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OZET

D,0 COZELTILERINDEKI ALBUMIN TOPAKLASMASININ (AGGREGATION)
NMR
DURULMA ZAMANLARI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

DOKTORA TEZI
Silan BATURAY

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
FiZiK ANABILIM DALI

2012

Bu ¢alisma, albiimin topaklanmasinin, T; ve T, durulma zamanlarina olan etkilerini
aciga kavusturmak ve durulmaya yol acan mekanizmalar1 netlestirmek i¢in yapildi. Albiimin
topaklanmasinin varligi Inversion Recovery (IR)-T; FID sinyalleri, Spin Echo (SE)-T, sinyal ve

bozunum egrileri cinsinden incelendi.

Deneyde, insan serum albiimini ve % 0,1 artik su igeren Ddoterium Oksit (D,0)
¢oziiciisii kullanildi. Konsantrasyon incelemeleri i¢in kullanilan albiimin ¢6zeltileri 1 ml D,O’ya
degisik miktarlarda alblimin eklenerek iki grupta hazirlandi. Birinci grupta albiimin miktarlar
0.02’lik eklemelerle 0.10 g’a kadar; ikinci grupta ise 0,1°lik eklemelerle 0.5 g’a kadar
degistirildi. Olgiimler Bruker Avance 400 MHz NMR spektrometresi kullanilarak
gerceklestirildi. T, 6l¢iimleri Inversion Recovery, T, 6l¢iimleri ise Carr-Purcell- Meibon-Gill

metodu ile yapildi.

Elde edilen FID ve Eko setleri ile IR-T; ve SE-T, egrilerinden, D,O’nun FID ve SE
katarlarinin tek exponansiyel bir bigimde degistigi goriildii. Ancak albiimin Katildik¢a, FID ve
SE Kkatarlarinin exponansiyel goriiniimii degisti. Buda albiimin topaklanmasinin, ileri
konsantrasyonlarda artmaya basladigim1 gostermektedir. % 10 konsantrasyona kadar olan
orneklerin IR-FID ve SE-T; katarlari ile IR-T; ve SE-T, egrileri ilgili formiilleri miikemmel bir
sekilde fit etmektedir. Bu durum, % 10 konsantrasyona kadar albiimin kullanilarak NMR Ty, T,

Olclimleri yapilabilecegini gostermektedir. Sinyal bozunumlar1 % 20 konsantrasyondan sonra



1/T; ve 1/T; egrileri ilizerinde barizlesiyor. Bu da % 20 ve daha sonraki konsantrasyonlarda

albiimin topaklanmasinin ¢ok etkiligi oldugunu gosteriyor.

Anahtar kelimeler: Ty, T,, NMR, albiimin topaklanmasi, Inversion Recovery.
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INVESTIGATION OF EFFECT OF ALBUMIN AGGREGATION ON NMR
RELAXATION IN D,O SOLUTIONS
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This study was carried out to explain the effect of aloumin aggregation to T, and T, relaxation
times and mechanisms leading to relaxation. Existence of albumin aggregation was investigated in

terms of Inversion Recovery (IR)-T1 FID signals, Spin Echo (SE)-T, signals and decay curves.

In the experiment, Human serum albumin and Deuterium Oxide (D,0) solvent, which includes
0,1 % residual water, were used. Albumin solutions for concentration studies were prepared in two
groups by adding different amount of albumin to 1 ml D,O. In the first group, albumin was added as
0.02 g up to 0.1 g, while in the second group, it was added as 0.1 g up to 0.5 g. Measurements were
performed by using a Bruker Avance 400 MHz NMR spectrometer. T, measurements were conducted
by Inversion Recovery method, whereas T, measurements were carried out by Carr-Purcell-Meibon-
Gill Method.

FID and SE qatars of D,O exhibit a single exponential change, which has seen from FID, Echo
sets and IR-T4, SE-T, curves. On the other hand, when albumin was added, exponential appearance of
FID and SE qatars changed, which shows that protein aggregation increases at high concentrations.
Concentrations of up to 10 % of the samples of IR-FID, SE-T, qgatars and IR-T;, SE-T, curves fit
perfectly with related formulas, which shows that T, T, experiments can be performed by using
albumin up to % 10 concentrations. Signal decays after 20 % concentration on the 1/T, ve 1/T, curves
become apparent, which shows that protein aggregation is very effective at 20 % and higher

concentrations.

Keywords: Ty, T,, NMR, Albumin aggregation, Inversion Recovery
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SILAN BATURAY

1. GIRIS

Albiimin ¢bzeltilerinin Spin-Orgii (T1) ve Spin-Spin (T;) durulma zamanlari,
Niikleer Manyetik Rezonans Dispersiyon (NMRD) ve Niikleer Manyetik Rezonans
(NMR) teknikleri ile ayrintili olarak incelenmistir (Grésch ve Noack 1976, Hallenga ve
Koenig 1976, Oakes 1976, Gallier 1987, Koenig ve Brown 1993, Koenig 1995, Bryant
1996, Bertini ve ark. 2000, Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh 2003, Halle 2004,
Bertini  2005). Durulma mekanizmalarin1 agiklamak igin birtakim yo6ntemlere
bagvurulmustur (Grosch ve Noack. 1976, Hallenga ve Koenig 1976, Oakes 1976,
Gallier 1987, Koenig ve Brown 1993, Koenig 1995, Bryant 1996, Bertini ve ark. 2000,
Kiihne ve Bryant 2000, Bertini 2005, Yilmaz ve ark. 2008). Bu yontemlerden birincisi,
albliminin rotasyonel korelasyon (ilgi) zamanmin Stokes-Einstein bagintisindan
tiiretilmesine dayanir (Oakes 1976, Koenig 1995). ikincisi, ilgi zamanlarinin, deneysel
veri ile teorinin, fit yolu ile tiiretilmesine dayanir (Grosch ve Noack 1976, Gallier
1987). Ugiinciisii, H,O ve D,O durulma oranlarinin karsilastirmasina dayanir (Kiihne ve
Bryant 2000, Van-Quynh 2003). Dordiinciisii ise, rotasyonal ilgi zamaninin, Ti/T;
oranlarindan elde edilmesine dayanir (Yilmaz ve ark. 2008). Baslangigtaki NMR
calismalarinda mikro saniye mertebelerinde ¢ikan ilgi zamanlari, daha sonraki
calismalarda nano saniye mertebesinde tiiretilmistir (Hallenga ve Koenig 1976, Koenig
ve Brown 1993, Bertini ve ark. 2000, Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh 2003, Yilmaz
ve ark. 2008). Aradaki fark, eski ¢alismalarda kullanilan yiiksek protein konsantrasyonu
(%10 ya da %15 gibi) ile aciklanmigtir. Yiiksek konsantrasyonlarda albiimin
topaklasmasmin bu molekiiliin hareketini yavaslattigi; mikro saniye mertebesinde
oOl¢iilen uzun ilgi zamaninin, bu topaklasma ile ilgili oldugu 6ne siiriilmistiir (Hills ve
ark. 1989, William ve ark. 1997, Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh 2003, Yian-Biao
ve ark. 2004, Wei, W. 2005, Aimee ve ark.2009, Viktor ve ark. 2012). Albiimin
topaklanmasinin, T; ve T, durulma zamanlar1 {izerine olan etkilerinin agiga
kavusturulmasi, durulmaya yol acan mekanizmalar1 netlestirmek acisindan son derece

onemlidir. Bu nedenle bu konu tez ¢alismasi olarak segilmistir.

Protein topaklanmasinin belirtileri olarak Inversion Recovery (IR) ve Spin

Echo (SE) sinyallerindeki bozulmalar gosterilmistir (Hills ve ark. 1989). Durulma


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006291X12003105##

1. GIRIS

zamanlar1 ile protein konsantrasyonu arasinda var olan lineer iliskinin de, protein
topaklagsmanin ortaya ¢ikmasi ile bozuldugu goézlemlenmistir (Hills ve ark. 1989,
William ve ark. 1997, Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh 2003, Yian-Biao ve ark.
2004, Wei, W. 2005, Aimee ve ark.2009, Viktor ve ark. 2012.). Ancak protein
topaklasmasimin  goriinmeye basladigt  konsantrasyon {izerinde goriis Dbirligi
bulunmamaktadir (Olechnowicz ve ark. 1999). Bazi kaynaklara gore bdyle bir
topaklasma 20 g/dl (20%) ve hatta 30 g/dl (30%) protein varliginda meydana
gelmektedir (Olechnowicz ve ark. 1999). Bu durumda, topaklagsmanin olustugu
konsantrasyonu netlestirmek, durulma mekanizmalarini agiklamak igin gereklidir. Albiimin
topaklasmasinin ortaya ¢iktigi konsantrasyonu netlestirmek igin, D,O ¢dzeltilerinin *H, IR, FID
(Free Induction Decay) ve SE katarlar1 ve de bu katarlardan elde edilen IR-T; ve SE-T, egrileri

artan albiimin konsantrasyonuna gore incelendi.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006291X12003105##

SILAN BATURAY

1.1. Bireysel Spinlerin Bir Manyetik Alandaki Davramslari, Boltzman Dengesi ve

Makroskobik Miknatislanma

Her atom NMR’a uygun degildir. Cekirdeginde spin (ya da manyetik moment)
denilen igsel agisal momentum olan atomlar NMR’a uygundur. Spin, cekirdekteki
protonun kendi ekseni etrafinda donmesi sonucu olusur. Cekirdeginde spin denilen

miknatis bulunan atomlara érnek olarak *H, D, *°F, 3C ve 3!P verilebilir.

Spin igeren bir atom, bir dis Ho manyetik alanma konuldugunda; Spin Hy
etrafinda ya bir yonde ya da diger yonde doner. Dénme hizi @,, Ho alan siddeti ile
orantilidir (w=yH, y jiromanyetik oran). Manyetik alana yerlestirilen tiipteki tiim

protonlar da, ya bir yon ya da ters yonde donerler. Bunlardan sadece 2 tanesinin yan

yana getirilmesiyle, Sekill.1 deki hareket diyagrami elde edilir.

. Ho

-
—

Sekil 1.1. Bir | spininin Hy, manyetik alani
icerisindeki hareketleri

I, bileseni Hp’a paralel olan spinin enerjisi az; I, bileseni Hgp’a zit paralel olan
spinin enerjisi ise daha fazladir. Sekil 1’deki hareket diyagrami enerji seviyelerini de

kapsayacak sekilde genisletilebilir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. | spininin Hy manyetik alani i¢erisindeki
hareketlerine karsilik gelen enerji seviyeleri

Bir dis H, alan1 i¢ine yerlestirilen 6rnek tiipiiniin i¢inde 2 tane degil, avogadro
sayisi kadar spin vardir. Bu spinlerin her biri Hp etrafinda ya bir yonde ya da ters yonde
donerler. Daha 6nce sdylendigi gibi saat yoniinde donen( huni yiizeyinde) spinler az
enerjili ve ters yonde (ters huni ylizeyinde) donen spinler ise daha fazla enerjili
olmaktadir. Ayn1 hareket ya da aym enerjiye sahip olan spinlerden bazilar1 yan yana

dizdirilirse, Sekil 1.3’deki gibi, temsili bir hareket-enerji diagrami elde edilir.

Ho

Ul el
P

Sekil 1.3. Bir spin toplulugunun Hy manyetik alani igerisindeki hareketleri ve bu
hareketlere karsilik gelen enerji seviyeleri, alt enerji seviyesinde daha
fazla niifus bulunmasi, alt ve {ist enerji seviyeleri arasindaki niifus
farki bir My manyetizasyonunu vermektedir

g
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Sekil 1.3’1in E; seviyesinde yukariya olarak gosterilen oklar, spinlerin Hp alanina
paralel bilesenini; E; seviyesinde asag1 yonlii olarak gdsterilen oklar ise spinlerin Hy
alanina zit-paralel olan bilesenini gdstermektedir. Istatistik Fizik’e gore: huni doniisii
spinlerin sayisi, ters huni doniisli yapan spinlerin sayisindan daha fazladir. Bu nedenle
alt enerji seviyesine fazla spin dizdirilir. Diger bir sdyleyisle alt enerji seviyesinde daha
fazla ve iist enerji seviyesinde daha az spin vardir. Bu niifuslar Boltzman denklemleri

cinsinden

N, =Ce &7 Ve N, =Ce ®/XT (1.1)

ile verilir. Denklem alt enerji seviyesine daha fazla ve {ist enerji seviyesine daha az spin
yerlesecegini ortaya koyar. My = sabit. (N;-N;) olarak yazilabilir. Bu niifus farkinin
bileskesi bir My miknatislanmasina yol agar. Sinyal bu miknatislanmadan tretilir.
Sinyali veren miknatislanma da sekil 1.3°de verilmistir Hp alanina paralel Mg

miknatislanmasini veren bu duruma, Boltzman Dengesi de denir.

1. 1. 1. Radyo Frekans ( RF) pulsu

RF pulsu 6rnege net bir enerji veren puls olmaktadir. X-Y diizleminde donen iki
bileseni olan bu alan, aslinda tiim 6rnege uygulanir. Bu nedenle de 6rnek icindeki tiim

spinler, bu alam1 hisseder. Durum temsilen, sekil 1.4’deki gibi ¢izilebilir.
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Sekil 1.4. Bir Hy alani igerisine yerlestirilmis spin topluluguna
Hrr alant uygulandiktan sonra ortaya ¢ikan hareketler
H,s alan1 kisaca H; olarak da gosterilebilir. Hij<<Hj olmaktadir.

1. 1. 2. Donen Sistem

Donen sistem (X,y,z), Laboratuar sistemine gore @ hiziyla donen bir sistemdir.
Bu sistemde H; alan1 x-eksenine goére hareket etmez ve x eksenine ¢akigik kalir.

Laboratuardan bakan bir goz, donen sistemi Sekil 1.5 deki gibi goriir.

z z
é &
-
-
Hp S 4 Ho e iz
GﬁI e - //
e - ~ s
Lﬂ.h. ™ - - f""’
~ . m =7 .
-
Y \‘-v —/'/—"Y
i <
Y, H; 7
H; v o
X x ;

Sekil 1.5. Donen sistemde yani H; in (Hge’in) sabit kaldig: sistemde goziiken manyetik alanlar
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H; ( yani Hgg) ’1 x-eksenine gore sabit tutmanin bedeli olarak; donen sistemde,

H, > a zit olan bir — manyetik alan1 ortaya cikar. Laboratuarda oturan bir kimse,
I

sadece H, ve H; alanlarin1 goriirken, Donen sistemde oturan bir kimse Hp, H; ve —
v

alanlarin1 goriir.

RF pulsu yok iken H; olmaz. Bu nedenle Hj ile x-ekseninin ¢akisik kalmasi s6z
konusu olmaz. Bu ise laboratuar sistemine doniis anlamina gelir. Dénen sistem (yani Hj
ile x-ekseninin ¢akisik kalmasi ), sadece RF pulsu varken anlamlidir. RF pulsu yok iken
ve olaylara spini goren hayali gozliik ile bakarken, Laboratuar sistemini kullanmak
zorundayiz. RF pulsu varken ve olaylari miknatislanmayr goren hayali gozlik ile

incelerken ise, donen sistemi kullanmak daha yararlidir.

1. 1. 3. 90° pulsu

Spin gozli ile bakildiginda 90° pulsu, alt ve {list seviyedeki spin sayisini
esitlemeye yarayan enerjidir. Bu pulsun uygulanismin bir siiresi vardir ki buna da 90°
pulsu denir. Pulsun uygulanis siirecinde, iist seviyedeki spin sayis1 giderek artar ve en

sonunda iki seviyenin niifusu esit hale gelir.

Miknatislanmayr goren gozlikkle bakildiginda ise, rezonans esnasinda, z-
yoniindeki bileske alan sifir olur. Sadece H; kalir ve z- yoniindeki miknatislanma Hj
etrafinda doner. Bu doniis, M; bilesenini giderek kiigiiltiir. Donen miknatislanma y-

ekseni yoniine yattiginda M,= 0 ve My= Mg olur (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Bir spin topluluguna 90° pulsunun uygulanmas siiresinde gelisen olaylarmn donen sistemde
gorlintisu

Alt ve st enerji seviyelerindeki spin sayilariin esit olmasi haline saturasyon
(doyum) denir. Bu esnada Mo = 0 olmustur.
1. 1. 4.180° pulsu

Alt seviyede ki fazla spinlerin tiimiinii {ist seviyeye geciren puls olmaktadir. Bu

islem sonunda M miknatislanmast Hg’a zit paralel olur. Bu durum Sekil 1.7°de

goriiliiyor.
M. =g
=0 1 . M,
| !""'7_17“_ _________
180° l""""" Moo YYYYY My v
L B N
T =2t " |

Sekil 1.7. Bir spin topluluguna 180° pulsunun uygulanmasi
stiresinde gelisen olaylarin donen sistemde goriiniisii

1. 1. 5. Spin Sisteminin Cevresi

Bir 6rnegin spin toplulugu, simdiye dek anlatilandaki gibi, ¢iplak spinlerden
ibaret degildir. Spinler daima bir molekiiliin i¢inde yer alirlar. Boyle bir spinin gevresi
ise, gbzlem altindaki protona komsu I ya da S (elektron spini) ve gézlem altindaki I'nin
cevresindeki elektronik akimlar (i) olmaktadir. Spin toplulugu bu ¢evrenin igine
gomiiliidiir. Bu durumun temsili resmi sekil 1.8 deki gibi verilebilir. Avogadro sayisi

kadar olan molekiil iceren 6rnek, burada birka¢ molekiil ile temsil edilmistir. Her bir
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molekiil, 6rnek i¢inde belli bir konumdadir. Molekiillerin igerisinde bulunan spinler de

hem Hg alan1 hem de komsulari olan I, s ya da i akimu ile etkilesmektedir.

Sekil 1.8. Molekiillerin igerisinde bulunan spinlerin ¢evreleri ile beraber goriintiilenmesi

Spin toplulugunun cevresi ile etkilesmesini, daha sade bir resim iizeriden
anlatmak icin; ornek tiipiiniin degisik yerlerinde bulunan spinleri, hareket tiplerine ya
da enerjilerine gore yan yana dizelim. Iki enerji seviyesine dagilan bu spin topluluguna,
spin sistemi de denir (sekil 1.9).

Spin sistemini, ¢izecegimiz temsili resmin merkezine yerlestirelim. Spin
sisteminde yer alan spinlerden birkag tanesini, sistemin ¢evresine yerlestirelim. Bunlarin

komsular1 ile nasil etkilestiklerinin goriintiilenmesi asagidaki gibi olur.
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Sekil 1.9. Cevresi ile beraber ele alinan spin topluluguna ait ¢evre
tiirlerinin enerji seviyeleri ile beraber sematize edilmesi

Gozlem altindaki spinin komsulari, gézlem altindaki spininin bulundugu yerde
ya H; ya Hs ya da H; alanlarin1 kurarlar. S6z konusu yerel alanlarin iki bileseni vardir.
Bir bilesen z-yoniindedir. Digeri ise x-y diizleminde yer alir. G6zlem altindaki spin, bu

yerel alan bilesenleri ile etkilesir.

Sekil 1.9°daki spin sistemi iginde yer alan her bir spin, sistemin gevresinde
cizildigi gibi, bir molekiiliin i¢indedir. Bu sistemdeki her bir spin, yine ¢evrede ¢izildigi

gibi, komsularinin kurdugu yerel alan ile etkilesme halindedir.
1. 1. 6. Spin Cevreden Nasil Enerji Alir ve Cevreye Nasil Enerji Verir?

Kolaylik olsun diye gevreyi L ile niteleyelim. I, gerektiginde I, gerektiginde S,
gerektiginde i1 ya da gerektiginde bunlarin 2 veya 3 tanesi olabilmektedir. Daha once
sOylendigi gibi ¢evre, gozlem altindaki spinin bulundugu yerde bir Hyere alani kurar. Bu
alanin z-bileseni Ho alanina eklenir (veya c¢ikarilir) ve Hp alanmi degistirir. Hyerel
alanmnin xy-diizlemindeki bileseni ise, I nin molekiil lizerindeki bagil hareketleri

b

nedeniyle, degisik frekanslarda doner. Hy,’ nin -@ frekansi w,’ a esit olunca, spin

10
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cevreye enerjiyi salar ve alt diizeye iner. Hyy’ nin o frekanst @,’ a esit olunca,

spin ¢evreden enerji enerji alir ve iist diizeye ¢ikar. Durum, sekil 1.10°daki gibidir.

>

z
Hﬂ¥ I‘:' ('[!S!I) 1 | EZ
BN

AV }mu Cevreye enerji salintmi

v U1
i

| - E1
| ‘=
et =
i
I HH'!!"

Hy
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. Ez
Huy i )
AV N wy (evreden eneri alma
(!
i E Eq

0] = g

Sekil 1.10. Bir spin sisteminin ¢evrenin kurdugu yerel alan etkisi ile enerji almas1 ve salmast

1. 1. 7. Sicak Spinlerin Cevreye Enerji Aktarmasi ve T, Siireci

RF uygulamasi sonunda, sekil 1.8’de gortildiigii gibi her bir spin, RF alanim
hisseder. Baz1 spinler iist seviyeye bazilar1 da alt seviyeye iner. Bir spin i¢in, RF
etkisiyle yukari1 ¢ikis ve asagi inis aymi olasilikla meydana gelir. Ancak alt seviyede
fazla spin bulundugundan, daha ¢ok spin yukar1 ¢ikar. Sonunda alt ve iist seviyelerin
niifuslar esitlenir. Esitlenme anindan itibaren puls kesilirse, c¢evre devreye girer.
Cevrenin kurdugu yerel alanin, x-y diizleminde dénen Hyy, bileseni (Sekil 1.10), spin
sistemden hem enerji alir ve hem de ona enerji verir. Hyy etkisiyle bir spinin enerji
verme olasilig1 (asagr seviyeye inme), enerji alma olasiligindan (yukari seviyeye
cikma) daha fazladir. Bu nedenle fazla enerji kazanan sicak spinler enerjilerini
cevrelerine aktararak ilk seviyelerine doner. Bu durum Sekil 1.11°deki gibi

gosterilebilir.

11
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Sonunda orjinal niifus
T T, dagilimi meydana geliyor

Bu siiregte cevreye enerji veriliyor

Sekil 1.11. Doyum durumunda bulunan bir spin sisteminin ¢evreye enerji vererek orijinal durumuna
donmesi, doniis siiresi Ty ile karakterize edilir

RF alan1 tarafindan iki seviye niifusunun esitlendigi andan, iki seviye niifusunun
cevre tarafindan tekrar ilk durumuna (Boltzman dagilimina) dontistiirtildiigii ana kadar
gegen siire Spin-6rgii durulma zamani (T;) zamani olmaktadir. T, miknatislanmanin z-
ekseni boyunca artarak denge degerine ulasma siirecini karakterize eder. Bu durulma

zamaninin uydugu formiiller sdyle yazilir.

M, = M,(1—2¢ ™) (L.2)

1. 1. 8. Spinlerin Defaze Olmasi ve T, Siireci

Ty stireci anlatilirken, daha c¢ok spin gozliigiinden bakildi. T, slirecine ise
makroskopik gozlikten bakmak daha o6greticidir. Puls kesildikten sonra, Laboratuar

sisteminde oldugumuzu belirtmistik. Bu durumda gorebilecegimiz alanlar, z-boyunca

12
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yonelmis, Hi, Ho,.... Higooo alanlari olmaktadir. Bunlarla iliskili My, Mo,....,

Msieooo alanlari da artik y- yoniine yatmistir. M;j, Hj etrafinda @,; M, H> etrafinda

Wy eeenannnn. Maieoo0, Hisooo etrafinda @, g, hiz1 ile doner. Bu hizlar farkli olduklarindan
My,Mo,........ Maiso00 Zamanla dagilir. Durum, Sekil 1.12°de gosterilmistir.
z z z r4
H, |H
A 1/\ 2‘\ n
M
) n y
M, V¥
—_— y
. > Wy
'r e =0 I'lk' ' i Wil
e ‘o X agilimin bittigi
\-\« ' 1 . 7
' 1\; ve bileskenin
X + — Bu siirecte spinler dagilir = § sifir oldugu an
(] L]
T,

Sekil 1.12. Spin sistemin defaze olmasi ve T, durulma zamani

Tiim spinlerin ayn1 yonde oldugu durumdan, spinlerin rastgele dagildigi duruma

kadar gecen siireye T, denir.
1. 1. 9. Inversion Recovery Puls Adimlar:

Inversion Recovery Puls adimi (180° puls uygulma-M nin kisalmasi igin
bekleme- 90° puls uygulama- sinyal 6lgme ve z yoniindeki M’nin tekrar ilk My
degerine varmasi icin bekleme) asamalarini kapsar ve kisaca (180°-t-90°-TR) olarak
gosterilir. Bu adim T; ol¢iimiinde kullanilir. Bir tek adimin asamalarin agiklanmasi
soyledir: Ornege 6nce 180 derece pulsu uygulanarak miknatislanma terslenir ve 180
derece pulsu kesilir. Sonra bir t; siiresi beklenerek z-yoniindeki miknatislanmanin biraz
kisalmasi saglanir. Bu siireye Inversion Delay (bekleme) denir ve t ile gosterilir. Sonra

ornege 90 derece pulsu uygulanarak, miknatislanma y-yoniine gevrilir ve My sinyali

13
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olciiliir. Olgmeden sonra miknatislanmanm ilk Mo degerine ulasmasi icin bir
yeteri kadar uzun bir siire beklenir. Bu siireye de puls adimi tekrarlama zamani denir ve
TR ile gosterilir. Iki Inversion Recovery Puls adim1 arasindaki bekleme siiresi olan TR
en az 5T; olarak secilir. Zira x-y diizlemine yatirilmis miknatislanma 5T; siiresi
sonunda ilk My degerine doner. Bu islemler sonunda 1. adimin uygulanmasi bitmistir.

Bu adim Sekil 1.13 deki gibi resmedilebilir:

d Z HIZI
M, AH, Sinyal

Mt T.=5T
Q" R 1

\% 7 ra g e— e mmmsssssEe----

5\/ t=0 y t=0 ¥ _>°:Q‘ Bu strede
t, kadar bekleme z-yonindeki
X M, miknatislanma
M, olur

X M n'

—
..—.}

Inversion recovery Puls adimi

Sekil 1.13. Bir tek Inversion Recovery Puls adimint anlatan sema

Yukarida anlatilan (180° puls uygulama -M, in degismesi i¢in bekleme-90
derece puls uygulama-sinyal 6l¢gme- z-yoniinde Mg kurulmasi igin TR kadar bekleme)
adimi; sadece bekleme siireleri olan t’ler arttirilarak pes pese uygulanir ve My,
Mo, ...... , My sinyalleri de pes pese elde edilir. Pes pese adim uygulamalar sekil 1.14
deki gibi resmedilir:

™
N

Sinyal
y =0

1 yTR= 5T, siiresi Ao

-----------

t,bekleme

t, bekleme

Sekil 1.14. iki tane IR puls adimini anlatan sema

14
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M1, Mg, .... , My, sinyallerinin zamana kars1 grafige gecirilmesinden de IR

egrisi elde edilir. Bu durum sekil 1.14°de verilmistir.

0 Zaman

Sekil 1.15. (180°-1-90°-TR) puls adimlarinin ard arda uygulanmasindan sonra dl¢iilen miknatislanmalarim

bekleme zamanlarina gore grafige gecirilmesinden elde edilen Inversion Recovery egrisi

trile ty, tz ile oty ile ta,...... Jtn ile t 1 arasindaki fark ise; ardisik iki bekleme zamani

olusturmak i¢in kullanilan adim denilir. Bu adim esit ya da degisken olarak segilebilir.

1. 1. 10. Spin- Echo Puls Adimi

Bu adim (90 derece pulsu uygulama - M,y nin kisalmas1 bir bekleme -180 derece
pulsu uygulama — ayni siire bekleme - sinyal 6lgme - z-yoniindeki M ’nin ilk My
degerine ulasmasi i¢in bekleme) asamalarini kapsar. Bu asamalarin agiklanmasi
soyledir: Ornege 6nce 90 derece pulsu uygulanarak Miknatislanma y-eksenine yatirilir.
Sonra bir T, siiresi beklenerek y-yoniindeki miknatislanmanin biraz kisalmasi saglanir.

Bu bekleme siiresine Echo time denir. Sonra 6rnege 180 derece pulsu uygulanarak

15
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dagilan spinlerin yonleri terslenir ve daha sonra Te kadar beklenerek spinlerin y-
Onlinde toplanmasi saglanir ve M(Te) sinyali Olgiiliir. Sonra da z-yoniindeki
miknatislanmanin ilk My degerine ulagmasi i¢in Tr siiresi kadar beklenir. Bu adimin

asamalar1 Sekil 1.16’da verilmistir.

H, H, H, H,H

TE,bekime

t=0

Spin-Echo Puls adimi

Sekil 1.16. Spin-Echo puls adim1

Ayni adim, sadece T, bekleme siireleri arttirilarak pes pese uygulanirsa; M(Te;)

M(Te2), M(Te3), ....., M(Tey) sinyalleri bulunur. Durum, sekil 1.17 deki gibi olur.

1.adim 2.adim n.adim
M(TE,) M(TE,) M(TE,)
.-‘-) # LA L R L L R L L #
-bekleme TE, -bekleme TE, -bekleme TE
-sinyal M(TE,) -sinyal M(TE,) -sinyal M(TE, )

Sekil 1.17. T, bekleme stireleri arttirilarak pes pese uygulanmasiyla olusan
M(Ter) M(Te2), M(Te3), ....., M(Tey) Sinyalleri

Bu sinyallerin Te zamanlarma karsi grafige gecirilmesinde asagidaki sekil

1.18’deki Spin-Echo bozunum egrisi elde edilir.

16
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AN

\_

Mt, Mt, Mt,

) Zaman

Sekil 1. 18. Spin-Echo bozunum egrisi

Bu egri asagidaki formiile uyar ve T, bu formiilden elde edilir,

My =Ae''T, (1.3)

17
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1.2. DURULMAYA YOL ACAN ETKILESME TURLERI VE BU
ETKILESMELERI MODULE EDEN HAREKETLER

1.2.1. Dipolar Rélaksasyon

Tez konusu ile siki ilgisi nedeniyle dipolar durulmay1 incelemekte yarar vardir.
Spin sistemi i¢inden bir spin alalim. Bu spinin I¢ gevresi olarak benzer bir I spinini
segelim. Cevre olan komsu I spini, gézlem altindaki spinin bulundugu yerde Hyerel

alanini kurar (Sekil 1.19).

— ! -
N .
— ! -
—_— .
— ] -
—_— -
—] -
—_— -

Sekil 1.19. Gozlem altindaki spinimizle komsu spinler arasindaki iliski dipolar etkilesmeyi
anlatan sema

Bu alanin hem z bileseni hem de xy bileseni degisir. Komsu I spininin farkli
pozisyonlart nedeniyle H; alaninin farkli degerleri olur. Bunlar Hiz, Hy; ,........ His0002
olarak niteleyebiliriz. Bu degerler birbirinden ¢ok az farklidir. Bu alanlarin her biri,

kendi etrafinda donen bir spin grubu meydana getirilir. Yani Mg yerine My, Mo, ....,
Masooo; alanlart meydana gelir. H, yerine de; M, etrafinda @;, M, etrafinda a,,.....
Migooo etrafinda ise @,4q,,donmeleri olusur. H; ya da @, degerleri birbirine ¢ok yakin

olduklarindan, bu alan dagilimi, {ist enerji seviyesinin genislemesi tarzinda gozikiir

(sekil 1.20).

18
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Sekil 1.20. (a) Komsu I spinlerinin, gézlem altindaki spinlerin bulundugu yerlerde kurduklari
yerel alanlarin z bilesenlerinin yol agtig1 enerji genislemeleri. Burada sadece iist
seviyeye genislemektedir.16.000 farkli sekilde genisleme(veya degisme) miimkiin
oldugu igin spinler 16.000 gruba ayrilir. My miknatislanmasi da 16.000 alt
miknatislanmaya ayrilir. (b) bu genislemelerin toplu gosterimi: Ust enerji seviyesi
genisler ve my, My, ... Myg00 NN toplamindan My olusur

Sekil 1.19’daki resimde spin sabit tutulmus gézlem altindaki bir molekiile ve
komsu bir molekiiliin ¢arpmas1 sonucu meydana gelen bagil hareket yansitilmistir. Bu
hareket esnasinda, gbzlem altindaki molekiil {izerindeki komsu spin tarafindan spinin
bulundugu yerde bir yerel alan kurulur. Komsu spinin bu molekiil yiizeyindeki hareketi
rastgele bir harekettir. Bunun sonucu olarak, x-y diizleminde kurulan Hy alan1 da
gelisiglizel degisir. Ancak komsu bir molekiiliin carpmasi sonucu, gozlem altindaki
molekiil donmelere maruz kaldigindan; Hyy, alani da doner (sekil 1.21). Bu alanin
frekansi, H; etrafinda donen spinin frekansina esit olunca enerji yutulur ya da salinir ve

bu siireg sonundaT; meydana gelir.

=z
$ !
Il A
¥
3 g H (4 T) —FE (1 + 1)
x H vl

WO H  (8) —F (D)

Sekil 1.21. Gozlem altindaki spinimizin komsu H spininin
dogurdugu Hyy bilesenlerinden etkilenmesini gdsteren sema
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Cevre spinin (lg) rastgele hareketi sonucunda, gozlem altindaki spininin
bulundugu yerde kurulan alanlarin x-y diizlemindeki bilesenleri; Hyyo, Hxys,...... Hyyn
olarak degisir. Bu durum sekil 2.17 {izerinde gosterilmistir. Daha 6nce sdylendigi gibi
ardisik olarak degisen Hyy alanlariin rezonansa yol agmalari i¢in w agisal frekanslarinin
olmas1 gerekir. Ayrica Hyyo, Hxyt,...... Hyyn alanlarinin arasinda belli bir ilgi olmasi
gerekir. Hyyo, Hyyts-..... Hyyn alanlarinin siddet ve frekans yoniinden ise yaradiklar

sireye ilgi zamani (7)denir. Bu siire igerisinde H, alanlari arasinda belli bir ilgi

vardir. Yani bu siirede bir sonraki Hyy alani, bir 6nceki Hyy alanina baglanabilir. Bu
stireden sonra ise bu ilgi kopar. Yani alanlar birbirleriyle baglanamazlar. Bu esnada da

durulmaya katki olmaz.

AnlattiZimiz olay bir tek spin ve bir tek cevre arasindaki etkilesim igin
resmedilmistir. Oysaki avogadro sayisi kadar spin ve yine o kadar ¢evre vardir. Biitiin
spinlerin ve gevrelerin dikkate alinmasi gerekmektedir. Dikkate aldiginda durulma

siirecine giren adimlar g6yle 6zetlenebilir;

a) Bir spin ve bir ¢evre arasindaki etkilesmeden dogan ve rastgele degisen alan

i¢in bir oto korolasyon fonksiyonu G(z) tanimlanir.

1a® e _ g
G (T o LTI, £+ T) (1.4)

Bu denklemde #_ (T}  sistemin hamiltonyenini anlatir. Bu hamiltonyen,
H=—4-H (1.5)

Seklinde tanimlanir. Burada He, ¢evre etkisiyle (I¢) kurulan yerel alan olmaktadir.

b) t, hareketin baslangi¢ anidir. 7 ise Hyy alanlari arasinda ilginin koptugu andir.

Yukarida da sdylendigi gibi bu olay iki spin arasinda meydana gelmektedir. Ancak
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bizim Ornegimizde avogadro sayisi kadar spin bulunmaktadir. Dolayisiyla bu

islemin ortalamasini1 almamiz gerekir. Ortalama alindiktan sonra

G =R, (D, 6+ (1.6)

olacaktir. Bizim inceledigimiz sistemlerde G fonksiyonu zamandan bagimsizdir.

a) So6z konusu olan G(z) fonksiyonunun Fourier doniisiimii, frekans spektrumu

olan J(w) ifadesini verir.

J(w) = Te(r) e dr (1.7)

Brownian hareketler igin;
G(r) =G, e (18)
formundadir. Bu ifadeyi J(w) bagintisinda yerine yazarsak;

T
J(w) =G} Lo (1.9)

elde edilir.

d)Diger taraftan % durulma oranlarin karigtk bir  fonksiyonudur.
1

Ti = f(J(aw) = {I(®)+I(2w)} (1.10)

Ti — £433(0)+51 (o) + 2] (20)} (1.11)

2
lle verilir. Boyle bir baglhlik, matematiksel analizden c¢ikarilmaktadir. Dipolar

etkilesmelerin varliginda (I.=1) ya da H,O ¢ozeltilerinde durulma oranlart olan 1/T; ve

1/T, asagidaki formiillerle verilir:
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2 432
izﬁ(ﬂj z Zl ( z-2 2 T 4T2 2) (1.12)
T, 20\4z) r’ \1l+o°t° 1l+4o°r

2 432
izi(&j 7? (3T+ 572 - Zfz 2) (1.13)
T, 40\4r r l+ot° 1+4w°7

Gozlem altindaki I spinin ¢evresi D oldugunda durulma orani

Til={(2/15)(7ayéh2/r.%)D(D+1)[J (@ — ) +33(0) +6J(0, + )] (1.14)

seklinde yazilir ( Yilmaz ve Korunur 2011).
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1.2.2. Protein Topaklanmasi ve Rélaksasyon-Konsantrasyon Iliskisi

1980°’li yillarin sonlarina dogru, bir ¢o6zeltiye eklenen proteinin belli bir
konsantrasyondan sonra bireysel molekiillerine tamamen ayrisamayabilecegi ortaya
konmustur (Powles ve Smith 1964, Hauer ve ark. 1981, Gallier ve ark. 1987, yilmaz ve
ark. 1997, William ve ark. 1997, Yian-Biao ve ark. 2004, Wei 2005, Yilmaz ve ark.
2008, Aimee ve ark. 2009, Viktor ve ark. 2012). Boyle bir durumda bir¢ok protein
molekiilii birbirine yapisik durumda kalmaktadir. Buna protein aggregation ya da
protein topaklanmasi denilmektedir. Boyle bir durumda topak molekiiliin durulma ilgi
zamani artmakta bu ise ilgili 1/T; zamanini1 aniden artirmaktadir (Bertini ve ark. 2000).
Bu olgu 1/T; ile konsantrasyon arasindaki lineer iligkiyi aniden degistirmektedir. Bazi
calismalarda bu etkinin %20 albiimin varliginda ortaya ¢iktig1 ileri siiriilmiigse de, bazi
calismalarda lineer iliskinin %20’lik albiimin varligindan sonra bozuldugu not
edilmistir. Bu nedenle bu olgunun hangi konsantrasyonda meydana geldiginin ortaya

konmasi ¢ok dnemlidir.

Protein topaklanmasinin meydana geldigi durumda IR ve SE egrileri, 1/T; ve
1/T, verileri ile uygun bir fit yapmamakta ve ayrica bu egriler iizerinde bozulmalar
meydana gelmektedir (Hills ve ark. 1989). Bu durumda T; ve T, degerleri yanlis
cikmaktadir. Bunun sonucu olarak 1/T; erken doyuma ulasir ve 1/T2 nin konsantrasyon

iliskisi lineer olmaktan ¢ikmaktadir.

Durulma zamani oranit olan 1/T;’in konsantrasyonla lineer degistigi olgusu
1960’11 yillarda bulunmus, daha sonra bir¢ok ¢alismada dogrulanmistir (William ve ark.

1997, Yian-Biao ve ark. 2004, Wei 2005, Yilmaz ve ark. 2008, Aimee ve ark. 20009,
Viktor ve ark. 2012). Bu iligkiyi burada yeniden tliretmede yarar vardir.

Protein ¢ozeltilerindeki su ya serbest fazda bulunur ya da proteine bagh
durumdadir. Ancak bu iki farkli ¢evreye ait NMR sinyali elde edilmediginden, suyun bu
iki cevre arasinda hizli kimyasal degis tokus yaptig1 varsayilmistir. Bu hizli gidis gelisin
1/T1 ve 1/T, oranlarmi ortaladigi sonucuna varilmistir. Suyun serbest su ile bagli su
arasinda hizli degis tokus yaptig1 goriisiine gore, Ol¢giilen 1/T; ve 1/T, oranlari agsagidaki

gibi yazilabilir.
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YT, =P, ]/Tlf +P, YTy, (1.15)

]/Tz =P ]/Tlf +h ]/le (1.16)

olarak yazilir. Burada Pf ve Py sirasiyla suyun serbest ve bagli fazlarda bulunma
olasiligim1 gostermektedir. Ty, ile Tyf ise sirasiyla suyun serbest ve baglh fazlardaki

durulma zamanlar1 olmaktadir.

Serbest su molekiillerinin bagli su molekiillerinden ¢ok fazla oldugu durumlarda

P, =lalnabilir. Diger yandan P, + P, =1 yada P, =1-P, yazilabildiginden,

]/Tl =(1- Pb)]/T;f +B, ]/le (1.17)
yazilir. Biraz diizenleme ile

:I/Tl =]/T;f + Pb (]/le _]/Tlf ) (1.18)

N
yazilabilir. P, = Wb olmaktadir. Np: bagli su molekiil sayisinit ve N toplam su molekiil

sayisint gostermektedir. Np, protein konsantrasyonu ile ilgilidir. Yani ¢ozeltideki protein
molekiil sayist artikga N artmaktadir. Bu nedenle bu nedenle Np,=nC yazilir. n bir tek
molekiile baglanan su sayisin1 gostermektedir. Tiim bunlar dikkate alininca (1.18)

bagintisi
nC
UT, = ]/Tlf +W (]/le —]/Tlf) (1.19)

ya da
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YT, =YT, +K,C (1.20)

Olarak yazilir. Burada K, = % /Ty, —1/T,; ) olmaktadir. Ayni yol izlenerek Slgiilen

1/T;iginde

YT, =UT,, +K,C (1.21)

Bagintis1 tiiretilebilir. 1.20 ve 1.21 bagmtilarina goére hizli kimyasal degis tokus
durumunda 1/T1-C ve 1/T,-C iliskisi lineer olmaktadir.

Diger yandan 1/T; ve 1/T, ilgi zamanma baglayan bagintilar 1.6’dan 1.13’e
giden denklemler araciligi ile tiiretilmisti. 1.13 denkleminden goriildiigii tizere 1/Ty, T

ilgi zamanina baglidir. 1/T, de yine

T'ya bagli bulunmaktadir. O halde t’daki degismeler 1/T1-C ve 1/T,-C iligkisini
etkileyecek ve lineerligi bozacaktir. Zira lineer iliskinin siirdiigli konsantrasyonlar i¢in t
sabit kalir (Hallenga ve Koenig 1976, Koenig ve Brown 1993, Koenig 1995, Bryant
1996, Bertini ve ark. 2000).
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2. KAYNAK OZETLERI

Proton Magnetic Relaxation and Protein Hydration

Bu calismada, Protein manyetik durulma ve protein hidrasyonu iizerine yapilan
on calismalarin ilkinde iki sinif suyun varligi ilk olarak ortaya atilmistir. Bu smif
sulardan biri serbest su, digeri ise proteine bagli su olarak adlandirilmigtir. Her iki su
grubu arasinda hizli bir degis tokus hareketinin var oldugu one siiriilmiistiir. Bu
durumda serbest suyun kendi 6z durulmasinin bulundugu ve bagh suyun da 06z
durulmasmin var oldugunu sodylenmistir. Bunlara sirasiyla Tif (seresty V€ Tinpagh)
denilmistir. Hizli degis tokus durumunda ¢6zeltinin durulmasi yani gozlenen durulma
orani (1/T1)’min; 1/Tys ile 1/T1p’nin agirhikli ortalamasina karsilik geldigini tiiretmistir.
Bu alandaki ilk ¢aligmalardan biri olup, bugline kadar referans edilebilir nitelikte olan

bir temel ¢alismadir (Rdtz ve Thilé 1951).
Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion in Protein Solutions

Bu calismada, apotransferin denilen proteinin c¢ozeltilerinde ki 1/T; orant
frekansa bagli olarak Niikleer Magnetic Rezonans Dispersiyon (NMRD) teknigi ile
incelenmistir. Burada kullanilan cihaz NMR olmayip, Field cyling spektrometresi
olmaktadir. Bu cihaz o yillarda 60 MHz’ye kadar olan frekanslardaki 1/T1’1
belirlemekteydi. S6z konusu ¢alismada apotransferin 1/T1’i ¢esitli  sicakliklarda
incelenmistir. Ayrica viskozite/sicaklik oranina goére de T belirlenmistir. Bu ¢alismalar
ait veriler, COOL-COOL ifadesi denilen bir formiille FID edilmistir. Bu ¢6zeltideki
durulma yine hizli kimyasal degis tokusa gore analiz edilmistir. Bagh su ile protein
protonlart tizerindeki etkilesmeler de dikkate alinmistir. Albliiminin durulma ilgi zamani
(tr) H-H dipol-dipol etkilesmelerini modiile ettigini ortaya koymustur (Koeninig ve ark.
1969).

Protein-Water Interaction Studied by Solvent 'H, ,H, and YO Magnetic
Relaxation

Bu c¢alismada, protein-su etkilesmesi proton 'H, H ve YO durulmas: ile
incelenmistir. Yine NMRD goriintiileri elde edilmistir. Yani; 1/T; frekansa gore
tiretilmistir. Yine kimyasal degis-tokus modeli kullanilmig ve su protonlarinin

Omiirlerinin rolii de tartistlmistir. Bu tip calismada, suyun hidrodinamik etkisi de
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tartismanin i¢ine konulmustur. Bu ¢alismada protonlardan ziyade su molekiillerinin bir

biitiin halinde etkilesmeye katildig1 6ne siiriilmiistiir (Koeninig ve ark. 1975).
Protein Hydration

Bu calismada, Bovine Serum Albliminin (BSA) protein hidrasyonu
incelenmistir. Burada 1/T; ve 1/T,’ler konsantrasyona ve sicakliga bagli olarak elde
edilmistir. Bu ¢aligmada, durulma zamani hem protein kismi i¢in hem de su kismi i¢in
belirlenmistir. Durulama zamanlar1 hizli kimyasal degis-tokusa goére yorumlanmistir. Bu
yiiksek kimyasal degis-tokusun serbest su ile protein aminoasit zincirlerinin polar
gruplart arasinda meydana geldikleri analiz edilmistir. Durulma oranlarindaki artmanin
protein molekiillerinin tersinir katlanmazligi ile iliskili oldugu ve bitisik protein

molekiilleri arasindaki su kopriilenmesi ile de ilgili oldugu 6ne siiriilmiistiir (John Qakes

1975).

NMR Relaxation Investigation of Water Mobility in Aqueous Bovine Serum

Albumin solutions

Bu caligmada, BSA sulu ¢ozeltilerindeki T; ve T, durulma zamanlari frekansin,
protein konsantrasyonunun ve sicakliginin bir fonksiyonu olarak incelenmistir.
Rezonans frekansi 3 KHz’den 75 MHz’ye kadar degistirilmistir. 3 faz kimyasal degis-
tokus durulma modeli kullanilmistir ve veriler bu modele gore yorumlanmistir. Bunun
sonucunda, 3 tiirlii su saptanmistir. Bunlardan biri serbest su, ikincisi 6teleme hareketi
engellenmis bagli su ve ligilinciisii ise donme hareketi engellenmis bagli sudur. Albiimin
molekiiliinlin yavag rotasyonel yonelmelere bagli kaldigin1 ve bunun rotasyonel ilgi
zamaninmn 10° s’den 107 s aralifina kadar degistigi bulunmustur (Grosch ve Noack.

1976).

Protein Rotational Relaxation as Studied by Solvent *H and ?H Magnetic

Relaxation

Bu calismada farkli molekiil agirlikli proteinlerin 1/T1 durulma zamani NMRD
dispersiyon teknigi ile bulunmustur. Kullanilan proteinlerin molekiil agirliklart 12000
Da’dan 160000 Da’ya kadar degismekte ve frekans ise 0.1 MHz’den 50 MHz’ye kadar
degismektedir. Aynm1 zamanda bir tane 6rnegin NMRD dispersiyonu sicakliga karsi

Olciilmiigtiir. Ayrica durulma zamam viskozite/sicaklik (e/T) oramna karsi da
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belirlenmistir. Benzer calismalarda DO soliisyonunda yapilmistir. Bu ¢alismalarin
sonucunda dispersiyonun egilme noktasindan her bir molekiiliin rotasyonel ilgi zamani
bulunmustur. Durulma mekanizmasinin hidrodinamik etkilerle modiile edildigi tezi bu

calismada ileri siirtilmiistiir (Hallenga ve Koeninig 1976).

'H- and *°H- NMR Study of Bovine Serum Albumin solutions

Bu ¢alismada ise, BSA *H ve ?H NMR incelenmesi

a) Donmus 6rnekler igin,

b) Donmamis 6rnekler i¢in yapilmustir.

Bu calisma, ayrica BSA c¢ozeltileri ve denature edilmis BSA c¢ozeltileri i¢in de
yapilmistir. FID sinyalinin kisa ve uzun iki bileseninin var oldugu ortaya konulmustur.
Kisa siirede sonen bileseninin protein protonuna, uzun silirede sonen bileseninin ise
¢Oziicli protonuna ait oldugu belirlenmistir. Sinyal siddetleri kullanilarak bir albiimin
molekiili iizerindeki hareketli ve sabit protonlarin sayilari belirlenmistir. Ayrica bu
calismada, 6rneklerin T1 ve T, oranlari sicaklia ve /T ye bagh olarak da incelenmistir.
Kullanilan frekans araligt 60 MHz’den 90 MHz’ye kadar degismektedir. Durulma
mekanizmasi hizli kimyasal degis-tokus siirecine gére yorumlanmustir ( Gallier ve ark.

1987).

Proton NMR Studies of Bovine Serum Albumin

Bu calismada BSA’daki spinlerin kimliklendirilmesi yapilmistir. Bunun i¢in
hem 500 MHz NMR spektrometresi kullanilmis hem de 400 MHz DQF COEZY proton
NMR spektrometresi alinmistir. Bdylece protein iizerindeki ¢esitli gruplarin kimyasal
kaymalar1 ortaya konulmustur. Bu kimyasal kaymalar {izerinden molekiiler gruplar da

kimliklendirilmistir (Sadler ve Tucker 1992).

Magnetization Transfer in Cross-Linked Bovine Serum Albumin solutions
at 200 MHz: A Model for Tissue

Bu calismada, Cross-linked BSA ¢d6zeltilerindeki manyetizasyon transfer siireci
200 MHz NMR spektrometresinde incelenmistir. Bunun i¢in Once bir teori
gerceklestirilmistir. Ayrica sonradan gesitli derecelerde Cross-linked edilmis %10’ luk

BSA’nimn 1/T; rélaksasyon orani ve 1/T; durulma orani frekansa bagli incelenmistir. Bu
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calisgmada manyetizasyon transfer oram1 BSA konsantrasyonuna gore
incelenmistir. Cross-linked cozeltilerinde ¢ok gliglii manyetizasyon transfer olaymin
meydana geldigi, ancak dogal BSA’larda manyetizasyon transferin énemsiz oldugu

ortaya konmustur (Koeninig ve ark. 1993).
Dynamics of The Internal and External Hydration of globular Proteins

Bu calismada Globular proteinlerin i¢ ve dis hidrasyonunun dinamigi NMRD
dispersiyon teknigi ile 6l¢iilmiistiir. Proton olarak 58 rezidue bovine pancreatic tripcine-
inhibitér (BPTI) ve 76 rezidue ibuquinin materyal olarak kullanilmistir. Her iki
materyalin ylizey oOzellikleri birbirine tamamen benzerdir ancak ibuquininde i¢ su
yoktur. Bu calismada BPTI’nin kristal formu 4 tane su gostermistir ve calisma, *'O ile
yapilmistir. "0’ nin NMRD dispersiyonu da saptanmistir. Bu dispersiyonun diisiik alana
ait kisminin goémiilii sulardan ileri geldigi ortaya konmus olup, yiiksek alan bolgesinin

ise ylizey suyundan ileri geldigine atfedilmistir (Denisov ve Halle 1994).

Hidrojen Exchange and Protein Hydration: The Deuteron Spin Relaxation

Dispersions of Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor and Ubiquitin

Bu ¢alismada, °H spin durulma zamani hidrojen degis-tokus hidrasyonu ve BPTI
ile ubiquitinin sulu c¢ozeltilerindeki hidrojen degis-tokusunu, hidrasyon ve protein
dinamigini incelemek icin kullanilmistir. ?H durulmasinin NMRD dispersiyonu 27 °c ve
PH 2’den 11°e kadar degistirilerek bulunmustur. PH dispersiyonu PD {izerine ¢ok
kuvvetli olarak baghdir. Bu PD baghligi asidik yan zincirlerdeki ve ylizey peptit
gruplarindaki labile protein doteronlarindan ileri geliyor. S6z konusu labil protein
doteronlari, su doteronlar ile hizli degis-tokus yapiyorlar. BPTI ¢ozeltilerinde “H
durulmasinin PD baglilig1, hidrojen degis-tokus oranlari ile bilinen PD degerlerine gore
analiz edilmistir. Ibuquinin i¢in labil protein déteronlar1 nétral PD’de bile dispersiyona
katkida bulunuyorlar. *H durulma verileri yan zincirlerde ve yiizey peptitlerindeki ND
ve OD’nin i¢ hareketi ve yonelim diizeni ilizerine bilgi saglanmistir. 0 ve H
dispersiyonlarinin su katkilarinin mukayesesi ortaya koyuyor ki; BPTI'nin 4 su
molekiiliinlin bir tanesi derine goémiiliidiir. Bu molekiil ¢cok yavas degis-tokus yapiyor
(10'4s’den 10'6s’ye kadar degisen zamanlarla ). Diger iigii ise daha hizli degis-tokus
yapiyorlar (10'6S’den IO'SS’ye kadar degisen zamanlarla ) (Denisov ve Halle1995).

30



SILAN BATURAY

Classes of Hydration Sites at Protein-Water Interfaces: The Source of
Contrast in Magnetic Resonanca Imaging

Bu c¢aligmada, cross-linked BSA ve dogal BSA ¢ozeltilerinin NMRD
dispersiyonu 60 MHz’ye kadar incelenmistir. Proteini ylizeyinde bulunan su igin
siniflandirmalar yapilmistir. 23 ns’lik sudan bahsedildigi gibi suyun yiizeyle yaptigi
hidrojen baglarina gore de smiflandirmalar yapilmistir. Yiizeyle bir bag yapan suyun
omrii 8x10™2 s, Yiizeyle iki bag yapan suyun omrii 4x10™° s, yiizeyle {li¢ bag yapan
suyun omri 3x10% s ve yiizeyle dort bag yapan suyun émri 1x10° s bulunmustur. Bu
incelemelerden doku i¢in de sonuglar ¢ikarilmistir. Bu incelemelerde cross-linked BSA
doku i¢in model olarak segilmistir ve gerek cross-linked BSA gerekse dokuda
manyetizasyon transfer mekanizmasinin 6nemli oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Koeninig

1995).

Using Buried Water Molecules to Explore The Energy Landspace of
Proteins

Bu calismada, 'O ve ’H NMRD dispersiyonu yolu ile ve BPTI'nin kristal
yapisinin incelenmesi yoluyla 4 tane su molekiiliiniin enerji haritas1 ortaya ¢ikarilmastir.
Bu enerji haritasini ortaya ¢ikarabilmek i¢in sicakliga bagl ¢alismalar da yapilmistir ve
elde edilen dispersiyon verilerinden protein iginde gomiilii su molekiillerinin exchange
oranlarinin belirlenmesi ilk kez yapilmistir. Durulma oranlarinin sicakliga baglilig: ise
10 KJmol™ mertebesindeki enerji profilinde meydana gelen biiyiik 6lgekli

konformasyonal dalgalanmalara atfedilmistir (Denisov ve ark. 1996).
The Dynamics of Water-Protein Interactions

Bu calismada, su ile protein etkilesimlerinin dinamigi gozden gecirilmistir.
Spektroskopi ile durulma arasindaki iligki analiz edilmis ve piir ¢ozeltide T; icin gerekli
formiiller verilmistir. Sonrasinda protein ¢ozeltilerinin durulma oranlari; serbest su,
ylizey suyu ve mobil protein protonlari ile mobil olmayan protein protonlarindan
gelebilecek katkilara gore analiz edilmistir. Bu ¢alismadaki analizde, yiizey suyunun

translasyonel hareketlerinin durulmaya yol actig1 ileri siiriilmiistiir (Bryant 1996).

31



2.KAYNAK OZETLERI

Water 'H Magnetic Relaxation Dispersion in Protein Solutions. A
Quantitative Assesment of Internal Hydration, proton Exchange, and Cross-

Relaxation

Bu calismada, BPTI ve bir protein mutan tinin (G36S) sulu ¢ozeltilerindeki H
NMRD dispersiyonu 2-100 MHz frekans araligi i¢in Sl¢lilmiistiir. Mutandin BPTI’dan
tek farki dort tane i¢ sudan birinin eksik olmasidir. Yani; BPTI’da 4 su varken mutant
da 3 su vardir. Bu g¢alismanin nitel analizi protein ¢ozeltilerinden elde edilen H
durulmasmin yorumundaki ana celiskileri ¢oziiyor. Bu ¢alismadan 3 temel sonug elde

edilmisgtir.

1.) BPTI-G36S fark 'H dispersiyonu sadece ve sadece bir tek i¢ su molekiilii ile
ilgilidir. Bu su molekiiliiniin ismine W122 denilmistir ve bu molekiil BPTI {izerindedir.
Bu su molekiilii tam diizenlidir yani ¢evresine sikica baglidir. 4 tane su protonunun ig
durulma oranm1 %70 molekiil i¢i olup, %30’u da molekiiller arasindadir. Molekiil i¢i
katk1 suyun proton-proton etkilesimlerinden ileri gelmektedir. Molekiiler aras1 katki ise

suyun protonlari ile protein protonlari arasindaki etkilerden ileri gelmektedir.

2.) proteindeki yer degistiren protonlar 6l¢iilen su durulmasina énemli 6l¢iide bir

katk1 yapryor. Bu katki nétral PH’de baskin olmalidir.

3.) protein protonlar ile su protonlar1 arasindaki molekiiler arasi etkilesimlerin
etkisi ek bir etkidir ve cross durulma ihmal edilebilir boyuttadir. Bu ¢alismadan ¢ikan
anlam, proteinlerden gelen esas katkinin mobil protonlarin su ile hizli yer degistirmesi
sonucunda olustugudur. Burada anlatilan sonuglarda asir1 daralma rejimi i¢inde gecerli

oldugu da not edilmistir (Venu ve ark. 1996).

1H NMR Relaxation Measurements in Highly Concentrated Water Protein

Solutions

Bu ¢alismada, sulu protein ¢ozeltilerindeki 1/T; ve 1/T, zamanlar1 protein
konsantrasyonuna gore Olciilmiistiir. 1/T1 oram1 %15 protein konsantrasyonuna kadar
tam olarak lineer gitmektedir. Hatta bu lineerlik %30’a kadar da uzatilabilir. %30’dan
sonra 1/T; lineerlikten tamamen sapmakta ve hizli bir artis gostermektedir. Benzer bir
durum da 1/T; i¢in de s6z konusudur. 1/T; %35°den sonra hizli bir sekilde yiiksek bir

artis gostermektedir. T, zamanmin asagir konsantrasyonlari i¢in su ile yiizey suyu
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arasindaki hizli degis-tokustan ileri geldigi, yliksek konsantrasyonlarda ise ikinci

bir kimyasal degis-tokustan ileri geldigi gézlenmistir (Olechnowicz ve ark. 1999).

Thermal Denaturation of Ribonuclease A Characterized by Water 'O and

’H Magnetic Relaxation Dispersion

Bu c¢alismada, BSA’nin sulu ¢ozeltilerindeki T; zamani manyetik alan siddetinin
oksijen konsantrasyonunun ve ¢doziiciiniin doteryumlanmasinin fonksiyonu olarak
Olclilmiistiir. Yiiksek protein konsantrasyonlarinda gergeklestirilmis dnceki ¢caligmalarin
aksine, gozlenen NMRD dispersiyonu tamamen Lorentzien olmaktadir ve bu egriden
elde edilen etkin ilgi zaman1 41 ns olmaktadir. Oksijenin ortadan kaldirilmasi durulma
dispersiyon goriintiisiiniin  baslangi¢ kismini (biikiilme frekansinin oncesini) diiz
yaptyor. Daha onceki ¢alismalarda gozlenen yiiksek alan kuyrugunu ise yaklasik olarak
diiz ediyor. Geride kalan kiiclik alan dispersiyonu ise, 1 ns’lik zaman gosterge
cizelgesini esas alan i¢ protein hareketlerine ya da protein iizerindeki bagli suyun
hareketine atfedilmistir. Bu calismada, molekiiler i¢ci ve molekiiler arasi katkilari
¢Oziiclinlin doteryumlastirilmasi yardimiyla birbirinden ayirt edilmistir. Molekdiler ici
protein durulma oram1 biyiikligli 25 baghh su molekiiliiniin varhigina gore

yorumlanmistir (Denisov ve Halle 1998).
1H NMRD profiles of Diamagnetic Proteins: A Model — Free Analysis

Bu calismada, cesitli protein ¢ozeltilerinin NMRD dispersiyonu frekansa karsi
Ol¢iilmiistiir. Ayrica bu dispersiyon belli proteinler i¢in konsantrasyona da karsi
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen veriler ‘‘Model-Free Analysis’> yoOntemine gore
yorumlanmistir. Bu yontem NMRD goriintiileri i¢in ortalama bir J(@) ve ortalama bir
ilgi zamani tanimimi esas almaktadir. S6z konusu model esas alinarak incelenen
proteinlerin ilgi zamanlar1 Stokes yasasindan elde edilen ilgi zamanlar1 ile mukayese
edilmistir ve ‘“Model-Free Analysis’’ den elde edilen ilgi zamani ile Stokes’den elde

edilen ilgi zamani arasinda iyi bir iligki bulunmustur (Bertini ve ark. 2000).
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Protein — bound water Molecule Counting by Resolution of 1H spin- Lattice
Relaxation Mechanisms

Bu calismada, bir¢ok enzim ve proteinin MRD dispersiyonu yiiksek frekanslara
kadar dl¢iilmiistiir. Olciimler H,O ve D,O ortamlarinda gergeklestirilmistir. 2 farkli
¢oziicli kullanmak suretiyle, suyun 1/T;’e olan molekiiler aras1 katkilarindan Molekiiler
ici katkilar ayirt edilmistir. Proteine bagli uzun 6miirlii suyun ( 6mrii T, mertebesinde)
molekiil sayis1 belirlenmistir. Ayrica bu proteinlerin rotasyonel ilgi zamani da
bulunmustur. Bunun 6tesinde protein ara yiizeyindeki su proteinlerinin émrii ¢ok kisa
bulunmustur. Proteinin yiizey kabaliginin (girinti-¢ikint1) yiizey suyunun rotasyonel
mobilitesinin yavaslamasindan sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir. Veriler ¢oziiciideki
suyun serbest su, bagli su ve yiizey suyu olmasina gore siniflarina boéliinlisiine gore
analiz edilmistir. Etkilesimlerin su protonlar: ile protein protonlari arasinda meydana
geldigi varsayilmistir. Dogal olarak su protonlari ile su protonlart arasindaki

etkilesimlerde dikkate alinmistir (Kiihne ve Bryant. 2000).

Proton T; and T, Relaxivities of Serum Proteins

Bu calismada, ¢esitli proteinlerin cesitli konsantrasyonlari ile bir set halinde MR
fantomlarma yerlestirilmistir. Elde edilen T; ve T,’ler protein konsantrasyonuna karsi
grafige gecirilerek; her bir proteinin rélaksivitesi ( birim konsantrasyon basina durulma
oran artig1 ) bulunmustur. Ty r6laksivitelerinin Ty rélaksivitelerinden ¢ok yiiksek oldugu
ortaya konmustur. Rolaksivite degerlerine bagi olarak hastalikli ve saglikli serumlarin
durulma oranlar1 analiz edilmistir. Her bir ¢ozelti icin ortalama bir rolaksivite
tanimlanmistir. Bu ortalama rolaksivite serum icindeki bireysel proteinlerin
rolaksivitelerinin agirlikli ortalamasi olmaktadir. Yani ortalama rolaksiviteler total
proteinlerin rolaksivitesini temsil etmektedir. Bu yolla normal ve hasta serumlarin total

proteinlerinin MR ile tayin olunabilecegi ortaya konustur (Yilmaz ve ark. 2004).
Protein Hydration Dynamics in Solution: a Critical Survey
Bu calismada, protein hidrasyonu ile ilgili daha 6nceki ¢alismalarin bir gézden
gecirilmesi yapilmistir. Bu ¢alismada protein dinamigi ile ilgili kavramlar iizerine bilgi

verilmigtir. Su- protein dinamigi su-protein yapisina gore incelenmistir. Su

hidrasyonunun yapist ile ilgili ¢ok boyutlu NMR ve kristallografik yap:1 analiz
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edilmistir. Protein hidrasyon dinamiginin manyetik durulmaya gore analizi
yaptlmistir. NMRD’den elde edilen sonuglar analiz edilmistir. Ayrica sonuglar
“’Nuclear Overhauser Effect’’ olayindan da yorumlanmistir. Bunun yani sira dielektrik
durulma spektroskopisi ve floresans spektroskopisi gibi diger tekniklerin protein

hidrasyonuna katkilar1 da analiz edilmistir (Halle 2004).

Slow Internal Protein Dynamics from Water 'H Magnetic Relaxation

Dispersion

Bu calismada, su-proton NMRD gériiniimii H-mUb ve D-mUb igin elde
edilmistir. Elde edilen verilerden ya da su-proton durulma dispersiyonundan yavas i¢

protein dinamigi iizerine bilgi edinilmistir (Sunde ve Halle. 2009).

Dynamics of Water in and Around Proteins Characterized by 'H-spin-

Lattice Relaxometry

NMRD teknigi kullanilmak suretiyle protein ¢evresindeki suyun dinamigi
incelenmistir. Bu yapilirken Once, diisik frekanstaki dispersiyon iizerine bilgi
verilmistir. Bu dispersiyonun bagli sudan ileri geldigi ac¢iklanmistir. Benzer bir
dispersiyonun da protein iceren ¢ozeltinin sadece ¢ozelti kismindan elde edilebilecegi
ortaya konmustur. Yani dispersiyon hem proteinli ¢6zeltiyi hem de proteinin uzagindaki
serbest ¢ozliciinlin benzer bir dispersiyon verdigi tez ortaya konmustur. Diger taraftan
yiiksek frekans dispersiyonu ise su-protein ara yiizeyindeki yiizey suyuna atfedilmistir.
Bu amagla 1/T1’in 300 MHz’ye kadar olan frekansa baglilig1 ortaya konmus ve ylizey
suyunun 30 ps civarinda bir dmre sahip oldugu one siiriilmiistiir. Ayrica bu kisiler,
immobilized (hareketsiz hale getirilmis) protein  ¢ozeltilerindeki  durulma

mekanizmalarini da incelemisler (Bryant 2010).

35



SILAN BATURAY

3. MATERYAL VE METOT
3.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan Insan serum albiimini, Sigma firmasindan satin alindi
(Sigma-AldrichCo, St Louis, USA). Coziicli olarak kullanilan ve %0,1 artik su igeren
D,0 (Déterium Oksit) ¢ozeltisi ise MERCK firmasindan satin alindi (Merck KGaA,
Germany). Konsantrasyon incelemeleri i¢in kullanilan albiimin ¢ozeltileri 1 ml D,O’ya
degisik miktarlarda alblimin eklenerek iki grupta hazirlandi. Bu tip deneylerin bir
grubunda albiimin miktarlar1 0.02’lik eklemelerle 0.10 g’a kadar; digerinde ise 0,1’lik
eklemelerle 0.5 g’a kadar degistirildi.

4.7044

30

Sekil 3.1. Pure D,O i¢in tek puls spektrumu
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Incelenen &rnekte D,O iginde % 0.1ml’lik su bulunmaktadir. Bu nedenle, bu
caligmada Ol¢iilen su piki olmaktadir. Sekil 3.1°de goriildiigii gibi, pik 4.7044 ppm’de

¢ikmaktadir. Bu D»O i¢indeki suyun sinyalinin konumudur.
3.2. ROLAKSASYON OLCUMLERI

Olgiimler 400 MHz’de calisan BRUKER, AVANCE- NMR spektrometresi
kullanilarak gergeklestiridi. T; durulmalari Inversion Recovery(IR) Puls adimi (180
bekleme zamani -90 bekleme zamani) kullanilarak gergeklestirildi. Albiimin
soliisyonlarin puls tekrarlama zamani (TT) 5T1’den daha yiiksek bir deger alind1 ve her
ornegin T1’i Once Onciil deneylerle saptandi. D,O’nun puls tekrarlama zamani 150s
olarak secildi. T, &l¢iimii CARR- PURCELL- MEIBON-GILL(CPMG) metodu ile
gergeklestirildi.

Hazirlanan orneklerin IR-FID ve SE sinyal katarlar1 alindi. IR-FID ve SE-T,
Olgtimlerinde bekleme zamani 6rnekteki konsantrasyona gore degistirildi. Bu t bekleme

zamanlar1 bulgular kisminda, ilgili sekiller iizerinde gosterildi.

3.3. ALBUMIN (HSA)

Sekil 3.2. Insan serum albiiminin sematik gosterimi, 6 palmitik asit molekiiliine
baglanmus haliyle
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Albtimin, Latince albus (beyaz) sozciigiinden gelen, gene Latince, albumen
(yumurta beyazi) sozciigiinden tliremistir. Proteinlerin ilk tanimlandigi donemlerde,
suda ¢Oziiniir ve sicakta pihtilasan proteinler smifina bu ad verilmistir. Serumda
bulunan en yaygin protein de bu oOzellikleri tasidigindan ona "serum alblimini" adi

verilmistir.

Human Serum Albiimin (HSA) insan ve diger memeli hayvanlarin kan
plazmasinda olduk¢a fazla oldugundan, HSA sik sik ¢calisma konusu olarak se¢ilir. HSA
585 amino asitten olusan bir proteindir ve PH 7.4 iken 84 tane pozitif olarak yiiklii
gruba sahiptir. Kanda bulunan proteinlerin % 60'in1 olusturur. Ayrica, doku sivilarinda,
ozellikle kas ve deride, az miktarda gdzyasi, ter, mide sular1 ve safrada da bulunur.
Viicuttaki toplam albiiminin % 30-40" kandadir. Yag asitleri ve ¢esitli maddeleri kanda
tagimasinin yan1 sira en Onemli islevi, kan ile doku sivilar1 arasinda suyun
dengelenmesini saglamaktir. Sonu¢ olarak alblimin insan kaninda ila¢ tagimada ve

depolamada olduk¢a 6nemli rol oynar.

Islevi

Biiyiik proteinler kilcal damarlardan gecemedikleri i¢in kandaki sivilarin sizma
egilimini dengelerler. Bu yiizden albiimin, kilcal damarlardan dokulara su ve suda
¢Oziiniir maddelerin gecmesine neden olan kolloid osmotik basing veya onkotik basinci
diizenleyen baslica proteindir. Onkotik basincin %70'1 alblimin tarafindan karsilanir, bu
yiizden alblimin damarlarin i¢iyle disindaki dokular arasindaki sivinin dengelenmesinde
gereklidir. Kan protein seviyelerinin diigmesi halinde, 6rnegin idrara protein ge¢me

(proteiniiri) veya kotii beslenmeden dolayi, dokularda su birikmesi, yani 6dem olusur.

Albliminin en ilging 06zelligi tasiyabildigi maddelerin ¢esitliligidir. Albiimin,
suda c¢oziintirliikleri diisiik olan yag asitlerinin kandaki baslica tasiyicisidir. Bunun yani
sira, oksijen serbest radikallerine baglanarak bunlari kontrol altina alir, ayrica bilirubin
(hem molekiiliiniin yikimi sirasinda ortaya g¢ikar) gibi suda ¢éziinmeyen bazi toksit
metabolizma Tlriinlerine baglanarak onlar1 zararsiz kilar. Alblimin, bir kismi yiiksek
konsantrasyonda zehirli olabilecek olan gesitli metal iyonlarina da baglanabilir. Pek gok
fizyolojik siiregte yer alan nitrik oksitin (NO) kandaki baglica tasicisi da gene

albiimindir. Bu maddelere baglanmasi sayesinde albiimin hem bu maddelerin kandaki
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konsantrasyonlarini diigiilk ve zararsiz diizeylerde tutar, hem de onlarin ihtiyag

duyulduklar1 yerlere ulagsmalarini saglar.

Albiiminde uzun yag asidi molekiillerinin (oleik, linoleik, linolenik, arasidonik,
palmitik ve miristik asit gibi) baglanabildigi, ikisi siki, dordii gevsek olmak {izere alt1
baglanma yeri vardir (yukaridaki sekle bakiniz). Bu yag asitleri albliimin tarafindan

hiicrelere taginip oralarda kullanilirlar.

Yag asitlerinin baglandiklar1 yerlerden farkli olarak ayrica kiigiik organik
iyonlarin baglanabildigi de iki yer vardir. Bunlardan biri kii¢lik aromatik karboksilik
asitleri tercih eder, Obiirii negatif yiik iceren ¢ok halkali bilesikleri tercih eder. Bu
yerlerde tiroit hormonu ve diger steroid hormonlar ve bilirubin tasinabilir. Tedavi
amagla viicuda alinan ¢ogu ilag da bir 6l¢giide buralarda albiimine baglanirlar. Piridoksal

(vitamin B6) da albiimin tarafindan taginir.

Alblimin, yukarida belirtilen bilesikler disinda ¢esitli agir metal iyonlarna da
baglanarak onlarin kandaki konsantrasyonunu kontrol eder. Albiimin proteininde iki
metal iyonu baglanma yeri vardir ve bunlara ¢inko, bakir, kadmiyum, civa, altin, giimiis
ve nikel dahil olmak iizere ¢esitli iyonlar baglanabilir. Kalsiyum ve magnezyum da
alblimine baglandigindan albiimin bu iki iyonun kandaki konsantrasyonlarma etki
edebilir. Albiiminin bir diger 6zelligi de kan pH'sini kismen tamponlayabilmesidir
(http://www.vikipedi.com).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

Elde edilen FID ve Eko setleri ve IR-T; ve SE-T, egrilerinin tiimii burada
verilmemistir. Hepsini temsilen; (pure D,0) 0g, 0.02g, 0.04g, 0.06g, 0.08g, 0.10g,
0.20g, 0.30g, 0.40g ve 0.50g albiimin varliginda elde edilenler sunulmustur.
0g, 0.02g, 0.04g, 0.06g, 0.08g ve 0.10g albiimin varliginda elde edilen Free Induction
Decay sinyal serisi Sekil 4.1 — sekil 4.6 de gosterildi.
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Sekil 4.1. 0.00 g albiimin i¢in T;’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Sekil 4.2. 0.02 g albiimin i¢in T;’in Free Induction Decay sinyal serisi

42



SILAN BATURAY

(1]

Sl

[pu#l

-15 -10
W EOUN G IR USSP SN S O (SO WO OO [T f Lot |

7

|

[

|

|

|

|

|

|

o "

|

| L.
|
4

‘ i
|

TL-0Za twi-qre bpo- o

Sekil 4.3. 0.04 g albiimin igin T;’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Sekil 4.4. 0.06 g albiimin i¢in T;’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Sekil 4.5. 0.08 g albiimin igin T;’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Sekil 4.6. 0.10 g albiimin igin T,’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Og, 0.02g, 0.04g, 0.06g, 0.08g ve 0.10g albiimin varhiginda elde edilen
Inversion Recovery serisi Sekil 4.7 - sekil 4.12 de gosterildi.

T W e (e v R
4I[t]=I[0]+P*exp(-t/T1)
(Peak 1 at 4,705 ppm
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Sekil 4.7. 0.00 g albiimin i¢in T;’in Inversion Recovery serisi
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Sekil 4.8. 0.02 g albiimin igin T,’in Inversion Recovery serisi
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Sekil 4.9. 0.04 g albiimin igin T’in Inversion Recovery serisi
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byl
T11t)=1(0)+P*exp(-t/11)
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Sekil 4.10. 0.06 g albiimin igin T,’in Inversion Recovery serisi
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Sekil 4.11. 0.08 g albiimin igin Ty’in Inversion Recovery serisi
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Sekil 4.12. 0.10 g albiimin i¢in T;’in Inversion Recovery serisi
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0g, 0.02g, 0.04g, 0.06g, 0.08g ve 0.10g albiimin varliginda elde edilen EKO
sinyal serisi sekil 4.13 - sekil 4.18’de gosterildi.
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Sekil 4.13. 0.00 g albiimin i¢in T,’nin Eko sinyal serisi
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Sekil 4.14. 0.02 g albiimin i¢in T,’nin Eko sinyal serisi
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Sekil 4.15. 0.04 g albiimin i¢in T,’nin Eko sinyal serisi
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Sekil 4.16. 0.06 g albiimin i¢in T, nin Eko sinyal serisi
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Sekil 4.17. 0.08 g albiimin i¢in T, nin Eko sinyal serisi
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Sekil 4.18. 0.10 g albiimin i¢in T,’nin Eko sinyal serisi
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Og, 0.02g, 0.04g, 0.06g, 0.08g ve0.10g alblimin varliginda elde edilen Eko
bozunum (T,) egrileri serisi sekil 4.19 - sekil 4.24 de gosterildi.
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Sekil 4.19. 0.00 g albiimin i¢in T, nin Eko bozunum egrileri serisi
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Sekil 4.20. 0.02 g albiimin i¢in T, nin Eko bozunum egrileri serisi
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Sekil 4.21. 0.04g albiimin igin T, ’nin EKo bozunum egrileri serisi
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Sekil 4.22. 0.06 g albiimin i¢in T, nin Eko bozunum egrileri serisi
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Sekil 4.23. 0.08 g albiimin i¢in T,’nin Eko bozunum egrileri serisi
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Sekil 4.24. 0.10 g albiimin i¢in T,’nin Eko bozunum egrileri serisi

Sekil 4.1 ile sekil 4.24 araliginda goriildiigi tizere D,O’nun FID ve SE katarlar1
tek exponansiyel bir bi¢imde degismektedir. Ancak albiimin katildik¢a, FID ve SE
katarlarinin exponansiyel goriiniimii degismektedir. Bu alblimin topaklanmasinin, ileri

konsantrasyonlarda artmaya basladiginin kanitidir ve literatiirle uyumludur (Hills ve
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ark. 1989, William ve ark. 1997, Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh 2003, Yian-Biao
ve ark. 2004, Wei, W. 2005, Aimee ve ark.2009, Viktor ve ark. 2012).

0,1 g/ml’lik adimlarla, D,O’ya alblimin eklenmesiyle elde edilen 6rneklerin IR-

T1 ve SE-T, egrileri sekil 4.25 - sekil 4.37 de gosterildi.
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Sekil 4.25. 0.2 g albiimin i¢in T;’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Sekil 4.26. 0.3 g albiimin i¢in T;’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Sekil 4.27. 0.4 g albiimin igin T;’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Sekil 4.28. 0.5 g albiimin igin T;’in Free Induction Decay sinyal serisi
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Sekil 4.29. 0.2 g albiimin igin T;’in Inversion Recovery serisi
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Sekil 4.30. 0.3 g albiimin i¢in T,’in Inversion Recovery serisi
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Sekil 4.31. 0.4 g albiimin igin T,’in INversion Recovery serisi
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Sekil 4.32. 0.5 g albiimin igin Ty’in Inversion Recovery serisi
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Sekil 4.33. 0.2 g albiimin i¢in T, nin EKo sinyal serisi

73



4. BULGULAR VE TARTISMA

1T1t) S“ IT1
ilx.;-.'\&(p[';.x.‘

{Beak 1t 4.713 ppm
1m=16.Fes
\ \

200
1
==

)
7]
\
0
‘o- i
\\\\ A

AN
o
0 e

\
0.0 04 0.2 0.3 04 05 [s]

Sekil 4.34. 0.2 g albiimin i¢in T, nin Eko bozunum egrileri serisi
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Sekil 4.35. 0.3 g albiimin i¢in T,’nin Eko bozunum egrileri serisi
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Sekil 4.36. 0.4 g albiimin i¢in T, nin Eko bozunum egrileri serisi
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Sekil 4.37. 0.5 g albiimin i¢in T,’nin Eko bozunum egrileri serisi

Protein 0,1g/ml’den fazla olunca, alblimin y1gilmas: daha belirginlesir. IR-T; ve
SE-T, katarlar1, tek exponansiyeli iyi fit etmez. Sekil 4.25 ile sekil 4.37 araliginda olan
fitler de, egri disina ¢ikan pek cok nokta silinmistir. Yani, T; ve Ty’ler yaklasik
degerlerdir. Bu durum, alblimin yigilmasimin yiiksek konsantrasyonlarda arttigini

gostermektedir (Hills ve ark. 1989, William ve ark. 1997, Olechnowicz ve ark. 1999,
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Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh 2003, Yian-Biao ve ark. 2004, Wei, W.
2005, Aimee ve ark.2009, Viktor ve ark. 2012).

Olgiilen IR ve SE egrilerinden elde edilen Ty ve T, zamanlar1 ve de 1/T ve 1/T,
oranlar diisiik konsantrasyonlar i¢in, Tablo 4.1°de yiiksek konsantrasyonlar i¢in, Tablo

4.2°de gosterildi.

Tablo 4.1. Diisiik konsantrasyonlar i¢in Olgiilen IR ve SE egrilerinden elde edilen Ty, T
zamanlar1 ve 1/T; ve 1/T, oranlar1

Konsantrasyon (g/ml) | T4(s) UT(sT) T,(ms) 1/T,(ms™)
0 g/ml 15.58 0.0642 277.8 0.00036
0.02g/mi 9.724 0.1028 750.9 0.00133
0.04g/mi 9.419 0.1062 688.5 0.00145
0.06g/mi 7.723 0.1295 430.4 0.00232
0.08g/mi 6.377 0.1568 350.9 0.00285
0.10g/mi 5.229 0.1912 293.6 0.00341

Sekil 4. 29 - 4. 32 ve sekil 4. 34- sekil 4. 37 araliginda elde edilen 1/T; ve 1/T,
degerleri Tablo 2°de goriilmektedir.

Tablo 4.2. Yiiksek konsantrasyonlar igin Olgiilen IR ve SE egrilerinden elde edilen Ty, T,
zamanlari ve 1/T; ve 1/T, oranlari

Konsantrasyon (g/ml) Ta(s) UTy(s™) T,(ms) 1T,(ms™)
0.10g/mi 5.229 0.1912 293.6 0.00341
0.20 2.256 0.4433 126.7 0.0079
0.30 2.03 0.4926 78.62 0.0127
0.40 1.743 0.5737 59.33 0.0169
0.50 1.251 0.7994 47.36 0.0211
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Diisiik konsantrasyonlu (0g/ml-0.1g/ml) ¢ozeltilerden elde edilen 1/T; ve 1/T,
degerlerinin, konsantrasyona karsi grafige gecilmesi sekil 4.38 ve sekil 4.39’da
gorilmektedir. Tablo 4.2’deki verilerin albiimin konsantrasyonuna kars1 grafige

gecirilmesinden elde edilen egriler sekil 4.40 ve sekil 4.41 de goriilmektedir.

0259y = 1,1719x + 0,0665

0,2 - R® = 0,9654

g 0,15 A
= 04-
0,05 A
0 . . |
0 0,05 0,1 0,15

Protein Konsantrasyonu (g/ml)

Sekil 4.38. Diigiik Konsantrasyonlardal/T; degerinin konsantrasyona kars1 grafigi (g/ml)

0,004 -
0,0035 A y = 0,0278x + 0,0006

2 _
0,003 - R®=0,9677

0,0025 -

< 0,002 -

0,0015 -

0,001 -

0,0005 -
0 T T .

0 0,05 0,1 0,15

Protein Konsantrasyonu (g/ml)

/ms)

1/T2

Sekil 4.39. Diisiik Konsantrasyonlarda 1/T, degerinin konsantrasyona kars1 grafigi (g/ml)
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Sekil 4.40. Yiiksek Konsantrasyonlardal/T; degerinin konsantrasyona kars1 grafigi (g/ml)
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Sekil 4.41. Yiiksek Konsantrasyonlardal/T, degerinin konsantrasyona kars1 grafigi (g/ml)
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4.2. Tartisma

Protein ¢ozeltilerinde iki tip proton havuzu mevcuttur: 1 Protein protonlarindan
ileri gelen havuz 2 su protonlarindan ileri gelen proton havuzu. Bu nedenle de, protein
cozeltileri coklu NMR pikleri verir. Ancak protein protonlari ¢ok kisa siirede durulmaya
ugrar ve geride su protonlarinin NMR sinyali kalir (Gallier ve ark. 1987). Bu sinyal de
artan bekleme zamanlarma karsilik, 1.2 ve 1.3 bagintilarinda ifade edilen tarzda
degisime ugrar. Bu degisim, sekil 1.15 ve sekil 1.18’de gosterilmistir. Burada sinyal tek
exponansiyel bozunum gostermektedir. Sinyalin tek exponansiyel bozunum goésterdigi

durumda IR-T; egrisi

M, = M (1- 2"/ T) (1.2)

Bagntisina gore, artan t ile artarken; SE-1/T, egrisi

My =Ae''T, (1.3)

Bagintisina gore, artan t ile azalir. Burada t, materyal ve metot da bahsi edilen
bekleme zamani olmaktadir. Her bir bekleme zamanina karsilik bir IR-FID ile IR-M;
sinyali ve de SE sinyali ile M,y manyetizasyonu mevcuttur. Tek exponansiyel
degisimde, FID ve SE katarlarinin degisimi exponansiyeldir. IR-T; ve SE-T; egrileri 1.2
ve 1.3 denklemlerini iyi fit eder. Diisiik protein konsantrasyonlari i¢in elde edilen ve
sekil 4.1 ile sekil 4.12°de gosterilen IR-FID katarlar1 tek exponansiyel davranis
sergilemektedir. Yine protein konsantrasyonlar1 i¢in elde edilen ve de sekil 4.13 ile sekil
4.24 arasinda gosterilen SE katarlar1 da tek exponansiyel davranis sergilemektedir.
Gozlenen bu davranis 0.1 g/ml’e kadar olan konsantrasyonlarda protein topaklamasinin
etkili olmadigim1 géstermektedir. Bu olgu sekil 4.25 ile sekil 4.32 araliginda verilen IR-
T1 ve sekil 4.33 ile sekil 4.37 araliginda verilen SE-T; egri fitleri ile de dogrulaniyor.
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Bu sekillerde IR-Ty, 1.2 denklemini; SE-T; ise, 1.3 denklemini miikemmel fit ediyor.
Bu ise, bu konsantrasyonlarda, albiimin topaklamasinin olmadigimni kanithiyor. Diger yandan
1/ T:.C ve 1/ T,.C iliskisi, 1.20 ve 1.21 denklemleri ile verilmisti. Bu denklemler, ilgi

zamanini da igerecek sekilde belli kosullar altinda

2
6 442
i:_(&j i’ ? [ Tz 7 T 412 zj (1.12)
T, 2004r) r \1l+ot° l+d0°r
2 432
1_Ofi )y i [37+ LA 2] (1.13)
T, 40\4rn r l+o°t° 1+4w°t

sekline getirilebilir. Daha 6nce sergilendigi lizere lineer iligkinin siirdiigli kosullarda t
sabittir. Protein ¢ozeltilerinde t’nun molekiiliin taklasindan ileri geldigi kanitlanmistir (Gallier
ve ark. 1987, Hills ve ark. 1989, Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh ve ark. 2003, Yilmaz ve
ark. 2008). Diger yandan, topaklanmanin varliginda, molekiiller birbirine yapisarak daha iri
molekiillerin olusmasima yol agar. Iri molekiiller daha yavas hareket edeceklerinden t ilgi
zamani uzar. Bunun sonucu olarak 1/ T; ve 1/T; aniden biiyiir. Yiiksek protein konsantrasyonu
varliginda, sekil 4.25 ile sekil 4.28 i¢in gosterilen FID katarlarinin ve sekil 4.33’de verilen SE
katarlarinin exponansiyel davranisindaki bozulma, albiimin topaklanmasi varligina kanittir.
Sekil 4.29 ile sekil 4.32 araliginda verilen IR-T; ve sekil 4.34 ile sekil 4.37 araliginda verilen

SE-T;egrilerinin 1. 2 ve 1.3 denklemlerini fit edememesi de bu olguyu dogruluyor.

Bunlardan ayr1 olarak, diisiik konsantrasyonlarda, sekil 4.1 ile sekil 4.24°de verilen
1/T;-C ve 1/ T,-C iliskisinin lineer olmasi, t’nun sabit kaldigin1 ve topaklanmanin
bulunmadigin1 gostermektedir. Yiiksek konsantrasyon varliginda, 0.1 g/ml’den itibaren

goriinen artis ise, t'nun uzadigini ve topaklasmanin olustugunu belirtmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonug¢

% 10 konsantrasyona kadar olan 6rneklerin IR-FID ve SE-T; katarlar1 ile IR-T;
ve SE-T; egrileri uygun goriilmektedir. Data ile ilgili formiilleri miikemmel bir sekilde
fit etmektedir. Bu demektir ki % 10 konsantrasyona kadar albiimin kullanilarak NMR
Ty, T, dlglimleri yapilabilir.

% 10°dan sonraki konsantrasyonlar da exponansiyel goriiniim, hem sinyal
katarlarin da hem de IR-T;, IR-T;, egrilerinde giderek yok olmaktadir. Ancak % 50
konsantrasyonlarda bazi verileri atmak suretiyle ortalama IR-T; ve SE-T; egrileri elde

ediliyor.

Sinyal bozunumlar1 % 20 konsantrasyondan sonra 1/T; ve 1/T, konsantrasyon
egrileri lizerinde barizlesiyor. Buda % 10 ile % 20 konsantrasyonlar: arasinda iligkinin
cok zayif ve daha sonra bu iliskinin ¢ok etkiligi oldugunu gdsteriyor. Veriler diisiik
konsantrasyonlarda lineer iliski sergilerken % 20 ve daha sonraki konsantrasyonlarda
lineer iligki bozuluyor. Bu da albiimin topaklanmasmin c¢ok etkiligi oldugunu

gosteriyor.

5.2. Oneriler

Sicakligin albiimin topaklamasina olan etkisi ayrintili olarak incelenebilir.
Albiimin eger varsa suyun disindaki farkli c¢oziiclilerde c¢o6ziilerek incelenebilir.
Topaklamaya ugramis ve ugramamis molekiillerin T zamanlar1 hesaplanarak, topaklama
ile ilgili T zamanlar1 arasindaki iligki iizerinden topaklama tanimlanabilir. Vizkozite ile
alblimin topaklamas1 arasindaki iligki arastirilabilir. Alblimin topaklamasi ile molekiiler

crowding arasindaki iligki aragtirilabilir.
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