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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

RENAL HUCRE KARSINOMUNUN MALDI KUTLE SPEKTROMETRESI
ILE GLIKAN DUZEYINDE INCELENMESI

Ahmet CALISKAN

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dal

Tez Damismani:
Dr. Ogr. Uyesi Hact Mehmet KAYTLI
Ocak 2022, 68 sayfa

Renal hiicreli bobrek kanseri, bobrek kanseri tipleri igerisinde goriilen en yaygin
tirdiir. Renal hiicreli karsinomda kanser dokulart iizerinde N-glikozilasyon
profillerinin incelendigi ¢calisma sayisi ¢cok azdir. Bu tez kapsaminda, bobrek kanseri
glikan profillerinin MALDI kiitle spektrometresi ile incelenmesi amaglanmistir. Bu
kapsamda, parafilm ile kaplanmis ve formalin ile sabitlenmis dokular ¢alismada
kullanilmistir. ilk olarak, dokulardan parafilm uzaklastirilmistir ve dokulardan
proteinlerin ekstraksiyonu, kloroform/methanol yontemi ile gergeklestirilmistir.
Ekstrakte edilen glikoproteinlerden N-glikanlarinin salinimi sonrasi glikanlar, 2-amino
benzoik asit (2-AA) ile etiketlendi. Son olarak sirasiyla seliiloz ve gdzenekli grafitize
karbon i¢eren malzemeler ile saflastirma islemlerinden gegirildi. 2-AA etiketli N-
glikanlarin analizleri MALDI-MS ile gergeklestirildi. Analizler sonucunda toplam 33
adet N-glikan tespit edildi. Tespit edilen N-glikanlarin yapisal dogrulamalar1 tandem
MS/MS analizleri ile gergeklestirilmistir ve N-glikanlar yapisal 6zelliklerine gore



gruplandirilmigtir. Bu analizler sonucunda tespit edilen N-glikanlarin goreceli
bolluklari, toplam alan normalizasyon yaklasimi kullanilarak hesaplanmustir. Istatiksel
analizler notr N-glikanlara ve bu glikanlardan tiiretilen N-glikan gruplarina
uygulanmistir. Coklu T testi ve Mann Whitney U testi ile yapilan istatiksel analizler
(p<0,05 anlaml ve p<0,001 ¢ok anlamli) bisektik N-glikan tipinde kanserli ve kanser
icermeyen dokular arasinda anlamli farklilik oldugunu gostermistir. ROC analizi
sonucuna gore de anlamli degisimler gésteren N-glikanlarin renal hiicreli karsinomda
kanser tespiti i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilmasinda etkili olabilecegi

distiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler : Renal hiicreli  karsinom, bobrek kanseri, N-Glikan,
glikozilasyon, kiitle  spektrometresi, MALDI, Kanser
biyobelirteci
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis
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Renal cell kidney carcinoma is the most common type of kidney cancer. The number
of studies examining N-glycosylation profiles on cancer tissues in renal cell carcinoma
is very few. In this thesis, it is aimed to investigate kidney cancer N-glycan profiles
with MALDI mass spectrometry. In this context, tissues covered with parafilm and
fixed with formalin were used in the study. First, the parafilm was removed from the
tissues and the extraction of the proteins was performed by the chloroform/methanol
method. After the release of N-glycans from the extracted glycoproteins, the glycans
were labeled with 2-amino benzoic acid (2-AA). Finally, they were purified with
materials containing cellulose and porous graphitized carbon, respectively. Analyzes
of 2-AA-labeled N-glycans were performed by MALDI-MS. As a result of the
analyses, a total of 33 N-glycans were detected. Structural confirmations of detected
N-glycans were performed by tandem MS/MS analyzes and N-glycans were grouped

according to their structural features. The relative abundances of N-glycans detected

Vi



as a result of these analyzes were calculated using the total area normalization
approach. Statistical analyzes were applied to neutral N-glycans and N-glycan groups
derived from these glycans. Statistical analyzes with multiple T test and Mann
Whitney U test (p<0.05 significant and p<0.001 very significant) showed that there
was a significant difference between cancerous and healthy tissues in bisecting N-
glycan type. It has been found that N-glycans, which show significant changes
according to the ROC analysis result, could be effective in using as a biomarker for

cancer detection in renal cell carcinoma.
Key Word : Renal cell carcinoma, kidney cancer, N-Glycan, Glycosylation, Mass

spectrometry, MALDI, Cancer biomarker
Science Code : 92509
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BOLUM 1

GIRIS

Kanser 6zellikle son ylizyilin en tehlikeli ve en korkulan hastaliklarindandir. Kanser,
temelde genetik problemlerden dolayr hiicrelerin anormal hareketleri ve
cogalmasindan kaynaklanmaktadir. Metastaz ile de diger dokulara ve organlarda
cogalmaktadir. Viicudun ¢ogu yerinde goriilebilen kanser, bobrek dokularinda da
goriilebilmektedir. Renal karsinom da denen bobrek kanserinin ¢esitli alt tipleri vardir.
Bunlardan en ¢ok goriileni renal hiicreli karsinomdur. Bilim insanlari, renal hiicreli
karsinom ve diger kanser tiirlerinin 6liimciilliigiinii azaltmak igin ¢esitli tan1 ve tedavi
yollart  aragtirmaktadirlar.  Bu  yollardan biri de biyobelirteg  olarak

degerlendirilebilecek molekiillerden olan glikanlardir.

Glikozilasyon, hiicrenin temel proseslerinden biridir. Glikozilasyon siirecinde
olusabilecek herhangi bir eksiklik ya da fazlalik, kanser riskini arttirmaktadir. Bu
yiizden de kanser teshisinde glikanlar énem tasimaktadir. Ornegin; kanserli/timorlii
dokularda saglikli dokulara gore siyalik asit ve fukoz artis1 goriilmektedir. Glikanlarin

analizlerinde ise en siklikla kullanilan teknik kiitle spektrometresidir.

Molekiiler agirliklarin yiiklii iyonlara doniistiiriilerek yapilan 6l¢me islemi ya da
molekiil yapisinin ¢ikarilmasina kiitle spektrometresi denir. Kiitle spektrometresi; gaz
fazinda iyonik yapilar olusturma, yiiklii parcaciklarin kiitle/yiik oranina gore ayrilmasi
ve detektore ulasma siiresi ya da konumuna gore Sl¢iilmesi prensibine dayanir. Giris
bolmesi, iyon kaynagi, kiitle analizorii, dedektor, bilgisayar ve veri sistemi ve vakum
sisteminden olusmaktadir. Cesitli kiitle spektrometrik yontemler bulunmaktadir.
Matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI) yontemi kiitle

spektrometrik yontemler arasinda yeni nesil teknolojilerdendir.



MALDI-MS, glikanlarin (yliksek heterojenlik ve diisiik bolluk) analizinde yiiksek
verimlilige sahip oldugu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. MALDI, ¢oziiciiniin
buharlagsmasi1 sonrasi, drnege gonderilen lazer 1sinlar1 sayesinde iyonlasan ornegin
yiiksek vakum etkisinden cesitli analizorlerden gegerek analiz edilmesi prensibine
dayanmaktadir. Hizli ve yiiksek c¢oziiniirliige sahiptir. MALDI-Goriintlileme ile de

dokular, kiitle/yiik oranlarina gore haritalandirilabilmektedirler.

Renal hiicreli karsinomun incelenmesi arastirmasinin tez yaziminda su asamalar

izlenmistir:

Giris boliimiinde ¢alisma hakkinda kisa bilgilendirme yapilmistir.

Ikinci boliimde N-glikozilasyon, O-glikozilasyon, glikozilasyon ve kanser iliskisi,
kiitle spektrometresi ve kiitle spektrometrik yontemler, MALDI goriintiileme, glikan
analizleri i¢in 6rnek hazirlama yontemleri, N-glikanlarin kromatografik ayrimlari, N-

glikanlar i¢in kiitle spektrometrik analizler ve bobrek kanserinden bahsedilmistir.
Ugiincii béliimde deneyde kullanilan materyallerden, uygulanan deneysel islemlerden,
MALDI-MS analizlerinden, veri analizlerinden ve yapilan istatistik analizlerden

bahsedilmistir.

Dordiincii boliimde bobrek dokularindaki N-glikanlarin MALDI-MS ve MALDI-

MS/MS analizlerinden, istatistik analizlerinden bahsedilmistir.

Besinci boliimde bu calisma ve diger benzer ¢alismalar kiyaslanmis ve tartigiimistir.



BOLUM 2

2.1 PROTEIN GLIiKOZILASYONU

Proteinler, hiicresel faaliyetlerini gergeklestirmek igin bir takim post-translasyonel
modifikasyonlara maruz kalmaktadir. Bu modifikasyonlar sonucu proteinde olusan;
hiicre etkilesimleri, hiicre adhezyonu, immiinolojik cevap, embriyolojik degisim,
proteinin denaturasyona karsi korunmasi gibi yapisal, enzimsel, hiicresel siire¢lerde
gorev alan en 6nemli modifikasyon ve her 5 proteinde 1 ger¢eklesen, oligosakkaritlerin
proteinlere baglanmasi1 sonucu glikoproteinlerin olusmasi islemine protein
glikozilasyonu denmektedir [1,2]. Burada iki ana yap1 olusmaktadir. Ilki protein ve
karbonhidratlardan olusan glikoprotein; ikincisi ise, sadece karbonhidratlardan olugan
glikoproteinlerden protein biriminin uzaklastirilmas: ile olusan glikan yapilaridir.
Glikanlar; fiziksel yapi, fiziksel koruma ve doku elastisitesi, kayganlik, su
gecirgenligi, diflizyon bariyeri, hiicre zar1 organizasyonu, ekstraselliiler matriks
organizasyonu, molekiiler fonksiyon, bakteri-virlis gibi organizmalara kargi tanima
veya tutunma, hiicre — matriks etkilesimi gibi hayati fonsiyonlarda gorev almaktadir.
Ayn1 zamanda yapisal proteinler, enzimler ve hormonlarin yapilarinda bolca
bulunabilmektedirler [3,4]. Glikozilasyon sonucu olusan bu yapilarda mutasyon
benzeri herhangi bir normal dist durumun olmasi istenmemektedir. Herhangi bir
mutasyon oldugu zaman hiicredeki onemli fonksiyonlar etkilenebilecegi icin, bu
mutasyonal degisimin Ozellikle basta kanser olmak {izere Oonemli hastaliklarla
korelasyon igerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Glikozilasyon hiicrede enzimatik
siireclerle olusmaktadir. Bu enzimler glikozidazlar ve glikoziltransferazlardir.
Glikozidazlar, endo ve ekzo olmak flizere 2 ayr1 grupta incelenmektedir ve yikici
enzimler olup glikanlar1 yikarken, glikoziltransferazlar ise glikanlarin yapisini
olusturan sekerleri transfer ederek oligosakkarit yap1 olusturmaktadir [1]. Ozellikle
kanser metastaz1 gibi durumlarda etkisi olan glikoproteinlerin yapisinda genelde;
asparajin, threonin ve serin aminoasitleri ve galaktoz, glikoz, mannoz, N-Asetil-

noramik asit, fukoz, N-asetil-galaktozamin,



N-asetil-glikozamin ve ksiloz bulunabilmektedir. Sekil 2.1 ve g¢izelge 2.1°de

toparlanmis bir sekilde gosterilmistir [1,5,6].

Cizelge 2.1. Aminoasit ve monosakkaritler [6].

Organik Molekiil Aminoasit Monosakkarit (seker)
Asparajin X
Serin X
Treonin X
hidroksilizin X
Hidroksiplorin X
Galaktoz X
Glikoz X
Mannoz X
N-Asetil-néraminik Asit X
Fukoz X
N-asetil-galaktozamin X
N-asetil-glikozamin X
ksiloz X
(O Galactose (Gal) 'ﬁ Xylose (Xyl)
[] N-Acetylgalactosamine (GalNAc) ’ N-Acetylneuraminic acid (NeuSAc)
N Galactosamine (GalN) <> N-Glycolylneuraminic acid (Neu5Gc)
@ Glucose (Glc) € 2-Keto-3-deoxynononic acid (Kdn)
Bl N-Acetyiglucosamine (GIcNAc) A Fucose (Fuc)
M Glucosamine (GIcN) @ Gilucuronic acid (GlcA)
0 Mannose (Man) @ Iduronic acid (IdoA)
O N-Acetyimannosamine (ManNAc) @ Galacturonic acid (GalA)
N Mannosamine (ManN) (} Mannuronic acid (ManA)

Sekil 2.1. Baz1 monosakkaritlerin temsili gosterimi [7].

Endoplazmik retikulum ve golgi cisimciginde gergeklesen glikozilasyon,
monosakkaritlerin yani sekerlerin aminoasitlere baglanma sekline gére N baglh ve O
baglh glikozilasyon olmak tizere 2 grupta incelenebilmektedir. Sekil 2.2’de N bagli ve
O bagh glikozislasyonlar gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. a) N-asetilgalaktozamin 1 nolu karbonu serin ve treonin aminoasitinin
hidroksil grubuna baglanirsa O-Bagli, b) N-asetilglukozamin ise asparajin
aminoasitinin amid grubuna baglanirsa N-Bagli [6].

2.2. N-GLIKOZILASYON

N-asetilglukozamin molekiiliiniin glikozidik bag ile asparajin aminoasidinin amid
grubuna baglanmasi ile olusan glikozilasyon tipidir (sekil 2.2.b). Protein sentezi
sirasinda gergeklesen N-glikozilasyon, protein glikozilasyonunun en iyi karakterize
olmus formudur [1]. Bu siire¢ ilk olarak GlcNac, mannoz ve glikoz i¢eren Oncii
oligosakkaritlerin olusturulmasi ile baglar ve daha sonra Dol-P (lipit tasiyici)
araciligiyla peptitlere baglanmak tizere endoplazmik retikulum liimenine
gonderilmektedir. Ikinci olarak olusan bu oligosakkaritlerin polipeptid zincirine
baglanmasin1 saglayacak glikoziltransferaz enzimleri tarafindan taninmasi ve
baglanmas1 sonucu glikolizasyona ugramasi i¢in konsensus sekans dedigimiz
yonlendirici bir sekansin olmasi gerekmektedir. Bunlar da, Asn — xxx — Ser veya Asn
— XXX — Thr’dir ve xxx yerine herhangi bir aminoasid ¢esidi diisiiniilebilmektedir
(Prolin harig). Ugiincii sart olarak 3 boyutlu yapiya sahip uygun protein yapinin olmasi
ve asparajin aminoasitinin endoplazmik retikulum liimeni tarafinda olmasi
gerekmektedir. En son asama olarak da golgi cisimciginde monosakkaritlerin
baglantilanmasi sonucu N-glikozilasyon tamamlanmaktadir [1,4-8]. Sekil 2.3’de N-

glikozilasyonun ER ve golgideki siirecleri gosterilmektedir.



Sekil 2.3. N-Glikozilasyon ER ve golgideki siiregleri [9].

2.2.1. N-Glikozilasyon Modifikasyonlari

Cesitli kompleks glikanlar, glikoziltransferaz enzimleri tarafindan olusturulmaktadir.
Bu formlanma sonucu temelde 3 farkli modifikasyon olusmaktadir. Bunlar;

e Yiiksek mannoz

e Hybrid

e Kompleks yapi
Her bir glikan, ortak ¢ekirdek Man3GIcNAc2Asnh (3 mannoz, 2 N-asetilglukozamin ve
asparajin) yapisini igermektedir. Sadece mannoz monosakkaritlerinin g¢ekirdege
baglanmas1 sonucu olusan yapiya oligomannoz, N-asetilglukozamin sekerine baglanan
monosakkaritler tarafindan anten seklinde olusturulmus yapiya kompleks, mannoz
monosakkaritinin bir koluna sadece mannozlarin diger koluna ise mannozlu anten
yapisi ve diger monosakkaritlerin baglanmasi sonucu olusan hybrid modifikasyon
turtidiir [1,6-8]. Sekilde 2.3’de N-glikozilasyon modifikasyonlar1 gosterilmektedir.



Sekil 2.4. Soldan saga dogru; oligomannoz, komleks ve hybrid yap1 [7].

2.3. O-GLIKOZILASYON

Genelde Serin ve Treonin aminoasitlerinin oksijen molekiiliine monosakkaritlerin
baglanmasi ile olusan glikozilasyon tipidir (sekil 2.2.b). Cis golgi’de baslar. UDP
niikleotidleri monosakkaritlerin getirilmesini saglamakta ve her monosakkaritin
transferaz enzimi ile 6nce ilk monosakkarit olan N-asetilgalaktozamin 2 aminoasitten
biriyle baglanti kurmakta ve daha sonra diger sekerler baglanmaktadir. Baglanti
kurulan monosakkarit ve aminoasidin tiiriine gore gesitli tipleri bulunmaktadir [4-6].

Bunlardan bazilari;
e Serin/Treonin — GalNAc (miisin tipi, en yaygin)
e Serin/Treonin — GIcNAc

e Serin/Treonin — Ksilen

Sekil 5°de O-glikozilasyon biyosentezi gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. O-glikozilasyon biyosentezi [7].

2.4. GLIKOZILASYON VE KANSER ILISKIiSi

En 6nemli post-translasyonal modifikasyonlardan olan protein glikozilasyonu sonucu
olusan glikanlar hiicrede; immiinolojik cevap, hiicreler arasi etkilesim — iletisim gibi
Oonem arz eden hiicresel islevlerde etkisi oldugu icin, glikanlarda olusabilecek herhangi
bir mutasyon benzeri bozukluklar viicut sisteminde; enfeksiyon (bakteri, virus, parazit
vb.), HIV, Kkistik fibroz, romatizmal artrit, Tay-Sachs gibi hastaliklara yol
acabilmektedir [10]. Bu aksakliklarin en kotiilerinden biri de kanser ve metastazdir.
Kanser hastaliginin olusmasinda glikanlarin baglarindaki veya igeriklerindeki
degisiklikler neden olmakta hatta bir ileri evre olarak metastaza sebep olmaktadir
[11,12]. Bunun sebebi ise enzimleri tetikleyen genler veya enzimlerde olusan sorundan
kaynaklanmaktadir. Bu yiizden protein glikozilasyonunu anlamak ¢ok onemlidir.
Genel olarak O-Glikanlarin glikozilasyonu yarim kalmis sekilde olusabilirken, N-
Glikanlarda bu durum O-Glikanlardan farkli olarak, asir1 dallanma ve siilfatlanmada
da bir azalma gozlemlenmektedir [6]. Sekil 2.6’da malignant tiimér olusumu

gosterilmektedir.



Sekil 2.6. Sirasiyla (A, B, C, D) malignant timdr olusma evresi [13].

2.4.1. N-Glikan Fukozilasyonunda Artis

N-asetilglikozamintransferaz 5 (GIcNAc-TV, GnT-V, MGAT5) enziminin asirt
aktivitesi sonucu B1-6 N-glikan baglarinda (N-asetilglukozaminin mannozlu ¢ekirdege
baglanmasi) bir artis goriilmistiir [14,15]. Bazi insan tiimorlerinde de GlcNAc
aktivitesini katalizleyen MGATS geni tarafindan tetiklenen N-glikanlari tanima amagl
yapilan Lectin (L-PHA) boyamasinda artig goriilmiistiir. f1-4 bagi olusturulmasini
tetiklenen MGAT4 geni de timor ilerlemesinde etkilidir,. MGAT4 (GnT-1V) ve
MGATS genlerinin baskilamasindan dolayr GnT-V ve GnT-IV enzimlerinin asir
calismast sonucu olusan asir1 dallanmalar da siyalizasyona ve fukozilasyona davetiye
cikarabilmektedir. Buna karsin mannozlara f1-4 baglantisi ile GlcNac ekleyen GnT-
III enziminin metastazi inhibe ettigi diistinilmektedir [16]. Glikan dig zincirinde
fukozilasyonun artmasindan dolay: selectin tarafindan taninan kan kanserinde Fuc-
TVII, gogiis kanserinde Fuc-TVI enzimininde etkisi ile siali Lewis x olusumu timor
ilerleyisini tetiklemektedir. Fukozlar1 N-glikan ¢ekirdeklerine ekleyen FUTS8 geninin
tetikledigi Fuc-TVIII enziminin c¢alismasindaki agir1 artig tiimor hiicrelerinde
gozlemlenmistir. Sekil 2.7-10-11°de gosterilmektedir [7,17]. Cesitli kanserli
hiicrelerde, normal hiicrelere goére fukoz seviyesinde de bir artis gozlemlenmistir.
Ornekle; normal bir hiicredeki fukoz miktar1 8.9 mg/100 mL iken; mesane kanserinde
23 mg/100 mL, pankreas kanserinde 33.5 mg/100 mL, tiroid kanserinde 28 mg/100
mL ve mide kanserindeyse 29 mg/100 mL olarak gézlemlenmistir [13]. Sekil 2.7°de

FUT8 enzimi sonucu olusan timor siireci gosterilmektedir.



Sekil 2.7. En sagdaki yapida FUT8 enziminin aktivitesi sonucu olusan asiri
fukozlanma, tiimdr hiicrelerinde bolca goriilmektedir [7].

2.4.2. Miisinlerde, T, Th, Siyalillerde Artis ve O-Glikanlarda Azalma

Miisinler, Serin ve treonin aminoasitleri {izerinde bir ¢ok O-GalNac glikan tasiyan
glikoproteinlerdir. Miisinlerde olusabilecek diisiik seviye glikozilasyonda, lektinler
(vicia villosa, arachis hypogea vb.) tarafindan taninabilen ve baglanilabilen Tn (gdgiis
kanserinin %90’1nda, kolon, akciger, mesane, yumurtalik, mide ve prostat
kanserlerinin yaklasik %70-80’inde yliksek oranda gorilmektedir [18]) ve T
antijenlerinin ekspresyonuna yol agabilmektedir. ST6GalNAc | ya da ST6GalNAc Il
enzimlerinin etkisiyle GalNAc kalintisinin a2-6 sializasyonunun eksik kalmasi yani
olgunlasmamasi sonucunda ise sialyl Tn (sTn) antijenleri iretilebilir [14]. Bu
glikoproteinler (miisinler) genelde organ liimenlerinde bulunabilmektedir. K6tii huylu
hiicrelerde ¢6ziinen miisinler kana ve hiicre dis1 bosluga girmektedir. Bu sebeple
kanser hastalarinin kanlarinda, Siyalil-Tn ve Tn gibi kesilmis oligosakkaritlerle
birlikte salgilanmig miisin  goriilebilmektedir ve kanser biyobelirteci igin
kullanilabilmektedir [19]. Miisinlerin negatif yiiklii olmasi da hiicreler arasi etkilesimi
engellemektedir. Bu durumun da metaztas: tetikledigi distiniilmektedir. Ayrica
hiicresel uyum i¢in antijenik peptit taninmasini da asir1 siyalizasyondan dolay1

maskeleyebilmektedir. Dokularda ve kanda yer edinen tiimdr hiicrelerin yiizeylerinde



de bolca anormal miisin bulundugu da gozlemlenmistir [7,14]. Sekilde 2.8’de normal

ve eksik glikozilasyon miisini goriilmektedir.

Alteied glyc)ans

Secretion of
mucins into the|
bloodstream

Sekil 2.8. Sagda normal ve Solda kanserli eksik glikozilasyon miisin [7].

2.4.3 N-Glikan Siyalizasyonunda Artis

Negatif yapiya sahip siyalik asit, cogunlukla terminal pozisyonda olan, selektin ve
lektinlere baglanabilen, N-glikanlarin biyolojik rollerini etkileyen ©Onemli bir
monosakkarittir. Biitiin gastrointestinal sistemin hiicre yiizeyinde ve salgilanan
molekiiller izerinde bu yapinin yogunlugu fazladir. Bazen bu fazlalik belli ¢ogu ¢esitli
kanser tiplerinde asiriya kacabilmektedir. Bunun sebepleri; siyalil transferaz veya
glikozidaz enzimlerinin diizensiz ¢alismasi ya da potansiyel siyalizasyon bolgelerinin
artmasindan kaynaklanmaktadir. Terminal siyalizasyon o2,6-bagli ve 2,3-bagl
olmak iizere 2 sekilde olabilmektedir. Spesifik bir 6rnekle; kolon kanserinde, N-
glikanlardaki a2,6 — siyalil transferaz enzimi aktivitesi sonucu 02,6-bagl: siyalik asit
oranindaki artis kanser gelismesi ve metastaz ile iligskilendirilmistir. Fakat a2,3-bagl
siyalik asit (ayn1 zamanda sialil lewis antijenlerinin ana bileseni) kolon kanserindeki
oraninda bazi ¢caligmalarda artis gézlenirken bazilarinda saglikli dokulara goére belirgin
bir artis gozlemlenmemistir. Fakat Pankreatik kanserde ise belirgin bir artis
gbzlemlenmistir [7,11]. Yapilan arastirmalarda kanserli hiicrelerdeki siyalik asit
oraninin siyalil transferaz enzimindeki ¢alisma bozuklugu sonucu arttig1 gérilmiistiir
ve bu sebeple kanserli hiicrelerde tutunma giicliigii ortaya ¢iktig1 icin metastaz
yapmasi da kolaylasmaktadir. Ayrica bazi kanser hiicreleri de timore 6zgii antijenleri,
siyalik asit yogunlugu nedeniyle bu hiicreler fagositik olaydan kacabilmektedirler.
Ornekle; normal bir hiicrede serum toplam siyalik asit miktar1 1.74 mmol/L iken;

gogiis kanserinde 2.86, kan kanserinde 3.06, pankreasta 3.20, prostatta 3.27, tiroid
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kanserinde 2.40, deride 2.59, mesana kanserinde 3.19 ve bobrek kanserinde ise 3.38

mmol/L oldugu gézlemlenmistir [6,13,14].

Ayrica; B1-3 GIcNAc ve B1-6 GIcNAc transferaz enzimlerinin aktivitesi sonucu
olusan polilaktozamin sirasiyla N- ve O- glikanlarda bulunabilmektedir. 1 ve i
antijenleri olarak bilinen lakto serisi zincirlerinde genisleme olmasi i¢in galaktozlar
B1-3 GIcNACc ve B1-6 GlcNAc araciligiyla GInNAc’lara baglanabilir ve bahsedilen
antijenlerin malignant kanserle iligkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica olusan bu
yapilar sadece malignantla iliskili olmamakla beraber kan grubu belirlenmesinde rol
oynayan lewis antijenleri ve tiirevlerine (Le¥' Le* gibi) sebep olan fukozilasyon ve
siyalizasyona da davetiye ¢ikarmaktadir [11,14,20,21]. Sekilde 2.9, 10 ve 11°de kanser

olusumundaki modifikasyon farkliliklart gosterilmektedir.

Glikan uglari Grnekleri

Kompleks
_ Sialyl Lewis x
GnTl Lewis x Lewis y %
; u g
CiEI f“i 2
Asn FUTS % g.?
A n akn
GnT-IV * Sialylation

54

IE GnT-V E A

Sekil 2.9. Ovaryum ya da meme kanser; Gnt-lll, Gnt-IV, Gnt-V VE FUT8
enzimlerinin aktiviteleri sekilde goziikmektedir. Sag {ist tarafta glikanlarin
u¢ modifikasyonlari, bir alt kisimda ise siyalizasyon gosterilmistir [11].

Sekil 2.10°da kororektal kanserde gozlenen degisimler gosterilmektedir. A’da Yiiksek
mannozlanma, ¢ekirdek fukozlanmasinda artis, bisektik ve GInNAc baglantisinda
azalma, B’de 1. ¢cekirdekteki T ve Tn antijenleri artarken 3 ve 4. Cekirdeklerde azalma
goriilmektedir. C’de  Glikosfingolipidlerde (GSL) siyalillenmede azalmak

goriilmektedir. D’de Lewis tipi antijenlerde artma ve E’de Genel olarak siazilasyonda
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ve fukozilasyonda artis goriilmekte fakat siilfatlanmada ve asetillenmede kesin bir

sonug goriilmemektedir [11].

A~ N-glycans B  O-glycans
a2,3
a2,6
l 281281 8 2al
Agirt mannozlanma B-1,6-Branching Bisection Core 1: Core 3 Core4
(Poly-)LacNAc (Sialyl)Tn (Sialy) T
Core-fucosylation
C GSL-glycans D Lewis antigens E General
a2,3 2 3 Ac
@{O-D-O—‘-Cerl é % I é I :26] ? ]l
?
Su :
——
R@Cer R R Y Q !
Siyalilde azalma, ¢ " " - " :
deskyalllanma (Sialyl) Lewis X/A Lewis Y/B Sialylation Acetylation
Fucosylation Sulfation

@ Man O Gal [l GlcNAc [ GalNAc [] HexNAc A Fuc € NeuAc Ac=Acetyl Su= Sulfate

Sekil 2.10. Kororektal kanser i¢in N-Glikanlardaki degisimler [11].

Protein glikozilasyonundaki degisim
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Branched

@ GlcNAc v Fuc
O Gal @ NeuSAc

Mucins fucosylated
9 0 ? : b ® N-glycans ?
- .3,
" L y’ Tn,STn,and T 4 2 &
Membrane i antigens
glycoproteins 4 STn
Nglycans?‘o_‘:‘ [,’0 ¥ 3
gass Tn o Ny
- e o [ - =P
O-glycans, ¢ caol ; \ Pl
| B
A\

1 GalNAc & Neu5Gc
@ Man

Sekil 2.11. Protein glikozilasyonu boyunca degisimler. Tn, STn, T antijenleri
olusumu, fukozlanmis zincirler ve metastaz. Kirmizi kutucuk igerisine
alinmis molekiiller kanser belirtilerini temsil etmektedir [22].

2.5. KUTLE SPEKTROMETRESI

Kiitle spektrometresi, atomlarin ve bilesiklerin molekiiler agirliklarini yiiklii iyonlara
dontistiirerek 6lgme islemi veya herhangi bir molekiiliin yapisini ¢ikarma islemi olarak

tasfir edilebilmektedir [23]. 500.000 Da kiitleli molekiilleri bile 6lgebilen kiitle
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spektrometresi, son yillarda hizli bir sekilde ilerleyis gostermistir [24]. Bu ilerleyis
yeni tekniklerin, cihazlarin ortaya ¢ikmasina ve halihazirda kullanilan tekniklerin de
gelismesine yol agmustir. Ozellikle proteomik (bakteri tanimlama gibi), metabolik gibi
caligma alanlart i¢in bu gelisme ¢ok faydali olmustur [25]. Kiitle spektrometresi,
biyokimya, fizik, arkeoloji, gida sektorii, petrol endiistrisi, adli bilim ve malzeme
bilimi gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir [23,26,27].

Iyonlarm hareketini ve yoniinii deneysel olarak tespit etmek ve yonlendirmek kolay
oldugu i¢in kiitle spektrometresinde 6rneklerin iyonlastirilmas1 gerekmektedir. Kiitle

spektrometresi temelde 3 adimdan olugmaktadir [23];

e Analit atom veya molekiillerden iyonlastirma teknikleri ile gaz fazinda iyonik
tiirler olusturmak

e Diger adim; molekiiler iyonlarin ve bunlarin ytiklii par¢calanmalarinin kiitle/yiik
oranina gore ayrilmasi ve kiitle analizi yapilmasi

e Dedektore dogru gelen iyon akimi belli kiitle analiz yontemlerine gore dlgiiliip
kiitle spektrumunun olusturulmasi

Sekil 2.12°de temel kiitle spektrometrik siirecin isleyis diyagrami gosterilmektedir.

® ®
8OO iyonizasyon 8@0 . \®/_-r @kﬁtle ama";ih veri kaylt-_ |
O O y'd : > Ll
Gaz fazindaki ©. + . kiitle
ornek molekiller @ spektrumu
Frakmentasyon

Sekil 2.12. Temel kiitle spektrometrik isleyis diyagrami [23].

[1k iki adim, iyonlarin birbirine carpmadan rahat bir sekilde hareket edebilecegi yiiksek
vakum altinda gergeklesir. Ciinkii atmosferik basing ve iyonlarin birbiri ile ¢arpigsarak
farkli trtinler elde etmesi, analizlerin dogrulugunu ve netligini diisiirebilmektedir.
Sekil 2.13’de gosterilen kiitle spektrometresi ve bilesenlerine ait bilgiler asagida

verilmistir [23]:

Giris bolmesi: Ornegin koyuldugu ve iyon kaynagina gonderilecegi kisimdir.
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Iyon kaynag:: Burada nétr molekiiller gaz fazinda iyonlara gesitli iyonlastirma

teknikleri (ESI, MALDI) ile doniistiiriilmektedir.

Kiitle analizorii: Manyetik veya elektrik alanlar1 gibi yontemlerle iyonlarin hareketi
kontrol edilerek iyonlarin ayristiritlmasi ve kiitle analizi (Ugus zamanli, 4 kutuplu)

yapilmaktadir.

Dedektor: Kiitle analizi sonucu belli orana gore ayrismis iyon akimini dlger ve anlamli

hale getirmek ve bilgisayar ortamina aktarmak i¢in yiikseltilmektedir.

Bilgisayar ve veri sistemi: Gorsel bir kiitle spektrum olusturmakta ve verileri

depolamaktadir.

Vakum sitemi: Kiitle spektrometresine diisiik basing saglamaktadir. Kiitle analizor
bolgesini 10® torr gibi ¢ok diisiik bir basingta tutulmasmi saglamaktadir. Kiitle
spektrometresinde elektronik kisim ise iyon kaynagindan dedektore her alanda
kullanilmaktadir [23,27]. Sekil 2.13°de kiitle spektrometresinin ayrintili isleyis

diyagrami gosterilmistir.

3. KUTLE ANALIZORU

cok aglr iyonlar
hafifce egilir

iyon
demeti

_ tup
izolasyon 5 . )
sadece dogru kutledeki
iyonlar dedektore girer

elektron demeti

2. iYON
KAYNAGI

cok hafif iyonlar

fazla egilir dedektsr

- slitleri

vakum . DEDEKTOR
pompasina

5. DATA SISTEMI | |
VE KAYIT

yariklar

hizlandirici
levha

prob o
1. GiRiS ORNEK

Sekil 2.13. Kiitle spektrometresi ayrintili isleyis diyagrami [28].

Atom ve Molekiiler Kiitle:
Temel kiitle birimi kilogramdir fakat; atom veya molekiil gibi tiirleri kilogram

cinsinden degerlendirmek zordur. Ornegin karbon atomunu kilogram cinsinden
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yaklagtk 1.9927*%10% olarak olciilmektedir. Bu yiizden de atom ve molekiillerin
kiitlesi birlesik atomik kiitle birimi (u) cinsinden elde edilmektedir. Karbon atomu
dogada *2C ve 3C olmak iizere 2 sekilde bulunmaktadir. Fakat 12 izotopunun bulunma
olasiligr %98.90 iken 13 izotopu ise sadece %1.1°dir. Ayrica H atomu da dogada
bulunma orani *H %99.98 ve *H %0.01 olmak iizere 2 izotopa sahiptir [29]. Ortak
anlagmaya gore de *2C izotopunun bir atomunun kiitlesi 12 olarak kabul edilmistir.
Yani 1 atomic kiitle birimi *2C izotopunun tek bir atomunu kiitlesinin 1/12’sine esit
olarak kabul edilmistir. Karbon atomunun se¢ilmesinin nedeniyse, dogada en stabil
halde ve ¢okga (%98.90) bulundugu igindir [29]. Atomik kiitle birimi “u” yerine de
Dalton (Da) kullanilmaktadir. Sonug olararak 1u degeri esitlik 2.1°de gosterilmistir
[23].

1 u=1Da=1.6605402*10%" kg+- 0.59 ppm (2.1)

Bunlar haricinde bazi farkli molekiiler kiitle terimleri kullanilmaktadir. Bunlar; her
elementin en bol bulunan izotopunun tam sayi kiitlesi eklenerek hesaplanan
“nominal iyon kiitlesi (1>C = 12)”, her elementin en bol bulunan izotopunun tam
kiitlesinden hesaplanan “monoizotopik iyon kiitlesi (**C = 12.000000)”, her bir
elementin izotopik kiitle ortalamasi hesaplamasina dayanan “ortalama kiitle
(C=12.01115)”. Ortalama kiitle, molekiiler iyonlarin izotopik piklerinin dagiliminin
sentroidini temsil eder ve kimyada stokiyometrik hesaplamalarda kullanilmaktadir
[23,30].

Anatomi:

Kiitle spektrometresinde yapilacak ilk sey; analizi yapilacak komponenti

iyonlastirmaktir [27]. Tlgili formiil, esitlik 2.2°de gdsterilmektedir.

— o —
M4+e — M*" 4+ 2¢ 2.2)

Genel olarak yiiksek elektron demeti ile elektron koparilmasi sonucu yukarida olusan

katyon, bir radikal ve ¢ift elektronlu iyon ya da molekiil ve tek elektron i¢eren farkl
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kimyasal Ozellikle sahip fragmentlere ayrilabilmektedir [23]. Olusan ya da
olusabilecek iyonlar, kiitle/yiik (m/z) oranina gore kiitle spektrometresinde ayrilir ve
miktarlar1 oranli bir sekilde tespit edilir. Bunun sonucunda analiz edilen molekiiliin
spektrumu olusturulmus olur [27]. Sekil 2.14’de katyonun ayrilma durumlar

gosterilmektedir.

EET + R’

EVEN ION RADICAL

M+

N OE" + N
ODD ION MOLECULE

Sekil 2.14. Katyonun ayrilma durumlari [27].

Sekil 2.15°de elektron iyonlastirma ile metanoliin kiitle spektrometresi ¢ikartilmistir.
X ekseni kiitle/iyon orani, y ekseni ise yiizdelik olarak bulunma oranlarim
gostermektedir. Kiitle/yiik oran1 en bol olan pik, baz tepe olarak ve %100 olarak
diisiiniiliir ve isimlendirilir. Digerleri de baz tepe pikine gore orantili sekilde deger alir

[27]. Sekil 2.15°de bir 6rnek igin gegerli kiitle/yiilk oran1 ve bulunma bolluklar

gosterilmektedir.
Géreceli bolluk %
|
100 + 3
50 4
15
18
ol 1 | L Kiitle/yiik
1% SIO miz

Sekil 2.15. Metanol 6rneginin olusan kiitle/yiik oran1 ve bulunma bolluklari [27].
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Kisaca kisaltmalardan bahsedilirse; iyonlarin toplam yiikii “q”, electron yiikii (bir
electron yiikii: 1.6 x 1071 C) “e”, iyonlarin yiik sayis1 ise “z” olarak tasfir edilir. Buna

gore toplam yiik formiili esitlik 2.3’de gésterilmistir [27,31].
Q=ze (2.3)

Kiitle, atomik kiitle birimlerinde ve yiik temel yiik birimlerinde ifade edildiginde,
kiitle/yiik oran1 boyut olarak u/e oranina sahiptir. Bu durumu daha da basitlestirmek
icin, Thomson (Th) birimi tavsiye edilmistir. Bu birimi baz1 bilim insanlart m/z yerine
kullanmaktadir; fakat Dalton birimi daha ¢ok kullanilmaktadir [30]. Formiilasyon
olarak esitlik 2.4’de gosterilmistir [27].

1 Th =1 ule = 1.036426 * 108 kg C* (2.4)

Sekil 2.16°da hidrokarbonun elektrik iyonizasyon kiitle spekturumu gosterilmektedir.

5 i 3 16 M™
100g0recell bolluk %
15
80 _ iyon pik frakmentler
1y
I|I \ \\
1} I'\\
60 | I".I kY Malekiler iyon piki
|| \ ".\ ve ana pik
B -~
|I \ ‘.‘ i
40 4 '| H'u _//
1 /
Al
14
20
13
12 |
0 1 ] Y b + ] T 1
5 10 15 20 25 3

m/z

Sekil 2.16. Diisiik kiitleli hidrokarbonun elektrik iyonizasyon kiitle spektrumu [30].

Sekil 2.16’da CHs 16 molekiiler iyon pikinde goziikmektedir. Basit¢e mantigini kiigiik
islemlerle agiklanirsa; karbonun atomik kiitle agirligi 12, hidrojeninki 1, dort hidrojen
atomu 4u, 1 karbon atomu 12u, toplamda 16u yapar. 16u nétral {irtinden 1 elektron
¢ikartilinca da m/z orani 16 olarak algilanir ve spektrumda Gyle gosterilmektedir

[27,30].
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Kiitle spektrometresinin performansini etkileyen bazi unsurlar vardir. Bunlar; iyi
tanimlanmis kosullar altinda ¢alistirildiginda belirli bir analit i¢in herhangi bir sistemin
genel yanitin1 belirleyen yani her kullanilan analitin kiitlesine karsin, dedektore ulasan
iyon yiik miktarina gore belirlenen “hassashk”, bir 6l¢iimiin belirsizligini belirleyen
yani sinyalin kalitesini (¢Oziiniirligiinii) belirleyen “sinyal/giiriiltii oram” ve giiriltii
sinyalinden ayirt edilebilen bir sinyal elde etmek i¢in gereken en az analit miktari

olarak belirlenen “tarama sinir1” [30].

Genellenirse, kiitle spektrometre yontemleri; DNA analizleri, aminoasit dizilimleri,
oligosakkarit ve lipitlerin dizilim analizleri, biyopolimerlerde, ila¢ arastirmalarinda,
elementlerin kiitlesi ve izotop bollugunda, organik bilesenlerin yap1 analizinde,
elemental analizde, hava ve sudaki kirliliklerde, 6zel hastaliklar1 tanimlamada, klinik

calisamalarda kullanilmaktadir [23].

2.5.1. iyonlastirma Teknikleri

Kiitle spektrometresinde iyon kaynaklarinin - iyonlastirma tekniklerinin amaci, analit
atomlar1 veya molekiillerinden gaz fazinda iyon olusturmaktir. Iyon kaynaklari
secilirken yapilacak uygulamaya gore secgilmektedir. Yumusak iyon kaynaklari;
protein, niikleik asit gibi biiyilk kirilgan molekiillerin bozulmamis iyonlarin
tiretebilmektedir. Kimyasal iyonizasyon gibi sert iyon kaynaklar1 ise; analiti atomize
eder ve dogru kantitatif veriler saglayabilmektedir. Yani enerji seviyesi ¢oktur ve derin
bir parcalama yapabilmektedir [27]. Cografi kokenini yansitacak oranda kiigiik
farklarla izotop orani Ol¢iimii igin Ozellikle kullanilabilmektedir. Hali hazirda
kullanilan kat1, gaz ve ¢ozelti fazindaki 6rneklerine ayr1 ayr1 6zel ve yiiksek, orta,
diisiik vakumda, atmosferik basingta ¢alisan ¢esitli iyon kaynaklar1 yani iyonlastirma

teknikleri bulunmaktadir. Bunlardan bazilar [27,31];

e Hizli atom bombardimani

e Plazma desorpsiyonu

e Elektrospray iyonizasyonu (ESI)
e Lazer desorpsiyon

o Matriks destekli lazer desorpsiyon (MALDI)
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e Alan desorpsiyonu

e Multifoton desorpsiyonu

e Kimyasal iyonizasyon

e Elektron iyonizasyon
e Termal iyonizasyon

e Fotoiyonizasyon

e Termospray iyonizasyon

e Gergek zamanl direkt analiz

e Ikincil iyon kiitle spektrometresi

e Atmosferik basingli matriks destekli lazer desorpsiyon

Sekil 2.17°de

gosterilmektedir.

iyonlastirma yOntemine

gore kiitle spektrometrik

Hard Gas Phase lonization

Accelerator Mass Spectrometry (AMS)

Spark Source
Thermal lonization (TI)
Glow Discharge (GD)

Electron

Inductively-Coupled Plasma (ICP)

lonization (El)

Chemical lonization (CI)

Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI)
Atmospheric Pressure Photoionization (APP1)

Field lonization (FI)

Elements or Isotopes

Sekil 2.17. Ornek ve iyonlastirma yontemine gore teknikler [30].

Intact

Secondary lon

Small Molecules Intact Large Molecules
Mass Spectrometry (SIMS)
Laser Desorption/lonization (LDI)
Fast Atom Bombardment (FAB)
Liguid Secondary lon Mass Spectrometry (LSIMS)
Field Desorption (FD)

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI)
Electrospray lonization (ESI)

Soft Condensed Phase lonization

2.5.1.1. Elektrosprey Iyonlastirma (ESI) Teknigi

teknikler

Elektrospray iyonlastirma teknigi ilk olarak, Dole ve arkadaslar1 tarafindan 1968’de

ilk defa kullanmilmistir. Fakat kiitle spektrometresi (quadropoly kiitle analizi) ile

birlestirilmesi 1984 yilinda Yamashita ve Fenn tarafindan yapilmistir. Bu durum

2002’de nobelle sonuglanmistir [23, 32]. Yumusak iyonlastirma teknigi olan ESI’de

numune, polar ve ugucu bir ¢ozeltide ¢oziilmekte ve 1°den 4 kV’a kadar yiiksek
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potansiyelle donatilmis igneden ge¢isi saglanmaktadir. Bu igne ve ucu arasindaki
yiiksek potansiyel fark, sekil 2.18’de gosterilen Taylor konisi olusumunu
saglamaktadir. Elektrik alan (10° V/m) sayesinde de yiiklii parcaciklar koniden
uzaklagsmaktadir. Damlaciklar (iyonik) iyonizasyon kaynaginin 6niinden gecen sicak
(150°C’de saatte 100 L akis olabilir) gaz akisi ya da sicak kapiller sayesinde
buharlagsma (¢6ziiciiden ayrisma) ile biiziismeye baslamaktadir [33]. Atmosferik
basingta olugan iyonlar ara vakum bolgesinden sonra yiliksek vakumlu kiitle analizor

bolgesine gecis yapmaktadir [31]. Sekil 2.18’de ESI semasi gosterilmektedir.

indirgeme JI

Oksidasvon
Elektronlar
\qu —_—
(T) (%) TDC elektronlar
Yiiksek voltaj
glic kaynagi

Sekil 2.18. ESI kaynak semasi [34].

Numunenin uygun konsantrasyonda su ya da metanol, izopropanol gibi organik
¢oziciilerde ¢oOziilmesi gerekmektedir. Pozitif iyonizasyon modunda analit
molekiillerini protonlamak i¢in ¢ogunlukla formik asit veya asesit asit eklenirken;
negatif iyonizasyon modunda protonlasmay1 gidermek i¢in ise, amonyak ¢ozeltisi ya
da ucucu bir amin ¢ozeltisi eklenmektedir. Bir ¢ok peptit i¢in femtomol ve attomollere
kadar tespit seviyeleri oldugu icin hassasiyeti yiiksektir. Bu hassaslik numune
konsantrasyonuna oldukca baglidir. Yiiksek akis hizi (dakida 10-1000 mikrolitre)
ornegi hemen tiiketecegi icin, diistik akis hizin1 kullanmak daha iyi olacaktir ve bu da
yiiksek hassasiyete sebep olmaktadir. Yiiksek hizda calisirken kararliligi yakalamak

icinse ekstra 1s1 ya da yiiksek hizli dairesel gaz akisi saglanmasi gerekmektedir. ESI

20



icin optimum ¢alisma hiz1 ise, dakikada 2-10 mikrolitre akis olarak hesaplanmistir
[23]. 100 Da’dan daha kiigiik polar molekiillerden 2 MDa’dan biiyiik biitiin viriis
kiitlesine kadar analiz i¢in kullanilabilmektedir. ESI’nin en 6nemli 6zelligi, ¢oklu
yiikli iyonlarin ayristmini olusturarak smirli m/z oraninda ¢ok biiyiikk proteinlerin
analizini (pH degisimi gibi durumlar yiik durumunu etkiler) yapabilmesidir. ESI i¢in
en ideal analiz, yiiksek performansli sivi kromatografisi ya da kapiller elektroferez ile
birlikte yapilan analizlerdir [31, 35]. Kii¢iik molekiillerin kiitle spektrometresinde, ilag
gelistirmede (m/z 100-1500), metal komplekslerde, oligoniikleotidlerde, DNA ve
RNA’larda, oligosakkaritlerde, yiiksek kiitleli protein ve protein komplekslerinde (>1
MDa) kullanilabilmektedir [30]. Sekil 2.19°da ESI tekniginin genel semast

gosterilmektedir.

Supersonic Electrostatic
Cylindrical counter expansion transfer lenses
electrode ‘
Transfer
sprey kapilleri Capillary | | I quatropol analizi
- ) <
sivi akis! \ | | | I
Atmospheric Skimmer
electrospray plume
Heated drylng ilk pompalama evresi ikinci pompalama evresi

gas

Sekil 2.19. ESI genel semasi [30].

2.5.1.2. Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI)

LDI (lazer deporsyipon iyonlarstirma)’nin o6zellesmis hali olan MALDI, kiitle
spektrometrik yontemi, ilk olarak 1980’li yillarin sonuna dogru Almanya’da Karas,
Hillenkamp ve arkadaslar tarafindan, ayn1 zamanda Japonya’da da Tanaka ve ekibi
tarafindan birbirlerinden haberi olmadan gelistirilmistir ve 2002°de kimya nobelini
alan Tanaka olmustur. MALDI 6zellikle biiyiik biyopolimerlerin (200kda<x<500kda)
calisilmasinda devrim yaratmistir [23,32]. Sekil 2.21°de gosterildigi gibi genel ¢alisma
prensibi olarak MALDI; ¢oziicliniin buharlagtirilmasi: saglandiktan sonra Ornege
gonderilen lazer 1s1nlan sayesinde drnekten iyonlasan tiirlerin yliksek vakum etkisinde

ve elektrik alaninda belirli kiitle analizorlerinden gegerek dedektore ulasmasi ve
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bilgisayar ortaminda grafik olusumu sonucu kiitle spektrum ¢ikarma islemidir. Yaygin
MALDI yontemlerinde 6rnek; yiiksek oranda 1s1k emici, diisiik kiitleli molekiillerin
MALDI i¢in kilit rol oynayan bir matrikse gdmiilii oldugu, analit molekiillerinden
olugsmaktadir. Matriks ve matrikse gomiilii analiti iyonlastirma amagli, matrikse
nanosaniye araliklarla gonderilen N2 (337nm) gibi ultraviole (UV) veya atmosferik
CO2 (10.6um) lazer gibi infrared (IR) 1sinlartyla birlikte matriks uyarilmakta ve
analitler buharlagsmaya ayn1 zamanda da iyonlagsmaya baslamaktadir [23,30]. Bunun
sonucunda sekil 2.20°de gosterildigi gibi genelde tek yiikli (pozitif) ama yiiksek
kiitleli proteinlerde ¢oklu ylik olmak iizere birbirleriyle etkilesim halinde pozitif,
negatif ve notr tiirler olugmaktadir. UV 1ginlari igin, sinnematik asit tiirevleri gibi
diisiik kiitle aromatik bilesikler kullanilirken; IR 1sinlar1 iginse, gliserol ve iire gibi bazi
bilesiklerde basarili olunmustur. Sonug olarak farkli analitler ve enerji tipleri i¢in farkli
matriksler uygulanabilmektedir. Genel olarak dikkat edilmesi gereken konu; matriks,
uygun dalga boyunda 1s1n1 emebilmeli, hizlica gaz fazina gegebilmeli ve ¢ok fazla
1sitmadan gomiilmiis analiti iyonize edebilmeli yani analitin molekiiller aras1 kuvvetini
azaltip bir nevi ¢Ozlicii gorevi gérmeli ve mikrokristal olusumunu saglamalidir
[23,31]. Genel olarak MALDI, yiiksek vakumda (107 torr’dan kiiciik basingta) ve TOF
(time of flight/ucus zamanl) kiitle analizorii ile kullanilan bir cihazdir. Farkli kiitle
analizorler kullanilirken vakum orani degisebilmektedir [34]. MALDI yontemi
biyolojik molekiillerin kiitle spektrometresinde oldukca kullanilmaktadir. Bunun
sebeplerinden biri; biiylik oranda tuz, tampon veya baska komponentler iceren
karisimlarda biyomolekiillerin oldukga iyi tespit ediliyor olabilmesidir. Bundan
dolayidir ki; protein, peptit ve glikanlar1 incelemek i¢in bolca kullanilmaktadir.
Attomol araliginda peptitlerin taninmasi da oldukc¢a hassas bir Ol¢iim yaptiginin
gostergesidir. MALDI bir yumusak iyonlastirma yontemidir ve kiitle aralhig
hassasiyeti kiitle analizoriine bagli olmakla beraber ugus zamanli MALDI (MALDI-
TOF) ile proteinleri 1 MDa’ya kadar analiz edebilmektedir. Yani biiyiik
biyomolekiilleri rahatlikla analiz edebilmektedir. Glikozilasyon, fosforilasyon gibi
post-translasyonel modifikasyonlar sonucu bozulmamis protein ve peptitleri tespit
etmek miimkiindiir. Ayrica ucus zamanlh kiitle analizérliniin kullanildigt MALDI
tiirlerinde mikrobiyal tanimlama iglemi rahat bir sekilde yapilabilmektedir [31,36,37].
Sekil 2.20, 2.21°de MALDI iyonlagsma semas1 ve siireci gosterilmektedir.
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Sekil 2.21. MALDI-TOF kiitle spektrometrik yontem resmi [37].

Numune hazirlama sirasinda yasanacak en biliylik sorun, kristallestirme islemi
sirasinda analit ve matriks molekiiliiniin ayrilmasi ve homojen olmadan dagilmasidir.
Belli basli 6rnek hazirlama yontemleri vardir; “Kurutulmus damlacik teknigi” en
yaygin kullanilan 6rnek hazirlama teknigidir. Bu teknikte bir ka¢ mikrolitre 6rnek
solityonu ile ayni oranda hacimle sature olmus matriks ile karistirilmaktadir. Matrikste

de ana amacimiz gelen foton basina olusacak birincil iyon sayisini arttirmak olmalidir
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[38]. Ardindan karisimdan damlaciklar MALDI plagina aktarilir ve yavas yavas
kurutulmaktadir. Diger bazi teknikler su sekilde adlandirilabilir: “hizli buharlastirma

199 <6 199 ¢

teknigi”, “sandvi¢ olusturma teknigi”, “kurutma teknigi”, “¢oziicili icermeyen teknik™

[23,37].

2.5.2 Kiitle Analizorleri

Kiitle analizori, kiitle spektrometresinin en dnemli kismidir. Analizoriin, tim iyonlari
kiitle/yiikk oranina gore dagitmak ve ¢ozlilmiis iyonlart tek bir odak noktasina
odaklamak olmak {izere 2 ana gorevi vardir. Hareketli yiiklii bir partikiil, diger yiiklii
partikiillerden; momentum, kiitle, yiik, kinetik enerji ve hiz bakimindan
ayrilabilmektedir. Kiitle analizorleri de bunlardan bazilarii kullanarak, analizini
uygulamaktadir. Bu temel 6zellikleri kullanan temel bazi analizorler; dort kutuplu
kiitle analizorii, ugus zamanl kiitle analizorii (TOF), dort kutuplu iyon tuzakli kiitle
analizOrii, lineer tuzakli iyon kiitle analizorii ve orbitrap. Kiitle analizorlerinin

performansini degerlendirmek igin bazi kriterler bulunmaktadir. Bunlar [23,32,39];

e Kiitle araligi: Analize izin verilen m/z orani. Bu oranin yiiksek olmasi daha
yiiksek kiitlede bilesiklerin analizi i¢in uygundur.

e (Coziiniirliik: R ile gdsterilir. ki komsu kiitle iyonun ayirma yetenegi

e Verimlilik: Tek iyonizasyon olaymnda olusan iyonlarin fraksiyonu olarak
tanimlanabilmektedir.

e Kiitle dogrulugu: m/z cinsinden 6lgiilen hatanin kesin, dogru m/z’ye boliinmesi
ile bulunan deger.

e Hiz: Birim zaman basina elde edinilen spektrumlarin sayisi

e Hassaslik: Algilama diizeyi olarak belirtilebilmektedir.

Bunlarin yaninda adaptasyon ve lineer dinamik aralig1 parametleri de bulunmaktadir.
Ayrica Tandem MS (MS/MS) kabiliyeti, ucuz olmasi ve kiigiik boyutlarda olmasi da
kiitle analizorlerinde istenen parametrelerdendir [23]. Cizelge 2.2’de kiitle

analizorlerinin kiyaslanmasi gosterilmistir.

24



Cizelge 2.2. Kiitle analizorlerinin karsilastirilmasi [27].

Quadropol Iyon Tuzakli TOF TOF Manyetik FTICR Orbitrap
Reflektor
Kiitle Limiti 4000 Th 6000 Th >1000000 Th 10000 Th 20000 Th 30000 Th 50000 Th
Coziniirlik 2000 4000 5000 20000 100000 500000 100000
Dogruluk 100 ppm 100 ppm 200 ppm 10 ppm <10 ppm <5 ppm <5 ppm
Iyon Stiirekli Darbeli Darbeli Darbeli Stirekli Darbeli Darbeli
Orneklemesi
Basing 10° Torr 107 Torr 10 Torr 10 Torr 10 Torr 10° Torr 101 Torr
Tandem MS MS/MS MS - MS/MS MS/MS MS -
Diisiik Diistik - Diisiik ya da Yiiksek Diistik -
Enerjili Enerjili Yiiksek Enerjili Enerjili
Carpisma Carpisma Enerjili Carpisma Carpisma
Carpigsma
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2.5.2.1. Ucus Zamanh Kiitle Analizorii (TOF)

En basit, en temel kiitle spektrometrik analizér teknigi olan TOF, ilk olarak 20.
Yiizyilin ortalarinda tanimlannustir [32]. Iyonlarin bir tiip ierisinde serbest bir sekilde
1-2 m ugmasina dayal: bir yontemdir. Iyonlar1, ugus zamanina gére yani hizina gore
ayirma islemi yapmaktadir. Iyon voltaj (Vs) altinda ivmelendigi zaman, Kinetik enerji
(Ex) formiilii (esitlik 2.5) [29];

mV?2/2 =q Vs=ze Vs = Ex (25)

d mesafesinin uctugu siire ve karesi (esitlik 2.6,7);

t=dv (2.6.)

£ = miz(d¥/2Vse) 2.7)

Denklemde V yerine farkli esitlikler yazdiktan sonra ugus siiresinin karesinin m/z ile
orantilt oldugu yani kiitle ne kadar yiiksekse o kadar ge¢ siirede dedektore ulasacagi
goriilmektedir. Iyonlar dedektdre kisa siirede art arda geldikleri i¢in dedektdrle birlikte
diger elektronik aletler de hizli olmalidir. TOF yiiksek kiitle araligi algilama
hassasiyetindedir fakat; lineer ugus zamanl yontem bu hassasiyeti etkileyebilmektedir
[40]. Ciinkii iyonlar ayn1 nominal kiitlede olduklar1 halde ayni kinetik enerjiye sahip
olamayabilir ve bu durum diisiik ¢6ziiniirliige sebep olmaktadir. Bu durumu ¢6zmek
icin sekil 2.22 B’de gosterilen sekilde bir reflektor modu olarak adlandirilan ve
Mamyri ve Shmikk tarafindan 1970’lerde gelistirilen bir MALDI yontemi
kullanilmaya baglanmistir [40, 41]. Boylece yiiksek kinetik enerjili iyonlar daha uzun
bir yola sahip olacak ve ugus siirelerine gore daha ayrintili yani ¢ozilintirliikli bir
spektrum saglanabilecektir. Ayrica ugus yolunun uzamasi da bu ¢oziiniirliige katki
saglayacaktir. Geleneksel ugus zamanl teknikten farkli olarak yansitmali yontemde

fazladan 1 adet dedektor bulunmaktadir [29,32]. Sekil 22°de anlatim1 resmedilmistir.
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Sekil 2.22. A) Geleneksel TOF B) Yansitlamali TOF, A2 iyonu dedektore daha geg
vardig1 i¢in kiitle olarak A1’den biiytiktiir [32].

2.5.2.2. Dort Kutuplu Kiitle Analizorii

Bu kiitle analizorii, radyo frekansi ve voltaj etkisi altinda iyonlarin yoriingesindeki
stabilitesine dayanmak Tlzere sekil 2.23’de goriildigi gibi 4 adet c¢ubuktan
olusmaktadir ve 4000 Da ve alti molekiillerin analizi i¢in uygundur. Cubuklarin bir
ucuna iyon kaynagi, diger bir ucuna ise dedektor yerlestirilmektedir. Eger herhangi bir
direkt voltaj uygulanmazsa iyonlar genis bir kiitle araliginda kutuplardan
gecebilmektedir. Analizore dogru 5 kV elektrik alan ile génderilen iyonlar, eger bir
voltaj uygulanirsa karsit polaritenin ¢ubuklarinda desarj olacaklari i¢in herhangi biri
gecememektedir. Fakat ayni anda hem dc hem de rf gerilimi uygulanirsa sadece belirli
kiitlenin iyonlar1 gecebilecektir. Yani pozitif yiiklii bir iyon negatif yiikli ¢ubuk
yoniinde hareket edebilecektir. Polarite degistirildikten sonra da iyon c¢ubuga
carpmadan Once hareket yolunu degistirebilecektir. Bdylece iyonlar karmagik
yoriingesel salinim gegirerek filtreleme yapilabilecektir [32]. Diger kiitleli bir nevi
istenmeyen kiitle iyonlar1 ¢ubuklarda desarj olabilecektir. Bunun sonucunda dort
kutuplu kiitle analizorii kiitle filtresi uygulanmis olur. Bu analizor tiirii diisiik kiitle
¢Oziiniirliklidiir [23,29]. Sekil 2.23’de dort kutuplu analizorlerin ¢aligma prensibi

gosterilmistir.
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Dedektér

Iyon
Kaynag

Sekil 2.23. Dort kutuplu analizér [32].

2.6 MALDI GORUNTULEME

Kiitle spektrometre kavrami ilk olarak 90’11 yillarin baglarinda denenmeye
baslanmustir [43,44]. Doku bolimlerinin arastirilmast i¢in kullanilan analitik bir
yontem olan MALDI goriintiileme ise, ilk olarak Gusev ve arkadaglari tarafindan 400-
1200 Da kiitlesinde (simdilerde 1000000 Da’a kadar) peptitlerin goriintiilerini 1995
yillarinda almalariyla baglamistir [42]. Bu goriintiileme yonteminde de genel olarak
MALDI-TOF (pozitif iyon yansitma modu) kullanilmaktadir [45]. MALDI
goriintiileme temelde; 6rnek hazirlama, matriks uygulamasi, dl¢iimleme, veri analizi
ve goriintii olusturulmast kisimlarindan olusmaktadir [46]. MALDI goriintiileme
yonteminin en iyi yani, hiicreleri histolojik olarak arastirmamiza olanak saglamasidir.
Yani MALDI goriintiileme, dondurulmus dokulardan ince kesit alinarak mikroskop ile
kiitle spektrometresinin birlestirilmis hali denebilmektedir [47]. Ornekle; kanser gibi
hastaliklarin tanisi i¢in bir biyobelirteg¢ belirlemede ve dokunun hangi kisimlarinin
kanserli oldugu mikroskop altinda pataloglar tarafindan tan1 konuldugu gibi bu
yontemle de anlasilabilmektedir. Bunda da en 6nemli post-translasyonal modifikasyon
olan glikozilasyonun Onemi ¢oktur. Burada olusan glikoprotein veya lipit
haritalamasina gore kanserli ve saglikli doku harirasi ¢gikartilabilir. Ayrica parmak izi
analizinde, dokularin profillenmesinde ve ila¢ iletiminde kullanilabilmektedir.
Dezavantaj olarak, siyalik asitlerdeki negatif yiikten kaynakli iyonlagsma veriminin
diisik olmast sorun g¢ikarabilmektedir. Bunu oOnlemek i¢in; amidasyon ve
esterifikasyon  gibi  siyalik  asitlerinin = kararligimin = artirma  teknikleri

uygulanabilmektedir [45]. MALDI haricinde antikorlar ile boyama yontemleri de
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bulunmaktadir fakat bu tip yontemlerin de sinirliliklart bulunmaktadir [45]. MALDI
goriintiileme yontemiyle birden fazla analit tiirleri analiz edilebilmektedir. Ornegin
ayni dokudan protein ve lipitleri ayr1 ayr1 analiz edip profilleme yapilabilmektedir
[48]. Alinan 6rnekler (6rnek sonucunu sasirtacak biyolojik tepkimelere yol agmamasi
i¢in) kesinlikle diisiik sicaklikta (-20, -80) muhafaza edilmelidir. Ayrica 6rnekler
parafinle kaplanabilmektedir. Cesitli enzimatik ve kimyasal siireglerden gegtikten
sonra cihaza yiiklenmekte, veriler ve goriintii bilgisayar ekranina aktarilmaktadir.
Coziiniirligi etkileyen iki unsur, matriks kristallerinin doku yiizeyinde birikmesi ve
capi, bir digeri ise gdnderilen lazer ¢apidir (ortalama hiicre ¢ap1 20 mikrometre oldugu

diistiniilerek) [42]. Sekil 2.24’de MALDI goriintiileme agamalari resmedilmistir.

ey ey ! ( f
by
9 \ &l

DONMUS KISIM MOLEKULER GORUNTULER

|

® @ © - W"‘“"‘l r“ ‘ LF":&-""N'_'MJw ‘

MALDI TOF MS 4000 6000 8000 10000
m/z

Sekil 2.24. MALDI goriintiileme agamalari [42].

MALDI goriintiillemede Ornek hazirlama teknigi toparlanirsa; Ornek, taze veya
dondurulmus olmalidir. Dokunun mikrotom cihazi ile 6-20 mikrometre bandinda
kesilmesi, bozulmamasi i¢in dokunun parafinlenmesi (FFPE, fakat formaldehit
fiksasyonu formaldehit yliziinden uyarilma sonucu protein ¢agraz baglanma nedeniyle
limitleme yapabilmektedir. Bunu ¢6zmek i¢in enzimler tarafindan doku iizeri protein
parcalama islemi yapilmaktadir) ve 1 saatte 60 derecede ITO (iletkenligi arttirmak ve
saydam olmas1) camlara gomiilmesi gerekmektedir. Iyonlagsma verimliligi i¢in doku

kalinlik faktorii 6nemlidir. Yiiksek molekiiler agirliklar i¢in 2-6 mikrometre tavsiye
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edilirken, diisik molekiiler agirliklar i¢in 6-20 mikrometre kalinlik tavsiye
edilmektedir. Daha sonra ksilen ve etanol gibi kimyasal etkilerle parafinin yikanmasi
sonucu, dokudan uzaklastirilmas1 yapilmaktadir. Ayrica arkada lipit ve tuzlar
tarafindan yapilacak giiriilti etkileri kaldirilmis olur. Eger lipitler {izerine bir
calismaysa parafin kaplama kullanilmaz. Direkt kiitle/yiik oran1 1000’den kiigiik
olarak baslatilabilir [46,49]. Glikan analizlerinde dokulardan glikanlarin salinmasi i¢in
PNGase F enzimi dokuya pilskiirtiiliir (negatif kontrol amacli dokunun belli kismi
enzimden korunur) ve 36-38 °C 1 giin bekletilmektedir [45]. (Matriks Ornege
puskiirtiildiikten sonra analiz gergeklesmektedir [42, 50]. Matriks hazirlamak iginse 3
yaygin yontem vardir; ilki, manuel olarak yapilan piiskiirtme islemidir. Bu yontem
uygun oda kosullar1 ve yetenek/tecriibe istedigi icin Snem arz etmektedir. Ikincisi ise;
ilk yontemin otomatik halidir. 3. yontem ise ¢oziicli gerektirmeden maktriksin diistik
basing ve yiiksek sicaklik altinda 6rnek iizerine birakilmasidir [46]. Sekil 2.25°de
MALDI siireci gosterilmektedir.

Measurment process

Datacube (hyper-spectral image)

Ornek hazirlama ——»  Ktle spektrometresi o Veri Analizi

Sekil 2.25. MALDI goriintiileme; 6rnek hazirlama, kiitle spektrometrik islem, veri
analizi [51].

2.7. GLIKAN ANALIZLERI iCIN ORNEK HAZIRLAMA YONTEMLERI

Protein glikozilasyonu sonucu olusan glikoproteinleri ve seker kismi olan glikanlar

tezin dnceki sayfalarinda anlatilmistir. Bu boliimde glikanlari, analize hazirlamak igin
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ne tiir hazirliklar yapildigina deginilecektir. Bunlar N-glikanlarin 6nce salinimlari,
daha sonra etiketlenmesi ve en sonunda da saflastiriimasidir. Bahsedilen islemler genel
olarak N-glikan tiirevlendirmesi olarak adlandirilabilir. Tiirevlendirme islemleri i¢in
de; indirgeyici aminleme, permetilasyon, Michael ekleme, hidrazid etiketleme

yontemleri kullanilabilmektedir [52].

2.7.1. N-Glikanlarin Salininm

N-glikanlar kompleks yapida olduklart i¢cin daha iyi analiz edilebilmek amaciyla
protein ¢ekirdeklerinden ayrilmaktadirlar. Salinmis glikanlar genelde florasan
maddeleriyle etiketlenir ya da metilleme islemi uygulanir ve en sonunda HPLC, CE,
MALDI ya da ESI-TOF kullanilarak analizi yapilmaktadir (glikopeptit karisimli
glikan analizleri icin MS/MS) [53]. N-glikanlarin salinim islemi temelde 2 sekilde
olur, enzimatik ve kimyasal olarak. Kimyasal i¢in kullanilan yontem genelde
hidrazinolizdir (B-eliminasyon yoluyla). Etiketleme i¢in bozulmamis u¢ birakma
avantajina sahip hidrazin (N-glikanlar i¢in 95 derece sicaklik gerekli), burada
glikanlarla aminoasitler (asparjin) arasindaki amid baglarin1 yikmaktadir. Diger
yandan, protein biitinliigiinde bozulmalar yasanmasi ve farkli lirlinler ortaya ¢ikmasi
ve toksiklik olusturmasi dezavantajlari olarak kabul edilmektedir. Toksiklige neden
olan hidrazini gidermek i¢inse karbon malzemeler kullanilmaktadir [54]. O-glikanlarin
saliminda, kimyasal yontem metodu diizgiin ayarlandiginda verimlidir [52,55].
Enzimatik salinim iginse en ¢ok kullanilan yontem, PNGaze F ya da N-glikanaz F
enzimi olarak bilinen asparajin amidazdir (GIcNAc ve asparjin arasindaki bagi
koparan glikoamidazdir) ve bu enzim N-glikanlarin salinmasini saglarken diger
glikanlara ve proteinlere ¢ok fazla etkisi yoktur. Ayrica bu islem sonucu asparajin
kalintis1 aspartik aside deamine olmus olur. N-glikan tiplerini (hibrit, yiiksek
mannozlu, karmasik) protein glikozilasyonu sonucu olusan glikoproteinlerden kolay
bir sekilde biraktirmasi, bu enzimi degerli kilmaktadir. Glikanlar1 glikoproteinlerden
tamamen ayirmak yani verimi arttirmak ic¢in (enzimin etki alanim arttirmak icin)
glikoproteinleri parcalamak gerekmektedir. Bunun i¢in dithiothreitol (DTT) ile
indirgeme isleminden sonra, iyodoasetamid ile alkilasyon sonucu protein kilifi
acilabilir ve daha ayrintili analizler yapilabilmektedir. Baz1 fukoz sekerlerini ¢6zmek

igin (6zellikle bitki ve boceklerde) kiitlece PNGaze-F enziminden biiyiik PNGaze-A
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enzimi de kullanilmaktadir [53,55]. Detayli glikan salinimi igin (protein yikimi) 1
geceden fazla beklenmesi gerekebilmektedir. Bu beklemeyi azaltmak i¢in mikrodalga

uygulamasi ve yiiksek basing gibi teknikler uygulanabilmektedir [54].

2.7.2. N-Glikanlarin Etiketlenmesi

N-glikanlarin daha iyi tespiti i¢in kromofor ve floroforlarla etiketlenmesi
saglanmaktadir. Uygulanacak etiketler sayesinde HPLC, CE ve kiitle spektrometrik
analizlerde yiiksek ayrilma hassasiyeti goriilmektedir. Glikanlar indirgeme etkisi olan
aminlesme islemiyle indirgeme uglarindan etiketleme islemi yapilabilmektedir.
Sodyum siyanoborohidrid (toksit riski) ya da borondimetil amin gibi indirgeyici
ajanlarin ana amino gruplariyla glikanlarin aldehit gruplari birleserek Schiff baz tipi
veya imin olusur ve indirgeme islemi de ger¢eklesmis olur. Ayrica 2-pikolin boron
ajan1 (sodium siyanoborohidridin toksitsiz alternatifi) etiketlemede alternatif
indirgeyici ajan olarak kullanilabilmektedir. Bu reaksiyonlar genelde asetik asit igeren
dimetil siilfaoksitte gergeklesmektedir. Alternatif olarak da tetrahirdofuran ve
methanol yaklagimi sunulmustur [52]. Bahsedilen indirgeyici aminleme islemleri igin
en sik kullanilan reaktifler (etiketler) ise; fenilhidrazin, 2-aminopiridin (PA), 2-
aminobenzamid (2AB), 2-aminobenzoik asit (2AA), 2-aminonaitalen trisiilfonik asit
(ANTS), l-aminopirin-3,6,8-trisiilfonikasit (APTS, glikom haritalama ve glikan
standartlarinda kullanilir), 4-aminobenzoik asit etil ester (ABEE, hidrofobikligi
arttirir), 2-aminoakridon (2-AMAC, ESI MS/MS’de koéti, MALDI’de iyi),
fenilhidrazin (PHN, siyalik asit kayb1 minumdur). HPLC (yliksek performansli sivi
kromatografisi)’de iyi olan PA ile boyanmis glikanlar pozitif iyon moddaki kiitle
spektrometresi ile yiiksek hassasiyette iken 2-AB ise, negatif yiik yoklugu oldugu
yerde kromatografik (6zellikle HILIC) analizlerde iyidir. 1 negatif yiik tasiyan 2-AA
ise negatif mod MALDI yonteminin yan1 sira HPCL ve Elektroforez (CE)
yontemlerinde kullanilmaktayken, 3 negatif yiik tasiyan APTS, MALDI’de iyi degildir
ama kapiller jel elektroforezi ve elektroforezde iyidir. [52,54]. Etiketlemenin MALDI
ve ESI analizlerindeki avantaji, hassasiyeti ve termal stabiliteyi arttirmaktir. Benzer
sekilde permetilasyon islemi de bu amagla yapilmaya baslanmistir. Burada amag;
glikanlarin hidroksil, amino, karboksil gruplarindaki termal stabiliteyi arttirmaktir

[53]. Burada; glikanlarin hidroksil, amino, karboksil gruplarindaki hidrojenler,
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hidrofobik derivasyonlu iriin ortaya koymak i¢in metil gruplariyla degistirilirler.
Boylece siyalik asit gruplari stabilize edilmis olur [53, 56]. Bir ¢ok laboratuvarda
yapilan deneylere gore de metal iyodid (1 dakikadan az siirede, pikomol seviyede
permetilasyon) ile yapilan permetilasyonlar en etkili yontem olarak kabul edilmistir.
Etiketleme yontemlerinde ayrica hidrazid etiketleme islemi de kullanilmaktadir. Bu
islemde hidrazid uglu etiketle glikanlar reaksiyona girer ve etiketlenir. Bu yontem
kromatografik yontemin kullanildigi kiitle spektrometrik analizlerde ya da
biyomolekiiler etkilesimleri gormek i¢in kullanmilmaktadir [54,55]. Etiketleme ve
glikanlarin analizleri genel olarak saatler siirmektedir. Gegen uzun saatleri indirgemek
ve hassasiyeti arttirmak icin bir tertiar amin, N-hidroksisiiksinimiz (NHS), karbamat
reaktif gruplarindan olusna RapiFlour-MS (RFMS) etiketi gelistirilmistir. Bu
yontemle diisiik 6rnek miktarlariyla yiiksek hassasiyetle analiz yapilabilmektedir [57].

2.7.3. N-Glikanlarin Saflastirilmasi

Tiirevlendirme ve etiketleme islemlerinden sonra kompleksligi gidermek amaciyla N-
glikanlarin kesinlikle saflastiriimasi gerekmektedir. Bunun i¢in de kiitle spektrometrik
tekniklerle suyu seven (hidrofilik), boyut ve anyon degisimine dayali kromatografik
tekniklerin birlikte kullanilmas1 gerekmektedir [58]. Daha dogrusu kromatografik
tekniklerin kiitle spektrometrik tekniklere entegre edilmesi gerekmektedir. Normalden
¢ok olan tuzlardan sonra, etiketleme islemi icin kullanilan etiketlerin fazlaliligini
gidermek gerekmektedir. Bu nedenle bu islemleri uygulayabilmek i¢in baz1 teknikler
kullanilir; kat1 faz ekstraksiyonu (SPE, biiyiik 6rnek gruplarinda tercih edilir), sivi-sivi
ektraksiyonu, jel filtrasyonu, kagit kromatografisi ve ¢Oktiirme islemleri
kullanilmaktadir. Kati faz ekstraksiyon ve kagit kromatografisi, hidrazid etiketleme ve
indirgeyici aminleme igleminden sonra kullanilirken; sivi-sivi kromatografisi ise
permetilasyon ve Micheal eklemesi sonrasi uygulanmasi tercih edilmektedir. SPE
yonteminde islem gormiis, tiiretilmis glikanlar1 saflastirmak amacli bazi SPE fazlar
bulunmaktadir. Bunlar; ters faz (RP), grafitlenmis gézenekli karbon (PGC, dakikada
0.6 mikrolitre akis ile disiik kiitleli N-glikanlarin taranmasinda 10 kat hassasiyet
artis1.) ve HILIC dir. Aminlenmis glikanlarda kullanilan en verimli tekniklerden biri
olan HILIC (RA, 2-AA, 2-AB, APTS) glikanlarin hidrofilikligine ve hidrofobikligine

dayali saflastirma islemi uygulamaktadir. Suyu az seven etiketler ¢ikartilmaktadir.

33



Fakat HILIC uygulanmasi fazla zaman alabilmektedir. Bu yiizden “mikrogip sivi
kromatografisi ve yiiksek basingli sivi kromatografisi kullanilarak ayrilma hizi
arttirilabilir ve boylece siire kisaltilabilir” diisiincesi ortaya atilmaktadir [52-54,59-
60]. Ayrica lektin affiniti kromatografisi (LAC) de glikan yakalamada
kullanilabilmektedir [61]. Glikan ayirma — saflagtirma islemleri igin elektroforez (CE)
ve mikrokigkan kapiller eletroforez (MCE) teknigi de kullanilabilmektedir. Hatta
yiiksek basingta ayirma isleminde olusan soru isaretlerinden arinmis sekilde hassasiyet
ve ayirma saglayabilmektedir. Bunun i¢in Oncelikle sekerlerin negatif yiikli bir
etiketle etiketlenmesi gerekmektedir. Daha sonra 1 gece 37 derece sicaklikta
bekletilmektedir (siyalil olmasaydi bir kag saat 55 derecede bekletilecektir) [60].

2.8. N-GLIKANLARIN KROMATOGRAFIiK AYRILMALARI

Kromatografi, kiitle spektrometrik analizlerini detaylandirmak i¢in uygulanan ayirma
islemidir. Molekiiler agirlik (agirlar daha geg ilerler) gibi gesitli parametlere gore
uygulanan bu islemler 3 ana kisimdan olusmaktadir. Bunlar; sabit (duragan) kisim,
hareketli kisim ve ayrilan molekiil (uygulama amaci). Bu kisimlarin baglantili
calismasiyla kromatografik tekniklerle; amioasit ve karbonhidrat gibi kiiciik kiitleli
molekiillerin ayrigmasi, taninmasi verimli bir sekilde gerceklestirilir. Protein gibi
biiytik kiitleli molekiiller i¢in ise afinite kromatografisinin daha verimligi oldugu
diisiniilmektedir. Anlasildig1 gibi birden fazla kromatografik yontem bulunmaktadir.

Bu yontemler maddelenirse [62,63];

e Iyon-degisimli kromatografisi

o Jel-gegirgenligi kromatografisi

e ince tabaka kromatografisi

e Hidrofobik (suyu sevmeyen) etkilesimli kromatografisi
¢ Kolon kromatografisi

o Afinite kromatografisi

e Gaz kromatografisi

e Yiiksek basingli stvi kromatografisi

o Kagit kromatografisi
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2.8.1. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (HILIC)

HPLC’nin bir modu olan HILIC, polar ve hidrofilik (su ile bag yapabilme yetenegi)
bilesiklerin ayrimini yapmak, ayirmak icin kullanilan yiiksek performansh bir
tekniktir. Ters faz tipinde ayirmanin aksine normal faz tipinde ayirma olmasina
ragmen, ters faz tipinde ayirma araglarini kullanmaktadir. Bunlar; hidrofilik kolon, su,
tampon, suyla karigabilen organik ¢oziiclidiir. ESI-MS ile yiiksek performans saglayan
HILIC, eliisyon olarak ters fazli sivi kromatografisine gore ters ¢aligmaktadir. Normal
faz sivi kromatografisinde, sabit faz hareketli fazdan daha polardir. Mobil fazin sahip
oldugu polaritelik azaltik¢a, tutunma artar ve sonug¢ olarak polar olanlar polar
olmayanlardan daha giiclii tutunmaktadir. Bu durum (normal fazda gerceklesen), terz
faz s1ivi kromatografisinde tam tersidir. HILIC de sabit faz olarak; silica, amino ve
siyanolar kullanilir. Mobil faz iginse terz fazla benzer bilesenler kullanilmaktadir.
Sonug olarak HILIC, ters — normal faz siv1 kromatografisi ve iyon kromatografisinin
birlesimi olarak disiiniilebilmekte ve ¢ok yonlii fazlarin ayriminda ¢ok etkili
olabilmektedir [64].

Uygulama alanlart ise;
e Vitamin, ya da karbonhidratlarin analizi
e Protein glikozilasyonun karakterize edilmesi
e Polar molekiillerin ayristirtlmasi
e LC/MS polar bilesiklerin analizi
e Yiiklii bilesenlerin ayrilmasi [64].

2.9. N-GLIKAN YAPILARININ TANIMLANMASI (FLORESANS TABANLI
ETiKETLEME)

N-Glikanlar1 tanimlamak icin gesitli etiketleme reaksiyonlar1 gerceklesmektedir. Bu
sekilde, glikoproteinlerden ayrilan N-Glikanlara floresans 6zellik kazandirilarak
analizlerde tespit edilebilmektedir. Yiiksek oranli tespit edilebilmelerine ek olarak;
hem indirgeme sonucu daha kararli hale gelirler hem de artan hidrofiliklikten dolay1
saflastirma islemlerinde yiiksek verimlilik gostermektedirler. indirgeme amagl etiket

reaktifleri i¢in gesitli etiketler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari; 2-aminobenzamit,
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2-aminobenzoik asit (2-AA), 2-aminopiridin, 2-aminonaftalen trisiilfonik asittir.
Negatif yiik tasiyan 2-AA, bu 6zelligi sayesinde glikani ¢ok yonlii hale getirir ve
HPLC, kapiler elektroforez gibi ¢esitli kiitle spektrometrik analizlerde nétr analizlere

imkan tanirken, MALDI analizlerinde de pozitif ve negatif modda analizlere imkan

tanimaktadir [67-70].

2.9.1. N-Glikanlar I¢in Kiitle Spektrometrik Analizler

Glikoproteinlerden, PNGaze-F enzimi ile ayrilan N-Glikanlarin kiitle spektrometrik
analizlerinin yapilabilmesi i¢in siklikla, MALDI ve ESI yontemleri kullanilmaktadir.
Ozellikle MALDI-TOF-MS, nétral oligasakkaritler ve negatif yiiklii N-Glikanlarin
analizleri i¢in uygun bir yontemdir. Tabii ki matriks uyumuna da dikkat edilmelidir
(Diislik matrikste N-Glikanlarin kristallenme kabiliyetinden dolay1 sik kullanilan, 2,5-
dihidrobenzoik asit (DHB)). 2-AA qgibi floresans temelli etiketlemelerle birlikte
calisildiginda ise son derece uygun bir yontemdir [67-70].

2.10. BOBREK KANSERI

Bosaltim sisteminin ana pargasi olan bobrek, omurganin saginda ve solunda olmak
tizere toplamda normal insan viicudunda 2 adet bulunmaktadir. Cogu organ, doku ve
kemiklerde oldugu gibi bobrek organinda da kanser vakalar goriilmektedir. Genel
olarak, “bobrek kanseri” ya da “renal karsinom” olarak adlandirilan bobrek kanserinin
cesitli alt tipleri vardir. Bunlar; renal hiicreli karsinom (RCC), Wilm’s tlimorii ve epitel
hiicreli kanseri ve bobrek sarkomu/adenoma/onkositomu/anjiomiyolipomudur.
Aralarinda en sik goriilen bobrek kanser tipi ise ortalama %85-90 ile renal hiicreli
bobrek kanseridir. En ¢ok goriilen tip olan RCC; berrak hiicreli karsinom, papiller
karsinom, kromofob RCC ve renal onkositom olmak iizere c¢esitli alt tiplere
ayrilmaktadir. RCC, erkeklerde ve sehirde yasayanlarda daha ¢ok goriilmektedir.
Bobrek kanserlerinin teshisi ise; USG, tomografi, MR, sintigrafi, PET, biyopsi gibi
yontemlerle yapilabilmektedir. Bobrek kanserinin tedavisi ise; radyasyon tedavisi,

kemoterapi ya da hormon tedavisi ile ger¢eklestirilmektedir [65,66].
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BOLUM 3

3.1. KULLANILAN MATERYALLER

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan FFPE renal karsinomlu dokular Karabiik Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Patoloji biriminden alindi. Metanol, asetonitril, etanol, ksilen
Sigma-Aldrich firmasindan alindi. DL-ditiyotriol (DTT), trifloro asetik asit (TFA),
DMSO, asetik asit (CH3COOH) Merck’den alindi. 2-amino benzoik asit (2-AA),
sodium dodesil siilfat (SDS) ve sodyiim kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich’den alind1.
Peptit-N-glikozidaz F (PNGase F) enzimi Promega firmasindan, 2,5-dihidroksi
benzoik asit (DHB) Bruker Daltonics’den alindi. Calismanin tamaminda kullanilan

deiyonize su ise Expe-Ultrapure su aritma sistemleri ile elde edildi ve kullanildi.

3.2. DOKULARDAN PARAFININ UZAKLASTIRILMASI

Kanserli ve Kontrol olmak iizere yaklagik 39 adet bobrek dokusu, Karabiik
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi ilgili birimden (patoloji) alind1. Calisma
retrospektif olarak dokularin toplanmasi ile gerceklestirildi. Ayn1 zamanda ¢alisma
girisimsel olmayan etik kurulu tarafindan onaylanmistir (Etik Kurul Karar No:
2019/117, Ek1). Ependorflara alinan dokular ilk olarak 60°C’de 30 dakika inkube
edildikten sonra sirastyla, ksilen ile 2 kez yikandi. Ortalama 5 dakika 600 RPM’de 25
derecede inkube edilip ksilen uzaklastirildiktan sonra, %100 etanol ile yikandi. Ksilen
(1 mL) ve etanol (I mL) ile 2’ser kez yikandiktan sonra dokulardan sivilar
uzaklastirildi ve 45 derece sicaklikta 5 dakika boyunca SpeedVakum konsantrator
cihazi ile kurutuldu. Gergeklestirilecek islemlerin uygun pH seviyesinde kalmasi i¢in
0.1 M Tris-HCI tamponu hazirlandi ve pH 8’e ayarlandi. Bu islemlerden sonra protein
yapisini birincil seviyeye getirmek i¢in, DTT hazirlanip her 6rnege eklendi (0.1 M
DTT). Son olarak da sonikasyon (1.5 saniye islem siiresi, 3 saniye bekleme siiresi)

islemi uygulandi.
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3.3. PROTEINLERIN EKSTRAKSIYON iSLEMI

Bu islem i¢in agirlik¢a %16 olacak sekilde proteinlerin ekstraksiyonu igin SDS
hazirlandi. Sonikasyon islemi yapildiktan sonra dokulara SDS, son derigimi %12
oluncaya kadar ilave edildi ve 99 °C’de ortalama 1 saat boyunca 600 rpm’de inkube
edildi. Daha sonra protein iceren siiparnatantin daha iyi alinmasi i¢in dokular, 2000
rcf’de 25 dakika boyunca santrifiij edildi. Sonra ise her doku iizerinden bir miktar (0.15
mL) alinip ayr1 mikro santrifiij tiiplerine koyuldu. Bu islemden sonra her bir ependorf
kaplara methanol, kloroform ve dH»0 eklendi (0.6 mL methanol, 0.15 mL kloroform,
0.45 ml dH20). Ependorfdaki sivilarin daha iyi karigabilmesi igin 3-4 saniye
vorteksleme islemi yapildiktan sonra 14000 rcf’de 5 dakika santifuj yapildi. Bu islem
bittikten sonra ependorflardaki peletin tizerindeki sivi pipet ile uzaklastirildi. Daha
once yapildigi gibi tekrar methanol (0.45 ml) ilave edildi, vortekslendi ve tekrar
santifiij edildi (12 dakika 14000 rcf). Islem bittikten sonra sivilarin hepsi uzaklastirildi
ve tamamen kurutulmak (proteinler) iizere SpeedVacum cihazinda 6rnekler 45°C 30

dk tutuldu.

3.4. N-GLIKAN SALINIM iSLEMI

Protein ekstraksiyonunun aksine %16 yerine, 25 uL agirlik¢a %1 SDS orneklere
eklendi. 20-30 saniye vorteksleme isleminden sonra 6rnekler, 5 dakika boyunca 600
rpm’de inkube edildi. Daha sonra her 6rnege 12.5 uL %2 Igepal-CA360 ilave edildi.
Yine orneklere 12.5 pL ilave etmek tizere 5 x PBS hazirlandi. N-glikanlarin proteinden
ayrilmasi i¢in ise, 1 uL (1U) kadar PNGase F (Peptide-N-Glycosidase) enzimi tiim

orneklere eklendi ve 1 gece oda sicakliginda 6rnekler bekletildi.

3.5. 2-AA ETKIKETLEME iSLEMIi

2-AA etiketleme islemi, glikanlarin verimli sekilde tespit edilebilmesi i¢in kullanilan
bir etiketleme ajanidir. Bu etiket sayesinde kiitle spektrometrik ve kromatografik
analizlerde glikanlarin tespit edilmesi kolaylagmaktadir. Bobrek dokularindaki
proteinlerden salinan N-glikanlarin etikelenmesi igin; 2-AA (0.048g) ve NaCNBH3
(0.063g) tartildi ve DMSO: Asetik Asit, 10/3, v/vigerisinde ¢ozdiiriildii. Daha sonra
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orneklere her birinden 25 pL olacak sekilde teker teker eklendi. Sonrasinda 6rnekler

etiivde 2 saat boyunca 65°C inkiibe edildi.

3.6. SELULOZ iCEREN KATI FAZ EKSTRAKSIYON KARTUSLARI iLE 2-
AA ETKIKETLI N-GLIKANLARIN SAFLASTIRILMASI

Seliiloz temelli kat1 faz ekstraksiyon kartuslarinin hazirlanmasi igin ilk olarak 0.8 g
seliiloz dH>0 igerisinde hazirlandi. Olusan siispansiyondan daha sonra 0.2 ml seliiloz
iceren slispansiyondan alinarak ependorflara aktarildi. Seliiloz igeren malzemeleri ilk
olarak 2’ser defa 0.5 ml 6nce dH20 daha sonra da %85 ACN c¢ozeltisi eklendi, 4000
rpm’de santrifuj edildi. Toplam 4 adim siiren bu asamanin her adiminin sonunda 4000
rpm santrifuj yapildi ve istte kalan faz atildi. 2-AA etiketlemis dokulardan,
orneklerden 0.075 ml alinip 0.425 ml %100 ACN ile farkli ependorflarda karistirildi.
En az 20 dakika 600 rpm’de inkiibasyon sonrast ornekler, sirasiyla sep-packlere
aktarildi. Aktarma isleminden sonra, sirasiyla; %85 ACN %1 TFA, %85 ACN ile 3’er
kez yikandi (1 ml). En son asama olarak da, 0.75 ml dH2O ile eliisyon asamasi

uygulandi. Daha sonra PGC ile saflastirma islemine geg¢ildi.

3.7. GOZENEKLI KARBON KATI| FAZ EKSTRAKSIYONU iLE 2-AA
ETIKETLI N-GLIKANLARIN SAFLASTIRILMASI (CARBON SPE)

Orneklerden tuz gibi giiriiltii olusturabilecek maddelerden, bilesenlerden armdirmak
i¢in carbon SPE’ler ile saflastirma iglemi yapildi. Oncelikle 2g GPC (Graphitic Porous
Carbon) 20 ml dH20O karistirildi ve her bir kartusa 0.5 mL olacak sekilde ekleme
yapildi. Daha sonra kartuslar, 2 kez ml % 80 ACN ile, 3 kez 1 mL %0.1 TFA ile
yikandi. Daha sonra orneklere 0.75 pL TFA eklendikten sonra Ornekler, sirayla
kartuslara yiiklendi. 3 kez % 0.1 TFA ile yikandiktan sonra son adim olarak, daha 6nce
39 adet hazirlanan ependorflara 0.75 mL, % 0.1 TFA iceren % 80 ACN ile eliisyonlar1
yapildi. Ornekler analize gitmeden 6nce SpeedVacum ile bir gece kurutuldu 25 pL

suda ¢oziindiikten sonra MALDI-MS ile analizleri gerceklestirildi.
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3.8. MALDI-MS ANALIZLERI

2-AA etiketli N-glikanlarin MALDI-MS analizi, SmartBeam 3D lazer teknolojisi
iceren bir RapiFlex MALDI-TOF/TOF-MS/MS (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Saflagtirilmis numune ¢ozeltileri (her biri igin
1 puL) dogrudan MALDI hedef plakasi iizerinde spotlandi ve kurumaya birakildi.
Ornek noktalarin her biri esit hacimde (yani 1 uL) %50 Su ve % 50 ACN kullanarak
hazirlanan 5 mg mL? DHB [2,5-dihidroksibenzoik asit (2,5-DHB)] ile kaplandi.
Spektrumlar, negatif iyonizasyon modunda 20 kV hizlanma potansiyelinde ve
reflektron modu kullanilarak 1000-4000 Da kiitle araliginda elde edildi. Kristalize
numuneler 2000 Hz frekansta toplam 8000 lazer toplanarak analizleri

gergeklestirilmistir.

3.9. VERiI ANALIZLERI

Elde edilen MS ve MS/MS spektrumlari Protein Scape V4 (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Almanya) yazilimina aktarildi. Sonrasinda GlycoQuest yazilimi kullanilarak
analizler gerceklestirildi. Tespit edilen N-glikanlarin bir listesi olusturulmustur. Bu
listede yer alan glikanlarin alan bilgileri FlexAnalysis (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Almanya) yazilimi kullanilarak ekstrakte edilmis ve toplam alan
normalizasyon yaklasimi kullanilarak her tespit edilen N-glikanin goreceli bollugu
hesaplanmistir. FlexAnalysis programinda; sinyal ve giiriiltii esigi 3, maksimum pik
sayist 500 olacak sekilde pikler tespit edildi ve ekstraksiyon islemi dncesinde 2-AA
etiketli N-Glikan kiitleleri kullanilarak (H3N2F1-AA, H5N2-AA, H3N4S1-AA,
H5N4-AA, H5N4F1-AA, HEN5SF1-AA) her bir spektrumun i¢ kalibrasyonu yapildi.

3.10. ISTATISTIK ANALIZLER

Renal karsinomlu dokularin analizlerinde GraphPad Prism programi kullanildi. Glikan
gruplar1 ve kombinasyonlari temelinde kanserli ve komsu kontrol yani saglikli dokular
arasinda farklilik olup olmadigini tespit icin Coklu Klasik T testi yontemi (kanser-
kontrol kiyaslamasi, 6rnek sayisi > 30 ve normal dagilim i¢in ideal) ve Mann Whitney

U testi kullanild1. Kanserli ve kontrol dokular arasinda glikanlarin biyobelirteg olarak
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kullanilip  kullanilmadigini  dogrulamak i¢cin de ROC (Receiver Operating

Chareacteristics) analizleri yapildi.
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BOLUM 4

4.1. BOBREK DOKULARINDAKI N-GLIKANLARIN MALDI-MS VE
MALDI-MS/MS ANALIiZi

[k &nce bobrek dokularindan proteinler, yontem kisminda agiklandigi gibi ekstrakte
edildi, sonrasinda glikoproteinlerden N-Glikanlarin saliniminin saglanmasi igin
PNGase-F enzimi kullanildi. Son olarak da glikanlara 2-AA (ndtr ve negatif
iyonlagtirmada verimli) etiketleme islemi uygulanip saflastirmalar yapildi. Deneysel

islemler yapildiktan sonra da MALDI-TOF-MS sistemi ile analizler gerceklestirildi.

Sekilde 4.1°de bobrek kanser (tiimor) dokusu ve kanserli dokunun komsu kontrol
(saglikl) dokusuna ait bir N-Glikan profili goriilmektedir. Cizelge 4.1°de de belirlenen
N-Glikan kompozisyonlarina ait kiitle bilgileri goriilmektedir. Toplamda 33 adet N-
glikan konformasyonu analizlerde tespit edilmistir. N-glikanlarin goreceli bolluklar
notr N-glikanlar tizerine yapilan ¢alisma ile belirlenmistir. Toplamda 27 adet notr N-
glikan istatiksel analizlerde degerlendirilmistir. Sadece notr N-Glikanlarin dikkate
alimmasini sebebi ise; siyalik asitlerin galaktozlar ile arasindaki bagin lazer enerjisi
altinda zayif olmasidir. Ayrica siyalik asitlerin daha kararlh hale gegmesi igin ekstra

indirgeme reaksiyonlar1 gerceklestirmek gerekmektedir.
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Sekil 4.1. MALDI-MS analizi; kanser ve saglikli doku i¢in kiitle spektrometresi.
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Cizelge 4.1. MALDI-MS analizi; N-glikan kompozisyonlar1 ve kiitle spektrometrik bilgileri

Kiitle / AMH+ | Am/z FragCov.

Siitun Kompozisyon Yiik z | m/zcalc. | Mr calc. [Da] [ppm] | Skor [%]
! Hex3HexNAc2dHex1-AA  |11764881) .1 11176,4312|1177,4390 | 0,0569 | 48,37 |369 18
2 Hex4HexNAC2-AA 1192,4745| -1 [1192,4261 |1193,4339| 0,0484 | 40,63

3 Hex3HexNAC3-AA 1233,4859 | .1 |1233,4526 | 1234,4605 | 0,0333 | 26,98

4 Hex5HexNAC2-AA 1354,4728 | 1 |1354,4789 | 1355,4867 | -0,0061 | -4,52

> Hex3HexNAc3dHex1-AA | 13794999 .1 113795105 |1380,5184 | -0,0107 | -7,75 |41,7 36
6 Hex4HexNAc3-AA 1395,4909] .1 |1395,5055 | 1396,5133 | -0,0146 | -10,45

! Hex3HexNAc4-AA 1436,5115]| .1 |1436,5320 | 1437,5398 | -0,0206 | -14,31

8 Hex6HexNAC2-AA 1516,5002 | .1 |1516,5317 [1517,5396 | -0,0316 | -20,83 |58,8 44
? Hex4HexNAc3dHex1-AA | 15415333 | .1 11541 5634 |1542,5712 | -0,0301 | -19,54 | 42,0 23
10 Hex5HexNAC3-AA 1557,5302] .1 | 1557,5583 | 1558,5661 | -0,0281 | -18,05

1 Hex3HexNAc4dHex1-AA | 15825621 .1 11582 5899 |1583,5977 | -0,0278 | -17,56 | 33,2 12
12 Hex4HexNAC4-AA 1598,5563 | .1 |1598,5848 | 1599,5027 | -0,0285 | -17,85 |48,6| 38
13 Hex3HexNAC5-AA 1639,5836 | -1 |1639,6114 |1640,6192 | -0,0278 | -16,94 | 25,2 17
14 Hex7HexNAC2-AA 1678,5563 | .1 |1678,5846 | 1679,5924 | -0,0283 | -16,85 |41,0 33
15 Hex4HexNAcAdHex1-AA | 17446257 | .1 |1744,6427 | 17456506 | -0,0170 | 9,75 |531| 35
16 Hex5HexNAc4-AA 1760,6238 | -1 | 1760,6377 | 1761,6455| -0,0139 | -7,90 |65,6 48
17 Hex3HexNAc5dHex1-AA | 1785,6500 | -1 |1785,6693 | 1786,6771| -0,0193 | -10,83
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18 Hex4HexNAcC5-AA 1801,6562| -1 |1801,6642|1802,6720| -0,0080 | -4,44 |435 39
19 Hex4HexNAc3NeuAcldHex1AA 18 -1 11832,6588|1833,6666| 0,0003 | 0,18
20 Hex8HexNAc2-AA 1840,6278| -1 |1840,6374|1841,6452 | -0,0095 | -5,18
21 Hex5HexNAc4dHex1-AA 1906,7040| -1 |1906,6956 | 1907,7034 | 0,0085 | 4,44 |61,8 51
22 Hex4HexNAc5dHex1-AA 1947,7379| -1 |1947,7221|1948,7299 | 0,0157 | 8,08 |51,7 42
23 Hex5HexNAc5-AA 1963,7344 | -1 |11963,7170|1964,7249| 0,0174 | 8,84
24 Hex9HexNAc2-AA 2002,7112| -1 |2002,6902 | 2003,6980| 0,0210 | 10,47
25 Hex5HexNAc4dHex2-AA 2052,7716| -1 |2052,7535|2053,7613| 0,0181 | 8,83
26 Hex5HexNAc5dHex1-AA 2109,7995| -1 |2109,7749|2110,7828 | 0,0246 | 11,66 |45,8 31
27 Hex6HexNAC5-AA 2125,7935] -1 |2125,7699|2126,7777 | 0,0237 | 11,14 |37,2 26
28 Hex10HexNAc2-AA 2165,7245| -1 |2165,7517|2166,7595 | -0,0272 | -12,56
Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-
29 AA 2197,8043 -1 12197,79102198,7988 | 0,0133 6,07
30 Hex5HexNAc5dHex2-AA 2255,8304 | -1 |2255,8328|2256,8407 | -0,0025 | -1,10
31 Hex6HexNAc5dHex1-AA 2271,8271| -1 |2271,8278|2272,8356 | -0,0007 | -0,30 |41,2 22
32 Hex5HexNAc4NeuAc2-AA  |2342,7980| -1 |2342,8285|2343,8363 | -0,0305 | -13,02
33 Hex6HexNAc5dHex2-AA 2417,8051| -1 |2417,8857|2418,8935| -0,0806 | -33,34
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MALDI-MS gibi kiitle spektrometrik calismalarda okunan degerlerin hangi
molekiillere ait oldugu literature gore bilinebilmektedir. Glikanlara ait yeni bulunan
kiitlelerin kompozisyonlarinin ve yapilarinin dogrulanmasi i¢in bazi ek ¢alismalar
yapilmalidir. Bu ¢alismalardan biri de MALDI MS/MS’dir. Bu baglamda MALDI-MS
analizinden sonra, N-Glikan yapilarini tam ve kesin olarak tanimlamak igin MS/MS
analizleri ¢alisma kapsaminda yapildi. Elde edilen tandem MS spektrumlari1 Protein
Scape yazilimina yiiklendi ve Glycoquest algoritmasi kullanilarak pargalanma iiriinleri
ile eslesen N-glikan yapilari tespit edildi. Cizelge 4.1°de yap1 dogrulamalari sonucunda
elde edilen skor ve par¢alanma iiriinleri de goriilmektedir. Ayrica Sekil 4.2°de MALDI
MS/MS (tandem MS) sonucunda N-Glikan kompozisyonlarinin elde edilmis
parc¢alanma fragmentlerini iceren ve Protein Scape yazilimindan elde edilen MALDI
kiitle spektrumlar1 goriilmektedir. Burada MS analizlerinde tespit edilen N-glikan
konformansyonlarinin yapisal dogrulamalart yapilmigtir. Bu sayede N-glikan
gruplarinin yapisal olarak smiflandirilmasi yapisal bir cerceveye oturtulmustur.
Spesifik pargalanma iiriinleri takip edilerek yapisal bilgiler de elde edilmistir. Ornegin
glikanlarda fukoz baglanma bdlgesinin ¢ekirdekten oldugu bu analizler sonucunda
belirlenmistir. Ayn1 zamanda bisektik N-glikanlarin yapilar1 da tandem MS analizleri
ile dogrulanmistir. Sekil 4.3’de de MALDI MS/MS sonucu yap1 dogrulamasi yapilan
N-Glikanlardan bazilar1 gosterilmektedir. Cekirdekten fukozlanma burada da ¢ok net

gorilmektedir.
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Sekil 4.2. MALDI-MS/MS analizi; baz1 N-glikanlarin pargalanma fragmentleri
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Sekil 4.3. MALDI MS/MS sonucu ispat edilmis baz1 N-glikanlar , soldan saga dogru
A,B,C.D

Analizler sonucunda elde edilen MS/MS spektrumlart Protein Scape yazilimina
aktarildi ve yap1r dogrulama analizleri i¢cin GlycoQuest algoritmasi kullanildi. Bu
analizler sonucunda 16 adet N-glikanin yapist MS/MS diizeyinde aydinlatilmistir.
Istatiksel analizlerde notr N-glikanlarin karsilastirilmasi gerceklestirilmistir. Ayrica N-
glikanlar yapisal ozelliklerine gore smiflandirilmistir (fukozlanma, galaktozlanma
vb.). Calismada toplamda 18 adet N-Glikan grubu belirlenmis kanser-kontrol
kiyaslamalar i¢in bir nitelik olarak kullanilmistir. Sonrasinda tiim veriler {izerine

kanser-kontrol kiyaslamalari istatistiksel yontemler uygulanarak gergeklestirilmistir.

4.2. N-GLIKANLARIN iSTATISTIiKSEL OLARAK KIYASLANMASI

FlexAnalysis programi kullanilarak tespit edilen N-Glikan alanlar ekstrakte edildi,
tespit edilen N-Glikanlarin goreceli bolluklari, toplam alan normalizasyon yaklagimi
kullanilarak hesaplandi. Daha sonra Graphpad Prizm yazilimina veriler aktrarildi.
Excel verileri, Graphpad Prizm yazilima aktariltiktan sonra glikanlara yonelik kanser
(tiimor) / kontrol (saglikli) kiyaslanmasinin yapilabilmesi igin, Klasik Coklu T-testi
(p<0.05 anlamli ve p<0.001 ¢ok anlamli) ve Klasik Coklu T-testinin parametrik
olmayan testi olan Mann Whitney U testi uygulandi. Sonug olarak fiziksel ve kimyasal
olarak komsu dokular arasinda N-Glikan yapilarin farklilik olup olmadigi kontrol
edildi.
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4.2.1. Coklu T-Testi (Parametrik Varsayim)

Veriler, parametrik sayilarak Klasik Coklu T-testi yapildi. Graphpad prism yazilimina

gore sekil 4.4 ve sekil 4.5°de N-glikanlarin ve kompozisyonlarinin goreceli bolluklari

grafike olarak gosterilmektedir.

5
e
E
:
3

N-Glikanlar

=1 Kanser
3 Kontrol

N-Glikanlar

Sekil 4.4. N-glikan grafik; N-glikanlarin kanser ve kontrol dokudaki goreceli bolluklari

N-glycan Kompozisyonlari =3 Kanser
1.0- Em Kontrol

Goreceli bolluklar

Sekil 4.5. N-Glikan grafik; N-Glikan kompozisyonlarinin kanser ve kontrol dokudaki
goreceli bolluklari

Kanser ve kontrol dokular arasinda anlamli farkliliklar olup olmadigini anlamak igin
Klasik Coklu T-testi yapildi. Her bir N-Glikan ve N-Glikan kompozisyonu igin;
ortalama degerler, standart sapma farkliliklar1 ve anlamh bir fark olup olmadigini

gormek i¢in p degerleri (Holm) incelendi. Sonu¢ olarak, N-Glikan
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kompozisyonlarindan bisektik ve 2 antenli bisektik tiplerinde, kanserli ve kontrol
dokular i¢in anlamli farklilik gézlemlendi. Yani bisektik N-glikan ve 2 antenli bisektik
N-Glikan kompozisyonlari, komsu kontrol (saglikli) dokularda, kanserli dokulara gére
daha yogun gorilmektedir. Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’de, N-glikanlara ve

kompozisyonlarina ait Klasik Coklu T-testi sonucu goriilmektedir.

Cizelge 4.2. N-Glikan Klasik Coklu T-testi sonuglari

Ortalama P Value
Anlaml Fark (Holm)
Hex3HexNAc2dHex1-AA Hay1r -0,002392 0,999753
Hex4HexNAc2-AA Hayir -0,001588 0,98984
Hex3HexNAc3-AA Hay1r -0,002255 0,836919
Hex5HexNAc2-AA Hayir -0,01525 0,548408
Hex3HexNAc3dHex1-AA Hayir 0,0007059 0,999987
Hex4HexNAC3-AA Hay1r 0,0001569 0,999987
Hex3HexNAc4-AA Hay1r -0,0001373 0,999987
Hex6HexNAc2-AA Hayir -0,007451 0,864716
Hex4HexNAc3dHex1-AA Hayir 0,007 0,361873
Hex5HexNAc3-AA Hay1r -0,0006275 0,999987
Hex3HexNAc4dHex1-AA Hayir 0,01218 0,652149
Hex4HexNAc4-AA Hay1r -0,006647 0,872068
Hex3HexNAc5-AA Hay1r 0,0003922 0,999987
Hex7HexNAc2-AA Hayir -0,001294 0,999987
Hex4HexNAc4dHex1-AA Hayir 0,006608 0,964628
Hex5HexNAc4-AA Hay1r -0,007294 0,999875
Hex3HexNAc5dHex1-AA Hay1r -7,84E-05 0,999987
Hex4HexNAC5-AA Hayir -0,004255 0,835177
Hex8HexNAc2-AA Hayir 0,00151 0,999987
Hex5HexNAc4dHex1-AA Hayir 0,03547 0,393334
Hex4HexNAc5dHex1-AA Hayir -0,003529 0,992637
Hex5HexNAc5-AA Hay1r -0,007 0,548408
Hex9HexNAc2-AA Hayir 0,001922 0,999987
Hex5HexNAc5dHex1-AA Hayir -0,01633 0,361873
Hex6HexNAC5-AA Hayir -0,0004902 0,999987
Hex10HexNAc2-AA Hay1r -0,0003333 0,991838
Hex6HexNAc5dHex1-AA Hay1r 0,007667 0,665253

Cizelge 4. 3. N-Glikan Kompozisyonu Klasik Coklu T-testi sonuglari.

Ortalama P Value
N-Glikan Kompozisyonu Anlamli Fark (Holm)
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Mannozlanma Hayir -0,021 0,873
Fukozlanma Hayir 0,049 0,496
Galaktozlanma Hayir 0,037 0,663
Kompleks Hayir 0,026 0,873
Bisektik Evet -0,03 0,004
Tek anten Hayir 0,005 0,873
Iki anten Hayir 0,016 0,873
Uc anten Hayir 0,008 0,814
Fukozlanmamis bisektik Hayir -0,012 0,274
Fukozlanmis iki anten Hayir 0,032 0,814
Fukozlanmis ii¢ anten Hayir 0,008 0,492
Bisektik iki anten Evet -0,03 0,004
Bisektik fukozlu iki anten Hayir -0,016 0,234
Fukozlanmamuis iki anten Hayir -0,017 0,634
Fukozlanmamus iki anten
bisektik Hayir -0,012 0,274
Galaktozlanmis tek anten Hayir 0,007 0,797
iki antenli kompleks Hayir 0,016 0,873
Uc antenli kompleks Hayir 0,008 0,814

4.2.2. Mann Whitney U Testi (Parametrik Olmayan)

Graphpad Prism uygulamasinda (gesitli 6rneklem sayilarina gére yontem belirlense
de); Anderson-Darling, D’ Agostino Pearson, Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov
testlerinin hepsi uygulanmis ve biitlin testlere gore de verilerin normal dagilmadig:
anlasilmis ve Klasik Coklu T testinin parametrik olmayan eslenigi olan Mann Whitney

U testi uygulanmustir. Sekil 4.6 ve 4.7°da normallik durumu grafike edilmistir.
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Sekil 4.6. N-Glikan kompozisyonlar1 normallik grafigi
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Sekil 4.7. N-Glikan normallik grafigi

Sonug olarak Klasik Coklu T-testi ile benzer ve giiglii olarak; bisektik ve iki antenli
bisektik N-Glikan kompozisyonlarinda, kanser ve kontrol dokular arasinda anlaml
farklar gortldi. Yani bisektik N-glikan ve 2 antenli bisektik N-Glikan
kompozisyonlari, komsu kontrol (saglikli) dokularda, kanserli dokulara gore daha
yogun goriilmektedir. Cizelge 4.4 ve 4.5° de N-Glikan ve kompozisyonlarinin Mann

Whitney U testi sonuglar1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. N-Glikan Mann testi sonuglari

Ortalama P Degeri
Anlaml Rank Farki (Holm)

Hex3HexNAc2dHex1-AA Hayir -7,812 0,675778
Hex4HexNAc2-AA Hayir -3,89 0,996649
Hex3HexNAc3-AA Hayir -7,529 0,718237
Hex5HexNAc2-AA Hayir -8,094 0,730663
Hex3HexNAc3dHex1-AA Hayir 1,067 0,99915
Hex4HexNAc3-AA Hayir -0,5647 0,99915
Hex3HexNAc4-AA Hayir -4,957 0,982582
Hex6HexNAc2-AA Hayir -4,706 0,986676
Hex4HexNAc3dHex1-AA Hayir 9,255 0,563729
Hex5HexNAc3-AA Hayir -2,322 0,997323
Hex3HexNAc4dHex1-AA Hayir 9,067 0,675778
Hex4HexNAc4-AA Hayir -8,722 0,680636
Hex3HexNAc5-AA Hayir 1,255 0,99915
Hex7HexNAc2-AA Hay1r 3,482 0,997323
Hex4HexNAc4dHex1-AA Hayir 6,431 0,943779
Hex5HexNAc4-AA Hayir -3,231 0,997323
Hex3HexNAc5dHex1-AA Hayir 0,3765 0,99915
Hex4HexNAc5-AA Hayir -11,17 0,234884
Hex8HexNAc2-AA Hayir 5,051 0,982582
Hex5HexNAc4dHex1-AA Hayir 8,753 0,692778
Hex4HexNAc5dHex1-AA Hayir -5,427 0,980171
Hex5HexNAc5-AA Hayir -8,722 0,675778
Hex9HexNAc2-AA Hayir 2,635 0,997323
Hex5HexNAc5dHex1-AA Hayir -12,3 0,182465
Hex6HexNAc5-AA Hayir 0,9725 0,99915
Hex10HexNAc2-AA Hayir -1,067 0,997323
Hex6HexNAc5dHex1-AA Hayir 9,098 0,675778

Cizelge 4.5. N-Glikan kompozisyon Mann testi sonuglari

Ortalama
Rank
Anlamli | Farki P Degeri (Holm)

Mannozlanma Hayir 1,945 0,969033
Fukozlanma Hayir 7,498 0,717604
Galaktozlanma Hayir 2,604 0,969033

Kompleks Hayir 0 >0,999999
Bisektik Evet -17,22 0,002456
Tek anten Hayir 1,757 0,969033
Iki anten Hayir 4,675 0,968732
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Uc anten Hayir 4,173 0,968732
Fukozlanmamis bisektik Hayir -10,07 0,346634
Fukozlanmis iki anten Hayir 6,055 0,88717

Fukozlanmis {i¢ anten Hayir 9,098 0,430595
Bisektik iki anten Evet -17,22 0,002456
Bisektik fukozlu iki anten Hayir -12,3 0,112533
Fukozlanmamuis iki anten Hayir -9,631 0,390077
Fukozlanmamus iki anten
bisektik Hayir -10,07 0,346634
Galaktozlanmis tek anten Hayir 3,137 0,968732
iki antenli kompleks Hayir 4,675 0,968732
Uc antenli kompleks Hayir 4,173 0,968732

Klasik Coklu T-testi ve Mann Whitney U testi sonucu p<001 seviyesi i¢in anlaml1 fark
bulunan bisektik N-Glikan kompozisyonu igin, goreceli bolluk orani sekil 4.8”de

goriilmektedir. Ayrica bisektik N-Glikan kompozisyonun da gosterimi sekil 4.9°da

gosterilmektedir.
Bisekting
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® Kontrol
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Sekil 4.8. Bisektik N-Glikan; kanser ve saglikli doku i¢in bisektik N-Glikan
kompozisyonuna ait goreceli bolluk grafigi.
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Sekil 4.9. Bisektik N-Glikan.

4.2.1.1. N-Glikan Gruplarinin Yamt Tahmin Yetenekleri (ROC Analizi)

Biyotanimlama ve biyobelirte¢ ¢aligmalarinda, kanserli ya da saglikli oldugu bilinen
orneklere karsi biyobelirteclerin ayrim kabiliyetini degerlendirmek i¢in ROC
(Receiver Operating Characteristic, alict  isletim  karakteristigi) analizi
kullanilmaktadir. Bu analiz, bobrek kanser ve kontrol dokularindaki anlamli farklilik
gosteren N-Glikan kompozisyonlarinda uygulandi. Cizelge 4.6’da; giiven araligi,
hassaslik ve 0zglinliik oranina bagli alan (dogruluk payi), standart hata verileri
bulunmaktadir. ROC’a gore ayrim, yaklasik %77 oldu ve N-Glikanlarin biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi bu sonu¢ kullanilarak goriilebilmektedir. Yani giiclii ayrim

yapan biyobelirtegler olarak goriillmektedir.

Cizelge 4.6. Bisektik kompozisyonlarin ROC yorumlamasi

ROC egrisi altindaki
alan
Alan 0,7691
Standart hata 0,06659
0,6386 to
95% giiven aralig1 0,8996
P degeri 0,0002

Sekil 4.10°de de ROC testine ait grafik goriilmektedir. Bu grafige gore de ROC
egrileri, optimum kesme noktalarinin iizerindedir ve smir degerlere yakindir. Yani

anlaml degisiklik gegerlidir.
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Sekil 4.10. ROC testi; bisektik kompozisyonlarin ROC Grafigi

Bobrek kanserinde, kontrol ve saglikli dokularin ayirt edilmesinde N-glikanlarin
biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilmamasina dair insan ve hayvan dokular iizerine
cesitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar yapilirken; MALDI, sivi kromatografisi,
ELISA gibi temel ve destekleyici yontemler kullanilmigtir. Literatiirde renal hiicre
karsinom {izerine yapilan ¢aligmalar degerlendirildiginde genellikle serum ve plazma

ornekleri tizerine odaklanilmistir. Bunun yaninda kanserli dokular iizerine yapilmis tek

calisma bulunmaktadir.

MALDI kiitle spektrometresi kullanilarak yapilan bir ¢alismada kanserli ve saglikli
bobrek kanseri doku tiirlinde de yiiksek mannozlanma goriilmiistiir. Kontrol
dokularinda; bisektik N-asetilglukozamin (GIcNAc) ve ¢oklu fukoz igeren, bi, tri ve
tetra antenli dallanma iceren glikanlar baskinlik gosterirken, kanserli dokularda ise
Hex7HexNAc6Fucl Hex7HexNAc6FuclNeuAcl glikanlari fukozlanmis ve siyalil
uzantili N-Glikan yapilar berlirgin olarak goriilmiistiir [71]. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar burada elde edilen sonuglar ile ortiismektedir. Bir diger ¢alismada ise bobrek
kanseri nedeniyle nefroktomi (bobrek alinmasi) ameliyat oncesi ve sonrasi insan
plazmasi lizerine LC-MS sistemi kullanilarak gergeklestirilen bir analizde; iki antenli

disiyalilli ve digalaktozil i¢eren yapilar azalirken, fukozlu iki antenli digalaktozilli ve
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disiyalilli ve 3 antenli 3 galaktozilli ve siyalilli glikan yapilar1 ameliyat sonras1 plazma
orneklerinde artmistir [72]. Serum 6rnekleri kullanilarak MALDI ile yapilan bagka bir
calismada bobrek kanserli hastalarda Hex5HexNAc6NeuAcl ve
Hex6HexNAc4NeuAc2Fucl glikanlar1 yiiksek oranda bulunmustur [74]. Sivi
kromatografisi kullanilarak yapilan baska bir arastirmada; ¢ekirdekten fukozlanmus iki
antenli digalaktozlu ve disiyalilli yapilar plazma clusterin proteini 6zelinde yliksek
oranda bulunmustur [75].

ELISA benzeri testlerle yapilan bagka bir ¢alismada ise; kanserli dokularda GIcNAc’1in
1,2,3,6 karbonlarina bagli fukozlu yapilarda artis gozlemlenmistir. Genel olarak
bakildiginda kanserli dokularda, yiliksek seviyede siyalik asit ve fukoz goriilmuistiir
[73].

Siyalik asit igeren N-glikanlarin (negatif yiiklii N-Glikan igeren) MALDI lazer enerjisi
altinda kararl1 olmamasindan dolay1 sadece n6tr N-Glikanlarin goreceli bolluklarinin
istatiksel analizlerde kullanilmasi, tezin ¢alisma limitasyonlari olarak kabul edilebilir.
Bu tarz kisithiliklarin giderilmesi icin alternatif yontemler mevcut olmasina ragmen
(etil-esterifikasyon, permetilasyon) bu yontemlerin uygulanabilmesi i¢in nispeten
yiiksek miktarda doku 6rnegine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle ¢alismada sinirl
miktarda doku Ornegi ile yiiksek duyarliliga sahip bir etiketleme yontemi

kullanilmistir.

57



BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tezinde, renal hiicreli karsinom ve yakin komsu kontrol dokular1
arasindaki farklarin glikan diizeyinde tespiti incelenmistir. Deneyler ve analizler
sonucunda da, notr glikan diizeyinde bisektik glikan kombinasyonlarinda anlamli
farkliliklar gozlemlenmistir. ROC analizi sonucu da, %77 ¢ikmistir ve renal hiicreli
karsinom ve komsu kontrol dokularindaki farkliliklar1 belirlemede, notr bisektik N-
glikanlarin biyobelirte¢ olarak kullanilmasinda giiclii kanitlar ortaya koyulmustur.
Literatiirde 6nceki yapilan bobrek kanseri tizerine yapilan ¢alismalardan elde edilen
verilerle bu tez kapsaminda elde edilen verilerin ortiistiigii belirlenmistri. Bu durum
bisektik N-glikanlarin renal hiicreli karsinomda yiiksek dogrulukta biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini bize gostermistir.

Bir ileriki calisma olarak; MALDI goriintiilleme teknigi ile doku yiizeyinde N-
glikanlarin  kanser ve control dokularindaki dagilma oranlart belirlenmesi
hedeflenmektedir. Boylece bu galismanin benzer bir yontemle validasyonu yapilabilir.
Ayrica, makine Ogrenmesi teknigi kullanilarak kanser/kontol dokular arasindaki
farklar da otomatize hale getirilebilir. Bu ¢alismada ispatlanan bisektik N-glikanlarin
neden kanserli dokularda azaldigim1 anlayabilmek icin enzimatik c¢alismalar da

yapilabilir.
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