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BOLUM 1: GIRIS

Icinde bulundugumuz yirminei yiizyilda, spektroskopi alanindaki
buluglardan biri olan NMR''m bilim ve teknolojiye olan katkisi
sayllamiyacak kadar ¢oktur. NMR spektroskopisi, 1946 da Harvard'da
Purcell, Pound, Torrey ve Stanford'dan Bloch, Hansen ve Packard'mn ilk
basarili deneylerinden sonra biiyiik bir hizla gelisti (6,20). Ancak fizigin
kurallarma dayanan bdyle bir olgu, bir ¢ok Fizik¢inin yanisira
Kimyacilarin, Biyologlarin ve hatta saglik bilimcilerin de ilgisini cekerek
bugiin tizerinde en ¢ok c¢alisilan bir spektroskopi yéntemi durumuna
gelmistir. Kisacasi, birgok bilim dallarmi ilgilendiren bir bilimsel arastirma
kolu haline gelen NMR, bugin NMR gérintileme yontemi ile klinik
uygulamalarda da ¢ok onemli bir noktaya gelmis bulunmaktadir(3).

NMR spektroskopisinin ilk yilllarinda olusturulan spektronﬁetreler
genellikle NMR'a ¢ok duyarli olan proton i¢in yapilmistir. Bugiine degin
NMR goriuntiileri de proton rezonansi kullanilarak elde edilmektedir.
Bunun temel nedeni Biyolojik dokular ve ozellikle insan wviicudunun
%75'inden fazlasmin su olmasidir. Her su molekiiliinde de iki protonun
oldugu  diistiniiliirse insan viicudundaki organlarm  ¢ogunda proton
yogunlugu oldukca fazladir. Biyolojik odrneklerin su muhtevasi, protein
yapilari, proteinlere iyon baglanmasi gibi kiymetli bilgilerin elde
edilmesinde de proton NMR spektrometreleri kullanilmigtir(7).

Biyolojik bir madde olan anne siitliniin, ilk aylardaki bebekler igin
en uygun ve bu dénemde gocugun tiim gereksinimlerini karsilayan Dbir
besi oldugu bilinen bir gercektir. Son yillarda giderek artan bilgilerden
anlasilmaktadir ki en ¢agdas yontemlerle ve bilimsel tekniklere uygun
olarak yapilmis en milkemmel endiistri siitleri bile anne siitliniin ¢ok
yonlii nitelikleri diizeyinde degildir (23,24). Diinya saghk orgiiti ilk 4-6

aylik bebeklerin tek besi maddesi olarak anne siitii ile beslenmesini



ozendirici uluslararasi yasa olarak kabul etmis ve tiim tiye devletlerin bu
yasaya uymalan kararmi almistir(12). |

Anne silitinin yaygmm olarak  kullanilmasiyla anne sttinin
kompozisyonu hakkinda dogru bilgilere sahip olmak da g¢ok oOnemli
olmustur(1l). Sitin bilesimi c¢esitli faktorlerin etkisi altinda degisir.
Kimyasal bilegimi; annenin beslenme sekline, bireysel durumuna ve
laktasyon(emzirme) peryoduna goére degismektedir. Dogumdan sonra 1-5
ginde gelen site  kolostrum adi verilir, sariya c¢alan renkte olup
reaksiyonu alkalendir. Giinde total 10-40 ml salgilanir. Birkac¢ giin sonra
Laktasyon kolostrumdan gegici siit donemine geger ve 3-6'cti haftalarda
olgun siite doniigir(5).

Cesitli kaynaklardan aldigimiz degerlere gore, olgun anne siitiiniin
ortalama olarak bilesimi 100 ml de 87.1(gr) su, 12.9 (gr) toplam kat:
madde bulunmaktadir. Bu kat: maddeler; 1.06 (gr)protein, 4.5(gr) yag,
6.8(gr) laktoz ve 0.17 (gr) mineralden ibarettir. Stitteki mineraller ise,
Nat, K, Ca*? ve Mg"'2 gibi elektropozitif elementler, P3 ve CI gibi
elektronegatif elementler, Fe+3, Cu+2, Zn+2, S‘z, I" ve¢. F gibi eser
elementlerdir (9,10,11,19). Bunlardan Cu™2e Fe+3iyon.lar1 paramanyetik
iyonlardir ve spin-6rgli rolaksasyon zamanma katkida bulunmalar
beklenir(14).

Boylesine karmasik bir yapiya sahip olan anne siitiiniin analizi ile
ilgili daha 6nce yaymlanmig bir gok calisma bulunmasina karsin, bu giine
kadar NMR yontemiyle anne siitii ¢aligilmamigtir. NMR yontemi, suya ve
paramanyetik iyonlarm eser miktarlarma duyarli oldugundan ve tipta da
rutin olarak kullanildigindan, yiiksek oranda su ve eser miktarda
paramanyetik iyon ihtiva eden anne siitliinii bu nedenle NMR yontemi ile
incelemeyi amagladik. Bu ¢alijmadaki amacimiz anne siitiiniin spinérgii
rolaksasyon zamanimin laktasyon peryotlarina bagli olarak nasil

degistigini gozlemek ve degigsmeye neden olan faktorleri aragtrrmaktir.



BOLUM 2: MANYETIiK REZONANSIN TEORISi(22)

2.1. Temel Kavramlar

Maddeyi olusturan atom c¢ekirdeklerinin tiimiiniin bir yiikii ve kiitlesinin
olmas1 yaninda bunlarin bir ¢ogunun spini (a¢isal momentumu) vardir.
Cekirdeklerin spini f gibi bir say1 ile belirlenir ve béyle bir ¢ekirdege f
spinli bir ¢ekirdek denir. Her spin vektdriine bir ;_l manyetik moment

-
vektori karsilik getirilebilir. Spin vektérii I ile manyetik moment vektérii

-
U arasinda

- -
u= ¥hrl @1
seklinde bir bagmt1 vardir. Burada ¥ jiromanyetik oran olarak bilinir
ve ¢ekirdegin belirgin bir 6zelligidir. 7 ise, Planck sabiti/27 dir.

Manyetik rezonans, yukarida tanimlandig: gibi manyetik
momentleri ve a¢isal momentumu olan sistemlerde gériilen bir olaydir.
Gergekte bir manyetik sistem iizerine uygulanan bir manyetik alanla, bu
sistemin sifirdan farkli manyetik momentinin etkilesmesinden dogan
fiziksel olaylar inceleyen bir spektroskopi dalidir. O halde NMR
spektroskopisi yalnizca ¢ekirdek spinleri sifirdan farkli olan manyetik
sistemleri inceler. Ornegin; spin kuantum sayis1 1/2 olan Hidrojen diginda
19F(1=1/2), 23Na(1=5/2), 55Mn(1=5/2), 63Cu(1=3/2) gibi gekirdekler de NMR'a
duyarli c¢ekirdeklerdir. Atomik spektrumun belirgin frekanslari arasmndaki
ve manyetik rezonans frekanslarimin tipik olarak radyo frekans bélgesine
diismesi nedeniyle, cogu zaman NMR epktroskopisi i¢in radyo frekans (rf)
spek troskopisi terimi de kullanilir.



2.2. Manyetik Alandaki Bir Spinin Klasik Anlatimi (4,22)

Dinamik olarak, spini sifirdan farkli olan bir c¢ekirdegin manyetik
alan icerisindeki hareketi yercekimi alani icindeki topacin hareketine
benzetilebilir. Nasil ki dénen bir topag kendi simetri ekseni etrafinda bir
dénme hareketi yapmakla birlikte, yergekimi alani dogrultusu(diisey eksen)
etrafinda bir presesyon hareketi yapiyorsa, manyetik alan icine konulmus
cekirdege kars1 gelen ,l—; manyetik moment vektérii de z ekseni etrafinda
Sekil 2.1 de gorildiigi gibi bir presesyon hareketi yapar. ;. '‘niin yaptigi

bu harekete Larmor presesyon hareketi denir.

Sekil 2.1 Bir topacin yercekimi alamni igindeki(a) ve bir manyetik momentin

dis manyetik alan igindeki (b) presesyon hareketi.

Mekanik ve manyetik her iki modelde de sistem tizerine etki eden
toplam kuvvet sifir oldugu halde toplam tork sifirdan biiylktiir. Tork

ifadeleri mekanik ve manyetik modellerde



:E) = EX\X’ (2-2)

N d_]
T=[.l,XH0 = EE (2-3)

ifadeleri ile belirlenir. i = ‘63 bagintisini goéz oniine alarak
-
d - -
—dii =Ux %HO (2-4)

- - - -
seklinde yazilabilir. dif hem U 'ye hem de H,'a dik oldugundan U'niin

. 4 .
biiyikliigi sabit kalrr ve H etrafinda presesyonu olur. Ornegin; spini

I=1/2 olan bir proton icin koni ekseninin iki olasi yonelmesi vardir.
Manyetik momentin bu sekilde yonelmesi iki ayri enerji diizeyi yaratir.

Rezonansi olusturabilmek icin bu iki enerji diizeyi arasmnda bir gecis
-
olusturmak gerekir. Boyle bir gegiy H, alanma dik dogrultuda (z-y)

diizlemi i¢inde w frekans:i ile dénen bir r.f alani uygulanarak gerceklesir.

Bu rf alama H(t) = 2Hy coswt sgeklinde alinir. Boylece manyetik moment

-

vektorii (L olan sipin sistemi, sabit dis alan I-fo ile birlikte rf alnmn da
etkisinde kalir. Bu durumda spin sisteminin davranisi Sekil 2.2 de
gosterilmistir. 2H7 genliki ve y yoniindeki rf alanimi, Hj genlikli biri saat
yoniinde digeri zit yonde donen iki alanin bileskesi olarak alinabilir. Bu

durum Hj'ler x ve y bilegenlerine ayrilip toplanarak goriilebilir.



_h y
H(t)=2H1coswt

Sekil 2.2 Sabit Ho ve degisken H(t) alanlarmm etkisindeki bir manyetik

moment vektorii.

H, = Hl(isinwt+jcoswlt)
(2-5)

=
H:=H, (-i sin wt + coswlt)

-

Hp, U ile ayn1 yonde Hi' de ters yonde doner. Zit yénde donenin u

- -

lizerinde ortalama etkisi sifirdir. Sadece U ile ayni1 yonde donen bilesen U
tizerinde etkili olabilir. Bu etki de w ile wy'm bagil durumuna baghdir. wy,
ve Hy'a bagli sabit bir degerdedir. Fakat w; istenildigi gibi degistirilebilir.

w; = wo (Rezonans kosulu) (2-6)

saglandiginda ;L vektori. Hy etrafinda presesyon hareketini slirdiirmekle
birlikte Hp etrafinda da wy(=wp) frekansi ile presesyon yapmaya baslar.
Buna rezonans kogulu denir. Bu durum saglandiginda sistem digsaridan
enerji sogurur ve yeni bir enerji seviyesine gegise baslar. Sistem, bir enerji

seviyesinden digerine gecerken spinin yoni degisir.



2.3. Kuantum Mekaniksel Iinceleme (2,22)
Rezonans'm  kuantum = mekaniksel anlatimina  Schrdodinger
denkleminden baglanilir;
#U,>=E |U, > 2-7
Burada, # spin sisteminin enerjisini belirleyen Hamiltoniyen
operatorii ve E; .de | U;> ozfonksiyonlarina kars: gelen enerji dzdegerleridir.
Schrédinger denklemini ¢ozerek rezonans kogulunu elde etmek igin Hg alami
icinde bulunan bir protonu ele alalim. Proton spinin z dogrultusundaki
bilesenini I, oOperatorii ile gosterelim. O halde kuantum mekaniksel
olarak olasi spin 6zfonksiyonlar1 | 0> ve |B> dir. Oyleki
Il a> = h/2] o>
I |B> = n/2|B6> (2-8)
I, nin ozdegerleri m=%1/2 dir. Ote yandan (2-1) denklemine bezer
sekilde,

-

I=g.u, I (2-9)

- - eh
u= ¥,rl=g, 47M_C

yazilir. Burada gn cekirdek spektroskopik yarilma faktérii ve & niikleer

magneton adini alir.
- >

Bir H manyetik alani ¢ekirdegin enerjisinde [.H hadar bir etkilesme
enerjisi dogurur. Bundan &tiirii H, manyetik alan iginde bulunan proton
icin % Hamiltoniyen operatori
# = uwH, = -u,H; = -gpuH,l, (2-10)
seklinde yazlabilirBu Hamiltoniyenin o6zdegerleri Iz'nin 6zdegerleri ile
(goMptl)'m carpimina esittir. O halde denk (2-7) ile verilen Schrédinger
denkleminin bir proton igin ¢ozimil
#| 0> = (-guuH)I, | 00> = -1/2gnunH, 2-11)

#18> = (-gaknHl; B> = +1/2g,p,H,

olur. Buradan da izin verilen enerji diizeyleri



E,, = £1/2g,H, @12)
bulunur. Bu esitlik Zeeman enerji terimi olarak bilinir. Bu enerji diizeyleri
arasmda gecisi olugturmak i¢in rf enerjisini

AE = E;-E =g u H, = aw (2-13)
Zeeman enerjileri arasmndaki farka esit olarak se¢mek ve buna karsi gelen
enerji sogurmasmi gozlemek NMR spektroskopisinin temel ilkesini
olusturmaktadur.

2.4. Ty Spin-Orgii Rolaksasyonu (22)

Spin-6rgii rélaksasyonunu anlamak icin spin sisteminin dig alandan
sogurdugu enerjiye bakmak gerekir. Rezonans olaymin gézlendigi manyetik
sistem,spin kuantum sayis1 1/2 olan yalitilmig bir sistem olsun. Baslangicta

spinleri rastgele yonelmis olan bdyle bir sisteme biiyiikliigii Ho olan bir
manyetik alan wuygulandiglt zaman spin sistemi Sekil 2.3 de goriildiigi

bicimde yonelme gosterir. |Q> diizeyindeki spin sayis1 N_ ve |B>

diizeyindeki spin sayis1 Ng olmak tizere bunlar arasmdaki

T
Y B>
___< l l l P Ba PBa
Sekil 2.3 H, manyetik alan igindeki spinlerin yonelimi.
iligki,
I%j _ o BB (2-14)

Boltzmann-Maxwell  bagmntis1 ile belirlenir. Burada E_ ve Eﬂ

sirasiyla | 00> ve |B> diizeylerine karsi gelen enerji degerleri T mutlak

sicakllik ve k da Boltzman sabitidir. Sistemde 1s1 sal denge kuruldugunda



N,>N 8 oldugu bir gergektir.Spin sistemine, frekansi sistemin dogal

frekansi ile uyum iginde olabilecek bir rf alani uyguladiginda | 0> ve |B>
diuizeyleri arasinda, olasiliklar: Paﬁ ve Pﬁa olan gecisler olusturacagman

spin toplulugunda bir degisme beklenir.

dN,
== NP, ~N B,
~ (2-15)

B _ -
—= NPy = NE,,

Spin sistemindeki toplam spin sayist N=N_+N g herhangi bir
andaki spin farki n=N_ 'NB veP,= Py, = P ise (2-15) denkleminin

¢ozumi

dn
—=-2Pn
dt (2-16)

_ ~2pt
n= noe

olarak bulunur. n,, t=0 iken diizeyler arasmndaki spin farkidir. Bu gegis

sirasinda  sistemin soguracag: enerji, diizeyler arasindaki enerji farks,

AE=E0‘—E‘3 ya bagli olarak PAE dir. O halde dig alandan sogrulan

enerjinin degisim hizi,

dE

’r = AENan - AENﬁPBa 2-17
olacaktir.(2-16) ve (2-17) egitlikleri kullanilarak;

dE -

& ABPn ™ 2-18)

dt

seklinde yazlabilir. Bu egitlik goésteriyor ki diy alandan sogrulan
enerjinin zamana goére degisimi diizeyler arasindaki spin sayis1 farkma
baghdir. Baslangigta diizeyler arasindaki n, spin farki olan yalitilmig bir

spin sisteminde, rf alani tarafindan zamanla sifira gotiiriliir ve buna bagh



olarak sogrulan enerji de sifira yaklasir. Belli bir siire sonra sogurma
durur.

Gergekte fiziksel olarak oOrgiiden yalitilmig bir spin sistemi
olamayacagl icin enerji sogurma olasiligi  spin-orgii etkilesmesi denen
mekanizma ile ortadan kalkar.

Simdi spin sistemi ile Orgii arasinda bir isisal etkilesme oldugunu
varsayallm. Bu durumda spin sistemi enerji kaybeder. Spin sisteminin
kaybettigi (orgi sistemine aktardigl) enerji,

dE
== KX(T -T,) (2-19)

ile belirlenir. Burada k Boltzmann sabiti ve K1 de 1s1 akig1 sabitidir. K1'in
1/sn biriminde olmasi1 1/T] seklinde yazlabilecegini gosterir. Béylece elde
edilen T, spin-6rgii rolaksasyon zamani olarak tanimlanir ve spin sistemi
ile orgi sistemi arasmndaki 1s1 iletimi olaymim bir 6l¢iistidiir. Spin
sisteminden Orgii sistemine 1s1 akigi Tg=T; oluncaya degin siirer ve bu

durumda toplam sistem 1sisal denge durumuna ulagir.

oy |
- l |8>
vy VY VvV Y WB(I WB(Z
A A A T
™\ l o>

Sekil 2.4 rf alan1 kesildikten sonra spin sisteminin durumu.

Sonug olarak r.f alan1i uygulanmadigi zaman spin-orgii etkilesmesi
ile enerji kaybmna ugrayan spin sisteminde yeniden gecisler olur sekil 2.4

| > diizeyinden |B> diizeyine gegis olasihgn W .5 Ve ters yondeki Wﬁa ise,

(2-15) denklemine benzer gekilde
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de
dt
dN,
—d—t' = NaWaﬁ _Nﬁwﬁa

yazilabilir. N=Ng+Ng, n=Ng-Ng almarak yeniden yazilirsa,

=NyWg, =N W,
(2-20)

dn W, -W,
a— = (Waﬁ + Wm)(N—m—n)

- burada;

W, -W,, =1/T,

_Wﬁa_wﬁa

°"wa,,+wﬁaN

n

tanimlar: yapilirsa

dn_no—-n
d T

1

(2-21)

ve buradan da
n = no(l— e"T‘) (2-22)

bulunur. Burada no sistem 1sisal denge durumunda oldugu zaman diizeyler
arasidaki spin farkidir. W' lar birim zamanda gecis olasiliklar1 oldugu igin
T{ zaman birimindedir ve toplam sistemin 1sisal denge durumuna
yaklagmasi icin gegen siiredir.

O halde manyetik rezonansm gerceklegsmesinde onemli rol oynayan,
diizeyler arasindaki spin toplulugu farki, (2-16) ve (2-21) esitliklerinin
toplam1 seklinde olmalidir.

dn n,—-n
—d? =-2Pn+ T (2-23)

1

11



Sistem kararli duruma ulastigt zaman dn/dt=0 olacagindan, diizeyler
arasmdaki spin fark,
n =n4,/ (1 + 2PTy) (2-24)

ve sogrulan enerji degisimi de

dE P
& = ATt (2-25)
olacaktir.

2.5 Spin-Orgii Rolaksasyon Olaymi Doguran Etkilesmeler (16,25)
Orjinal olarak Pryce ve Abragam  tarafindan  geligtirilen spin
hamiltoniyen formalizmi deteyda pekg¢ok kitap ve makaleler de
tanimlanmiglardir.
Miknatislanma vektoriniin zamanla degisimini gézlemek istedigimiz
spin sisteminin hamiltoniyeni
H=Ao+ AL (2-26)
dir. Burada 7 ilgili Zeeman spin terimlerini ihtiva eder %(t)
rolaksasyonu artiran zamana bagh pertiirbasyon hamiltoniyenidir. Bir sitem
icindeki spinlerin kendi aralarinda ve érgﬁyle etkilesmelerini gosteren
#1(t) Hamiltoniyeni agagidaki temel etkilesmeleri olugturur(8).
1. Manyetk Dipolar Etkilesmeler; Bir spinin bulundugu yerde &teki
spinlerin meydana getirdigi manyetik alanla etkilesmesidir.
2. Skaler Etkilegmeler; Ayni molekiil icindeki iki ¢esit spinin
cevrelerindeki  elektron  spinleri  araciligiyla dolayli  olarak
etkilesmeleridir.
3. Elektrik Quadrapol Etkilesmeler; Quadrapol momente sahip
spinlerin  (I>1/2)  gevrelerindeki elektrik alan gradyenti ile
etkilesmeleridir.

12



4. Dilizgtin Olmayan Kimyasal Kayma Etkilegsmeleri; Bir spinin
cevresinin kendi {lizerinde meydana getirdigi dogrultuya baglh olarak
manyetik alanla etkilesmesidir.
5. Spinin-Dénme Etkilegsmeleri; Molkiiliin bireysel donmesinin
meydana getirdigi manyetik alanla, spinin manyetik momentinin
etkilesmesidir.
2.6 Paramanyetik Roélaksasyon(1,16)
Parmanyetik iy;)nun elektron spini § ile suyun c¢ekirdek spini f
nin dipolar etkilesmesi, spin-6rgi rolaksasyon zamanma katkida

bulunurlar.

Cekirdek ve elektron momentleri U, ve U, -etiklesmelerinin

hamiltoniyeni
- - - -

- ’J 3(,ue.r)(,uc.r)

H = - (2-27)
r T
seklinde olan bir ¢ift manyetik iki kutuplunun etkilesmesidir
- -
p,= YAl
(2-28)
po= YAl
bagmntilarindan
AT

hZXX’ o (Ir)(lr)

#H = | LI -3 2 (2-29)

Olur. Operator formda yazabilmek icin 7/1(1:) rastgele hamiltoniyeni,

#(t) =3 F (A" (2-30)
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seklinde yazilabilir. F(Q)(t) zamanin rastgele fonksiyonlar: AQ 1ar da spin

operatorlerini gosterir. Donen sistemde A@ 1ar

. . iw (@
e™ Ae™ =A"(H)=YA ™" 2-31)

p

seklinde zamana bagh olurlar. #1(t) de donen sistemde

—iH.t iw (@)
#Ht)=e™ H(t) ™ =T FUA W™ (3-32)

Pq

olur. Buna gore denk. (2-30)un orgi ile ve spin ile ilgili kisimlari

aywrirsak,
sin Bcos e sin’ ge ™ 1-3cos’ 0
F(1) =_LOSS__, 1:‘.(2)__3__’ F(3) =_$__ (3-39)
r T r
2 1
AY = a{—glzsz +=(Ls_+ I‘S+)}
AY=of1s, +1,8 } (3-34)
(2) _ 1 _ 3
AT =ZdS,, a=-3 $3sh
elde ederiz. Esas hamiltoniyen
#,=w,l, + WS, (3-35)

ile verilir. Buna gore dénen sistemde A(q) lar asagidaki sekilde yazilirlar.

e™ A% ™ = 2/301 S, +1/600,5 "™ +1/601_8 e
o™t AV = a[I+Szeiw" + I+Szeiw"t] (2-36)
eiﬂ‘otA(z)e—iﬂJ‘,t =1/ 2a1+s+ei(WI+WS)t

Makroskopik ornek lizerinde gergeklestirilen bir deneyde M

miknatislanmanm 6l¢iilen degerinin zamanla degigimi olan,

14



d<M>*

m =—{<A> *—-<A>o} 2.37

rolaksasyon denklemini elde ederiz.

A=1/231, (Wp(q)){ Ap(“),( Ap(’q),M)}
Pq

Jp (w9 spektral yogunluk ise;

oo .o q

1 (w,) = [FY (OF (t+9) ™ as 2-38)

—c0

olarak verilir. Denk(2-37) de yerine koyar ve M,= I, ifadesini yazarsak,

<Lyt > 1) -1 (<s, > 5,
(2-39)
ii;_z?_: ~1/TY(<1, >-1)-1/T*(<S, >-8,)

I ve S indislerini degistirmek yoluyla TlSS ve TlSI icin benzer esitlikler elde
edilir.

OI_ 2y 232 (0) (1 (@)
VT =% ¥ 7 S(S+l){l/121 (W, -wg)+3/2) 7" (w,)+3/4] (w, +WS)}

1/ T =32 Y R D1/ 257 (w, -w ) +37 41 (w, +w, )

Bu esitlikler kullanilarak, c¢iftlenmemis bir elektron tarafindan bir

gekirdegin rolaksasyonunu tamimlayan denklem,

(2-40)

12 XIZgZS(S+1)( 3k, .71, )
TllI 15 rf 1+W12'L'c2 1+W52”L’c2

olarak bulunur. Burada r c¢ekirdek ve elektron(veya iyon) arasindaki
mesafedir. wg ve wy elektron ve gekirdegin larmor frekanslaridir. 7. dipolar
etkilesmenin dalgalanmasi igin uygun korelasyon katsayisidir. T1H=T1

yazar ve wg>>Wi ve w2 7c¢2<<1 oldugunu kullanirsak

15



(2-41)

elde edilir. Bir c¢ekirdek spini etrafindaki n tane spin ile etkilegiyorsa

toplam rdlaksayon,

1_il_n den bul
T—iTﬁ—Tﬁ en unur.

1
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BOLUM 3: MATERYAL VE METOD
3.1.1. Materyal

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar
Dogum kliniginde ve Diyarbakir Dogum Hastanesinde dogum yapan
annelerden alman 25 kolostrum siit 6rnegi(0-5 giinliik), muayene
amaciyla hastaneye bag vuran annelerden dogum Oncesi alman 5
prematiire siit 6rnegi(5-8.5 aylik), dogum sonras1 farkli aylarda alman 5
matiire siit 6rnegi (2-6 aylik) caligmamizin materyalini olusturdu. Toplam
35 siit 6rnegi calisildi ve her anneden bir kez alind.
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1) Hidroklorik asit (HCL); Tiplerin temizlenmesinde

2) Fosforik asit; Sit'in pH'mi diglirmede

3) Askorbik asit; Paramanyetizmanin 6l¢iilmesinde

4) Bakir siilfat, Cinko klorid, Demir siilfat ve Demir nitrat ise
paramanyetik iyonlar igin stok ¢ézeltilerinin hazirlanmasmda kullanildi.
3.1.3. Kullanilan Araglar

1) 60 MHz'de cahisan JEOL FX-60Q FT-NMR spektrometresi

2) Santrifiij (Hettich-Rotofix II)

3) Etiiv (NEL)

4) pH metre (NEL model 1982 ingold elektroduyla)

5) Mikroenjektér (Hamilton)

6) Mikroliter-pipet (100ul)

T7) Pastor pipetleri

8) Konik dipli santrifiij tiipleri

9) 10mm c¢apinda NMR tiipleri

10) 0.02 ml lik pipetler

17



3.1.4. JEOL FX-60Q FT-NMR Spektrometresi(13)

JEOL FX60Q FT-NMR spektrometresi 15,00MHz karbon (13C) ve
59,78 MHz de proton (1H) rezonanslarini goézleme yetenegine sahip bir
yiksek ¢oziimlii FI-NMR sistemidir. Bilgisayar kontrolli olan
spektrometrede kulanilan bilgisayar, 64K kapasiteli Texas Instrument Co,
model JEOL-9808 dir. Sistemde enson Fourier Transform NMR teknigi,
Digital Quadrature Dedection (DQD) yontemi kullanilmaktadir. Ayrica bu
sistemde LLPCS(light Pen Control System) kullamilmaktadir. Boylelikle islem
oluk¢a hizli ve elde edinilen sonu¢ olduk¢a giivenilirdir. Bunun disinda
yeni gelistirilen bir program (Auto Stacking Program)'m kullanilmasi ile
farkl: tiirdeki deneylerin seri olglimleri operatorlerin katilimi en az diizeye
indirilerek otomatik olarak yapilabilmektedir.

FX- 60Q spekrometeresi standart inite seklinde bir 13C/1H ikili
bashik tasimaktadir. Incelenen ornegi degistirmeden IH ve 13cC
rezonanslarmi, diigmeyi bir konumdan diger konuma cevirmek sureti ile
hizli bir sekilde gozleme olanagi vardir. Yukarida ozelliklerinden
bahsedilen JEOL FX-60Q FT-NMR spektrometresi Sekil 3.1 de
gorilmektedir.
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Sekil 3.1 Standart JEOL FX-60Q FT-NMR Spektrometresi
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3.2. METOD
3.2.1. Deneysel Teknigin Prensipleri ve Dilizenek(4)

Manyetik rezonansta deneysel islem, kuvvetli bir dis manyetik alan
icine konan spin sistemi icinde olusan enerji diizeyleri arasmnda ikincil
olarak uygulanan zayif rf alani sonucu uyarian gecislere kars: gelen
spektrumlar1 gozlemektir. Bu nedenle NMR da deneysel teknik ii¢ temel
ilke iizerine kuruludur.

1. spin sistemi {izerine kuvvetli bir manyetik alan uygulamak. Boyle
bir alan genel olarak elektromiknatislardan elde edilir.

2. Bu kuvvetli manyetik alan icinde spinlerin yonelmelerine karsi
gelen enerji diizeyleri arasinda gecisleri uyarmak icin spin sistemi {izerine
lineer yada dairesel olarak kutuplanmis r.f alani uygulamak. Bu is i¢in
spin sisteminin cevresine sarilan bir makarada r.f alan1 olusturacak bit r.f
osilatorid kullanilir

3. rf enerjisi yardimi ile uyarﬂan spinlerin  sogurdugu enerjiyi
olgmek igin gerekli bir alici sistem.

Sonuc olarak bir NMR diizenegi sekil 3.2 de goriildiigii gibi temelde
bir elektromiknatis, bir rf atma kaynagi, bir rf tasiyicisi, bir tasiyicyalici
sarmm, bir algilama sistemi ve bir de bilgisayar gibi araglardan

olusmaktadir.
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Bilgisayar

- Alica

RF
Tasiyicl
L

Atma
Kaynagi

Sekil 3.2 Bir NMR sisteminin temel 6geleri.

NMR'de rf atmasindan hemen sonra gozlenen NMR sinyaline
Serbest Indiksion Bozunmasi (Free Induction Decay) kisacasi1 FID denir.
Sekil 3.3'te goriildiigi gibi NMR sinyali zamanla serbestge bozunur,
cinkii kendisini olusturan neden (rf atmasi) ortadan kalkmistir. Gercekte
sekil 3.3'te gorilen bozunma bir NMR spektrumu degildir. Ancak bu FID
sinyaline Fourier doniistimleri wuygulanarak Sekil 3-4' te goérilduga gibi
frekansa bagli olarak bir sinyal tiiretilir.

Volta) Siddet
Zaman 1//\\; Frekans
Sekil 3.3 NMR sinyalinin zamanla Sekil 3.4 Bir NMR
bozunumu(FID). spektrumu
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3.2.2. Inversion Recovery Yontemi(13)

Spin-6rgii rolaksasyon zamani T7'i 6lgmek igin genelde kullanilan
bir yontem olan IR (Inversion Recovery) teknigi; 180°-t- 90° puls
adimlarmm kullanilmas: ile M miknatislanma vektdriinin davranismm
incelenmesi esasma dayanir. Puls adimlar1 sekil 3.5'de ve bu adimlar

kullanildiginda M'nin davranis: ise sekil 3.6 ve 3.7'de gosterilmektedir.

180° pulsu 90° pulsu
« PI(t) > < PR

Sekil 3.5 Puls adimlarmin gosterimi.

Bu puls adimlar1 su sekilde agiklanabilir; Termal denge
durumunda H, sabit manyetik alan dogrultusu +z  yénindeki
magnetizasyon vektorii Mg(a), 180° puls ile -z yoniine gevrilerek My(b)
sekline déntistiriliir. rf alam1 kaldirddiktan sonra magnetizasyon
vektorii tekrar Ho alani dogrultusuna dénmeye aligir. Puls aralik zamani
-Mt; haline déniigiir. Bu anda 90° ygulamak suretiyle magnetizasyon x-y
diizlemine dondiiriliir ve FID (Free Induction Decay) sinyali dj gozlenir.
Fourier doniisimii uygulanarak bu sinyal bir spektrum pikine
doniigtirilir. Zamani t1 < tg <tg < 51 kosullarma uygun olarak c¢esitli
tler igin segilirse Cq, C9, Cg magnetizasyon vektorleri ya da dj, dg, d3

sinyalleri gozlenir.
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Z A z

+M o
180° pulsu
(tersleme)
y > y
X X
-M
a Y ° b
Gegen t zamant
4 Z
90° pulsu
(gozleme)
y > —¢ y
C,
v 'Mt1 d1
X b X
Zz Z
90° pulsu
y ~ Ny y
X -Mt, X
C, d,
90° pulsu
y > / ¥y
C; ds
X X

Sekil 3.6 Inversion recovery yodntemine gére magnetizasyon vektoriiniin

davranisi.
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+M,

it

'Mo

Sekil 3-7 Miknatislanmanin zamana gore degisimi.

t puls araligma kars: gelen Magnetizasyon vektorii My,

My = Mofl - Zexp(-y/T1)} (3-1)
denklemine gore degisir. Burada Tj spin-6rgii relaksasyonu olarak bilinir.
Bu degisim denklemini 180° pulsu ile -z yoniine ¢evrilmis olan -Mo

magnetizasyon vektorinin tekrar denge durumuna gelmesi siirecinin

uydugu,
dM M, -M, 0
d T 3-2)

1
diferansiyel denkleminin ¢6ziimii ile bulabiliriz.

90° pulsu ve Fourier doniigiimi yapildiktan sonra FID  sinyali
orneklendiginde Mo, Mt spektrumunun pik siddeti olarak elde edilir.

Bu dlgme yonteminde magnetizasyon vektori, 180° pulsu
eklendiginde 1sisal denge durumunda olmahidir. t=3T7, 4T, 5T veya 6T
durumunda, Denklem (3-1) de Mi=M, durumunu elde ettigimizde buna
karsilik gelen My=0.90 M,, 0.96 M, ve 0.99.5 M,, ¢evrimi elde edilebilir. 4
5T1 zamami, 90° pulsundan sonra sicaklik dengesinin yeniden

kurulabilmesi i¢in gereklidir.
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Bu yontemle elde ettigimiz spektrum ornegi sekil 3.8 de
gorilmektedir. t puls araliklamm 10 nokta elde edilecek sekilde
ayarlanmigtir. Degerleri saniye cinsinden sunlardir; t1=0.5s, t9=1s,
tg=1.bs, t4=2s, t5=3s, tg=bs, t7=Ts, tg8=9s tg=12s ve t1p=15s dir. 90°
pulsundan t1=0.5 saniye sonra M vektord terslenmigtir.Zamanla yukari
yonelen spin sayis1 artmakta ve t10=15 saniye sonunda Mg durgun
manyetik alan dogrultusundaki orjinal degerine erigsmektedir.
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Sekil 3.8 Ty Olgiimi i¢in alman IR Spektrumu (Ornek:anne siitii)




T1'in bulunmas: i¢cin bagka bir yontem de"SIFIR YONTEMI" dir.
Miknatislanmanin sifir olmasi i¢in gegen t stliresi (3-1) denkleminden
hesaplanirsa,
t=T,In2——T, =144t
Olacagmdan t dlciilerek T bulunabilir.

3.2.3. Siit Orneklerinin Hazirlanmasi

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadm Hastaliklar: ve
Dogum Kliniginde ve Diyarbakir Dogum  Hastanesinde dogum yapan,
muayene amaciyla hastaneye bagvuran annelerden; 25 Kolstrum siit(0-5
gunliik), 5 prematiire stit(dogum oncesi 5-8 aylik), 5 matiire siit (2-6aylik)
olmak iizere 35 siit Ornekleri alindi. Kolostrum siitleri, 2'ser ml ler halinde
alidi ve steril olarak hazirlanmis NMR tiplerine aktarilarak T1 olgtimleri
igin hazir duruma getirildi. Olgun anne sttleri (matire siit) ise 25'er ml
olacak sekilde alindi ve agagidaki iglemlere tabi tutuldu.

1. Her bir siit orneginden 5ml almdi ve T; olglimi igin ayrilds.
Geriye kalan sit 20 dakika siireyle 2000g'de santrifiij edildi ve
bilegenlerine ayrildi. Santrifiijden sonra {stteki yag tabakasmmin (fat
globule) altinda kalan siit sivisindan (decelled stit) 1.5ml lik drnekler
almarak Tj'i 6lgmek icin NMR tiiplerine aktarildi.

2. Kalan 20ml stitin 5ml si pH'a bagh rélaksivite deneylerine
ayrild: diger 15ml siite fosforik asit eklenerek pH'1 2'ye indi. pH'1 2'ye
ayarlanmig stitten 6mi(her bir iyon i¢in 1.5ml) almip roélaksivite deneyleri
icin ayrildi. Geriye kalan siit ise 20 dakika siireyle 2000g'de santrifiij
edildi ve yag tabakas:1 atildi. Elde edilen siit sivissnin pH's1 tekrar 2'ye
ayarlandi ve rolaksivite deneylerinde kullanildi.

3.24. Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneyde kullamilan Cut2, Zn'2, Fet2 ve Fet3 stok cézeltileri,
sirasiyla (0.031mMol, 0.031mMol, 0.036mMol, 0.089mMol)
konsantrasyonlara sahip olacak sekilde tartilmis az miktarda Bakir siilfat
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(C4504.56H90), Cinko klorid (ZnCl), Demir siilfat (FeSo4.7H90) ve Demir
nitrat (Feg(NO)3)'m ayr1 ayr1 balon sigelerde deiyonize suda ¢oziilerek
elde edildi. Bu g¢ozeltiler her defasinda deneye basglarken taze olarak
hazirland: ve relaksivite deneylerinde kullanildi.

3.2.5. Ty Ol¢timleri

Olgiilen tum sit ve siit sivis1i  orneklerinden elde edilen NMR
sinyali Sekil 3.9 da gériilmektedir. Biiyiik sinyal su protonlarmm ve kiigiik
sinyal siitteki yaga aittir. Qlinkii sadece yag bileseninde bu sinyalin
giddeti artmaktadir. NMR T odl¢timlerinde suya ait biiyiik sinyal kullanildi.

Tim sit, siit sivis1 ve paramanyetik iyon eklenmis siit sivismm Ty
Olgiimleri, proton igin 60 MHz'de c¢alisgan bir JEOL FX-60Q FT-NMR
spektrometresi ve 10mm dig ¢aph NMR tiipleri kullanilarak
gerceklestirildi (26). Inversion-Recovery puls adimi(180° -7- 90°) kullanildi.
Puls araligi(7) tiim sit ve siit sivis1 icin 0.5sn-15sn arallgmc'la ve
paramanyetik iyon eklenen sut sivisi1 igin ise 0.5sn-7sn arasinda
degistirildi. Puls tekrarlama siiresi 20sn idi. Prob sicaklilign JNM-VT-3C
otomatik sicaklik kontrol sistemi vasitasiyla (20+0.5)°C de tutuldu.

Tim sit, sit sivis1 ve iyon eklenmis siit sivisnn T élgiimleri ile
ilgili Inversion Recovery spektrumlarmim birer érnegi sekil 3.10, 3.11 ve
3.12 de gosterilmektedir.

Demir iyonu eklenen siitte T; degerleri zamanla degistigi i¢in,
demirli deneylerde T Glglimleri null metodu ile yapildi.

3.2.6. Rolaksivite Ol¢iimleri

Oncelikle rélaksivite deneylerinde kullanilmak iizere dogal pH da ve
pH=2 ye ayarlanmig 1.5ml ler halinde ayrilan tiisiit ve siit sivisma
askorbik asit eklenmeden &nce ve sonra olgillen (1/T1) degerinden siit ve

stit stvisinin  paramanyetizmasi dleiildi.
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Ote yandan rolaksivitenin pH'a baghligmi gozlemek icin, pH1
sirasiyla 6,4 ve 2'ye arlanmig siit sivisina ayr1 ayr1 daha énce hazirlanan
Cut2 ve Fet3 cozeltilerinden 50ul ilave edildi ve roélaksasyon Ool¢timleri
yapudi. Olgillen 1/Ty  degerleri kullanilarak rélaksivitenin iyi bilinen
formiilii olan

1/T, -1/T,
R=—t "

esitliginden yararlanilarak siit sivisindaki Cu*2 ve Fe™3 iyonlarmm farkh

(3-3)

pH lardaki roélaksiviteleri hesaplandi. Burada 1/T15 ve 1/Tqg sirasiyla
iyonlarin eklenmeden oceki ve soraki rolaksasyon oranlari, R siit
sivisindaki iyonun proton rolaksivitesi ve C de iyonun konsantrasyonunu
gostermektedir.

Ayrica Anne sutindeki paramanyetik iyonlarm spin-orgi
rolaksasyon oranina yaptiklari katkiyn goézlemek i¢cin pH=2'ye ayarlanmig
1.5ml sit ve sit sivismin her birine ayr1 ayr1 daha once hazirlanan
Cut2, Zn*2 ve Fet3 stok gozeltilerinden 25ul ilave edildi ve Tq olgiimleri
yapildi. Eklenen stok iyon g¢ozeltisi konsantrasyonlar1 100ul olacak sekilde
bu adimlar dort kez tekrarlandi. Rélaksasyon oranmmin herbir iyon igin
konsantrasyona kars: grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerden iyonlarmm proton
rolaksiviteleri bulundu.

Fet3 iyonu eklendikleri siitiin T; degerlerini zamanla degistirdigi
icin, Fet3 iyonunun  eklenmesinden hemen sonra ve 20 dakikahik
beklemeden sonra Tp olgiimleri yapildi. Olgiillen /Ty degerlerinin iyon
konsantrasyonuna karsi cizilen grafiklerden Fe™3'in proton rolaksiviteleri
bulundu. Fe™2 nin paramanyetik katkis1 kiigiik ve Fet3 gibi zamanla

degistigi icin rolaksivitesinin bulunmasina gerek kalmadi.
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Sekil 3.9 Siit ve siit sivismndan elde edilen NMR sinyali
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Sekil 3.10 Tim Siitiin Inversion Recovery Spektrumu(T1=2.19sn)
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Sekil 3.11 Siit Sivismm IR Spektrumu (T;=2.04sn)



Sekil 3.12 iyon Eklenmis Siit siismm IR spektrumu(T,

1.47s)
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BOLUM 4: BULGULAR

4.1) Dogum oncesi ve sonrasi zamanlara ait anne siitii 6rneklerinin
T; rolaksasyon zamani ve 1/T; rolaksasyon oranlana ait degerler Tablo
4.1'de verilmistir. Bu veriler kullanilarak 1/T; oranlarmmm zamana karsi
degisimi ise grafik halinde Sekil 4.1'de gosterilmistir.

Kolostrumdaki hizli degisimi daha iyi gozleyebilmek igin, dogum
sonras1 0-5 gilinleri arasimndaki ve ilk 24 saatteki siitlere ait 1/T degigimi
Tablo 4.2 ve 4.3'te ve bunlarin grafikleri Sekil 4.2 ve 4.3'te verilmigtir.

Dogum sonras1  siitiin 1/T{ oranmm  Tablo 4.4 teki deney
sonuclarmin giinlere kars1 ¢izilen grafigi ise, Sekil 4.4 te verilmistir.

4.2) Fizyolojik pH'da ve pH=2 ye ayarlanmig silit ve siit sivisina
askorbik asit eklenmeden evvel ve sonraki siit ve siit sivismnin dlgiilen 1/Tq
degerleri ise Tablo 4.5 te verilmistir

4.3) Farklh pH'lardaki siit sivisma Fet3 ve Cu'™3 iyonlarm
eklenmesinden 6nce ve sonra olgiilen 1/T7 degerleri ve bu iyonlarm proton
rolaksiviteleri Tablo 4.6 ve 4.7 de ve degisim grafigi ise Sekil 4.5 de
verilmistir.

4.4) pH=2'ye ayarlanmig tim sit ve sit sivisina  degisik
konsantrasyonlarda hazirlanmig Cut2 ve Znt2 iyonlarmn eklenmesiyle elde
edilen Orneklerin ol¢iilen 1/T7 degerleri Tablo 4.8 da verilmistir. Eklenen
Cut2  iyonunun neden oldupu paramanyetik katkmmn konsantrasyona
baglilign Sekil 4.6 ve Zn*2 iyonunun konsantrasyonuna, 1/T{'in baghhg
ise Sekil 4.7 de goriilmektedir.

Fet3 iyonu eklenen siit ve siit sivisindaki 1/T1 oranmin, iyonun
eklenmesinden hemen sonra olgiilen degeri ile 20 dakikalik beklemeden
sonraki degeri Tablo 4.9 da ve konsantrasyona baghilig1 ise Sekil 4.8 ve
49 da gorilmektedir. Ayrica 4.6 dan 4.9'a kadar olan grafiklerin en
kiiciik kareler fitinden elde edilen veriler Tablo 4.10 da verilmektedir.
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4.5) Son olarak pH=2'yve ayarlanmig siit ve siit sivisma sabit
konsantrasyondaki Fet2 iyonun eklenmesiyle olgiilen T; ve 1/T{ Deney
sonuclar1 Tablo 4.11 ve 4.12 de ve I/T{'in zamana gore degigimi grafik
halinde Sekil 4.10 ve 4.11 de verilmigtir.
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No Zaman(giin) T1 (s) YT1 (I/s)
1 -105 2.131 0.469
2 -60 1.627 0.614
3 -60 1.620 0.617
4 -30 2.045 0.489
5 -15 0.864 1.157
6 0 0.864 1.157
7 0 0.864 1.157
8 0 0.821 1.218
9 0 1.008 0.992
10 0 1.051 0.951
11 0 1.059 0.944
12 0 1.152 0.868
13 0 1.253 0.798
14 0 1.267 0.789
15 0 1.282 0.780
16 0 1.297 0.771
17 0 1.332 0.750
18 0 1.368 0.730
19 0 1.410 0.709
20 0 1.584 0.631
21 0 1.627 0.614
22 0 1.699 0.588
23 1 1.795 0.5657
24 1 1.672 0.598
25 1 1.642 0.609
26 1 1.081 0.925
27 2 1.908 0.525
28 3 2.044 0.489
29 5 2.049 0.488
30 60 2.092 0.478
31 60 2.092 0.478
32 90 2.188 0.457
33 150 2.336 0.428
34 180 2.380 0.420

Tablo 4.1 Dogum 6ncesi ve sonrasi farkli zamanlara ait anne

stitiiniin olgiilen Ty ve 1/T; degerleri.
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SPIN-ORGU DURULMA ORANI 1/T1 (1/S)
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DOGUM ONCESI VE SONRASI ZAMAN (gin)

Sekil 4.1 Anne siitiiniin 1/T oranmmn zamana baglihg
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No Zaman(giin) T1(s) 1/T1(1/s)
1 0 0.864 1.157
2 0 0.864 1.157
3 0 0.821 1.218
4 0 1.008 0.992
5 0 1.051 0.951
6 0 1.059 0.944
7 0 1.152 0.868
8 0 1.253 0.798
9 0 1.267 0.789

10 0 1.282 0.780

11 0 1.297 0.771

12 0 1.332 0.750

13 0 1.368 0.730

14 0 1.410 0.709

15 0 1.584 0.631

16 0 1.627 0.614

17 0 1.699 0.588

18 0 1.795 0.5657

19 1 1.672 0.598

20 1 1.642 0.609

21 1 1.081 0.925

22 1 1.908 0.525

23 2 2.044 0.489

24 3 2.049 0.488

25 5 2.092 0.478

Tablo 4.2 kolosturumun T; ve 1/T; degerlerinin giinlere gore degigimi.
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1#T1 ORAN (11s)
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©

0.4 5 T - T T

KOLOSTRUMDA ZAMAN (giin)

Sekil 4.2 Kolostrumun 1/T; oraninmn zamana baghlig:

39



No Zaman(saat) T+ (s) 1/T1(1/s)
1 2 0.821 1.218
2 5 1.584 0.631
3 10 1.059 0.944
4 12 1.410 0.709
5 13 1.267 0.789
6 15 0.864 1.157
7 15 1.051 0.951
8 15 1.152 0.868
9 15 1.253 0.798

10 15 1.368 0.730

11 16 1.008 0.992

12 16 1.297 0.771

13 20 1.627 0.614

14 24 1.699 0.588

Tablo 4.3 Kolostrumun T1 ve 1/T1 degerlerinin ilk 24 saatteki degerleri.

No Zaman(giin) T1 (8 YT (1/s)
1 1 1.642 0.609
2 1 1.795 0.557
3 2 1.908 0.524
4 3 2.044 0.489
5 5 2.049 0.488
6 60 2.092 0.478
7 90 2.188 0.457
8 150 2.336 0.428
9 80 2.380 0.420

Tablo 4.4 Dogum sonras: giinlere ait anne siitiiniin 6lgiilen Ty ve

1/T1 degerleri.
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DOGUMU IZLEYEN SAATLER

Sekil 4.3 Kolostrumun ilk 24 saatteki 1/T{ oraninmn zamana baghihgi.
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Sekil 4.4 Dogum sonrasi siitiin 1/T7 Oranmm zaman bagliligl.
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pH= pH=17

(Fizyolojik)
yTi6 | YTys | (AYTD | YT16 T1s (AlY/Ty)
Tim Siit | 0503 | 0.489 | 0.014 0.469 0.462 0.007
Sit sivis1 | 0477 | 0470 | 0.007 0.461 0.456 0.005

Tablo 4.5 pH~7 de ve pH=2 de askorbik asit eklenmden onceki ve

sonraki siit ve siit s;vismm 1/T7 oranlari.
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Konsantrasyon (mM)
pH 0 0.072 A1/Tq R
YT1(l/s) YT1(1/s) (1/s)

7.28 0.454 0.477 0.023 0.3
6 0.460 0.511 0.051 0.7
4 0.472 0.580 0.108 1.5
2 0.481 0.833 0.352 4.9

Tablo 4.6 Degisik pH larda siit sivismda Fe*3 iyonunun proton

rélaksivitesi.

Konsantrasyon (mM)
pH 0 0.063 ATl R
YT1(1/s) YT1(V/s) (1/s)

7.26 0.483 0.487 0.004 0.06
6 0.488 0.495 0.007 0.10
4 0.503 0.518 0.015 0.23
2 0.547 0.574 0.027 0.43

Tablo 4.7 Degisik pH larda siit sivisinda Cu*2 iyonunun proton

rolaksivitesi.




ROLAKSIVITE (1/s.mM)

pH

Sekil 4.5 Siit sivisinda Fet3 ve Cut2 iyonlarmm proton rolaksivitelerinin
pH'a baghlig.
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IYON Konsantrasyon yTy SUT /T Siit Sivis1
(mM) (I/s) (1/s)
0 0.482 0.475
0.031 0.518 0.496
Cut+2 0.063 0.546 0.506
0.094 0.569 0.514
0.126 - 0.534
0 - 0.475
0.031 - 0475
Zn+t+2 0.061 - 0.475
0.092 - 0.475
0.122 - 0.475

Tablo 4.8 Olgun anne siitiine ve siit stvisina pH=2 de iken ilave edilen

iyonlarin konsantrasyonlarma bagh olarak olgiillen 1/T degerleri.

KON 1/T1 siit 1/T1siitb | 1/T1siit s | 1/T1siitsb
(M) (/) (1/s) (1/s) ¢70)
0 0.455 0.455 0.450 0.450
0.036 0.590 0.522 0.570 0.518
Fet3 0.072 0.726 0.579 0.750 0.584
0.107 0.827 0.609 0.930 0.694
0.143 1.050 0.675 1.157 0.812

Tablo 4.9 Olgun anne siitiine ve siit sivisma pH=2 de iken Fet3'iin
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eklenmesiyle hemen ve beklemeden sonra(1/T1siitb) iyonun

konsantrasyonuna baglh olarak dlgiillen 1/T; degerleri.
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Sekil 4.6 Siit ve siit stvismin 1/T] Oranmm Cu™2 iyon konsantrasyonuna

baglili.
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Sekil 4.7 Sit ve siit sivisinin 1/T{  oranmim Znt2 iyonu konsantrasyonuna

baglilig.
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1/T1(1/s)

0.4 T
0.0 0.1 0.2

KONSANTRASYON (mM)

Sekil 4.8 Fet3 iyonun eklenmesiyle ve beklemeden sonraki flgiillen stitiin

/T1 oraninin iyon konsantrasyonuna baghilig.
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1.5 7

1T1 (1/s)

KONSANTRASYON (mM)

Sekil 4.9 Fe'3 iyonunun eklenmesiyle ve beklemeden sonraki siit

sivisinin 1/T7 oranmm iyon konsantrasyonuna baghligi.

50



Iyon

R r En kiiciik kareler fiti
Cut2 0.930 0.99 | 1/T1(siit)=0.486+0.930x

Tiim Siit Znt2 0 0 1/T (siit)=0.475
Fet3 3.990 0.99 | 1/Tq(siit)=0.443+3.990x
Cut2 0.430 0.98 | 1/T1(s.s.)=0.478+0.430x

Siit sivis1 Znt2 0 0 1/T1(s.8.)=0.475
Fet3 4.970 0.99 | 1/T(s.s.)=0.416+4.970x

Tablo 4.10 Siit ve siit sivismm 1/T] oraninin Cut2, Zn*2 ve Fet3

iyonlarmin konsantrasyonlarma karsi en kiigiik kareler fit degerleri.
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Konsantrasyon Zaman T Sat /T Siit
(mM) (dak) (s) (/5)
0 0 2.074 0.482
7 1.872 0.534
0.089 11 1.800 0.555
16 1.786 0.560
19 1.767 0.569

Tablo 4.11 pH=2 de anne siitiine Fet2 iyonun eklenmesiyle zamanla

degisen T ve 1/T; degerleri.

Konsantrasyon Zaman’ Tq Sit Sivis1 | /T Siit sivisa
(mM) (dak) (s) (1/s)
0 0 2.045 0.489
5 1.814 0.551
0.089 10 1.786 0.560
20 1.771 0.564

Tablo 4.12 pH=2 de siit s1vismna Fet2 iyonun eklenmesiyle zamanla

degigen Ty ve 1/T'1 degerleri.
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Sekil 4.10 Fet2 iyonu eklenmis siitiin 1/T{ oranmm zamana baghlig.
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Sekil 4.11 Fet2 iyonu eklenmis stit sivisnin 1/T{ oranmnmn zamana

baglilg.
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BOLUM 5: TARTISMA VE SONUC
o Selgll 41 de gorullluéu {izere incelenen siit ornekleri goézoniine
almdiginda 1/T rolaksasyon orani kolostrumda en yiiksek degeri almakta,
matiire siit doneminde diizenli olarak azalmaktadir. Dogum &ncesi ile ilgili
alman birkag sit orneginin 1/T{'i de kolostrum siitiinden diigiik oldugu
gozlenmektedir. Biz bu arastirmada dikkatimizi kolstrum ve daha sonraki
donem (matiire siit) tizerine yogunlastirdik.

Kolostrum dénemine ait (0-5 giin) 1/T7'in zamana gére grafiginden
gorildigi gibi (Sekil 4.2) rélaksasyon orami ilk 24 saat icerisinde hizlica
diismekte ve daha sonraki diisiis yavaslamaktadir. Bu nedenle dikkatimizi
ilk 24 saatin datasma teksif ettik.

Dogumu izleyen ilk 24 saatin 1/T1 oranmnin zamana bagliligindan
(Sekil 4.3) gorildigii lizere rolaksasyon oranmin diigisii hemen hemen
lineer olmaktadir.

Kolostrum ve matiire siit donemleri bir arada diigtiniiliirse,
rolaksasyon oranmin zamana goére diislisii (Sekil 4.4) goriildiigi gibi lineer
olmaktadir.

Anne stitii temel olarak su, yag, proteinler ve iyonlardan meydana
gelmistir(11). Ge¢mis calismalardan iyi bilinmektedir ki kolostrumdan
baslayarak laktasyon donemi boyunca siitteki protein ve iyon miktar:
azalmaktadir (9). Ote yandan herhangi bir ¢ozeltideki rélaksasyon oranmin
(1/T1) o ¢ozeltinin protein ve paramanyetik iyon konsantrasyonundan katk:
aldign ¢ok iyi bilinmektedir (14,17). Bu nedenle de kolostrum sonrasi
siitin rolaksasyonundaki diigiis protein ve iyon miktarindaki azalmayla
ilgili olmalidir.

Siitteki en temel paramanyetik iyonlar Fet3 ve Cu'2 olmaktadir. Bu
iyonlar askorbik asidin eklenmesiyle indirgendigini ve indirgenmis halin
paramanyetizmasimin da hemen hemen sifir oldugu bilinmektedir. Bu

nedenle dogal pH'daki siit ve siit sivisina askorbik asit eklenmeden once
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ve sonra Olgiim yapidi. Gok zayirf bir paramanyetik katkmm varlign
tespit edildi (Tablo 4.5). Ote yandan bir paramanyetik iyon gozeltisinin
pH'1 azaltildiginda paramanyetik katkinin arttigy biliniyor (15). Birim
iyon konsantrasyonu (Mm) bagina paramanyetik katkinin artismi ifade
eden rolaksivitenin pH'a baghlik grafigi (Sekil 4.5) daha onceki ¢alismalar:
dogrulamaktadir. Bundan dolayr tiim siit ve siit sivismm pH=2' de
askorbik asit eklenmeden evvel ve sonraki Tj degerlerini de élgerek bu
pamanyetik etki daha iyi algilanabilir hale getirildi. Tablo 4.5 siitiin
1/T{ oramma paramanyetik katkinmn varligmi  kesin  olarak
dogrulamaktadir.

Bu katkmm daha ¢ok Cut2, Fet3 ve Znt2 iyonlarmdan mi yoksa
herhangi bir iyondan mi geldigini anlamak i¢in, Tiim siit ve siit sivismin
her birinden bu iyonlarin rolaksivitesi saptandi. Tablo 4.8 ve 4.9 de goriilen
degerlerin grafiklerinden (Sekil 4.6-4.9) Tablo 4.10 daki veriler elde edildi.
Toblodan goriildiigii {izere Fet3 ‘iin proton rélaksivitesi Cu'2 nin proton
rolaksivitesinden siitte 5 kere, siit sivisinda 10 kere daha biiyiiktiir. Bu
nenedenle siitteki paramanyetik katkmm Fet3'den geldigi diisiiniilebilir.

Bununla beraber gerek Fet2 ve gerek F*3 iyonu eklenen siitte
dinamik denge hemen kurulamamakta ve bu nedenle rilaksasyon zamana
bagh olmaktadir. Fet2 eklenmis siit ve siit sivis1 i¢in rélaksasyon zamana
baglhiligindan (Tablo 4.11,4.12 ile Sekil 4.10, 4.11) gorildiiga {izere
rolaksasyon 20 dakika sonra kararli hale gelebilmektedir. Buradaki
rolaksasyon artisn1 Fet2 nin Fet3'e yiikseltgenmesini akla getirmektedir. Bu
nedenle de bu verilerden Fe™2'nin rolaksivitesini tespit etmek miimkiin
degildir. Bununla beraber Fet2 nin rélaksivitesinin ¢ok kiiciik oldugu
bilinmektedir (15). Bu nedenle de siitte bir paramanyetik katkida
bulunmas: diigiiniilemez. Zn*2'nin rélaksivitesi ¢ok kiigik oldugundan
(Tablo 4.8) siite bir paramanyetik katkis1 beklenemez. Bu nedenle
gozlenen katki Fet8 ve Cu*2den gelmelidir. Yukanda da belirtildigi gibi
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katkmm Fet3 geldigini akla getirir. Burada sunu da belirtelim ki Fe™t3
eklenen siitiin rélaksasyonu da zamana baghhk gdstermektedir. Fet2 nin
aksine rélaksivite azalmaktadir. Biz rélaksivite i¢in ilk 6l¢iimiin degerlerini
kullandik. Niimuneye Fe'3 iin eklenmesinden ilk $l¢iim yapilmasma kadar
gegen silire igerisinde rolaksivitede bir miktar azalmanin olmasi
kacmilmazdir. Bu nedenle de orjinal rolaksivite degeri 5 ten daha biiyiik
olmalidir. Fet3'in rolaksivitesinin azalmasi bir ¢okmeye veya baglanma
gibi olaylarla ilintili olabilir.

Bir ¢ozeltideki paramanyetik iyonun varligim ¢ézeltinin 1/T oranimi
artirdignt NMR nin ilk giinlerinden beri bilinmektedir (14,21). Bu teorinin
ana hatlar1 Kesim 2.6 da paramanyetik durulma adi altinda incelendi ve
/T igin (2-41) formiilii tiiretildi. Bu bagmtilar siiti de iceren biitiin
paramanyetik ¢ozeltilere uygulanabilir ve deney ile teorinin uyusup
uyusmadign smanabilir. Ne varki biz bundan ziyade bir paramanyetik
iyonun rolaksasyonu kisaltma yetenegi ile (rolaksivite) ilgilendik. Tablo 4.10
dan goriildiigii iizere siit ve siit svismin herbiri ve Cut2 ve Fet3
iyonlarmimn herbiri i¢in 1/T1'in iyon konsantrasyonuna baglihign anlaml:
olarak,
1/Tg=1/T,+RC 6-1)
bagmtisina uymaktadir. 1/T,5, 1/Tg sirasiyla iyon eklenmeden onceki ve
sonraki ¢ozelti rolaksasyon zamam olmaktadir. R iyonun proton
rolaksivitesi, C ise iyon konsantrasyonu olmaktadur.

Bir cozeltideki su protonu iki farkli gevre (a ve b) arasmda hizh
degis-tokus yaparsa ,
/T, =P /T, +P, /T, 5-2)
ile verilir (27). Burada P,, a cevresinde ve P} ise b cevresinde su
protonunun bulunma olasthgidir. 1/T1, ve 1/Tq} ise swrasiyla a ve b
gevresinde su protonunun  roélaksasyon oranidir. (5-2) bagmtis1i yeni

diizenlemelerle (5-1) denklemine benzer hale getirilebilir. S6yleki;
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gevresinde su protonunun  roélaksasyon oramidir. (5-2) bagmtis1 yeni

diizenlemelerle (5-1) denklemine benzer hale getirilebilir. Soyleki;
/T, =P, /T, +B, /T,
toplam olasilik;
P+P =1=P =1-P,
dir.
1-P

b

T, T

la 1b

1/T, =

yazilir.

1 1 1
l/T1 ='T—+ K(—T—;——i)c

la 6-3)
1/T, =1/ T, +[Sabit]C

Bu durumda siit ve siit ¢ozeltisinin her ikisinde de su
protonlarmm paramanyetik iyonlarm koordinasyon kiiresi ile (baghh hal)
serbest faz arasinda Lkimyasal tegis-tokus yaptign diigliniilebilir ve
rolaksasyon mekanizmasi bu iki faz arasmda ortalanmigtir.

Sonu¢ olarak bu galigmada, siitin 1/T7 oranmmm Laktasyon siiresi
boyunca azaldign ve bunun da protein ve iyon azalmasma paralellik
gosterdigi vurguland1.Siit ve siit sitvismm 1/Tq oranma Fe*3 iin anlaml bir
katkida bulundugu  belirlendi ve iyon eklenen ¢ozeltilerin durulma

mekanizmasmin, iyona bagh su ile serbest su arasindaki hizlh kimyasal

degis-tokugtan kaynaklandig: kamtlandl.
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BOLUM 6 : OZET

Bu c¢alismada anne  siitliniin T roélaksasyon mekanizmasmin
zamanla nasil degistigini aciklamak igin, dogum Oncesi ve sonrasi
dénemlere ait anne siitiiniin 1/T{ oranlarinin laktasyon peryotlarma
baglilig1 incelenmigtir. Olgiimler 60 MHz de ¢alisgan FT-NMR spektrometresi
kullanilarak Inversion Recoveri ve Null metoduyla  yapilmistir. 1/Ty
oranmm kolostrumdan olgun siite dogru laktasyon donemleri siiresince
azaldigy gozlenmisgtir. 1/T7 deki bu azalma, siitteki total protein ve
paramanyetik iyonun (ozellikle Fet3) Lkonsantrasyonunun azalmasma

paralel oldugu diigtiniilmektedir.

Ayrica olgun anne siitiine ¢esitli konsantrasyonlarda karigtirilan
paramanyetik iyonlarm ( Cut2, Zn*2, Fet2, Fet3 ) siitin 1/T; oraninmn
etkileri iyon konsantrasyonuna bagli olarak incelenmigtir. olgun anne
stitiiniin 1/T{ oranmin paramanyetik iyonlarm eklenmesinden oOnceki ve
sonraki degerlerinden proton rolaksivitesi hesaplanmigtir. Proton
rolaksivitesi Fet3 iyonu ic¢in anlamlica, diger iyonlar igin ¢ok  kiigik
bulunmustur. Bundan dolay1 siitiin 1/T7 oranma iyon katkismin yalnizca
Fe+3 iyonundan gelebilecegi sonucuna varilmigtir. Fet3 iyonu varliginda
bu islemler yapilirken fizyolojik pH da (pH=7 civar1) 1/T{ oranmm kiiciik

oldugu pH=2'ye indirilirken bu oranin oldukca biiyiidiigii gézlenmigtir.
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BOLUM 7 : SUMMARY

In this study, the dependence of spin-lattice relaxation rates (1/T,)
in human milk, belonging to pre and post-birth periods, to the lactation
periods has been investigated in order to explain how relaxation process in
human milk changes over time. The measurements were carried out by
inversion recovery and null methods, using an FT-NMR spectrometer
operating at 60 MHz. It was observed that relaxation rate of human milk
decreased during lactation periods from colostrum towards mature milk. It
has been supposed that this decrease in 1/T; is paralel to that of total
protein and paramagnetic ions concentrations (especially Fet3) in human
milk.

Moreover, the effects of paramagnatic ions (Cut2, Znt2, Fet2, Fet3)
added to the milk at various concentrations, on relaxation rate of the milk
have been investigated, depending on ion concentrations. The relaxivity of
proton has been calculated through the values of relaxation rate of mature
milk before and following the addition of paramagnetic ions. The relaxivity
of proton has been found to be significant for Fe*3 ions while it has been
very small for other ions. Therefore, it has been concluded that the ion
contribution of the milk to relaxation rate may be based upon Fe*3 only.
While these processes were conducted in the existence of Fe*3 ion, it has
been observed that the relaxation rate was small in physiological pH (near

pH=T), and that this rate increased considerably as it was lowered to pH=2
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