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OZET

MODEL SENTETIK POLIMERLERIN VE KOMPLEKSLERININ GAZ
FAZI KARAKTERISTIKLERININ INCELENMESI

Mehmet ATAKAY
Doktora, Kimya Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Bekir SALiH
Aralik 2016, 141 sayfa

Kltle spektrometrisi, kovalent olmayan komplekslerin ¢ozelti ve gaz fazlarindaki
olusum parametreleri ile ilgili faydali bilginin yuksek dogruluk ve hassasiyetle elde
edilmesi icin en uygun tekniktir. iyon hareketliligi-kiitle spektrometrisi (IM-MS) ise
bunlara ek olarak analiz edilen molekullerin konformasyonlari ile ilgili detayli veriler de
saglamaktadir. IM-MS analizlerinden elde edilen suriklenme zamani verilerinden
iyonlarin ortalama momentum transfer etki alanlari ile iligkili bir boyut parametresi olan
etkin carpisma kesitleri (CCS) belirlenebilmektedir. Calismalarin baslangicinda, poli-
L-lizin (PLL) ve polistiren sulfonik asit (PSS) ornekleri, MALDI tandem ugus zamanli
(ToF/ToF) kltle spektrometresi ile analiz edilmigtir. Bu tlrlerin zincir sonu gruplari,
MALDI kutle spektrumlarindan alinan veriler dederlendirilerek belirlenebilmistir. PLL ve
PSS karisimlari, farkli molar oranlarda hazirlanmis ve bunlarin kovalent olmayan
komplekslerine ait sinyaller, negatif moddaki MALDI-MS analizi ile gézlenebilmistir.
Kovalent olmayan PLL-PSS kompleksleri igin dnerilen stokiyometri oranlari, alinan
MALDI-MS/MS  spektrumlari ile dogrulanmistir. Kovalent olmayan PLL-PSS
kompleksleri, iyon hareketliligi analizi 6zelligine sahip ESI-Q/ToF-MS cihazi ile pozitif
ve negatif iyon modunda gézlenebilmistir. iyon hareketliligine gére ayirma ézelliginden
yararlanilarak farkli yik ve stokiyometrilere sahip kompleksler kolaylikla tayin

edilebilmistir. Pozitif ve negatif iyon modunda gézlenen kovalent olmayan kompleks



iyonlarinin  ¢ogu, cihazin transfer hucresinde gergeklestirilen c¢arpismayla
aktiflestirilmis parcalama ile daha kuguk iyon birimlerine ayriimistir. Pozitif ve negatif
iyon modlarinda alinan ESI-MS/MS spektrumlarinin kompleks stokiyometrileri ile
uyumlu olduklari gértlmustar. Bir bagka polianyon olan poli(akrilik asit) (PAA) érnedi,
tek bagina analiz edilmis ve bu 6rnegin farkli zincir sonu gruplarina sahip alti adet PAA
iyon serisi igerdigi gozlenmistir. Bazi serilerin PAA ¢ozeltisinde kesin olarak bulundugu,
digerlerinin ise muhtemelen kltle spektrometrik analiz sirasinda gaz fazinda
olugtuklari belirlenmistir. Farkli PAA serileri iceren PLL-PAA kompleks iyonlarinin
sikiliklarinin kiyaslanmasi icin CCS degerleri ayri ayri hesaplanmistir. Alinan sonuglar,
her tarin zincir sonu grubu buyuklUklerinin kovalent olmayan komplekslerinin gaz
fazindaki konformasyonlarini etkilediklerini géstermistir. Poli(L-glutamik asit) (PGA)
polianyonu analiz edildiginde &rnek igerisinde dogrusal ve halkali formlarinin
bulundugu belirlenmistir. PLL-PGA karisimi da bu polielektrolitlerin komplekslerinin
g6zlenmesi igin analiz edilmistir. Polielektrolit iyonlarinin sikiliklarinin kiyaslanmasi igin
her birinin CCS degerleri ayri ayri hesaplanmistir. Alinan verilere gore polielektrolitlerin
gaz fazindaki konformasyonlarinin tekrar eden birimleri Uzerindeki fonksiyonel
gruplara bagl oldugu belirlenmigtir. Polielektrolit kompleks iyonlarinin CCS degerleri
de hesaplanmigtir. Komplekslerin CCS degerlerinin kiyaslanmasi, yuklu gruplarin itme
kuvvetlerini azaltmasi veya daha genis yapilarin olusmasi gibi durumlarin kompleks
iyonlarinin olusumlarindaki farkliliklari meydana getirebildiklerini gostermistir. Lizozim
proteinin CSS degerinin komplekse katilan PSS zinciri sayisina gore degisimini
belirlemek igin lizozimin PSS oligomerleri ile olusturduklari kovalent olmayan

kompleksler de bu tez calismasinda incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kovalent olmayan kompleksler, polielektrolit kompleksleri, etkin

carpisma kesiti, iyon hareketliligi-kutle spektrometrisi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GAS-PHASE CHARACTERISTICS OF MODEL
SYNTHETIC POLYMERS AND THEIR COMPLEXES

Mehmet ATAKAY
Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Bekir SALIH
December 2016, 141 pages

Mass spectrometry is the most convenient technique for obtaining useful information
about the formation parameters of noncovalent complexes in both solution and gas
phases with high accuracy and sensitivity. lon mobility-mass spectrometry (IM-MS)
additionally gives conformational data about the analyzed molecules. From the drift
time data obtained from the IM-MS analyses, the collision cross sections (CCS) of ions
can be determined, which is a size parameter related to the averaged momentum
transfer impact area of the ions. At the beginning of the studies, poly-L-lysine (PLL)
and polystyrene sulfonic acid (PSS) were analyzed using MALDI tandem time-of-flight
(ToF/ToF) mass spectrometer. The end groups of their chains could be determined by
evaluating data obtained from MALDI mass spectra. Mixtures of PLL and PSS were
prepared in various molar ratios and the signals of their noncovalent complexes could
be detected in the negative ion mode MALDI-MS analysis. The MALDI-MS/MS spectra
confirmed the proposed stoichiometries of the observed noncovalent complexes of
PLL and PSS. Noncovalent complexes of PLL and PSS could also be detected in both
positive and negative ion mode using ESI-Q/ToF-MS with ion mobility capabilities.
Complexes with various charge states and stoichiometries could be identified easily

utilizing ion mobility separation. Most of the noncovalent complex ions obtained in



positive and negative ion modes were fragmented upon collisionally activated
dissociation in the transfer cell unit of the instrument. ESI-MS/MS spectra obtained for
both positive and negative ion modes correlated well with the stoichiometry of the
complexes. Another polyanion, polyacrylic acid (PAA) sample was analyzed by itself
in detail and six different types of PAA series with various end groups were detected
in the sample. It was determined that some of the series must have been present in
the PAA sample solution while the other series were probably generated in gas phase
during the MS experiment. CCS of PLL-PAA complex ions with different PAA series
were derived separately for comparison of their compactness. The results prove that
the sizes of end groups of each species affect the conformation of the noncovalent
complex in the gas phase. When the poly-L-glutamic acid (PGA) was analyzed, it was
determined that its sample contains linear and cyclic forms of PGA. A mixture of PLL
and PGA was also analyzed in order to monitor the complexes formed between these
polyelectrolytes. The CCS of polyelectrolyte ions were derived individually for
comparing their compactness. It was obtained that the gas-phase conformations of the
polyelectrolytes depend on the nature of functional groups located in their repeating
unit. The CCS values of polyelectrolyte complex ions were also derived. Comparison
of the CCS values of the complexes indicated that differences in complex ion formation
may be caused by reducing repulsion forces between charged groups or forming more
extended structures. Noncovalent complexes of lysozyme formed with PSS oligomers
were also examined in the dissertation to determine how the CCS of protein changed
with the stoichiometry of the PSS chains in the complex.

Keywords: Noncovalent complexes, Polyelectrolyte complexes, collision cross

section, ion mobility-mass spectrometry.
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1. GIRIS

Polielektrolitler, yapilarinda ¢ok sayida yuklu veya belli kogullarda yuk olusturabilir
fonksiyonel gruplar bulunduran molekullerdir. Bu tur yapilar, yaklt biyomolekullerle
etkilesebilme 6zellikleri sayesinde biyomedikal ve kimyasal sensor Uretimi, doku
muhendisligi ve ilag tasima sistemleri gelistiriimesi gibi ¢esitli uygulamalarda yaygin
olarak kullaniimaktadir. Polielektrolitler, kullanildiklari uygulamalarda genel olarak
malzeme yuzeylerinin biyouyumlu hale getiriimesini saglamaktadir. Bu yapilarin
malzeme yuzeyine yerlestirimesinde genellikle kolay uygulanabilir ve dusuk
maliyetli bir teknik olan c¢oklu tabaka yontemi kullaniimaktadir. Bu yontemde
polikatyon ve polianyonlar, elektrostatik etkilesimler Gzerinden ylzeye sirali olarak
eklenmektedir. Olugturulan tabakalar arasina biyomolekullerin ve ilaclarin
yerlestiriimesi de mumkuandur. Polielektrolit ¢coklu tabakalarinin olusturulmasi ile
dayanikli, ylzey O&zellikleri kontrol edilebilir ve biyolojik sistemlere uyumlu

malzemeler elde edilebilmektedir.

Molekullerin cevreleri ile etkilesimleri, sahip olduklarn fonksiyonel &zellikleri
belirleyen en énemli parametredir. Ornegin, proteinlerin canli sistemlerde sahip
olduklari fonksiyon ozellikleri, kovalent olmayan etkilesimlere dayali ikincil ve
ucuncul yapilarina bagh olarak degisiklik gostermektedir. Bunlara bagl olarak
meydana gelen konformasyon degisiklikleri, bir proteinin etkilesim 6zelliklerine
direkt olarak etki etmektedir. Kovalent olmayan komplekslerin konformasyonlarinin
karakterize edilmesi, bu tlr yapilari iceren sistemlerin sahip olduklari 6zellikler ile
ilgili  6nemli  veriler saglamaktadir. Kovalent olmayan komplekslerin
konformasyonlarinin analiz edildigi ¢calismalarda biyomolekdller arasi tanima, ilag
tasima veya biyomolekil transferi gibi sistemlerdeki etkilesimlerin temeli ile ilgili
faydali bilgiler elde edilmektedir.

Kutle spektrometrik sistemler kullanilarak, kovalent olmayan kompleks yapilari
yuksek hassasiyet ve dogrulukla analiz edilebilmektedir. Kutle spektrometrik
analizlerde o6zellikle matriks-yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI) ve
elektrosprey iyonlastirma (ESI) gibi yumusak iyonlastirma tekniklerinin kullaniimasi,

kompleks yapilarinin bozulmadan, konformasyonlari korunarak butin hallerinde
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analiz edilebilmelerini saglamaktadir. Kutle spektrometrik analizlerde 6rnegin kesin
katlesinin ve izotopik dagiliminin ayrintili bir sekilde belirlenebilmesi, turlerin
kimyasal yapilarinin aydinlatiimasi agisindan oldukga 6nemlidir. Bu sayede elde
edilen veriler, kovalent olmayan kompleksler gibi yapilarin stokiyometrilerinin
belirlenmesinde vyeterli olmaktadir. Kompleks vyapilarin pargalanmasi veya
ortamdaki diger turlerle etkilesmeleri gibi gaz fazinda meydana gelebilecek olaylar
da kitle spektrometrik analizlerde elde edilen veriler ile izlenebilmektedir. iyon
hareketliligi analizi ile birlikte yapilan kutle spektrometrik analizlerde komplekslerin
kimyasal yapilarinin belirlenmesinin yani sira, konformasyon 6zellikleri de detayli
bir sekilde incelenebilmektedir. Kuitle spektrometrisinin kovalent olmayan
komplekslerin hem ¢ozelti hem de gaz fazinda sahip olduklari ézelliklerin bir arada

incelenebilmesini saglamasi da oldukga 6nemlidir.

Bu tez calismasinda, kutle spektrometrik sistemler kullanilarak polielektrolitlerin ve
komplekslerinin gaz fazindaki konformasyon ve kararlilik 6zellikleri incelenmistir.
Tez calismasinda elde edilen sonuglar, analiz edilen polielektrolitlerin ¢dzelti
fazinda ylratilen c¢oklu tabaka uygulamalarindaki etkilesim 6zelliklerinin
temellerinin anlasiimasina katkida bulunacaktir. Bu sayede, polielektrolit
komplekslerinin konformasyonlarinin igerisinde bulunduklari malzemenin canli
ortamdaki biyomolekil veya ilaglarla etkilesimleri Uzerindeki etkileri ile ilgili faydal

degerlendirmeler yapilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sentetik Polimerler

Canli yasaminin en 6nemli pargalari olan biyomolekullerin ¢ok buylk bir kismi,
yapilari itibariyle dogal polimerler olarak adlandirilabilir. Bu molekuller, zamanin
baglangicindan bu yana evrende bulunmaktadir. Sentetik polimerler ise,
insanoglunun hayatinin hemen her alaninda; araba pargalari, paketleme
malzemeleri, mutfak egyalari, duvar boyalari, plastik esyalar, oyuncaklar, bilgisayar
parcalari, medikal malzemeleri, ucak pargalari, kiyafet, yalittim malzemeleri gibi

uzunca siralanabilecek farkli esya ve malzemelerin Uretiminde yer almaktadir.

Dogal kauguk 1800’lG yillarin basinda oldukga dnemli bir tGretim malzemesi olarak
kullaniiyordu. Fakat bu malzeme, soguk ortamlarda c¢ok kirilganken, sicak
ortamlarda kolaylikla eriyordu. Charles Goodyear, 1839 yilinda kauguk sentezinde
yanhglk yaparak, tesadifen ortam sartlarina daha dayanikh olan lastigi Uretti ve

daha sonra bu Uretim islemi vulkanizasyon olarak adlandirildi [1].

1920’li yillara kadar birbirine baglh ki¢uk birimlerin meydana getirdigi makromolekul
yapilari hakkinda ¢ok az sey biliniyordu. Makromolekul yapilarinin varhgi, ilk olarak
Hermann Staudinger tarafindan yapilan X-iginlari galismalariyla ortaya konuldu [2].
Staudinger, bu calismasiyla 1953 yilinda Nobel Kimya Odili'ne layik gorildi.
Staudinger’in polimer zincirlerinin olusumu ve yapilari GUzerine yaptigi ¢alismalari
literatlrde tartisiimaya devam ediyorken, polimerlerin ¢ozelti igerisindeki 6zellikleri
hakkinda bilgi eksikligi bulunmaktaydi. Paul Flory, 1953 yilinda yayinladigi
calismada polimer zincirlerinin ideal katlanmis hallerinin bolluklarinin yiksek oldugu
sicakhgi, teta sicakhgi olarak adlandirdi [3]. Paul Flory, bu ¢galismada ortaya atilan
teorisi ile dogal ve sentetik polimerlerin teta sicakligindaki davraniglarinin
anlagiimasina sagladi§i katki nedeniyle 1974 yilinda Nobel Kimya Odli’'ne layik

gorulmustar.

GUnUmuizde polimer bilimi alaninda 6zgun ve literatiire yenilik katan ¢aligmalar
yogun bir sekilde yurutulmektedir. Bu alanda karmasik sistemlerin analizinde ¢ok
onemli ve hizli gelismeler yasaniyor olmasina ragmen, buyuk sentetik polimer

yapilarinin hizli bir gekilde, detayli olarak ve yuksek dogrulukla karakterize
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edilebilmeleri igin oldukga zor ve yuksek maliyetli calismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Polimerler, duz zincir, halkali, dallanmis yapida, homopolimer veya
kopolimer olarak, dendrimer ve her biri farkli uzunlukta kollara sahip olan yildiz
polimerler gibi ¢ok cesitli yapisal 6zelliklere sahip olabilmektedir. Bu tur yapisal
cesitliligin belirlenmesinin yani sira, polimer karakterizasyonunda genel olarak,
ortalama molekul agirliklarinin  hesaplanmasi, molekul katlesi dagilimlarinin
belirlenmesi, tekrar eden birimlerin yapilarinin aydinlatiimasi, zincir sonu gruplarinin
tanimlanmasi, kopolimer zincirlerinin dizilimlerinin belirlenmesi, safsizlik ve katki
maddelerinin varliginin tespit edilmesi konularinda karakterizasyon calismalari

yapiimaktadir [4].

2.2. Polimer Karakterizasyonu

Sentetik polimerlerin karakterizasyonlari, bu polimerlerin kullanim &zelliklerini
dogrudan etkileyen fiziksel ve kimyasal karakteristiklerinin dogru bir sekilde
belirlenebilmesi igin olabildigince kapsamli bir sekilde yuratilmelidir. Bu tir
calismalarda polimerlerin  fonksiyonel &zelliklerinin  aydinlatilabilmesi igin
malzemelerin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini belirleyen 6nemli parametrelerin
Uzerinde ayrintili analizlerin yapilmasi olduk¢a énemlidir. Polimer karakterizasyonu
calismalarinda kimyasal bilesimin, kimyasal bilesim dagiliminin, molekul kutlesinin,
molekul kutlesi dagiliminin ve zincir sonu gruplarinin belirlenmesi ile elde edilen
veriler degerlendiriimektedir. Glinumuzde polimer biliminde polimerlerin dizilim
Ozelliklerinin kontrol edilmesi ile birgok polimerik malzemenin genel malzeme bilimi
alanlarinin yani sira biyolojik ve medikal bilimlerdeki kullanim 6zellikleri de
belirlenebilmektedir [5-7].

Cesitli birimlerin farkl dizilim kombinasyonlarinda bir araya gelerek olusturduklari
biyomakromolekdllerin (6rn; proteinler, genler, metabolitler, lipidler vb.) butina,
canli sistemlerin temel yapitaslarini meydana getirmektedir. Ayni sekilde kuguk
birimlerin diziliminden meydana gelen sentetik makromolekullerin de ginimuzde ve
gelecekte biyomakromolekullere benzer uygulamalarda kullanilabilmeleri mimkuin
gorunmektedir. Bu uygulamalarda belirli polimerler, ozellikle ilag sistemlerinin
gelistirimesinde tedavi edici (therapeutic) polimer, polimer-ilag, polimer-protein
birlesimleri  (conjugates), polimerik iyon Obekleri (micelles) sekillerinde

kullanilabilmektedir. Bu alanda yapilan arastirmalarda genellikle bir ilacin veya



tedavi edici biyolojik molekulin polimerik yapilar vasitasiyla, uygun kosullarda,
hedefe yonelik olarak canh sistem icerisinde tasinmasi ve tedavinin

gergeklestirimesi amaglanmaktadir.

Bu tlr uygulamalarda kullaniimak Uzere, farkli molekil kitlesi araliklarinda ve
bilesimlerde diz zincir veya dallanmis haldeki kopolimerler veya gapraz bagli
polimer yapilarindan olusan drunler piyasada bulunmaktadir. Bu polimerlerin
bozunma zamanlari, molekul agirliklarina ve kopolimer oranlarina bagl olarak
birka¢ ay ila birkag yil arasinda degisiklik gostermektedir. Malzemelerin ticari Grun
olarak Birlesik Devletler Gida ve Ilag Yénetimi Dairesi (FDA) ve Avrupa Tibbi Uriinler
Ajansi (EMA) tarafindan onaylanabilmeleri icin mekanik 6zellikleri ve biyobozunma
hizlar1 incelenerek degerlendiriimelidir. Bu nedenle, kopolimer zincirlerinin
dizilimlerinin yuUksek dogrulukla belirlenmesi, bu alanda Uretilen malzemelerin
uygulamalarda kullanilabilirliklerinin onaylanmasi agisindan oldukg¢a buyik éneme

sahiptir.

Sentetik polimerlerin dizilim o6zellikleri, sadece medikal ve ila¢g uygulamalarinda
degil, fotoniks, glnes pili, nanolitografi, kendiliginden olusan sistemler (self-
assembled systems), uyari-cevap malzemeleri, ¢esitli membranlar ve nanoyapilar
gibi farkli uygulama ve malzeme alanlar icin de olduk¢ca 6nemlidir [8, 9]. Farkli
makroskopik Ozelliklere sahip polimerler, Uretiminde kullanilacaklari malzemenin
kullanim amacina gore yapisal olarak birbirinden farklihk gdsteren cesitli

monomerlerin bir araya getiriimesiyle hazirlanmaktadir.

Polimerik yapilarin sahip olduklari birincil 6zellikler, monomerin kimyasal
ozelliklerinden ¢ok meydana gelen makromolekulun molekul kutlesi, molekdl katlesi
dagilimi ve zincir sonunda bulunan gruplarin ozelliklerine baglidir. Polimer
sentezinde iki veya daha fazla monomer tirinin kullaniimasiyla, ikinci dereceden
yapisal karmasikliga sahip kopolimerler meydana gelmektedir. Bu yapilarda
monomerlerin turlerinin, oranlarinin ve blok, rastgele, asi gibi dizilim 6zelliklerinin
belirlenmesi, malzemenin sahip oldugu kimyasal ve fiziksel 6zelliklere dogrudan etki
etmektedir. Polimerik yapilarda Gglinclu dereceden farkhlasma, konformasyonel
Ozelliklere bagl olarak degisiklik gostermektedir. Polimerler, halkali, yildiz seklinde,
firca biciminde veya dendritik gibi farkli konformasyonel &zelliklere sahip

olabilmektedir. Bu tur farkli konformasyonlara sahip kompleks yapil



makromolekdller, iyon obekleri, amfifilik blok kopolimerler ve poliiyon kompleksleri

tumor hedefli ileri uygulamalarda hapsetme birimi olarak kullaniimaktadir [10].

Nukleer manyetik rezonans (NMR), jel gecirgenligi kromatografisi/gcoklu agi 1s1k
saclimasi (GPC/MALS), polimer karakterizasyonunda yodun olarak kullaniimakta
olan analitik tekniklerdir. NMR teknigi ile polimerlerin zincir sonu gruplari ve kimyasal
bilesimleri karakterize edilebilmektedir. Bunun yani sira, NMR anallizinde kisa
polimerik zincirlerin stereokimya 6zellikleri bakimindan birbirlerinden ayirt edilmeleri
de mumkindur [11]. Fakat NMR teknidi ile uzun ve karmasik bir polimer zinciri analiz
edildiginde, zincir sonu gruplara ait NMR sinyallerinin gsiddetleri, butin zincire ait
sinyal siddetine kiyasla ¢ok dusik olacagindan dolay! zincir sonu gruplarinin

belirlenmesi zorlasabilmektedir.

GPC ise karigsim icerisindeki molekdllerin boyutlarina goére birbirlerinden ayrilmasini
saglayan kromatografik bir tekniktir. GPC teknigi ile farklh fraksiyonlara ayrilan
polimer drnekleri, bir veya daha fazla dedektorle (6rn; kirinim indeksi, DAD (diode
array dedector), MALS) tayin edilebilmektedir. Bu yontemle yapilan ayirmada,
buyuk molekuller daha kuguk molekullere gore kolon igerisinde daha az zaman
gegirerek dedektdore daha once ulasirlar. GPC teknidi ile polimerlerin agirlik¢ca
ortalama molekdl kitlesi (Mw), sayica ortalama molekal katlesi (Mn) ve
polidispersite indeksi gibi veriler disuk dogruluk degerlerinde elde edilebilmektedir.
Fakat bu teknik ile polimerlerin zincir sonu gruplarinin ve kimyasal bilegimlerinin
belirlenmesi mumkun dedildir. Zincir sonu gruplar, polimerlerin reaktivite dzelliklerini
belirleyen birimlerdir. Dolayisiyla, bu birimlerin belilenememesi GPC tekniginin en

onemli eksikligi olarak on plana ¢gikmaktadir.

Sentezlenen polimerik malzemenin yapisal ve konformasyonel karmasikligi arttikgca
takip edilmesi gereken sentez isleminin zorlagsmasi, elde edilmesi hedeflenen
Urliniin hatali veya eksik olmasi ihtimalini arttirir. Ote yandan, karmasik polimerik
sistemlerin ylksek teknolojiye sahip uygulamalarda, kararl fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere sahip olmasi ve tekrarlanabilirligi yiksek kullanim kosullarini saglamasi
beklenmektedir. Sentez iglemlerinin zor olmasi ve uygulama alanlarindaki
beklentilerin yiksek olmasi, bu tlr yapilarin yiuksek hassasiyet ve dogrulukta veriler
saglayan hizli ve guvenilir analitik ydntemlerle karakterize edilmelerini
gerektirmektedir. NMR ve GPC gibi teknikler, polimer bilimi alaninda yuratilen

karakterizasyon c¢aligmalarinda uzun suredir yogun olarak kullaniimaktadir. Fakat
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bahsedildigi gibi, bu tur sistemlerin polimer analizinde eksiklikleri bulunmaktadir. Bu
nedenle, gunumuzde polimer bilimi ve muhendisligi alaninda yudrutulen
arastirmalarda s6z konusu geleneksel analitik yontemlerin yerine ¢ok daha ileri
teknolojiye sahip bir analitik teknik olan kutle spektrometrisi, yogun olarak

kullaniimaya baslanmistir.

Polimer orneklerindeki molekuler karmasiklik arttikca kuatle spektrometrisi gibi
yuksek hassasiyet ve dogrulukta tanimlama ve ayirt etme 6zelliklerini saglayan bir
analitik yontemin kullanim zorunlulugu ortaya cikmistir. Kutle spektrometrisi,
sentetik polimer analizinde kimyasal bilesimin, molekul kutlesi dagiliminin,
polidispersite indeksinin, zincir sonu gruplarinin yapilarinin, polimerlerin
konformasyon 0&zelliklerinin, kararliliklarinin ~ bitinlyle en dogru sekilde
belirlenebilmesini saglayacak tek analitik teknik olmasi nedeniyle diger analitik

teknikler arasinda 6n plana ¢ikmaktadir.

2.3. Kutle Spektrometrik Polimer Analizi

Kitle spektrometrik teknikler, yliksek hassasiyet (<107 mol), segcicilik (karisimda
bulunan tim turler icin ayri sinyal elde edilebilmesi), 6zgunlik (tam kutle analizinin
yapilabilmesi, izotopik dagihimin belirlenmesi veya pargalanma Urdnlerinin 6zgun
olmasi) ve analiz hizi gibi 6zellikleri sagladigindan dolayr ginimuizde polimer
analizlerinde aranan bir analitik ydntem durumundadir [12, 13]. Ustiin 6zelliklerinin
sagladigl avantajlar ve veri zenginligi gdéz onune alindiginda yakin gelecekte kutle
spektrometrisinin organik veya inorganik polimer analizlerinde kullaniimasinin

zorunlu hale gelecegdi gorulmektedir.

Ornek giris sistemi, iyon kaynagi, kitle ayiricisi, dedektér ve veri analiz sistemi bir
kitle spektrometresinin temel bilesenleridir (Sekil 2.1). Ornek giris sistemleri, analiz
edilen érnegdin iyon kaynagina uygun olarak iletiimesini saglamaktadir. Bu asamada
ornekler, iyon kaynagina c¢ogunlukla dogrudan enjeksiyon veya kromatografik
yontemlerle (sivi veya gaz kromatografisi) iletiimektedir. Analiz edilen 6rnek, iyon
kaynaginda gaz fazindaki analize uygun iyonlari haline doénasturalir. Kitle
ayiricisinda, iyon kaynaginda olusturulan iyonlar kitle/yik (m/z) oranlarina gére
birbirlerinden ayrilir. Kitle/ylk oranlarina gore ayrilan iyonlar, dedektor tarafindan
algilanir ve ayni anda 6lgim ve sinyal donustirme iglemleri de gergeklesir. Son

olarak dedektor tarafindan olusturulan sinyaller, bilgisayar sistemi yardimiyla kitle



spektrumu verilerine donusturulerek kaydedilir [14]. Kutle spektrometrelerinin katle
ayiricisi, dedektor ve bazi durumlarda iyon kaynagdi bolumleri vakum altinda
tutulmaktadir. Kutle spektrometrelerindeki vakum, yuksek teknolojiye sahip
pompalar yardimiyla 10°-101° torr disik basing degerleri saglanarak
surdurulmektedir. Analiz edilen iyonlarin gaz fazinda bulunan diger gaz molekaulleri
ile etkilesimlerinin engellenebilmesi icin bu sistemlerin surekli olarak vakum altinda

tutulmalari gerekmektedir [15].

T

Dedektor lumm

Sekil 2.1. Kitle spektrometrelerinin genel bilesenleri.

2.3.1. lyonlastirma Yontemleri

lyonlarin olusturulmasi, kiitle spektrometrik analizlerin en énemli basamagidir. Bir
molekullin iyonlagmasi, bir elektronun yapidan ayrilmasi veya eklenmesi; bir bagka
iyonun yapidan ayrilmasi veya eklenmesi sekillerinde olabilir. Analiz edilen 6rnegin
dzelliklerine gdre en uygun iyonlastirma ydéntemi secilmelidir. iyonlastirma
yontemleri, genel anlamda “sert” ve “yumusak” olarak siniflandiriimaktadir. Sert
iyonlastirma yontemleri, iyonlastirma sirasinda uygulanan ylksek enerjiden dolayi
analiz edilen iyonlarin asiri oranda pargalanmalarina neden olmaktadir.
lyonlastirma sirasinda bu sekilde meydana gelen asiri pargalanmalar nedeniyle,
ornegin analizi sonucunda anlamli veriler elde edilememektedir. Bazi durumlarda
ise, bu tur parcalanmalar, yapilarin aydinlatilabilmesi agisindan faydalidir ancak
degerlendiriimeleri zor olan karmasik verilerin elde edilmesine neden olmaktadir.
Elektron iyonlastirma (El), kimyasal iyonlastirma (Cl), hizl atom bombardimani
(FAB) ve alan desorpsiyonu yontemleri sert iyonlastirma kaynaklarina érnek olarak

verilebilir.



Gecmiste kutle spektrometrisi, sert ve tahrip edici bir analitik teknik olarak
bilinmekteydi. Bu dusunce, elektrosprey iyonlagtirma (ESI) ve matriks-yardimli lazer
desorpsiyon iyonlastirma (MALDI) gibi yumusak iyonlastirma ydntemlerinin
kullaniimasi ile buyuk molekullerin butun hallerinde analiz edilebilmesi sonucunda
tamamen degismis durumdadir. Yumusak iyonlastirma yontemlerinde sert
iyonlagtirmanin aksine, analiz edilen molekullerin butun halinde, pargalanmadan

tayin edilebilmeleri saglanmaktadir.

ESI ve MALDI tekniklerinin yaygin olarak kullaniimalari ile birlikte kuatle
spektrometrisi, polimer analizlerinde de olduk¢a dnemli bir analitik teknik durumuna
gelmistir [16-18]. Polimer zincirlerinin butin hallerinde pargalanmadan analiz
edilmesini saglayan bu iki teknik, ginUmuzde yuratulen polimer analizlerinde yogun
olarak kullaniimaktadir. Kutle spektrometrisinin polimer analizlerinde sagladigi en
onemli avantajlardan biri de, polimer 6rnegindeki her zincirin molekul kutlesinin tek
tek belirlenebilmesidir. Bu analizlerden elde edilen veriler kullanilarak zincirin tekrar
eden birimleri ve zincir sonu gruplari belirlenebilmektedir. Bunun yani sira, yan zincir
gruplarinin varligi ve ne olduklari, zincirin halkali yapida olup olmadigi hakkinda
detayll bilgi saglayan veriler de elde edilebilmektedir [19, 20]. Kopolimerlerin
bilesimleri ve dizilimleri de kutle spektrometrik analizle hizli bir gekilde
belirlenebilmektedir [21-25].

2.3.1.1. Matriks-Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI)

MALDI islemi sonucunda buyuk olasilikla tek yuklu iyonlar olusmaktadir. Bu nedenle
MALDI tekniginin kullanildigi polimer analizlerinden elde edilen veriler, daha hizl ve
kolay bir sekilde degerlendirilerek yorumlanabilmektedir. Ayni zamanda MALDI
teknigi, safsizlik ve tuz varhgini tolere edebildiginden dolayi, bu iyon kaynaginin
kullanildigi kitle spektrometrik analizler, hassasiyet problemi yasanmadan daha

hizli bir sekilde yurutulebilmektedir.

Tam MALDI uygulamalarinda oldugu gibi, MALDI kitle spektrometresiyle yapilan
polimer analizlerinde de ornek hazirlama basamagi oldukg¢a dnemlidir. Polimerlerin
bagarili bir sekilde analiz edilebilmeleri igin uygun ¢6zlicu, matriks ve tuz
kombinasyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu parametrelerin  optimize
edilmemesi, polimerik zincirlerin iyonlagma verimlerinin digmesinin yani sira bu

molekullerin gaz fazinda pargalanmalarina da neden olabilmektedir. Birlesik



Devletler Ulusal Standart ve Teknoloji Enstitusu (NIST), polimer analizi igin bu
alandaki kaliteli yayinlarda sunulan MALDI 6rnek hazirlama yontemlerini derleyerek
bir veri tabani olugturmus durumdadir. Fakat bu alanda yeni tur polimerik sistemlerin
hizli bir sekilde, surekli olarak geligtiriimesi nedeniyle yeni ornek hazirlama

yontemlerinin kullaniimasi gerekebilmektedir.

MALDI analizleri i¢in siklikla uygulanan ornek hazirlama yodntemlerinde uygun
¢ozucu igerisinde bulunan polimer ornekleri, matriksle 1:100-1:50000
(6rnek:matriks, molar orani) oran aralijinda karistiriimaktadir. Ozellikle polimer
analizlerinde molekdllerin iyonlagma verimliliklerinin arttirlmasi amaciyla ortama
iyonlastirici metal iyon tuzlari eklenebilmektedir [26]. MALDI plakasi Uzerinde
bulunan ¢ozucusu uzaklagtirimig matriks ve ornek karigimi Uzerine lazer 1gini
gonderilir (Sekil 2.2). Bu islemde kullanilan matriks molekdilleri, génderilen lazer
IsSininin dalga boyu araliginda kuvvetli absorpsiyon yapma 0zelligine sahip
olmalidir. Lazer isininin gonderilmesiyle matriks ve 6rnek karigimina yuksek ener;ji

aktarilir ve bdylece 6rnek molekdillerinin buttin halindeki iyonlari olusturulur [26-28].
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Sekil 2.2. MALDI sisteminin sematik gosterimi.

Sentetik polimer analizinde yaygin olarak kullaniimakta olan 2,5-dihidroksibenzoik
asit (DHB), 2-(4-hidroksifenilazo)-benzoik asit (HABA), a-siyano-4-hidroksisinnamik
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asit (a-CHCA), trans-3-indolakrilik asit (IAA), ditranol gibi matrikslerin ¢gogu okzo,
hidroksil ve karboksil gruplari igeren aromatik organik bilesiklerdir [28]. Analiz igin
kullanilacak matriksin secimi olduk¢ca o6nemlidir ve farkh tirdeki maddelerin
analizinde hangi matriksin daha iyi sonug verecegi kesin olarak bilinememektedir.
Analiz i¢cin uygun olan matriks, genelde deneme/yanilma yontemi ile tespit edilir [29].
MALDI igleminde analiz edilen 6rnekler, dogrudan lazer i1sinindan gelen enerjiye
maruz kalmamaktadir. Bu enerjinin blyuk bir kismi matriks molekulld tarafindan
sogurulur. Bu olay sonucunda yapisi bozulan ve super-sikistiriimis gaz haline gelen
matriks, meydana gelen transfer reaksiyonlari ile 6rnek molekuline H* veya metal
iyonlarini aktarabilmektedir. Bu olayin devaminda gaz genlestikce, Ornek
molekdulleri ve ylzeyde bulunan diger molekiller gaz fazina ydnlenirler. YUk transfer
reaksiyonlarinin ardindan yuzeye yakin boliumlerde bulunan yUksuz 06rnek
molekulleri de yUklenebilmektedir. Olugan 6rnek iyonlari, i¢ enerjilerinin buyuk bir

kismini genlesen gaz bulutu igerisinde meydana gelen garpismalarla harcarlar.

Miktarlari 10-*2-10*> mol araliginda olan o6rneklerin analizi, MALDI yontemi ile
kolaylikla yapilabilmektedir. Bu iyonlastirma yontemi ile 10® Da mertebelerinde
molekul kutlesine sahip makro yapilarin analiz edilmeleri mamkuandar [30]. Elli bin
Da molekul kutlesine kadar tek yuUklu iyonlarin olusumunun baskin oldugu bu
yontemde, daha yuksek molekul kutlesi degerlerine ¢ikildikga ¢oklu yuke sahip
iyonlarin olusum olasiliklari da artmaktadir. MALDI yénteminin dezavantajlarindan
birisi, matriksle seyreltilen érnek molekullerinin matriks molekdulleri ile gaz fazinda
birleserek kimeler (cluster) olusturmalaridir. Boyle durumlarda, molekull katlesinin

yuksek dogrulukla tayin edilmesi zorlasmaktadir [31].

MALDI, diger iyonlastirma yontemleri ile kiyaslandiginda polimer analizleri igin
oncelikli olarak tercih edilmektedir. Clnku polimerler gibi makromolekullerin MALDI
ile analizlerinde tek yUklu iyonlarin ([M+Na]*, [M+K]* veya [M+H]*) olugsum ihtimali
cok daha yuksektir [29]. MALDI kaynagi, genellikle genis kutle aralidi, yuksek
hassasiyet ve ayiricilik saglayan ugus zamanli kuatle ayricisiyla birlikte
kullaniimaktadir. MALDI analizlerinde 6rnek hazirlama agamasinin ardindan analiz
icin harcanan sure ¢ok kisadir. MALDI plakasi Gzerinde bulunan birden fazla 6rnege
ait veri, birbirlerinin sinyaline girisim yapmadan, anlik olarak elde edilebilmektedir.
Bu iyonlagtirma tekniginin 6rnek analizlerinde bunca avantaj saglamasina ragmen

baz eksiklikleri de bulunmaktadir. Analiz sonucunda elde edilen verilerin kalitesi,
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ornek hazirlama basamagina dogrudan bagimhdir. Ayrica MALDI plakasi Uzerinde
ornek ve matriks karigimlarinin damlatildiklar yizeylerde matriks kristallerinin
homojen olarak dagilm gostermemeleri nedeniyle, bu yuzeylerin her bolgesinde
tekrarlanabilir sonuglar elde edilememektedir [22]. Ozellikle polimer érneklerinin
analizlerinde zincirlerin iyonlastirma verimlerinin farkhliklarina goére vyaniltici
sonuglar alinabilmektedir. Zincir uzunluklarina ve zincir sonu gruplarin kimyasal
yapilarina bagli olarak o6rnekte bulunan tlrlerin iyonlasma verimleri farklilk
gOsterebilir. Bu nedenle, karisim igerisindeki farkli polimer tlrlerinin miktar
analizlerinde sorunlarla karsilagilmaktadir. Genis polimer zinciri dagilimlarina sahip
orneklerde (Mw/Mn>1.10), kisa zincirlerin daha uzun zincirlere gére daha yuksek
sinyal siddetlerine sahip olmalari nedeniyle ortalama molekul kutleleri yuUksek
dogrulukla hesaplanamamaktadir. Daha duguk polidispersiteye sahip polimer
orneklerinde ise ortalama molekul kitleleri, daha ylksek dogrulukla hesaplanabilir
ve bu tur orneklerin MALDI kutle spektrometrisi ile analizlerinden elde edilen
sonuglar, farkli analitik yontemlerle alinan sonuglarla uyum igerisinde olmaktadir
[32, 33].

2.3.1.2. Elektrosprey iyonlastirma (ESI)

ESI teknidi, MALDI'ye kiyasla daha yumusak bir iyonlastirma ydntemidir. Bu
nedenle, polimerler gibi makromolekullerin par¢galanmadan karakterize edildigi veya
kovalent olmayan etkilesimlerle batin halinde bulunan protein komplekslerinin
analiz edildigi calismalarda kullaniimak igin olduk¢a uygundur. ESI teknigiyle
yapilan iyonlastirma igleminde c¢ok yuUklu iyonlarin olusma olasiliginin ylksek
olmasi, daha karmasik verilerin elde edilmesine neden olsa da, bu durum ayni
zamanda yuksek molekul kutlesine sahip makro yapilara ait sinyallerin tayin

edilebilir sinirda gozlenebilmesini saglamaktadir.

ESI tekniginde ¢dzlcu igerisinde bulunan ornek, atmosferik basingta kuvvetli
elektriksel alanin uygulandigi kapilerden puskurtlictu gaz esliginde sprey halinde
puskurtilmektedir [15]. Aralarinda yaklagik olarak 0.3-2.0 cm mesafe bulunan
kapiler ile karsit elektrot arasinda genellikle 2-6 kV araliginda potansiyel fark
uygulanmaktadir. Bu kosullarda o6rnegin igerisinde bulundugu c¢ozeltinin sprey
halinde puskulrtulmesiyle kapilere uygulanan elektriksel yike bagh olarak, ¢oklu

yuke sahip damlaciklar olusur. Sprey yonine ters yonde gdnderilen isitiimis
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kurutucu gaz (N2 vb.), ¢oztcuinun damlaciklardan uzaklastiriimasini saglar (Sekil
2.3).

Piskiirtiicli Gaz
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Sekil 2.3. ESI sisteminin sematik gdsterimi.

Farkli ESI kaynagi tasarimlarinda kurutucu gaz etkisini ortadan kaldirmak amaciyla
ornegi iceren ¢ozelti, acik havayla kutle spektrometresinin ilk vakum bolgesi
arasinda bulunan, 1sitilmig, uzun, metal kapilerden gecirilmektedir (transfer kapileri).
Bu tUr bir ESI kaynaginda 6rnek ¢ozeltisinden siyrilan ¢éztcu molekulleri, kapilerin
ucundaki c¢arpigsmayla aktiflestiriimis pargalama (CAD) bdlimundeki c¢ikis
kullanilarak kitle spektrometresinden uzaklastirilir [15, 31, 34-39]. ESI kapilerlerine
dogrudan enjeksiyon veya kromatografik yontemlerle 0.1-10 pL/dk. akis hizi
araligindaki degerlerde c¢ozelti gonderilebilmektedir. Bu ¢ozelti akisina sistemin

¢alisma prensibine gore puskurtliicl gaz da eslik edebilmektedir.

ESI sirasinda meydana gelen damlaciklarin hangi mekanizmayla iyonlari
olusturduklari tam olarak bilinmemektedir. Bununla ilgili literatirde farkh mekanizma
Onerileri bulunmaktadir [40]. Bu mekanizmalar arasinda en yaygin olarak kabul
gérmls olaninda, ¢o6zucunun buharlasmasi ile damlaciklarin buzismeleri
sonucunda iyonlarin yuzeyde birikmesiyle ylkler arasindaki kulombik itme
kuvvetlerinin en aza indirildigi kabul edilmektedir. Bu islem, damlacigin

batdnlGgundn  bozuldugu (kulombik patlama), Rayleigh kararsizlik limitine
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ulagilincaya kadar devam edebilir (Sekil 2.4). Rayleigh limit degerinde birbirini
izleyen kulombik patlamalar, damlacik tek bir 6rnek molekull icerene kadar devam

edebilmektedir.
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Sekil 2.4. ESI sirasinda iyonlarin olusumu [38].

ESI islemi sonucunda 6zellikle 1000 Da degerinden daha ylksek molekil kitlesine
sahip olan molekullerin ¢oklu yuke sahip iyonlari olusmaktadir. Olusan iyonlar,
dizenli bir yuk dagihmina sahip olabilecegi gibi kendilerine 6zgu iyonlagma
verimlerine bagli olarak farkli ylik degerlerine sahip iyonlarin bolluklari da degisiklik
gOsterebilmektedir. Bazik ve asidik turler sirasiyla [M + nH]"™" katyon ve [M — nH]"™
anyonlari halinde iyonlasirlar. Sentetik polimerler gibi birden fazla iyonlasabilecek
grup iceren yapilar, ortama eklenen metal tuzlari (Na*, K*, Li* vb.) ile birleserek de
iyon olusturabilmektedir. ESI kitle spektrometrisi ile yapilan polimer o6rnegi

analizlerinde kullanilan ¢ézucunun ve tuzun turt oldukga onemlidir.
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Sekil 2.5. (A) Polietilen glikoliin (3400) ESI kitle spektrumu ve (B) Kitle/ylk orani
ekseninin kutle eksenine donusturulmus hali [41].

Sentetik polimerlerin ESI ile iyonlastiriimalar sonucunda farkli uzunluktaki zincir
gruplarina karsilik gelen yUkli iyon serileri olusmaktadir. Sekil 2.5'de verilen PEG
3400 6rnegine ait ESI kitle spektrumunda +1, +2 ve +3 yuk degerlerine sahip [M +
nNa]™ halindeki iyon serileri gorulmektedir [41]. Her oligomere ait toplam iyon
bollugu belirlenerek farkli yuk degerlerinde gézlenen ayni ture ait sinyaller, kitle
spektrumunda butunlestirilebilir (deconvolution) (Sekil 2.5B). Fakat karmasik
polimer érneklerinin analizinde farkh yik degerlerine sahip sinyaller, birbirlerinden
yeteri kadar ayrilamazlarsa buatlnlestirme iglemleri sonucunda elde edilen veriler
uygun bir sekilde degerlendirilemez. Bu nedenden dolayi ESI, distk molekul kutle
araligindaki oligomer veya dendrimer orneklerinin analizleri i¢in daha pratik bir
yontemdir. Daha buyldk polimer o6rneklerinin  ESI kitle spektrumlarinin
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yorumlanabilmesi igin yuksek ayiriciiga sahip kutle spektrometrik tekniklerin
kullaniimasi gerekmektedir. Ornegin, yaklasik 20000 Da ortalama molekiil kiitlesine
sahip olan polimer o6rnegi, ayiriciligi en az 50000 degerinde olan bir kutle
spektrometrik sistem ile rahatlikla analiz edilebilir.

Kltle spektrometrik analiz 6ncesinde karmasik polimer ornekleri, gesitli ayirma
yontemleri ile sadelestirilebilmektedir. Fakat tim polimer ornekleri igin bu sekilde bir
on ayirmaya gerek duyulmayabilir. Polimer o6rneklerinin dogrudan enjeksiyon
yontemi ile analiz edilmeleri sonucunda da molekul katlesi dagilimlari, zincir sonu
gruplari, blok uzunluklari ve bilesimleri, kopolimer dizilim ve konformasyon 6zellikleri
belirlenebilmektedir. Ozellikle tandem kiitle spektrometrik analizlerle (MS/MS) zincir
sonu gruplarinin belirlenmesi, izobarik (ayni ortalama kutleye sahip farkl tirler) ve
izomerik (ayni kesin kltleye sahip farkli yapidaki turler) tarlerin ayirt edilmesi ve

makromolekull konformasyonlarinin aydinlatiimasi mimkun olabilmektedir.

MALDI ve ESI tekniklerinin polimer analizlerinde birbirlerine gbre avantaj veya
dezavantaj sagladiklari durumlar, dnceki bolumlerde ayri ayri degerlendirilmistir. Bu
hususlarin bir araya toplanarak karsilastiriimasi, konunun anlagilmasi agisindan

daha uygun olacaktir.

MALDI tekniginin kullanildigi analizlerde tek yukli iyonlarin olusum olasiliklari, daha
yuksek iken ESI teknigi ile yapilan kitle spektrometrik analizlerde olusan goklu ytke
sahip iyonlara karsilik gelen sinyaller, kitle spektrumunu karmasik hale getirerek
verilerin  degerlendiriimesini  zorlastirmaktadir. Bu nedenle, polimer
karakterizasyonu c¢alismalarinda oncelikli olarak MALDI kutle spektrometrisi
analizlerinin yapilmasi tercih edilmektedir. ESI ise MALDI teknigine gbére daha
yumusak bir iyonlagtirma yontemidir. Bu nedenle, polimerler gibi makromolekul
yapilarinin ESI kullanilarak yapilan analizlerinde MALDI teknigiyle yapilan analizlere

kiyasla yapilar pargalanmadan daha iyi korunabilmektedir.

Polimer orneklerinin analizlerinde tirlerin iyonlasma verimliliklerinin arttirimasi
amaciyla ortama metal iyon tuzlari eklenmektedir. MALDI teknigi, ortama eklenen
tuz ve diger katki maddelerini tolere etmek agisindan ESI tekniginden daha
ustindur. ESI analizlerinde kullanilan ¢oézicu ve Ornekler igerisine katki
maddelerinin eklenmesi, ortam safsizligini arttirarak cihazlarin kirlenmesine yol
agmasinin yani sira, ornek molekul iyonlarinin baskilanmalarina da neden

olmaktadir.
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ESI teknigi ile birlikte G¢lu dort kutuplu (triple quadrupole) veya dort kutuplu-ugus
zamanl (Q/TOF) gibi hibrit kutle ayirici sistemlerinin tam uyumlu olarak galismasi,
yapilan érnek analizlerinde MS/MS ¢aligsmalarinin da yurGtlilmesini saglamaktadir.
MALDI tekniginin de bu tur katle ayiricilarla birlikte kullanildigi galismalar mevcuttur.
Ancak ESI tekniginin surekli akis saglayan ¢alisma prensibi, bu tur kitle ayiricilarla
birlikte kullanilmaya daha uygundur. Ayni zamanda MALDI tekniginde analiz edilen
turlerin iyonlagma verimleri, turlerin kimyasal yapilarina ve buyukluklerine gore
degisiklik gostermektedir. Bu durumda tekrarlanabilir iyonlasma veriminin elde

edilememesi de 6zellikle MS/MS galigsmalari igin bir dezavantaj olusturmaktadir.

Bu iki iyonlastirma yonteminin birbirlerine gore uUstin ve eksik olduklari durumlar
mevcut olsa da MALDI ve ESI tekniklerinin gelistiriimesi ve ilgili calisma alanlarinda
her ikisinin de yogun olarak kullanimlari, polimer ornek analizlerinde ¢igir agcmis
durumdadir. Bu alanda yapilan calismalarda elde edilen verilerin zenginligi ve

literatlre sagladiklari katki gln gegctikge buyulk bir hizla artmaktadir [42-45].

2.3.2. Kutle Ayiricilan

Katle ayiricilari, gaz fazindaki iyonlari m/z oranlarina gére ayirmaktadir. Kitle
spektrometrelerinin kitle ayiricisi bolumleri, iyonlarin ortamda bulunabilecek diger
gaz molekulleri ile garpismadan dedektore iletilebilmeleri i¢in surekli olarak vakum
altinda tutulur. Bazi kltle ayiricilar, tarayici ayiricilar olarak farkh katleye sahip
iyonlari belirli bir zaman araliginda m/z oranlarina gore tarayarak dedektore iletirler.
Dort kutuplu kutle ayiricisi bu tir ayiricilara 6rnek olarak verilebilir. Bir diger kutle
ayiricisi grubu, iyonlarin akiglariyla birlikte dedektore iletilmelerini veya ayni anda
bir dedektor gibi veri elde edilmesini saglamaktadir. Ugus zamanl ve iyon tuzakh

kutle ayiricilari, bu grubun en ¢ok bilinen drnekleridir.

Kutle siniri, iyon iletim verimi, ayiricilik gucu, kutle dogrulugu, dinamik araligi ve
calisma basinci degeri, bir kutle ayiricinin o6zelliklerini belileyen en 6nemli
parametrelerdir. Her kutle ayiricisinin digerlerine gore Ustin oldugu ve eksiklerinin

bulundugu 6zellikleri vardir.

Polimer oOrneklerindeki karmagik sinyallerin birbirlerinden ayrilabilmeleri, kutle
ayiricinin belli bir kutle araligindaki ayiriciligina dogrudan baglidir. Kutle
spektrumlarinda yorumlama yapilirken daha ylksek katle dogrulugunu saglamak

icin atomlarin monoizotopik kutle degerlerinin kullaniimasi tercih edilir. Bunun
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yaninda iyi bir ayiricilik saglayan kutle ayiricisinin kullaniimasiyla kendine has
izotopik dagilimlara sahip atomlarin (brom, gumus, lityum vb.) varligi belirlenebilir.
Bdylece analiz edilen tirlerin bilesim analizlerinin yapilmasina da ¢ok buyuk katki

saglanmis olur.

Bundan sonraki bolumde, tez kapsamindaki ¢alismalarda kullanilan dort kutuplu,
ugus zamanh ve bunlarin birlikte kullanildigi dort kutuplu/ugus zamanh kutle

ayiricilarla ilgili bilgiler, ayrintili olarak verilmektedir.

2.3.2.1. Dort Kutuplu Kiitle Ayiricisi

Dort kutuplu kutle ayiricilar, dairesel veya hiperbolik sekil olusturacak durumda
birbirlerine paralel olarak konumlanmis dort adet metal gubuktan olusmaktadir [15,
31, 34, 46]. Birbirlerine karsilik gelen metal cubuklar, ayni potansiyel farkina
sahipken farkli polarite ile yliklenmis durumdadir (Sekil 2.6). Her bir cifte dogru
akimla (DC) uygulanan voltaj (U) ve Vcosw t olarak ifade edilen radyo frekansi (rf)
bilesenleri etki etmektedir. Bdylece, her metal gubugun toplam potansiyeli, +(U +
Vcoswt) veya —(U + Vcoswt) degerlerinde iken, rf alani bu gubuklarin polaritelerini

periyodik olarak degistirmektedir [15, 31].

- DEDEKTOR

—-(U+V cos mt)
(U+V cos mt)

Sekil 2.6. Dort kutuplu kitle ayiricisinin sematik gosterimi.

lyonlar dort adet metal cubugun aralarindaki alana girmeden &énce
hizlandiriimaktadir (~5-20 eV). Bir katyon, negatif olarak yuklenmis kutba dogru

hizlandiriirken anyonlar i¢in bunun tam tersi gecerlidir. Dort kutuplu kutle
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ayiricisinda iyonlar kendilerine gore ters polariteye sahip cubuga dogru yonelirler.
lyonlar gubuklara temas etmeden hemen énce gubuklarin polariteleri tersine gevrilir
ve iyon boylece diger cubuklara dogru yonlendirilmis olur. Bu durumun devam
etmesiyle iyon dort cubuk arasinda saliniml olarak hareket eder. Bu surecte,
cubuklardaki DC ve rf voltaj degerleri kontrol edilerek bazi iyonlarin gubuklar
arasindan ¢ikmalari veya gubuklarla temas edip yuklerini kaybetmeleri saglanabilir.
Ornegin, “m” kitlesine sahip olan iyon, belli U ve V degerlerinde sabit bir yonde
dedektore dogru iletilebilirken, ayni kosullarda diger iyonlarin gubuklarla temas edip
yuklerini kaybettikleri gorulmektedir [15, 46]. Ayirma sirasinda U/V orani sabit
tutulurken tarama yapilmaktadir. Bdylece farkli m/z oranlarina sahip iyonlar
birbirlerinden ayrilarak, dedektor yonune dogru sirali olarak basarili bir sekilde
iletiimektedir. Eger U=0 (DC yok) dederine ayarlanir ise sadece V dederine goére
belirlenen katle sinirnnin Ustindeki iyonlar dedektore ulastirilabilir. Boylece dort
kutuplu kdtle ayiricisi, c¢arpisma hucresi olarak tandem kutle spektrometrisi

uygulamalarinda kullanilabilir.

2.3.2.2. Ugus Zamanh Kiitle Ayiricisi

Ucus zamanh bir kitle ayiricisinda iyonlar, dncelikle kendilerine keV mertebesinde
kinetik enerji saglayacak potansiyele maruz birakilarak hizlandirihrlar [47]. Bu
sekilde “ucurulan” iyonlar, dedektore ulasmak icin ucus tiplindeki mesafeyi belli bir
zamaninda kat ederler [15, 31, 34, 47]. iyonlarin ugus zamani degerleri, m/z
oranlarina gore degisen iyon hizlarina baglidir. Bir iyonun dedektére ulagsma suresi,
m/z de@erinin karesi ile dogru orantilidir. Buna goére, daha buyuk iyonlarin dedektore

ulasmalari daha fazla zaman almaktadir.
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Sekil 2.7. (A) Lineer ve (B) reflektron ugus zamanli kiitle spektrometrelerinin sematik
gosterimi. Ayni m/z oranina, farkli kinetik enerjilere sahip iyonlar, “a” (yuksek kinetik
enerjiye sahip) ve “0” (disuk kinetik enerjiye sahip) isaretleri ile gosteriimektedir

[15].

Basit bir lineer ugus zamanlh kuatle ayiricisi (Sekil 2.7 (A)), ayni kitleye sahip
iyonlarin hizlarinin farkl degerlerde olabilmelerinden dolayi, dusuk ayiriciliga sahip
olabilmektedir. Baglangicta iyon kaynaginin farkh bolgelerinde, farkli kinetik enerjiye
sahip olan iyonlarin hizlandirlma asamasinda da farkli kinetik enerjiye sahip
olmalari, iyon hizlarinda farklilagsmaya neden olmaktadir. Bunun yani sira, farkli
zamanlarda farkh konumlardan hizlandirilan iyonlar, farkli yollar izleyerek
dedektdre dogru hareket edebilirler. Ayiricihgin dismesine neden olan, baslangi¢

kinetik enerjisi, zaman ve konuma bagli bu farkliliklar, aralikli odaklama (time-lag
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focusing veya delayed extraction) veya geciktiriimis ayirma uygulamasinin ve
reflektron biriminin kullanilmasi ile buyuk oranda ortadan kaldirilabilmektedir (Sekil
2.7 (B)) [48].

Aralikli odaklama igleminde iyon olusumu ile hizlandirilma olaylari arasinda bir
bekleme suresi bulundurulmaktadir. Bu iglemin uygulanmasi ile dedektdre dogru
yonlenen daha hizl iyonlar, ayni kutleye sahip diger iyonlara gore daha dusuk
kinetik enerjiyle hizlandiriimaktadir. Boylece, ayni kutleye sahip olan iyonlar,
dedektdre ayni anda ulasirlar. Reflektron ise, iyonlarin bulunduklari ydénden geriye
dogru yansitiimalarini saglayan, belli bir elektrik alana sahip iyon aynasi olarak
tanimlanabilir (Sekil 2.7 (B)). Daha hizli iyonlar (daha yuksek kinetik enerjiye sahip),
reflektron biriminin daha derin kisimlarina nifuz ettiklerinden dolayl geriye
dénmeden 6nce daha fazla zaman harcarlar. Boylece, ayni kitleye sahip, daha
yavas iyonlar, reflektron boliminde daha az zaman harcadiklarindan dolayi hizl
iyonlarla dedektdre ayni anda ulasirlar. Reflektron birimi bulunan ugus zamanh kutle
ayiricilarda tandem kutle spektrometrisi uygulamalari da yapilabilmektedir. Bu tur
uygulamalarda kaynakta olusturulan iyonlar arasindan hedeflenen 6ncll iyonu
se¢cmek igin cihazda iyon gegidi boliminun bulunmasi gerekmektedir. Belirli bir
zaman araliginda sadece 6ncul iyonlarin gegisine izin veren bir saptirici elektrot iyon
gecidi gibi kullanilabilmektedir. Gegit ile reflektron boélimleri arasinda kaynak

sonrasi par¢alama islemi (Post-source decay, PSD)) gerceklestirilebilmektedir [49].

Yuksek iyon iletimi ve hizli tepki Ozelliklerine sahip olan ugus zamanl kutle
ayiricilari, MALDI gibi kesikli olarak iyon paketi gonderen (pulsed) bir iyon kaynagi
ile uyumlu olarak kullanilabilmektedir. ESI gibi devamli iyon akisinin olusturuldugu
kaynaklarin ugus zamanli kiitle ayiricisi ile birlikte kullanilabilmesi i¢in iyonlarin ugus
zamanli ayirma tlpune dik agiyla (ortogonal) yonlendiriimesi gerekmektedir. Bu tar
cihazlarda iyonlar, dncelikle bir tuzaklama birimine tasindiktan sonra ugus zamanlh
ayirma tipune dik agilyla gonderilmektedir [50]. Ugus zamanl kltle ayiricisi, kitle
sinirlandirmasinin olmamasi, reflektron ve aralikli odaklama islemleri kullanilarak
ayiricilik degerlerinin yUkseltilebilmesi sebebiyle biyolojik makromolekul ve sentetik

polimer analizleri igin oldukga idealdir.
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2.3.2.3. Dort Kutuplu/Ugus Zamanl Kitle Ayiricisi (Q/TOF)

Kutle spektrometrelerinin  performanslarini  veya bu cihazlar kullanilarak
yapilabilecek uygulamalarin gesitliligini arttirmak amaciyla farkli kttle ayiricilari ayni
sistem Uzerinde birlikte kullanilabilmektedir. Bu tur uygulamalarda genel olarak
kullanilan kutle ayiricilarinin Ustun olduklar 6zelliklerden faydalanilarak en iyi
performansin elde edilmesi amaglanmaktadir. Tez g¢alismalarinda kullanilan dort
kutuplu/ugus zamanli kitle ayiricisi (Q/TOF), literatir galismalarinda da yaygin

olarak kullanilan hibrit kitle ayiricisi sistemlerinden birisidir.

Q/TOF kutle ayiricisinda dort kutuplu ve ugus zamanl kutle ayiricilari birbirlerine
gore dikey pozisyonda bulunmaktadir. Bu tlr sistemlerde carpisma hucreleri,
genellikle dort kutuplu birimle ugus zamanh ayrimin yapildigi tipun arasinda
bulunur. Kutle spektrometrik analizlerde dort kutuplu ayirici bélimune rf potansiyeli
uygulanarak bu birimin kaynaktan gelen iyonlari yonlendirme ve ugus zamanli
ayirma tupune iletme gorevini gerceklestirmesi saglanmaktadir. MS/MS
analizlerinde ise, dort kutuplu ayiriciya rf ve dc potansiyelleri uygulanarak sadece
hedeflenen &éncll iyonlarin gecisine izin verilmektedir. Secilen 6ncll iyon dort
kutuplu ayirici béliminden gecgerek garpisma hulcresine ulasir ve burada gaz
molekulleri (Ar ve N2 gibi) ile ¢arpistirilarak daha kuguk iyon pargalarina ayrilir. Bu
sekilde olusturulan pargalanma iyonlari ugus zamanli ayirma tuputne gonderilir. Dort
kutuplu ayiricilarin ugus zamanl ayiricilarla birlikte kullanilmasi, ¢cok daha yuksek
ayiricihk ve kutle dogrulugunda verilerin elde edilebilmesini saglamaktadir.
Gunumuzde bu tur sistemlerle 50000 ayiricilik degerinde 1-5 ppm kutle dogrulugu

elde edilebilmektedir.

2.3.3. Dedektorler

Katle ayiricisinda m/z oranlarina gore ayrilan iyonlar, dedektére dogru yonlenirler.
Bir dedektor, gelen iyonlari bolluklariyla orantili olarak elektrik akimina donasturur.
Kutle spektrometrelerinde yaygin olarak bulunan mikrokanalli plaka dedektoru
(MCP), birbirlerine paralel konumda olan, delikli, silindirik kanallardan olugsmaktadir.
Her kanal, 5-25 pm ¢apinda ve birka¢ mm uzunlugundadir. Kanallarin her biri, gelen
iyon demeti garptiginda elektron yayan yari iletken bir malzeme ile kaplanmigtir.

Plakanin giris kismi, genellikle ¢ikisina gore daha negatif polaritede, 1 kV potansiyel
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degerinde tutulur. Cikista akan elektronlari toplayan bir metal anot bulunur ve

burada gerceklesen elektron akisindan akim degeri olgulur.

Daly dedektoru, kutle spektrometrik cihazlarda yaygin olarak bulunan bir diger
dedektor turadur. Elektro-optik iyon dedektorleri tipinde olan Daly dedektoru, gelen
iyonlari elektron ve fotonlara donusturtr. Daly dedektorleri, donusturicu dinod,
sintilator ve fotogogaltici tup birimlerinden olugsmaktadir. Kitle ayiricisindan gelen
iyonlar, donusturucu dinoda garparlar. Bunun sonucunda ikincil elektronlar olusur.
Daha sonra bu elektronlar, fosforesent plaka Uzerine hizlandirilarak fotonlarin
olusumu saglanir. Olusan fotonlar, fotogogaltici ile algilanir ve sinyale donusturular
[15].

2.4. Tandem Kiitle Spektrometrisi

Daha o6nceki bdlimlerde de bahsedildigi gibi MALDI ve ESI gibi yumusak
iyonlastirma yontemlerinin kullanilmasiyla iyon kaynaginda meydana gelen
parcalanma minimize edilebilmektedir. Tandem kutle spektrometrisinde ise iyon
kaynaginda butun halinde olugturulan iyonlar, genellikle kutle ayiricilari bolumunde
parcalanmaktadir. Bu pargalama iglemi sonucunda olusan anlamli pargalanma
urtnleri degerlendirilerek yapi hakkinda ayrintili bilgiler elde edilebilmektedir.
MS/MS veya MS" olarak da ifade edilen tandem kutle spektrometrik analizleri genel
olarak; (1) iyon olusumu, (2) 6ncul iyonun secimi, (3) parcalanma urUnlerinin
olusumu, (4) kutle spektrometrik tayin ve pargalanma Urlnlerinin analizi gibi temel
basamaklardan olugmaktadir (Sekil 2.8) [51].
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Sekil 2.8. Tandem kitle spektrometrisinin temel basamaklari.

Oncitil iyon iki farkl ydntemle pargalanmaktadir. Bunlardan birinde parcalama iglemi,
mekan temelli olarak gergeklestirilir ve bu islemde iki veya daha fazla kitle ayiricisi
bir arada kullaniimalidir. Zaman temelli pargalama iglemlerinde ise, iyon depolama
birimlerinin kullaniimasi gerekmektedir. Doért kutuplu-iyon tuzakh sistemler, zaman
temelli parcalama islemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu sistemin
kullanildi§i tekniklerde tiim iyonlar, ayni yerde tuzaklanirlar. ik olarak énciil iyon
haricindeki tum iyonlar, dedektore gonderiimeden tuzaktan cikarilirlar. Bunun
ardindan, tuzaklanmisg oncul iyonlar, belli bir sure boyunca nétral bir gazla
carpistirilarak pargalanmaya maruz birakilirlar. Bu islem sonucunda elde edilen

parcalanma urunleri, tayin edilmek Uzere tuzaktan gikarilirlar.

Mekan temelli parcalama islemleri ise, ugus zamanli, Q/TOF ve uglu dort kutuplu
gibi kutle ayirici sistemlerde yapilabilmektedir. Bu iglemde 6ncul iyon, ilk katle
ayiricisi béliiminde izole edildikten sonra ¢arpisma hiicresine gonderilir. Onclil
iyonun ¢arpisma hucresinde notral gaz molekdlleri ile carpistiriimasiyla pargalanma
artnleri meydana gelir. Olusan pargalanma Uranleri, ikinci bir kitle ayiricisi ile analiz

edilir. Bu bélumde yapilan analiz iyonlarin m/z oranlarina gére ayrilmasidir.

Carpismayla aktiflestiriimis pargalama (Collisionally activated dissociation, CAD)
islemi, literatirde c¢arpismayla induklenmis pargalama (Collision-induced
dissociation, CID) adiyla da ifade edilmektedir. CAD ydntemi, tandem Kkutle

spektrometrik analizlerde en ¢ok kullanilan pargalama teknigidir. CAD iglemi temel
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olarak; (1) oncul iyonun hizlandirilarak notral gaz molekulleri ile ¢arpismaya tesvik
edilmesi, (2) oncul iyon molekilinun potansiyel enerjisinin arttirimasi, (3)
parcalanma esigine ulasiimasi, (4) pargalanma UrUnlerinin olusumu basamaklarini

icermektedir.

Kinetik
Enerji

- 0 -

. N, Molekiilii (Molekiildeki en zayif
M*lyonu Carpisma Gazi baglarin kirilmasi
Onciil iyon sonucunda)
Olusan Parg¢alanma
Uriinleri

Sekil 2.9. Carpismayla aktiflestiriimis parcalamanin sematik gésterimi.

Secilen oncul iyonlar hizlandirilarak aktive edilmektedir. Boylece bu iyonlar gaz
molekulleri (Ar, N2, He vb.) ile enerjili garpismalar yapabilmektedir. Carpismalar
esnasinda oncul iyonlarin kinetik enerjilerinin bir kismi, i¢ enerjiye donusturulerek
hizli bir sekilde iyonun dénme ve titresim enerji transferlerinin gerceklestiriimesini
saglar. Bu olay esnasinda oncil iyon molekulindeki en zayif baglarin kirilma
egilimleri diger baglara gore daha yuksektir (Sekil 2.9). Bunun yaninda eneriji
durumu acisindan en kararli pargalanma urunlerinin olusumu da tek molekulll

(unimolecular) yer degistirme mekanizmalarinin tetiklenmesi ile saglanir.

CAD iglemi, iletim ve tuzaklama prensibine gore g¢alisan kutle spektrometrelerinde
gerceklestirilebilir. Onciil iyonunun, carpisma gazi atomunun veya molek{liniin
kutlelerine ve 6ncul iyonun ¢arpigsma oncesinde sahip oldugu kinetik enerjiye bagli
olan maksimum miktardaki kinetik enerji, meydana gelen garpisma sonrasinda i¢

enerjiye donusturilmektedir. Bu parametreler arasindaki iligki;
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N
k
mp+N

(2.1)

esitligi ile ifade edilebilir. Bu esgitlikte N nétral ¢arpisma gazinin atom/molekdl
kutlesini, mp segilen oncul iyonun molekul kutlesini ve Ek ise 6ncul iyonun garpigsma
oncesinde sahip oldugu kinetik enerjisini ifade etmektedir. Bu ifadede yer alan E
birimi, kutle merkezi (center-of-mass, Ecom) kinetik enerjisi olarak da isimlendirilebilir.
Oncll iyonunun carpisma 6ncesinde sahip oldugu kinetik enerjinin degistirilebildigi
cihazlarda, CAD islemi, Exdegerinin buyuklugune gore “yuksek enerijili” veya “dusuk
enerjili” olarak adlandiriimaktadir. Yuksek enerjili CAD isleminde oncll iyonlarin
kinetik enerijileri birka¢ keV mertebesindedir ve ¢arpismalar 2-10 mbar gibi gorece
dusuk basinglarda meydana gelmektedir [52]. Polimerler gibi bayuk éncul iyonlarin
parcalandigi uygulamalarda donme ve titresim modlarinin keV mertebesindeki
carpisma enerjileri ile dogrudan uyarilmasi tercih edilmektedir. Clnkl bu tir yapilar
icin kutle merkezi kinetik enerjileri, uyariimig elektronik seviyelere ulagsmak igin

yeterli degildir.

Dusuk enerjili CAD islemi, ilk kinetik enerjileri daha duguk olan iyonlara (<200 eV)
uygulanmaktadir. DuslUk enerjili CAD isleminde ylksek enerjili CAD isleminden
farkh olarak tek bir carpismayla aktarilan ilk enerji miktari, parcalanmanin
gerceklesmesi icin yeterli degildir. Bu teknikte parcalanmanin gergceklesmesi igin
garpisma gazinin basincinin veya iyon tuzakli gibi sistemlerde uyarma suresinin

arttirlmasiyla birden fazla carpismanin meydana gelmesi saglanmalidir [52].

Kutle spektrometrik polimer analizlerinde orneklerin karmasikhigina ve alinmasi
hedeflenen sonugclarin tirine gére her basamakta (6rnek hazirlama, 6n ayirma,
iyonlastirma, veri toplama, veri analizi) ¢esitli analitik stratejiler uygulanmaktadir.
S6z konusu analitik ydntemlerle birlikte tandem kutle spektrometrisi analizlerinin
yapilmasi, polimerler gibi makromolekiillerin yapilari hakkinda ¢ok faydali verilerin
elde edilmesini saglamaktadir. MS/MS analizlerinde meydana gelen pargalanma
mekanizmalarinin belirlenmesi, incelenen polimerin yapisi hakkinda ¢ok daha
ayrintili sonuglarin elde edilmesini saglamaktadir. Bu tlr analiz verilerinin
deg@erlendiriimesinde cesitli veri analiz programlarinin kullaniimasi ile daha hizli ve
dogru sonuglar elde edilebilmektedir. Tandem kutle spektrometrisi alanindaki

gelismeler surdukge, bu yonteme dayal teknikler, polimer muhendisligi ve bilimi
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alanlarinda dizilim kontrolli polimer sistemleri Uzerine yapilan g¢aligmalar igin

vazgegcilmez analiz araglari haline gelecektir.

2.5. iyon Hareketliligi-Kiitle Spektrometrisi (IM-MS)

lyon hareketliligi-kitle  spektrometrisinin ~ (IM-MS), temel ve uygulamali
calismalardaki yeri ve kullanimi, son vyillarda ¢ok hizli bir sekilde artis
gostermektedir. Bu analitik yonteme olan ilgi, gelisen teknoloji ile birlikte farkh
turdeki orneklerin analizlerinde yuksek hassasiyet, ayiricilik giicu ve disuk miktarda
ornegin analiz edilebilmesi gibi parametrelerdeki iyilestirmelere paralel olarak

artmaktadir.

lyon hareketlilii ve kitle spektrometrisi alanlarinin her ikisinin de temelleri, 1800’l(i
yillarin sonuna dogru Thomson ve Rutherford’'un X-isinlari Uzerine yaptiklari
calismalara dayanmaktadir. iyon hareketliliginin analitik ydntem olarak gelistiriimesi
ile ilgili kayda deger ilk galismalar ise, 1930’lu yillarda Tyndall tarafindan yapilmistir
[53-55].

Bu alanda yaplilan ilk ¢alismalarda iyon hareketliliginin bagh oldugu basing, sicaklik,
elektrik alani ve iyonlarin suruklenme bolumunde gecirdikleri zaman gibi temel
parametreler deneysel olarak incelenmigtir [56-61]. 1960l yillarda gaz fazi iyon
kimyasi Uzerine ¢aligmalar yapan bazi arastirma gruplari, farkli konfigurasyonlara
sahip hibrit IM-MS cihazlari gelistirmistir [62, 63]. ESI tekniginin gelistiriimesine
katkida bulunan ilk calismalarin yapildigi dénemde iyon hareketliligi dlgimleri de
yapilmigtir [64, 65]. Ticari Uretimlerin ardindan iyon hareketlilik cihazlari, yapi
aydinlatma ve kimyasal izomerlerin ayirt edilmesi ¢caligmalarinda kullaniimistir [66-
69]. 1982 yilinda yapilan bir ¢calismada, lazer iyonlastirma kullanilarak olusturulan
protonlanmis turlerin iyon hareketliliklerinin analiz edilmesi ile bu turlerin iyon
hareketliligi spektrumlari elde edilmistir [70]. GUnumuzde kullaniimakta olan, yliksek
ayiricilik, hassasiyet ve farkl érnekler igin uygulanabilirlik 6zelliklerine sahip olan
modern IM-MS teknikleri, 1990l yillarda geligtiriimeye baslanmistir. Bu gelismeler
ESI ve MALDI gibi iyonlastirma tekniklerinin kitle spektrometrik analizlerde ilk
olarak kullanilmaya baslandiklari ddneme denk gelmektedir [71-73]. Son yirmi yillik
dénemde, iyon hareketliligi ile kutle spektrometrisinin birlestirildigi sistemlerin
geligtiriimesinde ¢ok hizli ve o6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu ilerlemeler

Ozellikle, elektrodinamik alanlar kullanilarak iyonlarin birbirinden farkli vakum
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degerleri altindaki bolgeler arasinda hapsedilmelerinin, iletiimelerinin ve

odaklanmalarinin gergeklestirilebilmesi konulari ile ilgilidir.

lyon hareketliligi alaninda yapilan ilk calismalardan bu yana, modern iyon
hareketliligi teknolojisinin sahip oldugu ozellikler ve parametrelerin Uzerine
arastirmalar yapilmaktadir. IM-MS teknolojisinde gelismeler kaydedildikge bu
teknigin kullanildigi alanlardaki uygulamalarin, yayinlarin sayilari ve kaliteleri de
hizla artig gostermektedir. Temel bilim galigmalarinda onemli bir yere sahip olan IM-
MS teknigi, endustriyel boyutta yuritilen gesitli arastirma gelistirme faaliyetlerinde

de aranan ve ilgi goren bir analitik sistem haline gelmistir.

lyon hareketlilik teknikleri calisma prensiplerine gére (i¢ temel gruba ayrilabilir.
Bunlar; (1) zamana goére ayiran, (2) konuma gore ayiran ve (3) iyon hapsetme ve
secimli salma prensibine goére ayiran sistemlerdir. Zamana goére ayiran iyon
hareketliligi tekniklerinde ayni duzlemde suriUklenen iyonlarin belli bir noktaya varis
sureleri Uzerinden veriler elde edilmektedir. Konuma gore ayiran iyon hareketliligi
tekniklerinde ise iyonlar, hareketlilik 6zelliklerine gore farkli striklenme yollarini
takip ederek birbirlerinden ayrilirlar. Konuma gore ayiran iyon hareketliligi
tekniklerinde voltaj degerlerinde tarama yapilarak genis bir spektrumda iyon
hareketliligi verisi elde edilir. Alan asimetrik iyon hareketliligi spektrometrisi (Field
Asymmetric lon Mobility Spectrometry, FAIMS), tekdlize alan hareketlilik analizérleri
(uniform-field differential mobility analyzers, DMA) ve yeni gelistirilen frekans
taramali iyon hareketliligi segimi yapan ¢apraz ayarli iyon hareketlilik spektrometresi
konuma gore ayirma prensibine dayali 6ne ¢ikan yontemlerdir [74-80]. Iyon
hapsetme ve salma yontemlerinde iyonlar, basinglh bir alanda tuzaklandiktan sonra
hareketliliklerine gére secimli olarak birbirlerinden ayriimaktadir. iyon hapsetme ve
salma yontemleri, iyon hareketliligi calisma alanina son zamanlarda dahil olmustur.
Bu teknikte iyonlarin ylksek basingli ortamlardaki konumlarinin kontrol edilebilmesi,

elektrodinamik alanin ayarlanabilir duruma getiriimesiyle mimkun olmustur.

lyon hareketliligi ayirmalarinin temel prensipleri, kiitle spektrometrik tekniklerin
dayandiklari prensiplerle benzerlik gostermektedir. Bu sayede, bu iki teknik
rahatlikla tek bir sistem dahilinde birlikte kullanilabilmektedir. Zamana gére ayiran
iyon hareketliligi teknikleri, modern IM-MS yontemleri arasinda oldukga énemli bir
yere sahiptir. Zamana gore ayrimin yapildigi bu sistemlerde calisma prensiplerinin
geredi olarak analizin butininde tum sinyaller kaydedilmektedir. Bu tekniklerin
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kullanildigi galismalarda oncelikli olarak spesifik bir molekuler hedefe yonelmeden
analizler yarutulmektedir [81]. Analizlerin sadece zaman ayrimi islemi Uzerinden
genis bir aralikta yapilmasi, hassasiyet problemleriyle karsilasiimasina neden
olmaktadir. iyon hareketliligi dlclimlerinin tam anlamiyla gerceklestirilebilmesi icin
ise, daha fazla ayirma iglemi yuarutulerek verilerin istatistiki olarak elde edilmesi
gerekmektedir. Gunumuzde bilimsel g¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan
suriklenme tlpu iyon hareketliligi spektrometrisi (drift tube ion mobility
spectrometry, DTIMS) ve kaydirmali dalga iyon hareketliligi spektrometrisi (traveling
wave ion mobility spectrometry, TWIMS) yontemleri, zamana gore ayirma yapan
tekniklere ornek olarak verilebilir [82]. Bu yontemlerin yani sira, radyo frekansinin
kullanildigi  katle spektrometrik sistemlere benzer sekilde calisan art dalga
hareketlilik spektrometrisi (overtone mobility spectrometer, OMS) de zamana gore
ayiran iyon hareketliligi tekniklerinden birisidir [83]. Cok boyutlu ayirma islemlerinde
ornek molekdlleri, birbirini takip eden ayirma basamaklarinda ilerlerken elde edilen
ayiricihlk degerleri, belli bir seviyenin altina inmemelidir [84]. Zamana goére
ayirmanin yapildigi, tim ornek iyonlarinin ayni yolda ilerledigi sistemlerde bu
gerekliligin yerine getirilmesi ¢ok zordur. Her ayirma boyutunda ol¢gim sikliginin
arttirlmasi ve ¢oklu élgim alinmasi ile bu sorun ¢ozulebilmektedir. Bu yontemle her
ayirma boyutundaki varis zamanlari, her asamada elde edilen sinyaller ile yeniden
hesaplanip dizenlenmektedir. Benzer bir yontemden GC veya LC gibi
kromatografik yontemlerin kutle spektrometrik sistemlerle birlikte kullanildigi

analizlerde de faydalaniimaktadir [85-87].

2.5.1. Kaydirmali Dalga iyon Hareketliligi Spektrometrisi (Traveling Wave lon
Mobility Spectrometry, TWIMS)

Kaydirmali dalga iyon hareketliligi teknigi ile ilgili ilk yayin, Giles ve c¢alisma
arkadaglar tarafindan 2004 yilinda yayinlanmigtir. Bu sistem, 2006 yilinda
(SYNAPT HDMS) ticari platformda yer almigtir [88, 89]. TWIMS teknolojisinde 2009
yiinda (SYNAPT G2) yapilan duzenlemelerle, kaydirmali dalga formlarinin
potansiyeli degistirilmis ve surtklenme bolgesindeki basing degeri 6 kat arttiriimigtir.
Bu duzenleme, iyon hareketliligi ayinminin daha yuksek elektriksel alanda ve gaz
yogunlugunda yapilarak TWIMS cihazinin ayirma gucinu 4 kat arttirmistir [90, 91].
Cihazda 2011 ve 2013 yillarinda (SYNAPT G2-S ve SYNAPT G2-Si) yapilan son

dizenlemelerle ayni konfigirasyonda sistemin iyon kaynadi ve iyon transfer
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optikleri gelistirilerek iyon iletimi iyilestiriimigtir. Yapilan bu degisikliklerle TWIMS
cihazinin iyon olusturma verimliligi ve iyon aktivasyon kapasitesi arttiriimigtir.
TWIMS ile birlikte ESI, MALDI, nanoESI, kimyasal iyonlastirma ve termal
desorpsiyon korona bogalim gibi c¢esitli iyonlastirma kaynaklari birlikte
kullanilabilmektedir [92-95]. CAD parcalama teknigi, standart bir 6zellik olarak, tim
TWIMS cihazlarinda bulunmaktadir. Bu cihazlarda CAD pargalamasi, iyon
hareketliligi analizinden 6énce (MS/IM-MS) veya sonra (MS-IM/MS ve MS/IM/MS)
yapilabilmektedir [96, 97]. SYNAPT G2 cihazinda ift polaritede iyon
reaksiyonlarinin gergeklestirilebilmesi 6zelligi kullanilarak elektron transferi ile
parcalama (Electron Transfer Dissociation, ETD) iglemi de yapilabilmektedir [98-
100]. Wysocki ve calisma arkadaslan tarafindan gelistirilen ylzeyde uyarmayla
parcalama (Surface Induced Dissociation, SID) islemi, son zamanlarda TWIMS ile
birlikte kullanilan bir bagska MS/MS yontemidir [101]. SID yonteminde CAD
yontemindeki gaz ile carpistirma islemi ile parcalama yerine bir ylzey ile
carpistirarak pargalama yapilmaktadir. Yluzeyle carpisma, ulasilan aktivasyon
enerjisini arttirarak pargalanma mekanizmalarinin gergeklesmesine yol agan enerji
transferini saglamaktadir [102]. Cihaz konfigirasyonunda herhangi bir degisiklik
yapmadan SID modulind kullanmak moumkindir [103, 104]. SID ve CAD
parcalamalarinin bir arada kullanildigi ¢aligmalarda protein-ligand etkilegimleri ile
ilgili 6nemli yapisal bilgiler elde edilebilmektedir. Bu alandaki ¢alismalarda MDa
mertebesinde molekul kitlelerine sahip protein yapilarinin konformasyon 6zellikleri
ayrintil bir sekilde degerlendirilebilmektedir [105-109].

Bu alanda yapilan calismalarda TWIMS analizinden verilerin elde edilmesi ve
deg@erlendiriimesi asamalarinda kullaniimak Uzere daha pratik ve yuksek dogruluk
veren hesaplama yontemlerinin gelistirimesi amaclanmaktadir [110-112]. Bu
calismalarda iyon hareketliligi oOlcimlerinin tanimlama ve karakterizasyon
arastirmalarinda kullanilabilmesi i¢in TWIMS ydntemine 6zgu etkin ¢arpisma kesiti
(CCS) veri tabanlari olusturulmaktadir. Bu ¢aligmalarin birinde standart polialanin
oligomerlerleri kullanilarak TWIMS igin geligtirilen kalibrasyon ydntemiyle binlerce
peptidin CCS degerleri  %3-4 hata oraniyla hesaplanmistir [113]. Bir baska
calismada farkh laboratuvarlarda TWIMS kullanilarak yapilan metabolit
analizlerinde 125 adet metabolite ait CCS degerleri %5 dogrulukla hesaplanmistir
[114]. Ayni arastirma grubu, yaklagik 200 lipid yapisinin CCS degerlerini %3
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dogrulukla hesaplayarak bu turleri igeren bir veri tabani olusturmustur. CCS
degerlerinin hesaplanmasi ile ilgili gelismeler kaydedildikge bu alanda yapilan
analizlerde elde edilen sonuglarin dogrulugunun ve guvenirliginin hizla artacagi

ongorulmektedir.

2.5.2. Etkin Garpisma Kesiti (Collision Cross Section, CCS)

lyon hareketlilik spektrometreleri, basit olarak iyonlarin surikleyici gaz yardimiyla
bir elektriksel alanda ilerlerken harcadiklari zamani dlger. Bu elektriksel alanda
iyonlarin surtuklenme hizi (vp), elektriksel alanin siddeti (E) ile dogru orantilidir
(Esitlik 2.2). lyon hareketliligi sabiti olarak tanmimlanan K ifadesi, iyonlarin
surtklenme hizi ile do@ru, suruklenme zamanlari (tp) ile ters orantihdir (Esitlik 2.2
ve 2.3).

vp = KE
(2.2)
L
— = KE
th (2.3)

lyon hareketliligi (K), CCS degeri (Q), sayica siriikleyici gaz yogunlugu (hacim
basina disen molekul sayisi, N), iyonun kutlesi (m1), surtkleyici gaz atomlarinin
veya molekullerinin katlesi (mn), iyonun yuku (z) ve bir elektronun yuku (e, 1.602 x
101° C) ifadelerinin iligkisi, Mason-Champ esitligi ile tanimlanmaktadir (Esitlik 2.4)
[115]:

K_\/18T[ ze 1 1\1 1
16 T N'Q

my my (2 4)

Bir iyonun etkin carpisma Kkesiti, boyutu ve vyapisi hakkinda ayrintih bilgi
saglayabilmektedir. Klasik suruklenme tupunde ayirimin yapildigi iyon hareketliligi
spektrometrelerinde CCS degerleri direkt olarak belirlenen striiklenme zamanlari
kullanilarak esgitlik 2.5 ile hesaplanabilmektedir [116].

sz ze (1+1)tDE 760 T

1
16 Vk,T \N\\m;, m,/ L P 2732 N (2.5)
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Fakat TWIMS cihazlarinda elde edilen sonuglar i¢gin bu durum gecerli degildir.
Suruklenme tupunde yapilan analizlerde ayirma bolumune surekli olarak bir statik
elektriksel alan uygulanmaktadir. TWIMS cihazlarinda ise iyonlar, degisken
elektriksel alan uygulanarak meydana getirilen dalgalar Gzerinde tasinmaktadir.
Ayrica bu cihazla yapilan analizlerde surukleyici gazin safligini, basincini ve
sicakligini dogrudan olgmek mumkin degildir. Bu nedenlerden dolayi, TWIMS
cihazi ile elde edilen suriklenme zamani verileri, CCS degeri bilinen yapilar
kullanilarak yapilan kalibrasyon hesaplarina gére analiz edilen tdrlerin CCS
degerlerine donusturilmelidir. Kaydirmali dalga alaninda yapilan analizlerde CCS
degerlerinin hesaplanmasinda esitlik 2.5 yerine, elektrik alani (A) ve dogrusal
olmayan dalgalar ile ilgili dontsuim faktori (B) parametrelerini iceren esitlik 2.6

kullaniimaktadir.

Vi8n ze 1, 1\760 T 1
Q= (—+—)—.—.—.A.tDB
16 vk, T \|\m, m,/J P "2732°N (2.6)

Esitlik 2.6’ya gore, iyonun CCS degeri kiutlesine yukine bagimhidir. Bu esitligi “ze”

ve /i + ﬁ ifadelerine bolerek kutle ve yluk degerlerinden bagimsiz dizeltiimis

CCS'’ye (Q) ait esitlik elde edilir.

/= Y8t 1 760 T 1, g
16 Vk,T TP T 2732 N7 D 2.7)

Bu esitligin A parametresini igeren kismi, yeni bir sabit olarak A’ ifadesine esitlenirse

esitlik 2.8 olarak verilen daha sade bir ifade elde edilmis olur.
Q' =A".t,°
ip (2.8)

Bdylece, iyonun CCS degeri ile duzeltiimis CCS degeri arasindaki iligki esitlik 2.9 ve
2.10’da verildigi gibi ifade edilebilir [115, 116] .

1 1
Q=ze |[[—+—]
m; My

(2.9)
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1 1
Q=ze |[|[—+— ] A".t,0P
m; Mmy

(2.10)
SYNAPT cihazinda iyonlar icin belirlenen deneysel suruklenme zamanlari, iyon
hareketliligi htcresi ve ugus zamanh kutle ayiricisi igerisinde gegirdikleri surelerin
toplamidir. Bu nedenle, iyonlarin suruklenme zamani degerleri, duzeltimis CCS
degerlerine gore duzeltilerek iyon hareketliligi hucresinde gecirilen zamana
donustartlmelidir. Dizeltiimis strtiklenme zamani degerleri (to) esitlik 2.11 ile ifade

edilir.

1000

£ =t (cw/m/z)
D ~— 'D°
(2.11)

Bu esitlikteki “c” harfi, gelistiriimis kapasite ¢evrimi (Enhanced Duty Cycle, EDC)
gecikmesi sabiti olarak ifade edilmektedir. Analizde kullanilan cihaza gore 1.4-1.6

arasinda bir sayisal degere karsilik gelmektedir.

Ayni m/z oranina sahip iki farkli molekul, iyon hareketliligi kitle spektrometresi ile
analiz edildiginde iyon hareketliligi hicresinde sekil ve boyut Ozelliklerine bagli
olarak farkl hizlarda hareket etmeleri sayesinde birbirilerinden ayrilabilirler. TWIMS
cihazinda analiz edilen 6rnekler icerisinde daha kiguk CCS degerine sahip olan
iyonlar daha hizli hareket ederken, daha buylik CCS degerine sahip olan iyonlar,
kendilerine gore ters yonde gonderilen surukleyici gazla daha fazla garpisarak
yavaslarlar. Buna goére, daha kucuk CCS degerine sahip olan iyonlarin ayirma
hicrelerinde gecirdikleri striklenme zamanlari, CCS degerleri daha buyuk olan
iyonlara gore daha kisa olacaktir. Bazi durumlarda daha yuksek molekul kutlesine
sahip iyonlar i¢in daha kisa surtiklenme zamani degerleri tespit edilmistir. Bu durum,
bir iyonun slriklenme zamaninin sahip oldugu yuke de bagimli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Bir iyonun hareketliligi ve kullanilan sUrikleyici gazin tarine bagh olan CCS
degerleri, uygun teorik ydontemlerle hesaplanabilmektedir. Boylece elde edilen teorik
degerler ile deneysel degerler kiyaslanabilir. Analiz kosullarina en yakin ortamin
temsil (simule) edilmesiyle iyonlarin ortamdaki surukleyici gaz ile carpismalari da
hesaba katilarak teorik ortalama CCS degerleri belirlenmektedir. Teorik CCS
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degerlerinin hesaplanmasi konusunda Jarrold ve Bowers’in aragtirma gruplari
tarafindan gergeklestirilen galismalar, 6nemli bir donim noktasini olugsturmaktadir
[117-119]. GUunumuzde teorik CCS degerlerinin belirlendigi ¢galismalarin neredeyse
timunde s6z konusu arastirma gruplari tarafindan gelistirien MOBCAL programi
kullaniimaktadir. Agik kaynakli bir program olan MOBCAL, analiz edilen iyon ile
surukleyici gazin carpismalarini temel almaktadir. Bu programda analiz edilen
yapilarin X-igini kristallografi, NMR gibi tekniklerle yapilan analizlerinden veya
molekuller dinamik simulasyon gibi uygulamalardan elde edilen koordinat
dosyalarindan ortalama CCS degerleri hesaplanmaktadir. Bu programda bahsi
gecgen koordinat verileri alinarak surukleyici gazla etkilesimler hesaplanir ve bdylece
ortalama molekdler yoénelimler belirlenmektedir [120]. MOBCAL hesaplamalari
sonucunda belirlenen etkin carpisma kesiti modelleri, kesin kati kiire yayilimasi
(Exact Hard Sphere Scattering, EHSS), gidis izi metodu (Trajectory Method, TM) ve
izdUsUmu yaklagimidir (Projection Approximation, PA) [117, 119, 121, 122].

2.5.3. IM-MS ile Polimer Karakterizasyonu

2000’li yillarin basindan beri polimer érneklerinin IM-MS teknikleri ile yapisal olarak
karakterize edildigi calismalar yapiimaktadir [123, 124]. Bu alanda yeni ufuklar agcan
bir calismada karmasik polimer drneklerindeki kimyasal gurultu etkisini azaltmak igin
iyon hareketliligi ayirmasi kullaniimistir [125]. Bu tekniklerde ayiricihgin artmasiyla
birlikte polimer 6rneklerinde ¢ok dusuk miktarlarda bulunan iyon serilerinin yapisal

Ozellikleri hakkinda bilgi saglayan veriler elde edilebilmektedir.

Son zamanlarda yapilan bazi calismalarda IM-MS teknigi ile yapilan polimer
analizleri icin 6zel ve yeni iyonlastirma tekniklerinin geligtiriimesi amaclanmaktadir.
Trimpin ve ¢aligma arkadaslari, kendilerinin gelistirdikleri matriks yardimli vakumda
iyonlastirma (MAIV) yontemini kullanarak IM-MS analizleri yapmiglardir. Bu tar
¢calismalarda daha verimli iyonlastirma yontemlerinin gelistiriimesiyle birlikte gaz
fazindaki gurultt azaltilarak polimer érneklerinde dusuk miktarlarda bulunan katki
maddeleri tayin edilebilmektedir [126]. Afonso ve g¢alisma arkadaslari tarafindan
yurutilen bir baska calismada dusuk molekul kutlesine sahip poli(eter eter keton)
ornekleri, atmosferik kati analiz probu (Atmospheric Solid Analysis Probe, ASAP)
adi verilen iyon kaynaginin kullanildigi IM-MS sistemi ile analiz edilmistir. Bu

kaynaktan elde edilen iyonlarin ayni ornekler igin yapilmig olan MALDI-TOF
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analizlerinden elde edilen iyonlardan farkl olduklari gérulmastur [127]. Hercules ve
Geis, yaptiklari galismada politretan zincirlerinin pargalanma mekanizmalarini
dogrulamak igin IM-MS teknigini kullanmislardir [128]. Charles ve Pricl, IM-MS
tekniginden faydalanarak dendrimer ve diz polimer zincirlerinin bir araya gelerek
olusturduklari yapilarin konformasyonel c¢esitliliklerini incelemistir [129]. Bu
calismada molekullere katilan metal iyonlarinin ve yuklerin miktarina gore

yapilarinda meydana gelen degisiklikler izlenmigtir.

IM-MS calismalarinda tamamlayici olarak hesaplamali analiz yéntemlerinin
kullanilmasi, yapisal farkhliklarin incelenmesi acgisindan ¢ok degerli bilgiler
saglamaktadir. Chang ve ¢alisma arkadaslarinin yaptiklari galismada halkali ve diz
zincirli polilaktid iyonlarinin konformasyonel o&zellikleri, IM-MS teknigi ile analiz
edilirken molekiler dinamik simllasyon programlarindan alinan teorik verilerden de
faydalanilmigtir [130]. Bu g¢alismada polimer uzunluguna ve yan zincir gruplarinin
yapilarina baglh olarak polimerik zincirlerin duz zincirli veya halkali konformasyona
sahip olup olmadiklari incelenmistir. Molekuler dinamik simulasyonu ise molekil
icindeki etkilesimleri ve yuk dagilhimi ile ilgili bilgi saglayarak gozlenen yapisal

degisikliklerin yorumlanmasina katkida bulunmaktadir.

Hilton tarafindan yapilan bir galismada farkh zincir sonu grubuna sahip iki seriyi
iceren PEG karisimi, IM-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir [131]. Bu ¢alismada
ayni m/z oranlarina sahip, diol zincir sonu gruplari bulunan, izobarik PEG zincirleri
iceren 6rnek analiz edilmistir. Ornekteki zincir sonu gruplarinin farkliliklarina bagh
olarak iyon hareketliligi spektrumlarinda birbirinden farkli iki seriye ait surtiklenme
zamani verileri elde edilmistir. Yapilan MS/MS calismalari da zincir sonu gruplarinin
yapisal farklhliklarini ortaya c¢ikarmistir. Bir baska calismada, radikal
polimerizasyonu ile sentezlenen PMMA homopolimer zincirleri, ESI-IM-MS teknigi
kullanilarak analiz edilmigtir [132]. Bu ¢alismada, PMMA 6rneginde bulunan, farkh
zincir sonu gruplarina sahip seriler, herhangi bir 6n ayirma iglemi kullanilmadan IM-
MS teknigi ile hizli bir sekilde belirlenmistir. Farkh zincir sonu gruplarina sahip
polimer zincirleri, kritik kosullarda sivi adsorpsiyon kromatografisi (liquid adsorption
chromatography at critical conditions, LACCC) gibi yontemlerle uzun surelerde ve
zor analitik kosullarda ayrilirken, ayni tur ornekler IM-MS teknigi kullanilarak

milisaniyeler igerisinde birbirlerinden ayirt edilebilmektedir. IM-MS teknigi ile
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verilerin hizli elde edilebilir ve yorumlanabilir olmasi, akademik ve endustriyel

calismalarda ¢ok blyuk avantaj saglamaktadir.

Polisiloksan ve polifosfazen gibi sentetik inorganik polimerlerin de IM-MS teknigi
kullanilarak analiz edildikleri gcalismalar mevcuttur [133]. Bu tlr polimer érneklerinin
analiz edildigi bir galismada IM-MS analizlerinden elde edilen verilerle buylk
polisiloksan yapilarinin varligi tespit edilebilmigtir. Calismada analiz edilen farkh
konformasyonlara sahip polidiklorofosfazen zincirlerinin NH4CI'nin PCls ile aerobik
kosullarda reaksiyona sokularak elde edildikleri dogrulanmigtir. ESI kaynaginin
kullanildigi bir galismada ise, yuksek molekul kutlelerine sahip PEG zincirleri, IM-
MS teknigi ile analiz edilmigtir [125]. Teorik olarak hesaplanan etkin ¢carpisma kesiti
degerleri, deneysel veriler ile elde edilen degerlerle kiyaslanmistir. Sonuglara goére
yuksek ylUk degerlerine sahip zincirlerin daha acgik ve degisken bir konformasyona
sahip olduklari gérulmastur. ESI tekniginin galisma prensibinden kaynakli olarak, bu
iyonlastirma yonteminin kullanildigi ¢calismalarda tayin edilebilir 6rneklerin molekul
kutlesi araliklari MALDI teknigine kiyasla daha sinirlidir. Bu iki iyon kaynaginin ayni
IM-MS cihazinda kullanilabiliyor olmasi, polimer alaninda yapilan calismalarda
daha hizhh denemelerin yapilabilmesi acgisindan oldukga blylk avantaj

saglamaktadir.

Duz zincirli poliester orneklerinin ETD yontemi ile parcalandigi bir calismada elde
edilen ana parcalanma urunlerinin IM-MS teknigi ile analiz edilmesi sonucunda yapi
hakkinda destekleyici veriler elde edilmigtir [134]. Duz zincirli ve halkah
poli(kaprolakton) zincirleri iceren polimer 6rnegi de IM-MS teknigi ile analiz edilmigtir
[135]. Burada da farkh konformasyonel ozelliklere, ayni m/z oranina sahip olan
zincirlerin, IM-MS analizinde farkh suriklenme zamanlarina sahip olduklari

belirlenerek yorumlama ve degerlendirme ¢alismalari yapiimigtir.

Ornek olarak verilen calismalara bakildiginda IM-MS tekniginin  polimer
karakterizasyonu alani igin ¢ok degerli bir analitik yontem oldugu anlasiimaktadir.
Karmasik polimer érneklerindeki zincirlerin konformasyonlarindaki farkliliklarin gaz
fazinda izlenerek ayirt edilebilmesi, bu yontemi kromatografi gibi diger ayirma
tekniklerinin kullanildigr analitik yontemlerden ¢ok daha avantajli bir konuma

getirmektedir.
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2.6. Kovalent Olmayan Kompleksler

Bir dipol momente veya anlik polariteye sahip olan molekuller, kovalent olmayan
etkilesimler Gzerinden birbirleriyle etkilesebilmektedir. Kulombik etkilesimler, van
der Waals etkilesimleri, hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesimler, biyolojik
sistemlerde siklikla kargilagilan kovalent olmayan etkilesim tirleridir. Bu
etkilesimlerin enerji degerleri yaklasik olarak, 1-5 kcal/mol aralhigindadir [136]. Eger
etkilesen moleklller ters ylklere sahipse, bu birimler Kulomb yasalarina gore
elektrostatik etkilegsimlerle birbirlerini gekerler. Bu birimler arasindaki kulomb enerjisi
(Ec), dielektrik sabitinin €, birimler arasindaki mesafenin r oldugu ortamda turlerin
yuk deg@erlerine (Q1 and Q2) baghdir (Esitlik 2.12).

- 9,9,
EC 4Tiee 1 (2.12)

Enerji ifadesinin negatif isaretli olmasi, kulombik etkilesimdeki tlrlerin birbirlerini
cektigini gosterir. Birimlerin ayni tur yuke sahip olup birbirlerini ittikleri sistemlerde
de bu tur etkilesimlerin varligindan s6z edilebilir. Kulombik etkilesim haricindeki tim
kovalent olmayan etkilesimlerde birimler birbirlerini karsi cekme kuvveti uygularlar.
Cunku dipol momente sahip veya anlik olarak dipol momente sahip olan molekdller
uzerlerine etki eden kuvvetlere gore yonlenme gosterirler. u1 ve uz dipol
momentlerine sahip serbest molekullerin arasindaki etkilesim enerjisi, Keesom
enerjisi (Ek) olarak adlandirilir (Esitlik 2.13):

Uy 2 uy?
3(4meg,)kTre 2.13)

EK=

Ayni esitlik, kutuplasabilirlik ifadesi paydaki bir terim ile yer degistirdiginde dipol-
anlik dipol etkilesim enerjisi (Debye enerijisi) icin de gecerli olmaktadir (Esitlik 2.13).
Keesom ve Debye enerjileri birbirlerine ¢ok yakin olan molekuller arasindaki
etkilesimlerle ilgilidir ve bu tir etkilesimlerin hepsi birden van der Waals etkilesimleri
olarak ifade edilmektedir. van der Waals enerjileri, molekuller arasindaki mesafeye
1/r® oraniyla baghdir. Bu enerijiler, kitle spektrometrik sistemlerdeki vakum
ortaminda bagil dielektrik sabitine daha ¢ok baghdir. Ornegin, ¢ozelti ortamindan
(e=80) vakum ortamina (e=1) gegcis yapildigi varsayildiginda kulombik etkilesim
enerjileri 80 kat artiyorsa, ayni gegiste van der Waals etkilesim enerjilerinin 6400

kat arttigi gorulir. Gergek kosullarda bu faktorler genellikle daha kiigik degerlerde
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olabilmektedir. Eger kovalent olmayan kompleksler, etkilesim enerjilerindeki artis
nedeniyle iyon olusumu ve ¢ozuclU uzaklastirma basamaklarinda pargalanmazsa,
kutle spektrometrik vakum ortaminda pargalanma ihtimallerinin ¢ozeltide
pargcalanma ihtimallerinden daha duguk oldugu soylenebilir. Bu etkilesim kuvveti,

her tur kovalent olmayan kompleksi bir arada tutamayabilir.

Hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglan proteinlerin U¢ boyutlu yapilarini
muhafaza eden kovalent olmayan etkilesimler arasinda en yaygin olanlaridir.
Hidrofobik etkilesimler, dogrudan etkilesim yuzeylerinin yapisina ve blyutklugine
baglidir. Hidrojen bagi ise, daha spesifik, dncelikli olarak elektrostatik ¢cekime dayali
bir kovalent olmayan etkilesim taradur. Bu tur etkilesimlerin enerjileri, zayiftan (1-2
kJ molt) kuvvetliye (40 kJ mol?t) dogru degisim gosterir. Hidrofobik etkilesimlerde,
cOzeltide yapisal olarak dizenli bir seklide bulunan ¢dzicl molekdllerinin (su gibi)
kompleks olusumu ile birlikte turler arasindaki etkilesim bdlgesinden ayriimalari
sonucunda entropi artar. Vakum ortaminda ise ¢ozlicu ortamdan uzaklasinca
entropi sadece hidrofobik kompleksin bozulmasi ile artar. Bu nedenden dolayi,
hidrofobik komplekslerin, ¢dzelti fazina kiyasla vakumda bozunma egilimleri daha
yuksektir. Kutle spektrometrik bozunma deneylerinde, bu gibi farkli etkilesim
Ozelliklerine bagh olarak komplekslerin baglanma enerji degerleri belirlenerek
komplekslerin ¢ozelti ve vakum ortamlarindaki yapi ve bilesim durumlar

incelenmektedir [137].

Kovalent olmayan komplekslerin kitle spektrometrik olarak incelendigi ¢galismalarin
¢ok buylk bir kisminda iyon kaynadi olarak ESI teknigi kullaniimaktadir. ESI ve
tirevleri, modern yumusak iyonlastirma ydntemleri arasinda en yumusak
iyonlastirma kaynaklari olduklari i¢in bu alanda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Fakat kovalent olmayan komplekslerin analizinde ESI teknigi kullanilirken bile,
¢Ozeltinin pH degeri, kurutucu/puskurtict gaz sicakhgi, kullanilan ¢ézicunun
turd/bilesimi, ortamda bulunan katki maddelerinin tlra gibi parametrelere dikkat
edilmelidir [138].

ESI ile yapilan protein kompleksi analizlerinde kullanilan ¢éztcinin c¢esidi, analiz
edilen proteinin konformasyonunu direkt olarak etkilemektedir. Biyokimyasal 6rnek
hazirlama islemlerinde kullanilan tuzlar ve tampon ¢ozeltiler genel olarak kutle
spektrometrik analizlerle uyumlu degildir. Ortamda dusuk miktarda ugucu olmayan

tuzlarin bulunmasi, ¢ogunlukla ESI kutle spektrumlarinin kalitesini disturmekte ve
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bazi durumlarda analiz edilen Orneklere ait sinyallerin gézlenememesine neden
olmaktadir. ESI-MS analizlerinde genellikle metanol, asetonitril, izopropanol ve
organik asitler (asetik asit, formik asit vb.) gibi tamamlayici maddelerin kullaniimasi,
kovalent olmayan komplekslerin bozulmasina neden olabilmektedir. Tuz, organik
¢Ozucu ve kuvvetli asitlerin yapi Uzerindeki etkilerini azaltmak igin 6rnekler, uygun
saflastirma islemlerinden gegirilerek en uygun ¢dzicu karisimlari igerisinde ESI-MS
analizlerine hazir hale getiriimelidir. Ornegin digerlerine gére daha ugucu olan
amonyum tuzlari, ESI-MS ile yapilan kovalent olmayan kompleks analizlerinde

yaygin olarak kullaniimaktadir [139].

ESI tekniginin kullanildigi kovalent olmayan kompleks analizlerinde kutle araligi
sinirlamasi da sorun yaratabilmektedir. ESI tekniginde ¢oklu ylke sahip iyonlarin
olusma olasiliginin yuksek olmasi sayesinde kovalent olmayan kompleksler gibi
blyUk yapilara ait sinyaller, tayin edilebilir m/z orani araliginda gézlenebilmektedir.
Fakat protein yapilarinin Gzerindeki yuk miktari arttikgca dogal konformasyonlarinin
bozulma ihtimalinin artmasi, bazi ESI-MS analizlerinde iyonlarin ¢odunlukla ¢oklu
yiike sahip olmasi durumunu dezavantaja dénustirebilmektedir. Ozellikle birden
¢ok birime sahip ¢ok buyuk protein yapilarinin ESI teknigi ile uygun m/z degerlerinde

analiz edilebilmesi igin 6zel cihaz donanimlarinin kullaniimasi gerekebilmektedir.

NanoESI iyon kaynaklarinda ¢ok daha klguk sprey kapilerleri bulunur ve bu sayede
sprey sirasinda daha kuguk hacimde damlaciklar olugturulabilir. Kovalent olmayan
komplekslerin analizinde bu tir kaynaklarin kullaniimasi avantaj saglamaktadir. Bu
teknikle gergeklestirilen iyonlastirmadaki ¢ozicl uzaklastirma islemi sirasinda
analiz edilen kovalent olmayan kompleks molekulli daha kucuk bir damlacik
icerisinde, daha az ¢oztlicu ile gevrili oldugundan dolayi ¢bzelti fazi dengesi ¢ok
zorlanmamaktadir. Bu islem, normal bir ESI kaynadiyla yapilan c¢o6zicu

uzaklastirmasina gore daha az zaman alir.

ESI-MS teknigi ile protein-protein, protein-peptit, protein-kigtuk molekul, protein-
metal iyonu komplekslerinin yani sira karbonhidrat, lipit, nukleik asit gibi yapilarin
dahil oldugu kompleksler de incelenebilmektedir [140-146]. Membran proteinlerinin
batan hallerinin analiz edildigi galismalar bu alanda son zamanlarda yapilmakta olan
en carpici galismalardir [147]. Sinyal iletimi ve molekuler tagima gibi temel yagsamsal
faaliyetlerde ¢ok 6nemli fonksiyonlara sahip olan bu tir proteinlerin saf ve dogal

hallerinin kristalize edilmeleri zor oldugundan dolayi yapisal olarak analiz edilmeleri
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oldukga zordur. ESI-MS kullanilarak yapilan bazi ¢alismalarda membran protein
kompleksleri, obek halindeki deterjan molekulleri yardimiyla korunarak analiz
edilmek Uzere gaz fazina transfer edilebilmistir. Gaz fazinda meydana gelen
carpismalarla 6bek yapisi bozulan deterjan molekulleri korumus olduklari kompleks
yapilarindan ayrilmaktadir. Birden fazla protein biriminden meydana gelen

kompleks yapilari, bu sekilde batin hallerinde analiz edilebilmistir.

Protein konformasyonlarinin ve kovalent olmayan etkilesimlerin analiz edildigi ESI-
MS calismalarinda hidrojen/déteryum (H/D) degisim yontemi de yogun olarak
kullaniimaktadir. Bu yontemde analiz edilen yapidaki hidrojen atomlari déteryum
atomlari ile yer degistirmektedir. Genellikle proteinin temel zincirindeki amit
gruplarinda bulunan hidrojen atomlari degistiriimektedir. H/D degisimi, ¢ozucu
erisilebilirligi, hidrojen bagi varhdi, a-heliks, B-tabaka gibi farkli konformasyonlarda
aminoasitlerin konumsal durumlari gibi parametrelere baglidir. Boylece proteinlerin
farkh konformasyonlardaki ¢o6zucu erisilebilirligi durumlari (¢6zUnar ve kimelenmis
olmasi), H/D yonteminin birlikte kullanildi§i katle spektrometrik analizlerle
izlenebilmektedir. Kovalent olmayan komplekslerin incelendigi ¢galismalarda birimler
arasindaki etkilesim bdlgelerinin ¢dzucu erigilebilirliginin distk olmasi nedeniyle bu
bdlgelerdeki kimyasal gruplar H/D degisimine karsi korumali durumdadir. Bu
nedenle, kovalent olmayan kompleks yapilarinda 6zellikle etkilesen bolgelerin H/D
degisimine ugrama hizlari, serbest tlirlere gére daha dusuktir. H/D degisiminin
uygulandigi katle spektrometrik analizlerde protein-protein, protein-ligand ve
protein-membran etkilesimleri analiz edilmektedir [148, 149]. Proteinlerin
konformasyonel dinamiklerinin incelendigi calismalarda da bu tir analizler
yapilmaktadir. Béyle bir calismada insulin proteininin farkh dért konformasyonu H/D

degisiminin uygulandigi ESI-MS yontemi ile analiz edilmistir [150].

MALDI iglemi, ESI ile kiyaslandidinda daha sert bir iyonlastirma teknigidir. MALDI-
MS analizlerindeki 6rnek hazirlama islemleri ve desorpsiyon/iyonlastirma gibi iyon
olusturma basamaklarinda kovalent olmayan komplekslerin muhafaza edilmesi
zordur. Ornek hazirlama asamasinda organik ¢oziicl, kuvvetli asidik 6zellige sahip
matriksler gibi yapiyr bozabilecek maddelerin kullanimindan kacginilmahdir.
Desorpsiyon/iyonlastirma iglemlerinde ise 6rnek-matriks karigimlarina makul eneriji
degerlerine sahip lazer 1sini gdnderilmelidir. Cogu zaman bu hususlara dikkat edilse
bile yuksek molekul kutlesine sahip komplekslerin MALDI-MS ile analiz
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edilebilmeleri mumkidn olmamaktadir. Bu konuda yapilan derleme yayinlarda
literaturde MALDI-MS ile kovalent olmayan komplekslerin analizinde kullanilan en
uygun érnek hazirlama yéntemi ve cihaz parametreleri sunulmaktadir [151, 152].
Ayrica MALDI teknigi ile yapilan iyonlagtirma iglemlerinde tek ylUke sahip iyonlarin
olusma olasiliginin yuksek olmasi da buyuk kompleks yapilarin analizini zora

sokmaktadir.

2.7. Polielektrolitler

Polielektrolitler, ana zincirleri Gzerindeki her tekrar eden birimde ve zincir sonu
gruplarinda iyonik veya iyonlasabilen kimyasal grup igeren polimerik turlerdir.
Cozeltideki tarler, sahip olduklari yuk grubuna gore negatif veya pozitif yukli olarak
nitelendirilir [153]. Cdzelti icerisinde yUkll olan bilesiklerin kitle spektrometrisi ile
hem negatif hem de pozitif modda analiz edilebilmeleri, bu érneklerin analizi i¢in
ilging ve ¢ok yonlu verilerin elde edilebilmesini saglamaktadir. Asidik bir proton veya
katyonun kutle spektrometrik kosullarda polimer zincirinden ayrilmasiyla negatif
yukll iyon olugur. Polielektrolitlere bir katyonun eklenmesi veya bulundugu ortamda
katyonlastirici turlerin bulunmasi, polielektrolitin pozitif iyonlarinin olusmasini

saglar.

Polielektrolitler, polimer elektrolit yakit hucresi (PEFC) dretimi gibi 6nemli
uygulamalarda kullaniimaktadir. Bu tur yakit htcreleri, gereksinim oldugu anda hizl
bir sekilde enerji saglayabilmeleri ve makul sicaklik degerlerinde c¢alismalari
nedeniyle yer aldiklari uygulamalar agisindan oldukc¢a énemlidir. PEFC Uretiminde
kullanilan polielektrolitin turt, hicrenin fonksiyonunu belirlemektedir. DuPont firmasi
tarafindan Nafion ismiyle Uretilen sulfonik asit yan zincirlerine sahip, ylksek oranda
florlanmis polimer, PEFC uretiminde kullanilan oldukga pahali bir polielektrolittir
[154]. Yakit hicrelerinin Uretiminde farkli polimerik malzemelerin kullaniimasiyla
PEFC uygulamalarinda kullanilan polielektrolitlerin satis fiyatlarinin digmesi
beklenmektedir. Yapisinda yUksek oranda sulfonik asit gruplari bulunduran
polimerlerin gelecekte bu tir uygulamalarda kullanilabilmesini hedefleyen
calismalar mevcuttur [155, 156]. GUnumuzde sulfonlanmis poli(eterketon)lar ve
poli(stiren)ler PEFC uygulamalarinda kullanilan polilmerik turlerdir [157]. Bunlar,
Nafion’dan daha ucuz, proton transfer 6zellikleri iyi olan polielektrolitlerdir [158].

Yapilan bir galismada, poli(stiren silfonat)in, poli(vinil alkol) ile birlesimlerinden elde
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edilen malzemenin Nafion yerine kullanilabilecek bir alternatif oldugu gosterilmistir
[159].

2.7.1. Polielektrolit Coklu Tabakalari

Coklu tabaka olusturma yontemi (Layer-by-Layer, LbL), bir ylzey Gzerine organik
veya inorganik bilesiklerin tabakali olarak yerlestiriimesiyle modifiye edilmesi
igslemidir. YUzey Uzerinde ¢oklu tabakalarin olusturulmasiyla yuzeyin morfolojisi,
Islanabilirligi, yapiskanligi, biyouyumlulugu ve yukleme kapasitesi gibi ozellikleri
degistirilebilmektedir [160, 161]. Buna ek olarak, bu ydéntemle ylzey Uzerinde nano
mertebede yapilarin olusturulmasiyla yuzeyin c¢oklu fonksiyona sahip olmasi
saglanabilir. LbL, farkh turde bilegiklerin kullanilabildigi, basit bir yontem oldugundan
dolayi, elektroluminesans, biyosensor, ayirma, kataliz, ila¢ tagima, nanomuhendislik

gibi uygulamalarda yaygin olarak uygulanmaktadir [162-164].

LbL yonteminin ilk olarak 1966 yilinda uygulandigi ¢alismada elektrostatik temelli
LbL yontemi ile bir malzeme gelistiriimistir [165]. 1997 yilinda Science dergisinde bu
konu ile ilgili bir makalenin yayinlanmasiyla birlikte bu yonteme olan ilgi hizli bir
sekilde artmistir (Sekil 2.10) [166]. YlUzeylerin LbL yéntemi ile kolaylikla modifiye
edilebilmesi, fonksiyon ve yapi Ozellikleri bakimindan ¢ok cesitli malzemelerin

uretilmesini saglamistir.
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3. Polikatyon

1. Polianyon

B ——d
2. Yikama

4. Yikama
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Sekil 2.10. (A) Daldirma yontemi ile yizey modifikasyonu basamaklarinin basit
gosterimi, (B) Sira ile polikatyon ve polianyon zincirlerinin yuzeye yerlestiriimesi ve
(C) Ornek olarak verilen polikatyon ve polianyonlarin tekrar eden birimleri [166].

Polielektrolit tabakalarinin olusturuldugu LbL uygulamalarinda uretilen malzemenin
fonksiyon ve yapi 6zellikleri, kullanilan ¢oztclye, ¢ozeltinin dielektrik sabitine, tuz
derigimine, pH degerine ve polimerlerle ylzey arasindaki etkilegimin turuine baghdir
[167]. LbL yontemi ile ¢oklu tabaka olusturulan calismalarda polikatyonlar ve
polianyonlar siklikla kullaniimaktadir. Bu tlrler malzemenin kullanilacagi
uygulamaya gore, yuk durumlarina uygun olarak yluzey Uzerinde sirali bir sekilde

biriktirilirler. Polietilenimin (PEI), poliallilamin hidroklorur (PAH),



polidialliidimetilamonyum klorar (PDDA), poli-L-lizin (PLL), kitosan (CHI) bu tur
islemlerde kullanilan polikatyonlardan bazilaridir. Polianyonlara ise polistiren
sulfonat (PSS), poliakrilik asit (PAA), poliglutamik asit (PGA), dekstran sulfat (DS),
polivinil stlfonat (PVS) gibi model polimerler érnek olarak verilebilir (Sekil 2.11).

(A) Polikatyonlar
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(B) Polianyonlar
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Sekil 2.11. LbL yonteminde en sik kullanilan polielektrolitlerin molekul yapilari [168].
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Polielektrolitterden meydana gelen g¢oklu tabakalarin ¢gogunun olusum temelinde
elektrostatik etkilesimler bulunmaktadir [169]. Bu tur malzemelerin kullanildiklari
uygulama ortamindaki pH ve iyon siddetindeki degisimlere verdikleri tepkiler
oldukgca onemlidir. Polielektrolitterden meydana gelen c¢oklu tabakalar arasinda
hidrojen baglari da yer alabilmektedir. Bir ¢alismada gelistirilen ¢oklu tabaka
yapisini olugsturan polimetakrilik asit ve polivinilprolidon molekulleri arasinda
hidrojen baglari bulundugu belirtiimistir [170]. Bir baska calismada imitlestirme
yapilip poliakrilik asit ile poliakrilamid zincirleri arasinda hidrojen baglarinin
meydana gelmesi saglanarak yuzey Uzerinde uyari-cevap 0Ozelligine sahip ¢oklu
tabakali yapi olusturulmustur [171]. Bu tdr vyuzeyler, tabakalari arasinda
elektrostatik yuklere sahip iyonlasabilir birimler bulundurdugu igin aldiklari uyarilara

tepki verebilme ozelligine sahiptir.

Coklu tabaka yontemi ile modifiye edilmis malzeme yuzeyleri, ortamin pH degeri ve
iyonik siddetinin yani sira sicaklik ve isik dedisimlerine de tepki verme 6zelligine
sahip olabilmektedir [172]. LbL yéntemi ile kararl malzeme hazirlanirken kinetik
parametrelere dikkat edilmelidir. YlUzeylerin hazirlanmasi agsamasinda sicaklikta
meydana gelen bir artig, kinetik sinirlarin asilmasiyla birlikte ytzeydeki ¢oklu
tabakada yer degistirmelerin meydana gelmesine neden olabilir. Bu konuda yapilan
bir calismada farkli sicakliklardaki sentez kosullarina gére PDADMAC ve PSS
polimerlerinden olusan bir filmin ylzey kalinliklari ve gecirgenlikleri kiyaslanmistir
[173]. Yapilarinda 1g1ga hassas gruplar bulunduran polielektrolitler ise digaridan
gelen i1sik uyarilarina gore yanit veren malzemelerin Uretiminde kullaniimaktadir. Bu
tur coklu tabakall ylizeye sahip malzemelerin elde edilmesinde azobenzen turevleri
kullaniimaktadir [174, 175]. Bu tlrlere 6rnek olarak verilebilecek poli(1-(4-(3-
karboksi-4-hidroksi fenilazo) benzen-silfonamido)-1,2-etandil) yapisinin sodyum
tuzu, yan zincirinde 1s1ga duyarh gruplar bulundurmaktadir [176]. Isida duyarli goklu
tabaka Uretiminin yapildigi calismalarda tabakalar arasina isida duyarl pargaciklar

da yerlestiriimektedir [174].

2.7.2. Polielektrolit Kompleksleri

Birbirine godre zit ylke sahip polimer yapilari, aralarinda kovalent olmayan
etkilesimler kurarak daha kompleks yapilari meydana getirebilmektedir [177-179].

Genelde kulombik etkilesimlere dayali olan bu yapilarin olugsumlari oldukga hizlidir.
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Bu olugsumun sonraki agsamalarinda baska baglanti noktalari Gzerinden etkilesimler
meydana gelmesiyle polimer zincirlerinin konformasyonlari degisebilir. Polimer
kompleksleri, stokiyometrik olan ve stokiyometrik olmayan olmak Uzere iki genel
sinifa ayrilabilir. Stokiyometrik olanlarda polimer zincirleri esdeder molar orandadir.
Ikincisinde ise polielektrolit yapilarindan biri digerine gore miktarsal olarak daha
fazladir. Miktarsal olarak fazla olan polielektrolitler, toplam kompleksin fiziksel ve

kimyasal Ozelliklerini belirleyici unsur olabilmektedir.

Polielektrolit kompleksleri, ilag taginimi sistemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Bu tur uygulamalarda kullanilan, polielektrolit yapilari arasindaki etkilesimlerin ilag
ile kompleks arasindaki etkilesimlere gore daha belirleyici oldugu vyapilar,
polielektrolitler arasi kompleksler (Interpolyelectrolyte Complexes, IPEC) olarak
siniflandinimaktadir. IPEC sistemlerinin ilag tasiniminin agdiz yolu ile yapildigi
uygulamalarda kullanildigi ¢alismalar mevcuttur. [180, 181]. Bu alanda yapilan
calismalarda sentez sirasinda pH degerinin degistiriimesi ile farkh 6zellige sahip
malzemelerin Uretildigi belirtilmistir [182, 183]. ila¢ tasiniminda bu tiir kompleks
yapilarinin  kullanilmasi, sadece tek bir polimerden olugan sistemlerin

kullanilmasindan daha etkin oranda ilacin tasinabilmesini saglamaktadir.

Kompleksi olusturan polimerlerin mol oranlarina goére uretilen malzemenin pH
bagimhligi degismektedir. Bu tur malzemelerin sisme oranlari, ortam pH degerine
baglidir [184, 185]. Yapilan bir calismada kompleks yapilarin asidik ortamda (pH
=~1.2) ilk 30 dakikada maksimum oranda sistigini ve ortam pH degeri 6.8 degerine
dogru degistirildikgce sisme oraninin azaldigi belirtilmistir. Polimerik komplekslerde
zincirler arasinda etkilesim olan ve olmayan bolgelerin varligi, yapida bosluklar
olusmasina neden olmaktadir. Bogsluklarda amin gruplari bulunduran yapilarda
asidik ortamda amin gruplarinin protone olmalari sonucunda kompleksin hidrofilik
Ozelliginin artmasiyla birlikte su tutma kapasitesi de artmaktadir. IPEC
malzemelerinin konformasyon 0&zellikleri, yapisinda dinamik ve elektrostatik
bolgelerin bulunmasi nedeniyle ortama bagli olarak degisebilmektedir. Ayni
malzeme, pH dederi 6.8 olan bir ortamda amino gruplarinin tekrar deprotone
hallerine donmeleri ile yapidaki hidrofobik bdlimlerin sayisinin artmasi sonucunda
daha siki hale gelir. Bu tir pH degerine duyarl malzemeler, kolon tedavilerine 6zgu
ilag tasinim sistemlerinde kullanilabilmektedir. Ayni grup tarafindan yapilan bir
bagka galismada polielektrolit kompleksi kitosan yapisini da igermektedir [186].
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Calismada elde edilen verilere gore, kullanilan kitosanin molekul kutlesine bagh
olarak kompleksin gesitli bilesim, sisme orani ve ila¢ salma 06zelliklerine sahip
oldugu sonucuna variimistir. Katyonik polimer yapisinda olan kitosanin negatif yukIG
molekdller ve polimerler ile etkilestirimesi ile polielektrolit kompleksleri
olusturulmaktadir. Bu tur sistemler, ila¢ salinimi uygulamalarinda yogun olarak
kullaniimaktadir [187]. Bir diger calismada kitosan ve poliakrilik asit yapilarindan
olugan komplekslerin bilegimlerinin, tasidiklari amoksisilin ilacinin midedeki salinim
miktarlarina etkileri incelenmistir. [188]. Polielektrolitlerin 2.5:1 bilesim oraninda
hazirlanan komplekslerinin kullaniimasinin, tagidiklari amoksisilinin %70 kadarinin
2 saat igerisinde midede ilag salinimini sagladigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada,
amoksisilinin polimerler ile aralarinda meydana gelen elektrostatik etkilesimler
sayesinde gecikmeli olarak, belli bir zaman araliginda midede saliniminin

saglandigr yorumu yapiimigtir.

Kompleks yapilarini olusturan polimerik turler arasindaki etkilesim dereceleri,
sisme, viskozite gibi fiziksel 6zellikleri de etkileyerek bu yapilar vasitasiyla transfer
edilen molekul miktarlarini belirlemektedir. Aralarinda kuvvetli etkilesimler olan
turlerin meydana getirdikleri komplekslerde yuklu bdlgelerin az ve sisme oranlarinin

duguk olmasina bagli olarak transfer edilen molekil miktari yuksektir [189].

Bir bagka galismada pH degisimine duyarli, zamana gore salinim uygulamalari igin
elverisli, elektrostatik etkilesim temeline dayali kompleks yapilari gelistirilmigtir
[190]. Benzer katyonik turlerle birlikte deniz yosunlarindan elde edilen, yapilarinda
sulfat gruplari bulunduran polisakkaritler ve karajenan turlerinin etkilestirildigi
kompleksler de bu tir uygulamalarda kullaniimaktadir. [191, 192]. Mesalazin
salinimi uygulamalarinda kullanilmak Uzere karboksimetil nisastasi ile lektin
yapilarinin olusturdugu kompleks sistemleri gelistirilmistir [193]. Bu sistemlerdeki
polimerik turler arasinda elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler bulunmaktadir. Bu
malzeme ile ilgili yapilan g¢alismada, lektin yapisindaki amin gruplari ile modifiye
nigsastanin karboksil gruplari arasindaki elektrostatik etkilesimlerin yani sira trigliserit
grubunun dialkil zinciri ile nisastadaki tekli sarmal yapisi arasinda hidrofobik
etkilesimlerin bulundugu belirtiimektedir. Sistemin bu iki farkl etkilesim turinu
icermesi sayesinde hedeflenen ylksek kararliik ve pH duyarlihgi Ozellikleri

edinilebilmigtir.
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Suda ¢ozunen polielektrolit kompleksleri ile ilgili yapilan galigmalarin sayisi bu
alanda gelistirilen malzemelerle ilgili yapilan ¢alismalarin sayisina kiyasla oldukca
azdir [194-196]. Bu tir uygulamalarda duz zincirli bir polielektrolitin zit ylike sahip,
daha kisa polielektrolit zincirleri ile meydana getirdikleri kompleks makromolekuler
yapilar kullanilimaktadir [197]. Bu tur polielektrolit yapilarinin kullaniimasi, sterik ve
elektrostatik mekanizmalarin gecerli olmasi ile kolloidal kararlihdin elde edilmesini
saglamaktadir [198]. Cesitli polielektrolit niteliginde ana zincirler ve suda ¢ézinur
iyonik olmayan yan zincirler bulunduran, fir¢a tipi kopolimer yapilari suda ¢ézinuir
polielektrolit komplekslerin geligtiriimesi calismalarinda kullaniimaktadir. Bu tir
yapilarda yuklu veya suda ¢ozunebilen bdlgelerin yogunlugunun ve uzunluklarinin
degistiriimesi ile kompleks sistemlerinin ozellikleri belirlenebilmektedir. Bu alanda
yapilan bir c¢alismada polisodyum akrilat-ko-sodyum 2-akrilamido-2-metil-1-
propansulfonat)-graft-poli(N,N-dimetilakrilamit) ve polidialliidimetilamonyum klortr
turleri  kullanilarak suda ¢6zunebilir, stokiyometrik polielektrolit kompleksleri

gelistirilmigtir.

Polipeptitler gibi zayif polielektrolitlerin olusturduklari kompleks yapilarinda
elektrostatik etkilesimlerin yaninda hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesimler de
bulunmaktadir [199]. Cok tabakali filmleri olusturan polielektrolit kompleksi
yapilarindaki yuk yogunlugu ve polipeptitlerin yapilarina goére meydana gelen
molekul ici veya molekiller arasi etkilesimlerin tarleri, bu filmlerin yapilarini
dogrudan belirleyen en 6nemli unsurlardir [200]. Polipeptitler, meydana getirdikleri
malzemede kinetik ve termodinamik parametrelere bagh olarak farkli
konformasyonlara sahip olmaktadir. Ylzeye yakin olanlar, yiksek aktivasyon
bariyerinden etkilenerek konformasyonel degisikliklere ugrayabilir [201]. Belirli bir
konformasyona sahip olmayan polipeptitler, sistemin serbest enerjisini minimize
edecek sekilde yeniden farkli konformasyonlara sahip olabilirler. Cok tabakall
sistemleri meydana getiren polipeptitlerin  molekdl agirliklari ve miktarsal
yogunluklari da kinetik parametrelere etki ederek konformasyon &zelliklerini
belirlemektedir [202].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Poli(L-Lizin) (PLL, Mw ~ 500-2000 Da), poli(akrilik asit) (PAA, Mw ~ 1800 Da), poli(L-
glutamik asit) (PGA, Mw ~ 1500-5000 Da), Lizozim (Tavuk yumurtasi beyazindan),
sitokrom c (at kalbinden), miyoglobin (at kalbinden), ubikitin (sigir kirmizi kan
hicrelerinden), metanol (CHROMASOLYV, 2%99.9), asetonitri (CHROMASOLYV,
2%99.9), izopropanol (2%99.5), formik asit (%98-100), amonyum asetat Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, ABD) firmasindan satin alinmistir. Deneylerde kullanilan
MALDI matriksleri, 2,5-dihidroksi benzoik asit (DHB), 2,4,6-Trihidroksiasetofenon
monohidrat (THAP), 6-aza-2-tiyotimin (ATT), trans-2-[3-(4-tert-batilfenil)-2-metil-2-
propeniliden] malononitril (DCTB) ve a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (a-CHCA)
Fluka-Sigma-Aldrich’den satin alinmistir. Polistiren sulfonat (PSS) sodyum tuzu
(Mw ~ 1100 Da) Polymer Standards Service-USA, Inc. firmasindan temin edilmistir.
Tim deneylerde, 6rnek hazirlama asamalarinda ylksek saflikta c¢oztculler
kullaniimistir. Deneylerde kullanilan deiyonize su, Expe-Ultrapure Water System

(Mirae St Co., Gluney Kore) cihazi ile hazirlanmigtir.

3.2. MALDI-MS Analizleri

PLL ve PSS polielektrolitlerinin ve bu yapilarin komplekslerinin MS ve MS/MS
analizleri, Bruker Ultraflex 1l MALDI tandem ucus zamanh (ToF/ToF) kitle
spektrometresi (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) kullanilarak yapilmistir.
MALDI-MS cihazinda desorpsiyon ve iyonlastirma islemlerinin

gerceklestirimesinde, 355 nm dalga boyundaki Nd-YAG lazeri kullaniimistir.
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LIFT sonrasi yari Reflektron
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Sekil 3.1. Bruker Ultraflex MALDI-ToF/ToF cihazinin sematik gosterimi.

Ultraflex Ill ToF/ToF kutle spektrometresinde kisa bir lineer ToF tupuyle eksensel
olarak birlesmis reflektron ToF bolumud bulunmaktadir [203]. Bu cihaz ile kendine
0zgu olan ve “LIFT” adi verilen teknoloji kullanilarak MS/MS analizleri
yapilabilmektedir. “LIFT” ifadesi, birka¢ kelimeden olusan bir terimin kisaltmasi
degildir. Bruker Daltonics firmasi tarafindan tescillenmis bu terim, firmanin ToF/ToF
kutle spektrometresi ile yapilan analizlerde garpistirma hicresindeki potansiyelin
iyon kaynagi bélimundeki ilk potansiyele gore arttiriimasi islemini ifade etmek icin
kullaniimaktadir [204]. Bu teknolojide lineer ToF bélimuinde fazladan lazer enerjisi
kullanilarak ilk bolimde parcalanma gergeklestiriimektedir. Bunun ardindan,
reflektron ToF boluminde hedeflenen 6ncul iyon ve onun pargalanma UrUnleri,
yuksek zaman ¢ozunurluklt iyon secici ile izole edilirler ve segilen iyonlar, kutle
spektrometrik analizleri icin son olarak hizlandirlirlar (post-acceleration, “lifting”)
[205].

Tez kapsaminda yapilan analizlerde MALDI islemleri sonucunda elde edilen iyonlar,
ugus zamanli ayirma yapilan tupte 25 kV voltaj degeri ile hizlandirilmiglardir (1S1).
Buna ek olarak; uygun lazer enerjisi degerlerinde 1S2 voltaji: 21.65 kV, lens voltajt:
9.65 kV ve gecikme zamani: 150 ns olarak ayarlanmistir. Reflektron lenslerinden
birincisi: 26.3 kV ve ikincisi: 13.7 kV degerlerindedir. MS/MS deneylerinde LIFT
parametreleri; I1IS1: 8 kV, 1S2: 7.15 kV, lens potansiyeli: 3.6 kV, reflektron 1 ve 2
lensleri sirasiyla: 29.5 kV ve 13.85 kV, LIFT 1 ve 2 potansiyelleri sirasiyla: 19 kV ve

2.9 kV olarak ayarlanmistir. Ornek analizleri, hem pozitif hem de negatif iyon
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modunda yapilmistir. Her o6rnege ait kutle spektrumlari, yaklasik 1000 lazer

vurusunun toplami olarak hem lineer hem de reflektron modunda kaydedilmisgtir.

PLL ve PSS c¢ozeltileri 1.0 mg/mL derisimde, suda hazirlanmigtir. Bu derisimdeki
ornekler seyreltimeden MALDI-MS ile analiz edilmigtir. PLL-PSS komplekslerinin
MALDI-MS ile analiz edildigi galismalarda PLL:PSS ¢ozeltileri, 1:1, 1:5, 1:10, 5:1 ve
10:1 mol oranlarinda karistirilmis ve karigimlar oda sicaklhiginda 30 dakika sureyle

inkube edildikten sonra analiz edilmistir.

MALDI-MS analizlerinde DHB, THAP, ATT ve a-CHCA matriksleri kullaniimistir. En
iyi sonu¢ veren MALDI matriksinin a-CHCA oldugu belirlenmisgtir ve bu bolimde bu
matriksin  kullanildidi 6rnek hazirlama yontemi verilmektedir. 10 mg/mL
derisimindeki a-CHCA c¢ozeltisi, su:asetonitril (1:1, v/v) karisimi igerisinde
hazirlanmistir. Matriks ve 6rnek (1.0 mg/mL) c¢ozeltileri 5:1 (matriks:6rnek) (v/v)
oraninda karigtiriip MALDI 6rnek plakasi tUzerine damlatilmisgtir (1.0 uL). Katle
spektrometrik analiz dncesinde matriks-6rnek karisiminin oda kosullarinda ornek
plakasi Uzerinde kurumasi beklenmistir. Veri analizi, Bruker tarafindan saglanan

flexAnalysis programiyla yapiimistir.

3.3. iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi (IM-MS) Analizleri

IM-MS analizleri, elektrosprey iyonlastirma (ESI) kaynagi ve “T-wave” adi verilen
kaydirmali dalga iyon hareketliligi teknolojisine sahip olan (Traveling Wave lon
Mobility Mass Spectrometry (TWIM-MS)) SYNAPT HDMS hibrit dért kutuplu/ugus
zamanl (Q/ToF) kutle spektrometresi (Waters, Milford, MA) kullanilarak yapilmigtir.
Analiz edilen polielektrolitlerin ¢ozeltileri, 7:3 (v/v) su:metanol kargsimi ile 0.03 mg/mL
derisime seyreltilmistir. Polielektrolit karigimlan ise, 1:1, 1:5, 1:10, 5:1 ve 10:1
(polikatyon: polianyon) mol oranlarinda karnistiriip 30 dakika slresince oda
sicakhginda inkibe edildikten sonra analiz edilmistir. Analiz edilen érnekler, 5 uL/dk.

akis hiziyla direkt olarak ESI kaynagdina gonderilmigstir.

Kutle spektrumlari, hem pozitif hem de negatif iyon modunda kaydedilmistir. Cihazin
genel ayarlari; kapiler voltaji: 2.5 kV, ornekleme koni voltaji: 45 V, ekstraksiyon
voltaji: 2.7 V, ESI kaynak sicakligi: 80 °C ve ¢6zicl uzaklastirma (desolvation) gazi
akisl: 500 L/saat (N2), ¢o6zlclu uzaklastirma gazi sicakhgi: 150 °C, tuzak hucresi
carpisma enerjisi: 4 eV, transfer hiicresi ¢arpisma enerjisi: 6 eV, tuzak hlcresi gaz

akisi: 1.5 mL/dk. (Ar) olarak optimize edilmistir.
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Veri analizleri, Waters sirketi tarafindan saglanan MassLynx 4.1 ve DriftScope 2.0
programlariyla yapiimigtir. TWIM-MS deneylerinde elde edilen suriklenme zamani
verileri, polialanin oligomerleri ve denature edilmis standart proteinlerin (sitokrom c,
miyoglobin, ubikitin) yayinlanmis carpisma etkin kesiti degerleri (Collision Cross
Section, CCS) kullanilarak deneysel CCS verilerine donusturiimustar [206, 207].
Polialanin oligomerleri ve denatire edilmis standart proteinlerin duzeltiimis CCS
degerleri, ayni dalga hizi (350 m/s), dalga yUksekligi (8.0 V) ve iyon hareketliligi gaz
akisi (22.7 mL/dk.) (N2) degerleri kullanilarak TWIM-MS ile analiz edilen 6rneklerin
diuzeltilmis suriklenme zamanlarina karsi grafige gegirilerek gerekli hesaplamalar
yapilmigtir. Analiz edilen turlerin sturiklenme tipunde gegirdikleri zamani1 dogrudan
etkileyen bu parametreler, tim o6rnekler igin farkh aralklarda taranmistir. Bu
denemeler sonucunda yukarida verilen en uygun degerler belirlenerek tim

analizlerde bu degerler kullaniimigtir.

Tuzak, iyon hareketliligi ve transfer hiicreleri olarak adlandirilan G¢ bélimden olusan
Uclia dalga (triwave) bolima, cihazin doért kutuplu ve ugus zamanl kitle ayiricilari
arasinda bulunmaktadir. TWIM-MS cihazinda hem tuzak hem de transfer
hicresinde c¢arpismayla aktiflestiriimis pargalama (Collisionally Activated
Dissociation, CAD) olaylr uygulanabilmektedir. Tez kapsaminda CAD ile
gerceklestirlen MS/MS analizleri, kutle spektrometresinin tuzak hicresinde
yapilmistir. Secilen éncll iyonlar, tuzak hiicresinde akis hizi 1.5 mL/dk. olan Ar gazi
ile carpistirilarak parcalanmigstir. MS/MS spektrumlari, tuzak hicresinde 6-45 eV
arasinda degistirilen ¢carpigsma enerjisi sonucunda olusan pargalanma UrUnlerine ait

sinyallerin kaydedilmesi ile olusturulmustur.

3.4. Molekiiler Modelleme ve Simiilasyon

PLL-PSS komplekslerinin minimum enerji optimizasyonu, Forcite modulindeki
geometri optimizasyonu birimlerinin kullanildigi Materials Studio (versiyon 4.2)
programi (Accelrys Software, Inc.) ile yapiimistir. Minimum enerji optimizasyonu ve
geometri optimizasyonu basamaklarinin ardindan yapilar, 50 dongu icerisinde
baslangi¢ sicakligl 50 K olmak tzere orta dongu sicaklgi olan 1400 K degerine 20
K’lik basamaklarla getirilmigtir. Her bir basamakta 1000 dinamik adim bulunmakta
ve femto saniye basina bir dinamik adim karsilik gelmektedir. Modellemesi yapilan

her PLL-PSS kompleks yapisinin CCS hesaplamasi igin 50 aday yapi segilmistir.
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MOBCAL programinin algoritmasi ile kesin kati kire yayillmasi (Exact Hard Sphere
Scattering, EHSS), gidis izi metodu (Trajectory Method, TM) ve izdisumu yaklagimi
(Projection Approximation, PA) yontemleri kullanilarak teorik CCS hesaplamalari

yapilmistir [117, 118, 208].
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Standart Bir Polikatyon-Polianyon Ciftinin MALDI-MS ile Analizi

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda kullanilan standart Poli(L-Lizin) (PLL) érnedgi,
icerisinde bulunan zincirlerdeki tekrar eden birimlerin dogrulanmasi ve zincir
sonlarindaki gruplarin belirlenmesi amaciyla ¢alismalarin baglangicinda UltraFlex Il
MALDI-ToF/ToF kutle spektrometresiyle analiz edilmigtir. MALDI katle
spektrometresiyle elde edilen kutle spektrumlari, genellikle tek yuklu iyonlara kargilik
gelen sinyaller icerdiginden dolayl, bu sistemle elde edilen sade verilerin
degerlendiriimesi daha kolaydir. Bu durum, 6zellikle polimerler gibi ¢oklu dagilima
sahip (polydisperse), farkli molekul kitlelerindeki zincirleri igceren 6rneklerin analizi

igin avantaj saglamaktadir.
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Sekil 4.1. (A) PLL'ye ait pozitif iyon MALDI kutle spektrumu (B) MALDI katle
spektrumunun m/z 750-1150 araliginin genigletilmis hali. Alt indisle verilen sayilar
tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir. Ardigik PLL zincirleri arasindaki katle
farki 128 Da’dir. isaretlenen tiim iyonlar protonlanmis haldedir.
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Yapilan MALDI-MS analizlerinde PLL 06rneginde bulunan zincirlerin molekul
katlelerinin  500-2000 Da arahginda oldugu belirlenmigtir. MALDI kitle
spektrumunda 5 birim (m/z 659) ile 26 birim (m/z 3347) iceren tek yukll protonlanmig
haldeki PLL iyonlari arasinda bir dagilim gézlenmistir (Sekil 4.1 (A)). Sekil 4.1’de
sunulan kutle spektrumu, pozitif iyon modunda yapilan MALDI-MS analizi
sonucunda elde edilmistir. Ardigik sinyaller arasindaki farkin tekrar eden bir lizin
biriminin  kitlesine karsilik gelen 128 Da oldugu tespit edilmigtir. Kitle
spektrumlarinda go6zlenen sinyallere ait m/z oranlari kullanilarak yapilan
hesaplamalar sonucunda PLL 6rneginde bulunan polimerik zincirlerin zincir sonu
gruplari belirlenebilmigtir. TUm zincirlerin her birinde 18 Da molekul agirhigina
karsilik gelen ayni zincir sonu gruplarinin [H-(CeéH12N20)n-OH + H]* bulundugu

belirlenmistir.

Sekil 4.1 (B)'de 6-, 7- ve 8- birimli PLL oligomerlerine ait sinyallerin g6zlendigi 750-
1150 m/z arahdi ayrintili olarak gosterilmigtir. Bu MALDI-MS spektrumunda
protonlanmis haldeki sinyallerin yani sira metal iyonlarinin katilimiyla olusan
[M+Na]*, [M+K]* ve [M-H+2Na]* halindeki oligomer iyonlarina ait sinyaller de detayl

bir sekilde gozlenebilmektedir.

Kltle spektrometrik polimer analizlerinde, 6rnek-MALDI matriksi karigimlarina
fazladan tuz ilave edilmese bile [M+Na]*, [M+K]* ve [M-H+2Na]* gibi iyonlarin
olusmasi mumkundur. Bu tur ornekler igerisinde veya MALDI matriksinde
bulunabilecek ¢ok dusuk miktardaki Na* veya K* iyonlarinin polimer zincirlerine gaz
fazinda gosterdikleri buyuk ilgiden dolayi, MALDI-MS analizlerinde bu tur iyon
olusumlari gézlenebilmektedir. Hatta ortamda bulunan Na* ve K* iyonlarinin
miktarlarina ve analiz edilen polimerin tlrine badli olarak, polimer zincirlerinin
[M+Na]* veya [M+K]* iyonlarinin sinyal siddetleri, zincirlerin [M+H]* iyonlarina ait

sinyal siddetlerinden daha yuksek olabilmektedir.

Tez kapsaminda kullanilan poli(stiren sulfonik asit) (PSS) 6rnegi, oncelikli olarak
MALDI-MS ile hem pozitif hem de negatif iyon modunda analiz edilmistir. PSS
zincirlerinin tekrar eden birimlerinin her birinde bulunan duguk pKa degerlerine sahip
sulfonik asit gruplarinin gaz fazinda pozitif olarak yuklenmelerinin oldukga zor
olmasi nedeniyle, pozitif iyon modunda yapilan MALDI-MS analizlerinde PSS
zincirlerine ait sinyal gézlenememistir. PSS 6rnegdi, negatif iyon modunda analiz

edildiginde elde edilen kitle spektrumunda C4Ho- ve -H zincir sonu gruplarina sahip,
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deprotonlanmig [CaHo-(CsHsSOs3)n-H - H] iyonlarina ait sinyaller gozlenmistir (Sekil
4.2). Bunun yani sira, PSS 6rneginde yogun miktarda sodyum iyonunun bulunmasi
ve PSS molekillerindeki stlfonik asit gruplarinin her birinde gaz fazinda Na*/H*
degisimi olmasi gibi nedenlerden dolayi, bu oligomerlere ait sodyum iceren yuksek

siddetli sinyaller de MALDI-MS analizinde tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. PSS’ye ait negatif iyon MALDI kutle spektrumu. Alt indisle verilen sayilar
tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir. (*) ile Na*/H* degisimine ugramis
anyonlar gosterilmektedir. Ardisik PSS zincirleri arasindaki kutle farki 184 Da’dir.

Daha onceki bolumde MALDI-MS ile pozitif iyon modunda analiz edilen PLL 6rnegi,
kompleks olusumlarinin hangi modda daha iyi izlenebilecegine karar verebilmek
icin, ayrica negatif iyon modunda da analiz edilmistir. Negatif iyon modundaki
MALDI-MS analizinden elde edilen kitle spektrumunda PLL zincirlerinin
deprotonlanmis iyonlarina [M-H] ait sinyaller gézlenmektedir (Sekil 4.3). Bu

sinyaller, 6 ile 22 adet arasinda tekrar eden birim i¢eren ve pozitif iyon modunda da
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belirlendigi gibi, H- / -OH zincir sonu gruplarina sahip PLL zincirlerine karsilik

gelmektedir.
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Sekil 4.3. PLL'ye ait negatif iyon MALDI katle spektrumu. Ardigik PLL zincirleri
arasindaki kutle farki 128 Da’dr.

4.1.1. Standart Bir Polikatyon-Polianyon GCiftinin Komplekslerinin MALDI-MS

Analizleri

PLL ve PSS zincirlerinin tekrar eden birimlerinin ve zincir sonu gruplarinin
belirlenmesi amaciyla MALDI-MS ile ayri ayri analiz edilmelerinin ardindan, gaz
fazinda bir araya gelerek meydana getirdikleri kovalent olmayan komplekslerin
olusumunu incelemek igin farkli oranlardaki karigimlari da ayni teknikle analiz
edilmigtir. Gaz fazinda kompleks olusturma galismalarinda PLL ve PSS’nin gesitli
mol oranlarindaki (1:1, 1:5, 1:10, 5:1, ve 10:1) karnisimlari hazirlanmistir.
Polielektrolitlerin bu oranlardaki karisimlari, pozitif ve negatif iyon modunda analiz
edilmistir. Yapilan denemeler sonucunda bu oranlardaki turlerin olusturduklari
kovalent olmayan komplekslere ait yeterli siddete sahip sinyaller, negatif iyon

modunda yapilan analizlerde gézlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 (A)da verilen MALDI kutle spektrumunda goruldugu tzere, negatif yuklu
ve deprotonlanmis haldeki PSS iyonlari, daha yuksek m/z bdlgesindeki kovalent
olmayan kompleks iyonlarina ait sinyalleri baskilamaktadir. Bu nedenle, kovalent
olmayan komplekslerin sinyallerinin bulundugu m/z 1550-2750 arali§i genigletilerek
ayrintili olarak incelenmigtir (Sekil 4.4 (B)). Bu sekillerde S ve L harflerinin sirasiyla
PSS ve PLL’ye; m ve n alt indislerinin ise turlerin tekrar eden birim sayilarina karsilik
geldigi “Sm+Ln”" ifadesi, PSS ve PLL’nin bir araya gelerek meydana getirdikleri

kovalent olmayan kompleksleri isaretlemek i¢in kullaniimigtir.

Polikatyon ve polianyon karigimlarinin MALDI-MS analizlerinde elde edilen kutle
spektrumlarinda farkli stokiyometrik oranlara sahip PLL ve PSS’nin kovalent
olmayan komplekslerine ait sinyaller SatlLs / SetLi2 araliginda ve farkli siddet
degerlerinde gbzlenmektedir. Bu sinyallerin siddetleri, polielektrolitlerin tek baslarina
analiz edildiklerinde farkli uzunluktaki zincirleri igin elde edilen sinyallerin siddetleri
ile benzerlik gostermektedir. Kovalent olmayan komplekslere ait MALDI kutle
spektrumunda PLL’nin 6 ile 12 ve PSS’nin 4 ile 7 adet tekrar eden birim bulunduran
zincirlerinin ~ olusturduklari  kovalent olmayan komplekslere ait sinyaller
gozlenmektedir (Sekil 4.4 (A)). Polielektrolitlerin  negatif iyon modundaki
analizlerinde de bu miktarlarda tekrar eden birim igeren oligomerlerine ait sinyaller
en yuksek iyon siddetine sahiptir (Sekil 4.2 ve 4.3). Bu sonuglar, MALDI-MS
analizlerinde gozlenen kovalent olmayan komplekslerin stokiyometrik oranlarinin ve
bu iyonlara ait sinyal siddetlerinin polielektrolit zincirlerinin iyonlasma verimleri ile

iligkili oldugunu gostermektedir.

Fakat bu tir deneysel ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde
kompleks stokiyometrilerindeki m-n farkinin mutlak degerinin blytimesi ile birlikte
kompleks kararlliklarinin azaldi§i da gézlenebilir. Bu durum, MALDI-MS sisteminin
mekanistik Ozelliginden ve iki tur arasinda meydana gelen kovalent olmayan
etkilesimlerin zayiflamasindan kaynaklanabilir. MALDI-MS ile pozitif ve negatif iyon
modlarinda yapilan analizlerde baskin olan sinyallerin karsilik geldikleri iyonlar
genellikle tek yuke sahiptir. Yapilarinda ¢ok miktarda negatif veya pozitif olarak
yuklenebilir fonksiyonel gruplar bulunduran polielektrolit kompleksi iyonlarinin tek
yuklU hale gelebilmeleri oldukga zordur. MALDI-MS analizlerinde bu tir yapilarin tek
yUklG iyonlarinin olusabilmesi igin ¢ok sayida yuk transferi gergeklesmelidir. Gaz
fazinda bu sekilde yuk transferleri geciren iyonlarin dmdurleri kisalir. Bu nedenle,
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MALDI-MS analizlerinde ¢ok sayida yuk transferi gecirerek net tek ylke sahip olan
polielektrolit komplekslerinin iyonlarina ait sinyallerin siddetleri dugsuk degerlerde

gozlenmektedir.

Polielektrolitlerin oligomerlerinin bagil bolluklari ayri ayri dikkate alindiginda PLL-
PSS komplekslerinin MALDI-MS ile analiz edildigi ¢alismalarda elde edilen kitle
spektrumunda SatLo kompleksine ait sinyalin en yuksek siddete sahip olmasi
beklenmektedir (Sekil 4.2 ve 4.3). Fakat bu tir bir kompleksin negatif iyon modunda
net -1 ylke sahip olabilmesi igin Uzerinde bulunan ¢ok sayidaki pozitif ylkli grubun
deprotone olmalari gerekmektedir. Bu nedenle, PLL-PSS karigiminin analizi
sonucunda elde edilen MALDI kutle spektrumunda Ss+Ls kompleksine kiyasla
Ss+lo, SstLs ve Sat+ls komplekslerine ait daha siddetli sinyaller gézlenmektedir
(Sekil 4.4(B)).
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Sekil 4.4. (A) PLL ve PSS’nin 5:1 (PLL:PSS) mol oranindaki karigimina ait negatif
iyon MALDI kutle spektrumu ve (B) PLL ve PSS karigimina ait, m/z 1550-2750
araligi genisletilmis MALDI kitle spektrumu. Ardisik PSS zincirleri arasindaki kitle
farki 184 Da’dir. Altindisle verilen sayilar tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir.
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PLL ve PSS karigimina ait MALDI kutle spektrumunda en yuksek siddet degerinde
gOzlenen, Ss+Lg stokiyometrisindeki kovalent olmayan kompleks iyonuna ait negatif
iyon MALDI-MS/MS spektrumu Sekil 4.5'de verilmektedir. Negatif yikli kompleks
iyonu (m/z 2148.08), izole edilmis ve fazladan lazer enerjisinin kullanildigi cihaza
O0zgu LIFT teknigiyle pargalanmistir. Deprotonlanmisg haldeki Ss+Lo kompleks
iyonunun parg¢alanmasi sonucunda olusan birimler arasinda 9 birimli PLL'nin (m/z
1170.25) ayrilmasi ile serbest kalan 5 adet tekrar eden birim igeren deprotonlanmig
PSS’nin (m/z 977.83) en ylksek sinyal siddetine sahip oldugu gdézlenmistir (Sekil
4.5). Yuksek lazer enerjisi ile gerceklestirilen bu pargalanma sirasinda PSS
zincirinden PSS birimlerinin de ayrildigi gorulmektedir. Fakat bu birimler oldukca
dusuk sinyal siddetine sahiptir. Negatif iyon modunda elde edilen s6z konusu
MS/MS spektrumunda PLL birimlerine ait herhangi bir sinyal gézlenmemektedir.
Bunun nedeni, gaz fazinda kolaylikla pozitif yuklenen, bazik PLL zincirlerinin negatif

yukll iyonlarinin MALDI-MS/MS pargalama kosullarinda dusuk kararhliga sahip

olmalaridir.
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Sekil 4.5. Dokuz birimli PLL ve bes birimli PSS’nin olusturdugu kovalent olmayan
komplekse ait negatif iyon MALDI-MS/MS kutle spektrumu. Alt indisle verilen sayilar
tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir.
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MALDI-MS analizlerinde gozlenen yuksek siddetli kovalent olmayan kompleks
iyonlarinin timune yuksek enerjili parcalama islemi (LIFT) uygulanmistir. Bu
analizlerden elde edilen MALDI-MS/MS spektrumlarinin timu, PLL ve PSS’nin bir
araya gelerek olusturduklar kovalent olmayan komplekslerin varhigini ve

stokiyometrisini dogrulamaktadir.

4.2. liyon Hareketlilik Kiitle Spektrometrisi ile Polielektrolitlerin ve

Komplekslerinin Analizleri

Bilinen klasik kutle spektrometreleri kullanilarak yapilan MS ve MS/MS analizlerinde
iyonlar, gaz fazinda kutle/yiik oranlarina bagli olarak tayin edilmektedir. Iyon
hareketlilik kutle spektrometrisi analizlerinde ise bu tayin Ozelliklerinin yaninda
iyonlarin biiyliklik ve sekilleri hakkinda da veri elde edilebilmektedir. Iyon
hareketlilik kitle spektrometrelerinde iyonlar, genellikle gaz dolu bir surtiklenme
hicresi igerisinde uygulanan statik elektriksel alanin etkisinde etkin garpisma
kesitlerine baglh olarak (Collision Cross Section, CCS) birbirlerinden ayirt
edilmektedir. Bu teknik, ginimuzde polimerlerin veya protein, peptit, lipit gibi
biyomolekdllerin konformasyonlarinin analiz edildigi birgok ¢galismada yaygin olarak
kullaniimaktadir [209-211].
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Sekil 4.6. SYNAPT HDMS, Q/ToF kutle spektrometresinin sematik gdsterimi.
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Sekil 4.6'da sematik olarak goOsterilen, Waters sirketi (ABD) tarafindan tasarlanan
SYNAPT HDMS hibrit dort kutuplu/ugus zamanh (Q/ToF) kutle spektrometresi, “T-
wave” adi verilen kaydirmali dalga iyon hareketliligi teknolojisine sahiptir (Travelling
Wave lon Mobility Mass Spectrometry (TWIM-MS)) [212]. Cihaz yumusak
iyonlastirma saglayan MALDI ve ESI gibi iyonlastirma kaynaklari ile uyumlu olarak
kullanilabilmektedir. Bu cihazin kullanildigi analizlerde iyonlastirma kaynaginda
olusturulan iyonlar, ilk olarak gesitli iyon odaklayicilar yardimiyla dort kutuplu katle
ayiricisi bélimiine génderilmektedir. iyonlar, dért kutuplu kiitle ayiricisinin ardindan
ucla dalga (triwave) bolumune gegmektedir. Bu bolim tuzak, iyon hareketliligi ve

transfer olarak adlandirilan 3 adet hiicreden olusmaktadir (Sekil 4.7) [213].
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Sekil 4.7. SYNAPT HDMS cihazinin Gglu dalga boliumunin sematik gosterimi [89].

Uclii dalga bélimiinde yan yana istiflenmis halka elektrot dizisi bulunmaktadir. Bu
halka elektrotlara kisa sureli voltaj paketleri surekli olarak uygulanir. Bitisik
elektrotlara zit fazda rf voltaji uygulanarak iyonlarin eksen boyunca hareket etmeleri

saglanmaktadir. Her halka elektroda rf voltajinin yani sira kisa sureli DC voltaji da
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uygulanmaktadir. iyon hareketliligi hiicresi boyunca belirli zaman araliklarinda art
arda tekrarlayarak DC voltajinin uygulanmasi, iyonlarin Ugli dalga bélimuinde net
bir hareketle ilerlemelerini saglamaktadir. DC voltajinin bir diger uygulanma nedeni,
elektriksel alanda kismi degisikliklerin meydana gelmesini saglamaktir. Bu sayede,
iyonlar ileri-geri hareket ederek elektrotlar Gzerinden iletilebilirler. Bu durumda,
iyonlarin bir dogrultuda ilerleyebilmeleri igin iletimleri boyunca bitisik elektrotlara
uygulanan DC voltaj degerleri belli zaman araliklariyla degistirilir. iyonlar bu sekilde
olusturulan surekli ve ardisik kaydirmali dalgalarin etkisiyle tG¢lu dalga bolumunin
cikisina dogru itiimektedir. DC voltajinin uygulanmasi, iyonlarin iyon hareketliligi
béliminde daha az zaman gecirmelerini saglar (Sekil 4.8). Ayni zamanda iyon
hareketliligi htcresi igerisinde iyonlarin hareket yonunun tersi yonde ilerleyen dusuk
basingli azot gazi, iyonlarin akis hizini azaltmaktadir [88, 89]. Ugli dalga
bdlimunden ¢ikan iyonlar, ugus zamanl kutle ayiricisina dogru dikey dogrultuda

hizlandiriimaktadir.

Halka elektrot gifti
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Sekil 4 8. Halka elektrotlar (solda); halka elektrotlarda iyonlarin kaydirmali dalga ile
iletiminin sematik gosterimi (sagda) [89].

lyonlarin Ggli dalga bolgesindeki suriiklenme zamanlari kullanilarak blyklik ve

sekil oOzellikleri ile dogrudan iliskili olan CCS degerleri hesaplanabilmektedir.
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Orneklerin etkin garpisma kesitlerinin tespit edildigi calismalarda, iyon hareketliligi
hdcresi icerisindeki suruklenme zamanlari ile etkin garpisma kesitlerinin iliskisine
dayanan kalibrasyon hesaplamalari, standart orneklerin belirli deney kosullarindaki

etkin garpisma kesitleri kullanilarak yapiimaktadir [214].

Yukarida bahsedilen IM-MS sistemi kullanilarak PLL oligomerlerinin tayin edildigi
analizler sonucunda elde edilen iki boyutlu ESI-IM-MS grafigi Sekil 4.9'da verilmigtir.
Bu grafigin x-ekseni, milisaniye cinsinden suriklenme zamanini; y-ekseni ise m/z
oranini ifade etmektedir. Grafik Uzerindeki farkli bolgeler, bantlarin dagihimina ve
renklerin siddetlerine gore gorsel olarak ayirt edilebilmektedir. Sekil 4.9'da verilen
grafikte 1+ ve 2+ yuklu PLL iyonlarinin sinyallerine karsilik gelen iki farkl bolge daire
icerisine alinmistir. Bu bolgeler haricinde grafikte 3+ ve 4+ yUkli PLL iyonlarina ait
serilerin sinyalleri de gdzlenmektedir. Fakat bu alanlardaki veriler, gézlenen sinyal

siddetleri gok duguk oldugundan dolayi ayri olarak degerlendirmeye alinmamistir.

(0.03_0.62)(1.00_200.00) (50.00_4000.00) max: 1898 miz
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542
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Sekil 4.9. PLL’ye ait iki boyutlu ESI-IM-MS grafigi. Daire igine alinan bélumler (1) 1+
yuklu, (2) 2+ yukla PLL iyonlarina karsilik gelmektedir.

Farkli daireler igerisine alinan bolgelerdeki iyonlar, iyon hareketliligi kuatle
spektrometresinde kiitle, yiik ve sekil 6zelliklerine gore birbirinden ayrilmistir. iyonlar
yuklerinin artmasiyla kaydirmali dalga alaninda daha hizli hareket ederek iyon

hareketliligi béluminde daha dusuk striklenme zamanlarina sahip olmaktadir. Bu
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nedenle, Sekil 4.9'dan da takip edilebilecegi gibi, IM-MS grafiginin sol tarafindaki
daha dusuk suriklenme zamanina kargilik gelen bodlgede daha ylksek yuk

degerlerine sahip iyon gruplarina ait veriler gézlenmektedir [212].
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Sekil 4.10. PLL’'ye ait iki boyutlu ESI-IM-MS grafigindeki 1. bdlgenin kutle
spektrumu. H / OH zincir sonu gruplarini igeren PLL zincirleri Ln ile isaretlenmigtir.
isaretlenen tiim iyonlar tek yiiklii ve protonlanmis haldedir. Alt indisle verilen sayilar
tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir. Ardigik PLL zincirleri arasindaki katle
farki 128 Da’dir.

lyon hareketliligi grafiginde isaretlenen, birinci bdlgeye karsilik gelen ESI kitle
spektrumu, Sekil 4.10°’da verilmektedir. Bu kitle spektrumunda iki (m/z 275.1780)
ile yedi (m/z 915.6128) adet arasinda tekrar eden birim iceren tek yUkli ve
protonlanmis PLL oligomerleri gézlenmektedir. Tim bu iyonlarin H / OH zincir sonu
gruplarini icerdikleri ve ardisik zincirler arasindaki kutle farkinin 128 Da oldugu
belirlenmistir. iki boyutlu ESI-IM-MS grafigindeki ikinci bélgede birinci bélgedeki
iyonlara kiyasla daha yuksek yuk degeri, m/z orani ve kisa suruklenme zamanlarina
sahip olan iyonlar bulunmaktadir. Bu bdlgenin Sekil 4.11’de verilen ESI
spektrumunda bariz olarak 2+ yuklu protonlanmis PLL iyonlarina ait sinyaller
g6zlenmektedir. ikinci bolgeden elde edilen kiitle spektrometrik veriler, birinci

bdlgenin ESI-MS spektrumuyla zincir sonu gruplarinin ve tekrar eden birimlerin
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katlesi agisindan uyumluluk gostermektedir. Bu kutle spektrumlarinda sodyumlu ve
potasyumlu iyonlara ait sinyaller de bulunmaktadir (Sekil 4.10 ve 4.11).
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Sekil 4.11. PLL'ye ait iki boyutlu ESI-IM-MS grafigindeki 2. bdlgenin kutle
spektrumu. H / OH zincir sonu gruplarini igeren PLL zincirleri Ln ile isaretlenmisgtir.
isaretlenen tiim iyonlar 2+ y(iklii ve protonlanmis haldedir. Alt indisle verilen sayilar
tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir. Ardisik PLL zincirleri arasindaki kitle
farki 64 Da’dir.

4.2.1. PLL-PSS Komplekslerinin IM-MS Analizleri

PLL ve PSS karisimlari (PLL:PSS, 5:1 mol oraninda) SYNAPT HD kitle
spektrometresiyle analiz edilmistir. PLL ve PSS karisimlarinin pozitif iyon modunda
yapilan iki boyutlu ESI-IM-MS analizinde elde edilen iyon hareketliligi grafiginde
iyonlar, ylUklerine gore dort farkli hareketlilik bolgesine ayriimis olarak gézlenmistir
(Sekil 4.12). Bu bolgelerden lgtinde (2, 3 ve 4) kovalent olmayan komplekslere ait
sinyaller bulunmaktadir. Komplekslerin bulundugu bdlgeler $ekil 4.12’de daire igine
alinarak gdsterilmistir. iki boyutlu ESI-IM-MS grafiginde isaretlenen 1. bdlgede ise
tek yuklu PLL zincirlerinin ve bunlara ait kayiplar sonucunda olusan iyonlarin ((M+H-
H20]*, [M+H-NHz]*) bulundugu belirlenmistir. PLL ve PSS karisiminin pozitif iyon
modundaki ESI-MS analizi sonucunda elde edilen toplam kutle spektrumu da Sekil
4.12’de verilmektedir. Bu kiutle spektrumunda yuksek sinyal siddetine sahip tek ve

cift yukll, protonlanmig PLL iyonlarinin baskin oldugu gdézlenmektedir. Tum bu
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sinyallerin H/OH zincir sonu gruplarina sahip PLL zincirlerine ait oldugu tespit
edilmistir. Gaz fazinda PLL zincirlerinde meydana gelen kayiplar sonucunda olusan
iyonlar da ESI katle spektrumunda “*” isareti ile ayrica gosterilmektedir. Ayni kitle
spektrumunda kovalent olmayan komplekslere ait dislk sinyal siddetinde bir

dagihm gozlenebilmektedir (Sekil 4.12).

Noncovalent
complexes

[L+H]*

[L+H]*
[Ls + 2H] 2*

‘\[L6+ 2H] 2
[Ls+H]

>
[L,+ 2H] 2*

PSS + PLL complexes

Sekil 4.12. PLL ve PSS’nin 5:1 (PLL:PSS) mol oranindaki karisimina ait pozitif iyon
ESI kitle spektrumu. “” isareti ile PLL zincilerinden su veya amonyak ayrilmasi
sonucunda olusan iyonlar gosteriimektedir. Ayni drnege ait iki boyutlu ESI-IM-MS
grafigi sekil icerisinde ayrica verilmigtir.

Gaz fazinda olusan kompleks iyonlarinin miktarinin, analiz ortaminda bulunan
turlere ait iyonlarin miktarindan duguk oldugu gorulmektedir. Ayrica kompleks
iyonlarinin yani sira, c¢oklu dagilima sahip olan polikatyon ve polianyon
orneklerindeki zincirlerin ¢oklu yuUklenmeleri sonucunda elde edilen kitle
spektrumlarinin  oldukga karmasik olmasi, verilerin  degerlendirilmesini
zorlagtirmaktadir. Bu nedenlerden dolayi, iyon hareketliligi ayirmasi yapiimadan
kovalent olmayan komplekslere ait sinyallerin ESI kltle spektrumunda ayri ayri

tanimlanmasinin oldukga zor oldugu gérulmustur.
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iki boyutlu-ESI-IM-MS grafiginde gézlenen 2., 3. ve 4. bdlgelere karsilik gelen ESI
kutle spektrumlari Sekil 4.13'de ayri ayri verilmigtir. Bu kutle spektrumlarinda PLL
ve PSS’nin 2+, 3+ ve 4+ yUkll kovalent olmayan kompleks iyonlarina ait sinyallerin
yaninda Na*/H* yer degistirmesi sonucunda meydana gelen iyonlar da gézlenmistir
ve bu iyonlar “*” isareti ile gOsteriimektedir. Elde edilen sonuglarda PLL ve PSS’ye
ait 2+, 3+ ve 4+ yukll, kovalent olmayan kompleks iyonlari sirasiyla Sz+Ls / Sio0+L7,
Ss+le/ S11tLo ve Ss+Lis / SiatLie Stokiyometrik oran araliklarinda gézlenmistir (Sekil
4.13). lyon hareketliligine gore ayirma oézelliginden faydalanilarak farkli yik ve
stokiyometrilere sahip kovalent olmayan komplekslere ait sinyaller, kolaylikla
gOzlenebilmis ve birbirinden ayirt edilebilmistir. Blyuk kuatleye sahip kompleks
iyonlari, ¢coklu yuklenerek analiz araliginda tayin edilebilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, stokiyometrik olarak PSS birimlerine oranla daha fazla oranda PLL iceren
kompleks birimlerinin pozitif iyon modunda daha ylksek sinyal siddetine ve iyon

kararliigina sahip olduklari géraimustar.
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Sekil 4.13. PLL ve PSS’nin 5:1 (PLL:PSS) mol oranindaki karisimina ait pozitif iyon

iki boyutlu ESI-IM-MS grafigindeki (2), (3) ve (4) bolgelerinin kutle spektrumlari. Alt

indisle verilen sayilar tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir. Na*/H* yer

degistirmesi sonucunda meydana gelen iyonlar “*” isareti ile gosterilmektedir.
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PLL ve PSS’nin kovalent olmayan kompleksleri ESI-IM-MS sistemi kullanilarak
negatif iyon modunda da analiz edilmistir. Fakat kutle spektrometrik analiz
sonuglarina goére, negatif iyon modunda elde edilen iyonlara ait toplam sinyal
siddetlerinin, pozitif iyon modunda elde edilen toplam sinyal siddetinden dusuk

oldugu agikga gorulmasgtur.
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Sekil 4.14 PLL ve PSS’nin 5:1 (PLL:PSS) mol oranindaki karisimina ait negatif iyon
ESI kitle spektrumu. Alt indisle verilen sayilar tekrar eden birim sayisini ifade
etmektedir. Na*/H* yer degistirmesi sonucunda meydana gelen anyonlar “*” isareti
ile gosterilmektedir. Ayni érne@e ait iki boyutlu ESI-IM-MS grafidi sekil igerisinde
ayrica verilmistir.

PLL-PSS karigimi, ESI-IM-MS ile negatif iyon modunda analiz edildiginde elde
edilen iki boyutlu ESI-IM-MS grafiginde yuklerine gore g farkli iyon grubuna karsilik
gelen bdlgeler gdzlenmigtir. Bu bolgelerden ikisi 2- ve 3- yuklu kovalent olmayan
kompleks iyonlarina karsilik gelmektedir ve bu iki bdlge Sekil 4.14’de daireler
icerisine alinarak ayrica gosterilmektedir. Toplam ESI kutle spektrumunda ¢oklu
yuke sahip, deprotonlanmis haldeki PSS iyonlari, Na*/H* yer degisimine ugrayan
PSS iyonlari ile birlikte ylUksek sinyal siddetinde gozlenmektedir. 2- ve 3- yUkla

kompleks iyonlari sirasiyla, Sa+Ls / S7+Ls, ve Set+La / Si2+L7 stokiyometrik oran
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araliklarinda gozlenmigtir (Sekil 4.15). Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
negatif iyon modunda beklendigi gibi, stokiyometrik olarak PLL’ye oranla daha fazla
PSS igeren kompleks birimlerinin daha ylksek sinyal siddetine ve iyon kararlihgina

sahip olduklari gorulmusgtur.
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Sekil 4.15. PLL ve PSS’nin 5:1 (PLL:PSS) mol oranindaki karisimina ait negatif iyon
iki boyutlu ESI-IM-MS grafigindeki (2) ve (3) bodlgelerinin kitle spektrumlari. Alt
indisle verilen sayilar tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir. Na*/H* yer
degistirmesi sonucunda meydana gelen anyonlar “*” isareti ile gdsterilmektedir.
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Tez calismasinda pozitif ve negatif iyon modlarinda yapilan kitle spektrometrik
analizlerde gozlenen kompleks iyonlarinin gogu, 30-48 eV araliginda carpigsma
enerjisi uygulanarak gaz fazinda pargalanmistir. Sa+Ls stokiyometrik oranina sahip
2+ yukli iyonun (m/z 727.37) CAD ydntemi ile pargalanmasina ait MS/MS
spektrumu Sekil 4.16’da gosterilmektedir. Bu spektrumda iki ile beg birim arasinda
tekrar eden birim iceren 1+ ve 2+ yukli PLL zincirlerinin iyonlarina ait sinyaller
gozlenmistir. Ayni kutle spektrumunda pargalanma sonucunda kovalent olmayan
kompleks iyonu bozulmadan Sas+Ls kompleks iyonundan bir lizin biriminin ayrildigi
da gorulmektedir. Bu durum, kovalent olmayan komplekslere ait cogu MS/MS
spektrumunda gozlenmistir. Kompleks pargalanmadan toplam yapidan bir lizin
biriminin ayrilmasi, gaz fazinda PLL ve PSS arasinda meydana gelen etkilesimlerin
kuvvetli oldugunu gostermektedir. MS/MS spektrumlarinda PLL oligomerlerinden su
ve amonyak gibi yuksuz ayrilmalarin da gerceklestigi belirlenmistir ve bu kayiplar

11} ”

sonrasinda kalan iyonlara ait sinyaller Sekil 4.16’da sirasiyla “" ve isaretleri ile
gOsterilmektedir. Pargcalanma sonucu pozitif iyon modunda elde edilen kiitle
spektrumlarinda yapisinda yuksek oranda negatif yikli olma egilimindeki sulfonik

asit gruplari igeren PSS zincirlerine ait bir sinyal gézlenmemisgtir.

L+ 2H)

£ [L+H]

E)
2L+ H] *
>

k g
EP § u;:

g EN[enre
-
"2
=2

240 2005
ALl

60 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 4 4 440 0 4

Sekil 4.16. 5 birimli PLL ve 4 birimli PSS’nin olusturdugu kovalent olmayan
komplekse ait pozitif iyon ESI MS/MS kutle spektrumu. Alt indisle verilen sayilar
tekrar eden birim sayisini ifade etmektedir. PLL oligomerlerinden “*” ve “~” isaretleri
siraslyla su ve amonyak kayiplarina ugrayan PLL oligomerlerine ait sinyalleri

gOstermektedir.
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Sa+Ls stokiyometrik oranina sahip 2- yuklu negatif iyonun (m/z 725.34) CAD yontemi
ile parcalanmasina ait MS/MS spektrumu ise $ekil 4.17°de gosterilmektedir. CAD
sonucunda elde edilen kutle spektrumunda gozlenen pargalanma Urunleri arasinda
en ylUksek siddete sahip olan sinyal, 5 birimli PLL zincirinin Sa+Ls kompleks
yapisindan ayrilmasi sonucunda kalan 2- yukld, 4 birimli PSS iyonuna aittir (Sekil
4.17). Dort adet tekrar eden birim igeren PSS iyonuna ait tek yukllu ve negatif iyon
da MS/MS spektrumunda gézlenmektedir. Kompleksin polikatyon bolimune karsilik
gelen 5 birimli PLL zincirine ait sinyalin de kutle spektrumunda gbzlenmesi, soz
konusu kompleks igin on gorulen stokiyometrik orani dogrulamaktadir. Benzer
durum, negatif yOklG tim kompleks iyonlarinin MS/MS spektrumlarinda

gbzlenmektedir.

Yapilan CAD calismalarinda negatif yUukli kompleks iyonlarini parcalamak igin
uygulanan enerji araliginin genel olarak pozitif yukli kompleks iyonlarini pargalamak
icin gerekli olan enerji araligindan duguk degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Sekil
4.17°de de goruldagu Uzere, gaz fazindaki negatif yikli kompleks iyonuna CAD
uygulandigi zaman, polimerik birimlerin ana zincirlerinde herhangi bir pargalanma
olmadan kompleks iyonunun polikatyon ve polianyon birimlerinin birbirlerinden
ayrildig1 gézlenmektedir. Tez kapsaminda yapilan CAD c¢alismalarinda elde edilen
tim ESI MS/MS spektrumlarinda pozitif ve negatif yukli kompleks iyonlarinin

stokiyometrileri dogrulanmigtir.
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Sekil 4.17. 5 birimli PLL ve 4 birimli PSS’nin olusturdugu kovalent olmayan
komplekse ait negatif iyon ESI MS? kiitle spektrumu. Alt indisle verilen sayilar tekrar
eden birim sayisini ifade etmektedir.

Sa+Ls stokiyometrisine sahip olan, 2+ yuklu, pozitif ve negatif yukla kompleks
iyonlarinin ([Sa+Ls]?* ve [Sa+Ls]?>) parcalanma verimliliklerini kiyaslayan egriler
olusturulmustur (Sekil 4.18). Kompleks iyonlarinin bagil bolluklari, kiitle merkezi
carpisma enerjilerine (Ecm) karsi grafige gecirilerek elde edilen egriler Uzerinden
degisim gozlenmigstir [215]. Bagil bolluk dederleri, 6ncul iyon olarak segilen
kompleksin sinyal siddetinin secilen pargalanma drinlerinin iyon siddetlerinin
ortalamasi ile kendisinin toplamina boélinmesi ile elde edilmektedir (Esitlik 4.1) [216,
217].

Siddet(komplekS)
Siddet(kompleks) + Ortalama Siddet(pargalanma ijrijnleri)

Bagil bolluk =
(4.1)

Ecm degeri, Eiab, Mar Ve msncii iyon ifadelerinin sirasiyla, laboratuvar olgegindeki
carpisma enerjisine, carpisma gazi olan Ar atomlarinin katlesine ve 6ncul iyonun

kutlesine karsilik geldigi esitlikle hesaplanmaktadir (Esitlik 4.2).
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Sekil 4.18. 2+ ve 2- yUkli, Ss+Ls stokiyometrisindeki kompleks iyonlarinin
parcalanma verimliligi egrileri.

Sekil 4.18’de verilen pargalanma verimliligi grafiginde 6ncul iyonun %50’sinin
parcalanmis oldugu carpisma enerjisi degerlerine karsilik gelen Eso duzlemi
bulunmaktadir [218]. Eso duzlemindeki degerler, kompleks iyonlarinin gaz fazi
kararlihklarinin bir dlgusu olarak degerlendiriimektedir. Bagil bolluk egrileri, daha
yuksek Ecm dederlerinde Eso dizlemi ile kesisen iyonlarin gaz fazinda daha kararl
olduklari sdylenebilir. Sekil 4.18'de verilen grafige gore, ayni stokiyometrik orana
sahip pozitif kompleks iyonlarinin, negatif kompleks iyonlarina kiyasla gaz fazinda
daha kararli olduklari ifade edilebilmektedir. Deneyler sonucunda elde edilen tim
kompleks iyonlari i¢in pargalanma egrileri olugturulmustur ve beklendigi gibi, ayni
stokiyometrik orana sahip, pozitif yukli iyonlarin negatif yukli iyonlardan gaz
fazinda daha kararli olduklari belirlenmigtir.

77



1,2
1 D e — — === o e
IR -0—7::\
——[S5+L7] 2+
08 - = [S5+L6] 2+
—— [54+16]2+
-
] - - E50
©
206 | [S4+L5]2+
)
]
m ______________________________________________________
04
0,2
D T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5
E... eV

Sekil 4.19. Bazi 2+ yUkli PLL-PSS kompleks iyonlarinin pargalanma verimliligi
egrileri.

Parcalanma verimliligi grafikleri olusturularak pozitif ve negatif yukli PLL-PSS
kompleks iyonlarinin gaz fazi kararliliklari, etkilesim durumlarindaki farkhliklara gére
de degerlendirilmigtir. Sekil 4.19'da verilen pozitif yakli kompleks iyonlari igin elde
edilen grafikteki egrilerin Eso duzlemi ile kesistikleri Ecm degerleri incelendiginde,
kararlilik artigi sirasinin; [Sa+Ls]?*, [Ss+Le]?*, [Sa+Le]?* ve [Ss+L7]>* seklinde oldugu
gorulmektedir. Bu komplekslerin gaz fazindaki etkilesim durumlari Sekil 4.20°'de
sematik olarak gosteriimektedir. Bu gdsterimler, PLL zincirlerinin tekrar eden
birimlerinin (128 Da) PSS zincirlerinin tekrar eden birimlerine (184 Da) gore daha
kUguk olduklari goz onunde bulundurularak duzenlenmigtir. Tekrar eden birim
uzunluklarindaki fark nedeniyle, birbirini takip eden stiren sulfonik asit birimlerinin
ardisik lizin birimleriyle birebir etkilesime girmekte zorlandig1 disunidlmektedir. Gaz
fazinda kompleks iyonlarinin net 2+ yuke sahip olduklari bilgisi de hesaba katilarak
olusturulan etkilesim gosterimlerinde iyonlarin yukleri, olusabilecek itme kuvvetleri
nedeniyle, kompleks vyapilari Uzerinde birbirlerine gore en uzak kisimlara
yerlestiriimistir. [Ss+L7]%* ve [Sa+Le]?* komplekslerinin 2+ yiiki taglyabilecek yapilari
olusturma olasiliklarini yuksek olmasinin yapilarini daha kararli bir hale getirdigi

disunulmektedir. Ayrica bu kompleksler icin PLL zincirleri ile PSS zincirlerinin tekrar
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eden birimlerinin sayica farklarinin net 2+ yuku olusturabilecek olmasi da yapilarinin
daha kararli olabilecegini aciklamaktadir. Sekil 4.20'de yuk dolagimi olarak
gOsterilen bu durum, yapilarin digerlerine gore daha yuksek olasilikla 2+ yuku
tasiyabilecek olduklarini gosterir. Bunun yani sira, [Ss+L7]>* kompleksinin [Sa+Ls]?*
kompleksine gore daha fazla sayida etkilesim bolgesine sahip oldugu da
gorilmektedir. Bu gosterim, [Ss+L7]>* kompleksinin [Sa+Le]?* kompleksine gore gaz
fazinda daha kararli oldugu sonucunu desteklemektedir. Benzer sekilde etkilesim
noktalarinin sayica farkl oldugu [Ss+Ls]?* ve [Sa+Ls]** kompleksleri igin de yapilarin
gaz fazindaki kararlihk durumlari gosterimler icin yapilan kabulleri desteklemektedir.
[Ss+L6]?* kompleksinin sayica daha fazla etkilesim olasiligi igermesinden dolayi,
[Sa+Ls]?* kompleksinden daha kararl oldugu disinlimektedir. Bu komplekslerin
gaz fazinda net 2+ ylke sahip olduklari durumda yulk tasiyabilir Kisimlarinin sinirli

olmasi, yapilarinin olusum olasiliklarinin distk olmasina neden olabilir.

1
I
I

Sekil 4.20. Bazi 2+ yukli PLL-PSS kompleks iyonlarinin etkilesimlerinin sematik
gOsterimi.

Negatif ylkli PLL-PSS komplekslerinin de pargalanma verimliligi egrileri ¢gizilerek
sekil 4.21°deki grafik dizenlenmigtir. Bu grafikteki egrilerin Eso dizlemi ile kesistigi
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noktalar degerlendirildiginde, kararhlk artiginin [Sa+Ls]> , [Ss+Ls]?, [Se+Ls]*

siralamasinda oldugu gorulmektedir.

1,2 -

——[S6+L5]2-

—m—[S5+L5]2-
[S4+L5]2-
——— ES50

Bagil Bolluk

0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8
Ecm, €V

Sekil 4.21. Bazi 2- yukli PLL-PSS kompleks iyonlarinin pargalanma verimliligi
egrileri.

Pozitif yukli kompleksler igin olusturulan etkilesim gosterimleri, ayni kabuller
yapilarak negatif ylike sahip kompleksler icin de olusturulmustur (Sekil 4.22). Sekil
4.22'de farkh stokiyometriye sahip PSS-PLL komplekslerinin farkli etkilesim
sayllarina sahip olduklari goriimektedir. Buna gore, [Se+Ls]> kompleksinin
bilesenleri arasinda sayica daha fazla etkilesimin meydana gelme olasili§i yliksek
olmasindan dolayi, kararliik egrileri verilerinden elde edilen sonugla da uyumlu
olarak, gaz fazinda diger komplekslere gore daha kararli yapida oldugu

dusunulmektedir.
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Sekil 4.22. Bazi 2- yuklu PLL-PSS kompleks iyonlarinin etkilesimlerinin sematik
gOsterimi.

Tez galigmalarinda elde edilen sonuglara gore, pozitif yukli kompleks iyonlarinin
ayni stokiyometriye sahip negatif ylukli kompleks iyonlarindan daha kararh olduklari
belirlenmistir (Sekil 4.18). PLL-PSS kompleks iyonlarinin gaz fazi kararliliklarinin
kiyaslandidi grafiklerdeki egrilerin Eso duzlemi ile kesisim noktalarinin pozitif yuklu
kompleks iyonlari igin negatif yukli kompleks iyonlarina kiyasla daha dar bir enerji
arahginda bulunduklari gorulmektedir (Sekil 4.19 ve 4.21). Bu durum, pozitif yukli
kompleks iyonlarinin gaz fazindaki kararliliklarinin, negatif kompleks iyonlarinin

kararliliklarina gore stokiyometrik orana daha az bagiml oldugunu gostermektedir.

4.2.2. Polikatyon-Polianyon Komplekslerinin Etkin Carpigsma Kesitlerinin

Hesaplanmasi

IM-MS analizlerinden elde edilen siriklenme zamani verileri kullanilarak iyonlarin
boyutlari ve buyuklikleri ile dogrudan iliskili olan CCS dederleri belirlenmektedir. Bir
iyonun etkin carpisma kesiti, molekulin ortalama momentumuna bagl olarak

meydana getirdigi etki alanini ifade eden bir boyut parametresidir [219]. Bu deger,
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molekulin U¢ boyutlu geometrisi ile ilgili konformasyonu hakkinda bilgi
saglamaktadir. SYNAPT cihazi ile yapilan CCS belirleme deneylerinde CCS degeri
bilinen standart 6rnekler kullanilarak iyon hareketlilik verilerinin Olgeklendiriimesi,
kullanilan deneysel parametrelere gore kalibre edilir. Bdylece, CCS degeri
bilinmeyen o6rneklerin konformasyon ve boyut 6zellikleri hakkinda ayrintili ve yuksek

dogrulukta veri elde edilebilmektedir.

Tez calismasinda polialanin oligomerlerinin ve standart proteinlerin (sitokrom c,
miyoglobin, ubikitin) deneysel suriklenme zamanlari ve standart CCS degerleri
kullanilarak ayni kosullarda analiz edilen turlerin suriklenme zamani verilerinden
CCS degerleri hesaplanmistir (Sekil EK-1). Bu kalibrasyon yontemi kullanilarak 2+
yuklli polielektrolit iyonlarinin ve komplekslerinin CCS degerleri ayri ayri
hesaplanmis ve elde edilen sonuglara gore bu tarlerin farkli uzunluktaki zincirlerinin

ve komplekslerinin gaz fazindaki sikiliklari karsilastiriimistir.

2+ yuklu PLL ve PSS iyonlarinin deneysel CCS degerlerinin kutle/yuk oranina goére
degisimini gosteren grafik Sekil 4.23’de veriimektedir. Bu grafikte her polielektrolite
ait degisimi ayr olarak gosteren dogrular bulunmaktadir. Bu dogrularin egimlerinin
degerlendiriimesiyle farkh tlrdeki polielektrolit iyonlarinin gaz fazindaki sikiliklar
kargilastirilabilmektedir. Grafikte bir tire ait dogrunun egiminin digerlerinden daha
blylk olmasi, bu tlrlin gaz fazinda daha yayvan bir yapida olmasina bagh olarak,
zincir uzunlugunun artmasiyla yapinin CCS degerinin de yutksek oranda arttigini

gOstermektedir.

PLL ve PSS polielektrolitlerinin deneysel olarak hesaplanan CCS degerlerinin
kullaniimasiyla olusturulan grafikte PLL zincirlerinin m/z oranlari arttikga CCS
degerlerinin PSS’ye ait CCS degerlerine gére daha fazla arttigi gériimektedir (Sekil
4.23). Bu sonug, PSS zincirlerinin gaz fazinda PLL zincirlerine gére daha siki
konformasyona sahip olduklarini goéstermektedir. PSS zincirlerinin daha buyuk
molekul agirligina sahip tekrar eden birimlerden olugmalarina ragmen yapilarinda
bulunan aromatik halkalar arasinda meydana gelebilecek -1 etkilesimleri
sayesinde gaz fazinda PLL zincirlerine gére daha siki bir yapiya sahip olacagi
ongorulmastir. Bunun yani sira, PLL zincirlerinin tekrar eden birimlerinin her birinde
uzun alkil zinciri sonunda pozitif yukli amin gruplari bulunmaktadir. Bu yapilarin gaz

fazinda kuguk hacimlere sikismasinin zor oldugu dusunutlmektedir. Ayrica pozitif
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yukli gruplarin  serbest durumda birbirlerini iterek yapinin sikilagmasini

engelleyebilecegi rahatlikla sdylenebilir.
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Sekil 4.23. 2+ yukli PLL ve PSS iyonlarinin deneysel CCS degerlerinin kitle/ylk
oranina gore degisimi.

PLL ve PSS zincirlerinin CCS degerlerinin m/z orani ile degisiminin ayri ayri
degerlendiriimesinin ardindan bu polielektrolitlerin gaz fazinda meydana getirdikleri
komplekslerin CCS degerleri de deneysel sonuglara gore hesaplanmistir. PLL-PSS
komplekslerinin deneysel CCS degerlerinin m/z oranina gore degisimi neredeyse
bir dogru meydana getirmektedir. Fakat bu degisim egiliminden sapan bazi veriler
bulunmaktadir (Sekil 4.24). Sapan noktalarin genel verilerin olusturdugu dogruya
goOre daha buyuk CCS degerlerinde olduklari gérulmektedir. Bu noktalardaki verilerin
icerdikleri polikatyon ve polianyon sayisi bakimindan, stokiyometrik olarak, daha
yuksek PLL / PSS oranina sahip komplekslere ait oldugu belirlenmigstir (Ss+Les /m/z
699.3724, S3+L7/m/z 763.4637, Sa+L7/m/z 855.4930). Bu komplekslerin yapilarinda
genis konformasyona sahip PLL zincirlerinin daha yluksek oranda bulunmasindan
dolayl gaz fazinda daha buyuk CCS degerlerine sahip olduklari gézlenmistir. Bu
sonuglar, PLL ve PSS’nin konformasyon degisimleri ile ilgili dSnceki bdlimde yapilan
yorumlari desteklemekle birlikte, polikatyon ve polianyonlarin gaz fazinda sahip
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olduklari konformasyonu meydana getirdikleri komplekslerin konformasyonlarina

yansittiklarini gostermektedir.
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Sekil 4.24. 2+ yiUkli PLL-PSS kompleks iyonlarinin deneysel CCS degerlerinin
kutle/yUk oranina gore degisimi.

PLL-PSS komplekslerinin deneysel CCS degerlerinin dogrulanmasi igin ayni m/z
oranina ve yapilara sahip kompleks iyonlarinin teorik CCS degerleri hesaplanmistir.
Kompleksler icin farkl etkin carpisma kesiti yaklasimlariyla hesaplanan teorik CCS
degerlerinin m/z oranina goére degisiminin deneysel olarak belirlenen CCS
degerlerinin m/z oranina goére degisimiyle ayni edilime sahip oldugu gorulmustir
(Sekil 4.25). Boylece tez kapsaminda yapilan calismalarda CCS degerlerinin m/z
oranina gore degdisimlerinin deneysel olarak dodru bir sekilde belirlendigi

anlasilimistir.
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Sekil 4.25. 2+ yuklio PLL-PSS kompleks iyonlarinin deneysel ve teorik CCS
degerlerinin kutle/yuk oranina goére degisimi.

Tez calismalarinda suriklenme tlipunde surukleyici gaz olarak N2 kullanilimistir.
Surukleyici gaz olarak N2'nin kullanildigi géz éniune alinarak turlerin CCS degerleri
hesaplanmigtir. Sarikleyici gazin temelde molekil kitlesine ve polaritesine bagl
olarak, suruklenme tupl igerisinde analiz edilen iyonlarla surukleyici gaz
molekullerinin etkilesimleri degisiklik gostermektedir. Bu tlr cihazlarda N2
molekullerine kiyasla daha kiguk yarigapa sahip atomlardan meydana gelen He

gazi da surukleyici gaz olarak kullaniimaktadir.

lyonlar, daha yiiksek molekiil kiitlesine ve polariteye sahip olan N2 molekiilleri
icerisinde He gazina kiyasla daha az hareketlidir ve bu nedenle N2z surukleyici
gazinin kullanildidi, ayni elektriksel alanin uygulandigi analizlerde daha uzun

suriklenme zamanlari belirlenmektedir [206].

Teorik CCS degerlerinin belirlenmesinde kullanilan MOBCAL programinda CCS
degerleri, surukleyici gaz He olacak sekilde hesaplanmaktadir. Fakat tez
kapsaminda yapilan galismalarda surlkleyici gaz olarak N2 kullaniimistir. Bunun
sonucu olarak, analiz sonuclarindan elde edilen siuruklenme zamani degerlerinin
daha yuUksek olmalarindan dolayi, sekil 4.25'de goruldugu gibi teorik degerlerden

daha ylUksek deneysel CCS degerleri hesaplanmistir. Fakat kutle/yik oranina goére
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CCS degerlerinin degisim egiliminin deneysel ve teorik hesaplamalar igin benzer
olmasi, deneysel CCS degerlerinin dogru olarak hesaplandigini ve bu verilerin
yapilarin gaz fazi konformasyonlarinin de@erlendiriimesinde kullanilabilecegini

gOstermigtir.

4.2.3. Bir Polielektrolitin Farkh Zincir Sonu Gruplarina Sahip Oligomerlerinin

Analizi

Poli(akrilik asit) (PAA), cok tabakali polielektrolit uygulamalarinda siklikla
kullanilmakta olan bir polianyondur [220, 221]. PAA 6rnegi, SYNAPT HDMS cihazi
ile kitle spektrometrik olarak analiz edildiginde, 6rnek igerisinde farkli zincir sonu
gruplarina sahip PAA oligomerlerinin bulundugu tespit edilmistir. PAA’nin pozitif iyon
modundaki analizi sonucunda elde edilen iki boyutlu ESI-IM-MS grafiginde tek yuklu
iyonlara karsilik gelen bolgenin ESI kitle spektrumu Sekil 4.26'da verilmigtir. Bu
katle spektrumu, PAA’nin farkl zincir sonu gruplarina sahip alti farkh iyon serisini
icermektedir. Kutle spektrumunda gozlenen birbirini tekrar eden zincirlere ait
sinyallerin aralarindaki kutle farklarinin bir akrilik asit biriminin kutlesine karsilik

gelen 72 Da oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.26. PAA’nin iki boyutlu ESI-IM-MS grafiginden elde edilen 1+ yUklU iyonlara
ait kulte spektrumu.
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Bu tez galismalarinda kullanilan PAA 6rneginin kullanildigi bir bagka calismada,
farkh zincir sonu gruplarina sahip PAA iyon serilerinin drnek igerisinde bulunmasinin
nedenleri ve bazi serilerin gaz fazinda olusum mekanizmalari Uzerine yorumlar
yapilmigtir [222]. Kullanilan PAA 06rnegi, izopropanol igerisinde radikal
polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmistir. Bu reaksiyon sonucunda olusan PAA
zincirlerinin, A serisindeki PAA iyonlarinin zincir sonu gruplarina sahip olmalari
beklenmektedir (Sekil 4.27). Fakat gaz veya ¢oOzelti fazinda meydana gelen su
kayiplari, diger zincir sonu gruplarina sahip serilerin olusumuna neden olmaktadir.
C serisi, bir -COOH grubunun izopropanol varliginda esterifikasyona ugramasi
sonucunda olugsmustur. Bu bilgilere gore, bu tez kapsaminda yapilan kutle
spektrometrik analizlerde izopropanol kullaniimadigindan dolay;, A, B ve C
serilerinin kutle spektrometrik analizden once PAA orneginde bulunuyor oldugu
dusundlmektedir. D, X ve Y serilerinin ise kutle spektrometrik kosullarda, gaz

fazinda olugma ihtimali bulunmaktadir (Sekil 4.27).

C—0 O 0 A
’ E— R — ¢ 1‘%‘
35—5—65 —g H 3

Sekil 4.27. Analiz edilen PAA 6rneginde tespit edilen farkli zincir sonu gruplara sahip
serilerin gosterimi.

PLL ve PAA'nin karigimlari da ESI-IM-MS cihazi ile analiz edilmigtir. PLL ve PAA
karisiminin (molar oran 5:1 (PLL:PAA)) pozitif iyon modundaki iki boyutlu ESI-IM-

MS analizinde iyon gruplarinin yuklerine gére doért farkli bolgeye ayrildiklar
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gozlenmigtir (Sekil 4.28). Tek yuklu iyonlara ait bolgede PLL-PSS karigimlarinin
analizinde oldugu gibi sadece PLL zincirlerine ait iyonlar bulunmaktadir. Sekil
4.28de verilen toplam kutle spektrumunda PLL zincirlerinin tek ve cift yUklG
iyonlarina ait sinyaller yuksek siddet degerlerinde gozlenmektedir. Yuksek siddetli
bu sinyaller, H- ve —OH zincir sonu gruplarina sahip PLL zincirlerine aittir. PLL
zincirlerinden su ayrilmasi sonucunda olusan iyonlara ait sinyaller, ESI kutle
spektrumunda “V isareti ile goOsterilmistir. PLL ve PAA’nin bir araya gelerek
olusturduklari kompleks iyonlarina ait sinyal dagihmi kitle spektrumunda
gOzlenmektedir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. PLL ve PAA’'nin 5:1 (PLL:PAA) mol oranindaki karisimina ait pozitif iyon
ESI kutle spektrumu. “*” isareti ile PLL zincilerinden su ayrilmasi sonucunda olusan
iyonlar gosterilmektedir. Ayni drneg@e ait iki boyutlu ESI-IM-MS grafigi sekil igerisinde
ayrica verilmistir.

iki boyutlu ESI-IM-MS grafiginde isaretlenen PLL ve PAA’nin 2+ ve 3+ yikli
kompleks iyonlarinin sinyallerinin bulundugu iki bélgeye ait ESI kitle spektrumlari
Sekil 4.29'da verilmektedir. Gozlenen bu komplekslerin stokiyometrileri, 2+ yuklu

iyonlar i¢in Asat+Lsa / Aist+Ls, 3+ yUkIU iyonlar icin AstLz / Axot+L7 araliginda
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gdzlenmektedir. iki boyutlu ESI-IM-MS analizinde 4+ yiiklii kompleks iyonlarinin
varhgi da tespit edilmistir, ancak elde edilen kutle spektrumunda komplekslere ait
sinyallerin siddetlerinin ¢gok dugsuk oldugu gorulmustur. Analiz sonuglarina gore, bes
birimli PLL iceren, 2+ yuklu komplekslerin ve alti birimli PLL igceren 3+ yuklu
komplekslerin kutle spektrumunda en yuksek siddete sahip olduklari gdozlenmistir.
2+ ve 3+ yukli komplekslerde bulunan en uzun PLL zincirleri sirasiyla 7 ve 8 birime
sahiptir. Bu dagilim, farkli uzunluklardaki PAA zincirlerinin benzer uzunluktaki PLL
zincirleri ile etkilesime girerek gaz fazinda kompleks iyonlari olusturdugunu
gOstermektedir. Ayni zamanda PLL-PAA kompleks iyonlarinin stokiyometrilerinin
gaz fazindaki yuk degerleri ile iligkili olmadigi gbzlenmistir. PLL-PSS
komplekslerinin incelendigi 6nceki boélimde ise bu durumun aksine, tlrler
arasindaki stokiyometrik oranin net yukun degerini belirleyici bir parametre oldugu
ifade edilmigtir. PSS zincirlerinde bulunan sulfonik asit gruplari, PAA zincirlerinde
bulunan karboksilik asit gruplarindan ¢ok daha asidiktir. pKa degeri yaklasik 2.1 olan
PSS zincirlerinin gaz fazinda protonlanmis olmalari oldukg¢a zordur [223]. Poliakrilik
asidin pKa degeri ise 4.5'dir [224, 225]. Bu nedenle, PAA zincirleri polianyon
Ozellikleri gosterse de PSS kadar asidik olmadigindan dolayi, gaz fazinda kolaylikla
protonlanmis olarak toplam kompleks yapisinin makul bir net ylke sahip olmasini

mumkun kilmaktadir.
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Sekil 4.29. PLL ve PAA’'nin 5:1 (PLL:PAA) mol oranindaki karisimina ait pozitif iyon
iki boyutlu ESI-IM-MS grafigindeki 2+ ve 3+ yuklu iyonlara kargilik gelen bdlgelerinin
kitle spektrumlari. Alt indisle verilen sayilar tekrar eden birim sayisini ifade
etmektedir.

2+ yukli PLL-PAA komplekslerine ait ESI kltle spektrumu, kompleksleri olusturan
PAA serilerinin dagilimi agisindan incelenmistir (Sekil 4.30). Bu kitle spektrumunda
2+ yukli PLL-PAA komplekslerine ait u¢ farkli sinyal dagihmi bulunmaktadir.
Bunlarin Sekil 4.27°de gosterilen PAA'nin A, B ve C serilerini iceren komplekslere
ait oldugu belirlenmigtir. Alinan kutle spektrometrik verilerde PAA 6rneginin tek
bagina analizinde varliklar tespit edilen D, X ve Y serilerinin PLL ile kompleks
olusturmadiklari gozlenmistir. Bu sonuglara gore, PLL ile PAA arasindaki kompleks
olusumunun gaz fazinda D, X ve Y serilerinin meydana gelmesini engelledigi

belirlenmistir. Bu veriler ayni zamanda, A, B ve C serilerinin ¢ozelti fazinda da
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bulundugunu; D, X ve Y serilerinin ise sadece gaz fazinda olustugunu one suren

degerlendirmeleri de desteklemektedir.
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Sekil 4.30. PLL ve PAA'nin 5:1 (PLL:PAA) mol oranindaki karisimina ait pozitif iyon
iki boyutlu ESI-IM-MS grafigindeki 2+ yUklu iyonlara kargilik gelen boélgelerinin kutle
spektrumlari. A, B ve C harfleri PAA’nin serilerini ifade etmektedir.

Kltle spektrometrik sistemler ile yapilan galismalarda, analiz edilen yapilarin ¢ozelti
ve gaz fazlarindaki konformasyon ve etkilesim Ozellikleri kiyaslanabilmektedir.
Fakat bu konuda vyapilan caligmalarda elde edilen veriler ile vyapilarin
konformasyonlari hakkinda kesin sonuclara varilamamaktadir. Bu tez ¢calismasinda
IM-MS sistemi ile elde edilen iki boyutlu ayirma verilerinin sagladigi bilgiye gore,
farkh net ylke sahip iki polielektrolitin etkilesimleri GUzerinden farkh zincir sonu
gruplarina sahip oligomerlerin ¢ozelti fazinda var olduklari veya gaz fazinda
olustuklari ayirt edilerek belirlenebilmistir.
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4.2.4. Polielektrolitlerin Zincir Sonu Gruplarinin Komplekslerin Etkin Carpigsma

Kesitlerine Etkilerinin incelenmesi

2+ yukld PAA-PLL kompleks iyonlarinin farkli PAA serileri iceren gruplarinin CCS
degerleri, gaz fazindaki buUyuUkIik oOzelliklerinin  karsilastirimasi agisindan
degerlendiriimigtir. Kompleks iyonlarinin deneysel CCS degerlerinin kutle/yuk
oranina gore degisiminin gosterildigi grafik Sekil 4.31'de verilmigtir. Bu grafikteki veri
dagihmi degerlendirildiinde PAA-PLL kompleks iyon serilerinin genisliklerinin A, B
ve C sirasinda arttigi gorulmektedir. Bu kompleksleri olusturan PAA serilerinin zincir
sonu gruplarinin katleleri, A, B ve C igin sirasiyla; 60, 114 ve 228 Da’dir. Sekil
4.31'de verilen grafikteki degerlerin dagihmina gore, en buyuk zincir sonu gruplarina
sahip PAA’nin C serisinin PLL ile yaptigi komplekslerin gaz fazinda en genis etkin
carpisma kesitlerine sahip olduklari belirlenmigtir. Bunun yaninda en kuguk zincir
sonu grubuna sahip olan PAA’'nin A serisinin PLL ile yaptigi komplekslerin en kuguk
etkin carpisma kesiti degerlerine sahip olduklari gézlenmektedir. Bu sonuglar, PAA
serilerinin zincir sonu gruplarinin bayukluklerinin PLL ile olusturduklari kompleks
iyonlarinin konformasyonuna etki ettigini gostermektedir. Kompleksi olusturan
turlerin zincir sonu gruplarinin buylk olmasi, gaz fazindaki kompleksin kuguk bir
hacme sikismasini engellemektedir. Kliguk zincir sonu gruplarina sahip olan turlerin
olusturdugu kompleks iyonlari ise daha kiuguk hacme sikisabilmis durumdadir. Bu
sonuglarin yani sira, farkl zincir sonu gruplarina sahip PAA serilerinin, CCS degisim

egrilerinin incelenmesiyle kolaylikla birbirlerinden ayirt edilebildikleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.31. 2+ yiUkli PLL-PAA kompleks iyonlarinin deneysel CCS degerlerinin
katle/yuk oranina gore degisimi.

4.2.5. Halkali Yapidaki Polielektrolitin Komplekslerinin incelenmesi

Tez caligmasinda PLL'nin bir baska negatif yuklu polielektrolit olan poli(L-glutamik
asit) (PGA) ile birlikte olusturdugu kompleksler de incelenmistir. PGA oncelikle
SYNAPT HDMS, Q/ToF kutle spektrometresi ile analiz edilmigtir. Bu analizden elde
edilen tek yUkli PGA iyonlarinin bulundugu ESI kitle spektrumu Sekil 4.32'de
verilmistir. Analiz edilen PGA 6rneginde zincirlerin molekul katlelerinin 250-1250 Da
arasinda oldugu tespit edilmigtir. ESI kutle spektrumunda protonlanmis ([M+H]*) ve
sodyum ekli ([M+Na]*, [M-H+2Na]*) PGA iyonlari gozlenmigtir. Bu iyonlarin bir
kisminin dogrusal oldugu ve H/OH zincir sonu gruplarina sahip olduklar
belirlenmistir. Diger bir kisminin ise daha kompakt olan halkali bir yapida olduklari
tespit edilmistir. Birbirini tekrar eden PGA zincirlerinin sinyalleri arasinda bir glutamik

asit biriminin katlesine karsilik gelen 129 Da’luk fark bulunmaktadir.

93



Cyc
Cyc :
Cyc —— [M+Na]t Lin —— [M+H]!
Cyc Cyc — [M-H +2Na]* lin —— [M+Na]'
R + Cyc : Halkal
Cye [M ¥ H] Lin : Dogrusal
| Cyc
Cyc
Cyc CYC
Cyc Linf Cyc
Un o "Cyc Cyc
Lin o 'l Oye l Cyc
LJl L _l 1 ”.ALL._ L h_.l.'l AL}A . CXC fovc.i A‘.L .

Sekil 4.32. PGA 0rneginin ESI-IM-MS analizinde elde edilen 1+ yuklu iyonlarin
g6zlendigi kutle spektrumu.

Yapilan analizlerde dogrusal PGA iyonlarinin beklendigi gibi halkali PGA
iyonlarindan daha yuksek etkin carpisma kesidine ve daha uzun sdruklenme
zamanlarina sahip olduklari gézlenmistir. Ayni kutle/yik oranlarina sahip dogrusal
ve halkali PGA iyonlarinin surtiklenme zamanlari karsilastiriimis ve degerleri Sekil
4.33’de verilmigtir. Bes adet tekrar eden birim iceren, halkali PGA'nin [M-2H+Na]*
iyonunun (m/z 690) kendisinden daha kuglik, bes birimli ve dogrusal PGA
iyonlarindan (m/z 664 ve 686) daha kisa suriklenme zamanlarina sahip oldugu
belirlenmistir. Bes birimli, sodyum ekli ve halkali PGA iyonunun (m/z 668) da
dogrusal yapidaki ayni zincirin protonlanmig iyonundan (m/z 664) daha kisa
suriklenme zamanina sahip oldugu gozlenmigtir. Sekil 4.33’de verilen bu sonuglar,
PGA zincirlerinin gaz fazinda dogrusal ve halkali olmak uGzere farkh
konformasyonlarda bulundugunu gdéstermektedir.
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Sekil 4.33. Dogrusal [Ms+Na]* (m/z 686), [Ms+H]" (m/z 664) ve halkali [Ms+Na]* (m/z
668), [Ms-H+ 2Na]* (m/z 690) iyonlarinin striklenme zamanlari.

Ayni sayida tekrar eden birim iceren dogrusal ve halkali yapidaki PGA iyonlarinin
suruklenme zamanlari arasinda kuguk farklarin olmasi, bu yapilarin etkin ¢carpisma
kesitlerinin birbirlerine cok yakin degerlerde oldugunu gdstermektedir. Surtklenme
zamani verilerine goére, halka yapilarinin PGA zincirlerinin kiguk bir béliminde
olustuklari anlagiimaktadir. Eger PGA oligomerlerinin zincir sonu gruplari arasinda
meydana gelen bir degisiklik sonrasinda zincir yapisinin batind halkasal bir yapiya
donusmus olsaydi, yapilarin etkin carpigsma kesitlerinde ¢ok daha belirgin bir
azalmanin goézlenmesi gerekirdi. Bu degerlendirmelere gore, sekil 4.34’de
gosterildigi gibi, PGA zincirlerinin N-uglarindaki amin grubunun kararli begli halka
yapisi olusturacak sekilde kendisine en yakin karboksilik asit grubuna
baglanmasinin daha olasi oldugu sonucuna variimistir. Bu alanda yapilan
calismalarda N-uglarinda glutamik asit bulunduran peptitlerin bu uglarinda besli
halka yapisinin kendiliginden olustugu ifade edilmektedir [226, 227]. Bu olusumda
bir glutamik asit birimi piroglutamik asit grubuna doénusmektedir. Halkalasma
sonucunda yapinin c¢arpisma etki kesitinde kucuk bir azalmanin olmasi, alinan

deneysel sonuglara gore yapilan yorumlari desteklemektedir.
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Sekil 4.34. 5 birimli PGA molekulunin zincir sonundaki halkalagmanin gosterimi.

PLL ve PGA karisimi da ESI-IM-MS ile analiz edilerek bu iki polielektrolitin
olusturduklari kovalent olmayan kompleksler incelenmigtir. Yapilan denemelerde
PLL’nin diger polianyonlarla etkilesimlerinin incelendigi ¢alismalarda oldugu gibi

karisimdaki molar oran 5:1 (PLL:PGA) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.35. PLL ve PGA’nin 5:1 (PLL:PGA) mol oranindaki karigimina ait pozitif iyon
ESI kutle spektrumu. “*” isareti ile PLL zincilerinden su ayrilmasi sonucunda olusan
iyonlar gosterilmektedir. Ayni drnege ait iki boyutlu ESI-IM-MS grafigi sekil icerisinde
ayrica verilmistir.

PLL ve PGA'nin karisimlari, SYNAPT HDMS, Q/ToF kutle spektrometresi ile analiz
edilmistir. Karisimin pozitif iyon modunda yapilan ESI-IM-MS analizinde elde edilen
veride iyonlarin yik durumlarina gore doért farkli hareketlilik bolgesine ayrildigi
g6zlenmistir (Sekil 4.35). Kovalent olmayan kompleks iyonlarina karsilik gelen tg¢
bdlge, ayri ayri beyaz daire igerisine alinarak gosterilmektedir. Tek yUklu iyonlari
iceren bolgede tek yukllu PLL ve onlarin yapilarinda meydana gelen yuksuz kayiplar
sonucunda olusan iyonlara ait sinyaller bulunmaktadir. Bu analizden elde edilen
toplam ESI kitle spektrumunda 1+ ve 2+ yikli PLL iyonlarina ait sinyallerin baskin
olduklari gorulmektedir. PLL ve PGA’nin bir araya gelerek olugsturduklar
komplekslere ait dusik siddetli sinyallerin dagihmi da ayni katle spektrumunda
g6zlenmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.36. PLL ve PGA’nin 5:1 (PLL:PGA) mol oranindaki karigimina ait pozitif iyon
iki boyutlu ESI-IM-MS grafigindeki 2+ yUklU iyonlara karsilik gelen bélgelerinin kutle
spektrumlari. “0” igsareti ile PLL’nin halkali PGA oligomerleri ile yaptigi komplekslere
ait sinyaller gosterilmektedir.

PLL-PGA karnigiminin analizi sonucunda elde edilen iki boyutlu ESI-IM-MS
grafiginde gbézlenen 2+ yukli iyonlarin bulundugu bodlgeye ait ESI kiutle spektrumu
Sekil 4.36’da verilmigtir. Bu kuitle spektrumunda sadece PLL ile halkali PGA
zincirlerinin olusturdugu farkli stokiyometrilerdeki komplekslerin 2+ yUklG iyonlarina
ait sinyaller gdzlenmektedir. Bunun yani sira, diz zincir halindeki PGA turlerinin PLL
zincirleri ile olusturduklari komplekslere ait sinyaller de ¢ok dusuk siddette
g6zlenebilmistir. PGA 6rnegdi, tek basina analiz edildijinde diz zincirli PGA
iyonlarinin halkali yapida olanlara gore ¢ok daha dusuk sinyal siddetine sahip
olduklari goérulmektedir (Sekil 4.32). Bu verilere gore, PLL zincirleri ile halkal
yapidaki PGA zincirlerinin olusturduklari kompleks iyonlarinin bagil bolluklari veya
iyonlasma verimlerinin yiksek olmasi nedeniyle PLL ile diz zincirli PGA tirlerinden
meydana gelmis olan kompleks iyonlarini baskiladiklari dastunulmektedir.
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4.2.6. Polielektrolit Komplekslerinin CCS Degisimlerinin Kiyaslanmasi

Tez galismasinda kullanilan, farkli tekrar eden birimlere, zincir sonu gruplarina ve
konformasyonel Ozelliklere sahip olan polielektrolitlerin 2+ yUkli iyonlarinin gaz
fazinda kendi baslarina sahip olduklari CCS degerleri bir araya getirilip kiyaslama
yapilmigtir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. 2+ yukli polielektrolit iyonlarinin deneysel CCS dederlerinin kutle/ytk
oranina gore degisimi.

Sekil 4.37'deki dogrularin egimlerine gore, polielektrolit iyonlarinin gaz fazi
konformasyonlarinin PLL, PAA, PGA ve PSS siralamasinda giderek daha siki hale
geldigi goriimektedir. Daha 6nceki bolimlerde bahsedildigi gibi, PLL zincirleri, uzun
alkil zincirlerinin sonunda pozitif yukli amin gruplari bulundurmaktadir. Yapinin disa
bakan u¢ kisimlarinda bulunan pozitif yukli amin gruplari, gaz fazinda birbirlerini
iterek digerlerine gére daha genis konformasyona sahip bir yapinin olusumuna
neden olmaktadir. Grafikte daha disik m/z oraninin bulundugu boélgedeki CCS
degerlerinin degisimine bakildiginda PAA ve PGA zincirlerinin gaz fazinda benzer
sikiliga sahip olduklari gézlenmektedir. Fakat daha ylksek molekul agirligina sahip,
uzun zincirlerin CCS degisimlerine bakildiinda PGA zincirlerine ait verilerin

meydana getirdigi dogrunun egiminin azalmasi, PGA zincirlerinin gaz fazinda daha
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siki oldugunu gostermektedir. Tez calismasinda PGA ornegindeki zincirlerin buyuk
oranda halkali yapida olduklari belirlenmigtir. Halkali PGA iyonlarinin gaz fazinda
diz zincir halindeki PAA iyonlarina goére daha siki oldugu sonucu, alinan CCS
verileri ile de desteklenmektedir. En buylk molekil agirligina sahip tekrar eden
birimlerden olusan PSS zincirlerinin, 6zellikle yuksek kutle/ylik oranlarinda, diger
polielektrolittere gore gaz fazinda daha siki konformasyona sahip olduklar
g6zlenmistir. Onceki bélimde de acgiklandigi gibi, PSS zincirlerindeki her tekrar
eden birimde bulunan aromatik halkalar arasinda meydana gelebilecek Tr-11
etkilesimlerinin yapinin gaz fazinda daha siki bir konformasyona sahip olmasinda

oldukga etkin ve belirleyici olduklari gérulmuastur.
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Sekil 4.38. 2+ yukll kovalent olmayan polielektrolit kompleks iyonlarinin deneysel
CCS degerlerinin kutle/ylk oranina gore degisimi.

Polielektrolit komplekslerinin 2+ yuklu iyonlarinin (PLL-PSS, PLL-PAA ve PLL-PGA)
CCS degerleri de hesaplanarak gaz fazindaki sikiliklari karsilastiriimigtir. 2+ yukla
kovalent olmayan polielektrolit kompleks iyonlarinin deneysel CCS degerlerinin
kitle/ylk oranina gore degisimini gosteren grafik Sekil 4.38’de verilmektedir. Sekil
4.38'deki verilere gore, polielektrolit komplekslerinin gaz fazindaki konformasyonel
geniglikleri, PLL-PGA < PLL-PSS < PLL-PAA sirasiyla artmaktadir. PSS zincirleri
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tek basinayken en siki konformasyona sahip olmalarina ragmen, alinan veriler
degerlendirildiginde PLL-PSS komplekslerinin PLL-PGA komplekslerine gore daha
genis bir konformasyona sahip olduklari gérulmustur. PSS zincirleri tek basinayken
tekrar eden birimlerinde bulunan aromatik halkalar arasinda meydana gelen -1
etkilesimlerinin PLL ile kompleks olusturduklari zaman bozulmasi nedeniyle
kompleks yapilarinin  daha yayvan konformasyonlara sahip olduklar
disundlmektedir. Bu durumda halkali PGA oligomerlerinin PLL ile meydana
getirdikleri komplekslerin gaz fazinda daha siki konformasyonlara sahip olduklari
gozlenmigtir. PLL-PGA komplekslerinin ozellikle yuksek molekil agirligina sahip
bdlgelerde PLL-PSS komplekslerine gore daha dusuk CCS dedgerlerine sahip
olduklari belirlenmigstir (Sekil 4.38). Bu sonug, kompleksi meydana getiren halkali
PGA zincirlerinin varligina bagh olarak PLL-PGA komplekslerinin gaz fazinda
digerlerine gore daha siki yapida olduklarini gostermektedir. Halkali yapidaki PGA
zincirleri, dahil olduklari kompleks vyapilarinin daha siki konformasyonda
bulunabilmelerini saglamaktadir. Bu komplekslerin yaninda PLL-PAA kompleksleri
icin oligomer artisi ile etkin ¢carpigsma kesitlerinde daha buyuk bir artig gozlenmistir.
Bu sonuca gore, PLL ve PAA oligomerlerinin tek baslarinayken sahip olduklari
konformasyonel 6zellikleri, bir araya gelerek olusturduklari kompleks yapilarinda da

koruduklar ifade edilebilir.

4.3. Protein-Polielektrolit Etkilesiminin iyon Hareketliligi-Kiitle Spektrometrisi

ile izlenmesi

Protein-polielektrolit etkilesimleri, bazik bir protein olan lizozim (pl: 11.35)[228] ile
birgcok biyouyumlu malzeme Uretimi uygulamasinda polielektrolit olarak kullanilan
polistiren sulfonik asit polianyonu model alinarak izlenmistir. Standart lizozim
proteini (tavuk yumurtasi beyazindan) ESI-IM-MS cihazi ile analiz edilmistir.
Kovalent olmayan etkilesimleri korumak amaciyla, analizlerde elektrosprey
iyonlagtirma ve kutle spektrometrik analiz parametreleri olabildigince yumusak
degerlerde tutulmaya cahgiimigtir. Lizozim proteini, 10 mM amonyum asetat
¢Ozeltisinde (20 uM protein derisimi) ¢oztUlmuastir. Dogrudan enjeksiyon dncesinde
protein ¢odzeltisi, kendisinin hacmine goére %10’'u oraninda metanol ile

karigtiriimistir.
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Sekil 4.39. Lizozimin pozitif iyon ESI kutle spektrumu. Ayni érne@e ait iki boyutlu
ESI-IM-MS grafigi sekil icerisinde ayrica verilmistir.

IM-MS analizi sonucunda elde edilen kutle spektrumunda proteinin 5+ / 10+
araliginda yuk degerlerine sahip pozitif yukll iyonlarinin sinyalleri gézlenmistir (Sekil
4.39). Bu iyonlarin iyon hareketliligi bolimuandeki surtiklenme zamanlarina goére elde
edilen iki boyutlu ESI-IM-MS grafiginde farkl yuklere sahip iyonlarin sinyallerinin
olusturdugu farkli renklerdeki bolgeler gozlenmektedir (Sekli 4.39). IM-MS
analizlerinde iyonlarin yuk degerlerinin artmasiyla suriklenme tipunde gecirdikleri
zamanin kisaldidi bilinmektedir. Ancak, sekil 4.39’da verilen iki boyutlu ESI-IM-MS
grafiginde 8+ yuklne sahip iyonun suriklenme zamani degerinin genel olarak
azalma egdiliminde olan sudriklenme zamani degisimi egiliminden saptigi
g6zlenmektedir. Bu veri, lizozim proteininin 8+ ylke sahip iyonunun konformasyonel
olarak kendisinden daha az ylke sahip iyonlara gbore daha genis bir yapida
oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore, lizozim proteininin 7+ yuke sahip olana
kadar yapisindaki yuk fazlaligini dengeleyebildigi gorulmektedir. Fakat lizozim, 8+
ve daha fazla yuke sahip oldugunda bunyesindeki fazla yuku kararl
kilamamasindan dolayi, yapisindaki itme kuvvetlerinin artmasi sonucunda yapisinin
acilmasiyla birlikte daha yayvan ve genis bir konformasyona sahip olmustur. Yik

artisina bagli olarak yapida olusan itismeler ile birlikte yapisinda meydana gelen
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konformasyon degisimi sonucunda genisleyen protein yapisinin CCS degerinin
degisimi hesaplanmigtir. Buna gore olusturulan grafikte lizozimin 8+ ve daha fazla
yuke sahip iyonlarinin CCS dederlerinin daha az yuke sahip iyonlara gore acgik bir
sekilde yuksek olduklari gorulmektedir (Sekil 4.40). Bu sonucu destekleyen verileri
bulunduran yayinlarda lizozim proteininin gaz fazinda 8+ ve daha fazla net yuk
degerlerine sahip oldugu halinde dogal konformasyonunun bozularak agildigi ifade
edilmektedir. Bu yayinlarda lizozimin gaz fazinda 8+ ylUkten daha dusuk yuk
degerlerine sahip oldugu durumlarda ise siki yapisini korudugu belirtilmistir [229,
230].

2100 A

Etkin Carpisma Kesiti (A2?)
8
o

yuk (z)

Sekil 4.40. Lizozim proteininin farkli yuke sahip iyonlarinin deneysel CCS
degerlerinin degisimi.

Lizozim proteini, PSS polianyonu ile farkli molar oranlarda karistirilarak da analiz
edilmistir. Yapilan IM-MS analizlerinde bazik bir protein olan lizozimin oldukga asidik
bir polianyon olan PSS ile gaz fazindaki etkilesimlerinin incelenmesi amaglanmigtir.
Olusturulan karigimlar analiz edildiginde lizozim ile PSS’nin 7+ , 8+ ve 9+ yUklG
komplekslerinin iyonlarina ait sinyaller gézlenmigtir (Sekil 4.41). Komplekslerin
analizinden elde edilen iki boyutlu ESI-IM-MS grafikleri incelendiginde, lizozim-PSS
komplekslerinin lizozimin tek basina analiz edildiginde farkli yUklere sahip
iyonlarinin olugturduklari suruklenme zamani egilimini gosterdikleri gorulmektedir
(Sekil 4.41). Bu grafiklerde lizozim yapisina farklh sayida PSS molekdlinun
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katilmasiyla olusan iyonlarin varligini gosteren sinyaller ve renkli bolgeler de
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Sekil 4.41. Lizozim ve PSS karisimina ait pozitif iyon ESI kitle spektrumu. Ayni
ornege ait 2D ESI-IM-MS grafigi sekil igerisinde ayrica verilmigtir.

Farkli yuklere sahip lizozim-PSS komplekslerinin sinyallerine karsilik gelen bdlgeler

ayri ayri incelenmistir. Bu bolgelere ait ESI kitle spektrumlari dederlendirildiginde

protein ile etkilesen PSS molekiillerinin zincir uzunluklar belirlenebilmektedir. Bu

degerlendirmeye gore alinan bir ESI kutle spektrumunda 8+ yukld lizozim proteinine

ve ayni yuke sahip farkl sayida PSS molekull igeren lizozim-PSS komplekslerine

ait sinyaller gézlenmektedir (Sekil 4.42). Yapilan IM-MS analizlerinde elde edilen

kitle spektrumlarinda gbézlenen tim lizozim-PSS komplekslerinin iyonlarina ait

sinyaller bu sekilde incelenerek degerlendirilmistir.
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Sekil 4.42. Lizozim ve PSS karisimina ait pozitif iyon ESI kitle spektrumunun 8+
yuklU lizozim ve lizozim-PSS komplekslerine ait iyonlarin goézlendigi bélimu. Protein
ile etkilesen PSS zincirlerinin sayisi sinyaller Gzerinde ayrica belirtiimektedir.

Tez galismasinda lizozimin PSS ile birlikte meydana getirdikleri, 7+, 8+ ve 9+ yuklu
komplekslerinin yapilarinda bulunan PSS molekili sayillarina gére CCS
degerlerindeki degisimler incelenmistir. Sekil 4.43’de verilen grafikte gorildugu gibi,
8+ ve 9+ yukli kompleksler i¢cin kompleks yapisindaki PSS miktarinin artmasi,
toplam yapinin CCS degerini bariz olarak arttirmaktadir. Fakat PSS miktarinin
artmasi, 7+ yukli lizozim-PSS kompleksinin CCS degerinde 6nemli bir artisi
meydana getirememektedir. Bu durum, lizozim proteininin gaz fazinda sahip oldugu
konformasyonel 6zellikleri ile uyumluluk gostermektedir. Lizozimin 8+ ve 9+ yuklu
iyonlari daha genis ve agik bir konformasyona sahip oldugundan dolayi, yapisina
eklenen PSS zincirleri, CCS degerlerini serbest bir sekilde arttirabilmektedir. Ancak,
daha siki ve kapali bir yapiya sahip olan 7+ yUklu lizozim iyonunun yapisina PSS
zincirlerinin katilmasi sonucunda protein yapisinin yuk artigsina gosterdigi dirence

bagl olarak CCS degerinin artigini engelledigi gériimektedir.
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Sekil 4.43. Kovalent olmayan, farkli yike sahip lizozim-PSS kompleks iyonlarinin
deneysel CCS degerlerinin yapilarindaki PSS zincir uzunluklarina bagl olarak
kitle/yuk oranina gore degisimleri.

Protein-polielektrolit komplekslerinin ESI-IM-MS sistemi ile analizlerinden elde
edilen verilere gore, kovalent olmayan komplekslerin olusumu sonucunda yapiya
negatif yuk yogunlugu fazla olan bir polianyonun eklenmesiyle proteinin yuk
dengesinde meydana gelen degisikligin lizozim yapisinin bozularak acildigi yuk
degerini (8+) degistirmedigi gorilmustir. Alinan veriler degerlendirildiginde, bazik
Ozellige sahip lizozim proteini ile PSS gibi bir polianyonun etkilesimleri sonucunda
olusturduklari komplekslerin konformasyonlarinin proteinin gaz fazinda sahip

oldugu konformasyon ve yuk 6zelliklerine bagli olduklari belirlenmistir.
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5. SONUGLAR

Standart poli(L-Lizin) (PLL) 6rnegi, ¢calismalarin baslangicinda UltraFlex IlI
MALDI-ToF/ToF kltle spektrometresiyle analiz edilmigtir. Pozitif iyon
modunda yapilan MALDI-MS analizi sonucunda ardisik sinyaller arasindaki
farkin tekrar eden bir lizin biriminin kutlesine karsilik gelen 128 Da oldugu
tespit edilmigtir. Zincirlerin her birinde 18 Da molekul agirligina karsilik gelen
ayni zincir sonu gruplarinin  [H-(CeH12N20)n-OH + H]* bulundugu
belirlenmistir.

Poli(stiren sulfonik asit) (PSS) 6rnegi, MALDI-MS ile hem pozitif hem de
negatif iyon modunda analiz edilmistir. Pozitif iyon modunda yapilan MALDI-
MS analizlerinde PSS zincirlerine ait sinyal gézlenememistir. PSS 6rnedi,
negatif iyon modunda analiz edildiginde elde edilen kitle spektrumunda
CaHo- ve -H zincir sonu gruplarina sahip, deprotonlanmis [C4Ho-(CsHsSO3)n-
H - H] iyonlarina ait sinyaller gdzlenmistir.

PLL 6rnegi, kompleks olusumlarinin hangi modda daha iyi izlenebilecegine
karar verebilmek icin, ayrica negatif iyon modunda da analiz edilmigtir.
Negatif iyon modundaki MALDI-MS analizinden elde edilen kuitle
spektrumunda PLL zincirlerinin deprotonlanmis iyonlarina [M-H]" ait sinyaller
gozlenmisgtir.

PLL ve PSS’nin ¢esitli mol oranlarindaki karisimlari, MALDI-MS ile pozitif ve
negatif iyon modunda analiz edilmistir. Yapilan denemeler sonucunda bu
turlerin olusturduklari kovalent olmayan komplekslere ait uygun siddete sahip
sinyaller, negatif iyon modunda gozlenmistir.

PLL ve PSS karisimlarinin MALDI-MS analizlerinde elde edilen kitle
spektrumlarinda farkh stokiyometrik oranlara sahip kovalent olmayan
komplekslere ait sinyaller Sa+lLe / Se+Liz araliginda ve farkh giddet
degerlerinde gozlenmistir.

MALDI-MS analizlerinde gozlenen kovalent olmayan komplekslerin
stokiyometrik oranlarinin ve yuklenebilir gruplarinin sayisinin  kompleksi
olusturan turlerin iyonlagma verimleri ile iligkili oldugu gorulmustar.
MALDI-MS analizlerinde go6zlenen ylksek siddetli kovalent olmayan

kompleks iyonlarinin timune yuksek enerjili parcalama iglemi (LIFT)
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uygulanmigtir. Bu analizlerden elde edilen MALDI-MS/MS spektrumlari ile
PLL ve PSS’nin bir araya gelerek olusturduklari kovalent olmayan
komplekslerin varhigi ve stokiyometrileri dogrulanmistir.

lyon hareketliligi-kiitle spektrometresi (IM-MS) sistemi kullanilarak PLL
ornegdi analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen ESI-IM-MS grafigindeki
farkh bolgelerin 1+, 2+, 3+ ve 4+ yUkll PLL iyonlarina ait serilerin sinyallerine
karsilik geldigi belirlenmistir. Polimer 6rneklerinin ESI-MS analizlerinde
olusan farkl yuklere sahip iyon serilerinin birbirinden ayrilabilmesi, karmasik
kutle spektrumunun sadelestirilerek deneysel sonuclarin degerlendiriimesini
kolaylastirmistir. Farkl boélgelerden elde edilen kitle spektrometrik verilerin
timda, zincir sonu gruplarin ve tekrar eden birimlerin kutlesi agisindan
uyumluluk gostermektedir.

PLL ve PSS karisimlari da IM-MS cihazi ile analiz edilmistir. PLL ve PSS
karigimlarinin pozitif iyon modunda yapilan iki boyutlu ESI-IM-MS analizinde
elde edilen iyon hareketliligi grafiginde iyonlarin ylklerine gore dort farkl
hareketlilik bolgesine dagiimis oldugu goézlenmistir. Bu bolgelerden tgunde
kovalent olmayan komplekslerin 2+, 3+ ve 4+ yuklu iyonlarina ait sinyallerin
bulundugu belirlenmistir. iki boyutlu ESI-IM-MS grafiginde 1+ yUkli iyonlarin
yer aldigi bolgede ise tek yukli PLL zincirlerinin ve bunlara ait ylksiuz
kayiplar sonucunda olusan iyonlarin ((M+H-H20]*, [M+H-NHz3]*) bulundugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarda PLL ve PSS’ye ait 2+, 3+ ve 4+ yuklu,
kovalent olmayan kompleks iyonlari sirasiyla S2+Ls / SiotL7, Ss+Le / S11+Lo
ve Sstlis / SisatlLie stokiyometrik oran araliklarinda gdzlenmistir. Bu
sonuglara gore, stokiyometrik olarak PSS birimlerine oranla daha fazla
oranda PLL iceren kompleks birimlerinin pozitif iyon modunda daha ylksek
sinyal siddetine ve iyon kararliligina sahip olduklari gorulmustur.

PLL ve PSS’nin kovalent olmayan kompleksleri ESI-IM-MS sistemi
kullanilarak negatif iyon modunda da analiz edilmistir. Kitle spektrometrik
analiz sonuglarina goére, negatif iyon modunda elde edilen iyonlara ait toplam
sinyal siddetlerinin, pozitif iyon modunda elde edilen toplam sinyal
siddetinden dusuk oldugu gorulmustdar.

PLL-PSS karigimi, ESI-IM-MS ile negatif iyon modunda analiz edildiginde
elde edilen iki boyutlu ESI-IM-MS grafiginde yuklerine gore ug¢ farkh iyon
grubuna karsilik gelen bolgeler gozlenmistir. Bu bodlgelerden ikisinin 2- ve 3-
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yuklu kovalent olmayan kompleks iyonlarina karsilik geldigi belirlenmigtir. 2-
ve 3- yukli kompleks iyonlari sirasiyla, Sat+Ls / S7+Ls, ve SetlLs / Si2tL7
stokiyometrik oran araliklarinda go6zlenmigtir. Negatif iyon modunda,
stokiyometrik olarak PLL'ye oranla daha fazla PSS igceren kompleks
birimlerinin daha yuksek sinyal siddetine ve iyon kararlihdina sahip olduklari
gOrulmustar.

Pozitif ve negatif iyon modlarinda yapilan kutle spektrometrik analizlerde
gozlenen kompleks iyonlarinin ¢ogu, 30-48 eV araliginda garpisma enerjisi
uygulanarak gaz fazinda parcalanmistir. Yapilan CAD g¢alismalarinda elde
edilen tim ESI MS/MS spektrumlarinda pozitif ve negatif ylukli kompleks
iyonlarinin stokiyometrileri dogrulanmigtir.

Pozitif ve negatif yUkli kompleks iyonlarinin parcalanma verimliliklerini
kiyaslayan edrilere gére ayni stokiyometrik orana sahip pozitif kompleks
iyonlarinin, negatif kompleks iyonlarina kiyasla gaz fazinda daha kararli
olduklari belirlenmigtir.

Parcalanma verimliligi grafikleri olusturularak pozitif ve negatif yukla PLL-
PSS kompleks iyonlarinin gaz fazi kararlliklari, stokiyometrilerinin
farkhliklarina gore de degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore, kompleks
iyonlarinin gaz fazinda uygun net yuke sahip olabilmeleri ve bilesenleri
arasinda daha fazla sayida etkilesimin meydana gelebilmesi gibi durumlara
bagdli olarak gaz fazi kararliliklarinin etkilendigi gozlenmistir.

Polialanin oligomerlerinin ve standart proteinlerin deneysel surtklenme
zamanlari ve standart CCS degerleri kullanilarak ayni kosullarda analiz
edilen tarlerin surtklenme zamani verilerinden CCS degerleri hesaplanmistir.
Deneysel olarak hesaplanan CCS degerlerine gére, PSS zincirlerinin gaz
fazinda PLL zincirlerine gore daha siki konformasyona sahip olduklari
belirlenmistir. PSS zincirlerinin yapilarinda bulunan aromatik halkalar
arasinda meydana gelebilecek -1 etkilesimleri sayesinde gaz fazinda PLL
zincirlerine gore daha siki bir yapiya sahip olacagi dngorulmuagtir. Bunun
yani sira, PLL zincirlerinin tekrar eden birimlerinin her birinde uzun alkil zinciri
sonunda pozitif yakli amin gruplarinin serbest durumda birbirlerini iterek

yapinin sikilasmasini engelleyebilecegi dugsunulmektedir.
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PLL ve PSS polielektrolitlerinin gaz fazinda meydana getirdikleri
komplekslerin CCS degerleri de deneysel sonuglara gére hesaplanmistir.
Daha yuksek PLL / PSS oranina sahip komplekslerin genel degisim
egiliminden saptiklari gozlenmistir. Alinan verilere gore, PLL ve PSS’nin gaz
fazinda sahip olduklari konformasyonu, meydana getirdikleri komplekslerin
konformasyonlarina da yansittiklari géraimastar.

PLL-PSS komplekslerinin deneysel CCS degerlerinin dogrulanmasi i¢in ayni
m/z oranina ve yapilara sahip kompleks iyonlarinin teorik CCS degerleri
hesaplanmistir. Kompleksler icin farkli etkin ¢carpisma kesiti yaklagimlariyla
hesaplanan teorik CCS degerlerinin m/z oranina gore degisiminin deneysel
olarak belirlenen CCS degerlerinin m/z oranina gore degisimiyle ayni egilime
sahip oldugu gorulmustuar.

Kutle/yik oranina gore CCS degerlerinin degisim egiliminin deneysel ve
teorik hesaplamalar i¢in benzer olmasi, deneysel CCS degerlerinin dogru
olarak hesaplandigini ve bu verilerin yapilarin gaz fazi konformasyonlarinin
degerlendiriimesinde kullanilabilecegini gostermistir.

Poli(akrilik asit) 6rnedi, ESI-IM-MS cihazi ile analiz edildiginde elde edilen
kitle spektrumunda farkli zincir sonu gruplarina sahip alti farkli iyon serisine
(A, B, C, D, X ve Y) ait sinyaller gozlenmisgtir.

PLL ve PAA karisiminin pozitif iyon modundaki iki boyutlu ESI-IM-MS
analizinde bu polielektrolitlerin komplekslerine ait sinyaller gozlenmistir.
Gozlenen komplekslerin stokiyometrileri, 2+ yuklu iyonlar igin Aa+La4 / Ais+Ls,
3+ yuklu iyonlar icin AstL7 / Ax+L7 araliginda gozlenmigtir. ESI-IM-MS
analizinde 4+ yukli kompleks iyonlarinin varligi da tespit edilmistir. Ancak
elde edilen kutle spektrumunda komplekslere ait sinyallerin siddetlerinin gok
dusuk oldugu gorulmastir. PLL-PAA kompleks iyonlarinin stokiyometrilerinin
gaz fazindaki yuk degerleri ile iligkili olmadigi gézlenmistir.

PLL-PAA komplekslerine ait ESI kutle spektrumu, kompleksleri olusturan
PAA serilerinin dagilimi agisindan incelendiginde PAA'nin A, B ve C serilerini
iceren PLL-PAA komplekslerine ait u¢ farkli sinyal dagihmi bulundugu
belirlenmistir. Alinan kutle spektrometrik verilerde PAA Ornegdinin tek basina
analizinde varliklari tespit edilen D, X ve Y serilerinin PLL ile kompleks

olusturmadiklar gézlenmistir. Buna gore, PLL ile PAA arasindaki kompleks

110



olusumunun gaz fazinda D, X ve Y serilerinin meydana gelmesini engelledigi
belirlenmistir. Bu veriler ayni zamanda, A, B ve C serilerinin ¢ozelti fazinda
da bulundugunu; D, X ve Y serilerinin ise sadece gaz fazinda olustugunu 6ne
suren degerlendirmeleri de desteklemektedir[222].

PAA-PLL kompleks iyonlarinin farkli PAA serileri iceren gruplarinin CCS
degerleri, gaz fazindaki buyuklik 6zelliklerinin karsilastiriimasi agisindan
deg@erlendiriimigtir. Elde edilen sonuglar, PAA serilerinin zincir sonu
gruplarinin  bayukltklerinin PLL ile olusturduklari kompleks iyonlarinin
konformasyonuna etki ettigini gostermektedir. Kompleksi olusturan turlerin
zincir sonu gruplarinin buylk olmasi, gaz fazindaki kompleksin kiguk bir
hacme sikismasini engellemektedir. Kuguk zincir sonu gruplarina sahip olan
turlerin olusturdugu kompleks iyonlarinin ise daha kuiguk hacme sikisabilmis
durumda olduklari gérulmustar.

Poli(L-glutamik asit) (PGA), SYNAPT HDMS kutle spektrometresi ile analiz
edilmigtir. Sinyalleri g6zlenen iyonlarin bir kisminin dogrusal oldugu ve H/OH
zincir sonu gruplarina sahip olduklari belirlenmistir. Diger bir kisminin ise
halkall yapida olduklari tespit edilmistir.

PLL ve PGA karisimi da ESI-IM-MS ile analiz edilerek bu iki polielektrolitin
olusturduklari kovalent olmayan kompleksler incelenmistir. Elde edilen kutle
spektrumlarinda sadece PLL ile halkali PGA zincirlerinin olusturdugu farkli
stokiyometrilerdeki komplekslerinin 2+ yuklu iyonlarina ait sinyaller elde
edilmistir. Bunun yani sira, diz zincir halindeki PGA turlerinin de PLL zincirleri
ile olusturduklari komplekslere ait sinyaller c¢ok dusUk siddette
gozlenebilmigtir.

Tez calismasinda kullanilan, farkli tekrar eden birimlere, zincir sonu gruplara
ve konformasyonel &zelliklere sahip olan polielektrolitlerin 2+ yudkla
iyonlarinin gaz fazinda kendi baslarina sahip olduklari CCS dederleri
hesaplanarak birbirleriyle kiyaslanmistir. Alinan verilere gore, polielektrolit
iyonlarinin gaz fazi konformasyonlarinin PLL > PAA > PGA > PSS
siralamasinda giderek daha siki hale geldigi gorulmustar. Polielektrolitlerin
gaz fazindaki konformasyonlarinin tekrar eden birimlerindeki ve zincir sonu
gruplarindaki fonksiyonel gruplara bagli olarak meydana gelen kovalent

olmayan etkilesimlere gore degisiklik gosterdigi belirlenmigtir.
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Polielektrolit komplekslerinin 2+ yUkIG iyonlarinin CCS dederleri de
hesaplanarak gaz fazindaki sikiliklari karsilastiriimigtir. Elde edilen verilere
gore, polielektrolit komplekslerinin gaz fazindaki konformasyonel
genigliklerinin, PLL-PGA < PLL-PSS < PLL-PAA sirasiyla arttigi
belirlenmistir. Komplekslerin CCS degerlerinin kiyaslanmasi sonucunda,
yukll gruplarin arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin olugsmasi veya
bozulmasi gibi durumlarin kompleks iyonlarinin konformasyonlarindaki
farklihklart meydana getirebildikleri goraimustur.

Lizozim proteini IM-MS cihazi ile analiz edilmigtir. Verilere gore, 8+ ylkune
sahip lizozim iyonunun suruklenme zamani dederinin genel olarak azalma
egiliminde olan suruklenme zamani degisimi egiliminden saptig1 gozlenmigtir.
Lizozimin 8+ ve daha fazla yike sahip iyonlarinin CCS degerlerinin daha az
yuke sahip iyonlara gore acik bir sekilde yuksek olduklari gorulmus ve buna
gore fazla yuk degerine sahip protein iyonlarinin dogal konformasyonlarinin
bozulmasi sonucunda daha genis bir yapida olduklari belirlenmistir.

Lizozim proteini, PSS polianyonu ile farkli molar oranlarda karigtirilarak da
analiz edilmistir. Olusturulan karisimlar analiz edildiginde lizozim ile PSS’nin
7+ , 8+ ve 9+ yukli komplekslerinin iyonlarina ait sinyaller gozlenmistir.
Alnan ESI kutle spektrumlari degerlendirildiginde protein ile hangi zincir
uzunlugunda PSS molekdllerinin etkilestikleri belirlenmisgtir.

Lizozimin PSS ile birlikte gaz fazinda meydana getirdikleri, 7+, 8+ ve 9+ yuklu
komplekslerinin yapilarinda bulunan PSS molekili sayilarina gére CCS
deg@erlerindeki degisimler incelenmistir. Lizozimin 8+ ve 9+ yuklu iyonlar
daha genis ve acgik bir konformasyona sahip oldugundan dolayi, yapisina
eklenen PSS zincirlerinin toplam kompleksin CCS dederlerini serbest bir
sekilde arttirabildigi gozlenmigtir. Daha siki ve kapali bir yapiya sahip olan 7+
yUklG lizozim iyonunun yapisina PSS zincilerinin katilmasi sonucunda
proteinin yuk artigsina gosterdigi dirence bagli olarak CCS dederinin artisini

engelledigi gorulmaustar.
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EKLER

EK 1. Standart maddelerin iyonlarinin teorik CCS degerleri ve deneysel
suriiklenme zamani verileri kullanilarak cihaz parametrelerine gore belirlenen
diizeltilmis suriklenme zamani ve CCS degerleri

Cizelge 1. 1+ yUklU polialanin oligomerlerinin teorik CCS degerleri ve deneysel
suriklenme zamani verileri kullanilarak cihaz parametrelerine gore belirlenen
diuzeltilmis surtiklenme zamani ve CCS degerleri.

z Mjyon (Da)
1 303,1418
1 374,1661
1 445,1902
1 516,2137
1 587,24

1 658,2609
1 729,2922
1 800,3214
1 871,3531
1 942,3909
1 1013,4231

m/z
303,1418
374,1661
445,1902
516,2137

587,24
658,2609
729,2922
800,3214
871,3531
942,3909

1013,4231

tp (ms)
2,22
2,78
3,39
4,06
4,94
5,71
6,41
7,29
8,12
9,05

9,84

tp (ms)
2,195450535
2,752725843
3,360249662
4,027964325
4,90583142
5,6738242
6,371922371
7,250111167
8,078378646
9,006715276

9,795113627

indirgenmis Kiitle
5,06367597
5,104822477
5,133421113
5,154453098
5,170571621
5,183317262
5,193650602
5,202195954
5,209380887
5,21550662

5,220790494

Q' (A%
840,570211
923,9728683
1001,017117
1087,589604
1178,89033
1259,546095
1329,574554
1409,795103
1469,04541
1533,358946

1597,561891

Teorik Q (A?)
166
181
195
211
228
243
256
271
282
294

306

Cizelge 2. 2+ yUkli polialanin oligomerlerinin teorik CCS degerleri ve deneysel
suruklenme zamani verileri kullanilarak cihaz parametrelerine gore belirlenen
diuzeltilmis suriklenme zamani ve CCS degerleri.

z Miyon (Da)
2 1227,5054
2 1298,5312
2 1369,5564
2 1440,6472
2 1511,613
2 1582,6408
2 1653,6808
2 1724,708
2 1795,736
2 1866,7638

m/z
613,7527
649,2656
684,7782
720,3236
755,8065
791,3204
826,8404

862,354
897,868

933,3819

tp (ms)
3,12
3,39
3,59
3,88
4,15
4,42
4,74
4,99
5,32

5,69

tp (ms)
3,085068614
3,354072226
3,553102743
3,842157229
4,111236371
4,380336111
4,699455686
4,948594131
5,277750132

5,646922668

131

indirgenmis Kiitle
5,233078362
5,236274163
5,239143451
5,241736131
5,244084347
5,2462265
5,248187256
5,249988111
5,251648166

5,253183291

Q' (A%
965,5029577
994,8920909
1029,491688
1058,830698
1090,769544
1122,692471
1146,728915
1175,997337
1202,62743

1234,498073

Teorik Q (A?)
369
380
393
404
416
428
437
448
458

470



Cizelge 3. Sitokrom c proteininin farkli yike sahip iyonlarinin teorik CCS degerleri
ve deneysel suruklenme zamani verileri kullanilarak cihaz parametrelerine gore
belirlenen dizeltilmis striklenme zamani ve CCS degerleri.

z Miyon (Da) m/z tp (ms) t, (ms) indirgenmis Kiitle Q' (A% Teorik Q (A?)
13 12367,485 951,345 5,78 5,736510128 5,286464417 1252,485416 3080
14 12368,524 883,466 5,32 5,27809035 5,286464918 1208,334839 3200
15 12369,525 824,635 4,96 4,919509793 5,286465402 1173,595319 3330
16 12370,4 773,15 4,78 4,740794139 5,286465824 1139,894193 3450
17 12372,328 727,784 4,51 4,471961764 5,286466755 1119,487077 3600
18 12374,064 687,448 4,24 4,203030886 5,286467592 1077,852004 3670
19 12375,612 651,348 3,97 3,934014656 5,286468339 1054,511316 3790

Cizelge 4. Miyoglobin proteininin farkh yike sahip iyonlarinin teorik CCS degerleri
ve deneysel suruklenme zamani verileri kullanilarak cihaz parametrelerine gore
belirlenen dizeltiimis suruklenme zamani ve CCS degerleri.

z My (Da) m/z tp (ms) t, (ms) indirgenmis Kiitle Q' (R?) Teorik  (A%)
15 16961,625 1130,775 7,85 7,802585933 5,288082947 1431,307784 4060
16 16961,44  1060,09 7,22 7,174091777 5,288082899 1381,511657 4180
17 16962,413 997,789 6,77 6,725461204 5,288083149 1340,68461 4310
18 16964,496 942,472 6,32 6,276713413 5,288083684 1304,393975 4440
19 16965,385 892,915 6,05 6,007866826 5,288083913 1271,923341 4570
20 16966,5 848,325 5,78 5,738932313 5,288084199 1242,699787 4700
21 16966,467 807,927 5,51 5,46992208 5,288084191 1213,741229 4820
22 16969,282 771,331 5,23 5,190840287 5,288084914 1182,608081 4920
23 16969,17 737,79 5,05 5,011701171 5,288084885 1151,882838 5010
24 16972,176 = 707,174 4,78 4,742504232 5,288085657 1121,514833 5090
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Cizelge 5. Ubikitin proteininin farkli yike sahip iyonlarinin teorik CCS degerleri ve
deneysel suruklenme zamani verileri kullanilarak cihaz parametrelerine gore
belirlenen dizeltilmis striklenme zamani ve CCS degerleri.

z Miyon (D) m/z tp (ms) tp (ms) indirgenmis Kiitle Q' (A Teorik Q (A?)
7 8568,196  1224,028 8,12 8,070669583 5,283817921 1441,727461 1910
8 8568,328  1071,041 6,41 6,363855265 5,283818053 1314,349741 1990
9 8569,152 952,128 5,51 5,466492234 5,283818881 1227,020162 2090
10 8570,13 857,013 4,87 4,828722554 5,283819863 1162,44037 2200
11 8571,266 779,206 4,6 4,560640891 5,283821004 1124,012832 2340
12 8573,16 714,43 4,15 4,112312359 5,283822905 1091,990067 2480
13 8575,255 659,635 3,97 3,933786462 5,283825007 1056,765001 2600

Standart maddelerin iyonlarina ait teorik CCS degerleri [206].

141,/m/z
=t~ (o)

o I m, * my
Indirgenmis Kiitle = |———
L4 m1 -+ mN

ma: iyonun kiitlesi, mn: sdriikleyici gazin molekdl agirligi (N2 = 28 Da)

; . m; * My
Q' =TeorikQ + |—— /z
. m,; + my

600 - y= 590’39)(0,4306
A00 - R%= 0,9942

Diizeltilmis CCS (Q") (A2)
=
o
o
o

0 1 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Diizeltilmig siiriiklenme zamani (ty) (ms)

Sekil EK-1. Standart proteinler ve polialanin iyonlarinin duzeltilmis sartklenme
zamanlarinin dazeltilmis CCS degerlerine kargsi grafigi. Strtiklenme zamani verileri,
350 m/s dalga hizinda ve 8 V dalga yuksekligi degerlerinde elde edilmigtir.
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EK 2. Analiz edilen turlerin iyonlarinin Sekil EK-1’de verilen kalibrasyon
egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS (Q)
degerleri

Cizelge 1. PLL oligomerlerinin 2+ yuklu iyonlarinin Sekil EK-1’de verilen kalibrasyon
egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle o' (A% (A%

2 266,2036 1,33 1,306994797 532,4072 5,158492298 662,5314767 256,870201
2 330,24 1,83 1,804376766 660,48 5,183672695 761,225795 293,7013349
2 394,2853 2,1 2,072002168 788,5706 5,200885781 807,935359 310,6914449
2 458,3342 2,51 2,479813675 916,6684 5,21339573 872,9227979 334,8768607
2 522,3815 3 2,96777351 1044,763 5,222897815 943,1215653 361,1487717
2 586,4363 3,52 3,48585481 1172,8726 5,230361406 1010,78171 386,5054943

Cizelge 2. PSS oligomerlerinin 2+ yUkli iyonlarinin Sekil EK-1'de verilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS
degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A% (A%

2 511,9944 2,71 2,678095517 1023,9888 5,221515066 902,3206475 345,6164106
2 603,9847 3,25 3,215347699 1207,9694 5,23213456 976,2281917 373,1663169
2 695,9867 3,76 3,722802001 1391,9734 5,239989163 1039,813827 396,8763275
2 787,9819 4,36 4,320419868 1575,9638 5,246033241 1108,655125 422,6641631
2 879,971 4,78 4,73817333 1759,942 5,250828146 1153,604829 439,3991944
2 971,956 5,02 4,976041545 1943,912 5,254724951 1178,195181 448,4326743
2 1063,956 5,51 5,464008143 2127,912 5,257954991 1226,623766 466,5782678
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Cizelge 3. PLL-PSS komplekslerinin 2+ yukli iyonlarinin $Sekil EK-1°de verilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS
degerleri.

1003,3727 5,55 5,505336757 2006,7454 5,255893876 1230,610271 468,2782037
1039,4502 5,78 5,734540887 2078,9004 5,257149923 1252,415728 476,461865
1067,4146 5,97 5,923933451 2134,8292 5,258065665 1270,06203 483,0909733
1131,5255 6,47 6,422570201 2263,051 5,259995817 1315,038379 500,0149906

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A?) (A%

2 543,3055 2,99 2,95713443 1086,611 5,225525753 941,6642321 360,4093738
2 571,2775 3,05 3,016299009 1142,555 5,228743585 949,7311133 363,2731641
2 635,3215 3,46 3,424460126 1270,643 5,235061247 1003,077195 383,2150755
2 663,2914 3,52 3,483686234 1326,5828 5,237443537 1010,510895 385,879442
2 699,3724 4,08 4,042711634 1398,7448 5,240239371 1077,388375 411,1981528
2 727,3274 3,81 3,771973699 1454,6548 5,242217526 1045,705654 398,9554605
2 755,298 3,92 3,881249414 1510,596 5,244052232 1058,644494 403,7505528
2 763,4637 4,66 4,621040506 1526,9274 5,244562845 1141,237254 435,2077715
2 791,3697 4,45 4,410334876 1582,7394 5,246229342 1118,532093 426,4137231
2 819,3406 4,34 4,299639982 1638,6812 5,247787236 1106,355889 421,6466253
2 855,493 5,04 4,998759175 1710,986 5,249651709 1180,508347 449,7473024
2 883,3891 4,74 4,698092174 1766,7782 5,250987296 1149,392622 437,7815283
2 911,3579 4,95 4,907433926 1822,7158 5,252245213 1171,172655 445,9702879
2 947,4425 5,29 5,246599419 1894,885 5,253759621 1205,364563 458,8579039
2 975,4045 5,38 5,335963632 1950,809 5,2548569 1214,162599 462,1106234
2

2

2

2
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Cizelge 4. PLL-PAA komplekslerinin 2+ yuklu A serisi iyonlarinin Sekil EK-1'de
verilen kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmig deneysel
CCS degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A?) Q (A%
2 512,2764 2,62 2,588086731 1024,5528 5,221553332 862,4670752 330,3488523
2 548,2881 2,89 2,856984071 1096,5762 5,226122524 898,8758708 343,9934164
2 576,3291 2,98 2,946150334 1152,6582 5,229292003 910,5059918 348,2329888
2 584,3041 3,07 3,03591694 1168,6082 5,230138831 922,0093833 352,575491
2 612,3389 3,25 3,21510887 1224,6778 5,23294359 944,3944719 360,9419653
2 620,3203 3,25 3,214882215 1224,6778 5,23294359 944,3666223 360,9313214
2 648,3527 3,43 3,394097493 1296,7054 5,236196326 966,0407844 368,9857005
2 656,3196 3,43 3,393877583 1312,6392 5,236868426 966,0146019 368,9283455
2 684,356 3,61 3,57311412 1368,712 5,239111061 987,036004 376,7952206
2 692,3371 3,61 3,572899658 1384,6742 5,239716752 987,0112223 376,7422053
2 712,3894 3,97 3,93236622 1424,7788 5,241179517 1027,394489 392,047052
2 720,374 3,79 3,752155905 1440,748 5,241739628 1007,430678 384,3879131
2 728,3435 3,88 3,841947146 1456,687 5,242286608 1017,445901 388,1687428
2 748,3937 4,15 4,111426933 1496,7874 5,243611923 1046,71049 399,2326301
2 756,3747 3,97 3,931221803 1512,7494 5,244120182 1027,269408 391,7795063
2 764,3675 4,06 4,021017452 1528,735 5,244618699 1037,020193 395,4606626
2 776,4046 4,51 4,470711707 1552,8092 5,24535035 1084,041831 413,334385
2 784,3992 4,42 4,38050995 1568,7984 5,24582404 1074,838593 409,7882753
2 792,383 4,33 4,290309489 1584,766 5,246287675 1065,524579 406,2013543
2 800,3553 4,24 4,200110322 1600,7106 5,246741531 1056,096083 402,572178
2 812,4198 4,6 4,5598108 1624,8396 5,247411629 1093,02712 416,5966757
2 820,4181 4,6 4,559613452 1640,8362 5,247845151 1093,007332 416,5547193
2 828,4133 4,51 4,469417141 1656,8266 5,248270243 1083,910514 413,0543834
2 836,3728 4,51 4,469222644 1672,7456 5,248685463 1083,890783 413,0141884
2 848,426 4,96 4,918929868 1696,852 5,249299588 1128,243828 429,8645218
2 856,4272 4,78 4,738736664 1712,8544 5,249697827 1110,76743 423,1738538
2 884,4474 5,05 5,008067079 1768,8948 5,251036325 1136,751406 432,96269

2 892,4293 5,05 5,007878287 1784,8586 5,251402409 1136,733481 432,9256805
2 928,444 5,32 5,277036766 1856,888 5,252976796 1161,901384 442,3782662

Cizelge 5. PLL-PAA komplekslerinin 2+ yUkli B serisi iyonlarinin Sekil EK-1'de
verilen kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel
CCS degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle o' (A?) (A%

2 539,307 2,98 2,947255592 1078,614 5,225039025 938,4646573 359,2182385
2 603,352 3,34 3,305365853 1206,704 5,232072392 986,1935382 376,9800814
2 611,338 3,43 3,395137397 1222,676 5,232847808 997,6924201 381,3191045
2 675,379 3,79 3,753356843 1350,758 5,238412945 1041,937841 397,8066837
2 719,348 3,97 3,932182864 1438,696 5,241668342 1063,129875 405,6456098
2 783,411 4,42 4,380534833 1566,822 5,245766005 1113,967245 424,7109933
2 827,387 4,6 4,559442287 1654,774 5,24821613 1133,425535 431,9279186
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Cizelge 6. PLL-PAA komplekslerinin 2+ yukli C serisi iyonlarinin Sekil EK-1'de
verilen kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmig deneysel
CCS degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A?) Q (A%

2 552,344 3,16 3,12686218 1104,688 5,226600501 962,7905568 368,4194178
2 588,366 3,34 3,305798678 1176,732 5,230561475 986,2494013 377,1103374
2 624,385 3,61 3,574767347 1248,77 5,23407266 1020,194016 389,8279914
2 660,369 3,79 3,753766319 1320,738 5,23720392 1041,987014 397,9172969
2 696,399 4,06 4,022790984 1392,798 5,240019761 1073,658988 409,7919613
2 732,419 4,24 4,201840831 1464,838 5,242561791 1094,076654 417,3824544
2 768,431 4,42 4,380913971 1536,862 5,244868219 1114,008953 424,7995971
2 804,44 4,69 4,650008661 1608,88 5,246970629 1143,11067 435,7221532
2 840,463 4,87 4,829123057 1680,926 5,248895814 1161,954697 442,7425265
2 876,436 5,14 5,098257427 1752,872 5,250662262 1189,538314 453,1002965
2 912,474 5,32 5,27740787 1824,948 5,252293828 1207,443892 459,7777396
2 948,468 5,51 5,466575937 1896,936 5,253800993 1225,980202 466,7021851
2 984,488 5,69 5,645759062 1968,976 5,255200081 1243,205336 473,1333982
2 1020,498 5,87 5,82495722 2040,996 5,256501058 1260,124399 479,4536841
2 1056,474 6,14 6,094170141 2112,948 5,257713113 1284,99615 488,804209

Cizelge 7. PGA oligomerlerinin 2+ yUklla iyonlarinin Sekil EK-1'de verilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS
degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A?) Q (A%

2 474,6215 2,15 2,119282008 949,243 5,216050049 815,8228575 312,8125113
2 539,1398 2,44 2,407260668 1078,2796 5,225018518 861,832462 329,8868546
2 603,6536 2,69 2,655357198 1207,3072 5,232102043 899,0137525 343,6529889
2 668,1756 3,11 3,073552779 1336,3512 5,237839401 957,4521254 365,5904858
2 732,6942 3,54 3,501833662 1465,3884 5,242580264 1012,774227 386,3647958
2 797,2132 3,93 3,890188701 1594,4264 5,246563724 1059,693725 403,9572491
2 861,7291 4,29 4,248609136 1723,4582 5,249957691 1100,682485 419,3109926
2 926,255 4,65 4,607087443 1852,51 5,252884559 1139,752161 433,9528686
2 990,782 5,07 5,025617867 1981,564 5,255434221 1183,235458 450,2902741
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Cizelge 8. PAA oligomerlerinin 2+ yuklu iyonlarinin Sekil EK-1'de verilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS
degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A?) (A%

2 269,0794 1,17 1,146870868 538,1588 5,159870607 626,2762546 242,7488215
2 305,0913 1,35 1,325371723 610,1826 5,175002714 666,5267852 257,5947577
2 341,0984 1,53 1,503958922 682,1968 5,187032633 703,8122206 271,3737393
2 377,1108 1,71 1,682618729 754,2216 5,196828192 738,666568 284,275924
2 413,1189 1,9 1,87134129 826,2378 5,204957046 773,2645038 297,1261807
2 449,1459 2,08 2,050117782 898,2918 5,211815319 804,2497776 308,6255857
2 485,1543 2,26 2,228943032 970,3086 5,217673669 833,73956 319,5828689
2 521,1647 2,35 2,317811065 1042,3294 5,222738627 847,894061 324,6932774
2 557,1783 2,53 2,496717479 1114,3566 5,227161288 875,4800564 334,9734237

Cizelge 9. PLL-PAA komplekslerinin 2+ yUkli iyonlarinin Sekil EK-1'de verilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS
degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle o' (A% (A

2 512,276 2,62 2,588086744 1024,552 5,221553278 889,1349388 340,5633885
2 576,312 3,07 3,036150836 1152,624 5,229290162 952,4176269 364,2626809
2 584,295 3,07 3,035917205 1168,59 5,230137878 952,3860683 364,1915722
2 648,343 3,43 3,394097762 1296,686 5,236195497 999,2378972 381,6656188
2 692,327 3,61 3,572899928 1384,654 5,239715995 1021,57386 389,9348215
2 756,375 4,06 4,021221796 1512,75 5,244120201 1074,918555 409,9519132
2 800,386 4,24 4,200109557 1600,772 5,246743261 1095,254422 417,4987673
2 812,388 4,69 4,649811586 1624,776 5,247409888 1144,29146 436,1357258
2 848,448 4,87 4,828929336 1696,896 5,249300693 1163,068166 443,1326129

Cizelge 10. Lizozimin farkli yuke sahip iyonlarinin Sekil EK-1’de verilen kalibrasyon
egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A?) 0 (A?)

5 2861,409 13,99 13,91457608 14307,045 5,287274328 1834,497677 1734,823619
6 2385,022 9,3 9,231140271 14310,132 5,287275443 1537,368388 1744,605597
7 2044,393 6,86 6,7962469 14310,751 5,287275666 1347,454434 1783,939714
8 1788,587 8,21 8,150368718 14308,696 5,287274924 1457,108593 2204,702595
9 1590,007 6,86 6,803776402 14310,063 5,287275418 1348,097045 2294,730736
10 1431,189 6,14 6,086658207 14311,89 5,287276077 1284,968713 2430,303799
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Cizelge 11. Lizozim-PSS komplekslerinin 7+ yuklu iyonlarinin Sekil EK-1'de verilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS
degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A?) Q (A%
2157,68 7,76 7,694504324 15103,76 5,287546829 1421,4395 1881,794493
2184,055 7,58 7,514105237 15288,385 5,287605928 1406,992384 1862,647637
2210,4 7,85 7,783709003 15472,8 5,287663554 1428,512152 1891,115983

2236,624 7,76 7,693316927 15656,368 5,28771957 1421,345043 1881,607973
2262,845 7,76 7,692927188 15839,915 5,287774282 1421,314037 1881,547458

NN NN

Cizelge 12. Lizozim-PSS komplekslerinin 8+ yukll iyonlarinin Sekil EK-1’de verilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS
degerleri.

z m/z tp (ms) tp (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle o' (A?) (A%
1865,003 8,39 8,32910819 14920,024 5,287486564 1470,783362 2225,304359
1888,315 8,57 8,508728807 15106,52 5,287547723 1484,35823 2245,817242

1911,112 8,66 8,598360064 15288,896 5,28760609 1491,071132 2255,948884
1934,273 8,75 8,687987677 15474,184 5,287663982 1497,744035 2266,01999
1957,084 8,84 8,777623092 15656,672 5,287719661 1504,378431 2276,033569
1980,308 9,12 9,057254081 15842,464 5,287775033 1524,830983 2306,952884

00 00 00 00 00 o™

Cizelge 13. Lizozim-PSS komplekslerinin 9+ yukll iyonlarinin Sekil EK-1’de verilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmis deneysel CCS
degerleri.

m/z tp (ms) to (ms) Miyon (Da) indirgenmis Kiitle Q' (A?) (A
1657,981 7,22 7,162587179 14921,829 5,287487163 1378,26301 2345,985288
1678,564 7,31 7,252231903 15107,076 5,287547903 1385,664528 2358,556552
1698,879 7,31 7,251883382 15289,911 5,287606411 1385,635854 2358,481648
1719,392 7,31 7,251533572 15474,528 5,287664088 1385,607072 2358,406934
1739,906 7,4 7,341185826 15659,154 5,28772041 1392,957692 2370,892986

N

© VU VU VU v

141, /m/z
' =tp- ( 1000 )

P I m, * my
Indirgenmis Kiitle = | ————
. m; + my

ma. iyonun Kiitlesi, mn: stirtikleyici gazin molekdl agirhigi (N2 = 28 Da)

e (' degerleri, sekil EK-1°de verilen egriye (y=590.39x%43%) gére hesaplanmistir.

Deneysel Q = () (z/ M)

m1+mN
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