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Gaz fazindaki protein konformasyonunun ¢ozelti fazindaki konformasyonu yansitip
yansitmadigi hakkinda literatlirde birgok yontemle agiklamalar yapilmaya calisiimakta
olup heniiz bu konu tam anlamu ile agikliga kavusturulmus durumda degildir. Literatlirde
bu alanda yapilan ¢alismalarda ¢Ozelti fazindaki proteinin pH, sicaklik, iyon siddeti
degisimi ve ¢Oziicli gibi parametrelerin degistirilmesi sonucunda meydana gelen ¢ozelti
fazindaki protein  konformasyon degisikliklerinin  proteinin gaz fazindaki

konformasyonunun degisimi lizerindeki etkileri incelenmektedir.

Bu tez kapsaminda gaz fazindaki protein konformasyonunun, ¢6zelti fazindaki protein
konformasyonunu ne kadar yansittig1 agikliga kavusturulmaya c¢alisilmistir. Proteinlerin

farkli ¢6zelti kosullarina ek olarak polistren stilfonat polimeri ile etkilesimi sonucunda



cozeltide gergeklesen degisimlerin gaz fazina yansiyip yansimadigi hakkinda ¢aligmalar

yapilmustir.

Bu ¢alismada ¢ozeltide meydana getirilen degisimlerin (metanol eklenmesi ile yapinin
denatiire olmasi, iyon kaynagi sicakliginin degistirilmesinin etkin ¢arpisma kesiti (izerine
etkileri, pH degisimi ile yapinin pl noktasina ilerledik¢e kompakt konformerlerin
gorulmesi gibi) proteinin gaz fazindaki konformasyonel 0zelliklerine yansidig
gozlenmistir. Literatirde pH ve organik cozelti degisimlerinin model proteinlerin
konformasyonlar1 (izerindeki etkilerinin incelendigi bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu
nedenle, bu tez ¢alismasindaki analizlerin literatlire daha fazla katkida bulunabilecegi
distiniilen fizyolojik kosullarda yuritilmesi gerektigi diistintilmiistiir. Tez kapsaminda
oOzellikle ESI-MS analizlerinde fizyolojik kosullara yakin kosullarin saglanmasi amaciyla
yaygin olarak kullanilmakta olan amonyum asetat tuzunun protein yapilar1 Uzerindeki
etkileri incelenmistir. Bu analizler sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde,
proteinin amonyum asetat ¢Ozeltisi igerisinde sadece su igerisinde olmasina kiyasla daha
kompakt bir konformasyona sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda amonyum
asetat derisimindeki degisikligin polimer-protein etkilesimlerine de etki ettigi

gorilmiistiir.

Polimer-protein etkilesimleri sonucunda ¢6zeltide olusan kompleksler gaz fazinda da
goriilmiis ve bu komplekslerin bazi yiiklerde kompaktlagtigi hakkinda bilgiler
edinilmistir. Protein ile etkilesen polimerin zincir uzunlugu arttik¢a, protein yapisinin
kapandig1 belirlenmistir. Etkilesimlerin daha iyi agiklanabilmesi adina molekiler
dinamik simiilasyonlardan faydalanilmistir. S6z konusu konformasyonel etkilerin gaz
fazinda m1 yoksa ¢ozelti fazinda mi gerceklestiginin anlasilabilmesi icin similasyonlar
kaba tanecikli modelleme ile Martini3 alan kuvveti ve GROMACS programi kullanilarak
gerceklestirilmigtir.  Similasyon sonuglarina goére bu komplekslesmenin biyuk
cogunlugunun ¢ozelti fazinda gerceklestigi ve kompleksin gaz fazinda korundugu

yonundedir.

Anahtar Kelimeler: Protein konformasyonlari, Kiitle Spektrometrisi, Tuzakli Iyon
Hareketliligi Spektrometrisi, Kaba Tanecikli Modelleme, Molekiler Dinamik

Simiilasyonlar1, Polielektrolitler.
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The issue on protein conformation in the gas phase has not been fully clarified yet. The
protein conformation in the gas phase may be affected by conformational changes in the
solution phase, which occur due to the changes in the parameters such as pH, temperature,

ionic strength concentrations, and the types of solvents in the solution phase.

This thesis has been tried to clarify how much of the protein conformation in the gas
phase reflects the protein conformation in the solution phase. In addition to various
solution conditions, studies have been carried out on whether the changes that occur in
the solution result from the interaction of the proteins with the polystyrene sulfonate
polyelectrolyte.

In this study, it was observed that the changes in the solution phase (the addition of
methanol, changein the ion source temperature, and pH change) affect the conformational



properties of the protein in the gas phase. Many studies in the literature examine the
effects of pH, the presence of organic solvent, and how they affect the conformation of
model proteins. For this reason, it was thought that this thesis's analyses should be carried
out under physiological conditions, which can contribute more to the literature. Within
the scope of the thesis, the effects of ammonium acetate, which is widely used salt in ESI-
MS analyses of proteins to provide nearly physiological conditions were investigated. It
was concluded that the protein has more compact conformation in ammonium acetate
solution than just in water. The change in ammonium acetate concentration also affects

the polyelectrolyte-protein interactions.

The polyelectrolyte-protein complexes formed in the solution were also seen in the gas
phase and the compaction of these complexes at some charge states were observed. The
protein becomes more compact with the increase in the chain length of the
polyelectrolyte. Molecular dynamics simulations were also performed to explain the
polyelectrolyte-protein interactions. The simulations were carried out with GROMACS
molecular dynamics program and Martini3 Force-Field with the coarse-grained model.
According to the simulation results, most of this complexation occurs in the solution

phase and the complex is preserved in the gas phase.

Keywords: Protein conformations, Mass Spectrometry, Trapped lon Mobility
Spectrometry,  Coarse-grain  Modeling,  Molecular  Dynamic  Simulations,

Polyelectrolytes.
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1. GIRIS

Yasamin mihenk taslarindan biri olan proteinler canli organizmalarda biiyiik 6nem tasir.
Hiicresel iletisimi ve birgok metabolik reaksiyonu katalize ederek yasamsal faaliyetlerde
gorev alirlar. Biyolojik sistemlerde hicresel proteinlerin fonksiyonu ve aktivitesi g
boyutlu yapilarina gore belirlenir [2]. Proteinler, biyolojik fonksiyonlarini yerine
getirebilmek icin yapilarinda katlanmalar meydana gelir ve bu katlanmalar hidrojen bag,
iyonik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler gibi kovalent
olmayan etkilesimlerle konformasyon kararlilifi veya konformasyondaki degisimleri
saglar [3]. Literatiirde pH ve organik ¢6zelti degisimlerinin proteinlerin konformasyonlari

tizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir [4—7].

Karmasik bir karisima uygulanan bazi analiz yontemleri (Circular Dichroism, NMR, vb.),
genelde karigim igerisindeki belirli bir tiirle ilgili analitik bilgiyi agiga ¢ikaramaz. Bunun
baslica nedenleri, tiim tiirler i¢in ayni anda alinan verilerde; Ornek icerisinde diisiik
bollukta bulunan bir tiiriin analizinde bu veriyi baskilayan yiiksek bollukta diger
bilesenlerin bulunabilmesi, verinin sadece ilgili tiire 6zgli olmayip tiim bilesenlerin
ortalamasinin karakteristik 6zelligi olmasi veya verilerin yorumlanamayacak kadar
karmasik olmasi olarak ifade edilebilir [8]. Ek olarak bu tlr analiz yéntemlerinde analitin

yluksek saflikta olmasi da 6nem arz eder.

Son yillarda en hizli gelisen analitik araglardan biri olan kiitle spektrometrisi [9] (Mass
Spectrometry, MS), hassasiyet, hiz, analiz i¢in az miktardaki 6rnek gereksinimi ve
karmagik Ornekleri analiz edebilme kabiliyeti gibi avantajlart ile bu tir sorunlarin

tistesinden gelinebilmesini saglamaktadir [8].

Ote yandan, kiitle spektrometrisi ile birlikte iyon hareketliligi tekniginin birlikte
kullanildig1 sistemlerde de analitin gaz fazinda analiz edilmesinden kaynakli olarak
¢ozelti fazindaki protein konformasyonlar1 hakkinda elde edilebilecek bilgiler sinirhidir.
Literatiirde gaz fazinin ¢ozelti fazim1 ne kadar yansittigi hakkinda bir cok calisma

bulunmaktadir [8, 10, 11]. Protein dinamiklerinin daha iyi anlasilmasi ve gelecekte bu
1



smirin - agilmast  durumunda siiphesiz  kitle spektrometrik yontemler ile ilgili
konformasyon calismalart diger analitik yontemlerin ¢ok daha Gstunde olacaktir. Bu tez

calismasi da bu yolun aydinlatilmasinda kii¢iik bir mum sayilabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Proteinlerin Yapisi, Konformasyonu, Katlanmalar1 ve Fonksiyonunun Onemi

Birincil

ikincil

Ugtincil

Doérdincul

Sekil 2.1. Proteinlerin birincil yapidaki aminoasit dizilimlerinin katlanarak dordiinciil

yapiy1 olusturmasi [12].

Proteinler farkli aminoasit dizilimlerinden olusup peptit baglar1 ile baghdir. Birgok
kovalent olmayan etkilesimlerle (hidrojen bagi, iyonik etkilesimler, van der Waals
kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler gibi) katlanarak fonksiyonel hale gelirler.
Proteinlerin konformasyonlarinin bozulmasi durumda islevlerini yerine getiremedikleri
icin bir¢ok hastaliga neden olmaktir buna protein kaynakli konformasyonel hastaliklar
denilebilir.

Konformasyonel hastaliklar, yanlis katlanmis proteinler nedeniyle hiicresel
fonksiyonlarin tehlikeye girdigi hastaliklardir. Bu patogenez, demans, amyotrofik lateral
skleroz, multipl skleroz, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi,
coklu sistem atrofisi ve prion hastaliklar: gibi nérodejeneratif bozukluklarin gelisiminde

onemli bir katkida bulunan faktoérdar [13].

Proteinler genellikle kendilerine has kararli yapilara katlandiklarinda fonksiyonel hale
gelirler. Dogal durum (N) ile agilmis durum (U) arasindaki basit iki durumlu bir denge

s6z konusudur:



N=U
Gibbs serbest enerjine bagli olarak protein konformasyonular1 degisim gosterir:
AG = AH - TAS

Entalpik (AH) ve entropik (AS) terimlere katkida bulunan bir¢ok faktor vardir. Molekiil
i¢i hidrojen baglar1 ve proteinler ile ¢oziicii arasindaki hidrojen bag geometrisi AH'ye en
biiyiik katkida bulunanlardir [14]. Dogal proteinlerde, hidrofobik bolgeler ¢ekirdege
gémuldr. Bu durum entropinin en {iist diizeye ¢ikarilmasi i¢in proteinin etrafini saran
suyun en aza indirilmesine izin verir. Anfinsen'in RNAse A'nin katlanmasi {izerine
calismasi ona 1972'de Kimya Nobel Odiilii'nii kazandird: [15]. Calismasi, protenin dogal
halinin en disiik Gibbs serbest enerjisine sahip konformasyon oldugunu gosterdi.

Anfinsen ayrica amino asit dizisinin proteinin dogal 3D yapisini belirledigini de gosterdi.

Proteinlerin katlanmasinin aminoasit diziliminden ¢éziimlenmesi hicre icerisinde protein
yapilarinin nasil davrandigini molekiiler seviyede anlayabilmemizi saglar. Son
zamanlarda gelistirilen aminoasit dizilimi Uzerinden protein katlanmalarinin nasil
olacagini tahmin eden Alpha-Fold adindaki program ile protein dinamigi bilgisayar
aracilig1 ile agiklanmaya galigilmaktadir [16]. Protein katlanma dinamiginin bilinmesi
proteinlerin yanlis katlanmasindan kaynakli bir ¢ok hastaligin neden kaynaklandigini
aciklamamizi ve bu hastaliklara kars1 tedavi yontemleri gelistirilmesinde éncul rol oynar
[17]. Protein igerikli ilaglarin konformasyonlarinin bozulmadan taginmasi igin yine

protein dinamigi hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir.

2.1.1. Protein Konformasyonlari icin Analiz Teknikleri

Optik teknikler, proteinleri incelemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Yaygin
ornekler arasinda ultraviyole gorinur bolge (UV-Vis) absorpsiyon spektroskopisi,
dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi ve floresan spektroskopisi bulunur. Bu teknikler,
elektronlarin molekiiler orbitaller arasindaki gegisini izler. Optik spektroskopinin faydasi,
kimyasal modifikasyonlar olmaksizin fizyolojik kosullar altinda islev gérme yeteneginde

yatmaktadir.



UV gorinar bolge spektroskopisinde, ¢ozelti icerisindeki molekiller 15181 absorbe eder.
Absorbans miktar1 (zerinden, numunenin absorpsiyon katsayist ve konsantrasyonu

belirlenir [18].

CD spektroskopisi, UV’ye gore daha gelismis bir tekniktir. CD Kiral molekuller
tarafindan sol ve sag polarize 151k arasindaki diferansiyel absorpsiyondan yararlanir. o-
heliks, B-plaka ve rastgele sarim gibi farkli ikincil yapilar farkli sinyallere yol agarlar.
Bununla birlikte, CD spektroskopisi tarafindan saglanan bilgiler ¢ok fazla ayrinti
saglamaz, bu nedenle bu yontem genellikle diger teknikleri tamamlamak i¢in kullanilir

[19].

Floresans, 1s18in yayilmasina dayanan bir baska popiiler spektroskopik tekniktir.
Molekiiller uyarilmis durumdan temel duruma dondiigiinde 1s1k yayarlar. Bir indol
kromoforu olarak triptofan, ¢cevreye kars1 oldukca hassastir, bu nedenle konformasyonel

degisiklikler ve molekiiller arasi etkilesimler hakkinda bilgiler verebilir [20].

X-151n1  kristalografisi, protein 3D yapilarini incelemek i¢in kullanilan 6nemli
tekniklerden biridir. Proteinler kii¢iik boyutlar1 nedeniyle optik mikroskopla dogrudan
gozlenemezler. Bununla birlikte, proteinler icindeki atomik mesafe (~ 1.5 A), X-
isinlarinin dalga boyuna benzer. Sirali bir kristalde birim hiicre, en kii¢iik hacimli eleman
olarak tanimlanir. Protein molekiilleri, hiicre eksenleri boyunca diizenlenen bu birim
hiicrelerin tekrar eden bir dizisinde hizalanir. Diziler tarafindan olusturulan atomlarin

kristal dizlemleri, X-1s1n1 radyasyonuna maruz kaldiginda kirmim desenleri Uretir.

X-1s11 kristalografisi, atomik olarak ¢oziimlenmis yapisal veriler i¢in hala altin standart
olarak kabul edilmektedir. RCSB Protein Veri Bankasi (PDB), ii¢ boyutlu biyomolekiiler
yapisal veriler i¢in en biiyiik kaynaktir [21].

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, protein yapisini ve dinamiklerini
incelemek igin en giclu araclardan birisi oldugu soylenebilir. Bir manyetik alanda,
cekirdeklerin donilis enerjisi iki seviyeye ayrilir. Elektromanyetik radyasyonun

uygulanmasi lizerine, her bir ¢ekirdek, yerel ortama olduk¢a bagimli olan belirli bir



frekansta rezonansa girebilir. Boylece, NMR spektroskopisi yapisal ve dinamik bilgi
saglayabilir. Bununla birlikte, blyuk proteinler igin rezonanslarin st liste gelmesi ve pik
genislemesi dnemli sorunlar haline gelir. Ust boyut siir1 yaklasik olarak 40 kDa'dir [22].
Ek olarak, NMR deneylerinde proteinlerin analiz edilebilmesi icin proteinlerin saf ve
konsantrasyonlar1 yiiksek olmalidir [22]. Bu durum agregasyon ve yanlig katlanma

olasiligini arttirmaktadir.

2002 yilinda Kurt Wiithrich, ¢ozeltideki biyolojik sistemler icin NMR spektroskopisini
gelistirdigi icin Nobel Kimya Odiilii'niin bir boliimiinii kazand1 [23].

Kriyojenik-EM (cyro-EM) de yapisal bilgi saglayan bir bagka yontemdir. Molekilin
farkli projeksiyonlar1 ve yapilanmalari birlestirilerek iic boyutlu veriler elde edilebilir

[24]. Bununla birlikte, cyro-EM diisiik ¢6ziiniirliikk sikintilart bulunmaktadir [25].

Bu tez kapsaminda protein konformasyonlarinin daha iyi anlasilmas: ve Kkdtle
spektrometrik yontemlerle bunlarin detayli tanimlanabilmesi i¢in model protein olarak
sitokrom ¢ ve lizozim segilmistir. Bunun amaci bu proteinlerin molekiil agirliklarinin
birbirine yakin olmalari, bazik proteinler olup izoelektrik noktalar1 benzerlik
gostermeleri, bunun yani sira bir tiirde disiilfit baglarmin yogun digerinde olmamasi

konformasyona nasil etki ettiginin arastirilmasi icin tercih edilmistir.

2.1.1.1. Sitokrom ¢




Sekil 2.2. 1HRC pdb kodlu proteinin ve porfirin IX halkasindan olusan Fe?* iceren HEC
ligandinin  goriintiisic  [26]. (Maestro [27] programi  kullanilarak

olusturulmustur.)

Sitokrom ¢ proteini, yaklasik 12360 Da agirliginda olan, yasami destekleyen ATP
sentezinin islevinde kilit bir katilimct olarak mitokondrideki isleviyle bilinir. Bununla
birlikte, bir hiicre apoptotik bir uyart aldiginda, sitokrom c sitozole salinir ve apoptoz
yoluyla programlanmis hiicre oliimiinii tetikler. Sitokrom c¢ ve sitokrom-C aracili

apoptozun salinimi, ¢ok sayida diizenleme katmani tarafindan kontrol edilir [28].

2.1.1.2. Lizozim

Sekil 2.3. 1AKI pdb kodlu proteinin gorintisu [29]. (Maestro [27] programi kullanilarak

olusturulmustur.)

Lizozim proteini, yaklasik 14310 Da agirliginda olan, insanlarda, solunum yollarinda
patolojik savunmada rol alir. Lizozim, bir litik enzim (mikroorganizmalarin hiicre
duvarlarinin gegirgenliklerini bozan ya da fiziksel olarak pargalayan enzim) ve kiigik bir
katyonik protein olarak ikili aktiviteleri araciligiyla, hiicre duvart peptidoglikanlarin
sindirerek, bakteri zarlarini parcalar ve bakteri hiicre duvarindaki otolitik enzimleri aktive
ederek bakterilere zarar verir veya onlari 6ldiiriir. Lizozim, submukozal bezler, notrofiller
ve makrofajlar tarafindan salgilanir. Cogu bakteriye karsi lizozim, diger antimikrobiyal

polipeptitlerle beraber daha etken olarak hareket eder. Lizozim eksikligi, tekrarlayan



siniizit, hiyalin membran hastaligi ve erken evre Kistik fibrozun patogenezine neden
olabilir [30].

2.2. Protein-Polielektrolit Etkilesimleri

Bir polielektrolit, birkag tekrar eden zincir birimine sahip bir elektrolit polimeridir. Ayni
zamanda polielektrolitler, su gibi polar bir ¢dziicu iginde ¢ozinduklerinde kendilerine
kovalent olarak baglh (¢ok sayida) yiiklii gruba sahiptirler. Genel olarak, polielektrolitler
bu tiir ¢esitli gruplara sahip olabilir. Homojen polielektrolitler, yalnizca bir tiir yiiklii

gruba sahiptir, 6rnegin sadece karboksilat gruplart [31].

Polielektrolit-protein etkilesimleri ve sulu ¢zeltide proteinlerin zit yiikli polielektrolitler
ile kompleks olusumu {izerine yapilan galigmalarin tarihi, ge¢en yiizyilin ortalarina kadar
uzanmaktadir [32]. Protein-polielektrolit arasindaki etkilesimlere genel olarak
elektrostatik kuvvetler hakimdir ve bu nedenle pH ve iyonik siddet gibi parametrelerdeki
degisimler bu etkilesimler Uzerinde belirleyici role sahiptir [33]. Polielektrolit zincir
sertligi [34], dogrusal yiik yogunlugu [35], net yiik ve yiiklerin dagilim1 [36], ve protein
yuzeyindeki hidrofobik bdlgeler [37], polielektrolit--protein ve protein-protein

etkilesimlerini etkileyebilecek diger onemli faktorlerdir.

Kuskusuz bu kompleksler saglik ve gida gibi yasama dair uygulamalarda etken role
sahiptir. Polielektrolitler, protein ¢oziintirligiiniin, konformasyonlarinin [38] ve
islevselliginin degistirilmesini saglayarak ila¢ tasinim sistemleri [39], biyoteknoloji [40]
ve islenmis gida uygulamalar1i vb. konularda etkinligi ve verimi arttirir. Kitle
spektrometrik tekniklerle yapilan analizlerde var olan vakum ortaminda ¢ozelti etkeni
diisiik oldugundan molekiller (bu o6rnekte protein ve polielektrolitler) arasindaki

etkilesimler hakkinda daha ayrintili bilgi elde edebilmemiz mimkindur [41].



2.3. Kutle Spektrometrisi

Tanim olarak, kiitle spektrometrisi (MS) bir iyon kaynagi aracilig: ile iyonlastirilmis
analitlerin m/z oraninm1 6lgen bir kiitle analizoriinden ve her biri farkli m/z degerindeki

iyon sayisini kaydeden bir dedektérden olusur [42].

| 1001010 Bilgisayar/

Ornek girisi L4 YY) 1010010

| 1010101

Veri Sistemi

Sekil 2.4. Kiitle spektrometrisinin genel diyagramu.

Burada m, Dalton cinsinden iyon kdtlesidir ve z temel yik cinsinden yuktur. Kitle
spektrometrisinin temelleri, J. J. Thomson'in elektron arayisi sirasinda atilmis ve 20.
yiizyilin baglarindaki sonraki gelismeler ile kullanimi, izotopik dagilimlari karakterize
etmeye ve organik bilesikleri tanimlamaya kadar genisletilmistir [43]. Daha sonraki
gelismeler, biyolojik makromolekiiller ve yapisal MS ¢alismalari konusunda MS i¢in
kapiyr agmistir. Giinlimiizde, geleneksel arastirma ortamlarindaki kullanimlarinin yani
sira, MS, adli tip [44] ve uzay arastirmalart gibi ¢esitli alanlarda da uygulanmaktadir [45].
Kdtle spektrometrisi, hassasiyeti yiiksek, hizli, az miktardaki 6rnek tiiketimi ve karmasik
karisimlarin analizini gergeklestirebilecek etkin bir analitik sistem olarak kabul gérmiis
durumdadir [8].

2.3.1. Kitle Analizorleri

Gaz halindeki iyonlar1 m/z'lerine gore ayirmak i¢in bir kiitle analizorii gereklidir. Cesitli
tipte kitle analizorleri mevcuttur; bunlara Orbitrap, Fourier transform iyon siklotronu
(FT-ICR), dort kutuplu, iyon tuzaklari ve ugus siiresi (TOF) analizorleri dahildir [46].
TOF ve dort kutuplu katle analizorleri bu ¢alismada kullanildigindan, bu 6zel teknikler

biraz daha detayl olarak tartigilacaktir.

2.3.1.1. Dort Kutuplu kitle analizort

Bu kdtle analizorl, farkli degerlerde yiiklenebilir dort kutba karsilik gelen dort adet
paralel metal cubuktan olusur. Her karsit cubuk cifti, elektriksel olarak birbirine baglanir
ve bir ¢ift ¢ubuk ile digeri arasina DC voltajina sahip bir radyo frekansi (RF) voltaji

uygulanir.



Sistem digina ¢ikan iyonlar (rezonansa girmeyen)

fyon dedektorii

2

Sistemde kalan iyonlar
(rezonansa giren)

+-

+-

Sekil 2.5. DC/RF voltajlarinin belirli bir kombinasyonu sayesinde, yalnizca segilen m/z
degerine (kirmiz1 ¢izgi) sahip iyonlar dort kutuplu kitle analizérinden

gegebilir. Diger m/z degerleri kararsiz yoriingelere sahiptir (mavi ¢izgi).

Iyonlar, gubuklar arasindaki dért kutuptan dedektore dogru hareket eder. Belirli bir voltaj
orani i¢in yalnizca belirli bir kiitle/yiik oranina sahip iyonlar dedektore ulasir. Diger
tyonlarin yoriingeleri kararsizdir, ¢ubuklarla carpisir veya sistemden disart ¢ikar. Bu,
belirli bir m/z degerine sahip bir iyonun se¢ilmesinde uygulanan voltaji siirekli olarak

degistirerek bir dizi m/z degerleri igin tarama yapmasina izin verir [47].

2.3.1.2. Ugus Zamanh kiitle analiz6ri

Ucus zamanli (Time of Flight, TOF) Analizorleri, elektrik veya manyetik alan
kullanmadan iyonlar1 zamana goére ayirir. Kaba anlamda, TOF kromatografiye benzer,
ancak duragan/hareketli faz yoktur, bunun yerine ayirma islemi iyonlarmn kinetik

enerjisine ve hizina dayanuir.
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Elektrik alani bulunmayan bolge
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Liner mod dedektorii

Elektrik alani bulunmayan bolge

iyon hizlanmasi 0

Reflektron mod dedektor Reflektor

Sekil 2.6. TOF analizoriinde liner mod ile reflektron modun ¢alisma prensibi.

Aym yitiklerin iyonlar1 esit kinetik enerjiye sahiptir; Ucus tiiptindeki iyonun kinetik

enerjisi, iyon kaynagindan ayrilirken iyonun kinetik enerjisine esittir.

Ne yazik ki, daha yliksek kiitlelerde ugus siirelerinin uzun olmasindan kaynakli
¢cozUnarlik distktir. Ayrica yiiksek kiitlelerde, ayn1 m/z degerlerine sahip iyonlarin timii
ideal TOF hizlara ulasamaz. Bu sorunu ¢ozmek igin genellikle analizore bir reflektron
eklenir. Reflektor, ugus tiipliniin ucuna yerlestirilmis ¢ok yiiksek voltajli bir dizi halka
elektrottan olusur. Bir iyon reflektdre girdiginde, yiiksek voltaj nedeniyle ters yonde
yansitilir. Reflektdr, tek bir m/z degeri igin ugus siirelerinin genis bant araligini daraltarak
¢Oziiniirliigl artirir. Daha hizli iyonlar reflektorlere dogru ilerler ve daha yavas iyonlar
reflektore daha az gider. Bu sekilde, ayn1 m/z degerindeki hem yavas hem de hizli iyonlar,
dedektore farkli zamanlarda degil, ayn1 zamanda ulasir ve sinyal i¢in bant genisligini

daraltir [46].
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2.3.2. Dedektdr

Iyonlar kiitle analiz cihazindan gegtikten sonra dedektdr tarafindan algilanir ve bir
bilgisayar tarafindan kullanilabilir sinyale dondstiiriiliir. Dedektorler, gelen iyonlarin

bolluklarina bagl olarak bir elektrik akimi tiretebilir [48].

2.4. Iyonlastirma teknikleri ve Elektrosprey Iyonlastirma (ESI)

Iyon kaynagi, gaz fazinda yukli iyonlar iiretir. Birgok farkli iyonlastirma stratejisi
gelistirilmistir. Elektron iyonlastirma (EI), yaklasik bir yilizyildir [49] hem kat1 hem de
gaz analitler i¢in kullanilmaktadir. El kiigiik molekiillerin saptanmasinda ve tanimlanmasi
icin etkili oldugu kanitlanmistir. Kimyasal iyonlastirma yaklasimlar1 (CI) [50] dahil
olmak {izere diger teknikler de (hizli atom bombardimani1 (FAB), alan iyonlastirma (FI)

ve alan desorpsiyonu (FD)) bu alanda basarili olmustur.

Ne yazik ki, analit ve yiiklii parg¢aciklar arasindaki gaz fazi carpismalarina dayanan bu
"sert” iyonlastirma teknikleri, blyuk analitler (protein ve biyolojik molekiiller gibi) igin

daha da kétiilesen bir sorun olan ¢oklu parcalanmaya yol agar.

1980'lerin sonlarinda gelistirilen iki "yumusak" iyonlagtirma yOnteminden Karas ve
Hillenkamp [51] tarafindan gelistirilen matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonlastirma
(MALDI) tekniginde , organik bir "matriks" ile birlikte kristalize edilmis bir tlri
iyonlagtirmak  i¢in  lazer kullanilir. MALDI teknigindeki iyonlasmanin kesin
mekanizmasi hala kapsamli bir sekilde anlasilmamistir [52], ancak gaz fazinda

parcalanmamis makromolekdl iyonlarini iirettigi bilinmektedir.

12



Sprey (Plum) Bolgesi

Metal Kapiler

Gaz akl$1 Bagslangigtaki damlaciklar (um) Sondaki damlaciklar (nm)

Jet

Yiiksek voltaj

Sekil 2.7. ESI-MS sisteminin basitlestirilmis gosterimi.

ESI ilk olarak 1980'lerin ortasinda Fenn [53] tarafindan MS ile birlestirilmistir.
Biyomolekiillerin analizini saglayan bu teknik sayesinde 2002 yilinda Nobel kimya

odiiliine layik goriilmistiir.

ESI tekniginde genellikle seyreltik (polar ugucu ¢ozucilerde mM'dan az) analit ¢ozeltisi
mekanik siringa pompasiyla, igne veya paslanmaz ¢elik kapiler (~0.2 mm discap ve
~0.1 mm i¢ ¢ap) kullanilarak diisiik akis hizinda (tipik olarak 1-20 pL/dk) puskurttlir.
Kaynak konisine (MS tarafindaki) veya 1sitilmis kapilere (tipik olarak piiskiirtme ignesi
ucundan 1-3 cm uzaklikta bulunur) ve metal kapilerin u¢ kismina yiiksek voltajlar (2—
6 kV) uygulanir. Bu giiclii elektrik alani, analit ¢ozeltisinin yiiksek yiiklii elektrosprey
(ES) damlaciklarindan olusan bir aerosol halinde dagilmasina neden olur (Sekil 2.7.).
Analitin gonderildigi kisimdaki kapiler ¢cevresinde koaksiyel bir kilif (sheath) gazi (kuru
N2) akis1 daha iyi plskirme saglar. Bu gaz akisi ayrica kilcal ugtan ¢ikan spreyin kiitle
spektrometresine dogru yonlendirilmesine yardimer olur. Yiikli damlaciklar, azot akisi
(kurutma gaz1) tarafindan desteklenen ¢oziicliniin buharlasmasiyla um mertebesinden nm
mertebesine kiigllerek analitler vakum ortamin bulundugu kiitle spektrometrisine dogru
yol alir [54].
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ESI, analitin molekiiler olarak yavas¢a gaz fazina gegirildigi "yumusak" bir iyonlagtirma
saglar [8]. Bu yontemle protein yapisi olabildigince yumusak bir bi¢imde iyonlastirilir
[55]. Iyonlastirma islemi sonucunda yiik durumunun dagilimi proteinin yapis1 hakkinda
bilgi verir [56]. Katlanmamuis proteinlerin yiizeyleri daha biiyiik oldugundan proton alma
egilimi fazladir dolayisiyla daha yiiksek yiikte tiirler olustururlar [56]. Elektrik
gegirgenliginin diisiik oldugu vakum ortaminda, fazla ylklenen tirlerde molekdl ici
kulombik itismeler meydana gelir [56]. Bundan dolay1 gaz fazinda katlanmis ve kompakt
yapidaki en diisiik yiikte olan protein, dogal proteine en yakin yapiyr yansittigi
distiniilmektedir.

Cok yiiklii iyonlar tliretebilen “yumusak” bir iyonlastirma teknigi olarak kabul edilen ESI
teknigindeki "Yumusaklik" terimi, iyonlagsma islemi sirasinda analitlere iletilen minimum
i¢ enerjiyi ifade eder [57]. Yumusaklik o6zelligi, ¢6zelti icerisindeki proteinin yapisi
bozulmadan analiz etme amaci tagir.

Analit ¢ozeltisindeki yiikiin elektroforetik ayrilmasi, yUk biriktikce bu potansiyel
tarafindan yonlendirilir ve meniskiisii deforme ederken, kilcal ugta bir Taylor konisi [58]
olugsmasina neden olur. Kulomb itme yiizey gerilimini astiginda, Taylor konisinden
yiiksek yiiklii bir jet yayilir [59].

Bu damlaciklarin yiizeyindeki yiikk yogunlugu, asagidaki formiille hesaplanabilen

Rayleigh sinirinda [60] kulombik itmenin yuzey geriliminin tstesinden gelinene kadar

¢OzUcu buharlagmasiyla birlikte zamanla artar:

81
Zg = = Vv YT

Burada Zr Rayleigh sinir1 ve e, temel yiiklerin sayisidir. €0 vakum gegirgenligidir, y

¢ozlcunin yizey gerilimidir ve I damlacik yarigapidir. Damlacik béliinmesi Rayleigh

simirinda meydana gelir ve daha kiiciik damlaciklar iiretir. Birkag buharlasma/fisyon

dongiisiinden sonra, ¢coklu protonlanmis protein iyonlar1 gaz fazina salinir.

2.5. Elektrosprey Iyonlastirma (ESI) Mekanizmas

ESI-MS tekniginin gelistirilmesinden sonra, 1990'larin basinda analitin ES prosesi
tarafindan ¢oklu yiiklenmesini yorumlamak i¢in bir¢ok farkli varsayim ve hipotez ortaya

atilmistir [61]. O zamanlar, ESI-MS spektrumlarindaki yiik durumlarmin dagiliminin,
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notr cozeltideki dengesine gore analitin (Ornegin proteinlerin) yiiklenme derecesini
yansittig diisiiniilityordu [62]. Ancak daha sonra yapilan aragtirmalar sonucunda ¢ozelti
yiiklemesi ile elektrosprey yiiklemesi arasinda bir iliski olmadig1 ortaya ¢ikarilmistir [63].
Bu ¢alismalarda pozitif iyon modunda ES iyonlastirmasi ile bazik ¢ozelti icerisindeki
(pH=10) analitin (miyoglobin proteini) pozitif yiikll iyonlarinin ve negatif iyon modunda
asidik ¢oOzelti (pH=3) igerisindeki ayni analitin  negatif yukli iyonlarinin gdzlendigi
belirtilmistir. Bu gozlemler, ESI'deki yiiklenme isleminin diisiintilenden tamamen farkl

bir sekilde gerceklesebilecegini gdstermistir

ESI ve MS arasinda olusan yiiksek basing farkindan kaynakli olarak iyonlar, vakum
ortama gectiklerinde basincin diismesi sonucu adyabatik genlesmeye ugrarlar. Bu
durumda iyonlar hiz kazanirken (doniisiimsel enerji) i¢ enerjileri azalarak sogur [56].
Iyonlarm sogumasi sonucunda ortamdaki su buhari ile donmus partikiiller veya
istenmeyen kiimelenmeler olugmaktadir [56]. Bu duruma kars1 ESI kaynaginda iyonlari
1sitma, ¢oOziicli uzaklastirici (desolvatasyon) gaz ile hizlandirict voltaj parametreleri
bulunur. Kurutucu azot gazi ile yaumusak carpigma islemi iyonlari aktif etmeyecek sekilde

¢oziliciiyll iyondan ayirir ayn1 zamanda iyonlarin i¢ enerjilerinin korumasini da saglar.

2.5.1. Fizyolojik ortam icin kullamlan ucucu olmayan tuzlarin ESI iizerindeki

olumsuz etkisi

Iyonlar ve proteinler arasindaki etkilesimler, protein yapisini ve islevini dnemli dl¢iide
etkileyebilir [64]. Proteinlerin ve protein komplekslerinin dogal yapilarini ve islevlerini
korumak i¢in genellikle tuzlarin yiiksek iyonik kuvvetleri gereklidir [65]. Tuzlar, coklu
pikler verebilen protein ve protein kompleks iyonlarina katilabilirler. Bu, biiytik iyonlar
proteinlerdeki translasyon sonrast modifikasyonlar1 veya benzer Kkiitlelere sahip
proteinleri tespit etme ve tanimlama yetenegini azaltir. Tuzlar, temel giiriiltiiyii artiran ve
duyarliligi 6nemli Ol¢lide azaltan analit iyonlarmi bastirmaya neden olan kiimeler
olusturabilir [66—68]. Protein ¢6zeltilerinde 10 mM kadar diistik konsantrasyonlarda dahi
Tris-HCI, HEPES, fosfat gibi tamponlar mevcutsa, protein kompleksi iyonlarinin bireysel

yiik durumlarinin MS tarafindan ¢6ziilmesi zor olabilir [69].

Amonyum iyonu, proteinlere veya protein komplekslerine katilma (adduct)
yapmadigindan, protein ve protein komplekslerinin ESI-MS analizlerinde, bu tiir ugucu

olmayan tamponlar yerine (Tris-HCI, HEPES, fosfat vb.) ugucu amonyum tuzu ¢ozeltileri
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tercih edilmektedir. Amonyum asetat tuzu, dogal form (native) ESI-kitle spektrometrisi
analizlerinde yaygin olarak kullanilir. Amonyum bikarbonat ESI-MS analizlerinde

yaygin olarak kullanilmakta olan tuzlardan bir digeridir [70].

2.5.2. Amonyum Asetat ve Amonyum bikarbonat ile hazirlanan ugucu tuzlarin

kullanimi

Proteinin dogal konformasyonlarinin arastirilmasinda ESI-MS, protein ve biyomolekdler
komplekslerin yapilarinin bozulmadan ¢ozeltiden gaz fazina transferini igerir. Analit
halen ¢ozicl ile ¢evriliyken pH kaynakli degisikliklerin meydana gelmesi sonucu protein
bu tir durumlardan etkilenmektedir. Cogu dogal ESI-MS ¢alismasinda, nétral pH da sulu
amonyum asetat ¢ozeltilerini kullanir. Amonyum asetatin analit ¢ozeltisini notr pH'de
tamponladig1 yaygin olarak devam eden bir yanligtir. Tanim olarak, bir tampon, konjuge
asit ve baz ciftini icerir. Tamponlama araligi, zayif asit pKa =+ 1 pH birimini kapsar. NH4*
ve CH3-COO™ konjuge asit/baz ¢ifti degildir, bu da pH 7'de tampon olusturmadiklar
anlamina gelir. Amonyum asetat tuzunun suda ¢éziinmesi pH=7 ile sonug¢lanir, ancak bu
pH oldukea kararsizdir. Amonyum asetat, pH=4,75 (asetik asidin pKa's1) ve pH=9,25
(amonyumun pKa's1) civarinda tamponlama saglar. Pozitif iyon modunda elektrosprey
edilen nétral amonyum asetat ¢ozeltilerinin, ESI duman bulutu (plume) pH=4,75 + 1'e
kadar asitlegsmeye maruz kalacagi anlamina gelir. Negatif iyon modunda ise pH=9,25 £ 1
e kadar baziklesme gosterir. Amonyum asetat yine de uguculugu sayesinde diger
fizyolojik tamponlara gore halen kullanilmaktadir. Aym1 zamanda fizyolojik kosullar
altinda proteinlerin solvasyon Ozelliklerini taklit edebilen bir elektrolittir. Ayrica, pH
7'den pH=4,75 civarma bir disiis, saf suda gergeklesecek asitlesmeden daha az
degiskenlik gosterir [70]. ESI-MS icin pH=7 ¢ozeltilerine amonyum asetat “tampon”
olarak atifta bulunulmamasi gerekir. Bunun yerine amonyum asetat “gozeltisi”

kullanilmalidir.

Amonyum bikarbonat, HCO3 'nin pH=7 ¢ozeltileri i¢in makul bir eslesme olan 6.4'liik
bir pKa'ya sahip oldugu diistiniildiigiinde guzel bir secenek olarak gorilebilir [71]. Ne
yazik ki, amonyum bikarbonat, ESI sirasinda damlacik asamasinda CO2 gazinin disari
atilmasiyla olusan kabarciklarla protein etkilesimlerinden kaynakli proteinin a¢ilmasina
sebebiyet vermektedir [72]. Bu istikrarsizlastirici etki nedeniyle, ESI-MS'de protein

yapisinin dogal analizinde amonyum bikarbonattan kaginilmasi gerekir.
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2.5.3. Cozelti Fazindan Gaz Fazina Gegis

ESI olayinda gergeklesen, iyon tlrlerinin damlaciklardan gaz fazina aktarildig
mekanizmalar hala tartisitlmaktadir [73]. Literatlrde gaz fazi protein iyonlarinin

olusumuyla ilgili birka¢ mekanizma onerilmistir.

% e

\ )

f =

Cozeltifazi Elektrosprey Gaz faz

Sekil 2.8. Cozelti fazindan gaz fazina gecisin kabaca resmedilmesi

Bunlardan baslicalari, iyon buharlasma modeli (lon Evaporation Model, IEM), yikli
kalinti modeli (Chain Residue Model, CRM) ve zincir firlatma modeli (Chain Ejection
Model, CEM) olarak ifade edilebilir. Modellerin hepsinde iyonlarin nanometre
Olgegindeki damlaciklardan olustugu tahmin edilmektedir, ancak iyon salma

mekanizmasinda farkliliklart bulunmaktadir.

Iyon buharlagsma modeli
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Sekil 2.9. Iyon buharlasma modeli (IEM), yiiklii kalint1 modeli (CRM) ve Zincir firlatma
modeli. (CEM)
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2.5.3.1. Iyon Buharlasma Modeli (IEM)

IEM, damlaciklarin birkag nanometrelik bir yarigapin altina distiigiinde, ylizey yiik
yogunlugunun Rayleigh simirina yaklasmasiyla yiiklii iyonlarin dogrudan damlaciktan

yayilarak yiikii attigini 6ne siirer [74].

IEM'nin, NH4" ve CH3COO" gibi 6nceden olusmus kiigiik iyonlar i¢in baskin iyon olusum
mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir, ancak ayn1 zamanda protein iyonlarinin gaz fazina
girebilecegi bir mekanizma olarak da Onerilmistir [75]. ESI surecinin simulasyon
calismalari, genel olarak IEM'nin ¢ogunlukla kiicliik molekiillere ait oldugu goriistinii
desteklemektedir [76—78]. Ek olarak son zamanlarda diisiik kiitledeki proteinlerin (12.4
kDa na kadar) IEM yoluyla yiiklendigi diisiiniilmektedir [79].

2.5.3.2. Yiiklii Kalint1i Modeli (CRM)

CRM, Dole tarafindan ESI iizerindeki ¢alismalarinda dnerilmistir [80]. Bu model sadece
tek bir analit iyonu igeren bircok damlacigin oldugunu varsayar. Coziicii bu
damlaciklardan buharlastik¢a, yiik transfer reaksiyonlari veya iyonik ¢ekim yoluyla
geriye kalan yik kalinti tizerinde birakilir ve yik durumu analit boyutunda Rayleigh

yiikli bir damlaciginkine neredeyse esit bir yiik durumuyla sonuglanr.

Bu model, dogrudan gozlemlenmemis olmasina ragmen, proteinlerin ve model
polimerlerin [77, 81] hem deneysel hem de simiilasyon ¢alismalarinda iyi bir sekilde
desteklenmektedir. Kiigiik yiiklii NaCl kiimeleri ve ¢6ziinmiis metal iyonlar1 igin,
molekiiler dinamik simiilasyonu ile iyon olusumunun baskin mekanizmasinin CRM
oldugu gosterilmistir [78, 82] ve bu mekanizmanin katlanmis proteinler gibi blyuk,

hidrofilik tiirler i¢in de baskin olacagi diisiiniilmektedir.

2.5.3.3. Zincir Firlatma Modeli (CEM)

Protein iyonu olusumuyla ilgili bir model olan CEM, katlanmamis proteinlerin asidik ve
bazik bolgelerden protonlanmasi yoluyla ylklenme ile birlikte damlaciktan ¢ikmasini
onermektedir. Bu uzantinin, kolombik itmeyi azaltan damlacik i¢ kisminin digina uzanan
uzatilmig protein zinciri tizerindeki yiikleri ayr1 ayr1 yayarak protein yiikklenmesine izin
verdigini 6ne siirmektedir. Model polimerleri ve polietilen glikol polimerlerini kullanan

simulasyonlar bu mekanizmay: desteklemektedir [76, 77].
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2.6. Iyon Hareketliligi Spektrometrisi

1970’in sonlarina dogru gelistirilen iyon hareketliligi spektrometrisi (lon Mobility
Spektrometry, IMS), siv1 fazin kullanildig1 elektroforeze benzer sekilde; biiytiklik, sekil
ve yuklerine gore (surikleyici nétral gazin yardimi ile) gaz faz iyonlarini ayiran analitik
bir tekniktir [83]. Bu nedenle, bu teknigin kiitle spektrometrisi ile birlesmesi, analitlerle
ilgili tamamlayici bilgileri tespit etmek igin kullanilabilir [83]. Ozellikle iyon
hareketliligi-kutle spektrometrisi (lon Mobility-Mass Spectrometry, IM-MS) teknigi,
iyonlari bilesimlerine ve ylk durumlarina gore karigimlardan ayirir [84]. Bunun yani sira,
geometrik izomerlerin ayrimi, dinamik araligin arttirllmast ve iyonlart kimyasal
giiriiltiiden ay1rt etmesi Kitle spektrometrisine gore 6ne ¢ikan analitik avantajlaridir [84].
Son yillarda IM-MS teknigi 6zellikle proteomiks [85, 86], glikomiks [87], metabolomiks
[88] ve petroleomiks [89] alanlarinda analiz edilen karmasik 6rneklerin analizlerinde

biiylik yarar saglamaktadir.

IM-MS teknigi, analiz edilen molekiillerin konformasyonlar1 hakkinda detayli veriler
ortaya koymaktadir [90]. IM-MS analizlerinden elde edilen siiriiklenme zamani
verilerinden iyonlarin ortalama momentum transfer etki alanlari ile iliskili bir boyut
parametresi olan etkin ¢arpisma kesitleri (Collision Cross Section, CCS)
belirlenebilmektedir [90].

IM-MS deneysel olarak elde edilebilecek bilgileri sinirladigindan iyon hareketliligi
ayricihigmin (R>50) arttirilma ihtiyaci dogmustur. Guniimuzde bu ayiricilik degerlerinin
tyilestirilmesine yonelik olarak yapilan ¢alismalar yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir
[91].

2.6.1. Tuzaklamah Iyon Hareketliligi Spektrometrisi

Farkli bir IMS yaklagimi olan Tuzaklamali iyon hareketliligi spektrometri (Trapped ion
mobility spectrometry, TIMS) teknolojisi, iyon hareketlilik ayriminin analitik zorluga
gore gaz hizlarinin ve tuzaklama ayarlariin diisiikten yiiksege ayarlanabilecegi temeline
dayanmaktadir [92]. Bu yaklasimda iyon tuzaklayici sistem elektrospreyden gelen
karisim iyonlarini toplayarak birbirinden ayrilmis yogun iyon paketlerine doniistiiriir
[93]. Kisaca, TIMS'in temelindeki konsept, iyonlar1 hareketli bir gaza kars1 sabit tutmak
icin elektriksel alanin kullanilmasidir, bdylece siiriiklenme kuvveti, elektriksel alan

tarafindan dengelenir ve iyon paketleri, iyon hareketlerine gore ayrilir [84, 92, 94].
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Bunlara ek olarak, mutlak striiklenme surelerini belirleyebilmek igin, iyon salimlarinin
iyon dedektorleri ile uyumlu bir sekilde yapilmasi gerekir [S6]. Bu nedenle, iistiin hiz1 ve
neredeyse sinirsiz kiitle araligina sahip TOF analizor, tuzaklamali IM-MS igin uygun bir

analizor durumundadir [56].

— Odaklayici Halkalar
v

(L
&

SN
AN

CCS (Q)

Sekil 2.10. TIMS  sisteminde  odaklayict  halkalar  sayesinde  proteinlerin
konformasyonlarina gore birbirlerinden ayirimi sonucunda kompakt yapinin

diisiik, agik yapimin yiiksek CCS (Q) degeri aldig1 gortinmektedir.

Sekil 2.10. *daki TIMS cihazinda istiflenmis odaklayici halkalar diizlemsel elektriksel
alan olusturarak iyonlar1 boyutlarina gore ayirir. Kiiclik ve daha kompakt molekiiller
strikleyici gaz ile daha az carpisma gosterirken biiyiik molekillerde bu durum tam

tersinedir. Boylece biiyiik molekiiller daha kisa stiriiklenme siirelerine sahiptir.
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Sekil 2.11.  Sitokrom c igin iki boyutlu 1s1 haritasi.

Sitokrom ¢ 1s1 haritast ilizerinden analit kutlelerinin hareketliliklerine bagli olarak
konformasyonel olarak ayrilirlar. Iyon yogunlugunun fazla veya az oldugu kismin
renkleri sag tarafta bulunan yogunluk ¢ubugu tizerinden degerlendirilebilir (Sekil 2.11.).

Heatmap - CytC_100.d: +MS, 0.0-5.0 min #1-687

4.bolge ‘ S.bolge

3.bolge

100
1.15 1.20 1.25 : 1.35 1.40 1.45 1.50 Mobiity, 1/Ko [V's/cm?]
: o =2 QP Mauto v pectral Back i [MLogarithmic Positive v Mobility -mfz v @ Options v Time: |- min KM Color v

Sekil 2.12. Secilen bolgelerin belirlenerek cytC 6+ yuku icerisine karigan 12+ yUkIi
dimerin CCS bdlgesinin belirlenmesi soldan itibaren bolge adlari 3, 4 ve 5

asagidaki kisimda ise MS spektrumlari gosterilmistir.

Sekil 2.12.’de 6+ yikli iyon secilerek 3 farkli bélgeye ayrilirabilir ve buradan kitleler

igerisinde dimerin olup olmadig1 belirlenebilir.
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Sekil 2.13.  Her bir bolgedeki 1s1 haritasina karsilik gelen kiitle spektrumlari.

Kiitlelerin izotopik dagilimlar1 sonucunda iki Kitle arasindaki farktan yapinin yiiki
belirlenebilir. Boylece ayni hareketlilik bolgesinde goriilen multimerler birbirlerinden
ayrilabilirler(Sekil 2.13.).

Intens.
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bélgelerin konformer toplami)
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Sekil 2.14.  Belirlenen bolgelerin hareketlilik spektrumlarinin ¢ikarilmasi.
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Sonrasinda birbirlerinden ayrilmis kiitle verileri tizerinden konformasyon bdlgelerinin

mobilite veya CCS cinsinden analizi yapilabilir (Sekil 2.14.).

2.6.2. Etkin Carpisma Kesiti

Iyon hareketliligi spektrometrisi analiz edilen molekiillerin konformasyonlari ile ilgili
detayli veriler ortaya koyar. Etkin carpisma kesiti (Collision Cross Section, CCS)
molekiiliin uzaysal alanda kapladig1 alan hakkinda bilgi verir. Buna molekiiliin gaz
fazindaki biiyiikliik parametresi de denilebilir. Siiriikleyici gaz olan azot gazi ile 6rnek
molekiliniin ¢arpismasi sonucu iyon hareketlilik spektrometrisi analizlerinden elde
edilen siirtiklenme zamani verilerinden molekiiliin etkin ¢arpisma kesiti hesaplanabilir

[95].

CCS degerlerinin hesaplanmasi deneysel ¢alismalarda, Mason-Schamp esitliginden

faydalanarak yapilir.

Bir iyonun hareketliligi (K), bir elektrik alanimin etkisi altinda (E) belirli sabit gaz

tarafindan iyonun siiriiklenme hizi, (vVq) olarak tanimlanir.
vy=KE. (1)

Dolayisiyla K, iyonun siiriiklenen gazla etkilesiminin bir fonksiyonudur. Bu etkilesim,
gazin sicakligi, basinci, bilesimi, polarize edilebilirligi ve iyonun yiikii, sekli ve boyutu
dahil olmak tizere ¢cok sayida degiskene baglidir. Hareketlilik tanimin1 basitlestirmek i¢in,
K'yi standart sicaklik (To) ve basing (Po) sartlarina gore standartlastiran, bir hareketlilik

tanimi olarak Ko kullanilabilir:

Ty, P
Ko =K——. 2
0 T Po (2)
Burada, T ve P sirasiyla sicaklik ve basingtir. Ko degerli bir bilgi pargasi olarak sadece
IMS sistemlerinde kiitiiphanelerden alinan bilgilerle tanimlamalar yapilabilir. Ancak IMS
sistemler MS ile birlestirildiginde MS’den gelen kiitle/yiik (m/z) bilgisi sayesinde ve IMS
sisteminden gelen Ko bilgisi ile birlikte Mason Schamp esitligi {izerinden CCS

hesaplamasi yapilabilir.

23



CCS — 3ze 1 [ 2n

16N K \/ uk,T (3)

Burada z iyon Uzerindeki yuktir, e temel yiktur. k, Boltzman sabiti ve Y indirgenmis
kltledir. Denklemde K yerine Ko koyulmasi durumu, (3) N say1 yogunlugu terimine olan

ihtiyaci ortadan kaldirir:

3ze 1 2w
cCS = —— . 4
Denklem igerisindeki (4) sabitlerin hesaplanmasi sonucunda (5);
z Mm
CCS=18500—4/T 5
Ko M+ m (3)

Deneysel olarak CCS degerlerinin bulunmasi i¢in MS analizleri ile elde edilen iyon yukii
ve Kktlesi degerleri tanimlanir. Diger bilinmeyen K degeri, molekilin dedektore ulasim

stireleri Uzerinden hesaplanmaktadir.

Teorik CCS hesaplamalart igin kullanilan formiiller deneysel formiillerden farklidir.
Molekilin teorik CCS degerinin hesaplanmasinda bir¢ok program kullanilabilir.
Literattirde bu hesaplamalarla ilgili olarak en ¢ok karsilasilan programlar MOBCal-MPI
[96] (MOBCAL [97]’1n gelismis versiyonudur. Coklu ¢ekirdek kullanabilme kapasitesine
sahiptir.), Collidoscope [98] ve IMOS [1]’dur. Bu tez galismasi kapsaminda IMOS

programi kullanilmistir.

“IMOS” adindaki program Carlos Larriba tarafindan gelistirilmistir. Programm CCS
hesaplamalari i¢in genel olarak kullanilan teknikler, projeksiyon yaklagimi (PA), sert kiire

sacilmasi (EHSS) ve yoriinge metodu Lennard Jones (TMLJ) olarak {ige ayrilir.

Bu yaklasimlardan TMLJ teknigi dogruluk agisindan altin standart olup uzun-menzilli

potansiyeller ve siiriikleme igin kullanilan gaz ile etkilesimleri de hesaplamaya dahil eder.

EHSS modeli ise molekil iyonunun igerisindeki atomlarin sert kiireler [99] oldugunu
varsayar. Gelen siiriikleyici gazin molekiile ¢arptiktan sonra sahip oldugu sagilma

acilarmin ortalamasina gore hesaplama yapar. EHSS modeli, siirikleyici gaz ve iyon
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arasindaki uzun-menzilli potansiyelleri yok sayar, sadece sagilma agilarina gore

hesaplamalar1 yapar.

PA hesaplamalari, ¢ok hizli bir teknik olup gaz ve iyon arasindaki uzun-menzilli
potansiyelleri ve sagilmay1 yok sayar. Birgok siiriikleyici gaz molekiiltni molekil

tizerine farkli agilardan gondererek projeksiyon oniine diigen bir golge gibi hesaplama

yapar.

2.6.2.1. Lennard-Jones Potansiyeli

Lennard-Jones potansiyeli, molekiiller arasi etkilesimlerin elektronik olarak notral atom
veya molekiilleri tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmakta olan basit ancak gercekci

bir modeldir. Bu denklem adin1 Sir Lennard John Edward Jones’dan almigtir [100, 101].

3r -

r/c

Sekil 2.15.  Lennard-Jones Potansiyel fonksiyonunun grafigi [102].

(- ()]

Yukaridaki formiilde yer alan r degeri iki parcacigin etkilesimi, € potansiyel kuyu

Vii(r) = 4z

derinligi ¢ iki parcacik arasindaki potansiyelin sifir oldugu uzaklik, Lennard-Jones

potansiyelinin minimumu r = 1, = 2 & oldugunda V = -¢ degerini alir [100, 101].
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n

O(ryz) =4e ) [[?5)12 - (9&} -5 [(Z:_z)z * (Z%)z ’ (Z *'2_3)2

i=1 i=1 i=1

[97]

IMOS programi hesaplamalarinda LJ 4-6-12 potansiyelini kullanmaktadir. Yukaridaki
denklemde ri=(xi,yi,zi) n atomlarinin (veya Yyuklerinin) her biri ile gaz molekuli
arasindaki goreceli mesafedir. a, tampon gazinin polarize edilebilirligidir ve € ve o,
sirastyla potansiyel kuyu derinligi ve sifir potansiyel gecise karsilik gelen Lennard-
Jones(L-J) gaz-atomu parametreleridir. Yukarida bahsedilen potansiyel daha sonra gaz
molekilunin ivmesini ve gaz molekiilii alandan ayrilana kadar yoriingesini hesaplamak

icin kullanilir ve her bir gaz molekiilii i¢in kaydedilen sapma agis1 da hesaplanir [103].

Sekil 2.16.  IMOS programinda TMLJ azot molekiil hareketinin gorsel bir kesiti.

1AKI pdb kodlu lizozim igin, IMOS TMLJ yontemi ile yapilan CCS hesaplamasinin
gorsel bir kesiti gosterilmistir (Sekil 2.16.). Yesil ¢izgi azot molekilinin protein
ylizeyine carpmasi ve lzerinde gezmesi sonucu protein boyutunu CCS cinsinden
hesaplamaktadir. Bu islem birgok azot molekill ile farkli yonlerden bircok kez sirayla

yapilarak protein yuzeyinin ortalama bir CCS degerini ¢ikarmaktadir.
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Teorik CCS hesaplamalari igin IMOS [1] programinda TMLJ yontemi kullanilmaktadir.

2.6.2.2. Eylemsizlik Yarigcap: (Rq)

Rg, toplam sistemin denge konformasyonunu tanimlayan bir parametredir ve iki adimda
hesaplanir. Ilk olarak, asagidaki denklemdeki hidrojen atomlar1 goz ardi edilerek kiitle

merkezinin Rc koordinatlar: belirlenir.

> m(ri-Re) =0, (1)

mi, i atomunun Kkatlesi ve ri i atomunun koordinatlaridir. Atomlar ii¢ boyutlu diizlemde

bir nokta olarak varsayilirsa eylemsizlik yari¢api asagidaki denklem ile elde edilir.
R; = Y m(ri—R.)"IM, 2)

M proteindeki atomlarin kiitlelerini temsil eder. Proteinler icin hidrojen hari¢ atomlar igin

kiitle esitligi;

N
R;= (ri—Rc)IN, (3)

i=1
N protein igerisinde hidrojen hari¢ tiim atomlarin sayisidir.

Dogruluk bakimindan atomlart nokta yerine R yarigaplh kiire olarak diisiinmemiz

gerekmektedir.

Ry = ¥ (ri—Re)'IN+ZR’. (4)

Denklemdeki (4), 3/5R? kiirenin eylemsizlik yaricapmin karesi ve degismeyen
yogunlugudur:
R
Jr34nr3(1r
2
R, = UR— =
I-ﬁhtrzdr

1]

3,2
ER . (3)
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Sekil 2.17. Rg hesaplamalar1 temelde atomlarin kiitle merkezindeki konumlarina dayanir

[104].

Protein Uzerindeki kiiresel atomlarin kiitleleri ne kadar birbirlerine yaklasirsa Rq degeri o
kadar diiser ve bu durum kompakthigin gostergesi olarak bilinmektedir [105]. Rg
degerlerinin ayni protein i¢in kiyaslanmasi gerekir. Bu yiizden Rg degeri lizozim ve cytC
gibi farkli proteinlerin kompaktligin1 kiyaslamaktan ziyade, sadece o proteinin farkli
ortamlardaki veya etkilesimleri sonucu Rq degisimi izerinden kompaktlagmasi hakkinda

bilgi verir.

2.7. Martini+Go-like CG modeli ve Martini3 FF

Martini3 FF [106] ile CG modelleme lego bloklar1 gibi diisiiniilebilir. Biitiin atom (All
Atom, AA) modelleri iizerinden gelen bilgiler ile en fazla 4 atomu 1 tanecige

cevrilebilmektedir. Bu durum daha hizli simiilasyon siirelerini saglamaktadir.

AA ve kuantum molekdler dinamik teknikler, yuksek hesaplama gtictine ihtiya¢ duyarlar.
Kompleks ve ¢ok fazla atomun bulundugu modellemelerde milisaniye tiirevinde
simiilasyonlar i¢in gelismis siliper bilgisayarlar gereklidir. AA kullanilarak yapilan
simiilasyonlar kisisel bilgisayarlarda nanosaniye/giin mertebesindedir. Ancak CG teknigi
ile bu durum mikrosaniye/giin seklinde uygulanabilmektedir. Siiper bilgisayarlarda ms
mertebelerinde simiilasyonlar ¢ok kisa siirelerde yapilabilir (modelin biiyiikliigiine bagl
olarak). Bu hizin ve bir¢ok atomun tek bir tanecige ¢evrilmesi, proteinin ikincil yapilari
gibi detayli bilgilerin yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Ancak CG modelleme ile

proteinin li¢linciil yapilarindaki degisimleri acikliga kavusturulabilir. IM-MS
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sistemlerinde CCS degerleri, proteinin tgiinciil yapisindaki degisim iizerinden
degerlendirilir ve cihaz icerisinde proteinlerin dedektore ulagsma siireci ms
mertebesindedir. CG modelleme diger modellemelere gore daha hizli simiilasyon
stireleri, cok atomlu biiyiik kompleks simiilasyon sistemlerinde galisilabilmesi, tguncul

yapilar hakkinda bilgi verebilmesi ile IM-MS caligsmalarina uygun bir modelleme teknigi

oldugu soylenebilir.

Sekil 2.18. Martini CG teknigindeki modeller listelenmistir [107]. Protein baglarinin
yapilmadigi model A, Elastik ag modeli B ve Martini Go-modeli C.

Yukaridaki sekilde kullanilan martini modeli etkilesimlerden daha kolay etkilenen Go-

Martini [108] modelidir. (Daha az i¢ ag yapis1 bulunan model tirtdr.)

Diger iki modelde ise A modeli uygulanamamistir. B modeli (elastik ag) ise ¢ok daha

bitin halde ve bozunmaz yapida oldugundan dolay1 tercih edilmemistir.

Protein konformasyon calismalar1 norodejeneratif hastaliklarla miicadelede, protein-
ligand etkilesim ¢aligmalarinda ve protein dinamiklerinin daha 1yi anlagilmasinda 6nemli
bir role sahiptir. Literatiirde yapilan IM-MS konformasyon analiz deneylerinin spekulatif
olarak yorumlanmasi ve teorik olarak desteklenmemesi protein dinamiklerinin nasil
calistigini anlamamiz icin yeterli degildir. Bu yilizden dolay1 yapilan caligmalarin
olabildigince teorik olarak da desteklenmesi c¢alismanin Ozgiinligii igin Onem

tagimaktadir. Bu ¢alismada literatiirdeki birgok ¢alismadan farkli olarak deneysel veriler
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molekiiler dinamik simiilasyonlar1 kullanilarak hizli bir yaklasim olan CG teknigi ile
PSS-protein komplekslesmesinin protein yapisin1 kompaktlastirdigi hakkinda veriler elde

edilmistir.

3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Cihazn kiitle ve iyon hareketliligi kalibrasyonu igin gerekli ¢ozelti Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, USA) tarafindan temin edilmistir.

Deneyde Sigma-Aldrich’den alinan at kalbinden tiretilen ~12360 Da kutlede izoelektrik
noktas1 pI=10-10.5 olan sitokrom c¢ [109] ve tavuk yumurtasinin beyazindan iretilen
~14310 Da Kkiitleli izoelektrik noktast pl=11.35 olan lizozim [110] proteinleri

kullanilmistir.

Su, metanol (MeOH), asetonitril (ACN), amonyum asetat (AAc), Sigma Aldrich (St
Louis, MO, ABD) firmasindan satin alinmistir. Deneylerde Sigma-Aldrich’ten alinan su
LC-MS seviyesinde safliktadir.

Sitokrom ¢ proteininin pH ayarlamalart 10 mM AAc icerisinde pH metre kullanilarak,
asitli ortam icin HCI, bazik ortam i¢in ise NaOH kullanilarak pH=3.1, 4.1, 9, 10.2 ¢6zelti
ortamlart hazirlanmistir. Sadece bu deney igin su olarak MQ-Su kullanilmistir.

Polielektrolit-Protein

10 pM derisiminde lizozim ve cytC protein ¢ozeltileri hazirlanip 60 pM derisimindeki
Polistren silfonat (PSS) Mw ~ 1100 Da c¢ozeltisi ile karistirilarak 10-25-50 mM
derisimindeki AAc ¢ozeltisi icerisinde analizler yapilmistir. Sodyum tuzlu PSS polimeri,
Polymer Standards Service-USA (Warwick, RI) firmasidan temin edilmistir.
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3.2.  lIyon Hareketliligi - Kiitle Spektrometrisi (IM — MS) Analizleri

Protein konformasyon analizleri, elektrosprey iyon kaynagi bulunduran ve iyon
tuzaklama prensibine gore galisan TIMS-TOF-MS (Trapped lon Mobility Spectrometry
- Time of Flight - Mass Spectrometry, Bruker Daltonics, Germany) cihaz1 kullanilarak
yapilmistir. Analizlerde siiriikleyici gaz olarak yiiksek saflikta azot gazi kullanilmistir.
Analiz edilen protein ¢ozeltileri 104uM derisiminde hazirlanmistir. Analizlerde ¢oziicii
olarak su ile 10-25-50mM derisiminde amonyum asetat (AAC) ¢oOzeltisi hazirlanarak
farkli iyon siddetlerindeki etkiler analiz edilmistir. Oda sicakliginda hazirlanan ¢ozeltiler,
TIMS- TOF-MS cihazina 3.0 pL/dk akis hiziyla direkt infiizyon teknigi kullanilarak
gonderilmis ve veriler 5 dakika boyunca kaydedilmistir. Yapilan analizlerin dncesinde
gunlik olarak standart referans maddeler kullanilarak kiitle ve iyon hareketliligi
kalibrasyonlar1 yapilmistir. Veri analizleri, Bruker Daltonics tarafindan saglanan Data

Analysis 5.1 programiyla yapilmistir.

Cihaz Parametreleri

EndPlate Offset = 500V
Capillary = 3000V
Nebulizer 0.5 Bar

Dry Gas = 4.0 L/dk

Dry Temp = 100 ve 150°C (10’ar °C farklarla) araliginda degistirilerek analizler
yapilmustir.

Tuzaklamal1 bdlge icin A potansiyel farki degerlert;

Al = -20V | A2= -120V | A3= 120V | Ad= 120V | A5= OV | A6= 120V

Yapilan deneyvler aksi belirtilmedikce iyvon kaynagi sicakligi 100 °C ve 3.0 kV kapiler

voltaj degerlerinde gerceklestirilmistir.

31



3.3. Teorik Cahsmalar

CytC(1HRC) ve lizozim(1AKI) X-isin1 pdb dosyalarma CHARMM-GUI [111]
kullanilarak hidrojenler eklenmis ve IMOS (versiyon 1.10c) programi ile molekdler
dinamik simiilasyonlar1 yapilmadan CCS hesaplamalar1 yapilmistir. Bu tarz dogrudan
similasyonsuz (benzetisimsiz) teorik CCS hesaplamalari kiyaslamalar igin literatlrde yer
almaktadir [112, 113].

PSS-lizozim etkilesimi ¢caligmalarinda; CG teknik ile similasyonlar, hem ¢6zelti hem gaz
fazinda Windows 10 icin Cmake ve Visual Studio kullanilarak derlenen OpenCL [114]
tabanli GROMACS [115]-2021.5 [116] kullanilarak 3400G AMD CPU ve ~1,97 Tflops
(FP32) hizindaki AMD [117] RX Vega 11 GPU ile yapilmistir. Gaz faz1 yiiklerinin

belirlenmesi asamasinda Collidoscope programindan faydalaniimistir.

1AKI pdb lizozime ait dosya, dssp [118] ve vermouth-martinize programi ile biitiin
atomdan CG martini+go-like [119] modeline ¢evrilmistir. “Polyply [120] python suite”
kullanilarak PSS .itp dosyalar1 ve similasyon sisteminde koordinasyonlar: tiretilmistir.
Cozelti ve gaz faz1 ¢alismalari i¢in Gromacs-2021.5 kullanilmistir. Cozelti fazinda su
molekdlleri simiulasyon sistemine eklenerek protein su icerisinde ¢oziilmiistiir. Net yukin
sifir “0” olmasi i¢in 0.01 M derisiminde NaCl tuzu eklenmistir. Enerji minimizasyonu ve
Ins NPT dengeleme sonrasinda NPT simiilasyonlar1 300K sicaklikta 20 femtosaniye (fs)

adimlarla 100 nanosaniye (ns) kadar simile edilmistir.

Cozelti ve gaz fazinda protein tizerindeki yiiklenmeler farklidir. Bu yiizden gaz fazindaki
yuklenmeler igin Collidoscope [98] yiik durumu algoritmasindan faydalanilmigtir.
Lizozim CG tanecikleri yan zincirlerinden [121] yiiklenmistir. PSS5’in takildig: protein
12+, PSS4’tin takildigi protein 11+ ve son olarak PSS3’Un takildigi protein 10+
yuklenerek gaz fazinda net yiik dengesi 7+ olan iyon olusturulmustur. Gaz fazinda
simiilasyonlarin daha hizli ilerlemesi i¢in “Pseudo-PBC” [122] adinda bir teknikten
faydalanilmistir. Cozelti fazinda kenetlenmis PSS5-protein kompleksinden su ve iyonlari
silinerek ~999nm kenarlara sahip kiibik kutunun ortasina yerlestirilmistir. Enerji
minimizasyonundan sonra 373K sicaklikta NVT 20fs adimlarla 100ns kadar simiile

edilmistir (vakum ortamdan dolayr 6rnek martini dosyalarindaki epsilon r degeri 1
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yapilmistir). Ayni islem vakumda PSS tizerinden birer monomer ¢ikarilarak PSS3 ve

PSS4 igin tekrarlanmustir.

Ortaya ¢ikan teorik sonuclarin deneysel verilerle uyumlulugu karsilastirilmistir. PSS-
protein etkilesimlerinde PSS baglanmasi sonucunda protein yapisinin kapanmasi, artan

kompaktligin gostergesi olan Rq degerinin azalmasi iizerinden degerlendirilmistir.

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Lizozim ve sitokrom c (cytC), benzer boyut ve net yike sahip kiguk, temel kiresel
proteinlerdir. Her iki protein de hemen hemen ayni kiitleye ve pl degerlerine sahiptir. Bu
proteinlerin en blyuk farki lizozimin kovalent disiilfit baglarina sahip olmasindan
kaynakli sitokrom ¢ ye gore yapisi daha biitiinliik halindedir. Bu yiizden bu iki protein

genelde model proteinler olarak siklikta caligilmaktadir.

4.1. Proteinlerin farkh c¢ozelti ortamlarindaki TIMS-TOF-MS analizleri

Intens.

[¥5.100.d: 105, 0.0.5.0min #1639
x109 M11+ _100.d:+Ms, i

1301.4467

M10+

1431.4906

M12+

M9+

1590.4335

M13+

M8+

1789.1117

0 . L1 | i

T T T T T y
1000 1500 2000 2500 3000 3500

Sekil 4.1. Su c¢ozeltisi icerisindeki lizozim proteininin analizden elde edilen kdtle

spektrumu.
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Lizozim su icerisinde pH=6.7 civarinda olmasina ragmen gaz fazina gectiginde

protonlanma sonucu daha asidik oldugundan dolay1 yiiksek yiikler gozlemlenmistir.

Intens,
x107

M8+

M9+

1590.3307

1789.1217

M7+

l 2044.5672

M6+
L

LYS_50mM_100.d:+MS, 0.0-5.0min #1-684

T T T "
1000 1500

2000

2500

T
3000

T T T T
3500 nyz

Sekil 4.2. 50mM AAc c¢ozeltisi igerisindeki lizozim proteininin analizden elde edilen

ktle spektrumu.

Lizozim amonyum asetatin 50 mM derisimi icerisinde ¢6zelti fazinda pH degeri notral

pH ya yakin olmasina ragmen daha diistik yiiklere sahiptir. Amonyum asetatin burada gaz

fazinda pH degerinin ¢ok fazla asagiya ¢ekilmesini engelleyerek bir nevi tampon gorevi

saglamis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2.) [70].
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Intensj CytC_100.d:+MS, 0.0-5.0min #1675
x10
1.50 1545.8012

M8+

1.251

0.75 M7+

1766.6293

M9+

0.25 1374.1575 M6+
2060.7334

M10+ t D11+ M5+
0.00 Lok I A I L L i

- T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 mz

Sekil 4.3. Su ¢ozeltisi igerisindeki sitokrom c¢ proteininin analizden elde edilen kiitle

spektrumu.
Intens. AAC_LOmM_pH3.1_cytC_100_1.d: +M5, 0.03.Omin #1422
x105 1766.4671
CytC M7+
g
6
CytC M8+
1545 7848
4
2
CytC M9+
1374.1427
CytC M10+
1‘235 CytC M6+ CytC D11+ CytC M5+
0 I . b b L T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 mz

Sekil 4.4. 10 mM AAc c¢ozeltisi (pH=3.1) icerisindeki sitokrom c proteininin analizden

elde edilen kutle spektrumu.
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Sitokrom c proteini, asidik ortamda (pH=3.1) ylksek yuklere sahiptir. Her ne kadar
asidik ortamda proteinin yapisinin agilacagi diistiniilse de proteinin bir kismi halen

yapisini korudugu i¢in daha diisiik degerlerdeki yiikleri gormek de mumkandur.

Cozelti Kosullan

j , Elektrosprey kosullan proteinin
‘f 31.[[ o yik durumunu etkilemektedir.
'“ .A 1

a) pH 2.6, 4% asetik asit

b) pH 3.0, 0.2% asetik asit
o ¢) pH 5.2, asitsiz

Sekil 4.5. Farkli ¢ozelti ortamlarindan asetik asitin sitokrom c proteinin yiklenmesine
etkisi [123].

Yukaridaki sekilde AAc olmamasi durumunda kitle spektrumunda yiiksek yiiklere sahip
iyonlara ait sinyallerin daha yogun oldugu goriilmektedir. Sekil 4.4. pH degeri ve sekil
4.5. deki %0.2 asetik asit ¢Ozeltisinin pH degerleri birbirlerine yakin olmasina ragmen
gaz fazinda pH degerleri Sekil 4.5. de daha fazla diismektedir. AAc ise buna engel
oldugundan kitle spektrumunda ¢ok yiiksek ytiklere ait sinyaller gériilememistir.
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Intens,
X105

1221

CytC M8+

1545.7856

L

AAC_10mM_pH6.7_cytC_100_1.d: +MS, 0.0-5.0min #1-707
1766.4682

CytC M7+

CytC M6+
2060.7103  CytC D11+ CytC M5+
—h e

1000

1500

.
2000 2500 3000 3500 wz

Sekil 4.6. 10 mM AAc ¢ozeltisi (pH=6.7) icerisindeki sitokrom c proteininin analizden

elde edilen kutle spektrumu.

Sekil 4.6.’de gorildiigi tizere, sitokrom c proteini, nétrale yakin pH degerlerinde (pH=

6.7) daha az yiiklenmistir.

Intens, AAc_10mM_pH10.2_cytC_100_1.d: +MS, 0.0-3.0min #1-422
x106 |
CytC M8+
1545.7844
0.8
0.6
CytC M7+
1766.4663
0.4
0.2
1221 97&1 CytC M6+
I ytC M9+ 20608764 CytC D11+ CytC M5+
0.0 . —L . L — ‘ —
1000 1500 2000 2500 3000 3500 mz

Sekil 4.7. 10 mM AAc ¢ozeltisi (pH=10.2) icerisindeki sitokrom c proteininin analizden

elde edilen kutle spektrumu.
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Sitokrom c proteininin bazik ortamda (pH=10.2) hazirlanan ¢6zeltisi kullanilarak yapilan
ESI-MS analizinden elde edilen kitle spektrumunda (Sekil 4.7.) daha yiksek yik

degerlerine sahip iyonlara karsilik gelen sinyaller gozlenmistir.

In:ens4. ] water_cytC_100_1.d: EIM 2060.7298 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA|
x10°
0.8
0.6
3kv
0.4
0.2
0.0
x104 | water_cytC_100_2.d: EIM 2060.7306 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA)
0.8 /\\
/ \
0.6 / \
2.5kv / \
0.4 / ‘\
0.2 / \\_‘\
0.0 / —
2500 water_cytC_100_3.d: EIM 2060.7324 +All MS, Smoothed (0.010,1,GA]
2000
1500
2kv
1000
500
0 T T T T r T
0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 Mobilty, 1/Ko [V's/cm?]

Sekil 4.8. Sitokrom c proteininin iyon kaynagi sicakligi 100 °C ve farkli kapiler voltaj:
degerlerinde gergeklestirilen TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 6+

yukli monomer iyonuna ait mobilogramlari.

Sekil 4.8.’de voltaj degisiminin sinyal siddetini etkiledigi ancak, proteinin CCS degerleri
Uzerindeki etkisinin ¢ok az oldugu gorilmektedir. Bu nedenle, daha yumusak
iyonlagtirma kosullarinda ve yiiksek iyon siddetinde verilerin edilebilmesi amaciyla, tez
kapsamindaki TIMS-TOF-MS analizlerinde kapiler voltaji degeri, 3.0 kV olarak

belirlenmistir.
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AAc_LOmM_pH3.1_cytC_100_1.d: EIM 1545.7848 8+ All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

pH=3.110mM AAcigerisinde cytC 8+ J\\
/—\—h

AAc_10mM_pH4.1_cytC_100_1.d: EIM1545.6584 8+ All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

pH=4.110mM AAc igerisinde cytC 8+ J\

AAc_10mM_pH6.7_cytC_100_1.d: EIM 1545.6604 8+ All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

pH=6.7 10mM AAc icerisinde cytC 8+ /\

AAc_10mM_pH9_cytC_100_1.d: EIM 1545.6590 8+ All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

pH=9 10mM AAc icerisinde cytC 8+ A

x10° |

AAc_10mM_pH10.2_cytC_100_1.d: EIM 1545.6591 8+ All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

pH=10.2 10mM AAc igerisinde cytC 8+

T T T —T —— T T T —T ——— T
1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 CCS[A?)

Sekil 4.9. 10 mM AAc c¢ozeltisi igerisinde hazirlanan ve farkli pH kosullarindaki

sitokrom ¢ proteininin TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 8+ yukli

monomer iyonuna ait mobilogramlari.

Sekil 4.9.’da verilen mobilogramlar degerlendirildiginde, sitokrom c proteinin igerisinde

hazirlandig1 ¢ozeltinin pH degerindeki degisimin proteininin 8+ yukli monomer

iyonunun CCS degerleri Uizerindeki etkisinin diisiik oldugu goriilmektedir [124].
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Inrensﬁi E AAc_10mM_pH3.1_cytC_100_1.d: EIM 1765.7515 7+All MS, Smoothed (0.010,1,GA)
x107 4

1.5 . ..
pH=3.1 10mM AAc igerisinde cytC 7+
1.0
U.Sf
0.0 3
x104 3 AAc_10mM_pH4.1_cytC_100_1.d: EIM 1765.7499 7+ All MS, 0.0-3.0 min, Smoothed (0.010,1,GA)
1.5

109 pH=4.110mM AAc igerisinde cytC 7+
0.5
0.0
x10% E AAc_10mM_pH6.7_cytC_100_1.d: EIM 1765.7518 7+ All MS, 0.0-3.0 min, Smoothed (0.010,1,GA)

1.005

0.75] pH=6.7 10mM AAc icerisinde cytC 7+ /_\ “\
0.50
0.25 / =

0.00 3 " ——
x10% 7 AAc_10mM_pH9_cytC_100_1.d: EIM 1765.7505 7+ All MS, 0.0-3.0 min, Smoothed (0.010,1,GA)
1.5

1'°f pH=9 10mM AAc icerisinde cytC 7+ / .
0.5 / -

0.0 - S

x10% 1 AAc_10mM_pH10.2_cytC_100_1.d: EIM 1765.7511 7+ All MS, 0.0-3.0 min, Smoothed (0.010,1,GA)

1.0
pH=10.2 10mM AAc icerisinde cytC 7+

0.5

0.0

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 ces[Ay
Sekil 4.10. 10 mM AAc ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan ve farkli ¢ozelti pH kosullarindaki
sitokrom c proteininin TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 7+ yukIu

monomer iyonuna ait mobilogramlari.

Sekil 4.10.’da verilen mobilogramlar incelendiginde, sitokrom ¢ proteininin pl (sitokrom
c i¢in 10-10.5) [109] noktasina yaklastik¢a, 7+ yikIlti monomer iyonunun yiksek CCS
bolgesindeki konformer miktarinin azaldigi goriilmektedir. SOz konusu analiz
kosullarinda daha diisik CCS degerlerine sahip, proteinin dogal formuna yakin
konformerlerin baskin halde oldugu ifade edilebilir [124].
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Intens.

2000
1000

0]

pH=3.1 10mM AAc igerisinde cytC 6+

AAc_10mM_pH3.1_cytC_100_1.d: EIM 2060.7090 6+ All MS, 0.0-3.0 min, Smoothed (0.010,1,GA)

/

20007
1500
1000
500

0 1
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2500
2000
1500 4
1000 4
500 4
o

pH=6.7 10mM AAc icerisinde cytC 6+

)
/ \
/ N
,——"'_’/
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—\
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15003
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o]
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AAc_10mM_pH9_cytC_100_1.d: EIM 2060.7081 &6+ All MS, 0.0-3.0 min, Smoothed (0.010,1,GA)

_,/ \\.\

/ ~—

_/

S
L\\“‘*—_.

2000 -|

1000

pH=10.2 10mM AAc icerisinde cytC 6+

AAc_10mM_pH10.2_cytC_100_1.d: EIM 2060.7088 6+ All MS, Smoothed (0.010,1,GA)

» Dimer
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Sekil 4.11. 10 mM A Ac ¢ozeltisi i¢erisinde hazirlanan ve farkli ¢ozelti pH kosullarindaki

sitokrom c proteininin TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 6+ yukIu

monomer ve 12+ yikli dimer iyonlarina ait mobilogramlari.

Sitokrom ¢ proteininin farkli pH kosullarinda hazirlanan 6rneklerinin TIMS-TOF-MS

cihazindan alinan verilerin mobilogramlar incelendiginde, pH artiginin proteinin dimerine

ait sinyal siddetini arttirdig1 goriilmektedir (Sekil 4.11.). Ancak galismalarin daha yararl

bir amaca ulagmasi igin dogal ve fizyolojik kosullara yakin kosullar tizerinde durulmasi

uygun goriilmiistir. Bu ylizden yapilan bu arastirma sadece bilgilendirme igin

eklenmistir.
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Intens.

6000 -
4000

2000 4

CytC 6+ SuMeOH 1:1 v/v
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Sekil 4.12. Farkli ¢6zelti ortamlarinda hazirlanan sitokrom c proteininin TIMS-TOF-MS

cihazindan alinan verilerin 6+ monomer ve 12+ yukli dimer iyonlarina ait

mobilogramlari.

Sekil 4.12.°’de verilen mobilogramlarda metanol igerisinde hazirlanan &rnekler igin

protein yapisinin denaturasyonundan kaynakli olarak yapisinin agildigi, asetonitril-su

icerisinde hazirlanan 6rnek igin ise protein yapisinin daha az etkilendigi goériilmektedir.

Suda hazirlanan 6rnek igin proteinin dogal formuna yakin olan yapisini koruyabildigi ve

bu sayede daha diisik CCS degerlerinde proteine ait sinyal elde edilebildigi

belirlenmistir. Ancak ¢aligsmalarin daha yararli bir amaca ulagsmast i¢in dogal ve fizyolojik

kosullara yakin kosullar tizerinde durulmasi uygun goriilmiistiir. Bu yiizden yapilan bu

arastirma sadece bilgilendirme i¢in eklenmistir.
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Intens.
x10°

1.257

1.00

0.75

0.50

0.25-

0.00
x105

2.5
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0.5

0.0

12saat 60derece cytC 7+

CytC_denature_100.d: EIM 1766.5314 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)|

Oda sicakhigi cytC 7+

CytC_100.d: EIM 1766.5327 7+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)|

0.6 0

1.2

1,‘6 I\'!!ubllityd 1/Ko [V-sfem?]

Sekil 4.13. Sitokrom c proteininin TIMS-TOF-MS analizinden elde edilen 7+ yukli

monomer iyonuna ait mobilogramlari.

Sekil 4.13.”de sitokrom c proteininin oda sicakliginda ve 60 °C de 12 saat kadar muamele

edildikten sonra hazirlanan Orneklerinin analiz edilmeleri sonucunda elde edilen

mobilogramlar verilmektedir. Bu mobilogramlarda anlamli olarak herhangi bir farklilik

tespit edilememistir. Proteinin farkli yiiklii iyonlar1 i¢in de benzer bir sonug¢ elde

edilmistir. Cihaz kosullarinin yeterince yumusak olmayisindan kaynakli olarak bu

kosullarda proteindeki yapisal degisikliklerin gozlenemedigi diisiiniilmektedir. Ayni

durum lizozim igin de gegerlidir. Bu sonuglara gore, kullanilan cihaz kosullarinda protein

orneginin igerisinde hazirlandig1 ¢ozeltinin sicakliginda yapilan degisimlerin protein

konformasyonu tlizerindeki etkileri gézlenememistir.
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Intens. 7 LYS_100.d: EIM 28619598 5+All M5, Smoothed (0.01,1,GA)
6000

qo00-  Lizozim 5+ J\\
2000
0

x104 LYS_100.d: EIM 2385.0203 6+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

1.09
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0.5 ./\\
0.0 N
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0.0
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0
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6
4 Lizozim 11+
24

s
N
AN
JaN

x108 ] LYS_100.d: EIM 1182.9930 12+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

2 Lizozim 12+ /\
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Sekil 4.14. Su igerisinde hazirlanan lizozim proteininin TIMS-TOF-MS cihazindan

alinan verilerin farkli yUklerdeki iyonlarina ait mobilogramlari.

Sekil 4.14.”de goriildiigii lizere, beklendigi gibi, lizozim proteini iyonlarinin gaz fazindaki
yiik degerlerinin artmasiyla birlikte CCS degerlerinin de arttigt gdézlenmektedir.
Iyonlardaki yiik artisi, protein yapisindaki kulombik itismelerin artmasina neden olarak
yapinin agilmasina neden olmaktadir. CCS degerlerindeki bu artig, 7+ yikten 8+ yike
gecis sirasinda ¢ok daha bariz bir sekilde gortlmektedir (Sekil 4.14.).

44



Intens. CytC_100.d: EIM3090.6788 4+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

0

x10% E CytC_100.d: EIM 2472.7444 5+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
1] coytC5+ /._/\
0
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: cieer /\/—\
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Sekil 4.15. Su igerisinde hazirlanan cytC proteininin TIMS-TOF-MS cihazindan alinan

verilerin farkli yiklerdeki iyonlarina ait mobilogramlari.

Lizozimde oldugu gibi, sitokrom c proteininde de yiik degerleri ile dogru orantili olarak
artan CCS degerleri, protein yapisindaki yiikler arasindaki kulombik itismelerin yapinin
acilmasina neden oldugunu gostermektedir (Sekil 4.15.). CytC proteini igin 6+ ylikten 7+
yike ve 7+ yiikten 8+ yiike gegiste yapidaki agilma, daha iyi gortilmektedir. Lizozimden
farkli olarak sitokrom c icin 9+ yiikten baslayarak yiik artisiyla birlikte kompakt
konformer bollugunun azaldig: ve daha genis yapilara gegisin oldugu gézlenmistir. Yani,
cytC proteini yiik artist sonucunda iki farkli konformere sahip olmus ve yiksek yuk

degerlerine gecildikge kompakt konformer kaybolmustur.

Sitokrom c proteininde lizozimden farkli olarak 0zellikle disiilfit baglarinin olmayisindan
kaynakli olarak yapidaki yik degisikliklerinin farkli etkilere neden oldugu
diistiniilmektedir. Sitokrom c i¢in yiike bagli olarak her iki konformerde de kararli halde

kalmustir. Yiiksek yiiklerde genis konformer daha kararli oldugu gozlemlenmistir

Sitokrom c ile kiyaslandiginda lizozim proteini yapisindaki disiilfit baglarinin yapinin
korunmasini saglayarak 6+ dan 7+ ya geciste yap1 biitiinliigiinii korudugu, ancak 8+ dan
9+ ya gecerken de yapmin kompakt konformere tekrar donmesine izin vermedigi

gozlenmistir (Sekil 4.14.).
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4.2. Proteinlerin farkh derisimlerdeki AAC cozeltilerinde hazirlanmalarina bagh

olarak multimer olusumunda gozlenen degisimler

Intens.
60007 CytC 11+ Dimer

4000

Su icerisinde
2000 /

CytC_100.d: EIM 2248.0436 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA), Smoothed (0.01,1,GA)

0
x105
3

~

1 10mM AAc igerisinde /

CytC_10mM_100.d: EIM 2248.0461 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

34 25mM AAcigerisinde

CytC_25mM_100.d: EIM 2248.0463 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

1]
x104 CytC_S50mM_100.d: EIM 2248.0501 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

3

/
24 50mM AAcigerisinde /
/ h
1 T
0 e \\\ﬁ
0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 Mobility, 1/Ke [V-s/cm?]

Sekil 4.16. Suda ve farkli derisimlerdeki AAc ¢ozeltisinde hazirlanan sitokrom ¢

proteininin TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 11+ yikli dimer

Iyonuna ait mobilogramlari.

Sekil 4.16.’da verilen mobilogramlarda sitokrom proteininin igerisinde hazirlandigi

cozeltide AAc bulundugu zaman proteinin 11+ yUkIu dimer iyonu olusumunun arttig

gorilmektedir. Bunun yani sira, AAc eklenmesi ile protein konformasyonunun daha

kapali hale geldigi gozlenmektedir. AAc derisimi artisiyla genis konformerlerde artis

gbzlemlenmistir.
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Intens.
500
400
300
200
100

1 Trimer CytC 14+

Su igerisinde

CytC_100.d: EIM 2649.5086 14+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA),

0
x10% ]
1.5

1.0

0.5

0.0 4

10mM AAcigerisinde

CytC_10mM_100.d: EIM 2649.4438 14+All M5, Smoothed (0.01,1,GA)

2000
1500
1000 —
500 ]
0]

25mM AAcigerisinde

CytC_25mM_100.d: EIM 2649.4161 14+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

1500 |
1000 |

500

50mM AAc igerisinde

v

Aac derisimi arttikga genis konformere dogru
1 kayma var

/

N\

\ .
\

~

CytC_S0mM_100.d: EIM 2649.4805 14+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

P

0+ T
1500 2000 2500

T T
3000

3500

T
4000

T T
4500 5000 ccs[Az]

Sekil 4.17. Suda ve farkli derisimlerdeki AAc ¢6zeltisinde hazirlanan sitokrom ¢

proteininin TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 14+ yUKIG trimer

Iyonuna ait mobilogramlari.

Sitokrom c¢ proteininin AAc ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan 6rneklerin analizlerinden elde

edilen mobilogramlarda suda hazirlanan 6rnege gore 14+ yiiklii trimer iyonunun da daha

kapali hale geldigi goriilmektedir (Sekil 4.17.). Bunun yani sira, ortamda 10 mM

derisimde AAc bulunmasi durumunda 14+ trimer iyonunun sinyal siddetinin yikseldigi

de belirlenmistir. Ancak, ortamdaki AAc derisiminin artmasiyla birlikte daha genis

konformerin bollugunda arttig1 g6zlemlenmistir.
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Intens.

5000
4000
3000
20004
10004

Lizozim Dimer 13+

Su igerisinde

LYS_100.d: EIM2201.7037 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

0
x105
2.0

10mM AAcigerisinde

LYS_10mM_100.d: EIM 2201.7556 13+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

25mM AAcigerisinde

LYS_25mM_100.d: EIM 2201.7570 13+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

50mM AAc icerisinde

LYS_50mM_100.d: EIM2201.7668 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

T
1500 2000

T T
4000 4500 ccs [A2)

Sekil 4.18. Suda ve farkli derisimlerdeki AAc ¢ozeltisinde hazirlanan lizozim proteininin

TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 13+ yukli dimer iyonuna ait

mobilogramlari.

Sekil 4.18.’de verilen mobilogramlar, ortamda 10 mM derisiminde AAC bulunmasinin

lizozim proteininin 13+ yiikli dimer iyonuna ait sinyal siddetinin arttirdiginm

gostermektedir. Bunun yani sira, Sitokrom c proteininde de oldugu gibi, Ornek

cozeltisinde AAc bulunmasinin suya gore protein yapisini kapatarak CCS degerini

azalttigi ve AAc derisiminin artmasiyla genis konformer bollugunun yiikseldigi

g6zlenmistir.




Intens4 LiZOZim dimer 11+ LYS_10mM_100.d: EIM 2601.8019 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
x10
1.5 Aac nin fazlasi dimerin kaybolmasina
Neden olmakta suda bu dimer gorilmemektedir
1.0
10mM AAc igerisinde
0.5
0.0
x104 LYS_25mM_100.d: EIM 2601.8101 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
1.2
1.0 "n\
I\
/ \
0.8 | \
] [\
067 25mM AAc igerisinde / \
0.4 / (e
| /N
0.2 /
00 / N
LYS_50mM_100.d: EIM 2601.8172 +All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
1500
d ‘ \’\\
) hY
1000 | | M
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J‘ 3
500 | / \
\
e ™
0 T ; T = = = T T
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Sekil 4.19. Farkl derisimlerdeki AAc ¢dzeltisinde hazirlanan lizozim proteininin TIMS-
TOF-MS cihazindan alinan verilerin 11+ yukli dimer iyonuna ait

mobilogramlari.

Lizozimin 11+ dimeri su igerisinde goriilmezken bir miktar AAc eklendiginde

gorilmektedir. AAc derisiminin artmasi ile dimer kaybolmustur (Sekil 4.19.).

AAc derisimleri multimer olusumunu arttirabilmekte veya derisimin fazla olmasindan
kaynakli azaltabilmektedir. Buna ek olarak AAc derisimlerinin degistirilmesinin dahi
protein konformasyonuna etkileri bulunmaktadir. Bu yiizden dolay1 ESI-MS sistemlerde

siklikla kullanilan AAc tuzunun derisimleri 6zenle sec¢ilmelidir.

4.3. Polistren Sulfonat - Protein Etkilesimleri

Tez kapsaminda proteinlerin polianyonik &zellige sahip polistiren siilfonat (PSS)
polielektroliti ile hazirlanan karisimlart TIMS-TOF-MS sistemi ile analiz edilmistir.
Yapilan analizlerde polielektrolit varliginda ve farkli uzunluktaki polielektrolit zincirleri
ile etkilestikten sonra proteinlerin yapilarinda meydana gelen konformasyonel degisimler

incelenmistir.
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Polistren Sulfonat Polianyonunun TIMS-TOF-MS analizi

IﬂtEI'ISé LYS_PSS_50mM_100.d:+MS, 0.0-5.0min #1-688
x10 812.1870

[PSS4+NH4]* H,  H
C4Hg C _C H
81 m

[PSS3+NH4)* 0=—=8=—0
628.1685

,
+ [PS2 ] OH

[PSS6+NH4]*
1180.2241
L 708.1251 $92.1431 ‘
0 L L | - | — " k lih | P e o b

I T
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 mz

Sekil 4.20. 50 mM AAc c¢ozeltisindeki PSS polimerinin TIMS-TOF-MS cihazindan

alinan verilerin ESI-MS spektrumu.

Tezin bu boliimiinde yapilan ¢alismalarin baslangicinda PSS polielektroliti tek basina
analiz edilmistir. Sadece suda hazirlanan PSS o6rneginin pozitif iyon modunda
gerceklestirilen analizlerinden elde edilen ESI-MS spektrumunda higbir sinyal
gozlenememistir. Ayni1 6rnek 10 mM derisimindeki amonyum asetat ¢ozeltisi icerisinde
hazirlandiginda elde edilen kiitle spektrumunda farkli zincir uzunlugundaki PSS
iyonlarina karsilik gelen amonyum katilimli ve tek yiikli sinyaller [M+NH4]*
gozlenebilmistir (Sekil 4.20.). Sekil 4.20.’de verilen kiitle spektrumundaki ardisik
sinyaller arasinda her bir stiren sulfonat tekrar eden birimi kiitlesine (184 Da) denk gelen

m/z 184 farklar1 gozlenmistir.
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4.3.1. Polistiren sulfonat-sitokrom c Etkilesimleri

Intens4 1 CytC_PS5_100.d: EIM1766.5318 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
x10

14 CytC 7+ —

0 -

CytC_PSS_100.d: EIM 1827.5503 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
1000

o]  CYtC_PSS27+

CytC_PSS_100.d: EIM 1853.6974 7+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

10009 CytC_PSS3 7+ SN
500 T

CytC_PSS_100.d: EIM 1879.9856 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
1000  CytC_PSS4 7+
500 /

CytC_PS5_100.d: EIM 1906.2549 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
1000 CytC_PSSS5 7+
500 s

CytC_PSS_100.d: EIM1932.8293 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

ool CYtC_PSS6 7+ )
500 / \

10007 CytC_PSS7 7+

500 ™

CytC_PS5_100.d: EIM1959.6948 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

T T T T T T T T T T T T T T T
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 ccs Az

Sekil 4.21. Su icerisindeki sitokrom c¢-PSS karistminin TIMS-TOF-MS cihazindan
alinan verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri igeren 7+ yukli

sitokrom c-PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlari.

Sekil 4.21.’deki 7+ yiikli protein-PSS komplekslerine ait mobilogramlari incelendiginde
sitokrom c proteinine PSS2 zincirinin baglanmasi sonucunda yapida bariz bir sekilde
kapanmanin meydana geldigi anlasilmaktadir. Proteine baglanan PSS zincirinin
uzunlugunun artmasi ile birlikte yapidaki kapanmanin da artmasi, protein-PSS
etkilesiminin toplam yapidaki yiik itismelerini azaltarak az da olsa kapanmay1 sagladigini
gostermektedir.
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Intenss E CytC_PSS_10mM_100.d: EIM 1766.5345 7+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
x10

21 CytC 7+ \\-1
1 /

o - ~—
X104 3 CytC_PSS_10mM_100.d: EIM 1827.2675 7+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

0.5 CytC_PSS2 7+ /f\\
0.0 T

x10% CytC_PSS_10mM_100.d: EIM 1853.6989 7+ All MS, Smocthed (0.01,1,GA)
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o / \\R\

0
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0.5 ™~

0.0
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103 CytC_PSS5 7+ /\
0.5 -
0.0 \
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4
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Sekil 4.22. 10mM AAc icerisindeki sitokrom c¢-PSS karisiminin  TIMS-TOF-MS
cihazindan alinan verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri igeren 7+

yukli cytC-PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlart.

Sekil 4.22.’de sitokrom c-PSS2 kompleksinde AAc sayesinde yapiin bir miktar daha

hizli kapandig1 gézlemlenmistir.

Intens. CytC_PS5_100.d: EIM 1545.8409 8+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

x107 |
CytC 8+ /\
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200
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Sekil 4.23. Su igerisindeki sitokrom c¢-PSS karisiminin TIMS-TOF-MS cihazindan
aliman verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri iceren 8+ yiiklii

sitokrom c-PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlari.

8+ yukll sitokrom c-PSS komplekslerine ait mobilogramlari incelndiginde sitokrom c
proteini PSS2 ile etkilesime girdiginde gaz fazindaki protein yapisinin yuk dengesini
bozarak ¢ok sayida konformer olusumuna neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.23.). Bu
durumun, 8+ yik durumunda var olan yiiksek kulombik itismelerden kaynakli oldugu
diistinulmektedir. Bu nedenle, 7+ yiik durumunda oldugu gibi PSS2 zincirinin etkilesimi,
dogrudan yapiy1 kapatmamistir. Sonrasinda 8+ yik durumunda da protein ile etkilesen
PSS zincirinin uzunlugunun artmasi sonucunda yiikk dengesi saglanarak yapi
kapanabilmektedir. PSS7 zincirinin etkilesimi sonucunda olusan komplekse ait
mobilogram dikkatle incelendiginde ise, CCS degerinin artarak yapinin biraz acildigi
gorulmektedir. Bu durumun yeniden yapidaki yiik dengelerinin bozulmasindan kaynakli

oldugu diisiintilmektedir.

[ntE"54- B CytC_PSS_100.d: EIM 1374.1932 9+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
x10
] cytC 9+ =N
/
2 / \\
0 A NS T
600 CytC_PS5_100.d: EIM 1421.2061 9+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
400
cytC_PSS2 9+ P
/
200 /
o
0 o~
400 CytC_PSS_100.d: EIM 1442,1047 9+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
300
200 cytC_PSS3 9+ S~
/-\/ N
100 - M
0 ,_ - ——
CytC_PSS_100.d: EIM1441.7170 9+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
300
200 cytC_PSS4 9+
u/’/__/_‘\\
100 / N
—
0 e
500 4 CytC_PS5_100.d: EIM 1462.5375 9+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
4004
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200 /___,_f e ~
100 — \
‘—_“ﬁ_/“-.
-— —_— _— R
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Sekil 4.24. Su icerisindeki sitokrom c¢-PSS karisiminin TIMS-TOF-MS cihazindan

aliman verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri igeren 9+ yiiklii

sitokrom c-PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlar.
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Onceki yiik durumlarina gore yapisinda daha fazla sayida yiik bulunduran 9+ yiiklii
sitokrom c-PSS kompleks iyonlarinda sitokrom ¢ 9+ yikli iyonunda ise kulombik
itismeler daha baskin haldedir. Bu nedenle, Sekil 4.24.’de verilen mobilogramlarda da
goriildiigii gibi, protein yapisina PSS zincirlerinin eklenmesi 9+ yik durumunda yapiy1

bariz olarak kapatamamaktadir.

Intens. 5 . 3
Dimer ve PSS CytC_PSS_25mM_100.d: EIM 2248.2248 11+ All MS, Smoothed (0.01,1,GA)
25007
20007
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1000
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1000+
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200
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800
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Sekil 4.25. 25mM AAc icerisindeki protein-PSS karigiminin TIMS-TOF-MS cihazindan
alinan verilerin sitokrom ¢ 11+ yiiklii dimerine farkli PSS monomerlerinin

proteinle etkilesim mobilogramlari.

Sitokrom ¢ 11+ dimer iyonunda, protonlanma fazla oldugu halde 9+ monomer iyonuna
gore yapt PSS monomer artist ile daha fazla kapanmistir. Toplam yiik arttikca
kapanmanin azalmasindan ziyade protein basina diisen ylike baglh olarak PSS proteini

kompaktlagtirmaktadir. Bu dimerin kompleksleri suda gorilememistir.

Dimere baglanan PSS zincir uzunlugu ne kadar kiicikse o kadar fazla konformer
goriilmiis bunun nedeni protein yiizeyinde daha fazla bdlgeden baglanabilmesinden
kaynakli oldugu disiiniilmektedir. PSS zincir uzunlugu arttikga protein yizeyine

baglanabilecegi bolge sayis1 azalmakta ve konformer dagilimida daralmaktadir.
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4.3.2. Polistiren sulfonat-Lizozim Etkilesimleri

Lizozim 7+

Lys_PSS_100_1.d: EIM2044.8469 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)

Lizozim_PSS2 7+

Lys_PS5_100_1.d: EIM2105.5785 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)|

Lizozim_PSS3 7+

Lys_PSS_100_1.d: EIM2131.8536 7+All M5, Smoothed (0.01,1,GA)

Lizozim_PS54 7+

Lys_PS5_100_1.d:EIM2157.8708 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)|

Lizozim_PSS5 7+

Lys_PSS_100_1.d: EIM2184.2994 7+ All M5, Smoothed (0.01,1,GA)

Lizozim_PSS6 7+

LR

Lys_PS5_100_1.d: EIM2210.4407 7+All MS, Smoothed (0.01,1,GA)|

800 T 1000

1200

T
1400

1600 1800 2000

2200 2400 2600  CCS[AY

Sekil 4.26. Su icerisindeki Lizozim-PSS karisiminin, TIMS-TOF-MS cihazindan alinan

verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri igeren 7+ yiikli Lizozim-

PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlari.

Intens.
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Sekil 4.27. 10 mM AAc igerisindeki protein-PSS karisiminin, TIMS-TOF-MS
cihazindan alinan verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri iceren 7+

yuklu Lizozim-PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlari.

Lizozim proteininin 10 mM derisimindeki AAcC c¢ozeltisinde ve suda hazirlanan
orneklerinin analizlerinden elde edilen veriler kiyaslandiginda, su ortaminda protein ile
etkilesen PSS zincirinin uzunlugunun artmasinin yapiy1 kapattigi, 10 mM derisimindeki
AAc ortaminda sadece PSS2 zinciri yapiy1 kapatirken zincir uzunlugu arttik¢a yapinin
acilmakta oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.27.). PSS2 takildiginda 10 mM derisimindeki
AAc varliginda proteinin yiik dengesine ulasmasindan kaynakli olarak yapinin kapanmis
oldugu ve PSS zincir uzunlugu artisinin bu yuk dengesini bozmasiyla yapinin agildigi
diisiniilmektedir. PSS zincir uzunlugu artisina ragmen 10 mM derisimdeki AAC
varliginda (Sekil 4.27.) su ile kiyaslandiginda (Sekil 4.26.) yap1 halen daha kompakt
haldedir.

Su icerisinde lizozime karsit iyon olarak sadece PSS zincirleri bulunmaktadir. PSS
zincirlerinin uzunluklarinin artmasi ile birlikte yiik dengesinin saglanabilmesi sonucunda

itismelerinin azalmasi, protein yapisinin kapanmasina neden olmaktadir.

7+ yiik durumunda konformasyonel 6zellikler ile ilgili olarak karsilasilan bu degisimler,
kulombik itigmelerin daha baskin oldugu 8+ yiik durumunda goriilmemistir. 8+ yuk
durumunda AAc ¢ozeltisi ve su igerisinde lizozime baglanan PSS zincirinin uzunlugu

arttik¢a yapinin kapandigi gozlenmistir.
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Sekil 4.28. Farkli ¢ozelti ortaminda hazirlanan lizozimin, TIMS-TOF-MS cihazindan

alinan verilerin 7+ yikli monomer iyonuna ait mobilogramlart.

PSS zincirlerinin bulundugu ortamda lizozim proteinine herhangi bir PSS zincirinin
takilmadig1 durumda proteinin 7+ yiiklii iyonunun yapisinin agildigi gdzlenmistir (Sekil
4.28.). Bunun nedeninin IEM mekanizmasinin agiklamasindaki gibi ¢oziicii uzaklagmasi
(desolvasyon) sirasinda proteine takili olan PSS zincirinin yapidan uzaklagsmasi ve
bundan dolay1 hidrojen baglar ile proteine bagli PSS zincirinin ayrilmasi sirasinda
proteinin yuk dengelerinin bozulmas: oldugu diisiiniilmektedir. Bu sayede elde edilen
mobilogramda daha genis konformerler go6zlenebilmistir.  Ayn1 kosullarda PSS
varliginda ortama 10 mM derisiminde AAc ¢Ozeltisi eklendiginde yuk dengesinin
amonyum ve asetat iyonlar1 tarafindan saglanabilmesi nedeniyle yapida benzer bir agilma

durumunun meydana gelmedigi goriilmistiir (Sekil 4.28.)
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Sekil 4.29. Su igerisindeki Lizozim-PSS karisiminin , 3 kV kapiler voltaj degerlerinde

gerceklestirilen TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin farkli zincir

uzunlugundaki PSS zinciri igeren 8+ yiikli Lizozim-PSS kompleks

iyonlarina ait mobilogramlari.

8+ yik durumunda lizozim proteinine PSS zincirlerinin takilmasi ve zincir uzunlugunun

artmas ile birlikte yapinin bariz bir sekilde kapandig1 gézlenmistir (Sekil 4.29.). Lizozim

protein iyonunun ozellikle 8+ yilik durumunda agilmis ve esnek bir yapida (unfolded)

olmasi nedeniyle, PSS baglanmasina bagl olarak konformasyonunda meydana gelen

degisimler bu yiik durumunda ¢ok daha bariz bir sekilde izlenebilmektedir.
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Sekil 4.30. Su icerisindeki Lizozim-PSS karisiminin, TIMS-TOF-MS cihazindan alinan
verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri igeren 9+ yiiklii Lizozim-

PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlari.

Kulombik itismelerin daha baskin oldugu 9+ yiik durumunda PSS zincirlerinin
baglanmasi ile birlikte 1izozim proteininin yapisinda bariz bir kapanma gozlenmemistir
(Sekil 4.30.). Ancak PSS6 zincirinin proteine baglanmasinin yapida bir miktar
kapanmaya neden oldugu goriilmiistiir. 9+ gibi yiksek yuk durumunda elde edilen bu
veriler, ancak PSS6 gibi daha fazla sayida tekrar eden birim i¢eren PSS zincirinin proteine

baglanmasiyla kulombik itismelerin oniine gegilebildigini gdstermektedir.
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Sekil 4.31. Su icerisindeki Lizozim-PSS karisiminin, TIMS-TOF-MS cihazindan alinan

verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri i¢eren 10+ yiiklii Lizozim-

PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlari.

Intens.
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Sekil 4.32. Su icerisindeki Lizozim-PSS karisiminin, TIMS-TOF-MS cihazindan alinan

verilerin farkli zincir uzunlugundaki PSS zinciri i¢eren 11+ yiiklii Lizozim-

PSS kompleks iyonlarina ait mobilogramlart.

60




7+ ve 8+ gibi daha diisiik ylik durumlarina gore, 9+, 10+ ve 11+ yiik durumlarinda lizozim
proteinine baglanan PSS zincirlerinin uzunlugunun artmasinin yapinin konformasyonu

uzerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 gorilmektedir (Sekil 4.29. - Sekil 4.32.).
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Sekil 4.33. Su ve farkli derisimdeki AAc c¢ozeltileri igerisindeki Lizozim-PSS
karisiminin, TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 8+ yikli lizozim-

PSS6 kompleks iyonuna ait mobilogramlari.

Protein-PSS karisiminin igerisinde bulundugu AAc ¢0zeltisinin derisimi arttikga lizozim
proteinine PSS6 zincirinin bagli oldugu 8+ yiiklii kompleks iyonunun yapisinin proteine
PSS2 zincirinin baglandigi duruma gore daha az miktarda kapandigi goézlenmektedir
(Sekil 4.33.). PSS6-protein etkilesiminde de var olan AAc karsit iyon etkisi, protein
tizerindeki protonlanmis bolgeleri dengelemis ve PSS6 zincirinin proteine baglanma
olasiligini azaltmistir. Bu durumda AAc derisiminin artisi ile birlikte yapinin bir miktar
acildigr gozlemlenmistir. Elde edilen bu veriler, protein ile polielektrolit arasinda
kompleks olusumu sirasinda ortamdaki karsit iyon miktarinin artmasinin yapidaki

kapanma oranini azalttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.34. Su ve farkli derisimdeki AAc ¢ozeltileri igerisindeki sitokrom c¢-PSS
karisiminin, TIMS-TOF-MS cihazindan alinan verilerin 8+ yukli cytC-PSS6

kompleks iyonuna ait mobilogramlart.

Yukarida bahsedilen durum sitokrom c-PSS etkilesimi i¢in de gecerlidir. AAc derisiminin
artisi ile birlikte CCS degerinde ¢ok hafif bir artis goriilmektedir (Sekil 4.34.).

4.5 Teorik ve Deneysel CCS ¢alismalar:
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Sekil 4.35. 100 °C iyon kaynagi sicakliginda sitokrom c proteininin farkli ¢ozeltilerdeki
yiik durumuna bagli CCS grafigi. (Konformerler, E=Genis ve C=kompakt

olmak Uzere grafik Gizerinde belirtilmistir.)

Sekil 4.35.”de goriildiigii tizere, 100 °C iyon kaynagi sicakliginda sitokrom c proteini igin
elde edilen CCS degerleri, teorik degerlere gore ¢ok daha fazla fark gdstermistir. Ayrica
amonyum asetat ve su kosullar1 arasinda da farklar gériilmektedir. IMOS programindaki

teorik degerler, kulombik itismelerin etkisini detayli olarak a¢iklayamamustir.
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Sekil 4.36. 150 °C iyon kaynagi sicakliginda sitokrom c proteininin farkli ¢6zeltilerdeki
yiik durumuna bagli CCS grafigi. (Konformerler, E=Genis ve C=kompakt

olmak Uzere grafik Gzerinde belirtilmistir.)

150°C iyon kaynagi sicakliginda sitokrom c proteini i¢in sadece sicaklikla ortam kosullari
sertlestirildiginde amonyum asetat ve su kosullar i¢in elde edilen veriler arasindaki fark
100 °C ye gore azalmistir. Bu durum, etkilesim ¢alismalarinda farkli maddelerin protein
ile etkilesimlerinden kaynaklanabilecek durumlarda iki farkli maddenin protein ile
etkilesim farkinin daha iyi goriilebilmesi i¢in olabildigince yumusak kosullarda

calisilmasi gerektigini gostermektedir (Sekil 4.36.).
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Sekil 4.37. 100 °C iyon kaynagi sicakliginda lizozim proteininin farkli ¢ozeltilerdeki yiik
durumuna bagh CCS grafigi. (Konformerler, E=Genis ve C=kompakt olmak
lizere grafikte belirtilmistir.)

100 °C iyon kaynag sicakliginda lizozime ait grafige bakildiginda 7+ yiikten 8+ yiike
geciste kulombik itigmelerin sonucunda yapimin agildigi goriilmektedir (Sekil 4.37.).
Amonyum asetat kosullarinda elde edilen verilerin suda elde edilen verilerden farkl
oldugu gozlenmistir. Sekildeki grafikte IMOS programindaki teorik degerler, kulombik

itismelerin etkisini detayli olarak agiklayamadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.38. 150 °C iyon kaynagi sicakliginda lizozim proteininin farkli ¢ozeltilerdeki yiik
durumuna bagh CCS grafigi. (Konformerler, E=Genis ve C=kompakt olmak
tizere grafikte belirtilmistir.)

150°C iyon sicakliginda bile lizozim proteini icin sitokrom ¢ ye gore su ve amonyum
asetat kosullarinda elde edilen verilerin farki her ne kadar azalsa da kaybolmamistir. Bu
durumun yapinin yiiksek sicakliklarda dahi biitiinliiglinii kismen koruyabilmesinden
kaynaklandig1 diistintilmektedir (Sekil 4.38.).

Iyonlar yiiksek sicaklikta carpigmalarin enerjisi artigindan dolay1 daha hizli hareket eder.
Sicaklik azaldik¢a ¢arpisma kesiti artar, ¢linkii iyon ve gaz arasindaki uzun menzilli
etkilesimler daha diisiik hizlarda daha 6nemli hale gelir. Daha fazla etkilesim, daha uzun

slirliklenme siiresi anlamina gelir [125].

Cok yiksek sicakliklarda bunun tersi gegerlidir. Bir gaz molekiiliiniin iyonu styirdigi
etkilesimler, etkilesimin ger¢eklesmesi i¢in daha az zaman oldugundan daha az etkiye
sahip olacaktir. Sicaklik arttikga, CCS sert kiire sinirina yaklasacaktir [125]. Bu
etkilesimler, kullanilan gaza ve ayrica iyona baghidir. Ornegin, protein yapilar1 ¢ok

yluksek sicakliklarda acilabilir.

4.6. Molekiler Dinamik Simulasyonu ¢alismalar:

ESI sisteminden piiskiirtilen damlaciklarin buharlasmasiyla gaz fazinin kaotik
ortamindan kaynakli olarak bir¢ok durum meydana gelmektedir. Bu yiizden dolayi
yapilan deneysel verilerin sonuglariin teorik olarak molekiiler dinamik simiilasyonlari
yapilarak kiyaslanmasi, siiregelen ve son zamanlarda bilgisayar teknolojisinin
gelismesiyle hizla artan ¢alismalardir [122, 126-128]. Bu ¢alismada da farkli bir yaklagim
uygulanmaya c¢alisilmistir. Yeni ¢ikan Martini3 [106] FF ile CG tekniklerinden
faydalanarak ¢ok daha hizl bir sekilde, hesaplamalarin siradan masaiistii bilgisayarlarda

dahi yapilabilecegi gosterilmistir.
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4.6.1. Cozelti Fazi Simiilasyonu

= lyon(Naveya Cl)

> 1AKI pdb kodlu lizozim

» PSS5

Sekil 4.39. Su molekdlleri gosterilmeyen sistemde PSS5 ve 1AKI VMD [129] programi1

kullanilarak resmedilmis sistemin baslangi¢ goriintiisii.

Sekil 4.39.°da goriildiigii tizere similasyon PSS5 zinciri ¢ozelti icerisinde lizozim

proteininden farkli konumda iken baslatilmistir (Sekilde su molekiilleri gosterilmemistir)

_—~lyon(Naveya Cl)

———— 1AKI pdb kodlu lizozim

~» PSS5

Sekil 4.40.  100ns sonundaki PSS5-protein kompleksinin gorintasu.
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100 ns simtilasyon sonunda PSS5 zincirinin lizozime baglarak yapinin daha kompakt hali
gorunmektedir (Sekil 4.40.). Bu durumun daha iyi anlasilabilmesi i¢in sadece gorsel degil

ayn1 zamanda kompaktligin gostergesi olan Rg [105] verisi ile degerlendirilmistir.

CozeltiFaz

1.45

144

143

Rg (nm)
N

1.39
1.38
137
1.36
1.35
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000
Zaman (ps)

ProteinPSs5 Protein

Sekil 4.41. Proteinin (turuncu) ve Protein-PSS5 kompleksinin (mavi) ¢ozeltide 100ns

sonucundaki Rg degerleri.

Cozelti fazinda yaratulen similasyonun sonunda elde edilen Rg degerleri g6z oniinde

bulunduruldugunda protein-PSS5 kompleksinin olusumu ile birlikte yapinin bir miktar

kapandigi belirlenmistir (Sekil 4.41.).

67



4.6.2. COzeltiden Gaz Fazina Alinan Kompleksin Simulasyonu
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Sekil 4.42. Proteinin (turuncu) ve Protein-PSS3-4-5 (gri-sari-mavi) komplekslerinin

vakumda 100ns sonucundaki Rg degerleri.

Lizozimin yapiya baglandiktan sonra gaz fazinda gerceklestirilen simiilasyonunun
sonucunda elde edilen Rg degerlerine bakildiginda proteine kiyasla kompleks yapilarinin
¢ok daha fazla kapandigi goriilmiistiir (Sekil 4.42.). Bunun nedeni, vakum ortamdaki
diisiik dielektrik sabiti ve suyun bulunmamasidir. Vakum ortamda su olmadig1 i¢in PSS
zincirlerinin  proteinle daha fazla etkilesime girebilmesi, yapinin daha fazla
kapanmasindaki ana etmendir. PSS ligand olarak diisiiniildiigiinde proteine yiik dengesi
saglayarak ve protein yiizeyindeki pozitif yiikleri kendisine dogru ¢ekerek proteine

kompakt bir yap1 saglamistir.

68

100000



Cizelge 4.1. 7+ yikte lizozim proteininin ve PSS3-4-5 komplekslerinin Rg degerleri
cizelgesi. Cizelgede ilk Ins ve son 100ns arasindaki segili veriler

sunulmaktadir.

ortalamagyration 1.392439 1.395231 1.38762 1.350384 1.35157 1.352811

netylk 0 0 7 7 7 7
proteinylik 8 8 7 12 11 10
PSSmer 5 0 0 5 4 3
Faz Cozelti Cozelti Gaz Gaz Gaz Gaz

0 1.39485 1.38705 1.40026 1.37709 1.37706 1.37707

100 1.40687 1.39237 1.37023 134131 1.33223 1.35007
200 1.39354 1.383 1.3879 1.35571 1.35891 1.35132
300 1.3896 1.38879 1.38027  1.3534 1.35769 1.35129
400 1.38872 1.41146 1.3869 1.36742 1.34022 1.35688
500 1.38495 1.39945 1.36663 1.3451 1.34504 1.34341
600 1.39145 1.40645 1.40423 1.3609 1.35098 1.36502
700 1.38186 1.42125 140176 1.35558 1.35465 1.35695
800 1.38686 1.40705 1.37707 1.34553 1.34904 1.36503
900 1.38734 1.41202 1.38483 1.36545 1.32666 1.35699
1000 1.38628 1.41454 1.37693 1.36342 1.33808 1.36714
99000 1.37109 1.39628 1.39201 1.34365 1.3559 1.35987
99100 1.36845 14114 1.39682 1.35017 1.35024 1.35718
99200 1.369 140852 1.38928 1.35658 1.34399 1.34106
99300 1.374 1.39912 1.38752 1.35458 1.35887 1.33774
99400 1.38147 1.39456 1.39376 1.34515 1.33457 1.37446
99500 1.38225 1.41143 1.38657 1.3536 1.34078 1.34919
99600 1.37374 1.39563 1.38039 1.34449 1.34208 1.34104
99700 1.37436 1.41033 1.40041 1.35707 1.3491 1.3566
99800 1.36146 1.39779 1.40066 1.33043 1.35573 1.36541
99900 1.37407 1.38897 1.3854 1.36903 1.35698 1.36329
100000 1.37673 1.40023 1.3888  1.3406 1.35701 1.36423

Net ylku 7+ olan lizozim-PSS5 iyonun simiilasyonun son kismindaki ve ortalama Rg
farki diistiktlir. Daha uzun simiilasyon siirelerinde PSS zincirlerinin baglanma etkisi ile

proteinin kompaktlagma farkinin artmas1 beklenmektedir.

Net yuki 7+ olan PSS3-4-5 zincirlerini i¢eren kompleks iyonlar1 igin protein yapisinin

kapanma miktarlar1 PSS zincir uzunluklarinin artmasiyla artis géstermektedir.

Listelenen tim PSS-protein kompleks yapilar1 sadece protein ile kiyaslandiginda yapiy1

belirgin bir fark ile kompaktlastirmaktadir.
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4.6.3. Sadece Gaz Fazinin Simiilasyonu

Sadece vakum ortaminda yapilan simiilasyonlar olayin sadece gaz fazinda

gerceklesmedigini ¢ozelti fazindaki kompleksin 6nemini de géstermektedir.

r PSS5

» 1AKI pdb kodlu lizozim
Collidoscopeile 12+
yuklendi.

Sekil 4.43. Cozelti fazindan vakum ortama alinan lizozim molekiilii 12+ yiiklenerek

yanina PSS5 molekiilii konulan similasyonun baglangici.

¥ 1AKI pdb kodlu lizozim
Collidoscopeile 12+
yuklendi.

> PSS5

Sekil 4.44. 100ns simulasyon sonunda PSS5 proteine spesifik olmayan bir bélgeden

baglanmasi.

70



Cizelge 4.2. Vakum ortamda PSS5 in proteine 6zgln bolgeden baglanmamasi sonucu Rg

degerleri. (ilk 1ns ve son 100ns gdsterilmistir.)

ortalamagyration

1.402761 1.388793

netyik 7 7
proteinyik 12 7
PSSmer 5 0
Faz Gaz Gaz

0 140016 1.40026

100 1.40737 1.40315
200 1.42446 1.39489
300 1.41842 1.38736
400 1.40213 1.39706
500 1.42854 1.3784
600 1.41013 1.39165
700 1.40167 1.39177
800  1.41455 1.3868
900 1.39704 1.39031
1000 1.4058 1.38406
99000 1.41638 1.3918
99100 1.40767 1.38876
99200 1.39545 1.38298
99300 1.399 1.377
99400 1.40794 1.41084
99500 1.40782 1.38787
99600 1.40329 1.38961
99700 1.35026 1.39334
99800 1.40183 1.36344
99900 1.4036 1.4053
100000 1.40248 1.37517

Cozeltiden gaz fazina gegen 12+ yiiklii lizozim iyonuna vakum ortamda PSS5 takilmasi
(kompleks net ytikii 7+) ile ilgili olarak tez kapsaminda yapilan bir¢ok simiilasyonda
yapinin bazen agildigi veya vakum ortamda PSS zincirinin protein zerine kovalent
olmayan etkilesimlerle protein yiizeyindeki bazi bolgelere tutunarak yapiyr kapattigi
goriilmistiir. Bu bolgelerin farkliligina bagli olarak yapinin agilarak, sadece proteinin 7+
yukli Rg degerine gore yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2.). Bu sonuclar,
kompleks olusumunun sadece gaz fazinda gerceklesmedigini diisiindiirmektedir. Eger
Oyle olsaydir CCS degerlerinin yiiksek oldugu noktalarda hatir1 sayilir seviyede gormeye
devam etmemiz gerekirdi. Cozeltide lizozim-PSS ve cytC-PSS komplekslerinin

etkilesimleri ile ilgili bilgiler literatlirde mevcuttur [130].
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5. SONUCLAR

MS’de siklikla kullanilan amonyum asetatin, derisimlerinin degismesi dahi
multimer olusumuna ve CCS degerleri lizerine etkisi bulunmaktadir.

Farkl yiiklerde ve sicakliklarda farkl: etkiler gézlemlendigi i¢in AAc derisiminin
degisimine ait grafikte sicaklik, yik ve protein tiiriine bagli olarak herhangi bir
korelasyon bulunamamistir. Literatiirde de bununla ilgili baska c¢alismalar
mevcuttur [127].

AACc belirli derisimlerde multimer olusumuna izin verirken derisimin fazlaliginda
ise proteinlerin arasina girerek multimer olusumunu engellemektedir.

MS iyon kaynagi sicakliginin arttirilmasi yumusak iyonlastirmay: azaltarak
amonyum asetat derisim miktarindaki etkilerinin azalmasina sebep olmustur.
Proteinin 60 °C 12 saat 1sitilmasi sonucu bozulma goriilmemistir. (Proteinin tekrar
katlanmasi sonucu eski yapisina yakin bir sonug vermis olabilir ve ¢alisilan cihaz
kosullarinda bunun tespit edilemedigi diisiiniilmektedir.)

Su, asetonitril-su, metanol (MeOH), metanol-su 3 kV ve 100 °C yapilan
analizlerde metanoliin yapiy1 denatiire ettigi ve bunun cihaz iizerinden tespiti
mimkunddr. Diger ¢ozelti ortamlarindaki degisiklikler ¢cok daha azdir.

Sitokrom c proteininde pH degisimleri sadece 7+ yiikte anlamli etkiler gdstermis
ve pH yukseldikge (sitokrom ¢ pl noktasina ilerledikge) CCS degerinin yuksek
oldugu boélgede protein konformer miktar: azalmistir.

PSS-protein etkilesimlerinde PSS nin her monomerinin artisinda 7+ ve 8+ yukli
iyonlarin yapisint kapattigi goriilmiistiir. PSS-protein komplekslerinin ¢ozelti
fazinda da gortildiigii bilinmektedir [130].

PSS-protein etkilesiminde AAc derisiminin artmastyla birlikte yapilarin kapanma
miktarlart azalmistir [33]. Bu durumun gaz fazindaki PSS zincirinin AAc ile daha
fazla etkilesimi ve ayni zamanda proteinin izerinde bulunan pozitif yiklerinin
AAc tarafindan yiik dengesi saglanmasi sonucunda PSS nin karsit iyon etkisinin
azalmasindan kaynakli olarak CCS degerinin arttig1 diigiiniilmektedir.
PSS-protein etkilesimlerinde her ne kadar yiiksek yiiklerde yapinin kapanmadigi
belirtilmesine ragmen, sitokrom ¢ 11+ yiiklii dimerinde PSS monomer takilma

sayist arttikca yapi daha fazla kapanmaktadir. Bu durum toplam yiik sayisindan
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ziyade her bir protein Uzerinde toplam yuk miktarinin daha etken oldugunu
gostermektedir.

Protein-PSS etkilesimlerinde pik tepe noktasi bakimindan sitokrom c ve lizozim
her ne kadar birbirine benzer oranlarda kapanmasina ragmen, PSS nin sitokrom ¢
yi kapatmasi ¢ok daha kompakt konformerlerin olusumunu saglamaktadir.
Sitokrom c i¢in CCS azaldigi yonde konformer dagilimi olusmus ve her PSS
eklenmesinde de kapanma artmistir. Lizozimde bu durum konformerlerin
varoldugu bdlgelere dogru CCS azalmasi yoniinde kayma seklindedir. Kisaca
sitokrom ¢ kompaktlasma miktar1 daha fazladir. Lizozimin disiilfit baglarinin
yapiy1 korudugu diistiniilmektedir.

Lizozimin simiilasyonlarinda 7+ yiikiine PSS3-4-5 takilmasi sonucu PSS5 in
yapty1 daha fazla kapattigi gorilmiistiir. Bu durumun 6nce ¢ozelti fazinda
sonrasinda gaz fazina protein-PSS kompleksi seklinde gegerek gaz fazinda
yiiklendigi diistiniilmektedir.

GROMACS PSS-lizozim simiilasyonlar1 gaz fazina tasindiginda yapinin ¢ozelti
fazina kiyasla daha fazla kapandig1 goriilmiistiir. Cozelti fazinda PSS nin siilfonat
gruplariin protein, su ve sodyum iyonu ile etkilestigi diisiiniilmektedir. Ancak
gaz fazinda suyun ve sodyum iyonlarinin yoklugundan kaynakli protein
Uzerindeki  yukleri  kendisine daha fazla c¢ekerek yapiy1r etkiledigi
diistiniilmektedir.

Martini modellemesinde sitokrom c i¢in HEC ligand1 Martini3 FF tarafindan
tanimlanamamistir, bundan dolay1 simiilasyonlar1 gerceklestirilememistir. HEC
ligand1 ¢ikarilarak yapilan simiilasyonlarda vakum ortamda sitokrom c ligandin
olmayisindan kaynakli protein i¢ce dogru kapanma yapmustir. PSS eklenmesi
yapiy1 daha fazla kapatmak yerine agmistir. Bu yiizden dolay1 simiilasyonlarin
titizlikle hazirlanip olabildigince ger¢ek¢i modellenmesi dnemlidir.

IMOS programi, X-1i5in1 PDB dosyalarinda sicaklik artis1 ile birlikte CCS
degerinin diismesi gerektigini agiklamistir ancak kulombik itigmeleri detayl
olarak agiklayamamaktadir. Yiik arttikga CCS arttigina dair bir bilgi sunmaktadir.
Degerlerin  gergege yakin olabilmesi i¢in molekller similasyonlardan
yararlanilmas1 gerekir. Bu sekilde X-isi1m1  dosyalar1 kullanilarak CCS

kiyaslamalar1 simiilasyonlar yapilmadan da literatiirde gosterilmektedir [112, 113,

131].
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ESI-MS’de ¢ok kullanilan AAc tuzunun etkileri incelenmis ve yakin zamanda
biitin atom damlacik modellemesi yapilarak gaz fazi simiilasyonlari
planlanmistir. IMOS programu ile proteinlerin sicaklik ve yiike bagh teorik CCS
degerleri deneysel verilerle kiyaslanmistir. Ancak sadece bir programin (6rnegin
IMOS programi) kendi basina tiim her seyi aciklayamadigi goriilmiistiir. Bu
yiizden dolay1r kuantum yari-deneysel metot kullanilarak (PM7 [132]) teorik
hesaplamalar ile yiike bagl olarak yapidaki a¢ilmanin agiklamasinin yapilmasi

planlanmaktadir.
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EKLER

EK 1. Iyon Sicakhgmin Etkisi

Intens.
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Sekil 4.45. Su igerisindeki lizozim proteininin farkli iyon kaynagi sicakliklarinda ve 3.0
KV kapiler voltajinda gergeklestirilen TIMS-TOF-MS cihazindan alinan

verilerin 9+ yukli monomer iyonuna ait mobilogramlari.

Lizozim 9+ sicakliga bagli olarak CCS degeri azalmaktadir. Bu durum disiik yiiklere
kiyasla, yiksek yiklerde daha iyi gorilmektedir (Sekil 4.44.).
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EK 2. Sitokrom c deneysel ve teorik CCS cizelgesi

Cizelge 4.3. Sitokrom c yiike ve sicakliga gére CCS degerleri.

Konformerler Extended Kompakt E K E K 6+ dimerle karismis
12360 1030 1123.6364 1123.6 1236 1236 1373.3 1373.333 1545 1765.714 2060 2472
Yk 12 11 11 10 10 9 9 8 7 6 5
cytC-su
100 3002 2887 2671 2754 2542 2669 2352 2208 1803 1552 1482
110 2984 2864 2644 2733 2522 2648 2334 2192 1800 1539 1473
120 2951 2835 2620 2708 2495 2624 2310 2170 1797 1525 1459
130 2929 2816 2603 2688 2477 2605 2297 2156 1792 1512 1452
140 2911 2797 2586 2673 2460 2588 2279 2143 1789 1504 1438
150 2891 2779 2567 2655 2444 2571 2266 2130 1785 1494 1431
cytC10mMAAc
100 - - - 2706 2432 2622 2280 2146 1787 1518 1447
110 - - - 2684 2508 2613 2306 2166 1787 1525 1455
120 - - - 2728 2434 2619 2298 2163 1788 1529 1453
130 - - - 2711 2485 2603 2275 2151 1790 1516 1449
140 - - - 2685 2437 2564 2253 2114 1835 1493 1419
150 - - - 2686 2459 2566 2274 2130 1842 1506 1432
cytC25mMAAc
100 - - - 2733 2479 2606 2334 2156 1796 1516 1449
110 - - - 2693 2507 2628 2377 2170 1801 1525 1457
120 - - - 2743 2478 2618 2291 2161 1799 1524 1453
130 - - - 2714 2485 2603 2302 2151 1796 1514 1445
140 - - - 2710 2459 2586 2323 2138 1792 1507 1434
150 - - - 2681 2438 2565 2256 2119 1840 1493 1422
cytC50mMAACc
100 - - - 2715 2491 2626 2358 2159 1800 1520 1449
110 - - - 2748 2493 2622 2290 2167 1801 1524 1458
120 - - - 2743 2492 2618 2297 2162 1805 1521 1452
130 - - - 2710 2467 2549 2276 2149 1796 1510 1444
140 - - - 2706 2460 2587 2275 2133 1846 1503 1434
150 - - - 2674 2428 2566 2311 2116 1837 1489 1420
XRAY-1HRC pdb TMU
100 1831 1791 1791 1757 1757 1726 1726 1696 1676 1658 1642
110 1819 1783 1783 1747 1747 1718 1718 1689 1669 1651 1636
120 1807 1775 1775 1740 1740 1708 1708 1682 1662 1645 1631
130 1799 1763 1763 1732 1732 1703 1703 1676 1653 1640 1627
140 1786 1755 1755 1724 1724 1694 1694 1669 1647 1632 1620
150 1778 1746 1746 1714 1714 1686 1686 1662 1641 1627 1614

3090

1421
1411
1397
1389
1379
1378

1396
1400
1395
1404
1374
1383

1397
1395
1396
1393
1379
1363

1394
1393
1396
1383
1379
1371

1629
1620
1614
1609
1604
1600

suya gore 100derecede 48.458514 46.857631 39.444195 44.20306 36.52012 42.9124 30.70132 26.22951 7.300949 6.604361 10.24328 13.63934

%CCS teorik farki E K E K E K

Sitokrom ¢ proteini igin IMOS programi1 TMLJ yontemi ile hesaplanan 1HRC X-151n1
PDB (molekiiler simiilasyonu yapilmamis) dosyasina gore kiyaslanan verilerde CCS
degerleri yiiksek ytikleri agiklayamamigtir. Bu yilizden teorik ile ger¢ek veri arasinda 12+
yiikiinde %48.46 fark bulunmaktadir. Ancak diisiik yiikler daha dogal konformasyonlara
sahip oldugundan ve kulombik itismelerin diisiik oldugu ortamdan kaynakli X-151m1 PDB
dosyasina benzer (%13.64 fark) CCS degerlerine sahiptir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.4. Sitokrom c i¢in iyon kaynagi sicakliginin yiikler tizerine etkisi (100 °C ve

150 °C kiyaslamasi)

oytC E K E

Yuk 12 11 11 10
Su 100-150 arasi %CCS 3.7671814 3.8122132 3.9709813 3.660566
10mM sicaklik 0.74184
25mM sicaklik 1.920946
50mM sicaklik 1.521618
PDB sicaklik 2.9371017 2.5445293 2.5445293 2.477672

K

10
3.931007
0.930986
1.667684
2.561496
2.477672

E

9
3.740458
2.158828
1.585767
2.311248
2.344666

K

9
3.724556
0.263505
3.398693
2.013279
2.344666

8
3.596127
0.748363
1.730994
2.011696
2.025015

7
1.003344
3.031138
2.420242
2.034644
2.110341

6
3.808273
0.793651
1.528747
2.060485
1.887367

5
3.501545
1.042028
1.880878

2.02161
1.719902

Sitokrom c proteini igin 100 °C ve 150 °C arasindaki sicaklik farkina bagli olarak degisen

CCS degerleri yiiksek yiiklerde teorik verilere yakin sonuglar vermistir. Sitokrom c diisiik

yuklerde bile sicakliktan etkilenmektedir. AAc eklenmesi ile sicakliktan kaynakli CCS

degisimleri azalmaktadir. Burada amonyum ve asetat iyonlarinin protein etrafini sararak

yik dengelemesi sagladigindan yapinin konformasyonel degisimine engel oldugu

diistiniilmektedir. 10 mM derisiminden daha yiiksek AAcC derisimlerinde tekrar yik

dengesinin bozulmasindan kaynakli olarak protein iyonlarinin AAc ile etkilesimine baglh

olarak sicakliktan etkilenme oranlari artmistir (Cizelge 4.4.).
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3.072526
0.935588
2.463768
1.663653
1.796222



EK 3. Lizozim deneysel ve teorik CCS cizelgesi

Cizelge 4.5. Lizozim yiike ve sicakliga gore CCS degerleri.

14310 1192 1301 1431 1590 1788 2044 2385 2862

LYS-su 12 11 10 9 8 7 6 5

100 2650 2529 2375 2230 2025 - - -

110 2644 2523 2374 2228 2029 - - -

120 2631 2511 2361 2217 2023 - - -

130 2617 2495 2346 2206 2015 - - -

140 2597 2474 2327 2190 2004 - - -

150 2576 2456 2309 2175 1993 - - -
LYSI0mMAAc

100 - 2471 2327 2176 1967 1614 1548 1510

110 - 2486 2342 2194 1971 1625 1560 1515

120 - 2489 2328 2189 1967 1626 1558 1518

130 - 2470 2321 2178 1963 1621 1551 1510

140 - 2453 2305 2166 1958 1608 1540 1502

150 - 2429 2290 2152 1954 1593 1529 1489
LYS25mMAAc

100 - - 2327 2173 1963 1610 1544 1506

110 - - 2330 2186 1979 1623 1558 1515

120 - - 2319 2164 1964 1603 1537 1499

130 - - 2310 2176 1967 1609 1549 1508

140 - - 2301 2160 1962 1599 1538 1497

150 - - 2257 2126 1938 1576 1510 1473
LYSS50mMAAc

100 - - - 2205 1983 1631 1565 1524

110 - - - 2163 1964 1603 1539 1498

120 - - - 2194 1980 1623 1563 1519

130 - - - 2178 1968 1612 1549 1509

140 - - - 2166 1962 1603 1538 1501

150 - - - 2139 1947 1589 1521 1485
Xray-1AKI pdb TMU

100 1986 1957 1927 1902 1874 1856 1835 1817

110 1977 1948 1916 1889 1865 1846 1827 1812

120 1966 1937 1909 1881 1856 1840 1821 1806

130 1953 1926 1901 1873 1849 1830 1813 1797

140 1946 1920 1894 1864 1842 1823 1808 1790

150 1935 1908 1886 1856 1837 1818 1801 1784
100derecede 28.645384 25.50156 20.827522 15.87609 7.745576 13.94813 16.96719 18.4551

teorik farki 6nce suya gore
yukin bulunmadigiyerlerde
10mM AAc ye gore 100derece

Lizozim proteini igin IMOS programi TMLJ yontemi ile hesaplanan 1AKI X-151n1 PDB
(molekiiler simiilasyonu yapilmamis) dosyasina gore kiyaslanan verilerde CCS degerleri
yiiksek yiiklerde simiilasyon yapilmadigi halde ¢ok farkli sonuglar vermemistir. Bunun
nedeninin lizozimin yapisinda bulunan dort adet disiilfit baginin protein yapisini

kulombik itismelere karsi daha kararli tutmasi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica diistik
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yukli iyonlar daha dogal konformasyonlara sahip oldugundan X-151n1 PDB dosyasina
benzer (%18.46 fark) CCS degerlerine sahip olduklar gézlenmistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.6. Lizozim icin iyon kaynagi sicakliginin yiikler tizerine etkisi (100 °C ve 150

°C ta kiyaslamasti)

Lizozim

Yik 12 11 10 9 8 7 6 5
Su 100-150 sicaklik arasi %CCS =~ 2.8319939 2.928786 2.8181042 2.497162 1.592832

10mM sicaklik 1.714286 1.6027724 1.109057 0.663096 1.309635 1.234969 1.40047
25mM sicaklik 3.0541012 2.186555 1.281723 2.134338 2.226588 2.21551
50mM sicaklik 3.038674 1.832061 2.608696 2.851588 2.59222
Teorik sicakhk 2.6013772 2.535576 2.1505376 2.448111 1.994072 2.06859 1.870187 1.83282

Lizozim igin 100 °C ve 150 °C araligindaki iyon sicakligi farkina bagli olarak degisen
CCS degerleri arasindaki fark, sitokrom c proteini igin elde edilen verilere kiyasla daha
diisiiktiir. Bunun ana etkeninin distilfit baglarinin yapiya biitiinliik saglamasi oldugu
sOylenebilir. Ayrica sitokrom ¢ den farkli olarak su igerisinde lizozimin sicakliktan daha

az etkilendigi sdylenebilir (Cizelge 4.6.).
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