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SERUMDAKI PROTEIN HIDRASYONUNUN NMR T;
OLCUMLERI ILE iINCELENMESI

The Investigation of Protein Hydration in Serum
by T; Relaxation Measurement

Giilten KAVAK !

Ozet
Bu ¢alismada bir serum érneginin spin-orgii durulma zamani(T;) 6l¢iimleri, bu
ornege kademe kademe albiimin eklenerek ve inversion-recovery(IR) puls adimi
kullanilarak, 60 MHz’ de c¢alisan bir FT-NMR ile ol¢iildii. Her albiimin
eklemeden sonra saptanan 1/T; oranlari, o andaki Ma/Ms(albiimin kiitlesi/su
kiitlesi) oramina karsi grafiklendi. Béyle bir grafik, ucuca ekli dért dogru
parcast vermektedir. Bir protein molekiiliinii saran su béliimlerinin, eklenen
albiimin vasitasi ile, distan ice dogru tiikendigi varsayilmigtir. Bulunan dogru
parcalari: serbest su, engellenmis su, donerek ve dénmeyerek bagl su
tabakalarina atfedildi. Bu dogrulara ait verilerden, bir gram proteine diisen su
miktari: 4,71 g (serbest), 1.5 g (engellenmis), 0.38g(donerek bagl) ve 0.05 g
(dénmeden bagli) olarak bulundu. Bu béliimlere ait durulma oranlari ise sirast
ile, 0.59s™ (serbest), 0.95s™! (engellenmis), 1.83 s (donerek bagli) ve 3.82 st
(dénmeden bagl) olarak saptand.
Sonuglar serbest ve hidrasyon suyu arasinda su molekiillerinin hizli kimyasal
degis-tokus mekanizmasina dayanan durulma modeli ile tutarli bulundu.
Bloembergen, Purcell ve Pound tarafindan ortaya konan durulma bagintilar
kullamlarak, serbest, engellenmis, donerek bagli ve donmesiz bagh tabakalarin
T ilgi zamanlar: sirast ile 1 0']2s, 5*] O'IOS, 1.2%10”s ve 10”s olarak saptandl.
Literatiirle uyumlu bulunan bu sonuglar, bir ¢ozeltideki hidrasyon suyunun
cesitli boliimlerine ait durulma zamani ve su miktarlarinin, protein ilavesine
karsilik yapilan T, él¢iimleri ile saptanabilecegini onermektedir.
Anahtar Kelimeler: Albiimin, T, spin-orgii durulma zamam, T ilgi zamani

Abstract
In this study; T; relaxation times were measured for_serum doped albumin_with
FT-NMR spectrometer operating at 60 MHz. and using inversion-recovery
pulse sequences (IR). After each albumin_addition, spin-lattice relaxation rates
(1/T;) were measured and plotted against mass albumin/mass water. The
plotting gives four successive line segments. The water layers surrounding the
protein molecule are assumed to be consistently exhausted from outer shell to
inner shell by adding albumin. The obtained line segments were atributed to
free, hindered water, rotatioanlly bound and irrotatioanlly bound water layers.
Using the line segments, the mass of water per 1 g of protein were obtained
4,71 g(free), 1.5 g(hindered), 0.38g(rotationally bound) and 0.05g
(irrotationally bound). The relaxation rates of this layers were determined as
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Sollows; 0.59s7 (free), 0.95s" (hindered),1.83 s (rotatioally bound) and 3.82
s (irrotatioanlly bound).

These results were consistent with relaxation model based on fast chemical
exchange mechanism of water molecules between free and hydration water.
Using the relaxation rate and the dipolar relaxation formula found by
Bloembergen, Purcell and Pound, correlation times T were determined for
free, hindered, rotatioanlly bound and irrotatioanlly bound layers; 1 O'IZS, S*0
105, 1.2%10%s ve 107s, respectively. These results suggest that the relaxation
times of water layers surrounding a protein and amount of water in each layer
could be determined by T; measured versus addition protein.

Anahtar Kelimeler: Albumin, T; relaxation times, T correlation times;

Giris

Saglikli serum &rneklerinin spin-6rgii durulma (T,) Sl¢timleri 1970” in
ortalarindan bu yana ¢ok sayida arastirici tarafindan tekrarlanmis ve T,
durulmasina katkida bulunan serum bilesenleri su, diamagnetik proteinler ve
transferin olarak ag¢iklanmistir(Brooks, Battocletti, Sances, Larson,
Bowman & Kudravcev, 1975; Koivula, Suominen, Timonen & Kiviniitty,
1982; Raeymaekers, Borghys & Eisendrath, 1988; Yilmaz, Chu, Osmanoglu,
1988; Yilmaz, Otludil, Batun, Ensari, Longo & Palma,1992; Yilmaz, Budak &
Longo, 1998). Durulma mekanizmasinin serbest su ile proteinlere bagl su
arasindaki hizhi kimyasal degis-tokustan ileri geldigi varsayilmistir(Brooks,
Battocletti, Sances, Larson, Bowman & Kudravcev, 1975; Koivula,
Suominen, Timonen & Kiviniitty, 1982). Donmus oOrnekler ve ddteryum
katilmis Ornekler iizerinde yapilan durulma Olgiimlerden, bagli su kendi
arasinda: Engellenmis (hindered), donmeden (irrotatioanlly) ve donerek
bagli(rotationally bound) su gibi bazi alt bolimlere ayrilmistir(Fullerton,
1988; Grosch & Noack, 1976). Ancak dogrudan serum kullanilarak, serum
proteinlerine bagli su béliimlerinin durulma zamanlari incelenmemistir.

1980 ortalarindan  itibaren, lizozim ¢dzeltileriyle  yapilan
incelemelerden, proteine bagli su boliimlerinin her birinin T, degerini, ilgi
zamanlarim ve su miktarlarin1 agiklayan yeni bir yontem agiklanmistir
(Fullerton, Ord & Cameron, 1986). NMR titrasyon (dehidrasyon) metodu
denilen bu teknik: (1) buharlagtirma yolu ile ¢ozeltideki protein oraninin
artirilmasi olgusuna, (2) protein etrafindaki su boliimlerinin distan ige sira ile
buharlastig1 varsayimina dayanmaktadir. Bu tip dehidrasyon ile serumdaki su
boliimlerinin durulma zamanlar1 ve su miktarlari iizerine de bilgi edinilmistir
(Cameron, Ord & Fullerton, 1988). Ancak ornekteki suyun buharlasmasi
aylara varan bir zaman aldigindan, serumda olusan mikrobik kokenli
bozulmalar ve spektrometreden ileri gelebilecek zamana bagl hatalar goz ardi
edilemez. Bu ise daha hizli bir dehidrasyon teknigine hala gereksinim
oldugunu ortaya koyar.

Bir serum 6rneginin temel proteinleri, yaklasik olarak albiimin (4-
6)g/dl ve y -globiilin (2-2.5)g/dl konsantrasyonda olmaktadir (Kavak, 2000;

Yilmaz, Ulak & Batun, 2004). Buharlastrma yolu ile serumdaki protein
miktar1 arttirilacagina, alblimin ya da globiilin ekleyerek de protein
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konsantrasyonu arttirilabilir. Bu ise daha hizli dehidrasyon saglayarak, daha az
hata igeren T, 6lglimleri verir.

Bu c¢alismada serum oOrnegine ardisik olarak eklenen alblimin
konsantrasyonlarina karst Olgiillen NMR-T; spin-orgli durulma verileri
kullanilarak, serumun ¢esitli hidrasyon tabakalarmma ait durulma oranlar1 ve su
miktarlar1 saptandi.

Materyal ve Metod

Normal bir goniilliden alinan kan heparinsiz ve citratsizdir. Kan
alindiktan hemen sonra santrifuj islemine tabi tutularak 2 ml’ lik serum 6rnegi
elde edilmistir. Sigma’ dan satin alinan toz insan serum albiimini (%96-99’u
agaros jel elektrofores olan ve kalanini globiilin Fraksiyon V tozu igeren), 25
mg’ Iik agirliklar halinde tartildi. Her bir tarti ardisik olarak aymi serum
ornegine eklendi. Her bir eklemeden sonra bu 6rnegin T, dlglimleri alindi.
Islem 2 ml seruma ardarda eklenen albiimin miktar1 1.7 gram oluncaya kadar
stirdiiriildii. Bu konsantrasyondan sonra &rnek jellestigi i¢in deneyin devami
olanakli olmadi.

T, oOlgimleri 60MHz’de ¢alisan JEOL FT FX-60Q-NMR
spektrometresi ve inversion-recovery puls adimi kullamilarak gerceklestirildi.
Puls araligi 0.05 saniyeden 10 saniyeye dek degistirildi. Puls tekrarlama siiresi
20 saniye olarak alindi. Probe sicakligit JINM-VT-3C otomatik sicaklik kontrol
birimi kullanilarak, 20% 0.5 °C ‘de sabit tutuldu. T, 6lgiimleri i¢in deneysel
hata * 0.03 saniye mertebesinde idi.

Olgiimler sonucu elde edilen 1/T; degerleri albiimin kiitlesi/su kiitlesi
(Ma/Ms) oranina karsi grafiklendi. Bulunan egri, 4 ayri dogru parcasina
ayristirildi (Cameron, Ord & Fullerton, 1988; Fullerton, Ord & Cameron,
1986). Bu ayristirma, her bir dogru pargasi igin en yiiksek korelasyonu veren
noktalar birlestirilerek ve en kii¢lik kareler fiti kullanilarak yapildi. Elde edilen
dogru pargalart Sekil 1° de goriilmektedir. Bu dogru parcalarinin birlesim
yerlerinden, proteinin ¢esitli su tabakalarina ait durulma oranlari ve proteinin
grami bagina su miktarlar1 saptandi (Cameron, Ord & Fullerton, 1988;
Fullerton, Ord & Cameron, 1986).
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Sekil 1. Serumdaki 1/T, oraninin Ma/Ms(Albiimin kiitlesi/Su kiitlesi )

iizerine baglilig.
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Sonuglar ve Tartisma

1/T| oraninin Ma/Ms oranina kars1 grafiklenmesi ile elde edilen dogru
parcalart Sekil 1 de goriilmektedir. Sekillerden gorildiigi iizere, her bir dogru
parcast icin ilgi katsayis1 1’e yakindir. Veriler, bagka dehidrasyon
teknikleriyleyle elde edilen sonuglar ile tutarli goriiniiyor (Cameron, Ord &
Fullerton, 1988).

Bir protein ¢ozeltisindeki suyun, serbest, engellenmis (diizenlenmis
veya yapilanmis), proteine donerek bagli ve donmeden bagli olmak lizere 4
ayr1 fazda bulundugu ¢esitli calismalarda aciklanmistir (Cameron, Ord &
Fullerton, 1988; Fullerton, Ord & Cameron, 1986; Fullerton, 1988; Grésch &
Noack, 1976). Su, bu fazlar arasinda hizli kimyasal degis-tokus yapmakta ve
1/T, oram

by +&+M (1)
T,

K le 1db T;dmb

14
T

2~
~

bagintisina uymaktadir (Zimmerman & Brittin, 1957). Burada s: serbest, e:
engellenmis, db: donerek bagli, dmb: donmeden bagl fazi ifade etmektedir.
/Ty ler ve £ ler ise ilgili fazlarda suyun durulma oranlar1 ve bulunma
olasiliklarmi gdstermektedir.

Bir protein ¢ozeltisindeki su buharlastirilinca, dnce serbest suyun,
sonra engellenmis suyun daha sonra da donerek bagli suyun ve en sonunda da
donmeden bagli suyun buharlagtigi varsayilmistir (Cameron, Ord & Fulleron,
1988; Fulleron, Ord & Cameron, 1986).

Bu c¢alismada da ortama albiimin ekleyerek, distan ice her bir
tabakanin suyu tiiketilmistir. Serum durulma oraninin (1/T;) Ma/Ms’ ye karst
grafiklenmesi, ucuca ekli dort dogru parcasi vermis ve yukarida sozii edilen
dehidrasyon teknigi ile tutarli sonuglara yol agmustir (Sekil 1). Her bir
boliimiin Sekil 17 den elde edilen durulma orami, proteinin grami basina diisen
su miktar1 ve suyun bu boliimlerde bulunma olasiliklart Tablo 1’de verilmistir.
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1
Tablo 1: Alblimine ait su tabakalarin spin-6rgii durulma oranlari (/T' ),
proteinin grami basina diisen su miktarlar1 (H20), suyun her bir fazda
bulunma olasiligi(f) ve ilgi zamanlari 1.

Su Tabakalan 1/T;(1/sn) | gH,O/gProtein F T(8)
Serbest 0.59 4,71 0.72 1*10™"
Engellenmis 0.95 1.5 0.23 51077
Dénerek Bagli 1.83 0.38 0.05 1.2*10F
Doénmesiz Bagl 3.82 0.05 0.008 1*107

Serbest fazdaki su molekiillerinin durulma mekanizmasinin dteleme ve
donme hareketlerinden ileri geldigi bilinmektedir. Bu faz igin ilgi zamam 10"
s (Fullerton, 1988). Engellenmis suyun durulma mekanizmasinin, protein
tarafindan engellenen oteleme hareketinden ileri geldigi One siiriilmiistiir
(Grosch & Noack, 976). Bloembergen, Purcell ve Pound (BPP) tarafindan
tiretilen kurama gore bir dipol-dipol etkilesiminin 1/T; durulma oranina
katkis1

1 3u’y’n’ 4
R lLt 7/2116 Tc > + TC > (2)
T, 1607°r° | 1+0’c,” 1+40°t,

ifadesi ile verilir(Bloembergen, Purcell & Pound, 1948). 1/T= 0.95 s,
@ = 60 MHz ve iki dipol arasindaki mesafe r=2.7 A° alinarak Denklem 2’
den 6telemesi engellenmis su icin ilgi zamani 5*¥107'° s olarak hesaplanir. Bu
fazin donme ilgi zamani1 1¥10™"* s olarak hesaplanir ki burada asil katkinin
gergekten de Gtelemeden ileri geldigini dogruluyor (Grosch & Noack, 1976).

Donerek proteine baglanan suyun durulma mekanizmasi igin
kullamlan baginti,

1 347y 1 4z, :|(3C0s20¢—1]2 .

T, 1607°r° | 1+ w’c,’ +1+4a)21'c2 2
seklindedir (Koenig & Schillinger, 1969; Marshall, Schmidt & Sykes, 1972).
Ifadedeki son carpanin ortalama degeri 1/5 degerindedir (Hennel &
Klinowsky, 1996). r=1.2 A° alinarak yapilan hesap donerek bagli su i¢in ilgi
zamaninin 1.2*10”s olarak verir.

Donmeden proteine bagli su i¢in durulma mekanizmasina ait ilgi
zamani, proteinin takla hareketleri ile belirlenmistir (Daszkiewicz, Hennel &
Lubas, 1963). Bu durumda ilgi zamam 107 s basamaginda biliniyor (Kavak,
2000; Koenig & Schillinger, 1969).
w*t>>>1 yaklasimi altinda Denklem 2;
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Tl=(3u2y2h2/160n2r6)* 22 )

| wt

formuna indirgenir. R=1.52 A° alinarak yapilan hesaplar donmesiz olarak
baglanan su i¢in proteinin donmesi ile elde edilen ilgi zamani 107 s olarak
tekrar dogrulaniyor.

Yukarida hesaplanan ilgi zamanlar1 ve proteine bagli su miktar1 da
literatiirle ¢ok iyi uyum halindedir (Cameron, Ord & Fullerton, 1988;
Fullerton, 1988; Gallier, Rivet & Certaines, 1987; Kavak, 2000). Bu nedenle
de mevcut veriler, seruma protein ekleyerek yapilan dehidrasyon islemini
serum durulma mekanizmalarmi agiklayict  sonuglara yol agtigim
onermektedir.

Bu c¢aligma ile yapilan sonuglar dort su tabakasinin bulunmasi
varsayimina dayanir. Ancak yakin yillarda yapilan c¢aligmalarda, bu ilgi
zamanlar1 tabakalara degil de ¢esitli su gruplarina atfedilmistir
(Balasubramanian, Bandyopadhyay, Pal & Bagchi, 2003; Bertini, Fragai,
Luchinat. & Parigi, 2000; Bertini, Luchinat, Nerinovski, Parigi, Cross, Xiao
& Wedd, 2003; Halle, 2004; Pouliquen, Gallois, 2001; Tarek & Tobias, 2000).
Durumu ister tabaka modeli ister de farkli fazlarda bulunan su gruplari olarak
gorelim, durulma zamanlarindan ilgi zamanlarinin tiiretimi benzer olmaktadir.
Yorumlar biraz degisebilir.
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