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Proteinler, c¢esitli biyolojik fonksiyonlari gergeklestirmek ve bu fonksiyonlari
duzenlemek adina cesitli degisikliklere ugramaktadirlar. Post-translasyonel
modifikasyonlar (PTM) olarak adlandirilan bu degisiklikler, birgcok hicresel dnemli
faaliyetleri yUrattGginden bu modifikasyonlarin hicre fonksiyonu igerisindeki
rollerinin aragtirilmasi son yillarda buylik 6nem kazanmistir. En sik rastlanan post-
translasyonel modifikasyonlardan birisi olan glikozilasyon, hucre igerisindeki
enzimatik tepkimeler sonucunda olusmakta ve O-glikozilasyon ve N-glikozilasyon
olmak Uzere iki farkli tGrG bulunmaktadir. Glikozilasyon ile hlicreler arasi etkilesim
ve sinyal iletimi gibi pek ¢ok onemli fonksiyon islevsel hale gelmektedir. Bu
sureclerin fonksiyonlarinda gergeklesen cesitli bozulmalar kanser, alkolizm ve

benzeri bazi hastaliklar ile iligkilendirilmistir.

Bu tez kapsaminda, gadolinyum (Ill) oksit, titanyum (IV) oksit, tantal (V) oksit,
zirkonum (I1) oksit, nikel (I) oksit ve demir (Il) oksit gibi ¢esitli gecis metal oksitleri
kullanilarak saflastirilan ve zenginlestirilen glikopeptitler, Matriks Yardimli Lazer
Desorpsiyon/iyonlastirmali Kitle Spektrometresi (MALDI-MS) ve Elektrosprey
lyonlasmali Kiitle Spektrometrisi (ESI-MS) ile incelenmistir. Gegis metal oksitleri ile
glikopeptitler arasindaki etkilegimler, glikopeptit yapilarinda yer alan siyalik asit
gruplari ile pozitif yakli metal iyonlari arasinda gergeklesmistir. Bu etkilesimler
vasitasiyla glikopeptitler, enzimatik pargalanma sonucu olusan peptit karigimi
icerisinden sec¢imli olarak ayriimistir. Zenginlestirilen glikopeptitler metal oksit
yuzeyinden desorplanarak, hizli ve etkin bir bicimde MALDI-MS ve ESI-MS cihazlari

ile analiz edilmistir. Zenginlestirme c¢aligmalari icin en uygun kosullari saglamak



amaciyla, yukleme tamponu ¢ozeltisi pH’si, yukleme tamponundaki glikolik asit
derisimi ve yikama ¢ozeltileri bilegenleri farkh bilesen ve oranlarda denenmis ve en
uygun Kkosullar saptanmigtir. Tezin son asamasinda ise, siyalik asit igeren
glikopeptitlerin, peptit bolgelerinin incelenmesi amaciyla peptitlere ait oligosakkarit
bolgeleri PNGase F enzimi ile uzaklastiriimistir. Bu sekilde glikolizasyona ugrayan
peptideler, zenginlestirme sonrasi, kisa zamanda ve dogru bir sekilde tayin

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glikoproteomiks, post-translasyonel modifikasyon, glikopeptit

zenginlestirme, gecis metal oksit, MALDI-MS.
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Proteins undergo several changes in order to carry out and regulate various biologic
functions. These so-called post-translational modifications (PTM) are recently
having the most attention as their functionalities proposed to play an important role
in many cellular activities. One of the most common post-translational modifications
is glycosylation which occurs by enzymatic reactions and yields with two types of
modifications; O-glycosilation and N-glycosilation. By glycosylation, many important
functions such as intercellular interactions and pulse transmission can become fully
operational. Malfunctionalities of these processes are associated with certain

diseases like cancer and alcoholism.

Within the scope of this thesis, gadolinium (Ill) oxide, titanium (V) oxide, tantalum
(V) oxide, zirconium (Il) oxide, nickel (Il) oxide, and iron (Ill) oxide are used for
purification and enrichment of glycopeptides, and analyzed with Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization — Mass Spectrometer (MALDI-MS) and Electrospray
lonization Mass Spectrometry (ESI-MS). The interactions between transition metal
oxides and glycopeptides are occurred between the sialic acid groups attached on
glycopeptides and positively charged metal ions. By means of these interactions,
glycopeptides can be selectively separated from a mixture of digested peptides.
Enriched glycopeptides are desorbed from transition metal oxide surfaces, and
analyzed with mass spectrometric instruments rapidly and effectively. In order to
provide the optimum conditions for enrichment studies, pH of the loading buffer,

glycolic acid concentration in loading buffer and also components of elution



solutions are changed with different constituents and ratios. Finally, sialic acid
containing glycopeptides are treated with PNGase F enzyme for removal of
oligosaccharides of these peptides to investigate peptide regions. In this way,
glycopeptides were determined in a short time and as an accurate after the pre-

concentration of these peptides.

Keywords: Gylcoproteomics, post-translational modification, glycopeptide

enrichment, transition metal oxide, MALDI-MS.
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1. GIRIS
Proteomiks terimi ilk kez Marc Wilkins ve arkadaslarinca 1994 yilinda, hicre, doku
ve organizmadaki butln proteinlerin karakterizasyonu seklinde tanimlanmistir [1].
Gunumuzde ise proteomiks kavrami daha genis bir ifadeyle, protein ¢alismalari ile
m-RNA analizleri, genomiks ve hibrit ¢caligmalari gibi genetik okuma analizlerini
birlestirmektedir [2]. Bu sekilde daha kapsamli bir ifadeyle proteomiks kavrami
tanimlandiginda, bu baglik altinda birgok farkli ¢alisma alani bulundugu
goOrulmektedir. Protein-protein etkilesimleri, protein modifikasyonlari, protein
fonksiyon ve yer belirleme c¢alismalari gibi alt basliklar, proteomiks ana baslgi
altinda yer almaktadirlar. Proteomiks caligmalarinin ginimuzde oOneminin bu
derece artmasi ve mevcut halini almasindaki baslica etken, genom projesinin
sonuclarinin yarattigi bilimsel aydinlanmadir. insan gen sayisinin sadece 25.000-
30.000 civarinda oldugunun anlasiimasi, canllik ile ilgili bilginin DNA'nin baz
dizilerinde degil de sistemin genel isleyisinde aranmasi gerektigi gercegini ortaya
koymustur [3]. Bu nedenle gunimuzde gen sayilarindan ¢ok daha buyuk sayilarla
ifade edilen ve genlerin kodladi§i islevleri yerine getiren proteom kavrami ve protein
molekdlleri Uzerinde yogunlasiimaya baglanmigtir. Bu noktada proteinleri ve
genlerin proteinlerle olan yakin etkilesimlerini inceleyen proteomiks bilim dal

kargsimiza ¢gikmaktadir.

Proteomiks ¢alismalari bilim dunyasina, canli organizmalara ait birgok bilginin
yalnizca genom calismalar yUritllerek elde edilemeyecegini gdstermistir. Ornegin
canhlarin fenotipinden genler degil, proteinler sorumludur. Hastaliklar, yaslanma ve
cevresel etki mekanizmalarinin iglevlerinin, yalnizca genom ¢alismalarini kullanarak
aydinlatimasi imkansizdir. Proteinlerin etkilesim mekanizmalari ve protein
modifikasyonlari ancak proteomiks calismalari yuratilerek belirlenebilir. Proteomiks
calismalarina bu denli hareketlilik kazandiran baslica olaylar, translasyon
basamagindan sonra protein yapisinda meydana gelen degisiklikleri ifade eden
post-translasyonel modifikasyonlardir [4]. Bu dedisikliklerin bu kadar 6nemli
olmalari, baslica yasamsal faaliyetlerin olusumlari, ilerleyisleri ve dizenlenmeleri
sirasinda meydana gelmelerinden kaynaklanmaktadir. Protein yapilari, cogu kez
fonksiyonlarini gerceklestirmek veya duzenlemek igin degisiklige ugrarlar. Proteinler
icin birbirinden farkli, 300 kadar post-translasyonel modifikasyon gézlenmistir. Post-

translasyonel modifikasyonlara ugramis proteinler birgok hiicresel faaliyeti ydnetirler



ve bu yuzden bu modifikasyonlarin hicre dongust mekanizmalarindaki rollerinin
incelenmesi 6nemlidir [5]. Bu dedisiklikler, ornegin; sinirsel iletimde gorev alan
peptitleri aktive etmek icin gerekli yapisal ayrilmalar olabilecekleri gibi, lizine metil
grubu baglanmasi gibi aminoasitlere kimyasal baglanma gseklinde de olabilirler. Bu
degisikliklerin her ikisi de post-translasyonel modifikasyonlar olmalarina ragmen
ikinci durum, yani; aminoasitlerdeki kimyasal modifikasyonlar, bu konudaki

calismalar da ilk akla gelen degisikliklerdir.

Bu modifikasyonlarin en o&énemli ve en vyaygin gorulenlerinden biri
glikozilasyondur. Glikozilasyon, hlcre i¢inde enzimatik reaksiyonlar sonucunda
olusur ve kisaca oligosakkarit kismi anomerik karbon atomu araciligiyla serin (Ser)
ve treonin (Thr) aminoasidinin hidroksil grubuna glikozidik olarak baglanarak O-
badli glikozilasyonu ve asparajin (Asn) aminoasidinin amit azotuna N-glikozidik
bagiyla baglanarak N-bagl glikozilasyonu olusturmaktadir. Glikozilasyon sayesinde
proteinler hucre-hlcre etkilesimi, htcre uyarimi, hicre adezyonu ve sinyal iletimi
gibi birgok hayati 5neme sahip iglevler kazanmaktadirlar. Bu sure¢te meydana gelen
anormalliklerin gesitli kanserler ve bazi hastaliklar ile iligkisi tespit edilmistir [6]. Bu
nedenle glikozilasyona ugramis proteinlerin iglevlerinin tam anlamiyla anlagiimasi
icin yapilarinin  karakterize edilmeleri gerekmektedir. Kanserlere yonelik
biyobelirteglerin gelistirimesinde ve yeni ilag hedeflerinin bulunmasinda bu
analizlerin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir. Son derece 6nemli olan bu calismalar
sonucunda, glikozilasyonla ilgili galismalarin yapildigi proteomiks alani olusmustur.

Bu alana glikoproteomiks adi verilmektedir.

Gecgmiste ilk glikoproteomiks ¢alismalari oldukga ¢aba harcanilan ve zaman alici
deneysel asamalari gerektirmekteydi. Genellikle jel elektroforez ve Edman
degradasyonu yontemleri ile glikozilasyon bdlgelerinin tespiti yapilmaktaydi. Son
yillarda Matriks-Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirmali (MALDI) ve Elektrosprey
lyonlastirmali (ESI) gibi yumusak iyonlastirma 6zelligine sahip iyon kaynaklarinin
gelisimi sayesinde bircok post-translasyonel modifikasyonun kitle spektrometrisi ile
karakterize edilebilmesi proteomiks alanina ivme kazandirmistir. Glikopeptitlerin
veya glikoproteinlerin kitle spektrometrik yontemlerle analizlerinde en sik
kargilagilan sorun, dusuk tayin duyarhligina ulasabilmektir. Bir klinik veya dogal
ornegin proteolizi sonucu olusan peptit havuzunda, glikopeptitlerin miktarlari diger

siradan peptitlere gore gcok daha dusuktur. Ayrica glikopeptitlerin kitle spektrometrik



tekniklerle analizlerinde, glikopeptit sinyalleri diger yuksek iyon verimine sahip diger
peptitler tarafindan baskilanmaktadir. Bu nedenle glikopeptitlerin  kutle
spektrometrik analizler oncesinde karmasik biyolojik ornekler igerisinden etkin, hizli
ve secimli olarak zenginlestiriimeleri gerekmektedir. Bu amacla yapilan galismalar
genellikle kovalent olmayan etkilesimleri, elektrostatik etkilesimleri ve antijen-
antikor tanima prensiplerine dayali zenginlestirmeleri icermektedir. Bu amagla lektin
afinite kromatografisi, hidrofilik jeller ve boyut eleme kromatografisi sik¢a
kullaniimaktadir. Son zamanlarda titanyum dioksit kromatografisi ve hidrofilik
etkilesim sivi kromatografisi (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, HILIC)
de bu alanda sikg¢a kullaniimaktadir. Afinite prensipli zenginlestirme yontemlerinde,
zayIf baglanma veya dusuk geri kazanim olasiliklarinin mevcut olmasindan dolayi
bu yontemlerle alinan sonuglara supheyle yaklagilabilmektedir. Bu yuzden mevcut
yontemlerin tek baslarina veya birlikte kullaniimalari ve bu konuda yeni yontemlerin
gelistirmesi amaciyla yurUtilen c¢alismalar, bu alanda c¢alisan bilim adamlar

tarafindan guin gectikge daha fazla ilgi gérmektedir.

Glikopeptitlerin karakterize edilebilmeleri icin kitle spektrometrik sistemin
yuksek ayiriciiga, hassasiyete ve dogruluga sahip olmalari ve tandem kutle
spektrometrisi MS/MS 6zelligine sahip olmasi gerekmektedir. MS/MS sayesinde,
glikopeptit oldugu belirlenen bir iyonun, azot gibi bir inert gaz yardimiyla
parcalanarak elde edilen daha kuguk iyonlarinin, ikinci bir kutle analizérinde
ayrilmasi sonucu ana molekulle ait daha kuguk iyonlarin (fragment ions) tayin
edilmesi ve ayrintili yapi karakterizasyonu mumkdn olabilmektedir. MS/MS
teknikleri ile glikopeptitin glikozilasyon bolgesi, peptit ve oligosakkarit birimi
belirlenmektedir. Bu birimlerin karakterize edilmesi glikozilasyona ugramis
proteinlerin iglevlerinin tam olarak aydinlatiimasi acgisindan ¢ok onemlidir. Bu
nedenle, MS/MS teknikleri glikoproteomiks alaninda yapilan kutle spektrometrik

¢alismalarin vazgecilemez bir unsurudur.

Bu tez kapsaminda glikopeptitlerin ileri kitle spektrometrik tekniklerle sec¢imli,
hizli ve etkin olarak tayin edilebilmesi amaciyla zenginlestirme c¢alismalarinda
kullanilabilecek gesitli gegis metal oksitleri denenmistir. ilk olarak zenginlestirme
islemi Oncesi ve sonrasinda farkhliklari gozlemlemek icin enzimatik olarak
parcalanmis transferrin proteini MALDI-MS ve ESI-MS ile analiz edilmistir. Metal
oksit taramasi igin Zirkonyum (1V) oksit, Tantal (V) oksit, Titanyum (IV) oksit, Nikel



(1) oksit, Gadolinyum (lll) oksit ve Demir (lll) oksitleri denenmigtir. En iyi
zenginlestirme malzemesi olarak demir(lll) oksiti belirlendikten sonra en iyi
zenginlestirme metodu icin optimizasyon galismalari yapilmistir. ilk optimizasyon
calismalarinda yukleme tamponu ¢ozeltisinin pH’lari degistirilerek adsorpsiyon ile
iligkisi incelenmis bu asamadan sonra yukleme tamponun glikolik asit derigimi
degistirilerek siyalik asit iceren glikopeptitlerin yuklenme performanslari
karsilastirmali olarak incelenmigtir. Zenginlestirme iglemlerinde 6nemli bir basamak
olan yikama iglemleri icin farkli ¢cozeltiler ile yilkama yapilmis ve en iyi ylkama
cOzeltisi belirlenmistir. Son olarak siyalik asit iceren glikopeptitlerin, peptit
bdlgelerinin belirlenmesi amaci ile peptitlerin PNGase F enzimi ile oligosakkarit

bolgeleri uzaklagtiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Proteomiks

Proteinler dogal halde bulunan 20 tane L-a-aminoasidin 6zgun dizilimi sonucu
olusan temel biyomolekullerdir. Proteinler biyolojik surecler icerisinde hayati 6nem
tasiyan bir role sahiplerdir. Bazi proteinler belirli tepkimelerin katalizlenmesi igin
enzim gorevi gorurken; digerleri antikor, reseptor, hormon veya kaslar, kemikler, deri
ve saclar icin en dnemli bilegsen olarak rol almaktadirlar. Ayrica proteinler kuguk
molekdllerin tasinmasinda, depolanmasinda ve sinir uyarilarinin iletimini de
saglarlar. Protein zinciri, bir aminoasidin a-karboksilik grubu ile diger aminoasidin a-
amino grubu ile olusturdugu peptit bagi ile bir arada tutunurlar. TUm aminoasitler;
bir hidrojen atomu, bir amino grubu, bir karboksilik grup ve bir yan zincire bagli olan
merkezi bir karbon atomu igermektedir (Sekil 2.1).
o)
HZN—CH—H—OH
R

Sekil 2.1. Aminoasitlerin genel gosterimi.

Bir aminoasitin ve dolayisi ile proteinin karakteristik 6zelligi, sahip oldugu merkezi
karbon atomuna badli olan yan zincire baghdir. Bir protein zinciri serbest amino
grubu iceren bir aminoasit (N-sonlu) ile baslarken, serbest karboksilik grup iceren
bir aminoasit (C-sonlu) ile sonlanmaktadir. Kesin bir kural olmamakla birlikte, 40

taneden daha az sayida aminoasit igeren zincirler peptit olarak adlandiriimaktadir.

Proteinler aslinda gen ekspresyonunun son urtinudur. Hlcre igerisinde bir proteinin
uretimi, genetik bilgilerin genlerden mesajci RNA’'ya (mRNA) transkripsiyonu ile
baslamaktadir. Bunun arkasindan bu bilginin translasyonunun bir proteine dizilimi
belirlenerek gerceklesmektedir. Tasinma sirasinda, proteinler c¢esitli post-
translasyonel modifikasyonlara (PTM) ugramaktadir. Bir proteinin konformasyonu,
aminoasitlerin 3-boyutlu olarak dizilmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bulundugu
ortama bagdl olarak, bir protein doért farkl dizilimde bulunmaktadir [7]: Birincil yapi,
aminoasitlerin lineer dizilimini, disulfit baglarinin yerini ve aminoasitlerin diger
kovalent modifikasyonlarini tanimlamaktadir. ikincil yapi, proteinlerin kisa

segmentlerinin katlanmasi ve a-sarmal ve B-yaprak gibi konformasyonlarin zincir



iskeleti Uzerindeki —C=0 ve H-N- gruplari arasindaki hidrojen baglari ile kararli hale
gectiklerini agiklamaktadir. Uglinctil yapi, ikincil yapida bulunan bir protein zincirinin
kendi igerisindeki etkilegimleri ile katlanarak 3-boyutlu bir yapiya donusmesini
tanimlamaktadir. Son olarak kuarterner yapi, birden fazla polipeptit zinciri igceren
proteinlerde gorulmekle birlikte, bu alt birimlerin polar ve hidrofobik etkilegsimler ile

bir kompleks olusturmasini agiklamaktadir (Sekil 2.2).

Birincil Yapi
Aminoasitler
a-sarmal ikincil Yapi
Uglincil Yapi

Kuarterner Yapi

Sekil 2.2. Protein konformasyon tirleri.

Proteomiks terimi, bir genomun tim protein tamamlayicilarinin yapilarini ve
fonksiyonlarini inceleyen ¢alisma alanidir. Proteom (protein + genom); bir genom,
hicre veya dokuya ait proteinlerin tumudur [1]. Oysaki bir proteom, tek bir genden
cok fazla sayida protein elde edilebileceginden dolayi, bir genomdan c¢cok daha

karmasiktir.



Proteomiks, hicre igerisinde gergeklesen olaylarin agiklanmasi igin ¢ok daha
detayl bir agiklama getirebildiginden, son yillarda buyuk ilgi gérmektedir. Yasayan
bir sistemin proteomu, ekspresyona tabi tutulan protein tirleri, ekspresyon
seviyeleri, hicre i¢i konumu ve post-translasyonel modifikasyon tirleri ile son
derece dinamik olup surekli bir degisim halindedir. Bu sebepten o6turl proteom,
hicrenin gevresi ve fizyolojik durumu ile yakindan ilgilidir, boylelikle htcrenin saghkli

olup olmadigi anlagilabilmektedir.

2.1.1. Proteomiksin Caligma Alanlari
Proteomiks galisma alanlari asagidaki sekilde siniflandirilabilir:

1. Proteomik Kkarakterizasyonu: Arastirma veya profilleme olarak da
bilinmektedir; bir hicre, doku veya biyosivi igerisinde bulunan tim
proteinlerin tanimlanmasidir.

2. Ayrimsal proteomiks: Ayrimsal olarak ekspresyona tabi tutulmus proteinlerin
farkh fizyolojik hallerinin (6rn.; saglikh veya hastalikli, ilaglanmis veya
zehirlenmis denekler) calisma alanidir.

3. Fonksiyonel proteomiks: Belirli bir hicresel fonksiyonu yerine getirmek igin
etkilesen bir protein aginin belirlenmesidir.

4. Yapisal proteomiks: Protein ve protein komplekslerinin 3-boyutlu yapilari ve
dinamiklerinin ¢alisma alanidir.

5. Post-translasyonel modifikasyon proteomiks: post-translasyonel
modifikasyona tabi tutulmus proteinlerin, &zellikle fosforilasyon

(fosfoproteomiks) ve glikozilasyon (glikoproteomiks) calisma alanidir.

2.1.1.1. Protein Karigimlari i¢in Ayirma Yontemleri

Biyolojik ornekler igerisindeki proteinlerin ¢esitliligi ve karmasikligi nedeniyle,
yuksek dereceli ayirma yapilmasi ¢ok onemlidir [8]. Proteinlerin sekil, yuk,
hidrofobiklik, afinite gibi ayrimsal o6zellikleri ile uygun ayirma ve saflastirma
gerceklestirilebilmektedir (Sekil 2.3). En ¢ok kullanilan yéntemler; tek-boyutlu jel
elektroforez (1-DE), iki-boyutlu jel elektroforez (2-DE) ve iki-boyutlu (2-D) sivi
kromatografisidir (LC).



Doku

Plazma / Serum Homejenizasyon
Hiicre Pargalama

Doku
Afinite Kromatografisi Homojenizasyonu

Maobil Faz Sahit Faz Yogunluk
Siniflandirmasi

On Aynistirma Hiicre Alt
(1DE, FFE, RP-LC) Birimleri
Protein Alt Protein Alt Coziindr Hale Getirme ve On
Birimleri Birimleri Ayirma (1DE, FFE, RP-LC)
Protein Ayirma Protein
Alt Birimleri

Protein Ayirma

Protein Birimleri Protein Birimleri
(2DE ve 20-LC)

Protein Birimleri

Sekil 2.3. Proteinlerin gesitli biyolojik kaynaklardan saflastiriimasinin sematik

gOsterimi.

2.1.1.1.1. iki-Boyutlu (2-D) Jel Elektroforez

2-DE, biyolojik kaynakl karmasik protein karisimlarinin ayrilmasinda son yillarda
kullanilan en giicli ve saglikli yontemdir [4]. iki-boyutlu yaklasim; izoelektrik
odaklama (IEF) ve sodyumdodesil sulfat (SDS) — poliakrilamit jel elektroforez

(PAGE) yontemlerinin birlesiminden olusmaktadir.

Bu yontemde proteinler once izoelektrik noktalarina gore ayrigtirildiktan sonra
molekuler buyukluklerine gore ayristiriimaktadir. Ayrilma islemi tamamlandiktan
sonra jel gesitli boyalar vasitasi ile boyanarak ayrilan proteinlerin gortlmesi saglanir.
Boyanan jel, floresans goéruntuleyicisi ile goruntulenir. Bu yontem ile binlerce protein
tek bir deney ile ayrilabilmektedir. Bu teknigin en énemli avantajlarindan birisi, iki-
boyutlu plakalarin, ayrilmig olan proteinler igin uygun saklama ortami
olugsturmasidir. Dezavantaji ise, ¢ok zaman alici, pahali, tekrarlanabilirliginin

olmamasi ve otomasyona uygun olmamasidir.



Bir proteom analizinde, proteinlerin ayrilmasindan sonraki ikinci agsama, proteinlerin
kiguk birimlere ayrilmasidir. Kitle spektrometrik cihazlarda analize uygun hale
getirmek icin proteinler peptitlere ayristiriimaktadir. Cesitli kimyasallar (6zellikle
enzimler) kullanilarak proteinler se¢imli olarak pargalanabilmektedir. Tablo 2.1’deki
listelenen endoproteazlar arasinda kutle spektrometri tabanli proteom analizi igin en
cok tercih edilen tripsindir. Tripsin, lizin ve arjininin C-sonlu tarafindaki bagi

kirmaktadir, boylelikle bazik ug iceren C-sonlu peptitler elde edilmektedir.

Enzimatik parcalama genellikle belirli pH, sicaklik ve tampon kosullarinda
gerceklestirimektedir. Burada kolay uzaklastirilabilen amonyum karbonat ve

amonyum bikarbonat gibi tamponlar tercih edilmektedir.

Kesme ajani Segimlilik Enzimatik Pargalanma Kosullar
(tampon; pH; sicaklik (°C))

Kimyasal ajanlar

Siyanojen bromur Met-X %70 TFA

N-klorosUksinimit Trp-X %50 asetik asit

N-bromosuksinimit Trp-X %50 asetik asit

Yuksek sec¢imlilige sahip proteazlar

Tripsin Arg-X, Lys-X 50 mmol L't NH4sHCOg3; 8.5; 37

Endoproteinaz Glu-C Glu-X 50 mmol L** NH4HCOs; 7.6; 37

Endoproteinaz Arg-C Arg-X 50 mmol L** NH4HCOs; 8.0; 37

Endoproteinaz Lys-C Lys-X 50 mmol L* NH4sHCOg; 8.5; 37

Endoproteinaz Asp-N X-Asp 50 mmol L'* NH4HCOs; 7.6; 37

Secimli olmayan proteazlar

Kimotripsin Phe-X,  Tyr-X, | 50 mmol Lt NHsHCOg; 8.5; 37
Trp-X, Leu-X

Termolizin X-Phe, X-Leu, 50 mmol L** NH4HCOs; 8.5; 37
X-lle, X-Met

Pepsin Phe-X,  Tyr-X, | 0.01 mol Lt HCI; 2.0; 37
Trp-X, Leu-X

Elastaz Genis segimlilik | 5 mol L't NH4HCOg; 37

Tablo 2.1. Cesitli protein parcalama ajanlari

2.2. Proteomlarin Kiitle Spektrometrik Analizi

2.2.1. Asagidan Yukariya ve Yukaridan Asagiya Yaklasimli Proteomiks

Proteom analizi igin kutle spektrometrisi iki kategoriye ayrilabilir (Sekil 2.4): (1)
“Asagdidan-yukariya yaklagimli” proteomiks ve (2) “Yukaridan-asagiya yaklagimli”
proteomiks [10]. ik gruptaki proteomiks yaklasimi, kiitle spektrometrisinin peptit



duzeyinde uygulanarak molekul kutlesinin veya aminoasit diziliminin eldesi igin
kullaniimaktadir. ikinci gruba ait yaklasimda ise, proteinler daha kiglk birimlere
ayriimaz, bunun yerine Fourier-Dénlsimli (FT) — iyon Siklotron Rezonans (ICR) -
tabanli yuksek-¢ozunurlukli tandem kutle spektometreleri ile yapisi bozulmadan
proteinlerin analizleri yapilir. Burada proteinden elde edilen veriler bir veritabani
kullanilarak karakterize edilmektedir. Yukaridan-asagiya yaklagim, modifiye edilmis
proteinlerin belirlenmesi igin daha uygun bir yontemdir. Bu yaklagimda bozulmamisg
proteinlerin molekul kutlesi ilk 6nemli parametredir. Molekul katlesi vasitasiyla,
yorumlanan dizilimlerin dogrulugu, nokta mutasyonlarinin saptanmasi, post-
translasyonel modifikasyonlarin derecesi, sistein kalintilari ve disulfit baglarinin
sayisinin hesaplanmasi mimkin olmaktadir. ESI-MS ve MALDI-MS, proteinlerin
molekul kutlesinin  bulunmasinda tercih edilen yontemlerdir. Yuksek kutleli
biyopolimerlerin ESI-MS ile ¢oklu iyonlari olusturularak, hedeflenen proteinin kesin
olarak molekul katlesi bulunabilmektedir. MALDI daha basit bir spektrum vererek

genellikle tek protonlanmig iyonlari icermektedir.

Tripsin ile

—

enzimatik ‘\h‘\.(\

pargalama \
=

Parcalanma
driner

Yapisi bozulmamis

K Yapisi bozulmamis . .
R proteinin kitle dlgimi proteinin MS/MS analizi
—K (ESI-FT-ICR M5)
WH
Mcul_eki]l kitlesi
MALDI-MS veritaban Dizilime bagh ivonlar
veya taramasi
LC-MS/MS

Tamimlanmis protein

Peptit kitle parmak
izleri veyva

- it Yukandan Asadiyva Yaklasim
dizilime badl ivonlar

Weritaban
taramasi

Tanimlanmis protein

Aszadidan Yukanya Yaklasim

Sekil 2.4. Asagidan-Yukariya ve Yukaridan-Asagiya yaklasim turleri.
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2.3. Protein ve Peptitlerin Post-Translasyonel Modifikasyonlari (PTM)

Amin, tiyol, tiyoeter, karboksilik asit veya hidroksil gibi belirli aktif grup iceren
aminoasitler, gelismeye baslayan proteinin hilcre igerisindeki transferi sirasinda
cesitli kovalent modifikasyonlara ugramaktadirlar. 300’den fazla post-translasyonel
modifikasyon bilinmekte olup, en sik¢a rastlananlari ise agilleme (asetil, formil ve
miristil), karboksilasyon, glikozilasyon, lipidasyon, amidasyon, oksidasyon,
nitrasyon, nitrozilasyon, fosforilasyon, stlfasyon, asetilasyon, hidroksilasyon ve
proteolizdir. Bu modifikasyonlar ile c¢esitli hlcresel fonksiyonlar harekete
gegiriimektedir. Kutle spektrometrik teknikler ile bu tir modifikasyonlara ugramis
proteinler ve peptitler incelenebilmektedir. Bu teknikler, modifikasyon sonucundaki
kitle degisimine dayanmaktadir. Post-translasyonel modifikasyonlar arasinda en

¢ok dneme sahip olan iki modifikasyon; fosforilasyon ve glikozilasyondur.

2.3.1. Glikoproteomiks

Okaryot sistemlerdeki memeli proteinlerinin %50’sinden fazlasi glikozilasyona
ugramis formda bulunmaktadir. Glikozilasyon terimi, karbonhidrat zincirlerinin
polipeptitlere asparjin yan zinciri Gzerindeki primer amitin azot atomu Gzerinden (N-
glikozilasyon) veya serin ve treonin yan zincirlerindeki oksijen atomlari Gzerinden
(O-glikozilasyon) baglanmasi anlamina gelmektedir. Karbonhidrat baglanmasi

sonucunda olusan formlara glikan adi verilmektedir.
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Sekil 2.5. Glikoproteinlere oligosakkarit baglantilarinin sematik gésterimi.

Memeli proteinlerinde en ¢ok bulunan karbonhidrat yan zincirlerindeki
monosakkaritler; D-Mannoz (Man veya Hex), D-Galaktoz (Gal veya Hex), L-Fruktoz
(Fuc veya dHex), N-Asetilglukozamin (GIcNAc veya HexNAc), N-Asetilgalaktozamin
(GalNAc veya HexNAc) ve N-asetilneuraminik asittir (Siyalik asit, NeuSAc veya
NANA). Proteinlerin glikozilasyonu hucre biyolojisinde ¢ok dnemli rollere sahiptir.
Hucre ici tasima, hucre tanima, hicreler arasi etkilesimler gibi fonksiyonlarin yani
sira, proteinlerin fizikokimyasal (6rn., ¢ézunurlik ve kararlilik) ve biyolojik (6rn.,

immunoljik ve proteolitik kararlilik) gibi 6zelliklerinin ayarlanmasinda etkilidir.

Sekil 2.6'da glikoproteinlerin karakterizasyon basamaklari gosterilmektedir. ik
basamakta glikoproteinlerin molekil kutlesi  6lgulmektedir.  Glikozilasyona
ugramamis proteinin (6rn., proteinin cDNA dizilim bilgileri kullanilarak) kuitlesi ile
hedef glikoproteinin kutleleri karsilastirilarak, glikan katlesi hesaplanabilir. MALDI-

MS ve ESI-MS glikoproteinlerin kitle analizleri icin en uygun yontemlerdir [11].
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Sekil 2.6. Glikoproteinlerin karakterizasyon basamaklarinin sematik gosterimi.

2.3.1.1.

Kutle

glikoproteinlerin Tablo 2.1°de verilen tripsin veya diger benzer enzimlerle enzimatik
parcalanmasi ile daha kuguk peptit pargalarina ayrilmasi gereklidir. Bir proteinin
glikozilasyona ugrayip ugramadigini anlayabilmek icin, glikozilasyona ugramig ve
ugramamis formlar karsilastirilir [12-14]. Karbonhidrat zincirlerinin glikoproteinin
yapisindan ayrilmasindan (PNGase ile muamele) dnce ve sonrasindaki proteolizi
ile iki tane peptit haritasi ortaya ¢ikmis olur. PNGase ile muamele edilmis kesitin
peptit haritasindaki yeni pikler, glikopeptitlerin varligini dogrulamaktadir. Eger

proteinin sekansi da biliniyorsa, yeni peptitin m/z degeri, onun glikoprotein

spektrometrik analizler

Glikopeptitlerin Karakterizasyonu

genellikle

peptit

icerisindeki yerinin de bulunmasinda 6nculuk etmektedir.
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N-baglh

giian Hicre disinda kalan bdlge

Sitoplazma

Sekil 2.7. Hicre membraninda bulunan oligosakkarit yapilari.

2.3.1.2. Siyalik Asit (N-asetilneuraminik asit)

Siyalik asitler dokuz karbonlu 2-keto-3-deoxy seker ailesi olup 40’tan fazla ¢esidi
olmakla birlikte, her birinin varligi glikoproteinlerin 6zelliklerini degistirmektedir [15].
Glikoproteinlerin ug noktasindan baglanan ve pKa degeri yaklasik olarak 2.6 olan
[16], bu sebepten 6tlrd fizyolojik ortamda negatif yukli olan yapilardir. En gok
bulunan siyalik asit tirl N-asetilneuraminik asit (Neu5Ac) olup, bu yapi 5-karbon

bdlgesinde N-asetil grubu icermektedir.

Vucuttaki siyalik asit miktarinin artmasi, tumor olusumu, atesli hastaliklar, diyabet,

miyokardiyal enfarktus ve alkolizm gibi pek ¢ok hastaligin belirtisidir [17-23].
Siyalik asidin biyolojik fonksiyonlar [24]:

1. Glikoproteinlerin ve hiicre membranlarina ait konformasyonlarin kararliligini
saglamak

2. Hducreler arasi tanima ve etkilesimine yardim etmek

3. Membran tasimasina katkida bulunmak

4. Membran reseptorlerinin fonksiyonlarini degistirerek ligandlar i¢in baglanma
bolgeleri olusturmaktir.
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2.3.1.3. Glikopeptitlerin Zenginlestiriimesi

Kutle spektrometrisi tabanli proteomiks ¢aligsmalarinda genellikle triptik peptitlerin ve
glikopeptitlerin, saflastinimis (gliko)peptitlerden veya SDS-PAGE jel igerisinde
bulunan protein setlerinden veya bir organizmanin butiin proteomundan analizleri
yapilir. Bu karigimlar igerisinde glikopeptitlerin analizi genellikle zor olmakta, bunun
sebebi ise glikopeptitlerin gesitli tlrlerde glikoformlar olusturmasi igin glikozilasyon
bolgelerinde kalabalik gruplar halinde glikanlar bulundurmalari, boylelikle toplam
peptit havuzu igerisinde bu yapilarin derisimlerinin nispeten disuk olmasi olarak
aciklanabilir. Bu sebepten 6turu, genel veya 6zgun glikoproteomlarin hedeflenmesi
icin plazma, idrar veya hucre gibi karmagik orneklerden analizleri igin c¢esitli

yontemler gelistirilmigtir.

Glikopeptit veya glikoproteinlerin kitle spektrometrisi tabanli arastirmalarinda gesitli
yontemler kullaniimistir.  Kullanilan  yontemlerde, zenginlestiriimis  triptik
glikopeptitlere ait N-glikozilasyon bdlgeleri genellikle PNGase ile asparjin, aspartik
asite donustirilerek LC-MS/MS veya MALDI-MS/MS ile tayin edilir [25-32].

Glikoproteinlerin veya glikopeptitlerin afinite kromatografisi ile izolasyonunda gesitli
lektinler kullanilmigtir [33, 34]. Konkanavalin A (Con A) kullanilarak yapilan lektin
kromatografisi, insan idrarl, serumu veya Caenorhabiditis elegans plazma
membrani  gibi  cesitli  biyolojik  kaynaklarina ait  N-glikoproteinlerin
zenginlestiriimesinde kullanilmigtir. [25, 26, 35, 36]. Bu lektinin 6zelligi, O-
glikozilasyon bodlgelerine sahip yapilarin kendisine baglama 06zelligine sahip
olmamasidir [26, 37, 38]. Bunlarin yani sira, ¢gok boyutlu lektin kromatografisi, alt-

glikoproteom birimlerinin karsilastirmali analizi igin ¢ok etkili bir ydntemdir [39].

Secimli lektin-afinite glikopeptit zenginlestirme ydontemlerine ek olarak, glikopeptit ve
glikoproteinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagl olarak yapilan yaklasimlar da
mimkin olmaktadir. Ornegin, karmasik bir peptit/glikopeptit karigimi icerisinde
triptik glikopeptitlerin digerlerine kiyasla daha buyuk bir kutleye sahip olmalari ¢ok
baylk bir avantajdir. Glikopeptitler buyudklikce eleme kromatografisi ile
zenginlestirilebilmektedir [40]. Glikanlarin hidrofilik 6zelliklerinden yararlanilarak,
sellloz veya sefaroz gibi karbonhidrat jel matriksler ile olan hidrofilik etkilesimler ile

zenginlestirme yapilabilmektedir [41]. Hidrofilik etkilesimlerin  kullanildigi
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ekstraksiyon yontemi ile insan serumu ve plazmasindan alinan glikoproteinler ile
[42, 43] ve tum serum glikoproteinler ile [44] zenginlestirme ¢alismalari yapiimistir.
Yapilan bu calismada jel ile ayrilan glikoproteinlerin saflastirimasi igin grafit

mikrokolonlar kullaniimistir [44].

2.4. Kitle Spektrometrisi

Kutle spektrometrisi, bir bilesigin molekul agirliginin bulunmasi ve muhtemel
bilesenlerinin analizi i¢in kullaniimaktadir. Bilesiklerin kltle spektrometrik analizi,

bilesigin gaz fazindaki iyonlarinin olusturulmasi ile gergeklestirimektedir.
M+e — M*+ 2e (Esitlik 2.1)

Elektron iyonlastirma ile olusan M-* molekuler iyonu normalde pargalara ayrilir. Bu

iyon bir radikal katyon olup tek sayida elektron igerdiginden, ya radikal ve cift sayida
elektron iceren bir iyona, ya da bir molekule ve yeni bir radikal katyonuna

ayrilacaktir:
EE" + R

/ CIFT iYON RADIKAL

M
\ OE™" + N

TEK IYON MOLEKUL

Sekil 2.8: Molekiler iyon olusumunun sematik gosterimi.

Bu iki tdr iyonun kimyasal 6zellikleri farklidir. Molekiler iyondan elde edilen ana
ayrilma UrUn iyonu, tekrar tekrar pargalara ayrilir. Tum bu ayrilan iyonlar kutle
spektrometresinde, kitle/ylk oranina goére ayrilir ve bolluguna goére oranlanarak

tayin edilir. Boylelikle bir molekule ait kutle spektrumu olusturulur.

Kltle spektrumu bar grafigi veya verilerden olusan tablo olarak gdsterilebilir. En
siddetli pik, ana pik olarak adlandirilir ve bagil olarak diger piklerin yaninda %2100
olarak kabul edilir. Diger piklerin siddet ve bolluklari, ana pike gore hesaplanarak

yuzde cinsinden ifade edilir.
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Pek c¢ok pozitif iyon, tek bir elektronun kaybedilmesi ile olugsmaktadir. Ancak buyuk
molekiiller igin, coklu iyonlar da elde edilebilmektedir. iyonlar, kiitle/yiik oranina gore
ayriimakta ve tayin edilmektedir. iyonlarin toplam yiikii q, elektron yiki e ve

iyonlarin yuk sayisi z olmak uzere:

g=zevee=1.6x10" Cdur. (Esitlik 2.2)

Kltle spektrumunun y-ekseni iyon sayisi veya bagil iyon siddetini gdsterirken, x-
ekseni kiutle/ylk oranini (m/z) gostermektedir. Burada m bagil kitle ve z yUk sayisi
ve bu iki kavram birimsiz oldugundan, m/z ifadesi boyutsuz bir buyukligu ifade

etmektedir.

Genellikle kutle spektrometrisinde yuk, bir elektronun yukinun mutlak degeri (1 e =
1.602177 x 101° C) cinsinden ve kiitle ise atomik kitle birimi (1 u = 1.660540 x 10
27 kg) cinsinden ifade edilir. Onceden belirtildigi tzere, kitle spektrometrisinde
Olcllen fiziksel 6zellik kitle/yuk oranidir. Katle, atomik kitle birimi (u) cinsinden ve
yuk elementel yuk birimi (e) cinsinden ifade edildigine goére, kitle/ylk oraninin
boyutlari U/e olmaktadir. Basite indirgendiginde, Thomson (Th), yeni bir birim olarak

Onerilmistir [45]. Buna gore:

1 Th=1u/e =1.036426 x 108 kg C* ‘dir. (Esitlik 2.3)

Buna ragmen, genelde stokiyometrik hesaplamalarda kullanilan ortalama izotopik
kitle ile ilgilenildiginde, Dalton (Da) birimi ile ve kltle spektrometrisinde her bir

elementin ana izotopuna ait kitle, u ile ifade edilir.

Bir atom, molekul ya da iyonun tanimlanmasinda ve kutlesinin hesaplanmasinda
pek ¢ok yontem kullaniimaktadir. Stokiyometrik hesaplamalar icin, atom agirligi yani
molekul igerisindeki atomlarin farkli izotoplarina ait kitlenin ortalamasi
kullaniimaktadir. Kutle spektrometrisinde ise, nominal kutle ya da monoizotop
kutlesi genellikle kullaniimaktadir. Nominal kutle, ayni zamanda nukleon sayisi
olarak da bilinmekte olup, her bir elemente ait ana izotopun kitlesinin en yakin

tamsayiya yuvarlanmasi ile hesaplanmaktadir. Ancak, izotoplarin kesin kutleleri,
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kesin olan tam sayilar degildir. Proton, nétron ve elektron sayilarinin farkliliklarindan
oturd, toplamda kuguk farklar bulunmaktadir. Bu farklar, katle kusurlari olarak
adlandiriimaktadir ve bu pargaciklari bir arada tutan baglanma enerjisine esittir. Bu
nedenle her izotopun kendine 0zgu ve karakteristik bir kutle kusuru vardir.
Monoizotopik kutle bu tur kitle kusurlarini da géz ontine alarak, her bir elemente ait

en ¢ok bulunan izotopunun kesin kutlesi kullanilarak hesaplanmaktadir.

Ortalama kutle, nominal kutle ve monoizotopik kutle arasindaki farklar, atom
sayisina ve bu atomlarin izotopik dagilimlarina bagli olarak birka¢ Da kadar farkli

olabilmektedir.

2.4.1. Calisma Prensibi

Bir kUtle spektrometresinde her zaman su bilesenler bulunur;

1. Ornek girisi; kiitle spektrometresinin igine yerlestirilebilen prob
2. lyonlagsma kaynagi; 6rnekten analitlerin iyonlasmasini saglar
3. Kitle Analizorleri; iyonlarin kitle/ylk oranina goére ayrilmasini saglar
4. Dedektor; iyonlarin sayilmasini saglar
5. Veriisleme sistemi; kUtle spektrumunun uygun sekilde olusturulmasini saglar
(Sekil 2.9).
Vakum
IYONLASMA KUTLELERIN AYRILMASI TESPIT
lyon "
kaynagi N—— Kitle Ayiricisi —
fyonlar olusur (yUkdd (miz) aranlanna gére iyonlann ayrimas: Iyonlann
rt\obk\ﬂor) Siclimesi
-Elektron Borbardimani (EI) - Manyetik Alan Analizdri - Faraday Kafesi
cKimyossl fyonteytmme (C8 - lyon tuzakiamali - Elektron Gogalticilar
-Hizlh Atom Bombardimam (FAB)
-Elektrosprey iyonlagtirma (ESI) -~ Quadrupol (Dort Kutuplu) - Sintilasyon Sayici

-Matriks yardiml Lazer Cok-kanalli plakatar

desorpsiyonfiyoniagtirma (MALDI)

Sekil 2.9. Kitle Spektrometresinin Bilesenleri.
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Bir kUtle spektrometresi asagidaki suregleri yerine getirmelidir:

1. lyon olugturma,

2. Kutle/yik oranina gore kutle ayiricisi igerisinde olusturulan iyonlari ayirma,

3. Secilen iyonlari pargalama ve ikinci bir kitle analizériinde parcalanma
artnlerinin analizi (MS/MS),

4. Son analizérden c¢ikan iyonlarin tayini ve bollugunun dlgumu, dedektor ile
iyonlarin elektrik sinyallerine donusuma,

5. Dedektorden elde edilen sinyallerin bilgisayara aktarimi.

2.4.2. Tarihge

1897°deki Thomson’in deneylerinden bu yana, ¢ok fazla sayida kitle spektrometresi

gelistirilmigtir. Asagidaki listede bu gelisim tarih sirasina gore verilmigtir:

1886: E.Goldstein gaz bosalim icerisinde anot i1sinlarini (pozitif gaz fazi iyonlarini)

bulmustur.

1897: J.J. Thomson, elektronu ve elektronun kutle/yik oranini kesfetmistir. (1906
Nobel Odiili)

1898: W. Wien, manyetik saptirma ile anot 1sinlarini analiz etmis ve bu isinlarin
pozitif yik tasidigini kanitlamistir [46] (1911 Nobel Odiili).

1901: W. Kaufmann, katot isinlarini paralel elektrik ve manyetik alanlar kullanarak

analiz etmistir [47].
1909: R. A. Millikan ve H. Fletcher, yukun basit birimini bulmuslardir.

1912: J. J. Thomson, ilk kitle spektrometresini (daha sonra bu sisteme parabol
spektrografi adi verilmigtir) yapmigtir [48]. Oz, N2, CO, CO2 ve COCI2'nin kitle
spektrumunu almistir. Negatif ve ¢oklu ylUklere sahip iyonlar gézlemlemistir. Yari
kararl (metastable) iyonlari kesfetmistir. 1913 yilnda ise, Neon’a ait 20 ve 22

izotoplarini kesfetmisgtir.

1918: A. J. Dempster, elektron iyonlastirma kaynagini ve ilk spektrometreyi

geligtirmigtir [49].

1919: F. W. Aston, hiz odakl ilk kutle spektrometresini geligtirmistir [50]. (1922
Nobel Oduill). 1923'te kiitle kusurlarini 8lgmustir [51].
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1932: K. T. Bainbridge, Einstein tarafindan one surulmus olan kutle-enerji denkligini
ispatlamistir [49].

1934: R. Conrad, organik kimyada kutle spektrometrisini uygulamistir [50].

1934: W. R. Smythe, L. H. Rumbaugh ve S. S. West ilk defa izotop ayriimasinda
basarili olmuglardir [52].

1940: A. O. Nier, uranyum-235’i izole etmistir [53].

1945: J. A. Hipple ve E. U. Condon tarafindan ilk yari kararli pikler kesfedilmistir
[54].

1948: A. E. Cameron ve D. F. Eggers dogrusal ugus zamanh (LTOF) kutle
spektrometresi i¢in dizayn ve kutle spektrumlarini yayinlamiglardir [55]. Bu fikir ilk

olarak W. Stephens tarafindan 1946 yilinda dnerilmistir [56].

1949: H. Sommer, H. A. Thomas ve J. A. Hipple iyon siklotron rezonans (ICR) igin

ilk kUtle spektrometrik uygulamayi tanimlamiglardir [57].

1952: Quasi-denge (QET) [58] ve RRKM [59] teorileri, iyonlarin monomolekuler
ayrismalarini agiklamistir. R. A. Marcus bu konuyla ilgili 1992 yilinda Nobel

Oduli’'nd almistir.
1952: E. G. Johnson ve A. O. Nier, gift-odakl cihazlari gelistirmislerdir [60].

1953: W. Paul ve H. S. Steinwedel kuadrupol analizérl ve iyon tuzagini bir patentte
tarif etmistir [61]. W. Paul, H. P. Reinhard ve U. Von Zahn, kuadrupol
spektrometresini tarif etmislerdir. Paul ve Dehmelt 1989’da bu konuyla Nobel

Odulirne layik gorulmistir [62].

1955: W. L. Wiley ve I. H. McLaren, LTOF tasariminda buyuk yenilikler yapmislardir
[63].

1956: J. Beynon, yuksek ¢ozunurligun ve iyonlara ait elementel bilesenlerin kesin

kitle tayinlerinin yapilmasinin analitik olarak faydasini gostermistir [64]

1956: ilk defa bir kiitle spektrometresi, gaz kromatografisi cihazi ile F. W. McLafferty
[65] ve R. S. Gohlke tarafindan eslestirilmistir [66].

1957: Kratos firmasi gift-odakl ilk ticari kitle spektrometresini piyasaya sirmustir.

1958: Bendix firmasi ilk ticari LTOF cihazini piyasaya sirmustur.
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1966: M. S. B. Munson ve F. H. Field kimyasal iyonlagmay! (Cl) kesfetmislerdir [67].

1967: F. W. McLafferty [68] ve K. R. Jennings [69] carpisma ile indUklenmis

bozunma (CID) islemini gelistirmiglerdir.

1968: Finnigan firmasi ilk ticari kuadrupol kutle spektrometresini piyasaya

surmusgtur.
1968: ilk veri isleme birimlerine sahip kiitle spektrometreleri piyasaya ¢ikmistir.

1969: H. D. Beckley organik molekullerin alan desorpsiyonlu (FD) kitle

spektrometrisini agiklamiglardir [70].

1972: V. |. Karatev, B. A. Mamyrim ve D. V. Smikk, bir TOF kuitle
spektrometresindeki iyonlarin kinetik enerji dagilimlarinin duzeltmelerini yapan

reflektronu bulmustur [71].

1973: R. G. Cooks, J. H. Beynon, R. M. Caprioli ve G. R. Lester, ‘Yari Kararli iyonlar
baslikh kitabi yayinlamislardir [72].

1974: E. C. Horning, D. I. Carroll, I. Dzidic, K. D. Haegele, M. D. Horning ve R. N.
Stillwell, atmosferik basingta kimyasal iyonlagsmayi (APCI) kesfetmislerdir [73].

1974: P. J. Arpino, M. A. Baldwin ve F. W. McLafferty tarafindan ilk defa

spektrometreler, yuksek-performansli sivi kromatograflar ile eslestirilmislerdir [74].

1974. M. D. Comisarov ve A. G. Marshall, Fourier dénusumli ICR Kkutle

spektrometrisini gelistirmislerdir [75].

1975: ik defa kapiler kolona sahip gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC-MS)

cihazlari piyasaya suralmustar.

1976: R. D. Macfarlene ve D. F. Torgesson plazma desorpsiyon kaynagini
bulmuslardir [76].

1978: R. A. Yost ve C. G. Enke ilk U¢li kuadrupol kitle spektrometresini
yapmislardir [77].

1980: R. S. Houk, V. A. Fassel, G. D. Flesch, A. L. Gray ve E. Taylor, induktif

eslesmis plazma (ICP) kutle spektrometrisinin potansiyelini gostermislerdir [78].

1981: M. Barber, R. S. Bordoli, R. D. Sedgwick ve A. H. Tyler, hizli atom
bombardimani (FAB) kaynagini tanimlamiglardir [79].
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1982: FAB [80] ve PD [81] ile ilk olarak insulinin (5750 Da) tam spektrumu verilmistir.

1982: Finnigan ve Sciex firmalari ilk ticari U¢lu kuadrupol kutle spektrometrelerini

piyasaya tanitmislardir.

1983: C. R. Blakney ve M. L. Vestal termosprey (TSP) kavramini ilk defa
acgiklamiglardir [82].

1983: G. C. Stafford, P. E. Kelly, J. E. Syka, W. E. Reyolds ve J. F. J. Todd, lon
Trap adi ile ticarilestirilen, iyon tuzagi dedektoérll olan bir gaz kromatografi cihazini

gelistirmiglerdir [83].

1987: T. Tanaka [84] ve M. Karas, D. Bachmann, U. Bahr ve F. Hillenkamp [51],
Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyon/iyonlastirictyi (MALDI) bulmuslardir. Tanaka
2002 yilinda Nobel Odili almistir.

1987: R. D. Smith kapiler elektroforezin (CE) kitle spektrometrisi ile eslestiriimesini
aciklamigtir [85].

1988: J. Fenn elektrospreyi (ESI) gelistirmistir [86]. ilk olarak 20000 Da tzerindeki
proteinlerin  spektrumlari gértlmustar. Kendisi ayrica 1984 yilinda [87]
elektrospreyin kuguk molekuller i¢in olan kutle spektrometrik teknik potansiyelini
gOstermigtir. Bu kaynak ilk olarak 1968 yilinda M. Dole tarafindan dnerilmistir [88].
Fenn, 2002 yilinda Nobel Oduli almistir.

1991: V. Katta ve B. T. Chait [89] ve B. Gamen, Y. T. Li ve J. D. Henion [90], bazi
kovalent-olmayan komplekslerin kutle spektrometrisi ile tayin edilebilecegini

gOstermiglerdir.

1991: B. Spengler, D. Kirsch ve R. Kaufmann, reflektron TOF kutle spektrometrisi
ile yapisal bilgiler elde etmiglerdir [91].

1993: R. K. Julian ve R. G. Cooks, Dalga Hali - Muhafazal Ters Fourier Dontsumu
(Stored-Waveform Inverse Fourier Transform, SWIFT) kullanarak iyonlarin genis

bantta uyariimasini gelistirmislerdir [92].
1994: M. Wilm ve M. Mann nanoelektrosprey kaynagi gelistirmiglerdir [93].

1999: A. A. Makarov yeni bir tir kitle analizérl olan ‘orbitrap’i gelistirmistir. Orbitrap,
elektrostatik kuadro-logaritmik alan kullanilan yuksek-performansli bir iyon tuzagidir
[94].

22



2.4.3. iyon Kaynaklari

lyon kaynaklarinda, kitle spektrometresinde analizi gergeklestirilecek olan érnekler
iyonlastirilir. Kutle spektrometrisinde pek ¢ok cesitli iyonlagsma teknigi soz
konusudur. Burada dikkat edilmesi gereken en onemli hususlar iyonlasma islemi
sirasinda aktarilan i¢ enerji ve iyonlasacak analitin fizikokimyasal 6zellikleridir. Bazi
iyonlasma teknikleri ¢ok yuksek miktarda enerjili olup, genig bir ayriimaya yol
acmakta iken, diger iyonlasma teknikleri daha yumusak olup sadece molekuler
tarlerin iyonlarini olusturmaktadir. Elektron iyonlastirma, kimyasal iyonlastirma ve
alan iyonlastirma sadece gaz fazinda mumkun olup, bu tur kaynaklarin uygulamalari
ancak ucgucu ve isisal olarak kararli olan bilesikler ile sinirhdir. Ancak ¢ok buyuk
sayidaki bilegikler isisal olarak kararsiz veya yeterli buhar basincina sahip
olmamaktadir. Bu tir bilesiklere ait molekiller dogrudan gaz fazina transfer

edilmelidir.

Direkt iyon kaynaklari iki tur olarak bulunmaktadir: sivi-hal iyon kaynaklari ve kati-
hal iyon kaynaklari. Sivi-hal iyon kaynaklarinda analit bir ¢ozelti igerisinde
bulunmaktadir. Bu ¢dzeltinin nebdilizasyonu ile olusan damlaciklar, atmosferik
basingta iyonlarin olusturuldugu kaynaga verilir ve kitle spektrometresine bu iyonlar
vakum pompalari vasitasiyla odaklandirilir. Elektrosprey, atmosferik basing
kimyasal iyonlasma ve atmosferik basingta fotoiyonlasma bu bahsedilen tirler ile
iliskilidir. Kati-hal kaynaklarinda ise, analit ugucu olmayan bir kaynaktadir. Bu
kaynak, kati veya viskoz bir akiskanin olusturdugu bir matriks olabilir. Kaynak, ener;ji
yuklenmis partikuller veya fotonlar ile i1sinlandiginda, kaynagin yuzeyine yakin
kisimdan iyonlar desorbe etmektedir. Bu iyonlar bir elektriksel alan ile ekstrakte
edilerek analizore dogru odaklandirilir. Matriks Yardimli Lazer
Desorpsiyon/iyonlasma, ikincil iyon kiitle spektrometrisi, plazma desorpsiyonu ve
alan desorpsiyonu kaynaklarinin tamami bahsedilen yontem ile iyon
olusturmaktadir. Hizli atom bombardimani, ugucu olmayan sivi matriks
kullanmaktadir [95].

2.4.3.1. Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlagsma

Yontem 1988 yilinda Karas ve Hillenkamp tarafindan onerilmistir [49-51]. O

zamandan bu yana, ugucu olmayan ve isisal olarak kararliliga sahip olmayan
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proteinler, oligonukleotitler, sentetik polimerler ve buyuk anorganik bilegiklerin gaz-
fazi iyonlarinin olusturulmasi icin kullanilan en yaygin ve guglu yontemdir. Bir
MALDI matriksinin kullaniimasi, hem desorpsiyon hem de iyonlagmayr mumkun
kildigindan, bu iyonlagsma ydnteminin basarili olmasindaki en énemli faktérdir. Bu
metotta 6rnek hazirlama yontemi kolay olup; tuz, tampon, deterjan vb. kirliliklere

karsi gok yuksek toleransa sahiptir [52, 53].

2.4.3.1.1. MALDI Calisma Prensibi

MALDI iki basamakta gergeklesmektedir. ik basamakta, analiz edilmek istenen
bilesik matriks adi verilen organik molekuller ile ¢esitli oranlarda karigtinlir. Bu
molekullerin lazer dalgaboyunda kuvvetli absorpsiyon 6zelliginin olmasi gereklidir.
Analiz éncesinde bu karisim kurutulur ve bdylelikle ¢dzelti hazirlanmasi sirasinda
kullanilan sivi ¢dzicu uzaklastirilmis olur. Sonug olarak olusan kati ¢ozeltisi, analit

yuklenmis matriks kristallerinden olugmaktadir.

ikinci basamak, kitle spektrometresi icerisinde ve vakum ortaminda
gerceklesmektedir. Bu basamakta, kati ¢ozelti Uzerine kisa sureli araliklarla lazer
pulslari uygulanmaktadir. MALDI mekanizmasi butunuyle kesin olarak
acgiklanamamistir [54, 55]. Ancak, lazer isimasi ile kristallerin hizla 1Isinmasi sonucu
matriksin ve dolayisiyla icerisinde bulunan analitin sublimleserek gaz fazina gectigi

soylenebilir [56].

Na*

,N‘A'
N, Lazer H* H*
. ,N' -
Matriks/omek kangimi
H* H*
} "
9 hv Matriks
7 a ORN Kristalieri
// ) WO\ Bunarlastrma D
/ \ LS e
/- , J"_FSS \‘ ’ . ‘,'\"f“\‘:l:{;"'u':}:‘:f{“
Blyomoleknl: <= Teky(kiQ lyonlar; <mmeh® CH*
Matriks: Eklentill iyonlar: «sNa® ONa'

Sekil 2.10. MALDI iyonlagsma Mekanizmasinin Gésterimi.

MALDI yoénteminde iyonlagsma; gaz fazi fotoiyonlagsma, uyarimis hal proton

transferi, iyon-molekul tepkimeleri, hali hazirda olusmus olan iyonlarin desorpsiyonu

24



gibi pek c¢ok sekilde gergeklesebilir. Gaz fazinda bulunan iyonlar daha sonra

elektriksel alan yardimi ile analizére dogru yonlendirilerek hizlandirilirlar.

MALDI diger iyonlasma tekniklerine gore daha hassastir. Matriks molekullerinin
sayisi, analit iyonlarina goére ¢ok daha fazla oldugundan, analit iyonlari birbirinden
uzak kalmakta ve molekuler iyonlarin analizini engelleyecek herhangi bir muhtemel
Obeklesme engellenmis olmaktadir. Ayrica matriks, gelen lazer isinlarinin buyuk bir
kismini absorplayarak ornegin hasar gormesini engellemekte ve lazerden analite
olan enerji transferrinin verimliligini arttirmaktadir. Boylece yontemin hassasiyeti

mevcut yontemlere gore daha fazla olmaktadir.

2.4.3.1.2. Matriks Segimi

MALDI i¢in 6rnek hazirlama, matriks segimi ve optimizasyon, analiz igin en dnemli
basamaklardir. MALDI matriksi igin secim oncelikli olarak kullanilan lazerin
dalgaboyuna baglidir. Buna ek olarak, segilecek matriks ile analitin yapi olarak
birbirlerine uyumlulugu 6nemlidir. Buna ragmen benzer yapilara sahip analitler igin

farkh matrikslerin uygun olmasi mumkun olabilmektedir (Tablo 2.2).

Analit Matriks Kisaltma
Peptitler / Proteinler a-siyano-4-hidroksisinamik asit CHCA
2,5-dihidroksibenzoik asit DHB
3,5-dimetoksi-4-hidroksisinamik asit SA
Oligonukleotitler Trihidroksiasetofenon THAP
3-hidroksipikolinik asit HPA
Karbohidratlar 2,5-dihidroksibenzoik asit DHB
a-siyano-4-hidroksisinamik asit CHCA
Trihidrokisasetofenon THAP
Sentetik Polimerler Trans-3-indolakrilik asit IAA
Ditranol DIT
2,5-dihidroksibenzoik asit DHB
Organik Molekiiller 2,5-dihidroksibenzoik asit DHB
inorganik Molekiiller Trans-2-(3-(4-ter-butilfenil)-2-metil-2- DCTB
propeniliden) malononitril
Lipidler Ditranol DIT

Tablo 2.2. Bazi yaygin kullanilan MALDI matriksleri
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Bir MALDI matriksinin 6zellikleri:

Lazer dalgaboyunda kuvvetli absorbans,
Vakuma kargi dayanikhlik,
Analitin iyonlagmasini saglama,

Analite uygun ¢ozucullerde ¢ozunebilme,

ok~ 0N PE

Analit molekulleri ile kimyasal olarak reaktivitenin az olmasi

seklinde olmalidir.

2.4.3.1.3. Ornek Hazirlama

Literatirde pek ¢ok Ornek hazirlama yontemi bulunmaktadir [96, 97]. Bunlarin
arasinda en ¢ok kullanilan ve orijinal olan yontem, damlacik kurutma yontemidir. Bu
yontemde doygun matriks ¢ozeltisi (5-10 pL) igerisine gok az miktarda analit ¢ozeltisi
(1-2 pL) eklenir. Elde edilen karigimdan bir damlacik (0.5-2 yL) MALDI plakasinin
uzerine yerlegtirilir ve oda sicakliginda kurumasi saglanir. Coziuclu tamamen
buharlasip, kristal olugtugunda, ornek kutle spektrometresine yerlestirilerek analize

baslanabilir.

2.4.3.2. Elektrosprey (ESI)

ESI yonteminin, Fenn ve arkadaslari tarafindan [86, 98] proteinlerden ¢oklu yuklu
iyonlar olusturulabilecegdi ve kutle sinirt 2000 Th kadar kuguk olan cihazlarla analiz
edilebilecegi  gosterildigi zaman basarisi anlagilmistir.  1lk  kullaniimaya
bagslandidinda sadece protein analizi yapilabildigi dusunulirken, daha sonra
polimerler ve biyopolimerler ile [99-101] sinirh kalmayip, kiguk polar molekillerin

de analizinin yapilabilecegi gértulmustur.

ESI, kapiler bir tlip icerisinden diisik akis hiziyla (1-10 yL.mint) gegen bir siviya,
disuk basingta uygulanan kuvvetli bir elektriksel alanin uygulanmasidir. Bu
elektriksel alan, yaklasik 0.3-2 cm aralikla duran kapiler ile elektrot arasinda 3-6 kV

kadar bir potansiyel fark uygulanmasi ile 10® V m-! mertebelerinde elde edilmektedir.

Kapilerin ucundaki sivi yuzeyinde bu elektriksel alan vasitasiyla bir yuklenme
gercekleserek, bu yuzeyin kiguk parcalara boliunmesi ile ylUklenmis damlaciklar

elde edilmektedir. Bu damlaciklar daha sonra isitiimis bir soygaz veya isitilmig bir
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kapilerden gegcirilerek, bulundurduklari son kalan ¢6ztuciden uzaklagmalari

saglanir.

Sprey bir baglangi¢ voltaji ile baslamakta olup, ¢ézlicunun yuzey gerilimine bagh
olarak degismektedir. Bir kaynakta bu degerlerin su icin 4 kV (ytzey gerilimi 0.073
N.m-2), metanol igin 2.2 kV (yilizey gerilimi 0.023 N.m?), asetonitril igin 2.5 kV (ylizey
gerilimi 0.030 N.m?) ve dimetilsilfoksit icin 3 kV (ylizey gerilimi 0.043 N.m) olarak
verilmistir [102].

Blyuk molekullerden elde edilen iyonlar, eger yapilarinda birden fazla iyonlasabilen
bdlgelere sahiplerse, daha fazla yuk tagsimaktadirlar. ESI yonteminin en karakteristik
dzelligi, buylk molekillerden coklu yiiklere sahip iyonlar olusturabilmesidir. iyon
olusumu burada elektrokimyasal bir sure¢ olup, probun ucunda gergeklestiginden

oturd, ornek miktarindan ¢ok derisime karsi daha ¢ok hassasiyeti s6z konusudur.

2.4.4. Kiitle Ayiricilan

Gaz fazinda iyonlar olustuktan sonra, bunlarin kitlelerine gore ayrilmalari gereklidir.
Bir katle ayiricisindaki iyonlarin tayin edildigi fiziksel 6zellikleri m/z yani kitle/ylk
oranlaridir. Buradaki en onemli nokta, birden fazla yike sahip olan iyonlarin m/z

degerlerinin, gergek kutlelerinin fraksiyonel bir kismi olmasidir.

Kltle/ylk oranina gore iyonlarin ayrilmasi, cesitli ilkelere dayanmaktadir (Tablo
2.3). Tum kutle ayiricilar analiz sirasinda statik veya dinamik olan elektriksel veya

manyetik alan, ya da her ikisini birden kullanmaktadir [95].

Katle Ayiricisi Semboll Ayirma prensibi

Elektrik sektor E veya ESA | Kinetik enerji

Manyetik sektor B Momentum

Kuadrupol Q m/z (frekans degdisimi)
lyon tuzagi IT m/z (rezonans frekansi)
Ucus zamanli TOF Hiz (ugus zamani)
Fourier donusumli iyon siklotron | FTICR m/z (rezonans frekansi)
rezonans

Fourier dontsumlu orbitrap FT-OT m/z (rezonans frekansi)

Tablo 2.3. Kitle spektrometrisinde kullanilan kitle ayiricisi turleri.
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Bir kutle ayiricisinin performansini belirleyen bes tane parametre s6z konusudur:
1. Kdatle arahgr limiti

Kiatle araligi, bir katle ayiricisinin m/z cinsinden 0&lgebildigi  limiti

belirlemektedir. Th veya u cinsinden, z=1 kabul edilerek ifade edilir.
2. Analiz hizi

Analiz hizi, ayni zamanda tarama hizi, kdtle ayiricisinin belli bir katle
araliginda 6lgim yaptigi hiz anlamindadir. Saniye basina disen katle birimi

(u.s1) veya milisaniye basina diisen kutle birimi (u.ms™) olarak ifade edilir.
3. Gegirgenlik
Gegirgenlik, detektdre ulasan iyon sayisinin katle ayiricisina ulasan iyon

sayisina oranidir.

4. Kuitle dogrulugu

Katle dogrulugu, katle ayiricisinin belirledigi m/z degerinin dogrulugu olarak

ifade edilir. MilikUtle birimi (mmu) veya ppm cinsinden ifade edilir.
5. Ayiricilik

Ayiricilik, bir katle ayiricisinin birbiri arasinda ¢ok kiigtik m/z farki olan iki iyon
adina farkli sinyaller vermesidir. Sinyalin tepe noktasinin yari yukseklik

degerindeki genisligi (FWHM) ya da m/Am cinsinden ifade edilir.
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2.4.4.1. Kuadrupol Kutle Ayiricisi

Paul ve Steinwegen [103] tarafindan 1953'te Bonn Universitesinde ilk olarak
prensipleri agiklanmistir. Kuadrupol kutle ayiricisi, salinim yapan elektriksel

alanlarin kararliigini kullanarak, iyonlari m/z oranlarina gére ayirmaktadir.

Kuadrupol ayiricilart [104, 105] dairesel veya hiperbolik dort bolumden olusan
cubuklardan olusmaktadir. Bu c¢ubuklarin birbirlerine  mukemmel bir bigimde

paralellik saglamasi gerekmektedir.

Pozitif yakla bir iyon bu gubuklarin arasindaki bosluga girdigi zaman, iyon negatif
cubuga dogru cekilir. Eger iyon gubuk Gzerinde bosalim yapmadan 6nce potansiyel

degistirilirse, iyon da yon degistirmektedir.

Z-ekseni Uzerinde hareket eden iyonlar Uzerine, potansiyel uygulanan gubuklardan

olusan kuadrupol tarafindan uygulanan toplam elektriksel alanin etkisi:

®o = +(U -V cos wt) ve - Po = -(U -V cos wt) (Esitlik 2.4)

olarak ifade edilir. Bu denklemde, ®o gubuklara uygulanan potansiyeli, w agisal
frekansi (radyan/saniye cinsinden = 2[]v, burada v, RF alana ait frekansi
belirtmektedir), U direk potansiyeli ve V, RF voltajinin yuksekligini ifade etmektedir.
Genellikle U degeri 500 ila 2000 V arasinda degisirken, V degeri 0 ila 3000 V

arasinda degismektedir.

2.4.4.2. Ugus-Zamanh Kutle Ayiricisi (TOF)

1946’da Stephens [106] tarafindan ilk olarak aciklanan ve Wiley ve McLaren
tarafindan 1955’te dizayn edilen ilk dogrusal TOF kutle spektrometresi, ilk olarak

ticarilestirilen cihaz olmustur [107].

TOF ayiricisi, bir elektriksel alan tarafindan hizlandirildiktan sonra, ugus kanali adi
verilen alansiz bir bolgedeki hizlarina gore iyonlari ayirmaktadir. Tim iyonlar ayni
miktarda kinetik enerjiye sahip olduklarindan, hizlarinin dagihmina gore
ayrilmaktadirlar.
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Katle/yuk oranlari, kaynaktan detektore kadar bir iyonun ulastigi sturenin dlgilmesi
ile hesaplanir. Kaynaktan ayrilmadan once, m kutlesine ve q = ze toplam yukune
sahip bir iyon, Vs potansiyeli ile hizlandirilir. Elektriksel potansiyel enerjisi Eel, kinetik

enerjiye Ex donusgur:

E,= 22 =qV, =zeV, = Ey, (Esitlik 2.5)

Kaynaktan ayrilan iyonun hizi, Gstteki denklem duzenlenerek:

v = (2zeV,/m)'/? (Esitlik 2.6)

olarak ifade edilir. ilk hizlanmadan sonra, iyon sabit hizda diiz bir dogrultuda

detektdre dogru yol alir. L uzunlugunu t zamanda katetmesi:

t =< (Esitlik 2.7)

olarak ifade edilir. Bu ifadede V yerine Ustteki denklem konuldugunda:

=2 (L) (Esitlik 2.8)

2eVs

ifadesi elde edilir. Son elde edilen ifadeye gore, m/z orani t?’ye bagli bir denklem
olup, parantez igerisine yazilan ifade sabittir. Ayrica bu ifadeden ¢ikarilacak yorum,

bir iyonun kutlesi azaldik¢a, detektdre daha hizli ulasacagidir.

Prensip olarak, TOF ayiricisinin st limiti olmamasi, onu yumusak iyonlasma
kaynaklari icin cok uygun kilmaktadir. Ornegin, 300 kDa (izerindeki kutleler MALDI-
TOF ile analiz edilebilmigtir [108, 109].
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TOF ayiricilarinin analiz hizi gok hizli olup, genis bir kutle araligini gok kisa bir stre

icerisinde analiz edebilmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Kullanilan Kimyasallar

Deney asamasinda yapisinda siyalik asit grubu bulunduran transferrin proteini
(insan serumundan), proteinlerin enzimatik pargalanmasinda kullanilan tripsin,
asetonitril, ditiyotreitol (DTT), iyodoasetamid, deneysel calismalar suresince
kullanilan tim metal oksitler (gadolinyum (Il1) oksit, titanyum (IV) oksit, tantal (V)
oksit, zirkonum (1) oksit, nikel (II) oksit ve demir (lll) oksit, tre, glikolik asit Sigma
(Steinheim, Almanya) firmasindan ve trifloroasetik asit (TFA) Riedel-de Haen

(Seelze, Almanya) firmalarindan saglanmistir.

Tripsin ile pargalanmis proteinlerden gelen peptitlerdeki siyalik asit gruplarini
yapidan ayirmak igin kullanilan PNGase F enzimi New England Biolabs (Ipswich,

ingiltere) firmasindan alinmistir

MALDI kutle spektrometresi analizleri i¢in 6rnek hazirlama sirasinda kullanilan 2.5-
dihidroksi benzoik asit (DHB) matriksi ve proteinlerin enzimatik pargalanmalari
sirasinda ortam pH’sini uygun de@erlere ayarlamak igin kullanilan amonyum

bikarbonat tuzu Fluka (Buchs, isvigre) firmasindan alinmistir

Tam deneysel ¢alismalarda hazirlanan sulu ¢ozeltilerde 18.2 M.Q.cm dirence sahip
deiyonize su kullaniimistir (Puris Expe-Ultrapure Water System, Mirae St Co. Ltd.,

Kore).

3.2.  Kullanilan Cihazlar
3.2.1. pH Metre

Analizler dncesi gerekli tum pH ayarlamalari kiigik hacimler (mikrolitre) kullaniimasi
nedeniyle mikro pH metre olan Mettler Toledo-Seven Multi pH metre (Mettler

Toledo, isveg) cihazi ile yapilmistir.

3.2.2. Vorteks

Deneyler sirasinda gerekli olan karistirma islemlerinde Heidolph-Reax Cotrol Vortex
(Heidolph, Almanya) cihazi ile yapiimistir.
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3.2.3. Dondurarak Kurutma Cihazi

ESI-MS analizleri 6ncesi transferrin proteininin saflastiriimasi ve ¢oézicu degisimi

icin Alpha 1-2 LD Plus (Christ, Almanya) cihazi kullaniimistir.

3.2.4. Santrifuj

Deneylerde gergeklestirilen tim yikama iglemleri MPW Medical Instruments YUksek
Hizli Firgasiz Santrifij (High Speed Brushless Centrifuge) (MPW, Cin) cihazi ile
yapiimigtir.

3.2.5. MALDI Kitle Spektrometresi

Analizler sirasinda tim kitle spektrumlari, Voyager-DE™ PRO MALDI-Ugus
Zamanli (TOF)-Kltle Spektrometresi (Applied Biosystems, Amerika) ile alinmistir.
Sistemde 337 nm dalga boyunda azot lazeri (Spectra Physics, USA) kullaniimis ve
analiz sirasinda lazer siddeti dizgln bir iyonlasma i¢in uygun degerlere getirilerek
degistirilmistir. Analizler slresince kiitle spektrometresi igindeki vakum 5x10-8 torr
civarinda tutulmus ve iyonlarin hizlandiriimasi i¢in 20 kV potansiyel uygulanmistir.
Spektrumlar dogrusal modda ve 300 lazer vurusu sonucunda alinmistir. Kutle
hatalarini engellemek icin kutle spektrometresi anjiyotensin (1296.5 g/mol),
bradakinin (1060.2 g/mol) ve insulin (56733.5 g/mol) ile kalibre edilmigtir. Son olarak

tum veriler bilgisayara kaydedilmigtir.

3.2.5.1. MALDI Kiitle Spektrometresi Analizleri igin Ornek Hazirlama

Yapilan calismalarlarda peptit analizleri icin 2,5-dihidroksibenzoik asit (%1 TFA
iceren, 1:1 ACN/Su karisiminda, 14 mg/mL derisiminde) MALDI matriksinin ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Enzimatik olarak pargalanmig protein orneklerinin ¢ozeltilerinden 1
ML alinarak MALDI plakasinin Gzerindeki analiz gbzeneklerine uygulanarak
kurutulmuslardir. Kuruma islemi tamamlandiktan sonra hazirlanan MALDI matriksi,
plaka Uzerine daha ©Once uygulanan peptitlerin Gzerine 1 pL koyulmustur.
Gozenekler Uzerine uygulanan peptit-matriks karigimi agik havada kurutulup

kristallendikten sonra MALDI kltle spektrometresi ile analiz edilmistir.
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3.2.6. HPLC

Enzimatik olarak parcalanmis protein ornegdinin peptit analizleri icin ESI-MS/MS
cihazina verilmeden 6énce peptit birimlerinin ayrilmasi i¢in Agilent 1200 Series
Quarternary HPLC (Palo Alto, ABD) sistemi kullaniimistir. Ayirma igin 150 mm
uzunlugunda, i¢ gapi 3 mm, por ¢apl 3 um olan Zorbax Eclipse XDB, ters faz C18

kolonu kullaniimistir. Derecelendiriimig ayirma programi Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Zaman (dk) Su (%) Asetonitril (%)
0 100 0

2 100 0

10 55 45

15 55 45

22 10 90

27 0 100

Tablo 3.1 HPLC igin gradient ayirma programi.

3.2.7. ESI Kiitle Spektrometresi

Yapilan g¢alismalarda tim analizler Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF-MS (Palo
Alto, ABD) cihazi kulanilarak yuratalmustar. Peptitlerin analizleri sirasinda katle
spektrometresi paramatreleri Tablo 3.2°de verilmigtir. Analizler Otomatik MS/MS

modunda gergeklestirilmistir.

Gaz Sicakligi 350 °C
Kurutucu Gaz 12 L/min
Nebil6zor Gaz 60 psi
Kapiler Voltaj 4000 V
Fragmantor Voltaj 175V
Nozzel Voltaj 300V
Skimmer Voltaj 100 V
Enjeksiyon Hacmi 3uL

Tablo 3.2 ESI-MS analizleri igin cihazin ¢galisma parametreleri.
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3.3. Enzimatik pargcalama

Metal oksit kullanilarak yapilan siyalik asit igeren glikopetitlerin zenginlestirme
calismalarinda model protein olarak transferrin proteini kullaniimistir. Transferrin
proteini yapisinda siyalik asit igeren oligosakkarit birimlerini icermektedir. Bu
proteinin secimli parcalanmasi icin proteomiks calismalarinda en ¢ok kullanilan
tripsin enzimi kullanilmigtir. Tripsin enzimi pargalama islemi sirasinda proteinin
arjinin ve lizin aminoasitlerinin karboksil grubu uglarindan pargalayarak analizler igin
daha kuguk peptit birimlerine ayrilmiglardir. Bdylece transferrin proteinine ait siyalik

asit iceren glikopeptitler elde edilmistir.

Enzimatik pargalama sirasinda kullanilan 8.0 M Ure, 1.0 M DTT ve 200 mM
iyodoasetamid, 50 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi i¢cinde hazirlanmigtir. 1 mg
proteine 20 pL Ure ¢dzeltisi eklenip ¢ozilmustir. Bu ¢dzeltiye 1 pl DTT eklenerek
37 °C ’de 1 saat bekletilmigtir. Bir saat sonunda protein ¢ozeltisine 20 pL
lyodoasetamid ve 4 yL DTT eklenerek karanlik ortamda 1 saat bekletilmigtir. Bu
islemden sonra enzimatik pargalama igin protein ¢ozeltisi 60 pyL amonyum
bikarbonatla seyreltilmis ve 1 pg/uL tripsin ¢oézeltisinden 20 pl eklenip 37 °C’ de 24
saat inklibasyona birakilmistir. inkiibasyon isleminden sonra protein ¢dzeltisi 900
ML amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile seyreltilip -24 °C’ de zenginlestirme ve kutle

spektrometrisi analizleri icin saklanmistir.

3.4. Glikopeptitlerin zenginlestirme iglemi

Enzimatik pargalama islemi ile alt peptit birimlerine ayrilmig transferrin proteinin,
Zirkonyum (IV) oksit, Tantal (V) oksit, Titanyum (IV) oksit, Nikel (Il) oksit,
Gadolinyum (lll) oksit ve Demir (lll) oksitleri kullanilarak zenginlestirme islemi
yapilmistir. Her bir metal oksitten 10 mg tartiip bir ependorfa alinmistir. Metal
oksitler Gzerine yukleme tamponu olarak 2.0 M glikolik asit iceren ACN:Su:TFA
(80:15:5, viv) ¢ozeltisinden 40 uL eklenmigtir. Bu karigsim igerisine enzimatik olarak
parcalanmis transferrin proteini ¢ozeltisinden 20 pyL eklenip 30 dakika vorteks ile
karistinimistir. Karigtirma islemi sonrasi metal oksit-peptit karisimi ile iki kez 1 mL
ACN:SuU:TFA (80:19:1, v/v), 1 mL su ile ve bir kez 1 mL ACN ile 1 kez yikanmistir.
Desorpsiyon iglemi i¢cin metal oksitler Gzerine pH=11.0'de amonyak / amonyum

bikarbonat tamponu eklenerek 15 dakika suresince vorteks ile karigtiriimigtir. Bu
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islemden sonra karisim santrifij edildikten sonra ¢ozeltiler kutle spektrometrisi

analizleri i¢in -24 °C’de saklanmislardir.

3.5. Zenginlestirme Ortamindaki pH’nin Degisim Etkisinin incelenmesi

Siyalik asit iceren glikopeptitlerin zenginlestirmesinde ilk asama olan ylkleme
isleminde, yukleme tamponun pH’sinin adsorpsiyona etkisini incelemek igin
cOzeltiler farkli pH’lara ¢gekilmistir. Standart olarak 2.0 M glikolik asit iceren ACN/Su
(80:20, v/v) ¢ozeltisinin pH’s1 2.80 civarindadir. pH=0.30, 1.00 ve 2.00’a inmek igin
cOzeltiler derisik TFA ile seyreltiimig, pH=3.00 ve 4.00’a ¢ikmak igin ise derigik NH3

eklenmisgtir.

3.6. Glikolik Asit Derigiminin Degistirilmesi

Yukleme tamponundaki Glikolik asit derigiminin adsorpsiyona etkisini incelemek
amaciyla yukleme tamponu olarak kullanilan ACN/Su/TFA (80:15:5, v/v)
coOzeltilerinin glikolik asit derisimleri, glikolik asitsiz, 1.00 M, 2.00 M, ve 3.00 M olacak
sekilde degistirilmistir.

3.7. Yikama Gézeltilerinin Degistirilmesinin Etkisinin incelenmesi

Metal oksit Uzerine tutunmayan peptitlerin desorpsiyon o6ncesi ortamdan
uzaklastiriimasi icin farkl icerikte yikama ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Birinci yikama
islemi iki kez 1 mL ACN:Su:TFA (80:19:1, v/v) ve iki kez 1 mL ACN:Su:TFA,
(20:80:0.1, v/v) ile, ikinci yikama islemi iki kez 1 mL ACN:Su:TFA (80:19:1, v/v) ve
iki kez 1 mL Su:TFA (100:0.1, v/v) ile, tglnci yikama islemi iki kez 1 mL
ACN:Su:TFA (80:19:1, v/v) ve iki kez 1 mL ACN:TFA (100:0.1, v/v) ile, dérdincl
yikama islemi iki kez 1 mL ACN:Su:TFA (80:19:1, v/v), bir kez 1 mL ACN:TFA
(100:0.1, v/v) ve bir kez 1 mL ACN:TFA (100/0.1, v/v) ile, ve son olarak besinci
yikama iglemi iki kez 1 mL ACN/Su/TFA (80/19/1, v/v) ile, bir kez 1 mL %100 Su ile
ve bir kez 1 mL %100 ACN ile yapilmigtir.
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3.8. PNGase F enzimi ile pargalama iglemi

Siyalik asit iceren glikopeptitler metal oksit ile zenginlegtirildikten sonra PNGase F
enzimine maruz birakilmiglardir. Bu islem oOncesinde zenginlestirme ¢ozeltisine
dondurmali kurutma iglemi yapilmistir. Céztcusu uzaklastirilan glikopeptitler 1U
PNGase F enzimi iceren 20 yL 50 mM NHsHCO3 ¢ozeltisi icerisinde 37 °C’de su
banyosunda bir gece bekletiimigtir. Elde edilen ¢ozeltinin herhangi bir ilave
saflagstirma iglemi yapilmaksizin  kutle spektrometrik tekniklerle analizi

gergeklestiriimistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Transferrin Proteinin Enzimatik Pargalanma Uriinleri

Yapisinda uzerindeki oligosakkaritlerde siyalik asit grubu bagli olan transferrin
proteini, tripsin enzimi ile enzimatik olarak pargalandiktan sonra MALDI-MS ile
ortaya ¢ikan peptitler analiz edilmigtir. Sekil 4.1’ de géruldigu gibi 1000-3000 Dalton
arasi Uzerinde herhangi bir oligosakkarit grubu bulundurmayan peptitler
bulunmaktadir. Oligosakkarit grubu bulunan peptitler 3500 Daltondan 6000 Daltona
kadar cikmaktadir ve enzimatik parcalanma urunlerinde herhangi bir glikopeptit

sinyaline rastlanmamaktadir.

=
©
e
%)
©
c
b Glikopeptit sinyali yok
A
{ \
NV T
1000 2100 3200 4300 5400 6500

Kutle m/z

Sekil 4.1. Transferrin proteinin enzimatik pargalama sonucundaki peptitlerin
MALDI-MS spektrumu.

Analiz sonucunda, spektrumda higbir glikopeptit gdozlenmemigtir. Bunun nedeni
parcalanma sonucunda ortaya ¢ikan glikopeptit miktarlarinin, Gzerinde herhangi bir

oligosakkarit grubu tagimayan peptitlere gére ¢ok az olmasidir.
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Sekil 4.2. Human Transferrrin’in proteolitik par¢alanma sonucunda peptitlerinin ters
faz sivi kromatografisi kullanilarak ayrilmasi sonucu elde edilen kromatogrami.

Search parameters

MS data file:
Enzyme:
Fixed modifications:

HT Digest 5.3.13_1.mgf
Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Carbamidomethyl (C}

Protein sequence coverage: 84%

1
51
181
151
201
251
3e1
351
481
451
581
551
601
651

MRLAVGALLV
SDGPSVACVK
AEFYGSKEDP
IGLLYCDLPE
LNQYFGYSGA
RKPVDEYKDC
FQLFSSPHGK
PEAPTDECKP
MNGEADAMSL
VKKSASDLTW
EGCAPGSKKD
FVKHQTVPQN
APNHAVVTRK
RDDTVCLAKL

CAVLGLCLAV

KASYLDCIRA
QTFYYAVAVV
PRKPLEKAVA
FKCLKDGAGD
HLAQVPSHTV
DLLFKDSAHG
VKWCALSHHE
DGGFVYIAGK
DNLKGKKSCH
SSLCKLCMGS
TGGKNPDPWA
DKEACVHKIL

HDENTYEKYL

Matched peptides shown in bold red.

PDKTVRWCAV
TAANEADAVT
KKDSGFQMNQ
NFFSGSCAPC
VAFVKHSTIF
VARSMGGKED
FLKVPPRMDA
RLKCDEWSVN
CGLVPVLAEN
TAVGRTAGWN
GLNLCEPNNK
KNLNEKDYEL
RQQQHLFGSN
GEEYVKAVGN

SEHEATKCQS
LDAGLVYDAY
LRGKKSCHTG

ADGTDFPQLC
ENLANKADRD
LINELLNQAQ
KMYLGYEYVT
SVGKIECVSA
YNKSDNCEDT

IPMGLLYNKI
EGYYGYTGAF
LCLDGTRKPV
VTDCSGNFCL

LRKCSTSSLL

FROHMKSVIP
LAPNNLKPVV
LGRSAGWNIP
QLCPGCGCST
QYELLCLDNT
EHFGKDKSKE
AIRNLREGTC
ETTEDCIAKI
PEAGYFAIAV
NHCRFDEFFS
RCLVEKGDVA
EEYANCHLAR
FRSETKDLLF
EACTFRRP

Sekil 4.3. Transferrin proteinin enzimatik par¢galanma sonrasi LC-MS/MS analizinde
Mascot veri tabani kullanilarak elde edilen protein dizilimi. Kirmizi renk ile
gOsterilenler eslesmis peptit birimlerine siyah ile gdsterilenler eslesmemis peptit
birimlerini gostermektedir.
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Sekil 4.2°’de gorulen kromatograma oto MS/MS uygulamasi yapildi. Buradan elde
edilen veriler swissprot veritabaninda tarandi. Elde edilen verilere gore transferrin
glikoproteinin aminoasit dizilimi % 84 oraninda tespit edilmistir. Her ne kadar yuksek
bir oranda dizilim tespit edilse dahi glikolizasyona ugrayan aminoasit barindiran iki
peptit bdlgesi Q522QQHLFGSN&VTDCSGNFCLFR642 ve
C*1GLVPVLAENYN%32K#33 tespit edilememistir. Bunun nedeni her iki peptitinde
glikozilasyon bolgesine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu iki peptitin analiz
edilebilmesi igin ilave zenginlestirme veya enzimatik pargalama islemlerine tabii

tutulmasi gerekmektedir.

4.2. Siyalik Asit Grubu igeren Glikopeptitlerin Zenginlestirilmesi igin En Uygun
Metal Se¢imi

Siyalik asit grubu iceren glikoproteinler biyolojik cevrimlerdeki stireglerde 6nemli bir
goOreve sahiptirler ve bu yapilarin analizleri, olan veya olusabilecek hastaliklarin
belirlenmesi icin hayati bir Sneme sahiptir. Bu amagla transferrin proteininden elde
edilen glikopeptitlerin, oligosakkarit grubu icermeyen peptitlerin arasindan
zenginlestirme islemleri igin farkli metal oksitler ile zenginlestirme calismalari
yapiimistir. Bu amacla nikel (1) oksit, zirkonyum (Il) oksit, tantal (V) oksit, titanyum
(IV) oksit, gadolinyum (Ill) oksit ve demir (II) oksit zenginlestirme iglemleri igin
literatlirde kullanilan zenginlestirme ydntemi kullanilarak en uygun metal oksit
belirlenmistir [110, 111].

Transferrin proteini Uzerinde iki adet glikozilasyon bodlgesi bulunmaktadir. Bunlarin
her ikisi de N-Glikozilasyon bdlgesidir. Bu oligosakkarit gruplarinin bagh oldugu
aminoasitler 432. ve 630. sirada bulunan asparajin aminoasitlerinin amin grubu

uzerinden baglanmigtir. Bu bagh gruplarin yapisi Sekil 4.4’ de gosterilmigtir.
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Peptit/Protein

Sekil 4.4. Transferrin proteini Uzerindeki N-Glikozasyon bdlgelerinden baglanmis
oligosakkarit grubu.(a) Siyalik asit, (b) Galaktoz, (c) N-Asetilglukozamin, (d)

Mannoz, (e) Fukoz

Bu grup yapisinda dort adet N-Asetilglukozamin (GIcNAc), U¢ adet mannoz (Man),
iki adet galaktoz (Gal), 1 adet fukoz (Fuc) ve 2 adet siyalik asit (Neu5Ac)

bulundurmaktadir.

4.2.1. Gadolinyum (lll) Oksit Kullanilarak Yapilan Zenginlestirme Caligmalari

Zenginlestirme calismalarinda ilk olarak gadolinyum (lll) oksit kullaniimistir. Bu
amagla literatirde siyalik asit iceren glikopeptitlerin zenginlestiriimesinde metal
oksitler icin belirtilen yontem kullanilarak Sekil 4.5’deki MALDI kutle spektrumu 2,5-
dihidroksi benzoik asit matriksi kullanilarak elde edilmigtir [110, 111].
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Sekil 4.5. Gadolinyum (lll) oksit ile yapilan zenginlestirme sonrasi desorpsiyon

¢Ozeltisinin MALDI-MS spektrumu.

Gadolinyum (lll) oksit ile yapilan zenginlestirme sonrasindaki desorpsiyon
¢Ozeltisinin analizinde (Sekil 4.5) sadece transferrin proteinin enzimatik pargcalamasi
sonucu ortaya c¢ikan normal peptitler gézlemlenmigtir. 3500 Daltondan sonra
g6zlenmesi gereken siyalik asit iceren glikopeptitler burada sinyal vermemistir.
Gadolinyum (Ill) oksit siyalik asit iceren glikopeptitlerle herhangi bir etkilesime
girmemis olup sadece yapisinda asidik aminoasitleri iceren peptitlere ilgi duymustur.
Bu nedenle hem segicilik hem de 6zgunlik agisindan bu metal oksit, zenginlestirme

islemi igin uygun degildir.
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4.2.2. Titanyum (IV) Oksit Kullanilarak Yapilan Zenginlestirme Caligmalari
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Sekil 4.6. Titanyum (IV) oksit ile yapilan zenginlestirme sonrasi desorpsiyon

¢Ozeltisinin MALDI-MS spektrumu.

Sekil 4.6’da Titanyum (IV) oksit ile yapilan deneylerin analiz sonucunda insan
transferrin proteininden elde edilen glikopeptitler spektrumda belirlenmistir. 1000-
3200 Dalton arasinda bulunan oligosakkarit grubu icermeyen peptitler fazla sayida
gorulmektedir. 432. ve 630. aminoasitlerden bagli oligosakkarit grubu iceren
peptitler titanyum (IV) oksit kullanilarak tespit edilmistir. Titanyum (IV) oksit
literatirde glikopeptit zenginlestirimesi i¢cin  olduk¢a yogun bir sekilde
kullaniimaktadir. Fakat literatlirdekinden farkli bir ydntem olarak yaptigimiz
calismalarda geligtirilen yontemlerde ¢ok segici olarak davranmadigi belirlenmigtir
[112]. Bu sonuglardan dolayi Titanyum (1V) oksit ile segici ve etkin olarak siyalik asit

iceren glikopeptitlerin zenginlestiriimesi igin tercih edilmemistir.
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4.2.3. Tantal (V) Oksit Kullanilarak Yapilan Zenginlestirme Caligmalari
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Sekil 4.7 Tantal (V) oksit ile yapilan zenginlestirme sonrasi desorpsiyon ¢ozeltisinin
MALDI-MS spektrumu.

Sekil 4.7°de verilen spektrumda Tantal (V) oksit Uzerinden desorbe edilen peptitlerin
spektrumunda insan transferrin proteinine ait siyalik asit iceren glikopeptitler
g6zlenmektedir. Fakat transferrin proteininden gelen oligosakkarit grubu icermeyen
peptitlerin sayisi ise nispeten yuksektir. Ayrica siyalik asit igeren glikopeptitlerin
sinyal siddetleri diger metal oksitler ile kiyaslandiginda olduk¢a dusuktur. Bu
nedenlerden dolay! Tantal (V) oksit glikopeptitlerin zenginlestiriimesi igin uygun bir

ajan oldugu ancak 6zgunlugunun daha artirilabilecegdi soylenebilir.

45



4.2.4. Zirkonyum (Il) Oksit Kullanilarak Yapilan Zenginlestirme Caligmalari
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Sekil 4.8 Zirkonyum (ll) oksit ile yapilan zenginlestirme sonrasi desorpsiyon

¢Ozeltisinin MALDI-MS spektrumu.

Sekil 4.8 'de Zirkonyum (Il) oksit ile zenginlestirme sonrasi desorpsiyon ¢ozeltisinde
transferrine ait glikopeptitler gézlenmistir fakat oligosakkarit grubu icermeyen
peptitlerin sayilari glikopeptitlere oranla oldukg¢a fazladir. Zirkonyum (ll) oksit’ in
secicilik bakimindan iyi bir glikopeptit zenginlestirme ajani olmadigi sdylenebilir
fakat siyalik asit iceren glikopeptitlerin zenginlestiriimesinde alternatif bir malzeme

olarak kullanildidi literatiirde mevcuttur [113].
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4.2.5. Nikel (I) Oksit Kullanilarak Yapilan Zenginlestirme Caligmalari
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Sekil 4.9. Nikel (1) oksit ile yapilan zenginlestirme sonrasi desorpsiyon ¢ozeltisinin
MALDI-MS spektrumu.

Zenginlestirme sonrasi Nikel (ll) oksit desorpsiyon c¢ozeltisinden elde edilen
spektrumda (Sekil 4.9) transferrine ait glikopeptitler gdzlenmektedir. Ayrica
kullanilan yontem ile 0Ozgun olarak siyalik asit igeren glikopeptitlere ilgi
duyulmaktadir. Fakat diger metal oksitlerle karsilastirildiginda zenginlestirme
veriminin oldukga dusuk oldugu belirlenmistir. Ayrica nikel (11) oksitin asidik ortamda
¢ozUnmesinden dolayr madde kayiplari yasanmistir. Bu sebepten bu metal oksit
glikopeptit zenginlestiriimesi i¢in uygun bir ajan olarak gortulmemigtir. Buna ragmen

nikel (I) oksit bu tarz ¢caligmalarda kullanilabilir.
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4.2.6. Demir (lll) Oksit Kullanilarak Yapilan Zenginlestirme Galismalari
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Sekil 4.10. Demir (lll) oksit ile yapilan zenginlestirme sonrasi desorpsiyon

¢Ozeltisinin MALDI-MS spektrumu.

Son olarak glikopeptitlerin zenginlestirme islemi demir (1) oksit kullanilarak
yapilmistir (Sekil 4.10). Desorpsiyon sonrasi elde edilen ¢ozeltinin analizinde siyalik
asit iceren glikopeptitlerin sinyalleri yuksektir. Asn-432 ve Asn-630 peptitleri
Uzerinden baglanan sekerlerin tam yapilari gézukmektedir. Analiz sirasinda seker
gruplari lazer enerjisine maruz kalarak parcalandigindan bircok farkl oligosakkarit
yapisinda glikopeptit sinyalleri belirlenmistir. Bu peptitler Uzerlerine peptitlerin
oligosakkarit gruplar cizilerek goOsteriimigtir. Denenen diger metaller ile
karsilagtinldiginda,  demir (lll) oksit 'in siyalik asit iceren glikopeptitlerin
zenginlestiriimesinde hem segicilik hem de verimlilik agisindan iyi bir ajan oldugunu

soylenebilir.
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4.3. Siyalik Asit Bagh Glikopeptitlerin Zenginlestirme Caligmalari icin En

Uygun pH’nin Belirlenmesi

Demir (Ill) oksit ile yapilan c¢alismalarda, glikopeptitlerin metal oksit ylzeyine
tutunabilmesi igin uygun pH, iyonik siddet ve polaritede calisiimasi gerekmektedir.
Bu amagla adsorpsiyon ve desorpsiyon ortamlarinin optimize edilmesi
gerekmektedir. Siyalik asit iceren glikopeptit calismalari i¢in en uygun metal oksit
secildikten sonra glikopeptit sinyallerinin en iyi gozlenebilecegi kosullarin
optimizasyon calismalarina baslanmistir. ilk olarak pH’in adsorpsiyona etkisini
incelemek icin yukleme tamponunun pH’si degistirilerek (pH=0.30, 1.00, 2.00, 3.00,
ve 4.00'da) deneyler yapilmistir. Buradan elde edilen sonuglar Sekil 4.11
(A,B,C,D,E)de verilmistir. Sekil 4.10 (A)da pH=0.30’da yukleme yapildigindaki
desorpsiyon ¢ozeltisine ait spektrum gdzlenmektedir. Burada transferrin proteinine
ait glikopeptit sinyalleri net bir sekilde gézlenmektedir. Buna ilave olarak bu proteine
ait diger peptit sinyalleri de gorulmustir. Sekil 4.10 (B,C,D,E) spektrumlarinda,
yukleme pH’lari sirasiyla 1.00, 2.00, 3.00 ve 4.00 olarak ayarlanmistir. Spektrumlar
incelendiginde, pH’'nin artmasiyla demir (l11) oksit’in siyalik asit iceren glikopeptitlere
olan ilgisinin azaldigi tespit edilmigtir. Bunun yaninda, transferrin proteinine ait diger
peptitlerin sayisinda oldukga fazla bir artis belirlenmistir. Bu sonuglar metal oksitin
siyalik asit iceren glikopeptitlere baglandi§i adsorpsiyon kosullarinin oldukga dusik
pH’da oldugunu gostermektedir. Buradaki etkilesim tam olarak aydinlatiimamakla
beraber titanyum (V) oksit kullanilarak yapilan ¢alismalarda siyalik asidin karboksil
grubu ile metal oksitin metal merkezi arasinda tersinir ¢ok digli bir baglanma

mekanizmasi onerilmektedir [110].
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Sekil 4.11. Demir (lll) oksit yluzeyine farkli pH’larda yukleme yapildiktan sonraki
desorpsiyon ¢ozeltilerinin - MALDI-MS spektrumlari. (A) pH=0.30" da, (B)
pH=1.00'da, (C) pH=2.00’da, (D) pH=3.00’da ve (E) pH=4.00'da.
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4.4. Glikolik Asit Derigsiminin Adsorpsiyona Etkisi

Siyalik asit igeren glikopeptilerin zenginlestirme ¢alismalarinda bu galismalar icin en
uygun metal oksit belirlendikten sonra, kullanilan metal oksitin en segici ve verimli
calisacagdl kosullarin belirlenmesi ¢alismalarina tutunma ¢dzeltisinin igeriginde
degisiklikler yapilarak devam edilmigtir. Bu hedefle tutunma ¢ozeltisi igin en uygun
pH belirlenmigtir. Bu asamadan sonra transferrin proteinine ait diger peptitlerin
yluzeye tutunmasini engellemek amaciyla literatirde de kullanilan glikolik asit
¢Ozeltisi tutunma ¢ozeltisine gesitli oranlarda ilave edilmistir. Glikolik asit pKa’si 3.86
olan bir alfa-hidroksi asittir. Bu Ozelliklerinden dolay! transferrine ait asidik
aminoasitler iceren diger peptitlerle yarigarak yuzeye tutunmalarini engellemektedir.
Calismada glikolik asitin etkisini incelemek amaciyla literatlirde bulunan yontem
kullanilarak cesitli derigimlerde glikolik asit iceren tutunma ¢ozeltileri hazirlanmigtir
[111]. Sekil 4.12 (A,B,C,D) MALDI kutle spektrumlari, tutunma ¢ozeltisinde icerdigi
glikolik asit derigimine gore sirasiyla gikolik asit olmadan,1.00, 2.00 ve 3.00 M
glikolik asit kullanilarak elde edilmistir. Buradaki spektrumlar karsilastirildiginda
glikolik asit icermeyen tutunma g¢ozeltisi kullanildiginda siyalik asit iceren
glikopeptitlere ait sinyaller olduk¢a dugik olarak belirlenmistir. Ayrica diger siradan
peptitlerin sayisi oldukg¢a artmistir. Glikolik asit miktari 1.00 M’a ¢ikarildiginda ise
nispeten secilik artmistir. 2.00 M glikolik asit iceren spektrum (Sekil 4.12C)
incelendiginde segciciligin ve sinyal siddetinin arttigini diger peptitlerle kiyaslama
yapildiginda gorulmektedir. 3.00 M glikolik asit miktarinin ise hem segiciligi hem de
sinyal siddetini duslUrdugunu spektrumlar kiyaslama yapilarak belirlenmigtir.
Buradan elde edilen sonuglara gére 2.00 M glikolik asit iceren tutunma ¢ozeltisinin
siyalik asit iceren glikopeptitlerin zenginlegtirme c¢alismalari i¢in en uygun oldugu

tespit edilmigtir.
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Sekil 4.12. Demir (lll) oksit Uzerine yukleme yapilan ¢ozeltinin farkli glikolik asit
derisimleri ve desorpsiyon sonrasi MALDI-MS spektrumlari (A) Glikolik asit
olmadan, (B) 1.00 M, (C) 2.00 ve (D) 3.00 M.
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4.5. Zenginlestirme islemi Sonrasi En iyi Yikama Gézeltisinin Belirlenmesi

Demir (111) oksit ile siyalik asit iceren gilkopeptitlerin zenginlestirme ¢alismalarinda
tutunma c¢ozeltisinin en uygun pH’si ve seciciligi artiran glikolik asitin derigimi
belirlendikten sonra, ortamdan uzaklastiriimasi istenen ve ylzeye tutunan siradan
peptitlerin hizli bir sekilde desorbe olabilmesi igin c¢esitli ylkama ¢ozeltileri bu
calismada kullaniimigtir. Bu amagla ilk olarak literatirde kullanilan yonteme gore
yikamalar yapiimistir [110]. Sekil 4.13'te A spektrumu bu yikamalar yapilarak
elusyon sonrasinda elde edilen MALDI kutle spektrumudur. Bu spektrum
irdelendiginde siyalik asit igeren glikopeptitlerin zenginlestigi ancak siradan
peptitlerin sayisinda gozle goralur bir disusun saglanamadigi tespit edilmistir. Bu
yikama iglemi dereceli olarak pH’nin ve polaritenin artirilmasini hedefleyerek diger
peptitlerin ylizeyden koparilmasini hedeflemektedir. Bu asamadan sonra oncelikle
sirastyla ikinci yikamalar ACN:Su:TFA (100:0:0.1, v/v) ve ACN:Su:TFA (0:100:0.1,
v/v) ile iki defa yapilarak zenginlestirme iglemi yapilmis ve sirasiyla Sekil 4.13’teki
B ve C spektrumlar elde edilmistir. Bu iki spektrum kiyaslandiginda anlamli bir
farkhlik elde edilememistir ve diger peptitlerin sayisinda 6nemli bir azalma
saglanamamistir. Bu denemeler sonrasinda ikinci yikama islemi sirasiyla bir defa
Su:TFA (100:0.1, v/v) ve bir defa ACN:TFA (100:0.1, v/v) ile yapilmigtir. Sekil 4.13D
spektrumu bu yikamalar yapilarak kullanilan zenginlestirme metodu sonucunda
elde edilmistir. Bu spektrum incelendiginde secicilik agisindan onemli bir gelisme
saglanamamistir. Bu asamadan sonra yikama ¢ozeltilerinin pH’si biraz daha yukari
cekilerek metal oksitler % 100 ACN ve % 100 Su ile yikanmistir. Bu yontem
kullanilarak yapilan zenginlestirme en iyi sonucu vermistir. Secicilik agisindan en iyi
spektrum Sekil 4.13E’de gorulmektedir. Transferrine ait siradan peptitlerin en iyi
uzaklastigi ve bu sayede siyalik asit iceren glikopeptitlerin en net gérindigu

spektrum belirtilen yikama ¢ozeltileri kullanilarak elde edilmigtir.
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Sekil 4.13. Desorpsiyon oOncesi farkli yikama c¢ozeltileri sonrasi desorpsiyon
cozeltilerinin MALDI-MS spektrumlari (A) iki defa ACN:Su:TFA (80:19:1, v/v) ve iki
defa ACN:Su:TFA (20:80:0,1, v/v) ile (B) Iki defa ACN:Su:TFA (80:19:1, v/v) ve iki
defa ACN:Su:TFA (0:100:0,1, v/v) ile (C) ki defa ACN:Su:TFA (80:19:1, v/v) ve iki
defa ACN:Su:TFA (100:0:0,1, v/v) ile.
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Sekil 4.13. (Devami) Desorpsiyon oOncesi farkli yikama c¢ozeltileri sonrasi
desorpsiyon gozeltilerinin  MALDI-MS spektrumlari (D) Iki defa ACN:Su:TFA
(80:19:1, v/v), bir defa Su:TFA (100:0,1, v/v) ve bir defa ACN/TFA (100:0.1, v/v) ile
(E) iki defa ACN:Su:TFA (80:19:1, v/v) ile, bir defa %100 Su ve bir defa %100 ACN

ile.
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4.6. Zenginlestirme islemi Sonrasi PNGase F Enzimi ile Peptitlerden Seker

Gruplarinin Uzaklastiriimasi

Zenginlestirme isleminden sonra siyalik asit iceren glikopeptitlerin peptit bdlgelerinin
O0zgun analizleri icin PNGase F enzimine maruz birakilmalari gerekmektedir.
PNGase F, N-bagh glikoproteinleri en sondaki GIcNAc ve arparajin arasindan

hidroliz yoluyla kesen bir amidaz enzimidir [114].

Demir (Ill) oksit ile zenginlestirilen glikopeptitter PNGase F enzimine maruz
birakilarak peptit birimleri bdlgesel olarak tespit edilmigtir. Burada enzimin
O0zgunlugu sayesinde oligosakkarit yapilarindan ayrilan glikopeptitlerin peptit
birimleri analiz edilmigtir. Bu sayede kullanilan yontem ile transferrinin hem peptit
birimleri hem de oligosakkarit birimleri tespit edilmistir. Transferrine ait iki adet
glikozilasyon boélgesi MALDI-MS analizlerinde belirlenmistir. Sekil 4.14 B 'de gorilen
MALDI kuatle spektrumu, zenginlestirilen glikopeptitlerin PNGase F enzimine maruz
birakilarak analiz edilmesi sonucu elde edilmis spektrumunu gdstermektedir.
Spektrum incelendiginde bir eksik kesim noktasina sahip N43? glikozilasyon bolgesi
iceren CGLVPVLAENYN#?KSDNCEDTPEAGYFAIAVVKK peptiti ve
CGLVPVLAENYN**?KSDNCEDTPEAGYFAIAVVK peptiti, N80 glikozilasyon
bolgesine sahip QQQHLFGSN&3°VTDCSGNFCLFR peptiti ve bu peptitlere ait
sinyallerde sodyum ve potasyum eklenmis halleri gdzlenmektedir. Tripsin enzimi
proteomiks ¢alismalarinda 6zgunligu nedeniyle proteinlerin enzimatik pargalanma
basamaginda siklikla kullaniimaktadir. Tripsin genellikle bir proteini arjinin ve lizin
aminoasitleri arasindan pargalayarak peptit birimlerini olusturur. Her ne kadar 6zgin
olsa da bazi durumlarda eksik kesim noktasi verebilmektedir. Glikozilasyon
bolgelerinin peptit birimlerine bakildiginda N*32 bolgesi igin asparajin amino asidini
lizin amino asidi izlemektedir. Normal olarak lizin amino asidinin bulundugu
bolgeden protein bolgesi kesilerek CGLVPVLAENYN#32K peptitinin elde edilmesi
beklenmektedir fakat lizin amino asidinin 6ncesinde bulunan glikozilasyon bolgesi
nedeniyle tripsin enzimi sterik etki sebebiyle bu bdlgeden peptit birimini
kesememektedir. Sekil 4.14 A da gosterilen zenginlestirme sonrasi glikopeptitler
iceren MALDI-MS spektrumu ile enzimle seker birimleri 6zgun olarak kesilip tekrar
alinan MALDI-MS spektrumu (Sekil 4.14 B) karsilastirildidinda daha saf bir
spektrumun olustugu séylenebilmektedir. Sekil 4.14 A da elde edilen MALDI-MS

spektrumunun duguk kutle bolgelerinde gobzlenen ve diger 6zgun olmayan
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peptitlerden olustugu daha 6nce yorumlanan sinyallerin esasinda 6zgun enzim ile
sekerler peptitlerden ayrildiktan sonra gézlenmemektedir (Sekil 4.14 B). Bu ise
dusuk molekdl agirligi bélgesinde gdzlenen sinyallerin 6zglin olmayan peptitlerden
degilde glikopeptitlerin kararsizligi sonucu MALDI-MS sartlarinda
parcalanmalarindan olusan parcalanma Urunlerinden kaynaklandigi tespit edilmistir.
Bu sonuglar, bu ¢alismada uygulanan yontemin oligopeptitlerin zenginlestirmesinde

gergekten ¢ok daha 6zgun calistigini gostermektedir.
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Sekil 4.14. (A) Demir (lll) oksit ile zenginlestirme sonrasi desorpsiyon ¢ozeltisinin
MALDI-MS spektrumu, (B) Zenginlestirme iglemi sonrasi desorpsiyon ¢ozeltisinin,

PNGase F enzimi ile etkilesimi sonrasi MALDI-MS spektrumu.
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4.7. Farkh Derigsimlere Sahip Glikopeptitlerin Zenginlestirilmesi

Transferrin proteininin farkh derigsimlerdeki ¢ozeltilerinin enzimatik parcalanma
sonrasi zenginlestirmelerinin MALDI-MS sonuglari Sekil 4.15'de verilmistir. Sekil
4.15 A ve B’de verilen spektrumlarda transferrin proteininden zenginlesmis siyalik
asit bagli glikopeptitler rahatlikla gorulebilmektedir. Sekil 4.15 C’de derisim 0.10
pmol uLY ye inildiginde siyalik asit bagh glikopeptitler halen géziikmektedir.
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Sekil 4.15. Transferrin proteinin farkli derisimlerdeki zenginlestirme c¢ozeltilerinin
MALDI-MS spektrumlari. (A) 10 pmol yL2, (B) 5 pmol yL?, (C) 0.10 pmol pL*.

Yapilan ileri galigmalar sonucu sabit miktardaki metal oksit (10 mg) Gzerine yiukleme
¢cOzeltisi hacmi ve desorpsiyon ¢ozeltisi hacmi arasinda 100:1 orani saglanarak
yapilan zenginlestirmelerde yukarida belirtiien zenginlestirme oranlari da 100 kat
daha artirilarak femtomol ‘lin alt seviyelerine, yani 10~ pmol seviyelerine kadar diger
peptitlere gore ¢cok daha dusuk derisimlerde bulunan glikopeptitleri karmasik matriks

icerisinde tayin etme olasiliklari dogmaktadir. Bu konudaki ileri galismalarda kan
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serumu gibi ¢cok sayida protein bulunduran ve bazilarini gok diguk derisimde igeren
ve ¢ok sayida glikolizasyon bdlgesi olan proteinlerden olusacak yuzlerce glikopeptiti
ayirip analiz etmektir. Daha sonra bu peptitlerden 6zgin enzimle sekerleri
uzaklastiripp MS/MS calismalari yapilip proteinlerdeki glikolizasyon oranlarini bulup

bazi hastaliklarda teshis amaci ile kullanmaktir.

Bu tez kapsaminda siyalik asit iceren glikopeptitlerin kutle spektrometrik tekniklerle
hizli ve etkin analizlerinde kullanilabilecek bircok metal oksit test edilmigtir.
Literatirde bu amacla genellikle titanyum (V) oksit kullanilmaktadir. Titanyum (IV)
oksit kullanilarak hem serumdan hem de hucre Orneklerinden siyalik asit igceren
glikopeptitler zenginlestirilerek sivi kromatografisi bagl ileri kitle spektrometrik
tekniklerle analiz edilmislerdir [111, 115, 116]. Metal oksitler kullanilarak siyalik asit
iceren glikopeptitlerin  zenginlestirme c¢alismalari gun gectikge c¢esitlenerek
artmaktadir. Palmisano ve arkadaslar hidrofilik etkilesim ve titanyum dioksit
kromatografisi kullanilarak HelLa htcrelerinden siyalik asit iceren glikopeptitlerin
zenginlestirmesini gostermigtir [111]. Yapmis olduklari bu galismayi cesitli dogal
ornekler kullanarak ve yeni yontemlerle gelistirerek literature kazandirmiglardir
[117]. 2013 yilinda Zhu ve arkadaglari insan plazmasini kullanarak titanyum (1V)
oksit ile siyalik asit iceren glikopeptitlerin zenginlegtirmesi i¢in benzer bir yontem
kullanmiglardir [116]. Bu cahsmalarini ylksek etki degerine sahip dergilerde
yayimlamisglardir. Burada yapilan her ¢alisma glikopeptitlerin analizinde gelismekte
olan bu alana katki saglamaktadir. Tez kapsaminda yapilan ¢galismalar titanyum (1V)
oksite alternatif olabilecek diger metal oksitlerin zenginlestirme performanslarini
degerlendirmektedir. Burada literaturde simdiye kadar bu calismalarda
kullaniimamig metal oksitler siyalik asit iceren glikopeptitlerin zenginlestiriimesinde
kullaniimistir ve zenginlestirme performanslari karsilastiriimistir. Bu kapsamda
demir (Ill) oksitin alternatif bir malzeme olarak ilk kez siyalik asitlerin secici olarak
zenginlestiriimesinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Demir (11l) oksit kullanilarak
daha karmasik orneklerden siyalik asit iceren glikopeptitlerin zenginlestiriimesi ile
titanyum dioksitten daha segici ve ayni zamanda paramanyetik 6zelligi ile ¢esitli
uygulamalarda kullanilabilecek bir yontemin gelistirilebilinecegi standart glikoprotein
olan insan transferrin Gzerine yapilan c¢aligmalar ile gdsterilmistir. Ayrica insan
transferrin glikoproteinin kapsamli olarak glikolizasyon analizleri yapiimistir. Hem

glikopeptit birimleri hem de peptit birimleri belirlenmistir. Bu ¢alisma sayesinde
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cesitli hastaliklarda hayati rol oynayan siyalik asit iceren glikopeptitlerin alternatif
metal oksitler ve Ozellikle demir (lll) oksit kullanilarak segici olarak
zenginlestirildikten sonra ileri kutle spektrometrik tekniklerle analizlerinin yapilmasi,
ilgili hastaliklara on tani koyulmasinda ve tedavi surecinde oldukga onemli katkilar

saglayacaktir.
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5. SONUGLAR

Transferrin proteinin tripsin enzimiile par¢galanmasi sonucu elde edilen siyalik
asit iceren glikopeptitlerin zenginlestirme islemleri igin, gadolinyum (111) oksit,
nikel (I) oksit, tantal (V) oksit, zirkonyum (IV) oksit, titanyum (IV) oksit ve
demir (Ill) oksit ayri ayri kullanilimig ve analizleri MALDI-MS kullanilarak

yapimigtir.

Enzimatik olarak pargalanan transferrin proteinin MALDI-MS sonucunda,
spektrumda sadece oligosakkarit bdlgesi olmayan normal peptitler
gorulmustur. Buna sebep olarak enzimatik pargalanma sonucunda elde
edilen peptit karisimi icerisinde glikopeptit miktarinin gok az miktarda oldugu

gOsterilebilir.

Enzimatik olarak pargalanan transferrin proteinin ESI-MS/MS analiz
sonuglarina gére, Mascot veritabanindan elde edilen veriler incelendiginde
glikopeptitlerin miktarinin toplam peptit miktarina oranla ¢ok az olmasindan

oturu glikopeptitler burada gozlemlenememistir.

Gadolinyum (I1) oksit ile yapilan zenginlestirme ¢alismalarina ait MALDI-MS
sonuglarinda bu oksit yapisinin siyalik asit igeren glikopeptit adsorpsiyon
kapasitesinin ¢ok dusuk oldugu belirlenmis bu metal oksit yuzeyinde

glikopeptit gdozlemlenememistir.

MALDI-MS sonugclarinda, tantal (V) oksit, zirkonyum (IV) oksit ve titanyum
(IV) oksit ile yapilan deneylerde glikopeptitlerin zenginlestidi fakat secicilik
bakimindan demir (Ill) oksite gore iyi performans goéstermedigi goriimustir.
Ancak bu metal oksitlerle ede edilen zenginlestirme sonugclarinin literatirde
yapilan benzer tlrlerine gore ¢ok daha etkili ve kullanigh oldugu tespit

edilmigtir.

Siyalik asit iceren glikopeptitlerin zenginlestiriimesi ¢alismalarinda, nikel (II)
oksit yukleme ¢ozeltisi pH’si asidik oldugundan deney sirasinda ¢ozinmus
ve bu malzemenin duguk pHlara olan dayaniksizigi nedeniyle

zenginlestirme islemi istenildigi sekilde gergeklestirilememigtir.
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Tez kapsaminda incelenen metal oksit turleri igerisinde demir (lll) oksit
zenginlestirme calisamalarinda en iyi performansi gostermis olup

adsorpsiyon yetenegi en yuksek metal oksit turt olarak belirlenmigtir.

Siyalik asit iceren glikopeptitlerin  demir (lll) oksit kullanilarak
zenginlestiriimesinde kullanilan ytukleme tamponu i¢in en uygun pH degeri

0.30 olarak belirlenmisgtir.

Demir (lll) kullanlarak yapilan zenginlestirme calismalarinda yukleme
tamponu icerisinde bulunan glikolik asit miktarina ait en uygun degerin 2.00

M oldugu saptanmistir.

Siyalik asit iceren glikopeptitlerin demir (lll) oksit ylzeyine adsorplandiktan
sonra, adsorbanin ylkanmasi igin en etkili ¢cozeltilerin sirasiyla iki defa
ACN:su:TFA (80:19:1, v/v) ile, bir defa %100 su ve bir defa %100 ACN

oldugu belirlenmistir.

Zenginlegtirilen siyalik asit iceren glikopeptitlerin desorpsiyonu pH = 11.0’de

amonyum bikarbonat/amonyak tamponu kullanilarak yapiimistir.

Zenginlesen siyalik asit iceren glikopeptitter PNGase F enzimi ile
oligosakkarit bolgelerinden kesilip, peptit bolgeleri MALDI-MS ile analiz
edilmigtir. Bu deney sonuglari esasinda dusuk molekul agirhdi bolgesindeki
sinyallerin 6zgun olmayan peptitlerden degdil 6zgin olan glikopeptitlerin
parcalanmasindan olustugunu gostermekte ve bu da yontemin daha etkin

cahistigini gostermektedir.

Tez kapsaminda gelistirilien yontem kullanilarak, 0.10 pmol pL* gibi ¢ok
dusuk derisimlerdeki transferrin proteininden gelen siyalik asit igeren
glikopeptitler basari ile zenginlestiriimistir. Bu gdzlenebilme siniri
adsorpsiyon-desorpsiyon ¢ozeltilerinin hacim oranlari degistirilerek 100 kat

daha iyilegtirilebilir.

Tez kapsaminda geligtirilen bu yontem ile siyalik asit iceren glikoproteinler
yuksek secicilik ile zenginlestiriimigtir.

Tayin sinirinin altinda kalan derigimlerdeki bulunan glikopeptitlerin tayini,

peptit karigimi igerisinde yapilamazken tez kapsaminda geligtirilen yontem
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kullanilarak siyalik asit iceren glikopeptitler zenginlestirilip tayini mumkan

hale getirilmigtir.
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