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1. GIRIS

Kiitle spektrometresi, molekiilleri kiitle/yiik oranlarina gére ayiran analitik cihazlardir.
Kiitle spektrometresinin boy ol¢iisiilemez hassasligi, tayin simirinin diisiikliigii, oldukca
hizli analize imkan tanimasi ve uygulama alanindaki cesitlilikten dolay1 analitik
metodlar arasinda dnemli bir yeri vardir. Ozellikle biyolojik materyallerin yapilarinin
aydinlatilmasinda ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Proteom, metabolom, ilag
caligmalar1 gibi son gelismelerin ¢ogu kiitle spektrometresi ile calisilarak Onemli

ilerlemeler kaydetmistir.

Proteinlerin yapilarinin aydinlatilmasi icin, kendi aralarindaki etkilesimler farkl
tekniklerle aciklanmaya c¢alisilmistir. Makromolekiillerin kompleks yapida ve biiylik
boyutlarda olmalar1 bu ¢alismalar1 zorlastirmaktadir. Bu nedenle proteinlerin yapilarinin
ve fonksiyonlarinin aydinlatilmasinda, proteinlere gore daha az kompleks olan
peptitlerin yapr analizleri énem kazanmistir. Ozellikle peptit-metal etkilesimlerinin
proteinlerin yapisini agiklayabilmek i¢in iyi birer veri kaynagi olabilecegi goriilmiistiir.
Elektrosprey ile kiitle spektrometresinin birlesimden dogan ESI-MS teknigi kullanilarak
sekans belirlemeye hizli ve dogru bir sekilde imkan taniyan bu yontem, proteomigin
gelismesine yardimci olmustur. Kiitle spektrometrisi yontemi bu agidan 6nde gelen

calisma alanlarindan biridir.

Kiitle spektrometresinin kimyasal analizlerde ilk kullanimlari, 1940’1 yillarda,
petrokimya endiistrisindeki  hidrokarbon karigimlarinin  kantitatif —analizleriyle
baslamistir. Onceleri az sayida hidrokarbon iceren karisimlarin analizi, fraksiyonlu
damitma sonrasi ayrilan bilesenlerin kirma indislerinin olgiilmesiyle yapiliyordu. Boyle
bir analizin tamamlanmasi en az 200 saat gerektiriyordu. Benzer bir analiz kiitle
spektrometresiyle ise birkag saatte gerceklestirilebilmektedir. Bu durum, ticari kiitle

spektrometrelerinin hizla gelisip yayginlasmasina neden olmustur.

1950°li wyillarin basinda kiitle spektrometreleri, kimyacilar tarafindan organik
maddelerin teshisinde ve yap1 tayininde kullanilmaya baslanmistir. Daha sonra niikleer

manyetik rezonans ve gelistirilmis infrared spektrometreleri ile birlestirilmesi sonucu,



organik kimyacilar i¢in hem madde tanimada hem de molekiillerin yapilarinin
aydinlatilmasinda kiitle spektrometrisi yaygin yontemleden biri olmustur. Kiitle

spektrometrelerinin bu sekilde uygulamas: giiniimiizde de ¢ok yaygindir.

Kiitle spektrometresinin amino asitler ve peptitler iizerinde ilk kullanimlar1 ise 1950°1i
yillarmn sonlarinda gergeklesmistir. Ornegin; Carl-Ove Andersson metil esterlerinin ana

iyon parg¢alarinin aydinlatilmasi lizerine ¢alismistir.

1980°’li yillara gelindiginde, kiitle spektrometrelerinin  molekiiler uygulamalari,
biyokimyaci ve biyologlarin sik sik karsilastiklari ugucu olmayan ve termal olarak
kararsiz maddeleri iyonlastirmak icin gelistirilen yontemler sayesinde onemli Olcilide
degisime ugramistir. 1990’dan beri bu yeni iyonlastirma yontemlerinin kullanimi ¢ok

fazla artig gostermistir.

Kiitle spektrometrisi en hizli gelisimini son 20 yilda kaydetmistir. Bu gelismeler
teknolojik olarak yeni 6zelliklerin cihazlara kazandirilmasiyla saglanmistir. Bunlarin
basinda, atmosferik basing kaynaklarinin gelisimi, analizorlerin hassasiyetinin artmasi

ve cihazlarin birbirleriyle kombine edilmesi gelmektedir.

Giiniimiizde kiitle spektrometreleri polipeptitlerin, proteinlerin ve diger yiiksek molekiil
kiitleli biyopolimerlerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. 2002 yilinda
John Fenn, Elektro-sprey iyonlastirma metodu ile kiitle spektrometresinde

biyomolekiillerin analizi galismasiyla Nobel 6diili almistir (Hoffmann 2007).

Kiitle Spektrometresi kullanim alanlar1 genel olarak su sekilde siralanabilir;
e Maddelerin elementel bilesimlerinin belirlenmesi,
e Inorganik, organik ve biyolojik molekiillerin yapilarmin aydinlatilmas,
e Karnisimlarin kalitatif ve kantitatif analizleri,
e Kati yiizeylerin yapilarinin ve bilesimlerinin aciga kavusturulmasi,

e Bir numunedeki atomlarin izotopik oranlarinin bulunmasi.



1.1 Kiitle Spektrometresi Ve Bilesenleri

Elektromagnetik 1stmanin belli bir alaninda, 6rnegin farkli dalga boylarinda verdigi

etkilesimlerle ilgilenen alana Spektroskopi denir.

Kiitle spektrometresi, manyetik veya elektriksel alanda hareket eden iyonik yapilar
kiitle/yiik oranlarina gore ayimran spektroskopik bir cihazdir. Modern kiitle

spektroskopisi, yiliksek kiitle dagilim1 ve dogru analize imkan tanir.

Kiitle spektrometresi cihazinin ana pargalari;
1. Iyonlastirici
e MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization; Matriks Destekli Lazer
Desorpsiyon-iyonizasyonu)
e ESI (Electro-Spray lonization; Elektro-Sprey Iyonizasyonu, Iyon Sprey, Nano
Sprey, Sonik Sprey)
2. Kiitle analizorii
e TOF (Time Of Flight; Ugus Zamanli Analizor)
e Quadrapole (Kuadrapol; Doértlii Kutup)
e Ion Trap (Iyon Tuzag1)
3. Detektor
4. Veri (spektrum)

Elektromanyetik 1s1manin bir fonksiyonu olarak dlgiilen sinyallerin yani absorbanslarin
toplamina spektrum denir. Dalgaboyunun (frekansin ya da enerjinin) bir fonksiyonu
olan cevap alan1 yani sinyaller toplami bir spektrum olusturur. Kiitle spektrumuna, iyon
kaynag1 tarafindan f{iretilen farklt m/z oranlarindaki iyon bolluguna bagl olarak

olusturulan “’kimyasal parmakizi’’ de denir.



MS cihazinin ¢alisma prensibi;

1) Orneklerden iyonlarin elde edilmesi,
2) Farkli kiitlelerdeki iyonlarin birbirinden ayrilmasi,

3) Kiitle spektrumu seklinde verilerin biriktirilmesi.

Sekil 1.1°de kiitle spektrometresiyle g¢alisirken, sivi haldeki numunenin izledigi yol
goriilmektedir. Iyonlastiricidan sekil 1.2°de iyon buhari seklinde ¢ikan ornek, kiitle
analizoriinde kiitlesine gore filtre edildikten sonra dedektore iletilir ve spektrum
olusturulur.

Atmosfer e

o }"“""" - - }“‘"

rnek

Sekil 1.2 Ornegin aldig1 yol

1.2 Numune Giris Sistemi ve Iyonlastiric1 Sistem

: Iyonszasyon
0 -
’

kapuler

Sekil 1.3 NanoLC Kapiler

Bilesik analizlerinin kiitle spektrometresindeki ilk adimi, gaz fazindaki iyonlarin

olusturulmasi bigimindedir. Sekil 1.3’de goériilen numune giris sistemi, ¢ok az



miktardaki numuneyi (mikromol) kiitle spektrometresinin igine verir. Numune giris
sistemi katr ve sivilar1 buharlastirmak igin bir iinite igerir. Iyonizasyon islemi ile
molekiiller uyarilarak iyonize hale donistirtlir. Giriste olusan molekiiler iyon,
genellikle fragmanlarina ayrilir; ¢iinkii radikalik yapidadir ve tek sayida elektrona
sahiptir. Bu nedenle bir radikal ve bir de iyon ya da bir radikal ve bir de molekiil
vermek iizere tekrar fragmanlarina ayrilabilir. Cogu zaman numune giris sistemi ile iyon
kaynagi olusturma sistemi birlestirilmistir. Her iki durumda da pozitif veya negatif

iyonlar (cogunlukla pozitif iyonlar) kiitle analizoriine dogru hizlandirilirlar.

ESI, protein ve peptit karisimlarini iyonlastirmak icin sik¢a kullanilan bir iyonlastirma
sistemidir. Kiitle spektrometresi ile atmosferik basing arasinda dogrudan bir ara yiizey
saglar. Bu yontem HPLC (Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi), sivi
kromatografisi (LC), kapiler elektroforez gibi ayirma teknikleri ile kolaylikla
birlestirilebilir. Fakat ESI daha zengin bir MS/MS spektrumu igin ¢ok daha gesitli
iyonlar saglar. Peptit c¢ozeltisi kapiler uclar ya da 06zel siringalar kullanilarak,
nanoelektro-spreyde piiskiirtiiliip iyon kaynagina giris yapar. Kapilere 2000-5000V
gerilim uygulanir. Bu gerilimle ¢ozeltideki molekiiller yiikli hale geg¢ip sekil 1.4’deki
gibi bir piskiirtiiliirler (Hoffman 2007).

Sekil 1.4 Elektrosprey ile numunenin iyonlastirilmasi

Iyonizasyon islemi, kiitle spektrometresinin girisi ile kiiciik bir tiipiin ucu arasinda
elektriksel alan uygulanarak gergeklestirilir. Elektriksel alan, yiikli siviyr numune
¢ikisinin sonunda bir koni olusturmasi igin zorlar. Sekil 1.4-1.5’de goriilen Taylor
konisi ad1 verilen bu olusum, yiik/yiizey oranmni azaltir. Koninin ucunda damlaciklar

olusur ve kiitle spektrometresinin girisine dogru taginir.



Sekil 1.5 ESI ile olusan yiiklii damlaciklarin taginmasi

Serbest hale gegen damlaciklar, 200°C’de azot gazinin gectigi buharlagsma hiicresine
girerler. Burada damlaciklar iizerlerindeki yiik yogunlugunu azaltmak i¢in daha kiigiik
damlaciklara boliinebilirler. Bu iglem, ¢oziicii kaybolurken boyutlar1 giderek kiigiilen
cok sayida damlacigin olusmasina neden olur. Bdylece analitler gaz fazinda kalir.
Ayrica damlaciklar kiigiilirken pH degerleri diiser ve analitlerin protonlanmasi
kolaylasir. Bu iyonlagma islemi sonunda olusan iyonlar genelde birden daha biiyiik

yiiklere sahip olurlar (+2, +3, +4 gibi).

Sekil 1.6 Yiklii damlaciklarin béliinmesi

1.3 Kiitle Analizorii

Kiitle analizoriiniin islevi, ayni1 fotonlarmn dalga boylarina gére ayrilmasina benzer
sekilde, yiiklii molekiilleri kiitle/viik oranlarma gore ayirmaktir. Kiitle spektrometreleri,

kiitle analizoriiniin yapisina bagli olarak siniflara ayrilabilirler.

Yiikli molekiiller kararli degillerdir ve diger molekiillerle veya bir yiizey ile temas
ettikleri zaman fragmanlarina pargalanip yiiklerini kaybedebilirler. Olusan her bir iyon
spesifik molekiiler kiitle ve yiike sahiptir. Bu degerlerin kiitle/yiik seklinde absorbansa

kars1 grafige alindig1 bir spektrum ile bilesik tanimlanmaktadir.



Her bir iyonun absorbansi1 dedektdre ulasan miktari ile dogru orantilidir ve her bilesigin
spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde edilen spektrum,

referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanmayapilmaya ¢alisilir (Hoffman 2007).

1.4 Ucus Zamanh Analizor TOF (Time of Flight)

TOF analizori birincil olarak, elektrik alandaki hizlarina gére ugus tiipiinde ayrilmis
olan iyonlar1 ayirir. Plazma veya lazer sayesinde ya da ihtiyag duyulan potansiyelin
odaklama lenslerine uygulanmasiyla, iyonlar kaynaktan yiginlar halinde ¢ikar. Bu
iyonlar daha sonra farkli potansiyellerde yiiklenerek ugus tiipiine dogru hizlandirilirlar.
Biitlin iyonlar ayni kinetik enerjiye sahip oldukca, iyon kiitlelerinin bir dagilimi olarak
iyon Karakterizasyonu iyon hizi dagilimina baglidir. Hizlandirma alanindan ayrilip
serbest alana (ugus tiipiine) giren iyonlar, burada hizlarina gore ayrildiktan sonra da
dedektore ulasirlar (Hoffman 2007).

Yiikli molekiiller yiiksek bir elektrik alan ile hizlandirilarak, tiim kiitlelerin ayni ilk
enerjiye sahip olmasi saglanir. Bu iyonlar daha sonra sekil 1.7°deki u¢us tipii denilen
yaklagik 1-1,5 metre uzunlugundaki bir tiip boyunca ugarlar. Hepsi ayni ilk enerjiye
sahip olmasina ragmen hafif olan molekiiller daha hizli; agir olan molekiiller daha yavas
hareket ederler. Dedektore ulagsma zamanlarina gore de kiitleler tespit edilir. Boylece
kiitle analizi yapilmis olur. TOF analizérii, MALDI veya ESI iyonlastiricilar: ile

birlestirilerek de kullanilir.

Sekil 1.7 Iyonlarin m/z degerlerine gore farklilasan hiz degerleri sonucu birbirlerinden
ayrilmasi



1.5 Kuadrapol

Kuadrapol, trajektorlerin kararliligini elektrik alanda kullanarak iyonlarin m/z
oranlarina gore ayrilmasini saglayan cihazdir. Cubuklara yiiksek voltaj ve radyo
frekansi uygulanir. 2D ve sekil 1.8’de goriilen 3D iyon tuzaklari ayni mantikla
gelistirilmistir. Alan ¢ubuklar1 tamamen paralel olmalidir. Paralel alan ¢ubuklarinin
arasindan gecen pozitif bir iyon, negatif ¢cubuga dogru yonlendirilir. Eger potansiyel yiik

bosalmasindan dolay1 degisirse, iyonun gidis yonii de degisir (Hoffman 2007).

+ve

Sekil 1.8 Kuadropoliin yapis1

Kuadrapol gergek bir kiitle-yiik ayiracidir. Iyonlarin kaynag: terkettikleri sirada sahip
olduklar1 kinetik enerjiden etkilenmez. Onemli olan iyonlarm analizorii gegme siiresi ve
ard1 sira gelen Kkiitlelerin arasindaki zaman farkinin dogru saptanmasidir. Ayrica

Iyonlarin alan ¢ubuklari arasinda alternatif alan yaratacak kadar kalmasi saglanmalidir.

Uygulanan her voltaja karsilik sadece belli bir kiitle/yiik oranina sahip molekiil ugusunu
tamamlayabilir; digerleri gubuklara ¢arpar, alandan saparve ugusunu tamamlayamaz
(Hoffman 2007).

Sekil 1.9 Kuadropalde ugan iyonlar



1.6 Iyon Tuzag

Iyon tuzagi, degisken elektrik alan yaratarak iyonlar1 tutmaya yarar. Bu cihaz radyo
frekansi ile kuadrapol alan yaratarak iyonlar1 iki ya da ti¢ boyutta hapseder (Hoffman
2007).

Iki tane halka elektrot igerir. Iyonlar bu tuzaga gelir ve sonra dedektore firlatilirlar.

Tuzaga gelen iyonlar belirli bir yoriingeye sahiptir. Kiitle/yiik oranina bagli olarak, bu
yoriinge tuzakta iyonlar daha az veya daha fazla bosluk isgal ederler. Yeterli iyon
biriktiginde, halka elektrota uygulanan radyo frekans genisligi degistirilerek, iyonlarin
secimli olarak sekil 1.10” da gosterildigi gibi tuzaktan firlatilmasi saglanir. Yesil renkli

iyonlar uygulanan voltaja karsilik gelen kiitle/yiik oranina sahiptir.

Cesitli radyo frekans uygulamalari iyonlar1 tuzagin merkezinden ileriye dogru firlatarak,
Ozgiil iyon yoriingelerinde dengesizlikler olusturur ve en sonunda da dedektore dogru
firlatir. Yiiksek kiitle/yiik iyonlar1 yiiksek radyo frekans genislige ihtiya¢ duyarken,
diisiik kiitle/yiik iyonlar1 daha diisiik bir radyo frekans genisliginde firlatilirlar. Sekil
1.10°da gosterilen iyon tuzaginda, iyonlar birbirlerini ittikge, trajektorler zamanin bir
fonksiyonu olarak genisler. Bu genislemeyle meydana gelen iyon kaybini engellemek
icin trajeksiyonu azaltmak gerekir. Bu da helyum gazi basincinin, fazla enerjiyi, iyonlart

pargalayarak yok etmesiyle saglanir (Hoffman 2007).

Sekil 1.10 Iyon tuzagina yakalanan iyonlar



1.7 Dedektor

Optik sistemlerde bulunmayip kiitle spektrometrelerinde bulunan karakteristik 6zellik,
sinyal isleme ve gosterge kisimlar1 harig, cihazin diger biitlin bilesenlerinde saglanmis
ileri vakum (10*-10® torr) sistemidir. Yiiksek vakuma olan gereksinim, yiiklii
parcaciklar ve elektronlarin atmosfer bilesenleriyle etkilesip yok olmasi probleminden

kaynaklanir.

Yikli molekiiller, dedektore carptiginda sinyal olustururlar. Sinyaller belirlenip ileri

asamalar i¢in veriyi bilgisayara aktarir.

1.8 Veri

Dedektorde okunan sinyaller, gorsel bilgiye spektrum seklinde doniistiriiliir. Spektrum
incelenerek ise veriler gelistirilir. Herhangi bir yorum yapilmadan 6nce, mevcut bilgi
kiitliphanesinden, eldeki spektrumun herhangi bir bilesige ait olup olmadigi kontrol
edilmelidir. Bilinmeyen bilesigin karakterizasyonu bu asamada toplanan verinin
kalitesine ve karsilastirilabilirligine baglidir. Veri spektrumu elde edildiginde,
arastirmanin basarili bir sekilde sonuglandigi diisiiniilse de, bazi yakin izomerlerin
benzer kiitle spektrumuna sahip olabilecegi de goz oniinde bulundurulmalidir. Nadiren
de farkli bilesiklerin spektrumlar1 benzer ¢ikabilir. Bu konuda aydinlatici ii¢ ana bilgi
kiitiiphanesi vardir. ilki, 163,000 bilesigin 190,000 spektrumunu iceren NIST/EPA/NIH
spektral kiitle bilgi kaynagidir. Bu orijinal koleksiyon National Institute of Standards
Technology (NIST) tarafindan, Environmental Protection Agency (EPA) ve National
Institutes of Health (NIH) yardimlariyla olusturulmustur.

McLafferty ve Stauffer, The Wiley Registry of Mass Spectral Data adindaki 380,000
spektrumun bulundugu yaklasik 200,000 bilesigin verilerini igeren bilgi koleksiyonunu
gelistirmislerdir. Bu veri tabani en genis kiitliphanedir. Diger bir veri tabani ise, Eight-

Peak Index of Mass Spectraadindaki ve Mass Spectrometry Data Centre of the Royal
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Society of Chemistry tarafindan kurulan, 65,000 bilesigin 81,000 spektrumunu igeren
bilgi tabanidir.

Kiitle spektrumu pek cok analitik bilgiyi icermektedir. Ilki molekiiler kiitledir; ¢iinkii
Iyonizasyon teknikleri ile hemen her bilesigin kiitle bilgisine ulasmak miimkiin
olmaktadir. Kiitle spektrometresi ile ol¢iilen kiitle (kesin kiitle), bilesikteki her atomun
ortalama atomik kiitleleri kullanilarak hesaplanan ortalama kiitle ya da elementlerin
dogada en ¢ok bulunan izotopunun monoizotopik kiitleleri ile hesaplanan gercek kiitle
ile karsilagtirilabilir. Kiitle spektrometresi ile hesaplanan kiitle, analizGriin
¢Oziiniirliigline baglidir. Esas olarak cihaz, izotoplar1 ayirtetmede iyi degilse, izotop
kiimesindeki pek ¢ok pik birbirine kolayca karisabilir. Bu nedenle, cihaz tarafindan
saptanan kiitle ortalama kiitle ile alakalidir. Bazan ortalama kiitleyi bile makul kesinlikte
hesaplamak zordur. Diger yandan, rezoliisyon iyon kiimelerindeki kiitleleri birbirinden
ayriracak kadar yiiksekse; cihaz tarafindan hesaplanan kiitle, monoizotopik kiitleler
yardimiyla hesaplanan kiitleye cok yakindir. Ayrica yiiksek rezoliisyon, yliksek
kesinlige sahip olan dar alanli piklere onciiliik eder. Sekil 1.11°de rezoliisyonun yiiksek
ve diisiik oldugu analizlerde piklerin ayirt edilmesi karsilagtirilmigtir. Rezoliisyonun
optimum oldugu kosullarda, yakin degerlere sahip olan pikler bile farkli tepe

noktalarina sahip oldugu i¢in analizi kolaylastirirlar.

A A 10% ¢dzilnuridkte
olusan tepeler

Yoguniuk]

miz

80% gozlunuriikte
olusan tepeler

Sekil 1.11 Pik ¢oziiniirliigli ve tepeler arasindaki iligki

Diger bir yardimer bilgi, elementin kompozisyonuyla ilgili olan analitik bilgidir.

Gergekte kesin kiitle ol¢iimii, tiim element kompozisyonunun eksiksiz saptanmasini
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gerektirir. Bu yontem genel olarak ‘yiiksek rezoliisyon’ olarak adlandirir. Bu da her
zaman miimkiin degildir. Spektrumdaki diger elementler, sadece fragmantasyon eseri
olsalar bile, daha fazla bilgi saglarlar; en azindan element kompozisyonu hakkinda fikir
verirler (izotopik bolluk, kiiciik fragmanlarin kiitleleri vs). Oncelikle kaba bir formiil
gelistirildiginde ya da bir kism1 dogrulukla bilindiginde, yapinin geri kalan1 bulunmaya
calisilir (Hoffman 2007).

Rezoliisyon, bir analizoriin farkli pik sinyallerini bagka bir deyisle m/z farklarin1 ayirt
etme kabiliyetidir. Kiitle dogrulugu yiiksek derecede analizoriin rezoliisyon kararliligina
baghdir. Diisiik rezoliisyonlu bir cihaz yiiksek dogruluga ulasamaz. Analiz edilen
Ornegin kiitlesinin hassas bir sekilde tayin edilmesi i¢in piklerin merkezinin saptanmasi

gerekir (Hoffman 2007).

Tepeleri arasi yakin olan iki pik, pik yogunlugu 10% iken ICR’da (ion cyclotron
resonance; iyon hizlandirici rezonans), %50 iken kuadropol, QToF ya da iyon tuzaginda
aynigtirtlabilir. Eger kiitle farki kiigiik ise, rezoliisyon giicii R=m/Am seklinde ifade
edilir. Bu sekilde artan rezoliisyon giicii, kiitleler arasi kiiciik farkliliklar1 ayirt etme
yetenegini de arttirir. Rezollisyon giicii ayrica izole edilmis bir pik ile de saptanabilir.
Eger iki pik %50 yiikseklikte ¢akisiyorsa, tepe %100°diir. Bu nedenle rezoliisyonun
hesaplanan R degerinden biiyiik olmasi gerekir. Buradaki 6nemli nokta, ayrilmis pikleri
analiz etmek igin gereken rezoliisyon giicii, R’den direk olarak bulunamaz. Diisiik ya da
yiiksek rezoliisyon genellikle analizoriin giiclinii tanimlamak i¢in kullanilir. Yine de
belli bir tanim arali@i yoktur; ¢iinkii her cihaz kendine has prensiplere sahiptir. Tepeler
arasindaki uzaklik ne kadar fazlaysa kiitle ¢oziiniirliigii o kadar iyidir. Kiitle dogrulugu
ise, gercek kiitle ve Olgiilen kiitle arasindaki farktir. Sekil 1.12°de bu iki tanim
arasindaki iliski agiklanmaktadir (Hoffman 2007).

Sekil 1.12 Kiitle ¢oziiniirligii ve kiitle dogrulugu arasindaki iliski
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En soldaki sekildeki dagilimda, diisiik hassasiyet vardir; fakat noktalar hedef etrafinda
kiimelendiginden dogruluk degerleri iyidir. Ortada sekildeki dagilima gore, hassasiyet
daha iyidir; fakat merkezden uzaklastigindan dolayr dogruluk kotiidir. Sagdaki
sekildeki dagilimda ise, hem hassasiyet hem de dogruluk iyidir.

Kiitle  spektrometreleri, iyonlarin  ve izotoplarmin  kiitlelerini,  elementel
kompozisyonlarini agiklayacak sekilde dlger. Dogru kiitle 6lgtimii, toplam kiitle hatasini
gosterir ve elementel kompozisyonu belirlemede kolaylik saglar. Kiitle arttikga
¢ozinirligin gerekleri de artar; ¢iinkii her element olduk¢a farkli kiitle hatasina
sahiptir. Atomlarin sayist arttikca kiitle degerleri yakin olan olast kombinasyonlarin
sayis1 da artar. Omegin; Co4HigN ve CyiHasNs bilesiklerinin  kiitleleri sirasiyla
321.1517u ve 321.1551u’dur.

Dogru kiitlenin saptanmasi ve c¢oziiniirlik giici arasindaki iligki iyi anlasiimalidir.
Dogru kiitle diisiik ¢oziiniirliikte saptanabilir, ancak iyi izole olmus bir pik olmasi
gerekir. Bu da saflig1 yliksek bir bilesigin yiiksek kalitede bir spektrumunun oldugunu
gosterir. Spektrum yiiksek safliktaki bir bilesige aitse, kiitlesi 100 u’dan bile az olan
fragmanlarin elementel kompozisyonunu saptamak kolaydir. Fragmanlarin elementel
kompozisyonu bilinirse pargalanma mekanizmasi ve kimyasal yapinin tahmini de
kolaylasir. Pikler karigimina sahip olmanin riski, fakli elementel bilesimdeki bilesiklerin
ayni nominal kiitleye sahip olmasindan ileri gelir. Yiksek ¢oziintirliik segciciligi
arttirdi@1 gibi karisimlarin ya da fragman iyonlarin piklerinin karigimlarinin olugmasi
riskini de azaltir. Bilesik saf ise rezoliisyon diisiik olsa bile kiitleyi yiiksek dogrulukta
belirlemek miimkiindiir. Diger 6nemli bir gereksinim ise elementel kompozisyonu agiga
kavusturmak icin izotopik pikler hem benzer miktar hem de kiitle dogrulugu yoniinden
iyi belirlenmelidir. Bunun i¢in diisiik zemin giiriiltiisii ve ¢ok iyi sinyal-giiriiltii orani

gereklidir. Kisacasi 1yi iyon istatistigi ve dinamik dagilim énemlidir (Hoffman 2007).
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Sekil 1.13 Ust iiste pikler-deneysel pikler

Kiitle belirlenirken meydana gelen bazi sorunlar kesinligi degistirirler. Sekil 1.13’de
diisiik giiriiltiideki sinyaller kullanilarak karisabilecek pikler gosterilmistir (Hoffman
2007).

Gergek kiitlenin saptanmasindaki bazi hatalar;

1) Pikin simetrik olmamasi

a) Spektrometre bozuk olabilir. Bu durumda tiim pikler benzer kiitle bolgesinde bir
karisikliga sahiptir. Bunlar kalibrasyonla diizeltilebilir. Eger basarili olunamiyorsa
yazilim ile matematiksel bir ¢6zlim tiretilmelidir.

b) Pik aslinda benzer kiitleli birden fazla kimyasaldan olusuyordur. Bu sorun sadece bu
pikte goriiliir. Ornek saflastirilarak bu sorun asilabilir; ya da yiiksek ¢oziiniirliik
kullanilir.

2) Pikin geniglemesi zemine ¢ok yaklasir ve dogrulugun merkezi degisir. Daha da
fazlas1 dedeksiyon limiti diiser ve merkez kiiciik piklere kayar. Zemin giiriiltiisii

genellikle kirlilikten ve zayif iyon istatistiginden kaynaklanir (Hoffman 2007).

Dedeksiyon limiti duyarlilik ile karigtirllmamalidir. Bu terim, zemin giiriiltiistinden ayirt
edilebilen ve bir sinyal yaratan en kiigiik miktardaki ornek anlamima gelir (Hoffman

2007).

Cogu element dogada izotoplar karisimindan olusur. Bu izotoplar piklerde izotopik
kiimelenmelere neden olur. Bu nedenle isotopik bolluk, kiitle belirlenmede 6nemli bir
yere sahiptir. Cizelge 1.1°de elementlerin sahip olduklari izotoplarin dogadaki bolluklari

gosterilmistir. Sekil 1.14°de de farkli izotoplardan dolayi bir elementin sahip olabilecegi
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izotopik kiitleler verilmistir. Cerceve icinde gosterildigi gibi baglantili olan diger

atomlar da hesaba katilmalidir (Hoffman 2007).

Cizelge 1.1 Elementlerin izotopik bolluklari

izotop Bagil bolluk (%) Kiitle (u) Hesaplanan Olgiilen
'H 99.985 1.007 825 1.007976 1.00794

’H 0015 20140

12c 98.90 12.000 000 12.011036 120111
Be 1.10 13.003 355

4N 99.63 14.003074 14.006 762 14.00674
5N 0.37 15.000 108

150 99.76 15.994915 15.999 324 15.99943
70 0.04 16.999 131

50 0.20 17.999 160

F 100 18.998 403 18.998 403 18.998 4

3Na 100 22.989767 22989767 22.98976
3ip 100 30.973762 30.973762 30.97376
328 95.02 31.972070 32.064 385 32.066 6
13g 0.75 32.971456

s 421 33.967 866

*s 0.02 35.967 080

3 75.77 34.968 852 35452737 3545279
el 24.23 36.965903

¥K 93.2581 38.963707 39.098 299 39.098 31

40K 00117 39.963 999

4K 6.7302 40.961 825

"Br 50.69 78.918336 79.903 526 79.904 1
SIBr 49.31 80.916289

c Ch Cla gr Br, Brg cir ChBr CBr,

=

&

o

J &

R PO O O A
S Sz S;  scl SCl; 8,01 S,Clp| CygClBr CloBr

Sekil 1.14 Kiitle spektrometresinde faydali izotop kiimeleri

9]
HN, A~ /\F/“\,A Qﬂ/
*\r e

NH,

Sekil 1.15 Ornek peptit: AGSIPK
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Peptitler, ugucu olmayan ve ¢ogunlukla bazik 6zellik gdsteren molekiillerdir. Yumusak
iyonizasyon teknikleriyle kolayca iyonize olurlar;
M + nH — [M+nH]" (M=peptit)

Protonlanma bazik aminoasitlerin (lizin, arginin, histidin) ve N-terminal uglarin proton
molekiillerine olan ilgisiyle meydana gelir. Peptit zincirinde bazik kisimlar; N-terminal
uctaki amino grubu, lizin yan zinciri, arginin ve guanidin gruplaridir. Bes aminoasitten
uzun olan peptit zincirlerinde amit karbonili tarafindan proton selatlanmasi ve N-
terminal tarafindan ¢ekilmesi yarisan reaksiyonlardir. Bazik olmayan peptitlere ise Na*

iyonu daha kolay yaklasir.

Y A S, |
—HN—CH{-CO#NH‘:CH‘.—CO-:—NH—
[ |

R, | CHERL
a p Rfa |
by,

Yan Zincir

- Wi Vi

Sekil 1.16 Peptit parcalanmasinda ortaya ¢ikan major iyonlar

Yiiksek enerjili parcalanmalarda yan zincir iyonlari ortaya ¢ikar. Sekil 1.16°da bir peptit

zincirinin kopma olan baga gore olusturacagi iyonlar gosterilmistir.

Peptit ana zincirindeki parcalanmalar ii¢ ¢esit bagdan meydana gelir; Ca-C, C-N veya
N-Ca. Buradan alt1 ¢esit iyon olusur; pozitif yiik N-terminal ucunda tutulursa Xn.i, Yn-i,
Zn.i; pozitif yik C-terminal ucunda tutulursa a,, b, c,. Peptitlerde terminal amino
gruplari baziktir. Protonlanma daha c¢ok bazik kisimlarda gerceklesir. Bazik amino asitin
yeri peptitin pargalanmasini etkiler. Arg, Lys, His veya Pro gibi bazik amino asitlerin C-
terminalde bulunmasi, C-terminal igeren iyonlarin (yn.i, Vi, W;) olusmasini tesvik eder.
Ayni sekilde bu iyonlar N-terminal ugta ise, N-terminal igeren iyonlarin olusumu (apn, by,
di) daha ¢ok gozlenir. Sekil 1.17°de peptit igerigine gore olusan iyonlar sematik olarak

gosterilmistir.
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Pozitif yuk

lokalizasyonu

Daha az lokalizasyon Daha fazla lokalizasyon

Bazik amino asit Bazik amino asit | His, Lys tasiyan Arg =N*=tagiyan
N il itl i tasiyan itl

peptitler

a, b, d;
N-terminal

Onemli
iyonlar

[
C-terminal

Yoi Vi W

Sekil 1.17 Peptitin yapisina gore yiik ve par¢alanma

CID diisiik enerjili peptit parcalanmasinda, iyonlarin ¢ogunlugu amit bagindaki CO-
NH’den gelir. Baskin olan iyonlar b ve y iyonlaridir. Daha sonra bu iyonlar yan
zincirlerdeki fonksiyonel gruplardan su ve amonyum gibi kiiciik molekiilleri
kaybederler. Prolin amino asiti istisnai bir duruma tabidir; 5 atomlu bir zincir
parcasindaki imino grubu, diger amit baglarina gére protona daha fazla afinite gosterir.
Bunun sonucunda protonlanma ve parcalanma prolin amit baginda gergeklesir ve

prolinden C-terminal uca uzayan bir i¢ iyon olusur.

Amit N atomu

CH,
HC. 0
N-terminal __ [o} ¥ o \ -
e N H I\ | N H s}
NN T Y T S o
] J H |
CH, HO™ 0

LS

NH,
Yan Zincir
Bazik grup

Amit CO grubu

Sekil 1.18 ik adim-peptitlerin protonlanmasi
Sekil 1.18’da gosterilen peptitdeki protonlanma olasiligint baziklik ile orantili olarak
siralarsak; yan zincir bazikligi > N-terminal > Amit CO grubu > Amit N atomu
Peptit parcalanmasinin ana yollari;

-Yiikiin yonetmesi (charge remote): Diisiik enerjili par¢alanmada 6nemlidir. Asp ve Glu

parcalanmay1 yonlendirir ve oksitlenmis Met yan zinciri pargalanir.
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-Yikiin yonlendirilmesi (charge directed): Ana pargalanma yoludur. Sekans

karakterizasyonu -by-y; iyonlar1 temellidir ve kiigiik molekiiller kaybolur.

Yik yonlendirmesinin baskin oldugu pargalanmada, hareketli proton modeli, sekil
1.19°de gosterildigi gibi Arg ve Lys yan gruplari en bazik kisimlardir. Proton ilk olarak
buralara baglanir. Sekil 1.20°de ¢ift proton bagli peptit zinciri gosterilmistir.

Protonlardan biri sabit iken digeri hareket ederek yiikiin dengelenmesini saglar.

Hzc.\\/c"z

o o \ -
. BT 0
HN ‘N/\Wf"h\r”"“‘u’k N i ’]\

BB ER I

o / H
CH, — o |
B HO

°
s
A

NH,

Sekil 1.19 Lys veya Arg ile tek yiiklii iyonlar; protonun hapsedilmesi

Sekil 1.20 Cift yiikli iyonlar; 2. protonun hareketi yonlendirmesi

Cizelge 1.2 Pargalanma ve parcalanma enerjisi arasindaki iliski

a0 . 5.8 |

IFragmanlar T2 %2

IToplam s |

05 4

00

20 40 80 80 100 120
Pargalanma (eV)
enerjisi

Cizelge 1.2° de parcalanma enerjisi CE ve parcalanma arasindaki iliski irdelenmistir.

Cizelgeye gore, enerji arttikga olusan iyon sayist da artar; ¢linkii biiyiik iyonlar
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pargalanarak ¢ok sayida kiigiik iyon olustururlar. Sekil 1.22°de sulu halde iyonik olan
bir peptit zincirinin parcalanip daha kiiciik iyonik zincirler olusturmasi gosterilmistir.
Sekil 1.21°’de bu pargalanma iirlinlerinin tekrar parcalanip daha da kiigiik iyonik kisa

peptit zincirleri olusturmasi gosterilmistir.

/\\
7 .
(o] (e} R4 o
H I | o+ 1l | H 1
H,N—C—C—N—C—C=0 H,N—C—C—N—C—C—N—C—C—OH
I H H | HHIOH I
R1 R3 (o] RS

b iyonlar y iyonlan

Direk pargalanma N-terminalde proton diizenlenmesi

Sekil 1.21 Normal sartlarda olusan fragman iyonlar

b-Yz Yolu

J i L 4 T
LT ENT TR Y

Ri
b iyonu

Sekil 1.22 Yiik yonlendirildigi zaman olusan iyonlar

Aminoasit kalintilarinin ¢esitleri, parcalanmaya etki etmektedir. Bu agidan bilinen en iy1
ornek Prolin aminoasitidir. Prolin bulunan kisimlarda, o6zellikle Pro kalintisi ug
kisimlara yakinsa, zincir her zaman N-terminal ugtan pargalanir (sekil 1.23). NMeAla
bulunan kalintilarda ise tam tersi olarak C-terminal ugtan pargalanma gozlenir (sekil
1.24). Pipecolinic asit ise Pro aminoasitine benzer ozellik gostererek N-ter uctan
parcalanma verir (sekil 1.25). Sterik engel ve artan baziklik daha ¢ok Pro etkisi
goriilmesine neden olur. Histidin Etkisi olarak tanimlanan durumda ise ¢ogunlukla b-

iyonlar1 olusur, yani N-ter ugtan pargalanma gozlenir (sekil 1.26). Asp ve Glu da
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genellikle yiik etkisiyle pargalanmay1 destekleyici rol oynarlar (sekil 1.27). Ayrica sekil
1.28’da goriildiigii gibi bir peptitin herhangibir kalintisindan protonlanmas: da

parcalanmaya itici gli¢ olusturur. Bu durum asidik ortamda kolaylikla gergeklesir.

Sekil 1.23 Prolin etkisi: par¢galanmanin N-terminal ugtan gerceklesmesi

i
b

Sekil 1.24 NMeAla etkisi: pargalanmanin C-terminal ugtan gergeklesmesi

T,

;

| N |

':.__ N—L. na

oy ﬂ“‘é
-

Sekil 1.25 Pipecolinic asit

Sekil 1.26 Histidin etkisi
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Sekil 1.28 Deprotone olmus peptitlerin pargalanmasi [M-H]’

21



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Protein Calismalari

Proteom, bir organizma ya da dokunun genomu tarafindan ifade edilen proteinlere
verilen addir. PROTEin ve genOM sozciiklerinin bilesiminden olugmustur. Proteom
sozciigii ilk kez 1994°de Marc Wilkins tarafindan Onerilmis, 1995 yilinda literatiirde

yerini almistir.

Proteomik olarak tanimlanan proteom analizi, proteinlerin yapisal ozelliklerinin
belirlenmesini ve islevlerinin aydinlatilmasini kapsar. Protein analizi DNA analiziyle
karsilastirilamayacak kadar zordur. DNA yalnizca dort yapi tasindan olusurken dogal

proteinler 20 farkli aminoasitten olusur ve ii¢ boyutlu yapilari islevlerini etkiler.

I SRR imyas: ve Enzimoloji

Gen Bankasi nian
Protein Veritabanlar: genom
PO e
Klonese Blemare L
mpebtrome tresi Marc Wi T |
Aminoasit aralizi “Proteomik”

| 1958 }——>| 1981 |——{ 1987 |——>{ 1990 }——>{ 2000 |—>

1
iyorbasma Velaalajisi Hizh
atom bombardiman (FAB)

A e ESI-MS/MS ]

Bilgimayar Telanolojileri
(Swiss-Prot, PC/GENE, 6C6, NCBT)

Sekil 2.1 Proteom analizinin tarihsel gelisimi

2.2 Proteom Analizinin Onemi

Proteom analizleriyle, hastaliklarin gelisim siireclerini de kapsayan birgok biyolojik
olay ile proteinlerin yapisal ve islevsel ¢esitliligi arasinda iliski kurularak, saglikli ve
hastalikli ~ durumlarda  farklilasan  proteinler belirlenebilir. Bu  proteinlerin
belirlenmesiyle de kanser, kalp damar hastaliklari, hemofili ve osteoartirit gibi bircok
hastalikta daha iyi sonuglar veren teshis ve tedavi yollar1 gelistirilip yeni ilaglar

uretilebilir.
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Proteom analizlerinin karmagsik yapisi nedeniyle ¢ok gii¢lii analitik tekniklere ihtiyag

vardir. Genel olarak kullanilan teknikler;

e Tek ve iki boyutlu (2D) elektroforez
e Kapiler elektroforez

e Kromatografi

o Ultrafiltrasyon teknikleri

e Spektroskopik teknikler

A li'r
1 %W " 1)
?pq)uauarofm b Peptidiere
| } Pos ¥
s Pe 1%
| ! :
Pl QP i
VNG A . ~100%
MS/MS PR I E—
L ' ‘Fw‘rzudcr
]__' - - - [ S E—

Sekil 2.2 Peptit yapisinin aydinlatilmasinda bir dizi analiz

Sekil 2.2° ye gore, ornekte yer alan proteinler belirtilen teknikler kullanilarak ayrilir ve
her bir protein kiitle spektroskopisiyle analiz edilir. Saflik derecesi yiiksek oldugu
zaman %100 MS analizinden %100 verim alinabilir. Peptitlerin analizinde sekil 1.32’de

gosterilen amino asit dizi analizi esastir.

Sekil 2.3 Bir peptitin dizi analizle sekansinin belirlenmesi
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Kiitle spektroskopisi, proteinlerin tanimlanmasinda olduk¢a etkili bir yontemdir.
Sonuglar bize su konular hakkinda bilgi verir;
e Protein dizileri
e Posttranslasyonal modifikasyonlar
% Fosforilasyon
% N- veya C- terminal modifikasyonlari
% Glikozilasyon

e Proteinler arasi iliskileri

2.3 Proteinlerin Birincil/Primer Yapilari

Proteinlerdeki aminoasit dizilimine primer yap: denir. Aminoasitlerin sayisi ve sirasi, o
proteinin ii¢ boyutlu yapisin1 ve fonksiyonunu tayin eder. Primer yap1 bir amino asitin
karboksil ucu ile diger amino asitin amino ucu arasinda peptit bagi olusmasiyla
meydana gelir. Olusan zincirler 6nce sekonder yani ikincil yapi kazanir. Daha sonra
cesitli sekillerde katlanip kivrilarak kiigiik bir hacim kaplayacak sekilde dogal ii¢
boyutlu yani tersiyer yapi1 olusur. Ug boyutlu yap: kazanmada, yan zincir gruplar
etkilidir. Hidrojen baglari, disiilfiir baglari, iyonik etkilesmeler, hidrofobik etkilesimler

ve polar etkilesimler yapiya dayaniklilik kazandirir.

2.4 Metaller ile Tigili Calismalar

Dawnward vd (1994)’de yaptiklar1 ¢alismada, elektrospray iyonizasyonu ile yaratilan
tek ve cift yiklii iyonlarin CID spektrumu, basit primer yapiya sahip olan peptitler ile
karsilastirilmistir. Yiiksek baziklikte amino asit igeren peptitlerde, ¢ift yiiklii iyonlarin
dagilimi, aminoasit kalintilarinin  peptit zincirindeki yerlerine bagli  oldugu
gosterilmistir. Tek yiikli iyonlar yiliksek enerjili hale gecilerek tirtinler olusturmustur.
Cift yiiklii peptitlerin 6nciil iyonlar olusturma davranislarina bakildiginda, bazik
kisimlarin yogun olmasi kosuluyla bu iki yiik yeni olusan iyonlarda itme kuvvetlerini

yenerek yakin yerlerde bulunabilecegi gosterilmistir. Ayrica ¢ift yiiklii iyonlarin
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varhiginda CID spektrumundaki kiitle-yiik oranina bakilarak bazi fragman iyonlarin

yiikleri hesaplanabilmistir.

Gonzales vd (1996)’da yaptiklar1 ¢alismaya gore, peptitler sckanslarina gore
fragmanlarina ayrilmiglardir. N-terminal ugtan gelenler X, Y, z, v, w ve C-terminal ugtan
gelenler a, b, c, d olarak adlandirilmistir. d, v, w iyon serisi CID yiiksek enerjisinde yan
zincirleri belirlemistir. N-terminal iyonlar, N-terminal bazik u¢ oldugu zaman One
cikmustir. C-terminal ugta baziklik var ise, C-terminal uglar daha 6ne ¢ikmistir. Sadece
Arg aminoasitinin yeri degistirilmis ve diger bilesimleri ayni olan peptitler iizerinde
calisma yapilmistir. Arg genellikle C-terminal ugta bulunur.  Arg’in C-terminal
olmadig1 biitiin peptitlerin [bs+H,0] iyonunu olusturdugu goériilmiistiir. Bu iyon en gok
Arg’in (n-1) oldugu peptitte goriilmiistiir. Metal ile katyonize olmus (protone olmamis)
ve bazik aminoasit bulundurmayan peptitlerde, alkali metallerin C-terminaldeki COO
anyonu ile etkilesime girdigi goriilmiistiir. C-terminal COOH grubundaki OH’1n, (n-1)
kalintisindaki karbonil grubuna niikleofilik atagi sonucu bu durum goriilmiistiir. Fakat
Arg varliginda, protone olmus guanidin C-terminalindeki COO ile sondan bir 6nceki

karbonille etkilesen bir tuz kdpriisii olusturmustur.

Zhou vd (1996)’da yaptiklart c¢alismada, ¢Oziiciiniin buharlagmasi ile yiikli
damlaciklarin kiiciildiikge biiyiiyen kiitle/yilik oranina sahip oldugu goériilmiistiir. Ugucu
olmayan iyonik tuz ¢ozeltisi yogunlastirildiginda, buharlagsma prosesindeki iyon ayrimi
tamamlanmamistir. Ayrilmamis elektrolit iyonlart son damlada tek bir iyon gibi kalip

pek cok iyon grubunun olusumuna sebebiyet vermistir.

Sodyum tuzu ile yapilan ¢aligmada, sodyum tuzu ¢ozeltisinden kaynaklanan sodyum
iyon gruplari, konsantrasyonun 0.25 mM’dan yiiksek oldugu elektrosprey kosullarinda
olusmustur. Diisiik sodyum iyonu konsantrasyonlarinda (50uM) en baskin iyon
kiimeleri Na"(CH3CN), dir. Koni voltaji 30-35V oldugu aralikta yalin bir sekilde Na*
iyonu goriilmemistir. Koni voltage 55V’ den yiiksek oldugunda Na*(CH3CN), kiimeleri
ortaya ¢ikmistir. Sodyum asetat konsantrasyonu 250 puM’dan biiyiik oldugu zaman
Na’(CH3COONa)n;(HCOONa),, iyon kiimeleri belirmistir. Sadece sodyum format
varhginda n degerinin 1-20 arasi degistigi Na'(HCOONa), iyon kiimeleri ortaya
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ctkmistir. Diisiik Na tuzu konsantrasyonlarinda (<250uM), Na'katyonu, iyon
kiimesinden ayrilmistir ve ¢ok az sayida iyon ¢ifti damlada kalmistir. Genellikle 100uM
derisiminin iyon kiimelerinin ortaya ¢iktigr kritik derisim oldugu goriilmiistiir.
Damlalarin ayrilmasi diizensizdir ve olusturdugu damlalar kendisinden daha kiicilik
olmakla beraber daha fazla iyon yogunluguna sahiptir. Tekrar tekrar ayrigmalar tek iyon
yikli damlaciklar yaratmistir. Ugucu olmayan sodyum tuzlart gostermistir ki,
piiskiirtiilen akisin %80 MeCN igerdigi durumlarda Na*(NaCl), (n>4) ve Na"(CH3CN),
iyon kiimeleri yogunluktadir. Cozeltide mevcut olan klorun izotopik kiitleleri bu
iyonlarin saptanmasim1  kolaylastirmigtir.  Na“*(CH3CN), iyonlarmin koni voltaji
arttirildikca dengelendigi goriiliir. 55 V civarinda Na'(CH3CN), iyon kiimesi ayrisirken

135V civarinda hi¢bir ayrisma gézlenmemistir ve iyon kiimesi seklinde kalmustir.

Wang vd (1996)’da yaptiklari ¢alismaya gore, fragmanlarin olusumunun peptitlerin
protonlanmasindan ¢ok daha farkli oldugu gériilmiistiir. Ozellikle sodyum ve
potasyumun iyonik etkilesim yapmasi bunda onemli rol oynamistir. Gaz fazinda
MS/MS modunda calisirken, alkali iyonlar c¢oziici molekiillerin etkisi olmadan
peptitlerle etkilesime ge¢mistir. Tripeptitlerin su/metanol karigimi ¢oziiciisiinde ve pH
12 iken ESI ¢alismasinda, X-OH varken pek ¢ok katyonik X-peptit iyonunun olustugu
gorilmistir (X: alkali metal). Bu katyonlar1 azalan miktarlarina gore siralarsak; [M-
H+2X]"> [M-2H+3X]"> [M-3H+4X]" (M= tripeptit ve X = Li, Na veya K). Metal
iyonlar1 genellikle peptit zincirindeki karbonil oksijeni ile koordine olmuslardir. Hatta
C-terminal karboksilat (-COO ) anyonu ve peptitin N atomlariyla etkilesmiglerdir.
Notral tripeptitler LGG ve GGV’nin, KOH i¢inde pH=12"deki negatif iyon modu ESI-
MS g¢alismasinda, azalan miktarlarina gore [M-H], [M-2H+K] ve [M-3H+2K]"
iyonlarinin deprotonasyonu azaltarak olustuklar1 gériilmiistir. AGG, GGA, LGG, GGL,
VGG ve GGV triptik peptitleri i¢in ise, CID spektrumunda [M-2H+Na] iyonu
saptanmistir. Sadece tek tip carpisma i¢in kosullar ayarlanmistir ve bu da sonug olarak
diisiik iyon sayimina neden olmustur. Biiyiik iyonlar i¢in [x;—2H], [by—2H],
[y.—H+Na] , [y.—H+Na+CO;] iyonlarinin varligi birer kanit olmustur. Bu iyonlardan
ilk tgt, alt1 tripeptitin hepsinde de goriilen yapilardir. Son iyon ise, sekansin GG
oldugu tripeptitlerde ortaya ¢ikmistir. Ayni iirtiny GPA, APG ve PGG tripeptitlerinden

olusan [M-2H+X] iyonunun diger alkali metlallerle olan spektrumlarinda da
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gorilmistir. M=GGL ve X=Li, Na, K ve Cs iken, [M-2H+X] iyonunun spektrumu
Li’den Cs’ye dogru azalan oranlarda parcalanma gostermistir (Li > Na ~ K > Cs); fakat
tiim metaller i¢in ortamda ayni iyonlar olusmustur. N-terminalin agillenmesiyle [M-
2H+X] iyonunun par¢alanmasinda 2 farkli yol gézlenmistir. AC-GGV igin ana tirtiinler,
iki yolda da [x;—2H], [b1—2H], [Xo—3H+Na], [x,~HCOOH] ve [c;—H+Na]
iyonlaridir. Ac-VGG; [y,—H+Na] iyonu a¢iga ¢ikarmistir. [M-3H+2X] ana iyonu;
AGG, LGG, VGG ve GGA, GGL ve GGV peptitleri i¢in diger bir fragmandir. Sadece
bir gesit ana iirlin iyonu olusturmustur; [y,—2H+2Na] . PPG i¢in, [M-3H+2X] 6ne ¢ikan
iyon tiirlerinden bir tanesidir. GPA ve APG i¢in bu iyon diisiik yogunlukta gézlenmistir.
Bu fragman yapilari, metalin gevresini saran tripeptit ile bir koordinasyon meydana
getirmesiyle olusur. Ana bag karboksilat oksijeninden bir H kaybetmis C-terminal
amino asitinin N atomuna dogrudur. Diger koordinasyonlar elektron ciftine sahip olan
diger amit N atomlar1 ile olusmaktadir. Benzer yapilar 3 proton kaybetmis ve iki metal
atomu baglanmis peptitlerde de ortaya ¢ikmustir. Bir metal C-terminal karboksilat
oksijenine baglanarak tuz kopriisii olustururken, digeri arkaplanda koordine olmustur.
Diger bir yaklasim ise, C-terminal yerine ikinci kalintidaki N atomunun bir H
kaybetmesidir. RyCH=NH yapisinin olugsmas1 ve CO g¢ikis1 ile [y,—H+Na] iyonu ortaya
cikmistir. Proton kaybetmis R3, N atomuna, Rz ise karboksilat O atomu tizerinden metal
atomuna koordine olmustur. N-acillenmis [AcM-2H+X] iyon formu ¢ok daha zengin
fragman olusumu igermektedir. Ana triinler [X;-2H] ve [y,-H+X] iyonlaridir. Diger
triinler [X-3H+X], [X-HCOOH] ve [c;-H+X] iyonlaridir.  [Xp-3H+X] {irlini
olusumu iyonik tiirden bir proton kaybederek notral tiire gecisle olmustur. Eger cift
protonlanmis ana tiirden nétral tiirde bir iyon irinii elde ediliyorsa, -NH- yapisindan bir
hidrojen (—~CH- olmaz) bunda gorev almistir. Ornegin; R, amino asiti —~NH- transferi ile
Ri1CH,NHCOCHS; olusturmustur. GPA ve APG, R, iizerinde-NH- grubuna sahip
olmadigindan bu tipte iiriin vermemistir. PGG peptitinde R,, -NH- yapisi oldugundan bu
tirtinleri verebilmistir.[Xx,>-HCOOH] iyonu PGG ve prolin barindirmayan peptitlerden
meydana gelir. Ry zincirinin  —NH- grubu hidrojeninin R; {izerindeki B-C atomuna
transferi ile olusan R;CH=NCOCH;syapisindan [x,-H+X] iyonu meydana gelmistir.
HCOOX eliminasyonu ile de [y, - HCOOH] iyonu meydana gelmistir. PGG peptitinde
prolin halkasindan bir —CH- grubunun H atomu, [X,-H+X] iyonunun olugmasini ve

prolin halkasinin bozularak [X;-HCOOH] iyonu olusturmasini tetiklemistir. [c;-H+X]
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Ilyonu, R; iizerinde N-C baginin pargalanmasi ile olusmustur. Bu reaksiyon APG ve
PGA igin gecerli degildir. Prolin icermeyen peptitlerde beklendigi iizere dp-[Ac-
M—-2H+X] iyonunun CID spektrumunda d;-[c;-H+X] iyonu goriilmiistiir.

Li vd (1997)’de yaptiklar1 calismaya gore, giimiig(I) iyonunun yumusak ligandlara
baglanmay1 tercih eden yumusak bir katyon oldugu gorilmistiir. Proteinlerdeki
fonksiyonel yumusak gruplar, siilfiir iyonlu Met veya Cys aminoasitlerini icermektedir.
Metal bagli peptitlerin parcalanma yolu protone olmus peptitlerinkinden ¢ok daha
farklidir. Gegis metallerinin baglanmasi toprak ve toprak alkali metallerinkinden farkli
olmaktadir. Metal veya proton ile katyonize olan peptitler dnce giimiis ile doyurulup
daha sonra Cs metaline maruz birakilmistir. Sonuglara gére, Ag* iyonu N-terminal azot
atomuna ve C-terminal O atomu ve ikinci kalintidaki karbonil O atomuna selatlanmastir.
Oligopeptitlerin Co(II), Mn(Il), Ni(Il) ve Fe(Il) iyonlariyla yapilan c¢aligmalarinda
selatlanmanin; N-terminal azot atomu, proton kaybetmis amid azot atomu veya C-
terminal COO  anyonu iizerinden oldugu goriilmiistiir. Cys igeren peptitler ise Fe(ll)
iyonu ile etkilesmistir. His ve anjiyotensinin karbonil O atomunun Zn(Il) ile etkilestigi
bulunmustur. Cu(Il) iyonu N- veya C-terminal uglar araciligiyla baglanmistir.
GlyAlaAla peptitinden olusan [M+'’Ag]" iiriiniiniin spektrumuna gore, en cok Ag-

ortaklagmis Uriinler gézlenmistir. Bu iyon ¢esitlert;

e [a,-H+Aq]
e [by-H+AqQ]
o [yn+H+Ag]"
e [b,+OH+Ag]"

[k ii¢ iyon tiirii, diisiik enerjili parcalanmada ve tek giimiis iyonu baglandig: peptitlerde
gozlenmistir. Son iyon tiiri ise, alkali metal iceren peptitlerin pargalanmasinda
goriilmiistiir. GlyMet dipeptitinden gelen [M+Ag]" iiriiniiniin iyon spektrumunda; Ag,
Met aminoasitinin S atomuna baglanmistir. Boylece amit bagi parcalanir ve S atomu
icermeyen ve by iceren N-terminal fragmam olusmustur. [b;+OH+Ag]" iyonu m/z
182°de gdzlenmistir. Bunun anlami, Ag” iyonu, pargalanma sonucu olusan N-terminal
uca baglanmistir. S atomu diisiik elektronegativiteye ve yiiksek polarizasyona sahiptir.

Ag(l), Au(l) ve Hg(Il) iyonlar siilfiire baglanmaya isteklidir.
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Rodriquez vd (2000)°de yaptiklar ¢alismada Cu®* ve Ni** iyonlarinin protonlarla yer
degistirdigi gorilmistiir. Cozeltideki oligopeptitlerin amit protonu, N-terminal nitrojene
ligand olusturulduktan sonra indirgenir ve [M—nH+mX]™™* tipindeki kompleks
iyonlar ortaya ¢ikmustir. UBQ (ubikinin), 76 kalintis1 bulunan ortalama 8564.9Da
agirh@inda bir peptittir. Bu peptitin KOH ve KCI tuzlan ile olusturdugu spektrumu,
[M—(m—-z)H+mK]*" tipinde pek ¢ok iyon ve iyon yiik derecesi (z) oldugu goriilmiistiir.
Potasyum, OH™ iyonuna CI iyonuna gore daha kuvvetli baglanir. K' sayisinin

hesaplanmasi su baginti ile yapilir;

Kloriir tuzu i¢in m, 0-20 arasindadir. m=5, en yogun olan iyon olarak gozlenmistir.
Hidroksit tuzu i¢in m, 9-21 arasindadir. m=14, en yogun olan iyon olarak gdzlenmistir.
Iyon kiimelerinin yiikii arttikca, Cl ile K arasindaki etkilesim azalmistir. Bunun nedeni
UBQ peptitinin fonksiyonel gruplarinin reaksiyon entalpilerinin farkli olmasidir. KOH,
KCI tuzuna gore daha fazla cesitlilikte fonksiyonel grupla etkilsime girme egiliminde
olmustur. NaOH ve NaCl tuzlar1 arasinda da bu tip bir benzerlik mevcuttur. Potasyum
tiriinlerinin sodyum iiriinlerine gore kararli olmasi, potasyumun yiiksek kiitlesiden

kaynaklanmaistir.

Loo vd (1994)’de yaptiklar1 ¢aligmada, anjiyotensinin (molekiiler kiitle=1296,
DRVYIHPFHL), 2 adet His kalintisina sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica iki adet Zn
baglayabilen bir kalintis1 vardir. Kompleksin sitokiyometrisi [M+azn**+(c— 2a)H*]**
dir. Zn’nin pek ¢ok izotopu vardir ve bunlarin her biri kiitle spektrometresinde farkli

parmakizlerine tekabul ederler.

Hao vd (2001)’de yaptiklari caligmaya gore, protonlanmis su molekiilii kiimeleri ve
NaF, KF, Nal, KI, Rbl, Csl, CsNO3 ve CsCOj kiimeleri pozitif ve negatif iyon
modlarinda kalibrasyon ¢6zeltisi olarakkullanilabilirler. NaOOCCF;3 bilesigi 100-4000
Th araliginda kalibrasyon standardi olarak kullanilmistir. Hidratlanmig metaller
[M(H20),]" ve tuz kiimeleri [M(MX),]" diisik m/z alanlarinda gozlenmislerdir.
Sodyumun; klor, format ve asetat ile olusturdugu iyon kiimelenmeleri de, diisiik m/z
bolgelerinde gbzlenmistir. Genellikle drnekte saptanan toplam iyon sayisi (TIC, total

ion count); akis hizi, sicaklik ve kapiler voltaji ile artmistir. NaCl ve KCl ile alakali tek
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yiiklii [Me(MeCl),]" iyonu i¢in n =1, 4, 9, 13, 22, 28, 37, 47 oldugu halde, tam tarama
spektrumunda n=9 gériinmeyen iyon kiimesi olmustur. Cok diisiik yogunluklarda (zor
saptanabilen) ve normal koni voltaji degerlerinde n=14, 15, 24, 32 saptanabilmistir.
n=1-35 araliginda n = 13 ve 22 i¢in [(NaCl),Cl] iyonu kararlilik gostermistir. Normal
koni voltaj1 altinda iyon kiimeleri m/z 4000 degerine kadar ulasmistir. Diisiik voltajlarda
m/z<1700 iyonlart baskindir. Coziicii kosullari, konsantrasyon, pH ESI-MS’deki
iyonlarin kiimelesmesini etkileyip toplam iyon sayisini degistirmistir. MeOH veya
MeCN miktar1 degisimi toplam iyon sayisini etkilemistir. %75 MeCN varliginda negatif
modda en iyi iyon derisimine ulasilmistir. pH=3 olacak sekilde HCIl eklemesi
yapildiginda, HCI igeren pozitif yiiklii NaCl kiimelerinin olustugu gozlenmistir;
(NaCl);7(HCI)2Na" ve (NaCl);g(HCI)Na®. Nétral ortama gore yiiksek m/z degerlerine
sahip iyonlarda ise azalma olmustur. Bunun nedeni (NaCl),(HCI),Na" iyonundaki
ayrismama yani kiimelenme yapisini koruma oldugu Onerilmistir. Notral ortamdakine
benzer negatif yiiklii kiimeler pH=3"de de saptanmustir. pH=11 olacak sekilde NaOH
eklemesi yapildiginda, nétral ortamdakinden farkli hem pozitif hem de negatif yiiklii
iyonlar olugmustur. Diigiik m/z oraninda gozlenen iyonlar, NaCl ve NaOH tuzlarinin
iyon kiimeleri seklindedir. Ayrica yiiksek m/z oranlarinda biiyiikk iyon kimeleri
olugsmamuistir. Diisitk m/z dolaylarinda ise NaCl ve NaOH tuzlarinin karigim1 halindeki
iyon kiimelerine rastlanmistir; (NaCl)s.s(NaOH);,. Bu iyon kiimeleri arasindaki
kararlilik farklari, klor ve hidroksil iyonlarmm biiyiikliikleri ile alakalidir. Anyonik bazi
seriler koni voltaji 75V’de Na atomuna kars1 test edilmistir; NaX (X: iyodat I, format
HCOO, acetat CH3COOQ, nitrit NO, veya nitrat NO3 ). Nal, m/z 6000 degerine kadar
iyon kiimeleri olusumuna neden olmustur. Bu nedenle kalibrasyonda kullanilabilir. Hem
sodyum format hem de sodyum asetat cok benzer iyon kiimeleri olusturmustur. Format
icin, n=31 ve asetat i¢in n=32 degerlerinde en biiyiik iyon kiimeleri meydana gelmistir.
Bazi iyon kiimelerinin karisimi da ortamda bulunmustur. Ornegin; n=8-14 aralifinda tek
format bulunduran (CH3COONa),(HCOONa)CH3COO iyonik yapist gozlenmistir.
NaCl ve LiCl diger biitiin iyon yapilarindan ¢ok farklidir. LiCl, 167 tanesi pozitif ve 79
tanesi negatif yiiklii olmak iizere toplam 246 farkli iyon kiimesi meydana getirmistir.

Ayrica en biiylik iyon kiimesi n=152 degerinde olugsmustur.
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Hao vd (2001)’de yaptiklar1 ¢alismada, 50 mM’lik CaCl, ¢ozeltisi pozitif ve negatif
iyon modlarinda, m/z 0-2500 araliginda taranmistir. X=1-3 oldugu (CaCl2),(CaCl)**
pozitif iyon kiimeleri go6zlenmistir. Negatif iyon modunda ise, y=1-3 oldugu
(CaCl2),(CI)*”" iyonlar1 gozlenmistir. Tim iyon kiimeleri m/z oranmna gore
aydinlatilmaya caligilip, MS/MS modu da yapinin agiklanmasinda kullanilmistir. CID
pargalanmas icin bes gesit dnciil iyon segilmistir; (CaCl2)3(CaCl)*, (CaCl2)s(CaCl)*,
(CaCl2)9(CaCl),"  (bir  o6nceki iyonun izobar1), (CaCl2)13(CaCl)," ve
(CaCl2)25(CaCl)ss". 50 mM’lik CuCl; icin MS modundaki yapilarin ¢ok daha kompleks
oldugu goriilmiistiir. Saptanan bes ¢esit yapi1 su sekildedir;

(CuCly)(CuCl)Cu*

(CuCly),(CucCl)”

(CuCly),.Cu*

(CuCl)s(CuCl)*/(CuCly)(CuCl), ,Cu*

(CuCl),Cu”
Pozitif modda, CuCl® iyonu Cl kaybederek Cu® olusturur. Iyon kiimeleri ozeti ve

saptanan n degerleri ¢izelge 1.3’de goriilmektedir.

Cizelge 2.1 Cozeltide olusan bakir iyonu kiimeleri

Mod Iyon Kiimesi Formulii Saptanan n degeri

Pozitif | (CuCl),Cu* 1-6
(CuCl)n(CucCl)*/ 1-4
(CuCly) (CuCl),..Cu*
(CuClp),Cu” 1-17
(CuCly)n(CuCl)” 1-17
(CuCly)n(CuCl)Cu® 1-17

Negatif | (CuCl),CI 1-3
(CuCly).CI 1-16
(CuCly)n(CuClyCr 1-12
(CuCly)n(CuCl),Cr 1-14

31



Hem pozitif hem de negatif modlarda CuCl iyon kiimelerindeki indirgenmis Cu, Cu(II)
iyonunun indirgenerek Cu(I) meydana getirmesiyle olusur.

NayY molekiilii ile yapilann ESI-MS ¢alismast (x=1veya 2, Y = C0327, HCO; , H,PO,
ve HPO, );

50mM NaCOs; ¢ozeltisi, CaCl, ¢ozeltisinin spektrumuna benzer iyon kiimeler spektrumu

vermistir. Pozitif modda +1 ve +2 ve negatif modda —1, -2 ve —3 iyonlar1 agiga

cikmustir. Cizelge 1.4°de bu iyonlar gosterilmistir.

Cizelge 2.2 NaCOj ¢ozeltisi iyon kiimeleri

X veyay Saptanan n degeri

Pozitif iyonlar Negatif iyonlar
(Na,CO3)n(N a)xX+ (Na;CO3)n(N a003)yy+

1 1-28 1-25
2 15-51 9-43
3 - 19-63

Bikarbonatin karbonata benzer iyonlar vermesi tartisma konusudur. 50mM NaHCOg3’in
pH degeri 842 iken 5S0mM Na,COsz’in pH degeri 11.21 oldugu goriilmiistiir.
Bikarbonat, protonun ¢ikmasiyla karbonata dontigmiistiir. pH’ 1n artmasi karbonat
olusumunu tetiklemistir. Elektrospreyde bu olusuma neden olacak bir pH ylikselmesi
olmustur. NaH,PO, ¢ozeltisi piliskiirtiildiigiinde, NasPO4 molekiillerinin yani sira NaPOj3
molekiileri de ortamda aciga ¢ikmistir. NaOH’in da katildigir iyon kiimeleri hesaba
katilinca, pH degerinin elektrosprey sirasinda yiikseldigi diigiiniilmiistiir. Monosodyum
fosfat kullanildiginda, pH degeri ESI’da azalip, disodyum fosfat kullanildiginda ise
yiikselmistir. 50 mM NaH,PO, ¢ozeltisi (4.71) asidik ozellik gosterirken, 0.05 M
Na;HPO, ¢ozeltisi (9.30) bazik ozellik gostermistir. Cozelti buharlastikca, pH<7 daha
fazla azalmistir, pH>7 daha fazla artmistir ve pH=7 i¢in higbir degisiklik olmamustir.
Benzer oranlardaki dort farkli fosfat ¢esiti (H3PO4, HoPO,4 HPO42_ ve PO43 ) icin pH
degisimi diisliniildiigiinde; pH<7 iken daha asidik olan formlar baskin olmustur (0, —1).

pH>7 iken alkali formlar ortaya ¢cikmistir (2—, 3—). 50 mM’ lik monosodyum var iken,
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pozitif moddaki 53-31 iyon kiimelerini ve negatif moddaki 43-18 iyon kiimelerini
NaPOs, NaH,PO, ve H3PO4 molekiilleri bastirmistir.

Chu vd (2001)’de yaptiklar1 calismada, protonlanmis peptitlerin diisiik enerjili
(<100eV) CID spektrumunda, genellikle a, b ve y tipindeki fragmanlar agiga ¢ikmustir.
Cozeltideki en bazik kisimlar N-terminaldeki N atomlaridir ve zincirdeki Arg, Lys ve
His aminoasitleridir. Gaz fazinda, enerji bariyerleri asilir ve protonun atomlar1 amit
grubunun N atomuna baglanmasiyla pargalanma baslamistir. Yiik N-terminal peptit
tizerinde kalirsa b iyonu, C-terminal zincirde kalirsa y iyonu olusmustur. b iyonu, tipik
olarak nétral CO kaybedip a iyonuna dontigsmiistiir. Cozelti halinde Ag(l) iyonunun Met
aminoasitine ilgisi olmustur. Fakat gaz fazinda amitteki karbonil grubuyla kompleks
yapmistir  ve [by-H+Ag]", [a-H+AQ]", [ya-H+Ag]® ve [b,+OH+Ag]" iyonlar
olusmustur. AAA modelindeki peptit [b,+OH+107Ag]" iyonunu olusturmustur. AA
dipeptiti icin [M+107Ag]" iyonu iiriindiir. Bu iki spektrum olduk¢a benzerdir. En yogun
pik m/z 196°dir ve iki izobarik iyon bu bolgede gozlenmistir; [b;+OH+Ag]+ ve [yi-
H+Ag]". Bunun nedeni [b,+OH+Ag]" ve [M+Ag]" iiriin iyonlarmin benzer kalintilar

icermeleri oldugu one siirilmiistiir.

Sonsmann vd (2002)’de yaptiklart calismada, ESI-MS’e maruz birakilan triptik
peptitlerin, pozitif modda, ¢ift protonlanma egiliminde olduklar1 goriilmiistiir.
Parcalandiklarinda ise genellikle tek yiikli b ve y iyonlart vermislerdir. Triptik
peptitlerin par¢alanmasinda birden fazla bazik aminoasit igceren peptitlerin 4-5 kere
protonlanabilecegi goriilmiistiir. Par¢alanma bu yiiksek yiik derecelerinde daha fazladir.
Ayrica iiriin iyonlar da yiiksek yiik derecelerine sahip olmuslardir. Peptitlerin kimyasal
tirevleri ile yapilan yiliksek yiikli peptit ¢aligmalar1 da bu durumu kanitlamistir.
Hareketli protonun peptit zincirinde rasgele dagilarak parcalanmaya neden oldugu pek
cok mekanizma tanimlanmistir. Mekanizmalarin ¢ogu bir veya iki bazik kalinti olmasi
kosuluyla sinirhidir; fakat Coulombic itmenin meydana gelecegi ¢ift bazik kalintinin
bulunmasi ihtimali de vardir. Bu durumda hareketli protonun peptit zinciri tizerindeki
hareketi sinirlanir; ¢iinkii C-terminal ug negatif yiikle lokalize olmustur ve protonla
etkilesmeye yonelmistir. Bu etkilesimin oldugu bolge parcalanma icin uygundur.

Negatif yiiklerin etkisini daha iyi goérmek icin, Cys bulunduran peptit sisteik asite
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oksitlenmistir. Negatif bir yiikk diger bir protonla etkileserek molekiiler iyon iizerinde
net pozitif yiik olusturmustur, bdylece y iyonlart (N-terminal yiiklii) baskin hale
gelmistir. Glukagon (HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVWLMNT) ESI-MS/MS ile
m/z 250-2000 araliginda calisilmistir. MS/MS spektrumunda +2, +3 ve +4 yik
dereceleri farkli par¢alanma davraniglari gostermistir. +5 iyonunun bes farkli titre
edilebilir kism1 olmasina ragmen ortamda gézlenmemistir. Bunun nedeni Arg-17 ve -18
kalintilarinin ¢ok yakin olmasi olabilir; bu nedenle sadece biri protonlanabilmistir. +2
yiiklii glukagon iyonu ise ¢ok zayif bir sekilde parcalanmistir. Iyonlarm genellikle
Asp’nin COOH grubunun pargalanmasiyla meydana geldigi gortilmiistiir. Bunun nedeni
deprotone olmus karboksil grubuna niikleofilik atak olarak disliniilmiistir. +3
glukagondan gelen iiriin iyonu daha ¢ok y ve b iyonlari olusturmustur. Ayrica bunlar
¢ift yiiklidiirler. Bunun nedeni her iki ugtada bulunan hareketli protonlardir. +4 yiiklii
irtin iyon, daha ¢ok C-terminalden pargalanma yapmustir. +3 yiikkli b iyonlar1 ise
protonlanmis bazik kalintili (His, Lys, Arg) C-terminal {izerindeki hareketli proton ile

etkileserek bu yapiya donlismiistiir.

Bowie vd (2002)’de yaptiklar1 ¢alismada MH® iyonlar1 icin b ve y+2 iyonlan
gozlenmigstir. Negatif iyon spektrumunda deprotone olmus peptitler igin o ve B
ayrilmalart meydana gelmistir. Pozitif iyon modu negatif moddan biraz daha farklidir.

Onerilen mekanizma;

RINH—C(R2)CONHCH(R3)CO2

!
[RINHC(R2)=C=0 ~NHCH(R3)CO2H — o-NHCH(R3)CO2H + RINHC(R2)=C=0

1B
[RINHC(R2)=C=0 + H]- + NH2CH(R3)CO2H-NHCH(R3)CO2H — NH2CH(R3)CO2—-

a ve B parcalanmasi enolat anyonlarinin olusmasi ile gerceklesmistir. 2. reaksiyon a
tirlinliniin yiik/proton diizenlenmesini gdsterir. Enolat anyonlari, deprotonasyon ile ya

da peptit tarafindan -COO ‘a ya da CONH ‘a transfer ile olusmustur.

Anbalagan vd (2003)’de yaptiklar1 c¢aligmaya gore, N-acillenmis GGG peptidi
(AcGGG), C-terminal ucundan etil, propil ve butil ile esterlesmistir. Li, Ag ve Na
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katyonlari ile yapilan ¢alismada, AcG kalintisinin ¢ikisiyla AcGGGOEt molekiilii y2+
iyonlar1 agia c¢ikarmistir. Me=Li, Na veya Ag oldugu [y,-1+Me]" tipindeki iyonlar
diisiik yogunluklarda saptanmistir. Na veya Ag ile katyonize olmus fragmanlar tekrar
parcalanarak [by-1+Me]" ve [a,-1+Me]" iyonlar1 meydana getirmislerdir. Biitiin metal
bagli AcGGGOEt iyonlar1, [AcGGGOEt-H,0+Me]" seklinde, Na, Li ve Ag i¢in en bol

iyon olarak ortaya ¢ikmislardir.

Charles vd (2003)’de yaptiklar1 ¢alismada, iyon kiimeleri pozitif modda [CA]xCm™
seklinde ve negatif modda [CA],A,"" seklinde ortaya gikmistir (tuz igin; C: katyon,
A:anyonik kisim). Hem yiik hem de buharlagsma iyon kiimelerinin yiik dagilimini
etkilemistir. Tuz kiimelerinin yiik dagilimini etkileyen faktorler su sekildedir;

e Tuz derisimi

e (ozeltinin iletkenlik 6zellikleri

e Viskozite

e Organik ¢oziiclinlin molar ytizdesi

e (oziiclinlin polaritesi Ve olusan iyonlarin karakteristikleri

Harrison vd (2005)’de yaptiklari ¢alismada, Pro-Ala ve Pro-Val dipeptitleri Q-ToF ile
calistimistir. m/z 113 ve 72 igeren spektrumlar yiiksek enerjli CID’de Ala-Pro igin, m/z
141 ise Pro-Ala i¢in 6ngoriilmeyen pikler olarak ortaya ¢ikmistir. Pro-Ala i¢in CID 20
eV iken, alt1 ¢esit iyon oldugu saptanmistir. m/z 141 igin a, iyonu, m/z 88 i¢in y; iyonu,
MS3 modunda a, iyonundan gelen ii¢ ¢esit iyon m/z 47.4, 100 ve 152 degerli iyonlardir.
Pro-Val i¢in de alt1 gesit iyon saptandi; m/z 169 igin a, iyonu ve m/z 116 igin y;iyonu a;
iyonundan gelen dort farkli iyon; m/z 100, 59.1, 13.9 ve 9.4 degerlerine sahiptir. a,
iyonundan CO; ¢ikisi ve Pro eliminasyonu ile y; iyonu olusmustur. Bu reaksiyon bir
protonun N-terminalden a-C karboanyon verecek sekilde tasinmasiyla gergeklesmistir.
Pro-Gly-Gly tripeptidi ve triinleri olan asz ile b, iyonlarmin spektrumlarina bakildigi
zaman, 20 eV degerindeki parcalanmada bes ¢esit {irlin oldugu gortilmiistiir; sirasiyla
m/z degerleri; 184, 153, 127, 87 ve 74 olan as, b,, a,, a;—p Ve y; iyonlaridir. az iyonu
tekrar pargalanip CH3NH; ¢ikis ile by iiriin iyonunu vermistir. 57 Da’luk bir kayip ile a,
iyonuna doniistirken bir Pro kalintis1 kaybederek m/z 87°da ana pik olusturmustur. PVG

peptitinin [M-H] ve a3 iyonlarimin CID spektrumu, birincil pargalanmaninas ve

35



yiiyonlari olusturdugunu gostermistir. agiyonundan da tekrar pargalanma iiriin iyonlarin
da ortamda varoldugu goriilmiistir. m/z 183’deki pik az iyonunun CsH; kaybetmis
halidir ve noétral CO c¢ikisi ile m/z 155’ de bir pik goézlenmistir. az iyonunun
pargalanmasi b, ve a, iyonlar1 verirken ve N-terminal Pro kaybi1 da m/z 129°de bir pik
gozlenmesine neden olmustur. APG peptitinin ve az ile y, {irlin iyonlarinin spektrumu
incelenmistir. [M-H] ana iirlinleri as, Y, ve y; iyonlart olarak gozlenmistir. Ala-Pro
amit bagindaki kopma ile y, iyonu ve C-terminal ucunda tasidig1 yiik ile bir H tasiyan
bir yan zincir (Gly) veya ara iiriin olarak iyon vermeyen alkil yan zinciri meydana
getirmistir. Sinyal m/z 127, Ala kaybederek olusan as iyonuna veya CO kaybederek
olusan Yy, iyonuna aittir. y, iyonunun (deprotone PG) iiriin spektrumu PA ve PV’nin m/z
99 degerinde gozlenen ve a, (M/z 127) iyonunun etilen kaybederk olusturdugu [M-
H] spektrumuna benzer 6zellik gostermistir. AAP tripeptidinin az ve b, iiriinlerinin
spektrumu da g¢alisilmistir. [M-H]  driinleri CO; ¢ikisi ile az ve y; (deprotone Pro)
meydana getirmistir. b, iyonu nétral pirolidin kaybi ile agiyonu olusturmustur. Ayrica
m/z 87 iyonu az iyonundan gelen c¢; iyonudur. CID’de b, iyonu aktivasyonu m/z 124,
113, 111ve 97 piklerinin olusumunu tetiklemistir. Bunlar sirasiyla NHs, CO, Hj, C, O,
C2, H4 ve O ¢ikiglaridir. LAP tripeptiti ve ag ile by iyon triinleri de ¢alisilmistir. Tekrar
[M-H] iyonu a3 ve y; iyonlarinin ¢ikisi ile ag iyonundan pirolidin ¢ikisi ile b, iyonunun
olustugu gozlenmistir. b, iyonunun ileri pargalanmasindan NHj ¢ikisi ile m/z 166, CO
cikist ile m/z 155, [H,CO] ¢ikist ile m/z 153 ve [C,H40] ¢ikist ile m/z 139 degerlerinde
pikler gozlenmistir. m/z 166’da gozlenen [by-NHs] CO; c¢ikisi ile m/z 122 pikini
olusturmustur. Tim b, fragmantasyonlarma bakildiginda genel olarak su yapilar
gozlenir;

e N-terminal Pro ile zayif bir H, b, iyonu verir. N-terminalde primer amin var ise b,

iyonu iki adet zayif H ile etkilesir.
e b, pikinin notral NH3 kaybetmesi, byiyonunda serbest amino gruplarinin oldugunun

gostergesidir.
b, iyonundan CO ¢ikigt 6nemli bir pargalanma dizisi yaratmistir; H, eliminasyon ile

ayrilmigtir.  [b-CO] ™ iyonu ile RoH ¢ikist vardir (R2: tripeptitin 2. amino asidi). Ala-
Phe-Pro tripeptitinde, C;Hg grubu [b,-CO] iyonundan ayrilip m/z 97 degerinde ana pik
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olusturmustur. Benzer olarak Leu-Ala-Pro tripeptitinde CH, ¢ikisi vardir; fakat Leu’dan

C4Hjo ¢ikist yoktur.

4-kalintili Ala-Ala-Pro-Ala peptit ve iriin iyonu y, de ¢alisilmistir.y, iyonu, [M-H]"
iyonunun ana par¢alanma tiriiniidiir. 5-kalintili Ala-Ala-Pro-Ala-Ala, [M-H]- iyonu ile
ESI-MS’de calisilmigtir. Bu ¢alismada y; ve [y3-CO2] en belirgin iirlinlerdir ve
parcalanma Pro tarafinda meydana gelmistir. Prolin etkisi [M+H]+ ve [M+nH]n+
(6rnegin tek veya ¢ift protone olmus Pro bulunduran peptit) iyonlarinda ortaya
cikmistir. VGVAPG peptitinde baskin y, ve by iyonlar1 birer kanittir (¢linkii bz, by
iyonunun pargalanma iiriiniidiir). Xxx-Yyy-Pro tripeptitlerindeki [M+H]" iyonu da
onemli derecede y; iyonu vermistir. Xxx-Pro-Yyy tripeptitindeki [M+H]" iyon

caligmalar1 Pro tarafindaki C-terminalde daha fazla par¢alanma oldugunu gostermistir.

Romanov vd (2008)’de yaptiklar arastirmada, giimiis ile calisilmistir. Ag®, 46 temel
halde elektrona sahiptir (4s24p64d10) ve metal transferiyle detoksifikasyonda gérev
alan metallotiyonine yiiksek ilgisi vardir. Gaz fazinda peptitlere siki baglanir ve sekans
saptanmasinda kullanilabilir. Ag®, alfa-amino asitlerle mono-, di- ve tri-koordine

kompleksleri vermistir.

Cooper vd (2005)’de yaptiklar1 calismada, AAAG ve A(BPA)AG peptitleri Li* iyonu
varhginda ESI-MS/MS’de CID modunda iyonlastirilmistir. m/z 238 [bs+17+Li]*, 220
[bs—1+Li]" ve 192 [az—1+Li]" iyonlarmmn en baskin iiriinler oldugu goriilmiistiir. AAAG
peptiti i¢in m/z 277 ve 260 degerlerindeki piklerin ntral HoO (18u) kaybetmesi, hem
H,O hem de NHs; (35u) cikisi gozlenirken, PA-igeren peptitlerde bu durum
goriilmemistir. [bs—1+Li]" iyonu AAAG ve A(BA)AG peptitlerinin lityum-katyonize
halidir. En belirgin parcalanma yolu [b,]" ve [b,—1+Cat]® iyonlar1 i¢in CO
eliminasyonu ile [a,—1+Cat]” iyonunun olusumudur. m/z 220 [bz—1+Li]" iyonunun MS3
spektrumuna bakilirsa; hem AAAG hem A(BA)AG peptiti i¢in de en yogun CO (28u)
kaybederek olusan m/z 192 [as—1+Li]" iyonunun oldugu gériilmiistiir. Ayrica AAAG
peptiti 71u kaybederek m/z 149 iyonu verirken A(BA)AG peptiti 72 u kaybederek m/z
148 iyonu vermistir. AXAG peptiti i¢in dort farkli x secilmistir (B-Ala, y-amino biitirik

asit, e-amino-n-kaproik asit ve 4-aminometilbenzoik asit). Her durumda [bs—1+Li]"
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iyonu daha fazla 71u kaybetme ve daha az 28 u kaybetme (CO) egilimi gdstermistir.
[bs—1+Li]" iyon fragmantasyonu gesitli yollarla olur;

e a-Ala kalintisinin kaybr ile [b,—1+Li]" iyonu olusumu

e notral CO kayb ile [a—1+Li]" iyonu olusumu

e o-lactone ¢ikisi ile litinli nitril olusumu

e Li-katyonize 2H-azirine olusturan CO, eliminasyonu

Wells vd (2005)’de yaptiklar1 c¢alismaya gore, protein ve peptitlerin  MS
yapilandirilmasindaki en yaygin method, inert bir gaz ile ¢arpigsmasini saglamaktir;
carpigsma-indiiklii pargalanma (CID, collision-induced dissociation). MS yapilandirmasi,
carpismanin yarattigi birincil ve ikincil ftriinlerin yani iyon ve komplekslerin
aydinlatilmasinda ¢ok faydali olmustur. Biiyliik ve ¢ok yiiklii iyonlarin, carpisma
sirasindaki enerji transfer mekanizmasi, kiiglik iyonlarinki kadar anlagilamamistir. CID
kosullarinin bir fonksiyonu olarak protein/peptitlerin parcalanmasina etki eden unsurlar
sunlardir;

e Molekiil i¢in yapilanmanin siiresi

e Aktivasyon sirasinda depolanan enerji

e Enerjinin salinimi

e Depolanmis enerjinin degiskenligi

e Depolanmis enerjinin dagilim bi¢imi (titresim, elektronik...)

e Cihaz sinyalokuma zaman araligt

Barlow vd (2005)’de yaptiklari ¢alismada, peptit kaynakli katyonik radikallerin gaz
fazinda olusmasiyla ilgili basamaklaragiklanmaya c¢alisilmistir. Buna gore, yardimci
ligand L yardimiyla metalik iyon M ile koordine olmus ndtral peptit P gaz fazina
girmistir.  Metalin indirgenmesi ve peptitin yiikseltgenerek katyonik radikal ara
basamagi (P+¢) olusturmasi sonucu CID homolitik bag ayrigmasina neden olmustur.
Meydana gelen yapilar kimyasal yapiyla farklilik gstermistir. Ornegin; [Cull(dien)-
YGGFLR]* iyonu YGGFLR™ radikali olusturmustur. Cu(ll), peptitler ve amino asitler
icin bir oksidandir. Ayrica CID’de ¢alisilan {i¢ degerlikli metallerin peptitler ile daha iyi
kompleksler verebilecegi belirtilmistir. [Crlli(salen)YGGFLR]" molekiiler iyonunun
CID spektrumuna gore peptitten bircok kiigiik molekil ayrilmigtir. 18, 35 ve 60
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degerlerindeki pikler, sirasiyla H,O, H,O+NH; ve H20+NH=C=NH gibi kiigiik
molekiilleri gostermistir. NH=C=NH molekiilii peptitdeki R yan zincirinden gelmistir.
Peptit-metal kompleksi [Crlll(salen)]” az miktarlarda da olsa katyonik radikal P+s
vermistir. [MnllI(salenX)(P)]* kompleksi, [Mnlli(salen)]* iyonuna pargalanir ve ikisi de
tekrar notral peptit P ve P+ radikali vermistir. Ligand salenH2X’in indirgenip iki
protonun ayrilmasiyla da [MnllI(P-2H)]" iyonunu meydana getirmistir. Meydana gelen
atom kayiplari peptitten cok X metalinden kaynaklanmustir.
[Mnlll(salenNO2)YGGFLR]*, P+ radikali ve bazi fragman iyonlar olusmasi
muhtemeldir. Radikal mekanizmasiyla olusan [Mnlli(salenCI)(P)]* olduk¢a fazla
miktarda gozlenmistir; fakat [Mnllli(salenC)]® ve [MnllI(P-2H)]" oldukca az
gozlenmistir. P ve katyonik radikal P+e arasindaki yarig, X metalinin elektron ilgisine
baglidir. (NO,>CI>H>0Me) gibi gruplarin olmasi1 durumunda yukaridaki siraya gore X
metalini daha fazla baglamistir. Fe(l1l) komplekslerinde P+ radikali baskin olmustur.
Fe(lll) iyonu, Mn(lll) iyonuna gore daha fazla homolitik bag kopmasina neden
olmustur. Mn(lIl) iyonunun tersine, [Felll(P-2H)]" iyonu ortamda pek fazla
goriilmemistir. Co(III) kompleksi reaksiyonlart ¢ok daha farkli oldugu gozlenmistir.
Burada peptitin sekansi daha fazla 6nem kazanmistir. [Colll(salenX)YGGFLR]"
kompleks Iyonundan daha fazla katyonik radikaller olusmustur.
[Colll(salenX)GGGFLR]" kompleksi CID’de, GGGFLR™ radikalinden daha ¢ok bu
radikalin iiriinii olabilecek [M-C02]" ve [M-«CO2H]" radikalleri olusturmustur. Ozet
olarak Mn ve Fe metalleri, Cr ve Co metallerinden katyonik peptit olusturma

konusunda ¢ok daha iyidir.

Unnithan vd (2007)’de yaptiklart ¢alismaya gore, poliprolinin iki ¢esit helikal yapisi
oldugu belirlenmistir(Prol ve Proll). Prol, sag-el yoniinde, doniis basina 3.3 amino asit
icerir ve peptit baglarmnin cis yapida oldugu belirlenmistir. Proll, sol-el yoniinde ve
doniis basina 3.0 kalint1 igerir, ayrica peptit baglarinin trans yapida oldugu bulunmustur.
Heliks tipinin ¢oziicliye gore degistigi belirtilmektedir. Diisiik protik ¢oziiciiler (butanol,
propanol) Prol yapisina yonlendirmistir ve Proll daha ¢ok protik ¢ozeltilerde (su) ortaya
¢ikmistir. Poliprolin propanol gaz fazina alindiginda, Prol heliks kararliligin1 korur ve

zincirin farkli uzunluklarinda ortaya ¢ikmistir. Fakat sulu ¢ozeltiden ESI yontemi Proll

heliks yap1 kararliligin1 gostermemistir. Buradan da heliksin bir ¢dzelti i¢inde daha
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kararli olacagi sonucuna ulasilmistir. Diger bir ilgi cekici nokta, protonlanmis N-
terminal ug ile ikinci prolin arasinda olusan hidrojen bagidir. I¢ kisimlardaki prolin bu
bagi N hidrojenine sahip olmadigindan olusturmamustir. (Pro2+H)" icin molekiiler
modellemede, en diisiik enerjili yap1 N-terminal ucu, N atomunda H atomlarina sahip
olan ve birinci ile ikinci kalintilardaki karbonil O atomlari ile hidrojen bagi olusturan
yapidir. Peptitlerde, genellikle y iyonu gozlenir; ¢ilinkii par¢alanma Pro tarafindaki N-
terminal ucgta gerceklesmistir. Prolinin proton affinitesi ve b tipi iyonun gerginligi y

iyonlarinin olusumunu arttirmistir.

Teesch vd (1992)’de yaptiklari ¢alismada tanimladiklarina gore, elektrosprey (ESI) gibi
yumusak iyonlastirma tekniklerinin kesfinden bu yana, metal kompleksleri olusturma
biyoaktif molekiillerin karakterizasyonunu genisletmek amaciyla bir analitik arac olarak

kullanilmaya baglanmuistir.

Choi vd (2009)’da yaptiklar1 ¢aligmaya gore, gecis elementleri katyonlari ¢ozeltide
peptitlere iyi baglanmislardir; N-teminal uga sabitlenme Gnce amitten proton ayrilmasi
sonra metal ile selatlanmasiyla olusmustur. Sung-Seen Choi, bazik ortamda serin (S),
treonin (T), asparajin (N), glutamin (Q) polar aminoasitlerinin, [nPep—nH+(n+1)Na]”

tiirlerini olustugunu kesfetmistir.

Kebarle vd (2005) tarihli ¢alismasina gore; Na tuzlart (NaAc) parcalanma enerjisi

arttikga NaAc’dan NaH’a déniisiirler. Na* iyonlar1 asidik kisimlar1 nétralize etmistir.

Polce vd (2006)’da gesitli peptitler tizerinde yaptig1 ¢calismaya gore, bir peptite baglanan
2 adet lityumdan biri asidik H ile yer degistirirken digeri ise zincir boyunca hareketli
kalarak pargalanmay1 onler ve yiikii saglamstir ([Pep-H+2Li]"). Cift proton bagh
peptitlerde bir proton bazik Lys ya da Arg C-terminaline baglanirken, diger proton
zincir boyunca hareket etmistir. Metal kompleksleri olusturarak fragmantasyon daha
kolay hale gelmistir. Metaller, bazik kisimlara (karbonil grup, N-terminal, yan zincir)
giiclii tutunmustur. Ayni proton katilmasinda oldugu gibi metal katilmasi da amit
karbonunun elektrofilik 6zelligini arttirmistir. Bu da amit bagi parcalanmasina yol

acmistir. 1 mg/mL LiOH ve 20 mg/mL peptit kullanilmigtir (1:20 orani).
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Gross vd (1998)’de yaptiklari ¢alismaya gore; aspartat (D), glutamat (E) ve arginin (N)
kalintilari, Ca baglayan proteinlerde Ca-baglama noktalaridir. Genellikle 1, 3, 5, 7 ve 12
pozisyonlarindaki karbonil, karboksil ve aromatik olmayan yan zincirler etkilenir.
Yapilan calismada [Pep-H+Ca]® ve [Pep+Ca]” tiirlerine rastlanmustir. Coziiciiniin
affiniteye etki ettigini bulmusglardir. Peptit zincirindeki asidik kalint1 sayisi arttikca, Ca-
bagli iyon tiirler protonlanmuis tiirlere gore artmistir. Ca, Co ve Fe katyonlari i¢in, metal
N-terminale yakinsa y ve z; C-terminale yakinsa b ve ¢ parcalanma iyon tiirlerinin
olusacag ileri strilmistir. DANADG, DRADNA, DDRANV peptitleri ys iyonu
vermezken DENADG vermistir. Bu Ca’nin DE’ye baglandigin1 gostermistir.

Crizer vd (2009)’da yaptiklar1 ¢alismada, 3 adet deprotonasyona ugrayan
DGAILDGAILD peptiti ile Co, Cu ve Fe c¢ift yiiklii katyonlari arasinda olusan
komplekslere odaklanmistir. Fenantrolin ¢ift disli ligand1 yardimiyla metaller ¢ozeltiye
eklenmistir. Reaksiyon mekanizmasi i¢in Onerilen metabolik yol, le” negatif yiikiin
gecis metali kompleksine aktarilmasi seklindedir. Boylece ligand tarafindan serbest
birakilanmetal peptite baglanir. Ayrica Cu katyonu, Co ve Fe katyonlarina gore daha
fazla e aktarimina yatkin oldugu i¢in daha fazla kompleks olusturmaya meyillidir.

David ve ekibi [Pep-3H+X]" yapisini1 gozlemislerdir.

Smith vd (2000)’de yaptig1 caligmaya gore, Arg kalintist diginda bir kalintiya baglanan
H*, hareketli protondur. Yani ana zincir ya da yan zincir boyunca tasinarak
parcalanmaya neden olan reaksiyonlara engel teskil ederler. Eger peptitte Arg, His ya da
Lys gibi fonksiyonel kalintilar varsa, bu kalintilara yakin baglar uygun sartlar altinda

pargalanir denmistir.

Biz ¢alismamizda, peptitlerin gesitli metal ¢ozeltilerini elektrosprey iyonizasyonu ile
kiitle spektrometresinde iyonlagtirarak olusan iyonlari inceledik. Bunun i¢in 3 adet
peptiti 9 cesit metal ile formik asit ve asetonitril iceren ¢ozeltide karistirdik. Bu
calismadaki amag, peptitlerin par¢galanmasinda metallerin belli bir mekanizmaya yol

acip agmadigini anlamaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullamlan Materyaller

Projede kullanilan kiitle spektrometresi: Waters/Micromass QToF micro

3.2 Kullamilan Kimyasallar

Projede kullanilan kimyasal maddeler ¢izelge 3.1°deki gibidir.

Cizelge 3.1 Projede kullanilan kimyasallar

Kimyasal Maddeler Firma Adi

Katyonlar Sodyum asetat
Potasyum nitrat
Lityum asetat
Bakir nitrat
Kalsiyum asetat

Magnezyum asetat

Kobalt asetat Sigma Aldrich
Demir asetat
Peptitler NPY Sigma Aldrich
VPR
Betanova
(Glu 1)-Fibrinopeptit B Sigma Aldrich
Formik Asit Fluka
Doéteryum Oksit Merck
Asetonitril Fluka
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D: Aspartat, negatif yiikli grup
E: Glutamat, negatif yiiklii grup
K: Lizin, pozitif ytkli grup
R:Arginin, pozitif yiiklii grup
H: Histidin, pozitif yiikli grup

Yukarida verilen aminoasitler, peptitlerin yiik kazanmasina neden olan kalintilardir. Bir

peptitin sahip oldugu aminoasit dizisindeki pozitif veya negatif yiiklii aminoasit sayilari

o peptitin ¢ozelti ortaminda kazanacagi toplam yiike etki eder.

Cizelge 3.2 Kullanilan peptitlerin kimyasal 6zellikleri

Ad Aa | Molekiiler agirlik Sekans Yapisal
Ortalama | Monoizotopik ozellik
NPY 24 | 2983.38 2981.5624 PAEDLARYYSA | a-helix
LRHYINLITRQR
Y

Betanova | 20 | 2253.42 | 2252.1046 RGWSVQNGKY | Multi-turn p-
TNNGKTTEGR | sheet
Vpr(13-33) |21 | 2585.85 | 2584.2809 EPYNEWTLELL | a-helix
EELKSEAVRH

[Glul]-Fibrinopeptide-B, EGVNDNEEGFFSAR sekansindadir ve ortalama kiitlesi
1570.57 (g/mol) ve monoizotopik kiitlesi 1569.6696 Th’dir. Kiitle spektrometresinde
kalibrasyon amagli kullanilir. Iyonik amino asitler olarak Glu ve Asp, ayrica C-terminal
ucunda da Arg vardir. Sulu ¢6zeltide 5 anyonik, 2 katyonik yiik tasir ve net yiikii -3 diir.
+1 ve +2 yiikli kompleks olusturma potansiyeline sahiptir. DNEE amino asit sekansi
Glu-Fib peptitinin bir katyon ¢evresinde koordinasyon kurmasina olanak saglar. Pozitif
iyon modunda ve asidik ortamda en fazla +2 pozitif yiik tasiyabilir. Negatif modda ve

giiclii bazik ortamda ise en fazla -5 negatif yiik tasiyabilir (¢izelge 2.4).
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Cizelge 3.3 Glu-Fib peptitinin tahmin edilen protonlanmis yapilar1 ve monoizotopik

kiitleleri
Yiik Iyon Monoizotopik kiitle
1+ [M+H]" 1570.6774
2+ [M+2H]*" | 785.8426

Formik asit ve asetik asit ¢ozeltisinde ESI ile ¢alisildiginda Glu-Fib kolayca [M + 2H]**
iyonu olusturur. Fizyolojik ortamdaki sekonder yapisi bilinmemektedir. Bu ¢aligmada

sadece kontrol ve kalibrasyon amaciyla kullanilmistir.

Neuropeptide Y (NPY) (13-36), (PAEDLARYYSALRHYINLITRQRY), 24 adet
aminoasit dizisinden olusur. 4 adet Arg icerir ve hi¢ Lys kalintis1 yoktur. 1 adet Glu 1
adet de Asp kalintist vardir. Sulu ¢ozeltide +3 yiik tasir. Bu durum metallere
baglanmasini etkileyebilir. ED sekansi igerdiginden z=+1 ya da +2 olan metallere
baglanabilir. Pozitif modda ve asidik ortamda +5 yiiklidir. Cizelge 2.5’de NPY
peptitinin elektrospreyde aminoasit kopmasi ve proton baglanmasi sonucu olusturacagi
+1, +2 ve +3 yliiklii iyonlarinin kiitleleri verilmistir. Bu iyonlar Biemann iyonlar1 olarak

adlandirilmaktadir.

Cizelge 3.4 NPY peptitinin tahmin edilen protonlanmis yapilar ve monoizotopik

kitleleri
Yiik Iyon Monoizotopik kiitle
1+ [M+H]® 2982.5702
2+ [M+2H]* 1491.7890
3+ [M+3H[* 994.8620
A+ [M+4H]* 746.3984
5+ [M+5H]* 597.3203
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Cizelge 3.5 NPY peptiti i¢cin Biemann iyonlar1 listesi

z=+1, +2, +3 degerleri i¢in protonlanmis b ve y Biemann iyonlar1

b iyonlari y iyonlar1
Sekans | # +1 +2 +3 +1 +2 +3 #
P 1 98.1 49.5 33.4 2982.6 | 1491.8 | 9949 | 24
A 2 169.1 | 85.1 57.0 2885.5 | 1443.3 | 962.5 | 23
E 3 298.1 | 149.6 | 100.1 | 2814.5 | 1407.7 | 938.8 | 22
D 4 4132 | 207.1 | 1384 | 26854 | 1343.2 | 895.8 | 21
L 5 526.3 | 263.6 | 176.1 | 2570.4 | 1285.7 | 857.5 | 20
A 6 597.3 | 299.1 | 199.8 | 2457.3 | 1229.2 | 819.8 | 19
R 7 7534 | 377.2 | 251.8 | 2386.3 | 1193.6 | 796.1 | 18
Y 8 916.5 | 458.7 | 306.2 | 2230.2 | 1115.6 | 744.1 | 17
Y 9 1079.5 | 540.3 | 360.5 | 2067.1 | 1034.1 | 689.7 | 16
S 10 1166.5 | 583.8 | 389.5 | 1904.1 | 9525 | 6354 | 15
A 11 1237.6 | 619.3 | 413.2 | 1817.0 | 909.0 | 606.3 | 14
L 12 1350.7 | 675.8 | 4509 | 1746.0 | 873.5 | 582.7 | 13
R 13 1506.8 | 753.9 | 502.9 | 1632.9 | 817.0 | 545.0 | 12
H 14 1643.8 | 822.4 | 548.6 | 1476.8 | 7389 | 4929 |11
Y 15 1806.9 | 904.0 | 603.3 | 1339.7 | 670.4 | 4473 | 10
I 16 1920.0 | 960.5 | 640.7 | 1176.7 | 588.8 | 3929 |9
N 17 2034.0 | 1017.5 | 678.7 | 1063.6 | 532.3 | 355.2 | 8
L 18 2147.1 | 1074.1 | 716.4 | 9496 | 4753 | 3172 |7
I 19 2260.2 | 1130.6 | 754.1 | 836.5 | 418.7 | 2795 |6
T 20 2361.2 | 1181.1 | 787.8 | 7234 | 3622 | 2418 |5
R 21 2517.3 | 1259.2 | 839.8 | 622.3 | 311.7 | 208.1 |4
Q 22 2645.4 | 1323.2 | 8825 | 466.2 | 233.6 | 156.1 |3
R 23 28015 | 1401.3 | 9345 | 338.2 | 169.6 | 1134 |2
Y 24 2964.6 | 1482.8 | 988.9 | 182.1 | 915 61.4 1
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Eger NPY hafif asidik veya alkali olmayan sulu ¢oziiciiye alinirsa, tiim iyonik yan
gruplar1 ve N- ile C-terminal uglari iyonikleserek +3 net yiik tasir. Coziiciiden 3 proton
alir ve monoizotopik kiitlesi m/z 994.8620 degerinde olan [M+3H]*" iyonu olusur.
Ortam asidik ise fazladan bir veya iki proton baglanarak [M+4H]*" veya [M+5H]>*
iyonlar1 olusur. Protonlanmis NPY iyonik yapilarn ¢izelge 3.6’da goriilmektedir. Bu
tiirlerin m/z kiitleleri, monoizotopik kiitlenin yiike boliinmesi ile elde edilir. Bu birimsiz
deger, tamamen kiitle spektrometresine yoneliktir ve kiitle spektrometresinin analiz
sonuglarmin bagil yogunluga kars1 ifade edilmesinde kullanilir. Spektrum olarak
adlandirilan bu veri ¢iktist bagil yogunluga karst m/z degerlerinin grafiklendirilmesi
seklindedir. Cizelge 3.6’de ise protonlanmis yapilara ek olarak metallenmis NPY peptit

iyonlar1 ve m/z kiitleleri monoizotopik kiitlelerinin m/z degerleri verilmistir.

Cizelge 3.6 NPY peptitinin tahmin edilen metallenmis yapilar ve monoizotopik kiitleleri

Yiikk Durumu m/z Kiitle
NPY(13-36) +1 [M+H] + = (M+H)/1 2982.5702
+2 [M+2H] 2+ = (M+2H)2 1491.789
+3 [M+3H] 3+ = (M+3H)/3 994.8619
2981.562415 +4 [M+4H] 4+ = (M+4H)/4 746.3984
+5 [M+5H] 5+ = (M+5H)/5 597.3203
Yiik Durumu m/z Kiitle
NPY (13-36) +1 [M+Na] + = (M+H)/1 3004.5522
+2 [M+2Na] 2+ = (M+2H)/2 1513.7710
+3 [M+3Na] 3+ = (M+3H)/3 1016.8439
2981.5624 +4 [M+4Na] 4+ = (M+4H)/4 786.3804
+5 [M+5Na] 5+ = (M+5H)/5 619.3023
Yiik Durumu m/z Kiitle
NPY(13-36) +1 [M+K] + = (M+K)/1 3020.5261
+2 [M+2K] 2+ = (M+2K)/2 1529.7449
+3 [M+3K] 3+ = (M+3K)/3 1032.8178
2981.5624 +4 [M+4K] 4+ = (M+4K)/4 784.3543
+5 [M+5K] 5+ = (M+5K)/5 635.2762
Yiik Durumu m/z Kiitle
NPY (13-36) +1 [M+Li] + = (M+Li)/1 2988.578405
+2 [M+2Li] 2+ = (M+2Li)12 1497.797205
+3 [M+3Li] 3+ = (M+3Li)/3 1000.87013833
2981.5624 +4 [M+4Li] 4+ = (M+4Li)/4 752.406605
+5 [M+5Li] 5+ = (M+5Li)/5 603.328485
Yiik Durumu m/z Kiitle
NPY (13-36) +2 [M+Cu] 2+ = (M+Cu)/2 1522.2459995
+4 [M+2Cu] 4+ = (M+2Cu)/4 776.8553995
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Cizelge 3.6 NPY peptitinin tahmin edilen metallenmis yapilar ve monoizotopik kiitleleri

(devam)
+6 [M+3Cu] 6+ = (M+3Cu)/6 528.3918661
2981.5624 +8 [M+4Cu] 8+ = (M+4Cu)/8 404.1600995
+10 [M+5Cu] 10+ = (M+5Cu)/10 329.6210395
Yiikk Durumu m/z Kiitle
NPY(13-36) +2 [M+Ca] 2+ = (M+Ca)/2 1510.7624955
+4 [M+2Ca] 4+ = (M+2Ca)/4 765.3718955
+6 [M+3Ca] 6+ = (M+3Ca)/6 516.90836216
2981.5624 +8 [M+4Ca] 8+ = (M+4Ca)/8 392.6765955
+10 [M+5Ca] 10+ = (M+5Ca)/10 318.1375355
Yiik Durumu m/z Kiitle
NPY/(13-36) +2 [M+Mg] 2+ = (M+Mg)/2 1502.7737225
+4 [M+2Mg] 4+ = (M+2Mg)/4 757.3831225
+6 [M+3Mg] 6+ = (M+3Mg)/6 508.91958916
2981.5624 +8 [M+4Mg] 8+ = (M+4Mg)/8 384.6878225
+10 [M+5Mg] 10+ = (M+5Mg)/10 310.1487625
Yiik Durumu m/z Kiitle
NPY(13-36) +2 [M+Co] 2+ = (M+C0)/2 1520.247799
+4 [M+2Co] 4+ = (M+2Co)/4 774.857199
+6 [M+3Co] 6+ = (M+3Co0)/6 526.3936656
2981.5624 +8 [M+4Co] 8+ = (M+4Co)/8 402.161899
+10 [M+5Co] 10+ = (M+5C0)/10 327.622839
Yiikk Durumu m/z Kiitle
NPY/(13-36) +2 [M+Fe] 2+ = (M+Fe)/2 1518.7486695
+4 [M+2Fe] 4+ = (M+2Fe)/4 773.3580695
+6 [M+3Fe] 6+ = (M+3Fe)/6 524.894536166
2981.5624 +8 [M+4Fe] 8+ = (M+4Fe)/8 400.6627695
+10 [M+5Fe] 10+ = (M+5Fe)/10 326.1237095

Vpr(13-33), (EPYNEWTLELLEELKSEAVR), 21 adet aminoasit dizisinden olusur. 6
adet Glu igerir. Asp kalintis1 yoktur. C-terminal ucunda 7 adet negatif yiik tagima
potansiyeli vardir. 1 adet Lys ve 1 adet Arg tasir ve bu gruplar +3 yiiklenme
potansiyelindedir. Pro kalintis1 ikinci kalintidir ve peptitin orta kisminda olmadigindan
heliks- veya sheet- yapisin1 bozmaz. Sulu ¢ozeltide net yiikk z=—4 olacaktir, boylece
katyonik metallere kolayca baglanabildigi disiiniilmustiir. Glu peptit zinciri boyunca
yayilmistir. Cizelge 3.8 de Vpr peptiti i¢in elektrospreyde olusan Biemann iyonlar1 ve
monoizotopik kiitlelerinin m/z degerleri verilmistir. Cizelge 3.9°da protonlanmis Vpr
iyonlar ve ¢izelge 3.10’da metallenmis Vpr iyonlarmin monoizotopik kiitlelerinin m/z

degerleri verilmistir
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Cizelge 3.7 Vpr peptiti i¢in Biemann iyonlari listesi

z=+1, +2, +3 degerleri i¢in protonlanmig b ve y Biemann iyonlari

b iyonlari y iyonlari
Sekans | # +1 +2 +3 +1 +2 +3 #
E 1 130.1 | 655 44.0 2585.3 | 1293..1 | 862.4 |21
P 2 227.1 | 1141 | 764 2456.2 | 1228.6 | 819.4 | 20
Y 3 390.2 | 1956 |130.7 |2359.2|1180.1 |787.1 |19
N 4 504.2 | 252.6 |168.7 |2196.1 | 1098.6 | 732.7 |18
E 5 633.3 |317.1 |211.8 |2082.1 | 1041.5 | 694.7 |17
w 6 819.3 |410.2 |273.8 |1953.0 |977.0 |651.7 |16
T 7 920.4 | 460.7 |307.5 |1767.0 |884.0 |589.7 |15
L 8 1033.5 | 517.2 | 345.2 | 16659 | 833.5 |556.0 |14
E 9 1162.5 | 581.8 | 388.2 |1552.8 | 776.9 |518.3 |13
L 10 1275.6 | 638.3 | 4259 |1423.8 | 7124 |4753 |12
L 11 1388.7 | 694.8 | 463.6 |1310.7 | 6559 |[437.6 |11
E 12 1517.7 | 759.4 | 506.6 |1197.6 | 599.3 |[399.9 |10
E 13 1646.8 | 823.9 | 549.6 |1068.6 | 534.8 |356.9 |9
L 14 1759.8 | 880.4 | 587.3 |939.5 |470.3 |3139 |8
K 15 18879 | 9445 |630.0 |826.5 |413.7 |[276.2 |7
S 16 1975.0 | 988.0 |659.0 |698.4 |349.7 |2335 |6
E 17 2104.0 | 1052.5 | 702.0 |611.3 |306.2 |[2044 |5
A 18 2175.0 | 1088.0 | 725.7 | 4823 | 2416 |1614 |4
\ 19 2274.1 | 1137.6 | 758.7 | 411.2 |206.1 |137.8 |3
R 20 2430.2 | 1215.6 | 810.7 | 312.2 | 156.6 |104.7 |2
H 21 2567.3 | 1284.1 | 856.4 | 156.1 | 785 52.7 1
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Cizelge 3.8 Vpr peptitinin tahmin edilen protonlanmis yapilar ve monoizotopik kiitleleri

Yik Iyon Monoizotopik kiitle
1+ [M+H] 2585.2888

2+ [M+2H]* 1293.1483

3+ [M+3H]** 862.4348

Cizelge 3.9 Vpr peptitinin tahmin edilen metallenmis yapilar ve monoizotopik kiitleleri

Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +1 [M+H] + = (M+H)/1 2585.288741
+2 [M+2H] 2+ = (M+2H)/2 1293.148271
+3 [M+3H] 3+ = (M+3H)/3 862.4347803
2584.280941 +4 [M+4H] 4+ = (M+4H)/4 647.0780353
+5 [M+5H] 5+ = (M+5H)/5 517.8639882
Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +1 [M+Na] + = (M+H)/1 2607.270711
+2 [M+2Na] 2+ = (M+2H)/2 1315.1302405
+3 [M+3Na] 3+ = (M+3H)/3 884.416750333
2584.280941 +4 [M+4Na] 4+ = (M+4H)/4 669.06000525
+5 [M+5Na] 5+ = (M+5H)/5 539.8459582
Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +1 [M+K] + = (M+K)/1 2623.244649
+2 [M+2K] 2+ = (M+2K)/2 1331.1041785
+3 [M+3K] 3+ = (M+3K)/3 900.39068833
2584.280941 +4 [M+4K] 4+ = (M+4K)/4 685.03394325
+5 [M+5K] 5+ = (M+5K)/5 555.8198962
Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +1 [M+Li] + = (M+Li)/1 2591.296946
+2 [M+2Li] 2+ = (M+2Li)/2 1299.1564755
+3 [M+3Li] 3+ = (M+3Li)/3 868.44298533
2584.280941 +4 [M+4Li] 4+ = (M+4Li)/4 653.08624025
+5 [M+5Li] 5+ = (M+5Li)/5 523.8721932
Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +1 [M+Cu] + = (M+Cu)/1 1323.60527
+2 [M+2Cu] 2+ = (M+2Cu)/2 677.53503475
+3 [M+Cu] 3+ = (M+3Cu)/3 462.17828966
2584.280941 +4 [M+4Cu] 4+ = (M+4Cu)/4 354.499917125
+5 [M+5Cu] 5+ = (M+5Cu)/5 289.8928936
Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +2 [M+Ca] 2+ = (M+Ca)/2 1312.121766
+4 [M+2Ca] 4+ = (M+2Ca)/4 666.05153075
+6 [M+3Ca] 6+ = (M+3Ca)/6 450.69478566
2584.280941 +8 [M+4Ca] 8+ = (M+4Ca)/8 343016413125
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Cizelge 3.9 Vpr peptitinin tahmin edilen metallenmis yapilar ve monoizotopik kiitleleri

(devam)
+10 [M+5Ca] 10+ = (M+5Ca)/10 278.4093896
Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +2 [M+Mg] 2+ = (M+Mg)/2 1304.132993
+4 [M+2Mg] 4+ = (M+2Mg)/4 658.06275775
+6 [M+3Mg] 6+ = (M+3Mg)/6 442.70601266
2584.280941 +8 [M+4Mg] 8+ = (M+4Mg)/8 335.027640125
+10 [M+5Mg] 10+ = (M+5Mg)/10 270.4206166
Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +2 [M+Co] 2+ = (M+Co)/2 1321.6070695
+4 [M+2C0] 4+ = (M+2Co)/4 675.53683425
+6 [M+3Co] 6+ = (M+3Co0)/6 460.18008916
2584.280941 +8 [M+4Co] 8+ = (M+4Co)/8 352.501716625
+10 [M+5Co] 10+ = (M+5C0)/10 287.8946931
Yiik Durumu m/z Kiitle
Vpr(13-33) +2 [M+Fe] 2+ = (M+Fe)/2 1320.10794
+4 [M+2Fe] 4+ = (M+2Fe)/4 674.03770475
+6 [M+3Fe] 6+ = (M+3Fe)/6 458.68095966
2584.280941 +8 [M+4Fe] 8+ = (M+4Fe)/8 351.002587125
+10 [M+5Fe] 10+ = (M+5Fe)/10 286.3955636

Betanovapeptiti (RGWSVQNGKYTNNGKTTEGR), 20 adet aminoasit dizisinden
olugsmaktadir. 2 adet Arg, 2 adet Lys ve 1 adet Glu kalintis1 vardir. Asp kalintis1 yoktur.
Sulu ¢ozeltide z=+3 yiiklidiir. Pozitif modda ve asidik ortamda tamamen
protonlandiginda en fazla +5 yiikliidiir. Cizelge 3.11°de Betanova peptitinin Biemann
iyonlarinin, ¢izelge 3.11°de protonlanmis peptit iyonlarmin ve ¢izelge 3.12°de

metallenmis peptit iyonlarinin monoizotopik kiitlelerinin hesaplanan m/z degerleri

verilmistir.

Cizelge 3.10 Betanova peptitinin tahmin edilen protonlanmig yapilar ve monoizotopik

kiitleleri
Yiik Iyon Monoizotopik kiitle
1+ [M+H]" 2253.1125
2+ [M+2H]** 1127.0601
3+ [M+3H]** 751.7094
4+ [M+4H]* 564.0340
5+ [M+5H]* 451.4288
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Cizelge 3.11 Betanova peptiti i¢in Biemann iyonlari listesi

z=+1, +2, +3 degerleri i¢in protonlanmis b ve y Biemann iyonlari

b iyonlari y iyonlari
Sekans | # +1 +2 +3 +1 +2 +3 i
R 1 1571 | 791 53.0 2253.1 | 1127.1 | 751.7 | 20
G 2 2141 | 1076 |72.0 2097.0 | 1049.0 | 699.7 | 19
w 3 400.2 | 200.6 |134.1 |2040.0 | 1020.5 | 680.7 |18
S 4 487.2 | 2441 |163.1 |1853.9 9275 |618.6 |17
\ 5 586.3 | 293.7 |196.1 |1766.9 | 883.9 |589.6 |16
Q 6 7144 | 357.7 |238.8 |1667.8 | 8344 |556.6 |15
N 7 828.4 | 4147 |276.8 |1539.8 |770.4 |5139 |14
G 8 885.4 | 443.2 | 2958 |1425.7 |713.4 |4759 |13
K 9 1013.5 | 507.3 | 338.5 | 1368.7 | 684.8 |456.9 |12
Y 10 1176.6 | 588.8 | 3929 | 1240.6 | 620.8 |4142 |11
T 11 1277.6 | 639.3 |426.6 | 1077.5|539.3 |359.8 |10
N 12 1391.7 | 696.3 | 464.6 |976.5 |488.7 |326.2 |9
N 13 1505.7 | 753.4 | 502.6 |862.4 |431.7 |288.2 |8
G 14 1562.7 | 781.9 |521.6 | 7484 |3747 |250.1 |7
K 15 1690.8 | 845.9 |564.3 |691.4 |346.2 |2311 |6
T 16 1791.9 | 896.4 | 598.0 |563.3 |282.1 |1884 |5
T 17 18929 | 947.0 | 631.7 |462.2 |2316 |154.7 |4
E 18 2022.0 | 10115 | 674.7 | 361.2 | 1811 |121.1 |3
G 19 2079.0 | 1040.0 | 693.7 | 2321 |116.6 |78.1 2
R 20 2235.1 | 1118.1 | 745.7 | 175.1 |88.1 59.0 1
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Cizelge 3.12 Betanova peptitinin tahmin edilen metallenmis yapilar ve monoizotopik

kiitleleri
Yiik Durumu m/z Kiitle
Betanova +1 [M+H] + = (M+H)/1 2253.112447
+2 [M+2H] 2+ = (M+2H)/2 1127.060124
+3 [M+3H] 3+ = (M+3H)/3 751.709349
2252.104647 +4 [M+4H] 4+ = (M+4H)/4 564.0339618
+5 [M+5H] 5+ = (M+5H)/5 451.4287294
Yiik Durumu m/z Kiitle
Betanova +1 [M+Na] + = (M+H)/1 2275.094417
+2 [M+2Na] 2+ = (M+2H)/2 1149.0420935
+3 [M+3Na] 3+ = (M+3H)/3 773.691319
2252.104647 +4 [M+4Na] 4+ = (M+4H)/4 586.01593175
+5 [M+5Na] 5+ = (M+5H)/5 473.4106994
+5 [M+5NH4] 5+ = (M+5NH4)/5 468.4553034
Yiik Durumu m/z Kiitle
Betanova +1 [M+K] + = (M+K)/1 2291.068355
+2 [M+2K] 2+ = (M+2K)/2 1165.0160315
+3 [M+3K] 3+ = (M+3K)/3 789.665257
2252.104647 +4 [M+4K] 4+ = (M+4K)/4 601.98986975
+5 [M+5K] 5+ = (M+5K)/5 489.3846374
Yiik Durumu m/z Kiitle
Betanova +1 [M+Li] + = (M+Li)/1 2259.120652
+2 [M+2Li] 2+ = (M+2Li)/2 1133.0683285
+3 [M+3Li] 3+ = (M+3Li)/3 757.717554
2252.104647 +4 [M+4Li] 4+ = (M+4Li)/4 570.04216675
+5 [M+5Li] 5+ = (M+5Li)/5 457.4369344
Yiik Durumu m/z Kiitle
Betanova +2 [M+Cu] 2+ = (M+K)/2 1157.517123
+4 [M+2Cu] 4+ = (M+2K)/4 594.49096125
+6 [M+3Cu] 6+ = (M+3K)/6 406.815574
2252.104647 +8 [M+4Cu] 8+ = (M+4K)/8 312.977880375
+10 [M+5Cu] 10+ = (M+5K)/10 256.6752642
Yiik Durumu m/z Kiitle
Betanova +2 [M+Ca] 2+ = (M+Ca)/2 1146.033619
+4 [M+2Ca] 4+ = (M+2Ca)/4 583.00745725
+6 [M+3Ca] 6+ = (M+3Ca)/6 395.33207
2252.104647 +8 [M+4Ca] 8+ = (M+4Ca)/8 301.49437637
+10 [M+5Ca] 10+ = (M+5Ca)/10 245.1917602
Yiik Durumu m/z Kiitle
Betanova +2 [M+Mg] 2+ = (M+Mg)/2 1138.044846
+4 [M+2Mg] 4+ = (M+2Mg)/4 575.01868425
+6 [M+3Mg] 6+ = (M+3Mg)/6 387.343297
2252.104647 +8 [M+4Mg] 8+ = (M+4Mg)/8 293.505603375
+10 [M+5Mg] 10+ = (M+5Mg)/10 237.2029872




Cizelge 3.12 Betanova peptitinin tahmin edilen metallenmis yapilar ve monoizotopik

kiitleleri (devam)

Yiik Durumu m/z Kiitle

Betanova +2 [M+Co] 2+ = (M+Co)/2 1155.5189225
+4 [M+2Co] 4+ = (M+2Co)/4 592.49276075
+6 [M+3Co] 6+ = (M+3Co0)/6 404.8173735

2252.104647 +8 [M+4Co] 8+ = (M+4Co)/8 310.979679875
+10 [M+5Co] 10+ = (M+5C0)/10 254.6770637
Yiik Durumu m/z Kiitle

Betanova +2 [M+Fe] 2+ = (M+Fe)/2 1154.019793
+4 [M+2Fe] 4+ = (M+2Fe)/4 590.99363125
+6 [M+3Fe] 6+ = (M+3Fe)/6 403.318244

2252.104647 +8 [M+4Fe] 8+ = (M+4Fe)/8 309.480550375
+10 [M+5Fe] 10+ = (M+5Fe)/10 253.1779342

m/z degerlerini hesaplamakta ki amag, elde edilen spektrumlardaki degerlere bakilarak

iyonlarin yapilar1 hakkinda tahminde bulunabilmektir.

Kullanilan metallerin izotopik yapilari da ¢ok cesitlidir. Fakat peptit iyonlarinin m/z
degerleri hesaplanirken yiiksek bolluktaki izotoplar hesaba alimmistir; ¢iinkii metal

atomlarinin izotopik bolluklart arasindaki fark biiyiiktiir.

Sodyum: Sadece bir tane stabil izotopu vardir; 23Na (22.989769 u).

Amonyu: Bu ¢alismada metal olmayan tek yapidir. Izotopik kiitleleri H ve N atomlarina
dayanarak hesaplanir. Azotun iki tane izotopu vardir; 14N ve 15N. Hafif olan izotop
%99.6 civarindadir ve 14.00307u kiitleye sahiptir. Hidrojen %99.99 bollugunda 1H
atomudur ve kiitlesi 1.007825u’dir. Béylece amonyumun izotopu 18.03437u olur.

Potasyum: Iki adet izotopu vardir.

Cizelge 3.13 Potasyum atomunun izotoplari

Izotop Monoizotopik kiitle Bolluk
107K 38.96370668 0.932581
109K 40.96182576 0.067302
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Lityum: iki izotopu arasindaki bolluk farki fazla oldugundan spektrumlarda pek fazla

karisikliga neden olmaz.

Cizelge 3.14 Lityum atomunun izotoplari

Izotop Monoizotopik kiitle Bolluk
6Li 6.015122795 0.0759
7L 7.01600455 0.9241

Bakir: 1ki adet stabil izotopu vardir. Hafif olan digerinin iki kat: bolluga sahiptir.

Spektrumlari biraz etkileme sansi vardir.

Cizelge 3.15 Bakir atomunun izotoplari

Izotop Monoizotopik kiitle Bolluk
63Cu 62.9295975 0.6915
65Cu 64.9277895 0.3085

Kalsiyum: Bu metalin 24 adet izotopu (34Ca’dan 57Ca’ya kadar) vardir ve tabloda
goriilen bes tanesi stabildir. 40Ca izotopu digerlerine gore cok daha fazla miktarda

oldugundan spektrumlarda fazla bir karisiklik gézlenmez.

Cizelge 3.16 Kalsiyum atomunun izotoplar1

Izotop Monoizotopik kiitle Bolluk

40Ca 39.96259098 0.96941
42Ca 41.95861801 0.00647
44Ca 43.9554818 0.02086
46Ca 45.9536926 0.00004
58Ca 47.952534 0.00187
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Kobalt: Bir adet stabil izotopu vardir. 58.9331950 u kiitleli 59Co.

Demir: Ug adet stabil izotopu vardir. Fakat 54Fe izotopunun yari émrii uzundur bu

nedenle stabil oldugu diisiintilebilir.

Cizelge 3.17 Demir atomunun izotoplar1

Izotop Monoizotopik kiitle Bolluk

54Fe 53.9396105 0.05845
56Fe 55.9349375 0.91754
57Fe 56.9353940 0.02119
58Fe 57.9332756 0.00282

Magnezyum: U¢ adet izotopu vardr.

Cizelge 3.18 Magnezyum atomunun izotoplar1

Izotop Monoizotopik kiitle Bolluk
24Mg 23.985041700 0.7899
25Mg 24.98583692 0.1000
26Mg 25.982592929 0.1101
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3.3 Hazirlanan Katyon Cozeltileri

Cizelge 3.19°da kullanilan metal ¢ozeltilerinin hazirlanan stoklarinin derisimleri

verilmistir.

Cizelge 3.19 Calisilan katyonlarin stok ¢ozeltileri

Katyon bilesigi Kiitlesi Hazirlanan stok ¢ozeltiler
(mM)

CH3;CH,OONa 82.03 2,20, 200

CH3;CH,COOK 98.14 2, 10, 20, 100
CH3CH,COOLi.2H,O | 102.02 2,10, 20, 100
Cu(NOs3)2.H,0 187.56 2,10, 20, 100
Ca(CzH302)2 158.17 2, 10, 20, 100
Mg(C,H30,),.4H,0 214.45 2,10, 20, 100
Co(C,H30,),.4H,0 249.08 2, 10, 20, 100

Fe(CzH30,), 173.94 2, 10, 20, 100

3.4 Peptit Cozeltilerinin ve Katyon Bilesimlerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada peptit derisimilpmol/uL ve Spmol/uL olarak alinmistir.

Na, K, Li, Cu, Ca, Co, Fe, Mg metalleri asetat veya nitrat tuzlar1 seklinde farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Cozeltide ise metal derisimleri peptite gore degisen
oranlarda eklenmistir. Farkli oranlarda metal:peptit c¢ozeltileri c¢alisildiktan sonra

spektrumlar karsilastirilarak optimum kosullara sahip olan spektrumlar incelenmistir.
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Cizelge 3.20 Calisma ¢ozeltilerinin metal:peptit oranlari

Peptit/Derigimi Metal Metal:peptit derisim orani
Na 100:1, 10:1, 500:1
K 100:1, 500:1
Li 100:1, 500:1, 2500:1
Cu 100:1, 25:1
Ca 100:1, 500:1, 250:1
NPY Mg 100:1, 500:1
Spmol/uL Co 100:1, 250:1, 125:1
Fe 100:1, 250:1
Na 10:1, 50:1, 100:1
K 100:1, 500:1
Li 100:1, 500:1
Cu 100:1, 500:1, 5000:1
Ca 100:1, 500:1
Vpr Mg 100:1, 500:1
1pmol/uL Co 100:1, 500:1
Fe 100:1, 500:1, 5000:1
Na 10:1, 100:1
K 100:1, 50:1
Li 100:1, 5001, 5000:1
Cu 100:1, 500:1
Betanova Ca 100:1, 500:1
Ipmol/uL Mg 100:1, 500:1
Co 100:1, 500:1
Fe 100:1, 500:1, 5000:1
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3.5 Q-Tof’ un Cahstirilmasi ve Kullanilmasi

Cihaz calistirllmadan 6nce gazlarin (Gas Cell ve NanoFlow) kapali oldugundan emin
olundu. Yoksa sistem agildiginda ani gaz girisinden dolay1 basing patlamalar1 olabilir.

Calismaya baglanmadan 6nce azot gazi (N») {initesi Ve argon gazi iiniteleri agildu.

Monitorden ¢’Analyser Penning’’ iinitesindeki veriler takip edilerek Q-Tof kasasinin
yan tarafinda bulunan “’Gas Cell’’ basing ayarindan 6.00x10 olmast saglandi. Diger

sicaklik ve voltaj ayarlar1 otomatik ve standarttir.

Numuneyi giris kismina vermek i¢in 6zel siringalarla galisildi. Siringa 6nce su, sonra da
%40’lik MeCN ¢ozeltisi ile yikandi. Daha sonra siringa tekrar yikama ¢ozeltisi ile
doldurulup, bir taraft NanoLC girisine bagli olan kapiler girisine takildi ve Q-Tof kasasi
girisindeki siringa tinitesine yerlestirildi. Menii gubugundan siringa imgesi tiklanarak
akis baslatildi. Kiitle spektrometresinde numunenin aldigi yol bu sekilde temizlenerek

olas1 spektrum girigimleri 6nlenmis oldu.

Yikama c¢ozeltisi Ozel siringa araciligiyla enjekte edilirken, arag c¢ubugundan
“’Quadropol’’ paneli segilerek ’Collision Energy’’ baslangigta 10V e ayarlandi. Daha
sonra deneyler sirasinda manuel olarak 10-30V arasi degerler girilerek spektrumdaki
degisiklikler izlendi. lyi bir akis icin;

o NanoLC giris iinitesinin X, y, z diizlemlerindeki konumu,

o Spektrumun takibi,

o Kapiler voltaji,

o Numune girig/Sample Cone voltaji (Cone voltaji arttirmak iyon

fragmantasyonunu arttirir, degistirmek kalibrasyon ayarini1 bozmaz),

o Ucus orani/Flow rate (Pump Flow, uL/min) 6nemli etkenlerdir.

Ara¢ ¢ubugundan “’ES+Source’’ panelinden “’Pump Flow (uL/min)’’ manuel olarak
ayarlandi. Siringadaki ¢6zelti yikama ¢6zeltisi oldugundan, 0.6-0.8uL/min gibi bir akis
degeri ayarlanabilir. Fakat peptit ¢ozeltileri igin bu akis miktar1 ¢oktur ve analitin bosa

harcanmasina neden olmaktadir. Onemli ¢dzeltiler igin 0.2-0.5pmol/uL degerleri yeterli
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gelmektedir. Yiiksek sivi akiglarinda optimum kararlilik ve duyarhilik i¢in prop ucu,
ornek girisinden olabildigince uzakta olmalidir. Diisiik akis oranlarinda pozisyon daha
az kritiktir.

NanoLC iinitesindeki kapilerin, dogru bir akis i¢in X, y, z konumlarinin ayarlanmasi
gerekir. Bunun diizgiin bir sekilde yapilabilmesi i¢in NanoLC giris iinitesine bagh
mikroskoptan akis izlendi. Aym1 zamanda monitérden cihazin spektrum olusturup

olusturulmadigi da kontrol edilmelidir ki cihazin okuma yapip yapmadigi anlagilabilsin.

Koni gaz akisi/Cone Gas Flow, ¢oziicli iyonlarinin yogunlugunu azaltir. Akis degeri,
ilgilenilen iyonlarm (genellikle (M+H)" ) yogunlugunu degistirmeyecek sekilde ¢oziicii
iyonlarmin miimkiin oldugunca azalmasiyla optimize edildi. Boylece yikama sirasinda

akis da ayarlanmis oldu. Cihaz artik daha kompleks ¢ozeltiler igin hazir konumdadir.

Numune giris voltaji genellikle 25-70V arasinda yeterlidir (¢oziicli molekiilleri alt sinir1,
proteinler iist sinir1 tercih ederler). Ayarlama yapilirken yiliksek duyarliligi saptamak

icin 15 V’den baglayarak 150V’ye kadar yapilan degisiklikler takip edildi.

Daha sonra kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanip ve MS/Q-Tof kalibre edildi.

3.6 Rezoliisyonun Ayarlanmasi

e Cihaz %40’lik MeCN ve 0.1°1lik FA ¢ozeltisi ile yikandi.

e LE (2ng/uL) peptit ¢ozeltisi cihaza verildi (%30 MeCN + %0.1 FA).

e Saniye bagina diisen iyon sayim1 200 count/s seklinde ayarlandi.

e LE, m/z=556 spesifik pikini vermeye baslamasi ile ‘’resolution’” ayarlanmasina
baslandi.

e Time of Flight ara¢ ¢ubugundan “’Tof Flight Tube’’ basligi altindaki ’Puller’,
‘Pusher’ ve ‘Pusher Offset’ voltajlar1 farkli degerlere ayarlandi.

e Ideal ayarlar, piklerin daha dar gériinmesini saglayan degerlerdir.
Pusher Offset= 0.50V
Pusher= 830.0V
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Puller= 650.0V

e “’Spectrum Tool’’ meniisiinden ‘’ResCalc’’ penceresi a¢ildi. Bu pencerede, gecerli
olan rezoliisyon degeri (6rn: 4375) ve olmasi gereken rezoliisyon degeri (6rn: 5000)
goriildii.

e Degistirilen degerlerin yarattig1 resolution degeri sonucunu kontrol etmek i¢in, her
deger degistirilisinden sonra ’Chramotogram’’ penceresinden ‘’combine’’ yapildi
(20-30 scan kadar).

e Spectrum penceresi agildi.

e “’ResCalc’’ sayfasi yenilenir (enter) ve degisen rezoliisyon degerine bakildi.

e istenilen deger elde edilene kadar ‘’Chramotogram’’ penceresinden ‘’combine’’
islemine yani belli bir araliktaki sayimin toplanmasina devam edildi.

e ‘Combine’ islemi bittikten sonra, ‘’Options’’ bastik ¢gubugundan “’TDC Settings”’
acildi.

e Gegerli olan Lteff degeri not edilir (eski Lteff). Buradaki amag yeni Lteff degerinin
hesaplanda.

LE=556.2771 ( [M+H+] formu)

e Eger spektrumda 6rnegin 554.9869 gibi farkli ama yakin bir deger goriiniiyorsa, o
goriilen deger alinabilir.

Yeni Lteff= Eski Lteff x \ [(m/z)él¢iilen/(m/z)gercek]

e Bu yeni Lteff degeri, eski Lteff degerinin yerine yazildi.

e Baslik cubugundan “’File’’ a tiklanarak ayarlar kaydedildi.

3.7 MS Matematiksel Coziimleme
Kiitle spektrometresinde elde edilen spektrumlar Windows XP {izerinde calisan
MassLynx programi yardimi ile yorumlanir. Buradaki amac, spektrumun girisim ve

zemin giiriiltiistiden temizlenip yorumlanabilir hale getirilmesidir.

Cihazin kalibrasyonunda kullandigimiz deneme c¢dozeltilerinin birini 6rnek alarak,

MassLynx programi ile yapilan hesaplamalara géz atalim.
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Adim 1: Program acilir ve sekil 3.1°deki ana pencere lizerinden sekil 3.2’deki

‘chromotogram’ mentisii se¢ildi.

' MassLynx - DEFAULT - Default.spl

Be dew En beb
S 0B H @ bl |2 s | Yoms Gans

Queue Ts Empty

E Trstrument @ Spectum Chromstogram Map Edt~ Samples~
H Fis Hame | Fia Texl MSFie | IieiFls | Balls | IneciVolme | Corial
9 [ [T Josswe T GO T 000
£
" Inlet Method
£
5 Edit Shutdown or Startup
g
@
£
z Shutdawn
g
S
startup
Options

Sekil 3.1 Kiitle spektrometresi programi ana sayfasi

il bdh Display  brocess  Windoe ool Hel

| A | O B e A LE | @ A B[O [ e« w03

Sekil 3.2 Kromotogram sayfasi

Adim 2: Agilan kiigiik pencerenin ‘File” meniisiinden {lizerinde calisilacak dosya secildi.

= Fin rde Diplay  Process  window ook el - & =
= | E | s | e A LE | @ A B[RL 0 Qv op Qe e« 52

[1:10 Ma acetat; 30% MeCN;: 2.6 pmoliul teo GF: ConeV=10V
201710224-01 s ES

10021 s15 m1s 268 sis s15 s15 H18 515 269 515 aam s =18 _men I
UI

Sekil 3.3 Kromotogram sayfasinda 6rnek bir tarama

Adim 3: ‘combine spektrum’ alt meniisii agilarak lineer olan tarama/scan araligi

gozlemlendi ve Sekil 3.4’deki meniiye verileri girildi.
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8 Chromatogram - [20110224-01]

Reset
Peak
Fek 1000 [ Multiple Average

FEX

[l Fie Edi Displsy Process Window Tools Help NEES
Zan @b k@i sEs/caq|ne s n
1:10 Na acetat; 30% MeCN; 2.5 pmoliul teo GF; ConeV=10V
20110224-01 TOF M3 ES+
100815 515 518 289 55 515 515 518 515 283 515 4 515 515 269 EQT;%

=

File: 201102240 Function: 1
o 0z qa | Aveeme (27 ] T8 4D 42 44 46 48 50 B2 84 | 65 | 58 rSean

Sekil 3.4 Ornek taramanin matematiksel seceneklerinin girilmesi

Adim 4: ‘OK’ se¢eneginin ardindan, segilen araliktaki spektrum yeni bir pencere olarak

acildi.

T Spectrum - [20110224-01]
IS Fle ot Disiay Process Took window el — 1) %
=z e m o @A B |aa oy e s
1:10 Na acetat; 30% MeCN; 2.5 pmoliul teo GF; ConeV=10V
20110224-01 55 (1.091) Om (23.72) TOF WS B+
100 5160159 199
269.2048 199 5145.0404
149 176
433 1186
a7 515 0892
4191547 a3 . ’ :
ar O g 1 HA2090 FIEEN W o e 1338 ses7 147 379 1504 2963
| l | [ I ) Ll - 13 13 13
0 t frrrriy e u ¥ ¥ r u rb oy * " f \ u ’ ’ . ¥ ¥’ ’ ¥ u mez
200 a00 400 s00 600 o0 ano 00 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Sekil 3.5 Ornek taramanin elde edilen spektrumu

Adim 5: Eldeki spektrum {izerinde, daha bir sade goriiniim

matematiksel prosediirii islenebilir hale gelindi.

elde etmeyi saglayan

‘Process’ meniisiinden sirasiyla Sskil 3.6-3.8°deki ‘subtract’, ‘smooth’ ve ‘center’

islemleri tiklanarak siire¢ gerceklestirildi.

Spectrum - [20110224-01]
Fle Edit Display Process Tools Window Help NEES
E AR @GRE LD @ABRD QAQ & « 3 X
1:10 Na acetat; 30% MeCN; 2.5 pmoliul teo GF; ConeV=10V
2011022401 53 (1.081) Sb (1,40.00 ); G (22 72) TOF MS ES+
515.0159 198
5150404
100 -260.2048 198 76 B54.81897.5 6141 620.5022510 3475000 2191 10740376 1182.9084
n = 123 e 7 10
a N o | i . ; % .
et e R ey T e gy
20110224-01 59 (1.091) Cm (22.72) TOF MS ES+
5150159 199
100 —_515.0404
- e 199 176 EB4B169745 6141 BA2 4581 e WAME ygoes 3mses 14973769
g L | | 30 18 31 0 - 13 13
A , . ‘ 0 ) "
et bbb iy e b ey e T P e 1]
200 300 400 500 500 700 800 S00 | 1000 1100 | 1200 1900 1400 1500

Sekil 3.6 Matematiksel hesaplamanin birinci adimi, ‘Subtract’
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um - [20110224-01] %]
Dicplay Process Taok Windon Help SIS
& AR @ LD @ABRD QAQ|& & » 2
1:10 Na acetat; 30% MeCN; 2.6 pmoliul tso GF; ConeV=10V
20110224-01 69 (1.091) Sm (Mn, 263 00); Sh (140 00 ); Cm (22:72) TOF MS S+
5150159 181
100 2693036 61 596.6929 10740376
m 116 596.0929 67637611 020.5177010.3750992 2191 1223 8001
: [ 1 1 o1 i 1 9 o
o et e
20110224-01 59 (1.091) Sb (140,00 ); Cr (22:72) TOF MS ES+
5150159 198
100 OR9 2948 —.516.0404
,% [ o8 V5 08169745 511 020 022910 aape o2 21e1 74T 1162808
. 25121919 | (N "F 17 '?“ 17 k| - P
20110224-01 69 (1.091) Cin (22:72) TOF MS ES+
5160150 189
100 2602048 Jgg To1S.0404
s 149 176 GB4B169745,6141 B424551 922191 1OAMB 4050 0642 13305067 147 3700597959
B | | 30 18 3l a0 13 13 3 "
r L WA Al s Bl 00 AR LA A At e amada aneaanans ns e nanaanas tnsanasna sl
200 300 ao0 &00 600 700 800 a00 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Sekil 3.7 Matematiksel hesaplamanin ikinci adimi, ‘Smooth’

0 Spoctrum - [20110224-01]
[=] File Edit Display Process Tools Window  Help - 8%

= A& 60k LD @ArmBES e # « 52

1:10 Na acetat; 30% MeCN; 2.5 pmol/ul teo GF; ConeV=10V

20110224-01 59 (1.091) AM (Cen,2, 80,00, HL,5000,0,0.00,1.00% Sm (Mn, 2:3.00); Sh (1,40.00 ); Cm (22.72) TOF MS ES+
140 161
100 -
m St 161 596.0972670 7793 620 6204910 756962 2366 174D 10y ey
L | o i AN i < g
o T t Tt ! T T T T T T v t T T anmasi T T T T T T T
20110224-01 59 (1.091) Sn (Mn, 2x3,00); Sb (1,40.00); € (22:72) TOF MS ES+
100 269.3036 5150159 161
15 181 598.8920578,7511 8285177910 3750 992,2191  107ADITE onn gy
A | 2 A 2 2 02 .2 [
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

20110224-01 63 (1.091) 5h(1,4000 ); C

TOF MS ES+
198

5150159
100 269.2: - 04
—‘BE: 4‘345 198 664 B1697 45 5141 528 5022010, 3425 992 21691 10740376 1182.9084
. N i 29 17 29 17 28 7 L

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

20110224-01 59 (1.091) Crn (22:72) TOF M5 ES+
5150159 EL

100 515.0404

” 892048 199 176 EEA.D1E9745 5141 B42.4551 sozzter WAMI e npgz g3amses 1am7aves 52959

| L L 6 EX a0 . 13 13 m o !
L At A Lt AL A B A R AL AR AR vz
200 aoo 400 s00 sU0 oo 800 Q00 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Sekil 3.8 Matematiksel hesaplamanin {i¢ilincii adimi, ‘Center’

Bu iglemlerin baglantis1 ¢oziildiikten sonra tek tek yapmaya gerek yoktur. MassLynx
tim bu islemleri bir kere de zaman kaybi1 olmaksizin gergeklestirebilmektedir. Bunun
icin yine ‘Process’ meniisiinden ‘Mass Measure’ secenegi tiklanir. Once karsimiza
secenekler meniisii ¢ikmaktadir. Asagidaki resimde laboratuarda kullandigimiz ayarlar

gorilmektedir.

T Jﬂ

Background subtract BT
Polynemisl order [10 ] Cancel
Below curve (%] [ |

[£] Smoath

Smooth window (channele) ¢ |3 ] Bl
Number of smooths [z ] \n |
© hean

@ Savitzky Golay

oo |
Wi pek ik ot om0 |
halt height (charrels) [4 ]

OT

2D (L

@ Centroid top 1) [Bo00 |
o of scans to [1
avorags over

[ Use TOF mass correction TOF.

Sekil 3.9 QToF ayar penceresi

Tim bu seceneklere ‘OK’ denildikten sonra, sonug¢ spektrumu karsimiza ¢ikti. Artik

geriye spektrumun yorumlanmasi kalmaktadir (sekil 3.10).
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Spectrum - [20110224-01] EEX
8 x

=) Fle Edt Display Process Tools Window Help =
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269 3017 221
9 e
* 7 5955_2336 746 6531 54?7597 9922014 WWD?‘EE
| { i 04 0 212
0 Tt et e e e e e e e e iz
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Sekil 3.10 Matematiksel ¢oziimleme sonucu elde edilen spektrum

3.8 ToF Kalibrasyonu

GluFibrinopeptit Tof kalibrasyonunda en ¢ok kullanilan peptitlerden biridir.

Cizelge 3.21 Kalibrasyon ¢ozeltisinde kullanilan peptitlerin iyonik yapilar

Peptide Iyonik yapilar | m/z
Glu-Fib [M+2H]* 785.8427
LE [M+H]* 556.28

GF stok= 32 pmol/uL
GF: Glu-Fibrinopeptide B, Sigma F-3261, 1570.57 Da

Peptidin sekanst:
GluGlyValAsnAspAsnGluGluGlyPhePheSerAlaArg;EGVNDNEEGFFSAR

[M+H]"= Fragman iyonlar

175.1195, 246.1566, 333.1887, 480.2570, 627.3254, 684.3469, 813.3895, 942.4321,
1056.4750, 1171.5020, 1285.544, 1384.6133, 1441.6348

[M+2H]*"= (m/z)= 785.8427

Uriin= sisede 0.1 mg toz halindedir.=64 nmol

2000 uL su eklenir ve 32 pmol/uL ¢6zelti elde edilir.
LE stok hazirlanisi; MV=556.28 ve elimizde 10 mg/mL stok var.
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(10 mg Le/1.0 mLH,0) . (1 mmol/556.28 mg LE) . (10° pmol/1 mmol) . (1 mL/10° uL)
=1.79 10* pmol/uL LE

(17,910 pmol/uL)/(20 pmol/uL)= 900 kat ve V900=30

Buradan yola ¢ikarak stoklar hazirlanir;

500 uL (600 pmol/uL); 16.75 uL stok (1.79 10* pmol/uL) + 483.25 uL H20
60 uL (20 pmol/uL); 2 ul stok (600 pmol/uL) + 58 uL H20

Kullanilan ¢ozeltiler;

50 uL; 10 pmol/uL LE, 0.1% FA, 30% MeCN

Hazirlanigi= 2.5 uL LE (20 pmol/uL) + 5 uL FA (1%) + 15 uL MeCN + 24.75 uL H20
50 uL; 4 pmol/uL LE, 0.1% FA, 30% MeCN

Hazirlanigi= 10 uL LE (20 pmol/uL) + 5 uL FA (1%) + 15 uL MeCN + 20 uL H20

50 uL; 2.5 pmol/uL GF, 0.1% FA, 30% MeCN

Hazirlanisi= 4 uL GF (32 pmol/uL) + 5 uL FA (1%) + 15 uL MeCN + 26 uL H20

50 uL; 2.5 pmol/uL GF, 6 pmol/uL LE, 0.1% FA, 30% MeCN

Hazirlanisi= 4 uL GF (32 pmol/uL) + 15 uL LE (20 pmol/uL) + 5 uL (1%) + 15 uL
MeCN + 11 uL H20

Kalibrasyonda D ¢o6zeltisinin kullanilmasina karar verilmistir.

3.9 Cihazin Kalibre Edilmesi

Cihazin kalibre edilmesi, spektrumun gereksiz piklerden temizlenmesi ve dogru kiitle

alaninda sonuglar vermesi i¢in 6nemlidir.
Numenelerin hazirlandig1 ¢ozelti icerigi (formik asit ve metilsiyaniir) kalibrasyon peptiti

ile (GF; Glufibrinopeptit) ile hazirlanarak cihaz kalibre edildi. Kiitle 6l¢iim merkezi,

GF’nin kiitlesine gore karsilagtirma yapilarak, dogru merkeze taginmis oldu.
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4. BULGULAR

Calismamizda Na, K, Li, Cu, Ca, Co, Fe, Mg metalleri asetat veya nitrat tuzlar1 seklinde
peptitlere gore degisen konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Peptitler ile belli oranlarda
metal ¢ozeltileri hazirlanip kiitle spektrometresinde fragmantasyon igin optimum

konsantrasyonlar deneysel olarak belirlenmistir. Cizelge 4.1’de bu oranlar verilmistir.

Cizelge 4.1 Calisilan ¢ozeltilerde optimum c¢aligsma derisimleri

Peptit Metal Optimum derisim orani

Na 100:1

K 500:1

Li 500:1

Cu 100:1

Ca 100:1

NPY Mg 100:1
Co 250:1

Fe 100:1

Na 100:1

K 100:1

Li 500:1

Cu 500:1

Ca 500:1

Vpr Mg 100:1
Co 100:1

Fe 500:1

Na 100:1

K 100:1

Li 500:1

Cu 500:1

Betanova Ca 100:1
Mg 100:1

Co 500:1

Fe 500:1
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Calisma ¢ozeltilerinde genel olarak %50 CH3CN (metil siyaniir, asetonitril)
kullanilmistir.  Metil  siyaniir, elektrosepreyde ucguculuk saglamak amaciyla

kullanilmaktadir.

Konsantrasyonun yani sira par¢alanma enerjileri (CE) de spektrumlar iizerinde etkiye

sahiptir. Bu nedenle ayn1 ¢ozelti CE degerleri degistirilerek de ¢alisilmistir.

Noropeptit Y (NPY) ilave edilmis metal c¢ozeltisigiris kisminda CID olan kiitle
spektrometresine 6zel siringa  yardimiyla Koyulmustur. Burada fragmanlarina
ayrildiktan sonra m/z oranlar1 belirlenmistir. Elde edilen bu oranlardan pargalanma
tiriinlerinin protolanmis, metallenmis veya iyon kiimeleri seklinde olup olmadiklari
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar ¢izelge 4.1’de verilmektedir. Yapilan
hesaplamalardan iyon kiimelerindeki n degeri 3 olan iyon kiimesi en fazla gézlenmis,
bunun arkasinsan da ndegeri 15 ve 17 olanlar gelmistir. K iyonu i¢in bakilacak olursa, n
degerleri 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 olabilmektedir. Li 6rneginde ise iyon kiimelerinde en fazla
gbzlenen n degeri 1, 2, 3, 4 olarak bulunmustur. Bakir nitrat tuzu kullanilarak yapilan
metal deneylerinde bunun tersi bir durum goézlenmistir. Burada bakir metalinin iyon
kiimeleri olusturmayip peptite baglandigr gozlenmistir. Bu nedenle ¢alismada metal
iyonlarinin etkisi tizerine gidilmistir. Kalsiyum metali(asetat tuzu) ile yapilan
caligmalarda iyonlarin biiyiik bir kismi ortamda bulunan formik asitten dolay:
protonlanmig veya metallenmis yapilar olusturmustur. Az miktada da iyon kiimesi

meydana gelmistir.
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Cizelge 4.2 NPY peptiti i¢in gozlenen iyonik iirtinler

Metal Protonlanmig/ Iyon kiimesi Olusan yapilar
Metallenmis yap1
Na [NNaOOCCH3 + Na ]+ n=3 en ¢ok
n=15-17" de gozlenmistir
K [NKOOCCH3 + K ]+ n=1,23,4,56
Li [NLiOOCCH3 + Li |+ n=1,2, 3,4,
Cu [Pep +4H ]+4
[Pep + 5H ]+5
[Pep + 2H + Cu ]+4
[Pep + 3H + Cu ]+5
Ca [Pep + 3H ]+3 [MCa(OOCCH3) + nH20+Ca]+2 (m,n)= (3,0) (5,0) (7,0),
[Pep + 4H ]+4 (9,0) (11,0) (13,0)
[Pep +H + Ca]+3
[Pep +2H + Ca]+4
[Pep + 3H + Ca ]+5
[y21 +3H+ Ca]+2
Co [Pep + 3H ]+3 [3Co(OOCCHS3)2 + Co]+2
[Pep + 4H ]+4 [3Co(OOCCH3)2+ H20 + Co]+2
[Pep + 2H + Co ]+4 [3Co(OOCCHS3)2 +4H20+Co]+2
[Pep + 3H + Co ]+5
Fe [Pep + 3H ]+3 [mFe(OOCCH3)2 + nH20 + kCH3CN (m, n,k)=(3,0,0), (3, 2,
[Pep + 4H ]+4 + Fe]+2 0), (3,0,2),(3,8,0), (5,
[Pep + H+ Fe 1+3 0,0),(7,0,0),(7,8,0)
[Pep +2H + Fe ]+4
[Pep +3H + Fe ]+5
Mg [Pep +3H ]+3 [MMg(OOCCH3)2 + nH20 + Mg]+2 (m, n)=(3, 4), (3,0), (5,
[Pep +4H ]+4 0), (7, 0), (9, 0), (11, 0),
[Pep + H+ Mg ]+3 (13, 0), (15,0)
[Pep + 2H + Mg ]+4

Vpr peptiti i¢in ¢izelge 3.8 ve gizelge 3.10°da ongoriilen protonlanmis ve metal bagh

peptit yapilar1 gozlenmemistir. Metaller peptitlerden daha ¢ok kendi aralarinda iyonik

etkilesimlere girerek iyon kiimeleri olusturmuslardir. Bu iyon kiimeleri asetat ve/veya

su molekiillerinin metal katyonu ile bir araya geldigi yapilar olabilmektedir.

(m,n)=(9,16) gibi yiiksek sayilarda atom tasiyan kiimelenmeler meydana gelmistir. Vpr

peptiti i¢in metal katyonunun neden oldugu bir parcalanma tiirii ise gdozlenmemistir.

68




Cizelge 4.3 Vpr peptiti i¢in gozlenen iyonik iirtinler

Metal Protonlanmus/ Iyon kiimesi Olusan yapilar
Metallenmis yap1
Na [ nNaOOCCH3 + Na ]+ n=3 en ¢ok
n=15-17 de gozlenmistir
K [nKOOCCH3 + K ]+ n=1,23,4,56
Li [ nLIOOCCHS3 + Li ]+ n=1,2,3,4,
Cu
Ca [mCa(OOCCH3) + nH20 +Ca]+2 (m, n)=(3,0), (3,2), (3,4), (5,0),
(5.2), (5.4), (5.8), (7.0), (7,1),
(7,16), (9,0), (9,16), (11,0),
(13,0), (15,0)
Co [ 3Co(OOCCHS3)2 + Co]+2
[ 3Co(OOCCH3)2+ H20+ Co]+2
[ 3Co(OOCCH3)2+4H20+Co]+2
Fe [mFe(OOCCHS3)2 + nH20 + kCH3CN + (m, n, k)=(3,0,0),(3,2,0), (3,
Fe]+2 0,2),(3,80),(50,0),(7,0,
0), (7,8,0)
[aFe(OOCCHS3)2 + bH20 + Fe]+2 (a,b)=(3,0), (3,2), (3.8), (5,0),
(7,0), (9,0), (11,0)
Mg [ mMMg(OOCCHS3)2 + nH20 + Mg]+2 (m, n)=(3,0), (7, 0), (11, 0),

(13, 0), (15,0)

Betanova peptiti +2 yiiklii olan metal katyonlariyla etkilesim vermistir. Ozellikle Mg+2

katyonu ile [y; + Mg ]"parcalanma iiriinii olusturmustur. Ayn1 zamanda cizelge

4.3’deki iyonlar ve iyon kiimeleri gozlenmistir. Bu peptitin ¢alismalarinda da asetatin

katildig1 iyon kiimeleri meydana gelmistir.
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Cizelge 4.4 Betanova peptiti igin gézlenen iyonik tiriinler

Metal Protonlanmig/ Iyon kiimesi Olusan yapilar
Metallenmis yap1
Na [ nNaOOCCH3 + Na ]+ n=3 en ¢ok
n=15-17 de gozlenmistir
K [nKOOCCH3 + K ]+ n=1,23,4,56
Li [ NLIOOCCH3 + Li ]+ n=1,23,4
Cu [Pep + 3H ]+3
[Pep + 4H ]+4
[Pep + 2H + Cu ]+4
Ca [Pep +3H ]+3 [mCa(OOCCH3) + nH20 + Ca]+2 (m,n)=(3,0), (5,0), (7,0),
(9.0)
Co [Pep +2H + Co ]+3 [5Co(OOCCH3)2 + Co]+2 n=0,24
[7Co(OOCCH3)2+ H20 + Co]+2
[9C0o(OOCCH3)2+ H20 + Co]+2
[3Co(OOCCH3)2 +nH20+Co]+2
Fe [Pep + 3H ]+3 [mFe(OOCCH3)2 + nH20 + kCH3CN + Fe]+2 (m, n, k)=(3,0,0), (3, 2,
[Pep + 4H ]+4 0), (3,0, 2),(3,8,0), (5
[Pep +2H + Fe ]+4 [3Fe(OOCCH3)2 + Fe]+2 0,0),(7,0,0),(7,8,0)
Mg [Pep + 4H ]+4 [mMMg(OOCCH3)2 + nH20 + Mg]+2 (m, n)=(3,4),(3,0), (5
[Pep + 2H + Mg ]+4 0), (7,0), (9,0), (11, 0),
[y3 +Mg]* (13, 0), (15,0)

Her peptit:metal ¢ozeltisi i¢in optimum kosullarin elde edilen spektrumlar asagida

verilmistir. Goriildiigii lizere ortamda sinyal veren pek ¢ok tiir bulunmaktadir.

En yiiksek yogunlukta olan yani en yiiksek sinyale sahip olan iyonun yogunlugu 100%

olarak alinir. Diger iyonlarin yogunlular1 da bu iyona gore hesaplanarak bagil

yogunluklari elde edilir.

Asagidaki spektrumlardan her biri, m/z degerine kars1 iyonlarin bagil yogunluklarinin

grafige almmmasiyla elde edilir. Farkli metal:peptit oranlar1 pargalanma enerjileri

degistirilerek ¢alisilmistir. Zemin giirtiltiisiinlin  piklerle karismadigi spektrumlar

optimum olarak se¢ilmis ve asagida siralanmistir.
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Sekil 4.13 Vpr:K ¢ozeltisi i¢in optimum kosullar
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74



Spectrum - [20110914-24] |
Fila Edit Display Process Tools ‘Window Help x

EAn@hil.on([@aBRo e s e

100:1 Ca, 1 pmoliuL Betanova, 30% MeCN, SC=40, CE=16

20110814-24 38 (1.340) AM (Cen 4, 80.00, Ar,5000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 23.00); Sh {1040.00 ), G (26:76) TOF MS ES+
100 H16.2684_ 6.84e4
E841 3522083
3aia
LS 47 3218
} 4132213 59533277
0 T I |:| |I.‘\|| |‘1‘.‘14?1| I

T T pARES: T T T T T T T T T T T miz

200 300 400 500 €00 700 800 900 1000 1100 1200 @ 1300 1400 1500 = 1800 1700

Sekil 4.17 Betanova:Ca ¢dzeltisi i¢in optimum kosullar
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Sekil 4.18 Betanova:Co ¢ozeltisi i¢in optimum kosullar
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Sekil 4.19 Betanova:Cu ¢ozeltisi i¢in optimum kosullar
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Sekil 4.20 Betanova:Fe ¢ozeltisi i¢in optimum kosullar
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Sekil 4.21 Betanova:K ¢ozeltisi i¢in optimum kosullar
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Sekil 4.23 Betanova:Mg ¢ozeltisi i¢in optimum kosullar
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5. TARTISMA VE SONUC

Peptitlerle belli oranlarda asetat veya nitrat tuzlar1 seklinde hazirlanan metal ¢ozeltileri
(Na, K, Li, Cu, Ca, Co, Fe, Mg metalleri)fragmantasyon igin kiitle spektrometresine
koyularak optimum konsantrasyonlar deneysel olarak belirlenmistir. Cizelge 4.1°de bu
oranlar verilmektedir. Optimum konsantrasyonla belirtilmek istenen, bir peptit tiiriiniin
her tarama sirasinda (1 dakikalik bir okumada saniye basi tarama, 60 arama demektir)
yakin bagil yogunluklar vermesidir ve okunabilir olmasidir. Inisli ¢ikish ve degisen

degerlerin oldugu spektrumlarin yorumlanmasi giivenilir degildir.

Spektrum incelenirken, ortamda en ¢ok bulunan iyonun %100 yogunlukta oldugu kabul
edilir ve diger iyonlarin yogunlugu da buna gore hesaplanir ve bdylece bagil
yogunluklar ortaya ¢ikar. Ortamda peptit tiirlerinin disinda da ¢ok fazla iyon tiirii vardir.
Kiigiik kiitleli iyonlarin da varligiyla diisiik yogunluktaki zemin giiriiltiisii dedigimiz pik
kalabalig1 olusur. Genellikle yliksek parcalanma enerjisi kosullarinda biiyiik kiitleli

iyonlar pargalanip bu iyonlari olustururlar ya da kaybolurlar.

Optimum spektrumlara bakildiginda pek ¢ok sinyal oldugu goriilmektedir. Bu sinyaller

kiitle degeri aciklanamayan yapilara aittir.

Bizim c¢alismamizda Cu iyon kiimesi olusturmamistir. Literatiirde bakir nitrat
kullanildig1 bir ¢alismada negatif iyon modunda peptite Cu baglandigr goriilmiistiir
(Crizer 2009).

Asetatin katildig1 iyon kiimeleri, asetat tuzlarmin eklendigi ¢ozeltilerde gozlendigi gibi
nitrat tuzu olarak eklenen metallerin spektrumlarinda da ortaya ¢ikmistir. Bunun baslica
nedeni, elektrosprey altinda par¢alanma enerjisine maruz kalan formik asit ve

asetonitrilin oldugu diistintilmistiir.

CH3CN ——— > CH3* } CH3COOH
HCOOH ———» *COOH
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Hesaplanan degerlerin oldugu tablolarla odlciilen degerlerin oldugu spektrumlardaki
veriler karsilastirilarak sinyal veren molekiillerin yapilar1 tahmin edilmeye ¢alisilmistir.
Ancak bolim 3°de verilen protonlanmis veya metallenmis yapilarin g¢oguyla

karsilagiilmamistir. Bunun nedeni metallerin beklenmeyen kiimelenmeleridir.

Konsantrasyonun yani sira par¢alanma enerjileri (CE) de spektrumlar {izerinde etkiye
sahiptir. Bu nedenle ayni ¢ozelti CE degerleri degistirilerek de ¢alisilmistir. Bu etki
olusan iyonlarin miktarlarinin pargalanma enerjisi arttikca artmasi seklindedir. Hatta
yiiksek CE degerlerinde bazi sinyallerin tamamen kayboldugu goriilmiistiir. Bunun

nedeni parcalanma nedeniyle iyonlarin yok olmasidir.

Elde edilen sonuglar 6zet halinde cizelge 5.1°de verilmektedir. Cizelgeye bakildiginda
Na, K ve Li metal ¢ozeltileri kullanildiginda iyonik peptit yapilart gézlenmemistir, yani
metaller peptide baglanmadigi ve +1 yiiklii metallerin iyon kiimeleri seklinde toplandigi
gozlenmistir. Bunun nedeninin boliim 2’de agiklandig1 gibi ortamda bulunan formik asit
ve metallerin asetat veya nitrat tuzlari halinde olmalarindan dolayi asetattmetal
seklinde iyonlagsmalar1 daha baskin oldugu i¢in metal peptide baglanamamistir. Tiim bu
etkilesimler atomlarin elektron ilgileri, molekiillerin bag enerjileri gibi termodinamik

hesaplamalarla agiklanabilecek olaylardir.

NPY spektrumunda gozlenebilecek olasi yapilar gizelge 4.2°de verilmistir.
Vpr spektrumunda gozlenebilecek olasi yapilar ¢izelge 4.3’de verilmistir.

Betanova spektrumunda gozlenebilecek olasi yapilar gizelge 4.4°de verilmistir.

5.1 Na, K, Li Katyonlarinin Etkileri

Choi vd (2009)’da aminoasitlerle yaptigi ¢alismada gozlenen [M+H]+ ve [M+Na]+
tiirleri, Na-peptit calisma ¢ozeltilerimizde gozlenmemistir. Sadece iyon kiimeleri ortaya
¢ikmistir. Sung-Seen Choi, bazik ortamda serin (S), treonin (T), asparajin (N), glutamin
(Q) polar aminoasitlerinin, [nAa—nH+(n+1)Na]" tiirlerini olustugunu kesfetmistir (Aa;
aminoasit). Biz ise asidik ortamda ¢alistigimiz ve yalin halde aminoasitlerle

caligmadigimiz igin proton ayrilmasi sonucu Na katilmasiyla olusan bu tiirler
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olusmamustir, yani aminoasitler yalin olarak ortamda gézlenmemistir. Kullandigimiz K,

Na ve Li katyonlar1 iyon kiimelerine katilmiglardir.

Calismalarimizda metal:peptit oranlari 100:1 ve 2500:1 arasimiktarlarda Na, Li ve K
asetat ¢ozeltileri kullanilmasina ragmen, metal bagli iyonik kalinttya hig
rastlanmamistir. Spektrumu yalin tutmak amaciyla pargalanma enerjisinin diisiik ve
optimal olmasina dikkat edilmistir. Bu nedenle biiyiik kiitleli (n=5, 6) iyon kiimelerinin
bagil yogunlugu %20’den azken kii¢iik olanlar zemin giiriiltiisii ile karismistir. Ayrica
tim peptit ¢ozeltilerinde, Na, Li ve K katyonlar1 i¢in ayni iyon kiimeleri gdzlenmistir.

Bu sonug, iyon kiimelerinin peptit tiirlinden bagimsiz oldugunu gostermektedir.

Peptit tiiriine bakmaksizin, kullanilan metal:peptit oranlarini, olusan iyon kiimelerinin
yiizde bagil yogunluklarina kars1 grafige aldik. Iyon kiimesi olarak en ¢ok gozlenen n

degerindeki tiirii ele aldik (¢izelge 4.2).

fyon kiimesi olusumuna yogunlugun etkisi
18

[ ALIOOCCH,+Li J*
16

14

[5KOOCCI—M
12
10 /

/ [3NaOOCCH,+Na]*

—

% bagil yogunluk

o N B O

10 50 100 500 2500 5000
bir birim peptite karsi metal orani

Sekil 5.1 Iyon kiimesi olusumuna yogunlugun etkisi
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Sekil 5.1’de Na, K ve Li katyonlarmin olusturdugu iyon kiimelerinin metal:peptit
konsantrasyonuna gore degisen bagil yogunluklar1 gosterilmektedir. Iyon tiirlerinin
yogunluklarimin en belirgin oldugu spektrumlar ele alinmistir. Bu katyonlarin iyon

kiimesi olusumu peptit tiirlinden bagimsiz olmustur.

Tek yiikli bu metal katyonlarinin, bir proton gibi hareket ettigi ve proton ile yer
degistirme mekanizmasi ile peptite baglandig1 ve toplam yiikii dengeleyip pargcalanmaya
engel teskil edebilecegi diisliniilmiistiir. Unutulmamalidir ki, iyon olmayan tiirler kiitle

spektrometresinde pik vermezler.

5.2 Ca, Co, Mg, Fe, Cu Katyonlarimin Etkileri

Gross vd (1998)’de yaptiklar calismaya gore; aspartat (D), glutamat (E) ve arginin (N)
kalintilari, Ca baglayan proteinlerde Ca-baglama noktalaridir. Genellikle 1, 3, 5, 7 ve 12
pozisyonlarindaki karbonil, karboksil ve aromatik olmayan yan zincirler etkilenir. Peptit
zincirindeki asidik kalint1 sayis1 arttikga, Ca-bagli iyon tiirler protonlanmus tiirlere gore
artmistir. Ca, Co ve Fe katyonlari igin, metal N-terminale yakinsa y ve z; C-terminale
yakinsa b ve c¢ pargalanma iyon tiirlerinin olusacag ileri siiriilmiistir. DANADG,
DRADNA, DDRANYV peptitleri ysiyonu vermezken DENADG vermistir. Bu Ca’ nin
DE’ ye baglandigini géstermistir.

Smith vd (2000)’de yaptig1 ¢alismaya gore, Arg kalintis1 diginda bir kalintiya baglanan
H*, hareketli protondur. Yani ana zincir ya da yan zincir boyunca tasmarak
parcalanmaya neden olan reaksiyonlara engel teskil ederler. Eger peptitte Arg, His ya da
Lys gibi fonksiyonel kalintilar varsa, bu kalintilara yakin baglar uygun sartlar altinda

parcalanir denmistir.

Atom ¢ap1 Ca > Mg > Fe > Co > Cu
e- ilgisi Cu>Co > Fe > Ca> Mg
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Cizelge 5.1 Kullanilan peptitler ve olusturduklari iyon ¢esitleri

[Pep + 2H + Fe ]+4

[Pep + 2H + Mg ]+4

Peptit Protonlanmus tiir Metal baglanmus tiir Pargalanma {irtinii Parcalanmaya  neden
olan metal
NPY [Pep +3H ]+3 [Pep + 2H + Cu ]+4 [y21 +3H+ Ca]+2 Ca
[Pep + 4H ]+4 [Pep + 3H + Cu ]+5
[Pep + 5H ]+5 [Pep + H+Cal+3
[Pep + 2H + Ca]+4
[Pep + 3H + Ca]+5
[Pep +2H + Co ]+4
[Pep +3H + Co ]+5
[Pep + H + Fe ]+3
[Pep + 2H + Fe ]+4
[Pep + 3H + Fe ]+5
[Pep + H + Mg ]+3
[Pep + 2H + Mg ]+4
Vpr [Pep +3H ]+3
[Pep + 4H ]+4
Betanova [Pep +3H 1+3 [Pep + 2H + Cu]+4 [y3 + Mg ]+2 Mg
[Pep + 4H ]+4 [Pep +2H + Co]+3

+2 yiiklii metallerin olusturdugu iyon kiimelerinin bagil yogunluklarinin %10’un altinda

oldugu goriilmiistiir.

Peptitler asidik ortamda ve metallerin bulundugu cozeltilerde protonlanmis tiirler

olusturmustur. Protonlar asidik aminoasitlerin disinda amino veya hidroksil kalintilarina

da etkimistir. Protonlarin yerlerini belirlemek miimkiin degildir.

NPY peptiti icin Ca katyonu ile ¢alisirken, [Y,1+3H+Ca]" parcalanma iiriinii iyonlar1

%33 bagil yogunlukta gozlenmistir. Bu iyon [Pep+H+Ca]™® , [Pep+2H+Ca]™* |

[Pep+3H+Ca]+5 iyon tiirlerinin birinin ya da birkaginin parcalanmasiyla olugmus

olabilir. Bu tiirlerin kiitleleri birbirine yakindir.
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NPY peptiti iyon tiirlerinin karsilastiriimasi

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10
0 . — —

iyon tiirleri % bagil
yogunluklari

by 0
IS N
PNF \\‘7}

*’5\)‘\)2, )(DX\\*D‘ \(\x('a\)?)
® e? x

\; e? \QeQ \QeQ*

iyon tiirleri

Sekil 5.2 NPY peptitinden olusan iyon tiirlerinin bagil yogunluklarinin karsilastiriimasi

Onerilen reaksiyon mekanizmasi;

NPY;

y2; iyonu

N
4 N

E D

PAﬁJH-CH-CO—NH—CH-CO--LAI}YYSALI}E_IYIN LITBQBY
" H2 H2
H2 =0
=0 (0]
O Pt
Cal+

Sekil 5.3 NPY peptit zincirinin Ca’* metaliyle etkilesimi

NPY peptiti ¢alismasinda goriildiigii gibi, Ca katyonu, DE dipeptitine baglanarak y
iyonu verme egilimindedir. Bunu daha 6nce Gross’un calismasinda da gormiistiik.
Diger peptitlerde (Vpr ve Betanova) E kalintilar1 olmasina ragmen pargalanmaya neden
olmamustir. Bu durum da bizi E kalintisinin tek basina yeterli olmadigi ve DE dipeptiti
seklinde parcalanmaya neden olacagmi disiindiirmektedir. Gegis metalleri ¢oklu

degerler alabilmektedir. Bu nedenle merkez atom gibi davranarak pek ¢ok oksijen
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atomu ile etkilesebilirler. Ayrica bir yerine iki adet metal merkezi bulunuyor olabilir.

Burada peptitin ikincil yapisini olusturan kuvvetlerin etkili oldugu diisiiniilmiistiir.
Vpr peptitinde pek ¢cok negatif ylik olusturacak aminoasit bulundugundan, yapinin ¢oklu
etkilesimlerden dolay1 par¢alanmaya gitmedigi diisiiniilmiistiir. Burada peptitin ¢ok disli

bir ligand gibi davrandig1 sdylenebilir. Yani bir selatlanma s6z konusudur.

Onerilen etkilesim;

Vpr:
+ ++
NH2-CH-CO—PY -NH-CH-CO—WTL—NH-CH-CO—LL—NH-CH-CO—NH-CH-CO—LKS—NH-CH-CO—AVRH
H2 H2 H2 H2 H2 H2
H2 H2 H2 H2 H2 H2
=0 =0 =0 =0 =0 =0
-0-- {05 O [0 [0 O
~- e Ay v - -
Mn+

Sekil 5.4 Vpr peptit zincirinin katyonlarla etkilesimi

Betanova peptiti iyon tiirlerinin
karsilastiriimasi
100
90
80
70
. 60
lyon tEirIeri % bagil 50
yogunluklari 20
30
20
0 .
[Pep+4H]+4 [Pep +2H+Mg]+4 [y3+Mg]+2
iyon tiirleri

Sekil 5.5 Betanova peptiti 1yon tiirlerinin karsilastirilmasi
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Mg Kkatyonu Ca katyonuna benzer davranis gdstermektedir. Betanova igin [Y3+Mg]"

iyonlar1 %9 bagil yogunlukta saptanmistir. 2 adet E negatif yiiklii aminoasit kalintis1 ile

etkileserek pargalanmaya neden olmustur. Ongoriilen par¢alanma mekanizmast;

Betanova;

ys lyonu

AN

. . . m( E G R
RGWSVQNGKYTNNGKTT}%H—CH—CO—NH-CHZ-CO—NH—CH-COOH
H2 CH2)3
i (cr)
H2
=0 C=NH
0 ---*Mg2* +[NH2
H

Sekil 5.6 Betanova peptitinin Mg katyonuyla etkilesimi

Sekildeki gosterim oldukca basitlestirilmis bir gosterimdir. Tabiki +2 yiiklii katyon
peptitle sadece bir yerden etkilesiyor olamaz. Peptit dizisindeki —C=0O: karboksil
yapilarindaki oksijenlerin valens e-‘ lerine de ilgi gosteriyor olabilir. Bu nedenle dogru

bir mekanizma 6nermek ¢ok zordur.

Cu, Co ve Fe katyonlar1 da peptitlere baglanarak bir takim iyonik yapilar olusturmustur;
fakat Ca ve Mg gibi sekans belirlemeye yardimci olacak sekilde bir pargalanmaya yol

agcmamiglardr.

Olusan tiim bu iyonlarin parcalanmasina neden olacak seviyede CE degerinin
ayarlanmas1 ya da farkli bilesenler eklenmesi ile metal-peptit iyon yapilar1 elde
edilmeye calisilabilir. Bu sekilde de sekansin bulunmasi i¢in bir yol bulunabilir. Ayrica

farkli sekanslar kullanilarak sekans-metal iliskisi i¢in siniflandirmalar yapilabilir.
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Parcalanma enerjisinin iyon sayisina etkisi
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REVAnR
X

iyon tiriiniin %
bagil yogunlugu
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Pargalanma enerjisi, CE, V

Sekil 5.7 Par¢alanma enerjisinin iyon sayisina etkisi

Sekil 5.7°de NPY peptiti i¢in goriilen iyonik yapilarin parcalanma enerjisi degisimine
gore degisen bagil yogunluklari goriilmektedir. Bu grafik i¢in 100:1 oranindaki
metal:peptit ¢ozeltisi segilmistir; ¢iinkii tiim iyonlarin gozlenebilir oldugu bir ¢alismadir
ve bu nedenle iyonlar icin karsilastirma en 1yi bu calismada gosterilecegi
diistinilmiistiir. Sar1 daire igerisinde kalan alan optimal kosullarin saglandigi alandir;
c¢linkii her iyondan belli derecede vardir ve en 6nemlisi zemin giiriiltiisii en azdir. Bagil
yogunlugu %?20-100 aras1 degisen sinyaller goriilmiistiir. CE arttikga da bu biiyiik
molekiillii iyonlarin sayis1 giderek azalmistir; ¢ilinkii pargalanmislardir. Biiylik iyonun
parcalanmasiyla da ortamda pek c¢ok kiiclik iyon olusarak spektrum yalinligim
kaybetmistir. Ayrica parcalanma enerjisi arttik¢a kiiciik kiitleli iyonlar ¢ogalacagindan

zemin giiriiltiisii artar ve spektrumu karmasik hale getirir.

Vpr i¢in grafik ¢izmek miimkiin olmamistir; ¢iinkii metal bagh peptit tiirii vermemistir.
Bazi iyon kiimeleri olugsmustur; fakat onlarinda bagil yiizdeleri ¢ok diisiiktlir. Toplam
iyon sayist lizerinden pargalanma enerjisinin etkisi anlasilmaya c¢alisilmistir (cizelge

5.2).
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Cizelge 5.2 Vpr peptiti i¢in 100:1 metal:peptit oraninda ¢esitli par¢alanma enerjilerinde
ortamda bulunan toplam iyon sayilari

CE degeri 10-15 16-20 21-25 26-30

Na 1,383X10° 1,392X10° 2,235X10° 2,785X10°
K 1,113X10° 1,403X10° 1,764X10° 1,832X10°
Li 1,199X10° 1,489X10° 1,893X10° 2,144X10°
Cu 1,568X10° 1,603X10° 1,877X10° 2,112X10°
Ca 1,783X10° 1,783X10° 1,783X10° 1,783X10°
Co 1,307X10° 1,590X10° 1,775X10° 1,895X10°
Fe 1,185X10° 1,566X10° 1,812X10° 1,973X10°
Mg 1,066X10° 1,512X10° 1,906X10° 2,135X10°

Cizelge 5.2° ye gore parcalanma enerjisi ve iyon sayisi arasinda dogru orant1 oldugu

gozlenmistir.

Genel olarak, protonlanmus tiirler peptitlerin her ¢ozeltiside ortaya ¢ikmistir. Bu durum
¢ok ¢ozeltinin pH’na da baghdir. Kullanilan nitrat tuzlari ¢ozeltinin asitligini biraz

arttirmaktadir.

Iyon tiirlerinin yiizdeleri arasinda iliski kurmak ¢ok zordur; ¢iinkii Ca-bagli herhangi bir
tirden kaynakli olarak [yxtnH+mCa] tiirii ortaya c¢ikmis olabilir. Bunun yani sira
parcalanma sirasinda pek ¢ok yapi kaybolmaktadir. Yani iyon niteligini kaybederek

spektrumda gozlenememektedir.

Gross ve Choi calismalarinda tripeptit-heptapeptit kullanmislardir ve y/b iyonlaria
rastlamiglardir. Biz ise yliksek aminoasit sayil1 peptitler kullandik. Bu nedenle sekonder
yapidan kaynakli etkilesimler, metal bagl yapilarin fragmantasyona ugramasina engel
olmus olabilir. Kiitle spektrumlarina bakarak sekonder yapinin bozulup bozulmadig:
hakkinda yorum yapmak imkansizdir. Spektrumlar bize sadece kiitleden yola ¢ikarak

yorum yapmamiza yardimci olurlar.
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Peptitlerin metaller ile olan iliskilerini incelemek kiitle spektroskopisinde kullanilan en
yeni yontemlerden biridir. Burada en belirgin amag, peptit sekansini saptayabilmektir.
Boyle bir amacin basariya kavugsmasi igin yiizlerce c¢esit sekans onlarca metal
coOzeltisinde farkli kosullar altinda calismaya devam edilmelidir. Biz sadece 3 g¢esit
peptit ile asidik ortamda calistik. Ca katyonu i¢in DE dipeptitinin dnemi gosterdik ve
peptitlerin sulu ¢ozeltide bir ligand gibi davranabilecegini kesfettik.

Mg katyonu da belli bir bagil yogunlukta EE dipeptitinin bulundugu amit bagindan
kirilma vermistir. Bu calismanin da genel bir yargi olarak kalmamasi igin bagka
gruplarca ¢alisilmaya ihtiyaci vardir. Ayrica ortamda kaybolan veya cihaz tarafindan

algilanilamayan pek ¢ok tiir vardir.

Kiitle spektrometresi son teknolojilerle ¢ok rahat kullanilabilen ve %100 giivenli
sonuglar veren bir analitik ara¢ olmustur. Bizim kullandigimiz cihaz tipi ¢ok yeni
olmamakla beraber manuel ayarlama gerektirmistir. Bu nedenle bir takim zorluklarla
karsilagilmistir. Fakat spektrumlar en ince ayrintisina kadar incelenerek kiitle

hesaplamalar1 yapilip en dogru sonuglara ulagsmak i¢in gayret sarfedilmistir.
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