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ONSOz

Manyetik rezonansin kelime anlami manyetik titresim demektir. Nukleer
Manyetik Rezonans (NMR) calismalar1 1946 yilinda baglamistir.

Lauterbur ve Mansfield tarafindan 1973 yilinda fiziksel yapilarin analiz
edilmesinde NMR teknigi kullanilmistir. Bu calismalarin ivmeli artisina miiteakip,
Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI) teknigi ortaya ¢ikmis ve bircok biyomedikal,
kimya ve miihendislik alanlarinda uygulanmilir hale gelmistir (Unal 2008).

Bu tez de verilen konularin uygun bir tarzda derlenerek ortaya konulmasi, ileride
yapilacak ¢alismalar i¢in hazir bir veri tabani olusturacagi i¢in oldukg¢a dnemlidir.
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1. GIRIS

Yilzyilimizin, spektroskopi alanindaki en biyilk buluslardan biri olan manyetik
rezonansin bilime ve teknolojiye olan katkisi oldukga ¢oktur. Manyetik rezonansin uygulama
alan1 1946’ da, Harvard’ da Purcell, Pound, Torrey ve Stanford’ dan Bloch, Hansen ve
Packard’ 1 ilk basarili deneyleri ile birlikte biiyiik bir hizla gelisti (Slichter 1963). Teorik ve
teknik gelisimi gliniimiizde de devam etmekte olan bu teknigin temel formilasyonu Kklasik
olarak Abragam tarafindan Ozetlenmistir. (Abragam 1961). Baslangigta fizikte kullanilan
NMR, sonralar1 kimyada, biyolojide, biyofizik, biyokimya, tip ve eczacilik alanlarinda da
kullanilmaya ve uygulama alanlarini genisletmeye baslamistir (Bahgeli 1996).

Biyofizikte NMR spektroskopisinin ¢ok sayida uygulamasi vardir. Bir yapidaki baz
durumu ve hidrojen baglarmin konumu, proteinlerde gegici sarmal helis yapilarinin
gozlenmesi, proteinlerin ligandlari ile etkilesim iginde olmasi ve biyolojik zarlarin yapilarinin
ve davranislarinin irdelenmesinde NMR spektroskopisi biiylik 6l¢iide kullanilmistir (Yildirim
1985).

Tipta saglikli kanlar ve hasta kanlarinin T1 rolaksasyon zamanlarinin karsilagtirilmasi

ile ivme kazanan arastirmalar (Floyd ve ark. 1975, McLachlan 1980), kanserli ve normal
dokularin durulma zamanlarinin karsilastirilmasi ile daha da ileri boyutlara varmis (Frey ve
ark. 1972, Koutcher ve ark. 1978), ve manyetik rezonans gorintileme (MRG) yonteminin
dogmasina yol agmigtir (Koenig ve Brown 1985, Mansfield ve Maudsley 1977). Manyetik
rezonans gorlntuleme (MRG) yonteminin slrekli olarak hastane hizmetlerinde kullanimi,
daha 6nce NMR ile in vitro yapilan ¢alismalarin artik in vivo olarak tekrarlanmasini
gerektirmistir. Doku deneyleri bunun en alisildik 6rnegi olmaktadir (Frey ve ark. 1972,
Koutcher ve ark. 1978). MRG, hastaliklarin teshisi igin sturekli olarak kullanilmaktadir.
MRG, gesitli diizlemlerde ¢ekilebilen mitkemmele yakin goruntiler vermektedir. MRG’ deki

goriintli netliginde dort faktor etkilidir, bunlar: Kimyasal Kayma, Hidrojen Yogunlugu, , T1

ve T2 rolaksasyon zamanlaridir. Rolaksasyon zamanlarmin saglikli ve sagliksiz dokular

birbirinden ayirt etmek icin kullanildig1 bilinmektedir(Bottomley ve ark. 1987, Friedman ve
ark. 1986).

Cozeltilerdeki molekdllere iliskin hareketli olan mekanizmalarin anlasilmasi i¢in NMR

rolaksasyon zamanlarimin (T1 spin-0rgii ve T2 spin-spin) uygulanmasi vazgecilmez ve



oldukga siklikla kullanilan bir yontem haline gelmistir (Marshall ve ark. 1972, Hubbard 1963,
Popov 1979).

Bu tezin amaci, frekansa, sicakliga, konsantrasyona, vizkoziteye, vizkozite/sicaklik
oranina ve PH iizerine yapilan NMR T1 ve T2 verilerini degerlendirerek; ortaya ¢ikan

sonuglar1 arastirmacilarin hizmetine sunmaktir.



2. KISA NMR TEORISi

2.1. NMR'"in Klasik Tarifi

Once bir kompas ignesi gibi, donmeyen bir magnetik bedenin, bir dis magnetik
alandaki davranisini inceleyelim. Alanin konumundaki ani bir degisiklik, ignenin iki ucu
tizerinde kuvvet olusmasina ve boylece ignenin kendi eksen diizleminde sallanmasina neden
oOlur; siirtiinme yoksa ignenin uglari alan ekseninde siiresiz olarak ileri-geri salinmaya devam
eder.

Magnet eger kendi giiney-kuzey ekseni etrafinda hizla donerse meydana gelen
presesyon oldukga farklidir. Bu durumda griyoskopik (topacg) etki nedeniyle, alanin dénme
eksenine uyguladigi kuvvet, presesyonun kuvvet diizleminde degil, buna dik bir diizlemde
olmasina yol agar; donen tanecigin ekseni bdylece magnetik alanin etrafinda dairesel bir yol
izler. Bu presesyon, bir kuvvet uygulanarak dikey konumundan saptirilan bir topacin
hareketine benzer (Sekil 2.1).

Klasik mekanige gore presesyonun acisal hizi uygulanan kuvvetle dogru, dénen
bedenin (ki buna kuvvet uygulanmaistir) agisal momenti ile ters orantilidir. Bir magnetik alan
icinde donen tanecik uzerindeki kuvvet, alan kuvveti Bo ile tanecigin magnetik momenti pf3
nin c¢arpimina, yani pf Bo ‘a esittir; agisal moment de I(h/2 = )dir; presesyon hizi wo,
asagidaki denklemle verilir. Buradaki y’ ya "magnetogrik oran" (veya, giromagnetik) denir.

2mup

wg=——By=7EBg
Ih (2.1)
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Sekil: 2.1. Dénen bir tanecigin bir magnetik alandaki presesyonu

Magnetogrik oran, donen bir tanecigin magnetik momenti ve agisal momentumu

arasindaki iligkiyi gosterir.

np
| (h/2 7) (2.2)

v =

Magnetogrik oran her ¢ekirdek igin 6zel bir degerdir. Presesyon frekansina (vo) "Larmor

frekans1" denir.

wy =7 By
Wy v By
vn: -
2 2
np
hvg = ]

(2.3)
Bu esitlik, NMR’1n kuvantum taniminda verilen,

Bo

AE=hv=pnp
| (2.4)



esitligi ile kiyaslandiginda, klasik mekanikten ¢ikarilan tanecik presesyon frekansinin, dénen
bir tanecigin bir spin halinden bir digerine geg¢isi i¢in gerekli radyant enerjiye veya kuvantum
mekanigi frekansina esit oldugu goriiliir; yani,

Vg =W dir. (25)

Bu esitlikten absorblanan 151n ve magnetik alanin kuvveti arasinda asagidaki baginti ¢ikarilir.
.-l_,- B[I

2T (2.6)

=

(D.A.Skoog, D.M.West ‘Principles of Instrumental Analysis’, (second ed), 1981)

2.2. NMR’1in Kuvantum Tanim

NMR, bir atomik ¢ekirdegin magnetik momentinin (p)bir dis magnetik alanla (Bo)
etkilesiminden meydana gelen magnetik rezonansin izlenmesinde radyo dalgalarinin
kullanildig: bir spektroskopik tekniktir.

Kuvantum mekanigi yoniinden tek kiitle veya tek atomik numarali bir ¢ekirdegin
“niikleer spin”i vardir. Cekirdegin her spini farklidir; bu durum, NMR deneylerinin, 6zel bir
elementin sadece 6zel bir izotopu i¢in hassas olmasi sonucunu gerektirir.

'H veya BC gibi dénen bir yiik (spinning charge) bir magnetik alan olusturur. Spini
+1/2 olan bir ¢ekirdegin olusturdugu magnetik alanin yoni, spini -1/2 olan ¢ekirdegin
yarattiginin ters yoniindedir (Sekil-a). Nukleer spinler bir magnetik alana (Bo) konuldugunda
enerji hallerine uygun olarak yonlenirler; yonlenmelerini saglayan etkiye Zeeman Etkisi

denir.

@) ? =
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Sekil 2.2. Dis magnetik alana gore spin hareketleri



Bir dig magnetik alan bulunmadig1 zaman niikleer spinlerin dagilimi rastgeledir (Sekil-
b). Bir dis alan, uygulanan alana paralel ve antiparalel niikleer magnetik momentler
olusmasini saglar (Sekil-c). Uygulanan manyetik alana paralel olan yerlesimlerin (Sekilde 1,
2, 3, 4) magnetik momentleri nispeten daha yuksektir.

Tanecigin spinine bagli acgisal momentin h/2 ile ¢arpiminin bir biitiin veya biitiinin
yarist oldugu kabul edilir (h planck sabitidir). Bir g¢ekirdek taneciginin maksimum spin
bileseni "spin kuvantum sayisi, ["dir; bu durumda bir ¢ekirdegin (21 + 1) hali vardir. Bu
hallere ait agisal momentum bileseni, secilen herhangi bir yonde, I, I -1, | — 2, ..., -I
degerlerinde olacaktir. Bir dis alan bulunmamasi durumunda cesitli hallerin enerjileri
birbirine esittir.

Bir protonun spin sayisi 1/2 dir; boylece I = +1/2 ve I =-1/2 olmak tzere iki spin
durumu bulunur. Agir ¢ekirdekler ¢esitli elementer taneciklerin biraraya gelmesiyle
olustugundan spin numaralari sifirdan, en az 9/2 ye kadar degisebilir. Bir ¢ekirdegin spin

numarasi, i¢erdigi protonlarin ve nétronlarin relatif sayisina baglidir.

2.3. Rezonans Olay1 ve Rezonans Kosulu

Rezonans kavraminin kokeni klasik mekanige aittir. Basit olarak soyle ifade edilebilir:
Iki basit sarkac diisey olarak yan yana asildiklarinda birisinin hareketi 6teki tarafindan tekrar
edilir. Yani, sarkaglardan biri hareketli, digeri durgun ise, hareketli olandan durgun olana
enerji aktarimi olur ve durgun olan da harekete baglar. Sonra enerjisinin bir bolimund
yeniden ilk sarkaca aktarir. Boylece, soniim etkenlerinin mevcut olmadigi bir ortamda iki
sarkag arasinda enerji alis verisi surekli devam eder .

Sarkaglarin dogal frekanslar1 birbirine esit olduklarinda, aralarindaki enerji aktarimi en
zirve duruma ulasir. Boylece sarkaglarin dogal frekanslarinin birbirine esit oldugu bu duruma
rezonans deriz.

Atomlarin kendi frekanslarmi gecis frekanslari olarak biliriz. Ayrica gelen 15181n
frekansi da ayarlanabilirdir. Yani elektromanyetik alanin frekansi ve atomun dogal frekansi
ayarlandigr durumda, bu kuantum mekaniksel sistem klasik mekanikteki sarkac sistemi gibi
hareket eder. Yani, ya elektromanyetik alandan atoma enerji gecisi olur ve ya baslangicta
uyartlmis durumda bulunan atomdan elektromanyetik alana enerji geger. Bunlardan

birincisine enerji sogurulmasi ve ikincisine ise enerji salinmasi deriz (Sekil 2.3).



Atom
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Sekil 2.3: Herhangi bir atomunda enerjinin salinmasi veya yutulmasi

Spin kuantum sayist [>0 olan g¢ekirdekler, manyetik alan igerisine getirildiklerinde,
manyetik kuantum sayisina gore belirli enerji seviyelerine yayilirlar. Protonun iki tane
manyetik kuantum sayis1 bulunur. Boylece dis manyetik alanda iki farkli enerji seviyesine

bolunir ve bu enerji seviyeleri

h H 1 h H, 1
E araiel =V 0 _— E = 0 { +—
paralel —/ = { ,.}J antiparalel Y = 2}

2.7)

gibi olur. Rezonans olayi, uygulanan manyetik alan ile paralel yonlenmis manyetik momentin,
disaridan verilen enerji ile, anti paralel konuma gegmesi oldugu igin, bu iki enerji seviyesi
arasindaki fark, rezonans acisindan 6nem kazanir. Enerji seviyeleri arasindaki enerji farki:

hH, (1 hH, 1

(2.8)

gibi olur. Buradan,

hH,
27T (2.9)

AE =y

formlli elde edilir. Bu baginti, protonun manyetik alanda bulundugu enerji seviyeleri

arasindaki farki gosterir. Plank sabiti h ve jiromanyetik sabiti y degismeyeceginden, degisken
parametre olarak yalnizca manyetik alan siddeti Hp karsimiza ¢ikar. Bdylece, protonun enerji
seviyeleri arasindaki fark, dogrudan manyetik alan siddetine baglidir. Kullanilan manyetik

alan siddeti (Hp) ne kadar fazla ise, bu enerji seviye farki AE de 0 oranda ¢ok olacaktir. Bu



fark, kullanilan cihazlarin hassasiyeti icin bir 0lcli olmaktadir ve bu seviyeler arasindaki
dagilima direk etki eden faktordiir (Sekil 2.4).

Hy 4 Hy 4
iy AEq e AE;

Hs > Hy AE> > AE4

Sekil 2.4: Bir protonun, farkl siddetteki iki manyetik alanda meydana getirdigi enerji seviyeleri

Elektromanyetik dalga icin enerji,

E=hv (2.10)
formall ile gosterilir. Rezonans kosulu i¢in (2.9) ve (2.10) nolu enerji denklemlerini
kullanirsak,

E=hv=y hHo

2 (2.11)
Hy
v=y 27

(2.12)

rezonans formiiliinii bulmus oluruz. (2.12) denklemi, rezonans i¢in NMR deneylerinde gerekli
kosulu bizlere gosterir.

2.4. Miknatishik ya da Sinyal Siddeti

Sekil 2.5 te Ei seviyesinde yukariya dogru sekilde gosterilen oklar, spinlerin Ho
alanina paralel bilesenini; E2 seviyesinde asag1 yonlii sekilde gosterilen oklar ise spinlerin Ho
alanina zit paralel olan bilesenini gostermektedir. Istatistik Fizik’e gore: huni doniisii spinlerin
sayist, ters huni doniisii yapan spinlerin sayisindan daha fazladir. Bu nedenle alt enerji
seviyesine daha fazla spin dizilir. Diger bir ifadeyle alt enerji seviyesinde daha fazla ve {iist

enerji seviyesinde daha az spin vardir. Bu niifus farkinin bileskesi bir Mg miknatislanmasina



yol acar. Sinyaller bu miknatislanmadan elde edilir. Sinyali veren miknatislanma da sekil 2.5’
de verilmistir. Istatistik degerleri ifade edebilmek igin spinlerin enerji seviyelerine dagilimini

ve bu dagilimdan elde edilen bileske manyetizasyonu (Mo) tekrardan verelim.

Sekil 2.5. Bir érnek numune icindeki spinlerin enerji seviyelerine yerlesiminin temsili gosterimi (Y1lmaz ve
Korunur, 2011)
Sekil 2.5 deki her bir enerji seviyesine spinlerin yerlesmesi Boltzmann kuralina gore
olur. Buna gore:
Ni=CeF/KT ve Np=ceE/KT (2.13)
olarak yazilir. Denkleme gore alt enerji seviyesine daha fazla ve (st enerji seviyesine daha az

spin yerlesecegini gorebiliriz.

Mo = sabit. (N1-N2).1 (2.14)

olarak yazilabilir. Ho alanina paralel Mo miknatislanmasini veren ifadeye, Boltzmann dengesi

de denir(Y1lmaz ve Korunur, 2011).
2.5. T1 ve T2 Durulmalarimin Makroskobik Bakis ile Anlatim

Ornege x-ekseni boyunca 90 derecelik bir RF(radyo frekans) puls paketi uygulanirsa,
M1,M2 ,........ M16000 bilesenlerini igeren Mo miknatislanmasi donerek y-ekseni boyunca
uzanir (Sekil 2.12). RF pulsu kesildikten sonra, spinlerin enerjilerini ¢evrelerine aktarmalari
sonucu, miknatislanma z-ekseni boyunca artarak yeniden olusur. (xy) diizlemindeki Mxy ise,

M(l)l, M(l)z,...., M(l)leooo bilesenlerinin defaze olmalar1 sonucu, zamanla azalarak sifira

gider (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Spinlerin defaze olma sireci(Y1ilmaz ve Korunur, 2011)

Spin-6rgii durulma zamani (T1), miknatislanmanin z- ekseni boyunca artarak denge
(Mo) degerine ulagma siireglerini karakterize eder. Spin-spin durulma zamani T2 ise, Mxy
miknatislanmasinin sifira gitme zamanini karakterize eden bir siirecin dl¢timiidiir. 1/ T1 spin-

orgl, 1/ T2 ise spin-spin durulma oranlarini gosterir(Y1lmaz ve Korunur, 2011).

2.6. Kimyasal Kayma

| spini cekirdek icginde, cekirdek bir atomun icerisinde ve atomda bir molekilin
icerisindedir. Dolayistyla NMR’da incelenen spinin bir kimyasal ¢evresi vardir. Bu kimyasal
cevreden kasit, atomun ya da molekulin icindeki elektronik akimlar olmaktadir. Sekil 2.7a’da
gorildiigii gibi, molekiil bir dis alan i¢inde degilken soz konusu akimlarin ydriingeleri
rastgeledir ve bu akimlarin kurdugu yerel alanlarin bileskesi sifirdir. Ancak Sekil 2.7b’de
gorildiigli gibi, molekiil dis Ho alani icerisine konuldugunda, akim yoriingeleri dis alana dik

konuma gelir. Bu yonelis Ho a zit yonde bir H* alaninin olugsmasina yol agar.
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Sekil 2.7: (a) Kiresel bir molekil iginde rastgele yonelen yoriingesel akimlar (b) Ho Dis alanina dik
konumlanan yoriingeler

H’ alani,Ho 1n varlig1 sayesinde kurulmustur. Ho ortadan kalktiginda H’ alan1 yok olur.
Yani bu alan, indiksiyon yoluyla meydana gelen bir alandir. Bu yeni alan ile birlikte
molekdllerin gordiigii bileske alan, Hetin=Ho-H’ yazilir.

Eger kimyasal kayma olmasaydi, bir karmasik molekiiliin yapisinda kag farkli grup
olursa olsun, tek bir sinyal gorecektik ve bu sinyal w=0 da ¢ikacakti. Kimyasal kaymanin
varligi, iginde 4 farkli molekiil grubu bulunan bir yap: i¢in 4 ayr1 pik verir. Bu piklerin
frekanslarina ya da d degerlerine bakarak, hangi molekiiler gruba ait oldugunu belirleriz. Bu

da molekiiliin yapisinin ortaya ¢ikmasina yardimci olur.

Sinyal
&

KM

&

KM

il
&

w(:-ﬂ m(z) mm

Sekil 2.8. Ayr1 molekiil tipi bulunduran bir yapida kimyasal kayma
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2.7. Protein Relaksasyon Oraninin Arttirilmasi( PRRE)

Her konsantrasyondan kaynaklanan giiglendirme (¢ *) Manganez, asagidaki Daha

onceki calismalarda verilen denklem (Mildvan Ve Cohn, 1963; Sherry ve digerleri, 1973):

o UTi - UTq,
UTy = 1T (2.15)

Burada 1 / Ti, gozlemlenen gevseme oranmidir.Proteinsiz manganez varligi ve 1 / Tio
manganez yoklugunda gozlemlenen durulma oranmidir. Yildiz ile birlikte verilen terimler,
Proteinlerin varhigindaki ayni parametrelerdir. Her bir proteinin eb degeri, ekstrapolasyon
1 / & * 'min en kiigiik kare uyumu i¢in miknatis iizerindeki manganez i¢in toplam 1 / & * olur.
(Mildvan ve Cohn, 1963).

Gozlenen giiclendirme (g *), Serbest ([Mnf]) nedeniyle ortalama ve sinir Manganez
([Mnb]) asagidaki gibi ifade edilebilir (Mildvan ve Cohn, 1963):

+ _ [Mng] .- [Mny,] .
[Mn] ' [Mn] " (2.16)

Burada [Mnt] toplamm Mm cinsinden manganez konsantrasyonunu gosterir. Ef,
Manganez serbesliginin arttirilmasi, tanima gore 1'e esittir ve eb Manganezin proteine bagli
hale getirilmesidir. Mnf ve Mnb'nin molar fraksiyonlar1 belirlendi (1.15) ve (1.16) ‘ten (1.17)

toplam manganez agisindan ve zenginlestirme Parametreleridir (Mildvan ve Cohn, 1963):

=" | [Mn,],

Mng] = (
[Mny] [ 1, (2.47)

f L

Mn, ] = |
[Mny,] [_.‘fh_1

) Mn.
) Mg (2.18)

Manganezin HSA'ya baglanma sabitleri ve y-globulin (Ka) denklem, bire bir baglanma

yeri varsayilarak her protein i¢in (Mildvan ve Cohn, 1963):

X — [Mny,]
[Mn; [P—Mn,] (2.19)
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Burada [P] proteinin molar konsantrasyonunu, Albimin igin 7,3 £ 10-4 v ve 1,7. ¥ -globulin
icin 0-4 v dir (Budak, 2005).

2.8. Pik Yerlerinin Belirlenmesi ve NMR Spektrumlarinda Skala

Rezonans yerlerinin bulunmasi i¢in standart bir sinyal alinir ve diger rezonanslarin
standart sinyaline olan mesafesi Hz olarak verilir, boylelikle sinyallerin yerleri tespit edilmis
olur. NMR deneylerinde standart olarak tetrametilsilan (TMS) kullanilir.

CHg
Ha0— I?i —CH;  Tetrametilsitan (TMS})
CHs

TMS' nin standart olarak deneylerde kullanilmasi, onun pek ¢ok kimyasal farkliligindan
kaynaklanir. En 6nemli neden; bu organik bilesigin %99' dan daha fazla bir kisminin, standart
sinyalinin solunda rezonans olmasidir. Silisyum atomu karbon atomuna nispeten daha
elektropozitif oldugu igin, silisyuma bagh metil gruplar1 daha fazla perdelenir. Boylece, TMS
sinyali oldukga yukar1 bir bolgede gozlenir.

Organik bilesiklerin rezonans bdlgesi

-
—y
-
-

Sekil 2.9: Tetrametilsilan sinyali ve organik bilesiklerin rezonans bdlgesi

Aromatik bilesiklerin giiglii perdeleme bdélgesinde bulunan protonlara ait sinyaller,
TMS sinyallerinin sag tarafinda rezonans olurlar. Tetrametilsilanin standart olarak deneylerde

kullanilmasini saglayan diger karakteristikleri sunlardir:
1. Maddi olarak temini kolaydir.
2. Deneylerde kullanilan bilesiklerle reaksiyona girmez.

3. Kaynama noktas1 Kn =27 °C oldugu i¢in, spektrum kaydindan sonra, numunenin
biraz 1sitilmasi ile TMS kolaylikla ortamdan uzaklastirilabilir.Bundan dolay1 TMS

safsizlik olusturmaz.
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4. 12 adet esdeger protonu oldugu i¢in, konsantrasyonu diistik olsa bile siddetli bir

sinyal verir .

Spektrumu kaydedilmek istenen c¢oOzeltiye TMS eklenir ve NMR spektrumu
kaydedilir. Olgiilmek istenen bir protonun rezonans frekansi ile standardin (TMS) rezonans
frekansina olan mesafeye kimyasal kayma denir. Kimyasal kaymay1 bir protonun rezonans

frekansi ile standardin rezonans frekansi arasindaki fark olarak da ifade edebiliriz.

Av=v —V
ornek standart (2.20)

(2.20) ile bulunan sonu¢, NMR cihazinin manyetik alan siddetine gore degisim
gosterir. Degisim alan siddeti ile dogru orantilidir. Yani, manyetik alanin kuvveti ne kadar

fazla olursa, bu farkta o oranda artacaktir. Bu fark, cihazin dl¢iim yaptigi sabit frekansa
boliiniir ve bu deger 108 ile carpilirsa tim cihazlar i¢in gegerli olan, degismeyen sabit

kimyasal kayma formaliinu elde ederiz.

o= Vt‘)rnek Vstandart 106 (2.21)

V.
cihaz

d: Kimyasal kayma

vornek :  Ornek maddenin rezonans frekansi

vstandart: Standart maddenin rezonans
frekansi

Vcihaz :  Cihazin 6l¢tim yaptigi frekans

standart maddenin rezonans frekanst Vstandart =0 0larak kabul edilirse,

Vs,
) grnek 106

Veinaz (222)

denklemi elde edilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tezde kullanilan ¢aligmalarin materyali protein ve enzimler olmaktadir. Yontemi
ise bu protein enzim c¢ozeltilerinin hangi frekanslarda, hangi sicakliklarda ve hangi
konsantrasyonlarda olgiildiigli olmaktadir. Elde edilen ¢arpict sonuglar da (sekil ve tablolar)
materyal olarak kullanilip iizerinde analizler yapilacaktir. Bu nedenle kullanilan bazi
frekanslari, elde edilen sicaklik, konsantrasyon grafiklerini bu boliimde takdim etmekte yarar

vardir.

3.1: T1 ve T2 Olgiimlerinde Kullanilan Spektrometre ve Frekanslar

Bazi nmr spektrometreleri zaman iginde g¢esitli sekillerde degisime ugrayarak

karsimiza ¢ikmislardir. Simdi bunlardan bazilarini tantyalim:

Sekil 3.1: OXFORD NMR 200 MHz Miknatis BRUKER ASX 200 Niikleer manyetik rezonans Spektrometresi
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Sekil 3.2: Bruker AVANCE 111 400 MHz NMR Spektrometresi
(Nukleer Manyetik Rezonans Spektrometresi)
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Sekil 3.3: Yiksek Cozunurlukli Dijital 600 MHz NMR Spektrometresi



Sekil 3.4: Bruker Biospin Miknatis (Yiiksek performansh aktif siperli UltrashieldTM 300 MHz super iletken
miknatis)

Sekil 3.5: Bruker AVANCE 111 500 MHz NMR Spektrometresi
(NUkleer Manyetik Rezonans Spektrometresi)

Bu spektrometre 1D, 2D ve 3D NMR spektrumlarinin dl¢timleri i¢in uygundur ...

17
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Sekil 3.6: Ana Bruker AVANCE 1000MHz NMR Spektrometresi.

Sekil 3.7: Nikleer manyetik rezonans (MRI -

manyetik rezonans goruntileme olarak da bilinir).

18
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3.2. Calismalardan Elde Edilen Frekans Ol¢umleri

MAGNETIC FIELD (OERSTEDS)

10 100 I¥
40 T I I
APQO - TRANSFERRIN
. DDZBG 1.4 = |wt%
30 -
ODzgo|T,°C
A BB 25
- ¥i 11T | 25
T | 181 | 25
o o| 161 | I8
320'_ -
- : . ] 237 25
':
-
- - . . ]
10— . 4 =
-
¥ A Y . »
& i P : r 32 -
A I 'y
I . ’ 12/67
oE—1 L] 1 i 1 L1
0l Q. 1o 8]
FREQUENCY  (MHz)
Sekil 3.8:  Coziicliniin niikleer manyetik gevseme dispersiyonu Damitilmig birka¢ konsantrasyonda

apotransferrin igin protonlar Su. Sol alt kosedeki ok durulmay1 gosterir.Proteinsiz damitilmig su oran1 (Koenig ve
Schillinger 1969)
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MAGNETIC FIELD (OERSTEDS)
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B
T L
e
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Sekil 3.9: 50 MHZz'e genisletilmis Apotransferrin icin niikleer manyetik relaksasyon dagilimi verileri

(Koenig ve Schillinger 1969).

Kesintisiz egri Esitlik 1, En yiiksek frekans dagilim teriminin paydasi ile birlik
tarafindan degistirildi. Verilerden, bir frekansin Trl'in 10 MHz'den yiiksek bagimliligi(Koenig

ve Schillinger 1969).

MAGNETIC FIELD (Oe)
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.
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Sekil 3.10: Dogal ve Co2-siibstitiie edilmis HCAB igin NMRD spektrumunu gostermektedir (Koening ve Brown

1983).

Sekilde Toplam durulma hizinin manyetik alan bagimliligi (Zn2 + iceren) drnekleri ve

Co2 + - agir1 insan viicudundaki karbonhidrat anhidraz B'yi degistirir. 25C'de kaplanan pH

araligmin Ornekler baslangicta Diisiik pH'da, eklenmis tampon olmadan ve yliksek pH'ye

getirilen NaOH eklenerek hazirlandi. Yerli numuneler 2.98 mM protein; Co2 'ile slbstitte

edilmis numuneler 2.87 mM Co2 +, 3.06 mM toplam protein idi. Veri noktalarindaki egriler,
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Denklemin en kiguk kareler uymasi ve bireysel diamanyetik verilere paramagnetic katkilar

saglar (Koening ve Brown. 1983).

MAGNETIC FIELD (Oe)
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Sekil 3.11: 25 °C de ve PH 9.94 te paramagnetik iyonlar ile frekans 6lgctimleri (Koening ve Brown. 1983).
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Sekil 3.12: Enzimin yiiksek pH'l1 formunun fraksiyonu F'nin bir fonksiyonu olarak tiiretilmis frekans 6lgiimleri

(Koening ve Brown. 1983).
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Sekil 3.13> 8.13

ve 220 arasinda dort frekans i¢in ilgi zamanlari ( James ve ark. 1973).

Her bir egri i¢cin maksimum, Tc =1/ wl oldugunda olusur, burada wl = 2'dir ve v 6l¢limlerin

yapildig1 frekanstir ( Jame

s ve ark. 1973).
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121

UT2{1/s)

¥= 24717 + 0.24330m  RA2 = 0.965

¥ = L5785 + 0.6742x RA2=0.961

¥ = 2.5538 + 0.45648x RM2 = 0.983

¥ = 22089 + 0.59630x  RA2 = 0,994
¥ = 26635 + 0.3959%8x  RM = 0945

¥ = 0.42000 + 0.37581x R = 0,996
]

Sekil 3.14: Eklenen protein ko

4 8 12 18 20
Protein Added(g/dl)

nsantrasyonlarma karsi 1 / T2 gerileme orani (Formiillerin sirasi sembollerinki ile

aynidir.) (Yilmaz ve ark. 2004).
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1/TL(1/s)

y = 0.62000 + 3.5267e-2x RAZ = 0.983
y = 0.63152 + 45152e-2x RA2 = 0.989
y = 0.60619 + 5.1952e-2x  RA2 = 0.995
y = 0.46930 + 6.0300e-2x R*2 = 0.979
y = 0.60910 + 3.8676e-2x
y = 0.34250 + 4.2115¢-2x
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Sekil 3.15:. Eklenen protein konsantrasyonlarina karst 1 / T1 gevseme orani. Formiillerin siras1 sembollerinki ile
aynidir (Yilmaz ve ark. 2004).

3.3. Cahsmalarda Elde Edilen Sicaklik Ol¢iimleri

Sekil 3.16: (V = 0) sicaklik bagimliligi, veriden 16 kHz'de alinir. Veriler vp / T'ye gore ¢izilir; burada vp Saf
¢ozeltinin sicakliga bagl viskozitesi. Cizgiler bir birlik egilimi ile ¢izilir (Koenig ve Schillinger 1969).
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Veriler 16 kHz'de alinir. Veriler vp / T'ye gore ¢izilir; burada vp Saf ¢ozeltinin
sicakliga baglh viskozitesi. Cizgiler bir birlik egilimi ile ¢izilir (Koenig ve Schillinger 1969).
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Sekil 3.17: Kreatin kinazin tiglii ve dortlii kompleksleri i¢in sicaklik ile 1 / T1p degisimi (O’Sullivan ve Mildred,
1968).

Tiim denemeler Kreatin kinaz ile, ml basina 4 mg (0.05 mM enzim, 0.1 mM aktif
alanlara esdeger); MnCL, 0.1 mM; Ve ADP, 0.1 mM; 0.05 M N-etilmorfolin-HC1, pH 8.0
icinde. La (0), modifiye edilmemis enzim; Lb (M), kreatin varliginda degistirilmemis enzim
(30 mnn); Aa (A), inaktif, karboksimetillestirilmis enzim; Bb (0)) Kreatin varliginda aktif
olmayan, karboksimetillestirilmis enzim (30 nM). (O’Sullivan ve Mildred, 1968)

T| p_l B —_——

{Tampl™

Sekil 3.18: Ug farkli kompleks enzimin sicakliga bagli durumlari ( James ve ark. 1973).
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Sekil 3.19: Paramagnetik katki ile dort farkli frekansta protein relaksasyon oranlari(PRR) ( James ve ark. 1973).
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Sekil 3.20: Paramagnetik katki ile Ug farkli frekans icin mutlak sicaklikta normallestirilmis PRR oranlar1 ve
Piruvat Kinaz bolgeler ( James ve ark. 1973).

3.4. Elde Edilen Veri Cizelgeleri
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Cizelge 3.1: Apotransferinin 6rnekleri i¢in deneysel kosullar ve deney sonuglarimin 6zeti (Koenig ve Schillinger
1969).

Concentration - o | 1077 % B

: pH | Tmer| Wy | m Viitery) meiel
Weight ODhann mole-sec (sec)®

T (gec)™ MHz

Distilled water

7.7 B8 4.9 | 25° 4.5 | 0.68 4.5 3.1
10. 3¢ 117 49| 25 7.0 | 0.58 5.2 3.0
14.1 161 4.9 | 25 12.4 | 0.43 6.4 2.7
14,1 1l 4.9 15 17 .5 0,30 ¥.1 2.7
20.8 | 2a7 491 25 31.5 10.23| 10.8 2.5
.05 u Tris HCI
15.0 171 7.9 25 10.5 | 0.68 5.1 3.5
15.0 171 7.9 5.5 17.5 | 0.46 8.5 3.9

0.1 m KOl

4.8 55 10 25 3.9 |1.02 6.4 6.5
8.3 a5 10 25 6.7 (1.22 6.2 | 7.6
12.2 130 |10 | 25 10.8 | 1.28| 6.6 | 8.4
13.0 1484 40| 25 5.6 | 0.44 4.0 2.2
13.0 1489 5.2 | 25 11.8 | 0.38 6.7 2.6
13.0 1484 6.5 | 25 9.0 | 0.59 5.1 3.0
13.0 1454 T4 25 7.4 | 0.4 4.2 4.0
13.0 1484 8.4 25 5.2 [ 0.91 4.7 4.2
13.0 1484 9.4 | 25 10.1 | 1.15 5.8 6.6
E097, HsO 5097 D0
10, 2¢ 116 25 6.1 | 0.46 4.6 2.1

Cizelge 3.2: Diferentin t¢li E-Mn-ADP komplekslerinin Kreatin kinaz formlarinin protein durulma oranlart
iyilestirmeleri (O’Sullivan ve Mildred, 1968)

& (mati i o i «* i | et ifie

[ADF| oyt | Ccomyme Ty | ooy 18 I_enif::f'fu?

= I ar |

None 1.26 | 1.36 1.20 1.12
0.2 2.81 | 3.3 3.05 261
0.4 [ B3.98 4,40 3.75
0.4 I 4.8 oA 4,73 4.41
0.7 6,00 ! 5 88 5.50
1.0 7.1 ; f.52
1.4 .00 [ h.83
et 10.5 I 10 10 | 0
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Cizelge 3.3: Kuaterner enzim-Mn-ADP-kreatin kompleksinden kreatin i¢in Goriiniir ayrigma sabitinin sicaklik
bagimliligi (O’Sullivan ve Mildred, 1968).

Temperature ] L b l K’ glerearine)
|
L
2° 4.70 2.1 —2.6 | 0.8
9 5.22 2.6 =2.6 ! 1.3
19 6,03 4.1 —1.9 4
27 6.27 5.3 -1 8
a6 5.54 6.8 +1 10
43 4.61 6.0 +1.4 ~25

EMS kompleksine kreatin ilavesi azalir Su protonlarinin kimyasal degisim hizi,

Disiik sicaklik bolgesinde hesaplanabilmektedir (O’Sullivan ve Mildred, 1968).

Cizelge 3.4: , 25 °% igin n- dicated olarak, (eq. 1) 'nin en az bir kare biiyiikliigiiniin verileri igin sonuglarin
kontrolli (Koening ve Brown. 1983).

RESULTS OF A LEAST-SQUARES FIT OF THE COLE-
COLE EXPRESSION (EQ. 1) TO THE DATA, AS IN-
DICATED, FOR 25°C

Sample pH Concentration* A Df 8 v,

mM R MH:z

In—HCABR  5.51 2.98 095 0084 170 63
592 2.98 096 0088 1.70 6.3

6.48 2.98 1.00 0091 1.70 6.2

7.05 2.98 1.04 0094 169 6.2

795 298 1.20 0,094 1.68 6.4

9.17 2.98 1.53 0.085 1.68 6.8

9.94 2.98 1.86 0.065 168 7.1

-6 2988 090 0056 1.68 6.4

Apo—HCAB 7.28 298] 1.10 =0 1.48 5.3
Co—HCABY 5.51 2.87 046 040 1.53 322

9.94 2.87 208 078 1.54 22.8
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Cizelge 3.5: Piruvat kinaz-manganez (I1) -P-enolpiruvat kompleksindeki su ligandlarinin hesaplanan sayist
(James ve ark. 1973).

Caloulated number of water ligands in pyruvale kinose-
wnanganese (L) -P-enolpyruvale complex

The concentrations of the components are: 100 mw KCI, 2.0
mu P-enolpyruvate, 0.10 my MnCl:, 0,136 to 0.195 mm pyruvate
kinasc =ites. Temperature = 25°,

- b —— i i PP —

T A 109 ¥requency 1/ T ] g™ X 10™ "
5 MHs | 5t | £
2.65 5.13 1.h2 i av. 4 0.14
245 1.35 ' 50.2 0.15
60.0 117 | 29.3 0.22
230.0 0.79 , 20.1 0.22
Average |: Q.19
0.724 813 | 1.52 | 16.0 0.53
| 24.3 | 1.35 : 15 .8 0.47
i G0.0 I 1.17 | 14.9 0,44
Co200 0 079! 8.0 I 0.55
Average | ' ; (.50
1.00 | 813 ' 1.2 220 0.38
‘ 24.3 i 1.35 ‘ 21.6 0.35
60.0 1.17 19.3 0.34
220.0 ’ .70 | 7.6 0. 58
Average ‘ | I .41

« Manganese (IT}-water proton distance of 2.86 A used (21].

Cizelge 3.6: Baz1 serum proteinlerinin ve damitilmis su ile seyreltilmis serumun proton durulmasi (Yilmaz ve

ark. 2004).

Proton relaxivities of some serum proteins and serum dituted by distilled water, expressed as (g/dl)™* s~

Relaxity Alb. T-glbs {atB)-glbs a-glbs Lyso (y+@)-dbs  Fib Tef Dil-ser
B 0240 0.680 046 0.6 0400 0.30 030 2.60 038
Bq 0.035 0.043 0032 0.06 0039 0.08 0.03 240 0.042
BBy 6.9 13 59 10 10 38 16.7 11 9

Cizelge 3.7: Transferrin demir ve serum proteinlerinin 1/ T1 ve 1/ Taye katkisi (Yilmaz ve ark. 2004).

Contritution of ransferrin iron and serum proteins to 1'T1 and 1/T2 in
serum, expressed as 5! and TP determined by MRI and autoanalvzer

CTItoT, CSPto TPby CSPt TPhby

Serum  and T, T, T, T, T, TP-auta
Diluted 0.04 0.20 5 1.63 4.6 4.3
Naormal 0.06 0.28 1 2231 6.3 6.8

Doped 0.08 0.40 10 347 9.6 10
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4, KAYNAK ARASTIRMASI
4.1. Proton Manyetik Durulma ve Protein Hidrasyonu

20 9C’ de ve 3,2884 Gauss’ luk manyetik alanda suda ¢6zilebilen ovalbuminin,

proton spin-6rgi durulma zamani T1 ve proton spin-spin durulma zamani T2’ yi azalttigin

bdylece bu etkinin nedeninin bazi su molekiillerinin ilgi zamanlarinin artisindan
kaynaklandigin1 bulmuslardir. Elde edilen sonuglar, rolaksasyon zamanlarinin tersinin (3.1)
ve (3.2) denklemlerinde oldugu gibi konsantrasyonla artigini géstermektedir.

1/T1 =1/Tw + kiC (4.1)
UT2 =1UTow + koC 4.2)

Burada C konsantrasyon, k1 ve k2 sabitler, Tiw ve T2w de diyalizatin rolakasasyon

zamanlaridir. Cok yiiksek frekanslarda ovalbumin ¢ozeltisinin dielektrik sabitinden bulduklar
proteine donmesiz bir sekilde bagli olan su miktarinin Buchanan ve arkadaglarinin daha 6nce

bulduklart sonuglarla uyustugunu gézlemlemislerdir (Daszkiewicz ve ark. 1963).

4.2. inaktif Hale Getirilmis Kreatin Kinazi Bicimleri Uzerinde Manyetik Rezonans

Cahismalan

Manyetik rezonans ve paramanyetik manganez iyonu kullanilarak goreli enzimatik hiz
caligmalari, spesifik -SH reaktifleri iyodoasetik asit ve dinitroflorobenzen ile inaktif hale
getirilen kreatin kinaz ve spesifik olmayan tre ve desil sulfat reaktifleri ile gergeklestirildi.
Iyodoasetik asit veya dinitroflorobenzen ile iki énemli -SH grubundaki kreatin kinazin
modifikasyonu, enzimatik hizi etkiledi ancak Mn-ADP, ADP3, Mn'nin baglanma yerlerinde
baglanma sabitleri veya c¢evre lizerinde ¢ok az etkiye sahipti -2'-dADP-, veya Mn-ATP2- 'nin
enzim, manganez ve niikleotid {iclii komplekslerinin olusumundan kaynaklanan su
protonlarinin durulma oraninin arttirilmasindan belirlenmesiyle belirlenir.

Dogal enzim ile iicli Mn-ADP-enzim kompleksine kreatin ilavesi sicaklik araligi 2 © -
43 © arasinda oOlgiilen proton durulma hizinda bir degisiklige neden olmustur; Sicaklik
diistiikce Mn-ADP'nin baglanma sabiti biraz degisti ancak kreatin baglanma sabiti yaklasik 30

faktor arttr. Suyun proton durulma orani iizerine kreatinin etkisi azalmis bir degisim oranina
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baglanabilir Manganez su ligandlarin iiclii komplekse gore kuaterner kompleksdeki ¢oziicii
su ile ve Mn-ADP'nin baglanma yerinde artan immobilizasyon nedeniyle koordinasyon
alaninda manganez ve su arasindaki dipol-dipol etkilesimi i¢in daha uzun bir korelasyon
zamani olusturmaktadir. Karboksimetilasyona ugrayan iki temel sistein kalintis1 bulunan
enzim i¢in boylesine kreatin etkisi gdzlemlenmemistir; bu da kreatinin artitk bu enzim
formuna baglanmadigini veya 6nemli -SH gruplarimin karboksimetilasyonunun kreatin ile
manganez-nukleotid- baglandig: yerlerdir.

Ucli kompleksin proton durulma oraninm arttirilmasinda iire konsantrasyonunun
artist ile azalma, aktivite kaybiyla iliskilendirildi. Yiiksek konsantrasyonda iire ile kreatin
kinazin inaktivasyonu tersine c¢evrilebilirdi. Kreatin kinazin desil siilfat tarafindan
inaktivasyonu geri dondiiriilemezdi. 0.01 m desil siilfat varliginda, manganez enzim
kompleksinin proton durulma hizinin arttirtlmasi igin nispeten yiiksek degerler elde edildi ve
dogal enzimin davraniginin tersi olan ADP ilavesiyle bu gelisme azaldi (Cohn ve O’Sullivan,

1967).

4.3. Protein Cozeltilerinde Nukler Manyetik Durulma

Koenig ve Schillinger tarafindan yapilan bu c¢alisma en ana hatlartyla soyle
aciklanabilir: proteine donmesiz bagli olmayan suyun da kimyasal degis tokusa katkida
bulundugu ortaya konulmustur. Genel hatlariyla ¢alismayr soyle anlatmak mimkindir:
Sicaklik, konsantrasyon ve pH'nin bir fonksiyonu olarak diamagnetic protein apotransferrin
sollisyonlarindaki solvent protonlarimin niikleer manyetik spin-kafes gevseme hizinin Ti-1
manyetik alan bagimhiliginin 6l¢iimlerini bildiriyoruz. Verilerin biiylik bir kismi, geleneksel
olarak niikleer manyetik rezonans deneylerinde kullanilanlardan daha diisiik bir manyetik alan
(4 Oe ila 1000 Oe) araliginda alindi. Ti-1'in en bilyiik sonucu manyetik alan bagimlilig
yiiksektir; 10 Oe'nin altinda ¢ok biiyliktiir ve manyetik alan arttikca monoton olarak azalir.
Veriler, ¢oziicii protonlarinin protein molekiilleri ile etkilesimi icin c¢esitli modellerin
tahminleri ile karsilastirilmistir; bunlarin arasinda model (Daszkiewicz, OK, Hennel, TW,
Lubas, B. ve Szczepkowski, TW, Nature, 200, 1006 ( 1963)) burada su molekilleri dongusel
olarak protein ylizeyine baglanir. Tiim modeller i¢in teori ¢ok benzerdir.

Sonug, toplu su ile protein yuzeyi arasindaki proton degisiminin, 5 ila 8 pH araliginda
su molekiilleri alis verisi yoluyla gerceklestigi seklindedir. Daha yiiksek pH degerlerinde,

bazik amino asit kalintilariyla dogrudan proton degisimi Onemli olabilir. Teori su
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molekiillerinin degistirilmesinin dongusel olarak proteine bagli olmasina gerek olmadigini
gostermektedir; Su molekdllerinin, protein molekillne gére sabit bir geometriyi koruyan bir
eksen etrafinda dénmesi simirlandirilmis olmas1 yeterlidir. I¢indeki sumolekiillerinin sayis,
genellikle birinci hidratasyon kabugunda oldugu diisiiniilen sayinin kiigiik bir boliimiindendir.
Verilerin sicaklik bagimliligindan, Ti-1'in manyetik alana olan degisiminin, tim modeller
icin, protein molekiillerinin rotasyonel difiizyon gevsetme zamani ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Buna ek olarak, degisim molekiillerinin protein molekiilleri tizerindeki 6mrii,
tiim su molekiilleri ya da bireysel protonlar, 0.1 ila 10 ps aralifindadir (Koenig ve Schillinger
1969).

4.4. Proton Spin Relaksasyon Zamam Olciimleri ile Protein Hidrasyonunun

Arastirilmasi.

B. Blicharska ve arkadaslariin sulu protein ¢ozeltileri {izerine yaptiklar1 ¢alismada,
sulu protein ¢ozeltilerde ilgi zamanlarinin dagilimi ile alakali olarak daha ¢ok bilgi edinmeyi
amaglamislardir. Rolaksasyona molekiil i¢i dipolar etkilesmenin yol ag¢masi halinde

rolaksasyon zamanlari oranint:

UTi =p1Tw+XKiC+q j=1,2 4.3

denklemi ile ve durulmaya molekiiller aras1 etkilesmenin yol agmasi halinde ise

UTj = BITjw+kiC+q ji=1,2 (4.4)

denklemi ile verilebilecegini ifade etmislerdir. Bulduklari verilerini bu bagintilarla
karsilastirarak, hidrasyon tabakasindaki protonlarin durulmasinin sebebi olarak molekiller
arasi etkilesmenin sonucu oldugunu bulmuslardir. Ayrica proteine tutunan su molekullerinin
protein molekiiliine kiyasla biraz daha serbest oldugunu, serbest su ile bagli su arasinda hizli
kimyasal degis-tokus oldugunu ve bdylece birden fazla ilgi zamaninin bulundugunu kabul
etmislerdir.

Diyaliz edilmis yumurta beyazinin sulu soliisyonlarindaki spin-kafes gevseme siireleri
T1, agirlikca% 4.5 ila 9.3 arasindaki konsantrasyonlar i¢in dl¢lilmiistiir. 0,01 ila 160 MHz

arast proton Larmor frekanslarina karsilik gelen manyetik alan araliginda%. T1'in manyetik
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alana gucli bir bagimliligi yaklasik olarak baslar. 0.5 MHz. Solvasyon tabakasindaki
rotasyonel korelasyon surelerinin bir log-Gauss dagilimi ile tanimlanabilir, bunun maksimum
degeri 1.52 ile 10-9 saniyedir. Dagilimin biiyiik kismi, ovalbiimin molekiiliiniin kendisinin
yeniden yonlendirilmesi i¢in iliskilendirme siiresinin altindadir. Bu, adsorbe su molekiillerinin
protein molekiiliine gére biraz hareket 6zgiirliigii tagidigi anlamina gelir. Dagilimin genisligi
konsantrasyona biraz baglidir.

Bu makale aym1 zamanda, protein soliisyonlarinin numunelerinde bulunan
paramanyetik iyonlarin miktarinin, saf suya gore Ti'in diismesinden sorumlu olamayacagini
gosteren notron aktivasyonu, spektrokimyasal analiz ve EPR o6l¢iimlerinin sonuglarini da

icermektedir (Blicharska ve ark. 1970).

4.5. Manganez-Niikleotid Kinaz Uclii Kompleksleri Icin Proton Manyetik Relaksasyon

Oranlarindan Denge Verilerinin Analizi

Ucli metal-substrat-enzim kompleksleri icin denge sabitlerinin ve giiclendirme
faktorlerinin gilivenilirligi Proton durulma orani titrasyon yontemleri ile belirlenmistir.
Boylece grafiksel prosediirlere 0zgii yaklagimlar deneysel verilerin analizinde kompleks
denge sistemi i¢in tam sayisal Ol¢limler elde edilmesi ve titrasyon verisinin bilgisayar
teknikleri ile dogrusal olmayan en kiiciik kareler hata analizine tabi tutulmasi 6nlenmistir.

Adenilat kinaz-Mn (1) -ATP sistemi i¢in titrasyon verisinin bilgisayar analizleri ET
sinyali i¢in 6nemli farkliliklar verdi. Ayn1 verilerin grafik analizi ile elde edilen degerler; 42
"de ET sinyali igin bilgisayar degeri 22, grafiksel deger olan 170 ile karsilastirilmistir.
Grafiksel ve bilgisayar sabitleri ile ¢izilen teorik egrilerin uyumu, bilgisayar analizinden ve
ayrica ET sinyal degeri grafiksel olarak teorik sinir1 asar.

Mn (Il) -ADP kreatin kinaz sistemi icin, sadece Uc¢li komplekse gére doygunluk
egrisinin siirli bir bolgesi elde edilebilir deneysel kosullar altinda 6lgiim i¢in formasyon
mevcuttur. Dolayisiyla, daha 6nce kesif deneylerinde belirlenen, optimum kosullar altinda 24
'de elde edilen deneysel veriler, Ggli kompleks igin (40 pM - 100 PM) nispeten daha biytk
denge sabitlerine (KP) uydurulabilir. Bununla birlikte, K2'deki oldukca biiylik belirsizlige
ragmen, ET deki degiskenlik yalnizca% 10'dur (21 i 2) tiim K2 degerleri araligindadir. Bu
etiyolojideki bu derecenin molekiiler parametrelerini degerlendirmek i¢in oldukg¢a tatmin edici
Olmalidir (Cohn ve ark. 1970).
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4.6. Protein Cozeltilerinde NUkleer Manyetik Durulma Dispersiyonu: V. Sigir Eritrosit
Superoksit Dismutaz

Sigir eritrosit siiperoksit dismutazinin sulu ¢ozeltilerindeki ¢oziicii protonlarinin spin-
kafes gevseme hizina paramelik katkist Rp, 5 Oe ila 12 kOe araliginda ve 0 © C ila 25 ° C
araligindaki sicakliklarda 6l¢iilmiistiir. Birkag arastirmaci tarafindan Mn2 + -macromolekiiler
kompleksler tarafindan yakin zamanda goriilen manyetik alanin bir fonksiyonu olarak Rp'de
bir zirve buluyoruz, Cu2 + elektron spin momentlerinin spin-kafes gevseme siiresi 1s'si
manyetik alana bagli oldugunu gostermektedir. Ts yaklasik olarak. 5 - 10-10 sn'lik diisiik
alana dogru yiikselir ve yakl. 750 Oe. Onceki EPR ve inhibisyon ¢alismalari ile birlikte,
Rp'nin biiyiikliigii ve manyetik alan ve sicaklik ile nitel davranisindan, hizla degisen en az bir
su molekiiliiniin bulundugu (4./10-6 ila 10- 8 s) iki Cu2 + protein molekulinin herbiri
lizerinde. Cu2 + iizerindeki su baglayici alanlarin Cu-O baglanma mesafesi yakl. 2.0 A,
stiperoksit anyona benzer sekilde erisilebilir ve enzimin katalitik aktivitesi i¢in lokuslardir

(Koenig ve ark. 1972).
4.7. Sulu Sigir Albumin Soliisyonlarinda Nukleer Manyetik Rezonans Durulmasi

D.D. Eley ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; su proton rélaksasyon zamanlarini
albuminin cesitli formlarinda Olmiislerdir. Proteinlerin sulu c¢ozeltilerindeki su proton
rOlaksasyon zamanlarinin, temelde protein hidrasyonu ile ilgili bilgiyi saglayabildigini ifade
etmislerdir. Olgtiikleri proton rolaksasyon oranlarinin, konsantrasyonun lineer bir fonksiyonu

olarak degistigini bulmus ve gozledikleri rolaksasyon oranlarini da;

UL =1/F’+RC (4.5)
ifadesi ile verilebilecegini belirtmislerdir (Eley ve ark. 1975).
4.8. Protein Hidrasyonu. Yerli Sigir Serum Albiimin Soliisyonlarinda Suyun
Durumunun Nukleer Manyetik Rezonans Durulma ¢alismalar:

Yapilan bu ¢alismada anlasilmistir ki; NMR Protein konsantrasyonu ve sicakliin bir

fonksiyonu olarak, yerli sigir serum albiiminin (BSA) sulu ¢o6zeltisinde protein ve su
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protonlart i¢in gevseme siireleri Olgiilmiistiir. Protein hidrasyonunun tahminleri NMR
Dondurulmus protein ¢ozeltileri iizerine ¢aligmalar yapilmistir. Dogal BSA soliisyonlarindaki
suyun ¢ogunun, ayni sicakliktaki saf suya esit bir hareketlilige sahip oldugu net kanit elde
edilmektedir. Bu, protein amino asit yan zincirlerinin kutup gruplarina biiyiik 6l¢iide bagh
olan ve saf sudakinden yaklasik yiliz kat daha diisiik bir ortalama hareket kabiliyetine sahip
olan suyun kiiciik bir fraksiyonuyla hizli bir sekilde degis tokus yapar. Yiiksek sudaki (>%
10) BSA konsantrasyonlarinda gozlemlenen suda proton gevseme hizlarinda ve protein
zincirlerinde sertlikte belirgin artig, protein molekiillerinin birlesmesiyle iliskilendirilir.
Gevseme oranindaki artigin, (i) yeni siteleri ortaya cikaran protein molekiiliiniin geri
cevrilebilir bir acilimi ve (ii) komsu protein molekiilleri arasinda su molekiillerinin

kopriilmesine bagli olarak, protein hidrasyonunda bir artisa neden oldugu gosterilmistir(Oakes

1976).

4.9. SiZir Serumu Albiimin Soliisyonlarindaki Su Hareketliliginin NMR Durulmasi
incelenmesi.

Bu c¢alismada Alblmin Uzerine yapilan bu ¢alisma soyle Ozetlenebilir: Protein
konsantrasyonu ve sicakligin bir fonksiyonu olarak sigir serum albiimininin sulu ¢dzeltileri
tizerindeki proton spin gevsemesinin T1 ve T2 dagilim 6l¢iimleri, 3 kHz ila 75 MHz arasindaki
Larmor frekanslarini kapsar, ii¢ fazli bir hizli igin en kesin test olarak sunulacaktir -Gevsetme
modeli degistirin. Bu modelin deneysel verilere bilgisayar egrisi ile uydurulmasiyla, 3 ayr1 su
ortamini ve sigir serum albiimin molekiillerinin ddonme karmasasi ayirt edilmistir. Su sirasiyla
tF =~ 10-11 S, tHT = 10-9 s ve THR = 10-8 S korelasyon sureleri ile serbest, translasyonel
olarak engellenmis ve rotasyonel olarak baglanmis H2O molekiillerinden olusur. Bu gozlem,
guclu, ancak yonli olmayan bir protein su etkilesimi oldugunu gosterir ve "buz benzeri" su
varligmma dair hicbir kanit bulunmamaktadir. Cozeltinin pH degisiminden ve proteinin
denatiirasyonundan elde edilen sonuglar, biraz degistirilmis parametrelerle ii¢ asamali modele
uyabilir ancak ilke degisiklikleri olmadan. Serum albimin molekillerinin, protein
konsantrasyonundan, ¢dzeltinin sicakligindan ve proteinin denatiirasyonundan (tPR = 10-6 ...
10-7s) biiyiik olciide etkilenen bir korelasyon siiresi ile yavag donme yonelimlerine rastlandi.

Bu tabakalar arasinda degis-tokus oldugu kabul ederek durulma oranini(a: protein

protonu, b: hidrasyonlu su protonu ve c: serbest su protonu )
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seklinde ifade edilebilecegini belirtmislerdir.(Grosch ve Noack 1976) .

4.10. Coziicti 'H ve 2H Manyetik Durulma ile Cahsilan Protein Rotasyon Durulmasi

K. Hallenga ve S.H. Koenig yaptiklar1 ¢alismada; Diamanyetik proteinlerin
soliisyonlarindaki protonlarin ¢ekirdek spinli manyetik durulma hizinin manyetik alan
bagimliliginin artikel arastirmalari, bu bagimliligin (durulma dispersiyonu olarak adlandirilir)
¢cozllme proteinlerinin rotasyonel Brown hareketine bagli oldugunu ortaya koymuslardir.
Oziinde, dagilim, manyetik alan cok diisiik bir degerden (yaklasik 10 Oe) arttikga, 1 / T1
(proton spin-kafes gevseme orani) monoton olarak azalacak sekildedir; Dagilim, protein
boyutuna, sekline, konsantrasyona, sicaklia ve solvent bilesimine bagli manyetik alan
degerinde bir doniisiime sahiptir. Egilme alanindaki proton Larmor presesyon frekansi nu (c)
degeri, protein molekiillerinin rotasyonel gevseme siiresi olan tau (R) ile iliskili
gorinmektedir. Molekiiler agirliklarin ii¢ onlu bir araligini kapsayan cesitli proteinlerin
sollisyonlar1 i¢in proton gevsetme dagilimlarimi ve transfer riboniikleik asitin bir 6rnegi igin
Ol¢iim yaptik. Ayrica, ii¢ proteinin ¢dzeltisi i¢in deuteron gevsetme dispersiyonlarini olgtiik:
molekiil agirligt 900 000 olan lizozim, karbon monoksihemoglobin ve Helix pomatia
hemosiyanin. Proton ve doteron dispersiyon verileri ile protein rotasyon gevsemesi arasindaki
niceliksel bir iliski teyit edildi ve nokta su oldu: Manyetik dispersiyon 6l¢iimleri, ¢ozeltideki
makromolekiillerin rotasyonel gevseme oraninin Olclilmesi icin genel uygulanabilirlige
sahiptir. Proton hareketinin ¢oziiciiniin gevseme davranisi iizerindeki etkisinin, hacimsel
¢oziicii ile proteinin bir hidrasyon bolgesi arasinda ¢oziicli molekiillerinin degistirilmesinden
kaynaklanmadig1 daha 6nce gosterilmistir. Bu yazida, etkilesimin esas itibariyla bir siirekli
stvidaki biiyiik Brown pargaciklarinin durumuna bagli olarak uzun menzilli hidrodinamik
etkiden kaynaklandigin1 dnermekteyiz. Onerilen mekanizmanin genel &zellikleri gosterilmis

ancak teorik hesaplamalar yapilmamstir ( Hallenga ve Koening 1976).

4.11. Normal ve Orak Eritrositlerin Su Proton Manyetik Rezonans Calismalari. Sicakhk
ve Hacim Bagimhihig.

Normal ve orak eritrositler yani sira hemoglobin A ve hemoglobin S ¢ozeltileri i¢in
NMR su proton ¢izgisi genisligi, spin-kafes ve spin-spin gevseme siirelerinin sicaklik ve
hiicre hacim bagimlilig1 incelenmistir. Oksijenasyon sonrasinda, spin-spin gevseme siiresi

(T2), orak hiicreler ve hemoglobin S ¢ozeltileri igin 2 kat azalir, ancak normal hiicreler ve
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hemoglobin A c¢ozeltileri igin nispeten sabit kalir. Spin-kafes gevseme siresi (T1), normal
veya orak dolu kirmizi hiicreler i¢in oksijensizlestirme iizerinde Onemli bir degisiklik
gostermemektedir. Hiicre hidrasyonu degistikce NMR ¢izgi genisligi, T: ve T2'deki
degisikliklerin arastirilmasi, bu parametrelerin% 10-20'lik bir hiicre dehidrasyonuyla ¢ok az
etkilendigini gostermektedir. Bu sonug, orak 6ldiirme ile gbzlemlenen bildirilen% 10 hiicre
dehidrasyonunun, degisen NMR o6zelliklerinde 6nemli olmadigini gdstermektedir. Oksi ve
deoksi hemoglobin A ve hemoglobin S ¢ozeltileri igin ¢izgi genisligi ve T1'in diislik sicaklik
calismalari, "baghi" suyun dort tiirin de benzer 6zelliklere sahip oldugunu diistindiirmektedir.
Diisiik sicaklik ¢izgi genisligi, -15 © C'de yaklasik 250 Hz ila -36 ° C'de 500 Hz araligindadir
ve NMR egrilerinin analizi, dort tlirlin tamami i¢in 0.4 g su / g hemoglobin yakinindaki
hidrasyon degerlerini verir. Diisiik sicaklik Tz verileri, 17.1 MHz'de 6lc¢iimler icin 44.4 MHz
ve -50 ° C'de Olcumler icin -35 ° C'de asgari gecer ve oksi ve deoksi hemoglobin A ve
hemoglobin S ic¢in benzerdir. Diigiik sicaklik NMR verilerindeki bu benzerlikler Oksi ve
deoksi hemoglobin A ve hemoglobin S, hidrofobik olarak tahrik edilen bir oraklasma
mekanizmasini onerir. Normal ve orak hiicrelerin oda sicakligi ve diisiik sicaklik relaksasyon
zamant verileri, hiicre i¢i su i¢in ii¢ durum modeliyle yorumlanir. Bu model baglaminda
gevseme zaman verileri, III tipi veya dongiisel olarak bagli olan suyun, oraklama islemi

sirasinda degistirildigini ima eder (Zipp ve ark. 1976).

4.12. Hidratlanms Kollajenin Proton NMR'sinde Capraz Gevseme ve Spin Diflizyonu

H.T. Edzes ve E.T. Samulski; calismalarinda gapraz (cross) rolaksasyon incelemesi
icin genel bir yontem sunmuslardir. Burada, ¢apraz rolaksasyonun gozlenen Su proton spin-
orgii rolaksasyon oranimi biiyiik dl¢iide degistirebilecegini farketmislerdir. Olgtiikleri capraz
rélaksasyon orani, biitiin su protonlari arasinda etkileserek makromolekiiler protonlar arasinda
Zeeman spin enerjisinin degis-tokusunu ifade eder. Siirecin gerektirdigi adimlar1 su sekilde
siralamiglardir: a) Bulk sudan ylizeydeki bagli suya spin enerjisinin transferine, bagh su ile
bulk su arasindaki kimyasal degis-tokusa yol agar. b) Baglh su protonlarindan
makromolekulliin bulundugu cevredeki protonlara spin enerjisinin transferi, makromolekdil
yiizeyindeki bir proton ile bir bagli su protonu arasindaki karsilikli spin yer
degistirmelerinden ileri gelir. ¢) Ylizey protonlarindan biitiin makromolekiiler protonlara
manyetizasyon transferi, spin diflizyonu yani gecisleri ve capraz rolaksasyon yolu ile

meydana gelir (Edzes ve Samulski 1978). Spin difiizyonu, kolajene geg¢ici olarak bagli olan su
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molekdllerinin Gzerindeki protonlar ile kolajen protonlari arasindaki siiratli degis-tokus

vasitasiyla meydana gelir (Edzes ve Samulski 1977).

4.13. Proteinler Arasinda Manyetik Capraz Relaksasyon

S.H. Koenig ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; Coziicli su g¢ekirdeginin manyetik
spin-kafes gevseme hizlarinin diamagnetic solute protein eklenmesiyle arttigi bilinmektedir.
Gevseme hizindaki bu artis, manyetik alanin bir fonksiyonudur ve protein molekiillerinin
yonelimli gevseme siiresi, alana bagli gevseme oranlarinin analizinden ¢ikarilabilir. Protein
hareketinin solvent molekiillerine dinamikleri hakkinda bilgi veren etkilesimlerin dogasi
belirlenmemesine ragmen, ¢Oziicii protonlarinin gevseme hizlarina bir katkida bulunmasi,
solvent déutonlarmin ve Y’O'nun gevsemesinde rol oynamadigi bilinmektedir. Ek etkilesimin,
¢Oziicli ve ¢oziinen protonlar arasindaki ¢apraz rahatlama isleminden kaynaklandigini burada
gostermiglerdir. Protein protonlarinin ve ¢oziicli protonlarinin, protein-¢zicl araylziinde
etkilesime giren iki ayr1 termodinamik sistem olarak kabul edildigi bulussal ii¢ parametreli bir
modeli sunuyoruz. Ug parametre, her sistemin icsel gevseme oranlar1 ve ¢apraz gevseme
terimidir. Miknatislama enerjisinin sicaktan sogutucu sisteme akmasi i¢in, son terimin isareti
her zaman manyetik alan degerleri i¢in pozitif olmalidir. Capraz gevsetme katkisinin
manyetik alan bagimliliginin kalan ¢oziicli proton gevsemesine ¢ok benzer oldugunu, diger
bir deyisle deuteron gevsetme alan1 bagimlilig: ile ayn1 oldugunu bulmustuk. Bu bulgu, diger
yazarlar tarafindan kullanilan c¢apraz gevseme ifadelerinin Ongoriileriyle uyumlu degildir,
ancak genis bir manyetik alan siddeti yelpazesinde verilere uygulanmaz. Model, hem protein
protonlarmin hem de ¢dziicli protonlarinin gevseme davranisinin iki iistelin toplami oldugunu
ongoriir; bu iki TUstel, goreceli katkist protein konsantrasyonu ve solvent izotopik
kompozisyonu ile degiskenlik gosterebilir; bu da protein protonlarinin iki siifinin varhigina
isaret eder , Gergekte sadece bir tane oldugunda. Bu bulgu, dokular gibi kompleks sistemlerde
yayinlanmis proton gevseme oranlarmin yorumlanmasi i¢in derhal bir sonu¢ dogurmaktadir;
Bu veriler ¢apraz rahatlama dikkate alinarak tekrar gozden gegirilmelidir (Koenig ve ark.
1978).
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4.14. Parametrik Katkilarin Hiicre I¢i Suyun Protonlarinin Spin-Kafes Durulmasi
Uzerine Etkisi

Bitki hiicrelerindeki su protonlarinin spin-kafes gevsemesine Mn?* ve Fe®*
paramanyetik iyonlarin etkileri iizerine yapilan arastirmalar normal kosullardaki (dogal
niceliklerde) hiicrelerdeki paramanyetik katkilarin spin-kafes hiz1 {izerinde anlaml bir etki
yaratmadigimi gostermistir Su protonlarinin iliskisi. Bitki hiicrelerinde artmis Mn?*
paramanyetik iyon igerigindeki proton spin-kafes gevsemesi incelemeleri temelinde,
hiicrelerdeki farkli su fraksiyonlari ile karsilik gelen gevseme siirelerinin T1l ve Tis'lerinin

muhtemel ayrimi, olas1 su uyarimi olarak gosterilir (Samuilov ve ark. 1979).

4.15. Methemoglobin Cozeltilerinde Protein ve Su Protonlarinin NMR Durulmasi

Hemoglobin (Hb) proton spinleri, baslangi¢ uyarimindan sonra hizla kendi
aralarinda dengelenir ve bir birim olarak termal denge yoniinde rahatlarlar. Di-diamik formda,
yakinlardaki metil gevsetme lavabolarina spin difiizyonu bunun bir sonucudur. MetHb ig¢in,
dort giiclii heme gevseme merkezi hakimdir ve spin difiizyonu uzun mesafelerde olusmalidir.
Protein Ti'de buyuk bir fark, H2O ve D20 ¢Ozeltileri arasinda bulunur; bu, diamona 6zgii
Hb'den cok daha fazladir ve heme spin tastyici olarak islev goren dahili H2O ile tutarhdir.
(Biophys 1981)

4.16. N-Site Kimyasal Degisimi ile Bloch Denklemlerinin Tam Coziimleri

Modifiye Bloch denklemlerinin tam ¢dziimleri, n-site kimyasal degisimi durumunda
elde edilmistir. Cozlimler, miknatislanmanin z bileseninin keyfi u¢ agilarina karsilik gelen
baglangi¢c verileri ile verilir. Bu sonuglar doygunluk giderme ve iki bolgeli kimyasal

degisimdeki inversiyon kurtarma deneyleri i¢in uzmanlagmistir (Schotland ve Leigh 1983).

4.17. Karbonik Anhidraz Aktif Yerinde Su Degistirme

5.5-10 araliktaki pH degerinin bir fonksiyonu olarak, Co?* 'i degistirilmis insan
karbonik anhidraz B (HCAB)' nin yiiksek saflikta, tamponlu ve tuzsuz soliisyonlarindaki
solvent protonlarinin manyetik durulma oranina paramanyetik katki ol¢iilmiistiir. Manyetik

alanin bir islevi. Enzimi karakterize etmek i¢in 640 nm'de optik absorpsiyonu o6lguldu.



39

Durulma oranlari, CO2 hidrasyon aktivitesinde oldugu gibi pH ile de degisir, artan pH ile
artmaktadir. pH'nin ara degerlerindeki durulma hizlarmin, kullanilan asirt pH degerlerinde
elde edilen oranlardaki dogrusal kombinasyonlar olarak tanimlanabildigini ve bu enzimin
diisiik ve yiiksek pH'l formlarinin pH bagimli konsantrasyonlarla var oldugunu gosterdigini
bulmuslardir. Optik veriler de benzer sekilde temsil edilebilir. Durulma veya optik verilerden
saptanan, yiikksek pH'li formun fraksiyonu, tek bir iyonizasyon ile yaklasik olarak
hesaplandiginda ~ 7.6'ik bir pKa'ya sahiptir. Bu veriler, pKa'nin biiyiik 6l¢iide siilfat
varligindan etkilendigi sigir enziminin aksine, tampon varlifinda HCAB icin olana ¢ok
benzerdir. Yiiksek pH'da yliksek gevseme hizlarimin 6nceki analizi, yalnizca bu degistirme
protonlar1 su molekiilleri tarafindan iletildiginde miimkiin olan hizli Co?* hazirlanmis proton
degisimini belirtti. Ote yandan, son derece aritilmis ¢dzeltilerde iki tiir HCAB varliginin diger
verilere bagl olarak gosterilmesi, aktif bolgedeki metal iyonunun bir su molekiilii ligandinin
iyonizasyonu i¢in kuvvetli bir sekilde savunulmaktadir ve ¢oziicii OH-'dir. Yiksek miktarda
pH'li doymus ligand ile Yiiksek pH degerinde ligand degisimi mekanizmasini, hem goriiniiste
cakisan bu gereklilikleri hem ligand olarak hem OH- hem de H»O'ya sahip olan bir
pentakordinat ara maddesiyle uzlastiran bir mekanizma Onermislerdir. Proton degisimi bu
ligandlar arasinda hizli olabilir, ¢linkii net iyonizasyon olmaksizin yiik transferi olusabilir,
boylece birakan su ilk OH- 'yi alabilir. Diisiik pH'li form, tetra ve pentakordinat tiirlerinin
termal bir karisimidir ve sonrasindaki enzim inhibitor tiirevleri ve model sistemleri ile
benzerlik gosteren diisiik durulma oranlar1 vardir. Onerilen birlestirici ligand degisimi
mekanizmasi, ilk modelin hidrasyon aktivitesinin, optik absorpsiyonun ve ¢ozict manyetik
durulma gozlemlenen pH bagimlilig: ile tutarli olmasi kosuluyla, karbonik anhidrazin OH- ve

H20-modelleri arasindaki ayrimlar1 birlestirecek sekilde bir araya getirir (Koenig ve ark.
1983).

4.18. Diyalomik Hemoglobin Cozeltilerinde Protein ve Su protonlarimin NMR

Durulmasi

Hemoglobin soliisyonlarindaki protein ve su protonlarinin T1 ve T2 degerlerini genis
cizgili pul teknikleri kullanarak Olgtiik; Segici uyarilma ve saptama yontemleri, intrinsik
protein ve su gevseme hizlarinin yani sira bunlarin 5, 10 ve 20 MHz'de elde edilecek spin
transfer hiz1 saglamigtir. Su ve protein T1 verileri ayrica, ticari Fourier doniistiirme aletleri
kullanilarak H20 / D20 karigimlarinda hemoglobin i¢in 100 ve 200 MHz'de elde edilmistir. T1

verileri, tek intrinsik gevseme siirelerine ve ortalama bir spin-transfer oranina sahip iki 1yi
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karisik spin sisteminin basit bir modeline uygundur; her faz, bi-eksponansiyel zaman
bagimlilig1 ile bir radyo-frekans uyarimindan geri gelir. Diisiik frekanslarda, T1 ve T:
proteinleri, ¢cozeltiye yuvarlanan bir dizi sabit protonun dipolar relaksasyon modeli ile makul
bir sekilde hemfikir, metil ve metilen gevsemesini agik¢a hesaplar ve digerleri i¢in bir
stireklilik yaklagimi kullanilir. H2O ve D20'daki farkli degerler esas olarak ¢oziicii
viskozitesine baglidir. Su-proton gevsemesi i¢in, H>O ve HDO icgin T1, T2 ve spin transferi
Olclilmiis ve bu da gevsemeye inter-ve intramolekiiler katkilarin ayrilmasini saglamistir. Bu
ayrintiya ragmen, hidratasyon suyu hakkinda birka¢ kesin sonuca varildi. Ancak, T1 ve T2'yi
aciklamak icin uzun siiren az miktarda hidratasyon alanina ihtiya¢ duyuldugu ve spin transfer
degerinin, omrii 10 (-8) saniyeden uzun olan besten az siteyi gorevlendirdigi agiktir

(Eisenstadt 1985).

4.19. Sigir Serum Albiimin SolUsyonlarimin 1H-ve 2H-NMR Calismalari

Gallier ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, dondurulmus, yerli ve denature edilmis
sigir serum alblimin soliisyonlari, genis bantli NMR darbeli spektrometre ile incelenmistir.
t2m, tim, t2w, tlw makromolekiler ve su proton spin-spin ve spin-kafes gevseme siireleri,
170 ila 360 Kelvin arasinda Olgiilmiistiir. Yerli numunede, t2m islemi, sigir serumunun
devinim hizidir Albiimin molekiilleri. Spin-kafes gevsemeye, 6-90 MHz'de ¢alisilan frekans
araliginda oda sicakliginda omega 0 (-2) frekans bagimliligin1 verir. Ek bir siire¢ tIm-1'e
katkida bulunur; Omurga veya segmental hareketlerden kaynaklanir ve daha diisiik frekanslt
bir davranig saglar. Denatiirasyon ilizerine, sigir serum albiimin molekulleri donme hareketini
kaybeder ve kat1 bir ag olustururken, i¢ omurga hareketleri etkilenmez goriinmektedir.
Kalorimetrik Cp 06l¢limii, denatiirasyon lizerine bir faz gegisinin olusumunu teyit eder. Su
protonlarmm 1H ve 2H spin-kafes durulma sureleri esas olarak bagli su hareketliligine
baghdir. 1H ve 2H t2w, sigir serum albiiminin {iglinciil yapisina ve su ile baz1 protein
protonlar (veya deutonlar) arasindaki hizli degisim prosesi nedeniyle hareketliligine baghdir;
protein ve su protonlari arasinda capraz durulma islemi, 1H'ye katkida bulunur Tlw.

Denatiirasyonun, bagl su hareket 6zelliklerine ve bagl su popiilasyonuna etkisi yoktur.

Tisu , denaturasyonla etkilenmez. Denature drnekte su proton spin-orgi rélaksasyon
orani 1/ T1sy * yun daha uzun olmasi bayagi bir strpriz sonug olarak goriilmiistiir. Bulk su ile

bagli suyun alisildiktan farkli davranis sergilediklerini ifade etmislerdir (Gallier ve ark. 1987).
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4.20. Manyetik Rezonans Goriintiileme Fantomlarinda Kullamlmak Uzere Doku Taklit
Eden Jelatin-Agar Jelleri

1H niikleer manyetik rezonans (NMR) fantomlarinda kullanilmak tizere doku taklit
eden yeni malzemeler ¢esitliligi, esasen 10 MHz'de ve oda sicakliginda gelistirilmis ve
kapsamli olarak test edilmistir. Malzemeler yumusak dokular1 temsil eden T1 ve T2'nin genis
bir yelpazesiyle olusturulabilir. Bunlar, ¢esitli yiizdelerdeki agar, hayvan derisi jelatin, su ve
gliserolden olusan karisimlardir. Kicik konsantrasyonlarda formaldehit ve n-propanol, erime
noktasini 100 derece C derece Onler ve bakteri istilasin1 onler. Malzemeler kolayca uUretilir.
Kompozisyonlarin ve iliretim prosediirlerinin ayrintili bir tarifi verilmistir. T1, sicaklikta% 5 /
derece C yukselme sergiliyor. T2,% 1'lik artis / derece C'den daha diisiik bir sergilemektedir.
Hem NMR hem de akiskan ekstriizyon icin uzun vadeli (12 ay) stabilite sergilenmektedir. Ik
sonuglar T1'in yumusak dokularda gozlemlenene benzer sekilde Larmor frekansina bagimli

oldugunu gostermektedir (Blechinger ve ark. 1988).

4.21. Proton ve Doteryum Boyuna Durulma Surelerine Sahip Protein Cozeltilerinde ve

Dokularda Hidrodinamik Etkiler ve Capraz Durulma Niceliksel Calismalar:

J. Zhong ve arkadaslarinin yaptigi calismada; su protonlarmin Ti rolaksasyon
zamanlarini, 1.4 ve 480 kDa araliginda degisen proteinler ve ddteryum miktart degisen
¢oziiciilerle farkli statik manyetik alanlarda (0.47, 2 ve 7T) %S5’ lik protein ¢Ozeltilerinde
Olctimler yapmislardir. Doteryumlu numunelerin Ti rélaksasyon zamanm Olglimlerini 2 ile 7T

icin gerceklestirmislerdir. Doteryumlu numunelerin 6lgiimlerini, rotasyonel ilgi zamanlarini
bulabilmek igin kullanmiglardir. T1 rélaksasyon zamani hesaplamalarindan, ¢Ozicl ve

¢oziinen protonlarin arasindaki capraz rolaksasyon orani ve oOrneklerdeki paramanyetik
safsizliklarin katkisini bulmuslardir. Protein ¢ozeltileri iizerinde yapilan Ol¢limlerden elde
edilen verileri incelemeleri sonucunda; protein protonlari, bulk su protonlar1 ve hidrasyonlu su
protonlart olmak tiizere su protonlarmin ii¢ farkli fazinin oldugunu kabul etmislerdir.
Hidrasyonlu su ve protein protonlari arasindaki c¢apraz rdlaksasyon etkisinin dnemli rol
oynadigini fakat magnetik alan siddetinin artisiyla Oneminin azaldigini gostermislerdir.
Capraz rolaksasyon oranlarmin, proteinin molekiiler agirligi artisiyla birlikte arttigini
bulmuslardir (Zhong ve ark. 1990).
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4.22. Insan Serum Protein Cozeltilerinde Nilkleer Magnetik Relaksasyon Dagihm

Larmor Frekansinda niikleer manyetik gevseme dagilim profilleri 0.02-50 MHz ve 277
K araligi insan serum proteinleri i¢in incelenmistir: Albiimin, gama-globulinler ve sulu
solusyonlarda alfa, beta-globdlinler % 3-4’ ¢ kadar protein agirligi ve lineer konsantrasyon
bagimliliklar1 bulundu. Hem su protonlari i¢in uzunlamasina durulma oranlar1 dagilmis
hemde durulma profillerinin dagilmayan kisimlari. Frekansa bagli yeniden Laksiviteler
hesaplandiginda, albiimin i¢in hidrodinamik etki Makromolekiil Brown doniis korelasyon
zamani1 gozlemlendi ve analiz edildi. Proteinin durulma i¢in molekiil agirliginin 6nemi ve

manyetik rezonans goriintiileme kontrast1 tizerindeki etkisi incelenmistir (Olszewski. 1992).

4.23. Sigir Objektif Beta L-Kristalin Cézeltilerinde Molekiil i¢i Protein Etkilesimleri.
1/ T1 Niikleer Manyetik Durulma Dagihim Profillerinden Elde Edilen Sonuglar

Yonlendirilebilir lens beta L-kristalin ¢ozeltileri i¢in ¢6ziicli su protonlarinin ve gift
tortularin manyetik alan bagimliligini (niikleer manyetik gevseme dagilimi veya NMRD,
profiller) tespit edilmistir. Bu veriler, ¢6zinen makromolekullerin rotasyonel durulma
sliresinin bir 6l¢iisii saglayarak, genig bir konsantrasyon araliginda, burada% 1-34 hacim /
hacim arasinda molekiil i¢i protein etkilesimlerinin incelenmesine izin verir. Yaklasik% 5'ten
az protein i¢in, ¢oziinen parcaciklarin kompakt 60 kD'lik bir kiirenin yaklasik ti¢ misli
rotasyonel olarak ortalama bir hacim ile sikismadigi sonucuna varilmstir. (Optik ve ozmotik
Olglimlerden (Vérétout ve Tardieu, 1989. J. Mol. Biol. 205: 713-728) yaklasik olarak 1.000
kD olan alfa-kristalin i¢in daha erken sonuglar yaklasik iki katli benzer bir etki
gostermektedir). Ara konsantrasyonlarda, yaklasik% 20 proteine, yapisal olarak ilgili gam 1I-
kristalin (Koenig ve arkadaglari, 1990. Biophys J. J. 57: 461-469) i¢in oldugu gibi sinirh bir
birlesme veya oligomerizasyon kanitt vardir; Alfa-kristalininkinin cte ikisi kadar
bityiikliigiindedir. Ug¢ sinif kristalin smifinin NMRD davranmisindaki fark, farkli ozmotik
ozellikleriyle uyumludur (\Vérétout ve Tardieu J. Mol Biol 1989, 205: 713-728, Kenworthy,
MclIntosh ve Magid, Biophys J. 1992. 61: A477; Tardieu ve arkadaslari, 1992, Eur. Biophys.
J. 21: 1-12). Seffaflig1 optimize etmek ve gdz mercegindeki kolloid ozmotik zorluklari en aza
indirmek icin bu ti¢ proteinin sinifinin alisilmadik yapilarinin ve etkilesimlerinin nasil bir

araya getirilebilecegi bulunmustur (Koening ve ark. 1993).
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4.24. Biyolojik Sistemlerde Paramanyetik Iyonlarin ve Su Proton Spin-Kafes Durulma

Zamaninin Rol{

Bu makale, manyetik rezonans gorintiilemede spin-kafes durulma zamanlari tizerine
paramanyetik iyonlarin etkisi ile ilgili farkli ¢alismalarin gozlemlerini 6zetlemektedir. Kanser
dokularindaki manganez iyon igeriginin normal dokulara kiyasla azaldigi bulgularina
dayanarak doku manganez konsantrasyonunun spin-kafes durulma sdrelerine etkisini analiz
eden farkli bulgularin sonuglari toplanmis ve karsilastirilmigtir. Ne farkli organlar, farkli
hayvanlar ya da farkli dokular arasindaki karsilastirma (normal ve malign) arasindaki
manganez konsantrasyonlari ve spin-kafes durulma siireleri arasindaki pratik sonuglarin
korelasyonunu gosterdi. Bu sonuglar, canli sistemlerde bakir ve demir iyonlariyla yapilan

calismalardan elde edilen sonuglar ile tutarlidir (Akber 1993)

4.25. Su-Protein Etkilesimlerinin Dinamigi

R.G. Bryant yaptig1 calismada; su ile proteinler arasindaki etkilesmeleri incelemistir.
Su proton nikleer spin-kafes durulma hizinin manyetik alan ve sicaklik bagimliligi,
proteinlerle temas halindeki su molekilleri igin hareket zaman 6lgeginin oda sicakliginda saf
suya yakin olmas1 gerektigini ifade etmistir. Yine de, yiiksek ¢oziintirliiklii, ¢apraz gevsetici
spektroskopi ile tespit edilebilen ve goreceli olarak uzun protein Omriine sahip olmasi ve
protein ile su arasindaki gevseme bagimin biiylik kismimi tasiyan birkag su molekiilii
bulunmaktadir. Su-protein manyetik kuplaji(baglanim), dokular gibi heterojen protein
sistemlerinde su gevsetme oranlarinin yorumlanmasini etkiler ve su NMR spektrumundaki
etkiler yoluyla hareketsizlestirilmis bilesenler hakkinda yararli bilgiler elde etmek i¢in yeni
yollar saglar. Tartisma, araylizdeki hizli su molekiil hareketleri ile ilgili sonuglarin protein
kristal yapilarindaki bir¢gok su oksijen atomu konumlarmin goézlemleriyle c¢atigmadigini

gosteriyor (Bryant 1996).

4.26. Kiiresel Proteinlere Baglanan Dimetil Siilfoksit: Niikleer Manyetik Bir Durulma

Dispersiyonu Calismasi

Dimetil sulfoksidin (DMSO) globiiler proteinlerle olan etkilesimlerini karakterize
etmek icin 2H manyetik durulma dispersiyonu (NMRD) teknigi kullamlmigstir. N-

asetilglukozamin trisakarit 6nleyicisini igeren farkli bir NMRD deneyi, lizozim ¢ozeltisindeki
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DMSO 2H NMRD profilinin, aktif kirikta baglanmis tek bir DMSO molekiiliine bagl
oldugunu ve 0.47 + 0.05 ve 10ns ile Sms arahiginda bir kalis siiresi mevcuttur. Enine 2H
durulma verilerinin yardimiyla, kalma siliresinin {ist smir1 100 ps’a kadar dahada
diisiiriilmiistiir. Bir *H hareketi titrasyon deneyi de gergeklestirildi ve 2.3 0.3 M 27 °C de
lizozom’un aksine sigir pankreatik tripsin Onleyicisi (BPTI) igin DMSO dagilimi
gozlenmemistir. Bu da stabil bir DMSO — protein kompleksinin Hidrojen bag1 ve hidrofobik
etkilesimlere ek olarak uygun geometriye sahip bir yarik gerektirir ( Johannesson ve ark.
1997).

4.27. Serum Demirin Spin-Kafes Durulma Hizina (1 / T1) Parametrik Olarak Katkisi

PH = 2'de saf serum veya Mn (II) dopingli serum numunelerini igeren fantomlarin T
haritalart 1.5 T ve 1 T MR Goriintiileyiciler tarafindan goriintiilendi. Parametrik artisin
saptanmasi i¢in yapilan Ti Olclmleri, askorbik asit ilave edilmeden ©nce ve sonra
gerceklestirildi. Askorbik asit ihtiva eden ve bulunmayan 6rneklerde 1 / Ti'in farki serum
demirinin paramanyetik katkis1 (PMC) olarak degerlendirildi. Demirin demir igerigi asiri
demir ylkinden yoksun olan demirden farklilik gosterdiginden, PMC degerleri 1.5 T'de 0.93
iken 0.565 s-1'e ve 1 T'de 0.103 iken 0.609 s-1'e yiikselmistir. Teyit amagli olarak, her
numunenin serum demirleri belirlenmistir Paramanyetik katki ve ayrica bir otoanalizorden.
PMC'den saptanan serum demir igerigi, otoanalizor ile ve literatiirle olanlarla iyi uyum
icindedir. Veriler, serum demirinin paramanyetik katkisinin MR ile Olgiilebilecegini

gostermektedir (Yilmaz ve ark. 1998).

4.28. Membranlar ve Membrana Baglanan Proteinler Ile fla¢ Etkilesiminin NMR

Cahismalan

Bu calismada, niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ve diger
spektroskopik teknikler kullanilarak biyolojik zarlar ve membrana bagli proteinler ile ilag
etkilesimlerinin incelenmesindeki son gelismeler ilizerinde durulmustur. Vurgu, ugucu genel
anestezikler ve yapisal olarak iligkili bilesikler tarafindan 6rneklendigi gibi diisiik afiniteli
norolojik ajanlarin bir smifina yerlestirilir. Teknik yonler, mevcut durumda kullanilan ya da
yeni umutlari agiga cikaran membran-mimetik sistemleri ve NMR yaklagimlarinin nasil
hazirlanacagi konusunda gézden gegirilmistir. Kisa bir literatiir arastirmasi, basitlestirilmis

lipid matriksteki ila¢ dagilimindan komplike sentetik membran sistemlerinde yeniden
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yapilandirilan noronal reseptorlere spesifik ilag etkilesimine kadar degisen ¢aligmalar

kapsamaktadir (Xu ve ark.2002).

4.29. Serum Demirin Spin-Spin Durulma Hizina (1 / T2) Paramagnetic Katkis1 MR ile
Olgiilmiistiir

Spin-spin gevseme zamani Serumda Fe (III) '{in proton gevsemesinin bulunmasi i¢in
demirli ve demirsiz serumun T degerleri manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ile 6lgiildii.
Belirli miktarlarda ilave demir ihtiva eden serumda T2 degerleri daha 6nce ve sonra dlgiildi
Askorbik asit ilavesi. Askorbik asit ihtiva eden ve bulunmayan serumun 1 / T>'deki farki, ilave
edilen demir degerlerinin yeniden hesaplanmasi i¢in kullanildi. Yeniden hesaplanan demir
degerleri, sagliklt serumdaki farkliligin sadece demir kaynakli oldugunu dogrulamaktadir.
Ayrica, serum demirin paramanyetik katkisini bulmak i¢in, demir eksikligi olan, saglikli ve
asir1 demir ylkli serumun T2 degerlerinin askorbik asit ilavesinden dnce ve sonra Sl¢iildii.
Daha sonra 1 / T» degerlerindeki fark serum demir degerlerinin hesaplanmasina
uygulanmistir. Farktan saptanan demir degerlerinin otoanalizdrlere gore tutarliligi hastalikli
serumdaki farkliliklarin ayni zamanda serum demirinin paramanyetik katkisini temsil ettigini
diistindiirmektedir. Veriler saglikli, demir eksikligi olan ve asirt demir yiiklii serumdaki serum

demir iceriginin MR ile degerlendirilebilecegini ima etmektedir( Yilmaz ve ark. 2002 ).

4.30. Proton T1 ve T2 Proteinlerin Durulmasi

Bu caligmada, degisen miktarlarda protein, belirli miktarda protein iceren serum
ornekleri, damitilmis su ile seyreltilmis serum ve demir ile muamele edilmis serum iceren
setler iceren fantomlarin Ty ve T2 degerleri dl¢iilmiistiir. Ek olarak, normal serum, seyreltilmis
serum ve albiimin katkili serum igeren hayallerdeki T1 ve T de Ol¢ildi. Durulma oranlari
protein konsantrasyonlarma gore c¢izilmistir. Iliski egimi rahatlama olarak alinmustir.
Proteinlerin Ty gevsekligi 0.035 ila 0.080 s-1 (g / dl) -1 arasinda degisirken, T2 gevseklik 0.24
ila 0.68 s-1 (g / dl) -1 arasindaydi. Transferrin demirinin T1 ve T2 gevsekligi sirasiyla 2.40 ve
2.60 mM-1s-1 idi. Seyreltilmis serum, normal ve albumin katkili serumlarin her birinde
diamagnetic proteinlerin ve transferrin demirin serum gevseme hizina olan katkilari da
hesaplandi. TP hesaplamalar icin katkilar ve ortalama TP durulma orani (bireysel rahatlama
oranlar1 ve protein fraksiyonlarinin TP'deki oranlar1 kullanilarak hesaplandi) kullanildi.

Hesaplanan TP ile TP arasinda otoanalizoér ile yapilan anlasma ve ayrica ortalama TP
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relaksivitesinin ve seyreltme deneylerinden tayin edilen TP relaxivities arasindaki anlagma
relaxivities'in giivenilir oldugunu goéstermektedir. Sonuglar, tek tek protein gevseklik
Ozelliklerinin serum TP bilesiminin T:; ve T2 durulma siirelerine etkisini agikladigini

gostermektedir (Yilmaz ve ark. 2004)

4.31. Su Proton Durulma Hiz Arttirmalan ve Birliktelik Sabitleri NMR T1 Ol¢tmleri ile
Saptanan Mn (I1) Serumu Proteinleri

Mn (1I) 'nin su proton durulma hizinin arttirilmasi sigir serumu albuminine bagh
(BSA) ve manganezin BSA'ya olan baglanma sabiti zaten tespit edilmistir, Ancak insan serum
albumini (HSA) ve digerleri i¢in bu tiir belirlemeler yapilmamistir Insan serumu proteinleri ve
aynt zamanda insan serumu i¢in de kullanilabilir. Bu g¢alismada, sulu ortamda NMR T;
degerleri Serum proteinleri ve serum cozeltileri;, Mn (Il). Farkli manganez
konsantrasyonlarinin neden oldugu proton durulma hizi artislart (¢ *) Her bir ¢ozelti igin
belirlendi ve Mn (1) konsantrasyonlarina kars1 1 / € * yerlestirildi. Albiimine, y-globuline (o +
€) - bagli olan Mn (II) 'nin proton durulma hizi artislar1 (¢b) Globulinler ve serumun sirasiyla
13.69, 3.09, 8.62 ve 10.87 oldugu bulundu. Serbest ve Mn (1) 'nin numuneye her ilavesinden
sonra ortaya ¢ikan baglanmis manganez fraksiyonlar1 belirlendi. Karsilik gelen (¢ *) ve ¢b
degerlerini kullanarak Mn (I1) ila HSA ve y-globulin, sirasiyla 1.84 ug 104 ul ve 2.35 p 104
pl olarak hesaplandi. Mevcut veriler, serumdaki Mn (1I) 'nin proton durulma hizinin
arttirtlmasinin Mn (II) 'nin ¢esitli serum bilesenlerine bagli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Veriler ayrica birliktelik Mn (II) ila y-globulin sabitleri HSA ile aynidir (Budak, 2005).

4.32. Kombine Kemoterapide ilaclarin Serum Albumine Rekabeti: NMR Calismasi

Goglis karsinomali hastalarin tedavisinde siklofosfamid (CM), metotreksat ve 5-
fluorourasil (FU) kombinasyonlu kemoterapi kullanilir. FU ile kombine edilen CM'nin klinik
toksisitesi CM'ninkinden daha biiylik olmakla birlikte, diizeyler klinik olarak kabul edilebilir
duizeydedir. Biiyiikbas hayvan serum albiimini (BSA) cm ve FU rekabet mekanizmas: 'H ve
13C NMR spektroskopisi kullanilarak incelenmistir.

Protein-ilag etkilesimini ve ilacin molekiiler hareketini analiz etmek igin, kimyasal
iletimler ve diger ilaglarin munferit karbon ile proton rezonanslarmin ¢izgi genisligi ilag /
serum albiiminin molar oraninin bir fonksiyonu olarak ol¢iildii. Kombine kemoterapide

kullanilan ikinci ilacin analize tabi tutulmus NMR parametrelerine etkisi incelenmistir.
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FU ve CM'nin ilag / BSA 160 ve 330 molar oraninda BSA'ya baglandig1 bulunmustur.
Lev-BSA kompleksinin olusumu teyit edilmedi. Hem lev hem de CM'nin varliginda, BSA'ya
bagli FU molekiillerinin sayis1 arttiginin kanitlandi. Ayrica, FU'nun lev ve BSA arasindaki

afiniteyi arttirdig1 da goézlendi (Sulkowska ve ark.2005).
4.33. Biyolojik Sistemlerde NiUkleer Manyetik Rezonans ve Spin Durulmasi

Biyolojik sistemlerde proton nikleer spin-kafes gevsemesi, genellikle, kayalar gibi
inorganik sistemlerdeki lokal olarak bozuk makromolekiiler ortamlarin varligindan ayirt
edilir. Farkli yonlendirilmis makromolekiiler alanlar arasinda kolaylikla gézlemlenen labil
kiicik molekiillerin hizli degisimi genellikle kiiciik molekiil rezonanslarindaki spektral
anizotropileri yaklasik olarak ortalamaktadir. Biyolojik doku, genellikle, dipolar spin
baglantilan ile iyi baglanmis kati1 bilesenlerde dnemli miktarda proton varligi vasitasiyla
inorganik matristen ayirt edilir. Kat1 ve sivi bilesenler arasindaki manyetik bag, genel olarak
Larmor frekansindaki bir gii¢ yasasiyla tanimlanan kii¢lik molekiil bilesenleri icinde gbzlenen
spin-kafes gevseme hizlarinin manyetik alan bagimliliginin hakimiyeti altindadir. Dinlenme
mekanizmasinin  spin-fonon smifinin modifikasyonunu iceren yeni teori, kati spin
sistemlerinde, genellikle katlanmis proteinlerde bulunan zincir molekiillerinin dinamikleri

acisindan bu verilerin niceliksel olarak anlagilmasini saglar (Bryan ve Korb 2005).

4.34. Donel Olarak Hareketsizlestirilmis Proteinlerde Protonlarin Parametrik Olarak

Durulmasi

Proton manyetik durulma dispersiyon(dagilim) profilleri, ¢apraz baglanmis jeller igin
ve Gd (IIT) veya Mn (II) dietilentriaminpentaasetik asit selatlar1 ile lizin ile kovalent olarak
etiketlenmis kuru liyofilize sigir serum albiimini i¢in, 0.01 ila 30 MHz arasinda proton
Larmor frekans araliginda rapor edilmistir ) Iyonlar1. Capraz baglanmis paramanyetik protein
jelinin proton spin-kafes durulma dagilimi, iki biiyiik rahatlama katkisinin bir toplami olarak
dogru bir sekilde temsil edilir. Diabanyetik terim, protein protonlarmmin manyetik alan
bagimliligindan gelen bir gii¢ yasasidir. Paramanyetik terim, yaklasik olarak Solomon-
Bloembergen-Morgan sinif modelleri tarafindan tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, kuru
liyofilize proteindeki paramanyetik durulma mekanizmast temel olarak farklidir ve
dispersiyon profilinin yeni bir nicel tanimini gelistiririz. Kuru durumda, elektron spin
gevseme siirelerinin alan bagimliligindan proton durulma dagilim profilindeki herhangi bir

zirve tespit edilmemistir. Yiiksek alana sahip olan paramanyetik durulma dagilimi, Larmor


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0730725X05000287
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frekansinda -0,8'lik bir iissii olan ve esasen proteinin temel yapisinda yayilim gosteren
proteinin  molekdl igi dinamikleri ile elektron-niikleer baglantinin modiilasyonundan
kaynaklanan bir gii¢ yasasidir. Algak alan platosu, elektron-nlkleer spin-korelasyonunun
elektron spin durulma ile kesilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu yeni nicel tanim, oda
sicakliginda paramanyetik protein sistemlerinde, proton spin-kafes durulma hizi sabitinin
manyetik alan bagimliligina dayanan elektron spin-kafes durulma surelerinin 6lguilmesine
basit bir yaklasim saglar ( Korb ve ark. 2006).

4.35. Baglanmis Suyun Protein Soliisyonlarinda 1H NMR Durulma Siireclerini Module

Eden Etkin Korelasyon Zamanimin Belirlenmesi

Protein ¢ozeltilerindeki durulmaya esas olarak niikleer manyetik durulma dispersiyonu
(NMRD) teknikleriyle incelenmistir. NMRD verileri ¢ogunlukla, serbest su ve proteinlere
bagli su arasindaki hizli kimyasal su degisimi a¢isindan analiz edilmistir. Baglanan suyun
durulma mekanizmasini modiile eden korelasyon zamaninin kestirimi igin ¢esitli yaklagimlar
kullanilmistir. Ote yandan niikleer manyetik rezonans deneyinde, protein soliisyonlarinm (1 /
T1 ve 1/ T2) ve serbest suyun (1 / Tif ve 1/ Tof) durulma oranlari 6lgiilebilirdir. Bununla
birlikte, bagl suyun durulma oranlari (1 / Tib ve 1/ Tob) degildir. Buna ragmen, (1 / T1-1/
Taf) /2 (11 T2-1/ Tof) (11 T1b) / 2 (1 / T2b) ile esitlik sadece Proteinlerin donme korelasyon
zamant (tr). Dolayisiyla oranlari esitlemek, bu yontem tek bir rezonans frekansi ile sinirli olsa
bile tr'nin saptanmasi i¢in basit bir alternatif yontem verebilir. Bu ¢alismada, etkin t'nin
¢Oziimii i¢in bir formil ¢ikarildi. Ardindan iki globiiler protein (lizozim ve albumin) ve bir
nonglobiiler protein (y-globulin) soliisyonundaki 1 / T: ve 1 / T, her proteinin farkli
miktarlari i¢in dl¢iildii. Daha sonra, 1 / T1 ve 1/ T2 degerleri protein konsantrasyonlarina gore
¢izildi ve daha sonra, etkili T degerlerini belirlemek i¢in tiiretilmis denklemde fitlerin egimleri
kullanildi. Son olarak, ilgili yarigapr iiretmek i¢in Stokes-Einstein iliskisinde, t'dan
hesaplanan donme korelasyon zamani tr kullanilmistir. Lizozim, albumin ve y-globulinin
etkin 1 degerleri sirasiyla 5.89 ns, 7.03 ns ve 8.8 ns olarak bulundu. Albiimin ve lizozim'in tr
degerleri Stokes yaricaplarini {iiretir. Mevcut veriler, tiiretilmis formiilde Olgiilebilir oranin
kullanilmasinin, lizozim ve albiiminin korelasyon siirelerinin belirlenmesinde basit bir yol

olabilecegini diisiindiirmektedir ( Yilmaz ve ark. 2008 ).
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4.36. Odontojenik Cene Kistlerine Eklenen Bazi iyonlarin, Albiiminin ve Kolesteroliin

Proton Durulmasi

Kistlerde durulma oranlar1 (1 / T (1) ve 1 / T (2)) albiimin, kolesterol, manganez,
demir ve bakir gibi maddeler agisindan zaten analiz edilmistir. Bununla birlikte, bu
malzemelerin rahatlama 6zellikleri heniiz belirlenmemistir. Bu ¢alismada, iyonlari, albumin
ve Kolesterolii igeren bes set, her kiimeye artan bir konsantrasyona sahip bir madde ilave
edilerek hazirlandi. Bu setlerdeki durulma sireleri MRI ile 6l¢uldi ve durulma oranlari
konsantrasyonlara gore ayarlandi. Uyumun egimleri rahatlama olgulari olarak kullanildi. MM
(-1) s (-1) 'de manganez, demir ve bakirin (r (1), r (2)) degerleri ve albiimin ve kolesteroliin (g
[ dl) (- 1) s -1) sirasiyla (32.64, 89.77), (0.31, 1.19), (0.5, 1.479), (0.01, 0.066) ve (0.03,
0.458) olarak bulundu. R (2) /1 (1) oran1 2.75 ila 15.27 arasinda degisiyordu. Manganez etkili
bir rahatlaticidir, ancak demir ve bakir zayif olanlardir. Albumin ve kolesterol, sadece T (2)
icin etkili rahatlaticilardir. Tabi manganez, albumin, kolesterol ve T (2) 'ye demir ile iligkili
suyun kristal sivinin dogal manganez ile T (1)' e iliGkin suyun katkis1 0,268 s (-1) iken, 0,736,
0,185, 0.092 ve 0.076 s (-1) 'dir. Diger katkilar 0.076 s (-1) ‘ten ¢ok daha kigukti. Manganez
muhtemelen farkli ¢ene kistleri arasindaki Ti agirlikli goriintiileri degistiren bilesiktir,
manganez ve alblimin blyuk olasilikla T2 agirlikli goriintiileri degistiren bilesiklerdir. Mevcut
veriler, bu tiir degisikliklerin c¢ene kistlerini diger c¢ene kiitlelerinden ayirmak igin
kullanilabilecegini gostermektedir. Yiiksek r (2) / r (1), T 2 'nin T1' den tan1 kullanmada daha

uygun bir parametre oldugunu 6nermektedir (Yilmaz ve Guner 2008).

4.37. Mn (IT) Katkili Albiimin Soliisyonlarinda Proton NMR Durulmasi

Bu ¢aligmanin amact Mn (II) - insan serum albimin kompleksinde proton durulma
kaynagi hakkinda daha fazla bilgi edinmektir. Bu amacgla artan miktarlarda manganez [Mnt]
kars1 albiimin soliisyonlarinda 1 / T1 ve 1/ T, proton durulma oranlari 6lgtilmiistiir. Ardindan,
manganez fraksiyonlar1 albumin [Mnb] ve serbest manganez [Mnf] 'ye baglandi ve proton
durulma hiz1 arttirma verilerinden tespit edildi. Baglanan manganezin gozlemlenen durulma
hizlarina (1 / Tip *) b ve (1 / T2p *) b parametraktif katkisi da tespit edildi. Son olarak, (1 /
Top *) b/ (1/ Tip *) b orani, etkin bir korelasyon zamani t tahmin etmek igin tiiretilmis bir
denklemde kullanilmistir. Baglanan manganezin q hidrasyon sayist yaklasik olarak 4 iken,
kompleksin ortalama t degeri 3 ns olarak bulundu. 1 / 1 rotasyonel korelasyon zamaninin ters

degerlerinin toplam1 olarak bulundu 1 / tr, kompleksin hidrasyon kirelerindeki ortalama su
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kalma stiresi 1 / tm ve kompleks i¢indeki manganezin 1 / ts'lik uzunlamasina elektronik
durulma stiresi. Sonu¢ olarak, Mn (II) iceren albiimin soliisyonlarindaki durulma
mekanizmasi, tr, tm ve ts ile modiile edilen dipolar ve skalar etkilesimler yoluyla
yorumlanabilir. Bu analiz, albiimin soliisyonunda Mn (II) 'nin tr ve q i¢in makul rakamlar

elde etmeyi miimkiin kilar (Yilmaz ve ark. 2009).

4.38. NMR Relaksometri: Dénen Cerceve Icindeki Donme Kafesi Durulma Siirelerine

Kars1 Laboratuar Cercevesindeki Spin Orgii Durulma Siireleri

Relaksometri dagilim egrileri, spin sikliginin gevseme oranini dlgiim frekansinin bir
fonksiyonu olarak gdsterir. Bununla birlikte, proton NMR hesaba katildig: siirece, dagilim
egrileri genellikle 5 kHz civarinda baglar ve bu nedenle ¢ok diisiik frekans bolgesinde
gozlenir. Bu bosluk, donen c¢ergeve igindeki spin-kafes durulma oraninin oSlgiilmesi ile
doldurulabilir. Her iki gevseme oraninin birlestirilmesi konusu, iki gevsetme mekanizmasi
icin diisiiniilmistiir: (1) rasgele degisen manyetik alanlar, (ii) iki esdeger egirme sisteminde
dipolar etkilesim. Uygun veri isleme sunulur ve rastgele saha mekanizmasi yeterli olur

(Steiner ve ark. 2010).

4.39. Paramanyetik Protein Cozeltilerinin Su-Proton-Spin-Orgu-Durulma Dagilim

Nitroksit radikalleri ile spin-etiketli protein sistemlerinde su-proton-spin-kafes
durulma hizi sabitlerine verilen paramagnetic katkilar yeniden incelendi. Baskalar tarafindan
belirtildigi iizere, su prottonlar1 ile protein bagli nitroksid radikali arasindaki dipolar
baglantinin giicii, durulmanin, spin etiketi ¢evresinde 3 boyutlu difiizif islemler tarafindan
kontrol edildigi varsayildiginda, fiziksel olarak makul olandan daha blyik gérinmektedir .
Yiizeyin radikal bolgenin dagimik olarak kesfedilmesine etkisini inceledik ve ara ylzey
tabakasinda 2 boyutlu dinamikleri i¢eren bir gevseme modeli elde ediyoruz. Bununla birlikte,
yerel 2 boyutlu dinamiklerin durulma dagilim: profilinin seklini degistirdigini fakat deney
tarafindan bulunan diisiikk alan relaksasyon verimini mutlaka tiretmedigini buluyoruz.
Parametrik merkez ve protein bagli su molekiilleri arasindaki uzun menzilli dipolar
kaplinlerin katkilarin1 inceledik ve bu birka¢ uzun menzilli kuplajdan gelen katkilarin
translasyonel katkilarla rekabet edebilecegini kesfettik, ¢linkii proteinin global doniisiimii i¢in
iliski zaman1 yaklasik olarak Yiizey alanindaki suyun difiizyon hareketi icin 1000 kat daha

uzun. Sonug¢ olarak, nadir protein bagli su molekiilii protonlarina elektron-proton ¢ift kutuplu
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baglanma, uzun Omiirlii su molekiillerini barindiran protein sistemleri i¢in dnemli olabilir.
Larmor frekans bagimliligindan kaynaklandig i¢in yerel diflizyon katsayilarinin tahmini ciddi
sekilde tehlikeye atilmasa da, bu ¢esitli katkilar, durulma verilerini kantitatif olarak benzersiz

modellerle uyusturma ¢abalarini karistirmaktadir ( Diakova ve ark. 2011).

4.40.Protein Hareketlerinin Modulasyonundan Enzim Miihendisligi Yararlanabilir mi?

NMR Durulma Dagihimi Deneylerinden Alinan Dersler

Protein miihendisligi ve tasariminda kaydedilen etkileyici gelismelere ragmen yeni
ve verimli enzim aktiviteleri iiretme kabiliyeti zahmetli ve zaman alan bir ¢abadir. Son birkag
yilda rasyonel mutajenez, yoOneltilmis evrim ve hesaplama yoOntemlerinin karmasik
kombinasyonlari, heyecan verici miihendislik orneklerinin yolunu acti ve artik enzim
aktivitesinin yapisal gereksinimleri iizerine yeni bir perspektif 6nermektedir. Bununla birlikte,
bu yapi-islevi analizleri genelde uzayda ve zamanda protein tarafindan benimsenen islevsel
olarak alakali "goriinmez yapilar1" tanimlamakta basarisiz olan enzim kristal yapilari
tarafindan sunulan zamana bagli statik modellerle yonlendirilir. Bu kisitlamalar1 hafifletmek
icin yakin zamanda, 'esneklik fonksiyonu' arastirmalari ile 'yapi-fonksiyon analizi' ni etkili bir
sekilde tamamlayan enzim katalizi calismasina mutajenez caligsmalariyla baglantili NMR
durulma dagilim deneyleri uygulanmistir. Artiklarin hareketi karakterize etmeye yardimci
olmak i¢in niceliksel, sahaya 6zgii bilgiler sunmanin yani sira, bu NMR yo6ntemleri enzim
mihendisligi amaglarina uygulanir ve enzim islevini etkileyen esnek kalintilarin uzun
menzilli aglarinin kontroliiniin etkilerini karakterize etmeye yardimci olan giiglii bir arag
saglar. Bu gelismekte olan alandaki son gelismeler, enzim miihendisliginde NMR durulma
dagilim araglarinin 6nemini vurgulayan mutajenez raporlarina 6zel bir dikkat gosterilerek

sunulmaktadir (Doucet 2011).

4.41. Dinamik Nikleer-Polarizasyon-Gelistirilmis Yiiksek Alan NMR Spektroskopisi

Kullanilarak incelenen Biosilika-Tutulan Enzimler

Enzimler bir¢ok endiistriyel uygulamada ¢evre dostu katalizorler olarak kullanilirlar
ve siklikla uzun stireli depolama ve tekrar kullanilabilirlik i¢in kimyasal kararliligini artirmak
icin bir matriste hareketsizdirler. Son zamanlarda, bir biyosilika matrisinde hareketsiz
kilinmis proteinlerin atomik diizeyde tanimlanmasinin, sihirli a¢1 egirme (MAS) NMR

spektrumlarini inceleyerek elde edilebilecegi gosterildi. Bununla birlikte, MAS NMR, yapiy1
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belirlemek icin miikkemmel bir ara¢ olmasina ragmen, hassasiyetle ciddi sekilde
engellenmistir. Bu ¢alismada, biyosilika ile tutulan enzimlerin NMR karakterizasyonunun
yuksek alan dinamik niikleer polarizasyon (DNP) ile desteklenebilecegini ilke edinilmistir
(Ravera ve ark. 2015).
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5. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu caligmadaki materyalimiz baslangicindan bu yana Protein ve enzim ¢d6zeltileri
kullanilarak yapilan NMR calismalaridir. Calismalarin yontemi ise bu makaleleri ayrintili
incelemek, yapilan deneyleri ortaya koymak, bulunan sonuglar sergilemek ve bu sonuglardan
analizler Gretmektir.

Daszkiewicz ve arkadaslari tarafindan 1963 yilinda yapilan g¢alismalarda Proton
Rolaksasyonunun protona bagli su ile serbest su arasindaki hizli degis tokustan ileri geldigi
ortaya konulmustur (Daszkiewicz ve ark. 1963).

Koenig ve Schillinger tarafindan 1969 yilinda yapilan ¢alismada proteine dénmesiz
bagli olmayan suyun da kimyasal degis tokusa katkida bulundugunu ortaya
konulmustur(Koenig ve Schillinger 1969).

Blicharska ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calisma kimyasal degis tokusu
dogrulamistir(Blicharska ve ark. 1970).

Koening ve arkadaslari, sulu protein ¢ozeltilerinde iyonlarla sicakliga bagli ¢calismalar
yapmislardir (Koening ve ark. 1972)

Eley ve arkadaslar1 kimyasal degis tokusu dogrulayan deneyler yapmislardir (Eley ve
ark. 1975).

Oakes tarafindan yapilan g¢alismada g¢esitli hidrasyon tabakalarinin rodlaksasyona
katkida bulunduklar1 sonucu ortaya konulmustur(Oakes 1976).

Grosch ve Noack tarafindan yapilan incelemede hidrasyon tabakalari modeline gore
rolaksasyon analizi yapilmistir (Grosch, L., Noack, F., 1976).

Hallenga ve Koenig, korelasyon zamanini tespit eden g¢alismalar yapmislardir
(Hallenga ve Koenig 1976).

Zipp ve arkadaslari, Eritrositlerin Hiicre i¢i hidrasyonunu sicaklik ve hacime bagh
olarak NMR ile incelemistir( Zipp ve ark. 1976)

Edzes ve Samulski, kross (capraz) rolaksasyon ve spin difiizyonu g¢aligmalarini
yapmuslardir (Edzes ve Samulski 1977).

Koenig ve arkadaglar1 kross rolaksasyonunu ayrintili olarak incelemislerdir (Koenig
ve ark. 1978).

Bitki hiicrelerinde artmis olan paramanyetik iyonlarin NMR’1 ile spin-kafes durulma
zamanlar lizerine etkisi aragtirtlmistir (Samuilov ve ark. 1979).

Hemoglobin ¢ozeltileri NMR da ayrintili olarak incelenmis, diisiik frekanslarda Ti ve

Touygulanmis, spin transferleri 6lgtilmiistiir (Eisenstadt 1985)
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Gallier ve arkadaglari, tabaka modeline bagli olarak rdlaksasyon deneyleri
yapmiglardir(Gallier ve ark. 1987).

Blechinger ve arkadaslar1 da eski sonuglart NMR da kullanmaya yonelik deneyler
yapmuslardir (Blechinger ve ark. 1988).

Protein c¢Ozeltilerinde kross rdlaksasyon etkisi incelenmis, Capraz rolaksasyon
oranlarinin, proteinin molekiiler agirlig1 artisiyla birlikte arttigini bulmuslardir (Zhong ve ark.
1990).

Insan serum protein c¢ozeltilerinde korelasyon zamani gdzlemlendi ve analiz
edildi(Olszewski. 1992).

Molekdl i¢i protein etkilesimleri NMR da incelenmistir(Koening ve ark. 1993).

Kanser dokularindaki manganez iyon igeriginin normal dokulara kiyasla azaldigi
bulgularmma dayanarak doku manganez konsantrasyonunun spin-kafes gevseme siirelerine
etkisini analiz eden farkli bulgularin sonuglari toplanmis ve karsilastirtlmistir( Akber 1993 ).

Bryant, su-protein etkilesim dinamigini tabaka modeline gore incelemistir (Bryant
1996).

Xu ve arkadaglari, NMR spektroskopisi teknigi kullanilarak ilag-protein etkilesimi
incelenmistir (Xu ve ark.2002).

Yilmaz ve arkadaglari, tek tek protein gevseklik ozelliklerinin serum TP bilesiminin
T1 ve T2 gevseme siirelerine etkisini agikladigini gostermislerdir (Yilmaz ve ark. 2004).

Ilag-protein etkilesimini ve ilacin molekiil seviyesinde hareketini irdelemek etmek
amactyla NMR teknigi kullanilmis; ayrica enzimlerin fonksiyonu incelenmistir. (Sulkowska
ve ark.2005).

Korb ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada, elektron spin-kafes gevseme
siirelerinin dl¢tilmesine basit bir yaklasim getirmislerdir( Korb ve ark. 2006).

Yilmaz ve arkadaslar1 2008 de lizozim ve albiiminin korelasyon siirelerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapmislardir( Yilmaz ve ark. 2008 ).

Donme ve spin kafesi gevseme siirelerinin karsilagtirilmasina yonelik ¢aligmalar
yapilmistir (Steiner ve ark. 2010).

Spin-etiketli ile nitroksit radikalleri protein sistemlerinde su-proton-spin-kafes
gevseme hizi sabitlerine verilen paramagnetic katkilar yeniden incelendi( Diakova ve ark.
2011).

Enzim miihendisliginde NMR c¢aligsmalari incelenmistir(Doucet 2011).

Yiiksek Alan NMR Spektroskopisi Kullanilarak enzimler incelenmistir (Ravera ve ark.
2015).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

1. Rolaksasyon zamanlarinin 0-100 MHz arasindaki frekans baglilig1 ¢esitli proteinler
Igin ortaya ¢ikarilmustir.

2. Rolaksasyon zamanlarimin sicakliga, protein konsantrasyonlarina, vizkoziteye ve
vizkozite/sicaklik oranlaria bagliliklar1 da ortaya ¢ikarilmistir.

3. Proteinlerin roélaksiviteleri yani rolaksasyon oranmi degistirme etkinlikleri
saptanmistir.

4. Caligmalardan her bir proteinin ka¢ tane baglanma bolgesine sahip oldugu ortaya
konulmustur.

5. Proteinlerin baglanma (association) ve proteinden ayrilma (disassociation) sabitleri
ve aktivasyon enerjileri bulunmustur.

6. PH degerlerinin protein rolaksasyonu ve baglanma-ayrilma iizerine olan etkileri de
ortaya konulmustur.

7. Calismalar teknolojinin gelismesine paralel olarak yiiksek frekanslarda
tekrarlanmistir. Ayrica rolaksasyon mekanizmalarinin farkli nedenlerden ortaya ¢iktigi da
aciga cikmugtir.

8.Kontrast madde yapimi bu tip ¢alismalarin bir sonucudur.

Ilag dizayn1 ve ilaglarin etkili kullaniminda bu galigsmalarin ciddi katkis1 vardir.

6.2. Oneriler

Proteinlerin NMR ile incelenmesi eski bir konu olmakla beraber ucu agik kesif alanlari
de icermektedir. Hem frekans bakimindan giderek yiiksek frekansli NMR spektrometrelerinin
tiretilmesi ve hem de daha yiiksek manyetik alanli NMR larin iiretilmesi ve ayrica kontrast
madde ve ilag dizayni bu konuyu halihazirda canli tutmaktadir.

Proteinler viicudun temel yapi onarici ve enerji verici maddeleridir. Enzimler de
metabolik faaliyetlerde rol alan maddelerdir. Bunlarin yapisinda C, H, O, N ve P gibi
elementler vardir. Hidrojen, Karbon, fosfat ve oksijenin NMR ile 6l¢iilebildigi malumddr. Bu
tip elementlerin NMR’1 yapilarak da bu alana katkida bulunulabilir.

Birim konsantrasyon bagina rolaksasyon orani artisina rélaksivite denmektedir. Protein
iyon etkilesimini veya protein ligand etkilesimini esas alan ¢aligmalarla yuksek rolaksivitesi

olan maddeler bulunabilir. Bunlar da MR alanina katkida bulunur.
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