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Ozet: NMR relaksasyon siiregleri ve protein dinamigi ile baglantis1 6zetlendikten sonra,
deneysel ve dinamik parametreleri iligkilendiren temel denklemlerin yorumlanmasi
konusunda gelistirilen yontemler agiklandi ve kargilagtirildr.

Giris

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi atom ¢ekirdeklerinin spin Szelligi ile
ilgilenir. Cekirdek spin numaras: sifirdan farkli olan atom ¢ekirdekleri NMR spektroskopisi
yontemi ile gézlemlenebilirler. Proton olarak adlandirilan 'H (hidrojen) atomu gekirdegi %
spinlidir ve biyolojik molekiillerde gokga bulundugundan bilyiik 6neme sahiptir. Bununla
beraber °C (karbon) ve "’N (azot) izotoplari da Y spinlidirler ve NMR spektroskopisinde
gozlemlenebilirler. "H’in dogal bollugu oldukga yiiksektir (99,98 %), buna karsilik "*C ve °N
diigiik dogal bolluga sahiptirler (1,07 % ve 0.37%). Gozlenebilir bir rezonans sinyali elde
edebilmek i¢in *C ve "N NMR spektroskopisi ¢alismalarinda bu izotoplarla yapay yolla
zenginlestirilmis molekiillerin kullantlmasi zorunludur.

NMR spektroskopisi proteinlerin ve niikleik asitlerin 3-boyutlu yapilarinin  atomik
¢oziiniirliikte belirlenmesinde var olan yéntemler arasinda en etkin olanidir. Clinkii bu yéntem
molekiillerin dogal, yani viicuttaki ortamlarina uygun olarak ¢ozelti iginde gdzlenmesine
olanak tanir. 2002 Nobel Kimya 6diilii, biyolojik makromolekiillerin yapt analizlerinin
belirlenmesinde yeni yontem olarak NMR spektroskopisinin gelistirilmesindeki katkilarindan
otir Kurt Wiithrich’e verilmigtir. NMR spektroskopisi yontemleri 3-boyutlu yapilarin
belirlenmesine ek olarak, biyolojik molekiillerin dinamik ozelliklerinin anlasilmasinda da
oldukea etkilidir.
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Proteinler hiicrelerdeki biitiin biyolojik olaylarin yapitaglaridir. Proteinlerin biyolojik
fonksiyonlari onlarin 3-boyutlu yapilari ve &zellikle dinamikleri ile yakindan iliskilidir.
Proteinlerin yalnizea duragan 3-boyutlu yapilarmm bilinmesi, onlarin biyolojik fonksiyonlari
ile olan iligkiyi agiklamada yeterli olmayabilir. Ornegin; protein katlanmasi, protein-ligand
ctkilesmesi, enzim Katalizi gibi 6nemli biyolojik siiregler proteinlerin degisik zaman
olgutlerindeki ve degisik genliklerdeki hareketlerinden kaynaklanan dinamik &zelliklerine
baghdirlar. Siireglerin anlagilmasi proteinlerin  dinamiginin anlagiimasina baghdir. Bu
nedenle, protein dinamigi ¢aligmalari, proteinlerin duragan 3-boyutlu yapilarinin zamana gére
degisiminin; proteinlerin bolgesel, yerel ve biitiinsel hareketlerinin anlasilmasi ve bu
hareketlerin proteinlerin biyolojik fonksiyonlariyla iliskilendirilmesi bakimmdan oldukga
onemlidir. Ornek olarak, fibrillesme yoluyla amiloidojenik tiirden hastaliklara neden oldugu
bilinen beta-2-mikroglobulin proteininin dogal ve mutant Smeklerinin NMR relaksasyonu
¢alismamizin sonucunu gosterebiliriz. Her iki proteinin lig-boyutlu yapilari birbirine oldukga
yakin olmasina kargmn, dinamik farkliliklar bize gosterdi ki; dogal proteinin biyolojik
fonksiyonunu yerine getirmesi igin gerekli i¢ dinamik ozellikler ayni zamanda, fibrillesme
mekanizmasina zemin hazirlayan bir risk faktdrii olarak ortaya ¢ikmaktadir [8].

Relaksasyon

NMR  spektroskopisi  ¢alismalari proteinlerin  degisik zaman olgiitlerindeki hareketleri
hakkinda atomik ¢oziiniirliikte bilgi saglamasi nedeniyle ayricalikli ve tercih edilen bir
yéntemdir. Sistemin '; spinli gekirdekler igin galismasi basitge sOyledir: NMR spektroskopisi
deneylerinde bir tiipte bulunan gézelti igindeki protein ornegi spektrometreye yerlestirildikten
sonra ona gii¢lii (7.04 T, 11.7 T, 14.1 T, 18.8 T vb.) bir duragan manyetik alan uygulanir.
Cekirdek spin enerji diizeyleri arasinda uygulanan alanin biiytikligiiyle orantili bir fark
olugur. Bir bagka deyisle, NMR spektrometresinin manyetik alan igindeki tiim gekirdeklerin
manyetik momentleri bu manyetik alan vektorii boyunca ayni ya da zit yénde konumlanir.
Tiim ¢ekirdeklerin manyetik momentlerinin vektdrel toplami, diisiik enerji seviyesinde
bulunan gekirdek niifusunun daha fazla olmasi nedeniyle, sifirdan farkli ve dis duragan
manyetik alan yoniinde bir toplam manyetizasyon vektorii verir (Sekil 1’e bakimiz). Duragan
manyetik alan etkisindeki gekirdek manyetik momentleri dis alan ekseni etrafinda Larmor
presesyonu denilen (topag hareketi gibi) degisken eksenli dsnme hareketi yaparlar,

|| Duragan 2z z
|| Alan

Toplam
Manyetizasyon

X

Sekil 1. Cekirdek manyetik moment vektérlerinin dis duragan manyetik alan etkisi altinda
iken denge durumu dagtlimt (solda), dis alanla ayni yonde yOnelen bir toplam manyetizasyon
vektorti (sagda) verir.
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Cekirdekler, spin enerji seviyelerinin arasindaki farka uygun, dis duragan alana dik yénde
gonderilen bir radyofrekans daigasi ile uyarilir. Bu olay toplam manyetizasyon vektdriiniin
y6nelimini degistirir. Relaksasyon siireci, spin sisteminin toplam manyetizasyon vektériiniin
(uyarilma  kesildikten sonra) dengeye donerken zaman igindeki davramsi olarak
tanimlanabilir. Cozelti iginde bulunan gekirdek spinlerinin relaksasyonu molekiillerin rastgele
(Brownyan) hareketinden kaynaklanan bdlgesel ve degisken manyetik alanlar nedeniyle
olusur. Molekiillerin kendi etrafindaki biitiinsel hareketleri ve tek molekiil igindeki bélgesel
hareketler bu degisken manyetik alanlarin kaynagidir. Cekirdek spinlerinin denge durumuna
gelmesi, dncelikle spin enerji gegiglerinin Sriintii adi verilen ¢evredeki gekirdeklerle etkilesimi
sonucu meydana gelir. Cozelti igindeki proteinin pikosaniye-nanosaniye (ps-ns) zaman
Olgegindeki hareketleri gekirdek spin relaksasyon oranlarinda gozlenebilir degigikliklerle
sonuglanir,

Dinamik

Proteinlerin anazincir dinamigi '°N ya da °C, yan zincir dinamigi ise genellikle '*C ya da H
NMR  relaksasyonu ile ¢aligithr. "N izotopu ile zenginlestirilmis protein  &rmeklerinin
tiretilmesi daha kolay ve ucuzdur. Ayrica, N gekirdekleri ile onlarin dogrudan bagl
olduklar: 'H ¢ekirdekleri protein anazinciri boyunca dizilmis ve birbirinden yalitilmis iki-
spinli bir sistem olusturur ki; bu, dipolar etkilesmenin iyi tanimlanmasina ve etkisinin belirgin
ve etkin olarak &lgiilebilmesine olanak tanir. Sonugta, relaksasyon verilerinin analizini ve
anazincir dinamiginin galigilmasini daha etkin hale getirir. Bundan sonra yalmizca >N NMR
relaksasyonundan sdzedecegiz.

Proteinlerin "N NMR relaksasyonunda etkin olan iki temel etkilesim mekanizmasi vardir.
Bunlar, *N ve 'H cekirdekleri arasindaki dipolar etkilesme ile bundan daha az etkin olarak
kimyasal-kayma-anizotropisidir. Deneysel 6l¢iimler molekiiliin i¢ dinamiginin nanosaniye ile
pikosaniye zaman dlgiilerinde analiz edilmesine olanak tanir. Buna ek olarak, mikrosaniye
(us) ile milisaniye (ms) zaman &lgiilerinde konformasyonel ya da kimyasal degigim
hareketleri de belirlenebilir. B&ylece protein dinamigi, relaksasyon zamanlarinin veya
bunlarin tersi olarak tanimlanan relaksasyon oranlarmin Slgiilmesiyle ayrintili olarak
incelenebilir. NMR relaksasyon teorisinin temelleri [7], [10], [14] ve [18] kaynaklarinda
ayrintili olarak agiklanmistir,

Relaksasyon ve Dinamik

Bu bilimde "N NMR relaksasyonu ve bu cergevede '’N-'H (amid) baginin dinamiginden
bahsedecegiz. "N NMR relaksasyon ¢alismalart temel olarak ii¢ parametrenin dlgiilmesiyle
baglar. Bunlar, uyariimig durumdaki gekirdek manyetik moment enerji seviyelerinin denge
durumundaki dagilimina gelme siiresi, yani toplam manyetizasyon vektoriiniin  denge
konumuna gelmesi igin gereken zaman sabiti olan diisey relaksasyon zamani (T\); uyarilmig
durumdaki toplam manyetizasyon vektoriiniin yatay diizlemdeki bilesenlerinin yok olmasi
igin gereken zaman sabiti olan yatay relaksasyon zamani (T;) ve bunlara ek olarak 'H
gekirdek manyetik moment enerji seviyelerinin siirekli uyarilmasi ile doygunluga erismesi
sonucunda spektrumda N sinyal siddetlerinde goriilen degigikligin dlgtisii olan iki-gekirdekli
{'H}-"N NOE degerleridir. Burada formiilasyonun kolayligi agisindan relaksasyon zamanlan
yerine onlarin tersi olan relaksasyon oranlari, yani R; (=1/T}) ve R, (=1/T>) kullanimin tercih
ediyoruz. NOE parametresiyle baglantili olarak da Ryog ile gosterilen ¢apraz-relaksasyon
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oranini kullaniyoruz. R, R ve {'H}-'"’N NOE relaksasyon parametreleri °N ile onun bagls
oldugu hidrojen atomu arasindaki bagin hareketine duyarhdir. Cézelti igindeki bir proteinde
farkli °N-"H bag vektorleri i¢in R; ve R, degerleri bazt durumlarda birbirinden oldukga farkl;
olabilir. Bunun nedeni R, ve R» oranlarinin farkli hareket frekanslarina duyarli olmasidir. R,
oranlar1 bag vektoriiniin ps-ns zaman 6lgiilerindeki hareketleri hakkinda bilgi igerirken, R,
oranlart s6zii edilen ayn1 zaman Olgegine ek olarak ayrica ps-ms zaman Glgegindeki
hareketlere de duyarlidir. Daha kesin bir sekilde, relaksasyon parametreleri, wy ve oy
sirastyla "N ve 'H cekirdeklerinin Larmor frekanslart olmak iizere, >N-'H baginin hareketini
belirleyen bes farkli (0, wn, ©n, ®y-on, op+on) frekanstaki  spektral yogunluk
fonksiyonlaria baglhidir. Olgiilebilen iig relaksasyon parametresi, J(o) ile gosterilen spektral
yogunluk fonksiyonunun beg farkli frekansta 6rneklenmesi olarak diigiiniilebilir [1]. Baska bir
deyisle, spektral yogunluk fonksiyonu molekiil hareketinden kaynaklanan rastgele siireglerin
belirli bir frekansta relaksasyona yol agabilme potansiyelini tanimlar.

R, ve R; parametreleri HSQC tipinde iki-boyutlu NMR deneylerinde &lgiilen sinyal
siddetlerinin séniim zamanindan elde edilir. Bu deneylerde, spektrumdaki sinyal siddetleri,
uyarict radyofrekans puls dizisi iginde incelenmek istenen relaksasyon siirecinin etkin oldugu
noktada, gittikge genigleyen zaman araliklarinda, yani sistemin daha fazla relaks olmasina
olanak taniyarak 6lgiiliir. {'H}-'">’N NOE parametresi ise bir baska tiir HSQC tipinde iki-
boyutlu NMR deneylerinde 'H gekirdeklerinin doygunluga ulagtirildigs ve ulastiriimadigi
durumlarda olgiilen sinyal siddetlerinin oranlarindan elde edilir. NMR relaksasyon
caligmalarinda kullanilan degisik deneysel &lgiim teknikleri igin [20] kaynagim ve bu
kaynagin i¢indeki diger kaynaklari 6nerebiliriz.

Temel Denklemler
1961 yilinda Abragam yaptigi hesaplamalarla, ¢ozelti igindeki molekiiller igin deneysel

yontemlerden bulunan relaksasyon oranlarinin bes farkli frekanstaki spektral yogunluk
fonksiyonlarinin dogrusal bilesimi olarak

R, =3d (o) +d* J(@y, —oy)+6d°J(0, + ®,) +c* (o)

, 3d? d> ,
Ry = 24700+ —J(@y)+—-J(@y ~ 0y )+3d°)(o0y,)

, 2c? c?
+300(@, + @)+ Z-10) +S-I@,)+ R,

R o =4I (@), — @y )+6d*) (0, +©,)

seklinde yazilabildigini gosterdi [1]. Burada, Ryog orant
R _ N

NOE — (NOE_ ])_RI
Yu

ile verilir. yv ve yn, sirasiyla "N ve '"H’in jiromanyetik oranlaridir. Temel denklemlerde
goriilen R,y terimi, molekiildeki bir bdlgenin konformasyonel degisimi ya da bir gekirdegin
farkli bir molekiildeki ayni tiir gekirdek ile kimyasal degisimi siiregleri var oldugunda, siirece
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dahil olan bag vektorii igin yatay relaksasyon oranina eklenmesi gereken artirici katkiyi
gostermektedir, Denklemlerdeki sabitlerin agik ifadesi

2.9 3 2
Ly 4<rN”) 3

ile verilir. Bu sabitlerden d2, 'H ile '°N gekirdekleri arasindaki dipolar etkilesme ve ¢’ ise
kimyasal-kayma-anizotropisi ile iliskili sayilardir. Sabitlerdeki isaretlerden uo, bosluk igin
manyetik gegirgenlik katsayistni; /, Plank sabitinin 2n’ye boliinmesiyle elde edilen sayiyy; yn
ve vy, sirastyla N ve 'H’in jiromanynetik oranlarini; o, ">N’un Larmor frekansini; <m>,
'>N-'H baginin ortalama bag uzunlugunu ve Ao, eksenel simetrik '°N kimyasal-kayma-
anizotropisi tensoriintin paralel ve dik bilesenleri arasindaki farki gostermektedir. Ornegin;
11.74 Tesla’lik duragan dis manyetik alan igin, <ry>=1.02 A ve Ac=-173 ppm alindifinda,
d*=1.30x10° rad®s? ve ¢*=1.01x10° rad’s olur.

Dinamik Analiz: Modelden-Bagimsiz Yontem

Her ne kadar temel denklemler 1961 yihndan beri biliniyor ise de, bu denklemlerden
hareketle etkin analiz ve yorumlama yontemlerinin gelistirilmesi uzun zaman almugtir.
Denklem sisteminde 6lgiilebilen ii¢ relaksasyon parametresi kullanilarak bilinmeyen beg farkli
spektral yogunluk fonksiyonu, bu fonksiyonlarin formu igin kabul edilebilir bir varsayim
olmaksizin birbirinden bagimsiz olarak ¢6ziilemez. Bu problemle iligkili olarak 1982 yilinda
Lipari ve Szabo [16], [17] NMR relaksasyon verilerinin analizi igin “Modelden-Bagimsiz”
(MB) olarak adlandirilan bir yontem gelistirdiler. Bu yonteme modelden bagimsiz denmesinin
nedeni, bag vektoriiniin molekiil i¢i hareketini fiziksel bir modele dayali olmadan
incelemesidir. Lipari ve Szabo’dan ©nce, NMR relaksasyon verilerinin analiz ve
yorumlamalar1 igin kullanilan modellere &rnek olarak, tekli baglar etrafinda serbest donii
modeli, ¢oklu baglar etrafinda serbest donii modeli, ¢oklu baglar etrafinda sinirlandiriimes
donii modeli, bir koni igerisinde sallanma modeli, tekli bag etrafinda serbest donii ile koni
igerisindeki sallanma birlesiminden olugan model ve kesikli atlama modelleri sayilabilir [7].

MB yontem ¢6zelti igindeki proteinin biitiinsel hareketinin izotropik oldugunu ve bununla
beraber proteindeki bir bag vektdriiniin i¢ hareketinin, proteinin biitiinsel donii hareketinden
bagimsiz oldugunu varsayar. Bu varsayimlar her bir bag vektoriiniin oto-korelasyon
fonksiyonunu, i¢ harekete ait oto-korelasyon fonksiyonu ile biitiinsel harekete ait oto-
korelasyon fonksiyonlarinin garpimi olarak C(t) = Chuunsel(t).Cig(t) seklinde tanimlamaya
olanak tanir. Bir "N-'H bag vektoriiniin zamana gore yeniden yonelimini tanimlayan oto-
korelasyon fonksiyonunun Fourier transformu, yukarda s6z ettigimiz ve dinamikle dogrudan
iligkili spektral yogunluk fonksiyonunu verir. Oto-korelasyon fonksiyonunun garpim olarak
kabul edilmesi, spektral yogunluk fonksiyonunun iki Lorentzian fonksiyonun toplami olarak

J(m):g[ S, +(I_,.5vz)rjj’ Lt

5001+ r,i_} (1+w’c’?) ¢ (r,,+7.)

seklinde yazilmasina yol agar. Boylece, ilk ortaya atilan MB ydnteme gore bir proteinin
dinamigi Lorentzian fonksiyonlarindaki ii¢ parametreye iligskilendirilmis olur. Bunlar; bag
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vektoriiniin uzaysal hareketinin sinirini ya da genligini belirleyen S, bag vektoriiniin etkin ic
korelasyon zamani 1, ve molekiiliin biitiinsel donii korelasyon zamani T, parametreleridir.

T, S ve T, dinamik parametreleri, relaksasyon parametrelerinin en kiigiik kareler yontemi
kullamilarak varsayilan spektral yogunluk fonksiyonuna uydurulmasiyla belirlenebilir.
1989°da ilk olarak Kay’in '°N relaksasyon verilerinin analizi icin MB y6ntemi basariyla
uygulamasindan [13] sonra, bu yontem biiyiik bir ilgi gordii ve gittikge artan bir uygulayic
kitlesine ulasti. Bir yil sonra bu yéntem bes dinamik parametre daha eklenerek Clore
tarafindan gelistirildi [5], [6] ve daha sonra buna genisletilmis-MB yontem adi verildi.
Genigletilmis-MB y6ntemde yeni tanimlanan dinamik parametrelerden birisi konformasyonel
ya da kimyasal degisim siirecini dikkate alan R, parametresi, digerleri ise i¢ hareketlerin
yavas ve hizli olarak birbirinden farkli iki zaman 6lgeginde olabilecegini dikkate alan
parametrelerdir. Boylece i¢ dinamigi tanimlayan parametreler, s (yavas) ve f (hizlh) etiketleri
tagtyan 1/, t,, Sy ° ve S, 2 olarak genigletildi. Gelistirilmis haliyle MB yéntem, Tablo 1°de
verilen bes farkli model ile NMR relaksasyon verilerinin analizini yapan etkin bir ydnteme
doniistiiriilmiis oldu.

Tablo 1. Modelden-Bagimsiz ydntem gergevesinde tanimlanan spektral yogunluk
fonksiyonlar:,

model spektral yog unluk fonksiyoniar: optimize edilen parametreler
I X =%[S%, M1+ o) s?
2 M@ =%, v 02y (- S0 1+ 0t ) sz,
3 @) =[Sk, 1+ w0l
ve R2(ﬂhv) :R2+ch S}”ch
4 J(m)z;g[sjrm +o’c)+(1-S])7) /(1+w2r;2)]
ve Rz(um-) =R, +R, S/J"T/ » R
5 M@ =H[S', M0+ 072) 4 20872 1+ o) 2,821,
Ty =10, Mz, +1,), r,=1,7, N, +1,), S = S;S?

Genigletilmis haliyle MB yéntem, giiniimiizde halen NMR relaksasyon verilerini analiz
etmede en yaygin kullanilan yoéntemdir. Ancak, her ne kadar modelden bagimsiz olarak
adlandirilsa da, yukaridaki tablodan da goriildiigii lizere en fazla {i¢ dinamik parametre
deneysel &lglimlerle iliskilendirilebilmekte, digerleri igin varsayimlar yapiimaktadir. Ayrica,
spektral yogunluk fonksiyonunun Lorentzian segilmesi, gergcekte molekiiliin  biitiinsel
ddniisiiniin izotropik oldugu varsayimina dayanmaktadir, MB ydntemde anizotropik durumlar
igin, molekiilin anizotropik biitiinsel d@niisii igin  Woessner tarafindan gelistirilmis
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tamimlamalarla [26], yukardakilerden daha karmasik spektral yogunluk fonksiyonlari da
kullanilmaktadir [4].

Dinamik Analiz: indirgenmis Spektral Yogunluk Génderimi Yéntemi

Temel denklemlerin ¢oziilmesine farkli bir yaklasim deneysel yolla dlgiilebilir relaksasyon
parametrelerinin sayisinin arttirtlmasi olabilirdi ve 1992 yilinda Peng ve Wagner [23] bazi ek
relaksasyon deneyleri yaparak alt: relaksasyon parametresi dlgmeyi basardilar. Boylece bes
tane spektral yogunluk fonksiyonunu dogrudan hesaplayabildiler. Calisma, yiiksek
frekanslardaki spektral yogunluk fonksiyonlarinin, yani J(ogw), J(oy) ve J(wga)’nin
degerlerinin birbirine gok yakin oldugunu, buna kargilik daha algak frekanstaki diger iki
spektral yogunluk fonksiyonu J(0) ve J(on)’den belirgin derecede farkli olduklarini gosterdi.
Bu sonug, yaklagik ayni zamanda birden fazla aragtirmacinin spektral yogunluk génderimi
ydntemini basitlestirmesine yol agtt. Yiiksek frekanslardaki birbirine gok yakin {i¢ spektral
yogunluk fonksiyonu J(wun) = J(0n) = J(wu+n)'nun tek bir spektral fonksiyon ile temsil
edilebilecegi anlagild [12], [9], [15]. Bu yeni yonteme “indirgenmis Spektral Yogunluk
Gonderimi” (ISYG) yontemi denildi. Bulusgulardan Farrow, sozkonusu tek spektral
fonksiyonunun J(0.87wy) oldugunu hesapladi [9]. Sonugta, Abragam tarafindan verilen bes
bilinmeyenli ti¢ dogrusal denklem sistemi

-3 3 -9
3(0) 4(3d2|+c2) 2(3d? +¢?) 10(3d27+c2) R,
J(o —_— 0 — ' IR
(©n) (3d* +¢?) 5(3d* +¢?) ’
J(0.87w,,) | R o
0 0 —
5d

seklindeki basit ve tek ¢oziime sahip matris denklemine indirgenmis oldu. ISYG yénteminin
MB ydnteme gore ustiinliigi spektral yogunluk fonksiyonunun formu igin herhangi bir
varsayimda bulunmayisidir. Buna karsilik bag vektoriiniin i¢ hareketinin genligiyle (yani; S
parametresi ile) iliskili bilgi verememesi bir zayiflik olarak ortaya gikar. ISYG ydntemi
Ozellikle MB ve genisletilmig-MB  yontemlerinin  varsayimlarinin  gegerli  olmadigi
durumlarda; Srnegin, protein dinamigi hakkinda higbir 6zel varsayimin gergeklenemedigi
katlanmamig ya da kismen katlanmig proteinlerde, bag vektériiniin i¢ hareketinin molekiilin
biitiinsel dnii hareketiyle giftlendigi durumlarda, vb., tercih edilmelidir [14]. [11] kaynaginda
verilen ¢alismamizda, rat thyroid transcription factor 1 (TTF-1) proteininin homeodomain
(DNA’ya baglanan bolge) anazincir dinamigi igin relaksasyon verilerinin MB yé&ntem ile
islenmesi tutarsiz sonuglar vermig, buna karsiik ISYG yontemi ile baglanma bolgesinin
dinamigi basarili bir sekilde agiklanabilmistir. Benzer bir tutarsizhk durumu kaynak [3]’de
verilen galismada HIV-1 capsid proteininin C terminal kisminin W40A mutanti (CACW40A)
igin de gozlenmistir. Buna ragmen, her iki yontemin bazi dinamik &zellikler igin tutarls
sonuglar verdigi [24], [19], [25] proteinlerin de oldugu gézoniine alindiginda, her iki
yontemin protein dinamigi analizlerinde birbirini tamamlayici yéntemler olarak
kullanilabilecegi agiktir,

Daha dnce de séz ettigimiz gibi ¢6zelti iginde bulunan proteindeki bir ¢ekirdegin farkli bir
molekiildeki ¢ekirdekle kimyasal degisimi, ya da proteindeki bir boélgede goézlenen

657



konformasyonel degisim siiregleri ps - ms zaman Slgegindedir ve yatay relaksasyon oraninda
artiga neden olur. Buna bagli olarak J(0) spektral yogunluk fonksiyonunda da bir artig olur,
Bir ""N-'H bag i¢in hesaplanan J(0) degierinin fazla yiiksek olmasi, o bag i¢in sozil gegen
yavas zaman Olgegindeki siirece igaret eder. Bu siirecin yatay relaksasyon oranina katkisi
temel denklemlerde Ry terimi ile gdsterilmisti.

us - ms zaman Olgegindeki konformasyonel degisim hareketleri genellikle proteinlerin
molekiiler tanima bolgelerinde bulundugundan veya molekiiler tanima siirecine bagh olarak
molekiiller arasi etkilesmeden etkilendiginden, proteinlerde bu hareketlerin nerelerde
oldugunun ve biiyiikliigiiniin belirlenmesi bilyilk 6nem tagir. Konformasyonel/kimyasal
degisim siirecinin hizli ya da yavag olmasima bagli olarak Re, in belirlenmesinde farkls tipte
NMR deneyleri yapilir ve farkli tiir relaksasyon oranlart &lgiilir. Bundan baska,
konformasyonel/kimyasal degigim siirecinin hizli olmasi durumunda Re, uygulanan dis
duragan manyetik alanin karesine baghdir. Bu nedenle birden fazla dis duragan alan altinda
yapilan relaksasyon olgiimleri Rex teriminin hesaplanmasina olanak tanir. Ry in
belirlenmesinde ve biiyiikliiginiin Slgilmesinde ¢esitli yontemler ileri siiriilmiistir. Bu
yontemler igin [21], [2] ve [22] kaynaklarini ve bunlardaki diger kaynaklari 6nerebiliriz.

Ozet ve Diger Uygulamalar

Bu galismada, ¢6zelti igindeki proteinler igin >N NMR relaksasyon dlgiimlerinden elde edilen
parametrelerin analizi ve yorumlanmasi igin en yaygin olarak kullanilan yontemlerden
bahsettik. Bu yontemlerle proteinlerin biitiinsel donii zamanlarinin yani sira, bag vektorlerinin
ps-ns zaman Slgeklerindeki i¢ hareketleri ve genliklerinin tayin edilebilecegini gosterdik.
Ayrica, biyolojik fonksiyon ile yakindan iligkili olan ps - ms zaman o6lgegindeki
konformasyonel degisim hareketlerinin de belirlenebileceginden bahsettik. Bunlara ek olarak,
MB yénteminden elde edilen S parametreleri kullanilarak proteinlerde yerel konformasyonel
entropi hesabi da yapilabilir.

Relaksasyon deneyleri, birden fazla sicaklikta ya da pH degerinde, veya birden fazla protein
konsantrasyonu igin yapildiginda elde edilen zengin veriler proteinler igin daha fazla
dzelliklerinin belirlenmesine olanak tanir. Omegin, konsantrasyona bagli &lgiimlerden
proteinlerin oligomerlesme durumlan hakkinda bilgi edinmek, ya da sicakliga bagl
&lglimlerden termodinamik 6zellik olan yerel 1s1 kapasitesini hesaplamak miimkiindiir.

NMR relaksasyon galigmalar sadece tek bir proteinin dinamik galismasinda degil, bundan
bagka protein-protein ya da protein-ligand etkilesmelerinin incelenmesinde de yayginca
kullanilr. Cozelti igine hem incelenecek protein hem de onun baglanacagi molekiil
yerlestirildiginde, relaksasyon galigmalart incelenen proteinin baglanma nedeniyle hangi
bolgelerinde dinamik farkhiliklar gosterdiginin anlagilmasim saglar. Ozellikle proteinlerin
DNA veya RNA’ya baglanma, proteinlerin enzimlerle birlegik yapilar olusturma konularinda
galigmalar bulunmaktadir. Son yillarda “Hiicre igi NMR” tekniklerinin de gelistirilmesine
¢ahigilmaktadir. Bu tekniklerin, canli hiicre igerisindeki biyolojik molekiillerin fonksiyonlarin
yerine getirirken ayn1 zamanda yapi ve dinamiklerinin de incelenebilecek olmast heyecan
vericidir.
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