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Tibitak tarafindan desteklenen 105T384 nolu “Tek kullanimlik yiizeyi
kaplanmis MALDI target gelitiriimesi, karakterizasyonu ve uygulamalan. “ bashkl
bu caligmada, tek kullanimiik MALDI-TOF sistemi icin target gelistirilmis ve bu
sayede diigiik molekiil agirlikhi rneklerin bu tiir sistemler ile analiz edilebilirligi
gOsterilmistir. - ' '

Proje ekibi TUBITAK a katkilarindan dolay tesekkiir eder.
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Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon iyonlagtirmali Ugus Zamanh Kiitle
Spektrometresi, MALDI-TOF yiiksek agwhkh ve ugucu olmayan molekillerin (sanayi
polimerleri ve biyopolimerier) analizinde yaygin olarak kullanilan oldukca etkili bir
tekniktir. Bu teknikte uygun bir matriks ile belirli oranlarda karigtirnian 6rnek target
dizerine uygulanarak analiz edilir. Kullanilan matriksler disik molekiil agirligina sahip,
ultraviole dalga boyunda lazer enerjisini absorblama &zelligi bulunan organik boyalar
olup genellikle kiitle araligi 0 ila 700 Da arasinda baskin sinyaller gésterirler. Bu
sebebten, yaygin olarak bilinen matriksleri kullanarak diigitk molekil agirligi olan
maddelerin analizini MALDI-TOF sistemi ile gerceklestirmek oldukga giictiir. Ayrica,
matriks ile 6rnegin belirli oranlarda kangtinlarak MALDI target iistiine uygulanmasi ve
homogen bir kristallenme olusumunun saglanmas:i gligli sinyaller elde edilmesi i¢in
bir gerekliliktir. Ancak, ornek ile matriksin her-zaman homojen bir kristallenme
gosterememeleri, bazi orneklerde degisik matriks kullanma gerekliligi ve targetierin
kisa siirede kirlenebilmesi gibi durumlar analiz sirasinda karsilagilan problemler
arasinda gdsterebilinir. Bu problemlerin iistesinden gelebilmek icin glinimiizde yiizeyi
degisik  kimyasallar  ve materyaller ile modifiye edilmis © MALD! = targetier
gelistiriimektedir.

Bu brcje kapsaminda MALDLTOF  kiitle - spektrometre sistemi “igin tek
kullanimlik, dilgiik maliyetli, yiizeyi modifiye edilmis ve matriks gorevi goren targetier
gelistirilmis ve bu targetlerin  distk molekiiler agirlikli ' maddelerin' analizinde
kullamlabilirligi  gbsterilmigtir.  Analiz  edilecek &6rnek herhangi bir matriks
kullaniimadan geligtiriimis olan target {izerine konularak direk clarak analiz edilmis ve
bu sayede homojen olmayan kristallenme olusumu problemi ‘ile 0-700 Da kiitle
aralifinda gozlenen baskin matriks sinyalleri problemi de ortadan kaldirimigtir,
Geligtirilen target ile ylizlerce ornegin kisa siirede analizini gergeklestirmeyi saglayan
otomasyon analiz sistemlerinde, ayrigtirma kolonlarindan gelen érnekler higbir matriks
ile kanstinlma ihtiyaci duyulmadan direk olarak MALDI targetier iizerine uygulanarak
analiz edilebilinecektir. Bu sayede biiyiik dlgiide zaman ve kimyasal madde tasarrufu

da saglanmig olacaktir.
Anahtar Sozcikler;
MALDI-TOF, target, kiitle spektrometresi, matriks, kaplama



ABSTRACT

MALDI-TOF Mass Spectrometry has been widely used to analyze large,
unvolatile polymers and biopolymers.. In this technigue; sample and a suitable matrix
have to be mixed at certain molar ratic before to apply MALDI target. Generaly, small
organic dyes are used as a matrix to absorb laser energy (at UV region) during the
ionization. Most of these matrices have molecular weight less than 300 and during the
ionization, these matrixes can produce a variety of matrix-related ions around 0 to 700
Da mass ranges. Therefore, it has been a challenge to use MALDI for the analysis of
low-molecular weight samples (m/z <500). Generally, a small amount should be
applied to MALDI target to obtain uniform crystalization on the target before
introducing to the system. Without having a uniform crystallization on the target, it is
difficult to obtain suitable signal. Those can be certain problem for MALDI technique
as wellr as including the automated, high-troughput combinatorial and chip-array
analysis.  In_addition, left over on target are always problems during unknown
analysis. MALDI target has to be clean so well before every analysis to prevent this
problem. In order to overcome these problems, there are several attempts for
déveiopment of modified and coated MALDI targets in the literature.

In this project, disposable, pre-coated MALDI target has been developed and
tested for the analysis of low molecular weight compounds: This targets developed
allows analysis of hundereds of sample in avery short time without mixing any
matrices.  Especially, in automated; high-troughput combinatorial and chip-array
analysis. This will save time, money and can be a break-trough for the TOF mass

spectrometry.

Keywords:
MALDI - TOF, target, mass spectrometry, matﬁx, pre-coating



ABSTRACT

MALDI-TOF Mass Spectrometry has been widely used to analyze large,
unvolatile polymers and biopolymers. In this technique, sample and a suitable matrix
have to be mixed at certain molar ratio before to apply MALDI target. Generaly, small
organic dyes are used as a matrix to absorb laser energy (at UV region) during the
ionization. Most of these matrices have molecular weight less than 300 and during the
ionization, these matrixes can produce a variety of matrix-related ions around 0 to 700
Da mass ranges. Therefore, it has been a challenge to use MALDI for the analysis of
low-molecular weight samples (m/z <500). Generally, a small amount should be
applied to MALDI target to obtain uniform crystalization on the target before
introducing to the system. Without having a uniform cryétaﬂizaﬁon on:the target, it is
difficult to obtain suitable signal. Those can be certain problem for MALDI technique
as well as including the automated, high-troughput combinatorial and chip-array
analysis. In addition, left over on target are always problems during unknown
analysis. MALDI target has to be clean so well before every analysis to preveﬁt this
problem. In order to overcome these problems, there are several attempts for
development of modified and coated MALDI targets in the literature.

In this project, disposable, pre-coated MALDI target has been developed and
tested for the analysis of low molecular weight compounds. This targets developed
allows analysis of hundereds of sample in avery short time without mixing any
matrices. Especially, in automated, high-troughput combinatorial and chip-array
analysis. This will save time, money and can be a break-trough for the TOF mass
spectrometry.

Keywords:
MALDI - TOF, target, mass spectrometry, matrix, pre-coating



1. GIRIS:

901 yillarda gelistirilen ve kiitle spektrometresinde yumusak iyonlagma metodu olarak
da bilinen MALDI (Tanaka et. all,, 1987, Karas et. all.,, 1987, Karas and Hillenkamp,
1988). (matriks yardiml lazer desorpsiyon iyonlastirmah) ile ugucu olmayan biiyiik
biyolojik molekiiller rahathikla gaz fazina gegirilebilinmektedir. MALDI-TOF sistemi
giinimiizde en yaygin kullanilan bir tekniktir. Bu teknigin en onemli &zelligi yiksek
molekiil agirhklt madderi katt fazdan gaz fazina maddeyi pargalamadan
gecirebilmesidir(Medzihradsky et. all., 2000, Loboda et. all., 2000). Kullanim kolayligt,
deney sirasinda ¢ok az madde harcanmasi ve bir kag saniye gibi kisa bir siire
icersinde bltiin kiitle spektrumunun alinmasi giiniimiizde bu teknigi polimerierin and
biopolimerlerin  analizlerinde rakipsiz kilmaktadir. Fakat, MALDI-TOF kiitle
spektrometre ile 6rnek analizlerinde, sinyal kalitesi agisindan, dogru matriks secimi,
kullanilan ¢6ziicii ve 6rnek/matriks homojen karigsimi cok énemlidir.

Bu teknikte matriks kullanmak gerekliligi ve 6rnegin matriks ile belirli oranlarda
kanstinrimak zorunda olmasi ve homogen bir kristallenme gozlenme gerekliligi bu
sistemin ana problemlerindendir. Buna ek olarak, kullanilan biitlin matrikslerin diisiik
molekiil agirhigina sahip olmasi ve genelde kiitle araligi 0 ila 700 Da arasinda baskin
sinyaller gostermeleride MALDI-TOF sistemi ile dlsiik molekiiler agirlikli maddelerin
analizini, bilinen matriksler yardimi ile yapiimasini gi¢ kilmaktadir. Ayrica, matriks
kullaniminmin gerekliligi otomasyonla yapilan analizlerde sorunlar yaratmaktadir.

Gilinlimiizde yilizeyleri modifiye edilmis MALDI targetler geligtirilmistir. Ticari
olarak paslanmaz celik ve altin kaplanmig g¢elik targetier MALDI target olarak
kullaniimaktadir. Han ve arkadaslart (Han and Sunner, 2000) aktive edilmis carbon
maddesini ince film tabakasi olarak aluminyum ylizeye immobilize etmis ve bu sayede
matriks sinyalleri minimize edebilmis ve 6rnek sinyallerinin matriks sinyalleri
tarafindan etkilenmesini azaltmigtir. Ayrica daha az 6rnek harcanmasi ve daha hassas
olmasi bu metodun artilaridir. Bu caligmanin en 6nemli dezavantaji, aktive edilmis
ylizeye gliserol maddesinin uzun siireli sinyal elde edebilmek igin 6rnek ile birlikte
tatbik edilmesidir ki bu otomasyon c¢aligmalarinda problem tesgkil etmektedir, ayrica,
uzun sireli kullanimlarda yiizeyde kirlenmeye yol agmasi muhtemeldir. Yliizeyi
modifiye edilmis ve MALDI target olarak en fazla kullanilan malzeme silikondur
(Bhattacharya, 2002, Shen, 2001, Wei, 1999, Hayes, 2001, Laiko, 2002). Murray ve
arkadaglan (Murray, 2002) silikon ylizeyini direk olarak maldi target olarak kullanmis
ve herhangi bir matriks kullanilmadan diisiik molekiil agirhikli molekiillerin analizinde
bu metodun kullanifabilirligini gdstermistir. Siuzdak ve arkadaslan (Siuzdak, 2001)
elektro kimyasal yolla asindirdif) poroz silikon ylizeyini maldi target olarak kullanarak
polimer ve enzimle parcalanmis proteinlerin analizlerini gerceklestirmistir. Hayes ve
arkadasglan (Hayes, 2001) ince filim tabakas: halinde kaplanmisg silikonlu yiizeyi maldi
target olarak kullanmis ve 0-6000 Da molekiil agirhign arahiginda kullanilabilirligini
gostermigtir. Bunlara ek olarak degisik metal tuzlan ve metal tozlan ile doyrulmus
¢oziictlerde diglik molekiil agirhkh érneklerin analizinde kulaniimigtir(Schiirenberg |,
1999, Ho, 1998, Tanaka, 1998). Tanaka ve arkadaslari { Tanaka, 1998) ince kobalt metal
tozu ile gliserol i¢erisinde suspansiyon ¢ozelti hazirhyarak bu yaklagimin biyolojik
oérneklerin analizinde kullanilabilirligini gostermigtir. Yalgin ve arkadaslan (Yalcin,
2002) degisik metal tozlan (bakir, nikel, demir, kobalt vs.) ile izopropanol alkol
icerisinde hazirladiklari silispansiyon c¢ozeltisini polimerlerin analizlerinde matriks
yerine  kullanmiglar ve o&zellikle bu yaklasim ile literatiirde ilk defa polietilen
polimerlerinin analizinde bagan saglamiglardir. Matriks olarak kullanilan suspansiyon
metal ¢ozeltileri 0-500 Da kiitle araliginda gok glicli sinyaller gbstermemiglerdir.

Son yillarda disitk molekiiler agirhikh 6rneklerin analizi igin gliserol/graphite
kangimi(Dale, 1996) ve alfa-cyano-4-hidroksi-cinnamik asid/centrimonium bromide




kangimi(Guo, 2002) gibi cesitli matriks kombinasyonlari gelistiriimekle berabor
matriksden kaynaklanan kitle sinyallerinin 6rnek kiitle sinyalleri ile ortugmuesini
tamamen engellemek miumkiin olamamistir. ~

Bu galismada tek kullanimlik, diisiik maliyetli ve yuizeyi matriks gibi davranan
metal ile ince filim halinde kaplanmis maldi targetler gelistirilmis ve buna bagh olarak

degisik uygulamalan gosterilmistir,

1.1 Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyon lyonlastirmali Ucus Zamanh Kiitle
Spektrometresi, MALDI-TOF : '

MALDI-TOF sistemi giintimiizde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu teknigin
en onemli Szelligi yiiksek molekiil agirhkh ucucu olmayan orneklerii kati fazdan gaz
fazina érnege zarar vermeden ve pargalamadan gegirebilmesidir. Kullanim kolayhgi,
deney sirasinda ¢ok az madde harcanmasi ve bir kag saniye gibi kisa bir siire
igersinde toplam kiitle spektrumunun alinabilmesi giinimiizde bu teknigi polimerlerin
ve biopolimerlerin analizlerinde rakipsiz kilmaktadir. Genel bir MALDI-TOF sistemi
$ekil 1. de gosterilmistir. $ekilde de goriildiigii lizere 6rnek yiiklenen maldi target
diigiik vakum sistemine konulduktan sonra target yiizeyine génderilien 15tk ve matriks
yardimi ile analiz edilecek 6rnek kati fazdan gaz fazina gecirilmektedir.

Maldi
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target Extraction

grids detector

Attenuator

i
Prism .
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.

ion
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\
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Sekil 1. MALDI-TOF-MS sistemi

MALDI-TOF sisteminde genel olarak 337.1 nm dalga boyunda ve 1-60 Hz hizinda
caligan nitrogen laser kullamimaktadir. Pulse genigligi 4 ns ve 10 Hz teki pulse
enregisi ise 260 pJ civarindadir. Lazer enerjisi, kullanilan matriks ve drnege bagh




olarak ayarlanabiliri.  Matrik yardimh lazer desorpsiyon iyonlastirmah ucus zamanh
kiitle spektrometresindeki iyoniastrima isleminin asamalan su sekilde siralanabilir.
1.Matriks tarafindan UV 1sigin absorblanmasi ve matriksin iyonlagmasi

2.Matriksin parcalanmasi ve kati fazdan gaz fazina gecmesi ve ahaliz edilecek
6rnege yiik transferinin geceklesmesi

3.Supersonik hiz ile matriksin genislemesi ve bu esnada analiz edilecek
ornegin genisleme yapan matriks icerisinde hapsolmusg 6rneklerin iyonlasmasi
ve gaz fazina gecmesi. '

Matriks kullanilarak elde edilen diisiik molekiil adirhikli  6rneklerin  kiitle
spektrumlarinda genel olarak mass araligi 0 ile 500 Da c¢ivarinda glclit matriks
sinyalleri gézlenebilmektedir. Yaygin olarak kullanilan alpha cyano-CHCA, DHB ve SA
matrikslerinin MALDI-TOF sistemi ile alinmis spektrumu Sekil 2 de gosterilmektedir,
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$ekil 2. Yaygin Kullanilan Bazi Matrikslerin Kiitle Spektrumlari.




%
%

Sekilde de goriilecegi gibi matriks ve icindeki safsizhklardan kaynakianan
iyonlar gliglii sinyaller verebilmektedir. Buna ek olarak analiz edilecek o6rnekde
bulunabilecek degisik orandaki safsiziiklarin matrik ile yaptikian komplekslerin
olusturduklan kiitle sinyalleri de yaygin olarak gézlenebilmekte ve bu sekilde elde

edilen kiitle sinyalleri 0-500 Da araliginda cok daha fazla istenmiyen sinyaller

gostermektedirier. Bu tiir problemlerin tistesnden gelebilmek icin giriste de belirtildigi
gibi dedisik yaklagimlar ve teknikler gelistiriimis ve hala da gelistiriimektedir. Bu
¢alismada silikon ylizeyi, manyetik sicratma sistemir kullanilarak cobalt metaii,i}é
kaplanmis ve tek kullanimhk maldi-targetieri gelistirilmistir. Bu sayede matriksden
kaynakianan ve 0-500 Da araliginda olusan matriks iyonlannin  olusumunun
engeilenebilmesi tasarlanmistir.

1.2. Miknatisal Sigratma Sistemi (Magnetron Sputtering System)

Bir gok ince filim kaplama teknikleri icerisinde miktnatisal sicratma sistemi,
hemen hemen her tirli sistem' icin ince filim hazirlayabilme 6zelligine sahiptir. Bu
sisternin 'en  Gnemli avantajiah, dizgiin _ kaplama yamlabilmesi, kaplamalarin
tekrarlanabilirligi, ylizeye gicli tutanabilmesi ve kolay bir yontem olmasi Blarak'
sayilabilir. Miknatisal sicratma yontemi ile iletken, yalitkan ve ményeﬁk ince filmler tek
veya ¢ok katmanh kaplanabilmektedir. Ug adet iki in¢ capinda miknatisal sicratma
kafasi olan, bu kafalarin herbirinin in-situ egmesi, kapamasi, bacasi ve gaz injeksiyonu
vardir. Sistem turbo molekiiler pompa ile pompalanip, taban basinci 7x10-7 torr'a
ulagabilmektedir ve baratron vakum gostergesi ile calisma basinci kontrol edilmekte
ve adimlayici -motorlu kapi vana ile basiﬁg sabit tutulmaktadir. Do6rt ayn gaz kontrol
edebilen  kitle aki kontrolciisli ile gesitli gaz karnsimlarinda reaktif sigratma
yapilabilmektedir. DC ve RF giic kaynaklari bulununan sistemin, birlikte biriktirme {co-
deposition) yapabilme &6zelligi vardir. Kalinhk monitéri ile film kalinligr film blyiitme
esnasinda kontrol edilebilmektedir. Sekil 4 de miknatisal sicratma sisteminin
prensibini gdsteren karton gosterilmektedir. DC sigratma sistemi katod ve anod
elektrodlarindan . olugmaktadir. Yizeye kaplanacak malzeme katod olarak
kullaniimakta ve yiizeyi kaplanacak malzemede anod olarak kuﬂamimaktadir. Ark
metodu ile  olusturlan Argon iyonlan catode dogru hizlandinlarak targete
carptinimakta ve yiizeyden kopan iyonlar anode dogru hizlanarak yiizeyi ince filim
olarak kaplamaktadir.
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M agnetron Sputtering Principle
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Sekil 3. Miknatisal Sigratma Sistemi

Bu gahigmada, {YTE Fizik Bolimiinde bulunan Miknatisal Sigratma Sistemi
kullanilarak silikon {zerine 100 nm kalinhginda Kobalt metali kaplanmigtir. Kaplanan
targetlerin 6zellikleri SEM, AFM ve XRD ile karakterize edilmigtir.

1.3. - Kobalt Kapli Targetlerin SEM, AFM ve XRD ile Karakterizasyonu:
SEM:

Taramali Elektron Mikroskopu, SEM, ince filim kaplanan ylizeyleri karakterize
etmeye yarayan ve cok yaygin olarak kullanilan giigli bir tekniktir. Yiizeye kaplanan
malzemenin morfolojisi ve ylizey yapist hakkinda bilgi veren bir tekniktir. Diger yiizey
analiz tekniklere gore (6rnegin, AFM) hizh sonug verebilme Szelligine sahiptir.

Miktnatisal sigratma. sistemi .ile kobalt kaplanmus silikon malzemenin kesiti
Sekil 4 de gosterilmektedir. Yiizeye kaplanan kobaltin homojenligi ve duizgiinliigi
sekilde acik olarak gosterilmektedir. ki saat siireli kaplama sonunda cobaltin
kaplanma kalinhig: 100 nm olarak bulunmustur.

11
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Sekil 4. Kobalt (100nm) kaplanmis Silikon {(001) yiizeyinin kesitinin SEM gériintiisii

XRD:

X-iginlan yansitma sistemi, analiz edilecek malzemenin kristal yapisi hakkinda
bilgi veren ve ¢ok yaygin olarak kullanilan bir tekhikﬁ;. Kati malzemelerin kristal
yapilari %95 oraminda bu metod ile goriintillenmektedir. X-isinlan sisteminin calisma
prensibi genel olarak, yiizeye gonderilen isimanin geri yansimasinin olusturdugu
bilgilerin analiz edilmesi ile elde edilmektedir. Genel olarak, yiizeye goderilen X-isinian
1$1gin ylizeydeki atoma carpmasi sonucu atomun cevresinde bﬁiunan elektronlar gelen
1gigin frenkas: (birebir aym frekas ) ile osilasyon yaparlar. Her yonde birbirini
sondiiren dalga girisimleri olugur. Fakat kristal yapiy1 olusturan atomlar belli bir
diizenée bulunduk!aﬂ icin ézda olsa birbirlerini arti yonde tetikleyen dalga
girisimleride olusmaktadir. X-iginlan ve olusan dalga belli bir fazda diizgiin olarak
malzemeden degisik yonlere yansirlar. Arti yonde olusan dalga girisimlerinin olustugu
acilar yardimi ile kristal yamnm olusturdugu araliklar Bragg yasasi kulanilarak
kolaylikla hesaplanabilinir. Sekil 5 de kobalt kaplanmig Silikon yiizeyinin XRD
spektrumu gosterilmektedir. Sekilde de gériildigl gibi cobalt yiizeyde tek kristal
yapisi gostermektedir [hep (002)1
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Sekil 5. Kobalt ile kaplanmig Silikon yiizeyinin XRD spektrumu

AFM:
Biiyiime mofolojisine gérmek icin AFM gérintiileri degisik araliklarda tarands.

Kobalt kaplanmis silikon yiizeyinin degisik araliklarla taranmig AFM gdrintiisi Sekil 8
da verilmektedir. Gorlintiniin biyukligi  4.0X4.0 pm ve yiksekligi 30 nm dir.
Homogen bir kaplama gbriinsede yer yer homogen olmayan boliimlerde gozienmistir.

Sekil 6. Si/Co yuizeyinin AFM goriintiisii
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2. Geligtiriten Targetlerin Kiitle Spektrometre Uygulamalar:

Bu galigmada gelistirilen maldi targetler, degisik érnek gruplarn segilerek kiitle
spektrometreside uygulanabilirlilgi denenmistir. Bu uygulamalar sirasinda, basit
amino asit gruplan, peptideler, proteinler ve farmakolojik éneme sahip 6rnekler

kullaniimigtir.

2.1. Amino Asit Analizleri:

Proteinlerin yapi taglanni olugturan ve diisiik molekiil agirhgina sahip olan amino
asitler bu caligmada target uygulamalarinda kullanilan itk érnekler olarak segildiler.
Sekil 7 de kobalt kaph olmayan yiizeye konan gultamik asit sinyali ile kobalt kapli
ylizeye konan glutamik asit sinyali kargilagtinimaktadir. Sekilden de gériilecegi gibi
kobalt kapli olmayan yilizeye konan &rnekten higbir analitik sinyal gézlenemezken;
kobalt kaph yiizeyden elde edilen analitik sinyali gok net ve kabul edilebilinir bir
kalitededir. Spektrumda hem protonlanmis kiitle sinyali hemde sodyum ve potasyum
takilmig kiitle sinyalleri gézlenmigtir. Aralarindaki kiitle sinyallerine bakildiginda
protonlanmig kiitle sinyali 148 Da , soyum takih sinyal 170 Da ve potasyum takili kiitle
sinyali 186 Da ofarak go6zlenmigtir. Aralarindaki kiitle farklarina bakﬂdsgmda
protonlanmig kiitle sinyali ile sodyum takih kitle sinyalinin farkinin 22 oldugu
goriilmektedir ki buda tam olarak protonlanmig kiitle sinyaline sodyum atomun
agirhginin: eklenmis olmasindandir. Potasyum ile sodyum sinyallerinin arasindaki 16
Da fark da tam olarak potasyum atomu ile sodyum atomu arasindaki kiitle farkinin
aymisidir ki buda gérdiigiimiiz sinyallerin analiz edilmek istenen 6rnegin protonfanmis,
sodyum takilmig ve potasyum takilmig kiitle sinyalleri oldugunun géstergesidir.
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Sekil 7. Glutamic Asit Kiitle Spektrumu

Test amagli yapilan bu deneyden sonra asparagine, aspartik asit ve proline gibi
amino asitlerin kobalt kapl target yiizeylerinde analizi denenmistir. Sekil 8 de bu
amino asitlerin Kiitle Spektrumlan verilmistir. Deney sonucunda, her bir amino asit ile
yapilan deneylerde, en siddetli kiitle sinyali olarak potasyum veya sodyum takih
sinyaller gozlenmistir. Bunun sebebi yiizeyde yoJjun olarak bulunan sodyum ve
potasyum gruplarndan kaynaklandigi diistiniiimektedir. Bu proje “kapsaminda

gdzlenmek istenen sonug basarih bir sekilde gdzlenmistir. Digiik molekiil agiriikh
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amino asitler, bu sekilde MALDI-TOF sistemi kullanilarak analiz edilebilinmektedir.

Matrikslerden kaynaklanan kiitle sinyalleri tamamiyle bertaraf edilmislerdir.
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Sekil 8. Amino Asitlerin Kiitle Spektrumu

Sekil 8 de goruldigi gibi aspargine kiitle sinyalinde sodyum ve potasyum bagh

kitle sinyalleri sirasi ile kitle agirhgl 155 Da ve 171 Da civarinda goézlenmistir.
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amino asitler, ‘bu gekilde MALDI-TOF sistemi kullanilarak analiz edilebilinmektedir.

Matrikslerden kaynakianan kiitle sinyalieri tamamiyle bertaraf edilmislerdir.
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Sekil 8. Amino Asitlerin Kiifle Spektrumu

Sekil 8 de goriildigi-gibi aspargine kiitle sinyalinde sodyum ve potasyum bagh
kiitle sinyalleri sirast ile kiitle agirhigs 155 Da ve 171 Da civannda go6zlenmistir.
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Aralanndaki kiitle farkida sodyum ve potasyum atomunun kiitle farklarina egittir.
Protonlamig kiitle sinyali ise 133 Da civarinda gézlenmektedir ki buda ayni gekilde
sodyum takil sinyalden 22 Da daha az ve potasyum takih sinyaliden 38 Da daha azdir
ve gozlenen sinyallerin asparagine amino asit sinyalli oldugunun dogrulanmasidir.
Bunun yaninda matriks kulanilarak yapilan deneylerde gozienen ve prolin amino
asidin varhginin bir géstergesi oalan imonyum iyonu da 70 Da civarinda goézlenmistir.
imonyum iyonunun varligim goziemek bilinmeyen amino asitileri tamimianmasinda
kuliamlan dnemli bir marker dir. Aspartik asit kiitle spektrumunda da sodyum ve
potasyum baglanmig kiitle sinyalleri diger sonuglarda oldugu gibi proton baglanmig

sinyalden daha gigla sinyal vermistir.

2.2, Peptid Analizieri:

Amino asitler ile yapilan galismalara paralel olarak peptidler ile yaptlan deney
sonuglan $ekil 9 da verilmektedir. Proline-isoleucine, proline-leucine ve alanine-
valine dipeptidler ile yapilan deneyle sonuglar incelendiginde amino asitlerde
gézlendigi gibi sodyum ve potasyum takih sinayeller protonlanmis kiitle sinyalinden
daha gii¢lii bir sinyal olarak gézlenmektedir. Proline-isoleucine peptidinin kiitle
sinyalinde gézlenen 251 Da ve 261 Da sinyalleri sirah olarak sodyum ve potasyum
baglanmisg kiitle sinyalleridir. Aralarindaki kiitle farki olan 16 Da ayni gekilde sodyum
ve potasyum atomlarinin kiitle agirliklarinin farkina esittir. Farkh olarak Proline-
Isoleucine kiitle sinyalindeki protonlamis kiitle sinyali cok zayif bir sinyal
gostermektedir. Buna karsiik bu peptidin isomeri olan proline-isoprolin kiitle
sinyalinde durum farkhdir. Aym sekilde sodyum ve potasyum baglanmis kiitle
sinyalleri giiclii kiitle sinyalleri olarak 251 Da ve 267 Da olarak gézlenmektedir ama
proline-isoleucine isomerinin tersine proton baglanmis kitle sinyalide belirgin ve
glighi bir sekilde 229 Da olarak gézlenmektedir. Bu iki isomer arasindaki tek fark
leucine ve isoleucine amino asit grubunda bulunan ve amino asitleri siniflandiran
sacak veya yan grublannin farkh bir diziligde olmasidir. En son kisimda bulunan
alanine-valine drnedinde de beklenildigi gibi giiclii sodyum ve potasyum bagin
sinyaller sirayla 211 Da ve 227 Da gézlenmektedir. Protonlanmis kiitle sinyalide 189
Da olarak gozlenmistir. Aralarindaki kiitle farklari daha &nceki kiitle sinyalleinde
géziendigi gibi sodyum ve potasyum atomlarinin kiitle agirhikiarinin farkina esittir ve
sirasiyla proton baglanmis kiitle sinyali ile sodyum baglanmis kiitle sinyali beklenildigi
gibi 22 Da ve potasyum baglanmig sinyal ile sodyum baglanmis sinyal arasindaki fark

ise 16 Da olarak gézlenmektedir.
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Sekil 9. Peptidlerin Kiitle Spektrumu

2.3. Farmakolojik Oneme Sahip Orneklerin Analizi:
Farmakolojik 6neme sahip, ilag gruplan igin 6nem tegkil eden ve yogun olarak
kullamlan sulfamerazine, sulfathiazole ve sulfachlorpyridazine gibi molekiiller bu
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¢alismada test grubu olarak secildi. Ozellikle gelistirilen yeni tiir ilaglanin analizlerinde

MALDI-TOF sistemleri kulllamlamamaktadir. Bu projede gelistirilen targetler sayesinde

bu tiir gruplann analizleri mimkiin kilinabilmektedir. $ekil 10. da gésterildigi gibi ana
sinyal olarak sodyum baglanmis kiitle sinyalleri her li¢ drnek icinde en giicli kitle
sinyali olarak gbzlenmektedir. ikinci olarak da potasyum baﬁianmtg kiitle sinyali
gézlenmektedir. Bunun yaninda her iic Grnek icinde proton baglanms kiitle sinyali en
zayif sinyaller olarak gozlenmektedir. Bunun sebebi orneklerde bulunan sulfat
gruplannin sodyum veya potasyuma baglanmay) protona baglanmaya gore daha
giiclli tercih etmelerinden kaynaklanmis olabilir.
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$ekil 10. Farmakolojik Oneme Sahip Orneklerin Kiitle Spektrumu

2.4 Protein Analizi: 7

Bu cahgmada son olarak molekiil agirhigr 1000 Da civarinda olan bradykinen
proteini yeni geligtirilen target ile test edildi ve éide edilen kiitle sinyali Sekil 11. de
gosteriimektedir. Molekiil agirhg: 1000 Da civarinda olan bu proteinin proton
baglanmis kiitle sinyali en guclu sinyal olarak goziendi. Bunun yaninda potasyum
baglanmig kiitle sinyali 1098.6 Da civarinda kiiciik bir sinyal olarak gozlendi. Sodyum
baglanmis kiitle sinyal giirtii seviyesinde oldugu igin g6z 6niine ahnmadi. Bu
caligmada gosteriyorki gelistirilen targetler diistik molekiill agirhkh 6rneklerin
analizinde kullanilacagi gibi molekiil agirhgs 1000 Da civarinda olan ve matriks ile
kluster yapan érnekler icinde kullanilabilecektir.
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Sekil 11. Sulfat Grubu Bagh Orneklerin Kiitle Spektrumu

3. 8onug

Bu proje kapsaminda iYTE-Kimya béliimiinde digiik molekiil agirlikli 8rneklerin analizi
icin MALDI targetier geligtirilmis, target yiizeyleri karakterize edilmis ve gergek
6rneklere uygulanabitirligi amino asitler, peptidier ve protein lizerinde test edilmigtir.
Target yiizeyine kaplanacak materyal matriks gibi davranarak matriksden kaynaklanan
soruniar, érnek/matriks homojen karisma problemi gibi, ortadan kaldinimigtir.

Gelistirilen targetler, amino asit, peptit, ve protein ornekleri kullanilarak test
edilmigtir. Bu sayede diigitk molekiil agiriki 6rnekierin MALDI-TOF sistemleri ile



rahathikla analiz edilebilirligi gosterilmis ve 6rnek/matriks karigimindan kaynaklanan

homojen olmayan karigimlarin getirecegi problemler giderilmistir.
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Oz:

Bu galismada MALDI-TOF kiitle spektrometre sistemi icin tek kullanimhik,
digiik maliyetli, yiizeyi modifiye edilmis ve matriks gérevi géren target
gelistirilmistir. Bu targetin disiik molekiiler agirhkli maddelerin analizinde
kullanilabilirligi  gbsterilmistir. Bu sayede herhangi bir matriks
kullanilmadan gelistirilmis olan target iizerine konulan 6rnekler direk analiz
edilebilecegi gosterilmistir. Boylece homojen olmayan kristallenme
olusumu problemi ile 0-700 Da kiitle arahginda gozlenen baskin matriks
sinyal problemi de ortadan kaldinlmistir. Gelistirilen target ile yiizierce
6rnegin kisa siirede analizini gerceklestirmeyi saglayan otomasyon analiz
sistemlerinde, ayristirma kolonlarindan gelen ornekler hicbir matriks ile
karnigtinima ihtiyaci duyulmadan direk olarak MALDI targetler iizerine
uygulanarak analiz edilebilirliginin miimkiin oldugu bu calisma kapsaminda
gosterilmigtir. Bu sayede biiyiik olgiide zaman ve kimyasal madde
tasarrufu da saglanmis olacaktir.

Anahtar Kelimeler: MALDI-TOF, target, kiitle spektrometresi, matriks,
kaplama

Projeden Yapilan Yayinlar:
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