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OZET

FOSFOPEPTITLERIN COZUNMEYEN GECIS METAL OKSITLERI
UZERINDE SECIMLI ZENGINLESTIRILMESI VE MALDI-MS iLE
DOGRUDAN TAYINLERI

GIZEM KAYNAR
Yiiksek Lisans, Kimya Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. BEKIR SALIiH
Temmuz 2013, 82 sayfa

Hiicresel  faaliyetlerin  diizenlenmesi,  post-translasyonel — modifikasyonlar ile
gerceklesmektedir. Bu modifikasyonlardan en sik rastlanani ise fosforilasyondur. Protein
yapilarinin fosforilasyonu, fosfat grubunun bir veya daha fazla amino asite tersinir bir
sekilde kovalent olarak baglanmasidir. Hangi proteinin ne zaman, nerede ve kim tarafindan
fosfatlanacaginin anlasilmasi bir¢ok hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmasinin anlagilmasinda
anahtar rol oynamaktadir. Hiicresel faaliyetlerde gorev alan fosfoproteinlerin yapilarinin
aydinlatilmasi i¢in giiniimiizde en etkin teknik olarak kiitle spektrometrisi kullanilmaktadir.
Fakat fosfopeptitlerin kiitle spektrometrik analizler i¢in olduk¢a 6nemli bir parametre olan
iyonlagma verimlerinin ve hiicre igerisindeki proteinlerin fosfatlanma yiizdelerinin diisiik
olmas1 nedeniyle olusacak fosfopeptit birimlerinin miktarlari, analiz i¢in kullanilacak olan
kiitle spektrometrik tekniklerin tayin sinirlarmin altinda kalmaktadir. Bu sorunlarin
coziilmesi amaciyla fosfopeptitlerin kiitle spektrometrisi ile analiz edilmeden Once
bulunduklar1 ortamdan se¢imli olarak ayrilip belli bir yerde toplanarak, zenginlestirme

calismalar1 yapilmasi gereklidir.

Bu tez kapsaminda; f-kazein proteininin ve yagsiz inek siitii 6rneklerinin enzimatik olarak
parcalanmasindan elde edilen peptit birimleri igerisinden pozitif yiiklii nikel, bakir, kobalt,
demir, gadolinyum, disprosiyum, vanadyum, molibden gibi gecis metallerinin oksitleri
kullanilarak saflastirilan fosfopeptitler Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/Iyonlastirmali-
Kiitle Spektrometresi (MALDI-MS) ile incelenmistir. Fosfopeptitler ile gegis metali



oksitleri arasindaki etkilesimler, fosfopeptit yapilarinda yer alan negatif yiiklii fosfat
gruplart ile pozitif yiiklii metaller arasinda meydana gelmektedir. Bu etkilesimler sayesinde
fosfopeptitler, enzimatik parcalanma sonucu olusan peptit karisimi igerisinden 6zgiin
olarak ayrilip, kullanilan gegis metal oksitlerinin yiizeyleri lizerinde zenginlestirilmistir.
Zenginlestirilen  fosfopeptitlerin  dogrudan, kullanilan ge¢is metal oksitlerinin
yiizeylerinden kiitle spektrometrik olarak analizleri yapilmistir ve bu veriler, fosfopeptitler
zenginlestirildikleri gecis metal oksidi lizeriden desorbe edildikten sonra yapilan kiitle
spektrometrik analiz sonuglar1 ile karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda
desorpsiyon basamagina ihtiya¢ olmadigi ve fosfopeptitlerin, kullanilan ge¢is metal
oksitlerinin yiizeyinden ayni basart ile dogrudan kiitle spektrometrik analizlerinin
yapilabilecegi tespit edilmis ve bu yontemin fosfopeptit zenginlestirme calismalarinda

basariyla kullanilabilecegi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fosfopeptit, post-translasyonel —modifikasyon, fosfopeptit

zenginlestirme, MALDI-MS, metal oksit, fosfopeptit-metal oksit etkilesimleri.



ABSTRACT
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Post-translational modifications organize cellular activities. One of the most common post-
translational modifications is phosphorylation. Phosphorylation is the reversible covalent
attachment of one ore more phosphate group to the protein structure. It is important to
know which protein phosphorylates, or when the phosphorilation begins, for understanding
intracellular signal transportation mechanism. Nowadays, mass spectrometry is used as the
most efficient technique for characterizing phosphoproteins taking charge in cellular
processes. However, phoshopeptides have low ionization efficiency which is a very
important parameter for mass spectrometry. Furthermore, the concentration of
phosphopeptides is usually lower than the detection limit of mass spectrometric techniques
because of the substoichiometric phosphorylation. Therefore, selective enrichment and
preconcentration is required to overcome all these issues before the mass spectrometric
analysis of phosphopeptides.

Within the scope of this thesis, phosphopeptides in peptide mixtures, obtained from the
enzymatic digestion of 3-casein and milk samples, were selectively enriched and purified
with positively charged transition metal oxides such as nickel, copper, cobalt, iron,
dysprosium and gadolinium, vanadium oxides. Moreover, these phosphopeptides were
determined directly on transition metal oxide surfaces by MALDI-MS after the enrichment
process. Then, data obtained form these experiments were compared with the MALDI-MS

analysis results obtained after desorption of the phosphopeptides from the transition metal



oxide surfaces using elution process. This comparison showed that the elution of the
phosphopeptides from the surfaces of metal oxides is not required prior to their mass
spectrometric analysis. Thus, phosphopeptides could be directly detected on transition
metal oxide surfaces as well as their detection after desorption. Also the same method is
very useful after enrichment of phosphopeptides from complex real biological samples
such as non-fat milk.

Keywords: Phosphopeptides, post-translational modification, phosphopeptide enrichment,

MALDI-MS, metal oxide, phosphopeptide-metal oxide interactions.
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FT Fourier transform
GC Gaz kromatografisi
HPLC  Yiiksek basin¢l sivi kromatografisi
IAA Iyodoasetamid
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Metal oksit afinite kromatografisi
Kiitle Spektrometresi/Spektrometrisi
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Post-translayonel modifikasyon
Fosfotirozin
Dértkutuplu Tyon Yakalayici
Dortkutuplu-ugus-zamanl
Ikincil iyon kiitle spektrometrisi
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Ucus zamanlh
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1. GIRIS
Proteomiks olarak adlandirilan bilim dali genomun tiim protein bilesenlenlerinin
analizlerini ve tamimlanmalarimi kapsar. Protecom c¢alismalari, protein faaliyetlerinin,
yapilarindaki modifikasyonlarin, hiicre igerisindeki fonksiyonlarinin ve protein-protein
etkilesimlerinin ~ tanimlanmasin1  amaglar. Ancak proteom ¢alismalart  genom
calismalarindan daha zordur. Genom c¢alismalart dort ana bilesen tizerinden yiiriirken
proteom calismalar1 20 degisik amino asitin farkli dizilimlerinin olusturdugu peptit ve
proteinlerin incelenmesini kapsar. Bunlara bir de post-traslasyonel modifikasyonlar
eklenince proteom caligsmalarinin ne kadar karmasik olabilecegi anlasilir. Hastalikli ve
normal kosullardaki protein fonksiyonlarinin veya miktarlarinin karsilastirilmasiyla ilag
tasarimi, yeni tedavi yontemleri gelistirme ¢alismalar1 yapilabilir veya hastaliklarin teshisi

icin yeni yontemler gelistirilebilir.

Post-translasyonel modifikasyonlar sonucunda amino asitlerin dolayisiyla peptit ve
proteinlerin fiziksel oOzellikleri degisir. Bu degisiklikleri incelemek sinyal iletiminin
aciklanmasma yardimci olur. Fakat bir¢cok post-translasyonel modifikasyonun hiicresel
aktivite, tepki verme ve gelisim mekanizmalarindaki rolleri, hala tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu yiizden post-translasyonel modifikasyonlari incelemek ve
mekanizmalarin1 aydinlatmak onemlidir. Protein yapilarinda yaklasik 300 farkli post-
translasyonel modifikasyonun meydana geldigi bilinmektedir. Post-translasyonel
modifikasyonlardan en sik rastlanilanlari; glikolizasyon, asetilasyon ve oOzellikle
fosforilasyondur. Protein yapilarinin fosforilasyonu, fosfat grubunun bir veya daha fazla
amino asite tersinir, kovalent baglanmasi ile olup hiicresel faaliyetlerin diizenlenmesinde
en sik rastlanilan post-translasyonel modifikasyondur. Fosfat grubunun tiim amino asitler
icinde en fazla baglandiklar1 {i¢ amino asit; serin, treonin ve tirozin amino asitleridir.
Fosforilasyonun serin ve treonin amino asitleri iizerinden olma olasiligi, tirozin amino asidi
tizerinden olmas1 olasiligindan ¢ok daha fazladir. Bagil olarak bu olasiliklarin oranlari
pSer: pThr: pTyr sirasiyla 1800:200:1 olarak ifade edilmektedir. Hangi proteinin ne zaman,
nerede ve kim tarafindan fosfatlanacaginin anlasilmasi bir¢ok hiicre i¢i sinyal iletim
mekanizmasinin anlasilmasinda anahtar rol oynamaktadir. Birbirine gore tersinir olarak
calisan kinaz ve fosfataz enzimleri proteinlerin fosforilasyon ve defosforilasyon islemlerini

diizenlerler. Bu iki enzim sistemi kinetik 6zellikleri, substrat se¢imlilikleri ve hiicre veya
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doku igerisindeki dagilimlar1 bakimindan farklidirlar. Bir¢ok kinaz enzimi de kendi
baglarina fosfoproteinlerdir ve sadece fosfatlandiklarinda aktif hale gelirler. Kinaz ve
fosfataz enzimleri, fosforilasyon olaymi kontrol altinda tutarak, sonrasinda gergeklesen;
protein fonksiyonlarinin bastan sona degismesi, proteinlerin, hiicre igerisinde bulunduklari
yerin belirlenmesi, yapilarinin bozunmasi, konformasyonlarinin degismesi ve diger
proteinlerle etkilesmesi gibi biyolojik faaliyetleri de diizenlemis olurlar. Hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi, membran tagimasi ve gecirgenligi, hiicreler arasi etkilesim ve metabolizma
gibi biyolojik fonksiyonlarin ayarlanmasinda da fosforilasyon ¢ok Onemli rol
oynamaktadir. Bu konuda yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar, kanser, diyabet,
Alzheimer, Kistik fibrozis gibi hiicresel mekanizma bozukluklari sebebiyle meydana gelen
hastaliklarin tanimlanmalar1 ve bu tiir hastaliklarin tedavisi amaciyla yeni ila¢ hedeflerinin

bulunmasi gibi ¢aligmalar icin ¢ok biiyiik 6neme sahiptir.

Son on yilda kiitle spektrometrisi, daha geleneksel fosforilasyon analiz metotlarina gegerli
bir alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir [1]. Matriks-yardimli lazer desorpsiyon/iyonlagmali
ucus zamanli (MALDI-TOF) ve elektrosprey iyonlasmali kuadrupol ugus zamanli (ESI-
QTOF) Kkiitle spektrometrisi yontemleri, fosfoproteomiks caligmalar1 i¢in en uygun
tekniklerdir. Fakat fosfopeptitlerin kiitle spektrometrik analizler i¢in olduk¢a 6nemli bir
parametre olan iyonlasma verimleri diisliktiir. Ayrica hiicre igerisindeki proteinlerin
fosfatlanma yiizdelerinin diisilk olmasi nedeniyle olusacak fosfopeptit birimlerinin
miktarlar1, kullanilan kiitle spektrometrik tekniklerin tayin sinirlarinin altinda kalmaktadir.
Bahsedilen bu gibi sorunlarin iistesinden gelebilmek amaciyla, 6zellikle karmagik drnekler
icin, fosfat grubu igeren tiirlerin zenginlestirilmesi ve tayin duyarliliklarinin arttirilmasi
icin cok cesitli teknikler gelistirilmektedir [2]. Bu sorunlarin ¢oziilmesi amaciyla
fosfopeptitlerin kiitle spektrometresi ile analiz edilmeden o6nce bulunduklari ortam
icerisinden sec¢imli olarak ayrilip belli bir yerde toplanarak miktarlarinin arttirildig

onzenginlestirme ¢alismalar1 yapilmaktadir.

Bu c¢alismalarda siklikla kullanilmakta olan immobilize edilmis metal-iyon afinite
kromatografisi (IMAC) ve metal oksit afinite kromatografisi [MOAC] gibi yontemler,
fosfopeptitler iizerindeki fosfat gruplari ile metal iyonlar1 arasindaki kovalent olmayan
ozgiin etkilesimlere dayanmaktadir. Baska bir yontem olarak Immiino ¢oktiirme
(immunoprecipitation); fosfatlanmis tiirlere 6zgii antikorlar, fosfopeptitler haricindeki tiim

proteinlerin ¢oktiirlilerek ortamdan uzaklastirilmasini saglarlar. Bu yontem, fosfotirozin



iceren proteinlerin zenginlestirilmelerinde fosfoserin, fosfotreonin igeren proteinlere oranla
daha yaygindir. Ancak fosfoproteinlerin bu yontemle zenginlestirilmeleri i¢in pahali
antikor karisimlar1 kullanmak gerekmektedir. Bu yiizden bu yontemle yapilan ¢alismalarin
sayist smirlidir. Fosfopeptitlerin veya fosfoproteinlerin se¢imli olarak zenginlestirilme
yontemlerinden bir digeri ise fosfat gruplarinin kimyasal modifikasyonlarinin yapilmasidir.
Bu yontemde B-eliminasyonu ve es zamanli Michael katilmasi ile gergeklesen kimyasal
modifikasyon fosfopeptitlerin afinite prensibi ile saflastirilmalar1 amaci ile kullanilir.
Ancak bu yOntemin, istenmeyen yan reaksiyonlar, fazla miktarda 6rnek gereksinimi,

tekrarlanabilirliginin diisiik olmas1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Bu tez kapsaminda, ilk olarak B-kazein ¢6zeltisinin enzimatik pargalanmasi sonucu olusan
peptitler igerisinden, fosfopeptitleri se¢imli olarak hangi metal oksitin daha iyi ayirdigi
tespit edilmistir. Bu amagla pozitif yiiklii nikel, bakir, kobalt, demir, gadolinyum,
disprosiyum gibi gecis metalleri denenmistir. Kullanilan gecis metal oksitlerinden
fosfopeptitlere en yiiksek se¢imli etki gosterenin Demir (111) oksit oldugu anlagilmis ve
fosfopeptitlerin Demir (111) oksit yiizeyine hangi pH’da daha se¢imli adsorbe oldugu ve
hangi pH’da daha kolay desorbe edildigine dair pH taramasi ¢alismalar1 yapilmigtir. Daha
sonra B-kazein ve BSA’nin enzimatik parcalanma ¢ozeltileri karistirilmis ve bu karigim
icerisinden Demir (I11) oksit kullanilarak fosfatlanmis peptitlerin zenginlestirme galismasi
yapilmistir. Son adimda siit drneginin enzimatik pargcalanmasi sonucu olusan peptitler
icerisinden fosfatlanmig peptitler Demir (111) oksit kullanilarak ayrilmig ve direk Demir
(1) oksit yiizeyinden MALDI-MS ile analiz edilmistir. Tim bu c¢aligmalarda
zenginlestirme sonrast MALDI-MS ile analiz direk zenginlestirme i¢in kullanilan gecis
metal oksitlerinin yiizeylerinden yapilmistir. Bu sonuclar, gecis metal oksiti kullanilarak
zenginlestirilen fosfopeptitler, gegis metal oksitlerinin ylizeyinden desorbe edildikten sonra
MALDI-MS ile yapilan analiz sonuglar1 ile karsilastirilmistir. Boylelikle fosfopeptit

zenginlestirme ¢aligsmalarinda kullanilabilecek yeni bir yontem gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Proteomiks
Proteomiks son 20 yildir siirekli gelisen ve Onemi artan bir ¢alisma alanidir. ilk olarak
Wilkins, 1995 yilinda ‘proteom’ ve ‘proteomiks’ terimlerini kullanmistir [3]. Proteomiks
genel olarak, canli organizmalarin yasamsal bileseni olan proteinlerin, yani proteomun,
yap1 ve fonksiyonunu inceleyen calisma alanidir. Proteomiksde proteinlerin yapilarinda
meydana gelen degisimler, aktiviteleri, birbirleri arasindaki etkilesimleri, fonksiyonlar1 ve

buna bagl olarak hiicre icerisindeki yerleri incelenebilir.

Proteomiksi genomiksten ayiran nokta, genomiks 4 farkli yap1 tasinin, dizilimini, yapsini,
fonksiyonlarmi1 ve mutasyonlarim1 DNA diizeyinde incelerken, proteomiks 20 farkli
aminoasitin farkli dizilimlerinden olusan proteinlerin tek tek dizilimi, fonsiyonu, aktif
bolgesi, islevi, post-translasyonel modifikasyonlari, hiicre icerisindeki yeri ve gorevini
inceler. Genom statiktir. Yani bir canli organizmanin her hiicresinde ayni olan bir
sistemdir. Proteom ise dinamiktir. Dolayisyla hiicredeki bir proteinin bagil ¢oklugu, post-
translasyonel modifikasyonu, hiicrenin fizyolojik ve ¢evresel sartlarina bagli olarak degisir
[4]. Ayrica tek bir gen birgok protein izoformu i¢inde kodlanmis olabilir. Bu yiizden
proteomiks, genomiksden ¢ok daha karmasik ve zordur. Buna karsin proteomiks,
genomiksden ¢ok daha fazla bilgi verir ¢linkii DNA dizilimini bilmek proteinlerin
fonksiyonu veya bir biyolojik islemin nasil gergeklestigi hakkinda bilgi veremezken
proteomiks sayesinde bu bilgiler elde edilebilir. Dolayisiyla genomiks tek basina bir

biyolojik sistemi agiklamak i¢in yeterli degildir.

Proteomiks ile protein biyokimyasi calismalari da yine birbirinden farkli calisma
alanlaridir. Protein kimyasi, protein yapist ve fonksiyonlarimi fiziksel biyokimya veya
mekanistik enzimoloji alanlar1 altinda inceler. Protein kimyasi c¢alismalarinda tek bir
proteinin yapist incelenir ve yapisi ile fonksiyonu iligkilendirilir. Proteomiks ise daha
karmagik orneklerin incelenmesini kapsar. Bir protein sistemindeki tiim proteinlerin
yapilar1 incelenerek bulundukart sistemdeki islevleri bu yapilar ile iliskilendirilir. Yani
proteomiks, tek bir yapiya bagl sonuglara degil sistemlerin davranislarinin agiklanmasi ile
ilgili veriler ve sonuglara odaklidir. Boylece biyolojik sistemlerin yapilar1 ve islevleri

tanimlanabilir.
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Sekil 2.1. Proteomiks ve Genomiks [5]

Proteomiks bu kadar karmasik ve zahmetli olmasina ragmen daha ¢ok tercih edilmesinin
bazi sebepleri vardir. Proteinlerin gorev aldiklart mekanizmadaki islevi ve aktivitesi
gecirdigi post-translasyonel modifikasyona baghdir [5] ve yalnizca proteini sentezleyen
mesajct RNA’nin (mRNA) yapisi incelenerek bunlar tayin edilemez. Protein yapisindaki
post-translasyonel ~modifikasyonun tirii  ve modifikasyondan sonra proteinin

aktivitesindeki degimi incelemek i¢in proteomiks gereklidir.

2.2. Post-translasyonel Modifikasyon (PTM)
Insan proteomunda 1.000.000’dan fazla protein bulunur, buna karsm insan genomunda
30.000 gen vardir. Yani insan proteomu, kendisine karsilik gelen genomundan 2-3 kat
karmasgiktir [6]. Proteomun, genomdan ¢ok daha karmasik olmasinin sebebi biiylik ol¢iide

post-translasyonel ~ modifikasyonlardan  (Post-translational ~ modifications, PTMSs)



kaynaklanmaktadir. Giiniimiizde protein yapilarinda meydana gelebilen yaklasik 300 farkli
kovalent modifikasyon bilinmektedir [2]. Bu modikasyonlardan en sik rastlananlar1 Tablol
de gosterilmistir. Bu modifikasyonlarla proteinler, aktive olup olmamalarina bagl olarak
baz1 fonksiyonlar kazanabilmektedirler [7]. Ayrica post-translasyonel modifikasyonlar,

proteinlerin yapisini kararli kilmakta ve enzim aktivitesini diizenlemekte rol oynayabilir.

Post-translasyonel modifikasyon, mesajct RNA’nin (mRNA) translasyonu sonucu
sentezlenen proteinin yapisinda meydana gelen her modifikasyondur [4]. Ornegin
neredeyse her Okaryotik proteinin gecgirdigi bilinen bir proteolitik modifikasyon vardir.
Post-translasyonel modifikasyonlar peptit zincirine kovalent bagli bir grubun ayrilmasi
veya bir kimyasal grubun kovalent olarak yapiya baglanmasiyla olabilir. Alifatik
aminoasitlerin yan zincirleri (6rnegin; valin, alanin, glisin) ve fenilalanin post-
translasyonel modifikasyona katilmaz. Fakat amin, tiyol, tiyoeter, karboksilik asit ve

hidroksil gibi yan gruplar, biyolojik ¢evrede, kovalent modifikasyonlara duyarhdir [4].

Post-translasyonel modifikasyonlar ¢esitli enzimlerin katalizlemesiyle gergeklesirler. Bu
modifikasyonlardaki kovalent baglanma veya ayrilmanin gergeklesebilmesi icin ¢esitli
kofaktorlere ihtiya¢ duyulabilir. Bunlara asetilasyon igin asetil koenzim A, fosforilasyon
icin adenozin trifosfat (ATP) ve glikolizasyon i¢in UDP-glikoz 6rnekleri verilebilir [6]. Bu

dontigiimlere ait reaksiyonlar Sekil 2.3’ de verilmistir.

Tim bu modifikasyonlar  baglandiklar1  aminoasitin  fiziksel  ozelliklerini
degistirmektedirler. Bunlar negatif yiiklii bir fosfat grubunun yapiya dahil olmasi veya
zincirin azot igeren fonksiyonel grubunun bulundugu ucunda yer alan amin grubunun
asetillenerek amid grubuna doniismesi seklinde gergeklesebilirler. Bu degisiklikler, sadece

ilgili aminoasiti degil protein yapisinin biitiiniinii etkiler [6].



Tablo 2.1: Bazi temel modifikasyon tiirleri ve 6zellikleri.

Modifikasyon Modifiye Olmus Modifiye Olan Kiitle Degisimi (Da)
Aminoasit Parcanin Kiitlesi (mono izotopik)
(Da) (mono
izotopik)
B-Eliminasyonu;
Serin Dehidroalenin 69,02 -18,01
Treonin Dehidroamino-2- 83,04 -18,01
biitirik Asit
Asetilasyon,
Lizin N-asetillizin 170,11 +42,01
N-terminal
Biyotinilasyon;
Lizin +226,08
N-terminal
Borominasyon;
Tirozin Bromotirozin 240,97 +77,91
Karbamil
karboksilasyon;
Aspartik asit B-karboksiaspartik 159,03 +44,00
asit
Glutamik asit y-karboksi_glutamik 173,04 +44.00
asit
Klorinasyon;
Tirozin Klorotirozin 197,02 +33,96
Deamidasyon;
Asparjin —0,984
Glutamin —0,984
Disiilfit bagi olusumu -2,02
Formilasyon
N-terminal +27,99




Tablo 1 devam ediyor

Glutatiyonilasyon;

Sistein S-glutatiyonilsistein 408,08 +305,07

Hidroksilasyon;

Prolin y-Hidroksiprolin 113,05 +16,0

Asparjin B-Hidroksiasparjin 130,04 +16,0

Aspartik asit B-Hidroksiaspartik 131,03 +16,0
asit

Lizin d-Hidroksilizin 144,10 +16,0

Karbamil lizin 171,11 +43

Metilasyon; Aspartik asit metil 129,05 +14,02

Aspartik asit ester

Glutamik asit Glutamik asit metil 143,06 +14,02
ester

Nitrolama;

Tirozin Nitritirozin 208,01 +45,1

Oksidasyon; Metiyonin siilfoksit 147,04 +16,00

Metiyonin

Sistein Sisteik asit 151,01 +48,00

Fosforilasyon;

Serin Fosfoserin 167,00 +79,97

Trionin Fosfotirozin 181,00 +79,97

Aspartik asit Fosfoaspartik asit 195,00 +79,97

Lizin Fosfolizin 208,07 +79,97

Histidin Fosfohistidin 217,03 +79,97

Tirozin Fosfotirozin 243,03 +79,97

Siilfatlama;

Tirozin Siilfotirozin 243,07 +79,97




Post-translasyonel modifikasyonlar sonucu protein yapisinda meydana gelen degisimleri
incelemek, incelenen proteinin aktivitesini veya sinyal iletim mekanizmasindaki roliini

aydinlatmada yardimci olabilir.

Sekil 2.2.°de en sik rastlanilan post-translasyonel modifikasyonlarin mekanizmalari

goriilmektedir.
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Sekil 2.2. En sik rastlanilan post-translasyonel modifikasyonlar [8].

Fakat post-translasyonel modifikasyonlarin hiicresel gelisim, aktivite ve tepki verme
mekanizmalarindaki rolleri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu konuda yapilan

arastirma sayisinin giin gegtikge artmasina karsin, post-translasyonel modifikasyon geciren



proteinin bulundugu ortamdan ayrilip analiz edilmesi konusunda yasanan bir¢ok zorluk

vardir.

2.2.1. Fosforilasyona Bagh Post-translasyonel Modifikasyon

Fosforilasyon, bilinen post-translasyonel modifikasyonlar iginde en sik rastlanani ve
izerine en ¢ok calisma yapilanidir. Hiicresel proteinlerin % 30’una yakini farkli zamanlar

ve fonksiyonlar dahilinde fosfatlanmig durumda bulunmaktadirlar [9-10].

1906 yilinda bir proteindeki fosfat grubu ilk defa Phoebus Levene tarafindan vitellin
proteininde bulunmustur. 1933 yilinda ise Phoebus Levene ile Fritz Lipmann ilk defa,
kazeide fosfoserin aminoasitini bulmuslardir. Buna ragmen Eugene P. Kennedy tarafindan
“proteinlerin enzimatik pargalanmasi” nin tanimlanmasi 20 yil siirmiistir. Daha sonra
biyolojik bir diizenleyici mekanizma olarak tersinir protein fosforilasyonunun 6nemi, ilk
olarak, 1992 yilinda Edmond H. Fischer ve Edwin G. Krebs’in iki degerli metal iyonu
varliginda tersinir fosforilasyon ile glikojen fosforilazin (fosforilaz b) inaktif formunu aktif
forma (fosforilaz a) doniistiirdiikleri ¢aligmalariyla Nobel o6diiliinii kazandiklart zaman

anlasilmistir [11].

Okaryotik canlilarda fosforilasyon siirecinde serin, trionin ve tirozin aminoasitlerinin yan
zincirlerindeki hidroksit gruplari, fosfat grubu transferine katilir. Ancak aminoasitlerin
peptit zincirlerinin dizilimi fosfatlanmaya yatkinliklarina etki eder. Adenozin trifosfat
(ATP), kinaz enzimi varliginda fosfat grubunun kaynagi olarak gorev almaktadir. Bu
olayda, ATP, gama fosfat grubunu kaybeder ve adenozin difosfata (ADP) doniisiir (Sekil
2.3.) [12]. Bir fosfat grubunun protein yapisina dahil olmasiyla proteinin molekiil agirlig
80 Da kadar artarken (fosfat grubu tamamiyla protone ise H,PO4) ortamin pH’s1 yiiksek
degerlere ¢iktiginda protein molekiil agirligi sadece 78 Da kadar artmaktadir (fosfat grubu

tamamiyla deprotone ise/ PO4'3).

10
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Sekil 2.3. ATP varliginda kinaz enzimi katalizi ile serin aminoasidinin fosforilasyonu [12].

Okaryotik hiicrelerde fosforilasyon genellikle serin, treonin, tirozin ve histidin
aminoasitlerinde olur. Memeli hiicrelerinde fosfatlanan aminoasitlerin % 99,9’u serin ve
treonin; geriye kalan ¢ok kii¢iik bir kismu ise, tirozin [13] aminoasitleridir. Fosfatlanan bu
aminoasitlerin yapilart Sekil 2.4.’te verilmistir. Prokaryotik hiicrelerde ise histidin,

metiyonin ve aspartik asit fosfatlanmig halde bulunur.

Fosfoserin Fosfotreonin Fosfotirozin
(I:I) il @) OH
HO—P—OH HO-P—OH 7 ] Pon
o] o) N 0
- H -

. N 5
ﬁ\ﬁLr < <Ly N ‘J{N | N

o) H o H o

Sekil 2.4. Fosfatlanmis serin, treonin ve tirozin aminoasitlerinin kimyasal yapilari.
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Fosforilasyon bir veya daha ¢ok fosfat grubunun bir proteine tersinir ve kovalent olarak
baglanmasidir. Bircok enzimin ve reseptoriin yapisinda fosforilasyon ve defosforilasyon
yolu ile konformasyonel bir degisim gerceklesir boylece enzim ve reseptor aktif veya
inaktif hale gecer. Proteinde fosforilasyon sonucu olusan bu konformasyonel degisimin
sebebi, aminoasit kalintisinin bir polar R grubuna eklenen fosfatin (PO4), aminoasit
kalintisinin hidrofobik bir kismini, fazlaca hidrofilik hale getirmesi ile proteinin diger
aminoasit kalintilariyla kendi i¢inde hidrofobik-hidrofilik etkilesimler olmasi dolayisiyla
yapisinda bir yeniden diizenlenme olmasidir. Bu yeniden diizenlenme sonucu reseptorlerin
ve enzimlerin aktif veya inaktif hale gegme mekanizmalariin incelenmesi sinyal iletim
mekanizlarinin aydinlatilmasini saglayacagindan onemlidir. Ornegin, retinada bulunan
15182 duyarli hiicrelerde gergeklesen bu gibi sinyal iletimleri ile gelen 151810

degerlendirilmesi islemleri saglanir [14].

Fosforilasyon islemini katalizleyen 6zgiin protein yapilarinin adi kinaz; defosforilasyon
olayin1 katalizleyen 0zgiin protein yapilarinin adi ise fosfatazdir. Bu enzimler ile
katalizledikleri fosforilasyon ve defosforilasyon islemlerinin sematik gozterimi Sekil 2.5.”

de verilmistir.

Sekil 2.5. Sinyal iletim ag1 ve fosforilayon-defosforilasyon iliskisi.
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Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000 genin %
20’si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir [15]. Bu proteinler arasinda

hiicre membranina yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler yer alir.

Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu gerceklestirerek proteini
aktive eder ve sinyal iletimini saglar. Bu islevsel mekanizma sematik olarak Sekil 2.6’ da
verilmistir. Protein kinazlar membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar
olarak iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik &zelliklerine gore tirozin ve

serin/treonin kKinazlar olarak da siniflandirilir.

Sinyal
l Hucre disi

Reseptor Hucre zan

Hucre igi

ikinci mesajci seviyesi artar veya

azalr
—~

_ Kinaz aktive veya inhibe edilir
e

_Fosforilasyon durumu degistirilir

l

Fizyolojik yanit

Sekil 2.6. Sinyal iletim basamaklarinin sematik gosterimi [16].
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Membranda yerlesim gdosteren proteinlere reseptor tirozin kinazlar denilmektedir. Bu
reseptorler arasinda insiilin reseptorii, biiyiime faktorleri reseptorleri ve efrin reseptorleri
yer almaktadir. Reseptor tirozin kinazlar sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan sorumlu
bir bolge olan tirozin kinaz bolgesini bulundururlar. Istirahat halindeki bir hiicrede,
reseptor tirozin kinazin inaktif ve aktif (fosfatlanmis ve fosfatlanmamis) konformasyonlari
denge halindedir. Bu resptorler biiyiime faktorleri ile baglandiktan sonra aktif hale geger ve
sitoplazmadaki hedef proteinler ile etkileserek sinyal iletimini gergeklestirirler. Reseptor
tirozin kinazlarin aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle baslar. ikinci
asamada ise, bu fosfatlanan bolgelere cesitli adaptor proteinler baglanarak uyarmin hiicre
icine iletimini saglarlar. Reseptor tirozin kinazlarin aktivasyonunun sonlandirilmasindan
fosfataz enzimi sorumludur. Fosfatazlar, kinazlara karsi ¢alisarak kinazlarin islevlerini
dengelerler. Bu nedenle fosfatazlar da kinazlar gibi genelde serin/treonin fosfatazlar ve

tirozin fosfatazlar diye siniflandirilmaktadir.

Buna gore, fizyolojik kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik tasir ve reseptdr tirozin kinaz
aracili iletim kontrol altinda tutulur. Dolayisiyla reseptdr tirozin kinazlar, gen mutasyonu
veya kromozom translokasyonu nedeniyle degisime ugrarsa kanser, Alzheimer gibi
hastaliklarin gelisimi s6z konusu olur. Bu nedenle sinyal iletim mekanizmalarini incelemek

onemlidir.

2.3. Protein Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu
2.3.1. Protein Saflastirmasi
Bir proteinin yapisi veya mekanizmasi ¢alisilmadan once protein mutlaka saflastirilmalidir.
Proteinlerin biiyiikligii, yiikii, suda ¢oziinebilirlikleri farklidir bu yiizden tek bir metodla
tim proteinleri izole etmek miimkiin degildir. Bir canli hiicresinin ekstrakte edilip
biyolojik aktivite kaybi olmaksizin, protein izalasyonu yapilmasi islemine protein
saflastirmas1 ad1 verilir. Bu islem i¢in oncelikle uygun doku secilmelidir. Eger hedeflenen
protein 6nceden belli ise, bu proteini en yiiksek miktarda igeren, kompleksitesi diistik,
kaynak belirlenmelidir. Sonraki adim ekstraksiyon adimidir. Bu adimda hiicre mekanik
(sonikasyon, homojenizasyon, Fransiz presi), fiziksel (osmotik sok, dondurma/¢6zdiirme)
veya kimyasal (organik ¢oziiciiler, deterjanlar, lizozim, glukanaz) tekniklerle pargalanir.
Bu asamada homojenizasyonun basarisi, genellikle tampon secimi, proteaz inhibitorlerinin

kullanim1 ve ¢ozeltiye alma tamponunun ozmolaritesi gibi faktdrlere baglhidir. Proteoliz
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ekstraksiyondan sonra ve saflastirma igleminin tiimiinde onemli bir problemdir ve bu

problemi asmak amaciyla proteaz inhibitorleri kullanilir.

Dokudan ham ekstrakte edilen proteinler ¢oktiiriilmelidir. Bu amagla amonyum siilfat gibi
tuzlar veya soguk etanol, aseton gibi organik ¢oziiciiler kullanilir. Eger amonyum siilfat
benzeri tuzlar kullanilmigsa bu tuzlarin uzaklastirilmas: gerekir. Bu amacla diyaliz,
ultrafiltrasyon veya jel gegirgenlik kromatografisi kullanilabilir. Eger organik ¢oziicii ile

¢oktiirme gerceklestirildiyse bu ¢dziiciiniin de ortamdan uzaklastirilmasi gerekir.

Saflastirma islemi proteinlerin, biyiikligi, kiitlesi, sekli, ¢ozlintirliigii, polaritesi, afinitesi

gibi 6zellikleri kullanilarak yapilabilir.

Biiyiikliik ve kiitlesine gore saflastirma iglemi yapilan yontemler; santrifiij, filtrasyon,

ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi, jel elektroforezidir (SDS-PAGE).

Santrifiij yonteminde sulu karisimlara yiiksek hizli donme kuvveti uygulanir. Bu kuvvet
sayesinde sulu karisimdaki daha biiyiilk ve yogun bilesenler daha hizli ¢okerler. Kiitle

biiylidiikce ¢cokmesini saglayan santrifiij giicii azalir.

2.3.2. Protein Karakterizasyonu
Ik kez iniisilin proteininin dizilimini kimyasal bir yéntem kullanarak bulan Frederick
Sanger, 1958 yilinda bu ¢alismasiyla Nobel Odiilii’nii almistir. O zamandan beri protein
karakterizasyonu yogun c¢alisilan konular arasina girmistir. Glinden giline artan yeni
tekniklerin sayist da protein dizilimlerinin daha dogru ve hizli yapilmasina yardimci

olmustur. Bu amagla kullanilan bir¢ok yontem bulunmaktadir.

2.4. Kiitle Spektrometrisi
Kiitle spektrometrisi 1995 yilindan bu tarafa yogun olarak protein dizilim tayinlerinde
kullanilmaktadir [17]. Fakat kiitle spektrometrisinin tarihi ¢ok oncelere dayanmaktadir, ilk
defa 1906 yilinda elektronlarin varligini kanitlayarak Nobel 6diiliinii kazanan J J Thomson
1913 yilinda Neon’un ®Ne ve Ne olmak iizere iki izotopunun oldugunu gostererek kiitle
spektrometresinde ilk adimi atmistir [18]. Kiitle spekrometrisi ise ilk kez Sir Joseph J.
Thomson [19] tarafindan ortaya atilmistir. Kiitle spektrometresinin ticari amagla kullanimi
1940’11 yillarda baslamis, petrol ve kimya endiistrisinde kullanima sunulmustur. Holmes ve
Morrell isimli arastirmacilar 1957 yilinda ilk defa gaz kromatografi-kiitle spektrometresi
(GC-MS) kombinasyonunu olusturmuslardir [20]. GC-MS in biyokimyada kullanim1 1956
yilinda steroidlerin analizi ile basglamis, 1960’11 yillarda GC-MS ile peptit ve niikleotidlerin
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dizilim analizleri gergeklesirilmistir. 1980°1li yillarda tandem kiitle spektrometresi
gelistirilmis ve bir¢ok alanda kullanima sunulmustur. Artik glinlimiizde yapilacak analizin
Ozelligine gore degisen tiplerde son derece hassas kiitle spektrometreleri gelistirilmis, tip,

kimya ve fizik gibi bilim dali laboratuvarlarinin énemli cihazlar1 haline gelmistir.

Kiitle spektrometrisi, ayr1 ayri bilesiklerin ve atomlarin molekiiler kiitlelerini yiikli
iyonlara g¢evirerek Ol¢en analitik bir tekniktir. Cogunlukla bir molekiiliin yapist da bu
sekilde belirlenebilir. Kiitle spektrometresinde, analiz edilen tiiriin vakum altinda gaz
fazinda iyon haline doniistiiriilmesiyle, kiitle/yiik (m/z) oranina gore ayrilan bu iyonlarin
tayin edilebilmesi igin kiitle ayiricis1 ile birlestirilmis bir detektor kullanilmaktadir.

Iyonlarin bu detektér sayesinde olusturduklar sinyaller kiitle spektrumu olarak kaydedilir.

[lk zamanlarda genellikle kiitle spektrometrelerinde elektron bombardimanli (EI)
iyonlastiricilar kullanilirken sadece ugucu ornekler analiz edilebilirdi. Ugucu olmayan veya
isisal - kararlilign  diisik  olan  tirlerin  analiz  edilebilmeye  baslanmasi
desorpsiyon/iyonlagtirmali tekniklerin gelistirilmeleriyle miimkiin kilimmugtir. Kiitle
spektrometrik desorpsiyon/iyonlagtirmali yontemler, alan desorpsiyon (Field Desorption,
FD), lazer desorpsiyon (Laser Desorption, LD), matriks yardimli lazer
desorpsiyon/iyonlastirma (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization, MALDI), ikincil
iyon kiitle spektrometrisi (Secondary-lon Mass Spectrometry, SIMS) ve hizli atom
bombardiman (Fast Atom Bombardment, FAB) gibi yontemleri kapsamaktadirlar. Alan ve
lazer desorpsiyon yontemlerinin kullanim alanlar1 sinirlidir. Alan desorpsiyon, drnegin
yiiksek elektriksel alanda isitilmasint gerektirir [21]. Lazer desorpsiyonunda ise Ornek
nanosaniyeler i¢inde c¢ok yiliksek sicakliklara wulasir bdylece kimyasal bozunma
gerceklesmeden desorpsiyon gergeklesir. Boylece molekiil pargalanmadan desorbe edilir,
ayni anda bir kismi1 iyonlasir. Fakat bu yontemin 6nemli bir sinirlamasi molekiil agirligi
1000 Dalton (Da)‘ dan biiyiikk olan Ornekler i¢in uygun olmamasidir. Dolayisiyla bu
siirlama biiylik molekiil agirliklarina sahip olan molekiillerin, bunlara 6rnek olarak
biyomolekiillerin, analizlerini miimkiin kilmamaktadir. Bu sinirlamanin asilabildigi iki
yontem MALDI ve ESI teknikleridir. Bu yiizden, MALDI ve ESI tekniklerini 6zellikle
yiiksek molekiil agirliklarina sahip maddelerin analizlerindeki basarilar1 nedeniyle farkli
bir boyutta ele almak gerekmektedir [4]. Molekiil agirhigr smirlamasini 100 kilodalton
(kDa)’ a kadar genisleten bu iki yoOntem biyoloji ve yasam bilimlerinde kiitle

spektrometrisinin kullaniminda ¢ok biiyiik bir etki yaratmistir [22].
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Bu gelismelerle es zamanli olarak kiitle analizor teknolojisinde bir¢ok yenilik olmustur.
Bunlara, yiiksek alanli (high field) ve siiper hizli (super fast) miknatislarin ortaya ¢ikmasi,
TOF ve Fourier Transform (FT) Iyon Siklotron (lon Cyclotron) Rezonans-Kiitle
Spektrometrisi (ICR-MS) analiz kavramlarindaki gelismeler 6rnek verilebilir [23]. Son on
yilda iki yeni tip iyon tuzag: (ion trap) ortaya ¢ikmustir. Bunlar, Dortkutuplu Lineer iyon
Tuzag (LIT) ve Orbitrap’dir [24]. Ayrica kiitle spektrometrisinin performansini artirmak

amaciyla c¢esitli hibrit tandem kiitle spektrometrisi sistemleri kullanilmaktadir.

Kiitle spektrometrisi birgok sebepten tercih edilir ve siklikla kullanilir. Tiim elementlere
uygulanabilmesi, bir¢cok bilesigin yapisini tayin etmedeki benzersiz ¢ok yonliligi, ¢ok
yiiksek hassasiyeti ve gozlenebilme limiti olmasi (teoride kiitle spektrometrisi bir atomu
zeptamol veya attomol diizeyinde analiz edebilir), polar-apolar, kati-sivi-gaz her tip 6rnege
uygulanabilmesi, yiiksek ayirma giiciinde cihazlarla kombine edilmesi bu sebeplerden

birkagidir.

2.4.1. Kiitle Spektrometrisi Calisma Prensibi
Kiitle spektrometrisinin analizi molekiiler iyonlar {izerinden gergeklesir. Iyonlarin
hareketini hizlandirmak veya hareket yonlerini degistirmek kolaydir. Kiitle
spektrometrisinin analiz prensibi {i¢ temel adima dayanir. Bu adimlarin kisaca gosterimi
Sekil 2.7 de verilmistir. Birinci adim analiz edilecek Ornegin molekiillerini veya
atomlarin1 gaz fazinda iyonik tiirlere doniistiirmektir. Bu adim bir proton veya elektronun
molekiilden veya atomdan ayrilmasi veya eklenmesiyle gerceklesir. Ikinci adim ayirma
adimidir. Fragmentlerine ayrilan iyonlar molekiiler kiitleleri-yiik oranlarmna gore (m/z)
ayrilirlar. Son adimda ise kiitle analizoriinde ayrilan iyonlar, dl¢iiliir ve ayrintilar ile kiitle

spektrumuna doniistiirtiliir.

Ik iki admm yiiksek vakum altinda gerceklestirilir. Bu sayede iyonlar birbirleri ile
etkilesmeden veya carpismadan serbestce hareket edebilirler. Carpisma iyonu
fragmentlerine ayirabilir veya sonucunda yeni tiirlerin olusumuna sebep olabilir. Ayrica
atmosferik ortam analizde girisim yapabilir. Tiim bunlar hassasiyeti ve ayirma giiclinii

diisiiriir.
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Sekil 2.7. Kiitle spektrometrisi analiz basamaklari.

2.4.2. Kiitle Spektrometrisinde Iyon Kaynaklar
Kiitle spektrometrisi ile hangi molekiil analiz edilirse edilsin analizin en kritik ve zor
basamagi iyonlasma basamagidir. Bir kiitle spektrometrik analizin basarisi biiyiik olciide,
notral haldeki bilesigi gaz fazinda iyon haline gecirmeye baglidir. Yillar boyu birgok
iyonlastirma teknigi bulunmus fakat higbiri evrensel olarak dikkat ¢ekici boyutta basariya

sahip olmamistir. Temel iyonlastirma teknikleri Tablo 2.2° de verilmistir.

Elektron bombardimanli (EI) iyon kaynagi, en eski iyonlastirma ydntemlerinden biridir. Ik
kez Dempster [25] tarafindan tasarlanmis ve daha sonra Nier [26] tarafindan
gelistirilmistir. Molekiiler kiitlesi 600 Da‘ dan kiigiik olan organik bilesiklere uygun bir
iyonlagtirma yontemidir. Bu yontemin ¢alisma prensibi yiiksek sicaklikta bir flamandan
elde edilen elektronlarin bir manyetik alanda hizlandirilip hedef molekiile carptirilarak,
hedef molekiile ait karakteristik iyon pargalari olusturmaya dayanir. Bir baska iyonlastirma
yontemi olan alan iyonlastirma yontemi ise Beckey tarafindan 1969 yilinda ortaya
atilmistir. Bu yontem 1sisal kararliligi diisik olan ve ugucu olmayan Orneklerin
iyonlastirilmasi i¢in uygundur. Bu sayede biyolojik molekkiillerin kiitle spektrometrisinde

analizi icin ilk adim atilmistir. Bu yontemde analizi yapilacak ornek giiclii bir elektrik
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alana maruz birakilir ve bu alanda iyonlasir. Bir diger yontem ise kimyasal iyonlastirma
(CI) yontemidir. Bu yontemde iyon-molekiil reaksiyonlari sonucunda iyonlastirma
yapilmaktadir [27]. Foto iyonlastirma kiigiik molekiillerin iyonlastiritlmasinda kullanish bir
yontemdir. Bu yontemde Ornegin {lizerine bir foton demeti gonderilir ve Ornegin
iyonlagsmasi saglanir. Geligmis iyonlastirma tekniklerinden olan Matriks Yardimli Lazer
Desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI), UV-absorblayici bir matriks igerisinden kat1 veya sivi
ornegin lazer ile parcalamadan iyonlastirma temeline dayanan bir yumusak iyonlastirma
yontemidir. 1985 yilinda F. Hillenkamp ve M. Karas tarafindan gelistirilmistir [28]. Yeni
matriks molekiillerinin kesfedilmeleriyle bu yontemin iyonlagtirma verimi arttirtlmakta ve
bdylece biiyiik proteinlerin (MW>500,000) molekiiler iyonlar1 parcalamadan (intact) tayin
edilebilmektedir. Yumusak iyonlastirma tekniklerinden bir digeri olan elektrosprey
iyonlastirma (ESI) yontemi biyomolekiiller tizerinde ¢ok kullanilan bir yontemdir.
Elektrosprey yontemi ilk defa Malcom Dole tarafindan 1968 yilinda ortaya atilmistir. Bu

yontemde 6rnek bir elektrik alana piiskiirtiiliir ve burada yiiklenmis damlaciklar iyonlagir.
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Tablo 2.2: Iyonlagma teknikleri.

Atomik Iyonlastirma

Molekiiler Iyonlastirma

Termal Iyonlastirma

Kivileim Kaynagi (Spark

Source)

Yiik Bosalmasi (Glow
Discharge)

Indiiktif Eslesmis Plazma
(Inductively Coupled Plasma)

Rezonans fyonlastirma

Ornegin Fazi

Iyonlastirma Tipi

Gaz Fazi

Cozelti Fazi

Kat1 Faz

Elektron Bombardimanl

Iyonlastirma (EI)

Kimyasal Iyonlastirma (CI)

Foto Iyonlastirma (PI)

Alan Iyonlastirma

Yar1 Kararli Atom

Bombardimani

Termosprey
Atmosferik Basing CI
Atmosferik Basing PI

Elektrosprey

Plazma Desorpsiyon

Alan Desorpsiyonu
Ikincil-lyon MS

Hizli Atom Bombardimani

Matriks Yardimli Lazer
Desorpsiyon
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2.4.3. Kiitle Ayricilan
Kiitle ayirici, bir kiitle spektrometrisinin kalbidir. Kiitle spektrometrisinin performansi
bliyiik 6l¢iide kiitle ayiricisina baghdir. Kiitle spektrometresinde, 6rnek iyonlastirildiktan
sonra bu iyonlar vakum altinda birbirleriyle ¢arpismadan veya etkilesmeden kiitle/yiik
oranlarina gore ayrilirlar. Bu amagla tasarlanmis ¢ok ¢esitli kiitle ayiricilari mevcuttur.
Ideal bir kiitle ayricisy, kiigiik kiitle farklarini ayirt edebilmelidir. Manyetik ve elektrikli

ayiricilar siklikla kullanilan yiiksek ayirma giiciinde diisiik maliyetli ayiricilardir.

Dort kutuplu ve dort kutuplu iyon tuzagi (QIT) gibi kiitle ayiricilarin gelistirilmesi, daha
kiigiik ve ekonomik cihazlarin iiretimlerini saglanmstir. i1k ticari QIT kiitle spektrometresi,
1953 yilinda Wolfgang Paul [29] tarafindan kesfedildikten yaklasik 40 yil sonra, 1984
yilinda Finnigan tarafindan kullanilmigtir [30]. Do6rt kutuplu kiitle ayiricilari, manyetik
tiplere gore daha ucuz ve saglamdir. Genellikle manyetik cihazlardan daha kiiciiktiir ve
masa Ustli cihazlardir. Bu cihazlarin kisa tarama siireleri de ayri bir avantajdir [31]. Dort
kutuplu cihazin kalbi, elektrot olarak is goren dort paralel silindirik gubuktur. Karsilikli
cubuklar elektriksel olarak birbirine baglidir. Her ¢ubuk c¢iftine degisebilir radyo frekansh
alternatif akim uygulanir. Belli bir m/z degerine sahip 6rnek transdusere tasinir. Dort

kutuplu kiitle ayiricisinin sematik gosterimi Sekil 2.8.” de gosterilmistir.

elektron akim |
e )
GC' den gelen gaz =
- 10 1P 4 —sf)'T‘—r—;
— Y a 5
7 )
/
'. : ; rezonans halinds
rezonans: farkl iyonlar gy : :
i o lar e
(analiz sdilmeyen) tyonlar (analiz edilen)

ok

Uy

Sekil 2.8. Dort kutuplu kiitle ayiricisisinin sematik gosterimi. [32]

Ugus zamanl kiitle ayiricilar1t (TOF) 1946 yilindailk defa Stephens tarafindan, bir tiip

igerisinde iyonlarin vakum altinda ugus hizlarinin farkliliklarina goére ayrildiklari bir sistem
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olarak tasarlanmistir [33]. Ugus zamanli kiitle ayiricisi en basit kiitle ayiricilarindan biridir.
Ucus zamanli (TOF) cihazlarda, numunenin kisa elektron pulslari, ikincil iyonlar veya
lazerle {iiretilmis fotonlarla bombardiman edilmesiyle, periyodik olarak pozitif iyonlar
tiretilir [4]. Bu dretilen iyonlar elektrik alanda hizlandirilir ve vakum altinda bir tiipte

birbirleriyle etkilesmeden siiriiklenirler. Iyonlarin kinetik enerjisi (KE);

KE = zeE (2.1)

Esitlik 2.1 ile verilir. Esitlikteki z iyon tizerindeki yiik sayisini, e elektron yiikiinii ve E
elektriksel alan1 gostermektedir. Bu esitlik iyon kaynagindan ¢iktiginda tiim iyonlarin ayni
kinetik enerjide olduklarim1 gosterir. Bir iyonun kinetik enerjisi ile kiitlesi arasindaki

bagint1 ise;

KE =% my? (2.2)

Esitlik 2.2 ile verilir. Bu esitlikteki V iyonun sahip oldugu son hiz1 gosterir. Bu esitlik ile
iyonlarin kinetik enerjileri esit oldugunda, kiitleleriyle ters orantili hizlara sahip olacaklari,
momentum korunum ilkesinden dolayi, anlasilmaktadir. Verilen iki esitligin
birlestirilmesinden, bir iyonun tiip icerisinden gecip dedektére ulagmasi igin gereken

zaman bulunabilir.

e
2zel 2.3)

Esitlik 2.3° de D tiipiin uzunlugudur. Bu esitlik yeniden diizenlenerek bir iyonun tiip

icerisindeki ugus siiresi ile kiitle/yiik oran1 arasindaki iliskiye ulasilabilir.

m._ 2ef«:[i]
z D 2.4)
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Iyonlarm tiip igindeki hizlar kiitleleriyle ters orantilidir. Ugus zamanli ayiricilar diger
tiplere gore basitlik, saglamlik, iyon kaynaginin kolayca degistirilebilmesi ve siirsiz kiitle
aralig1 gibi bircok bakimdan daha istiindiir. Ugus zamanl bir kiitle ayiricisinin galisma

prensibi Sekil 2.9.” da verilmistir.

Ucus Tiipii
Kaynak

g% — = @
o
®

Dedektir

® 66
5 ® @ @

|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII1

Sekil 2.9. Ugus zamanli bir kiitle ayiricisinin ¢aligma prensibinin sematik gosterimi [31].

Ucus zamanli kiitle ayiricisi, matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlagtirma (MALDI) ile
kombine edildiginde biyomolekiilleri analiz etmek i¢in son derece verimli ve kullanish bir

yonteme dontisiir.

2.4.4. En Cok Tercih Edilen Yeni Nesil Kiitle Spektrometreleri
Yumusak iyonlastirma tekniklerinin bulunmasindan &nce biyomolekiiller gibi makro
molekiillerin analizi yapilamamaktaydi. Yumusak iyonlastirma tekniklerinden olan
MALDI-MS ve ESI-MS yontemleri kiitle spektrometrisinin biyomolekiiller {izerinde
kullanilabilmesini saglamistir. Bu yontemler makro molekiilleri pargalamadan molekiiler

iyonlar haline getirerek analizini miimkiin kilar.
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2.4.4.1. Matriks Yardimh-Lazer Desorpsiyon/Iyonlastirma-Kiitle Spektrometresi
(MALDI-MS)

MALDI ilk defa Karas ve Hillenkamp tarafindan alanin aminoasidinin molekiiler iyonunun
Olusumuna triptofan aminoasidinin katkisint gostermek amaci ile 1985 yilinda

kullanilmustir [28].

MALDI-MS analizi iki asamada gergeklesir. Birinci asamada 6rnek matriks adi verilen
kiiglik organik molekiillii bir ¢oziiciide ¢oziilir [17]. Matriks, kullanilan lazer dalga
boyunda yiiksek absorbsiyona sahip olmalidir. Analizi yapilacak ornek veya ornekler
matriks i¢inde ¢oziildiikten sonra bu karistm MALDI-MS 6rnek plakasina uygulanir ve
kurumasi beklenir. Kuruma sirasinda kristallenme gozlenir. MALDI plakalar1 paslanmaz
celik veya altindan olabilir. Bu plakalar {izerinde birden ¢ok 6rnek ayni anda uygulanabilir

ve analizleri ayn1 plaka tizerinden yapilabilir.

MALDI-MS analizinin ikinci asamasi vakum altinda kiitle spektrometrisinin ig¢indeki
kaynakta gerceklesir [17]. Plaka tizerinde matriksle karistirilip kristallendirilmis analit
molekiillerine kisa siireli lazer pulslar1 uygulanir. Matriks lazerin fazla enerjisini
absorblarken analit molekiilleri pargalanmadan iyonlasirlar. Kiitle analizériinden m/z
oranlarma gore ayrilip dedektorde analiz edilirler. MALDI’nin ¢alisma prensibi Sekil 2.10’

da verilmistir.

MALDI diger iyonlagtirma tekniklerine gore daha hassastir. Matriks analitin tipine gore
secilir. Boylece lazer plakaya carptiginda analit molekiiliindeki zarar1 minimuma indirir.
Boylece hassasiyet artmis olur. Lazer dalga boyunu analite gore ayarlamaya gerek yoktur
clinkii matriks lazeri absorblar. Dolayisiyla MALDI diger lazer iyonlagtirmali tekniklerden
daha ¢ok kullanilir. MALDI ile 100.000 Da’a kadar kiitlede molekiiller analiz edilebilir.

Sentetik polimerlerin ve biyopolimerin analizinde siklikla kullanilan etkin bir yontemdir.
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Sekil 2.10. MALDI galisma prensibinin sematik gosterimi [17].

2.4.4.2. Elektrosprey Iyonlastirma-Kiitle Spektrometresi (ESI-MS)
Elektrosprey ucucu olmayan tiirlerin iyonlastirilmasinda kullanilan bir baska yumusak
iyonlagtirma yontemidir. Bu yontemde iyonlar birden fazla pozitif yiike sahip olabilirler.
Sivi halde bulunan 6rnek, cihaz igerisine enjekte edilir ve akis hiz1 yaklagik 1-10 pL/dak.
olacak sekilde bir igne boyunca pompalanir [34]. Enjekte edilen ¢ozelti, igerisindeki analit
molekiillerinde yiik olusturmak amaciyla, ucuna elektriksel potansiyel (3-5 kV) uygulanan
igne seklindeki bir kapilerin ucundan piskiirtiiliir (spraying) [35]. Bu piiskiirtme ile ¢ok
kiiciik damlaciklar halinde bir ¢6zelti bulutu olusur. Bu ¢ozelti bulutunun iizerine kurutucu
gaz gonderilir. Boylece analit molekiillerinin etrafindaki ¢6ziicli molekiilleri hizla
buharlasir ve analit ¢oziiciiden biiyiik Ol¢iide arinmis olur. Coziiciiniin buharlastirilmasi
sonucunda, giderek kiigiilen ¢ozelti damlaciklarinda yer alan analit molekiilleri, sahip
olduklar1 yiikler nedeniyle birbirlerini iterek kulombik patlamalara (Coulombic explosions
due to charge repulsion) sebep olur ve bu patlamalar sonucu ayni tiir molekiillerin farkli
yiiklere sahip iyonlart olusur [34]. Sekil 2.11.°de elektrosprey c¢alisma prensibi
goriilmektedir. Iyonlasan ve ¢dziiciiden arinan analit kiitle ayricisinda ayrilir ve dedektdre

gelerek analizi tamamlanir.
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Sekil 2.11. Elektrosprey ¢alisma prensibinin sematik gosterimi [17].

2.5. Fosfoproteomiks
Fosfoproteomiks, proteomiksin bir alt dali olarak fosfat grubu igeren proteinleri tanimlar
ve karakterize eder. Fosfoproteomiks, fosfoproteinlerin miktar1 proteinlere goére az
oldugundan, bulunduklar1 ortam c¢ok karmasik oldugundan, protein yapilart farklh
bolgelerden fosfatlanabilir oldugundan zordur. Fosfoproteinlerin oncelikle bulunduklari
ortamdan ayrilip zenginlestirilmeleri gerekir. Fosfoproteinlerin miktarlar1 diger proteinlere
gore az ve iyonlasma verimleri diisiik oldugundan analiz edilmeden Once

zenginlestirilmeleri gerekir.

Fosfopeptitlerin zenginlestirilmesinde Kovalent baglanmaya veya kovalent olmayan
etkilesimlere dayali yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri olan Immobilize
edilmis metal afinite kromatografisinde (IMAC) fosfopeptitler, selat yapisindaki metal
iyonlarma (Fe**, Ga®") metal-fosfat iyonu cifti etkilesimleri araciligiyla tutunurlar. Bir
diger yontem olan metal oksit afinite kromatografisi (MOAC), (6r; TiO,, ZrO,) yontemi de
fosfopeptitlerin fosfat gruplart {izerinden iki disli (bidentate) etkilesimlerle ylizeye
tutunmalar1 i¢in kullanilmaktadir. Ayrica iyon degistirici recineler yiik ayrimina dayanarak

fosfopeptitlerin kismi zenginlestirilmelerine olanak saglarlar. Bunlarin yaninda, yiiksek
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secicilikteki antikorlarin kullanilmasi, fosfopeptitlerin, fosfoproteinler gibi se¢imli immiin

saflagtirilmalarini saglar.

2.5.1. Kiitle Spektrometrisinin Fosfoproteomikste Kullanilmasi
Kiitle  spektrometrisi ~ fosfoproteomikste, fosfatlanmis peptitleri  tanimlamakta,
fosfopeptitlerin aminoasit dizilimlerini belirlemekte, yapiin nerden fosfatlandigini tespit
etmekte, biyolojik sartlarin farkliliginda fosfatlanma boélgelerinin yer ve sayisini tespit

etmekte kullanilir.

Fosfopeptitler yumusak kirilgan makromolekiiller olduklarindan, yumusak iyonlastirmali
kiitle spektrometreleri ve tandem kiitle spektrometreleri kullanilarak analiz edilirler.
Tandem kiitle spektrometreleri arka arkaya eklenmis kiitle spektrometreleridir ve MS" ile
ifade edilirler. Buradaki n ardarda eklenmis kiitle spektrometresi sayisini gdsterir.
Boylelikle ayiricilik ve hassasiyet katlanarak artar. Fosfoproteinden elde edilen bir kiitle
tekrar analiz edilip alt birimleri analiz edilebilir. Boylece fosfatlanma bolgeleri ve

aminoasit dizilimleri bulunabilir.

Fosfopeptitlerin kiitle spektrometrik analizinde en énemli problem iyonlagma verimlerinin
diisik olmasidir. Bu yiizden hassasiyeti yliksek yumusak iyonlastirmali kiitle
spektrometreleri kullaniimalidir. MALDI-MS ve ESI-MS fosfoproteomiks i¢in uygundur.
fosfopeptitlerin MALDI yontemiyle iyonlastirilma verimlerinin diger peptitlere kiyasla
daha diisiik oldugu ileri siirilmektedir [36]. Fosfopeptit analizlerindeki bu dezavantaji
ortadan kaldirip fosfopeptit iyonlasma verimini arttirabilmek amaciyla 2.4,6-
trihidroksiasetofenon gibi alternatif MALDI matrikslerinin veya amonyum tuzlari, fosforik
asit gibi matriks katkilarinin kullanildig1 ¢alismalar yapilmistir [37] [38]. Bu dezavantaj ile
ESI yonteminde karsilasiilmamaktadir. ESI yonteminde, 6zellikle 6rnek igerisinde bulunan
fosfopeptit miktarinin diger tiirlerden az olmasi sonucunda sinyal diisiikliigi gézlenmekle
birlikte iyonlastirma verimi ayirma islemleri yapildigindan dolayr diger peptit tiirlerinin
baskilayici etkisi bulunmayacagindan dolayr fazla etkilenmemektedir [39]. Bu
problemlerin asilmasi igin fosfopeptitlerin  kiitlespektrometrik analizlerden Once
zenginlestirilmeleri gerekmektedir. Zenginlestirilen fosfopeptitlerin derisimleri arttildig:

icin iyon verimleri de artar.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar
Deneyler kapsaminda fosfopeptit kaynagi olarak sigir siitiinden elde edilen kazein protein
kullanilmistir. Bu proteinin alt birimi olan B-kazein Sigma (Seinheim, Almanya)
firmasindan satin alinmistir. Bu proteinin haricinde deneylerde kullanilan Sigir Serum
Alblimin (BSA) proteini, Qbiogene (Amerika); enzimatik par¢alamada kullanilan Tripsin
(s1gir pankreasindan, E.C. 3.4.21.4, 14,100 U/mg) enzimi Sigma (Steinheim, Almanya)
firmalarindan temin edilmislerdir. Enzimatik parcalama sirasinda ortamin pH’sin1 uygun
degerlere ayarlamak i¢in kullanilan amonyum bikarbonat tuzu Sigma (Steinheim,
Almanya) firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan asetonitril, Merck
(Darmstadt, Almanya), trifloroasetik asit ve etanol Riedel-de Haen (Almanya)

firmalarindan temin edilmislerdir.
Deneylerde kullanilan tiim metal oksitler Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan alinmistir.

MALDI kiitle spektrometresi analizleri i¢in 6rnek hazirlama islemlerinde kullanilan 2,5-
dihidroksi benzoik asit (DHB) MALDI matriksi ve ortofosforik asit (% 85, w/v) ¢ozeltisi

Fluka (Buchs, Isvigre) firmasindan alinmislardir.

3.2. Kullamilan Cihazlar
3.2.1. pH Metre
Deneylerde gerekli olan tim pH ayarlamalar1 Mettler Toledo-Seven Multi pH metre

(Mettler Toledo, Isvec) ile yapilmustir.

3.2.2. Deiyonize Su Sistemi
Tim deneylerde ve ¢ozeltilerde kullanilan deiyonize su, Puris-Expe-UP-eleUV-M

deiyonize su sistemi (Puris, Giiney Kore) kullanilarak elde edilmistir.

3.2.3. Vortex
Deneylerde inkiibasyon ve yikamalar sirasinda yapilan karigtirma islemlerinde Heidolph-

Reax Control vortex (Heidolph, Almanya) kullanilmistir.
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3.2.4. Santrifiij
Yikama islemleri sirasinda gereken tiim santrifiij islemleri, MPW Medical Instruments

High Speed Brushless Centrifuge (MPW, Cin) ile yapilmastir.

3.2.5. MALDI Kiitle Spektrometrisi

Tim kiitle spektrumlari, Voyager-DETM PRO MALDI-Ugus Zamanh-Kiitle
Spektrometresi (Applied Biosystems, Amerika) ile alinmistir. Sistemde 337 nm dalga
boyunda ¢alisan azot lazeri (Spectra Physics, USA) kullanilmis ve uygulanan lazer enerjisi
gerekli oldukca degistirilmistir. Analizler siiresince iyonlarin hizlandirilmasi ig¢in
uygulanan potansiyel yaklasik 20 kV, sistemdeki vakum ise 5x10® torr civarinda
tutulmustur. Bu degerler yapilan analizler i¢in en uygun degerler olarak secilmistir.
Spektrumlar lineer modda alinmistir. Kiitle spektrumlari yaklasik 100 lazer vurusu sonucu
toplanarak elde edilmis ve kiitle hatalarin1 diizeltmek i¢in anjiyotensin (1296.5 g/mol),
instilin  (5733.5 g/mol) ve bradikinin (1060.2 g/mol) ile kiitle kalibrasyonu
gerceklestirilmistir. Spektrumlar bilgisayara kaydedilmistir.

3.3. MALDI Kiitle Spektrometrisi Ornek Hazirlama
Yapilan tiim ¢alismalarda matriks olarak 2,5-dihidroksibenzoik asit (% 1,0 orto-fosforik
asit igeren, 1:1 su-asetonitril karigiminda, 20 mg/mL derisiminde) kullanilmistir.
Yiizeyinde fosfopeptit zenginlestirmesi yapilan metal oksitlerin igerisine 20 puL bu
matriksten eklenmis, iyice karistirilarak ¢amur kivamina getirilmis ve MALDI 6rnek
plakasindaki her bir spota 6rnekler ayr1 ayr1 1,0 pL eklenmis ve agik havada kurumasi i¢in
beklenmistir. Ornekler kururken matriks ile karisik halde kristallenmis ve bu kristaller

MALDI-Kiitle Spektrometresi ile analiz edilmistir.

3.4. Enzimatik Parcalama
Kazein proteininin alt birimlerinde fosfatlanmis peptitler bulunmaktadir. Deneylerde
kazein proteininin [ alt birimi kullanilmistir. Proteinin enzimatik pargalanmasinda,
enzimatik par¢alanmalarda en ¢ok kullanilan ve se¢imli parcalanma saglayan enzim olan
tripsin enzimi kullanilmigtir. Tripsin enzimi proteinlerdeki amino asit dizilimlerinde yer
alan  arjinin ve lizin aminoasitlerinin bagli oldugu diger amino asitlerdeki peptit

baglarindaki karboksil u¢larindan pargalayarak kii¢iik peptit birimlerini olusturmaktadir..

Deneylerde kullanilan protein stok cozeltileri, 50 mMM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi
igerisinde 1,0 mg/mL derisimde hazirlanmistir. Bu protein stok ¢ozeltisinin igerisine, 50
MM amonyum bikarbonat ¢6zeltisi i¢erisinde 1,0 mg/mL derisiminde hazirlamis tripsinden
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100 pL eklenmis, iyice karigtirildiktan sonra 37 9C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda enzimatik parcalanma islemini durdurmak amaciyla 5,0 pL TFA eklenmistir. Bu
stok ¢ozelti +4° C’de muhafaza edilmistir. Deneylerde kullanilmak {izere bu ¢ozeltiden 128

puL alinip 372 pL su igerisine eklenerek 10 pmol/pL derisiminde kullanilmistir.

3.5. Fosfopeptit Zenginlestirilmesi

3.5.1. Fosfopeptit Zenginlestirilmesinde En Ozgiin Davranan Metal Oksitlerin Tespit
Edilmesi

Fosfopeptitlere en segici davranan metal oksitin bulunmasi amaciyla, Bakir (I1) oksit,
Molibden (VI) oksit, Cinko (I1) oksit, Nikel (I1) oksit, Zirkonyum (IV) oksit, Vanadyum
(V) oksit, Demir (I11) oksit, Gadolinyum (II1) oksit, Tantal (V) oksit, Disprosyum (lI1)
oksit, Talyum (I11) oksit bilesikleri ile 6n denemeler yapildi.

Bu denemelerde metal oksitler 100 pl. ACN/Su (50:50) ¢ozeltisi ile 3 kere yikanarak
sartlandirildi. Sonra her bir metal oksite 50 uL. ACN/Su/TFA (49:49:2) ¢ozeltisi ve 10,0
pmol/ uL fosfopeptit ¢ozeltisinden 2,0 uL eklendi. Bu karisimlar 30 dakika vortex altinda
karistirildiktan sonra 1,0 mL ACN/Su (50:50) ile ii¢ kere yikandi ve metal oksitler 20
mg/mL DHB matriksi ile karistiritlip MALDI-MS analizleri yapildi.

Bu ¢alisma sonrasinda fosfopeptitlere en segici davranan metalin oksiti tespit edilmis

zenginlestirme kosullarinin optimize edilmesi ¢alismalarina geg¢ilmistir.

3.5.2. Demir (IIT) oksit Kullanilarak Fosfopeptit Zenginlestirme Calismalari
3.5.2.1.1. B-kazein Proteini Kullanilarak

Fosfopeptitlerin Demir (III) oksit yiizeyine adsorpsiyonu i¢in uygun pH’nin tespit edilmesi
amactyla pH= 1,0’ dan 4,0’ a kadar pH taramasi yapilmistir. Uygun pH tespit edildikten
sonra [-kazein igerisindeki fosfopeptitler Demir (Ill) oksit yiizeyine ayni islem ile
tutturulmus ve MALDI-MS ile dogrudan Demir (I1I) oksit ylizeyinden analizi yapilmustir.
Daha sonra ylizeyden yapilan analizlerin bagarisin1 karsilagtirmak amaciyla fosfopeptitler,
zenginlestirme yiizeyi olan Demir (l11) oksitden desorbe edilip MALDI-MS analizleri
yapilmigtir. Desorpsiyon pH’si, amonyak kullanilarak 11,0’a ¢ekilmis amonyum
bikarbonat-amonyak tamponu ile yapilmstir.

Demir oksitlerin partikiil biiyiikliigiiniin adsorpsiyon {iizerine etkisi olup olmadigina
bakilmak ig¢in iki farkli partiikiil biyiikliigiinde (5 nanometre ve 50 mikrometre) Demir

(IT) oksit ile optimum pH’da zenginlestirme calismasi yapilmistir.
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3.5.3. B-kazein/Bovine Serum Albumin (BSA) Karisimn Kullanmilarak
BSA denatiire edilerek enzimatik olarak par¢alanmistir. Bu islem igin oncelikle 1,0 mg
BSA tartild1. Uzerine 20 uL, 8,0 M iire eklendi. Ure bu islemde disiilfit baglarmi kirarak
denatiirasyonu saglamaktadir. Bu karisim tizerine 1 pL ditiyotreitol (DTT) eklendi ve bir
saat 37 °C’ de su banyosunda bekletildi. Daha sonra 20 pL iyodoasetamin (IAA) eklendi ve
karanlikta 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda karisima 4 pL ditiyotreitol (DTT) eklendi. Bu
protein karistmima 60 pl amonyum bikarbonat (ABC) eklenerek seyreltildi. Baska bir
eppendorfta 1 mg tripsin 100 pL 25 mM amonyum bikarbonat (ABC) ile ¢6ziildii ve bu
karisimdan protein ¢ozeltisinin igerisine 3,3 pL eklendi. Bu karisim 37 °C’de bir gece
bekletildi. Bu siire sonunda enzimatik par¢alanma islemini durdurmak amaciyla 1 pL

formik asit eklendi.

Demir (I1I) oksit kullanilarak en uygun adsorpsiyon kosullar1 belirlendikten sonra BSA’nin
enzimatik pargalanmasi sonucu olusan peptit birimleri ile B-kazein proteininin enzimatik
parcalanmasi sonucu olusan peptit birimlerinin olusturdugu karisim igerisinden B-kazein
proteininin fosfat grubu igeren peptitleri se¢imli olarak ayrilip Demir (III) oksit yiizeyinde
zenginlestirilmistir. Bu amagla B-kazein proteininin enzimatik par¢alanma {irlinlerinin
zenginlestirilmesinde kullanilan yontem kullanilmis Demir (1) oksit yiizeyinde
zenginlesen fosfopeptitler dogrudan Demir (III) oksit ylizeyinden MALDI-MS 20 mg/mL
DHB matriksi kullanilarak analiz edilmistir. Demir (III) oksit yiizeyinden direk yapilan
analizler ile karsilastirip yontemin basarisint gozlemleyebilmek amaci ile zenginlestirilen
fosfopeptitler Demir (111) oksit yiizeyinden desorbe edilip MALDI-MS ile 20 mg/mL DHB

matriksi kullanilarak analiz edilmistir.

3.5.4. Inek Siitii Ornegi Kullanilarak
Inek siitii denatiire edilerek enzimatik olarak parcalandi. Bu islem icin dncelikle 20 pL
yagsiz inek siitii alinarak calisildi. Uzerine 20 pL, 8,0 M iire eklendi. Ure bu islemde
disiilfit baglarin1 kirarak denatiirasyonu saglamaktadir. Bu karisim iizerine 1 pL
ditiyotreitol (DTT) eklendi ve bir saat 37 °C’ de su banyosunda bekletildi. Daha sonra 20
uL iyodoasetamid (IAA) eklendi ve karanlikta 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda karigima
4 uL ditiyotreitol (DTT) eklendi. Bu protein karigimma 60 pl. BSA denatiire edilerek
enzimatik olarak parcalandi. Bu islem icin dncelikle 1 mg BSA tartildi. Bu karigim iizerine
1 uL ditiyotreitol (DTT) eklendi ve bir saat 37 °C’ de su banyosunda bekletildi. Daha

sonra alkilasyonun gergeklesmesi amaciyla 20 pL iyodoasetamid (IAA) eklendi ve

31



karanlikta 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda karisima 4 pL eklendi. Bu protein karigimina
60 pL amonyumbikarbonat (ABC) eklenerek seyreltildi. Baska bir eppendorfta 1 mg
tripsin 100 uL 25 mM amonyum bikarbonat (ABC) ile ¢oziildii ve bu karisimdan protein
¢ozeltisinin icerisine 3,3 pL eklendi. Bu karisim 37 °C’de bir gece bekletildi. Bu siire

sonunda enzimatik par¢alanma islemini durdurmak amaciyla 1 pL formik asit eklendi.

Yontemin, dogal bir 6rnek tizerindeki basarisini anlamak amaciyla inek siitiiniin enzimatik
pargalanmasi sonucu olusan peptitler igerisinde fosfatlanmis halde bulunan fosfopeptitler
Demir (III) oksit ylizeyinde zenginlestirilmistir.

Bu amagla, tartilan 10 mg Demir (III) oksit iizerine inek siitiinliin enzimatik pargalanma
tiriinlerinden 50 pL ve ACN/Su/TFA (50:50:1) karistmindan 70 pL eklenmis 2 saat vortex
ile karistirarak etkilesime birakilmistir. Demir (I11) oksit 3 defa ACN/Su/TFA (50:50:1) ile

yikanmistir. Demir (III) oksit ylizeyine adsorbe olan fosfopeptitler 20 mg/mL DHB
matriksi kullanilarak MALDI-MS ile analiz edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bir protein veya peptitteki amino asit dizisinde bulunan fosfatlanabilir amino asitlerin,
fosfatlanma miktarlar1 ve fosfatlanma yerlerinin analiz edilmesi hiicresel ¢evrimler ve
hiicre dongiileri hakkinda oldukga fazla bilgi vermektedir. Bu sayede hiicresel dongiideki
bozukluklar tespit edilebilir ve neden olduklari hastaliklarin 6n tanisi koyulabilir. Bu
yiizden fosfatlanmis amino asitlerin analizi ¢ok 6nemlidir. Bu analizi kiitle spektrometrik
olarak gerceklestirebilmek icin peptitler parcalanmadan iyonlagtiriimalidir. Bu ise ancak
yumusak iyonlastirma sistemleri ile miimkiin kilinabilir. Bu yontemlerden en basarili ve
tercih edilenleri ise MALDI-MS ve ESI-MS’dir. Fakat fosfopeptitleri kiitle spektrometrik
yontemler ile 6zgiin olarak ayirip zenginlestirmeden analiz etmek pek mimkiin degildir.
Bu ylizden 6zgiin ayirma islemi proteomik caligsmalarinda biiyiilk 6neme sahiptir. Ciinkii
enzimatik parcalanma c¢dzeltisinde fosfopeptitlerin bagil bolluklar1 diger fosfatlanmamis
tiirlere gore cok daha azdir ve fosfopeptitlerin kiitle spektrometrik kosullarda kararliliklar
da oldukca zayiftir. Dolayisiyla fosfoproteomik analizden oOnce bu iki problem
¢oOziilmelidir. Bu ¢alismada, bazi ge¢is metallerinin oksitlerinin, fosfopeptitleri ayirma ve
zenginlestirmedeki etkinlikleri denenmistir. Bu c¢alisgmada, Demir (111), Nikel (1),
Zirkonyum (IV), Bakir (11), Talyum (111), Molibden (VI), Cinko (II), Vanadyum (V),
Gadolinyum (111), Tantal (V), Disporsiyum (Il1l) metallerinin oksitleri ile g¢alismalar
gerceklestirilip etkinlikleri tespit edilmistir. Bakir (1) ve Talyum (I11) oksitlerinin ¢alisma
kosullart i¢in fazla ¢oziiniir olmasi nedeni ile ¢aligmalarda olumsuz sonuglar verdigi ve

kayiplara neden oldugu belirlenmistir.

Bu c¢alismada, metal oksitlerin zenginlestirme sonrasinda desorpsiyon islemleri
basamaklari elimine edilerek dogrudan metal oksit ylizeyinde 6zgiin zenginlestirme islemi
yapildiktan sonra analiz edilmeleri i¢in bir yontem gelistirilmistirdir. Bu yontem ile
zenginlestirme sonrasinda fosfopeptitler MALDI-MS ile dogrudan metal oksitlerin
yiizeyinden analiz edilmistir. Yontemin basarisi, desorpsiyon basamaklari uygulanip
fosfopeptitlerin zenginlestirme yiizeyi olan metal oksitlerin yiizeyinden ayrildiktan sonra

cozeltiden elde edilen kiitle spektrometrik verilerle karsilastiriimistir.
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4.1. Fosfopeptitlerin Zenginlestirilmesi icin En Uygun Metal Oksitlerinin
Belirlenmesi

Fosfopeptitler B-kazeinin tripsin enzimi ile par¢alanmasi sonucu agiga ¢ikan peptit
karisimindan ¢esitli metal oksit yiizeyleri kullanilarak zenginlestirilmistir. Zenginlestirme
sonrasinda fosfopeptitler MALDI-MS ile dogrudan metal oksitlerin yiizeyinden analiz
edilmistir. Bu amagla bakir oksit, nikel oksit, zirkonyum oksit, talyum oksit, demir oksit,
disporsiyum oksit, gadolinyum oksit, tantal oksit, molibden oksit, vanadyum oksit, ¢inko
oksit bilesikleri ile denemeler yapilmistir. Metal oksitlerin B-kazein igerisinde bulunan dort
fosfopeptite (Tablo 4.1) ne kadar seg¢ici davrandigi, ne kadar miktarda fosfopeptiti
tutabildigi, olusan metaloksit-fosfopeptit komplekslerinin kiitle spektrometrik kosullarda
ne kadar kararli oldugu, daha sonra fosfopeptitlerin metal oksit ylizeyinden ne segicilikle
desorbe oldugu gibi o6zelliklerine bakilarak fosfopeptitleri metal oksit yiizeylerinden

zenginlestirmek i¢in uygun metal oksitler belirlenmeye calisilmistir.

Tablo 4.1: B-kazeinin tripsin enzimi ile se¢imli parg¢alanmasi sonucu elde edilen

fosfopeptitlerin monoizotopik kiitleleri ve amino asit dizilimleri.

Peptit Sekans (mo[.?:i:og]!;ik)
Bl FQ[PSJEEQQQTEDELQDK 2061,8285
p2 IEKFQ[pSJEEQQQTEDELQDK 2432,0501
B3 FQ[PpSJEEQQQTEDELQDKIHPE 2555,2241
p4 RELEELNVPGEIVE[pS]L[pS][pS][pSJEESITR 3123,3824
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Sekil 4.1. Bakir (1) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi
sonucu metal oksit ylizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.

Sekil 4.1° de fosfopeptitlerin bakir oksit yiizeyine adsorbe olduktan sonra bakir oksit
yiizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu verilmistir. Yildizla isaretlenen pikler
fosfopeptitleri gostermektedir. Spektrumdan goriildigii gibi bakir oksit yiizeyinde
fosfopeptitler disinda c¢ok sayida peptit tutunmustur. Adsorpsiyon kosullarinda
fosfopeptitler disindaki diger peptitler deprotone olmadigindan bakir oksit ylizeyine
adsorbe olarak bakir oksitin fosfopeptitlere kars1 segiciligini diistirmiislerdir. Bu sebepten

bakir oksit fosfopeptitler i¢in 6zgiin bir zenginlestirme yiizeyi olarak kullanish degildir.

Sekil 4.2° de ise fosfopeptit adsorpsiyonundan sonra nikel oksit ylizeyinden elde edilen
MALDI-MS spektrumu goriilmektedir. Fosfopeptitler yildiz ile isaretlenmistir. Nikel oksit
de yine bakir oksit gibi fosfopeptitlere karsi yiiksek bir secicilik gostermemistir. Ayrica
nikel oksit deney kosullarinda ¢oziindiigii igin fosfopeptitlerde nikel katilmalari

gozlenmektedir.
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Sekil 4.2. Nikel (II) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi
sonucu metal oksit yiizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.

Zenginlestirme sonrast zirkonyum oksit yiizeyi Sekil 4.3’ de verilmistir. Yildizla
isaretlenen pikler fosfopeptitleri gostermektedir. Fosfopeptitler zirkonyum oksite yiiksek
secicilikle baglanmistir. Literatiirden ve yapilan deneylerden ¢ikan sonuglara dayanarak
Zirkonyum oksitin, fosfopeptitler i¢in kullanisli bir zenginlestirme yiizeyi oldugu
sOylenebilir. Sekil 4.4° te ise zenginlestirme sonrasi talyum oksit ylizeyi goriilmektedir.
Yildiz ile isaretlenen pikler fosfopeptitleri gostermektedir. Talyum oksit ylizeyinde
yalnizca fosfopeptitlere ait sinyaller gézlenmektedir. Bu durumda talyum oksit fosfopeptit
zenginlestirmek i¢in uygun bir yiizey gibi goriilebilir fakat talyumun tutma kapasitesi
diisiik oldugundan sinyallerin intensiteleri oldukg¢a diisiiktiir. Bu durum sinyallerin
gozlemlenebilirligini diisiirdiiglinden talyum oksit, fosfopeptit zenginlestirmek i¢in uygun

bir aday degildir.
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Sekil 4.3. Zirkonyum (II) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi
sonucu metal oksit ylizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.
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Sekil 4.4. Talyum (IIT) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi
sonucu metal oksit yiizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.

Demir oksit ise hem fosfopeptitlere yiiksek segicilikle baglanmistir hem de MALDI-MS ile
dogrudan yiizey analizlerinde fosfopeptitler igin intensitesi yiiksek gozlemlenebilir
sinyaller vermistir (Sekil 4.5). Bu sekilde fosfopeptitlere ait sinyaller yildiz ile
gosterilmistir. Demir oksit fosfopeptitlere yiiksek secicilikle baglandigindan ve
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gozlemlenebilir intensitesi yiiksek sinyaller veridiginden fosfopeptit zenginlestirilmesi i¢in

en uygun metal oksittir.
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Sekil 4.5. Demir (I1I) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi
sonucu metal oksit yiizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.

Disporsiyum oksit yiizeyinde ise, Sekil 4.6’ dan goriildiigii iizere, zenginlestirme islemi
gerceklesememis yani ylizeyde hi¢ fosfopeptit gozlemlenememistir. Ayni1 durum sekil
4.7°deki gadolinyum oksit, sekil 4.8’ de goriilen vanadyum oksit ve sekil 4.9’daki ¢inko
oksit icinde gecerlidir. Bu sonuglara gore bu dort metal oksit ylizeyi fosfopeptit

zenginlestirmek icin uygun degildir diyebiliriz.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

% intensite

500 1100 1700 2300 2900 3500
Kiitle (m/z)

Sekil 4.6. Disprosiyum (1) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin
zenginlestirilmesi sonucu metal oksit yiizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.
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Sekil 4.7. Gadalinyum (I11) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin
zenginlestirilmesi sonucu metal oksit yiizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.
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Sekil 4.8. Vanadyum (V) oksit ylizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi

sonucu metal oksit yiizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.
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Sekil 4.9. Cinko (II) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi
sonucu metal oksit ylizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.

Tantal oksit ise daha fazla miktarda fosfat grubu iceren yiiksek kiitleli fosfopeptiti
yiizeyinde tutamamis fakat fosfatlanmamis baska birkac peptiti ylizeyinde 6zgiin olmayan
bir sekilde adsorplamistir (Sekil 4.10). Bu yiizden tantal oksit de iyi bir aday degildir.
Molibden oksit te ayni sekilde fosfopeptitlere 6zgiin davranmadigindan iyi bir aday olarak
bu ¢alismada degerlendirilmemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Tantal (V) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi
sonucu metal oksit yiizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.
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Sekil 4.11. Molibden (V1) oksit yiizeyinde beta-kazein fosfopeptitlerinin zenginlestirilmesi
sonucu metal oksit ylizeyinden elde edilen MALDI-MS spektrumu.

Tiim bu veriler degerlendirildiginde demir oksitin fosfopeptitlere en secici davranan ve
kiitle spektrometrik kosullarda en gozlemlenebilir sonuglar1 veren metal oksit oldugu
rahatlikla sdylenebilir. Bu sebeple ¢alismanin bundan sonraki kisimlarinda demir oksit

tizerinde yogunlasilip ve caligmalar yapilmistir.

41



4.2. Fosfopeptitlerin Metal Oksit Yiizeyinde Zenginlestirilmesi icin En
Uygun pH’nin Tespit Edilmesi

B-kazein icerisinden zenginlestirilen fosfopeptlerin Demir (III) oksit yiizeyine adsorbe
olabilmesi Demir (111) oksitin ¢6zelti igerisinde pozitif halde fosfopeptidin ise negatif halde
bulunmasi gerekmektedir. Bu durumu en iyi saglayacak ortam asidik ortamdir. Fakat ortam
pH’s1 fazla diistirtildiglinde fosfopeptitlerin deprotone olma ihtimali artar. Bu durum
adsorbsiyonu olumsuz yonde etkileyeceginden tercih edilmeyen bir durumdur. Dolayisiyla
adsorpsiyon i¢in en uygun pH’y1 tespit edebilmek amaciyla pH=1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 ve
4,0’da PB-kazein igerisinden Demir (III) oksit kullanilarak fosfopeptit zenginlestirme
caligmalart yapilmistir. Sekil 4.12A’da goriildiigii gibi pH=1,0’da yapilan adsorpsiyon
denemesinde segicilik ¢ok yiiksektir fakat intensiteler diigmistiir. Yiiksek kiitleli
fosfopeptit (molekiil agirhigr 3223,38 Da) yiizeyde gozlemlenemeyecek kadar az miktarda
bulunmaktadir. Yani Demir (IIT) oksitin segicigi fazla fakat fosfopeptit tutma kapasitesi
disiiktiir. pH=1,5"e cikarildiginda B-kazeinde bulunan dort fosfopeptitten bollugu yiiksek
olan li¢ tanenin yiizeyde yliksek intensite ve secicilikle tutundugu gozlenmistir (Sekil
4.12B). pH=2,0’a ¢ikarildiginda ise Demir (III) oksitin fosfopeptit tutma kapasitesi artmis,
intensiteler yiikselmis fakat segicilik azalmistir. Sekil 4.12C°de fosfopeptitlere ait
intensitelerin artti@1 fakat fosfatlanmamis peptitlere ait sinyallerinde gozlemlenmeye
basladigr goriilmektedir. pH=2,5’¢ ¢ikarildiginda seciciligin daha da distigi Sekil
4.12D’de goriilmektedir. pH=3,0’a ¢ikarildiginda fosfatlanmamis birgok peptidinde Demir
(II) oksite yiiksek intensitelerle tutunmaya basladigr tespit edilmistir (Sekil 4.12E).
pH=4,0’a ¢ikarildiginda ise Demir (III) oksit segiciligini tamamen kaybetmis ve tiim

peptitleri tutabilen bir yiizey haline gelmistir (Sekil 4.12F).

Tim bu sonuglar incelendiginde Demir (I1I) oksitin diisiik pH’larda ¢ok secici daha secici
oldugu ve pH diistiik¢e seciciliginin arttig1 goriilmektedir. Fakat fosfopeptit zenginlestirme
isleminde pH cok kritik bir faktordiir. Belli bir diisiikliige kadar adsorpsiyonda segiciligi
saglarken, fazla asidik ortamlarda fosfopeptitler deprotone oldugundan Demir (I11) oksit
yiizeyine adsorbe olamayarak intensiteyi diisirmektedir. pH yiikseltildikge Demir (I11)
oksit yiizeyinin tutma kapasitesi artmigtir fakat segicilik bununla ters orantili bir sekilde

diismiistiir.
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Sekil 4.12. B-kazein enzimatik pargalanma ¢ozeltisi i¢erisinden (A) pH=1,0"da, (B)
pH=1,5te, (C) pH=2,0"da, (D) pH=2,5te, (E) pH=3,0"da ve (F) pH=4,0"da yapilan

gostermektedir.

fosfopeptit adsorpsiyonlari sonrast Demir (I11) oksit yiizeyleri. Isaretli pikler fosfopeptitleri
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4.3. Fosfopeptitlerin Metal Oksit Yiizeyinde Zenginlestirilmesi ve
Dogrudan Metal Oksit Yiizeyinden Analizleri

B-kazeinin enzimatik parcalanma ¢ozeltisi, fosfatlanmamis peptitleri de igeren bir
fosfopeptit kaynagi olarak kullanilmistir. B-kazein enzimatik pargalanma ¢ozeltisi dort
farkli fosfopeptit bulundurmaktadir. Bunlardan protonlanmis molekiiler kiitlesi 2433,10 Da
olan fosfopeptitin derisimi oldik¢a disiiktiir. B-kazein icerisindeki diger fosfopeptitlerin
monoizotopik kiitleleri Tablo 4.1°de verilmistir. Pozitif iyon ve lineer modda alinan
MALDI Kkiitle spektrumlart bu ¢ozeltiden DHB matriksi kullanilarak alinmistir. Bu
MALDI-MS spektrumu Sekil 4.13A’da verilmistir.

Sekil 4.13A’da dort fosfopeptitin yanisira, birgok baska fosfatlanmamis peptit tiirleri de
goriilmektedir. Bu ¢ozelti metal oksit yiizeyinde 0zgiin ayirma ve zenginlestirme igin
kullanilmigtir. Demir oksit zenginlestirme yiizeyi olarak kullanilmigtir. B-kazein enzimatik
pargalanma ¢ozeltisinin pH’s1 1,5’e ayarlanmistir. pH nin 1,5’e ayarlanmasi diger asidik
fosfatlanmamis tiirlerin adsorpsiyonunu azaltmaktadir. Cilinkii 1,5 pH’da yan zincirinde
asidik deprotone olabilen gruplar bulunan aminoasitlerin var oldugu peptitlerde bu gruplar
protone olacaklarindan dolay: yiizeye ilgi gostermeyeceklerdir. Ancak ayni1 pH’da fosfat
gruplart hala deprotone durumda bulundugundan negatif yiik tasiyacaklarindan dolay:
yiizeye aktivite gostermeye devam edeceklerdir. Bu nedenlerden dolayr pH=1,5 bu tiir
uygulamalar i¢in oldukg¢a kullanishidir. Ciinkii bu pH’da fosfopeptitler deprotone halde,
fosfatlanmamis tiirler protone halde, metal oksit yilizeyi ise kismi olarak asidik (yani
pozitif) halde bulunur. Yani pH’y1 1,5°e ayarlama yapilarak diger asidik fosfatlanmamig
tirlerin metal oksit ylizeyine adsorbe olmasina engel olunur. B-kazein enzimatik
parcalanma c¢ozeltisi, demir oksit ile muamele edildikten sonra, demir oksit ¢ozeltiden
santrifijjlenerek ayrilir ve diger istenmeyen tiirlerin ylizeyden ayrilmasi i¢in yikanir.
Demir oksit MALDI matriks ¢ozeltisi olan 20 mg/mL derisimindeki 2,5-dihidroksibenzoik
asit (DHB) ile karistirilip ve karigtmin 1 pL’si MALDI &rnek plakasina uygulandi. Ornek
kuruduktan sonra analizi yapilir. Bu analizin sonucu elde edilen MALDI kiitle spektrumu
Sekil 4.13B’de verilmistir. Bu analiz pozitif iyon ve lineer modda alinmistir. Ayirmanin
seciciligi ve fosfopeptitlerin zenginlestirilmesi, desorpsiyon basamagi olmaksizin dogrudan
demir oksit ylizeyinden analizi oldukga basaril bir sekilde gerceklestirilmistir. Bu sonuglar
demir oksit yiizeyinde fosfopeptit zenginlestirilmesi ve ayrilmasinin pH=1,5’den daha
diisiik pH’lerde daha etkili oldugunu gostermistir. Ancak segicilik artmasina ragmen
fosfopeptit sinyallerinin siddetinde azalmalar gozlendiginden pH=1,5 olarak segilmistir.
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Ayrica yine bu sonuglara dayanarak desorpsiyon basamaginin elimine edilebilecegi ve

MALDI kiitle spektrumlarinin ayni1 basari ile demir oksit ylizeyinden alinabilecegi tespit

edilmistir.
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Seki 4.13. B-kazein peptit ¢ozeltisinin pozitif iyon ve lineer moda alinnis MALDI-MS
spektrumlari. (A) Dogrudan ¢ozeltiden ve (B) ¢6zeltinin Demir (111) oksit ile
muamelesinden sonra Demir (111) oksit yiizeyinden.

4.4. Fosfopeptitlerin Metal Oksit Yiizeyinden Desorbe Olmasina pH
Etkisi

Fosfopeptitler metal oksit yiizeyinden desorpsiyon yapilmadan MALDI-MS ile dogrudan
analiz edilebilseler de, ESI-MS gibi birkag kiitle spektrometrik yontem i¢in fosfopeptitlerin
cOzeltiye alinmast gerekmektedir. Ayrica fosfopeptitler metal oksit yiizeyinden desorbe
edildikten sonra metal oksit tekrar kullanilabilir durumda oldugundan ayni metal oksit
tekrar tekrar kullanima uygun olmaktadir. Bu nedenle fosfopeptitlerin, metal oksit
yiizeyinden desorbe edilebilmesi amaciyla pH=2,0’dan 8,0’a g¢ekilerek incelemeler
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yapilmistir.  Bilindigi lizere metal oksitlerin yiizeyinin asitligi ortam pH’s1 arttikca
azalmaktadir. Bu yiizden fosfopeptitlerdeki fosfat gruplari, metal oksit yiizeyine sadece
baz1 pH’ larda tutunabilmektedir. Bu nedenle ortamin pH’ sim1 artirmak fosfopeptitlerin
metal oksit yiizeyinden ayrilmasini saglayacaktir. Bu amagla ortam pH’smi artirmak
fosfopeptitlerin metal oksitlerden ayrilmasini saglayacaktir. Bu amacla ortam pH’ s1 8,0’a
artirilarak fosfopeptitler yiizeyden ayrilmis ve metal oksit yiizeyi dogrudan MALDI-MS ile
analiz edilmistir. Bu amagla yilizeyden alinan MALDI-MS spektrumu Sekil 4.14A’da
verilmistir. Burada tek ve ¢ift fosfat grubu bulunduran diisiik molekiil kiitleli ¢
fosfopeptidin yiizeyden ayrildigr ancak dort fosfat grubu bulunduran yiiksek molekiil
agirlikli (molekiil agirhigi 3223,38 Da) olan fosfopeptidin ayrilmadigi goriilmektedir. Sekil
4.14B’ de pH=8,0’ a ¢ikarildiktan sonra yiizeyden ayrilip ¢ozeltiye alinan fosfopeptitlerin
MALDI-MS spektrumu verilmistir.

Daha sonra ortam pH’y1 8,0’ dan 11,0’ a ¢ikarilip desorpsiyon yapilip desorpsiyon ¢ozeltisi
MALDI-MS ile analiz edilince yiiksek molekiil agirlikli fosfopeptidin de ¢ozeltiye gectigi
yani yiizeyden desorbe edildigi gdzlemlenmistir. Bu spektrum Sekil 4.14C’ de verilmistir.
Burada yiiksek iyon siddeti verimi ile kendisi ve iki yiiklii halinin rahatlikla gézlemlendigi
belirlenmistir. pH=11" e ¢ikarildiktan sonra desorpsiyon yapildiginda metal oksit yiizeyi
analiz edildiginde ise yiizeyde higbir fosfopeptit kalmadig1 goriilmektedir. Bu spektrum ise
Sekil 4.14D’ de verilmistir.
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Sekil 4.14. Pozitif iyon ve lincer mod MALDI kiitle spektrumu (A) pH=8,0’de desorpsiyon
sonrast demir oksit yiizeyi, (B) pH=8,0’de demir oksit yiizeyinden desorbe edilen
desorpsiyon ¢ozeltisi, (C) pH=8,0’deki desorpsiyon sonras1 pH=11,0" ¢ ¢ekilerek yapilan
desorpsiyonun ¢ozeltisi ve (D) pH=11,0’de desorpsiyon sonras1 demir oksit yiizeyi. *ile
gosterilenler ise fosfopeptitlere ait, ** ile gosterilen fosfopeptitin ¢ift yiiklii haline ait
sinyallerdir.
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4.5. Fosfopeptitlerin MALDI-MS ile Analizinin Cozeltide ve Metal Oksit
Yiizeyinde Analizinin Karsilastirilmasi

Fosfopeptitlerin desorpsiyon olmaksizin metal oksit yilizeyinden analiz edilmelerinin
basarisim1 6lgmek i¢in, fosfopeptitler demir oksit iizerinde zenginlestirildikten sonra
oncelikle demir oksit yiizeyinde daha sonra pH=11,0" a ¢ekilip desorbe edilerek, eliisyon
¢ozeltisi MALDI-MS ile analiz edilmis ve sonuglar1 Sekil 4.15A ve Sekil 4.15B’ de
karsilagtiritlmistir. Sekil 4.15A ve Sekil 4.15B arasinda belirgin bir fark goriilmemistir. Bu
sonuglara dayanarak fosfopeptitlerin zenginlestirme sonrasi, desorpsiyon basamagina gerek

olmaksizin demir oksit yiizeyinden hizli ve pratik bir sekilde analiz edilebilecegi rahatlikla

sOylenebilir.
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Sekil 4.15. Pozitif iyon ve lineer mod MALDI kiitle spektrumu. (A) pH=1,5"te B-kazein
icerisinden 6zgiin fosfopeptit zenginlestirilmesi sonucu demir oksit yiizeyi, (B)
pH=11,0"de desorpsiyon sonras1 desorpsiyon ¢ozeltisi.* ile isaretlenen pikler
fosfopeptitleri gostermektedir.
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4.6. Metal Oksitlerin, Fosfopeptitlerin Ozgiin Ayrilmasi ve
Zenginlestirilmesindeki Etkinligi
Bakar (1) oksit, Molibden (VI) oksit, Cinko (I1) oksit, Nikel (I1) oksit, Zirkonyum (1V)
oksit, Vanadyum (V) oksit, Demir (1I1) oksit, Gadolinyum (I1I) oksit, Tantal (V) oksit,
Disprosyum(111) oksit, Talyum(lll) oksit bilesikleri ile fosfopeptit zenginlestirme
calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalar ile 6zgiin fosfopeptit zenginlestirme ¢alismalari igin

en uygun sartlar belirlenmistir.

Demir oksit, nikel oksit ve zirkonyum oksit denenen metaller i¢erisinde sonuglar1 goéreceli
olarak en iyi olan yani fosfopeptitlere en sec¢imli davranan {i¢ metal oksit olarak
belirlenmistir. U¢ metal oksitte aym1 B-kazein ¢ozeltisi ile pH=1,5’te belirlenen en uygun
kosullara gore muamele edilmis ve MALDI kiitle spektumlar1 metaller yikandiktan sonra
metal oksitlerin yiizeyinden dogrudan (desorpsiyon basamagi olmaksizin) aynt MALDI-
matriks ¢Ozeltisi ile almmmustir. Bu ti¢ metal oksit i¢in alinan kiitle spektrumlar1 Sekil
4.16’da verilmistir. Sekil 4.16A‘da fosfopeptit adsorpsiyonu gerceklestikten sonra demir
oksit ylizeyinden alinan MALDI kiitle spektrumunu gostermektedir. B-kazein igerisinde
bulunan dort fosfopeptitte kabul edilebilir intensitelerle gozlemlenebilmektedir. Nikel
oksitte ise, fosfopeptitlere nikel katilmalari gozlemlenmistir. Bu katilmalar, hedef
fosfopeptit molekiillerinin intensitelerini diistirmektedir (Sekil 4.16B). Bu problem nikelin
ortam sartlarinda az miktarda ¢oziinmesinden kaynaklanmaktadir. Fakat bu sonuglara
dayanarak nikel oksitin yinede fosfopeptit zenginlestirme c¢aligmalarinda kullanilabilecegi
sOylenebilir. Zirkonyum oksitin ise nikele gore fosfopeptitlere daha se¢imli davrandigi
goriilmektedir (Sekil 4.16C). Fakat en iyi sonuglar demir oksitte goriilmektedir. Zirkonyum
oksitte demir oksite gore hem daha az fosfatlanmis peptitler tutunmakta (iyon
siddetlerinden bu izlenmektedir), hem de daha ¢ok sayida fosfatlanmamis peptitler tutunma
egilimindedir. Bu durum en carpict sekilde 3123,3824 Da molekiiler kiitleli fosfopeptitte

goriilmektedir. Demir oksit i¢in ise bu durum tam tersidir.
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Sekil 4.16. Pozitif iyon ve lineer mod MALDI kiitle spektrumu -kazein igerisinden 6zgiin
zenginlestirme sonrasi (A) demir oksit yilizeyi, (B) nikel oksit yiizeyi ve (C) zirkonyum
oksit yiizeyi.* ile gosterilen pikler fosfopeptitlere aittir.
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4.7. Fosfopeptitlerin Kiitle Spektrometrik Kosullar Altindaki
Kararhihgimin Metal Oksit Yiizeyinde ve Desorpsiyon Cozeltisinde
Karsilastirilmasi

Fosfopeptitlerin metal oksit yiizeyinde ve metal oksit ylizeyinden desorpsiyon ¢odzeltisine
alindiktan sonra desorpsiyon ¢ozeltisinde kiitle spektrometrik kosullar altindaki kararlilig
MALDI-MS kullanilarak analiz edilmistir. iki analiz de ayn1 lazer enerjisi kullanilarak
yapilmistir ve sonuglar kaydedilip karsilastirilmigtir. Bu kiitle spektrumlar1 Sekil 4.17°de
verilmigtir. Bu deneylerde metal oksit olarak zirkonyum oksit kullanilmistir. Sekil
4.17A’daki spektrum dogrudan metal oksit yiizeyinden alinmistir. Bu spektrum
incelendiginde fosfopeptitlerde parcalanma (fragmentation) goriilmemektedir. Aymi lazer
enerjisi kullanilarak fosfopeptitler metal oksit yilizeyinden desorbe edildikten sonra
desorpsiyon ¢ozeltisinde yine MALDI-MS analizi yapildiginda ise HPO;3; ¢ikisindan
kaynakli baz1 dikkat ¢ekici par¢alanmalar goriilmektedir (Sekil 4.17B). Bu pargalanmalar
lazer enerjisinden kaynaklanmaktadir. Lazer enerjisi disiiriildiigiinde sinyal siddeti
kaybolmakta artirildiginda ise par¢alanma olmakta ve bu problemin Oniine
gecilememektedir. Fosfopeptit analizlerinde en ¢ok tercih edilen matriks olan DHB
matriksi igerisine sinyal intensitesini artirmak igin az miktarda H3PO, eklenir. Bu sartlar
altinda lazer enerjisi fosfopeptitlerin parcalanmasinda kritik bir rol oynar. Bu durumda
metal oksit ylizeyi ve fosfopeptitler arasindaki bag MALDI-MS analizinde lazer enerjsi
artirildiginda  fazla enerjinin bir kismimi absorblayacagindan dolayr fosfopeptitlerin

parcalanmasini ve iki yiiklii (double charged) fosfopeptitlerin olugsmasini engellemektedir.

Fosfopeptitlerin desorpsiyon ¢ozeltisindeki MALDI-MS analizlerinde lazer enerjisi daha
kritik hale gelmektedir. Diisiik lazer enerjisi kullanildiginda fosfopeptitlerin pargalanmasi
azalmakta fakat protonlanmis molekiiler iyon piklerinin siddetleri de oldukga azalmaktadir.
Protonlanmis molekiiler iyon piklerinin siddetlerini artirmak lazer enerjisi artirilmasi ile
miimkiin olmaktadir. Fakat bu durumda da protonlanmis fosfopeptitler pargalanmaya
baslamaktadir, bu ise yine sinyal siddetlerinin azalmasina sebep olmaktadir. Tiim bu
durumlar gbézoniine alindiginda, fosfopeptitleri metal oksit yiizeyinden dogrudan analiz
etmek, yiiksek lazer enerjisi altinda pargalanma olmaksizin yiikksek sinyal siddeti
saglayacagindan, desorpsiyon ¢ozeltisinde yapilan fosfopeptit analizlerine gore ¢ok daha

kullanishidir.
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Sekil 4.17. Pozitif iyon ve lineer mod MALDI kiitle spektrumu B-kazein igerisinden 6zgiin
zenginlestirme sonrasi (A) pH=1,5"te zirkonyum oksit yiizeyi ve (B) pH 11,0’ de

desorpsiyon ¢ozeltisi. PP’ler fosfopeptitleri gostermektedir.
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4.8. Fosfopeptitlerin p-kazein ile Karisik ve Derisik BSA Triptik
Parcalanma Cozeltisi I¢erisinden Zenginlestirilmesi

Diisiik dogal bolluklara sahip fosfopeptitleri dogal drneklerden zenginlestirmek, standart
proteinlerin triptik parcalanma ¢o6zeltileri igerisinden zenginlestirilmesinden ¢ok daha
zordur. Metal oksitler kullanilarak fosfopeptit zenginlestirme yoOnteminin daha karigik
ortamlarda uygulanabilirligini gozlemlemek amaciyla BSA’nin triptik pargalanma
¢Ozeltisi, B-kazeinin triptik pargalanma ¢ozeltisi ile 100:1 mol oraninda (BSA : -kazein)
kanstirllmistir. Sekil 4.18A’da goriildiigli iizere zenginlestirme Oncesi karisimdan alinan
MALDI-MS spektrumunda higbir fosfopeptit gézlenememektedir. Ciinkii ortam ¢ok
karmagiktir ve bu ortamda fosfatlanmamig peptitlerin bollugu fosfopeptitlere gore ¢ok daha
fazladir. Bu ylizden fosfopeptitlerin sinyalleri, BSA kaynakli fosfatlanmamis tiirlerin
bollugu nedeniyle baskilanmistir. Bu karmasik ortamda bulunan ve ¢ok diisiik derigsimlerde
olan fosfopeptitler Demir (III) oksit kullanilarak pH=1,5" te zenginlestirilip, pH=11,00’da
desorbe edildikten sonra desorpsiyon ¢ozeltisinden alinan MALDI-MS  spektrumu
incelendiginde B-kazeine 6zgii li¢ fosfopeptit agik¢a, etkin sinyal siddetleri ile birlikte
goriilmektedir (Sekil 4.18B). Bu sonuglara dayanarak Demir (III) oksitin zenginlestime
calismalarinda ne kadar yiiksek bollukta fosfatlanmamis tiir olursa olsun fosfopeptitlere

yiiksek secimlilikle baglanip, desorbe oldugu rahatlikla izlenebilecegi tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. pozitif iyon lineer mod MALDI kiitle spektrumu (A) B-kazein enzimatik
parcanalanma ¢ozeltisi, BSA enzimatik parcalanma ¢ozeltisi karisimi ve (B) pH=1,5" te
zgiin zenginlestirme sonras1 pH=11,0" da desorpsiyon ¢ozeltisi.™ fosfopeptitleri,** ise

fosfopeptitlerin ¢ift yiikli halini gdstermektedir.

4.9. Yagsiz inek Siitiinden Demir (111) oksit Kullamlarak Fosfopeptit
Zenginlestirilmesi

Dogal ornekler her zaman daha karmasik ve ¢ok sayida matriks iceren 6zellige sahiptirler.
Demir (IIT) oksit ile fosfopeptitlerin daha karmasik ornekler olan dogal orneklerdeki
basarisini test etmek amaci ile yagsiz inek siitii, iire ile denatiire edilerek kullanilmistir.
Yagsiz inek siitli denatiire edildikten sonra enzimatik olarak pargalanmigtir. Sekil 4.19A°da
yagsiz inek siitliniin enzimatik parcalanma c¢dzeltisinin - MALDI-MS  spektrumu
goriilmektedir. Sekil 4.19A° da goriildiigii lizere fosfopeptitlere ait iyon sinyalleri
gozlemlenememektedir. Bununla birlikte oldukga karigik bir kiitle spektrumu elde
edilmistir. Demir (II) oksit kullanilarak fosfopeptit zenginlestirmesi yapilip pH=11,0" da
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demir oksit ylizeyinde zenginlestirilen fosfopeptitler desorbe edildikten sonra pozitif iyon
lineer modda yapilan MALDI-MS analizi sonucunda elde edilen MALDI-MS spektrumu
Sekil 4.19B’de verilmistir. Burada yagsiz inek siitiiniin enzimatik pargalanma ¢ozeltisinden
19 farkli fosfopeptitin se¢imli olarak ayrildigi goriilmektedir. Ayn1 zamanda fosfopeptitler
desorbe edilmeden 6nce Demir (111) oksit yiizeyinden direk olarak MALDI-MS ile analiz
edilmis ve elde edilen spektrum Sekil 19C’de verilmistir. Tiim bu veriler incelendiginde
karmasik Ornekler olan dogal Orneklerde Demir (III) oksit kullanilarak fosfopeptit
zenginlestirilmesinin basarili bir yontem oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.19B ve Sekil
4.19C karsilastirildiginda desorpsiyon basamagina gerek olmadan fosfopeptitler Demir
(II) oksit yiizeyinden MALDI-MS ile analiz edildiginde matriks etkisinin azaldig, iki
yikli iyon olusumunun ve HPO; cikisindan kaynakli fosfopeptit pargalanmasinin
engellendigi goriilmiistiir. Bunlara dayanarak Demir (III) oksit yiizeyinden MALDI-MS
analizi yapmanin daha etkin bir yontem oldugu agikca sdylenebilmektedir. Yagsiz inek
sitinde bulunan fosfopeptitler (Tablo 4.2° de verilmistir). Deneysel sonuglarla
karsilastirildiginda yagsiz inek siitiinde bulunan en az 20 farkli fosfopeptidin Demir (111)

oksit kullanilarak zenginlestirilebildigi acikca goriilebilmektedir.
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Tablo 4.2: Yagsiz inek siitiiniin enzimatik pargcalanmasi sonucu elde edilen fosfopeptitlerin

monoizotopik kiitleleri ve amino asit dizilimleri. Fosfatlanma bdlgeleri pS, pT, pY ile

gosterilmistir.
[M + H]+ Fosforilasyon
No | (monoizotopik) Sayisi Protein Dizilim
1 695,2946 1 oS1- kazein | LH[pS]MK
2 328,3387 1 aS1- kazein |T[pT|MPLW
3 1339,6076 1 0S2- kazein | QEKNMAINP[pSIK
4 14596312 1 0S2- kazein |EQL[pS]TSEENSKK
§ 1466,6121 1 082- kazein | TVDME[pS|TEVFTK
6 1539,5975 2 0S2- kazein |EQL[pS]TSEENSKK
7 1594,7070 1 0S2- kazein | TVDME[pS]TEVFTKK
3 1660,7942 1 aSl- kKazein | VPQLEIVPN[pSJAEER
9 1834,6060 4 0S2- kazein | K[pT]VDME[pS][pT]EVF[pT]K
10 1927,6916 2 0S1- kazein | DIG([pS]E[pS]TEDQAMEDIK
11 1951,9527 1 oS- kazein | YKVPQLEIVPN[pS]AEER
12 | 20618285 1 B kazein |FQ[pS|EEQQQTEDELQDK
13 2279,0058 1 0S2- kazein | NTMEHVSS[pS]EE[pSJIISQETYK
14 | 24320501 1 B- kazein |IEKFQ[pSJEEQQQTEDELQDK
15 1555,2241 1 f- kazein | FQ[pSJEEQQQTEDELQDKIHPE
16 | 27209130 5 oSl kazein | QMEAE[pSJIfpS)] [pS) [pSJEEIVPN[pS]VEQK
17 | 29241346 3 oS1- kazein | NTMEHVSS[pSJEE [pS|[pS]QETYKQEK
18 | 30254413 2 oS2- kazein | FPQ[pY]LQpY]LYQGPIVLNPWDQVKR
19 | 31233824 4 f- kazein |RELEELNVPGEIVE[pS]L[pS][pS][pS]EESITR
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Sekil 4.19. Pozitif iyon ve lineer mod MALDI kiitle spektrumu (A) yagsiz inek siitiiniin
triptik pargalanma ¢6zeltisi, (B) demir oksit ile 6zgiin fosfopeptit zenginlestirmesi sonrasi
desorpsiyon ¢ozeltisi ve (C) 6zgiin fosfopeptit zenginlestirmesi sonrast demir oksit yiizeyi.

Numaralar yagsiz inek siitii i¢erisinde bulunan, Tablo 4.2’ de verilen fosfopeptitleri
gostermektedir.
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5. SONUCLAR

. Fosfopeptit zenginlestirme ¢alismalarinda kullanilabilecek en segici ve adsorpsiyon
yetenegi en yiiksek metal oksit tiirli, f-kazein proteininin tripsin enzimi ile parcalanmasi
sonucunda elde edilen peptit ¢ozeltisinin Demir (I11), Nikel (I1), Zirkonyum (IV), Bakir
(1), Talyum (111), Molibden (VI), Cinko (Il), Vanadyum (V), Gadolinyum (IlI), Tantal
(V), Disporsiyum (III) oksitleriyle ayr1 ayr1t muamelesi sonucunda, MALDI-MS analizleri
gerceklestirilerek tespit edilmistir.

. MALDI-MS ile gergeklestirilen analizler sonucunda Disporsiyum  (l11),
Gadolinyum (111), Vanadyum (V), Cinko (IlI) oksitlerinin fosfopeptit adsorpsiyon
kapasitesinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmis ve bu metal oksit yiizeylerinde fosfopeptit

gbzlemlenmemistir.

. Fosfopeptit zenginlestirme c¢alismalarinda Nikel (II) oksit’in ¢ozelti igerisinde
¢ozlinmesi nedeniyle bu metal oksit yiizeyinde fosfopeptit zenginlestirmesi
gerceklestirilememis ve MALDI-MS spektrumlarinda fosfopeptitlere nikel katilmalarini

gosteren sinyaller gozlenmistir.

. Bakir (II) oksit ile gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda bu metal oksit tiiriiniin
fosfopeptitlere karst gosterdigi seciciligin diisiik oldugu belirlenmis ve zenginlestirme
sonrast gerceklestirilen MALDI-MS analizleri sonucunda Bakir (II) oksit yiizeyinde ¢ok

sayida fosfatlanmamais peptit tiiriiniin de bulundugu belirlenmistir.

. Talyum (I1l) oksit’in fosfopeptitlere karsi gosterdigi segiciligin oldukga yiiksek
olmasina karsin fosfopeptit adsorpsiyon kapasitesinin diisiik oldugu belirlenmistir.

. Tantal (V) oksit ile gergeklestirilen g¢alismalarda B-kazein igerisinde bulunan

fosfopeptitlerden sadece diistik kiitleli iki fosfopeptit tiirliniin Tantal (V) oksit yiizeyinde

tutunabildigi belirlenmigtir.

. Molibden (VI) oksit ile gerceklestirilen c¢alismalarda ise yalmizca [-kazein
icerisinde bulunan fosfopeptitlerden yiiksek kiitleli tek bir fosfopeptit tiiriiniin Molibden
(VI) oksit yiizeyine tutunabildigi belirlenmistir.

. Incelenen metal oksit tiirleri igerisinde Demir (III) oksit’in fosfopeptitlere karst

seciciligi ve adsorpsiyon yetenegi en yiiksek metal oksit tiirli oldugu tespit edilmistir.
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. Fosfopeptitlerin Demir (III) oksit kullanilarak zenginlestirilmesi i¢in en uygun pH

degerinin 1,5 oldugu belirlenmistir.

. Fosfopeptitler, B-kazein proteininin tripsin ile enzimatik par¢alanmasi sonucunda
elde edilen peptit karisitmindan Demir (III) oksit kullanilarak basariyla ayrilmis ve

MALDI-MS ile Demir (IIT) oksit ylizeyinden direk olarak analiz edilmistir.

. B-kazein proteininin enzimatik parcalanmasi sonucunda elde edilen peptit
karistmindan Demir (IIT) oksit kullanilarak zenginlestirilen fosfopeptitlerin, Demir (I11)
oksit ylizeyinden desorpsiyonu i¢in kullanilabilecek en uygun pH’nin 11,0 oldugu tespit

edilmistir.

. B-kazein proteininin enzimatik parcalanmasi sonucunda elde edilen peptit
karisimindan Demir (III) oksit kullanilarak zenginlestirilen fosfopeptitlerin, Demir (I11)
oksit yiizeyinden direk analizi sonucunda elde edilen MALDI-MS spektrumlari,
fosfopeptitlerin Demir (III) oksit yiizeyinden desorpsiyonu sonucu elde edilen ¢6zeltinin
MALDI-MS spektrumlariyla karsilastirllmigtir. Bu caligmalar sonucunda desorpsiyon
basamagina gerek olmadigi ve zenginlesitirilen fosfopeptitlerin direk olarak Demir (I11)

oksit ylizeyinden ayni hassasiyet ve basariyla analiz edilebilecegi tespit edilmistir.

. B-kazein’in tripsin ile enzimatik par¢alanmasi sonucunda elde edilen peptit ¢ozeltisi
ve BSA proteininin tripsin ile enzimatik par¢alanmasi sonucu elde edilen peptit ¢ozeltisi ile
karistirtlmis ve fosfopeptitler bu kompleks karisimdan Demir (III) oksit ile basariyla
ayrildiktan sonra MALDI-MS ile Demir (III) oksit yiizeyinden direk olarak analiz

edilmistir.

. Fosfopeptitler, yagsiz inek siitliniin tripsin ile enzimatik parcalanmasi sonucu elde

edilen kompleks ¢ozeltiden, Demir (IIT) oksit kullanilarak basariyla zenginlestirilmistir.

. Yagsiz inek siitiinlin enzimatik parcalanma c¢ozeltisinden Demir (I11) oksit
kullanilarak zenginlestirilen fosfopeptitler, MALDI-MS ile direk Demir (lIl) oksit

yilizeyinden analiz edilmistir.

. Yagsiz inek siitiiniin enzimatik pargalanma ¢ozeltisinden Demir (111) oksit
kullanilarak zenginlestirilen fosfopeptitlerin Demir (III) oksit yiizeyinden desorpsiyonu
pH=11,0’de gerceklestirilmis ve elde edilen desorpsiyon c¢ozelitisinde bulunan

fosfopeptitler MALDI-MS ile basariyla tayin edilmistir.
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. Yagsiz inek siitiiniin enzimatik parcalanmasi sonucu elde edilen ¢ozeltiden Demir
(IIT) oksit kullanilarak zenginlestirilen fosfopeptitlerin direk Demir (III) oksit ylizeyinden
yapilan MALDI-MS analiz sonuglar1 ylizeyden desorpsiyon sonucu elde edilen ¢ozeltinin
MALDI-MS analiz sonuglariyla karsilastirilmis ve fosfopeptitlerin MALDI-MS analizinin
desorpsiyona gerek olmadan direk Demir (III) oksit yiizeyinden basartyla

gerceklestirilebilecegi tespit edilmistir.

Literatiirde bulunan diger fosfopeptit zenginlestirme c¢alismalarinda zenginlestirilen
fosfopeptitler metal oksit yiizeyinden desorbe edildikten sonra desorpsiyon ¢ozeltisinden
kiitle spektrometkrik olarak analiz edilirken [40] veya zenginlestirme yiizeyi olan metal
kiireler tizerinden kiitle spektrometrik analizleri yapilirken [41], bu tez kapsaminda,
fosfopeptitler, toz metal oksit yiizeylerinde basariyla zenginlestirilmis ve literatiirde ilk
defa bir fosfopeptit zenginlestirme ¢alismasinda fosfopeptitlerin MALDI-MS analizinin
desorpsiyon basamagina gerek kalmadan kullanilan yiizey ftzerinde direk olarak

gercgeklestirilebilecegi gosterilmistir.
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