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İnsülin, insan hayatı için oldukça önemli, çevresel faktörlere karşı oldukça hassas bir 

hormondur. Kandaki şeker oranını düzenleyen insülin hormonu, aynı zamanda protein 

ve yağ metabolizmasında da görev almaktadır. Sahip olduğu fonksiyon özelliklerine 

göre kolaylıkla yapısal değişikliklere uğrayabilir. İnsülin hormonunun yapısında 

meydana gelen en ufak bir değişiklik, bu hormonun fizyolojik ve farmakolojik 

aktiviteleri üzerinde önemli etkiye sahiptir. Birçok oligomerik yapısı bulunan insülinin 

monomer formu, biyolojik olarak aktif olduğu formudur. Farklı koşullar altında insülin 

yapısının ve fonksiyonlarının analiz edilebilmesi, daha iyi ve gelişmiş tedavi yöntemleri 

sunmak için oldukça önemlidir.   

 

Biyomoleküller ile yapılan çalışmalarda yapısal bilgiye duyulan ihtiyaç artmaktadır. 

Çünkü tek bir protein, katlanma şekline bağlı olarak birçok farklı işlev ve özelliğe sahip 

olabilir. Bir iyonun üç boyutlu yapısı hakkında bilgi veren iyon hareketliliği 

spektrometrisi (Ion Mobility Spectrometry, IMS), molekülü nitelendirmede çok güçlü 

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



 

 

 

ii 

birleştirildiğinde, molekülün konformasyon özellikleri hakkında en doğru ve güvenilir 

bilgiyi veren cihaz durumuna gelmektedir. IMS, iyonları gaz fazında büyüklük (Etkin 

Çarpışma Kesiti, CCS) ve şekillerine göre ayırırken, MS, kütle/yük oranına göre 

ayırmaktadır. IMS ile birleştirilen MS sistemi (IM MS) ile incelenen molekülün sadece 

kütlesini belirlemekle kalmayıp, molekülün büyüklüğü, şekli hakkında da bilgi sahibi 

olunmaktadır. İyonları ayırma şekline göre isimlendirilen Tuzaklamalı İyon 

Hareketliliği Kütle Spektrometrisi (Trapped Ion Mobility Mass Spectrometry, TIMS 

MS) tekniği, farklı türlerdeki örneklerin hızlı analizi, yüksek hassasiyet, daha iyi ayırım 

gücü avantajlarını sunmaktadır. 

 

Bu tez çalışmasında, tuzaklamalı iyon hareketliliği kütle spektrometrisi tekniği ile insan 

insülini ve analoglarının çeşitli çözücü, voltaj ve sıcaklıklarda konformasyon özellikleri 

incelenmiştir. Tez çalışmasında elde edilen sonuçlar ile, insülin molekülünün 

konformasyonel özelliklerinin belirlenmesi, yapı-fonksiyon ilişkilerinin analiz edilmesi, 

analoglarının birbirinden ayırt edilerek yüksek hassasiyet ve doğrulukla 

tanımlanabilmeleri sağlanmıştır. Çözücünün insülin hormonunun konformasyonu 

üzerindeki etkisi, cihaz parametreleri olan iyon kaynağı sıcaklığı ve kapiler voltajının 

etkisinden oldukça fazladır. İnsülin hormonunun konformasyonu hakkında detaylı bilgi 

sahip olduğumuz bu çalışma, bu hormon ile yapılacak olan bütün çalışmalara öncülük 

edecektir.  
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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. Ion Mobility Spectrometry (IMS), which gives information about the three-

dimensional structure of an ion, becomes a device that gives the most accurate and 
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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 Ion 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 Ion Mobility Spectrometry, Mass Spectrometry, Collision 

Cross Section, Oligomeric Distribution. 
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1. GİRİŞ 

İnsülin, insan  hayatı için oldukça önemli ve çevresel faktörlere karşı oldukça hassas bir 

hormondur. Sahip olduğu fonksiyon özelliklerine göre kolaylıkla yapısal değişikliklere 

uğrayabilir. İnsülinin yapısında meydana gelen en ufak bir değişiklik bile bu hormonun 

fizyolojik ve farmakolojik aktiviteleri üzerinde önemli etkiye sahiptir. Farklı koşullar 

altında, insülin yapısının ve fonksiyonlarının analiz edilebilmesi daha iyi ve gelişmiş 

tedavi yöntemleri sunmak için oldukça önemlidir.  

 

Günümüzde biyomoleküller üzerine yapılmakta olan çalışmalarda yapısal bilgiye 

duyulan ihtiyaç artmaktadır. Örneğin, tek bir proteinin katlanma şekline bağlı olarak 

birçok farklı işlev ve özelliğe sahip olabilir. Kütle spektrometrisi (Mass Spectrometry, 

MS), gaz fazındaki iyonları kütle/yük oranına (m/z) göre ayıran etkili bir analitik 

tekniktir. Birçok araştırma alanında kullanılmakta olan kütle spektrometrisi, yüksek 

hassasiyet, doğruluk ve molekül hakkında yararlı bilgiler sunmaktadır. Bu bilgiler 

sayesinde moleküllerin kimyasal yapılarının ve fonksiyonlarının aydınlatılması 

sağlanmaktadır. MS, çok güçlü bir analitik cihaz olmasına rağmen, aynı m/z oranına 

sahip farklı türleri ayırt edememektedir. Bir iyonun üç boyutlu yapısı hakkında bilgi 

veren iyon hareketliliği spektrometrisi (IMS) ile birleştirilmiş kütle spektrometrisi (IM-

MS), bu sorunu büyüklük, şekil ve yüke göre ayırma ekleyerek çözmektedir. İyon 

hareketliliği spektrometresi gaz fazındaki iyonları, etkin çarpışma kesitlerine (Collision 

cross section, CCS) göre ayırırken, kütle spektrometresi ile birleştirildiğinde ayırma m/z 

oranına göre de yapılmaktadır. IM-MS, sadece molekülün kütlesini belirlemekle 

kalmayıp, aynı zamanda molekülün şekli hakkında da bilgi vermektedir. Bu analitik 

yöntem, farklı türlerdeki örneklerin hızlı analiz edilebilmesi, yüksek hassasiyeti, daha 

iyi ayırım gücü avantajlarını sağlamaktadır.  

 

Bu tez çalışmasında tuzaklamalı iyon hareketliliği kütle spektrometrisi ile insülin ve 

insülin analoglarının çeşitli çözücü bileşimlerinde, voltaj ve sıcaklık değerlerinde 

konformasyon özellikleri incelenmiştir. Tez çalışmasında elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda , insülin molekülünün konformasyonel özelliklerinin belirlenmesi, yapı – 

fonksiyon ilişkilerinin analiz edilmesi, analoglarının birbirinden ayırt edilerek yüksek 
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hassasiyet ve doğrulukla tanımlanabilmeleri için özgün metot geliştirilmesine katkıda 

bulunulmuştur. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. İnsülin 

İnsülin, pankreas beta hücrelerinden salgılanan, kandaki şeker oranını düzenleyen, 

protein ve yağ metabolizmasında görev alan bir hormondur. Vücudumuzda şekerin 

depolandığı glikojenin üretimini artırır. Hücreye amino asit ve şekerin geçişini kontrol 

eder. Yağ yakımını artırır, kas dokusunu güçlendirir ve protein sentezini hızlandırır [1- 

3]. Şeker hastalığı, diğer adı ile diyabet, insülinin yetersiz salgılanması ya da hiç 

salgılanmaması durumunda, kişinin kanında yüksek miktarda şeker bulunmasına neden 

olan çok önemli bir sağlık problemidir. Kanda yüksek miktarda şeker bulunması kalp, 

böbrek rahatsızlıkları, felç gibi insana hayati tehlike yaşatan durumlara sebebiyet 

vermektedir. Uluslararası Diyabet Federasyonunun 2011 yılında yaptığı araştırmaya 

göre dünyada yaklaşık 366 milyon insanın şeker hastası olduğu ve bu rakamın 2030 

yılında 522 milyonun üzerinde olması beklendiği belirtilmiştir [4].  

1922 yılında şeker düşüklüğünden ölmek üzere olan bir çocuğa laboratuvarda pankreas 

hücrelerinden izole ettiği insülini enjekte ederek hayatını kurtaran Frederick Banting, bu 

sayede 1923 yılında Nobel Fizyoloji ve Tıp ödülünü almıştır. Ancak insülin 

hormonunun yapısı 1955 yılında Frederick Sanger ve arkadaşları tarafından 

tanımlanmıştır. İnsülin hormonunun yapısının tanımlanmasını sağlayan çalışma ile F. 

Sanger de Nobel ödülü almıştır [5-7].  

 

Her memeli hayvanın kendine özgü insülin yapısı vardır. Bununla birlikte insülin, 

hayvanlar arasında birçok yönden benzer bir protein zinciridir. Domuz (PIns) ve sığır 

(BIns) insülini, yapısı ve işlevi ile insan insüline (HIns) en yakın insülin türüdür. Sığır 

insülini, insan insülininden üç, domuz insülini ise sadece bir farklı amino asit 

içermektedir (Şekil 2.1). 5808 Da moleküler kütleye sahip insan insülini, iki uzun amino 

asit zincirine sahiptir. Zincirler, 21 amino asitli A zinciri ve 30 amino asitli B zinciridir 

(Şekil 2.1). Kimyasal yapısında A ve B zincirini birbirine beğlayan iki adet zincirler 

arası disülfit köprüsü, A zinciri üzerinde de bir adet zincir içi disülfit köprüsü 

bulunmaktadır [8]. A7 – B7 ve A20 – B19 amino asitleri arasındaki disülfit köprüleri 

kolaylıkla indirgenebilir. Ama A6 – A11 amino asitleri üzerindeki zincir içi disülfit bağı 

daha kararlıdır ve biyolojik fonksiyonu çok önemlidir [9,10]. Tüm memeli insülin 

formlarında bu bağlantılar benzer durumdadır. 
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Şekil 2.1. İnsan (human), domuz (porcine) ve sığır (bovine) insülininin amino asit 

dizilimi [11]. 

 

İnsülin proteini başlangıçta pankreasın beta hücrelerinde 110 amino asittten oluşan tek 

bir molekül olan preproinsülin olarak üretilir [12]. Preproinsülinin bir ucundan 24 

amino asit, enzim etkisiyle uzaklaştırılır ve geriye başka form olan 86 amino asit 

zinciriyle proinsülin kalır. Proinsülin, moleküle son halini vermek için katlanır, bağlanır 

ve üç disülfit bağı burada oluşur. Proinsülin enzim yardımı ile insülin ve C-peptit adlı 

moleküle parçalanır (Şekil 2.2). 

 

 

Şekil 2.2. Preproinsülin, proinsülin ve insülinin yapısı [13]. 

A zinciri 

B zinciri 
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İnsülin hormonu, monomer, dimer, trimer, tetramer ve hekzamer gibi birçok kompleks 

oligomerik yapı oluşturmaya eğilimlidir. Bu yapılar insülinin biyolojik aktivitesini 

kontrol ederek fonksiyonel özelliklerinin belirlenmesini sağlamaktadır [14]. 

 

 

Şekil 2.3.İnsülin oligomerik yapısının oluşumu [14]. 

 

İnsülin molekülleri, B zincirinin C- uçları arasında oluşan hidrojen bağından dolayı 

dimer oluşturma eğilimi göstermektedir. Buna ek olarak, çinko iyonlarının varlığında, 

insülin dimerleri hekzamer oluşturmak için birleşir. İnsülinin hekzamerik yapısı en 

kararlı yapısı olmasına rağmen, monomerik yapısı kan şekerinin düzenlenmesinde daha 

etkilidir [15]. Bu etkileşimlerin önemli sonuçları vardır. Monomerler ve dimerler 

kolayca kan içine dağılırken, hekzamerler zayıf şekilde dağılır. Bu nedenle, yüksek 

oranda hekzamer içeren insülin preparatlarının emilimi geciktirilir ve biraz yavaşlar. Bu 

durum insanları daha etkili insülin analoğu geliştirmeye teşvik etmiştir. İnsüline 

benzeyen, aynı işlemi gören bu moleküllere insülin analoğu denmektedir. Önceden 

şeker hastaları, domuz ve sığır gibi hayvanlardan elde edilen insülin ile tedavi edilirken, 

alerji riskini en az düzeye indirmek ve daha farklı yöntemler ile insülin elde etmek 

amacıyla çalışmalar sürdürülmüştür. Günümüzde insüline duyulan ihtiyacın artması, 

hayvansal kaynaklardan elde edilen insülinin yeterli olmayışı, alerji riskinden dolayı 

insülinin laboratuvar ortamında rekombinant DNA teknolojisi ile Escherichia Coli (E. 

Coli) ya da maya gibi bakteriler kullanılarak elde edilmesini tercih edilir duruma 

getirmiştir. Bu teknoloji ile elde edilen insüline rekombinant insan insülini (recombinant 

human insulin, rHIns) denilmektedir. Üretilen bu insülin, kimyasal, fiziksel ve biyolojik 

olarak, insanın pankreas beta hücrelerinde salgılanan insüline eşdeğerdir. Rekombinant 

insan insülini yanında, rekombinant teknoloji ile üretilen birkaç insülin benzeri molekül 

mevcuttur. Üretilen bu insülinlerin fizyolojik etkilerini artırmak için amino asit 

zincirinde değişiklikler yapılmaktadır [15]. Bakterilerden üretilen insülinler sentetik 

analog, sığır ya da domuzdan elde edilen insülin çeşitleri de hayvansal analoglardır. 

Monomer Dimer 

Tetramer 
Hekzamer 
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Rekombinant insan insülini, insan pankreas beta hücrelerinden salgılanan insülin ile 

tamamen aynı moleküler ağırlığa sahiptir (5808 Da). 

 

İnsan insülini, çözeltilerde genellikle monomerik ya da dimerik yapıları arasında 

dengede bulunmaktadır. Fizyolojik koşullarda ise birden fazla oligomerik insülin yapısı 

aynı anda mevcut olabilir. Bu durum biyofiziksel karakterizasyon için zorluklar 

çıkarabilir. İnsan insülin oligomerlerinin yapıları, tek bir oligomerik yapının mevcut 

olduğu koşulların sağlandığı ve; o oligomerik yapı hakkında bilgi almak amacıyla 

yapılan çalışmalarla analiz edilmektedir [16 - 18].  

 

İnsülin proteinin üç boyutlu yapısı, rahat (Relaxed, R) ve gergin (Tense, T) 

konformasyon özelliklerine sahip olabilmektedir (Şekil 2.4) [19]. 

 

 

Şekil 2.4.  Monomer insülinin dimer ve hekzamer formunu oluşturması, T ve R 

konformerlerinin gösterimi [20]. 

 

İnsülinde bulunan B zinciri, T ve R konformasyonunda bulunur, Pdb Id: 4GBC [20]. T 

konformasyonunda kalıntılar daha genişletilmiş görünürken, R konformasyonunda 

kalıntılar sarmalın içinde bulunur [21]. R konformasyonu, ortamda klor iyonu 

varlığında ve yüksek derişimde fenol varlığında hekzamerlerde daha çok görünürken, T 

konformasyonu, monomerlerde, dimerlerde, ve klor ve fenol olsun ya da olmasın 

hekzamerlerde de bulunmaktadır [22 - 26]. 

 

Monomer Dimer Hekzamer 

R konformeri 

T konformeri 
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2.2. Kütle Kütle Spektrometrisi 

Kütle spektrometrisi (Mass Spectrometry, MS), gaz fazındaki iyonları, kütle/yük 

(mass/charge, m/z) oranlarının ölçümüne dayanarak ayırabilen ve tanımlayabilen güçlü 

bir analitik tekniktir. Yüksek hassasiyet, seçicilik, analiz hızı, düşük miktarda örnekle 

çalışabilme, karışımlarda bulunan  tüm türler için ayrı sinyal elde edilebilmesi ve 

polimerlerden, biyolojik örneklere kadar birçok molekülün analizinin yapılabilmesi gibi 

özellikleri sayesinde kütle spektrometri teknikleri, diğer analitik tekniklere göre daha 

çok tercih edilmektedir [27 - 30]. Bir kütle spektrometresinin temel bileşenleri, örnek 

giriş sistemi, iyon kaynağı, kütle ayırıcısı, dedektör ve veri analiz sisteminden 

oluşmaktadır (Şekil 2.5). 

 

 

Şekil 2.5. Kütle spektrometresinin temel bileşenleri [31]. 

 

Örnek giriş sistemi, analiz edilecek örneği, iyon kaynağına uygun bir şekilde 

iletmektedir. İyon kaynağı, çalışılacak örnekten iyonlar oluşturur. Kütle analizörü, iyon 

kaynağından üretilen iyonları kütle/yük oranına göre birbirinden ayırır. Kütle/yük 

oranına göre ayrılan bu iyonlar dedektöre gönderilir. Dedektör sinyal oluşturur ve 

sinyaller bilgisayar sistemi ile kütle spektrumu verilerine dönüştürülür. Analiz edilen 

örnekler ile diğer gaz moleküllerinin etkileşime girmelerini engellemek için sistem 

yüksek vakum altında çalışmaktadır [31]. 

 

2.2.1. İyon Kaynağı 

İyonların oluşturulması, kütle spektrometrik tekniklerin ilk ve en önemli 

basamaklarından biridir. Örnek hazırlama ve analiz için çeşitli iyonlaştırma yöntemleri 

Örnek Girişi Veri Sistemi

Yüksek Vakum

İyon 

Kaynağı

Kütle 

Ayırıcısı
Dedektör
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mevcuttur.  Bu yöntemler, genel olarak “sert” ve “yumuşak” olarak iki temel şekilde 

sınıflandırılmaktadır. Sert iyonlaştırma yöntemleri, uygulanan yüksek enerjiden dolayı, 

analiz edilen iyonları parçalamaktadır. Bu tür parçalanmalar yapılan analizi 

zorlaştırmaya ve elde edilen verilerin, iyonun yapısını değerlendirmek için yetersiz 

olmasına neden olmaktadır. Sert iyonlaştırma tekniklerine, elektron iyonlaştırma (EI), 

kimyasal iyonlaştırma (CI), hızlı atom bombardımanı (FAB), alan iyonlaştırma (FI) ve 

alan desorpsiyonu (FD) yöntemleri örnek verilebilir [32]. Yumuşak iyonlaştırma 

tekniklerinden en çok tercih edileni elektrosprey iyonlaştırma yöntemidir. 

 

2.2.1.1. Elektrosprey İyonlaştırma (ESI) 

Biyomoleküller oldukça hassas moleküllerdir. Çözelti halinde yüklü iyon haline 

gelirken parçalanabilmektedir. Bu durum, analizlerini zorlaştırmakta ve yetersiz 

sonuçların alınmasına neden olmaktadır. Bu yüzden, biyomoleküller ile çalışılırken 

daha yumuşak iyonlaştırma yöntemleri tercih edilmektedir. Çünkü, yumuşak 

iyonlaştırma teknikleri ile molekülün bütünlüğü bozulmadan iyon üretilebilmektedir. 

John Fenn ve arkadaşları biyomoleküllerin parçalanmadan, daha hassas bir şekilde 

iyonlaşacağı, elektrosprey iyonlaştırma tekniğini (ESI) geliştirmişlerdir. Geliştirdikleri 

bu teknikle 2002 yılında kimya alanında Nobel ödülünü kazanmışlardır [33, 34].  

 

ESI tekniğinde, çözücü içerisinde bulunan analit, atmosferik basınçta yüksek voltaj 

uygulanan kapilerden püskürtücü gaz eşliğinde yüklenmiş olarak sprey şeklinde 

püskürtülür ve çözücüden kurtulana kadar kurutucu gaz gönderilir. Kurutucu gaz 

sayesinde çözücüden kurtulan yüklenmiş iyonlar kütle ayırıcısına gönderilir (Şekil 2.6) 

[31]. 
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Şekil 2.6. ESI sisteminin şematik gösterimi [31]. 

 

2.2.2. Kütle Ayırıcıları 

Kütle ayırıcısı, iyon kaynağından gönderilen yüklenmiş gaz fazındaki iyonları kütle/yük 

oranlarına göre ayırmaktadır. Bu sistem, ortamda bulunan başka gaz molekülleri ile 

etkileşime girmemesi için sürekli vakum altında bulundurulmaktadır. İyi bir kütle 

ayırıcının özelliklerini, kütle sınırı, iyon iletim verimi, ayırıcılık gücü, kütle doğruluğu, 

dinamik aralığı ve çalışma basıncı değeri gibi parametreler belirlemektedir. İyon 

kaynağından gönderilen yüklenmiş iyonları ayırma şekillerine göre, manyetik alanlı 

ayırıcı (Magnetic sector), dört kutuplu kütle ayırıcı (Quadrupole), iyon tuzaklı kütle 

ayırıcı (ion trap), uçuş zamanlı kütle ayırıcı (time of flight) yaygın olarak kullanılan 

kütle ayırıcılarındandır. Bütün analizler için uygun kütle ayırıcı bulunmamaktadır. Kütle 

ayırıcılarının kendine özgün kullanım alanları vardır.  Kütle ayırıcısının seçiminde, 

kütle sınırı, iyon iletim verimi, ayrıcılık gücü, kütle doğruluğu, dinamik aralığı ve 

çalışma basıncı değeri özellikleri etkin rol oynamaktadır [31].  

 

Kütle spektrometrisi ile en çok kullanılan ve tez kapsamında da kullanılmış olan kütle 

ayırıcıları, dört kutuplu kütle ayırıcısı ve uçuş zamanlı kütle ayırıcısıdır. 

 

2.2.2.1. Dört Kutuplu Kütle Ayırıcı 

Dört kutuplu kütle ayırıcı, kullanım kolaylığı, hassasiyet ve hızlı analiz avantajları ile en 

çok tercih edilen kütle ayırıcılarından biridir. Birbirlerine paralel yerleştirilmiş dört adet 
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silindir metal çubuktan oluşmaktadır. Dört çubuk birbirine paralel olarak mükemmel 

şekilde yerleştirilmiş ve doğru akım (DC) ve radyo frekansı (RF) güç kaynakları ile 

bağlanmıştır. Karşıt çubuklar, salınımlı bir elektrik alanı oluşturmak için farklı 

kutuplara sahiptir. Oluşan iyonlar arasında ancak belirli kütle/yük oranına sahip olanlar, 

çubukların arasından geçerek dedektöre ulaşmaktadır. 

 

Pozitif yüklenmiş iyon, negatif yüklenmiş çubuğa doğru çekilecektir. Çubuk polaritesini 

değiştirmeden önce iyon çubuğa ulaşırsa, çubuğa dokunur ve nötr hale gelir. Kütle 

spektrometrisi iyonları analiz ettiği için, nötr molekül analiz edilemez. Dört kutuplu 

kütle ayırıcının belirli bir kütle aralığını seçici olarak analiz etmesinin nedeni budur. 

Eğer pozitif yüklü iyonlar çubuğa ulaşmadan önce kutuplar değişirse, bulunduğu yere 

en yakın negatif çubuğa doğru hareket eder. Yüklenmiş iyon dört kutuplu kütle 

ayırıcısından çıkana kadar dönüşümlü olarak devam eder (Şekil 2.7) [35]. 

 

 

Şekil 2.7. Dört kutuplu kütle ayırıcısının şematik gösterimi [35]. 

 

2.2.2.1. Uçuş Zamanlı Kütle Ayırıcısı 

Uçuş zamanlı kütle ayırıcısının en basit formu 1946 yılında W. E. Stephens tarafından, 

farklı m/z oranlarına sahip iyonların bilinen uzunlukta bir uçuş tüpü boyunca geçtiği bir 

cihaz olarak geliştirilmiştir [36]. Tüm iyonlar aynı anda uçuş tüpünü geçmeye başlarsa, 

dedektöre bir iyonun varış zamanı, m/z oranını belirlemek için kullanılabilir. 

 

Metal Çubuklar 
DEDEKTÖR 

Çıkış bölümü 

Sistemi geçen iyonlar 

Sistemi geçemeyen iyonlar Giriş bölümü 

İyon 
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Uçuş zamanlı kütle ayırıcısında iyonlar, iyonları hızlandırıp harekete geçirecek bir 

enerji uygulanarak “uçurulur” [37]. Bu iyonlar, dedektöre ulaşmak için uçuş tüpünden 

geçmektedir. İyonların uçuş zamanı değerleri m/z oranlarına bağlıdır. İyonun dedektöre 

ulaşma süresi m/z oranının karesi ile doğru orantılıdır. Daha büyük m/z oranı olan iyon, 

dedektöre daha geç ulaşmaktadır. TOF, çok yüklü iyonlar için 1.0 Da farklılıktaki 

izomerleri bile ayırt etme kabiliyeti, iyon seçimi ve hareketlilik analizleri için tercih 

edilmektedir [31, 37,38]. 

 

2.2.3. Dedektörler 

Kütle ayırıcısında kütle/yük oranlarına göre ayrılan iyonlar, kütle ayırıcısından geçer ve 

daha sonra bir dedektör tarafından algılanır ve kullanılabilir bir sinyale dönüştürülür. 

Dedektörler, iyonların bollukları ile orantılı bir elektrik akımı üretirler [31]. 

Dedektörler, cihazın beyni olarak isimlendirilebilir. Zayıf sinyallerin seviyesini 

yükseltme, hızlı yanıt alımı, düşük gürültü, yüksek toplama verimliliği, düşük maliyet, 

yanıtların dağılımının dar olması, tüm kütleler için aynı yanıt, büyük dinamik aralık, 

uzun süreli kararlılık, uzun süreli kullanım ve ayrıca yüksek vakum sistemi dışına 

monte edilmesi en iyi dedektör sistemini oluşturmaktadır [31,39,40]. 

 

 Dedektörler tarafından oluşturulan sinyal kütle spektrumu şeklinde verilir.  Kütle 

spektrumu, yüklü iyonların m/z oranlarının değerlerine karşı, bu iyonların bolluklarının 

grafiğe geçirilmiş halidir. 
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Şekil 2.8. İnsan insülininin kütle spektrumu. 

 

Şekil 2.8’de verilen, insan insülininin kütle spektrumu, tez çalışmasında, metanol 

(MeOH) ve amonyum asetat (AAC) ile hazırlanmış insan insülini örneğinin, 1200 V 

kapiler voltajı ve 120 °C iyon kaynağı sıcaklığında yapılan analiz ile elde edilmiştir. 

M+3 ve D+6 iyonları, aynı m/z oranına sahip olmalarından dolayı, spektrumda üst üste 

gelmiştir. Tez çalışmasında, sonuçlar ve tartışma kısmında ayrıntılı olarak anlatılmıştır. 

 

2.3. İyon Hareketliliği – Kütle Spektrometrisi (IM – MS) 

Kütle spektrometrisi, moleküler karakterizasyon için en hızlı ve en hassas yöntemlerden 

biridir. İyonlaştırma yöntemleri, tarama hızı, hassasiyet ve çözünürlükteki iyileştirmeler 

ile kütle spektrometrisinin kullanım alanları oldukça genişlemiştir [30]. Kütle 

spektrometrisi, sağlamış olduğu kolaylıklara rağmen, aynı kütle/yük oranına sahip farklı 

türleri ayırt edememektedir. İyon hareketliliği spektrometrisinin (IMS) kütle 

spektrometrisi (MS) ile birleştirilmesi ile oluşan yeni cihaz, iyon hareketliliği kütle 

spektrometrisi (IM – MS), aynı kütle/yük oranına sahip farklı türleri ayırt edebilmesinin 

yanı sıra, boyutları ve şekillerine göre ayırma işlemi yapabilmektedir [41]. 

 

Biyomoleküller ile yapılan çalışmalarda yapısal bilgiye duyulan ihtiyaç artmaktadır. 

Çünkü tek bir protein, katlanma şekline bağlı olarak birçok farklı işlev ve özelliğe sahip 

olabilir. Molekülün konformasyonu hakkında bilgi sahibi olmak, konformasyonel 
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dinamikleri, esnekliği, katlanma mekanizması hakkında bilgi sahibi olmak anlamına 

gelmektedir. Biyomoleküllerin bu özellikleri hakkında bilgi sahibi olmak, yapı – 

fonksiyon ilişkilerini, biyolojik aktivitelerini daha iyi anlamak, ilaç tasarımını 

iyileştirmek ve uygun saklama koşullarını belirlemek için oldukça önemlidir [42]. İyon 

hareketliliği kütle spektrometrisi ile biyomoleküllerin tüm bu özellikleri hakkında bilgi 

sahibi olunabilmektedir [42].  

 

İyon hareketliliği spektrometrisi (IMS) tekniği, kütle spektrometrisi gibi 19. yüzyıl  

başlarında, bilim insanları tarafından elektriksel ve manyetik alanların yüklü 

parçacıklara uygulanmaları ile ayrılmaları ve analiz edilmelerini sağlamak amacıyla 

kullanılmaya başlanmıştır [43,44]. IMS, gaz fazındaki iyonları büyüklük/yük (Ω/z) 

oranına göre ayırmaktadır. Daha sonraki yıllarda sınırlı kullanım alanı olmasından 

kaynaklı olarak kütle spektrometrisine göre daha az tercih edilir duruma gelmiştir [38]. 

İlk olarak 1960 yılında McDaniel adlı bilim insanı, kütle spektrometresi ile iyon 

hareketliliği spektrometresini birleştirerek iyon hareketliliği kütle spektrometresi 

cihazını tasarlamıştır [45]. Daha önceleri çoğunlukla askeri amaçlar için kullanılan iyon 

hareketliliği spektrometrisi tekniği, kütle spektrometrik yumuşak iyonlaştırma 

tekniklerinin geliştirilmesi ile birlikte patlayıcıların, polimerlerin karakterizasyonu ve 

biyomoleküllerin analizleri gibi birçok alanda kullanılmaya başlanmıştır [41, 46 - 51]. 

 

İyon hareketliliği spektrometresi (IMS), elektrik alanı varlığında, iyonları, iyonlar ile 

etkileşime girmeyen tampon gazdaki hareketlerine dayanarak ayırır [41]. Sürüklenme 

tüpü (drift tube), düşük vakum altında ya da atmosferik basınç şartlarında reaksiyona 

girmeyen tampon gaz (argon, helyum, azot) ile doldurulmuştur. İyonlar, sürüklenme 

tüpünde, tampon gaz içerisinde hareket ederler. İyonların bu tüpteki hareketlerinin 

farklılığına  göre ayırma işlemi gerçekleştirilir ve türlerin moleküler yapıları hakkında 

bilgi edinilir [52]. Kompleks analitler ile çalışılırken hızlı ve hassas olması nedeniyle 

yoğun olarak tercih edilen sistem olan kütle spektrometresi, iyon hareketliliği 

spektrometresi ile birleştirildiğinde molekülün yapısı hakkında daha detaylı bilgi veren, 

güçlü bir cihaz haline gelmiştir. Söz konusu elektriksel alanda hareketlilik tabanlı olarak 

yapılan bir analiz doğal MS analizlerine ek olarak moleküllerin üç boyutlu yapısının  

elde edilmesini de sağlar. İyon hareketliliği spektrometresi, kütle spektrometresi ile 

birleştirildiğinde, iyonları kütle/yük oranlarının yanı sıra, bir tampon gazla etkileşimleri 

temelinde ayıran, moleküler yapıyı araştırmak ve karmaşık numuneleri ayırmak için 
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kullanılabilen güçlü bir analitik cihaz haline gelmektedir [41, 53,54]. IMS-MS, 

iyonların bileşim ve yük durumuna bağlı olarak karışımlardan ayrılması, geometrik 

izomerlerin ayrılması, dinamik aralığın arttırılması ve kimyasal gürültüye karşı 

ayrımcılığın da dahil olduğu geleneksel MS'e göre birçok avantaj sunar [55 – 60]. 

 

 

Şekil 2.9. IM- MS cihazının temel bileşenleri [41] 

 

IMS, elektrosprey iyon kaynağında üretilen iyonların, zayıf elektriksel alan varlığında 

sürükleyici gaz yardımı ile iyon hareketlilik hücresine gönderilmesi ile başlayan gaz 

fazında ayırma tekniğidir. IM hücresinde iyonlar hareketliliklerine göre ayrılırlar. 

Hareketliliklerine göre ayrılması iyonların büyüklüğü, şekli ve yükü hakkında bilgi 

vermektedir. Daha sonra IMS ayırıcısının türüne göre iyonun hareketlilik değeri, etkin 

çarpışma kesitinin (CCS) belirlenmesini sağlamaktadır. CCS, belirli tampon gaz 

ortamında verilen molekül için iyon şekli ile ilgili fiziksel bir özelliktir [61]. 

 

IMS, çalışma prensibine göre, zamana göre ayıran (Time - dispersive methods), konuma 

göre ayıran (Space – dispersive methods) ve iyon hapsetme/seçimli bırakma (Ion 

trapping methods) gibi üç temel grupta incelenebilir [61 - 63]. Zamana göre ayırma 

prensibine göre çalışan IMS, benzer bir yol boyunca sürüklenen iyonların belirli bir 

noktaya varış süreleri üzerinden veri elde ederek spektrum oluşturur. Zamana göre 

ayırma prensibine göre çalışan, en çok kullanılan iyon hareketliliği spektrometrisi, 

sürüklenme tüpü iyon hareketliliği spektrometrisi (Drift Tube Ion Mobility 

Spectrometry (DTIMS) ve kaydırmalı dalga iyon hareketliliği spektrometrisi 

(Travelling Wave Ion Mobility Spectrometry, TWIMS) örnek olarak gösterilebilir [63]. 

Konuma göre ayırma prensibine göre çalışan IMS, iyonların hareketliliklerindeki 

farklılıklara dayanarak, iyonları farklı sürüklenme yolları boyunca ayırır. Bu prensibin 

en önemli noktası, yapılan analizde, voltaj değişikliği taraması yapılarak geniş bir iyon 

hareketliliği spektrumunun (mobilogram) elde edilebilmesidir. Konuma göre ayırma 

İyon
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Kütle 

Ayırıcı
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prensibine göre çalışan yöntemlere, alan asimetrik iyon hareketliliği spektrometrisi 

(Field Asymmetric Ion Mobility Spectrometry, FAIMS), tekdüze alan hareketlilik 

analizörleri (uniform – field differential mobility analyzers, DMA) ve yeni geliştirilen 

frekans taramalı iyon hareketliliği seçimi yapan çapraz ayarlı iyon hareketlilik 

spektrometresi (Transverse Modulation Analyzer, TMMIS) örnek olarak 

verilebilmektedir [64 - 71]. İyon hapsetme/seçimli bırakma prensibine göre çalışan IMS 

tekniğinde iyonlar, basınç varlığında elektriksel alan yardımı ile hapsedildikten sonra 

hareketliliklerine göre seçimli olarak birbirlerinden ayrılmaktadır [62- 64]. Bu yöntem, 

iyonların kendilerine uygulanan elektriksel alan sayesinde, hareketlerinin kontrol 

edilebilmesi ile kullanılabilir duruma gelmiştir. Bu tez kapsamında iyon 

hapsetme/seçimli bırakma yöntemi ile çalışan tuzaklamalı iyon hareketliliği 

spektrometresi (Trapped Ion Mobility Spectrometry, TIMS) ile çalışılmıştır. 

 

 

Şekil 2.10.  IMS çeşitlerinin şematik gösterimi (A,B) Zamana göre ayırma 

yöntemi,(C,D) Konuma göre ayırma yöntemi, (E) İyon hapsetme/seçimli 

bırakma yöntemi [61]. 
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2.3.1. Tuzaklamalı İyon Hareketliliği Spektrometrisi (TIMS) 

İyon hareketliliği spektrometreleri, elektrik alanı varlığında, iyon kaynağından 

gönderilen iyonları, iyonlar ile etkileşime girmeyen, iyon hareketliliği tüpünde bulunan 

sürükleyici gazdaki hareketlerine dayanarak ayırmaktadır. IMS sürüklenme tüpünde 

(drift tube), gaz fazındaki iyonlar, büyüklük ve yüklerine göre ayrılmaktadır [72,73]. 

 

 

Şekil 2.11. TIMS cihazının şematik gösterimi [74]. 

 

TIMS, geleneksel IMS çeşitlerinin tersi şeklinde çalışmaktadır. Geleneksel IMS 

tekniklerinde, iyonlar, sürüklenme tüpünde, sabit tampon gaz içerisinde elektriksel alan 

sayesinde sürüklenmektedir. TIMS tekniği ise, sürüklenme tüpünde hareket eden 

tampon gazın içerisindeki iyonları sabit tutmak için elektriksel alanı kullanmaktadır 

[74]. Ayırıcı ünitesinin iyonları sabit olarak tutmaya yetecek büyüklükte olması ve gaz 

yoğunluğunun kullanıcının belirleyeceği değerlerde olabilmesi, daha rahat analize 

imkan sağlamaktadır [74]. Aynı zamanda, diğer IMS teknikleri ile karşılaştırıldığında 

daha iyi çözünürlükte IMS ayırımı yapabilmektedir [75, 76]. 
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Şekil 2.12.  Tuzaklamalı iyon hareketliliği spektrometrisinin (TIMS) çalışma 

prensibinin şematik gösterimi [77]. 

 

Elektrosprey iyon kaynağında üretilen iyonlar IMS sürüklenme tüpüne (drift tube) 

gönderilir. Sürüklenme tüpünün çıkışında bulunan iyon geçidi (ion gate), hareketlilik 

seçimli iyonların geçişine izin verir. Dört kutuplu kütle ayırıcı ve çarpışma birimi, 

kütle/yük ya da hareketlilik/yük için seçilen iyonların çarpışma kaynaklı ayrışmalarına 

izin veren bir düzenleme ile, sürüklenme tüpü ile uçuş zamanlı kütle analizörü arasına 

yerleştirilmiştir [74]. TOF kütle ayırıcısının, çok yönlü iyonlar için bile kütle olarak 1.0 

Da farklılıklarını çözebilmesi, iyon seçimi ve hareketlilik analizi için oldukça önemlidir.  

Tüpte bulunan sürükleyici gazın yanı sıra ters yönden gelen zayıf elektriksel alan, 

iyonların hareket etmelerini zorlaştırmaktadır (trapped). Elektriksel alan ve sürükleyici 

gaz yardımı ile iyonlar, büyüklük (CCS, Ω) ve yüklerine göre ayrılır. Daha sonra, 

iyonlar hareketliliklerine göre, hareketliliği daha düşük olan daha önce olmak üzere, 

dört kutuplu ve uçuş zamanlı kütle ayırıcısı sistemlerine gönderilir. Kütle ayırıcısı 

iyonları kütle/yük oranlarına göre ayırır, iyonlar dedektöre iletilir ve spektrum elde 

edilir (Şekil 2.13, şekil 2.14) [74, 78]. 
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Şekil 2.13. İnsan insülininin iki boyutlu ısı haritası. 

 

 

 

 

Şekil 2.14. Şekil 2.13'te seçilen bölgenin kütle spektrumu. 
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2.3.2. Etkin Çarpışma Kesiti (Collision Cross Section, CCS) 

İyon hareketlilik spektrometrisi tekniği, gaz fazındaki iyonların, elektriksel alanda 

sürükleyici gaz yardımı ile büyüklüklerine, şekillerine ve yüklerine göre ayrılması 

prensibine dayanır. IMS tekniğinin en önemli özelliği, analiz edilen molekülün etkin 

çarpışma kesitinin (Collision cross section, CCS), belirlenmesini, yani molekülün üç 

boyutlu yapısı hakkında bilgi alınabilmesini sağlamasıdır. CCS, belirli gaz ortamında, 

bir molekül iyonunun sahip olduğu konformasyonu ile ilgili fiziksel bir özelliktir ve 

iyonların yükleri belirlendiğinde, CCS değeri (A2) olarak hesaplanmaktadır [52, 53, 

74,79]. 

Tuzaklamalı iyon hareketliliği spektrometrisi tekniğinde, iyonların hareketli gaza karşı 

sabit tutulması için elektriksel alan kullanılmaktadır. İyonların dedektöre varış 

zamanlarının ölçülmesi, incelenen örneklerin konformasyonel aralığını yansıtır ve bu 

zaman değerleri Mason Schamp denklemi ile etkin çarpışma kesitine (CCS) 

dönüştürülebilir [72,73]. 

 

İyonların sürüklenme hızı, Vd iyon hareketliliği sabiti K ve uygulanan elektrik alan, E; 

 

 

 

eşitliği ile verilir. K, iyonun sürükleyici gaz ile etkileşiminin fonksiyonudur. Çok fazla 

parametreye bağlı olan bu etkileşimi basitleştirmek gerekirse, 2 numaralı eşitlikte 

gösterilen, indirgenmiş hareketlilik sabiti, K0 kullanılabilir. 

 

 

 

K0 kütle spektrometresi ile iyon hareketlilik spektrometresi birleştirildiğinde önemli bir 

bilgi durumuna gelmektedir, kütle/yük oranı (m/z) iyonun kimyasal sınıfını gösterir ve 

Mason Schamp denkleminde CCS hesaplanırken direk kullanılabilir [79]. 
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z; iyon yükü, e; elektron yükü, kb Boltzman sabiti ve µ, indirgenmiş kütlenin 

kısaltılarak yazılmasıdır. K yerine K0 yazıldığında, denklemde bulunan gaz yoğunluğu 

birimi olan N denklemden çıkarılır. 

 

 

 

Denklemdeki bütün sabitler hesaplandığında en son (5) eşitliği elde edilir. 

 

 

 

z; iyon yükü, hareketlilik sabiti K0, iyon kaynağı sıcaklığı T, iyon kütlesi M, sürükleyici 

gaz kütlesi m, CCS değerinin hesaplamak için yeterlidir. K0 ve CCS analit iyonu ve 

sürükleyici gaz arasındaki etkileşimin bir özelliğidir ve molekülün üç boyutlu yapısı 

hakkında bilgi verir [75, 79 - 83]. 

 

Aynı m/z oranına sahip iki molekül, büyüklükleri ve şekilleri farklı olduğu için farklı 

hızlarda hareket etmektedirler. İyon hareketliliği spektrometrisi, bu farklılıktan 

yararlanarak molekülleri ayırt edebilmektedir. Tuzaklamalı iyon hareketliliği 

spektrometrisi tekniğinde, iyonlara uygulanan elektriksel alan, küçük iyonda daha fazla 

etkilidir. Küçük iyonu, bulunduğu ortamda daha fazla tutmaktadır. TIMS cihazında, 

daha büyük CCS değerine sahip büyük iyon daha hızlı hareket ederken, daha küçük 

CCS değerine sahip olan küçük iyon, ters yönden uygulanan elektriksel alan tarafından 

daha uzun süre hapsedilmektedir. Buna göre, daha büyük CCS değerine sahip olan 

iyonlar, sürüklenme tüpünü daha önce terk eden ve daha önce analiz edilen iyonlardır 

(Şekil 2.15, şekil 2.16) 
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Şekil 2.15.  İnsan insülininin, kütle/yük oranı aynı olan iki farklı iyonunun ısı 

haritasında gösterimi. 

 

Hareketlilik sabiti ve kütle/yük oranına göre iki boyutlu gösteriminde, R1 olarak 

belirtilmiş olan iyonun, hareketlilik sabitinin (1/K0) daha yüksek, CCS değerinin daha 

düşük olduğu gözlenmektedir (Şekil 2.16). R2 olarak gösterilen iyonun, hareketlilik 

sabiti daha düşük, iyonun CCS değeri daha büyüktür (Şekil 2.16). 

 

 

Şekil 2.16. Şekil 2.15'te gösterilen iki farklı iyonun mobilogramlarının gösterimi. 
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2.3.3. TIMS ile Protein Analizleri 

Proteinlerin hareketli yapıda olmaları, yapısal değişikliklere kolaylıkla uğramaları ve 

fizyolojik koşullarda düşük miktarda bulunmalarından dolayı yapısal analizleri oldukça 

zorludur. Belirli fonksiyonlara sahip olabilmek için yapılarında kolaylıkla değişiklik 

meydana gelebilmektedir. Bu durum, proteinlerin yapısal bilgilerinin ve yapı – 

fonksiyon ilişkilerinin tam olarak anlaşılması için deneysel yöntemler geliştirilmesinin 

çok önemli olduğunu göstermektedir. Protein analizlerinde kütle spektrometrisi, 

elektrosprey iyon kaynağı, uçuş zamanlı kütle ayırıcı kullanımı ile birlikte çok güçlü bir 

analitik teknik durumundadır.  Kütle spektrometrisinin iyon hareketlilik spektrometrisi 

ile birleştirilmesi sonucunda biyomolekül analizleri yeni bir boyut kazanmıştır. İyon 

hareketliliği spektrometrisi, iyonları büyüklük ve şekline göre ayırdığı için, biyomolekül 

analizlerinde daha fazla yapısal bilgiye ulaşılmaya başlanmıştır [41, 49, 54,55,61,84]. 

Proteinin üç boyutlu yapısı, biyolojik fonksiyonu için oldukça önemlidir. IM – MS 

tekniği, proteinin üç boyutlu yapısı, şekli, büyüklüğü, kütlesi gibi birçok özelliği 

hakkında bilgi vermektedir.  TIMS, biyomoleküller ile çalışmak için en uygun 

koşulların sağlandığı bir cihaz olmuştur. Yüksek hassasiyet, seçicilik ve yüksek ayırma 

gücü gibi özelliklerin yanı sıra ayırıcının iyonları sabit tutmaya yetecek büyüklükte 

olması ve sürükleyici gaz tüpünün kullanıcının belirleyeceği uzunlukta olması daha 

rahat analiz olanağı sağlamaktadır [74].  

 

Proteinlerin konformasyonu ve oligomerik dağılımının belirlenmesi, yapı ve fonksiyon 

arasındaki ilişkinin anlaşılması için büyük önem taşımaktadır. Proteinlerin oligomerik 

dağılımlarının belirlenmesi için birçok analitik teknik mevcuttur. Bu teknikler, örnek 

hazırlama ve derişimi, düşük ayırıcılık özelliği ve hazırlanan çözeltinin içeriği gibi 

birçok parametreye bağlıdır ve kolay uygulanabilir değildir [85,86]. Kütle spektrometrik 

teknikler, yüksek ayırıcılık gücü, hassasiyet gibi birçok avantaj sağlamasına rağmen 

proteinlerin oligomerik dağılımının analizinde yetersiz kalmaktadır.  Aynı m/z oranına 

sahip farklı oligomerik yapıların analizinde kütle spektrometrik teknikler tek başlarına 

yeterli değildir. Bu yüzden bu tür analizlerde iyon hareketliliği spektrometrisi ile 

birleştirilmiş kütle spektrometrisi sistemleri kullanılmaktadır [87]. İyon hareketliliği – 

kütle spektrometrisi analizleri ile ayırma yapılarak aynı zamanda iyonları ve oligomerik 

yapıları tanımlama işlemi de yapılmaktadır. Birçok iyon hareketlilik spektrometrisi 

arasından, yüksek hassasiyet ve yüksek çözünürlük sunmasının yanı sıra, uygulama 
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kolaylığı sağlaması, TIMS – MS cihazını konformasyon ve oligomerik dağılım 

çalışmalarında en çok tercih edilen cihaz konumuna getirmiştir [61,88]. 

 

Tez kapsamında yapılmış olan çalışmalarda kullanılan TIMS – TOF – MS (Tuzaklamalı 

İyon Hareketliliği Spektrometrisi – Uçuş Zamanlı – Kütle Spektrometrisi) cihazından 

elde edilen veriler, Data Analysis (Bruker, Daltonics) programı ile analiz edilmektedir. 

Data Analysis, cihazın işlediği verileri inceleme, düzenleme, dönüştürme ve modelleme 

programıdır. Analiz sırasında kaydedilen tüm verileri görselleştirmektedir. Data 

Analysis programı, iki boyutlu ısı haritaları (heat map), mobilogramlar ve kütle 

spektrumlarında yüksek çözünürlüklü iyon hareketlilik verilerinin etkileşimli analizini 

sağlamaktadır [89 - 91]. 

 

 

Şekil 2.17.  İnsan insülininin Amonyum asetat (AAC) + Asetonitril (ACN) + Formik 

Asit (FA) (v/v: 50:50:0.1) çözeltisinde, 1200 V kapiler voltajı ve 120 °C iyon kaynağı 

sıcaklığındaki IM - MS analizlerinden elde edilen iki boyutlu ısı haritası. 

 

İki boyutlu ısı haritasında, analiz boyunca elde edilen bütün iyonların kütle/yük 

oranlarının 1/K0 değerlerine göre değişimleri, iki boyutlu olarak renkli bir şekilde 

gösterilmektedir. Bu gösterimlerde analiz edilen molekülün iyonlarının oligomerik yük 

dağılımları gözlenmektedir. Aynı m/z oranına sahip iki iyon (örneğin, 3+ yüke sahip 

monomer, (M+3), +6 yüke sahip dimer (D+6) için veri ayırımı çok net bir şekilde fark 

edilmektedir. Sadece kütle spektrometrisi ile yapılan analizlerde bu iyonların ayırt 
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edilebilmeleri mümkün değilken, şekil 2.18’de gösterilen söz konusu iyonlar, ancak 

IMS tekniğinin kullanılması ile ayırt edilebilmiştir [92]. 

 

 

Şekil 2.18.  İnsan insülininin AAC+ACN+FA çözeltisinde 1200V kapiler voltajı, 120 

°C iyon kaynağı sıcaklığında, +3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) 

iyonlarının (m/z: 1936,7220) mobilogramı. 

 

Şekil 2.18’te görüldüğü gibi aynı m/z oranına sahip iki farklı oligomerik yapı, IMS 

analizi ile kolaylıkla gözlenebilmiştir. İnsan insülininin amonyum asetat (AAC), 

asetonitril (ACN) ve formik asit (FA) (50:50:0.1) ile hazırlanan çözeltisinde, +3 yüklü 

monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6)  iki farklı iyonun olduğu iyon hareketlilik 

spektrometrisi ile gözlenmiştir. m/z oranı 1936,7220 olan bu iki iyon, şekil ve 

yüklerinin farklı olmasından kaynaklı iki farklı mobilogram vermiştir. TIMS tekniğinin 

çalışma prensibine dayalı olarak, büyük olan iyon, yani CCS değeri daha büyük olan 

iyon daha önce gelmektedir. 

 

İnsan İnsülini

D+6

M+3
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Şekil 2.19. İnsan insülini (m/z:1936,7220) iyonunun kütle spektrumunun gösterilmesi. 

 

Kütle spektrometrisi oligomerik dağılımlarda aynı m/z oranına sahip farklı türlerin 

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

oluşturmaktadır (Şekil 2.19). Aynı m/z oranına sahip olsa da yapılarında farklılık 

gösteren iyonlar IMS yardımı ile ayrılmaktadır (Şekil 2.20). 

 

 

Şekil 2.20.  İnsan insülininin +3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer ( D+6) 

(m/z:1936,7220) iyonlarının kütle spektrumlarının gösterilmesi. 
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Şekil 2.20’te, Data Analysis programı ile seçilen iyonun (m/z: 1936,7220) daha ayrıntılı 

olarak incelenmesi ve üst üste binmiş iki farklı iyonların kütle spektrumlarının 

gösterilmesidir. Şekil 2.19’te gösterilen spektrum, iyon hareketliliği spektrometrisi ile 

çalışılmadığında elde edilen spektrumdur. İyon hareketliliği spektrometrisi ile analiz 

edildiğinde, iyon daha ayrıntılı analiz edilmiş olup, hakkında daha fazla bilgi elde 

edinilmiştir. İki farklı iyonun spektrumu olduğu iyon hareketliliği spektrometrisi 

sayesinde belirtilmiştir. 

 

IMS analizlerinde iyonun mobilogramı, etkin çarpışma kesiti (CCS), ve kütle spektrumu 

gibi veriler aynı anda elde edilebilmektedir. 

 

 

Şekil 2.21.  İnsan insülininin iki boyutlu ısı haritasında seçilmiş +4 yüklü monomer 

iyonunun (m/z:1452,6677) mobilogramının, etkin çarpışma kesitinin 

(CCS) ve kütle spektrumunun gösterimi. 

 

Şekil 2.21’de insan insülininin AAC+ACN+FA asit çözeltisinde, 1200 V kapiler voltaj 

ve 120 °C iyon kaynağı sıcaklığında +4 yüklü monomer (m/z:1452,6677) iyonunun 

mobilogramı, kütle spektrumu ve etkin çarpışma kesiti gösterilmiştir. İyon hareketliliği 

spektrometrisinde, analiz edilen örnekte, istenen iyonun tüm verileri (mobilogram, CCS, 

kütle spektrumu) daha ayrıntılı şekilde incelenebilmektedir. 

İnsülin hormonu, çevresel şartlardan kolay etkilenen, insan hayatı için oldukça önemli 

bir hormondur. İnsan vücudunda şeker metabolizmasını düzenleyen insülin hormonu, 
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monomer, dimer, tetramer ve hekzamer gibi birçok oligomerik yapıya sahiptir. İnsülin 

hormonu, hekzamerik yapı oluşturmaya eğilimlidir ve bu yapıda daha kararlıdır. Ancak, 

kan şekerini düzenlemede monomerik ve dimerik yapıları daha etkilidir. Farklı koşullar 

altında meydana gelen değişimlerin, insülin hormonunun yapısında ve fonksiyonları 

üzerinde etkisini araştırmak ve daha iyi tedavi yöntemleri sunmak için hormonu çok iyi 

bilmek gerekmektedir. Bu amaçla, insülin molekülünün üç boyutlu yapısı hakkında 

daha detaylı bilgi sahibi olmak için iyon hareketliliği kütle spektrometrisi ile 

çalışılmıştır. Kütle spektrometrisi, molekülleri nitelendirmede oldukça güçlü bir analitik 

tekniktir. Ancak, molekülün şekli ve büyüklüğü hakkında bilgi almak, sadece kütle 

spektrometrisi ile mümkün değildir.  Bu sorun, iyon hareketliliği kütle spektrometrisi ile 

birleştirilmiş kütle spektrometrisi ile çözülmüştür.  

 

Daha iyi ayırım gücü ve hassasiyet sunması ile tuzaklamalı iyon hareketliliği 

spektrometrisi – kütle spektrometrisi (TIMS - MS) tercih edilen çalışmamızda, insülin 

hormonunun oligomerik yapısı hakkında daha detaylı bilgi almak için, cihazın 

parametreleri (kapiler voltajı, iyon kaynağı sıcaklığı) ve çözücü değiştirilmiştir. Bu 

yapılan çalışma ile, insülin molekülünün, konformasyonel özelliklerinin belirlenmesi, 

yapı – fonksiyon ilişkilerinin analiz edilebilmesi amaçlanmıştır. Şeker hastaları için 

hazırlanan insülin molekülünün, etki etme süresine göre yapısında değişiklikler 

yapılmaktadır [15]. Hızlı etki eden insülin preparatlarında, kan şekerini düşürmede daha 

etkili olan monomer yapılar daha fazla bulunmaktadır. Ancak insülin molekülünün 

monomer yapıda kararlı olmayıp, hekzamerik yapı oluşturma eğilimi, ilaçların etki 

mekanizmasını düşürmektedir. Bu çalışma ile, insülin hormonunun oligomerik 

yapılarının, değişen parametrelerden nasıl etkilendiği araştırılmıştır. 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

3.1. Kullanılan Kimyasallar 

İnsan insülini (HIns, Mw~5808 Da), Sigma Aldrich firmasının ürettiği, bakterilerden 

elde edilen amino asit zincirinin enzimatik reaksiyon ile insülin formunun oluşturulması 

ile elde edilmiştir (rekombinant DNA teknolojisi ile). Sığır insülini (BIns, Mw~5733,49 

Da, sığır pankreas hücresinden), domuz insülini (PIns, Mw~5777,49 Da, domuz 

pankreas hücresinden), metanol (MeOH, CHROMASOLV, ≥%99.9), asetonitril (ACN, 

CHROMASOLV, ≥%99.9), formik asit (FA, %98-100), amonyum asetat (AAC) Sigma 

Aldrich (St Louis, MO, ABD) firmasından satın alınmıştır. Örnekler, yüksek saflıkta 

çözücüler kullanılarak hazırlanmıştır. Çözeltiler hazırlanırken kullanılan deiyonize su, 

Expe-Ultrapure Water System (Mirae St Co., Güney Kore) cihazı kullanılarak elde 

edilmiştir. 

3.2. İyon Hareketliliği - Kütle Spektrometrisi (IM – MS) Analizleri 

IM- MS analizleri, elektrosprey iyon kaynağı ve TIMS adı verilen iyon 

hapsetme/seçimli bırakma prensibine göre çalışan TIMS – MS (Trapped Ion Mobility 

Spectrometry – Mass Spectrometry, Bruker Daltonics, Germany) cihazı kullanılarak 

yapılmıştır. Analizlerde sürükleyici gaz olarak yüksek saflıkta azot gazı kullanılmıştır.  

Analiz edilen insülin çözeltileri 1.0 mg/mL derişiminde hazırlanmıştır. Analizlerde 

çözücü olarak su ile 10 mM derişiminde amonyum asetat (AAC) çözeltisi hazırlanıp, 

asetonitril (ACN), ve metanol (MeOH) çözücüleri ile 50:50 (v:v, AAC/ACN, 

AAC/MeOH) bileşimindeki karışımları kullanılmıştır. Çözelti karışımları içerisine 

hacimce yaklaşık % 0.1 oranında formik asit (FA) eklenerek de analizler yapılmıştır. 

Oda sıcaklığında hazırlanan çözeltiler, TIMS - TOF - MS cihazına 5.0 µL/dk akış 

hızıyla direkt infüzyon tekniği kullanılarak gönderilmiş ve genel olarak 3 dakika 

boyunca veriler kaydedilmiştir. İnsülin hormonu, çevresel şartlardan kolay etkilenen 

çok hassas bir hormon olduğu için analizler bekletilmeden yapılmıştır [14]. Her analiz 

öncesinde standart türler kullanılarak kütle ve etkin çarpışma kesiti kalibrasyonları 

yapılmıştır. Analizler, her çözelti için, iyon kaynağı sıcaklığı 120 °C’de sabit tutarak, 

kapiler voltajı 1000 V değerinden başlayıp 200 birim artırarak 3000 V’a kadar ölçüm 

yapılarak gerçekleştirilmiştir. Daha sonra, aynı şekilde hazırlanan çözeltiler, kapiler 

voltajı 1200 V’da sabit tutup iyon kaynağı sıcaklığı, 60 °C’den başlayıp sıcaklık 20 

birim artırılarak, 320 °C’ye kadar çıkarılıp, insülin çeşitlerinin analizi yapılmıştır. 
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Kapiler voltajı, iyon kaynağı sıcaklığı ve çözücü değişiminin üç farklı insülin türünün 

molekül yapısı üzerindeki etkisi gözlemlenmiştir. Veri analizleri, Bruker Daltonics 

tarafından sağlanan Data Analysis 5.0 programıyla yapılmıştır. 
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4. TARTIŞMA VE YORUM 

4.1. İnsan İnsülininin TIMS-TOF-MS ile Analizi 

Tuzaklamalı iyon hareketliliği spektrometrisi – kütle spektrometrisinde (TIMS – MS) 

kullanılan elektrosprey iyon kaynağı parametreleri ve çözücü değişimlerinin, insülin 

molekülünün konformasyonu üzerinde etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. Bu 

amaçlarla aşağıdaki çalışmalar adım adım gerçekleştirilmiştir. 

 

Tez kapsamında yapılan çalışmalarda kullanılan, enzimatik reaksiyon ile elde edilen 

insan insülini, HIns, yaklaşık 5808 Da ağırlığındadır. İnsan insülinin, amonyum asetat 

(AAC), formik asit (FA) eklenmiş amonyum asetat, asetonitril (ACN): amonyum asetat 

(50:50, v/v) karışımı ve formik asit eklenmiş çözeltisi, metanol (MeOH): amonyum 

asetat ( 50:50, v/v) karışımı ve formik asit eklenmiş çözeltisi ile analizleri yapılmıştır. 

HIns analizleri, çözücü türü, kapiler voltajı ve iyon kaynağı sıcaklığı parametrelerinin 

değiştirilmesi ile yapılmıştır. Analizler, her çözelti için, iyon kaynağı sıcaklığı 120 

°C’de sabit tutularak, kapiler voltajı 1000 V değerinden başlayıp 200 birim artırarak 

3000 V’a kadar ölçüm yapılarak gerçekleştirilmiştir. Daha sonra, aynı şekilde 

hazırlanan çözeltiler, kapiler voltajı 1200 V’da sabit tutulup iyon kaynağı sıcaklığı, 60 

°C’den başlayıp 20 birim artırılarak, 320 °C’ye kadar çıkarılıp analiz edilmiştir. Tez 

çalışmalarının bu kısmında kapiler voltajı, iyon kaynağı sıcaklığı ve çözücü değişiminin 

insan insülininin belirli iyonlarının konformasyonları üzerindeki etkileri 

gözlemlenmiştir. 

 

4.1.1. İnsan İnsülininin Konformasyonu Üzerinde Çözücü Etkisi 

Amonyum asetat (AAC), formik asit (FA) eklenmiş amonyum asetat, asetonitril 

(ACN):amonyum asetat (50:50, v/v) karışımı ve formik asit eklenmiş çözeltisi, metanol 

(MeOH):amonyum asetat ( 50:50, v/v) karışımı ve formik asit eklenmiş çözeltisi ile 

hazırlanan insan insülini örnekleri TIMS-TOF-MS cihazı ile analiz edilmiştir. Analizler, 

kapiler voltajı 1200 V, iyon kaynağı sıcaklığı 120 °C’de gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.1.  Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen +5 yüklü monomer (M+5, m/z:1162,3318) 

iyonuna ait mobilogramlar. 

 

Farklı çözücülerle hazırlanan insan insülini örneğinin TIMS-TOF-MS analizlerinden 

elde edilen tüm iyonlar incelendiğinde, çözücü değişimi sonucunda monomerik haldeki 

iyonların konformasyonel özelliklerinde anlamlı farklılık gözlenmemiştir (Şekil 4.1). 

Bu durum, çözücü değişiminin monomer iyonlarının yapılarını (M+5, M+4 vb.) 

etkilemediğini göstermektedir. Bu nedenle, çözücü türünün dimer veya daha büyük 

yapıdaki iyonların konformasyonları üzerindeki etkilerine odaklanılmıştır. 
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Şekil 4.2.  Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS 

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

iyonuna ait mobilogramlar. 

 

 

Şekil 4.3.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS 

analizlerinden  elde edilen +7 yüklü dimer iyonunun  (D+7, m/z: 

1660,1866) kütle spektrumu. 
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İnsan insülininin AAC çözeltisi içerisinde hazırlanan örneğinin TIMS-TOF-MS 

analizinden elde edilen mobilogramında, +7 yüklü dimer iyonuna (m/z:1660,1866) ait 

sinyaller incelendiğinde, mobilogramda bu iyona ait iki farklı konformer türünün var 

olduğunu gösteren sinyaller gözlenmektedir (Şekil 4.2). Mobilogramlarda gözlenen 

sinyallerin, insan insülini yapısı için bilinmekte olan rahat (Relaxed, R) ve gergin 

(Tense, T) konformer iyonlarına ait olduğu düşünülmektedir [19 – 26]. Bu konformer 

yapılar, birebir aynı kütle/yük (m/z) oranına sahip olduklarından dolayı analizler 

sonucunda elde edilen kütle spektrumlarından konformerleri ayırt edici bir bilgi 

alınamamaktadır. Söz konusu iyonlar için tüm çözücü türleri ile yapılan analizler 

sonucunda aynı kütle spektrometrik veri alınmıştır. Bunlardan sadece AAC çözeltisinde 

hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen kütle spektrumu 

örnek olarak verilmiştir (Şekil 4.4).  +7 yüklü dimer iyonunun (D+7) yapısının, AAC 

çözeltisinden başlayarak, AAC+FA, AAC+ACN, AAC+ACN+FA, AAC+MeOH, 

AAC+MeOH+FA sırasıyla çok az da olsa açıldığı gözlenmiştir. Bu sırayla geniş 

konformerin kırmızı ok ile gösterilen, sağ tarafındaki bölüm biraz daha yükselirken, 

siyah ok ile gösterilen, sol tarafındaki çıkıntı kaybolmaktadır. Bu çözücü sırasında geniş 

yapıdaki iyonun bulunma bolluğu (intensity) artmaktadır (Şekil 4.2). 

 

Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülini örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinde 

aynı kütle/yük oranına (m/z:1936,8836) sahip +6 yüklü dimer (D+6) ve +3 yüklü 

monomer (M+3) iyonları gözlenmiştir (Şekil 4.4). Dimer ve monomer iyonlarının iyon 

mobilogramındaki sinyalleri incelendiğinde çözücü değişiminin aralarındaki oranı 

etkilediği gözlenmektedir. Özellikle ACN ve ACN+FA çözücülerinde hazırlanan 

örneklerin analizlerinde monomer iyona ait sinyalin dimere ait sinyalden daha yüksek 

şiddete sahip oldukları gözlenmektedir (Şekil 4.4). Sadece AAC içeren, daha yumuşak 

çözücü koşullarında ise ortama asit eklenmiş olsa bile, dimer ve monomer iyonuna ait 

sinyallerin aynı şiddet değerlerinde gözlendiği belirlenmiştir. Bu sonuçlar, AAC gibi 

daha yumuşak çözücü koşullarında iki adet insülin yapısının bir araya gelme olasılığının 

ACN çözücüsü varlığındakinden daha yüksek olduğunu göstermektedir. Diğer yandan, 

aynı koşullardaki analizlerde çözücü olarak MeOH içerikli çözücü kullanıldığında 

dimer yapılarının daha baskın olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.4). Bu veriler, ESI işlemi 

sırasında MeOH içerikli çözücü kullanılmasının iki insülin molekülünün bir arada 

bulunma olasılığını arttırdığını göstermektedir. 
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Şekil 4.4.  Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen +6 yüklü dimer (D+6) ve +3 yüklü monomer 

(M+3)  (m/z: 1936,8836)  iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülini örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinde 

aynı kütle/yük oranına (m/z:2323,8595) sahip +10 yüklü tetramer (Q+10) ve +5 yüklü 

dimer (D+5) iyonları da gözlenmiştir (Şekil 4.5). Söz konusu tetramer ve dimer 

iyonlarının iyon mobilogramındaki sinyalleri incelendiğinde çözücü değişiminin bu 

iyonlara ait sinyallerin aralarındaki oranı önemli bir şekilde etkilediği gözlenmektedir. 

Bu iyon grubu için AAC ve FA katkılı AAC çözücülerinde hazırlanan örneklerle elde 

edilen sonuçlarda tetramer oluşumunun dimer oluşumundan daha baskın olduğu 

gözlenmektedir. Çözücü karışımına MeOH eklenmesi ile birlikte tetramer iyonuna ait 

sinyalin şiddeti azalırken, dimer iyonuna ait sinyalin şiddetinin arttığı görülmüştür. 

ACN içerikli çözücü içerisinde hazırlanan örneklerin TIMS-TOF-MS analizleri 

sonucunda elde edilen iyon mobilogramında insülinin tetramer yapısına ait sinyal 

gözlenmemiştir. Bu iyon mobilogramında sadece +5 yüklü dimer yapısına ait sinyal 

gözlenebilmiştir (Şekil 4.5). Bu sonuçlara göre, beklendiği gibi, sadece AAC çözücüsü 

içerisinde hazırlanan örneklerde insülin birimleri arasında etkileşimlerin korunabilmesi 

sayesinde gaz fazında tetramer yapılarının oluşabildiği ancak MeOH ve ACN 

çözücüleri varlığında etkileşimlerin bozulması sonucunda insülin birimlerinin bir araya 

gelmesinin zorlaştığı belirlenmiştir. Tez kapsamında MeOH içerikli çözücünün 
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m/z:1936,8836 olan iyon grubu için dimer yapısını (D+6) koruyabildiği belirlenmiş 

ancak daha fazla yüke sahip ve büyük tetramer yapısının (m/z: 2323,8595, Q+10) 

korunmasında sadece AAC içeren çözücüden daha az koruma etkisine sahip olduğu 

gözlenmiştir (Şekil 4.5). 

 

 

Şekil 4.5.  Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen +10 yüklü tetramer (Q+10) ve +5 yüklü dimer 

(D+5)  (m/z: 2323,8595)  iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülini örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinde 

aynı kütle/yük oranına (m/z:2904,4056) sahip +12 yüklü hekzamer (H+12), +6 yüklü 

trimer (T+6) ve +4 yüklü dimer (D+4) iyonları da gözlenmiştir (Şekil 4.6). Söz konusu 

iyonların iyon mobilogramındaki sinyalleri incelendiğinde çözücü değişiminin bu 

iyonlara ait sinyallerin aralarındaki oranı önemli bir şekilde etkilediği gözlenmektedir. 

AAC içeren çözücülerde hazırlanan örnekler için sadece hekzamer yapılarına ait 

sinyaller elde edilmişken, çözücü içeriğinde MeOH ve ACN bulunmasıyla birlikte 

hekzamer oluşumuna karşılık gelen sinyalin şiddeti düşmüştür. Beklendiği gibi, örnek 

çözücüsü içeriğinde MeOH ve ACN çözücülerinin bulunması, tetramer ve dimer 

oluşumlarını hekzamer oluşumuna göre daha baskın hale getirmiştir (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6.  Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen +12 yüklü hekzamer (H+12), +6 yüklü trimer 

(T+6) ve +4 yüklü dimer (D+4) (m/z: 2904,4056) iyonlarına ait 

mobilogramlar. 

 

Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde 

edilen verilere göre, AAC içeriği yüksek olan örneklerde insülin birimleri arasındaki 

etkileşimler korunabilmiştir. Çözücü içeriğinde MeOH bulunması, düşük yüke sahip 

küçük yapıların (örn: D+6) bir arada durmalarını sağlayabilirken, daha fazla yüke sahip 

büyük iyon yapılarında (Q+10), insülin birimleri aralarındaki etkileşimlerin 

korunmasında yardımcı olamadığı gözlenmiştir. Özellikle insülin örneklerinin çözücü 

içeriğinde ACN bulunmasının insülin birimleri arasındaki etkileşimleri zayıflattığı 

belirlenmiştir. 

 

4.1.2. İnsan İnsülininin Konformasyonu Üzerinde Sıcaklık Değişimi Etkisi 

İnsülin örneklerinin farklı çözücü içerikleriyle hazırlanıp TIMS-TOF-MS ile analiz 

edilmelerinin ardından elde edilen sonuçlara göre en yumuşak çözücü koşullarının 

insülini sadece AAC içeren çözücüde hazırlayarak sağlandığı belirlenmiştir. Tez 

çalışmaları kapsamında çözücü türünün insan insülini iyonlarının konformasyonları 

üzerindeki etkilerinin incelenmesinin ardından iyon kaynağı sıcaklığının söz konusu 
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iyonların konformasyonları üzerindeki etkileri de incelenmiştir. Bu analizlerde insan 

insülinin sadece AAC çözeltisi içerisinde çözünerek hazırlanan örnekleri kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 4.7.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı iyon kaynağı 

sıcaklığı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden 

elde edilen +7 yüklü dimer (D+7) (m/z: 1660,1857) iyonuna ait 

mobilogramlar. 

 

AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülini örneği, 1200 V, sabit kapiler voltajında, 

farklı iyon kaynağı sıcaklığı değerlerinde analiz edilmiştir. TIMS-TOF-MS 

analizlerinden +7 yüklü dimer iyonu (D+7) için elde edilen mobilogramlar 

incelendiğinde, sıcaklık yükseldikçe daha yüksek 1/K0 değerine sahip geniş konformer 

iyonlarının bolluklarının arttığı gözlenmiştir (Şekil 4.7). Bu veriler, sıcaklık arttıkça 

yapıya aktarılan enerjinin arttırılmasıyla molekül içi etkileşimlerin zayıflamasına bağlı 

olarak geniş konformer oluşumunun daha olası hale geldiğini göstermektedir.  
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AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı iyon kaynağı sıcaklığı 

değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +3 yüklü 

monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) (m/z: 1936,8829) iyonlarına ait 

mobilogramlar incelendiğinde iyon kaynağı sıcaklığının arttırılması ile birlikte 

monomere ait sinyal değerinin, dimere ait sinyal değerine göre daha çok arttığı 

belirlenmiştir (Şekil 4.8). Tez kapsamındaki çalışmalarda uygulanan en düşük iyon 

kaynağı sıcaklığı olan 60 oC’de moleküllerin ortalama kinetik enerjisinin azaltılmasının 

iki insülin birimi arasındaki etkileşimlerin bozulmadan dimer iyon yapılarının 

oluşumunu daha olası hale getirdiği görülmüştür. İyon kaynağı sıcaklığının 300 oC’ye 

çıkarılması durumunda moleküllerin ortalama kinetik enerjilerinin arttırılması 

sonucunda insülin birimlerinin bir arada duramadıkları, tekli monomer iyonlarının daha 

baskın olduğu bir ortam meydana getirilmiştir. 

 

 

Şekil 4.8.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı iyon kaynağı 

sıcaklığı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden 

elde edilen +3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) (m/z: 

1936,8829) iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

İnsan insülininin, farklı iyon kaynağı sıcaklığı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-

MS analizlerinden elde edilen +5 yüklü dimer (D+5) ve +10 yüklü tetramer (Q+10) 
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(m/z: 2323,8578) iyonlarına ait mobilogramlar incelendiğinde tez kapsamında elde 

edilen diğer verilerde de olduğu gibi iyon kaynağı sıcaklığının arttırılmasının insülin 

birimlerinin bir araya gelmelerini zorlaştırdığı belirlenmiştir (Şekil 4.9). Bu iyon grubu 

için sıcaklık değeri 60 oC’den 300 oC’ye çıkarıldıkça mobilogramlardaki tetramer 

oluşumuna ait sinyale karşılık dimer iyonuna ait sinyalin şiddetinin arttığı gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.9.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı iyon kaynağı 

sıcaklığı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden 

elde edilen +5 yüklü dimer (D+5) ve +10 yüklü tetramer (Q+10) (m/z: 

2323,8578) iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

İnsan insülininin, farklı iyon kaynağı sıcaklığı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-

MS analizlerinden elde edilen +4 yüklü dimer (D+4), +6 yüklü trimer (T+6) ve +12 

yüklü hekzamer (H+12) (m/z: 2904,4572) iyonlarına ait mobilogramlar incelendiğinde 

tez kapsamındaki çalışmalarda kullanılan en yüksek iyon kaynağı sıcaklığı olan 300 oC 

değerine yaklaşıldıkça mobilogramın 1/K0 eksenindeki konformer dağılımının 

genişlediği gözlenmektedir (Şekil 4.10).  Bu genişleme, daha küçük insülin 

birimlerinden meydana gelen iyon gruplarının oluştuğunu göstermektedir. Şekil 4.10 

üzerinde kırmızı okla belirtilen yönde meydana gelen değişimin sıcaklık artışı ile daha 

küçük yapıdaki iyon gruplarının oluştuğunu ifade ettiği belirlenmiştir. Turuncu ok ile 

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_60C.d: EIM 2323.8573_AAC_1200V_60C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_100C.d: EIM 2323.8572_AAC_1200V_100C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_140C.d: EIM 2323.8578_AAC_1200V_140C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_180C.d: EIM 2323.8572_AAC_1200V_180C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_220C.d: EIM 2324.0589_AAC_1200V_220C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_260C.d: EIM 2324.0573_AAC_1200V_260C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_300C.d: EIM 2324.0572_AAC_1200V_300C
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gösterilen yapı +12 yüklü hekzamer iyonuna aittir. Siyah ok ile gösterilen yapı +6 yüklü 

trimer iyonuna, mavi ok ile gösterilen yapı, +4 yüklü dimer iyonuna aittir. 3 farklı 

iyonun verdiği mobilogramda, yapının içerisinde oluşan iyon grupları kararlı değildir. 

 

Şekil 4.10.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı iyon kaynağı 

sıcaklığı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden 

elde edilen +4 yüklü dimer (D+4), +6 yüklü trimer (T+6) ve +12 yüklü 

hekzamer (H+12) (m/z: 2904,4572) iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

İyon kaynağı sıcaklığının insan insülini iyonlarının konformasyonları üzerindeki 

etkilerinin incelendiği bu kısımda sıcaklık artışının moleküllerin ortalama kinetik 

enerjilerini arttırmasının bir sonucu olarak insülin birimlerinin birlikte durma 

olasılıklarını azalttıkları gözlenmiştir. Ancak TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen 

mobilogramlar değelendirildiğinde iyon kaynağının sıcaklık değerindeki değişimlerin 

insülin iyonlarının konformasyonları üzerindeki etkilerinin çözücü türünün etkilerinden 

daha az olduğu görülmüştür. 

 

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_60C.d: EIM 2905.0636 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_100C.d: EIM 2906.4572 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_140C.d: EIM 2906.1785 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_180C.d: EIM 2904.9479 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_220C.d: EIM 2909.5893 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_260C.d: EIM 2911.6059 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

Insulinhuman_AAc_TIMS_1200V_300C.d: EIM 2909.3778 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA)
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4.1.3. İnsan İnsülininin Konformasyonu Üzerinde Kapiler Voltajı Değişimi Etkisi 

Çözücü türünün ve iyon kaynağı sıcaklığının insan insülini iyonlarının 

konformasyonları üzerindeki etkilerin değerlendirilmesinin ardından ESI olayı sırasında 

uygulanan kapiler voltajının insülin iyonlarının konformasyonu üzerindeki etkileri de 

tez çalışmaları kapsamında incelenmiştir. AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülin 

örneği, 120 °C sabit iyon kaynağı sıcaklığında farklı kapiler voltajı değerlerinde analiz 

edilmiştir.  

Farklı kapiler voltajı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde 

edilen +7 yüklü dimer (D+7) (m/z: 1660,1858) iyonlarına ait mobilogramlar 

incelendiğinde kapiler voltajının arttırılmasıyla dimer iyonunun az da olsa genişlediği 

gözlenmektedir (Şekil 4.11). Daha geniş yapılı konformerlerin oluşumu 1/K0 ekseninin 

artışı yönünü işaret eden kırmızı okla gösterilmektedir. Kapiler voltajının artması 

sonucunda meydana gelen bu değişim yönünde pikin sol kısmındaki tepe noktasının 

şiddeti azalırken sağdaki omuzun şiddeti ile birlikte genişleme artmaktadır. 

 

 

Şekil 4.11.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı kapiler voltajı 

değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen 

+7 yüklü dimer (D+7) (m/z: 1660,1858) iyonlarına ait mobilogramlar. 
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Farklı kapiler voltajı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde 

edilen +3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) (m/z: 1936,5483) iyonlarına 

ait mobilogramlar incelendiğinde kapiler voltajının arttırılmasıyla dimer iyonuna ait 

sinyalin şiddetinin azaldığı görülmektedir (Şekil 4.12). Bu durum, iyon sıcaklığı 

değişiminin konformasyon üzerindeki etkisine benzer olarak kapiler voltajı artışına 

bağlı olarak iyonlara aktarılan fazla enerjinin birimler arasındaki etkileşimleri zayıflatıp 

dimer oluşumunu azalttığını göstermektedir. 

 

 

Şekil 4.12.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı kapiler voltajı 

değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen 

+3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) (m/z: 1936,5483) 

iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

Farklı kapiler voltajı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde 

edilen +10 yüklü tetramer (Q+10) ve +5 yüklü dimer (D+5) (m/z: 2323,8595) iyonlarına 

ait mobilogramlar incelendiğinde kapiler voltajı değişiminin insülin iyonlarının 

konformasyonları üzerindeki etkileri net bir biçimde görülmektedir (Şekil 4.13). Kapiler 

voltajının arttırılmasıyla birlikte tetramere ait sinyal şiddetinin önemli ölçüde azaldığı 

ve dimer iyonuna ait sinyalin ise şiddetinin artmasına bağlı olarak daha belirgin hale 

geldiği gözlenmiştir (Şekil 4.13). 

 

Insulinhuman_AAc_TIMS_1000V_120C.d: EIM 1936.5483_HIns_AAC_1000V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1400V_120C.d: EIM 1936.8837_HIns_AAC_1400V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1800V_120C.d: EIM 1936.8833_HIns_AAC_1800V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_2600V_120C.d: EIM 1936.8850_HIns_AAC_2600V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_3000V_120C.d: EIM 1936.8850_HIns_AAC_3000V_120C
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Şekil 4.13.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı kapiler voltajı 

değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen 

+10 yüklü tetramer (Q+10) ve +5 yüklü dimer (D+5) (m/z: 2323,8595) 

iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

Farklı kapiler voltajı değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde 

edilen +4 yüklü dimer (D+4), +6 yüklü trimer (T+6) ve +12 yüklü hekzamer (H+12) 

(m/z: 2904,5784) iyonlarına ait mobilogramlar incelendiğinde kapiler voltajı 

değişiminin insülinin söz konusu iyon grubunun konformasyonu üzerinde önemli 

ölçüde değişikliklere neden olduğu gözlenebilmektedir (Şekil 4.14). Özellikle 

uygulanan en düşük kapiler voltajı değerinde (1000 V) elde edilen mobilogramda 

hekzamer haricindeki diğer türlere ait sinyaller gözlenmemiştir. Kapiler voltajının 

arttırılmasıyla birlikte hekzamer yapısına ait sinyal şiddetinin azaldığı gözlenmiştir 

(Şekil 4.14). 

 

Insulinhuman_AAc_TIMS_1000V_120C.d: EIM 2324.0626_HIns_AAC_1000V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1400V_120C.d: EIM 2324.0595_HIns_AAC_1400V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1800V_120C.d: EIM 2323.8595_HIns_AAC_1800V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_2600V_120C.d: EIM 2323.8610_HIns_AAC_2600V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_3000V_120C.d: EIM 2323.8598_HIns_AAC_3000V_120C
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Şekil 4.14.  AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülininin, farklı kapiler voltajı 

değerlerinde gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen 

+4 yüklü dimer (D+4), +6 yüklü trimer (T+6) ve +12 yüklü hekzamer 

(H+12) (m/z: 2904,5784) iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

İnsan insülini örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerindeki ESI işlemi sırasında 

uygulanan kapiler voltajı değerinin insülin iyonlarının konformasyonları üzerindeki 

etkileri incelendiğinde düşük yüke sahip, küçük birimlerin bu değişimden daha az 

etkilendikleri görülmektedir. Yapılar büyüdükçe ve taşıdıkları yük değerleri arttıkça 

kapiler voltajının konformasyon üzerindeki etkileri daha net bir şekilde 

gözlenebilmektedir. Benzer durum, çözücü türünün konformasyon üzerindeki 

etkilerinin incelendiği çalışmada da görülmüştür.  

İnsan insülininin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen bu sonuçlara göre, ESI 

olayı sırasındaki parametrelerin yüksek yük değerlerine sahip büyük iyonların 

konformasyonları üzerinde meydana getirdikleri değişimlerin çok daha net bir şekilde 

izlenebildiği ifade edilebilmektedir. 

 

4.2. İnsülin Analoglarının TIMS-TOF-MS ile Analizi 

İnsan insülinine (HIns) benzer olarak sığır insülini (BIns) ve domuz insülini (PIns) 

analizleri de TIMS-TOF-MS cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Domuz insülini, 

yapısında insan insülininkinden bir adet farklı amino asit içerirken, sığır insülini, insan 

Insulinhuman_AAc_TIMS_1000V_120C.d: EIM 2909.8732_HIns_AAC_1000V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1400V_120C.d: EIM 2904.5784HIns_AAC_1400V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_1800V_120C.d: EIM 2905.1834_HIns_AAC_1800V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_2600V_120C.d: EIM 2904.3250_HIns_AAC_2600V_120C

Insulinhuman_AAc_TIMS_3000V_120C.d: EIM 2933.9464_HIns_AAC_3000V_120C
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insülininden üç adet farklı amino asit içermektedir. Tez çalışmalarının bu kısmında bu 

üç farklı insülin türü, TIMS-TOF-MS tekniği ile aynı koşullar altında analiz edilmiştir. 

Bu analizlerden proteinlerin konformasyonel özellikleri ile ilgili veriler elde edilerek 

amino asit dizilimine bağlı olarak türlerin gaz fazında oluşturdukları birimlerin 

(monomer, dimer, trimer, tetramer, hekzamer) değişimi incelenmiştir. Çalışmanın bu 

kısmında tüm örnekler, çözünürlük parametresinin iyonlaşma verimi üzerindeki etkisini 

elimine etmek amacıyla, çalışılan insülin türlerinin içerisinde benzer çözünürlüğe sahip 

oldukları 10 mM amonyum asetat : asetonitril (1:1, % 0.1 formik asit (v/v)) karışımında 

hazırlanmıştır. TIMS-TOF-MS analizlerinde tüm türler için yüksek oranda iyonlaşma 

veriminin sağlanabildiği sabit 2200 V kapiler voltajı ve 120 °C iyon sıcaklığı değerleri 

kullanılmıştır. Bu sayede, ESI işlemi sırasında kapiler voltajı ve iyon kaynağı 

sıcaklığının iyonların konformasyonları üzerindeki etkileri göz ardı edilerek farklı 

insülin türlerine ait birimlerin yapısal özellikleri kıyaslanabilmiştir. 

 

İnsülin türlerinin monomer iyonlarının analizlerinden benzer verilerin elde edilmesi ve 

veriler arasında anlamlı farklılıkların tespit edilememesinden dolayı, söz konusu 

analogların konformasyonel özellikleri, daha büyük yapıya ve yüksek yük değerlerine 

sahip iyonlara ait sonuçlar değerlendirilerek incelenmiştir. 

 

HIns, PIns ve BIns örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +7 yüklü 

dimer (D+7) iyonlarına ait mobilogramlar incelendiğinde üç farklı tür için de aynı 

koşullar altında kompakt (T, tense) ve geniş (R, relaxed) konformerlere ait sinyaller 

ayırt edilebilmektedir (Şekil 4.15). Bu konformerlere ait sinyallerin şiddetlerinin 

birbirlerine oranlarının üç farklı insülin türü için de benzer değerlerde olduğu 

görülmüştür. Buna göre, HIns, PIns ve BIns türlerinin aralarındaki amino asit 

farklılıklarının +7 yüklü dimer iyonlarının sahip olduğu konformasyonlar üzerinde etkili 

olmadıkları ifade edilebilir. 
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Şekil 4.15.  AAC+ACN+FA (1:1 (10 mM AAC:ACN) % 0.1 FA (v/v))  çözücüsünde 

hazırlanan HIns, PIns ve BIns örneklerinin 2200 V kapiler voltajı, 120 

°C iyon kaynağı sıcaklığında gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen +7 yüklü dimer (D+7) iyonlarına ait 

mobilogramlar. 

 

HIns, PIns ve BIns örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +3 yüklü 

monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) iyonlarına ait mobilogramlar incelendiğinde 

ise türlerin konformasyonel özellikleri hakkında anlamlı farklılar belirlenebilmiştir 

(Şekil 4.16).  Üç farklı insülin türü için de belirli yük değerlerine sahip monomer ve 

dimer oluşumu gözlenmiştir. Ancak, BIns örneğine ait mobilogramda dimer oluşumuna 

karşılık gelen sinyalin monomer iyonuna karşılık gelen sinyalden daha yüksek şiddette 

olduğu görülmüştür. Yapılarında sadece bir amino asit farklılık olan HIns ve PIns 

örnekleri içinse, monomer ve dimer iyonlarına karşılık gelen sinyallerin şiddetleri 

benzer orana sahiptir. Bu türler için +3 yüke sahip monomer iyonlarının bulunma 

olasılığının +6 yüke sahip dimer oluşturma olasılıklarından yüksek olduğu 

belirlenmiştir. Bu verilere göre, amino asit dizilimlerinde sadece bir amino asit 

biriminin farklı olduğu HIns ve PIns yapılarının gaz fazında benzer konformer oranına 

sahip oldukları ve kendilerine göre amino asit diziliminde üç birim farklılık gösteren 

BIns yapısından konformasyonel olarak net bir biçimde ayırt edilebildikleri ifade 

edilebilir. Bu koşullar altında BIns birimlerinin dimer iyonu oluşturma eğiliminin HIns 

ve PIns birimlerinden daha yüksek olduğu görülmüştür. 

Insulinhuman_AAc_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 1660.1841 _Human_aac+acn+fa

recomb_humaninsulin_AAC_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 1660.3321_Recomb.Human_aac+acn+fa

Porcineinsulin_AAc_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 1651.7615_Porcine_aac+acn+fa

Bovineinsulin_AAC_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 1639.0361_Bovine_aac+acn+fa
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Şekil 4.16.  AAC+ACN+FA (1:1 (10 mM AAC:ACN) % 0.1 FA (v/v)) çözücüsünde 

hazırlanan HIns, PIns ve BIns örneklerinin 2200 V kapiler voltajı, 120 

°C iyon kaynağı sıcaklığında gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen +3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer 

(D+6) iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

HIns, PIns ve BIns örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +5 yüklü 

dimer (D+5) ve +10 yüklü tetramer (Q+10) iyonlarına ait mobilogramlar 

incelendiğinde, +3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) iyonları için alınan 

verilerden elde edilen sonuçlara benzer çıkarımlar yapılabilmektedir (Şekil 4.17). Bu 

iyon grubu için elde edilen tüm mobilogramlarda +5 yüklü dimer iyonuna ait yüksek 

şiddetli sinyal gözlenmiştir. Şekil 4.17’de verilen mobilogramlar içerisinde sadece BIns 

türüne ait mobilogramda +10 yüklü tetramer yapısına ait sinyal, düşük şiddetli de olsa 

belirgin bir şekilde görülebilmektedir. Bu iyon grubu için de amino asit dizilimleri 

yüksek oranda birbirine benzeyen HIns ve PIns türlerinin benzer mobilogramlara sahip 

oldukları gözlenmektedir. Bu koşullar altında BIns birimlerinin tetramer oluşturma 

eğiliminin HIns ve PIns birimlerinden daha yüksek olduğu görülmüştür. 

 

Insulinhuman_AAc_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 1936.5458_Human_aac+acn+fa

recomb_humaninsulin_AAC_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 1936.5513_Recomb.Human_aac+acn+fa

Porcineinsulin_AAc_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 1926.8860_Porcine_aac+acn+fa

Bovineinsulin_AAC_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 1912.2076_Bovine_aac+acn+fa
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Şekil 4.17.  AAC+ACN+FA (1:1 (10 mM AAC:ACN) % 0.1 FA (v/v)) çözücüsünde 

hazırlanan HIns, PIns ve BIns örneklerinin 2200 V kapiler voltajı, 120 

°C iyon kaynağı sıcaklığında gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen +5 yüklü dimer (D+5) ve +10 yüklü tetramer 

(Q+10) iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

HIns, PIns ve BIns örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +4 yüklü 

dimer (D+4), +6 yüklü trimer (T+6) ve +12 yüklü hekzamer (H+12) iyonlarına ait 

mobilogramlar incelendiğinde de HIns ve PIns türleri için benzer ve BIns türünden 

farklı verilerin elde edildiği görülmektedir (Şekil 4.18). +4 yüklü dimer oluşumuna 

karşılık gelen sinyalin BIns örneğinin analizinden alınan mobilogramda en düşük 

şiddete sahip olduğu gözlenmiştir. Bunun yanı sıra, altı adet insülin biriminin bir araya 

gelerek oluşturduğu +12 yüklü hekzamer yapısına ait sinyal, amino asit dizilimleri 

benzer olan HIns ve PIns türlerinin analizlerinden elde edilen mobilogramlarda 

gözlenebilmiştir. Hekzamer yapısına karşılık gelen sinyalin BIns türü için elde edilen 

mobilogramda oldukça düşük şiddet değerlerinde elde edildiği belirlenmiştir. Bu veriler, 

BIns birimlerinin bir araya gelerek hekzamer yapıyı oluşturma olasılığının HIns ve PIns 

türlerine göre daha düşük olduğunu göstermektedir. 

 

Insulinhuman_AAc_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 2323.8551_Human_aac+acn+fa

recomb_humaninsulin_AAC_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 2323.8612_Recomb.Human_aac+acn+fa

Porcineinsulin_AAc_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 2311.8628_Porcine_aac+acn+fa

Bovineinsulin_AAC_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 2294.2482_Bovine_aac+acn+fa
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Şekil 4.18.  AAC+ACN+FA (1:1 (10 mM AAC:ACN) % 0.1 FA (v/v)) çözücüsünde 

hazırlanan HIns, PIns ve BIns örneklerinin 2200 V kapiler voltajı, 120 

°C iyon kaynağı sıcaklığında gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen +4 yüklü dimer (D+4), +6 yüklü trimer (T+6) 

ve +12 yüklü hekzamer (H+12) iyonlarına ait mobilogramlar. 

 

Aynı şekilde hazırlanan ve aynı koşullar altında analiz edilen üç farklı insülin türünün 

TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen veriler değerlendirildiğinde, insülin 

proteinlerinin amino asit dizilimlerinin gaz fazında farklı sayıda birim içeren yapılarının 

oluşumları üzerinde belirleyici oldukları gözlemlenlenmiştir. Bu sayede, iyon 

hareketliliği-kütle spektrometrisi analizleri ile proteinlerin amino asit dizilimlerindeki 

birimlerin benzerliklerine bağlı olarak konformasyonel olarak farklılandırılabilecekleri 

görülmüştür. 

 

Insulinhuman_AAc_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 2904.8187_Human_aac+acn+fa

recomb_humaninsulin_AAC_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 2904.4922_Recomb.Human_aac+acn+fa

Porcineinsulin_AAc_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 2889.8275_Porcine_aac+acn+fa

Bovineinsulin_AAC_ACN_FA_TIMS_2200V_120C.d: EIM 2867.8095_Bovine_aac+acn+fa
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5. SONUÇLAR 

• Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu 

çözücülerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmiş insan insülini (HIns) örneklerinin, TIMS – 

TOF – MS cihazında, 1200 V kapiler voltajı ve 120 ° C iyon kaynağı sıcaklığında 

yapılan analizlerinde, monomer iyonlarının (+5 yüklü monomer, +4 yüklü monomer 

v.b.) konformasyonlarının çözücü değişimlerinden etkilenmediği gözlenmiştir.  

 

• Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu 

çözücülerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmiş insan insülini (HIns) örneklerinin, TIMS – 

TOF – MS cihazında, 1200 V kapiler voltajı ve 120 ° C iyon kaynağı sıcaklığında 

yapılan analizlerinde, +7 yüklü dimer iyonunun (m/z:1660,1866) yapısında, iki farklı 

konformeri olduğu gözlenmiştir [19 – 26]. Sadece kütle spektrometrisi ile yapılan 

analizlerde, gözlenemeyecek olan konformer farklılığı, iyon hareketliliği kütle 

spektrometrisi (IMS – MS) ile gözlenmiştir. IMS – MS, mobilogramlarındaki farklılığı, 

etkin çarpıma kesitlerindeki farklılıktan yararlanarak ortaya çıkarmaktadır [93]. 

Mobilogramlarında gözlenen iki farklı konformerin, rahat (Relaxed, R) ve gergin 

(Tense, T) konformer iyonlarına ait olduğu belirtilmiştir. Çözücü değişimi +7 yüklü 

dimer iyonun yapısını az da olsa açtığı gözlenmiştir. MeOH ile hazırlanan örneğin, daha 

yumuşak koşulda, AAC ile hazırlandığındaki konformasyonundan çok az da olsa farklı 

olduğu, biraz daha açıldığı gözlenmiştir. MeOH çözücüsü, insülin yapısının biraz daha 

açılmasına ve bulunma bolluğunun artmasına neden olmuştur. 

 

• Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu 

çözücülerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmiş insan insülini (HIns) örneklerinin, TIMS – 

TOF – MS cihazında, 1200 V kapiler voltajı ve 120 ° C iyon kaynağı sıcaklığında 

yapılan analizlerinde, aynı kütle/yük oranına (m/z:1936,5483) sahip +6 yüklü dimer 

(D+6) ve +3 yüklü monomer (M+3) iyonlarının yapılarının çözücü değişimi ile 

aralarındaki oranın etkilendiği gözlenmiştir. ACN ve ACN+FA çözücüleri ile 

hazırlanan örneklerde, +3 yüklü monomer iyonunun +6 yüklü dimer iyonuna göre daha 

yüksek şiddete sahip olduğu gözlenmiştir. Bu durum, ACN çözücüsünün, monomer 

iyonlarının bir araya gelerek dimer iyonunu oluşturma olasılığını azaltmasından 

kaynaklanmaktadır. AAC ve AAC+FA çözücülerinde, bu iki farklı iyona ait sinyallerin 
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eşit olduğu gözlenmiştir.  Bu durum, daha yumuşak koşul olan AAC ve AAC+FA 

çözücülerinde, monomer ve dimer iyonlarının bir araya gelme olasılığının daha yüksek 

olduğunu göstermiştir. Diğer çözücü, MeOH ve MeOH+FA çözücülerinde, +6 yüklü 

dimer yapısının daha baskın olduğu gözlenmiştir. Bu veriler, ESI olayı sırasında MeOH 

içerikli çözücü kullanılmasının iki insülin molekülünün bir arada bulunma olasılığını 

arttırdığını göstermektedir. 

        

• Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu 

çözücülerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmiş insan insülini (HIns) örneklerinin, TIMS – 

TOF – MS cihazında, 1200 V kapiler voltajı ve 120 ° C iyon kaynağı sıcaklığında 

yapılan analizlerinde, aynı kütle/yük oranına (m/z:2323,8595) sahip +10 yüklü tetramer 

(Q+10) ve +5 yüklü dimer (D+5) iyonlarının iyon mobilogramındaki sinyalleri 

incelendiğinde çözücü değişiminin bu iyonlara ait sinyallerin aralarındaki oranı önemli 

bir şekilde etkilediği gözlenmektedir. Daha yumuşak koşul olan AAC çözücüsünde, 

tetramer yapısını oluşturma eğilimi daha yüksek olduğu için sinyal şiddeti daha 

yüksektir. Ancak, ACN ve MeOH çözücülerinde, insülin birimleri arasında etkileşimin 

bozulmasından kaynaklı olarak bir araya gelme olasılığı azalmıştır. Bu durum, tetramer 

iyonunun oluşma olasılığını azaltmaktadır.  

 

• Amonyum asetat (AAC), asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) ve bu 

çözücülerin % 0.1 formik asit (FA) eklenmiş insan insülini (HIns) örneklerinin, TIMS – 

TOF – MS cihazında, 1200 V kapiler voltajı ve 120 ° C iyon kaynağı sıcaklığında 

yapılan analizlerinde, aynı kütle/yük oranına (m/z:2904,4056) sahip +12 yüklü 

hekzamer (H+12), +6 yüklü trimer (T+6) ve +4 yüklü dimer (D+4) iyonlarının 

mobilogramları incelendiğinde, çözücü değişiminin önemli şekilde etkilediği 

gözlenmiştir. Özellikle ACN ile hazırlanan insülin örneğinde, iyonlar arası etkileşim 

azaldığından dolayı, daha büyük yapı oluşturma eğilimleri azalmış ve iyonların 

bulunma bolluğu azalmıştır.  

 

• Farklı çözücülerde hazırlanan insan insülininin TIMS-TOF-MS analizlerinden 

elde edilen verilere göre, AAC içeriği yüksek olan örneklerde insülin birimleri 

arasındaki etkileşimler korunabilmiştir. Çözücü içeriğinde MeOH bulunması, düşük 
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yüke sahip küçük yapıların (örn: D+6) bir arada durmalarını sağlayabilirken, daha fazla 

yüke sahip büyük iyon yapılarında insülin birimleri aralarındaki etkileşimlerin 

korunmasında yardımcı olamadığı gözlenmiştir. Özellikle insülin örneklerinin çözücü 

içeriğinde ACN bulunmasının insülin birimleri arasındaki etkileşimleri zayıflattığı 

belirlenmiştir.    

 

• AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülini örneği, TIMS-TOF-MS 

analizlerinden +7 yüklü dimer iyonu (D+7) için, 1200 V kapiler voltajı analizinde, 

sıcaklık yükseldikçe daha yüksek 1/K0 değerine sahip geniş konformer iyonlarının 

bolluklarının arttığı gözlenmiştir. Bu durum, sıcaklık arttıkça yapıya aktarılan enerjinin 

arttırılmasıyla molekül içi etkileşimlerin zayıflamasına bağlı olarak geniş konformer 

oluşumunun daha olası hale geldiğini göstermektedir. 

 

• AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülini örneği, TIMS-TOF-MS 

analizlerinden +3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) (m/z: 1936,8829) 

iyonları için, 1200 V kapiler voltajı analizinde, sıcaklığının arttırılması ile birlikte 

monomere ait sinyal değerinin, dimere ait sinyal değerine göre daha çok arttığı 

gözlenmiştir. Düşük sıcaklıkta, moleküllerin arasındaki etkileşim bozulmadığından 

dolayı, +3 yüklü monomer iyonunun biraraya gelerek +6 yüklü dimer iyonu oluşturma 

eğilimi daha fazladır. Sıcaklık yükseldikçe, artan kinetik enerjiden dolayı, 

monomerlerin dimer oluşturma eğilimleri azalmaktadır. Bu durum, +5 yüklü dimer 

(D+5) ve +10 yüklü tetramer (Q+10) (m/z: 2323,8578) iyonları için de geçerlidir. 

 

• AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülini örneği, TIMS-TOF-MS 

analizlerinden +4 yüklü dimer (D+4), +6 yüklü trimer (T+6) ve +12 yüklü hekzamer 

(H+12) (m/z: 2904,4572) iyonları için 1200 V kapiler voltajı analizinde, diğer iyonlar 

gibi artan sıcaklık ile birlikte kinetik enerjileri artmıştır. Bu artıştan dolayı, iyonların 

birarada durma eğilimleri azalmıştır. 
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• İyon kaynağı sıcaklığı değişimi, insülin örneklerinin konformasyonları üzerinde 

çözücü değişiminden daha az etkilidir. Çözücü değişimi, insülin örnekleri üzerinde daha 

etkili olmuştur. 

 

• AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülini örneği, TIMS-TOF-MS 

analizlerinden +7 yüklü dimer iyonu (D+7) için, 120 °C iyon kaynağı sıcaklığında, 

kapiler voltajın 1000 V’dan başlayarak 3000 V’a kadar artırılması ile genişlediği 

gözlenmiştir. İyonun oluşturduğu iki konformerden, kapiler voltaj arttırıldıkça, bulunma 

bolluğu da artmaktadır. Artan voltaj ile birlikte iyonlaşan molekül sayısı daha fazla 

olmaktadır. 

 

• AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülini örneği, TIMS-TOF-MS 

analizlerinden, +3 yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) (m/z: 1936,5483) 

iyonları için, 120 °C iyon kaynağı sıcaklığında, kapiler voltajın 1000 V’dan başlayarak 

3000 V’a kadar artırılması ile, dimer iyonuna ait sinyal şiddetinin azaldığı ve monomer 

iyonuna ait sinyal şiddetinin arttığı gözlenmiştir.  Artan kapiler voltaj ile molekül 

içerisinde etkileşimler zayıflayarak, dimer oluşturma eğilimi azalmaktadır.  

 

• AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülini örneği, TIMS-TOF-MS 

analizlerinden, +10 yüklü tetramer (Q+10) ve +5 yüklü dimer (D+5) (m/z: 2323,8578) 

iyonları için, 120 °C iyon kaynağı sıcaklığında, kapiler voltajın 1000 V’dan başlayarak 

3000 V’a kadar artırılması ile, tetramer iyonuna ait sinyal şiddetinin azaldığı ve dimer 

iyonuna ait sinyal şiddetinin arttığı gözlenmiştir.  Artan kapiler voltaj ile molekül 

içerisinde etkileşimler zayıflayarak, tetramer oluşturma eğilimi azalmaktadır.  

 

• AAC çözeltisinde hazırlanan insan insülini örneği, TIMS-TOF-MS  

analizlerinden, +4 yüklü dimer (D+4), +6 yüklü trimer (T+6) ve +12 yüklü hekzamer 

(H+12) (m/z: 2904,5784) iyonları için, 120 °C iyon kaynağı sıcaklığında, kapiler 

voltajın 1000 V’dan başlayarak 3000 V’a kadar artırılması ile, yapılar arası zayıflayan 

etkileşimler yüzünden, düşük voltajda gözlenen hekzamer iyonu, voltaj yükseldiğinde 

gözlenmemiştir.  
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• Kapiler voltajı değişimi, insülin örneklerinin konformasyonları üzerinde çözücü 

değişiminden daha az etkilidir. Çözücü değişimi, insülin örnekleri üzerinde daha etkili 

olmuştur. 

 

• İnsan insülini (HIns), domuz insülini (PIns) ve sığır insülini (BIns) örneklerinin 

TIMS-TOF-MS analizlerinde, moleküler ağırlıkları farklı olduğu için hepsinin farklı 

m/z oranları olacağı bilinmektedir [94,95]. Bu farklılıktan yararlanarak ayrım 

yapılabilmektedir.  Ancak, oluşan oligomerik yapıların karşılaştırılması amacıyla bu 

çalışmalar yapılmıştır. Aynı şartlar altında, yapılarındaki amino asit farklılıklarının 

etkisi incelenmiştir. 

 

• İnsan insülini (HIns), domuz insülini (PIns) ve sığır insülini (BIns) örneklerinin 

TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +7 yüklü dimer (D+7) iyonları 

karşılaştırıldığında, iki farklı konformerin oluşturduğu sinyaller benzerdir. Bu insülinler 

arasında amino asit farklılıkları, +7 yüklü dimer iyonu için etkili değildir. 

 

• HIns, PIns ve BIns örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +3 

yüklü monomer (M+3) ve +6 yüklü dimer (D+6) iyonlarına ait mobilogramlar 

incelendiğinde ise türlerin konformasyonel özellikleri hakkında anlamlı farklılar 

gözlenmiştir. Aralarında sadece bir amino asit farklı olan insan ve domuz insülinlerinde 

+3 yüklü monomer iyonu, +6 yüklü dimer iyonuna oranla daha fazla bulunma bolluğuna 

sahiptir. İnsan insülinine göre üç farklı amino asit içeren sığır insülininde ise +6 yüklü 

dimer iyonunun bulunma bolluğu +3 yüklü monomer iyonuna göre daha fazladır. BIns 

birimlerinin dimer iyonu oluşturma eğilimi, HIns ve PIns birimlerinden daha yüksektir. 

 

• HIns, PIns ve BIns örneklerinin TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen +5 

yüklü dimer (D+5) ve +10 yüklü tetramer (Q+10) iyonlarına ait mobilogramlar 

incelendiğinde ise +3 yüklü monomer ve +6 yüklü dimer iyonları ile aynı şekilde 

olduğu gözlenmiştir.  
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• Aynı şekilde hazırlanan ve aynı koşullar altında analiz edilen üç farklı insülin 

türünün TIMS-TOF-MS analizlerinden elde edilen veriler değerlendirildiğinde, insülin 

proteinlerinin amino asit dizilimlerinin gaz fazında farklı sayıda birim içeren yapılarının 

oluşumları üzerinde belirleyici oldukları belirlenmiştir. Bu sayede, iyon hareketliliği-

kütle spektrometrisi analizleri ile proteinlerin amino asit dizilimlerindeki birimlerin 

benzerliklerine bağlı olarak konformasyonel olarak farklılandırılabilecekleri 

görülmüştür. 

 

• Tez kapsamında tuzaklamalı iyon hareketliliği spektrometrisi- uçuş zamanlı- 

kütle spektrometrisi (TIMS-TOF-MS) sistemi kullanılarak örnek çözücüsünün bileşimi, 

iyon kaynağı sıcaklığı ve kapiler voltajı gibi parametrelerin insülin proteininin 

konfomasyonu üzerindeki etkileri incelenmiştir. Bu parametrelerin insülin gibi 

oligomerik yapılar oluşturabilen proteinlerin kütle spektrometrik analizleri sonucunda 

elde edilen verileri nasıl etkiledikleri değerlendirilmiştir. Amonyum asetat içeriği 

yüksek çözücü karışımlarında hazırlanan örneklerin analizinden elde edilen verilerin 

insülin proteininin doğala yakın oligomerik yapılarının analizi için uygun olduğu 

belirlenmiştir. Bunun yanı sıra, düşük iyon kaynağı sıcaklığı ve kapiler voltajı 

kullanılarak daha yumuşak kütle spektrometrik analiz koşullarının sağlanabileceği 

görülmüştür. Tez çalışmaları kapsamında elde edilen bu bilgiler kullanılarak insülin 

proteininin doğala yakın konfomasyonuna sahip olarak analiz edilebileceği 

parametrelerin belirlenmesi mümkün olabilecektir.  

 

• İnsülin analoglarının aynı koşullar altında gerçekleştirilen TIMS-TOF-MS 

analizlerinden elde edilen sonuçlara göre, proteinlerin sahip oldukları amino asit 

dizilimlerinin konformasyonları üzerinde belirleyici olduğu tespit edilmiştir. 

Dizilimlerinde bir adet amino asit farklılığı bulunduran insan ve domuz insülinlerinin 

konformasyonel özellikleri benzer iken, kendilerine göre dizilimlerinde üç adet amino 

asit farklılık bulunduran sığır insülininin farklı konformasyonel özelliklere sahip olduğu 

belirlenmiştir. Bu çalışmalardan elde edilen bilgilere göre proteinlerin amino asit 

dizilimi-konformasyon ilişkisinin değerlendirilmesiyle farklı protein gruplarının analitik 

olarak farklılandırılabilecekleri görülmüştür.     
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• İnsülin hormonunun konformasyonu hakkında detaylı bilgi sahibi olduğumuz bu 

çalışma, bu hormon ile yapılacak bütün çalışmalara öncülük edecektir. 
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EKLER 

EK 1 – İnsan insülininin amonyum asetat ile hazırlanmış çözeltisinin iyon kaynağı 

sıcaklığı ve kapiler voltajı değişimine göre belirli iyonlarının etkin çarpışma kesiti 

(CCS) ve hareketlilik (1/K0) değerleri 

 

Çizelge 1.  Amonyum asetat ile hazırlanmış insan insülininin farklı iyon kaynağı 

sıcaklığı değerlerinde gerçekleşen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde 

edilen +7 yüklü dimer iyonunun (m/z:1660,1857) etkin çarpışma kesitleri 

ve hareketlilik değerleri. 

 

 

Çizelge 2.  Amonyum asetat ile hazırlanmış insan insülininin farklı kapiler voltajı 

değerlerinde gerçekleşen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde edilen 

+7 yüklü dimer iyonunun (m/z:1660,1857) etkin çarpışma kesitleri ve 

hareketlilik değerleri. 

İyon Kaynağı sıcaklığı CCS (A²) Hareketlilik  (1/K0) (V.s/cm²)

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
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Kapiler Voltaj CCS (A²) Hareketlilik  (1/K0) (V.s/cm²

1000 V 1844,1 1,305

1200 V 1809,3 1,28

1400 V 1807,7 1,279

1600 V 1748,5 1,237

1800 V 1803,6 1,276

2000 V 1745 1,234

2200 V 1800,5 1,274

2400 V 1739,7 1,231

2600 V 1791,1 1,267

2800 V 1786,4 1,264

3000 V 1749,6 1,238
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Çizelge 3.  Amonyum asetat ile hazırlanmış insan insülinininfarklı iyon kaynağı 

sıcaklığı değerlerinde gerçekleşen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde 

edilen +3 yüklü monomer iyonunun (m/z:1936,8829) etkin çarpışma 

kesitleri ve hareketlilik değerleri. 

 

 

Çizelge 4.  Amonyum asetat ile hazırlanmış insan insülininin farklı kapiler voltaj 

değerlerinde gerçekleşen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde edilen 

+3 yüklü monomer iyonunun (m/z:1936,8829) etkin çarpışma kesitleri ve 

hareketlilik değerleri. 

 

  

İyon Kaynağı sıcaklığı CCS (A²) Hareketlilik  (1/K0) (V.s/cm²)

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

Kapiler Voltaj CCS (A²) Hareketlilik  (1/K0) (V.s/cm²)

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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Çizelge 5.  Amonyum asetat ile hazırlanmış insan insülininin farklı kapiler voltaj 

değerlerinde gerçekleşen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde edilen 

+3 yüklü monomer iyonunun (m/z:1936,8829) etkin çarpışma kesitleri ve 

hareketlilik değerleri. 

 

Çizelge 6.  Amonyum asetat ile hazırlanmış insan insülininin farklı kapiler voltaj 

değerlerinde gerçekleşen TIMS - TOF - MS analizlerinden elde edilen 

+6 yüklü dimer iyonunun (m/z:1936,8829) etkin çarpışma kesitleri ve 

hareketlilik değerleri. 

 

 

 

 

 

 

 

İyon kaynağı sıcaklığı CCS (A²) Hareketlilik  (1/K0) (V.s/cm²)

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

Kapiler Voltaj CCS (A²) Hareketlilik  (1/K0) (V.s/cm²)

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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