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OZET

TUZAKLAMALI iYON HAREKETLILIGI KUTLE SPEKTOMETRISI iLE
INSAN INSULINi VE ANALOGLARININ ANALIZi

Nimet BUYUKKOY

Yuksek Lisans, Kimya Bolumu
Tez Danisman: Prof. Dr. Bekir SALTH

Haziran 2019, 73 sayfa

Insiilin, insan hayat: i¢in olduk¢a énemli, gevresel faktdrlere karsi oldukga hassas bir
hormondur. Kandaki seker oranini diizenleyen insiilin hormonu, ayn1 zamanda protein
ve yag metabolizmasinda da gorev almaktadir. Sahip oldugu fonksiyon ozelliklerine
gore kolaylikla yapisal degisikliklere ugrayabilir. Insiilin hormonunun yapisinda
meydana gelen en ufak bir degisiklik, bu hormonun fizyolojik ve farmakolojik
aktiviteleri lizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Bircok oligomerik yapis1 bulunan insiilinin
monomer formu, biyolojik olarak aktif oldugu formudur. Farkli kosullar altinda insiilin
yapisinin ve fonksiyonlarinin analiz edilebilmesi, daha iyi ve gelismis tedavi yontemleri

sunmak icin oldukga 6nemlidir.

Biyomolekiiller ile yapilan ¢alismalarda yapisal bilgiye duyulan ihtiyag artmaktadir.
Ciinkii tek bir protein, katlanma sekline bagli olarak bir¢ok farkli islev ve 6zellige sahip
olabilir. Bir iyonun {i¢ boyutlu yapist hakkinda bilgi veren iyon hareketliligi
spektrometrisi (lon Mobility Spectrometry, IMS), molekili nitelendirmede ¢ok guclii

bir analitik teknik olan kitle spektrometrisi (Mass Spectrometry, MS) ile



birlestirildiginde, molekiiliin konformasyon 6zellikleri hakkinda en dogru ve giivenilir
bilgiyi veren cihaz durumuna gelmektedir. IMS, iyonlar1 gaz fazinda biiyiiklik (Etkin
Carpisma Kesiti, CCS) ve sekillerine gore ayirirken, MS, kiitle/yiik oranina gore
ayirmaktadir. IMS ile birlestirilen MS sistemi (IM MS) ile incelenen molekiiliin sadece
kitlesini belirlemekle kalmayip, molekiiliin biiyiikligi, sekli hakkinda da bilgi sahibi
olunmaktadir. Iyonlar: ayirma sekline gore isimlendirilen Tuzaklamali Iyon
Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi (Trapped Ion Mobility Mass Spectrometry, TIMS
MS) teknigi, farkl: tiirlerdeki 6rneklerin hizli analizi, yliksek hassasiyet, daha iyi ayirim

giicli avantajlarint sunmaktadir.

Bu tez calismasinda, tuzaklamali iyon hareketliligi kiitle spektrometrisi teknigi ile insan
insiilini ve analoglarinin ¢esitli ¢6ziicii, voltaj ve sicakliklarda konformasyon 0zellikleri
incelenmistir. Tez c¢alismasinda elde edilen sonuglar ile, insiilin molekiiliiniin
konformasyonel 6zelliklerinin belirlenmesi, yapi-fonksiyon iliskilerinin analiz edilmesi,
analoglarinin  birbirinden ayirt edilerek yiikksek hassasiyet ve dogrulukla
tanimlanabilmeleri saglanmistir. Coziiclinlin insiilin  hormonunun konformasyonu
tizerindeki etkisi, cihaz parametreleri olan iyon kaynag: sicakligi ve kapiler voltajinin
etkisinden oldukga fazladir. Insiilin hormonunun konformasyonu hakkinda detayl: bilgi
sahip oldugumuz bu ¢alisma, bu hormon ile yapilacak olan biitiin ¢aligmalara onciilitk

edecektir.

Anahtar Kelimeler: Insiilin, Tuzaklamali Iyon Hareketliligi spektrometrisi, Kiitle

Spektrometrisi, Etkin Carpisma Kesiti, Oligomerik Dagilim.
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Insulin is very important for human life and highly sensitive to environmental factors.
The insulin hormone that regulates the sugar in the blood is also involved in protein and
fat metabolism. It can easily undergo structural changes according to its functions. The
slightest change in the structure of insulin hormone has an important effect on the
physiological and pharmacological activities of this hormone. The monomer form of
insulin with many oligomeric structures is the form in which it is biologically active.
Analyzing insulin structure and functions under different conditions is important to

provide better and improved treatment methods.

The need for structural knowledge in studies with biomolecules is increasing. Because a
single protein, depending on the form of folding can have many different functions and
features. lon Mobility Spectrometry (IMS), which gives information about the three-

dimensional structure of an ion, becomes a device that gives the most accurate and
iii



reliable information about the conformation properties of the molecule when combined
with mass spectrometry (MS), which is a very powerful analytical technique for
characterizing the molecule. The IMS separates ions according to the size of the gas
phase (Collision Cross-Section, CCS) and their shape, while the MS separates them
according to the mass / charge ratio. With the MS system combined with the IMS (IM
MS), it is not only the mass examined but also the size and shape of the molecule.
Trapped lon Mobility Mass Spectrometry (TIMS MS) technique, which is named
according to the way of separating the ions, offers the advantages of rapid analysis of

different types of samples, high sensitivity, better resolving power.

In this thesis, the conformational properties of human insulin and its analogs in various
solvents, different voltages and temperatures were investigated by the technique of
trapped ion mobility mass spectrometry. The results obtained in the thesis study,
identify the conformational properties of the insulin molecule, analyze the structure-
function relationships, distinguish the analogues from each other and ensure that they
can be defined with high precision and accuracy. The effect of the solvent on the
conformation of insulin hormone is considerably greater than the effect of the
instrument parameters, ion source temperature and capillery voltage. This study, which
we have detailed information about the conformation of insulin hormone, will lead all

studies to be done with this hormone.

Keywords: Insulin, Trapped lon Mobility Spectrometry, Mass Spectrometry, Collision

Cross Section, Oligomeric Distribution.



TESEKKUR

Lisansiistii egitime basladigimdan itibaren her durumda beni destekleyen, ara vermek
zorunda kaldigimda ve hatta geri donmek istedigimde de hep yanimda olan, destegini
her zaman hissettigim, sonsuz sevgi ve saygilarimla degerli hocam Prof. Dr. Bekir

Salih’e verdigi emekler i¢in ne kadar tesekkiir etsem yeterli olacagini diistinmiiyorum.

Her aradigimda, bagimin her sikistiginda ulasabildigim, destegini her zaman hissettiren,
yardimlar1 olmadan asla bagaramayacagimi diisiindiigiim degerli hocam Dr. Mehmet

Atakay’a sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Laboratuvarda birlikte caligmaktan mutlu oldugum, her konuda destek olan biitiin

SAREQG iiyelerine tesekkiirlerimi sunuyorum.

Uzak, yakin farketmeden, sikildigimda, mutlu oldugumda ve diger biitiin duygular
paylastigim, isimlerini yazmadan kendilerinden bahsettigimi bilen biitiin arkadaslarima,
yanimda olduklar1 i¢in, paylastiklarimiz igin tesekkiir ediyorum ve iyi ki varsiniz

diyorum.

Hayatimda her zaman desteklerini hissettigim, bana hep inanan canim aileme tesekkiir

ediyorum. Varliginiz en biiyiik giic kaynagim.

Hayatima girdiginden itibaren her saniye ne kadar sansli oldugumu hissettiren, bana
olan sevgisi ve inancina kendimden daha c¢ok inandigim, sirdasim, yoldasim, hayat
arkadasim, degerli esim Ugur’a sonsuz tesekkiir ediyorum. Ugurum ve dinyalar guzeli
kizzim Defne, hayatimda oldugunuz, birlikte gecirdigimiz her saniye ve bundan sonra

gecirecegimiz bir 6miir i¢in siikrediyorum.
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1. GIRIS

Insiilin, insan hayat1 i¢in oldukca 6nemli ve cevresel faktdrlere karsi oldukca hassas bir
hormondur. Sahip oldugu fonksiyon 6zelliklerine gore kolaylikla yapisal degisikliklere
ugrayabilir. Insiilinin yapisinda meydana gelen en ufak bir degisiklik bile bu hormonun
fizyolojik ve farmakolojik aktiviteleri iizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Farkli kosullar
altinda, insiilin yapisinin ve fonksiyonlarinin analiz edilebilmesi daha iyi ve gelismis

tedavi yontemleri sunmak icin olduk¢a énemlidir.

Gunumuzde biyomolekiiller iizerine yapilmakta olan ¢alismalarda yapisal bilgiye
duyulan ihtiya¢ artmaktadir. Ornegin, tek bir proteinin katlanma sekline bagl olarak
bir¢ok farkli islev ve 6zellige sahip olabilir. Kiitle spektrometrisi (Mass Spectrometry,
MS), gaz fazindaki iyonlart kiitle/yiik oranmna (m/z) goére ayiran etkili bir analitik
tekniktir. Birgok arastirma alaninda kullanilmakta olan kiitle spektrometrisi, yiiksek
hassasiyet, dogruluk ve molekiil hakkinda yararli bilgiler sunmaktadir. Bu bilgiler
sayesinde molekdllerin kimyasal yapilarinin ve fonksiyonlarinin aydinlatilmasi
saglanmaktadir. MS, c¢ok giiclii bir analitik cihaz olmasina ragmen, aynt m/z oranina
sahip farkl tiirleri ayirt edememektedir. Bir iyonun {i¢ boyutlu yapist hakkinda bilgi
veren iyon hareketliligi spektrometrisi (IMS) ile birlestirilmis kiitle spektrometrisi (IM-
MS), bu sorunu biiyiikliik, sekil ve yiike gore ayirma ekleyerek ¢ozmektedir. Iyon
hareketliligi spektrometresi gaz fazindaki iyonlari, etkin ¢carpigsma kesitlerine (Collision
cross section, CCS) gore ayirirken, kiitle spektrometresi ile birlestirildiginde ayirma m/z
oranina gore de yapilmaktadir. IM-MS, sadece molekilin kutlesini belirlemekle
kalmayip, aynt zamanda molekiiliin sekli hakkinda da bilgi vermektedir. Bu analitik
yontem, farkh tiirlerdeki 6rneklerin hizli analiz edilebilmesi, yiiksek hassasiyeti, daha

1yl ayirim giicli avantajlarini saglamaktadir.

Bu tez calismasinda tuzaklamali iyon hareketliligi kiitle spektrometrisi ile insiilin ve
insiilin analoglarinin ¢esitli ¢6ziicli bilesimlerinde, voltaj ve sicaklik degerlerinde
konformasyon Ozellikleri incelenmistir. Tez c¢alismasinda elde edilen sonuglar
dogrultusunda , insiilin molekiiliiniin konformasyonel 6zelliklerinin belirlenmesi, yap1 —
fonksiyon iligkilerinin analiz edilmesi, analoglarinin birbirinden ayirt edilerek yiiksek

1



hassasiyet ve dogrulukla tanimlanabilmeleri i¢in 6zgilin metot gelistirilmesine katkida

bulunulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. insiilin

Insiilin, pankreas beta hiicrelerinden salgilanan, kandaki seker oranini diizenleyen,
protein ve yag metabolizmasinda gorev alan bir hormondur. Viicudumuzda sekerin
depolandigi glikojenin tiretimini artirir. Hiicreye amino asit ve sekerin gegisini kontrol
eder. Yag yakimini artirir, kas dokusunu giiclendirir ve protein sentezini hizlandirir [1-
3]. Seker hastaligi, diger adi ile diyabet, insiilinin yetersiz salgilanmasi ya da hig
salgilanmamasi durumunda, kisinin kaninda yiiksek miktarda seker bulunmasina neden
olan cok 6nemli bir saglik problemidir. Kanda yiiksek miktarda seker bulunmasi kalp,
bobrek rahatsizliklari, felg gibi insana hayati tehlike yasatan durumlara sebebiyet
vermektedir. Uluslararast Diyabet Federasyonunun 2011 yilinda yaptigi aragtirmaya
gore diinyada yaklagik 366 milyon insanin seker hastasi oldugu ve bu rakamin 2030
yilinda 522 milyonun iizerinde olmasi beklendigi belirtilmistir [4].

1922 yilinda seker diistikliigiinden 6lmek tlizere olan bir ¢ocuga laboratuvarda pankreas
hiicrelerinden izole ettigi insiilini enjekte ederek hayatini kurtaran Frederick Banting, bu
sayede 1923 yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip odiiliinii almistir. Ancak insiilin
hormonunun yapist 1955 yilinda Frederick Sanger ve arkadaglar1 tarafindan
tanimlanmigtir. Insiilin hormonunun yapismin tanimlanmasini saglayan ¢alisma ile F.

Sanger de Nobel odiilii almistir [5-7].

Her memeli hayvanin kendine 6zgii insiilin yapist vardir. Bununla birlikte insiilin,
hayvanlar arasinda birgok yonden benzer bir protein zinciridir. Domuz (Plns) ve sigir
(BIns) insiilini, yapis1 ve islevi ile insan insiiline (HIns) en yakin insiilin tiiriidiir. Sigir
insiilini, insan insiilininden ii¢, domuz insiilini ise sadece bir farkli amino asit
igermektedir (Sekil 2.1). 5808 Da molekiiler kiitleye sahip insan insiilini, iki uzun amino
asit zincirine sahiptir. Zincirler, 21 amino asitli A zinciri ve 30 amino asitli B zinciridir
(Sekil 2.1). Kimyasal yapisinda A ve B zincirini birbirine beglayan iki adet zincirler
aras1 disiilfit kopriisii, A zinciri lizerinde de bir adet zincir i¢i disiilfit kopriisii
bulunmaktadir [8]. A7 — B7 ve A20 — B19 amino asitleri arasindaki disiilfit kdpriileri
kolaylikla indirgenebilir. Ama A6 — A1l amino asitleri tzerindeki zincir i¢i distilfit bagi
daha kararlidir ve biyolojik fonksiyonu ¢ok onemlidir [9,10]. Tiim memeli insiilin

formlarinda bu baglantilar benzer durumdadir.
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Sekil 2.1. insan (human), domuz (porcine) ve sigir (bovine) insiilininin amino asit

dizilimi [11].

Insiilin proteini baglangicta pankreasin beta hiicrelerinde 110 amino asittten olusan tek
bir molekil olan preproinsilin olarak uretilir [12]. Preproinsilinin bir ucundan 24
amino asit, enzim etkisiyle uzaklastirilir ve geriye bagka form olan 86 amino asit
zinciriyle proinsiilin kalir. Proinsiilin, molekiile son halini vermek i¢in katlanir, baglanir
ve li¢ distilfit bag1 burada olusur. Proinsiilin enzim yardimu ile insiilin ve C-peptit adli

molekiile parcalanir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Preproinsiilin, proinsiilin ve insiilinin yapis1 [13].



Insiilin hormonu, monomer, dimer, trimer, tetramer ve hekzamer gibi bir¢ok kompleks

oligomerik yap1 olusturmaya egilimlidir. Bu yapilar insiilinin biyolojik aktivitesini

kontrol ederek fonksiyonel ézelliklerinin belirlenmesini saglamaktadir [14].

Zn*

—_ _ A ———
.‘— “ ~————————— I ——————————

Monomer Dimer

Hekzamer

Tetramer

Sekil 2.3.Insiilin oligomerik yapisinin olusumu [14].

Insiilin molekiilleri, B zincirinin C- uglar1 arasinda olusan hidrojen bagindan dolay:
dimer olusturma egilimi gdstermektedir. Buna ek olarak, ¢inko iyonlarinin varliginda,
insiilin dimerleri hekzamer olusturmak igin birlesir. Insiilinin hekzamerik yapisi en
Kararli yapist olmasina ragmen, monomerik yapisi kan sekerinin diizenlenmesinde daha
etkilidir [15]. Bu etkilesimlerin 6nemli sonuglar1 vardir. Monomerler ve dimerler
kolayca kan i¢ine dagilirken, hekzamerler zayif sekilde dagilir. Bu nedenle, yiiksek
oranda hekzamer igeren insiilin preparatlarinin emilimi geciktirilir ve biraz yavaslar. Bu
durum insanlar1 daha etkili insiilin analofu gelistirmeye tesvik etmistir. Insiiline
benzeyen, ayni islemi géren bu molekiillere insiilin analogu denmektedir. Onceden
seker hastalari, domuz ve s18ir gibi hayvanlardan elde edilen instilin ile tedavi edilirken,
alerji riskini en az diizeye indirmek ve daha farkli yontemler ile insiilin elde etmek
amactyla ¢aligmalar siirdiiriilmiistiir. Giiniimiizde insiiline duyulan ihtiyacin artmasi,
hayvansal kaynaklardan elde edilen insiilinin yeterli olmayisi, alerji riskinden dolay1
insiilinin laboratuvar ortaminda rekombinant DNA teknolojisi ile Escherichia Coli (E.
Coli) ya da maya gibi bakteriler kullanilarak elde edilmesini tercih edilir duruma
getirmigtir. Bu teknoloji ile elde edilen instline rekombinant insan instlini (recombinant
human insulin, rHIns) denilmektedir. Uretilen bu insulin, kimyasal, fiziksel ve biyolojik
olarak, insanin pankreas beta hiicrelerinde salgilanan insiiline esdegerdir. Rekombinant
insan insiilini yaninda, rekombinant teknoloji ile iiretilen birkag insiilin benzeri molekiil
mevcuttur. Uretilen bu insiilinlerin fizyolojik etkilerini artirmak igin amino asit
zincirinde degisiklikler yapilmaktadir [15]. Bakterilerden iiretilen insiilinler sentetik

analog, sigir ya da domuzdan elde edilen insiilin ¢esitleri de hayvansal analoglardir.



Rekombinant insan insiilini, insan pankreas beta hiicrelerinden salgilanan insiilin ile

tamamen ayni molekiiler agirliga sahiptir (5808 Da).

Insan insiilini, c¢ozeltilerde genellikle monomerik ya da dimerik yapilar1 arasinda
dengede bulunmaktadir. Fizyolojik kosullarda ise birden fazla oligomerik insiilin yapisi
ayni anda mevcut olabilir. Bu durum biyofiziksel karakterizasyon ig¢in zorluklar
cikarabilir. Insan insiilin oligomerlerinin yapilari, tek bir oligomerik yapinin mevcut
oldugu kosullarin saglandigi ve; o oligomerik yapi hakkinda bilgi almak amaciyla

yapilan ¢alismalarla analiz edilmektedir [16 - 18].

Insiilin proteinin {ic boyutlu yapisi, rahat (Relaxed, R) ve gergin (Tense, T)
konformasyon 6zelliklerine sahip olabilmektedir (Sekil 2.4) [19].

R konformeri

/7,
J
T konformeri
Monomer Dimer Hekzamer
Sekil 2.4. Monomer insiilinin dimer ve hekzamer formunu olusturmasi, T ve R

konformerlerinin gosterimi [20].

Insiilinde bulunan B zinciri, T ve R konformasyonunda bulunur, Pdb Id: 4GBC [20]. T
konformasyonunda kalintilar daha genisletilmis goriiniirken, R konformasyonunda
kalintilar sarmalin iginde bulunur [21]. R konformasyonu, ortamda Kklor iyonu
varliginda ve yiiksek derisimde fenol varliginda hekzamerlerde daha ¢ok goriiniirken, T
konformasyonu, monomerlerde, dimerlerde, ve klor ve fenol olsun ya da olmasin

hekzamerlerde de bulunmaktadir [22 - 26].



2.2. Kutle Kitle Spektrometrisi

Kiitle spektrometrisi (Mass Spectrometry, MS), gaz fazindaki iyonlar, kiitle/yiik
(mass/charge, m/z) oranlarinin Slgiimiine dayanarak ayirabilen ve tanimlayabilen giiglii
bir analitik tekniktir. Yiiksek hassasiyet, secicilik, analiz hizi, diisiik miktarda 6rnekle
calisabilme, karisimlarda bulunan tiim tiirler i¢in ayr1 sinyal elde edilebilmesi ve
polimerlerden, biyolojik drneklere kadar bir¢ok molekiiliin analizinin yapilabilmesi gibi
ozellikleri sayesinde kiitle spektrometri teknikleri, diger analitik tekniklere gére daha
cok tercih edilmektedir [27 - 30]. Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenleri, 6rnek
giris sistemi, iyon kaynagi, kiitle ayiricisi, dedektér ve veri analiz sisteminden

olusmaktadir (Sekil 2.5).

Yiiksek Vakum

i . Iyon Kitle | | " o .
Ornek Girisi Kaynagr | | Avircist Dedektor | | Veri Sistemi

Sekil 2.5. Kiitle spektrometresinin temel bilesenleri [31].

Ornek giris sistemi, analiz edilecek &rnedi, iyon kaynagma uygun bir sekilde
iletmektedir. Iyon kaynagi, ¢alisilacak drnekten iyonlar olusturur. Kiitle analizorii, iyon
kaynagindan fretilen iyonlari kiitle/yiilk oranina gore birbirinden ayirir. Kiitle/yiik
oranina gore ayrilan bu iyonlar dedektore gonderilir. Dedektdr sinyal olusturur ve
sinyaller bilgisayar sistemi ile kiitle spektrumu verilerine doniistiiriiliir. Analiz edilen
ornekler ile diger gaz molekiillerinin etkilesime girmelerini engellemek i¢in sistem

yiiksek vakum altinda ¢aligmaktadir [31].

2.2.1. iyon Kaynag1

Iyonlarin  olusturulmasi, kiitle spektrometrik tekniklerin ilk ve en Onemli

basamaklarindan biridir. Ornek hazirlama ve analiz i¢in gesitli iyonlastirma yontemleri



mevcuttur. Bu ydntemler, genel olarak “sert” ve “yumusak™ olarak iki temel sekilde
siiflandirilmaktadir. Sert iyonlastirma yontemleri, uygulanan yiliksek enerjiden dolayz,
analiz edilen iyonlar1 parcalamaktadir. Bu tiir pargalanmalar yapilan analizi
zorlastirmaya ve elde edilen verilerin, iyonun yapisini degerlendirmek i¢in yetersiz
olmasina neden olmaktadir. Sert iyonlagtirma tekniklerine, elektron iyonlastirma (EI),
kimyasal iyonlagtirma (CI), hizli atom bombardiman1 (FAB), alan iyonlastirma (FI) ve
alan desorpsiyonu (FD) yontemleri ornek verilebilir [32]. Yumusak iyonlastirma

tekniklerinden en ¢ok tercih edileni elektrosprey iyonlastirma yontemidir.

2.2.1.1. Elektrosprey iyonlastirma (ESI)

Biyomolekuller oldukca hassas molekullerdir. Cozelti halinde yukli iyon haline
gelirken parcalanabilmektedir. Bu durum, analizlerini zorlagtirmakta ve yetersiz
sonuclarin alinmasina neden olmaktadir. Bu yiizden, biyomolekiiller ile calisilirken
daha yumusak iyonlastirma yontemleri tercih edilmektedir. Ciinkli, yumusak
tyonlagtirma teknikleri ile molekiiliin biitiinliigli bozulmadan iyon iiretilebilmektedir.
John Fenn ve arkadaglari biyomolekiillerin parcalanmadan, daha hassas bir gekilde
iyonlasacagi, elektrosprey iyonlastirma teknigini (ESI) gelistirmislerdir. Gelistirdikleri
bu teknikle 2002 yilinda kimya alaninda Nobel 6diiliinti kazanmislardir [33, 34].

ESI tekniginde, ¢oziicli igerisinde bulunan analit, atmosferik basingta yiiksek voltaj
uygulanan kapilerden piiskiirtiicii gaz esliginde yiliklenmis olarak sprey seklinde
plskdrtilir ve cozlcuden kurtulana kadar kurutucu gaz gonderilir. Kurutucu gaz

sayesinde ¢oziiciiden kurtulan yiiklenmis iyonlar kiitle ayiricisina gonderilir (Sekil 2.6)
[31].
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Sekil 2.6. ESI sisteminin sematik gosterimi [31].

2.2.2. Kiitle Ayiricilar:

Kiitle ayiricisi, iyon kaynagindan gonderilen yiiklenmis gaz fazindaki iyonlar kiitle/yiik
oranlarina gore ayirmaktadir. Bu sistem, ortamda bulunan baska gaz molekiilleri ile
etkilesime girmemesi icin siirekli vakum altinda bulundurulmaktadir. Iyi bir kiitle
ayiricinin 6zelliklerini, kiitle sinir1, iyon iletim verimi, ayiricilik giicii, kiitle dogrulugu,
dinamik araligi ve calisma basmci degeri gibi parametreler belirlemektedir. Iyon
kaynagindan gonderilen yiiklenmis iyonlar1 ayirma sekillerine gore, manyetik alanh
ayiricit (Magnetic sector), dort kutuplu kiitle ayiric1 (Quadrupole), iyon tuzakli kiitle
ayirict (ion trap), ugus zamanl kiitle ayiric1 (time of flight) yaygin olarak kullanilan
kiitle ayiricilarindandir. Biitiin analizler i¢in uygun kiitle ayirict bulunmamaktadir. Kiitle
ayiricilarinin kendine 6zgiin kullanim alanlar1 vardir. Kiitle ayiricisinin se¢iminde,
kiitle sinir1, iyon iletim verimi, ayricilik giicii, kiitle dogrulugu, dinamik araligi ve

calisma basinci degeri 6zellikleri etkin rol oynamaktadir [31].

Kiitle spektrometrisi ile en ¢ok kullanilan ve tez kapsaminda da kullanilmis olan kiitle

ayiricilari, dort kutuplu kiitle ayiricisi ve ugus zamanh kiitle ayiricisidir.

2.2.2.1. Dort Kutuplu Kiitle Ayirici

Dort kutuplu kiitle ayirici, kullanim kolayligi, hassasiyet ve hizli analiz avantajlari ile en

cok tercih edilen kiitle ayiricilarindan biridir. Birbirlerine paralel yerlestirilmis dort adet



silindir metal gubuktan olusmaktadir. Dort ¢ubuk birbirine paralel olarak mikemmel
sekilde yerlestirilmis ve dogru akim (DC) ve radyo frekansi (RF) gii¢c kaynaklar ile
baglanmistir. Karsit cubuklar, salinimli bir elektrik alani olusturmak i¢in farkl
kutuplara sahiptir. Olusan iyonlar arasinda ancak belirli kiitle/yiik oranina sahip olanlar,

cubuklarin arasindan gecerek dedektore ulagmaktadir.

Pozitif yliklenmis iyon, negatif yiiklenmis cubuga dogru ¢ekilecektir. Cubuk polaritesini
degistirmeden Once iyon ¢ubuga ulasirsa, ¢ubuga dokunur ve nétr hale gelir. Kiitle
spektrometrisi iyonlar1 analiz ettigi i¢in, nétr molekiil analiz edilemez. Dort kutuplu
kiitle ayiricinin belirli bir kiitle araligini secici olarak analiz etmesinin nedeni budur.
Eger pozitif yiiklii iyonlar ¢ubuga ulagmadan 6nce kutuplar degisirse, bulundugu yere
en yakin negatif cubuga dogru hareket eder. Yiiklenmis iyon dort kutuplu kiitle

ayiricisindan ¢ikana kadar dontisiimlii olarak devam eder (Sekil 2.7) [35].

DEDEKTOR

Metal Cubuklar
. 4

fyon Cikis bolimi

Sistemi gegen iyonlar

Giris boliimii Sistemi gecemeyen iyonlar

Sekil 2.7. Dort kutuplu kiitle ayiricisinin sematik gésterimi [35].

2.2.2.1. Ucus Zamanh Kiitle Ayiricisi

Ucus zamanl kiitle ayiricisinin en basit formu 1946 yilinda W. E. Stephens tarafindan,
farkli m/z oranlarina sahip iyonlarin bilinen uzunlukta bir ugus tiipii boyunca gectigi bir
cihaz olarak gelistirilmistir [36]. Tiim iyonlar ayn1 anda ucgus tiipiinii gegmeye baglarsa,

dedektore bir iyonun varig zamani, m/z oranini belirlemek i¢in kullanilabilir.
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Ucus zamanl kiitle ayiricisinda iyonlar, iyonlar1 hizlandirip harekete gegirecek bir
enerji uygulanarak “ugurulur” [37]. Bu iyonlar, dedektore ulagmak i¢in ugus tiipiinden
gecmektedir. Iyonlarin ugus zamani degerleri m/z oranlarina baghdir. iyonun dedektdre
ulagma siiresi m/z oraninin karesi ile dogru orantilidir. Daha biiylik m/z orani olan iyon,
dedektore daha ge¢ ulagmaktadir. TOF, ¢ok yiiklii iyonlar i¢cin 1.0 Da farkliliktaki
izomerleri bile ayirt etme kabiliyeti, iyon secimi ve hareketlilik analizleri i¢in tercih

edilmektedir [31, 37,38].

2.2.3. Dedektorler

Kiitle ayiricisinda kiitle/yiik oranlarina gore ayrilan iyonlar, kiitle ayiricisindan geger ve
daha sonra bir dedektor tarafindan algilanir ve kullanilabilir bir sinyale doniistiriiliir.
Dedektorler, iyonlarin bolluklar1 ile orantili bir elektrik akimi dretirler [31].
Dedektorler, cihazin beyni olarak isimlendirilebilir. Zayif sinyallerin seviyesini
yiikseltme, hizli yanit alimi, diisiik giiriiltii, yliksek toplama verimliligi, diisiik maliyet,
yanitlarin dagilimimin dar olmasi, tiim kiitleler i¢in aym yanit, bliyiik dinamik aralik,
uzun siireli kararlilik, uzun sitireli kullanim ve ayrica yiiksek vakum sistemi disina

monte edilmesi en iyi dedektdr sistemini olusturmaktadir [31,39,40].
Dedektorler tarafindan olusturulan sinyal kiitle spektrumu seklinde verilir. Kiitle

spektrumu, yiiklii iyonlarin m/z oranlarinin degerlerine karsi, bu iyonlarin bolluklarinin

grafige gecirilmis halidir.
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Sekil 2.8. Insan insiilininin kiitle spektrumu.

Sekil 2.8’de verilen, insan insiilininin kiitle spektrumu, tez calismasinda, metanol
(MeOH) ve amonyum asetat (AAC) ile hazirlanmis insan insiilini 6rneginin, 1200 V
kapiler voltaji ve 120 °C iyon kaynagi sicakliginda yapilan analiz ile elde edilmistir.
M+3 ve D+6 iyonlari, ayn1 m/z oranina sahip olmalarindan dolayi, spektrumda iist iiste

gelmistir. Tez calismasinda, sonuglar ve tartisma kisminda ayrintili olarak anlatilmistir.

2.3. Iyon Hareketliligi — Kiitle Spektrometrisi (IM — MS)

Kiitle spektrometrisi, molekiiler karakterizasyon i¢in en hizli ve en hassas yontemlerden
biridir. Iyonlastirma yéntemleri, tarama hiz1, hassasiyet ve ¢oziiniirliikteki iyilestirmeler
ile kiitle spektrometrisinin kullanim alanlar1 oldukc¢a genislemistir [30]. Kiitle
spektrometrisi, saglamis oldugu kolayliklara ragmen, ayn kiitle/yiik oranina sahip farkl
tiirleri ayirt edememektedir. Iyon hareketliligi spektrometrisinin (IMS) Kkiitle
spektrometrisi (MS) ile birlestirilmesi ile olusan yeni cihaz, iyon hareketliligi kiitle
spektrometrisi (IM — MS), ayni kiitle/yiik oranina sahip farkl tiirleri ayirt edebilmesinin

yan1 sira, boyutlar1 ve sekillerine gore ayirma islemi yapabilmektedir [41].
Biyomolekiiller ile yapilan caligmalarda yapisal bilgiye duyulan ihtiya¢ artmaktadir.
Ciinkii tek bir protein, katlanma sekline bagli olarak birgok farkli iglev ve 6zellige sahip

olabilir. Molekuliin konformasyonu hakkinda bilgi sahibi olmak, konformasyonel
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dinamikleri, esnekligi, katlanma mekanizmasi hakkinda bilgi sahibi olmak anlamina
gelmektedir. Biyomolekiillerin bu 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olmak, yapt —
fonksiyon iliskilerini, biyolojik aktivitelerini daha iyi anlamak, ila¢ tasarimini
iyilestirmek ve uygun saklama kosullarimi belirlemek igin olduk¢a 6nemlidir [42]. Iyon
hareketliligi kiitle spektrometrisi ile biyomolekiillerin tiim bu 6zellikleri hakkinda bilgi

sahibi olunabilmektedir [42].

Iyon hareketliligi spektrometrisi (IMS) teknigi, kiitle spektrometrisi gibi 19. yiizyil
baslarinda, bilim insanlar1 tarafindan elektriksel ve manyetik alanlarin yiikli
pargaciklara uygulanmalar: ile ayrilmalar1 ve analiz edilmelerini saglamak amaciyla
kullanilmaya baslanmistir [43,44]. IMS, gaz fazindaki iyonlar1 biiytiklik/yiik (€/z)
oranina gore ayirmaktadir. Daha sonraki yillarda smirli kullanim alan1 olmasindan
kaynakli olarak kiitle spektrometrisine gore daha az tercih edilir duruma gelmistir [38].
fIk olarak 1960 yilinda McDaniel adli bilim insani, kiitle spektrometresi ile iyon
hareketliligi spektrometresini birlestirerek 1yon hareketliligi kiitle spektrometresi
cihazini tasarlamistir [45]. Daha 6nceleri ¢cogunlukla askeri amagclar i¢in kullanilan iyon
hareketliligi spektrometrisi teknigi, kiitle spektrometrik yumusak iyonlastirma
tekniklerinin gelistirilmesi ile birlikte patlayicilarin, polimerlerin karakterizasyonu ve

biyomolekiillerin analizleri gibi birgok alanda kullanilmaya baslanmistir [41, 46 - 51].

Iyon hareketliligi spektrometresi (IMS), elektrik alani varliginda, iyonlari, iyonlar ile
etkilesime girmeyen tampon gazdaki hareketlerine dayanarak ayirir [41]. Siirtiklenme
tiipii (drift tube), diisitk vakum altinda ya da atmosferik basing sartlarinda reaksiyona
girmeyen tampon gaz (argon, helyum, azot) ile doldurulmustur. Iyonlar, siiriiklenme
tiipiinde, tampon gaz igerisinde hareket ederler. Iyonlarin bu tiipteki hareketlerinin
farkliligina gore ayirma islemi gerceklestirilir ve tiirlerin molekiiler yapilar1 hakkinda
bilgi edinilir [52]. Kompleks analitler ile galisilirken hizli ve hassas olmasi nedeniyle
yogun olarak tercih edilen sistem olan kiitle spektrometresi, iyon hareketliligi
spektrometresi ile birlestirildiginde molekiiliin yapist hakkinda daha detayl bilgi veren,
giiclii bir cihaz haline gelmistir. S6z konusu elektriksel alanda hareketlilik tabanli olarak
yapilan bir analiz dogal MS analizlerine ek olarak molekiillerin {i¢c boyutlu yapisinin
elde edilmesini de saglar. Iyon hareketliligi spektrometresi, kiitle spektrometresi ile
birlestirildiginde, iyonlar kiitle/ylik oranlarinin yani sira, bir tampon gazla etkilesimleri

temelinde ayiran, molekiiler yapiyr arastirmak ve karmagik numuneleri ayirmak igin
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kullanilabilen giiclii bir analitik cihaz haline gelmektedir [41, 53,54]. IMS-MS,
iyonlarin bilesim ve yiik durumuna bagli olarak karisimlardan ayrilmasi, geometrik
izomerlerin ayrilmasi, dinamik aralifin arttirilmast ve kimyasal giiriiltiiye karsi

ayrimciligin da dahil oldugu geleneksel MS'e gore bir¢ok avantaj sunar [55 — 60].

[yon Kiitle

Kaynag! > IMS > Ayirct | Dedektor

Sekil 2.9. IM- MS cihazinin temel bilesenleri [41]

IMS, elektrosprey iyon kaynaginda iiretilen iyonlarin, zayif elektriksel alan varliginda
stiriikleyici gaz yardimi ile iyon hareketlilik hiicresine gonderilmesi ile baglayan gaz
fazinda ayirma teknigidir. IM hiicresinde iyonlar hareketliliklerine gore ayrilirlar.
Hareketliliklerine gore ayrilmasi iyonlarin biiytlikligl, sekli ve yiikii hakkinda bilgi
vermektedir. Daha sonra IMS ayiricisinin tiirline gore iyonun hareketlilik degeri, etkin
carpisma kesitinin (CCS) belirlenmesini saglamaktadir. CCS, belirli tampon gaz

ortaminda verilen molekiil i¢in iyon sekli ile ilgili fiziksel bir 6zelliktir [61].

IMS, ¢alisma prensibine gore, zamana gore ayiran (Time - dispersive methods), konuma
gore ayiran (Space — dispersive methods) ve iyon hapsetme/se¢imli birakma (Ion
trapping methods) gibi ¢ temel grupta incelenebilir [61 - 63]. Zamana gore ayirma
prensibine gore g¢alisan IMS, benzer bir yol boyunca siiriiklenen iyonlarin belirli bir
noktaya varis siireleri iizerinden veri elde ederek spektrum olusturur. Zamana gore
ayirma prensibine gore calisan, en ¢ok kullanilan iyon hareketliligi spektrometrisi,
striiklenme tlipti iyon hareketliligi spektrometrisi (Drift Tube Ion Mobility
Spectrometry (DTIMS) ve kaydirmali dalga iyon hareketliligi spektrometrisi
(Travelling Wave lon Mobility Spectrometry, TWIMS) 6rnek olarak gosterilebilir [63].
Konuma gore ayirma prensibine gore calisan IMS, iyonlarin hareketliliklerindeki
farkliliklara dayanarak, iyonlar1 farkl siiriiklenme yollar1 boyunca ayirir. Bu prensibin
en 6nemli noktasi, yapilan analizde, voltaj degisikligi taramas1 yapilarak genis bir iyon

hareketliligi spektrumunun (mobilogram) elde edilebilmesidir. Konuma gore ayirma
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prensibine gore c¢alisan yoOntemlere, alan asimetrik iyon hareketliligi spektrometrisi
(Field Asymmetric lon Mobility Spectrometry, FAIMS), tekdize alan hareketlilik
analizorleri (uniform — field differential mobility analyzers, DMA) ve yeni gelistirilen
frekans taramali iyon hareketliligi se¢imi yapan c¢apraz ayarli iyon hareketlilik
spektrometresi  (Transverse  Modulation Analyzer, TMMIS) o6rnek olarak
verilebilmektedir [64 - 71]. Iyon hapsetme/se¢imli birakma prensibine gore calisan IMS
tekniginde iyonlar, basing varhiginda elektriksel alan yardimi ile hapsedildikten sonra
hareketliliklerine gore se¢imli olarak birbirlerinden ayrilmaktadir [62- 64]. Bu yontem,
iyonlarin kendilerine uygulanan elektriksel alan sayesinde, hareketlerinin kontrol
edilebilmesi ile kullanilabilir duruma gelmistir. Bu tez kapsaminda iyon
hapsetme/se¢imli birakma yontemi ile calisan tuzaklamali iyon hareketliligi

spektrometresi (Trapped lon Mobility Spectrometry, TIMS) ile calisilmistir.

; ; . - Elektriksel alan
Zamana gore ayirma yontemi
md Gaz akis yonii

Iyon hapsetme/secimli

birakma yontemi

DTIMS TWIMS [
Konuma gore ayirma yontemi —
N
nvs  E

TITIITTTGIITIITIIY

-MTW - ‘l ‘ e

L —

C FAIMS oma D

Sekil 2.10. IMS ¢esitlerinin  sematik gdsterimi  (A,B) Zamana gore ayirma
yontemi,(C,D) Konuma gore ayirma yontemi, (E) Iyon hapsetme/segimli

birakma yontemi [61].
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2.3.1. Tuzaklamah Iyon Hareketliligi Spektrometrisi (TIMS)

Iyon hareketliligi spektrometreleri, elektrik alan1 varliginda, iyon kaynagindan
gonderilen iyonlari, iyonlar ile etkilesime girmeyen, iyon hareketliligi tiipiinde bulunan
stiriikleyici gazdaki hareketlerine dayanarak ayirmaktadir. IMS siiriiklenme tiipiinde

(drift tube), gaz fazindaki iyonlar, biiyiikliik ve yiiklerine gére ayrilmaktadir [72,73].

=
2 ':“E_ HE
siriklenme lyon "
tupund gegcidi HH
birlestiren
bolim
ESI kaynag
=
e o e AL R e =9
il

y—— o
=

IMS siiriiklenme tiipti

IMS-MS

arayuzey

Sekil 2.11. TIMS cihazinin sematik gosterimi [74].

TIMS, geleneksel IMS c¢esitlerinin tersi seklinde calismaktadir. Geleneksel IMS
tekniklerinde, iyonlar, striklenme tiipinde, sabit tampon gaz icerisinde elektriksel alan
sayesinde siiriiklenmektedir. TIMS teknigi ise, siiriiklenme tiiplinde hareket eden
tampon gazin igerisindeki iyonlar1 sabit tutmak icin elektriksel alani1 kullanmaktadir
[74]. Ayiric Uinitesinin iyonlart sabit olarak tutmaya yetecek biiylikliikte olmas1 ve gaz
yogunlugunun kullanicinin belirleyecegi degerlerde olabilmesi, daha rahat analize
imkan saglamaktadir [74]. Ayn1 zamanda, diger IMS teknikleri ile karsilagtirildiginda
daha 1yi ¢oziintirliikte IMS ayirimi1 yapabilmektedir [75, 76].
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Sekil 2.12.  Tuzaklamali iyon hareketliligi spektrometrisinin (TIMS) calisma

prensibinin sematik gosterimi [77].

Elektrosprey iyon kaynaginda iiretilen iyonlar IMS siirliiklenme tiipline (drift tube)
gonderilir. Siiriiklenme tiipiiniin ¢ikisinda bulunan iyon gecidi (ion gate), hareketlilik
secimli iyonlarin gegisine izin verir. Dort kutuplu kiitle ayirict ve garpigma birimi,
kiitle/yiik ya da hareketlilik/yiik i¢in se¢ilen iyonlarin ¢arpisma kaynakli ayrismalarina
izin veren bir diizenleme ile, siiriiklenme tiipii ile ucus zamanh kiitle analizorii arasina
yerlestirilmistir [74]. TOF kiitle ayiricisinin, ¢ok yonlii iyonlar icin bile kiitle olarak 1.0
Da farkliliklarin1 ¢6zebilmesi, iyon se¢imi ve hareketlilik analizi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Tiipte bulunan siiriikleyici gazin yani sira ters yonden gelen zayif elektriksel alan,
iyonlarin hareket etmelerini zorlagtirmaktadir (trapped). Elektriksel alan ve stirtikleyici
gaz yardimi ile iyonlar, bliyiliklik (CCS, Q) ve yiklerine gore ayrilir. Daha sonra,
iyonlar hareketliliklerine gore, hareketliligi daha diisiikk olan daha 6nce olmak Uzere,
dort kutuplu ve ucus zamanh kiitle ayiricis1 sistemlerine gonderilir. Kiitle ayiricisi
iyonlan kiitle/yiik oranlarina goére ayirir, iyonlar dedektore iletilir ve spektrum elde

edilir (Sekil 2.13, sekil 2.14) [74, 78].
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Sekil 2.13. Insan insiilininin iki boyutlu 1s1 haritast.
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Sekil 2.14. Sekil 2.13'te se¢ilen bolgenin kiitle spektrumu.
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2.3.2. Etkin Carpisma Kesiti (Collision Cross Section, CCS)

Iyon hareketlilik spektrometrisi teknigi, gaz fazindaki iyonlarin, elektriksel alanda
stiriikleyici gaz yardimi ile biiyiikliikklerine, sekillerine ve yiiklerine gore ayrilmasi
prensibine dayanir. IMS tekniginin en 6nemli 6zelligi, analiz edilen molekiiliin etkin
carpisma kesitinin (Collision cross section, CCS), belirlenmesini, yani molekilun (¢
boyutlu yapisi hakkinda bilgi alinabilmesini saglamasidir. CCS, belirli gaz ortaminda,
bir molekiil iyonunun sahip oldugu konformasyonu ile ilgili fiziksel bir 6zelliktir ve
iyonlarin yiikleri belirlendiginde, CCS degeri (A2) olarak hesaplanmaktadir [52, 53,
74,79].

Tuzaklamali iyon hareketliligi spektrometrisi tekniginde, iyonlarin hareketli gaza karsi
sabit tutulmasi igin elektriksel alan kullanilmaktadir. Iyonlarin dedektore varis
zamanlarinin Slgiilmesi, incelenen 6rneklerin konformasyonel araligini yansitir ve bu
zaman degerleri Mason Schamp denklemi ile etkin carpigma kesitine (CCS)

dontstiirilebilir [72,73].

Iyonlarin siiriiklenme hiz1, Vd iyon hareketliligi sabiti K ve uygulanan elektrik alan, E;
vy =KE. (1)

esitligi ile verilir. K, iyonun siiriikleyici gaz ile etkilesiminin fonksiyonudur. Cok fazla
parametreye bagli olan bu etkilesimi basitlestirmek gerekirse, 2 numarali esitlikte

gosterilen, indirgenmis hareketlilik sabiti, KO kullanilabilir.

Tp P
Ko =K——. 2

KO kutle spektrometresi ile iyon hareketlilik spektrometresi birlestirildiginde 6nemli bir
bilgi durumuna gelmektedir, kiitle/yiik orani (m/z) iyonun kimyasal sinifin1 gosterir ve

Mason Schamp denkleminde CCS hesaplanirken direk kullanilabilir [79].
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z; iyon yuki, e; elektron yiikii, kb Boltzman sabiti ve p, indirgenmis kiitlenin
kisaltilarak yazilmasidir. K yerine KO yazildiginda, denklemde bulunan gaz yogunlugu

birimi olan N denklemden c¢ikarilir.

ccs—>2 L [ 2T (4)
T 16 Ko\ pkyT"

Denklemdeki biitiin sabitler hesaplandiginda en son (5) esitligi elde edilir.

z /.. Mm
CCS = ]85[}0K—DVTM+m

(5)

z; iyon yiikii, hareketlilik sabiti KO, iyon kaynag1 sicaklig1 T, iyon kiitlesi M, siiriikleyici
gaz kiitlesi m, CCS degerinin hesaplamak i¢in yeterlidir. KO ve CCS analit iyonu ve
stiriikleyici gaz arasindaki etkilesimin bir 6zelligidir ve molekiiliin {i¢ boyutlu yapisi

hakkinda bilgi verir [75, 79 - 83].

Ayni m/z oranina sahip iki molekiil, biiyiikliikleri ve sekilleri farkli oldugu icin farkh
hizlarda hareket etmektedirler. Iyon hareketliligi spektrometrisi, bu farkliliktan
yararlanarak molekiilleri ayirt edebilmektedir. Tuzaklamali iyon hareketliligi
spektrometrisi tekniginde, iyonlara uygulanan elektriksel alan, kiiciik iyonda daha fazla
etkilidir. Kiiciik iyonu, bulundugu ortamda daha fazla tutmaktadir. TIMS cihazinda,
daha biiylik CCS degerine sahip biiylik iyon daha hizli hareket ederken, daha kiiciik
CCS degerine sahip olan kii¢iik iyon, ters yonden uygulanan elektriksel alan tarafindan
daha uzun siire hapsedilmektedir. Buna gore, daha biiylik CCS degerine sahip olan
iyonlar, siriiklenme tuptinii daha once terk eden ve daha 6nce analiz edilen iyonlardir
(Sekil 2.15, sekil 2.16)
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Sekil 2.15.  Insan insiilininin, kiitle/yiik oram1 aym olan iki farkli iyonunun 1s1

haritasinda gosterimi.

Hareketlilik sabiti ve kiitle/yiik oranina goére iki boyutlu gosteriminde, R1 olarak
belirtilmis olan iyonun, hareketlilik sabitinin (1/K0) daha ytiksek, CCS degerinin daha
diisiik oldugu gozlenmektedir (Sekil 2.16). R2 olarak gosterilen iyonun, hareketlilik
sabiti daha diisiik, iyonun CCS degeri daha biiyiiktiir (Sekil 2.16).

Intens.
xiof |

06 08 10 12 14 16 18 Mobiy, 4k [Vsien?]
[ nstihuren_AAC_MEOH_TIFS_1200V_120C.d FIM 1936.8684 +AL S, Smoothed (0.0LLGA) |

Sekil 2.16. Sekil 2.15'te gosterilen iki farkli iyonun mobilogramlarinin gosterimi.
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2.3.3. TIMS ile Protein Analizleri

Proteinlerin hareketli yapida olmalari, yapisal degisikliklere kolaylikla ugramalar1 ve
fizyolojik kosullarda diisiik miktarda bulunmalarindan dolay: yapisal analizleri oldukca
zorludur. Belirli fonksiyonlara sahip olabilmek igin yapilarinda kolaylikla degisiklik
meydana gelebilmektedir. Bu durum, proteinlerin yapisal bilgilerinin ve yap1 —
fonksiyon iliskilerinin tam olarak anlagilmasi i¢in deneysel yontemler gelistirilmesinin
¢ok oOnemli oldugunu gostermektedir. Protein analizlerinde kiitle spektrometrisi,
elektrosprey iyon kaynagi, ugus zamanl kiitle ayirici kullanimu ile birlikte ¢ok gii¢lii bir
analitik teknik durumundadir. Kiitle spektrometrisinin iyon hareketlilik spektrometrisi
ile birlestirilmesi sonucunda biyomolekiil analizleri yeni bir boyut kazanmstir. iyon
hareketliligi spektrometrisi, iyonlar1 biiyiikliik ve sekline gore ayirdigi i¢in, biyomolekiil
analizlerinde daha fazla yapisal bilgiye ulagilmaya baslanmistir [41, 49, 54,55,61,84].
Proteinin ii¢ boyutlu yapisi, biyolojik fonksiyonu i¢in olduk¢a 6nemlidir. IM — MS
teknigi, proteinin ii¢ boyutlu yapisi, sekli, biytikliigii, kiitlesi gibi bircok o6zelligi
hakkinda bilgi vermektedir. TIMS, biyomolekiiller ile c¢alismak i¢in en uygun
kosullarin saglandig1 bir cihaz olmustur. Yiiksek hassasiyet, se¢icilik ve yliksek ayirma
giicii gibi 6zelliklerin yan1 sira ayiricinin iyonlart sabit tutmaya yetecek biiyiikliikte
olmasi1 ve siirlikleyici gaz tiipiiniin kullanicinin belirleyecegi uzunlukta olmasi daha

rahat analiz olanagi saglamaktadir [74].

Proteinlerin konformasyonu ve oligomerik dagiliminin belirlenmesi, yap1 ve fonksiyon
arasindaki iligskinin anlasilmasi icin biiylik 6nem tasimaktadir. Proteinlerin oligomerik
dagilimlarinin belirlenmesi i¢in bir¢ok analitik teknik mevcuttur. Bu teknikler, 6rnek
hazirlama ve derisimi, diisiikk ayiricilik 6zelligi ve hazirlanan ¢ozeltinin icerigi gibi
bir¢cok parametreye baglidir ve kolay uygulanabilir degildir [85,86]. Kiitle spektrometrik
teknikler, yliksek ayiricilik giicii, hassasiyet gibi bir¢ok avantaj saglamasina ragmen
proteinlerin oligomerik dagiliminin analizinde yetersiz kalmaktadir. Ayni m/z oranina
sahip farkli oligomerik yapilarin analizinde kiitle spektrometrik teknikler tek baslarina
yeterli degildir. Bu ylizden bu tiir analizlerde iyon hareketliligi spektrometrisi ile
birlestirilmis kiitle spektrometrisi sistemleri kullanilmaktadir [87]. Iyon hareketliligi —
kiitle spektrometrisi analizleri ile ayirma yapilarak ayn1 zamanda iyonlar1 ve oligomerik
yapilar1 tanimlama islemi de yapilmaktadir. Bir¢ok iyon hareketlilik spektrometrisi

arasindan, yiiksek hassasiyet ve yiliksek ¢oziiniirliik sunmasinin yani sira, uygulama
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kolaylig1 saglamasi, TIMS — MS cihazint konformasyon ve oligomerik dagilim

caligsmalarinda en ¢ok tercih edilen cihaz konumuna getirmistir [61,88].

Tez kapsaminda yapilmis olan ¢alismalarda kullanilan TIMS — TOF — MS (Tuzaklamali
Iyon Hareketliligi Spektrometrisi — Ugus Zamanli — Kiitle Spektrometrisi) cihazindan
elde edilen veriler, Data Analysis (Bruker, Daltonics) programi ile analiz edilmektedir.
Data Analysis, cihazin isledigi verileri inceleme, diizenleme, doniistiirme ve modelleme
programidir. Analiz sirasinda kaydedilen tiim verileri gorsellestirmektedir. Data
Analysis programi, iki boyutlu 1s1 haritalar1 (heat map), mobilogramlar ve kiitle
spektrumlarinda yiiksek ¢oziiniirliiklii iyon hareketlilik verilerinin etkilesimli analizini

saglamaktadir [89 - 91].

Mabilty Int.
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Sekil 2.17.  Insan insiilininin Amonyum asetat (AAC) + Asetonitril (ACN) + Formik
Asit (FA) (v/v: 50:50:0.1) ¢ozeltisinde, 1200 V kapiler voltaji ve 120 °C iyon kaynagi
sicakligindaki IM - MS analizlerinden elde edilen iki boyutlu 1s1 haritasi.

Iki boyutlu 1s1 haritasinda, analiz boyunca elde edilen biitiin iyonlarmn kiitle/yiik
oranlarinin 1/K0 degerlerine gore degisimleri, iki boyutlu olarak renkli bir sekilde
gosterilmektedir. Bu gosterimlerde analiz edilen molekiiliin iyonlarinin oligomerik yiik
dagilimlar1 gozlenmektedir. Ayn1 m/z oranina sahip iki iyon (6rnegin, 3+ yiike sahip
monomer, (M+3), +6 yiike sahip dimer (D+6) i¢in veri ayirimi ¢ok net bir sekilde fark
edilmektedir. Sadece kutle spektrometrisi ile yapilan analizlerde bu iyonlarin ayirt
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edilebilmeleri miimkiin degilken, sekil 2.18’de gosterilen s6z konusu iyonlar, ancak

IMS tekniginin kullanilmasi ile ayirt edilebilmistir [92].

M+3

Insan Insiilini

254

M+3

2.0

e 0s A 12 14 16 L3 Mobllty, 1Ks [V-s/am?)
[ A MO _FA TS TR 100 B3 193, 501 tAIVE, Smocted (001, 1,GA)

Sekil 2.18.  Insan insiilininin AAC+ACN+FA ¢dzeltisinde 1200V kapiler voltaji, 120

°C iyon kaynagi sicakliginda, +3 yiikli monomer (M+3) ve +6 yiiklii dimer (D+6)
tyonlarinin (m/z: 1936,7220) mobilogrami.

Sekil 2.18’te gortildiigii gibi ayn1 m/z oranina sahip iki farkli oligomerik yapi, IMS
analizi ile kolaylikla gozlenebilmistir. Insan insiilininin amonyum asetat (AAC),
asetonitril (ACN) ve formik asit (FA) (50:50:0.1) ile hazirlanan ¢ozeltisinde, +3 yiikli
monomer (M+3) ve +6 yiklii dimer (D+6) iki farkli iyonun oldugu iyon hareketlilik
spektrometrisi ile gozlenmistir. m/z oram1 1936,7220 olan bu iki iyon, sekil ve
yiiklerinin farkli olmasindan kaynakli iki farkli mobilogram vermistir. TIMS tekniginin
caligma prensibine dayali olarak, biiylik olan iyon, yani CCS degeri daha biiylik olan

iyon daha 6nce gelmektedir.
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Sekil 2.19. Insan insiilini (m/z:1936,7220) iyonunun kiitle spektrumunun gosterilmesi.

Kiitle spektrometrisi oligomerik dagilimlarda aynt m/z oranina sahip farkli tiirlerin

analiz edilmesinde yetersiz kalmakta, iki farkli spektrum yerine, bir tane spektrum

olusturmaktadir (Sekil 2.19). Ayni m/z oranma sahip olsa da yapilarinda farklilik

gosteren iyonlar IMS yardimi ile ayrilmaktadir (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20.  Insan insiilininin +3 yiikli monomer (M+3) ve +6 yiiklii dimer ( D+6)

(m/z:1936,7220) iyonlarinin kiitle spektrumlarinin gdsterilmesi.
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Sekil 2.20’te, Data Analysis programi ile segilen iyonun (m/z: 1936,7220) daha ayrintili
olarak incelenmesi ve {ist iiste binmis iki farkli iyonlarin kiitle spektrumlarimin
gosterilmesidir. Sekil 2.19’te gosterilen spektrum, iyon hareketliligi spektrometrisi ile
calisilmadiginda elde edilen spektrumdur. iyon hareketliligi spektrometrisi ile analiz
edildiginde, iyon daha ayrintili analiz edilmis olup, hakkinda daha fazla bilgi elde
edinilmistir. iki farkli iyonun spektrumu oldugu iyon hareketliligi spektrometrisi

sayesinde belirtilmistir.

IMS analizlerinde iyonun mobilogrami, etkin ¢arpisma kesiti (CCS), ve kiitle spektrumu

gibi veriler ayn1 anda elde edilebilmektedir.

“ insan insiilini
|

Mobilogram
| \ m/z: 1452
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J| Kiitle Spektrumu ‘ ‘ A kesiti i

| ‘ ‘ ‘ ‘ “ ‘ ) [ 10 i) 0 asi
\
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Sekil 2.21.  Insan insiilininin iki boyutlu 1s1 haritasinda secilmis +4 yikli monomer

I 1
RN RN
P P

15 1 1750 2000 2250 2500 2750

iyonunun (m/z:1452,6677) mobilograminin, etkin carpisma kesitinin

(CCS) ve kutle spektrumunun gosterimi.

Sekil 2.21°de insan insiilininin AAC+ACN+FA asit ¢ozeltisinde, 1200 V kapiler voltaj
ve 120 °C iyon kaynagi sicakliginda +4 yiiklii monomer (m/z:1452,6677) iyonunun
mobilogramu, kiitle spektrumu ve etkin ¢arpisma kesiti gosterilmistir. Iyon hareketliligi
spektrometrisinde, analiz edilen érnekte, istenen iyonun tum verileri (mobilogram, CCS,
kiitle spektrumu) daha ayrintili sekilde incelenebilmektedir.

Insiilin hormonu, gevresel sartlardan kolay etkilenen, insan hayat1 i¢in olduk¢a 6nemli

bir hormondur. Insan viicudunda seker metabolizmasini diizenleyen insiilin hormonu,
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monomer, dimer, tetramer ve hekzamer gibi bircok oligomerik yapiya sahiptir. Insilin
hormonu, hekzamerik yap1 olusturmaya egilimlidir ve bu yapida daha kararlidir. Ancak,
kan sekerini diizenlemede monomerik ve dimerik yapilar1 daha etkilidir. Farkli kosullar
altinda meydana gelen degisimlerin, insiilin hormonunun yapisinda ve fonksiyonlari
tizerinde etkisini aragtirmak ve daha iyi tedavi yontemleri sunmak i¢in hormonu ¢ok iyi
bilmek gerekmektedir. Bu amagla, insiilin molekiiliiniin {i¢ boyutlu yapisi hakkinda
daha detayli bilgi sahibi olmak i¢in iyon hareketliligi kiitle spektrometrisi ile
calisilmistir. Kiitle spektrometrisi, molekiilleri nitelendirmede oldukga giiclii bir analitik
tekniktir. Ancak, molekiiliin sekli ve biiylikliigii hakkinda bilgi almak, sadece kiitle
spektrometrisi ile miimkiin degildir. Bu sorun, iyon hareketliligi kiitle spektrometrisi ile

birlestirilmis kiitle spektrometrisi ile ¢ozilmiistiir.

Daha iyi ayirim giicli ve hassasiyet sunmasi ile tuzaklamali iyon hareketliligi
spektrometrisi — kitle spektrometrisi (TIMS - MS) tercih edilen ¢alismamizda, insiilin
hormonunun oligomerik yapis1 hakkinda daha detayli bilgi almak i¢in, cihazin
parametreleri (kapiler voltaji, iyon kaynagi sicakligil) ve ¢oziicli degistirilmistir. Bu
yapilan c¢alisma ile, insiilin molekiiliiniin, konformasyonel 6zelliklerinin belirlenmesi,
yap1 — fonksiyon iligkilerinin analiz edilebilmesi amag¢lanmistir. Seker hastalar1 igin
hazirlanan insiilin molekiiliinlin, etki etme siiresine gore yapisinda degisiklikler
yapilmaktadir [15]. Hizli etki eden insiilin preparatlarinda, kan sekerini diisiirmede daha
etkili olan monomer yapilar daha fazla bulunmaktadir. Ancak insiilin molekiiliiniin
monomer yapida kararli olmayip, hekzamerik yapi olusturma egilimi, ilaclarin etki
mekanizmasin1  diistirmektedir. Bu calisma ile, insililin hormonunun oligomerik

yapilarinin, degisen parametrelerden nasil etkilendigi arastirilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Insan insiilini (HIns, Mw~5808 Da), Sigma Aldrich firmasmin iirettigi, bakterilerden
elde edilen amino asit zincirinin enzimatik reaksiyon ile insilin formunun olusturulmasi
ile elde edilmistir (rekombinant DNA teknolojisi ile). Sigir insiilini (BIns, Mw~5733,49
Da, sigir pankreas hiicresinden), domuz insiilini (PIns, Mw~5777,49 Da, domuz
pankreas hiicresinden), metanol (MeOH, CHROMASOLYV, >%99.9), asetonitril (ACN,
CHROMASOLYV, >%99.9), formik asit (FA, %98-100), amonyum asetat (AAC) Sigma
Aldrich (St Louis, MO, ABD) firmasindan satin alimustir. Ornekler, yiiksek saflikta
¢oziicliler kullanilarak hazirlanmistir. Cozeltiler hazirlanirken kullanilan deiyonize su,
Expe-Ultrapure Water System (Mirae St Co., Giiney Kore) cihazi kullanilarak elde

edilmistir.
3.2. Iyon Hareketliligi - Kiitle Spektrometrisi (IM — MS) Analizleri

IM- MS analizleri, elektrosprey iyon kaynagi ve TIMS adi verilen iyon
hapsetme/se¢imli birakma prensibine gore ¢alisgan TIMS — MS (Trapped lon Mobility
Spectrometry — Mass Spectrometry, Bruker Daltonics, Germany) cihazi kullanilarak
yapilmistir. Analizlerde siiriikleyici gaz olarak yiiksek saflikta azot gazi1 kullanilmistir.
Analiz edilen insulin cozeltileri 1.0 mg/mL derisiminde hazirlanmistir. Analizlerde
¢oziicii olarak su ile 10 mM derisiminde amonyum asetat (AAC) ¢ozeltisi hazirlanip,
asetonitril (ACN), ve metanol (MeOH) c¢o6zuculeri ile 50:50 (viv, AAC/ACN,
AAC/MeOH) bilesimindeki karigimlari kullamilmistir. Cozelti karisimlar igerisine
hacimce yaklasik % 0.1 oraninda formik asit (FA) eklenerek de analizler yapilmuistir.
Oda sicakliginda hazirlanan ¢ozeltiler, TIMS - TOF - MS cihazina 5.0 pL/dk akis
hiziyla direkt infiizyon teknigi kullanilarak gonderilmis ve genel olarak 3 dakika
boyunca veriler kaydedilmistir. Insiilin hormonu, ¢evresel sartlardan kolay etkilenen
cok hassas bir hormon oldugu i¢in analizler bekletilmeden yapilmistir [14]. Her analiz
oncesinde standart tiirler kullanilarak kiitle ve etkin ¢arpisma kesiti kalibrasyonlar
yapilmistir. Analizler, her ¢6zelti i¢in, iyon kaynagi sicakligi 120 °C’de sabit tutarak,
kapiler voltaj1 1000 V degerinden baslayip 200 birim artirarak 3000 V’a kadar 6l¢iim
yapilarak gercgeklestirilmistir. Daha sonra, ayni sekilde hazirlanan ¢ozeltiler, kapiler
voltaj1 1200 V’da sabit tutup iyon kaynagi sicakligi, 60 °C’den baslayip sicaklik 20

birim artirilarak, 320 °C’ye kadar ¢ikarilip, insiilin ¢esitlerinin analizi yapilmistir.
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Kapiler voltaji, iyon kaynagi sicakligi ve ¢oziicli degisiminin {i¢ farkli insiilin tiirliniin
molekiil yapist lizerindeki etkisi gozlemlenmistir. Veri analizleri, Bruker Daltonics

tarafindan saglanan Data Analysis 5.0 programiyla yapilmastir.
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4. TARTISMA VE YORUM

4.1. insan Insiilininin TIMS-TOF-MS ile Analizi

Tuzaklamali iyon hareketliligi spektrometrisi — Kkiitle spektrometrisinde (TIMS — MS)
kullanilan elektrosprey iyon kaynagi parametreleri ve ¢oziicii degisimlerinin, insiilin
molekiiliiniin konformasyonu {izerinde etkilerinin arastiritlmasi hedeflenmistir. Bu

amaglarla asagidaki ¢alismalar adim adim gergeklestirilmistir.

Tez kapsaminda yapilan calismalarda kullanilan, enzimatik reaksiyon ile elde edilen
insan insiilini, HIns, yaklasik 5808 Da agirligindadir. insan insiilinin, amonyum asetat
(AAC), formik asit (FA) eklenmis amonyum asetat, asetonitril (ACN): amonyum asetat
(50:50, v/v) karistmi1 ve formik asit eklenmis ¢ozeltisi, metanol (MeOH): amonyum
asetat ( 50:50, v/v) karisim1 ve formik asit eklenmis ¢ozeltisi ile analizleri yapilmistir.
Hins analizleri, ¢oziicii tiirli, kapiler voltaji ve iyon kaynagi sicakligi parametrelerinin
degistirilmesi ile yapilmistir. Analizler, her ¢ozelti i¢in, iyon kaynagi sicakligi 120
°C’de sabit tutularak, kapiler voltaji 1000 V degerinden baslayip 200 birim artirarak
3000 V’a kadar oOlglim yapilarak gergeklestirilmistir. Daha sonra, aymi sekilde
hazirlanan ¢ozeltiler, kapiler voltaj1 1200 V’da sabit tutulup iyon kaynagi sicakligi, 60
°C’den baglayip 20 birim artirilarak, 320 °C’ye kadar cikarilip analiz edilmistir. Tez
calismalarinin bu kisminda kapiler voltaji, iyon kaynag: sicakligl ve ¢oziicii degisiminin
insan  insiilininin  belirli  iyonlarinin  konformasyonlar1  iizerindeki etkileri

gbzlemlenmistir.

4.1.1. Insan Insiilininin Konformasyonu Uzerinde Coziicii Etkisi

Amonyum asetat (AAC), formik asit (FA) eklenmis amonyum asetat, asetonitril
(ACN):amonyum asetat (50:50, v/v) karisimi ve formik asit eklenmis ¢ozeltisi, metanol
(MeOH):amonyum asetat ( 50:50, v/v) karisim1 ve formik asit eklenmis ¢ozeltisi ile
hazirlanan insan instlini érnekleri TIMS-TOF-MS cihazi ile analiz edilmistir. Analizler,

kapiler voltaj1 1200 V, iyon kaynag1 sicakligi 120 °C’de gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli c¢oziicilerde hazirlanan insan insiilininin TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen +5 yikli monomer (M+5, m/z:1162,3318)

Iyonuna ait mobilogramlar.

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan insan insiilini 6rneginin TIMS-TOF-MS analizlerinden
elde edilen tiim iyonlar incelendiginde, ¢oziicli degisimi sonucunda monomerik haldeki
iyonlarin konformasyonel 6zelliklerinde anlaml farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.1).
Bu durum, ¢oziicii degisiminin monomer iyonlarmin yapilarint (M+5, M+4 vb.)
etkilemedigini gostermektedir. Bu nedenle, ¢oziicli tiirliniin dimer veya daha biiyiik

yapidaki iyonlarin konformasyonlari tizerindeki etkilerine odaklanilmigtir.
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Sekil 4.2. Farkli ¢oziiciilerde hazirlanan insan insiilininin  TIMS-TOF-MS

analizlerinden elde edilen +7 yikli dimer (D+7, m/z: 1660,1866)

Iyonuna ait mobilogramlar.
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Sekil 4.3. AAC c¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin  TIMS-TOF-MS

analizlerinden elde edilen +7 yuklu dimer iyonunun (D+7, m/z:
1660,1866) kutle spektrumu.
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Insan insiilininin AAC ¢ozeltisi icerisinde hazirlanan &rneginin  TIMS-TOF-MS
analizinden elde edilen mobilograminda, +7 yiiklii dimer iyonuna (m/z:1660,1866) ait
sinyaller incelendiginde, mobilogramda bu iyona ait iki farkli konformer tiiriiniin var
oldugunu gosteren sinyaller gozlenmektedir (Sekil 4.2). Mobilogramlarda gozlenen
sinyallerin, insan insilini yapist i¢in bilinmekte olan rahat (Relaxed, R) ve gergin
(Tense, T) konformer iyonlarina ait oldugu disiiniilmektedir [19 — 26]. Bu konformer
yapilar, birebir aymi kiitle/yiik (m/z) oranina sahip olduklarindan dolay1 analizler
sonucunda elde edilen kitle spektrumlarindan konformerleri ayirt edici bir bilgi
alimamamaktadir. S6z konusu iyonlar i¢in tiim c¢oziicii tlirleri ile yapilan analizler
sonucunda ayni kiitle spektrometrik veri alinmistir. Bunlardan sadece AAC ¢ozeltisinde
hazirlanan insan insiilininin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen kdtle spektrumu
ornek olarak verilmistir (Sekil 4.4). +7 yiiklii dimer iyonunun (D+7) yapisinin, AAC
¢ozeltisinden baslayarak, AAC+FA, AAC+ACN, AAC+ACN+FA, AAC+MeOH,
AAC+MeOH+FA sirastyla ¢ok az da olsa agildigi gozlenmistir. Bu sirayla genis
konformerin kirmiz1 ok ile gosterilen, sag tarafindaki boliim biraz daha yiikselirken,
siyah ok ile gosterilen, sol tarafindaki ¢ikint1 kaybolmaktadir. Bu ¢oziicii sirasinda genis

yapidaki iyonun bulunma bollugu (intensity) artmaktadir (Sekil 4.2).

Farkli ¢oziiciilerde hazirlanan insan insiilini 6rneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinde
aym kiitle/yiik oranina (m/z:1936,8836) sahip +6 yiikli dimer (D+6) ve +3 yiikli
monomer (M+3) iyonlar1 gozlenmistir (Sekil 4.4). Dimer ve monomer iyonlarinin iyon
mobilogramindaki sinyalleri incelendiginde ¢oziicii degisiminin aralarindaki orani
etkiledigi gozlenmektedir. Ozellikle ACN ve ACN+FA c¢oziiciilerinde hazirlanan
orneklerin analizlerinde monomer iyona ait sinyalin dimere ait sinyalden daha yuksek
siddete sahip olduklar1 gézlenmektedir (Sekil 4.4). Sadece AAC igeren, daha yumusak
¢Oziicii kosullarinda ise ortama asit eklenmis olsa bile, dimer ve monomer iyonuna ait
sinyallerin ayni siddet degerlerinde gozlendigi belirlenmistir. Bu sonuclar, AAC gibi
daha yumusak ¢oziicli kosullarinda iki adet insiilin yapisinin bir araya gelme olasiliginin
ACN c¢oziiciisli varligindakinden daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Diger yandan,
ayni kosullardaki analizlerde ¢oziicii olarak MeOH igerikli ¢oziicii kullanildiginda
dimer yapilarinin daha baskin oldugu gézlenmistir (Sekil 4.4). Bu veriler, ESI islemi
sirasinda MeOH igerikli ¢oziicii kullanilmasinin iki insiilin molekiiliiniin bir arada

bulunma olasiligini arttirdigint géstermektedir.
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Sekil 4.4. Farkli c¢oziicilerde hazirlanan insan insiilininin  TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen +6 yuklu dimer (D+6) ve +3 yukli monomer
(M+3) (m/z: 1936,8836) iyonlarina ait mobilogramlar.

Farkli ¢oziiciilerde hazirlanan insan insiilini 6rneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinde
ayni kiitle/yiik oranina (m/z:2323,8595) sahip +10 yUklu tetramer (Q+10) ve +5 yiKIU
dimer (D+5) iyonlar1 da gozlenmistir (Sekil 4.5). S6z konusu tetramer ve dimer
iyonlarinin iyon mobilogramindaki sinyalleri incelendiginde ¢oziicii degisiminin bu
iyonlara ait sinyallerin aralarindaki oran1 6nemli bir sekilde etkiledigi gézlenmektedir.
Bu iyon grubu i¢cin AAC ve FA katkili AAC ¢oziiciilerinde hazirlanan 6rneklerle elde
edilen sonuglarda tetramer olusumunun dimer olusumundan daha baskin oldugu
gozlenmektedir. Coziicii karisimina MeOH eklenmesi ile birlikte tetramer iyonuna ait
sinyalin siddeti azalirken, dimer iyonuna ait sinyalin siddetinin arttifi goriilmiistiir.
ACN igerikli ¢Oziicii igerisinde hazirlanan Orneklerin TIMS-TOF-MS analizleri
sonucunda elde edilen iyon mobilograminda insiilinin tetramer yapisina ait sinyal
gbzlenmemistir. Bu iyon mobilograminda sadece +5 yiiklii dimer yapisina ait sinyal
gozlenebilmistir (Sekil 4.5). Bu sonuglara gore, beklendigi gibi, sadece AAC ¢oziiciisii
igerisinde hazirlanan 6rneklerde insiilin birimleri arasinda etkilesimlerin korunabilmesi
sayesinde gaz fazinda tetramer yapilarinin olusabildigi ancak MeOH ve ACN
coziiciileri varliginda etkilesimlerin bozulmasi sonucunda insiilin birimlerinin bir araya

gelmesinin  zorlastigi belirlenmistir. Tez kapsaminda MeOH igerikli ¢Oziiciiniin
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m/z:1936,8836 olan iyon grubu igin dimer yapisini (D+6) koruyabildigi belirlenmis
ancak daha fazla yiikke sahip ve biiylik tetramer yapisinin (m/z: 2323,8595, Q+10)
korunmasinda sadece AAC igeren ¢oziiciiden daha az koruma etkisine sahip oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.5).
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0.8
0.6
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Sekil 4.5. Farkli ¢oziiciilerde hazirlanan insan insiilininin  TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen +10 yuklu tetramer (Q+10) ve +5 yuklu dimer
(D+5) (m/z: 2323,8595) iyonlarina ait mobilogramlar.

Farkli ¢oziiciilerde hazirlanan insan insiilini 6rneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinde
ayn kiitle/yiik oranina (m/z:2904,4056) sahip +12 yiiklii hekzamer (H+12), +6 yiikli
trimer (T+6) ve +4 yiiklii dimer (D+4) iyonlar1 da gézlenmistir (Sekil 4.6). S6z konusu
iyonlarin iyon mobilogramindaki sinyalleri incelendiginde ¢6ziicii degisiminin bu
iyonlara ait sinyallerin aralarindaki oran1 6nemli bir sekilde etkiledigi gézlenmektedir.
AAC igeren ¢oziiclilerde hazirlanan Ornekler i¢in sadece hekzamer yapilara ait
sinyaller elde edilmisken, ¢oziicii igeriginde MeOH ve ACN bulunmasiyla birlikte
hekzamer olusumuna karsilik gelen sinyalin siddeti diismiistiir. Beklendigi gibi, 6rnek
¢oziiclisi iceriginde MeOH ve ACN coziiciilerinin bulunmasi, tetramer ve dimer

olusumlarini hekzamer olusumuna gore daha baskin hale getirmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Farkli ¢oziicilerde hazirlanan insan insiilininin TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen +12 yikli hekzamer (H+12), +6 yukli trimer
(T+6) ve +4 yikli dimer (D+4) (m/z: 2904,4056) iyonlarma ait

mobilogramlar.

Farkli ¢oziiciilerde hazirlanan insan insdlininin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde
edilen verilere gore, AAC igerigi yiiksek olan orneklerde insiilin birimleri arasindaki
etkilesimler korunabilmistir. Coziicii igeriginde MeOH bulunmasi, diisiik yiike sahip
kiiclik yapilarin (6rn: D+6) bir arada durmalarin1 saglayabilirken, daha fazla yiike sahip
bliylik iyon yapilarinda (Q+10), insiilin birimleri aralarindaki etkilesimlerin
korunmasinda yardimci olamadigi gdzlenmistir. Ozellikle insiilin drneklerinin ¢dziicii
iceriginde ACN bulunmasinin insiilin birimleri arasindaki etkilesimleri zayiflattig

belirlenmistir.

4.1.2. Insan Insiilininin Konformasyonu Uzerinde Sicakhk Degisimi Etkisi

Insiilin 6rneklerinin farkli ¢oziicii igerikleriyle hazirlanip TIMS-TOF-MS ile analiz
edilmelerinin ardindan elde edilen sonuglara gore en yumusak c¢oziicii kosullarinin
insiilini sadece AAC igeren ¢oOziiciide hazirlayarak saglandigi belirlenmistir. Tez
caligmalar1 kapsaminda ¢oziicli tiiriiniin insan insiilini iyonlarinin konformasyonlari

tizerindeki etkilerinin incelenmesinin ardindan iyon kaynagi sicaklifinin séz konusu
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iyonlarin konformasyonlar1 iizerindeki etkileri de incelenmistir. Bu analizlerde insan

insiilinin sadece AAC ¢ozeltisi igerisinde ¢oziinerek hazirlanan 6rnekleri kullanilmistir.

Intens. J \ ms Ul i um an_AAc_TIMS_1200V_50C.d-EIM 15605232 _AAC_LZ00V_60C

2000 l
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= M0 m/z:1660

2;-): E Gulinhaman_AAC TIMS_1200_150C 3. £IM 1550 1527_1200V_150C
2000

00 ] 180°C

3:33: Uman_AAc_TIMS_1200V_Z20C 3: EIM 1550 1549_1200V_Z20C

2000 4
=004 220 OC /\,\‘_’\
10004
=00
[
o 260 °C
1000 4
500
0

nsulinhuman_Afc_TIMS_1200V_360C d: EIM 1560 1848_1300V_250C

Uman_AAc_TIMS_1200V_300C d: 1M 1550 15355_1200V_S00C

2 | 300°C ﬂ\
Sekil 4.7. AAC c¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli iyon kaynagi

sicakligi degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden
elde edilen +7 yukli dimer (D+7) (m/z: 1660,1857) iyonuna ait

mobilogramlar.

AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilini 6rnegi, 1200 V, sabit kapiler voltajinda,
farkli iyon kaynagi sicakligi degerlerinde analiz edilmistir. TIMS-TOF-MS
analizlerinden +7 yukli dimer iyonu (D+7) icin elde edilen mobilogramlar
incelendiginde, sicaklik yiikseldik¢e daha yiiksek 1/K0 degerine sahip genis konformer
iyonlarinin bolluklariin arttigi gézlenmistir (Sekil 4.7). Bu veriler, sicaklik arttikca
yapiya aktarilan enerjinin arttirilmasiyla molekiil i¢i etkilesimlerin zayiflamasina bagh

olarak genis konformer olusumunun daha olas1 hale geldigini gdstermektedir.
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AAC c¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli iyon kaynagi sicaklig
degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +3 yukli
monomer (M+3) ve +6 yikli dimer (D+6) (m/z: 1936,8829) iyonlarina ait
mobilogramlar incelendiginde iyon kaynagi sicakligmmin arttirilmasi ile birlikte
monomere ait sinyal degerinin, dimere ait sinyal degerine gore daha cok arttig1
belirlenmistir (Sekil 4.8). Tez kapsamindaki ¢alismalarda uygulanan en diisiikk iyon
kaynag1 sicakligi olan 60 oC’de molekiillerin ortalama kinetik enerjisinin azaltilmasinin
iki insiilin birimi arasindaki etkilesimlerin bozulmadan dimer iyon yapilarinin
olusumunu daha olas1 hale getirdigi goriilmiistiir. Iyon kaynag1 sicakliginin 300 oC’ye
cikartlmast durumunda molekiillerin ortalama kinetik enerjilerinin  arttirilmasi
sonucunda insiilin birimlerinin bir arada duramadiklari, tekli monomer iyonlarinin daha

baskin oldugu bir ortam meydana getirilmistir.
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Sekil 4.8. AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli iyon kaynagi

sicakligi degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden
elde edilen +3 yikli monomer (M+3) ve +6 yukli dimer (D+6) (m/z:

1936,8829) iyonlarina ait mobilogramlar.

Insan insiilininin, farkl1 iyon kaynag: sicaklig1 degerlerinde gerceklestirilen TIMS-TOF-
MS analizlerinden elde edilen +5 yukli dimer (D+5) ve +10 yuklu tetramer (Q+10)
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(m/z: 2323,8578) iyonlarma ait mobilogramlar incelendiginde tez kapsaminda elde
edilen diger verilerde de oldugu gibi iyon kaynagi sicakliinin arttirilmasinin insiilin
birimlerinin bir araya gelmelerini zorlastirdig1 belirlenmistir (Sekil 4.9). Bu iyon grubu
icin sicaklik degeri 60 oC’den 300 oC’ye c¢ikarildikca mobilogramlardaki tetramer

olusumuna ait sinyale karsilik dimer iyonuna ait sinyalin siddetinin arttig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.9. AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli iyon kaynagi

sicakligi degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden
elde edilen +5 yuklu dimer (D+5) ve +10 yukli tetramer (Q+10) (m/z:
2323,8578) iyonlarina ait mobilogramlar.

Insan insiilininin, farkli iyon kaynagi sicaklig1 degerlerinde gerceklestirilen TIMS-TOF-
MS analizlerinden elde edilen +4 yuklu dimer (D+4), +6 yukli trimer (T+6) ve +12
yiikli hekzamer (H+12) (m/z: 2904,4572) iyonlarina ait mobilogramlar incelendiginde
tez kapsamindaki ¢aligmalarda kullanilan en yiiksek iyon kaynagi sicakligi olan 300 oC
degerine yaklasildikca mobilogramin 1/KO eksenindeki konformer dagiliminin
genisledigi gozlenmektedir (Sekil 4.10). Bu genisleme, daha kiiclik insiilin
birimlerinden meydana gelen iyon gruplarmin olustugunu gostermektedir. Sekil 4.10
tizerinde kirmizi okla belirtilen yonde meydana gelen degisimin sicaklik artis1 ile daha

kiiciik yapidaki iyon gruplarinin olustugunu ifade ettigi belirlenmistir. Turuncu ok ile
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gosterilen yap1 +12 yiiklii hekzamer iyonuna aittir. Siyah ok ile gosterilen yap1 +6 yiikli
trimer iyonuna, mavi ok ile gosterilen yapi, +4 yiiklii dimer iyonuna aittir. 3 farkli

iyonun verdigi mobilogramda, yapinin i¢erisinde olusan iyon gruplar1 kararli degildir.
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Sekil 4.10. AAC c¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli iyon kaynagi
sicakligi degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden
elde edilen +4 yikliu dimer (D+4), +6 yiklu trimer (T+6) ve +12 yukli
hekzamer (H+12) (m/z: 2904,4572) iyonlarina ait mobilogramlar.

Iyon kaynagi sicakliginin insan insiilini iyonlarmin konformasyonlar1 iizerindeki
etkilerinin incelendigi bu kisimda sicaklik artisinin molekiillerin ortalama kinetik
enerjilerini arttirmasinin  bir sonucu olarak insiilin birimlerinin birlikte durma
olasiliklarini azalttiklart gézlenmistir. Ancak TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen
mobilogramlar degelendirildiginde iyon kaynagiin sicaklik degerindeki degisimlerin
insiilin iyonlarinin konformasyonlari {izerindeki etkilerinin ¢dziici tiiriinun etkilerinden

daha az oldugu goriilmiistiir.
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4.1.3. Insan Insiilininin Konformasyonu Uzerinde Kapiler Voltaji Degisimi Etkisi

Coziici tlrlinin  ve 1iyon kaynagi sicakliinin insan insiilini iyonlarmin
konformasyonlari tizerindeki etkilerin degerlendirilmesinin ardindan ESI olayi sirasinda
uygulanan kapiler voltajinin insiilin iyonlarinin konformasyonu tizerindeki etkileri de
tez calismalar1 kapsaminda incelenmistir. AAC ¢6zeltisinde hazirlanan insan insiilin
ornegi, 120 °C sabit iyon kaynagi sicakliginda farkli kapiler voltaji degerlerinde analiz

edilmistir.

Farkli kapiler voltaji degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde
edilen +7 yikli dimer (D+7) (m/z: 1660,1858) iyonlarina ait mobilogramlar
incelendiginde kapiler voltajinin arttirilmasiyla dimer iyonunun az da olsa genisledigi
gozlenmektedir (Sekil 4.11). Daha genis yapili konformerlerin olusumu 1/K0 ekseninin
artis1 yoniinii isaret eden kirmizi okla gosterilmektedir. Kapiler voltajinin artmasi
sonucunda meydana gelen bu degisim yoniinde pikin sol kismindaki tepe noktasinin

siddeti azalirken sagdaki omuzun siddeti ile birlikte genisleme artmaktadir.

. 1000V [nsan insiilini,
i I 120°C, AAC
L miz: 1660
1800V
2600V
Sekil 4.11.  AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli kapiler voltaji

degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen
+7 yiiklii dimer (D+7) (m/z: 1660,1858) iyonlarina ait mobilogramlar.
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Farkli kapiler voltaji degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde
edilen +3 yiiklii monomer (M+3) ve +6 yiiklii dimer (D+6) (m/z: 1936,5483) iyonlarina
ait mobilogramlar incelendiginde kapiler voltajinin arttirtlmasiyla dimer iyonuna ait
sinyalin siddetinin azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.12). Bu durum, iyon sicaklig
degisiminin konformasyon {iizerindeki etkisine benzer olarak kapiler voltaji artisina
bagl olarak iyonlara aktarilan fazla enerjinin birimler arasindaki etkilesimleri zayiflatip

dimer olusumunu azalttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.12. AAC c¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli kapiler voltaj
degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen
+3 yukli monomer (M+3) ve +6 yikli dimer (D+6) (m/z: 1936,5483)

iyonlarina ait mobilogramlar.

Farkli kapiler voltaji degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde
edilen +10 yuklu tetramer (Q+10) ve +5 yuklu dimer (D+5) (m/z: 2323,8595) iyonlarina
ait mobilogramlar incelendiginde kapiler voltaji degisiminin insiilin iyonlarinin
konformasyonlar1 tizerindeki etkileri net bir bigimde goriilmektedir (Sekil 4.13). Kapiler
voltajinin arttiritlmastyla birlikte tetramere ait sinyal siddetinin énemli 6l¢iide azaldig:
ve dimer iyonuna ait sinyalin ise siddetinin artmasia bagli olarak daha belirgin hale

geldigi gozlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli kapiler voltaji

degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen
+10 yUKIG tetramer (Q+10) ve +5 yukli dimer (D+5) (m/z: 2323,8595)

iyonlarina ait mobilogramlar.

Farkli kapiler voltaji degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde
edilen +4 yukli dimer (D+4), +6 yukli trimer (T+6) ve +12 yikli hekzamer (H+12)
(m/z: 2904,5784) iyonlarina ait mobilogramlar incelendiginde kapiler voltaji
degisiminin insiilinin s6z konusu iyon grubunun konformasyonu iizerinde 6nemli
olciide degisikliklere neden oldugu gozlenebilmektedir (Sekil 4.14). Ozellikle
uygulanan en diisiik kapiler voltaji degerinde (1000 V) elde edilen mobilogramda
hekzamer haricindeki diger tiirlere ait sinyaller gézlenmemistir. Kapiler voltajinin
arttirllmasiyla birlikte hekzamer yapisina ait sinyal siddetinin azaldigr gozlenmistir

(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilininin, farkli kapiler voltaji

degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen
+4 yukli dimer (D+4), +6 yuklu trimer (T+6) ve +12 yikli hekzamer
(H+12) (m/z: 2904,5784) iyonlarina ait mobilogramlar.

Insan insiilini 6rneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerindeki ESI islemi sirasinda
uygulanan kapiler voltaji degerinin insiilin iyonlarinin konformasyonlar1 tizerindeki
etkileri incelendiginde diisiik yiike sahip, kiiciik birimlerin bu degisimden daha az
etkilendikleri goriilmektedir. Yapilar biiylidiikce ve tasidiklar yiik degerleri arttik¢a
kapiler voltajinin  konformasyon {lizerindeki etkileri daha net bir sekilde
gozlenebilmektedir. Benzer durum, c¢o6zicl tarinin konformasyon (zerindeki

etkilerinin incelendigi ¢alismada da gorilmiistiir.

Insan insiilininin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen bu sonuglara gére, ESI
olay1r sirasindaki parametrelerin yiiksek yilik degerlerine sahip biiyiikk iyonlarin
konformasyonlari iizerinde meydana getirdikleri degisimlerin ¢ok daha net bir sekilde

izlenebildigi ifade edilebilmektedir.

4.2. insiilin Analoglarimin TIMS-TOF-MS ile Analizi

Insan insiilinine (HIns) benzer olarak sigir insiilini (BIns) ve domuz insiilini (PIns)
analizleri de TIMS-TOF-MS cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Domuz insiilini,

yapisinda insan insiilininkinden bir adet farkli amino asit igerirken, sigir insiilini, insan
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insiilininden tii¢ adet farkli amino asit igermektedir. Tez ¢aligmalarinin bu kisminda bu
Uc farkli instilin tiirii, TIMS-TOF-MS teknigi ile ayn1 kosullar altinda analiz edilmistir.
Bu analizlerden proteinlerin konformasyonel 6zellikleri ile ilgili veriler elde edilerek
amino asit dizilimine bagli olarak tiirlerin gaz fazinda olusturduklar1 birimlerin
(monomer, dimer, trimer, tetramer, hekzamer) degisimi incelenmistir. Caligmanin bu
kisminda tiim 6rnekler, ¢ozilintirliik parametresinin iyonlasma verimi tizerindeki etkisini
elimine etmek amaciyla, ¢alisilan insiilin tiirlerinin igerisinde benzer ¢oziiniirliige sahip
olduklar1 10 mM amonyum asetat : asetonitril (1:1, % 0.1 formik asit (v/v)) karisiminda
hazirlanmistir. TIMS-TOF-MS analizlerinde tiim tiirler i¢in yiiksek oranda iyonlagma
veriminin saglanabildigi sabit 2200 V kapiler voltaji ve 120 °C iyon sicaklig1 degerleri
kullamilmistir. Bu sayede, ESI islemi sirasinda kapiler voltaji ve iyon kaynagi
sicakliginin iyonlarin konformasyonlar1 {izerindeki etkileri géz ardi edilerek farkli

insiilin tiirlerine ait birimlerin yapisal 6zellikleri kiyaslanabilmistir.

Insiilin tiirlerinin monomer iyonlarinin analizlerinden benzer verilerin elde edilmesi ve
veriler arasinda anlamli farkliliklarin tespit edilememesinden dolayi, s6z konusu
analoglarin konformasyonel 6zellikleri, daha biiyiik yapiya ve yiiksek yiik degerlerine

sahip iyonlara ait sonuglar degerlendirilerek incelenmistir.

Hins, PIns ve Blns drneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +7 yikli
dimer (D+7) iyonlarina ait mobilogramlar incelendiginde ii¢ farkli tiir icin de aym
kosullar altinda kompakt (T, tense) ve genis (R, relaxed) konformerlere ait sinyaller
ayirt edilebilmektedir (Sekil 4.15). Bu konformerlere ait sinyallerin siddetlerinin
birbirlerine oranlarinin ii¢ farkli insiilin tiiri i¢in de benzer degerlerde oldugu
goriilmiistiir. Buna gore, HIns, PIns ve BlIns tiirlerinin aralarindaki amino asit
farkliliklarinin +7 yiiklii dimer iyonlarinin sahip oldugu konformasyonlar iizerinde etkili

olmadiklar ifade edilebilir.
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Sekil 4.15. AAC+ACN+FA (1:1 (10 mM AAC:ACN) % 0.1 FA (v/v)) cozlclsiinde
hazirlanan Hlns, PIns ve Blns Orneklerinin 2200 V kapiler voltaji, 120
°C iyon kaynag sicaklifinda gergeklestirilen TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen +7 yiikli dimer (D+7) iyonlarina ait

mobilogramlar.

Hins, PIns ve Blns orneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +3 yikli
monomer (M+3) ve +6 yiiklii dimer (D+6) iyonlarina ait mobilogramlar incelendiginde
ise tiirlerin konformasyonel 6zellikleri hakkinda anlamli farklilar belirlenebilmistir
(Sekil 4.16). Ug farkli insiilin tiirii i¢in de belirli yiik degerlerine sahip monomer ve
dimer olusumu gozlenmistir. Ancak, Blns 6rnegine ait mobilogramda dimer olusumuna
karsilik gelen sinyalin monomer iyonuna karsilik gelen sinyalden daha yiiksek siddette
oldugu goriilmiistiir. Yapilarinda sadece bir amino asit farklilik olan HIns ve Plns
ornekleri i¢cinse, monomer ve dimer iyonlarina karsilik gelen sinyallerin siddetleri
benzer orana sahiptir. Bu tiirler i¢cin +3 yiike sahip monomer iyonlarinin bulunma
olasiligmin +6 ylike sahip dimer olusturma olasiliklarindan yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu verilere goére, amino asit dizilimlerinde sadece bir amino asit
biriminin farkli oldugu HIns ve Plns yapilarinin gaz fazinda benzer konformer oranina
sahip olduklar1 ve kendilerine gére amino asit diziliminde ii¢ birim farklilik gosteren
BIns yapisindan konformasyonel olarak net bir bi¢cimde ayirt edilebildikleri ifade
edilebilir. Bu kosullar altinda Blns birimlerinin dimer iyonu olusturma egiliminin Hlns

ve Plns birimlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.16.  AAC+ACN+FA (1:1 (10 mM AAC:ACN) % 0.1 FA (v/v)) ¢oziclsiinde
hazirlanan Hlns, PIns ve Blns 6rneklerinin 2200 V kapiler voltaji, 120
°C iyon kaynagt sicakliginda gerceklestirilen TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen +3 yukli monomer (M+3) ve +6 yukli dimer

(D+6) iyonlarina ait mobilogramlar.

Hins, PIns ve Blns orneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +5 yikli
dimer (D+5) ve +10 vyikli tetramer (Q+10) iyonlarina ait mobilogramlar
incelendiginde, +3 yliklii monomer (M+3) ve +6 yiiklii dimer (D+6) iyonlar i¢in alinan
verilerden elde edilen sonuglara benzer ¢ikarimlar yapilabilmektedir (Sekil 4.17). Bu
iyon grubu icin elde edilen tim mobilogramlarda +5 yikli dimer iyonuna ait yiiksek
siddetli sinyal gozlenmistir. Sekil 4.17°de verilen mobilogramlar igerisinde sadece Blns
tlrine ait mobilogramda +10 yiikli tetramer yapisina ait sinyal, diisiik siddetli de olsa
belirgin bir sekilde goriilebilmektedir. Bu iyon grubu i¢in de amino asit dizilimleri
yiksek oranda birbirine benzeyen Hins ve PlIns tlrlerinin benzer mobilogramlara sahip
olduklar1 gozlenmektedir. Bu kosullar altinda Blns birimlerinin tetramer olusturma

egiliminin HIns ve Plns birimlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.17. AAC+ACN+FA (1:1 (10 mM AAC:ACN) % 0.1 FA (v/v)) ¢ozlclsiinde
hazirlanan Hlns, PIns ve Blns orneklerinin 2200 V kapiler voltaji, 120
°C iyon kaynag sicaklifinda gergeklestirilen TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen +5 yukli dimer (D+5) ve +10 yikli tetramer

(Q+10) iyonlarina ait mobilogramlar.

Hins, PIns ve Blns orneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +4 yikli
dimer (D+4), +6 yiikli trimer (T+6) ve +12 yikli hekzamer (H+12) iyonlarina ait
mobilogramlar incelendiginde de HIns ve Plns tiirleri i¢in benzer ve Blns tiirlinden
farkli verilerin elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4.18). +4 yiiklii dimer olugumuna
karsilik gelen sinyalin Blns Orneginin analizinden alinan mobilogramda en diisiik
siddete sahip oldugu gézlenmistir. Bunun yani sira, alt1 adet insiilin biriminin bir araya
gelerek olusturdugu +12 yiiklii hekzamer yapisina ait sinyal, amino asit dizilimleri
benzer olan HIns ve Pins tirlerinin analizlerinden elde edilen mobilogramlarda
gozlenebilmistir. Hekzamer yapisina karsilik gelen sinyalin Blns tiirii i¢in elde edilen
mobilogramda oldukga diisiik siddet degerlerinde elde edildigi belirlenmistir. Bu veriler,
Blns birimlerinin bir araya gelerek hekzamer yapiy1 olusturma olasiliginin HIns ve Plns

tiirlerine gore daha diisiik oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.18. AAC+ACN+FA (1:1 (10 mM AAC:ACN) % 0.1 FA (v/v)) ¢oziclsiinde
hazirlanan Hlns, PIns ve Blns 6rneklerinin 2200 V kapiler voltaji, 120
°C iyon kaynad sicaklifinda gergeklestirilen TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen +4 yikli dimer (D+4), +6 yukli trimer (T+6)

ve +12 yiiklii hekzamer (H+12) 1yonlarina ait mobilogramlar.

Ayni sekilde hazirlanan ve ayni kosullar altinda analiz edilen ii¢ farkli insiilin tiirliniin
TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen veriler degerlendirildiginde, insiilin
proteinlerinin amino asit dizilimlerinin gaz fazinda farkli sayida birim iceren yapilarinin
olusumlar1 iizerinde belirleyici olduklart godzlemlenlenmistir. Bu sayede, iyon
hareketliligi-kUtle spektrometrisi analizleri ile proteinlerin amino asit dizilimlerindeki
birimlerin benzerliklerine bagl olarak konformasyonel olarak farklilandirilabilecekleri

gorilmiistiir.
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5. SONUCLAR

. Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu
¢oziictilerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmis insan insiilini (HIns) 6rneklerinin, TIMS —
TOF — MS cihazinda, 1200 V kapiler voltaji ve 120 ° C iyon kaynagi sicakliginda
yapilan analizlerinde, monomer iyonlarinin (+5 yiiklii monomer, +4 yiiklii monomer

v.b.) konformasyonlarinin ¢oziicli degisimlerinden etkilenmedigi gozlenmistir.

. Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu
coziculerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmis insan insiilini (HIns) 6rneklerinin, TIMS —
TOF — MS cihazinda, 1200 V kapiler voltaji ve 120 ° C iyon kaynag: sicakliginda
yapilan analizlerinde, +7 yiiklii dimer iyonunun (m/z:1660,1866) yapisinda, iki farkl
konformeri oldugu gozlenmistir [19 — 26]. Sadece kiitle spektrometrisi ile yapilan
analizlerde, gozlenemeyecek olan konformer farkliligi, iyon hareketliligi kiitle
spektrometrisi (IMS — MS) ile gozlenmistir. IMS — MS, mobilogramlarindaki farkliligt,
etkin carpima kesitlerindeki farkliliktan yararlanarak ortaya ¢ikarmaktadir [93].
Mobilogramlarinda gozlenen iki farkli konformerin, rahat (Relaxed, R) ve gergin
(Tense, T) konformer iyonlarina ait oldugu belirtilmistir. Coziicli degisimi +7 yiikli
dimer iyonun yapisini az da olsa agtig1 gézlenmistir. MeOH ile hazirlanan 6rnegin, daha
yumusak kosulda, AAC ile hazirlandigindaki konformasyonundan ¢ok az da olsa farkl
oldugu, biraz daha agildig1 gézlenmistir. MeOH ¢oziiciisii, insiilin yapisinin biraz daha

acilmasina ve bulunma bollugunun artmasina neden olmustur.

. Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu
coziictilerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmis insan insiilini (HIns) 6rneklerinin, TIMS —
TOF — MS cihazinda, 1200 V kapiler voltaji ve 120 ° C iyon kaynag: sicakliginda
yapilan analizlerinde, ayni kiitle/ylik oranina (m/z:1936,5483) sahip +6 yiiklii dimer
(D+6) ve +3 yiklii monomer (M+3) iyonlarmin yapilarmin ¢oziicii degisimi ile
aralarindaki oranin etkilendigi goézlenmistir. ACN ve ACN+FA ¢oziiciileri ile
hazirlanan 6rneklerde, +3 yukli monomer iyonunun +6 yikli dimer iyonuna gore daha
yiiksek siddete sahip oldugu gdzlenmistir. Bu durum, ACN ¢o6ziiclislinlin, monomer
iyonlarinin bir araya gelerek dimer iyonunu olusturma olasilifin1 azaltmasindan

kaynaklanmaktadir. AAC ve AAC+FA ¢oziiclilerinde, bu iki farkli iyona ait sinyallerin
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esit oldugu gozlenmistir. Bu durum, daha yumusak kosul olan AAC ve AAC+FA
coziiciilerinde, monomer ve dimer iyonlarinin bir araya gelme olasiliginin daha yiiksek
oldugunu gostermistir. Diger ¢oziicii, MeOH ve MeOH+FA c¢ozlculerinde, +6 yikli
dimer yapisinin daha baskin oldugu gézlenmistir. Bu veriler, ESI olay1 sirasinda MeOH
icerikli ¢oziicli kullanilmasinin iki insiilin molekiiliiniin bir arada bulunma olasiligin1

arttirdigin1 gostermektedir.

. Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu
¢oziiclilerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmis insan insiilini (HIns) 6rneklerinin, TIMS —
TOF — MS cihazinda, 1200 V kapiler voltaji ve 120 ° C iyon kaynag: sicakliginda
yapilan analizlerinde, ayni kiitle/yiik oranina (m/z:2323,8595) sahip +10 yiiklii tetramer
(Q+10) ve +5 yikli dimer (D+5) iyonlarmin iyon mobilogramindaki sinyalleri
incelendiginde ¢oziicli degisiminin bu iyonlara ait sinyallerin aralarindaki oran1 6nemli
bir sekilde etkiledigi gozlenmektedir. Daha yumusak kosul olan AAC ¢dziiciisiinde,
tetramer yapisini olusturma egilimi daha yliksek oldugu i¢in sinyal siddeti daha
yiiksektir. Ancak, ACN ve MeOH c¢dziiciilerinde, insiilin birimleri arasinda etkilesimin
bozulmasindan kaynakl olarak bir araya gelme olasilig1 azalmistir. Bu durum, tetramer

tyonunun olusma olasiligin1 azaltmaktadir.

. Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu
coziictilerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmis insan insiilini (HIns) 6rneklerinin, TIMS —
TOF — MS cihazinda, 1200 V kapiler voltaji ve 120 ° C iyon kaynagi sicakliginda
yapilan analizlerinde, ayni kiitle/yilk oranina (m/z:2904,4056) sahip +12 yikli
hekzamer (H+12), +6 yiikli trimer (T+6) ve +4 yiikli dimer (D+4) iyonlarmin
mobilogramlart incelendiginde, ¢Oziicii degisiminin Onemli sekilde etkiledigi
gozlenmistir. Ozellikle ACN ile hazirlanan insiilin érneginde, iyonlar arasi etkilesim
azaldigindan dolayi, daha biiyiik yap1 olusturma egilimleri azalmis ve iyonlarin

bulunma bollugu azalmistir.

. Farkli ¢6ziiciilerde hazirlanan insan insilininin TIMS-TOF-MS analizlerinden
elde edilen verilere gore, AAC igerigi yiiksek olan Orneklerde insiilin birimleri

arasindaki etkilesimler korunabilmistir. Coziicii iceriginde MeOH bulunmasi, diisiik
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yiike sahip kiiciik yapilarin (6rn: D+6) bir arada durmalarini saglayabilirken, daha fazla
yiilke sahip biiyliik iyon yapilarinda insiilin birimleri aralarindaki etkilesimlerin
korunmasinda yardime1 olamadigi gozlenmistir. Ozellikle insiilin drneklerinin ¢dziicii
iceriginde ACN bulunmasinin insiilin birimleri arasindaki etkilesimleri zayiflattigi

belirlenmistir.

. AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilini  6rnegi, TIMS-TOF-MS
analizlerinden +7 yiiklii dimer iyonu (D+7) i¢in, 1200 V kapiler voltaji analizinde,
sicaklik yiikseldikge daha yiiksek 1/KO degerine sahip genis konformer iyonlarmin
bolluklarinin arttig1 gézlenmistir. Bu durum, sicaklik arttikca yapiya aktarilan enerjinin
arttirllmasiyla molekiil ici etkilesimlerin zayiflamasina bagl olarak genis konformer

olusumunun daha olas1 hale geldigini gostermektedir.

. AAC c¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilini  6rnegi, TIMS-TOF-MS
analizlerinden +3 yUkli monomer (M+3) ve +6 yiklli dimer (D+6) (m/z: 1936,8829)
iyonlar1 i¢in, 1200 V kapiler voltaji analizinde, sicakliginin arttirilmas: ile birlikte
monomere ait sinyal degerinin, dimere ait sinyal degerine gore daha g¢ok arttig1
gozlenmistir. Diisiik sicaklikta, molekiillerin arasindaki etkilesim bozulmadigindan
dolay1, +3 yiiklii monomer iyonunun biraraya gelerek +6 yiiklii dimer iyonu olusturma
egilimi daha fazladir. Sicaklik yiikseldik¢e, artan kinetik enerjiden dolayi,
monomerlerin dimer olusturma egilimleri azalmaktadir. Bu durum, +5 yukli dimer

(D+5) ve +10 yiiklii tetramer (Q+10) (m/z: 2323,8578) iyonlar1 i¢in de gecerlidir.

. AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilini  6rnegi, TIMS-TOF-MS
analizlerinden +4 yukli dimer (D+4), +6 yukli trimer (T+6) ve +12 yiklu hekzamer
(H+12) (m/z: 2904,4572) iyonlar1 i¢in 1200 V kapiler voltaj1 analizinde, diger iyonlar
gibi artan sicaklik ile birlikte kinetik enerjileri artmistir. Bu artistan dolayi, iyonlarin

birarada durma egilimleri azalmistir.
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. Iyon kaynag: sicakli1 degisimi, insiilin &rneklerinin konformasyonlari {izerinde
¢oziicli degisiminden daha az etkilidir. Coziicli degisimi, insiilin 6rnekleri iizerinde daha

etkili olmustur.

. AAC c¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilini  6rnegi, TIMS-TOF-MS
analizlerinden +7 yiikli dimer iyonu (D+7) icin, 120 °C iyon kaynagi sicakliginda,
kapiler voltajin 1000 V’dan baslayarak 3000 V’a kadar artirilmasi ile genisledigi
gbzlenmistir. Iyonun olusturdugu iki konformerden, kapiler voltaj arttirildik¢a, bulunma
bollugu da artmaktadir. Artan voltaj ile birlikte iyonlasan molekiil sayis1 daha fazla

olmaktadir.

. AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilini  6rnegi, TIMS-TOF-MS
analizlerinden, +3 yikli monomer (M+3) ve +6 yikli dimer (D+6) (m/z: 1936,5483)
iyonlar i¢in, 120 °C iyon kaynag: sicakliginda, kapiler voltajin 1000 V’dan baslayarak
3000 V’a kadar artirilmast ile, dimer iyonuna ait sinyal siddetinin azaldig1 ve monomer
iyonuna ait sinyal siddetinin arttifi gozlenmistir. Artan kapiler voltaj ile molekiil

icerisinde etkilesimler zayiflayarak, dimer olusturma egilimi azalmaktadir.

. AAC ¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilini = 6rnegi, TIMS-TOF-MS
analizlerinden, +10 yiKkIU tetramer (Q+10) ve +5 yukli dimer (D+5) (m/z: 2323,8578)
iyonlart i¢in, 120 °C iyon kaynagi sicakliginda, kapiler voltajin 1000 V’dan baslayarak
3000 V’a kadar artirilmasi ile, tetramer iyonuna ait sinyal siddetinin azaldigi ve dimer
iyonuna ait sinyal siddetinin arttigi gozlenmistir. Artan kapiler voltaj ile molekil

icerisinde etkilesimler zayiflayarak, tetramer olusturma egilimi azalmaktadir.

. AAC c¢ozeltisinde hazirlanan insan insiilini  6rnegi, TIMS-TOF-MS
analizlerinden, +4 yukli dimer (D+4), +6 yuklu trimer (T+6) ve +12 yuklu hekzamer
(H+12) (m/z: 2904,5784) iyonlan i¢in, 120 °C iyon kaynagi sicakliginda, kapiler
voltajin 1000 V’dan bagslayarak 3000 V’a kadar artirilmasi ile, yapilar arasi zayiflayan
etkilesimler yiiziinden, diisiik voltajda gdzlenen hekzamer iyonu, voltaj ylikseldiginde

gozlenmemistir.
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. Kapiler voltaj1 degisimi, insiilin 6rneklerinin konformasyonlari lizerinde ¢oziicii
degisiminden daha az etkilidir. Coziicii degisimi, insiilin 6rnekleri {izerinde daha etkili

olmustur.

. Insan insiilini (HIns), domuz insiilini (PIns) ve sigir insilini (BIns) érneklerinin
TIMS-TOF-MS analizlerinde, molekiiler agirliklar1 farkli oldugu igin hepsinin farkl
m/z oranlart olacagr bilinmektedir [94,95]. Bu farkliliktan yararlanarak ayrim
yapilabilmektedir. Ancak, olusan oligomerik yapilarin karsilastirilmas: amaciyla bu
calismalar yapilmistir. Aymi sartlar altinda, yapilarindaki amino asit farkliliklarinin

etkisi incelenmistir.

. Insan insiilini (HIns), domuz insiilini (PIns) ve sigir insiilini (BIns) &rneklerinin
TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +7 yiikli dimer (D+7) iyonlar
karsilagtirildiginda, iki farkli konformerin olusturdugu sinyaller benzerdir. Bu instilinler

arasinda amino asit farkliliklari, +7 yiiklii dimer iyonu i¢in etkili degildir.

. Hins, PIns ve Bins drneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +3
yikli monomer (M+3) ve +6 yiikli dimer (D+6) iyonlarma ait mobilogramlar
incelendiginde ise tiirlerin konformasyonel Ozellikleri hakkinda anlamli farklilar
gbzlenmistir. Aralarinda sadece bir amino asit farkli olan insan ve domuz insiilinlerinde
+3 yiiklii monomer iyonu, +6 yiiklii dimer iyonuna oranla daha fazla bulunma bolluguna
sahiptir. Insan insiilinine gére ii¢ farkli amino asit igeren sigir insiilininde ise +6 yiiklii
dimer iyonunun bulunma bollugu +3 yiiklii monomer iyonuna gore daha fazladir. BIns

birimlerinin dimer iyonu olusturma egilimi, HIns ve PIns birimlerinden daha yiiksektir.

. Hlins, Plns ve Blins drneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +5
yikli dimer (D+5) ve +10 yiikli tetramer (Q+10) iyonlarina ait mobilogramlar
incelendiginde ise +3 yiikli monomer ve +6 yiikli dimer iyonlar: ile ayni sekilde

oldugu gozlenmistir.
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. Ayni sekilde hazirlanan ve ayni kosullar altinda analiz edilen ¢ farkli insiilin
tardndn TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen veriler degerlendirildiginde, insiilin
proteinlerinin amino asit dizilimlerinin gaz fazinda farkli sayida birim i¢eren yapilarinin
olusumlar iizerinde belirleyici olduklar1 belirlenmistir. Bu sayede, iyon hareketliligi-
kitle spektrometrisi analizleri ile proteinlerin amino asit dizilimlerindeki birimlerin
benzerliklerine bagli olarak konformasyonel olarak farklilandirilabilecekleri

gorilmiistiir.

. Tez kapsaminda tuzaklamali iyon hareketliligi spektrometrisi- ugus zamanli-
kitle spektrometrisi (TIMS-TOF-MS) sistemi kullanilarak ornek ¢oziiciisiiniin bilesimi,
iyon kaynagi sicakligt ve kapiler voltaji gibi parametrelerin insiilin proteininin
konfomasyonu tiizerindeki etkileri incelenmistir. Bu parametrelerin insiilin gibi
oligomerik yapilar olusturabilen proteinlerin kiitle spektrometrik analizleri sonucunda
elde edilen verileri nasil etkiledikleri degerlendirilmistir. Amonyum asetat igerigi
yuksek ¢oziicii karisimlarinda hazirlanan Orneklerin analizinden elde edilen verilerin
insiilin proteininin dogala yakin oligomerik yapilarinin analizi i¢in uygun oldugu
belirlenmistir. Bunun yam sira, disik iyon kaynagi sicakligi ve kapiler voltaj
kullanilarak daha yumusak kiitle spektrometrik analiz kosullarinin saglanabilecegi
goriilmiistiir. Tez caligsmalar1 kapsaminda elde edilen bu bilgiler kullanilarak insiilin
proteininin dogala yakin konfomasyonuna sahip olarak analiz edilebilecegi

parametrelerin belirlenmesi mimkin olabilecektir.

. Insiilin analoglarmin aym1 kosullar altinda gergeklestirilen TIMS-TOF-MS
analizlerinden elde edilen sonuglara gore, proteinlerin sahip olduklar1 amino asit
dizilimlerinin konformasyonlar1 {izerinde belirleyici oldugu tespit edilmistir.
Dizilimlerinde bir adet amino asit farkliligi bulunduran insan ve domuz insiilinlerinin
konformasyonel 6zellikleri benzer iken, kendilerine gore dizilimlerinde ¢ adet amino
asit farklilik bulunduran sigir insiilininin farkli konformasyonel 6zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu c¢alismalardan elde edilen bilgilere gore proteinlerin amino asit
dizilimi-konformasyon iliskisinin degerlendirilmesiyle farkli protein gruplarinin analitik

olarak farklilandirilabilecekleri goriilmiistiir.
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. Insiilin hormonunun konformasyonu hakkinda detayli bilgi sahibi oldugumuz bu

calisma, bu hormon ile yapilacak biitiin calismalara onciiliik edecektir.
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EK 1 — insan

EKLER

insiilininin amonyum asetat ile hazirlanmis ¢ozeltisinin iyon kaynagi

sicakhigl ve kapiler voltaji degisimine gore belirli iyonlarimin etkin carpisma Kesiti

(CCS) ve hareketlilik (1/K) degerleri

Cizelge 1. Amonyum asetat ile hazirlanmis insan instilininin farkli iyon kaynagi
sicakligi degerlerinde gergeklesen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde
edilen +7 ykli dimer iyonunun (m/z:1660,1857) etkin ¢arpisma kesitleri
ve hareketlilik degerleri.

iyon Kaynagi sicakligi CCS (A?) Hareketlilik (1/KO) (V.s/cm?)
60 1824,2 1,291
80 1798,2 1,272
100 1811,2 1,281
120 1809,3 1,28
140 1815,7 1,284
160 1730,1 1,224
180 1736 1,228
200 1728,6 1,223
220 1716,8 1,215
240 1649,9 1,199
260 1677,5 1,187
280 1772,8 1,254
300 1736,5 1,228
320 1684,7 1,192
Cizelge 2. Amonyum asetat ile hazirlanmis insan insiilininin farkli kapiler voltaji

degerlerinde gerceklesen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde edilen
+7 yukli dimer iyonunun (m/z:1660,1857) etkin ¢arpisma kesitleri ve
hareketlilik degerleri.
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Kapiler Voltaj CCS (A?) Hareketlilik (1/K0) (V.s/cm?

1000V 1844,1 1,305
1200V 1809,3 1,28

1400V 1807,7 1,279
1600V 1748,5 1,237
1800V 1803,6 1,276
2000V 1745 1,234
2200V 1800,5 1,274
2400V 1739,7 1,231
2600V 1791,1 1,267
2800V 1786,4 1,264
3000V 1749,6 1,238
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Cizelge 3. Amonyum asetat ile hazirlanmis insan insiilinininfarkli iyon kaynagi
sicakligr degerlerinde gergeklesen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde
edilen +3 yikli monomer iyonunun (m/z:1936,8829) etkin ¢arpisma

kesitleri ve hareketlilik degerleri.

iyon Kaynagi sicakligi CCS (A?) Hareketlilik (1/KO0) (V.s/cm?)
60 973,9 1,61
80 956,3 1,58
100 946,6 1,564
120 944,2 1,56
140 959,9 1,586
160 902,9 1,492
180 907,5 1,5
200 904,6 1,495
220 898 1,484
240 888,9 1,469
260 879,9 1,454
280 868,5 1,435
300 851,4 1,407
320 823 1,36
Cizelge 4. Amonyum asetat ile hazirlanmis insan insiilininin farkli kapiler voltaj

degerlerinde gergeklesen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde edilen
+3 yukli monomer iyonunun (m/z:1936,8829) etkin ¢arpigsma kesitleri ve

hareketlilik degerleri.

Kapiler Voltaj CCS (A?) Hareketlilik (1/KO) (V.s/cm?)
1000 951,9 1,573
1200 944,2 1,56
1400 944,1 1,56
1600 943,5 1,559
1800 942,6 1,558
2000 941,7 1,556
2200 940,5 1,554
2400 938,4 1,551
2600 936,9 1,548
2800 933,2 1,542
3000 928,7 1,535
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Cizelge 5. Amonyum asetat ile hazirlanmis insan insiilininin farkli kapiler voltaj
degerlerinde gerceklesen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde edilen
+3 yukli monomer iyonunun (m/z:1936,8829) etkin ¢arpisma kesitleri ve

hareketlilik degerleri.

iyon kaynagi sicaklig CCS (A?) Hareketlilik (1/KO) (V.s/cm?)
60 1639,6 1,355
80 1639,7 1,355
100 1623,9 1,342
120 1710,3 1,413
140 1635,1 1,351
160 1542 1,274
180 1554,9 1,285
200 1554,3 1,284
220 1539,6 1,272
240 1516 1,253
260 1502,9 1,242
280 1484,8 1,227
300 1452,7 1,2
320 1412,1 1,167
Cizelge 6. Amonyum asetat ile hazirlanmis insan insiilininin farkl kapiler voltaj

degerlerinde gergeklesen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde edilen
+6 yiiklii dimer iyonunun (m/z:1936,8829) etkin ¢arpisma kesitleri ve
hareketlilik degerleri.

Kapiler Voltaj CCS (A?) Hareketlilik (1/KO0) (V.s/cm?)
1000 1601,5 1,323
1200 1710,3 1,413
1400 1619,6 1,338
1600 1614,2 1,334
1800 1615,2 1,335
2000 1586 1,311
2200 1582,9 1,308
2400 1610,5 1,331
2600 1606,9 1,328
2800 1602,2 1,324
3000 1594,8 1,318
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