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OZET

KUTLE SPEKTROMETRISI UYGULAMALARINDA
FOSFOPEPTITLERIN HASSAS TAYINI iCIN YENI
STRATEJILERIN GELISTIRILMESI

ESIN YILMAZ
Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dal
Tez Damismani: Do¢. Dr. OMUR CELIKBICAK

Haziran 2018, 123 sayfa

Proteinlerin ¢ogu belli bir zamanda, belli bir fonksiyonu yerine getirirken serin, treonin
veya tirozin aminoasitleri lizeriden fosfatlanmis olabilirler. Yapisinda fosfat grubu
bulunduran proteinlere fosfoprotein; fosfat grubunun bulundugu daha kii¢liik aminoasit
dizilerine fosfopeptit denilmektedir. Hayati onem tasiyan bir¢ok biyolojik fonksiyon,
proteinlerin fosforolizasyonu ve defosforilizasyonu gibi post translasyonel modifikasyonlar
(post translational modifications, PTMs) ile aciklanabilmektedir. Serin (Ser), treonin (Thr)
ve tirozin (Tyr) aminoasitlerinin hidroksil gruplarinda meydana gelen bu modifikasyonlar
esnasinda, kKinaz enzimleri aminoasitlere fosfat gruplari baglarken, fosfataz enzimleri ise
fosfat gruplarini kesmektedir. Bir¢ok post-translasyonel modifikasyonun hiicresel aktivite,
tepki verme ve gelisim mekanizmalarindaki rolleri, hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
ylizden post-translasyonel modifikasyonlari incelemek ve mekanizmalarini aydinlatmak
onemlidir.

Bu tez kapsaminda, insan viicudunda bulunan demir ve kalsiyumun kullanim oranini
arttirirken, yag asitlerinin yikimmi engelleyen fosfopeptitlere karsi ilgi (afinite) gosterdigi
bilinen organik ve/veya anorganik molekiiller iceren malzemeler iiretilerek, fosfopeptitlerin
zenginlestirilmesi saglanmig ve sonrasinda ESI (electrospray ionization) kiitle spektrometrisi
yontemi ile etkin bir sekilde incelenmistir. Sol-jel malzemeler agirlikli olarak CeHsMgO7

(Magnezyum sitrat) tuzu ile TEOS (tetraetilortosilikat) kimyasal bilesenleri kullanarak



sentezlenmistir. Magnezyum elementi metabolizma igerisinde en fazla bulunan doérdiinci
mineral olarak, viicut igerisinde 300 farkli tepkimede rol oynamaktadir. Protein sentezi gibi

faaliyetlerdeki gorevlerine ek olarak Pearson’in sert-yumusak asit ve bazlar teorisine gore sert
bir asit olan Mg2+ katyonunun, sert bir baz olan PO'4 anyonuyla daha kuvvetli etkilesime

girmesi beklenmektedir. Bu nedenle magnezyum iyonu igeren farkl tipte sol-jel malzemeler
sentezlenmistir. Uretilen malzemelerden H3PO4 (fosforik asit) katilarak sentezlenen
CeHsMgO7-H3PO4@TEOS sol-jelinin fosfopeptit zenginlestirme c¢alismalarinda en yiiksek
performanst gosterdigi  goriilmistir. ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection-Fourier
Transform Infrared) spektroskopisi ve TGA (Thermo Gravimetric Analysis) ile gergeklestirilen
karakterizasyon c¢aligmalarinda CsHeMgO7-H3PO4@TEOS sol-jel yapisinin diger sol-jel
yapilarina gore daha ¢ok su barindirdigi ve bu sayede ¢ozeltideki fosfopeptitlerin sol-jel
yapisina diflizyonunu hizlandirarak adsorpsiyon kapasitesini artirdigi anlagilmistir. Bu sayede
13 pmol/mL (13 fmol/uL) derisime sahip fosfopeptitler basarili bir sekilde zenginlestirilmistir.
Sol-jel malzemelerin yiizeylerinde XPS (X-Ray Photoelectron Spectroscopy) ile
gerceklestirilen analizlerde, sentez esnasinda malzemeye eklenen kimyasallardan TEOS
(tetraetilortosilikat) ve fosforik asit ile fosfopeptitlerin basarili bir sekilde zenginlestirilmesinde
etkili olan CsHeMgO7 maddelerinin yapida bulunduklar1 gozlenmistir. Zenginlestirme
caligmalar1 sonucunda elde edilen ESI kiitle spektrumlari agik kaynak kodlu mMass yazilimi

(www.mmass.org) kullanilarak incelenmis, fosfopeptit yakalama oranlari matematiksel ve

bilimsel olarak ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Fosfopeptit, Magnezyum, ESI, Kiitle Spektrometrisi, Post

Translasyonel Modifikasyon, Zenginlestirme


http://www.mmass.org/

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NEW STRATEGIES FOR SENSITIVE DETECTION OF
PHOSPHOPEPTIDE IN MASS
SPECTROMETRY APPLICATIONS

Esin YILMAZ
Master of Science, Division of Bioengineering
Supervisor: Do¢. Dr. OMUR CELIKBICAK
June 2018, 123 pages

Most of the proteins may at some time be phosphorylated on serine, threonine or tyrosine
aminoacids when they perform a certain function. Phosphoprotein is protein that contain
phosphate group in structure. The smaller amino acid sequences found in the phosphate
group are called phosphopeptides. Many vital biological functions can be explained by post
translational modifications (PTMs), such as phosphorylation and dephosphorylation of
proteins. During these modifications that occur in the hydroxyl groups of serine (Ser),
threonine (Thr) and tyrosine (Tyr) amino acids, kinase enzymes bind phosphate groups to
amino acids while phosphatase enzymes block phosphate groups. The role of many post-
translational modifications in cellular activity, response, and development mechanisms
remains unclear. Therefore, it is important to examine post-translational modifications and
clarify their mechanisms.

In this thesis, phosphopeptides in peptide mixtures are enriched by sol-gels which are
containing cationic moieties, expected to show affinity for phosphopeptides. Sol-gel
materials were synthesized predominantly by using CeHeMgO7 (Magnesium citrate) salt
and TEOS (tetraethylorthosilicate) chemical components. Magnesium is the fourth most
abundant mineral in metabolism and plays a role in 300 different reactions within the
metabolism. In addition to its role in activities such as protein synthesis, the M92+ cation,
which is a hard acid according to Pearson's hard-soft acid and bases theory is expected to

interact more strongly with a hard base, PO4 anion. For this reason, different types of sol-

gel materials which containing magnesium ions were synthesized. The CeHsMgO7-
H3PO4@TEOS sol-gel, which was synthesized using HsPOa4 (phosphoric acid) showed the
highest performance in phosphopeptide enrichment studies. In the characterization studies



carried out by ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection-Fourier Transform Infrared)
spectroscopy and TGA (Thermo Gravimetric Analysis), The CeHsMgO7-H3sPOs@TEQOS
sol-gel structure contained more water than the other sol-gel structures and increased
adsorption capacity of phosphopeptides by accelerating the diffusion rate into the sol-gel
structure. Thus, the phosphopeptides at a concentration of 13 pmol/mL (13 fmol/uL) were
successfully enriched from the solution. The surfaces of the sol-gel materials analyzed by
XPS (X-Ray Photoelectron spectroscopy) technique and it was observed that TEOS
(tetraethylorthosilicate), and Magnesium, which is effective for the successful enrichment
of phosphopeptides, embedded into the structure. ESI mass spectra, obtained after the
phosphopeptide enrichment studies, were investigated by open-source mMass software
(www.mmass.org), and phosphopeptide enrichment rates were mathematically and
scientifically demonstrated.

Keywords: Phosphopeptides, Magnesium, ESI, Mass Spectrometry, Post Translational
Modification, Enrichment
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1. GIRIS

Adenin (A), timin (T), guanin (G) ve sitozin (C) bazlarindan olusan ve bir organizmanin
kalitimsal sifresini olusturan genetik yapiya genom adi verilir [1]. Proteom terimi, protein ve
genom kelimelerinden tiiretilmis olup, proteinlerin modifikasyon durumlari, konformasyonlari,
birbirleri ile etkilesimleri, nitelik ve nicelikleri ile ilgili olduk¢a dinamik olan bir siiregte
genomlarm protein karsiligi olarak tanimlanabilir [2]. Canli organizmalarin karmasikligi,
kompleks olan genlerden daha da kompleks olan proteomlardan kaynaklanmaktadir. Genomu
yalnizca dort harfin kullanildigi (A, T, G, C) ve li¢ harfli kelimelerle yazilmis bir kitap olarak
diistiniirsek, 23 kromozomu da tek tek birer bolim olarak tanimlarsak her bir boliim iginde
yaklasik 40.000 hikaye, yani gen bulunur. Normal faaliyetlerine devam eden ya da degisime
ugramis hiicre fonksiyonlarinin tanimlanmasi, hastalik-hedef organ iliskisi, ilag toksisite analizi
gibi pek ¢ok biyolojik problemin agiklanabilmesinde proteomik son derece 6nemli bir rol
oynar [3, 4]. Niikleotitlerden elde edilen bilginin genellikle son iiriinii olan proteinler, dogrusal
ya da dairesel formlarda bulunabilen ve son derece esnek olabilen 300 ila 10000 aminoasitin
kombinasyonundan olusmus zincirlerdir [5]. Insan viicudunda ortalama 75 trilyon hiicre vardir
[6]. Normal bir hiicrede binlerce farkli protein bulunur ve bu proteinler hiicrenin ihtiyaglarina
gore sentezlenerek uygun hiicresel hedeflere yonlendirilirler. Proteinler, yasamsal faaliyetlerin
olusumunda ve diizenlenmesinde vazgecilmez 6neme sahiptirler. Bu nedenle bu faaliyetlerin
mekanizmalarinin anlagilabilmesi i¢in oncelikle proteinlerin yapilarinin ve isleyislerinin
aydmlatilmas: gerekmektedir. Sitoplazmada bulunan ribozomun ya da endoplazmik
retikulumun, hiicre ¢ekirdegindeki DNA’yr RNA’ya transkripsiyonu sonrasinda protein
sentezleme siireci olarak adlandirilan protein translasyonu bittigi sirada; proteinler, bir takim
kimyasal degisikliklere ugrayarak metabolizma igerisinde yeni ozellikler ve yeni gorevler
kazanmalar1 olarak bilinen ve post-translasyonel modifikasyon (PTM) olarak adlandirilan bir
isleme ugrarlar [7]. Okaryotik ve prokaryotik hiicrelerde proteinler vasitasiyla gergeklesen
onemli hiicresel faaliyetlerin kontroliinde PTM’lerden faydalanilmaktadir. Bir proteinin, maruz
kaldigi modifikasyon sayisi ve ¢esidi fazla olabilmektedir. Okaryotik hiicrelerde stk
karsilagilan ve daha detayli olarak c¢alisilmis PTM’lere fosforilasyon, glikozilasyon,
asetilasyon, agilasyon, prenilasyon, metilasyon ve ubikitinasyon drnek gosterilebilir [8]. Bu tip
modifikasyonlar: gerceklestiren enzimlerin sayist binin iizerindedir. PTM’ye ugramis

substratlarin iyi kavranmasi ve ¢aligilmasi, proteinlerin fonksiyonlari ve



PTM’lerin hastaliklarla olan iliskilerinin anlasilmasi i¢in oldukg¢a 6nemlidir. Fosforilasyon
(ve defosforilasyon), sinyal iletmede kullanilan proteinlerin diizenlenmesi i¢in siklikla
kullanilan PTM ¢esidi olup, hiicre biyolojisi ve organizmanm tim faaliyetlerini
etkilemektedir [9]. Fosforilasyonun onemi igin verilebilecek en iyi ornek, p53 timor
baskilayic1 proteinidir. Hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde p53 proteini
fosforilasyon ile aktive edilmekte ve bu da apoptoz, DNA tamiri ve hiicre yaslanmasini
kapsayan antiproliferatif bir etkiye neden olmaktadir. p53 proteinin etkinligi cesitli
mekanizmalarla diizenlenmekte ve 18 farkli fosforilasyon konumu bulunmaktadir [10]. Bu
protein, defosforilasyon sonucu etkinligini kaybeder; ancak ortamda bulunmaya devam

eder. Bu olay birgok sinyal iletim mekanizmasinda da goériilmektedir.

Proteomik calismalarda konvansiyonel olarak yiiriitiilen, protein tayini ve tanimlama
caligmalarinda oldukca yliksek basariya sahip olan kiitle spektrometrisi, arastirmalar
sonucu yeni kesfedilen ¢ok sayida biyolojik molekiiliin tanimlanmas1 ve tayini i¢in siirekli
olarak yeni analitik metotlara ihtiya¢ duymaktadir. Son yillarda oldukca popiiler hale gelen
fosfoproteinlerin ve fosfopeptitlerin analizlerinde de benzer ihtiyaglar s6z konusudur. Bu
tir analizlerde, dogal biyolojik drnekler icerisinde yer alan protein havuzunun cesitliligi
diisiiniildigiinde, kiitle spektrometrik analizler esnasinda ve sonrasinda verileri
yorumlarken ortaya c¢ikan karmasay1 azaltmak amaciyla zenginlestirme gibi bir takim 6n
analitik uygulamalara ihtiyag duyulabilmektedir. Post translasyonel modifikasyona
(asetilasyon, alkilasyon, ubikitinasyon, fosforilasyon, glikozilasyon vb.) ugramis tim
proteinler i¢in de benzer durum gecerlidir. Zaten ¢ok diisiik hacim ve boyutlarda olan bazi
dogal ornekler (doku, hiicre lizati, gozyas1 vb.) icerisindeki modifiye proteinlerin
derisimlerinin ve iyonlasma verimlerinin de oldukca diisiik oldugu diisiiniildiiglinde
gerceklestirilecek olan analizlerin zorlugu daha rahat anlagilabilir. Fosfopeptitlerin
zenginlestirilmeleri ve kiitle spektrometrik analizleriyle ilgili, yiiksek etki faktorli
dergilerde yaymlanmis makalelerin sayis1 her gegen giin artmaktadir. Bu caligmalar
incelendiginde basarili ¢alismalarin mevcut oldugu ancak biyolojik protein havuzundaki
genislik ve bilinmezlikler diisiiniildiiglinde, adeta samanlikta igne bulmay1 daha kolay hale

getirecek, yenilik¢i bir takim yontemlere olan ihtiyacin halen devam ettigi goriilmektedir.

1980°1i yillarin ortalarinda 6zellikle elektrosprey iyonlastirma (Electrospray lonization, ESI)
ve matriks-yardimli ~ lazer = desorpiyon/iyonlastirma  (matrix-assisted laser
desorption/ionization, MALDI) gibi yeni iyonlastirma yontemlerinin gelistirilmesiyle;

protein, peptit, DNA, RNA, sentetik polimerler, biiyiik organik ve inorganik kompleksler
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gibi makromolekiillerin analizleri kiitle spektrometrik olarak yapilabilir hale gelmistir [11].
Bu gelismeler 1s181nda, 6zellikle proteomik ve genomik gibi “omik™ calisma alanlarinda
Oonemli agamalar kaydedilmis ve bu calismalar i¢in kiitle spektrometrisi vazgecilmez bir
hale gelmistir. Bu tiir ¢alismalarda, analiz edilecek molekiillerin iyonlasma verimi ve diger
ozelliklerine bagli olarak analiz parametrelerinin belirlenerek optimize edilmesi c¢ok
onemlidir. Olduk¢a hassas bir analiz yontemi olan MALDI-MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Mass Spectrometry ve ESI-MS (Electrospray lonization-Mass
Spectrometry) gibi yontemlerle femtomol veya attomol seviyelerinde rahatlikla tayin
yapilabilmesine ragmen, fosfopeptitlerin miktarlar1 tayin = smirlarmmin  altinda
kalabilmektedir. Bunun en 6nemli sebebi olarak, ozellikle dogal orneklerle calisilirken
ortamda bulunan diger protein ve peptitlerin sinyalleri arasinda fosfopeptit sinyallerinin
kolay gozlenememesi veya fosfopeptitlerin iyonlagsma verimlerinin diger peptitlerden daha
diisiik olmasi olarak ifade edilebilir. Diger peptilerle kiyaslandiginda, fosfopeptitlerin
fosfat grubuna bagli olarak toplamda daha negatif yiikler icermesi de tek bir analiz
ortaminda fosfopeptitlerin kolay goézlenememesinin ana sebeplerinden birisidir. Bu tiir
sorunlarin oniine ge¢mek i¢in; analiz 6ncesinde fosfopeptitlerin bulunduklar: ortamlardan
secimli olarak ayrilarak zenginlestirilmeleri uygulanabilecek yontemlerden bir tanesidir.
Bunun i¢in de immobilize metal afinite kromatografisi [12], katyon-degisim kromatografisi
[13], peptit immun ¢oktiirme [14] gibi farkli uygulamalardan yararlanilmaktadir. Se¢imli
olarak zenginlestirilen bu fosfopeptitler, daha sonra MS ve MS/MS (tandem mass
spectrometry) teknikleriyle kolay bir sekilde tayin edilebilmektedir. Kiitle spektrometrisi
ile protein ve peptitler i¢in tanimlama ve dizi analizi (protein sequencing) yapilabilmesinin
yani sira, protein ve peptitlerin yer aldigi kovalent olmayan kompleksler de (noncovalent

complexes) kolaylikla incelenebilmektedir.

Bu tez kapsaminda, beta kazein (3-kazein) proteinin tripsin enzimiyle par¢alanmasi sonucu
elde edilen peptit karisimi igerisinde yer alan diisiik miktardaki fosfopeptitlerin, yine tez
kapsaminda sentezlenen CeHsMgO7-TEOS katyonik sol-jeller peptit karigimlartyla
adsorpsiyon-desorpsiyon basamaklar1 esliginde muamele edilerek zenginlestirilmeleri
saglanmistir. Magnezyum iyonu iceren tuz yapisi, Pearson’in sert-yumusak asit ve baz
teorisine gore (Tablo 1.1) magnezyum katyonunun, fosfat anyonuyla en kuvvetli
etkilesebilecek nitelikte olmasi nedeniyle tercih edilmistir. Sol-jellerin sentezi esnasinda
polietilenglikol (PEG) gibi malzemeler eklenerek malzemenin hidrofilik 6zelliginin ve

gdzenekliliginin artirilmasi hedeflenmistir. Uretilen sol-jellerin fosfopeptit zenginlestirme



performanslar1 ESI-MS teknigi ile incelenmistir. Sicaklik, pH, adsorbsiyon ve desorpsiyon
stireleri gibi en uygun ortam kosullar1 belirlendikten sonra yapilan zenginlestirme
caligmalar1 sonrasinda, sentezlenen en iyi malzemenin fosfopeptit tutma kapasitesi 13
fmol/uL olarak belirlenmistir. Bu ¢alismalar sayesinde hem fosfopeptit zenginlestirme
amaciyla kullanilabilecek yeni bir malzeme gelistirilirken ayn1 zamanda ESI-MS teknigiyle
analizlerde kullanilabilecek parametreler ve analiz metodu da gelistirilmistir. Elde edilen
kiitle spektrometrik veriler, agik kaynak kodlu mMass yazilimi (www.mmass.org) [15-17]

kullanilarak detayl bir sekilde incelenmis, UniProt (www.uniprot.org) veri tabanindan elde

edilen amino asit dizilerinden faydalanilarak karsilastirmalar yapilmistir. Karsilastirmalar
sonucunda en yiiksek performansa sahip sol-jel malzeme tiirleri belirlenerek,
gerceklestirilen karakterizasyon ¢alismalariyla bu sonuglarin nedenleri ortaya konulmustur.
Karakterizasyon c¢aligmalarinda ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection-Fourier
Transform Infrared) spektroskopisi, Termogravimetrik analiz (TGA) ve X-isini
fotoelektron spektroskopisi (XPS) tekniklerinden faydalanilmigtir. Calismalar sonucunda,
hiicresel dongiiler igerisinde oldukg¢a 6nemli gorevleri olan ve kanser vb. ciddi hastaliklarla
yakin iligkide oldugu bilinen fosfopeptitlerin segici, kolay ve hassas tayinlerine yonelik

metot ve malzemeler gelistirilmistir.

Tablo 1.1. Pearson’in Sert-Yumusak Asit-Baz Diyagrami [18].

Sert Asitler Kararsiz Asitler Yumusak Asitler

H', Li", Na', K, Be”", Fe*" Ni",Co”",Cu*", Cu’,Ag’, Au’, Cd“", Hg*",
Mg“", Ca“*, Sr**, BFs, BCls, Zn“* Ru“", 0s** Hg™, Pt<7 Br<™, 147
B(OR)s, AI°", cCréf Fe’",

co®t

Sert Bazlar Kararsiz Bazlar Yumusak Bazlar
F,CI",PO4”", S04~ Br-, NO“,, NO*", N2 H', I', H2S, HS", $2073, CN’,
CH3COO", OH", H20 CcO
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Proteom Analizi

Biyolojik bir sistemi daha iyi analiz etmek igin genom, transkriptom ve proteom terimleri
metabolom terimi adi altinda birlesir [19]. Omik bilimlerin amaci, belirli bir biyolojik
ornekte bulunan tiim genlerin ve bunlarin metabolitler, trankriptler gibi tirtinlerinin daha iyi
tanimlanmasidir [20]. Protein analizleri yapisal karmasikliklari sebebi ile DNA analizine
kiyasla son derece zordur. DNA; adenin(A), timin (T), guanin (G) ve sitozin (C) ad1 verilen
temel bazlardan olusurken proteinler yirmi farkli aminoasitinin farkli kombinasyonlari ile
kondenzasyon sonucu sentezlenir [21]. Bu karmasaya bir de post-translasyonel
modifikasyonlar eklendiginde analiz iyice gili¢ hale gelmektedir. Literatiire 1995 yilinda
gegen proteom terimi, Marc Wilkins [22] tarafindan Onerilmistir. Proteomlarin analizi
“proteomik” olarak adlandirilir ve proteomik, genetik dizilerdeki bilgiyi, biyolojik
stireclerin yapisini ve islevlerini sifreleyen deneysel bir yaklasim olarak ta tanimlanabilir
[11]. Proteomik g¢alismalarda amag, proteinden yola ¢ikarak geni iireten sorumlu gene
ulagsmaktir. Genlerin birbirleriyle ve gevre ile etkilesimlerini kontrol eden ayn1 zamanda bir
organizmanin yapisal fonksiyonlarii kodlayan genleri de tanimlayan bilim alam
“genomik” olarak isimlendirilir [2]. Genomik c¢aligma alanimnin konusu; DNA baz
dizilerinin belirlenerek genetik haritalarin ¢ikarilmasi ve gen ekspresyonunun genom
diizeyinde incelenmesidir [23]. Bu incelemeleri yapmaktaki amagc; hastaliklarin dogas1 ya
da fizyolojik siirecleridir. Hiicresel homoestazinin siirdiiriilebilmesi i¢in gen kontrolii son
derece 6nemlidir ve bu kontroliin biiyiik ¢ogunlugu transkripsiyon esnasinda birden fazla

asamada gerceklesmektedir.

Pek cok hastalik, transkripsiyon esnasinda gen kontroliindeki hatalar sebebi ile ortaya
¢ikmaktadir [24]. Ornegin; birgok sistem tarafindan kullanilan bir proteindeki mevcut
gende meydana gelen bir mutasyon olarak bilinen pleiotropik etki transkripsiyon esnasinda
olusmaktadir [25].

Genomik ¢alisma alanindan farkli olarak proteomik g¢alisma alaninin konusu; mRNA
diizeyinde proteinlerin post translasyonel modifikasyonlar1 hakkinda bilgi saglamak,
kodlanmig proteinlerin aktivitelerini arastirmaktir [23]. Hiicrelerde neler olup bittiginin

ayrintili bilgisini vermeleri agisindan proteom analizi oldukg¢a 6nemlidir [26].

Proteinleri tanimlamada kullanilan en 6nemli parametre proteinlerin ya da proteinlerin

parcalanmasi sonucu meydana gelen peptitlerin kiitle degerleridir. Kiitle ne kadar hassas bir
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bi¢cimde oOlgiiliirse protein hakkinda edinilecek bilgi de o kadar artar. Kiitle spektrometrisi;
yiiksek ¢oziintirliklii molekiil ve iyon ayirma teknikleri, son derece diisiik miktarlarda ve
derisimlerde orneklerle analiz yapabilmesi, proteinlerin birbirleri ile etkilesimlerinden ya
da protein igindeki post translasyonel modifikasyon gibi karmasalardan etkilenmemesi ve
protein veritabanlari ile biitlinlesmesi nedeniyle mevcut proteom analizinde giderek artan

bir rol oynamaktadir [27].
2.1. Proteinlerin Yapisal Analizleri

Molekiiler biyoloji, genomun devami olan proteomik’in temelini olusturur. Proteinler
genler gibi sabit olmayip, yapisal anlamda karmasik ve degisken olduklarindan, proteomik
calismak genomik calismalara gore daha zordur [28]. Insandaki genom sayis1 40.000’°den
az iken bununla beraber, bu genomlarin kodladig1 proteinlerin yaklasik sayis1 120.000°dir
[29]. Hiicreler, dokular ve bireyler arasindaki ¢esitliligin sebebi de 20 ¢esit amino asitin
farkli sekillerde dizilimlerinden kaynaklidir. Hiicrelerin yasamsal faaliyetlerini devam
ettirebilmeleri i¢cin DNA’larin1 bir ¢esit proteine doniistiirmeleri gerekir. Ayni genden
iiretilen proteinler farkli olabilecegi gibi biiyiik Olclide 6zdestirler. Protein tanimlama
sistemleri yakin akrabalar arasindaki farkliliklar1 tanimlamak disinda ¢ok sayida bagimsiz
proteini de tanimlamada yardimcidir [30]. Bu proteinleri de analiz etmek i¢in elektroforez,
kromatografi, protein parmak izi, enzime bagh bagisiklik testi (ELISA), X-151m1
kristalografisi, niikleer manyetik rezonans (NMR), kiitle spektrometrisi (MS) ve protein
array gibi farkli yontemler mevcuttur [31]. Bu yontemlerden kiitle spektrometri,
proteinlerin parcalanma iiriinii olan peptitlerin analizlerinde en etkili olan yontemdir. Bu
analiz yonteminde proteinler dogrudan tanimlanmazlar, genelde 6zel bir proteaz olan
tripsin enzimi ile peptitlerine parcalanarak analiz yapilir. Bu amacla farkli kiitle
spektrometrik uygulamalarda baska proteaz enzimler de (6rn: kimotripsin, LysC, LysN,
AspN, GIuC ve ArgC) kullanilabilmektedir [32]. Boéylece bir proteini tanimlamada

karsimiza gikacak sorunlar peptidi tanimlamadaki sorunlara indirgenmis olur [33].
2.2. Post Translasyonel Modifikasyon (PTM)

Protein sentezini baglatan (AUG) ve sonlandiran (UAA, UAG, UGA) kodonlara sahip olan
ribozom {iizerinde; mRNA, gerekli enerji, aminoasitler ve t-RNA ile ger¢eklesen protein
sentezi ile proteinler, sekonder ve tersiyer yapilarini hidrojen bagi, iyonik baglar ve van der
Waals baglar ile tamamladiktan sonra, yapilarindaki aminoasitleri modifiye etme ya da

zincir kisalmasi gibi fonksiyonlarla degisiklik yaparlar ve yeni gorevler edinirler [34]. Tiim



bu degisiklikler post translasyonel modifikasyon (PTM) olarak adlandirilir. Translasyon;
transkripsiyonu (genetik bilgi aktarimi) da igeren protein sentezinin gergeklemesi i¢in m-
RNA’daki kodlarin desifre edilmesi islemidir [35]. Proteinin dogru bir sekilde
sentezlenebilmesi icin bu esnada pek ¢ok enzim gérev yapar. Insan genomunun 20.000 ile
40.000 genden olustugu varsayilir. Ancak toplam protein sayimizin bir milyonun {lizerinde
olmas1 pek ¢ok proteinin tek bir gen tarafindan sentezlendigini gosterir [36]. Bu da benzer

uzunluk ve ozelliklere sahip olan proteinlerin farkli sekilde modifiye edildigine kanittir.

Post translasyonel modfikasyonda, proteine kovalent baglarla bir ya da daha fazla
aminoasit igeren modifiye grup eklenerek proteinin 6zellikleri degistirilir [37]. Bu islem,
etkinligini, lokalizasyonunu, doniisiimii ve niikleik asitler, lipidler ve kofaktorler gibi diger
proteinler ve molekiiller ile etkilesimini diizenleyebildigi i¢in, bir proteinin dogasi lizerinde
biiyiik bir etkiye sahiptir. PTM, dkaryotik ve prokaryotik hiicrelerde enzimler araciligi ile
meydana gelir [38]. Bu enzimler; proteaz, protein kinaz, kinaz transferaz, ligaz ve
fosfotazdir. Proteazlar hari¢ diger enzimler, aminoasit zincirinden seker, yag ya da
fonksiyonel bir grubu ayirma goérevinde iken, proteazlar peptit baglarini diizenler ya da
parcalar. Fosfotazlar ve kinazlar, insan saglhiginda diger enzimlere kiyasla biraz daha
onemli olmalar1 sebebi ile ilag gelistiren arastirmacilarin da i¢inde bulundugu bilim
insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir [39]. Bilinen 300 den fazla PTM g¢esidi vardir [40].
Bunlardan bazilar1 Tablo 2.1 de verilmistir. Glikolizasyon gibi bazi PTM’ler ¢ok genel
iken, selenoylasyon (siilfatlasma) gibi bazi PTM’ler olduk¢a nadirdir. Fosforilasyon gibi

baz1 PTM’ler geri doniislii iken, proteoliz gibi baz1 PTM’ler ise geri doniigsiizdiir.

Tablo 2.1 Bazi Post Translasyonel Modifikasyon Cesitleri.

Modifikasyon Modifikasyona Ugrayan Aminoasit Kiitle Degisimi (Da)
Metilasyon K/R +14,017

Asetilasyon K +42,011

Fosforilasyon SITIY +79,970

Ubikinasyon K +114,020

Oksidasyon C +31,97 velveya +47,98

K: Lisin, R:Arjinin, S: Serin, T: Tironin, Y: Tirozin C: Sistein

2.3. Protein Fosforilasyonu

Tipik bir memeli hiicresinde ifade edilen (expression) proteinlerin faaliyetlerinin neredeyse
tiimii fosforilasyon ile diizenlenmis gibi goriinmektedir. Yasamin temel ii¢ alanindan da en

iyi calisan post translayonel modifikasyonlardan biri fosforilasyondur [41]. Protein



fosforilasyonundan sorumlu olan enzim olan protein kinaz, sasirtici sayida gen ve protein
ortaya ¢ikarir [42]. Yapisinda fosfat grubu bulunan proteinlerin her tiirlii fonksiyonlarinin
karakterize edildigi ¢calisma alanina proteomiksten ayr1 6zel bir alan olarak fosfoproteomiks adi
verilmektedir. Hiicre dongiisii, biiylime, apoptoz ya da sinyal iletim yollar1 dahil pekg¢ok
hiicresel siirecte rol alan ve proteinlerin fonksiyonlarin1 diizenleyen fosforilasyon, dkaryotik
hiicrelerde serin, treonin ve tirozin tizerinde gerceklesirken prokaryotik hiicrelerde ise aspartik
asit ve histidine iizerinde gergeklesmektedir [43]. Norotransmitterler, hormonlar, norotrofik
faktorler ve sitokinler dahil neredeyse tiim hiicre dis1 sinyaller, hedef hiicrelerinde 6zellikli
fosfoproteinlerin fosforilasyonunu diizenleyerek cesitli fizyolojik etkilerinin ¢ogunu belirler
[44]. Hatta insan proteomundaki proteinlerin iigte birinin fosforilasyon substratlart oldugu
tahmin edilmektedir [45]. Fosforilasyon, protein fosfatazlar olarak bilinen bir enzim grubu

tarafindan tersine ¢evrilir ve buna da defosforilasyon denir [11].

Proteinlerdeki fosfat gruplarinin belirlenmesi ve konumu oldukga hassas ve ¢ok 6zel bir
deneysel yaklasim gerektirir. Genel olarak, bir proteinin fosforilasyon bdlgelerinin analizi
dort adim gerektirir: (i) fosfoprotein izolasyonu, (ii) 6zellikli bir proteaz ile proteolitik
pargalanma; (iii) fosfatlanmis peptidlerin par¢alanmasi ve tanimlanmasi ve (iv) modifiye

amino asidin tam olarak tanimlanmasi i¢in fosfopeptitin analizi [9].

Fosforilasyon bolgelerini tespit etmede geleneksel yontem, hiicreleri radyoaktif 32[P] fosfat
ile inkiibe ederek, bu radyoaktif igaretin hiicrelere ve dokulara dahil edilmesi tizerinedir.
Radyoaktif olarak isaretlenmis protein daha kiiciik fragmentlere parcalanir ve HPLC’ de
analiz edilir. Bu yontemin radyoaktif tehlikesinin olmasinin yani sira, 6rnekte kayiplar
yasanmasi nedeniyle de fosforilasyonun bolgesini kesin olarak tanimlamakta genellikle
basarisizdir. Diger bir yontem olan Edman Prosediirii de serin ve treonindeki fosfat baglari

daha az kararli oldugundan fosfopeptitleri tanilamada yetersiz kalmaktadir [11].
2.4. Fosfopeptitlerin Secimli Olarak Zenginlestirilmesi

Fosfoproteomik ¢alismanin basarisi, kararsiz fosfat gruplariyla basa ¢ikilabildigi durumlar
artmaktadir. Fosfopeptitleri kimyasal olarak analiz edebilmek i¢in miimkiin oldugunca saf
olarak izole edebilmek gerekmektedir. Yapisinda fosfat gruplar1 bulunduran proteinlerden,
serin, treonin ve tirosin gibi amino asitleri igerenler tripsin gibi proteolitik enzimlerle
pargalandiginda fosfopeptit fragmentleri de meydana getirmektedirler [46]. Bu proteinler
icerisinde en meshur olani, farkli bilimsel calismalarda model olarak tercih kazein alt

birimleridir. Bununla birlikte BSA (bovine serum albumin) gibi iyi bilinen bir¢ok biiyiik



proteinde de c¢ok sayida fosfatlanmig bolge bulunmaktadir. Ancak bu tiir proteinler ii¢
boyutlu yapisi olduk¢a karmasik olan ve ¢ok sayida disiilfit bagi iceren proteinler olmalari
nedeniyle tripsin gibi proteolitik enzimlerle kolay bir sekilde par¢alanamamaktadir. Protein
fosforilasyonunun dinamik dogasi da goz oniine alindiginda, sinyal yanitlarnin minimize
edilmesi gerekir. Ayrica fosfopeptitlerin analizi ¢aligmalarinda ortaya ¢ikan diger 6nemli
sorun, miktarlarinin azlig1 sebebi ile fosfopeptitlerin mevcut analitik yontemlerle tayin
edilmelerinin zor olusudur. Diger peptilerle kiyaslandiginda, fosfopeptitlerin fosfat
grubuna bagl olarak toplamda daha negatif yiikler icermesi de tek bir analiz ortaminda
fosfopeptitlerin kolay gbzlenememesinin ana sebeplerinden birisidir. Biyolojik érneklerde
cok disik miktarlarda bulunan fosfopeptitleri zenginlestirmek ve tanimlamak igin
kullanilan en etkili yontem kiitle spektrometrisidir [47]. Bu tiir sorunlarin oniine ge¢gmek
icin; analiz oncesinde fosfopeptitlerin bulunduklari ortamlardan se¢imli olarak ayrilarak
zenginlestirilmeleri uygulanabilecek yontemlerden bir tanesidir. Bunun i¢in de immobilize
metal afinite kromatografisi [12], katyon-degisim kromatografisi [13], peptit immun
¢oktirme [14] gibi farkli uygulamalardan yararlanilmaktadir. Sec¢imli olarak
zenginlestirilen bu fosfopeptitler, daha sonra MS ve MS/MS (tandem mass spectrometry)
teknikleriyle kolay bir sekilde tayin edilebilmektedir. Kiitle spektrometrisi ile protein ve
peptitler i¢in tanimlama ve dizi analizi (protein sequencing) yapilabilmesinin yani sira,
protein ve peptitlerin yer aldig1 kovalent olmayan kompleksler de (noncovalent complexes)

kolaylikla incelenebilmektedir [48].
2.5. Kiitle Spektrometrisi

Kiitle, bilinmeyen bir molekiiliin temel parametrelerinden biridir. Bir 6rnegin kiitlesinin
tahmin edilme hassasiyeti arttik¢a diger molekiillerle etkilesim roliinii de tahmin edebilme

imkam  artar. Ornegin; kiitledeki degisimler yardimi ile molekiilin kovalent
modifikasyonundan ya da metal iyonu igerip icermedigi gibi konularda fikir sahibi
olunabilmektedir [49]. Kiitle spektrometrisi (MS), atom ve molekiillerin kiitlelerini dogrudan
6lemek yerine yiiklii iyonlara doniistiirerek, bu iyonlarin m/z (kiitle/yiik) oranlarini Slgen
analitik bir tekniktir [11]. Kiitle spektrometresi; molekiiler yoriinge hesaplamalarini
dogrulamak i¢in iyonlarin reaksiyon dinamigi ve kimyasi, iyonlasma enerjisi, proton ve iyon
afiniteleri gibi numunenin fiziksel 6zellikleri hakkinda da bilgi verir. Bir kiitle spektrumu,
sinyal yogunlugunun (ordinat), m/z'ye (apsis) karsi olan iki boyutlu gosterimi seklindedir. Bir
pikin yogunlugu, genellikle sinyal olarak adlandirilir ve iyon kaynagindaki analitin olusturdugu

ilgili kiitle/ylik oraninin bollugunu dogrudan yansitir. Gegmiste bazi kiitle



spektrometristleri m/z yerine Sl birim sistemi olmayan thomson [Th] birimini
kullanmaktaydi. Acak giiniimiizde m/z gdsterimine ek olaral 6zellikle biiyiik molekiiller

icin Da (Dalton) birimi de kullanilabilmektedir. En yiiksek m/z degerine sahip sinyal,
bozulmamis iyonize molekiilden (M) kaynaklanmaktadir [4]. Bununla birlikte MALDI
ya da ESI gibi yumusak (soft) iyonlastirma yontemlerinde ise kuasimolekiiler sinyaller
(IM+n H]n+) seklinde karsimiza ¢ikabilmektedir.

MS sistemleri, sirasiyla bir iyon kaynagi, kiitle ayiricisi ve dedektor olmak iizere ii¢ ana
kisimdan olusur. (Sekil 2.1)

Atmosferik
basingta
molekdiliin

Gaz fazindaki
iyonlarin

Ayrimlanan

Kitle

iyon Veri

vakum altinda Dedektor
m/z e gore

ayrimlanmasi

iyonlarin
tespiti

kaynagi gaz fazina Analizori Analizi

gecirilmesi ve
iyonizasyonu

Sekil 2.1. Kiitle Spektrometri Sistemi.

2.5.1. Iyon Kaynaklar

Basarili bir kiitle spektrometrik deneyinin anahtari, biiyiik 6lgiide yiiksiiz bir bilesigin gaz
fazindaki iyonik tiirline donistiiriilmesi yaklasimmdadir [11]. Giinimiizde MS sistemlerinde
cok farkli iyonlastirma tiirleri kullanilmaktadir. Bu iyon kaynaklarinin her biri farkli bir
aragtirma alanina hitap edecek sekilde, hedef molekiil veya atom tiirlerine gore degisiklik

gosterir. Ornegin EI (elkektron iyonlastirma) tekniginde analit tarafindan bir elektronun

firlatilmas1 veya yakalanmasi ile radikal katyon (M+°) ya da anyon (M *) olusturulmakta bazi
tekniklerde de (6rn; ESI ve MALDI) H* iyonunu ya da iyonlarmin analit tarafindan

yakalanmasi [MJrnH]n+ veya birakilmasi [M-nH]"" seklinde iyonlagma gerceklesmektedir.

Kiitle spektrometre cihazlarinda elektrik ve manyetik kuvvetler uygulanarak iyonik tiirlerin

enerjisi ve hizi1 kontrol edilmekte ve m/z oranlar1 dl¢tilmektedir.
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Tablo 2.2. Iyonlasma Modelleri.

Atomik Iyonlasma Molekiiler Iyonlasma
Ornek Fazi Iyonlasma Modu Basing

Kivileim Kaynagi Elektron Iyonlastirma (EI) HV
Termal Iyonlastirma Kimyasal Iyonlastirma (CI) v
Indiiktif Eslesmis Plazma Iyonlastirma (ICP) Gaz Alan Iyonlastirma (FI) HV
Glow Discharge Fotoiyonlastirma (PI) HV
Rezonans Iyonlastirma Yarikararli Atom Bombardiman: (MAB) HV
Thermospray Iyonlastirma LV

Cozelti Atmosferik Basing iyonlastirma (API) AP

Elektrospray Iyonlastirma (EST) AP
Plazma desorbsiyon HV
Kati Alan desorpsiyon HV
Hizli atom bombardimani (FAB) HV
Matris yardimli Lazer / Desorpsiyon Iyonlastirma (MALDI) HV

HV: Yiiksek Vakum, LV: Diisiik Vakum, AP: Atmosferik Basing, IV: Ortalama Vakum
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2.5.1.1. Gaz Faz Analitlerin Iyonlagtirma Teknikleri

Elektron Iyonlastirma (EI): 600 Da'dan daha az molekiiler kiitleye sahip organik bilesikler

icin en popiler iyonizasyon seklidir [50]. Bu iyonlagtirmada, buharlastirilmis numune
molekiilleri, diisiik basing altinda (yaklasik 107 ila 10°° torr vakum degerlerinde) elektron
demeti ile bombardimana tabi tutulur. Carpisma islemi sirasinda hedef molekiilden (M) bir

elektron atilir. Molekiiler iyon veya radikal katyon olarak adlandirilan bu pozitif iyon M

sembolii ile temsil edilir. Bazi durumlarda elektron yakalama neticesinde M« tipinde radikal

iyonlarda olusabilmektedir. Bu iyonlagsma islemi esnasinda 70 eV enerjiye sahip elektronlar
iyonlastirilacak molekiildeki kimyasal baglarin kopmasina neden oldugundan analiz edilen
molekiile ait iyon pargalar1 (fragment) olugmaktadir. Bu durum karmasiklik gibi goriilsede
molekiiliin tanimlanmasi ve veri tabanlariyla karsilastirma esnasinda biiyiik fayda ve dogruluk
saglamaktadir. EI'nin kullanimi1 basittir ve ¢ogu organik bilesen i¢in veri tabani1 spektrumlari
mevcuttur. Bu sayede molekiiler kiitle ve hedef bilesiklerin yapist rahatikla
belirlenebilmektedir. Bununla birlikte, EI'nin 06nemli bir kisitlamasi, analitlerin,
iyonizasyondan once gaz fazinda olmasi gerekliligidir. Uguculugu kimyasal tiirevlendirmelerle

saglanamayan bilesikler EI yontemi ile analiz edilememektedir.

Kimyasal ivonlastirma (CI): Rezonans elektron yakalama (REC) olarak da adlandirilan

bu siireg, H2, CH4, N2 gibi gazlarin varhiginda yiiksek verimlilikle ortaya g¢ikar. Nitro
gruplari, halojen atomlari veya konjuge elektron sistemleri i¢in negatif iyon kimyasal
iyonlastirma (REC-CI) daha pratik bir yontemdir. Bu bilesikler negatif iyon modunda
analiz edildiginde, algilama hassasiyetinde 100 ila 1000 kat artis elde edilir. CI ile
erisilebilen bilesigin st kiitle sinir1 yaklasik 1000 Da civarindadir [4].

Fotoivonlastirma (PI): Fotoyonizasyon (PI), kiiciik molekiilleri iyonize etmek i¢in baska

etkili bir islemdir. EI dan farkli olarak, PI da elektron demeti yerine yiiksek enerjili foton
demeti kullanilmaktadir. Foton 1sin1, genellikle déteryum lambasi, Kr-excimer lambasi veya
118-nm Nd: YAG lazer gibi bir vakum ultraviyole (VUV) radyasyon kaynagindan elde
edilmektedir. Ornek olarak, Ne, Ar, Kr, veya Xe gazi olarak, sirasiyla 83, 126, 147 veya 172
nm'de 1sima tretirler. PI ile analiz edilecek numune i¢in analiz sarti, gaz fazinda olmasidir.
Kat1 numuneler, fotoiyonlastirmadan 6nce buharlastiritlmalidir. Termal buharlagsma veya lazer

desorpsiyonu, kati 6rnekleri gaz fazina gecirmek i¢in en uygun araglardir [51].

Alan iyonlastirma (FI): Alan iyonlastirmada (field ionization) gaz fazindaki numune 108

V cm ! mertebesinde giiclii bir elektrik alanina enjekte edilir. F1, esas olarak bir molekiiler

12



iyon sinyali iireten ¢ok yumusak bir iyonizasyon teknigidir. Sadece ugucu numunelere

uygulanabilmektedir.

Yari-Kararli Atom Bombardimam Iyonlastirma (MAB): Gaz faza gegebilen organik

maddeler icin diger bir uygun teknik olan MAB (Metastable Atom Bombardment
lonization), yaklasiminda iyonlasma reaksiyonu esitlik 1’de gosterilen tiirdeki siireg ile
numunenin bombardimaniyla gerceklesir. Reaksiyonda gosterilen islem, analitin radikal
molekiiler iyonunu tiretmek igin elektrofilik bir reaksiyonu icermektedir. A'nin uyarilma
enerjisi analit molekiiliiniin iyonlasma enerjisini asmalidir. Ornegin, soygaz atomlarinin
mevcut enerji araligr 8,3 eV ile 20,6 eV dur. Yari kararli N2 atomlari ise 8,5 eV ile 11,9 eV
enerji araligina sahiptir. Boylece MAB ile analit molekiillerinin segici iyonlagmasi
miimkiin olabilmektedir.

M+A. —» Me+e” Esitlik 1

2.5.1.2. Kat1 Faz Analitlerin Iyonlastirma Teknikleri

Alan Desorpsiyonu (FD): Ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz maddeleri iyonize

etmek i¢in kullanilan yontemdir. FD (Field Desorption) yonteminde diger desorpsiyon ya
da iyonlagtirma yontemlerinden farkli olarak, bir 6rnegi iyonlastirmak igin higbir birincil
foton ya da elektron kullanilmaz. Bunun yerine, ugucu olmayan numune, ince bir metalik
tel orgii tizerinde keskin mikro-kenarli yapilara uygulanir ve yiiksek bir elektrik alan (108

ch'l) ile bozulmamis gaz fazi iyonlar1 olarak desorbe edilir. En 6nemli uygulama

alanlar1; karbonhidratlar, peptitler, organometalikler ve endiistriyel polimerler gibi ugucu
olmayan bilesiklerdir [52].

Plazma Desorpsiyon Iyonlastirma (PD): 1974 yilinda Torgerson tarafindan bulunan

Californium-252 (252Cf) plazma desorpsiyonu (PD) iyonizasyonu, ugucu olmayan, kutupsal ve

termal olarak kararsiz molekiillerin analizlerinde kullanilir. Plazma 1sininin darbeli yapisi
nedeniyle, PD, TOF (Time-of-Flight) kiitle spektrometrisine iyi adapte edilmistir. Bu teknikte,

ornek; ince bir aliiminyum folyo veya bagka bir uygun malzeme iizerinde kat1 bir film olarak
cokeltilir ve bir plazma 1s1n1 tarafindan bombardiman edilir. Plazma bir 252Cf kullanilarak

tiretilmektedir. Ornek hazirlama, PD-MS analizinde kritik bir adimdir. Alkali metal tuzlar1 ve
diger safsizliklar, analit sinyalini sondiirebildikleri i¢in ortamdan uzaklastirilmalidir.
Numunenin nitroseliiloz gibi uygun bir matriks iizerine ¢okeltilmesinin ardindan ultra saf su ile

yikanmasi, alkali metal iyonu safsizliklarii giderir. Bunun
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sonucunda ¢ok daha keskin bir analit sinyali tiretilir. Plazma desorpsiyonu onceki yillarda
biyomolekiillerin molekiiler kiitlesinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. PD yogun olarak
kullanildig1 eski donemlerde proteinler ve peptidlerdeki posttranslasyonel modifikasyonlari
belirlemede ve triptik haritalar hakkinda bilgi elde etmede olduk¢a 6nemli bir yontemdi.
PD-MS'in 6nemli bir diger basarisi da, proteinler gibi biiyiik molekiillerin basarili bir
sekilde gaz fazinda iyonlar haline getirilebilecegini gosteren ilk yontemlerden biri
olmasidir [4]. Giinimiizde MALDI ve ESI gibi daha basarili yontemlerin gelistirilmesiyle

biyomolekiiler alandaki kullanim1 son bulmustur.

Hizhi Atom Bombardimam (FAB): FAB Yontemi 1980 yilinda Michael Barber tarafindan

Manchester Universitesinde gelistirilmistir [53]. Bu iyonlastirma mekanizmasinda, analiz
edilmek istenen 6rnek polar, nispeten daha az ugucu sivi bir matriks (6rn., Gliserol) iginde
cozlilmekte ve oOrnek-matris karisimi, yiiksek enerjili (keV) atom veya iyon demetiyle
bombardimana tabi tutulmaktadir [11]. Bu ozellikleriyle giliniimiizde basariyla kullanilan
MALDI yontemiyle benzerlik tasimaktadir. Yiksek molekiil agirligindaki bilesiklerin
analizlerinde kullanilabilen ilk iyonlastirma yontemleri arasinda bulunan FAB, giiniimiizde

MALDI tekniginin yiiksek basarisi nedeniyle fazla kullanim alan1 bulamamaktadir.

Lazer Desorpsivon Iyonlastirma (LDI): Tiim bilesikler kullanilan lazer tiiriiniin dalga

boyundaki radyasyonu sogurmadigi igin her bilesik Lazer desorsiyon iyonlastirma (LDI)
icin uygun degildir. Sadece 1000 Da'nin altinda kiitleye sahip olan bilesikler, LDI ile analiz
edilebilmektedir. Bununla birlikte analitik duyarlilig1 da oldukga zayiftir. LDI deneylerinin
diger yontemlere gore artisi, lazer 151k demetini soguran amino asitlerin ve peptitlerin
desorpsiyon/iyonlagsma etkinliginin kromofor gurubu bulunmayanlara gére daha fazla

olmasidir.

Matriks Yardimh Lazer/Desorpsiyon Iyonlastirma (MALDI): MALDI (matrix-assisted

laser desorption/ionization), biiyiik biyopolimerlerin ¢alismalarina biiyiik ol¢iide devrimsel
yaklasimlar getirmistir. Bu yontemde digerlerinden farkli olarak analiz edilecek numune ile
kimyasal reaksiyona girmeyen, lazerin dalga boyu araligindaki enerjiyi absorblayabilen
matriks adi verilen bir madde ile 6rnegin muamele edilmesi gerekmektedir. MALDI de
numune, UV absorblayici matriks malzeme ile numune/matriks orani hacimce yaklagik
1:50000 kat olacak sekilde hazirlanir ve kurutulur. Numune, genelde 266 nm ile 366 nm dalga
boyundaki lazer 1smina ile bir ka¢ saniye araliklarla maruz birakilir. Bu esnada matriks ile
birlikte molekiiler safsizliklarda ugucu hale gelir. Gaz fazindaki numune, genellikle sodyum

veya potasyum gibi alkali metallerle protonasyon islemi ile tek tek iyonize edilir.
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Kiitlelerinden bagimsiz olarak MALDI, tarafindan iiretilen iyonlarin hizlar1 sabittir. Bu
Ozellikler, en basit MS saptama teknigine, yani ugus siiresine (Time-of-Flight) ¢ok uygundur
[54]. Miikkemmel hassasiyeti, nispeten yiiksek hizi ve basitligi nedeniyle yaygin olarak
kullanilan bir analitik teknik olan MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization-
Time-of-Flight), tek basina yiikli iyonlar {retmenin bir sonucu olarak proteinler,
oligoniikleotitler ve glikoproteinler gibi biyomolekiillerin analizinde siklikla tercih edilir.
Numune alma ve lazerli analizin tekrarlanabilirliginin olmamasi MALDI analizlerinin

negatif tarafidir. Sinyal yogunluklar1 matriks-analit kristallerinin yogunluguna baglidir. Bu
nedenle ornekler son derece homojen hazirlanmalidir. Tekrarlanabilirligi saglamak icin
analitin izotopik olarak hazirlanmis bir 6rneginin i¢ standart olarak kullanilmasi en uygun

¢coztimdiir [55].
2.5.1.3. Sivi Faz Analitlerin Iyonlastirma Teknikleri

Termo Spray iyonlastirma: Termospray, dzellikle yiiksek basingli sivi kromotografileri

(HPLC) igin uygun bir iyonizasyon modudur. Peptitler, diniikleotitler, pestisitler, ilaglar,
boyalar ve cevresel kirleticiler gibi ¢esitli bilesikler, termosprey iyonlasma ile analiz
edilebilir. Ayrica LC/MS (Sivi Kromotografi- Kiitle Spektrometri) uygulamalari ig¢in de
etkili bir arayiizdiir.

Atmosferik Basincta Kimyasal ivonlastirma (APCI): APCI (Atmospheric Pressure

Chemical lonization) teknigi sivi fazdaki analitlerin Kiitle spekrometre sistemleriyle
analizlerinde basariyla kullanilan bir iyonlagtirma teknigidir. Bu nedenle giiniimiizde LC
(stvi kromatografisi), HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi), UPLC (ultra
yiiksek performansl sivi kromatografisi) gibi sistemler sayesinden birbirinden ayrilarak
elde edilen analit molekiillerinin yine sivi fazindaki kiitle spektrometrik analizlerinde tercih
edilmektedir. Ancak {ist kiitle araligi 1500 Da civarinda olan, polaritesi nispeten daha
diisiik ve termal olarak kararli bilesiklere uygulanabilmektedir. APCI'deki iyonlastirma
prensibi, alisilmis CI i¢in tarif edilenle neredeyse aymidir. Tek fark; 6rnek molekiilleri ve
reaktif iyonlari arasinda ¢ok daha fazla iyon-molekiilii ¢arpismasinin meydana
gelmesinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte alisilagelen ve vakum altinda
gerceklestirilen CI tekniginden farkli olarak vakum olmayan atmosferik basing
kosullarinda basartyla uygulanabilmektedir. Daha da gelistirilmis 6zel ekipmanlar

sayesinde iyonlastirma verimliligi ve hassasiyeti 6nemli 6l¢iide artirilmistir.
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Elektrospray Iyonlastirma (ESI): Sivi fazdaki &rnekler i¢in en uygun iyonlastirma

yontemleri arasinda bulunan ESI (electrospray ionization), biiyliik biyomolekiillerin
nitel/nicel analizleri ve LC / MS uygulamalari i¢in de en basarili iyonlastirma arayiizii
olarak kabul edilmektedir. Elektrosprey kavrami 1968'de Malcom Dole tarafindan ortaya
atilmig olsa da ESI-MS'nin gelisimi ve o6zellikle biiyiik molekiillerin (protein, peptit,
oligoniikleotit vb.) analizlerindeki uygulanabilirligi agisindan, 2002 Nobel Kimya Odiilii'ne
de layik goriilen John B. Fenn sayesinde olmustur [56].
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Sekil 2.2. ESI iyonlasmanin Basit Gosterimi [56].

Elektrosprey analizi, pozitif ve negatif iyonlastirma modlarinda gergeklestirilebilir.
Tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) ¢alismalarina gerek kalmadan iyonlarin pargalanma
islemleri, numunenin goénderildigi ESI bolgesindeki voltaj degerleri degistirilerekte

yapilabilmektedir. Bu siire¢, nozul-skimmer (NS) ayrigmasi olarakta bilinmektedir.
2.5.2. Kiitle Ayiricilar

Proteinler gibi kompleks biyolojik karigimlarin analizinde ilk boyut, 6rnegi kromotografik
olarak bilesenlerine ayirmadir. Etkin bir ayirma yapabilmek i¢in ayirici ve dedektor
havadaki iyonlardan etkilenmemesi adina vakumlu ortamda tutulur. Ayirma elektrik alan
veya manyetik alan araciligi ile yapilabilir. Fosfopeptitler gibi olduk¢a az miktarda bulunan
maddeler i¢in alternatif olan LC-MS/MS (Liquid Chromotography Tandem Kiitle
Spektrometrisi) iki farkli kiitle ayirici bilesenin bir arada kullanildigi MS sistemleridir. Bu
tir MS sistemlerinde ilk kiitle ayricisinda segilen iyonlar, iki kiitle ayiricist arasinda yer
alan bir CID (Collisonally Induced lonization) hiicresinde inert gaz (N2, Ar, He gibi)
yardimi ile pargalanabilmekte ve olusan iyon pargalari (fragment ions) ikinci kiitle
analizatoriinde daha detayli analiz edilmektedir. Bu sayede her tiirlii analit molekiiliine ait
0zgii iyon pargalari taranabilmekte ve kromotografik ayirmanin performansindan bagimsiz

olarak c¢ok diisiik derisimlerde nicel ve nitel analizler yapilabilmektedir.
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Kiitle spektrometresi, sadece peptidlerin ve proteinlerin molekiiler kiitlesinin kesin
belirlenmesine degil, ayn1 zamanda, 6zellikle tandem kiitle teknikleri ile kullanildiginda,

post-translasyona bagli dizilerin belirlenmesine de imkan vermektedir [57].
2.5.3. Fosfopeptitlerin Kiitle Spektrometrisi ile Analizi

Proteinlerin fosforilasyonun tanimlanmasi ve bolgelerinin belirlenmesi, belirli bir durumda
hangi proteinlerin veya hiicresel Yyolaklarin aktive edilebilecegine dair ipuglari
saglamaktadir. Birkag yil Oncesine kadar sadece az sayida fosforilasyon bolgesi tanimh
iken kiitle spektrometrisi (MS) sayesinde, 6zel analitik 6l¢iim metotlarinin gelistirilmesine
yonelik yeni stratejiler ve ilerlemeler sayesinde, fosforilasyon alanlarinin biiyiik olgiide
haritalanmas1 miimkiin hale gelmistir. Fosforilasyon iceren 6rneklerde molekiil basina bir,
iki veya ti¢ fosfat gurubu tasiyan fosfatlanmis molekiil formlar: (sekil 2.3.) numunenin
yaklagik yarisin1 olustururken, kalan yarist fosfatlanmamis molekiillerden olusmasi

nedeniyle klasik yontemlerle analizler esnasinda gézden kagabilmektedir.
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Sekil 2.3. Proteomik Bir Caligmada Fosfopeptitlerin ESI-MS Analizleri [58].

Proteom ¢apindaki protein fosforilasyonlar kiitle spektrometresi ile belirlenirken, yanlis pozitif
sonuglarin en aza indirilmesi, fosforilasyon bdlgelerinin dogru bir sekilde tanimlanmasini

saglayarak hiicre sinyal aglarinin kesfedilmesinde olduk¢a onemlidir [24]. Fosfoeptitler,
kendilerine eklenen herbir fosfat (PO4'3) icin 80 Da’lik bir kiitle artis1 gosterir. Bu sayede

fosforilasyon bdlgelerini igeren peptitlerin tanimlanmasinin en basit yontemi olan kiitle
haritalamas1 daha kolay hale gelmektedir. Fakat buna ragmen fosforilasyon bolgesinin
tanimlamasi olduk¢a karmagiktir; clinkii fosforilasyon sadece bir protein sekansindaki spesifik
bir bolgede meydana gelir ve tipik olarak sadece bir triptik peptit, ilgili fosforilasyon bolgesini

igerir. Bazi ¢alismalarda tizerinde 6zellikle durulan ilgili birkag peptidi net bir
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sekilde ortaya ¢ikarmak, analiz etmek, peptidin amino asit dizisini belirleyebilmek ve/veya
fosforilasyon bolgesinin yerini kesin olarak dogrulamak amaciyla zenginlestirme yapilmasi
gerekmektedir.  Fosfopeptit  zenginlestirmesi, numunenin se¢imli  bir  sekilde
saflastirmasiyla gergeklestirilmektedir. Fosfopeptit zenginlestirme i¢in uygun yontemi
segmeden Once, ¢alismanin amaci, 0rnek ozellikleri, baslangic materyali miktar1 ve her
zenginlestirme yOnteminin sundugu avantaj ve dezavantajlar gibi bazi hususlar1 dikkate
almak olduk¢a Onemlidir. Homojen yiizeyler elde edilebilmesi, diisiik sicakliklarda
sentezlenebilmeleri, kolayca modifiye edilebilmeleri nedeniyle ve 6zellikle biyomalzeme
olarak uygunluklar1 sebebi ile sol-jel malzemeler fosfopeptit zenginlestirme ¢alismalarinda

son derece avantajlidir.
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3. DENEYSEL BIiLGILER

3.1. Kimyasallar

Fosfopeptit zenginlestirme amaciyla yapisinda fosfopeptit bulunduran proteinlerden BSA,
B-kazein, tripsin, iyodoasetamit, fiire, asetonitril, hidroklorik asit, nitrik asit ve
amonyumbikarbonat Sigma (Steinheim, Almanya) firmasindan, metanol ve formik asit ise
Fluka (ABD) firmasindan temin edilmistir. Deneyde kullanilan tiim ¢ozeltiler ve deney
malzemelerini yikamak ic¢in gereken su, Elga Pure Lab Options Q (High Wycombe,

Birlesik Krallik) deiyonize su sistemi kullanilarak elde edilmistir.
3.2. Sol-Jel Malzemelerin Sentezi

Klasik tiretim metodlart ile iiretimi mimkiin olmayan malzemeler igin gelistirilen
tekniklerden, uygulanabilirlik agisindan polimer pirolizi ya da kimyasal ¢oktiirme gibi
diger yontemlere kiyasla daha kolay olan sol-jel teknigi “solution-gelation” terimlerinin
kisaltmas1 olarak adlandirilmaktadir. Sol-jel prosesi ¢ogunlukla seramik sanayiinde
kullanilan bir yontem olsa da bir siispansiyon ya da ¢ozeltinin jellesmesine ihtiya¢ duyulan
tim alanlarda kullanilabilmektedir. Kompleks protein bilesimlerinde ¢ok az miktarda
bulunan ve bu sebeble de analizi giiglesen fosfopeptitlerin igeriginde bulunan fosfat
gruplarini basarili bir sekilde yakalayan CeHsMgO?7 igerikli sol-jellerin sentezi (Tablo 3.1)
esnasinda Tetraetilortosilikat (TEOS) ve etil alkol (1:1 hacimce) bir beherde
karistirilmistir. Ayri bir beherde 0,3 gr CeHsMgO?7 ultra saf su (3,0 mL) ile ¢ozlinmiis ve iki
ayri malzeme IKA RT 10 POWER (Almanya) manyetik karistirict da 850 rpm de
karistirllmaya birakilmistir. PEG (Mw ~600) iceren 6rnekler malzemeye, su ve CeHsMgO7
asamasinda eklenmistir. Yaklasik 25 dakika sonra homojen bir karisim elde edildiginde
ortama 1,0 mL hacimde farkli asitler (HNOs, HCI ve H2PO4) damla damla eklenerek
cozelti 48 saat boyunca karistirilmigtir. Bu silirenin sonunda kati sol-jel ag yapisinin
olustugu gozlenmis, yapt igerisindeki safsizliklari gidermek amaciyla elde edilen sol-jel

partikiiller iki hafta boyunca etil alkol-su (50:50, v/v) karigimi kullanilarak siirekli
yikanmistir. Yikama islemlerinin ardindan jel partikiilleri yaklagik 56 °C de 24 saat vakum

etliviinde kurutulduktan sonra kullanima hazir sekilde falkon tiiplere konulmustur.
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Tablo 3.1. CsHeMgO?7 iceren Sol-Jellerin Kimyasal Oranlari.

Ornek Kodu TEOS Etanol Su Asit Diger
Malzeme
CeHsM@O07-HsPO4@TEOS 25mL 25mL 3,0mL 1,0mLHsPOs 0,3¢g
(3B) CeHsMgO7
CeHsM@g07-HNOs@TEOS 25mL 25mL 3,0mL 1,0mLHNOs 0,3g
(3C) CeHsMgO~
CeHsMgO7-HCI@TEOS 25mL 25mL 30mL 1,0mLHCI 0,39
(3D) CeHsMgO~
CeHsMgO07-HCI- 15mL 10mL 04mL 80,0ulL HCI 01g
PEG@TEOS (3H) CesHeMgO7
0,3mL
PEG600
CsHeMg07-HNO3- 15mL 10mL 04mL 80,0uLHNO3 0,19
PEG@TEOS (3I) CsHsMgO7
0,3mL
PEG600
CsHsMg07-H3POs- 15mL 10mL 04mL 80,0puL HsPOs4 0,19
PEG@TEOS (3J) CoHsMgO?
0,3mL
PEG600

3.3. Sol-Jellerin Karakterizasyon Calismalar:

3.3.1. ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection - Fourier Transform Infrared)

Spektroskopisi

Tez kapsaminda gergeklestirilen ATR-FTIR spektroskopisi 6lgiimleri Nicolet IS 50 Attenuated

Total Reflection - Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) Spektrofotometresi kullanilarak

gerceklestirilmistir. Tim spektrumlar az miktarda 6rnek ve ornek kalinligindan bagimsiz

olarak 600 cm™ ve 4000 cm™ arasinda 32 tarama yapilarak kaydedilmistir.

3.3.2. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Tez kapsaminda gergeklestirilen termogravimetrik analizler ve iiretilen malzemelerin 1s1l

ozellikleri, TA Instrument SDT Q600 (New Castle, DE, ABD) model Termogravimetrik

Analiz (TGA) cihazi ile yapilmis olup; toz hale getirilen 6rnekler yaklasik 1,0 mg kadar tartilip

25 °C oda sicakligindan baslanarak dakikada 10 °C artis ile 700 °C ye kadar 1sitilmis
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ve sicakliga karsi kiitle kayiplari yiizde (%) olarak kaydedilmistir. Calisma gazi olarak azot
(N2) kullanilmis ve akis hiz1 100 mL/dk. olacak sekilde ayarlanmstir.

3.3.3. XPS (X-Ray Photoelectron Spectroscopy)

Tez kapsaminda sentezlenen soljel malzemelerin yiizey analizleri monokromatik Al Ko X
isin1 kaynakli K-Alpha X-ray Photoelectron Spektrometre (XPS) (Thermo Scientific,
Ingiltere) cihazi ile 30 eV ve 200 eV gegis enerjisi (pass energy) kullanilarak yapilmustir.
Tiim ornekler 90°’lik ayrilma agis1 (take-off angle) kullanilarak analiz edilmistir. Yiizey
element bilesimleri, X-iginlari noktasal alan boyutu 400 pm ayarlanarak, O ile 1000 eV
arasinda degisken enerji kullanilarak belirlenmistir. Baglanma enerjileri (Binding energies,
BEs) 285 eV’deki Cls sinyali referans alinarak tanimlanmistir. Tanimlama limiti <0,1
atomik ylizde olan spektrometre i¢in ylizeyden 5 nm altina kadar analiz edilen sol-jel

malzemelerin ¢alisma elektrodu olarak Bakir (1 cm x 1 cm) kullanilmustir.
3.4. Proteinlerin Tripsin Enzimi ile Parcalanmasi

Serin, treonin ve tirosin amino asitlerini barindirdig: i¢in fosfat grubu iceren ¢ok sayida
protein bulunmaktadir. Bu proteinler tripsin gibi proteazlarla par¢alandiklarinda fosfopeptit
fragmentleri olustururlar. Kazein alt birimleri (aS1, aS2, B ve k-kazein) bu tiir proteinler
icerisinde en c¢ok bilinenlerdir. Bu nedenle bilimsel ¢alismalarda siklikla model
fosfoprotein olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu ¢alismalarda BSA (bovine serum albiimin)
gibi biiyiik proteinlerin proteolitik peptitleri kullanilarak kazein alt birimlerinden elde
edilen fosfopeptitlerin dogal ortamlarimi taklit eden karisim cozeltileri elde edilmektedir.
Uc boyutlu yapist olduk¢a karmasik olan ve 585 amino asitten olusan BSA tripsin enzimi
ile parcalandiginda ¢ok sayida peptit fragmenti olustururarak fosfopeptiler i¢in dogal bir
matriks islevi gormektedir. Cok sayida disiilfit bagi igeren BSA gibi proteinlerin tripsin
enzimiyle parcalanma islemlerinde bazi ek uygulama ve kimyasal maddelere ihtiyag
duyulmaktadir. Pankreas tarafindan tretilen tripsin enzimi in vivo ve in vitro olarak ¢ok
farkli islemlerde kullanilmaktadir. Bu enzim uzun peptit zincirlerini lizin ve arjinin
aminoasitlerinin karboksil gruplarindan kesmektedir. Bu ¢alismada model protein olarak
kazein proteinin alt birimi olan B-kazein kullanilmistir. Zenginlestirme g¢alismalarinda
fosfopeptitlerin bulunduklari dogal ve karmasik ortami olusturmak i¢in BSA’dan elde
edilmis peptit ¢ozeltisinden faydalanilmistir. Bu amagla 9,0 mg tripsin enzimi 10,0 mL 50
mM (NH4)2COs tampon ¢ozeltisi i¢inde ¢6ziilmiis ve ayri falkon tiipler i¢erisinde bulunan

5,0 mg B-kazein ve ayni miktardaki BSA igerisine ayr1 ayri yaklasik 5,0 mL hacminde

eklenmistir. Karisimlar 37 °C de 2 saat siireyle inkiibe edilmis ve 2 saatin sonunda sadece
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BSA ¢ozeltisine ek olarak 250 pL. 8 M’lik iire ¢ozeltisi eklenerek 56 °C’de yarim saat daha
inkubasyona birakilmistir. Daha sonra sisteinlerin olusturdugu disiilfit baglarim1 kirarak
proteinlerin katlanmig yapilarii agan 100 mM 250 pL 1,4-dithiothreitiol (DTT) ¢o6zeltisi
ilave edilmis ve 56 9C’de bir saat daha bekletilmistir. Son olarak BSA c¢ozeltisinde

DTT’nin kirmis oldugu baglar1 stabilize ederek yeniden baglanmalarin1 engelleyen ve
indirgenmis sistein kalintilarini alkilleyen 20 mM’lik iodoasetamit (IAA) ¢ozeltisinden 250
pL ilave edilerek enzimatik pargalanmanin tamamlanmasi i¢in ¢ozelti karanlikta ve oda
sicakliginda bir saat bekletilmistir. Her bir ¢ozeltiye ayr1 ayr1 0,5 mL formik asit ilavesi

yapilarak tripsinle pargalanma islemi durdurulmustur. Enzimatik par¢alanma sonucu elde

edilen peptit ¢ozeltileri analizler dncesinde -80 °C’de saklanmustr.

3.5. Fosfopeptitlerin Sentezlenen Sol-Jel Malzemeler ile Zenginlestirilmesi

Bu c¢aligmalarda Oncelikle peptit parcalart igeren kompleks ¢ozeltiler igerisinden
fosfopeptitlerin sentezlenen sol-jel malzemelerin yiizeyine se¢imli bir sekilde tutunabilmeleri
icin en uygun pH degerleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Farkli pH degerlerinde gerceklestirilen
caligmalar neticesinde en uygun pH degerinin yaklasik 4,0 oldugu bulunmustur. pH
ayarlamalari Mettler Toledo Seven Multi pH metre (Columbus, OH, ABD) ile yapilmustir.
pH=4,0 degerine sahip 100 mM asetat tamponu: asetonitril: formik asit (4:1:0,1 hacimce)
karisimi kullanilmistir. Yaklasik 10,0 mg sol-jel malzeme hassas analitik terazide tartilmis ve
bu malzeme 1,0 mL adsorpsiyon ¢ozeltisi ile 3 kez yikanmustir. B-kKazein ve, sigir serum
albumin (BSA) proteinlerinin tripsin yardimiyla elde edilmis proteolitik ¢ozeltileri mol oranm
olarak yaklasik 50:1 olacak sekilde birbiriyle karistirilmis ve sol-jeller ile birlikte 10 dakika
bekletilmis ve bu sayede daha karmasik ortamdaki zenginlestirme kabiliyetleri incelenmistir.
Sol-jel malzemeler iizerine 100 pL hacimde ilave edilen protein karisimlari 45 dk boyunca 50
rpm’de santriflij yapilarak sol-jeller ¢oktiiriilmistiir. Sol-jeller tizerinde bulunan sivi baska bir
kaba alindiktan sonra, sol-jellerin adsorpsiyon kosullarim1 saglayan ¢ozelti ile 2 kez daha
yikanmig ve bu sekide 0Ozglin olarak baglanmayan peptitlerin sol-jel yiizeylerinden
uzaklastirilmasi saglanmigtir. Son olarak 50,0 uL. ACN: deiyonize su: formikasit (1:1:0,1
hacimce) desorpsiyon ¢ozeltisi sol-jeller {izerine ilave edilereck (pH=1,0) sol-jellerin
ylizeylerinde tutunan fosfopeptitlerin ayrilarak ¢ozelti igerisinde alinmasi saglanmistir. Elde

edilen 6rnekler LC-MS/MS analizleri i¢in viallere aktarilmistir.
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3.5.3. Fosfopeptitlerin ESI Kiitle Spektrometrisi ile Tayini

Tez kapsaminda zenginlestirme islemi yapilmis ve yapilmamis Orneklerin kiitle
spektrumlar1 Thermo Scientific TSQ Quantiva ti¢lii kuadrupol kiitle spektrometresi (San
Jose, CA, ABD) ve Ultimate 3000 HPLC sistemine sahip LC-MS/MS sistemiyle elde
edilmistir. HPLC kisminda 0,5 mL/dk akis hiz1 ile hacimce 0,1 oraninda formik asit ilave
edilmis ACN ve ultra saf su 50:50 (v/v) i¢eren hareketli faz izokrotik olarak kullanilarak,

HPLC sistemiyle infiizyon yapilmistir. Kiitle spektrometresi parametreleri ise ESI iyon
kaynaginda pozitif iyon modunda 4000 V, 375 °C iyon transfer tiipii sicakligi, siipiirme

(sweep) gazi 1,0 perdeleme (sheat) gazi 20,0 ve dis (aux) gaz basinglar1 5,0 (arbitrary

units) olacak sekilde ayarlanarak veriler elde edilmis ve bilgisayara kaydedilmistir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Son derece Onemli faaliyetlerde gorev alan fosfoproteinlerin tayini ve yapilarmin
aydmlatilmas1 i¢in diger biyolojik makromolekiillerde oldugu gibi yine kiitle
spektrometrisi (mass spectrometry, MS) en etkin teknik olarak kullanilmaktadir. 1980’11
yillarin ortalarinda 6zellikle elektrosprey iyonlastirma (Electrospray lonization, ESI) ve
matriks yardimli lazer desorpiyon/iyonlastirma (matrix-assisted laser desorption/ionization,
MALDI) gibi yeni iyonlastirma yontemlerinin gelistirilmesiyle; protein, peptit, DNA,
RNA, sentetik polimerler, biiyiik organik ve inorganik kompleksler gibi makromolekiillerin
analizleri kiitle spektrometrik olarak yapilabilir hale gelmistir [59]. Bu gelismeler 1s18inda,
ozellikle proteomik ve genomik gibi “omik” calisma alanlarinda Onemli asamalar
kaydedilmis ve bu ¢alismalar i¢in kiitle spektrometrisi vazgecilmez bir hale gelmistir. Bu
tiir galigmalarda, analiz edilecek molekiillerin iyonlagsma verimi ve diger 6zelliklerine bagl
olarak analiz parametrelerinin belirlenerek optimize edilmesi ¢ok oOnemlidir. Oldukga
hassas bir analiz yontemi olan LC-MS/MS (Liquid Chromotography Mass Spectrometry)
ve ESI-MS (Electrospray lonization-Mass Spectrometry) gibi yontemlerle femtomol veya
attomol seviyelerinde rahatlikla tayin yapilabilmesine ragmen, fosfopeptitlerin miktarlari
tayin smirlarinin altinda kalabilmektedir [60]. Bunun en 6nemli sebebi olarak, ozellikle
dogal oOrneklerle calisilirken ortamda bulunan diger protein ve peptitlerin sinyalleri
arasinda fosfopeptit sinyallerinin kolay gozlenememesi veya fosfopeptitlerin iyonlagma
verimlerinin diger peptitlerden daha diisiik olmasi olarak ifade edilebilir. Diger peptilerle
kiyaslandiginda, fosfopeptitlerin fosfat grubuna baglh olarak toplamda daha negatif yiikler
icermesi de tek bir analiz ortaminda fosfopeptitlerin kolay gdzlenememesinin ana
sebeplerinden birisidir. Bu tiir sorunlarin Oniine gegmek icin; analiz Oncesinde
fosfopeptitlerin bulunduklar1 ortamlardan segimli olarak ayrilarak zenginlestirilmeleri

uygulanabilecek yontemlerden bir tanesidir.

Bu tez kapsaminda, model fosfoprotein olarak beta kazein (B-kazein) secilmis ve beta
kazein’in tripsin ile proteolitik olarak par¢alanmasi sonucu elde edilen peptit karisimi
icerisinden fosfopeptitlerin, diger fosfatlanmamis peptitlerden ayrilmas: icin katyonik
ozellikte magnezyum igerikli sol-jeller sentezlenmistir. Fosfopeptit zenginlestirme
caligmalarinda kullanilabilecek nitelikteki tiim malzemelerin yapisal karakterizasyonlari
Attenuated Total Reflection — Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) spektroskopisi, X-
1511 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ve termogravimetrik analiz (TGA) yontemleriyle
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gerceklestirilmistir. Uretilen farkli malzemeler f-kazein’den elde edilen model
fosfopeptitlerin zenginlestirme calismalarinda kullanilmis malzemelerin zenginlestirme
potansiyelleri ESI-MS teknigi ile LC-MS/MS’de incelenmistir. Tamamlayici ¢alismalarda
B-kazein fosfopeptitlerinin bulundugu karigim ortamini daha kompleks hale getirebilmek
amaciyla BSA proteini de tripsin ile pargalanarak, olusan peptit karisimlar1 da B-kazein
peptit karisimlarina eklenmistir. Bu sekilde fosfopeptitlerin bulunduklar1 dogal ortamlarina
benzer bir biyolojik karmasa yaratilmaya calisilmis zenginlestirme performanslar
degerlendirilmistir. Caligmalar sonucunda, hiicresel dongiiler igerisinde olduk¢a Onemli
gorevleri olan ve kanser vb. ciddi hastaliklarla yakin iliskide oldugu bilinen fosfopeptitlerin
[61] zenginlestirilmesine yonelik malzemelerin yani sira, bu malzemelerin kullanildig: kiitle

spektrometrisi tabanli yeni 6lglim metotlar1 da gelistirilerek elde edilen veriler yeni bir
yaklagimla agik kaynak kodlu mmass kiitle spektrometrisi yazilimiyla (Www.mmass.org)
degerlendirilmistir. Bu sekilde gilinlimiize kadar benzer amaclarla yapilan fosfopeptit
zenginlestirme ¢alismalarindan farkli olarak, gorsel degerlendirme digsinda, tamamen

matematiksel bir yaklasimla, zenginlestirme potansiyelleri ortaya konulmustur.

4.3. Sol-Jel Malzemelerin Karakterizasyonu

4.3.3. Sol-Jel Malzemelerin ATR-FTIR Spektrometrisi ile Incelenmesi
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Sekil 4.1’deki CsHeMgO7-H3PO4@TEOS (3B kodlu o6rnek) sol-jeline ait ATR-FTIR
spektrumunda CeHsMgO?7 yapisinda bulunan sitrat anyonuna ait karakteristik C=0 (1634
Cm'l) piki, ayrica sol-jel yapisinda bulunan su ve -OH gruplarindan dolayr 3300 cmt
civarinda siddetli ve genis bant gézlenmektedir. Ayrica sentez ¢alismasinda kullanilan

TEOS’tan dolay1 sol-jel yapisinda bulunan diizlem i¢i ve diizlem dis1 Si-O gerilmeleri

nedeniyle 950 cm™ ve 1050 cm™ civarinda sidetli pikler gozlenmektedir. Bunlara ek

olarak ~800 cm™ civarinda gozlenen sinyal Mg-O-Mg [62] titresimlerine ait olup, Mg

iyonlarinin sol-jel yapisina basariyla entegre edildigini géstermektedir.
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Sekil 4.2. CeHsMgO7 —~HNO3@TEOS (3C kodlu sol-jel) ATR-FTIR Spektrumu.

Sekil 4.2°de bulunan CeHsMgO7-HNO3@TEOQOS (3C kodlu 6rnek) sol-jeline ait ATR-FTIR
spektrumunda 3400 cm! civarinda sol-jel yapisinda bulunan su ve -OH gruplarina ait
genis bir bant gézlenmektedir. Ek olarak 1650 cm™ civarindaki ikili pik hem sitrat
molekiilindeki C=0 ve nitrik asitten  kaynakli N=O  gerilmelerinden
kaynaklanmaktadir.1300-1400 em civarinda gozlenen pikler TEOS hidrolizi sonrasi

ortaya ¢ikan etanol molekiillerindeki —C-H egilmelerinden kaynaklanmaktadir. Yine
TEOS’tan dolay1 sol-jel yapisinda bulunan diizlem i¢i ve diizlem dis1 Si-O gerilmeleri

nedeniyle 980 cm™ ve 1050 cm ! civarinda sidetli pikler gbzlenmektedir.
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Sekil 4.3. CeHsMgO7-HCI@TEQOS (3D kodlu sol-jel) ATR-FTIR Spektrumu.

Sekil 4.3’deki CeHeMgO7-HCI@TEOS (3D kodlu o6rnek) sol-jeline ait ATR-FTIR
spektrumunda CeHsMgO7 yapisinda bulunan sitrat anyonuna ait karakteristik C=0 (1641 Cm'l)
piki, ayrica sol-jel yapisinda bulunan su ve sitrat anyonundaki -OH gruplarindan dolay1 3300
cm! civarinda siddetli ve genis bant gozlenmektedir. Ayrica sentez ¢aligmasinda kullanilan
TEOS’tan dolay1 sol-jel yapisinda bulunan diizlem igi ve diizlem dist Si-O gerilmeleri

nedeniyle 960 cm™® ve 1050 cm ™! civarmda sidetli pikler gozlenmektedir.
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Sekil 4.4. CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS (3H kodlu sol-jel) ATR-FTIR Spektrumu.

Sekil 4.4’deki CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS (3H kodlu &rnek) sol-jeline ait ATR-FTIR
spektrumunda CeHsMgO7 yapisinda bulunan sitrat anyonuna ait karakteristik C=0 (1620

Cm'l) pikinin siddeti olduk¢a azalmistir, ayrica sol-jel yapisinda bulunan PEG ve -OH

gruplarindan dolayr 3300 cm™? civarinda siddetli ve genis bant gozlenmesine ragmen
siddetindeki azalma belirgindir. Bununla birlikte sentez ¢alismasinda kullanilan TEOS ’tan
dolayi sol-jel yapisinda bulunan diizlem i¢i ve diizlem dis1 Si-O gerilmeleri nedeniyle 950
cm™ ve 1050 cm™ civarinda sidetli pikler gozlenmektedir. -OH ve C=O piklerinin

siddetindeki azalmanin bu sol-jelin sentezi esnasinda asit miktarinin az kullanilmasindan
kaynaklandig1 diislintilmektedir. Kullanilan asit miktarinin (HCI) az olmas1 ozellikle
kondenzasyon basamagini yavaslatarak PEG ve sitrat molekiilerinin yapiya
entegrasyonunu azaltmis ve bu sayede serbest bulunan bu yapilarin yikama islemleri

esnasinda sol-jel yapisindan uzaklastirilmasina sebep olmustur.
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Sekil 4.5. CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (31 kodlu sol-jel) ATR-FTIR Spektrumu.,

Sekil 4.5’deki CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS (3l kodlu ornek) sol-jeline ait ATR-FTIR
spektrumunda CeHeMgO7 yapisinda bulunan sitrat anyonuna ait karakteristik C=0 (1650

Cm'l) piki gozlenmektedir, ayrica sol-jel yapisinda bulunan PEG ve -OH gruplarindan

dolay1r 3300 cm™ civarinda genis bant gozlenebilmektedir. Bununla birlikte sentez

caligmasinda kullanilan TEOS’tan dolay1 sol-jel yapisinda bulunan diizlem i¢i ve diizlem

1

dis1 Si-O gerilmeleri nedeniyle 940 cm™ ve 1050 cm™® civarinda siddetli pikler yer

almaktadir. -OH ve C=0 piklerinin siddetindeki azalma bu ATR-FTIR spektrumunda da
gozlenmesine ragmen az miktarda kullanilan HNOz’nin katalizor olarak HCl’ye kiyasla
daha verimli oldugu ve bu piklerin siddetindeki azalmanin CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS
sol-jeline kiyasla daha az oldugu anlasilmaktadir. Bu sonug 6zellikle TEOS’ta buluna

etoksit gruplarinin artan oranda etanol olarak ayrilmasi sonucu ortaya ¢ikan ve yaklasik

1350 cm™ civarinda gozlenen -C-H sinyallerinden de anlasilabilmektedir.
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Sekil 4.6. CeHsMgO7-HsPOs-PEG@TEOS (3J kodlu sol-jel) ATR-FTIR Spektrumu.

Sekil 4.6.’da bulunan CeHsMgO7-H3PO4-PEG@TEOS (3] kodlu 6rnek) sol-jeline ait ATR-
FTIR spektrumunda da 6zellikle CeHsMgO7-HCI-PEG@TEQS sol-jeline benzer bir durum
gbzlenmis olup, bu sonuglar fosforik asit ve hidroklorik asitin, PEG igeren sol-jellerin
sentezinde katalizor olarak nitrik asitten daha diisiik etkinlik gdsterdiklerini gostermektedir.
TEOS disinda sol-jel sentez ortamina eklenen maddelerin yapiya entegrasyonundaki
azalmanin CeHeMgO7-H3PO4-PEG@TEOS sol-jeli i¢in de gegerli oldugu yapilan bu

caligma sonucunda da goriilmiistiir.
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4.3.4. Sol-Jel Malzemelerin Termogravimetrik Analizleri
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Sekil 4.7. CeHsMgO7-H3POs @TEOS (3B kodlu sol-jel) Termogrami.

Sekil 4.7. CeHsMgO7-H3POs @TEOS’un 1sisal kararliligini belirlemede kullanilan TGA

termogramini gostermektedir. Oda sicakligindan 700 °C’ye kadar sitilan ornekte iki
basamakta degisim gozlenmistir. 100 °C ye kadar olan ilk basamakta érnek icerisindeki su

buharlagmis bu esnada 6rnek, kiitlesinin yaklasik % 50 sini kaybemistir. 350 °c ye kadar

olan ikinci basamaktaki bozunma yapida bulunan ugucu organik yapilarin 1sisal
bozunmasindan kaynaklidir. Bu esnada kiitle kaybi yaklasik % 5 olarak gézlemlenmistir.
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Sekil 4.8. CeHsMgO7 —-HNO3 @TEQS (3C kodlu sol-jel) Termogrami.

Oda sicakliginda analize baslanan Ornek igin 1sisal bozunma ii¢ basamakta meydana

gelmistir 90 °C’ye kadar olan ilk basamak, % 8 kiitle kaybina karsilik gelen dehidrasyon

basamagidir. Sonrasinda 200 °C - 500 °C arasindaki degisim yapidaki organik gruplarinin

uzaklasmasidir.
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Sekil 4.9. CeHsMgO7-HCI@TEOS (3D kodlu sol-jel) Termogrami.

Sekil 4.9 daki termogramda CeHsMgO7-HCI@TEOS (3D kodlu sol-jel) malzeme 40 °C’de

camst Ozelliklerini kaybedip vizkoz ozellik kazanmaya baglamigtir. CeHeMgO7-H3PO4
@TEOS’dan daha yiiksek camsi gecis sicakligina sahip olmasi 3D kodlu soljel
malzemenin CsHeMgO7-H3PO4 @TEOS’a kiyasla daha fazla dallanmis yapiya sahip
olmasi olarak yorumlanabilir. Dehidrasyonda 6rnek kiitlesinin yaklasik % 60’1n1 kaybeden

sol-jel malzeme icin 1s1sal kararlilik 200 °C’den sonra baglamustir.
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Sekil 4.10. CeHsMgO7-HCI-PEG@TEQS (3H kodlu sol-jel) Termograma.

Poli(etilen)glikol (PEG), biyolojik olarak uyumlu olmasi, yiiksek oranda hidrofilik olmasi,

suda ¢oziiniirligii ve toksik olmamasi sebebiyle biyomedikal uygulamalarda en sik tercih

edilen sentetik polimerlerden biridir. Sekil 4.10’daki termogram magnezyum sitrat ve PEG’den

kaynakli 100 °C’de gbriilen dehidrasyon basamagindaki kiitle kaybi1 % 15’lerdedir.
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Sekil 4.11. CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (31 kodlu sol-jel) Termogramu.

CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOQOS i¢in (Sekil 4.11) cams1 gegis sicakligi 42 9C’dir. 100 °C’e
kadar olan 1sisal bozunma sol-jelin yapisindan su molekiillerinin uzaklagtigini

gostermektedir.
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Sekil 4.12. CeHsMgO7-H3PO4-PEG@TEOS (3J kodlu sol-jel) Termograma.

CeHsMgO7-H3POs-PEG@TEOS igin 1s1sal degisim (Sekil 4.12) iki basamakta meydana

gelmistir. 100 °C’ye kadar olan ilk basamakta, 6rnek igerisindeki suyun uzaklasmasi

dehidrasyon basamagimi olusturmaktadir. 350 °C civarindaki ikinci basamakta ise

ornekteki diger ugucu organik bilesenler yapidan uzaklagsmstir.
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Sekil 4.13. Tiim Orneklerin Karsilastirmali Termogram Sonuglari.

Tiim sol-jel malzemeler birlikte degerlendirildiginde (Sekil 4.13) 6rneklerin % 50 ila % 20
arasinda kiitle kayb1 gosterdigi ve 100 0C’ye kadar olan kaybin 6rnek malzemelerin

yapisindaki su ile iligkili oldugu gozlenmistir. PEG i¢ermeyen 6rneklerden CeHsMgO7-
H3POs2 @TEOS (3B kodlu sol-jel) ve CeHeMgO7-HCI@TEOS (3D kodlu sol-jel)

malzemelerde magnezyum sitrattan kaynakli kayip 150 °C’de baslayip 300 °C’de

sonlanmaktadir. PEG igeren malzemelerde ise PEG’in varlig1 kiitle kaybinda azalmaya
neden olmustur.
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4.3.5. Sol Jel Malzemelerin XPS ile incelenmesi

H,PO,@ TEOS (sol-jel) Siddeta.u.
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Sekil 4.14. (A)Yapisina CeHsMgO~ eklenmemis sol-jel malzemenin XPS spektrumu.

(B) CeHsMgO7-HsPOs@TEOS (3B kodlu sol-jel) XPS Spektrumu.

Kat1 malzemelerin yiizeylerinin kimyasal yapisi ve yiikseltgenme basamaklar1 hakkinda bilgi
vermek amagli kullanilan X-1sinlar1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), bu amagla en sik
kullanilan yontemdir. Yapisina CeHsMgO7 eklenmeden sentezlenmis sol jel malzemenin

yiizeyi XPS teknigi ile analiz edilmistir. (Sekil 4.14A) Oksijenden kaynakli O1s ve
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karbondan gelen C1s tek bir tepe noktali spektral hat meydana getirmistir. Sekil 4.14A da
goriildiigi lizere karbon i¢in baglanma enerjisinin pozisyonu 1s ve enerjsi ise 285 eV dur.
Oksijen i¢in ise baglanma enerjisi pozisyonu Is igin 550 eV’dur. TEOS’un temel
piklerinden olan Si i¢in baglanma enerjileri 100 eV ve 180 eV olarak kaydedilmigtir. XPS
spektrumuna goére numune yiizeyinde C, Si ve O bulundugu anlasilmakta ve CeHeMgO7
eklenmeden TEOS ile sentezlenmis sol-jele ait silikon atomlari gézlenmektedir. Sekil
4.14B de gosterilen CeHsMgO7-H3sPO4s@TEOS (3B kodlu sol-jel) malzemenin yiizeysel
yapisinda sekil 4.14A dan farkl olarak, 1300 eV enerji degerinde Mgls’den kaynakli 150
eV ve 100 eV’da Mg2s ve Mg2p’den kaynakli Magnezyum’a ait sinyaller gozlenmektedir.
Sekil 4.14B’de yer alan XPS spektrumundan elde edilen atomic yiizde verileri Tablo 4.1°de
gosterilmektedir. Bu sonuglara gore 3B kodlu CesHeMgO7-H3PO4@TEOS sol-jelin

yiizeyinde ve yapisinda magnezyum elementleri basariyla gozlenmistir.

Tablo 4.1. CeHsMgO7-H3sPO4s@TEOS (3B kodlu sol-jel) i¢in Pik Tablosu.

Molekiil Atomik %
Ols 57,61
Si2p 19,41
Si2s 5,97
Cls 16,13
Mgls 0,10
Mg2s 0,21

CeHsMgO7-HsPOs@TEOS (3B kodlu sol-jel) malzeme sentezlenirken malzemeye eklenen
CsHeMgO7 miktar1 agirlik¢a yiizde 0,3 iken, XPS analizi sonucu bu oranin yaklagik yiizde
0,2 civarlarina distigii goriilmektedir. Yiizde 0,1’lik kaybin nedeni zenginlestirme
islemleri oncesinde sol-jel yapisinda bulunan safsizliklardan kurtulmak amaciyla yapilan
yikamalar ve bunun sonucunda sol-jel yapisina kimyasal olarak baglanamayan
Magnezyum iyonlarinin uzaklagsmasidir. Bu sekilde geriye % 0,2 oraninda Mg iyonlarinin
sol-jel yapisina bagl olarak kaldig1 ve bu sayede bu malzemenin zenginlestirme basarisini

pozitif yonde etkiledigi anlagilmaktadir.
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Relative Abundance

4.4. Sol-Jel Malzemelerle Fosfopeptitlerin Zenginlestirilmesi

Zenginlestirme c¢aligmalar1 Oncesinde ilk olarak [-kazein proteini tripsin enzimi

ile

pargalanarak f-kazein’e ait peptit pargalari elde edilmistir. Bu peptit karsimi tizerinde higbir

islem uygulanmadan ESI kiitle spektrumu elde edilmis ve Sekil 4.15°de verilmektedir.
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Sekil 4.15. Tripsin ile Pargalanmis 3-kazein’in ESI Kiitle Spektrumu.

Daha sonra bu peptit karistmina ait kiitle spektrumu verileri mMass yazilimina aktarilmig

ve kiitle spektrumu yazilim kullanilarak tekrar ¢izdirilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Tripsin ile Pargalanmis B-kazein’e ait kiitle spektrumunun mMass

yaziliminda goriintiilenmesi.

Bu kiitle spektrumunda yer alan sinyaller yazilimin pik belirleme (peak picking) islemiyle
tablo haline getirilerek daha sonra gergeklestirilecek fosfopeptit tarama islemine hazir hale
getirilmistir. Tez kapsaminda mMass yazilimi ile gerceklestirilen pik belirleme
islemlerinde parametreler sinyal/giiriiltii oran1 (S/N) 10, maksimum yiik 10 ve kiitle aralig1
100-1800 m/z olarak secilmistir. f-kazein i¢in Uniprot (www.uniprot.org) veritabanindan
elde edilen amino asit dizilimi bilgileri (Sekil 4.17) kullanilarak mMass yaziliminda tripsin
ile “in-silico” proteolitik pargalama islemi gergeklestirilmis ve teorik olarak peptit

kiitle/ylik (m/z) degerleri belirlenmistir.
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Sekil 4.17. B-Kazein’in Uniprot Veritabanindan Elde Edilmis Amino Asit Dizilimi.

B-kazein i¢in gergeklestirilen teorik pargalama islemleri esnasinda serin, treonin ve tirozin
amino asitleri icin fosforilizasyon ihtimali degisken (variable) olarak secilerek, elde edilen
peptit kiitle degerleri icerisinde fosfopeptitlerinde yer almasi saglanmistir. Yine parcalama
islemleri esnasinda “missed cleavage” degeri bir (1) olarak belirlenmis, m/z degerleri tipik ESI
spektrumlarina uygun sekilde ¢oklu yiik (multiple charge) icerecek sekilde elde edilmistir. Tez
kapsaminda gerceklestirilen yazilimsal tripsin pargalamasi islemlerinin tiimiinde ayni yol
izlenmis, sonradan yapilacak karsilagtirma islemleri i¢in en uygun peptit kiitle degerleri elde
edilmigtir. Teorik olarak belirlenen bu peptit m/z degeleri hem fosfopeptitleri hem de
fosfatlanmamuis peptitleri igermektedir. Tez ¢alismalarinin bu kisminda, hig¢ bir zenginlestirme
islemi uygulanmadan ESI-MS ile deneysel olarak Slgiilen B-kazein peptitlerinin m/z degerleri,
yine B-kazein proteinine ait yazilimsal teorik parcalama sonucu elde edilen peptit m/z
degerleriyle karsilastirilmig ve islem gormemis f-kazein’e bir ¢cok fosfopeptit sinyalinin tayin
edilemedigi gorilmiistiir (veriler gosterilmemistir). mMass yazilimiyla gerceklestirilen bu
karsilastirma islemine ait ekran goriintiisii temsili olarak Sekil 4.18°de verilmektedir. Tez
kapsaminda daha sonra gerceklestirilen zenginlestirme c¢aligmalarinda da eslesen fosfopeptit
sinyallerini belirlemek amaciyla ayn1 yontem uygulanmastir. islem gérmemis p-kazein ile ilgili
olarak yapilan karsilastirma islemleri sonucunda fosfopeptitlerin etkin bir sekilde
gbzlenememesi, bu tiir ¢alismalar igin zenginlestirme islemlerinin gerekliligini ve 6nemini bir

kez daha ortaya koymustur.
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Sekil 4.18. ESI-MS ile deneysel olarak ol¢iilen B-kazein peptitlerine ait m/z degerlerinin, 3-
kazein proteinine ait teorik parcalama sonucu elde edilmis peptit m/z degerleriyle

karsilastirilmasi.

4.2.1 Sol-Jel Malzemelerle B-Kazein Peptitlerinin Zenginlestirilmesi

4.2.1.1 CeHsMgO7-H3sPO4s@TEOS (3B) sol-jeli kullanmilarak B-kazein fosfopeptitlerinin
zenginlestirilmesi

Zenginlestirme c¢alismalar1 kapsaminda ilk olarak, sentezlenen CeHsMgO7-H3sPOs@TEOS tipi
sol-jel kullanilmig ve sadece B-kazein proteinin tripsin ile parcalanmasi sonucu elde edilen
peptit karigimi, bu sol-jellerle deneysel kisimda anlatildigi sekilde muamele edilmistir.
Adsorpsiyon ve desorpsiyon islemlerinin ardindan elde edilen zenginlestirilmis peptit ¢ozeltisi
ESI kiitle spektrometresi ile analiz edilmis, bu analizden elde edilen kiitle spektrumu Sekil
4.19’da verilmistir. Bu sonuglar incelendiginde CeHsMgO7-H3PO4s@TEQS tiiriindeki 3B kodlu
sol-jelin fosfopeptit zenginlestirme konusunda oldukg¢a basarili oldugu anlagilmaktadir. Tez
kapsaminda sentezlenen diger tipteki sol-jellere kiyasla c¢ok daha basarili fosfopeptit
zenginlestirme kapasitesine sahip bu sol-jel ile gergeklestirilen karakterizasyon c¢aligmalarinda
onemli farkliliklara rastlanmustir. Ozellikle XPS spektroskopisi calismalarinda CeHsMgO?7-
H3POs@TEQS sol-jelinin yapisinda daha belirgin
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bir sekilde Mg iyonlar1 igerdigi goriilmiistiir. Sol-jel sentez ¢alismalar1 esnasinda sentez
ortamina olduk¢a az miktarda eklenen CeHsMgO7 (magnezyum sitrat) bilesiginin sadece bu
sol-jel yapisina basarili bir sekilde entegre edilebildigi XPS spektrumlarindan da
anlasilmaktadir. CeHeMgO7 bilesiginin tez kapsaminda uygulanan sekliyle (agirlikca %3)
diisiik miktarda eklenmesinin nedeni sol-jel olusum tepkimeleri esnasinda ana omurgayi
olusturan —Si-O-Si- baglarinin olusumunu engellemeden sol-jel ag yapisimnin olusmasini
saglayabilmektir. Sentez ortaminda ¢ok daha yiiksek miktarlarda CeéHsMgO~ eklendiginde sol-
jel ag yapisi olusumunda sorunlar meydana gelmis, iiretilen sol-jel tipindeki partikiillerin
zaman igerisinde ¢oziinerek dagildiklari tecriibe edilmistir. Bu nedenle CeHsMgO7 miktari
digiik tutularak, Magnezyum iyonlarinin fosfopeptit zenginlestirme konusundaki basarilar test
edilmeye calisgilmistir. Magnezyum katkilama konusunda en iyi sonucun elde edildigi
CsHsMgO7-HsPO4s@TEOS tipindeki sol-jelin bu 6zelliginden dolay: fosfopeptit zenginlestirme
agisindan da en iyi sonucu verdigi anlagilmaktadir. Bununla birlikte bu sol-jel yapisinda XPS
spektrumlarinda da gozlenen, sentez asamasinda asit olarak HsPOs (fosforik asit)
kullanilmasinda kaynaklanan Fosfat (P) atomlarminda bu sol-jel tiiriiniin fosfopeptit
zenginlestirme performansma olumlu katki yaptig diisiiniilmektedir. Ozellikle benzer bir
Lewis yapisina sahip olan sol-jel igerisindeki P atomlar1 ve peptitlerin fosfat gruplarinin
uyumlu bir kimyasal g¢evre olusturacak sekilde bir araya gelmelerinin saglandigi
diistiniilmektedir. Asit ve bazlik olarak birbirilerini ¢ok fazla etkilemeyen bu benzer kimyasal
kosullarin en azinda Mg iyonlar1 ve fosfat gruplari arasindaki elektrostatik etkilesimleri
etkilemedigi ve bu sekilde Pearson asit ve baz teorisinde ifade edildigi sekliyle bu gruplar
arasindaki etkilesimlerin gergeklestigi anlasilmaktadir. Fosforik asit disinda farkli asitlerin
kullanildigir  sol-jellerde benzer zenginlestirme basarisinin elde edilememesinin temel
nedenlerinden bir tanesinin bu durum oldugu degerlendirilmistir. Tiim bunlara ek olarak TGA
olgtimleri neticesinde CeHsMg07-HsPOs@TEOS yapisinda etiivde gergeklestirilen kurutma
caligmalarina ragmen, yiiksek oranda su bulundugu goriilmiis, bu yapisal Ozellik
zenginlestirilecek peptitlerin i¢cinde bulundugu sulu ¢o6zeltinin sol-jel igerisine daha kolay
penetre olmasii saglayacak, uygun hidrofilik kosullar1 olusturmustur. Bu sayede ¢ok daha
kolay bicimde sol-jel yapisindaki fonksiyonel gruplarla bulusan fosfopeptitler daha yiiksek bir

kapasiteyle zenginlestirilebilmistir.
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Relative Abundance
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Sekil 4.19. CeHsMgO7-H3sPOs@TEQOS (3B kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilmis [3-
kazein peptit ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Daha onceki calismada oldugu gibi bu spektrumda yer alan veriler mMass yazilimina
aktarilarak m/z degerleri liste haline getirilmis, bu listelerdeki m/z degerleriyle teorik peptit
kiitle degerleri karsilastirilarak eslesen (match) fosfopeptitler (Tablo 4.2) belirlenmistir.
CeHeMg07-H3POs@TEOS sol-jeli kullanilarak elde edilen fosfopeptit eslesme oran1 % 38
olarak bulunmustur.(Ek-1, Sekil 4)

Tablo 4.2. CsHsMgO7-HsPOs@TEOS (3B kodlu sol-Jel) i¢in B-Kazein Eslesme Listesi.

Eslesen Kiitle (m/z) Yik (n) Eslesen Fosfopeptit Dizilim (sequence)
[M+nH"]
452,6953 9 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]
627,444 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
782,2798 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [1xP*]
343,2829 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [6xP*]
387,7086 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [2xP*]
452,4996 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [3xP*]
649,0899 5 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [6xP*]
1161,111 3 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [2xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT
101,2728 5 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [1xP*]
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k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT
536,2042 4 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.vV [8xP*]

k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
665,488 8 VSK.v [6xP*]

k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
1064,177 5 VSK.v [4xP*]

KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
1160,136 5 VSKVK.e [5xP*]

k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
1409,935 4 VSKVK e [6xP*]

k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
743,8624 8 VSKVK.e [2xP*]

k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
753,8582 8 VSKVK e [3xP*]

k EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
102,2589 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [9xP*]

k EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
748,3698 1 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.vV [1xP*]

k EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
781,737 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [11xP*]

k EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
797,4036 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [12xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
797,7303 10 PPQSVLSLSQSK.v [7xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
805,7269 10 PPQSVLSLSQSK.v [11xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
841,8293 9 PPQSVLSLSQSK.v [9xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
859,5996 9 PPQSVLSLSQSK.v [9xP*]

K.-YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
1150,607 7 PPQSVLSLSQSKVLPVPQK.a [3xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
692,8086 10 PPQSVLSLSQSKVLPVPQK.a [10xP*]
885,7505 8 KAVPYPQR.d [1xP*]

K.-YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
1180,665 6 PPQSVLSLSQSK.v [9xPhospho]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
818,7437 9 PPQSVLSLSQSKVLPVPQK.a [3xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
1132,349 7 PPQSVLSLSQSKVLPVPQK.a [10xP*]
342,8474 9 k. AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]

*P = Fosfopeptit
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4.2.1.2 CeHeMgO7 -HNOs@TEOS (3C) sol-jeli kullanilarak p-kazein
fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

Zenginlestirme ¢aligmalarinda kullanilan diger bir sol-jel olan CeHsMgO7-HNO3@TEOS
tipi sol-jel de B-kazein proteinin tripsin ile parcalanmasi sonucu elde edilen peptit
karisimlariyla muamele edilmistir. Zenginlestirme islemlerinin ardindan elde edilen peptit
cozeltisi ESI kiitle spektrometresi ile analiz edilmis, bu analizden elde edilen kiitle
spektrumu Sekil 4.20°de verilmistir. Bunun sonucunda da yapist geregi hidrofilik ortamlari
seven peptitler CeHsMgO7-HNOs@TEQOS sol-jelin bulunan fonksiyonel gruplar ile daha az
etkilesimde bulunmus ve CesHeMg07-H3POs@TEOS sol-jeli kullanilarak elde edilen
fosfopeptit eslesme orani hem fosfopeptitleri hem de fosfatlanmamis peptitleri igeren
mMass yaziliminda verilerin matematiksel olarak hesaplanmasi sonucu % 28 olarak
bulunmustur (Ek-1, Sekil 6). Fosfopeptit tayin yontemlerinden olduk¢a Onemli sirada
bulunan ESI kiitle spektromerisinde, analiz ortaminda HNO3 ya da H2PO4 bulunmast analiz
esnasinda iyonlagmay1 ve fosfopeptitlerin tespitini kolaylastirdigi bilinmektedir [63]; fakat
yiizey aktivitesini ve morfolojisini degistirmek amaciyla yapisina HNOs3 (nitrik asit)
eklenerek sentezlenen sol-jelin H3PO4 eklenerek sentezlenen sol-jele oranla fosfopeptit
tutma kapasitesi daha az oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi olarak ta yapisinda fosfat

grubu bulunan peptitleri fosfat igeren ortamlar1 tercih etmesi sayilabilir.
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Relative Abundance
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Sekil 4.20. CeHsMgO7-HNO3s@TEOS (3C kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilmis -

I

kazein peptit ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Daha onceki calismada oldugu gibi bu spektrumda da yer alan veriler mMass yazilimina
aktarilarak m/z degerleri liste haline getirilmis, bu listelerdeki m/z degerleriyle teorik
peptit kiitle degerleri karsilastirilarak eslesen fosfopeptitler (Tablo 4.3) belirlenmistir.
Yapilan TGA karakterizasyon galismalarinda CeHeMg07-H3PO4s@TEOS (3B) sol-jeline
kiyasla, HNOs eklenerek sentezlenen CeHsMgO7-HNOs@TEOS (3C) sol-jelinin
yapisindaki su orani daha az oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle kimyasal yapisinin daha az
hidrofilik oldugu degerlendirilen CeHsMgO7-HNO3@TEQOS sol-jelinin sulu ¢ozeltiyi daha

az adsorplayarak fosfopeptit zenginlestirmede daha az basar1 gosterdigi anlagilmaktadir.

Tablo 4.3. CeHsMgO7-HNOs@TEOS (3C kodlu sol-jel) I¢in B -Kazein Eslesme Listesi.

Yiik (n)
Eslesen Kiitle (m/z) Eslesen Fosfopeptit Dizilim (sequence)
[M+nH™]
497,121 9 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [5xP*]
718,5224 6 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]
309,0553 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.k [1xP*]
317,0519 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.k [2xP*]
325,0486 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [3xP*]
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349,0385 10 r ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK k [6xP*]
541,0761 6 T ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK K [3xP*]

k FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT
784,8527 10 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V [7xP*]

K IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
564,5784 10 VSK.v [4xP*]

K IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
675,4838 8 VSK.v [1xP*]

K IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
828,9564 7 VSK.v [6xP*]

Kk IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
763,854 8 VSKVK.e [7xP*]

k EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
781,737 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [9xP*]

k EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
805,7269 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [12xP*]

k EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
806,2888 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [2xP*]

k EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
850,7145 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.V [7xP*]

K-YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
652,8254 10 PPQSVLSLSQSK.v [2xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
692,8086 10 PPQSVLSLSQSK.v [7xP*]
102,0529 9 KAVPYPQR.d [1xP*]
114,6836 8 KAVPYPQR.d [1xP*]
316,66 10 k AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR g [2XP*]
284,1481 8 r. DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP¥]

*P= Fosfopeptit.

4.2.1.3. CeHsMgO7 -HCI@TEOQOS (3D) sol-jeli kullanilarak p-kazein fosfopeptitlerinin

zenginlestirilmesi
Hiicresel protein calismalarinda 6nemli bir yeri olan fosfopeptitler icin zenginlestirme

caligmalarinda kullanilan sol-jellerden CeHsMgO7-HCI@TEOS (3D) sentezi

katalizorii olarak HCI kullanilmigtir. Sentez ve yikama iglemlerinin ardindan kurutulan sol-jel

zenginlestirme caligmalarinda tripsin enzimi ile pargalanarak elde edilmis sadece P-kazein

peptitleri iceren ¢ozeltiyle deneysel kisimda anlatildigi sekilde etkilestirilmistir. Bu islemlerin

ardindan elde edilen zenginlesmis ¢6zelti ESI kiitle spektrometrisi ile analiz edilmis ve sonug

Sekil 4.21°de verilmistir. CeHsMgO7-HCI@TEQS sol-jeli kullanilarak elde
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edilen peptit sinyallerinin m/z degerleri mMass yazilimma aktarilmis ve daha Onceki
caligmalarda detaylan agiklanan karsilastirma islemleri gergeklestirilmistir. CsHsMgO7-
HCI@TEOS sol-jeli kullanildiginda fosfopeptit eslesme orani % 29 (Ek-1, Sekil 8) olarak
bulunmustur. Eslesen fosfopeptitlere ait bilgiler Tablo 4.4’te verilmektedir. Yapilan
karakterizasyon caligmalarindan TGA termogramina bakildiginda dehidrasyon basamaginda
ornek kiitlesinin yaklasik % 60 nin kayboldugu goriilmektedir. Su igerigine bagli olarak
hidrofilik yap1 ozellikleri CeHsMg07-HsPO4s@TEOS (3B) sol-jeliyle benzer oldugu goriilen
CeHsMgO7-HCI@TEOS  sol-jeli  fosfopeptit  zenginlestirme agisindan ~ CeHsMQO7-
H3POs@TEQS ile ayni basariyr géstermemistir. Bunun en 6nemli nedeninin, asit katalizori
olarak HCI kullanilmasiyla farkli tipte sol-jel yapisinin olusmast ve Mg iyonlarinin kimyasal
yaplya entegrasyonun yeterince saglanamamasi olarak aciklanabilir. Bu sol-jel kullanilark
gerceklestirilen XPS c¢alismalarinda, Mg iyonlarinin bu sol-jel ylizeyinde yeterli yogunlukta
olmadig1 goriilmiistiir (veriler gosterilmemistir). Ayrica CeHsMgO07-HsPOs@TEOS sol-jelinde
yap1 igerisinde yer alan fosforik asitten kaynakli fosfat gruplarimin zenginlestirmeye olan
pozitif etkisi, sentez esnasinda HCI asiti kullanilan bu sol-jel tipinde bulunmamaktadir. Bu

durumda CeHsMgO7-HCI@TEOS sol-jelinin zenginlestirme performansini etkilemistir.
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Relative Abundance
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Sekil 4.21 CeHsMgO7-HCI@TEOS (3D kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilmis f3-
kazein peptit ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Tablo 4.4. CsHsMgO7-HCI@TEOS (3D kodlu sol-jel) igin Fosfopeptit Eslesme Listesi.

Eslesen Kiitle (m/z) Yk (n) Eslesen Fosfopeptit Dizilim (sequence)
[M+nH"]
1137,255 4 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
313,5163 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
742,2966 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]
762,2882 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [5xP*]
782,2798 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
387,7086 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [6xP*]
452,4996 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [2xP*]
554,4038 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [4xP*]
1161,111 3 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [6xP*]
271,1231 9 k.IEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]
359,7229 7 k.IEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [2xP*]
207,0894 10 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]
215,086 10 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [2xP*]
344,4775 6 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT
760,8628 10 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [4xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT
818,6358 9 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V [1xP*]
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k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT
1132,21 7 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.vV [8xP*]

k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
564,5784 10 VSK.v [4xP*]

k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
1160,136 5 VSK.v [6xP*]

KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
743,8624 8 VSKVK.e [5xP*]

k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
1141,596 5 VSKVK.e [2xP*]

k. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
749,7505 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.vV [5xP*]

k. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
781,737 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [9xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
692,8086 10 PPQSVLSLSQSK.v [7xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
1140,682 6 PPQSVLSLSQSK.v [6xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
760,9599 10 PPQSVLSLSQSKVLPVPQK.a [6xP*]
316,66 10 k. AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [2xP*]
284,1481 8 r.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]

*P= Fosfopeptit.

4.2.1.4. CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS (3H) sol-jeli kullamlarak p-kazein

fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

Peptit karisimlar igerisinde miktar1 son derece az olan fosfopeptitleri daha kolay bir sekilde

tayin edebilmek amaciyla farkli tipte malzemelerin sentezlenmesi hedeflenmstir. Bu amagla
sentez ¢allismalarinda sol-jel yapisinin hidrofilik 6zelliklerini ve gézenekliliklerini arttirmak

maksatiyla poli(etilen glikol) PEG (mw ~600) igeren sol-jeller sentezlenmistir. Bu tipte tiretilen

sol-jellerden bir tanesi de jellesme basamaginda katalizor olarak HCI kullanilan CeHsMgO?7-

HCI-PEG@TEOS sol-jelidir. PEG igeren bu sol-jel tiiriide oncelikle model protein olan B-

kazein’den elde edilen peptit karisimiyla etkilestirilmis ve zenginlestirme ¢aligmalarinda
kullanilmistir. Elde edilen ¢ozelti ESI-MS ile analiz edilerek kiitle spektrumu Sekil 4.22°de

verilmigtir. Kiitle spektrumundan mMass yazilimina aktarilan veriler iglenerek teorik pf-kazein

sinyalleriyle karsilastirilmigs ve CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS sol-jeli igin (Ek-1, Sekil 10.)

eslesme oran1 % 20 olarak bulunmustur.

52




Relative Abundance
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Sekil 4.22. CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS (3H kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilmis
B-kazein peptit ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Eslesen fosfopeptitlerin listesi Tablo 4.5’te verilmektedir. Sentezlenen bu sol-jel tiiriiniin
TGA termogralarindan yapida bulunan PEG (mw ~600) nedeniyle daha hidrofilik olmasi
ve daha ¢ok su icermesi beklenirken bu durum gézlenmemistir. Bu sonug¢ yapiya entegre
olmasi1 beklenen PEG molekiillerinin kimyasal olarak baglanmadigini ve yikama islemleri
esnasinda sol-jel yapisindan uzaklastiklarin1 gostermektedir. Benzer durum FTIR
spektrumlarinda da gozlenmis olup baskin PEG varligm gosteren sinyallere
rastlanmamistir. PEG eklenmesinin istenilen hidrofilik etkiyi yaratamamasina ek olarak,
yapisal olarak CeHsMgO7 bilesiginin yapiya yeterli oranda entegre olamamasina da neden
olmustur. Bu sonuclar bu sol-jel tipinin fosfopeptit zenginlestirmedeki diisiik

performansinin ana nedenleri arasindadir.

Tablo 4.5. CsHsMgO7-HCI-PEG@TEOS (3H kodlu Sol-Jel) icin p —Kazein Eslesme
Listesi.

Yiik (n) _

Eslesen Kiitle (m/z) Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH™]

718,5224 6 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

782,2798 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

452,4996 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.k [2xP*]

541,0761 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [3xP*]

554,4038 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [4xP*]

53



697,0697 5 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.k [6xP*]

1161,111 3 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [6xP*]

207,0894 10 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]

818,6358 9 k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPONIPPLT
QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [1XP*]

564,5784 10 K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
VSK.V [4xP*]

609,4271 9 K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
VSK.V [2xP*]

653,8529 9 K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
VSK.v [7xP*]

675,4838 8 K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
VSK.V [1xP*]

587,2948 10 K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
VSKVK e [4xP*]

652,4378 9 K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
VSKVK e [4xP*]

781,737 10 K.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [9xP*]

805,7269 10 kK.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [12xP*]

806,2888 9 kK.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [2xP*]

850,7145 9 kK.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [7xP*]

692,8086 10 K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
PPQSVLSLSQSK.v [7xP*]

1140,682 6 K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
PPQSVLSLSQSK.v [6xP*]

818,7437 9 K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
PPQSVLSLSQSKVLPVPQK .a [3xP*]

1132,349 7 K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
PPQSVLSLSQSKVLPVPQK.a [10xP*]

102,0529 9 kK AVPYPQR.d [1xP*]

454,0327 5 r.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]

*P= Fosfopeptit.

Tiim bunlara ek olarak oldukg¢a hassas bir 6l¢lim yontemi olan ESI-MS ¢ozelti ortaminda
cok diisiik miktarda bulunun kimyasal bilesenleri tayin edebilmektedir. Yikama
islemlerinde PEG molekiillerinin biiyiik bir ¢cogunlugunun CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS
sol-jel yapisindan uzaklagsmasina ragmen, yapida kalan PEG molekiilleri zenginlestirme
cozeltilerine salinmaya devam etmis ve ESI-MS olclimlerinde kirliliklere neden olmustur.
PEG molekiillerinden kaynaklanan bir takim sinyaller CéHsMgO7-HCI-PEG@TEOS sol-
jeli kullanilarak elde edilen kiitle spektrumunda da (Sekil 4.22) gozlenmektedir. Bu
nedenle veriler islenmek maksatiyla mMass yazilimina aktarildiginda, 6zellikle deneysel
ve teorik verilerin karsilagtirma basamaklarinda PEG sinyallerinden dolay1 olumsuzluklarla
karsilasilmis ve arzu edilen fosfopeptit eslesme degerleri yakalanamamistir. Bu sonug kiitle
spektrometrik iyonlagsma verimi oldukca yiiksek olan PEG gibi maddelerin sol-jel
malzemelerin yapisina eklendigi durumlarda, yapisal entegrasyonun ¢ok yiiksek

diizeylerde olmasi gerektigini gostermektedir.

54



Relative Abundance

4.2.1.5. CeHsMgO7-HNOs-PEG@TEOS (31) sol-jeli kullanilarak p-kazein

fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

Tez kapsaminda sentezlenen ve tiim sol-jellerde ortak olan tetraetilortosilikat, etanol ve su
gibi bilesiklerin yan1 sira porojen madde olarak poli(etilenglikol) (PEG mw ~600) sentez
ortamina eklenenmesiyle tretilen bir diger malzeme de CeHeMgO7-HNOs-PEG@TEOS
sol-jelidir. Bu malzeme ile yapilan zenginlestirme ¢alismalar1 sonucunda elde edilen ESI
kiitle spektrumu Sekil 4.23’de verilmektedir. Kiitle spektrumu verilerinin mMass agik
kaynak kodlu yazilima aktarilmasi sonucu gergeklestirilen karsilastirma calismalarinda
CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS sol-jeli igin fosfopeptit eslesme orant %11 (Ek-1, Sekil

12.) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.23. CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (31 kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilmis
B-kazein peptit ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.
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Eslesen fosfopeptitlerin  listesi Tablo 4.6.°da  verilmektedir.  Karakterizasyon
basamaklarindan ATR-FTIR spektrumunda, ortamda bulunan PEG (mw ~600)’in
kondezasyon basamagini yavaslatarak magnezyum sitrattan (CeHeMgO7) gelen sitrat
molekiillerinin yapiya katilimini azalttig1 sonucuna varilmistir. Yapiya gozeneklilik katarak

ylizeyi arttirmasini saglamak amaciyla eklenen PEG’in, mMass yazilimi kullanilarak elde
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edilen verilere bakildiginda istenen etkiyi gostermedigi goriilmiis olup, “Uniprot” verileri
ile yapilan matematiksel eslestirmeler sonucunda, sentezlenen tiim sol-jeller i¢erisinde en
diisik oranli zenginlesme kapasitesinin CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEQOS sol-jelinde

gbzlenmesi de bu sonucu dogrulamaktadir.

Tablo 4.6. CsHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (31 kodlu sol-jel) I¢in B —Kazein Eslesme
Listesi.

Eslesen Kiitle (m/z) [“Yﬂl:lr:ém] Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
455,5063 10 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
627,444 7 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]
718,5224 6 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]
312,6989 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [2xP*]
313,5163 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
325,0486 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [3xP*]
387,7086 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK .k [6xP*]
3444775 6 k. FQSEEQQQTEDELQDK.I [1xP*]
k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
564,5784 10 VSK.v [4xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
609,4271 9 VSK.v [2xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
675,4838 8 VSK.v [1xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
587,2948 10 VSKVK.e [4xP*]
K THPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
643,5527 9 VSKVK e [3xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
805,7269 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [12xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
806,2888 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [2xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
850,7145 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [7xP*]
k.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
652,8254 10 PPQSVLSLSQSK.v [2xP*]
k.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
805,7842 8 PPQSVLSLSQSK.v [1xP]
632,3127 5 k. AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [2xP*]
284,1481 8 r.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]

*P=Fosfopeptit.
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Relative Abundance

4.2.1.6. CeHsMgO7-H3PO4-PEG@TEOS (3J) sol-jeli kullanilarak p-kazein
fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

PEG maddesi katkilanarak iiretilen CeHeMgO7-H3sPO4-PEG@TEOS sol-jelinde ise asit
katalizorii olarak H3POas (fosforik asit) bilesiginde faydalanilmistir. Farkli asit
bilesiklerinin sol-jel yapilarinda énemli degisimlere sebep olduklar1 bilinmektedir. Bu sol-
jel tipiyle yiiriitilen zenginlestirme c¢alismalari neticesinde Sekil 4.24°deki ESI kiitle

spektrumu elde edilmistir.
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Sekil 424, CeHsMgO7-H3sPOs-PEG@TEOS (3 kodlu sol-jel)  kullanilarak
zenginlestirilmis B-kazein peptit ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.
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CeHsMgO7-H3PO4-PEG@TEOS  sol-jeli  kullamilarak  gergeklestirilen  fosfopeptit
zenginlestirme c¢aligmalarinin performansini degerlendirmek amaciyla ESI-MS spketrumlari
mMass yazilimina aktarilmis ve veriler B-kazein’e ait peptitlerin teorik m/z degerleriyle

karsilastirilmistir (Ek-1, Sekil 14). Eslesen fosfopeptitlerin listesi Tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.7. CeHsMgO7-H3sPOs-PEG@TEOS (3J kodlu Sol-Jel) i¢in p —Kazein Eslesme
Listesi.

Yiik (n)
Eslesen Kiitle (m/z) Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH™]

718,5224 6 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

742,2966 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]

271,1231 9 k.IEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]

207,0894 10 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]

818 6358 9 k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT
' QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [1xP*]

k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
675,4838 8
VSK.v [1xP*]

587 2948 10 k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
' VSKVK.e [4xP*]

743 8624 8 k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
' VSKVK.e [5xP*]

805.7269 10 k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
' PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [12xP*]

850.7145 9 k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
' PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [7xP*]

805.7842 8 k.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
' PPQSVLSLSQSK.v [1xP*]

818.7437 9 k.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
' PPQSVLSLSQSKVLPVPQK.a [3xP*]

102,0529 9 k.AVPYPQR.d [1xP*]

*P=Fosfopeptit.

4.2.2. Sol-Jel Malzemelerle - Kazein ve BSA Peptit Karisimlarimin Zenginlestirilmesi
Tez kapsaminda sentezlenen sol-jel tiplerinin fosfopeptit zenginlestirme ¢aligmalarindaki
etkinliklerini daha iyi test etmek amaciyla, fosfopeptitlerin bulundugu ortami diger
peptitler bakiminda biraz daha karmagik hale getirmek gerekmektedir. Literatiirdeki benzer
caligmalarda da bu iglemi gergeklestirmek amaciyla BSA gibi biiyiik proteinlerin tripsin
enzimiyle parcalanmasi sonucu elde edilen peptitlerden c¢ok siklikla faydalanilmaktadir.
Tez ¢alismalarinda da f-kazein protein tripsin ile pargalandiktan sonra fosfopeptitleri de
iceren P-kazein peptit karisimi, BSA peptitleriyle karistirilmis ve elde edilen son peptit
karigimi sol-jellerle muamele edilmistir. Bu sayede dogal kosullara yakin biyolojik

ortamda, sol-jellerin etkinlikleri test edilmis ve performanslari izlenmistir.
4.2.2.1. CeHsMgO7-H3sPOs@TEOS sol-jeli kullanilarak p-kazein ve BSA
karisimindaki fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

CeHsMgO7-H3sPO4s@TEOS sol-jeliyle B-kazein/BSA karisimi igerisinden gergeklestirilen
fosfopeptit zenginlestirme isleminde sonra, elde edilen ¢ozelti ESI kiitle spektrometresi ile

analiz edilmis ve sonuglar Sekil 4.25°te verilmistir.
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Relative Abundance
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Sekil 4.25. CeHsMgO7-HsPOs@TEQOS (3B kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilmis [-

kazein/BSA peptit karisim ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Bu kiitle spektrumunda bulunan sinyaller mMass yazilimina aktarilip islendikten sonra,
elde edilen m/z degerleri sadece B-kazein’e ait peptitler icerisinde yer alan fosfopeptitler
dikkate alinarak karsilastirilmistir. Eslesen fosfopeptitlerin listesi Tablo 4.8.’de verilmistir.
Bu islemler sonucunda CeHeMgO7-H3PO4@TEOS (3B) sol-jelin karmasik ortamda
zenginlesme yiizdesi % 27 olarak (Ek-1, Sekil 16.) belirlenmistir. Sentezlenen diger sol-
jellerle birlikte degerlendirilerek karsilastirma yapildigina en ytiksek fosfopeptit

zenginlestirme performansinin yine CeHsMgO7-H3sPOs@TEOS sol-jeliyle gerceklestirilebildigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar, karakterizasyon sonuglar1 da dikkate alinarak degerlendirildiginde,
kendi yapisinda da fosfat gruplari igeren ve Mg iyonlarmmin varlifi en belirgin bigimde
gozlenebilen CeHsMgO7-HsPO4s@TEOS sol-jelinin  bu ¢alismalarda da neden yiiksek
performans gosterdigi anlasilabilmektedir. Bununla birlikte o6zellikle TGA 6lgiimlerinde
gozlenen CeHsMgO7-H3POs@TEQS sol-jeline ait yiiksek su tutma kapasitesinin, bu sol-jelin
farkli ortamlardaki fosfopeptit zenginlestirmes bagarisinin  bir diger nedeni olarak

gosterebiliriz. Ciinkii bu sayede tiim peptitlerin igerisinde bulundugu
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sulu kosullarda, ¢ozeltiyi daha iyi absroplayarak fosfopeptitlerin jel igerisindeki

fonksiyonel bdlgelere ulasmasini kolaylagtirmistir.

Tablo 4.8. p—Kazein/BSA karigiminin CeHsMgO7-H3POs-PEG@TEOS (3J kodlu sol-jel)
ile zenginlestirilmesi sonrasi eslesen peptitlerin Listesi.

Eslesen Kiitle (m/z) Yiik () Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH"]

431,5164 10 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

497,121 9 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [5xP*]

312,6989 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [2xP*]

313,5163 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

742,2966 4 r.LELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]

782,2798 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

1042,704 3 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

387,7086 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.k [6xP*]

554,4038 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.k [4xP*]

359,7229 7 k.IEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [2xP*]

344,4775 6 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQ

818,6358 9 TPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [1xP*]
K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGV

1160,136 5 SK.v [6xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGV

753,8582 8 SKVK.e [6xP*]
K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGV

1141,596 5 SKVK.e [2xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLP

781,737 10 PTVMFPPQSVLSLSQSK.v [9xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLP

789,7337 10 PTVMFPPQSVLSLSQSK.v [10xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLP

797,4036 9 PTVMFPPQSVLSLSQSK.v [1xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLP

797,7303 10 PTVMFPPQSVLSLSQSK.v [11xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLP

841,8293 9 PTVMFPPQSVLSLSQSK.v [6xP*]
k.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFP

885,7505 8 PQSVLSLSQSK.v [9xP*]
K. YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFP

1180,665 6 PQSVLSLSQSK.v [9xP*]
K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFP

1052,383 7 PQSVLSLSQSKVLPVPQK.a [3xP*]

770,1475 4 k.AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]

*P=Fosfopeptit.
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Relative Abundance

4.2.22. CesHeMgO7-HNOs@TEOS sol-jeli kullamilarak p-kazein ve BSA

karisimindaki fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

Calismanin  bir diger asamasinda, [-Kazein/BSA karisimdaki fosfopeptitleri
zenginlestirmek amaciyla CeHeMgO7-HNOs@TEQS sol-jeli kullanilmistir. Zenginlestirme
islemleri sonrasi elde edilen ESI kiitle spektrumu ise Sekil 4.26’da verilmektedir.
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Sekil 4.26. CsHsMgO7-HNOz @TEQOS (3C kodlu Sol-Jel) kullanilarak zenginlestirilmis -
kazein/BSA peptit karisim ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Kiitle spektrumunda yer alan m/z degerleri mMass yazilimina aktarilmig ve buradan elde
edilen sinyal verileriyle p—Kazein’in tripsin ile teorik olarak par¢alanmasi sonucu elde
edilen degerler karsilastirilmistir. Eslesen fosfopeptitlerin listesi Tablo 4.9°da verilmistir.
CeHsMgO7-HNO3@TEOS sol-jeli i¢in fosfopeptit zenginlestirme ve eslesme oran1 mMass
yazilimi ile % 21 (Ek-1, Sekil 18.) olarak hesaplanmustir.
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Tablo 4.9. p—Kazein/BSA karisiminin CeHsMgO7-HNOs@TEOS (3C kodlu Sol-Jel) ile

zenginlestirilmesi sonrasi eslesen

peptitlerin Listesi.

Eslesen Kiitle (m/z) Yk (n) Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH™]

431,5164 10 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

718,5224 6 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

312,6989 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [2xP*]

313,5163 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

348,2395 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

401,7536 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [2xP*]

309,0553 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [1xP*]

387,7086 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [6xP*]

416,0547 8 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [4xP*]

498,1947 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [6xP*]

541,0761 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [3xP*]

554,4038 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [4xP*]

348,2991 7 k. IEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]

359,7229 7 k.IEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [2xP*]

784,6994 3 k.IEKFQSEEQQQTEDELQDK.i

344,4775 6 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

564,5784 10 VSK.v [4xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

913,6371 6 VSK.v [2xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL

773,7404 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [8xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL

789,7337 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [10xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL

797,7303 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [11xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL

841,8293 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [6xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL

850,7145 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [7xP*]
k.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF

732,7917 10 PPQSVLSLSQSK.v [12xP*]
k.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF

825,7757 8 PPQSVLSLSQSK.v [3xP*]

102,0529 9 k. AVPYPQR.d [1xP*]

316,66 10 k. AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [2xP*]
342,8474 9 k. AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]
284,1481 8 r.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]

*P= Fosfopeptit.
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4.2.2.3. CeHsMgO7-HCI@TEOS sol-jeli kullanilarak p-kazein ve BSA karisimindaki

fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

Diger sol-jeller ile ayn1 sekilde sentezlenen yalnizca sentez asamasinda diger sol-jellerden
farkli olarak HCIl eklenen CeHsMgO7-HCI@TEOS malzemesinin daha karmagik
kosullardaki zenginlestirme performansini tespit etmek amaciyla, B-kazein/BSA triptik
peptit karigimindan zenginlestirme c¢alismasi yapilmis ve elde edilen ¢ozelti ESI kiitle

spektrumetresi ile analiz edilerek Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27. CeHsMgO7-HCI@TEOS (3D kodlu sol-Jel) kullanilarak zenginlestirilmis [3-
kazein/BSA peptit karisim ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

ESI kiitle spektrumundan elde edilen m/z degerleri matematiksel yorumlama amaciyla
mMass yazilimina aktarilmigtir. Farkli asitler eklenerek sentezlenen soljellerden HCl
eklenen malzeme i¢in yazilimsal gercek/teorik fosfopeptit karsilastirma orani % 28 (Ek-1,

Sekil 20) olarak bulunmustur. Eslesen fosfopeptit listesi Tablo 4.10°da verilmistir.
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Tablo 4.10. B—Kazein/BSA karisiminin CeHeMgO7-HCI@TEQOS (3D kodlu sol-jel) ile

zenginlestirilmesi sonrasi eslesen

peptitlerin Listesi.

Eslesen Kiitle (m/z) Yk (n) Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH™]

439,513 10 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]

488,2359 9 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]

497,121 9 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

627,444 7 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]

758,5056 6 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

1057,288 4 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [2xP* ]

1077,28 4 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

1137,255 4 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

289,5264 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

508,5279 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [5xP*]

546,0589 5 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [1xP*]

782,2798 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

1042,704 3 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

387,7086 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [6xP*]

452,4996 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [2xP*]

475,3472 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [4xP*]

541,0761 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [3xP*]

554,4038 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [4xP*]

1161,111 3 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [6xP*]

1071,401 2 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [2xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

760,8628 10 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [4xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

818,6358 9 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [1xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

827,5209 9 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [2xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

1132,21 7 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [8xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

572,5751 10 VSK.v [6xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

588,5683 10 VSK.v [7xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

609,4271 9 VSK.v [2xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

675,4838 8 VSK.v [1xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

1160,136 5 VSK.v [6xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

661,323 9 VSKVK.e [5xP*]
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k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
733,8666 8 VSKVK e [4xP*]

KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
743,8624 8 VSKVK e [5xP*]

KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
1141,596 5 VSKVK.e [2xP*]

K.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
7337572 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [3xP*]

k. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
741,7539 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [4xP*]

k. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
789,7337 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [10xP*]

k. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
859,5996 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [8xP*]

k. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
1070,641 7 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [5xP*]

K. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
1082,064 7 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [6xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
692,8086 10 PPQSVLSLSQSK.v [7xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
708,8018 10 PPQSVLSLSQSK.v [9xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
734,1348 9 PPQSVLSLSQSK.v [3xP*]

K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
760,7902 9 PPQSVLSLSQSK.v [6xP*]

*P=Fosfopeptit.

4.2.2.4. CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS sol-jeli kullanilarak p-kazein ve BSA
karisimindaki fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

B-kazein ve BSA karigimindaki fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi islemleri PEG igeren sol-
jellerle de gerceklestirilmistir. PEG iceren sol-jellerin sadece B-kazein peptitleri ile yiiriitiilen
zenginlestirme ¢alismalarinda  yiikksek performans gOstermemelerine ve  sorunlarla
karsilagilmasina ragmen BSA varligindaki etkinlikleride incelenmistir. Sol-jel malzeme
yiizeyinde daha fazla alan olusturmasi beklentisi ile PEG eklenerek sentezlenenen sol-jellerden
bir tanesi CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS dir. Bu sol-jelin p-kazein/BSA peptitleri karigimindan

fosfopeptitleri zenginlestirilmesi sonucu elde edilen ESI kiitle spektrumu Sekil
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4.28’deverilmistir
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Sekil 4.28. CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS (3H kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilmis
B-kazein/BSA peptit karisim ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Bu spektrumlarin mMass yazilimina aktarilmasi sonucunda fosfopeptit yakalama orani
CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS sol-jel malzemesi i¢in % 25 (Ek-1, Sekil 22) olarak
belirlenmistir. Eslesen fosfopetitler Tablo 4.11.’de verilmektedir. PEG igeren sol-jellerin

zenginlestirme calismalarinda kullanilas1 sonucunda ortaya ¢ikan, PEG sinyallerinin diger

peptit sinyallerini baskilamasi sorunu bu ¢alismalarda daha az gézlenmistir. Bunu sonucu

olarak CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS sol-jeli i¢in fosfopeptit zenginlestirme oraninda artis

) - -
gozlenmistir (%20  25).

Tablo 4.11. p—Kazein/BSA karisiminin CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS (3H kodlu sol-jel)
ile zenginlestirilmesi sonrasi eslesen peptitlerin Listesi.

Yiik (n)
Eslesen Kiitle (m/z) Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH™]
431,5164 10 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]
455,5063 10 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
718,5224 6 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]
313,5163 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
455,217 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [1xP*]
343,2829 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [1xP*]
387,7086 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.k [6xP*]
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554,4038 6 r. ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK K [4xP*]
359,7229 7 k. JEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [2XP*]
KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
685,4796 8 VSK.v [2xP¥]
KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
587,2948 10 VSKVK e [4xP*]
KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
652,4378 9 VSKVK e [4xP*]
KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
753,8582 8 VSKVK e [6xP*]
k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
938,1699 6 VSKVK e [1xP*]
k. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
789,7337 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [10xP*]
K.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
797,7303 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.vV [11xP*]
k. EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
805,7269 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [12xP*]
K.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
850,7145 9 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [7xP*]
K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
652,8254 10 PPQSVLSLSQSK.vV [2xP*]
K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
805,7842 8 PPQSVLSLSQSK.v [1xP*]
K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
885,7505 8 PPQSVLSLSQSK.v [9xP*]
K.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
895,7463 8 PPQSVLSLSQSK.v [10xP*]
284,1481 8 r. DMPIQAFLLYQEPVLGPVR g [1xP*]

*P=Fosfopeptit.

4.2.2.5. CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS sol-jeli kullamlarak p-kazein ve BSA

karisimindaki fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

Biyolojik olarak uyumlulugu, yiiksek orandaki hidrofilik yapisi, suda ¢oziiniirliigii ve toksisite

icermemesi sebebi ile biyolojik sistemler i¢in malzeme sentezlerinde tercih edilen PEG

(MW~600) molekiilleri,

CesHeMgO7-HNO3-PEG@TEOS (3I) sol-jelinin yapisinda da

bulunmaktadir. CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOQOS ile yapilan zenginlestirme sonrasi elde edilen

ESI kiitle spektrumu Sekil 4.29°da verilmistir. Fosfopetit zenginlesme oranlarinin belirlenmesi

amaciyla mMass yazilimi kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda %13 (EK-1, Sekil 24)

gibi oldukga diisiik bir oran bulunmustur. CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEQOS
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sol-jeli igin deneysel olarak elde edilen peptit sinyalleriyle teorik olarak elde edilen peptit

sinyallerinin eslesme listesi Tablo 4.12°deki gibidir.
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Sekil 4.29. CsHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (31 kodlu sol-jel) kullanilarak
zenginlestirilmis B-kazein/BSA peptit karisim ¢6zeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Tablo 4.12. B—Kazein/BSA karisiminin CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (31 kodlu sol-jel)
ile zenginlestirilmesi sonrasi eslesen peptitlerin Listesi.

Yiik (n)
Eslesen Kiitle (m/z) Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH™]
718,5224 6 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]
762,2882 4 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [5xP*]
452,4996 7 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.k [2xP*]
k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
564,5784 10 VSK.v [4xP*]
k. IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG
609,4271 9 VSK.v [2xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
741,7539 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [4xP*]
k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
805,7269 10 PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [12xP*]
806,2888 9 k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [2xP*]
850,7145 9 k.EMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPL
PPTVMFPPQSVLSLSQSK.v [7xP*]
652,8254 10 k.YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMF
PPQSVLSLSQSK.v [2xP*]
102,0529 9 kK. AVPYPQR.A [1xP*]

P*=Fosfopeptit.
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4.2.2.6. CeHsMgO7-H3PO4-PEG@TEOS sol-jeli kullanilarak f-kazein ve BSA
karisimindaki fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

Biyolojik bir ortamda kullanilacak sol-jel gibi bir malzemeye PEG (mw~600) ilave
edilmesi ag yapisina gozeneklilik katmasinin yani sira sol-jel partikiillerinin kolloidal
kararliligin1 da artirabilmektedir. Tez ¢alismalarinin bu béliimiinde, PEG igermeyen formu
en yiksek fosfopeptit zenginlestirme performanst sergileyen CeHsMgO7-H3POa-
PEG@TEOS sol-jelide B-kazein/BSA peptit karisimindaki fosfopeptitleri zenginlestirmek

amaciyla kullanilmis ve elden edilen ESI kiitle spektrumu Sekil 4.30°da verilmistir.

3J_betacasein_bsa #23 RT: 0.63 AV: 1 NL: 1.60E7
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Sekil 4.30. CsHeMgO7-H3PO4-PEG@TEOS (3J kodlu sol-jel)  kullanilarak
zenginlestirilmis B-kazein/BSA peptit karisim ¢ozeltisinin ESI Kiitle Spektrumu.

Bu spektrumdan alinan m/z degerleri mMass yazilimina aktarilmistir. CeHsMgO7-H3POa-
PEG@TEOS (3J kodlu sol-jel) i¢in B-Kazein ve BSA peptit karisimindan elde dilen
fosfopeptit zenginlestirme yiizdesi % 17 (Ek-1, Sekil 25) olarak hesaplanmistir. Eslesen
fosfopeptit listesi Tablo 4.13.’te verilmektedir.
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Tablo 4.13. B—Kazein/BSA karisiminin CeHsMgO7-HsPO4-PEG@TEOS (3J kodlu Sol-Jel)
ile zenginlestirilmesi sonrasi eslesen peptitlerin Listesi.

Eslesen Kiitle (m/z) Ytk () Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH™]

431,5164 10 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

455,5063 10 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

718,5224 6 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]

312,6989 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [2xP*]

313,5163 10 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

391,6435 8 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]

387,7086 9 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [6xP*]

554,4038 6 r.ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK.K [4xP*]

271,1231 9 k.IEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]

229,9874 9 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]

344,4775 6 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [1xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

818,6358 9 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.v [1xP*]
k.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

588,5683 10 VSK.v [7xP*]
K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

675,4838 8 VSK.v [1xP*]
K.IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

753,8582 8 VSKVK.e [6xP*]

632,3127 5 k. AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [2xP*]

770,1475 4 k.AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]

284,1481 8 r.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.g [1xP*]

P*=Fosfopeptit.

Fosfopeptit Zenginlestirme

45
40
35
30
25
20
15
10

[

(2 2]
]

]

[ ]

3B 3C 3D 3H 31 3J Soljeller

Sekil 4.31. Sol-jellerin Fosfopeptit Zenginlestirme Oranlari
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Tiim sentezlenen sol-jeller ile yapilan ¢alismalar ve ESI-MS kiitle parametrelerinin mMass
yazilimi ile incelenmesi sonucu fosfopeptit zenginlestirmede en basarili soljelin karmasik
ortamda bile yiiksek fosfopeptit yakalama kapasitesine sahip 3B kodlu CesHeMgO7-
H3POs@TEOS sol-jel oldugu gorilmiistir (Sekil 4.31) CsHsMgO7-H3POs@TEOS
kullanilarak yapilan fosfopeptit zenginlestirme ¢alismalarinda tayin edilebilecek en kiicilik
derisimin B-kazein’e gore degerlendirme yapildiginda yaklasik 13 pmol/mL (13 fmol/uL)
oldugu goriilmiistiir. Bir sonraki hedef olan gercek bir 6rnekle ¢aligmak icin “yagsiz siit”

dogal bir numune olarak tercih edilmistir.

4.2.3. CeHsMgO7-H3POs@TEQOS Sol-Jel ile Siit Proteinlerinin Zenginlestirilmesi

Farkli alt birimlerden olusan ve bir fosfoprotein olan kazein, siitte bulunan proteinlerin
yaklagik % 80’nini olusturmaktadir [64]. Bu nedenle siit tez kapsaminda fosfopeptit
zenginlestirmede kullanilabilecek dogal biyolojik ornek olarak terich edilmistir. Siitte
bulunan yaglarin spektrometrik 6lgiimlerde sorun ¢ikarmasi nedeniyle ¢alismalarda yagsiz
st kullanmilmistir. Siit ile gergeklestirilen zenginlestirme deneylerinde B-kazein ve [-
kazein/BSA peptit karigimlarinda en yiiksek fosfopeptit yakalama oranina sahip olan
CeHsMgO7-H3POs@TEOS (3B kodlu sol-jel) malzeme kullanilmigtir. Deneysel kisimda
ifade edildigi gibi hazirlanan siit ¢6zeltisi CeHsMgO7-H3POs@TEOS ile muamele edilmis,
elde edilen zenginlestirme c¢ozeltisi ESI kiitle spektrometresi ile analiz edilmistir. Bu

caligmadan elde edilen spektrum Sekil 4.32°de verilmektedir.
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Sekil 4.32. Siit poteinlerine ait peptit karisimmin CeHsMgO7-HsPOs@TEOS (3B kodlu

sol-jel) kullanilarak zenginlestirilmesi sonucu elde edilen ESI kiitle spektrumu.

mMass yaziliminda islenen ESI kiitle spektrumundaki m/z degerleri i¢cin S/N oran1 10

olarak secilmis ve protein veri tabanindan (Www.uniprot.org) sadece B-kazein igin alinan

fosfopeptit degerleri icin gergek siit numunesi ile yapilan eslestirme sonuclar1 Ek-1, Sekil
26’da verilmistir. Kiitle tolerans aralig1 0,2 Da, en biiyiik yiik (maximum charge) 10, sinyal
giriiltii oram1 10 olarak belirlenen ve pargalama enzimi olarak tripsin secilen mMass
yazilimi ile yapilan eslesme sonucunda dogal 6rnek olan yagsiz inek siitli i¢in fosfopeptit
eslesme orani sadece B-kazein i¢in % 17 olarak hesaplanmigtir (Ek-1, Sekil 27). Tablo
4.14’te de eslesen fosfopeptit listeleri verilmistir. Siit gibi ¢ok sayida protein igeren bir
dogal numune i¢in, tripsin ile parcalama sonrasi elde edilen peptitlerin miktari

diistintildiigiinde, elde edilen oranin oldukga iyi bir deger oldugu anlasilmaktadir.

Tablo 4.14. Siit’in CeHsMgO7-H3PO4+-@TEOS (3B kodlu sol-jel) ile zenginlestirilmesi

sonrasi eslesen peptitlerin Listesi.

Yiik (n)
Eslesen Kiitle (m/z) Eslesen Fosfopeptit Dizilimi (sequence)
[M+nH™]
497,121 9 k.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [6xP*]
718,5224 6 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [3xP*]
731,8501 6 K.VLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4xP*]
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455,217 6 r. ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [1xP*]

495,2002 6 r ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.i [4XP*]

742,2966 4 r ELEELNVPGEIVESLSSSEESITR.I [4xP*]

325,0486 10 r ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK K [3XP*]

452,4996 7 r ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK K [2XP*]

554,4038 6 r ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK K [4XP*]

1054,49 3 r ELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINK K [2XP*]

419,5088 6 K. JEKFQSEEQQQTEDELQDK.i [2XP*]

1071,401 2 k.FQSEEQQQTEDELQDK.i [2xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

760,8628 10 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V [4xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

818,6358 9 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V [1xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

880,8318 9 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V [8xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

980,8141 8 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V [7xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

990,8099 8 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V [8xP*]
k.FQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLT

1132,21 7 QTPVVVPPFLQPEVMGVSK.V [8xP*]
KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

685,4796 8 VSK.v [2xP¥]
KIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMG

705,4712 8 VSK.v [4xP¥]

73




5. SONUCLAR

Tez kapsaminda sol-jel metoduyla CeHsMgO7-H3PO4@TEOS (3B), CeHsMgO7-
HNO3@TEOS (3C), CeHsMgO7-HCI@TEOS (3D), CeHsMgO7-HCI-PEG@TEOS
(3H), CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (3I), CeHsMgO7-H3PO4-PEG@TEOS (3J)
tirlerinde malzemeler camsi jel yapisinda ve kararli bir sekide basariyla

sentezlenmistir.

Tim sol-jel malzemeler yapisal olarak ATR-FTIR spektroskopisi ve Termo
Gravimetrik Analiz (TGA) teknikleriyle incelenmis, Si-O-Si ag yapisina sahip
olduklar1 ve sitrat anyonlariyla birlikte Mg katyonlarmm1 da igerdikleri

anlasilmaktadir.

Sentezlenen sol jel malzemelerin yilizey analizleri X-15mn1 fotoelektron
spektroskopisi ile yapilarak cekirdek seviyeleri incelenmis ve yayilan g¢ekirdek
fotoelektronlarinin da analizi ile fosfopeptit zenginlestirmede etkin bir rol oynayan
CeHsMgO7’1n malzemenin yapisina yiizde 0,22 oraninda girdigi gézlemlenmistir.
Yapida Auger elektronlarindan kaynakli pikler goriilse de bu pikler sonuglar

yorumlama da problem olusturmaz.

Kullanilan farkl tipteki asit katalizorlerinin etkilerine bagl olarak, sol-jel baslangig¢
cozeltisinde bulunan bilesenlerin  ag yapisina katilimi farkli  oranlarda
gerceklesmistir. Yapisal katilimi tam olarak tamamlanamayan bilesenler yikama
islemleri esnasinda sol-jel yapisindan uzaklasmis ve Ozellikle ATR-FTIR
spektrumlarinda da gozlenen fonksiyonel grup degisimlerine neden olmustur. Bu
durum iretilen sol-jellerin fosfopeptit zenginlestirme performanslarini etkileyen en
onemli nedenler arasindadir.

CeHsMgO7—H3PO4s@TEOS (3B) ve ve CeHsMgO7-HCI@TEOS (3D) sol-jellerinin
TGA calismalarinda diger sol-jellere kiyasla daha hizli ve yliksek oranda su ¢ikisi
gozlenmis. Diger sol-jel malzemelerle aynmi kosullarda vakum etiiviinde
kurutulmasina ragmen, onlara kiyasla daha hidrofilik karakterde olduklari
anlasilmistir. Bununla birlikte bu malzemelerin gozenekliliklerinin ve yapisal
ozelliklerinin suyu hizli bir sekilde iletmeye uygun olduklar1 anlagilmaktadir.

Asit olarak HsPOas eklenmis olan CeHsMgO7—H3POs@TEOS (3B) tayin siiri
altinda olan fosfopeptitlerin diisiik derisimlerini tayin etmeyi miimkiin kilmistir. Bu
sol-jel tirt kullanilarak yaklasik 13 fmol/uL derisime sahip fosfopeptitler basariyla
zenginlestirilerek ESI-MS ile gézlenmistir.
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CeHsMgO7—H3PO4@TEOS (3B) gibi yapisinda su tutma ozelligine sahip sol-jel
malzemelerin fosfopeptit zenginlestirmede daha iyi sonu¢ vermelerinin nedeni
suyun hizli bir sekilde yapiya girebilmesine olanak saglayan fiziksel ozellik
tasimalart ve bu sayede ¢oOzeltideki fosfopeptit dizfiizyonunu da hizlandirarak

adsorpsiyon kapasitesini artirmalarindan kaynaklanmaktadir.

Gozenekliligi arttirma beklentisi ile PEG eklenerek sentezlenen CeHsMgO7-HCI-
PEG@TEOS (3H), CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (31), CsHsMgO7- H3zPOa-
PEG@TEOS (3J) tipinde sol-jel malzemeler ESI kiitle spektrometrisinde oldukga
baskin PEG sinyalleri olugmasina neden olmustur. PEG tiirii polimer yapilar kiitle
spektrometrik analizlerde ¢ok kolay iyonlagan ve kuvvetli sinyaller veren maddeler
arasindadir. Cok diisiik derisimlerdeki fosfopeptitlerle yapilan kiitle spektrometrik
Olgimlerde, sol-jellerin yogun bir sekilde yikanmis olmalarina ragmen PEG
sinyallerinin sifirlanmasi miimkiin olamamistir. Bu nedenle yiiksek fosfopeptit
baglama Ozelliklerine sahip olsalar dahi bu tip sol-jelllerin ESI-MS analizleri igin

uygun olmadiklar1 anlagilmaktadir.

CeHsMgO7—H3PO4@TEOS (3B) sol-jeli dogal ve oldukg¢a karmasik bir 6rnek olan
yagsiz siit icerisindeki kazein (aS1, aS2, B ve k-kazein) alt birimlerinde yer alan
fosfopeptitlerin analizi i¢inde kullanilmistir. Bunun i¢in dogrudan tripsin ile
parcalanan siit sol-jel malzemeyle muamale edilmis, sol-jelin gercek numunelerde

kolaylikla kullanilabilecegi gosterilmistir.

Tez kapsaminda ESI-MS sisteminden elde edilen veriler gegmiste farkl
arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen fosfopeptit zenginlestirme ¢aligmalarindan
farkli bir sekilde acik kaynak kodlu mMass yazilimi ile tarafisiz bir sekilde
degerlendirilmis ve fosfopeptit zenginlestirme performanslar1 bilimsel bir sekilde
ortaya konulmustur.

Bu tez kapsaminda sol-jellerin yapisina Magnezyum iyonlar1 katkilayarak, fosfopeptit
zenginlestirmede basar1 saglanabilecegi gosterilmis olup, sentez asamasinda fosforik
asit kullanildiginda hem magnezyum katkilama kapasitesinin artirildigi, hem de yapiya
giren fosfat gruplart nedeniyle fosfopeptit zenginlestirmede daha olumlu sonuglarin
elde edilebildigi gosterilmistir. Gelecekte yiiriitiilecek calismalarda sol-jel yapisinda
bulunan magnezyum miktar1 daha da artirilarak daha iyi fosfopeptit zenginlestirme

kapasitesinin elde edilmesi miimkiin olabilecektir.
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Relative Abundance
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Relative Abundance
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Abundance

Relative
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Relative Abundance
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Relative Abundance
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Relative Abundance
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Sekil 14. CeHsMgO7-HsPO4-PEG@TEOS (3J kodlu Sol-Jel) kullanilarak zenginlestirilen B-Kazein fosfopeptitlerinin Eslesme Yiizdeleri.
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Relative Abundance
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Sekil 15. CeHsMgO7-H3sPOs@TEOS (3B kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilen B-kazein/BSA peptit karigiminin ESI Kiitle Spektrumu.
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Sekil 16. CeHsMgO7—H3PO4@TEOS (3B kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilen B-kazein/BSA peptit karisiminin fosfopeptit
eslesme Yiizdesi.
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Relative Abundance

3C_betacasein_bsa #21 RT: 0.57 AV: 1 NL: 1.07E7
T:+ p ESI Q1MS [100.000-1800.000]

342.67

1 386.67
90,:
80,:
702
60_
50

) 31456

| 21122

%

A 17022

; | 23p.22 430.67

19

] "l ' | \ o s 70067 19767 885

‘”547715’6 , * ula, ‘ »[ \ 9767100278 106978 1201.78 124678 1324.78 1421.89 1510.00 1598.78 1692.11 1734.00

0
i i i g o g T e \"\1|\H||||||\\|||||HH|I|\I|IIII|IIII|III!\IIII\
0200 300 400 500 gn5 00 44 90D 1000 1100 1200 1300 e 1500 1600 1700 10

m/z

Sekil 17. CeHsMgO7-HNO3 @TEOS (3C kodlu Sol-Jel) kullanilarak zenginlestirilen B-kazein/BSA peptit karigiminin ESI Kiitle Spektrumu.
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Sekil 18. CeHsMgO7-HNO3 @TEOS (3C kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilen B-kazein/BSA peptit karisiminin fosfopeptit
eslesme Yiizdesi.
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Relative Abundance

3D betacasein_bsa #51 RT: 1.42 AV: 1 NL: 2.50E6

T:+ p ESI Q1MS [100.000-

1809.000] 100
90-
80 -121.00
707
605

50

» 653.56

523.44 55478

571.67
190.33 2604

Ql Wk ;rL..um,n,.ll.u.*‘«,;u,.f»‘u.h,ml‘ﬂk.l Al ﬁmh lihliﬁ. u b b

100 200 300 40 500 600

1e 288.f2 331.44 39133

780.56

770.67

Ll

700 800

820.67

67

3
ka 92767
! Wl uwnuhw

i, ‘i'“i“ﬁjt

900
m/z

1040.67
997.78

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

1052.67 116378 1283.89
{‘ !‘Lt 475 1 1383.89 1512.00 1-15756 1640.00 1731
i IW arn ‘M! “wnlw fudh W'».i\ \J kol MMMM hipaoti A w‘qkwh‘w‘\# okt st

1700

56

byl e

1800

Sekil 19. CeHsMgO7-HCI@TEQS (3D kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilen B-kazein/BSA peptit karisiminin ESI Kiitle Spektrumu.
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Relative Abundance

3H_ betacasein_bsa #81 RT: 2.28 AV: 1 NL: 6.56E6
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Sekil 21. CeHsMgO7-HCI-PEG@TEQOS (3H kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilen B-kazein/BSA peptit karigiminin ESI Kiitle Spektrumu.
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Sekil 22. CeHsMgO7-HCI-PEG@TEQS (3H kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilen B-kazein/BSA peptit karisiminin fosfopeptit eslesme
Yiizdesi.
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Relative Abundance
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Sekil 23. CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEOS (31 kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilen B-kazein/BSA peptit karisiminin ESI Kiitle Spektrumu.
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Sekil 24. CeHsMgO7-HNO3-PEG@TEQOS (31 kodlu sol-jel) kullanilarak zenginlestirilen -kazein/BSA peptit karisiminin fosfopeptit
eslesme Yiizdesi.
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Relative Abundance
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Sekil 25. CeHsMgO7-HsPO4-PEG@TEQOS (3J kodlu Sol-Jel) kullanilarak zenginlestirilen f-kazein/BSA peptit karisimimnin ESI Kiitle
Spektrumu.
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Sekil 26. CeHsMgO7-HsPOs-PEG@TEOS (3J kodlu sol-jel) i¢in B-Kazein ve BSA Zenginlestirme Kiitle Yiizdesi.
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