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OZET

BAZI PROTEIN VE ENZIM COZELTILERINDE NMR ROLAKSASYON
ZAMANLARINI MODULE EDEN iLGI ZAMANLARININ T,/T, ORANI
KULLANIMI YOLUYLA BELIRLENMESI

DOKTORA TEZi
Bilgin ZENGIN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
FiZiK ANABILIM DALI

2012

Bu c¢alismada, Hemoglobin ve {ii¢ enzim (Pepsin, Proteaz ve « -chymotrypsin)
¢ozeltisinin H20* daki 1/T; (spin-orgii) ve 1/T, (spin-spin) rolaksasyon oranlari 64 MHz
(1.5 Tesla) MR spektrometresi kullanilarak oda sicakliginda konsantrasyona karsi incelendi.
Hemoglobinin D20 ve H20/D20 (0.1ml H20+0.9ml D20) ¢ozeltilerindeki rdlaksasyon
oranlar1 ayrica 400 MHz (9.4 Tesla) NMR spektrometresiyle konsantrasyona ve sicakliga karst
incelendi.

64 MHz> deki 1/T; ve 1/T, rolaksasyon oranlari, Hemoglobin ve enzim
konsantrasyonuyla lineer olarak artmaktadir. 400 MHz’ de belirlenen 1/T; ve 1/T, de
Hemoglobin konsantrasyonuyla lineer olarak artmaktadir. 400 MHz’ de Hemoglobin
¢ozeltisinin sicaklik baglihigi, 1/T; ve 1/T, rélaksasyon oranlarinin sicaklik artigiyla lineer
olarak arttigin1 gosterdi.

Rolaksasyon mekanizmasini modiile eden ilgi zamam (7 ) bu tezde tiiretilen teori
kullanilarak, yiiksek manyetik alan (9.4 Tesla) ve diisik manyetik alan (1.5 Tesla) igin
hesaplandi. 64 MHz’ deki 7 degerleri; Hemoglobin igin 2.0017ns, Pepsin igin 5.3225ns,
Proteaz icin 2.2865ns ve « -chymotrypsin igin 3.8398ns olmaktadir. Buna ilaveten,
Hemoglobinin D20 ve H20/D20 ¢ozeltileri igin 400 MHz’ deki 7 degerleri sirasiyla 1.22ns ve
1.27ns olmaktadir. Tezde elde edilen veriler; protein ve enzimler kiiresel simetrik kabul edildigi
zaman, T,/T, rolaksasyon oranlarinin 7 degerlerinin dogru hesabi igin kullanilabilecegini
gosterdi.

Protein ve enzimler i¢in elde edilen sonuglar; rolaksasyon oranlarina molekiiler takla
tarafindan modiile edilen dipolar etkilesmenin neden oldugunu 6nermektedir. Serbest ve bagl
su arasindaki protonlarin hizli kimyasal degis tokusu da siirece katilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: 1/T; spin-6rgii rolaksasyon orani, 1/T, spin-spin rdlaksasyon orani,
64 MHz MR, 400 MHz NMR, 7 ilgi zamani, dipolar etkilesme, hemoglobin, pepsin, proteaz,
a -chymotrypsin



ABSTRACT

DETERMINATION OF CORRELATION TIMES
MODULATING NMR RELAXATION TIMES IN SOME PROTEIN
AND ENZYME SOLUTIONS USING T,/T, RATE

PhD THESIS
Bilgin ZENGIN

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

2012

In the present work, using 64 MHz (1.5 Tesla) MR spectrometer, 1/T; (Spin-Lattice)
and 1/T, (Spin-Spin) Relaxation rates in H20 of solutions of Hemoglobin and three enzymes
(Pepsin, Protease and a-chymotrypsin) were investigated versus concentration at room
temperature. The relaxation rates in the D20 and H20/D20 (0.1ml H20+0.9ml D20) solutions
of Hemoglobin were also studied versus concentration and temperature at 400 MHz (9.4 Tesla)
NMR spectrometer.

The 1/T; and 1/T, relaxation rates at 64 MHz increase linearly with concentrations of
Hemoglobin and the enzymes. The 1/T; and 1/T, determined at 400 MHz also increase linearly
with concentration of Hemoglobin. The temperature dependence of the Hemoglobin solution at
400 MHz showed that 1/T, and 1/T, relaxation rates increase linearly when the temperature
increases.

The correlation time (7 ) modulating relaxation mechanism was calculated for each of
high magnetic field (9.4 Tesla) and low magnetic field (1.5 Tesla) by using theory derived in
this thesis. The 7 values at 64 MHz were 2.0017ns for Hemoglobin, 5.3225ns for Pepsin,
2.2865ns for Protease and 3.8398ns for a-chymotrypsin. In addition, the = values for D20 and
H20/D20 solutions of Hemoglobin at 400 MHz were 1.22ns and 1.27ns, respectively. The data
showed that T,/T, relaxation rates can be used for the accurate calculation of z values when
proteins and enzymes were assumed to be spherically symmetrical.

The present results obtained for protein and enzymes suggest that the relaxation rates
are caused by dipolar interaction modulated by molecular tumbling. The fast chemical exchange
of protons between free and bound water is also involved in the process.

Keywords: 1/T; spin-lattice relaxation rate, 1/T, spin-spin relaxation rate, 64 MHz MR,
400 MHz NMR, 7 correlation time, dipolar interaction, hemoglobin, pepsin, protease,
a -chymotrypsin.
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BILGIN ZENGIN

1. GIRIS

Yirminci yiizyilin, spektroskopi alaninda yapilan en 6nemli buluslardan biri
olan manyetik rezonansin bilim ve teknolojiye olan katkis1 sayillamayacak kadar ¢oktur.
Manyetik rezonansin ¢aligma alani1 1946’ da, Harvard’ da Purcell, Pound, Torrey ve
Stanford’ dan Bloch, Hansen ve Packard’ 1n ilk basarili deneylerinden sonra biiyiik bir
hizla gelisti (Slichter 1963). Kuramsal ve teknik gelisimi hala devam etmekte olan bu
teknigin temel formiilasyonu klasik ¢ercevede Abragam tarafindan 6zetlendi (Abragam
1961). Baslangigta fizikte kullanilan NMR daha sonra, kimyada, biyolojide, biyofizik,
biyokimya, tip ve eczacilik alanlarinda da kullanilmaya baslanmistir (Bahgeli 1996).
Biyofizikte NMR spektroskopisinin bir¢ok uygulamasi vardir. Bir yapidaki baz durumu
ve hidrojen baglarinin durumu, proteinlerde gecgici helis sarmalin gozlenmesi,
proteinlerin ligandlar ile etkilesmesi ve biyolojik zarlarinin yapisinin ve davranislarinin
incelenmesinde NMR spektroskopisi genis dl¢tide kullanilmistir (Yildirim 1985).

Tipta normal ve hasta kanlarinin T; rélaksasyon zamanlarinin karsilastiriimasi
ile baglayan arastirmalar (Floyd ve ark. 1975, McLachlan 1980), kanserli ve normal
dokularin rélaksasyon zamanlarinin karsilastirilmasi ile ileri boyutlara ulasmis (Frey ve
ark. 1972, Koutcher ve ark. 1978), ve manyetik rezonans goriintileme (MRG)
yonteminin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (Koenig ve Brown 1985, Mansfield ve
Maudsley 1977). Manyetik rezonans goriintileme (MRG) yonteminin rutin olarak
hastane hizmetlerinde kullanimi, daha 6nce NMR ile in vitro yapilan bir¢ok ¢alismanin
in vivo olarak tekrarlanmasini saglamistir. Doku deneyleri bunun en tipik Ornegi
olmaktadir (Frey ve ark. 1972, Koutcher ve ark. 1978). MRG, teshis amaglar1 igin
yogun olarak kullanilmaktadir. MRG, c¢esitli diizlemlerde ¢ekilebilen miikemmel
goriintiiler vermektedir. MRG’ deki goriintii miilkemmelligi asagidaki dort faktor
tarafindan olusturulur: Hidrojen Yogunlugu, Kimyasal Kayma, T; ve T, rolaksasyon
zamanlari. Rolaksasyon zamanlarinin farkli dokular1 birbirinden ayirt etmek igin
kullanildig1 bilinmektedir (Bottomley ve ark. 1987, Friedman ve ark. 1986).

Cozeltilerdeki molekiillere iliskin dinamik mekanizmalarin anlasilmasi yolunda
NMR rolaksasyon zamanlarinin (T; spin-orgii ve T, spin-spin) kullanilmasi
vazgecilmez ve oldukga siklikla kullanilan bir yontem olagelmistir (Marshall ve ark.
1972, Hubbard 1963, Popov 1979).



1.GIRIS

Bu c¢alismanin amaci; protein ve enzimlerin H20 ve D20 c¢ozeltilerindeki
rolaksasyon mekanizmalarini saptamaktir. Bu amag¢ i¢in; hemoglobin proteini ile
pepsin, proteaz ve a-chymotrypsin enzimlerinin degisik konsantrasyonlarini igeren
H20’ lu ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin proton T; ve T, rolaksasyon zamanlar1 1.5
Tesla (64 MHz) MR spektrometresiyle incelendi. Hemoglobin proteini ayrica, 9.4 Tesla
(400 MHz) NMR spektrometresiyle saf D20  ¢oziiclisi  ortaminda  ve
0.1ml H20+0.9ml D20 ¢oziiciisii ortaminda konsantrasyon ve sicaklik artisina baglh
olarak da incelendi. Buna paralel olarak, diisiik alanda (1.5 Tesla) ve yiiksek alanda
(9.4 Tesla) proton T; ve T, rolaksasyon zamanlari igin kuram gelistirildi. T1/T, oranlari
kullanilarak 7 ilgi zamanlarini veren denklemler tiiretildi. Bu denklemlerden, T; ve T,

rolaksasyon zamanlarin1 modiile eden hareketler belirlendi.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. ONCEKI CALISMALAR

1. O.K. Daszkiewicz ve arkadaslari; 20 °C’ de ve 3,2884 Gauss’ luk manyetik
alanda suda ¢oziilen ovalbuminin, proton spin-orgii rélaksasyon zamani Ty ve proton
spin-spin rolaksasyon zamani T,” yi azaltigimi ve bu etkinin nedeninin bazi su
molekiillerinin ilgi zamanlarin artisindan kaynaklandigini bulmuslardir. Elde edilen
sonuglar, rolakasyon zamanlarmin tersinin (2.1) ve (2.2) denklemlerinde oldugu gibi

konsantrasyonla artigin1 géstermislerdir.

1T, =1/T,, +kC (2.1)
1T, =1/T,, +k,C (2.2)

Burada C konsantrasyon, ki ve k, sabitler, T,, ve T,, de diyalizatin rélakasasyon

zamanlanidir. Cok yiiksek frekansta ovalbumin ¢ozeltisinin dielektrik sabitinden
bulduklar1 proteine donmesiz bir bigimde bagli olan su miktarinin Buchanan ve
arkadaglarinin daha 6nce bulduklari sonuglarla uyustugunu gérmiislerdir (Daszkiewicz
ve ark. 1963).

2. S.H. Koenig ve W.E. Schillinger; protein ¢ozeltilerindeki niikkleer manyetik
durulma dagilimi isimli ¢aligmalarinda, apotransferrin ¢ozeltilerindeki ¢oziicli
protonlarm 1/T,” ini sicaklik, konsantrasyon ve PH’ in bir fonksiyonu olarak
incelediler. 1000 Oe’ den daha diisiik manyetik alan verileri i¢in pulslu bir manyetik
alan teknigi kullanarak ve 1k Oe ile 12k Oe arasindaki manyetik alan bolgesi icin ise
spin-echo yontemini kullanmiglardir. Elde ettikleri datayr iki faz modeli ile
karsilastirtyorlar ve suyun proteine donmesiz bagli olmasi gerekmedigini, protein
molekiiliine gore sabit bir eksen etrafinda donmesinin yeterli oldugunu sdylemislerdir.

Sabit bir r,, mesafesinde etkilesen bir proton ¢iftinin durulma oram
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(2.3)
denklemi ile verilmektedir. Bu denklemin proteine donmesiz bagli olan su molekiilleri
icin gegerli oldugunu varsayip, ilgi zamanini 2x10's olarak bulmuslardir. Proteine

donmesiz bagli olmayan fakat proteine gore sabit eksen etrafinda serbest olarak donecek

sekilde bagli olan bir proton ¢ifti i¢in durulma oran

1 _(3005205—1}[ 1 J
Tlpp 2 Tlpp donmesiz (24)

olarak onerilmistir. Biitiin bunlara ilaveten; proteinin yakininda yapisik bir su bolgesinin

oldugunu ve hareketi bulk su ile karsilastirildiklarinda daha yavas, proteininkinden ise

daha hizl1 oldugunu ve bu molekiillerin 7, ilgi zamanlarinin proteinin takla adimm

siiresinden hayli kisa oldugunu ileri siirmiislerdir. Proteinin etkisinde bulunan ¢oziicii

protonlarin 7 ilgi zamaninin 3x10™%s> den 3x107 s ye arttigim gormiislerdir. Bunun

yaninda proteine bagh kiiciik sayidaki su molekiillerinin her durumda ¢oziicii

protonlarm 1/T,” ini artirdigini da ifade etmislerdir (Koenig ve Schillinger 1969).

3. B. Blicharska ve arkadaslari; sulu protein ¢ozeltileri iizerine yaptiklari
calismada, sulu protein ¢ozeltilerindeki ilgi zamanlariin dagilimu ile ilgili olarak daha
cok bilgi edinmeyi amaglamiglardir. R6laksasyona molekiil i¢i dipolar etkilesmenin yol

a¢masi halinde rolaksasyon zamanlari orani

UT, = BIT, +K.C+q ji=1,2 (2.5)

denklemi ile ve durulmaya molekiiller arasi etkilesmenin yol agmasi halinde ise

UT, = BIT, +k,C+q ji=1,2 (2.6)
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denklemi ile verilebilecegini ifade etmislerdir. Verilerini bu bagintilarla karsilastirarak,
hidrasyon tabakasindaki protonlarin durulmasina molekiiller arasi etkilesmenin
sonucunu ¢ikarmiglardir. Ayrica proteine adsorbe olan su molekiillerinin protein
molekiiliine nispeten biraz daha serbest oldugunu, serbest su ile bagli su arasinda hizli
kimyasal degis-tokus oldugunu ve birden fazla ilgi zamanmin var oldugunu

varsaymislardir (Blicharska ve ark. 1970).

4. J. Oakes; yaptig1 ¢alismada dogal bovine serum albuminin (BSA) sulu
cozeltisindeki protein ve su protonlarinin NMR rolaksasyon zamanlarini, protein
konsantrasyonunun ve sicakligin bir fonksiyonu olarak 6lgmiis ve protein hidrasyonu ile
ilgili tahminlerini, dondurulmus protein ¢ozeltileri lizerindeki NMR incelemelerinden

elde etmistir. 1/T, ol¢iimlerini, BSA konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak 275 oK,
294 °K ve 318 °K’ de incelediginde rolaksasyon zamanindaki artisin, %10 BSA
konsantrasyonuna kadar lineer, daha yukar1 konsantrasyonlarda ise lineerlikten saptigini

ve sicaklik arttikca da 1/T,” in arttigin1 gézlemistir. Dogal BSA’ nin varliginda suyun

rolaksasyon oranlarindaki net artisin, uzun menzilli yiizey etkilerinden dolay1 su
molekiillerinin hareketindeki azalmadan ya da bulk su ile hizli olarak degis-tokus yapan,
kiigiik miktarda suyun proteine baglanmasindan ileri geldigini 6ne siirmiistiir. Burada
BSA hidrasyonunun teorik olarak tahminlerini, 1 g BSA basma aminoasit kenar
zincirleri lizerindeki kutup gruplarmin sayisindan ve kutup gruplarinin suyu baglama
kapasitelerinden yapmustir. Olgiimlerin ¢ok tabakali model ile uyumlu oldugunu
gostermistir. Ayrica bu calisma; dondurulmus dogal BSA’ 11 ¢ozeltilerden elde edilen
hidrasyon sayilarinin, ¢ozeltideki hidrasyonu iyi tahmin ettigini ve ¢ozeltide tahmin
edilen rolaksasyon zamanlarinin dondurulmus oOrneklerdeki Olgiimlere benzedigini

ortaya koymustur (Oakes 1976).

5. B. Blicharska; yaptigi calismalarda, konsantrasyona bagli olarak protein
cozeltisinde olusan yapisal degismelerin, diger metotlarla oldugu kadar NMR metodu
ile de incelenebilecegini ortaya koymustur (Blicharska ve Rydzy 1979, Blicharska
1986).



2. KAYNAK OZETLERI

6. L. Grosch ve F. Noack; calismalarinda alblimin iizerine Slgiimlerini hem
dogal hem de denature durumu i¢in farkli konsantrasyonlarda, farkli sicakliklarda ve PH
degerlerinde frekansa bagli olarak yapmaiglardir. Dogal protein sicakligini 0 °%C ve30°C
arasinda sinirlarken denature proteini ise, drnegi yaklasik 80 °C’ de 5 dakika 1sitmak
suretiyle elde etmislerdir. Hesaplanan z; ve N, (z;: i. fazla ilgili korelasyon (ilgi)
zamant ve N;: birim hacimde bulunan i. fazdaki protonlarin sayis1 olmak {izere)
degerlerinden, proteinin ¢evresinde tiimii serbest, otelenmesi engellenmis ve donerek
bagli su olarak adlandirilan en az {i¢ tip su tabakasinin bulunabilecegini ifade etmislerdir

ve bu gevrelere ait 7 ilgi zamanlarm da sirasiyla; 7, =10"'s, 7, =10"°s ve

7, =107°s olarak bulmusglardir. Bu tabakalar arasinda hizli kimyasal degis-tokus

oldugu varsayilarak, durulma oraninin (a: protein protonlari, b: hidrasyonlu su

protonlar1 ve c: serbest su protonlar1 olmak tizere)

1 P B P

— =2 4 32 4 C

T1 Tla le Tlc (2.7)

seklinde verilebilecegini ifade etmislerdir. Donerek bagli durumdaki proton mesafesini
1.52A° ve otelenmesi engellenmis durum icin proton mesafesini 1.79A° olarak

almiglardir (Grosch ve Noack 1976) .

7. K. Hallenga ve S.H. Koenig yaptiklart ¢alismada; bir ¢ozeltiye eklenen
proteinin, ¢ozeltinin 1/T, rolaksasyon oranini artirdigini (Koenig ve Schillinger 1969),
bu artisin biiyiikliigiiniin de uygulanan dis alanin siddetine bagli oldugunu ve diisiik
alanlarda da etkinin daha biiyiik oldugunu gozlemislerdir. Coziicli protonlar i¢in 1/T,’

in manyetik alan bagliligini; PH’ 1n, sicakligin ve konsantrasyonun bir fonksiyonu

olarak incelemislerdir. Ayrica bir su molekiiliiniin hizli takla hareketi ile ilgili zamanini

7, #107%s ve onun komsulundaki herhangi bir protein molekiiliiniin Brown hareketi

ile ilgili ilgi zamamini da 7, ~107"s olarak bulmuslardir (Hallenga ve Koenig 1976).

8. H.T. Edzes ve E.T. Samulski; ¢alismalarinda ¢apraz (cross) rolaksasyon

incelemesi icin genel bir yontem sunmuslardir. Burada, ¢apraz rélaksasyonun gozlenen
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su proton spin-6rgii rolaksasyon oranini 6nemli dlglide degistirebilecegini gormiislerdir.
Olgtiikleri ¢apraz rolaksasyon orani, biitiin su protonlar: ile makromolekiiler protonlar
arasinda Zeeman spin enerjisinin degis-tokusunu ifade eder. Siirecin gerektirdigi
adimlar su sekilde siralamislardir: a) Bulk sudan yilizeydeki bagli suya spin enerjisinin
transferine, bagl su ile bulk su arasindaki kimyasal degis-tokus yol acar. b) Bagl su
protonlarindan makromolekiiliin ¢evresindeki protonlara spin enerjisinin transferi,
makromolekiil yiizeyindeki bir proton ile bir bagli su protonu arasindaki karsilikli spin
yer degistirmelerinden ileri gelir. ¢) Yiizey protonlarindan biitlin makromolekiiler
protonlara manyetizasyon transferi, spin difiizyonu ve capraz rolaksasyon yolu ile
meydana gelir (Edzes ve Samulski 1978). Spin diflizyonu, kolajene gegici olarak bagl
olan su molekiillerinin {izerindeki protonlar ile kolajen protonlari arasindaki hizli degis-

tokus vasitasiyla meydana gelir (Edzes ve Samulski 1977).

9. J. Gallier ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada; dondurulmus, dogal ve
denature bovine serum albumin ¢ozeltilerini kullanarak spin-orgii rélaksasyon
zamanlarini 6lgmiiglerdir. T, spin-orgii rolaksasyon degerlerinin homojen sistemlerde

daha giivenilir oldugunu ve bu yiizden 6l¢iimlerini homojen sistem olarak sulu bovine
serum albumin ¢ozeltilerinde gergeklestirdiklerini ifade etmislerdir. Bagli su

molekiillerinin &teleme hareketinin 1/T, > ya katkida bulunamayacak kadar yavas

oldugunu gozlemislerdir. Ayrica ¢apraz rolaksasyonun doéteronlar ile protonlar arasinda
etkili olmadigim1 ve bu yilizden de protein protonlarinin H spin-orgli durulmasina
katkida bulunmadigimni varsaymislardir. Dondurulmus c¢ozeltiler i¢in elde ettikleri

sonuglar: T, siireci; bagl su molekiillerinin hizli izotropik déonme hareketi ile ilgilidir
ve erime noktasina yakin sicakliklarda (T¢), 7, ilgi zamani yaklasik olarak 10° s* dir.

Bunun yaninda protein protonlarinin H spin-orgii durulma oranina 6nemli katkisi
vardir. Dogal cozeltiler i¢in elde ettikleri sonuglar: Su protonlarinin spin-6rgii

rolaksasyon zamani T, protein proton rolaksasyon zamanlarinin biiyiik degerlerinden

dolay1, protein protonlari ile ¢apraz rolaksasyonun etkili oldugu diistik frekanslardaki
protonlardan bagka, biiyiik 6l¢iide hem bulk hem de bagl su molekiillerinin hareketleri
ile durulur ve bagli su molekiillerinin dagilimi daha yavas iken (10°-10™"° s), bu iki tip

su molekiiliiniin dénel ilgi zamanlarii1 aym biiyiiklik mertebesindedir(10**-10? s).
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Denature ¢ozeltiler icin elde ettikleri sonuglar: Bovine serum albuminin izotropik
donmesi durur ve protein kati bir hal alir. Bu durum, bir kat1 gibi NMR sinyalinin
goriinmesine dayanir. Ayn1 zamanda, protein spin-Orgii rolaksasyon oranina, takla
hareketi ile ilgili katkinin géziikmemesi ile teyit edilir. Bunun aksine su hareketi, T,
erime noktasinin asagisindaki ve yukarisindaki tiim sicakliklarda hemen hemen
etkilenmez. Bununla beraber su NMR rolaksasyon zamanlari, denaturasyonun

yukarisindaki iist T, de ¢ok zor degisir. T,,, biiyiik 6l¢iide denaturasyona baglidir. Bu

baglilik, bagli su ile protein protonlar1 arasindaki ¢apraz rolaksasyon katkisini degistirir.

T,,, denaturasyonla etkilenmez. Denature Ornekte su proton spin-Orgii rolaksasyon

orant 1/T,,

> yun daha uzun olmasi oldukga siirpriz sonug olarak degerlendirilmistir.
Bulk su ile bagli suyun ¢ok farkli davranis sergilediklerini ifade etmislerdir (Gallier ve

ark. 1987).

10. S.H. Koenig ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada; diyamanyetik ¢oziicii
protonlarin eklenmesi ile ¢oOziicii su cekirdeginin manyetik spin-orgii rolaksasyon
oranlarint artirdiginin bilindigini ve rélaksasyon oranlarindaki artigin, manyetik alanin
bir fonksiyonu oldugu ve protein molekiillerinin yonelimsel rélaksasyon zamaninin da
alana bagli rolaksasyon oranlarmin incelemelerinden anlasilabildigi ifade edilmistir.
Ayrica ¢dziicii ve ¢oziinen protonlar arasindaki ¢apraz rolaksasyon siirecinden ortaya
cikan ek bir etkilesimin oldugunu gostermislerdir. Capraz rolaksasyon katkisinin
manyetik alan baghiligi (yaklasik olarak doteron rolaksasyon oranina benzeyen)
degismeden oldugu gibi kalan ¢oziicii proton rolaksasyonuna olduk¢a benzedigini
gormiiglerdir. Bu gozlem; diger yazarlar tarafindan kullanilmig olan, fakat manyetik
alan siddetinin genis bir aralig1 tizerindeki verilere uygulanmayan c¢apraz rolaksasyon
icin ifadelerin tahminleri ile uygun olmadigini belirtmislerdir. Hem protein protonlar
hem de c¢oziici protonlarin rolaksasyon davranigini ortaya ¢ikaran model, iki
eksponansiyelin toplami1 oldugunu sdylemislerdir. Bu bulgu, dokular gibi kompleks
sistemlerde yaymlanmis proton rdlaksasyon oranlarinin yorumu i¢in imalara sahip
oldugunu ve bu verilerin, gapraz rolaksasyonu hesaba katarak yeniden incelenmesi

gerektigini ifade etmislerdir (Koenig ve ark. 1978).
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11. R.G. Bryant yaptig1 c¢alismada; su ile protein arasindaki etkilesmeleri
incelemistir. Su proton niikleer spin-orgii rélaksasyon oraninin, sicaklik ve manyetik
alan bagliligi, protein ile etkilesen su molekiilleri i¢in gecen silirenin oda sicakliginda saf
suyunkine yakin olmasi gerektigini belirtmislerdir. Su-protein manyetik baglanimi,
dokular gibi heterojenik protein sistemlerinde su rdlaksasyon oranlarinin yorumunu
etkiledigini ve suyun NMR iizerindeki etkileri vasitasiyla hareketsiz bilesenler hakkinda
ekstra faydali bilgi vermenin yollarii sagladigimi sdylemistir. Tartismada, proteinin
kristal yapilarinda, i¢ yiizeydeki hizli su molekiil hareketleri ile ilgili sonuglari,
proteinin kristal yapilarinda c¢ok sayida su oksijen atomunun gozlenmesi ile

uyusmazligin olmadigini gosterdigini gozlemlemistir (Bryant 1996).

12. D.D. Eley ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; su proton rolaksasyon
zamanlarini albuminin ¢esitli formlarinda dlmiislerdir. Proteinlerin sulu ¢ozeltilerindeki
su proton rdlaksasyon zamanlarinin, temelde protein hidrasyonu ile ilgili bilgiyi
saglayabildigini ifade etmislerdir. Olgtiikleri proton rdlaksasyon oranlarinin,
konsantrasyonun lineer bir fonksiyonu olarak degistigini bulmus ve gozledikleri

rolaksasyon oranlarini da;

_ 0
UT,=1/T°+RC 28)

ifadesi ile verilebilecegini belirtmislerdir (Eley ve ark. 1975).

13. J. Zhong ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada; su protonlarmin Tj
rOlaksasyon zamanlarini, 1.4 ve 480 kDa araliginda degisen proteinler ve ddteryum
miktar1 degisen coziiciilerle farkli statik manyetik alanlarda (0.47, 2 ve 7T) %5’ lik
protein c¢ozeltilerinde olgmiislerdir. Doteryumlu orneklerin T; rdlaksasyon zamani
Olctimlerini 2 ile 7T i¢in gergeklestirmislerdir. Déteryumlu orneklerin Slgiimlerini,
rotasyonel ilgi zamanlarini tahmin etmek i¢in kullanmiglardir. T; rélaksasyon zamani
Olctimlerinden, ¢Oziicli ve ¢dziinen protonlarin arasindaki ¢apraz rolaksasyon orani ve
orneklerdeki paramanyetik safsizliklarin katkisin1 elde etmislerdir. Protein ¢ozeltileri
tizerinde yapilan Olglimlerden elde edilen verileri incelemeleri sonucunda; protein

protonlari, bulk su protonlar1 ve hidrasyonlu su protonlar1 olmak {izere su protonlarinin
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tic farkli fazinin oldugunu kabul etmislerdir. Hidrasyonlu su ve protein protonlari
arasindaki ¢apraz rolaksasyon etkisinin 6nemli rol oynadigini fakat alan siddetinin
artistyla Oneminin azaldigin1 gostermislerdir. Capraz rdlaksasyon oraninin, protein

molekiiler agirhigr artisiyla arttigini belirtmislerdir (Zhong ve ark. 1990).
2.2 NMR’ IN TEMEL TEORIiSi
2.2.1. Cekirdegin Manyetik Ozellikleri

Baz1 atom c¢ekirdeklerinin yiik ve kiitlelerinin olmasinin yaninda birde spin yani,
i¢c acisal momentumlari vardir. Bu nedenle cekirdegi kendi ekseni etrafinda donen bir
top gibi diisiinebiliriz (Sekil 2.1 (a)). Cekirdegin kendi ekseni etrafindaki bu dénme
hareketi bir I kuantum sayisiyla belirlenir ve ¢ekirdege I spinli ¢ekirdek denir. Ote
yandan ¢ekirdek bir yiike sahip oldugundan, ¢ekirdek yiikii kendi ekseni etrafinda
donme hareketi yapmaktadir. Klasik fizikte, donen bir yiikk veya dairesel bir teldeki

akim, g vektori ile gosterilen bir manyetik momentle tanimlanir.

Buna gore, ¢ekirdegin i manyetik moment vektorii, 1 spin agisal momentum

vektoriine paralel olmaktadir. O halde I spinli atom ¢ekirdeklerinin her biri, kiigiik bir
miknatis ¢ubugu gibi disiiniilebilir (Sekil 2.1 (b)). I spinli bir ¢ekirdegin uzayda
kurdugu manyetik alan ile bir ¢ubuk miknatisin etrafinda kurdugu manyetik alan
birbirine benzemektedir (Sekil 2.1 (a) ve (b)).

RN
|

a (b)
Sekil 2.1. (a) I spinin kurdugu yerel alan (b) Cubuk miknatisin kurdugu yerel alan
(Yilmaz ve Korunur, 2012)

10



BILGIN ZENGIN

Cekirdegin z manyetik momenti ile 1 spin agisal momentumu arasinda

fi=yl (29)

bagintis1 vardir. Burada y’ ya ¢ekirdegin jiromanyetik orani denir ve

y= —gNh”N (2.10)

olarak tanimlanir. Burada g, sabitine, ¢ekridegin g-carpani denir ve g, ise ¢ekirdek

magnetonudur. Jiromanyetik oran, bir ¢ekirdek icin ayirt edici (yani her ¢ekirdek igin

farkli degerli) bir 6zelliktir. Cekirdek magnetonu

eh

= 2.11

Hy 2 m, ( )
seklindedir. Burada m ve e sirasiyla protonun kiitlesi ve ytkiidiir.

Cekirdegin | spin acisal momentum vektdrii kuantumlu bir niceliktir. Bir

vektoriin kuantumlu olmasi demek, biiylikliiglinliin ve yoneliminin kuantumlu olmasi

demektir. I vektoriiniin bityiikliigiiniin kuantumlulugu,

\T\: 1(I+1) 7 (2.12)
ve yoneliminin kuantumlulugu ise,
|, =m# (2.13)

ile tanimlanir. Burada m, magnetik spin kuantum sayisidir ve m, =%, 1-1,+1-2,....

gibi toplam 2I+1 deger alir (Sahin M. 2002).

11
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2.2.2. Niikleer Manyetik Rezonansin Tanimi

Manyetik rezonans manyetik momenti ve agisal momentumu olan sistemlerde
meydana gelen bir olaydir. Niikleer manyetik rezonansi, diger ¢ekirdeklerden yalitilmis

ve spini I olan tek bir ¢ekirdegi goz Oniine alinarak tanimlanabilir. Bu ¢ekirdek +z-
ekseni dogrultusunda bir l§0 disa manyetik alan1 igerisine konuldugunda klasik

elektrodinamige gore ¢ekirdegin potansiyel enerjisi,

—

E=-41B, (2.14)
ile ifade edilir. Kuantum mekaniginin 6nermesine gore de, sistemin Hamiltonyeni

H=—yB,l, (2.15)

olur. Denklem (2.15)’ deki bu Hamiltonyene Zeeman Etkilesme Hamiltonyeni denir.

Zeeman enerji 6zdegeleri ise

E =-mhyB, (2.16)

seklindedir ve Zeeman enerji diizeyleri olarak adlandirilir. Manyetik kuantum sayisi
m,, 21 +1 tane deger alir. Bu enerji diizeyleri, esit araliklarla dagilmistir ve ardigik iki

diizey arasindaki enerji farki,

AE=yhB,=ha, (2.17)

ile ifade edilir. Burada @, =y B,, Larmor presesyon frekansidir. Cekirdek enerjisinin

Ol¢iimii, bu enerji 6zdegerlerinden birini verir. Cekirdegin belli bir t anindaki durumu

w(r,t) fonksiyonu ile tanimlanir ve

ih%: Hy (F,1) (2.18)

zamana bagli Schrodinger denklemi ile tanimlanir. Ancak ¢ekirdegin enerji 6zdegeri

spin enetji diizeyi zamanla degismez yani sabittir.

12
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Cekirdegin enerjisini degistirebilmek i¢in uygulanan dis manyetik alana dik dogrultuda

ve zamana bagli bir manyetik alan uygulanir. Bu manyetik alanin frekansi, @, =y B,

Larmor presesyon frekansina esit olursa ¢ekirdegin bir enerji diizeyinden digerine gegisi
miimkiin olur. Bu gegis, ¢ekirdegin AE =y 7B, =%, enerjili bir fotonu sogurmasiyla
veya yayimlamasiyla olabilir (Sahin 2002).

Buna gore, durgun dis manyetik alan igerisindeki bir ¢ekirdek spin sisteminin
dogal frekansi olan Larmor presesyon frekansina esit frekansli zaman bagli bir manyetik
alan uygulanmasiyla rezonans olay1 olusur ve c¢ekirdek enerji diizeyleri arasinda gegis
yapar. Iste bu olaya Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) olayr denir (Slonim ve
Lyubimov, 1970).

2.2.3. D1is Manyetik Alanin Tek Spine Etkisi

Her atom NMR’a uygun degildir. Niikleer Manyetik Rezonans olayi,
cekirdeginde ¢iftlenmemis spini bulunan atomlarda gerceklesen bir olaydir.
Cekirdeginde spin denilen miknatis bulunan atomlara 6rnek olarak 1H,13C, 170 ve 3p

verilebilir. Bu tip ¢ekirdeklerin NMR incelemeleri yapilabilir.
Cekirdeginde spin bulunan bir atom, H= H0|2 bir dis manyetik alanina

konuldugunda, spin alan etrafinda iki farkli yonelimde doner. Donme hizi z-yoniindeki
alan siddeti ile orantilidir. Burada @ =y H, Larmor presesyon frekansidir. Dig manyetik
alan etrafindaki her donme bir enerji seviyesine karsilik gelir. D1s alana paralel donme E4
alt enerji seviyesine ve dis alana antiparalel donme ise E; iist enerji seviyesine karsilik
gelir. Bu iki farkli yonelim ve bu yonelimlere karsilik gelen enerji seviyeleri Sekil 2.2” de

gosterilmektedir (Yilmaz ve Korunur, 2012).

13
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Sekil 2.2. 1=1/2 spinli bir ¢ekirdegin H o dis manyetik alan igerisindeki farkli iki yonelimi ve bu

yonelimlere karsilik gelen enerji seviyeleri (Yilmaz ve Korunur, 2012).

Radyo frekans (RF) alani olarak isimlendirilen bir alanin donme frekansi, spinin dénme
frekansina esit olunca spin enerji yutarak iist enerji seviyesine geg¢is yapar ya da iist
enerji seviyesindeki bir spin de enerji salarak alt enerji seviyense gecis yapar. Zamana
bagl pertiirbasyon teorisine gore list seviyeden bir spinin alt seviyeye gegis olasiligi ile
alt seviyeden iist seviyeye gecis olasiliklar1 aynidir. Bir spinin RF alanindan enerji

yutma ve salma mekanizmalar1 Sekil 2.3.” de gosterilmistir (Yilmaz ve Korunur, 2012).
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Sekil 2.3. Bir spinin enerji sogurma ve salma mekanizmalari (Yilmaz ve Korunur, 2012)
2.2.4. D1s Manyetik Alanin Spin Topluluguna Etkisi ve Boltzmann Dengesi

Bir dig manyetik alanin olmadig1 (Ho=0) durumdaki bir spin toplulugu, spinler i¢in
uzayda tercihli bir yon olmadigi i¢in her yone rastgele yonelirler. Bu rastgele yonelimler

nedeniyle spin toplulugunun manyetik momentlerinin bileskesi olan M miknatislanmasi
stfir olur (Sekil 2.4).

H,=0

o

f Bileske M=0

Sekil 2.4. Dig manyetik alanin yoklugundaki spin toplulugunun manyetik

momentlerinin yonelimi (Yilmaz ve Korunur, 2012)
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H= H0I2 dis manyetik alan igerisinde bulunan bir spin toplulugu, her bir spin
bu dis alan etrafinda iki tiir yonelim gostereceginden spinler enerji seviyelerine

Boltzmann Dagilim Kuralina gére yerlesirler. Enerji seviyelerine spinlerin bu yerlesimi

sonunda, enerji seviyelerindeki spin populasyonu yoniinden bir fark meydana gelmekte
ve bu farkta sifirdan farkli bir bileske manyetik momente yani M = Molz

miknatislanmasina neden olmaktadir (Sekil 2.5). NMR sinyali, enerji seviyelerindeki bu

niifus farkindan ileri gelen miknatislanmadan tiretilir.

Sekil 2.5. Dis manyetik alan igerisinde bulunan spin toplulugu ve

Boltzmann dengesi (Yilmaz ve Korunur, 2012).

Bir dis manyetik alan i¢inde bulunan spin toplulugunun enerji seviyelerine

yerlesimi Denklem (2.19) de verilen Boltzmann Dagilim Kuralina gore olur. Bu kural;

N,=Ce ™ ve N,=Ce ™' (2.19)

seklinde yazilir. Denklem alt enerji seviyesine daha fazla ve iist enerji seviyesine daha

az spin yerlesecegini ortaya koyar (Yilmaz ve Korunur, 2012).
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2.3. ROLAKSASYONA YOL ACAN ETKILESME TURLERI ve BU
ETKILESMELERI MODULE EDEN HAREKETLER

Boltzmann Dengesi durumunda goz Oniine aldigimiz bir spinin c¢evresini
diisiinelim. Bu spin aslinda molekiiler bir ¢evrenin etkisindedir ve bir alan etrafinda
donmektedir. Spinin ¢evresinde bulunan komsu [ spini, komsu S spini ve komsu i
akimlari, etkilesme tiirlerinin potansiyel kaynagidir. Cevre kisaca I ile gosterilebilir.

Durum Sekil 2.6’ da goriilmektedir.

Sekil 2.6. Bir spinin bulundugu yerde yerel alan kuran ¢evrelerin semasi

Cevre, spinin bulundugu yerde bir yerel manyetik alan kurar. Bu manyetik
alanin iki bileseni vardir. Bunlardan biri Hg dis manyetik alanina paraleldir ve Ho dis
manyetik alanina eklenir. Digeri ise Ho dis manyetik alanma diktir. H; alanmin Ho
manyetik alanina paralel bileseni Hp manyetik alanina eklenerek yeni bir H alani

meydana getirir. Bu yeni alandan etkilenen spinin donme hiz1 da degisir. Yani;

Cevre yokken 1. cevrede
Ho H; =HO+Hpar.g.i
a)O a)i:y(HO + H par.(;.i)

haline gelir. Bu demektir ki ¢esitli cevrelerin etkisiyle Hp alanina eklenen yerel alanlar;
spinlerin donme enerjilerini degistirmektedir. Yani iist enerji seviyesinin geniglemesine
yol agmaktadir.

Diger yandan Ho manyetik alanina dik olan yerel alan bileseni (H_, ) enerji

seviyeleri arasinda gegislere yol agacaktir. Bu durumu, saturasyon durumundaki spin

17
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iizerinden irdeleyelim: Bu spinin, ¢evrenin etkisiyle hissettii H_, alan1 zamana

¢l
baglidir ve dolayisiyla frekansa da baglidir. Bunun nedeni, inceledigimiz spin ve
cevresinin bir molekiil i¢inde olmasi ve bu molekiiliin de Brownian hareketinden dolay1
hareket halinde olmasidir. Eger biz gozlem altindaki spini sabit diisiiniirsek, cevre
faktori ona gore hareketli olur. Bu hareket esnasinda yerel alanin degeri devaml

degisir.

2.3.1. Dipol-Dipol Etkilesimi

Spin sistemi i¢inden bir spin goz Oniine alinsin. Bu spinin I¢ ¢evresi olarak
benzer bir I spinini secelim. Cevre olan komsu I spini, gézlem altindaki spinin

bulundugu yerde H yerel alanini kurar (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Dipolar etkilesmeyi anlatan sema (Yilmaz ve Korunur, 2012)

Bu yerel alanin hem z bileseni hem de xy bileseni zamanla degisir. Komsu I
spininin farkli pozisyonlar1 nedeniyle Hz alaninin farkli degerleri olur. Bunlar Hi;, Ha;,
e Hieooo; olarak niteleyebiliriz. Bu degerler birbirinden c¢ok az farklidir. Bu
alanlarin her biri, kendi etrafinda donen bir spin grubu meydana getiririr. Yani Mo
yerine My, My, ..., Migooo; alanlart meydana gelir. o, yerine de; M, etrafinda w;, M,

etrafinda ®;, ..... Migogo etrafinda ise migo00 donmeleri olusur. H, ya da o degerleri
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birbirine ¢ok yakin olduklarindan, bu alan dagilimi, iist enerji seviyesinin genislemesi

tarzinda goziikiir (Sekil 2.8).

BILGIN ZENGIN
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Sekil 2.8. (a) Komsu I spinlerinin, gdzlem altindaki spinlerin bulundugu yerlerde kurduklar: yerel
alanlarin z bilegenlerinin yol a¢tig1 enerji seviyesi geniglemeleri. (b) Enerji seviyeleri

genislemelerinin toplu gosterimi (Yilmaz ve Korunur, 2012)

Burada sadece 1list seviye genislemektedir.16.000 farkli sekilde genisleme (veya
degisme) miimkiin oldugu i¢in spinler 16.000 gruba ayrilir. Mgy miknatislanmast da
16.000 alt miknatislanmaya ayrilir. Sekil 2.9” deki resimde spini sabit tutulmus gozlem
altindaki bir molekiile komsu bir molekiiliin ¢arpmasi sonucu meydana gelen bagil
hareket gosterilmistir. Bu hareket esnasinda, gézlem altindaki molekiil {izerindeki spinin
bulundugu yerde komsu spin tarafindan bir yerel alan kurulur. Komsu spinin bu
molekiil yiizeyindeki hareketi rastgele bir harekettir. Bunun sonucu olarak, x-y
diizleminde kurulan Hyy alani da gelisigiizel degisir. Ancak komsu bir molekiiliin
carpmasi sonucu, gozlem altindaki molekiil donmelere maruz kaldigindan; Hyy, alan1 da
doéner (Sekil 2.9). Bu alanin dénme frekansi, H, etrafinda donen spinin frekansina esit

olunca enerji yutulur ya da salinir ve boylece T; rolaksasyonu meydana gelir.

H o H (6 +T) —»F (s + 1)

o Ty () — e
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Sekil 2.9. G6zlem altindaki spinin, komsu spininin dogurdugu H yerel manyetik alaninin

H,y bilesenlerinden etkilenmesini gosteren sema (Yilmaz ve Korunur, 2012)
Cevre spinin (lg) rastgele hareketi sonucunda, gozlem altindaki spininin
bulundugu yerde kurulan alanlarin X-y diizlemindeki bilesenlert,

H. .,H H,,olarak degisir. Bu durum Sekil 2.8 lizerinde gosterilmistir.

xy0?

Daha once soOylendigi gibi ardigik olarak degisen H, —alanlarinin rezonansa yol

acmalar1 i¢in @ agisal frekanslarinin olmasi gerekir. Ayrica H_,,H

xy0?

alanlarinin arasinda belli bir ilgi olmas1 gerekir. H ., H H_ . alanlarinin siddet

xy0 1 T yygeesseeeeees yn

ve frekans yoniinden ise yaradiklari siireye i/gi zamam (r) denir. Bu siire igerisinde H

alanlar1 arasinda belli bir ilgi vardir. Yani bu siirede bir sonraki H,  alani, bir 6nceki

Xy

H,, alanma baglanabilir. Bu siireden sonra ise bu ilgi kopar. Yani alanlar birbirleriyle

baglanamazlar. Bu esnada da rolaksasyona katki olmaz.

AnlattiZimiz olay bir tek spin ve bir tek cevre arasindaki etkilesim ig¢in
resmedilmistir. Oysaki Avogadro sayisi kadar spin ve yine o0 kadar da ¢evre vardir.
Biitiin spinlerin ve ¢evrelerin dikkate alinmasi gerekmektedir. Dikkate aldiginda
rolaksasyon siirecine giren adimlar sdyle 6zetlenebilir;

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

i¢in bir oto korelasyon fonksiyonu G(r) tanimlanir.

G (1) = F,, (D F, (£ + 1) (2.20)

Bu denklemdeki #,, (T} sistemin hamiltonyenini anlatir. Bu hamiltonyen,
H=-z-H (2.21)

seklinde tanimlanir. Burada H, cevre etkisiyle (I¢) kurulan yerel alan olmaktadir.

b) t, hareketin baglangi¢ amdir. 7 ise H, alanlar arasinda ilginin koptugu

andir. Yukarida da sdylendigi gibi bu olay iki spin arasinda meydana gelmektedir.
Ancak bizim O6rnegimizde Avogadro sayisi kadar spin bulunmaktadir. Dolayisiyla bu

islemin ortalamasini almamiz gerekir. Ortalama alindiktan sonra
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G (1) = 3, (D) 5, (£ + 1) (2.22)

olacaktir. Bizim inceledigimiz sistemlerde G fonksiyonu zamandan bagimsizdir.

) S6z konusu olan G(z) fonksiyonunun Fourier doniisiimii, frekans spektrumu

olan J(w) ifadesini verir.
(o) = j G(r) e dr (2.23)

Brownian hareketler i¢in ;
¥
G(r)=G,e ’* (2.24)
formundadir. Bu ifadeyi J(w) bagmtisinda yerine yazarsak;

T

1+ w?r?

J(w) =G (2.25)

elde edilir.

d) Diger taraftan Tl rolaksasyon orant J(aw)’ larm (o =0,1,2,........ n) karigik
1

bir fonksiyonudur ve

Ti= F(J(a@) = I () +I(20)} (2.26)
Ti — £{3(0) +5J (o) + 2 (20)} 2.27)

2
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seklinde verilir. Boyle bir baglilik, matematiksel analizden ¢ikarilmaktadir. Dipolar
etkilesmelerin varliginda (I;=I) ya da H2O g¢ozeltilerinde 1/T; ve 1/T; roélaksasyon
oranlari asagidaki formiillerle verilir (Bahgeli 1996):

l_ﬁ(&jzy‘fz( r 4r j (2.28)

+
1+ w?*r® 1+4w°7?

T, 20\4z) r

2 4.2
1_Ofk)rh (31’+ LA 2} (2.29)
T, 40\4r r l+o°t° 1+4do°t

Gozlem altindaki I spinin ¢evresi D oldugunda durulma orani

Tiz{(z/ls)(ya Y212 [18YD(D + DI (0, —w5)+33 (@) +63 (@, +@)] (2.30)

1
seklinde yazilir (Yilmaz ve Korunur, 2012).

2.3.2. Paramanyetik Iyonlar Yoluyla Rélaksasyon

Bir spin sistemi RF yoluyla saturasyona getirilmis olsun. Bu demektir ki n farkli
cevreye ait enerji seviyeleri doygun vaziyettedir ve bu seviyelere ait miknatislar da y-

eksenine yatmistir. Bu durum Sekil 2.10° da goriilmektedir.

! 0 A 4o 3
000 S S L
OO (7? pAearres

A | s

R I
] o -1
R I
] o -1
PR IR
] . -1
PR IR

— —

Sekil 2.10. Sature edilmis spin sistemi ve y-eksenine yatmis miknatislanmalar
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Gozlem altindaki spinin (yerel alandan etkilenen spin) ¢evresi 6zdes bir spin
olmayabilir. Bu kez ¢evre, hemen yakinindaki bir elektron spini olsun. Bu durum Sekil

2.11° de gorilmektedir.

WO H () —— i)

Sekil 2.11. Proton spininin komsusu olan elektron spini ve rolatif hareketi

Gozlem altindaki proton spini ile komsu elektron spini arasindaki etkilesme

hamiltonyeni

%(t) = _/:zl : l:i yerel
(2.30a)

#O) =0 n)h{'r'f -3l '?s(s'r)}
(2.30b)

Gerek I-I ciftinin etkilesmesinde gerekse I-S c¢iftinin etkilesmesinde yazilan
hamiltonyen, dipolar hamiltonyendir. iki spin arasinda r mesafesi varken ki etkilesmeyi

anlatmaktadir. Yani ¢evre olan spinin, goézlem altindaki spinin bulundugu yerde
kurdugu yerel alan ile spinin etkilesimini (— £, 'I:iyerel) anlatmaktadir. Bu etkilesme

tiirlinde de S spini I spinine gore rolatif hareket yapmakta, bu hareket xy dis alanlarini
zamana bagl kilmakta ve alanin bir t anindaki degeri ile t+ 7 anindaki degeri arasinda

bir iligki varsa, bu iligki;
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Ti=% (T E+T
G(T) =R, (T F, L+ 1) (2.300)
aracilifiyla anlatilmaktadir. Her ne kadar biz bir I-S ¢iftini kullanarak olay1 anlattiksa da
ornegin icerisinde Avogadro sayisi kadar cift vardir. Tim ¢iftlerin etkisini dikkate
aldigimizda ortalama almamiz gerekmektedir. Bu ortalama st c¢izgi seklinde

gosterilmistir. G(z) Tlzerinden islemler yapilirsa J(w)lar cinsinden ro6laksasyon

formiilleri elde edilir. Burada J(w);
J(w)= [G(z) e dr (2.30d)

seklinde olup G(z) 'nun Fourier doniistimiidiir.

S elektron spininin bagil hareketlerinin ne oldugunu bir diisiinelim. Bu hareket
carpismalar yoluyla meydana gelen Brown hareketi olabilir ve Sekil 2.11° deki gibi
gosterilebilir. S spininin varliginda bu hareketin ¢ok etkili olmadigi deneylerden
bilinmektedir. Gerek S spini ve gerekse I spini bir dis alan igerisindedir. Bu spinler dis
alan etrafinda alanla ayn1 yonde donme ve alana ters yonde donme olmak {izere iki tiirli
donme hareketi yapmaktadir. Bu nedenle her iki spin de 2 ayr1 enerji seviyesinde

bulunmaktadir. Bu durum Sekil 2.12” de gosterilmistir.

Sekil 2.12. Elektron spininin enerji seviyesindeki bagil hareketi

24



BILGIN ZENGIN

Cevresiyle olan etkilesme yiiziinden elektron spini, bir enerji seviyesinden
digerine gecis yapabilir. Elektron spininin z bileseninin yon degistirmesi, I spininin
bulundugu yerde kurulan alan1 zamana bagl kilar. Bu durumda ilgi zamani, elektronun
rOlaksasyon zamanina esit olmaktadir. Yani proton spininin bulundugu yerdeki
manyetik alani, spinin yon degistirmesi zamana bagli kilmakta ve rolaksasyona yol

acmaktadir. I-S etkilesimi yoluyla meydana gelen proton rolaksasyonu,

2 2 252
l=1(&) 77T LR S | — (2.30€)
T, 10\4z r I+(o, —0)° " 1+o, 7" 1+(0 +5)'c
202 242
1:(”°j ;/,756?1 47+ ! — 372 + 312 + b 5 (2.30f)
T, Ur) 20r (o -0)7" Lvo'c ltoc 1+(o+0)r

bagintilariyla verilir.

2.4.NMR T; ve T, ROLAKSASYON ZAMANLARI
2.4.1. Spin-Orgii Rolaksasyon Zamam (T)

Boltzmann dengesi durumundaki bir spin sistemine radyofrekans (RF) alani
uygulandiginda spin sistemi enerji seviyelerindeki spin popiilasyonlarinin esit oldugu
Saturasyon durumuna geger. Bu durumda M, miknatislanmasi y-eksenine yatar. My
miknatislanmasi y-eksenindeyken RF alani kesilirse buna 90° pulsu denir. Saturasyon

durumunun ve 90° pulsunun temsili bir goriintiisii Sekil 2.13° de verilmistir.
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M,=Mp
t=0 t M, ]
| '_17_ _________ [T
_l?i"l__hlvnn e YYvYYY E """'Mn 9%0\/
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(TTTTTT]
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Sekil 2.13. 90° Pulsu ve Saturasyon hali

Puls kesildikten sonra spin sistemi RF’ ten aldig1 enerjiyi ¢cevreye yani Orgiiye
vererek yeniden Boltzmann dengesine geri doner. Spin sisteminin Saturasyon halinden
tekrar Boltzmann dengesine ge¢cmesi i¢in gegen siireye spin-orgii rélaksasyon zamani

(T1) denir. Spin-6rgii rolaksasyon zamanimnin temsili bir goriintiisii Sekil 2.14° de

verilmistir.

- e-- 'YYYYYYYY
.
H

S Sonunda orjinal niifus
T T, dagihmi meydana geliyor

Bu siiregte gevreye enerji veriliyor

Sekil 2.14. Spin-6rgii rélaksasyon zamani (T;) semast

Spin-orgli rélaksasyon zamani 6l¢timiinde, Inversion Recovery puls adimlar
teknigi kullanilir. Bu adimlarin sonunda elde edilen miknatislanma sinyallerinin zamana

kars1 grafige gecirilmesinden T; rolaksasyon zaman elde edilir. Bu durum Sekil 2.15°

de gosterilmistir.
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(] Zaman

Sekil 2.15. Inversion Recovery Egrisi

Spin-orgii rolaksasyon zamani T, bu egrinin denkleminden elde edilmektedir. Bu

denklem Denklem (2.31)’ deki gibidir.

M,{t)=M,(1-2e™"'") (2.31)

2.4.2. Spin-Spin Rolaksasyon Zamam (T)

Spin sistemine 90° pulsu uygulaninca érnekteki M,M,, ..., M, miknatislanmalari

y-eksenine doner. Puls kesildikten sonra: My, Hi’1; My, Hz'yi ;....; My, Hy’ 1 hissederek

X-y diizleminde doner. Boylece M; in déonme hizt @;, My nin dénme hiz1 @,, ..., M, nin

donme hizi @, olur. Donme hizlan farkli oldugundan en sonunda miknatislanmalar

rastgele dagilir. Durum Sekil 2.16” deki gibi olur.
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‘— Bu siiregte spinler dagilir = § sifir oldugu an
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T,

Sekil 2.16. Spin sisteminin defaze olmasi ve T, rolaksasyon zamani

Tim spinlerin ayn1 yonde oldugu durumdan (ilk resim), spinlerin rastgele
dagildig1 duruma (son resim) kadar gegen siireye T, spin-spin rélaksasyon zamani denir.
T, spin-spin rolaksasyon zamani 6lglimlerinde Spin-Echo Puls adimlari teknigi
kullanilir. Bu adimlarin pes pese uygulanmasi sonunda elde edilen miknatislanma
sinyallerinin zamana kars1 grafige gecirilmesinden T, rdlaksasyon zamani elde edilir.

Bu durum Sekil 2.17° de gosterilmistir.

\

Mt, Mt, mt,,

) Zaman

Sekil 2.17. Manyetizasyon bozunum egrisi
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Spin-spin rolaksasyon zamani T,, bu egrinin formiiliinden elde edilmektedir. Bu

fonksiyon Denklem (2.32)” deki gibidir.
M, &) =M, (0)e"'" (2.32)

2.4.3. NMR Rélaksasyon Zamanlar1 Ol¢iimiinde Kullanilan Pulslar

2.4.3.1 Radyofrekans (RF) Pulsu

RF pulsu enerji tasiyan bir dalga olmaktadir. Numuneye X-ekseni yoniinde
uygulanir. Pulsun uygulandig: siirenin her adiminda iist seviyedeki spin sayis1 giderek
artar (yani z-yoniindeki miknatislanma giderek azalir) ve miknatislanma belli bir ag1
kadar doner. Puls kesildiginde {ist seviyenin populasyonu artmis (yani z-yoniindeki
miknatislanma azalmis) ve M miknatislanmasinin yonii de o agis1 kadar degismistir.

Durum Sekil 2.18” deki gibi sematize edilebilir.

¢

|
a Z\vwlvvvl
T

H,

Sekil 2.18. Boltzmann Dengesindeki spin topluluguna RF pulsu uygulanmasi

2.4.3.2.90° pulsu

Alt ve iist seviyedeki spin sayisini esitlemeye yarayan ve kisa bir siire uygulanan
enerjidir. Bu silire sonunda My miknatislanmasi da y-yOniine doner. Yani pulsun

uygulandigi siire Mg miknatislanmasini 90° gevirir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. 90° Pulsu ve My miknatislanmasinin y-eksenine yatmasi

L]
w Vv b
N
RERR

2.4.3.3. 180° pulsu

Alt seviyede fazla spinlerin tiimiini {ist seviyeye gegiren puls olmaktadir. Bu

islem sonunda My miknatislanmasi Hy’a antiparalel olur (Sekil 2.20).

I

h A

| L]
1a0° IR AR AR AN
T 1
| ||

AR

Sekil 2.20. 180° Pulsu ve M, miknatislanmasinin (—z) eksenine terslenmesi

2.5. PROTEIN COZELTILERI ICIN ROLAKSASYON ZAMANLARI
KURAMI

2.5.1. Diisiik Frekans Deneyleri icin Kuram

D20 ¢ozeltilerindeki artik (residual) su protonlart HDO formunda bulunur

(Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh ve ark. 2003, Duplan ve ark. 2005). HDO’ nun
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proteinle etkilesimi H20’ nunkine benzer varsayilir (Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh
ve ark. 2003). Bunun i¢in albuminin D20 ¢6zeltilerinde HDO’ nun temel olarak 3
durumu vardir: (i) serbest HDO; (ii) protein yiizeyine yakin HDO (kisa-6miirliic HDO
molekiilleri); (iii) proteine siki bagli ya da proteine gémiili HDO molekiilleri (uzun-
omiirli HDO molekiilleri). Protein {izerinde bir paramanyetik merkez varliginda, bu
merkezi de dikkate alarak ve de HDO’nun farkli yerleri arasinda hizli kimyasal degis-
tokus varliginda; albumin ¢ozeltilerindeki gozlenen 1/T; Denklem (2.33)’ deki gibi
yazilabilir (Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh ve ark. 2003):

P
Tlobs Tlf Tls le + Tres

burada birinci terim Ps olasiligiyla birlikte serbest ¢6ziiciiniin molekiil i¢i H-D katkisini
belirtiyor. ikinci terim; tek bir Pg olasiligiyla karakterize edilen protein yiizeyine yakin
HDO molekiillerinin katkisini gosterir. 1/T1p, Py V€ Tres sirasiyla rolaksasyon orani, yer
isgal olasiligit ve proteine bagli HDO molekiilleri i¢in rotasyonel korelasyon
zamanindan daha uzun zamanli ortalama residence(ikamet, oturma) zamanidir (Halle
2004, Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh ve ark. 2003). 1/Ty, baglh HDO’ nun
molekiil i¢i katkisini igeriyor. Ayrica; bagl bir HDO ile exchangeable (degistirilebilen)
protein protonlar1 arasindaki ve bagli bir HDO ile non-exchangeable (degistirilemeyen)
protein protonlar1 arasindaki etkilesmelerin neden oldugu katkilar1 da igerir (Bryant
1996, Bertini ve ark. 2000, Gallier 1987, Kiihne ve Bryant 2000, Van-Quynh ve ark.
2003). 1/T1pm: paramanyetik merkez ile (bu deneylerde Fe®") evresindeki protonlarin
etkilesiminden ileri gelen katkiy1 ifade etmektedir.

Serbest ve baglit HDO’ nun molekiil i¢i katkilar;; HDO molekiiliiniin H ve D’ si
arasindaki etkilesmeden meydana gelmektedir. Ilgili terimler Denklem (2.34)" deki gibi

yazilabilir:

T#: P, B (U/r8)[J (@, —@y)+3] (@) +61 (e, +aop)]

Imolekilici

+PAB (L/1)[I(0, —wp) +33(@,) + 6 (0, +@,)] (2.34)
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burada B = (2/15)(y?y2h*)D(D+Y). 7,, 7, (7,16.5), @, ve w, (o, 165) ise
sirastyla proton ve doteronun jiromanyetik oranlart ve rezonans frekanslandir. 1y,

HDO’ daki H ve D arasindaki mesafeyi belirtir. Ikinci terimdeki A faktorii, HDO’ nun
i¢c hareketi i¢in bir order parametredir. Birinci terim serbest HDO’ nun katkisini ve
ikinci terimde bagli HDO’ nun katkisim temsil ediyor. Denklem (2.34)’ deki

J(w, —wp), (o, +wy) ve J(w,) Denklem (2.35) gibi tanimlanur.

TC
1+(o ~wp)’e;

J(o, _a)D):|:

I, +oy) { Lo } (2.35)

1+ (o, +a)D)zrc2
TC
Ho)= L+ (@, )er}

Burada 7z, ilgi (korelasyon) zamanidir. Serbest ve bagli HDO igin ilgi zamani farkli

degerlere sahiptir. Ihmal edilebilir diizeyde olan serbest HDO katkisi, gdzlenen

rolaksasyondan c¢ikarildigi icin, bu katkiyr hesaba almaya gerek yoktur. Daha sonra

gosterilecegi lizere, bagl suyun molekiil i¢i katkis1 da ihmal edilebilir mertebededir.
Diger taraftan 1/Tipm, cevresindeki protein ve bagli su protonlar ile etkilesebilir.

Ortalama bir uzaklik se¢imi durumunda, 1/T1pm Ve 1/Topm asagidaki gibi yazilir;

1 1 Y 7, ysh? r 3 67
T, 10

Ar ré 1+ (0, —@ )212+1 2 2+1 2r?
I S tw T +(o, +o)°T (2.36)

202 232
f
1:1[%j : }/2 4r+ 721 3T2 + 6Tz + i 2.2
T, 20\4r r T+(o -0)'t" 1l+ve’t" lvo " 1+(o +o)'c (2.37)

Yukaridaki denklemler o, = 658w, oldugundan @, << @, varsayimi altinda asagidaki

hallere doniistir.
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22p25(S+1)( 3 7
1 :EQ/I 7/3 6( + ) 7’-(:2 - + T(; - (238)
Ty 15 r l+o/r, l+ot
2y2h2S(S +1 3 13
B W v/l Chal (P . (2.39)
T,em 15 r 1+ o/t l+wit;

burada S elektron spin kuantum sayidir. r ise metal iyon ve protonlar arasindaki
mesafedir. @, ve @, sirasiyla proton ve elektron Larmor frekanslaridir. y, proton
niikleer jiromanyetik orandir. (2.38) denklemindeki dipolar etkilesmenin ilgi zamani 7,

asagidaki sekilde verilir;

=t oy gt (2.40)

burada 7, protein igin rotasyonel ilgi zamanidir. 74 elektron spin rolaksasyon

zamanidir. 7, ise exchangeable protonlarin ortalama ikamet(residence) zamanidir. Bu
katkinin ihmal edilir mertebede oldugu gosterilecektir.

Yukaridaki analizlere gore geriye sadece bagli suyun molekiiller arast katkisi
kalmaktadir. Hizli degis-tokus yapan su i¢in ¢ <<1/T, tutuluyor (Kiihne ve Bryant

2000, A. Van-Quynh ve ark. 2003). Tek bir ilgi zamaninin segilmesi durumunda bagl
HDO’ nun molekiiller aras1 katkilar1 Denklem (2.41)’ deki gibi temsil edilebilir;

1 1 T At
—_P,—=P ABY (1/r] k4 k
T, 't ° Zk: /) Lﬂufrkz 1+4wfff}

+P, ABY. (/1) L Lo, 4 } (2.41)

+oltl 1+4lt]

Burada k ve n sirasiyla exchangeable ve non-exchangeable protein protonlarini temsil

ediyor. Toplamlar, protein protonlarinin biitiin konumlari {izerinden alimiyor (Kiihne ve

Bryant 2000, A. Van-Quynh ve ark. 2003).
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1 1 a T, 47,
T——PfT—zpb BZ(l/rke)L —+ }

2_2
1 1f k=1 +o/r; l+4w/t;

T, 4t

+P, Bi(l/rne){l —+ r } (2.42)

+olt! 1+4oit!

burada 7, albuminin rotasyonel ilgi zamanidir. (2.42) denklemindeki toplamlar

ortalama degerler yoluyla yeniden degerlendirilebilir. Bu durumda;

Sw)=eth), v Y=L, (2.43)

ort ort

olur. Burada k ve n alt indisleri sirasiyla exchangeable ve non-exchangeable protein
protonlarinin ortalamasini gosteriyor. Denklem (2.42) ve Denklem (2.43), Denklem
(2.41)’ e yerlestirilirse; protein protonlarinin ortalama katkilart icin Denklem (2.44) elde

edilir.

1 1 1 T 47
~— _P.— —P.B|y(— 4 r 2.44
T, 't, ° {7( oﬁn)} |:1+a)|22'r2 1+4w?c? (2.44)

(r)’ nin basit ortalamasi, minimum mesafe ile maksimum mesafenin toplaminin 2’ ye
boliimiidiir. Minimum mesafe ya da baglh bir HDO ve protein protonu arasindaki en
yakin mesafe, 2.2A° luk van der Waals temas mesafesidir (Van-Quynh ve ark. 2003).
Maksimum mesafe, her bir bireysel katkinin ihmal edilebildigi en uzak mesafedir.

Benzer yollar izlenerek T, rélaksasyonu igin

— _p, — =
f 2

1 1 PB
T2 T2

1 5t 27
7(—6)} [3r, Lt r (2.45)

2_2
‘ ont 1+ oty 1+4w,7;

bagintist elde edilir. Gozlenen 1/T; ve 1/T, rélaksasyon zamanlari orani protein

konsantrasyonuna bagli olarak asagidaki sekilde yazilabilir;
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opliploplimc (2.46)
Tl Tlf 1b Tlf
tplipltoplinc (2.47)
T2 T2f T2b T2f

burada C protein konsantrasyonunu, m; ve m, ise rélaksasyon oranlar1 ve protein
konsantrasyonu arasindaki bagintilarin egimini veriyor. Denklem (2.44), (2.45), (2.46)
ve (2.47) kullanilarak, mi/2my=m tanimlamasi yapilarak (1/T1-P¢l/T1¢)/2(1/T2-Pl/T )

orani i¢in asagidaki ifade elde edilir:

12m(w,7,)* + (37TM-8)(@,7,)? + (10M—5) = 0 (2.48)

2.5.2. Yiiksek Frekans Deneyleri icin Kuram

NMR gozlemlerinin, bir an i¢in kararsiz dinamik ya da yapilarin ortalanmig
uzaysal ve ortalanmis zamansal nicelikleri verdigi biliniyor. Mevcut yaklasim bu
olgular1 hesaba aliyor, zaman ve mesafeyle ilgili ortalama niceliklere gore kestirimler
yapiyor. Bu ylizden bu yaklagim; ¢ozeltideki albumin molekiilleri tarafindan D20 ve
HDO molekiillerinin ve ayrica su baglanma yerleri tarafindan protein protonlarinin esit
paylasimina dayanir. Kullanilan D20’ da artik (residual) H20’ nun D2O’ya orani
%99.9 saflikli ¢6ziicti igin 1/1000” dir. Albuminin D20 ¢ozeltilerinde artik su HDO
formundadir ve proteinle HDO’ daki H’ in etkilesimi H20’ nunkine benzer olarak
varsayilir. Bir albumin molekiilii 3600 non-exchangeable ve 1000 exchangeable protein
protonlarina ve ayrica 25 su baglama yerine sahiptir (Gallier ve ark. 1987, Kiihne ve
Bryant 2000). Bu nedenle, albuminin bir su baglama yeri basina 40 mobil protein
protonu vardir. Her bir albumin molekiilii, HDO molekiillerinin kii¢iik bir miktarimni
iceren D20 havuzuna batiyor. Protein ylizeyi birkagc HDO molekiilii iceren temel olarak
D20 molekiilleri tarafindan kusatilir. Ayrica protein yiizeyindeki su 10™*'s’ den 10™%
degerine kadar uzanan aralikta ikamet(residence) zamanina sahiptir (Denisov ve Halle
1996, Moding ve ark. 2004, Hua ve ark. 2006, Pizzitutti ve ark. 2007). Protein

yiizeyindeki HDO’ nun ortalama ikamet zamani, yaklasik 0.5ms-5ms olan mobile
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protein protonlarin ikamet zamanindan c¢ok daha kigliktir ve istelik dakika
mertebesinde olan mobile protonlar ve D20 arasindaki H/D degis tokusundan ¢ok daha
kiigiiktiir. Bu yiizden, yiizey HDO ve mobile protein protonlar1 arasindaki H-H
etkilesimi, mobile protonlar protein {izerindeyken ve ayrica yiizey HDO’ nun ¢ok sayida
oteleme hareketleri mobile protonlarin yasam zamani boyunca meydana gelebilir.

Bu kosullar altinda, albuminin D20 ¢ozeltilerinde HDO’ nun yerleri, (i) serbest
HDO; (ii) yaklagik 10™s ikamet zamanli yiizey HDO molekiilleri ( kisa-yasamli su
molekiilleri olarak isimlendirilirler; (iii) goreli olarak uzun ikamet zamanl yiizey HDO
protonlari. Suyun bu sinifi i¢in ortalama ikamet zamani yaklagik 10™'%. Onlar goreli
olarak uzun-yasamli HDO molekiilleri olarak isimlendirilebilir. (iv) uzun-yasamli HDO
molekiilleri olarak isimlendirilen derince gomiilii su molekiilleri. Gomiilii suyun ytiksek
katkist 400MHz’ de dagilmalidir. Daha sonra gosterilecegi lizere, ylizey HDO
molekiillerinin  katkist tim yiizey HDO’ lar kisa-yasamli molekiillere olarak
diistintildiigiinde ihmal edilir. Bu gosteriyor ki yiizey HDO molekiilleri goreli olarak
uzun-yasamli diislinlilmelidir. Bu nedenle D20’ daki albumin i¢in yiizey HDO
molekiillerinin durulmasi bu tiir ylizey HDO ve 40 mobil protein protonlar1 arasindaki
H-H etkilesimlerine gore analiz edilebilir. Basitlik i¢in, uzun-yasamli su molekiillerinin
cevresi esdeger olarak distlniiliir. Albuminin D20 c¢ozeltilerindeki gozlenen 1/T1

asagidaki gibi temsil edilebilir;

UT, =P, (UUT,;)+P,U/T,) (2.49)

+
1f k= 1+wlt?  1+4w!t?

P 40 4
AT, rf){ i i } (2.50)
T.°T .

burada 1/Ty¢ ve 1/Ty; sirasiyla serbest HDO ve goreli olarak uzun yasamli HDO i¢in
durulma oranlaridir. Ps ve Ps serbest yerin ve ara yiizeyin HDO molekiilleri tarafindan
isgal olasiliklaridir. T ylizey HDO ve mobil protein protonlar: arasindaki tiim olas1 H-H
etkilesimleri i¢in bir ortalama korelasyon zamanidir. Tek yiiksek-alan dispersiyonu, tek
bir korelasyon zamani kullanmak igin bize izin veriyor. Toplam, exchangeable protein
protonlarmin tiim pozisyonlar1 {izerinden aliniyor ve bu toplam asagidaki bagintida

verilen bir ortalama mesafe tarafindan yenilenebilir:
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i(l/ Irf)=40(lri6) (2.51)

Oyleyse yiizey suyunun katkis1 Ps(1/T1s), asagidaki gibi diizenlenebilir:

P./T,) L P 40P B(L/ 1) — hid (2.52)
=——-—= r + .
S 1s T T S av 1_+_ 2

2 2_2
1 15 ot° 1+dwt

burada B, (2/5) (y/#?) 1(1 +1)olmakta ve CGS birimlerinde degeri 17.0863*10°%

olmaktadir. 1/Tis ylizey suyunun katkisini gosteriyor. HDO ve bir mobile protein
protonlari arasindaki en yakin mesafe 2.2A” luk Van der Waals mesafesi
mertebesindedir. En uzak mesafe mobil protonlarin toplam katkisini deneysel belirsizlik
gibi (yaklasik 0.03s™) yapan bir mesafe olmali. Buna gére, mobile protein protonlari ve
yiizey HDO arasindaki ortalama mesafe yaklasik 2.48 A° dur. 400MHz frekansinda

w’t*>>1 olmaktadir. Sonraki alt bolimde gosterildigi gibi P, ve P, albuminin 0.08g

ve 0.02g i¢in sirastyla 55/82 ve 2/82, ve 303/330 ve 2/330.
Boylece Denklem (2.52) Denklem (2.53) haline geliyor.

P.(UT,)=1/T, - P, (1/T, ) =40BP,(1/ rjv)[iz} (2.53)
, T

1/T, ve 1/T,, NMR tarafindan Olgiiliir. Bu nedenle, (2.53) denklemiyle verilen

P,(1/T,) dlciilebilirdir (Yilmaz ve ark. 2012). Benzer olarak P,(1/T,,);

57 N 27
l+oit? 1l+4eit

P
P.(/T,)= Ti —T—f = (1/2)40P,B(1/ r:v){Br +

2 2f

2} (2.54)

seklinde olmaktaydi. 400 MHz frekansinda ®>t*>>1 oldugundan (2.54) denklemi (2.55)

halini alir;
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1 Pf 6
P.(U/T,)=———=(1/2)40P,B(/r})[3¢] (2.55)
T2 T2f

(2.54) ve (2.55) denklemleri ile m3/2m,=m egimlerinin oran1 kullanilirsa yiiksek frekans
durumunda (1/T1-PsLl/T15)/2(1/T»-Psl/Tos) igin asagidaki sonug elde edilir;

3m(w,7)? —2=0 (2.56)
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3. MATERYAL ve METOT

Bu c¢alismada kullanilan proteinler, enzimler ve deuterium oxide (D20)
¢Oziiciisii Sigma’ dan satin alindi. Bozulmay1 6nlemek i¢in, bu materyaller 6l¢gme anlari

disinda buzdolabinda tutuldu.

3.1 NMR ORNEKLERININ HAZIRLANMASI

3.1.1 H20/D20 Coziicii Karisiminin Hazirlanmasi

0.Iml H20 ile 0.9ml D20 ¢oziiciileri toplamlar1 Iml olacak sekilde uygun bir
beherde karistirllarak  farkli  konsantrasyonlardaki  hemoglobin  ¢ozeltilerinde
kullanilmak iizere hazirlandi. Bu ¢6ziicii karisimlari hemoglobin ¢ozeltilerinin Ty (Spin-

orgii) ve T, (spin-spin) rolaksasyon zamanlariin 6lgiimiinde kullanildi.

3.1.2 Hemoglobin Iceren Cozeltilerin Hazirlanmasi

Iml pure D20 c¢oziiciisiine, 0.02g, 0.04g, 0.06g, 0.08g, 0.1g, 0.15g, 0.2g, 0.25g
ve 0.3g miktarlarinda tartilan hemoglobin proteini eklenerek degisik konsantrasyonlarda
protein ¢ozeltisi hazirlandi. 0.1ml H20+0.9ml D20 ¢oziiciisiine ise, 0.05g, 0.1g, 0.15g,
0.2g, 0.25g ve 0.3g miktarlarinda tartilan hemoglobin proteini eklenerek farkli
konsantrasyonlarda protein ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢6zeltiler, Ty (spin-orgii) ve T,

(spin-spin) rolaksasyon zamanlarinin 6l¢timiinde kullanildi.

3.2 NMR ROLAKSASYON ZAMANLARININ OLCULMESI

3.2.1 Spin-Orgii Rélaksasyon Zamanlarimin (T,) Olgiilmesi

Iml saf D20 ¢oziiciisii ortam1 ve 0.1ml H20+0.9ml D20 ¢oziiciileri ortaminda,
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hemoglobin ¢ozeltileri Smm ¢aplt NMR tiiplerine

konulmustur. Hemoglobin ¢ozeltilerinin T; rélakasyon zamanlar1 400 MHz AVANCE
BRUKER NMR spektrometresiyle yapilmistir. FID (Free Induction Decay) setleri ve T,
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rolaksasyon zamanlari IR (Inversion Recovery) teknigi kullanilarak (180-Vd-90-5T;)
puls adimlartyla gerceklestirilmistir. Ol¢iimlerdeki gecikme zamanlari (delay times:Vd),
FID (Free Induction Decay) setleri i¢in 1s-50s, 2ms-200ms, 10ms-500ms ve 20ms-
2000ms arahiginda degistirildi. T; Ol¢limleri i¢inde uygun gecikme zamanlar1 (Vd)

secildi.
3.2.2 Spin-Spin Rélaksasyon Zamanlarinn (T,) Olciilmesi

Iml saf D20 ¢d6ziiciisii ortami ve 0.1ml H20+0.9ml D20 ¢o6ziiclileri ortaminda,
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hemoglobin ¢ozeltileri Smm caplt NMR tiiplerine
konulmustur. Hemoglobin ¢6zeltilerinin T rélaksasyon zamanlart 400 MHz AVANCE
BRUKER NMR spektrometresiyle yapilmistir. SE (Spin-Echo) setleri ve T,
rolaksasyon zamanlart CPMG ( Carr-Purcell-Meiboom-Gill) puls teknigi ile elde
edilmistir. SE (Spin-Echo) setleri ic¢in gecikme zamanlart (Vd) 3000ms-6000ms
arasinda 40ms’ lik adimlarla degistirildi. T, 6l¢iimleri icinde uygun gecikme zamanlari

(Vd) secildi.
3.2.3 T; ve T, Rolaksasyon Zamanlarimin Sicakliga Bagh Olgiilmesi

Hemoglobin ¢ozeltileri icin sicaklik c¢alismalari, Bruker 400MHz NMR
spektrometresinin otomatik sicaklik kontrol sistemi yoluyla yapildi. Saf D20 ortaminda
0.1g/ml, 0.2g/ml ve 0.3g/ml konsantrasyonlarda hazirlanan hemoglobin ¢ozeltilerinin T
ve T, rolaksasyon zamanlar, 5 °C artan sicaklik adimlariyla (20-40) °C araliginda
olgiildi. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.1g/ml, 0.2g/ml ve 0.3g/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan hemoglobin ¢dzeltilerinin T; ve T, rolaksasyon

zamanlari ise, 5 °C’ lik artan sicaklik adimlariyla, (20-45) o°c araliginda olctldii.
3.3 MR ORNEKLERININ HAZIRLANMASI
Hemoglobin proteini ile a-Chymotrypsin, Pepsin ve Proteaz enzimleri %0, %2,

%4, %6, %8 ve %10 luk konsantrasyonlar olusturacak sekilde, deiyonize suya

eklenmistir. Her bir maddenin ¢dzeltileri, sirali halde bulunan fantom tiiplerine

40



BILGIN ZENGIN

aktarilmistir. Tiiplerdeki ¢ozelti hacmi 3 ml’ dir. Tiiplerin i¢ yarigap1 1.2 cm idi. Bu
cozeltiler T; (Spin-orgii) ve T, (Spin-spin) rolaksasyon zamanlarinin &lgiimiinde

kullanildi.
3.4 MR ROLAKSASYON ZAMANLARININ OLCULMESI
3.4.1 Spin-Orgii Rolaksasyon Zamanlarmn (T,) Olciilmesi

Fantom igerisindeki protein ve enzim ¢ozeltilerin Ty (Spin-orgii) rolaksasyon
zamanlar1 1.5 Tesla (64 MHz) Philips Intera MR spektrometresiyle oda sicakliginda
(yaklasik 20-22 °C) yapilmustir. 256x256’lik bir matris, 10mm’ lik dilim kalinlig1 ve
200x200 mm’ lik FOV alant secilmistir. Ty Ol¢limlerinde IR (Inversion Recovery)
setleri kullanildi. Ty rolaksasyon zamani Ol¢limiinde tekrarlama zamani TR 7000ms

alindi. Gecikme zamani T1 800/1000ms segildi.
3.4.2 Spin-Spin Rélaksasyon Zamanlarimnin (T,) Ol¢iilmesi

Fantom igerisindeki protein ve enzim c¢ozeltilerin T, (Spin-spin) rolaksasyon
zamanlar1 1.5 Tesla (64 MHz) Philips Intera MR spektrometresiyle oda sicakliginda
(yaklasik 20-22 °C) yapilmustir. 256x256’lik bir matris, 10mm’ lik dilim kalinlig1 ve
200x200 mm’ lik FOV alani secilmistir. T, rolaksasyon zamanlari 8 ekolu CPMG
(Carr-Purcell-Meiboom-Gill) puls teknigi ile elde edilmistir. Tekrarlama zamani1 TR
6000ms ayarlanmistir ve eko gecikmeleri 30ms artislarla 30 dan 240ms’ ye degerine

kadar adim adim artirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 NMR BULGULARI

400 MHz NMR spektrometresiyle yapilan T; rélaksasyon zamani Olgiimiiyle
ilgili  Manyetizasyon Recovery ve T;

rolaksasyon zamani Ol¢limiyle ilgili
Manyetizasyon Decay egrilerine ait birer 6rnek Sekil 4.1 ve Sekil 4.2” de verilmistir.

T1

[ *1e6]

I[t]=I[0]+P*exp(-t/T1)
- Peak 1 at 4.729 ppm
|T1=376.4ms

TU000

oy
1.0

—T
3.0 [s]

Sekil 4.1. Hemoglobin 6rneklerinden birinin Manyetizasyon Recovery Egrisi
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-T2 o
4I(t)=P*exp(-t/T1)

_|Peak 1'at 4.711 ppm
4 1'2-164.§g999999599995m=
\

%

8
\

- \\
8 \
Ll

[*1e6]

°

0.1

0.2

03

04

T T

05 [s

Sekil 4.2. Hemoglobin 6rneklerinden birinin Manyetizasyon Decay Egrisi

4.1.1 Saf D20 Ortaminda Konsantrasyon Artisina Ait Bulgular

Saf D20 ¢oziiciisli ortaminda hemoglobin proteininin konsantrasyonuna bagli olarak
bulunan rolaksasyon zamani oranlarinin (1/T; ve 1/T,) degerleri Cizelge 4.1° de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Saf D20 ¢6ziiciisli ortaminda hemoglobin proteininin rélaksasyon zamanlari
oranlarinin konsantrasyona bagl degisimi

Konsantrasyon (g/ml) [1/T; (s 1T, (s
0.02 0.271 1.851
0.04 0.451 3.204
0.06 0.752 4.497
0.08 0.890 6.065
0.10 1.038 7.776
0.15 1.574 11.104
0.20 2.037 14.658
0.25 2.657 18.546
0.30 3.293 22.883
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Saf D20 ¢oziiclisti ortaminda hemoglobin proteininin 1/T; ve 1/T, rolaksasyon
zamani oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi sirastyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4° de

verilmistir.

3,5 -
y =10,53x + 0,0363 *
3 - R? = 0,9962

171 (1/s)

O 1 1 1 1 1 1 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.3. Saf D20 ortaminda hemoglobin proteininin 1/T; rélaksasyon zamani
oraninin konsantrasyona bagli degisimi
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25 -
y =74,267x + 0,1627
R’ =0,9988
20 A
0 15 -
~
[ -
~ 10 4
5 -
O T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.4. Saf D20 ortaminda hemoglobin proteininin 1/T, rélaksasyon zamani
oraninin konsantrasyona bagli degisimi

4.1.2 0.1ml H20+0.9ml D20 Ortaminda Konsantrasyon Artisina Ait

Bulgular

0.Iml H20+0.9ml D20 karisiminda ¢ozdiriilen hemoglobin proteininin
konsantrasyonuna bagli olarak rolaksasyon zamani oranlari 1/T1 ve 1/T,’ nin degerleri

Cizelge 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.2. 0.1ml H20+0.9ml D20 ¢6ziiciisii ortaminda hemoglobin proteininin
rolaksasyon zamanlari oranlarmin konsantrasyona bagli degisimi

Konsantrasyon (g/ml) | 1/T; (s 1T, (s
0.05 1.190 3.610
0.10 1.716 6.873
0.15 2.186 9.852
0.20 2.451 12.605
0.25 3.237 19.029
0.30 3.663 22.030
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0.1ml H20+0.9ml D20 karigiminda ¢6zdiiriilen hemoglobin proteininin 1/T; ve
1/T, rolaksasyon zamani oranlarinin konsantrasyonuna bagli olarak degisimi Sekil 4.5

ve Sekil 4.6° da gosterilmistir.

0.1mI1 H20+0.9m| D20 ortaminda
y =9,8246x +0,6879
4 7 R =0,9876
3,5 -
3 .
E 2,5 'Y
S 2
-
< 151
1 .
0,5 -
0 1 1 1 1 1 1 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.5. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda hemoglobin proteininin 1/T; rélaksayon
zamani oraninin konsantrasyona bagli degisimi
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25 7 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda
20 4 y:75;041x—0,7989
R"=0,9815
15 A
w
~N
=
o~ 10 i
=
~
i
5 -
0 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.6. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda hemoglobin proteininin 1/T; rélaksasyon
zamani oraninin konsantrasyona bagl degisimi

4.1.3. Saf D20 Ortaminda Sicakhik Artisina Ait Bulgular

0.1 g/ml konsantrasyondaki hemoglobin proteininin rolaksasyon zamanlari
oranlar1 saf D20 ortaminda 5 °C’ lik artan sicaklik adimlartyla, (20-40) o°c araliginda

sicakliga baglh olarak incelenmis ve Cizelge 4.3” de verilmistir.

Cizelge 4.3. Saf D20 ortaminda 0.1 g/ml’ lik hemoglobin ¢dzeltisinde rolaksasyon
zamani oranlarinin sicakliga bagl degisimi

Sicakhik (K) UT, (5 1T, (5%
203 0.964 7.704
208 1.059 7.874
303 1.236 8.197
308 1.342 8.414
313 1.509 8.757
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Saf D20 ortammda 0.1 g/ml’ lik hemoglobin ¢o6zeltisinde 1/T; ve 1/T;
rolaksasyon zamani oranlarinin sicakliga bagli degisimleri sirasiyla Sekil 4.7 ve Sekil

4.8’de verilmistir.

0.1 g/ml Hemoglobin (Pure D20)
1,6 -
1,4 -

1,2 A

y =0,0275x - 7,0984

0,8 -
R?=0,9917

1T1 (11s)

0,6 -
0,4 -

0,2 -

0 T T T T 1
290 295 300 305 310 315

Sicaklik (K)

Sekil 4.7. Saf D20 ortaminda 0.1 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinde 1/T;
rolaksasyon zamani oraninin sicakliga bagl degisimi
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0.1 g/ml Hemoglobin (Pure D20)
9 -
88 - y =0,0529x - 7,8456
R? = 0,9892 A
8,6 -
g 8,4 -
~
= 824
8 -
A
7,8 4
7,6 T T T T I
290 295 300 305 310 315
Sicaklik (K)

Sekil 4.8. Saf D20 ortaminda 0.1 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinde 1/T, rdlaksasyon
zamani oraninin sicakliga bagl degisimi

0.2 g/ml konsantrasyondaki hemoglobin proteininin rélaksasyon zamanlari
oranlar1 saf D20 ortaminda 5 °C’ lik artan sicaklik adimlariyla, (20-40) o°c araliginda

sicakliga bagli olarak incelenmis ve Cizelge 4.4° de verilmistir.

Cizelge 4.4. Saf D20 ortaminda 0.2 g/ml’ lik hemoglobin ¢ozeltisinde rélaksasyon
zamani oranlarinin sicakliga bagl degisimi

Sicakhik (K) 1T, (59 1T, (5%
203 1.992 14.912
208 2.082 15.495
303 2.381 16.393
308 2,682 17.167
313 3.052 17.644
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Saf D20 ortaminda 0.2 g/ml’ lik hemoglobin ¢ozeltisinde 1/T; ve 1/T,
rolaksasyon zamani oranlarinin sicakliga bagli degisimleri sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil

4.10° da verilmistir.

0.2 g/ml Hemoglobin (Pure D20)
3,9 1 y =0,0544x - 14,045
R? = 0,9666
3 -
2,5 -
@ 2 -
E 15 -
1 -
0,5 -
0 T T T T 1
290 295 300 305 310 315
Sicaklik (K)

Sekil 4.9. Saf D20 ortaminda 0.2 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinde 1/T; rdlaksasyon
zamani oraninin sicakliga bagli degisimi
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0.2 g/ml Hemoglobin (Pure D20)
18 1 y = 0,1427x - 26,922
17,5 - R? = 0,9909 A
17 A
@ 16,5 1
~
= 16 A
15,5 A
15 A
1415 T T T T (]
290 295 300 305 310 315
Sicaklik (K)

Sekil 4.10. Saf D20 ortaminda 0.2 g/ml’ lik hemoglobin ¢dzeltisinde 1/T, rolaksasyon
zamani oraninin sicakliga bagli degisimi

0.3 g/ml konsantrasyondaki hemoglobin proteininin rélaksasyon zamanlari oranlari
saf D20 ortaminda 5 °C” lik artan sicakhk adimlariyla, (20-40) o°c araliginda sicakliga

bagli olarak incelenmis ve Cizelge 4.5 de verilmistir.

Cizelge 4.5. Saf D20 ortaminda 0.3 g/ml’ lik hemoglobin ¢ozeltisinde rélaksasyon
zamani oranlarinin sicakliga bagl degisimi

Sicakhik (K) 1T, (s UT, (5%
293 2.879 22553
208 3.286 23.074
303 3.571 23.546
308 4.080 24.201
313 4.407 25.088
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Saf D20 ortammda 0.3 g/ml’ lik hemoglobin ¢o6zeltisinde 1/T; ve 1/T;
rolaksasyon zamani oranlarinin sicakliga bagli degisimleri sirastyla Sekil 4.11 ve Sekil

4.12° de verilmistir.

0.3 g/ml Hemoglobin (Pure D20)

5 y =0,077x - 19,686
4,5 - R? = 0,9941

1T1 (1/s)
N
o

0 T T T T 1
290 295 300 305 310 315

Sicaklik (K)

Sekil 4.11. Saf D20 ortaminda 0.3 g/ml’ lik hemoglobin ¢ozeltisinde 1/T; r6laksasyon
zamani oraninin sicakliga bagl degisimi
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0.3 g/ml Hemoglobin (Pure D20)
25,5 1 y =0,1239x - 13,861
25 R? = 00,9826 A
24,5 -
— A
» 24 -
E 235 - A
23 A
22,5 -
22 T T T T 1
290 295 300 305 310 315
Sicaklik (K)

Sekil 4.12. Saf D20 ortaminda 0.3 g/ml’ lik hemoglobin ¢dzeltisinde 1/T, rolaksasyon
zamani oraninin sicakliga bagli degisimi

4.1.4. 0.1ml H20+0.9ml D20 Ortaminda Sicaklik Artisina Ait Bulgular

0.1 g/ml konsantrasyonlu hemoglobin proteininin rélaksasyon zamanlar1 oranlar
0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 5 °C’ lik artan sicaklik adimlariyla, (20-45) °C

araliginda sicakliga bagli olarak incelenmis ve Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Cizelge 4.6. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.1 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinde rolaksasyon
zamani oranlarinin sicakliga bagli degisimi

Sicakhik (K) 1UT: (s 1T, (s
293 1.164 7.364
298 1.307 7.441
303 1.437 7.610
308 1.735 7.692
313 1.912 7.816
318 2.059 8.087
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0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.1 g/ml’ lik hemoglobin ¢ozeltisinin 1/T; ve

1/T, rolaksasyon zamani oranlarinin sicakliga bagli degisimleri sirasiyla Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14’de verilmistir.

0.1 g/ml Hemoglobin (0.1m1 H20+0.9m| D20)
2,5 1 y =0,0376x - 9,8984
R = 0,9862
2 4
g 197 s
S 19
0,5 A
O 1 1 1 1 1 1
290 295 300 305 310 315 320
Sicaklik (K)

Sekil 4.13. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.1 g/ml’ lik hemoglobin ¢ozeltisinin
1/T, r6laksasyon zamani oraninin sicakliga bagl degisimi
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0.1 g/ml Hemoglobin (0.1H20+0.9D20)

8,2 ~
8,1

y =0,0276x - 0,7495
R?=0,9618 A

7,9 -
7,8 A

1IT2 (1/s)
N
N
>

7.6
7.5
7.4 -
7.3 -

7,2 T T T T T 1
290 295 300 305 310 315 320

Sicakhik (K)

Sekil 4.14. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.1 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinin
1/T, r6laksasyon zamani oraninin sicakliga bagl degisimi

0.2 g/ml konsantrasyonlu hemoglobin proteininin rélaksasyon zamanlar1t oranlari
0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 5 °C’ lik artan sicaklik adimlariyla, (20-45) °C

araliginda sicakliga bagl olarak incelenmis ve Cizelge 4.7 de verilmistir.

Cizelge 4.7. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.2 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinde
rolaksasyon zamani oranlarinin sicakliga bagl degisimi

Sicaklik (K) UT, (s UT, (s7)
293 2.636 16.824
298 2.884 16.995
303 3.055 17.452
308 3.274 18.083
313 3.623 18.218
318 4.083 18.900
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0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.2 g/ml’ lik hemoglobin ¢ozeltisinin 1/T; ve
1/T, rolaksasyon zamani oranlarinin sicakliga bagli degisimleri sirasiyla Sekil 4.15 ve

4.16° da verilmistir.

0.2 g/ml Hemoglobin (0.1mI H20+0.9m| D20)

45 y =0,0553x - 13,624
] R? =0,9668

[ 2

1T1 (1/s)

0 1 1 1 1 1 1
290 295 300 305 310 315 320

Sicaklik (K)

Sekil 4.15. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.2 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinin
1/T, rélaksasyon zamani oraninin sicakliga bagh degisimi
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0.2 g/ml Hemoglobin (0.1mI| H20+0.9m| D20)
19,5 -
y =0,0839x - 7,8818
R’ =0,9716
19 -
18,5 -
0
A 18 -
N
=
17,5 1
17 -
16,5 T T T T T 1
290 295 300 305 310 315 320
Sicaklik (K)

Sekil 4.16. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.2 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinin
1/T, rolaksasyon zamani oraninin sicakliga bagl degisimi

0.3 g/ml konsantrasyonlu hemoglobin proteininin rélaksasyon zamanlari
oranlar1 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 5 °C’ lik artan sicaklik adimlariyla, (20-45)

°c araliginda sicakliga bagli olarak incelenmis ve Cizelge 4.8’ de verilmistir.

Cizelge 4.8. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.3 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinde
rolaksasyon zamani oranlarmin sicakliga bagl degisimi

Sicaklik (K) 1T (s 1T, (s
293 3.570 26.000
298 3.940 26.267
303 4.208 26.667
308 4.418 27.270
313 4.834 27.778
318 5.241 28.612
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0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.3 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinin 1/T; ve
1/T, rolaksasyon zamani oranlarinin sicakliga bagli degisimleri sirasiyla Sekil 4.17 ve

Sekil 4.18” de verilmistir.

0.3 g/ml Hemoglobin (0.1mI| H20+0.9m| D20)
6 - y =0,0643x - 15,266
R? =0,9889

5 -

4 -
0
= 5
=

2 4

1 4

O 1 1 1 1 1 1

290 295 300 305 310 315 320
Sicaklik (K)

Sekil 4.17. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.3 g/ml’ lik hemoglobin ¢ozeltisinin
1/T, r6laksasyon zamani oraninin sicakliga bagl degisimi
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320

0.3 g/ml Hemoglobin (0.1mI| H20+0.9m| D20)
29 1 y = 0,104x - 4,666
285 - R?=0,972
28 -
A
0 27,5
~
= 27 -
A
26,5 -
26 - A
25,5 T T T T T 1
290 295 300 305 310 315
Sicaklik (K)

Sekil 4.18. 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 0.3 g/ml’ lik hemoglobin ¢6zeltisinin

1/T, rolaksasyon zamani oraninin sicakliga bagl degisimi

4.2. MR Bulgulan

Tez c¢alismasinda kullandigimiz hemoglobin proteini, pepsin, proteaz ve a-
chymotrypsin enzim ¢ozeltilerinde Ty, ve T, rélaksasyon zamanlarinin konsantrasyona
baglihig, 64 MHz Philips Intera MR spektrometresiyle oda sicakliginda (yaklasik 20-
22 0C) yapilmistir. Bu ¢ozeltiler igin elde edilmis 1/T; ve 1/T, rolaksasyon zamanlari
oranlar1 konsantrasyona bagl olarak asagidaki ¢izelge ve sekillerde sirasiyla verilmistir.

Saf H20 coziiciisii ortaminda hemoglobin proteininin konsantrasyonuna bagh

olarak rolaksasyon zamani oranlari 1/T; ve 1/T,” nin degerleri Cizelge 4.9’ da

verilmistir.
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Cizelge 4.9. Saf H20 ¢oziiciisii ortaminda hemoglobin proteininin rélaksasyon
zamanlar1 oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi

Konsantrasyon (g/ml) 1T, (51 1T, (s
0.00 0.438 0.489
0.04 0.887 1.159
0.06 1.366 2.146
0.08 1.698 2.825
0.10 1.908 3.226
0.12 2.096 3.623

Saf H20 ¢oziiclisii ortaminda hemoglobin proteininin 1/T; ve 1/T, rolaksasyon

zamani oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi sirasiyla Sekil 4.19 ve Sekil 4.20° de

verilmigtir.
2,5
5 4 *
15
)
i
£
- 1 y=14,579x +0,4269
R?=0,9815
0,5
O I I I I I I 1
0 002 004 006 0,08 0,1 0,12 0,14
Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.19. Saf H20 ¢oziiciisii ortaminda hemoglobin proteini ¢ozeltisinin 1/T;
rolaksasyon zamani oraninin konsantrasyona bagli degisimi
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w
w (O} E~
1 1 1

N
(92}
1

1/T2 (1/s)

lan
(9]

y =27,923x +0,3831
R?2=0,9741

[XY

o
)

o

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.20. Saf H20 ¢oziiciisii ortaminda hemoglobin proteini ¢dzeltisinin 1/T,
rolaksasyon zamani oraninin konsantrasyona bagli degisimi

Saf H20 ¢oziiclisii ortaminda pepsin enziminin konsantrasyona bagli olarak

rolaksasyon zamani oranlar1 1/T; ve 1/T,” nin degerleri Cizelge 4.10° da verilmistir.

Cizelge 4.10. Saf H20 ¢oziiciisli ortaminda pepsin enziminin rolaksasyon
zamanlar1 oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi

Konsantrasyon (g/ml) | 1/T; (s UT, (s
0.00 0.436 0.489
0.02 0.487 0.512
0.04 0.555 0.805
0.06 0.633 1.393
0.08 0.719 1.862
0.10 0.829 2.398
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Saf H20 ¢oziiciisii ortaminda pepsin enziminin 1/T; ve 1/T; rélaksasyon zamani

oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi sirasiyla Sekil 4.21 ve 4.22” de verilmistir.

o
Ye]
1

y=3,9129x +0,4142
R®>=0,985

o
00

0,7
0,6
I
= 05
—
£ 04 4
-
0,3 A
0,2 A
0,1 -
0 I I I I I 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Konsantrasyon (g/ml)
Sekil 4.21. Saf H20 ¢oziiciisti ortaminda pepsin enzimi ¢dzeltisinin 1/T;
rolaksasyon zamani oraninin konsantrasyona bagli degisimi
3 —_
y=20,261x +0,2301
2,5 7 2 ‘
R*=0,947
2 -

1/T2 (1/s)

1 -
L 2
0,5 ¢ L 2
O 1 1 1 1 1 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 22: Saf H20 ¢oziiciisii ortaminda pepsin enzimi ¢ozeltisinin 1/T,
rolaksasyon zamani oraninin konsantrasyona bagli degisimi
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Saf H20 ¢oziiclisii ortaminda proteaz enziminin konsantrasyona bagli olarak

rolaksasyon zamani oranlart 1/T; ve 1/T,” nin degerleri Cizelge 4.11° de verilmistir.

Cizelge 4.11. Saf H20 c¢oziiciisii ortaminda proteaz enziminin rélaksasyon
zamanlar1 oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi

Konsantrasyon (g/ml) 1UT: (s 1T, (sY)
0.00 0.435 0.489
0.02 0.550 0.510
0.04 0.682 0.656
0.06 0.771 0.860
0.08 0.897 1.391
0.10 0.932 1.451

Saf H20 ¢oziiciisii ortaminda proteaz enziminin 1/T; ve 1/T, rélaksasyon

zamanit oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi sirasiyla Sekil 4.23 ve 4.24° de

verilmistir.
1,2
y=5,1643x +0,453
11 R*=0,9827
¢
0,8 -
w
~
=
= 06 -
[
~N
(|
0,4 -
0,2 -
0 I I I I I 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.23. Saf H20 ¢oziiciisii ortaminda proteaz enzimi ¢ozeltisinin 1/T;
rolaksasyon zamani oraninin konsantrasyona bagli degisimi
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‘I—\
()]
1

y =10,939x +0,3459
R?=0,904

=
S
1

1/T2 (1/s)
o o o o -
ST . - DS, )

o

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.24. Saf H20 c¢oziiciisii ortaminda proteaz enzimi ¢ozeltisinin 1/T,
rolakasasyon zamani oraninin konsantrasyona bagli degisimi

Saf H20 c¢oziiciisii ortaminda a-Chymotrypsin enziminin konsantrasyona bagl
olarak rolaksasyon zamani oranlart 1/T; ve 1/T,” nin degerleri Cizelge 4.12° de

verilmistir.

Cizelge 4.12. Saf H20 ¢oziiciisti ortaminda a-chymotrypsin enziminin rolaksasyon
zamanlar1 oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi

Konsantrasyon (g/ml) 1T, (5 UT, (s
0.00 0.437 0.489
0.02 0.485 0.494
0.04 0.553 0.564
0.06 0.605 0.791
0.08 0.650 1.099
0.10 0.692 1.340

65




4. BULGULAR ve TARTISMA

Saf H20 ¢oziiciisii ortaminda a-chymotrypsin enziminin 1/T; ve 1/T, rolaksasyon
zamani oranlarinin konsantrasyona bagli degisimi sirastyla Sekil 4.25 ve Sekil 4.26° da

verilmistir.

0,8 -

g 05" y =2,6029x +0,4402
= 04 - R®=0,994
-
~
~ 03 -

0,2 -

01 -

0 1 1 1 1 1 |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.25. Saf H20 ¢o6ziiciisii ortaminda a-chymotrypsin enzimi ¢ozeltisinin 1/T;
rolaksasyon zamani oraninin konsantrasyona bagl degisimi
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1,6 -
1,4

y =8,9957x +0,3464 XS
1,2 - R’ =0,9034

1/T2 (1/s)
o
00

0,6
0,4
0,2 -

0 1 1 1 1 1 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.26. Saf H20 ¢oziiciisli ortaminda a-chymotrypsin enzimi ¢dzeltisinin 1/T,
rolaksasyon zamani oraninin konsantrasyona bagli degisimi

Tez caligmasinda kullanilan MR 6rneklerinin bulundugu fantomun 64 MHz MR
spektrometresi ile alman Ty ve T agirlikli film goriintiileri sirasiyla Sekil 4.27 ve Sekil
4.28’ de goriilmektedir. Fantom goriintiilerinde bulunan 6 satir agagidan yukari sirasiyla
sunlar1 gostermektedir: Birinci satirdaki dort daire saf suyun goriintiisiidiir. ikinci
satirdaki alti daire Hemoglobin proteininin gériintiisiidiir. Uglincii satirdaki alti daire
Pepsin enziminin goriintiisiidiir. Dordiincii satirdaki alti daire Proteaz enziminin
goriintiisiidiir. Besinci satirdaki alti daire o -Chymotrypsin enziminin goriintiisiidiir.
Altinc1 ve son satirdaki dort daire ise yine saf suyun goriintiisiidiir. Goriintiilerdeki

soldan saga renk koyulasmasi, ¢6ziinen konsantrasyonunun artisini anlatmaktadir.
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Sekil 4.27. MR 6rneklerinin bulundugu fantomun T; agirlikl film goriintiist
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Sekil 4.28. MR o6rneklerinin bulundugu fantomun T, agirlikli film goriintiisii
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Hemoglobin, Pepsin, Proteaz ve «a-Chymotrypsin i¢in 64 MHz MR
spektrometresi yardimiyla konsantrasyona bagli olarak olgiilen T1 ve T2 rolaksasyon
zamanlarimin grafige gecirilmesi sonucu elde edilen m; ve m; egimlerinden elde edilen

m= my /2m;, oranlar1 ve w, =27z f =6.28%64*10° = 4.02*10° rad/s degeri Denklem

(2.48)’ de yerine yazilmistir ve t ilgi zamanlar1 (1/T1-Psl/T15)/2(1/T»-Psl/Tof) oram
yoluyla hemoglobin, pepsin, proteaz ve a-chymotrypsin i¢in Cizelge 4.13° de verilen

degerler bulunmustur.

Cizelge 4.13. 64 MHz MR spektrometresindeki 6l¢iimlerden elde edilen rolaksivite
degerleri ve bu degerlerden elde edilen 7 ilgi zamanlari

Madde Adi mp m; m=mi /2 m, 7 (ns)

Hemoglobin 14.579 27.923 0.2611 2.0017
Pepsin 3.9129 20.261 0.0966 5.3225
Proteaz 5.1643 10.939 0.2360 2.2865
o -Chymotrypsin 2.6029 8.9957 0.1447 3.8398

Hemoglobin proteinin 400 MHz NMR spektrometresi yardimiyla konsantrasyona bagl
olarak olciilen T1 ve T2 rolaksasyon zamanlarinin grafige gecirilmesi sonucu elde
edilen m; ve m; egimlerinden elde edilen m= m; /2m, oranlart ve

w, =27 f =6.28%400*10° = 25.12*10° rad /s degeri Denklem (2.56)’ da yerine

yazilmistir ve 1 ilgi zamanlar1 (1/T1-Ps1/T15)/2(1/T2-Psl/T2f) oranmi yoluyla hemoglobin

icin Cizelge 4.14° de verilen degerler bulunmustur.

Cizelge 4.14. Hemoglobin i¢in 400 MHz NMR spektrometresindeki 6l¢iimlerden elde edilen
rolaksivite degerleri ve bu degerlerden elde edilen 7 ilgi zamanlari

Madde Ad m; my m=mi /2 m; 7 (ns)
Hemoglobin 10.53 74.267 | 0.07089 1.22079
(saf D20)

Hemoglobin 9.8246 | 75.041 | 0.06546 1.27042
(0.1ml H20+0.9ml D20)
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5. SONUC ve ONERILER

Protein ¢ozeltileri i¢in rolaksivite; birim protein konsantrasyonu basina
rOlaksasyon oranindaki degisim orani seklinde tanimlanir ve

CAQIT)
- C

formiilii ile verilir (Kang, Y.S. ve ark. 1984).
Hemoglobin proteini 400 MHz NMR spektrometresinde saf D20 ortami ve

R 11,2 (5.1)

0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda artan sicaklik ve konsantrasyona bagli olarak
incelendi. Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 den de goriildiigii gibi hem saf D20 ortami hem
de 0.lml H20+0.9ml D20 ortaminda 1/T; ve 1/T, rolaksasyon oranlarinin arttigi
gorildi. Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’ dan konsantrasyon artigina gore
1/T, ve 1/T, rolaksasyon oranlarinin artisinin lineer iliskili oldugu gorildii.
Hemoglobinin 3 farkli konsantrasyonu i¢in (0.1 g/ml, 0.2 g/ml ve 0.3 g/ml) saf D20
ortaminda 293-313K sicaklik araliginda ve 0.1ml H20+0.9ml D20 ortaminda 293-
318K araliginda sicakliga bagli olarak 400 MHz NMR spektrometresinde incelendi. Saf
D20 ortaminda Cizelge 4.3, Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5 den ve 0.1ml H20+0.9ml D20
ortaminda ise Cizelge 4.6, Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’ den de goriildiigii gibi sicaklik
artistyla 1/Ty ve 1/T, rolaksasyon oranlari artmaktadir. Saf D20 ortamindaki 3 farkli
Hemoglobin ¢ozeltisi icin de incelen sicaklik araliginda (293-313K) artan sicakliga
bagl olarak 1/T; ve 1/T; rolaksasyon oranlarinin lineer olarak arttigi gortildi (Sekil 4.7,
Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Yine 0.1ml H20+0.9ml D20
ortamindaki 3 farkli Hemoglobin ¢ozeltisi i¢in de incelen sicaklik aralifinda (293-
318K) artan sicakliga bagli olarak 1/T; ve 1/T, rolaksasyon oranlarinin lineer olarak
arttig1 gorildi (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).
Hemoglobin proteininin diisiik alan (1.5 Tesla) incelemesi konsantrasyona bagli olarak
oda sicakliginda (yaklasik 20-22 0C) saf su ortaminda 64 MHz MR spektrometresiyle
incelendi. Cizelge 4.9’ dan da goriildiigii gibi 1/T; ve 1/T, rdlaksasyon oranlarinin
konsantrasyon artisina bagli olarak arttigi goriilmektedir. Bu artisin tipki1 400 MHz
yiiksek alan 6l¢iimlerinde oldugu gibi lineer iliskili oldugu Sekil 4.19 ve Sekil 4.20° den
goriilmektedir. Pepsin, Proteaz ve a -Chymotrypsin enzimleri de saf su ortaminda, oda

sicakliginda 64 MHz MR spektrometresiyle incelendi. Cizelge 4.10, Cizelge 4.11 ve
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Cizelge 4.12° den de gorildiugi gibi 1/T; ve 1/T, rolaksasyon oranlari konsantrasyon
artisina bagl olarak artmistir. Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25
ve Sekil 4.26° dan da goriildiigii gibi rolaksasyon oranlarindaki bu artis lineer
olmaktadir. Bu lineer iliskinin 1/T; rélaksasyon orami ic¢in ¢ok gii¢lii oldugu yiiksek
korelasyon degerlerinden ( yaklasik 1) anlagilmaktadir. 1/T; r6laksasyon orani igin ise
bu lineer iligkinin 1/T;’ e gore hafifce daha kiiclildigii, sirasiyla Pepsin igin 0.947,
Proteaz i¢in 0.904 ve «a-Chymotrypsin i¢in 0.903 korelasyon degerlerinden
anlasilmaktadir. Ancak bu kii¢lilme; kullanilan enzimlerin rolaksasyon mekanizmasinin
dipolar mekanizma oldugu sonucunu degistirecek bir kii¢iilme degildir.

64 MHz MR spektrometresinden elde edilen Cizelge 4.13 gostermektedir ki; T»
rolaksiviteleri T1” den daha biyiiktiir. T; rélaksivitesi en biiyiik Hemoglobin proteini ve
en kiigiik ise « -Chymotrypsin enzimi oldugu goriilmektedir. T, rolaksiviteleri i¢in de
en biiyiik ve en kiiciik degere sahip maddeler ayni olmaktadir. Ancak T rolaksivitesi
Pepsinden biiylik olan Proteaz enziminin T, rdlaksivitesinin Pepsinden daha kiiciik
oldugu goriilmektedir.

400 MHz NMR spektrometresinde 2 farkli ¢oziicii ortami ( saf D20 ve 0.1ml
H20+0.9ml D20) i¢in incelenen Hemoglobin proteininin rdlaksiviteleri Cizelge 4.14°
de goriilmektedir. Cizelgeden de goriildiigii gibi her iki ¢oziicli ortami i¢inde T
rolaksivitesi yaklasik 10 iken T, rélaksivitesi yaklasik 75 olmaktadir. 64 MHz igin
hemoglobin proteininin T; ve T, rolaksivite degerleri arasindaki fark yaklasik 2 kat
iken, 400 MHz i¢in bu fark 7.5 kat kadardir.

Cizelge 4.13’ te goriilen 7 ilgi zamanlar (2.48) formiiliinden elde edilmistir.
Tablo 14’ te goriilen hemoglobinin 7 ilgi zamanlar1 ise (2.56) denkleminden elde
edilmistir. Hemoglobin proteinin ilgi zaman1 64 MHz i¢in 2ns ve 400 MHz i¢in ise
ortalama 1.25ns oldugu hesaplanmustir. Ilgi zamaninin mertebesindeki bu uyusma ve
degerlerinin birbirine yakin olusu gostermektedir ki; rolaksasyon oranlar1 yoluyla ilgi
zamanlarinin tespiti kiiresel simetrik protein ya da enzimler icin yiiksek dogrulukla
belirleme yapmaya imkan vermektedir. Bu ilgi zamanlarinin tespiti dipolar rélaksasyon
mekanizmasi ve protonlarin hizli kimyasal degistokusu yoluyla aciklanabilir.

64 MHz MR ve 400 MHz NMR spektrometreleri kullanilarak, kiiresel simetrik
protein ve enzim cozeltilerinde rélaksasyon zamanlarini modiile eden ilgi zamanlarinin

T1/T, orani kullanilarak belirlenmesi, kiiresel olmayan molekiillere de uygulanilir olup
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olmadigina bakilabilir olmasi agisindan 6nemli olmaktadir. T1/T, rolaksasyon orani
kullanilarak belirlenen ilgi zamanlar1 {izerine paramanyetik iyonlarin etkisine, PH
etkisine, protein aggregation (yigisim) etkilerine, denature edilmis protein-enzim
coOzeltilerine ve dondurulmus protein-enzim c¢ozeltilerini incelemek bu ¢ozeltilerin
molekiiler dinamigi daha iyi anlamak i¢in Onerilir. Protein ve enzim c¢ozeltilerinin
rolaksasyon zamanlarina frekans bagliligini incelemek temel bilimler, tip ve eczacilik
alaninda onemli katkilar saglayacaktir. Bu c¢ozeltilerle yapilacak paramanyetik iyon
caligmalar1 kontrast madde gelisimi ve manyetik rezonans goriintiileme i¢in 6nemli

katkilar saglayacaktir.
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