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AMAC:

Bu c¢alismanin amaci, protein c¢ozeltilerinin NMR (Niikleer magnetik
rezonans ) spin—orgii durulma zaman (T ) i¢in Snerilmis durulma mekanizmalarim
inceleme, bu mekanizmalar arasindaki benzerlikleri ve farkliliklar1 bulup birinin
digerine gore basarili ve bagansiz kistmlarimi karsilagtirmaktir. Ayrica bu
incelemeden hareketle T, durulma mekanizmalari hakkinda genis bir bilgi elde
etmektir.



v

OZET:

Bu caligmada, protein ¢ozeltilerinin NMR (Niikleer magnetik rezonans)
spin—0rgli durulma zamam (T)) igin Onerilmis olan T; durulma mekanizmalarinin
karsilagtirilmas: yapildi. Bunun igin 6nce protein ¢ozeltilerinin NMR Ty’i ile ilgili
yapilmig olan galigmalar incelendi. Inceleme sonunda, Ty durulma mekanizmasiyla
ilgili birgok farkli ve benzer goriislerin 6nerildigi goriildii. Onerilen bu goriigler, T;
durulma mekanizmasina etki eden; makromolekiiler i¢ donme, rasgele diffiizyonal
hareket, protein konsantrasyonu ve kross— rolaksasyonu gibi parametrelerden dolayi
kendi aralarinda ana goriiglere ayrildi. Her ana goriis icinde de benzer goriisleri
Oneren caligmalara yer verildi. Caligjma sonunda, T; durulma mekanizmalariyla
ilgili goriigler alt1 ana goriis altinda topland1 ve bu ana goriisler arasmnda T; durulma
mekanizmastyla ilgili kiyaslamalar yapildi. Bu goriislerin birbirlerine gore basarilari
ve basarisizliklan ortaya konmaya galigildi.



SUMMARY :

In this study, solutions of protein were compared the suggested relaxation
mechanisms for NMR (Nuclear Magnetic Resonance) spin- lattice relaxation time
(Ty). At first, studies of solutions of protein, which is concerned with T; of NMR,
were investigated. The investigations showed that there were a lot of different and
same opinions about T; relaxation mechanisms. This suggested opinions were
separated in terms of the effect of T, relaxation mechanisms, macromolecular
internal rotation, at random diffusional behaviour, protein concentration, Cross-
relaxation etc. Finaly, opinions about T; relaxation mechanisms were summarized
as six basic opinions and the T; relaxation mechanisms from the basic opinions

were compared.



BOLUM 1

1.1. GIRIS

Yirminci yiizyilda spektroskopi alaninda ki buluslardan biri olan magnetik
rezonansin bilime katkis1 sayilamayacak kadar ¢oktur.

Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) kuvvetli bir magnetik alana yerlestirilen
atomik gekirdeklerin karakteristik bir frekansta 151mim sogurmalan esasina dayanir.
NMR ilk olarak 1945-1946 yillarinda birbirinden bagimsiz iki grup tarafindan
birkag giin arayla gozlendi. Stanfort Universitesinde Bloch liderligindeki grup
parafin, Harward Universitesinde ki Purcell liderligindeki grup ise suda NMR’1
gézlediler(29). Bundan hemen sonra magnetik rezonansin bilim ve teknolojiye olan
katkis1 hizla gelisti.

Kokii fizige dayanan, ancak kimyaya, biyolojiye, biyokimyaya, biyofizige ve
hatta basta tip ve eczacilik olmak {izere tiim saglik bilimi dallarina uzanan magnetik
rezonans kendi geligimini olustururken elektronik gelisimi de beraberinde
getirdi(27) .

NMR baslangigta sadece gekirdeklerin magnetik momentlerini saptamak igin
kullanilan bir teknikti. Ancak daha sonra NMR’1n kimyasal uygulamalari, 1950°de
bir magnetik alana konulan &rnek tarafindan sogrulan igimanin kesin frekansinin
cekirdeklerin kimyasal ¢evrelerine bagli oldugu gosterildigi zaman bagladi. 1953
yilinda ilk piyasaya sunulan spektrometreler, ¢ozeltilerde yiiksek—¢oziintirli 'H
spektrumunu OSlgme giiciinii de kullanabilir oldular. Bilgisayar teknolojisindeki
gelismeler ile 1966°da Fourier doniiglimii tekniklerinin sunulusu ve ardindan,
yiiksek~alan Ustlin iletken miknatislarimin gelistirilmesi, oteki ¢ekirdeklerinde
¢ozelti ve kati hali her ikisinde de gozlenebilmelerini sagladi.

Normal ve hasta kanlarimin spin—orgii durulma zamanlarmin (T))
karsilagtirmasiyla baglayan ilk aragtirmalar, kanserli ve normal dokularin durulma
zamanlarinin kargilagtirimasiyla yeni boyutlara ulagsmis ve magnetik rezonans
goriintiileme ( MRG ) y6nteminin ortaya ¢ikmasma yol agmustir (ilk iki boyutlu
NMR goriintiisti 1973 yilinda Lauterbur tarafindan elde edildi).



Protein ¢ozeltilerinin NMR spin—orgii durulma zamani ( T; ) lizerinde ¢aligan
birgok aragtirmaci, durulma mekanizmasina proteinlere bagh su ile bulk su
arasindaki hizli kimyasal degis—tokusun yol ag¢tigimi belirtmislerdir. Protein
konsantrasyonu, makromoliikiiler i¢ dénme, rasgele diftizyonal hareket ve kross —

rolaksasyonu T, durulmasina katki yapan parametreler olarak Snerilmigtir.



TEMEL NMR TEORISI (27,28,29)

1.2 Magnetik Rezonans: Hem agisal momentuma ve hem de magnetik
momente sahip olan sistemlerde goriilen bir olay olarak bilinen magnetik rezonans,
gercekte bir magnetik sistemin iizerine uygulanan bir magnetik alanla, bu sistemin
stfirdan farkli magpetik momentinin etkilesmesinden dogan fiziksel olaylart
inceleyen bir spektroskopi dalidir. Rezonans ise bir magnetik sistemin dogal
frekans1 ile uyum iginde olmasidir. Sozii edilen dogal frekans dig magnetik alan
icindeki magnetik momentlerin Larmor presesyon hareketinin frekansi olarak
bilinir. Magnetik rezonans frekansi ¢ekirdekler igin radyo frekans bolgesinde yer
alir. NMR yalnizca gekirdek spinleri sifirdan farkli olan magnetik sistemleri inceler.

_)
1.3 Elektronun ve Cekirdegin Magnetik Momenti: (|1 ) Klasik anlamda
magnetik moment bir akim ilmegine karsilik gelir. Sistemi i akim tagtyan S ylizeyli
bir akim halkasi gibi diiiiniirsek,

- =
p=iS$

(1.1)

_.>
olur. Magnetik moment (11 ) ile agisal momentum arasindaki baginti,

p=1L (12)

seklinde yazilabilir. Burada, y Jiromagnetik oran
=-¢/2m, (13)
dir. Kiitlesi bityiik olan pargaciklar kiigiik y degerine sahip olur.
Elektron i¢in tiiretilen, agisal momentum ve magnetik moment arsindaki

_>
oranlilik, ¢ekirdegin agisal momentumu L’ye ve cekirdegin magnetik momenti

__)
Wye

p=yL | (14)



olacak bigimde uygulanabilir. Cekirdegin agisal momentumu;

- -

L =1h (1.5)
ifadesi ile verilir. Denklem (1.5) denklem (1.4) de yerine yazilirsa, magnetik
moment,

- -
olur.

1.4 Basit Rezonans Teorisi: Rezonans olaym agiklamak i¢in basit bir

kuantum mekaniksel sistem ele alalm. Izole edilmis tek bir spinin (magnetik
- > -
momenti 11 ) H gibi statik bir magnetik alan ile karsilikl: etkilesmesini diisiinelim H

magnetik alanin uygulamasiyla ortaya ¢ikan etkilesme enerjisi

> o

E= - p .H

E=-11.Hy.Cosb (1.7)
ifadesi ile verilir. Bu etkilesmeyi gosteren basit kuantum mekaniksel hamiltonyen
operatorii

- >

H=-11.H (18)
olur. Eger H alam z - yoniinde uygulanir ve denklem (1.6) denklem (1.8) de yerine
yazilirsa

H=-yhI,H (19)

bulunur. Bu hamiltonyen operatériiniin 6z degerleri, I,’nin 6z degerlerinin ( y i Hp )
katlaridir. Buradan, sistem i¢in miimkiin olan enerji degerleri

E=-vyhHym (m=LI-1,..... , =) (1.10)
dir. Spini I = 3/2 olan ''B ¢ekirdeginin bir dis magnetik alandaki enerji diizeyleri
sekil 1.1°de goriilmektedir. Burada m’nin alacagi degerler 2 I + 1, yani dort tanedir;
m—» + 3/2, +1/2, -1/2, -3/2 Bu enerji seviyeleri arasindaki uzaklik yhHy dir ve
hepsi es araliklidir.
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Sekil 1.1 Spini 3/2 olan "' B ¢ekirdeginin bir dis magnetik alandaki Zeeman

yarimasu.

NMR’de uygun frekansta elektromagnetik enerji ile bu enerji diizeyleri
arasindaki rezonans gegisleri olusturulur. Sadece kesikli enerji diizeyleri miimkiin
oldugundan bu diizeyler arasindaki gegisler hvy veya bunun katlan kadar kuantum
enerjisinin sogrulmast veya yayinlanmasina karsi gelir. Genellikle sadece ardarda
enerji diizeyleri arasinda gegisler olur. Ardarda gecislerle ilgili gegis kural:

Am == 1 dir. Rezonans diizeyleri arasindaki,

AE = - yhH, (1.11)

enerji farkina esit wy frekansinda radyo frekans i1ginlamasi yapilarak elde edilir. Bu

durumda,

hwy = AE = -yhH, (1.12)
esitliinden rezonans sart1,

| wo =7Ho (1.13)

elde edilir. Rezonans frekansi ile magnetik alan arasindaki bagintiy1 veren bu esitlik
NMR’ 1n temel esitligidir ve Larmor esitligi olarak bilinir.

Goriildigi gibi rezonans sart1 sadece ilgili ¢ekirdege ve alanin biiyiikliigiine
baglidir. Rezonans sartinda, h Planck sabiti yer almadig i¢in bu sonu¢ klasik bir

rezonans olay:1 olarak diisiiniilebilir.



1.5 Magnetik Alanda Izole Edilen Bir Cekirdegin Hareketi ve Rezonans
%

Olaymmim Olusumu: Rezonans olaymin fiziksel ozeliklerini anlamak igin bir H

_)
magnetik alanindaki 11 magnetik momentini diisiinelim. Magnetik moment

- > 2
T=1xH (1.14)

ile verilen bir torkun etkisinde kalacaktir. Bu tork, momenti alan dogrultusunda
yoneltmeye ¢aligir. Cekirdegin spin hareketi ve agisal momentum ile tork arasimdaki
(dL/dt)=7 (1.15)
bagmtisindan, sonugtaki hareket basit bir yonelim degil, ama ¢ekirdek donme
ekseninin uygulanan alan etrafinda donmesi seklindedir. Sekil 1.2’de goriilen bu

harekete presesyon denir (29).

Z
AH,
N
4
QWL

9
Sekil 1.2. U Cekirdek magnetik momentinin Hy alan: etrafindaki

presesyon hareketi

Simdi bir ¢ekirdek spinin Hy’a gore yonelimini degistirmek igin r_r_l)agnetik
%
alan vekt6rii H’ye dik olan bir diizlemde dairesel olarak polarize olmus bir H; radyo

frekans alam uygulanir (sekil 1.3). Radyo frekans alan1 da magnetik momente,

e
Toy= L x H (1.16)



- -
ile verilen bir tork uygulayacaktir. H; alan1 durgun ve siddeti biiyiik ise bu alan H’e

ekleneceginden net etki yine bileske alan etrafinda presesyon olacaktir. Bununla
- -
birlikte eger H;’in biiytikligii H’den ¢ok daha kug:uk olacak sekilde segilir ve H

etrafinda dondiiriilecek olursa ortaya ¢ikan tork, H1 alanimn spin ile ayn1 agisal hiz

_)
ve yonde dondiigli durum hari¢ ihmal edilebilir olacaktir. Bu durumda, T(;) sabit bir

—> -

degere sahip oldugundan |1 dipolii @; = ¥y H; << @y frekansinda H, etrafinda
- -

presesyon hareketi yapar. H;’in siirekli olarak uygulanmasi ise H ile belirlenen

enerji diizeyleri arasinda gegislere neden olur.

Sekil 1.3. Magnetik rezonansin olugumu

1.6. Bir Spin Sisteminin Sogurdugu Emerji : $imdi, rezonans olaymin
gozlendigi magnetik sistem, spin kuantum sayis1 1/2 olan yalitilmig bir sistem
olsun. Bir sistemde magnetik rezonans: olusturan spinlerin digindaki yapiya orgii
denir ve kati, stvi ya da gaz olabilir. Boyle l;ir sistem {izerinde bilyiikliigii Hy olan
bir magnetik alan uygulandig1 zaman spin sistemi sekil 1.4°de goriilen bigimde bir

yonelme gosterir.
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Sekil 1.4. Spin kuantum sayist 1/2 olan bir sistemin, Hy alamn uygulanmasi

durumunda spinlerin yonelimi.

Magnetik alanla aym yondeki yonelme |a > diizeyi ve bu diizeydeki spin sayis1 No.
magnetik alanla zit yondeki yonelme | B> diizeyi ve bu diizeydeki spin sayisi Ng
olsun. N, ve Np arasindaki iligki,

No/Np= €5 5 /¥ (1.17)
Boltzmann-Maxwell bagmts1 ile belirlenir. Burada E, ve By sirasiyla| a > ve |p >

dizeylerine karsi gelen enerji degerleri, T mutlak sicakhk ve k’da Boltzmann
sabitidir. Sistemde 1s1sal denge kuruldugunda N> Ng oldugu bir gergektir.

Bu durumdaki spin sistemine, frekansi sistemin dogal frekansi ile uyum
icinde olabilecek bir dig etken uygulansin. Bu dig etken le> ve |B> diizeyleri
arasinda, olasiliklari Pog ve Pg, olan, gegisleri olusturacag igin dlizeylerdeki spin
toplulugunda bir degisme beklenir.

dN,/ dt =Ng Pgo— Ng Pog (1.18)
dNg/ dt =Ng Peg— Np Ppe (1.19)
Yani bir dt siiresi icinde | a > diizeyindeki spin toplulugunun degisimi, |o >
diizeyine gelen spin sayisi ile | o> diizeyinden giden spin sayisimin fark: kadardir.
Magnetik rezonansta ( 1.18 ) ve ( 1.19 ) esitlikleri spin degigim dénklemleri olarak

bilinir.



Spin sistemindeki toplam spin sayist N = N, +Np herhangi bir anda diizeyler
arasindaki spin farki n=N,—Np ve Pg =Pg, =P ise, Denk. (1.18) yada Denk.( 1.19)
dan elde edilir ve bunun ¢oziimii

dn/dt = -2Pn (1.20)
n=n,e (1.21)
olarak bulunur. Burada n,, t =0 aninda iken diizeyler arasindaki spin farkidir. Gegis

olasiligi P olan bir tek spinin dig etkenden bu gegis sirasinda soguracagi enerji,
diizeyler arasindaki enerji farki AE = E, — Ej ya bagh olarak PAE dir. |o >
diizeyinde N, tane spin oldufuna gore bu diizeydeki spinler P.AE.N, kadar enerji
sogurabileceklerdir. Dig etkenden sogrulan enerjinin degisim hizi :

dE / dt = AE N, Pog — AE NPg, (122)
olacak ( 1.22 ) esitligini, ( 1.21 ) esitligini kullanarak
dE / dt = AEP nee ™ (1.23)

seklinde yazilabilir. Bu esitlik gosteriyor ki, dis etkende sogrulan enerjinin zamana
goére degisimi, diizeyler arasindaki spin sayis1 farkina baglidir ve bu baghlik istel
azalan bir fonksiyon seklindedir. Yani baslangigta diizeyler arasinda n, spin farki
olan yalitilmig bir spin sisteminde dig etken zamanla bu spin farkim sifira gotiiriir.
Buna bagli olarak dig etkenden sogrulan enerji de stfira yaklagir. Belli bir siire sonra
spin sistemi dig etkenden enerji soguramaz duruma gelir, magnetik rezonans durur.
Fiziksel olarak oOrgiiden yalitilmug bir spin sistemi olamayacagl i¢in magnetik
rezonansin durma olasilig1 spin-6rgii etkilesmesi denen bagka bir mekanizma ile
ortadan kalkar.

1.7. Spin-Orgii Durulma Mekanizmasi:Yalitllmig spin sistemi dig
etkenden enerji sogurdugu zaman spin sisteminin sicaklifs baslangictaki sicaklifina
gore artar. Yani baglangigta orgii ile ortak bir T, sicaklifinda olan spin sistemi dig
etkenden enerji sogurarak yeni bir Ts sicakligina ulagir. Belli bir siire sonra T >>Tj
olacag igin diizeyler arasimnda spin toplulugu farki sifira yaklagir. Yani magnetik
rezonans durur.

Simdi spin sistemi ile Orgii arasinda bir 1sisal etkilegme oldugunu varsayalim

bu durumda spin sisteminden 6rgii sistemine dogru bir 1s1 akig1 dogar ( Sekil 1.5) ve
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spin sistemi enerji kaybeder. Spin sisteminin kaybettigi ( Orgii sistemine aktardig: )
enerji
Dis etkenin uyguladig: enerji
| %,

Spin Sistemi T. ——K]——> Oreii Sistemi Ta

Sekil 1.5. spin sistemi ile érgii arasindaki 1s1sal etkilegme

dE/dt=K;k(Ts—Ts) (1.24)
ile belirlenir. Burada k Boltzmann sabit ve 1/sn biriminde olan K; de 1s1 akis1
sabitidir. K;’in 1/sn olmas1 onun 1/T; seklinde yazilabilecegini gisterir. Boylece
elde edilen T, spin-6rgii durulma zamani olarak tamimlanir ve spin sistemiyle 6rgii
sistemi arasindaki 1s1 iletisim olaymin bir olgtisiidiir. ( 1.24 ) esitligi uyarinca spin
sisteminden Orgii sistemine 1s1 akigt T; = T; oluncaya degin siirer ve T; = T, olunca
toplam sistem 1s1sal denge durumuna ulasr.

Sonug olarak dig etken uygulanmadi zaman spin-6rgii etkileymesi ile enerji

kaybina ugrayan spin sisteminde yeniden gegisler olusur ( Sekil. 1.5).

! —DPOPPT >

Wos|  |Wpa

EV V. NI R
NZANPANPANPANY :

Sekil 1.6 spin-orgii etkilegmesi ile yeniden olugan gegisler.

|a > diizeyinde |ﬁ> diizeyine gegis olasilifn Wy ve ters yondeki de Wp, ise

diizeyler arasindaki spin degisim denklemleri,

dN,/dt = NB WBQ—NG Wag (1.25)



i1

dNg/ dt =Ny Weg— N W, (1.26)
yazilabilir ve N =N+ N, n=N;—Np alinarak yeniden yazilir. Burada
dn/dt=(We+ Wpa ) [N(Wpo —Wog)/ (Wog+Wpg)—n]

Wy + Wpe = 1/T
n,=N( Wpy = Wop ) / (Wep +Wiq)
tanimlart yapilirsa
dn/dt=(n,—n)/ T, (1.27)
ve buradan da
n=n0(l—eﬂ1) (1.28)
bulunur. Burada n, , 1sisal denge durumunda diizeyler arasindaki spin farkidir. T,
zaman birimindedir ve toplam sistemin isisal denge durumuna yaklagmasi igin
gegen siiredir. O halde magnetik rezonansin gergeklesmesinde 6nemli rol oynayan
diizeyler arasindaki spin toplulugu farki (1.20 ) ve ( 1.27 ) esitliklerinin toplamlar:
seklinde olmalidur:

dn/dt=-2pn + (n, —n) / T (1.29)

Kararli duruma ulagildiginda dn/ dt =0 olacagindan diizeyler arasindaki

spin farki
n=n,/( 1+2PT;) (1.30)
ve sogrulan enerji degisimi de
dE / dt= AEn, P/ (1+2PT,) (1.31)

olacaktir. Bu son bagint1 2PT,’in alacagi degere gore farkli sonuglar dogurur.
1) 2PT; << 1 olsun. Bu durumda Denk.(1.30 ) dan n = n, ve Denk.( 1.31 ) den
dE/dt = AEn, P olur. 2) 2PT; >> 1 olsun. Bu durumda da n =n,/ 2PT; ve dE /dt =
AEn, /2T olur. D1 etkenden uygulanan enerji ne denli artarsa artsin spin sisteminin
sogurdugu enerji artmaz, sabit kalir. Bu duruma magnetik rezonansta doyma
durumu denir.

Doyma durumu bagka bir sekilde de incelenebilir. Sekil 1.5’de goriildiigu
gibi dig etkenden spin sistemine uygulanan enerji hizi K, olsun. K;’ i de spin
sisteminden Orgii sistemine aktarilan enerji hiz1 olarak tamimlanmigti. K,<<K; =

/T, oldugu siirece spin sistemi enerji fazlalifim kolay bir gekilde orgliye
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aktarabilir. Bunun sonucu olarak T; = Ty i¢in diizeyler arasinda n # 0 olacak
bigimde bir spin toplulugu farki olusur. Ote yandan K, = K; =1/T; ise spin sistemi
enerji fazlaligini Orgiiye etkin bir gekilde aktaramaz. Bunu sonucu olarak spin
sisteminin sicaklify baslangigtaki sicaklifina gore artar ( Ty > Ty ) ve diizeyler
arasindaki spin toplulugu doyma durumuna gelir. Cok kisa T, spin — 6rgii  durulma
zamanina sahip olan sistemlerde doyma durumu gabucak gergeklesir.

T, spin-orgii durulma zamam bagka bir yaklasimla da tanimlanabilir.
Magnetik rezonansta spin sistemi aym1 anda hem distan uygulanan kuvvetli bir H,
magnetik alant ve hem de dig etken olarak tanimladigimiz H,” a dik diizlemde
sistemin dogal frekansina egit bir frekansta titresim hareketi yapan I_I)l alan1
etkisinde kalir. Spin sistemi belirli bir slire sonra H, etrafinda bir presesyon
hareketi yapar. Eger H, alam1 magnetik sistem {izerinden kaldirilirsa magnetik
momentler H, dogrultusuna yaklagarak presesyon hareketini stirdiiriirler ve belirli
siire sonra tamamen H, dogrultusunu alirlar. Iste bu siireye spin-6rgii durulma yada

boyuna durulma adi verilir.
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BOLUM 2

PROTEIN COZELTILERININ NMR SPiN - ORGU DURULMA
ZAMANI (T)) ILE ILGILI CALISMALAR

O.K Daszkiewicz (1) ve Arkadaglarinin yaptiklan ¢alismada, suda ¢dziinen
ovalbiiminin T; durulma zamanin azalttifin1 bulmuslar ve bunun bir kistm bagli su
molekiillerinin ilgi zamanmn artigindan kaynaklandigim ifade etmigler. Proton spin
— Orgii durulma zamanlarim (T), 20 OC de, 3,2881 Gauss’luk magnetik alanda, Carr
— Purcell ve Meiboom spin-eko teknigi ile Slgmiislerdir. Olgme sonucunda elde

ettikleri sonuglarin
1 _ 1
—=—=—3KC 2.1
Ty T1w+ 1)

denklemine uydugunu goOstermiglerdir (Yani, durulma zamammna Karsi
konsantrasyonun lineer olarak artigim gostermisler ).

Hazirlanan ovalbiimin ¢bzeltisinde {i¢ tip proton vardir; 1- Serbest suyun
protonlar. 2- Proteine donmesiz bagl suyun protonlari. 3- Protein protonlan gok
kisa siirede rolakse olduklarindan gézlenemiyor ve ihmal ediliyor. Sadece, serbest
suyun protonlart ve protein e dénmesiz bagli su protonlar: kalir. Cozelti icerisinde

yer alan serbest suyun protonlart ve proteine dénmesiz bagli su protonlar1 arasinda;

1 _ P Py,
= a + 2.2
T Tia T @2

denklemine uyan hizli kimyasal degis — tokus oldugunu gostermiglerdir. Burada P,:

serbest suyun olasilig1 ve Py ise proteine donmesiz baglt suyun olasiigidur.
Ovalbiimin ve yumurta aki igin 1 gr basina diisen su miktar1 ve T ilgi zaman

dggerleﬁni sirastyla w= 1,6.10'2, 1=103.10°snvew = 1,97.10%, 1= 1,2.10'8 sn

olarak bulmuslardir.Elde ettikleri sonuglar (proteine donmesiz bagh su miktar igin),
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Buchanan ve arkadaglar tarafindan daha 6nce bulunan sonuglarla uyumlu oldugunu
gérmiiglerdir.

G.J. Kriiger (2) ve arkadaglarmin yapmis oldugu bu g¢aligma, protein
molekiillerinin yiizeyi lizerine absorbe olan su molekiillerinin durumu iizerine bilgi
Verir.

Hazirlanan protein ¢ozeltisinde ( ¢ozeltinin % 35 sudur ) bulunan su ,
proteine sinmis ( yapigmig ) su ve protein molekiilleri arasinda biiyiik bosluk
olmasindan dolay1 kilcal kanallara giren ve ortamda serbest su gibi davranan su
olmak iizere ikiye ayrilir. Proteine sinmis su molekiilleri protonu ve protein
protonlar1 ayirt edilemez oldugu igin, protein ve su sinyali olmak iizere iki sinyal
gézlemislerdir.

Sicaklifa baglh olarak incelendiklerinde, ¢ok diisiikk sicakliklarda su
sinyalinin protein sinyali gibi davrandifim1 ( su dondugunda ilgi zamami uzar )
gbrmiisler.

Ayrica bir tahmin olarak, boslugun merkezinde bulunan su protonlarnin,
proteinin yiizeyinden ¢ok uzakta olduklarindan sadece dar bir ilgi dagihimina (sekil
2.1.a) sahip olduklarmni, proteine yakin olan su molekiillerinin ise, hareketi proteinin
ylizeyinden etkilenecegi igin, daha genis ilgi dagilimna (sekil 2.1.b) sahip olacagim

diistinmiiglerdir.
4 A
P(t) P(t)
Sekil 2.1.a Dar ilgi dagilimi Sekil 2.1.b Geniy ilgi dagilim:

Boylece suyun iki, ayr1 fazda bulunabilecegine dair yorumlar yapmuslar ve
fazlar arasinda hizli kimyasal degis — tokus oldugunu varsayarak toplam durulma
oranlarin1 elde etmiglerdir. Yaptiklar1 degerlendirmede 1/Ti’e her iki dagilimin
katkida bulundugunu gérmiiglerdir.
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Seymour H. Koenig ve Walter E. Schilinger (3)’in yapmis olduklar:1 bu
caligmada, pH, konsantrasyon ve sicaklifin bir fonksiyonu olarak diamagnetik
protein apotransferinin ¢dzeltileri igindeki ¢oziicli protonlarin magnetik spin—orgii
durulma orani 1/Ty’in magnetik alana baghhgmm Olglimleri yapilmis ve
incelenmistir. Bu c¢aligmada, su molekiillerinin donmesiz bagli olmasi
gerekmedigini, protein molekiiliine gore sabit geometriye sahip bir eksen etrafinda
dénmelerinin sinirlanmasinin kafi oldugunu belirtmiglerdir. Deney lgtimleri; 1000
Oe agagisindaki magnetik alan verileri igin, puls magnetik alan teknigi kullanilarak,
1 kOe ile 12 kOe arasindaki magnetik alan verileri iginde 90°~180° spin-echo puls
metodu ile elde etmiglerdir.

Magnetik alan artirilmasiyla birlikte 1/T,’in monoton bir sekilde azaldig:
goriilmiis. Magnetik alan ile 1/T,’in degisimi Niikleer magnetik rolaksasyon
daglim olarak gosterilmis. Sabit bir r,, mesafesinde etkilesen bir proton ¢iftinin

r6laksasyon orani

1 — 3h2"{4 Te + 4 Tc 2.3
Tipp 1015 [1+W21:c2 1+4w” T, 23)

denklemi ile verilir. Burada w = 2o , y = w / H ‘dir. Bu denklem proteine
donmesiz bagh su molekiilleri i¢in gegerli oldugu varsayilir. Bu durum igin -ilgi
zamani
T, = A%ktg_i = 2.107 sn olarak bulunmustur.
Burada a: protein molekiliiniin hidrodinamik yarngapi, mo: ¢Oziiciiniin
viskozitesidir.
Proteine dénmesiz bagli olmayan fakat proteine goére sabit bir eksen etrafinda

serbest olarak donecek sekilde bagli olan bir proton ¢ifti igin;
2

1 _|_3CosPx-1 [ 1 ] 2.4)
Tipp 2 Tipp irrot
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olarak onerilmistir.

Teori; Daskiewicz ve arkadaslari, Coputa ve arkadaglarinin modelleri igin
kiiresel olmayan proteinlerin durumuna genellestirildi. Bu nedenle bu teori
onlarinkinden daha gegerli ve genistir. Bu teori, kendi kendine protein ile degis —
tokus yapan protonun durumuna ve donmesiz bagh su molekiillerinin durumuna
uygulanabilir. Biitiin bunlara ilaveten, proteinin yakminda yapisik bir su bélgesinin
oldugunu ve hareketi bulk su ile karsilagtinnidiginda daha yavas, proteinlerinkinden
ise daha hizli oldugunu ve molekiillerin 7. ilgi zamanlarmin proteinin takla adimi
stiresinden hayli kisa oldugunu ileri stirmiislerdir. Protein etkisinde bulunan ¢6ziicii

12 sn’den 3.107 sn’ye arttifim1 gérmiigler. Bunun

protonlarin T ilgi zamaninin 3.10
yaninda proteine bagh kiiglik sayidaki su molekiillerinin her durumda ¢oziicli
protonlarinin 1/T;’ini artirdigini da ifade etmislerdir.

Alan G. Marshall (4) ve arkadaglarinin yapmis olduklan ¢aligmada, makro
molekiile bagli bir grubun i¢ donmesinin durulma zamanlar1 {izerinde etkili
oldugunu saptamuglardir. Aym zamanda, diffiizyonal ve diger rasgele hareketlerle
olusan i¢ donmelerin NMR durulma zamanlar: {izerinde hemen hemen aym etkiye
sahip olduklart goriilmiistiir. Durulma zamam Ol¢limii {izerinde ¢ozelti
viskozitesinin 6nemli etkisinin oldugunu deneysel olarak ispat etmiglerdir.

I¢ dénme igin dort basit durulma modeli sunmuglardir: 1- Serbest dénme. 2-
Doénme difflizyonu (agisal pozisyonda rasgele kiiciik agili atlamalar). 3- Atlama
diffizyonu (atlamalar arasinda sabit molekiiller yonelim ile agisal pozisyonda
rasgele biiyiik agili atlamalar). 4- Serbest difflizyon (atlamalar arasindaki zaman
boyunca serbest donme ile rasgele biiyiik agili atlamalar)dir. Sividaki molekiiller
icin degismeden kalan modellerin her biri benzer sonu¢ verir. Bu modellerin her
biri i¢in gézlenen NMR durulma zamanlarmn, grup atomlannin ya da molekiiliin
acisal pozisyonundaki degismelerden ileri gelen bir oto ilgi fonksiyonunun
Fourier doniiglimii ile tanimlanabilecegini ileri stirmiislerdir. Oto ilgi fonksiyonu

D),
Dy = —Z— Sin*0 exp [- (6 Dmacro + Dint) t]+
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3 Sin’0 . Cos®0 exp [- ( 6 Dimacro + Dint ) t] +

2
[— ( 3 COSZG -1)] exp [ -6 Dmacro t] (2.5)

2

ile verilir. Burada Dpago: Elektrik alan gradyenti, Dy Cekirdek i¢i vektorii, O:
Elektrik alan gradyenti veya ¢ekirdek i¢i vektdr ile i¢ donme ekseni arasindaki
agidir. ‘

Yavas veya hizli i¢ donmenin varlifinda, 1/T;’in sadece bir ilgi zamam
(Tmacro)’min  fonksiyonu oldugunu ve molekiiller igi dipol-dipol -etkilesmeden
kaynaklandifim1 varsaymuglardir. Bu durum i¢in 1/T;;

2
1 _ 4 Tmacro _ 16 Tmacro - (2.6)
T, 1-+H(Wo Tmacro) 1+4[Wo Tmacro)

Daniel (5) ve arkadaslari, sulu bovine alblimin g¢6zeltilerinde NMR

dir.

rolaksasyonu adh g¢aligmalarinda, su proton durulma zamanlarimi, bovine plazma
albiiminin sulu ¢6zeltilerinde ve ¢esitli maddelerin ( NaH,PO,, NaC, LiBr ve LiCl )
ilavesi ile kimyasal olarak degistirilmis bovine serum albiiminin degisik
formlarinda O&lgmiigler. Proteinlerin sulu ¢ozeltilerindeki su proton magnetik
durulma zamanlarinin, temelde protein hidrasyonu ile ilgili bilgiyi saglayabildigini
ifade etmiglerdir.

Blicharska ve arkadaslari’nin “suyun durulmasina degis—tokus yapmayan
protein protonlar1 ile su protonlarinin etkilesmesinin yol acgtig1i” ifadesi
desteklenmistir. Bu caligmada denature tuzlar igeren bovine plazma albiiminli
cozeltileri rolaksasyon oranlarim1 Olgtiikten sonra, onlarin spin difizyon
mekanizmasi ile uyumlu olup olmadiginm tartigmiglardir.

Olgiilen proton durulma oranlarim proton konsantrasyonun lineer bir

fonksiyonu olarak degistigini bulmuslar ve gézlenen durulma oranlarinin da;

= _’lrv +R;C @.7)

1
T1 1
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ifadesiyle verilebilecegini belirtmislerdir.

Burada, i=1,2, T1°;saf suyun baglangigtaki durulma zamani, C; protein
konsantrasyonu ve R; ; Protein konsantrasyon miktar: ile iiretilen roélaksasyon
oram1 artmasi (tuzun ilavesiyle ve proteinin kimyasal degismesiyle tesir
edilebilir)dir.

John Oakes (6)’in yapmis oldugu protein hidrasyonu adli ¢aligmada, NMR
durulma zamanlarmi, sicaklik ve protein konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak,
dogal bovine serum albiiminin sulu g6zeltilerindeki su ve protein protonlar: igin
Olgmiistiir. Protein hidrasyonu ile ilgili tahminlerini, dondurulmus protein ¢ézeltileri
lizerindeki NMR incelemelerinden elde etmistir. Dogal bovine serum albiimin
¢ozeltilerindeki suyun ¢ogunun, aym sicakliktaki saf suyun akigkanliina (mobilite)
esdeger bir akigkanliga sahip oldugunu gézlemlemistir.

1/T; olgiimlerini, bovine serum albiimin konsantrasyonun bir fonksiyonu
olarak 275 K, 294 K ve 318 K’de incelendiginde durulmadaki artigin, % 10 bovine
serum albiimin konsantrasyonuna kadar lineer, daha yukar1 konsantrasyonlarda ise
lineerlikten saptifim ve sicaklik artik¢a da 1/T;’in artifim gozlemlemigtir. Dogal
bovine serum albiiminin varlifinda suyun durulma oranindaki net artigin, uzun
menzilli yiizey etkilerinden dolay: su molekiillerinin akigkanlifindaki azalmadan
yada bulk su ile hizli bi¢imde degig—tokus yapan, kiigiik miktardaki suyun proteine
baglanmasindan ileri geldigini ileri siirmiistiir.

Bovine serum albiimin hidrasyonunun teoriksel tahminleri; 1 gram bovine
serum  albiimin basina amino asit kenar zincirleri tizerindeki kutup (polar)
gruplarinin  sayisindan ve kutup gruplarimin suyu baglama kapasitelerinden
yapmustir. Ayrica bu ¢aligma; dondurulmus bovine serum albiiminli ¢6zeltilerden
elde edilen hidrasyon sayilarinin, c¢ozeltideki hidrasyonu iyi tahmin ettigini ve
¢ozeltide tahmin edilen durulma zamanlarinin dondurulmug 6rneklerdeki dl¢iimlere
benzedigini ortaya koymustur.

L. Grosch ve F. Noack (7)’in sulu bovine serum albiimin ¢ozeltilerinde su

akiciliginin NMR rélaksasyon incelenmesi adli galigsmada biyolojik sistemlerdeki

2. VUESTKGERET: 3 FURILY

DORIMANTASY Ul 1eBE
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suyun durumunun; bulk (serbest ) su, donerek bagli su, donmeden bagh su, diizenli
ya da buz gibi olmak iizere ayn fazlarda buluna bilecegine dair ¢ok sayida
arastrmacimin  goriisli yer almustir. Olgtimleri, albiiminin hem dogal hem de
denature durumu icin farkli konsantrasyonlarda, farkli sicakliklarda ve pH
degerlerinde frekansa bagh olarak gergeklestirmiglerdir. Dogal protein ¢ozeltilerinin
sicakligi1 0 °C ile 30 °C arasinda smurlarken denature protein ise, drnegi yaklagik
80 °C’de 5 dakika 1sitmak suretiyle elde etmislerdir. Hesaplanan T; ve N; (T;: i. faz
ile ilgili katsayidir. N;: birim hacimde bulunan i. fazdaki protonlarin sayis1 olmak
lizere) degerlerinden, proteinin ¢evresinde tiimii serbest, Gtelemesi engellenmis ve
donerek bagli su olarak adlandinlan en az {i¢ tip su tabakasimin bulunabilecegini
ifade etmiglerdir. Bu gevrelere ait T ilgi zamanlarim1 da sirasiyla; 75 = 10'1°sn, Toe =
10”sn ve Ty = 10%n olarak bulmuglardir. Bu tabakalar arasinda hizli kimyasal
degis—tokus oldugu varsayilarak durulma oranimn (a: protein protonlari, b:
hidrasyonlu su protonlari, c: serbest su protonlar1 olmak iizere)

1 _ P B K (2.8)
T1 T1a y le * Tlc

seklinde verilebilecegini ifade etmiglerdir. Donerek bagh durumdaki proton
mesafesini 1,52 A° ve dtelemece engellenmis durum igin proton mesafesini 1,79 Al
olarak almiglardir.

Klaas Hallenga (8) ve arkadaglarmin yapmis olduklan c¢aligmada,
diamagnetik proteinlerin ¢ozeltileri iginde, ¢Oziicli protonlarin niikleer spin
magnetik durulma oraninin magnetik alana bagl oldugunu ve bu bagh olmanmn
¢oziinen proteinlerin donel Brownian hareketiyle ilgili oldugunu gostermislerdir.
Coziicli proton spin—orgii durulma oram1 1/T,’in, magnetik alanin artirilmasiyla
monoton bi¢imde azaldigim1 gérmiisler. Ayrica ii¢ protein ¢dzeltisi i¢in (lisozime,
karbonmoksihemoglobin, helezon pomatia) ddteron durulma oramimi Slgmiislerdir.
Proton ve doteron rolaksasyon dagilimlan arasinda nicel bir iligki tesbit etmisler.

Magnetik rélaksasyon dagilimim Cole—Cole ifadesi;

Al + (o) Cos (nB/4)]

DY 15 oh P Cos(nB/a) + (o

2.9)

1 _ 1
T1 le
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ile agiklamuglardir. Burada Ty, serbest suyun rdlaksasyon orami v; Hy alaninda
¢ekirdegin Larmor presesyon frekansi, v ilgi frekansi, D, A ve B; belirlenen
parametrelerdir. Cole — Cole ifadesinde = 2 yazarak,

1 1 A
= +D+
T~ T 27 Tk (2.10)

Lorentziyen ifadesini elde etmiglerdir.

Ayrica, ilgi frekansit v.’nin protein ¢ozeltilerinde ¢ozlicli proton durulma
oranlarinin dagilimindan ¢ikarnldigim: dogrulamiglar ve basit bigimde protein
molekiillerinin y6nelme durulma zamanm ile ilgili oldugunu buImuslardn‘.

Hommo T. Edzes ve Edward T. Samulski (9)’nin yaptiklan ¢aligmada,
suyun proton NMR’1m, hiicreler, dokular, hidre edilen makromolekiiler ve protein
cozeltileri gibi biyolojik sistemlerde su molekiillerinin molekiiler dinamiklerinin
yaygin bi¢cimde kullanildigmm sdyliiyorlar. Kendileri ise hidre edilen kollejende
proton spin—orgii durulma davraniginin spin difliziyonunun bir sonucu olarak, su
protonlar1 ve makromolekiiller arasindaki kross rolaksasyonu tarafindan baskin
oldugunu géstermislerdir.

Spin—6rgii durulmasimm tek 90° pulsu ile (1800 —t—90% puls c;_iﬁi, serbest
indiiksiyon bozunumu (FID) sinyalinin kargilagtirmasindan belirlemigler ve puls
¢iftinin kismi bigimde rolakse edilen — magnetizasyon M,(t)’yi verdigini
gostermislerdir. Spin-6rgii orammi m(t) = - [ M(t) — My] / 2M, rediiklenen
magnetizasyonun bir ¢izgisinden belirlemiglerdir.

Serbest indiikksiyon bozunumunun kolayca iki pargaya ayrilabilecegini
sOylerler. Makromolekiiler protonlarin ve suyun spin — 6rgii durulmasini ayn ayn
incelemisler ve su sonuglar1 elde etmislerdir. 1- Eger r6laksasyon bozunumunun
bastan 10 ms kadarlik kismu dikkate alinmazsa, kollejen ve su protonlarimin her
ikisinin spin—orgii durulma orant R; benzerdir. 2- Suyun roélaksasyon bozunumunun

baslangici konkav, kollejeninki ise konvekstir. 3- Kollejen déteron ile hidre edildigi
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zaman, kollejen protonlarinin spin—0rgli durulma oram: tek-iisteldir ve suyun
bulunmasindan ¢ok daha yavas olan bir oranda ilerler.

Kross—rélaksasyon orant k.'yi ve magnetizasyonun suya kollejenden yayilmasim
(kyw ters orandir) ortaya atmuslar ve kimyasal degis—tokus durumu icin modife edilen

(biraz degistirilen) Bloch denklemlerinin bir takiminmi §6yle yazmglardur.

900) — - R ma(t) ~ Ko ma(t) + me ()
_di(;ct(ﬂ = - Ry mft) - ke mef(t) + ko mut) 2.11)

Hommo T. Edzes (10) ve arkadaglarimin yapmus oldugu bu ¢alismada, kross
rolaksasyonun incelenmesi igin genel bir yontem sunmuglardir. Heterojen biyolojik
sistemlerde, su protonlart ve makromolekiiler protonlar1 fazi olmak {izere iki faz
bulundugunu ve bu iki faz arasinda kross rélaksasyonunun meydana gelecegini
sOylemiglerdir. Kross rélaksasyonuna su protonlar ile makromolekiiler protonlart
arasindaki Zeeman-enerji degis-tokusunun tesir ettigini soylerler. I fazinda
rediiklenen Z magnetizasyonu m; (t)’yi,

my(t) = -[Mi(t)-Mio] / 2 Miw (2.12)
bagintis1 ile ifade etmislerdir. Burada, Mj(t);t aminda magnetizasyon ve Mix;

dengedeki magnetizasyondur. Ayrica kross rélaksasyonunu,

dm;
— =-Raim; (t) — ki m; (t) + ki m; (t) (2.13)
dt

seklinde Bloch denklemi i¢ine alinabilecegini gostermislerdir. Burada Ry; kross
rolaksasyonu yoklugunda i fazinin spin-6rgili orani ve k;; kross rolaksasyon oramidir.

Olgiilen kross—rolaksasyon orammi, makromolekiiler protonlarinin bulk’: ve
su protonlarinin bulk’1 arasindaki Zeeman spin enerjisinin degis-tokusu ile ifade

ederler ve siirecin gerektirdigi adimlan su sekilde siralamislardir. 1- Bulk sudan
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yiizeydeki bagli suya spin enerjisinin transferine, bagh su ile bulk su arasmndaki
kimyasal degis-tokus yol agar. 2- Bagli su protonlarindan makromolekiiliin
¢evresindeki protonlara spin enerjisinin transferi, makromolekiil yiizeyindeki bir
proton ile bagh su protonu arasindaki karsilikli spin yer degistirmelerinden ileri
gelir. 3- Yiizey protonlarindan biitiin makromolekiiler protonlara magnetizasyonun
transferi, spin diflizyonu ve kross rolaksasyon yolu ile meydana gelir. Spin
diflizyonu, kollojene gegici olarak bagli olan su molekiillerinin iizerindeki protonlar
ile kollojen protonlar: arasindaki hizl1 degis-tokus vasitasiyla meydana gelir.
Seymour H. Koenig (11) ve arkadaslarimin yapmus oldugu protéin
¢ozeltilerinde protonlar aras1 magnetik kross-rélaksasyonu adli g¢aligmalarinda,
diamagnetik ¢dziinen proteinlerin eklenmesi ile ¢oziicli su gekirdeginin magnetik
spin-Orgli durulma oranlarim artirdiginin bilindigini ve durulma oranindaki artiin,
magnetik alanin bir fonksiyonu oldugu ve protein molekiillerinin y&nelimsel
durulma zamanin da alana baglh durulma oranlarmin incelemelerinden
anlagilabildigi ifade edilmigtir. Ayrica ¢6ziicli ve ¢ozlinen protonlar arasindai kross
rolaksasyon siirecinden ortaya ¢ikan ek bir etkilesimin oldufunu gostermislerdir.
Kross rélaksasyon katkismnin magnetik alan baghihigi (yaklasik olarak déteron
rolaksasyon oranma benzeyen) degismeksizin oldugu gibi kalan ¢oziici proton
rolaksasyonuna oldukga benzedigini gérmiislerdir. Bu bulgular; diger yazarlar
tarafindan kullamlmg , fakat magnetik alan siddetinin genis bir aralifi tizerindeki
verilere uygulanmayan kross rolaksasyon igin ifadelerin tahminleri ile uygun
olmadigin1 belirtmislerdir. Hem protein protonlar1 hem de ¢dziicli protonlarin
durulma davranigin ortaya ¢ikaran iki model, iki eksponsiyelin toplami oldugunu
sOylemiglerdir. Bu bulgu, dokular gibi kompleks sistemlerde yaymnlanmig proton
durulma oranlarinin yorumu i¢in imalara sahip oldugunu ve bu verileri, kross
rolaksasyonu hesaba katarak yeniden incelenmesi gerektigini ifade etmiglerdir.
Protein ¢ozeltilerinde ¢oziici protonlarn spin-6rgii rolaksasyon oraninin
dagiliminin, ¢éziicii ve ¢dziinen protonlar arasindak kross rélaksasyon stireglerinden
katki icerdigini ispat etmislerdir. Bircok deneysel incelemelere ¢ok iyi bigimde

uyan, ii¢ parametre ( Rry; kross rolaksasyon orani, Rg; kross - rdlaksasyonunun
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olmadifi durumda ¢oziicii protonun spin-Orgii oram, Rp; kross-rélaksasyonu
olmadig1 durumda protein protonunun spin-orgii oranidir.) ve bu mekanizmalar
anlamaya yarayan bir model geligtirmislerdir. Ry kross-rélaksasyon oranin yeni bir
bulgu oldugunu -ve Rr’nin protein molekiillerinin yiizeyleri {zerindeki titre
edilebilir gruplar tizerindeki degis-tokus edebilir protonlardan oldukga uzak ¢oziicii
protonlar ve degis-tokus etmez protein protonlar: arasindaki dipolar etkilesmeden
meydana gelebilecegini ileri siirerler.

Gray D. Fullerton (12) ve arkadaslarinin bir NMR titrasyon metodu ile
lisozimenin hidrasyonun degerlendirmesi, adli ¢aligmalarinda, proton NMR
durulma Sl¢giimlerini kullanarak, kiiresel proteinlerin etrafin1 saran su molekiillerinin
hareketleri {izerinde bilgi edinmek igin yeni bir titrasyon metodu Onermiglerdir.
Ornekler 0,5 gr’dan 5gr’a kadar degisen lisozime tozu lizerine 5 ml su ilave etmek
suretiyle hazirlanmig, bu drnekler 21 giin boyunca oda sicaklifinda tiipiin kapag:
agik olacak bicimde buharlagsmaya tabi tutulmug ve bu siire igerisinde Grneklerin
periyodik olarak tartilar1 alinmig ve NMR olgiimleri yapilmistir. En sonunda da
orekler ,90 °C sicakhginda bir firin iginde tamamen dehidre etmislerdir.

Her Mpagqe / M5, oranina karsihik olgtiikleri 1/T; degerlerini grafik {izerinde
degerlendirmislerdir. 1/Ty’in Mpaaqe / Msu’ya karsilik grafigini ¢izdiklerinde iki
belirgin yer ( Mmadde / Msy = 0,723 ve Mpadae / Msy = 4,49 ) ile iki lineer bolge ve bir
sabit b6lge elde etmislerdir. Birinci lineer bolge ( 0 < Mpadge / Mgy < 0,723 ) igin

- [7,52 x %-‘—“‘—J + 0,22 (2.14)
denklemi ile ikinci lineer bélge ( 0,723 < Mpadde / Msu < 4,49 ) igin
__1_ — Muadge
T, [3,58 XM, J + 3,02 (2.15)

denklemi ile verilecegini ve sabit bdlge ( Mmadde / Mgy > 4,49) igin,
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%1 = 19,1 +3,91 (2.16)
denklemiyle verilecegini gOstermiglerdir. Bu ¢alismada dort su tabakas:
belirlemiglerdir. Bunlari, 1- bulk su 2- yapilanmig su 3- kutupsal bagli su 4- siiper
bagh su olarak adlandirmuglardir. Bu tabakalara ait 7 ilgi zamanm da; 7. = 10"% sn
(bulk su), 1, = 10 sn (yapilanmis su), T, = 10" sn (kutupsal bagli su) ve 1>10 sn
(stiper bagh su) olarak hesaplamuglardir.

H. E. Rorschach ve C. F. Hazlewood (13)’un biyolojik sistemlerde suyun
NMR durulma zamam (T;) ve protein dinamikleri adli g¢aligmalarinda, birgok
biyolojik dokuda ve protein ¢ozeltilerinde su igin durulma oran1 R;’in , zayif bir
frekans baglilig ile karakterize edildigini sSylerler. ilgi zamaninin keyﬁ bicimde
dagilimlarn ile su kisimlarinin bu zamana kadar ki tahminleri, etkilemeksizin ,
dogal bir yol iginde bu frekansa bagli olmaya tesir eden etkilesmeler igin bir
mekanizma sunmuglardir. Durulma zamanlariyla ilgili caliymalarin ¢ok sayida
oldugunu, buna kargin temel durulma mekanizmasinin anlagilmasmnin oldukg¢a giic
oldugunu ve kanserli doku ve normal doku arasindaki durulma oranlarinda nemli
bir farkin (ayirici bir 6zellik) ilk kez 1971 yilinda Domadian tarafindan gézlenmis
oldugunu sdylerler. Doku iginde suyun boyuna durulma zamam T, , dzellikle zihni
kangtiran bir problem oldugunu ve birkag aragtirmaci tarafindan g¢aligma,
10°<w/2n<10® MHz frekans araliginda durulma oram1 R;=1/T, igin zayif frekans
bagliligt biyolojik dokularin genig bir farkliliklari igin gosterilmis oldugunu
sOylemisler. Bu frekans bagliliginin

R;=AW? 4B (2.17)

bagintisi ile yitksek frekans araligi ( ©/2n >~ 5 MHz ) i¢inde uygun olabilecegini
ifade etmislerdir .

Durulmanin, kross-rélaksasyonu ya da protein kisimlan arasinda degis-tokus
ile birlestirilen protonlar ile su molekiillerinin etkilesmelerinden dolay1 oldugunu
ve uzun ilgi zamanlari ile hareketlerin spektrumu bu kisimlarin fazlaca yavaglatilan

Brownian hareketinden dogdugunu soylemisler. Eger, polimer dinamikler
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mekanizmasi, polimer ¢ozeltilerde suyun rélaksasyonunun dogru bir tanimlamast
ise, onun biyolojik sistemlerde su {izerinde NMR verilerinin yorumuna bir
baglangi¢ agacagmin goriildiigiini ve suyun durulmasmm , onun sadece bulk
Ozellikleriyle  degil, aym1 zamanda onun polimer kisimlarmn tahrikleri ile
etkilesmelerinde gozlenecegini ve bu tahriklerin , proteinin hacim, gekil ve
mekaniksel 6zelikleri tarafindan ve suyun viskozitesi tarafindan tesir edildigini
agiklamglardir.

J.Gallier (14) ve arkadaglarinin yapmis oldugu caligmada, dondurulmusg
dogal ve denature bovine serum albiimin ¢ozeltilerini kullanarak spin-6rgii durulma
zamanlarini Slgmiislerdir. T; spin-6rgii durulma zamam degerlerinin homojen
sistemlerde daha giivenilir oldugunu ve bu yiizden Glgiimlerini homojen sistem
olarak sulu bovine serum alblimin ¢ozeltilerinde gergeklestirdiklerini ifade
etmiglerdir. Baghh su molekiillerinin &teleme hareketinin 1/Tyg, ‘ya katkida
bulunamayacak kadar yavag oldugunu gozlemlemiglerdir. Ayrica kross
rolaksasyonun doteronlar ile protonlar arasinda etkili olmadigim ve bu yiizden de
protein protonlarmin *H  spin-6rgii durulmasma katkida bulunamadigim
varsaymiglardir.

Dondurulmus ¢ozeltiler icin elde ettikleri sonuglar: T, siireci, bagl su
molekiillerinin hizh izotropik dénme hareketi ile ilgilidir ve erime noktasina yakin
sicakliklarda (Ty), T, ilgi zaman: yaklagik olarak 10 sn’dir. Bunun yanmnda protein
protonlarimn 'H spin-6rgii durulma oranina dnemli katkis: vardur.

Dogal cozeltiler icin elde ettikleri sonuglar: Su protonlarinin spin-6rgii
durulma zaman: Ty, protein proton durulma zamanlarmn biiyiik degerlerinden
dolayi, protein protonlar1 ile kross-rolaksasyonun etkili oldugu  diisiik
frekanslardaki protonlardan bagka, biiylik Ol¢lide hem bulk hem de bagh su
molekiillerinin hareketi ile rélakse olur ve bagh su molekiillerinin dagilimi daha
yavas iken (10°-107%), bu iki tip su molekiiliniin donel ilgi zamanlan aym
bityiikliik mertebesindedir (107!-1072).

Denature ¢ozeltileri icin elde ettikleri sonuglar: a)Bovine serum albuminin

izotropik dénmesi durur ve protein kati bir hal alir. Bu durum, bir kat1 gibi NMR
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sinyalinin goriinmesine dayanir. Aym zamanda, protein spin-6rgii durulma oranina
takla hareketi ile ilgili katkimin gériinmesi ile teyit edilir. b) Bunun aksine su
hareketi, T, erime noktas: agagisindaki ve yukarisindaki tiim sicakliklarda hemen
hemen etkilenmez. c) Bununla beraber su NMR durulma zamanlart denaturasyonun
yukansindaki @ist T.’de ¢ok zor degisir. 'H Ty, biiyik olglide denaturasyona
baglidir. Bu baglilik baglh su ile protein protonlar: arasindaki kross-rélaksasayon
metodundan ortaya ¢ikar. Denaturasyon, sadece kross-rélaksasyon katkisini
degistirir. T, denaturasyonla etkilenmez.

Deature drnek 2H, 0 icin, su proton spin —Orgii durulma orami 1/Ti5 ‘yun
daha uzun olmasim oldukga siirpriz sonug olarak degerlendirmiglerdir.

Sonug olarak, bulk su ile bagh suyun ¢ok farklt davranig ve ilgi zamanlarina
sahip oldugunu, dondurulmus 6rneklerdeki bagh suyun ise ¢evresinde sadece iki
hidrojen bagliymis gibi davrandigim ifade ederler. Bundan otiiriide donel ve
Gteleme hareketleri arasindaki fark, onlar i¢in ve onlara gore iki mertebe biiyiik olan
ilgi zamanlan i¢in hesaplamiglardir. Su hareketlerinin, makromolekiiler yapiy1 ve
bagli suyun hareketini bile degistirmek igin hassas olmadifint denature &rnekler
tizerindeki ¢aligmalarinda gostermislerdir. -

Gray D. Fullertan (15) ve arkadaslarinin yaptigi c¢aligmalarda, kiiresel
proteinlerin polimerizasyonu ya da havuza ¢ekilmesi, proton NMR spin-6rgii
durulma zamanlarinda degigsmelere sebebiyet vermelerini ispatlamiglardir. Bovine
serum albiimin, lisozime, aktin ve tubulin’in ¢ozeltileri {izerinde ¢aligmalar iki
mekanizmamin  spin-6rgii durulma zamam T,’de, gozlenen degismelerin sebebini
izah etmeyi ispatlamaya c¢aligmiglar. Polimerizasyonun, T;’de bir artmaya sebep
olan c¢ozeltilerde kiiresel proteinlerin etrafim saran hidrasyon su kilifi yerini
degistirdigini ve ayrica polimerizasyonun, tipik olarak T;’de zit bir azalmaya
sebebiyet veren proteinlerin ortalama takla oramimi yavaglattigimi sOylemisler.
Hidrasyon suyunun yerinin degistirilmesi, onun ¢o6zeltideki suyun ortalama
hareketsel durumunu hizlandirdid i¢in T;’i artirdigimi1 ve makromolekiilerin havuza
¢ekilmesi, onun ¢dziinen molekiillerin ortalama hareketsel durumunu yavaslattig1

icin Ty’i tipik bicimde azalttigim1 sOylemisler. Bagli su ve proteinler arasindaki
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kross-rolaksasyonu, ¢oziiciiniin durulma oranmna tesiri, makromolekiiler harekete
izin veren mekanizmanin sagladifini gérmiisler. Kiiresel proteinlerin ilgi zaman: ve
durulma oranmmin molekiiler aglikla arttigini, bunun sebebini de daha iri
molekiiller aym sicaklikta daha yavas bigimde donmelerinden kaynaklandigim
sdylemisler. Bu ¢alismay: yapmalarinin sebebi, biyolojik ¢ozeltilerin NMR spin-
Orgli durulma zamanlar1 {izerinde makromolekiiler polimerizasyonunun etki
degerini tayin etmek igindir.

Ivan L.Cameran (16) ve arkadaglarinin yapms olduklar ¢aligmada, proton
niikkleer magnetik rezonans (NMR) titrasyon metodunun insan eritrositlerinin
incelenmesine uygulamgmmi ele almuglardir. NMR  6lgiimlerini, Mmagae/Msu
degerlerinin genis aralig1 i¢in gergeklestirmiglerdir. Bu metodun (titrasyon metodu)
farkli kompartmanlar arasinda bulunan protonlarm hizli olarak degis-tokus
varsayimima dayandigim sdylemislerdir. Ayrica homopolipeptit {izerindeki NMR
titrasyon ¢aligmalari yapan bir grup arastirmacinin; NMR titrasyon egrilerindeki
kiriklarin donerek bagh (tek bir hidrojen ile) ve donmesiz bagh (iki hidrojen ile) su
kompartimanlarindan kaynaklandi1 sonucuna vardiklarini ifade etmislerdir. Biitiin
Olgtimleri 23 °C de yapmuglardir. Biitiin 6rnekleri oda sicakligindaki bir bog bélgeye
koyduktan sonra 27. Giine kadar her giin T; Sl¢iimlerini degerlendirmisler ve kiitle
tespiti yapmuslardir. Yaklagik 27. dehidrasyon giinii, 6rnekleri bir bog etiive alip
sicaklif, maksimum sicaklik 100 °C ve drneklerin kurudugunu gosteren sabit bir
kiitle elde edinceye kadar sicaklifi her giin 10 °C artirmmglardir.

Plazma, serum ve hemoglobinin bir sulu ¢ozeltisinin 1/T; spin-6rgii durulma
oram {izerindeki ardigik dehidrasyon etkilerini incelediklerinde plazma ve serum
verisinin, FPD(hizli proton diffiizyon) modeline uygun, dort tekil nokta ve bes
lineer kisim ile tammlanabildigini gbrmiislerdir. Ayrica her bir kompartimandaki
suyun kitlesini, egimleri, sabitleri ve ilgi katsayilarim bulmuslardir. Bunun
yaninda, plazma ve serum verisinin bulk suyun (durulma orami saf suya benzeyen)
ve hidrasyon suyu kompartimanin varhigini gosterdigini ve hidrasyon suyunun da;
stiper bagh (iyonik kenarlara dénmesiz bagli), dipolar kenarlara iki yada {i¢ hidrojen

ile donmesiz bagli, yapilanmig ve donerek bagh olmak {izere dort alt kompartimana



28

ayrilabilecegi ile ilgili yorum yapmuglardir. Serumda bir gram kuru kiitle bagina
diigen su miktarlarim; bulk su icin; 5,73g, yapilanmis su igin; 1,40g, donerek bagh
su i¢in; 1,52g, dénmesiz bagl su igin; 0,19g ve siiper baglh su i¢in; 0,04g olarak ve
toplam hidrasyon suyu ile toplam bagli su i¢in degerleri de sirayla 3,15 ile 1,75
olarak bulmuglardir.

Jianhw1 Zhong (17) ve arkadaglarinin yaptig: caliymada, su protonlarinin T;
durulma zamanlarim farkli durgun magnetik alanlarda (0,47, 2 ve 7 T) ve %5°lik
protein ¢ozeltilerinde Slgmiiglerdir. Déoteronlu drneklerin boyuna durulma zamam
T; Olgiimleri de 2 ile 7 Tesla arasindaki alanlarda gergeklestirmisler. Déteronlu
drneklerin Slgiimleri donel ilgi zamanlarini tahmin etmek igin kullaniimistir. Proton
T, caliymalarindan ¢6ziici ve ¢dzlinen protonlarin kross-rolaksasyon orani ve
Orneklerdeki paramagnetik safsizliklarin katkistmt elde etmislerdir. Su protonu
boyuna durulma oran1 R;=1/T; hidre edilen biyolojik sistemlerde, su molekiillerinin
molekiiler dinamiklerini incelemede yaygin bi¢imde kullanildigin1 sdylemislerdir.

Protein ¢ozeltileri iizerinde yapilan Olglimlerden elde edilen verilerin
incelenmesi sonucunda; protein protonlar1 (P), bulk su protonlar1 (a) ve hidrasyon
tabakas1 su protonlar1 (b) olmak iizere ti¢ farkli proton durulma 6zellikli fi¢ fazin
oldugunu kabul etmisler ve goz Oniine almislardir. Sistem iginde degis-tokus
yontemleri, protein protonlarmin bulk’t ve su protonlarmin bulk’y arasindaki
Zeeman spin enerjisinin degis-tokusunu ve bu yontemin {i¢ basamak gerektirdigini
sOylemigler. Bu basamaklar; 1- Bulk su protonlar1 ve hidrasyon tabakasi su
protonlar1 fazlari arasindaki spin enerji transferi, bulk su ve hidrasyon tabakasi
arasindaki kimyasal degis-tokus sebebiyet verir. 2- Hidrasyon tabakasi su protonlar
ve protein protonlann fazlann arasindaki spin enerji transferi, protein molekiil
yiizeyindeki proton ve hidrasyon tabakasi su protonu arasindaki spin gegcisleri
vasitastyla vukuu bulur. 3- Protein molekiil protonlarinin bulkina yiizey
protonlarindan magnetizasyon transferi, bu transfer, protein proton sistemi iginden
kross-rolaksasyonu ve spin diffiizyonu ile meydana gelir.

Su protonlan igin bir tek boyuna durulma orami goézlemisler ve durulma

oranini,
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Riw=Pa Ria + PpRyp (2.18)
denklemi ile vermislerdir.

Déteron ve protonun boyuna durulma zamanlarmmi protein g¢ozeltilerinde
Olgmiisler. Hidrasyon tabakasi suyu ve protein molekiilleri arasindaki kross-
rolaksasyon etkisinin ana bir rol oynadigini, buna karsin onun rezonans alam
artiglarna gore onemli bi¢cimde azaldifim1 gostermislerdir. Yaptiklar1 deneylerin
sonuglarindan, farkli protein ¢ozeltilerinden farkli durulma oranlarinin ortalama su
ilgi zamanlan {izerine makromolekiilerin etkilerinden ortaya ¢ikmadigi, ama ¢oziicii
ve ¢Oziinen protonlar arasindaki ozellikle kross-roleksasyonu ve diger baglica
etkilerin tesir ettigi neticesini ¢ikarmmglardir.

Cathy Coolbaugh Lester ve Robert G. Bryant (18) ‘in yaptiklar
calisgmada , hidre edilen sabit lisozime de su protonlarmmn spin-orgii duruima
oranlarm magnetik alan giddetinin bir foksiyonu olarak 6l¢miiglerdir. Su-proton
durulma grafiklerinin gozlenen genisliklerini protein-proton durulma oranina ek
olarak su protonlarina proteinin orani ile hesaplamislardir. Ciftlestirilen durulma
modeli, dokular gibi diger heterojen sistemlerde Slgiimleri benzer olan magnetik
alan giddetinin bir fonksiyonu olarak NMR durulma verileri igin sebebini
belirtmislerdir.

Biyolojik sistemlerde suyun roliiniin ¢ok kiigiik oldugu kabul edilmis ve
protein ¢ozeltilerinde su protonlarmin niikleer magnetik spin-6rgii durulma
zamanlarinin saf su i¢indekine nazaran azaldifi ve protein protonlarinin spin-Srgit
durulma tepkisine direkt olarak baglanti kuruldugunu gostermislerdir. Heterojen
sistemlerde niikleer spin-6rgii durulmasi, iki niifus arasindaki magnetik ve kimyasal
degis-tokusla ciftlestirilen protonlarin iki niifusu olarak bigimlendirilmistir. Bir tek
spin-Orgii durulmasi proton durulma oranlarmnin yeterli giftlestirmede akici sonucun
durumunda molekiiler ¢evrime ek olarak hizli kimyasal degis-tokus ve katinn
durumu iginde hizli spin diffizyonundan &tiirii her bir niifusa aynlabilecegini
sOylerler. Magnetik alan siddetinin bir fonksiyonu olarak spin-6rgii durulma
oranlan 291 °K de hidre edilen lisozme i¢inde su protonlan igin proton Larmor

frekans1 olarak tarif edilmis ve proton Larmor frekans: arttirildik¢a durulma
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oranmnmn anlamli bigimde diistiigiinii gormiiglerdir. Proton Larmor frekensmin 10
MHz den biiylik olan kisimlarinda konsantrasyon miktarinin durulma oranmna bir
katkisinin olmadigini saptamiglardir.

Seymour H. Koenig (19) ve arkadaslarnin yaptig ¢alismada 4,7 T°da ve 19
°C ‘de déteronsuz ve %50 ‘si doteronlu olan suda hem dogal hem de kimyasal
olarak kross linked bovine serum albiiminin %5 ile %10 agirhikli ¢ozeltileri igin ve
¢oziiciiden ¢Oziinene magnetizasyon transfer oram K ve proton igin 1/T’in
sonuclarim bildirmigler. Bu alanda kross linked numuneleri i¢in K>1/T; olmasma
ragmen, magnetizasyon transferi dogrudan 1/Ti’e katkisinin az oldugunu ve bu
yiizden de K’nin tamamen protein protonlarimn rezonans igimminin kullanilmas ile
olgtildiigti bildirilmigtir. Yeterince akici olan, ¢6ziinen proteinlerin proton
durulmasinin su gibi, yeterince akici olmayan ¢6ziinen proteinlerin proton
durulmasinin kat1 gibi davrandiginm1 gérmiislerdir.

Magnetizasyon transfer dlgtimlerini 200.1 MHz Larmor frekans: ile ve 4,7
Tesla alanda CSI Spektrometresinde gergeklestirmislerdir. Magnetizasyon transferi
oram1 K’y1

K =[1- MyMo)] /Tisat (2.19)
ile ifade etmislerdir. Dogal ve kross-linked bovine serum albliminin ¢ozeltilerinde
magnetizasyon transferi K’nin oranini karsilagtirmglardir.

Seymour H.Koenig (20) ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢aligmada, kross
linked alblimin ¢ozeltisi, protein ¢ozeltileri i¢in iyi bir model oldugunu
bildirmiglerdir. Kross linked bovine serum albiimindeki su protonlarinin 1/Ty’in
magnetik alana baglilig ile ilgili dlgtimleri, kismen doteronlu ¢ozeltiler igin ve bu
iki katkiy1 aywrmak igin 1/T; degerlerini vermislerdir. Ayrica homojen yumusak
dokunun kross linked alblimin ¢ozeltisi ile iyi degerlendirilebilecegini bildirmigler.

Kross-linked bovine serum albiimin %9 agirligt ve 20 °C de %10, %50 ve
%100 kross-linked protonlarinin ii¢ 6rnegi i¢in proton 1/T; NMRD grafiklerini
cizmislerdir. Gosterilen egri Cole-Cole egrisine uygun oldugunu, Lorentziyen

edrisine ise uygun olmadigini gostermislerdir.
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Kat: egri, magnetik alan B, 1in ¢ok genis bir aralifs lizerine ¢ok daha fazla
homojen yumugak dokularin proton 1/T; NMRD grafiklerinin miikemmel bir
gosterimi olan bazi zamanlar igin bulmuslardir. Sonu¢ olarak magnetizasyon
transferinin artan alan ile daha etkili bicimde iki Zeeman kaynag: ¢iftlestirildigi,
ama 1/T, ‘in biiyiikliigiine devamli olarak az katkida bulundugu sonucuna
varmuglardir.

B.Bilcharska (21) ve arkadaslart sulu protein ¢ozeltileri lizerine yaptig
calismada, sulu protein ¢ozeltilerindeki ilgi zamanlarimin dagilimu ile ilgili olarak
daha ¢ok bilgi edinmeyi amaglamglardir. Durulmaya, molekiil i¢i dipolar etkilesme
yol agmas1 halinde 1/T;;

l/T1j=B/Tjw+Bkic+q (2.20)
denklemi ile ve durulmaya molekiiller arasi etkilesme yol agmasi halinde ise 1/T;;
1/Tyj=P/Tyw + kic (2.21)

denklemi ile verilebilecegi ifade edilmistir. Verilerini bu bagintilarla kargilagtirarak,
hidrasyon tabakasindaki protonlarin durulmasina molekiiller aras1 etkilesmenin yol
agtin sonucunu ¢ikarmuglardir. Ayrica proteine adsorbe olan su molekiillerinin
protein molekiiliine nispeten biraz daha serbest oldugunu, serbest su ile bagh su
arsinda hizlh kimyasal degis-tokus oldugunu ve birden fazla ilgi zamannin
varoldugunu varsaymuglardir.

LD. Kuntz (22) yaptif1 ¢alismada, proteinlerin hidrasyonunun belirlenimi
i¢in yeni bir metot belirlemistir. Bir globiiler protein hidrasyonunun, onu olugturan
aminoasitlerin hidrasyonu ile belirlenebildigini gdstermeye ¢aligmugtir.

S. Prosser (23) protein ¢ozeltilerinde yapilan NMR durulma zamam
Olgtimlerinin bulk suyunkinden daha kisa olmasinin nedenini aragtirmigtir. Bunlar ;

a) Su molekiillerinin protein molekiillerine birlesik olmasi: Béyle bir
birlesme hakkinda ¢ok az detay bilinmesine ragmen, su ve belirli polar protein
ylizeyi arasindaki hidrojen bagliligi Onemli rol oynar. Protein molekiiliin
ylizeyindeki su molekiillerinin hareketi anizotropik olarak beklenir (Piculell ve
Halle 1986). Yﬁzeydéki su molekiiliniin hareketini karakterize eden ilgi

zamanlarinin kesin degerleri ile bir yiizeydeki su molekiiliiniin direnme zamani bir
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tartigma konusudur (Koenig ve arkadaglarn 1975, Piculell ve Halle 1986). Buna gére
protein varliginin ilgi zamanlarimi degistirdigini ve birlesik fazdaki su proton
vektorlerinin bulk su fazindan daha uzun oldugunun agik¢a sdylenebilecegi ifade
edilmigtir.

b) Kross-rélaksasyon (su molekiillerinin protonlar: ile protein protonlart
yeteri kadar yakin oldugunda gergeklesir.) burada es-zamanli spin atlamalar1 olacak
sekilde enerji korunmaktadir.

c) Degis-tokus yapabilen bazi protein protonlarinin su proton spin-Orgii
durulma oranina katkisi.

d) Protein molekiillerine bagli paramanyetik metal safsizliktan su proton
durulmasina katkisi.

H.H.Raeymaekers (24) ve arkadaslar1 30 normal goniilliniin kanmndan
hazirlanan serumdaki su proton T; degerlerini, serumun albiimin globulin ve total
protein igerigine karsin Slgmiiglerdir. Proton T, durulma 6lgtimlerini 10,7 MHz’de
gergeklestirmislerdir. Olgtiikleri kan serumunun biyokimyasal faktorleri ve T,
oldugunu bulmuslardir. Boylece total proteinin serum durulmasmna katkida
bulundugunu kanitlamiglardir.

Roger B.Geregory (25) ve arkadaslarinin yaptign caligmada, proteinler ile
suyun etkilesimi; stabiliteye, dinamige ve fonksiyonal 6zelliklere sahip olan bdyle
etkilesmelerin biiyiik etkilerinden dolay1 goz 6niine alinabilir Gneme sahip oldugunu
ifade etmiglerdir. Ayrica degisik birka¢ teknigin, proteinlerdeki degismeleri
hidrasyonun fonksiyonu olarak incelemek ve hidrayon seviyeleri arasindaki iligkiyi
kurmak i¢in ¢alisilmig oldugunu belirtmislerdir. Buna ilaveten, lizozimin tam
hidrasyonunun h=0.38 geuprotein ‘lik bir seviyede basarildigini agiklamustir.

R.J.P.Willams’in (26) yaptif1 calisjmada NMR ile proteinleri incelemeyi
amaglamig. Birkag ¢ekirdegi kullanarak NMR ile yaptigi incelemelerden
proteinlerin g6z 6niine alinabilir i¢ hareketlilige sahip oldugu sonucunu ¢ikarmustir.
Ayrica bu hareketliligin genellikle dig ylizeyde oldugunu ve farkli bir yolla ig
yiizeyde de olacak sekilde genisledigini ifade etmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismada, 1963 yilindan giintimiize kadar yaymnlanmig olan; protein
¢Ozeltilerinin NMR spin —0rgii durulma zamani (T, ) ile ilgili makaleler aragtirildi.
Elde edilen bu makaleler incelendi ve T; durulma mekanizmasiyla ilgili bilgi
edinilmeye ¢alisildi. Bu ¢aligmalar, protein ¢ozeltilerindeki su tabakalarinin sayisina
ve T durulmasina etki eden parametrelere gore goriislere ayrildi ve alt1 farkli gortis
elde edildi.

I. Goriig ; serbest su ve donmesiz bagli su olmak {izere iki tabaka ve tek T
ilgi zamanina sahip oldugunu 6nerir.

II. Gorils ; serbest su, donmesiz bagh su ve donerek bagh su olmak iizere iig
tabaka ve iki ilgi zamanimna sahip oldugunu &nerir. Bu goriig, 1. goriise gbre bagh
molekiiller tizerinde daha fazla bilgi veriyor.

II. Goriig; T; durulmasinin suyun  hidrodinamik  hareketinden
kaynaklandigim1 iddia eder. Bagli su kavramimi ve ¢ok ilgi zamami kavramim
reddeder.

IV. Goriis ; ilk Gi¢ goriig, protein protonlarini gbz oniine almazken, dérdiincii
goriis protein protonlarinin T; durulmasina katkida bulundugunu sdylityor.

V. Goriig; durulmaya protein segmentlerinin  (kisimlarinin)  dalgasal
hareketlerinin yol agtigin1 séyliiyor.

V1. Goriis ; Ty durulmasini ¢ok tabakali model ile agikliyor.

Ayrnlan bu goriisler arasindaki baglantilar, farkliliklar ve birbirlerine gore

tistiinliikleri mukayese edilmeye ¢aligildi.
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BOLUM 4
TARTISMA

Protein ¢ozeltilerinin NMR spin-6rgli durulma zamani (T,) ile ilgili
caligmalarin incelenmesi sonunda, T; durulma mekanizmalariyla ilgili onerilen
goriisler kendi aralarinda benzerliklerine ve farkliliklarina gore, alt1 farkli ana goriis
altinda toplandi. Bu goriisler ;

L.GORUS

Bu goriigiin baginda O. K. Daszkiewicz ve arkadaglarinin yaptifn ¢aligma
gelir. Bu goriisti G. J. Kriiger ve arkadaslari, Daniel ve arkadaslari, John Oakes’in
yaptiklar1 caligmalarin destekledigi goriiliir.

- O. K. Daszkiewicz (1) ve arkadaglarmnin goriislerine gore ; Suda ¢dziinen
ovalbiiminin, T; durulma zamanim azalttifim: bunun bir kistm su molekiiliiniin ilgi
zamanmmn artigindan kaynaklandifimi ifade ederler. Durulma oram /T, ile
konsantrasyonunun (2.1) denklemine uydugunu gosterirler. Cozelti igerisinde yer
alan su molekiillerinin protonlari, serbest suyun protonlar1 ve dénmesiz bagl suyun
protonlari olmak f{izere iki ayn fazda bulunur ve su protonlarinin bu fazlar arasinda
(2.2) denklemine uyan hizl kimyasal degis-tokusu T; durulmasin: saglar.

- G.J. Kriiger (2) arkadaglarinin goriislerine gore ; ¢bzeltide proteine sinmis
(yapigmis) su ve protein molekiilleri arasindaki biiylik bosluklara giren ve serbest
su gibi davranan su oldugunu ve bdylece suyun iki ayn fazda bulunacagina dair
yorumlar yapmiglar. Toplam durulma oranlarmm, bu fazlar arasindaki su
protonlarinin hizli kimyasal degis-tokugu saglar.

- Daniel (5) ve arkadaglarinin goriiglerine gore; proteinlerin sulu
gozeltilerindeki su proton magnetik durulma zamanlarimin, temelde protein
hidrasyonu ile ilgili bilgiyi saglayabildigini ifade ederler. Blicharska’nin “suyun
durulmasina degis-tokus olmayan protein protonlart1 ile su protonlarmnin
etkilesmesinin yol actig1” ifadesini desteklemisler.

- John Oakes (6)’nin goriisiine gore; ¢ozeltideki protein ve su protonlarmin
NMR durulma zamanlar protein konsantrasyonunun ve sicaklifin bir fonksiyonu

olarak 6lgmis ve 1/ T, dl¢timlerinin %10 protein konsantrasyonuna kadar lineer,
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daha yukar konsantrasyonlarda ise lineerlikten saptifin1 ve sicaklik arttikca da 1/
Ty’in arttigini gézlemlemis ve ol¢timlerin iki tabakali model ile uyumlu oldugunu
gostermis.

II. GORUS

- Alan G. Marshall (4) ve arkadaglarinin goriislerine goére; makromolekiile
bagl bir grubun i¢ ddnmesinin ve diffizyonal ve diger rasgele hareketlerle olusan i¢
dénmelerin durulma zamanlar1 tizerinde etkili oldugunu sdylerler. Ayrica, ¢ozelti
viskozitesinin de Olgiilen durulma zamani izerinde Onemli etkisinin oldugunu
gosterirler. Yavag yada hizhi i¢ donme durumunda, 1/ T;’in molekiiller i¢i dipol-
dipol etkilesmeden kaynaklandifini varsaymislar ve bu durum igin 1/ T;’i (2.6)
denklemiyle vermisler.

- Seymour H. Koenig (3) arkadaglarinin goriislerine gore; ¢ozeltideki su
molekiillerinin dénmesiz bagli olmasi gerekmedigini protein molekiillerine goére
sabit bir geometriye sahip olan bir eksen etrafinda dénmelerinin sinirlanmasinin
yeterli oldugunu belirtirler. Sabit bir r,, mesafesindeki etkilegen bir proton ¢iftinin
durulma orant 1/ T; (2.3) denklemi ile verilir, (2.3) denkleminin proteine dénmesiz
bagli olan su molekiilii i¢in gegerli oldugunu varsayip, ilgi zamanin 2x107 sn
olarak bulmuglar.

1. GORUS

- Klaas Hallenga (8) ve arkadaglaninin goriiglerine gore; diamagnetik
proteinlerin ¢6zeltilerinde, ¢6ziicii protonlarin NMR durulma oranlarinin magnetik
alana bagli oldugunu ve baghh olmanin ¢6ziinen proteinlerin dénel Brownian
hareketiyle ilgili oldugunu gostermisler. Céziicti proton spin-6rgii durulma orani 1/
Ty’in magnetik alanin artirilmasiyla monoton bigimde azaldigini sdylerler. T,
durulmasinin suyun hidrodinamik hareketinden kaynaklandigim soylerler. Magnetik
rolaksasyon dagilimini Cole-cole ifadesi (2.9) ile agiklamiglar.

IV.GORUS

Bu goriisiin basinda Seymour H. Koenig (19) ve arkadasglarinin yaptig
caligma gelir. Bu goriisii, Hommo T. Edzes ve arkadaglari, Edward T. Samulski ve
arkadaglari, Cathy Coolbaugh Lester ve Robert G. Bryant, Jianhur Zhong ve
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arkadaslari, Seymour H.Koenig (20,21) ve arkadaslarinin yaptiklart g¢aligmalarin
destekledigi goriiliir. .

- Seymour H. Koenig (19) ve arkadaglarinmn goriiglerine gore ; kross linked
bovine serum albiiminin %5 ile %10 agirlikli ¢6zeltileri i¢in ve ¢6ziiciiden
¢oziinene magnetizasyon orant K ve proton i¢in 1/ T;’in sonug¢larimi ve bu alanda
kross linked numuneleri icin K > 1/ T, olmasina ragmen , magnetizasyon
transferinin dogrudan 1/ Ty’e katkisinin az oldugunu bildirirler. Yeterince akici
olan, ¢ozilinen proteinlerin proton durulmasimn su gibi, yeterince akici olmayan
¢oziinen proteinlerin proton durulmasiun kati gibi davrandigim soylerler.

- Hommo T. Edzes (10) ve arkadaglarinin goriiglerine gore; kross
r6laksasyonunun spin-6rgii durulma oramini Snemli dlgiide degistirir. Olgiilen kross-
rolaksasyon oranini, makromolekiiler protonlarinin bulk’s ve su protonlarinin bulk’
arasindaki Zeeman spin enerjisinin degig-tokusu ile ifade ederler ve siirecin
gerektirdigi adumlan su sekilde siralarlar; 1- Bulk sudan yiizeydeki bagh suya spin
enerjisinin transferine, bagh su ile bulk su arasindaki kimyasal degis-tokus yol agar.
2- Baglhh su protonlarindan, makromolekiilin g¢evresindeki protonlara spin
enerjisinin transferi, makromolekiil yiizeyindeki bir proton ile bagli su protonu
arasindaki karsilikli spin yer deQistimielerinden ileri gelir.

3- Yiizey protonlarindan makromolekiiler protonlara magnetizasyon transferi spin
diffizyonu ve kross- rolaksasyon yoluyla meydana gelir.

- Hommo T. Edzes ve Edward T. Samulski (9)’nin goriislerine gére; Hidre
edilen kollejende proton spin-Orgii durulma davramiginin spin diffizyonunun bir
sonucu olarak, su protonlar1 ve makromolekiiler arasinda ki kross rélaksasyonu
tarafindan baskin oldugunu gosterirler. Makromolekiiler protonlarin ve su
protonlarinin spin- 6rgii durulmasini incelemisler ve su sonuglart bulmuslar. 1-
Bagtan 10ms’lik kisim dikkate alinmazsa, kollejen ve su protonlarmin duruima
orant 1/ Ty’ e benzerdir. 2- Baslangigta suyun durulma orani, konkav , kollejeninki
ise konvekstir. 3- Kollejen doteron ile hidre edildiginde kollejen protonlarinin

durulma orany, iistel ve suyun bulunmasindan ¢ok daha yavagtir.
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- Cathy C. Lester ve R. G. Bryant (18)'mn goriiglerine goére; protein
¢ozeltilerinde su protonlarmun spin-drgii durulma zamanlari Ty’in saf suyunkine
nazaran azaldifim gosterirler. Spin-Orgii durulmasini, protein ve su protonlart
arasindaki izl kimyasal degis-tokus ve katinin durumu iginde spin diffiizyonundan
otiirti saglandigim soylerler.

- Jianhw1 Zhang (17) ve arkadaglanmin goriiglerine gore;protein ¢ozeltileri
iizerinde yapilan dlgiimlerden elde edilen verilerin incelenmesi sonunda, protein
protonlari, bulk su protonlann ve hidrasyonlu su protonlar1 olmak iizere ii¢ farkh
proton durulma ozellikli ii¢ fazin oldugunu kabul ederler. T, durulmasina
hidrasyonlu su ve protein molekiilleri arasindaki kross-rélaksasyonun &nemli rol
oynadigim sdylerler. '

- Seymour H.Koenig (11) ve arkadaslaninin goriislerine gore; protein
¢ozeltilerinde ¢dziicli protonlarin spin-6rgli durulma orami dagilimina, ¢6ziicii ve
¢Ozlinen protonlar arasindaki kross-rolaksasyonu katkida bulunur. Kross-
rolaksasyon oraninin ¢dziicli protonlar ve degis-tokus yapmayan protein protonlar
arasindaki dipolar etkilesmeden meydana gelebilecegini ileri siirerler.

V. GORUS

- H . E. Rorsch ve C .F. Hazlewood (13) ¢ un goriislerine gore ; protein
¢ozeltilerinde su i¢in durulma oran1 1/T,’in zay:f bir frekans baglilig: ile karekterize
edildigini ve bu frekans baghlhiginin (2.17) denklemine uydugunu belirtirler. T,
durulmasinin kross-rlaksasyonu yada protein kisimlar1 arasinda degis-tokusla
birlestirilen protonlar ile su molekiillerinin etkilesmesinden dolay1 oldugunu
sOylerler.

VI. GORUS

Bu goriisiin basinda G. D. Fullerton (12) ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligma
gelir. Bu goriisii L.Grosh ve F.Noack, J. Gallier ve arkadaglari, G. D. Fullerton ve
arkadaglari Ivan L. Cameron ve arkadaglarinin yaptiklart ¢aligmalarin destekledigi
goriiliir.

- Gray D. Fullerton (12) ve arkadaglarinin goriislerine gore; kiiresel

proteinlerin etrafini saran su molekiillerinin hareketleri izerine bilgi edinmek igin
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titrasyon metodu Onermisler. Her Mpaiae/Ms, degerine karsilik 1/T; degerini
Ole¢miisler ve grafigini ¢izmisler. Bu grafikte iki belirgin yer ile iki lineer bslge ve
bir sabit bolge elde etmisler. Birinci lineer bolgenin (2.14) denklemi ile ikinci lineer
bélgenin (2.15) denkiemi ile ve sabit bolgenin (2.16 ) denklemi ile verilecegini
sOylerler. Bunlara gore bu ¢aligmada ; bulk su, yapilanmig su, kutupsal bagli su ve
siiper bagh su olmak iizere dort su tabakasi vardir. T, durulmasim bu tabakalar
arasindaki kimyasal degis-tokusun sagladiginm belirtirler.

- L. Grosh ve F. Noack (7)’in goriiglerine gore ; proteinin ¢evresinde, tiimii
serbest, dtelenmesi engellenmis ve dénerek bagl su olarak adlandirilan en az iig tip
su tabakasinin bulunabilecegini ifade ederler ve bu tabakalara ait < ilgi zamanlarim
sirasiyla , 1=10" sn, 15 =10 sn , t4=10" sn olarak bulmuslar. Bu tabakalar
arasinda hizl kimyasal degis-tokus oldugunu varsayarak 1/ T; durulma oranim (2.8)
denklemi ile ifade etmigler

- J. Gallier (14) ve arkadaglarinin goriislerine gore; bagh su molekiillerinin
Oteleme hareketinin 1/Tg, ya katkida bulunamayacak kadar yavag oldugunu
gézlemlemigler. Kross-rlaksasyonunun déteronlar ile protonlar arasinda etkili
olmadigim ve bu ylizden de protein protonlarmm “H T; durulmasma katkida
bulunmadigini varsaymuglardir.

- Gray D. Fullerton (15) ve arkadaglariin goriislerine gore ; kiiresel
proteinlerin polimerizasyon proton NMR spin-6rgii durulma zamanlarinda
degismelere sebebiyet verir. T; durulmasini ¢ok tabakali model ile agiklarlar.

- Ivan L. Cameron (16) ve arkadaglarinin goriislerine gore; protein
¢ozeltisinde bulk su ve hidrasyonliu su bulundugunu ve hidrasyonlu suyun da, siiper
bagl, donmesiz bagh, yapilanmig ve donerek baglh su olmak tizere dort alt tabakaya
ayrilabilecegini séylerler. T, durulmasimi bu tabakalar arasindaki hizli kimyasal
degis-tokus saglar.
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BOLUM 5

SONUCLAR

Bu ¢aligmadan ¢ikarilan sonuglar:

I. Goriig: Ty durulmasini, serbest suyun protonlar: ile proteine donmesiz bagh
su protonlar arasindaki hizl: kimyasal degis-tokus saglar.

II. Goriig: T; durulmasina, makromolekiiler i¢i donme de katkida bulunur.

II. Gortig: 1/T; durulma oranmmin magnetik alana baghilifn ¢6ziinen
proteinlerin donel Brownian hareketiyle ilgili oldugu gortliir. T; durulmasini suyun
hidrodinamik hareketi saglar.

IV. Gorits: T; durulmasina makromolekiiler (protein) ve su protonlan
arasindaki kross-rélaksasyonu katkida bulunur.

V. Goriig: T; durulmasi, kross-rlaksasyonu ya da protein kisimlar1 arasinda
degis-tokusla Dbirlestirilen protonlar ile su molekiilerinin etkilesmelerinden
kaynaklanir.

VI. Goriig: T; durulmasim1 ¢ok tabakali model ile agiklarlar. T, durulmasim,
farkli tabakalar arasinda bulunan protonlarin hizli kimyasal degis — tokusu saglar.
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