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Fosforilasyon canli organizmalarin hucre donguleri igerisinde proteinler igin en ¢ok
kargilagilan translasyon sonrasi modifikasyondur (post-translational modification,
PTM) ve kinaz sinyal yollariyla dlizenlenmektedir. Bu sinyal déngist esnasinda
meydana gelen sorunlar genellikle kanser, diyabet, kronik iltihapli veya
norodejeneratif hastaliklarla iligkilendirilmektedir. Bu nedenle, fosforilasyonlari
tanimlayarak hucre icerisindeki kinaz aktivitesini izlemek amaciyla farkl analitik
yaklasimlar gelistiriimistir. Fosforilasyonun tanimlanmasi bu hastaliklarin ardinda
yatan nedenlerin anlagilmasi ve tedavi edici yaklagimlarin ortaya koyulabilmesi
agisindan buyuk yarar saglamaktadir. Protein fosforilasyonlarinin tanimlanmasi
amaciyla genellikle kutle spektrometrisi kullaniimaktadir. Kitle spektrometrisinin
bircok avantajina ragmen, ortamda bulunan bol miktardaki fosfatlanmamig
peptitlerin varliginda, fosfopeptitlerin tayin edilmesi oldukga zordur. Ayrica kitle
spektrometrik sartlarda fosfopeptitlerin iyonlasma etkinlikleri, yapilarinda bulunan
fosfat gruplarinin baskinligi nedeniyle, fosforilasyona ugramamis emsallerine gore
oldukga dusuktir. Bu nedenle, fosfoproteomik verilerin basarili bir sekilde
degerlendirilebilmesi icin kitle spektrometrik analizler 6ncesinde fosfopeptitlerin,



icinde bulunduklar karmasik ortamdan alinarak saflastirilmalari amaciyla yuksek
secicilige sahip zenginlestirme metotlarinin geligtiriimesi gerekmektedir. Bu
calismada, kolay ve ucuz bir ydntem ile polimerik malzemeler sentezlenmis, bu
polimerik malzemelerin MALDI-MS uygulamalarinda kullanilabilecek yuksek
secicilige ve etkinlige sahip olup olmadiklari ve fosfopeptit zenginlestirme

uygulamalarindaki performanslari incelenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Fosfopeptit, Kutle Spektrometrisi, Fosfoproteomiks,
Zenginlestirme, Polimer, Jel



ABSTRACT
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Phosphorylation is the most common post-translational modification and is regulated by
kinase signaling pathways. Defects in this pathway may be related to various diseases such
as cancer, diabetes, chronic inflammatory diseases or neurodegenerative diseases.
Therefore, different analytical approaches have been developed to identify phosphorylation
for following kinase activity in cells. The identification of phosphorylation may be helpful
to understand the reasons behind disease conditions and in developing new therapeutic
approaches. Mass spectrometry is generally used for monitoring changes in protein
phosphorylation. However, even with the advantages of mas sspectrometry, it is difficult to
detect phosphorylated peptides in the presence of high abundance of non-phosphorylated
peptides. Furthermore, the ionization efficiencies of phosphorylated peptides are lower
than those of their non-phosphorylated counterparts due to the presence of phosphorylated
sites on the structure. Thus, the development of highly specific enrichment methods for
phosphopeptides for complex mixtures has been necessary prior to their mass
spectrometric analysis for the successful evaluation of phosphoproteomics data. Therefore,

polymeric gel based materials were synthesized following an easy and inexpensive



process, and their highly specific and efficient phosphopeptide enrichment performance in
MALDI-MS applications were investigated in this study.

Keywords: Phosphopeptide, Mass Spectrometry, Phosphoproteomics, Enrichment,
Polymer, Gel



TESEKKUR

Bilimsel ¢alisma dinyasinda ufak da olsa bir yer edinmemi saglayan, zengin donanimiyla
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tutan hocam Cengiz Uzun’a ¢ok tesekkir ederim.
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hocam Ulk( Gller Tokat'a tesekkiir ederim.
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deneyimlerini paylasan yardimsever hocam Mehmet Atakay’a ¢ok tesekkir ederim.

En yodun zamanlarimizi birlikte paylastigimiz, gultp eglenerek laboratuvardaki her anima
keyif katan, yardimsever ve destekgi kapilarini her daim acik tutan tertemiz kalpli canim
arkadasim Canan Hogilk’e ¢cok tesekkilr ederim.

Calismalarin en yorucu ve bazen bunaltici adimlarin atarken bile hos sohbetleriyle enerji
katan, destek olan Haci Mehmet Kayili, Burak Tavsanh, Selim Gerislioglu, Aysegul
Ozgen, Asli Cal'a gok tesekkiir ederim.

Her kararima saygl duyan destekleyen, maddi-manevi destedini hi¢cbir zaman
esirgemeyen, var olmami onlarin varliklarina borg¢lu oldugum ve bu hayatta sahip oldugum
icin kendimi ¢ok sanslh hissettigim canim ailem, babam Builent Kabadayi, annem Hadiye
Kabadayi, abim Hamdi Kabadayi ve kardesim Burak Kabadayr'ya gok tesekkir ederim.
Fikirleri ve farkli bakis agisiyla bana her zaman hayatin farkli bir yanini goésteren,
sakinligiyle sakinlestiren, sevgisiyle dinyami isitan, bu hayatta onunla hayat yoldasi
oldugum igin kendimi ¢ok sansli hissettigim biricik esim Oguz Eyvazodu’'na ¢ok tesekkir

ederim.
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1. GIRIS
Hucrede gergeklesen biyolojik faaliyetlerin pek ¢odu proteinlerin post-translasyonel
modifikasyonlari araciligi ile yonetilir. [1] Protein ve peptitler hicre iginde farkh
zamanlarda farkli modifikasyonlara ugrayarak cesitli fonksiyonlar kazanirlar.
Hucresel faaliyetler sirasinda protein yapilarinda yuzlerce farkli tlirde kovalent
modifikasyonun meydana geldigi bilinmektedir [2]. Bu post-translasyonel
modifikasyonlar fosfat, alkil, acil gibi bazi kimyasal gruplarin protein yapisindaki bir
ya da daha fazla sayida amino asit'e tersinir ve kovalent olarak baglanmasi ile

gergeklesir.

En sik rastlanan ve Uzerinde en ¢ok galisma yapilan modifikasyon yapiya tersinir
olarak fosfat grubunun baglanmasi yani fosforilasyondur [3]. Protein
fosforilasyonu, kinaz ve fosfataz enzimlerinin karsilikh olarak c¢alismalariyla
dizenlenen hicresel bir olaydir. Hucresel proteinlerin % 30’una yakini farkli
zamanlar ve fonksiyonlar dahilinde fosfatlanmis durumda bulunmaktadir.
Hucrelerde gorev alan ¢ogu enzim ve reseptor birimleri, yapilarinda meydana
gelen fosforilasyon veya defosforilasyon ile belirli bir fonksiyon icin aktif veya
inaktif duruma gegmektedir. Hicre igi sinyal iletim mekanizmalarinda fosforilasyon-
defosforilasyon olaylarinin dnemli dl¢cuide yer aldiklari dikkate alindiginda bu gibi
olaylarda meydana gelebilecek herhangi bir bozunma, kanser [3], tip-1l diyabet [2],
kistikfibrozis [4] ve Alzheimer [5] gibi hicresel faaliyet bozukluklarindan

kaynaklanan hastaliklarin olugumlariyla iligkilendirilebilir.

Fosforilasyona ugramis proteinlerin karmasik ornekler igerisinde tanimlanmalari ve
bu protein zincirlerinde yer alan fosfatlanmis aminoasitlerin yerlerinin tayin
edilmesi, hucre icinde meydana gelen yasamsal faaliyetlerle ilgili yararli bilgilerin
elde edilmesi ve pek ¢cok hastaligin teshisi ve tedavisi agisindan oldukga énemlidir
[6]. Fosforilasyonun hicre fonksiyonlari Gzerine etkisi nedeniyle, yaklagik son yirmi
yilda fosfoproteinler ve kinazlar Uzerine yapilan arastirmalarla bahsedilen
hastaliklarin ve bozukluklarin teshis edilmeleri igin biyoizleyicilerin (biomarkers) ve
tedavileri amacgl muhtemel ilaglarin gelistiriimesi igin ¢aba sarf edilmektedir [7].

insan proteomunda fosfoproteinlere ayni zamanda farkh hiicresel bolgelerde

rastlanilabilir, fakat bu tur proteinlerin hicre igerisindeki miktarlari diger proteinlere



gore oldukga azdir. Hucrede bulunan tum proteinlerin yalnizca yuzde birkagi
fosfatlanmis haldedir [6]. Protein ve peptit analizlerinde kutle spektrometrik
tekniklerin kullaniimaya baglanmasinin ardindan fosfoproteomiks alaninda da ¢ok
daha hizli ve etkili calismalar yapilmaya baslanmigtir [8]. Biyomolekil
analizlerindeki asil ilerleme, matriks-yardimh lazer desorpsiyon/iyonlastirma
(Matrix-AssistedLaserDesorption/lonization, MALDI) ve elektrosprey iyonlastirma
(Electrospray lonization, ESI) yodntemlerinin gelistiriimeleri ile gergeklesmistir.
Bunlar gibi yumusak iyonlastirma yoOntemleri, buyuk biyomolekullerin
parcalanmadan, gaz fazina gecirilebilmelerine olanak saglayarak, kutle
spektrometrik tekniklerle analiz edilmelerini mimkun hale getirmistir. Kutle
spektrometrisi yayginlasmadan énce arastirmacilar, fosfoprotein tespit ve analiz
calismalarinda farkli yéntemler kullanmaktaydilar. *°P isaretieme,jel elektroforez,
Edman yontemi, fosfospesifik antikorlarin kullanilmasi gibi yontemler bunlardan
birkacidir [6]. Ancak bu yontemlerin uygulamalarinin pratik olmamalarinin yani sira
hassasiyetlerinin de dusik olmasi, kitle spektrometrisini fosfoproteomiks

caligsmalari igin en ideal analitik yontem durumuna getirmektedir.

Ancak fosfoproteinlerin miktarinin ortamda bulunan fosfat grubu icermeyen
proteinlere kiyasla ¢ok dusuk olmasi, bulunduklari biyolojik ortamin ¢ok karmagsik
olmasi ve kutle spektrometrik analizlerde iyonlagsma verimlerinin diger protein ve
peptitlere kiyasla disik olmasi nedeniyle fosfopeptitlerin tayinleri oldukg¢a zordur.
Dolayisiyla fosfopeptitlerin bulunduklari ortamdan secimli olarak ayrilmasi ve
zenginlestiriimesi gerekmektedir. Bu amacla fosfopeptitlerin zenginlestirimesinde
kovalent baglanmaya veya kovalent olmayan etkilesimlere dayali farkh yéntemler
ve malzemeler kullaniimaktadir. Bu c¢alismalar genellikle metal-fosfopeptit,
fonksiyonelize polimer-fosfopeptit veya fonksiyonelize sol-jel-fosfopeptit ya da iyon

degistirici regineler ile yuk ayrimina dayanarak gergeklestiriimektedir.

Bu tez kapsaminda dncelikle fosfoprotein ya da fosfopeptitlerin kitle spektrometrik
analizleri igin uygun ortam kosullari belirlenmistir ve bu fosfopeptitlerin kitle
spektrometrik analizlerinde molekulun pargalanmadan intakt olarak iyonlagmasini
saglayabilen matriks yardimli-lazer desorpsiyon iyonlastirma (MALDI) ve

elektrosprey iyonlastirma (ESI) yontemleri kullaniimigtir.

Fosfopeptitlerin zenginlestirilebilmeleri igin polikatyonik 6zellik gosteren amin

fonksiyonel gruplu 3 farkli malzeme Uretilerek zenginlestirme islemi denenmis,
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farkh  ortam kosullarinda bu malzemelerin etkinlikleri tartisiimis  ve
zenginlestirmenin daha hizli ve verimli bir sekilde yapilabilmesi i¢in yeni analitik

metotlar gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Proteinler

Proteinler amino asitlerin birbirlerine peptit baglari vasitasiyla baglanmasiyla
olusan yapilardir. Ribozom tarafindan Uretilirler ve 20 ¢esit amino asittin farkl
sayllarda farkli kombinasyonlarla birbirine kovalent baglanmasiyla ¢ok cesitli
protein yapilari olusur. Proteinler temelde karbon (C), hidrojen (H), azot (N) ve
kukart (S) icermek Uzere, beraberinde fosfor (P), demir (Fe), ¢inko (Zn) elementleri
de bulunabilir. 20 amino asitin farkh kombinasyonlar ve diziler halinde
birlesmesiyle hormonlar, enzimler, antikorlar, sut proteinleri, kaslar gibi pek ¢ok

farkli biyolojik aktiviteye sahip yapilar olusur.

2.1.1. Amino Asitler

Amino asitler ayni karbon atomuna bagli bir karboksil grubu, bir amino grubuna
sahiptir. Bu gruplarin bagh oldugu merkez karbon alfa karbon (a-karbon) olarak ve
devam eden diger karbonlar da merkezden uzaklastikca sirasiyla B, y, 0, €

karbonlar olarak adlandirilir R grubu ise her aminoasitte farklidir.

R
H\ | //O
C

\
H H OH

Sekil 1. Amino asit genel yapisi

Tablo 1. Amino asitler

No Amino Asit Molekul Agirhigi Sembolii
(gr/mol)
1 Alanin 89 Ala
2 Arjinin 174 Arg
3 Asparagin 132 Asn
4 Aspartik asit 133 Asp
5 Fenil alanin 165 Phe
6 Glutamin 146 GIn
7 Glutamik asit 147 Glu
8 Glisin 75 Gly
9 Histidin 144 His
10 Izoliizin 131 lle
11 Ldzin 131 Leu
12 Lizin 146 Lys



13
14
15
16
17
18
19
20

Metionin
Prolin
Serin

Sistein
Treonin
Triptofan
Tirozin
Valin

149
115
105
121
119
204
181
171

Met
Pro
Ser
Cys
Thr
Trp
Tyr
Val

2.1.2. Peptitler
iki amino asit molekiili kondenzasyon (katilma) reaksiyonuyla bir peptit bagi

olusturarak baglanabilir.

H H
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Sekil 2. Peptit bagi sematik gosterimi
Peptit bag! olusumu sirasinda a-karboksil ve a-amino gruplarindan gelen OH" ve
H* gruplari birleserek bir molekil su aciga ¢ikmasina sebep olurlar. iki aminositin
bir araya gelmesiyle olugsan yapiya dipeptit, U¢ aminoasitin bir araya gelmesiyle
olusan yapiya tripeptit denir ve sayi arttikga tetrapeptit, pentapeptit olarak devam
eder. Bu sekilde az sayida aminoasit iceren yapilara genel olarak oligopeptit, cok
saylida amino asitin bir araya gelmesiyle olugan yapilara da polipeptitler denir.
Proteinler ise polipeptitlerle ayni anlamda da kullanilabildigi gibi aslinda genel
olarak kutlesi 10000 Da uzerinde olan molekullerdir. Proteinler her bir amino asit
esit sayida icermek zorunda deqildir. Bir amino asit bir protein ¢ok sayida digeri az
sayida igerebilir, hatta hi¢ icermeyedebilir. igerigindeki amino asit tipleri ve sayilari
tamamen o proteine 6zgudur. Ayrica bazi proteinler kalici olarak aminoasitler



diginda kimyasal gruplar da igerebilirler. Bunlara konjuge (birlesik) proteinler denir.
Konjuge proteinin amino asit disinda kalan kimyasal grubuna prostetik grup denir.
Tum igerigindeki bu amino asit tipleri, sirasi ve icerigindeki diger kimyasal gruplar
proteinlerin kendilerine 6zgun olmasini saglarlar ve cesitli biyolojik iglevler

kazandirirlar [9].

Tablo 2. Birlesik proteinler ve prostetik gruplari [9]

Sinif Prostetik Grup Ornek
Lipoproteinler Lipitler Kandaki B1-lipoprotein
Glikoproteinler Karbonhidratlar Immiinglobulin G
Fosfoproteinler Fosfat Gruplari Sutteki kazein
Hemoproteinler Hem (demir porfirin) Hemoglobin

Metalloproteinler Flavin nikleotitleri Suksinat dehidrogenaz
Demir Ferritin
Cinko Alkol Dehidrogenaz
Kalsiyum Kalmodulin
Molibden Dinitrogenaz
Bakir Plastosiyanin

Proteinler yapisal olarak dort duzeyde tanimlanir. Kovalent baglarla baglanmis
polipeptit zincir yapisal modeli birincil yapi, amino asit kalintilarinin daha kararli
duzenlemelerle tekrarlayan yapisal modeli ikincil yapi, polipeptitin 3 boyutlu
katlanmalarini gosteren yapisal modeli Gguncul yapi, iki ya da daha fazla polipeptit
alt birimleri iceren ve uzaysal duzenini de gosteren yapisal modele de dorduncul
yap! denir. Birincil yapida sadece peptit baglariyla dizilimlenmis amino asitler
bulunurken ikincil yapida disulfit baglar ve hidrojen baglari da olusmustur ve bu
sayede ikincil yapida a-heliks yapisi, B kivrilmalari ya da rastgele (random)
kivrilmalar goruliir. Ugtincll (tersiyer) yapilar a-heliks yapisi ve kivrilmis yapilarin

ust Uste katlanmalari ya da kendi etraflarinda donmeleri sonucu olusur.



Birincil yapi ikincil yapi Ugtincl yapi Dérdiincil yap!

<

Sekil 3. Proteinin yapi gesitleri

Bir proteinin yapisinda bulunan atomlarin uzaysal konumlanmasi proteinlerin
konformasyonu olarak adlandirilir. Birincil yapida tanimlanan kovalent baglar
bozulmaksizin bag etrafindaki rotasyonlarla olasi pek c¢ok konformasyonu
mumkundur. Bir protein ¢ogunlukla termodinamik olarak en kararl yani en duguk
Gibbs serbest enerjisine (G) sahip konformasyon almaya galigir. Protein yapisini

olusturan kovalent ve kovalent olmayan baglar asagidaki gibidir;

- Kovalent baglar: Peptit baglari ve disulfit baglari

- Kovalent olmayan baglar: Hidrojen badlari, iyonik baglar, apolar baglar

2.2. Proteomik

Proteom terimi protein ve genom soézcuklerinin birlestiriimesiyle olusturulmustur.
Bu terimler ilk kez 1995 yilinda bilim adami Wilkins ve arkadaslari tarafindan
ortaya atilmistir. Proteomik yani proteom analizi ise belirli bir anda belirli bir
ortamda bulunan tim proteinlerin yapilarini, fonksiyonlarini, birbirleriyle ve
bulunduklar ortamla iligkilerini, yapilarinda meydana gelen degisikliklerini
inceleyen calisma alanidir [10]. Yani proteomik calismalari protein biyokimyasi
calismalarindan daha karmasik oldugu soylenebilir. Protein biyokimyasi
calismalarinda tek bir proteine odaklanilir ve bu protein yapisal olarak incelenir,
proteomik caligmalarinda ise kompleks karisimlar yani ¢oklu protein sistemleri
komple mercek altina alinir, karisim igindeki tum proteinler, proteinlerin

yapilarindaki anlik degisimler yani post-translasyonel modifikasyonlari ve



birbirleriyle etkilesimleri incelenir. Kisacasi proteomikte amag¢ yapisal analiz degil

sistemin davranisini karakterize etmektir.

2.2.1. Post-translasyonel Modifikasyonlar (PTM)

Hucredeki yasamsal faaliyetler proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlari
sayesinde gergeklestirilirler [11]. Bu modifikasyonlara protein yapisina fosfat, metil,
karbonhidrat, lipit gibi yapilarin kovalent olarak baglanmasi 6rnek olarak verilebilir.
Modifikasyon tipine gére asetilasyon, glikolizasyon, fosforilasyon gibi isimler alan
300 farkh modifikasyonun varhgi bilinmektedir. Bu reaksiyonlar sekil 4’te verilen
bazi Oorneklerde de oldugu gibi cesitli kofaktorlerin yardimiyla gergeklesir. PTM
olarak adlandirilan Post-translasyonel modifikasyonlar genellikle tersinir yani geri
dontsumltdur [12]. Modifiye olan kimyasal gruplar amino asitlerin 6zelliklerini
degistirerek bazi fonksiyonlar kazanmasini saglarlar, bir sire sonra sistem igindeki
gorevleri tamamlanmasinin ardindan da amino asit yapilarindan ayrilirlar. PTM’ler

arasinda en sik gortlenlerden biri fosforilasyon sayilabilir [13].
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Sekil 4. Bazi Post-translasyonel modifikasyonlar [14]

2.2.1.1. Fosforilasyon

Fosforilasyon bir protein ya da daha klguk bir molekile fosfat grubunun kovalent
olarak baglanmasi geklinde tanimlanabilir. Hlcrelerdeki proteinlerin farkli anlarda
ve yerlerde yaklasik %30’unun fosfatlanmis halde bulundugu tespit edilmistir. [3]
1992 yilinda Edmond H., Fischer ve Ewin G. Krebs'in iki degerli metal iyonu
varliginda glikojen fosforilazin aktif formunu inaktif formuna dénustlirmesiyle Nobel
odulind almasinin ardindan fosfoproteomik c¢alismalarinin 6nemi daha ¢ok

anlasiimis ve daha ¢ok ilgi gérmeye, arastiriimaya baglamistir.

Fosfoserin Fosfotreonin Fosfotirozin
9 i O OH
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Sekil 5. Fosfoserin, fosfotreonin, ve fosfotirozin aminoasitlerinin kimyasal
yapisi

Memeli hiicrelerinde buylk bir cogunlukla serin ve treonin aminoasitleri fosfatlanir,
bu siralamayi kiglk bir oran ile tirozin takip eder [15]. Bu aminoasitlerin
fosfotlanmis kimyasal yapilari sekil 5’te verilmigtir. Adenozin trifosfat (ATP) kinaz
enzimi varhdinda fosfat verici olarak gorev yapar [16]. Fosfat transferinde serin,
treonin ve tirozin aminoasitlerinin yan zincirlerindeki hidroksil gruplari rol oynarlar.

ATP gama fosfat grubunu kaybederken adenozin difosfat'a dénusur ve protein

molekuline de bir fosfat grubu baglanir. Fosfat grubu deprotene (PO43') ise protein

molekulinun agirhd1 78 Da kadar, tamamen protene (H2P04_) ise de 80 Da kadar

artar. Sekil 6’da ve Sekil 7’de de goéruldugu gibi fosforilasyon sirecini katalizleyen

kinaz proteini, defosforilasyon olayini katalizleyen ise fosfataz proteinleridir [17].
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Sekil 6. Serin aminoasidinin fosforilasyonu
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Sekil 7. Fosforilasyon ve defosforilasyon reaksiyonlarinin sematik gosterimi

Codu hucre igi sinyal iletimi bu fosforilasyon-defosforilasyon olayl sayesinde

gerceklesir. Dolayisiyla fosforilasyon-defosforilasyon olaylarinda
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gerceklesebilecek herhangi bir bozunma kanser, tip 2 diyabet, kistik fibrozis ve
alzhemier gibi hastaliklarin olugmasi ile iligkilendirilebilir [18]. Bu hastaliklarin
teshis ve tedavisi igin fosfopeptitlerin analiz edilmesi buylk énem tasimaktadir.
Ancak fosfopeptitlerin analizleri bazi sebeplerden dolayi kolay yapilamamaktadir.
Bu sebepler su sekilde aciklanabilir; hicre igerisinde var olan tum proteinler
dusundldugunde bunlardan yalnizca ufak bir kismi fosfatlanmaya musait olmasi
yani miktar olarak ¢ok az olmalari ve de tek bir protein yapisinin farkli
bdlgelerinden fosfatlanabilme kabiliyetine sahip olmasi yani ayni proteinin farkh
aminoasitlerinden fosfatlanmis hallerinin mevcut olmasi. Ayrica fosfopeptitlerin
bulunduklari ortamdaki miktari analitik yontemlerin de godzlenebilme sinirlarinin
altinda kalmaktadir. Bununla beraber fosfatlanma tersinir bir olay oldugu igin
hedeflenen molekll henlz analiz edilemeden fosfat grubunu kaybetme riski de
vardir [15]. Tidm bu sebeplerden dolay1 fosfopeptit galismalarinda o6ncelikle
zenginlestirme islemi yapilarak zenginlestiriimis karigsim icerisinden analiz
edilmektedir [19]. On zenginlestirme islemi sayesinde ortamdaki fosfatlanmamis
proteinler uzaklastirilarak fosfatlanmis proteinlerin piklerini baskilamasi énlenmis

olur.

2.2.2. Proteomik ve Kiitle Spektrometrisi

Proteomik calismalarinda kutle spektrometrisinin 6nemi, kutle spektrometrisi
kullaniimaya bagladiktan sonra proteomik c¢aligmalarindaki artistan da
anlasiimaktadir [20]. Kutle spektrometrisi yonteminin sagladigi analiz kolayligi,
hassasiyet ve hizli analiz edebilme 6zelligi gibi pek ¢ok avantaj ve Ustlun ozellikleri
sayesinde proteomik calismalari hiz kazanarak pek ¢ok bilim insanini da bu alana
yonelmigtir [21].

2.3. KUTLE SPEKTROMETRISI

Kutle spektrometrisi, protein, DNA, polimer gibi yuksek molekul agirhdina sahip
molekullerin kimyasal yapi analizlerine imkan saglayan ¢ok onemli bir analiz
yontemidir.  Kutle spektrometrisi analiz yonteminde bilesikler ylksek vakum
ortaminda gaz fazina getirilerek iyonlagtinlirlar. Esitlik 2.1’de goéruldigu gibi

molekiil bir elektron kaybederek M™ radikalik molekdiler iyonuna déniisur.
M+e > M' + 2e (Esitlik 2.1)

lyonlastirilan atom ya da molekdiller bagil kiitlelerine yani kiitle/yiik oranlarina gére

grafige cevrilir. Bu grafige kutle spektrumu adi verilir. Bu yontemde Infrared ve
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NMR yontemlerinden farkl olarak yapisal bilesim molekuler kutlesi cinsinden ifade
edilir. Dolayisiyla bir kutle spektrumunda analit'in molekal agirhgr da dogru olarak

belirlenir.

Ornegin sekil 8'de goriilen kitle spektrumu izobitan molekuliine aittir. m/z degeri
57 olan pik izobutanin molekuler iyon piki olup kimyasal yapisi sekil 9da
gosterilmigtir. m/z 43 piki ise izobutan molekullinun iyonlasirken bir hidrojen degil
de bir metil grubu kaybetmesiyle olusan molekule ait piktir. Siddeti daha dusuk

olan 39 degerindeki pik de C3Hs" aromatik siklopropenyum iyonuna ait olabilir.

A
57
100 1
=
‘®
c
[
S
_“2’ 50 1
=
&: 43
39
lad 18

10 20 30 40 50 60 70 miz

Sekil 8. izobutan’in kitle spektrumu [22]

ot
CH, CHy|
CH;~C-H + e CH;~C-H + 2¢
CH; CH;
* CH;

| _ :
CH-C-H -~ CH=CT 4l

Sekil 9. izobiitanin iyonlasmasi [22]
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2.3.1. Genel Prensip

Bir kutle spektrometresi cihazinin temel bilegenleri; numune girig sistemi, iyon
kaynagi, kutle analizérl, dedektor ve veri sistemidir. Genel prensip olarak
oncelikle yaklagik 1 mikromol ya da daha az miktardaki ornek, numune giris
sistemi tarafindan yuksek vakum altinda cihaz igine iletilir ve iyon kaynagi
vasitasiyla iyonlastirilir. iyonize olan molekiiller kitle analizériinde kutle/yiik
oranlarina gore birbirinden ayrilarak dedektore ulagirlar. Elektrik alan, manyetik
alan, dort kutuplu (quadrupol) ya da ugus zamanh (TOF) gibi teknik 6zelliklere
sahip olan kutle analizorleri bu Ozellikleri sayesinde iyonlarin, kitle/yuk oranlarina
g6re birbirinden farkh oranlarda hizlanarak birbirlerinden ayrilmasini saglar. Farkl
hizlardaki iyonlar dedektore farkli slrelerde carparlar ve dedektére c¢arpan
iyonlarin siddeti zamanin bir fonksiyonu olarak veri sisteminde kaydedilir [23].
Cihazin iginde 6rnegin analizi gaz fazinda yapilsa da ornek sisteme kati, sivi ya da
gaz fazinda verilebilir. Sistemin genel olarak yuksek vakum altinda tutulmasinin
sebebi gaz fazina donustlrilen analit iyonlarinin birbirleriyle ve ortamdaki hava
molekdlleri ile garpisarak parcalanmalarini dnlemektir. Kitle spektrometrelerinin
GC-MS, MALDI-TOF-MS, ESI-MS gibi farkli 6rnek verme sistemi, farkli iyon
kaynadi ya da farkh kitle analizérlerine sahip tlrleri vardir. Hangi kutle
spektrometrik yontemin kullanilacagina analitin tlrine goére karar verilmelidir.
Analitin fazi, yaklagik molekul agirigi ya da uguculugu gibi oOzellikler hangi
bilesenlere sahip kltle spektrometresinin kullanilacaginin belirlenmesinde énemili

faktorlerdir.

4 N

iyon
Kaynagi

l

Vakum
Sistemi

Kiitle Analizori Dedektor

Sekil 10. Kitle spektrometresi bilesenlerinin sematik gdsterimi
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2.3.2. Kutle Spektrometresi Bilegenleri

2.3.2.1 Ornek Verme Sistemi:

Yaklasik 1 mikromol 6rnek gazlastirilarak yiiksek vakum altinda (10 Torr basigta)
iyon kaynag@ina génderilir. Onemli bir amaci iyon kaynagina en az vakum kaybiyla
numunenin iletiimesini saglamaktir. Enjektdr, numune tutucu plaka, prob gibi
araclarla dogrudan giris sistemiyle ya da diger kromatografik cihazlarin ¢ikisina

baglamak gibi yontemlerle 6rnek sisteme verilebilir.

2.3.2.2. iyon Kaynagi

lyonlastirma bélgesinde elektron bombardimani, lazer gibi cesitli metotlarla
molekul iyonlastirilarak hizlandiriimasi saglanir. Molekil ¢ogunlukla pozitif yuklu
olacak sekilde iyonlagsa da negatif olarak da iyonlasabilir ve her iki tirll de analiz

edilebilir.

ilk zamanlarda kullanilan iyon kaynag cogunlukla elektron bombardimaniydi
ancak sonradan alan desorpsiyon (Field Desorption, FD), matriks yardimli lazer
desorpsiyon (Matrix-Assisted Laser Desorption/ionization, MALDI), hizli atom
bombardimani (Fast Atom Bombardment, FAB) gibi ydntemler kullaniimaya
baslanmistir. iyonlastirici ve tipine gére iyon kaynaklari tablo 3’de gérildigi gibi

siniflandirlabilir. Sonradan kullanilan bu yontemlerin birtakim avantajlari vardir.

Tablo 3. iyon Kaynaklari

Temel Tip  |iyon Kaynag: Adi iyonlastirici
Elektron Bombardimanli (El) Enerjik elektronlar

Gaz faz Kimyasal iyonlastirma (CI) Reaktif gaz iyonlari
Alan iyonlastirma (FI) Yiksek potansiyelli elektrot
Alan desorpsiyon (FD) Yuksek potansiyelli elektrot
Elektrosprey iyonlagtirma (ESI) YUksek elektrik alan
Matriks yardimli
desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI) Lazer demeti

Desorpsiyon | pjazma desorpsiyonu (PD) 252Cfnin fisyon Uriinleri
Hizli atom bombardimani (FAB) Enerjik atom demeti
Ikincil iyon kitle spektrometrisi
(SIMS) Enerjik iyon demeti
Termosprey iyonlagtirma (TS) Yuksek sicaklik
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2.3.2.2.1. Elektron Bombardimanh Kaynagi

Bu yontemde numune yuksek sicakliga isitilarak buharlastirilir ve elektronlarla
bombardiman edilerek iyonlastirilir. Elektronlar isitilan tungsten veya renyum
telden yayilir ve yaklasik 70 V’luk potansiyel tarafindan tel ve anot arasinda
hizlandirihrlar. Elektronlar ve analit molekullerini izledigi yollar birbirine diktir.
Yollarin kesisim noktasinda carpisma sonucu molekiller pozitif yukli iyonlara
donuserek hizlandirma yariklarindan gecger ve kutle analizorane ulasirlar. Elektron
bombardiman kaynagi c¢ok verimli bir yontem olmasa da kutle spektrumu

kUtuphanelerinin gogu bu teknikle elde edilen verilerle olusturulmustur.

2.3.2.2.2. Elektrosprey iyonizasyon (ESI)

Elektrosprey iyonizasyon yumusak bir iyonlasma teknigidir. Polar ve ucgucu
olmayan bilesikler icin en uygun iyonlastirma yontemidir. Proteinler, peptitler,
nikleik asiler gibi biyolojik molekuller igin kullanilabilir [24]. Elektrosprey iyonlasma
kaynaginda, yuksek voltaj uygulanabilen ince bir igne yardimiyla sivi ornek
¢Ozeltisi icinden numune alinarak kaynak odacigina puskuartalr. Ugucu ¢ozicu
buharlasirken geriye sadece vyikli olan analit molekilleri kalir. Ozellikle
polipeptitler gibi yuksek molekul agirlikli molekullerin analizi i¢in en ¢ok kullanilan
iyonlastirma yontemleri ESI ve MALDI'dir [25], [26].

2.3.2.2.3 Matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI)

Bu yontem 1988 yilinda Karas ve Hillenkamp tarafindan ortaya cikmistir.
Oligonukleotitler, proteinler, sentetik polimerler ya da blyuk inorganik bilesikler gibi
yuksek molekul agirlikli, ugucu olmayan, termal olarak karasiz molekullerin intakt
olarak iyonlastirimasina olanak saglayan yumusak bir iyonlastirma yontemidir
[27],[22]. Hizl atom bombardimani ve lazer desorpsiyon yontemlerine benzese de
farkh olarak bu yontemde matriks kullanilir. Matriks, analitle kimyasal reaksiyona
girmeyen, analiti ¢bzebilen, ucguculugu dusuk olan, kullanilan lazerin dalga
boyundaki i1sini absorplayabilen molekullerden olusan bir solventtir. Lazerin fazla
enerjisini absorbe ederek analitin intakt olarak yani pargalanmadan iyonlagsmasini
sadlar. [28] Lazer olarak en yaygin kullanilan tur azot lazerleridir. Azot lazerleri
337 nm dalga boyunda i1sima yapar. UV bolgede absorpsiyon yapan matriksler i¢in
kullanihir. Bununla beraber IR bdlge icin de Er-YAG lazerleri ya da CO, lazerleri

kullanilabilir.
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Sekil 11. MALDI iyonlasma prensibi sematik gosterimi

2.3.2.2.4 MALDI Genel prensibi
Oncelikle numune hazirhd yapilmalidir. Literatiirde cesitli numune hazirlama

yontemleri bulunmaktadir. Analit ¢gozeltisinin uygun bir matriks ¢ozeltisi ile uygun

oranlarda karigtirilmasi gerekmektedir. Uygun matriksin secimi ¢ok dnemlidir [29].

Matriks secimi kullanilacak lazerin dalga boyuna ve analitin yapisina bagli olarak

yapilir [22].

Tablo 4. Bazi yaygin kullanilan UV-MALDI matriksleri

Analit

Peptitler / Proteinler

Oligonukleotitler

Karbonhidratlar

Sentetik Polimerler

Matriks

a-siyano-4-hidroksisinamik asit
2,5-dihidroksibenzoik asit
3,5-dimetoksi-4-hidroksisinamik asit
Trihidroksiasetofenon
3-hidroksipikolinik asit
2,5-dihidroksibenzoik asit
a-siyano-4-hidroksisinamik asit
Trihidroksiasetofenon
Trans-3-indolakrilik asit
Ditranol

2,5-dihidroksibenzoik asit
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Organik Molekuller ~ 2,5-dihidroksibenzoik asit DHB

Inorganik Trans-2-(3-(ter-butilfenil)-2-metil-2- DCTB
Molekdiller propeniliden) malononitril
Lipidler Ditranol DIT

Kurutulmus damlacik metoduna gore 5-10 pyl doygun matriks ¢ozeltisi icerisine 1-2
Ml analit ¢ozeltisi ilave edilerek karistirilir. Bu karisimdan 0,5-2 ul kadari metal bir
plaka Uzerine damlatilarak, kristallendirilir. Bu esnada analitin iginde ¢6zundugu
ugucu ¢ozucu uzaklastirlmis olur. Geriye kristallenmis olan analit ve matriks
karigimi kalir. Kristallenen bu karigim metal plaka ile birlikte sisteme verilir. YUksek
vakum altinda metal plaka ile analizor (6rnegin ugus zamanl kitle analizért, TOF)
arasina bir elektriksel alan uygulanir. Metal plaka yuzeyinde kristallenen analit-
matriks karisimi Uzerine kesikli lazer 1sini gonderilir. Lazer 1gin1 fotonlari, matriks
ve analit molekillerini uyararak gaz fazina gecmelerini saglar. Genellikle bu
molekiiller gaz fazina gegerken ayni zamanda [M+H]* ya da [M-H] seklinde
iyonlasirlar. Pozitif iyon modun da elde edilen kutle spektrumlarinda genellikle elde
edilen pikler [M+H]" seklinde protonlanmis molekdllere aittir. Bununla beraber
tampon ¢ozeltiden gelen sodyum ya da potasyum gibi alkali metal iyonlarla birlikte
[M+Na]* ya da [M+K]" seklinde de iyonlasabilir. Bu tip durumlari dnlemek amaciyla
analit ¢ozeltisi icerisinde bulunan tuzlar ortamdan uzaklastiriimaldir ya da bunun
icin ¢ozeltiye bir miktar asit eklenebilir. Ayrica birden fazla yuUkli iyonlar ya da
parcalanmis analit molekul iyonlari da olusabilir. Lazerin fazla enerjisini absorbe

ederek parcalanmayi onlemek agisindan matriks kullanimi ¢ok onemlidir.

2.3.2.3. Kitle Ayiricilar

lyonlastirma bélmesinde gaz fazinda iyonlara déniisen analit molekdlleri
birbirinden ayrilmak Uzere kutle ayirici bolmesine gecgerler. Farkh prensiplere gore
ayrim yapan cesitli kutle analizorleri vardir (tablo 5.) [22]. Kutle ayirici bdlmesinde
uygulanan elektrik alan sayesinde molekullere kinetik enerji kazandirilarak
kite/yuk (m/z) oranlarina gore farkh oranlarda hizlandirilirlar ve bu sayede
birbirlerinden ayrilirlar. Pozitif iyon modun da yapilan analizlerde genellikle iyon +1
yukli oldugundan elde edilen kltle/ylk oranlari genellikle molekulin kutlesine
esittir. Eger ¢oklu yuk olusumu var ise m/z deg@eri gercek kutlelerinin kesirli bir

kismidir.
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Tablo 5. Kltle spektrometresinde kullanilan katle ayirici turleri ve ayirma
prensipleri

Kutle Ayirici Sembol Ayirma prensibi
Elektrik sektor E veya ESA Kinetik enerji

Manyetik Sektor B Momentum

Dort Kutuplu Q m/z (frekans degisimi)
iyon tuzag: IT m/z (rezonans frekansi)
Ucus zamanli TOF Hiz (ugus zamani)
Fourier dondstimld iyon  FTICR m/z rezonans frekansi
siklotron rezonans

Fourier donasimlt  FT-OT m/z rezonans frekansi
orbitrap

ideal bir kitle ayirici kiiclk kitle farklarini ayirt edebilecek duyarlilikta olmalidir.
Bununla beraber olgulebilir iyon akimlari elde etmek igin yeterli sayida iyonun
gegisini de saglayabilmelidir. Ancak kutle ayiricilarda duyarhilik artirilirken

gegirgenlik azalir ve optimum ara ¢6zim bulunmalidir.

2.3.2.3.1. Kitle Spektrometrelerinin Ayirma Guciu
Ayirma gucu R ile gosterilir ve katle spektrometresinin kalitesini ifade eder.

R=m/Am (Esitlik 2.2)

Esitlik 2.2’deki Am iki komsu pik arasindaki kutle farki olup, m ise komsu piklerden
birincisinin kitlesidir. Genellikle iki pik arasindaki boslugun ylksekligi piklerin kendi
yuksekliklerinin %50’sinden fazla degil ise o iki pik ayriimis olarak kabul edilir
ancak ideali %10’u gegmemesidir. Bu durumda 6rnegin 4000 ayirma glcune sahip

bir spektrometrede 400,0 ve 400,1 m/z de@erlerindeki pikler birbirinden ayrilabilir.

}—{ Am=m, - m,
100 F = = = = = = -
1004 = = = = d
=
= s
s B 50 FUWHM
E*ED,__,_,J ¢ cukuriuk, % - - ] Am | e—
E i %650 E
@ L
1
f ukuriuk, j
'_-,-.t---y E'Hﬂ 0 fcrasm "x_,._‘M_ﬁ_
’ >
m m/z
(@) m, m, miz (b)

Sekil 12. Ayirma gucunun spektrum Uzerinde gosterilmesi
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Bir spektrometrede tercih edilmesi gereken ayirma gucu uygulama amacina gore
degisir. Ornegin tam kitleleri sirasiyla 28,0313; 28,0187; 28,0061 ve 28,8949 olan
CoH4", CHoN', No*, CO™ iyonlarini ayirmak igin ayirma giicli birkag bin olan bir
spektrometre gereklidir. Bunun yaninda kitleleri sirasiyla 17 ve 16 olan NH3" ve
CH," iyonlarini ayirt edebilmek igin 50 ayirma gticl yeterlidir. Ticari olarak 500’den

500000 ayirma gucune kadar kutle spektrometreleri mevcuttur [30].

2.3.2.3.2. Ugus Zamanh Kitle Ayiricilar

Ucgus zamanl (TOF) kutle ayiricilarda yaklasik 0,5-2 metre uzunlugunda bir ugus
tibl bulunur. yonlar 10%-10* V'luk elektrik alan pulslariyla hizlandirildiktan sonra
bu tupun igerisinden gegerler. Tupe giren butun iyonlar ideal olarak ayni kinetik
enerjiye sahip olsalar bile, kutleleriyle ters orantili olarak farkh hizlara sahip olurlar.
Daha hafif olan kutleler daha yuksek hiza sahip olup detektore daha erken
ulasirlar; daha agir olan iyonlar ise daha dusuk hiza sahip olup detektére daha ge¢
ulasirlar. Bu sayede iyonlarin kutlelerine gore birbirlerinden ayrilmalari ve her
birinin sinyalleri ayri ayri ugus surelerine bagli olarak tayin edilmeleri saglanir.

Tipik olarak iyonlarin detektore ulasma hizlari 1-30 pys arasinda degisir.

Linesr modu
detektord

[\
e Reflektron
= __ [
Ugus zamanll
katle ayincisi | L ¥
- &
L
¥ L
% Ugus ranaw (1vs
' Reflektron modu
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°
.Q
A Vikack
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~ 7 ; ; "; | Kuvvetlielektrik
\ e e ome alan
\\ A®
MALDI Ny
s @ Matriksférnek
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Sekil 13. MALDI-TOF sematik gosterimi

Ucgus zamanl (TOF) kutle ayiricisi sinirsiz kutle araliginda analize olanak vermesi,
¢ok yuksek hizda veri kaydedebilmesi ve yuksek duyarlilikta olmasi agisindan
diger yontemlere gore daha avantajlidir. Lineer ve reflektron modu olmak Uzere ikKi
farkli modu olan ugus zamanl kitle ayiricisi siklikla MALDI iyonlagtima teknigi ile
birlikte kullanilir ve MALDI-TOF olarak adlandirilir. Bazi durumlarda ayni kutleye
sahip iyonlar ayni anda desorbe olamamalari sebebiyle farkh hizlar kazanarak
farkh zamanlarda detektdére ulasabililer. Bu durum ilgili kutle igin pik
genislemesine ve ayiricihdin geniglemesine sebep olabilir. Bunu onlemek igin
reflektron modu tercih edilebilir. Reflektron modun da ugus tUpunin sonunda
iyonlarin yonunu degistiren ve iyon yolunu uzamasini saglayan bir kuvvet
uygulanir. Bu sekilde karsi bir elektrik alan uygulanmasi sayesinde esit kutleli fakat
farkh hizlardaki iyonlar birbirlerine yetisebilirler. Boylece pik genislemesi dnlenmis
olur. Ancak bu modun bir dezavantaji yari kararli iyonlarin pargalanmasina sebep
olabilir. Lineer mod kullaniimasi diguk miktardaki ya da iyonlasma potansiyel
dusuk molekullerin de detektore ulasarak hassas bir sekilde gozlemlenmesini

sadlar.

2.2.2.4. Kutle Detektorleri

Kltle spektrometresinde Faraday kafesi, ¢ok kanalli plakalar, elektron gogdaltici,
foton c¢ogaltici gibi detektor sistemleri kullanilir. Detektér sistemleri kutle
analizorunden c¢ikarak kendilerine ulasan iyonlarin sinyallerinin kaydedilebilmesi
icin yuzeylerinde carpan iyonlarin enerijileri elektriksel enerjiye donusturalur. Daha
sonra bu sinyaller bilgisayar yardimiyla kutle spektrumu adi verilen yorumlanabilir

verilere donusturular.

2.2.3. Tandem Kiitle Spektrometresi

Bu spektrometre tirl iki tane ya da daha fazla sayida kutle spektrometresinin
birlestiriimesinden olusur, ardigik kutle spektrometresi olarak da adlandirilir ve
MS/MS olarak ya da MS" olarak gosterilir. Buradaki n sayisi kag tane kutle
spektrometresinin ard arda baglandigini belirtir. Bu yontemde ilk spektrometrede
genellikle yumusak bir iyonlastirma teknigi segilir. Boylelikle birinci cihazdan
molekuller pargcalanmadan molekuler olarak iyonlasirlar. Ardindan bu iyonlar ikinci
spektrometreye girerek genellikle icinden helyum (He), Argon (Ar) ya da azot (N»)

inert gazi gegen carpisma hicresi (collision cell) girerler. iyonlarin inert gaz
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atomlariyla ¢arpigsmalari sonucu daha kuguk pargalanma urUnlerine pargalanirlar.
Bu yontem tek spektrometre ile birbirinden ayrilmasi zor olan izomerlerin ve ayni

kutleye sahip molekullerin birbirinden ayrilmasini saglar ve yapisal ozelliklerinin
yorumlanmasina yardimci olur.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Amin Fonksiyonel Gruplu Polimer Malzemelerin Sentezi

3.1.1. Poli(NH-AT) hidrojellerinin sentezi

Poli(NH-AT) (Poli(N-hidroksimetil)metakrilamit-alliltiyotre) hidrojellerin sentezi N-
(hidroksimetil)metakrilamit (NH) ve 1-allil-2-tiyoure (ATU) monomerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Farkli oranlarda olmak Uzere toplamda 1 mL NH-AT-su uglu
karisimi 3 mm vyarigapindaki polivinilklorir (PVC) pipetlere yerlestirilerek ¢ ° Co
kaynagi (Russian-made PX-_-30 Isslodovatelj; 1.97 kGy/h) ile 70 dk boyunca vy
Isinina maruz birakilmigtir. Pipetten alinan hidrojeller reaksiyona katilmayan fazla
monomerleri uzaklastirmak amaciyla birka¢ kere destile su ile yikanmasinin
ardindan ilk olarak agik havada daha sonra vakum firin iginde 60° C'de 5 gln
kurutularak desikatorde muhafaza edilmistir. ATU orani %2.5, %5.0, %7.5 ve

%10.0 olacak sekilde 4 farkli tip hidrojel sentezlenmistir.
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NH + NH AL HN (M
0= I £ NH, \ i\
\ { APS A\ \ \ \\
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Sekil 14. (Poli(N-hidroksimetil)metakrilamit-alliltiyolre) sentez reaksiyonu

3.1.2. Amin Fonksiyonel Gruplari Baglanmig Poli(stiren-ko-divinilbenzen)
Mikrokurelerin (NH,-PSDVB-MB) Sentezi

NH,-PSDVB-MB sentezi icin baslangic maddesi olarak Poli(stiren-ko-
divinilbenzen) secilmigtir. Poli(stiren-ko-divinilbenzen) maddesi 6nce nitrolanmis
daha sonra indirgenerek amin fonksiyonel gruplu poli(stiren-ko-divinilbenzen)
kireler elde edilmistir. Bu amagla hazir alinan PSDVB mikro-kurelerden 1,00 g
tartilarak buz banyosunda sogutulmustur. Buz banyosunda sogutulmus PSDVB
5,0 mL agirlikga %98’lik HNOj3 igerisine azar azar eklenmistir ve sicaklik 5 ° C'yi
ge¢memesine dikkat edilmigtir. Karisim 1 saat kadar buz banyosunda
karigtirildiktan sonra 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir. 2 saatin sonunda 100

mL su-buz karigimina dokulerek suzulmustur ve bol su ile yikanarak nitrik asidin
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tamamen uzaklastirilmasi saglanmigtir. Uguk-sari renkteki NO,-PSDVB kureler

aseton, etanol ve tekrar aseton ile yikandiktan sonra vakumda kurutulmustur.

Elde edilen NO,-PSDVB kurelerdeki nitro gruplarinin amin’e indirgenmesi
SnCl,.H,O/HCI kullanilarak yapilmistir. 1 g NO,-PSDVB cam balon igindeki 5 mL
%37’lik hidroklorik asit icerisine eklenerek 4 g SnCl,.2H,0 ilave edildikten sonra 65
® C’da su banyosunda isitilmistir. Yaklagik 48 saatlik indirgenme reaksiyonu siiresi
sonunda elde edilen NH,-PSDVB kiireler siizilmustir. iki defa derisik HCI icinde
bekletilerek 1 M NaOH c¢odzeltisi, su ve aseton ile yilkanmigs ve vakumda

kurutulmustur.

Sekil 15. Poli(stiren-divinilbenzen)(PSDVB) bilesiginin kimyasal yapisi

e e

{CH;,—CH} HNO. (%99) JECHB_CH} SnCl, HC {CH-:—CH}
J\ " ’ l | — - l N
Z N 0+C g 65:C Z
() ) g

'i\\\_/ N

m* H-N

{ )

- Qr, s
W/

o

Sekil 16. Poli(stiren-ko-divinilbenzen) sentez semasi

23



3.1.3. Amin Fonksiyonel Gruplari Baglanmis Capraz Bagh Olmayan Polistiren
(NH2-PS) Sentezi

Capraz bagh PSDVB kurelere uygulanan kimyasal modifikasyonun aynisi
polistiren (PS) polimerine uygulanmistir. PS polimerine nitrolama ve indirgeme
basamaklarinin uygulanmasi sonucunda yari ¢ozunebilen ve daha ¢ok sisme
Ozelligi gosteren genellikle diz zincir (lineer) yapisinda amin fonksiyonel gruplari

iceren (NH,-PS) polimerleri elde edilmistir.

3.2. Proteinlerin enzimatik parcalanmasi

B-kazein ve sigir serum albimin (bovine serum albumin, BSA) proteinleri (1.0 mg)
1.0 mL 50 mM amonyum bikarbonat (pH 8.0) ¢ozeltisinde ayri ayri ¢ozilmustir.
Enzimatik pargalamada kullanilan tripsin enzimi de, 1.0 mL 50 mM amonyum
bikarbonat (pH 8.0) ¢ozeltisi igerisinde ayrica hazirlanmistir. Her iki protein de
tripsin enzimi ¢ozeltisi ile birlikte 1:10 (enzim/protein) mol oraninda karistiriimis ve
karisimlar, 37 °C’de 2 saat boyunca inkliibe edilmistir. Ancak BSA proteini, yapisi
icerisinde disulfit baglari bulundurdugundan dolay! enzimatik parcalama islemi
oncesinde ayrica denatirasyon islemine maruz birakilmistir. BSA ¢ozeltisi, 50 yL
8 M Ure ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika boyunca 37 °C’de bekletilmigtir. Denatlre
olan protein yapisindaki disulfit baglarinin kirllmasi amaciyla ¢ézeltiye 50 yL 10
mM 1,4-ditiyotireitiol (DTT) eklenerek ¢ozelti, 37 °C’de 1 saat bekletilmistir. 50 uL
20 mM iyodoasetamit (IAA) kullanilarak karigim, enzimatik par¢calamanin hemen
oncesinde karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Hacimce 1%/’lik trifloroasetik asit/su
cOzeltisi kullanilarak enzimatik parcalama islemleri sonlandirilmistir. Cozeltiler

analiz 6ncesinde —-80 °C sicaklikta saklanmistir.

3.3. Zenginlestirme Yontemi

3.3.1. Adsorpsiyon Basamagi

Tez kapsaminda farkli Ozelliklere sahip polimerik malzemelerle fosfopeptit
zenginlestirmesi calismalarinda fosfopeptit kaynagdi olarak (-kazein proteini ve
gercek ornek olarak inek sutd kullanilmistir. Tum protein ve sut c¢ozeltileri
enzimatik olarak pargalandiktan sonra zenginlestirme islemi uygulanmigtir. 3-
kazein proteini kullanilirken, sigir serum albumin (BSA) proteini ile 2:3 (v/v)
oraninda karigtirlmis ve bu sayede malzemelerin daha karmasik ortamdaki
zenginlestirme kabiliyetleri incelenmistir. Bunun diginda farkli pH kosullarinin,
farkh B-kazein derisimlerinin ve ortamda BSA varliginin adsorpsiyon kapasitesine

etkileri de degerlendirilerek en uygun kosullar bulunmustur. Standart olarak
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uygulanan zenginlestirme yonteminde ilk olarak amin fonksiyonel gruplu
polimerlerden Dbelirli miktarlarda (poli(NH-AT) hidrojelden 10 mg, NH»-PS
polimerinden 5 mg ve NH,-PSDVB-MB polimerinden 5 mgq) tartiimigtir. Poli(NH-
AT) hidrojel o6ncelikle tek bir par¢ca halinde alinarak zenginlestirme yontemi
denenmis fakat iyi sonug¢ alinamayinca ylzey alanini genisletmek amaciyla
havanda ogutulmustar. Daha sonraki g¢alismalarda tartiimis ve/veya o6gutulmuas
haldeki her bir polimer Uzerine 70 pyL asetat tampon ¢ozeltisi (pH:4,0) ve 10 pyL
kadar asetonitril sartlandirma c¢ozeltisi olarak eklenmistir. Daha sonra enzimatik
olarak pargalanmis B-kazein ile BSA karisimindan 25 pL (2:3, v/v) ya da inek
sutunden 50 pL ilave edilerek malzemeyle iyice etkilesebilmesi igin vortex Uzerinde
30 dakika boyunca karismasi saglanmistir. Sonrasinda santrifij edilerek dibe
cOktirilen malzemenin Uzerinden fosfopeptitler haricindeki tlrler icerdigi
dusundlen sivi kisim alinmigtir. Fosfopeptitlerin tutundugu dusinilen polimer
malzeme Uuzerinde halen kalmis olabilecek safsizlik, tuz veya fosfopeptit
haricindeki peptitlerin  uzaklastirimasi amaciyla 3 kere 1 mL asetat

tamponu/astonitril (4:1, v/v) karigsimi ile yikama yapilmigtir.

3.3.2. Desorpsiyon ve Eliisyon Basamag

Elektrostatik etkilesimlerle malzemeye tutunmus oldugu duasunulen fosfopeptitleri
malzemeden ayirmak igin trifloroasetik asit katkili asetonitril/su (1:1, v/v, ve %0.1
TFA, ftrifloroasetik asit) desorpsiyon c¢oézeltisi hazirlanmistir.  Yikanmis olan
malzeme Uzerine ¢ok asidik olan (pH~1) bu desoprsiyon ¢ozeltisinden poli(NH-AT)
icin 40 uL, NH»-PS igin 200 uL, NH,-PSDVB-MB icin 100 uL eklenmigtir. YUksek
hizda karistirma ve santrifij yapildiktan sonra malzemelerde kalan, fosfopeptitlerin
desorpsiyon iglemi gergeklestiriimis ve elde edilen desorpsiyon ¢dzeltisi MALDI-
MS ile analiz edilmek Uzere saklanmistir. Ayrica desorpsiyon stresinin etkisini
arastirmak amaciyla, aninda desorpsiyonun yani sira malzeme desorpsiyon
¢Ozeltisi ile 30 dk boyunca inkibe edilerek bekleme slresinin zenginlestirme

verimine etkisi incelenmistir.

3.4. MALDI Kutle Spektrometresi Analizleri

MALDI-kUtle spektrometresi ile analiz igin 2,5-dihidroksibenzoik asit matriksi
secilmistir. Matriks ¢ozeltisi %1,0 orto-fosforik asit iceren, 1:4, (v/v), su/asetonitril
karisiminda, 20 mg/mL derisiminde hazirlanmigtir. Analiz edilecek 6rnek ile
matriks ¢dzeltisi 1:10 (v/v) oraninda karistirildiktan sonra MALDI plaka Uzerine 1
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ML kadar damlatiimigtir. Plaka Uzerinde kuruyan ornek-matriks karigimi MALDI-

kutle spektrometresi ile analiz edilmistir.
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4. TARTISMA VE YORUM

Fosfopeptit zenginlestirme c¢alismalarinda kovalent baglanmaya veya kovalent
olmayan etkilegimlere dayali farkli yontemler ve malzemeler kullaniimaktadir. Bu
calismalar genellikle metal-fosfopeptit, fonksiyonelize polimer-fosfopeptit veya
fonksiyonelize sol-jel-fosfopeptit ya da iyon degistirici regineler ile yik ayrimina
dayanarak gergeklestiriimektedir. Temel prensip fosfopeptit Uzerindeki fosfat
gruplar ile 6zgun etkilesime girebilecek turler iceren malzemeler kullanilarak
fosfopeptitlerin  secimli olarak ayrilmasi ve belli bir yerde toplanmasina

dayanmaktadir.

Bir zenginlestirme isleminin verimli ve etkin bir sekilde gergeklesebilmesi igin
Uzerinde galisiimasi gereken cesitli parametreler vardir. Oncelikle fosfopeptitlerin
fosfat gruplar ile 6zgln olarak etkilesebilecek malzeme teorik olarak onerilir ve
malzeme uygun yontemle sentezlenir. Ancak uygun malzemenin Uuretiimesi
zenginlestirme igleminin en uygun sekilde ve yuksek verimde gergeklesmesini
saglamak igin yeterli degildir. Fosfopeptidin igerisinden saflastirilacagi peptit
karisimi miktarinin malzeme miktarina orani, fosfopeptitlerin ylizeye tam olarak
tutunmalar ve yuzeyden tam olarak geri kazanilabilmeleri i¢in gerekli olan sure,
adsorpsiyon/desorpsiyon basamaklari sirasinda ortamin pH degeri ve iyonik

siddeti gibi parametrelerin optimize edilmeleri gerekmektedir.

Fosfopeptit zenginlestirme yontemleri gelistirilirken yontemin  pratikliginin
saglanmasi ve biyomolekullerin yapilarinin bozulmadan korunabilmeleri amaciyla
asiri u¢ kosullar yerine daha yumusak ortam kosullarinin saglanmasi énemlidir.
Yuzey Uzerindeki amin gruplarinin pKa degerlerinin yaklasik 10-11 oldugu
bilindiginden, calisma esnasinda ortamin pH degeri, bu degerin altinda ve
fosfopeptitlerin fosfat gruplarinin pKa degerlerinin Ustinde tutuldugunda ilgili ug

gruplarin birbirleriyle etkilesebilecekleri 6ngorulmektedir.

Tez kapsaminda, fosfopeptit zenginlestirmesi i¢cin amin fonksiyonel grubu iceren 3
farkli tip malzeme sentezlenmistir. Bu malzemelerin Gzerindeki amin gruplarinin
uygun pH ve iyonik siddet seviyelerinde fosfopeptitlerin fosfat gruplari ile
elektrostatik etkilesime girmeleri saglanmistir. Belirli bir sire beklendikten sonra
elektrostatik  etkilesimler yardimiyla fosfopeptitlerin  malzeme  ylzeyine

adsorpsiyonu gerceklestiriimigtir. Bu amagla tez kapsaminda yudratilen
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calismalarda degisik pH kosullari denenmis ve fosfopeptitlerin adsorpsiyonu igin
en uygun pH degerinin 4 oldugu belirlenmistir. Yuzeyle etkilesime girmeyen
dolayisiyla yuzeye tutunmayan fosfopeptit haricindeki peptitleri ve ortamdaki
tuzlari uzaklastirmak icin gerekli yikamalar yapildiktan sonra sec¢imli olarak
malzemeye tutunan fosfopeptitlerin kiitle spektrometresi ile analiz edilebilmesi igin
geri kazanilmasi igin desorpsiyon isleminin yapilmasi gereklidir. Bu islem
sonucunda yuzeyde bulunan fosfopeptitlerin negatif yukli fosfat gruplarinin
protonlanmasi ve nétral hale gelerek yluzeyden ayrilmalari saglanmaktadir. Bu
durumda fosfopeptitlerin fosfat gruplarinin pKa degerlerinin altindaki bir pH
degerinde tutulmalari ve protonlanarak noétral halde olmalari saglanmaldir. Bu
nedenle tez kapsamindaki ¢alismalarda desorpsiyon islemi icin pH 2 degerinin

altindaki ortam kosullarinin en uygun kosullar oldugu belirlenmistir.

Poli(NH-AT) hidrojelleri ile yurutulen zenginlestirme ¢alismalarinda, hidrojel
parcaciklari o6gutulerek kullanimi ve bu sayede hidrojel yuzey alaninin
artinimasinin  yani sira adsorpsiyon ve desorpsiyon iglemlerinin daha kisa

surelerde tamamlanmasi saglanmistir.

Tez kapsaminda fosfopeptitlerin analizi ve tayini igcin MALDI kitle spektrometrisi
kullanilmigtir.  Bilindigi gibi MALDI analizlerinde numunenin analiz 6ncesinde
matriks adi verilen zayif organik asitlerin c¢ozeltileriyle degisken oranlarda
karistirilmasi gerekmektedir. Matriks ile karigtiriimig numuneler sonrasinda MALDI
ornek plakasi yuzeyine oldukga dusik hacimde mikropipet yardimiyla
damlatildiktan sonra kurutulmakta, yluzeyde kristallenen o6rnek MALDI kutle
spektrometresi ile analiz edilmektedir. Bu iglemin basariya ulasabilmesi igin
kullanilacak olan matriksin secimi oldukga onemli bir suregtir. Tez kapsamindaki
calismalarda bu amacla farkli matriks turleri denenmis ve fosfopeptitlerin etkin bir
sekilde iyonlagtinlabilmeleri igin en uygun matriksin 2,5-dihidroksibenzoik asit

matriksi oldugu belirlenmisgtir.

Tez kapsaminda yurutulen ¢alismalarda kullanilan, kazein proteinin alt birimlerinin,
tripsin ile proteolitik olarak pargalanmalari sonucunda olusabilecek fosfopeptitlerin
[M+H]" iyonlarina ait kiitle degerleri asagida yer alan tablolarda (Tablo 6, Tablo 7,
Tablo 8 ve Tablo 9) veriimektedir. MALDI kuatle spektrumunda yer alan
fosfopeptitlere ait sinyaller, bu tablolarda yer alan amino asit dizilimlerine sahip

fosfopeptitlerle iligkilendirilmistir.
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Tablo 6. B-kazein proteininden gelen fosfopeptitler

Peptit
Simgesi
B1
B2
Bs
Ba
Bs
Bs
Bz
Bs
Bo
B1o
B11
B2
B13
Bia
Bis
Bie
Bz
Bis
B1o
B20
B21
B22
B2z
B2a
Bos
B2s
B27

B2s

M+ H]'

910.9
968.0

1473.7
1672.9
1730.0
2063.0
2106.7
2200.0
2283.6
2433.4
2490.5
2513.4
2556.2
2561.6
2727.8
2864.9
2887.8
2017.1
2944.8
2967.8
2991.5
3007.5
3024.8
3047.8
3083.3
3095.5
3104.8

3122.3

Modifikasyon

1Fosfo
1Karbamidometil
1Fosfo
1Fosfo
1Fosfo
1Karbamidometil
1Fosfo
1Fosfo

1Karbamidometil
2Fosfo

10ksidasyon 1Fosfo
1Fosfo
1Karbamidometil
1Fosfo

2Fosfo

1Fosfo

1Fosfo

1Fosfo

1Karbamidometil
2Fosfo

3Fosfo

1Fosfo
1Karbamidometil
3Fosfo

4Fosfo

1Fosfo

10ksidasyon 1Fosfo
1Karbamidometil
4Fosfo

5Fosfo

1Fosfo

10ksidasyon 1Fosfo
1Karbamidometil

5Fosfo
4Fosfo

29

Aminoasit Dizilimi

(K)AVPYPQR(D)
(K)AVPYPQR(D)

(K)KIEKFQSEEQQQ(T)
(K)VLPVPQKAVPYPQR(D)
(K)VLPVPQKAVPYPQR(D)

(K)FQSEEQQQTEDELQDK(I)
(F)LLQEPVLGPVRGPFPII(V)
(K)FQSEEQQQTEDELQDK(I)

(R)DMPIQAFLLYQEPVLGPVR(G)
(K)IEKFQSEEQQQTEDELQDK(1)
(K)IEKFQSEEQQQTEDELQDK(I)

(K)IEKFQSEEQQQTEDELQDK(l)
(F)QSEEQQQTE DELQDKIHP(F)
(K)KIEKFQSEEQQQTEDELQDK(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)INKKIEKFQSEEQQQTEDELQD
K(1)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R()
(D)MPIQAFLLYQEPVLGPVRGPF
PII(V)
(R)DMPIQAFLLYQEPVLGPVRGP
FPIIV(-)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
RINK(K)
(K)AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVL
GPVR(G)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT



Bas
Bao
Ba1
B
Bas
Baa
Bas
Bae
Ba7
Bas
Bao

3127.7

3140.3

3163.3

3175.5

3184.8

3211.5

3216.6

3232.6

3243.2

3283.9

3460.2

6Fosfo

1Karbamidometil

1Fosfo
2Fosfo

10ksidasyon 2Fosfo

1Karbamidometil

6Fosfo
1Fosfo

1Karbamidometil

2Fosfo

1Karbamidometil
10ksidasyon 2Fosfo

3Fosfo

6Fosfo

1Karbamidometil

5Fosfo

R()
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
RINK(K)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
RINK(K)
(K)AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVL
GPVR(G)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
RINKK(1)
(K)AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVL
GPVR(G)
(K)AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVL
GPVR(G)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
RINK(K)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
R(I)
(R)ELEELNVPGEIVESLSSSEESIT
RINK(K)

Tablo 7. inek siitiinden gelen alpha S1 proteininden gelen fosfopeptitler

Peptit
Simgesi
Ay

A,

Az

Ay

As

M+ H]'

828.9

908.8

1589.8
1661.8
1775.2
1928.8
1953.1
2033.1
2081.3
2161.3
2250.8
2321.3
2477.6
2519.6
2629.8
2709.8
2722.4
2838.0
2909.1

Modifikasyon

1Phospho
2Phospho
1Phospho
1Phospho
1Phospho
2Phospho
1Phospho
2Phospho
1Phospho
1Phospho
1Phospho
3Phospho
2Phospho
1Phospho
2Phospho
3Phospho
5Phospho
3Phospho
1Phospho

Aminoasit Dizilimi

(K)TTMPLW(-)

(K)TTMPLW(-)
(R)YLGYLEQLLRLK(K)
(K)VPQLEIVPNSAEER(L)
(K)LLILTCLVAVALARPK(H)
(K)DIGSESTEDQAMEDIK(Q)
(K)YKVPQLEIVPNSAEER(L)
(K)YKVPQLEIVPNSAEER(L)
(K)KYKVPQLEIVPNSAEER(L)
(K)EDVPSERYLGYLEQLLR(L)
(K)LLILTCLVAVALARPKHPIK(H)
(K)EDVPSERYLGYLEQLLR(L)
(K)EPMIGVNQELAYFYPELFR(Q)
(K)VNELSKDIGSESTEDQAMEDIK(Q)
(K)YKVPQLEIVPNSAEERLHSMK(E)
(K)YKVPQLEIVPNSAEERLHSMK(E)
(KYQMEAESISSSEEIVPNSVEQK(H)
(K)KYKVPQLEIVPNSAEERLHSMK(E)
(K)YQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQK(
E)
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Ao

3369.6

2Phospho

(K)EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPEL
FR(Q)

Tablo 8. inek siitiinden gelen alpha S2 proteininden gelen fosfopeptitler

Peptit
Simgesi
041
az
a3
Q4
Qs
(013
az
Os
Qo
10
Q11
Q12
Q13
A14
15
Ui16
17
Ai1s
A19
20
Q21
Q22
Q23
24
Q25
Q26
a27
Q2s
29
Q30
31
32
Q33
Qa3z4
Q35
Q36
Qas7
O3s
Q39
Q40
Qa1

M+ H]"

828.8

1138.0
1205.2
1266.2
1456.5
1460.4
1467.5
1479.7
1492.2
1512.5
1547.5
1559.6
1572.2
1627.4
1700.4
1714.9
1755.7
1835.6
1883.8
1905.0
1953.2
1981.2
2033.1
2193.1
2273.1
2364.7
2412.9
2589.6
2620.4
2634.8
2665.8
2676.9
2714.7
2717.8
2780.4
2836.9
2845.8
2909.5
2925.8
2929.2
2953.9

Modifikas
yon

1Phospho
2Phospho
2Phospho
2Phospho
1Phospho
1Phospho
1Phospho
1Phospho
3Phospho
2Phospho
2Phospho
2Phospho
4Phospho
3Phospho
4Phospho
1Phospho
3Phospho
4Phospho
3Phospho
2Phospho
1Phospho
1Phospho
2Phospho
4Phospho
5Phospho
1Phospho
1Phospho
2Phospho
4Phospho
2Phospho
1Phospho
1Phospho
3Phospho
2Phospho
6Phospho
3Phospho
2Phospho
6Phospho
3Phospho
3Phospho
3Phospho

Aminoasit Dizilimi

(K)LTEEEK(N)

(K)TKLTEEEK(N)

(K)ENLCSTFCK(E)

(K)KTKLTEEEK(N)
(K)KTKLTEEEKNR(L)
(R)YEQLSTSEENSKK(T)
(K)TVDMESTEVFTK(K)
(R)YQKFALPQYLK(T)
(R)EQLSTSEENSK(K)
(K)RNAVPITPTLNR(E)
(K)TVDMESTEVFTK(K)
(R)YQKFALPQYLK(T)
(RIEQLSTSEENSK(K)
(K)TVDMESTEVFTK(K)
(REQLSTSEENSKK(T)
(K)LTEEEKNRLNFLK(K)
(K)KTVDMESTEVFTK(K)
(K)KTVDMESTEVFTK(K)
(K)KTVDMESTEVFTKK(T)

(K) TVDMESTEVFTKKTK(L)
(K)KTVDMESTEVFTKKTK(L)
(K)NMAINPSKENLCSTFCK(E)
(K)KTVDMESTEVFTKKTK(L)
(K)KTVDMESTEVFTKKTK(L)
(K)KTVDMESTEVFTKKTK(L)
(R)YQKFALPQYLKTVYQHQK(A)
(K)AMKPWIQPKTKVIPYVRYL(-)
(R)INAVPITPTLNREQLSTSEENSK(K)
(K)INTMEHVSSSEESIISQETYK(Q)
(K)TVDMESTEVFTKKTKLTEEEK(N)
(K)RNAVPITPTLNREQLSTSEENSK(K)
(K)ITVDDKHYQKALNEINQFYQK(F)
(K)TVDMESTEVFTKKTKLTEEEK(N)
(RINAVPITPTLNREQLSTSEENSKK(T)
(KINTMEHVSSSEESIISQETYK(Q)
(K)ITVDDKHYQKALNEINQFYQK(F)
(KINTMEHVSSSEESIISQETYKQEK(N)
(RINAVPITPTLNREQLSTSEENSK(K)
(KINTMEHVSSSEESIISQETYKQEK(N)
(RYINANEEEYSIGSSSEESAEVATEEVK())
(K)RNAVPITPTLNREQLSTSEENSKK(T)
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Oa42 2985.8 5Phospho  (K)RNAVPITPTLNREQLSTSEENSK(K)

Qs 3193.9 6Phospho  (K)RNAVPITPTLNREQLSTSEENSKK(T)
Olua 3254.8 1Phospho  (K)FALPQYLKTVYQHQKAMKPWIQPKTK(
V)

Qs 3261.5 4Phospho  (K)TVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVR(Y)
Qg 3357.0 6Phospho  (R)EQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKK(T

)

Tablo 9. Inek siitiindeki kapa proteininden gelen fosfopeptitler

Peptit [M + H]" Modifikasyon Aminoasit Dizilimi
Simgesi
ks 1036.1 1Phospho (R)FFSDKIAK(Y)
Ko 2429.6 3Phospho (R)FFSDKIAKYIPIQYVLSR(Y)
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Sekil 17. B-kazein’in sinapinik asit matriksi kullanilarak elde edilmis pozitif iyon
mod MALDI kutle spektrumu

Litatirde fosfopeptitler ile ilgili yUratilen ¢alismalarda fosfopeptit kaynagi olarak
kazein proteini ve alt birimleri tercih edilmektedir. Bu alt birimler igcerisinde de
fosfopeptit kaynagdi olarak en zengin olan alt birim B-kazeindir. Calismanin en
basinda kullanmakta oldugumuz B-kazein proteini MALDI-MS sistemiyle herhangi
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bir 6n islem kullanmadan analiz edilmis ve saflik derecesi belirlenmeye
calisiimigtir. Bu analizden elde edilen ve $ekil 17°de verilen MALDI kutle
spektrumunda B-kazein’e ait [M+H]+ sinyali oldukga siddetli bir sekilde
g6zlenmesine ragmen kazein proteinin diger alt birimleri olan alfa S1, alfa S2 ve
kappa kazein sinyalleri de gdzlenmektedir. Bu durumun ticari olarak satilan B-
kazein turlerinin tamaminda gozlenmektedir. Bunun en 6nemli nedeni olarak farkli
alt birimlerinin fiziksel ve kimyasal 06zelliklerinin birbirine yakin olmasi ve
dolayisiyla herhangi bir kimyasal ve fiziksel ayirma yontemiyle B-kazein’in
tamamen saf olarak elde edilememesidir. Dolayisiyla tez c¢alismasinin bundan
sonraki agsamasinda yurutllecek olan galismalarda fosfopeptit zenginlestirmeler
sonrasi gozlenen sinyallerin diger alt birimlere de ait olabilecegi degerlendirilmig
ve farkli alt birimlere ait olan fosfopeptitlerin sinyalleri de gdézlemlenmisgtir.

4.1. B-kazein enzimatik pargcalanma urinleri igerisinde yer alan
fosfopeptitlerin Poli(NH-AT) hidrojeller kullanilarak zenginlestirilmesi

Caligsmanin bu asamasinda ilk olarak sentezlenen Poli(NH-AT) hidrojellerinin
fosfopeptit zengilestiriimesindeki etkinlikleri incelenmistir. ik olarak B-kazein’in
tripsin ile parcalanmasi sonucu elde edilen ¢dzeltiye sigir serum albimin (Bovine
Serum Albumin, BSA) proteinin tripsin ile parcalanmasi sonucu elde edilen ¢ozelti
karistinimis ve bu sayede fosfopeptit zenginlestirmesi icin kullanilabilecek daha
karmasik bir ortamin olusturulmasi amacglanmistir. Elde edilen ¢ozelti karigimi
poli(NH-AT) hidrojelleriyle deneysel kisimda ifade edilen analitik parametreler
kullanilarak muamele edilmis, daha sonra ayirilan hidrojellerden fosfopeptitlerin
desorpsiyon igslemi gergeklestirilmistir. 3-kazein ve BSA proteinlerinin tripsinle
parcalamasi sonrasi elde edilen ¢ozelti karisimlarinin MALDI kltle spektrumu
(Sekil 18.A) ve Poli(NH-AT) hidrojelleri kullanilarak yapilan zenginlestirme ve
desorpsiyon sonrasi elde edilen ¢ozeltinin MALDI kitle spektrumu Sekil 18.B’de
verilmektedir. Kutle spektrumlari incelendiginde Sekil 18.A’da herhangi bir
fosfopeptit sinyaline rastlanmazken Sekil 18.B’de hem [-kazein proteininden gelen
fosfopeptitler hem de az miktarda bulunan diger kazein alt birimlerinden gelen
fosfopeptitlerin basariyla zenginlestirilip tayin edildigi gorilmektedir. Bu durum,
sentezlenen Poli(NH-AT) hidrojellerin ylksek bir etkinlik ve basariyla fosfopeptit
zenginlestirme calismalarinda kullanilabileceklerini gostermektedir. Sekil 18.B’'de
cok az sayida, fosfat grubu icermeyen (6zgin olmayan, ns) peptit sinyallerine de

rastlanmaktadir. Ancak elde edilen kitle spektrumundaki fosfopeptit sinyallerinin
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sayisi deg@erlendirildiginde ve onceki (Sekil 18.A) spektrumuyla karsilastirildiginda

elde edilen bagari rahatlikla gorulebilmektedir.
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Sekil 18. B-kazein ve BSA proteinlerinin tripsin ile pargalanmasi sonucu elde
edilen c¢ozeltilerinin karigimlarinin (A) MALDI kutle spektrumu ve (B) ayni karisim
¢Ozeltisinin  Poli(NH-AT) hidrojelleriyle muamele edildikten sonra desorpsiyon
¢Ozeltisinin katle spektrumu.
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4.2. Farklhi oranlarda 1-allil-2-tiyoure (AT) igceren hidrojellerin fosfopeptit
zenginlestirmesindeki etkinliklerinin incelenmesi

Poli(NH-AT) hidojelleri sentez asamasinda molce farkli oranlarda (% 2,5, 5,0, 7,5
ve 10,0 seklinde) 1-allil-2-tiyoure (AT) icerecek sekilde hazirlanmigtir. Bu AT
oranlarinin  hidrojelin  fosfopeptit zenginlestirmesine olan katkisi ve/veya
dezavantajlari bu asamada incelenmigtir. Bu amacgla p-kazein ve BSA
proteinlerinin tripsin ile pargalanmasi sonucu elde dilen ¢ozeltilerinin karigimi farkli
oranlarda AT iceren hidrojellerle muamele edilmis ve desorpsiyon c¢ozeltileri

MALDI kitle spektrometresi ile analiz edilerek sonuglari Sekil 19’da verilmistir.

Elde edilen MALDI kuatle spektrumlari incelendiginde hidrojellerin  tamaminin
fosfopeptit zenginlestirme galismalarinda kullanilabilecekleri goriimektedir. Ancak
az sayida AT iceren fosfopeptitlerle yapilan zenginlestirme c¢alismalarinda
fosfopeptitlerin yani sira 6zgiin olmayan (ns) peptitlere ait sinyallerin de kutle
spektrumlarinda goézlendikleri, AT miktar arttikca spesifik olmayan fosfopeptitlerin
sinyallerinde azalma oldugu goériimustir. Bu sonug hidrojeller igerisindeki AT
miktarinin fosfopeptitlerin 6zgln olarak zenginlestirilebilmesinde anahtar rol

oynadigini gostermektedir.

A, Bz B.
100 100
90 !353 .ng 90
80
80 A a, ars
= A %k B
= =
= w60
2 60 c
2 s s 2 so a,
= =
= 40 = Bao \_E 40 ‘ ns ns B BB:; B
= x B < 30 ne ! ag r
] |Ba 20 | | [ ,
20 | Baal | [PF Bar Wl \ | P B2
10 M " U‘ |"‘ e B B UL o, B 10 Wl A || B ms E\'s N T
el S —.\...\_.wl LR iy ) TR HJ-.-»__M.-L&. Ly VL
%50 1300 1850 2400 2950 3500 l]’50 1300 1850 2400 2950 3500
Mass (m/z) Mass (m/z)
g [ A
100
90
% “ C
- 70
= =
@ 60 E
S 50|y a ]
= 2
< 4 =
‘‘‘‘‘ "
= 3 B Ba =
| | [ -
a ”‘“**» Ll e 2
it N b ag P
10 “"L"M\M W ILE T, :
Ys0 1300 1850 2400 2950 3500 %so 1300 1850 2400 2950 3500
Mass (m/z) Mass (m/z)

Sekil 19. B-kazein ve BSA proteinlerinin tripsin ile pargalanmasi sonucu elde dilen
¢Ozeltilerinin karisimlarinin farkh oranlarda allil-2-tiyoure (AT) igeren poli(NH-AT)

hidrojelleriyle muamele edilmesi sonrasinda elde edilen desorpsiyon ¢ozeltilerinin
kutle spektrumlari. (A) %2,5, (B) %5,0, (C) %7,5, (D) %10,0 AT igeren hidrojeldir.
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4.3. inek siitiiniin tripsin ile proteolitik olarak pargalanmasi sonucu elde
edilen peptit ¢cozeltisinden, fosfopeptitlerin Poli(NH-AT) hidrojel kullanilarak
zenginlestirilmesi

Bilindigi gibi calismalarda kullanilan B-kazein proteini ve diger alt birimler sut
proteinleridir. Ancak sut, igerisinde kazein ve alt birimlerinin diginda laktoglobulin,
laktalblmin, immudnoglobdlinler, serum albumin, buyime hormonu gibi cesgitli
proteinlerin yani sira A, B6, B12, C, D, K, E vitaminlerini, tiamin, niyasin, biyotin,
riboflavin, folatlar ve pantotenik asit gibi bilesikleri ve kalsiyum, fosfat,
magnezyum, sodyum, potasyum, sitrat, ve klorlr gibi ¢cok sayida mineral ve tuz
bileseni de icermektedir. Bu durum degerlendirildiginde, herhangi bir sut 6rneginin,
icerisinden fosfopeptitlerin zenginlestiriimesi amaciyla kullanilabilecek en karmagik
dogal numunelerden biri oldugu kolaylikla anlagilabilmektedir. Bundan dolayi
calismanin bu asamasinda yerel bir supermarketten satin alinan yagsiz sut
numunesi deneysel kisimda ifade edilen analitik metotlar kullanilarak tripsin enzimi
ile pargalanmis elde edilen son derece karmasik ¢ozelti poli(NH-AT) hidrojelleriyle
muamele edilerek hidrojellerin gercek ve karmasik o6rnekten fosfopeptitleri
zenginlestirme potansiyelleri incelenmistir. ilk olarak siitiin tripsin ile proteolitik
parcalanmasi sonucu elde edilen ¢ozelti MALDI kitle spektrometresi ile analiz
edilmis ve kutle spektrumu Sekil 20A da verilmistir. Bu MALDI kutle spektrumunda
kazein proteinin alt birimlerine ait herhangi bir fosfopeptit gézlenememistir.
Sonrasinda ayni ¢ozeltinin hidrojel ile muamele edilmesi sonrasinda elde edilen
desorpsiyon ¢ozeltisi MALDI-MS ile analiz edilmis, elde edilen kitle spektrumunda
(Sekil 20.B) birka¢ fosfat grubu icermeyen (ns) peptitin yani sira ¢ok sayida
fosfopeptitin basariyla gozlenebildigi goriimektedir. Bdylesine karmasik bir
numuneyle gerceklestirilen zenginlestirme sonrasinda bu kadar ¢ok sayida
fosfopeptit sinyalinin goézlenmesi literatirde buglne kadar gorilmemis bir
basaridir. Bundan dolayr dretilen poli(NH-AT) hidrojellerin  buglne kadar
fosfopeptit zenginlestiriimesi amaciyla Uretilmis malzemeler igerisinde en yuksek

basariya sahip zenginlestirme malzemesi oldugu rahatlikla soylenebilir.
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Sekil 20. inek sitiiniin tripsin ile proteolitik olarak parcalanmasi sonucu elde edilen
¢cOzeltinin (A) Zenginlestirme o6ncesi MALDI kltle spektrumu ve (B) Poli(NH-AT)
hidrojeli kullanilarak gerceklestirilen zenginlestirme sonrasi elde edilmis MALDI
kutle spektrumu.
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4.4. inek siitiiniin tripsin ile proteolitik olarak pargalanmasi sonucu elde
edilen peptit ¢ozeltisinden fosfopeptitlerin Poli(NH-AT) hidrojel doldurularak
hazirlanmig pipet ucu kullanilarak zenginlestirilmesi

Dogal bir érnek olan sut igerisinden fosfopeptitlerin poli(NH-AT) hidrojelleri
yardimiyla basarili olarak gozlenebildigi belirlendikten sonra, bu hidrojellerin
kullanim kolayligini artirmak ve daha etkin bir sekilde kullanabilmek amaciyla,
hidrojeller pargalanarak o6gutulmis ve 100 pyL hacimli (sar1 renkli) pipet ucunun
icerigine yerlegtirilmistir. Bu amacla hidrojellerden 6gutulerek elde dilen partikulleri
pipet ucu icine sabitlemek icin pipetin her iki ucuna da ¢ok kuguk miktarda cam
pamugu sikistirimis ve hidrojellerin deneysel islemler esnasinda pipetten
dokulmesi engellenmistir. Sutun tripsin ile pargalanmasi sonucu elde edilen ¢ozelti
bu uclarin baglandigi pipet ile ¢ekip birakilarak uygun pH kosullarinda (pH:4)
muamele edilmis ve ¢ozeltide yer alan fosfopeptitlerin pipet ucu igerisindeki
hidrojellere tutunmasi saglanmigtir. Sonrasinda, daha oOnceki c¢alismalarda
belirlenen uygun pH degerine sahip desorpsiyon ¢odzeltisi ile muamele edilerek
hidrojel ylzeyine bagh olan fosfopeptitlerin desorpsiyon islemi gerceklestirilmis ve
bu ¢ozelti mikro tup igerisine biriktirilmigtir. Bu igslem sonucunda elde edilen ¢ozelti
MALDI kitle spektrometresi ile analiz edilmis (Sekil 21.B) sonuglar zenginlestirme
islemi gerceklestirimemis c¢ozeltinin  MALDI katle spektrumuyla (Sekil 21.A)
kargilastiriimistir. Yapilan degerlendirmeler sonucu poli(NH-AT) hidrojellerinin
¢ozelti icerisinde dogrudan konularak kullanilabilmelerinin yani sira bir pipet ucu
icerisine yerlestirildikten sonra da kullanilabilecekleri gorulmustir. Bu sekilde
poli(NH-AT) hidrojellerin ¢ozelti icerisinde yer alan fosfopeptitler ile ¢cok kisa bir
sure etkilesmesinin bile zenginlestirme igin yeterli oldugunu gostermektedir. Bu
sayede fosfopeptit zenginlestirme amaciyla kullanilabilecek son derece basaril bir
malzemenin yani sira, bu malzemenin ticari olarak kullanilabilmesine olanak veren

yuksek performansli bir Griin de gelistirilmistir.
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Sekil 21. inek sutinin tripsin ile proteolitik olarak parcalanmasi sonucu elde edilen
cOzeltinin (A) Zenginlestirme oncesi MALDI kitle spektrumu ve (B) Poli(NH-AT)
hidrojeli doldurulmus pipet ucuyla gerceklestiriien zenginlestirme sonrasi elde
edilmis MALDI kutle spektrumu.
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4.5. B-kazein enzimatik pargcalanma Uriunleri igerisinde yer alan
fosfopeptitlerin amin fonksiyonel gruplariyla modifiye edilmis NH,-PS-DVB
kullanilarak zenginlestirilmesi

Calismalarin bu asamasinda tripsin enzimiyle pargalama sonucunda elde edilen [3-
kazein proteinine ait peptit ¢ozeltileri, sentezlenmis olan ve gapraz bagli olmayan

NH2-PS polimer ile etkilestirilmistir.

Bu amacla ilk olarak B-kazein proteinin preteolitik olarak pargalanmasi sonucu
elde edilen peptit ¢ozeltisi herhangi bir iglem gerceklestiriimeden MALDI kutle
spektrometresi ile analiz edilmis katle spektrumu Sekil 22.A’da verilmigtir.
Sonrasinda ayni ¢ozelti NH,-PS polimerle muamele edilmis ve zenginlestirme
sonrasi fosfopeptit sinyallerini gésteren MALDI kiatle spektrumu Sekil 22.B’de
verilmistir. Katle spektrumlari incelendiginde zenginlestirme igleminin buyuk bir

basariyla gerceklestirildigi gorulmektedir.
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Sekil 22. (A) B-kazeinin tripsin ile pargalanmasi sonucu elde edilen ¢ozeltinin
MALDI kitle spektrumu ve (B) B-kazeinin peptit ¢ozeltisi ve BSA peptit ¢ozeltisi
karisimindan NH»-PS kullanilarak gergeklestirilen zenginlestirme sonrasi elde
edilen MALDI kitle spektrumu.

41



4.6. B-kazein enzimatik pargcalanma Uriunleri igerisinde yer alan
fosfopeptitlerin amin fonksiyonel gruplariyla modifiye edilmis NH,-PSDVB-
MB kullanilarak zenginlestiriimesi

Tez kapsaminda sentezlenen ¢apraz bagli olmayan NH»-PS polimerine ek olarak,
PSDVB mikroklrelere amin gruplarinin baglanmasiyla elde edilen NH,-PSDVB-
MB polimerleri de fosfopeptit zenginlestirme calismalarinda kullaniimigtir. Bu
mikrokureler ¢apraz baglh olmayan turle kiyaslandiginda daha az gsisme oOzelligi
gOstermesinin yani sira zenginlestirme sonrasinda ortamdan kolay ayristirilabilme
Ozelligi de tasimaktadir. NH,-PSDVB-MB ile zenginlestirme yapilmadan dnce -
kazein vyine tripsin enzimiyle pargalanmis ve peptit Grinleri MALDI kutle
spektrometresi ile analiz edilmistir (Sekil 23.A). Daha sonra ayni peptit ¢ozeltisi
BSA proteinin tripsin ile pargalanmasi sonucu elde edilen peptit cozeltisi ile
karigtirilarak daha karmasik bir ortam yaratiimis ve bu ortam igerisinden NH»-
PSDVB-MB kullanilarak fosfopeptit zenginlestirme islemi gerceklestiriimistir.
Desorpsiyon iglemi sonrasinda yapilan MALDI kutle spektrometrisi analizi
sonucunda elde edilen kitle spektrumu Sekil 23.B’de verilmektedir. Elde edilen
veriler karsilastirildiginda NH»-PSDVB-MB ile zenginlestirme yapiimadan once
herhangi bir fosfopeptit gozlenmezken, zenginlestirme sonrasinda ¢ok sayida
fosfopeptit turinin basariyla tayin edilebildigi goriimektedir. Bu ¢alismada elde
edilen sonucglar capraz bagh olmayan NH,-PS ile elde edilen sonuglarla
karsilastirildiginda mikroklre formuna sahip malzeme ile daha ¢ok ytksek molekiil
agirhgina sahip fosfopeptitlerinin zenginlestirildigi gézlenmektedir. Bunun en
onemli sebebi gapraz bagl olmayan NH,-PS’nin sismesi sonucu ylzeyde tutunma
sansi bulamayan kulguk fosfopeptit turlerinin polimerin ic bdlgelerine ulasarak
orada musait olan protone olmug amin gruplarina baglanmasi olarak agiklanabilir.
Polimerin sisme 0zelligine sahip olmasinin zenginlestirme kapasitesi anlaminda

avantaj sagladigi bu ¢calisma sayesinde tespit edilmistir.
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Sekil 23. (A) B-kazeinin tripsin ile pargcalanmasi sonucu elde dilen ¢o6zeltinin
MALDI kitle spektrumu ve (B) B-kazeinin peptit ¢ozeltisi ve BSA peptit ¢ozeltisi
karisimindan NH,-PSDVB-MB kullanilarak gergeklestirilen zenginlestirme sonrasi
elde edilen MALDI kutle spektrumu.
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4.7. NH,-PSDVB kullanilarak gergeklestirilen fosfopeptit zenginlestirme
calismalarinda desorpsiyon suresinin zenginlestirmeye etkisi

Bu calismada capraz bagli olmayan NH,-PS polimeriyle B-kazein-BSA peptit
¢cOzeltisi  kanigimlarindan  fosfopeptit zenginlestirmesi  gergeklestirildiginde
desorpsiyon siiresinin  zenginlestirme sonuglarina etkisi incelenmistir. ilk
calismada zenginlestirme sonrasi, ylkama iglemleri uygulandiktan sonra, hig
beklenmeden desorpsiyon iglemi uygulanmis ve desorpsiyon iglemi igin kullanilan
¢ozelti NH,-PSDVB polimeriyle muamele edildikten sonra, sadece yaklasik 1
dakikalik bekleme suresinin ardindan polimerden ayrilmis ve MALDI katle
spektrometresi ile analiz edilmistir (Sekil 24.A). Sonrasinda ayni peptit karisimlari
polimerle muamele edildikten sonra desorpsiyon ¢ozeltisinin polimer ile yaklagik
30 dk. muamele edilmesi saglanmis sonrasinda desorpsiyon ¢ozeltisiyle polimer
ayristirilarak ¢ozeltiden MALDI kutle spektrometrisi analizi gerceklestiriimistir
(Sekil 24.B). Bu sayede desorpsiyon performansindaki degisimler zamana bagli
olarak izlenmeye calisiimistir. Ancak elde edilen kutle spektrumlari incelendiginde
desorpsiyon iglemi  suresinin  uzatiimasinin  fosfopeptit zenginlestirme
performansinda kayda deger bir degisime sebep olmadigi gértlmustir. Bu durum
fosfopeptitlerin gelistirilen analitik metot sayesinde NH,-PS polimerinden ¢ok kisa
bir zaman igerisinde ayrilabildigini ve uygun bir zenginlestirme iglemi i¢in uzun

surelere gerek olmadigini gostermektedir.
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Sekil 24. B-kazein peptit cozeltisi ve BSA peptit ¢cozeltisi karisimindan NH,-PSDVB
kullanilarak gerceklestirilen zenginlestirme sonrasi elde edilen MALDI kuitle
spektrumlari. (A) desorpsiyon suresi 1 dk. ve (B) desorpsiyon stresi 30 dk.
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4.8. NH,-PSDVB-MB kullanilarak gercgeklestirilen fosfopeptit zenginlestirme
calismalarinda desorpsiyon suresinin zenginlestirmeye etkisi

Bu c¢alismada ise NH,-PSDVB-MB polimeriyle B-kazein-BSA peptit ¢ozeltisi
karisimlarindan fosfopeptit zenginlestirmesi gerceklestirildiginde desorpsiyon
siiresinin  zenginlestirme sonuglarina etkisi incelenmistir. ilk calismada
zenginlestirme sonrasi, yikama iglemleri uygulandiktan sonra, hi¢ beklenmeden
desorpsiyon iglemi uygulanmis ve desorpsiyon iglemi icin kullanilan ¢ozelti NH-
PSDVB-MB polimeriyle muamele edildikten sonra, hi¢ beklenmeden (1 dk.)
polimerden ayrilmis ve MALDI kitle spektrometresi ile analiz edilmistir (Sekil
25.A). Sonrasinda ayni peptit karisimlari polimerle muamele edildikten sonra
desorpsiyon ¢Ozeltisinin polimer ile yaklagik 30 dk. lhk bir muamele suresi
saglanmis sonrasinda desorpsiyon ¢ozeltisiyle polimer ayristirilarak MALDI kutle

spektrometrisi analizi gercgeklestirilimistir (Sekil 25.B).
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Sekil 25. B-kazeinin peptit ¢ozeltisi ve BSA peptit ¢ozeltisi karisimindan NH»-
PSDVB-MB kullanilarak gergeklestirilen zenginlestirme sonrasi elde edilen MALDI
kutle spektrumlari. (A) desorpsiyon suresi 1 dk. Ve (B) desorpsiyon suresi 30 dk.
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4.9. NH,-PSDVB kullanilarak gergeklestirilen fosfopeptit zenginlestirme
calismalarinda desorpsiyon asamasinda kullanilan asetonitril miktarinin
zenginlestirmeye etkisi

Kullanilan malzemelerin timinde adsorpsiyon asamasinda ¢ozeltiye bir miktar
asetonitril de eklenmektedir. Bu iglem sayesinde peptit ¢ozunadrliklerinin arttigi
difizyonun hizlandigi ve diger polimerik malzemeler ile zenginlestirme
performansinin arttigi belirlenmistir. Ancak desorpsiyon ¢ozeltisinde yer alan
asetonitrilin yari g¢apraz bagh olmayan NH,-PS polimerinin sisme kapasitesini
azalttigr da gozlenmigtir. Kullanilan NH,-PS polimerinin fazla miktarda sismesi
fosfopeptitlerin geri kazanimi igin adsorpsiyon ve desorpsiyon islemlerini oldukca
zorlastirmaktadir. Bu noktadan yola c¢ikarak, bir miktar daha fazla asetonitril
kullaniimasinin  NH2-PS polimerinin sisme orani duslrecegi ve bu sayede
zenginlestirme asamalarinin  daha kolay yuUratilebilecegi  dugstUnulmastur.
Uygulanan bu iglemin zenginlestirme performansina olan etkileri dederlendirmek
amaclyla adsorpsiyon ortamina farkli miktarlarda asetonitrii eklenerek
zenginlestiriimis fosfopeptit c¢ozeltileri MALDI kutle spektrometrisiyle analiz
edilmigtir (Sekil 26.A ve Sekil 26.B). Sonuclar degerlendirildiginde adsorpsiyon
ortamina daha fazla asetonitril eklenmesinin daha az miktarda go6zlenen bazi
fosfopeptitlerin sinyallerini kuvvetlendirdigi, fosfopeptit ~ zenginlestirme
performansina olumlu katki yaptigi gortlmastir. Bu nedenle yurGtilen
¢alismalarda adsorpsiyon ¢Ozeltisi igerisine en uygun miktar olarak 70 pLasetonitril

eklenmesine karar verilmigtir.
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Sekil 26. B-kazeinin peptit ¢ozeltisi ve BSA peptit ¢dzeltisi karisimindan NH»-PS
kullanilarak gergeklestirilen zenginlestirmenin adsorpsiyon basamaginda (A) 10
ML asetonitril eklenmesi ve (B) 70 yL asetonitril eklenmesi sonrasi elde edilen
MALDI kutle spektrumlari
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3.10. NH»-PS kullanilarak gergeklestirilen fosfopeptit zenginlestirme
calismalarinda uygulanan yikama basamaklarinin etkinliginin MALDI-MS ile
incelenmesi

Farkh bir calismada NH,-PS kullanilarak gergeklegtirilen zenginlegtirme
metodunda uygulanan adsorpsiyon sonrasi ylkama basamaklarinin etkinligi
incelenmigtir. Bilindigi gibi zenginlegtirmenin adsorpsiyon basamaginda B-kazeinin
peptit c¢ozeltisi ile etkilestirilen polimerler sonrasinda ¢oOzeltiden ayrigtirilarak
yikama islemleri gerceklestiriimektedir. Bu ylkama iglemlerinin amaci ¢ozelti
icerisinden malzeme yulzeyine baglanabilecek 0zgin olmayan peptit turlerinin
uzaklastiriimasidir. Ancak bu sayede malzemelerin fosfopeptit
zenginlestirmesindeki gergek etkinlikleri tayin edilebilir. Bu amagla adsorpsiyon
ortamindan ayirilan NH,-PS polimerleri her seferinde taze ylkama c¢ozeltisi
kullanilarak 3 defa yikanmistir. Sekil 27.A’ da verilen MALDI kitle spektrumu
zenginlestirme oncesi B-kazeinin peptit sinyallerini gostermektedir. Bu spektrumda
herhangi bir fosfopeptit sinyali gézlenmemektedir. Sekil 27.B ve Sekil 27.C’de ilk
yikama ve 3. ylkama c¢ozeltilerine ait MALDI kutle spektrumlari verilmektedir.
Goruldagu gibi 3. yikamanin ardindan yuzeyde tutunan hemen hemen hig 6zgin
olmayan peptit kalmadidi anlasiimaktadir. Sonrasinda NH,-PS polimerinden
desorpsiyon islemi gergeklestirilerek elde edilen fosfopeptit sinyalleri Sekil 27.D’de
verilmistir. Bu sonuglar zenginlestirilen fosfopeptitler ve NH»-PS polimeri
arasindaki etkilesimlerin olduk¢a 6zgun ve gugli oldugunu gostermektedir. Bu
etkilesimler sadece gelistirilen analitik metodun desorpsiyon basamagindaki
kosullar uygulandiginda zayiflatilarak istenilen ylksek performansta fosfopeptit
geri kazanimi saglanabilmektedir. Bu sonug gelistirilen polimerik malzemenin yani

sira geligtirilerek uygulanan analitik metodun da kalitesinin en buyuk gostergesidir.
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Sekil 27. (A) B-kazeinin tripsin ile pargalanmasi sonucu elde edilen ¢ozeltisinin
zenginlestirme oncesi MALDI kutle spektrumu, (B) zenginlestirme basamaginda
malzemenin adsorpsiyon sonrasi 1. yikama ¢o6zeltisinin MALDI kutle spektrumu,
(C) zenginlestirme basamaginda malzemenin adsorpsiyon sonrasi 3. yikama
¢Ozeltisinin MALDI kitle spektrumu ve (D) desorpsiyon iglemi sonrasinda elde
edilen ¢ozeltinin MALDI kutle spektrumu.
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4.11. NH,-PSDVB kullanilarak gercgeklestirilen fosfopeptit zenginlestirme
caligmalarinda B-kazein derisiminin zenginlestirme performansina etkisi

NH,-PS polimerleriyle gergeklestirilen bir diger calismada B-kazein derigiminin
polimerin zenginlestirme performansina olan etkisi incelenmigtir. Bu amacla 5
femtomol/uL ve 0.5 femtomol/uL derisimlerinde iki farkh [p-kazein c¢ozeltisi
hazirlanmis ve uygun oranlarda reaksiyon bilegenleri kullanilarak tripsin ile
parcalama islemi gerceklestiriimigtir. Parcalama sonucu elde edilen ¢ozeltiler
polimer ile muamele edilerek zenginlestirme islemi gergeklestiriimis ve sonuglar
Sekil 28.A ve Sekil 28.B’de verilmistir. Bu sonuglar incelendiginde zenginlestirme
islemi igin 5 femtomol/puL derisimin zenginlestirme performansi konusunda sinir
deger oldugu ve bu derisimin altindaki derigsimlere sahip fosfopeptitlerin gelistirilen
bu malzeme ve analitik metot yardimiyla zenginlestirilemeyecegi belirlenmistir.
Ancak caligmalar neticesinde belirlenen sinir deger kullanim amacina bagli olarak
gerekli olan tayin sinirlarini kargilayan oldukga dusuk bir seviyedir. Bu nedenle
kullanilan malzemenin ve analitik metodun oldukga basaril bir sekilde ¢alistigi ve

onemli zenginlestirme ¢alismalarinda rahatlikla kullanilabilecegi sGylenebilir.
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Sekil 28. B-kazeinin tripsin ile pargalanmasi sonucu elde edilen ¢ozeltisinin NH,-

PS ile zenginlestirme sonrasi elde edilen MALDI kutle spektrumlari.

(A) 5.39

femtomol/uL derisime sahip B-kazein ve (B) 0.539 femtomol/uL derigsime sahip B-

kazein
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4.12. NH,-PSDVB kullanilarak gergeklestirilen fosfopeptit zenginlestirme
calismalarinda zenginlestirme oncesinde f-kazeinin peptit c¢ozeltisine
karistirilan BSA peptit ¢cozeltisinin etkisinin incelenmesi

Zenginlestirme performasini daha iyi de@erlendirmek ve zenginlestirmenin
gerceklestirilecegi ¢ozeltiyi peptit turleri agisindan daha karmasik bir hale getirmek
icin gorece ¢ok daha buyuk bir protein olan BSA proteinin tripsin ile pargalanmasi
sonucu elde edilen ¢ozelti, B-kazeinin tripsin ile parcalanmasi sonucu elde edilen
cOzeltisi ile karigtirnimaktadir. BSA peptit ¢ozeltisi karistirilmadan ve BSA peptit
cOzeltisi karistirildiktan (B-kazein:BSA, 2:3, v:v) sonra ¢ozelti karisimlari NH»-PS
polimeriyle muamele edilmis adsorpsiyon ve desorpsiyon basamaklarinin ardindan
desorpsiyon ¢ozeltileri MALDI katle spektrometresi ile analiz edilmiglerdir (Sekil
29). BSA peptit ¢dzeltisinin bulunmadigi MALDI kitle spektrumu (Sekil 29.A) ile
BSA peptit ¢cOzeltisi eklenerek yapilan zenginlestirme sonrasi elde edilen (Sekil
29.B) MALDI kutle spektrumlari karsilastirildiginda BSA peptit ¢ozeltisi eklenmis
karisimdan gercgeklestirilen zenginlestirmenin ¢ok daha basarii  oldugu
goOrulmektedir. Ortam daha karmasik ve peptit sayisi bakimindan daha yogun
oldugunda kullanilan malzemenin performansinin arttigi, normalde ylzey Uzerine
baglanabilecek 6zgun olmayan peptitlerin, ¢ozelti igerisindeki BSA peptitlerine
badli kalarak yluzey ile etkilesmedikleri dusunulmektedir. Bunun disinda ¢ozelti
icerisindeki peptit sayisinin fazla olmasi, ylzeyle etkilesmeden c¢ozelti icerisinde
kalabilecek fosfopeptitlerin kimyasal potansiyellerini artirarak ylizeye yonelmelerini
sagladiklari boylece sadece ylUzeyle etkilesim igerisinde olabilecek fosfopeptitlerin
kimyasal potansiyellerini distirmek ve daha kararl halde bulunmak Uzere ylzeyde
toplandiklari anlasiimaktadir. Bu sonug¢ uretilen polimer malzemelerin karmasik
ortamlarda bile basariyla calisacagini ve hatta karmasik ¢ozeltilerin, polimerin

zenginlestirme performansini artirdigini da géstermektedir.
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Sekil 29. B-kazeinin tripsin ile pargalanmasi sonucu elde edilen ¢ozeltisinin NH-
PS ile zenginlegtirme sonrasi elde edilen MALDI kutle spektrumlari. (A) BSA peptit
cOzeltisiyle karistirilmadan yapilan zenginlestirme ve (B) BSA peptit ¢ozeltisiyle

karistirildiktan sonra yapilan zenginlestirme.
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4.13. NH,-PS ve NH,-PSDVB-MB ile sadece BSA peptit ¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirilen fosfopeptit zenginlestirme galigmasi

B-kazein ile gerceklestirilen calismalara ek olarak, sadece ortami peptit ¢ozeltileri
bakimindan biraz daha karmasik bir hale getirmek amaciyla kullanilan BSA peptit
cOzeltisiyle de bir takim calismalar yudratilmis, bu kapsamda zenginlestirilen
fosfopeptitlerin  BSA peptitlerinden gelen peptitler olmadigini gésterebilmek
amaciyla NH,-PS ve NH,-PSDVB-MB polimerleri sadece BSA peptit ¢ozeltileriyle
etkilestirilmistir. Bu etkilesimler sonucu elde edilen MALDI kutle spektrumlari Sekil
30 ve Sekil 31’de verilmigtir. Bu sonuglara gére BSA’ dan kaynaklanan bir kag
0zgun olmayan peptit disinda polimerlerin ylzeyine baglanabilen 6zgin olmayan
peptit turd bulunmadigi, zenginlestirme iglemlerinin oldukga yuksek bir basariyla

sadece [(-kazein’e ait fosfopeptitleri kapsadigi goralmustar.
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Sekil 30. BSA peptitlerinin NH2-PS malzemesiyle zenginlestiriimesi sonrasinda
elde edilen MALDI kitle spektrumu

56



100
90 1
80 1
70
60 1
50
40 1
30 1
20
10 ;

% Intensity

LRI
%50 1300 1850 2400 2950 3500
Mass (m/z)

Sekil 31. BSA peptitlerinin  NH,-PSDVB-MB malzemesiyle zenginlestiriimesi
sonrasinda elde edilen MALDI kutle spektrumu.

4.14. NH,-PS ve NH,-PSDVB-MB polimerleri kullanilarak fosfopeptitlerin
dogrudan st icerisinden zenginlestirilmesi

Bilimsel literatirde bugline kadar fosfopeptit zenginlestirme calismalarinda
kullanilabilecek yuzlerce organik ve/veya anorganik malzeme onerilmistir. Calisma
yontemleri incelendiginde, Onerilen bu malzemelerin Uretimlerini  takiben
karakterizasyon islemlerinin gergeklestirildigi ve standart fosfopeptit ¢ozeltileriyle
muamele edilerek zenginlestirme performanslarinin degerlendirildigi
goOrulmektedir. Fakat standart c¢ozeltilerle elde edilen sonuglar, ayni calismalar
gercek ve dogal bir numuneyle yarutilmeden ¢ok fazla anlam ifade etmez. Bu
amagla bilimsel literaturde en ¢ok kullanilan gergcek numune tlrintn sut oldugu
gorulmektedir. Bu nedenle tez kapsaminda, standart (-kazein 6rnekleri ve bu
orneklerin diger protein ¢ozeltileriyle karistiriimis kokteyl ¢ozeltileri ile basarilarini
kismen kanitlayan NH,-PS ve NH,-PSDVB-MB polimerlerinin gergek bir drnek
olan sut igerisinden fosfopeptitleri zenginlestirebilme etkinliklerinin incelenmesi
hedeflenmigtir. Bu amagla yagindan arindiriimig st numuneleri tripsin enzimi ile

parcalandiktan sonra elde edilen c¢ozeltiler ilk olarak herhangi bir muameleye
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tutulmadan MALDI kitle spektrometresi ile dogrudan analiz edilmis ve kutle

spektrumlarinda hig bir sekilde fosfopeptit izine rastlanmamistir.

% Intensity

.\l'MJ*;L kel
1850 2400

Mass (m/z)

% Intensity

Jw)ww‘ww M -}“’V

1850 2400 2950 3500
Mass (m/z)

Sekil 32. (A) inek sitiinin tripsinle pargalanma Uriinlerini igeren ¢ozeltinin MALDI
kitle spektrumu ve (B) sute ait peptit ¢ozeltisinin NH,-PS malzemesiyle
zenginlegtiriimesi sonrasinda elde edilen MALDI kutle spektrumu

58



Sonrasinda tripsin ile parcalanma sonucu elde edilen ¢Ozeltiler sirasiyla ayri ayri
NH2-PS ve NH>-PSDVB-MB polimerleriyle muamele edilmis ve zenginlestirme
islemleri gerceklestiriimistir. Zenginlestirme sonucunda elde edilen desorpsiyon
¢ozeltileri MALDI kutle spektrometresi ile analiz edilmis ve sonuglar sirasiyla NH»-
PS i¢in Sekil 32.B ve NH»-PSDVB-MB igin Sekil 33.B’de verilmektedir. Elde edilen
MALDI kutle spektrumlari incelendiginde ve tablolarda verilen fosfopeptitlerle
kargilastirildiginda her iki malzemenin de sadece standart B-kazein ¢ozeltileriyle
deqil, ayni zamanda sut gibi bir ¢ok molekull bunyesinde barindiran oldukga
karmasik bir 6rnek ile de i¢inde bulunan q, B, k-kazein proteinlerinden gelen birgok
fosfopeptiti buylk bir oranda zenginlegtirebildigi gozlemlenmistir. Ancak her iki
malzemeyle gerceklestirilen zenginlestirme sonuglari karsilagtirildiginda NH»-
PSDVB malzemesi tarafindan zenginlestirilen ve MALDI kitle spektrumunda
gorunur hale getirilen fosfopeptit sayisinin daha fazla oldugu sdylenebilir. Bunun
en onemli nedeni NH,-PSDVB polimerinin NH,-PSDVB-MB polimerine nazaran
daha ¢ok sisme egiliminde olmasi ve benzer fonksiyonel gruplari tasimalarina
ragmen i¢ kisimlarda bulunan fonksiyonel gruplarini da sisme 6zelligi sayesinde
aktif bir sekilde kullanilabilmesinden kaynaklanmaktadir. NH»-PSDVB-MB
polimerinde bulunan fonksiyonel gruplarin daha ¢ok yuzey Uzerinde yogunlasmasi
ve alt katmanlarda bulunan fonksiyonel gruplarin sismenin az olmasindan dolayi
blylk oranda ulasilmaz olmalarindan &6tiri dis ylzeydeki fonksiyonel gruplar
doygunluga ulasarak fosfopeptit zenginlestirme potansiyelini bir miktar
kaybetmektedir. Ancak her iki polimerik malzemenin de fosfopeptit zenginlestirme
calismalarinda gercek oOrnekler Uzerinde yuksek basari gosterdigi rahathkla

soylenebilir.
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Sekil 33. (A) inek siitiiniin tripsinle pargalanma uriinlerini iceren ¢dzeltinin MALDI
kutle spektrumu ve (B) sute ait peptit ¢ozeltisinin NH,-PSDVB-MB malzemesiyle
zenginlegtiriimesi sonrasinda elde edilen MALDI kutle spektrumu.
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5. SONUGLAR

Fosfopeptitler icin ylksek secicilige sahip olan amin fonksiyonel gruplari iceren
polimer malzemelerinin fosfospeptit zenginlestirme islemlerinde basariyla

kullanilabilecegdi gosterilmigtir.

Yuzey Uzerindeki amin gruplarinin pKa degerlerinin yaklasik 10,0 — 11,0
oldugu bilindiginden, ¢calisma esnasinda ortamin pH degeri, bu degerin altinda
ve fosfopeptitlerin fosfat gruplarinin pKa degerlerinin Ustlinde tutulmustur ve
ilgili u¢c gruplarin ancak bu pH araliginda birbirleriyle etkilesebildikleri

gorulmustar.

Uygun olduguna karar verilen pH araligindaki farkh pH degerleri denenmis ve
fosfopeptitlerin adsorpsiyonu icin en uygun pH degerinin 4,0 oldugu

belirlenmistir.

Desorpsiyon esnasinda yluzeyde bulunan fosfopeptitlerin negatif yukllu fosfat
gruplarinin protonlanmasi ve noétral hale gelerek ylzeyden ayriimalari
saglanmaktadir. Desorpsiyon iglemi i¢cin pH = 2,0 degerinin altindaki ortam
kosullarinin en uygun kosullar oldugu belirlenmigtir. Bu sonuca gére negatif
yuklu fosfat gruplarinin protonlanabilmesi i¢in ortam pH’inin 2,0’'nin altinda
(fosfat gruplarinin pKa degerinin altinda) bir degere ayarlanmasi gerektigi ifade

edilebilir.

Poli(NH-AT) hidrojelleri ile yurutilen zenginlestirme calismalarinda, hidrojel
parcaciklarinin 6gutulerek kullaniimasi yani hidrojel yuzey alaninin artirilmasi
fosfopeptitlerle daha iyi etkilesebilmesine olanak vermis ve ayrica adsorpsiyon

ve desorpsiyon iglemlerinin daha kisa surelerde tamamlanmasini saglamistir.

Tez kapsamindaki ¢calismalarda MALDI-MS analizleri igin farkli matriks tarleri
denenmis ve fosfopeptitlerin etkin bir sekilde iyonlagtirilabilmeleri icin en uygun

matriksin 2,5-dihidroksibenzoik asit matriksi oldugu belirlenmistir.

Galismada kullanilan B-kazein proteini MALDI-MS sistemiyle herhangi bir 6n
muamele islemi kullanmadan analiz edilmis ve saflik derecesi belirlenmeye
calisiimistir. Bu analizden elde edilen MALDI kitle spektrumunda 3-kazein’e ait
[M+H]+ sinyali olduk¢a siddetli bir gekilde gozlenmesine ragmen kazein

proteinin diger alt birimleri olan alfa S1, alfa S2 ve kappa kazein sinyalleri de
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gOzlenmektedir. Bu durum ticari olarak satillan B-kazein turlerinin tamaminda
gOzlenmektedir. Bunun en onemli nedeni farkli alt birimlerinin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerinin birbirine yakin olmasi ve dolayisiyla herhangi bir
kimyasal ve fiziksel ayirma yontemiyle B-kazein’in tamamen saf olarak elde

edilememesidir.

Farkli oranlarda AT iceren her bir Poli(NH-AT) hidrojel tlrG kullanilarak elde
edilen spektrumlar incelendiginde hem [-kazein proteininden gelen
fosfopeptitler hem de az miktarda bulunan diger kazein alt birimlerinden gelen
fosfopeptitlerin  basariyla tayin edildigi ve fosfopeptit zenginlestirme
calismalarinda kullanilabilecekleri gorulmektedir. Ancak az sayida AT igeren
fosfopeptitlerle yapilan zenginlestirme calismalarinda fosfopeptitlerin yani sira
0zgun olmayan (ns) peptitlere ait sinyallerin de kutle spektrumlarinda
gozlendikleri, AT miktar arttikca 6zgln olmayan fosfopeptitlerin sinyallerinde
azalma oldugu gorulmustir. Bu sonug¢ hidrojeller igerisindeki AT miktarinin
fosfopeptitlerin 6zglin olarak zenginlestirilebilmesinde anahtar rol oynadidini

gOstermektedir.

Oldukga karmasik bir numune olan sit ile gergeklestirilen zenginlestirme
sonrasinda bu kadar ¢ok sayida fosfopeptit sinyalinin goézlenmesi literatirde
buglne kadar gozlenen en iyi basarilardan biridir. Bundan dolayi sentezlenen
poli(NH-AT) hidrojellerin bugine kadar fosfopeptit zenginlestiriimesi amaciyla
uretilmis malzemeler igerisinde en yuksek basariya sahip zenginlestirme

malzemesi oldugu rahatlikla sdylenebilir.

Yapilan degerlendirmeler sonucu poli(NH-AT) hidrojellerinin ¢dzelti icerisinde
dogrudan konularak kullanilabilmelerinin yani sira bir pipet ucu icerisine
yerlestirildikten sonra da kullanilabilecekleri gorulmustir. Bu sekilde poli(NH-
AT) hidrojellerin ¢ozelti icerisinde yer alan fosfopeptitler ile ¢ok kisa bir sure
etkilesmesinin bile zenginlestirme igin yeterli oldugunu gostermektedir. Bu
sayede fosfopeptit zenginlestirme amaciyla kullanilabilecek son derece basaril
bir malzemenin yani sira, bu malzemenin ticari olarak kullanilabilmesine olanak

veren yuksek performansli bir Grin de geligtiriimigtir.

B-kazein proteinine ait peptit ¢ozeltileri, sentezlenmis olan yari ¢ézinebilir NH.-

PSDVB polimeri ve mikrokure formunda olan NH,-PSDVB-MB polimeri ile de
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etkilestirilmistir. Kutle spektrumlari incelendiginde her iki polimerin de
zenginlegtirme isleminin buyuk bir bagariyla gergeklestirildigi gorulmektedir.
Ancak mikrokureler yari ¢ozunebilir turle kiyaslandiginda daha az sisme
Ozelligi gostermesinin yani sira zenginlestirme sonrasinda ortamdan kolay
ayrigtirilabilme ozelligi de tasidigi gorulmustir. Buna da bagl olarak elde
edilen sonuglar vyari ¢ozunebilir NH,-PS ile elde edilen sonuglarla
kargilastirildiginda mikroklre formuna sahip malzeme ile daha ¢ok ylksek
molekul agirhigina sahip fosfopeptitlerin  zenginlestirildigi gézlenmektedir.
Bunun en dnemli sebebi yari ¢6zunebilir NH»-PS’nin sismesi sonucu yuzeyde
tutunma sansi bulamayan kuguk fosfopeptit turlerinin polimerin i¢ bolgelerine
ulasarak orada musait olan protonlanmis amin gruplarina baglanmasi olarak
aciklanabilir. Polimerin sisme 0Ozelligine sahip olmasinin zenginlestirme

kapasitesi anlaminda avantaj sagladigi bu ¢alisma sayesinde anlasiimistir.

Farkli desorpsiyon sureleri denenerek elde edilen kitle spektrumlari
incelendiginde desorpsiyon islemi slresinin uzatiimasinin  fosfopeptit
zenginlestirme performansinda kayda deger bir dedisime sebep olmadigi
goOrulmektedir. Bu durum fosfopeptitlerin gelistirien malzemeler ve analitik
metot sayesinde ¢ok kisa bir zaman igerisinde ayirilabildigini ve kaliteli bir

zenginlestirme islemi icin uzun surelere gerek olmadigini gostermektedir.

Kullanilan malzemelerin timinde adsorpsiyon asamasinda ¢ozeltiye bir miktar
asetonitril de eklenmektedir. Bu islem sayesinde peptit cozunurluklerinin arttig,
difuzyonun hizlandigi ve diger polimerik malzemeler ile zenginlestirme
performansinin arttigi belirlenmistir. Kullanilan NH,-PS polimerinin fazla
miktarda sismesi fosfopeptitlerin geri kazanimi igin adsorpsiyon ve desorpsiyon
islemlerini oldukga zorlastirmaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak, bir miktar daha
fazla asetonitril kullaniimasinin NH,-PS polimerinin sisme oranini disurecegi
ve bu sayede zenginlestirme asamalarinin daha kolay yurutulebilecegi
dusundimustir. Sonuclar degerlendirildiginde adsorpsiyon ortamina daha fazla
asetonitril eklenmesinin daha az miktarda gbézlenen baz fosfopeptitlerin
sinyallerini kuvvetlendirdigi, fosfopeptit zenginlestirme performansina olumlu

katki yaptigi gérulmagtar.

Bilindigi gibi zenginlestirmenin adsorpsiyon basamaginda [(-kazeinin peptit

¢Ozeltisi ile etkilestirilen polimerler sonrasinda ¢ozeltiden ayristirilarak yikama
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islemleri gerceklestiriimektedir. Bu yikama islemlerinin amaci ¢ozelti icerisinden
malzeme ylUzeyine badlanabilecek 06zglin olmayan peptit tarlerinin
uzaklastiriimasidir. Ancak bu sayede malzemelerin fosfopeptit
zenginlestirmesindeki gercek etkinlikleri tayin edilebilir. Goéruldugu gibi 3.
yikamanin ardindan ylzeyde hemen hemen hi¢ 6zgun olarak baglanmayan
peptit kalmadigi anlagiimaktadir. Bu sonuglar zenginlestirilen fosfopeptitler ve
NH,-PSDVB polimeri arasindaki etkilesimlerin oldukga 6zgin ve gugclu
oldugunu gdstermektedir. Bu etkilesimler sadece gelistirilen analitik metodun
desorpsiyon basamagindaki kosullar uygulandiginda zayiflatilarak istenilen
yuksek performansta fosfopeptit geri kazanimi saglanabilmektedir. Bu sonug
gelistirilen polimerik malzemenin yani sira gelistirilerek uygulanan analitik

metodun da kalitesinin en buylk goéstergesidir.

Zenginlestirme iglemi icin 5 femtomol/uL derisimin zenginlestirme performansi
konusunda sinir deger oldugu ve bu derigsimin altindaki derisimlere sahip
fosfopeptitlerin  gelistirlen bu malzeme ve analitk metot yardimiyla
zenginlegtirilemeyecegi belirlenmistir. Ancak caligsmalar neticesinde belirlenen
sinir deger kullanim amacina bagh olarak gerekli olan tayin sinirlarini
karsilayan oldukg¢a duguk bir seviyedir. Bu nedenle kullanilan malzemenin ve
analitik metodun oldukg¢a basarili bir gekilde calistigi ve 6nemli zenginlegtirme

calismalarinda rahatlikla kullanilabilecegi sdylenebilir.

B-kazein peptit ¢cozeltisi ile icine BSA peptit ¢ozeltisi eklenmis olan karisimdan
gerceklestirilen  zenginlestirme  karsilastirildiginda  -kazein-BSA  peptit
karisimindan zenginlestirmenin ¢ok daha basarili oldugu goérilmektedir. Ortam
daha karmasik ve peptit sayisi bakimindan daha kalabalik oldugunda
kullanilan malzemenin performansinin artti§i, normalde ylzey Uzerine
baglanabilecek 6zglin olmayan peptitlerin, ¢ozelti icerisindeki BSA peptitlerine
bagli kalarak yluzey ile etkilesmedikleri dusunulmektedir. Bunun diginda ¢ozelti
icerisindeki peptit sayisinin fazla olmasi, ylzeyle etkilesmeden ¢ozelti
icerisinde kalabilecek fosfopeptitlerin kimyasal potansiyellerini artirarak ylzeye
yonelmelerini sagladiklari bodylece sadece yuzeyle etkilesim igerisinde
olabilecek fosfopeptitlerin kimyasal potansiyellerini disturmek ve daha kararli
halde bulunmak Uzere ylzeyde toplandiklari anlagiimaktadir. Bu sonug uretilen

polimer malzemelerin karmagsik ortamlarda bile basariyla ¢calisacagini ve hatta
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kompleks c¢ozeltilerin polimerin zenginlestirme performansini artirdigini da

gOstermektedir.

B-kazein-BSA karisimi kullanilarak elde edilen calismalarda BSA’dan gelen
peptitlerin malzemeye tutunmadigini kanitlayabilmek amaciyla NH,-PSDVB ve
NH,-PSDVB-MB polimerleri sadece BSA peptit ¢ozeltileriyle etkilestiriimistir. Bu
etkilesimler sonucu elde edilen MALDI kutle spektrumlari incelendiginde
BSA’dan kaynaklanan bir ka¢ 6zgln olmayan peptit disinda polimerlerin
yuzeyine baglanabilen peptit tard bulunmadigi, zenginlestirme islemlerinin
oldukga ylksek bir basariyla sadece [B-kazein’e ait fosfopeptitleri kapsadigi

gorulmustar.
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