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MALDI kiitle spektrometrisinin hizli 6rnek hazirlama ve calisma siiresi, yiiksek
hassasiyet, karmagik orneklerin ciddi ayristirma on basamaklari gerektirmeden analizi
gibi 6nemli avantajlar1 bulunmasina ragmen 6zellikle nicel analiz i¢in kullanimi sinirhidir.
Bunun nedenleri arasinda tekrar edilebilirligin diisiik olmast ve iyonlasma
mekanizmalarinin  iyi anlasilamamasi  sayilabilir. Iyonlasma mekanizmalarinin
aydinlatilmasiyla standart analiz yontemleri gelistirilip teknigin  kullanimi

yayginlastirilabilir.

Bu amagla tez kapsaminda MALDI’de iyon olusumuna etki eden bazi parametreler
incelenmistir. Farkli 6rnek tiirlerinin MALDI ¢alismalarinin 6ncesinde matrikslerin LDI
iyon olusum profilleri arastirtlmistir. Pozitif modda 3-HPA ve PNA disindaki matriksler
hem radikal katyon seklinde hem de protonlanarak iyonlastiklari gézlenmistir. Radikal
katyon seklinde iyonlasan matrikslerin hepsinin ayni zamanda hidrojen atom transferi de
yaparak indirgenme egiliminde olduklar1 saptanmistir. Asit varliginin hem matrikslerin
hem de 6rneklerin iyonlagsma karakterine etki etmedigi sadece kristallenme karakterini



degistirdigi gozlenmistir. 3-HPA ve PNA matriksin disproporsiyon reaksiyonuyla
iyonlastig1 goriilmiistiir. Iyonik organometalik bilesiklerin incelenmesinde matrikslerin
katida halihazirda iyon seklinde bulunan bu tiirlerin iyonlasma karakterine etki etmedigi
belirlenmistir. Ancak metal merkezinden birden fazla iyonun ayrilmasiyla olusan ¢ok
yiiklii yapilarin MALDI’de kararli olmayisinin bir sonucu olarak bu iyonlarin tek yiiklii
hale geciglerinde matrikslere bagli farkliliklar gozlenmistir. CHCA, SA ve DHB
matrikslerinin 6rnege elektron aktararak, digerlerinin ise 6rnekten proton alarak tek yiike
diisme egiliminde olduklar1 gériilmiistiir. Kolay verebilecegi protonu olan bir diger iyonik
organometalik bilesikte elektron alimi sonucu tek yiike indirgenme gézlenmemistir. Yan
gruplar1 farkli bazik perilen diimid tiirevi organik molekiillerde pozitif modda iyonlasma
biiyiik oranda protonlanarak gergeklesmistir. Yan gruplarinda klor atomu bulunan
molekiilde radikal katyon olusumu hi¢ gdzlenmezken digerlerinde matrikslerin elektron
aktarma Ozelliklerine gore farkli bagil siddetlerde radikal katyon olusumu goriilmiistiir.
Buna gore matrikslerin elektron transferiyle radikal katyon olusturma egilimlerinin
DCTB > PNA > 3-HPA sirasii izledigi tespit edilmistir. Ayn1 molekiillerde hidrojen
aktarimina ait izotopik pik dagilimlar1 da gézlemlenmistir. [M+2H]"/[M+H]" piklerinin
bagil siddet oranlari incelenerek yapilan karsilastirmada asidik 6zellikteki matrikslerin
hidrojen atomu aktarma egilimleri DHB > SA > CHCA olarak belirlenmistir. Merkez
metali degisen ftalosiyanin komplekslerinin MALDI incelemesinde radikal katyon ve
protonlanma seklinde iyonlagsmanin yarisma seklinde oldugu goriilmiistir. MnPc
kompleksi tamamen radikal katyon seklinde iyonlasirken NiPc ve CoPc komplekslerinin
hem protonlanarak hem de radikal katyon seklinde iyonlastig1 saptanmistir. Mangan ve
kobaltin ftalosiyanin komplekslerinde +3/+2 indirgenme potansiyellerinin bu verilerle
uyumlu oldugu gorilmistiir. Nikel ftalosiyanin komplekslerinde nikel elektron
transferlerinde aktif olmadigindan mevcut iyonlagma karakterinin ftalosiyanin tizerinden
yuridiigi ¢ikarimi yapilmistir. +3 yiikseltgenme basamakli kompleksi bulunmayan ¢inko
igcin de nikele benzer etkilesimlerle iyonlasmanin ftalosiyanin {izerinden oldugu ve bu
etkilesimlerin nikele kiyasla elektron aktarimini kolaylastirarak radikal katyon seklinde
iyonlagma egilimini arttirdig1 anlasilmistir. Bu bulgular matrikslerin ve drneklerin proton
ilgisi, iyonlasma enerjisi ve elektrokimyasal parametreleriyle yer yer Ortiisiirken
iyonlagsma karakterini agiklamada tiim parametrelerin bir arada degerlendirilmesi
gerektigi, daha ¢ok ve giivenilir fizikokimyasal 6l¢iimlere ihtiyac oldugu kanaatini ortaya

koymustur.
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MALDI mass spectrometry has important advantages such as fast sample preparation and
working time, high sensitivity, analysis of complex samples without requiring serious
separation preliminary steps. Despite this fact, its usage is limited, especially for
quantitative analysis. The reasons for this include the low reproducibility and the poor
understanding of ionization mechanisms. By enlightening the ionization mechanisms,

standard analysis methods can be developed and the use of the technique can be expanded.

For this purpose, various parameters that affect ion formation in MALDI were examined
within the scope of the thesis. LDI ion formation profiles of matrices were investigated
before MALDI studies of different sample types. In positive mode, it was observed that
matrices other than 3-HPA and PNA were ionized both as radical cation and by

protonation. It was determined that all the matrix molecules ionized in the form of radical
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cations also tend to be reduced by hydrogen atom transfer. It was found that the presence
of acid did not affect the ionization character of both matrices and samples, but only
changed the crystallization behavior. It was observed that 3-HPA and PNA matrix were
ionized by disproportionation reaction. In the study of ionic organometallic compounds,
it was determined that matrices do not affect the ionization character of these species,
which are already in the form of ions in the solid. However, as a result of the instability
of the highly charged structures formed upon removal of more than one ion from the
metal center in MALDI, differences due to matrices were observed in the transition of
these ions to single charged state. It was observed that CHCA, SA, and DHB matrices
tend to drop to single charge state by transferring electrons to the sample, while others
tend to take protons from the sample. In another ionic organometallic compound that has
a proton that it can give easily, charge reduction was not observed as a result of electron
uptake. lonization in positive mode in organic molecules of basic perylene diimide
derivative with different side groups was mostly due protonation. While no radical cation
formation was observed for the molecule with chlorine in its side groups, radical cation
formation with different relative intensities was observed with the others depending on
the electron transfer properties of the matrix. Accordingly, it was found that the tendency
of the matrices to induce radical cations by electron transfer follows the order of DCTB
> PNA > 3-HPA. Isotopic distribution variations caused by hydrogen transfer were also
observed in the same molecules. Examining the relative intensity ratios of [M + 2H]*/[M
+ H]" peaks, hydrogen atom transfer tendencies of acidic matrices were determined as
DHB > SA > CHCA. In MALDI analysis of phthalocyanine complexes with different
metal centers, it was observed that ionization in the form of radical cation and protonation
competed. While the manganese complex was completely ionized as a radical cation, it
was found that nickel and cobalt phthalocyanine complexes were ionized both by
protonation and as radical cation. It was seen that + 3 / + 2 reduction potentials of
manganese and cobalt phthalocyanine complexes were compatible with these data. As
nickel is not active in electron transfers in nickel phthalocyanine complexes, it was
concluded that the observed ionization character is based on phthalocyanine.
It was found that for zinc, which does not have a known +3 oxidation state complex,
ionization takes place through phthalocyanine with interactions similar to nickel, and
these interactions increase the tendency of ionization in the form of radical cation by
facilitating electron transfer stronger compared to nickel. While these findings partially
Vv



agree with the proton affinity, ionization energy and electrochemical parameters of the
matrices and samples, it was concluded that all parameters should be evaluated together
and more reliable physicochemical measurements were needed to explain the ionization

character.

Keywords: MALDI, ionization mechanism, matrix, charge transfer, ionization yield.
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1. GIRIS
Kiitle spektrometrisi, gelisen cihaz teknolojileriyle beraber giliniimiizde kullanilan en
giiclii kimyasal analiz yontemlerinden biri haline gelmistir. Teknigin kokeni 1897°de J.J.
Thompson’in [1] bir pargacik olarak elektronu kesfedip kiitle/yiik oranini hesapladig
katod 1s1n tiipli deneylerine kadar dayanmakta olup, yaklagik 120 yillik siirecte yasanan
gelismelerle analiz edilebilen kimyasal tiir yelpazesi siirekli artig gostermistir. Biitiin
kiitle spektrometrik yontemlerde analitlerin gozlenebilmesi i¢in gaz fazinda iyonik halde
bulunmalar1 gerekir. Bu nedenle 6rneklerin gaz fazina ge¢cme ve iyonlagma siiregleri
birinci derece &neme sahiptir. Ilgili siireclerde drnege enerji aktarimi gerceklesir.
Kontrollii enerji aktarimi, olusan kimyasal tiirler ve gozlenen iyon verimlerini etkiler.
Buharlagma enerjileri tiirden tiire degistiginden baslarda Orneklerin gaz fazina gegisi
onemli bir problemdi. Ozellikle biiyiik molekiillerin faz gegisi igin gerekli enerji yiiksek
oldugundan, sistemdeki fazla enerji kimyasal baglarin kopmasina ve parcalanma
tirtinlerinin olugmasina neden olur. Bu nedenle biiyilk molekiillerin analizi “yumusak
iyonlagma” yontemlerinin ortaya ¢iktig1 1980’lerden sonra miimkiin olmustur. Yumusak
iyonlagsma yontemleri enerjinin 6rnege kontrollii aktarimini saglayarak parcalanma
tiriinlerinin olugmasini engeller ve molekiiliin bir biitiin olarak analizine olanak tanir.
Onceleri kiitle spektrometreleri daha ¢ok fizikgiler tarafindan kullanilmaktayd.
Biyomolekiiller ve polimerler gibi kimyasal arastirma konularinin biiyiik ¢ogunlugunu
olusturan iki O6nemli molekiill siifinin analizleri de bu iyonlasma yontemlerinin
gelisimiyle birlikte basariyla yapilinca kimyacilar kiitle spektrometrisini daha aktif bir

sekilde kullanmaya baslamistir.

Gilinlimiizde kullanimlar1 en yaygin olan yumusak iyonlasma esashi iki Kkiitle
spektrometrik yontem Elektrosprey Iyonlastirmali-Kiitle Spektrometrisi (ESI-MS) ve
Matriks-Yardimli Lazer Desorpsiyon/Iyonlastirmali-Kiitle Spektrometrisi’dir (MALDI-
MS). Her ikisi de yumusak iyonlagsma nedeniyle biiyiik molekiillerin analizine olanak
tanisa da spektrumlarda ortaya ¢ikan iyon karakterleri birbirinden ciddi farkliliklar
gostermektedir. Ornegin ESI’da ¢ok yiiklii iyonlar gdzlemlenirken MALDI’de
cogunlukla tek yiiklii iyonlara rastlanir. Benzer sekilde ESI’da iyonik tiirlerin bagil
izotopik dagilimlar1 ¢ozelti fazindaki dagilimlarimi  yansitirken MALDI’de bu



dagilimlardan ciddi sapmalar gdzlenir. Bunun temel nedeni enerjinin 6rnege aktarilis

bigimidir.

ESI’da enerji aktarimi ¢ozelti fazindaki Ornek iizerine uygulanan yiiksek elektriksel
potansiyel vasitasiyla gergeklesir. Bu tiir enerji aktarimiyla ortaya ¢ikan siiregler iyi
tanimlanmistir. Bu nedenle iyonlasma mekanizmalar1 aydinlatilabilmistir ve olusan

iyonlar onerilen mekanizmalarla uyum gosterir.

Buna karsilik MALDI’de durum daha karisiktir. Enerji aktarimi kati haldeki Ornek-
matriks karigimina uygulanan lazer 15181 vasitasiyla olup, ilgili deneysel parametrelerin
coklugu sebebiyle mekanistik bir degerlendirme yapmak giictiir. Bahsi gecen
parametreler arasinda lazer dalgaboyu, lazer enerji yogunlugu, lazer 1s1n profilleri, 6rnek
ve matriksin kristal yapilari, 6rnegin ve matriksin vakum ortaminda siiblimlesme
sicakliklari, 6rnek ve matriks arasindaki kimyasal reaksiyonlar énemli degiskenlerin
sadece bir kismint olusturur. Biitiin bu degiskenler MALDI deneylerinin tekrar
edilebilirligini diistiriir. Spektrumda goézlenen izotopik dagilimlar her bir lazer vurusunda
farklilik gosterir, bu da genel bir mekanizma ileri siirmeyi zorlastirir. Deney
tekrarlanabilirliginin ~ diisiikligli, standart analiz yoOntemlerinin  olusturulmasini
gii¢lestirir. Iyonlasma mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, bu parametreleri kontrol

ederek giivenilir yontemler gelistirmemize olanak saglayacaktir.

MALDI-MS yonteminin gelisimi teknigin one siiriildiigii 1987°den beri daha ¢ok deneme
yanilma seklinde seyretmis olup, birgok matriks, 6rnek hazirlama sekli bulunmustur.
Buna ragmen iyonlagsma mekanizmalar1 halen tartisilan bir konudur. Genel kani
iyonlagmanin iki basamakta gergeklestigi yoniindedir. Matriks, lazer dalgaboyunda
yiiksek absorbansa sahip bir madde olup, deneylerde ornege kiyasla konsantrasyonu
yuksek tutuldugundan sisteme aktarilan lazer enerjisinin ¢ogu ilk Once matriks
molekiillerinde birikir. Bu nedenle MALDI iyonlasma mekanizmasinin temelinde
matriksin rol aldig: diisiiniiliir. Iyonlasma teorilerinin gogu ilk basamakta matriksin
uyarilmasi/iyonlagsmasini ele alirken, ikinci basamakta ise matriksten 6rnege yiik transferi
tizerinde durur. Lazer dalgaboyunda absorbansi olan 6rnek molekiillerinin bir kismi da
birinci basamakta uyarilir veya iyonlasir ancak bu miktar matriks molekiillerine gére daha
azdir. Ikinci basamakta gerceklesen reaksiyonlar daha iyi bilinmektedir ve bu konuda

kismen fikir birligi olugmustur. Birinci basamaktaki olaylar ise tartigiimakta olup,
2



iyonlagma hakkindaki teoriler tek basina gozlenen biitiin iyonlarmm olusumunu

aciklayamamaktadir.

Bu tezde MALDI’de iyon olusumuna etki eden faktorlerden bazilar1 degistirilerek
secilmig kiitle bdlgelerinde izotopik dagilimlarda meydana gelen degisiklikler
gozlemlenmistir. Bu kapsamda ilk O6nce tez ¢alismasinda kullanilan matrikslerin
iyonlagsma profilleri gdzden gecirilmis ve Orneklerin iyonlasmasina olasi etkileri
tartisilmistir. Bunu takiben iyonik organometalik bilesikler incelenmis olup, kat1 fazdaki
Iyonlarin desorpsiyonuna matriks, lazer ve organik asit varliginin etkileri arastirtlmistir.
Notral bilesiklere gore iyonik bilesikler farkli iyonlasma yollarina sahiptirler. Karsit
yukli iyonlarin birbirinden ayrilmasi icin gerekli enerji, molekiilden elektron
uzaklastirilmasi, elektron yakalamasi veya iyonik tiirlerle olusan katilma iyonlar1 (adduct)
gibi iyonlasma siireclerinde gozlenen enerji degisimlerine gore farklilik gosterir. Yapilan
deneylerle birbiriyle yarisma ihtimali olan bu iyonlagma siire¢lerinin hangilerinin baskin

ciktig1 incelenmistir.

Diger bir molekiil sinifi olarak amin gruplar1 iceren aromatik organik bilesikler
calisilmistir. Burada asidik proton igeren ve icermeyen matrikslerle alinan MALDI
spektrumlari incelenerek matriks ve Ornek arasinda gergeklesmesi olasi iyon/molekiil
reaksiyonlar1 gézlenmistir. Molekiillerin matriksli ve matrikssiz (Lazer desorpsiyon
iyonlagtirmasi, LDI) spektrumlari alinarak matriks etkilesimlerinin iyon olugumuna

katkisi tartigilmistir.

Metallerin kararl yiikseltgenme basamaklar1 elektronik yapilarina gore degiskenlik
gosterir. Kararli yiikseltgenme basamaklari redoks tepkimelerinde metallerin yiik transfer
egilimleri gbzlenerek saptanabilir. Calismanin bir sonraki bdliimiinde farkli gegis
metallerinin nétral kompleksleri incelenmis olup, yiik transfer egilimlerinin iyonlagsmaya

etkisi aragtirilmistir.

Biitiin bu c¢aligmalarin MALDI’de iyonlarin olusum mekanizmalarinin daha 1yi
anlasilmasina yardimci olacag: diisiiniilmektedir. Kiitle spektrometrik yontemlerin diger
analitik yontemlere gore bircok iistiinliigli bulunmasina ragmen bazi alanlarda kullanimi1
heniiz yayginlasmamistir. Ornegin hastaliklarin teshisi i¢in yapilan tetkikler, yine hasta

durumlariin incelenmesi i¢in yapilacak takipler, ilaglara verilen cevaplarin izlenmesi
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gibi uygulamalar kiitle spektrometrik yontemlerle ¢ok daha kolay gergeklestirilebilecek
olmalarma ragmen standart kiitle spektrometrik yontemlerin heniiz olgunlagsmamis
olmasi nedeniyle farkli yontemler vasitasiyla yapilmaktadir. MALDI’de iyonlasma
mekanizmas1 hakkinda bilinenlerin ¢ogalmasiyla farkli analit tiirleri i¢in ¢ok daha
gelismis rutin analiz yontemleri bulunarak yontemin daha etkin ve yaygin kullanimina

yol agacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kiitle Spektrometrisi

Giliniimiizde yiiksek hassasiyet, hiz ve kullanom kolayhi§1 getiren cihaz
konfigiirasyonlariyla birlikte cok farkli alanlarda kiitle spektrometrelerine rastlamak
mimkiindiir. Bu alanlar arasinda metabolomiks, genomiks, proteomiks gibi 6nemli
biyokimyasal ¢alismalar yer almakta olup ilag kesiflerinde kiitle spektrometrisi kullanim1
hizla artmaktadir. Bununla birlikte molekiillerin karakterizasyonu, toksisite kontrolleri,
yiyeceklerin analizleri, ¢evresel kimyasallarin incelenmesi gibi rutin analizlerde de hizi
ve Ornek hazirlama kolayligi nedeniyle kiitle spektrometrik analizlere siklikla
bagvurulmaktadir. Analitik uygulamalar disinda, izotopik dl¢timlerin yapilmasi, gaz fazi
reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi, reaksiyon kinetiklerinin belirlenmesi gibi

onemli kullanimlar da mevcuttur.

Kiitle spektrometrisinin diger analitik yontemlere gore avantajlar1 asagidaki maddelerle
siralanabilir [2];

e Analiz hiz1.

e Femto/attomolar seviyede duyarlilik.

e Karisimdaki bir¢ok bilesenin ayni anda analizi.

e Molekiiler yap1 hakkinda bir¢ok bilgi sunmasi.

e Kantatif analiz imkan1.

e Baz kiitle spektrometreleri sivi kromatografisi (LC), gaz kromatografisi (GC),
kapiler elektroforez (CE) gibi ayirma ve saflagtirma yontemleriyle kolayca
birlestirilebilir.

e Element kompozisyon analizi.

e izotopik kompozisyon analizi.

e Yapmin tartismaya acik birakmayacak sekilde tanimlanmasz.

2.1.1. Genel Cihaz Bilesenleri ve Kavramlar

Cihaz bilesenleri ¢ok farkliliklar gosterse de temel isleyis sekil 2.1 ile 6zetlenebilir.
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Sekil 2.1. Genel kiitle spektrometrisinin sematik gosterimi.

Ornekler kat1, stvi veya gaz halinde hazirlanarak kiitle spektrometresine yiiklenirler. Iyon
kaynag1 oncesinde istege bagli olarak kromatografik ayristirma cihazlari baglanabilir.
Iyon kaynaginda enerji aktarimi sonucu 6rnek iyonlasir. Bazen kaynak yogun fazdan gaz
fazina gecise de yardimci olur. Farkli basing kosullarinda calisan kaynaklar mevcuttur.
Kaynagin basinci 6rnegin yiikleme kosullarini etkiler. Elde edilen iyonlar elektriksel veya
manyetik alanlarin varliginda kiitle analizoriine tasinirlar. Analizorler temelde kiitleleri
kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore ayirma gorevi goriirler. Ancak ardisik yerlestirilmis
birden cok kiitle analizoriine de rastlamak miimkiindiir. Bu analizorler, ardisik kiitle
spektrometrik analiz (tandem MS, MS/MS) yapmak i¢in 6nciil iyonlarin se¢ciminde veya
bazilar1 iyon tuzaklama i¢in kullanilabilir. Analizorde ayrilan iyonlar dedektore aktarilir.
Burada iyon akimi, iyon yogunluguyla iliskili fiziksel parametrelere doniistiiriilerek
degerlendirilmek tizere veri igleme birimine gonderilir. Kiitleleri ifade ederken farkli
tanimlar kullanilmaktadir. Agirlikga ortalama kiitle, elementlerin dogada bulunma
sikliklarina gore katki yaptiklart ortalama molekiil kiitlesidir. Kiitle spektrometrisinde
izotop ayrimlar yapilabildigi i¢in molekiil kiitlesine izotoplarin yaptiklar katkilar ayri
kiitleler olarak ortaya ¢ikar. Bu nedenle agirlik¢a ortalama Kkiitle, kiitle spektrometrisinde
pek bir anlam ifade etmez. Bunun yerine nominal kiitle ve monoizotopik kiitle terimleri
kullanilmaktadir. Bir elementin nominal kiitlesi, en sik goriilen izotopunu olusturan
niikleonlarin (proton ve nétronlar) toplam sayisidir. Molekiiller i¢in de nominal kiitle
olusturan atomlarin nominal kiitlelerinin toplamidir. Niikleonlarin kiitlelerinin ayr1 ayri
toplamlari, bir elementi olusturduklarindaki toplam kiitleyle ayni degildir. Niikleer
baglanma enerjisinin kiitle lizerinde yarattigi bu farkliligi da diisiinerek hesaplanan
monoizotopik kiitle, elementlerin en sik goriilen izotoplarinin tam kiitleleri kullanilarak
bulunur. Kiitle spektrometrik analizler yapilirken kullanilan iki 6nemli kavram kiitle

dogrulugu ve kiitle ayirma giictidiir. Kiitle dogrulugu, bir kiitlenin gercek veya kabul



edilen degerinden uzakligidir. Cihaz kalibrasyonlart iyi bir kiitle dogrulugu saglamak i¢in
onem teskil etmektedir. Kiitle aymrma giicii, ¢Oziintirlik (mass resolving power,
resolution, R) cihazin birbirine yakin iki kiitle degerini birbirinden ayirmasinin bir
Olctistidiir. Genellikle yar1 yiiksekligindeki tam genisligi (FWHM) yontemine gore

hesaplanir ve degeri asagidaki sekilde verilir.

R =M/AM

Burada M, ayirma giicii olgiilecek kiitle, AM ise o kiitleye ait pikin yiiksekliginin
yarisindaki pik genisligidir. Ayirma giicii degerlerinden bahsederken kiitle ve yontem
(FWHM ya da baskasi) belirtilmelidir. Kaynakta olusan gaz fazindaki iyonik tiirlerin
dedektdre ulasabilmesi icin belirli bir siire bagka tiirlerle ¢arpismadan ilerleyebilmeleri
gerekir. Iyonlarin baska bir kimyasal tiirle karsilasmadan katedebilecekleri mesafeye

iyonun ortalama serbest yolu (ion mean free path, L) denir ve asagidaki formiille

hesaplanir.
kT
L =
oPV2

Burada k Boltzman sabiti, T sicaklik, ¢ etkin ¢arpisma kesiti (6 = d?) olup d carpisan
molekiil ve iyonun caplariin toplami, P de basingtir. Bu degiskenler i¢in yaklagimlar

yaparak tiiretilmis asagidaki basitlestirilmis denklem kullanilabilir.

4.95
L=="2

P
Burada P, mTorr degerindedir. Bu esitligi kullanarak bir kiitle spektrometresinde
iyonlarin dedektére c¢arpigsmalarla kaybolmadan ulasabilmeleri igin gerekli basing

hesaplanabilir. Bu basing vakum pompalariyla saglanir.

2.1.2 Iyon Kaynaklar1

Iyonlasma kiitle spektrometrik analizlerin kalbinde yer alip, iyon kaynaklarmin
gelistirilmesi, kiitle spektrometrisinden elde edilen bilgilerin miktar1 ve Kkalitesini
arttirmakta, kiitle spektrometrelerinin kullanimini yayginlastirmaktadir. Iyon kaynaklari
ornege enerji aktarirlar. Sisteme sadece iyonlagsmaya ve gaz fazina gecise yetecek kadar
enerji aktarip pargalanma tiriinlerinin olusumunu engelleyen iyon kaynaklarina yumusak

iyon kaynaklar1 denir. Bu boliimde 6nce kiitle spektrometrisinin gelisiminde rol oynayan



bazi iyon kaynaklari 6zetlenmis, sonunda da ESI ile birlikte en 6nemli iki yumusak

iyonlasma kaynagindan biri olan MALDI tanitilmigtir.

2.1.2.1 iyon Kaynaklarmin Gelisimi

Kiitle spektrometrisinde ilk ortaya ¢ikan iyon kaynagi elektron iyonlagtirmasi (electron
ionizaiton, El) iyon kaynagidir. Dempster tarafindan 1916’da kesfedilen bu kaynak [3,
4], halen organik kimyada kiiciik molekiillerin yapilarinin aydinlatilmasinda
kullanilmaktadir. Bu kaynakta 6rnek gaz halinde sisteme verilir. Kaynakta bulunan
isitilmig bir flamandan {iretilen termal elektronlar, genellikle arasinda 70 eV’luk
(elektronvolt) potansiyel fark bulunan 2 plaka arasinda hizlandirilir. Vakum ortaminda
bu elektronlarla carpisan gaz fazindaki tiirler asagidaki tepkimeye gore bir elektron
kaybeder ve radikalik katyonlar1 halinde iyonlasirlar. Elektronlardan aktarilan enerjinin
fazlas1 yari kararli (metastable) iyonlarin iretilmesine neden olur ve bunlar da
pargalanma reaksiyonlarini tetikler. Hem pargalanma iiriinlerine hem de parcalanmadan

kalabilen molekiiler tiirlere ait iyonlar analizére gider ve EI spektrumunu olustururlar.

M+e > [M]"+2e

EI spektrumlarinin tekrar edilebilirligi ¢ok yiiksektir. Birgok molekiile ait standart El
spektrumlart veri tabanlarinda saklanmaktadir. Bu spektrumlar yapi tanimlamada
kullanilmak {izere mevcut spektrumlarla karsilastirilabilirler. EI iyonlasmasinda 6rnege
aktarilan enerji yliksektir ve 6zellikle biiyiik molekiiller tamamen pargalanma {iriinleri
seklinde goriiliir. EI’1n getirmis oldugu handikaplar1 gidermek iizere kimyasal iyonlasma
(chemical ionization, CI) ortaya atilmigtir [5]. CI’da EI sisteminin i¢inde ornek gaz
akigina ek olarak bir reaktif gaz akis1 mevcuttur. Bu reaktif gaz miktar1 6rnek miktarina
gore cok fazladir. Bu sekilde Ornekten once elektronlarin reaktif gazla carpismasi
saglanir. Iyonlasan reaktif gaz molekiilleri bir seri reaksiyon sonrasi farkli iyonik tiirleri
olustururlar. Bu tiirlerin 6rnek gaz akisiyla etkilesimi sonucu 6rnegin gaz fazi iyonlar
olusur. Reaktif gaz molekiilleriyle gerceklesen carpismalar, direk olarak elektronlarla
olan carpismalara gére daha az enerjiktir. Ornege fazladan aktarilan enerji azalir ve
molekiiler iyonlarin miktar1 EI’a gore artar. Reaktif gaz Ornegin tiirline gore
degistirilebilir. Kullanilan reaktif gazlara 6rnek olarak CHs [6], NH3 [7] ve izobiitan [8]
verilebilir. Asagida reaktif gaz olarak CH4’lin kullanildigi iyon ve molekiil olusumlarina
dair tepkimeler yer almaktadir. EI’dan farkli olarak CI spektrumlarinda protonlanmis

molekiil iyonlar1 ve metan tiirevleriyle olusmus birlesme iirtinleri goze ¢arpmaktadir.



CHs+e > [CHs]" +2€

[CH4]"+ H > [CH3]" + H>

CHas + [CH4]" = [CHs]" + CH3

CH4 + [CH3]" = [C2Hs]* + Ha

M + [C2Hs]" > [M+H]* + C2Ha4

M + [CoHs]" > [M+C2Hs]*

Alan iyonlasmasi (field ionizaiton, FI), iyonlasma i¢in elektrik alan kullanilan ilk
kaynaktir [9]. Gaz halinde 6rnek aralarinda yiiksek voltaj uygulanan 2 elektrottan birine
yakin gegecek sekilde gonderilir. Yiiksek elektrik alan ornekten bir elektron koparir.
Olusan iyon diger elektrota oradan da kiitle analizoriine yonlenir. Bu iyonlasma tiirlinde
yine [M]" ve [M+H]" tiirleri olusur. [M+H]* tiirlerinin radikalik katyonlardan iyon
molekiil reaksiyonlar1 sonucu olustugu disiiniilmektedir. Alan desorpsiyonu (field
desorption, FD) ayn1 iyon kaynaginda 6rneklerin yakin gegirildigi elektrota bu sefer direk
olarak konumlandirilmasiyla uygulanan iyonlagma yontemidir. Bu da ilk desorpsiyona
dayal1 iyon kaynagi olup, ilk defa gaz faz1 olmayan orneklerin incelenmesine olanak
tanimistir. Bu iki yontem CI ve El’ya gore 0rnege daha az enerji aktarir. Pargalanma
tirtinleri daha az gozlenir, dolayisiyla daha yumusak bir iyonlagsma yontemidir. Yiiksek

molekiil agirliklt molekiillerin incelenmesine izin veren bu yontemin kullanim1 zordur ve

glinlimiizde yerini diger etkin desorpsiyonlu kaynaklara birakmistir [10].

Atmosferik basing kimyasal iyonlagma yonteminde (atmospheric pressure chemical
ionization, APCI) [11] 6rnek ¢oziicii iginde bir piiskiirtiicii gaz (N2, O2) yardimiyla
damlaciklar halinde iyon kaynagma génderilir. Iyon kaynagi atmosferik basing altinda
tutulur, 1sitilarak buharlastirilan ¢6ziicii molekiilleri kaynaga gelir. Kaynakta pliskiirtiicii
gaz molekiilleri korona bosalimiyla iyonlagir. Bu iyonlarin 6rnek molekiilleriyle

reaksiyonu sonucu CI yontemindekine benzer sekilde iyonlar olusur ve analizére gider.

Plazma desorpsiyonunda (plasma desorption, PD) bir folyo iizerine konulan 6rnek 25,Cf
fizyon iriinleriyle bombardimana tabi tutulur. Desorbe olan iyonlar analiz edilir.

Gilinlimiizde ayn1 FD gibi, bu iyon kaynag1 da yerini MALDI ve tiirevlerine birakmustir.

1980 yilinda 6nerilen eslenmis-indiiktiflenmis plazma kiitle spektrometrisi (Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry, ICP-MS) [12], elementel analizde ¢ok etkin bir
yontemdir. Ornek argon gazi ile birlikte sisteme gaz halinde veya ¢ozelti haline
spreylenerek verilir. Argon gazina uygulanan tesla kivilcimlari argon iyonlar1 ve

elektronlarin olusumunu saglar. Sistemi gevreleyen tiipiin etrafi indiiksiyon bobinleriyle



sartlmistir. Bu bobinlerden radyo frekans akim gegirilir. Bu akimin yarattig1 alan olusan
iyonlarin siirekli ivmelenmesine ve 1sinmasina yol acar. Sonunda sicakligr 10,000 K’e
kadar yiikselen bir plazma olusur. Bu plazmada 6rnek biiytlik bir ylizdeyle elementlerinin

iyonlaria doniisiir. Olusan iyonlar kiitle spektrometresine gonderilir.

Hizli atom bombardimani (fast atom bombardment, FAB) kaynagi [13], 1981’de
onerilmis olup ikincil iyon kiitle spektrometrisi (secondary ion mass spectrometry, SIMS)
kaynaginin geligsmis halidir. Bu kaynakta hizlandirilan ksenon veya argon atomlari,
yilizeyde bulunan 6rnekle carpistirilir. Carpismanin etkisiyle hem iyonlar hem de notral
tiirler etrafa sagilir. Bu siirecte ortaya c¢ikan iyonlar kiitle analizoriine gider. Ornek
genellikle vizkoz s1v1 bir matriks i¢inde bulunur. Bu matriks ¢arpismalarin enerjisinin bir
miktarini absorblayarak yumusak iyonlagma saglar. Matriks olarak genellikle gliserin
kullanilmaktadir. SIMS yonteminde ¢arpigma gazinin iyonlagmis hali kullanilir. Bu
yontemle yaklasik 10,000 Da’a kadar kiitleler gozlenebilmistir. FAB iistte aktarilan diger

iyon kaynaklar1 arasinda en yumusak iyonlagsmay1 saglayanidir.

1980’lerin sonuna dogru yumusak iyonlasmada devrimsel nitelikte iki kaynak ortaya
cikmistir. Bunlar MALDI [14-16] ve ESI’dir [17]. ESI kaynagina ait genel iyonlasma
semas1 sekil 2.2°de verilmistir. Ornek ¢ozelti halinde kontrollii bir akisla yiikleme
kapilerinden sisteme verilir. Eslik eden gaz akis1 (azot veya hava) 6rnegin spektrometre
icine spreylenmesini kolaylastirir. Yiikleme kapileri ile transfer kapileri arasinda 2-5 kV
aras1 degisen bir elektriksel potansiyel uygulanir. Bu potansiyel yiikleme kapilerinin
ucuna gelen 6rnek damlaciginin polarlanmasina ve Taylor konisi olusumuna neden olur.
Kaynagin galisma potansiyeline gore - veya + yiikler damlacigin yiizeyinde birikirler.
Elektrostatik kulomb itme kuvvetlerinin sivinin yiizey gerilimine baskin ¢iktig1 noktada
damlacik parcalanarak birden fazla yeni damlaciklar meydana getirir. Yiizeyde birikmis
olan yiik yeni damlaciklar arasinda dagilir ve olusan damlaciklar yiiklii olurlar. Eslik eden
gaz ¢Oziicliyli buharlagtirmak igin genellikle 50-400 °C arasinda 1sitilir. Coziicl
buharlastikca bir noktada kiiclilen damlacigin icindeki itme kuvvetleri yine ylizey
geriliminden fazla hale gelir ve bu sekilde tekrar eden kulombik patlamalar meydana
gelir. En sonunda ¢oziiciiniin tamami buharlasir ve geride kalan gaz halindeki iyonlar
analizore gider. ESI’da ¢oklu yiik olusumu siklikla goriiliir. Kiitle spektrometrisinde
iyonlar m/z oranlarma gore ayrildigindan bu durum yiiksek kiitleli molekiillerin diigiik

m/z degerlerinde izlenebilmesine olanak tanir. Bu sayede ESI bir¢ok kiitle analizoriiyle
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uyumlu hale gelir. Ayrica ¢oklu yiikler spektrumu zenginlestirir ve yapi ile ilgili elde

edilen bilgiler artar.

[ Taylor Konisi :>
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Sekil 2.2. ESI iyon kaynaginin sematik gosterimi.

2.1.2.2 MALDI iyonlasma Kaynag

MALDI’de 6rnekler ¢ozelti halinde hazirlanarak 6rnek yiikleme amagh kullanilan 6zel
metal plakalar (plate) tizerine matriks ile ¢ozelti halinde karigtirildiktan sonra beraber
uygulanirlar. Coziicii buharlagsmasini takiben plate kiitle spektrometresine yerlestirilir ve
caligmaya hazir hale gelir. Kaynak genellikle 10® Torr civar1 vakum altinda bulunur.
Ancak MALDI’nin atmosferik basing altinda ¢alisan tiirevleri de mevcuttur [18]. Kirmizi
Otesi (ultraviolet, UV) veya Mor Otesi (infrared, IR) bolgesinde dalga boyuna sahip
atiml veya siirekli lazer 15181yla uyarilan 6rnegin bu enerji aktarimini takiben yiizeyden
desorpsiyonu ve iyonlasma siirecleri gerceklesir. Iki olay birbirine bagli seyreder.
Yiizeyde bulunan 6rnek, lazer vurusu sonras1 yogun fazdan gaz fazina dogru gecis yapar.
Yiizeyin istiinde plume adi1 verilen heterojen bir bolge olusur. Bu bdlgede sistemin tek
bir termodinamik halinden bahsetmek zordur. Iyon olusumlar1 yogun fazdan baslayarak

plume icinde devam eder. En son elde edilen iyonlar kiitle analizoriine dogru bir
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potansiyel esliginde ivmelendirilirler. Sekil 2.3’te MALDI’de iyonlasma semasi

gosterilmistir.
[A+H]
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Sekil 2.3. Sematik MALDI iyonlagma islemi (m = matriks, A = analit).

Pozitif mod MALDI’de sik¢a goriilen iyon tiirleri arasinda radikalik katyonlar,
protonlanmis iyonlar, sodyum ve potasyum katilim iyonlari, matriks katilim iyonlar
bulunur. Negatif modda ise radikalik anyonlar, anyonik katilim iyonlari, deprotone
iyonlar gozlenir. MALDI’de kullanilan lazerler ¢ogunlukla atimli yapida olduklari i¢in
fazlaca sayida iyon ¢ok kisa bir siirede kiitle analizoriine gonderilir. Bu nedenle hizlica
iyonlar1 tarayan dedektorlere ihtiya¢ duyulur. MALDI kiitle spektrometrelerine bu
yiizden siklikla ugus zamanli (Time of Flight, TOF) kiitle analizorleri baglanir.
MALDDI'nin dezavantajlarindan biri diisiik m/z bdlgelerinde matrikse ait piklerin
spektrumu baskilamasi ve bu bolgeye diisen kiigiik molekiillerle bazi biiyiik molekiillerin
pargalanma tirlinlerinin kiitlelerinin analizini zorlastirmasidir. Bu problemi ¢6zmek adina
matriks gibi davranan 6zel tasarlanmis yiizeylere drneklerin yerlestirildigi LDI tlirevleri
tasarlanmistir. Bunlardan Gozenekli Silikon Uzerinde Desorpsiyon/iyonlasmasi’nda
(DIOS) [19], 6zel hazirlanmis gozenekli silikon ylizeyleri kullanilir. Nanoyapiyla
Gelistirilmis Lazer Desorpsiyon/lyonlasmasi’nda (NALDI) [20] nanoyiizeyler kullanilir.
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Gelistirilmis Yiizey Lazer Desorpsiyon/lyonlasmasi’nda (SELDI) [21], 6rnegin yapisina
gore Ozel olusturulmus hidrofobik, hidrofilik veya iyon degisim yiizeylerine Ornek
yerlestirilir. Belli bir inkiibasyon siiresinden sonra Kirleticiler ¢oziiciiyle yikanarak

uzaklastirilir ve yiizey analiz edilir.

2.1.3. Kiitle Analizorleri

Kiitle analizorleri iyon kaynaginda olusan kiitleleri m/z oranina goére ayiran cihaz
bilesenleridir. Ik ¢ikan kiitle analizorleri manyetik sektdr ve elektrostatik sektor
cihazlaridir. Iyonlarin elektrostatik ve elektromanyetik alan altinda sapmalar1 prensibine
gore calisan bu enstriimanlar gilinlimiizde yerini daha giicli kiitle analizorlerine

birakmuistir.

Daort kutuplu (quadrupole) kiitle analizorii [22], birbirlerine ve iyonlarin hareket yoniine
paralel yerlestirilmis 4 metal ¢cubuktan olusur. Bu analizérde ayrimin saglanmasi i¢in
cubuklar arasinda hiperbolik sekilli elektrik alan olusturulur. Karsilikli ¢ubuklar
birbirleriyle elektriksel olarak kontak halindedir ve ayni voltaja sahiptirler. Cubuklar hem
AC hem DC voltajinin etkisi altindadirlar. Voltajin dogru ayarlanmasiyla sadece m/z
orani belirli bir deger araligina sahip iyonlar analizérden gecerek dedektore gider. Bazi
cihazlarda birden fazla dért kutuplu arka arkaya baglanabilir. Iki dért kutuplu arasinda
carpisma hiicresi (collision cell) yer alir. Burada segilen iyon bir gazla carpistirilarak
carpismayla indiiklenmis pargalanma (collision induced dissociation, CID) [23]
tirinlerine ayrilir ve olusan iyonlar ikinci dort kutuplu analizorde m/z oranlarina gore
ayrilir. Dort kutuplu kiitle analizorleri sadece belirli kiitle araligindaki iyonlar1 dedektore
gonderir, geriye kalanlar yoldan saparak kiitle spektrometresinin duvarlarina ¢arparak
kaybolur. Bu durum cihaz hassasiyetini azaltir. Bu nedenle dort kutuplu analizorleri kisith
kiitle (50-4000 m/z) araliklarinda ayirma yaparlar. ESI iyon kaynaginin baglanmasiyla
coklu yiikler goriilebildiginden bu sekilde 100,000 Da iistii molekiiller gézlenebilir.

Fourier Déniisiimlii-ilyon Siklotron Rezonans (Fourier Transform-lon Cyclotron
Resonance, FT-ICR) [24] kiitle analizriinde, helyum ile sogutulmus siiper iletken
miknatislarin etkisinde iyonlarin dénmesi saglanir. Bu déonme frekans: iyonlarin m/z
orantyla orantilidir. Mevcut cihazlar arasinda hassasiyeti, ¢oziiniirliigii (R>500.000

FWHM) ve kiitle dogrulugu en yiiksek olan kiitle analizoriidiir.
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Iyon Hareketliligi (lon Mobility, IM), ayn1 m/z oranina sahip olup carpisma kesitleri
(collision cross section, ccs) farkli olan iyonlarin birbirinden ayrilmasinda kullanilir [25].
Dolayli yoldan molekiillerin konformasyonel yapis1 hakkinda bilgiler sunar. Bu kiitle
analizoriinde iyon hareketliligi bolmesinde iyonlar hareket yoniine ters veya ayni yonde
gaz akisina maruz kalirlar. Bu gazla carpisma sikliklar1 ¢arpigsma kesitleriyle orantili
olarak degisir ve molekiillerin analizérdeki iyon hareketliligi degerlerini degistirir. Bu
degerlere gore ayni m/z degerindeki farkli konformasyondaki yapilar birbirinden

ayrilabilir.

Orbitrap kiitle analizérii bir diger yiiksek ¢oziiniirliikk saglayan analizér olup ulasilan
degerler FT-ICR kadar yiiksek degildir. Ancak daha kompakt yapisi, kullanim kolaylig:
ve daha ucuz oldugu i¢in tercih edilen bir cihazdir. Orbitrap de iyonlar bir elektrodun
etrafinda elektrostatik kuvvetle gekilerek tuzaklanirlar. Gelis hizlarinin etkisiyle olusan
merkezkac kuvveti iyonlarin elektrota carpmasini engeller. Iyonlar kompleks spiral bir
yol izlerler. Bu hareketin salinim frekansi iyonlarin m/z degerleriyle orantilidir. Bu

sekilde ayrim yapilir [26].

2.1.3.1 Ugus Zamanh Kiitle Analizorii

TOF analizérii iki boliimden olusur. Ik bolme iki elektrot arasinda olusturulan elektriksel
potansiyelle iyonlarin ivmelendirildigi kisimdir. Ikinci elektrot iginde bulunan delikten
gecen iyonlar ikinci bdlmeye girerler. Ikinci bolmede herhangi bir elektriksel alan
bulunmaz. [vmelenme potansiyeli etkisinde asagidaki formiile gore her bir iyon kiitlesine
bagli olarak hiz kazanir. Kiitle analizorii bu hiza bagh olarak alansiz bolgeyi gegis

stirelerine gore iyonlar1 ayirir.

L2
ZeVa)

m
2—
t—z(

Burada t iyonun ugus siiresi, Va ivmelenme potansiyeli, e elektronun yiikii, L ugus

yoludur. Sekil 2.4’te TOF analizériinlin sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 2.4. TOF kiitle analizoriiniin sematik gosterimi.

Iyon kaynaginda olusan ayn1 m/z oranindaki iyonlarin hepsi ayni kinetik enerjide olmaz.
Ancak analizérde bu iyonlarin kiitlelerinin dogru dl¢iilebilmesi i¢in alansiz bolgeye ayni
anda girmeleri gerekir. Bunu bagsarma adina gecikmeli ekstraksiyon (Delayed Extraction,
DE) sistemi gelistirilmistir. Bu sisteme gore alansiz bolge ile alanli bolgenin elektrotlari
arasina bir elektrot daha yerlestirilir. Baslangicta ivmelenme potansiyeli uygulanmaz,
kisa bir siire sonra uygulanarak kinetik enerjisi az olan iyonlarin bu potansiyelden
yararlanarak digerlerinin enerjisine ulagsmalar1 saglanir. DE’nin de yeterli olmadigi
durumlar icin reflektron sistemi gelistirilmistir. Reflektron kullanilmayan TOF
sistemlerine lineer TOF adi verilir. Reflektron sistemi lineer TOF dedektoriiniin
bulundugu yere yerlestirilir. Bir dizi elektrottan olusan bu sistemde uygulanan potansiyel
ile ulasan iyonlarin y&nii degistirilir. Iyonlarin reflektronda gecirdigi siire kinetik
enerjileriyle dogru orantilidir. Dolayisiyla reflektron ayni kiitledeki iyonlarin kinetik
enerjisini esitler. Reflektronda saptirilan molekiiller ikinci TOF dedektoriine dogru gider

(sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Reflektron TOF [2].

2.1.4. Dedektorler

Kiitle spektrometrisinde en sik kullanilan dedektorler elektron g¢ogalticilardan olusur.
Bunlar karsilikli yerlestirilmis birkag¢ elektrottan olusur. Yeterli kinetik enerjiye sahip
iyonlar ilk elektrota ¢arpar ve bir dizi elektronun elektrot yiizeyinden ayrilmasina neden
olur. Bu elektronlar sirayla diger elektrotlara da ¢arparak bir¢ok elektron koparirlar ve
Iyon akimi dlgiilebilir elektrik sinyaline déniismiis olur. Elektron cogalticinin diger bir
varyasyonu olan mikrokanal dedektorlerde de bir egri seklinde dizilmis binlerce elektrot
bulunur. Teorik olarak ¢alisma prensibi elektron gogalticilar aynidir. Bu dedektoriin
avantaj1 ¢cok sayida iyonun ayni anda kiitlesinin 6l¢iilebilmesidir. MALDI goriintiileme
sistemlerinde yiizeyin goriintiisii piksel piksel tiim alanin taranmasiyla olusturulur. Bu
islem ¢ok zaman alir. Bu probleme ¢6ziim bulma adina yiizeyde teker teker lazer vurusu
uygulama yerine yiizlerce vurusu ayni anda yapip, olusan tiim iyonlari es zamanl
inceleyebilecek bir dedektdr Tlretme c¢alismalart siirmektedir. Bu dedektore
medipix/timepix adi verilmistir [27]. Orbitrap ve FT-ICR kiitle analizorlerinin
dedektorleri digerlerinden mekanizma olarak farklidir. Bu dedektorler iyonlarin sistemde
yaptiklart m/z oranina bagli periyodik hareketlerin frekanslarini 6lgme esasina gore

caligirlar.

2.2. MALDI’de Iyon Olusumuna Etki Eden Faktorler
Bu boliimde sadece MALDI iyonlasma mekanizmalarina etkisi biiyiik olan degiskenler

ele alinmistir.

2.2.1. Lazer Dalga Boyu, Enerji Yogunlugu, Dalga Profili ve Lazer Spot Biiyiikliigii
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MALDI’de sisteme enerji lazer yoluyla aktarilir. Bu enerji hem o6rnegin yiizeyden
desorpsiyonunu hem de iyonlarina ayrismasini saglar. Lazerler enerji aktarim tiirlerine
gore ikiye ayrilir. Stirekli dalga (continuous wave, CW) lazerler sisteme devamli enerji
aktarirken atimli lazerler (pulsed laser) genellikle nano saniyelerle belirlenen siireglerde
calisirlar. MALDI’de 6zellikle atimli lazerler kullanilir. Atimli lazerlerde atim siiresince
aktarilan enerji yogunlugu (fluence) ¢ok yiiksektir. Hizli enerji aktarim1 enerjinin termal
olarak ¢abuk dagilmasina izin vermez, desorpsiyon etkinligi artar [28]. Siirekli lazerlerde
bu denli yiiksek enerji yogunluklarina ulasilamaz. Atimli lazerlerde ayarlanabilen iki
onemli parametre enerji yogunlugu ve giictiir (irradiance). Enerji yogunlugu, bir atimda
birim alana aktarilan toplam enerji (J/cm?) iken, gii¢ ise enerji yogunlugu/atim siiresidir
(W/cm?). Atim siirelerinin spektrum iizerinde etkisi olmadig1 bildirilmistir [29-32].
Dolayisiyla bu ikisi arasinda MALDI’de desorpsiyon/iyonlagmayi etkileyen temel lazer
parametresi enerji yogunlugudur. Lazer ile enerji aktariminda en 6nemli parametre dalga
boyudur. Hem infrared hem de UV dalgaboyunda lazerler mevcuttur. Asagida MALDI’de

kullanilan lazerlerin bir listesi verilmistir.

Cizelge 2.1.MALDI’de kullanilan bazi lazerler ve ilgili parametreler [33].

Lazer Dalga boyu Foton enerjisi (eV) Atim Siiresi
Azot 337 nm 3.68 < 1ns — birkag ns
Nd: YAG p? 355 nm 3.49 5ns
Nd: YAG p* 266 nm 4.66 5ns
Excimer (XeCl) 308 nm 4.02 25 ns
Excimer (KrF) 248 nm 5.00 25 ns
Excimer (ArF) 193 nm 6.42 15 ns
Er: YAG 2.94 ym 0.42 85 ns
CO2 10.6 pm 0.12 100 ns + 1 us kuyruk

MALDI ile ilgili ilging bir gdzlem lazer spot biiytikliigii arttik¢a iyonlasmanin gozlendigi
minimum esik enerji yogunlugu azalmaktadir [34-37]. Bu durum lazer spot biiytikligi
azaldik¢a hassasiyetin diistiiglinii gostermektedir. Lazer spot biiytikliigli azaldikca
iyonlasan molekiillerden yiizey yerine, y1gin madde i¢inden kalkarak gelenlerin sayisi
arttigindan, bu y181in i¢indeki molekiillerin ¢evrelerinden kurtularak desorbe olmalari i¢in
gereken enerji fazla oldugundan, esik enerji yogunlugunun arttigi diisiiniilmektedir.

Cihazlarda gauss 1511 (gaussian), diiz yiizeyli (flat-top) ve modiile edilmis (modulated)
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olmak iizere ti¢ tip farkli lazer odaklama profili kullanilmaktadir. Gauss 1gin1 profilinde
lazerin vuruldugu alanin merkezindeki noktada siddet en yiiksek degerinde iken ¢evreye
dogru ilerledik¢e siddet giderek azalir. Lazer siddetinin dagilim fonksiyonu gauss
egrisine benzer. Herhangi bir diizenlemeye tabi tutulmamis lazerler bu profilde 1s1k yayar.
Diiz yiizeyli lazerlerde, baglanan optik diizeneklerle gelen 1518in sadece belirli yonde
ilerlemesi saglanir ve homojen bir lazer profili elde edilir. Modiile edilmis profilli lazerler
ylzey boyunca degisken homojenitede lazer siddetleri olusturan farkli optik
diizeneklerdir. Biitiin bu profiller zamanla degisim gosterirler. Lazere maruz birakilacak
ylizeyle lazer arasindaki uzaklik degistikce, yiizeydeki siddet profili de degisir. Bu
profillerin iyon verimleri iizerine etkisi bilinmektedir. Bruker tarafindan gelistirilen
smartbeam modiilasyonu ile sekillendirilmis lazer profili, modiile edilmemmis tipik gauss
1511 lazer profili tireten Nd:YAG lazere gore matriks olarak CHCA’nin kullanildigi ince
tabaka metoduyla hazirlanan orneklerde yiiksek iyon verimleri elde edilmistir [38].
MALDI goériintiileme yontemlerinde uzaysal ¢oziiniirliik (spatial resolution) ¢ok 6nemli
bir parametre oldugu i¢in daha yiiksek ¢oziiniirliik saglama adina farkli lazer profilleri

denenmektedir [39, 40].

2.2.2. Desorpsiyon

Ornege lazer uygulanmasi sonucu birbiriyle yarisan iki siireg baslar: drnegin yiizeyden
emisyonu ve pargalanmasi (fragmentation). UV-MALDI’de kullanilan lazer atim
stirelerinde aktarilan enerji 6rnegin emisyonu i¢in gerekli optimum enerjiyi sagladigi i¢in
bu siire¢ daha agir basar [41]. MALDI i¢in farkli yiizeyden kalkis rejimleri mevcuttur.
Enerji yogunlugu iyonlagsma esigi ve ¢evresindeyken yiizeyden molekiillerin teker teker
ayrilmas1  “desorpsiyon” agir basarken yogunluk arttikga kiiciik molekiil/iyon
kiimelerinden (clusters) olusan emisyon, tozlagsma (ablation) agir basar. Enerji
yogunlugunun daha da artti§1 durumlarda ise lazerin enerjiyi aktardig1 bolgede mekanik
stres olusur ve bu ¢ok daha biiyiik y18in halinde kat1 fazin soguk halde yiizeyden kalkisina
(spallation) neden olur. Bu yigin fazlar termal etkiden ziyade mekanik etkilerle
kaldirildiklart i¢in sogukturlar ve molekiillerin bu y1gin fazdan gaz fazina gegmeleri ve
iyonlagsmalari i¢in yeterli enerji elde edemezler. Dolayisiyla MALDI siirecinde katkisi
olmadiklar1 diistintilmektedir. Kiimelerin ve yiizeyden tekli molekiillerin olusumu hem
deneysel [42] hem de molekiiler dinamik simiilasyonlariyla gosterilmistir [43, 44]. Sekil
2.6’da bu simiilasyonlarin sonucunda goriilen temel desorpsiyon rejimleri goriilmektedir.

Desorpsiyonun ilk anlarinda hem madde hem de enerji yogunlugu ¢ok yiiksektir. Bu
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nedenle iyonlarinin ¢ogunlugu bu kisa aralikta olusur. Desorbe olan materyal hizli bir
sekilde genlesir ve sogur. Bu olay ¢ok hizli oldugu icin MALDI siirecinde molekiiller
yeterince birbirleriyle temas halinde olmazlar ve tam bir termal dengeden s6z edilemez.
Ancak genel kani plume’da yerel termal dengeye ulasildigi yoniindedir. MALDI’de

erisilen sicakliklar lazer atim enerjisine bagli oldugu i¢in degiskendir. Yapilan deneyler
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Sekil 2.6. Farkl yiizeyden kalkis sekillerine ait molekiiler dinamik simiilasyonlarindan
anlik ¢ekimler. (a) monomerlerin desorpsiyonu, (b) asiri 1sitilmis materyalin
faz patlamasi ile iyon/molekiil kiimelerinin olusumu, (c) hizli erime {izerine
stvinin hareketi ile hidrodinamik piiskiirtme, (d) mekanik stres etkisiyle soguk

halde yiizeyden kalkma [44].
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2.2.3. Matriks

MALDI tekniginin kesfedilmesine 6nayak olan gelismelerden biri LDI ¢alismalarinda
orneklerin absorbsiyon maksimumuna yakin dalgaboyunda lazer kullaniminin iyon
verimini ve sinyal/giiriiltii oranin1 arttirdigiydi [46]. MALDI i¢in kullanilan matrikslerin
ortak noktasi olan bu 6zellik takip eden yillarda deneme yanilma yoluyla bir¢ok etkin
matriksin bulunmasina yardimci oldu. Ancak kati fazla ¢6zelti hali UV absorbans
degerleri degisiklikler gosterdiginden matrikslerin her 6rnek icin uygunluklari test
edilmelidir. Matrikslerin yiik aktarma 6zellikleri iyonlagsma mekanizmalart konusunda
tartisilacaktir. ilk zamanlarda bulunan benzoik asit, sinamik asit tiirevi matriksler
Ozellikle proteinlerin analizinde oldukg¢a etkindir ve hala kullanilmaktadirlar [47].
Oligoniikleotitler igin birgok farkli matriksin denendigi bir ¢alismada 3-hidroksipikolinik
asit (3-HPA) uygun bulunmustur [48]. IR-MALDI’de bir¢ok Ornek tiirii i¢in gliserin
matriks olarak kullanilmaktadir [49]. En ¢ok kullanilan UV-MALDI matrikslerinden olan
2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB) de erken donemlerde ortaya atilmistir [50]. Diger bir
stk kullanilan matriks molekiilii a-siyano-4-hidroksisinamik asit de (CHCA) 1992’de
kesfedildi [51]. Iyonlasma mekanizmalarimin anlasilmasinin faydasimin giizel bir 6rnegi
proton ilgisinin proteinlerin iyonlasmasinda énemli bir parametre oldugu diisiiniilerek bu
ozelligi diisiik olan bir CHCA tiirevi, 4-kloro-a-siyanosinamik asit matriksinin dnerilmesi
ve basartyla kullanilmasidir [52]. Ayn1 3-HPA gibi, deneme yanilma yontemiyle birgok
matriksin tarandig1 bir galismada kovalent olmayan kompekslerin incelenmesi i¢in uygun
olan bazik organik molekiiller arasindan 4-nitroanilin (PNA) one ¢ikmistir [53].
Matrikslerin lazer dalga boyunda kuvvetli absorbansinin olmasi molekiillere enerjinin
kontrollii aktariminm1 saglar ve pargalanma {irlinlerinin olusumunu engeller. Ancak
parcalanma iiriinleri yine de goriiniir ve matriksler bu iiriinleri olusturmaya yatkinliklarma
gore sicak veya soguk matriksler olarak adlandirilirlar [33]. Onemli bir matriks dzelligi;
ornegi matriks kristallerinin arasina hapsederek diger Ornek molekiillerinden izole
etmesidir. Matriks miktar1 ¢ok fazla oldugu i¢in bu durum genellikle saglanir. Ancak
ornek hazirlama yontemine ve matriks tiiriine gére matriks ve drnegin kristal yapidaki
konumlar1 degisebilir. Orneklerin matriks i¢inde dagilma ozellikleri incelenmistir [54-
57]. Her ne Kkadar izolasyon iyon verimlerini arttirabilse de, bu durum
desorpsiyon/iyonlagma i¢in gerekli kosul degildir. MALDI’de matriks ve 6rnegin yiizeye
homojen dagilmamasimin Onemli bir sonucu spektrumlarin tekrar edilen lazer

vuruslarinda yeniden ayni sekilde olusmamasidir. Sicak nokta (hot spot) olgusu olarak
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anilan bu durumu gidermek adina sivi MALDI matrikslerinin kullanilmasi onerilmistir.
Swvilar yiizeyi homojen hale getirirerek tekrar eden atiglarda bir nevi yiizeyi onarip, bagil
iyon siddetlerinin benzer sekilde olusmasini saglarlar. Bu amacla genelde ikili matriks
karigimlart hazirlanir. Bu karisim absorbans yapan bir kat1 matriks ile yapmayan bir sivi
bilesenden olusur [58-60]. MALDI matriksleri ile ilgili 6nemli bir problem diisiik kiitle
bolgelerinde ciddi matriks pikleri bulunmasidir. Bunlar kiiciik molekiillerin
incelenmesini zorlastirir. Bu amagla diisiik kiitle bolgesinde pik vermeyen farkli
matriksler 6nerilmistir [61]. Matrikslerde bulunmasi gereken bir baska 6zellik de vakum
kararliligidir. Bu durum atmosferik basing ya da orta seviye vakum kosullarinda c¢alisan
iyon kaynaklari i¢in gegerli degildir. DHB’nin vakumda degisen sicakliklarda yapilan
LDI ¢aligmalarinda belirli bir sicakligin iizerinde matriksin ylizeyden tamamen ugtugu
gozlenmistir [62]. Protonlanarak iyonlagsmayan 6rnekler i¢in elektron transfer matriksleri
mevcuttur [63-66]. Bu matriksler 6rneklerin elektron vererek veya alarak, radikal katyon
ya da anyon seklinde olusumunu tesvik eder. Sekil 2.7°de sik kullanilan bazt MALDI

matriksleri verilmistir.
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Sekil 2.7. Sik kullanilan MALDI matriksleri.

2.3 MALDI iyonlasma Mekanizmalar

MALDI iyonlagmasinin temelde iki basamakta gerceklestigi diisiiniilmektedir. {1k iyonlar
lazer atimin1 takiben ¢ok kisa bir siire iginde olusurken, plume’in ilk anlarinda madde
yogunlugu yiiksekken gerceklesen iyon/molekiil reaksiyonlartyla nihai iyonlarin olustugu
diisiiniiliir. Iki basamakli iyonlasma yaklasimi, desorpsiyon rejimleriyle uyumludur.
MALDI ile ilgili mekanistik ¢aligmalarin hepsinde ikinci basamagi olusturan plumedaki
iyon/molekiil reaksiyonlarna deginilir. Bu reaksiyonlara karsi bir argiiman mevcut
degildir. Ancak birincil iyonlarin olusma mekanizmalar1 aydinlatilmamistir ve temelde
iki yaklasim tizerinde durulmaktadir: Fotoiyonlagmaya bagli mekanizmalar ve érneklerin
lazer atimindan o©nce kati Ornek icerisinde iyonik halde bulunmasimna dayali

mekanizmalar.
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2.3.1. Fotoiyonlasma Mekanizmalari

Fotoiyonlasma  mekanizmalari ~ MALDI’'nin  ilk = zamanlarindan itibaren
degerlendirilmistir. Hazirlanan Orneklerde genellikle matriksin  asir1  miktari
kullanilmaktadir. Bu nedenle lazer enerjisinin ilk etapta biiyiik miktarda matriks tizerinde
birikecegi disiiniiliir. Matriks bir veya birkag foton absorblayarak uyarilabilir veya
iyonlagabilir. Fotoiyonlagma modelleri hem matriksin hem de 6rnegin iyonlasmasi igin
ilk basamak olarak matriksin fotoiyonlagsmasini incelerler. Ornegin direk olarak
fotoiyonlagsmasi da miimkiindiir ancak konsantasyonu diisiik oldugu durumlarda toplam
spektruma ciddi bir katki yapmasi beklenemez. Sik kullanilan MALDI matrikslerinin
¢ogunun iyonlasma enerjileri 8 eV civarindadir (Cizelge 2.2). Bu deger UV-MALDI
lazerleriyle (6rnegin azot 3.68 eV) enerjik olarak {i¢ foton absorblanmasini
gerektirmektedir. Bu fotonlarin absorblanmasi matriksin uyarilmis hal yasam siiresi
icinde gerceklesmelidir. Bu lazerlerle elde edilen enerji yogunlugu ile ii¢ fotonun ayni
anda tek bir molekiil tizerinde lokalize olmas1 diisiik olasiliklidir [67]. Ancak iki foton
absorpsiyonu miimkiin olabilir. Matriks/analit kiimelerinin matriks iyonlagsma enerjisini
iki foton seviyesine ¢ekebildigi bilinmektedir [68]. Fototermal modeller plumeda erisilen
yiiksek sicakliklarin iki foton enerjisiyle uyarilmis matrikslerin termal enerji katkisiyla
iyonlasabileceklerini 6nermektedir [69]. Bu sekilde matrikslerin iyonlasma enerjileri iki
foton seviyesine diisebilir. Ehring ve ekibi, matrikslerin farkli sekillerde uyarilmalar1 ve
bunlarin sonucunda yedi matriks iyonu olugsmasina dair mekanizmalar 6nermistir (sekil
2.9). Bagka bir ¢aligmada fotoiyonlagsma ile baslayip sodyum katilma iyonlarinin ve
protonlanmis iyonlarin olusumuna dair bazi mekanizmalar ayrica Liao ve ekibince

tartistlmastir [70].
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Cizelge 2.2. Bazi matrikslerin iyonlagsma enerjisi (IP) degerleri [45].

Matriks IP(eV)
2,5-DHB 8.054
8.14
8.19
7.86
2,6-DHB 8.3
HABA 8.32
I1AA 7.75
Ditranol 6.94
4HCCA 8.50
SA 7.72
7.54
FA 7.82
THAP 8.44
Nikotinik asit 9.38
9.21
3-HPA 8.95
M M M M M M
T
M* M* M* - Fotouyarilma
® ®
—e"\l 3}+e‘
= M| [ M~ Fotoiyonlasma
+H' >(M-H)" > H' H"‘ —Ha Fotokimyasal
(M+H)’ (M=H)'+e™ Reaksiy(;nlar

VAR %‘7 V &/ \/  Gozenen

MY (M+H)Y  (M=H)* (M+2H)** (M=H)~ (M=2H)"*M~* fvonlar
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Sekil 2.9. Kiigiik organik molekiiller i¢in fotoiyonlasma ve takip eden fotokimyasal
reaksiyon yollar1 [71].

Matriksin uyarilmasina ait mekanizmalar temelde iKi tiire ayrilir: Matriksin direk olarak
coklu foton alarak uyarilmasi (sekil 2.9, A ve B) ya da birden fazla uyarilmis matriksin
etkilesmesi sonucu enerjinin birisi tizerinde birikerek daha yiiksek uyarilmis seviyelere
gecmesi: ortaklama (pooling, sekil 2.9, C). Bunu takiben iyonlasma i¢in birkag ihtimal
vardir. Analit/matriks kiimelerinin matriksin iyonlasma enerjisini diislirmesiyle
olusabilecek direk iki foton matriks iyonlasmasinin toplam matriks iyonlarma katkist,
matriks:analit konsantrasyonu 10:1’in Ustiindeyken 6nemsenmeyecek degerdedir [72].
MALDI calismalarinda matriks miktarlar1 bundan ¢ok daha fazla tutulmaktadir. Direk
iki foton alimiyla veya ortaklama ile uyarilmis matriksin termal olarak iyonlagmasi i¢in
gerekli enerjiyi almasi olasiligi uyarilmis halin enerjisiyle iyonlagma enerjisi arasindaki
farkin biiytikligiine baghdir. Bu nedenle ortaklama mekanizmalarinin iyon olusumunda
ciddi katkist oldugu diisiiniilerek birlestirilmis fiziksel ve kimyasal dinamik modeli

(coupled physical and chemical dynamics model) ortaya atilmistir [73-75].

2.3.1.1 Birlestirilmis Fiziksel ve Kimyasal Dinamik Modeli (cpcd)

Cpcd modeline gore matriks molekiilleri lazer atisini takiben uyarilir. Eger uyarilmis
haldeki matrikslerin uyarilmis hal dalga fonksiyonlar1 ortiisiiyorsa yan yana gelen iki
tanesinin etkilesimi sonucu enerjinin yeniden dagitilmasiyla bir molekiil iizerinde
birikmesi saglanabilir. Bu durumun gergeklesebilmesi igin birbiriyle temas halinde iki
molekiiliin ayn1 anda uyarilmasi gerekir. Lazer siddeti ¢cok yliksek olmadik¢a bu ihtimal
distiktiir [76]. Ancak nétral ile uyarilmis matriks molekiilleri arasindaki orbital
ortiisgmeleri mevcudiyetinde uyarilmis hal notral molekiile aktarilabilir. Bu sekilde
hareket eden uyarilmis hal tiirlerine eksiton (exciton), bu hareket tiiriine de eksiton
atlamas1 (exciton hopping) denir. Florasans soéniimlemesi (quenching) ve tuzaklama
(trapping) deneyleriyle DHB matriksi igin eksiton atlama olayinin varligi ve matriks iyon
olusumuna etkisi gosterilmistir [76, 77]. Uyarimlarin hareketiyle daha yiiksek uyarilmis
hal molekiillerin birbiriyle karsilasarak etkilesimleri sonucu matriks iyonlar1 meydana

gelir. Asagida bu olaya iliskin denklemler verilmistir.

So+hv=>$:

S1+S12> S0+ S,

Sh+S1 2> M+ M

Sn+ S1 > [M+H]" + [M-H]
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Burada Sp temel halde matriks, S1 birinci uyarilmis haldeki matriks, Sy n. elektronik enerji
seviyelerine uyarilmis matriks ve M ile gdsterilen iyonik tiirler de matrikse ait iyonlardir.
Radikalik katyonlarin ya da protone, deprotone iyonlarin olusumu matriksin iyonlagma
enerjisi (IE) ve proton ilgisi (PA) degerlerine baglidir. Sekil 2.10°da eksiton ortaklama ve

atlama mekanizmalarinin semasi verilmistir.

A

lon

Sn

s, o e __
Saul o ___
Single center S, + 8, pooling

processes to S, &S,

lon o
o e _

S, o ___
Hopping S, +§, pooling
to Sy & lon

Sekil 2.10. Eksiton ortaklama ve atlama [45].

2.3.2. Onceden Kat1 Halde Var Olan Iyonlarin Desorpsiyonu

Iyonik kristaller halihazirda yiiklere ayrilmis halde bulunduklarindan bu yapilarin karsit
iyonlariyla arasindaki kulombik etkilesimleri matriks izolasyonunun da (dielektrik
perdeleme) yardimiyla yenmek, enerjik olarak bir kovalent bagin heterolitik kirilarak yiik

olusturmasina nazaran c¢ok daha olasidir. Bu nedenle bu yapilarin MALDI’de
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gbozlenmesinde sadece desorpsiyon isleminin yeterli olacagi diistiniilmektedir.
Desorpsiyon islemlerinde sisteme aktarilan enerji kulombik etkilesimleri yenmeye
harcanir. Baz1 nétral molekiiller de ¢6ziicii hazirlamada kullanilan asitler, tuzlar ve gegis
metali bilesiklerinin varhiginda ¢6zeltide yiikli hale gelebilirler [78-80]. Kristallenme
islemi sonucu bu tiirlerin bir kismi iyonik halde kalabilir. Organik ph belirtecleriyle
yapilan deneylerle bu tarz yapilarin kristallenme sonrasi kat1 halde de var olabildigi
gosterilmistir [81]. Bu bilgilere dayanarak kiime iyonlasma modeli (lucky survivor model)

gelistirilmistir [82-84].

2.3.2.1 Kiime Iyonlasma Modeli

Matriks kristalleri iginde 6rnegin bir kisminin iyonik bir sekilde karsit iyonlariyla beraber
kat1 halde bulundugu diisiiniiliir. MALDI’de ¢alisilan lazer enerji yogunluklari genellikle
molekiil kiimelerinin olusabilecegi lazer ile tozlagsma/desorpsiyon rejimlerini miimkiin
kilar. Bu rejimlerde bir matriks/analit kiimesinin olusumu sirasinda kristalin yiizeyden
kopmasi istatistiksel olarak bazen bir karsit iyonun kiime disinda kalmasina neden
olabilir. Bu durum kiimelerin yiiklii olmasina yol agar. Bu yapilar MALDI’de
gozlenmistir [85]. Yiikli kiimelerde yiik matriks veya analit tizerinde olabilir. Yapidaki
notral tiirlerin plume kosullarinda “desolvasyonu” ile gbzlenen iyonlar olusur. Kiime igi
yiik transferleri ile farkli iyonlarin olugsmasi miimkiindiir. Yiiksiiz kiimeler de plumeda
bulunan yiiklerin kiimede bulunan karsit iyonlar1 nétralize etmesi sonucu yiikli hale
gelebilir. Pozitif modda iyonlarin bu sekilde olusumuna dair bazi tepkimeler asagida

verilmistir.

AH\" +nX > AH" + X"+ n-1HX (yiiklii kiimenin desorpsiyonla olusumu)
AHy" + nX + [m+H]" > AH" + HX + n-1HX + m (yiik nétralizasyonu)

Burada A analit, X herhangi bi karsit anyon, m matrikstir. Metal katyonlar1 i¢in de benzer

reaksiyonlar gegerlidir. Sekil 2.11°de kiime iyonlagsmasinin bir 6zeti verilmistir.
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Cluster ici yiik
A . R transferi —p AH™ +
A T x(m)
. +':. A
. MH / (M-H)
) A / - NotlallzasyV
R ." i 7 + +
A R :j\Hnn+ — O __e_____.,—y AH +y(m)+z(mH)
R N \ nn + x(m
x"' AH;.:'
R o O — AH' + x(m)
Desorpsiyon Ykl Reaksiyonlar Qozlenen analit
Clusterlar ve desolvasyon iyonlar:

Sekil 2.11. Kiime iyonlasmasinda gergeklesen olaylar [45].

2.3.3. Iyonlasmaya Katkida Bulunan Diger Mekanizmalar

IR-MALDI’de kullanilan lazerlerle 6rnegin elektronik enerji seviyeleri uyarilamayacagi
i¢in iyonlagmanin biiyiik 6l¢iide termal oldugu diisiiniilmektedir. Bir diger gézlem UV ve
IR MALDI spektrumlarinin biiyiik oranda birbirine benzemesidir. Bu nedenle UV-
MALDI’deki iyonlarin olusumunun da termal olabilecegi tizerinde durulmustur. Termal
iyonlagsma mekanizmalariin en bilineni Polar Akiskan Modeli’dir (Polar Fluid Model,
PFM) [86, 87]. Bu modele gore matriksin lazer absorpsiyonunu takiben enerjinin
cogunlugu 1siya doniisiir. Bu 1s1 ile matriks plumeda ¢6ziiciiye benzer polar bir akigskan
faz olusturur. Cozelti fazinda oldugu gibi polar molekiillerin yiik ayrimlar1 ve iyon
olusumu bu akigkan iginde gergeklesebilir. Bu model polar matriks ve analit gerektirdigi
icin kapsami sinirlidir. Buna ragmen giiniimiizde gelistirilmis varyasyonlari tartigiimaya

devam etmektedir [88, 89].

Baz: tiirlerin pKa degerlerinin UV dalgaboyu ile uyarilmasini takiben ciddi miktarda
diistiigli bildirilmistir. Bu sekilde asidik hale gelen matrikslerin temel haldeki diger
matrikslere ya da 6rnege proton aktarabilecegini diisiinerek uyarilmis hal proton transferi
(excited state proton transfer, ESPT) mekanizmasi onerilmistir. Ancak bir¢ok matriks
molekiiliiniin ESPT aktifligi lizerine yapilan ¢aligmalar olumsuz sonug¢lanmistir. Yine de
iyonlagmaya ESPT ile gerceklesen proton transferlerinin bir miktar katkida bulundugu
diistiniiliir [90].

Pnomatik Yardim (pneumatic assistance) [45] modeli kiime iyonlasma modeline benzer.

Matriksin UV absorbansini takiben hizli bir sekilde bozunarak dagilmasi (disintegration)
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ile olusan gaz faz1 kiicik parcalanma {irlinlerinin yardimiyla Ornegin ylizeyden

desorpsiyonuna dayanir . Iyonlasma kiime modeliyle aynidir.

2.3.4. Gaz Fazi ikincil iyonlasma Reaksiyonlari

Plume yogunlugunun yiiksek oldugu siiregte ilk olusan iyonlarin nétral molekiillerle
reaksiyonlart sonucu nihai iyonlar olusur. MALDI’de proton, elektron ve katyon
transferine dayali ikincil reaksiyonlar sik gozlenir. Bolgesel termal dengeye ulasildigi
distiniildiigiinden bu ikincil reaksiyonlarin sonuglari termodinamik degiskenler
kullanilarak 6ngoriilebilir. Giiniimiizde matrikslerin gaz fazi bazlik (gas phase basicity,
GB), PA ve IE degerlerinin olgtimleri hiz kazanmistir. Yerel termal dengeye ulagim
plume yogunlugu ve molekiillerin hiz1 ile alakalidir. Plume konsantrasyonu diisiik
oldugunda ikincil reaksiyonlar ger¢eklesemeden hizli bir sekilde genisler ve nihai iirlinler
kinetik kontrollii olur [91]. Bir¢ok analit MALDI’de protonlanmis sekilde gozlenir.
Bolgesel termal denge varliginda olusan iyonlarin bagil oranlarini biiyiik oranda matriks
ve Ornegin proton ilgisi degeri belirler. Bazi peptitler, aminoasitler ve matriksler i¢cin GB,
PA degerleri ve spektrumla iliskisi bildirilmistir [92-94]. PA’s1 diisiik olan 6rnekler igin
metal katyonlanma seklinde iyonlagsma uygun bir mekanizma olabilir. Bu durumda
matriksin metal katyon ilgisi degerlerinin ornekten diisiik olmasina dikkat edilmelidir.
Bir¢ok 6rnekte en sik karsilagilan metal katyonlar1 sodyum ve potasyumdur. Matrikslerin
sodyum ilgisi degerleri 140-170 kJ/mol arasinda degisirken, peptiler ve aminoasitler 150-
160 kj/mol civarlarindadir [95, 96]. Bu degerler birbirine ¢ok yakin oldugudan gaz
fazinda sodyumlanma, matriks ve 6rnek arasinda yarigmaya tabidir. Hem matrikslerin
hem de o©rnek molekiillerinin radikalik katyon seklinde iyonlagmast MALDI’de
gozlemlenir. Protonlama ve katyonlamanin enerjik olarak uygun olmadig: drnekler igin
elektron transferiyle (ET) iyonlasma uygun bir yontem olabilir. Pozitif modda ¢alisirken
ornegin ve matriksin iyonlasma enerjisi degerleri [97], negatif modda ise elektron ilgisi
degerleri termodinamik olarak énem tasir [65]. Iyonlasma enerjisi matriksten diisiik olan
orneklere matriksten elektron aktarimi uygun bir mekanizmadir. Gaz fazi proton aktarimi
ve metal katyonlanma reaksiyonlari gozlemlenmistir [98-100]. Gaz faz1 iyon molekiil
reaksiyonlariin bir sonucu matriks ve analit baskilanmasidir (matrix suppression effect
(MSE), analyte suppression effect (ASE)). Baskilanma her tiirlii 6rnekte gézlemlenebilir.
Matriks iyonlarimin baskilanmasi genellikle biitiin matriksle alakali iyon siddetlerinde

diisiis yasanmasina neden olur [101, 102].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Trifloroasetik asit (TFA), metanol, 3-HPA, CHCA, dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-
Aldrich (ABD), asetonitril (ACN) ve tetrahidrofuran (THF) Merck (Almanya), SA Acros
(ABD), PNA, DHB, trans-2-[3-(4-tert-biitilfenil)-2-metil-2-propenildien]malononitril
(DCTB) Fluka (Isvigre) firmalarindan alinmistir.

Kloro-2,6-bis(N-metil-benzimidazol-2-il)piridinplatin(Il)kloriir (B-19), nitrato-2,6-bis(-
benzimidazol-2-il)piridinplatin(ll)nitrat ~ (B-17_R),  5,6,12,13-tetrakloro-2,9-bis(2-
(piridin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol-5-il)antra[2,1,9-def:6,5,10-d'e'f']diizokinolin-

1,3,8,10(2H,9H)-tetraon  (FP-49),  5,6,12,13-tetrakis(4-metoksifenoksi)-2,9-bis(2-
(piridin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol-5-il)antra[2,1,9-def:6,5,10-d'e'f"]diizokinolin-

1,3,8,10(2H,9H)-tetraon  (FP-50), 5,6,12,13-tetrakis(4-(tert-biitil)fenoksi)-2,9-bis(2-
(piridin-2-il)-1H-benzo[d]imidazol-5-il)antra[2,1,9-def:6,5,10-d'e'f']diizokinolin-

1,3,8,10(2H,9H)-tetraon  (FP-53), Mangan (IlI) 2,2',2",2"-(ftalosiyanin-2,9,16,23-
tetrailtetrakis(oksi))tetrakis (N,N-dibenziletanamin) (MnPc), Nikel (1) 2,2',2",2"-
(ftalosiyanin-2,9,16,23-tetrailtetrakis(oksi))tetrakis(N,N-dibenziletanamin) (NiPc),
Kobalt  (Il) 2,2',2",2"-(ftalosiyanin-2,9,16,23-tetrailtetrakis(oksi))tetrakis ~ (N,N-
dibenziletanamin) (CoPc) ve ti¢ merkezli ¢inko ftalosiyanin kompleksi (ZnPc) Prof. Dr.

Abdurrahman Sengiil tarafindan sentezlenip bize saglanmigstir.

3.2. Arac¢ Gerecler

MALDI ¢alismalarinda Bruker Daltonik’in (Bremen, Almanya) RapilfleX MALDI
Tissuetyper™ cihazi kullanilmistir. Ornekler MTP-384 ground steel plate’e spotlanarak
MALDI cihazina yiiklenmistir. Ornek ¢dzeltilerinin karistirilmasinda Heidolph-Reax
Cotrol Vortex (Heidolph, Almanya) cihazi kullanilmistir. Spektrumlarin eldesi i¢in
flexControl v4.0, veri analizi i¢in flexAnalysis v4.0 bilgisayar programlari kullanilmistir.

Sekillerin diizenlenmesi Adobe Illustrator 2019 programi vasitasiyla yapilmistir.

3.3. MALDI Cihaz Parametreleri
Kullanilan MALDI cihazinda BRUKER scanning smartbeam™ 3D 355 nm
dalgaboyunda lazer kullanilmaktadir. Bu lazer atim basma 100 pJ ve st enerji

aktarabilmektedir. Tekrarlanma hiz1 (repetition rate) 1-10 kHz arasindadur. Tyonlar pozitif
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ve negatif modda swrasiyla +20/-20 kV‘a ulasan elektriksel potansiyellerle
ivmelendirilebilmektedir. Sistem vakumu biri turbomolekiiler digeri mekanik olmak

tizere iki pompa vasitasiyla saglamaktadir.

3.3.1. Pozitif ve Negatif Mod MALDI Yontemleri
Pozitif ve negatif mod i¢in kullanilan metodlar da diger biitiin parametreler ayni olup iyon

kaynag1 potansiyeli pozitif mod i¢in 20 kV iken negatif mod i¢in -20 kV tur.

e Reflektron: Agik

e Lazer Odaklamasi: MS Thin Layer
e Lazer Atig Sayisi: 1000

e Lazer Atis Frekansi: 10000 Hz

e Kiitle Araligi: 1-3000 m/z

e Iyon Kaynagi Potansiyeli: 20 kV

e Pik Belirleme Algoritmasi: Centroid

e Sinyal/Giriilti Esigi: 20

3.4. Matriks ve Ornek Cozeltilerinin Hazirlamsi

Biitiin deneylerde matriks konsantrasyonu drnekten en az 100 kat fazla olacak sekilde
calisilmistir. MALDI deneylerinde ince tabaka (thin layer) 6rnek hazirlama yontemi
kullanilmistir. Buna gore dnce matriks ¢ozeltisinden 1 pL alinarak plate’e uygulanmis
olup, ¢6ziicliniin buharlasmasini1 takiben ayni bolge tizerine ornek ¢ozeltisinden 1 pL
damlatilarak, tekrar ¢oziicii buharlasmasi beklenip MALDI kiitle spektrometresine
yiiklenmistir. LDI deneylerinde ise ilgili ¢6zeltinin (matriks ya da 6rnek ¢ozeltisi) 1 pL’si

alinarak dogrudan uygulanip, ¢6zelti buharlagmasini takiben MALDI ile analiz edilmistir.

Asit Tlaveli ve Tlavesiz 3-HPA Matriksinin Hazirlamisi: 10 mg 3-HPA nin, su/ACN
(50:50; v/v) karisiminda ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL asit ilavesiz 3-
HPA ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Yine 10 mg 3-HPA’nin, sw/ACN/TFA (50:50:1; v/v)
karisiminda ¢6ziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL 3-HPA asit ilaveli ¢6zeltisi

hazirlanmustir.

Asit Ilaveli ve Ilavesiz DHB Matriksinin Hazirlamisi: 10 mg DHB nin, su/ACN (70:30;

v/v) karisiminda ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL asit ilavesiz DHB
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¢ozeltisi hazirlanmistir. Yine 10 mg DHB’ nin, su/ACN/TFA (70:30:1; v/v) karisiminda

¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL DHB asit ilaveli ¢6zeltisi hazirlanmistir.

Asit Tlaveli ve Ilavesiz DCTB Matriksinin Hazirlamisi: 10 mg DCTB 1 mL THF’de
coziilerek 10 mg/mL asit ilavesiz DCTB ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiye 10 uL TFA

ilavesiyle DCTB asit ilaveli ¢6zeltisi olusturulmustur.

Asit Tlaveli ve flavesiz PNA Matriksinin Hazirlamsi: 10 mg PNA’nin metanol/su
(85:15; v/v) karisiminda ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL asit ilavesiz
PNA ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Yine 10 mg PNA’nin, metanol/su/TFA (85:15:1; v/v)
karisiminda ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL PNA asit ilaveli ¢ozeltisi

hazirlanmustir.

Asit Tlaveli ve Tlavesiz CHCA Matriksinin Hazirlamsi: 10 mg CHCA’nin su/ACN
(70:30; v/v) karisiminda ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL asit ilavesiz
CHCA ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Yine 10 mg CHCA’nin, sw/ACN/TFA (70:30:1; v/v)
karigiminda ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL CHCA asit ilaveli ¢ozeltisi

elde edilmistir.

Asit Ilaveli ve Tlavesiz SA Matriksinin Hazirlamisi: 10 mg SA’nin su/ACN (70:30; v/v)
karisiminda ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL asit ilavesiz SA ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Yine 10 mg SA’nin, su/ACN/TFA (70:30:1; v/v) karisiminda ¢oziilerek 1

mL’ye tamamlanmasiyla 10 mg/mL SA asit ilaveli ¢ozeltisi elde edilmistir.

Asit Tlaveli ve Tlavesiz B-19 Ornek Cozeltisinin Hazirlamsi: 0,1 mg B-19 metanolde
¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanarak 0,1 mg/mL B-19 asit ilavesiz ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Ayni ¢ozeltiye 10 uL TFA ilavesiyle B-19 asit ilaveli ¢ozeltisi olusturulmustur.

Asit Tlaveli ve ilavesiz B-17 R Ornek Cozeltisinin Hazirlamsi: 0,1 mg B-17_ R
DMSO/metanol (10/90; v/v) i¢inde ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanarak 0,1 mg/mL B-17_R
asit ilavesiz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Aynmi ¢ozeltiye 10 uL TFA ilavesiyle B-17_R asit

ilaveli ¢ozeltisi olusturulmustur.

Asit Ilaveli ve Ilavesiz FP-49 Ornek Cézeltisinin Hazirlamisi: 0,1 mg FP-49 1mL THF
iginde ¢oziilerek 0,1 mg/mL FP-49 asit ilavesiz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ayni ¢ozeltiye

10 uL TFA ilavesiyle FP-49 asit ilaveli ¢6zeltisi olusturulmustur.
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Asit Tlaveli ve Tlavesiz FP-50 Ornek Cozeltisinin Hazirlamisi: 0,1 mg FP-50 1ImL THF
iginde ¢oziilerek 0,1 mg/mL FP-50 asit ilavesiz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ayni ¢ozeltiye

10 uL. TFA ilavesiyle FP-50 asit ilaveli ¢6zeltisi olusturulmustur.

Asit Tlaveli ve Ilavesiz FP-53 Ornek Cozeltisinin Hazirlamisi: 0,1 mg FP-53 1mL THF
iginde ¢oziilerek 0,1 mg/mL FP-53 asit ilavesiz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ayni ¢ozeltiye

10 uL. TFA ilavesiyle FP-53 asit ilaveli ¢6zeltisi olusturulmustur.

MnPc, CoPc, NiPc ve ZnPc Ornek Cézeltilerinin Hazirlamisi: ilgili kompleksin 0,1
mg’1 1 mL ACN iginde ¢oziilerek 0,1 mg/mL ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu 6rnekler asit

ilavesiz galisilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Deneylerde Kullanilan MALDI Matrikslerinin LDI Spektrumlari

Orneklerin MALDI spektrumlarindaki yiik dagilimlarmi incelerken matriks-6rnek
etkilesimlerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in bazi1 6rneklerde matrikse ait kiitle bolgeleri
izlenmistir. Bu bolgelerdeki dagilimlar matriks LDI spektrumlari ile karsilastirilarak olasi
yiik transferleri tartisilmistir. Bu boliimde bahsedilen karsilastirilmalarin yapilabilmesi
i¢cin matrikslerin pozitif ve negatif modda LDI spektrumlari elde edilmistir. Kullanilan
lazer siddeti matriksin desorpsiyon/iyonlagsma esiginin iizerinde optimum iyon

verimlerinin gézlemlendigi degerlere ayarlanmistir.

4.1.1. DHB LDI Spektrumu

DHB matriksinin LDI spektrumu asit ilaveli ve ilavesiz ortamlarda hazirlanarak
incelenmistir. DHB’nin molekiil kiitlesi (monoizotopik kiitle, Mmono=154,02 Da)
bolgesine denk gelen 150-160 m/z kiitle araligi (sekil 4.1.1) ve [DHB-OH]*, [DHB] * ve
[DHB-Na] * iyonlarin1 kapsayan 120-185 m/z araligi (sekil 4.1.2) pozitif modda ayr1
incelenmistir. Digaridan ilave edilen asit varliginin DHB izotopik dagilimi iizerine bir
etkisi olmadig1 sekil 4.1.1°de goriilmektedir. Sekil 4.1.1’de [DHB]" pik siddetinin
[DHB+H]"’ya orani asit ilaveli ve ilavesiz 6rneklerde teorik pikten farklilik gostermistir.
Deneysel spektrumlarda [DHB+H]* siddetindeki bagil artis MALDI ortamina 6zgii
iyonlagma triinlerine igaret etmektedir. Zayif organik asit olan DHB’nin hem ¢dziicii
ortaminda hem de kristal yapida halihazirda protonlanmasi beklenmez. Bu nedenle bu
iyonun olusumunun Ci3 ‘ten gelen dogal izotop katkilar1 disinda uyarilmis matriksin
disproporsiyonasyonu veya halihazirda olusmus radikal katyonun ¢evreden bir hidrojen
atomu almas1 ile oldugu diisiiniilmiistiir. Plume’da hidrojen radikallerinin varligi
bilinmektedir [103]. Sekil 4.1.3’te DHB’nin negatif modda molekiil bdlgesindeki
spektrumu verilmistir. Bu modda olusan tiirler [DHB-H] ve [DHB-2H] olmustur.
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Sekil 4.1.1. DHB’nin 150-160 m/z bolgesindeki (Mmono=154,02 Da) (A) 1% TFA ilave
edilmis ¢o6zeltisinin, (B) TFA ilavesiz ¢6zeltisinin, (C) teorik pozitif mod LDI
spektrumlari. Teorik spektrum DHB molekiiliiniin hesaplanmis dogal izotopik dagilimini

gostermektedir.

Sekil 4.1.2°de farkli lazer siddetlerinde asit ilavesiz DHB ¢6zeltisinin LDI pozitif
spektrumu incelenmistir. Lazer siddetinin artmasiyla daha ¢ok [DHB]" bozunarak [DHB-
OH]"’ya donlismiis olup, bu pargalanma firiiniiniin bagil siddeti [DHB+Na]"’ya
yaklagmustir.
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Sekil 4.1.2. DHB’nin 120-185 m/z bolgesindeki asit ilavesiz ¢ozeltisinin (Mmono=154,02
Da) (A) 40%, (B) 50%, (C) 60%, (D) 70%, (E) 80% lazer siddetinde pozitif
mod LDI spektrumlari.
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Sekil 4.1.3. DHB’nin 150-160 m/z bélgesindeki (Mmono=154,02 Da) (A) 1% TFA ilave

edilmis ¢ozeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢ozeltisinin, (C) teorik negatif mod
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LDI spektrumlari. Teorik spektrum DHB molekiiliiniin hesaplanmis dogal

izotopik dagilimini gostermektedir.

Negatif spektrumlarda iyonlagma igin gerekli esik lazer siddetinin pozitif moda gore daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. 250 m/z altinda kayda deger iyon siddetindeki tek pik
molekiil bolgesindeki pikler olmustur. Lazer siddetinin arttirilmasi ile bagil pik

siddetlerinde degisiklik olmadigi tespit edilmistir.

4.1.2. 3-HPA LDI Spektrumu

3-HPA’da matriksin tamamen protonlanmis hali gozlemlenmistir. Bu durum DHB ve 3-
HPA matrikslerinin ¢izelge 4.1°deki ortalama proton ilgisi degerleriyle uyumludur. 3-
HPA’nin ortalama proton ilgisi degeri DHB’den biiyiik oldugundan (sirasiyla 897 kj/mol
ve 854 kj/mol) protonlanmis kiitlenin olusumuna ait tepkimeler agir basmaktadir.
Literatiirdeki proton ilgisi degerleri farklilik gostermekte olup karsilastirmalarda
bildirilmis degerlerin ortalamasi kullanilmistir. Sekil 4.1.4°te 3-HPA nin molekiil kiitlesi
bolgesine (Mmono=139,02 Da) denk gelen 135-145 m/z araligina ait asit ilaveli ve ilavesiz

cozeltisinin LDI spektrumlart teorik izotopik dagilim ile birlikte verilmistir.

Cizelge 4.1. Deneylerde kullanilan matriksler igin literatiirde bildirilen bazi proton ilgisi

degerleri.

Matriks Proton Tlgisi (kj/mol)

3-HPA 897(ort*)
898 + 1,4 [104]
896 [94]

CHCA 848 (ort*)
765,711 + 8,4 [92]
9332 + 9 [105]
841 + 1,1 [104]
858,9 [106]

DCTB

DHB 854(ort*)

855 + 8 [107]
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853,5 + 16,7 [92]
854 + 14 [105]

855,24+ 0,7 [104]

850,4 [108]
PNA 866,1 + 8 [109]
SA 878(ort*)

853,5+ 16,7 [92]
894,5 + 13,5 [105]
875,3 + 1,6 [104]

887 [94]

*: Farkl literatiir degerlerinin ortalamasi.

12. Bu degerler CHCA’nin ortalamasi alinirken ithmal edilmistir.

X OH A
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Sekil 4.1.4. 3-HPA nin 135-145 m/z (Mmono=139,02 Da) bélgesindeki (A) 1% TFA ilave

edilmis ¢ozeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢ozeltisinin, (C) teorik pozitif mod LDI
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spektrumlari. Teorik spektrum 3-HPA noétral molekiiliine ait dogal izotopik

dagilimini gostermektedir.

Sekil 4.1.5°te lazer siddetiyle 3-HPA molekiil bolgesi ve sodyum bagli iyonunun
bolgesinin bagil siddetlerindeki degisim incelenmistir. Lazeri siddet arttikca [3-
HPA+Na]" bagil siddeti azalmustir.

~OH A
IN/ o
OH
y L A (L
] B
=2
or
0)
3]
s L L
[3-HPA+H] ¢
- +H1"
[3-HPA+Na]*
A ,\
135 140 145 150 155 160
m/z

Sekil 4.1.5. 3-HPA’nin 135-165 m/z bolgesindeki (Mmono=139,02 Da) (A) 60%, (B)
70%, (C) 80% lazer siddetinde asit ilavesiz ¢ozeltisinin pozitif mod LDI

spektrumlari.

Sekil 4.1.6 molekiilin negatif mod LDI spektrumu olup baskin tiir [3-HPA-H] “dir.
Uyarilmis nétral molekiiliin disproporsiyonasyon reaksiyonuyla hem pozitif hem negatif

iyonlar olusabilir.

[3-HPA]* + [3HPA]* > [3-HPA+H]" + [3-HPA-H]
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Sekil 4.1.6. 3-HPA’nin 135-145 m/z bolgesindeki (Mmono=139,02 Da) (A) 1% TFA ilave
edilmis ¢ozeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢dzeltisinin, (C) teorik negatif mod LDI
spektrumlari. Teorik spektrum notral molekiile ait dogal izotopik dagilimi

gostermektedir.

4.1.3. CHCA LDI Spektrumu

CHCA ortalama proton ilgisi degeri (848kj/mol), hem 3-HPA’dan (897kj/mol) hem de
DHB’den diisiik olup (854 kj/mol) sekil 4.1.7°deki [CHCA]" (Mmono=189,04 Da) pik
siddetinin [CHCA+H]""ya orani bu verilerle uyum gostermemistir. CHCA i¢in literatiirde
bildirilen en diisiik proton ilgisi degeri ile en yiiksek proton ilgisi degerleri sirasiyla 765,7
+ 8,4 ve 933 + 9 kj/mol olup genis aralik degerlendirmeyi zorlastirmistir. Ortalama deger
bu iki deger yoksayilarak hesaplanmis olup daha kesin proton ilgisi degerlerine ihtiyag
duyuldugu asikardir. Ayrica lazer siddetleri matrikse gore optimum degerlerde secildigi
icin Orneklere aktarilan enerji degerleri farklilik gostermektedir. Radikalik katyon
seklinde iyonlasma ve protonlanarak iyonlagma reaksiyonlarinin enerji gereksinimleri
farklidir. Dengeye ulasan reaksiyonlarda matrikslerin elektron yakalama ve proton ilgisi
degerlerine gdre bu reaksiyonlarin miktarlar1 degisebilir. Ancak MALDI’de tam bir
denge durumundan sz edilemez. Bunun disinda [CHCA+H]* bagil oran1 yine de fazladir
ve protonlanmaya neden olan reaksiyonlarin baskin oldugu gozlenmistir. Teorik pikte
ongorilmeyen [CHCA+2H]" ve [CHCA+3H]" pikleri MALDI’'ye 6zgii iyonlardir.
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Matriksin ekstra hidrojen atomu aldig1 bu durumlar ayn1 DHB’de oldugu gibi plumedaki

hidrojen atomu varligina isaret etmektedir.

2 A
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HO CN

—
>
1

Bagil Siddet
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Sekil 4.1.7. CHCA’nin 185-195 m/z bolgesindeki (Mmono=189,04 Da) (A) 1% TFA ilave
edilmis ¢ozeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢ozeltisinin, (C) teorik pozitif mod LDI
spektrumlari. Teorik spektrum CHCA nétral molekiiliine ait dogal izotopik

dagilimi gostermektedir.

Sekil 4.1.8°de lazer siddetindeki degisimle CHCA molekiil, sodyum ve OH ¢ikisina denk
gelen parcalanma {riinii kiitle bolgelerindeki bagil siddet degisimleri incelenmistir.
Burada da lazer siddetinin artisiyla sodyum baglanma iyonlarinin bagil iyon siddeti
dististi dikkat c¢ekmistir. Sekil 4.1.9°da verilen negatif mod molekiil bolgesi
spektrumunda sadece [CHCA-H] iyonlarinin olusmasi dikkat ¢ekmistir. Pozitif mod
pikleriyle karsilastirilinca iki moddaki molekiil bolgesi iyonlarmin olusumunun

birbirinden bagimsiz gerceklestigi diigiiniilmustiir.
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Sekil 4.1.8. CHCA’nin 170-215 m/z bolgesindeki (Mmono=189,04 Da) (A) 30%, (B) 40%,
(C) 50%, (D) 60%, (E) 70% lazer siddetinde asit ilavesiz ¢ozeltisinin pozitif

mod LDI spektrumlari.
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Sekil 4.1.9. CHCA’nin 185-195 m/z bolgesindeki (Mmono=189,04 Da) (A) 1% TFA ilave

edilmis ¢ozeltisinin, (B) asit ilave edilmemis ¢ozeltisinin, (C) teorik negatif
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mod LDI spektrumlari. Teorik spektrum CHCA molekiiline ait dogal

izotopik dagilimi gostermektedir.

CHCA negatif mod molekiil bolgesi iyon verimleri pozitife gore daha yiiksek ¢ikmis
olup, esik iyonlasma enerjisi pozitif moddan diisik gozlenmistir. Ayni1 zamanda
parcalanma {iiriinleri ve iyon molekiil kiimesi olusumlar1 negatif modda c¢ok daha az
gozlemlenmistir. Bu deneysel sonuglardan goriildiigii lizere proton ilgisine gore

protonlanmis molekiiler iyon sinyallerinin biiyiikliikleri degigsmektedir.

4.1.4. SA LDI Spektrumu

SA’da da pozitif mod molekiil bolgesinde (sekil 4.1.10) hem radikal katyon
(Mmono=224,06 Da) hem de protonlanmis iyon goriildi. Protonlanmig kiitle CHCA’daki
gibi bagil olarak radikal katyonlara gore daha fazla ¢ikti. Ilave asit izotopik dagilimlar
tizerinde etki olusturmadi. Aynt CHCA’da oldugu gibi negatif modda (sekil 4.1.11)
molekiil bolgesinde sadece [SA-H] tiirleri gézlemlendi. Sekil 4.1.12°de degisik lazer
siddetlerinde hem sodyum bagli iyonun hem de molekiil kiitlesini kapsayan kiitle
bolgesindeki spektrumlarda sodyum bagli iyonlarin bagil siddetlerindeki azalis ile lazer

enerjisi arasinda dogrusal bir iliski gézlenmemistir.
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Sekil 4.1.10. SA’nin 220-230 m/z bolgesindeki (Mmono=224,06 Da) (A) 1% TFA ilave

edilmis ¢ozeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢ozeltisinin, (C) teorik pozitif mod LDI
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spektrumlari. Teorik spektrum SA molekiiliine ait dogal izotopik dagilimi

gostermektedir.
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Sekil 4.1.11. SA’nin 220-230 m/z bdlgesindeki (Mmono=224,06 Da) (A) 1% TFA ilave

edilmis ¢o6zeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢ozeltisinin, (C) teorik negatif mod

LDI spektrumlari. Teorik spektrum SA molekiiliine ait dogal izotopik

dagilimi géstermektedir.
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Sekil 4.1.12. SA’nin 220-250 m/z bolgesindeki (Mmono=224,06 Da) asit ilavesiz
¢ozeltisinin (A) 60%, (B) 70%, (C) 80% lazer siddetindeki pozitif mod LDI

spektrumlari.

4.1.5. PNA LDI Spektrumu
Sekil 4.1.13’te PNA’nin molekiil bolgesine (Mmono=138,04 Da) denk gelen 135-145 m/z
kiitle araliginda temel pik [PNA+H]+ olarak gozlemlenmistir.
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Sekil 4.1.13. PNA’nin 135-145 m/z bolgesindeki (Mmono=138,04 Da) (A) 1% TFA ilave
edilmis ¢6zeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢ozeltisinin, (C) teorik pozitif mod LDI
spektrumlari. Teorik spektrum PNA molekiiliine ait dogal izotopik dagilim1

gostermektedir.

Sekil 4.1.14’teki molekiil kiitlesi bolgesi negatif mod LDI spektrumunda temel pik olarak
[PNA-H] gozlenmistir. 3-HPA’ya benzer sekilde pozitif ve negatif mod molekiil iyonlari
disproporsiyonasyon reaksiyonlariyla olusmus olabilecegi diisiiniilmiistiir. Sekil 4.1.15°te
135-165 m/z araliginda pozitif modda hem molekiil hem de sodyum bagli iyon pikleri
goriilmektedir. Lazer siddeti arttirildiginda bagil siddetlerde farklilik gbzlenmemistir.
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Sekil 4.1.14. PNA’nin 135-145 m/z bdlgesindeki (Mmono=138,04 Da) (A) 1% TFA ilave

Bagil Siddet

edilmis ¢ozeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢ozeltisinin, (C) teorik negatif mod
LDI spektrumlari. Teorik spektrum PNA molekiiliine ait dogal izotopik

dagilim1 gostermektedir.
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Sekil 4.1.15. PNA’nin 135-165 m/z bolgesindeki (Mmono=138,04 Da) molekiil ve sodyum
kiitle bolgelerine ait (A) 40%, (B) 50%, (C) 60%, (D) 70%, (E) 80%, (F)
90%, (G) 100% lazer siddetindeki asit ilavesiz ¢6zeltisinin pozitif mod LDI

spektrumlari.

Bu ¢aligsmaya temel teskil edecek MALDI matrikslerinin hem pozitif hem de negatif kiitle
spektrometrisi ile elde edilen spektrumlarindan disaridan eklenen asitin MALDI
matrikslerin iyonlagma mekanizmasinda rol almadigi ancak matrikslerin birbirlerine gore
iyonlagsma davraniglarinin proton afinitelerine (pozitif modda) ve elektron afinitelerine
(negatif modda) gore degistigi goriilmiis olup buna gore hangisinin negatif ve hangisinin
pozitif modda kullanilacagi agik¢a belirlenebildigi diistiniilmiistiir. Bu durum dogal
olarak c¢alismalar i¢in uygun MALDI matriksi se¢iminin iyonlastiracagi 6rnek tiiriine

bagli oldugunu gdstermistir.

4.1.6. DCTB LDI Spektrumu

DCTB matriksi  diger matrikslere gore ¢ok disik lazer siddetlerinde
desorpsiyon/iyonlagsma 6zelligi gostermistir. Benzer sekilde MALDI ¢aligmalarinda da
ornekler ¢ok diisiik lazer siddetlerinde gézlenmistir. Lazer siddetinin artmasi ile drnekler
hizlica dedektor doygunluguna ulastigindan DCTB’nin farkli lazer siddetlerindeki iyon
profilleri incelenmemistir. Pozitif mod LDI spektrumunda (sekil 4.1.16) molekiil kiitle
bolgesinde (Mmono=250,14 Da) [DCTB]*, [DCTB+H]* ve [DCTB+2H]" iyonlar
gozlenirken birgok spektrumda sodyum baglanma iyonu temel pik olarak goriilmiistiir (bu
sekillere yer verilmedi). Radikal katyonun kararliliginin yapidaki pi bagi
konjugasyonundan ileri geldigi diisiniilmistiir. Negatif mod LDI spektrumunda (sekil
4.1.17) molekiil kiitle bolgesinde temel pik olarak [DCTB] iyonu olusmustur. Bu
ozelligiyle DCTB diger matrikslerden ayrilmistir. Kararsiz hidrojen atomu olmayan
DCTB’de diger matrikslerden farkli olarak [DCTB-H] iyonu goriilmemistir.

Matrikslerle yapilan ¢alismalarda radikal katyon olusumu goésteren matrikslerde hidrojen
atom aktarimlar1 da izlenmistir. Bununla birlikte bu egilim yapisinda ¢oklu bag iceren
CHCA, SA ve DCTB gibi molekiillerde artis gostermistir. Buna karsin radikal
katyonlarin goriilmedigi amin grubu igeren PNA ve 3-HPA’da iyonlasmanin
disproporsiyonasyon seklinde gerceklestigi ve hidrojen aktarimlarinin olmadigi
goriilmiistiir. PNA’nin iyonlagma enerjisi radikal katyon olusturan diger matrikslerden

diisiik olmasina ragmen benzer sekilde bu iyonu olusturmadigi saptanmistir. Termal
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iyonlagma modellerinde disproporsiyonasyon yogun fazin isinarak termal dengeye
gelmesiyle baslar ve termodinamik kontrolliidiir. PNA ve 3-HPA’da bu reaksiyonlarin
cok cabuk termal dengeye ulastig1 diistiniilmiistiir. Bu durum diger matrikslerde bundan
ziyade fotokimyasal siireclerin agir bastigina isaret ediyo olabilir. DCTB’de radikal
anyon olusmasina ragmen negatif iyon modunda hidrojen aktarimina dair iyonlar
gozlenmemistir. Nitekim bu iyonun sadece DCTB’de olusmasi yapimin kararliligini da
gostermektedir. [DHB-2H]  iyonu sadece bu matrikste gézlenmis olup bu iyonun
olusumuna dair bilgi edinmek adina DHB gibi yapisinda birden fazla aromatik hidroksil

fonksiyonel grubu igceren molekiilleri incelemek uygun olabilir.
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Sekil 4.1.16. DCTB molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=250,14 Da) (A) 1% TFA ilave
edilmis ¢ozeltisinin, (B) asit ilavesiz ¢ozeltisinin, (C) teorik pozitif mod LDI
spektrumlari. Teorik pikler DCTB molekiiliiniin dogal izotopik dagilimini

gosterir.
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Sekil 4.1.17. DCTB molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=250,14 Da) (A) 1% TFA ilave
edilmis ¢ozeltisinin, (B) asiti ilavesiz ¢6zeltisinin, (C) teorik negatif mod
LDI spektrumlari. Teorik pikler DCTB nétral molekiiliniin dogal izotopik

dagilimimi gostermektedir.

4.2. Tyonik Organometalik Bilesiklerin MALDI Incelemesi

Bu béliimde ligandlar1 ve karsit iyonu degisen iki platin kompleksi incelenmistir.

4.2.1. B-19 Yapis1
Sekil 4.2.1’de B-19 molekiiliiniin (Mmono=604,05 Da) yapisi verilmistir. Klor atomu ve
organik ligand platine koordine olmus, bir diger klor iyonu ise elektrostatik etkilesim ile

komplekse baglanmustir.
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Sekil 4.2.1. B-19 molekiiliiniin yapisi.

4.2.2. B-19 MALDI Deneyleri

Farkli matrikslerle B-19’un MALDI spektrumlari, matrikslere TFA ilavesi yapilmadan
ve yapilarak incelenmistir. Bu veriler kompleksin LDI spektrumlari ile karsilastirilmistir.
Sekil 4.2.2°de B-19’un bir klor iyonu ayrilmus kiitle bolgesindeki TFA ilave edilmis farkli
matriksler ile alinmis MALDI ve TFA ilave edilmis LDI spektrumlarina ait izotopik
dagilimlar1 verilmistir. Molekiiler iyon piki gozlemlenmemis olup, iyonik bagl klor
iyonunun pozitif kompleksten ayrilmasi i¢in gerekli elektrostatik enerjinin diigiik oldugu,
buna bagli olarak MALDI kosullarinda kolaylikla yapidan ayrildigi gézlemlenmistir.
Teorik izotopik pikle farkli matrikslerle alinmig MALDI iyon dagilimlart ayni olup,
bunun matriks-6rnek yiik aktarim etkilesimleirnin yokluguna isaret ettigi diisiinilmuistiir.
Ornegin halihazirda iyonik sekilde bulunmasi ve matrikslerle iyon dagilimmin
degismemesi iyonlagma modelinin “lucky survivor” mekanizmasina uygun oldugunu
distindiirmistiir. Cl', matriks iyonlar1 ile nétrallesir ve geriye [B-19-CI]" yapist kalir.
Matriks pikleri, matrikslerin ayni1 lazer enerjisinde alian LDI spektrumlarina gore ciddi
miktarda diismiis hatta baz1 matrikslerde ortadan kalkmistir (matriks baskilanma etkisi).
LDI spektrumundaki yiiksek iyon verimi ve olusan pik genislemeleri, kompleksin yiiksek
UV absorbansina isaret etmektedir. Ortamdaki enerji yogunlugu yiiksektir ve iyonlarin
kinetik enerji dagilim1 genis bir aralikta seyretmistir. Benzer bir durum SA matriksiyle
de gozlenmistir. Bu durum SA’nin diger matrikslere gére daha yiiksek enerjili olduguna
(hot matrix) dair ipucu olarak goriilmiistiir. Ancak orneklerle matrikslerin yiizeydeki

dagilimlar1 bilinmediginden bu ¢ikarim test edilememistir.
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Sekil 4.2.2. B-19’un 565-575 m/z bolgesindeki yapidan 1 klor iyonu ayrilmis halinin 1%
TFA ilave edilmis farkli matrikslerde MALDI ve TFA ilave edilmis LDI
pozitif mod spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E)
PNA, (F) SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

Yapidan ikinci bir klor iyonunun ayrildigi 530-540 m/z kiitle bolgesinde iyonlagma
karakterleri matrikse gore farklilik gostermistir. Yapidan ikinci bir Cl* *nin ayrilmasi, +2
yuklii iyon olusumuna neden olur. MALDI iyonlasma mekanizmas1 6zellikle kiiglik
molekiiller i¢in sadece +1 yiiklii iyonlarin olusumuna olanak tanimaktadir. Klor
ayrilmastyla olusan yap1 [B-19-2CI]?*, +1 yiiklii yapiya bir elektron alarak veya bir
proton vererek gegebilir. MALDI plume’da elektronlarin varligi bilinmektedir [110].
Proton aktariminin olasilig1 ¢evredeki tiirlerin yapisina baglidir. Bu nedenle bu iki yiik
transfer yontemi iyonun +1 haline gecisinde yarismistir. Sekil 4.2.3’te asit ilave edilmis
CHCA, DHB ve SA matriksleriyle alinan spektrumlarda elektron aktariminin baskin
oldugu disiinilmistiir. Diger matrikslere gore proton ilgilerinin diisiik olmasi (SA
disinda) proton almalarini zorlastirmistir. Bu durum verilerle uyumlu bulunmustur.
Elektron yakalama sonucu olusan tiirler radikal olup bu reaktif tiirler ortamda bulunan

hidrojen atomlarini tutmak i¢in elveriglidir. Bu nedenle elektron alimimni takiben [B-19-
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2CI+H]" da olusmasi matriks iyonlarindan hidrojen atomu aktarimina da isaret
etmektedir. Matrikslerin LDI spektrumlarinda da deginildigi gibi hidrojen atomu
transferleri MALDI siireglerinde gézlenmektedir. Bu olaylara iliskin olasi denklemler

asagida verilmistir.

[A-2CI]% + & > [A-2CI]*

[A-2CI]* + H > [A-2CI+H]*

[A-2CI+H]* + [M] = [A-2CI+2H]* + [M-H]
[A-2CI]%* + M > [A-2CI-H]* + [M+H]*
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Sekil 4.2.3. B-19 530-540 m/z bolgesindeki yapidan ikinci bir klor iyonu ayrilmig halinin
1% TFA ilave edilmis farkli matrikslerde MALDI ve TFA ilave edilmis LDI
pozitif mod spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E)
PNA, (F) SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

Asit ilavesiz 6rneklerde bir Klor iyonu ayrilmis kiitle bolgesinde (sekil 4.2.4) spektrumlar
asit ilaveli orneklerle ayni olup matriksin protonlama kapasitesinin hazir iyonlagmis
molekiillere etki etmedigi gozlemlenmistir. SA’daki pik genisleme durumu tekrar etmis
olup LDI 6rneginde pik genislemesi asit ilaveli 6rneklere gore (sekil 4.2.2) azalmistir.

lave asit varliginmn kristallenme dinamiklerini etkileyerek 6rnegin yogunlugunu
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arttirarak lazer 151k spotunda UV enerjisiyle uyarilan ve desorbe olan 6rnek sayisini

arttirdig1 diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.2.4. B-19 565-575 m/z bolgesindeki yapidan bir klor iyonu ayrilmis halinin asit
ilavesiz farkli matrikslerde MALDI ve asit ilavesiz LDI pozitif mod
spektrumlart. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F)
SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

Asit ilavesiz orneklerin iki klor iyonu ayrimina iligkin 340-350 m/z bdlgesindeki
spektrumu asit ilaveli halleriyle ayn1 6zellikleri gostermistir. Gerek asit ilaveli, gerek asit
ilavesiz matrikslerle alinan spektrumlarda iki klor ayrimima ait kiitle bolgesinde
spektrumlarda ytiksek giirtilti ve ¢Ozinirlik distsleri gozlenmistir (Piklerde
kuyruklanma). Bu durum bu iyonlarin yar1 kararli iyonlar oldugunu gostermektedir. Bu
gozlem MALDI’de tek yiiklii iyonlarin baskin gelmesinin nedenlerinden biridir. Coziicii
yoklugunda cok yiiklii iyonlarda kulombik itismeler sistemin enerjisini yiikseltir ve
halihazirda yiiksek enerji yogun plume ortamindaki siddetli ¢arpismalarla birlesince
(veyahut yogun fazda lazerin en ¢ok enerji aktardigi bolgelerde) yilik ayrigma
reaksiyonlarina neden olur. Arta kalan enerji olusan iyonlarda kinetik enerji fazlasi1 olarak

birikir bu da TOF analizériinde genis kiitle araliklarina neden olur.
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Sekil 4.2.5. B-19 530-540 m/z bolgesindeki yapidan iki klor iyonu ayrilmis halinin asit
ilavesiz farkli matrikslerde MALDI ve asit ilavesiz LDI pozitif mod
spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F)
SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

4.2.3. Nitrato-2,6-bis(-benzimidazol-2-il)piridinplatin(l1)nitrat (B-17_R) Yapis1
B-17_R’de organik liganddaki 2 azot B-19’daki metil gruplar1 yerine hidrojen ile yer
degistirmis olup, platine bir NO3 ligandi koordine olmus, bir NO3" de iyonik olarak
baghdir.
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Sekil 4.2.6. B-17_R molekiil yapisi.

4.2.4.B-17_R MALDI Deneyleri

B-19 i¢in yapilan ¢alismalar B-17 R igin tekrarlanmigtir. B-17_R kullanilan 1:9 (v/v)
DMSO:MeOH c¢oziiciisiinde iyi ¢oziinmediginden spektrumlarda genel olarak iyon
siddetleri diisiik gozlenmistir. Ayn1 B-19 gibi molekiil kiitlesinde (Mmono=630,05 Da)
iyon gozlemlenmemistir. Yapidan NO3™ ayrilmasi ile olusan piklerde hem asit ilaveli
(sekil 4.2.7), hem de asit ilavesiz (sekil 4.2.9) spektrumlarda kullanilan matrikslerle iyon
dagiliminda degisiklik saptanmamistir. Bu durum yine lucky survivor mekanizmasini
cagristirmaktadir ancak bir NO3™ ayrilmasiyla olusan piklerde halihazirda pozitif olan
[B17_R-NO3]" yerine sadece [B17_R-NO3+H]" yapisi olusmaktadir. Yapinin hidrojen
alimini istemli kilan etkinin ne oldugu bilinmemekle birlikte, 6nciil radikalik tepkimelerin
olusumunun bu mekanizmay1 giiglendirecegi diisiiniilmiistiir. UV 15181 altinda NO3’
yapisinin NO2™ yapisina bozundugu bilinmektedir [111]. Ortaya ¢ikan O radikalinin bir
dizi tepkime sonucu hidrojen aktarimlarina neden olabilecegi diistiniilmiistiir. Biitiin
orneklerde bir milktar matriks baskilanmas1 gézlemlenmistir. Iyon siddetlerinin ¢ok az
oldugu géz éniinde bulunduruldugunda bu durum anlamli bulunmamistir. Ornek polar
¢oziciilerde iyi ¢6ziinmediginden, polar olan matriks yapilarindan kristallenme esnasinda
uzaklasmis olabilir. Ornegin bulundugu bélgelerde matriksin gérece az miktarda
olmasmin yiizeyden kalkip iyonlasan matriks miktarindaki azalmaya isaret ettigi
diistiniilmiistiir. iki nitrat ¢tkmasina ait drneklerde B-19°da gériilen matriks etkilesimleri
hem asit ilaveli (sekil 4.2.8) hem de asit ilavesiz (sekil 4.2.10) spektrumlarda ortadan
kalkmustir. Olusan +2 yiiklii yap1 sadece bir proton verilmesiyle +1 yiiklii hale gelmistir.
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Elektron yakalama iizerinden olusan tek yiikli pikler mevcut degildir. Bu durum bahsi
gecen reaksiyonlarin lazer atimini takip eden plume yogunlugunun ¢ok yiiksek oldugu ilk
anlarda gergeklesiyor olduguna isaret etmektedir. Kristal yogunlugu azaldik¢a plume’in
ilk yogunlugu goérece daha az olur ve bu reaksiyonlar ger¢eklesemez. Bununla beraber bir
diger olasilik bu reaksiyonlarin 6rnekle matriksin kat1 fazda yakin temas halinde oldugu
yiiksek yogunluklu ilk plume anlarinda gerceklesmesidir. Matriks ve Ornek
molekiillerinin 6rnek hazirlama sonucu birbirinden uzaklagsmasi bu reaksiyonlarin
gerceklesme olasiligini ortadan kaldirmistir. Yine matriks molekiillerinin miktarindaki
azalma fotoiyonlasma mekanizmalart sonucu ortaya ¢ikan elektron miktarini
azalttigindan elektron yakalama olasiligii da diisiirmiis olabilir. Bu durumu agiga
kavusturma adina gaz fazi reaksiyonlarin yogun faz reaksiyonlardan ayrildigi deneylerin

yapilmasi 6nem teskil etmektedir.
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Bagil Siddet

Sekil 4.2.7. B-17_R 565-575 m/z bolgesindeki yapidan bir nitrat ayrilmis halinin 1% TFA
ilave edilmis farkli matrikslerde MALDI ve TFA ilave edilmis LDI pozitif
mod spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DHB, (D) PNA, (E) SA, (F)
LDlI, (G) Teorik izotopik dagilim
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Sekil 4.2.8. B-17_R 500-515 m/z bolgesindeki yapidan iki nitrat ayrilmig halinin asit
lalvesiz farkli matrikslerde MALDI ve asit ilavesiz LDI pozitif mod
spektrumlar1. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DHB, (D) PNA, (E) SA, (F) LDI
ve (G) Teorik izotopik dagilim.
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Sekil 4.2.9. B-17_R 565-575 m/z bolgesindeki yapidan bir nitrat ayrilmis halinin asit

lalvesiz farkli matrikslerde MALDI ve asit ilavesiz LDI pozitif mod
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spektrumlart. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DHB, (D) PNA, (E) SA, (F) LDI,
(G) Teorik izotopik dagilim.
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Sekil 4.2.10. B-17_R 500-515 m/z bolgesindeki yapidan iki nitrat ayrilmis halinin asit
ilavesiz farkli matrikslerde MALDI ve asit ilavesiz LDI pozitif mod
spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DHB, (D) PNA, (E) SA, (F)
LDlI, (G) Teorik izotopik dagilim.

Dogal yiik tastyan metal-organik molekiillerde MALDI matriks disinda ilave asitin iyon
tizerinde herhangi bir etkisi olmazken olusabilecek ¢ift yiiklii iyonlarda proton ayrilmasi
ya da elektron yakalama sonucu tek yiiklii iyonlara doniisiim izlenmistir (Sekil 4.2.5).
Ancak bu iki mekanizmanin olugmasi ligand lizerindeki kolay ayrilabilecek proton
kaynaginin varligina baghidir. Eger kolay ayrilabilecek proton varsa ¢ift yiiklii iyonlar
yanlizca proton ayrilmasi ile tek yiikli tire doniigmektedir. Aksi taktirde her iki
mekanizma da gergeklesebilmektedir. Bu durum ise kullanilan matriksin proton
afinitesine baglidir. 3-HPA, PNA ve DCTB proton alip ¢ift yiiklii iyondan onu tek ytiklii
hale getirirken DHB, SA ve kismen CHCA elektron transferi yaparak ¢ift yiiklii iyonu tek
yiiklii hale ¢evirmektedir. Ayrica bu tiir yapilarda esleme iyonunun yapist da bu
reaksiyonlara yon verebilmektedir. Eslenik iyon klor gibi halojen oldugunda tek yiiklii
iyonlar var oldugu halde gézlenirken (Sekil 4.2.2), bu esleme iyonu NOsz™ gibi bir grup
oldugundan yapiya hidrojen radikali aktarip bir kiitle fazla kiitlede iyon pikleri
gozlenmektedir (Sekil 4.2.7). Bu ise aktif NOs  iyonunun plumedaki karmagsik

reaksiyonlardan etkilendigini gostermektedir.
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4.3. Yan Gruplarimin Polaritesi Farklh Olan Organik Bilesiklerin MALDI
Incelemesi

Bu boliimde farkli stibstitiientler i¢eren perilen diimid tiirevlerinin MALDI iyonlasma
profilleri incelenmistir. Perilen diimidler asagida R1 ve R2 ile gosterilen diimid
pozisyonlari ve 1, 2, 3, 4 ile gosterilen yan pozisyonlarina farkl: siibstitiientler baglanarak
olusturulurlar. Bu ¢alismada bazik amin gruplar1 igeren diimid siibstitiientleri ayni, yan

siibstitiientleri ~ farklt  polaritede olan perilen diimidler karsilagtirilmistir.

Sekil 4.3.1. Perilen dimid yapis1 ve siibstitiient bolgeleri.

4.3.1. FP-49 Yapisi
FP-49 yapisinda yan bolgelerine Cl atomlar1 baglanmustir.

CICI —
\ // 7/@
@/L@ O B {\ y

CICI

Sekil 4.3.2. FP-49 yapisi.

4.3.2. FP-49 MALDI Deneyleri

Sekil 4.3.3’te 6rnegin tim matrikslerle asit ilavesiz pozitif mod MALDI spektrumlarina
yer verilmistir. Ornek molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=912,03 Da) tamamen
protonlanmis halde, [FP-49+H]" seklinde olusmustur. [FP-49]" iyonlar1 g6zlenmemistir.

Bu nedenle Ornegin iyonlagsma enerjisinin yiiksek oldugu diisiiniilmiistiir. Diger
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boliimlerde incelenecek olan Cl yerine perilen diimid molekiiliiniin yan bolgesine farkli
stibstitiientler baglanmasiyla olusturulan molekiillerde bu duruma rastlanmamistir. Bir

elektron transfer matriksi olan DCTB’nin de 6rnegin radikal katyon seklinde olusumuna

katkida

Bagil Siddet

bulunmamasi dikkat cekmistir.
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Sekil 4.3.3. FP-49, 910-920 m/z araligindaki molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=912,03
Da) asit ilavesiz farkli matrikslerde pozitif mod MALDI spektrumlari. (A)
3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F) SA, (G) LDI, (H)
Teorik izotopik dagilim.

Sekil 4.3.4’teki Ornegin negatif mod asit ilavesiz spektrumunda tamamen [FP-49]
seklinde iyonlastig1 goriilmiistiir. Bu durumun 6rnegin elektron ilgisinin yiiksekligine
isaret ettigine kanaat getirilmistir. Bu piklerde teorik izotopik dagilimdan sapmalar
gozlenmemistir. [FP-49+Na]* seklinde sodyum katilim iyonlari hi¢bir matrikste
gozlenmemistir. Bu durum 6rnegin sodyum ilgisinin protona olan ilgisinden daha diisiik

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3.4. FP-49, 910-920 m/z araligindaki molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=912,03
Da) asit ilavesiz farkli matrikslerde negatif mod MALDI spektrumlari. (A)
3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F) SA, (G) LDI, (H)
Teorik izotopik dagilim.

Sekil 4.3.5’te verilen 1% TFA ilave edilmis pozitif mod spektrumda asit ilavesiz
spektrumlara gére iyonlasma karakterinde farklilik gdzlenmemistir. Ornege asit
ilavesiyle analiz yapmak igin elverisli kristaller olusturulamadigindan sekil 4.3.5°te

ornegin TFA ilave edilmis LDI spektrumuna yer verilmedi.
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Sekil 4.3.5. FP-49 910-920 m/z araligindaki molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=912,03 Da)
1% TFA ilave edilmis farkli matrikslerde pozitif mod MALDI spektrumlari.
(A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F) SA, (G) Teorik

izotopik dagilim.

Orneklerin matriks kiitle bdlgelerindeki izotopik dagilimlari incelendi (Sekil 4.3.6).
Matrikslerin LDI spektrumlarindaki izotopik dagilimlariyla karsilastirildiginda CHCA
disinda farklhilik gozlenmedi. CHCA’da bir miktar matriks baskilanmasi gozlendi. LDI
piklerinde temel pik olan [CHCA+H]" disindaki piklerin baskilandigi g6zlemlendi. Bu

durum matriksin yaptig1 iyon transfer reaksiyonlarinda farkli iyon tiirlerinin rol aldigini

63



(A) (B)

[3-HPA+H]* [3-HPA+H]*
. -
[CHCA+|'V|£ [CHCA+H]*
L J AN
° M A LJ{ A N
3
@ [DHB]* [DHEI
g N A
[PNA+H]" [PNA+H]*
AN *
N AﬂJLJLJ\ A -~ L
[SAT" [SA]"
SO oo A
m/z m/z

Sekil 4.3.6. Asit ilavesiz FP-49 MALDI deneylerinin matriks kiitle bolgelerindeki
izotopik dagilimlar. A siitununun altinda kalan pikler 6rnegin MALDI
spektrumlarinin (sekil 4.3.3) matriks bolgesine ait iken B siitununun

altindaki pikler matrikslerin asit ilavesiz LDI spektrumlarina aittir.

Sekil 4.3.7’de FP-49 molekiiliiniin farkli matrikslerle asit ilavesiz pozitif mod MALDI ve
LDI spektrumlari tamamen protonlanmis sekilde iyonlagsmaya ait teorik piklerle
cakistirilip bu piklerden farkliliklar gozlenmistir. [FP-49+H]" pikinin sag tarafindaki
piklerde teorik piklere gore yiikseklik orneklere aktarilan ekstra hidrojen atomlarinin

kiitle katkisina isaret eder. Bu reaksiyonlar iki sekilde gerceklesebilir.
[A+H]" + H &> [A+2H]"

Yada;

[A+H]" + H" > [A+2H]*
[A+2H]* + & > [A+2H]*

Ortamda en yaygin bulunan tiirler nétral matriks molekiilleri oldugundan bu reaksiyonlari
gosterme egilimi matrikslerin proton ilgisi ya da hidrojen aktarim egilimi degerleriyle

iliskilendirilebilir. Orneklerdeki [FP-49+2H]*/[FP-49+H]* oranim bu egilimle
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iliskilendirirsek asit ozelligi gosteren matrikslerin hidrojen atomu aktarma kuvvetleri
DHB > 3-HPA = SA > CHCA olarak bulunmustur.

Sekil 4.3.7.

:
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Kirmizi renkli pikler FP-49’un tamamen [FP-49+H]" seklinde iyonlastiginda

beklenen teorik izotopik dagilim olup bunlar 6rnegin farkli matrikslerde
MALDI ve LDI spektrumundaki [FP-49+H]" piki ile Gst tiste gelecek sekilde
cakistirilmistir. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F)
SA, (G) LDlI, asit ilavesiz pozitif mod.
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4.3.3. FP-50 Yapisi
FP-50 yapisinda yan bolgelerine 4-metoksifenoksi gruplar1 baglanmistir.
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Sekil 4.3.8. FP-50 molekiilii.

4.3.4. FP-50 Deneyleri

Sekil 4.3.9°de FP-50’nin farkli matrikslerle molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=1264,33
Da) asit ilavesiz pozitif mod MALDI spektrumlari goriilmektedir. FP-50’nin aksine
radikal katyon seklinde iyon olusumlari mevcuttur. Bir elektron transfer matriksi olan
DCTB’de [FP-50]" iyonunun bagil siddeti en yiiksek gbzlenmistir. Bunu sirasiyla PNA
ve 3-HPA takip etmektedir. Matriksle 6rnek arasinda bu iyonun olusumunu igeren

elektron transfer tepkimesi agsagidaki sekilde gerceklesir.

A+M"> A +M ( AH =1Ea - 1Em)

Entropinin fazla degismedigi durumlar igin bu tepkimenin entalpi degisimindeki azalma
reaksiyonun tiriinler yoniinde gelisme egilimini arttirir. Bu durumda matriksin iyonlagsma
enerjisi ne kadar biiyiikse bu mekanizmayla o kadar fazla 6rnek radikal katyon seklinde
iyonlasabilir. Cizelge 4.2°ye gore Bu degerler DCTB, PNA ve 3-HPA igin iEsrpa >
[Epbcte > IEpna seklindedir. Bu siralama, bagil siddetlere gore yapilandan (IEpcts > IEpna
> [Es.1pa) farklidir. Bunun bir nedeni entalpi farkinin fazla yiiksek olmasi olabilir. A¢iga
cikan enerjinin fazlasi, olusan iirlinlerin lizerinde fazla enerji birikmesine ve pargalanma
reaksiyonlarina girerek [M]* iyon siddetinde diisiislere neden olabilir. Diger bir olasilik
plume’da bu tepkimelerin dengeye ulagsmamasidir. Ancak elektron transfer reaksiyonlari

hizli tepkimelerdir ve bu olasilik diisiiktiir.
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Sekil 4.3.9. FP-50’nin 1260-1275 m/z araligindaki molekiil kiitle bolgesinde
(Mmono=1264,33 Da) asit ilavesiz farkli matrikslerde pozitif mod MALDI
spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F)
SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

Cizelge 4.2. Deneylerde kullanilan matrikslerin iyonlasma enerjisi verileri. Birden ¢ok
veri farkl teorik hesaplama (calc) veya deneysel (exp) 6lgiime aittir. Degerlendirmelerde

ortalamalar1 esas alinmistir.

Matrix 1P (eV)
DHB 8,14 [108]
8,05 [67]
8,19 [112]
7,86 [113]
8,06 (ort)
SA 8,67 [112]
CHCA 8,5[112]
PNA 8,34 [114]
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DCTB 8,54 +0,07 [66] exp

8,47 [66] calc

8,51 (ort)
3HPA 8,95 [113]
1% TFA ilavesi ile tekrarlanan pozitif mod spektrumlarin (sekil 4.3.10) iyon profillerinde
asit ilavesiz orneklere gore farklilik gozlenmemistir. Asit ilaveli DCTB 6rneklerinde
genel iyon verimleri diisiik seyretmistir. Asit ilaveli DCTB kristallerinin plate’te

dagilarak o6rnekten uzaklastig diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.3.10. FP-50, 1260-1275 m/z arahigindaki molekiil kiitle bdlgesinde
(Mmono=1264,33 Da) 1% TFA ilave edilmis farkli matrikslerde pozitif mod
MALDI spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E)
PNA, (F) SA, (G) LDl, (H) Teorik izotopik dagilim.
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Sekil 4.3.11°deki negatif mod spektrumlarda aynit FP-49’da oldugu gibi matriks etkisi

goriilmemistir. Iyon profilleri LDI ile aym olup, hepsi teorik dagilim ile aymdir.
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Sekil 4.3.11. FP-50’nin 1260-1275 m/z araligindaki molekiil kiitle bolgesinde
(Mmono=1264,33 Da) asit ilavesiz farkli matrikslerde negatif mod MALDI
spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F)
SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

Orneklerin farkli matrikslerde sodyum katyonlanma profilleri incelenmistir (Sekil
4.3.12). FP-49’un aksine bu 6rnekte Na katilim iyonlar1 gézlenmistir. FP-49°da Cl varligi
hem radikal katyonlarin hem de Na katilim iyonlarinin olusumuna engel olmustur.
Orneklerin asitsiz spektrumlarinin matriks bolgeleri ile matrikslerin LDI spektrumlarmin
karsilastirilmasia Sekil 4.3.13’te yer verilmistir. Bu deneylerde matriks baskilanmasi
olmayip matriks izotopik dagilimlart LDI’dakilerle aymidir. Sekil 4.3.8°deki veriler
izerinden daha oOnce FP-49 i¢in yapilan [M+2H]"/[M+H]" bagil siddet orani

karsilagtirmas1 FP-50 icin tekrarlanmis olup, bu degerler tlizerinden asidik matrikslerin



hidrojen atom aktarimi egilimleri DHB > SA > CHCA > 3-HPA olarak izlenmistir. FP-

49’un 3-HPA’li sekil 4.3.3’teki

spektrumunda giiriilti ve kuyruklanma goze

carpmaktadir. Bu nedenle 3-HPA’nun FP-49’un desorpsiyonu i¢in uygun bir matriks

olmadig1 diisiinilmiistiir. Hidrojen atomu aktarim egilimi i¢in sekil 4.3.3’teki spektrum

tizerinden yorum yapmak yaniltict olabilir.
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Sekil 4.3.12. FP-50 Na katilim iyonu bolgesi asit ilavesiz farkli matrikslerde pozitif mod
MALDI spektrumu. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA
(F) SA, (G) LDI, (H) teorik izotopik dagilim.
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Sekil 4.3.13. Asit ilavesiz FP-50 MALDI deneylerinin matriks kiitle bolgelerindeki
izotopik dagilimlar. A slitununun altinda kalan pikler 6rnegin MALDI
spektrumlarmin (sekil 4.3.9) matriks bolgesine ait iken B siitununun

altindaki pikler matrikslerin asit ilavesiz LDI spektrumlarina aittir.

4.3.5. FP-53 Yapisi
FP-53 yapisinda yan bolgelerine 4-tertbiitilfenoksi gruplar: baglanmistir.

71



LN
)—NH

Q, O ion
Ty

O N O

Sekil 4.3.14. FP-53 molekiilii.

4.3.6. FP-53 Deneyleri

FP-53tin sekil 4.3.15°teki 1365-1375 m/z kiitle araligindaki molekiil bolgesinde
(Mmono=1368,54 Da) pozitif mod asit ilavesiz MALDI spektrumlari FP-50 ile benzer
ozellik gostermistir. Radikal katyon bagil siddetleri ayni sekilde DCTB, PNA ve 3-HPA
matrikslerinde digerlerine gore artis gosterip, matrikslerin bu pikleri verme egilimi ayni

seyretmistir. 4-tertbiitilfenoksi grubu, 4-metoksifenoksi grubuna kiyasla farkli bir

iyonlasma karakteri yaratmamuistir.
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Sekil 4.3.15. FP-53, 1365-1375 m/z araligindaki molekiil kiitle bolgesinde
(Mmono=1368,54 Da) asit ilavesiz farkli matrikslerde pozitif mod MALDI
spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F)
SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

Farkli matrikslerle negatif mod asit ilavesiz MALDI spektrumlart sekil 4.3.16’da
gorildiig gibi ornegin asit ilavesiz LDI ve teorik spektrumlariyla esdeger gézlendi.
Gerek matrikslerin LDI, gerekse orneklerin MALDI spektrumlarinda negatif modda,
pozitifte oldugu gibi izotopik dagilimlarda farkliliklarin olmayisi, bu polaritede iyon
molekiil reaksiyonlarinin gerceklesme egiliminin diistikliiglinii gosterir. Bu durum
MALDI iyonlasma siirecinde aktarilan enerjinin, iki zit yiikk arasinda asimetrik
dagildigina isaret ediyor olabilir. [vmelenme potansiyelinin etkisiyle kisa bir siirecte
plume negatif ve pozitif yiiklii iki farkli bilesene ayrilir. Lazer enerjisinin daha ¢ok pozitif
modda birikmesi, plume’in pozitif yiikli bilesenindeki iyon molekiil ¢arpismalarinin

daha giiclii olmasini saglar ve gerek hidrojen atomu aktarimlarinin, gerekse pargalanma
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tirtinlerinin daha ¢ok goriilmesine neden olur. Dolayisiyla negatif mod MALDI’nin

pozitife gore daha “yumusak™ gergeklestigi diistiniilebilir.
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Sekil 4.3.16. FP-53, 1365-1375 m/z arahigindaki molekiil kiitle bolgesinde
(Mmono=1368,54 Da) asit ilavesiz farkli matrikslerde negatif mod MALDI
spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D) DHB, (E) PNA, (F)
SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

Sekil 4.3.17°de goriildiigii gibi 1% TFA ilave edilmis matriksler kullanilarak alinan
MALDI spektrumlart ayn1 diger molekiillerde oldugu gibi FP-53’te de iyonlagmaya katk1

yapmamustir. {lave asit varhig: deneylerde kristallenme karakterini degistirme disinda bir

etkiye neden olmamastir.
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Sekil 4.3.17. FP-53, 1365-1375 m/z araligindaki molekiil kiitle bdlgesinde
(Mmono=1368,54 Da) 1% TFA ilave edilmis farkli matrikslerde pozitif
mod MALDI spektrumlari. (A) 3-HPA, (B) CHCA, (C) DCTB, (D)
DHB, (E) PNA, (F) SA, (G) LDI, (H) Teorik izotopik dagilim.

Sekil 4.3.18°de pozitif mod asit ilavesiz MALDI spektrumlarinin (Sekil 4.3.15) matriks
bolgelerindeki pikler ile matriks LDI pikleri karsilastirilmistir. Izotopik pik
dagilimlarinda diger orneklerde oldugu gibi farklilik goriilmeyip farkli matriks
etkilesimlerinin varligi, spektrumda matriks iyonlarmin molekiil bolgesindeki izotopik
dagilimlarina etki etmemektedir. Bu durum birkag farkli sekilde agiklanabilir. MALDI’de
diisiik kiitle bolgelerinde (<500 Da) bir¢ok matriks ile ilintili iyon gdézlenmektedir.
Yiik/atom transfer reaksiyonlari bunlardan herhangi biriyle gergeklesiyor olabilir.
Bununla birlikte MALDI’de iyon verimleri diisiiktiir [89, 115] ve ortamda en yaygin
bulunan tiirler ndtral matriks molekiilleridir. Dolayisiyla 6rneklerin iyonlagmasina ya da

atom transfer reaksiyonlarina en ¢ok katkida bulunan tiirler bu tiirler olabilir. Matriks
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molekiil bolgelerindeki iyonlarin izotopik dagilimlarindan yapilacak ¢ikarim daha ziyade
MALDI iyonlagsma siirecine 6zgii ([M+2H]", [M+3H]" gibi) iyonlarin varhigidir. Amin
grubu igeren bu ii¢ perilendiimid tiirevinin de LDI spektrumlar1 birbirine benzemektedir.
Radikal katyon seklinde iyonlasma olmayip Ornek tamamen protone formda
goziikmektedir. Bununla birlikte negatif modda sadece radikal anyon seklinde iyonlasma
mevcuttur. PNA ve 3-HPA gibi amin gurubu iceren matriksler disproporsiyonasyon ile
iyonlagsmis olup bu molekiillerde benzer bir durum goézlenmemistir. Bu durum amin

gruplarinin bu reaksiyon tiirleri iizerine dogrudan bir etkisi olmadigini géstermektedir.

(A) (B)
[3-HPA+H] 3 HPA+HT
-~ [3-HPA+Na] 55 ] [3-HPA+Na]*
A N A Al
\‘
[CHCA+H] ] —»[CHCA-+H]
[CHCA-Na] [CHCANG]
o . X h i Jlu A N
E [DHB] [DHB+Na]* [DHBT [DHB+Na]™
o] I
5 1 \ l | 1 l 1
NA+HJ [PNA+HJ*
d [PNA+Nalt - [PNAﬂx;zi[
e L‘L. ity g LJ“ 1 l
_ [SA+H] [SA+H]*
[SA+Na]” ~ [SA+Na]
i W T . ~
miz miz

Sekil 4.3.18. Asit ilavesiz FP-53 MALDI deneylerinin matriks kiitle bolgelerindeki
izotopik dagilimlar. A slitununun altinda kalan pikler 6rnegin MALDI
spektrumlarimin (sekil 4.3.15) matriks bolgesine ait iken B siitununun

altindaki pikler matrikslerin asit ilavesiz LDI spektrumlarina aittir.

4.4. Notral Organometalik Bilesiklerin MALDI Incelemesi

Bu boliimde metal merkezi farkli notral organometalik bilesiklerin MALDI iyonlagmalari
incelenmigstir. Ftalosiyanin tiirevi ligand tiim yapilarda ayni olup metalin redoks
davraniglarinin iyonlagsmaya etkisi tartisilmistir. Bu sekilde mangan, nikel ve kobalt

kompleksleri incelenmistir. Benzer sekilde ii¢ tane ¢inko metal merkezi bulunan
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ftalosiyanin kompleksinde de ayni c¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Verilerin yorumlanmasi

4.4.5. bolimiinde gerceklestirilmistir.

4.4.1. MnPc Kompleksinin MALDI-MS Calismalari
Sekil 4.4.1’de Mn-Pc kompleksinin yapis1 goriilmektedir. Mangan +2 yiiklii olup

ftalosiyanin tiirevi ligand -2 yiikliidiir ve kompleks toplamda yiiksiizdiir.

ps
@WD

Sekil 4.4.1. MnPc Kompleksi.

Sekil 4.4.2°’de molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=1523,61 Da) DHB ve CHCA
matriksleriyle alinmig asitsiz MALDI spektrumlari verilmistir. Kirmizi renkli pikler
kompleksin teorik dogal izotopik dagilimin1 gostermekte olup radikalik katyon seklinde
iyonlasmis olan [MnPc]* pikinden baslayacak sekilde spektrumla ¢akistirilmistir. Gerek
DHB gerekse CHCA ile iyonlagma karakterlerinde dikkate deger bir farklilik olmayip
ornek temelde radikalik katyon seklinde iyonlagmaktadir.
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Sekil 4.4.2. MnPc Kompleksi molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=1523,61 Da) DHB ve
CHCA ile MALDI spektrumlari. Kirmizi pikler 6rnegin dogal izotopik

dagiliminm gosterir.

4.4.2. NiPc Kompleksinin MALDI-MS Calismalari
MnPc kompleksine benzer sekilde NiPc kompleksinde de Nikel +2 yiikseltgenme
basamagina sahiptir. Ligand ise -2 yiiklidiir.
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Sekil 4.4.3 NiPc kompleksi.

Sekil 4.4.4°te NiPc kompleksinin DHB ve CHCA ile alinan asitsiz pozitif mod molekiil
bolgesi (Mmono=1526,60 Da) MALDI spektrumlarinda MnPc¢ kompleksiyle ayni islemler
tekrarlanmig olup soldaki DHB’ye ait spektrumda mavi renkli pikler radikal katyona ait
teorik izotopik dagilimi gosterir. Yesil pikler ise deneysel verilere aittir. Sagda CHCA
matriksiyle alinan spektrumda ise mavi renkli pikler deneysel verileri yansitirken kirmizi
renkli pikler teorik izotopik dagilima aittir. [NiPc]* pikinin saginda kalan kiitlelerin bagil
siddeti teorik pike gore fazla ¢ikmistir. Bu durum Nikel kompleksinin radikal katyon

olusumu disinda protonlanarak da iyonlastigini gostermektedir.
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Sekil 4.4.4. NiPc kompleksinin molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=1526,60 Da) DHB ve
CHCA matriksleri ile asitsiz pozitif mod MALDI spektrumlari. Solda mavi,

sagda ise kirmizi renkli pikler dogal izotopik dagilimi gostermektedir.

4.4.3. CoPc Kompleksinin MALDI-MS Calismalar:
Sekil 4.4.5’te CoPc yapis1 verilmistir. Kobalt +2 yiikseltgenme basamagina sahiptir.
Ftalosiyanin ligandi aym1 diger molekiillerde oldugu gibi -2  yiklidiir.

Sekil 4.4.5. CoPc Kompleksi.

Sekil 4.4.6’da CoPc yapisinin molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=1527,60 Da) DHB ve
CHCA matriksleri ile asitsiz pozitif mod MALDI spektrumlar: verilmistir. Kirmizi pikler
teorik izotopik dagilima aittir. Nikel kompleksine benzer sekilde 6rnek hem radikal
katyon seklinde hem de protonlanarak iyonlagsmigtir. Matriksler iyonlagsma iizerinde

kayda deger bir etki yaratmamustir.
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Sekil 4.4.6. CoPc kompleksinin molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=1527,60 Da) DHB ve
CHCA ile alinmis asitsiz pozitif mod MALDI spektrumlari. Kirmizi pikler

teorik izotopik dagilimu aittir.

4.4.4. ZnPc Kompleksinin MALDI-MS Calismalar:
Sekil 4.4.7°de ZnPc yapisi verilmistir. Bu kompleksin ligandlar1 diger notral
organometalik molekiillerde bulunanlardan farkli olup, birbirlerine yan gruplar

tizerinden baglanmislardir. Cinko +2, ligand -2 yiiklii olup molekiiliin tamami nétraldir.

Sekil 4.4.7. ZnPc kompleksi.
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Sekil 4.4.8°de ZnPc yapisinin molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=2574,92 Da) DHB
MALDI ve LDI spektrumlari verilmistir. Kirmizi pikler teorik izotopik dagilima ait olup
teorik izotopik dagilima aittir. Manganda oldugu gibi 6rnek biiylik oranda radikal katyon

seklinde iyonlagmistir. DHB matriksi varlig1 iyonlasma profilinde degisim yaratmamustir.
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Sekil 4.4.8. ZnPc kompleksinin molekiil kiitle bolgesinde (Mmono=2574,92 Da) asitsiz
pozitif mod DHB ile MALDI ve LDI spektrumlari. Kirmiz1 pikler teorik

dagilimi verir.

4.4.5. Indirgenme Potansiyellerinin MALDI Iyonlasmasma Etkisi

Ftalosiyanin-metal komplekslerinde indirgenme veya ylikseltgenme hem metal izerinden
hem de ftalosiyanin ligand1 {izerinden gerceklesebilir. Elektrokimyasal ¢alismalarla ilgili
kompleksler i¢in hangi yolun aktif oldugu belirlenebilir. Bu deneyde c¢aligilandan farkl
bir ftalosiyanin tiirevinin Co, Fe, Mn, Ni ve Zn ile yaptig1 komplekslerin incelendigi bir

calisgmada [116] Co ve Mn metalleri i¢in indirgenme potansiyelleri asagidaki gibi

bulunmustur.
Co™ +e > Co* E12=0,75V
Mn*3 + e > Mn*2 E1,=0,15V

Co™iin indirgenme potansiyeli Mn**’ten daha yiiksek oldugu icin Mangan’m
ftalosiyanin komplekslerinde +3’e daha kolay yiikseltgenecegi goriilmiistiir. Deneylerde
Manganin sadece radikalik katyonu seklinde olusmasi, bu egilimi dogrulamaktadir.
Mangan +2’den +3 ylikseltgenme basamagina kolayca ¢ikmakta ve MALDI ortaminda
yarigsma halinde olan radikal katyon seklinde iyonlasma ve protonlanarak iyonlasma
mekanizmalarindan ~ ilkinin agir basmasmna neden olmaktadir. Indirgenme

1+3:"

potansiyellerinin alindig1 ayni ¢alismada Nikel ™’{in +2’ye indirgenmesi gézlenmemistir.
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Nitekim Nikel ftalosiyanin komplekslerinde metalin redoks tepkimelerinde inaktif
oldugu bilinmektedir [117]. Bu nedenle Nikel kompleksleri igin radikal seklinde
iyonlagsmanin ftalosiyanin tizerinden oldugu disiiniilmiistiir. Cinkonun teorik olarak
miimkiin olabilecegi diistiniilse de [118] +3 yiikseltgenme basamaginda olan bir
kompleksi bulunmamaktadir. Ustteki literatiir calismasinda ¢inko icin de nikele benzer
sekilde +3/+2 indirgenmesi gozlenmemistir. Dolayisiyla elektron aktariminin yine
ftalosiyanin tizerinden olmasi beklenir. ZnPc kompleksinin MALDI deneylerinde ayni
manganda oldugu gibi radikalik katyon seklinde iyonlasma goriilmiistiir. Iyonlasmanin
ftalosiyanin iizerinden gercgeklestigi diisiiniiliirse Nikel-ftalosiyanin etkilesimine gore
Cinko-ftalosiyanin etkilesimi ftalosiyanin grubunun elektron verme egilimini arttirmis ve

bu kompleksin biiyiik oranda radikalik katyon seklinde iyonlagmasina neden olmustur.
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5. SONUCLAR

Matrikslerin LDI ¢alismalar1 sonucu 3-HPA ve PNA matrikslerinin

disproporsiyonasyon reaksiyonuyla iyonlagstiklar1 gézlemlendi.

CHCA, SA, DHB ve DCTB matrikslerinin pozitif modda hem radikal katyonlari
seklinde hem de protone iyonlar1 seklinde iyonlastiklar1 goriildii. Radikal katyon
olusturan matrikslerde takip eden hidrojen atom aktarim reaksiyonlari ortaya ¢ikt.
7 bagi bulunduran matrikslerde bu reaksiyonlar spektrumlarda daha belirgin

seyretti.

Negatif LDI spektrumlarinda hidrojen transfer reaksiyonlar1 gozlenmedi. Birgok
matrikste [M-H] formu gozlenirken DCTB’de [M], DHB’de ise [M-2H]

iyonlar1 goze carpti.

Matrikslerin proton ilgisi degerleriyle LDI karakterleri arasinda direk bir iligki

gbzlenmedi.

TFA ile asitlendirilerek hazirlanan matriks ve ornek spektrumlarinda asitsiz
calisilan deneylere gore bir degisiklik gozlenmedi. Asit varligi baz1 6rneklerde
kristallenme dinamiklerini etkileyerek drnek homojenitesinde degisikliklere yol

actl. Bu durum baz1 6rneklerde iyon verimlerini negatif yonde etkiledi.

Iyonik organometalik bilesiklerin MALDI spektrumlarinda molekiil iyonlari
gozlenmedi. Metal kompleksine elektrostatik etkilesimle bagli iyonlardan bir
tanesinin ayrilmasina ait iyonlar temel pik olarak saptandi. Bu tiirlerin kat1 fazda
halihazirda iyonlarina ayrilmis halde bulunmasinin iyon olusumunu
kolaylastirdig1 goriildii. Bu sekilde iyonlasma egilimi yiiksek olan komplekslerin

iyon profillerinde matrikslerle degisiklik gézlenmedi.

Iyonik organometalik bilesiklerin bir iyon ayrilmis +1 yiiklii hallerinden ikinci bir
iyonun (bu sefer ligand) ayrilmasi durumunda ise matrikslere 6zgli karakter
degisiklikleri gozlendi. MALDI ortaminda genellikle tek yiiklii iyonlar goriiliir.

Yapidan ikinci bir iyon ayrilmasiyla +2 yiiklii konuma gelen kompleksler i¢in +1
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yiiklii hale gecis 2 sekilde seyretti: Bir elektron alim1 veya bir proton ayrilmasi.
Bu iki durumun gerceklesmesi hem metal kompleksinin yapisina hem de
cevredeki kimyasal tiirlerin yapisina baglidir. Ornegin kolay verebilecegi protonu
oldugunda ve g¢evresinde bu protonu almaya meyilli tiirlerin valriginda proton
verme, aksi durumda ise elektron alma yoluyla iyonlastig1 goriildii. Elektron alma
sonucu olusan radikalik iyonlar matriksin egilimine bagli olarak hidrojen atomu
alarak daha iist kiitlelerde goziiktli. Bu sekilde elektron transferine uygun olan
matriksler CHCA, SA ve DHB olarak belirlendi. LDI spektrumlarinda radikal

katyon olarak olusabilen bu tiirlerin ortama kolay elektron sagladig diistiniildii.

Diger bir iyonik organometalik tiir olan B-17 R 6rneginde ise yapidan gerek
birinci negatif iyon, gerekse ikinci negatif iyonun ayrilmasina ait spektrumlarda
matriks etkisi gdzlenmedi. Ik negatif iyon ¢ikisini takiben bir de hidrojen atomu
alarak iyonlastig1 gozlendi. Bu durum yapidan ayrilan NO3- iyonunun plume’da
yarattig1 radikalik tlirler vasitasiyla gergeklestigi diisiiniildi. B-19’a nazaran kolay
verebilecegi protonu bulunan bu komplekste ikinci iyonun ¢ikisina ait pikler
sadece proton aktarimi vasitasiyla oldu. Bununla birlikte 6rnek ve matriksin
kristallenme esnasinda birbirinden uzaklastigi, bu nedenle matriks/6rnek
etkilesimlerinin goziikmemesinin bu reaksiyonlarin yogun fazda lazer atiginin
hemen akabinde olusmasiyla iligkili olabilecegi, gaz fazinda bu reaksiyonlarin

etkinliginin azaldig1 diigiiniildi.

Amin gruplar iceren farkli yan gruplara sahip perilen molekiillerinde pozitif
modda iyonlagsma temelde protonlanarak gerceklesti. Gerek LDI gerek matriksli
spektrumlarda protonlanmis kiitleler agir basarken klor yan gruplari iceren FP-49
disindaki molekiiller matrikslerin iyonlasma enerjilerine bagli olarak belirli
oranlarda radikal katyon seklinde de olusabildi. Bu egilimi en yiiksek olan
matriksler DCTB, PNA ve 3-HPA olarak belirlendi. FP-49’da ise klor varliginin
iyonlasma enerjisini arttirdigi ve sadece protonlanarak iyonlasmayr miimkiin

kildig1 diisiiniildii.

Orneklerin protonlanmanin yaninda hidrojen atomlar1 da alarak daha yiiksek

kiitlelere ulagtigi goriildii. Matrikslerin bu sekilde hidrojen atomu aktarma
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egilimleri asidik matriksler arasinda biiytikten kiiciige DHB>SA>CHCA>3-HPA

seklinde seyretti.

Ayni ftalosiyanin ligandina sahip olup farkli gecis metalleri iceren notral
organometalik komplekslerde iyonlasmada kompleksin yiikseltgenme egilimine

bagli olarak radikalik katyon ve protone iyon arasinda yarisma oldugu gozlendi.

Mangan ve Kobalt arasinda +3/+2 indirgenme potansiyeli daha yiiksek olan
Kobalt daha ¢ok protonlanarak iyonlasirken, bu potansiyeli diisiik olan Mangan
ise +2’den +3’e yiikseltgenerek tamamen radikal katyon seklinde iyonlasti. Nikel
ftalosiyanin komplekslerinde elektron aktariminda rol almadig: i¢in indirgenme
potansiyeli iizerinden yorum yapilamadi. Iyonlasma karakteri Kobaltinkine
benzeyen Nikel kompleksinde bu durumun Nikel/Ftalosiyanin ligand
etkilesimleri sonucu ftalosiyanin iizerinden gerceklestigi diisiiniildii. Cinko
kompleksi mangan gibi radikal katyon seklinde iyonlasti. Cinko +3 yiikseltgenme
basamaginda bulunmadigindan nikele benzer sekilde ligand etkilesimleriyle
ftalosiyanin iizerinden iyonlastig1 ve bu etkilesimlerin kompleksten elektron

koparilmasini kolaylastirdig: anlasildi.
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