10. KUTLE SPEKTROMETRESI SISTEMLERINE GIRIS VE UYGULAMALI
KUTLE SPEKTROMETRESI ANALIZLERiI(MALDIi-TOF-MS)

Kullanilan Sistem: Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon-Ucus Zamam Kiitle
Spektrometresi (Martix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight, MALDI-TOF)

A. BILGI

Kiitle spektrometreleri iyon olusturma ve bu iyonlan kiitle/yiik oranlarina (m/z) gore ayirma
yetenegine sahip cihazlardir. Ayirmanin saglanabilmesi i¢in cihaz i¢inde elektrik ya da
manyetik alanlar olusturulmustur. Bu alanlar iyonlarin uzaysal yoriingelerini, hizin1 ve/veya
istikametini etkileyerek ayirma saglarlar. Elektromanyetik alanlar iyon hareketini iyonun
kiitlesiyle ters orantili ve iyonun yiikiiyle dogru orantili olarak etkiler. Bdylece molekiiler
kiitlenin tespit edilebildigi, iyon bolluguna (abundance) karst m/z oranimi gosteren kiitle
spektrumlari elde edilir.

Kiitle spektrometresinin temel bilesenleri iyonlastirict kaynak, analizor, detektor, veri islemcisi
ve vakum pompasidir. Etkili bir ayirma i¢in iyonlarin hava molekiilleriyle c¢arpismast
engellenmeli, yani analizér ve dedektdr vakumlu ortamda bulunmalidir. Iyon diretimi ise
iyonlastirma kaynaginin tiiriine gore atmosferik basing ya da vakum altinda gerceklestirilebilir

Elektromanyetik alanlarda ayirmanin saglanabilmesi icin ndétral molekiillerin iyonlara
doniistiiriilmesi ve ihtiyag halinde gaz faz haline geg¢meleri gerekmektedir. Peptid ve
proteinlerin yiiksek molekiiler agirliklar1 ve polar yapilar: g6z oniine alindiginda, iyonlastiric
kaynak protein ya da peptidleri hem iyon haline hem de gaz faza gecirmelidir. Cesitli
iyonlastirici kaynaklar arasinda sadece ESI (elektrosprey iyonizasyon) ve MALDI (matriks
yardimel lazer desorpsiyon iyonizasyon) proteinlerle calismaya uygundur. ESI ile iyonlar
atmosferik basing altinda olusturulurken, MALDI’de atmosferik basing veya vakum altinda
olusturulabilir.

Analizor, iyonlastiric1 kaynakta elde edilen iyonlarin ayrilmasini saglayan cihaz kismidir. Bu
kisimda elektrik veya manyetik alanlar kullanilabilir. Tiim analizdrler uygun bir iyonlagtirict
kaynak ile birlestirildiginde peptid ve proteinlerle ¢calismaya uygundur. Kullanim kolaylig1 ve
diisiik maliyetleri nedeniyle en yaygin kullanilan analizorler kuadrupoller, ucus stiresi (TOF-
time of flight) cihazlar1 ve iyon tuzaklaridir

Proteomik c¢aligmalarda en yaygin olarak kullanilan MALDI’nin prensibi, ultraviyole 1sinlart
absorblama 6zelligine sahip bir matriksin kullanilmasina dayalidir. Peptid karigimi ve matriks
uygun bir bir ¢oziiciide ¢oziilerek karistirilir ve 6rnek yiikleme plakalarina aktarilir. Daha sonra
¢oziiclinlin buharlagmasina izin verilir ve bdylece kristallesmis matriks molekiilleri arasina
gomiilii peptidler elde edilmis olur. Ornek plakasi cihaza yerlestirilir ve vakum altinda,
genellikle nitrojen kaynakli UV lazeri ile uyarilar (pulse) yapilir. Matriks molekiilleri lazerin



enerjisini absorblar ve peptid molekiillerini de beraberinde tasiyarak gaz fazda iyon haline
gecerler

MALDI yarismali bir proses oldugundan, bir analitin iyonlagsmasi digerleri tarafindan inhibe
edilebilmektedir. Dolayisiyla triptik peptid karisimlarinda arjinin igeren peptitler bu amino
asitin giiclii gaz faz bazlhigindan dolay1r ayricalikli olarak iyonlagmaktadirlar. Lizinin de
bazikliginin artirilabilmesi igin kimyasal prosediirler gelistirilmistir. Fosfopeptitler ise fosfat
grubunun asidik 6zelliginden dolay1 MALDI’de zayif iyonlasmaktadirlar.

Sinapinik asit ve a-Siyano-4-hidrosinnamik asit sirasiyla, protein ve peptid analizi ig¢in en gok
kullanilan matrikslerdir. 2,5-Dihidroksi benzoik asit de peptid haritalandirilmasinda siklikla
kullanilmaktadir. Matrikslere eklenen kimyasal katkilarin fosfopeptitlerin daha iyi
iyonlagmasinda ya da genel olarak MALDI performansini artirmada faydali olabilecegi iddia
edilmektedir. Oktil-beta-glukosit gibi birkag notral deterjan, peptid iyonlagsmasi ile uyumludur
ve MALDI performansini artirabilir, ancak sodyum dodesil siilfat gibi yiiklii deterjanlarin
zararli etkisi bulunmaktadir. Diisiik derisimlerdeki tampon ve tuz gibi ornek
kontaminasyonlara karsi toleranst oldugu i¢in her durumda MALDI, ESI’ya gore daha
avantajlidir. 2M derisimindeki {ire gibi kaotropik ajanlarin varliginda bile spektrum elde
edilebilmektedir. MALDI-TOF kiitle spektrometre, 400 ile 350 000 Da molekiil agirhigidaki
proteinler, peptitler, oligosakkaritler ve oligonikleotitler gibi biyomolekiillerin dedeksiyonu ve
tanimlanmasinda kullanilabilmektedir.
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MALDI lazer 1sininin kat1 matriksi uyarmasi ve analitleri iyonize etmesi
(http://www.chm.bris.ac.uk/ms/images/maldi-mechanism.gif)

TOF analizi, iyonlarin tiimiine ayn1 miktarda enerjinin verildigi bir dedektore dogru hizlanan
bir dizi iyona dayanmaktadir. Ancak iyonlar ayni enerjiye sahip olmalarma ragmen farkli
kiitlelerde oldugundan dedektore ulasma zamanlari farklidir. En kii¢iik iyonlar hizlarinin fazla
olmasindan dolay1 dedektdre ilk ulagirken daha biiyiik olan iyonlar daha biiyiik olan kiitleleri
yiiziinden dedektore daha ge¢ ulagsmaktadirlar.



B. UYGULAMA
MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi Icin Ornek Hazirlama Ve Olgiim
MALDI Plakasimin Temizlenmesi

MALDI plakasina 6rnek yiiklenmeden once plakanin ¢ok iyi bir sekilde temizlenmis olmasi
gerekmektedir.

Yikama Basamaklari:
1. 4 adet temiz ve plaka i¢in uygun buiylikliikkte beher hazirlanir.

> 1. Behere % 3-4’ liik 100 ml amonyum hidroksit ¢ozeltisi koyulur.

» 2. Behere 100 ml ultra saf su koyulur.

» 3. Behere 100 ml methanol koyulur.

» 4. Behere 100 ml asetonitril koyulur.
Plaka 1. beher igerisine en az 5 dk ultrasonik banyoda bekletilir.
Siire bitiminde plaka 2. behere alinir, en az 5 dk ultrasonik banyoda bekletilir.
Ardindan plaka 3. beher igerisine alinir, ultrasonik banyoda 5 dk bekletilir.
Son olarak plaka 4. beher igerisine alinarak ultrasonik banyoda 5 dk bekletilir.
Siire bitiminde agz1 kapakli bir kutuda kurumaya birakilir.
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MALDI Plaka Kuyucuklarinin Temizlenmesi

Plaka tizerine ylikleme yapilmadan hemen 6nce kuyucuklar dncelikle (pipet yardimiyla) 3-4 pl
ultra saf su ile yikanir. Su uzaklastirildiktan sonra kurumayi hizlandirmak amaci ile tiim
kuyucuklar 1-1.5 pl asetonitril ile yikanr.

MALDI Plaka Kuyucuklarina Ornek Yiiklenmesi

Uygun bir sekilde yikanmis olan temiz MALDI-TOF o6rnek yiikleme plakasinin (Waters)
hazirlanmasinin ardindan, iyonlagsmay1 saglayacak matriks olarak kullanilmak tizere rekristalize
edilmis alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA), mg. basina 50 pl. olacak sekilde
matriks ¢6ziicli tamponunda ¢oziiliir. PCR plakasinda kuru bir sekilde bulunan yiiklenecek
peptit drneklerinin iizerine esit hacimlerde dnce drnek ¢oziicii tamponu eklenerek pipetleme ile
peptitler tampona gegirilir, sonra da matriks tamponu eklenerek MALDI-TOF 6rnek yiikleme
plakasinin kuyucuklarina 1,5-2 pl. yiikleme yapilir.

Cozeltiler

e Ornek solventi :
% 50 ACN
% 50 HPLC su
% 0.1 TFA

Hazirlanan 6rnek solventi PCR plakalarindaki kuru 6rnekleri ¢6zmek i¢in kullanilir.



e Matrix solventi :
% 75 ACN
% 25 HPLC su
% 0.1 TFA

Hazirlanan matrix solvent milligram bagina 50ul olacak sekilde CHCA matrix ile karistirilarak
iyice vortexlenir. Eger gerekiyorsa matrixi ¢6zmek i¢in sonike edilebilir.

Ornek Yiikleme Prosediirii

1. PCR plakalarinda kuru halde bulunan 6rnekler 6rnek solventi ile pipetleme yapilarak
¢Ozulir.

2. Ornek tekrar kullamlmak isteniyorsa karisim ayr1 bir PCR tiipiine alinarak,
kullanilmayacaksa direkt PCR plakasi i¢erisinde Sul matrix solventi ile pipetleme yapilarak
karigtirtlir (1:1 karistirilir).

3. Elde edilen matrix-6rnek karigimindan yaklasik 1,5-2ul MALDI plaka kuyucuguna
yiiklenir.

4. Lock mass’ler i¢in 5 peptid karisimi yine matrix solventi ile 1:1 oraninda karistirilarak
lock masslere 1,5-2ul yiiklenir.

4. MALDI plakas1 laminar kabin altinda kurumaya birakilir.

Kalibrasyon

MALDI-TOF kiitle spektrometresinin kalibrasyonu 6rnek plakasinda bulunan “Lock Mass”
kalibrasyon kuyucuklarina yiiklenen ve molekiiler agirliklar: bilinen bes peptit karisimi ile
yapilir (dis kalibrasyon). Bu amagla, adrenokortikotropik hormon (ACTH) 18-19, (Glul)-
fibrinopeptit B (Glu-Fib), substance P, renin-14 ve anjiyotensin 1 peptitleri son
konsantrasyonlar1 10-40 pmol olacak sekilde stok ¢ozeltilerden 6rnek ¢oziicii tamponuyla
seyreltilir. Yapilan canli kalibrasyon sonrasi peptit karigimi tekrar okunarak 6l¢timiin dogrulugu
test edilir.

Tablo. MALDI-TOF kiitle spektrometresinin kalibrasyonunda kullanilan peptitlerin kiitleleri

Peptidin ad1 Kiitlesi (Da)
ACTH 18-19 2465.1989
Glu-Fib 1570.6774
Substance P 1347.7360
Renin-14 1758.9326

Anjiyotensin 1 1286.6853




5 peptit karistminin disinda ADH, BSA gibi proteinlerinin triptik peptileri de kalibrasyon i¢in
kullanilabilir. D1s kalibrasyonun haricinde, belli peptitleri 6rnege koyarak veya tripsinin otolitik
peptitleri kullanilarak i¢ kalibrasyon yapmak da miimkiindiir.

KALIBRASYON
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MALDI-TOF kalibrasyon spektrumu

Pozitif iyon Reflektron Modunda Manuel Kullanim

Kullanilan cihaz: Micromass M@LDI, Waters

1. Ornek yiiklenmis plate, plate yiikleme yerine konur. Yerlestirme sirasinda plate’in hangi
bolgesinin nereye gelecegini gosteren isarete dikkat edilmelidir. Plate iyi yerlestirilmeli
bir kdsesi kenara yaslanmalidir. Aksi durumda plate kalibrasyon asamasinda zorluk
yasanabilir. Bu durumda kapak acilip plate tekrar yerlestirilmelidir.

PLATE: Uzerinde daire seklinde 120 kuyucuk bulunan metal bir plakadir. Kuyucuklar
4’1 kosede 1 tanesi ortada olmak tizere 5’erli grup halindedir. Ortadaki kuyucuk Lock
Mass olarak adlandirilir ve buraya kalibrasyon amaghh m/z degerleri bilinen peptid
karigimlart yiiklenir.

2. Plate yerlestirildikten sonra bilgisayar masa iistiinde bulunan MassLynx (Waters)
programi agik degilse acilmalidir. Normalde bu program devamli agik birakilir.
Istenilirse baslat-programlarda ya da masaiistiinde bulunan plate kuyucuklarini gdsteren
kamerada agilabilir ve kuyucuklar gozle goriilebilir.

3. MassLynx programi agilir sirast ile MS Tune-load probe basilir. Sonra press for
operate’e basilir. Bu durumda yazi pres for standby olarak goziikiir standby yazisinin
yanindaki kutucuk yesil olana kadar beklenir. Vakum gdstergeleri menu ¢ubugu
iizerinde vacum -monitdr ile ekrana getirilebilir. 3 gostergede yesil kisma gelmelidir.



Genellikle penning gostergesi en son yesil kisma gelir. Penning degerininin 2x107®
inmesi vakum i¢in yeterlidir.

. Vakum tamamlandiktan sonra meniiden Options-plate spatil calibration segilir. Cikan

ekranda search step:0,1, delay per raw:0 ve search Windows 15 ¢ikar. Bu kalibrasyon
plate tizerindeki 2 deligin bulunmasi amaglidir. Delikler bulunamiyorsa step degerini
yiikseltilir. Yine bulunamazsa unload prob butonuna basilarak vakum bosaltilir, kapak
acilir plate tekrar iyice yerlestirilir.

Options-Voltage’dan uygun voltage degerleri girilir. Source voltage 15000, Reflektron
valtage 2000, pulse voltage2550 (bu deger pik ¢oziiniirliigiine gore optimize edilir).
Detector MCP(V): 2000 Matrix suppression:800. Matriks suppression degeri secilen
matrikse gore degisir. 800 degeri a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) igindir. Bu
matriks 10000 Da’dan diisiik peptidler i¢in daha uygundur. Kullanilan diger matriksler
asagidaki tabloda gosterilmistir.

. Laser enerjisi kontrol edilir. Caligsmaya low ile baglamak uygundur.

. Laser enerjisi de kontrol edildikten sonra alt kissimda bulunan uygun alana okunacak

kuyucuk harf ve numarasi girilir entere basilir(Kalibrasyon i¢in ilk okuma varsa lock
mass kuyucugu ile yapilmalidir). Dogru kuyucuga gidilip gidilmedigi kamera agiksa
kameradan takip edilir.

. Asagidaki Acquire butonu basilir, dosyalarin kaydedilecegi yer segilir isim verilir sonra

cikan pencerede calismaya uygun mass araliklarn girilir, laser finger rate manuel
okumada 5Hz Shots per spectrum 10 yapilir. Starta basilir. Okuma yapilir.

. 1lk okuma kiitleleri bilinen peptid karistmmim bulundugu lock mass kuyucugunda

yapilir. Bulunan spektrum degerlerinde bilinen degerlere gére kayma gosteriyorsa
kalibrasyon yapilmalidir. Kalibrasyon yapildiktan sonra okumaya gegilir.

Tablo. Matriks olarak kullanilan bazi maddeler ve 6zellikleri

Madde Diger isimler Coziicii Uygulama
2,5-dihydroxy DHB, Gentisic  Asetonitril, su, Peptitler, niikleotitler,
benzoic acid acid metanol, aseton, kloroform  oligoniikleotitler, oligosakkaritler

3,5-dimethoxy-4- sinapic acid,;
hydroxycinnamic sinapinic acid,;

SO, S0, EEH, Peptitler, proteinler, lipitler

B SA kloroform
4-hydroxy-3-
methoxycinnamic Ferulic acid Asetonitril, su, propanol Proteinler

acid



a-cyano-4-

hydroxycinnamic CHCA Asetonitril, su, etanol, aseton Peptitler, lipitler, niikleotitler
acid
Picolinic acid PA Etanol Oligoniikleotitler
Banyarexys HPA Etanol Oligoniikleotitler
picolinic acid
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