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TUBITAK

ONSOzZ
TUBITAK tarafindan 1001-Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme
Programi kapsaminda desteklenen 2157257 nolu bu projede, cifte protonlanmis peptit

turevlerinin gaz-fazi reaksiyon mekanizmalari kitle spektrometresi (MS) ile detayl bir sekilde

cahsiimistir. Bu amagla, sekanslarinda bazik amino asit (Lysine,K, Arginine,R, veya
Histidine,H) iceren model peptitlerin [M+2H]?* iyonlarinin gaz-fazi pargalanma mekanizmalari

ve detayli bir sekilde galisiimistir.
Proje ekibi TUBITAK’a maddi katkilarindan dolayi tesekkiir eder.
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OZET

Proteinler, hiicre icindeki faaliyetlerin dizenlenmesinde 6nemli gérevlere sahiptir. Protein
icindeki amino asitlerin konumlari, birbiriyle olan etkilesimleri, bazik veya asidik amino
asitlerin peptit zincirine etkileri proteinlerin hicre igindeki rollerini belirimekte ve hakkinda
onemli bilgiler vermektedir. Kitle Spektrometresi (MS) yéntemi, proteinlerdeki amino asit
dizilimlerinin bulunmasinda oldukga populer yontemdir. Proteinler enzimatik bdélinmeye
ugradiginda (Tripsin), kesilmis peptitlerin C terminalinde, her zaman lizin (K) veya arginin (R)
gibi bir bazik amino asit bulunur. Amino asit dizilimlerinde, bazik amino asit ihtiva eden petit
seriler ile, kolaylikla ¢oklu protonlanmis peptit iyonlari olusturulabilinmektedir. Bu ¢alismada,
model olarak hepta peptit serileri kullaniimis ve dizilimlerinde bazik amino asitlerden, lisin
(K), arjinin (R) ve histidin (H), ihtiva eden bu peptitler ile, bu aminoasitlerin pozisyon etkilerini
arastirmak igin peptit dizisi icinde yerleri degistiriimis ve bazik amino asitlerin (C terminaline
ve N terminaline yakin) konumunun gaz fazi par¢calanma mekanizmasina etkileri detayh
olarak calisiimistir.

Sonug olarak; bitin model peptidlerde, bazik amino asitlerin pozisyonlari (N-ucundan
sayllarak) 4, 5, 6, ve 7’ci pozisyonlarda oldugu zaman Klas 1 pargalanma mekanizmasina
bagl olarak gézlenen bz ve ys komplementeri iyonlari gézlenebilmektedir. b, ve ys iyonlarinin
goreceli iyon sidetlerinin, bazik amino asitin C-ucuna yaklastikca arttigi goézlenmistir.
Pozisyon veya amino asidin yapisi bz ve ys iyonlarinin olusma mekanizmlarina bir etki
goOsterdigi gortlmektedir. Alanin ihtiva eden birinci model peptit érneklerindeki calisma
sonuglarina gore, b> ve ys iyonlarinin, bazik amino asitler (N-ucundan sayildiginda) 3. cu
pozisyona geldiklerinde gozlenmeye baslanmigken, ayni tir iyonlar, YAGFLV amino asit
dizlimleri ihtiva eden diger model peptit 6rneklerinde 4.ci pozisyona geldiklerinde
gozlenmeye baslamislardir. Sadece Serin ve Treonin amino asitleri digerlerinden farkh
davranis gostermistir. Histidin C-ucunda bulundugunda diger sonuglarin aksine, ys ve by

iyonu % 5-10 siddete sinyal seviyesi gostermistir.
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ABSTRACT

Proteins play vital roles in the maintenance of cellular activities in the cells. The position of
amino acids and their interaction within the protein sequence, as well as the effects of basic
and acidic amino acids on the peptide chains determines the roles of proteins in cells. Mass
Spectrometry (MS) is the most popular method today for the determination of amino acids
sequences of proteins. When the proteins undergo enzymatic cleavage (Trypsin), the C-
terminal of truncated peptides always contain a basic amino acids such as lysine (K) or
arginine (R). Multiply-protonated peptides can be easily formed if the peptide sequence
consists of basic amino acid residue. In this work, the peptide chain length is kept constant
and the position of basic residues, lysine (K), arginine (R), and histidine (H), is changed
within the peptide sequence to probe the effects of position as well as the identity of these
amino acid residues on the fragmentation pathways of multiply-protonated.

Class 1 type fragmentation, by and its complementary fragment ys* ion were detected for all
model peptides by depending their basic amino asit location. When the positions of basic
amino acids (counted from the N-terminus) are in positions from 4 to 7, the b, and ys ions
were observed. The relative ion intensities of b, and ys ions increase as basic amino acid
residues approach the C-terminus of position. bz and ys ions began to be observed when the
basic amino acids came to the 3rd position for alalnine series; in contrast, they began to be
observed when they came to the 4th position in the YAGFLV-NH2 model peptides. Only
Serine and Threonine amino acids have shown different behaviour among all of them. The
intensity of ys ve b, ion was observed around 5-10 % when histidine residue on the C-

terminal position.
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TUBITAK
GIRIS

1.1 Kiitle Spektrometresi ile Peptitlerin Sekanslarinin Bulunmasi

Cift-protonlu peptit iyonlarinin gaz-fazi pargcalanma mekanizmalari hakkinda detayli ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Son yillarda yapilan tek detayli calisma, 2009 yilinda Alex
Harrison tarafindan yapilmis bir calismadir.

Literatirde tekli protonlanmis peptitler ile yapilmis binlerce ¢alisma mevcuttur ve gaz fazi
reaksiyon mekanizmalari detayl bir sekilde arastiriimis ve aydinlatiimistir. Boyle oldugu
halde, yan zincirlerinde hidroksil grubu ihtiva eden begli peptitler ile yapilan ¢alismada, gaz
fazinda, OH grubunun, C-terminal pozisyonuna transfer oldugu ve C-terminal pozisyonunda
bulunan iki amino asit ile birlikte protonlanmis olarak peptitin ana zincirinden koptugu
tarafimizdan 2013 ylinda raporlanmigtir.( Atik ve Yalcin, 2013) Ayrica, sekansinda
asetilenmis lisin bulunduran, bn (n=4-7) iyonlari ile yapilan ¢alismada, lisin hangi pozisyonda
olursa olsun, gaz fazi reaksiyonu sirasinda, her zaman C-terminal pozisyonuna ge¢gmekte ve
daha sonra bu pozisyondan nétur bir sekliide ana zincirden kopma mekanizmasi
gOstermektedir. Geriye kalan peptit zinciri ise, ilging bir sekilde, protonlanmis ve her iki
ucunda NH2 grubu bulunduran peptit sinyali gosterdigi, grubumuz tarafindan 2014 yilinda
raporlanmistir (Atik vd., 2014) Bu bilgiler kullanilarak, peptit sekansinda OH ihtiva eden grup
olup olmadigi, veya lisinin yan zincirine asetil grubu takilip takilmadigi konusunda ekstra
bilgiler elde edinilmigtir.

Cok detayli calismis olan tekli protonlanmis peptitlerin gaz fazi reaksiyon calismalarinda bile
hala yeni informative sonuglar elde edilebilinmekte ve literatlire yeni katkilar getirmektedir.
Proteomik ¢alismalarinda, tripsin enzimi ile kiiclk peptitlere bélinen proteinler, genellikle, C-
ucunda, lisin veya arjinin kalacak sekilde kesilir ve bu peptitlerin tekli veya c¢oklu
protonlanmis MS/MS kutle spektrometre sonuclari kullanilarak databaz taramasi ile, elde
edilen peptilerin sekans bilgileri kullanilarak hedeflenmis veya secilmis proteinlerin amino asit
sekanslari bulunulmaya calisiimaktadir. Bunun i¢inde, mevcut biyoinformatikciler tarafindan
yazilmis algoritmalar kullaniimaktadir. Ancak, bazi durumlarda bu bilgilere ulasma dogrulugu,
elde bulunan mevcut bilgiler i1siginda yazilmis olan algoritmalarin yetersiz olmalaridan
kaynaklandigi bilinen bir gergektir. Ayrica, biinysinde bazik amino asit ihtiva eden peptitlerin,
elektriksel plskirtme metodu ile yapilan ¢alismalarinda, ¢oklu protonlanmis peptit sinyalleri
olusturduklari ve bu tir peptitlerin gaz fazi parcalanma mekanizmalari ile ¢ok detayl
¢alismalar yapilmadidida bilinilmektedir. Bu tir, ¢oklu protonlanmis peptitlerin gaz fazi

reaksiyon mekanizmalarinin ¢alisiimasi neticesinde, elde edilecek sonuglar, yeni
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biyoinformatik bilgiler ile daha kapsamli algoritmalar ve dolayisiyla hedef proteinlerin amino

asit sekanslarinin dogru belirlenebilme olasiliini arttirmis olacaktir.

Bu proje kapsaminda [M+2H]2+ (cift-protonlu) peptit iyonlarinin gaz-fazi parcalanma
mekanizmalari detayli ve sistematik olarak calisiimistir. Proteinlerin tripsin enzimi ile
kesilmesiyle, peptitlerin C-ucunda lizin (K) ve arjinin (R) amino asiti genel olarak
bulunabilmektedir. Bu iki amino asit bazik amino asittir ve protona ilgileri gok yuksektir.
Dolayisiyla C-ucunda K ve R iceren peptitler, kolaylikla [M+nH]™ iyonu olusturabilmektedir.
Literatiirde sadece (Harrison 2009) C-ucunda histidin (H) iceren model peptitlerin [M+2H]?*
iyonlarinin CID-MS/MS c¢alismasi mevcuttur. Bu proje kapsaminda, ¢ farkli model peptitler
sistematik olarak c¢alisiimigtir.

Proje slresince, ilk olarak bir tane bazik (H, R veya K) ve alti tane alanin (A) amino asitlerini
iceren peptit tirevleri detayl bir sekilde ¢alisilmistir. Bu peptit tirevleri sirasiyla, XAAAAAA-
NH2, AXAAAAA-NH2, AAXAAAA-NH2, AAAXAAA-NH2, AAAAXAA-NH2, AAAAAXA-NH2 ve
AAAAAAX-NH2 peptit tlrevi olarak secilmistir. X harfi histidin, arjinin veya lizin amino asitini
temsil etmektedir. Bu model peptitler bazik amino asit ihtiva ettikleri igin [M+2H]?* iyonu, gaz-
fazinda kolayca olusturulmaktadir. Son vyillarda Harrison tarafindan yapilan c¢alismada
(Harrison 2009) sadece peptitlerin C-ucunda histidin amino asiti vardir ve diger amino asitler
alaninden (A) olusmaktadir. Peptit uzunlugunun [M+2H]?* iyonun pargalanmasina olan etkisi
arastinlmistir. Bu projede ise model peptitlerin icindeki hem bazik amino asit hem de bazik
amino asitin pozisyonu degistirilerek, ¢alisma detaylandiriimistir.

Ayrica, model peptitler olarak Alaninlerin yerine, tirozin (Y), alanin (A), glisin (G), fenilalanin
(F), 16sin (L) ve valin (V) amino asitleri kullaniimis ve bazik amino asitler (H, R veya K) ayni
sekilde, peptit tlrevlerinde X, olarak gosterildigi gibi detayh calisiimistir. Calisilan peptit
tirevlerinin sekanlari, XYAGFLV-NH2, YXAGFLV-NH2, YAXGFLV-NH2, YAGXFLV-NH2,
YAGFXLV-NH2, YAGFLXV-NH2 ve YAGFLVX-NH2 olarak belirlenmistir. Boylece bazik
amino asitin, pozisyonunun etkisinin, mevcut amino asit dizilimlerinde ve ilk olarak ¢aligilan
ve sadece alanine ihtiva ede peptit serisine goére nasil degisim gosterdigi detaylandiriimistir.
Bu c¢alisma neticesinde, farkli amino asitlerden olusan peptit zincirinin gift-protonlanmis peptit
iyonlarinin pargalanmasina etkisi olup olmadigi, ¢ift-protonlanmis yapilarin davraniglarinin
peptit dizilimindeki amino asitlerden etkilenip etkilenmedigi arastiriip sonuglandiriimistir.
Projenin son asamasinda ise, HXXXXXX-NH2, XXXHXXX-NH2, XXXXXXH-NH2 (H=Histidin
ve X = glisin (G), serin (S), treonin (T), tirozin (Y), fenilalanin (F), 16sin (L), valin (V), sistin (C)
ve metionin(M) peptit serileri ile detayli calismalar yapilmis ve gift-protonlanmis peptit

iyonlarinin CID kitle spektrumlari incelenerek bazik bir amino asit olan histidinin farkli amino
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asitlerin degisik pozisyonlarinda (1., 4., ve 7. pozisyonlar) bulundugunda gaz fazi

parcalanma mekanizmalarina etkisi gosterilmistir.
Bu Uc¢ tip model peptit serileri ile literatirde yapilna ilk detayli ¢alismadir ve elde edilen
sonuglar , amino asitlerin yan zincilerinde bulunan fonksiyonel gruplara bagh olarak degisik

mekanizmalar ve olusum yollaklari izledigi gozlenmisgtir.
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1.2 Literatiir Ozeti

Proteinler, hicrelerdeki biyolojik fonksiyonlarin gergeklesmesini ve belli bir dizen iginde
yUrimesini saglayan makromolekdllerdir. Proteinler, 20 dogal amino asitin peptit bagdi
yapmasiyla olusun biyopolimerlerdir. Genel olarak amino asitlerin yapisini merkez karbon
atomuna bagli amin grubu (-NH2), karboksil grubu (-COOH) ve hidrojen (-H) olusturur.
Dérdincu bilesen ise yan zincir (-R) olarak adlandiriimaktadir ve aminoasitlerin bazik, asidik,
polar veya apolar 6zellikte olmalari bu yan zincirlerinin degisik kimyasal bir yapiya sahip
olmalari ile acgiklanir.

GUnumuzde kutle spektrometresi (MS) ve yumusak iyonlastirma tekniklerinin gelismesiyle,
proteinlerin amino asit dizilimleri, gok daha hizli ve glvenilir bir sekilde bulunabilmektedir
(Aebersold ve Goodlett 2001). Elektriksel puskurtme ile iyonlagtirma (ESI) ve matriks-destekli
lazer yardimyla-iyonlastirma (MALDI) teknikleri, yumusak iyonlastirma teknikleri olarak 1990
yillarinin basindan itibaren kullaniimaya baslanmistir (Fenn vd., 1989; Karas ve Hillenkamp
1988; Tanaka vd., 1988). Ugucu olmayan proteinler veya peptitler, bu teknikler sayesinde
parcalanmadan gaz-fazina gegirilebilinmekte ve iyonlagmalari saglanmaktir.

Proteinlerin amino asit sekanlarinin bulunmasi icin, proteinler, enzim (genellikle tripsin)
yardimi ile kigik peptitlere kesilirler. Kesilen bu peptitlerin, kitle spektrometre yardimi ile
kismi amino asit dizilimleri bulunur (Shevchenko vd. 1996). Gaz-fazinda protonlanmis veya
coklu protonlanmig peptit iyonlarinin her biri ayri ayri izole edilir ve inert olan (reaksiyona
girmeyen) bir gaz (He, Ar, Xe veya Ny) ile carpistirilir ve iyonlara ekstra enerji yliklemesi
yapilir. Her biri izole edilmis olan bu peptitlerden, diziliminde bulunan amino asitlere 6zgi
kopmalar gozlemlenebilinir ve olusan pargalanma Urlnleri kullanilarak sekansi bilinmeyen
peptitlerin sekanslari ortaya ¢ikartilir.

Parcalanma sirasinda arti yik peptitin N-ucu tarafinda kalirsa olusan iyonlar a, b, c¢; C-ucu
tarafinda kalirsa x, y, z olarak adlandiriimaktadir (Roepstorff and Fohimann 1984; Biemann
1988).
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Peptitlerin disik enerjili carpismayla-indiklenmis ayrisma (collision-induced dissociation,
CID) ikili katle spektrometresi (MS/MS) ile pargalanmasi sonucunda b, a ve/veya y iyonlari
olusur.

Bu iyonlar peptit baginin (CO-NH) kopmasi sonucu olusmaktadir ve kitle spektrumunda
baskin olarak gézikmektedir. Bu iyonlar peptitlerin amino asit dizilimlerinin bulunmasinda
aktif rol oynamaktadir. Grubumuz tarafindan 1995 ve 1996 vyillarinda yapilan
calismalarimizda b iyonunun gaz-fazi yapisinin bes halkali okzazolon oldugu deneysel
sonuglar ile gosterilmistir (Yalcin vd., 1995; 1996). Fakat y iyonlarinin yapisi kesilmis peptit
ya da protonlanmis amino asit yapisinda, yani lineer oldugu gdsterilmistir (Cordero vd.,
1993).

Ozellikle proteinler tripsin enzimi ile parcalanmasi sonucu elde edilen peptitlerin C-uglarinda
lizin veya arjinin amino asiti bulunmaktadir. Bu amino asitler bazik amino asit sinifindadir ve
proton ilgileri dijer amino asitler ile kiyaslandiinda oldukga yulksektir (Harrison 1997). C-
ucunda bazik amino asit iceren peptitler gaz-fazinda dogal olarak ¢oklu-proton ihtiva ederler.
Literatiirde coklu protonlanmis peptitlerin gaz fazi reaksiyon mekanizmalari ile cok fazla
¢alisma bulunmamaktadir. Savitski ve arkadaslari (2008) tarafindan, triptik peptitlerin gift-
protonlanmis &rneklerinin  CID kitle spektrumlarini incelediklerinde, bu peptitlerdeki
kopmalarin iki sinifta incelenebilecedi gostermiglerdir. Buna gore sinif 1 diye adlandirilan

kopmalarda, n peptitte bulunan amino asit sayisi olmak Uzere, b,/y.> kopmalari gérilmustar.
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Diger yandan, sinif 2 olarak belirtilen grup kopmalarin da ise b./y.» iyonlarina ek olarak

peptidin N-ucuna yakin olan 4. veya 5. peptit badi (amid bagi) koptugu soylenmistir.

Diger yandan Bythell ve arkadaslari (2009) tarafindan YIGSR, YGGFLR, YIYGSFK model
peptitlerinin elde edilen c¢ift-protonlu peptit iyonlarinin gaz-fazi pargalanma reaksiyonlari
incelenmis ve kopma Urtnlerinin sinif 1 grubuna dahil olduklari raporlanmistir. Bu ¢calismaya
ek olarak yapilan teorik calismalarda olusan bz peptit iyonlarinin diketopiperazin yapisina
degil de okzazolon yapisina sahip oldugu gosterilmistir.

Harrison (2009) tarafindan yapilan diger bir caligmada ise peptit C-ucunda histidin (H) iceren
model peptitler sistematik olarak calisiimistir. Bu model peptitler su sekildedir: (Ala)xHis (x=
5, 6, 7, 8, 10). Cift-protonlu peptit iyonlarinin par¢calanma mekanizmalrinin peptit zincir
uzunluguna olan baghliklarinin nasil degistigi arastirimistir. Bu ¢alismada histidin her zaman
peptitlerin N-ucu’'nda konumlandiriimis olmasina ragmen alanin sayisi arttikga kutle
spektrumlarinda farkliliklar goézlemlenmistir. ba/y.. kopmalari AsH, AsH, A/H, AgH
orneklerinde en siddetli kopmalar olarak gorilirken, AH peptitinde bu kopmalara ait iyon
siddetlerinin digerlerine kiyasla oldukc¢a azaldigi saptanmistir. Ayrica AsH peptit drneginin tek
protonlu CID kutle spektrumu incelendiginde ba/y..2 egiliminin olmadigi gdsterilmistir ve bu
durumun ¢ift protonlanmis peptit iyonlari icin gegerli oldugu gézlemlenmistir.

Benzer sekilde, Alex G. Harrison’un (2009) yaptigi diger bir calismada, cift-protonlu peptit
iyonlarinin yukarida belirtilen simetrik ys/b; kopmalarinin yanisira ys?>* ve noétral by
kopmalarinin da olustugu belirtiimigtir. AAXAAAR (X= A, S, V, T, I, F, M, W, P, N ve
sarkosin-Sar) model peptit serilerinin citf-protonlu peptit iyonlarina ait CID kitle spektrumlari
incelendiginde, peptitlerin N-ucu tarafindaki ikinci amit bagindan kopmalar gértlmustir. Bu
kopmalar by/ys simetrik kopmasi ve cift protonlu ys ve nétr b, asimetrik kopmasi ile yaris
halindedir. X = serin (S) veya treonin (T) iken c¢ift protonlanmis peptit iyonlarinin MS/MS
spektrumlarinda su (H20) kopmasi, X = prolin (P) veya sarkosin (Sar) iken ¢ift protonlu ys ve
ndtr b, asimetrik kopmasi maksimum siddette goéridimustir. Diger peptitlerde ise ikinci amit
bagdindan kopmalarin yaris halinde oldugu belirtilmistir.

Yine, Alex G. Harrison (2010) tarafindan yapilan bir sistematik caligmada APAAAAR,
AAPAAAR, AAAPAAR, AAAAPAR model peptitleri kullanilarak ¢ift protonlu peptit iyonlarinin
CID kutle spektrumlari incelenmistir. Bu rapora gére protonlardan birinin bazik bir amino asit
olan arjinin (R) Uzerinde sabitlendigi diger protonun ise ‘mobil proton’ oldugu gdsterilerek
prolinin (P) etkisi olup olmadidi bulunmaya ¢alisiimistir. Prolin amino asiti arjinine yaklastik¢a
kitle spektrumunda goézlenen ys/b, simetrik kopmasi arastiriimistir. Yapilan deneyler
sonucunda, gugcli bir prolin etkisi oldugu goérilmus ve prolinin arjinine yaklastikga ys/b; iyon

oraninin arttigi, ¢ift protonlu ys/nétr b, asimetrik kopmasinin ise azaldigi gézlemlenmistir.
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Yukarida bahsedilen c¢alismalar hep peptit ana iyonlarinin pargalanma mekanizmalari

Uzerinedir.

Diger bir calismada ise Li ve arkadaslari (2010) tarafindan Ug peptitten elde edilen cift-
protonlu b iyonlarinin yapilari CID ve ECD (ECD, elektron-kapmali ayrisma) metotlari ile
incelenmistir. b iyonlarinin gaz-gazinda birka¢ formun karisimi halinde bulundugu teorik ve
deneysel olarak ispatlanmistir. b iyonunun yapisindaki farkhliklara neden olan etmenler
olarak b iyonunun biyiklidd, N-ucunun yapisi ve bazik amino asidin yan grubu etkisi olarak
rapor edilmistir. b iyonlarinin halkali yapilari kiyaslandiinda kiigiik amino asitlerden olusan b
iyonlarinin halkall yapi olugturmaya daha yatkin oldugu saptanmistir. Bunun nedeninin buyuk

b iyonlarinin halkali konformasyon olusturma olasiligini disurmesi oldugu belirtilmistir.
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1.3 Projenin Amaci

Proteomik calismalarin temelini hlcre icerisindeki proteinlerin dogru ve guvenilir bir
sekilde tanimlanmasi olusturmaktadir (Aebersold ve Goodlett 2001). Proteinlerin
tanimlamasi ise enzim ile kliguk peptitlere bdlinmesi ve daha sonra bu peptitlerin kitle
spektrometresi ile amino asit dizilimlerinin bulunmasi ile mimkindir (Shevchenko vd.
1996). Kullanillan enzim ¢odu zaman ftripsin oldugu icgin, genelde ftripsin ile kiglk
peptitlere bodlunen proteinlerin C-uglarinda lizin (K) veya arjinin (R) amino asitleri
bulunmaktadir ve bu tir peptitler kitle spektrometresinde kolaylikla ¢oklu protonlanmis
peptit sinyalleri vermektedir. Bundan dolayi, kitle spektrometresi yontemi kullanilarak
gaz-fazi reaksiyon mekanizmasi incelemelerindeki amag, insanin yapi tasi olan
proteinlerin sekanslarinin dogdru bir sekilde bulunabilmesidir. Béylece, model peptit
ornekleri Uzerinde yapilacak sistematik c¢alismalar sonucunda elde edilecek bilgiler
yardimiyla, bilinmeyen proteinlerin sekanslarinin bulunmasinda guvenilir bir veritabani
olusturulabilinecektir.

Burada yapilmasi planlanan ¢alisma ile de birden fazla protonlanmis peptit drneklerinin
gaz-fazi pargalanma mekanizmalari detaylandirilacak ve amino asitlerin pozisyonunun,
degisik amino asit gruplarinin pargalanma esnasinda nasil davranacaklari ve ne tir
bilgiler verecekleri, kitle spektometresi ile detayli bir sekilde incelenecektir. Boylece
birden fazla proton kazanmis peptit modellerinin pargalanma mekanizmalarinin daha iyi
anlasiimasi saglanacaktir.

Yapilmasi planlanan calisma ile ulasilmasi beklenen hedef; birden fazla protonlanmig
peptit 6rneklerinin gaz fazi pargcalanma mekanizmalari, amino asitlerin pozisyon eftkileri,
ve yan grup etkileri detaylandirilarak calisiimasidir. Bu sayede, ¢oklu protolanmis MS/MS
sonuglari yardimiyla, proteinlerden enzim ile bdlinmesi sonucu olusan klguk peptit
orneklerinden ne tir faydali bilgiler elde edebilecegimiz detaylandirilacaktir. Bu amagla,
HXXXXXX-NH2, XXXHXXX-NHz, XXXXXXH-NH2 (X = A, C, F, G, L, M, S, T, V,Y),
XAAAAAA-NH,, AXAAAAA-NH;, AAXAAAA-NH;, AAAXAAA-NH;, AAAAXAA-NH,
AAAAAXA-NH,, AAAAAAX-NH2, XYAGFLV-NH2, YXAGFLV-NH2, YAXGFLV-NH2,
YAGXFLV-NH2, YAGFXLV-NH2, YAGFLXV-NH2, ve YAGFLVX-NH; (X=H, K, R) peptit
turevleri kullanilacaktir. Yapilacak olan g¢alismada, kullanilacak olan bazik amino asitlerin
(His, Arg, Lys) konumlarindaki farklihklarin (C-ucu velveya N-ucu’na yakinlik)
mekanizmaya etkileri arastirilacaktir.

Ayrica, farkli proton ilgisine sahip bazik amino asitlerin, sistematik bir calismayla,
birbiriyle kiyaslanmasi, bazik amino asitlerin, peptit gaz-fazi pargalanma davranislarini ne

yonde etkileyeceginin bulunmasinda etkili bir rol oynayacaktir. Peptit zincirindeki amino
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asitler gesitlendirilerek, kullanilacak olan bazik amino asitlerin (His, Arg, Lys) yanisira ana

zincirdeki amino asitlerin iki proton kazanilmis gaz-fazi pargalanma mekanizmasina
etkisinin olup olmadigi, etkisi varsa ne derecede etkileyecedi arastirilacaktir. Bunun
sonucunda, peptit 6rneklerindeki, bazik grup bulunduran amino asitlerin pozitif iyon
modundaki gaz-fazi parcalanma mekanizmasindaki gorevi daha da
detaylandirilabilinecektir. Ayrica bu projede calisacak doktora, master, dAgrencileri
modern kitle spektrometre tekniklerini ve uygulamakarini égrenecektir. Turkiye’de son
yillarada en ¢ok satilan ve kullanilan sistemlerin basinda modern kitle spektrometresi
gelmektedir ve Ulkemizde bu alanda calisacak eleman acgi§i ¢ok fazladir. Ozellikle
modern kitle spektrometresinin biyolojik uygulamalari konusunda ¢alisma yapabilecek ve

kitle spektrometresini detayli bir sekilde kullanabilecek kisi sayisi ¢ok azdir
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DENEYSEL YONTEM

Deneyler sirasinda kullanilan tim model peptitler GL Biochem Ltd. (Sangay, Cin)
firmasindan temin edilmistir ve herhangi bir saflastirma islemine tabi tutulmadan direk
kullaniimistir.

Yaklasik 2 mg tartilan peptitler hacimce 50:50 metanol ve ultra saf su iceren ¢ozeltide
¢OzUlmustlir ve boylece yaklasik 10 M peptit stok ¢ozeltileri elde edilmistir ve -20 °C’de
saklanmistir. Kitle spektrometresine direk enjekte edilen peptit konsantrasyonu ise 100
pM’dir ve bu ¢dzelti hacimce 49:49:2 metanol:ultra saf su: 1% Formik asit iceren ¢ozeltide
hazirlanmistir.

MS/MS deneyleri icin elektropuskurtme iyonlastirmali (ESI) LTQ XL lineer iyon tuzakh
kitle spektrometresi (Thermo Finnigan, San Jose, CA) positif iyon modunda kullaniimistir.
Ornegin akis hizi dakikada 5 pL'dir ve peptitlere ait [M+2H]?* iyonlarinin MS/MS kiitle
spektrumlari kaydedilmistir. Deneylerden dnce kafein, MRFA ve Ultramark 1621 (Calmix) ile
cihazin kalibrasyonu yapilmistir. Deneysel parametreler ise su sekildedir: Plskirtme voltaji -
4.0 kV, kapiler sicaklik 300 °C, aktivasyon (q) 0.250, aktivasyon zamani 30 ms, normallesmis
carpisma enerjisi 20-28 % ve kutle izolasyon arahdi (m/z) 1.2 ile 1.6. Kurutucu gaz olarak
%99 saflikta azot, carpisma gazi olarak da yuksek saflikta helyum gazi kullaniimigtir. Her bir
spektrum icin en az 400 taramanin ortalamasi alinmistir ve tim veriler Thermo (Thermo
Fisher Scientific) firmasinin XCALIBUR™ (versiyon 2.0) yazilim data sistemi ile analiz

edilmigtir.
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BULGULAR VE TARTISMA

3.1 AAAAAA-NH; ve Bir Adet Hisitidin,H, Amino Asit iceren Cifte Protonlanmis
Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi.

Bu proje kapsaminda (M+2H)?* (¢ift protonlu), bir tane bazik (X= H, K ve R) ve alti tane de

alanin (A) amino asitleri iceren model peptitlerin gaz fazi parcalanma mekanizmalari

cahsiimistir. Bu peptit tlrevleri sirasiyla su sekildedir: XAAAAAA-NH,, AXAAAAA-NH_,

AAXAAAA-NH,, AAAXAAA-NH,, AAAAXAA-NH,, AAAAAXA-NH., ve AAAAAAX-NH,. X

ifadesi, histidin, lizin ve arjinin amino asitlerini temsil etmektedir. Bu peptitlerin sekanslarinda

bazik amino asit buludugu icin, kolaylikla ¢ift protonlu iyonlar olustrubilmektedir.

Bu calismada, ilk olarak, sekasinda bir histidine, (H), ve alti tane alanine amino asit
bulunduran peptit serisi detaylandiriimistir. Sekil 1 de model peptiden elde edilen kitle

spektrumu verilmektedir.
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Sekil 1. Cift Protonlu HAAAAAA-NH, model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekilde de gorilecegi Uzere cift protonlanmis ana iyondan elde edilen MS/MS kitle
sinyalinde cift protonlanmis b7?* iyonu en siddetli sinyal olarak gézlenmektedir. Ayrica, tekli
protonlanmis b-iyon seriside (b,, n= 5-7) go6zlenmektedir. Bazik amnino asitin N-ucu

pozisyonunda bulunmasi, y-tirQ iyon olusmasini engellemis olarak gorilmektedir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, ikinci siraya konuldugunda

yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kiitle spektrumu Sekil 2. de verilmektedir.
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Sekil 2. Cift Protonlu AHAAAAA-NH, model peptitin CID Kutle Spektrumu

Detayli incelendiginde iki sekil arasinda ¢ok blyuk bir fark gérilmemektedir. Bunu sebebini
bazik amino asidin pozisyonunun hala N-ucuna yakin oldugdu igindir. Ozellikle b ve y iyon
turleri, yikin C-ucunda veya N-ucunda olmasina goére olusmaktadir. Ayirca olusan iyonun
gaz fazi proton afiniteside hangi tir iyonlar olusacagini vede sinyal siddetlerinin ne
olabilecegini belirlemektedir. Hala hig bir y-tiri iyon gézlenememistir. Bazik amino asit, peptit
sekansinda N-ucunun pozisyonundan, Ucuncl siraya konuldugunda yapilan ¢alismada elde

edilen MS/MS kutle spektrumu Sekil 3. de veriimektedir.
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Sekil 3. Cift Protonlu AAHAAAA-NH, model peptitin CID Kitle Spektrumu

Detayli incelendiginde, peptitlerin pargalanma mekanizmalari ¢alismalarinda gézlenen iyon
turlerinin hemen hemen hepsi gézlenmemektedir. Gdzlenmemis olan y-turl iyonlar (tekli ve
¢ift protonlanmis olarak) ve b-tlrl iyonlar (gifte ve tekli pronlamig) olarak MS/MS kiitle
spektrumunda gézlenmektedir. Ayrica litertlirde Klas 1 tlrd iyon tiri olan bz-ys iyon tlride

CID spektrumundaki en siddetli sinyal olarak gézlenmektedir. bz-ys iyon olusumu ayni bagin
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kopmasi sonucu by velveya ys iyonlarinin olusmasina olanak saglamaktadir. Bu gozlem,

literatlirde Klas 1 [b2 ve yn2 (N= toplam amino asit sayisi)] ylk ayrilma (charge separation)
mekanizmasi olarak aciklanmaktadir. Cifte protonlanmis olan bu peptitde, bazik amino asit,
N-ucunun Ucilncu pozisyonuna geldiginde, yukln birisi bazik amino asidin Ustinde, sabit bir
sekilde ilerlemekte, ve diger yuk ise, muhtemelen serbet amin grubunun Uzerinde
bulunmaktadir. Bazik amino asit N-ucundan, C-ucuna dogru hareket ettirildiginde ve 6zellikle
Ucunci siraya geldiginde, hareketli tabir edilen ikinci proton ise, N-ucuna geldiginde, Klas 1
tipi parcalanma mekanizmasi tetiklenmekte ve birbirinin komplementeri olan bu iki iyon

turdde tekli protonlanmig iyonlar, en guglu sinyal olarak (6zellikle yn-2, N=7) g6zlenmektedir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, doérdinci siraya
konuldugunda yapilan calismada elde edilen MS/MS kitle spektrumu Sekil 4. de

verilmektedir.
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Sekil 4. Cift Protonlu AAAHAAA-NH, model peptitin CID Kutle Spektrumu

Burada go6zlemlenen en ilging olay, komplementeri pargalanma sonucunda olusan ve Klas 1
turd mekanizmayla agiklanan bo-yn.2 (N=7) iyonlarinin MS/MS kiitle spektrumunda sinyal
siddetlerini kaybetmeleri. Sabit iyon yiukinin bazik amino asit Ustinde durdugu varsayimi
baz alindiginda, iyon sinyal siddetlerinin disme sebebi olarak, bazik amino asidin her iki
ucuda esit uzaklikta bulunmasindan dolayi, ve hareketli protonun ise her iki serbet amin
grubuna ayni oranda dolasim saglayabildigi varsayimi géz onlne alindiginda, ba-yn-2 (N=7)
iyonlarinin sinyal sidetlerinin neden birden distigl anlasiimaktadir. Bunun yaninda, diger

iyon turleri (a, b, ve y iyon tlrleri) degisik sinyal siddetlerinde gézlemektedir.
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Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, besinci siraya konuldugunda
yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kiitle spektrumu Sekil 5. de verilmektedir.

+
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Sekil 5. Cift Protonlu AAAAHAA-NH; model peptitin CID Kiitle Spektrumu

MS/MS kitle spektrumu incelendiginde, bz-yn2 (N=7) iyonlarinin sinyal sidetlerini artirdiklari
gorulmektedir. Birbirinin komplementeri olan bu iki iyon tirtinden o6zellikle yn2, (N=7) iyon
turl en glcla sinyal olarak MS/MS spektrumunda gozlenmektedir. Bunun sebebi, sabit yikin
bazik amino asit ile C-ucuna daha yakin durmasi ve N-ucuna yakin olan diger hareketli
proton ile bu mekanizmay tetikledigi dugunulebilinir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, altinci siraya konuldugunda
yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kutle spektrumu Sekil 6. de verilmektedir.
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Sekil 6. Cift Protonlu AAAAAHA-NH, model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kitle sinyali incelendiginde, bz-yn2 iyonlarindan yn.2 iyon turd, hala en siddetli iyon
olarak gériilmektedir. Bunun yaninda diger iyin tirleride gézlemlenmektedir. ilging olan baska
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bir gézlem ise, her MS/MS kiitle spektrumunda, en siddetli iyon tiriinden biri olan b7?>* ve her

MS/MS kitle spektrumunda gozlemlenen bg* iyon tirlerinin gdzlenememesidir.
Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucu pozisyonuna getirildiginde, Klas 1 iyon tlriinden

olan bz-yn-2 (N=7) iyonu, MS/MS kiitle spektrumunda, en siddetli iyon olarak gézlemlenmistir.
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Sekil 7. Cift Protonlu AAAAAAH-NH, model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kitle sinyali incelendiginde, b2-yn-2 komplementeri iyonlarindan yn- iyon tird, hala en
siddetli iyon olarak gdézlenmektedir. Bunun yaninda diger GyUn turleride gézlemlenmektedir.
En siddetli iyon tirliinden biri olan b7?>* ve her MS/MS kiitle spektrumunda gézlemlenen be*

iyon turleri gézlenememistir.

3.2 AAAAAA-NH; ve Bir Adet Lizin, K, Amino Asit igeren Cifte Protonlanmis

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

Bu calismada, ikinci olarak peptit serisinde, sekasinda bir lizin, (K), ve alti tane alanine amino

asit bulunduran peptit serisi detaylandiriimistir. Sekil 8 de model peptiden elde edilen kiitle

spektrumu verilmektedir.

15



TU+BiTAI(

100 b,
- +2
] CID [M+2H]
80 KAAAAAA-NH,
£ 60
£ ]
E’ 40 bg
T 2+
] M+2H
20 [ 1
o4 0+ 2 +
1y, a, | b, bs b,"
0IIFIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I
100 200 300 400 500
m/z

Sekil 8. Cift Protonlu KAAAAAA-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekilde de gorilecegi Uzere cift protonlanmis ana iyondan elde edilen MS/MS kitle
sinyalinde ¢ift protonlanmis b7%* iyonu, en siddetli sinyal olarak gézlenmektedir ve alanine
ihtiva eden model peptitlerde elde edilen sonuglarla uyum igerisindedir. Ayrica, tekli
protonlanmig b-iyon seriside (bn, n=4-7) g6zlenmektedir. Birinci set model peptitlerden farkli
olarak, o set sonuclarda gézlenmemis y-tirl iyon (y1) ¢ok kiicikde olsa bu model peptitin ilk
MS/MS kitle spektrumunda gézlenmistir. Bunun sebebi, lizin yan zincirinde bulunan serbet

amin grubun etkisinden oldugu soéylenebilir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, ikinci siraya konuldugunda

yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kitle spektrumu Sekil 9. de verilmektedir.
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Sekil 9. Cift Protonlu AKAAAAA-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu
Detayli incelendiginde iki sekil arasinda ilk model peptide gértilmeyen blyik bir fark

goOrulmektedir. Bunu sebebi, muhtemelen, bazik amino asidin (Lizin) yan zincirinde bulunan

serbest amine grubunun, yapisi geregi C-ucundaki veya N-ucundaki ikinci protona ¢ok fazla
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etki edemediginden kaynaklanmaktadir. Ozellikle b ve y iyon tirlerinin kicik siddete sinyale

sahip olsalarda, MS/MS kiitle sinyalinde gézlenmeleri bu sekilde agiklanabilinir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, Uglncu siraya konuldugunda

yapilan calismada elde edilen MS/MS kiitle spektrumu Sekil 10. de verilmektedir.
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Sekil 10. Cift Protonlu AAKAAAA-NH2 model peptitin CID Katle Spektrumu

Bir 6nceki model peptitden elde edilen sonuglarla, bu model peptit de elde edilen sonucun en
blyuk farki, Klas 1 tard iyon tlrd olan bs-ys iyon tlri goézlendigi halde, CID spektrumundaki
en siddetli sinyal olmamasidir. Birinci set model peptitlerin sonuglarinda, histidine bazik
amino asidi, peptit sekansinin ortasina geldiginde gézlemlenen sonug¢ (bz-ys iyon tiri
sonucu), bu model peptidin setinde, lizin amino asidi N-ucundan 3. siraya, geldiginde
g6zlenmektedir. Gérllecegi tzere, burada elde edilen bu sonuc, bazik amino asitlerin yapisal
farklhiliklarinin, pozisyonlarinin, parcalanma mekanizmalarini nasil etkiledigini net olarak
gOstermektedir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, doérdinci siraya
konuldugunda vyapilan calismada elde edilen MS/MS kiitle spektrumu S$ekil 11. de

verilmektedir
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Sekil 11. Cift Protonlu AAAKAAA-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kutle sinyali detayh incelendiginde, bz-yn> komplementeri iyonlarinin, birinci model
peptit serisinde gbézlenen sekliyle benzer sinyal siddetinde gozlemlenmektedir. Fakat, yn-2
iyon tird, en siddetli iyon olarak gbézlenmemektedir. Bunun yaninda diger Uyln tirleride
gozlemlenmektedir. En siddetli iyon tirl olarak b7?* gézlemlenmektedir. Diger iyon tirleride
(b ve y iyon tlrleri) MS/MS kitle spektrumunda gozlemlenmektedir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, besinci siraya konuldugunda
yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kiitle spektrumu Sekil 12. de verilmektedir
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Sekil 12. Cift Protonlu AAAAKAA-NH; model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kutle sinyali detayl incelendiginde, yn.2 iyon tirl, en siddetli iyon olarak
g6zlenmektedir. Bunun yaninda diger iyon turleride gbézlemlenmektedir. En siddetli iyon tart
olarak gozlenen b7?* iyon tiirl ise, sinyal siddeti olarak, 20% seviyelerinde gézlenmektedir.
Diger iyon tlrleride (b ve y iyon tlrleri) MS/MS kiitle spektrumunda gézlemlenmektedir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, altinci siraya konuldugunda
yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kitle spektrumu Sekil 13. de verilmektedir.
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Sekil 13. Cift Protonlu AAAAAKA-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kitle spektrumu incelendiginde, b2-yn2 komplementeri iyonlarinin, birinci model

peptit serisinde gdézlenen sekliyle benzer sinyal siddetinde gdzlemlenmektedir.

Bunun

yaninda, cifte ve tekli protonlanmis iyon tirleri ( b ve y iyon turleri) gézlemlenmektedir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonuna konuldugunda yapilan ¢alismada

elde edilen MS/MS kitle spektrumu Sekil 14. de verilmektedir.
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Sekil 14. Cift Protonlu AAAAAAK-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kuitle spektrumu, bir dnceki kitle spektrumu ile benzerlikler gostermektedir. bo-yn-2

komplementeri iyonlari, diger sonuclar gibi, benzer sinyal siddetinde gézlemlenmektedir. Klas

1 iyon tartnin (b2-yn-2 komplementeri iyonlari), lizin amino asidi N-ucuna yaklastikga sinyal

siddetini arttirdigi gézlenmistir.
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3.3 AAAAAA-NH; ve Bir Arjinin,R, Bazik Amino Asit iceren Cifte Protonlanmis

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

Bu calismada, Ucglincu olarak peptit serisinde, sekasinda bir arjinin, (R), ve alti tane alanine
amino asit bulunduran peptit serisi detaylandiriimistir. Sekil 15 de model peptiden elde edilen

kutle spektrumu verilmektedir.
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Sekil 15. Cift Protonlu RAAAAAA-NH> model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekilde de gorilecegi Uzere cift protonlanmis ana iyondan elde edilen MS/MS kitle
sinyalinde ¢ift protonlanmis b7?* iyonu, en siddetli sinyal olarak gézlenmektedir ve birinci ve
ikinci set model peptitlerden elde edilen sonuglarla uyum igerisindedir. Ayrica, tekli
protonlanmig b-iyon seriside (b,, n= 4-6) go6zlenmektedir. b-iyonlarindan karbon monokside

(CO) kopmasi sonucunda olusan a-tliri iyonlarda gézlenmistir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, ikinci siraya konuldugunda
yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kiitle spektrumu Sekil 16. de verilmektedir.
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Sekil 16. Cift Protonlu ARAAAAA-NH> model peptitin CID Kitle Spektrumu
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MS/MS kutle sinyali detayli incelendiginde Sekil 15 ve Sekil 16 arasinda buyuk bir fark

gorilmemektedir. Histidin ihtiva eden peptit serisinde elde edilen sonuglarla uyumluluk

gosteren bu sonug, Lizin ihtiva eden model peptitde elde edilen sonucla farkhlik

gostermektedir. Cifte protonlanmis b7%* iyonu, en siddetli sinyal olarak gézlenmektedir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, Ucincu siraya konuldugunda
yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kitle spektrumu Sekil 17. de verilmektedir.
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Sekil 17. Cift Protonlu AARAAAA-NH> model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kutle sinyali detayli incelendiginde, lizin amino asit ihtiva eden model peptit ile benzer
sonu¢ gosterirken, ayni pozisyonda bulunan histidin ihtiva eden peptit serisinden elde edilen
sonu¢ farkhdir. Bunun yaninda, lizin ve hisitidin ihtiva eden peptit serilerindeki ayni
pozisyondaki sonuglar kargilastinldiginda, bo-yn2 (N=7) komplementeri iyonlari gézlenirken,
arjinin serisinde bu iyonlar benzer pozisyonda gézlenememistir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonundan, doérdinci siraya
konuldugunda vyapilan calismada elde edilen MS/MS kitle spektrumu S$ekil 18. de

verilmektedir.
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Sekil 18. Cift Protonlu AAARAAA-NH> model peptitin CID Kitle Spektrumu
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MS/MS kitle spektrumu detayli incelendiginde, bz-yn2 (N=7) komplementeri iyonlari, disuk

sinyal siddetinde olsada g6zlemlenmistir. Bunun yaninda, peptitlerin parcalanma esnasinda

olusturduklari diger iyon tlrleride kitle spektrumunda go6zlenmektedir. Bu sonug, ayni

pozisyonda bulunan histidinli model peptit ile uyum icindeyken, bu defa da lizin ihitva eden

model peptitden farkl sonu¢ vermektedir.
Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucu pozisyonundan, besinci siraya konuldugunda

yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kitle spektrumu Sekil 19. de verilmektedir.
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Sekil 19. Cift Protonlu AAAARAA-NH> model peptitin CID Kiitle Spektrumu

MS/MS kiitle spektrumu incelendiginde, birinci set model peptitden (histidin) ve ikinci set
model peptitden (lizin) elde edilen kitle spektrumlari blylk oranda benzerlikler
gOstermektedir. bo-yn.2 komplementeri iyonlari, diger sonuglar gibi, benzer sinyal siddetinde
g6zlemlenmektedir. Klas 1 iyon tirtnin (b2-yn-2 komplementeri iyonlari), arjinin amino asidi

N-ucuna yaklastik¢a sinyal siddetini arttirdigi gézlenmistir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucu pozisyonundan, altinci siraya konuldugunda
yapilan ¢alismada elde edilen MS/MS kiitle spektrumu Sekil 20. de verilmektedir.
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Sekil 20. Cift Protonlu AAAAARA-NH> model peptitin CID Kitle Spektrumu
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Bu kutle spektrumunda elde edilen sonuglarda hem kendi i¢cinde uyumluluk gdstermekte
hemde diser sonuclarla uyum icerisinde gorilmektedir. Diger iyon tlrleride (degisik sinyal
siddetlerinde) kitle spektrumunda gozlenmektedir.

Bazik amino asit, peptit sekansinda N-ucunun pozisyonuna konuldugunda yapilan ¢alismada
elde edilen MS/MS kiitle spektrumu Sekil 21. de verilmektedir.

100 s
] +2
_ CID (M+2H]
80 AAAAAAR-NH,
iz +2
ks ] . bz
£ 60 b4\ b ms2n)™
£ i * 2 b
= 5 b, ¥s L
3 40 V. i i
] - :
i ba 4
20 F
1 % l l bg Yo
0 i o ok L1 1
i L o o e i by R i
100 200 300 400 500

Sekil 21. Cift Protonlu AAAAAAR-NH2 model peptitin CID Kiitle Spektrumu

Arjinin C-ucuna geldiginde, lizin ve histidin ihtiva eden model peptitlerden farkli olarak,
hemen hemen bitin y-iyon tlrlerinin MS/MS kitle spektrumunda gézlenmesidir. Bunun
yaninda, bz-yn2 komplementeri iyonlarindan, yn.2 (N=7) diger sonuglar gibi, en siddetli sinyal

olarak gbézlemlenmektedir.

3.4 YAGFLV-NH:; ve Bir Bazik Amino Asit igceren Gifte Protonlanmis

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

3.4.1 YAGFLV-NH; ve Hisitidie,H, Amino Asit iceren Gifte Protonlanmis

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

Bu calisma da, ise, tirozine, Y; alanin, A; gilisin, G; fenilalanin, F; I6sin, L; valin, V; amino
asitleri kullanilmigtir. Calismalar esnasinda, XYAGFLV-NH2, YXAGFLV -NH2, YAXGFLV-
NH2, YAGXFLV-NH2, YAGFXLV-NH2, ve YAGFLVX-NH2. gibi peptit tirevleri kullaniimistir.
X siraslyla, histidin, H, Lizin, K, ve arjinin, R, amino asitleridir. $ekil 22 de, HYAGFLV-NH- ,

model peptiden elde edilen kitle spektrumu verilmektedir.
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Sekil 22. Cift Protonlu HYAGFLV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Cift protonlanmisg ana iyondan elde edilen MS/MS kitle sinyalinde cift protonlanmis b7?*
iyonu en siddetli sinyal olarak gdzlenmektedir. Ayrica, tekli protonlanmig b-iyon seriside, bu
katle spektrumunda (n= 5-7) gb6zlenmektedir. y-tiru iyon gbzlenmemistir. Bunun sebebi,
bazik amino asidin N- ucu pozisyonun da bulunmasi oldugu distnilmektedir. ilk rapor
déneminde HAAAAAA-NH- peptit tlirevinin MS/MS kitle spektrumu ile hemen hemen benzer
sonug gozlenmistir. Sadece, kutlesi 342 olan bir sinyal farklilik olarak gézlenmisgtir.

Sekil 23. de, YHAGFLV-NH2 model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 23. Cift Protonlu YHAGFLV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekil 22 be Sekil 23 arasinda ¢ok buyik bir fark goériimemektedir. Bunu sebebini bazik
amino asidin pozisyonunun hala N-ucuna yakin oldugundan kaynaklandigi dusunulmektedir.
Ozellikle b ve y iyon tirleri, yikin C-ucunda veya N-ucunda olmasina gére olusmaktadir.

Ayirca olusan iyonun gaz fazi proton afiniteside hangi tir iyonlar olusacagini vede sinyal
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siddetlerinin ne olacagini belirlemektedir. Hig bir y-tirl iyon gézlenememistir. Alanin’li serinin

MS/MS kitle spektrumu ile karsilastiriidiginda, en énemli farkin by iyon tiriinden tekli amino
asit kopmalari gozlenmesidir. Sekil 22 dikkatli olarak incelendiginde, [b7-Y]*, [br-F]*, ve [br-
L]* kopmalarinin peptit sekanlamasi icin detayli bilgi verdigi gozlenmektedir. Ayrica, a-**
iyonu ve tek yUklu b-iyon tlrleride gézlenmektedir. Alanin ihtiva eden benzer peptit tirevi ile
karsilastirildiginda, alanin igeren peptit tlrevinde, tekli prtonlanmis a ve b-iyon tirlerinin
olustuklari gézlenmektedir. iki peptit tiirevi arasinda gériilen en énemli farkliliklardan birisi bu
iyon tarleridir.

Sekil 24. de, YAHGFLV-NH; model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 24. Cift Protonlu YAHGFLV-NH; model peptitin CID Kitle Spektrumu

Histidin amino asidinin, N-ucunda, 3.cl pozisyona gelmesi ile, MS/MS kiitle spektrumunda
iyon sayisi ve cesitliliginde artis gézlenmistir. MS/MS kitle spektrumu incelendiginde, a+*,
bs?*, ve tekli protonlanmis b-iyon tirleri ile birlikte b7* iyonundan tekli amino asit kopmalari
go6zlenmistir. Diger MS/MS kutle sinyallerinde oldugu gibi, burada da en gulglu sinyal olarak
b7?* iyon sinyali gézlenmistir. Alanin peptit tirevi ile karsilastirildiginda, iyon cesitliliginin
benzer oldugu gorulmektedir. En 6nemli fark olarak, y-tura iyonlar gézlenmis ve Klas 1 tipi
parcalanma mekanizmasi tetiklenmig ve birbirinin komplementeri olan b,*-ys* iyon turG en
glcli katle sinyalinden biri olarak gdzlenmistir. YAHGFLV-NH, peptit tirevinde ise, Klas 1
parcalanma mekanizmasi goézlenememistir. Buda amino asit sekanslarinin ve proton
afinitilerinin pargalanma mekanizmalarina etkisinin bir gdstergesidir.

Sekil 25. de, YAGHFLV-NH, model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 25. Cift Protonlu YAGHFLV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

YAGHFLV-NH, peptit tdrevinde, histidin amino asidin pozisyonu, 4.ci pozisyonda
oldugunda, Klas 1 tipi parcalanma mekanizmasinin tetiklendigi ve birbirinin komplementeri
olan by*-ys* iyon tiirii gdézlenmistir. iyon cesitliligi olarak, hem a-tiirli, hemde y-tirii genel
olarak tekli protonlanmis sinyaller olarak gézlenmistir. Diger peptit tirevlerinde g6zlendigi gibi
b72* iyon tlrl en gugll sinyal olarak gozlenirken, tekli protonlanmis b7* iyonundan tekli amino
asit eliminasyonlari da gdzlenmigstir. Alanin peptid tlrevi ile kargilastirildiginda birbirlerine
benzer olduklari gérilmektedir. En belirgin fark, tekli protonlanmig a-iyon turlerinin varligidir.

Sekil 26. de, YAGFHLV-NH: model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 26. Cift Protonlu YAGFHLV-NH2 model peptitin CID Katle Spektrumu
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Klas 1 tipi pargalanma mekanizmasinin (b2*-ys*) MS/MS kiitle spektrumunda belirgin bir
sinyal artisi gorilmustir. Iyon cesitliligi ve bu iyonlarin sinyalleri giicli bir sekilde

go6zlenmistir. Klas 1 iyon tlrd olan ve birbirlerinin koplementeri olan by*-ys* iyon tird MS/MS

kitle spektrumunda belirigin bir sekilde gbézlenmistir. Bunun yaninda, iyon cesitliligi olarak,
tekli protonlanmis a, b ve y-tirl iyon serileri gozlenmistir. b72* iyonu, diger peptit tirevlerinde
oldugu gibi genel olarak en gugclul kitle sinyali olarak gozlenmistir. Alanin peptit tlrevi ile
kasilastrildiginda, birbirlerine ¢ok benzer bir davranis gésterdikleri gézlenmektedir.

Sekil 27. de, YAGFLHV-NH; model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 27. Cift Protonlu YAGFLHV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Klas 1 parcalanma mekanizmasi sonucu olusan by*-ys* iyon tirl MS/MS kitle spektrumunda
en gugcll katle sinyali olarak gdzlenmistir. Histidin amino asidi, C-ucuna yaklastikca Klas 1
tipi parcalanma yolaginin, pargcalanma mekanizmasinda tercih edildigi gdzlenmektedir.
Bunun yanisira, a, b ve y- tirt iyon serileri, MS/MS kutle sinyalinde gézlenmektedir. Alanin
ihtiva eden peptit tlrevi ile sonuglar karsilastirildiginda, birbirlerine ¢ok benzedigi
gOrulmektedir.

Sekil 28. de, YAGFLVH-NH; model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 28. Cift Protonlu YAGFLVH-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Bu deney sonucunda klas1 parcalanma mekanizmasi sonucunda olusan bz*-ys* iyon tirl
MS/MS kitle spektrumundaki en siddetli kitle sinyali olarak gézlenmistir. Bunun yaninda, a,
b ve y-tlru iyon sinyalleride go6zlenmigtir. Histidin amino asidi, C-terminal ucuna dogru
yaklastikgca klas 1 pargalanma mekanizmasi olan, by*-ys* komplementari iyonlari, MS/MS
kutle spektrumunda en gligli kitle sinyali olarak gézlenmistir. iyon gesitliliginin birlikte, a, b
ve y-turl iyonlar olusmustur. Alanin ihtiva eden peptit tirevinde elde edilen kiitle spektrumu

ile karsilastirildiginda hemen hemen ayni iyon turleri benzer bir dagilm gézlenmisti.

3.4.2 YAGFLV-NH; ve Lizin,K, Amino Asit igeren Gifte Protonlanmis

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

Bu calismada, ikinci tir peptit serisi icin, KYAGFLV-NH;, YKAGFLV-NH,, YAKGFLV-NH_,
YAGXFLV-NH2, YAGFXLV-NH,, ve YAGFLVX-NHo,. gibi peptit tirevleri kullaniimistir. Alanin
yerine ise, tirozine, Y; alanin, A; gilisin, G; fenilalanin, F; I6sin, L; valin, V; amino asitleri
kullaniimistir.

Sekil 29. de, KYAGFLV-NH; model

verilmektedir.

peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu
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Sekil 29. Cift Protonlu KYAGFLV-NH2 model peptitin CID Kiitle Spektrumu

KYAGFLV-NH. peptidin MS/MS kiitle spektrumu incelendiginde b7?* kitle sinyalinin en glgli
katle sinyali oldugu gorulmektedir. Bunun yaninda, zayif kitle sinyali olarak b7*- X (X=Y, F, K|
ve A) iyonlarida gézlenmistir. Cifte protonlanmis, a ve y-iyonlari ile birlikte, tekli protonlanmig
b-tlirl iyonlarda gdzlenmistir. Alanin ihtiva eden peptit tirevi ile karsilastirildiginda MS/MS
kitle sinyallerinde benzerlikler bulunmaktadir.

Sekil 30. da, YKAGFLV-NH: model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 30. Cift Protonlu YKAGFLV-NH> model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kitle spektrumunda en gligli sinyal olarak b7?* iyonu gézlenmektedir. Lizin,K, ikinci

pozisyona geldiginde klas 1 pargalanma mekanizmasi sonucu olusan by*-ys* iyon tiri
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g6zlenmistir. Bunun yaninda, iyon c¢esitliligi artmis ve b ve y-tiri kutle sinyalleri olusmustur.
Ayrica, tekli amino asit kopmalarida, b7*-X (X=Y, L ve K), gbzlenmistir. Alanin ihtiva eden
benzer peptit tirevi ile karsilastiriidiginda birbirlerine benzer olduklari gérilmektedir.

Sekil 31. da, YAKGFLV-NH, model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 31. Cift Protonlu YAKGFLV-NH> model peptitin CID Kitle Spektrumu

Klas 1 tipi parcalanma mekanizmasi MS/MS kitle spektrumunda gézlenmektedir, fakat, kitle
sinyali, lizin pozisyonuna bagh olarak hala dislk sinyal siddetinde goértlmektedir. Bunun
yaninda iyon cesitliligi gorilmekte ve genel olarak, b ve y-turi iyonlar gdzlenmketedir.
Histidin peptit tlrevlierinde goézlendigi gibi, bs* iyon tlirinden tekli amino asit kopmalari
gorllmektedir. b7?* iyon sinyali, en giicll sinyal olarak gézlenmektedir. Alaninli benzer peptit
turevi ile karsilastiriidiginda, benzerlikler gozlenmistir, fakat, b7*-X tlri tekli amino asit
eliminasyonlari, gézlenememistir.

Sekil 32. de, YAGKFLV-NH; model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 32. Cift Protonlu YAGKFLV-NH2 model peptitin CID Kiitle Spektrumu

Pozisyona bagl olarak, diger peptit tirevierinde de gbzlenen b72* en siddetli iyon sinyali
olarak gozlenmektedir. Klas 1 pargalanama mekanizmasi olan b,*-ys* iyon tird MS/MS kiitle
spektrumunda kayda deder sinyal siddetinde gozlenmistir. Ayrica, tekli ve ciftli protonlanmis
a ve b-tlrd iyon sinyalleri yaninda, genel olarak gozlenen tekli amino asit kopmalari bu kitle
spektrumunda da gérilmektedir. Alanin tlrevi olan benzer peptit tlrevi ile kargilastirildiginda,
en belirgin fark olarak, klas 1 pargalanma mekanizmasinin hemen hemen en gigclu sinyal
oldugudur. Bunun yaninda, a ve b-turl iyonlar her iki kitle spektrumunda da benzer bir
dagilim gostermektedir.

Sekil 33. de, YAGFKLV-NH, model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 33. Cift Protonlu YAGFKLV-NH, model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekil 32 de de gorulecedi Uzere, klas 1 turd parcalanma mekanismasi, MS/MS kutle

spektrumunda en gugli ikkinci iyon tlrd olarak gézlenmistir. Bunun yaninda tekli ve giftli
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protonlanmis a ve b- iyon tirleri gdzlenmistir. Diger MS/MS kitle spektrumlarinda gézlenen

tekli amino asit kopmalari burada da gorulmustir. Benzer peptit tlrevlerinden alaninli olan ile
karsilastirildiginda, bu kitle spektrumunda klas 1 pargalanma mekanizmasinin, en guglu
sinyal oldugu goérilmektedir. Benzer olarak tekli veya ¢ift protonlanmis a ve b-tirl iyonlar
benzer dagilim géstermektedir.

Sekil 34. de, YAGFLKV-NH, model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 34. Cift Protonlu YAGFLKV-NH, model peptitin CID Kitle Spektrumu

MS/MS kutle spektrumunda incelendiginde iyon gesitliligi gozlenmektedir. Tekli ve gift
protonlanmis a, b ve y-tlrl iyonlar gézlenmektedir. Hemen hemen her kitle spektrumunda
oldugu gibi b7?* iyonu en glcli kitle sinyali gostermektedir. Ayrica, klas 1 tipi pargalanma
mekanizmasi iyon tlrleride ikinci en gugli kitle sinyali olarak gézlenmektedir. Benzer peptit
tirevi olan alanin peptit tlrevi ile karsilastirildiginda, en glgli kitle sinyali olarak klas 1 tipi
iyon tdrl olan, bo*-ys* iyon tlrdndn oldugu gorilmektedir. a-b ve y-tird iyonlar MS/MS kiitle
spektrumunda benzer bir dagiim géstermistir.

Sekil 35. de, YAGFLVK-NH: model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 35. Cift Protonlu YAGFLVK-NH2 model peptitin CID Kiitle Spektrumu

Klas 1 pargalanma mekanizmasi sonucu olusan bz*-ys* iyon tirli, MS/MS kutle
spektrumunda en guglu kitle sinyali olarak gézlenmektedir. Ayrica, ¢gogunlukla tekli ytk
taslyan a, b ve y-tlrQ iyon cgesitliligi gdézlenmektedir. Benzer peptit tlrevinin alaninli serisi ile

yapilan karsilastirmada, hemen benzer dagilim gdsterdigi gértlmustar.

3.4.3 YAGFLV-NH; ve Arjinin,R, Amino Asit iceren Cifte Protonlanmis

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

Bu calismada, ikinci tir peptit serisi igin, KYAGFLV-NH2, YKAGFLV -NH2, YAKGFLV-NH2,
YAGXFLV-NH2, YAGFXLV-NH2, ve YAGFLVX-NH2. gibi peptit tirevleri kullaniimistir. Alanin
yerine ise, tirozine, Y; alanin, A; gilisin, G; fenilalanin, F; 16sin, L; valin, V; amino asitleri
kullaniimistir. Sekil 36. de, RYAGFLV-NH2 model peptitden elde edilen MS/MS kiitle
spektrumu verilmektedir. MS/MS kitle spektrumu incelendiginde, b7?* iyonun en gugli iyon
siddetine sahip oldugu goériimektedir. Diger peptit tirevlerinde de goérildigu gibi tekli amino
asit kopmalari burada da b7*-X (X=Y, F ve L) olarak gézlenmistir. Ayrica gcogunlukla tek
yukli, a ve b-turl iyonlar gézlenmistir. Alanin ihtiva eden tirevi ile karsilastirildiginda benzer

davraniglar gérilmektedir. Sadece tekli amino asit kopmalari gézlenmemistir.
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Sekil 36. Cift Protonlu RYAGFLV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekil 37. de, YRAGFLV-NH: model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 37. Cift Protonlu YRAGFLV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Tekli ve ¢ift yUkli a ve b-tri iyonlar ile birlikte, tekli amino asit kopmalari bu MS/MS kiitle
spektrumunda da goézlenmistir. En gicli kltle sinyali olarak her zamanki gibi, b7?* iyonu
g6zlenmektedir. Alanin ihtiva eden peptit tirevi ile karsilastirildiinda benzer MS/MS kiitle
spektrumu gbézlenmektedir. Alaninli peptit tlrevinde, tekli amino asit kopmalar
gozlenmemistir. En belirgin farkhlik burada gézlenmektedir.

Sekil 38. de, YARGFLV-NH; model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 38. Cift Protonlu YARGFLV-NH;2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekil deayli incelendiginde, bir dnceki sonug ile hemen hemen ayni davranigi gosterdigi
gorulmektedir. Tekli ve cift yukli a ve b-tlrl iyonlar ile birlikte, tekli amino asit kopmalari
MS/MS kitle spektrumunda da goézlenmektedir. En gicli kitle sinyali olarak her zamanki
gibi, b7?* iyonu gézlenmektedir. Alanin ihtiva eden benzer peptit tirevi ile karsilastirildiginda,
klas 1 iyon turl orada go6zlenirken, bu MS/MS kitle sinyalinda gézlenmemistir. Diger iyon
turleri dagilimlari g6z 6nune alindiginda, benzerlikler géralmektedir.

Sekil 39. de, YAGRFLV-NH2 model peptitden elde edilen MS/MS kutle spektrumu

verilmektedir
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Sekil 39. Cift Protonlu YAGRFLV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu
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Klas 1 parcalanma Urlini olan by*-ys* iyon tirii gézlenmeye baslanmistir. Iyon cesitliligi

artmis ve genel olarak tekli ve cift yukli a, b ve y-tlri iyonlar gozlenmistir. b7* iyonundan,
tekli amino asit kopmalari gorilmustir. bz?* iyonu, en glgcli kitle sinyali olarak
gbzlenmektedir. Ayni serinin alanin turevi ile karsilastirildiginda, birbirine ¢ok benzer
olduklar gorilmektedir. En belirigin fark, tekli amino asit kopmalari gézlenmemesidir.

Sekil 40. da, YAGFRLV-NH2 model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir.
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Sekil 40. Cift Protonlu YAGFRLV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekil 41. de, YAGFLRV-NH2 model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu
verilmektedir. iyon cesitliligi ile birlikte, iyonlarin siddetinde artiglarda goriilmektedir. Klas 1
bo*-ys* iyon tliri MS/MS kitle spektrumundaki en giicli sinyal konumundadir. Genel olarak,
a, b ve y-turl iyonlar gézlenmektedir. YUk dagihmi daha ¢ok tekli olarak goézlensede, cift
yUklU iyonlarda mevcuttur. Tekli amino asit kopmalarida gorulmektedir. Alanin serili peptit
turevi ile karsilastirildiginda, birbirlerine ¢ok yakin MS/MS kiitle spektrumlari goérilmektedir.

En belirgin fark, tekli amino asit kopmalarinin alaninli peptit tiirevinde gézlenememesidir.
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Sekil 41. Cift Protonlu YAGFLRV-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Sekil 42. de, YAGFLVR-NH2 model peptitden elde edilen MS/MS kitle spektrumu

verilmektedir
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Sekil 42. Cift Protonlu YAGFLVR-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu

Arjinin amino asiti C-ucuna geldiginde, ¢oklukla, b ve y-tirl iyon tirleri gortlmektedir. Klas 1
bo*-ys* iyon tiri MS/MS kitle spektrumundaki en glgli kitle sinyali konumdadir. b7*
iyonundan, tekli amino asit kopmalari gézlenmistir. iyonlarin kitle sinyalleri siddetinde
belirgin bir artis bulunmaktadir. Ayni peptit tlrevinin, alaninli serisi gbéz énline alindiginda,
hemen hemen benzer MS/MS kiitle sinyali gozlenmektedir. Tek fark, alaninli seride, tekli

amino asit kopmalarinin gézlenmemesidir.
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3.5 Cifte Protonlanmig HXXXXXX-NH2, XXXHXXX-NH2, XXXXXXH-NH; (X=C, F, G, L, M,
V,Y, S, T) Hepta Peptitlerin Gaz FazI Pargalanma Reaksiyonlari

3.5.1 Cifte Protonlanmig HCCCCCC-NH2, CCCHCCC-NH,, ve CCCCCCH-NH:

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi
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Sekil 43. Cift Protonlu Histidin ihtiva eden CCCCCC-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane Sistine,C, igeren cifte

protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kitle sinyali Sekil 43 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tiri olan bz-yn.2 (b2*-ys*) tlrl
gbzlenememistir. Bunlarin yaninda, kiguk sidette, tek yUklu iyon turlerinden, y+*, bs* ve bg*
iyonlari gézlenmistir., Ayni serideki peptit modelinde, Hisitidin amino asidi orta pozisyona
geldiginde, ayni sekilde en siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gézlenmis; bunun yaninda, klas 1
iyon turleri olarak adlandiriimis olan bz-yn.2 (b2*-ys*) iyonlari da gbézlenmeye baglanmigtir.
Ayrica, y1*, az*, as**, bs*, ve bg* iyonlarida goézlenmistir. Histidine C-ucuna geldiginde, klas 1
iyon taru olan ys* iyonu CID kitle spektrumunda ki en siddetli iyon olarak gézlenmistir. Diger
klas 1 iyon tiirli olan by* iyonunun siddetide %50 nin lzerinde gézlenmistir. Ayrica, az*, ys%*,
bs*, ya*, ba*, ya*, ve ys* iyonlarida gozlenmistir. Diger model peptitlerde gézlenen iyon tirleri

burada da gézlenmistir. Belirgin bir fark gézlememistir.
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3.5.2 (Cifte Protonlanmig HFFFFFF-NH2, FFFHFFF-NH2, ve FFFFFFH-NH:

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargal
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Sekil 44. Cift Protonlu Histidin ihtiva eden FFFFFF-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane Fenil alanin,F, iceren
cifte protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kiitle sinyali Sekil 44 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tiri olan bz-yn.2 (b2*-ys*) tlrl
gozlenememistir. Bunlarin yaninda, kiiglk sidette, tek yikll iyon tlrlerinden, y+*, y2*, be**,
ar?* ve bs*, bs* ve bg* iyonlari da gézlenmistir. Ayni serideki peptit modelinde, Hisitidin amino
asidi orta pozisyona geldiginde, bu defa en siddetli sinyal olarak a;** iyonu gozlenmistir;
bunun yaninda, klas 1 iyon tirleri olarak adlandiriimis olan bz-yn-2 (b2*-ys*) iyonlari da
gbzlenmeye baglanmistir. Ayrica, yi*, be?*, b7?*, bs* ve bg* iyonlarida gézlenmigtir. Histidine
C-ucuna geldiginde, klas 1 iyon tiri olan ys* iyonu CID kitle spektrumunda ki en siddetli
iyon olarak gozlenmigtir. Diger klas 1 iyon turu olan b,* iyonunun giddetide %50 nin Uzerinde
gozlenmistir. Ayrica, az*, bs*, ys*, ar?*, b7?*, bs*, y4*, bs* ve ye* iyonlarida gézlenmistir. Bu (gll
serideki en 6nemli fark, hisitidine amino asiti, orta pozisyona geldiginde gézlenmis olan ve en
glcli iyon siddtine sahip olan a7?* iyonunun gozlenmesidir ve dider hig bir peptit serisinde
g6zlenmemistir. Bunun disinda, diger model peptitlerde gézlenen iyon tirleri burada da

g6zlenmistir.
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3.5.3 (Cifte Protonlanmig HGGGGGG-NH2, GGGHGGG-NH;, ve GGGGGGH-NH:

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi
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Sekil 45. Cift Protonlu Histidin intiva eden GGGGGG-NH, model peptitin CID Kiitle

Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane glisin,G, igeren cifte

protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kitle sinyali Sekil 45 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tiri olan bz-yn.2 (b2*-ys*) tlrl
gbzlenememistir. Bunlarin yaninda, kiguk sidette, tek yUkll iyon tarlerinden, bs* , be* , ve b7*
iyonlari da goézlenmistir. Ayni serideki peptit modelinde, Hisitidin amino asidi orta pozisyona
geldiginde, en siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gdzlenmistir; ayrica, bu iyondan su kopmasi
neticesinde olusan br° iyonuda ikinci en siddetli iyon olarak gézlenmigstir. Ek olarak, klas 1
iyon tirleri olarak adlandiriimis olan bz-yn-2 (b2*-ys*) iyonlari da gézlenmistir. Ayrica, y+1*, az*,
ye%*, bas*, bs*, ys* bs* ve b;* iyonlarida gézlenmistir. Histidine C-ucuna geldiginde, klas 1 iyon
turd olan ys* iyonu CID kitle spektrumunda ki en siddetli iyon olarak gézlenmmistir. Diger
klas 1 iyon tlrl olan bo* iyonunun siddetide %30 un Uzerinde gdzlenmigtir. ikinci en siddetli
iyon sinyali olarak b7?* gozlenmistir. Ayrica, a>*, bs*, ys®*, y2*, ys*, bs*, ve y4*, iyonlarida
g6zlenmistir. Bu G¢lu serideki en dnemli fark, hisitidine amino asiti, orta pozisyona geldiginde
g6zlemis olan ve en gugli ikinci iyon siddetine sahip olan b7° iyonu ile birlikte gézlenen ve

Uglincl en siddetli iyon sinyali olan ye?* iyonunun gozlenmesidir.
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Cifte Protonlanmig HLLLLLL-NH2, LLLHLLL-NH2, ve LLLLLLH-NH:

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi

100 b,
1 |cibm+2H™
80—  |HLLLLLL-NH,
£ 60 .
g ] bg
& - +2
5 40 [M+2H]
20 -
d bs+
0 ||||||T|'[||||'||'|||I|||1['I[lll ll[||||||T|[llllll'[lTllll'l'll[lllll
200 300 400 500 600 700
m/z
100 — i
1 | cib m+2n)
80~  |LLLHLLL-NH,
] be
2 60—
z ]
S 404
| a,” [m+2H]"
20 - bs Vs
1« +2 Ay
1Y b; bg 3 !
O 'F'l'['l||||lTl'i||||lTITT|||llllTl 'l|l[Tl‘T'lI|||lTTTT|I|||lT||‘|||!T!T|
200 300 400 500 600 700
100 — m/z Vs
1 | cip me2n)?
80 — LLLLLLH-NH,
2 60+
£ ]
R - * +2
3 40 b, | 2 [Me2H]
T +2 7 / -
] Ya k i Ye
20 . * ot + Vs . [}
] v % 3’; : S ys b, | bs | IR
4 H ¥ bg Ve
7S i | S T L
|||Illllllllllllllllllllll||||||||||IIIIIIlIII‘II Illlllllllllll
200 300 400 500 600 700
miz

Sekil 46. Cift Protonlu Histidin ihtiva eden LLLLLL-NH2 model peptitin CID Kitle Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane 16sin,L, igeren cifte
protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kiitle sinyali Sekil 46 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tiri olan bz-yn.2 (b2*-ys*) tlrl
g6zlenememistir. Bunlarin yaninda, tek yukla iyon tlrlerinden, bs* ve be gdzlenmistir. Ayni
serideki peptit modelinde, Hisitidin amino asidi orta pozisyona geldiginde, en giddetli sinyal
olarak b7%* iyonu gozlenmistir; ayrica, bs* iyonuda ikinci en siddetli iyon olarak gozlenmistir.
Ek olarak, klas 1 iyon tirleri olarak adlandiriimis olan bz-yn2 (b2*-ys*) iyonlari da
gbzlenmigtir. Ayrica, y1*, be?*, as?*, bs*, ve bs* iyonlarida gozlenmistir. Histidine C-ucuna
geldiginde, klas 1 iyon tirl olan ys* iyonu CID kitle spektrumunda ki en siddetli iyon olarak
g6zlenmistir. Diger klas 1 iyon tirl olan by* iyonunun siddetide %40 civarinda gézlenmistir.
ve ikinci en siddetli iyon sinyali olarak gozlenmistir. Ayrica, y1*, az*, yo*, y4?*, be?*, ys*, b7?*,
bs*, bs*, bs* ve ye* iyonlarida gdzlenmistir. Diger sonuclardan farkli olarak ye* ve ys*

iyonlarindan NHs eliminasyonu olarak gézlenen ys" ve ys" iyonlarida gozlenmistir.
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3.5.5 (Cifte Protonlanmig HMUMMMMM-NH;, MMMHMMM-NH;, ve MMMMMMH-
NH: Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin

incelenmesi
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Sekil 47. Cift Protonlu Histidin ihtiva eden MMMMMM-NH; model peptitin CID Kdtle

Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane Metionin,M, iceren cifte

protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kitle sinyali Sekil 47 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tirl olan bz-yn.2 (b2*-ys*) tlrl
gbzlenememistir. Bunlarin yaninda, tek yUkli iyon tlrlerinden, y+*, y>* , bs* ve bg*
g6zlenmistir. Ayni serideki peptit modelinde, Hisitidin amino asidi orta pozisyona geldiginde,
en siddetli sinyal olarak ayni sekilde b7?* iyonu gbzlenmistir; ayrica, as** ve be?* iyonlarida
gozlenmistir. Ek olarak, klas 1 iyon tirleri olarak adlandiriimis olan bz-yn (b2*-ys*) iyonlar
da iyon siddetleri zayif da olsa gozlenebilmistir. Ayrica, be?*, a7?*, bs*, ve be* iyonlarida
go6zlenmistir. Histidine C-ucuna geldiginde, klas 1 iyon turd olan ys* iyonu CID kitle
spektrumunda ki en siddetli iyon olarak gézlenmistir. Diger klas 1 iyon turu olan b2* iyonunun
siddetide %40 civarinda gd6zlenmistir. ve ikinci en siddetli iyon sinyali olarak gdzlenmistir.
Ayrica, az', Yo', ys?*, be?*, ys*, b/?*, as*, bs*, yst bs* bs" ve ys* iyonlarida gbzlenmistir.
Beklenildigi gibi klas 1 turG iyonlar son CID spektrumunda en siddetli iyonlar olarak

go6zlenmistir.
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3.5.6 Cifte Protonlanmigs HYVVVVV-NH;, VVVHVVV-NH;, ve VVVVVVH-NH:

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi
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Sekil 48. Cift Protonlu Histidin intiva eden VVVVVV-NH; model peptitin CID Kitle Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane valine,V, iceren cifte

protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kiitle sinyali Sekil 48 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tirl olan bz-yn.2 (b2*-ys*) tlrl
g6zlenememistir. Bunlarin yaninda, tek yUklU iyon tlrlerinden, y+1*, bs*, as*, bs*, as* ve bs*
iyonlari gozlenmistir. Ayni serideki peptit modelinde, Hisitidin amino asidi orta pozisyona
geldiginde, en siddetli sinyal olarak ayni sekilde b7?* iyonu gozlenmistir; ayrica, a7?* ve bg?*
iyonlarida gozlenen iyonlardir. Ek olarak, klas 1 iyon turleri olarak adlandiriimis olan bz-yn-2
(b2*-ys*) iyonlari da iyon siddetleri zayif da olsa gorilmeye baglanmistir. Ayrica, y+*, bs*, bs*,
ve be* iyonlarida gdzlenmigtir. Histidine C-ucuna geldiginde, klas 1 iyon tirG olan ys* iyonu
CID kuitle spektrumunda ki en siddetli iyon olarak gézlenmektedir. Diger klas 1 iyon turG olan
bo* iyonunun siddetide %50 civarindadir ve ikinci en siddetli iyon sinyali olarak belirlenmistir.
Tek yUkll iyonlardan az*, y»*, ys2*, bs*, ys*, bs*, y4* bs* ve ys* iyonlarida CID spektrumunda
mevcuttur. Beklenildigi gibi klas 1 tlrld iyonlar son CID spektrumunda en siddetli iyonlar

olarak gézlenmistir.
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3.5.7 Cifte Protonlanmigs HYYYYYY-NH2, YYYHYYY-NH;, ve YYYYYYH-NH:

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi
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Sekil 49. Cift Protonlu Histidin ihtiva eden YYYYYY-NH, model peptitin CID Kitle Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane valine,Tirozin,Y, iceren

cifte protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kiitle sinyali Sekil 49 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tirl olan bz-yn.2 (b2*-ys*) tlrl
gbzlenemektedir. Bunlarin yaninda, tek yUklu iyon tdrlerinden, y+*, y»*, bs*, as* ve bg*
iyonlari mevcuttur. Bu serideki peptit modelinde, Hisitidin amino asidi orta pozisyona
geldiginde, en siddetli sinyal olarak, b7?* iyonu gézlenmektedir; ayrica, as?* iyonu en siddetli
ikinci iyon olarak gézlenmektedir. Ek olarak, klas 1 iyon tlrleri olarak adlandiriimis olan bz-yn.
2 (b2*-ys*) iyonlari da iyon siddetleri zayif da olsa mevcuttur. Ayrica, y+*, as*, be®*, bs*, ve be*
iyonlari CID spektrumunda olusan diger iyon tirleridir. Histidine C-ucuna geldiginde, klas 1
iyon tiru olan ys* iyonu CID kitle spektrumunda ki en siddetli iyon olarak gézlenmistir. Diger
klas 1 iyon turl olan bz* iyonunun siddetide %50 civarindadir. ve ikinci en siddetli iyon sinyali
olarak belirlenmistir. Ayrica, ax*, ys2*, be?*, ys*, bs*, y4* , bs* ve ye* iyonlarida gozlenmistir.
Beklenildigi gibi klas 1 turG iyonlar son CID spektrumunda en siddetli iyonlar olarak

gOrulmektedir.
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3.5.8 Cifte Protonlanmig HSSSSSS-NH;, SSSHSSS-NH;, ve SSSSSSH-NH:

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi
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Sekil 50. Cift Protonlu Histidin intiva eden SSSSSS-NH; model peptitin CID Kitle Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane Serine,S, iceren cifte
protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kitle sinyali Sekil 50 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tiiri olan ba-yn2 (b2+-ys*) tlrl
gozlenememistir. Diger peptit serilerinden farkli olarak b7* (b72*-NH3) iyonu godzlenmesi
onemli bir farkhliktir. Bunlarin yaninda, tek yukli iyon turlerinden, be* iyonu gézlenmigtir. Ayni
serideki peptit modelinde, Hisitidin amino asidi orta pozisyona geldiginde, en giddetli sinyal
olarak ayni sekilde b7?* iyonu gozlenmistir; ayrica, b7* (b7?*-NHs) ve bz*-NHs (b72*-2NHj3)
iyonlari en giddetli diger iki iyon olarak gozlenmigtir. Ek olarak, klas 1 iyon turleri olarak
adlandiriimis olan bz-yn2 (b2*-ys*) iyonlari da iyon siddetleri zayif da olsa gdézlenebilmistir.
Ayrica, y1*, a2 bs* , bst, yet ve be* iyonlarida mevcuttur. Ayrica b° (be*-H2O) iyonuda
go6zlenmistir. Histidine C-ucuna geldiginde, klas 1 iyon turd olan ys* iyonu CID kitle
spektrumunda ki en siddetli iyon olarak gdézlenememistir. Diger peptit serilerinde gérilen bu
Ozellik bu peptit serisinde en énemli farklihk olarak bu gorilmektedir. En giddetli iyon sinyali
olarak b7?*iyonu mevcuttur. Ek olarak b7* (b72*-NHj3) iyonu ikinci en siddetli iyon sinyali olarak
g6zlenmistir. Klas 1 iyon turt olan by* iyonunun siddeti %5 ve ys* iyonunun siddeti ise
yaklasik olarak %10 civarinda gozlenmistir. Ayrica, b7* (b72*-NHj3), bs* ya*, ys* , ve ys° (ys*-
H,0) iyonlarida gézlenmistir. ilging olarak klas 1 tiirii iyonlar serine peptit sersinin CID
spektrumunda en siddetli iyonlar olarak goézlenememistir ve bu diger butin peptit

modellrinden farkli bir gézlemdir.
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3.5.9 Cifte Protonlanmig HTTTTTT-NHz, TTTHTTT-NH2, ve TTTTTTH-NH:

Model Peptitlerin Gaz Fazi Pargalanma Reaksiyonlarinin incelenmesi
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Sekil 51. Cift Protonlu Histidinin ihtiva eden TTTTTT-NH2 model peptitin CID Kitle

Spektrumu
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N-ucunda, ortasinda ve C-ucunda histidin,H, ihtiva eden ve alti tane Treonin,T, iceren cifte

protonlanmis hepta peptitlerden elde edilen CID kitle sinyali Sekil 51 de verilmektedir.
MS/MS kitle sinyalleri birbirleri ile karsilastirildiginda, histidin N-ucunda bulundugunda en
siddetli sinyal olarak b7?* iyonu gozlendigi halde, Klas 1 iyon tiri olan bz-yn.2 (b2*-ys*) tlrl
gozlenememistir. Diger peptit serilerinden farkli olarak b7* (b72*-NH3) iyonu godzlenmesi
onemli bir farklihktir. Bunlarin yaninda, tek yukli iyon tirlerinden, bg* iyonu gézlenmistir. Ayni
serideki peptit modelinde, Hisitidin amino asidi orta pozisyona geldiginde, en giddetli sinyal
olarak ayni sekilde b7?* iyonu goézlenmistir; ayrica, b7* (b72*-NHs) iyonu gozlenmistir. Ek
olarak, klas 1 iyon tirleri olarak adlandiriimis olan by-yn2 (b2*-ys*) iyonlari da iyon siddetleri
zayIf da olsa gozlenebilmistir. Ayrica, y1*, a* bs* , bs+, ys* ve be* iyonlarida bulunmaktadir. b°
(bs*-H20) iyonuda belirgin bir farkliliktir. Histidine C-ucuna geldiginde, klas 1 iyon turl olan
ys* iyonu ve bo* iyonlari, CID kitle spektrumunda zayif olarak gézlenmektedir ve en énemli
farklilikliktir. En siddetli iyon sinyali olarak b7?* iyonu gozlenmistir. Ek olarak b7* (b72*-NHs)
iyonu ikinci en giddetli iyon sinyali olarak gézlenmektedir. Klas 1 iyon turd olan bo* iyonunun
siddeti %5 ve ys* iyonunun siddeti ise yaklasik olarak %10 civarinda gézlenmistir. Ayrica, b7*
(b72*-NHs), ba* ya*, y5* , ve ys° (ys*-H20) iyonlarida gdzlenmistir. ilging olarak klas 1 tiir(
iyonlar serine peptit sersinin CID spektrumunda en siddetli iyonlar olarak gézlenememistir ve

bu diger bitin peptit modellrinden farkli bir gézlemdir.
CID kutle spektrumlarinda gbézlenen ve bazik amino asitlerin pozisyonuna baglh olarak b, ve

ys komplementeri iyonlarinin relative iyon siddetlerinin verildigi tablolar ( Tablo 1, Tablo 2,

Tablo 3 ve Tablo 4) asagida verilmektedir.
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Table 1. Cifte Protonlanmig, Hisitidine ve diger amino asitlerden olusan model Hepta

peptitlerin (M+2H)?* CID kiitle sinyallerinde gézlenen b.* ve ys* iyonlarinin relative iyon

siddetleri

Relative lyon Relative lyon

Siddetleri(%) Siddetleri(%)
Peptidler bo* ys* Peptidler b2* ys*
GGGHGGG-NH32 16 50 GGGGGGH-NH2 30 100
CCCHCCC-NH. <5 20 CCCCCCH-NH- 50 100
AAAHAAA-NH- 26 100 AAAAAAH-NH> 30 100
VVVHVVV-NH, <5 <5 VVVVVVH-NH, 50 100
LLLHLLL-NH2 <5 <5 LLLLLLH-NH2 40 100
FFFHFFF-NH; <5 <5 FFFFFFH-NH; 50 100
MMMHMMM-NH: <5 <5 MMMMMMH-NH: 40 100
YYYHYYY-NH; <5 <5 YYYYYYH-NH; 40 100
SSSHSSS-NH> 5 10 SSSSSSH-NH> 10 20
TTTHTTT-NH2 <5 10 TTTTTTH-NH2 5 10

Table 2. Cifte Protonlanmis ve Histidine ihtiva eden (M+2H)?* peptitlerin CID kiitle

sinyallerinde gézlenen b,* ve ys* iyonlarinin relative iyon siddetleri

Relative iyon Relative iyon

Siddetleri(%) Siddetleri(%)
Peptidler bo* ys* Peptidler bo* ys*
HAAAAAA-NH; 0 0 HYAGFLV-NH: 0 0
AHAAAAA-NH, 0 0 YHAGFLV-NH> 0 0
AAHAAAA-NH- <5 5 YAHGFLV-NH> 0 0
AAAHAAA-NH, 5 10 YAGHFLV-NH; <5 <5
AAAAHAA-NH, 30 100 YAGFHLV-NH; 20 50
AAAAAHA-NH; 35 100 YAGFLHV-NH; 50 100
AAAAAAH-NH, 32 100 YAGFLVH-NH; 60 100
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Table 3. Cifte Protonlanmis ve Lizin ihtiva eden (M+2H) peptitlerin CID kiitle

Relative lyon Relative lyon

Siddetleri(%) Siddetleri(%)
Peptidler bo* ys* Peptidler b2* ys*
KAAAAAA-NH, 0 0 KYAGFLV-NH; 0
AKAAAAA-NH, 0 0 YKAGFLV-NH; 0
AAKAAAA-NH; <5 <5 YAKGFLV-NH; 0
AAAKAAA-NH; 34 95 YAGKFLV-NH; 10 20
AAAAKAA-NH, 34 100 YAGFKLV-NH; 20 45
AAAAAKA-NH, 33 100 YAGFLKV-NH; 50 80
AAAAAAK-NH, 40 100 YAGFLV-NH, 60 100

Table 4. Cifte Protonlanmis ve Arjinin ihtiva eden

(M+2H) peptitlerin CID kiitle

sinyallerinde gézlenen b,* ve ys* iyonlarinin relative iyon siddetleri

Relative lyon Relative lyon
Siddetleri(%) Siddetleri(%)
Peptidler bo* ys* Peptidler bo* ys*
RAAAAAA-NH; 0 0 RAGFLV-NH; 0 0
ARAAAAA-NH; 0 0 YRAGFLV-NH,
AARAAAA-NH; <5 <5 YARGFLV-NH,
AAARAAA-NH; 5 20 YAGRFLV-NH; <5 7
AAAARAA-NH; 40 100 YAGFRLV-NH; 23 41
AAAAARA-NH; 40 100 YAGFLRV-NH; 62 100
AAAAAAR-NH; 40 100 YAGFLVR-NH; 76 100
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Sekansinda bazik amino asit ihtiva eden ve gifte protonlanmis model peptitlerlerin,

gaz fazi parcalanma mekanizalan ile ilgili detayli calisma yapiimistir. Calismada, bazik
amino asitlerin pozisyonuna gore ve diger amino asit sekanslarina gére Sinif 1 olarak
adlandirilan ve bz-yn2 (N=7) (b2t and ys* komplementeri) iyon olusum davranislari
incelenmistir.

Bazik amino asidin pozisyonuna gore ( N-ucundan sayilarak 4 ile 7 arasinda) bz* and
ys* komplementeri iyon olusumu degisik sinyal siddetinde gézlenmigtir. Sinif 1 iyon tiranun
(b2* and ys* ) CID spektrumundaki sinyal siddeti, bazik amino asidin C-ucuna yaklasmasiyla
arttig1 ve C-ucunda oldugunda da ys* iyonu %100 ve b, iyonuda yaklasik olarak % 40-50
civarinda iyon siddeti gostermektedir. Sadece Serine ve Treonin de bu durum
g6zlenmemistir.

Batin model peptitlerde gdzlenen komplementeri by* and ys* iyon olusum, (Serine ve
Treonin harig) ylk ayrim reaksiyon (charge separation mechanism) mekanizmasi ile
aciklanmaktadir ve Harisson tarafindan 2009 yilinda yapilan ¢alismada bahsedilmektedir.

Bazik amino asitlerin 6zelliklerinin ve pozisyonlarinin, komplementeri by*/ys * iyon
olusum mekanizmasinda ¢ok belirgin bir etkisi oldugu sdylenemez. Ancak alti Alanin ve bir
bazik amino asit ihtiva eden peptit tirevlerinde elde edilen sonuca goére, komplementeri
b2*/ys * iyonlari, bazik amino asit Gglinci pozisyonda bulundugunda gézlenmeye baslanirken,
YAGFLV-NH2 model peptit serisinde, bazik amino asit dordincli pozisyondayken
gorulmektedir. Ayrica, by* iyonundan tekli amino asit kopmalarinin batin bazik amino asit
ihtiva eden YAGFLV-NH; seriler icin, (degisik iyon siddetinde olsada) gézlenmesidir. Bu
eliminasyon, en belirgin farkliliktir.

Uclincii model peptitlerde gézlenen en belirgin fark ise yan zincirinde hidrooksil (OH)
grubu bulunduran Tirozine,Y, Serine, S, ve Treonin, T, amino asitlerinden elde edilen CID
kiatle sinyallerinde Klas 1 iyonlari olan b2 ve yn2 ( b2 ve ys) iyon siddetlerinin farklilik
gOstermesidir. YYYYYYH-NH: peptitden elde edilen MS/MS CID kitle spektrumunda bu iki
iyonun sinyal siddeti, diger model peptit tlrlerinde oldugu gibi en siddetli iyon sinyali olarak
(ys 100%, ve bz 50%) go6zlenirken, SSSSSSH-NH, ve TTTTTTH-NH2 peptit serilerinin her
ikisinde de ys ve b, iyonlarinin sinyal siddeti yaklasik olarak %5-10 civarinda gdzlenmistir.
Batln peptit serilerinde bazik amino asit C-ucuna geldiginde ys iyonu genelde 100% ve b,
iyonu yaklasik 40-50 % oldugu halde sadece bu iki peptit serisinde bu durum faklidir. Daha
once yapmis oldugumuz dedisik calismalarimizda ve ¢ikan yayinlarimizda, Serine,S, ve
Treonin, T, ve Tirozine,Y, amino asitlerinde ayni davranis gézlenmistir. Yapilan yayinlarda

bu olay Serine ve Treonin’nin yan zincirinde bulunan OH grubundaki asidik 6zelligi ylksek
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olan Hidrojeden kaynaklandigi; fakat, ayni 6zelligin Tirozinde gértilmemesinin ise Tirozinin

yan zincirinde bulunan ve OH grubunun bagh oldugu benzen halkasindan kaynaklandigi
olarak aciklanmigtir. b2 ve ys iyon siddetlerinde goézlenen bu farkhilik, benzen halkasinin,
bagli bulunan OH grubundaki hidrojenin asidik 6zelligini azaltigindan ve bu ylzden de Serin
ve Teronin’den farkh bir pargalanma yolagi izlediginden kaynaklanmaktadir. Daha 6nce, tekli
protonlanmis peptitlerle yapmis oldugumuz dedisik amagli calismalarda goézlemledigimiz ve
bu ozelliklerinden kaynaklandidi igin degisik pargalanma vyolaklari izleyen bu iki amino
asidin, c¢ift protonlanmis ve bazik amino asit ihtiva eden model peptitlerde de ayni 6zlligi
gOstermesi ilging bir gézlemdir ve bu iki amino asidin peptit sekansinda bulundugunun bir
gOstergesi olarak kullanilabilinecek bir informasyondur.

Bu sonuglar neticesinde, sekansinda Serine,Treonin ve bazik amino asit ihtiva eden
degisik model peptitler ile calisma detaylandirilacak ve hepta peptit serisinde gbzlenen bu
Ozellgin, peptit uzunlugu (N= 5,6,8,9,10 vs) ile nasil degisim gdsterecegdi detayli olarak
calisilacaktir. Ayrica, hidroksil grubu disinda, yan zincirinde, degisik fonksiyonel grup
bulunduran, (aspartik asit, glutamik asit, asparajin, gibi) amino asitlerle de bu c¢alisma
genisletilecektir. Hisitidin ihtiva eden Serine ve Treonin peptit serisininde gorilen bu
farkhih@in, arjinin, lisin, proline gibi diger bazik amino asitler varliginda gorilip

goOrulemeyecedi arastirilacaktir.
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ugradiginda (Tripsin), kesilmis peptitlerin C terminalinde, her zaman lizin (K) veya arginin (R)
gibi bir bazik amino asit bulunur. Amino asit dizilimlerinde, bazik amino asit ihtiva eden petit
seriler ile, kolaylikla goklu protonlanmig peptit iyonlar olusturulabilinmektedir. Bu ¢alismada,
model olarak hepta peptit serileri kullaniimis ve dizilimlerinde bazik amino asitlerden, lisin (K),
arjinin (R) ve histidin (H), ihtiva eden bu peptitler ile, bu aminoasitlerin pozisyon etkilerini
arastirmak icin peptit dizisi icinde yerleri degistiriimis ve bazik amino asitlerin (C terminaline
ve N terminaline yakin) konumunun gaz fazi pargalanma mekanizmasina etkileri detayli
olarak galisiimistir.

Sonug olarak; butiin model peptidlerde, bazik amino asitlerin pozisyonlari (N-ucundan
sayllarak) 4, 5, 6, ve 77?ci pozisyonlarda oldugu zaman Klas 1 pargalanma mekanizmasina
bagli olarak gézlenen b2 ve y5 komplementeri iyonlari gézlenebilmektedir. b2 ve y5
iyonlarinin géreceli iyon sidetlerinin, bazik amino asitin C-ucuna yaklastik¢a arttigi
g6zlenmistir. Pozisyon veya amino asidin yapisi b2 ve y5 iyonlarinin olusma mekanizmlarina
bir etki gosterdigi gérilmektedir. Alanin ihtiva eden birinci model peptit drneklerindeki calisma
sonuglarina gore, b2 ve y5 iyonlarinin, bazik amino asitler (N-ucundan sayildiginda) 3. cu
pozisyona geldiklerinde g6zlenmeye baglanmigken, ayni tur iyonlar, YAGFLV amino asit
dizlimleri ihtiva eden diger model peptit drneklerinde 4.cu pozisyona geldiklerinde gézlenmeye
baslamiglardir. Sadece Serin ve Treonin amino asitleri digerlerinden farkli davranis
gostermistir. Histidin C-ucunda bulundugunda diger sonuglarin aksine, y5 ve b2 iyonu % 5-10
siddete sinyal seviyesi gostermistir.
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