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KUTLE SPEKTROMETRESI TEMELLI GORUNTULEME ICiN YENI BiR
VERI iSLEME YAZILIMININ GELISTIRILMESI

Betill KARABUDAK

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
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Tez Danismanai:
Dr. Ogr. Uyesi Hact Mehmet KAYILI
Dr. Ogr. Uyesi Hakan YILMAZ
Temmuz 2021, 41 sayfa

Kiitle spektrometresi biyomolekiillerin kapsamli analizlerinde kullanilan en 6nemli
tekniklerden biridir. Matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirma ugus zamanli
(MALDI-TOF) kiitle spektrometresi, proteinleri ve peptitleri tespit etmeye yonelik
yiiksek hiz1 ve hassasiyetinden dolay1 kullanimi tercih edilen bir yontemdir. Kiitle
spektrometresi temelli goriintileme  ve matriks  yardiml lazer
desorpsiyon/iyonlagtirma (MALDI) goriintiileme deneylerinden elde edilen verilerin
analizi i¢in birgok yazilim kiitiiphanesi ve ara¢ olmasina ragmen verilerin verimli
yorumlanmasina yardimci olan, kullanimi kolay, kullanicit dostu araytiizlere sahip

uygulamalara giiniimiizde ihtiya¢ devam etmektedir.



Tez g¢alismasinda, MALDI goriintilleme verileri i¢cin python platformunda acik
kaynakli ve kullanimi {icretsiz olan bir arayiiz gelistirilmistir. Gelistirilen arayiiziin
kullanicilarin  kolaylikla kullanmasina yonelik bir tasarima sahip olmasi
benimsenmistir. Arayliz, kiitle spektrometresi temelli goriintiilemede yaygin olarak
kullanilan bir veri formati olan “.imzML” dosyalarinin islenmesine uygun olarak
gelistirilmistir. MALDI goriintiileme verileri i¢in gelistirilen spektrum fonksiyonu,
spektrum grafigi ¢izdirerek maksimum tepe yogunluklarini gérmemize imkan
tamimaktadir. Gelistirilen arayiiz, tek kiitle/yiik i¢in olusan grafikten deger okuyarak
goriintii olugturmanin temelini sunmaktadir. Bu o6zelligi ile kullanici istenilen
kiitle/yiikk (m/z) degerini grafik araglarini kullanarak belirleyebilmektedir. Ayrica
olusan izotop dagilimlarini net bir sekilde inceleme imkan1 saglamaktadir. Gelistirilen
araylizde gorsellestirme islevleri, pyimzML kiitiiphanesi kullanilarak olusturulmakta
birlikte, toleransa bagli olarak belirlenen m/z deger araligi dikkate alinarak
gerceklesmektedir. Olusan biyogoriintii 1s1  haritas1 ile renklendirilmektedir.
[statistiksel araglar ile verilerin yorumlanmasina yardim sunulmaktadir. Gelistirilen
yazilim, MALDI-TOF ve DESI (desorpsiyon elektrosprey iyonizasyon) cihazlarinin
verilerini  isleyebilmektedir ve goriintiilerini  gorsellestirebilmektedir. Diger
Ozelliklerinin yan1 sira kullaniciya renk haritalar1 degistirme, arayiize birden fazla m/z
ve tolerans degerini girme ve ayni anda farkli yogunluk gorseli gérme imkani
tanimaktadir. Bu tez c¢alismasinda gelistirilen arayiiz kullanilarak veri isleme
sonrasinda elde edilen ¢iktilar ayrica ticari ve acik kaynakli yazilimlar ile
karsilastirilmistir. Sonug¢ olarak, acik kaynakli, kullanici dostu, yaygin kiitle
spektrometresi temelli veri tiirlini isleyebilen bir arayiiz tez kapsaminda
gelistirilmistir. Gelistirilen arayiiz tez dgrencisinin GitHub sayfasinda kullanicilarin

kullanimina sunulmustur (https://github.com/betulkarabudak).

Anahtar Sézciikler : Kiitle Spektrometresi, MALDI goriintiileme, Veri Isleme, Agik
Kaynak.
Bilim Kodu : 92504
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Mass spectrometry is one of the most important techniques used in the comprehensive
analysis of biomolecules. Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight
(MALDI-TOF) mass spectrometry is a preferred method for detecting proteins and
peptides due to its high speed and sensitivity. Although there are many software
libraries and tools for analyzing data obtained from mass spectrometry-based imaging
and matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) imaging experiments, there
is a continuing need for applications with easy-to-use, user-friendly interfaces that help

to interpret data efficiently.
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In the thesis, an open-source and free-to-use interface has been developed on the
python platform for MALDI imaging data. It has been accepted that the developed
interface has a design for users to use it easily. The interface has been developed in
accordance with the processing of “.imzML” files, which is a widely used data format
in mass spectrometry-based imaging. The spectrum function developed for MALDI
imaging data allows us to see the maximum peak intensities by plotting the spectrum
graph. The developed interface provides the basis for creating an image by reading the
value from the graph for a single mass/charge. With this feature, the user can determine
the desired mass/charge (m/z) value using these graphic tools. It also provides the
opportunity to examine the formed isotope distributions clearly. Visualization
functions in the developed interface are created using the pyimzML library; they are
realized by considering the m/z value range determined depending on the tolerance.
The resulting bioimage is colored with a heat map. Assistance in data interpretation is
provided with statistical tools. The developed software can process the data of
MALDI-TOF and DESI (desorption electrospray ionization) devices and visualize
their images. Among other features, it allows the user to change color maps, enter
multiple m/z and tolerance values into the interface, and see different density images
simultaneously. Using the interface developed in this thesis, the outputs obtained after
data processing were also compared with commercial and open-source software. As a
result, an open-source, user-friendly interface that can handle common mass
spectrometry-based data types has been developed in the thesis. The developed
interface is made available to users on the GitHub page of the thesis student
(https://github.com/betulkarabudak).

Key Word  : Mass Spectrometry, MALDI imaging, Data Processing, Open Source.
Science Code : 92504
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

Da . Dalton

GB . gigabyte (gigabayt)

mDa  : miliDalton

MB . megabyte (megabayt)

m/z . mass-to-charge ratio (kiitle/ylik orani)
Th : Thomson

pum : micrometer (mikrometre)

KISALTMALAR

DESI : Desorption Electrospray lonization (Desorpsiyon Elektrosprey lyonizasyon)
ESI . Electrospray lonization (Elektrosprey Iyonizasyon)
H&E : Hematoxylin- Eosin (Hematoksilen-Eozin)

MALDI : Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (Matriks Yardimli Lazer
Desorpsiyon/Iyonizasyon)

MS : Mass Spectrometry (Kiitle Spektrometresi)

TOF : Time-Of-Flight (Ugus zamanli)
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BOLUM 1

GIRIS

Kiitle spektrometresi, iyonize molekiillerin kiitle/ylik oranlarina (m/z) dayali,
proteomik analizlerde kullanilan yeni nesil biyomedikal enstriimantasyondur. Kiitle
spektrometresi iyon kaynagi, kiitle analizorii ve dedektdrden olugmaktadir. Biyolojik
numunelerde bulunan ¢esitli proteinler hakkinda hizli veri saglamaktadir. Belirli bir
hastalik ile ilgili siirecin takip edilmesinde kolaylik saglar. Olusan modifikasyonlar

hakkinda spesifik bilgiler sunmasi klinik ve biyomedikal alanda olduk¢a degerlidir.

Kiitle spektrometresi ile gergeklestirilen analizlerde, incelenen doku 6rnegi ya da
numune igindeki analitler uzamsal olarak ayrilir. Kiitle spektrometresi temelli
gortintiileme teknolojisi ise analiz edilen 6rnegin konum bilgileri ile birlesir, kartezyen
koordinatlarinda eslenen iyon bollugunu 1s1 haritalar1 temsil eder ve iyon bollugunu

temsil etmek i¢in renk 6lcegi cubugu kullanilir.

Yeni nesil kiitle spektrometresi teknolojileri ile artik matriks yardimli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) kaynaklari dogrudan doku analizinin
yapilabilecegini gostermektedir. Doku kesitlerinde dogrudan MALDI analizi, hiicresel
ve molekiiler biitiinliigii koruyarak ¢ok hassas sekilde gerceklesmektedir. Hizli islem
sonucu ve giiclii ¢oziiniirliik saglamasiyla popiiler bir analitik yontem haline gelmistir.
Doku kesitlerinden elde edilen MALDI analizi, MALDI goériintiileme olarak bilinen

bir yontemle goriintiileme haritalarina donistiiriilebilmektedir.

Kiitle spektrometresi temelli goriintiileme veri setlerini olusturmak igin kullanilan
MALDI goriintileme, farkli doku kesitlerini inceleyebilmektedir. MALDI
goriintiileme analizlerinin verilerini igleme ve gorsellestirilmesine yonelik yazilim
araglar1 bulunmaktadir. Mevcut yazilim araglari genellikle ticaridir, kullanimi

ucretlidir, cihaz saticisina 6zeldir ve tescillidir.

1



Bu c¢alismada, MALDI goriintileme ile elde edilen goriintiileme Vverilerinin
islenebilmesine yonelik agik kaynakli ve ficretsiz bir arayiiziin gelistirilmesi
amaclanmistir. Python platformunda, imzML veri formatin1 destekler sekilde
gelistirilen yazilim, kullaniciya kolaylik saglayacak araglar dikkate alinarak
olusturulmustur. Verilerin islenebilmesine yonelik uygulama araglar1 calismada

kullantlmistir.

Bu ¢alismanin tez yaziminda su asamalar izlenmistir:

Calismanin birinci boliimiinde, c¢alismanin amacit ve c¢alisma hakkinda kisa

bilgilendirilme yapilmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde kiitle spektrometresi ve temel bilesenleri hakkinda genel
bilgiler verilmistir, kiitle spektrometresi temelli goriintiilemenin nasil oldugu ve
kullanilan yazilimlar hakkinda genel bilgiler verildikten sonra literatiir incelenmesi

yapilmaistir.

Calismanin {i¢iincii boliimii, materyal ve teknikler olarak biitiin ele almmistir. flk
olarak doku/6rnek hazirlanmasindan bahsedilmistir. MALDI goriintiileme veri
setlerinin elde edilmesi ve calismada kullanilan veri setleri hakkinda bilgilendirme
yapilmistir. Goriintiileme verisinin yapisindan bahsedilmistir. Son olarak gelistirilen

yazilim i¢in kullanilan programlama dili hakkinda kisaca bilgi verilmistir.

Calismanin dordiincii bolimiinde, gelistirilen yazilimin islem siiregleri, tek tek
anlatilmistir. Gelistirilen yazilimin ana islevleri akig diyagrami seklinde gosterilmistir.
Gelistirilen arayiiziin kullanim, ticari ve agik kaynakli yazilimlar ile karsilastirma

yapilarak degerlendirilmistir.

Calismanin besinci boliimiinde, gelistirilen yazilim ile elde edilen sonuglar, ¢alismanin

amacina uygun bir sekilde yorumlanmustir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. KUTLE SPEKTROMETRESI VE TEMEL BILESENLERI

Kiitle spektrometresi, iyonlastirma islemini iizerinde barindiran ve bu iyonlari
kiitle/ylik oranlarina (m/z) gore ayirip analiz eden cihazlardir [1]. Kiitle
spektrometresi, icadindan itibaren kiitle duyarliligi, ¢oziintlirliigii ve OSlgiim araligt
bakimindan onemli gelismeler gostermistir. Glinlimiizde fizik, kimya, biyoloji,
farmakoloji, tip, biyotarim bazli endiistri, biyokimya ve mikrobiyoloji gibi birgok
disiplinde gesitli uygulamalarda kullanilmaktadir [2]. Biyomedikal analizlerde, kanser
gibi onemli hastaliklarin tanisinda, tedavisine ve izlenmesinde de uygulamalar

bulunmaktadir.

Bir kiitle spektrometresi yonteminde iyonlastirma kaynaginda olusan iyonlar,
kiitle/yiik degerine gore ayrilmasi kiitle analizorleri kullanilarak yapilir. Analizlerde
her bir iyonun degeri ve yogunlugu belirlenir. Elde edilen iyonlarin kiitle/yiik
oranlarina gore ortaya c¢ikan grafige kiitle spektrumu denilmektedir. Kiitle
spektrumlar1 iyon bolluguna kars1 kiitle/yiik oranin1 gostermektedir. Boylelikle bir

biyomolekiiliin kiitle bilgisine ek olarak miktar1 da bulunabilmektedir.

2.1.1. Kiitle Spektrometresi Temel Bilesenleri

Iyonlastirict kaynak, kiitle analizorii, iyon dedektdrii kiitle spektrometresinin temel
bilesenlerini olusturmaktadir (Sekil 2.1). Vakumlu bir ortam, ayirma islemi yapilirken
iyonlarin hava molekiilleri ile ¢arpismasini engellemesinden dolay1 kullanilmaktadir.
Bu nedenle bu ii¢ temel bilesen iyonlastirma kaynagi, kiitle analizérii ve kiitle

detektorti vakumlu bir ortamda bulunmaktadir [1].
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Sekil 2. 1. Kiitle spektrometresi temel bilesenleri [1].

2.1.2. Kiitle Spektrometresi Iyonlastirma Kaynaklar

Bir molekiiliin, atomdan ya da iyondan bir elektron almasi veya vermesi olayina
iyonizasyon denir [1]. Iyonizasyon yontemleri, notr bir molekiilii elektron firlatma,
elektron yakalama, protonlama, katyonizasyon veya proton giderme yoluyla iyonize
ederek veya yliklii bir molekiilii yogunlagsmis bir fazdan gaz fazina aktararak c¢alisir.
Iyonizasyon yéntemi iyonizasyon mekanizmay1 ifade ederken, iyonizasyon kaynagi
iyonizasyonun meydana gelmesini saglayan mekanik cihazlardir. Iyonizyon
kaynaklaria elektron iyonizasyon, kimyasal iyonizasyon, elektrosprey iyonizasyon,
nano malzemeler i¢in nanoelektrosprey iyonizasyon, atmosfer basingli kimyasal
iyonizasyon, matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon drnek verilebilir.
En yaygm kullanilan iyonizasyon kaynaklari yumusak iyonlagtirma ozellikligi
bakimindan matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) ve
elektrosprey iyonizasyon (ESI)’dir. Cesitli iyonlastirici kaynaklar arasinda sadece
MALDI ve ESI proteinlerle ¢alismaya uygundur [3]. MALDI ve ESI yumusak

iyonizasyon teknigi oldugu i¢in biiyilik biyomolekiil analiz etmesine yardime1 olur.

2.1.2.1. MALDI Iyonlastirma Kaynag

MALDI-kiitle spektrometresi, birgok molekiiliin dogrudan tanimlanmasina izin veren
giicli bir yontemdir [4,5]. MALDI-kiitle spektrometresinde analiz edilecek ornek,
matriks ad1 verilen enerji emici, organik bir molekiil ile karistirilir ve bu karisim daha
sonra plaka tizerine damlatilarak hazir hale getirilir. Lazer enerjisi matriksle
karistirllmis tabaka tizerinde kristallenmis 6rnege uygulanarak iyonlasma saglanir.
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Lazer enerjisi ile gerceklesen desorpsiyon ve iyonizasyon, ornekteki analitlere ait
protonlanmis iyonlar iiretir Ve protonlanmis iyonlar sabit bir potansiyelde hizlandirilir.
Boylelikle kiitle analizoriinde kiitle/yiik oranlarina gore birbirlerinden ayrilir [6].
MALDI kiitle spektrometresi kullanilmasinda en temel avantaj yiizlerce bilesigin
dagilimmi tek bir Olglimde belirleyebilmesi, hiicresel ve molekiiler biitlinliigii
koruyarak yapisal degisiklige ugratmadan gerceklestirebilmesidir. [3]. Sekil 2.2” de

MALDI c¢alisma mekanizmas1 gosterilmektedir.

Lazer

Analit/Matriks

Analit iyonlar I

é Kiitle Spektrometre

>

7

7

Ekstraksiyon
Ornek Kabi Cizgisi

Odaklanma Lensi

Sekil 2. 2. MALDI ¢alisma mekanizmasi [7].

2.1.2.2. ESI Iyonlastirma Kaynag

Elektrosprey iyonizasyon (ESI), peptitler, proteinler, karbonhidratlar, kiigiik
oligoniikleotitler, sentetik polimerler ve lipitlerle kullanilan bir yontemdir [8].
Elektrosprey iyonizasyon, dogrudan siv1 bir ¢ozeltiden gaz halinde iyonize molekiiller
uretir. Bir elektrik alanli ortamda yiiksek yiiklii damlaciklardan olusan ince bir sprey

olusturarak ¢aligir [1].



2.1.3. Kiitle Spektrometresi Analizorleri

Iyonlasma islemi sonrasinda olusan iyonlar1 ayirmak ve her birinin kiitlesini lgmek
icin kiitle analizorleri kullanilmaktadir. Dort kutuplu kiitle analizorii, ugus zamanh
kiitle analizorii ve manyetik alanli kiitle analizoérii en ¢ok kullanilan kiitle
analizorlerindendir. MALDI-goriintiilleme analizlerinde en sik kullanilan kiitle

analizorii ugus zamanli kiitle analizoriidiir.

2.1.3.1. Ugus Zamanh (TOF) Kiitle Analizorii

Yikli analitler farkli kiitle analizorleri kullanilarak belirlenebilmektedir. Bir¢ok
biyolojik uygulamada genellikle ugus zamanli (TOF) kiitle analizorleri kullanilir.
MALDI-TOF analizi sirasinda, bir iyonun m/z orani, ugus tiipiiniin uzunlugunu
hareket ettirmesi igin gereken siireyi belirleyerek oOlgiiliir [9]. Lazer atislar ile
iyonlagan tiirlerin kiitle analizoriinde ayrilmasi ve detektdre ulasmalariryla MALDI

kiitle spektrumlar1 olugsmaktadir.

Ugus Zamanh
Kutle Analizor Tupl

Ornek Elektriksel Alan Dedektor
Matriks

Sekil 2. 3. MALDI-TOF analiz adimlari [7].

2.2. KUTLE SPEKTROMETRESI TEMELLi GORUNTULEME

Kiitle spektrometresi temelli goriintiileme, diger goriintiileme tekniklerden farkl
olarak molekiiler diizeyde analiz yapmaya ve goriintiilemeye imkan taniyan bir analiz
aracidir. Proteinler, peptitler, lipitler, glikanlar, metabolitler ve terapotik ajanlar gibi

molekiiler tiirlerin doku {izerinde eszamanli olarak saptanmasini ve goriintiilenmesini
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saglamaktadir [10]. Kiitle spektrometresi goriintiileme islemlerinde, dogrudan doku
analizi i¢in kullanilan iki genel veri toplama yontemi vardir, bunlar profil olusturma

ve profil goriintiileme olarak adlandirilir.

Profil olusturma yonteminde, kiitle spektrometrik analizden 6nce doku tizerinde kiigiik
boliimlerin ayri analiz edildigi hedef odakli bir analiz yaklagimini temsil etmektedir.
Ornegin, bir kisimda hiicre gruplar1 (kanser ve normal olarak) tanimlanabilir ve
belirlenen gruplar segici olarak analiz edilebilir. Bu yaklasim yaygin olarak, bir doku
kesiti i¢indeki belirli bir morfolojik bolgedeki biyomolekiil grubunun hizli bir sekilde
analizinde kullanilabilmektedir. Bu tarz analizlerden elde edilen veriler kullanilarak,
dokular arasindaki biyomolekiil profili karsilastirmalar1 (yani hastalik ile normal veya
tedavi edilmis ve tedavi edilmemis) gerceklestirilebilir. Profil olusturma deneyleri,
ticari olarak temin edilebilen ve ek yazilim olmadan MALDI-TOF enstriimanlari

kullanilarak gergeklestirilebilir.

Profil goriintiileme yonteminde ise tiim doku kesitinin veya belirtilen doku bolgesinde
tespit edilen analitlerin genel dagilimi 6l¢iilmektedir. Kiitle spektrumundaki her bir
sinyalin doku yiizeyinde iyon dagilim haritalar1 goriintiilenebilir ve histolojik
ozelliklerle iliskilendirilebilmektedir. Goriintiileme, kiitle spektrometrik verilerin
toplanmasini ve hedef molekiillerin grafiksel dagilimini igerir. Doku i¢indeki belirli
bir molekiile ait m/z sinyalinin dagilimin1 gdsteren bir goriintii, ¢esitli yazilimlar
kullanilarak yeniden olusturulabilir [11]. Yiiksek c¢oziiniirliiklii goriintiler, veri
toplama parametrelerini kontrol eden &zel gorlintiileme yazilimlart veya cihazla
birlikte saglanan ticari olarak temin edilebilen yazilimlar kullanan otomatik bir edinim

yoluyla alinir [12,13].

Kiitle spektrometresi goriintiileme verileri, analiz edilen Ornegin kartezyen
koordinatlarinda eslestirilen iyon bolluguna dayanan 1s1 haritalar1 olarak temsil
edilmektedir ve analiz edilen bolge boyunca spektral olarak ¢oziilmiis her noktaya ait
kiitle/yiik (m/z) degeri i¢in goriintii olusturulmasina izin verir. Iyon bollugunu temsil

etmek i¢in bir renk skalasi gubugu kullanilmaktadir.



2.2.1. MALDI Gériintiileme

Kiitle spektrometresi temelli goriintiileme teknikleri arasinda en sik kullanilan iki
onemli iyonlastirma yontemi MALDI ve DESI’dir (desorpsiyon elektrosprey
iyonizasyon). MALDI kiitle spektrometresi, TOF kiitle analizorii ile birlikte biiyiik
kiitle araligi, hassasiyeti, yiiksek kiitle ¢oziiniirligli ve dogrulugu saglamaktadir.
Ayrica, numune safsizliklarina gorece duyarsizligi ile hizli analizler yapilabilmektedir.
MALDI-goériintiileme teknigi, proteinler, peptitler, lipitler, glikanlar gibi bir¢ok
biyomolekiiliin analizleri i¢in 6zellikle uygundur [14]. Biiyiik biyomolekiillerin
yapilarinda herhangi bir parcalanma olmadan analiz imkani tanir. Sekil 2.4’ te

MALDI-TOF goériintiileme siirecinin sematik gosterimi yapilmaigtir.

z
o
s
_!)okl: 4 c
Ornegi 2
3
o«

—
o
l
>
=]
o,
N
o
=

~ | 100%

Sekil 2. 4. MALDI-TOF goriintiileme siirecinin sematik gosterimi [15].



Bir MALDI-goriintiileme isleminde, dokularin bir MALDI matriksi ile kaplanmig bir
doku kesiti hazirlandiktan sonra analizler gerceklestirilir. Analizler sonrasinda doku
yiizeyinin her bir x, y koordinatinda siral1 bir kiitle spektrum dizisini olusturulur. Daha
sonra ¢esitli kiitle/yiik degerlerinin iyon yogunluk haritalarin1 yeniden yapilandirmasi

i¢in ¢esitli yazilimlar kullanilir [16].

2.2.2. MALDI Goriintiileme Avantajlari ve Uygulama Alanlari

MALDI-goériintiileme kiitle spektrometresi teknolojileri, organlar veya tiim viicut
dokularinda bulunan biyomolekiillerin dagilimlarinin  degerlendirilmesini  ve
konumlandirilmasini amaglar [17]. Tek bir MALDI-gériintiileme deneyinde, bir doku
boyunca farkli bir analit setinden ylizlerce hatta binlerce ayri sinyali tespit etmek
miimkiindiir. Bu analite bagl olarak degisiklik gosterebilir. Bu teknigi kullanmanin en
biiylik avantajlarindan biri, protein, peptit, lipit ve glikan gibi molekiilleri doku
boyunca otomatik olarak saptamasidir. Boylelikle dokudaki fizyolojik durumu

degerlendirme yapilirken birgok analit agisindan imkan saglanir [18].

Kiitle spektrometresinin 6nemli uygulama alanlarindan biri tipta bir hastaligin tanisini
icin yeni nesil kanser biyobelirteglerin kesfidir. Kanser arastirmasi igin kiitle
spektrometresi goriintiileme uygulanmasindan 6nemli bilgiler elde edilmektedir. Doku
ylizeyinde kanser igeren ve igermeyen hiicre tipine bagli olarak biyomolekiillerin
dagilimlar belirlenebilmektedir [19]. Bu yontemle kanserin gelisiminde aktif rol alan
molekiiller hakkinda detayl bilgiler elde edilebilir.

Bir diger uygulama alani ise anti-kanser ilag etkinligi konusunda da kemoterapotik
ajanlarm  dagiliminin  ve biyokimyasal etkisinin degerlendirilmesine imkan
saglamasidir [18,20]. Bu bilgiler sayesinde kanser biiyiimesini engelleyici aktif ajanlar
elde edilebilir. Ayrica doku tiplerinin molekiiller iyon modellerine gore

smiflandirilmasi yapilarak kanser arastirmalarinda kullanilmaktadir [19].



23. KUTLE SPEKTROMETRESI TEMELLI GORUNTULEMEDE
KULLANILAN YAZILIMLAR

Kiitle spektrometresi temelli goriintilleme, hastaliklarin tan1 kisminda fizyolojik
stireglere yardimci olmaktadir ve biyolojik ve tibbi arastirmalar i¢in organik dokular
kullanilmaktadir [23]. Doku 6rnegi lazerle satir satir taranir ve kiitle spektrometresi
sistemi tarafindan her noktada spektrumlar kaydedilir. Elde edilen kiitle spektrumlari
ya ayr1 veri dosyalar1 olarak ya da siirekli bir veri akisi olarak tek bir dosyaya yazilir.
Her iki durumda da, elde edilen kiitle spektrum verisinin gorsellestirmesi ig¢in gok
sayida islem adimi vardir. Verilerin saklanmasi, kullanilan cihaza gore degisebilir,
bazen ikili (binary) olarak kodlanir bazen de xml formatinda olur ya da basit metin

tablolar1 gibi daha yaygin bi¢gimde saklanir.

Son zamanlarda goriintiileme verilerinin kullanimini kolaylastirmak i¢in gelistirilen
ortak veri format1 “.imzML” kullanilmaya baglanmistir. Goriintiilemeden elde edilen
veriler biliylik miktarda islenmemis veriden olusur, son goriintiileri elde etmek i¢in
islenmesi gerekir. Biyo-goriintiilerin elde edilebilir sekilde diizenlenmesi ve yeniden
bi¢cimlendirilmesi gerekir. Fakat bu durum uzun ugrasi ve emek ister, ayrica
islenmemis verilerin anlamli bir goriintiiye dontistiirme siiresi, veri toplama siiresini
fazlasiyla asabilir [24]. Bu sebeplerden dolay1 son yillarda goriintiiyii otomatik olarak
olugturan uygulamalarin {retilmesine ilgi artmigtir ve bu tiir programlar
gelistirilmistir. Ucretsiz agik kaynak uygulamalari, sirket ici yazilim gelistirmeleri
veya Ozel cihazlara uyarlanmis veya kismen uyarlanmis iicretli olarak dagitilmis
programlara ek olarak veri madenciligi i¢in kullanilan ¢ok sayida yazilim
bulunmaktadir [25].

Kiitle spektrometresi veri kiimelerinin analizinde telif hakki korumali, Gicretli olan
cesitli yazilimlar kullanilmaktadir ve genellikle kullanicilar programlama dillerini
ogrenmek kolay olmadigindan hazir kullanmayi tercih eder. Bu yazilimlar veri isleme
ve gorsellestirme araglar1 igerir. SCILS Lab, Quantinetix, MALDIVision,
IMAGEREVEAL 6rnek verilebilir.

10



Diger yandan agik kaynakli ve sirket i¢i yazilimlar mevcuttur. A¢ik kaynakli yazilim
kullanicinin ihtiyacglarina gore kolayca kisisellestirilebilir. Ayrica, yazilim gelistiriciler
sirekli olarak programi gelistirmek icin kaynak kodunda degisikliklere kalici olarak
katkida bulunabilir ve ticari yazilimlara gore maliyet olarak da daha uygundur [25].

MSiReader, Spectral Analysis, BioMap gibi acik kaynakli yazilimlara 6rnek verilebilir.

| MALDI | | DESI | | simMs |
C><) -
BRSO IONTOF

—
5000 ym

imzML

/

Mirion (JLU) SpectViewer (CEA) DataCube Explorer (FOM) BioMap (Novartis)

Sekil 2. 5. Ortak veri formati imzML farkli goriintiileme platformlar1 semasi [26].

MALDI Gériintiileme analiz verileri i¢inde hem ticari hem ag¢ik kaynakli yazilimlar

bulunmaktadir ve genellikle imzML veri formati olan veri setleri ile kullanilmaktadir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE TEKNIiKLER

3.1. DOKU/ORNEK HAZIRLAMA

Gergeklestirilen deneyler kapsaminda MALDI-goriintiileme amacgli kullanilan, tek
tarafi indiyum kalay oksit (ITO) kaplanarak iletken hale getirilen ylizey {iizerine,
puskiirtimlii  kaplama yontemi kullanilarak metalik altin  kaplama islemi
gerceklestirilmistir. Kaplama isleminin ardindan altin yiizeyler ile etkilesecek olan
ornekler ylizeye damlatilarak 6rnegin yiizey ile etkilesmesi saglanmistir. Ardindan
ylizeylere pipet yardimi ile yikama islemi gergeklestirilmis ve ylizeyde tutunmadan

kalan 6rnekler ortamdan uzaklastirilmistir.

Modifikasyonu tamamlanan 6rneklerin yiizey goriintiileme analizleri rapiflex MALDI
Tissuetyper cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizlerde kiitle araligi 100-700
m/z olarak belirlenmis ve reflektor pozitif iyon modu kullanilarak kiitle spektrumlari
elde edilmistir. Yiizeyin lazer yardimu ile analizleri i¢in lazer tarama boyutu 100x100
um olarak ayarlanmigtir. Tim goriintiileme analizlerinde sabit lazer enerjisi
kullanilmistir. Analiz i¢in hazirlanan 6rneklerin lizerine herhangi bir matriks kaplama
islemi uygulanmadan analizler gerceklestirilmistir. Kiitle spektrumlarinin elde
edilmesi ve deney parametrelerinin uygulanmasi i¢in Bruker tarafindan saglanan
flexControl 4.0 ve analiz edilen verilerin “imzML” formatina dontistiiriilmesi i¢in

flexImaging 5.0 yazilimindan faydalanilmistir.
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3.2. MALDI GORUNTULEME VERI SETLERI

Veri setleri, islem gérmemis verilerin saklandigi yapilara verilen tanimsal ifadedir.
MALDI goriintiileme deney ¢iktisi olan veri setleri oncelikle doku kesiti matriks ile
kaplanmis olarak ya da matriks kaplama islemi uygulanmadan elde edilir. Elde edilen
doku kesiti lazer ile tek tek taranmasi ve spektrumlarin elde edilmesi ile olusur. Bu
spektrumlar, belirli bir analitin yogunluk dagiliminin biyo-goriintiisiinii olusturur ve
bu elde edilen veri seti farkli formatlarda kaydedilir. Bu ¢alismada deneysel olarak
hazirlanan veri setinin haricinde, literatiirde 2- ve 3-boyutlu MALDI-goériintiileme
calismalar1 i¢in hazirlanmig veri setinin 2-boyutlu olarak elde edilen kismi
kullanilmustir [27]. Bu veri seti imzML veri formatindadir, desorpsiyon elektrosprey
iyonlastirma kiitle spektrometresi ile elde edilen bir insan kolorektal adenokarsinom

orneginin goriintiileme kiitle spektrometresi verilerini igermektedir.

3.3. VERI FORMATI VE YAPISI

Olgiim, sayim, deney, gozlem veya farkli arastirma yollariyla edinilen veri, islem
gormiis bilgi anlamima gelmektedir. Verinin kimlik bilgisini olusturan tstveri
(metadata veya metaveri), veri hakkinda bilgileri igerir. Boylelikle dijital ortam igin
bilgi kaynaklarinin diizenlemesini saglar [28]. Bir iistveri olusturulurken agiklayici
tanim i¢in kontrollii sozliik kullanilir. Kontrollii sézliik, kelime listesi, konu basliklari,
kavramlar dizisi gibi terimlerden olusan bir liste veya veri tabani olarak tanimlanabilir

[29]. Kontrollii sozliik, tistveri ile materyallerin baglantilarini saglamaktadir.

Bilgisayar bilimlerinde veriler, makine diizeyinde ikili (binary) goésterimle veya
karakter (rakam ya da harf) biciminde kodlanarak olusturulur ve her verinin de bir tiiri
vardir. Bu tiirler veri yapis1 olarak adlandirilmaktadir, veri yapilar1 karmasik ya da
basit olabilmektedir [30]. Mevcut veri formatlari, kiitle spektrometresi goriintiilleme
deneyinden elde edilen verileri anlamlandirmak i¢in yeterli degildir, mzML tabanl
veri formati imzML gelistirilmistir [31]. Sekil 3.1’de imzML veri yapisi

gosterilmektedir.
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Goruntileme mzML (imzML)

l__1 XML Dosyasi (*.imzML)

4[ XML (mZML taban“) ] Enformasyon Yapisi
_‘ NP Kiitle Spektrometre
Kontrolld Sozliik } Gorintilleme parametreleri

F imzML ikili(Binary) Veri Dosyasi (*.ibd)

Binary Stream
- continuous Kitle Spektral Veri Setleri
- processed

Sekil 3. 1. imzML veri yapisi [31].

Kiitle spektrometresi temelli goriintiileme verileri iki ayr1 dosya sekilde kayit edilir.
imzML veri yapist biri meta veriler ve digeri kiitle spektral veriler olmak iki ayri
dosyadan olusur. Meta veriler bir XML dosyasma (*.imzML) kaydedilir. XML
dosyasi, XML (mzML tabanli) ve kontrollii s6zliik olmak iizere iki boliimden olusur.
imzML veri yapisindaki XML dosyasini olusturan kontrollii sozliikteki ek
parametreler ile goriintiiniin olusumuna yo6nelik bilgi bulunmaktadir (Sekil 3.2). Kiitle
spektral veri setleri ikili (binary) dosyasina (*.ibd) kaydedilir. Bu iki dosyadan XML
veri dosyasindaki degerler ile ibd dosyasinda karsilik gelen verilerin konumunu
gosteren degerler birbiri ile eslenir. Bu veri formatinda saklanan veri setleri hizhi

okunmasina izin verilir [31].
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Kontrollii sozliigiin ek parametreleri

Spectrum position :

Position x Goriintiideki x ekseni yoniinde spektrumun konumunu tanimlamak igin kullanilir.
Position y Goriintiidek: y ekseni yoniinde spektrumun konumunu tanimlamak igin kullanilir.
Position z Goruntiideki z ekseni yoniinde spektrumun konumunu tanmimlamak igin kullanlir.

Subimage position X Tam gorintiiniin x ekseni yoniinde bir alt gdrintistniin konumunu tanimlar.
Subimage positiony  Tam goriintiinlin y ekseni yoniinde bir alt gériintistiniin konumunu tanimlar.

Subimage position z Tam gériintiiniin z ekseni ydniinde bir alt gériintiisiiniin konumunu tanimlar.

Image:
Absolute position offset x Hedefteki gériintliniin sol Gist noktasinin x eksenindeki konumunu tanimlar.

Absolute position offset y Hedefteki gériintiiniin sol st noktasinin y eksenindeki konumunu tanimlar.

Max count of pixels x Goriintiiniin x ekseninin maksimum piksel sayis.
Max count of pixels y Gorintiniin y ekseninin maksimum piksel sayis.
Max dimension x Goriintliniin x eksenindeki maksimum uzunlugu.
Max dimension y Goriintiiniin y eksenindeki maksimum uzunlugu.
Pixel size x Piksellerin x ydniindeki uzunlugunu tanimlar.
Pixel size y Piksellerin y ydniindeki uzunlugunu tanimlar.
Image shape Gdriintiiniin seklini tanimlar.

Sekil 3. 2. imzML veri yapisindaki kontrollii sozliiglin ek parametre 6rnegi [31].
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3.4. GORUNTULEME VERI SETLERI iCIN ARAYUZ GELISTIRME

3.4.1. Kullamilan Programlama Dili

Programlama dili, yazilimcinin mevcut algoritmasini, belli bir standart komutlarla
yazilim gelistirmesine yardime1 olan bilgisayar dilidir. Gelistirilen yazilim ve arayiiz
tasarimi i¢in 6zellikle son yillarda kullanimi artan Python dili kullanilmistir. Ide olarak
ise Spyder 4.1.5 kullanilmistir. Python dili, tercih edilmesindeki en biiyiik kolaylik
islevsel olmasi, nesneye yonelik olmasi ve verileri analiz edebilme yetenegidir.
Kullanish ve sade araytizii ile yazilim gelistirmeyi ve arayiiz tasarimini kolaylastirmasi

da tercih edilme sebepleri arasindadir [32].

Python programlama dilinin neredeyse her ¢alisma konusu i¢in uygun kiitiiphaneleri
vardir. Kiitiiphaneler sayesinde birka¢ kod satir1 ile gelismis islevler kullanmaya
imkan tanir. Veri analizi i¢in kullanilan kaynak kiitliphaneleri ve agik kaynak
kiitliphaneleri ile yazilim gelistirme siirecinin konforu artmustir, gelistirilen yazilimin

daha iglevsel olmasina katki saglamigtir.

Kullanilan kiitiiphaneler:

» Dizi islemleri ve dogrusal cebir islevleri i¢in numpy [33],

» Veriyi gorsellestirmek i¢in matplotlib [34],

» Veri igslemesi ve analizi yapmak i¢in pandas [35],

» Goriintii iglemesi i¢in opencv,

» Grafiksel kullanici arayliz tasarimi olusturmak i¢in Qt kiitiiphaneleri

kullanilmastir.

Ayrica kullanilan veri setlerinin veri formatinin okunmasi ve veri gorsellestirilmesi

i¢in pyimzML agik kaynak kiitiiphanesinden faydalanilmistir [36].

Kullanicilarin kullanimima sunulmak iizere gelistirilen yazilim i¢in GitHub sayfasi

olusturulmustur.
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BOLUM 4
BULGULAR VE TARTISMA
4.1. GELISTIRILEN YAZILIMIN iSLEM SURECI

Gelistirilen yazilimin islem siireci basamaklar halinde ilerlemektedir (Sekil 4.1). Islem
stireci ilk olarak kullanicinin veri setini yazilim ortamina aktarmasiyla baglar. Veri
analizi yapilmadan 6nce, kullanicinin elinde bulunan ham veri setinin islemlere uygun
hale gelmesi i¢in 6n isleme islemi gergeklesir. Sonraki adimlarda uzamsal boliimleme
ve kiimeleme c¢iktis1 yapilarak istenen m/z degerinin yogunlugu gérmek icin
gorsellestirme ve istatistiksel araglardan yardim alinir. Bu islem siireci sonunda
kullaniciya veri analizi ve yorumlamasinda kolaylik saglanir. Bu bdliimde anlatilan

siire¢ maddeler halinde daha detayli agiklanmistir.

MAILDI-Géruintiileme deneyinden

Ve gt T 2 A elde edilen veri seti yazilim ortamina aktarilir.

v

Her spektrum icin python kiitiiphaneleri ve aralar kullanilarak

On isleme
d on islemler gerceklesir.
Uzamsal Boliimleme Kiitle/yiik oranina gére gériintiiler uzamsal béliiniir.

v

Kiimeleme Ciktist

\

Gorsellestirme ve Istatistik Araclar

Kiitle/yiik gériintiileri uzamsal kiimeleri olusturur
ve spektruma gére 1s1 haritasi olusur.

Kiitle/yiik degerleri ile gorsellestirme adimlari

ve istatistik adimlar gerceklesir.

Sekil 4. 1. Gelistirilen yazilimin islem siireci akis semas.
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4.1.1. Veri Seti Ortama Aktarma

Goriintiileme deneyinden elde edilen imzML uzantili hazir veri seti islenmek tlizere ilk
olarak yazilim ortamina aktarilir. imzML'deki kiitle spektrometresi goriintiileme
verileri Sekil 3.1 deki gosterildigi gibi kii¢iik bir XML dosyasindan ve daha biiylik
bir ikili (binary) dosyasindan olusan iki ayr1 dosyaya boliinmiistiir. Tiim meta veriler
bir XML dosyasinda saklanmaktadir. Goriintilemede kullanilan cihaza ait
parametreler ve ornek ayrintilart gibi bilgiler bu dosyada saklanir. XML dosyasi
(*.imzML), goriintiileme deneyine ait bilgileri i¢eren kontrollii sdzliik bigimindedir.
Analiz sonrasinda elde edilen veriler ise ikili veri dosyasi (*.ibd) dosyada saklanir. Bu
iki dosyadan XML veri dosyasi ile ibd dosyasinda karsilik gelen verilerin konumunu
gosteren degerler birbiri ile eslesmesi sonucu olusmaktadir [31]. Fakat bu veri
formatinda imzML uzantili dosya igindeki parametreler kolaylikla goriilebilirken ibd

uzantili dosyanin direkt okunmasi miimkiin degildir.

Gelistirilen yazilimda imzML uzantili verilerin okunmasi python acgik kaynak

kiitiiphanesi pyimzML kullanilarak saglanmaistir.

4.1.2. On Isleme

Bu asamada, istenilen m/z degerine ulagsmadan Once ortama aktarilan veri setindeki
spektrum dagilimimi gormek igin spektrum grafigi ¢ikarilmadan Onceki islemler
anlatilmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi kiitle spektrometrik analiz sonucunda elde
edilen veriler, (*.ibd) dosyasinda saklanmaktadir. Her spektrum i¢in imzML dosyast,
kullanic1 tarafindan okunabilen metin tabanli bir XML formatindadir. Bu sayede,
spektrum verilerine ait ¢ok cesitli bilgilere ulasilabilmektedir. imzML’de, 6rnege ait
X, Y ve z konumunu igeren bilgiler de bulunmaktadir. Bu veriler islem gérmemis

sekilde saklanmaktadir. Bu nedenle 6n isleme isleminin gerceklesmesi gerekir.

On isleme islemi, ham kiitle spektrometresi temelli goriintiileme verilerinin analizine
ve yorumlanmasma c¢ok daha uygun hale getirmektedir. Ham goriintiileme
spektrumlari, kiitle spektrometrik analiz sirasinda elde edilen spektrumlarda farkl arka

plan giiriiltii kaynaklar igerebilir. Burada, giiriiltii azaltma ydntemleri uygulanarak
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veri kalitesinin artirllmasina hedeflenmektedir. Pik toplama, tepe tespiti, drnekteki
ilgili tepe noktalarina karsilik gelen m/z degerlerini segerek giiriiltii azaltma i¢in 6n
isleme yontemi uygulanmaktadir. Yazilimda olusturulan spektrumun temel ¢izgisi sifir
yogunluk noktasi ile tanimlanmistir [36]. Kiitle spektrometresinde elde edilen her
pikin X, y ve m/z boyutlari bulunmaktadir. m/z degerleri, iyon goriintiilerinin
toplanmasi i¢in bir veri pik kiipii olusturmakta kullanilir. Iyon gériintiilerini elde etmek
i¢in bu olusturulan pik veri kiipii, m/z olarak dilimlere ayrilir ve bir x, y koordinatlar
i¢in bir spektrum elde edilir [37,39]. Ham verilerin bir pik veri kiipline doniistiiriilmesi,

daha sonraki iglemlerin temelini olusturmaktadir.

Kullanicilarin istenilen m/z degerini kolaylikla belirleyebilmesi i¢in spektrum
fonksiyonu gelistirilmistir. Bu spektrum fonksiyonu ile ortama yiiklenen veri setinin
spektrum grafigi ¢ikarilmaktadir ve arayiiziin spektrum bolimiinde spektrum
goriilebilmektedir. Programi kullanan kisiye spektrum grafigi yardimiyla istenilen m/z

degerini gormesine ve yazilimda ayrilan boliime elle yazmasina izin verilir.

4.1.3. Uzamsal Boliimleme

Bir onceki asamadaki on isleme islemleri ile gergeklesen uzamsal segmentasyon yani
boliimleme iglemi, farklt molekiiler bilesime sahip bolgelerin renk koduna sahip olan
bir boliimleme haritasini igerir ve tek bir goriintiiye sahip bir MALDI goriintiileme veri
setini temsil eder. Bu uzamsal boliimleme, X, y koordinatlarina gore, tiim spektrumlari
benzerliklere gore gruplandirmasini saglayan bir kiimeleme algoritmas: ile
gerceklesmektedir [40,43]. Sonrasinda tiim pikseller, kiime atamasinda gore sézde
renk koduna sahiptir. Bir rengin atamasi, belirli bir bolgeden ziyade bir kiimeye

olmaktadir.

4.1.4. Kiimeleme Ciktis1

Uzamsal boliimleme haritalar1 kiimeleme yapilarak olusmaktadir. Elde edilen
boliimleme haritalart veri kiimesinin uzamsal yapist ile ilgili bilgi vermektedir. Burada
belirtilen islem ile ortaya ¢ikan uzamsal yapida istenilen m/z degeri

yorumlanabilmektedir. Her boliimleme haritasinda tolerans degerine gore m/z deger
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aralig1 belirlenmektedir. Gorsel inceleme sonrasi eger kiime analizi istenilen bolgeyi
temsil ediyorsa, kullanicinin gérmek istedigi m/z degerini veriyor anlamina gelir.
Secilen kiimeye karsilik gelen kisim maskelenir ve her m/z goriintiisii i¢in bu
maskeleme ile hesaplama yapilir. Kisaca istenilen m/z degeri tolerans araligi
belirlendikten sonra spektrumsal olarak taranir ve bu dagilima gore yazilim 1s1 haritasi
olarak bir biyo-goriintii ¢iktis1 saglanmaktadir. Bu islem kullanicinin istedigi deger
araligin1 gormesi lizerine yenidem islenebilir. Kullanicinin istenilen renklendirme

skalas1 kullanmasina olanak saglanmaktadir.

4.1.5. Gorsellestirme Ve Istatistiksel Yontemleri

4.1.5.1. Gorsellestirme

Bu asamada python kiitiiphanesi kullanilarak veri gorsellestirme islemleri
gerceklesmektedir.  Olgiilen yogunluk seviyelerini goriintiilemek igin dort farkl
interpolasyon yontemi kullanilabilir: en yakin (nearst), ¢ift dogrusal(bilinear), hanning
ve bikiibik (bicubic) interpolasyon (Sekil 4.2). Interpolasyon parametresini

goriintiideki etkisini farkli degerler girerek gorebilir.

Nearest Bilinear Hanning Bicubic

0.8
0.6
0.4

0.2

Sekil 4. 2. Interpolasyon ydntemi drnekleri.
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Ek olarak on dort farkli renk harita se¢imi yapilabilmektedir (Sekil 4.3).

vindis I
GEENEN
nferno [N
magma [N

cvidis [ NN

et I
spectral N
cootwarm [
ot [
gray [T 0
vone [N 000
eink [0
copper [HNNNINIGEGEG
binary ——

Sekil 4. 3. Renk haritas1 6rnekleri [44].

4.1.5.2. istatistiksel

Bu asamada ise elde edilen biyo-gériintiiniin dagilimini incelemek i¢in kutu grafigi
kullanilabilir. Kutu grafigi bir veri seti igindeki yer alan en kiigiik deger, birinci ¢eyrek,
ortanca (medyan veya ikinci ¢eyrek), tiglincii geyrek ve en biiyiik degerlere gore ¢izilen
grafiklerdir. Matplotlib kullanarak cizilen kutu grafigi, ¢izimini olustururken ilk
normal dagilimini tahmin etmektedir. Ayrica medyan ve geyrekler ise dogrudan
elimizdeki verilerden hesaplanir. Bu sebeple verilerin dagilimia ve boyutuna bagh

olarak kutu grafigi ¢izimi farkli goriilebilmektedir.
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4.2. GELISTIRILEN YAZILIMIN ARAYUZ TASARIMI VE ANA ISLEVLERI

Bu asamada yazilimin ana islevleri ve arayiiz tasarimi anlatilmistir. Literatiirde
bulunan ticari ve agik kaynakli/sirket i¢i gelistirilen kiitle spektrometresi temelli
goriintiileme ve MALDI goériintilleme i¢in kullanilan uygulamalarin arayiizleri
incelenmistir. Ek olarak imzML veri formatin1 destekleyen uygulamalar aragtirilmistir
ve incelenmistir. Literatiir taramasi sonucunda, arayiizde olmasi gereken temel
parametreler belirlenmistir ve fonksiyon islemlerine karar verilmistir. Ayrica kullanict
dostu ve kolay kullanimi1 olmasina dikkat edilmistir. Tiim bu degerlendirmelerden
sonra arayiiz tasarimina gecilmistir. Sekilde 4.4’te gelistirilen yazilimin grafiksel

kullanicr arayiiz tasarimi detayl sekilde boliimler halinde gosterilmistir.

Ll bMSianalysis

. X
Veri Yikle
Navigasyon Ara¢ Cubugu

Gorsellestirme ve Istatistiksel Islemler Bolimii

.Iii

Al 5

-1 B &

" O K =]
1\ (1]

[ NUINQE TR[UOAISYUO ][ numyog I9enewere g ]

IMHm g muﬁ age Processing
Multi Box Plot
-

Navigasyon Arag Cubugu Herleme Cubugu

Spektrum Grafigi Boltimii

Sekil 4. 4. Gelistirilen yazilimin grafiksel kullanici arayiiz tasarima.
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Gelistirilen yazilimda, genel MALDI goriintiileme veri formatina odaklanilmistir ve
imzML veri formati olan tiim kiitle spektrometresi temelli goriintileme verilerinin
analizini destekler sekilde olusturulmustur. Veri yiikleme boliimiinde, veri yiikleme
islemi yapildiktan sonra toplam kiitle spektrumu goérmek i¢in araylizde spektrum
grafigi boliimii eklenmigtir. Daha sonrasinda kullanicinin goriintiiyli hizl bir sekilde
olusturan spektrum grafiginden pik degerlerine bakarak istedigi m/z ve tolerans
degerini elle atayacagi parametreler boliimii eklenmistir. Girilen parametreler
sonucunda elde edilen goriintiiniin gériilmesini saglayan ve istatistiksel islemlerinde
ayni boliimde gergeklestigi bir bolim eklenmistir. Fonksiyon islemlerinin yapildigi
bolimlerde aymi  sekilde arayiize eklenmistir. Kullaniciya  istatistiksel
degerlendirmeler yapabilmesi amaciyla boxplot (kutu grafigi) fonksiyonunun

araylizde olmasina karar verilmistir.

Materyal ve teknikler boliimiinde anlatildig1 gibi python kiitiiphaneleri ve agik kaynak
kodlu kiitiiphaneler kullanilmigtir. Bu  kiitiphanelerin  yardimiyla MALDI
goriintiileme deneyine ait veri setlerinin okunmasi, analizi ve veri gorsellestirmesi

gerceklestirilmistir. Ek olarak istatistiksel degerlendirmeye katki saglanmstir.
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Sekil 4.5’ te yazilimin ana islevlerini anlatan akis diyagrami bulunmaktadir. 1k olarak
verinin ortama aktarimi saglanmaktadir. Ortama aktarilan veri i¢in tercihe bagl
spektrum okuma islemi ger¢eklesmektedir. Ortama aktarilan veri, islenmemis oldugu
icin spektrum fonksiyonu kullaniciya pik degeri ile istenilen kiitle/yiik degerinin
yogunlugunu daha net gorebilmesi i¢in kolaylik saglamaktadir. Kullanici uygulamanin
spektrum grafigi bolimiinde gordigii kiitle/yiik degerlerini yazilima tanimladiktan
sonra istedigi 1s1 haritas1 renklendirmesini secerek gorsellestirme islemi
gerceklesmektedir. Ayrica istatistiksel ara¢ yardimiyla kullaniciya sayisal olarak

goriintiilemesi konusunda yardimce1 olunmaktadir.

)

Veri settni ortama yikle.

l

m_z value ve tol /
degerini elle gir. /=

T

Spektrum grafigi ¢izdir. Goruntii olugtur.
spectrum processing fonksiyonu image processing fonksiyonu
\, J
r ™
Boxplot
fonksivonunu uygula.
\, /

C= D

Sekil 4. 5. Yazilimin ana islevlerinin akis diyagramu.
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4.3. GELISTIRILEN YAZILIMIN KULLANIMI

Bu boliimde gelistirilen yazilimin kullanimi ve elde edilen sonuglarin ticari ve agik
kaynakli yazilimlar ile karsilastirma yapilarak degerlendirilmesi anlatilmistir. Tez
calismas1 kapsaminda ii¢ veri seti kullanilmstir. Iki veri seti MALDI yéntemi ile
calisma kapsaminda deneysel olarak elde edilmistir. DESI yontemi ile elde edilen veri
seti ise hazir olarak temin edilmistir. Cizelge 4.1’ de kullanilan veri setlerinin isimleri,

veri boyutu, yontem ve alindig1 kaynak belirtilmistir.

Cizelge 4. 1. Kulanilan veri setleri.

Veri Seti Ismi Veri Boyutu Yontem | Alindig1 Kaynak
imzML/ibd (MB)
AuU.imzML 9.15/964 MALDI Caligma kapsaminda
elde edilmistir.
A0TopL,10TopR,30BottomL, 27.81/62.9 DESI Hazir  veri seti
20BottomR-centroid.imzML kullanilmastir [27].
260619 1 B19.imzML 24.2]2437.12 MALDI Caligma kapsaminda

elde edilmistir.
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Yazilim ortamina ilk olarak deneysel olarak elde edilen imzML dosya boyutu 9.15 MB
ve ibd dosya boyutu 964 MB olan “Au.imzML” isimli veri setinin aktarimi
gerceklesmektedir. Gorsellestirme islemini baslatilmadan 6nce kullaniciya kolaylik
saglamasi adina gelistirilen spektrum fonksiyonu ile tiim kiitle spektrumu arayiizde
Sekil 4.4’ te gosterildigi gibi spektrum grafigi boliimiinde ¢izimi olusturmaktadir.
Sekil 4.6’ da spektrum grafiklerinin karsilagtirilmasi verilmektedir. Burada Sekil 4.6
(@) gelistirilen yazilimdan alinan grafik ¢iktisin1 gosterirken, Sekil 4.6 (b) ticari
yazilim olan SCiLS Lab programindan alinan grafigi gostermektedir. Karsilastirilma

sonucunda spektrumlara ait grafiklerin benzer oldugu goriilmektedir.

100 A

o
(=]
1

60 A

40 4

Absolute Instensity

20 1

100 200 300 400 500 600

@ ™

Absolute Intensity
B 8 8 8 88 383 8 8

T T T 4 T T
100 200 300 400 500 00
m/z

(b)

Sekil 4. 6. Spektrum grafiklerinin karsilastirilmasi. @) gelistirilen yazilimdan
alinan spektrum ¢iktisi, b) ticari SCilS Lab yazilimdan alinan
spektrum ¢iktist.
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Arayliziin spektrum grafigi bolimi, kullanicinin istenen m/z degerini daha kolay
belirleyebilmesi i¢in tasarlanmistir. Bu boliimde kullanicinin elindeki veri setine ait
tim kiitle spektrum iyon yogunluguna ulasabilmesi hedeflenmistir. Elde edilen
spektrumun igeriginde bulunan pik degerlerinin daha detayli goriilebilmesi igin
arayiize Sekil 4.4’ te gosterildigi gibi navigasyon arag gubugu eklenmistir. Navigasyon
ara¢ cubugunda yer alan biiyiitec ile kullanici pik yapan degerleri yakindan inceleme
imkani1 bulmaktadir. Elde edilen spektrum grafiginde, izotopik dagilimlara kadar
yakinlastirma oOzelligi kullaniciya sunulmustur ve net bir sekilde inceleme
yapilabilmektedir. Sekil 4.7 de spektrum grafiginde belirtilen bdlgedeki piklerin

izotopik dagilimlari goriilmektedir.

100 -

80 A

60 -

100 200 300 400 500 600

520 540 560 580

Sekil 4. 7. Spektrum grafiginde izotopik dagilimu.
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Tim spektrumdaki pik intensite degerlerini detaylandirmak, kullaniciya istedigi
iyonun kiitle/yilik yogunlugu goriintiisii i¢in arayiize girecegi m/z ve tolerans degerini
belirlemesine yardimei olunur. Kullanici olusan grafik ile gormek istedigi m/z degerini
belirledikten sonra gorsellestirme islemi baslamaktadir. Sekil 4.8’ de spektrumdan
belirlenen m/z degerinin gorsellestirilmesi detayli bir sekilde gosterilmektedir.
Navigasyon ara¢ c¢ubugunda bulunan biiyiite¢ ile izotopik dagilim daha net
goriilmektedir. Burada Sekil 4.8 (a) spektrum grafiginde m/z degerinin belirlenmesini
gosterirken, Sekil 4.8 (b) gelistirilen yazilimdan alinan goriintiiyii, Sekil 4.8 (c) SCILS

Lab yazilimdan alinan goriintiiyli géstermektedir.

Spectrum

100 + N
%
75 - -
50 A -
U |
o L L] — L J L L} L A L <
562 564 566 568 570 572 574 576
()

%0

(b) (©)

Sekil 4. 8. Spektrumdan belirlenen m/z degerinin gorsellestirilmesi. a) spektrum
grafiginde m/z degerinin belirlenmesi, b) gelistirilen yazilimdan alinan
goriintii, ¢) SCILS Lab yazilimdan alinan goriintii.
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Analiz sonucunda spektrumda m/z degerleri belirlenen degerler incelendikten sonra
spektrumdan pik intensite degeri diisiik olarak belirlenen 410.80 ve yiiksek intensite
degerli 567.28 piki, tolerans degeri 0.03 Da girilerek kiitle/yiik oraninda yogunluk elde
edilmistir. Yazilimin SCiLS Lab program ile karsilastirilmasi yapilmistir. Elde edilen
goriintiiler kiyaslandiginda benzer profile sahip goriintiilerin olustugu belirlenmistir

(Sekil 4.9).

m/z 410.80 m/z 410.80

%100

@ (b)

Sekil 4. 9. Diisiik ve yiiksek pik intensite degerlerinin karsilagtirilmas.
a) gelistirilen yazilimdan alinan goriintii, b) SCILS Lab
yazilimdan alinan goriintii.
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Gelistirilen yazilimda, m/z degeri 567.28 sabit tutularak tolerans degerini sirasiyla
0.003 Da (3 mDa), 0.03 Da (30 mDa) ve 0.3 Da (300 mbDa) degistirilerek
gorsellestirilmistir. Arayilizdeki inferno ve hot renk skalasi ile renklendirilmeler
yapilmistir ve iyon yogunlugu farkli renklerle gorsellestirilmistir (Sekil 4.10).
Analizlerde yazilimin farkli tolerans araliklarinda goreceli olarak farkli renk

dagilimlar gosterdigi belirlenmistir.

m/z: 567.28 tol: 0.003 m/z: 567.28 tol: 0.03 m/z: 567.28 tol: 0.3

0 1000 2000 3000 4000 5000

m/z: 567.28 tol: 0.003 m/z: 367.28 tol: 0.03 m/z: 567.28 tol: 0.3

0 1000 2000 3000 4000 5000

Sekil 4. 10. Tolerans degerlerinin degistirilerek yogunluk karsilagtiriimasi.
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Kullanilan ikinci veri seti kolon veya rektumda goriilen kolorektal kanserine aittir.
Veri seti igerisinde imzML ve ibd dosyalar1 bulunmaktadir. Goriintiilleme dosyalarina
ek olarak histolojik boyama teknigi olan Hematoksilen — Eozin (H&E) boyamasi ile
elde edilen bir gorseli bulunmaktadir. Yazilim ortamina imzML dosya boyutu 27.8
MB ve ibd dosya boyutu 62.9 MB olan “40TopL,10TopR,30BottomL,20BottomR-

centroid.imzML” isimli veri seti yiiklenerek spektrum islemi baslatilmistir.

Elimizdeki veri seti, dokunun farkli kesitleri alinarak elde edilmistir. H&E boyama
teknigi ile elde edilen goriintii ile karsilagtirmak i¢cin m/z degeri 901.8 ve tolerans
degeri 1 Da gorsellestirme islemi yapilmistir. Arayiizde bulunan renk haritalarindan
jet, inferno, virides se¢ilerek farkli renklendirme ile yogunluk dagilimlari incelenmistir
(Sekil 4.11). Gorseller incelendiginde H&E ile boyama ile elde edilen gorsellere

benzer goriintiilerin elde edildigi belirlenmistir.

m/z : 901.8 tol:1 intensity

max

H&E

min

max

Sekil 4. 11. Tolerans degistirirek farkli renklendirme ile yogunluk gdsterimi.
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Gelistirilen yazilim m/z 901.8 ve tol 1 Da olarak girilen degerler ile agik kaynak kodlu
MSiReader yazilimda m/z 901.8 ve tol 1 Th (Thomson) olarak girilmistir. Sekil 4.12’
de elde edilen goriintiilerin karsilastirilmasi gosterilmektedir. Burada Sekil 4.12 (a)
gelistirilen yazilimdan elde edilen goriintiiyii, Sekil 4.12 (b) MSiReader ile elde edilen
goriintilyii  gostermektedir. Renklendirme iki uygulamada bulunan copper ile
yapilmustir. Iyon dagilimi iki uygulamadan elde edilen goriintiide benzer oldugu

karsilastirma sonucunda belirlenmistir.

%100

%0

(a) (b)

Sekil 4. 12. Elde edilen goriintiilerin karsilastirilmasi. a) gelistirilen yazilimdan
elde edilen goriintii, b) MSiReader ile elde edilen goriintii.
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Incelenen iiciincii veri seti ticari yazilim ile karsilastirmali olarak incelenmesi yaparak
dogruluk oranlarinin karsilagtirllmast yapilmistir. Gelistirilen yazilim ortamina
imzML dosya boyutu 24.2 MB ve ibd dosya boyutu 2.38 GB olusan
“260619 1 B19.imzML” isimli veri seti yiiklenmistir.

Gelistirilen yazilimda m/z degeri 567.26 ve tolerans degeri 0.01 Da, ticari yazilim
SCIiLS Lab da m/z degeri 567.26 ve tolerans degeri 0.01 Da se¢ilmistir. Olusan
gortintiiler Sekil 4.13” deki gibi karsilagtirilmasi yapilmistir. Burada Sekil 4.13 (a)
gelistirilen yazilim ile elde edilen goriintiiyii gosterirken, Sekil 4.13 (b) SCILS Lab ile
elde edilen goriintii gostermektedir. iki programda da ortak bulunan viridis renk
haritasi secilerek olusan goriintiiler karsilastirildiginda iyon dagiliminin biiyiik oranda

ayni oldugu goriilmiistiir.

(b)
« I %100

Sekil 4. 13. Goriintiilerin karsilastirilmas1. a) gelistirilen yazilim elde edilen
goriintili, b) SCIiLS Lab ile elde edilen goriintii.
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Iki programda da elde edilen gériintiilerin istatistiksel ara¢ boxplot yani kutu grafigi
cikartlmistir. Sekil 4.14°te kutu grafigi karsilastirilmasi gosterilmektedir. Burada Sekil
4.14 (a) gelistirilen yazilim ile elde edilen grafigi gosterirken, Sekil 4.14 (b) SCILS
Lab ile elde edilen grafigi gostermektedir. Gelistirilen yazilimda araliklar farklilik
gosterebilmektedir. iki yazilimdaki sonuglar karsilastirildiginda kiitle/yiik degerinde

benzer aralikta intensite dagilimlari oldugu goriilmektedir.

800 -

600 A

400 A

200 -

(a) (b)

Sekil 4. 14. Kutu grafigi karsilastirilmasi. a) gelistirilen yazilim ile elde edilen grafik,
b) SCILS Lab ile elde edilen grafik.
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

Bu béliimde “Kiitle Spektrometresi Temelli Gériintiileme I¢in Yeni Bir Veri Isleme
Yaziliminin Gelistirilmesi” isimli tez ¢alismanin sonucunda elde edilen sonuglar

Ozetlemistir ve sonraki calismalarda faydalanilabilecek 6neriler verilmistir.

5.1. SONUCLAR

Bu c¢alismada, MALDI-goériintiileme verilerinin islenmesine yonelik ulagimi kolay
acik kaynakli bir yazilim gelistirilmesi ve kullanimi kolay arayiiz tasarimi1 ana amag

olarak belirlenmistir.

Kiitle spektrometre goriintiileme verilerinin islenmesine yonelik gelistirilen ortak veri
formatt imzML uygun sekilde hazirlanmistir. Gelistirilen yazilim ve arayiiz,
kullanictya MALDI goriintiileme verileri basta olmak tizere tiim kiitle spektrometresi

temelli goriintlileme verilerinin iglenmesi i¢in temel yetenekleri sunmaktadir.

Uygulamadaki spektrum grafigi ile tiim kiitle/ylik (m/z) degerlerinin yogunlugunun
temel dagilim goriintiilerini olusturmak kolaylastirilmistir. Birden fazla m/z degeri
girilerek ¢coklu gorsellestirme yapilmaktadir. Ag¢ilan pencerede, olusan gorsellerin iyon
yogunluklar1 kargilastirilabilmektedir. Gorsellestirme igin interpolasyon, renk haritasi
cesitleri ve istatistiksel araglarda arayiizde kullaniciya sunulmaktadir. Arayiizde

bulunan kisayollar ile kullanictya islem kolaylig1 saglanmistir.

Yazilim ortamina yiiklenen verilerin hizli iglenmesi ve gorsellestirilmesini saglamasi
en biiyiilk avantajlarindandir. Tamamen iicretsiz ve agik kaynakli olarak python
platformunda gelistirilmistir. A¢ik kaynak yapisi, kullanicinin belirli ihtiyaglarina

uyacak sekilde degistirilmesine imkan tanimaktadir. Yeni fonksiyon ve arag eklentisi
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araylize kolaylikla yapilabilmektedir. Kullanici dostu bir grafik kullanici arayiizii
sunulmaktadir. Ticari ve agik kaynakli yazilimlar ile karsilastirildiginda olusan
sonuglarin biiyiik oranda benzer oldugu gorilmiistiir.

Evrensel bir yazilim olma egilimindedir ve dili ingilizce segilmistir. Gelecekteki
caligmalar, yeni islemleri desteklemek ve mevcut olanlar1 6zelliklerini iyilestirmek
gibi daha fazla gelisime agiktir.

Gelistirilen uygulama tez 6grencisinin GitHub sayfasinda kullanicilarin kullanimina
sunulmugtur. Uygulamada yapilan giincellemeler bu GitHub sayfasinda paylagilmaya
devam edecektir (https://github.com/betulkarabudak).

5.2. ONERILER

Bu boliimde ¢aligmanin devaminda gelismelere adim olarak dnerilerde bulunulmustur.

Bu oneriler asagidakiler gibi siralanabilir:

» Gelecekte makine 6grenmesi, derin 6grenme dahil edilebilir.

» Yazilim ROI (Region of Interest) 6zelligi eklenebilir. Boylelikle kullanici olusan

goriintiideki ilgilenen bolge ile yogunluk dagiliminin incelemesini yapilabilir.

» Goriintii isleme 6zellikleri gelistirilebilir.

> Istatistiksel araclara yeni fonksiyonlar eklenebilir.

» Farkli cihazlardan alinan ve farkli veri formatlarina uyumlu hale getirebilir.

> Dili Ingilizce olarak segilmistir, farkli dil segenekleri eklenebilir.
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