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AMAG:



Bu caligmanin amaci, Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) ve Magnetik Rezonans
Gorilintiileme (MRI) ¢alismalarinda prob ve kontrast ajan olarak kullanilan paramagnetik
iyonlarm, protein ve enzim ile baglanmasi sonucu su protonlarmnin durulma oraninda(1/7;)
meydana gelen artig(enhancement) kurami hakkinda genis bir bilgi elde etmektir.

Bir diger amacimiz, proton durulma artis kurami kullanilarak, artis faktorii (&)

baglanma sabitleri( K, K, )’ni tliretmektir. Ayrica kullanilan metotlar1 mukayese ederek bu

alanda ¢alisacak arastirmacilara yol gosterici bir kaynak olusturmaktir.

OZET:
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Metal-protein ve metal-enzim komplekslerinde, proton durulma orami artig faktori
¢ kullanilarak yapilan galigmalar arastirildi. Bu caligmalarda &, (bagl iyonun durulma artis
faktorii) ve K,, K, (baglanma sabitleri) saptanmasinda kullanilan metotlar incelendi. Birinci
tiirde 1-1 baglanma (bir proteine bir iyon) kabulii yapilarak ¢, , K, ve K, ‘yi veren denklemler
yeniden tiiretildi. £ ve Mn¢nin lineer iliskisine yeni bir yaklasim yapildi. Bu calismanin
dayandig1 goriislerden ¢ikardigimiz sonuglar, enhancement teorisinin protein ve enzime
baglanabilen paramagnetik metal iyonlarin genis bir smifina uygulanabilecegini

Onermektedir.

SUMMARY:



vii

The studies which had been done on metal-protein and metal enzyme complexes by
using proton relaxation rate enhancement factor(e) were investigated. The methods which
had been used in those studies for deterining gy(relaxation rate enhancement factor of bound
ion), K, and Kp(association constants) were examined. By assuming one to one binding(one
protein to one ion) in the first kind, the equations giving &, K, and Kp were obtained again. A
new to linear relation between & and Mn, were made. In the results we have inferred from
opinions based on this study, it has been suggested that the theory of enhancement can be

applied to a wide category of paramagnetic metal ions which can be bind to protein and

enzyme.



BOLUM 1

1.1. GIRIS

Genel adiyla Magnetik Rezonans, magnetik momenti sifirdan farkli olan maddelerle
elektromagnetik enerjinin etkilesmesinden kaynaklanan bir tiir rezonans olayidir. Magnetik
Rezonans, elektronun magnetik momenti ile mikrodalga enerjisinin etkilesmesi sonucu Elektron
Paramagnetik Rezonans(EPR) ya da Elektron Spin Rezonans(ESR) ve ¢ekirdek magnetik
momenti ile radyofrekans enerjisinin etkilesmesi sonucu Niikleer Magnetik Rezonans(NMR)
adiyla bilinir.

NMR teknigi,1945°te birbirinden bagimsiz olarak Stanford’ta Bloch, Hansen ve Packard ve
Harward’ta Purcell, Purrey ve Pound tarafindan bulunmustur. Baslangigta sadece c¢ekirdeklerin
magnetik momentlerini saptamak ic¢in kullanilan NMR olayinin kimyasal uygulamalar1,1950°de
bir magnetik alana konulan 6rnek tarafindan sogurulan 1g1manin kesin frekansinin ¢ekirdeklerin
kimyasal ¢evrelerine bagl oldugu gosterildigi zaman baslamigtir.

Burada Rezonans deyimi dis bir etkenin, magnetik sistemin dogal frekansi ile uyum ig¢inde
oldugunu belirlemek iizere kullanilmaktadir. Dogal frekans, magnetik alan i¢cindeki magnetik
momentlerin Larmor donii hareketinin frekansidir. Dis etken de, Larmor donii hareketi ile uyum
icinde olacak sekilde bir frekansa sahip mikrodalga veya radyofrekans enerjisidir.

NMR’da sozii edilen magnetik moment sifirdan farkli ¢ekirdek spinleri ile uyusan niikleer
momenttir. Yani NMR ¢ekirdek spinleri sifirdan farkli olan ¢ekirdekleri inceler.
Rezonans yonteminin {stlinliigl, ilgilenilen Ornekte biitiinle karsilagtirnnldiginda ¢ok zayif
olabilen bir katkiy1 se¢ip ayirmayr miimkiin kilmasidir. En ilgi ¢ekici 6rnek ise temel elektronik
ferromagnetizmasina karsin demirin zayif paramagnetizmasinin gézlenmesidir. Bunlarin yaninda
rezonans, kesin, oldukc¢a ayrintili ve baska yollarla elde edilemeyen tipte magnetik bilgi
toplanmasini da miimkiin kilar.

Gilinimizde =~ NMR  kimyada(kristal =~ yapisi,  katalistler,  polimerler, S1V1
kristaller),biyolojide(uyusturucularin ~ etkisi,  zarlar),fizikte(yogun =~ maddedeki  molekiil
hareketi),tipta(MR goriintiileme),jeolojide(madenler, komiir ve petrol kayalar1) ve cam, betonlar
ve seramik teknolojisinde genis kapsamli maddeler hakkindaki bilgimizi biiyiik 6l¢iide arttirmak

i¢in yogun olarak kullanilmaktadir(2,4,16).



TEMEL NMR TEORISI

1.2. Elektronun ve Cekirdegin Magnetik Momenti:(ii )Klasik anlamda

magnetik moment bir akim ilmegine karsilik gelir. Sistemi 1 akimi tastyan S ylizeyli bir akim

halkas1 gibi diisiiniirsek,

=18 (1.1)

olur. Magnetik moment( & ) ile acisal momentum arasindaki baginti,

A=nA (1.2)

seklinde yazilabilir. Burada, ¥ Jiromagnetik oran

y=— (1.3)

dir. Kiitlesi biiyiik olan parcaciklar kiiciik ¥ degerine sahip olur.

Elektron i¢in tiiretilen, agisal momentum ile magnetik moment arasindaki oranlilik,

cekirdegin agisal momentumu L ’ye ve ¢ekirdegin magnetik momenti /I ’ye

g=7 (1.4)

olacak bi¢cimde uygulanabilir. Cekirdegin acisal momentumu;

L :Th (1.5)

ifadesi ile verilir. Denklem (1.5) denklem (1.4) te yerine yazilirsa, magnetik moment,

=l (1.6)

olur.

1.3. Basit Rezonans Teorisi: Rezonans olaymi anlatmak igin basit bir kuantum

mekaniksel sistem ele alalim.izole edilmis tek bir spinin(magnetik momenti ) H gibi statik bir



magnetik alan ile karsilikli etkilesmesini diisiinelim. H magnetik alanin uygulanmasiyla ortaya

c¢ikan etkilesme enerjisi

E=-iH
E=-uH,.Cos8 (1.7)

ifadesi ile verilir. Bu etkilesmenin basit kuantum mekaniksel Hamiltoniyen operatorii

H=-ji.H (1.8)

olur. Eger H alam z— yoniinde uygulanir ve denklem(1.6) denklem(1.8)’ de yerine yazilirsa

H=-l,H, (1.9)

bulunur. Bu Hamiltoniyen operatoriiniin 6z degerleri, I ’in 6z degerlerinin ()4H ) katlaridir.

Buradan, sistem i¢in miimkiin olan enerji degerleri
E=-ymH,m (m=LI-1,...... ,—1) (1.10)
dir. Spini 3/2 olan "B ¢ekirdeginin bir dis magnetik alandaki enerji diizeyleri sekil 1.1°de

goriilmektedir. Burada m ’nin alacagi degerler 2I+1,yani dort tanedir;m —+3/2,+1/2,-1/2,-

3/2.Bu enerji seviyeleri arasindaki uzaklik 4/, dir ve hep es araliklidir.

E A
m
3/ I AE
-1/2
AE
+
172 I AE
+3/2
Ho

Sekil 1.1 Spini 3/2 olan ''B ¢ekirdeginin bir dis magnetik alandaki Zeeman yarilmasi.

NMR’da uygun frekansta elektromagnetik enerji ile bu enerji diizeyleri arasindaki

rezonans gegisleri olusturulur. Sadece kesikli enerji diizeyleri arasindaki gecisler 7 w, veya



bunun katlar1 kadar kuantum enerjisinin sogurulmasi veya yaymlanmasina karsilik gelir.
Genellikle sadece ardi ardina enerji diizeyleri arasinda gegisler olur. Ardr ardina gegcislerle ilgili

gecis kurali Am = £1 dir. Rezonans diizeyleri arasindaki,

AE = hH,
enerji farkina esit w, frekansinda radyo frekans 1sinlamasi yapilarak elde edilir. Bu durumda,

hw,=AE = —jhH, (1.11)

esitliginden rezonans sarti,
|Wo ‘ =1,

elde edilir. Rezonans frekansi ile magnetik alan arasindaki bagintiyr veren bu esitlik NMR’1in
temel esitligidir ve Larmor esitligi olarak bilinir.

Gorildugi gibi rezonans sarti sadece ilgili ¢gekirdege ve alanin biiylikliigline baglidir.
Rezonans sartinda, h Planck sabiti yer almadig1 i¢in bu sonug klasik bir rezonans olay1 olarak

diistiniilebilir.

1.4. Yalitilmis Bir Cekirdegin Magnetik Alandaki Hareketi ve Rezonans
Olayinin Olusumu:

Rezonans olaymin fiziksel ozelliklerini anlamak igin bir A , magnetik alanindaki

magnetik momentini diisiinelim. Magnetik moment,

T=jixH, (1.12)

ile verilen bir torkun etkisinde kalacaktir. Bu tork, momenti alan dogrultusunda ydneltmeye

calisir. Cekirdegin spin hareketi ve agisal momentum ile tork arasindaki,

dL) .



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

uygulanan alan etrafinda donmesi seklindedir. Sekil 1.2°de goriilen bu harekete presesyon denir.

V4

H,
A

v

Sekil 1.2 Bir # niikleer magnetik momentinin H o alam etrafindaki presesyon
hareketi

Simdi bir ¢ekirdek spininin H , a gore yonelimini degistirmek i¢in magnetik alan vektorii
H , “a dik olan bir diizlemde dairesel olarak polarize olmus bir H ,radyo frekans alan1 uygulanir.

Radyo frekans alan1 da magnetik momente,

7, = jixH, (1.14)

ile verilen bir tork uygulayacaktir. H , alam1 durgun ve siddeti biiylik ise bu alan H o a
ekleneceginden net etki yine bileske alan etrafinda presesyon olacaktir. Bununla birlikte eger

H ,’in biyiikligi H , dan ¢ok daha biiyiik olacak sekilde segilir ve H , etrafinda dondiiriilecek

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

ihmal edilebilir olacaktir. Bu durumda,7; sabit bir degere sahip oldugundan g
dipolii, w, = yH , <<w, frekansinda H , etrafinda presesyon hareketi yapar. H ,in stirekli

olarak uygulanmasi ise H , 1le belirlenen enerji diizeyleri arasinda gecislere neden olur(18).



1.5. Spin Durulmasi

Elimizde bulunan bir 6rnegi dig bir magnetik alana koydugumuzda bir miiddet sonra
termal denge kurulacaktir. Spin sistemine rezonans frekansinda alan uygulandiginda enerji
diizeyleri arasinda gegisler olusacagindan Boltzmann dagilimi1 bozulur. Rezonansta baglangigta
yukar1 dogru olan gecisler asagi dogru olan gegislerden fazla oldugundan bir miiddet sonra her
iki diizeydeki ¢ekirdek sayisinin esit olmasini bekleriz. Bu durumda sogurulan net enerji sifirdir
ve magnetik rezonans gecisleri oldugu halde bunlar algilanmaz. Bu olay NMR’da doyma diye
adlandirilir. NMR’1n gozlenebilmesi doymaya zit yonde bir mekanizmaya baglidir. Durulma diye
adlandirilan bu mekanizma spinlerin sogurduklart enerjiyi Orgii diye adlandirilan c¢evreye
aktararak yiiksek enerjili anti-paralel, diislik enerjili paralel yonelime ge¢melerini igerir.

Boltzmann dagilimmin tekrar kurulmasi donme ve titresim enerji diizeylerinin
durulmasina neden olan molekiiler carpismalar gibi kisa siirede olmayip zaman alir. Eger ardi
ardina NMR deneyleri yapiyorsak ve bu deneyler arasindaki tekrarlama zamani ¢ok kisa ise
cekirdeklerin denge durumuna dénmesi icin yeterli siire olmayacagindan azalan spin sayis1 farki

nedeniyle enerji sogurmasi dolayisiyla sinyal siddeti diisiik olacaktir(18).
1.6 T, Spin-Orgii Durulmasi

Dengede, net muknatislanma vektorii (M ), uygulanan magnetik alan H 0
dogrultusundadir. Bu durumda, miknatislanmanm z bileseni M P M o a esittir. M , boyuna

miknatislanmadir. M , veya M, gibi enine miknatislanma olugmaz.

A Z

0

oml

N

v

Sekil 1.3 H o alanmn net miknatislanma vektori M o» Z dogrultusunda olusur.



Net miknatislanmay1, spin seviyeleri arasindaki enerji farkina esit frekansli bir enerji

uygulayarak degistirebiliriz.Eger sisteme yeterli enerji verilirse, spin sistemi doyurulur ve
M, =0 olur. M , nin denge degerine donmesini ifade eden zaman sabitine spin-6rgii durulma

zamani( 7, ) denir.

Bu davranigin denklemi t zamanin bir fonksiyonu olarak

M, =M,(1-e"'") (1.15)

ile ifade edilir. Bunun i¢in 7, ,miknatislanmanin z bilesenini e faktorii kadar degistiren zaman
olarak tanimlanir( M /e).

Eger net miknatislanma —z eksenine yerlestirilmisse, 7; tarafindan yonetilen bir oranda

azalarak, +z ekseni dogrultusundaki denge durumuna tekrar dénecektir. Bu hareketin denklemi
M, =M,(1-2¢77) (1.16)

ile verilir. Bir baska deyimle spin-orgii durulma zamani(7;), herhangi bir andaki boyuna

miknatislanma (M ,) ve dengedeki miknatislanma arasindaki farki e faktorii kadar azaltma

zamanidir(5).
1.7 7, Spin-Spin Durulmasi

Net miknatislanma,y ekseni boyunca xy diizlemine yerlestirilmisse, z ekseni etrafinda

spinin iki enerji diizeyi arasindaki gecise neden olan Larmor frekansi ile donecektir.

A Z

J

| 2

Sekil 1.4 Net miknatislanmanin y ekseninde olusmast ve z ekseni etrafindaki presesyon hareketi



Doénmeye ek olarak net miknatislanma faz bozulumu gostermeye baglar. Cilinkii spin
paketlerinden her biri farkli magnetik alan olusturur ve bu alanin Larmor frekans1 ile donerler.

Zaman gegtikge daha biiylik faz farkliliklari olusur. Enine miknatislanmanin( M ,, ) denge

durumuna dénmesini ifade eden zaman sabiti spin-spin durulma zamani( 7, ) olarak adlandirilir.

My =My, e"'" (1.17)

denklemiyle ifade edilir. 7, her zaman 7,’den Kkiicik veya esittir. xy diizlemindeki net
miknatislanma sifira giderken, z dogrultusundaki boyuna miknatislanma tekrar olusur. 7, enine

miknatislanmay1 e faktorii kadar azaltan zamandir (M ! e). Iki faktor enine miknatislanmanin
bozunumuna etki eder: Bunlar, molekiiler etkilesimler ve H,’daki homojensizliktir. Bu iki

.. .. . . . . . ., . *
faktoriin birlesimi, enine miknatislanmanin bozunumu ile sonuglanir. Toplam zaman sabiti 7,

ile gosterilirse, bu iki faktoriin etkisini belirtmek iizere asagidaki denklem yazilir(5).

/T, =1/T, +1/T, (1.18)

in—hom—o.

1.8 Paramagnetik Rolaksasyon

Paramagnetik iyonun elektron spini S ile suyun ¢ekirdek spini I ’nin dipolar etkilesmesi,

spin-Orgii rolaksasyon zamanina katkida bulunurlar.

Cekirdek ve elektron momentleri zZ, ve [, etkilesmelerinin Hamiltoniyeni

H, = e = (1.19)
r r
seklinde olan bir ¢ift magnetik iki kutuplunun etkilesmesidir.
a, =l (1.20)
i, =y'hS

Bagintilarindan



2
r r

Hdzh 737/ {1_5_3(7”—7”)} (1.21)
operator formda yazabilmek i¢in H | (¢) rasgele Hamiltoniyeni,

H (t)=) F7(1)4" (1.22)

seklinde yazilabilir. ' (¢) zamanin rasgele fonksiyonlar1 olarak 4‘” ’lar da spin operatérlerini

gosterir. Donen sistemde 47 ’lar

eiHot.Ae_iHot — A(q) (t) — Z AP(q)ein(q>/ (123)
p

seklinde zamana bagli olurlar. ,(¢) de donen sistemde

H ()= ™ H ()™ =Y F@O 4, (1.24)

Pq

olur. Buna gore denklem (1.22)’nin 6rgii ve spin ile ilgili kistmlarini ayirirsak,

. i@ c 2 -2i6 s 02
piv - Sin@cosé™ Fo SET g 12306 (1.25)
r r r
o_ [ 2 1
A"V =ay—--1,5,+=(1,S_+1.8,)
3 6
AV = ofL,s, +1,5,} (1.26)

1 3
A(Z) :EaI+S+a a:_aylySh

elde ederiz. Esas Hamiltoniyen

(1.27)
H,y=wl,+wS,

ile verilir. Buna gore donen sistemde A(q) ’lar asagidaki sekilde yazilirlar.
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: . 2 1 — 1 o
A :—gaISSZ +=al, S e +gI_S+e’(“I st

(1.28)
oMot 4@ oot _ alI+SZeiWI’ +I+Szeiw5t]

_ B 1 _
etHOtA(Z)e iHyt — _aI+S+et(WI+WS)t

Makroskopik 6rnek tizerinde gergeklestirilen bir deneyde M miknatislanmanin 6l¢iilen degerinin

zamanla degisimi olan,

%:—{<A>*—<A>O} (1.29)

rolaksasyon denklemini elde ederiz.
1 _
y :EZJ‘f (me){AP(q)’(AP( 2 M)
q

@) 5 o
J,(wp'"") spektral yogunluk ise;

I, = | FONOF(t+0)e™ dr (1.30)

olarak verilir. Denklem (1.29)’ da yerine koyar ve M, =<1, > ifadesini yazarsak,

d<I_> 1 1
T:_Fklz >_Io)_ﬁ(<sz >-S,)
(1.31)
d<lI, > 1 1
di :_TISI (<Iz>_Io)_F(<Sz>_S0)

1

I ve S indislerini degistirerek TISS ve TISI i¢cin benzer esitlikler elde edilebilir.
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1 1 3 3
P 7y hS(S + 1){EJ(°) (W, —wy) +§J(l)(wl) +ZJ(2) (W, +wy )}

1

Bu esitlikler kullanilarak, c¢iftlenmemis bir elektron tarafindan bir ¢ekirdegin

rolaksasyonunu tanimlayan denklem,

(1.32)

+
TlII 15 r®

12 17°g’SS+D[ 3q, 7z,
1+WIZTCZ 1+wSZ'C2

olarak bulunur. Burada r ¢ekirdek ve elektron(veya iyon) arasindaki mesafedir. wg ve w,

elektron ve ¢ekirdegin larmor frekanslaridir. 7, dipolar etkilesmenin dalgalanmasi i¢in uygun

korelasyon katsayisidir. 7, = 7| yazar ve wg >> w,ve w,z,” <<1 oldugunu kullanirsak

2 2
_gw(% +Lj (1.33)

1
T,o15 1+ w7,

elde edilir. Bir ¢ekirdek spini etrafindaki n tane spin ile etkilesiyorsa toplam rdlaksasyon,

= ZL =" den bulunur.(1,10)
T T

i 1i

~| e

(1.34)

1.9 Proton Rélaksasyon Orani Artisi(Enhancement) Teorisi

Paramagnetik iyonlar makro molekiile bagli iken, paramagnetik iyonlarin su protonlarinin
rolaksasyon oranina etkisi(enhancement) ilk defa DNA ile Eisinger(1961) ve proteinlerle Cohn
ve Leigh(1962) tarafindan arastirilmistir. Bu artig, hidrasyon kiiresinin bagil rotasyonel
hareketinin bir sinirlamasina ve paramagnetik iyon makro molekiiliin dis kismina bagh iken
paramagnetik iyonun elektron spini ve hidrasyon kiiresindeki ¢ekirdek spini arasindaki magnetik
etkilesmelerin rotasyonel korelasyon zamanindaki dogal bir artisa atfedilmistir.

Saf su i¢in ii¢ saniye civarinda olan spin-0rgii rélaksasyon zamaninin( 7, ), proton-proton

dipolar magnetik rolaksasyon oranini gosterdigi iyi bilinmektedir. Paramagnetik iyonlar ¢ozeltiye
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eklendiginde, proton rolaksasyon orani, iyonlarin elektronik momentleri ve proton momentleri
arasindaki magnetik etkilesimler tarafindan yonetilir. Bunun nedeni, protonlarin ve iyonlarin
bagil hareketlerinden dolayi, protonlarin, frekans spektrumu proton Larmor frekansi igeren

degisken bir magnetik alana maruz kalmasidir. Suyun rolaksasyon oranina en biiylik katki,

iyonlarin hidrasyon kiiresi i¢indeki protondan gelir. Proton rolaksasyon oranmm(F) iki
1

kisimdan olustugu kayda deger bir miktar deneysel ve teorik calismayla belirlenmistir. Bunlardan
birincisi proton-elektron magnetik dipolar etkilesimden, ikincisi izotropik hyperfine
etkilesiminden ortaya ¢ikar.

Dipolar etkilesim i¢in korelasyon zamani( 7, ),

t = v v, (1.35)

ile wverilir. Burada 7,, hidrasyon kiiresi rotasyonel korelasyon zamani,7 elektron spin
rolaksasyon zamani ve 7, iyonun hidrasyon kiiresindeki dmriidiir. Hyperfine etkilesimi hidrasyon

kiiresinin rotasyonel hareketinden etkilenmedigi i¢in onun rotasyonel korelasyon zamani

t 7 =7 "+, (1.36)
ile verilir. Yiiksek alan bolgelerinde(w,’z,>,w ’r,*,>>1) dipolar ve hyperfine etkilesimleri

sirasiyla 7, ve 7, ile orantilidir( w,, elektron Larmor frekanst).

Tartismamiz1 yiiksek alan bolgelerinde Mn** iyonlarina odaklastirarak devam ettirecek

olursak; Mn*" igin

T, <<T, <7,

oldugu goriliir. Bu nedenle sadece dipolar kismin proton rolaksasyon oranina Onemli bir

katkisinin oldugu sdylenebilir ve

(1/711)& nth znhz-r
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yazilabilir. Burada n, hidrasyon kiiresindeki proton sayisidir.

Simdi sulu Mn?*" ¢ozeltisi i¢inde makro molekiillerin varliginin etkilerini incelemeye
calisalim. Eger iyonlar ve molekiiller arasinda etkilesim yoksa 7’ in degeri sulu Mn ¢dzeltisinde
degismez kalacaktir. Eger iyon herhangi bir sekilde molekiile baglanirsa en yakin komsu su

molekiilleri sayis1 ve dolayisiyla n, ve 1/7, azalacaktir. Son olarak eger iyon molekiiliin dis
ylizeyine bir yere baglanirsa n, ’1n degeri ¢ok fazla diismeyecek fakat hidrasyon kiiresindeki
sularin rotasyonel hareketi bir ya da iki serbestlik derecesi kaybedecektir. Sonug olarak 7, (= 7))

uzamis olacak ve rolaksasyon oranmi artmis olacaktir. Paramagnetik iyonlardan dolayr meydana
gelen proton rolaksasyon oranimi karakterize etmenin uygun bir yolu paramagnetik proton

rOlaksasyon orani artig faktorii parametresini tanimlamaktir.

e=R"/R (1.37)

Burada R™ makro molekiil varhigindaki ve R makro molekiil yoklugundaki proton rélaksasyon
oranlaridir.

Gozlenen proton rdlaksasyon orani artis faktorii degerleri, baglanma yerlerinin
sayisini, baglanma ve ayrilma sabitlerini belirlemede kullanilmaktadir. Bu nedenle proton
rolaksasyon orani artig faktorii, molekiiler biyolojide iyon baglanmasinin etkili oldugu degisik
problemlerde(DNA-metal sistemleri ve enzim reaksiyonlar1) ve paramagnetik iyonlarin biyolojik
olarak onemli molekiillerin parcalar1 oldugu yerlerde(Ceruloplasmin) etkili bir ara¢ olarak
kullanilabilir. Ornegin bir taraftan DNA molekiillerinin &biir taraftan riboniikleotidlerin birkag
metal iyonu ile aralarindaki baglanma Ozelliklerini ve baglanma mertebelerini belirlemek

miimkiindiir(11).
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BOLUM 2
ONCEKIi GALISMALAR

JACQUES REUBEN(15) yaptig1 ¢calismada Gadolinium’un(Gd) bir paramagnetik probe olarak
kullanilmas ile biyolojik makro molekiillere metal iyonlarinin baglanmasinmi ¢alisarak, proton
rOlaksasyon metotlariin bir arastirmasmi yapmistir. Makro molekiil olarak Bovine Serum
Albiimin’i(BSA) se¢mistir. Suyun proton rolaksasyon oraninin uzunlugunun, paramagnetik
Gd(IIT)-BSA  ¢ozeltisindeki iyon konsantrasyonuna bagli olarak arttigini  sdylemistir.

Ehancement1 asagidaki sekilde tanimlayip

*

T,
£ = . 2.1
Vi 2.1

analitik bir parametre olarak kullanarak

M
E =——¢&,+—=¢€ 2.2
rtoy 6 (2.2)

bagintisindan &,’yi tanmimlayip BSA’nin Gd(III) i¢in dort tane baglanma yeri oldugunu

bulmustur. Baglanma sabitini 300 °K > de 1,3x10™* M olarak 6lgmiistiir. Burada T, . protein

varhgindaki ve 7, protein yoklugundaki rolaksasyon zamanlaridir. M, serbest metal
konsantrasyonu M, bagli metal konsantrasyonu olup &, bagli formdakilerin proton rélaksasyon
orani artigl, £, serbest formdakilerin proton rolaksasyon orani artigidir. Ayrica degisik frekans ve

sicaklik degerlerinde alinan Olglimlerden proton rolaksasyon oranit artis mekanizmasini
tartismistir. Cocodylate-Gd(IIl) ¢ozeltisinde elektron-gekirdek dipolar etkilesiminin korelasyon

zamaninin Gd(III)-BSA ¢o6zeltisinde elektron spin rélaksasyon zamaninin degistigini gozlemistir.

G.NAVON’un(12) yaptig1 caligmada carboxypeptidase A ve pyruvate kinase i¢geren manganl bir
sulu ¢ozeltide, proton rolaksasyon zamaninin frekansa bagliligi 6lgiilmiis ve analiz edilmistir.
Elektron spin rélaksasyon zamaninin uzunlugu frekansa bagli bulunmustur ve diisiik frekanslarda
proton rolaksasyon zamanlarini kontrol ettigi belirlenmistir. Proton rolaksasyon orani artis

faktorli kullanilarak bagli manganin koordinasyon kiiresindeki degisebilir su molekiilleri sayzsi,
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carboxypeptidase A i¢in 1, pyruvate kinase i¢gin 2 olacagi bulunmustur. Bdylece paramagnetik
metal iyonlarin enzimlerin aktif baglanma yerlerinin incelenmesinde ©nemli oldugu

vurgulanmistir.

A.R.PEACOCKE ve arkadaslari(14) E.coli ribozomal RNA ve Mn** iyonlari igeren bir sulu
cozeltide bir dizi magnetik alan ve sicaklik degerlerinde, su protonlarinin spin rélaksasyononu
iceren bir calisma yapmuslardir. Proton rolaksasyon orani artig teorisini kullanip baglanma
sabitini ve baglanma yeri sayisimt hesaplamiglardir. Paramagnetik iyonlarin etkisi RNA
varhiginda arttirilmistir. Sicaklik diistirtildiigiinde, biiyiikliigii alana bagl olan 7] ’in minimum bir
deger aldig1 gozlenmistir. Bu, sulu ¢dzeltinin hareketinden elektron spin rolaksasyonuna kadar

dipolar rolaksasyon mekanizmasi i¢indeki bir degisime baglanmaistir..

YANG S. KANG ve arkadaslari(8) proton NMR goriintiileme i¢in kontrast madde olarak
kullanilan paramagnetik iyonlarin etkilerini degistiren bazi faktorleri calismislardir. Iyon igeren
sulu bir ¢ozeltinin rolaksasyon oraninin magnetik momentle giivenilir bir sekilde tahmin
edilemeyecegi gosterilmistir. Proton rélaksasyon orani artis faktorii kullanilarak baglanma yerleri
say1s1 ve baglanma sabitleri hesaplanmistir. Iyonlar biiyiik molekiillerle kompleks halindeyken,
dominant korelasyon zamani ile artan proton rolaksasyon orani artis faktoriiniin giivenilir
sonuclar verebilecegi gosterilmistir. Proton rélaksasyon orani artis faktoriiniin sirasiyla pH ve
baglanma rekabeti gibi bazi faktorlerle degisebilecegi belirtilmistir. Mangan igin, metal
baglanma derecesini hesaplamakta hassas olan (7;/7,)’nin yararli bir parametre oldugu
belirlenmistir. Paramagnetik rolaksasyon enhacementinin biyolojik dokudaki 6zellikleri, kan

icinde var olan maddeler ve mangan kullanilarak bir dizi deneyde gosterilmistir.

ALBERT S. MILDVAN VE MILDRED COHN(11) yaptiklari ¢alismada, bagli manganin, su
protonlarinin niikleer magnetik rolaksasyon orani (1/7;) uzunluguna etkisinin yeni bir fiziksel
parametresini NMR pulsu ile 6l¢gmiislerdir. Bu parametrelerin degerleri, bagil manganin proton
rolaksasyon oraninin ayni konsantrasyondaki serbest manganinkine orani olan &, (enhancement)
teriminde ifade edilmistir. Boylece gozlenen proton rélaksasyon orami artis degerleri, baglanma
yerlerinin sayisim tayin etmede ve bovine serum albiimin’e Mn’*’nin baglanma sabitini
belirlemede kullanilmistir. Ayrica proteindeki yapisal degismenin sebebi ile &,’de meydana

gelen degisimi anlatmak i¢in proton rdlaksasyon orami artis degerleri kullanilmistir. Elektron
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Spin Rezonans kullanilarak serbest Mn*"nin &lciimlerinden tayin edilen baglanma yerleri

sayilar1 ve baglanma sabitleri, proton rdlaksasyon orani artis faktoriinden tayin edilen bagli Mn >

degerleri ile 1y1 sekilde uyum i¢inde oldugu gozlenmistir.

ROBERT JONES ve arkadaslari(7) yaptiklar1 ¢alismada puls NMR tekniklerini kullanarak,
serbest Gd(III) iyonlarn1 ve Lysozyme igceren Gd(II) ¢ozeltilerinde bir dizi sicaklik
degerlerinde(0-40 °C) su proton rolaksasyon zamanlarimi (7;,7,) ©lgmiislerdir. Ayrica
Lysozyme ve Gd(III) arasindaki dengeyi sicakligin bir fonksiyonu olarak c¢alismislardir. Su
rOlaksasyon oranlari, grafik ve hesaplama tekniklerinin bir kombinasyonu kullanilarak hem
serbest hem de enzim bagli metal baglanma yerleri i¢inde belirlenmis ve var olan teorilere hemen
hemen uymustur. Su koordinasyon kiiresi sayisi(q) ve dipolar rdélaksasyon siirecleri icin

korelasyon zamani( 7, ) elde edilmistir ve bu siireglerin 7, ’ye katkilar1 sicaklik ve frekansin bir

fonksiyonu olarak analiz edilmistir. Enzim kompleksinde 7. ic¢in elde edilen sonuglar daha

c

onceki bazi tahminlerden kayda deger bir sekilde farkli ¢ikmistir. Sulu iyon ¢ozeltisinde

rolaksasyonun, rotasyonel korelasyon zamani( 7, ) tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir. Fakat
enzim-metal ¢6zeltilerinde elektron spin rolaksasyon zamanmin(z,) diisiik frekanslarda diger

siireclerden daha O6nemli oldugu vurgulanmistir. Magnetik Rezonans teknikleri kullanilarak
Lysozyme ve diger makro molekiillerin yapilarini analiz etmek i¢in elde edilen bu sonuglarin
uygulamalari ¢alisilmistir.

Bu sonuglarin baglanma yerleri ile ilgili ¢aligmalarinda proton rélaksasyon orani artis

faktori kullanilmistir. Asagidaki formiiller kullanilip

. U,

g = l/TF (2.8)
M|, [E],

Kf% (2.9)

proton rolaksasyon orani artis faktorii ile ayrilma sabiti arasinda
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1 1 K, 1
— = +
e -1 [E] (g,-1) g, -1

(2.10)

ifadesi elde edilmistir. Burada, [E]f serbest enzim konsantrasyonu, [M ]f serbest metal

konsantrasyonu, [E ]t toplam enzim konsantrasyonu, K , ayrilma sabitidir.

A.DEAN SHERRY ve arkadaslari(17) yaptiklar1 ¢alismada (H,0 - D,0) karisiminda su
protonlart rélaksasyon zamaninin uzunlugunu belirlemek icin direk bir metot kullanmislardir. Saf
suyun rolaksasyon zamanmin (2.7 sn) %10 H,0-% 90D,0 c¢ozeltisinde 9 sn ye arttig1

gozlenmistir. Bu daha uzun rolaksasyon zamani, paramagnetik metal iyonlarinlarindan
kaynaklanan proton rélaksasyon orani artig faktoriinlin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Mangan
iyonunun Bovine Serum Albiimin’e baglanmasi durumundaki parametreler, daha 6nce konuda
gecen ve A.S MILDVAN ve MILDRED COHN tarafindan kullanilan ydntemlerle belirlenmistir.
BRUCE G. JENKINS ve arkadaslari(6) tarafindan yapilan bu c¢alismada proton rélaksasyon
orani artis faktorliniin ¢ozelti protonlarina etkisini kullanilarak, potansiyel kan hiicrelerinin ve
hepatobiliary paramagnetik demir(IIl) kontrast ajanlarinin, rac- ve meso-Fe(5-Br-EHPG)~
(demir(IIT) N,N’-ethylenebis [(5 —bromo — 2 — hydroxyphenyl) glycinate]) ve Fe(5-Br-HBED)™
(demi(IIT) N,N’-bis-(5 bromo — 2hdyroxybenzyl) ethylenediaminediacedic acid), Human Serum
Albiimin’e (HSA) baglanmasi c¢alisilmistir. Bu selatlarin HSA’ya degisik yerlerde, farkli
degerlere sahip baglanma sabitleriyle sikica baglandigi gézlenmistir. Su proton rolaksasyon
oranlar1 paramagnetik bilesenlerinin beklenen proton rolaksasyon orami artisi, protein bagh
kontrast ajanlarin rotasyonel korelasyon zamanindaki artistan meydana gelirken, HSA’dan dolay1
su rolaksasyonunun diamagnetik bilesenleri i¢inde baglanma sonugclari ilging bir sekilde azalma
iginde oldugu gozlenmistir. Bu proton rolaksasyon orani artislarinin selatlarin proteinlere nereden
ve nasil baglandigina bagli olarak degisebildigi gozlenmistir. Sicakligin degismesi, selatlarin

yakinligina bagl olarak birinci ve ikinci tiirden baglanma yerleri oldugu sonucunu vermistir.
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HATICE BUDAK’mn(3) yaptig1 calismada artan Mn>* konsantrasyonuna kars1, kan serumu ve
kan serumu proteinleri(albiimin, ¥ —globiilin,(a + B )-globiilin) iceren ¢ozeltilerde NMR 7,
degerleri 6l¢iilmiistiir. Farkli mangan konsantrasyonlarindan kaynaklanan proton rélaksasyon
oran artisi(€”) her ¢dzelti igin belirlenmistir. Bagli manganin proton rolaksasyon artig orani( &, )

alblimin, y —globiilin, (a+ f)-globiilin ve kan serumu i¢in sirasiyla 13.601, 3.115, 8.584,

10.869 bulunmustur. Bulunan bu sonuglar kullanilarak kan serumuna ve ¥ — globiiline Mn ** *nin

-1

baglanma sabitleri sirasiyla 1.98x10*M ™ ve 2.35x10*M ™' hesaplanmustir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

Bu caligmada 1961 yilindan 2005°e kadar iyon-protein baglanmalarinda proton durulma artig
orantyla ilgili yaymlanmig makaleler arastirildi. Bu makalelerde baglanmalardan elde edilen

verilerin grafiksel ifadesinden &,,K , K, ’nin tiiretilmesiyle 1lgili metotlar incelendi. Asagida iki

baslik altinda verilen bu incelemeler calismamizin materyalini olusturdu.

3.1 Makromolekiil ile Kii¢ciik Molekiiliin Baglanmasinda

Baglanma Yerlerinin Grafiksel incelenmesi

Bircok etkilesmede ilk molekiiler adim, bir makro molekiil(protein, enzim gibi) ile bir
veya bir¢ok kii¢iik molekiiliin(ligant, substrat gibi) birlesimidir.

Bu tiir etkilegsmelerde en 6nemli faktor protein ve substrat konsantrasyonlaridir. Substrat
konsantrasyonundaki degismeler yoluyla reaksiyonun kinetik mekanizmasi bulunabilir. Bazi
kinetik sabitler bulunarak substratlarin hiicre i¢i konsantrasyonlari dl¢iilebilir.

En basit enzim katalizli sistem tek bir substratin tek bir {irline doniistiigii reaksiyonlardir.

Reaksiyon semast;

k ks ks
E+S<k—>ESkHEP<k—>E+P 3.1

seklinde yazilir. Burada ES enzim-substrat ve EP enzim-iliriin kompleksleridir. Sadece bir

kompleksin oldugu(ES) geri reaksiyonlarin 6nemsiz oldugu sartlarda reaksiyon semasi

s

ky P
E+S<k—>ES———>E+P (3.2)
seklini alir. Boylece reaksiyon hizi tiiretilebilir.
Henry-Michaelis-Menten yaklasiminda; E, S ve ES’nin ¢ok hizli olarak dengeye ulastig
ve ES’nin liriine doniistimiiniin ¢ok yavas oldugu kabul edilir(kp << k_, ). Herhangi bir andaki hiz

ES konsantrasyonuna baglidir ve toplam enzim E ve ES arasinda dagilir.
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V = kp|ES| (3-3)
ve

[E], = |E[+|ES| (34
yazilabir. (3.3) esitliginde kp katalitik hiz sabitidir. (3.3) ve (3.4) esitlikleri oranindan

v _ kplES|
£, [E]+[Es]

(3.5)

denklemi elde edilir. Dissosiyasyon dengesinden bulunan |ES| degeri denklem (3.5) te yerine

yazildiginda
Isi
Vv k
=— (3.6)
k

elde edilir. Enzimin timiiniin ES kompleksi seklinde bulunmasi halinde maksimum hiza

ulasacagindan kp|E|t =V .. yazilabilir. O halde sonug olarak

ax

_ Vmax S|

&, +|S]

(3.7)

esitligi elde edilir. Burada V' tepkimenin baglangigtaki hizi,V madde sonsuz konsantrasyona

yaklasirken maksimumun baslangic hizidir. ks Michaelis sabiti(dissociation reaksiyonlarini

tanimlar) ve S substrat konsantrasyonudur.

Ayrica
_ ko _|ElS] (3.8)
Tk T JES] |

dissosiyasyon dengesinde bulunan E ’degeri denk(3.4)’te yerine yazildiginda
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|ES| 3 nkp|S| (3.9)
[E], 1+ kpls] '

ES
denge ile ilgili esitlik elde e:dilir.u =r, kp=k ve |S| = A kisaltmalar yapilarak denk(3.9)

2],

P (3.10)
1+ kA

seklinde yeniden diizenlenebilir. Burada » makro molekiil basina baglh kiigiik molekiiliin
molekiil agirhigi, n» makro molekiile baglh kiiclik molekiiliin baglanma yeri sayisi, £k baglanma
sabiti ve 4 bagli olmayan kii¢iik molekiillerin molar konsantrasyonudur.

Bu denklemin parametrelerinin degerlendirilmesi igin yaygin olarak birkac c¢izgisel

doniisiim kullanilmastir.

1 1 11

- = - a

r n nk A @

é:L.,.lA (b) (3.11)
r nk n

r

—=kn—k c

y n—kr (©)

Bu esitliklerin grafiksel esdegerleri sekil 3.1°de gosterilmistir.
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nk C

(©)

Sekil 3.1 Baglanma yerlerinin bir tek yeri veya siifi i¢in baglanma denkleminin yaygin olarak

kullanilan lineer doniisiimlerinin ii¢ grafiksel gosterimi. Ug dogrunun egimi ve kesisimleri isaret

edilmistir.

Iki veya daha fazla baglanma simiflarinin oldugu durumlarda sekil 3.1 deki koordinatlar

ile gosterilen fonksiyonlar artik ¢izgisel grafikler vermemektedir. Ancak koordinat eksenleri

tizerinde limit durumunda egim ve kesismeleri tayin etmek hala miimkiin olabilmektedir(9,19).

egim 2
egim2
T T
AT o ee—=21"
egiml ,’,
egiml ,/'
o —
,I’ //, 1
2 /A
2 A
egim2
1
4
3 2

Sekil 3.2 Sadece iki tiir baglanma yerine sahip, ii¢ koordinat ciftleri icin sematik egriler.
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3.2 Makromolekiil ile Paramagnetik iyon Etkilesmesinin Magnetik

Rezonans Calismalarindan & . K K, nin tiiretilmesi

Paramagnetik iyon varlifinda bir ¢ozeltinin su protonlarinin rolaksasyon oraninda

meydana gelen artig(enhancement), dnceki calismalarda asagidaki sekilde ifade edilmistir

. UT 1T,
=0 (3.12)
/T, —1/T,

1(0)
T, Paramagnetik iyon varligindaki, 7, ise iyon yoklugundaki durulma zamanini,* isaretli

terimler ise makro molekiil varligindaki ayn1 parametreleri gostermektedirler.
Iyon-Protein etkilesmelerinde paramagnetik iyon iki ayr1 formda bulunabilir(serbest ve

bagli). Paramagnetik iyon olarak Mn(II) 6rnek olarak alinabilir.

Paramagnetik iyonun serbest(Mn ;) ve bagli(Mn,) formundan dolayi, proton durulma

oraninda gozlenen artig faktorii; bir ortalama degere sahiptir.

g =P¢g + Pfgf

e = g, +—r e, (3.13)

Burada Mn, toplam mangan konsantrasyonunu, &, serbest manganin artig faktorii(denk 3.12

deki tanimdan bire esittir.), €, ise proteine bagh manganin artig faktoridir. £, P, olasiliklardir.
P+P =1 (3.14)

olasilik tamlik kogulundan
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Mi Mn
My (3.15)
Mn, Mn,
yazilabilir. Bu esitlik denk(3.13) te yerine yazildiginda
g, —&
Mn, :( 2 jMnt (3.16)
£,~1
-1
Mn, = (‘9 JMnt (3.17)
g, —1

esitlikleri elde edilir. Proteine bagli manganin association sabiti( K, ) ve dissociation sabiti (K ))

i¢in de birer esitlik tiiretilebilir. Bir dnceki kesimde

_ k., _|E]S]

C ko |ES|

olarak tanimlanan denklemde |ES|:Mnb,S|=Mnf , k, =K, ve |E|=Pf yazildiginda ve

K, =1/K, oldugu goz 6niine alindiginda

K = [Mnb]

= (3.18)
[M”f I[Pf]

elde edilir. Burada P, = nF, — Mn, dur ve P,,F, serbest ve toplam protein konsantrasyonlaridir.

Mn, ve Mn, igin artis faktoriinden tiiretilen denk (3.16) ve (3.17) kullanilip gerekli kisaltmalar

yapildiginda
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_ (‘9* —1)(6‘;,—1)
K=o e Tple, D mm(1-¢ ] 19

bulunur. Durulma artis orani faktorii verisinden baglanma sabitlerini denk (3.19) ile tayin etmek
mimkiin olabilmektedir. Ancak bunun i¢in &, ve baglanma yeri sayist n’in bilinmesi
gerekmektedir. Deneysel calismalarda &£, ’nin tayini i¢in {i¢ prosediir kullanilmigtir.

1. Protein ile iyon titrasyonu; Sabit konsantrasyondaki iyon soliisyonuna artan

konsantrasyonda protein ilavesi ile yapilan Slciimlerde, 1/ ’nin 1/ P{’ye kars1 gizilen
grafiginden bulmak.
2. lyon ile protein titrasyonu; Sabit konsantrasyondaki protein soliisyonuna artan
konsantrasyonda iyon ilavesi ile yapilan olgiimlerde, 1/&£ ’nin Mn.ye karsi gizilen
grafiginden bulmak.

3. Serbest ve bagl iyon konsantrasyonunun ESR ile dl¢limiine dayali olarak protein ve

iyonun tek bir konsantrasyonundan £ ’1 tayin etmek.
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BOLUM 4
BULGULAR

Bir 6nceki kesimde verilen deneysel verilerden £, 'nin bulunmasinda kullanilan, degisken
ciftleri arasindaki iligki asagida iki ayr1 prosediir i¢in tiiretilmistir.

4.1 Protein ile iyon titrasyonunda (1/<")’nin teorik olarak tiiretimi

1 |Mn lp | (M, —Mm,)P,

Ka :K_a: [Mnb] B Mn, &

(Mn,) K = (Mn,~Mn,).P, (4.2)

(Mn, ) K, +(Mn,).P, =(Mn,).P, (4.3)
_ (Mnt)'Pf _ (5* —1)

(M, ) =2~ P (e ) (44)

. P& +K,

g="Lrt < (4.5)
P, +K,

I _L K, & (4.6)

e g, P, +K,/e, P, +K,/¢,

P, >K,/¢, iken P, =P, olur.
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I 1|K, P

—=— | L4t (4.7)
e | PR P

I 1 K,[|1

- :_+_d(_J (4.8)
e ¢ &\ P

Denklemden goriildiigii gibi yiiksek protein konsantrasyonlarinda, ]*
£

)

i’nin lineer bir
F,
fonksiyonu olur.

Mn .
o _ (Mn,) ((Mnf )) €, denkleminden yola gikarak (Mn,)=(Mn,)  durumunda
nt

baglanmayan mangan kalmayacak

(Mnb) N PR
(vin,) " (vn) " :

olacaktir. Benzer sekilde

(4.9)

denkleminde de P — o olunca
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olmaktadir.

4.2 jyon ile Protein Titrasyonunda (1/¢")’nin teorik olarak tiiretimi

Kd :L _ (Mnt —Ml’lb)(l’lPt _Mnb) (410)
K, Mn,
(Mn,)’ =[(Mn,)+ K, +nP,|(Mn,)+(Mn,)nP. =0 (4.11)

Mn, i¢in lineer olmayan ikinci dereceden bir denklemini ¢6zmek durumunday1z.

(Mn,)  [(Mn,)+ K, +nP )= [(Mn,)+ K, +nP} —4(Mn, JnP

= 4.12
oy 2m,) a1
. Mn, 0 o .
lim v = 7 olmaktadir. Bu belirsizlikten L.Hospital kuralin1 uygulayarak
Mn,—o nt

kurtulmamiz miimkiindiir. Kural uygulandiktan sonra

Mn nP

. bo_ : 4.13
,{}’11 Mn, K, +nP (413)
denklemi elde edilmektedir.
Eger nP, > K, ise tim mangan bagl olur.
M P
lim~ b= =1 (4.14)

Mn,—o0 Mnt - nl)t(Kd /I’lPt +])



-1 , Mn, = Mn,
Mn,
M, - .
n, :E 1:1 ve £’ =€, (415)
Mn, €, -1

bulunur.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Bir ¢ozeltideki paramagnetik iyonun varlii ¢ozeltinin 1/T, oranini artirdigt NMR’ nin
ilk giinlerinden beri bilinmektedir. Bu teorinin ana hatlar1 kesim(1.8)’de paramagnetik durulma
ad1 altinda incelenmistir. Bir paramagnetik iyonun bir protein veya enzime bagl iken, su
protonlarinin durulma oranina etkisinin artisi( enhancement) bir fiziksel parametre olarak 6nceki
caligmalarda kullanilmis ve teorisi kesim(1.9)’da ayrica verilmistir. Bu ¢alismalarda,
paramagnetik metal iyonlar, protein ve enzimlerin aktif baglanma yerlerinin incelenmesinde ve
enzim aktivitelerinde énemli rol oynadiklar1 gdzlenmektedir. Ote yandan bir makro molekiiliin
bir mikro molekiile baglanmasi durumunda denge ile ilgili denklemler tiiretilmistir. Bu
denklemlerin parametrelerinin degerlendirilmesi i¢in birkag¢ c¢izgisel donilisim yaygin olarak

kullanilmistir(9).  Farkli  grafiklerdeki egimler ve kesme yerlerinden parametreler

degerlendirilmistir. Durulma orani artig faktorii € kullanilarak &,, K, ve K;, saptanmasinda
kullanilan prosediirlerden su sonuglar ¢ikarilmaktadir.

1. Protein —iyon titrasyonunda ; % - %3 ‘nin lineer fonksiyonunun egimi Kp ve kesme yeri
t

ise 1/ &, y1 bulmamiz1 saglamaktadir.
2. lyon- Protein titrasyonunda ; P, nin yiiksek konsantrasyonunda 7 ot Mn¢nin lineer bir

fonksiyonu olmakta ve yine kesme yeri 1/, ’yi bulmamizi saglamaktadir.

3. Electron Spin Resonanstan Mny tayin edilerek de K, ve K; bulunabilir, ancak ikinci bir

spektrometreye ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ote yandan &, si bilinen bir ¢ozeltinin £ datasindan bagl (Mny,) ve serbest (Mng) mangan

miktarlarn tayin edilerek K, ve K hesaplanabilir(11). Bir diger durum, 3-11 denklemlerinde
enhancement teorisinde kullanilan degiskenler kullanilarak kesme ve egimlerden n(baglanma
yerlerin sayisi) ve baglanma sabitleri bulunabilir.

Sonug olarak yapilan inceleme, enhancement teorisinin, bir proteine veya bir enzime
baglanabilen paramagnetik iyonlarin baglanma yerlerinin sayisini, baglanma sabitlerini ve
yapisal degisimlerin sebebiyle &, deki degismenin iligkisini belirlemede kullanilan hizli ve
hassas bir metot sagladigini gdstermistir. Bu caligmanin dayandigi goriisler, enhancement

teorisinin protein ve enzime baglanabilen paramagnetik metal iyonlarin genis bir smifina

uygulanabilecegini dnermektedir.
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SEMBOLLER

" :Proton Relaxation Orani Artist

M :Magnetik Moment

y :Jiromagnetik Oran

L :Yériingesel Agisal Momentum

h :Planck Sabiti

1 :Cekirdek Spini

S :Elektron Spini

H :Magnetik Alan
H:Hamiltoniyen Operatorii

w :Larmor Frekansi

7 :tork

M :Miknatislanma Vektorii

T, :Spin Orgii Durulma Zamani
T, :Spin Spin Durulma Zamani

K, :Baglanma Sabiti

K, :Ayrilma Sabiti
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