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OZET

VAZOAKTIF INTESTINAL POLIPEPTID (VIP) ve HIPOFiZ ADENILAT SIKLAZ
AKTIVE EDICI POLIPEPTID (PACAP)’in LC-MS/MS YONTEMI ile
KARAKTERIZASYONU

Sema KOYUTURK
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2019

Danisman: Dog. Dr. Erol SENER
(Ikinci Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Arm Giil DAL POCAN)

Noropeptidler, néronlar tarafindan iletisim igin kullanilan peptitlerdir. Vazoaktif
intestinal polipeptit (VIP) ve hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptid (PACAP),
beynin hipotalamus bdlgesinden elde edilen glukagon/sekretin ailesine ait

polipeptitlerdir. Amino asit dizilimleri agisindan birbirlerine olduk¢a benzerler.

Bu tez calismasinda, VIP ve PACAP-38’in, hassas Sivi Kromatografi-Kutle
Spektrometri (LC-MS/MS) yontemi ile analitik acidan Karakterizasyonu yapilip
incelenmistir. Her iki peptitin analizi icin kromatografik (C8 ve C18 ayirim kolonlari,
hareketli fazin organik ¢ozlcl ve asit icerigi, akis hizi gibi) ve kitle spektrometrik
(peptitlere ait temel iyon ve pargalarmin g6zlenmesi, parcalama voltaji, parcalama
enerjisi gibi) parametreler incelenmistir. Peptitlerin adsorpsiyon sorununun kaynaklar1
arastirtlmig ve adsorpsiyonu engelleyici faktorler LC-MS/MS analizlerinde denenmistir.
Analizlerde VIP icin 665,9 (M*°) m/z temel iyonu ve 799,5 ve 770,7 m/z parca iyonlari
gozlenirken, PACAP-38 icin 504,3(M*°), 567,3(M*8), 648,3(M*’) ve 755,9(M*%) m/z
temel iyonlar1 (zerinden incelemeler yapilmustir. Ayrica peptitlerin yilzeye
adsorbsiyonunu engelleyici olarak albiimin ¢ozeltisi ve yiizey aktif maddelerin analizlere

etkisi arastirilmustir.

Anahtar Sozcukler: Vazoaktif intestinal polipeptit (VIP) ve Hipofiz adenilat siklaz
aktive edici polipeptid (PACAP-38), LC-MS/MS, Peptidomik, Peptit adsorpsiyonu



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF VASOACTIVE INTESTINAL POLYPEPTIDE (VIP)
AND PITUITARY ADENYLATE CYCLASE-ACTIVATING POLYPEPTIDE
(PACAP) WITH LC/MS-MS METHOD

Sema KOYUTURK
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Science, June 2019

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Erol SENER
(Co-Supervisor: Lecturer, PhD. Arin Giil DAL POCAN)

Neuropeptides are peptides used for communication by neurons. Vasoactive
intestinal polypeptide (VIP) and pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
(PACAP) are obtained from the hypothalamus region of the brain, glucagon/secretin
family of polypeptides. VIP and PACAP are quite similar to each other in terms of amino

acid sequences.

In this thesis, the analytical characterization of VIP and PACAP-38 by sensitive
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS / MS) method have been carried
out. For the analysis of both peptides, the parameters for chromatography (C8 and C18
separation columns, organic solvent and acid content of the mobile phase, flow rate etc.)
and mass spectrometry (observation of basic ions and fragments of peptides, fragmentor
voltage, fragmentation energy, etc.) were examined. The sources of the adsorption
problem of the peptides were investigated and the factors inhibiting adsorption were
tested in LC-MS / MS analysis. In the analysis, 665,9 (M*®) m/z base ion and 799,5 and
770,7 m/z fragment ions were observed for VIP, while 504,3 (M*°), 567,3 (M*?), 648,3
(M*") and 755,9 (M*®) m/z basic ions for PACAP-38 were investigated. In addition, the
effects of albumin solution and surfactants on the analysis were investigated as inhibitor

of adsorption of peptides to the surface.

Key Words: Vasoactive intestinal polypeptide (VIP) ve Pituitary Adenylate Cyclase-
activating Polypeptide (PACAP-38), LC-MS/MS, Peptidomics, Peptide adsorption
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler igin kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu ¢alismanmn Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda., ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

sermo. CoNyTORK.




ONSOZ

Bilimde kadinin roliiniin ve degerinin yiikselmeye basladig1 diinyada, iilkemiz i¢in
bu akimin bir pargasi olmak bana biiyiikk bir onur ve gurur vermektedir. Bilimsel
caligmalarin tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de daha multidisipliner olmas1 umut
vaat etmekte ve biz arastirmacilara genis ¢alisma alanlar1 sunmaktadir. Bu yizden
Kimyager olmama ragmen saglik alaninda aragtirmalar yapmam bana biylk bir gurur
vermekte ve motivasyon saglamaktadir. Ciinkii gercek bilimsel ilerleme ve iiretim
saglayabilmek icin sabrin ve 6zverinin yanisira iletisimin ve multidisipliner calismanin
oldukc¢a 6nemli oldugunu diistinmekteyim.

Doktora tez ¢galigmalarim kapsamindaki peptitler olan VIP ve PACAP i¢in yapilan
analitik incelemeler, ileride farmakolojik/fizyolojik acidan yapilacak calismalara
basamak olusturmasi ve fikir vermesi agisindan 6nci olabilir.

Bu yolda fikirleri ve diisiinceleri ile bize 151k tutan Ulu Onder Gazi Mustafa Kemal
ATATURK e minnet ve siikranlarimi sunarim.

Doktora siireci ve tez ¢alismalarim sirasinda akademik donanimi, bilgi birikimi ve
tecriibeleri ile biiyiik bir sabirla bana yol gdsteren ve katki saglayan Saymn Danigsman
Hocam Dog¢.Dr. Erol SENER’e,

Akademik deneyimi, bakis agis1 ve fikirlerinin yani sira destegini her zaman
hissettigim, maddi ve manevi anlamda hep destek¢im olan Saym Hocam Dr.Ogr.Uyesi
Arin Giil DAL POCAN’a,

Bu zorlu yolda motivasyonumu yiiksek tutmam i¢in yanimda olan ve destegi hep
var olan Saym Hocam Prof.Dr. Duygu YENICELI UGUR’a,

Doktora sliresince ¢alismalarimi yakindan takip eden ve desteklerini esirgemeyen
degerli Hocalarim Sayin Prof.Dr. Muzaffer TUNCEL ve Saymn Prof.Dr. Dilek AK’a,

Sabirlari, 1yi niyetleri ve bakis agilar1 ile hayatimda olmalarindan biiyiik mutluluk
duydugum, bu siirecte hep benimle birlikte olan arkadaslarim Aras.Gor. Sakine ATILA
KARACA, Aras.Gor. Merve BAYSAL, Uzm.Dr. Okan USLU, Ecz. Evrim GUZEL
DEMIRTURK ve Dr. Wafa BADULLAya,

Yaklasik 8 senelik yiiksek lisans ve doktora siirecim boyunca bilgi paylasimlar1 i¢in
Analitik Kimya Anabilim Dali Hocalarim ve ¢alisma arkadaslarima,

Doktora tez ¢alismalarmi gergeklestirdigim Anadolu Universitesi Bitki, Ilag ve
Bilimsel Arastrmalar Merkezi (AUBIBAM) biinyesindeki Hocalarim ve calisma

arkadaslarima,
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Doktora siirecimin son bir senesinde dahil oldugum Abdi Ibrahim Ila¢ A.S.’nin
ArGe Boliimii’nde ¢alisma ve akademik hayatimi birlikte yiiriitebilmem igin desteklerini
esirgemeyen, bu zorlu yolda bana moral ve motivasyon saglamaya c¢alisan Sayin
Direktoriim Zdravka KNEZEVIC, Saymn Miidiirlerim Arzu USTAOGLU ve Mine
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AcAc
ACN
Ala
Arg
Asn
Asp
BSA
BSS
CAV
CE
CGRP
CMC
CZE
Da
dak
DC
DMSO
ESI
FA

Gln
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: Pik alam

: Asetik Asit

> Asetonitril

> Alanin

> Arjinin

. Asparajin

- Aspartat

: Bovine Serum Albumin (Buzagi Serum Albumini)

: Bagil Standart Sapma

: Cell Accelerator Voltage (Hiicre i¢i Hizlandiric1 Voltaj)
: Collision Energy (Parcalanma Enerjisi)

: Kalsitonin-Gen Iliskili Peptit

- Critical Micelle Concentration (Kritik Misel Derisimi)
: Kapiler Zon Elektroforez

: Dalton

: Dakika

: Direct Current (Dogru akim)

: Dimetil Stlfoksit

: Elektrosprey lonization (Elektrosprey Iyonlastirma)

: Formik Asit

: Glutamin
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His : Histidin

HPLC : High Pressure Liquid Chromatography (Yiiksek Basingli Sivi

Kromatografisi)
lle - 1zolosin
k® . Kapasite Faktori

LC-MS/MS : Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (Sivi Kromatografi- Kiitle

Spektrometri)
Leu > Losin
Lys > Lizin
MECC : Miselli Elektrokinetik Kromatografi
MeOH : Metanol
Met : Metiyonin
MRM : Multiple Reaction Monitoring (Coklu Reaksiyon Goruntileme)
N . Teorik Tabaka Sayis1
ort : Ortalama
PACAP : Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide (Hipofiz Adenilat

Siklaz Aktive Edici Polipeptit)

PEG : Polietilen Glikol

Phe : Fenilalanin

pl . [zoelektrik Nokta

pKa - Asitlik Sabiti

pKb : Baziklik Sabiti

QQQ : Triple Quadrapole (Seri baglanmis 3’1 Quadrapol)
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RF

RIA

SDS
Ser

SIM
SNR

SS

TFA
Thr
TIC
Tyr
uv
Val

VIP

: Radiofrequency (Radiofrekans)

: Radioimmunoanalysis (Radyoimminoanaliz)
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1. GIRIS VE AMAC

Uzun yillardir, beyinde hiicreler arasindaki iletisimi saglayan molekiillerin
sinirlerden gelen uyarilar1 diger hiicrelerin anlamasini saglayan yapilarin sadece
nOrotransmiterler oldugu sanilmaktaydi. Son yillarda islerin bu kadar basit olmadigi,
néronlarda elektrik uyarismin ve beyin kontroliiniin yalnizca norotransmiterler yoluyla
olugsmadig1 anlasilmistir. Son 30 yil igerisinde yapilan beyin arastirmalari, baska iletisim
molekiillerinin de varligini ortaya ¢ikarmistir. En 6nemli gelismelerden biri, "néropeptit"
denen molekiillerin kesfi olmustur (http-1).

NoOropeptitler uzun suredir beyindeki kimyasal sinyaller olarak bilinmektedir.
Noropeptitlerin  kesfi son zamanlarda biyokimya, endokrinoloji ve fizyolojideki
arastirmalarla olmus ve {i¢ kavram lizerine insa edilmistir:

v'Endokrin sistemdeki kimyasal sinyaller peptit hormonlaridir.

v'Peptitlerin ndrosekresyonu (sinir hiicreleri tarafindan hormon yapimi) sinir

sisteminde genel bir ilkedir.

v Sinir sistemi peptit sinyallerine yanit verir.
Bu 6nemli noktalar néropeptitlerin bugiin nasil tanimlandigina katkida bulunmustur;
Noropeptitler kiiciik protein yapili maddelerdir, noral yiizeylerde gorev yapar ve diizenli
salgi yoluyla ndronlar tarafindan yayilirlar. Bu nedenle noropeptitler beyinde birgok
fizyolojik fonksiyonu (korku, saldirganlik, sirkadiyen ritim (biyolojik saat), 6grenme vb.)
olan sinyal molekiillerinin en gesitli sifidir (Burbach, 2011).

Canli organizmalar biinyesindeki faaliyetleri duzenleyebilmek icin oldukca
karmagsik kimyasal sinyalizasyon sistemi gerektirir. Hiicre i¢i biyokimyasal iletisim
agirlikli olarak hormonlar ve norotransmiterlerin davramigina baglidir. Hormonlarin
kimyasal olarak heterojen gruplar1 ¢ok sayida peptit, protein ve amino asit icerir. Peptit
ve protein hormonlar1 6zel reseptdrlere baglanma yolu ile islev gdsterirler. Hormon-
reseptor etkilesimleri ikincil mesajcilar1 iceren kademeli sinyalizasyon yolu ile 6zel
enzimleri etkinlestirir ve sentez islemini baslatir (Sewald ve Jakubke, 2002, s. 90).

Sindirim sistemi igerisinde birgok peptit hormonunun yer aldigi ve bunun
sonucunda, bagirsaklarin, viicudun en biiyiik endokrin hormon {ireten organi oldugu
goriilmiistiir. Gastrointestinal (mide-bagirsak) hormonu genlerinin, sindirim sistemi
disinda da oldukca yaygin ifade edilmesi, bu peptit hormonlarinin bir yandan genel

fizyolojik ve biyokimyasal olaylar ac¢isindan ¢ok fonksiyonlu diizenleyici olarak, diger



yandan ise akut metabolik hormonlar, norotransmiterler, buylime ve dogurganlik
faktorleri olarak kullanimini saglamaktadir (Sewald ve Jakubke, 2002, s. 99).

Ayrica Onceleri beyinde bulundugu diisliniilen birkag peptitin gliniimiizde
bagirsakta da var oldugu; bagirsakta var olan bazi peptitlerin ise beyinde de mevcut
oldugu yapilan arastirmalar ile netlesmistir. Bu nedenle, ndropeptitler i¢in agik bir tanim
yapmak zorlasirken, peptitlerin viicudun genelinde bulunan biyoaktif bilesikler oldugu
bir kez daha kanitlanmistir (Sewald ve Jakubke, 2002, s. 107).

Rehfeld’in  (Rehfeld, 1998)  yaptig1  gastroenteropankreatik  peptit
smiflandirmasinda sekretin, gastrin, insiilin, somatostatin vb. gibi peptit gruplari yer
almaktadir. Peptit aileleri arasinda sekretin grubunda yer alan vazoaktif intestinal
polipeptit (VIP) ve hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit (PACAP) bu tez
calismas1 kapsaminda incelenmek iizere secilmistir. VIP ve PACAP’in aminoasit
dizilimi yoniinden birbirlerine oldukg¢a benzemeleri, sindirim sistemi diginda beyin
dokusu ve sivisi igerisinde de bulunmalari bu peptitlerin tercih sebebi olmustur.

VIP ve PACAP ile ilgili literatiirler incelendiginde noropeptit olmalarindan dolay1
tibbi agidan fizyolojik ve farmakolojik olarak bir¢ok ¢alismasi yapilmistir. Bunlar daha
cok hastaliklarin teshisine ve tedavisine yonelik ¢alismalardir. Fakat analitik agidan
olduk¢a kisithi galismalar mevcuttur. Bunun nedeni, néropeptitlerin beyinde oldukca
diistik konsantrasyonlarda bulunmasi, peptit analizlerinde karsilasilan zorluklar (yiizey
adsorpsiyonu gibi) ve analizini miimkiin kilacak yontemin gelistirilememesi olarak
diistiniilmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilacak arastirmalar ile olabildigince hassas, basit ve hizli bir
analitik yontem gelistirilmesi amaglanmistir. VIP ve PACAP’1n analizi ig¢in LC-MS/MS
gibi oldukca duyarh bir teknik ile yontem gelistirilmesi hedeflenmistir.

Bu arastirma ile VIP ve PACAP’m  gelecekte  yapilacak
analitik/fizyolojik/farmakolojik ¢aligmalar i¢in bir temel olusturabilecegi ve ayrica
hastaliklarin teshisi ve tedavisi ile bu iki ndropeptitin beyindeki konsantrasyonlari
arasindaki iligkiyi inceleyecek ¢aliymalar i¢in bir basamak olarak goriilebilecegi

Ongorilmiistiir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Peptidomik

Peptidomik terimi, belirli bir biyolojik numunede bulunan endojen peptitlerin
yiiksek verim ile dogrudan Slgiimleri ve yapisal karakterizasyonlar1 i¢in kullanilan bir
metot olarak tanimlanmaktadir. Bu konu iizerine yapilan c¢aligmalar, drnekte yer alan
peptit ile ilgili bilgi eksikligi, kimyasal ve anatomik karmasiklik, hacim ve boyut olarak
ornekleme zorlugu gibi bir¢ok smirlamadan dolayr cok sayida farkli yaklagimlara
yonelmistir. Bu yaklasimlar peptidomigin nicel 6zelligini daha giivenilir hale getirmistir

(Romanova ve Sweedler, 2015).

Bir oOrnekteki peptit analizleri genellikle 4 basamaktan olusur: numuneden
peptitlerin  ekstraksiyonu,  aywrimi,  dedeksiyonu ve  sonugta  bireysel
analizi/tanimlanmasidir. Kitle spektroskopi yontemi ise peptidin tanimlanma islemi icin

vazgecilmezdir (Baggerman vd., 2004).
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Sekil 2.1. Peptidomik ¢alismalar i¢in akis semasi



Biyoinformatik ve sivi kromatografi ile desteklenmis kiitle spektrometri
yontemlerini iceren biyoanalitik metotlarin kullanilmasi tip ve yasam bilimleri
alanlarinda artarak devam etmektedir. Ayni zamanda, peptitlere ait veri isleme
verimliligi, kiitle dogrulugu, ayirim ve tespit sinir1 agisindan teknolojik olarak iyilestirme

hala devam etmektedir (Romanova ve Sweedler, 2015).

Peptidomik arastirmalar1 oldukga genis Ornek c¢esidi igermektedir; bocek
beyinlerinden veya memelilerin tanimlanmis beyin bolgelerinden elde edilen 6rnekler
biliylik bir havuzda toplanir ve peptidomik ¢alismalarda kullanilir (Romanova ve
Sweedler, 2015).

Noropeptidomik belirli fizyolojik kosullar altinda sinir sistemindeki hiicrelerde ve
dokulardaki noropeptitlerin kapsamli bir sekilde arastirildigi yaklasimi ifade eder.
NoOropeptitler, sinir sistemi icerisinde davranis kontrolii ve diizenleyici fonksiyonlari
iceren sinyal molekiillerinden olusan bir komplekstir. Noropeptitler olduk¢a diisiik
miktarlarda var olduklar1 i¢in genellikle yliksek hassasiyet, buyik secicilik ve genis bir
dinamik algilama aralig1 gercktiren yontemler ile analizlenir (Yin vd., 2011).
Noroendokrin dokular lokal olarak yiiksek ndropeptit konsantrasyonu igerir ve bu nedenle
minimum numune manipiilasyonu MS goriintiileme ile dogrudan analiz igin uygundur

(Romanova ve Sweedler, 2015).

2.2. Noropeptitler

Noronlar, biyolojik sistemin bir bdliimiinden diger bdliimiine bilgi iletimi saglayan,
akson, dendritler ve ¢ekirdegi igeren bir hiicre govdesinden olusan yapilardir. Sinir uclari
diger noronlar ile baglant1 ve iletisimi saglamaktadir. Birbirine olduk¢a sik1 baglanmis

noron ag1 beyindeki bilgi islenmesinin temel mekanizmasidir (Desidero, 1984, s. 13).

Bir néropeptid, peptit baglari ile birlikte en az iki amino asitten olusan bir endojen
protein molekiltdur. Néronun hemen hemen tim bdlgelerinde, cogunlukla sinapsindaki
akson terminalinde genis, yogun ¢ekirdekli keseciklerde bulunurlar (Sanzone, 2011).
Norotransmiterlere gore ndropeptitler, néronun sinir uglari, somato ve dendritlerini iceren
birgok kismindan farkli mekanizmalar ile salinirlar. Gergekte peptit i¢eriginin %85°1

dendritlerdedir. Dendritik néropeptit salim mekanizmasi akson terminal salimindan gok



farkl olabilir. Bu durumda farkli sekilde diizenlenmis peptit salimlar1 viicuttaki peptit

etkilerinin beyindeki peptit etkilerinden bagimsiz olmasini saglar (Ludwig, 2012).

Bir noropeptidin islevi genellikle bir norotransmiter veya hormon olarak
smiflandirilmas: ile belirlenir, ancak terimler siklikla karistirilir. Genel olarak
néropeptitler, ndrotransmiterlere gére davranis iizerinde daha uzun siireli ve ¢esitli etkiler
uygularlar. Norotransmiterler ve néropeptidler bilgiyi farkli sekilde islemekle birlikte
direkt hiicreleraras1 kimyasal haberciler olarak ayr1 ayr1 veya birlikte hareket ederler ve
bir arada var olurlar, bu sekilde esgiidiimlii fonksiyonlara katkida bulunabilir (Sanzone,
2011).

Genel olarak noropeptitler ve norotransmitterler arasindaki farklar soyle

siralanabilir:
Noropeptitler;

e 400-4000 Da agirliginda biiyiik molekiillerdir.

e Sentezlendikten sonra sinaptik uca yavas ulasirlar.

e Presinaptik uca geri alinamazlar.

e Etkilerini ¢ok diisiik konsantrasyonlarda olustururlar.
e Etkileri uzun surer.

e Uzun mesafelere tasinabilirler.

e Peptidazlar ile parcalanirlar.
Norotransmiterler;

e 200 Da agirligindan kii¢iik molekullerdir.

e Sinaptik uca hemen ulasirlar.

e Presinaptik uca geri alinabilirler.

e Etkilerini néropeptitlere gore daha yiksek konsantrasyonlarda gosterirler.

e Ftkileri daha kisa siirer.

Peptitler, merkezi sinir sistemi ve c¢evresel organlarda bircok etki gosterebilirler.
Merkezi sinir sisteminde 6nemli etkilerinin olmas1 yillar boyu arastirma konusu olmustur.

Bunlardan bazilar1 asagidaki gibi siralanabilir (Sewald ve Jakubke, 2002):



e Beslenme (bombesin, PACAP gibi)

e Davranig (vazopressin, Kalsitonin-gen iliskili peptit (CGRP) noérotensin
gibi)

e Stres (substance P gibi)

e Uyku (vazopressin gibi)

e Ogrenme (substance P gibi)

e Hafiza (vazopressin, galanin gibi)

2.3. Tez Kapsaminda incelenen Noropeptitler

2.3.1. Vazoaktif intestinal polipeptit (VIP)

VIP, merkezi ve gevresel sinir sisteminde olduk¢a yaygm bulunan 28 amino asit

iceren glukagon/sekretin ailesinden bir néropeptittir (Watanebe, 2016).
VIP’e ait amino asit dizilimi, yapis1 ve fizikokimyasal 6zellikleri asagida verilmektedir:

v His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-GIn-Met-
Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-lle-Leu-Asn-NH; (http-2)

Kapali Formil: C147H238N44042S

Molekul agirhigr: 3325,80 Da

Cozicu: %1 asetik asit

pl >11 (Watanebe, 2016)
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Sekil 2.2. VIP’in kimyasal yapisi (http-3)


http://www.pharmacology2000.com/Autonomics/Adrenergics1/Adrenergic-11.htm%2030.11.2016

Ik kez, 1970 yilinda, domuz bagirsagindan izole edilip akcigerde diiz kas gevsetici
vazodilator peptit olarak kesfedilmistir (Said, 1991). Baslangigta gastrointestinal hormon
olarak anilmasina ragmen son zamanlarda yapilan arastirmalar ile noérotransmiter ve

noromodulator 6zellikleri olan bir néropeptit olarak bilinmektedir (Watanabe, 2016).

VIP, beyinde hipotalamusun suprakiazmatik cekirdek, pankreas ve bagirsak gibi

birgok dokuda Uretilir. Genel olarak gorevleri asagidaki gibi siralanabilir: (http-4).

v Sindirim sistemiyle ilgili olarak diiz kaslar1 gevsetir (yemek borusu, mide, safra
kesesi), pankreas ve safra sivisinin salgilanmasi igin uyarir, gastrik asidin
salgilanmasi ve bagirsaktan emilimini engeller. Diiz kas kasilmasini uyarmasi,
kan damarlarin1 genisletmesi, pankreatik bikarbonat salgilanmasini uyarmasi,
gastrik asit salinmasini inhibe eden bilesikleri uyarmasmin yaninda bagirsaktaki
en biyuk rolu su ve elektrolit salgilanmasini uyarmaktir. Bu etkiler hareketliligi
arttirmak icin birlikte caligir.

v Mide hiicrelerinden pepsinojen salinimini uyarir.

v' Baz1 otonomik sinirler ve beyinde bulunur. Beyinin suprakiazmatik cekirdek
(SCN) denilen bdlgesinin 6zel bir kismmda bulunur. VIP, bu bélgedeki 6zel beyin
hicreleri arasindaki iletisimde 6nemli rol oynar.

v VIP prolaktin hormonu salinimini diizenlemeye yardmmci olur.

v" VIP kalpte de bulunur ve kardiyovaskiiler sisteme 6nemli etkisi vardir, koroner
damar genislemesine sebep olur. Kalp yetmezliginin tedavisinde yararh
olabilmesi i¢in arastirmalar yapilmaktadir.

v Blylume hormonu salgilayan hormon (GH-RH) VIP ailesinin bir Gyesidir ve 6n

hipofiz bezinden bilylime hormonu salgilamasi igin uyarir.

Ayrica glikojenolizi arttirir, arteriyel kan basincini distiriir, otoimmin reaksiyona
neden olmadan immin sistemi gugclendirir, beyin hicrelerinde apoptozisi engeller,
noroprotektif etkileri vardir, anti oksidan 6zellik gosteririler. Bu 6zellikleri nedenli, septik
sok, hemorajik sok, iskemi-reperflizyon hasari, Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastaligi
gibi ¢ok ¢esitli patolojilerde koruyucu ve tedavi edici glic gindemdedir. VIP’in dund;
vazodilator bir peptid olarak kesfi, yaygm biyolojik etkilerinin ve ince bagirsaklara
ilaveten var oldugu dokularin belirlenmesidir, bugini; bir¢cok patolojiye karsi1 koyan
gucll bir doku koruyucu olmasmin yaninda néroimmin-endokrin etkilesiminin bas

molekill olmasidir, yarmi; bugin etkin tedavileri olmayan bircok hastaligin 6zellikle



Parkinson ve Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin ilag

gelistirilmesinin umut molekiili olmasidir (Tuncgel ve Korkmaz, 2010).

2.3.2. Hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit (PACAP)

PACAP, sekretin/glukagon ailesinden 27 ve 38 amino asit icerikli olan bir

néropeptittir (Nakamachi, 2016).
PACAP’1n amino asit dizilimi ve fizikokimyasal 6zellikleri asagida verilmistir:

v PACAP-38
His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-GIn-Met-Ala-
Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Lys-Arg-Tyr-Lys-GIn-Arg-Val-
Lys-Asn-Lys-NH:

v' Kapali formiilii: C203H331Ne3053S

Molekiil agirhigi: 4534,26 Da (http-5)

<

v’ Cbziicii: Suda ve etanolde ¢oziinebilir. Sulu ¢dzeltisi 4°C’de stabil degilken, 10
M derisimdeki ¢6zeltisi -80°C’de 1 yil stabildir (Nakamachi, 2016).
v' PACAP igerigindeki 7 Lys ve 4 Arg amino asidi ile bazik 6zellik tasimaktadir.

IIk olarak, 1989 yilinda, koyun hipotalamusunun ekstraktindan izole edilerek
kesfedilmistir (Miyata vd., 1989).

Onemli biyolojik fonksiyonlarda yer aldig1 diisiiniilen PACAP’1n dizilimi ilkel
canlilardan memelilerin evrimine kadar olduk¢a iyi korunmustur. PACAP beyinde ve
cevre organlarda (6zellikle endokrin pankreas, solunum ve Uregenital yollarda) oldukca

yaygmn bulunmaktadir (Vaudry vd., 2000).

PACAP, esit biyolojik aktivitedeki formlarda 27 aminoasit (PACAP27) ve 38
aminoasit (PACAP38) den olusmaktadir. Peptitlerin her ikisi de N terminal bolgedeki
konformasyonu ve dizilimi ayni olmasina ragmen, PACAP-38’in C terminal dizisi 1-27
bolgesine esnek baglanmasiyla kisa bir sarmal sergiler. Endojen PACAP’larin ¢ogu
PACAP-38 seklindedir. PACAP’mn temel dizilimi nispeten en yakin hormon olan VIP ile
%68 aynidir (Goyal ve Pisegna, 2014). PACAP-38 ve PACAP-27’nin amino asit dizilimi
asagidaki gibidir:



PACAP-38 HSDGIFYDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK-NH:
PACAP-27 HSDGIFYDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH:

PACAP reseptorlerinin  molekiiler klonlanmast {i¢ ayr1 reseptér varligini
gostermistir; ¢ok sayida doniisiim sistemiyle eslestirilen PACAP’a 6zgii PACI1 reseptor
ve PACAP/VIP’ten farkli adenilil siklaz ile eslestirilen VPAC1 ve VPAC2
reseptorleridir. PACL reseptorl 6zellikle beyinde adrenal ve hipofiz bezlerinde oldukga
bol bulunurken VPAC reseptorleri aslinda karaciger, akciger ve iireme organlarinda
bulunmaktadir. PACAP ve PACAP reseptorlerinin genis dagilimi peptidin biyolojik
fonsiyonlarin1 ve farmakolojik etkilerini belirlemeye yonelik caligmalarin artmasina

sebep olmustur (Vaudry vd., 2000).

Serebral iskemi ya da inme, beyine kan akisinin azalmasi ile karakterize edilir. Kan
akigmin tikanma derecesine bagh olarak inmenin global ve fokal olmak Uzere iki tipi
vardir. Global inme toplam kan akisimin kaybedildigi zamanlarda meydana gelirken, fokal
inme serebral arter tikanikli§1 nedeniyle kan akisinin kesildigi zaman bolgesel olarak
meydana gelir. PACAP’in noroprotektif potansiyeli Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligi, travmatik beyin hasar1 veya fel¢ gibi akut ndrolojik durumlar ve nérodejeneratif
hastaliklar1 i¢in in vitro ve in vivo g¢alismalarla gosterilmistir. Fokal inme sonrasinda
enfarktlis hacmi, 6dem ve norolojik eksiklikler PACAP yoksunu farelerde vahsi
hayvanlardan daha fazladir. Bu durum néronal korumada endojen peptitlerin kritik roliinii
gosterir. Az miktarda PACAP varliginin beyni korumak igin yeterli oldugu diisiincesi

intraserebroventrikiiler yontemi ile sican iizerinde yapilan calisma ile gosterilmistir

(Dejda vd., 2011).

2.4, Siv1 Kromatografisi-Kutle Spektrometrisi

MS ile desteklenmis sivi kromatografi cihazlari laboratuvarlar i¢in ideal analitik
araglardandir. Coziinmiis halde bulunan herhangi bir karisim sivi kromatografi kolonunda
bilesenlerine ayrilirken, MS’te ayrilan maddeler iyonize hale getirilerek her bilesen i¢in
molekiil agirhigr tanimlanabilir. Bir LC-MS/MS sisteminde molekile ait ana iyon
karakteristik bir parcalanma ile parca iyonlarina doniisebilir ve bu iyonlar molekilin

tanimlanmasi1 ve miktar tayininde kullanilabilir (McMaster, 2005, s. 1).



MS; iyon, elektriksel alan ve vakum olarak ii¢ temel esastan olusur. Teknigin
temeli, gaz fazinda ve elektrik yiikli olan bilesenlerin vakumlu ortamda uygulanan
elektriksel alan veya manyetik alan yardimi ile ugurulmasma dayanir. Bilesenler
kitle/ylk (m/z) oranlarina gore elektriksel alanda ugus farkliligi gostermekte ve bu
sekilde birbirlerinden ayrimlar1 saglanmaktadir. Birbirinden ayrilan bilesenler elektrik
alan veya manyetik alan ile yonlendirildikten sonra bir yiizeye ¢arptirilarak elektrik
sinyali Uretirler. Bunun sonucunda iyonik bilesenler hem birbirinden ayrilmis olur hem
de miktarlar1 ile dogru orantili olarak sinyal tiretmis olurlar. MS’in diger dedektorlerden
farki bu ¢alisma prensibi ile ortaya ¢ikar: bir dedektor oldugu kadar ayni1 zamanda bir

ayirim cihazidur.

MS’in ¢aligma prensibi gaz fazinda gergeklestigi i¢cin sivi kromatografi ile uzun
yillar birlikte kullanilamamistir. Amerikali bilimci John Bennett Fenn’in atmosferik
basingta iyonizasyon (API) saglayan elektrosprey iyonlastirma (ESI) teknigini bulmasi
ile s1v1 fazdaki bilesenlerin iyonlastirilip gaz fazina gegirilmeleri miimkiin hale gelmistir.
Bu c¢alisma ile John B. Fenn 2002 Nobel Kimya Odiilii’nii alan kisilerden biridir
(Herschbach & Kolb, 2014, s. 9-11). Bu bulus ile siv1 fazdaki bilesenler MS’e girmeden
bir ara iinite ile iyonlastirilip gaz fazma gecirilmektedir. Boylelikle s1vi kromatografinin
ayirim gilicii MS’in seg¢iciligi ve hassasiyeti ile birlestirilmistir.

Bir LC-MS sistemi; Yiiksek Basingli Stvi Kromatografi (HPLC), gaz fazina gegisi
ve iyonlagmay1 saglayacak olan API iinitesi ve MS’in birbiri ardinca baglanmasindan
olusur. Bir MS sistemi ise genel olarak vakum pompalari, iyonlar1 kiitle analizOriine
yonlendiren iyon optikleri, kitle analizor(, iyonlardan elektrik sinyali elde edilen
dedektdr, tiim bu verilerin toplandig1 ve islendigi bilgisayar ve yazilimdan meydana

gelmektedir (Gorsel 2.2).

10



HPLC sistemi

[ia

Mohil faz

Gorsel 2.2. Bir LC-MS/MS sistemi (http-6)

2.4.1. iyonlastirma yontemleri

Numuneler iyon kaynaklarinda analiz 6ncesi iyonize hale gelirler. MS’te kullanilan
cesitli iyonlagtirma yontemleri vardir. Burada en 6nemli nokta, iyonlasabilen analitin
fizikokimyasal Ozellikleri ve iyonizasyon sireci boyunca aktarilan i¢ enerjidir. Bazi
iyonizasyon teknikleri oldukga giigliidiir ve yogun pargalanmaya yol agarlar. Digerleri ise
daha yumusak ve sadece molekiiler tiirlerin iyonlarini olustururlar. Elektron iyonizasyonu
ve kimyasal iyonizasyon yalnizca gaz fazinda molekiiller i¢in gegerlidir. Bunlarin
kullanim1 i¢in bilesigin ugucu ve termal olarak kararli olmasi gerekir (Hoffman ve

Stroobant, 2007, s. 15).

Iyon kaynaklar1 siv1 faz ve kati faz olarak ikiye ayrilir. Sivi faz iyon kaynaginda
analit ¢Ozelti igerisindedir. Analit ¢Ozeltisi spreyleme islemi ile iyon kaynagma gelir ve
damlaciklar haline doniisiir, atmosferik basing altinda iyonlar iiretilip vakum altindaki
MS’e gonderilir. ESI, atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon (APCI) ve atmosferik
basingta foto iyonizasyon (APPI) bu tip iyon kaynaklarindandir. Iyonlastirilacak
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bilesenin molekiiler biiylikliigii ve polaritesine bagh olarak bu ii¢ iyonlastirma teknigi

arasinda se¢im yapilmaktadir (Hoffman ve Stroobant, 2007, s. 15).

A
100.000 \

ESI

Mol, Biiyiikliigii (Dalton)

—
=]

L 4

Apolar Molekiil Polaritesi Polar

Gorsel 2.3. Iyonlastirma yontemlerinin secimi (Tsoupras, 2005)

ESI yonteminde, sivi kromatografiden gelen ve analiti iceren hareketli faz
elektriksel bir alana azot gazi ile sprey edilir. Sprey sirasinda siv1 halde bulunan hareketli
faz damlaciklara doniisiir ve damlaciklar giderek kiigiilerek igerisindeki iyonlar Coulomb
patlamasina neden olurlar. Bu sekilde sivi fazdan kurtulan iyonlar elektrik alan yardimi
ile kiitle analizériine dogru hizlandirilir. Kiitle analizériine gelmeden hemen Once
etrafindaki olas1 ¢6ziiciiden kurtulmak igin desolvatizasyon (¢zlcl ugurma) Unitesinde

sicak azota maruz birakilir ve tamamen gaz fazina gegmesi saglanir.

Nebiilizasyon Iyonlar

g -

azot gaz

Gorsel 2.4. Elektrosprey iyonlastirma teknigi (http-7)
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En yumusak iyonizasyon teknigi olup polar bilesikler i¢in ideal bir yontemdir. Bu
bilesikler arasinda proteinler, peptitler, niikleik asitler, farmasoétikler ve dogal {irtinler

sayilabilir.

APCI yobnteminde, hareketli fazin belirli bir sicakliga yiikseltilip gaz fazina
doniismesi saglanir. Gaz fazma doniisen hareketli faz igerisindeki bilesikler ve
kimyasallar elektrik yiiklii bir igneye (corona) dogru piiskiirtiiliir. Igne iizerindeki
elektriksel alan ile uyarilmis bilesikler ve hareketli faz i¢erisindeki kimyasallar arasinda
proton aktarimi ile iyonlagsma gergeklesir. Olusan iyonlar 1sitilmis azot ile olasi

¢oOziiciisiinden uzaklastirilip kiitle analizoriine génderilir.

APPI yonteminde ise hareketli fazin yine belirli bir sicakliga yiikseltilip gaz fazina
gecisi saglanir. Bu yontemde Ultraviyole (UV) radyasyonu yayan lamba kullanilir. UV
lambasindan gonderilen fotonlarin enerjisi ile sprey halindeki bilesenler iyonlastirilir.
Diger iki yontemde de oldugu gibi olusan iyonlar 1sitilmis azot ile olas1 ¢dziiciisiinden

uzaklastirilip kiitle analizriine gonderilir.

Kati1 faz iyon kaynaginda ise analit u¢ucu olmayan bir katmanda yer alir. Bu katman
genellikle bir kat1 veya viskoz bir sivi olan bir matriksi i¢eren ¢esitli hazirlama yontemleri
ile elde edilir. Numuneyi i¢eren bu matriks enerji pargalar1 veya fotonlar ile uyarilir ve
aciga  ¢ikan  iyonlar  analizore  yOnlendirilir. ~ Matriks  destekli  lazer
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI), plazma desorpsiyon ve alan desorpsiyon kaynaklar1

bu yontemler arasinda yer alir (Hoffman ve Stroobant, 2007, s. 15).

2.4.2. Kutle analizorleri

Kiitle analizorleri MS’in en 6nemli kismi olup analitlerin gaz fazinda vakum altinda
ucuruldugu ve m/z oranlarina gore birbirinden ayrildig1 kisimdir. Farkli geometrilerde,
farkli m/z araliklarina uygun ve farkl ¢oziintirliikteki kiitle analizorleri soyle siralanabilir:
Dort cubuklu (Quadrupole), iyon tuzagi (Ion-trap) ve ugus zamanl (Time of Flight, TOF)
(McMaster, 2005).

Dort gubuklu kitle analizori LC-MS sistemlerinde en yaygm kullanilan kiitle
analizorii olup tetragonal olarak yerlestirilmis dort gubuktan olusur. Cubuklara karsilikli
olacak sekilde negatif dogru akim (-DC) ve radyo frekansi (RF) ile pozitif dogru akim
(+DC) ve RF uygulanir. Meydana gelen elektrik ve manyetik alanda iyonlar m/z’lerine
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gore ucarlar. Iyon kaynagindan detektore kadar olan ugus siiresi (dwell time) icerisinde
cubuklara uygulanan RF ve DC degerleri DC/RF orani sabit kalacak sekilde dogrusal
olarak degistirilerek farkli m/z’deki iyonlarin dedektdre ulasmasi saglanir. Dedektore

ulagamayan iyonlar ise soniimlenirler (Gorsel 2.5).

Rezonant iyon

ivon kaynag | |

! | DC ve RF voltaj
uygulamasi

Gorsel 2.5. Dort cubuklu kitle analizori (http-8)

Bir parcalama tnitesi ile ayrilmis iki adet dort ¢ubuklunun seri baglanmasi ile
‘tandem (dizili) kiitle analizorii” olarak bilinen (QQQ) analizérler elde edilir. Parcalama
unitesi (collision cell) silindirik yapida ve alt1 veya sekiz ¢ubuktan olugmaktadir. Burada
iyon aywrimi veya taramasi yapilmaz. Sadece c¢ubuklarmn arasindaki bosluktan ucan
iyonlara inert bir gaz (azot, helyum gibi) ile elektrik enerjisi verilir ve pargalanmalar1
saglanir. Parcalama yapilmadig1 zamanlarda ise bu kisim iyonlar1 birinci dort gubukludan

Uclncu dort cubukluya iletmekle gorevlidir (Hoffman ve Stroobant, 2007, s. 189-194).

Tandem kiitle analizorlerinde ana kiitle m/z’lerinin tayininin yaninda ana kiitleye
ait parcalarin da tayininin yapilmasi miimkiindiir. Ana kiitleye ait fragmanlar iyi bir
kalitatif analiz verisi olabildigi gibi bu fragmanlarin biri veya birkagi ile oldukga hassas
ve secici kantitatif analiz de yapilabilir. Bu yonii ile tandem kiitle analizorleri hem yap1

tayininde hem de miktar tayininde kullanilan benzersiz cihazlardir.
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Tandem kutle analizorlerinde tarama (SCAN), se¢ilmis iyon analizi (SIM) ve

secilmis reaksiyon analizi (SRM) gibi farkli uygulamalar mevcuttur (Hoffman ve
Stroobant, 2007, s. 189-194).

Sistemin birinci dort ¢cubuklu kisminda DC ve RF degerleri degistirilerek farkli
m/z’deki iyonlarin ikinci ve ligiincii dort gubukludan gegip detektdre ulasmasi saglanir ve

bu sekilde SCAN yapilmis olur.

Birinci dort ¢ubukluda DC ve RF degeri sabit tutularak belirli bir m/z’deki iyon,
ikinci ve Gcuncl dort cubukludan direkt gegerek detektore ulagir. Bu islem ile SIM
gerceklestirilir. Belirli bir m/z’deki iyona ait kiitle spektrumu elde edilip kalitatif amacl

kullanilabilir.

MS/MS uygulamast ile ana kiitleye ait parcalar1 taramak miimkiindiir. Tk dortliide
belirli bir m/z’deki iyon se¢ilip (SIM yapilip) par¢alama {initesine ulastirilir. Burada ana
kiitle pargalanip olusan fragmanlarin hepsi ti¢iincii dortliden direkt gecerek detekttre
ulagirsa fragman taramasi yapilmis olur. Bunun sonucunda ana kiitlenin pargalanma

urlinlerine ait kiitle spektrumu yani kalitatif verileri elde edilmis olur.

Bunun yaninda, birinci dortliide secilen belirli m/z’deki iyon (SIM yapilarak)
parcalama {initesinde fragmanlarina parcalanip {iciincii dortliiye aktarilir. Ugiincii
dortliide bu fragmanlardan biri ya da birkag1 segilerek detektére gonderilir (lGglnci
dortliide tekrar SIM yapilir). Ugiincii dortliide bir iyon segilerek yapilan analizler SRM,
birden fazla iyonun se¢ilmesi ile yapilan analizler ise ¢oklu reaksiyon gozlemlenmesi
(MRM) olarak adlandirilir. Bu islem ile elde edilen verilerde analiz giirulttist azalmakta,
sinyal-guriltii oran1 diger uygulamalara gére artmakta ve diisitk dedeksiyon seviyelerinde

bile kantitatif analizleri miimkin kilmaktadir.

Iyon tuzagi sistemlerinde iyonlar elektrik alan ile bir tuzagin igerisinde
hapsedilmektedir. Uygulanan RF ile iyonlar detektore sirali bir sekilde gonderilebilirken,
istenen 1iyon ya da iyonlar tuzagin i¢inde birakilip alternatif akim ile
parcalanabilmektedir. Bu islem siirekli tekrarlanabildiginden iyon tuzag: kiitle
analizorleri n sayida iyon izolasyonu ve pargalama islemi yapabildiginde MS" seklinde
gosterilmektedir. Ancak iyonlar1 belirli zaman araliklarinda paketler halinde aldig1 ve bu
durumun iyon kaybina neden olmasi sebebi ile kantitatif analiz hassasiyeti yontnden

tandem kiitle analizorlerine gore diisiik verimdedirler (McMaster, 2005, s. 74-78).
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TOF sistemleri tek bir kiitle analizériinden olusup SIM ve tarama uygulamasini
gerceklestirebilirler, pargalama islemi yapamazlar. Genellikle MALDI iyonlastirma
teknigi ile birlikte biiyiik molekiillerin ayirimi ve yliksek ¢ozuntrlikli olarak kitle tayini
yaparlar. Temel olarak, iyonlastirilan bilesenler iki plaka arasina uygulanan elektriksel
alan yardimi ile ugurulup detektdre varig zamanlarina gore birbirlerinden ayrilip kiitle
tayinleri yapilabilmektedir. Diger kiitle analizorlerine gore Kkiitle kesinligi oldukea yiliksek
olup virgiilden sonra dort basamaga kadar hassasiyetle sonu¢ verebilir (McMaster, 2005,
s. 79-81).

2.5. Peptit Analizlerinde Kitle Spektrometrisinin Onemi

Uzun yillar biyomolekiillerin viicut sivilarindan ve dokulardan analizinde
immiinoanaliz yontemleri yaygin olarak kullanilmaktaydi. Ancak yontemin spesifikligi
maddelerin ¢apraz etkilesiminden dolay1r oldukg¢a diisiiktiir. Biyolojik sistemlerde
bulunan peptitlerin dogasindaki heterojenlik (deaminasyon, oksidasyon vb. gibi bircok
modifikasyondan dolay1) radyoimmiinoanaliz (RIA) ile elde edilen sonuglarin
yorumlanmasinda problemler meydana getirmektedir. Biyolojik ekstraktlarin ters faz
HPLC ile ayirimi RIA’nin spesifikligini attirsa da yeterli olmamaktadir (Nilsson vd.,
1998).

Modern kitle spektrometrisi yontemi, biyomolekillerin aminoasit dizilimi ve tam
molekiil kiitlesi hakkinda bilgi edinmeye izin vermektedir. Teknolojinin gelismesi ile
ESI-MS ve MALDI-MS kullanimi tip ve sinir bilimi alanlarinda olduk¢a yayginlagmustir.
Molekdl kiitlesini dogru 6lglim yetenegi ile diger metotlara gore tistlinliik saglamaktadir.
Asetilasyon, amidasyon, fosforilasyon ve glikolizasyon gibi modifikasyonlar1 da
tanimlamaya ve dogrulamaya yardimci olur. Ayrica yeni noropeptitlerin analizi ve
tanimlanmasi i¢in MS ile elde edilen aminoasit dizilim bilgisi de oldukc¢a biiylik 6nem

tasr (Nilsson vd., 1998).

Protein ve peptitlerin MS ile analizlerinin miimkiin olmasini saglayan, aslinda
yapilarinin buharlagtirma/iyonizasyon sirasinda MALDI/ESI gibi yontemler ile
bozulmamasidir. Bu yontemler ile iyonizasyon, proton eklenmesi ya da ayrilmasi
seklinde gerceklesir. Bu nedenle molekiil agirliklarina ait bilgiler oldukea kesin elde edilir

(Trauger vd., 2002).
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MALDI ve ESI her birinin spesifik avantajlarinin oldugu ¢ok farkli tipte
iyonizasyon kaynaklaridir. MALDI, kompleks bilesiklerin bile tistesinden gelebiliyorken;
ESI dogrudan LC’nin ara yizi olabilmektedir. MALDI-TOF veya ESI-Quadrapol/ESI-
lon Trap gibi standart analizorler ile olan performanslari agisindan diisiik kiitle
araliklarinda benzerdirler. Fakat ESI-Quadrapol peptit analizlerinde daha iyi aymrim ve
dogruluk saglama egilimindedir. ESI, MALDI’ye gore daha diisiik duyarliliga sahipken
bu 6zelligini nano-ESI ile gelistirmistir. Nano-ESI’da sprey ignesi ¢ok kuglk ve kitle
analizOriiniin vakum girisine daha yakin durumdadir. Bu durum verimi arttirir ve numune
gereksinimini 6nemli 6l¢iide azaltir. Akis hizi nl/dak diizeyinde oldugu i¢in damlalar daha
kiiciik olusur, safsizliklara kars1 daha toleransli hale gelir. Peptit ve proteinlerin ¢ok diisiik

miktarlarda bulundugu ortamlardan analizleri i¢in olduk¢a uygundur (Trauger vd., 2002).
ESI’nim peptit analizlerinde kullaniliyor olmasinin nedenleri;

Sivi kromatografi ile uyumlulugu
Tandem MS ile uyumlulugu

Yiksek duyarlilik (nano-ESI ile pikomol diizeyine inilebilmesi)

DN N NN

Coklu yiiklenmeye izin verip m/z aralig1 sinirl analizorlerin peptit analizlerinde

kullanimmi mimkiin kilmasi

ESI’n 6nemli bir 6zelligi, ¢oklu yiiklenmis tiirler tiretebilmesidir. Bu 6zellik kii¢iik
kitle araligma sahip olan kiitle analizorlerinde biiyiilk protein/peptit yapilarmin
gozlenebilmesini miimkiin kilar. Ayrica tek bir spektrumdan ayni peptit i¢in ¢oklu
yiiklenmig tiirlerin gozlenmesi, farkli yollardan molekiil agirligi hesaplanmasma izin

verir. Bu daha dogru molekiil agirligi hesaplanmasini saglar (Trauger vd., 2002).

Peptitlerin analizinde ortaya ¢ikan soru ‘yiik durumu nasil belirlenir?’. Bunun iki
yolu vardir: izotop modelinin gériintiilenmesi veya bitisik yiik durumuna bakilmasi. Yiik
durumu gozlenirken ve hesaplama yapilirken bitisik piklerin yiikleri karsilagtirilir. Kiitle
birimi 1’er artiyorsa +1, 1/2’ser artiyorsa +2, 1/3’er artiyorsa +3 yiikliidiir ve benzer
seklinde devam eder. Bu 0zelliginden dolay1 ESI ile ¢oklu yiiklenmis iyon tiretilmesi,
daha dogru ve eksiksiz fragmantasyon spektrumlar1 verir. Bu da peptitlerin aminoasit

dizilimleri agisindan 6nemlidir (Trauger vd., 2002).

Peptit ¢ozeltisinin ESI’da gaz fazina gecerek yiiklii iyonlar haline doniismesi lizin
(Lys), histidin (His) ve Arjinin (Arg) gibi bazik aminoasitlerin protonlanmasi ile
gerceklesir. Protonlanmanin gerceklesmesi icin ise analitin hem gaz fazinda hem de
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cozelti formunda (diisiik pH’ta) bazik olmasi gerekir. Genellikle peptidin temel aminoasit
dizilimi ve iyonize olabilen amino gruplarmin pKp degeri ESI cevabini etkileyen temel
nedenler olarak goriilse de durum daha farklidir. Bunlarin disinda ESI cevabini yani
secicigini, yiik dagilimmi ve MS spektrumundaki sinyal yogunlugunu etkileyen diger
parametreler ESI geometrisi, sprey gazin akis hizi, analit derisimi, ¢Ozicl ve analitin
bazikligi, ¢oziicii ylizey gerilimi, gaz faz bazikligi ve pH tir. Ayrica aminoasit tipi, sayisi
ve peptidin yapist yiik durumu ve dagilimini en fazla etkileyen faktorlerdendir (Nielsen,
2013).

ESI’da olusan iyonlar Kitle analizorii girisi 6ncesinde ¢arpigmaya maruz kalirlar.
Kiitle analizériinden igeri girecek iyonlarin enerjisi, meydana gelecek fragmantasyonun
miktarmi belirleyebilir. Bu enerji, pargalama potansiyeli degistirilerek ayarlanabilir.
Agiza girmis iyonlarin enerjisi oraya uygulanacak potansiyel ile belirlenir. Daha diisiik
enerji ile daha fazla fragmantasyon gozlenir. Buna ek olarak, peptidin yiik dagiliminmn
degismesine sebep olabilir. Bu durum, MS’e giren peptidin daha biiyiik ¢carpigsma enerjisi
gerektirmesi ile ilgilidir. Yiiksek potansiyellerde daha fazla proton peptitten ayrilir ve yiik
dagiliminda kaymaya neden olur. Parcalama voltaji artarsa daha blyuk yukli iyonlar
olusur. Ornegin 50 kV ile M*? iyonu olusur iken 150 kV ile M** iyonu olusur (Trauger
vd., 2002).

Genellikle LC-MS-ESI sistemlerinde hareketli faza eklenen formik asit (FA), asetik
asit (AcAc), amonyum hidroksit gibi kimyasallar ile analit iyonizasyonunun arttirilmasi
ve sinyalin iyilestirilmesi hedeflenir. Cozelti pH’1, ortamdaki asit derisimi arttirildik¢a
peptidin asidik yan zincirlerindeki pKa degerinin altina diistiigii igin MS spektrumundaki
baskin iyonun yiik durumu artar, daha kiigiik kiitleli iyonlar olusur. Fakat kritik pH
noktasi gegildiginde iyon baskilama meydana geldigi igin diisiik pH’larda elde edilen
daha buylk yukli iyonlarm MS spektrumundaki sinyal miktar1 diigebilir. Bu yiizden pH

ayarlama onem kazanir (Nielsen, 2013).

Hareketli faz akis hizinin diismesi temel iyon pikinin gézlenmesinde olumlu rol
oynar. En iyi ESI cevab1 sprey gazi varliginda elde edilir. Akis hizi pl/dak olarak
calisilirken ESI cevabi dogrudan analit derisimine bagh hale gelir, ¢linkii akis hizi
tizerinde yapilan degisiklikler sinyal yogunluguna dnemli bir etki yapmaz. Fakat akis hizi
nl/dak olarak ¢aligildiginda iyonizasyonun yaklasik 100 kat arttig1 ve ESI cevabinin direkt

olarak akis hiz1 ile orantili oldugu gozlenir (Nielsen, 2013).

18



Analit derisiminin artmasi peptit lizerindeki protonlanmada meydana gelen
yarismadan dolay1 diisiik m/z’ye sahip iyonlarin goriilmesini engellemektedir. Bu nedenle
diisiik analit derisimi ile daha blylk yikli iyonlar elde edilirken, yiksek analit
derigimlerinde kii¢iik yiiklii iyonlar elde edilir (Nielsen, 2013).

Iyonizasyon &ncesi peptitlerin ¢oziiniirliigiine ek olarak hareketli faz icerigi de
O6nem kazanmaktadir. Hareketli faz icerisindeki ¢6zuctnun analitin yik durumuna etkisi
ve ESI’de yiiklii damladan ¢oziicliniin buharlastirilabilmesi olduk¢a 6nem tasir. Daha
ucucu ¢ozicl karigimlarinda (metanol (MeOH), diklorometan gibi) daha blyuk yuklu
tirler baskin hale gelir. Bu durum damlalarin etrafindaki coziiciilerin daha hizli
buharlagmasi nedeniyle olusur. MeOHiin buhar basinci asetonitril (ACN) veya izopropil
alkol (IPA)’ya gore daha yiiksek (kaynama noktasi daha diisiik) oldugu i¢in damlalardan
daha hizli uzaklasir. Ancak daha diisiik uguculuktaki ¢ozuctulerle de biyuk yikli iyonlar
elde edilebilir. Ciinkii peptidi igeren damlalarm olusumundan hemen 6nce ¢oziiciiniin
biiyiik kism1 buharlasabilir. Bunun yanisira bazi peptitler i¢in ¢oziicii uguculugunun
degismesi, baskin yiik durumunu degistirmeyebilir. Fakat MeOH, IPA gibi protik 6zelligi
olan ¢oziiciilerin kullanimi ESI cevabini yani iyon yogunlugunu ACN, diklorometan gibi

aprotik ¢6ziicli kullanimina gére arttirmaktadir (Nielsen, 2013; Giorgianni vd., 2004).

Aminoasit igerigi ve peptit polaritesi agisindan degerlendirildiginde ESI’daki iyon
yogunlugu zincirin ucunda Arg bulunmasi > apolar peptit > polar peptit olarak
siralanabilir. Arjininin N- ya da C- terminalde olmasi peptidin elektronegatifligini arttirir,

pozitif ESI icin secici bir durum olusturur ve sinyal yogunlugu artar (Nielsen, 2013).

Hareketli faza elektrolit eklenmesi ile (amonyum asetat gibi) baskin iyonun yiik
durumu azaltilabilir. Ortamdaki elektrolit miktarmnin artisi ile orantili olarak yiik dagilim

durumu da daha diisiik seviyelere inebilir (Nielsen, 2013).

2.6. Peptit/Proteinlerin Yilzeye Adsorpsiyonu

Peptit/proteinler yapilarindaki polar, nonpolar ve yiiklii kisimlardan dolay: silikaya
hidrojen bag1 veya iyonik etkilesim ile adsorbe olurlar. Bu durum ii¢ problemi ortaya

cikarir (Baker, 1995, s. 223-226):

v" Peptit/protein silikaya adsorbe oldugu i¢in kolonda kalip dedektériin 6niinden

gecemez.
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v' Diistik peptit/protein derisimlerinde tamami adsorplanabilir.

v Adsorpsiyondan dolay1 kuyruklanmis ya da genislemis pikler goriilebilir.

Inorganik ytizeyler ile protein etkilesimi ¢aligmalarinda referans materyal silika
(SiO2)dir. Kristaline silika yiizeyleri silanol gruplar1 (Si-OH) ve siloxan koprilerinden (-
Si-O-Si-) olusur. pH>3 oldugunda silanol gruplar1 deprotonlanarak negatif yuklu Si-O-
ylizeyler haline doniisiir.

Proteinin silikaya adsorpsiyonu hem proteinin elektrostatik 6¢zellikleri hem de
yiizeyde yapisal deformasyonun indiiklenme yetenegi sonucunda olusur. Iyonik etkilesim
ve hidrojen baglari ile elektrostatik etkilesim en &nemlisidir. Ozellikle Lys, Arg gibi
notral pH’ta pozitif yiiklii bazik amino asitler elektronegatif silika yiizeyler ile
elektrostatik etkilesim kurdugu icin 6nemlidir (A-B). Bu basamagin tersinir oldugu
diistiniiliir. Adsorpsiyon basamagmin diger asamasinda ise proteinlerin sertlik-
yumusakligma bagl olarak degerlendirme yapilir. Sert ve siki1 yapili proteinler (aromatik
ozellikli kalintilar1 fazla) ylizeyde dagilmazken, zayif i¢ baglari olan proteinler (aromatik
ozellikli kalintilar1 az) ise dagilmaya daha yatkindir ve etkilesimin artacagi sekilde
ylzeyde yayilarak yeniden yapisal bir form olusturur. Bu degisim boyunca siloksan
kopriileri gibi hidrofobik kisimlar ile proteinin hidrofobik kisimlar1 birbirlerine maruz

kalip etkilesirler. Adsorpsiyonun bu basamagi tersinmezdir (C-D) (Mathé vd., 2013).

Gorsel 2.6. Protein/peptitlerinlerin ylizeye adsorbsiyonu (Mathé vd., 2013)

Adsorpsiyon sureci esas olarak; protein yeniden diizenlenmesinden ve kitledeki su
molekiillerinin serbest birakilmasindan dogan bir entropi kazanimi tarafindan yonetilir.
Termodinamik bakimindan, itici gii¢, proteinin yapisal yeniden diizenlenmesi ile birlikte
yiizeye bagl su molekiilleri ve tuz iyonlarinin giderilmesi ile ilk asamada esas olarak

entalpi ve ikinci asamada entropi olacaktir (Mathé vd., 2013).
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Ancak protein adsorpsiyonuna karsi meyilli ya da direngli oldugunu belirleyen
fizikokimyasal parametreler durumu kesin olarak tanimlayamaz. Ornegin, yiiksek oranda
pozitif ylklii amino asit ve diisiik miktarda kalint1 igerdigi bilinen sert proteinlerin
adsorpsiyona yatkin olmasi beklenir. Fakat deneysel ¢alismalar bazi spesifik amino
asitlerin adsorpsiyon siirecini tesvik edici ya da engelleyici bir durumu oldugunu
gostermemistir. Genellikle protein adsorpsiyon ¢aligsmalar1 lizozim veya serum albiimin
gibi belirli proteinler iizerine yapilmistir. Bu yiizden sonuglar1 genellemek dogru
olmayabilir (Mathé vd., 2013).

Numune hazirlama sirasinda kullanilan malzemeler genellikle cam ve polipropilen/
polietilen olmak iizere iki ¢esittir. Cam malzemelerin yiizeyleri yiiksek oranda hidrofilik
silanol ve hidrofobik siloksan (yiiksek sicakliklarda silika jelinin erimesi / olusumu
sirasinda ortaya ¢ikan dehidrate silanoller) gruplari ile kaphdir. Bir sulu ¢dzelti iginde,
cam malzemeler eszamanli olarak molekiillerin silanol gruplarina iyonik adsorpsiyonu
(pozitif iyon degistirme modu) ve siloksan gruplarina bagl hidrofobik adsorpsiyon (ters
faz) Uretmektedir. Bu iyonik adsorpsiyon olgusu, bazik molekuller icin analiz
kolonlarindaki silanollerin neden oldugu alikonma zamaninda artis ve pik kuyruklanmasi
durumu ile benzerdir. Plastik malzemelerde ise molekiil agirligi biiylik polimerlerin
neden oldugu adsorpsiyon hidrofobik adsorpsiyondur. Yani, adsorpsiyon olayi, malzeme

materyaline bagh olarak degisiklik gosterir (http-9).

Bu karakteristik 6zelliklerden dolayi, yiiksek pKa degerine sahip bazik bilesikler
cam yiizeye (silanollere) ve bliylik logP degerine sahip bilesikler de hem cam hem de
plastik yiizeye adsorplanmaya egilimdir. Bu nedenle adsorpsiyonu engellemek icin
numune hazirh@: sirasinda dikkat edilmesi gereken noktalardan biri de ilgili bilesigin
fizikokimyasal 6zelliklerine gore (pKa ve logP gibi) cam ya da plastik malzeme secimi
olmalidir.

Asidik ve notral bilesikler cam ve plastik ylizeyle hidrofobik etkilesim ile adsorbe
olurlar. Bu nedenle, ortama MeOH, ACN gibi bir organik ¢6zlcl ya da noniyonik yiizey
aktif madde eklenmesi adsorpsiyonu engelleyebilir. Ilgili bilesigin logP degerine bagl
olarak %10-50 oraninda organik ¢dziicii ya da %0,1 yuzey aktif madde eklemek numune
hazirlama sirasinda adsorpsiyonu azaltmak icin etkili olabilmektedir. Bazik bilesikler igin
numune hazirlama sirasinda malzeme se¢iminde dikkat edilmesi gereken noktalar vardir

clinkii bazik bilesik farkli mekanizmalar ile cam ve plastik yiizeye adsorbe olur.
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Gorsel 2.7. Adsorpsiyonu mekanizmas: ve engelleyeyici yontemler (http-9)

Bazik bilesikler cam yiizeylere hem iyonik hem de hidrofobik olarak ayni anda
adsorbe olurlar. Bu nedenle, numune hazirlama, her iki adsorpsiyon mekanizmasina kars1
koymak i¢in ayarlanmalidir. Ortama NaCl gibi bir tuz eklenmesi, Na* iyonlarmmn negatif
yiiklii silanolleri kapatmasi nedeni ile iyonik adsorpsiyonu azaltabilir. Alternatif olarak,
silanollerin iyonlagmasini engellemek i¢in numune hazirlama islemi asidik kosullarda
gerceklestirilebilir. Bunun icin fosforik asit, asetik asit vs. eklenebilir. Asidik ve notral
bilesiklerdeki oldugu gibi hidrofobik adsorbsiyon ise ortama organik ¢oziicli ya da
noniyonik ylzey aktif madde eklenmesi ile engellenebilir. Bazik bilesikler plastik
malzemelerde de hidrofobik adsorpsiyona yol agar, bu yiizden bu adsorpsiyonu azaltmak
icin numune ¢Ozeltisine organik bir ¢6ziicl veya noniyonik yizey aktif madde eklenebilir
(http-9).

Peptitler ile calisirken dikkat edilmesi gereken diger bir konu ise hem ¢ozelti hem
de numunede saklama sirasinda olusabilecek agregasyondur. Agregasyon, stok ¢ozelti
icerisinde peptidin kendi i¢cinde veya bagka peptitler ile olusturacagi kovalent veya
kovalent olmayan baglanmadir. Kovalent baglanma; disiilfit baglar1 veya ester ve amid
baglar1 ile olusurken, kovalent olmayan baglanma ise peptidin yiiklii kisimlar1 arasinda
meydana gelir. Agregatlar kucik olabilir, iki peptit dimeri, ¢ peptit ise trimeri
olusturabilir. Bunlar dondurma isleminden ¢ok etkilenmez ve daha ¢oziiniir 6zelliktedir.
Daha buytk agregatlar ¢dziiniir olmayabilir, bir kez olustu mu tekrar ¢oziinmeyebilir. Bu
durumun dogasindan dolay1 Alzheimer hastalig1 gibi hastaliklar1 tetikledigi diisiiniiliir (Li
vd., 2013, s. 152).
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Agregatlar genellikle yliksek konsantrasyonda veya yiiksek sicaklik, pH kosullari,
dondurma ve calkalama ile olusabilir. Hatta bu son ikisi (dondurma ve calkalama)
biyolojik numunelerin toplanmasi, kullanilmast ve saklanmasi sirasinda siklikla

karsilasildigi i¢in 6zellikle 6nemlidir (Li vd., 2013, s. 153).

Biyolojik matriksteki peptitlerin basarilt bir sekilde analiz edilmesi i¢in yontem
gelistirme ve validasyonu sirasinda oldukg¢a iyi ve dikkatli bir sekilde toplanmasi,
kullanilmas1 ve saklanmasi gerekir. Ozellikle dondurma prosediiriiniin optimize
edilmesine ihtiya¢ vardir. Agregasyonu azaltmak icin <-80°C de saklanmasindansa <-
20°C tercih edilmelidir. Ayrica ylizey aktif maddeler gibi bazi ajanlarin eklenmesinin

agregasyona etkisi de arastirilabilir (Li vd., 2013, s. 153).

Adsorpsiyon olayini kontrol etmek ya da azaltmak i¢in bazi ajanlar kullanilabilir.
Bunlar CHAPSO (3-([3-Kolamidopropil]dimetilamonyo)-2-hidroksi-1-propanstilfonat),
Tween 20, Tween 80 gibi bir yiizey aktif madde olabilir. Bunlar1 test etmenin en iyi yolu
ardigik tekrarli transfer deneyidir. Numuneye ajan eklenerek yapilir. Farkl
konsantrasyonlarda en az ihtiyagla optimum olani bulmak i¢in deneyler yapilir. Ciinki
bu ajanlarin ¢ogu iyon baskilama ya da arttirmasi yoniinde etki yapacaktir. Segilen ajanin
kullanimi en etkili oldugu en uygun pH degerini arastirarak iyilestirilebilir (Li vd., 2013,
s. 152).

Yiizey aktif madde varliginda ¢oziliniirliige katkisindan ve agregasyonu engelledigi
icin peptit/proteinler daha etkili bir sekilde ayrilabilir. Birgok yiizey aktif madde ¢oziicii
viskozitesini, yuzey gerilimini ve difizyon katsayisini diisiirdiigii icin hareketli faz
icerisine eklenebilir. Fakat ters faz kromatografide yuzey aktif maddeler cok dikkatli
kullanilmahidir. Clinkii peptit/proteinlerin yanisira hidrofobik ligandlara c¢ok giiclii
tutunur ve kolonlardan ayrilmasi nereyse imkansiz hale gelir. Sodyum dodesil siilfat
(SDS) gibi yuzey aktif maddeler peptit/protein ve kolonlara baglandigi zaman kolonlarin
kromatografik dzelliklerini degistirmektedir. Ayrica yiizey aktif maddelerin ¢oziiniirliigi
tuzlarin ve organik ¢oziiciilerin varligindan etkilenir, ¢okme ihtimali de dikkate alinarak
calisilmalidir. Eger kullanimi kesinlikle gerekli ise bir kolon spesifik bir yizey aktif

madde i¢in ayrilmalidir (Cunico vd., 1998).

Cam ve plastik yiizeylerde adsorpsiyonu azaltmak igin en etkili yontem hem tuz

hem de ya organik ¢6ziicli ya da noniyonik yiizey aktif maddeyi ayn1 anda numune
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cozeltisine eklemektir. Adsorpsiyonu engellemenin diger bir yolu, buzagi serum albimini
(BSA) gibi pasive edici bir protein ya da polietilen glikol (PEG) gibi bir bilesik ile tim
yiizeyi doyurmaktir (http-9).

Numune hazirlama silirecinde kullanilan malzemelerin yiizeylerinde meydana
gelecek adsorpsiyonu engellemek i¢cin BSA’nin ¢6zeltisi hazirlanip adsorplayic yiizeyler
bu ¢ozelti ile kaplanabilir. BSA’nin yanisira farkli kimyasallar (ylzey aktif maddeler,
organik c¢oziculer, PEG gibi) numune hazirlama sirasinda ¢ozeltilere eklenebilir (Maes
vd., 2014; Li vd., 2010; Xu vd. 2005). Fakat bu sekilde hazirlanmis numunelerin
kromatografi ve MS c¢alismalarina olan olumsuz etkileri her zaman g0z O6niinde

bulundurulmalidir.

2.7. VIP ve PACAP ile Ilgili Literatiirde Yer Alan Calismalar

Bir 0Ornegin proteomik/peptidomik analizi 4 basamaktan olugmaktadir:
proteinlerin/peptidlerin numuneden ekstraksiyonu, ayirimlari, dedeksiyonlar1 ve ayrilan
maddelerin bireysel analizleri/tanimlanmalar1 seklindedir (Baggerman vd., 2004). Son
zamanlara kadar ayirma ve tanimlama tekniklerinden olusan belirli tekniklerin ya tek ya
da kombinasyon halinde kullanilmasiyla protein calismalar1 yapilmistir. Bu olusumlar
kromatografi, izoelektrik odaklama, elektroforez ve diger kombinasyonlaridir. Bunlarin
ayrilmasmi takiben, proteinler c¢esitli yaklasimlarla ya dolayli olarak (jeldeki
biiyiikligline gore, bir liganda baglanabilme veya bir liganda olan ilgisine gore) ya da
dogrudan protein dizilimi vasitasiyla (EDMAN degredasyonuyla N-terminalden ya da
karboksipeptidaz veya tiyosiyonat degredasyonu ile C-terminalden), ayrica kiitle
spektroskopisi kullanilarak tanimlanabilmistir (Soloviev ve Finch, 2005). Protein/peptid
ayrilmasinda geleneksel yaklasimlar birbirini takip eden bir¢ok sayida saflagtirma
basamagma dayalidir. Ornegin, sodyum dodesil slfat (SDS)-poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) takiben izoelektrik odaklama, birbiri ardina yapilan kromatografik
ayirmalar (terz faz kromatografinin ardindan iyon degisim kromatografisi) gibi.
Genellikle her bir ayirma saflagtirma basamagi tespit ve miktar tayini asamalarini takip
eder. Sonug olarak geleneksel proteomik tekniklerin ¢ogunlugu biiyiik numune tiiketimi,
diistik geri kazanim, maliyetleri ve fiziksel sinirlamalarindan dolay1 kullanimlarmi kisitlar

(Baggerman vd., 2004).
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Peptit hormonlar1 veya norotransmiterlerin amino asit dizilimlerinin bilinmesi
onemlidir. iImminositokimya, RIA, enzim bagli immiinosorbent analizi (ELISA), MS
noropeptitlerin tayini ve dagilimi hakkinda bilgi veren diger yontemlerdir (Soloviev ve
Finch, 2005). Literatiirde bu tekniklerin geleneksel ayirma yontemleri ile birlikte
kullanildig1 birgok ¢alisma mevcuttur. Hansen vd. (2013), Wasilewska-Dzubinska vd.
(2002) radioimiinoanaliz yontemi ile VIP ve PACAP analizini gergeklestirirken,
Eftekhari vd. (2014) PACAP ve CGRP’nin analizini radioimiinoanaliz ile
gerceklestirmislerdir. Matsuda vd. (2002) ise enzim-immunoanaliz yontemi ile baligin

sinir sisteminden PACAP’1n analizi i¢in bir yontem gelistirmislerdir.

Soucheleau ve Denoroy (1992), sican beyninden VIP tayini igin yiiksek
performansh kapiler elektroforez (HPCE) yontemi gelistirmistir. Ilk olarak serebral
korteks, kat1 faz ektraksiyonu ile ekstrakte edilmis ve ters faz HPLC ile saflastirilmistir.
HPLC’de RP 300 C8 kolon (220x4,6 mm, 7um, 300A) kullanilmistir. Hareketli faz olarak
A ve B hatlarmin (A: %0,1 Trifloro asetik asit (TFA) ve B: %0,09 TFA-%80 ACN)
kullanildig1 bir gradient ile ayrim yapilmistir. 1,0 mL/dak akis hizinda ve 214 nm dalga
boyunda ¢alisilmistir. VIP yonlUnden zengin fraksiyonlar UV dedektorlii HPCE cihazinin
kullanildig1 kapiler zon elektroforez (CZE) ve miselli elektrokinetik kromatografi
(MECC) ile analizlenmistir. Elektroforetik analizler 72 cm x 50 um’lik ¢iplak silika
kapiler kolonda ve 200 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. CZE’de kullanilan ¢alisma
tamponu farkli pH’larda (2,5-5,0) 20 mM sodyum sitrat tamponudur. 30°C kapiler
sicakhiginda 25 kV voltaj uygulanarak analiz yapilmistir. MECC yonteminde ise 20 mM
SDS iceren 10 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) kullanilmuistir. 35°C kapiler
sicakliginda yine 25 kV voltaj uygulanarak analiz yapilmistir. Endojen VIP piklerinin
teshisi farkli pH degerlerinde CZE analiz perfonmasi ile teyit edilmistir. Gelistirilen
HPCE yontemi VIP’nin iyi bir molekiiler spesifiklikle dlgtilmesi ve dedekte edilmesine
izin vermis ve radyoimmiinoanaliz ile elde edilen datalarm valide edilmesi i¢in referans

yontem olarak sunulmustur.

Matsuda vd. (1997), PACAP’mn vatoz baligi cinsi bir baligin beyninden izolasyonu
ve yapisinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada, ACAC ve aseton yardimiyla beyinden
ekstraksiyon yapilmig ve ardindan bir jel filtrasyon, bir katyon degistirici ve iki ters faz
kolon ile HPLC teknigi kullanilmigtir. Saflastirma, bir anti-PACAP 27 serum
kullanilarak, SDS-PAGE ve Western blot analizi ile izlenmistir. Bu sekilde PACAP 44
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kalintilar1 elde edilmistir. N-terminal 38 kalintilartinin karsilastirilabilir kisminin amino
asit dizisi degerleri, memelilerdeki ile %92, tavuk ile %89, kurbaga ile %89 ve teleost
olarak bilinen balik grubununki ile %82 benzerlik gostermistir. Vatozun ekstra alt1 C-
terminal kaltisi, dort ayaklilarmki ve teleostlarin PACAP prekiisorlerininki ile
benzedigi goriilmiistiir. Bu sonuglar dort ayakli ve teleostlarin PACAP’lar1 ile yiiksek
benzerlik gdsteren amino asit dizilimine sahip PACAP’in vatoz beyninde mevcut
oldugunu kanitlamigtir (Matsuda vd, 1998). Aym1 yontemler kullanilarak yapilan bir
baska ¢alismada ise teleost ailesinden bir balik olan stargazer tiirii baligin beyninden
PACAP benzeri bir peptidin izolasyonu yapilmig ve yapist incelenmistir. Deneysel
calismalar sonucunda kiitle spektrometrisi ile 4623 g/mol molekiil agirhigmma sahip
PACAP benzeri bir peptid belirlenmistir. Bu peptidin amino asit dizilimi koyundaki
PACAP ile %89 ve kurbagadaki PACAP ile %87 benzerlik gdstermistir. Bu ¢alismalar
sonucunda dort ayaklilardaki PACAP ile yiiksek benzerlik gosteren PACAP benzeri

peptidin stargazer tiirii baligin beyninde de mevcut oldugu kanitlanmaistir.

Phillips (1998), doku biyopsi pargalarinda noropeptit konsantrasyonu varligini
belirlemek i¢cin bir teknik gelistirmistir. Bu teknik, rutin patolojik ve klinik
incelemelerden elde edilen morfolojik olarak belirli bolgelerin mikro-disseksiyonunun
ardindan immiinoafinite kapiler elektroforezle néropeptitlerin (substance P, CGRP, VIP
ve noropeptit Y) analizini icermektedir. Bu prosediirde, hareketsizlestirilmis antikorlar
lazer indiiklenmis fliioresans dedektorlii kapiler elektroforez (CE-LIF) ile ayirim
oncesinde ilgili analitleri yakalamak i¢in kullanilmistir. Sistemin avantaji segilen
analitlerin 6l¢iimii icin nispeten hizli bir teknik olmasidir. Ayrica yontem numunenin

analiz 6ncesinde temizlenmesi ihtiyacini ortadan kaldirmaktadir.

El-Karim vd. (2003), dis eti dokusundan ii¢ farkli ekstraksiyon yontemi ile
noropeptit Y ve VIP’i en yiiksek verimle ekstrakte etmis, bu ekstraktlart HPLC yontemi
ile analizlemislerdir. Hareketli faz olarak A: %0,1 TFA/%99,9 su ve B: %0,1 TFA/%99,9
ACN hatlaridan 60 dk’lik dogrusal bir gradient ile B icerigi %0’dan 60’a ¢ikarilmustir.
4,6x100 mm Brownlee C18 kolonunda, 1 mL/dak akis hizinda ve 214 nm’de analizler
gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma dis etinden VIP ve noropeptit Y’nin analizlendigi ilk
calisma olmus, ayrica oldukga kuguk dokularda dahi farkli ekstraksiyon yontemleri

kullanilarak dogru bir sekilde noropeptit analizi yapilabilecegi kanitlanmustir.
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Jakab vd. (2004), farkli canli tiirlerin merkezi sinir sistemlerinden ayn1 teknik ve
deneysel kosullar altinda PACAP-38’in analizi i¢in RIA yontemi gelistirmislerdir. Sican,
tavuk ve baliklardan beyinlerinin farkli bdlgeleri ve spinal cord kismu ¢ikarilmis ve
dokular PACAP-38 analizi icin RIA ile analizlenmistir. Orneklerin fraksiyonlanmasi ters
faz HPLC yontemi ile gergeklestirilmistir. LiChrospher 100 RP-18 (5 um, 4x25 mm)
analiz kolonu ve Merck fraksiyon toplayicisi kullanilmistir. Hareketli faz olarak
MeOH:%0,1 TFA(v/v) karisimi ile 0,5 mL/dak akis hizinda ve 0,5 mL fraksiyon
hacminde 6rnekler sistemden toplanmistir. PACAP-38 i¢in dedeksiyon limiti 2 fmol/mL
olarak belirlenmistir. PACAP-38 immiinoreaktivitesi, sicandan aliman beyinin farklh
dokularinda en yiiksek seviyelerde bulunmustur. Baliklardan aliman beyin dokusu
orneklerinde de PACAP-38 seviyesi yuksek iken, en az tavuk beyin dokusunda tespit
edilmistir.

Borzsei vd. (2009), insan plazmasi ve insan siitiinde PACAP varlign1 belirlemeyi
amaglamislardir. Calismada, laktasyon donemindeki kadinlardan alian siit ve saglikl
kadin ve erkeklerden alinan plazma numunelerinden PACAP-38’in varligt MS
kullanilarak belirlenmistir. PACAP konsantrasyonu hassas ve segici bir yontem olan RTA
ile Ol¢iilmiistiir. Caligmanin sonucunda saglikli insanlardan alinan plazma 6rneklerinde
PACAP-38’in stabil bir diizeyde oldugu, yas, cinsiyet, besin alimi1 ya da kadinlardaki
hormonal dongii ile degismedigini agiga cikarmustir. Ancak laktasyon donemindeki
kadinlardan alman plazmalarda PACAP-38 seviyesi onemli 6l¢iide artmustir. Ayrica bu
caligma, ilgili plazma 6rnekleriyle karsilastirildiginda insan siitiinde 5-20 kat daha fazla

PACAP-38 oldugunu gosteren ilk ¢aligmadir.

Abaye vd. (2011), ESI o6ncesindeki (pre-ESI) faktorlerin (analit derisimi(l-
2500ng/mL), hareketli faz igerisindeki FA derisimi (%0,01, 0,1, 1), organik faz icerigi
(%50-90 ACN) ve akis hizi (<10ul/dak) ¢oklu protonlanma iizerine etkisini
arastirmislardir. Calismada CGRP ve VIP incelenmistir. ESI-QTOF-MS ile desteklenmis
nanoLC sisteminde 50+5um i.d., 3,5 cm uzunlugunda kolon kullanilmistir. 25,5 eV
pargalama enerjisinin uygulandigi sistemde her iki peptit i¢in de 300-3500 m/z araliginda
spektrum toplanmustir. pH 3,23 (%0,1 FA), 350-750 nL/dak akis hizi araligi ve %50 ACN
icerigi optimum kosullar olarak belirlenmis ve her iki peptit de bu kosullarda en yiiksek
duyarliligr vermislerdir. Dogrusallik analit derisiminin 1-750 ng/mL oldugu aralikta
protonlanmis hal i¢in elde edilmistir. ACN igeriginin kritik oldugu vurgulanmis ve ACN

27



derisimi >60% oldugu zaman VIP igin ¢esitli iyon baskilayict durumlar gozlenmistir. Bu
durum VIP i¢in daha agir iyon baskilama derecesi ile karigim halindeki peptitleri de
etkilemistir. Bu ¢alisma, 6zellikle serbest peptit tayini sirasinda tek protonlamanin baskin
olmadig1 zamanlarda c¢oklu protonlanmig tiirlin izlenebilmesinin Onemini ortaya

koymustur.

Czegledi vd. (2011), gevis getiren hayvanlarmn siitiinde ve plazmasinda PACAP
varligin1 RTA yontemi ile gostermiglerdir. PACAP ve spesifik receptorii olan PAC1’in
sut bezlerinde varligini ve konsantrasyonunu belirlemek i¢in arastirmalar yapmislardir.
Koyun, ke¢i ve inekten alinan drnekleri RIA yontemi ile analizlediklerinde hem sit hem
de plazmada PACAP’m varligim1 goéstermislerdir. Her bir hayvan igin PACAP-38
immunoreaktivitesi plazmaya gore sit orneklerinde 5-20 kat daha fazla bulunmustur.
Benzer sekilde koyundan alinan siit bezi homojenatinda da dlgtimler yapmistir. PACI

reseptoriiniin dagilimi floresans immiinohistokimya yontemi ile belirlenmistir.

Cuivd. (2013), VIP’in kimyasal ve biyolojik stabilitesini arastirmak i¢in bir calisma
yapmuglardir. Farkli pH degerleri, iyonik siddet, sicaklik ve yapay mide-bagirsak
stvilarinda VIP’in stabilitesini HPLC metodu ile incelemislerdir. Phenomenex luna C18
(250%4,6 mm, 5 pm) kolon ile, ACN-0,1% TFA (26,5:73,5, Vv/v) hareketli fazi
kullanilarak, 1 mL/dak akis hizinda ve 220 nm dalga boyunda analizlerini
gerceklestirmislerdir. Gelistirilen yontemde VIP i¢in dedeksiyon limiti (LOD) 360
ng/mL, teshis limiti (LOQ) ise 900 ng/mL olarak hesaplanmistir. Arastirmalar sonucunda
VIP’in asidik ve notral (pH<7) ortamlarda stabil oldugu fakat bazik ortamlarda
bozundugu goézlenmis, iyonik siddetin VIP’in stabilitesi {izerine bir etkisinin olmadig1
goriilmiistiir. Dondurulmus kosullarda VIP stabil halde kalmistir fakat diisiik derisimlerde
dondurulmus kosullarda dahi bozundugu goézlenmistir. Ayrica yapay mide-bagirsak

sivilarinda oldukga hizli bozunmasi nedeni ile analiz sirasinda dedekte edilememistir.

Santos vd. (2014), PACAP-38’in analizi icin Kapiler elektroforez-kitle
spektrometrisi yontemi gelistirmislerdir. PACAP’1n pl degerinin 10’un {izerinde olmasi
ters faz HPLC yontemi ile analizlerde kolondaki tersinmez etkilesim nedeniyle analizi
zorlastirdig i¢in elektroforetik bir yontem gelistirmislerdir. CE’ye bagli iyon tuzagi MS
cihazinda, 90 cm toplam uzunluk ve 30 pm i¢ ¢apa sahip kapiler ile ¢alisma elektrodu
olarak 100 mM amonyum asetat tamponunun (pH 2,95) kullanildig: sistemde analizleri

gerceklestirmislerdir. Kapilerin i¢indeki silika yiizeyinin deaktive edilmesi i¢in poliamin
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ile kaplama islemi yapilmistir. Enjeksiyon 25 s ve 5 psi basmgta hidrodinamik olarak
yapilmistir. Analiz sirasinda 220 V/cm elektrik alan siddeti uygulanmistir. MS analizi
icin 250-2000 m/z araliginda tarama yapilmistir. 11 dak’lik analiz ile PACAP-38 ve 2
tane safsizlik pikini gézlemlemislerdir. Spektrumda en yiliksek yogunluga sahip kiitle
olarak M*®i elde etmislerdir. Y&ntemin dogrusalligini 5-5000 pg/mL derisim araliginda
gostermislerdir. Yontemin segiciligini ve spesifikligini ise 9,4 dak’da gelen PACAP piki
ve 9,5 dak gelen safsizlik piki ile gostermislerdir. Safsizlik pikini analiz yapilan
kosullarda ve 10 ug/mL PACAP derisimde %3,5 olarak elde etmislerdir.

Lock ve Fox (2015), VIP ve PACAP’1n analizi i¢in yeni bir kapiler elektroforez-
kitle spektrometrisi yontemi gelistirmislerdir. 30 umx91 cm Olgiilerinde ¢iplak silika
kapiler kolonu polietilenimin ile kaplanip peptitlerin silikalar ile etkilesimi onlenmistir.
Kapiler kolonlarin kullanim1 nedeni ile oldukga diisiik akis hizlarinda (nL/dak) ¢alisilmis
ve yontemin hassasiyeti arttirilmistir. Calisma elektrodu olarak %5 AcAc:%30 ACN:%65
su karigimi kullanilmistir. Aymrim sirasinda uygulanan voltaj ters polaritededir. QTrap
kiitle analizoriiniin kullanildig1 analizlerde VIP 666 m/z, PACAP 567,6 m/z iyonlari
secilmis ve bu iyonlar tizerinden gidilmistir. Her iki peptit i¢in de 1-200 ng/mL araliginda
yontemin dogrusal oldugu gosterilmistir. 1 mL serum icerisine eklenen 1 ng/mL derisimli

peptitlerin gelistirilen yontem ile oldukga hassas bir sekilde analizi yapilabilmistir.
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3. GERECLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Alblimin, > %98 saflikta, Sigma-Aldrich (Almanya)

Asetik asit, %100 saflikta, Merck (Almanya)

Asetonitril, HPLC saflikta, Sigma-Aldrich (Almanya)

Formik asit, ~%98 saflikta LC-MS i¢in, Sigma-Aldrich (Almanya)

Hipofiz Adenilat Siklaz Aktive Edici Polipeptit (PACAP-38), referans standart,
Sigma-Aldrich (Almanya)

Metanol, HPLC saflikta, Sigma-Aldrich (Almanya)

Polietilen Glikol (PEG400), Merck (Almanya)

Sodyum Dodesil Stlfat, > %98,5 saflikta, Sigma-Aldrich (Almanya)

Su, Sigma-Aldrich (Almanya)

Tween20, Sigma-Aldrich (Almanya)

Tween80, Sigma-Aldrich (Almanya)

Vazoaktif Intestnal Polipeptit (VIP), > %95 saflikta referans standart, Sigma-
Aldrich (Almanya)

3.2. Cihazlar

Analiz Kolonu 1, Ascentis Express Peptides, ES-C18, 100x2,1 mm, 2,7 pum,
Supelco, Sigma-Aldrich (Almanya)

Analiz Kolonu 2, Zorbax C8 300 SB Narrow bore-2,1x150 mm, 3,5 um, Agilent
Technologies (ABD)

Buzdolabi, Arcelik, No Frost & Electronic (Turkiye)

Distile su cihazi, Sartorious Stedim Biotech, Arium Pro VF (Almanya)
Hassas terazi, Excellence Plus XP-205 model, Mettler Toledo (Isvicre)

pH metre, Mettler Toledo, Seven Compact pH/ion meter S220 (Isvicre)
LC-MS/MS, 1290 LC sistemi ve 6460 Triple Quad MS sistemi, Agilent
Technologies (ABD)

Ultrasonik banyo, Bandelin Electronic, RK510 H (Almanya)

Vorteks karistiric, Jeio Tech, VM 96 B (Kore)
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4. YONTEM ve BULGULAR

Tez kapsaminda yer alan peptitlerin kimyasal yapilari, biyolojik numunede
bulunuslar1 ve bu ortamlardan analizlerinin zor olmasi gibi parametreler literatiirlerden
incelenmistir. Bunun sonucunda dogrulugu, segiciligi ve hassasligi oldukea yiiksek olan
LC-MS/MS yontemi ile analizlere baslanmistir. Mevcut LC-MS sisteminde iyonlastirma,
ESI ile gercgeklestirilmistir. Elektrosprey iyonlastrma teknigi, iyonlastirma sirasinda
peptitlerin yapilarin1 bozmadigi ve m/z araligi smirh kiitle analizorleri ile ¢oklu

yiklenmeye izin verdigi i¢in peptit analizlerinde tercih edilmektedir (Trauger vd., 2002).

4.1. Cozicu Secimi ve Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analizlere VIP ile baslanmistir. lgili literatiirler incelendiginde ¢dziicii olarak su,
su:ACN karigimlart ve %1 ACAC 6ne ¢ikmaktadir. VIP’in bazik yapida olmasi ve analiz
sirasinda iyonlagmasini kolaylastirmak i¢in ¢6ziicti olarak %1 AcAcC seg¢ilmistir. VIP
standart maddesi, 0,25 mg/mL derisimde stok olacak sekilde %1 AcAc iginde
¢cOziilmiistiir. Bu ¢ozeltiden 1,25, 2,50 ve 5,00 pg/mL derisimlerinde ¢alisma ¢ozeltileri

hazirlanmis, seyreltme ¢ozeltisi olarak yine %1 AcAc kullanilmistir.

Stabilite agisindan sorun yasamamak i¢in ana stok ¢ozeltisi (0,25 mg/mL VIP) -
80°C’de saklanirken, calisma ¢bzeltilerinin hazirlandigi ara stok ¢ozeltisi (25 ug/mL VIP)

-18°C’de muhafaza edilmistir.

4.2. Kromatografik Parametreler

Ayirim igleminin gergeklesecegi analiz kolonu C18 ters faz kolonudur. Kolon,
100x2,Imm ebatlarinda, 2,7 pum partikiil biyiikliiglinde olup peptit gibi biiyiik
molekiillerin analizlerinde analit pikinin kapasite faktoriinii arttirmak ve pik morfolojisini
iyilestirmek icin 160 A por bityiikliigiine sahiptir.

Literatiirlerde kullanilan hareketli fazlar incelendiginde VIP’in bazik olmasina ve
MS’e girmeden 6nce iyonlasacak olmasma dayali olarak genellikle asidik hareketli fazlar
yer almaktadir. ACN ve suyun yaninda LC-MS/MS calismalarina da uygun olmasi

acisindan baglangic olarak FA kullanilmasina karar verilmistir. Ayr1 hatlarda olacak

31



sekilde %0,2 FA-su (A hatt1) ve %0,2 FA-ACN (B hatt1) ¢ozeltileri hazirlanip bu hareketli
faz ile deneylere baslanmustir.

MS analizlerinde kolondan gelen analitin iyonlagma odasimna girdiginde tamaminin
iyonlagmasini saglamak ve madde kaybinin 6niine gegmek i¢in diisiik akis hizlar1 tercih
edilmektedir. Bu nedenle, 0,2 mL/dak akis hiz1 ile deneylere baslanmistir.

Literatiir bilgilerinde, VIP’in amino asit igeriginden kaynakli polar yapida olduguna
deginilmistir (Watanebe, 2016). Bu nedenle kullanilan hareketli faz ve kolonun da etkisi
ile VIP’in uzun siire alikonmayacag1 ongoriilerek Tablo 4.1°de gosterilen gradient ile
analizlere baglanmistir. Bu gradient ve akis hiz1 degerleri MS optimizasyonu siresince

kullanilan ve daha sonra tekrar degerlendirilecek olan gegici degerlerdir.

Tablo 4.1. Baslangi¢ gradienti

Zaman (dak) %A %B Akis hmiz1 (mL/dak)
0 90 10 0,2
8 30 70 0,2

Ayrica diger parametreler olan enjeksiyon hacmi 2 uL ve kolon sicakligi da 30°C olarak

ayarlanmistir.

4.3. Yontemin Optimizasyonu

Analizlere MS’e ait parametreler incelenerek baslanmustir. VIP, 3325,8 g/mol
molekiil agirhigina sahip biiylik bir peptittir. ‘QQQ’ olarak bilinen {i¢ adet ardisik dort
cubuklu mevcut kiitle analizorii ile en fazla 3000 m/z’ye kadar tarama yapilabildigi igin,
VIP’in +1/-1 yiiklenerek analizlenmesi miimkiin degildir. Ancak ¢oklu iyonlastirma ile

+2, +3, +4 vb. sekilde yiiklenmesi ile analizlenebilir.

ESI ile peptitlerin ¢oklu yuklenmis tiirleri elde edilebilmektedir ancak bu m/z
degerine ait her bir izotopik kiimenin dogrulugunun ispatlanmasi peptitlerin yapilarmin
aydinlatilmasinda biiyiikk 6nem tagimaktadir. Deconvolution (4yristirma) adi verilen
matematiksel bir yontem ile MS yazilimlarinda peptitlerin ¢oklu yiiklenmis m/z
degerindeki kiitlelerinden peptidin ana kiitlesine gecilebilmekte ve molekiil kiitlesi

tahmin edilebilmektedir (Xu vd., 2018).
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Ayrica VIP’in pl degeri 11°den biiyiik oldugu igin asidik ortamlarda yani pl
degerinden diisiik pH’larda katyon olarak davranacagi icin sadece pozitif polaritede
analizler gerceklestirilmistir.

Kiitle analizoriine ve VIP’e ait ozellikler dikkate alinarak oncelikle “MS2 Scan’
olarak bilinen tarama yéntemi ile 100-3000 m/z araliginda tarama yapilmistir. Tarama

yontemi igin MS parametreleri asagida GoOrsel 4.1°de verilmektedir:

lon zource Time filkering
AJSESI - W Peak width |0.07 min

Time segments

Start ] Deka | Dela
# Time Scan Type Div Walve EMY [+]| EMY [ Stared
b1 0|MS2 Scan ToMs | i ol ¥ |
Scan segments
Segment Mame Start Mazs End Mass Scan Time | Fragmentor | Cell Accelerator Voltage Folanity
by | 2uu| 1800 | 5|Ju| 135 | 7 | Pusitive

Source parameters

Gas Temp: {300 C
| ¢
[Gaz Flow: |57 I#rmiiry
M ebulizer: Ir pEi Ii pzi
Sheath Gas Temp: Iﬁ T
Sheath G as Flow: I?‘i I#rmiiry
Positive Megative
Capillary: | 3500 Y 3500 W
v
Mozzle Yoltage: |500 ¥ 600 W

Gorsel 4.1. VIP analizi i¢in tarama yontemine ait MS parametreleri

Iyon kayna@1 parametrelerinden gaz sicakli1 ve akis hiz1 iyonlarin MS’e iletilecegi
kapiler etrafindan iyonlagsma odasina piiskiirtiilen ve spreyin kurutulup iyon veriminin

arttirillmasi saglayan parametredir. ‘Sheath gas’ olarak bilinen gaz, sprey haline gelen
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numuneyi bir kilif gibi sararak dagilmasini engelleyen ve iyon kaybini engelleyip MS’e
daha fazla iyon iletilmesine katki saglayan parametredir. ‘Nebulizer’ olarak bilinen gaz
sprey gazi olup, sivt haldeki 6rnegi iyonlagsma odasma spreyleyen gazdir ve basingla
kontrol edilir. Kolondan gelen 6rnegin akis hizina ve hareketli faz igerigine baghdir.
Iyonlasma odasinda ve pargalama hiicresinde kullamlan gaz inert 6zellikte olan azot
gazidir. Kapilere voltaj uygulanarak elektrik alan olusturulur ve iyonlarin MS igerisinde
kiitle analizoriine iletilmesi saglanir. Molekiiliin agirligmma gore optimize edilebilir.
‘Nozzle voltage’ ise ignenin agiz kismina uygulanan, analizlenecek bilesigin polaritesine
bagli olarak degisebilen bir parametredir.

Teorikte gozlenmesi beklenen m/z degerleri 1663,9(M*?), 1109,6(M*),
832,3(M**), 666,0(M*®) gibi kutlelerdir. Tarama sonrasinda elde edilen VIP’e ait

kromatogram ve kiitle spektrumu Sekil 4.1°’de verilmistir.

x108 |+ESI TIC Scan Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 VIP134

(] SN0 GO PO SR RSS! BURey ey rosve RN "SPUNDN (I I S SUU WS B TH

12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 45 48 5 52 54 56 58 6 62 64 65 68
Counts vs. Acquisition Time (min)

x104 |+ESI Scan (3.881-4.023 min, 18 Scans) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 VIP12.d

665.9000

0.3 5546000

7439000 1108.9000
1 oy e |
e e e =
550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1300 1950
Counts vs. Mass-to-Charge (m'z)

Sekil 4.1. Tarama yontemi ile 5,00 pug/mL VIP analizi ((554,6 (M*®), 665,9 (M*®), 832,3 (M*4),
1108,9 (M*?))
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Bu kiitlelerin seciciligini arttirmak ve VIP e ait oldugunu kesinlestirmek i¢cin ‘MS2
SIM’ olarak bilinen SIM yontemi ile 1109,6(M*3), 832,3(M™), 666,0(M*°) kitleleri
incelenmistir. MS2 SIM yontemine ait MS parametreleri asagida GoOrsel 4.2°de

verilmistir.

lon zource Time filkering

AJSES - W Peakwidth |0.07  min

Time segments

# Start Deka | Delta

: Scan Type Diw Y alve Stored
Time ¥R EMY [+]| EMY []
y 1| 0|M52 5IM ToMs | i ol ¥ |
Scan segments
Compound Group Compound Mame | I1STD? Mass M52 Res Diwell Fragmentor | Cell Accelerator Yoltage Folarity

» YIP+3 r 1109.09| Unit 150 135 7 |Positive

YIP+4 r 831.8| Unit 150 135 7 |Positive

YIP+5 r~ EE5.6| Unit 150 135 7 |Positive

Source parameters

Gaz Temp: C

|3EIEI
[3az Flow: |5 [#rnir
|45

Mebulizer: pzi Ii pzi
Sheath Gas Temp: |350 C
Sheath Gas Flow: I?i I#rmiiry
Pozitive Meqative
Capillary: |3500 W 3500 W
v
Mozzle Voltage: |500 ¥ 500 Y

Gorsel 4.2. VIP analizi icin SIM ydntemine ait MS parametreleri

Ayrica derigim ve alan artis1 arasindaki iliskiyi gérmek icin artan derisimlerde VIP
analizlenmistir. Artan VIP derisimlerine ait toplam iyon kromatogrami (TIC) Sekil 4.2°de

sunulmaktadir.

35



x105 |+ESI TIC SIM Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 VIPS.d

2 2122 23 24 25 26 27 28 29 3 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45 46 47 48 49 5 51 52 53 54 55 56 57 58 59
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.2. SIM yontemi ile 1,25, 2,50 ve 5,00 pg/mL VIP analizi

Tekrar edilebilir alikonma zamanlari, VIP’e ait bu ii¢ kiitlenin her analizde stabil
olmas1 ve derisim artis1 ile pik alanlarmin artiyor olmasi 3,9 dak’da gelen pikin VIP
oldugunu kesinlestirmistir. Segilen m/z kiitleleri ilerleyen asamalarda parcalar tizerinden
MRM yontemi ile ¢alisilacag: igin parcalama voltaji taramasi yapilmistir. Parcalama
voltaji, iyonlasma odasi ve kiitle analizoriiniin ilk dortliisii arasinda yer alan kapilerin son
¢ikisina uygulanan ve ana kiitlenin secilip parcalama hiicresine ulastiriimasini saglayan
voltajdir. Mevcut cihaz lizerinde 0-400 V arasinda taramaya izin verilmektedir ve cihazin
varsayilan degeri 135 V’tur. Her bir m/z degerine (1109,1, 832,1 ve 665,9) ait parcalama
voltaj1 taramas1 SIM yontemi ile 10-200 V arasinda incelenmistir. Voltaj taramasi ayr1
analizler ile degil, yazilimin 6zelliginden dolayi tek bir analiz i¢inde 10 boliite (segment)
kadar farkl voltajlar1 taramayr miimkiin kildig1 i¢in toplamda iki analizde yapilmistir.
Yazilima ait bu 6zelligi gosteren kesit Gorsel 4.3°te yer almaktadir. Analizler sirasinda

2,50 ng/mL VIP ¢ozeltisi kullanilmustir.
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_ 1 Time sec

# ?:r:lé ’ Scan Type Div Valve E[h)rﬁl't?ﬂ E[l?iﬁ/n?-] Stored
» 1 0|MS2 SIM ToMS 0 o ¥
~ Scan segments
Compound Group Compound Name | ISTD? Mass v MS2 Res Dwell Fragmentor | Cell Accelerator Voltage Polarity

> VIP+5 r B65.9 | Wide 50 10 7| Positive
VIP+5 r 665.9 |Wide 50 20 7 |Positive
VIP+5 r 665.9Wide 50 30 7 |Positive
VIP+5 r 665.9|wide 50 40 7| Pasitive
VIP+5 r BE5.9 | Wide 50 50 7| Positive
VIP+5 r 665.9 Wide 50 60 7 |Positive
VIP+5 r 665.9 Wide 50 70 7 |Positive
VIP+5 O BE5.9 | Wide 50 80 7| Positive
VIP+5 r 665.9 Wide 50 90 7 |Positive
VIP+5 r 665.9 | Wide 50 100 7 |Positive

Gorsel 4.3. Ayn: analiz iginde pargalama voltaji taramasi

Her bir kitlenin parcalama voltaji taramasma ait iki analizden elde edilen
kromatogramlar ve MS spektrumlar1 Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5’te verilmistir.

%103 [+ESI E1C(1109.1000) SIM Frag=200.0v CF=0.000 DF=0.000 VIP13.d
37,

35 %103 [+ESI SIM:9 (3.895-4.049 min, 26 Scans) Frag=120.0V CF=0.000 DF =0.000 VIP13.d

32

1 o 11 i
Counts vs, Mass-to-Charge (m/z)

Saddaseas NNNNNNNNN O

LN NP IRON A NO AP NP OW

34 345 35 355 36 365 37 375 38 385 39 395 4 405 471 415 42 425 43 435 44 445 45 455 46 465 47 475 48 485 495 455 5
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.3. 1109,09 m/z icin 10-200V aras: parcalama voltaj: taramas:

%104 [+ESI E1C(832.1000) SIM Frag=180.0v CF=0.000 DF=0.000 VIP11.d

%104 [+ESI SIM:9 (3.888-4.043 min. 26 Scans) Frag=120.0V CF=0.000 DF=0.000 VIF11.d

36 365 37 375 38 385 35 305 4 405 _ &1 a6 42 a6 43 a3 4% 435 45 b5 a6 45 47 475
Counts va. Acquisition Time (min)

Sekil 4.4. 832,1 m/z igin 10-200 V aras: pargalama voltaji taramasi
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15
Counts va. Acquisition Time (min)

Sekil 4.5. 665,9 m/z icin 10-200 V aras: par¢alama voltaj: taramasi

Parcalama voltaji taramasi1 sonug¢larinda pik alanlar1 ve buna bagli olarak sinyal
giiriiltii oranlarinda (SNR) farklanmalar oldugu goriilmiistiir. Parcalama voltajia karsi

her kiitle i¢in elde edilen pik alanlar1 ile asagida ¢izilen grafik elde edilmistir (Sekil 4.6).

140000

120000

100000

80000
—o— 665.9 (+5)

—m—832.1 (+4)
1109.1 (+3)

60000 -

pik alan

40000 -

20000

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

parcalama voltaji, V

Sekil 4.6. Parcalama voltaji-pik alant grafigi

Bu grafikten de gorilmiistiir ki, 665,9 m/z igin 120 V, 832,1 m/z i¢in 180 V ve
1109,1 m/z igin 200 V parcalama voltajlari ile en biiyiik pik alanlar1 elde edilmistir. Fakat
1109,1 m/z kitlesinden elde edilen pik alanlarinin 832,1 ve 665,9 m/z ktlelerine gore
oldukca diisiik olmasi, bu kiitle ile daha diisiik derisimlerde ¢alisilamayacagini

gostermistir. Bu nedenle 832,1 ve 665,9 m/z kiitlelerine odaklanilmistir. M*™ ve M*®’¢ ait
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bu kitlelerin en biiyiik pik alanina sahip olduklar1 (832,1 m/z igin 180 V ve 665,9 m/z
i¢in 120 V) ve cihazin varsayilan degeri olan 135 V parcalama voltajinda tekrar edilebilir
analizler  gergeklestirilmistir.  Analiz  sonuglarma gére BSS’leri  (zerinden

degerlendirmeler yapilmistir (Tablo 4.2°de sunulmustur).

Tablo 4.2. Farkl: parcalama voltajlarinda tekrarli yapilan analizler sonucu elde edilen degerler (n=6)

120V 135V 180 V
832,1 665,9 832,1 665,9 832,1 665,9
A A A A A A

1 217696,23 313745,19 231956,1 312121,41 226962,64 35510,53
2 226775,86 323868,87 237530,46  315819,88 233452,15 37108,69
3 225151,47 325150,25 235696,84  313448,29 234037,53 37077,13
4 227155,61 325718,95 232772,46  308863,39 236635,93 36630,75
5 223906,28 324309,53 229042,29  306499,54 242386,43 34649,76
6 223827,33 324949,95 220806,14  295403,71 238330,6 33588,36
ort 224085,46 322957,12 231300,72  308692,70 235300,88 35760,87
SS 3426,99 4559,14 5932,42 7302,12 5209,73 1436,86

%BSS 1,53 1,41 2,56 2,37 2,21 4,02

Tablo 4.2°ye gore en yiiksek pik alani ve en diisik BSS’ye sahip olan 120 V
parcalama voltajinda 665,9 m/z kiitlesi olmustur. Diger kiitlelere gore yliksek sinyal elde
edildigi icin sonraki analizlerde 665,9 (M*®) m/z kiitlesi ve 120 V parcalama voltaji ile
devam edilmesine karar verilmistir.

Calismanin ileriki asamalarinda yontemin segiciligini oldukca arttrran MRM
yontemini kullanabilmek i¢in VIP’in 665,9 m/z kitlesine ait parcalar ‘Product iyon’
olarak bilinen pargalanma iyon yontemi ile belirlenmistir. 50-3000 m/z araliginda parca
taramasi yapilmistir. Boyle genis m/z araliginda tarama yapilmasmin nedeni, 665,9 m/z
kiitlesi +5 yiiklii oldugu i¢in ana kiitle gibi diisiiniiliip (3328,5 g/mol) parcalandiginda
kendisinden biylk parcalarmin olabilecegindendir. Pargalama hiicresinde iyonlari
parcalarma ayirmak igin bir enerji gereklidir ki buna ¢arpigma enerjisi (collision energy)
ad1 verilmektedir. Mevcut cihaz 0-250 V arasinda enerji uygulamaya izin vermektedir ve
cihazin varsayilan enerjisi 0 V’tur. Parcalama hiicresine uygulanan farkli enerjiler (10,
20, 30 ve 40 V) ile 665,9’un pargalar1 incelenmistir. Par¢alama enerjisi yazilimin
ozelliginden kaynaklanan tek analiz i¢inde voltaj taramasi ile yapilmistir. Yazilim bir
analiz i¢cinde dort farkli voltaj taramaya izin vermektedir. Yazilimm bu 6zelligi bir Kesit

ile Gorsel 4.4°te gosterilmistir.
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Time segments

# ?::]i ScanType | DivValve EBI?J"?»,] E?;V"?‘] Stored
v1] OPodction  [ToMs [ o] o] W |
Scan segments
Segment Name | Precursor lon MS2 From M52 To ScanTime | Fragmentor | Collision Energy | Cell Accelerator Voltage | Polarity
p VIP+5 B65.9 50 850 100 120 10 7|Posive
VIP+5 B65.9 50 850 100 120 2 7|Postive
VIP+5 B65.9 50 850 100 120 0 7 |Postive
VIP+5 B65.9 50 850 100 120 40 7|Postive

Gorsel 4.4. Ayni analiz icerisinde par¢alama enerjisi taramasi

10 V gibi diisiik pargalama enerjisi ile herhangi bir par¢a olusmamasima karsin,
uygulanan enerji arttik¢a daha kiigiik parcalar olustugu goriilmiistiir. 20 V uygulandigi
sirada 799,4, 770,8 ve 132,1 m/z gibi kiitleler gozlenmistir. Bu kiitleler tekrar edilen

analizlerde de yer almistir. VIP e ait amino asit dizilimi Sekil 4.7’te gosterildigi gibidir:

I-[is-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-"I'hr—Asp—Asn—Tyr-ThrLeLys-G].n-Met—Ala—Val-Lys-Lys-Tyr—Leu-Asn—Scr-]le-[jl;sn-NH:

~Ma=1799.5, yiik= +4 M= 132.1, yik=+1

Sekil 4.7. VIP e ait amino asit dizilimi ve MS 'de tahmin edilen par¢alanmasi

Yapisinda yer alan Arg amino asidinin bazik olmasindan dolay1 (pKa 13,2) MS’de
+4 iyonlagmasinin Arg iizerinden, +1 iyonlagmasinin ise asparajin (Asn) lizerinden
gerceklestigi tahmin edilmektedir. Bu durumda VIP parcalar1 sekilde gosterildigi gibi
Leu-Asn bagmin kopmasi ile elde edilmistir. Gézlenen kiitleler ve tahmin edilen yiikler
tizerinden hesaplama yapildigi zaman +5 yiikli 665,9 kitlesinin, +4 yikli 799,4 ve +1
yukli 132,1 kiitlelerine par¢alanmis olabilecegi diistiniilmiistiir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda da ((799,4x4) + (132,1x1) = (665,9x5)) VIP’in ana kiitlesine erisilmistir.
Kiitle analizoriiniin tarama araliginin sinirlt olmasi nedeni ile VIP’e ait +1 yukli kitle
(molekiil agirhigr 3325,8 Da oldugu igin ¢oklu yiiklenmis tiir olmadan direkt olarak
3326,8 m/z kutlesi) gozlenemedigi i¢in yazilim lizerinden deconvolution yapilamamistir.
Fakat bu algoritma dikkate alinarak yapilan hesaplamalar ile dogrulama yapilarak 665,9
m/z kitlesinin pargalar1 799,4 ve 132,1 m/z seklinde kesinlestirilmistir (Sekil 4.8’de

sunulmustur).
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x103 |+ESI TIC Product lon Frag=120.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@200 (™ ->~) VIP6.d

"8 19 3 212223242526272829 3 31323224353637 38239 4 41424344 4546474849 5 515253545556575859 6 6162
Counts vs. Acquisition Time (mir
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Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Sekil 4.8. 2,50 pg/mL VIP, 665,9 (+5) kutlesinin ‘Product iyon’ yontemi ile yap:lan analizi

sonucunda elde edilen pargalar

Parcalama enerjisini 20 V civarinda daha spesifik gozleyebilmek i¢in tarama alani
daraltilmistir. ‘Product iyon’ yontemi ile 15-20 V arasi tarama yapilmustir; 16 V
parcalama enerjisi uygulandiginda 799,4 ve 132,1 m/z kiitlelerine ait piklerin alanlar1 en
fazla elde edilmistir. 799,4 m/z kiitlesinden sonra spektrumlarda kiitle miktar1 olarak fazla
olan 770,7 m/z’ye rastlanmaktadir. Bu durumda kantitatif analizler i¢in (quantifier) 799,4
m/z kiitlesi secilirken, kalitatif olarak (qualifier) VIP kiitlesini dogrulamak amaci ile
770,7 m/z kiitlesi secilmistir. Ileriki asamalarda MRM ile yapilan analizler bu iki kiitle
Uzerinden gergeklestirilmistir.

[k kiitle analizdriinden gelen kiitlenin pargalanma hiicresinde kalma siiresini
etkileyip kiitleyi hizlandiran veya yavaslatan parametre ise hiicre i¢i hizlandirici voltaj
(cell accelerator voltage, CAV)dir. Mevcut cihaz 1-8 V arasi taramaya izin vermekte ve
cihazin varsayilan degeri 7 V’tur. Her analit icin degisiklik gostereceginden dolay1

taranmas1 onerilmektedir. CAV>7 iken analit hiicre i¢inde ¢ok hizli hareket edeceginden
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iyon kaybma neden olurken, CAV<3 iken ¢ok yavas hareket ettigi igin Cross
contamination (¢capraz kontaminasyon) diye bilinen sonradan gelen iyon ile ayni anda
parcalamasi islemine maruz kalacagi igin MRM gecislerinde sorun yaratabilmektedir. Bu
parametrenin 665,9 m/z’nin pargalar1 Uzerine etkilerini incelemek i¢in 6nce ‘Product iyon
(Parcalanma Iyonlarr)’ ydntemi ile tarama yapilmustir. Yazilimin 6zelligi nedeni ile bu
parametrede de tek analizde tarama gergeklestirilmistir (Gorsel 4.5’te sunulmustur). Bu
analizlerin sonucunda pargalarin kitle miktarlari degisimi incelenmistir (Tablo 4.3 ve

Sekil 4.9°da sunulmustur).

Time segments _ v
Start . Delta | Delta
# Tine ScanType | DivValve EMV (4] EHV ] Stored
il OfPoductlon [ToMS | 0 0] W |
Scan segments
SegmentName | Precursor lon MS2 From MS2To ScanTime | Fragmentor | ColisionEnergy | Cell Accelerator Voltage | Polaity
) |VIP+5 B65.9 50 850 100 120 16 1|Postive
VIP+5 665.9 50 850 100 120 16 2 |Pasitive
VIP+5 B65.9 50 850 100 120 16 3|Postive
VIP+5 6659 50 850 100 120 16 4 |Pasitive

Gorsel 4.5. Ayn: analiz igerisinde CAV taramasi

Tablo 4.3. CAV-Kiitle miktari iligkisi

Kiitle miktari
CAV (V) 799,5 770,9 132,1 665,9
1 497,14 280,76 0,00 2278,82
2 898,30 280,88 0,00 2114,84
3 1067,60 422,05 84,00 1462,93
4 889,28 336,69 68,75 823,97
5 1337,40 136,39 156,16 609,60
6
7
8

1381,93 425,77 76,00 577,68
905,47 473,20 88,50 0,00
886,57 175,88 59,00 0,00
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Sekil 4.9. CAV- parca kiitle miktar: degisimi grafigi

Grafikten de gortildiigii gibi CAV’1n artmasi ile par¢alanma artmus ve bir siire sonra
ortamda parcalar fazla iken 665,9 m/z kiitlesi gézlenmemistir. Fakat yaklasik 6 V’tan
sonra gozlenmesi istenen kiitlelerde de azalma goriilmiistlir. Bunun nedeni, 665,9 m/z
kitlesinin pargalanma hiicresinde ¢ok hizli hareket etmesi, yeterli siire pargalanmaya
maruz kalamayip kiitle kaybmin gerceklesmesi olabilir. Ardindan MRM yontemi ile 1-8
V arasi tarama yapimistir. 2,50 pg/mL VIP’in kullanildig1 tekrarli yapilan analizler
sonucunda uygulanan voltaj-pik alani-BSS degerlerine kars ¢izilen grafikler Sekil 4.10,
4.11 ve 4.12’de verilmistir.

Pik alanlar1 yoniinden 799,5 m/z, 770,7 m/z ve bu iki kutlenin birbirlerine
oranlarindan elde edilen grafiklerden de goriildiigii gibi pik alanlarmm g¢ok yliksek
olmamasima ragmen %BSS’nin diisiik oldugu nokta CAV 5 V iken elde edilmistir. Bu
durum 5 V enerji uygulayarak en uygun hizda VIP’in par¢alanmaya maruz kaldigini ve

stabil parcalar elde edildigini gostermistir.
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Sekil 4.12. Pik alanlar: ag:sindan 799,5/770,7 m/z oranina ait CAV-pik alan:-BSS grafigi
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CAYV taramasi yapilmadan 6nce (CAV 7 V iken) parcalama enerjisi taranmis ve 16
V olarak bulunmustur. Fakat CAV’1n 5 V olarak optimize edilmesi, hiicre iginde VIP’in
yavasladigini ve parcalama enerjisinin buna bagli olarak yeniden taranmasini
gerektirmistir. Parcalama enerjisi dnceki gibi ‘Product iyon (Parcalanma Iyonlari)’
yontemi ile 10-20 V arasinda yeniden taranmustir. Giderek daraltilan araliklarda yapilan
analizler sonucunda pargalar 18 V’ta yogun olarak goézlenmistir. Coklu reaksiyon
goruntilenmesi (MRM) yontemi ile 18 V parcalama enerjisi uygulanarak yapilan
analizlerde, 16 V’a gore daha biiyiik ve tekrar edilebilir pik alanlar1 elde edilmistir.
Sonugta parcalama enerjisi 18 V ve CAV 5 V olarak analizlere devam edilmistir.

MS parametreleri optimize edildikten sonra VIP’in ¢oziiciisiiniin pik morfolojisi,
alani ve alikonma zamanina etkisi incelenmistir. Bu farklanmay1 gozlemlemek igin ayri
ayr1 su:ACN (1:1) ve %1 AcACc igerisinde hazirlanan VIP ¢ozeltileri kullanilmistir. Stok
cozeltilerden 1,25, 2,50 ve 5,00 pg/mL derisimlerinde VIP ¢6zeltileri hazirlanipp MRM
yontemi ile analiz edilmisti. MRM yoOntemine ait MS parametreleri asagida Gorsel
4.6’da verilmistir.

VIP’in polar yapida oldugu, apolar ortamlarda ¢oziiniirliigii azaldig1 i¢in sulu faza
sikisip kaldig1r ve bunun sonucunda da iyonlasmasinin zorlastigi bilinmektedir (Abaye
vd., 2011). Ayrica VIP bazik yapida oldugu i¢in asit igeren ¢ozelti ortaminda tuz
olusturup daha kararl bir yapida bulunmaktadir. Tekrarli yapilan analizler sonucunda %1
AcAc icerisinde ¢Oziinmiis VIP’in analizlerinde daha biiyiik ve tekrar edilebilir pik
alanlar1 elde edilmistir. Bu nedenle sonraki ¢aligmalarda asidik ortamdaki VIP stogu
kullanilmstir.

Arastirmalara kromatografik parametrelerden hareketli fazin optimizasyonu ile
devam edilmistir. LC-MS ¢aligmalarinda iyonlasma odasmda peptitlerin iyonlagmasini
saglamak ya da kolaylastrmak igin hareketli faza ugucu oOzellikteki H* kaynagi
eklenmelidir. Bunlar FA, AcAc gibi organik asitlerdir (McMaster, 2005). Ilk olarak
hareketli fazdaki FA orani degisimi incelenmistir. Bunun i¢in %0,1, 0,2, 0,3 ve 0,4 FA
iceren sulu (A hatt1) ve ACN’li (B hatt1) ¢ozeltiler hazirlanmistir. 2,50 pg/mL VIP her bir
hareketli fazda ayr1 ayr1 tekrarli bir sekilde analizlenmistir. Analizler sonucunda farkli
miktarlarda formik asit iceren hareketli faz ile analizlenen VIP’in pik alani ve %BSS’s1
incelenmistir (Tablo 4.4-4.5 ve Sekil 4.13-4.14’de sunulmustur). Analizler MRM ile
799,5 ve 770,7 m/z kiitleleri tizerinden gerceklestirilmistir.
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lon gource Time filkering
AJSESI - W Peakwidth 007 min

Time zegments
s | o
p |1 | DlMHM ToMS | n| n| v |

] Delta | Delta
Scan Type Div YWalve EMY [+]| EMY [ Stared

Scan segments

Compound Group Compaund Name | I1STD? | Precursor lon M51 Res | Product lon MS2Res  Dwell | Fragmentor | Collision Energy Cel\éclfelzralor Palarity
» VIP+E r BE5.E|Unit 799.5] Unit 200 120 12 5| Pagitive
VIP+5 I BE5.E | Unit 7707 | Urit 200 120 12 5| Positive

Source parameters

Gaz Temp: Iﬁ C
—
Gas Flow: |57 I#rniry
M ebulizer: Ir pEi Ii pzi
Sheath Gas Temp: |350 C
Sheath Gas Flow: I?i I#rniry
Poszitive MHegative

Capillary: | 3500 W | 3500 Y

v

Mozzle Yoltage: |500 ¥ 500 Y

Gorsel 4.6. MRM yontemine ait MS parametreleri

Tablo 4.4-4.5 ve Sekil. 4.13-4.14°de yer alan veriler degerlendirildiginde yiiksek pik
alan1 ve diigiik BSS olarak agismdan %0,2 FA’nin VIP piki i¢in en uygun oldugunu

gostermistir.
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Tablo 4.4. 799,5 m/z igin %FA-pik alani-%BSS degisimi (n=5)

%FA A %BSS
0,1 14463,36 6,18
0,2 13667,37 1,32
0,3 11498,17 3,65
0,4 12237,30 3,03
16000 7
] . -6
12000 - . 5
= - 4
& 8000 n 7]
5 = -3 @
; S
2 4000 -2
= -1
0 T T T T 0
0.1 0.2 0.3 0.4 5
¢ Alan
% FA m%BSS

Sekil 4.13. 799,5 m/z igin %FA-pik alan:i-%BSS grafigi

Tablo 4.5. 770,7 m/z i¢in %FA-pik alani-%BSS degisimi (n=5)

%FA A %BSS
0,1 4580,26 5,08
0,2 4277,70 1,15
0,3 3596,94 4.64
0,4 3917,32 3,96
5000 6
- L J
4000 = - - -5
¢
- -4
= 3000
c_‘g -3
x 2000
a -2
1000 - L
0 T T T T 0
0 0.1 0.2 03 0.4 05
% FA

%BSS

¢ Alan
m%BSS

Sekil 4.14. 770,7 m/z icin %FA-pik alan:-%BSS grafigi
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%0,2 FA iceren hareketli fazin pH’min VIP piki Uzerine etkisini incelemek i¢in FA’nin
pKa degeri dikkate almmustr. pKa 3,8 oldugu icin ortammn pH’1 (sulu fazin) yaklasik 3’e
ayarlanarak analizler gergeklestirilmistir. pH ayarlama islemi sirasinda NH4OH kullanilmistir.
%0,2 FA iceren sulu fazin pH’1 2,45 olarak Slglilmiistiir. Bunun yaninda NH4OH eklenmesi
ile pH 2,94 ve 3,15 olan iki farkli hareketli faz hazirlanmustir. Analizler MRM ile 799,5 ve
770,7 m/z iizerinden gergeklestirilmistir. Ug farkhh pH degerindeki (2,45, 2,94 ve 3,15)
hareketli fazlar 2,50 pg/mL VIP analizinde kullanilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4.6’da
verilmistir.

Tablo 4.6’dan da goriildiigii gibi pH’in artmasi ile VIP’in alikonma zamani artmistir.
Pik alan1 ve SNR ise pH’m artmast ile azalmustir. pH degisiminin VIP pikinin simetrisi Gizerine
de herhangi bir olumlu etkisi olmadig1 i¢in hareketli fazn pH’mimn degistirilmemesine yani
yaklasik pH 2,45’te calismalara devam edilmesine karar verilmistir.

FA’ya gore daha zayif bir asit olan AcAc’in (pKa 4,8) hareketli faza eklenmesinin VIP
piki iizerine etkisi incelenmistir. Bu amag ile hareketli faz i¢erisindeki oran1 %0,1, 0,2, 0,3 ve
0,4 olarak degisen farkl ¢ozeltiler hazirlanmip 2,50 pg/mL VIP analizlenmistir. Analizler
MRM ile 799,5 ve 770,7 m/z iizerinden gergeklestirilmistir. AcAc’li hareketli faz
kullanilarak gerceklestirilen analizlerin sonucunda TIC nin iist {iste koyulmasi ile elde

edilen goriintii Sekil 4.15’te verilmistir.

%102 |+ESI TIC MRM Frag=120.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@18.0 (™ -> =) VIP5.d
134,

1284

1254
1241
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0381
091
054, e ——— i Ot P
w0 90.1 AcAcli
09

960.4 AcAch

%0.3 AcAcli

%0.2AcAcl
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.15. VIP piki Uzerine AcAc nin etkisi
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Tablo 4.6. VIP pikine farkl pH lardaki hareketli fazin etkisi (n=5)

1 2 3 4 5 ort SS %BSS
Zaman (dak) 3,95 3,95 3,95 3,95 3,95 3,95 0,00 0,10
799,5 A 14011,47 14258,90 13797,52 13506,47 13259,48 13766,77 396,27 2,88
SNR 17108,60 11446,00 9024,70 6457,10 7450,70 10297,42 4248,03 41,25
pH= 2,45 S 1,90 2,01 2,06 1,96 1,89 1,96 0,07 3,68
Zaman (dak) 3,94 3,95 3,94 3,95 3,95 3,94 0,00 0,10
770,7 A 4045,15 4220,18 4177,35 4267,23 4164,53 4174,89 82,95 1,99
SNR 10047,40 15059,40 5036,30 3868,00 15249,90 9852,20 5368,70 54,49
S 2,02 1,85 2,22 2,08 2,10 2,05 0,14 6,58
Zaman (dak) 4,25 4,24 4,24 4,24 4,37 4,27 0,06 1,31
7995 A 903,60 893,43 1106,61 1094,15 1147,35 1029,03 120,81 11,74
SNR 5845,90 3228,40 3760,40 1558,90 8050,00 4488,72 2511,34 55,95
pH= 2,94 S 2,18 2,49 2,27 1,84 2,08 2,17 0,24 11,03
Zaman (dak) 4,24 4,24 4,24 4,23 4,24 4,24 0,01 0,15
770,7 A 269,10 301,40 360,75 335,12 373,33 327,94 42,88 13,08
SNR 1016,10 672,50 316,70 2330,70 2728,50 1412,90 1058,35 74,91
S 2,55 2,23 2,32 2,51 1,91 2,30 0,26 11,15
Zaman (dak) 4,26 4,26 4,26 4,24 4,26 4,25 0,01 0,14
799.5 A 487,19 496,55 493,81 453,23 484,27 483,01 17,36 3,59
SNR 2071,00 4351,90 1473,30 3944,90 4243,90 3217,00 1344,08 41,78
pH=315 S 1,56 1,88 1,91 1,73 1,82 1,78 0,14 7,92
Zaman (dak) 4,25 4,26 4,26 4,24 4,26 4,25 0,01 0,18
770,7 A 158,39 156,50 140,02 139,96 146,00 148,17 8,84 5,96
SNR 1493,50 1305,10 662,80 1327,90 1261,60 1210,18 318,36 26,31
S 1,73 1,45 1,68 1,46 1,66 1,60 0,13 8,22
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Sekil 4.15°de verilen kromatogramlardan da gorildiigii gibi, hareketli faz
icerisindeki AcAc’in VIP’in iyonlagmasinda zayif kaldigi ve bu yiizden VIP sinyalinin
kotiilestigi gorulmektedir. Ayrica bu durum pikin alikonma zamanimi da Gtelenmesine
neden olmustur.

Hareketli fazdaki organik ¢Ozucu polaritesinin VIP pikine etkisi incelenmistir.
Bunun igin %0,2 FA igeren sulu fazin yaninda ayr1 ayri ACN’li ve MeOH’l1 fazlar
kullanilmistir. ACN ve MeOH’in MS’de VIP’i iyonlastirmadaki etkileri MRM ile 799,5
ve 770,7 m/z kiitleleri lizerinden izlenmistir. Analizlerde 2,50 pg/mL VIP ¢ozeltisi

kullanilmastir.

+ES| MRM Frag=120.0V CF=0.000 DF =0.000 CID@18.0 (865.5000 -> 799.5000) VIF2-4.d
Noise (PeakToPeak) = 0.10; SNR (3.986min) = 15776.8

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 45 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.16. VIP piki iizerine ACN ’nin etkisi

+ES| MRM Frag=120.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@18.0 (665.3000 -> 799.5000) VIP1-4.d
x102 |Noise (PeakToPeak) = 0.20; SNR (7.442min) = 2660.8
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.17. VIP piki iizerine MeOH 'in etkisi

Kromatogramlardan da goriilmektedir ki, VIP piki MeOH’l1 hareketli faz ile daha
fazla alikonmus, pik tabaninda genisleme ve kuyruklanma meydana gelmis, simetrisi
bozulmus ve alan1 da azalmigtir. MeOH ve ACN igeren hareketli fazlar ile elde edilen

veriler Tablo 4.7 ve 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.7. %0,2 FA-ACN iceren hareketli faz ile analizlenen 2,50 ug/mL VIP sonuglar: (n=5)

90,2 FA ACNIi

799,5 770,7

Zaman Zaman
(dak) A SNR T (dak) A SNR T
1 3,99 13785,47 9629,70 2,92 3,99 4218,40 8254,80 2,63
2 3,99 13840,84 19696,60 2,96 3,99 4331,57 4072,70 2,80
3 3,99 13730,86 5310,80 2,84 3,98 4292,47 1942,90 2,95
4 3,99 13585,99 15766,80 2,61 3,98 4234,56 2524,80 2,78
5 3,99 13393,70 8687,20 2,59 3,98 4311,48 6256,40 2,80
ort 3,99 13667,37 11818,22 2,78 3,98 4277,70 4610,32 2,79
SS 0,00 179,99  5800,85 0,17 0,00 49,09 2633,69 0,11
%BSS 0,00 1,32 49,08 6,23 0,11 1,15 57,13 4,06

Tablo 4.8. %0,2 FA-MeOH iceren hareketli faz ile analizlenen 2,50 ug/mL VIP sonuglari (n=5)

%0,2 FA MeOHI1

799,5 770,7

Zaman Zaman

(dak) A SNR T (dak) A SNR T
1 7,48 7268,71 5818,40 3,65 7,48 2315,19 2428,00 3,87
2 7,46 7647,90 1654,90 4,13 7,46 2366,01 540,20 3,71
3 7,44 7546,95 2660,90 4,00 7,44 2299,91 927,30 4,44
4
5

7,44 7348,57 1937,50 3,68 7,43  2171,14 1423,80 3,94
7,43 7259,90 3427,70 3,70 7,42  2200,76 1688,20 3,57

ort 7,45 741441 3099,88 3,83 744 2270,60 1401,50 3,91
ss 0,02 17430 1668,05 0,22 002 81,73 72510 0,33
%BSS 0,29 235 5381 570 0,33 360 51,74 8,48

Hareketli fazin optimizasyonu sonunda %0,2 FA-su ve %0,2 FA-ACN’nin
kullanildig: sartlarda en 1yi VIP piki elde edilmistir. Bu yiizden ¢alismalara %0,2 FA-su
ve %0,2 FA-ACN hareketli faz1 ile devam edilmistir.

Hareketli fazin optimize edilmesinden sonra bir diger kromatografik parametre olan
akis hiz1 taramasina gegilmistir. %0,2 FA-su ve %0,2 FA-ACN hareketli faz1 kullanilarak
MRM ile 799,5 ve 770,7 m/z Kkitleleri tizerinden farkli akis hizlarinda VIP
analizlenmistir, Analizlerde 2,50 pg/mL VIP ¢6zeltisi kullanilmigtir. 0,15-0,35 mL/dak

akis hizlarinda elde edilen veriler Tablo 4.9 ve 4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.9. Farkli akis hizlarinda 799,5 m/z kitlesine ait veriler (n=3)

799,5
akis hizt Zaman .
(mlj dazk) (dak) A SNR S T Wk N
ort 3,16 3798,17 3336,30 0,38 2,20 0,48 1,30 7026,67
0,35 SS 0,01 22,49 1022,84 0,02 0,10 0,00 0,00 281,79
%BSS 0,21 0,59 30,66 4,06 4,55 2,39 0,00 4,01
ort 3,34 4424,45  2930,60 0,40 2,10 0,48 1,40 7514,67
0,3 SS 0,00 38,86 418,22 0,02 0,10 0,00 0,00 206,73
%BSS 0,10 0,88 14,27 4,33 4,76 0,85 0,00 2,75
ort 3,60 5083,50 3687,20 0,38 2,07 0,53 1,60 7286,67
0,25 SS 0,01 164,05 515,40 0,03 0,06 0,01 0,00 360,22
%BSS 0,18 3,23 13,98 7,53 2,79 1,95 0,00 4,94
ort 3,98 6218,69 594500 0,42 2,03 0,56 1,80 7247,67
0,2 SS 0,00 90,64 3024,66 0,01 0,06 0,00 0,00 130,94
%BSS 0,10 1,46 50,88 1,39 2,84 1,15 0,00 1,81
ort 4,61 7934,30 20447,83 0,43 1,93 0,65 2,30 6928,67
0,15 SS 0,00 112,72 18867,81 0,02 0,06 0,03 0,00 151,14
%BSS 0,09 1,42 92,27 3,53 2,99 4,37 0,00 2,18
Tablo 4.10. Farkh akis hizlarinda 770,7 m/z Ktlesine ait veriler (n=3)
770,7
(‘:7’1‘5 é’;f(’) Z(nglf)” A SNR S T w K N
ort 315  1171,67 5580,83 0,37 227 046 1,27 6827,33
0,35 ss 0,01 31,15 2597,53 0,01 0,15 0,01 0,06 168,74
%BSs 032 266 4654 309 674 177 456 247
ort 334 121421 727703 040 203 046 140 735500
0,3 ss 0,00 26,72 259451 0,03 0,06 0,03 0,00 824,29
%BSS 0,00 220 3565 661 284 699 000 11,21
ort 3,60 1377,41 3031,30 041 2,03 0,49 1,60 7616,67
0,25 ss 0,01 7,96 1677,14 0,02 0,06 0,02 0,00 213,88
%Bss 018 058 5533 568 28 353 000 281
ort 3,98 1753,57 279593 0,43 1,97 0,53 1,80 8170,00
0,2 ss 0,00 49,06 1516,71 0,01 0,06 0,02 0,00 534,87
%BSs 010 280 5425 266 294 321 000 655
ort 4,61 2268,58 5898,47 0,43 2,03 0,67 2,30 6090,00
0,15 ss 0,01 26,96 158,50 0,05 0,15 0,03 0,00 937,33
%BSS 0,14 1,19 2,69 10,83 7,51 4,20 0,00 15,39
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4.4. VIP icin Yapilan Adsorpsiyon Engelleyici Calismalar

Literatlirde yapilan arastirmalarda peptit calismalarinda adsorpsiyon olayma
rastlanilmigtir. Standart ¢ozeltilerin hazirlanirken, kullanildigi deney arag-gerecleri
(tlipler, pipet uglari, vialler vs.) lizerine adsorplanabildikleri goriilmiistiir. Cozelti haline
getirildikleri ortam kosullarinda peptitler kendi kimyasal 6zelliklerinden kaynakli olarak
cam veya polipropilen ylizeylere tutunabilmektedirler. Bu durum dikkate alinarak
calismalara adsorplanmayi engelleyici parametreler incelenerek devam edilmistir.

Adsorplanmay1 engelleyici olarak peptidin temas ettigi yiizeylerin kaplanmasi ve
etkilesimin kesilmesi amaci ile aloimin 6n plana ¢ikmaktadir. Kaplama iglemi i¢in BSA
cozeltisi (%1°lik) hazirlanmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilacak pipet ucu, tiip, vial
vb. malzemeler bu albiimin ¢ozeltisi ile c¢alkalanip kurutulmustur. Ardindan standart
peptit ¢ozeltileri ve galisma ¢ozeltilerinin hepsi bu kaplanmis malzemeler kullanilarak
hazirlanmistir. Ayrica stok peptit ¢ozeltisi igerisine de BSA eklenmistir.

VIP stogu (0,25 mg/mL) %1 BSA ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilarak 1 saat
ultrasonik banyoda bekletilmistir. Calisma ¢ozeltileri bu karisim  kullanilarak

hazirlanmistir.

Ayni zamanda ¢oziiciiniin de adsorpsiyon iizerine etkisi incelenmistir. Normalde

VIP stogu %1 AcAc igerisinde hazirlanmistir. Onceki optimizasyon ¢alismalarinda da
stirekli %1 AcAc ile seyreltilmistir. Adsorpsiyonu engelleyici/azaltict etkisi olup
olmadigmi gérmek i¢in 3 farkli seyreltme ¢ozeltisi hazirlanmigir:

e %1 AcAc

e %1 AcAc-%50 ACN

e %5 AcAc- %50 ACN
Bu ¢ozeltiler ile 3 farkli set VIP calisma ¢ozeltileri (250 ve 500 ng/mL) hazirlanmis ve
sirayla Tarama-SIM-MRM yontemleri ile analizlenmis, Sekil 4.18 ve 4.29’da

sunulmustur.
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Sekil 4.29. 250 ve 500 ng/mL VIP (MRM yontemi ile, %5 AcAc-%50 ACN'li)

Ortamda organik ¢6ziiciiniin olmasi ve asitligin arttirilmasi adsorpsiyonu azaltici

etki gostermistir.

Seyreltme ¢ozeltileri arasinda piklerde belirgin bir farklanma

olmamistir. Her ii¢ seyreltme ¢ozeltisi ile VIP pikinde kuyruklanma meydana gelmistir.

Piklerin alikonma zamani ve alanlar1 arasinda fark yok iken degerlendirme SNR’ye gore
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yapilmistir (Tablo 4.11). Ayrica derisim artis1 ile pik alanlari da orantili olarak
degismektedir.

Tablo 4.11. 500 ppb VIP icin 665,9 m/z kiitlesine ait pikierin karsilastirmast (SIM yontemi ile)

VIP Zaman (dak) A SNR
%1 AcAcile VIP 4,038 160799,98 8863,4
%1AcAc-%50 ACN ile VIP 4,015 156932,27 119489
%5ACAC-%50 ACN ile VIP 4,008 154503,54 11701,6

Asitligin artmasi adsorpsiyon i¢in belirgin bir fark gostermezken, ortama organik
¢Oziiciiniin girmesi apolarligr arttirdigi i¢in polar olan VIP’in ¢oziiniirliiglinii azaltmus,
iyonlagsmasini engellemis, albiimin ile kapli olmasma ragmen iyonik halde olabilecek
ylizeye tutunmasini durdurmustur.

VIP standart peptit ¢ozeltisinin farkli saklama kosullarindaki stabilitesi de bu
caligmalar sirasinda incelenmistir. 16 ay boyunca -80°C ve 2 ay boyunca -20°C’de
bekletilen albuminsiz ve kaplanmamis vialler igerisindeki VIP ¢d6zeltileri kullanilarak
yukaridaki ti¢ farkli seyreltme c¢ozeltisi ile 500 ng/mL derisiminde c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiler SIM modunda analizlenip 665,9 ve 832 m/z kitleli pikler

tizerinden karsilastirmalar yapilmistir (Sekil 4.30-4.32).
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Sekil 4.30. 500 ng/mL VIP, %1 AcAc ile seyreltilmis
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Sekil 4.32. 500 ng/mL VIP, %5 AcAc-2650 ACN ile seyreltilmis

16 ay boyunca -80°C’de saklanan VIP kullanilarak ve farkli seyreltme
cozeltilerinden elde edilen pikler arasinda belirgin bir fark gézlenmezken, 2 ay boyunca
-20°C’de saklanan VIP c¢ozeltilerinde asit ve organik ¢dziiciiniin miktar1 arttikga pik
alanlarinin arttig1 gézlenmistir. Bu durum -20°C’deki adsorpsiyonun -80°C’dekine gore
daha fazla oldugunu, peptidin stabilitesinin daha diisiik sicakliklarda daha fazla oldugunu

gostermistir.

4.5. PACAP-38 i¢in Yapilan Adsorpsiyon Engelleyici Cahsmalar

Analizlere PACAP-38 ile devam edilmistir. Ilgili literatiirler incelendiginde ¢dziicii
olarak su ve %1 AcAc one ¢ikmaktadir. PACAP-38’In 4 Arg ve 7 Lys amino asidi
icermesi nedeni ile VIP’ten (3 Lys ve 2 Arg amino asidi igeriyor) bile daha bazik yapida
olmas1 ve analiz sirasinda iyonlagsmasini kolaylagtirmak i¢in ¢oziicii olarak yine %1 AcAc

secilmistir. PACAP-38 standart maddesi, 0,5 mg/mL derisimde stok olacak sekilde %1
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AcAc i¢inde ¢ozlilmiistiir. Bu stok ¢ozelti albuminli ve kaplanmis viallerdeki PACAP-
38’in (0,25 mg/mL) yaninda albuminsiz ve kaplanmamis viallerdeki PACAP-38 (0,5
mg/mL) olmak {izere iki kisma ayrilmistir. Stabilitesini korumak amaci ile tiim PACAP-

38 cozeltileri -80°C’de saklanirken, ¢alisma ¢ozeltileri -20°C’de muhafaza edilmistir.

Albuminli ve kaplanmis viallerde bulunan 0,25 mg/mL’lik PACAP-38 stogundan
125, 250 ve 500 ng/mL derisimlerinde ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmais, seyreltme ¢ozeltisi
olarak yine %1 AcAc-%50 ACN kullanilmistir.

VIP analizlerinin de yapildigi %0,2 FA-su (A) ve %0,2 FA-ACN (B) hareketli faz
kullanilarak 0,2 mL/dak akis hizinda Tablo 4.1’de verilen gradient kosullarinda
denemeler yapilmistir. Pozitif polaritede 50-3000 m/z araliginda tarama yontemi ile
yapilan analizler sirasinda highir PACAP-38 piki ve kiitlesi gozlenememistir. Ortamda
albiimin de oldugu i¢in biiylik gelen albiimin pikinin i¢inde kalabilecegi diistiniilerek
farkli gradientler (15 dak’da B hatt1 %10—90’a degistirilmistir) de denenmis fakat
PACAP-38 gbzlenememistir.

Albuminsiz ve kaplanmamis viallerde bulunan 0,50 mg/mL’lik PACAP-38, 1:1
oraninda %1 BSA ile karistirilmus, 1 saat ultrasonik banyoda bekletilmis ve ardindan 125,
250 ve 500 ng/mL derisimlerinde ¢alisma ¢o6zeltileri %1 AcAc-%50 ACN ile
hazirlanmistir. Ayni kromatografik ve MS kosullarinda yapilan analizlerde de PACAP-
38 piki ve kiitlesi gdzlenememistir.

Yukaridaki ¢calisma ¢ozeltileri hazirlanirken ara stok olarak kullanilan 2500 ng/mL
derisimindeki PACAP-38 c¢o6zeltilerinden organik igerigin arttirildigi %1 AcAc-%80
ACN seyreltme ¢ozeltisi ile yine li¢ farkli derisimde calisma c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Hem albuminli ve kaplanmis hem de albuminsiz ve kaplanmamis malzemelerde bulunan
PACAP-38 ¢ozeltileri kullanilmistir. Organik faz miktarinin arttirilmasi ile adsorplanmis
olan peptidin hidrofobik kisimlarinin ¢oziiniirlestirilmesi ve ylizeyden koparilmasi
amaclanmistir. Tablo 4.1°de verilen gradientin yani sira Tablo 4.12°de verilen gradient

ile analizler yapilmustir.
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Tablo 4.12. Ugiincti deneme gradienti

Zaman (dak) %A %B Akis hmizi (mL/dak)

0 90 10 0,2
11 10 90 0,2
12 10 90 0,2
15 90 10 0,2

50-3000 m/z araliginda tarama yontemi ile yapilan analizlerde PACAP-38 piki ve Kitlesi
gozlenememistir. PACAP-38’1 daha hassas inceleyebilmek i¢in tarama sirasindaki kiitle
araligi daraltilip 250-2500 m/z yapilmis fakat yine de PACAP-38 gbzlenememistir.
PACAP-38’in hidrofobik etkilesimin fazla olmasindan dolayi analizlerin yapildigi
C18 kolonda silanoller ile daha fazla etkilesip kolonda kaliyor olabilecegi diistiniiliip
farkli bir C8 (Zorbax 300 SB Narrow bore-2,1x150 mm, 3,5 um) kolona gegis yapilmistir.
Ayni1 hareketli faz (A: %0,2 FA-su, B: %0,2 FA-ACN) ve Tablo 5.8’de verilen gradient
ile denemelere devam edilmistir. Albumin ile kaplanmis tiiplerde bulunan ve albiimin
iceren PACAP-38 stoklarindan %1 AcAc-%80 ACN karisimu ile seyreltmeler yapilarak
500 ng/mL’lik ¢ozelti hazirlanmig, 250-2500 m/z araliginda pozitif modda tarama
yapilmistir. Tarama sonucunda kiitle miktar1 olduke¢a diisiik olmasina ragmen az da olsa

648,0 (M*7) kiitlesi g6zlenmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi, Uciincii Deneme Gradienti ile)

Hareketli fazin asitliginin arttiritip PACAP-38’in daha fazla iyonlagsmasini
saglamak i¢in hareketli faz A: %0,5 FA-su ve B: %0,5 FA- ACN olarak hazirlanmistir.
Diger kromatografik ve MS kosullar1 sabit tutularak ayni ¢ozeltiler yeniden
analizlenmistir. Analizler sonucunda ok kiiglik de olsa 567,2 (M*®) kiitlesi gozlenmistir.

Gradient Tablo 4.13’teki sekline doniistiiriiliip tarama araligi 200-1800 m/z olarak

daraltilip, analiz tekrarlanmustir.

Tablo 4.13. Dordlinct deneme gradienti

Zaman (dak) %A %B Akis mz1 (mL/dak)

0 90 10 0,2
8 5 95 0,2
12 5 95 0,2
15 90 10 0,2

Analiz sonucunda kromatogramda belirgin bir pik olmamakla birlikte Kkiitle
spektrumunda az da olsa 504,2(M*°), 567,6(M*8) ve 648,4(M*") kiitleleri gozlenmistir
(Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi, Dérduncti Deneme Gradienti ile)
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Asitligin arttirilmasi PACAP-38’in iyonlasmasini kolaylastirip kiitle gbzlenmesini
sagladig1 i¢in daha kuvvetli bir asit olan TFA ile ayni1 hareketli faz tekrar hazirlanip
analizler tekrarlanmistir. Fakat PACAP-38’e ait herhangi bir kutle veya pik
gOzlenmemistir.

Hareketli faz icerigi olarak FA’ya geri donilmistiir. Bu sefer seyreltme ¢ozeltisi
icerisinde AcAc ya da FA olmasinin PACAP-38 iizerine etkisini incelemek i¢in iki farkli
cozelti (%1 AcAc-%80 ACN ve %0,5 formik asit-%80 ACN) ile seyreltilmis 500 ng/mL
PACAP-38 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hareketli faz A: %0,5 FA-su ve B: %0,5 FA-ACN
ve Tablo 4.13’deki gradientin kullanildig1 sistemde 200-1800 m/z aralinda tarama
yapilmustir. Her iki seyreltme cozeltisi icin de belirsiz pik ve 567(M*®), 648(M*") ve
756(M*®) kiitleleri gozlenmistir (Sekil 4.35-4.36).
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Sekil 4.35. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi, %1 AcAc-%80 ACN ile)
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Sekil 4.36. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi, %0,5 FA-%80 ACN ile)

Tarama yontemi ile pik goziikmedigi i¢in ¢Ozeltiler SIM analizlenmistir. PACAP-

38’e ait SIM yonteminde MS parametreleri asagida Gorsel 4.7°de verilmistir.
SIM yontemi ile analizlenen PACAP-38 icin 567(M*®), 648(M*") ve 756(M*®)

kiitlelerinin ayni1 anda g6zlendigi alikonma zamani 3,6 dak olarak gorilmiistiir, fakat pik

sekli olduk¢a koti gelmistir. SIM  ydntemi
kromatogramlar Sekil 4.37°de verilmistir.
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Gorsel 4.7. SIM yéntemine ait MS parametreleri
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Sekil 4.37. 500 ng/mL PACAP-38 (SIM yontemi ile)

Hareketli faz ve seyreltme ¢ozeltisinde FA ile devam edilmistir. Hareketli fazdaki
FA miktar1 %1’e ¢ikarithp PACAP-38 pikinin daha dizgin ve net gorulmesi
hedeflenmistir. Calisma ¢ozeltileri hazirlanirken ise %1 FA-%80 ACN kullanilmistir.
Yeni hareketli faz kullanilarak Tablo 4.13’teki gradient ile 500 ng/mL PACAP-38, 200-
1800 nmv/z araliginda taranmustir. Analiz sonucunda 504,3(M*°), 567,3(M*®), 648,3(M*")
ve 755,9(M*®) kitleleri gozlenmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi, A: %1 FA-Su ve B: %1 FA-ACN'li hareketli faz
ile)

FA’li seyreltme cozeltisi ile devam edilmesine karar verilmistir. ClUnkid hem
hareketli faz ile uyumu dikkate alinmig, hem de daha fazla protonlanmig PACAP-38
kitlesi (504,3(M*®)) gézlenebilmistir.

Buraya kadar yapilan analizlerde PACAP-38 ¢0zeltileri polipropilen viallerde
hazirlanmis ve saklanmistir. Cam viallerde adsorpsiyon olaymin izlenebilmesi i¢in cam
yuzeydeki Si-OH gruplart %1 FA ve %1 BSA ile ayr1 ayr1 kaplanip deaktive edilmistir.
Iki farkli tiirde kaplanmis bu vialler icerisine albuminli ve albuminsiz olmak iizere

PACAP-38 ¢ozeltileri hazirlanmistir. %1 AcAc-%80 ACN seyreltme cozeltisi ile 500
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ng/mL PACAP-38 cozeltileri hazirlanip kromatografi ve MS kosullar1 degistirilmeden
analize verilmistir. FA ile kaplanmis viallerdeki PACAP-38 analizinde higbir kitle
gozlenmezken, albumin ile kaplanmis viallerde diisiik miktarda 756(M*®) Kiitlesi
gOzlenmistir (Sekil 4.39). Bu durum PACAP-38’in cam yuzeylerde daha c¢ok

tutundugunu gostermistir.
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Sekil 4.39. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi ile, albiimin ile kaplanmis)

Adsorpsiyonu engellemek icin numune icerisine yizey aktif madde eklenip
denemeler yapilmistir. YUzey aktif maddeler LC-MS analizlerinde iyon baskilayici gérev
tstlenip analitin gozlenmesini engeleyebilecegi i¢in tercih edilmezken, adsorbsiyona
karst davraniginin izlenmesi amaglanmigtir. SDS anyonik yuzey aktif madde olarak
PACAP-38’e baglanip adsorpsiyonu engelleyebilecegi 6ngorilmiistir. Bu dogrultuda
SDS’nin kritik misel derisimi (CMC) degeri (25°C’de 8,2 mM (Baker, 1995)) dikkate
alinip numuneye ilk eklendigi vialdeki son derisimi bu CMC degerinden biiyiik olacak
sekilde %0,5’lik ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Seyreltmenin yapilacagi ana PACAP-38 stogu
icerisinde SDS 8,67 mM derisime sahip olmustur. Seyreltme ¢Ozeltisi olarak %1 FA-%80
ACN kullanilarak 500 ng/mL derisiminde albuminli ve albuminsiz olmak iizere iki farkl
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PACAP-38 ¢ozeltisi hazirlanmustir. Hareketli faz A: %1 FA-su ve B: %1 FA- ACN ve
Tablo 4.13°te verilen gradient ile 200-1800 m/z araliginda tarama yapilmistir. Albuminsiz
ve SDS’li PACAP-38 cozeltilerinin analizinde herhangi bir kiitle gdzlenmezken albumin
ve SDS’li olanlarda 567,1(M*®), 648,3(M*") ve 756,0(M*%) Kkiitleleri oldukca diisiik
miktarda gozlenmistir (Sekil 4.40).

Non-iyonik yilizey aktif madde olan Tween80 ayni sekilde numune ortamina
eklenip denemeler yapilmistir. Tween80 igin 20-25°C’de CMC degeri 0,012 mM olarak
verildiginden SDS’deki gibi derisik olacak sekilde ¢ozeltisi hazirlandiginda numune
stogu i¢cindeki 0,812 mM Tween80 elde edilmistir. Seyreltme ¢ozeltisi olarak %1 FA-
%80 ACN kullanilarak albuminli 500 ng/mL PACAP-38 ¢6zeltisi hazirlanmis ve ayni
kosullarda analizlenmistir. Tarama yontemi ile yapilan analizlerde 567,2(M*®),
647,6(M*") ve 755,4(M*9) kiitleleri diisiik miktarda gozlenmistir (Sekil 4.41).

Adsorpsiyon engelleyici olarak bazi ¢alismalarda PEG’e de rastlanmistir. Bu durum
dikkate alinarak ortama PEG eklenerek denemeler yapilmistir. Ayrica adsorpsiyon
olayinim sicaklik yiikseldiginde tersine donecegi ve adsorplanan PACAP-38’in ¢ozeltiye
gegecegi Ongoriiliip ¢ozelti bir siire sicak ortamda bekletilmistir.

Bu bilgiler 1s181nda albuminli PACAP-38 stogu icerisine Tween80’de oldugu gibi
Tween20 eklenmistir. Bunun yaninda bagka bir PACAP-38 ¢ozeltisine de ayn1 oranda
%0,1 PEG400 ¢ozeltisinden eklenmistir. 80°C’ye 1sitilmis ultrasonik banyoda 20dak
bekletilmistir. Bu PACAP-38 stoklar1 kullanilarak %1 FA-%80 ACN c¢ozeltisi ile
albuminli 500 ng/mL PACAP-38 ¢ozeltileri hazirlanmis ve aymi kosullarda
analizlenmistir. Isitilmis, Tween20 igeren albuminli PACAP-38 cozeltilerinin analizi
sonucu cok kiiciik 648,3(M*") ve 756(M*®) Kiitleleri gdzlenirken, PEG400 iceren
cozeltilerin analizinde de 567,1(M*®), 648,2(M*") ve 756,0(M*®) kiitleleri hemen hemen
Tween20’lide oldugu gibi gelmistir. Hatta PACAP-38 pikinin oldugu yerde PEG400
piklerinin de oldugu kiitle spektrumundan da gozlenmistir (Sekil 4.42).

72



x107
324

2.8
26
2.4+
224

1.84
1.6+
144
1.24

1
08
0.6
04
0.2

+ TIC Scan CF=0.000 DF=0.000 P3.d
1

65 7 75 & 85 §
Counts vs. Acquisition Time (min)

+ Scan (3.656 min) CF=0.000 DF=0.000 P3.d

272.5000

399.8000 648.3000

567.1000
334.6000 7566000

524.4000

[nl[ LA.J L J” LJ ‘Jﬂu | aele] NI Lo

s AL M‘M\‘\m "

650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

1150 1200 1250 1300 1350

1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800

+ EIC(648.3000) Scan CF=0.000 DF=0.000 P3.d

" 3638
U h

J\wrv‘“ﬁ"“ W

/

Y
AL

‘ (\& 'l

N A
N

o scdneorodN

A LA AN

"?1 &

65 7 75 & 85 §
Counts vs. Acquisition Time (min)

45 5 55 6

1C(648.2000) Scan CF=0.000 DF=0.000 P3.d

= 3.838

24252627 2829 3 31 32332 3435 3627 3829 4 474243 4445

Sekil 4.40. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi ile, albuminli ve SDS’li)
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Sekil 4.41. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi ile, alouminli ve Tween-80°/i)
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Sekil 4.42. 500 ng/mL PACAP-38 (Tarama yontemi ile, albuminli ve PEG400’lii)

Hem yizey aktif maddelerin hem de PEG eklenmesinin PACAP-38

adsorpsiyonunu engelleyici bir etkisi olmamustir. Hatta LC-MS sisteminde PACAP-38

iyonlagsmasini engelleyip ayni alikonma zamaninda gelmesi de analizi zorlagtirmistir. Bu

durum iyon baskilamanin var oldugunu kanitlamistir.
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5. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Beyindeki kimyasal sinyaller olarak bilinen noropeptitler birgok fizyolojik
fonksiyonu olan yapilardir. VIP ve PACAP, mide-bagirsak sisteminde kesfedilmis
olmasimna ragmen beyin dokusu gibi viicudun farkli kisimlarinda da yer almaktadir.
Sekretin-glukagon ailesine ait olan bu iki néropeptidin aminoasit dizilimi agisindan

birbirine oldukga benzedigi de bilinmektedir.

VIP ve PACAP agisindan yapilan ¢aligmalarin fizyolojik/farmakolojik agidan
oldukca detayli olmasina ragmen analitik agidan yetersiz olmasi, ndropeptitlerin biyolojik
dokularda ve sivilarda miktarlarinin diisiik olmasindan, analizleri sirasinda karsilagilan

zorluklardan, yeterince hassas yontemlerin gelistirilememesinden kaynaklanmaktadir.

Bu tez kapsaminda, biyolojik doku ve sivilardan VIP ve PACAP-38’in analizine
onct olacak, hassas ve segici LC-MS/MS yontemi kullanilarak analiz metodu

gelistirilmesi hedeflenmistir.

PACAP-38’e gore daha kicuk bir néropeptit olan VIP ile LC-MS analizlerine
baslanmis; kromatografik parametrelerin yaninda MS’e ait parametreler de incelenmistir.
Kromatografik acidan hareketli faz icerigi, organik ¢oziicii miktar1 ve cinsinin yani sira
peptidin iyonlagmasi tizerine etkisi olan asit miktar1 ve cinsi agisindan karsilastirmali
olarak incelenmistir. Ayrica peptidin MS’te iyonlagmasi ve iyon yogunluguna etkisi
olacagi i¢in akis hizinin da taramasi yapilmistir. Kromatografik acidan %0,2 FA-su ve
%0,2 FA asit-ACN iceren hareketli faz ile 0,2 mL/dak akis hizinda en iyi VIP piki elde
edilmistir. VIP’in pl degerinin 11°den biiylik olmasindan dolay1 asidik ortamda pozitif
iyonlastig1 bilindigi i¢cin MS analizleri pozitif modda gergeklestirilmistir. VIP e ait temel
iyonun yaninda pargalama voltaji ve hiicre i¢i hizlandiric1 voltajin da optimize edilip
peptidin pargalanmasi sonucu elde edilen ¢oklu yiiklenmis tiirleri de gozlenebilmistir.
VIP’in +5 yiiklii iyonu olan 665,9 kiitlesi MRM yontemi ile pargalandiginda 799,5 m/z
(quantifier) ve 770,7 m/z (qualifier) parca kiitleleri basarili bir sekilde karakterize

edilmistir.
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Sekil 5.1. VIP e ait ¢oklu yiiklenmis tiir ve parcalarinin degigimi

Tarama, SIM ve MRM ydntemi ile yapilan analizlerde yontem oldukea segici hale
getirilmistir.

VIP’in analizleri sirasinda meydana gelen pik alanlarindaki diisme ve VIP’e ait
kiitlelerin gozlenememesi gibi sorunlar ortaya ¢ikmis, bu durumun VIP stabilitesinden
kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir. Fakat yapilan literatiir aragtimalar1 ve buna dayali
analizlerde sorunun stabilite kaynakli degil peptidin yilizeye adsorpsiyonundan
kaynaklandig1 goriilmiistiir. VIP’in deneysel c¢alismalarda kullanilan malzemelere
adsorpsiyonunu engelmek i¢in %1 BSA c¢ozeltisi ile bu malzemeler kaplanmus, stok ve
calisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda bu malzemeler kullanilmis, hatta ¢ozeltilerin
icerisine dahi alblimin ¢6zeltisinden eklenmistir. Ayrica VIP i¢in farkl oranlarda asit ve
organik ¢oziicli iceren seyreltme c¢ozeltileri hazirlanmis ve adsorpsiyonu engelleme
giicleri karsilastirilmistir. Bu kosullarda yapilan analizlerde VIP piki kromatogramlarda
yer alirken ¢oklu yiiklenmis kiitleleri de MS spektrumunda gozlenebilmistir.

Adsorpsiyon probleminin olmasindan dolayr PACAP-38 analizlerine dogrudan
alblimin ile kaplanmis malzemeler ve albimin iceren PACAP-38 ¢ozeltileri ile devam
edilmistir. Kromatografik kosullarin VIP ile aym1 oldugu PACAP-38 analizlerinde,
PACAP-38’in VIP’e gore daha biiylik bir peptit olmasi nedeni ile diziliminde yer alan

aminoasitlerin ylizey ile adsorpsiyonunu engellemede albiimin yetersiz kalmis,
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kromatogramlarda ve MS spektrumlarinda PACAP-38 piki ve kiitlesi gdzlenememistir.
C18 analiz kolonunda silanoller ile daha fazla etkilesip kolonda tutundugu diistiniildiigii
icin C8 analiz kolonunda da denemeler yapilmis ve PACAP-38 piki ¢ok kiigiik de olsa
gozlenebilmistir. Hareketli faz icerigindeki FA miktarinin %1’e ¢ikarilmasi ile tarama
modunda yapilan analizlerde PACAP-38’e ait ¢coklu yiliklenmis kiitleler gdzlenmis fakat
iyon yogunlugu oldukga diisiik kalmistir. Albumin ile kaplamanin yani sira adsorpsiyonu
engelleyici bircok deneme yapilmistir; ¢ozeltilerin yiiksek sicaklikta bekletilip peptidin
desopsiyonunun saglanmasi, ¢alisma ¢ozeltilerine yiizey aktif madde (SDS, Tween 20,
Tween 80) eklenmesi, PEG eklenmesi gibi. Literaturlerde adsorpsiyonu engelledigi
gosterilmesine ragmen LC-MS yonteminde eklenen farkli kimyasallarin (yiizey aktif
madde, PEG gibi) iyon baskilamadan dolay1 peptit kiitlesini gérmeyi zorlastiracagi da
bilindigi i¢in peptit analizleri kisitlanmastir.

VIP ve PACAP-38’in her ikisinin de bazik 6zellikteki Lys ve Arg aminoasitleri
bakimindan yogun pozitif yiiklii olmasi, etkilesimde olduklar1 negatif yiizeyler tarafindan
giiclii bir sekilde tutunmalarmma neden olmaktadir. Arastirmalar sirasinda VIP icin bu
durumun bir miktar Ostesinden gelinse de PACAP-38 i¢in yeterli olmamistir ¢unkd
PACAP-38 VIP’e gore daha fazla Arg ve Lys amino asidi igerdigi i¢in pozitif yiikii daha
fazla ve negatif yiizeylere tutunmasi daha gii¢liidiir. Buna ragmen LC-MS/MS gibi
oldukca hassas ve secici bir yontem ile ‘Triple quadrapole’ olarak bilinen kiitle analizorii
sayesinde basarili bir sekilde VIP ve PACAP-38 i¢in ¢oklu yiiklenmis kiitleleri ve
parcalar1 g0zlenebilmistir. Fakat adsorpsiyondan kaynakli olarak kitlelerin iyon

yogunluklar1 ¢ok diislik kalmistir.

Biyolojik numunelerde (beyin dokusu ve sivisi gibi) peptit konsantrasyonlarinin
diisiik olmasi nedeni ile gelistirilecek yontemlere yonelik olarak temeli bu tez
calismasinda atilan VIP ve PACAP-38 analizi igin adsorpsiyonun g6z o©ninde
bulunduruldugu farkli ¢caliymalar yapilabilir. Oldukc¢a diisiik seviyelere inilebildigi ve
biyolojik orneklerde miktar tayinini yliksek dogrulukla yapabildigi i¢in secilen LC-
MS/MS yontemi adsorpsiyon sorunu ¢oziildiigii takdirde VIP ve PACAP-38 analizi igin
essiz bir yontem olabilir. MS detektdre uygun ve peptit iyonlarmi baskilamayan bir
adsorpsiyon engelleyici yontem VIP ve PACAP-38’in es zamanli analizini dahi miimkiin
kilabilir.

LC-MS/MS yontemine alternatif olarak klasik ters faz kromatografi yontemleri
disinda MS dedektoriin bagl oldugu kapiler elektroforez sistemleri ile de arastirmalar
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yapilabilir. Caligmalarin yeni olmasina ragmen Kapilerlerin igindeki silanollerin deaktive
edilmesi ile peptit-silanol etkilesiminin azaltilmasi amaglanabilir.

Peptitlerin sistemlere ve kolonlara adsorpsiyonunun disinda deneysel ¢aligmalarda
kullanilan malzemelere adsorpsiyonunu da engelemek ic¢in ticari olarak Ozel liretilmis

malzemeler kullanilabilir.
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Aydnlar Universitesi, Istanbul, Tiirkiye

2. 12.th International Symposium on VIP/PACAP and Related Peptides, 21-

26 Eylil 2015, Kapadokya, Tirkiye
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