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OZET

KANSER ILACLARININ PROTEINLER VE MEMBRANLARLA
ETKILESMELERININ NMR YOLUYLA INCELENMESI

DOKTORA TEZI

Sibel KORUNUR

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
FIZIK ANABILIM DALI

2012

Bir ilacin sogurulmasi, dagitimi, metabolizmasi ve viicuttan atilmasiyla ilgili bilgilere
ulasma; o ilacin tedavideki basari etkinligini anlamak i¢in ¢cok 6nemlidir. ilaglarin dagitimim
etkileyen en 6nemli faktdr, o ilacin insan kan serumundaki albiiminine baglanma gekiciligidir.
Insan serumunun en bol proteini albiimindir. Bir¢ok ligand baglama yetenegi olan albiimin,
cesitli ilaglar1 da kendisine baglamaktadir. ilacin hedef organa ulasabilmesi ve etkili bir tedavi
saglanmasi i¢in, ilag ile alblimin arasindaki etkilesme optimum olmalidir.

Bu tez calismasinda, D20 ortaminda ¢Oziinmiis ii¢ farkli ilag etken maddesine (5-
Fluorouracil (5-FU), Cytosine p-D Arabinofuranoside (Ara-C), Cyclophosphamide-
Monohydrate (CM)) farkli konsantrasyonlarda insan serum albiimini eklenerek elde edilen
ornekler 400 MHz NMR spektroskopisi ile incelenmistir. Bu incelemelerde spektrumlar
(pikler), kimyasal kaymalar ve piklerin durulma zamanlarma (T1 ve T2) ait veriler
kullanilmigtir. Bu verilerden elde edilen sonuglarla protein-ilag etkilesmelerinin molekiiler
dinamigi lizerine bilgi edinilmistir. Bu tez ¢alismasinda ayrica; ila¢ etken maddeleriyle iki tip
membrane (normal ve diyabetli) etkilestirilmis ve bu etkilesme sonrasi artan ilag
konsantrasyonlarinda membrane piklerinin siddeti ve kimyasal kayma degerleri incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: NMR Spektroskopi, ilag-albumin etkilesmesi, T1 ve T2 durulma zamani,
insan serum albiimin, membrane, kimyasal kayma



ABSTRACT

INTERACTIONS OF CANCER DRUGS WITH HUMAN SERUM ALBUMIN and
MEMBRANES STUDYING BY NMR SPECTROSCOPY

PhD THESIS

Sibel KORUNUR
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INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2012

The information on absorption, distribution, metabolism of drugs and also knowledge
on the lifetime of drug in organs, are very important for the efficiency of a successful treatment.
The most important factor for drugs injected to veins, is the binding affinity to human serum
albiimin. Human serum albiimin (HSA) is the most abundant serum protein. The alblimin has a
binding capacity for many ligands, and it can bind drugs injected to vein. If the drugs bound to
albiimin are not dissociated, they may not reach to target tissue effectively. This knowledge
implies that, the interaction between drug and albiimin should be optimum for an effective
treatment.

In this study, for three different drugs (5-Fluorouracil (5-FU), Cytosine B-D
Arabinofuranoside (Ara-C), Cyclophosphamide-Monohydrate (CM)), drug-albumin interactions
were investigated versus increasing drug and albumin concentration by 400 MHz NMR
spectrometer. In this work, spectrums (peaks), chemical shifts and data related to relaxation
times of peaks were used. The results obtained from these data gave us useful information about
molecular dynamics of drug-albumin interactions. In this study, also, for three different drugs,
drug-membrane interactions were investigated for two different membranes (normal and
diabetic) versus increasing drug concentration and signal intensities and chemical shift values of
membrane peaks were used.

Keywords: NMR Spectroscopy, drug-albumin inteaction, T1 and T2 relaxation times,
human serum albumin, membrane, chemical shift
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KISALTMA ve SIMGELER
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CM : Cyclophosphamide-Monohydrate
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SIBEL KORUNUR

1.GIRIS

Manyetik rezonans adindan da anlasilabilecegi {izere manyetik titresim anlamina
gelir. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)' 1n ilk olarak tanimlanmasi 1946 senesinde
Purcell ve Bloch tarafindan gergeklestirilmistir ve bu g¢alismalarindan otiirii 1952
senesinde Nobel ddiiliine layik goriilmiislerdir. Bu ¢alismalarin yayimlanmasinin hemen
akabinde NMR kimyasal yapilarin analizi ¢alismalarinda ¢ok 6nemli bir yer edinmistir.
1973 'te Lauterbur ve Mansfield fiziksel yapilarin analiz edilmesinde NMR teknigini
kullanmiglardir. Bu c¢alismalarin hiz kazanmasinin ardindan Manyetik Rezonans
Goriintilleme (MRI) teknigi de bircok biyomedikal, kimya ve miihendislik
uygulamalarinda kullanilir hale gelmistir (Unal 2008).

19601 yillarda NMR alanindaki bu hizli gelismeler sonucunda, manyetik alan
siddeti 1.41 (60MHz), 1.87 (80MHz) 2.20 (90MHz) ve 2.35 (100MHz) Tesla olan
miknatislardan meydana gelen ilk NMR cihazlari, 1970'i yillardan sonra, ayrim giicii
ve hassasiyeti yiiksek, sivi helyum sicakliginda (4 K) calisan siiper iletken miknatislarin
iretilmeye baslanmasiyla yerini 200, 250, 300, 400, 500, 600, 750 ve 800MHz ile
calisan cihazlara birakmistir (Balc1 2004).

Literatiirde kanser ilaclarinin proteinlerle etkilesimini NMR ile inceleyen pek ¢ok
calisma mevcuttur. Bu tip calismalarda daha cok spektrum analizi yapilmistir. Yani
protein piklerinin saptanmasi yapildiktan sonra, ila¢ eklemenin yeni pikler olusturup
olusturmadigi olgusu incelenmistir. Diger yandan membrane-ilag etkilesimleri de NMR
da yogunca arastirilan bir konu olmaktadir. Bu tip caligmalarda da genellikle spektrum
incelemesi yapilmaktadir. Ayrica diyabetik zarlarin kanser ilaglaryla etkilesiminin

NMR ile incelenmesi heniiz yapilabilmis degildir.

Bu tez ¢alismasinin birinci amaci kanser ilag-albiimin etkilesmesini, T; ve T;
durulma zamanlar1 yolu ile incelemek ve bu tiir ¢ozeltilerin durulma zamanlarini
saptamaktir. Bu amag i¢in kanser ilag-albiimin etkilesimi, sabit albiimin ve artan ilag

konsantrasyonlarinda ve ayrica sabit ila¢ artan albiimin konsantrasyonlarinda
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incelenmistir. Spektrumlardaki degisiklikler saptanmustir. Sicaklik ¢alismasi yolu ile
durulma mekanizmalar1 ortaya konmustur.

Bu tez calismasmin ikinci amaci, ilag-normal membrane ve ilag-diyabetli
membrane etkilesimini incelemek ve bu iki etkilesimi karsilastirmaktir. Bu amag igin,
normal ve diyabetli zar igeren ortamlara artan konsantrasyonlarda ilag eklenmistir. Her
iki gruptan (normal ve diabetli) elde edilen NMR spektrumlari; kimyasal kayma, pik
sayis1 ve pik siddeti yoniinden incelenmistir. Elde edilen bulgulara dayanilarak, ilag-

normal membrane ve ilag-diyabetli membrane etkilesiminin farklar1 ortaya konmustur.

1.1. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Hakkinda Bilgi

Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR), numunenin etrafini saran
bobinden verilen radyo frekans (RF) enerjisinin absorbe edilmesiyle bazi kimyasal
elementlerin (H', C**, F*, N*, P*Y) nicel olarak gozlendigi bir yontemdir (Rollas ve
ark. 2005).

Niikleer Manyetik Rezonans spektroskopisinin temeli, cekirdegin manyetik
ozelligine dayanir. Atom cekirdegi (protonlar ve noétronlar) ve elektronlar, atomu
olusturan yiikli taneciklerdir. Elektronlar kendi eksenleri etrafinda donerler yani bir
"spin” hareketi yaparlar. Atom c¢ekirdeklerinin ¢ogu da spin hareketi yapar. Atom
cekirdegi, kiire biciminde ve merkezinden gecen eksen etrafinda donen bir cisim olarak
diisiiniilebilir. Cekirdekte proton ve nétron bulundugundan, cekirdek pozitif (+)
yiklidiir. Cekirdek kendi ekseni etrafinda dondiigiinden, pozitif yiikk de bu eksen
etrafinda bulunan dairesel yoriingelerde hareket edecektir. Bu yiikiin belli bir yoriinge

tizerinde hareketi, bir elektrik akimina sebep olur (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Atom ¢ekirdeginin hareketinin sematik olarak gdsterilmesi

Her elektrik akimi, ¢evresinde manyetik alan olusturur. Ekseni etrafinda donen
bir atom c¢ekirdegi de, yiiklii olmast nedeniyle, ¢evresinde bir manyetik alan meydana
getirir. Bu nedenle atom c¢ekirdekleri bir miknatis gibi davranirlar. Cekirdegin
olusturdugu manyetik alanin manyetik momenti vardir (Sekil 1.1). Manyetik moment

u ile gosterilir ve x# manyetik momenti bir vektordiir.

Klasik fizikten bilindigi lizere, kendi ekseni etrafinda donen bir cisim, L gibi bir
acisal momentuma sahiptir. Atom c¢ekirdegi de ekseni etrafinda dondiigiinden,
cekirdegin de agisal momentumu vardir. Cekirdegin ekseni etrafinda donmesi olayina

cekirdek spini denir.

Bir ¢ekirdegin agisal momentumu ile manyetik momenti arasinda

fi=yL (1.2)
bagintist vardir. Buradau = manyetik moment, L = acgisal momentum ve y=
Jiromanyetik orandir. Jiromanyetik sabiti y, her element i¢in ayr1 degere sahiptir.

NMR'da ¢ok sik oOlgiilen bazi elementlerin jiromanyetik sabitleri ve spin kuantum

sayilar1 Cizelge 1.1 de gosterilmistir.
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Cizelge 1.1: Bazi elementlerin jiromanyetik sabitleri ve spin kuantum sayilari

Jiromanyetik Sabiti

Cekirdek (108s-1T-1) Spinkuantum sayisi (I)] Dogadaki bollugu (%)
'H 2,674 172 99,98
2H (D) 0,410 [ 0,01
10g 0,287 3 19,90
1B 0,858 32 80,10
13C 0,672 12 1,07
14N 0,913 [ 99,64
SN -0,271 1/2 0,36
170 -3,620 512 0,04
I9F 2,516 1/2 100,0
31p 1,083 1/2 100,0

Elektronun ve en basit g¢ekirdek yapitaslari olan proton ve nétronun spin
kuantum sayilari | ve spin degerleri 1/2 dir. Atom ¢ekirdeklerinde proton ve nétron
sayilart ¢ift sayili ise, ornegin 4He, 12C, 160 g¢ekirdeklerinde oldugu gibi, bu
cekirdeklerin fazlalik spini yoktur (I=0). Eger ¢ekirdekteki ndtron ve proton sayilari tek
sayil1 ise, yani ntron ve proton sayilarinin toplamu ¢ift sayili ise, ¢ekirdegin net spini
tam say1 olur. Ornegin, 2H, 6Li ve 14N gibi cekirdeklerin net spini I =1" e, 10B
¢ekirdeginin net spini ise 3’ e esittir. Atom ¢ekirdeginin proton sayisi veya ndtron sayist
tek sayili ise, spini yarim tam sayili degerler alir. Buna 6rnek olarak, spini 1/2 olan
1H,13C, 15N, 19F, 31P, 57Fe, spini 3/2 olan 7Li, 11B, 79Br, 81Br, 35Cl, 37CL, 23Na,
53Cr, 63Cu, 61Ni, spini 5/2 olan 55Mn, 1271 ve spini 7/2 olan 59CO ¢ekirdekleri
verilebilir. Bir elementin NMR spektroskopisinde gézlenebilmesi igin 0 elementin spin

kuantum sayisinin [>0 olmasi gerekir.

Kuantum mekanigine gore, yiiklii bir tanecik spin hareketi yapiyorsa, agisal
momenti kuantumlagmis olup bu agisal momentum belli bir eksen yoniinde (21+1) kadar
bilesene sahiptir. Bu bilesenler herhangi bir manyetik alanin yoklugunda ayni enerjili

olup, bunlarin sayis1 tam sayil1 I degerleri i¢in,

L 1-1,00000.040000, -(1-2), -1
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Yarim tam sayili I degerleri igin,
Il I-11l1|1l1|1/21-1/21,l,l,l, -(I-l)l -I

kadardir. Kendi ekseni etrafinda donen yiiklii bir parg¢acik, donmeden dolay: dairesel bir
elektrik alani olusturacagindan, bundan dolay1r meydana gelen akim, bir manyetik alan
yaratacaktir. Bu durum, kendi ekseni etrafinda donen yani spin hareketi yapan yiiklii bir
tanecigin kiiciik bir miknatis gibi davranacagi ve dolayisiyla distan uygulanan bir

manyetik alandan etkilenecegi sonucunu ortaya ¢ikarir.

Spin kuantum sayist 1/2 olan bir ¢ekirdek i¢in manyetik alanda, (21+1)
formiiliine gore, 2(1/2) + 1 = 2 enerji diizeyi olusur. Bunlardan daha kararli yani daha
diisiik enerjili olani, spin hareketi yapan c¢ekirdegin olusturdugu manyetik alanin
disaridan uygulanan manyetik alan ile ayn1 yonde oldugu duruma karsi gelir. Yani dis
alanla ayn1 yonde donen spinler diisiik enerji seviyesine karsilik gelir. Daha az kararls,
yani daha yiiksek enerjili olan ise iki manyetik alanin birbirine ters oldugu duruma karsi
gelir. Iki enerji seviyesi arasindaki fark kadar (Eg — Ea) bir enerjiyi soguran cekirdek,
spininin dig manyetik alana ters oldugu yiiksek enerjili konuma gelir. Manyetik alan
icinde tutulan yuklii bir tanecigin olusturdugu manyetik dipol, bu alan i¢cinde Larmor

donmesi hareketini yapar.

(1.1) denkleminin daha farkl bir ifadesi de
h m

Tl 1.2
A=y (1.2)

seklindedir. Bu bagintidan goriildligli lizere, manyetik momentin degeri manyetik
kuantum sayisina baghdir. Bunun sonucu olarak manyetik momentin kuantali oldugu
yani belirli degerler alacagi yorumu yapilabilir.

Manyetik bir dipol, siddeti Ho olan bir manyetik alan igerisine konuldugunda,
dipolde belirli bir potansiyel enerjisi meydana gelir. Bu enerji, manyetik alanin

siddetine ve dipol manyetik momentine baglhdir ve
E=i-H, (1.3)
seklinde yazilir. (1.2) denklemindeki manyetik moment ifadesi (1.3) denkleminde

yerine yazildiginda

hH, m
2

E=y (1.4)
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seklinde bir enerji ifadesi elde edilir. A¢isal momentum ve manyetik momentte oldugu
gibi, bir dipolun manyetik alan igerisinde alabilecegi enerji sayis1 kuantalidir. Bagka bir
deyisle, manyetik bir dipol manyetik alan igerisine getirildigi zaman, yalniz belirli
enerji seviyelerine sahip olabilir. Dipolun sahip olabilecegi enerji seviyesi sayisi,

manyetik kuantum sayisina, dolayisiyla spin kuantum sayisina baglidir.

Protonun spin kuantum sayisi | = 1/2 oldugundan, manyetik kuantum sayilari
m1=+% ve mlz—%dir. Protonun iki farkli manyetik kuantum sayisi oldugundan, (1.4)

formiiliine gore, protonun manyetik alanda iki farkli enerji seviyesi vardir. Bu enerji
seviyeleri, manyetik kuantum sayilarinin (1.4) denklemine yerlestirilmesi ile hesaplanir.

Bu enerji seviyeleri

hH, 1 1
— = =+ ici 15
E=y > (4—2] m +2 icin (1.5)
hH 1 1
E-= I =—> i .
4 > ( 2) m 5 igin (1.6)

seklinde ifade edilir. (1.5) ve (1.6) nolu formiiller ile gosterilen enerji degerleri,
protonun manyetik alanda olusturdugu enerji seviyeleridir. Uygulanan dis manyetik
alanin (Hp) belli bir yonii oldugundan, protonun manyetik momenti, manyetik alanin
yonii ile paralel veya antiparalel olarak yonlenir. Boylece protonun manyetik alanda iki
farkli yonlenmesi miimkiindiir. Bu farkli yonlenmelerde, (1.5) ve (1.6) nolu
formiillerden de goriilecegi gibi, protonun enerji seviyesi degisik olur. Eger protonun
manyetik momenti, dis manyetik alan ile paralel ise, protonun potansiyel enerjisi daha

diisiiktiir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Protonun manyetik alanda yonlenmesi ve farkli enerji seviyelerinin gosterilisi

Dis manyetik alan olmadigi zaman, manyetik momentler gelisigiizel yonlenir.

Bu durumda tiim protonlarin enerji seviyeleri yozlasmistir. Yani protonlar dejenere

olmustur. Proton veya herhangi bir ¢ekirdek (I > 0) ancak manyetik alan igerisine

getirildigi zaman, farkli enerji seviyelerine yarilmalar olur. Sekil 1.3a ve b de proton

cekirdeginin, manyetik alanin olmadigi bir ortamda ve homojen bir manyetik alan

icerisinde olan davranislari sematik olarak gosterilmistir.

[1]

Bileske M=0

Sekil 1.3. a) Proton spinlerinin manyetik alanin olmadigi bir durumda davranisi b) Proton
spinlerinin homojen bir dig manyetik alanda davranisi
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Genel olarak, ¢ekirdeklerin spin kuantum sayisi, dolayistyla manyetik kuantum
sayisi, o ¢ekirdegin manyetik alan icerisinde kag farkli enerji seviyesine yarilacagini
belirler. Spin kuantum sayis1 1=1/2 den farkli olan bir element igin enerji seviyelerini
belirleyelim. Ornegin, doteryumun (°H) spin kuantum sayisi I=1 oldugundan,
doteryumun ii¢ ayr1 manyetik kuantum sayis1 vardir. Bu nedenle doteryum, homojen
bir dig manyetik alan icerisine getirildigi zaman {i¢ ayr1 enerji seviyesine yarilir. Bu
seviyeler Sekil 1.4'de gosterilmistir.

H
4"

%!

E;, m=+licin

E, m=0icin

E; m=1icin

Sekil 1.4. Déteryum gekirdeginin manyetik alanda enerji seviyeleri

1.1.1. Rezonans Olay1 ve Rezonans Kosulu

Rezonans kavramiin kokeni klasik mekanikten gelmektedir. Basit bir drnekle
sOyle aciklanabilir. Iki basit sarkag diisey olarak yan yana asildiklar1 zaman birisinin
hareketi Gteki tarafindan tekrarlanir. Yani, sarkaclardan birisi durgun ve 6teki hareketli
ise hareketli olandan durgun olana enerji aktarilir ve durgun olan da harekete koyulur.
Sonra enerjisinin bir kesimini yeniden ilk sarkaca aktarir. Boylece, soniim etkenlerinin

olmadig bir ortamda iki sarkac arasinda enerji akisi siirer gider.

Sarkaglarin dogal frekanslar1 birbirine esit olduklar1 zaman, aralarindaki enerji
aligverisi en etkin duruma ulasir. Iste sarkaglarin dogal frekanslarmin birbirine esit

oldugu bu duruma rezonans denir.
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Kuantum mekaniginde rezonansa ornek olarak, 1sik ile maddenin etkilesimi
verilebilir. Bu durumda atom ile elektromanyetik alan birbiri ile kenetlenen iki
periyodik sistem olarak diisiiniiliir. Atomlarin dogal frekanslar1 gecis frekanslar1 olarak
bilinir ve gelen 15181n frekansi da ayarlanabilirdir. O halde elektromanyetik alanin
frekansi, atomun dogal frekansin ayarlandigi zaman, bu kuantum mekaniksel sistem
klasik mekanikteki sarkac¢ sistemi gibi davranir. Yani, ya elektromanyetik alandan
atoma enerji aktarilir ya da Dbaslangigta uyarilmis durumda olan atomdan
elektromanyetik alana enerji aktarilir. Bunlardan ilkine enerji sogurulmasi ve ikincisine
de enerji salinmasi denir (Sekil 1.5).

w Atom

“Q%é - \
/4

Atom

Sekil 1.5. Bir atomun enerji salmasi ya da sogurmasi

Spin kuantum sayist I>0 olan g¢ekirdekler, manyetik alan igerisine getirildigi
zaman, manyetik kuantum sayisina gore belirli enerji seviyelerine dagilirlar. Daha
onceki boliimde anlatildigi gibi protonun iki manyetik kuantum sayisi vardir. Bundan

dolay1 dis manyetik alanda iki farkli enerji seviyesine yarilir ve bu enerji seviyeleri

hH 1 hH 1
Eparalel :7—72_0 (_ _) Eantiparalel :72—”0 ("' Ej

seklindedir. Rezonans olayi, uygulanan manyetik alan ile paralel yonlenmis manyetik
momentin, disaridan verilen enerji ile, anti paralel konuma ge¢mesidir O halde, bu iki
enerji seviyesi arasindaki fark, rezonans agisindan Onem kazanmaktadir. Enerji

seviyeleri arasindaki enerji farki
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hH, (1 hH 1
AE = Eantiparalel - Eparalel :72—7;) (E) =7 5 ”0 (_ Ej

seklinde yazilir. Buradan,

hH,

AE =y >

1.7

ifadesi elde edilir. Bu bagmnti, protonun manyetik alanda bulundugu enerji seviyeleri
arasindaki farki gostermektedir. Plank sabiti h ve jiromanyetik sabiti y degismeyecegine
gore, degisken parametre olarak yalniz manyetik alan siddeti Hp karsimiza ¢ikmaktadir.
O halde, protonun enerji seviyeleri arasindaki enerji farki, dogrudan manyetik alan
siddetine baghdir. Uygulanan manyetik alan siddeti (Ho) ne kadar giiclii ise, bu enerji
seviye farki AE, o oranda fazla olacaktir. Bu fark, cihazin hassasiyeti i¢in bir 6l¢ii olup,

seviyeler arasindaki dagilim1 dogrudan etkileyen faktordiir (Sekil 1.6).

Hy & Hy 4
— AE4 — AE;
Hz > Hy AEp > AE,

Sekil 1.6. Protonun, siddeti farkli olan iki manyetik alanda olusturdugu enerji seviyeleri

Proton veya herhangi bir ¢ekirdek manyetik alan icerisinde bulunmadigi zaman (Hg =
0), (1.7) formiiliinden AE = 0 olacagindan, enerji seviyeleri arasinda herhangi bir fark
olmayacaktir. Bdylece enerji seviyelerinin yozlastigi sonucu ortaya cikmaktadir.
Protonda iki enerji seviyesi arasindaki enerji farkini gosterdik. Proton ¢ekirdeklerinin
rezonans olabilmesi i¢in, ¢ekirdeklerin alt enerji seviyesinden {ist enerji seviyesine
gegmesi gerekir. Bunun igin protona disaridan AE kadar bir enerjinin verilmesi gerekir.
Bu enerji elektromanyetik radyasyon olarak verileceginden, elektromanyetik dalga

enerjisinin AE 'ye esit olmasi gerekir. Elektromanyetik dalganin enerjisi

10
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E=hv (1.8)

formiilii ile belirlenir. Rezonans kosulu i¢in (1.7) ve (1.8) nolu enerji denklemlerini

esitlersek
h H
E=hv= 0
4 2
14 :yi (1.9
2

rezonans formiilinii elde ederiz. (1.9) denklemi, NMR deneylerinde rezonans igin

gerekli kosulu ortaya koymaktadir.

Tiim NMR deneyleri, homojen manyetik alan igerisinde, alt enerji seviyesinde
bulunan bir ¢ekirdegin disaridan verilen bir enerji ile iist enerji seviyesine gecmesi ile
gerceklesir. Proton, manyetik alan icerisine getirildigi zaman, yukarida gosterildigi gibi,
iki farkli enerji seviyesine dagilir. Alt seviyede bulunan baska bir deyisle manyetik
momenti dis manyetik alan ile paralel olan proton enerji alarak {ist seviyeye geger.
Protonun manyetik momenti dis manyetik alanin yonii ile anti paralel yonlenir. Bu olaya
spin gevrilmesi veya genel olarak rezonans denir. Rezonans olayi i¢in, digsaridan verilen
enerji miktari iki seviye arasindaki enerji kadar olmalidir. Sekil 1.6'da gosterildigi gibi
rezonans i¢in gerekli olan enerjinin miktar1 manyetik alanin siddetine gore
degismektedir. (1.9) denkleminde verilen rezonans ifadesinde, rezonans frekansinin
manyetik alan siddetine bagli oldugu agik olarak goriilmektedir. NMR cihazlarinda
kullanilan miknatislarin alan siddetleri 14100 Gauss (1.4 Tesla) ile 165000 (16.5 Tesla)
arasinda degismektedir. Ornegin, alan siddeti 1.4 Tesla olan bir cihazda rezonans i¢in
gerekli frekans 60MHz olarak bulunur. Cihazlarin giicii genelde kullanilan sabit frekans
ile belirlenir. 60MHz'lik bir cihazin manyetik alan siddeti 14100 Gauss'dur. Manyetik
alan siddeti 117500 Gauss olan bir cihazda protonlar 500MHz civarinda rezonans
oldugundan 500MHz NMR cihazindan bahsedilir.

11
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1.1.2. Enerji Seviyelerinin Dagilimi

Bir numune manyetik alan icerisine getirildigi zaman, protonlarin bir kisminin,
uygulanan manyetik alanla paralel, bir kisminin ise antiparalel yonlendigini
aciklanmisti. Rezonans olayinda ¢ekirdekler alt enerji seviyesinden tist enerji seviyesine
gecis yaptiklarindan, alt enerji seviyesinde bulunan g¢ekirdek sayisinin, iist seviyede
bulunan ¢ekirdek sayisina gore daha fazla olmasi gerekir. Termodinamik yasalara
gore: Iki seviye arasinda bir enerji farki varsa, termal bir denge olusur. Yani, protonlarn
bir kismi ait seviyede, bir kismi1 da st seviyede bulunur. Seviyelerin doldurulmasi
"poplilasyon" Boltzmann dagilim yasasina gore olur. Boltzmann dagilim yasasina gore

alt ve iist enerji seviyelerinde bulunan protonlarin sayisal orani

N(Z
Na _q (1.10)

formiilii ile ifade edilir. Burada,
N,= Ust enerji seviyesinde (antiparalel) bulunan protonlarin sayisi
Ng= Alt enerji seviyesinde (paralel) bulunan protonlarin sayisi
AE = iki seviye arasindaki enerji farki
k = Boltzmann Sabiti ve T = Sicaklik

olmaktadir. (1.7) denklemindeki AE ifadesi (1.10) denkleminde yerine yazilirsa

AL hH
Na _g 272kT _q_ 71 H0 (1.12)
Nﬂ 27 kT

elde edilir. Protonlarin manyetik alan igerisinde olusturdugu enerji seviyeleri arasindaki
enerji farki ¢ok kiiciiktiir. Ornegin; 14100 Gauss'luk manyetik alanda, protonun iki
enerji seviyesi arasindaki fark (1.10) esitliginden AE=0.005 cal/mol olarak bulunur. Bu
deger bize, iki enerji seviyesi arasindaki farkin, oldukg¢a kii¢iik oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu durumda enerji seviyelerinin populasyonu arasindaki fark da oldukc¢a
kiiciiktiir. Ornegin, 23500 Gauss'luk bir manyetik alanda AE = 0.04 J/mol'dur. Bu degeri
(1.10) formiiliinde yerine koyarsak (T = 25 °C igin)

12
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Ne _ 0.999984

N
gibi sayisal bir deger elde edilir. Bu say1 sunu ifade eder. Ust seviyede bulunan proton
sayis1 ornegin, 200.000 ise alt seviyede bulunan proton sayist 200.003 diir. Toplam
400.003 protondan alt seviyede olan proton sayisi, iist seviyede bulunan proton
sayisindan yalnizca 3 fazladir.

NMR spektroskopisinden elde edilen sinyalin siddeti, iki enerji seviyesi arasinda
dagilan proton sayisinin oranina baglidir. Rezonans olayinda, enerji absorpsiyonu ile alt
seviyede bulunan bir proton {iist seviyeye gecer. Bu nedenle, alt seviyede olan
protonlarin sayisi, iist seviyeye gore ne kadar fazla olursa, rezonans olasiligi o oranda
artar. Ne kadar fazla proton rezonans olursa, elde edecegimiz sinyalin siddeti de o
oranda artar. Burada sinyal siddetinden bahsederken, yalnizca sinyalin yiiksekligini
diisiinmek dogru degildir. Onemli olan sinyalin altinda bulunan alanin biiyiikliigiidiir.
NMR spektrumlarinin iyi yorumlanabilmesi i¢in sinyal siddetinin artirilmasi gerekir.
Sinyal siddetinin fazla olmasi da alt seviyede bulunan proton sayisinin {ist seviyeye
gore fazla olmasmna baghdir. O halde alt enerji seviyesinde bulunan protonlarin
sayisinin  arttirilmasi, NMR ig¢in ¢ok Onemli bir olaydir. Yani, g¢ekirdeklerin
popiilasyonunun herhangi bir sekilde degistirilmesi gerekir. (1.11) denklemine gére bu
orani degistirebilecek iki parametre vardir. Bunlar, sicaklik T ve manyetik alan siddeti
Ho'dir. Eger sicaklik diisiirtiliirse, No/Npg orani azalir. Yani alt seviyede bulunan proton
sayist artar. NMR spektrumlari genel olarak oda sicakliginda alinir. O halde diistik
sicakliklarda, NMR spektrumu kaydetmekle hassasiyet artirilmis olacaktir ve bu
dogrudur. Ancak, bu diisiik sicaklik yontemi, pratik olarak, hassasiyet artirmak igin
uygulanacak bir yontem degildir. Ciinkii NMR spektrumu kaydedilecek madde,
herhangi bir ¢6ziicii icerisinde ¢oOziinlir ve sonra spektrum kaydi yapilir. Numune
sogutuldugu zaman bu kez karsimiza ¢oziiniirlik problemi ¢ikacaktir. Ayrica alinan
¢Oziiclinlin asag1 sicakliklarda donmasi sorun yaratacaktir. Bunlarin yan sira, karsimiza
cok daha ciddi bir problem ¢ikacaktir ki o da, numune igerisinde var olan dinamik
dengelerin (bag donmesi, halka cevrilmesi v.s gibi) statik hale gelmesi ve NMR
spektrumlarinin - goriiniimiinii  etkilemesidir. O halde sicakligin diisiiriilmesi ile
hassasiyet artirllmasina gidilmesi,  pratikte uygulanan bir yontem degildir. Diger

taraftan bir bilesigin NMR spektrumunu yiiksek sicaklikta da kaydetmek miimkiindiir.
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Bu kez (1.11) esitligine gore popiilasyon ters yonde artacagindan, sinyal siddetinde
azalma olur. Genel olarak farkli sicakliklarda yapilan NMR o6lciimleri, molekiil
icerisindeki dinamik olaylar1 incelemek i¢in uygulanmaktadir. Sicaklik 6l¢iimii, hi¢ bir

zaman popiilasyonu etkilemek i¢in kullanilmaz.

1.1.3. Durulma Olay1

NMR spektroskopisinde, rezonans olayinin, alt enerji seviyesinde bulunan bir
protonun enerji sogurarak, list seviyeye gecmesi ile olustugunu acikladik. Boylece
rezonans sonucu, protonlar alt seviyeden iist seviyeye gectiginden, enerji seviyelerinin

poptilasyonu degismektedir.

+ Enerji

h

Rezonans * Durulma
v

Sekil 1.7. Rezonans ve durulma olaylarinin sematik olarak gosterilisi

Sistemdeki dengenin tekrar saglanabilmesi i¢in, iist enerji seviyesine ge¢mis
protonlarin, fazla enerjilerini disariya vererek tekrar eski konumlarina, alt enerji
seviyelerine donmeleri gerekir. Protonlar eski konumlarina donmedikleri siirece, ayni
numuneden tekrar NMR spektrumu kaydetmek miimkiin degildir. Protonlarin, {ist
seviyede iken fazla enerjilerini disariya vererek tekrar alt seviyeye donmelerine

“durulma”, bunun i¢in gegen zamana “durulma zamani” denir. iki ¢esit durulma vardur.
° Spin-Orgﬁ Durulmas: T,
e Spin-Spin Durulmasi T,

Protonun, {ist seviyeden alt seviyeye gecerken, fazla enerjisini (sogurdugu enerji)
1s1n halinde disartya vermesi s6z konusu degildir. Isin yayma olasiligi, yayilan 1sinin

dalga boyu ile ters orantili oldugundan, bu olasilik radyo dalgalart bolgesinde
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olanaksizdir. Cozelti icerisinde bulunan her tiirli pargaciga (gaz, sivi, kati, ¢oziicii
molekiilleri) 6rgii denir. Bu molekiiller termal hareketler sonucu gesitli manyetik alanlar
meydana getirirler. Bu yiiklii taneciklerin kendilerine mahsus donme hareketleri vardir.
Bu olusan alanlarin bazilarinin frekansi, ¢ekirdegin presesyon hareketinin (kendi ekseni
etrafinda donmesi) frekansina uyar ve rezonans kosulu olustugunda, fazla enerji orgiiye
verilir. Orgiiye verilen enerji termal harekete, yani, kinetik enerjiye gevrilir. Spin-6rgii
durulmast icin gecen zaman T; dir. Bu zaman sivilarda 107 ile 10% saniye arasinda

degisir. Spinler arasinda ikinci bir etkilesim ise, spin-spin durulmasidir.

Bu safhada bilinmesi gerekli olan tek nokta, rezonans olan bir protonun, tekrar
rezonans olabilmesi icin, fazla enerjisini c¢evreye vererek tekrar eski konumuna
gelmesi sartidir. Aksi halde, tekrar rezonans olay1 gerceklesmez. Diger 6nemli bir
noktada, bugilin tibbi manyetik rezonans cihazlarinda yapilan 6lgiimiin, T1 ve T,
Olclimiinden baska bir sey olmamasidir. Bu zamanlarin 6l¢iilmesi ile hem kat1 dokular

hem de yumusak dokular 6n plana ¢ikarilabilmektedir.

Durulma zamani NMR spektrumlarinda gozlenen piklerin genisligini etkileyen
onemli bir parametredir. Durulma zamani uzun oldugu zaman, Sekil 1.8'den de
goriilecegi gibi, pikler keskin ve dar, durulma zamanlar1 kisa oldugu zaman pikler daha

genis olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

A
) b}
f T T L IR I 1 f ¥ T T T | |
6 5 4 3 2 1 0ppm 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 1.8. Durulma zamaninin a) uzun b) kisa oldugu zaman piklerin gériiniimii

Eger iki pik birbirine c¢ok yakinsa, durulma siiresi kisaldigi zaman pik
genislemesi nedeniyle bu iki pik ¢akisik ve yayvan bir sekilde karsimiza ¢ikar ki, bu
da spektrum yorumunu imkansiz kilar. Pik genisliklerinin durulma zamani ile olan
baglantisi, Heisenberg belirsizlik prensibi ile gosterilebilir. Heisenberg belirsizlik

prensibine gore
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AE-At=1 (1.12)
27
dir. Buradan
AE_ 1
h 27-At

yazilabilir. E =hv oldugundan enerji degeri, yukaridaki formiilde yerine

koyuldugunda

1
Vv =
27 At

(1.13)

denklemi elde edilir. Bu formiil pik genisligi ile duruma zamani arasindaki baglantiy1
gostermektedir. At durulma zamani kiigiik olursa, Av 0 kadar biiyiik olacaktir. Bu da
rezonansin genis bir frekans bdlgesine yayildigini, NMR sinyalinin genis olacagini, aksi

halde ise, frekans bolgesinin kii¢iik, sinyal genisliginin az olacagini géstermektedir.

Coziicii igerisinde herhangi bir paramanyetik safsizlik bulundugu zaman NMR
spektrumlarinin  goriinimii degisir. Pikler genisler ve ¢ok detayli bilgi veren ince
yarilmalar gézlenmez. Bu paramanyetik safsizliklar durulma zamanlarimi kisaltir. Bu
nedenle numunelerin dl¢iilmeden 6nce kiiciik bir filtreden gegirilerek siiziilmesi tavsiye
edilir. Ayrica numune miktarinin fazla alinmast durumunda, olusan ¢d6zeltinin
viskozitesi artacagindan, durulma zamanlar1 kisalir ve pikler genisler. Bu nedenle,

hazirlanacak numunenin konsantrasyonunun fazla olmamasina dikkat etmek gerekir.

1.1.4. NMR Spektroskopisinin Caliyma Prensibi
NMR spektrometreleri temel olarak dort ana bdliimden olusur,

a) Kutup uglar arasinda yiiksek derecede homojen manyetik alan iceren miknatis
b) Cok kararl1 bir radyo frekans vericisi

¢) Radyo frekans alicisi

d) Kaydedici (Monitor)
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Sivi Helyum
Sivi Azot
Vakum Ceketi

Bilgisayar

_i: Bilgi Saklayici

| Girdi parametreleri I ﬂ Shim Bobini

Bilgisayar Islemci

Laser Yazicl
Alan Kiliti
m\ L—
Radyo Frekans pulsu Miknatis
Spektrum Radyofrekans alicisi Bobini

Sekil 1.9. Siiper iletken miknatisli FT-NMR spektrometresinin gemasi

NMR spektrometresinde kullanilan miknatis elektromiknatis veya siirekli
miknatis  olabilir.  Elektromiknatisin  manyetik alan degeri daha kolay
degistirilebildiginden hem manyetik alan taramasi hem de birka¢ ¢ekirdegin ayni
spektrometre ile incelenebilmesi miimkiin olur. Ancak elektromiknatisin agiga ¢ikan 1s1
nedeniyle ¢ok iyi sogutulmasi gerekir. Ayrica elektromiknatisin kararliligi kolayca
saglanamaz. 220MHz ve daha biiyiik degerleri uygulayan aletlerde siiper iletken
miknatislar kullanilir ve bunlarin sivi helyum sicakliginda (4 K) calistirilmasi gerekir.
Miknatisin kutuplart arasinda 2-3 cm lik bir uzaklik bulunur. Isik kaynagi olarak bir
radyo frekans jeneratorii kullanilir. Radyo frekans 1gin1 6rnege manyetik alan yoniine
dik olacak bi¢cimde uygulanir. Normal uygulamalarda radyo frekans jeneratoriiniin
yaydig: frekansinin sabit kalmas1 saglanir ve manyetik alan degeri uygun bir elektronik
devre yardimi ile degistirilir. Cift rezonans yonteminin uygulandigi durumlarda ise
manyetik alan degeri sabit tutulur ve ana radyo frekans kaynagmin yaydigi isinin
frekans1 taranir. Bu sirada ikinci radyo frekans kaynagi ise segilen belli bir ¢ekirdegi
1sinlamakta kullanilir. Spektrometrenin dedektorii olarak bir radyo frekans dedektorii
kullanilir. Rezonans oldugu zaman dedektor bu olayr bir gerilim diismesi olarak algilar.
NMR spektrometrelerinde ayrica piklerin altindaki alanlar1 6lgebilmek igin pik

alanlarini integre edecek elektronik bir devre yerlestirilmistir.
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1.1.4.1. Pulslu Spektrometreler (FT-NMR)

NMR spektrumu frekans ya da manyetik alan taramasi yerine, molekiilde
bulunan ve ¢esitli kimyasal c¢evrelere sahip tiim ¢ekirdeklerin ayni anda uyarilmasin
saglayacak sekilde bir uyarma yapilarak da elde edilebilir. Bunun i¢in genis bir frekans
araligina sahip radyo frekans 1sin demeti 6rnege pulslar halinde uygulanir. Bu yontem
ozellikle dogal bollugu az olan ¢ekirdeklerin NMR sinyallerini elde etmek icin
kullanilir. Bu tiir ¢ekirdekler i¢cinde en onemlisi 13C c¢ekirdegidir. 1-30 ms siiren
pulslarin birkag¢ saniye araliklarla birbiri pesine yiizlerce kez uygulanmasi ile spektrum
yiizlerce kez kaydedilmis olur. Alette bulunan bir bilgisayar yardimiyla yiizlerce kez
elde edilen bu bilgi kisa bir siire iginde birbirine eklenir ve 13C ¢ekirdeginin dogal
bollugunun ¢ok az olmasindan kaynaklanan duyarlik disiikliigii boylece giderilmis olur.
Puls seklinde uygulanan uyarmadan sonra elde edilen spektrum bilgisi, zaman
Olcegindedir. Bu bilginin frekans 6l¢egine doniistiiriilmesi amaci ile spektrometrenin
bilinyesinde bulunan bir bilgisayar yardimi ile ters Fourier Transformasyonu islemi
gergeklestirilir ve frekans oOlgekli spektrum elde edilir. Bu yiizden pulslu NMR

spektroskopisi yontemine FT NMR yontemi ad1 da verilir.

1.1.5. Kimyasal Kayma
1.1.5.1. Atom Cekirdegi Cevresinde Olusan Lokal Manyetik Alanlar

Rezonans olayinin meydana gelebilmesi igin

HO
V:]/g (1.14)

esitliginin saglanmasi gerekir. Jiromanyetik sabiti 7, daha dnce gormiis oldugumuz gibi,
her element i¢in ayr1 bir degere sahiptir. Proton i¢in de jiromanyetik sabitinin belli bir
degeri vardir (Cizelge 1.1). Protonlar farkli c¢evrelerde de olsa jiromanyetik sabiti
degismez, her proton icin ayni deger gecerlidir. Boylece, (1.14) nolu rezonans kosulu
formiilii protonlara uygulandiginda, sabit bir manyetik alan i¢erisinde bulunan herhangi

bir numunenin igerdigi tiim protonlarin ayni yerde, belli bir frekansta rezonans olmasi
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gerekirdi. Boyle bir durumda, NMR spektroskopisi, bize yalniz molekiil i¢inde
protonun olup olmadig1 hakkinda bilgi veren bir spektroskopik yontem olurdu ki, bir
molekiiliin yapisinda protonun olup olmadigini belirleyen ¢ok daha basit yontemler
vardir. Farkli protonlarin aymi frekansta Rezonans olmamasit ger¢egi, NMR
spektroskopisinin gelismesine yardimei olmus en 6nemli faktordiir.

Protonlar, bagli olduklar1 atomlara ve uzaydaki konumlarina gore farkl
bolgelerde rezonans olurlar. Her ne kadar protonlar homojen ve kararli bir manyetik
alan i¢inde bulunurlarsa da, protonlarin etkisi altinda bulunduklar1 manyetik alan, dis
manyetik alandan farklidir. O halde; her proton farkli manyetik alanin etkisinde
kalmaktadir. Bu nedenle (1.14) nolu esitlige gore protonlarin rezonans frekanslar1 da
farklidir. Boylece farkli protonlar1 NMR araciligi ile tanimak miimkiin olmaktadir.

Elektronlar yiiklii cisimler oldugundan, manyetik alan i¢ine getirildigi zaman,
uygulanan manyetik alanin etkisi ile ilave hareketler yaparlar. Elektronlarin kendi ve
cekirdek etrafinda meydana getirmis olduklar1 donme hareketleri, ¢ekirdek etrafinda
kiigiik ilave manyetik alanlar meydana getirir. Lenz yasasina gore; dis manyetik alan,
elektron akim ile ikinci bir manyetik alan (sekonder manyetik alan) meydana getirirse,
olusan manyetik alanin yonii, dis manyetik alanin yonii ile zittir. Elektronlarin dénme

hareketi ve olusturdugu manyetik alanin yonii Sekil 1.10" da gosterilmistir.

Sekonder Manyetik Alanin Y6nii

Sekil 1.10. D1s manyetik alanin etkisi ile elektronlarin olusturdugu sekonder manyetik alan
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Elektron sirkiilasyonu ile olusan manyetik alanin yonii dis manyetik alan ile zit
yonde oldugundan, dis manyetik alanin siddeti Ho, cekirdek etrafinda azalir. Dis
manyetik alanin etkisinin ¢ekirdek etrafinda azalmasia perdeleme denir. Bir molekiil
her ne kadar homojen bir manyetik alan igine getirilirse de, ¢ekirdekler, olusan sekonder
manyetik alanlardan dolayi, dis manyetik alandan farkli (genel olarak daha az) bir
manyetik alanin etkisi altinda kalirlar.

Bazi durumlarda, protonun konumuna gore, elektronlar tarafindan olusturulan
sekonder manyetik alan, dis manyetik alan ile aym1 yonde olabilir. Bu durumda
cekirdek, dis manyetik alandan daha kuvvetli bir manyetik alan etkisi altinda kalir.
Sonugta rezonans kosulunun saglanmasi i¢in manyetik alan siddetinin azaltilmasi

gerekir. Bu olaya anti perdeleme denir.

Elektronlarin meydana getirdigi sekonder manyetik alan, dis manyetik alanin
etkisiyle meydana gelmektedir. Dolayisiyla olusan sekonder manyetik alanin siddeti

Hsek ile dis manyetik alan Hy arasinda,
Hsa =0 Hg (1.15)

iligkisi vardir. Burada
Hsek: Sekonder manyetik alan
Ho: D1s manyetik alan
o: perdeleme sabitidir.

Perdeleme sabitini etkileyen en 6nemli faktdr, protonlarin etrafinda bulunan
elektron yogunlugudur. Protonlar, dis manyetik alanin yami sira elektronlarin
olusturdugu manyetik alanlarin da etkisi altinda kalirlar. Protonun etkisi altinda kaldig:

toplam manyetik alana yerel manyetik alan denir ve
I_Iyerel =Hp — Hgu (1.16)

denklemi ile ifade edilir. Sekonder manyetik alanin degerini bu denklemde yerine

koyarsak

Hyerel =Hy-oHy

(1.17)
H yerel = Ho(l-o)
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denklemi elde edilir. Sonugta, rezonans olayinda, protonun g¢evresinde bulunan lokal
manyetik alan Onemlidir. Yerel manyetik alanin siddeti, (1.17) nolu denklemden
anlagilacagi gibi, perdeleme sabitine baglidir. O halde, rezonans kosulu i¢in perdeleme
sabiti onemli bir rol oynamaktadir. Perdeleme sabiti, yalniz c¢ekirdegin etrafinda
bulunan elektron yogunluguna bagli olmayip, baska faktorlere de baghdir. Yerel
manyetik alan, elektron yogunluguna bagli olarak, her proton etrafinda farkli degere
sahiptir. Bu da protonlarin, g¢evredeki elektron yogunluguna bagli olarak farkli

bolgelerde rezonans olacagini gostermektedir.
O =04ja + Opara T Ckom T Okon (1.18)
Gdia= Diamanyetik perdeleme sabiti
Opara= Paramanyetik perdeleme sabiti
Okom= Komsu gruplarin olusumu ile meydana gelen perdeleme sabiti

Gkon= Konsantrasyondan kaynaklanan perdeleme sabiti

(1.18) nolu denklem perdeleme sabitinin ¢esitli etkenlerin toplamindan olustugunu
gostermektedir. Sekil 1.10°da gdstermis oldugumuz ve elektronlarin sirkiilasyon
hareketleri sonucu meydana gelen perdelenmeye diamanyetik perdeleme denir.
Paramanyetik perdeleme, atom agirhig1 yiiksek ve diisiik enerji seviyeli p orbitali iceren
atomlarda gozlenir. Protonda, p orbitali bulunmadigindan, paramanyetik perdeleme
gozlenmez. Komsu gruplarin olusturdugu perdeleme, kimyasal kayma degerlerini
onemli bir Ol¢iide etkilemektedir. Bu konu ilerde daha ayrimtili bir sekilde
incelenecektir. Ayrica numune konsantrasyonu ve ¢oziicii molekiilleri de perdeleme
sabitine katkida bulunur. Yukarida siralamis oldugumuz etkenlerden, proton rezonansi
icin en O6nemlileri; yerel diamanyetik perdeleme sabiti ile komsu gruplarin etkisi ile

olusan perdeleme sabitidir.

Her proton icin perdeleme sabiti, degisik bir deger alacaktir. Ciinkii protonlarini
kimyasal cevreleri ve cevrelerinde bulunan elektron yogunlugu, esit degildir. Bu
nedenle, her protonun gevresinde etkili olacak toplam manyetik alan Hyere farkls
olacaktir. BoOylece rezonans formiilii (1.9)'a gore, farkli alanlarin etkisi altinda bulunan
protonlar da, farkli frekanslarda rezonans olacaktir. Protonlarin farkli bdolgelerde

rezonans olmalarina kimyasal kayma denir. Eger iki protonun cevresi birbirinden
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farksiz ise, bu protonlar esit manyetik alanin etkisi altinda kalacaklarindan, ayn1 bélgede

rezonans olurlar ve bagka bir deyimle, protonlarin sinyalleri ¢akisir.

1.1.5.2. Pik Yerlerinin Belirlenmesi: NMR Spektrumlarinda Skala

Rezonans yerlerinin belirlenmesi i¢in standart bir sinyal alinir ve diger
rezonanslarin standart sinyalinden olan uzakligi Hz olarak verilir, boylece sinyallerin
yerleri saptanmig olur. NMR ol¢iimlerinde standart olarak tetrametilsilan (TMS)
kullanilir.

CHg
HaO— I?i —GH,;  Tetrametilsitan {TMS)

CH4

TMS' nin standart olarak kullanilmasi, bu bilesigin birgok 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Standardin en biiyiik 6zelligi; organik bilesiklerin %99'dan daha
fazla bir boliimiiniin, standart sinyalinin solunda rezonans olmasidir. Silisyum atomu
karbona gore daha elektropozitif oldugundan, silisyuma bagli metil gruplar1 daha fazla

perdelenir. Bu nedenle, TMS sinyali oldukg¢a yukar1 alanda gozlenir.

Organik bilesiklerin rezonans bélgesi

Sekil 1.11. Tetrametilsilan sinyali ve organik bilesiklerin rezonans bolgesi

Aromatik bilesiklerin kuvvetli perdeleme boélgesinde bulunan protonlara ait
sinyaller, TMS sinyalinin sag tarafinda rezonans olurlar. Tetrametilsilanin standart

olarak kullanilmasini saglayan diger 6zellikleri sunlardir.
1) Ucuz olup temin edilmesi kolaydir.
2) Olgiilen bilesiklerle kesinlikle reaksiyona girmez.

3) Kaynama noktast Kn = 27 °C oldugundan, spektrum kaydindan sonra,

numunenin hafif 1sitilmasi veya ¢6ziicliniin vakumda ugurulmas: ile TMS
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kolayca ortamdan uzaklastirilabilir. Bu nedenle TMS herhangi bir seklide

safsizlik olusturmaz.

4) 12 tane esdeger protonu oldugundan, konsantrasyonu diisiik tutulsa bile

siddetli bir sinyal elde edilir.

Spektrumu kaydedilecek bilesigin ¢ozeltisine TMS ilave edilir ve NMR
spektrumu kaydedilir. Herhangi bir protonun rezonans frekansinin, standardin (TMS)
rezonans frekansina olan uzakligina kimyasal kayma denir. Kimyasal kayma, bir
protonun rezonans frekansi ile standardin rezonans frekansi arasindaki fark olarak da

tanimlanabilir.

Av = Viérnek — Vstan dart (1.19)

Bu fark, NMR cihazinin alan siddetine gore degisir. Degisim alan siddeti ile
dogru orantilidir. Yani, manyetik alanin giicli ne kadar fazla ise, bu fark o oranda artar.
Bu fark, cihazin calistigi sabit frekansa boliiniir ve bu deger 10° ile carpilirsa tiim

cihazlar igin gegerli olan, degismeyen sabit kimyasal kayma formiili elde edilir.

S = Vornek ~ Vstan dart .106 (1.20)
Viihaz
& = Kimyasal kayma
Vemek= Numunenin rezonans frekansi
Vstandart= Standardin rezonans frekansi

Vcihaz = Cihazin ¢alistigi frekans

Standardin rezonans frekanst vsandat= 0 Olarak kabul edilirse,

V..
5 =-omek 108 (1.21)
Viihaz

denklemi elde edilir.
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1.1.6 NMR Ol¢iimii i¢cin Numunelerin Hazirlanmasi

NMR spektrumlarimin  kaydedilmesinde numune hazirlanmast 6nemlidir.
Numunenin hazirlanmasinda gosterilecek 6zen, iyi bir spektrum alabilmek i¢in aranan
sartlardan birisidir. Olciilecek olan numunenin bir ¢oziicii icerisinde ¢oziilmesi sarttir.
CW-NMR cihazlarinda olgiilecek olan numunenin 10-50mg arasinda olmasi ve bu
miktarin 0.5ml ¢oziicii icerisinde ¢6ziilmesi gerekir. FT-NMR cihazlarinda ise 1mg
numune Ol¢iim icin yeterli olup, Ol¢lim siiresi uzatildigi zaman ¢ok daha kiiciik
miktarlardan spektrum kaydi miimkiindiir. Hazirlanan numune NMR tiipline konur.
NMR tiipii 18 cm boyunda 0.5cm gapinda 6zel bir camdan imal edilmistir (Sekil 1.12).
Olgiilecek numunenin ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 6zel cam krozeden siiziilmesi
tavsiye edilir. Ortamda herhangi bir yabanci maddenin olmamasi gerekir. Ozellikle
cozelti igerisinde ylizen, ¢iplak gozle zor goriilen ¢ok kiiciik parcaciklar (6rnegin; filtre

kagidinin tiiyleri) manyetik alanin homojenligini bozar ve pikler genisler.

5 ITII'I‘l..
18 cm
MNumune 1
ghzeltis
5cm
|

Sekil 1.12. NMR tiipiiniin gériintimii

Ayrica tiipe doldurulan numune yiiksekliginin 4-5cm civarinda olmasi gerekir.
Bu noktaya 6zellikle dikkat etmek gerekir. Coziicii miktar1 az oldugu zaman spektrum
kaydi miimkiin olmaz. Asir1 ¢oziicli alindig1 zaman da, hem maddenin konsantrasyonu
azalmis olur, hem de pahali ¢oziicli bos yere kullanilmig olur. Bunun yani sira, asiri

¢oziicii ile dolu bir tiip dénme sorunu yaratir. Bu da reziiliisyonu etkiler. Olgiim
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esnasinda, manyetik alanda bulunan inhomojenligin kismen elimine edilebilmesi igin,
tiip basingli hava yardimi ile siirekli olarak belli bir hizda dondiiriiliir.

NMR o6l¢iimlerinde ¢oziicii se¢imi 6nemlidir. Alinan ¢oziicii miktarr (500mg) ile
numune miktarini (1-50mg) kiyaslandiginda, ¢oziici miktarinin
10-100 kat1 daha fazla oldugu goriiliir. Boyle bir durumda, eger ¢oziicii molekiilleri
proton igeriyorsa, bunlarin sinyalleri de NMR spektrumunda gozlenecek ve pik
siddetleri, numuneye ait piklerin 10-100 kat1 olacaktir. Bu durumda ¢oziicii pikleri,
numune pikleri ile ¢akisacak ve spektrum yorumu yapmak miimkiin olmayacaktir.

O halde, segilecek olan ¢oziiciide aranacak bazi Ozelliklerin olmasi gerekir.
Cozicii, ya proton igermemeli, (karbontetraklortir, tetrakloretilen, karbondisiilfiir gibi),
ya da ¢oOzilici protonlar1 doteryum (D) ile degistirilmelidir. Proton igermeyen
coziciilerden CCly sik kullanilir ve en ucuz ¢6ziictidiir. Ancak, polaritesinin diisiik
olmasi, her zaman kullanim alanini siirlamaktadir. Polar bilesiklerin ¢dziinebilmesi
icin, polar ¢oziiciilerin kullanilmasi gerekir. FT-NMR cihazlarinda, 6l¢iim yapilmadan
once, Ol¢iim esnasinda alan kaymasin1 onlemek i¢in, alanin kilitlenmesi gerekir. Alan
kilitlemede, baz sinyali olarak doéteryum sinyali kullanilir. Bu nedenle, FT-NMR
cihazlarinda mutlaka doteryumlu ¢oziicii kullanmak sarttir. Ornegin, CCls, CS, gibi
coziiciiler, yalmiz CW cihazlarinda kullanilir. Eger bu c¢oéziiciilerle FT cihazlarinda
Olclim yapmak isteniyorsa, bunlarin en az 1:1 oraninda doteryumlu c¢oziiciilerle
karistirilmasi gerekir. En yaygin kullanilan déteryumlu polar ¢oziicii kloroform ve sudur
(CDCl3, D;0). Déteryumun spin kuvantum sayist 1 = 1 oldugundan, déteryum da
NMR’ da aktiftir. Yalniz (1.9) nolu rezonans formiiliine gére, doteryumun jiromanyetik
sabiti, protonun jiromanyetik sabitinden farkli oldugundan (Cizelge 1.1), déteryumun
rezonans bdlgesi farklidir. Kimyasal kayma degerleri verildigi zaman, kullanilan
¢oziiciiniin de muhakkak belirtilmesi gerekir.

NMR spektroskopisi ile dinamik siiregleri incelemek igin -185 ile +200 °C
arasinda NMR ol¢iimleri yapmak gerekir. Bu durumda, ¢6ziicii se¢iminde 6zenli
olmak gerekir. Diisiik sicakliklarda, ¢6ziicii donma noktasi ve numunenin ¢oziiniirliigii
dikkate alinarak, c¢oziicii se¢imi yapilmahdir. Cok diisiikk sicakliklarda yapilan

Olctimlerde, genelde iki ¢dziicli karisim tercih edilir.
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11.7. Kimyasal Kaymayi Etkileyen Faktorler

Diamanyetik perdeleme Sekil 1.10'da gosterildigi gibi ¢ekirdek etrafinda bulunan
elektronlarin sirkiilasyonundan olusur ve dig manyetik alanin etkisini azaltir. Lamb
yasasina gore diamanyetik etki, cekirdek ile elektronlar arasindaki mesafe ile ters
orantilidir. Buna gore s-orbitalinde bulunan bir elektron ¢ok daha kuvvetli bir perdeleme
olustururken, p-orbitalinde bulunan bir elektron cekirdege olan uzakligindan dolay:
daha az bir perdeleme olusturacaktir. Hidrojen atomu cevresinde yalniz s-orbitali
bulundugundan, diamanyetik perdeleme 'H-NMR i¢in ¢ok Snemlidir ve protonlarin
kimyasal kayma degerlerini belirleyen faktordiir. Bu nedenle diamanyetik perdeleme
sabiti ogianin **C-gekirdeklerinin kimyasal kayma degerlerine 6nemli bir katkis1 yoktur.

Paramanyetik katki ise daha cok elektron yogunlugunun kiiresel dagilmadigi
¢ekirdeklerde gozlenir. Protonun dis yoriingesinde bulunan iki elektron s-orbitalinde
kiiresel olarak dagilmistir. Karbon c¢ekirdeginde ise iki dolu s-orbitalinin yami sira,
kismen dolu 2p orbitali bulunur. Bu nedenle dis yoriingede bulunan elektronlar kiiresel
olarak, yani simetrik bir sekilde dagilmamislardir. Elektronlarin simetrik dagilmamasi,
cekirdek etrafindaki sirkiilasyon hareketini azaltmaktadir. Sirkiilasyon azalinca Lenz
yasasina gore olusan H;’ in etkisi azalmaktadir. Diamanyetik perdeleme ile
paramanyetik perdeleme birbirlerine gore zit yondedirler. Proton igin paramanyetik
perdeleme s6z konusu degildir. Protonda paramanyetik perdeleme olusabilmesi i¢in s-
elektronlarinin uyarilmasi gerekir. s-elektronlarinin uyarilmasi igin gerekli enerji ¢cok
yiksek oldugundan protonlarin paramanyetik perdelenmesi miimkiin degildir. p-
Elektronlarinin uyarilma enerjileri daha diisiik oldugundan paramanyetik perdelemeye
olan katkilari daha fazladir. Bu agiklamalar dogrultusunda, **C-gekirdeklerinin kimyasal
kayma degerlerini etkileyen en Onemli faktdriin paramanyetik perdeleme oldugunu
soylenebilir. Paramanyetik perdeleme,

2 L2
e’ h 1 -
O para :m2 o2 AE rZE [QAA + ZQAA] (1.22)

seklindeki Karplus-Pople formiilii ile ifade edilmektedir. Burada

AE= Elektronlarin uyarilma enerjisi

r= 2p orbitali ile ¢ekirdek arasindaki mesafe
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QaatY, Qaa= Karbon etrafindaki yiik yogunlugudur.

Yukarida verilen esitligin kalitatif olarak tartisilmasinda fayda vardir.
Elektronlarin uyarilma enerjileri dogrudan paramanyetik perdelemeyi etkilemektedir
Doymus bilesiklerde 6—c* gecisleri enerji agisindan oldukga zengin gegislerdir (10 eV).
Bu nedenle bu bilesiklerde paramanyetik perdeleme sabitinin kimyasal kaymaya fazla
katkis1 yoktur ve rezonanslar genelde yukari alanda goézlenir. Cift baglarda m—n*
gecisleri, karbonil gruplarinda n- n* gecisleri gézlenir ve gerekli gecis enerjileri AE= 7
ve 8 eV civarindadir. Uyarilma enerjisi diisiince, paramanyetik perdeleme degeri
artmaktadir. Paramanyetik perdelemenin artmasi, rezonanslarin asagi alana kaymasi
anlamina gelir.

Kimyasal kayma degerlerini etkileyen diger 6nemli bir parametre; 2p orbitalinin
cekirdekten olan uzakligidir. Bu mesafe sabit olmayip ¢ekirdegin yiikiine baglidir.
Karbon ¢ekirdegi etrafinda yiikiin artmasi, elektrostatik itmeden dolay1 p-orbitallerinin
genislemesine, dolayisiyla orbitalin ¢ekirdekten ortalama uzakliginin artmasina sebep
olur. Orbitalin ¢ekirdege olan uzakliginin artmasi da paramanyetik perdelemeyi azaltir

ve kimyasal kayma degerleri yukar1 alanda gozlenir.
1.1.8. Spin-Spin Etkilesmesi

Iki ¢ekirdek arasinda spin-spin etkilesmesi, ¢ekirdekleri birbirine baglayan
elektronlar araciligi ile meydana gelmektedir. Spin-spin etkilesmesi i¢in ii¢ ayri
mekanizma varsa da, protonlar arasinda olan etkilesme igin gegerli olani, ¢ekirdegin
manyetik momenti ile bag elektronlarinin spinleri arasindaki etkilesme mekanizmasidir.
Birbiri ile dogrudan bagl iki proton (hidrojen molekiilii) incelendiginde, iki hidrojen
atomu arasinda iki elektronun olusturdugu bir o-bagi vardir. Bu elektronlardan biri,
hidrojen atomlarindan birine, digeri ise diger hidrojen atomuna daha yakindir. H,
atomunda g¢ekirdek spininin dig manyetik alan ile paralel yonlendigi disiiniildiigiinde.
cekirdek spininin paralel yonlenmesi, o-baginda bulunan elektronlardan daha yakin olan
elektronun spinini, etkilesme sonucu anti paralel yonlenmeye zorlayacaktir. Boylece,
Hund yasasina gore, ikinci elektronun spini paralel yonlenecektir. ikinci elektron, Hy
atomuna daha yakin oldugundan, spin etkilesmesi sonucu, Hp' nin ¢ekirdek manyetik
momenti anti paralel yoOnlenecektir. Sonugta hidrojen atomlarindan birinin (H,)

manyetik momentinin, manyetik alanda belli bir sekilde yonlenmesi, elektronlar iizeri
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etkilesim 1ile ikinci ¢ekirdegin yonlenmesini belirleyecektir (Sekil 1.13). Eger H,
¢ekirdegi paralel yonlenmis ise, Hp ¢ekirdegi anti paralel yonlenecek, baska bir deyisle,
Hp ¢evresinde manyetik alan siddeti azalacaktir. Bu tiir etkilesmelerde, yani tek bag

iizerinden olan etkilesmelerde (**C-'H) etkilesme sabitlerinin degerleri pozitiftir.

Ho

antiparalel

Sekil 1.13. H, molekiiliinde spin-spin etkilegsmesinin sematik olarak gosteriligi

Etkilesen protonlar arasinda tgiinci bir atom bulundugu zaman (geminal

etkilesme) durum biraz farklidir (Sekil 1.14).

Ho A

paralel

Sekil 1.14. Metilen protonlari arasinda olusan geminal etkilesmenin sematik olarak gosterilisi

Ha ¢ekirdeginin manyetik momenti dis manyetik alan ile paralel yonlenmis ise,
komsu elektronun spini anti paralel yonlenir ve karbon atomuna daha yakin olan
elektron spini de paralel yonlenmis olur. Hund yasasina goére; bir atom etrafinda
bulunan farkli orbitallerdeki elektronlardan, o atoma yakin olanlarin spinleri genelde
paraleldir. Buna gore, CH2 o-baginda bulunan elektronlardan karbon atomuna daha
yakin olan elektron spini de paralel yonlenir. Diger elektron, ayni orbital igerisinde
bulundugundan, antiparalel yonlenmek zorundadir. Bu da Hy, ¢ekirde§inin manyetik
momentini paralel yonlenmeye zorlar. Bu nedenle geminal spin-spin etkilesmelerinde

etkilesme sabitleri genel olarak negatiftir. Etkilesme sabitinin negatif veya pozitif
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olmast tamamen bir tanima baghdir. Eger bir ¢ekirdegin manyetik momenti, diger
cekirdegin manyetik momentini anti paralel yonlenmeye zorlarsa etkilesme sabitleri

pozitif, paralel yonlenmeye zorlarsa, etkilesme sabitleri negatif degerler alir.

En sik rastlanan ve yap1 tayininde onemli rol oynayan etkilesme, iic bag
tizerinden olan visinal etkilesmedir. Visinal etkilesmede birinci protonun manyetik
momenti, etkilestigi ikinci protonunun manyetik momentini anti paralel
yonlendirmektedir (Sekil 1.15). Bu nedenle visinal spin-spin etkilesmesinde elde edilen

sayisal degerler genelde pozitiftir.

paralel

paralel

Sekil 1.15. Visinal etkilesen iki protonun ¢ekirdek ve elektron spinlerinin sematik olarak
gosterilisi

1.1.8.1. Spin-Spin Etkilesmesini Etkileyen Faktorler

Protonlar arasindaki etkilesme sabitleri sayisal degerlerle (Hz cinsinden) ifade

edilir. Bu degerlerin belirlenmesi ile molekiil yapis1 hakkinda 6nemli bilgiler elde edilir.

Spin-spin etkilesmeleri, protonlar arasindaki bag sayisina gore siniflandirildiginda,
etkilesen protonlar arasindaki bag sayisi n, etkilesme sabiti J olmak {izere, etkilesen
protonlar arasindaki bag sayisi J'nin sol {ist kdsesine, etkilesmenin hangi protonlar
arasinda oldugu da J'nin sag alt kdsesine yazilarak "Jz, "Ji3 seklinde gosterilir. Etkilesen

protonlar arasindaki bag sayis1

a) n =1 i¢in yalmz H, molekiilii vardir. Hidrojenin haricinde bu gruba dahil
olan baska bir molekiil olmadigindan, bu grubun 6nemi yoktur. H; i¢in

etkilesme sabiti Iy = 280 Hz'dir.
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b) n = 2: Etkilesen protonlar arasindaki bag sayisi iki ise, protonlar ayni
karbon atomuna bagli olurlar ve bu etkilesmeye geminal etkilesme denir ve 4] ile
gosterilir.

c) n=3: Etkilesen protonlar arasindaki bag sayis1 ti¢tiir. Organik kimyada en
sik rastlanan bu etkilesmeye visinal etkilesme denir ve % ile gosterilir. Genel
olarak komsu iki karbona bagl olan protonlar arasinda gozlenen etkilesmedir.
Yalniz karbon atomlar1 arasinda tek veya cift bag olabilir. Cift baglar tek bag
olarak dikkate alinir.

d) n=4: Etkilesen protonlar arasindaki bag sayis1 dorttiir. Etkilesen protonlar
arasindaki bag sayisi 3'ten fazla olunca bu etkilesmelere uzun mesafe
etkilesmeler denir. Daha ¢ok cift bag iceren sistemlerde gdzlenir. Bunlarin tipik
ornegi, aromatik halkalarda meta etkilesme ve alilik sistemlerde alilik
etkilesmedir.

e) n=35: Aralarinda 5 bag bulunan proton-proton etkilesmesi de uzun mesafe
etkilesmesi olarak adlandirilir ve yaygin olarak aromatik bilesiklerde para

etkilesmesi, asiklik sistemlerde ise homoalilik etkilesme olarak karsimiza ¢ikar.

1.1.9. Absorpsiyon ve Rezonans
1.1.9.1. Absorpsiyon ve Rezonans Olaymn Klasik Olarak incelenmesi

Manyetik bir dipol (atom g¢ekirdekleri) homojen bir manyetik alan igerisine
getirildigi zaman, manyetik alan ile ¢ekirdegin manyetik momenti arasinda bir etkilesim
meydana gelir. Bu etkilesimde, dis manyetik alan, g¢ekirdegin manyetik momentini
kendisi ile ayn1 yone yonlendirmek icin bir etki yapar. Cekirdegin manyetik momenti de
buna kars1 koymak ister ve dis manyetik alanin yonlendigi eksen etrafinda bir presesyon
hareketi yapar. O halde, bir ¢ekirdek manyetik alan igerisine getirildigi zaman,
cekirdegin manyetik momenti dis manyetik alan ile statik bir yonlenme yapmaz, aksine
dinamik bir presesyon hareketi uygular. Bu harekete 6rnek olarak Ay’in kendi ekseni ve
diinya ekseni etrafinda doniisii veya bir topacin yapmis oldugu hareket verilebilir. Topag
kendi ekseni etrafinda donerken, topaca yandan vurulan bir darbe ve yer ¢ekimi kuvveti

topaci devirmek ister. Topag bu harekete kars1 koymak i¢in presesyon hareketi yapmaya

30



SIBEL KORUNUR

baslar, yani hem kendi ekseni etrafinda doner hem de belli bir yoriinge iizerinde ikinci

bir donme hareketi yapar.

Manyetik alan igerisine getirilen ¢ekirdeklerin bir kismi1 dis manyetik alana
paralel yonlenirken bir kismi1 da anti paralel yonlenir. Anti paralel yonlenen ¢ekirdekler
de yukarida bahsedildigi gibi, bir presesyon hareketi yaparlar. Paralel ve anti paralel

yonlenen ¢ekirdeklerin presesyon hareketleri Sekil 1.16'da goriilmektedir.

HIJ
¢ o (b)
z Fs
0 1] 1
e v v
X xén: n

Sekil 1.16. a) Manyetik alan ile paralel yonlenmis bir ¢ekirdegin presesyon hareketi
b) Manyetik alan ile anti paralel yonlenmis bir ¢ekirdegin presesyon hareketi

H,

Fy

=

Sekil 1.17. Makroskopik bir numunede paralel ve anti paralel yonlenen ¢ekirdeklerin presesyon
hareketlerinin toplu bir sekilde goriinimii
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Bir numuneyi incelerken tek bir ¢ekirdegi ele almak dogru degildir.
Makroskopik bir numunede tiim ¢ekirdekleri géz Oniine almak gerekir. Boltzmann
enerji dagilim yasasina gore, enerji seviyeleri yiiksek olan, yani dig manyetik alanla anti
paralel yonlenerek presesyon hareketi yapan c¢ekirdeklerin sayisi, paralel yonlenenlere
gore daha azdir. Ayn1 yonde yonlenmis olan ¢ekirdeklerin manyetik momentleri, Sekil
1.17'de goriildiigi gibi, istatistiksel olarak bir koni ilizerinde dagilirlar. Cekirdeklerin
manyetik momentleri, dis manyetik alan etrafinda belli bir frekans ile (belli bir hiz ile)
presesyon hareketi yaparlar. Bu frekansa Larmor frekansi denir. Larmor frekansi,
rezonans kosulunda oldugu gibi, manyetik alanin siddetine ve ilgili ¢ekirdegin

jiromanyetik sabitine baglidir.

(1.23)

mo= Larmor frekansi
Ho= D1s manyetik alan siddeti
y= Jiromanyetik sabiti

Manyetik moment bir vektér oldugundan, bu vektoriin z yoniinde ve xy
diizleminde, Sekil 1.18'de goriildiigii gibi bilesenleri vardir. Makroskopik bir numunede,
manyetik momentler bir koni ilizerinde istatistiksel bir sekilde dagilmis olduklarindan,
bunlarin xy diizleminde bulunan bilesenleri, bu diizlem {izerinde her yodnde

dagilacagindan, bu vektorlerin toplam degeri sifirdir.

Ho §

H = Uzt Hyy

Sekil 1.18. Manyetik momentin z ekseninde ve xy diizleminde olan bilesenleri
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Bagka bir deyisle
2ty =0 (1.24)

denkleminden, manyetik momentin xy diizleminde bir degeri olmadig1 anlasilir. Yani xy
diizleminde bir miknatislanma gdézlenmez. Diger taraftan manyetik moment p'niin z
yoniindeki bilesenlerinin timii aym1 yonde oldugundan vektdrler toplanir ve Sekil
1.19'da goriildiigi gibi toplam bir miknatislanma My gozlenir. Yani, cekirdeklerin
manyetik alan i¢erisinde olusturdugu presesyon hareketleri sonucunda xy diizleminde
herhangi bir miknatislanma goézlenmez ve olusan toplam miknatislanma Mg z
yoniindedir. Bu miknatislanma anti paralel yonlenen cekirdekler icin de gegerlidir. Bu
kez miknatislanma yine z dogrultusunda fakat zit yondedir. Burada protonlarin z
istikametinde farklt yonlenmesi sonucu zit yonlii iki miknatislanma meydana
gelmektedir. Ancak, paralel yonlenen c¢ekirdeklerin sayist anti paralel ydnlenen
cekirdeklerin sayisindan her zaman icin fazla oldugundan, net bir miknatislanma yalniz
z yoniinde ve dis manyetik alanla paralel olusmaktadir. Bu miknatislanmaya boyuna

(longitudinal) miknatislanma denir.

H
A°

X b

Sekil 1.19. Makroskopik bir numunede boyuna (longitudinal) miknatislanma M,

Manyetik alan icerisine getirilen ¢ekirdeklerde once z ekseninde boyuna
miknatislanma olusur. Numune {izerine x yoniinden genligi diisiik bir radyo-frekans

alan1 gonderilir. Bu radyo-frekans alaninin ¢ekirdeklerin manyetik momentleriyle
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etkilesmesi icin, bu xy diizleminde donen bir alan olmasi ve de agisal hizinin Larmor
frekanst ® ile ayni olmasi gerekir. Xy diizleminde doner bir radyo frekans alani
olusturmak i¢in, X yoniinden sisteme lineer polarize radyo frekans alani1 gonderilir.
Klasik fizikten bilindigi gibi, lineer polarize bir elektromanyetik dalga, birbirine zit
yonde hareket eden iki dairesel kutuplu elektromanyetik dalgadan olusur. Dairesel
kutuplu bilesenlerden birisi Larmor frekansi ile ayn1 yonde oldugundan, etkilesme
yalniz bir bilesenle gerceklesir. Bu sartlar olustugunda, yani g¢ekirdeklerin Larmor
frekanslar1 ile donen manyetik alanin agisal hiz1 esit oldugunda, radyo frekans alani ile
cekirdeklerin manyetik momentleri arasinda bir etkilesim olur ve daha 6nce z yoniinde
yonlenmis olan boyuna miknatislanmanin (My) yonii degisir. Klasik fizikten bilinen sag
el kuralina gore; etki eden manyetik alan x yoniinde oldugundan, boyuna miknatislanma
Mo Sekil 1.20'de goriildiigii gibi y yoniine dogru gevrilir. Boyuna miknatislanma, y
eksenine dogru ¢evrildikten sonra, miknatislanma vektorii xy diizleminde Larmor
frekansi ile rotasyon hareketine devam edecektir.

z

Mo

y

ﬁ/ |

RF Alam

Sekil 1.20. Makroskopik bir numunede boyuna miknatislanmanin RF alan1 etkisi ile y yoniine
¢evrilmesi

Bundan sonra gelisecek olan konularin daha iyi anlagilabilmesi i¢in Trossey
tarafindan donen koordinat sistemi gelistirilmistir. Donen koordinat sisteminde xy
diizlemi, z ekseni etrafinda Larmor frekansi ile donmektedir (Sekil 1.21). Bu koordinat

sisteminde eksenler X', y' ve z seklinde gosterilir.
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-
>

-

>

Sekil 1.21. a) Normal sabit koordinatlara (Laboratuvar Koordinatlart) gére donen sistemin
hareketi, b) Trossey tarafindan gelistirilen dénen koordinatlara gére Laboratuvar
sisteminin hareketi

Sabit koordinat sisteminde miknatislanma vektorii My, xy diizleminde Larmor

frekansi ile donerken, doner koordinat sisteminde y' yoniinde sabit kalmaktadir.

f 2
My
S My
X (@) . (b)

X

Sekil 1.22. Miknatislanma vektoriiniin a) sabit koordinatlarda b) déner koordinatlarda hareketi

Doner koordinat sisteminde y' yoniinden bakildiginda, miknatislanma vektorii
M,' nin sabit oldugu goriiliir (Sekil 1.22).

Miknatislanmanin RF alanimin etkisi ile y' yoniine ¢evrilmesine rezonans olay1
denir. Cekirdekler manyetik alanda yonlendigi zaman yalmz z dogrultusunda bir
miknatislanma olustururlar. RF alaninin etkisi ile miknatislanmanin y' eksenine dogru
cevrilir. RF alani belli bir siire makroskopik miknatislanma My iizerine etki ederse
cekirdeklerin manyetik momentlerinin olusturdugu koni, etki siiresine bagli olarak, z

ekseninden, saparak y' yoniine doner (Sekil 1.23).
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Makroskopik miknatislanma Mg'in y' eksenine dogru yonlenmesi ile daha 6nce y'
ekseni dogrultusunda bir bileseni olmayan miknatislanma vektoriiniin simdi z ve y'
eksenlerinde iki bileseni vardir. Bagka bir deyisle My simdi M; ve My’ nin bilesenidir.
Bu durumda daha 6nce y' ekseninde hig bir bileseni olmayan miknatislanma vektoriiniin
simdi y dogrultusunda bir bileseni olusmustur. Bu olay Sekil 1.24'de gosterilmistir, y
yoniinde bulunan bir RF alicisi, olusan miknatislanmay1, bagka bir deyisle bu yonde
olusan bir voltaji, sinyal olarak kaydeder. Kaydedilen bu sinyal, NMR sinyalinden
baska bir sey degildir, y' ekseni dogrultusunda gézlenen miknatislanma ne kadar fazla
ise, gozlenen sinyalin siddeti o oranda fazla olur. Daha sonra da gorecegimiz gibi, RF
alaniin etki siiresi miknatislanma Mg'in y' eksenine dogru cevrilme agisini etkiler. RF
alan1 ne kadar uzun siire etki ederse, y' istikametinde olusan miknatislanma o kadar

fazla olur. Sonugta daha siddetli bir sinyal gozlenir.

7 ;

RF Alam Rezonans Olayl

Sekil 1.23. a) Makroskopik miknatislanma My ile RF alaninin etkilesmesi b) Miknatislanma Mg'in
y' eksenine ¢evrilmesi (Rezonans Olay1)
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RF Alam Rezonans Olay1 NMR Sinyali

Sekil 1.24. Miknatislanmanin RF alani ile etkilesmesi sonucu, y' eksenine dogru ¢evrilmesi ve y'
yoniinde bir miknatislanmanin olusumu

Sonu¢ olarak rezonans olay;, (NMR cihazinda bir sinyalin olusmasi)
makroskopik miknatislanmanin x ekseninden gonderilen bir radyo frekans alani ile
etkileserek, miknatislanma vektoriinii y' eksenine cevirmesi ve y' ekseninde olusan
voltajin bir radyo frekans alicisi ile sinyal olarak kaydedilmesidir. Gerek CW ve gerek
FT teknikleri ile NMR sinyali kaydedildigi zaman, eger sistemden tekrar sinyal

kaydetmek isteniyorsa, spin sisteminin eski konumuna tekrar geri donmesi gerekir.

1.1.10. Spin Sistemlerinde Durulma

Bir spin sisteminden bir spektrum kaydettikten sonra, aynmi sistemden ikinci bir
spektrum aliabilmesi i¢in 6nce o sistemin tekrar eski konumuna gelmesi gerekir. Bu
olaya sistemin rahatlamasi anlaminda durulma (durulma) denir (Poole ve Harach, 1971).
Rezonans olayimni incelerken, manyetik moment vektorlerinin dagildigi koninin belli bir
ag1 kadar y' eksenine ¢evrildigi Sekil 1.23'de gosterilmisti. Ikinci bir spektrum

kaydedebilmek i¢in bu koninin tekrar eski konumuna gelmesi gerekir.

Spin-Orgii Durulmast T1 ve Spin-Spin Durulmasi T2 olmak iizere iki farkli
durulma olay1 vardir. Rezonans olay1 esnasinda miknatislanma vektoriiniin y' eksenine
cevrilmesi ile y' ve z ekseninde miknatislanmanin bilesenleri olusmaktadir. z ekseninde
daha 6nce de miknatislanma vardir, ancak, miknatislanma vektoriiniin y' eksenine dogru

cevrilmesiyle z ekseninde var olan miknatislanma cevrilme agisina bagli olarak
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azalmaktadir. y' dogrultusunda olusan miknatislanmaya enine  (transversal)
miknatislanma ve enine miknatislanmanin kaybolmasi igin gecen zamana Spin-spin
durulma zamani (T2) denir. y' ekseninde olusan miknatislanmanin (My') azalmasi veya
tamamen ortadan kaybolmasi miknatislanma konisinin tekrar eski haline gelmesi
anlamima gelmez. Enine miknatislanmanin azalmasini etkileyen iki faktor vardir.
Manyetik momentleri bir koni iizerine dagilmis olan ¢ekirdekler Larmor frekansi g ile
presesyon hareketi yapar. Bu agiklama tamamen dogru degildir. Manyetik alan, ¢oziicii
icerisinde hi¢ bir zaman tamamen homojen degildir. Manyetik alanin inhomojen
olusundan bazi ¢ekirdeklerin manyetik momentleri biraz yavas, bazi ¢ekirdeklerin ise
biraz hizli olarak donme hareketi yapmaktadir. Bu farkli donme hareketi toplam
miknatislanma degerini etkilememektedir. Ancak, miknatislanma My, xy diizlemine

dogru ¢evrilince durum farkl olacaktir.

z z
v w
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Sekil 1.25. a) Enine miknatislanma, b) Manyetik momentlerin sabit koordinat sisteminde
dagilimi, ¢) Manyetik momentlerin doner koordinat sisteminde dagilimi

Sekil 1.22'de goriildiigii gibi doner koordinat sisteminde miknatislanma
vektoriiniin y' dogrultusunda sabit kalmaktadir. Bu durum, biitiin ¢ekirdeklerin Larmor
frekanslarinin ayni olmasi halinde gegerlidir. Makroskopik miknatislanma (Mg) bir
manyetik moment demeti olduguna gore, bunlarin i¢inde Larmor frekanslari hizli ve
yavas olan gekirdekler vardir. Doner koordinatin ortalama bir Larmor frekansi ile

dondiigiini diistintiliirse, ¢ekirdeklerin Larmor frekanslar1 yavag ve hizli olacagindan, y'
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dogrultusundan ¢ekirdeklerin manyetik momentlerine bakildiginda, bunlarin bir yelpaze
gibi acildigi goriiliir (Sekil 1.25). Larmor frekanslar1 yavas olanlar geriye dogru hareket
ederken, hizli olanlar ileriye dogru hareket edecekler ve sonugta belli bir zaman sonra
manyetik moment demeti x'y' diizlemi iizerinde bir yelpaze gibi agilacaktir. Belli bir
zaman sonra yelpaze gibi agilan bu manyetik momentler esit bir sekilde x'y' diizlemi
tizerinde dagilacak ve x'y' diizleminde miknatislanmanin degeri kaybolacagindan, y'
ekseni dogrultusunda miknatislanma My'= 0 olacaktir, y' ekseni dogrultusunda,
miknatislanmanin sifir oldugu ana kadar gegen siireye spin-spin durulma zamanmi T,
denir. Baz1 ¢ekirdekler enerjilerini g¢evreye (Orgiiye) vererek tekrar eski durumlarina
donmiis olacaklardir. Bazi ¢ekirdeklerin manyetik momentleri de hala x'y' diizleminde
rotasyon hareketlerine devam edecektir, y' ekseninde manyetik momentlerin bir yelpaze
gibi acilmast sonucu (My'= 0) enine miknatislanma tamamen kaybolmus olmasina
ragmen, boyuna miknatislanma M; heniiz eski haline gelmemistir. Cekirdeklerin
enerjilerini ¢cevreye (0rgii) vererek tekrar eski konumlarina gelmeleri i¢in gecen zamana
spin-6rgii durulma zamani Ty denir. Spin-6rgli durulma zamani her zaman igin spin-spin
durulma zamanindan biiyiiktiir (T1 >T,). Bunun aksi kesinlikle olamaz. Ciinkii boyuna
durulma sona ermis ise, enine durulmanin devam etmesi miimkiin degildir. Spin-spin
durulmasi bir entropi olayidir. Spinlerin dénme hizlarinin farkli olmasindan ve bunlarin
istatistiksel dagilimindan kaynaklanmaktadir. Halbuki spin-6rgii durulmasi bir enerji
alis verisi oldugu i¢in tamamen bir entalpi olayidir.

Cekirdek, sogurmus oldugu enerjiyi disar1 vererek tekrar eski konumuna
donebilir. Bu enerjiyi elektromanyetik bir dalga olarak disaritya vermesi miimkiin
degildir. Ciinkii 151n yayma olasiligi, yayilan 1simin frekanst ile dogru orantilidir.
Sogrulan enerji radyo dalgalar1 bolgesinde oldugundan bu enerjinin elektromanyetik
dalga olarak tekrar disar1 verilmesi diigiiniilemez. O hélde enerjinin fazlas1 orgiiye
verilir. Cozelti icerisinde bulunan her tiirli parcaciga (gaz, sivi, kati, ¢oziici
molekiilleri) 6rgii denir. Bu molekiiller, termal hareketler sonucu cesitli manyetik
alanlar meydana getirirler. Bu yiiklii taneciklerin kendilerine 6zgii donme hareketleri
vardir. Bu olusan alanlarin bazilarinin frekansi, ¢ekirdegin presesyon hareketinin
frekansina uyar ve enerji, etkilesim sonucu orgiiye aktarilir. Orgiiye verilen enerji

termal harekete, yani kinetik enerjiye ¢evrilir.
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1.1.11. Durulma Mekanizmalari

RF pulsu uygulanmasi ile y yoniine yatiritlan My miknatislanmasinin, puls
kesildikten sonra z ekseni dogrultusunda giderek artmak suretiyle, denge durumundaki
degeri olan My’ a ulasmasi siirecine spin-6rgii durulma zamani denir ve T; ile
karakterize edilir. Diger yandan y yoniine yatirilan miknatislanmanin giderek azalmak
suretiyle sifira inme siiresine spin-spin durulma zamani denir ve T siiresi ile karakterize
edilir.

Durulma olay1 NMR spektroskopisinin en 6nemli konularindan biridir. NMR
sinyali, olusan miknatislanma vektoriiniin zamana gore degisimidir. Bagka bir ifadeyle
uyarilmis ¢ekirdeklerin durulmasidir. Durulma zamani, spektrum oOlgiimiinde dikkate
alinmas1 gereken bir noktadir. Bir numune iizerine RF alani (rezonans i¢in gerekli
enerji) gonderildigi zaman, pulslar arasinda secilecek olan bekleme siiresi ve
miknatislanmanin g¢evrilme agis1 gibi parametreler ¢ekirdeklerin durulma zamanlarina
gore programlanir. Ayrica durulma zamanlar1 piklerin genisligini belirler. Durulma
zamanlari, bir molekiil icerisinde bulunan hidrojen baglari, molekiillerin rolatif
hareketleri, sterik etki ve gruplarin yakinligi hakkinda bilgi verir.

Protonlarin durulma zamanlart olduk¢a kisa olup, yaklasik olarak 1s
civarindadir. NMR spektroskopisinde, bir numuneden bir spektrum aldiktan sonra, ayni
numuneden ikinci bir spektrum alinmas: gerekiyorsa (puls NMR da bu gereklidir)
cekirdeklerin tiimiiniin durulma sonucu tekrar eski konumlarina gelmis olmalar1 gerekir.

Rezonans halinde olan bir ¢gekirdegin fazla enerjisini orgiiye vererek tekrar eski
konumuna gelmesi gerekir. Bunun i¢in ¢ekirdegin c¢evresinde ¢ekirdegin Larmor
frekansina esit olan donen bir manyetik alanin olmasi gerekir. Cekirdeklerin durulmasi
icin gerekli bu doner manyetik alanlar ¢ekirdegin etrafinda mevcuttur. Molekiillerin
belli istikamette translasyon hareketleri, rotasyon hareketleri, molekiil i¢cinde bazi
gruplarin rotasyonu, baglarin titresimi, bir molekiilde goézlenebilen dinamik olaylardan
bazilaridir. Bu hareketlerin tiimiinii yiiklii parcaciklar elektronlar ve c¢ekirdekler
olusturdugundan, bu hareketlerin oldugu yerde belli frekanslarda doner manyetik alanlar
olusur. Ornegin, bir bag titresiminde elektronlarmn hareketinden dolay1 manyetik alanlar
meydana gelir. Rezonans olmus bir ¢ekirdegin eski konumuna gelebilmesi i¢in, Larmor
frekansina uygun frekansa sahip bu tiir manyetik alanlardan biri ile etkilesmesi gerekir.

Bagka bir deyimle bir sistemin enerjisini baska bir sisteme devredebilmesi i¢in her iki
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sistemin frekanslarinin esit olmasi gerekir. Rotasyon ve translasyon hareketleri, genelde
frekanslar1 yerine, korrelasyon zamanlari (t) ile tanimlanir. Korrelasyon zamani,
translasyon hareketlerinde iki ¢carpma arasindaki ortalama zaman siiresidir. Bir molekiil
yalniz belli bir yonde hareket etmez. Hareket yoniinii, carpmalar sonucu siirekli olarak
degistirir. Korrelasyon zamani bir molekiil i¢in sinirli degildir. Bu zamanin maksimum
ve minumum degerleri vardir.  Belli sartlarda ortalama bir zamandan bahsetmek
miimkiindiir. Bu hareket degisimi ile molekiil siirekli degisken manyetik alanlar
olusturmaktadir. Ayrica olusan bu manyetik alanlarin frekanslar1 dogrudan korrelasyon
zamanlarina baglidir. Rotasyon hareketlerinde ise bir radyan rotasyon i¢in gerekli
ortalama zamana korrelasyon zamani denir. Korrelasyon zamanlari; sicaklik, molekiiliin
biiylikliigli, molekiiliin sekli ve c¢o6zeltinin viskozitesi gibi faktorlere baghdir.
Korrelasyon zamani 10%% olan bir rotasyon hareketinin frekansi yaklasik olarak
10*°Hz'dir. Bu rotasyon hareketlerinden bazilarmin frekansi, ¢ekirdegin Larmor
frekansi ile ayni1 bolgede olacagindan, ¢ekirdek bu manyetik alanlarla etkileserek fazla
enerjisini bu sistemlere (6rgiiye) verir.

NMR durulma zamanlar1 ve ¢izgi genisligi Ol¢iimleri, molekiiler hareketler
hakkinda bilgi verir. Bu molekiiler hareketler alisildig1 iizere ilgi fonksiyonu ve ilgi
zamani terimleri kullanilarak tanimlanir.

Su molekiilleri durumunda 1 saniyedeki Brownian carpigsma sayisi 102 adet
olmaktadir. Her bir ¢arpismanin iki ani arasindaki H(t))H(ti+ti) ¢arpimlar1 diistiniiliip

bunlarin ortalamasi alinirsa

107 H GHE +7)

2

i1 10%

=H{)H(t+7) (1.25)

elde edilir. Buradaki G(z) =H (t)H (t+7) fonksiyonu oto-ilgi fonksiyonu olarak

adlandirilir. 1, iki ¢arpigsma esnasinda olusan H hamiltonyenlerinin birbirine baglandig

bir am1 gostermektedir ve ilgi zamani olarak adlandirilir. Brownian hareketler igin
G(r) =G, e‘t/ ’ seklindedir. G(t) fonksiyonunun Fourier déniisiimii ise spektral

yogunluk adin1 alir ve
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J(w)= [G(r)e ' dr (1.26)

—o0
seklinde yazilir.

Gozlem altindaki bir cekirdegin gormekte oldugu manyetik alanin rastgele
sekilde dalgalanmasina yol acabilecek her siire¢ durulmaya yol agabilir. Cekirdegin
gormekte oldugu rastgele degisebilen bir alanin kaynagi; baska bir ¢cekirdegin manyetik
momenti, elektronlarin manyetik momenti, molekiiler akimlarin sebep oldugu manyetik
alanlar, molekiil rotasyonunun yol agtigr akimlarin kurdugu alanlar ve -elektrik
kuadrupol momentinin kurdugu alan gradyenti gibi durumlar olabilir.

Durulmaya yol acan en belirgin etkilesme tiirleri soyledir:

Dipolar Etkilesme: Ornege ait spinlerden, gozlem altindaki cekirdek
disindakilerin hepsi, gézlem altindaki g¢ekirdegin bulundugu yerde bir manyetik alan
olusturur. Cekirdekler ayn1 molekiilde ya da farkli molekiillerde yer alabilirler. Dipolar
durulma, molekiil i¢i (intra molekiiler) ve komsu molekiiller arasi (inter molekiiler)

terimlere ayristirilarak

12(1] (1) w.27)
T\t intra T inter

seklinde incelenebilir.

11=I>=1 gibi esit manyetik momente sahip iki spinli bir sistem i¢in,

(iJ 242104+ | o L A
T Jintra 5r8 1+ w’r?  1+40°c?

4,2
(ij _rh |(6| Dls, . 512 - 2fr2 : (1.28)
Tl inter 5r l+w Tr 1+4w Ty

seklinde verilir. Asir1 daralma (w? T2 « 1) limiti altinda,
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4,2
(1] H AU e (1.29)
T intra T inter r

yazilabilir.

Benzer olmayan gekirdekler igin (I; spinine ait jiromanyetik oran y; ve I, spinine
ait jiromanyetik oran y, olmak tizere) I; spininin durulmasina I, spininin dipolar katkisi

(asir1 durulma durumunda)

benzer olmayan 2 2.9
(1j 3riyah”la(la+D) (1.30)

Bl — 5 .
T Jintra r

seklinde yazilabilir. Dipolar etkilesmenin siddeti, ¢ekirdekler arasindaki mesafenin 6.
kuvveti ile ters orantili oldugu i¢in, bu tiir etkilesmenin gergeklesebilmesi ¢ekirdeklerin
birbirine oldukca yakin olmasiyla ilgilidir. Bu etkilesme tiiriinii modiile eden hareketler

takla hareketleri ve yer degistirmeler olmaktadir (James 1975).

Kimyasal kayma anizotropisi: Bu durulma mekanizmasi dis magnetik alanin
(Ho) uygulanmis olmasini gerektiren tek durulma mekanizmasidir. Uygulanan dis alan,
molekiildeki akimlarin tercihli bir yon almasina yol agar. Kiiresel molekiillerde bu tip
akimlarin kurdugu alanlar z yoniindedir ve durulmaya katki yapmaz. Kiiresel olmayan
molekiillerde bu akimlar xy diizleminde bir alan kurar ve bu alan zamana bagl olursa,
kimyasal kayma anizotropisi durulmaya katkida bulunur. Asir daralma (e?t? << 1)

limiti altinda, kimyasal kayma anizotropisinden kaynaklanan durulma i¢in,

1)_2y°Ho*(Aa0)z
T 15

(ij: 7y°Ho*(A0)’ 7 (1.31)

Ty 45

ifadeleri yazilabilir. Burada Ac molekiiliin simetri eksenine dik ve paralel perdeleme

sabitleri arasindaki fark: ifade etmektedir.
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Paramagnetik etkilesme: Cekirdegin magnetik dipol momentinden 1000 kat
daha biiyiik olmas1 dolayisiyla; elektron ile ¢ekirdek arasindaki dipol-dipol etkilesmesi
baskin bir durulma mekanizmasi olmaktadir. Elektronun dipol momenti, protondan
1000 kat daha siddetlidir. Elektronla proton arasindaki dipolar etkilesim, bu nedenle
oldukea siddetlidir. Bu etkilesim c¢esitli hareketlerle zamana bagl kilinabilmektedir. Bu
nedenle durulmaya ¢ok etkin olarak katkida bulunurlar.

2 tip elektron-gekirdek etkilesmesi vardir:

e FElektronla ¢ekirdek arasindaki mesafeye gore degisim gosteren dipolar

etkilesme;

e (Cekirdekteki elektron spin yogunluguna bagl olan kontak etkilesmesi

Dipolar etkilegsmenin yol ac¢tig1 durulmalar;

(1)_35(5&)%92/}2{ B, 7% }+3S(S+1)A2{ 7o }

Tim/) 15 ré 1+a)|2 rg 1+ a)g rg h? 1+ a)g rg

[1 J:18(8+1)7/292ﬂ2 4o+ 3%, 13y +;s(su)A? e (1.32)
Tom ) 15 rb 272 272] 3 pn? 1+ 08 72

I+oprg 1+w§tg
seklinde verilir. Burada S elektronun spin kuantum sayisi, g elektronik g faktorii,  Bohr
magnetonu, o, ve os (os =657w)) sirasiyla ¢ekirdek spini ve elektron spini igin Larmor
agisal frekanslari, r iyon-gekirdek mesafesi, A hiper ince baglanma sabiti, t; ve t. ise
sirasiyla dipolar ve skaler etkilesmeler i¢in ilgi zamanlaridir. Bu denklemlerdeki ilk
terim dipolar etkilesmenin durulma siirecine katkisini; ikinci terim ise skaler

etkilesmenin durulma siirecine katkisini ifade etmektedir.

Spin Rotasyon Etkilesmesi: Bir molekiiliin belli bir eksen etrafindaki donmeleri,
baz1 akimlara yol agar. Bu akimlarin x-y diizleminde kurdugu alanlarin yol agtig
durulma tiirline spin rotasyon etkilesmesi denir. Molekiiliin doénme hareketleri,
molekiildeki yiiklerindir akima doniligmesine yol acar. Yiik hareketinin bir de j acisal
momentumu vardir. Bu yiik hareketi yani akim, gozlem altindaki spinin bulundugu yerde

bir alan kurar ve s6z konusu alan ile I’ nin etkilesimi spin rotasyon Hamiltonyenini verir.
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Bu Hamiltonyen molekiiler garpmalar iizerinden zamana bagl olur. Ilgili Hamiltonyenin

yol agtig1 durulma zamanlart,

1) 2kc?l r
(T_lj_3 h? (T){lJra)zrz}

1) 1kc?1 r
BEC M.

seklinde yazilir. Spin rotasyonu mekanizmasinin, diger durulma mekanizmalarina gore

onemli bir farki, artan sicaklikla beraber etkilesmenin de daha baskin hale gelmeye
baslanmasidir. Yani sicaklikla beraber degisim gbéz Oniline alindiginda, diger
mekanizmalar ile spin rotasyon mekanizmasi birbirlerinin tersi davranis sergilerler.
Sicaklik arttik¢a diger mekanizmalar durulma zamanlarini arttirma egilimindeyken, spin

rotasyon mekanizmasi durulma zamanlarini azaltma egilimindedir.

Kuadropol etkilesmesi: Kuadropol etkilesme, ¢ekirdegin c¢evresindeki elektronik
yapmin c¢ekirdekte olusturdugu elektronik alan gradienti ile c¢ekirdek manyetik
momentinin etkilesmesi sonucu olusur. Kuadropolar etkilesmenin durulma zamanlarina

katkisi, agir1 daralmada,

H:H:zﬂ o {m}z, (134)
T ) \To) 4042¢1-y| 3l & '

eqQ

olarak verilir. Burada 5 kuadrupol baglanma sabiti, ) ise asimetri parametresidir.

Skaler etkilesme: Skaler spin-spin baglanmasi s6z konusu oldugunda, baglanan
spinlerden biri ¢ok hizli bir durulmaya sahipse, bu durumda bu hizli degisim Obiir
¢ekirdegin durulmasina katkida bulunur. Bu siire¢ iki yolla isleyebilir:

e Baglanilan c¢ekirdegin kimyasal degis tokusu ki buna "birinci c¢esit skaler

durulma" denir.
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e Baglanilan ¢ekirdegin hizli T1 durulmasi1 gergeklestirmesi ki buna da "ikinci

cesit skaler durulma" denir.

Birinci gesit skaler durulma, mesela protonlar hizla degis tokus yapan hidroksil
protonlarina baglandiginda gergeklesir.

Skaler durulma etkilesmesi gosteren iki g¢ekirdegin spinleri It ve I, olsun. Bu
durumda hizli durulma gosteren I, spinin It in durulmasma skaler etkilesmeden

kaynaklanan katkist,

[ijzsnzﬂlz(lzm){ (T2), }
T 3 1+ (o — 02 (T2 )5

[1}24;;2J2|2(|2+3) {(T1)2+ (T2), } (1.35)

T2 3 1+ (o — w3y (T )%

seklinde verilir. Burada (T1), ve (T,); sirasiyla I, ¢ekirdegine ait spin-0rgii ve spin- Spin

durulma zamanlaridir. ®; Ve ®, de sirastyla I; ve I, ¢ekirdeklerinin agisal frekanslaridir.
1.1.12. Durulma (Durulma) Zamanlarmin Ol¢iilmesi

Daha 6nceki boliimlerde Spin-Orgii Durulmas: T; ve Spin-Spin Durulmas: T

olmak iizere iki farkli durulma zamaninin oldugu vurgulanmisti.

1.1.12.1.Spin-Orgii Durulma Zamam Ty’ in Ol¢iimii: Inversion-Recovery

Yontemi

Spin-orgii durulma siiresinin dl¢iilmesi i¢in bilinen en iyi yontem Inversion-

recovery yontemidir (Vold ve ark. 1968).

Daha oOnce rezonans olayr altinda gorildiigii gibi, makroskopik numune
manyetik alan igerisine getirildigi zaman z ekseni dogrultusunda bir miknatislanma
konisi olugmaktadir. Bu koni iizerine etki eden radyo frekans alami ile boyuna
miknatislanma vektorii belli agilarla y eksenine dogru g¢evrilmektedir. Radyo frekans
alaniin etki siiresini degistirerek miknatislanma konisi arzu edilen derecede y eksenine
dogru ¢evrilebilir. Miknatislanmay1 180° -z eksenine ¢evirmek igin gerekli puls 7 pulsu

ve 90° y eksenine ¢evirmek i¢in gerekil puls da n/2 pulsu olarak adlandirilir (Sekil
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1.26). Makroskopik numune tizerine bir /2 pulsu gonderildigi zaman miknatislanma
vektorli y eksenine dogru ¢evrilecek ve maksimum sinyal elde edilecektir, © pulsunda
ise durum farklidir. Miknatislanma -z eksenine g¢evrileceginden dolayr (y ekseninde
herhangi bir indiiksiyon olmadigindan) herhangi bir sinyal gozlenmez. NMR sinyalinin
gozlenebilmesi i¢cin miknatislanma vektoriiniin xy diizleminde bir degerinin, baska bir

deyimle bir bileseninin olmasi gerekir.

z
A Ho M,
iz
m
180° Puls
/ Tt Puls
X
MX
r4
z
H
90° Puls
—-y e .
n/2 Puls
M,
x
x

Sekil 1.26. Makroskopik bir numunede 180° ve 90° lik pulslarin sematik olarak gosterilmesi

Numune {izerine 180° lik bir puls gonderildigini diisiinelim. Bir pulsun numune
lizerine etki ettigi devreye bundan bdyle hazirlik devresi adi verilir. Once dengede olan
miknatislanma vektorii My, -z eksenine dogru cevrilecektir. Sistem kendi haline
birakildiginda, spin-6rgii durulma mekanizmasina gore enerjisini ¢evreye vererek tekrar
eski haline déonmeye calisacaktir. Bu devre gelisme devresi olarak adlandirilir. Bir
miiddet sonra sistem enerjisinin tamamini gevreye vererek eski konumuna donecektir.

Ancak, bu olaylari, NMR ile takip etmek miimkiin degildir. Ciinkii biitiin olaylar
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(indiiksiyon), Sekil 1.27'de goriildiigii gibi, z ekseninde olusmaktadir. NMR ile yalniz
xy diizleminde meydana gelen miknatislanmayr (indiiksiyonu) takip etmek
miimkiindiir. Ciinki NMR o6lgiimlerinde bu diizlemde olan miknatislanma

ol¢iilmektedir.

Z z Iz
T I
M,
T pulsu Gelisme
v > Sl ¥
Hazirlik /
x X VMG X

N

—_—
=
(=]

z
Gelisme W Gelisme
A= s
x X

X

Sekil 1.27. & pulsunun hazirlik ve gelisme sathalarinin sematik olarak gosterilmesi

Mo (a)
=0 * .if Diinen
t KIZ ~  Sistem
| CTTTTR O v | |
ﬂlvvvvv l 180'] 'Ittm“
180 Moo 180[] YYyY7%77% Mg YYYYYYY —:—b‘r
il el T |
!
ITTTTTTTI T « H. S o)
bt e e l M, ==Mo
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Sekil 1.28. 180 derece pulsunun uygulanisinin a) spin gézligiinden gériinmesi b) Donen
sistemden goriiniisii

Miknatislanmanin -z eksenine ¢evrilmesinden sonra tekrar sistemin eski haline
gelmesi i¢in gegen zamana boyuna durulma denir. Bu zamanin olgiilebilmesi igin
gelisme sathasinin takip edilebilmesi gerekir. Sekil 1.27'de goriildiigii gibi, gelisme
sathasinin NMR ile takip edilmesi miimkiin degildir. Bu devrenin takibi i¢in
miknatislanmanin, tekrar xy diizlemine g¢evrilmesi gerekir. Bir bagka ifade ile Xy

diizlemine okuma diizlemi adin1 da verilebilir. Boyle bir olayin gergeklesmesi igin,
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miknatislanma vektoriiniin gelisme sathasinda oldugu herhangi bir zaman biriminde,
sistem Tlzerine ikinci bir puls gonderilir. Bu pulsun amact z ekseninde olan
miknatislanmay1 xy diizlemine dogru g¢evirmektir. Bunun iginde gonderilen ikinci
pulsun 90° lik bir puls olmasi gerekir. Miknatislanmanin o andaki durumuna gore /2
pulsu mevcut miknatislanmay1 -y veya y eksenine dogru cevirir. Eger miknatislanma
gelisme safhasinda hala -z istikametinde ise gonderilen 7/2 pulsu miknatislanmay1 -y
eksenine dogru ¢evirecektir. Eger miknatislanma z ekseninde ise, Mg y eksenine dogru

cevrilecektir. Her iki durum sematik olarak Sekil 1. 29'da gosterilmistir.

z
Iy,
Negatif NMR
180° pl]lSl.l Gellsme 90 pulsu egSainyali
¥ —» _l ’—
*
180° pulsu Gellsme 90 pulsu H
—y —>
Pozitif NMR
Sinyali

Sekil 1.29. Gelisme devresinde numune iizerine gonderilen 90° lik bir pulsun miknatislanmayi y
veya -y dogrultusuna ¢evirmesi

90°'lik puls numune iizerine gonderildigi zaman, eger miknatislanma vektori -z
ekseninde ise miknatislanma vektdrii -y eksenine dogru cevrilir ve miknatislanma kayit
devresinde negatif sinyal olarak gozlenir. Eger miknatislanma Sekil 1.29'un ikinci
kisminda goriildiigii gibi +z eksenine dogru c¢evrilmis ise, 90°'lik puls miknatislanmay1
bu kez +y eksenine dogru cevirecektir ve bu da NMR spektrumunda pozitif sinyal
olarak gozlenecektir (Sekil 1.30).
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YT TTTLLli JBUNS

Sekil 1.30. Kloroform molekiiliinde protonun inversion recovery (IR) yontemiyle boyuna
durulma siiresinin 6l¢iilmesi

Numune iizerine 6nce 180°lik puls gonderilmis ve daha sonra gelisme
devresinde bir siire beklenmistir. Bu siire operator tarafindan degistirilebilen bir
parametre oldugundan, siirekli olarak degistirilmis ve iki puls arasindaki siire her
seferinde 0.5s uzatilmistir. Daha sonra sistem {izerine 90°'lik puls gonderilerek
spektrum kaydi yapilmistir. 180°'lik puls ile 90°'lik puls arasindaki bekleme siiresi
kademeli olarak degistirilmistir. Sinyallerden agik olarak goriildiigii gibi, 180°lik pulsun
sonrasinda bekleme siiresi ne kadar kisa tutulursa maksimum negatif sinyal elde edilir.
Bu da mantikli olup beklenen bir sonugtur. Ciinkii 180°'lik pulsun onrasinda
miknatislanma vektoriiniin tamami -y yoniindedir. Sinyal siddetinin sifir oldugu zaman,
4.25s'lik bir bekleme siiresi sonucunda elde edilmistir. Bu zamandan faydalanarak
durulma siiresinin hesaplanmas1 miimkiindiir. Sistem dengede oldugu zaman
miknatislanma vektoriini Mgy ile gosterelim. 180°'lik bir pulsun hemen akabinde
miknatislanma ancak yoniinii degistirmektedir ve bu durumda olan miknatislanmay1 da
-My ile gosterelim. Durulma esnasinda miknatislanma -Mg ile +Mp arasinda
degisecektir. Herhangi bir zaman diliminde (t) dlgiilen miknatislanmayr da M, olarak
kabul edelim. Miknatislanma n pulsundan sonra zamana gore degiseceginden bu

degisim
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_ (1.36)

seklindeki Bloch denklemi ile ifade edilmektedir. Bu denklemin integrasyonu sonucu

nMo-M; __ 7 (1.37)
2M t

denklemi elde edilir. Burada miknatislanmanin Olc¢lilmesi gerekir. Miknatislanma,

gozlenen pik siddeti ile dogru orantili oldugundan (1.37) nolu denklemi

A e (1.38)

27y t
seklinde de yazilabilir. Burada

Mo= t=0 durumundaki miknatislanma
M= t=t durumundaki miknatislanma
Ao= t=0 durumundaki pik siddeti

A= t=t durumundaki pik siddetidir.

Boylece (1.38) denkleminden herhangi bir pike ait olan g¢ekirdegin spin-orgi
durulma siiresi T; kolayca belirlenir. Bu formiiliin daha da sadelestirilmesi ile durulma
zamani Ty, sinyal siddetinin sifir oldugu zamanin (o) belirlenmesi sonucu

70 70
T 0 _ 1.39
1" "m2~ 069 (1:39)

formiilii araciligr ile kolayca hesaplanir.

Herhangi bir numuneye uygulanan inversiyon-recovery (IR) dl¢iim teknigi ile
numunede bulunan tiim c¢ekirdeklerin durulma zamanlar tek tek belirlenebilir. Sekil
1.31'de farkli proton igeren bir bilesigin spin-6rgii durulma zamanmi 6lgmek igin
uygulanan inversiyon-recovery spektrumlart goriilmektedir (Kazaz ve Balci,
yayinlanmamis c¢aligmalar). Sinyallerin doniisim noktalarinda gozlenen farkliliklar,
protonlarin durulma siirelerinin farkli oldugunu gostermektedir. Ozellikle metilen
protonlariin olefinik ve metil protonlarina gére daha erken durulduklari spektrumdan

nitel olarak goriilmektedir.
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Sekil 1.31. Asetilsikloheptatrien bilesiginde protonlarin inversiyon-recovery (IR) yontemiyle
belirli siirelerde kaydedilen '"H-NMR spektrumlari

Xy-Diizleminde Enine Durulma

Tek bir ¢ekirdegi (bir proton veya bir karbon) olan makroskopik bir numuneye
90°'lik bir puls verilerek miknatislanma vektorii y' eksenine ¢evrildiginde, doner
koordinat sistemi ile ¢ekirdeklerin Larmor frekanslarinin esit olmasi durumunda
miknatislanma vektérii doner koordinat sisteminde sabit kalacaktir. Toplam
miknatislanma, numune igerisinde dagilmis molekiillerin olusturduklart manyetik
momentlerden meydana gelmektedir. Numune igerisinde bulunan birim hiicrelerde etkili
olan manyetik alanin homojen olmamasi nedeniyle birim hiicrelerde miknatislanmanin
Larmor frekanslar1 farkli olabilir. Bu durumda miknatislanma vektorlerinin hizlari déner
koordinat sistemine gore hizli ve yavas olabilir. Daha 6nce spin durulmasi boliimiinde
bahsedildigi gibi, boyle bir durumda manyetik vektdrler bir yelpaze gibi agilacak ve Xxy-
diizleminde bulunan enine miknatislanmay azaltacaktir (Sekil 1.32). Boyuna durulma

olmamis olsa bile, enine miknatislanma zamanla sifira dogru gidecektir. Enine
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miknatislanmanin durulmasi eksponansiyel olup ve T, ile ifade edilmektedir. Sunu
unutmamak gerekir ki, boyuna durulma vardir ve ¢ekirdekler enerjilerini 6rgiiye vererek
tekrar eski konumlarina, yani z-eksenine geri donerler. O halde enine miknatislanma

¢ekirdeklerin enerjilerini 6rgliye vermesi ile de azalmaktadir.

Sekil 1.32. Enine miknatislanmanin xy diizleminde zamanla azalmasi

Enine durulmay1 etkileyen iki 6nemli faktor vardir. Birincisi; manyetik
vektorleri xy-diizleminde bulunan cekirdeklerin bir enerji alig verisi sonucu eski
konumlarina dontismeleri, ikincisi; manyetik alanin homojen olmayisindan dolay: ¢esitli
birim hiicrelerde bulunan ¢ekirdeklerin Larmor frekanslarinin farkli olmasidir. Birinci
olay bir entalpi olay1 (enerji alis verisi) ikinci olay ise entropi olayidir (diizen degisimi).
Manyetik alanin homojen olmamasi enine durulmay1 etkileyen en onemli faktorlerden
biridir. Manyetik alanin enine durulmaya olan etkisinin sifir oldugunu diisiiniildiigiinde,
boyuna ve enine durulmalarin birbirlerine esit olmasi gerekir. Genel olarak
inhomojenlikten kaynaklanan enine durulma dikkate alindig1 zaman, enine durulma T,
ile gosterilmektedir. Manyetik momentlerin xy diizleminde yelpaze gibi agilmasi
miknatislanma vektoriiniin degerini zamanla azaltmaktadir. Bu olay spin-eko deneyi ile

onlenmektedir.

1.1.13. Hiicre Membrani
Hiicre membrani biitiin hiicrelerde stoplazmanin etrafinda bulunan bir
membrandir. Bu membran hiicreye sekil verir ve hiicrenin sinirin1 belirleyerek segici bir

bariyer vazifesi gormektedir. Bugilin hiicre membraninin dinamik bir yapiya sahip
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oldugu ve hiicrede pek cok fizyolojik olaylarin meydana geldigi karmasik bir yap1
oldugu bilinmektedir.

Hiicreye ulasan biitlin kimyasal ve elektriksel bilgiler hiicreye hiicre membrani
tarafindan aktarilmaktadir. Ornegin hormonlar ancak hiicre membram yiizeyindeki
reseptorlere tutunarak aktivitelerini gosterirler. Birgok ilag ancak hiicre yiizeyi ile temas
ettikten sonra etkisini gosterir. Enzimlerin pek ¢ogunun aktivitesi plazma membraninda
gercgeklesir.

Hiicre membrani iki lipid tabaka ve yer yer bu lipid tabakalarin digina tutunmus veya
icine gomulmis proteinlerden meydana gelmistir. Bu ii¢ tabakali hiicre membraninin

yapisi Sekil 1.33 de goriilmektedir.
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Sekil 1.33. a) Hiicre membraninin ii¢ tabakali yapisini gosterir elektron mikro fotografi, b) Singer-
Nicolson'un hiicre membrani igin 6nerdikleri akici-mozaik model

Kimyasal ve elektron mikroskobu ile yapilan c¢alismalardan elde edilen
sonuglarda, her membranda rastlanan iki lipid tabakasindaki benzerliklerden dolayr S.
Jonathan SINGER ve Garth NICOLSON 1972 yilinda hiicre membran1 yapisi igin akici

mozaik modeli 6nermislerdir. Akici mozaik modelin sematik yapist Sekil 1.33 de

goriilmektedir. Onlarin Onerilerine gore membranlarin ana yapist ve biitlinliiglini
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olusturan yapisi iki tabakali polar lipidden meydana gelmistir. Bu iki tabakali lipid
akicidir. Ciinkli polar lipid tabakalarinin polar olan bas kisimlart membranin iki dis
yiiziine doniik fakat doymus ve doymamis yag asitlerinden meydana gelmis olan
hidrofobik kuyruk kisimlart membranin i¢ine doniik olup hiicrenin normal sicakliginda
akici halde bulunmaktadir. Onerilen akici mozaik modelde integral membran
proteinlerinin yiizeyinde hidrofobik olan amino asitler yer almistir. Bu proteinler, iki
katli lipid tabakasinin ortasindaki hidrofobik bdlgede bu bolge ile bir biitiinliik
olusturmaktadir. Diger taraftan 6nerilen modele gore periferal yahut ekstrinsik membran
proteinleri yiizeylerinde hidrofilik yan zincirleri olan amino asitleri ihtiva etmektedir.
Yiizeyleri elektrik yiikleri ihtiva eden bu proteinler, yine yilizeyinde bulunan polar lipid
baslan tarafindan elektrostatik olarak cekilmekte ve bir arada tutulmaktadir. Burada
dikkat edilmesi gereken bir husus vardir. Membranda yer alan protein molekiilleri ve
lipidler arasinda bir kovalent bag s6z konusu degildir. SINGER-NICOLSON modeli
membranin, pek c¢ok fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini aciklamaktadir. Bu
nedenle lipid ve proteinden meydana gelmis membranin en akla yakin yapisi 6nerildigi i¢in
de pek ¢ok kimse tarafindan kabul gérmiistiir.

Membranlarin pek ¢ogunda ve bu arada akici mozaik model membranlarda bile
bir asimetri ve iki yiizleri arasinda yap1 ve fonksiyon bakimindan bir farklilik vardir. ik
etapta membranlarin i¢ ve disa bakan yiizlerinde polar lipidler yerlesmistir. Bu durum
hem bakteri plazma membranlarinda ve hem de hayvan hiicresi membranlarinda
goriilmektedir.

Hiicre membrany, hiicreleri bir arada tutan inert bir yap1 degildir. Hiicre membrani,
degismeyen statik bir yap1 da degildir. Hiicre membrani inanilmaz biyolojik 6zelliklere, belirli
ve 1yi organize olmus bir yapiya sahip olup, karmasik dinamik fonksiyonlar1 yerine getiren bir
yapidir. Pek ¢cok membran iizerinde enzim bulunmaktadir.

Membranlar ayrica elektrik¢e yiiklii yiizey gruplari da ihtiva etmektedir. Bu
gruplar sayesinde membranlarin iki yiizii arasinda bir elektrik potansiyeli meydana
getirilmektedir. Sinir hiicrelerinin fonksiyonu i¢in bu 06zellik ¢ok Onemlidir. Sinir
impuslarmin hiicre govdesinden aksonlar boyunca nakli igin sinir hiicrelerinin

membranlarinin elektrik potansiyeli géstermesi cok dnemli bir 6zelliktir.
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Hiicre membran1 ayni zamanda membranda ac¢ilan bir deligi de kendi kendine
onarma kabiliyetine sahiptir. Eger hiicre membrani bir igne ile delinecek veya mekanik

olarak yirtilacak olursa, otomatik olarak ¢abucak tamir edilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Niikleer manyetik Rezonans (NMR) olgusu, onlarca yildan beri bilinmektedir ve
NMR Spektroskopisi neredeyse elli yildir fizikokimyasal analizlerde gii¢lii bir arag
olarak kullanilmaktadir. Teknolojinin ilerlemesiyle beraber, skanografide kullanilan
analog yapilandirma programlarina benzer programlar kullanilarak, Free Induction
Decay (FID sinyallerinin sekle doniistiiriilmesi miimkiin olmaktadir (Aweda 2003).
Niikleer Manyetik rezonans calismalarinin temelinde, cekirdegin manyetik 6zelligi
yatmaktadir (Balc1 2004). Elektrik akimi ¢evresinde bir manyetik alan olusturur. Ekseni
etrafinda donen bir atom c¢ekirdegi de, igerisindeki elektrondan dolayr yiikli
oldugundan, ¢evresinde bir manyetik alan olusturur. Teknik olarak Manyetik Rezonans,
miknatislanma Ozelligine sahip olan atomlarin c¢ekirdeginin davraniglarini inceler
(Sandalci ve ark. 2007).

Protein-ilag¢ etkilesimi son yillarda ortaya ¢ikan 6nemli bir konu olmaktadir.
Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, tedavide kullanilan bazi kanser ilaglarinin, tasima
proteinine (bovine serum albumin, BSA) baglanma mekanizmalari incelenmistir. Bu
calismalarda ilaglarin etken maddelerinin NMR sinyallerinin kimyasal kaymalar1 ve
cizgi genisligi lizerine, proteinin etkisi incelenmis ve BSA’ daki baglanma yerleri
bulunmustur.

Proteinler ile ilaglarin baglanmasi, ilaglarin tedavide kullanilan dozajlarinin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Dolasim sisteminde, bir ila¢ genelde
serum alblimin ile birlikte bir kompleks olarak tasinir. Kanser tedavisi gibi uzun siireli
tedavilerde genellikle gesitli ilaglarin kombinasyonu gerekmektedir. Kombine tedavide
kullanilan iki ila¢ i¢in tagima proteinine (BSA) baglanma mekanizmasi incelenmistir.
UV ve NMR Spektroskopisi yardimiyla bu ilaglar arasindaki rekabetin ¢esidi tahmin
edilmistir (Sulkowska ve ark. 2004, Martini ve ark. 2006).

Ilag- protein etkilesimi ve ilacin molekiiler hareketini analiz etmek igin, her bir
ilacin 0zgiin proton ve karbon rezonanslarmin ¢izgi genisligi ve kimyasal kayma
degerleri, ilag/BSA molar oranimnin bir fonksiyonu olarak o6l¢iilmiistiir. Kombine
tedavide kullanilan ikinci bir ilacin NMR parametreleri lizerine olan etkisi tartisiimigtir

(Sulkowska ve ark. 2005).
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flaglarin proteinlerle baglanma calismalar1 farmakolojide biiyiik bir dnem
tasimaktadir.  Allopurinol-mercaptopurine-serum albiimin kompleksinin baglanma
stokiyometrisi daha dnceki yillarda calisilmistir (Sulkowska ve ark. 2003).

Insan serum albiimininin (HSA) ligand baglama &zellikleri hakkinda daha yeni
bilgiler elde etmek i¢in X-ray kristalografi tekniginin kullanildig1 ¢aligmalar da vardir
(Kragh-Hansen ve ark. 2002).

Protein-ligand baglanmasinin etkilesimin yapisal karakterleri saptanmis hatta bu
baglanmalara dayali olarak farmakostatik calismalar da yapilmistir (Fasano ve ark.
2005, Ghuman ve ark. 2005, Kandagal ve ark. 2006).

Bazi ¢alismalarda protein-ligand baglanma sabitleri hesaplanmistir. Ancak bu tip
sabitlerin hesabinda kullanilan iki temel formiil bulunmaktadir. Bu formiiller kimyasal
kayma ve durulma zamani dl¢iimlerine dayanmaktadir (Yusmanov ve ark. 1996, Ma ve
ark. 1999, Caravan ve ark. 2002, Fielding ve ark. 2003, Lucas ve ark. 2003, Peng ve
ark. 2004, Fielding ve ark. 2005, Chekin ve ark. 2006). Bu iki 6nemli metot baglanma
sabitlerinin hesaplanmasinda kullanmilmistir. Kompleks bagli sistemlerde denge
durumundaki baglanma sabitlerinin teorik olarak tespit edildigi ¢alismalar da mevcuttur
(Blondeau ve ark. 1975).

Insan serum albiimini (HSA) ile anti-inflamatuar (anti-ates) salicylate arasindaki
etkilesmenin incelenmesinde NMR difiizyon ve durulma o&lgimlerinin kullanildig
caligmalar da vardir. Bu calismalarda, salisilatin (salicylate) self-difiizyon katsayilar1 ve
spin-6rgii durulma oranlart konsantrasyona bagli olarak odlgiilmiistiir. ilag/HSA
kompleksleri i¢in ayirma sabiti Ky ve baglanma yerlerinin sayist hesaplanmistir (Luo ve
ark. 1999).

[lag ve protein arasindaki etkilesmenin incelenmesi ilag kimyasinda c¢ok
onemlidir. Serum albilimin, insan kan plazmasindaki en bol protein oldugundan dolayz,
caligmalarda sik¢a kullanilmaktadir. Albiimin, insan kaninda ilaglar1 tasiyan ve
depolayan bir rol oynar. Son yillarda ilag-protein etkilesmesi NMR ve daha baska
bir¢ok fiziksel teknik kullanilarak yogun olarak calisilmistir (Peters 1985, He ve ark.
1992, Ishida ve ark. 1992, Rahman ve ark.1993, Carter ve ark. 1994, Sun ve ark. 1994,
Ascoli ve ark. 1995, Aubry ve ark. 1995, Epps ve ark. 1995, Castillo ve ark. 1995, Hage
ve ark. 1995, Hashimoto ve ark. 1995, Cheruvallath ve ark.1996, Andrisano ve ark.
1997, Cheruvallath ve ark. 1997, Itoh ve ark. 1997). ilk NMR difiizyon caligmast 'H ve
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F sinyallerinin gdzlenmesi yoluyla yapilmustir (Liu ve ark. 1997). Bu galismada hem
NMR difiizyon hem de durulma metotlari, ilag-protein etkilesmelerine uygulanmis ve
ayni sonuglar elde edilmistir. Bu gostermistir ki, ilaglarin baglanma kapasiteleri
hakkinda bilgi istendiginde hem difiizyon hem de durulma metotlariin kullanilmasi
uygundur.

Daha o6nceki diger bir calismada, protein-ligand etkilesmelerinin incelenmesinde
NMR metotlarini test etmek i¢cin BSA’ nin bir model protein olarak kullanislilig
tartisilmistir. Alt1 farkl ilag i¢in baglanma afiniteleri izotermal titrasyon kalorimetresi
ve NMR metodu kullanilarak belirlenmistir (Fielding ve ark. 2005).

Diger bir ¢aligmada, sivi hal NMR’ 1n, ¢ozeltideki kiiclik proteinlerin yapisini
calismak i¢in kabul gbéren bir metot olduguna deginilmis ve bununla birlikte, makro
molekiiller ile ¢esitli ligandlar arasindaki etkilesmeleri incelemek i¢in de gii¢lii bir arag
oldugu vurgulanmistir. Kimyasal kayma {izerinde dikkatle durulmus, serbest ve bagl
durumlarin kimyasal kaymalarinin farkli olacagi belirtilmis ve bu farkliliklarin sebepleri
arastirtlmistir (Clarkson ve Campbell 2003).

Protein ve protein-ligand komplekslerinin yapilarinin belirlenmesinde NMR
degerli bir metot olarak kabul edilmektedir (Wiithrich 1986 ve Fielding 2007). NMR,
proteindeki amide protonlar gibi molekiil i¢indeki 6zel atomlara tahsis edilen sinyalleri
ortaya cikarmaktadir. Proton NMR’ 1min kullanilmasi ¢ok yaygindir ve molekiil
hakkinda en ¢ok bilgi vermektedir. Ancak, daha biiyiik molekiiller incelendiginde farkli
rezonanslar arasinda ¢akismalar da ortaya g¢ikar. Cok boyutlu NMR metotlari, biiyiik
molekiil olmast durumunda bu problemi ¢ézebilmektedir (Kessler ve ark. 1988). NMR
yoluyla yapr belirleme daima tiim rezonanslarin tahsis edilmesini gerektirir. Tim
cekirdekler tahsis edildigi zaman, NMR deneyleri ¢ekirdekler arasi mesafe, dihedral
acgilar ve molekiildeki hidrojen baglar1 hakkinda bilgi verir (Tengel 2007).

NMR daki geleneksel yap1 sinirlamalari, mesafeler ve dihedral agilar hakkinda
bilgi verir. Proteinlerin yapist NOESY deneyindeki ¢apraz piklerden tiiretilen mesafe
siirlamalari yoluyla belirlenmistir (Jeener ve ark. 1979).

NMR spektroskopisi ligand-hedef baglanmasinin teshis edilmesinde 6nemli bir
aractir ve diger tekniklerin iizerinde bazi dnemli avantajlar sunar. Ornegin NMR, zayif
ligand-hedef etkilesmesini ortaya gikarabilir. Bir¢ok biyolojik deneyin aksine NMR,

incelenmesi gereken proteinin fonksiyonu hakkinda higbir bilgi gerektirmez. Yapisal
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biyolojide kullanilan diger tekniklerin aksine NMR, baglanma sabitlerinin
belirlenmesini miimkiin kilmaktadir (Fielding 2000).

Sayisiz NMR parametresi gecici baglanmayla bile degisebilir ve bu etkiler ya
hedef ya da ligandin kendisi tizerinde izlenebilir (Sekil 2.1).

Large target Small ligands Complex

ka
+ - —
ko
O
+ Fast relaxation + Slow Relaxation Complex properties
« Slow diffusion « Fast diffusion similar to
* Negative NOE + Positive NOE target properties

Sekil 2.1. Hedef proteinle etkilesime giren bir ligandin NMR parametrelerinin sonuglart

Ligandin yapisinin baglanmayla degistigi varsayilarak, dihedral acilar hakkinda
bilgi kazanmak i¢in skaler ¢iftlenim calisilabilir. En bilgilendirici parametreler NMR
taramasinda kesin olarak elde edilebilir. Daha biiyiik hedef molekiil ile etkilesme
durumunda, ligand daima serbest forma gore farkli durulma ve difiizyon oranlarina
sahip olur (Tengel 2007).

Biyolojik membranlar lipit ve protein igeren dinamik sistemlerdir. Membranlar
secgici gecirgen bariyer olarak gorev yapar ve hiicre i¢i ortamin yapisini diizenleyen
tastma (transport) ve yer degistirme (translokasyon) sistemlerini, ayrica hiicre
sinyalizasyon arastirmalari i¢in de 6zel reseptorleri igerir (MicroCal LLC 2006).

Insan genom dizisinin homoloji hesaplamalari, proteinlerin % 30 unun
membran-baglantili oldugunu ortaya koymaktadir (Cooper 2004). En ¢ok satan ilaglarin
neredeyse % 50 si membrane reseptorlerini hedefledigi i¢in, membran-baglantil
proteinler ilag ve biyoteknoloji sanayisini ilgilendirmektedir (Terstappen ve ark. 2001).

Membrane proteinleri ile iligkili hiicre sinyalizasyonu ve tagimanin biyolojik
sireglerini anlamak oOnemlidir. Bu, membrane proteinleri ve ligandlar arasindaki

etkilesimlerin tanimlanmasini gerektirir. Membrane proteinleri hidrofobik bdlgelere
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sahip olma egilimindedir ve membrane c¢evreleri ile karsilagtirildiginda saflastirilmisg
proteinler sulu ¢ozelti iginde farkli baglanma afinitelerine sahip olabilir. Protein-ligand
etkilesimleri in vivo deneyler veya model membran sistemleri ile ele alinabilir, ancak
cok etiketleme gerektirir (MicroCal LLC 2006). Microcalorimetri, membran
proteinlerinin biyomolekiiler etkilesimlerinin karakterizasyonunda yararli olan etiket
icermeyen bir yontemdir. Izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC), protein ile baglanma
ortagr arasindaki baglanma afinitelerini dogrudan dlger ve biyomolekiiler etkilesimlerin
molekiiler itici kuvvetleri hakkinda ayrintili bilgi ortaya koyar. ITC, membran
proteinlerinin ligand ya da inhibitdre baglanmasinin incelenmesinde kullanilabilir.
Differential Scanning Calorimetry (DSC), proteininin kararliligi ve yapisinin
anlagilmasini saglar (MicroCal LLC 2006).

Biyolojik membranlar ve membrana birlesik proteinlerle ilaglarin etkilesmesinin
NMR spektroskopisi ve diger spektroskopik yontemler kullanilarak incelenmesi son
yillarda odaklanan calisma konularindandir (Xu ve ark. 2002, Kamp ve ark. 2003,
Nielsen ve ark. 2004, Pouliquen ve ark. 2005, Thennarasu ve ark. 2005).

Biyolojik dokular iizerine ilag etkilerinin molekiiler diizeyde incelenmesinde,
kiigiik molekiillerin membranlarla etkilesmesi konusuna biiyilk énem verilmistir. Bu
etkilesmeler, diger etkilesmeleri ve organizmalardaki ilag metabolizmalarinmi belirler ve
modiile eder. Model membranlarda ilacin lokalize olmasi ve etkilesmelerdeki farkli
fonksiyonel gruplarin iligkisi hakkinda kesin bir bilgiye sahip olmak ig¢in ¢esitli
spektroskopik yontemler gelistirilmis ve iglenmistir (Xu ve ark.2002).

Sivi NMR, sulu c¢ozeltilerde kolaylikla c¢oziinebilen protein ve protein
komplekslerinin yapilarinin belirlenmesinde 6nemli bir metot olarak kabul edilmistir.
(Wiithrich 1986).

Membrane proteinleri lipid tabakalarina gomiildiigii zaman, sivi NMR teknikleri
kullanmak uygun degildir. Ciinkii bu membrane proteinlerinin ¢evrelerindeki
rotasyonlar1 yavas ve biiylik 6l¢iide anizotropiktir. Bu durum uygun olmayan durulma
ve algilanamayan ¢ok genis rezonans sinyallerine yol agar. Oysaki kat1 hal NMR, lipid
tabakalarda peptit ve proteinlere bagli membranlarin yiiksek ¢oziintirliikli

spektrumlarinin bulunmasinda basarili bir yontemdir (Tamm ve ark. 2006).
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Membrane protein ornekleri icin kati hal NMR teknolojisi hizla devam
etmektedir ve lipit tabakalardaki farkli kiicliik proteinlerin yapilar1 bu metotlarla
bulunmustur (Smith ve ark. 1996, Opella ve ark. 2004, Andronesi ve ark. 2005).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu tez calismasinda kullanilan ilag etken maddeleri kemoterapi tedavisinde
kullanilan ilaglar arasindan segilmis ve Sigma-Aldrich katalogundan elde edilmistir.

Kemoterapi; kanser hiicresinin ¢cogalmasin1 6nleyen ve toksik etkiyle bu hiicreleri
oldiiren kimyasal ilaglarla yapilan bir tedavi seklidir. Bu nedenle sitotoksik (hiicreleri
toksik olarak oldiiren) veya antineoplastik olarak da adlandirilirlar. Kemoterapide ¢esitli
ilaglar kullanilir. Bunlarin bir kismi tiimoére dogrudan etkili kemoterapdtik ilaglar ve
hormonlar, bagisiklik sistemini kuvvetlendirici biyolojik ajanlardir. Bazi ilaglar ise
timore dogrudan etkili ilaglarin yan etkilerini azaltmak veya yok etmek amaciyla
kullanilir. Kemoterapi kanser tedavisinde onemli bir yere sahiptir yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kanserin ¢esidine ve viicutta dagilma durumuna gore degisik 100

kadar ilag bu tedavide kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada kullanilan ila¢ etken maddeleri:

1. Etken madde: 5-Fluorouracil (5-FU)
2. Etken madde: Cytosine -D Arabinofuranoside (Ara-C)
3. Etken madde: Cyclophosphamide-Monohydrate (CM)

olmaktadir. Bu etken maddeler hakkinda kisaca bilgi verelim:
5-Fluorouracil (5-FU)

5- Fluorouracil, Biosyn isimli ilacin etken maddesidir. Florlu pirimidin tiirevidir
ve antimetabolitler grubuna aittir. DNA'nin sentezini bloke eder, timidilat sentetaz ile
kompleks olusturarak hiicre boliinmesini durdurur. Bunun diginda, 5-Fluorouracil
Biosyn, hatali yapida ribonukleik asitler olusturarak RNA sentezini inhibe eder.Bu
etkiler daha ¢ok hizli boliinen hiicrelerde belirgindir, ¢linkii 5- Fluorouracil Biosyn'i

daha fazla absorbe ederler.

5- Fluorouracil Biosyn tek ajan olarak en fazla barsak ve rektum kanserlerinde

kullanilir. Sitotoksik etkisi, birlikte folinik asit uygulanarak net bir sekilde artirilabilir.
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5-Fluorouracil Biosyn'nin etkisinin bu sekilde fazlalastirilmasi, klinik olarak,
gastrointestinal karsinomlar, jinekolojik tiimorler, prostat kanseri, pankreas ve 6zofagus

kanserinde ilacin kullanimi artirmustir (http://www.ilacpedia.com).

Molekiil Agirligr 130.08g/mol ve kimyasal formiili C4H3FN,0O, seklindedir. 5-
Fluorouracil maddesinin kimyasal formiilii a¢ik olarak 2 ve 3 boyutlu olarak Sekil 3.1

de verilmistir (http://www.chemspider.com).

HN NH

O
FU-3D FU-2D

Sekil 3.1: FU maddesinin 2 boyutlu ve 3 boyutlu kimyasal formiilii

Cytosine p-D Arabinofuranoside (Ara-C)

Cytosine B-D Arabinofuranoside (Ara-C), Cytarabine adli ilacin etken
maddesidir. Cytarabine intraseliiler olarak arabinositozin trifosfata (ARA-CTP)
doniisiir. ARA - CTP kompetitif olarak, DNA polimerazi ve baz1 asid kinaz enzimlerini
inhibe eder. Bir nukleosid gibi hareket eder ve sitidin nukleotidin, deoksisitidine
doniismesinde rol oynayan enzimlerle ve ayni zamanda DNA'ya geciste yarisir.
Cytarabine'in etkisi hiicre dongiisiine spesifik bir anti-neoplastik ilagtir.

Cytarabine oral yoldan etkili degildir. Sitidin deaminaz karacigerde toplanir ve
intravendz dozlar bifazik atilma gosterir. Dagilim ve eliminasyon yarilanma omiirleri,
sirastyla yaklasik 10 dakika ve 1-3 saattir. 24 saat sonra dozun %80'i inaktif metaboliti
olarak ya da degismeden, cogunlukla idrarla bir miktar da safrayla atilir.

Cytarabine hizla dokulara dagilir, kan-beyin bariyerini ve plasentay1 gecer.

Cytarabine tek basia veya diger anti-neoplastik ilaglarla kombine olarak akut

miyeloid 16semi, akut non lenfoblastik 16semi, akut lenfoblastik 16semi, eritrolosemi,
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kronik miyeloid 16semi, non-Hodgkin lenfomalar, meningeal l6semi, meningeal
neoplazmalar vakalarinda kullanilir (http://www.ilacpedia.com).

Molekiill Agirhigr 243.22g/mol ve kimyasal formiili CgH13N3Os seklindedir.
Cytosine B-D Arabinofuranoside (Ara-C) maddesinin kimyasal formiilii agik olarak 2 ve

3 boyutlu olarak Sekil 3.2 de verilmistir (http://www.chemspider.com).

ARA-C 2D ARA-C 3D

Sekil 3.2: Ara-C maddesinin 2 boyutlu ve 3 boyutlu kimyasal formiilii

Cyclophosphamide-Monohydrate (CM)

Cyclophosphamide-Monohydrate  (CM), Endoksan isimli ilacin etken
maddesidir. Siklofosfamid oksazafosforinler grubundan bir sitostatiktir ve kimyasal
olarak azotlu hardal bilesiklerine benzemektedir.

Siklofosfamidin ortalama serum yar1 dmri yetiskinlerde 7 saat ve ¢ocuklarda 4
saattir. Siklofosfamid ve metabolitlerinin baslica atilim yolu bobreklerdir. Biiyiik oranda
metabolitlerine doniiserek atilsa da, %5-25 oraninda degisime ugramadan atilir. Bobrek
yetmezligi olan hastalarda metabolitleri ¢ok yiliksek diizeylere ¢iksa da, klinik
toksisitede artis gosterilememistir. Siklofosfamid, plasentay1 gecebilir ve anne siitiinde
varlig1 gosterilmistir.

Endoxan, 16semiler (Akut ya da kronik lenfositik ya da miyelositik 16semiler),
Habis lenfomalar (Hodgkin hastaligi, Hodgkin dis1 lenfomalar, plasmasitoma), Metastaz
yapmis ya da yapmamis habis solid tiimorler (Over kanseri, testikiiler kanser, meme
kanseri, kiiciik hiicreli akciger kanseri, ndroblastoma, Ewing sarkoma), Progresif

"otoimmiin hastaliklar" (Romatoid artrit, psoriatik artropati, sistemik lupus eritematoz,
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skleroderma, sistemik vaskiilit (6rn. nefrotik sendrom ile), glomeriilonefrit (6rn. nefrotik
sendrom ile), myasthenia gravis, otoimmiin hemolitik anemi, soguk aglutinin
hastaliklar1), Organ nakillerinde immunosupresif tedavi durumlarinda, kombine bir
kemoterapi  protokolii  icinde ya da  monoterapi  olarak  kullanilir
(http://www.ilacpedia.com).

Molekiil Agirhigr 279.10g/mol ve kimyasal formiili C;H;5CIoN202P.H,0
seklindedir. Cyclophosphamide-Monohydrate (CM) maddesinin kimyasal formiilii agik

olarak 2 ve 3 boyutlu olarak Sekil 3.3 de verilmistir (http://www.chemspider.com).

H;0 Hﬂ

x>
CI—/_

0

Cl

CM- 2D CM-3D

Sekil 3.3: CM maddesinin 2 boyutlu ve 3 boyutlu kimyasal formiilii

3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

[lag konsantrasyonunun sabit kaldig1 buna karsilik protein konsantrasyonunun
degistigi 6rneklerin hazirlanma asamasinda, incelenen ii¢ etken maddesinin her biri i¢in
alt1 tane karigtirma kabi hazirlanip, bu kaplar 1 den 6 ya kadar numaralandirildi. Daha
sonra 5-Fluorouracil (FU) maddesinden 0.05M alinarak 1 den 6 ya kadar
numaralandirilmis karistirma kaplarinin her birinin igerisine konuldu ve her kaba 1ml
D0 eklenerek bu maddenin D,0 igerisinde ¢oziinmesi saglandi. Her bir kaptaki D,0-
FU cozeltileri iizerine sirastyla 0g, 0.01g, 0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g albiimin
eklenerek, albliminin bu ¢dzelti icerisinde iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziinme olay1
bittikten sonra FU maddesi i¢in hazirlanan 6 tane farkli albiimin konsantrasyonlu 6rnek,
NMR tiiplerine aktarilarak gerekli 6l¢iimler alinda.

Benzer sekilde Cytosine f-D Arabinofuranoside (Ara-C) maddesinden 0.05M
alinarak 1 den 6 ya kadar numaralandirilmig karistirma kaplarinin igerisine konuldu ve

her kaba 1ml D,0O eklenerek bu maddenin D,0 igerisinde ¢oziinmesi saglandi. Her bir
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kaptaki D,O-Ara-C ¢ozeltileri tizerine sirastyla 0g, 0.01g, 0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g
albiimin eklenerek, albliminin bu ¢ozelti igerisinde iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziinme
olay1 bittikten sonra ARA-C maddesi i¢in hazirlanan 6 tane 6rnek, NMR tiiplerine
aktarilarak H-NMR spektrumu alinmis ve T; ve T, durulma zamanlar1 O6lgtimleri
yapilmustir.

Cyclophosphamide-Monohydrate (CM) etken maddesi i¢in de ayn1 yol izlenerek
CM maddesi i¢in de 6 tane 6rnek hazirlanmis ve NMR tiiplerine aktarilarak 'H-NMR
spektrumu alinmis ve T; ve T, durulma zamanlar1 6l¢timleri yapilmustir.

Protein-ilag etkilesmesinin incelenmesinin diger bir asamasinda, sabit protein
konsantrasyonunda artan ila¢ konsantrasyonuna bagli olarak NMR olglimleri
yaptlmistir. Bu c¢alisma icin DO ortaminda serbest¢ce ¢ozlinen Cytosine B-D
Arabinofuranoside (Ara-C) maddesi kullanilmistir. Ara-C maddesinin 5 farkh
konsantrasyonunu incelemek i¢in, 1 den 5 e kadar numaralandirilmis karigtirma
kaplarinin her birine sabit 0.05g albiimin aktarilarak, her bir kaba 1ml D,0O eklenmis ve
her bir kaptaki albiiminin D,O igerisinde iyice ¢Ozililmesi saglanmistir. D,O-albiimin
¢ozeltilerinin igerisine Cytosine 3-D Arabinofuranoside (Ara-C) maddesinden sirasiyla
0.05M, 0.10M, 0.15M, 0.20M ve 0.25M eklenerek bu maddelerin ¢oziilmesi saglandi.
Coziilme islemi tamamlandiktan sonra hazirlanan 5 6rnek NMR tiiplerine aktarilarak
'H-NMR spektrumu alinmis ve Ty ve T, durulma zamanlari l¢iimleri yapilmustir.

Protein-ilag etkilesmesinde sicakligin etkisini incelemek igin FU maddesi
kullanilmigtir. FU maddesinden 0.05M alinarak bir karistirma kabinin igerisine
konulmus ve tizerine 1ml D,0 eklenerek bu maddenin ¢oziilmesi saglanmistir. D,O-FU
coOzeltisi igerisine 0.05g albiimin ekleyip iyice ¢oziildiikten sonra elde edilen c¢ozelti
NMR tiipiine aktarilmistir. Bu 6rnegin "H-NMR spektrumu alimis ve T; ve T, durulma
zamanlar1 6l¢iimleri 250C, 3OOC, 350C, 40°C ve 45°C de yapilmistir.

Tez caligmasinin ikinci agsamasinda, deneylerde kullanilan ila¢ etken maddeleri
membrane ile etkilestirilerek bu 6rneklerin NMR 6l¢timleri yapilmastir.

Tez konusunun diger bir parcasi olan membrane-ilag etkilesmeleri konusu
lizerine tez calismasinda kullanilacak olan membrane drnekleri Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Belma TURAN ve asistani
yardimiyla temin edilmistir. Membrane 6rnekleri normal ve diyabetik olmak tizere iki

cesitti. Normal membrane Ornekleri 4 aylik saglikli tavsanlardan elde edilen kalp
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homojenatlari, diyabetik membranlar ise 4 aylik tip 1 diyabet hastasi tavsanlardan elde
edilen kalp homojenatlaridir. Bu iki tiir membrane ornekleri, farkli konsantrasyondaki
ilag etken maddeleriyle etkilestirilmistir. Sabit membrane konsantrasyonuna, degisen
konsantrasyonlardaki ila¢ etkisi NMR yoluyla incelenmistir. NMR spektrumunda ortaya
cikan piklerin siddetinin ve kimyasal kaymasinin degisimi gézlenmistir. Spektrumdaki
piklerin siddetinin degisimi ve kimyasal kaymalarinin degerleri, membrane varliginda
yorumlanmaya c¢aligilmistir.

Membrane igeren 6rneklerin hazirlanmasi sirasinda su asamalar takip edilmistir.

Oncelikle normal membrane iceren Ornekler hazirlanmistir. Bu ornekleri
hazirlamak i¢in oncelikle FU etken maddesinden iki farkli konsantrasyon (0.003g ve
0.007g) almmis ve bu iki Ornegin iizerine 40ul normal membrane ve 960ul D,O
eklenmistir. Maddenin ¢dziicii icerisinde tamamen ¢ozlinmesi saglandiktan sonra ¢ozelti
NMR tiiplerine aktarilmis ve NMR o6l¢iimleri yapilmistir. Sabit membrane
konsantrasyonuna, degisen konsantrasyonlardaki FU maddesinin etkisi NMR yoluyla
incelenmistir. NMR spektrumunda ortaya ¢ikan piklerin siddetinin ve kimyasal
kaymasinin degisimi gozlenmistir. Spektrumdaki piklerin siddetinin degisimi ve
kimyasal kaymalarinin degerleri, normal membrane varliginda yorumlanmaya
calisilmistir.

Daha sonra ARA-C etken maddesinden ii¢ farkli konsantrasyon (0.012g, 0.024g
ve 0.036g) alinmig ve bu {li¢ 6rnegin lizerine 40pl normal membrane ve 960ul D,O
eklenmistir. Maddenin ¢dziicii icerisinde tamamen ¢ozlinmesi saglandiktan sonra ¢ozelti
NMR tiiplerine aktarilmis ve bu ii¢ O6rnegin NMR Olglimleri yapilmistir. Sabit
membrane konsantrasyonuna, degisen konsantrasyonlardaki ARA-C maddesinin etkisi
NMR yoluyla incelenmistir. NMR spektrumunda ortaya ¢ikan piklerin siddetinin ve
kimyasal kaymasinin degisimi gozlenmistir. Spektrumdaki piklerin siddetinin degisimi
ve kimyasal kaymalarinin degerleri, normal membrane varliginda yorumlanmaya
calisilmastir.

Benzer sekilde CM etken maddesinden de ii¢ farkli konsantrasyon (0.010g,
0.020g ve 0.030g) alinmis ve bu ii¢ 6rnegin lizerine 40ul normal membrane ve 960ul
D,0O eklenmistir. Maddenin ¢oziicii igerisinde tamamen ¢oziinmesi saglandiktan sonra
¢ozelti NMR tiiplerine aktarilmis ve bu ii¢ 6rnegin NMR olgtimleri yapilmistir. Sabit

membrane konsantrasyonuna, degisen konsantrasyonlardaki CM maddesinin etkisi
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NMR yoluyla incelenmistir. NMR spektrumunda ortaya cikan piklerin siddetinin ve
kimyasal kaymasinin degisimi gozlenmistir. Spektrumdaki piklerin siddetinin degisimi
ve kimyasal kaymalarinin degerleri, normal membrane varliginda yorumlanmaya
calisiimustir.

Diyabetikli membrane i¢eren drneklerin hazirlanmasinda da normal membrane
iceren ¢ozeltilerin hazirlanmasinda izlenen yolun aynisi izlenmis ve sabit diyabetikli
membrane konsantrasyonuna, degisen konsantrasyonlardaki FU, ARA-C ve CM
maddelerinin etkisi NMR yoluyla incelenmistir. NMR spektrumunda ortaya ¢ikan
piklerin siddetinin ve kimyasal kaymasinin degisimi gozlenmistir. Spektrumdaki
piklerin siddetinin degisimi ve kimyasal kaymalarinin degerleri, diyabetikli membrane
varliginda yorumlanmaya ¢alisilmistir.

Her iki durumda da, spektrumda gézlenen her pikin Ty ve T, durulma zamanlari
Ol¢iilmek istenmis ancak membranlarin homojenize edildigi tampon ¢ozeltideki ve
membranlarin  kendi biinyesindeki suyun yarattigit Radiation Damping sebebiyle,
membrane-ilag karisimlarinin NMR  spektrumundaki piklerin T; ve T, durulma

zamanlari 6l¢iilememistir.

3.2. Spin-Orgii Durulma Zamanlarin (T;) Ol¢iilmesi

Spin-Orgii Durulma zamanlarmin (T) dl¢iimleri 400MHz BRUKER NMR
Spektrometresi ile yapildi. Olgiimlerde 5Smm’ lik NMR tiipleri kullamildi. Spin-orgii
Durulma Zamanlarinin dl¢timleri (180-t-90) puls adimlari ve Inversion Recovery (Geri
Dontistim) teknigi kullanilarak gercgeklestirildi. Her bir 6l¢iim igin gerekli olan 1
gecikme zamanlar1 (delay times), spektrumda gozlenen her bir pike uygun olacak

sekilde secildi.

3.3. Spin-Spin Durulma Zamanlarinn (T,) Ol¢iilmesi

Spin-Spin Durulma zamanlarimin (Tz) Ol¢iimleri 400MHz BRUKER NMR
Spektrometresi ile yapildi. Olgiimlerde 5 mm’ lik NMR tiipleri kullanildi. Spin-Spin

Durulma Zamanlarinin lgimleri (90-1-180-t) puls adimlart ve CPMG (Carr-Purcell-

Meiboom-Gill) teknigi kullanilarak gergeklestirildi. Her bir 6l¢iim igin gerekli olan t

69



3. MATERYAL ve METOT

gecikme zamanlar1 (delay times), spektrumda gozlenen her bir pike uygun olacak

sekilde secildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda kullanilan anti kanser ila¢ etken maddelerinden 5-
Fluorouracil (FU) maddesinin 0.05M konsantrasyonuna karsilik gelen miktarin 1ml
D0 igerisinde ¢ozdiiriilmesiyle elde edilen 6rnegin 400 MHz "H-NMR spektrumu Sekil
4.1a da gosterilmistir. Bu spektrumda 4.7044ppm degerinde gozlenen pik HDO sinyali,
7.5978ppm ve 7.5845ppm degerlerinde bir kimyasal kaymaya sahip olan dublet pik de,
FU maddesinin kimyasal formiiliinde goriilen HN’ nin komsusundaki CH pikidir. CH
molekiiliiniin piki, komsulugundaki HN molekiiliinden dolay: ikiye yarilmis ve bir
dublet olusturmustur. Bu dubletin pikleri arasindaki mesafe coupling sabiti ya da
ciftlenim sabitini (j) vermektedir. Sekil 4.1a da gosterilen NMR spektrumundaki HDO
sinyali presaturasyon teknigi kullamlarak bastirlmis ve bu durumda ortaya ¢ikan "H-
NMR spektrumu Sekil 4.1b de gosterilmistir. Bu spektruma bakildiginda HDO
sinyalinin tamamen ortadan kalktigi, buna karsiik CH ve 3.6703ppm de goriilen
sinyalin siddetinin arttig1 gozlenmistir. Sekil 4.1a ve 4.1b de gosterilen iki spektrumun

diisey eksenleri ayn1 skalada secilmis ve bu durumda karsilastirmalar yapilmastir.
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Iml D,O igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki FU etken maddesine ayri
ayrt Og, 0.01g, 0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g alblimin eklenerek elde edilen 6 farkli
drnegin 25 °C (298K) sabit sicaklikta H-NMR spektrumunda gozlenen her pikin Ty ve
T, durulma zamanlar1 Ol¢lilmiis ve bu degerlerden rolaksivite degerleri (durulma
oranlart 1/T; ve 1/T;) hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 4.1 de gosterilmistir.
3.6692ppm degerinde ortaya c¢ikan sinyalin T; ve T, durulma zamanlarinin 6l¢limii
herhangi bir sonu¢ vermediginden bu pikin durulma oranlari hesaplanamamistir. Bu
etken madde ve diger iki etken madde i¢in yapilan T; ve T, durulma zamanlar1 6l¢timii
sonucu elde edilen profiller benzer oldugundan, ii¢ farkli etken maddenin her piki i¢in
ayn ayr1 Ty ve T, profillerini géstermek yerine 0.05M FU+0,01g alb 6rneginde HDO

sinyalinin Tyve T, profili sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 de 6rnek olarak verilmistir.

Cizelge 4.1. 1ml D,0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki FU etken maddesine
ayri ayr1 0g, 0.01g, 0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g albiimin eklenerek elde
edilen 6 farkli Grnegin 25 °C (298K) sabit sicaklikta ‘H-NMR
spektrumunda gézlenen her pikin 1/T; ve 1/T, durulma oranlari

Albiimin UT, (s 1T, (51
Konsantrasyonu
(g/ml) Albimin | HDO | DUblet | Appimin | HDO | Dublet
(CH) (CH)

0 00635 | 00563 || 0,0771 | 03224 | 05353 | 0.1254
0,01 00871 | 00735 || 02142 | 08865 | 43764 | 1.7870
0,02 00086 | 0,0877 | 0.3446 | 1.0995 | 4.7328 | 3.670
0,03 0.1055 | 0,0087 | 0.4384 | 1.1477 | 6.2657 | 5.2070
0,04 01242 | 01112 | 05333 | 1.4524 | 7.1994 | 7.0670
0,05 01285 || 01279 | 05787 | 17401 | 8.4317 | 87570
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Iml D0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki FU etken maddesine 6 farkli
albiimin eklenmesiyle elde edilen Srneklerin, 25°C (298K) sabit sicaklikta *H-NMR
spektrumunda gézlenen her pikin T; ve T, durulma zamanlarindan elde edilen durulma
oranlariin albiimin konsantrasyonuna karsi grafikleri Sekil 4.4 de gosterilmistir. Sekil
4.4a, 6 farkli albiimin konsantrasyonunun 1ml D,0O igerisinde ¢ozdiiriilmesiyle elde
edilen Orneklerin durulma oranlarmin albiimin konsantrasyonuna gore grafigini
gostermektedir. Sekil 4.4b, Iml D,O igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki FU
etken maddesine 6 farkli konsantrasyonda albiimin eklenmesiyle elde edilen 6rneklerin,
25°C (298K) sabit sicaklikta *H-NMR spektrumunda gzlenen HDO sinyalinin Ty ve T,
durulma zamanlarindan elde edilen durulma oranlarinin albiimin konsantrasyonuna
gore, Sekil 4.4c ise 1ml D,O igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki FU etken
maddesine 6 farkli konsantrasyonda albiimin eklenmesiyle elde edilen 6rneklerin, 25°C
(298K) sabit sicaklikta *H-NMR spektrumunda gozlenen CH sinyalinin Ty ve T
durulma zamanlarindan elde edilen durulma oranlarinin albiimin konsantrasyonuna gore
grafigini gostermektedir. Sekil 4.4b ve 4.4c de goriildiigii gibi FU etken maddesinin *H-
NMR spektrumunda gézlenen HDO ve CH sinyallerinin 1/T; ve 1/T, degerleri albiimin

konsantrasyonuna gore lineer olarak artmaktadir.
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Sekil 4.4. FU etken maddesinde gozlenen piklerinin, 6 farkli albiimin konsantrasyonuna karsi
durulma oranlarini veren grafik
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Ayrica, Iml D,0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki FU etken maddesine
0.05g albiimin eklenerek elde edilen 6rnegin 298K, 303K, 308K, 313K ve 318K
sicaklik degerlerinde *H-NMR spektrumunda gozlenen her pikin Ty ve T, durulma
zamanlar1 Ol¢iilmiis ve bu degerlerden durulma oranlar1 hesaplanmistir. Bu degerler
Cizelge 4.2 de gosterilmistir. Cizelge 4.2 deki degerlerin grafige dokiilmesi sonucu
Sekil 4.5 elde edilmistir. Sekil 4.5a HDO sinyalinin T; ve T, durulma zamanlarindan
elde edilen durulma oranlarinin, Sekil 4.5b ise CH sinyalinin T; ve T, durulma
zamanlarindan elde edilen durulma oranlarinin sicakliga gore grafigini gostermektedir.
Sekil 4.5a da goriildiigii gibi HDO sinyalinin 1/T; ve 1/T, degerlerinde sicakliga bagl
olarak dogrusal bir artma ya da azalma yoktur. HDO sinyalinin 1/T; ve 1/T, degerleri
sicakliga bagl olarak sabit kalmistir. Buna karsilik Sekil 4.5b de CH sinyalinin 1/T;

degerleri sicakliga gore artmakta, 1/T, degerleri ise sicakliga gore azalmaktadir.

Cizelge 4.2. 1ml D,0 icerisinde 0.05M sabit
konsantrasyondaki FU etken maddesine 0.05g
alblimin eklenerek elde edilen 6rnegin farkl
sicaklik degerlerinde 'H-NMR spektrumunda
gbzlenen her pikin 1/T; ve 1/T, durulma

oranlar1
T, s 1T, (s
Sicaklik (K) DO Dublet HDO Dublet
(CH) (CH)

298K 0.1279|0.5787| 8.432 || 8.756
303K 0.1251)0.4847( 9.009 | 6.784
308K 0.1178]0.4353| 9.107 || 5.171
313K 0.11250.3886| 9.208 || 3.825
318K 0.1256(0.3859| 8.865 || 2.940
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Bu tez ¢alismasinda kullanilan anti kanser ilag etken maddelerinden ikincisi olan
Cytosine B-D Arabinofuranoside (Ara-C) maddesinin 0.05M konsantrasyonuna karsilik
gelen miktarin Iml D,0 igerisinde ¢ozdiiriilmesiyle elde edilen 6rnegin 400 MHz H-
NMR spektrumu Sekil 4.6a da gosterilmistir. Bu spektrumda 4.7042ppm degerinde
gozlenen pik HDO sinyali (7.pik), 7.7324ppm (1.pik) ve 7.7135ppm (2.pik)
degerlerinde bir kimyasal kaymaya sahip olan dublet pik de, ARA-C maddesinin
kimyasal formiiliinde en solda goriilen OH molekiiliiniin sinyali, 6.1202ppm (3.pik) ve
6.1080ppm (4.pik) degerlerinde gozlenen dublet pik sag halkanin altinda bulunan H’ nin
sinyali, 5.9648ppm (5.pik) ve 5.9459ppm (6.pik) degerlerinde gézlenen dublet pik onun
hemen komsulugunda bulunan H sinyali, 4.3306ppm, 4.3193ppm ve 4.3086ppm
degerlerinde go6zlenen ig¢lii pik CH, molekiiliiniin sinyali (8.pik), 4.0466ppm,
4.0338ppm ve 4.0235ppm degerlerinde gozlenen iiclii pik ise CH (9.pik) molekiiliiniin
sinyalidir. Sekil 4.6a da gosterilen NMR spektrumundaki HDO sinyali presaturasyon
teknigi kullamlarak bastirilmis ve bu durumda ortaya ¢ikan *H-NMR spektrumu Sekil
4.6b de gosterilmistir. Bu spektruma bakildiginda HDO sinyalinin tamamen ortadan
kalktig1, buna karsilik diger sinyallerin siddetinin arttig1 gozlenmistir. Sekil 4.6a ve 4.6b

de gosterilen iki spektrumun diisey eksenleri ayni skalada se¢ilmistir.
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Iml D,O igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki ARA-C etken maddesine
ayrt ayr1 Og, 0.01g, 0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g albiimin eklenerek elde edilen 6 farkli
ornegin 25 °c (298K) sabit sicaklikta 'H-NMR spektrumunda gozlenen her pikin T; ve
T, durulma zamanlar1 Olglilmiis ve bu degerlerden rolaksivite degerleri (durulma
oranlart 1/T; ve 1/T;) hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 4.3 de gosterilmistir. Cizelge
4.3 deki degerlerin grafik eksenine dokiilmesiyle Sekil 4.7 elde edilir. Sekil 4.7, 1ml
D,O igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki ARA-C etken maddesine 6 farkli
konsantrasyonda albiimin eklenmesiyle elde edilen orneklerin, 25°C (298K) sabit
sicaklikta *H-NMR spektrumunda gozlenen biitiin sinyallerin T; ve T, durulma
zamanlarindan elde edilen durulma oranlarinin albiimin konsantrasyonuna goére grafigini
gostermektedir. Sekil 4.7 de gorilldigi gibi ARA-C etken maddesinin *H-NMR
spektrumunda gozlenen biitiin sinyallerinin 1/T; ve 1/T, degerleri albiimin

konsantrasyonuna gore lineer olarak artmaktadir.

Cizelge 4.3. 1ml D,0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki ARA-C etken maddesine ayr1 ayri
0g, 0.01g, 0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g albiimin eklenerek elde edilen 6 farkli 6rnegin
25°C (298K) sabit sicaklikta "H-NMR spektrumunda gézlenen her pikin 1/T; ve 1/T,
durulma oranlari

Alblimin 1T, (5'1)
Konsantrasyonu R . . j . . . . .
(g/ml) 1.pik | 2.pik | 3.pik | 4.pik | 5.pik | 6.pik | 7.pik | 8.pik | 9.pik
0 0,475 | 0,472 | 0,432 | 0,427 | 0,296 | 0,291 | 0,057 | 0,454 | 0,411
0,01 0,502 | 0,497 | 0451 | 0,45 | 0,319 | 0,32 | 0,069 | 0,48 | 0,442
0,02 051 | 051 [0466 | 0463 | 0,342 | 0,34 | 0,083 | 0,507 | 0,479
0,03 0,518 | 0,515 | 0,471 | 0,472 | 0,351 | 0,348 | 0,09 | 05 | 0,495
0,04 0,527 | 0,528 | 0,479 | 0,49 | 0,369 | 0,369 [ 0,108 | 0,521 | 0,508
0,05 0,549 | 0,547 | 0,503 | 0,51 | 0,397 | 0,402 | 0,124 | 0,554 | 0,55
Albliimin 1T, (S_l)
Konsantrasyonu - - - - - - - - -
(g/ml) 1.pik | 2.pik | 3.pik | 4.pik | 5.pik | 6.pik | 7.pik | 8.pik | 9.pik
0 0,642 | 0,613 | 0,472 | 0,475 | 0,533 | 0,498 | 0,523 | 0,604 | 0,746
0,01 0,888 | 0,723 | 0,549 | 0,583 | 0,658 | 0,702 | 0,958 | 0,778 | 0,934
0,02 1,034 | 0,895 | 0,691 | 0,756 | 0,927 | 0,85 | 1,395 | 0,919 | 1,097
0,03 1,129 | 1,103 [ 0,812 | 0,85 | 1,135 | 1,171 | 1,669 | 1,015 | 1,208
0,04 1,359 | 1,338 | 1,021 | 1,079 | 1,668 | 1,757 | 2,167 | 1,086 | 1,343
0,05 1,592 | 1,638 | 1,207 | 1,209 | 1,986 | 2,217 | 2,527 | 1,29 | 1,506
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Sekil 4.7. ARA-C etken maddesinde gdzlenen piklerinin, 6 farkli albiimin konsantrasyonuna
kars1 durulma oranlarini veren grafik
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ARA-C etken maddesiyle yapilan konsantrasyona baglilik deneylerinde, 0.05g
sabit konsantrasyonda albiimin varliginda 1ml D,O igerisine ayri ayri 0.05M, 0.10M,
0.15M, 0.20M ve 0.25M konsantrasyonlarina karsilik gelen ARA-C etken maddelerinin
eklenmesiyle olusturulan 5 farkli drnegin *H-NMR spektrumunda gozlenen her pikin Ty
ve T, durulma zamanlari 25°C (298K) sabit sicaklikta Slgiilmiis ve bu degerlerden
durulma oranlar1 hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 4.4 de gosterilmistir. Cizelge 4.4
deki degerlerin grafige dokiilmesi sonucu Sekil 4.8 elde edilmistir. Sekil 4.8, 1ml D,O
igerisinde 0.05g sabit konsantrasyonda albiimin varliginda 5 farkli konsantrasyondaki
ARA-C etken maddesinin 25°C (298K) sabit sicaklikta 'H-NMR spektrumunda
gozlenen biitiin sinyallerin T; ve T, durulma zamanlarindan elde edilen durulma
oranlarinin ARA-C konsantrasyonuna gore grafigini gostermektedir. Sekil 4.8 de
gorildiigii gibi tim piklerin 1/T; orani, ARA-C etken maddesinin konsantrasyonuna
gore dogrusal olarak artmaktadir. Buna karsilik 1/T, orami tiim piklerde farklilik
gostermektedir. 1. ve 7. pikte 1/T, oran1t ARA-C konsantrasyonuna gore dogrusal olarak
artmaktadir. 2. ve 4. pikte 1/T, orani artma egiliminde ancak tam olarak dogrusal bir
artis s6z konusu degildir. 6., 8. ve 9. pikin 1/T, oram1 ARA-C konsantrasyonuna gore
azalma egiliminde olmakla birlikte bu azalma tam olarak dogrusal olmamaktadir. 3. ve
5. pikin 1/T, oram1 ARA-C konsantrasyonuna goére sabit kalan bir dagilim

gostermektedir.
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Cizelge 4.4. 0.05g sabit konsantrasyonda albiimin varliginda 1ml D,O igerisine bes farkli
konsantrasyonda ARA-C etken maddelerinin eklenmesiyle olusturulan Srneklerin *H-
NMR spektrumunda gézlenen her pikin 25°C (298K) sabit sicaklikta Slgiilen 1/T; ve
1/T, durulma oranlar1

ARA-C 1T, (s7)
Konsaa\t,lr?syon“ 1pik | 2pik | 3pik | 4pik | 5pik | 6.pik | 7.pik | 8pik | 9.pik
0,05 0,549 | 0547 | 0,503 | 051 | 0398 | 04 | 0124 | 0,534 | 053
0,10 0,556 | 0,553 | 0,516 | 0,519 | 0,402 | 0,401 | 0,1245 | 0,538 | 0,532
0,15 0,568 | 0,559 | 0,523 | 0,529 | 0,405 | 0,402 | 0,126 | 0,551 | 0,534
0,20 0,579 | 0,574 | 0,539 | 0,544 | 0,407 | 0,403 | 0,127 | 056 | 0,536
0,25 0,591 | 058 | 0,554 | 0,553 | 0,413 | 0,405 | 0,128 | 0,573 | 0,54
ARA-C 1T, (s
Konsa(”,\t,'r")"syon“ 1pik | 2pik | 3.pik | 4pik | 5pik | 6pik | 7.pik | 8pik | 9.pik
0,05 1592 | 1,638 | 1,207 | 1,200 | 1,075 | 2,217 | 2527 | 1,29 | 1,508
0,10 1874 | 1,297 | 1,207 | 1,289 | 2 | 1,935 | 2,877 | 1,14 | 1,418
0,15 1,991 | 2,166 | 1,221 | 1,313 | 2,102 | 2,35 | 3,623 | 1,242 | 1,441
0,20 2012 | 182 | 118 | 1,288 | 1,912 | 1,739 | 4149 | 1,009 | 1,298
0,25 218 | 2,256 | 1,266 | 1,298 | 1,929 | 1,034 | 4,993 | 1,026 | 1,295
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Sekil 4.8. 0.05g albiimin varliginda 1ml D,0 igerisinde 5 farkli ARA-C konsantrasyonunun
durulma oranlarini veren grafik
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez caligmasinda kullanilan anti kanser ila¢ etken maddelerinden sonuncusu
olan  Cyclophosphamide-Monohydrate ~ (CM)  etken  maddesinin ~ 0.05M
konsantrasyonuna karsilik gelen miktarin 1ml D,O igerisinde ¢6zdiiriilmesiyle elde
edilen 6rnegin 400 MHz 'H-NMR spektrumu  Sekil 4.9a da gosterilmistir. Bu
spektrumda 4.7055ppm degerinde gozlenen pik HDO sinyali (1.pik), 4.3024ppm,
4.2891ppm ve 4.2724ppm degerlerinde bir kimyasal kaymaya sahip olan ii¢lii pik CM
etken maddesinin kimyasal formiilinde goriilen O molekiiliiniin komsusundaki CH2
sinyali (2.pik), 3.6291ppm, 3.6161ppm ve 3.6007ppm degerlerinde bir kimyasal
kaymaya sahip olan diger {iglii pik Cl molekiiliiniin komsusundaki CH2 sinyali (3.pik),
3.3903ppm, 3.3759ppm ve 3.3613ppm civarindaki kimyasal kayma degerlerine sahip
olan pik N molekiiliiniin komsusundaki CH2 sinyali (4.pik), 3.2284ppm, 3.1973ppm ve
3.1819ppm degerlerinde bir kimyasal kaymaya sahip olan diger tglii pik NH2
molekiiliiniin komsusundaki CH2 sinyali (5.pik), 1.8537ppm civarinda gézlenen pik ise
CH2 molekiiliiniin sinyali (6.pik ve 7.pik) olarak adlandirilir.Sekil 4.9a da gosterilen
NMR spektrumundaki HDO sinyali presaturasyon teknigi kullanilarak bastirilmis ve bu
durumda ortaya ¢ikan 'H-NMR spektrumu Sekil 4.9b de gosterilmistir. Bu spektruma
bakildiginda HDO sinyalinin tamamen ortadan kalktigi, buna karsilik diger sinyallerin
siddetinin arttig1 goézlenmistir. Sekil 4.9a ve 4.9b de gosterilen iki spektrumun diisey

eksenleri ayn1 skalada secilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Iml D,0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki CM etken maddesine ayr1
ayrt Og, 0.01g, 0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g albiimin eklenerek elde edilen 6 farkli
ornegin 25 °c (298K) sabit sicaklikta 'H-NMR spektrumunda gozlenen her pikin T; ve
T, durulma zamanlar1 Olglilmiis ve bu degerlerden rolaksivite degerleri (durulma
oranlart 1/T; ve 1/T;) hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 4.5 de gosterilmistir. Cizelge
4.5 deki degerlerin grafik eksenine dokiilmesiyle Sekil 4.10 elde edilir. Sekil 4.10, 1ml
D,O igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki CM etken maddesine 6 farklh
konsantrasyonda albiimin eklenmesiyle elde edilen orneklerin, 25°C (298K) sabit
sicaklikta *H-NMR spektrumunda gozlenen biitiin sinyallerin T; ve T, durulma
zamanlarindan elde edilen durulma oranlarinin albiimin konsantrasyonuna gore grafigini
gostermektedir. Sekil 4.10 da goriildiigii gibi CM etken maddesinin *H-NMR
spektrumunda goézlenen biitlin sinyallerinin 1/T, degerleri albiimin konsantrasyonuna
gore artis gostermektedir. Ancak bu artis ilk dort pik i¢in tam olarak dogrusal iken, 5. 6.
ve 7. pikler i¢in tamamiyla dogrusal olmamaktadir. 1/T; degerleri ise ilk 5 pik i¢in
albiimin konsantrasyonuna gore artma egilimi gostermektedir. Bu egilim ilk dort pikte
tamamen dogrusal iken 5. pikte tam dogrusalliktan bahsetmek giigtiir. 6. ve 7. pikler i¢in

1/T1 orani albiimin konsantrasyonuna gore sabit kalmaktadir.
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Cizelge 4.5. 1ml D,0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki CM etken maddesine ayr1 ayr1 0g, 0.01g,
0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g albiimin eklenerek elde edilen 6 farkli drnegin 25°C (298K)
sabit sicaklikta "H-NMR spektrumunda gozlenen her pikin 1/T; ve 1/T, durulma oranlar

Albtimin 1T, (3‘1)
Konsantrasyonu
(g/ml) 1.pik 2.pik 3.pik 4.pik 5.pik 6.pik 7.pik Albiimin
0 0,0687 | 0,9689 | 0,9328 | 1,3238 | 1,0552 | 1,1289 | 1,1377 0,0635
0,01 0,0795 | 0,9991 | 0,9991 | 1,3191 | 1,0503 | 1,1186 | 1,1394 0,0871
0,02 0,0874 | 1,0204 | 0,9941 | 1,3086 | 1,0244 | 1,1011 | 1,1056 0,0986
0,03 0,1083 | 1,128 | 1,0513 | 1,288 | 1,0891 | 1,1242 | 1,1286 0,1055
0,04 0,1216 | 1,1913 | 1,0954 | 1,28 | 1,1294 | 1,1064 | 1,1693 0,1242
0,05 0,1264 | 1,1483 | 1,1319 | 1,2772 | 1,2618 | 1,1379 | 1,1454 0,1285
1T, (s
Albliimin
Konsantrasyonu 1.pik 2.pik 3.pik 4.pik 5.pik 6.pik 7.pik | Alblimin
(9/ml)
0 0,388 | 1,3412 | 1,2005 | 1,4025 2 0,9747 | 0,8077 | 0,3224
0,01 0,564 | 3,0912 | 3,5486 | 4,4944 | 9,4339 | 3,8053 | 2,9833 | 0,8865
0,02 0,8197 | 8,5984 | 5,3504 | 6,8259 | 32,6691 | 4,5766 | 4,2319 | 1,0995
0,03 1,1569 | 12,1802 | 7,9428 | 10,8992 | 11,5848 | 10,7609 | 7,3746 | 1,1477
0,04 1,2649 | 16,9348 | 8,8417 | 11,4508 | 31,8573 | 21,9177 | 19,7476 | 1,4524
0,05 1,7743 | 20,6313 | 11,9846 | 15,9286 | 36,5898 | 14,8214 | 13,0736 | 1,7401
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ekil 4.10. 1ml D,0 igerisinde 0.05M konsantrasyondaki CM etken maddesinde gozlenen
¢ Y g
piklerin, 6 farkli albiimin konsantrasyonuna karsi durulma oranlarini veren grafik
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Tez ¢alismasinin ikinci asamasinda anti kanser ila¢ etken maddeleri ile normal
ve diyabetik olmak tiizere iki tiir membrane 6rnegi etkilestirilmis ve bu drneklerin 400
MHz *H-NMR spektrumu incelenmistir.

Sekil 4.11, membrane Orneklerinin homojenize edildigi tampon c¢ozelti ile
membrane drneginin 400 MHz *H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.11a, 100pl
buffer (tampon) ¢ozelti ile 900ul DO karisgimmnim *H-NMR spektrumunu, Sekil 4.11b
ise 20ul membrane 6rnegi ile 980ul DO karisiminin 'H-NMR spektrumunu ayni diisey
skalada vermektedir. Bu iki spektrum karsilastirildiginda tek farkin, membrane 6rnegi
ile D,O karigimmin *H-NMR spektrumunda -0.0046ppm kimyasal kayma degerinde
gozlenen sinyal oldugu goriilmektedir. Bunun sonucunda membrane Orneklerinde bu

sinyal dikkate alinmistir.

Buffer Cozeltisi ‘
|

9 B 7 & 5 4 3 2 1 0 DEm

Membrane Cozeltisi

Sekil 4.11. Buffer (tampon) ¢ozelti+D,0 karigimi ile membrane+D,0 karigiminin NMR
spektrumu (tek puls)

91



4. BULGULAR ve TARTISMA

Sekil 4.12, membrane Orneklerinin homojenize edildigi tampon ¢ozelti ile
membrane Srneginin 400 MHz 'H-NMR spektrumunda presaturasyon teknikleri
kullanilarak HDO sinyalinin bastirilmasi sonucu elde edilen spektrumu vermektedir.
Sekil 4.12a, tampon ¢o6zelti ile D,O karigiminin presaturasyon durumundaki 'H-NMR
spektrumunu, Sekil 4.12b ise membrane Ornegi ile D,O karisiminin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu aym diisey skalada vermektedir. Yine bu iki
spektrum karsilastirildiginda, membrane O6rnegi ile DO karisiminin 'H-NMR
spektrumunda -0.0058ppm kimyasal kayma degerinde gozlenen sinyal oldugu
goriilmektedir. Sekil 11b de -0.0046ppm degerinde gozlenen bu sinyal presaturasyon
durumunda -0.0058ppm degerine kaymustir.

Buffer Cozeltisi

Membrane Cozeltisi

-0.0058

Sekil 4.12. Buffer (tampon) ¢ozelti+D,0 karigimi ile membrane+D,0 karigiminin NMR
spektrumu (presaturasyon)
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Sekil 4.13, 40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, FU etken
maddesinin ti¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul DO karisimmim *H-NMR spektrumunu
vermektedir. Sekil 4.13a; 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0g FU etken
maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.13b; 40ul normal membrane ¢ozeltisine
960ul D,O ve 0.003g FU etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 13c ise
40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.007g FU etken maddesi eklenerek
hazirlanmis 6rnegin *H-NMR spektrumunu vermektedir.Sekil 4.13a da -0.0087ppm
degerinde gozlenen membrane sinyalinin siddeti, etken maddenin konsantrasyonunun

artmastyla biiyiik 6l¢iide azalip sifira gitmektedir.

Co ‘

-0.0087

T
g ! 7 5 5 4 3 3 1 0 ppm

1
Cl ‘ ‘
1
I A
I T T T T T T T T T T 1
9 g T & 5 4 3 2 1 0 ppm
[
|
c2
e,
I T T T T T T T T T T 1
] 8 7 6 5 4 3 2 T 0 ppm

Sekil 4.13. Normal Membrane ile FU etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki karigiminin
NMR spektrumu (Tek puls) a) 0g FU (Co), b) 0.003g FU (C1), c) 0.007g FU (C2)
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Sekil 4.14, 40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, FU etken
maddesinin {i¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karisiminin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.13 de gozlenen HDO sinyali
presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir.
Sekil 4.14a, 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0g FU etken maddesi
eklenerek hazirlanmig 6rnegin, Sekil 4.14b 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul
D,0 ve 0.003g FU etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.14¢ ise 40ul
normal membrane ¢6zeltisine 960ul D,O ve 0.007g FU etken maddesi eklenerek
hazirlanmis ~ 6rnegin  presaturasyon  durumundaki  'H-NMR  spektrumunu
vermektedir.Sekil 4.13a da -0.0087ppm degerinde gdzlenen membrane sinyalinin
siddeti Sekil 4.14a da goriildiigii gibi da biiyiik olmakta ve bu sinyalin kimyasal kayma
degeri de -0.0070ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.14a da -0.0070ppm
degerinde gozlenen membrane sinyalinin siddeti etken maddenin konsantrasyonunun
artmasiyla biliylik Olglide azalip sifira gitmekte ve sinyal kimyasal kaymaya

ugramaktadir.
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Sekil 4.14. Normal Membrane ile FU etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki karigiminin
NMR spektrumu (presaturasyon) a) Og FU (Co), b) 0.003g FU (C1), c¢) 0.007 g FU

(C2)
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Sekil 4.15, 40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, ARA-C
etken maddesinin dort farkhi konsantrasyonu ile 960pl D,O karisimmm ‘H-NMR
spektrumunu vermektedir. Sekil 4.15a, 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O
ve 0g ARA-C etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.15b 40ul normal
membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.012g ARA-C etken maddesi eklenerek
hazirlanmig 6rnegin, Sekil 4.15¢ ise 40ul normal membrane ¢dzeltisine 960ul D,O ve
0.024g ARA-C etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin ve Sekil 4.15d ise 40ul
normal membrane ¢6zeltisine 960ul D,O ve 0.036g ARA-C etken maddesi eklenerek
hazirlanmis 6rnegin 1H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.15a da -0.0087ppm
degerinde gozlenen membrane sinyalinin siddeti, etken maddenin konsantrasyonunun

artmastyla biiyiik dl¢lide azalip sifira gitmektedir.
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Sekil 4.15. Normal Membrane ile ARA-C etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki
karisiminin NMR spektrumu (Tek puls) a) 0g ARA-C (Co), b) 0.012g ARA- C (C1),
c) 0.024g ARA-C (C2), d) 0.036g ARA-C (C3)
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Sekil 4.16, 40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, ARA-C
etken maddesinin dort farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karisiminin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.15 de gdzlenen HDO sinyali
presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir.
Sekil 4.16a, 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0g ARA-C etken maddesi
eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.16b 40ul normal membrane ¢dzeltisine 960ul
D,0 ve 0.012g ARA-C etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.16¢ 40ul
normal membrane ¢6zeltisine 960ul D,O ve 0.024g ARA-C etken maddesi eklenerek
hazirlanmis 6rnegin ve Sekil 4.16d ise 40ul normal membrane ¢6zeltisine 960ul D,O ve
0.036g ARA-C ectken maddesi eklenerek hazirlanmis Ornegin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir.Sekil 4.15a da -0.0087ppm degerinde
gbzlenen membrane sinyalinin siddeti Sekil 4.16a da goriildiigli gibi da biiyiik olmakta
ve bu sinyalin kimyasal kayma degeri de -0.0070ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil
4.16a da -0.0070ppm degerinde gdzlenen membrane sinyalinin siddeti, etken maddenin
konsantrasyonunun artmasiyla biiylik 6lclide azalip sifira gitmekte ve sinyal kimyasal

kaymaya ugramaktadir.
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Sekil 4.16.

Normal Membrane ile ARA-C etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki
karisiminin NMR spektrumu (presaturasyon) a) 0g ARA-C (Co), b) 0.012g ARA-C
(C1), c) 0.024g ARA-C (C2), d) 0.036 g ARA-C (C3)
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Sekil 4.17, 40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, CM etken
maddesinin  dort farkli  konsantrasyonu ile 960ul D,O karigmmmin  *H-NMR
spektrumunu vermektedir. Sekil 4.17a, 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,0O
ve 0g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.17b 40ul normal
membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.010g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmig
ornegin, Sekil 4.17¢ 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.020g CM etken
maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin ve Sekil 4.17d ise 40ul normal membrane
cozeltisine 960ul D,0O ve 0.030g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin 1H-
NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.17a da -0.0087ppm degerinde go6zlenen
membrane sinyalinin siddeti, etken maddenin konsantrasyonunun artmasiyla azalip

sifira gitmektedir.
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Sekil 4.17. Normal Membrane ile CM etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki karisiminin
NMR spektrumu (Tek puls) a) 0g CM (Co), b) 0.010g CM (C1), ¢) 0.020g CM (C2),
d) 0.030g CM (C3)

\

4 3 2z 1 0 opm

101



4. BULGULAR ve TARTISMA

Sekil 4.18, 40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, CM etken
maddesinin dort farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karisiminin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.17 de gozlenen HDO sinyali
presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir.
Sekil 4.18a, 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0g CM etken maddesi
eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.18b 40ul normal membrane ¢dzeltisine 960ul
D,O ve 0.010g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.18c 40ul
normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.020g CM etken maddesi eklenerek
hazirlanmis 6rnegin ve Sekil 4.18d ise 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve
0.030g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin presaturasyon durumundaki
'H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.17a da -0.0087ppm degerinde gozlenen
membrane sinyalinin siddeti Sekil 4.18a da goriildiigii gibi da biiyiikk olmakta ve bu
sinyalin kimyasal kayma degeri de -0.0070ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.18a
da -0.0070ppm degerinde gozlenen membrane sinyalinin siddeti, etken maddenin

konsantrasyonunun artmastyla tamamen azalip sifira gitmektedir.

102



SIBEL KORUNUR

-0.0070

~ f{\ n S

9 8 7 3 5 2 1 0 CpMm
‘ o
" s
o DJ
=
LL} D
1
e,
i ARARRARARE! T Tl T F: ™
9 g 7 6 5 i_ 2 -3 ppm
2 ‘ \ ‘
I ‘
| |
J\J UI
g B 1 6 5 4 3 2 1 { opm

c3 H

9 g 7 6 5 4 ! 2 1 0 ppn

Sekil 4.18. Normal Membrane ile CM etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki karigiminin
NMR spektrumu (presaturasyon) a) 0g CM (Co), b) 0.010g CM (C1), c¢) 0.020g CM
(C2), d) 0.030g CM (C3)
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Normal ve diyabetikli olmak {izere iki ¢esit membrane 6rneklerinin her birinden
40ul alinarak elde edilen orneklerin 400MHz 'H-NMR spektrumu karsilagtirilmali
olarak Sekil 4.19 da verilmistir. Goriildiigii iizere diyabetiklik, normal membranin
yapisint degistirmekte ve membrane pikinin yerini kaydirmaktadir. Ayni 6rneklerin
presaturasyon durumundaki ‘H-NMR spektrumu da Sekil 4.20 de verilmistir. Bu
sekilden gorildigl {izere her iki O6rnegin tek puls deneyinden elde edilen NMR

spektrumlarindaki membrane piklerinin siddeti artmis ve kimyasal kayma degerleri

degismistir.
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Sekil 4.19. a) 40ul normal membrane+960ul D,0 b) 40ul diyabetli membrane+960ul D,0
orneklerinin 400MHz "H-NMR spektrumu (Tek puls)
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Sekil 4.20. a) 40ul normal membrane+960ul D,0 b) 40ul diyabetli membrane+960ul D,0O
érneklerinin 400MHz "H-NMR spektrumu (presaturasyon)
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Sekil 4.21, 40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, FU etken
maddesinin ti¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul D20 karisimmi *H-NMR spektrumunu
vermektedir. Sekil 4.21a, 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0g FU
etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.21b 40ul diyabetik membrane
cozeltisine 960ul D,O ve 0.003g FU etken maddesi eklenerek hazirlanmig 6rnegin,
Sekil 4.21c ise 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.007g FU etken
maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin 'H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.21a
da -0.0307ppm degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin siddeti, etken

maddenin konsantrasyonunun artmastyla biiylik dl¢lide azalip sifira gitmektedir.
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Sekil 4.21. Diyabetik Membrane ile FU etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki
karigimimin NMR spektrumu (Tek puls) a) 0g FU (Co), b) 0.003g FU (C1), c) 0.007
g FU (C2)



SIBEL KORUNUR

Sekil 4.22, 40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, FU etken
maddesinin {i¢ farklt konsantrasyonu ile 960ul D,O karigiminin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.21 de gdzlenen HDO sinyali
presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir.
Sekil 4.22a, 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0g FU etken maddesi
eklenerek hazirlanmig 6rnegin, Sekil 4.22b 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul
D,0 ve 0.003g FU etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.22c¢ ise 40ul
diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.007g FU etken maddesi eklenerek
hazirlanmis 6rnegin presaturasyon durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir.
Sekil 4.21a da -0.0307ppm degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin kimyasal
kayma degeri -0.0112ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.22a da -0.0112ppm
degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin siddeti etken maddenin
konsantrasyonunun artmasiyla biiylik olclide azalip sifira gitmekte ve sinyal kimyasal

kaymaya ugramaktadir.
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Sekil 4.22. Diyabetik Membrane ile FU etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki
karigimiim NMR spektrumu (presaturasyon) a) 0g FU (Co), b) 0.003g FU (C1),
c) 0.007g FU (C2)
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Sekil 4.23, 40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, ARA-C
etken maddesinin dort farkli konsantrasyonu ile 960pul D,O karisimmmn *H-NMR
spektrumunu vermektedir. Sekil 4.23a, 40ul diyabetik normal membrane ¢6zeltisine
960ul D,O ve 0g ARA-C etken maddesi eklenerek hazirlanmis ornegin, Sekil 4.23b
40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.012g ARA-C etken maddesi
eklenerek hazirlanmig 6rnegin, Sekil 4.23c 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul
D,0 ve 0.024g ARA-C etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin ve Sekil 4.23d ise
40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.036g ARA-C etken maddesi
eklenerek hazirlanmig érnegin "H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.23a da -
0.0307ppm degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin siddeti, etken maddenin

konsantrasyonunun artmasiyla biiyiik 6l¢iide azalip sifira gitmektedir.
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Sekil 4.23. Diyabetik Membrane ile ARA-C etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki
karigiminin NMR spektrumu (Tek puls) a) 0g ARA-C (Co), b) 0.012g ARA- C (C1),
c) 0.024g ARA-C (C2), d) 0.036 g ARA-C (C3)
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SIBEL KORUNUR

Sekil 4.24, 40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, ARA-C
etken maddesinin dort farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karisiminin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.23 de gdzlenen HDO sinyali
presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir.
Sekil 4.24a, 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0g ARA-C etken
maddesi eklenerek hazirlanmig 6rnegin, Sekil 4.24b 40ul diyabetik membrane
cozeltisine 960ul D,O ve 0.012g ARA-C etken maddesi eklenerek hazirlanmig 6rnegin,
Sekil 4.24c 40ul diyabetik membrane ¢6zeltisine 960ul D,O ve 0.024g ARA-C etken
maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin ve Sekil 4.24d ise 40ul diyabetik membrane
¢ozeltisine 960ul D,0O ve 0.036g ARA-C etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin
presaturasyon durumundaki 'H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.23a da -
0.0307ppm degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin kimyasal kayma degeri -
0.0112ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.24a da -0.0112ppm degerinde gozlenen
diyabetik membrane sinyalinin siddeti, etken maddenin konsantrasyonunun artmasiyla

biiyiik 6l¢iide azalip sifira gitmekte ve sinyal kimyasal kaymaya ugramaktadir.

111



4. BULGULAR ve TARTISMA

-0.0112

Lo

s A MLL

9 B 7 [ 5 4 3 2 i 0 ppm
n o
w
M o
e
o
1
| \
| | 0 B | (ol NSRS EIOE RaRE S | | | LR RRRE RS | By
9 g 1 £ 5 4 3 2 1 0 ppm
| | 2
{2 =
o
| 3
| =]
| i
I
sl om o )
[ [ R I R R I S ] [ SR ) ST I ]
g 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
4]
|
M o=
| S
o=
i
|
| |
J U L ok
R e e ] R R B R T R e R P T R ) T R e |
g 8 7 § 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.24. Diyabetik Membrane ile ARA-C etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki
karigimimin NMR spektrumu (presaturasyon) a) 0g ARA-C (Co), b) 0.012g ARA- C
(C1), ¢) 0.024g ARA-C (C2), d) 0.036g ARA-C (C3)
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Sekil 4.25, 40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, CM etken
maddesinin  dort farkli konsantrasyonu ile 960pul D,O karigmmmm ‘H-NMR
spektrumunu vermektedir. Sekil 4.25a, 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O
ve 0g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis ornegin, Sekil 4.25b 40ul normal
membrane ¢ozeltisine 960ul D,0O ve 0.010g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis
ornegin, Sekil 4.25¢ 40ul normal membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0.020g CM etken
maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin ve Sekil 4.25d ise 40ul normal membrane
cozeltisine 960ul D,O ve 0.030g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin 1H-
NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.25a da -0.0307ppm degerinde go6zlenen
membrane sinyalinin giddeti, etken maddenin konsantrasyonunun artmasiyla tamamen

azalip sifira ulagmaktadir.
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Sekil 4.25. Diyabetik Membrane ile CM etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki
karigimimin NMR spektrumu (tek puls) a) 0g CM (Co), b) 0.010g CM (C1),
c) 0.020g CM (C2), d) 0.030g CM (C3)
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SIBEL KORUNUR

Sekil 4.26, 40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, CM
etken maddesinin dort farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karisiminin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.25 de gdzlenen HDO sinyali
presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir.
Sekil 4.26a, 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul D,O ve 0g CM etken maddesi
eklenerek hazirlanmig 6rnegin, Sekil 4.26b 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul
D,0O ve 0.010g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis 6rnegin, Sekil 4.26¢ 40ul
diyabetik membrane ¢6zeltisine 960ul D,O ve 0.020g CM etken maddesi eklenerek
hazirlanmis 6rnegin ve Sekil 4.26d ise 40ul diyabetik membrane ¢ozeltisine 960ul DO
ve 0.030g CM etken maddesi eklenerek hazirlanmis Ornegin presaturasyon
durumundaki *H-NMR spektrumunu vermektedir. Sekil 4.25a da -0.0307ppm degerinde
gozlenen diyabetik membrane sinyalinin kimyasal kayma degeri -0.0112ppm degerine
kaymis olmaktadir. Sekil 4.26a da -0.0112ppm degerinde gozlenen diyabetik membrane
sinyalinin siddeti, etken maddenin konsantrasyonunun artmasiyla tamamen azalip sifira

gitmektedir.
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Sekil 4.26. Diyabetik Membrane ile CM etken maddesinin farkli konsantrasyonlardaki
karigimimin NMR spektrumu (presaturasyon) a) 0g CM (Co), b) 0.010g CM (C1),
c) 0.020g CM (C2), d) 0.030g CM (C3)
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, D,O ortaminda ¢6ziinmiis ii¢ farkli ila¢ etken maddesine

(5-Fluorouracil (5-FU), Cytosine p-D Arabinofuranoside (Ara-C), Cyclophosphamide-

Monohydrate (CM)) farkli konsantrasyonlarda insan serum alblimini eklenerek elde

edilen ornekler 400 MHz NMR spektroskopisi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar

sOyledir.

1ml D,0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki FU etken maddesine
6 farkli konsantrasyonda albiimin eklenmesiyle elde edilen 6rneklerin,
25°C (298K) sabit sicaklikta *H-NMR spektrumunda gbzlenen HDO ve
CH sinyallerinin T, ve T, durulma zamanlarindan elde edilen durulma
oranlarmin albiimin konsantrasyonuna gore grafigi incelendiginde her iki
pikin de 1/T; ve 1/T, degerleri albiimin konsantrasyonuna gore lineer
olarak artmaktadir. 1/T; ve 1/T, degerlerinin albiimin konsantrasyonuna
gore lineer olarak artmasi, durulma mekanizmasinin dipolar mekanizma
oldugunun gostergesidir.

1ml D,0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki FU etken maddesine
0.05g albiimin eklenerek elde edilen 6rnegin 298K, 303K, 308K, 313K
ve 318K sicaklik degerlerinde "H-NMR spektrumunda gézlenen HDO ve
CH sinyallerinin T; ve T, durulma zamanlarindan elde edilen durulma
oranlarinin sicakliga gore grafigi incelendiginde HDO sinyalinin 1/T; ve
1/T, degerlerinin sicakliga bagh olarak sabit kaldigi buna karsiik CH
sinyalinin 1/T; degerlerinin sicakliga gore arttigi, 1/T, degerlerinin ise
sicakliga gore azaldigr goriilmektedir. Bu sonuca gore T; durulma
mekanizmasinin dipolar, T, durulma mekanizmasinin spin-rotasyon

oldugu sdylenebilir.

Iml DO igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki ARA-C etken
maddesine ayr1 ayr1 Og, 0.01g, 0.02g, 0.03g, 0.04g ve 0.05g albiimin
eklenerek elde edilen 6 farkli 6rnegin 25 °C (298K) sabit sicaklikta *H-
NMR spektrumunda gozlenen her pikin rolaksivite degerlerinin (durulma
oranlart 1/T; ve 1/T,) albiimin konsantrasyonuna goére grafigi

incelendiginde ARA-C etken maddesinin *H-NMR spektrumunda
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5. SONUC ve ONERILER

gozlenen biitiin sinyallerinin  1/T; ve 1/T, degerleri albiimin
konsantrasyonuna gore lineer olarak artmaktadir. Bu lineer artis durulma

mekanizmasinin dipolar mekanizma oldugunun bir gostergesidir.

e ARA-C etken maddesiyle yapilan konsantrasyona baglilik deneylerinde,
Iml D,O igerisinde 0.05g sabit konsantrasyonda albiimin varliginda 5
farkli konsantrasyondaki ARA-C etken maddesinin 25°C (298K) sabit
sicaklikta *H-NMR spektrumunda gézlenen biitiin sinyallerin T; ve T,
durulma zamanlarindan elde edilen durulma oranlarinin ARA-C
konsantrasyonuna gore grafigi incelendiginde Sekil 4.8 de goriildiigi gibi
tim piklerin 1/T; orani, ARA-C etken maddesinin konsantrasyonuna
gore dogrusal olarak artmaktadir. Buna karsilik 1/T, orani tiim piklerde
farklilik ~ gostermektedir. 1. ve 7. pikte 1/T, oram1 ARA-C
konsantrasyonuna gore dogrusal olarak artmaktadir. 2. ve 4. pikte 1/T;
orani artma egiliminde ancak tam olarak dogrusal bir artis s6z konusu
degildir. 6., 8. ve 9. pikin 1/T, orant ARA-C konsantrasyonuna gore
azalma egiliminde olmakla birlikte bu azalma tam olarak dogrusal
olmamaktadir. 3. ve 5. pikin 1/T, orani ARA-C konsantrasyonuna gore

sabit kalan bir dagilim gostermektedir.

e 1ml D,0 igerisinde 0.05M sabit konsantrasyondaki CM etken maddesine
6 farkli konsantrasyonda albiimin eklenmesiyle elde edilen 6rneklerin,
25°C (298K) sabit sicaklikta 'H-NMR spektrumunda gozlenen biitlin
sinyallerin Ty ve T, durulma zamanlarindan elde edilen durulma
oranlarinin albiimin konsantrasyonuna gore grafigi incelendiginde Sekil
4.10 da goriildiigii gibi CM etken maddesinin *H-NMR spektrumunda
gbzlenen biitiin sinyallerinin 1/T, degerleri albiimin konsantrasyonuna
gore artis gostermektedir. Ancak bu artig ilk dort pik i¢in tam olarak
dogrusal iken, 5. 6. ve 7. pikler i¢in tamamiyla dogrusal olmamaktadir.
1/T; degerleri ise ilk 5 pik i¢in albiimin konsantrasyonuna gore artma
egilimi gostermektedir. Bu egilim ilk dort pikte tamamen dogrusal iken
5. pikte tam dogrusalliktan bahsetmek giictiir. 6. ve 7. pikler i¢in 1/T

orani albiimin konsantrasyonuna gore sabit kalmaktadir.
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Membrane Orneklerinin  homojenize edildigi tampon ¢ozelti ile
membrane 6rneginin 400 MHz 'H-NMR spektrumunun karsilastirilmasi
sonucunda  membrane  Orneklerinde  dikkate alinacak  sinyal
kararlagtirnlmistir. Tek puls ve presaturasyon deneylerinde bu sinyalin

kimyasal kayma degerleri ve siddeti incelenmistir.

40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, FU etken
maddesinin ii¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul DO karigiminin *H-NMR
spektrumu incelendiginde Sekil 4.13a da -0.0087ppm degerinde gézlenen
membrane sinyalinin siddetinin, etken maddenin konsantrasyonunun

artmastyla biiyiik 6l¢iide azalip sifira gittigi gorilmektedir.

40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, FU etken
maddesinin ii¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karigiminin
presaturasyon durumundaki *H-NMR spektrumu incelendiginde tek puls
spektrumunda gozlenen HDO sinyali presaturasyon teknigi ile bastirilmis
ve bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir. Sekil 4.13a da -
0.0087ppm degerinde gozlenen membrane sinyalinin siddeti Sekil 4.14a
da goriildigi gibi da biiyilk olmakta ve bu sinyalin kimyasal kayma
degeri de -0.0070ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.14a da -
0.0070ppm degerinde gozlenen membrane sinyalinin siddeti etken
maddenin konsantrasyonunun artmasiyla biiyiikk oOlgiide azalip sifira

gitmekte ve sinyal kimyasal kaymaya ugramaktadir.

40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, ARA-C etken
maddesinin ii¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul DO karisimimnin *H-NMR
spektrumu incelendiginde -0.0087ppm degerinde gozlenen membrane
sinyalinin siddeti, etken maddenin konsantrasyonunun artmastyla biiyiik

olgtide azalip sifira gittigi goriilmektedir.

40pl sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, ARA-C etken
maddesinin {i¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul DO karigiminin
presaturasyon durumundaki *H-NMR spektrumu incelendiginde. Sekil

4.15 de gozlenen HDO sinyali presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve
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bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir. Sekil 4.15a da -
0.0087ppm degerinde gozlenen membrane sinyalinin siddeti Sekil 4.16a
da gortldigi gibi da biiyiik olmakta ve bu sinyalin kimyasal kayma
degeri de -0.0070ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.16a da -
0.0070ppm degerinde goézlenen membrane sinyalinin siddeti, etken
maddenin konsantrasyonunun artmasiyla biiyiik ol¢ilide azalip sifira

gitmekte ve sinyal kimyasal kaymaya ugramaktadir.

e A40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, CM etken
maddesinin ii¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul DO karisiminin *H-NMR
spektrumu incelendiginde -0.0087ppm degerinde gbzlenen membrane
sinyalinin siddeti, etken maddenin konsantrasyonunun artmasiyla biiyiik

oOl¢iide azalip sifira gittigi gortilmektedir.

e 40ul sabit konsantrasyonda normal membrane varliginda, CM etken
maddesinin {li¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul DO karisiminin
presaturasyon durumundaki *H-NMR spektrumu incelendiginde. Sekil
4.17 de gozlenen HDO sinyali presaturasyon teknigi ile bastirilmig ve
bunun sonucunda diger piklerin siddeti artmistir. Sekil 4.17a da -
0.0087ppm degerinde gdzlenen membrane sinyalinin siddeti Sekil 4.18a
da gorildigi gibi da biiyilk olmakta ve bu sinyalin kimyasal kayma
degeri de -0.0070ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.18a da -
0.0070ppm degerinde goézlenen membrane sinyalinin giddeti, etken
maddenin konsantrasyonunun artmasiyla biiyiik ol¢ilide azalip sifira

gitmekte ve sinyal kimyasal kaymaya ugramaktadir.

e 40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, FU etken
maddesinin ii¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul DO karisiminin *H-NMR
spektrumu incelendiginde Sekil 4.19a da -0.0307ppm degerinde gozlenen
diyabetik ~ membrane  sinyalinin  siddeti, etken = maddenin

konsantrasyonunun artmasiyla biiylik 6lclide azalip sifira gitmektedir.

e 40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, FU etken

maddesinin ii¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karigiminin
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presaturasyon durumundaki 'H-NMR spektrumunda Sekil 4.19 da
gozlenen HDO sinyali presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun
sonucunda diger piklerin siddeti artmustir. Sekil 4.19a da -0.0307ppm
degerinde go6zlenen diyabetik membrane sinyalinin kimyasal kayma
degeri -0.0112ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.20a da -
0.0112ppm degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin siddeti
etken maddenin konsantrasyonunun artmasiyla biiylik dl¢iide azalip sifira

gitmekte ve sinyal kimyasal kaymaya ugramaktadir.

40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, ARA-C
etken maddesinin dort farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karigiminin
'H-NMR spektrumu incelendiginde Sekil 4.21a da -0.0307ppm
degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin siddeti, etken
maddenin konsantrasyonunun artmasiyla biiyiikk Olgiide azalip sifira

gittigi gortilmektedir.

40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, ARA-C
etken maddesinin ii¢ farkli konsantrasyonu ile 960ul DO karisiminin
presaturasyon durumundaki 'H-NMR spektrumunda Sekil 4.21 de
gozlenen HDO sinyali presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun
sonucunda diger piklerin siddeti artmistir. Sekil 4.21a da -0.0307ppm
degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin kimyasal kayma
degeri -0.0112ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.22a da -
0.0112ppm degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin siddeti,
etken maddenin konsantrasyonunun artmasiyla biiyiik 6l¢iide azalip sifira

gitmekte ve sinyal kimyasal kaymaya ugramaktadir.

40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, CM etken
maddesinin dort farkli konsantrasyonu ile 960pl D,O karigimimin *H-
NMR spektrumu incelendiginde Sekil 4.23a da -0.0307ppm degerinde
gozlenen diyabetik membrane sinyalinin siddeti, etken maddenin
konsantrasyonunun artmasiyla biyiik o6lglide azalip sifira gittigi

goriilmektedir.
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40ul sabit konsantrasyonda diyabetik membrane varliginda, CM etken
maddesinin dort farkli konsantrasyonu ile 960ul D,O karigiminin
presaturasyon durumundaki ‘H-NMR spektrumunda Sekil 4.23 de
gozlenen HDO sinyali presaturasyon teknigi ile bastirilmis ve bunun
sonucunda diger piklerin siddeti artmustir. Sekil 4.23a da -0.0307ppm
degerinde go6zlenen diyabetik membrane sinyalinin kimyasal kayma
degeri -0.0112ppm degerine kaymis olmaktadir. Sekil 4.24a da -
0.0112ppm degerinde gozlenen diyabetik membrane sinyalinin siddeti,
etken maddenin konsantrasyonunun artmasiyla biiytlik 6l¢iide azalip sifira

gitmekte ve sinyal kimyasal kaymaya ugramaktadir.

Bu tez ¢alismasini farkli yollarla gelistirmek miimkiindiir.

Bu tez c¢alismasinda kullanilan ilag etken maddeleri D,O ortami yerine su

igerisinde ¢ozdiiriiliip bu 6rneklerin 400 MHz spektrumu incelenebilir.

D,0 igerisinde kolayca ¢oziinebilen ilag etken maddeleri arastirilip bu

maddelerle deneyler yapilabilir.

Bu tez caligmasinda insan kaninda en bol miktarda bulunan protein olan
alblimin kullanilmistir. Daha farkli proteinler kullanilarak, bu proteinlerle

ilag etken maddelerinin etkilesmeleri incelenebilir.

Membrane-ilag orneklerinin diisiik sicakliklarda T; ve T, durulma

zamanlari Slgiilebilir.

Membrane-ilag etkilesimi, baska ilaglar kullanilarak da yapilabilir.
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