. Az 1.a-b-c abrék ezt a fejlédést jol demonstraljak.
A N-BC jelzett calretinin I-II (CR I-IT) fehérje * 1 mg-nyi
mennyiségébol késziilt ,,sima” egydimenzios proton NMR
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csak az oldoszer jelét képes detektalni (1.a). NMR csak az
oldoszer jelét képes detektalni (1.a).

1a. Abra. A calretinin (CR) I-II fehérje 'H NMR spektruma vizelnyomas
nélkiil

A gradiens ,,WATERGATE” modszerrel elnyomhat6 a kb.
haromszazerszer erésebb H,O (~ 100 M/L 'H koncentracid)
jele és lathatova valnak a fehérje (~ 3x10* M/L koncentracio)

"H-NMR jelei (1.b).

1b. Abra. A CR I-II fehérje 'H NMR spektruma vizelnyoméssal

A kétdimenzios 'H-"N HSQC spektrumban (1.c) viszont
csak az amid NH csoportok adnak jeleket.

ilmg 13C/15N CR-I-II from E-coli, pH 5.7 T=310K 15N HSQC
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1c. Abra. A CR I-1I fehérje kétdimenzios 'H/'SN kémiai eltolodas
korrelacio (HSQC) NMR spektruma

A szaz egységbol allo fehérje spektrumaban kb. szaz pottyot

szamolhatunk meg, ha az oldallanc NH, jelektdl eltekintiink.
Ezek a kereszt-csucsok egy NH csoport 'H és N kémiai
eltolodasait (ppm) rendelik egymashoz. A félreértések
elkeriilése érdekében kiemeljiik, hogy egy ilyen térkép
onmagaban még semmiféle geometriai jelentést sem hordoz.
A rontgen-krisztallografiai leképezéseknél kozvetlentil
kapunk molekula geometridt, ezért ott a jelhozzarendelési
probléma fel sem meriil. Az NMR szerkezetvizsgalat viszont
a jelek azonositasaval kezdddik, tehat esetiinkben minden
egyes pottyre 1 és 100 kozé es6 szamot kell irnunk. Ennél a
fehérjénél erre kb. 100! (faktorialis) ~ 10" lehetdség lenne,
ami csillagaszati szam. Szerencsére ezt nem taldlgatassal
¢és csak adatbankokra hivatkozva kell megtenni, hanem a
molekula topologiajatol fiiggd célzott kisérletek sorozataval
4. A jelhozzarendelés sok esetben szerkezetbizonyitd ereji
is, legalabbis a molekula konstittciojat illetden.

Mire jok az el6z6hoz hasonld 2D térképek? Pl a teljes
CR fehérje modularis szerkezetét (a kis modul fiiggetlen
a nagytol) harom egymasra Usztatott spektrum mar elsd
ranézésre igazolja (2. abra). A kicsi (I-I) modul és a
nagyobbik (III-VI) modulok spektrumainak dsszege kiadja
a teljes fehérje spektrumat (a modulok spektruméat ENy-i
iranyban eltoltuk a lathatoésag kedvéért). Az ujjlenyomat
glicin régi6 pedig pontosan azonositja az 6t Ca** kotd
helyet. glicin régio pedig pontosan azonositja az 6t Ca** k6to
helyet.

2. Abra. A calretinin és a CR I-II, I1I-VI moduljainak egymaésra rajzolt
"H/"*N TROSY ¢és HSQC spektrumai. A modulok spektrumanak dsszege
nagyon hasonlit a teljes fehérje (kicsit elcsusztatott) spektrumahoz, ami azt
sugallja, hogy a modulok fiiggetlenek egymastol.

Elmélet, diohéjban

Hogyan késziilnek a 2. abrdhoz hasonlé 2D spektrumok?
Egy-egy specidlis NMR mérési modszer lényege egy
radiofrekvencias tlimpulzus sorozat, amelyet pontosan
meghatarozott idejii szlinetek ,,darabolnak™ (a 3. abra pl. egy
,,TROSY” ® szekvenciat mutat).

A tliimpulzus sorozat a modja a magnesezettségi informaciok
szinte tetszés szerinti terelgetésének, amivel pl. a kémiai
eltolodasok kapcsolatat lehet kovetni. Megérthetdk-e,
tervezhetdk-e a bonyolultnak tiind kisérletek? A valasz igen,
¢és a tervezéshez itt is a modulok hasznalata segit. Az els6
LINEPT” modult, amely esetiinkben az 'H magnesezettséget
viszi at a "N magokra, konnyen megérthetjiik. Haromféle
elméleti moddszert hasznalhatunk: a magnesezettségi
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vektormodellt (szemléletes), a szorzat-operdtor modellt
(hatékony és szemléletes) © valamint a siirliség-matrix
(egzakt, de nem szemléletes) leirast.

Fig. 1
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3. Abra. A nagy moltomegii, duplan jelzett fehérjék vizsgalatara alkalmas
un. TROSY (Transverse Relaxation Optimized Spectroscopy) kisérlet
egyik valtozata. A mérés a relaxacios interferencia vonalkeskenyitd
hatasan alapul.

Képzeljiink el egy egyszerti két-spin rendszert, pl. a CHCI,
molekula '"H-13C (I és S spin) magjait. Az egyensulyi, z-irAnya
proton magnesezettséget egy x-irdnyt radiofrekvencias
timpulzussal elforgatva y-irdny magnesezettséget kapunk.
Ez késobb ellenfazist jellé is alakulhat, mert a dublett két
komponense a frekvencia kiilonbség miatt eltérd sebességgel
precesszal az xy sikban.
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Mar ebben az egyszerii két-spin rendszerben is sokféle
»~magnesezettség” képzddhet a kisérletek soran, amelyek
a derékszogli szorzat operatorok formajaban Osszesen 16
félek lehetnek, ha az egységmatrixot is hozzavessziik.
Ezek stlyozott 0sszegével a rendszer pillanatnyi allapotara
jellemzd stirliségmatrix felirhatd, amib6l a magneses
jellemzdok véarhaté értéke is kiszamithatd. A kisérletek
kovetéséhez gyakran elegendé azonban az alabbi szorzat
operdtorok valtozasanak kiszamitdsa: 1. a radidfrekvencias
(RF) impulzus, 2. a § kémiai eltolodas modulacio és 3. a J
csatolasi modulacié soran. Az ezekre vonatkozd forgatasi
transzformaciok egyszertiek, de itt nem részletezziik dket.

I, ¢sS, longitudinalis mégnesezettség

1, Iy, S, ¢és S.\ transzverzalis (detektalhato jel, Am= +1)

21 S, nem Boltzmann-eloszlasu, két-spin rend
21S,218,281,28 1, antifdzisi (detektalhat6 jel, Am=+1)

X2 Ty xz

21 S, ZIxSy, 2Iny, 2 I) S, (nulla és két-kvantum rezgés, Am= 0, £2)

Hogyan megy at a protonok magnesezettsége mondjuk a
szén magokra? Ezt egy szelektiv populacio atvitel (SPT)
példajan mutatjuk be eldszor. A 4. abran egy csatolt C-
H spinrendszer Zeeman energiaszintjeit latjuk a nivok
betdltottségével egyiitt.

a) c) AH-AC
20HH2AC
AH+AC AHHAC
AH-AC AH-AC
(inverted)
2AH#2AC
AHHAC
b) d) . R
oI H' H? @ (e
Co G
Joo e N

4. Abra. A szelektiv magnesezettség atvitel (SPT) elve. Az egyensulyi
magnesezettségnél kialakult populaciokat az egyik 'H atmenet
invertalasaval jelentdsen meg lehet valtoztatni, ami a csatolt '*C mag
atmeneteit a kiindulasi +1 +1 ~hez képest -3 +5 intenzitastira ndveli.

Tudnunk kell, hogy egy adott NMR 4tmenet intenzitdsa az
atmenethez tartozo energiaszintek populacio kiilonbségével
aranyos. Egyensulyi allapotban a proton atmenetekhez
tartozo kiilonbségek négyszer nagyobbak mint a szén
atmenetekhez tartozok (AH ~ 4AC), mert a proton
giromagneses tényezdje is négyszer nagyobb. Ha most a
proton dublett egyik magnesezettségét kelléen szelektiv
radiofrekvencias impulzussal a +z iranybdl a —z iranyba
forgatjuk, azaz invertaljuk, akkor a nivok betdltottsége
megvaltozik. Mivel a két szén atmenetnek vannak kozos
nivoi az invertalt proton atmenettel, ezért az Osszekotott
szintek betdltottsége azonnal megvaltozik. Az abra alapjan
trivialis szamoléssal kapjuk, hogy az egyik szén atmenet
magnesezettsége -3, mig a masiké +5 lesz a kiindulasi +1 +1
dublett helyett. A jel/zaj viszonyt tehat jelentdsen noveltiik,
raadasul a besugarzott proton jeléhez igy megtalalhatjuk a
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szomszédos szén jelét a *C-spektrumban is. G. Morris 1979-
ben arra gondolt, hogy hasznos lenne az SPT kisérlet nem-
szelektiv valtozata is; ez lett a nevezetes INEPT (magyaritva:
HATASTALAN) modszer. A valésigban a kétdimenzids
NMR oétlete és 1976-0s bevezetése utan ez volt az egyik
leghatasosabb 1j technika. Az 5. dbra a vektormodellel és a
szorzatoperatorokkal is értelmezi a kisérlet Iényegét.
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5. Abra. Az INEPT, nem szelektiv méagnesezettség atvitel impulzus-
sorozata, vektorabraja és szorzat-operator értelmezése. A kisérletben
ellenfazisu 'H magnesezettségbdl ellenfazisu *C magnesezettség lesz.

Az INEPT esetében minden RF impulzus igen rovid
id6tartamu (kb. 10-20 us) és igy egyforman érinti a teljes
spektralis ablakot, vagyis nem szelektiv. Az els6 90°-0s
'H impulzus az y iranyba forgatja az 'H dubletteket, majd
a dublett két jele egymashoz képest = J/2 frekvencianak
megfeleld szogsebességgel tavolodik egymastdl az xy
sikban. Ha 1/(4])) id6 utan egy 'H/BC 180°-0s impulzuspart
alkalmazunk, akkor a két magnesezettséget a masik félsikba
forgatjuk, am a lassabb komponens most a gyorsabb
lesz és fordiva. Igy a két komponens tovabb tavolodik
egymastol (folytatddik a ,.csatolasi modulacié™), majd a
spin-echo masodik 1/(4J) periddusa utdn a magnesezettséget
x-iranyt ellenfazisi 'H jelként kaphatnank. Ebben a
pillanatban ezt az x-iranyu magnesezettséget a z-iranyba
forgathatjuk egy y-iranyu 'H 90°-0s impulzussal. Ekkor zz
magnesezettséget, masnéven két-spin rendet kapunk. Ez a
nemegyensulyi magnesezettség nagyon hasonlit ahhoz a
helyzethez, mint amikor az SPT kisérletben az 'H dublett
egyik felét invertdltuk. Az INEPT kisérlet végén a zz
magnesezettséget egy C 90°-o0s impulzussal ellenfazist
BC magnesezettséggé alakithatjuk at. Ez a jel is nyer az
eltér6é giromagneses tényezok okozta jel/zaj novekménybol,
¢és detektalhato is. Az NMR kisérletek nagy részében az
informacié atadas modja ehhez hasonlit. Az egyik mag
ellenfazist jelétdl juthatunk a masik mag ellenfazist
jeléhez. Az INEPT a beépitett spin-echo révén miikodhet
igazan jol, ugyanis ennek jotékony hatasa folytan a kapott
jelek fazisa nem fiigg az 'H magok kémiai eltolodasatol.
Az INEPT mérés ,refokuszalt” valtozataban adatgytijtés
alatt lehet protonlecsatolast alkalmazni, ha gondoskodunk

az ellenfazist magnesezettség egyfazisuva alakitasarol.
Ezzel a méréssel az eredeti *C dublettiink intenzitasa egy
nyolcszoros intenzitasu szinglettben 6sszegzddik.

Ujabb dimenziok - végtelen szelektivitias nem szelektiv
gerjesztésekkel

Az érzékenység tehat polarizacio atvitellel novelhetd. Vajon
a jelek diszperzidja novelhetd-e a magneses tér erdsségének
novelése nélkiil? A valaszt erre Jean Jeener belga fizikus
adta meg 1971-ben, egy jugoszlaviai NMR nyari iskolan. Az
a zsenialis Otlete tdmadt, hogy az impulzus kisérletekben a
detektalasi (valos) idén kiviil tjabb, indirekt idédimenzidt
lehetne bevezetni. A 6. dbran lathatjuk az altala javasolt
homonuklearis COSY és a késébbi NOESY kisérletet.

.......
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6. Abra. A kétdimenzios mérések alapelve. A valos, t, id6ben detektalt jelek
a szisztematikusan inkrementdlt t, id6 alatt is modulalodnak. Két, egymast
kovetd Fourier-transzformacioval mindkét tengely mentén frekvencia skalat
kapunk. Az igy nyert kontirvonalas COSY térkép a kémiai ktések mentén
valo szomszédossagot, a NOESY pedig a térbeli kozelséget allapitja meg
a kiilonbozé magok kozott. A kisérletek szelektivitasat csak a természetes
vonalszélesség ¢és a digitalizalas mértéke befolyasolja.
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A masodik idédimenziét ugy lehet bevezetni, hogy a
kisérletben egy iddintervallumot kisérletrél kisérletre,
azonos 1d6kozokkel megnoveliink (a COSY esetében pl. a
két egymast kovetd 90°-os 'H impulzus kozt eltelt id6t). Az
inkrementalt t, id6 alatt pl. a kémiai eltolodds modulalja a
jeleketa t, id0 fliggvényében, amit a t, valds idejii detektalas
alatt mért interferogram (FID) is 6rokol. Ha el6szor a valos
id6 szerint Fourier transzformaljuk a jeleket, akkor azt
vehetjiik észre, hogy az egymast kovetd spektrumokban
a jelek fazisa vagy amplitidoja nem dallando, hanem a t,
fliggvényében modulalt. Ha ezeket a jeleket ezutan t, szerint
is (t,-re merdlegesen) Fourier transzformaljuk, akkor olyan
kétdimenzids (2D) spektrumot kapunk, amelyiknek mindkét
tengelye frekvencia dimenzidju. Az igy nyert COSY
térképrol trivialisan leolvashatd a magok kémiai kotés
menti szomszédossaga: a spin-spin csatolasban 1évé magok
kémiai eltolodasanak megfelelé koordinataknal észleljiik
az un. ,kereszt-csticsokat”, kontirvonalas abrazolasban
a ,,pottydket”. A 2D-NOESY kisérlet legalabb még egy
90°-0s 'H impulzust tartalmaz, és az utols6é két impulzus
kozt beiktatott fix ,,t_ keverési id6” értékétdl fiiggden ad
keresztcsucsokat a térkozeli protonok kémiai eltolodasainak
megfeleld koordinataknal. 4 2D kisérletek csodajat abban
foglalhatjuk éssze, hogy nem-szelektiv gerjesztésekkel
Jjuthatunk — elvileg — végtelen szelektiv informaciohoz.

Els6 példaként most nem homonuklearis kisérletet — COSY,
NOESY, stb. — hanem heteronuklearisat valasztunk.
Meéghozza olyat, amelyik nem csak a skaldris csatolas
meglétét jelzi, hanem annak értékét is kiadja. A tavolhato
— kett6 és haromkotéses - 'H-13C spin-spin csatolasok
altalaban 10 Hz-nél kisebbek, de nagyon fontosak a
természetes anyagok szerkezetfelderitésénél. A phormidolide
makrolid (7. abra) esetén 11 kiralis centrum sztercokémiajat
hataroztak meg 7, tobbek kozott a HSQMBC (Heteronuclear
Single Quantum Multiple Bond Correlation) modszerrel &,

H
OH OH OH OH OH

7. Abra. A ,,phormidolide” nevii makrolid temészetes anyag.

A 8. abra a mérési metodikat, a nyert 2D spektrumot és
annak néhany metszetét mutatja. A HSQMBC a tavolhato
csatolasokra optimalt INEPT-tel kezd8dik, a t, id0 alatt
kapunk 1*C kémiai eltolodas jelzést, majd az aktiv csatolasnak
megfeleld ellenfazist szén magnesezettséget alakitjuk vissza
ellenfazisi proton magnesezettséggé. Ez szuperponalddik
az adagyljtés alatt az egyfazisi proton multiplettre. Ha
szerencsés a csatolasi kép, akkor kozvetleniil leolvashatd
az "J., heteronukledris csatolds nagysaga. Bonyolult 'H
multiplett esetén szamitdgépes illesztéssel kell probalkozni.

Az eddigiekben részletezett ,koherens” magnesezettség
atvitelek  gyakorlatilag pillanatszeriien megtorténnek.
A mar emlitett NOESY ezzel szemben , inkoherens” z-
magnesezettség atvitel a kereszt-relaxacio segitségével.
Relaxacios jelenség lévén, a NOE felépiiléséhez vagy

lebomlasahoz a  relaxaciés idOkkel  Osszemérhetd
id6tartamokra van sziikség.
Evolution of
trim pulse SQC zz filter
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8. Abra. A tavolhaté 'H-C spin-spin csatolisok mérésére alkalmas
HSQMBC moédszer. A 2D térkép vizszintes tengelye az 'H kémiai
eltolddas, a fliggéleges pedig a '"C eltolodds. A  keresztesiicsok
megjelenését az aktiv tavolhatd csatolasok okozzak, amelyek
ellenfazisu  felhasadast adnak az 'H tengellyel parhuzamos
metszetekben. A felhasadasbol leolvashaté az "J . csatolas értéke,

CH
amelybdl pl. a csatold partnerek altal bezart diéderes szog becsiilhetd.

A Kklasszikus egyensulyi (steady-state) NOE kisérletekben
valamely S multiplett elételitésének hatasara a térkozeli
magok jelintenzitdsa megvaltozhat. A valtozas mértéke
definici6 szerint: NOE {S} = (I-lo) / Io amit szazalékosan
szoktak kifejezni (lo az egyenstlyi, referencia jelintenzitas).
A 2D NOESY mérés viszont a tranziens (nem-egyensulyi)
NOE mérések sordba tartozik, amelynek 1D megfeleldje
a multiplett invertalast kovetd jelintenzitds valtozas. A
tranziens NOE kisérletekben a jelnovekedés iiteme eleinte
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aranyos a kereszt-relaxacios sebességgel, ami a két mag
kozotti tavolsag hatodik hatvanya szerint csokken, o ~
(w,-w ) ~ 1. Az ers tavolsagfiiggés miatt a NOE igen
alkalmas a molekula geometria meghatarozasara a 0.2-0.5
nm tartomanyban. A 9. abran bemutatott példa “C{'H}
egyensulyi heteronuklearis NOE kisérletsorozatot mutat,
amelynek eredményeképpen szamos proton-szén tavolsagot
0.01 nm pontossaggal lehetett megmérni egy diazepam
szarmazékban.

" i 4 H-11g,,
l ¢ H-6+H-11
. it -
1 I
c-10 C-5
| b H-11
J
Ao i W o
c-6 !
C-5a |C-7

r —— ——— — T - 5
160 140 120 100 80 60 40 20 o C(ppm)

Szén atom X (05} C5a Co6 (oy) C10

r(H,-C )-kisérleti (nm) 0,269 | 0,211 | 0,106 | 0,203 | 0,381

r(H,-C )-elméleti (nm) | 0,275 [ 0,215 | 0,108 | 0,215 | 0,385

9. Abra. Proton-szén magtavolsigok mérése szelektiv, heteronuklearis
NOE differencia kisérletekkel, egy kis szerves molekulaban. A mérési
pontossag elérheti a £ 0.01 nm értéket

A NOE — hasonléképpen a relaxacios id6khoz — a molekulak
mozgasi sajatsagaitol is fiigg. Elméletileg levezethetd,
hogy kozepes méreti molekulak viszkézus oldataban a
homonuklearis NOE akar zérus is lehet, mert a mozgasi
tartomanytol fliggéen a NOE +50% ¢és -100% hatarok
kozt mozoghat. Ha azonban a NOE kisérletet ,,forgd
vonatkoztatasi rendszerben” a transzverzalis sikban, a B,
RF térhez ,ragasztott” spinek kozt probaljuk ki, akkor az
igy mért ,,ROE” mindig pozitiv. A 10.4bran egy kb. 20 kDa
molekulasulyt poliszacharidon mért ROESY spektrumot
latunk, amely az interglikozidos CH-csatolasokkal

kiegészitve alkalmas a Shigella Sonnei baktérium sejtfalabol

s

Biomolekuldk vizsgalata esetén a két dimenzid nem
mindig ad kell6 diszperzidt és a jelek atlapolhatnak. A 2D
modszer kiterjesztésével lehetéség van tovabbi dimenzidk

(b) pon !

o
v

4.04

4.14

T T T T T T T T T T T T
5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 ppm

co.H A _ B 0
HO o)
NHAc a e

10. Abra. Proton-proton tavolsagok mérése 2D-ROESY kisérlettel. A

B, térhez ragasztott spinek kozotti kereszt-relaxaciot mérjiik a forgo
vonatkoztatasi rendszerben. Elonye, hogy effektus tetszéleges méretli
molekula esetén is van. Egy ~ 20 kDa moltomegii poliszacharidon tortént
alkalmazast latunk.

bevezetésére is. A 3D-NMR gyakran hasznalatos fehérjék
¢és nukleinsavak szerkezetvizsgalatahoz, s6t a 4D-NMR-t is
alkalmazzak néha. Ennél magasabb dimenzidju kisérleteket
a mérési idékorlatok miatt nemigen futtatnak. A 11. abra a
BC/BN jelzett fehérjék jelhozzarendeléséhez hasznalatos
3D HNCA szekvenciat mutatja. Az impulzus szekvenciaban
az 'H és N impulzusok mellett savszelektiv BCO és
BC_ impulzusok is szerepelnek. Ez a kisérlet 'H >> "N
INEPT-tel kezddédik, amit a "N kémiai eltolodas modulacid
kovet a t id6 alatt. A t, id6 folyaman a mégnesezettség
harmas-kvantum rezgés formdjaban létezik, de a C_
kémiai eltolédasa moduldlja (észrevehetjiik, hogy minden
csatornan van t/2 -nél 180°-os lecsatold impulzus a C
csatornat kivéve). Ezutan a magnesezettséget ismét N
ellenfazisi magnesezettséggé alakitjuk, amit a kisérlet végén
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11. Abra. A haromdimenziés HNCA kisérlet impulzus-sorozata, amely
a 3C/BN jelzett fehérjék jelhozzarendeléséhez hasznalatos. A kezdeti
proton magnesezettség dtalakul a kémiai eltolodassal jelolt "N majd *C,
magnesezettséggé, amit a detektalas idejére ismét 'H magnesezettséggé
alakitunk.

egy forditott INEPT-tel detektalhaté '"H magnesezettséggé
alakitunk. Ez a jel tehat tartalmazza a "N és C_ kémiai
eltolodas modulaciot, azaz frekvencia jeldlést. A kisérleti
adattablak mérete a harom iranyban (‘H,"N,"*C) jellemz6en
1024x64x32 pont. A nyert primer interferogramokat harom
egymdst kovetd, Fourier transzformacioval dolgozzak
fel. A feldolgozas soran a digitalis felbontas javitasara
gyakran alkalmaznak zérus toltést és ,linearis joslast”. A
mai szamitastechnika szintjén az adattdbldk mérete mar
nem korlatozo tényezd. A 3D spektrum koordinata tengelyei
az 'H, "N ¢és a BC kémiai eltolodasok. A HNCA spektrum
sikjaiban minden i-edik NH jelhez megtalalhatjuk az i-
edik és az i-1-edik C_ jelét (12. dbra). Ennek a kisérletnek
a HN(CO)CA mérés a parja, amelyben viszont csak az
i-1-edik C_ jel latszik. Néhany hasonld 3D kisérletpar
segitségével kb. 20 kDa hatarig, ismert szekvenciaju
fehérjék jelhozzarendelése — sok esetben félautomatikusan
- megvalosithat6.Oldatfazisban, kiilondsen biomolekuldk
esetén, sokszor nem tisztazott a molekulak oligomerizacios
allapota. Ilyen kérdések eldontésére az NMR tobbféle
megoldast is kinal. Aszimmetrikus oligomerek képzddésénél
az ujjlenyomat HSQC spektrumok jeleinek tobbszorozodése
utalhat erre. Természetesen a képz6dd oligomerek mozgasi
sajatsdgai jelentdsen eltérhetnek a monomerekétdl. A
valtozas kovetheté mind a rotacids diffuzid (relaxacios
mérések), mind pedig a transzlacios diffazio (DOSY
modszer) segitségével. A kdvetkezokben glikopeptid
antibiotikumok oldatbeli oligomerizacioja kapcsan mutatjuk
be ezen technikékat.

NMR relaxacié: a molekularis mozgasok indikatora

Mivel a relaxacié forrasa a molekuldk random rotacidja
altal keltett fluktuald elektromagneses tér, nem meglepd
hogy az X= "N vagy C magok ,.intrinsic” vagy sajit T,
és T, relaxacios idejét kiegészitve a kereszt-relaxaciotol
fliggd egyenstlyi X{'H} NOE-val, a molekulak globalis
és belsd dinamikajardl kaphatunk képet. Mindharom mért
paramétert dontéen a dipolus-dipolus (DD) és kisebb
mértékben az anizotrép kémiai eltolodds (CSA) okozta
relaxacié hatdrozza meg, amelyek elméleti leirdsa jol
ismert. A Lipari és Szabd altal bevezetett ,,modell-mentes”
kiértékelési modszerrel ' meg lehet allapitani a molekula
egészére jellemzo rotacios korrelacios id6t (te ~ 0.1-20 ns
tartomany), valamint az individualis (NH ). vagy (CH ).
csoportok belsd, effektiv korrelacios idejét (te ~ 10-100 ps

OH HO,
c OH OH
H,'N. \7 CH,
o O
OH O

1]

HNCA 3D kisérlet metszete - CRI-II ['SN,B3C] 1mM, 309K
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12. Abra. A CR Il fehérje (~12 kDa) haromdimenzios HNCA
spektrumabol 112.7 ppm PN eltolodasnal vett sikmetszet. Az azonos 'H
eltolddasnal észlelt intenziv és gyengébb csticsok *C koordinatait leolvasva
juthatunk el az i-edik NH jelhez tartoz i-edik és az i-1-edik C,,?jelhez.

tartomany) ¢és a rend paraméteriiket (0 < S° < 1). A
merev molekula hataresetében a rend-paraméterek 1-
hez kozeli értékiick (felcsavarodott fehérjéknél példaul
S* ~ 0.9), a jelentés flexibilitds pedig 0-hoz kozeli S*
értékeket ad az oldallancoknal. A 13. dbra az eremomicin
(glikopeptid antibiotikum) aszimmetrikus dimerjének ¢€s
a baktérium sejtfal peptidoglikan C-terminalisat utanzo
NAc-D-Ala peptid komplexnek a dinamikara gyakorolt
hatasat illusztralja . Jol latszik, hogy az Asn oldallanc
a legmozgékonyabb, mig a félanc a keresztkotések
miatt meglehetésen merev. A ligandum kotédése kisebb
valtozasokat indukal a rend paraméterekben, amelyeket
termodinamikailag a kotédés szabad energidjahoz valod
hozzajarulasként lehet interpretalni.

1
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13. Abra. A jelzett eremomicin dimer (glikopeptid antibiotikum)
BN relaxacios méréseibdl a Lipari-Szabé modszerrel szamitott S?
,rend” paraméterek. A félanc igen merev, amit a ligandum hozzaadasa
kismértékben valtoztat. A 3. aszparagin egységhez tartoz6 NH, oldallanc
viszont mozgékony.

109-110 évfolyam, 3. szam, 2004. szeptember



134 Magyar Kémiai Folyoirat - Eléaddsok

A relaxéaciés mechanizmusok kiilonds 0Osszjatéka folytan
megesik, hogy a DD és a CSA relaxacio ,,interferenciaja”
egy dublett egyik vonalat kiszélesiti, mig a masikat
keskenyiti. A vonalkeskenyedés paradox moédon annal
markansabb, minél nagyobb a molekula. Ezt a jelenséget
hasznaljak ki biomakromolekuldk NMR méréseihez,
amikor csak a keskeny vonalat tartjak meg a kisérletekben.
A TROSY ° mérés alkalmazasanal nagyon erés magneses
terekben a leglatvanyosabb a hatas; 800-1000 MHz
koriili berendezéseken varhatdo az optimum, akar 100
kDa moltomegti fehérjéknél. A nagy molekulak felsd
tomeghataranak kiterjesztésén kiviil a valtozatos relaxacios
interferencia kisérletekbdl tovabbi fontos dinamikai és
szerkezeti informacidkat nyerhetiink. Az el6bbiekben
megismert antibiotikum modell esetében a CSA-DD
effektus mértéke alapjan azonosithatoé a cisz peptid kotés ill.
a ligandum kotés helye is.

Elvalasztas nélkiili ,,kromatografia® az NMR csében;
DOSY

A molekuldk méretétdl, alakjatél és a kozegtdl fliggd
transzlaciés diffuzios allandé a korszerli, B gradiens
impulzusokat ado spektrométereken egyszeriien mérhets. A
mérés elvét ' sematikusan a 14. abra mutatja.

Diffuziés NMR = DOSY

Aktiv térfogat

centrum

azonos teri sikok

I My dV=S

JlMy dv=0 My dV=C*S

(1>C=0)

14. Abra. A diffiizios NMR (DOSY) alapelvének sematikus dbrazolasa. Az
aktiv térfogatbdl gyorsan eldiffundalé molekuldkhoz tartozé magoknal a
faziskoherencia nem all vissza, ezért ezek a jelforrasok ,,elvesznek”, és a
detektalasnal kisebb jelet észleliink.

Ha a z-tengely iranydban a B, tér homogenitisit egy
linedrisan valtozé tér bekapcsolasaval néhany ms idétartamra
,elrontjuk” akkor az NMR mintacsé minden kis szeletében
mas €és mas lesz a rezonancia frekvencia. A kisérlet
eredménye, hogy az Osszegzett xy sikbeli magnesezettség
gyorsan megsziinik, nem lesz detektalhat6 jel. Ha azonban,
ezt kovetden egy azonos idotartamu és erdsségii, de ellentétes
iranyu gradiens impulzust adunk a minta térfogataban,
akkor a gyorsan és a lassan pdrgd magnesezettségek
szerepet cserélnek és a kisérlet végére a kiilonboz6 sikokban
forgd magnesezettségek 0jbol szinkronban lesznek, és az
Osszegzett jelben visszakaphatnank az eredeti jeliinket
(a relaxacios veszteségtol eltekintve). Azonban azoknak
a molekuldknak a jelét elveszitjik, amelyek a kisérlet
idétartama alatt ,,megszoknek” az aktiv térfogatbol. igy a
jelcsokkenés mértéke annal nagyobb lesz, minél gyorsabban

diffundalnak a molekuldink. A valosagban célszertibb a
kisérleteket egy spin-echo részeként végrehajtani (15.
abra), amikoris a centralis 180°-0s impulzus felcseréli a
forgasiranyokat, igy azonos gradienssel nyerhetjiik vissza
a jelet.

a)

"H

G;

15. Abra. A DOSY kisérletek gyakorlati megvalésitasa spin visszhang
kisérletekben torténik. Az ismételt kisérletekben a térgradiens erdsségét
novelik, ¢és a gradiens fliggvényében csokkend jel intenzitasanak
illesztésével kaphato a diffazios allando.

M¢ég kedvezdébb, ha a gradienssel jelolt magnesezettséget
a diffazié idején z-magnesezettségként taroljuk, mert a
hosszabb longitudinalis relaxacié eldnyds a diffuzidé soran.
A diffuzios allando meghatarozasahoz a kisérleteket valtozo
erdsségli gradiensekkel meg kell ismételni, és a novekvd
gradiens fliggvényében gyengiil6 jelek intenzitasatazelméleti
Stajskel-Tanner formulaval illesztve a ,,D” diffuzids allandd
meghatarozhatd. Zsufolt, atlapold 'H NMR spektrumok
esetében a jelenkénti illesztések nem egyszeriiek. A vizualis
megjelenités érdekében az exponencialis illesztések helyett
inverz Laplace transzformaciot hasznalnak, amely a
diffazios allandot kozvetleniil jeleniti meg mint egy pszeudo
2D kisérlet diffuzios frontjat.

DIFTT:ICH KMR
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16. Abra. Az eremomicin dimer DOSY spektruma. Az oligomerizald
dipeptid agens hozzaadasa utan ujabb két diffiziés front jelenik meg,
feltehetden a tetramer és az oktamer jelei. Ebben az dbrdzolasban a log,,
alapt skalan a diffuzios sebesség 0.1 egységnyi valtozasa kb. kétszeres
tomegvaltozasnak tulajdonithato.
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A 16. adbran bemutatott DOSY spektrum start pontjat az
eremomicin dimer éles frontja adja. Oligomerizald agenst az
oldathoz adva tjabb két diffuzios front jelenik meg kétszeres
és négyszeres moltomegnél.  Sok esetben hasznalnak
DOSY-t a molekuldk hidrodinamikai sugaranak mérésére
¢és ebbdl kovetkezoen az oldatfazisu moltdmeg becslésre a
D /D,= (M,/M)"? formula alapjin (D diffiziés allando, M
molekulatomeg jelolésekkel), tovabba homo-vagy hetero
aggregatumok detektalasara, ligandum ko6tédés jellemzésére,
fehérje konformacio valtozas észlelésére.

Z.arszo

Osszegzésképpen aztmondhatjuk, hogy azNMR sikertrténet
toretleniil folytatodik a nagyfelbontasit NMR spektroszkdpia
teriiletén (is). Az elméleti moddszerek bevonulnak a
gyakorlatba, a technolégia inspiralja a méréstechnika
fejlodését. A szilard-és folyadékfazisu, so6t a leképezd
(orvosi, MRI) méréstechnikak kolcsdondsen oOtleteket adnak
egymasnak. Ma az NMR molekulaszerkezeti és dinamikai
vizsgélatok lehetdségei 0Osszehasonlithatatlanul jobbak
mint akar a tiz évvel ezelbttick. Ne felejtsiik el azonban,
hogy a biomolekularis és természetes anyagok szerkezet-
vizsgalatahoz sziikséges nagyteri NMR spektrométerek
dragak, és ha évtizedes elmaradasunkat nem tudjuk potolni
ezen a téren, akkor reményteleniil tavol keriilhetiink az
NMR kutatasok és alkalmazasok élvonalatol.
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