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ONSOz

TUBITAK tarafindan 1001-Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme
Programi kapsaminda desteklenen 112T558 nolu bu projede, proton kopartiimis (negatif
iyon) peptit tlrevlerinin gaz-fazi reaksiyon mekanizmalari kitle spektrometresi (MS) ile
detayh bir sekilde calisiimistir. Bu amagcla, bir veya birden fazla glutamik asit (E) veya
aspartik asit (D) iceren model peptitlerin [M-H]" iyonlarinin gaz-fazi parcalanma
mekanizmalari detayh bir sekilde calisiimistir. Ayrica, post-translasyonal bir modifikasyon
olan fosforlanmanin peptit [M-H] iyonlarin parcalanmasina olan etkisi de detaylandiriimistir.

Proje ekibi TUBITAK’a maddi katkilarindan dolay tesekkiir eder.
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PROTON KOPARTILMIS PEPTIT TUREVLERININ GAZ FAZI REAKSIYON
MEKANIZMALARININ KUTLE SPEKTROMETRE ILE INCELENMESI

Proteinler canli organizmalardaki yasamsal faliyetleri etkileyen ve diizenleyen en dnemli
yap! taslarindandir. Hastaliklarda, kalp krizinde, stres altinda v.b., hicrelereki protein
seviyelerinde ve cesitliliginde degismeler godzlenebilmektedir. Bu tir proteinlerin
fonksiyonlarini anlayabilmek icin protein sekanslarinin dogru tanimlanmasi ¢ok 6nemlidir.
Ozellikle huicre ici sinyal iletimi fosforlanmis proteinler vasitasiyla yapilmaktadir ve
fosforlanmis proteinlerdeki fosfor grubunun hangi pozisyondaki (serin, S, tirozin , Y, veya
tironin, T) amino asite baglandigini belirleme ve sekansin dogru yapilmasi, proteinin
fonksiyonunu anlamak acgisindan onemli gerekliliktir. Gunimiizde proteinlerin enzimlerle
kesilmesi ile elde edilen peptitlerden elde edilen gaz fazi Kiitle Spektrometre sinyalleri (pozitif
ve/veya negatif iyonlar) yardimi ile peptitlerin sekanslarini ve dolayisiyla proteinlerin amino
asit dizilimleri tanimlanmaya calisiimaktadir ve dogru tanimlayabilmek agisindan gaz fazi
parcalanma mekanizmalarinin ¢ok detayli calisiimasi, yeni informatik bilgiler elde etme
acisindan énemlidir.

Bu calismada, proton kopartiimis peptit tirevlerinin gaz fazi reaksiyon mekanizmalari kitle
spektrometre yardimi ile calisiimistir. Calismalar sirasinda XAAAAAA-OH, AXAAAAA-OH,
AAXAAAA-OH, AAAAXAA-OH, AAAAAXA-OH, AAAAAAX-OH, XAAAAAA-NH,, AXAAAAA-
NHz, AAXAAAA-NHz, AAAAXAA-NHz, AAAAAXA-NH2, AAAAAAX-NH. ve XYAGFLV-OH,
YXAGFLV-OH, YAXGFLV-OH, YAGXFLV-OH, YAGFXLV-OH, YAGFLXV-OH ve YAGFLVX-
OH (X=Glutamik Asit, E, veya Aspartik Asi D) peptit serileri, sekanslarinda tekli asidik amino
asit iceren peptitlerle, sistematik calismalar yapiimistir. Amino asidin pozisyona bagli gaz
fazi pargalanma mekanizmasi ve ayrica komsu amino asitlerin yan zincirlerinin gaz fazi
parcalanmasina etkileride incelenmistir.

Ayrica, sekanslarinda birden fazla asidik amino asit iceren peptit tirevleriylede sistematik
calismalar yapiimistir. Bu galismalar icinde, XXYAGFLV-OH, YXXAGFLV-OH, YAXXGFLV-
OH, YAGXXFLV-OH, YAGFXXLV-OH, YAGFLXXV-OH, YAGFLVXX-OH, (X=Glutamik Asit,
E, veya Aspartik Asi D) VE XXXYAGFLV-OH, YXXXAGFLV-OH, YAXXXGFLV-OH,
YAGXXXFLV-OH, YAGFXXXLV-OH, YAGFLXXXV-OH, YAGFLVXXXOH, (X=Glutamik Asit,
E, veya Aspartik Asi D) peptit turevleri kullanilmistir. Burada da birden fazla asidik amino asit
iceren peptit tdrevlerinin pozisyon etkisi ve komsu aminoasitlerin yan zincilerinin gaz fazi
parcalanma mekanizmasina etkileri detaylandiriimistir.

Bunlara ek olarak, YAGFLVEEEE-OH ve YAGFLVEEEEE-OH peptit turevleriyle calisiimalar
yapilmistir ve etkileri detaylandiriimistir. Ayrica sekanslarinda serine, S, tirozine, Y, treonin,

T, bulunduran peptit turevleri ilede fosforlanmis peptitlerin gaz fazi parcalanma



mekanizmalari  calisiimistir.  Bu c¢alisma icin, AEKEpYTVD-OH, IETDKEpYT-OH,
SKDESIpYV-OH, DMTpSGLPL-OH, KELLPLpSA-OH, YDMTTpSLP-OH, ve YDMpTGLPL-

OH fosforlanmig peptit tirevleri kullaniimistir.

ABSTRACT



INVESTIGATION OF GAS PHASE REACTION MECHANISM OF DE-PROTONATED
PEPTIDE DERIVATIVES USING MASS SPECTROMETRY

Proteins are the most important building blocks that effect and organize all the living activity
in the living organism. Certain illnesses or under certain stress etc., number of proteins and
the level of proteins can be changed. In order to understand the function of the these
proteins, their sequence can be obtained very accurately. Especially, the phosphorolyted
proteins organize the signaling process in the cell and the sequence of phosphorolyted
proteins and the prediction of the position of phosphoralyted group on the peptide (such as,
serine, S, tyrosine, Y, or theronine, T) is very important. Nowadays, amino acids segeunces
of proteins can be obtained with mass spectrometry. After enzymatic clevage of the proteins,
small peptides can be obtained and these peptides can be used for the segeunce of proteins.
Mass Spectrometry signal either in positive or negative mode can be used to obtain
sequence of the peptides. For this reason, gas phase reaction mechanism of peptides should
be studied in detail to obtained new information about peptides fragmentation mechanism.

In this studies, AAXAAAA-OH, AAAAXAA-OH, AAAAAXA-OH, AAAAAAX-OH, XAAAAAA-
NH,, AXAAAAA-NH,, AAXAAAA-NH,, AAAAXAA-NH,, AAAAAXA-NH,, AAAAAAX-NH, ve
XYAGFLV-OH, YXAGFLV-OH, YAXGFLV-OH, YAGXFLV-OH, YAGFXLV-OH, YAGFLXV-
OH ve YAGFLVX-OH (X=Glutamic Acid, E, veya Aspartic Acid, D) peptides series which
contains single acidic amino acids, have been used for sistematic studies. Position effect of
the acidic residues and neighbour effect on the fragmentation reaction mechanism were also
studied with these peptide series.

In addition, peptides containing more than one acidic residue were also studied. In these
studies, XXYAGFLV-OH, YXXAGFLV-OH, YAXXGFLV-OH, YAGXXFLV-OH, YAGFXXLV-
OH, YAGFLXXV-OH, YAGFLVXX-OH, (X=Glutamik Asit, E, veya Aspartik Asi D) VE
XXXYAGFLV-OH, YXXXAGFLV-OH, YAXXXGFLV-OH, YAGXXXFLV-OH, YAGFXXXLV-
OH, YAGFLXXXV-OH, YAGFLVXXXOH, (X=Glutamik Asit, E, veya Aspartik Asi D) were
used. Again, the position and neighbour effect on the gas pase fragmentation reaction
mechanism was studied. In addition, YAGFLVEEEE-OH ve YAGFLVEEEEE-OH peptide
derivatives were also studied in detail. The peptide derivatives containing serine,S, tyrosine,
Y, and threonine, T, in their amino acid sequence, the gas phase fragmentation reaction
mechanism of phosphoralyted peptides were studied. In these studies, the phosphoralyted
peptide derivatives, AEKEpYTVD-OH, IETDKEpYT-OH, SKDESIpYV-OH, DMTpSGLPL-OH,
KELLPLpSA-OH, YDMTTpSLP-OH, and YDMpTGLPL-OH were used.

1. BOLUM

GIRIS
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1.1 Kutle Spektrometresi ile Peptitlerin Sekanslarinin Bulunmasi

Proteinler hicre icindeki faaliyetleri duzenleyen ve kontrol eden biolojik
makromolekullerdir. Yirmi farkh dogal amino asit degisik sekillerde yan yan gelmeleri ile
olusurlar. Proteinlerin molekdiler agirliklarinin bulunmasinda ve amino asit dizilimlerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kiitle spektrometresi (MS) kullaniimaktadir. Son yirmi yilda,
Ozellikle biyolojik drneklerin analizinde kitle spektrometresi yaygin bir sekilde kullaniimaya
baslanmistir (Yates vd., 1993; Mann vd., 1993). Ozellikle, 1989 yilinda yumusak iyonlastirma
teknikleri sayesinde (elektropuskirtmeyle iyonlastirma, ESI ve matriks-yardimli lazer
desorpsiyon iyonlastirma, MALDI) biyolojik makromolekiiller parcalanmadan gaz fazina
gecirilmesi mumkin olmustur (Tanaka vd., 1988; Fenn vd., 1989). Bu tekniklerden, ESI John
Fenn ve arkadaslari ve MALDI ise Kocihi Tanaka ve arkadaslar tarafindan literatire
kazandiriimistir ve 2002 yilinda bu bilim insanlari kimya dalinda Nobel 6dulu almiglardir.

1990 yilindan itibaren kitle spektrometre sistemleri inanilmaz bir hizla gelimis ve her
gecgen gin kullanim ve uygulama alanlar da gelismistir. Cok hassas olmalari, kisa siurede
istenilen bilgiye ulasilabilinmesi ve kullanim kolayhdi ginimizde bu sistemleri rakipsiz
kilmaktadir. Analitik, cevre, tibbi, biyolojik, forensik, doping vb. gibi alanlarda kullaniimakta
olan bu sistemler, her ge¢en guin daha da gelismektedir.

Ozellikle proteomik biliminin temelini olusturan amino asit dizilimlerinin dogru ve
guvenilir bir sekilde bulunmasi ardisik kitle spektrometresi (MS/MS) ile miumkiandir
(McLuckey, 1992). Parcalanmak istenilen peptit iyonu, birinci analizér yardimi ile secilmekte
ve carpisma gazi ile (He, Nz, Ar vb) parcalanmasi saglanmaktadir. Par¢calanma sonucu
olusan iyonlarin kitle sinyalleri, ikinci analizor yardimi ile ayristirilarak detektore
gonderilmekte ve MS/MS kitle spektrumu gozlenmektedir. Bu teknige carpismayla-
indiklenmis ayrisma (CID) denmektedir (McLuckey, 1992). Gunumize kadar yapilan
calismalarin ¢cogu protonlanmis peptit iyonlarinin gaz-fazi yapilari ve parcalanma
mekanizmalarini aydinlatmaya yoneliktir. Parcalanma sirasinda proton eger peptitin N-ucu
tarafinda kalirsa olusan iyonlara a-, b- ve c iyonlari; diger yandan proton eger C-ucu
tarafinda kalirsa x-, y- ve z iyonlari olarak adlandiriir ve bu parcalanma Sekil 1'de
gosterilmistir.  Bu isimlendirme Roepstorff and Fohlman (1984) tarafindan literatire
kazandiriimis ve daha sonra Biemann (1988) tarafindan modifiye edilmistir. Protonu
kopartiimis peptit iyonlarindan elde edilen parcalanma urtnlerinin adlandirilmasi Sekil 1'deki

gibidir, ancak protonlanmig iyonlarinin kitlesinden 2 Da (Dalton) eksiktir.
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Sekil 1. Peptitlerin parcalanma drdnlerinin adlandiriimasi

Dusuk enerjili CID sirasinda olusan iyonlar b, a ve y iyonlaridir. Bu iyonlarin gaz-
fazindaki yapilarinin aydinlatiimasi tzerine birgok g¢alisma yapilmistir ve calismalar halen
devam etmektedir (Mueller vd., 1988; Cordero vd., 1993; Yalcin vd., 1995, 1996;
Ambihapathy vd., 1997; Paizs vd., 1999; Polce vd., 2000; Paizs ve Suhai, 2005; Harrison
vd., 2006; Bleiholder vd., 2008; Harrison, 2009; Bythell vd., 2010). 1995 ve 1996 yilinda b
iyon tUriniin gaz-fazinda bes halkall bir yapiya sahip oldugu protonlanmis peptit tirevleri ile
yapilan c¢alismalarda, gosterilmistir ve bu yapl okzazolon olarak adlandiriimistir ve
literatlirde kabul goérmustur (Yalcin vd., 1995, 1996).

Diger yandan, proton kopartiimis (negatif iyon, [M-H]") peptit tiirevleri ile yapiimis ¢ok
fazla calisma literatirde bulunmamaktadir. Negatif iyon modunda elde edilen sinyal seviyesi
pozitif modda elde edilen sinyal seviyesinde oldukca dusiktir. Negatif iyon modundaki
calismalarda analiz edilmek istenen peptit tirevlerinden bir proton kopartiimasi ¢ok kolay
olamamaktadir ve sekanlarinda asidik amino asit ihtiva eden veya kolaylikla kararli negatif
iyonlar olusturabilecek peptit tirevieri ile calisiimaktadir. Ozellikle post-translasyonal
modifikasyona ugramis proteinler (fosforlanma veya silfatlanma) ve peptitler icerdikleri bu
gruplardan dolayl gaz-fazinda ¢ok kolaylikla negatif iyon olusturabilmekte ve negatif iyon
modunda ardigik kitle spektrometresi ile analizleri yapilabilmektedir.

Proteinlerin hticre icerisindeki fonksiyonlarini belirleyen bu modifikasyonlarin hangi
amino asit Uzerinde oldugu ve hangi sayida modifikasyona ugradigini tanimlamak bu konuda
calisan bilim insanlari i¢in ¢ok dnemlidir. Bu konuda yeterli ve dogru bilgiyi veren sadece
ardisik kutle spektrometresidir. 2006 yilinda yapmis oldugumuz bir calismada proton

kopartilmis peptit tirevlerinin C-ucu tarafinda bulunan glutamik asidin (E) ardisik bir sekilde
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kopma mekanizmasi tarafimizdan gdsterilmistir (Li vd., 2006). Negatif iyon modunda yapilan
bu calisma ile hem binyesinde glutamik asit bulunduran peptit tirevleri tanimlanabilinmekte
ve hem de peptitlerin C-ucu pozisyonunda bulunan toplam glutamik asit sayisi
berlirlenebilmektedir. Bu sayede amino asit dizilimi bilinmeyen peptitlerin sekans
tanimlanmasinda yardimci olacak bilgiler elde edilebilinmektedir.

Protonu kopartiimis peptit tirevlerinin gaz-fazi parcalanma mekanizmalarinin
detaylandirilarak calisiimasi énemlidir ve pozitif mod ¢alismalari ile birlestirildiginde ¢ok daha
detayh bilgiler verebilmektedir. Bu sayede buinyesinde ¢ok sayida asidik amino asiti grubu
bulunduran veya degisik modifikasyonlara ugramis bilinmeyen proteinlerin amino asit
dizilimlerinin daha dogdru tanimlanabilmesine olanak salanacaktir. Bilinmeyen proteinlerin
amino asit dizilimlerinin bulunmasinda yanlhsliklar olabilmesi muhtemeldir. Ozelikle hiicre
icerisindeki fonksiyonlari arastirilan fosforlanmis proteinlerin  modifiye olan bdlgelerinin
bulunmasi ve hangi sayida modifiye olduju, gunimizde, sadece ardasik Kkitle
spektrometreis ile mimk{n olabilmektedir.

Bu proje kapsaminda bunyesinde degisik sayida glutamik asit (E) veya aspartik asit
(D) iceren model peptitlerin [M-H] iyonlarinin gaz-fazi parcalanma mekanizmalari sistematik
olarak calisiimistir. Bu model peptitlere ek olarak fosforlanmis serin (S), tironin (T) veya

tirozin (Y) iceren peptitlerinde negatif iyon calismasi eklenmistir.
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1.2 Literatiir Ozeti

Bilindigi Uzere proteinler yirmi temel aminoasitten olugsmaktadir. Bu aminoasitler kendi
aralarinda asidik, bazik, polar ya da apolar olarak siniflandiriimiglardir. Kiitle spektrometresi,
peptitlerin ve proteinlerin sekanslarinin dogru bir sekilde bulunmasina yardimci olan 6nemli
bir aractir ve son yillarda proteomik ¢alismalarda yaygin bir sekilde kullaniimaya baslanmistir
(Aebersold ve Goodlett, 2001). Protonlanmis peptit tirevlerinin gaz-fazi pargalanma
mekanizmalari bir ¢ok grup tarafindan detayli bir sekilde cahsiimistir (Paizs vd., 1999;
Farrugia vd., 2001; Smith vd., 2006; Gonzales vd., 1996; Cox vd., 1996; Vachet vd., 1997;
Wysocki vd., 2000; Tsaprailis vd., 2000; Harrison, 2008). Bunun yaninda protonu kopartiimis
peptit turevleri ile ilgili cok fazla detayh calisma yapiimamistir.

Protonu kopartiimis peptit trevlerinin gaz fazi par¢calanma calismalarinda ¢ogunlukla
kiguk peptit tarevleri kullaniimistir. Harison ve Young'un (2004) yaptiklari bir ¢calismada
protonu kopartiimis olan N-benzil peptit tirevinin olusturdugu b iyon tirinin okzazolon
yapisinda oldugunu rapor edilmistir. Bu iyonun olusum mekanizmasi Sekil 2'de detayl bir
sekilde gosterilmistir. Sekilden de gorilecegi lzere peptitin N-ucu pozisyonunda takili olan
benzil grubu bu mekanizmanin dogal peptit tirevleri icin ne derece uygulanabilir oldugu bu
tlr peptitlerin negatif iyon modunda olusturacagi b-tirl iyonlarinda bu yapida olup olmadigi

hala net degildir ve bu konuda da literatiirde herhangi bir ¢calisma yapilmamistir.

T |
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S ~0~
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Sekil 2. Proton kopartiimis b iyonunun yapisi

Harrison (2002) diger bir calismasinda ise protonu kopartilmis ve fenilalanin ihtiva
eden ikili ve Ucll peptit tirevlerinde fenilalnin etkisini arastirmistir. Sonuclar géstermistir ki;

fenilalanin  pozisyonuna gore parcalanma mekanizmalarinin farkliliklar gosterdigini
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g6zlemlemistir. Bes ve alti amino asit grubu ihtiva eden protonu kopartiimis peptit tirevleri ile
yapmis oldugumuz calismalarda C-terminal pozisyonda bulunan glutamik asit grubunun
ardisik olarak kopma 0Ozelligi gOsterirken (Sekil 3) ayni 0Ozellik aspartik asit icin

gozlenmemistir (Li vd., 2006).
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Sekil 3. a) AAAAE, b) AAAAEE ve c) AAAEEE peptit tirevlerinin negatif iyon kitle spektrumu

Bu kopmalarin sebebi ise pargalnma sirasinda glutamik asitin olusturdugu kararli

yiiksliz yapi oldugu dustndlebilinir. Detayli mekanizma Sekil 4'de gosterilmistir.
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Sekil 4. Protonu kopartiimis AAAAE peptit tirevinden glutamik asit kopma mekanizmasi

Sekil 3'de gosterildigi gibi ardisik glutamik mekanizmasi ikili ve Ugli glutamik asit

ihtiva eden peptit tirevleri icinde benzer olacaktir. Burada sorulmasi gereken etkisiz alanin
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yerine diger amino asit gruplari kullanildiinda bu mekanizmanin hala gecerli olup olmadig!
ve ardisik glutamik asit kopmasinin sinirinin  ne olacagl olmahdir. Yan grubunda alkil ve
hidrojen grubu ihtiva eden ve peptit uzunluklari 2 ile 5’li amino asitler iceren protonu
kopartiimis peptit tirevleri ile yapilan ¢alismada genellikle ¢ ve y tirl iyon tipleri g6zlenmistir
(Pu ve Cassady, 2008). Literatirde, protonu kopartiimis peptit tirevleri ile yapilan
calismalarda degisik gruplarin etkileri cahsiimistir. Hidroksil grubu ihtiva eden (Pu ve
Cassady, 2008) peptit tirevleri ile yapilan gaz-fazi parcalanma mekanizmasi ¢alismalarinda
¢ ve y turd iyonlarinin olustugu rapor edilmistir. Adi gecen calismada serin (S) ve tirionin
(TYden yan zincir grubu kopmasi gozlemlernirken ayni 6zellik tirozin (Y) i¢in ¢ok etkili
g6zlenmemistir. Guo ve arkadaslari (2009) halkali yapiya sahip protonu kopartiimis ikili peptit
turevleri ile yaptigi calisma peptitleri olusturan amino asitlerin fonksiyonel gruplarinin
kopmalarini gozlemlemistir ve bu bilgi kullanilarak peptit amino asit dizilimlerinin
yapilabilecegini gosterilmistir. Fakat goruldigu Gzere kigik caph peptit trevleri ile yapilan

bu calisma daha blyuk ¢apli peptit tirevlerinde nasil bir sonug gosterecegi agik degildir.

1.3 Projenin Amaci

Bu calismada protonu kopartilmis ve bir veya birden fazla asidik amino asit (glutamik
asit veya aspartik asit) ihtiva eden model peptit tlirevierinin negatif iyon modunda gaz-fazi
parcalanma mekanizmalari ¢alisiimistir. Bu peptit tlrevlerinin amino asiti dizilimlerinin dogru
bir sekilde tayin edilebilmesi icin parcalanma mekanizmalari arastiriimistir ve elde edilen
bilgiler detaylandirilmistir. Ayrica fosforlanmis model peptit tirevlerinin gaz-fazi pargcalanma
mekanizmalari calisiimistir. Bu bilgiler altinda bilinmeyen peptit veya proteinlerin sekanslari

ve modifiye edilmis gruplarin yerleri hakkinda daha saglikl bilgiler edinebilinecektir.
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Deneyler sirasinda kullanilan tim model peptitler GL Biochem Ltd. (Sangay, Cin)

firmasindan temin edilmistir ve herhangi bir saflastirma islemine tabi tutulmadan direk

2. BOLUM

DENEYSEL YONTEM

kullanilmistir. Bu model peptitler asagidaki Tablo 2.1'de gdsterilmistir.

Tablo 1. AAAAAA veya YAGFLYV ve birer tane glutamik asit veya aspartik asit iceren model

peptitler
EAAAAAA-NH; EAAAAAA-OH EYAGFLV-OH DYAGFLV-OH
AEAAAAA-NH; AEAAAAA-OH YEAGFLV-OH YDAGFLV-OH
AAEAAAA-NH, AAEAAAA-OH YAEGFVL-OH YADGFVL-OH
AAAEAAA-NH, AAAEAAA-OH YAGEFLV-OH YAGDFLV-OH
AAAAEAA-NH, AAAAEAA-OH YAGFELV-OH YAGFDLV-OH
AAAAAEA-NH, AAAAAEA-OH YAGFLEV-OH YAGFLDV-OH
AAAAAAE-NH; AAAAAAE-OH YAGFLVE-OH YAGFLVD-OH

Tablo 2. YAGFLV ve ardisik glutamik asit veya aspartik asit iceren model peptitler

EEYAGFLV-OH

DDYAGFLV-OH

EEEYAGFLV-OH

DDDYAGFLV-OH

YEEAGFLV-OH

YDDAGFLV-OH

YEEEAGFLV-OH

YDDDAGFLV-OH

YAEEGFVL-OH

YADDGFVL-OH

YAEEEGFVL-OH

YADDDGFVL-OH

YAGEEFLV-OH

YAGDDFLV-OH

YAGEEEFLV-OH

YAGDDDFLV-OH

YAGFEELV-OH

YAGFDDLV-OH

YAGFEEELV-OH

YAGFDDDLV-OH

YAGFLEEV-OH

YAGFLDDV-OH

YAGFLEEEV-OH

YAGFLDDDV-OH

YAGFLVEE-OH

YAGFLVDD-OH

YAGFLVEEE-OH

YAGFLVDDD-OH

YAGFLVEEEE-OH

YAGFLVDDDD-OH

YAGFLVEEEEE-OH

YAGFLVDDDDD-OH

Tablo 3. Fosforlanmis amino asit iceren model peptitler

AEKEpYTVD-OH

DMTpSGLPL-OH

IETDKEpYT-OH

KELLPLpSA-OH

SKDESIpYV-OH

YDMTTpSLP-OH

YDMpTGLPL-OH

Yaklasik 2 mg tartilan peptitler hacimce 50:50 metanol ve ultra saf su igeren ¢ozeltide
cozlulmustir ve boylece yaklasik 10° M peptit stok cozeltileri elde edilmistir ve -20 °C'de
saklanmistir. Kitle spektrometresine direk enjekte edilen peptit konsantrasyonu ise 100

pM’dir ve bu ¢ozelti hacimce 49:49:2 metanol:ultra saf su:amonyum hidroksit iceren ¢dzeltide

hazirlanmistir.
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MS/MS deneyleri icin elektroplskirtme iyonlastirmali (ESI) LTQ XL lineer iyon tuzakh
kitle spektrometresi (Thermo Finnigan, San Jose, CA) negatif iyon modunda kullaniimigtir.
Ornegin akis hizi dakikada 5 pL'dir ve peptitlere ait [M—H]~ iyonlarinin MS/MS Kiitle
spektrumlari kaydedilmistir. Deneylerden dnce kafein, MRFA ve Ultramark 1621 (Calmix) ile
cihazin kalibrasyonu yapilmistir. Deneysel parametreler ise su sekildedir: Puskirtme voltaji
-4.0 kV, kapiler sicaklik 300 °C, aktivasyon (q) 0.250, aktivasyon zamani 30 ms,
normallesmis ¢arpisma enerjisi 20-28 % ve kitle izolasyon araligi (m/z) 1.2 ile 1.6. Kurutucu
gaz olarak %99 saflikta azot, carpisma gazi olarak da yiksek saflikta helyum gazi
kullaniimistir. Her bir spektrum i¢in en az 400 taramanin ortalamasi alinmistir ve tim veriler
Thermo (Thermo Fisher Scientific) firmasinin XCALIBUR™ (versiyon 2.0) yazihm data

sistemi ile analiz edilmistir.
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3. BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

3.1. AAAAAA ve Bir Adet Glutamik Asit iceren Model Peptitlerin Negatif iyonlarinin

Parcalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

Glutamik asit yapisinda hidroksil grubu barindiran dogal bir amino asittir ve bu
Ozelliginden dolayl gaz-fazinda negatif iyon olusturma potansiyeli vardir. Calismanin bu
kisminda, glutamik asit (Glu, E) ihtiva eden model heptapeptitlerin negatif iyon (proton
kopartiimig) kutle spektrumlari gosterilmistir. Bu c¢alismada peptitlerdeki glutamik asit
pozisyonunun [M-H]- iyonunun parcalanma mekanizmasi tizerinde etkisi arastiriimistir. Bunu
aydinlatabilmek icin EAAAAAA-OH, AEAAAAA-OH, AAEAAAA-OH, AAAEAAA-OH,
AAAAEAA-OH, AAAAAEA-OH ve AAAAAAE-OH (A:alanin) model peptitlerinden
faydalaniimistir. Bu birinci set peptitlerde gortlecegdi Uzere hem glutamik asitin yan zincirinde
hem de peptitin C-ucunda hidroksil grubu bulunmaktadir. Bu durumda her iki taraftanda su
kopmasi gozlemlenebilecektir. Hangi taraftan su koptugunu aydinlatabilmek icin, peptitlerin
C-ucu tarafi amin grubu (-NH,) ile modifiye edilmistir ve sirasiyla EAAAAAA-NH,,
AEAAAAA-NH,, AAEAAAA-NH,, AAAEAAA-NH,, AAAAEAA-NH,, AAAAAEA-NH. ve
AAAAAAE-NH, model peptitleri ile deneyler yapiimistir. Her iki setteki peptitler karsilastirmal

olarak asagida rapor edilmistir.

3.1.1 EAAAAAA-OH ve EAAAAAA-NH. Peptitlerinin [M-H]" iyonlarinin Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari

Sekil 5'te gorilecegdi Uzere, EAAAAAA-OH peptitinin [M—H]~ iyonunun kitlesi m/z 572,
diger yandan EAAAAAA-NH; peptitinin ise m/z 571'dir. Bu iyonlar ¢arpisma ile indiklenmis
(CID) MS/MS ile gaz-fazinda parcalanmalari saglanmistir ve olusan pargalanma urlnleri
spektrumlarda gosterilmistir. Parcalanma sirasinda en yuksek siddette su kopmasi
g6zlemlenmistir. [M—H]~ iyonundan ikinci su kopmasi da C-ucu amin iceren peptitte % 4
seviseyindedir. C-ucu serbest hidroksil gubu igeren peptitin analizinde [ce—NHs]", [cs—NH3],
ve [c.—NH]" iyonlarinin varligi tespit edilmistir. Diger peptitde ise bu iyonlara
rastlanimamistir. Her iki peptitte ys-, Vs, Y~ ve ys~ iyonlarl mevcuttur, ancak bu iyonlar C-

ucunda hidroksil intiva eden peptitde daha yiiksek iyon siddetine sahiptirler.
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Sekil 5. EAAAAAA-OH ve EAAAAAA-NH; model peptitlerine ait [M—H] " iyonlarina ait kiitle

spektrumlarin karsilastirmasi

Bu iyonlara ek olarak, Sekil 5’'de gorilecegi Uzere C-ucunda hidroksil grubu iceren
peptitinin spektrumda ¢~ iyonu g6zlemlenmistir, fakat C-ucunda amin bulunduran peptitte ise
bu iyon yoktur. Bir diger farkhlik ise C-ucunda amin igeren peptitde [cs—H-O] iyonunun varhgi
ve C-ucunda hidroksil grubu iceren peptitde, digerinden farkh olarak, [ce—NHs]", ve ys
iyonlari, kitle spektrumunda, en siddetli sinyaller olarak gozlenirken, Her iki peptit tirevinin
kiutle spektrumda da [c.—H:Q], [c:—H:O]" ve [c—H.O]" iyonlari varligi saptanmistir.

3.1.2 AAAEAAA-OH ve AAAEAAA-NH, Peptitlerinin [M-H]" iyonlarinin Gaz-Faz
Parcalanma Reaksiyonlari

Bu model peptit serisinde ise glutamik asit bastan dérdincl pozisyona yerlestirilmistir
ve her iki tarafinda nétr bir amino asit olan alaninden (Ala; A) Ucer tane bulunmaktadir. C-
ucunda hidroksil grubu iceren peptitte % 87 iyon siddetinde su kopmasi ([M—H-H:O)]
gozlemlenmistir (Sekil 6). Fakat bu iyonun siddeti C-ucu aminli peptitte % 2 seviyesindedir.
Bu farkhlik birinci bahsedilen peptitte iki tane potansiyel su kopacak yerin olmasindan (hem

glutamik asitin yan zinciri hemde peptitin C-ucu) kaynaklandigi dusunulmektedir.
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AAAEAAA-OH peptitin [M—H]~ iyonunun CID kutle spektrumda ys-, ys-, Y4~ Ve ys iyonlarinin
varhgi gozlemlenmistir. Diger yandan C-ucu amin igeren peptitte ise bu iyonlarin iyon
siddetleri ¢cok dusuktar.
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Sekil 6. AAAEAAA-OH ve AAAEAAA-NH, model peptitlerine ait [M—H]iyonlarina ait kitle

spektrumlarin karsilastirmasi

C-ucu hidroksil grubu iceren peptitin [M—H]~ iyonu CID kitle spektrumda [ce—NHs],
[cs—NHs], [cs—NHs] iyonlari saptanmistir. Ek olarak EA™ ve EAA™ iyonlari da gbzlemlenmistir.

Fakat ayni iyonlar C-ucu amin igeren peptitte bulunmamaktadir.

3.1.3 AAAAAAE-OH ve AAAAAAE-NH, Peptitlerinin [M-H]" iyonlarinin Gaz-Faz
Parcalanma Reaksiyonlari

Bu model peptit serisinde ise glutamik asit son pozisyondadir ve bu pozisyonun CID
kutle spektrumuna olan etkisi arastiriimistir (Sekil 7). C-ucu hidroksil grubu iceren peptitin
[M—H] iyonunun kitle spektrumunda peptitin C-ucundaki amino asitin yani glutamik asitin,
[M—H-E]" ve daha sonra sirasiyla alaninlerin koptugu ([M—H-A]", [M—H-2A]", [M-H-3A]")

g6zlemlenmistir. Bununla ilgili olan mekanizma daha dnceleri Li, Yalcin & Cassady tarafindan
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Onerilmistir ve Sekil 4'de gosterilmisti. Bu calisma daha ©6nce bulunan sonuclari
desteklemektedir. Bu iyonlar ile birlikte ys~, ys-, Yo~ ve ys~ iyonlarina da disik sinyal siddetinde

rastlaniimistir. Ayrica ¢4~ ve c¢s~ iyonlari da kitle spektrumda mevcuttur.
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Sekil 7. AAAAAAE-OH ve AAAAAAE-NH, model peptitlerine ait [M—H]iyonlarina ait kitle

spektrumlarin karsilastirmasi

Diger yandan C-ucunda amin iceren peptitte ys-, ys, Y4, Y5 ve y, iyonlarl ve bu
iyonlardan su kopmalar farkl iyon siddetlerinde elde edilmistir. ¢s-, ¢s-, €47, Ve C5~ iyonlarl ve
bu iyonlardan su kopmalari da cesitli iyon siddetlerinde go6zlemlenmistir. ¢, iyonun
spektrumdaki en yiksek siddetteki iyondur. C-ucu hidroksil iceren peptitte gézlemlenen peptit
C-ucundaki glutamik asit kopmasi C-ucu amin iceren peptitte yoktur. Peptit C-ucundaki
amino asit kopma mekanizmasinin hidroksil grubu vasitasiyla oldugunu ve Onerilen

mekanizmay! desteklemektedir (Sekil 4).
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3.1.4 AEAAAAA-OHINH, AAEAAAA-OHINH, AAAAEAA-OHINH; ve
AAAAAEA-OHINH, Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Fazi Parcalanma

Reaksiyonlari

Bu dort cift model peptitlerin [M—H]~ iyonu CID kiitle spektrumdan elde edilen iyonlar
incelenmistir ve asagidaki Tablo 4-7’de sirasiyla iyonlar ve siddetleri rapor edilmistir. Tabloda
iyon siddetleri %30’un altinda olan iyonlar icin dusuk (d), %30-60 arasindaki iyon siddetine
sahip olan iyonlar i¢in orta (0) ve de iyon siddeti %60’Iin Ustiinde olan iyonlar iginse yiksek

(y) harfi kullaniimistir.

Tablo 4. AEAAAAA-OH ve AEAAAAA-NH, Model Peptitlerin [M—H] lyonlarnin CID Kiitle
Spektrumlarinda Gorilen Pargalanma Urtnleri ve lyon Siddetleri

AEAAAAA-OH

A, n=1 E, n=2 A, n=3 A, n=4 A, n=5 A, n=6 A, n=7

Cn d d
[ca-H:OT d d d d
[Ca-NHs] d d d d
7 d d d d
[yn-H-01

AEAAAAA-NH.

A, n=1 E, n=2 A, n=3 A, n=4 A, n=5 A, n=6 A, n=7

Cn
[en-H0] d d o} y d
[Cn-N H3]_

Yn d d d
[yn-H01
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Tablo 5. AAEAAAA-OH ve AAEAAAA-NH, Model Peptitlerin [M—H]~ iyonlarnin CID Kiitle

Spektrumlarinda Gériilen Pargalanma Uriinleri ve iyon Siddetleri

AAEAAAA-OH
A, n=1 A, n=2 E, n=3 A, n=4 A, n=5 A, n=6 A, n=7
Cn d d
[en-H0T d
[en-NHz]" d o] y
Yo d d d d
[yn-H-01
AAEAAAA-NH,
A, n=1 A, n=2 E, n=3 A, n=4 A, n=5 A, n=6 A, n=7
Cn
[cn-H0] d d y d
[cn-NHs]"
Yo d d
[yn'HZO]_

Tablo 6. AAAAEAA-OH ve AAAAEAA-NH, Model Peptitlerin [M—H]~ iyonlarnin CID Kiitle

Spektrumlarinda Gérillen Parcalanma Uriinleri ve lyon Siddetleri

AAAAEAA-OH
A, n=1 A, n=2 A, n=3 A, n=4 E, n=5 A, n=6 A, n=7
Cn d d d d
[Cn-Hzo]_
[en-NHz]" d y
Yo d d d d
[yn-H:01
AAAAEAA-NH,
A, n=1 A, n=2 A, n=3 A, n=4 E, n=5 A, n=6 A, n=7
Cn d d d
[cn-H0] d
[cn-NHs]"
yn_ d
[y-H-01 y d d
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Tablo 7. AAAAAEA-OH ve AAAAAEA-NH, Model Peptitlerin [M—H]" lyonlarnin CID Kiitle
Spektrumlarinda Gortlen Pargalanma Urtnleri ve lyon Siddetleri

AAAAAEA-OH

A, n=1 A, n=2 A, n=3 A, n=4 A, n=5 E, n=6 A, n=7

Cn o] d d
[cn' HZO]_
[en-NHz]"

Yo d d d d d
[yn-H-01

AAAAAEA-NH;

A, n=1 A, n=2 A, n=3 A, n=4 A, n=5 E, n=6 A, n=7

Cn y d d
[cn-H0] o] d d
[cn-NH:] d

Yo d d d d
[yn-H-01 d d d d d
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3.2. YAGFLV ve Glutamik Asit veya Aspartik Asit iceren Model Peptitlerin Negatif

Iyonlarinin Pargcalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

Alaninli peptit serileri ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglardan sonra, Model
heptapeptitlerin amino asit dizilimleri sirasiyla XYAGFLV-OH, YXAGFLV-OH, YAXGFVL-OH,
YAGXFLV-OH, YAGFXLV-OH, YAGFLXV-OH ve YAGFLVX-OH olarak degistirlmigtir.
Glutamik asit (Glu, E) veya aspartik asit (Asp, D) iceren model peptitlerden izole edilen [M—
H]~ iyonlarinin MS/MS kitle spektrumlari karsilastirmali olarak galisiimistir. Dizilimdeki Y, A,
G, F, L ve V harfleri sirasiyla trozin, alanin, glisin, fenilalanin, 16sin ve valin amino asitlerini
gOstermektedir. Diger yandan, X harfi ise asidik amino asit olan glutamik asit veya aspartik
asiti belirtmektedir. Model peptitlerden anlasilacag: Uizere asidik amino asitin pozisyonu her
peptitte yer degistirmistir ve peptitin N-ucundan C-ucuna dogru sirasiyla yer degistirmistir.
Boylece hem asidik amino asitin ¢esiti hem de peptit icindeki pozisyonu detayli bir sekilde

karsilastirmali ¢cahsiimistir.

3.2.1 EYAGFLV-OH ve DYAGFLV-OH Peptitlerinin [M-H]™ iyonu Gaz-Fazi1 Parcalanma

Reaksiyonlari

Asidik amino asitlerin peptit serilerinin N-ucu tarafindayken ki [M—H]~ iyonlarinin
MS/MS kitle spektrumlari Sekil 8'de gdsterilmistir. EYAGFLV-OH peptitinin [M—H]~ iyonunun
katlesi m/z 796, diger yandan DYAGFLV-OH peptitinin ise m/z 782’dir.

Bu iyonlarin gaz-fazinda parcalanmalari sirasinda olusan iyonlar kitle
spektrumlarinda ayri ayri belirtiimigtir. Her iki peptit serisinde [M—H—H>O]" iyonunun siddeti
en yilksektir. Bununla birlikte, glutamik asit iceren peptitte ikinci su kopmasinin varhgi
gozlemlenmistir. Diger yandan aspartik asit ihtiva eden seride bu iyonun varhgina
rastlaniimamistir, fakat [M—H-35] iyonu tespit edilmistir. [M—H]~ iyonundan kopan bu notr
ayrilmanin su ve amonyak olabilecegdi dustniulmektedir.

be™ iyonlarinin siddetleri de her iki seride farkililik gostermistir. Glutamik asitli seride
be™ iyonun siddeti % 12 civarindayken, aspartik asitli seride bu siddet % 1'e dismektedir.
Genel bir bakisla, glutamik asit intiva eden peptit serisinde aspartik asit ihtiva edene goére
daha c¢ok parcalanma gozlemlenmistir. Bu parcalanma sebebi glutamik asidin yan zincirinde

fazladan bulunan —CH, grubundan kaynaklandigi dusunulmektedir.
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Sekil 8. EYAGFLV-OH ve DYAGFLV-OH peptitlerinin [M=H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.2.2 YEAGFLV-OH ve YDAGFLV-OH Peptitlerinin [M-H]" iyonu Gaz-Fazi Parcalanma

Reaksiyonlari

Asidik aminoasitlerin peptit serilerinin N-ucu tarafindan ikinci pozisyona geldiginde
elde edilen MS/MS kitle spektrumlari Sekil 9'da gosterilmistir. Diger peptitlerde elde edildigi
gibi [M—H-H,OJ iyonu kiitle spektrumlarinda en ylksek siddetteki iyondur.

EYAGFLV-OH ve YEAGFLV-OH peptitlerinin  [M—H]~ iyonlarin MS/MS kutle
spektrumlari neredeyse aynidir. Tek fark birinci peptitin kitle spektrumda ys~ iyonu
gbzlemlenmigken, diger peptitte bu iyonun siddeti iyice azalmistir. Buna ek olarak ys, ya~, ¢4,
[b.—~H.0] ve [c.—H O] iyonlar tespit edilmigtir.

Diger yandan, YDAGFLV-OH peptitin [M—H]~ iyonu MS/MS kutle spektrumunda c¢ok
fazla iyona rastlaniimamistir. bs~ ve ys iyonlarinin yani sira [ye—NHs]™ ve [ys—35] iyonlarinin
varligl saptanmistir. ys iyonundan kopan bu iki ndtr molekilin aspartik asitin pozisyonu ile
alakall oldugu dusunilmektedir. Bu 06zel kopmalar glutamik asit iceren peptit serisinde

gozlemlenmemigtir.
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Sekil 9. YEAGFLV-OH ve YDAGFLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.2.3 YAEGFVL-OH ve YADGFVL-OH Peptitlerinin [M-H]~ iyonu Gaz-Fazi Parcalanma
Reaksiyonlari

Bu peptit serilerinde ise asidik amino asit peptitin N-ucundan Uc¢lncl pozisyona
yerlestirilmistir ve [M—H]~ iyonlarina ait elde edilen MS/MS kuitle spektumlari Sekil 10’da
gosterilmistir.

Yine [M—H-H,O]" iyonunun siddeti en yluksektir. Glutamik asitli peptit serisinde bs~, ys~,
ya~, [ys—H20]" ve [cs—H.QO] iyonlarinin varligi gosterilmistir. b% iyonundan 44 kopmasinin
glutamik asitin yan zincirindeki O=C=0 (CO,) kopmasi oldugu dusiinilmektedir.

Aspartik asitli seride ise bs, [be—H20]", ys, [ys—H20]", [ys—35] ve ys iyonlan
olusmustur. [ys—H.O]~, [ys—35]" iyonlari yine aspartik asitin pozisyonu ile alakal olusan
iyonlardir ve peptit igcinde aspartik asitin yerini gostermektedir.
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Sekil 10. YAEGFVL-OH ve YADGFVL-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.2.4 YAGEFLV-OH ve YAGDFLV-OH Peptitlerinin [M-H]~ iyonu Gaz-Fazi Parcalanma

Reaksiyonlari

Bu peptit serilerinde glutamik asit veya aspartik asit peptitin ortasina yerlestirilmistir
ve [M-H] iyonuna ait elde edilen MS/MS spektumu Sekil 11'te gdsterilmistir. [M—H-H.O]"
iyonu yin en yiksek siddette elde edilmistir.

YAGEFVL-OH peptit diziliminde be™, ys ve ys~ iyonlari ve y iyonlarina ait su kopmalari
gozlemlenmigitir. Bu iyonlara ek olarak c,~ iyonunun varligi tespit edilmistir.

Diger taraftan ise aspartik asitli peptit serisinde ise bs, ys, ya~ ve cs iyonlarinin
siddetleri % laltina dusmustur. Fakat [y,—NHs]™ ve [y,—35] iyonlari aspartik asitin peptitin C-
ucu tarafina dogru parcalanmasi ile olusmaktadir ve aspartik asitin peptit icindeki pozisyonu

hakkina bilgi vermektedir.
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Sekil 11. YAGEFLV-OH ve YAGDFLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.2.5 YAGFELV-OH ve YAGFDLV-OH Peptitlerinin [M-H]~ iyonu Gaz-Fazi Parcalanma
Reaksiyonlari

YAGFELV-OH ve YAGFDLV-OH peptitlerine ait [M—H]~ iyonlarinin MS/MS kitle
spektrumlari Sekil 12'te gosterilmistir. Bu peptit serilerinde asidik amino asit peptitin N-ucu
tarafindan besinci pozisyona yerlestirilmistir.

Glutamik asit iceren peptit diziliminde [M—H-H,O]" ve [bs—44] iyonlarinin siddetleri en
yiksek degerdedir. bs iyonunun siddeti ise diger peptitlere kiyasla en yiksek siddetindedir.
Y5, Yo, €4, ba, y5, [ys—H.0O]" ve c¢,” iyonlarn tespit edilmistir. [ys—H.O]" iyonunun ylksek
siddette olmasi da y iyonunun olusum mekanizmasi ile alakali oldugu dustnulmektedir ve
sadece bu peptite 6zguddr.

YAGFDLV-OH peptit diziimde ise bs ve [bse—44]  iyonlarinin siddetleri % 5’in
altindadir. bs™, ys-, [ys—H.O]" ve ¢4~ iyonlari az da olsa elde edilmistir. Bunlara ek olarak, [ys—
NHs]~ ve [ys—35] iyonlari aspartik asidin pozisyonunu belirleyen iyon tirleri olarak tespit
edilmistir.
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Sekil 12. YAGFELV-OH ve YAGFDLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.2.6 YAGFLEV-OH ve YAGFLDV-OH Peptitlerinin [M-H]~ iyonu Gaz-Fazi Parcalanma

Reaksiyonlari

YAGFLEV-OH ve YAGFLDV-OH peptitlerine ait [M—H]~ iyonlarinin MS/MS kitle
spektrumlari Sekil 13'te gosterilmistir. Glutamik asiti iceren peptit serisinde bs™, bs~, ys-, 3~ ve
bs~ iyonlari saptanmistir. Diger peptitlerden farkli olarak [M—H-H.QO] iyonunun siddeti
azalmistir ve en yuksek siddetteki iyon cs;"dur. Diger yandan, m/z 568 ve 455 iyonlari
olusmustur ve bu iyonlar kitleleri herhangi bir b, ¢ veya y iyonlarinin kitlelerine denk
gelmemektedir. Bu iki iyon sirasiyla YAGFL-OH ve YAGF-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonlarinin
katleleri ile uyusmaktadir.

Aspartik asitli seride ise [M—H-H.O] iyonu yine en yiksek siddetteki iyondur. bs~ ve
cs iyonlar ana iyonlardir. bs~ iyonundan hem su hem de CO; kopmasi mevcuttur ve cs'ten
amonyak kopmasi gdzlemlenmistir. EK olarak, aspartik asitli diger peptitlerde gézlemlenen
Ozel y iyonlari bu peptit diziliminde elde edilmemistir. Bunun nedeni olarak da aspartik asidin

peptitin C-ucuna yaklasmasi olarak disundlmustar.
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Sekil 13. YAGFLEV-OH ve YAGFLDV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.2.7 YAGFLVE-OH ve YAGFLVD-OH Peptitlerinin [M-H]~ iyonu Gaz-Fazi Parcalanma

Reaksiyonlari

Asidik amino asitlerin peptit serilerinin C-ucu tarafindayken ki [M—H]~ iyonlarinin
MS/MS kiitle spektrumlari Sekil 14'de gdsterilmistir. Her iki peptit icin [M—H—H-O]" iyonlarinin
siddetleri iyice azalmistir. Bu durum ise baska bir mekanizmanin daha baskin oldugunun bir
gOstergesidir.

Hem YAGFLVE-OH hem de YAGFLVD-OH peptitlerinde son pozisyondaki glutamik
asit (m/z 667) ve aspartik asit kopmalari (m/z 667) en ylksek siddette elde edilmistir. Bu
kopmalarin mekanizmasi daha 6nceki raporumuzda belirtilmistir.

Glutamik asitli seride be", ys, €4~ ve cs~ iyonlar mevcuttur ve iyon siddetleri ¢, iyonu
disinda % 5 seviyesinin altindadir ve ¢4~ iyonun siddeti % 20 seviyesindedir. ¢,~ iyonunun
siddeti diger c iyonlarina oranla yuksek olmasi bu iyonun gaz-fazi yapisinin farkh oldugunun
bir géstergesidir ve bu konuda ¢alismalarimiz devam etmektedir.

Aspartik asitli seride ise cs7, ys, ¢4~ ve c¢s~ iyonlarinin siddetleri % 2’in altindadir. Diger
yandan cs” iyonun (m/z 666) siddeti % 50 seviyesindedir ve [M—H-D]~ kopmasi (m/z 667) ile

yan yanadir. Bu iyona glutamik asitili seride rastlaniimamistir.
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Sekil 14. YAGFLVE-OH ve YAGFLVD-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.3. YAGFLV ve Birden Fazla Glutamik Asit veya Aspartik Asit iceren Model

Peptitlerin Negatif iyonlarinin Parcalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

Projenin 6nceki bolimlerinde elde edilen sonuclardan sonra, ikili ve ¢l yan yana
glutamik asit (Glu, E) veya aspartik asit (Asp, D) iceren model peptitlerin negatif iyonlarinin
(IM—=H]") MS/MS kutle spektrumlari karsilastirmali olarak ¢alisiimistir. Peptit sekansindaki E,
D, Y, A G, F, L ve V harfleri sirasiyla glutamik asit, aspartik asit, trozin, alanin, glisin,

fenilalanin, I6sin ve valin amino asitlerini gostermektedir.

3.3.1 EEYAGFLV-OH ve DDYAGFLV-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari
ikili asidik amino asitler model peptitlerin N-ucu tarafindayken elde edilen [M—H]

iyonlarinin MS/MS kutle spektrumlari Sekil 15'de gosterilmisti. EEYAGFLV-OH peptitinin
[M—H] iyonunun kutlesi m/z 925, diger yandan DDYAGFLV-OH peptitinin ise m/z 897'dir.
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Her iki peptit serisinde de [M—H-H.O]" ve [M-H-2H,0]" iyonlarinin varligi gézlemlenmistir.
Bu model peptitler ikiser tane asidik amino asit igerdikleri igin [M—H]~ iyonundan iki tane su
kopmasi dogal olarak beklenmektedir. Bu peptite ait [M—H]~ iyonundan tekli ve ciftli su kopma
mekanizmasi Sekil 16’da gosterilmistir.

Glutamik asit iceren peptit serisinde b7 iyonu saptanmistir. Fakat bu iyon aspartik asit
iceren peptitte bulunmamaktadir. Bu iyon glutamik ve aspartik asiti birbirinden ayiran bir iyon
olarak kabul edilebilinir. Her iki peptit serisinde de y;~ ve yes iyonlari vardir. Buna ek olarak
EEYAGFLV-OH peptitin [M—H]~ iyonunun MS/MS spektrumunda ys  iyonunun varlig
gozlemlenmistir. Bu sonugclar ikinci donem raporunda gosterilen sonuglar ile (EYAGFLV-OH
ve DYAGFLV-OH) uyum icindedir ve sonugclar birbirlerini desteklemektedirler.
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Sekil 15. EEYAGFLV-OH ve DDYAGFLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari
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Sekil 16. EEYAGFLV-OH peptiti [M—H]~ iyonundan su kopma mekanizmasi
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3.3.2 YEEAGFLV-OH ve YDDAGFLV-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Fazi
Parcalanma Reaksiyonlari

ikili amino asitler peptit serilerinin N-ucu tarafindan ikinci ve Ugciincii pozisyona
geldiginde elde edilen MS/MS kutle spektrumlari Sekil 17'da gdsterilmistir. Her iki peptit

serisinin [M—H]~ iyonlarinda su kopmalari yine gdzlemlenmistir.
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Sekil 17. YEEAGFLV-OH ve YDDAGFLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

Buna ek olarak ys~ iyonu hem glutamik asit hem de aspartik asit iceren peptitte
bulunmaktadir. YEEAGFLV-OH peptitinde [ye—H.O]" iyonunun siddeti yuksektir.
YDDAGFLV-OH peptitinde ise bu iyon yerine [ys—NHs]- kopmasi godzlemlenmistir. Bu iki
iyonun varhgi peptit serisinde glutamik asitin yada aspartik asitinin varliginin bir géstergesi
olarak kabul edilebilinir. Ek olarak, aspartik asit iceren peptitte [ys—NHs:—H.O]  iyonu
belirgindir. Diger yandan YEEAGFLV-OH’'de b;” iyonu saptanmistir, YDDAGFLV-OH ise bu
iyon yoktur.
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3.3.3 YAEEGFVL-OH ve YADDGFVL-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari

Asidik amino asitler tGgtinct ve dordinci pozisyonlara geldiginde elde edilen [M—H]~
iyonlarinin MS/MS spektrumlarn Sekil 18'te karsilastirmali olarak gosterilmistir. [M—H-H.O]"
ve [M-H-2H.0] iyonlari her iki peptit igin yine gorulmustur. Glutamik asit iceren peptit
serisinde b;~ iyonunun varhgi gézlemlenmistir. bununla birlikte ys-, [ys—H20], [ys—2H:0]", ys
ve [ys—H:O]  iyonlari da saptanmistir. Aspartik asitli seride ise ys-, [ys—H20]", [ys—NHs]~ ve
[ys—NHs—H,O]~ iyonlarinin varligi gozlemlenmistir. Diger yandan YADDGFVL-OH peptit
serisinde [c.—NH3]™ iyonu c¢ok dusik siddette saptanmistir. Bu iyon aspartik asitlerin peptit
icindeki pozisyonlari ile alakal oldugu disilmektedir ve glutamik asitli seride bu iyona
rastlaniimamistir.
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Sekil 18. YAEEGFVL-OH ve YADDGFVL-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari
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3.3.4 YAGEEFLV-OH ve YAGDDFLV-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Fazi
Parcalanma Reaksiyonlari

Bazi model peptitlerde ise ikili asidik amino asitler peptitin tam ortasina yerlestirilmistir

ve elde edilen [M-H]" iyonlarinin MS/MS spektrumu Sekil 19'de gdsterilmistir. [M—H]~

iyonundan tekli ve giftli su kopmalari yine gozlemlenmistir. YAGEEFLV-OH peptitinde ys,
[ve—H201", [ye—H20]", [ys—2H:0]", ys~ ve [ya—H.QO] iyonlari ile b;~ iyonu saptanmistir.
Diger yandan aspartik asitli peptit serisinde ise [ys—NHz—H:O]", ya~, [ya—NHs],

[ys—H20]" ve [y»~—NHs—H,0]" iyonlarinin varligi gdzlemlenmistir. Bu iyonlara ek olarak [ca—

H.OJ iyonu belirgindir. Bu iyon glutamik asitli peptitte gorilmemistir.
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Sekil 19. YAGEEFLV-OH ve YAGDDFLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.3.5 YAGFEELV-OH ve YAGFDDLV-OH Peptitlerinin [M-H]- Iyonu Gaz-Faz
Parcalanma Reaksiyonlari

Pozisyon etkisi arastrilmasinda ise, ikili asidik amino asitler peptitlerin N-ucu

tarafindan besinci ve altinci sirasindadirlar. Genel bir bakisla glutamik asitli peptit aspartik
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asitli peptite gore daha fazla parcalanma Urini icermektedir (Sekil 20). YAGFEELV-OH
peptitin parcalanmasi sirasinda b;, [b—44], ¥s, Cs, bs- ve b, iyonlar saptanmistir. Bu
iyonlar YAGFDDLV-OH peptitin parcalanmasi sirasinda gozlemlenmemistir. Aspartik asitli
seride ise bs, ¢s- ve [cs—H.O]  iyonlari saptanmistir ve bu iyonlar glutamik asitli peptitte
yoktur. Bu iyonlarin varhgi (yada yoklugu) peptitte asidik amino asitin ¢esidi hakkinda bilgi
vermektedir.
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Sekil 20. YAGFEELV-OH ve YAGFDDLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.3.6 YAGFLEEV-OH ve YAGFLDDV-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Fazi

Parcalanma Reaksiyonlari

YAGFLEEV-OH ve YAGFLDDV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonlarinin MS/MS kitle
spektrumlari Sekil 21'de gdsterilmistir. Aspartik asitli peptitte cs-, [ce—H2O]™ ve ¢s~ iyonlarinin
yani sira b7, [b—H20]" ve [b,—44] iyonlari goralmastir. Glutamik asitli peptit ise daha
karmasik bir pargcalanma mekanizmasi izlemektedir. ys, ys-, ¥a-, b7, be” ve bs™ iyonlarinin yani
sira [M—H-2E-V]" ve [M-H-2E-V-L]™ iyonlari mevcuttur. Glutamik asitli peptitte cs~ iyonun

siddeti oldukga yuksektir ve bu iyon aspartik asitli peptitte gbzlemlenmemistir.
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Sekil 21. YAGFLEEV-OH ve YAGFLDDV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.3.7 YAGFLVEE-OH ve YAGFLVDD-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari

ikili amino asitler peptitlerin C-ucuna yerlestirildiginde elde edilen kiitle spektrumlari
diger peptitlerin parcalanma reaksiyonlarina gére daha az parcalanma Urini icermektedir
(Sekil 22). Ama baskin olarak peptitlerin C-ucu tarafindaki asidik amino asitlerin kopmalari
gozlemlenmistir. YAGFLVEE-OH peptit serisinde en siddetli iyon [M—H-E]~ kopmasidir ve
[M—H-2E]" iyonu da az da olsa gorulmektedir. Bunlara ek olarak b7, ys~, bs” ve ¢4~ iyonlari da
glutamik asitli peptit serisinde gorulmektedir. Bu iyonlar YAGFLVDD-OH peptitte
g6zlemlenmemistir. Bu peptitte ¢cs~ iyonu saptanmistir ve glutamik asitli seride bu iyon yoktur.
Bu iyonlara ek olarak peptitin C-ucu tarafindaki tekli aspartik asit kopmasi gdzlemlenirken

ikinci aspartik asit kopmasi yoktur.
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Sekil 22. YAGFLVEE-OH ve YAGFLVDD-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumlari

3.3.8 EEEYAGFLV-OH ve DDDYAGFLV-OH Peptitlerinin [M-H]" iyonu Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari

Uclu asidik amino asit iceren peptit serileri de genel olarak ikili amino asit iceren peptit
serilerinin parcalanma mekanizmalarina benzemektedir (Sekil 23). [M—H]~ iyonundan hem
tek hem de c¢ift su kopmalari ([M—H-H.0]" ve [M—H-2H.O] mevcuttur ve tim Gcli glutamik
asit veya aspartik asit iceren peptitlerde goézlemlenmistir.

Asidik amino asitler peptitlerin N-ucu pozisyonundayken parcalanma urtnlerinin
siddetleri dusuktir. Her iki seride ys~, y7~ ve ys iyonlari ve iyonlara ait ya su kopmasi ya da
amonyak kopmasi gorulmusttr. Ozellikle amonyak kopmasi aspartik asitli peptit serisinde
bulunmaktadir. EEEYAGFLV-OH peptitte bs~ iyonu siddeti disik olsa da saptanmistir. Bu
iyon DDDYAGFLV-OH peptitte gdzlemlenmemigtir.

41



50 o x2.0 =

MS/MS of [M-H]’ M0
40— |EEEYAGFLV-OH
%"' N
= T
] 30 — E.
g i
E . 5)
ey oy ™
2 20 o, o, ~
= T L =
o : g 5
& = TRy =
10 - gl e 8
- W | 44
Ye s fa i
\ Y7 \ ]
0 !Yll[l’llYIIYYl[YiIl'[llYl[!'YlI'[YIYY]lYIII]YIIY|IlK;l!YiII‘TIIY!l!Y! T
400 500 600 700 800 900 1000
50 — )(2,0‘=
[M-H-H,0]
MS/MS of [M-H]’
_ 40-{ |DDDYAGFLV-OH [M-H-2H,0]
£
= :
.~§ 20 | [ys - H,O - NH,]
[ y .
< 2 7| %
2 20 - z| * S
3 [y; - H;0 - NH,T = Q, = 3
4 \ 1 £ |
10— P o §
Yo % S Ve
5 . A O T -
IKYY]lIII![YYI'KIYIiIlll[YYIllIlIY'[Illlllel!llfV]llll'lY llll
400 500 600 700 800 900 1000
miz

Sekil 23. EEEYAGFLV-OH ve DDDYAGFLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS

spektrumlari

3.3.9 YEEEAGFLV-OH ve YDDDAGFLV-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari

Uclu asidik amino asitler N-ucu tarafindan ikinci, Ugiincii ve dordiincii siraya
yerlestirildiklerinde ikinci asidik ve Uglinct asidik amino asitin arasindaki peptit baginin
kopmasi sonucu olusan iyonlar kitle spektrumunda baskin olmaktadirlar (Sekil 24). Glutamik
asitli seride [y~—H.O]  iyonu, aspartik asitli seride ise [y—H.O-NHz]~ iyonu [M—H-HO]
iyonundan sonra en yiuksek siddetteki iyonlardir. Ek olarak, her iki seride y;~ ve ys iyonlari

vardir. YEEEAGFLV-OH peptitte bs™ iyonu siddeti bir dnceki peptite gore yukselmistir.
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Sekil 24. YEEEAGFLV-OH ve YDDDAGFLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS

spektrumlari

3.3.10 YAEEEGFVL-OH ve YADDDGFVL-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari

Bu seride ise y7, Vs, Vs, [y—H20]", [ye—H20]", [ys-H20]", [y>—2H:0]" ve [ys—2H.0]
iyonlari kitle spektrumunda gorulmustur (Sekil 25). bs™ iyonunun siddeti belirgin bir sekildedir.
Diger yandan YADDDGFVL-OH peptit serisinde ise ys~ ve ys iyonlari ve iyonlara ait su ve
amonyak kopmalari godzlemlenmistir. Ayrica [c,—H:O]  iyonu da saptanmistir. Bu iyon
YAEEEGFVL-OH peptitte yoktur.
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Sekil 25. YAEEEGFVL-OH ve YADDDGFVL-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS

spektrumlari

3.3.11 YAGEEEFLV-OH ve YAGDDDFLV-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Fazi

Parcalanma Reaksiyonlari

Uclu asidik amino asitler peptitlerin tam ortasina yerlestirildiklerinde gluatmik asitli
peptitte y7-, ys-, [y~—H20]", [yVe—H20]", [Vse—2H:0]", [ys—H:0]", [ys—2H:0] ve y. iyonlari baskin
olarak gorulmektedir ve bg iyonu da diger glutamik asitli peptitlerdeki oldugu gibi
gozlemlenmistir. Bu iyon yine aspartik asitli peptitte gorilmemistir (Sekil 26).

Diger yandan, YAGDDDFLV-OH peptitinin [M—H]~ iyonu parcalanmasi sirasinda ys-,
ya~, [ys—=NHz]", [ys—H:0]", [ys—H.O-NHs]", [y»—NHs]", [y-—H:0]" ve [ys-—H.O-NHs] iyonlari
saptanmistir. Ayrica [c.—NHs]™ iyonu da aspartik asitli peptitte gézlemlenmisitr.
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Sekil 26. YAGEEEFLV-OH ve YAGDDDFLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS

spektrumlari

3.3.12 YAGFEEELV-OH ve YAGFDDDLV-OH Peptitlerinin [M-H]" iyonu Gaz-Fazi
Parcalanma Reaksiyonlari

Uclu glutamik asit iceren peptitin parcalanma triinleri aspartik asit iceren peptite gére
daha fazladir (Sekil 27). YAGFEEELV-OH peptitinin [M—H]~ iyonunun pargalanmasi sirasinda
bs™, bs~ ve by~ iyonlarini olusmustur. Ek olarak, [bs-44]" iyonu da gozlemlenmistir. Ayrica y;~ ve
y«— iyonlari ve [ys—H20]", [ys—2H.0]", [y~—H.0]", [y~—2H:0]  ve [y>—H.O] iyonlarinda gaz
fazinda saptanmistir.

Diger yandan YAGFDDDLV-OH peptitin parcalanma urlnleri ¢ok azdir ve iyon
siddetleri oldukgca dusuktir. Olusan iyonlar ise b;~, be, Cs, €4, [cs—H.O]" ve [y.—H:O-
NHs]™dir.
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Sekil 27. YAGFEEELV-OH ve YAGFDDDLV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS

spektrumlari

3.3.13 YAGFLEEEV-OH ve YAGFLDDDV-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari

YAGFLEEEV-OH peptitin parcalanmasi sirasinda elde edilen iyonlar b ve y iyonlaridir
ve bazi y iyonlarindan su kopmalari mevcuttur. Bu iyonlara ek olarak [M—H-V-2E]", [M—H-V-
3E]” ve [M—H-V-3E-L] iyonlari mevcuttur. Aspartik asitli peptitte bu iyonlara benzer iyonlar
yoktur. Ayrica glutamik asitli peptitte ¢s™ iyonu gozlemlenmistir (Sekil 28).

YAGFLEEEV-OH peptitin parcalanmasi sirasinda ise bs, [bs—H.0]", bs, y7,
[c—H20T, ¢cs, [ce—H20] ve c¢s iyonlar saptanmistir ve genel bir bakisla daha az parcalanma
aranleri igcermektedir.
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Sekil 28. YAGFLEEEV-OH ve YAGFLDDDV-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS
spektrumlari

3.3.14 YAGFLVEEE-OH ve YAGFLVDDD-OH Peptitlerinin [M-H]- iyonu Gaz-Faz

Parcalanma Reaksiyonlari

Uclii asidik amino asitler peptitlerin C-ucu pozisyonunda iken elde edilen [M—H]"
iyonlarinin kitle spektrumlari Sekil 29'de gosterilmistir. Glutamik asitli seride [M—-H-E]-,
[M—H-2E]" ve [M-H-3E] iyonlari beklendigi gibi saptanmistir. Ayrica bs”, y7, bs ve Cs
iyonlari gb6zlemlenmistir. ¢, iyonu diger c¢ iyonlarina goére farkh yapida oldugu
distnulmektedir ki bu ylzden kitle spektrumda % 40 siddetinde elde edilmistir.

Diger yandan aspartik asitli peptitte ise parcalanma drtnleri daha azdir. [M—H]~
iyonundan tekli aspartik asit kopmasi ([M-H-D]") saptanmistir. Fakat ikinci veya Uc¢lncl
aspartik asit kopmasi belirgin degildir. Bu iyona ek olarak bs~ ve [c-—H.O]  iyonlari da

g6zlemlenmistir.
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Sekil 29. YAGFLVEEE-OH ve YAGFLVDDD-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS

spektrumlari

3.3.15 Peptit C-ucunda Dértlii ya da Besli Asidik Amino Asit iceren Model Peptitlerin

[M-H] iyonu Gaz-Fazi Parcalanma Reaksiyonlari

Bazi model peptitlerin C-ucuna dért ya da bes tane tane yan yana glutamik veya
aspartik asit amino asitleri yerlesitirilmistir. Peptitlerin C-ucundaki ardisik asidik amino
asitlerin kopmalari gozlemlenmek istenmektedir.

Glutamik asit iceren peptitlerin [M—H]~ iyonlarinin MS/MS spektrumlari Sekil 30’da
gosterilmistir. YAGFLVEEEE-OH peptitinin [M—H]~ iyonun parcalanmasi sirasinda [M—H-E],
[M—H-2E]", [M—H-3E]" ve [M—H-4E] iyonlari olusmustur. Bu yionlara ek olarak bs~, ys~, bs”,
b, be” ve ¢4 iyonlari ¢ok net bir sekilde saptanmistir.

YAGFLVEEEEE-OH peptitinin [M—H]~ iyonun pargcalanmasi sirasinda ise [M—H-E],
[M—H-2E]", [M—H-3E]", [M—H-4E]" ve [M-H-5E] iyonlari g6zlemlenmistir.. Ayrica bis, by,
Yo~, bs”, br, bs ve c4 iyonlan da belirgindir. Glutamik asitli peptit serilerinde peptitin C-
ucundan ardisik olarak glutamik asitlerin kopmalari daha ©nce raporda gosterdigimiz

mekanizmaya gore gerceklesmektedir.
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Sekil 30. YAGFLVEEEE-OH ve YAGFLVEEEEE-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS

spektrumlari
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Sekil 31. Ardisik glutamik asit kopma mekanizmasi
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Sekil 32. Ardisik ikinci glutamik asit kopma mekanizmasi
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Sekil 33. Ardisik G¢unci glutamik asit kopma mekanizmasi

Diger yandan, aspartik asitli peptit serilerinin [M—H]~ iyonlari MS/MS spektrumlari
Sekil 34’da gdsterilmigtir.

YAGFLVDDDD-OH peptitinin [M—H]~ iyonun parcalanmasi sirasinda sadece tek
aspartik asit kopmasi ([M—H-D]") gortulmastir. Glutamik asitli serilerdeki gibi ardisik kopmalar
yoktur. Bu durum glutamik ve aspartik asitin yan zincirlerindeki (-CH;) farklihigindan
kaynaklandigi  dusunllmektedir.  Ayrica  peptit sekansi da bu  kopmalarin
g6zlemlenmemesinde etkisi oldugu distlmektedir. Bu iyona ek olarak bs~, bs™, [be—H-O] ve
[c—H20]" iyonlari saptanmistir.

YAGFLVDDDDD-OH peptitinin [M—H]~ iyonun pargalanmasi sirasinda ise yine sadece
tekli aspartik asit kopmasi saptanmistir ve diger ardisik aspartik asit kopmalarinin iyon
siddetleri yok denecek kadar azdir. b, [bwo—H:0], bs, bs ve [c—H.O]" iyonlari

gOzlemlenmistir.
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Sekil 34. YAGFLVDDDD-OH ve YAGFLVYDDDDD-OH peptitlerinin [M—H]~ iyonu MS/MS

spektrumlari

3.4. Fosforlanmis Amino Asit iceren Peptitlerin Negatif iyonlarinin Parcalanma

Reaksiyonlarinin incelenmesi

Projenin diger bir 6nemli kismi, fosforlanmis amino asitler iceren model peptitlere ait
[M—=H]~ iyonunun gaz-fazindaki parcalanma reaksiyonlarin incelenmesi ilgili ¢calismalardan
olugsmaktadir. Proteinlerin fosforlanmasi genellikle serine (S), tirozin (Y) ve treonin (T) amino
asitleri Gzerinde olmaktadir. Modifiye olmus bu amino asitleri iceren peptitler deneysel
bolimdeki Tablo 3'de listelenmistir.

Fosforlanmis serin, treonin ve tirozin amino asitlerinin yapisi Sekil 35’'de gdsterilmistir.
Gorilecegi uzere fosfor gruplari, amino asitlerin yan zincirindeki —OH grubundan

baglanmaktadir.
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o] CH,
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CH, CH
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° |
‘ HO—P—OH
HO——P——OH || o
[ o |
o HO—|P|—0H
o]
fosfo-serin (pSer) fosfo-treonin (pThr) fosfo-tirozin (pTyr)

Sekil 35. Fosforlanmis serin, treonin ve tirozin amino asitleri

Genel bir bakisla; pSer, pThr ve pTyr amino asitlerini iceren peptitlerin gaz-fazinda
CID ile parcalanmasi sirasinda ytiksiz 98 Da kopmasi gozlemlenmistir ve bu iyonun siddeti
kitle spektrumunda gorilen en yiksek degerdedir. Bu amino asitleriden fosforik asit

kopmalasinin (-98 Da) mekanizmalari da Sekil 36’da gosterilmistir.
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Sekil 36. Fosforik asit kopma mekanizmasi

AEKEpYTVD-OH peptitinin [M—H]~ iyonunun (m/z 1032) MS/MS kiitle spektrumunda
fosforik asit (HsPO4) kopmasi (-98 Da, m/z 934) gotzlemlenmistir (Sekil 37). Bu peptitte

fosforlanma trizon amino asiti (pTyr) Uzerindedir ve peptitin N-ucu tarafindan besinci

sirasindadir. Bu iyona ek olarak dusik iyon siddetine sahip olsalarda [M—H-H.O] iyonu da

kitle spektrumunda mevcuttur.
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Sekil 37. AEKEpYTVD-OH peptitinin [M—H]™ iyonu MS/MS spektrumu

ikinci peptitte ise yine fosforlanmis tirozin (pTyr) amino asiti bulunmaktadir ve bu
modifiye olmus amino asit peptitin C-ucu tarafinda yakindir. Bu peptitin [M—H]~ iyonunun
(m/z 1076) MS/MS kutle spektrumu Sekil 38'de gosterilmistir.

Beklenildigi Uzere yine fosforik asit kopmasi (-98 Da, m/z 978) en yiksek iyon
siddetine sahiptir. Diger yandan, fosforik asit koptuktan sonra su kopmasi (-18 Da), -44 Da
kopmasi ve tekrardan su kopmasi (-18 Da) mevcuttur. Ayrica y, iyonu da Kkdtle
spektrumunda goérulmastir. Fosforlanmis trozin peptitin C-ucu tarafina ilerledikgce spektrum

bir dnceki peptite gore karisik hale gelmektedir.
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Sekil 38. IETDKEpYT-OH peptitinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumu

Yine fosforlanmisg tirozin iceren SKDESIpYV-OH peptitin [M—H]~ iyonunun (m/z 1018)
MS/MS kutle spektrumu Sekil 39'de verilmistir. [M—H]~ iyonundan —H3;PO. kopmasi (-98 Da,
m/z 920) iyonu en yiiksek iyon siddetine sahiptir. ilging bir sekilde, ys~ iyonu ve bu iyondan
hem su kopmasi (-18 Da) hem de fosforik asit kopmasi (-98 Da) gozlemlenmigtir. Yukaridaki
peptitte oldugu gibi pTyr peptitin C-ucu tarafina yakindir ve bu durum kutle spektrumundaki
iyon sayisini arttirmaktadir.
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Sekil 39. SKDESIpYV-OH peptitinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumu

Bir diger fosforlanmis amino asit olan serin (pSer) iceren peptitlerin [M—H]~ iyonlarina
ait kutle spektrumlar asagida gosterilmistir. DMTpSGLPL-OH peptitinin [M—H]" iyonuna (m/z
911) ait MS/MS spektrumunda (Sekil 40) fosforik asit kopmasi (-98 Da, m/z 813) iyonu yine
en yiksek siddettedir. Bu iyona ek olarak [M—-H-H.O]- ve [M—-H-NHs]- kopmalari da
mevcuttur ve iyon siddetleri oldukca belirgindir. Diger yandan, y-; iyonu ve bu iyondan hem
su (-18 Da) hem de —H3PO, kopmalari (-98 Da, m/z 698) gdzlemlenmistir.
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Sekil 40. DMTpSGLPL-OH peptitinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumu

Fosforlanmis serin iceren bir diger peptit ise KELLPLpSA-OH’dir ve bu peptitin [M—H]~
iyonuna (m/z 948) ait kitle spektrumlari Sekil 41'da verilmistir. Bu kiitle spektrumu bir énceki
pSer iceren peptite gore daha az parcalanma urini icermektedir. Yine [M—H]~ iyonundan
—HsPO, (-98 Da, m/z 850) kopmasli en yiuksek iyon siddetine sahiptir. Bu iyondan hem su
(-18 Da) hem de -44 Da kopmalari mevcuttur.
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Sekil 41. KELLPLpSA-OH peptitinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumu

Fosforlanmis serin iceren bir diger peptit ise YDMTTpSLP-OH'dir. Bu peptitin [M—H]~
iyonu (m/z 1005) MS/MS kutle spektrumu Sekil 42’de gosterilmistir. m/z 907 (fosforik asit
kopmasi, -98 Da) en yuksek iyon siddetine sahiptir ve bu iyondan hem su (-18 Da) hem de
-44 Da kopmalari mevcuttur. Ayrica [M—H-H,O]~ (m/z 987) iyonunun siddeti de yuksektir. Bu

iyonlara ek olarak ys~ iyonu da gbzlemlenmistir.

60



100 —
: 907 .
MS/MS of [M-H] (-H,PO,) 5
~ 80— YDMTTpSLP-OH <
S~ 0
ol I
2 =
g 60 — = E-l
K] ;
E _44 =
2 40 —
& H,0 .?
>
& 20 Y ;
Z
0 11?1||11||||1||11||"||1||1|||1|| ||||i"1||||1
600 700 800 900 1000
100 —
- -co,
MS” of m/z 907
— 80—
‘62
oy
2 60 —
3
£ -H,0
© 40
2 0 - 907
: g
]
X 20— 5
I Sy
L L \ .
O L l T T 1T I ll‘ LI L) ' T T 1T I T T 17T | T T 1T I T 1T 1T | T 1T I R -
500 600 700 800 900

m/z

Sekil 42. YDMTTpSLP-OH peptitinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumu

Son olarak fosforlanmig treonin iceren YDMpTGLPL-OH peptitine ait [M—H]~ iyonunun
(m/z 987) MS/MS spektrumu alinmistir ve Sekil 43'de gosterilmistir. [M—H]~ iyonundan su
(-18 Da, m/z 969) ve —HsPO. kopmalari (-98 Da, m/z 889) kiitle spektrumununda baskindir.

Diger yandan, ys ve [ys — H.O] iyonlari da kitle spektrumunda mevcuttur.
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Sekil 43. YDMpTGLPL-OH peptitinin [M—H]~ iyonu MS/MS spektrumu
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4. BOLUM
SONUGLAR

LiteratUrde, bildigimiz kadar ile, bu kadar detayl negatif iyon ¢alisamsi yapiimamistir.
Ayrica belirtmek isteriz ki bu kadar buyuklikte ve gesitlikte olan model peptitler ile ¢calisma
yapan grub yok diyebiliriz. Negatif iyon calismasi yapan 6énemli gruplardan biris olan Prof.
Cassady ile birlikte ardasik glutamik kopma mekanizmasi ile ilgi makale tarafimdan birlikte
yayinlanmistir. O calismada gozleyemedigimiz tekli aspartik asit elenmesi, bu proje
kapaminda go6zlemlenmistir ve litertirden farkli olarak gozledigimiz 6nemli bir sonuctur.
Ayrica, C-ucunda c¢oklu aspartik asit bulunduran peptit serisinde, zayifda olsa ardasik
aspartik asit kopmalari gozlemlenmistir.

Proton kopartiimis peptitler ile yapilan sistematik ¢alismalar sonucunda elde edilen
sonuglar incelendiginde, asidik amino asidin pozisyonunun gaz fazi pargcalanma
mekanizmasina etkisi acikca gorilmektedir. Birden fazla asidik amino asit iceren peptit
tirevlerinin parcalanma mekanizmalarida, amino asidin sekansdaki pozisyonuna gore
farkliliklar gosterdigi gorulmektedir. Amino asit sekansi, EAs-OH ve EAs-NH. peptitlerin
MS/MS spektrumlari karsilastirildiginda (Sekil 5), en guclu sinyal olarak su kopmasi her iki
peptit tlrevi icinde gdzlenmistir. Bunnu yaninda, C-ucunda -OH ihtiva eden peptit tirevinde,
Yoo (n= 3-6) iyonlarinin yani sira [cn — H.O]" (n=2-4) ve [cn — NHs]” (n=4-6) iyonlari
g6zlenmistir. C-ucunda —NH. grubu ihtiva eden peptit tirevinde, [cn — NHs]~ (n=4-6) sinyalleri
g6zlenememistir. Fakat [cn — H.O]™ (h=2-5) iyonlari MS/MS kitle spektrumunda g6zlenmistir.
Dusuk iyon siddetinde y.~ (n=3-6) iyonlarida gbzlenmektedir.

Benzer bir sekilde ise, As;EAs-OH ve AsEAs-NH, sekansli peptit tlrevierini MS/MS
kitle spektrumlari karsilastrildiginda, C-ucunda —OH bulunduran peptit tirevinde diger kutle
sinyallerine gore sinyal siddeti gugli [c, — NHs]™ (n=4-6) iyonlari gozlenmigtir. Ayrica ana
iyondan tekli ve ikili amino asit kopmalari da go6zlenmistir. Bunlara ek olarak y.,~ (n=3-6)
iyonlarinin yani sira degisik siddette bilgi veren iyonlarda godzlenmistir. Buna karshk C-
ucunda —NH; bulunduran peptit tirevinde [c, — NH3]™ (n=4-6) iyonlari g6zlenememistir. Buna
karsilk, [yn — H20]" (n=4, 5) ve y,~ (n=3-5) iyonlari gozlenmistir. Ayrica her iki pepti tirevi igin
ana iyondan su kopmalari gézlenmistir.

AcE-OH ve As-NH, peptit turevlerinin MS/MS kitler sinyalleri karsilastinidiginda, C-
ucunda —OH bulunan peptit tirevinde y,~ (n= 3-6) iyonlari ile ¢, (n=3,4), b, (n= 5,6) iyonlari
gOzlemistir. Bunlarin yaninda, ana iyondan tekli ve/veya c¢oklu amino asit kopmalarida
gozlenmistir. C-ucunda —NH, bulunduran peptit tiirevinde ise iyon sinyali siddetli ¢,~ (n=3-6)

iyonlari ile [y, — H20]™ (n=2-6) ve y,~ (h=2-6) iyonlari gozlenmistir.
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AEAAAAA-OH ve AEAAAAA-NH:; peptit tdrevlerinin MS/MS kitle spektrumlarinda cn”
(n=4,5) C-ucunda —OH bulunan peptit tlrevi icin gozlenirken —NH, bulunan peptit tlrevi igin
herhangi bir c-iyon turi gézlenmemistir. Bunun yaninda her iki peptit tirevinde de c-iyon
turinden H,O ve NHs; kopmalari gozlemlenmistir. Ayrica y-tirt iyon sinyalleri ve bu iyondan
H.O kopmalarida disik sinyal siddetinde gozlenmistir. AAEAAAA-OH ve AAEAAAA-NH,
peptit turevlerinin MS/MS kutle spektrumlarinda, her iki peptit tirevi iginde c-iyon tirt ve bu
iyonlardan H.O kopmalari gdzlenmistir. C-ucunda —OH bulunab peptit tirevi igin ayrica c-
iyon tiriinden NH; kopmalarida gozlenmistir. Her iki peptit tirevinde y-iyon tiri gozlenmistir.
Sinyal siddeti genelde dusuk seviye gozlenmektedir. AAAAEAA-OH ve AAAAEAA-NH; peptit
turevlerinin  MS/MS kitle spektrumlarinda, c-iyon tirleri her iki peptit tlrevi iginde
gozlenmigstir. C-ucunda —OH bulunan peptit tirevinde c-iyon tirinden NHs; kopmalari
gozlemlenirken, —NH, bulunan peptit tirevinden sadece su kopmasi g6zlenmistir. Bunu
yaninda, C-ucunda —OH bulunan peptit tlrevinde y-iyon tirleri gdzlenirken, —NH, bulunan
peptit tirevinde y-iyon turinden H,O kopmalari daha fazladir. Cogunlukla disuk siddette
iyon sinyalleri gézlenmektedir. AAAAAEA-OH ve AAAAAEA-NH; peptit tirevlerinin MS/MS
kutle spektrumlarinda, c-iyon tirleri, y-iyon tirleri her iki peptit tirevinde de gdzlenmektedir.
Fakat, C-ucunda —OH bulunduran peptit tlrevinden, herhangi bir H,O veya NHs; kopmasi
g6zlenmezken, C-ucunda —NH; bulunduran peptit tirevinde, c-iyon tirinden H,O ve NH;
kopmalari g6zlenmektedir. Ayrica, y-iyon turinden de H.O kopmasi gozlenmistir.

XYAGFLV-OH, YXAGFLV-OH, YAXGFLV-OH, YAGXFLV-OH, YAGFXLV-OH,
YAGFLXV-OH ve YAGFLVX-OH (X=E veya D) peptit turevleri ile yapilan calismalarda,
sekansinda  glutamik asit, E, bulunan peptit tirevinden elde edilen MS/MS kutle
spektrumalari, sekansinda aspartik asit, D, bulunan peptit tirevine gére daha fazla sinyal
gostermektedir. Genel olarak b, y» ve ¢~ (n=3 veya 5 veya 6 ) iyonlar her iki peptit tlrevi
icinde gozlenmektedir. iyonlar degisik oranda ve siddette asidik amino asitin pozisyonuna
gore degisemektedir. Fakat mutlaka biri veya ikisi veya hepsi MS/MS kiitle spektrumlarinda
gozlenmektedir. Asidik amino asit, C-ucuna yaklasirken iyon siddetlerinde ve cesitliliginde
artmalar glutamik asitde, E, aspartik aside goére, D, daha fazla gozlenmektedir. Bununda
glutamik asidin yan zincirinde bulunan fazladan —CH, grubundan kaynaklaniyor olmasi
muhtemeldir. Sekansinda ¢oklu asidik amino asit bulunduran (XXYAGFLV-OH, YXXAGFLV-
OH, YAXXGFLV-OH, YAGXXFLV-OH, YAGFXXLV-OH, YAGFLXXV-OH, YAGFLVXX-OH,
(X=Glutamik Asit, E, veya Aspartik Asi D) VE XXXYAGFLV-OH, YXXXAGFLV-OH,
YAXXXGFLV-OH, YAGXXXFLV-OH, YAGFXXXLV-OH, YAGFLXXXV-OH, YAGFLVXXX-
OH, (X=Glutamik Asit, E, veya Aspartik Asi D) peptit tirevleri ile yapilan sistematik ¢alismada
MS/MS kitle spektrumlarinda y.~ ve b, (n=3 veya 4 veya 5 veya 6 veya 7) iyonlari her iki

peptit tiirevi icinde gozlenmektedir. iyonlar degisik oranda ve siddette asidik amino asitin
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pozisyonuna gore degisebilmektedir. Fakat mutlaka biri veya ikisi veya hepsi MS/MS kitle
spektrumlarinda gozlenmektedir. Bunlara ek olarak bu iyonlarin bazilarindan H.O ve/veya
NHs; kopmalarida godzlenmektedir. Su kopmalari her zamanki gibi en sidddetli kopmalar
olarak her iki peptit tirevi icin gozlenmektedir. Asidik amino asit C-ucuna geldiginde, ana
iyonda glutamik asit kopmasi en yuksek iyon siddeti gostermektedir. Ayni gozlem aspartik
asit icin gozlenmemektedir. Dusiik siddetli bir kopma gozlenmektedir. ikili glutamik asit
iceren peptit tirevinden ardasik glutamik asit, E, kopmasi gozlemlenirken ayni davranis
aspartik asit, D, i¢cin gOzlenmemistir. Buna ek olarak, YAGFLVEEE-OH peptit turevinden
ardasik glutamik asit, E, eliminasyonu gozlenirken, YAGFLVDDD-OH peptit tirevinden tek
bir aspartik eliminasyonu gézlemlenmektedir. Ayrica birinci peptit trevinin MS/MS kitle
spektrumunda (Glutamik ihtiva eden), b, (n=5-7), cs ve y; iyon tirleride gdzlemlenirken,
aspatik, D, asit ihtiva eden peptit tirevinde sadece [c7 — H,O]™ ve bg™ iyon tirleri gozlenmigtir.
Her iki peptit turinde de ana iyondan H.O kopmalar gozlenmestir. YAGFLVEEEE-OH ve
YAGFLVEEEEE-OH peptit turevlerinin MS/MS kitle spektrumlarinda, ardasik dortli ve bir
sonraki peptit icinse ardasik begli glutamik asit kopmalari gézlenmistir. Her iki peptit turd icin
b~ (n=6 to 9 veya 10) iyonlari gbzlenmistir. Bunlara ek olarak ¢, iyonu ve y,~ (n=8 veya 9) ve
[vn — H20O]" (n=4 velveya 5) iyonlarida gozlenmistir. Goruleceg@i Uzere glutamik asit'in yan
zincirinde bulunan bir fazla —CH, grubu ardisik glutamik asit kopmalalarinin gbzlenmesine
sebep olmakta ve mekanizmasi ise glutamik asit’in, kararli bes halkali pyroglutamate olarak
ayrilmasi ile aciklanmaktadir. Ayni kararli halkali yapinin yan zincirinde bir -CH, grubu eksik
olan aspartik asit amino asitinde yapilamamasindan dolay! dusuk sidette tekli aspartik asit
kopmasi gézlenmektedir.

AEKEpYTVD-OH, IETDKEpYT-OH, SKDESIpYV-OH, DMTpSGLPL-OH,
KELLPLpSA-OH, YDMTTpSLP-OH, ve YDMpTGLPL-OH fosforlanmis peptit tirevlerinin
MS/MS kitle spektrumlarinin hepsinde ana iyondan Hs;PO,4 (Molekul agirligr: 98) kopmasi en
siddetli iyon olarak gézlenmektedir. Bunun yaninda bazi peptit tlirevlerinde orta siddete veya
zayif ana iyondan H,O kopmasi, y-turd iypnlar, 44 kopamalrida goOzlenmistir. Fakat
fosforlamis amino asidin pozisyonunu belirtecek herhangi bir informatik bilgi elde edilemistir.
Sadece peptit tirevinin fosforlanmis oldugunu gésteren —H;PO, kopmasi disinda informatik
bir bilgi elde edilememistir. Bunu yaninda —HsPO4 kopmasindan sonra her bir iyon tek tek iole
edilmis ve butun bu iyonlarin MS/MS/MS calismalari yapiimistir. Hemen hemen hepsinde
H.O ve CO. kopmalari sonucunda olusan iyonlar ana iyonlar olarak go&zlenmistir. Bunu
disinda go6zlemlenen disik veya orta siddetteki iyon tirleride fosforlanmis amino asitin
pozisyonu hakkinda informatik bilgiler vermemistir.

Asidik peptiler ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler yeni informatik

bilgiler tasimaktadir. Ozellikle glutamik asit ihtiva eden peptilerde gézlemlenen ardasik peptit
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eliminasyonlari en dnemli bir gbzlemdir. Bunu yaninda asidik peptitlerin C-ucuna yaklastikca
kitle sinyallerinin daha belirginlesmesi ve iyon tirlerinin daha artmasi ve gesitlenmesi gene
onemli bir gozlemdir.

Fosforlanmis peptiler ile bu gine kadar yapilan calismalarda elde edilen bir ¢ok
sonu¢ asag! yukari bizim gozlemlerimizin benzerleridir. Bu calisma sonunda elde ettigimiz
onemli ciktilardan birisi, negatif kitle spektrometre calismasi ile fosforlu peptitler
tanimlandiktan sonra pozitif kiitle spektrometresi kullanilarak (her ne kadar iyon sinyalleri
negatif iyon sinyallerine gore ¢ok zayif olasada) elde edilecek sonuglar birlestirilerek daha
verimli informatik bilgiler elde edilebilinir. Bu sayede fosforlanmis peptit tirevlerindeki
fosforlanmis amino asidin hangisi oldugu ve hangi pozisyonda bulundugu hakkinda detayh
bilgiler elde edilebilinir. Bu c¢alisma kapsaminda fosforlanmis peptitlerin bazilan ile
yaptigimiz 6n calismalar, pozitif iyon ¢alismalari ile, fosforlanmanin yeri hakinda daha detyal
bilgi edenibilmektedir. Bu sonuc¢ kapsaminda, TUBITAK projesi hazirlayip, detayli calisma

dusundlmektedir. Bu ¢alismanin en 6nemli ¢iktilarindan biriside bu kabul edilebilinir.
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