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OZET

D20 COZELTILERINDEKI HDO’ ya AIT INVERSION RECOVERY EGRILERININ
BEKLEME ZAMANLARINA BAGLILIGININ INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI
Sevgi YALINKILIC

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
FiZIK ANABILIM DALI

2011

H.O / D,0 karisimlari igerisinde ¢6ziilmiis protein ¢ozeltileri i¢in T degerlerini
veren inversiyon recoveri (IR) egrileri daha 6nce ¢aligilmistir. Ancak, H,O / D,O
karisimlart i¢in, tam bir IR egrisinin baslangic kisminda yer alan IR egrileri heniiz
calisilmamustir. Boyle bir ¢alisma protein ¢ozeltilerindeki Ty verilerini yorumlamak igin
faydali olabilir. Bu g¢alismada, saf H,O / D,O karigimlar1 (0. 1 H,O + 0. 9 D,0)

kullanilarak IR puls adiminda yer alan [1800 -1 - 900] gecikme zamanit T  nun
degisik setleri i¢in, IR egrilerinin baslangi¢ kisimlari elde edilmistir.

Olgiimler 400 MHz NMR Spektrometre ile gerceklestirilmis ve her bir setin
ardisik gecikme zamanlar1 arasindaki artis miktarr sabit tutulmustur. Saf H,O / D,O
karisimlart i¢in IR Olglimleri degisik giinlerde de tekrarlanmistir. Saf ornege ait IR
verileri dort kisimdan olugsmaktadir; baslangigta bir kiime, onu takip eden bir sigrama,
sigramayi takip eden bir {iglii (triplet) ve en sonunda bir egri. Kiime ve sigrama, albiimin
eklenmesiyle birlikte yavas yavas kaybolmaktadir. Uglii ¢izgi ise tekrarli 6lgiilen
eskimis oOrneklerde dort cizgiye donlismektedir. Bu dortlii goriiniise iliskin olasi
nedenler, durulma teorisi terimleriyle analiz edilmistir. Bu ¢alismadan ¢ikan 6neriler su
sekilde 6zetlenebilir:

a) Sigrama kismi ¢Oziicli igerisindeki bir hizli reaksiyondan kaynaklanmig
olabilir.

b) Uglii ¢izgiler H’ nin D tarafindan agir1 ince yarilmasi ile ya da radyasyon
damping yolu ile meydana gelmis olabilir. Bekletilen 6rnekte elde edilen
dordiincii ¢izgi ise, ¢Oziicii igerisindeki H/D degisiminden kaynaklanmis
olabilir

Anahtar Kelimeler: NMR; Radyasyon Soniimii; Durulma Zamanlari.



ABSTRACT

DELAY TIME DEPENDENCE OF INVERSION RECOVERY CURVES OBTAINED
FOR HDO IN D20 SOLUTIONS

MSc THESIS
Sevgi YALINKILIC

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

2011

Inversion Recovery (IR) curves giving T1 have been obtained for protein
solutions dissolved in H,O/D,O mixtures.However, initial IR curves of H,O/D,0
mixtures have not been obtained yet.Such a study may be useful for interpretation of T1
data in protein solutions.In this work initial perts of IR curves for pure H,O + D,0O
mixtures (0.1 H,O + 0.9 DZO(? were obtained for several sets of delay time to in IR
pulse sequence [180° —t — 907

The measurements were carried out by a 400 Mhz NMR spectrometer and
increamental increase between two adjascent delays of each set was kept constant. The
IR measurements for pure H,O/D,O were repeat at several days.The IR data of pure
sample consists of four parts classifed as a cluster followed by a jump , followed by a
triplet and followed by a curve. The cluster and the jump have been dissappeared
gradually upon addition of alboumin. The triplet was turned into four lines for the non-
fresh sample measured day by day.The possible sources of this fragmentary data were
analysed in terms of relaxation theory. The suggestions of this work can be summerised
as follows:

a) Jumping may be caused by a fast reaction in solvent

b) The triplet may be caused by the hyperfine splitting of H by D or by
radiation damping. The additional line obtained for the delayed
sample may be due to H/D Exchange in solvent.

Keywords: NMR; Radiation Damping; Relaxation Times.
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SEVGI YALINKILIC

1.GIRIS

H,0/D,0 karisgimlart enzim, protein ve bazi kimyasal bilesikler i¢in ¢oziicii
olarak kullanilmaktadir (Powles ve Smith 1964, Smith ve Powles 1966, Bluyssen ve
ark. 1967, Verhoeven ve ark. 1968, Sherry ve ark. 1973, Eisenstedt 1985, Zhuravlev ve
Gangardt 1987, Patrizia ve Strambini 2002, Mahi ve Duplan 2003, Duplan ve ark.
2005, Milhaud ve ark. 2006, Bhowmik ve ark. 2008). H,O ve D,O karisiminda; H,0,
D,0 ve HDO olmak iizere ii¢ tiir molekiil vardir (Powles ve Smith 1964, Smith ve
Powles 1966, Bluyssen ve ark. 1967). Bu ¢esitlilige ragmen H,O/D,0 karisiminin NMR
spektrumu, alg¢ak ya da yiiksek tiim statik manyetik alanlarda, tek bir ¢izgi gosterir. S6z
konusu ¢izgi H,O’nun rezonans frekansinda ortaya ¢ikar. Buna gore; boyle karisik
coziicliler ile yapilan ¢alismalar, suyun bu tek spektrumunu temel alir. Diger yandan
H,O/D,0 karisimi i¢in elde edilen spin-6rgii(T;) ve spin-spin(T,) durulma verilerinin
yorumlanmasinin zor oldugu bilinmektedir ( Powles ve Smith 1964, Smith ve powles
1966, Mahi ve Duplan 2003, ). Ayrica H,O, D,O ve HDO arasindaki dengeye iliskin
veri analizinin de zor oldugu belirtilmistir (Duplan ve ark. 2005). H,O/D,0O’daki su
sinyalinin, doéteryum (D)’dan kaynaklanan, kii¢lik spin-spin yarilmalari, proton
NMR’1 ile de ¢alisilmigtir (Mahi ve Duplan 2003). Deuterium(D)’dan kaynaklanan H,O
yarilmalari, Ozel Serbest Indiiksiyon Bozunumu isleme programinda, bir triplet olarak
ortaya konulmustur (Mahi ve Duplan 2003, Duplan ve ark. 2005). Bu tip yarilmalarin,
her bir triplet bileseninin durulma etkileri yolu ile de ortaya c¢ikarilabilir oldugu 6ne
stiriilmiistiir (Yilmaz ve ark. 2007). Bu ise, triplet sinyallerine ait Inversion Recovery
egrilerinin elde edilmesi ile yapilabilmistir. Ancak sézkonusu triplete ait inversion
recovery (IR) egrilerinin,  bekleme zamani (inversion delay), ardisik iki bekleme

zamant arasi i¢in se¢ilen fark ve 6rnek eskimesine bagliligi incelenmemistir.

Su-protein etkilesmesine ait, spin-lattice durulma oraninin (1/T;) hem Niikleer
Manyetik Rezonans Dispersion (NMRD) ve hemde T; ile T, yi 6lgen NMR araciligiyla
genis bir sekilde calisiimistir (Hallenga ve Koenig 1976, Otting ve ark. 1991, Kriawicki
ve ark. 1993, Suzanne ve Bryant 2000, Van-Quynh 2003). Bu ¢aligmalar1 tamamlayan
bilgiler ise, D,O ¢ozeltisinin kullanilmasiyla elde edilmistir (Hallenga ve Koenig 1976,
Otting ve ark. 1991, Kriawicki ve ark. 1993, Suzanne ve Bryant 2000, Van-Quynh

2003). Protein ¢ozeltileri H,O/D,0 ortaminda incelenirken, kiiglik bekleme zamanlari
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bolgesinde birgoklu inversion recovery egrileri bulundugu, daha biiyilk bekleme
zamanlar1 bolgesinde ise bunun tekli inversion recovery egrisine doniistigi
gbzlemlenmistir (Eisenstedt 1985, Edzest ve Samulski 1978). Ancak kiigiik bekleme
zamani bolgesi ayrintili incelenememistir. Bu nedenle kii¢iik bekleme zamani bdlgesini
ele alip; bu bolgeye ait inversion recovery egrilerinin, ardisik bekleme zamanlari
arasindaki adimlara ve Ornek eskimesi lizerine bagliligini incelemek yararli sonuglar

verebilir.

Bu tez c¢alismasinda 0.1H,O ve 0.9D,O karisiminin kiigiik bekleme zamani

bolgesindeki inversion recovery egrileri

a) Bekleme zamani i¢in kullanilan adimin biiyiikliigiine,
b) Ornegin bekletilmesine

¢) Ornegin albiimin igermesine bagh olarak incelendi.
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2. KAYNAK OZETLERI

* H,0/D,0 karigimlarinin spin 6rgii durulma zamani olan Ts; karisimdaki suyun
yiizdesine ve sicakligina bagli olarak incelemistir. T1 in suyun yiizdesine ve sicakliina
bagl olarak degistigi gozlemlemistir. Ayrica Ty rolaksasyon zamam 200°C ye kadar
sicaklikla artmakta, 200°C den sonra ise azalmaktadir. 200°C den asag: sicakliklarda
dipol-dipol rélaksasyon mekanizmasi gegerli iken, 200°C den sonraki sicakliklarda spin-

rotasyon mekanizmasinin gegerli oldugu gosterilmistir (Powles ve Smith1963).

* Proton-spin lattice zamami olan T; hem suda hem de amonyumda
incelenmistir. Suda yapilan incelemede H,0-D,O karigimlari kullanilmistir. T bu
karismlarin yiizdesine ve sicakliga bagli olarak incelenmistir. Dipolar ve spin rotasyon
rolaksasyon mekanizmalar1 arasinda ki iligskiler derinlemesine ele alinmis, cesitli
rolaksasyon mekanizmalari i¢in bir teori gelistirilmistir. Elde edilen sonu¢ amonyum ile

mukayese edilmistir (Smith ve Powles 1966).

* H,0O,HDO ve D,0 molekiilleri ele alinarak, bir ¢ekirdegin spini ve molekiiliin
rotasyonel agisal momentumu arasinda ki eslesmeyi temsil eden tensoriin diagonal
elemanlar1 hesaplanmistir. Buradan hareketle H,O, HDO ve D,O igin spin-rotasyon

sabitleri hesaplanmistir (Bluyssen ve ark. 1967).

* HDO ve D,O’nun rotasyonel spektrumundaki ince yapi sabiti BIM
spektrometresi kullanilarak arastirilmistir. Hesaplanan ince yapi sabitleri molekiiliin rijit
rotor modeli ile hesaplanmis, degerlerle karsilastirilmistir (Verhoeven ve ark.1968).
2.5H,0-D,0 karisimindaki su protonlarinin T; Spin-6rgii zamani Olgiilmiistiir. Piir
suyun rolaksasyon zamanmi %10 H;0-%90 D,O karisiminda 9sn ye yikseldigi
goriilmiistiir. Bu olgudan hareketle BOVINE SERUM ALBUMINE’e manganezin

baglanmasi incelenmistir (Sherry ve ark.1973).

* Bu calismada diamagnetik hemoglobin ¢o6zeltilerindeki su protonlarinin ve
protein protonlarmin NMR de T; ve T, durulmalar1 incelenmistir. Bu inceleme
yapilirken su ve proteinin T; ve T,’si H,0-D,0O karisimlarinda incelenmistir. Ty ve T,

rolaksasyon mekanizmalarini agiklamak igin teoriler gelistirilmistir (Eisenstadt 1985).

* Bu calismada proton ve deuteron zamanlari; insan serum albumini igeren H,O

ve D,O c¢ozeltileri igin incelenmistir. Bu calismada T; ve Ty’lerin sicakliga,
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konsantrasyona ve frekansa bagliliklari aragtirilmistir. Durulma mekanizmalari igin hizl
kimyasal degis-tokus mekanizmalar1 Onerilmistir. Molekiiller aras1 dipol-dipol

rolaksasyonunda dikkate alinmasi gerektigi belirtilmistir (Zhuravlev ve ark.1987).

* Calismada proteinlerin i¢ dinamigi lizerine D,O’nun etkileri arastirilmistir.
Burada proteindeki H’larin yerine, D’lerin ge¢mesi, i¢ protonlarin H-D degis-tokus

oranityla mukayese edilmistir (Patrizia ve Giovanni 2002).

* H,0-D,0 karigimindaki kii¢iik spin-spin yarilmalar1 kimyasal degis-tokusun
varliginda analiz edilmistir. Bunun i¢in % 80 D,0,% 20 H,0O igeren karisimin 300 Mhz
de elde edilen (FID) spektrumu 6zel bir yontem ile islenerek yarilmalar gézlenmistir.

Ve bu deneye uygun teoride gelistirilmistir (Mahi ve Duplan 2003).

* H,0-D,0 karisimlarindaki denge sabitinin NMR tayini yapilmigtir. Bu olgu
300 Mhz den elde edilen spektrum iizerinde yapilan 6zel bir isleme dayandirilmistir.
Denge sabitleri ile ilgili bir teori gelistirilerek, denge sabitleri saptanmigtir (Duplan ve
ark.2005).

* Bu ¢alismada fosfolipid iceren H,O ve D,0O nun farkli 6zellikleri incelenmistir.
Bu inceleme de hem NMR hem de FT-IR kullanilmistir. Ayrica SANS spektrasi
iizerinde de olay incelenmistir (Milhaud ve ark.2006).

* Bu calismada zar ana ylizeyi ile degis-tokusta olan proteinler ig¢in proton

durulmasinin spin difiizyon etkileri incelenmistir ( Bhowmik ve ark. 2008).

2.1. Temel Kuram

Tezin bu kisminda Yilmaz ve Korunur tarafindan hazirlanan Manyetik Rezonans

Ders notlarindan yararlanilarak hazirlanan bilgilere yer verilecektir.

2.1.1. Bireysel Spinlerin bir manyetik alandaki davramslari, Boltzman Dengesi ve

makroskobik miknatislanma

Her atom NMR’a uygun degildir. Cekirdeginde spin (ya da manyetik moment)
denilen ig¢sel agisal momentum olan atomlar MR’a uygundur. Spin, c¢ekirdekteki
protonun kendi ekseni etrafinda dénmesi sonucu olusur. Cekirdeginde spin denilen

miknatis bulunan atomlara drnek olarak *H, D, 3C ve 3P verilebilir.
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Spin igeren bir atom, bir dis Ho manyetik alanina konuldugunda; spin H, etrafinda
ya bir yonde ya da diger yonde doner. Donme hizi @, H, alan siddeti ile orantilidir
(w=yH, y jiromanyetik oran). Manyetik alana yerlestirilen tiipteki tiim protonlar da,
ya bir yon ya da ters yonde donerler. Bunlardan sadece 2 tanesinin yan yana

getirilmesiyle, Sekil 1°deki hareket diyagrami elde edilir.

& Hl]

Sekil 2.1. Bir | spininin Hy manyetik alani igerisindeki hareketleri

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

kapsayacak sekilde genisletilebilir (Sekil 2).

-

Sekil 2.2. | spininin Hy manyetik alani i¢erisindeki hareketlerine karsilik gelen enerji seviyeleri.

Bir dis H, alani igine yerlestirilen 6rnek tiipiiniin iginde 2 tane degil, avogadro

sayis1 kadar spin vardir. Bu spinlerin her biri H, etrafinda ya bir yonde ya da ters yonde
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donerler. Daha 6nce sdylendigi gibi saat yoniinde donen( huni yiizeyinde) spinler az
enerjili ve ters yonde (ters huni yilizeyinde) donen spinler ise daha fazla enerjili
olmaktadir. Ayn1 hareket ya da ayni enerjiye sahip olan spinlerden bazilar1 yan yana

dizdirilirse, sekil 3’deki gibi, temsili bir hareket-enerji diagrami elde edilir.

Ha

M duw T

Ho ()

il %ﬂﬂﬂ%

Sekil 2.3. Bir spin toplulugunun Hy manyetik alani igerisindeki hareketleri ve bu hareketlere
karsilik gelen enerji seviyeleri, alt enerji seviyesinde daha fazla niifus bulunmasi, alt ve iist
enerji seviyeleri arasindaki niifus farki bir My manyetizasyonunu vermektedir.

E.

Sekil 3’in E; seviyesinde yukariya olarak gosterilen oklar, spinlerin Hp alanina
paralel bilesenini; E; seviyesinde asagi yonlii olarak gosterilen oklar ise spinlerin Hy
alanma zit-paralel olan bilesenini gostermektedir. Istatistik Fizik’e gore: huni doniisii
spinlerin sayisi, ters huni doniisii yapan spinlerin sayisindan daha fazladir. Bu nedenle
alt enerji seviyesine fazla spin dizdirilir. Diger bir sdyleyisle alt enerji seviyesinde daha
fazla ve iist enerji seviyesinde daha az spin vardir. Bu niifuslar Boltzman denklemleri

cinsinden

Ni=CeF/KT ve N,=CeF/KT (2.1)

ile verilir (Durlu ve ark.). Denklem alt enerji seviyesine daha fazla ve ist enerji
seviyesine daha az spin yerlesecegini ortaya koyar. Mg = sabit x (N;-N;) olarak
yazilabilir. Bu niifus farkinin bileskesi bir My miknatislanmasina yol acar. Sinyal bu
miknatislanmadan {iretilir. Sinyali veren miknatislanma da sekil 3’de verilmistir. HO

alanina paralel My miknatislanmasini veren bu duruma, Boltzman Dengesi de denir.
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2.1.2. Radio Frekans ( RF) pulsu

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

spinler, bu alan1 hisseder. Durum temsilen, sekil 4’deki gibi ¢izilebilir.

Hey Hpr
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- = - . H, - - B a—
LT T - 4+ =z - - -—
» ¥ - -
- L] - - /FY -——
. -
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Sekil 2.4. Bir Hy alani igerisine yerlestirilmis spin topluluguna
Hgr alani uygulandiktan sonra ortaya ¢ikan hareketler

Hs alanm1 kisaca H; olarak da gosterilir. Hj<<Hy olmaktadir.

2.1.3. Donen Sistem

Doénen sistem (x,y,z), Laboratuar sistemine gére @ hiziyla dénen bir sistemdir.
Bu sistemde H, alani x-eksenine gore hareket etmez ve x eksenine cakisik kalir.

Laboratuardan bakan bir goz, donen sistemi Sekil 5° deki gibi goriir.

x z
é r s
o=
PR
Hag e . Ho R L
= — e s oE
Gdz ~ gt
Lah. T T
R o - /.—'
= -
-5 \..., Lt
-
7 -~
. A H; -
H, e
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Sekil 2.5. Donen sistemde yani H;’in (Hgg’in) sabit kaldigr sistem de goziiken manyetik alanlar
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H; ( yani Hgg) ’i X-eksenine gore sabit tutmanin bedeli olarak; donen sistemde,

H,’ a zit olan bir — manyetik alan1 ortaya ¢ikar. Laboratuarda oturan bir kimse,
I

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

alanlarinm goriir.

RF pulsu yok iken H; olmaz. Bu nedenle H; ile x-ekseninin ¢akigik kalmasi soz
konusu olmaz. Bu ise laboratuar sistemine doniis anlamina gelir. Donen sistem (yani Hj
ile x-ekseninin gakisik kalmasi), sadece RF pulsu varken anlamlidir. RF pulsu yok iken
ve olaylara spini goren hayali gozlik ile bakarken, Lab. Sistemini kullanmak
zorundayiz. RF pulsu varken ve olaylart miknatislanmay1 géren hayali gozlik ile

incelerken ise, donen sistemi kullanmak daha yararhdir.

2.1.4.90° pulsu

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

sonunda iki seviyenin niifusu esit hale gelir.
Miknatislanmay1 goren gozliikkle bakildiginda ise, rezonans esnasinda, z-

yoniindeki bileske alan sifir olur. Sadece H, kalir ve z- yoniindeki miknatislanma H;

etrafinda doner. Bu doniis, Mz bilesenini giderek kii¢iiltiir. Dénen miknatislanma y-

ekseni yoniine yattiginda Mz= 0 ve My= Mo olur (Sekil 6).

90° l""" | ql rYvyvy D _,""‘," . I “lt”
=t My® _ E My=My iu/
F HHHR oo I

Sekil 2.6. Bir spin topluluguna 90° pulsunun uygulanmasi siiresinde gelisen
olaylarin dénen sistemde goriiniisii
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Alt ve st enerji seviyelerindeki spin sayilarinin esit olmasi haline saturasyon

[doyum] denir. Bu esnada M, =0 olmustur.

2.1.5. 180° pulsu

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

islem sonunda M miknatislanmasi1 Ho’a zit paralel olur. Bu durum Sekil 7°de goriiliiyor.

M;=Mo .
A M . Sem
J@u[_—" vYvYY e yTYYY E -------- TYvYTYY ?0:/_\:1”
Tt R 111t / !
[TTTTT [TTTTT 11T o I
e T ' M,=-My Mg=-Mo

Sekil 2.7. Bir spin topluluguna 180° pulsunun uygulanmasi
siiresinde gelisen olaylarin donen sistemde goriiniisii

2.1.6. Spin sisteminin cevresi

Bir 6rnegin spin toplulugu, simdiye dek anlatilandaki gibi, ¢iplak spinlerden
ibaret degildir. Spinler daima bir molekiiliin i¢cinde yer alirlar. Boyle bir spinin ¢evresi
ise, gbzlem altindaki protona komsu I ya da S (elektron spini) ve gézlem altindaki I’ nin
cevresindeki elektronik akimlar (i) olmaktadir. Spin toplulugu bu gevrenin igine
gomilidir. Bu durumun temsili resmi sekil 8 ‘deki gibi verilebilir. Avogadro sayisi
kadar olan molekiil igeren ornek, burada birkag molekiil ile temsil edilmistir. Her bir
molekiil, 6rnek i¢inde belli bir konumdadir. Molekiillerin icerisinde bulunan spinler de

hem Hp alan1 hem de komsular1 olan I, s ya da i akimu ile etkilesmektedir.

Sekil 2.8. Molekiillerin igerisinde bulunan spinlerin gevreleri ile beraber goriintiilenmesi

©
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Spin toplulugunun gevresi ile etkilesmesini, daha sade bir resim {izeriden

anlatmak i¢in; ornek tiipiiniin degisik yerlerinde bulunan spinleri, hareket tiplerine ya

da enerjilerine gore yan yana dizelim. Iki enerji seviyesine dagilan bu spin topluluguna,
spin sistemi de denir (sekil.9).

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

komsular1 ile nasil etkilestiklerinin goriintiilenmesi asagidaki gibi olur;

d% il

i
HHHHH

H
I

x

Sekil 2.9. Cevresi ile beraber ele alinan spin topluluguna ait gevre
tiirlerinin enerji seviyeleri ile beraber sematize edilmesi

Gozlem altindaki spinin komsulari, gozlem altindaki spininin bulundugu yerde

ya H; ya Hs ya da H; alanlarini kuraralar. S6z konusu yerel alanlarin iki bileseni vardir.

Bir bilesen z-yoniindedir. Digeri ise x-y diizleminde yer alir. Gozlem altindaki spin, bu

yerel alan bilesenleri ile etkilesir.
sistemin ¢evresinde

Sekil.9’daki spin sistemi i¢inde yer alan her bir spin,
cizildigi gibi, bir molekiiliin i¢indedir. Bu sistemdeki her bir spin, yine ¢evrede ¢izildigi

gibi, komsularinin kurdugu yerel alan ile etkilesme halindedir.

2.1.7. Spin ¢evreden nasil enerji alir ve ¢cevreye nasil enerji verir?
Kolaylik olsun diye gevreyi L ile niteleyelim. I; gerektiginde I, gerektiginde S,

gerektiginde 1 ya da gerektiginde bunlarin 2 veya 3 tanesi olabilmektedir. Daha 6nce

10
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sOylendigi gibi ¢evre, gdzlem altindaki spinin bulundugu yerde bir H ,, alani kurar.

Bu alanin z-bileseni H,, alanina eklenir (veya ¢ikarilir) ve Ho alanini degistirir. H

alanimnin xy-diizlemindeki bileseni ise, I; nin molekiil lizerindeki bagil hareketleri

nedeniyle, degisik frekanslarda doner. H, ° nin - frekansi @,” a esit olunca, spin

2

cevreye enerjiyi salar ve alt diizeye iner. H, ’ nin @ frekansi @,’ a esit olunca, spin

cevreden enerji enerji alir ve list dlizeye ¢ikar. Durum, Sekil 10 deki gibidir.

Ez

}mn Cewreye enerii salinim

I E1

Hy

s

Ez
g Cewreden enerji alma
T
T &8
) =g

Sekil 2.10. Bir spin sisteminin ¢evrenin kurdugu yerel
alan etkisi ile enerji almasi ve salmasi

2.1.8. Sicak spinlerin ¢evreye enerji aktarmasi ve T siireci

RF uygulamasi sonunda, sekil 8 de goriildiigii gibi her bir spin, RF alanimi
hisseder. Baz1 spinler iist seviyeye bazilar1 da alt seviyeye iner. Bir spin igin, RF
etkisiyle yukar1 ¢ikis ve asagi inig aynmi olasilikla meydana gelir. Ancak alt seviyede
fazla spin bulundugundan, daha ¢ok spin yukari ¢ikar. Sonunda alt ve {ist seviyelerin
niifiislar1 esitlenir. Esitlenme anindan itibaren puls kesilirse, c¢evre devreye girer.
Cevrenin kurdugu yerel alanin, x-y diizleminde dénen Hy, bileseni (Sek.10), spin
sistemden hem enerji alir ve hem de ona enerji verir. Hyy etkisiyle bir spinin enerji
verme olasiligi (asag1 seviyeye inme), enerji alma olasiligindan (yukari seviyeye
¢ikma) daha fazladir. Bu nedenle fazla enerji kazanan sicak spinler enerjilerini

cevrelerine aktararak ilk seviyelerine doner. Bu durum Sekil 11°deki gibi gosterilebilir:

11
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B —
-—
I P Y YWY WY W W - .- I Y Y YWY W W
b
4

Sonunda orjinal niifus
T T, dagilimi meydana geliyor

Bu siirecte cevreye enerji veriliyor

Sekil 2.11. Doyum durumunda bulunan bir spin sisteminin ¢evreye enerji vererek orijinal
durumuna donmesi, doniis siiresi Ty ile karakterize edilir

RF alan1 tarafindan iki seviye niifusunun esitlendigi andan, iki seviye niifusunun
cevre tarafindan tekrar ilk durumuna (Boltzman dagilimina) dontstiiriildiigii ana kadar
gegen siire T1 zamani olmaktadir. Spin-6rgii durulma zamani (T1), miknatislanmanin z-
ekseni boyunca artarak denge degerine ulasma siirecini karakterize eder. Bu durulma

zamaninin uydugu formiiller sdyle yazilir:

M, = Mo (1- 2e*/™) (2.2)

2.1.9. Inversion recovery puls adimlari

Inversion Recovery Puls adimi (180° puls uygulama-M nin kisalmas: igin
bekleme- 90° puls uygulama- sinyal dlgme ve z yoniindeki M nin tekrar ilk Moy degerine
varmasi i¢in bekleme) asamalarini kapsar ve kisaca (180°-1-90°-TR) olarak gosterilir
(Slichter 1990). Bu adim T; o6l¢timiinde kullanilir. Bir tek adimin asamalarin
aciklanmast sOyledir: O6rnege Once 180 derece pulsu uygulanarak miknatislanma
terslenir ve 180 derece pulsu kesilir. Sonra bir t; siiresi beklenerek z-yoniindeki
miknatislanmanin biraz kisalmasi saglanir. Bu siireye inversion delay (bekleme) denir
ve t ile gosterilir. Sonra 6rnege 90 derece pulsu uygulanarak, miknatislanma y-yoniine
cevrilir ve My sinyali 6lgiiliir. Olgmeden sonra miknatislanmanin ilk My degerine

ulagsmasi icin bir yeteri kadar uzun bir siire beklenir. Bu siireye de puls adimi

12
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tekrarlama zamam denir ve TR ile gosterilir. iki Inversion Recovery puls adimi
arasindaki bekleme siiresi olan TR en az 5T; olarak secilir. Zira X-y diizlemine
yatirilmis miknatislanma 5T; siliresi sonunda ilk My degerine doner. Bu islemler

sonunda 1. adimin uygulanmasi bitmistir. Bu adim Sekil 12 deki gibi resmedilebilir:

Mt T=5T.

Bu stiirede
z-yonundeki
miknatislanma

M, olur

1

0 .S
AD >y >Y =S
5\/ t= t=0 £y
t, kadar bekleme '

Inversion recovery Puls adimi

Sekil 2.12. Bir tek inversion recovery puls adimini anlatan sema

Yukarida anlatilan (180° puls uygulama -M, in degismesi icin bekleme-90
derece puls uygulama-sinyal 6l¢gme- z-yoniinde Mg kurulmasi igin TR kadar bekleme)
adimi; sadece bekleme siireleri olan t’ler arttirilarak pes pese uygulanir ve My,
Mo, ... ... , My sinyalleri de pes pese elde edilir. Pes pese adim uygulamalari
Sekil.13°deki gibi resmedilir:

Sinyal ;
I\ \ =0
\
|
Mt = - .
280 } oY * yTB..S.lejr.e.s.l A0’
| 5\/ : / bekleme 5\/
| ' Mt /
X Mo / X v nL My
/ S v
——————— >
t,bekeme e —_ =

t, bekleme

Sekil 2.13. iki tane IR puls adimini anlatan sema

13
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M, My, ..., My, sinyallerinin zamana karsi grafige gecirilmesinden de IR egrisi

elde edilir. Bu durum sekil.14” de verilmistir.

0 Zaman

M,

Sekil 2.14. (180°-1-90°-TR) puls adimlarinin ard arda uygulanmasindan sonra 6lgiilen
miknatislanmalarin bekleme zamanlaria gore grafige gecirilmesinden elde edilen IR egrisi

ty ile ty, tz ile tr,ts ile ts,...... , ty ile t .1 arasindaki fark ise; ardisik iki bekleme zamani

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

2.2. DURULMAYA YOL ACAN ETKILESME TURLERI VE BU
ETKILESMELERIi MODULE EDEN HAREKETLER

2.2.1.Dipolar Relaksasyon

Tez konusu ile siki ilgisi nedeniyle dipolar durulmay: incelemekte yarar vardir.
Spin sistemi i¢inden bir spin alalim. Bu spinin I¢ gevresi olarak benzer bir I spinini
secelim. Cevre olan komsu I spini, gozlem altindaki spinin bulundugu yerde H yerel

alanini kurar (Sekil 2.15).

Sekil 2.15. (G6zlem altindaki spinimizle komsu spinler arasindaki iligki)
dipolar etkilesmeyi anlatan sema

14
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Bu alanin hem z bileseni hem de xy bileseni degisir. Komsu I spininin farkli
pozisyonlart nedeniyle Hz alaninin farkli degerleri olur. Bunlar Hi;, Hy; ,........ His000z
olarak niteleyebiliriz. Bu degerler birbirinden ¢ok az farklidir. Bu alanlarin her biri,
kendi etrafinda donen bir spin grubu meydana getiririr. Yani Mg yerine Mz, My, ...,
Mjigo00; alanlar1 meydana gelir. w, yerine de; My, etrafinda ®;, M, etrafinda w,,.....
Mjigo00 etrafinda ise migopo donmeleri olusur. H, ya da o degerleri birbirine ¢ok yakin

olduklarindan, bu alan dagilimi, iist enerji seviyesinin genislemesi tarzinda goziikiir

(Sekil 2.16).

Hiz Has a Fa oo, P
i g i e MO
\ \3’ tH16000
- ] m L] 4
[ || L YYYY
[ 4 YYYY
YYYY YYYYY
L L L XX AL ELXX Adddida [Z X XXX,
[T TTT1 [TTTTI [T 1111 [TTTT T
1.cevre 2.cevre L pevre

Sekil 2.16. (a) Komsu I spinlerinin, gozlem altindaki spinlerin bulundugu yerlerde kurduklar
yerel alanlarin z bilesenlerinin yol actifi enerji genislemeleri. Burada sadece iist seviyeye
genislemektedir. 16.000 farkli sekilde genisleme (veya degisme) miimkiin oldugu igin spinler
16.000 gruba ayrilir. My miknatislanmasi da 16.000 alt miknatislanmaya ayrilir. (b) bu
genislemelerin toplu goOsterimi: iist enerji seviyesi genisler ve mM;, My, ... Mg NIN
toplamindan My olusur.

Sekil 15°deki resimde spini sabit tutulmus gézlem altindaki bir molekiile ve komsu bir
molekiiliin ¢carpmasi sonucu meydana gelen bagil hareket yansitilmistir. Bu hareket
esnasinda, gézlem altindaki molekiil {izerindeki komsu spin tarafindan spinin bulundugu
yerde bir yerel alan kurulur. Komsu spinin bu molekiil ylizeyindeki hareketi rastgele bir
harekettir. Bunun sonucu olarak, x-y diizleminde kurulan Hy, alani da gelisigiizel
degisir. Ancak komsu bir molekiiliin ¢arpmasi sonucu, gozlem altindaki molekiil
doénmelere maruz kaldigindan; Hyy alani da doner(Sekil.17). Bu alanmm o s1, H;
etrafinda dénen spinin ®‘sina esit olunca enerji yutulur ya da salimir ve T; meydana

gelir.

15
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Hm.H,g,(HT) —»F (4 T
o "UH () — ()

Sekil 2.17. Gozlem altindaki spinimizin komsu H spininin dogurdugu
H,y bilesenlerinden etkilenmesini gosteren sema

Cevre spinin (I¢) rastgele hareketi sonucunda, goézlem altindaki spininin
bulundugu yerde kurulan alanlarin X-y diizlemindeki bilesenlert;

H ., H H,,olarak degisir. Bu durum sekil.17 tizerinde gosterilmistir.

xy0?

Daha once sdylendigi gibi ardisik olarak degisen H, —alanlarinin rezonansa yol

acmalar1 i¢in @ agisal frekanslarinin olmasi1 gerekir. Ayrica H_,, H

xy01

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

xy0?

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

alanlar1 arasinda belli bir 1lgi vardir. Yani bu siirede bir sonraki H,, alani, bir 6nceki

Xy

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

baglanamazlar. Bu esnada da durulmaya katki olmaz.

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

siirecine giren adimlar soyle 6zetlenebilir;

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

icin bir oto korelasyon fonksiyonu G(z) tanimlanir.

G (1) = F, (0.5, (+ 1) (2.3)

16
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Bu denklemdeki 5., (T) sistemin hamiltonyenini anlatir. Bu hamiltonyen,

H=—-H

¢

(2.4)

Seklinde tanimlanir. Burada H,, ¢evre etkisiyle [I¢] kurulan yerel alan olmaktadir.

b) t, hareketin baglangic anidir. 7 ise H, alanlari arasinda ilginin koptugu

andir. Yukarida da sdylendigi gibi bu olay iki spin arasinda meydana gelmektedir.

Ancak bizim Ornegimizde avogadro sayist kadar spin bulunmaktadir. Dolayisiyla bu

islemin ortalamasini almamiz gerekir. Ortalama alindiktan sonra

G (D) = F, (D, (14T

(2.5)

olacaktir. Bizim inceledigimiz sistemlerde G fonksiyonu zamandan bagimsizdir.

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

olan J(w) ifadesini verir.
J(w)= [G(z) e  dr

Brownian hareketler i¢in;
t
T

G(r)=G,e "

formundadir. Bu ifadeyi J(w) bagintisinda yerine yazarsak;

Hw)=G2 —F
(@) ° 1+ w?r?

elde edilir.
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2. KAYNAK OZETLERI

d)Diger taraftan 1 rolaksasyon orani J(aw) larin karisik bir fonksiyonudur.

Tl
(x=012,........ n)
Ti: F (@)= (o) +I20)} 2.9)
Ti _ £{3(0)+53(0) + 2J (20)} 2.10)

fle verilir. Boyle bir baghilik, matematiksel analizden c¢ikarilmaktadir. Dipolar
etkilesmelerin varliginda (I;=1) ya da H,O ¢ozeltilerinde durulma oranlar1 olan 1/T; ve

1/T, asagidaki formiillerle verilir (Bahgeli 1996):

i_i(&jz 74?2[ d 4z j (2.12)

+
1+ w°t? 1+ 40°r?

T, 20\4z) r
2
6 (u 74h2( 57 2t j
UT, ==—|2 T+ + 2.12
? 40[47[} re 1+ 0’r?  1+40°c? 212)

Gozlem altindaki I spinin ¢evresi D oldugunda durulma orani:

Til ={2/15)(y2 y2n? It )D(D + 1[I (0, — wp) + 33 (0,) +6J (o0, + )] (2.13)

seklinde yazilir (Van-Quynh ve ark. 2003).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1.1.0rnek Hazirlama

Olciimlerde kullanilan D,O Merck firmasindan satin alindi. Satin alinan D,0O
(%99.9 D,O ve %0.01 residual su) safligindaydi. Bu 6rnekten alinan 0.9ml DO ile
0.1ml deiyonize su ile karigtirilarak, Olgiilecek ¢ozeltiler elde edildi. Bu ¢ozeltiler,

Olciim Oncesi taze hazirlanarak;

A- IR egrilerini elde etmek icin kullanilan bekleme zamanlar1 arasindaki farkin, IR
egrileri lizerine olan etkilerini incelemek i¢in kullanildi.

B- Ornek eskimesinin, IR egrileri iizerine olan etkilerini anlamak igin de kullanild:.
Ornek eskimesi giin ile ilgili oldugundan IR egrilerinin artan giinlere gore
degisimi incelenmis oldu.

C- Hazirlanan H,O/D,0 karigiminin Iml’sine sirasi ile 0.1gr, 0.15gr ve 0.30gr
alblimin eklendi. .Bu ¢ozeltiler ve saf D,O ¢o6zeltisi kullanilarak, albiiminin

varliginda ve yoklugunda, IR egrilerinin biiyiik adimlara gore nasil degistigi de

incelendi.

3.2.1. Durulma Zamam Olciimleri

Durulma zamani 6lgiimleri Buruker Avance 400MHz NMR sperktrometresiyle
ol¢iildii. Ardisik bekleme zamanlar: arasindaki farklar i¢in yapilan dl¢timlerde, IR pulse
admm (180°-1-90°-TR) admm kullamldi. Pulse Repetation Time olan TR 80 sn [5T4]
olarak alindi. Bekleme zamanlar1 2ms-750ms, 3ms-750ms ..., 10ms-750ms arasinda
degistirildi. Yani ardisik adimlar 2ms, 3ms, 4ms, 5ms, 7ms, 8ms ve 10ms olarak segildi.
Ardisik adimlar her bir se¢im i¢in sabit alind1. Giine baglilik degerleri i¢in Tr yine 80 sn
olarak se¢ildi. Bekleme zamanlar1 ise 3ms-750ms arasinda degistirildi. Biiyiik adim
deneylerinde TR = 80s, bekleme zamanlar1 degisim araligi ise 10ms- 1500ms araliginda
degistirildi. Bu deney 15 giinliik beklemeden sonra tekrarlandi. Bir 6rnegin bekleme
zaman araligi ise 8ms-1200ms olarak degistirildi. Albiimin varliginda TR = 20s, ardigik
bekleme zamanlar arasindaki adim 20 ms ve bekleme zamanlari i¢in degisim araligi ise

20ms - 2s olarak degistirildi.
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Biitiin IR egrileri elde edilirken, ardisik bekleme zamanlarini arttiran miktarlar
esit tutuldu. Yani ardisik iki bekleme zamani fark, her bir IR egrisi i¢in, sabit tutuldu.
Ornegin, 3ms-750ms aras1 3ms’lik artimlarla ve 10-1500ms aras1 ise 10ms’lik artimlarla
elde edildi. Bu nedenle, 3-750 arasina 250 veri sigarken, 10-1500ms arasina 150 veri

s1gdirildu.

3.2.2. Cizelge ve Sekiller

D,0 igindeki HDO molekiiliiniin IR egrisinin ardisik bekleme zamanlar1 arasindaki

farka gore degisimi sekil (18- 22) goriilmektedir.

200 [*1e6]

-100

- 200

-0.0 02 0.4 06 sl

0,1 H:O 2ms - 750ms

Sekil 3.1. Bekleme zamanlarinin 2ms-750ms arasinda ve 2ms’lik artmalarla degistirilmesiyle
elde edilen IR egrisi

[*1e6]

100

-100

-200

-0.0 0.2 04 0.6 [s1

3 ms’lik Adimlar 0,1 H:O + 0,9 D:O
3 ms-750 ms

Sekil 3.2. Bekleme zamanlarinin 3ms-750ms arasinda ve 3ms’lik artmalarla degistirilmesiyle

elde edilen IR egrisi
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Sekil 3.4. Bekleme zamanlarinin Sms-750ms arasinda ve 5ms’lik artmalarla degistirilmesiyle

elde edilen IR egrisi
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Sekil 3.5. Bekleme zamanlarinin 7ms-770ms arasinda ve 7ms’lik artmalarla degistirilmesiyle

elde edilen IR egrisi

Bu sekil i¢in IR adimlarinin degisim araligi 770ms ye kadar uzatilmistir.

H,0/D,0 karigima ait IR egrilerinin ardigik giinlerde alinan IR egrileri sekil (23,

24, 25 ve 26) da verilmistir. Bu kisimda, ardisik delay time farki 3ms alinmis ve

Inversion recovery adimlarinin degisim araligi 3ms- 750ms seg¢ilmistir.

[*1e6]
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-100

- 200

-0.0

0.2

04 0.6 [s]

0,1 H:O (Taze Ornek)
3ms - 750ms

Sekil 3.6. Bekleme zamanlarinin 3ms-750ms arasinda degistirilmesi
ile elde edilen IR egrisinin 6rnek hazirlanmasindan hemen sonraki goriiniimii (sifirinci giin)
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Sekil 3.8. Ayn1 6rnegin 48 saat (2.giin) sonra alinan IR egrisinin goriiniimil
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Sekil 3.9. Ayni 6rnegin 96 saat (5.giin) sonra alinan IR egrisinin goriiniimii

H,0O/D,0 karisimlarinin 8ms-1200ms ve 10ms-1500ms degisim araliklari igin
bulunan IR egrileri sekil 27, 28 ve 29’da goriilmektedir.
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Sekil 3.10. 8ms-1200ms araliginda ve 8ms’lik artmalarla elde edilen IR egrisi
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Sekil 3.11. 10ms-1500ms araliginda ve 10ms’lik artmalarla elde edilen
IR egrisinin taze hazirlanan 6rnek igin goriiniimii (1.giin)
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Sekil 3.12. Ayn1 6rnegin ayni aralik i¢in elde edilen IR egrisinin 15giin sonraki gortiniimii
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Ardistk  bekleme  zamanlart  arasinda  kullanilan  adimin,  protein

konsantrasyonuna baglilig: sekil.30-33’de gosterilmistir.

100

-100

- 200

-0.0 0.5 1.0 15 20 [s]

0,2 Albtimin, 0,1 H20 20ms - 2000ms

Sekil 3.13. Saf D,0 ¢ozeltisine ait IR egrilerinin 20ms’lik adimlarla degisimi

=100

- 200

- 300

-0.0 0.5 1.0 1.5 20 [s]

0,1H20,0,1 Alblimin 20ms- 2000ms

Sekil 3.14. 0.1gr albiimin igeren (0.1H,0+0.9D,0) c¢ozeltisine ait IR egrilerinin 20ms’lik
adimlarla degisimi
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[*1e6]
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0,1 H20, 0,15 Albiimin, 20ms - 2000ms

Sekil 3.15. 0.15gr albiimin igeren H,O/D,0 ¢6zeltisine ait IR egrilerinin 20ms’lik adimlarla

degisimi

171
| Tt)=T(0]+P*exp (-£/T1)

Peak 1 at 4.71% ppm

100 [*1e8]

- 400 - 300 - 200 -100

- 500

.00 0.5 1.0 15 20 [s]
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Sekil 3.16. 0.20gr albiimin igeren H,O/D,0 ¢ozeltisine ait IR egrilerinin 20ms’lik adimlarla
degisimi
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Bulgular

(1) Ardisik bekleme zamanlart arasindaki farka baglh sonuclar;

a) Inversion recovery egrisini veren bekleme zamanlar1 arasindaki farkin 2 sn
olmasi durumunda 2ms ile 752ms arasina 376 veri girmektedir. Bu nedenle inversion
recovery deseni karigiktir. Ancak 75ms civarinda veriler yavasca degisen bir sicrama
yapmaktadir. Sigramanin alt tarafina diisen bolgede bir kiimelenme vardir. Sigrama
bolgesi neredeyse bir egridir. Ust bdlge yer alan {i¢ egri birbirine sarmal sekilde
ilerleyerek sonmektedir. 600ms civarinda bu {i¢ egri ipe dizilmis boncuklar gibi, bir tek
egriye donligmektedir. 200ms’nin hemen altindaki yani 175ms-200ms arasinda da

sacaklar bulunmaktadir.

b) Ayni bolge 3ms’lik adimlarla tarandiginda veri sayist 250’ye inmektedir.
Verilerin gruplanmasi a sikkinda oldugu gibidir. Ancak bu kez iist bolgedeki {i¢ egri
daha acik goriinmektedir. Sigrama, egrilerin sarmalanmasi ve soniimii ayni yerlerde

(bekleme zamani bolgelerinde) meydana gelir.

c¢) 4ms’lik adim kullanildiginda ayn1 bolgeye 188 veri girmektedir. Bu nedenle
karmasa azalmaktadir. Verilerin kiimelenmesi yani alt kiime, sigrama ¢izgisi, sonen ii¢li
sarmal ve iplik tel goriinlimleri daha belirgin hale gelmektedir. A sikkina gore degisen
bir durum yoktur. Sadece a sikkinda belirgin olmayan 3’lii sarmal burada belirgin hale

gelmekte, iist bolgedeki sacaklar azalmaktadir.

d) 5ms’lik adimlarla gittigimizde Sms-750ms arasma 150 veri girmektedir. Bu
inversion recovery egrisinin goriiniimii aniden degismektedir. Alt bolgede bir kiime, bu
kiimenin hemen istiinde ani bir sigrama, iist bolgede giderek sonen tek bir dalgalanma,
500ms’den sonra iplik goriinlimii ortaya ¢ikmaktadir. Hemen hemen benzer goriiniim
7ms’lik adimlarla 770m’ye kadar gittigimizde (110 veri) ortaya ¢ikiyor. S6zii edilen ilk
5 drnegin her biri yeniden hazirlanarak taze dl¢iilmiistiir. Oyleyse buradaki farkin tek
nedeni; adimlari biiylittiikce verilerin kaybolmasidir. S6z konusu kayip Sms’den itibaren
yani 150 veriden daha az 6l¢iim durumunda meydana gelmektedir.

Ayrica aradaki fark oldukea tipiktir. Sms’den kiiclik adimlarla elde edilen IR egrisi
goriiniimii ile Sms ve yukarisi adimlarla elde edilen goriiniim arasindaki fark oldukca

carpicidir.
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(2) 3ms-750ms arast bekleme zamanlar: kullanilarak elde edilen IR egrisinin zamana
gore degisimini inceledigimizde;
a) Sifirinc1 glindeki yani taze Ornekteki goOriinlim, bir alt kiime, bir egri ile

anlatilabilecek sigrama, iist bolgedeki soniimlii Gi¢lii sarmal ve dogrusal sayilabilecek

bir egri olmaktadir.
b) Bir giin beklemeden sonra goriiniim fazla degismemektedir.

C) 2 giin beklemeden sonra yapilan olglimde goriiniim ¢arpici bir sekilde
degismektedir. Alt ve iist bolge adeta birbirine baglanmakta ve de sarmal sayis1 net

olarak 4’e ¢ikmaktadir.

d) 4. Gilindeki gorliniim, 3. giindeki goriiniim ile aynidir. Ancak alt bolge ile {ist
bolgenin bitisik hale gelmesi daha belirgindir.

(3) Daha biiyiik adimlar ve daha genis araliklarla elde edilen goriiniimler,

a) 800-1200ms araligina 150 veri girmektedir. Buna ragmen bu araligin
goriiniimt, sekil.4’teki goriiniime (bu sekilde de 150 veri vardir) benzememekte; aksine
4’lik adimlarla elde edilen goriiniime benzesmektedir. Keza 10ms ile 1500ms
arasindaki 150 verinin gorlinlimiine baktigimizda bu da 5’lik adimlarin goriiniimiine
benzemektedir. 8ms’nin 4ms’nin iki kat1 olmasi, 10ms’nin 5Sms’nin iki kati olmasi
dikkate deger bir durumdur. 10ms-1500ms arasi igin ¢izilen IR goriintim, 15 giin

beklemeden sonra fazla degismemekte ve sadece alt bolgedeki veri sayis1 azalmaktadir.

(b) Saf H,O/D,0, 20ms-2s araligi i¢in incelendiginde; en altta daginik bir egri,
sigrama, li¢lii sarmal ve dogrusal bir hat izlenmektedir. Sigrama dncesi bolgedeki veriler

IR egrisi bozunumuna uygun goriinmektedir.

(¢) H20/D,0 karisimina albiimin eklenince goriiniim tamamen degismektedir.
Eklenen protein miktar1 arttikca, sigrama yiiksekligi kisalarak kaybolmaktadir.
Goriliniim en sonunda, en altta bir {i¢lii ¢izgi ve onu izleyen IR egrisine doniisen egrinin

girisine yerlesmektedir.

4.2. Tartisma

Bu tezin temel kuram kisminin 2.2.2 alt bagliginda yazildig tizere, saf H,O/D,0

¢ozeltisinde ya da alblimin igeren H,O\D,O ¢ozeltilerindeki protonlar Hgr alanindan
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aldiklar1 enerjiyle, alt enerji seviyesinden {ist enerji seviyesine ge¢cmektedir (sekil.4).
Yine bu tezin temel kuram kisminin 2.2.6. ve 2.2.7 alt basliklarinda anlatildig1 {izere,
spinler g¢evrelerine enerji aktararak denge durumuna donmektedirler. Sisteme enerji
aktarrmi ve sistemin manyetizasyonunun Olgiimii  (180°-t-90°-TR) admm ile

yapildigindan; temel kuramin 2.2.8. kisminda anlatildigi tizere, manyetizasyon
M(z) = Mg (1-2¢7™) (4. 1)

denklemine gore degisir. Denklem 4.1°deki t, tezimize konu olan bekleme zamanlarini

gostermektedir.

Bu c¢alismada t; (0-759ms), (0-1200ms), (0-1500ms) ve (0-2s) araliginda
degistirilmistir. Ancak her defasinda iki ardisik t arasi i¢in farkli degerler (adimlar)

secilmistir.

Denklem 4. 1 ’e gore, t icin secilen artis adimlar1 ne olursa olsun, bir tek IR
egrisi bulmamiz gerekirdi. Bu nedenle IR egrilerinin ¢gogunda goriilen sigrama tiglii
catallagsma ve sonrasindaki tek IR egrisi, bir tek IR bozunumunu gostermez ve denklem
4. 1 ile aciklanamaz. Bu durumda, sekil.18-33 arasinda verilen IR egrilerini
anlayabilmek i¢in oncelikle inceledigimiz ¢ozeltiler iginde cereyan eden olaylar1 gozden
gecirmek zorundayiz. Boyle bir gozden ge¢irme, izlerin olasi1 kaynaklar iizerine de bilgi

verecektir.

4.2.1. H/D Exchange (Degis-Tokusu)

Incelenen H,O/D,0 ¢ozeltilerinde, H,O ile D,O arasinda devamli bir doniisiim

vardir. Bu dontistim
H.O + D,O <-> 2 HDO 4.2)

Denklemine gore siirmektedir (Grdadolnik ve Marechal 2005). Bunun anlami, incelenen
¢ozeltilerde H,O molekiilleri, D,O molekiilleri ve HDO molekiilleri bulunmaktadir.
Diger bir sdyleyisle; incelenen ¢ozeltiler HO, DO ve HDO havuzlarindan olugmustur.
H.O havuzundaki bir proton D,O havuzundaki bir deutéronla degis-tokus yapabilir ve
bundan HDO olusur (Grdadolnik ve Marechal 2005, Mahi ve Duplan 2003).
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4.2.2. Kimyasal Degis Tokus

Bir ¢ozeltide farkli proton havuzlart oldugunda bu havuzlar arasinda
protonlarin degis-tokusu olacaktir. Hizli degis-tokus durumunda, manyetizasyon

degisimi

M(z) = Mo (1-2¢™ (4.3a)
seklinde bir denkleme uyar (Schotland and Leigh 1982). Buradaki 1/T 1

UT1or = Pr2o (1/T1)H20  +Prpo (1/T1)Hpo (4.3b)

seklindedir. Denklem 4.3 ile isleyen bir mekanizma, tek bir IR egrisi verir. Ancak Bizim
durumumuzda, havuzlar arasi proton degis-tokusu yavas seyretmektedir. Bu nedenle,

manyetizasyon degisiminin
M(z) = Miszo (1-26"T11120) + Mo (1-26"T114p0) (4.4)

seklinde olmasi beklenir (Schotland and Leigh 1982). 4.4.denklemi, iki IR egrisi iceren

bir bozunumu anlatmaktadir.

4.2.3 H sinyallerinin D tarafindan yarilmasi
D’nin spin degeri 1’dir. Bundan dolayr D’nin -1,0 ve 1 gibi {i¢ farkli yonelimi
vardir ( Mahi ve Duplan2003). Bu yonelimlerin her biri, protonun bulundugu yerde

farkl1 bir Hyerel alan1 kurar ve bu olgu

H = J.Hyerel D (4.5)
seklinde bir hamiltonyenin kurulmasina yol agar. Buradaki hamiltonyen spin-spin
eslesmesi olayin1 ifade eder. S6z konusu hamiltonyen, protona ait sinyalin {ige

ayrilacagini anlatir. Bu tip bir etkilesme ve yarilma, diger tekniklerle gozlemlenmistir

(Mahi ve Duplan 2003).
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4.2.4. Cross Rolaksasyon Olay1

Bir ¢ozeltide farkli manyetizasyon havuzlar1 varsa; havuzlardan birinin bir
seviyesinden digerine gecis, Oteki havuzun enerji seviyeleri arasinda gecislere yol

acabilir. Bunu soyle resmedebiliriz:

®
©

(a) alttan iiste gecis (b) iistten alta gecis

(a) havuzunda gerceklesen iistten asagi inig, (b) havuzunda alttan yukar1 bir gecisi
indiikler. Bu iki gecis birbirine ters oldugundan, havuzlardan birinin manyetizasyonu

bozunuma ugrar. Buna Cross R6laksasyon denir ve manyetizasyon bozunumu
M(Z) = MHZO e-(t/Tl) H20 + MHDO e-(t/Tl) HDO (4 6)

ile verilir (Sykes ve ark.1978, Winter ve Kimmich 1985, Koeing ve Brown 1993,
Kakule ve ark. 2006)

4.2.5. Radyasyon Damping

Kullanilan ¢6zeltilerde, proton yogunlugunun fazla olmasi durumunda, kuvvetli
bir manyetizasyon olacaktir (Mao ve ark.1993, Mao ve ark.1994). Bu manyetizasyon,
RF bobinlerinde yeni bir akimin ortaya ¢ikmasina yol agar. S6z konusu yeni akim, x-y
diizlemindeki manyetizasyon degisimlerini yani bekleme zamanlar1 sonrasi Ol¢iilen

manyetizasyonlar1 bozar. Boyle bir durumda durulma da

(UT2)sieek =T+ UTrp 4.7)
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seklinde bir denkleme uyar. (Mao ve ark.1993). Bu denklemdeki T, gergek T5 ile ilgili,

Trp i1se RD ile ilgili zamandir. 4.7denklemdeki 2 terim tamamen yapay bir terimdir.

4.2.6. Protein ¢ozeltilerindeki goriiniimiin yol actig1 diisiinceler

(a) Saf ¢ozeltilerde sigrama Oncesi bolgede manyetizasyon izleri kiime halinde
durmaktadir. Bu olgu, ¢ok kisa bekleme zamanlar1 bolgesinde, manyetizasyonlarin fazla
degismesini ifade etmektedir. Bu bolgeyi izleyen sicrama ¢ok hizlidir. Bu nedenle de,
cozeltide cok hizli gelisen bir olay ile ilgili olabilir. Cozeltide ¢ok hizli gelisen tek olay,
hizli kimyasal degis-tokus olmaktadir. Oyle ise sigrama H,O ile D,O’nun protonlar

arasinda, ¢ok hizli olarak gerceklesen, proton degis-tokusu ile ilgili olabilir.

(b) Saf D0 ¢ozeltilerinde tek manyetizasyon vardir. Yavas kimysal degis tokus
da 4. 4 denkleminde verildigi lizere 2 manyetizasyonla ifade edilebilir. Bu nedenle de,
saf H,O/D,O ¢ozeltilerindeki triplet, kimyasal degis-tokusla agiklanamaz. Protein
cozeltilerinde; protein protonlari da bir diger proton havuzunu olusturur. Bu durumda
H,O ve HDO arasindaki hizli kimyasal degis-tokus; H,O protein protonu ile HDO
protein protonu arasindaki daha yavas bir kimyasal degis tokusla yer degistirebilir. Bu
da iki manyetizasyon bozunumu demektir. Bu nedenle alblimin ¢ozeltilerindeki yavas

kimyasal degis-tokus da, izlerin kaynagi olamaz.

(c) Albiimin tlizerinde hareketli ve sabit tiirden olmak {izere pek ¢ok proton tipi
bulunmaktadir. Bu nedenle de bir¢ok proton havuzu bulunmaktadir. HDO havuzu ile

protein proton havuzlari arasindaki cross rolaksasyon

M@z)=M; e™ + M, e, M; e ¢T (4.8)

Seklinde bozunmalara yol agar (Sykes ve ark.1978, Kakule ve ark. 2006). Burada My,
My, .... Mj ve Ty, To,....T; her bir havuzun manyetizasyonu ve durulma zamani
olmaktadir. Alblimindeki havuz tiirlerinin fazlaligi, en azindan albiimin ¢ozeltilerindeki

izlerin kaynagina, cross durulmayi, gii¢lii bir aday yapmaktadir.

(d) Diger gerek piir HoO/D,0O ve gerekse albiimin ¢ozeltilerinde, ti¢lii iz daima

goziilkmektedir. Sicramanin protein ¢ozeltilerindeki yok olusunu, bagil olarak yavag
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degis-tokusa baglarsak; iiclii iz icin gii¢lii diger bir olasilik H-D yarilmas: olur. Iz
sayisinin protein varligindan etkilenmemesi, boyle diistinmenin biricik nedenidir.

(e) Diger yandan RD, suyun fazlaligi ile artar ve protein fazlalig1 ile de azalir.
Bu nedenle de radyasyon damping protein varligindan etkilenir. Uclii iz sayisinin
protein varligindan etkilenmemesi, radyasyon dampingin izlerin kaynagi olmadigina
dair gortigic  gli¢lendirir. RD izlerin kaynagi olsaydi, yiliksek protein
konsantrasyonlarinda bu izler kaybolurdu. Ayrica 7.denkleme gére, RD etkisiyle iki iz

beklenir.

(f) Sekil.24-26’da goriildiigii gibi, 6rnegin bekletilmesi durumunda, iz sayist 4’e
cikmaktadir. Bu H/D Exchange ile anlatilabilir. Albliminin bulundugu durumda, H,O ve
HDO havuzlarindaki deutdronlar; albumin protonlar: ile de H/D Exchange’i yaparlar
(Grdadolnik ve Marechal 2005, Poliakov ve ark. 2008). Bu tip H/D degis-tokuslar1 ¢ok
yavastir ve bu nedenle 3. giinden itibaren ortaya ¢ikan dordiincii sarmalin nedeni

olabilir.
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5. SONUC ve ONERILER
5.1. Sonuglar

(@) Taze H,O/D,0O ¢ozeltilerinin IR egrisinin kuyruk kisminda bir gl iz

izlenmektedir. Bu iz protein varligindan etkilenmemektedir.
(b) Bekletilmis H,O/D,0 ¢ozeltilerinde iz sayist 4’e ¢gikmaktadir.

(c) Izlerin Hin D tarafindan yarilmas: yolu ile meydana gelmesi en giiclii

olasiliktir.

(d) Radyasyon dampingin izlerin kaynagi olmasi ¢ok zayif bir olasilik olsa bile,

tamamen ihtimal dis1 da degildir.

(¢) Bu tip izlerin kaynagi spin-spin yarilmasi ise, bu olgu protein

cozeltilerindeki cross rolaksasyonun dogru yorumlanmasi agisindan énemlidir.

(f) Bu tip izlerin kaynagi RD ise; bu izlerin bulunmasi, RD etkilerinin

incelenmesi agisindan 6nemlidir.

5.2.0neriler

Gelecekteki ¢aligmalar, bu izlerin kaynagiin ne oldugunu kesinlestirmeli ve IR

egrilerinin, buna uygun formiillerini tiiretmelidir.

37



Sevgi YALINKILIC

6. KAYNAKLAR

Bahgeli S. 1996. Cekirdek Manyetik Rezonansin Temelleri (Ceviri) Ankara.

Bhowmik, A., Ellena, J.F., Bryant, R.G., Cafiso, D.S. 2008. Spin-diffusion
couples proton relaxation rates for proteins in exchange with a membrane interface.
J.Magn.Reson. 194: 283.

Bloembergen, N., Pound, R.V. 1954. Radiation damping in magnetic resonance

experiments. Phys. Rev. 95: 8.

Bloom, S. 1957. Effects of radiation damping on spin Dynamics. J. Appl. Phys.
28: 800.

Bluyssen, H., Dymanus, A., Reuss, J. Verhoeven, J. 1967. Spin-rotation constant
in H20, HDO and D20. Physics Letters A 25: 584-585

Duplan, J.C., Mahi, L., Brunet, J.L. 2005. NMR determination of the
equilibrium constant for the liquid H,O-D,0 mixture. Chem. Phys. Lett. 413: 400.

Edzest, H.T. and Samulski, E.T. 1978. The measurement of cross-relaxation
effects in the proton NMR spin-lattice relaxation of water in biological systems:

hydrated collagen and muscle. J. Magn. Reson. 31: 207-229.

Eisenstadt, M. 1985. NMR relaxation of protein and water protons in
diamagnetic hemoglobin solutions. Biochemistry 24: 3407.

Grdadolnik J., Marechal Y., 2005. Hydrogen-Deuterium In Bovine Serum

Albumin Protein Monitored By Fourier Transform Infrared Spectroscopy. Partl:

Structural Studies. Appl. Spectrosc. 59: 1347-1356.

Guo, J.X. and Mao, X.A. 1994. Longitudinal-Relaxation Effects On Transverse
Magnetization and Nuclear-Magnetic-Resonance Line Shape. Phys. Rev. B 50: 18.

Hallenga, K., Koenig, S.H. 1976. Protein rotational relaxation as studied by

solvent 'H and H magnetic relaxation. Biochemistry 15: 4254.

Kakule, J.F., Sharp, A. R., Schreiner, L.J., Thompson, R.T., Kupka, T., Holly,
R., Peemoeller, H. 2006. Cross Relaxation Bottleneck In Water-Lysozyme Proton
Magnetization Exchange. Biopolymers 83: 11-19.

39



6. KAYNAKLAR

Koenig H.S., Brown Ill, D.R. 1993. A Molecular Theory Of Relaxation and
Magnetization Transfer: Application to Cross Linked BSA. A Model for Tissue 30:
685-695.

Kriawicki, R.C., Hill, R.B., Flangan, J.M., Caradonna, J.P. and Prestegard, J.H.
1995. New NMR metods fort he characterization of bound waters in macromolecules. J.
Am. Chem. Soc. 115: 8907.

Mahi, L., Duplan, J.C. 2003. Measurement of small spin-spin splittings in the

presence of chemical exchange case of deuteriated water. J. Magn. Reson. 162: 341.

Mao, X.A., Wu, D.H., Ye, C.H. 1993.Radiation damping effects on NMR signal
intensities. Chem. Phys. Lett. 204: 123.

Mao, X.A., Wu, D.H. and Ye, C.H. 1994. Radiation Damping Effects On Spin
Lattice Relaxation Time Measurements. Chem.Phys. Lett. 222: 417-421.

Mao, X.A., Wu, D.H. and Ye, C.H. 1994. Nuclear-Magnetic-Resonance Line —
Shape Theory In The Presence Of Radiation Damping. Phys. Rev. 49: 22.

Mao, X.A., Guo, J.X., Ye, C.H. 1994. Competition between radiation damping
and transverse relaxation effects on NMR signal intensities. Chem. Phys. Lett. 218:
249.

Mao, X.A. and Ye, C.H. 1997. Understanding radiation damping in a simple
way. Concepts. Magn. Reson. 9: 173.

Milhaud, J., Hantz, E., Liquer, J. 2006. Different properties of H,O and D,0
containing phospholipid-based reserve micelles near a critical temperature. Langmuir.
22: 6068.

Otting, G., Liepinsh, E., Former, B.T., Wuthrich, K., Biomol, J. 1991. Protein
hydration studied with homonuclear 3D*H NMR experiments. NMR 1: 209.

Poliakov, A., Jardine, P. and Prevelige, P.E. 2008. Hydrogen-Deuterium
Exchange On Protein Solutions Containing Nucleic Acids:Utility Of Protamine Sulfate.
Rapid Commun. Mass Spectrom. 22: 2423-2428.

Powles, J.G., Smith, D.W.G. 1964. Protein spin relaxation in water. Phys. Lett.
9: 239.

40



Sevgi YALINKILIC

Schotland, J. and Leigh, J.S. 1982. Exact Solutions of The Bloch Equations with
n-Site Chemical Exchange. Journal of Magnetic Resonance. 51: 48-55.

Sherry, A.D., Birnbaum, E.R. and Darnall, D.W. 1973. Nuclear magnetic

resonance spectroscopy. Anal. Biochemistry. 52: 415.

Smith, D.W.G., Powles, J.G. 1966. Proton spin lattice relaxation in liquid water
and liquid ammonia. Mol. Phys. 10: 457.

Suzanne, K., Bryant, R.G. 2000. Protein-bound water molecule counting by

resolution of *H spin lattice relaxation mechanisms. Biophys. Journal Lett. 78: 2163.

Sykes B.D. ,Hull W.E. and Snyder G.H. 1978. Experimental Evidence For The
Role Of Cross-Relaxation In Proton Nuclear Magnetic Resonance Spin Lattice
Relaxation Time Measurements in Proteins. Biophysical Journal 21: 137.

Szoke, A. and Meiboom, S. 1958. Radiation Damping In Nuclear Magnetic

Resonance. Rev. Sci. Instr. 29: 688.

Van-Quynh, A., Willson, S., Bryant, R. G. 2003. Protein reorientation and bound
water molecules measured by 'H magnetic spin-lattice relaxation. Biophys. Journal
Lett. 78: 2163.

Van-Quynh, A. Willson, S. Bryant, R.G. 2003. Biophys. J. 84: 558.

Winter F. and Kimmich R. 1985. **N* and ?H'H Cross Relaxation in Hydrated
Proteins. Biophys Journal 48: 331-335.

Yilmaz, A., Korunur S. Sembollerle NMR Ders Notlari, Heniliz Basilmamus,

Dicle Universitesi, Diyarbakir.

Zhuravlev, AK and Gangardt, M. G. 1987. 1H- and 2H- NMR relaxation in
serum albumin solutions. Mol. Biol. (Mosk) 21: 434.

41



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Sevgi YALINKILIC
Dogum yeri : DIYARBAKIR
Dogum tarihi 1 26.02.1984

Yabanci Dili : Ingilizce

Egitim Durumu
Lise — Diyarbakir Nevzat Ayaz Anadolu Lisesi

Lisans — Dicle Universitesi

43



