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OZET

D,0 ORTAMINA EKLENEN PROTEIN VE ENZIMLERIN KIMYASAL DEGIS-TOKUS
YONUNDEN 400 MHz NMR ILE INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI
Serpil BOZCAN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
FiZIK ANABILIM DALI

2012

Protein ve enzim ¢ozeltilerinin NMR T (Spin-6rgii) ve T, (spin-spin) durulma zamanlari 1960
‘i yillardan beri incelenmektedir. Durulma mekanizmalar1 i¢in birgok yaklasim kullanilmistir.
Kullanilan yaklagimlardan biri serbest su molekiilleri ile bagli su molekiilleri arasindaki kimyasal
degis-tokus olay1 olmaktadir.

Bu ¢alismada sucrose, maltose, pepsin, BSA eklenen D,O ¢ozeltilerinin 1/T; ve 1/T, oranlari,
eklenen madde konsantrasyonuna karsi incelendi. 1/T4 ve 1/T,, konsantrasyonla lineer degismektedir.
Bu nedenle, bagli ve serbest su arasinda hizli kimyasal degis-tokus oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: NMR, T1, T2 durulmalari, kimyasal degis-tokus



ABSTRACT

STUDYING CHEMICAL EXCHANGE OF WATER IN PROTEIN AND ENZYME
SOLUTIONS WITH D,0 BY 400 MHz NMR

MSc THESIS
SERPIL BOZCAN

DEPARTMENT OF PHYSICS
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2012

NMR T, (spin-lattice) and T,(spin-spin) relaxation times in protein and enzyme solutions have
been studied since 1960’s. Many approaches have been used for explaining the relaxation
mechanisms. One of them is the chemical exchange of protons between free water and water bound te
solids.

In this study, 1/T, and 1/T, ratios of the D,0 solutions, to which sucrose, maltose, pepsin and
BSA were added, were studied versus concentration of added substances. It was found that 1/T,; and
1/T, change linearly with concentration. Therefore, it was concluded that a fast chemical exchange
occurs between bound and free water.

Keywords: NMR, T1, T2, relaxations, chemical exchange
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1.GIRIS

Niikleer Manyetik rezonans olay1r 1946 yilinda Zavoiski tarafindan bulunmustur. Bu
olay baglangicta su, alkol gibi saf maddelere uygulanmistir. Daha sonraki zamanlarda saf
maddelerin i¢ine iyon katilarak incelemeler yapilmistir (Bloembergen ve ark.1947, Gurowsky
ve Mc Call 1953, Solomon ve Bloembergen 1956, Hackleman ve Hubbord 1963, Pendred ve
ark.1966). 1950°1i yillarin sonuna dogru, ortama protein ve enzimler de eklenmistir. Protein
ve enzimler suda ¢oziindiigii i¢in bu tip deneyler i¢in su ortami ¢oziicii olarak kullanilmistir
(Gurowsky ve Sanka, Dissociation 1953, Nolle ve Morgan 1957, Pearson ve ark. 1960,
Bernheim ve ark.1959, Danskiewich ve ark.1963). Piir ¢ozeltilerdeki sinyaller, 0 zamanki
spektrometrelerin ayirma giiciine bagli olarak incelenmistir. Bugilin bu tip ¢dzeltilerin
sinyallerini daha iyi ayiran spektrometreler gelistirilmistir. Ancak sulu protein ya da enzim
cozeltilerinde, su iki fazda bulunmaktadir: suyun bir kismi ¢6ziicii ortamda serbest fazdadir.
Kiigiik bir kismi ise proteine baghidir (Gurowsky ve Sanka, Dissociation 1953, Nolle ve
Morgan 1957, Pearson ve ark. 1960, Bernheim ve ark.1959, Danskiewich ve ark.1963). Gerek
o zamanin NMR spektrometreleri, gerekse giinlimiiz NMR spektrometreleri bagli ve serbest

suyun sinyallerini birbirinden ayiramamaktadir.

Bagli ve serbest suyun sinyalleri birbirinden ayristirilmadigi i¢in; suyun bu iki ¢evre
arasinda gidis gelisi i¢in teoriler tiiretilmistir. Bu teorilere gore su, ornekten tek sinyal
alinmas1 durumunda, bu iki ¢evre arasinda hizlica gidip gelmektedir. Bu nedenle her iki
cevredeki suyun kimyasal kaymalar1 yerine ortalama bir kimyasal kayma ge¢cmekte ve bu
ortalama kaymadaki sinyal elde edilmektedir. Eger su bu iki ¢evre arasinda yavas gidip
gelseydi, iki ayr1 sinyal elde edecektik ve bu durumda her bir fazin kimyasal kaymasini ve

durulmasini ayr1 ayri bulabilecektik.

Protein yada enzim ¢ozeltilerindeki suyun iki farkli cevre arasinda hizli degis-tokus yaptigina
dair bir ¢ok ¢alisma vardir (Koenig ve Schillinger 1969, Eley ve ark.1974, Oakes 1975,
Grosch ve Noack, 1976, Hallenga ve Koenig, 1976). Bu olgunun teorisi de bir ¢ok calisma ile
verilmistir (Edzes ve Samulski, 1978, Fullerton ve ark.1986, Zimmerman ve Brittin 1957).
Ancak bu tip ¢alismalar 400 MHz NMR yapilmamistir. Biz protein ve enzim ¢dzeltilerindeki
suyun hizli degis-tokusunu 400 MHz NMR ile incelenmesini bu nedenle se¢tik. Bu amaca
ulasmak icin de sucrose, pepsin, maltose, BSA protein ve enzim ¢ozeltilerindeki suyun T, ve
T, durulma zamanlarinin konsantrasyonlarina bagli olarak incelemeye aldik.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1.Protein Cozeltilerinin NMR Spin-Orgii Durulma Zamam (T,) ile lgili

Onceki Cahsmalar

Daskiewicz ve ark. (1963) yaptiklart ¢alismada, suda ¢oziinen ovalbiiminin T;
durulma zamanini azalttigin1 bulmuslar ve bunun bir kistm bagli su molekiillerinin ilgi
zamaninin artisindan kaynaklandigini ifade etmisler. Proton spin—0rgii durulma zamanlarini
(T;) , 20 °C de, 3,2881 Gauss ‘luk magnetik alanda, Carr-Purcell ve Meiboom spin-eko

teknigi ile Olgmiislerdir. Olgme sonucunda elde ettikleri sonuglarin

1
o= -+ KC 2.1)

Denklemine uydugunu gostermislerdir (Yani, durulma zamanina karsi1 konsantrasyonun lineer

olarak artigin1 gostermisler).

Hazirlanan ovalbiimin ¢ozeltisinde ii¢ tip proton vardir; 1- Serbest suyun protonlari. 2-
Proteine donmesiz bagli suyun protonlari. 3- Protein protonlari ¢ok kisa siirede rélakse
olduklarindan gbzlenemiyor ve ihmal ediliyor. Sadece serbest suyun protonlari ve proteine
donmesiz bagli su protonlar1 kalir. Cozelti igerisinde yer alan serbest suyun protonlart ve

proteine donmesiz bagli su protonlar: arasinda;

. (2.2)

Ty Tia Tip

denklemine uyan hizli kimyasal degis-tokus oldugunu gostermislerdir. Burada P,:

serbest suyun olasilig1 ve P, ise proteine donmesiz bagli suyun olasiligidir.

Ovalbiimin ve yumurta aki i¢in 1 gr bagina diisen su miktar1 ve 7 ilgi zamani degerlerini
srrastyla w = 1,6.107% |, t=1,03.107% sn ve w = 1,97.107% 7=1,2.10"% sn olarak
bulmuglardir. Elde ettikleri sonuglar ( proteine donmesiz bagli su miktari i¢in), Buchanan ve

arkadaslar1 tarafindan daha 6nce bulunan sonuglarla uyumlu oldugunu gérmiislerdir.

Koenig ve Schilinger (1969) ‘in yapmis olduklar1 bu ¢aligmada, pH, konsantrasyon ve
sicakligin bir fonksiyonu olarak diamagnetik protein apotransferinin ¢ozeltile ri igindeki
¢Oziicli protonlarin magnetik Spin-orgli durulma oran1 1 / T, ’in magnetik alana bagliliginin
Olctimleri yapilmis ve incelenmistir. Bu ¢alismada, su molekiillerinin donmesiz bagli olmasi
gerekmedigini, protein molekiiliine gore sabit geometriye sahip bir eksen etrafinda

donmelerinin smirlanmasinin  kafi oldugunu belirtmislerdir. Deney o6l¢iimleri; 1000 Oe



asagisindaki magnetik alan verileri i¢in, puls magnetik alan teknigi kullanilarak, 1 kOe ile 12
kOe arasindaki magnetik alan verileri iginde 90° -180° spin- echo puls metodu ile elde

etmislerdir.

Magnetik alan artirtlmasiyla birlikte 1 / T; ‘in monoton bir sekilde azaldigi goériilmiis.
Magnetik alan ile 1 /T, ‘in degisimi Nikleer magnetik rolaksasyon dagilimi olarak

gosterilmis. Sabit bir 7,,, mesafesinde etkilesen bir proton giftinin rolaksasyon orant:

T O A (2.3)

Tipp 1075, L1+w2< 1+4w2 7,

denklemi ile verilir. Burada w=2mv , y = w /H’ dir. Bu denklem proteine donmesiz bagli su

molekiilleri i¢in gegerli oldugu varsayilir. Bu durum i¢in ilgi zamani:

_4mnoa’

Te=— o 2. 1077 sn olarak bulunmustur.

Burada a: protein molekiiliiniin hidrodinamik yarigapt , 7, ¢oziiciiniin

viskozitesidir.

Proteine donmesiz bagli olmayan fakat proteine gore sabit bir eksen etrafinda serbest

olarak donecek sekilde bagli olan bir proton ¢ifti icin;

1 [3(:052 oc—l]2 1
- 2

(2.4)

Tapp Tlm’] irrot

olarak Onerilmistir.



Teori; Daskiewicz ve arkadaslari, Coputa ve arkadaslarinin modelleri i¢in kiiresel
olmayan proteinlerin durumuna genellestirildi. Bu nedenle bu teori onlarinkinden daha gegerli
ve genistir. Bu teori, kendi kendine protein ile degis-tokus yapan protonun durumuna ve
dénmesiz bagli su molekiillerinin durumuna uygulanabilir. Biitiin bunlara ilaveten, proteinin
yakininda yapisik bir su bolgesinin oldugunu ve hareketi bulk su ile karsilastirildiginda daha
yavas, proteinlerinkinden ise daha hizli oldugunu ve molekiillerin 7, ilgi zamanlarinin
proteinin takla adimi siiresinden hayli kisa oldugunu ileri siirmiiglerdir. Protein etkisinde
bulunan ¢bziicii protonlarin t.ilgi zamanmm 3.107*2 sn’ den 3.1077 sn’ ye arttigim
gormiisler. Bunun yaninda proteine bagl kiiclik sayidaki su molekiillerinin her durumda

¢oziicli protonlarinin 1 / T; " ini artirdigini da ifade etmislerdir.

Eley ve ark. (1974) ,sulu bovine albiimin ¢ozeltilerinde NMR rolaksasyonu adli
caligmalarinda, su proton durulma zamanlarini, bovine plazma albiiminin sulu ¢ozeltilerinde
ve cesitli maddelerin (NaH,PO,, NaC, LiBr ve LiCl)ilvesi ile kimyasal olarak degistirilmis
bovine serum albiiminin degisik formlarinda Slgmiisler. Proteinlerin sulu ¢ozeltilerindeki su
proton magnetik durulma zamanlarinin, temelde protein hidrasyonu ile ilgili bilgiyi

saglayabildigini ifade etmislerdir.

Blicharska ve arkadasglarinin “suyun durulmasina degis-tokus yapmayan protein
protonlari ile su protonlarinin etkilesmesinin yol agtig1” ifadesi desteklenmistir. Bu ¢calismada
denature tuzlar iceren bovine plazma albiiminli ¢ozeltileri rolaksasyon oranlarini dlctiikten

sonra, onlarin spin difiizyon mekanizmasi ile uymlu olup olmadigin1 tartigmiglardir.

Olgiilen proton durulma oranlarini proton konsantrasyonunun lineer bir fonksiyonu

olarak degistigini bulmuslar ve gozlenen durulma oranlarinin da; Ti = % +
1 1

R; C (2.5)

ifadesiyle verilebilecegini belirtmislerdir.

Burada ,i=1,2 , T?; saf suyun baslangigtaki durulma zamam, C; protein
konsantrasyonu ve R;; protein konsantrasyon miktari ile tiretilen rélaksasyon orani artmasi

(tuzun ilavesiyle ve proteinin kimyasal degismesiyle tesir edilebilir) dir.

Oakes (1975)’in yapmis oldugu protein hidrasyonu adli ¢alismada, NMR durulma

zamanlarini, sicaklik ve protein konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak, dogal bovine



serum albliminin sulu c¢ozeltilerindeki su ve protein protonlar1 i¢in Glgmiistiir. Protein
hidrasyonu ile ilgili tahminlerini, dondurulmus protein ¢ozeltileri tizerindeki NMR
incelemelerinden elde etmistir. Dogal bovine serum albumin ¢ozeltilerindeki suyun ¢ogunun,
ayni sicakliktaki saf suyun akigskanligina (mobilite )esdeger bir akiskanliga sahip

oldugunu gézlemlemistir.

1 / T; Slglimlerini, bovine serum albiimin konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak 275
K, 294 K ve 318 K’de incelendiginde durulmadaki artisin , % 10 bovine serum albiimin
konsantrasyonuna kadar lineer, daha yukari konsantrasyonlarda ise lineerlikten saptigini ve
sicaklik arttikca da 1 / Ty in artigimi gozlemlemistir. Dogal bovine serum albiiminin varliginda
suyun durulma oranindaki net artisin, uzun menzilli yiizey etkilerinden dolay1r su
molekiillerinin akiskanlhigindaki azalmadan ya da bulk su ile hizli bigimde degis-tokus yapan,

kiigiik miktardaki suyun proteine baglanmasindan ileri geldigini ileri siirmiistiir.

Bovine serum albiimin hidrasyonunun teoriksel tahminleri; 1 gram bovine serum
albiimin basina amino asit kenar zincirleri iizerindeki kutup (polar)gruplarinin sayisindan ve
kutup gruplarmin suyu baglama kapasitelerinden yapmistir. Ayrica bu ¢alisma; dondurulmus
bovine serum albiiminli ¢ézeltilerden elde edilen hidrasyon sayilarinin, ¢ézeltideki hidrasyonu
iyi tahmin ettiginin ve ¢0zeltide tahmin edilen durulma zamanlarmin dondurulmus

orneklerdeki dl¢limlere benzedigini ortaya koymustur.

Grosch ve Noack (1976) ‘in sulu bovine serum albiimin ¢dzeltilerinde su akiciliginin
NMR rolaksasyon incelenmesi adli ¢alismada biyolojik sistemlerdeki suyun durumunun; bulk
(serbest) su, donerek bagli su, donmeden bagli su, diizenli ya da buz gibi olmak iizere ayri
fazlarda bulunabilecegine dair ¢ok sayida arastirmacinin goriisii yer almustir. Olgiimleri,
albliminin hem dogal hem de denature durumu icin farkli konsantrasyonlarda, farkli
sicakliklarda ve pH degerlerinde frekansa bagli olarak gerceklestirmislerdir. Dogal protein
cozeltilerinin sicakligini 0 °C ile 30 °C arasinda sinirlarken denature protein ise, drnegi
yaklasik 80 °C de 5 dakika 1sitmak suretiyle elde etmislerdir. Hesaplanan t; ve N; (t;: i. Faz
ile ilgili katsayidir. N;:birim hacimde bulunan i. Fazdaki protonlarin sayisi olmak {izere)
degerlerinden, proteinin ¢evresinde timii serbest, Otelemesi engellenmis ve donerek bagli su
olarak adlandirilan en az ii¢ tip su tabakasinin bulunabilecegini ifade etmislerdir. Bu
cevrelere ait 7 ilgi zamanlarmi da sirasiyla ; 7,=1071%sn |, 7;,=107° ve 14, = 1078 sn
olarak bulmuslardir. Bu tabakalar arasinda hizli kimyasal degis-tokus oldugu varsayilarak

durulma oranmin ( a:protein protonlari, b:hidrasyonlu su protonlari, c: Serbest su



protonlart olmak iizere) E N R N

L5 Tia Tip Tic
(2.6) seklinde verilebilecegini ifade etmislerdir. Donerek baglh
durumdaki proton mesafesini 1,52 A° ve Otelemece engellenmis durum igin proton

mesafesini 1,79 A° olarak almislardir.

Hallenga ve Koenig (1976), yapmis olduklar1 ¢alismada, diamagnetik prateinlerin
cozeltileri i¢inde, ¢dziicli protonlarin niikleer spin magnetik durulma oraninin magnetik alana
bagli oldugunu ve bu bagli olmanin ¢dziinen proteinlerin donel Brownian hareketiyle ilgili
oldugunu gostermislerdir. Coziicii proton spin-orgii durulma orani 1 / T; ‘in, magnetik alanin
artirllmasiyla monoton bi¢imde azaldiginm1 gormiigler. Ayrica ii¢ protein ¢ozeltisi i¢in
(lisozime, karbonmoksihemoglobin, helezon pomatia)ddteron durulma oraninmi 6lgmiislerdir.
Proton ve doteron rolaksasyon dagilimlart arasinda nicel bir iligki tesbit etmigler. Magnetik

rolaksasyon dagilimini Cole-Cole ifadesi;

uis
o1, A[1+(;’—C)B/2 cos (C5)]

Ty Tiw 1+2 (2)F/2 cos (%£)+ ()P
(o c

.7)

Ile agiklamislardir. Burada T;,,; serbest suyun rdlaksasyon orani v; Ho alaninda ¢ekirdegin
Larmor presesyon frekansi, v; ilgi frekansi, D, A ve f; belirlenen parametrelerdir. Cole-

Cole ifadesinde =2 yazarsak,

A

D+ mn

(2.8)

Lorentziyen ifadesini elde etmislerdir.

Ayrica, ilgi frekanst v, ‘nin protein ¢ozeltilerinde ¢oziicli proton durulma oranlarinin
dagilimimdan ¢ikarildigint dogrulamislar ve basit bicimde protein molekiillerinin yonelme

durulma zaman ile ilgili oldugunu bulmuslardir.

Edzes ve Samulski (1978), yapmis oldugu bu calismada, kross rolaksasyonun
incelenmesi i¢in genel bir yontem sunmuslardir. Heterojen biyolojik sistemlerde, su protonlari

ve makromolekiiler protonlar1 fazi olmak tizere iki faz bulundugunu ve bu iki faz arasinda



kross rélaksasyonun meydana gelecegini sdylemislerdir. Kross rélaksasyonuna su protonlari

ile makromolekiiler protonlar1 arasindaki Zeeman-enerji

degis-tokusunun tesir ettigini sdylerler. 1 fazinda rediiklenen Z magnetizasyonu m; (t) ‘yi

Mi(t)_ Mio(]

mg (t) = - 2.9)

bagintisi ile ifade etmislerdir. Burada M;(t);t aninda magnetizasyon ve M, dengedeki
magnetizasyondur. Ayrica kross rolaksasyonunu,

dmi

= — Rimi () = kym; (£) + ky my(0) (2.10)

Seklinde Bloch denklemi igine alinabilecegini gostermislerdir. Burada; R,;  Kross

rolaksasyonu yoklugunda i fazinin spin- orgii oran1 ve k;; kross rélaksasyon oranidir.

Olgiilen kross-rolaksasyon oranmi , makromolekiiler protonlarinin bulk’t ve su
protonlarinin bulk’1 arasindaki Zeeman spin enerjisinin degis-tokusu ile ifade ederler ve
stirecin gerektirdigi adimlar1 su sekilde siralamislardir. 1- Bulk sudan yiizeydeki bagli suya
spin enerjisinin transferine, bagli su ile bulk su arasindaki kimyasal degis-tokus yol acar. 2-
Bagli su protonlarindan makromolekiiliin ¢evresindeki protonlara spin enerjisinin transferi,
makromolekiil yilizeyindeki bir proton ile bagli su protonu arasindaki karsilikli spin yer
degistirmelerinden ileri gelir. 3- Yiizey protonlarindan biitiin makromolekiiler protonlara
magnetizasyonun transferi, spin difiizyonu ve kross rolaksasyon yolu ile meydana gelir. Spin
difiizyonu, kollojene gecici olarak bagli olan su molekiillerinin {izerindeki protonlar ile

kollojen protonlar1 arasindaki hizli degis-tokus vasitasiyla meydana gelir.

Fullerton ve ark.(1986), bir NMR titrasyon metodu ile lisozimenin hidrasyonun
degerlendirmesi , adli caligmalarinda, proton NMR durulma 6l¢iimlerini kullanarak , kiiresel
proteinlerin etrafini saran su molekiillerinin hareketleri lizerinde bilgi edinmek i¢in yeni bir
titrasyon metodu dnermislerdir. Ornekler 0,5 gr’dan 5gr’a kadar degisen lisozime tozu {izerine
5 ml su ilave etmek suretiyle hazirlanmis, bu 6rnekler 21 giin boyunca oda sicakliginda tiipiin

kapagi acik olacak bigimde buharlasmaya tabi tutulmus ve bu siire igerisinde orneklerin



periyodik olarak tartilar1 alinmig ve NMR 6l¢iimleri yapilmistir. En sonunda da 6rnekler,90°C

sicakliginda bir firin iginde tamamen dehidre etmislerdir.

Her M,0qde / Mg,  oranma karsilik OSlgtiikleri Ti degerlerini grafik tizerinde
1
degerlendirmislerdir. Tl ‘in Myqade / Mgy, ‘ya karsilik grafigini ¢izdiklerinde iki belirgin yer
1
(Mmadde / Msu = 0’723 ve Mmadde / Msu :4149)

Ile iki lineer bolge ve bir sabit bolge elde etmislerdir. Birinci lineer bdlge:

(0 =< Mmadde / Msu< 09723) igin

1 [7,25 x M’;;‘d] +0,22 (2.11)

1 su

Denklemi ile ikinci lineer bolge (0,723 < My qd4de / Msy < 4,49) igin

— = [3,58.x “mate] 1+ 30p (2.12)
T

su

Denklemi ile verilecegini ve sabit bolge (Mnqdde / Msye > 4,49) igin

—=19,1+391 (2.13)

1

Denklemiyle verilecegini gostermislerdir. Bu calismada dort su tabakasi belirlenmistir.
Bunlar 1- bulk su 2- yapilanmis su 3- kutupsal bagli su 4- siiper bagli su olarak
adlandirmislardir. Bu tabakalara ait t ilgi zamanm da ;t. = 1072 sn (bulk su), 7. =
107 sn  (yapilanmus su), 7, = 107° sn (kutupsal bagli su) ve 1o >

107° sn(siiper bagli su) olarak hesaplanmstr.
2.2. Manyetik Rezonansin Temel Teorisi
2.2.1. Bir Di1s Ho Alanina Konulan Spin i¢in Enerji

Rezonans olayini agiklamak icin basit bir kuantum mekaniksel sistem ele alalim. Izole
edilmis tek bir spinin (magnetik momenti ) H gibi statik bir magnetik alan ile kargilikli

etkilesmesini dﬁsﬁnelimﬁ magnetic alanin uygulamasiyla ortaya ¢ikan etkilesme enerjisi

E=-i.H



E=-u.Ho.CosO (2.14)
ifadesi ile verilir. Bu etkilesmeyi gosteren basit kuantum mekaniksel hamiltonyen operatorii

S(=—u.H (2.15)
olur. Eger H alani z - ve denklem (u =1y h I) denklemi (2.15) de yerine yazilirsa

H=-yhlzHo (2.16)

bulunur. Bu hamiltonyen operatoriiniin 6z degerleri, Iz’nin 6z degerlerinin (v h Hp)

katlaridir. Buradan, sistem i¢in miimkiin olan enerji degerleri
E=-yhHom m=1LI-1,....... ,-1) (2.17)

dir. Spini 1 = 3/2 olan "B ¢ekirdeginin bir dis magnetik alandaki enerji diizeyleri sekil 1.1°de
gortilmektedir. Burada m’nin alacagi degerler 2 I +1, yani dort tanedir. m —  + 3/2, +1/2, -

1/2, -3/2 bu enerji seviyeleri arasindaki uzaklik (y h Ho) dir ve hepsi es araliklidir.

E
A
-3/2 AE
v
-1/2 A\
VAE
+1/2

< »
>
&

+ 3/2

Ho

v

Sekil 2.1. Spini 3/2 olan "B ¢ekirdeginin bir dis magnetik alandaki Zeeman yarilmasi

NMR’de uygun frekansta elektromagnetik enerji ile bu enerji diizeyleri arasindaki
rezonans gecisleri olusturulur. Sadece kesikli enerji diizeyleri miimkiin oldugundan bu
diizeyler arasindaki gecisler hve veya bunun katlar1 kadar kuantum enerjisinin sogurulmasi
veya yaymlanmasina karsit gelir. Genellikle sadece ardi ardina enerji diizeyleri arasinda
gecisler olur. Ardi ardina gecislerle ilgili gecis kurali Am = £ 1°dir. Rezonans diizeyleri

arasindaki;



AE =-yh Ho (2.18)
enerji farkina esit wo frekansinda radyo frekans 1sinlamasi yapilarak elde edilir. Bu durumda;
hwo =AE=-yh Ho (2.19)

esitliginden rezonans sarti;

| wo| =y Ho (2.20)
elde edilir. Rezonans frekansi ile magnetik alan arasindaki bagintiyr veren bu esitlik NMR’1n
temel esitligidir ve Larmor esitligi olarak bilinir. Goriildiigii gibi rezonans sart1 sadece ilgili
cekirdege ve alanin biiylikliigiine baghdir. Rezonans sartinda, h Planck sabiti yer almadigi

icin bu sonug klasik bir rezonans olayi olarak diisiiniilebilir.

2.2.2. Magnetik Alanda izole Edilen Bir Cekirdegin Hareketi ve Rezonans

Olayimnin Olusumu

Rezonans olayinin fiziksel 6zelliklerini anlamak igin bir H—)magnetik alanindaki

magnetik momentini diigiinelim. Magnetik moment

—

=uxH (2.21)

T
ile verilen bir torkun etkisinde kalacaktir. Bu tork, momenti alan dogrultusunda ydneltmeye
calisir. Cekirdegin spin hareketi ve acisal momentum ile tork arasindaki

(dL/dt)=7 (2.22)

bagintisindan, sonugtaki hareket basit bir yonelim degil, ama ¢ekirdek donme ekseninin

uygulanan alan etrafinda donmesi seklindedir. Sekil 2.2°de goriilen bu harekete presesyon
denir.( Tabak F. 1994)

" Ho

v




Z
Sekil 2.2.w’Cekirdek magnetik momentinin Ho alan1 etrafindaki presesyon hareketi

Simdi bir ¢ekirdek spinin Ho’a gore yonelimini degistirmek i¢in magnetik alan
Vektérﬁﬁ’ye dik olan bir diizlemde dairesel olarak polarize olmus bir H_l)radyo frekans alani

uygulanir (sekil 2.3.). Radyo frekans alan1 da magnetik momente
Ty =1 x Hy (2.23)

ile verilen bir tork uygulayacaktlr.H_l) alan1 durgun ve siddeti bliylik ise bu alan H ‘e

ekleneceginden net etki yine bileske alan etrafinda presesyon olacaktir. Bununla birlikte eger
H—l)‘in biiytikligi H ‘den cok daha kii¢iik olacak sekilde secilir ve H etrafinda dondiiriilecek

olursa ortaya ¢ikan tork , H, alaninin spin ile ayni acgisal hiz ve yonde dondiigii durum harig

ihmal edilebilir olacaktir. Bu durumda , T(q; sabit bir degere sahip oldugundanu dipolii w,
=y Hi << wp frekansinda H, etrafinda presesyon hareketi yapar. H: ‘in siirekli olarak

uygulanmasi ise H ile belirlenen enerji diizeyleri arasinda gecislere neden olur.
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Sekil 2.3. Magnetik rezonansin olusumu
2.2.3. Bir Spin Sisteminin Sogurdugu Enerji

Simdi, rezonans olayinin goézlendigi magnetik sistem ,spin kuantum sayisi '2 olan

yalitilmig bir sistem olsun. Bir sistemde magnetik rezonansi olusturan spinlerin digindaki



yapiya orgii denir ve kati, sivi ya da gaz olabilir. Bdyle bir sistem {izerinde biiytkligii Ho
olan bir magnetik alan uygulandigi zaman spin sistemi sekil 2.4. ‘de goriilen bigimde bir

yonelme gosterir.

S N a2 N N N
TN ST E AN

o>

a e WarWar liah
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Sekil 2.4. Spin kuantum sayis1 1/ o olan bir sistemin Ho alanin uygulanmasi durumunda

spinlerin yonelimi

Magnetik alanla ayn1 yondeki yonelme | o> diizeyi ve bu diizeydeki spin sayis1 Na
magnetik alanla zit yondeki yonelme | B> diizeyi ve bu diizeydeki spin sayist Nfolsun. N, ve

Np arasindaki iligki,

N, I Ng=eFq —Ep ¥ (2.24)

Boltzmann-maxwell bagntis1 ile belirlenir. Burada Ea ve Eg sirasiyla | o> ve |[3>
diizeylerine kars1 gelen enerji degerleri ,T mutlak sicaklik ve k’da Boltzmann sabitidir.
Sistemde 1sisal denge kuruldugunda N, > Ng oldugu bir gercektir. Bu durumdaki spin

sistemine, frekansi sistemin dogal frekansi ile uyum icinde olabilecek bir dis etken



uygulansin. Bu dis etken | o> ve | > diizeyleri arasinda, olasiliklar1 Pag ve Pga olan ,gecisleri

olusturacagi icin diizeylerdeki spin toplulugunda bir degigsme beklenir.

dNa / dt:NB P,Ba-Na Paﬁ (225)
dNB/dt:Na Pa,b"NB Pﬁa (226)

Yani bir dt siiresi i¢inde | o > diizeyindeki spin toplulugunun degisimi, | o > diizeyine
gelen spin sayisi ile | a >diizeyinden giden spin sayisinin farki kadardir. Magnetic rezonansta

(2.12) ve (2.13) esitlikleri spin degisim denklemleri olarak bilinir.

Spin sistemindeki toplam spin sayist N=N,+Njg herhangi bir anda diizeyler arasindaki

spin farki n=N,-Ny ve P,z=Pg,=P ise, denk. (2.12) yada denk. (2.13) dan elde edilir ve bunun

¢Ozumu
dn /dt=-2Pn (2.27)
n=n, e~2Pt (2.28)

olarak bulunur. Burada no , t=0 aninda iken diizeyler arasindaki spin farkidir. Gegis olasiligi P
olan bir tek spinin dis etkenden bu ge¢is sirasinda soguracagi enerji, diizeyler arasindaki
enerji farki A E =Ea -Ep ya bagl olarak PAE dir. | o> diizeyinde Na tane spin olduguna gore
bu diizeydeki spinler P.AE.Na kadar enerji sogurabileceklerdir. Dis etkenden sogrulan

enerjinin degisim hizi:

dE/dt=AE Ny Pap - AE Np Pg, (2.29)
olacak (2.16) esitligini ,(2.15) esitligini kullanarak

dE / dt = AEP no e 2Pt (2.30)

seklinde yazilabilir. Bu esitlik gosteriyor ki,dis etkende sogrulan enerjinin zamana gore
degisimi ,diizeyler arasindaki spin sayis1 farkina baghdir ve bu baghlik {istel azalan bir
fonksiyon seklindedir. Yani baslangicta diizeyler arasinda no spin farki olan yalitilmis bir spin
sisteminde dis etken zamanla bu spin farkini sifira gotiiriir. Buna bagh olarak dis etkenden
sogrulan enerji de sifira yaklagir. Belli bir siire sonra spin sistemi dis etkenden enerji

soguramaz duruma gelir, magnetik rezonans durur. Fiziksel olarak 6rgiiden yalitilmis bir spin



sistemi olamayacagi i¢in magnetic rezonansin durma olasilig1 spin- orgii etkilesmesi denen

baska bir mekanizma ile ortadan kalkar.

2.2.4. Spin-Orgii Durulma Mekanizmasi

Yalitilmis spin sistemi dis etkenden enerji sogurdugu zaman spin sisteminin sicakligi
baslangigtaki sicakligina gore artar. Yani baslangigta orgii ile ortak bir T sicakliginda olan
spin sistemi dis etkenden enerji sogurarak yeni bir Ty sicakligina ulasir. Belli bir siire sonra
T, >> T; olacag i¢in diizeyler arasinda spin toplulugu farki sifira yaklasir. Yani magnetic
rezonans durur. Simdi spin sistemi ile 6rgii arasinda bir 1sisal etkilesme oldugunu varsayalim
bu durumda spin sisteminden &rgii sistemine dogru bir 1s1 akist dogar. (sekil 2.5.) ve spin
sistemi enerji kaybeder. Spin sisteminin kaybettigi (6rgii sistemine aktardigi )enerji dis

etkenin uyguladigi enerji

I«

Spin Sistemi T

Orgii Sistemi T;

K

Sekil 2.5. Spin sistemi ile orgii arasindaki 1sisal etkilesme

dE / dt= K, k (T, - Ty) (2.31)

ile belirlenir. Burada k Boltzmann sabit ve 1/sn biriminde olan K; de 1s1 akisi sabitidir. K4 ‘in
1 / sn olmasi onun 1/ T, seklinde yazilabilecegini gosterir. Boylece elde edilen T4 ,Spin —6rgii
durulma zamani olarak tanimlanir ve spin sistemiyle Orgii sistemi arasindaki 1s1 iletisim
olayinin bir dlgiisiidiir.(2.18) esitligi uyarinca spin sisteminden orgii sistemine 1s1 akist T = T

oluncaya degin siirer ve T = T; olunca toplam system 1s1sal denge durumuna ulasir.

Sonug olarak dis etken uygulanmadigi zaman spin- orgii etkilesmesi ile enerji kaybina

ugrayan spin sisteminde yeniden gegisler olusur (sekil 2.5.)
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Sekil 2.6. Spin-orgii etkilesmesi ile yeniden olusan gegisler.

| o> diizeyinde | B> diizeyine gegis olasiligt W og ve ters yondeki de Wpa ise diizeyler

arasindaki spin degisim denklemleri,
dN, [ dt = Ng Wpe - Ny Wep (2.32)
dNg [ dt = Ny Wyp - Ng Wp, (2.33)
Yazilabilir ve N = N, + Ng , n = N, - Ng alinarak yeniden yazilir. Burada
dn/dt=(Wep + Wpa ) IN(Wpe - Wag) [ (Wep + Wpe) — 1]
Wep + W = 1T,
No =N (Wgq - Wep ) | (Wep + Wpe )
tanimlar1 yapilirsa:
dn/dt=(no-n)/T; (2.34)
ve buradan da

n=no(1-et/) (2.35)



bulunur. Burada no, 1sisal denge durumunda diizeyler arasindaki spin farkidir. T; zaman
birimindedir ve toplam sistemin denge durumuna yaklasmasi i¢in gegen siiredir. O halde
magnetik  rezonansin gerceklesmesinde 6nemli rol oynayan diizeyler arasindaki spin

toplulugu farki (2.14) ve (2.21) esitliklerinin toplamlar1 seklinde olmalidir:
dn/dt=-2pn+(no-n)/ T, (2.36)
Kararli duruma ulasildiginda dn / dt = 0 olacagindan diizeyler arasindaki spin farki:
n=ne/ (1+ 2PT,) (2.37)
ve sogurulan enerji degisimi de
dE /dt=AEno P/ (1 + 2P T}) (2.38)

olacaktir. Bu son bagint1 2PT; ’in alacagi degere gore farkli sonuglar dogurur.

1. 2PT; << 1 olsun. Bu durumda denklem (2.37) dan n = n, ve denklem (2.38) den; dE / dt

= AEng P olur.

2. 2PT,; >> 1 olsun. Bu durumda da n = no /2PT; ve dE / dt=AEno/2T; olur. Dis etkenden
uygulanan enerji ne denli artarsa artsin spin sisteminin sogurdugu enerji artmaz, sabit

kalir. Bu duruma magnetik rezonansta doyma durumu denir.

Doyma durumu baska bir sekilde de incelenebilir. Sekil 1.5°de goriildiigii gibi dis
etkenden spin sistemine uygulanan enerji hizi K, olsun. K;’ i de spin sisteminden Orgii
sistemine aktarilan enerji hiz1 olarak tanimlanmisti. K, << K; = 1/ T; oldugu siirece spin
sistemi enerji fazlahigimi kolay bir sekilde orgiliye aktarabilir. Bunun sonucu olarak Tg = T
i¢in diizeyler arasinda n # 0 olacak bicimde bir spin toplulugu farki olusur. Ote yandan K, =
K, =1/ T, ise spin sistemi enerji fazlaligini1 6rgiiye etkin bir sekilde aktaramaz. Bunun sonucu
olarak spin sisteminin sicakligi baslangigtaki sicakligina gore artar. (Ty > T; ) ve diizeyler
arasindaki spin toplulugu doyma durumuna gelir. Cok kisa T; spin-orgii durulma zamanina

sahip olan sistemlerde doyma durumu ¢abucak gerceklesir.

T, spin-orgii durulma zamani baska bir yaklagimla da tanimlanabilir. Magnetik

rezonansta spin sistemi aynt anda hem distan uygulanan kuvvetli bir Ho magnetik alani ve



hem de dis etken olarak tanimladigimiz Ho’a dik diizlem de sistemin dogal frekansina esit bir

frekansta titresim hareketi yapan E: alan1 etkisinde kalir. Spin sistemi belirli bir siire sonra
Ho etrafinda bir presesyon hareketi yapar. Eger H; alani magnetik sistem iizerinden
kaldirilirsa magnetik momentler Ho dogrultusuna yaklasarak presesyon hareketini siirdiiriirler
ve belirli siire sonra tamamen Ho dogrultusunu alirlar. Iste bu siireye spin-6rgii durulma ya da

boyuna durulma adi verilir.

2.3. Kimyasal Degis - Tokus
Bir spin i’nci fazda ise durulma siireciyle ilintisi Q miktarlar
dQ/dt=-Q/T; (2.39)

hizinda bozunur. t =0’ da, Q = Qo’ dir. O zaman problem

QM) =Qoe [.dt/T (1) (2.40)

‘nin ortalama degeri olan Q (t)’ yi bulmaktir. Burada T (t) ; sistem fazdan faza atlarken Ti

degerlerini alan gelisigiizel bir degiskendir. Durulma siireci,
l()=e" [, dt/T () (2.41)

Integralinin ortalama degeriyle tamamiyla tanimlanir. Kubonun yontemi, I(t)’ nin I(t)
ortalama degerini bulmak i¢in ¢ok uygundur. I;; (t), baslangicta i’ nci fazda ve t zamaninda
olan j’ nci fazda bulunmasi i¢in kosula bagli olarak I(t)’ nin ortalama degeri olsun. P;,
sitemin 1’ nci fazda bulunmasi i¢in olasilik oldugundan ve tiim final fazlar miimkiin

oldugundan

1) = X1, . P (2.42)
bulunur. I;;(t)" ler Chapman-Kolmogoroff denklemlerine benzer denklemleri, yani

dlij(t)/dt = XL £ (£).Fy (2.43)
‘ yi saglar. Burada;

F[j = 5g]( Cg + 1 / T[) - C[ng (244)



:ng + 5€]/Tg = Dg] + Eg]
‘dir. Matris notasyonunda D = [Dl- j], E= [El- j], F= [Fi j] olmak iizere

F =D +E’ dir. I = [I;;(¢)] yazilirsa Denk. (2.42)

di/dt=-1IF (2.45)
seklinde yazilabilir.
1
po=|1[ vepo=[PiPs.......,Pn] (2.46)
1

yazilirsa, I(t) ortalama degeri basit olarak:

1(t)= Poly, = Poe - (D +E) ty, (2.47)
seklinde ifade edilir. Dolayisiyla;

QM =QI(®) (2.48)

‘dir. ( ¢o , Po ) notasyonu, ( ¢o , @ )’ nin, D’ nin eslenik 6z vektorlerinin bir ciftini

olusturdugunu belirtmek i¢in kullanilir. Gergekte:
Dy, =0vedoD =0 (2.49)
oldugu gosterilebilir.

Cok hizl1 ve ¢cok yavas Degis-Tokus i¢in asimptotik ifadeler:

2.3.1.Cok Yavas Degis-Tokus

Bu durum i¢in durulma goreli olarak hizlidir. €’ nci faz igin 6mriin tersi olan C, 'nin

1T, ya gore ¢ok biiyiik oldugu kabul edilir. C, << 1/T; igin
Fie = Exe = O/ T; (2.50)

‘dir. Ve:



[e—t/Tl

_ I e_t/TZ —I
I(t) = ¢| . | bo (2.51)
l . e_t/TnJ
‘dir. Dolayisiyla:
I_(t) = Z?:l Pie_t/Tl (252)

‘dir. Denklem (2.38) ¢ok yavas degis-tokus i¢in durulmanin her bir fazda ayri
ayr1 yer alan etkilerin agirlikli ortalamasi oldugunu gosterir.
2.3.2. Cok Hizh Degis-Tokus

Bu durum i¢in ¢’ nci fazin 6mriiniin tersi olan C, ve T,” e gore ¢ok biiyiiktiir. Yani, C, >>

T, dir. ilk olarak bu degis-tokus hiz limiti icin D >> E pldugunu, dolayisiyla:
I(t)=~doe Plon=1 (2.53)
[hmal edilir. Bu istenilen sonug degildir. Dogru bir limitleme sonucu elde etmek

Pt j¢in bir yaklagiklig1 hesaplamada, birinci basamaktan tedirginme

amaciyla e”
teorisi kullanilir. Kullanilan tedirginme teorisi atomik fizikte kullanilan bir

genellemedir.

(pk, k), D’ nin normalize edilmis 6z vektorleri:

Dyic = Megic » PicD = A k=0,1.2.3,....ciiii ,n-1 (2.54)
‘dir. Ve gr = Sy’ dir. Ayrica (9 , ¥, ), F =D + E’ nin yaklagik 6z
vektorleri ve pk, F’ nin yaklasik 6zdegerleri olsunlar. O zaman ,
Foe =, k=012, ............,n—1 (2.55)

Olur. Birinci basamaktan tedirginme islemi:

Vi = i + 2p ke br PeEgpic | (Ak - Ag) (2.56)



Ve
e = A + PEy
‘y1 verir. F’ yi kosegenlestiren S matrisi:
S=[Yo, W1, e eereee e, Y1 (2.57)
Ile verilir. Cok hizl1 degis-tokus icin birinci yaklasikta (A4 , 4,)’ ya olan tiim
diizeltmeler Ao = 0 olan i¢in hari¢ olmak tizere ihmal edilebilir. Boylece
Yr=¢dr , k=0,1,2,................. ,n-1
Ho = P Epo =314 P /T, (2.58)
Ve

U = Ag’ dir. (2.45) denklemleri

_e_ﬂot
e_#lt
I = ¢oS _ s—1g,
e_ﬂn—lt_
ifadesinde yerine yazilirsa, sonug:
_e_uot B _¢0_
e Mt b1

1®) = Goldor b1, bni] o |9

e —An-1t] —¢n—



_e_#ot 7 '1'
oMt 0
=[1,0,0,...... ,0]
e—nat]l)
) =e P =e—- QL P /Tt (2.59)

olur. Denklem (2.46) ¢ok hizli degis-tokus i¢in durulmanin tersi, gesitli durulma zamanlarinin

terslerinin agirlikli ortalamasi olan tek bir durulma zamani ile tanimlanabilir. Yani,

(1/Tgp = X1 P/ T (2.60)
dir.

2.3.3.1ki Faz Sistemleri i¢cin Durulma Zamanimn Stokastik Teorisi:

Chapman-Kolmogoroff denklemi olan dP / dt = -PD, iki fazli bir i¢in

ozellikle basittir. P1, = 1 oldugundan

D= ] (2.61)

D? =(Cy + C, ) D’ dir. Dolayisiyla

P(t)=e Pt =1- g (A+1D /3 (2.62)
‘dir. Burada A=C;-C,’ dir. Denklem (2.49)’lin a¢ik sonucu:

P11(t) =Py +Pye™

P1o(t) =Py + Pye (2.63)

P21(t) =Py +Pie™



P22(t) =Py +Pie

ile ifade edilir. (A=C; +C;). F matrisi,

Ci+ 1T,  —Ci

T
1]

(2.64)
—C,  Cy + 1T,

ile verilir. F* nin ( uq , 4o ) 6zdegerleri, det |[F — w4 | = 0’ 1n ¢éziimleridir.

Bu ¢oziimler:
2u; =(Cy+Co+1/Ty+1/Ty)—{(Cy — C, — 1 /T, —1/Ty)?4C,Cx}Y2
ve (2.65)
2u; =(C1+Co+1/Ty+1/T)—{(C*—=C*+ 1/T, —1/T;)?4C,C,}/2
ile verilir.

e Ft = go()1 + g, (t)F (2.66)
oldugu gosterilebilir. Burada;

Qo (1) = uze™Hit- e ™t [y -y (2.67)

e_H'Zt— e_u'lt

g1 (1) = "

2 —H
dir. Boylece;
I(t) = ¢ e Fteo
veya (2.68)
[(t) = aje ™Mt — qye Het

dir. Burada;



1

8= —— (42~ 11Ty,)
a = uzl—u1 (ua-11Ty,) (2.69)
ve
(1/Tp) =Py /T1+P, [T, (2.70)
dir.

2.3.4.1ki-Faz Sistemlerinde Yavas ve Hizh Degis-Tokus i¢in Asimptotik ifadeler:
Iki-faz sistemleri i¢in denklem (2.55) ile tanimlanan sonuglarin, ¢ok
yavas ve ¢ok hizli degis-tokus icin 6nceden bulunan ¢ok fazli durumlara nasil
indirgendigini agik olarak gozlemek ilgingtir.
Cok yavas degis-tokus i¢in Ck << 1/ Tk’ dir. Dolayisiyla
U =~1/Ty
Uz~ 1/T,

ay = 1/ iz - pa (U2 - 2Py - p2P2) =Py

ve
a, =-P,
‘dir. Fakat
I(t) = Pret/Ti + pe=t/T (2.71)

‘dir. Cok hizl1 degis-tokus i¢in C, > 1 / T} 'dir ve

2U~(Ci+Co+1/Ty+1/Ty) =



{(Cy + C2)?-2(Cy-Cy) (U T,-1/Ty}/? (2.72)
‘dir. Son ifade binom teoremine gore agilirsa
U= A=C; +C,
ve (2.73)
H1=(1/T)g,

bulunur. Denklem (2.69)’ dan

313; (l»lz'lh):l

2 1

1
Hz —H1

dz =

(b2 - 1) =0 (2.74)
bulunur. Boylece

1/Tpo=P1/T1+P, /T, (2.75)
olmak {izere

I(t) = e t/To (2.76)

bulunur. Denklem (2.71) ve denklem (2.76) ile ifade edilen 6zel iki faz sonuglar1 denklem

(2.51) ve denklem (2.60)” un genel sonuglartyla tamamen uyusur .



3. MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada kullanilan proteinler, enzimler ve deuterium oxide (D,O) ¢oziiciisii
Sigma’ dan satin alindi. Bozulmayi onlemek i¢in, bu materyaller 6lgme anlar1 disinda

buzdolabinda tutuldu.
3.1.Sucrose Iceren Cozeltilerin Hazirlanmasi

Iml pure D,O ¢oziiciisiine, 0.1g, 0.2g, 0.3g, 0.4g, 0.5g miktarlarinda tartilan sucrose
enzimi eklenerek degisik konsantrasyonlarda enzim ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiler, T,

(spin-o6rgii) ve T, (spin-spin) durulma zamanlarinin 6l¢timiinde kullanildi.
3.2.Pepsin Iceren Cozeltilerin Hazirlanmasi

Iml pure D,O ¢oziciisiine, 0.02g, 0.04g, 0.06g, 0.08g, 0.10g miktarlarinda tartilan
pepsin enzimi eklenerek degisik konsantrasyonlarda enzim ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiler,

T, (spin-6rgii) ve T, (Spin-spin) durulma zamanlarinin 6l¢imiinde kullanilda.
3.3.Maltose iceren Cozeltilerin Hazirlanmasi

1ml pure D,O ¢oziiciisiine, 0.1g, 0.2g, 0.3g, 0.4g, 0.5g miktarlarinda tartilan maltose
enzimi eklenerek degisik konsantrasyonlarda enzim ¢o6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiler, T,

(spin-orgii) ve T, (Spin-spin) durulma zamanlarinin 6lgtimiinde kullanilda.
3.4. BSA Iceren Cozeltilerin Hazirlanmasi

Iml pure D20 c¢oziiciisiine, 0.1g, 0.2g, 0.3g, 0.4g, 0.5g miktarlarinda tartilan BSA
proteini eklenerek degisik konsantrasyonlarda protein ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiler, T1

(spin-orgii) ve T2 (spin-spin) durulma zamanlarinin 6lgtimiinde kullanilda.
3.5. NMR Durulma Zamanlarmn Olg¢iilmesi
3.5.1. Spin-Orgii Durulma Zamanlarmn (T,) Olciilmesi

Iml saf D20 c¢oziiciisii ortaminda, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan cozeltiler
Smm capli NMR tiiplerine konulmustur. Cozeltilerin T1 durulma zamanlari 400 MHz
AVANCE BRUKER NMR spektrometresiyle yapilmistir. FID (Free Induction Decay) setleri
ve T1 durulma zamanlari, IR (Inversion Recovery) teknigi kullanilarak ve (180-Vd-90-5T1)

puls adimlariyla elde edilmistir.



3.5.2.Spin-Spin Durulma Zamanlarmin (T,) Olciilmesi

Iml saf D20 ¢oziiciisii ortaminda, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiler Smm
capli NMR tiiplerine konulmustur. Cozeltilerin T2 durulma zamanlar1 400 MHz AVANCE
BRUKER NMR spektrometresiyle yapilmistir. SE (Spin-Echo) setleri ve T2 durulma
zamanlart CPMG ( Carr-Purcell-Meiboom-Gill) puls teknigi ile elde edilmistir.

3.6. T; Ve T, Durulma Zamanlarimn Sicakliga Bagh Olciilmesi

Biitiin ¢ozeltilerin rélaksasyon zamanlari 298 K i¢in Olgiildii. Bu sicaklik degeri

Bruker 400MHz NMR spektrometresinin otomatik sicaklik kontrol sistemi ile saglandi..
3.7.Cozeltilerden Elde Edilen Pikler

Sucrose , pepsin, maltose, BSA ¢ozeltilerinden elde edilen pikler sirasi ile sekil 3.1.a.-

3.1.d.’de verilmistir.

Bu maddelerin piklerini kimliklendirmek olanakli olmadi. Kimliklendirmeyi daha
sonraki ¢aligmalara birakarak; her bir maddenin piklerini, azalan kimyasal kayma degerlerine

gore numaraladik.

seray0.lgSucc-09.02.12 1 1 D:\Bruker\TOPSPIN bilgin abi

T |seray0.1gsucc-09.02.12
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- e | o o~ 385258 6 RYINY
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5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 [ppm]

Sekil 3.1.a. Sucrose ¢ozeltisinden elde edilen pikler.



seray0.02gPepsin-06.04.12 1 1 D:\Bruker\TOPSPIN bilgin abi

T |seray0.02gpepsin-06.04.12 PiK 2
T < NION O VOO O NININD
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43 E 35 SBIRERR 8 g%%%%?%
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Sekil 3.1.b. Pepsin ¢ozeltisinden elde edilen pikler.
seray0.1lgMalt-16.02.12 1 1 D:\Bruker\TOPSPIN bilgin abi
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. L 4 ™ ©w ~ COVWOWMONNN ~N = ~
SR g Bt SIZRRERICERADE TaR BEC
. w w0 - << MMM M MmMm Ll loe)
I \ ! 5\ RS SSSSS e ST
4 PiK 3 : e :
w_
©
o _|
e
5
| PIK 5
PiK 1 .
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Sekil 3.1.c. Maltose ¢ozeltisinden elde edilen pikler.




[rel]
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seray0.04gBSA-30.03.12 1 1 D:\Bruker\TOPSPIN bilgin abi

serayo.o4gs$A-3o.03.12

—4.7059
—3.6380

e

PiK 2

Sekil 3.1.d. BSA ¢ozeltisinden elde edilen pikler.



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Elde Edilen Piklerden Bazilarinin Sunumu

Sucrose ¢ozeltisinin 5. pikine ait IR ve SE egrileri temsilen sekil 4.1.a. ve sekil 4.1.b.

de verilmistir.

Pepsin ¢ozeltisinin 1. pikine ait IR ve SE egrileri temsilen sekil 4.2.a ve sekil 4.2.b.

de verilmistir.

Maltose ¢ozeltisinin 5. pikine ait IR ve SE egrileri temsilen sekil 4.3.a ve sekil 4.3.b.

de verilmistir.

BSA ¢ozeltisinin 1. pikine ait IR ve SE egrileri temsilen sekil 4.4.a ve sekil 4.4.b. de

verilmistir.

k!

[*1e6]

1 Trt)=1(0)+P*exp(~t/T1) e
Peak 5 at 3.746 ppm
+{T1=403. 4ns

8-
]
8— j
=
1 |
R | M s ] A e ey T T T T T T
.0 1 2 4 [s]

Sekil 4.1.a. Sucrose ¢ozeltisinin 5. pikine ait IR egrisi (0,1 g/ml)
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Sekil 4.1.b. Sucrose ¢ozeltisinin 5. pikine ait SE egrisi (0,1 g/ml)
e SBEE RS SIS =S = 77%
‘8 Etl I[0]1+P (-t/T1) o ) o
T = +P*exp (- i TS i
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Sekil 4.2.a. Pepsin ¢ozeltisinin 1. pikine ait IR egrisi (0,02 g/ml)
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Sekil 4.2.b. Pepsin ¢6zeltisinin 1. pikine ait SE egrisi (0,02 g/ml)
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Sekil 4.3.a. Maltose ¢6zeltisinin 5. pikine ait IR egrisi (0,1 g/ml)
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Sekil 4.3.b. Maltose ¢ozeltisinin 5. pikine ait SE egrisi (0.1 g/ml)
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Sekil 4.4.a. BSA ¢ozeltisinin 1. pikine ait IR egrisi (0,04 g/ml)
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Sekil 4.4.b. BSA ¢ozeltisinin 1. pikine ait SE egrisi (0,04 g/ml)




4.2. Piklerden Elde Edilen T4 ve T, Degerleri

Sucrose ¢ozeltisinin T, ve T, lerin konsantrasyona karsi degisim degerleri ¢izelge
4.1.a. ve 4.1.b. de goriiliiyor.

Pepsin ¢ozeltisinin T, ve T, lerin konsantrasyona karsi1 degisim degerleri ¢izelge 4.2.a.
ve 4.2.b. de goriiliiyor.

Maltose ¢ozeltisinin T, ve T, lerin konsantrasyona karsi degisim degerleri gizelge
4.3.a. ve 4.3.b. de gortiliiyor.

BSA ¢ozeltisinin T, ve T, lerin konsantrasyona karsi degisim degerleri ¢izelge 4.4.a.

ve 4.4.b de goriiliiyor.
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4.3.1/T4 ve 1/T;’den Elde Edilen Grafikler

Sucrose pikinin 1/T; ve 1/T, degerlerinin konsantrasyona karsi elde edilen en kiiglik
kareler fiti temsilen sekil 4.5.a. ve sekil 4.5.b. da gortiliiyor.

Pepsin pikinin 1/T; ve 1/T, degerlerinin konsantrasyona karsi elde edilen en kii¢iik
kareler fiti temsilen sekil 4.6.a. ve sekil 4.6.b. da gériiliiyor.

Maltose pikinin 1/T; ve 1/T, degerlerinin konsantrasyona karsi elde edilen en kiigiik
kareler fiti temsilen sekil 4.7.a. ve sekil 4.7.b. da goriiliiyor.

BSA pikinin 1/T; degerlerinin konsantrasyona karsi elde edilen en kiigiik kareler fiti

temsilen sekil 4.8.a da goriiliiyor.

09 - . 2

08 | *

07 | ¢

06 1

0,5
04 1 y =0,492x + 0,7024

03 - R?=0,6727
0,2
0,1 A

1T1 (1/s)

0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6

konsantrasyon(g/ml)

Sekil 4.5.a. Sucrose 3. pikinin 1/T; degerlerinin konsantrasyona kars1 elde edilen en kiigiik kareler fiti



y=4,643x +1,9763
i R?=0,9869

1/T, (1/s)
O P P N N W W & b U1 0N

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.5.b. Sucrose 5. pikinin 1/T, degerlerinin konsantrasyona karsi elde edilen en kiigiik kareler fiti
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0,04 - y =0,765x + 0,0573
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Sekil 4.6.a. Pepsin 2. pikinin 1/T, degerlerinin konsantrasyona kars1 elde edilen en kiigiik kareler fiti
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Sekil 4.6.b. Pepsinl. pikinin 1/T, degerlerinin konsantrasyona karsi elde edilen en kiigiik kareler fiti
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Sekil 4.7.a. Maltose 4. pikinin 1/T; degerlerinin konsantrasyona kars1 elde edilen en kiigiik kareler fiti
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Sekil 4.7.b. Maltose 7. pikinin 1/T, degerlerinin konsantrasyona karsi elde edilen en kiigiik kareler fiti
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Sekil 4.8.a. BSA 1. pikinin 1/T degerlerinin konsantrasyona karsi elde edilen en kii¢iik kareler fiti



4.4. Lineer Piklerden Elde Edilen Egimler (Rolaksivite)

Incelenen maddelerin 1/T; ve 1/T, durulmalarinin, madde konsantrasyonuna karsi

elde edilen en kiiciik kareler fit dogrularinin egimleri (Rolaksivite), T4 i¢in ¢izelge 4.5.a. ve

T,'ler i¢in ¢izelge 4.5.b.da goriiliiyor.
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5. TARTISMA VE SONUC

Sekil 4.5.a, 4.8.a ile verilen sekillerde gorildiigi tizere, 1/T; ve 1/T,’nin her ikisi
konsantrasyon ile lineer olarak artmaktadir. Temsili pikler i¢in elde edilen bu lineerlik her bir

maddenin her bir piki i¢in elde edildi. Bu durum daha 6nce bulunan sonuglarla uyumludur

(Kang ve Ark. 1984, Gallier ve Ark. 1987, Yilmaz ve Ark. 2004, Barnhart ve Berk 1986).

Cizilen egrilerin egimlerinden elde edilen degerlere rolaksivite denir (Kang ve ark.
1984, Yilmaz ve ark. 2004, Barnhart ve Berk 1986, Koenig ve ark. 1985). Yani rolaksivite;
birim konsantrasyon bagina rolaksasyon zamaninin artist olmaktadir. Rolaksivite maddenin
rolaksasyon zamanini degistirme etkinligini ifade eder. Bu durumda proton T, rolaksivitesi
BSA i¢in en yiiksektir. Bunu pepsin izlemektedir. Pepsinin bazi pikleri ¢ok yliksek rolaksivite
gostermektedir. T, rolaksiviteleri T, rolaksivitelerinden daha yiiksektir. T, durumunda da

yine en yiiksek rolaksiviteyi pepsin gostermektedir. BSA’ nin pikleri de yiisektir.

T, rolaksivitelerini inceledigimizde sucrose’un 2. piki en yiiksek rolaksiviteyi
gosteriyor. Pepsin’in 5. piki en yliksek rolaksiviteyi gosteriyor. Maltose’ nin 4. piki en yiiksek
rolaksiviteyi gosteriyor. Sucrose’nin 7. piki en diisiik rolaksiviteyi gosteriyor. Pepsin’in 1.piki

en disiik rolaksiviteyi gosteriyor. Maltose’nin 7. piki en diisiik rolaksiviteyi gosteriyor.

T, rolaksivitelerini inceledigimizde sucrose’nin 2. piki en yiiksek rolaksiviteyi
gosteriyor. Pepsin’in 2. piki en yiiksek rolaksiviteyi gosteriyor. Maltose’un 3. piki en yiiksek
rolaksiviteyi gosteriyor. Sucrose’nin 3. piki en diisiik rolaksiviteyir gosteriyor. Pepsin’in 4.

piki en diisiik rolaksiviteyi gdsteriyor. Maltose’un 4. piki en diisiik rolaksiviteyi gosteriyor.

Sonug olarak, 1/T; ve 1/T,, konsantrasyonla lineer degismektedir. Bu nedenle, bagh

ve serbest su arasinda hizli kimyasal degis-tokus olmaktadir.
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