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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KUTLE SPEKTROMETRIiSIi TEMELLI GLIKOMIiK VE MAKINE
OGRENIMI iLE BAL TiPLERININ SINIFLANDIRMASI

Saad MASRI

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Danismam
Dr.Ogr.Uyesi Hact Mehmet KAYILI
Temmuz 2023, 48 sayfa

Bal, sekerler, amino asitler, vitaminler, proteinler ve minerallerin karmasik bir
karisimidir  ve bilesimi ¢icek kaynagina gore degisebilir. Literatiirde bal
siniflandirmasina yonelik ¢abalar bulunmakla beraber bal siniflandirmasina yonelik
glikomik profillerinin kullanildig1 bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, kiitle
spektrometresi tabanli glikomik ve makine Ogrenimi kullanarak bal tipi
siiflandirmasi (gigek-cam) igin bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Ilk olarak,
Tirkiye’nin farkli bolgelerinden 6 adet cam ve 8 adet cicek bali lireticilerden temin
edildi. Bal orneklerine ait proteinler ekstrakte edildi ve glikanlar1 enzimatik olarak
salindi. Sonrasinda glikanlar 2-AA etiketi ile etiketlendikten sonra MALDI-MS ile
analiz edildi. Analizler sonucunda ¢am ve gigek balina ait glikan profilleri belirlendi.
Tolam 76 adet farkli N-glikan yapisi belirlendi. Yiiksek oranda deneysel tekrarlar

arasinda varlig1 belirlenen 13 adet N-glikan profili, analizlerde kullanilmistir. Her bir



glikanin goreceli bollugu belirlendikten sonra istatiksel olarak anlamli degisen glikan
profilleri belirlendi. Istatiksel sonuclara gére anlamli degisiklik gdsteren N-glikanlar
Hex5HexNAc2, Hex4HexNAc3 ve Hex5HexNAc3 olarak bulunmustur. 13 adet N-
glikan ve istatiksel olarak anlamli degisen glikan profillerine bagli olarak (3 adet)
makine 6grenmesi algoritmalari ile ¢igek-cam bali siniflandirilmas: gergeklestirildi.
Makine 6grenmesi modellerinin performansi, dogruluk, kesinlik, MCC ve F1 puani
gibi metrikler kullanilarak degerlendirildi. 13 adet N-glikan profilli kullanildiginda
dogruluk oran1 %93.5 olarak bulunurken, bu oran istatiksel olarak anlamli degistigi
belirlenen glikanlar kullanildiginda %100 olarak belirlenmistir. En basarili model
“subspace ve weighted KNN” olarak belirlendi. Sonug¢larimiz, kiitle spektrometresi
tabanl glikomiklerin makine 6grenimiyle birlestiginde bal tiirlerini dogru bir sekilde

siiflandirabildigini ve potansiyel olarak bal iirlinlerinin kalite kontrolii ve kimlik

dogrulamasi i¢in bir arag olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler : Bal, Bal smiflandirmasi, N-Glikan, MALDI, Makine
ogrenmesi, Kiitle spektrometresi.

Bilim Kodu 92504
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Honey is a complex mixture of sugars, amino acids, vitamins, proteins, and minerals,
and its composition can vary depending on the source of the flowers. Although there
have been efforts in the literature to classify honey, there is currently no study using
glycomic profiles for honey classification. This study aims to develop a method for
classifying honey types (flower-pine) using mass spectrometry-based glycomic
analysis and machine learning. Initially, 7 samples of pine honey and 8 samples of
flower honey were obtained from producers in different regions of Turkey. Proteins
from the honey samples were extracted, and glycans were enzymatically released.
Subsequently, the glycans were labeled with 2-AA and analyzed using MALDI-MS.
The glycan profiles of pine and flower honey were determined through these
analyses, and a total of 76 different N-glycan structures were identified. Among
these, 13 N-glycan profiles were found to be consistently present in high levels of

Vi



experimental replicates and were used in the analyses. After determining the relative
abundance of each glycan, statistically significant changes in glycan profiles were
identified. According to the statistical results, the N-glycans Hex5HexNAc2,
Hex4HexNAc3, and Hex5HexNAc3 showed significant differences. Based on the 13
N-glycan profiles and the statistically significant glycan profiles (3 in total), honey
classification between flower and pine honey was performed using machine learning
algorithms. The performance of the machine learning models was evaluated using
metrics such as accuracy, precision, MCC, and F1 score. When using the 13 N-
glycan profiles, the accuracy rate was found to be 93.5%, and this rate was
determined as 100% when the identified significant glycans were used. The most
successful model was determined to be "subspace and weighted KNN." Our results
demonstrate that when mass spectrometry-based glycomics is combined with
machine learning, it can accurately classify honey types and potentially be used as a
tool for quality control and authentication of honey products.

Key Word  : Honey, Honey classification, N-Glycan, MALDI, Machine learning,

Mass spectrometry.
Science Code :92504
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BOLUM 1

GIRIS

Bal, cigeklerin nektarindan arilar tarafindan iiretilen dogal bir tatlandiricidir. Balin
bilesimi, botanik ve cografi orijinin yani sira isleme ve saklama kosullarina baglh
olarak degisiklik gosterir. Bu nedenle, balin kalitesi ve orijinalligi konularinda
giivenilir  analitik yOntemlerin  gelistirilmesi  Onemlidir. Bu tezde, kiitle
spektrometrisine dayali glikomik ve makine 6grenimi kullanarak bal tiirleri
siniflandirmasi igin yeni bir yaklasim gelistirmeyi amacliyoruz.

Balin igeriginde bulunan karbonhidratlar, amino asitler, vitaminler ve mineraller gibi
bilesenler, balin besleyici ve terapotik Ozelliklerini belirleyen onemli faktorlerdir.
Ancak, balin kalitesi ve orijinalligi, pazarda yaygin olarak goriilen tagsis ve yanlis
etiketleme gibi sorunlar nedeniyle bir endise kaynagi olmustur.

Birgok analitik teknik arasinda, kiitle spektrometrisine dayali glikomik yontemler,
balin karbonhidrat bilesenlerinin ayrintili analizi i¢in etkili bir ara¢ olarak ortaya
cikmistir. Bu yontem, bal Orneklerindeki karmasik karbonhidrat yapilarim
tanimlamak ve miktarlarii belirlemek igin kiitle-ylik oranlarin1 ve pargalanma
modellerini analiz eder. Bu sayede, monosakkarit bilesimleri, baglanti tiirleri ve
dallanma modelleri gibi bilgilere erisilerek bal karbonhidratlarinin detayli bir
profilini elde etmek miimkiin olur.

Ancak, bu karmagik verilerin yorumlanmasi, geleneksel istatistiksel yontemlerin
sinirlamalar1 nedeniyle zor olabilir. Bu noktada, makine 6grenimi gibi gelismis veri
analiz yontemleri devreye girer. Makine 6grenimi algoritmalari, biiylik miktarda
veriyi isleyebilir ve insan gbzlemcilerin gozden kagirabilecegi kaliplart veya iligkileri
belirleyebilir. Bu baglamda, makine 6grenimi, bal tiirlerinin siniflandirilmasi ve
temel ozelliklerinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.

Bu tezde, farkli botanik ve cografi kokenlere sahip bal 6rneklerinin toplanmasi, bu
orneklerin karbonhidrat bilesimlerinin kiitle spektrometrisi tabanli glikomik

yontemlerle analiz edilmesi ve bal tiirleri siniflandirmasi i¢in makine 6grenimi



modellerinin gelistirilmesi planlanmaktadir. Bu ¢alismanin ¢iktilari, balin kalitesi ve
orijinalliginin degerlendirilmesi i¢in giivenilir analitik yontemlerin gelistirilmesine

ve balin kimyasal ¢esitliliginin anlagilmasina katki saglayacaktir.



BOLUM 2

LITERATUR TARAMASI

2.1. GLIKOZILASYON

Glikosilasyon, karbonhidratlarin, 06zellikle seker molekiillerinin (sakaritler)
proteinlere, lipidlere veya diger molekiillere eklendigi bir post-translasyonel
modifikasyon iglemidir. Cesitli biyolojik fonksiyonlarda ve hiicresel siire¢lerde kritik
roller oynayan karmasik ve oldukc¢a diizenlenmis bir siiregtir. Glikozilasyonda, hedef
molekiillere seker molekiillerinin eklenmesi, glikosiltransferazlar adi verilen spesifik
enzimler tarafindan katalize edilir. Genellikle aktive edilmis niikleotid seker
vericileri seklindeki seker molekiilleri, glikosidik baglar yoluyla hedef molekiil
tizerindeki spesifik bolgelere baglanir. [1] [2].

Glikosilasyon islemi ile bes tip glikan tiretebilir:

N-bagh glikanlar: bir nitrojen atomuna bir glikan eklenmesi (genellikle asparajinin
amid nitrojeni) Bu siire¢, salgilanan veya hiicre zarina baglanan proteinlere 6zgiidiir
ve dolikol fosfatin varligini gerektirir. Okaryotlarda daha sik goriiliir [3].

O-bagh glikanlar: bir proteindeki amino asit serin veya treoninin oksijen atomuna
bir glikanin eklenmesi. Bu tip, protein sentezinden sonraki Cevrim sonrasi degisimi
olarak yapilir. Okaryotlarda meydana gelir [4].

C-Bagh Glikanlar: Triptofan zincirindeki bir karbon atomuna bir glikan eklenmesi.
Bu tip ¢ok nadirdir [5].

Fosfoglikanlar: Glikanlarin fosfat veya fosfoserine eklenmesi. Fosfoserin glikanlar
ksiloz, fukoz, mannoz ve GIcNAc'!n tiimi literatiirde rapor edilmistir. Sadece
Dictyostelium discoideum'da fukoz ve GIcNAc bulunurken, Leishmania mexicana'da
mannoz ve Trypanosoma cruzi'de ksiloz bulunur. Mannoz yakin zamanda bir
omurgali, fare Mus musculus'ta hiicre ylizeyi laminin reseptorii alfa distroglikan4

tizerinde kesfedilmistir. Alfa distroglikan'in alt hayvanlardan memelilere kadar



dikkat cekici bir sekilde korunmus olmasi, bu olagandisi kesif icin olas1 bir agiklama
olarak sunulu [6].

Glipiasyon: glikolipidlere (GPI) glikanlarin eklenmesiyle yiizey proteinlerini
lipidlere baglayan baglarin olusturulmasi siirecidir. Bu tiir bir post-translasyonel
degisiklik, protein sentezinden sonra gerceklesir ve dkaryotlarda daha sik goriiliir.
Bununla birlikte, protin glikosilasyonu sadece belirli bir tipi ile sinirhi degildir, fakat
glikosilasyon, glikosidik baglar i¢indeki bir¢ok farkli bélgede protein ile ugrasmak

i¢in kullanilir.

kimyasal glikozilasyon: sentetik organik kimya araglarinin kullanildigi bir
yontemdir ve glikozilasyon elde etmek icin kullanilir. Sentetik glikokimya, dogal
siireglerden farkli olarak istenen bolgesel segiciligi elde etmek i¢in koruyucu
gruplara 6nemli Ol¢lide dayanir. Bir glikozidik bagin stereosegiciligi, / veya cis/trans
olmak iizere iki stereo-giktiya sahip olmasi, baska bir kimyasal glikozilasyon

sorunudur. Genel olarak, a- veya cis-glikozitin sentezlenmesi daha zor olabilir. [7].

2.1.1. Glikozilasyon Amaci

Glikosilasyon, bir karbonhidratin hedef bir makromolekiile baglanmasi islemidir.
Katlama ve stabilite gibi ¢esitli islevlere hizmet eder. Glikosilasyonun, glikoproteinin
stabilitesi ve katlanmasi {izerindeki etkileri iki yonliidiir. Ilk olarak, N-bagl
glikanlar, endoplazmik retikulum i¢in bir kalite kontrol noktasi saglayabilir.
Glikosilasyon ayrica hiicreden hiicreye yapisma siirecinde yer alir. Glikoproteinleri
hedefleyen ilaglarin gelistirilmesinde ve rafine edilmesinde 6nemli bir faktordiir.
ABO kan grubu sistemi, glikozilasyonun varlig1 ile desteklenir. Bu siireg, antijenlerin
tanimlanmasini ve 6zgiinliiklerin sunulmasini icerir. Ayrica viriisler, altta yatan viral
proteini immiin tamimlamadan korumak igin siklikla glikosilasyon kullanir. Insan
immiin yetmezlik virlisiiniin zarf sivri ucunun kalin glikan bariyeri buna iyi bir
ornektir. Genel olarak, glikosilasyon, onu sekillendiren evrimsel baskilar nedeniyle
anlasilmas1 gereken bir siirectir. Bir teori, bunun, daha sonra ¢esitlendirme yoluyla

somiiriilebilecek patojen enfeksiyonunun kagmasiyla tetiklendigini 6ne siiriiyor [8].



2.2. KUTLE SPEKTROMETRESI

Kiitle spektrometrisi (MS), kiitle-ylik oranlarina (m/z) dayali olarak molekiilleri
tanimlamak ve karakterize etmek i¢in kullanilan analitik bir tekniktir. Proteomik,
metabolomik, cevresel analiz ve ila¢ kesfi dahil olmak {izere cesitli bilimsel
disiplinlerde mihenk tas1 teknolojisi haline geldi. Kiitle spektrometreleri, kiitle
spektrometresi analizini ger¢eklestirmek igin kullanilan aletlerdir. [9].

Kiitle spektrometreleri, protein tanimlama ve karakterizasyonu, kiiclik molekiil
analizi, izotop kompozisyonunun belirlenmesi ve bilesiklerin yap1 aydinlatmasi dahil
olmak iizere genis bir uygulama alaninda kullanilabilir. Kompleks orneklerde
bulunan analitlerin molekiiler bilesimleri, yapilar1 ve bolluklar1 hakkinda degerli
bilgiler saglarlar.

Yillar iginde, kiitle spektrometreleri hassasiyet, ¢oziiniirlik ve hiz agisindan 6nemli
ilerlemeler kaydetmistir. Bu gelismeler, kompleks 6rneklerin daha dogru ve kapsamli
analizine olanak tanimis, arastirmacilarin proteom, metabolom ve lipidomu daha

detayli sekilde kesfetmelerine olanak saglamustir [10].

3. KUTLE ANALIZORU
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Sekil 2. 1. Kiitle spektrometrenin sematik diyagrami [11].

Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenleri semada gosterilmistir. Kiitle analizorii,
elektromanyetik 151n1 ayirmak i¢in bir optik spektrometrede prizma veya 1zgara islevi

goren bir ayirma cihazidir; buradaki ayirma islemi, numuneden partikiil ayrilmasidir.



Cogu optik yontemde bulunmayan kiitle spektrometrisinde dedektdre kadar tiim
sistemler diisiik basing (10-4—10-8 torr) altindadir; hassas vakum sistemleri, kiitle

spektrometrelerinin en dnemli pargasidir [11].

Yiiksek Vakum

Tttt Sistemi TTTTTTTTTTTTTTTTR
Numune ; iyon Kiitle ) .| Sinyal
Girisi & Kaynag = Analizorii )| Detektir Et:: Isleme

Sekil 2. 2. Kiitle spektrometresi blok diyagrami [12].

Ornek Hazirlama: 10-5 torr'luk bir basingta, bir mikromol (veya daha az) numune
gazlastirilir ve iyonizasyon odasina yavasga beslenir [11].

Iyon Kaynag: Isitilmis bir filamentten pozitif elektrota hareket eden bir elektron
akimi, numunedeki partikiilleri dogrudan veya dolayli olarak iyonize eder (hem
pozitif hem de negatif iyonlar iyonizasyon ile olusturulur, ancak pozitif iyonlar
baskindir ve analitik yontemler ¢ogunlukla pozitif partikiillere dayanir). Pozitif
iyonlar, A yariginda miitevazi bir negatif voltajla negatif iyonlardan ayrilir ve A ile B
arasindaki birkag yiiz ila birkag bin voltluk potansiyel farkla hizlandirilir. B
yarigindan, ayirma bolgesine paralel bir pozitif iyon demeti gelir [11].

Kiitle Analizorii: Hizli hareket eden iyonlar, 10-7 torr basingta tutulan analizor
tiiptinde giiclii bir manyetik alana girer ve alanin hareketinden dolay1 egri bir yol
cizer. Yolun egrisi (¢ap1), manyetik alanin giiciine, hizina ve iyonlarin kiitlesine bagh
olarak degisir. Cesitli kiitlelerdeki pargaciklar, hizlanma potansiyeli veya alan
kuvveti degistirilerek ¢ikig yarigina odaklanir [11].

Dedektor: Cikis deliginden gegen iyonlar, toplayici elektrotla ¢arpisarak iyonik bir
akim olusturur. Ve iyon akis1 gelistirilir [11].

Data Sistemi ve Kayit: Giiclendirilmis iyon akimi, alan kuvvetinin veya hizlanma

potansiyellerinin bir fonksiyonu olarak olgiiliir [11].



2.2.1. Tarihsel Bir Perspektiften Kiitle Spektrometresi

Son 20 yilda, kiitle spektrometrisi (MS), yasam ve saglik bilimlerinde genis bir
uygulama alanma sahip olarak hizla gelismistir. ilk olarak 1880'lerin sonlarinda
fizik¢iler tarafindan tanimlanan kiitle spektrometrisi, cesitli alanlarda kullanilmaya
baslanmistir. Ornegin, Wilhelm Wien 1898'de iist iiste binen elektrik ve manyetik
alanlarin pozitif iyonlar1 saptirabilecegini gostererek énemli bir kesif yapmistir. Bu
kesif oncesinde fizik¢i Eugen Goldstein, 1886'da "Kanalstrahlen" adin1 verdigi yeni
bir radyasyon tliriinii kesfetmis ve bu "yeni" 1smlarin basitce pozitif yiikli
parcaciklar oldugunu bulmustur. Sir Joseph John Thomson ise Cambridge
Universitesi'nde deneysel fizik profesdrii olarak ¢aligmaktadir. Thomson, bu
bulgulardan ilham alarak 1913'te ilk kiitle spektrometri cihazlarini icat etmis ve
analitik kimya alaninda onemli bir kesfin degerini ortaya koymustur. Kiitle
spektrometrisi, kararli izotop/radyoniikleotit aragtirmalari i¢in dnemliydi ve petrol
endiistrisinin talepleri sonucunda, organik molekiilleri tanisal olarak tespit edebilen
ticari kiitle spektrometrik enstriimantasyon ilk olarak 1940'larda piyasaya
stirilmiisttr [13].

Gaz kromatografisi ile kiitle spektrometrisinin birlesimi, biyokimyanin bu giiclii
teknolojiye olan ilgisini artirmistir. Yag asitleri, steroidler, karbonhidratlar gibi
termal olarak kararli biyolojik bilesikler gaz kromatografisi kullanilarak
ayristirilabilir. Bu analitik ara¢ 1952'de icat edildi ve Holmes ve Morrell, 1957'de ilk
kez gaz kromatografisini kiitle spektrometresiyle (GC-MS) birlestiren kisiler
olmuslardir. Ilk kiitle spektrometrik cihazlar, sadece kiiciik molekiiler agirliga sahip
ucucu bilesikleri (> 1000) analiz etmek igin kullanilmistir. Bununla birlikte,
geleneksel iyonizasyon yontemlerinden biri olan elektron etkisi (EI) sert bir
yaklasimdir ve karmasik biyomolekiilleri (6rnegin, proteinler, niikleotitler, kompleks
karbonhidratlar) tahrip eder. Ayrica, biyokimya laboratuvarlarinda kiitle
spektrometrisi, ugucu karisimlart aymran GC-MS cihazlariyla smrlt kalmistir.
Proteinler gibi karmasik biyolojik molekiiller, bu kosullar altinda ciddi hasar ve
parcalanma olmadan gaz fazina tasinamazlar. Kiitle spektrometrisi, ancak yumusak
iyonizasyon tekniklerinin ortaya c¢ikmasiyla birlikte proteomik arastirmalar icin
kullanilmaya baglanmigtir. Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC-MS) ve
kapiler elektroforez gibi diger ayirma teknikleri, artik kiitle spektrometrisiyle (CE-



MS) arayiizlenebilmektedir. Saflastirilmis materyallerin  veya sentezlenmis
konjugatlarin kiitle spektrometrisi analizi, ayirma teknigi kullanilmadan da siklikla

gerceklestirilmektedir [14] [15].

2.2.2. Iyonizasyon Yontemleri

MS aleti veya uygulamasi ne olursa olsun, MS analizindeki ilk adim, hedef
analitlerin s1v1 veya kat1 fazdan gaz fazinda iyonize tiirlere doniistiiriilmesidir. Cesitli
iyonizasyon siiregleri bulunmakta olup her biri kendi yararlar1 ve miikemmel
kullanimlariyla 6ne ¢ikmaktadir. Sectiginiz iyonizasyon kaynagi, Kiitle
spektrometrisi sonuglariniz iizerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilir.

Elektron etkisi (EI) ve Hizli Atom Bombardimani (FAB), ¢ogu kimyagerin asina
oldugu iki geleneksel prosediirdiir. EI, ¢evresel calismalarda GC-MS kullanilirken,
diger teknikler nadiren tercih edilmektedir. Kiitle spektrometri laboratuvarinda, hava
basincinda kimyasal iyonizasyon (APCI), elektrosprey iyonizasyon (ESI), air
pressure photo ionization (APPI), matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu
(MALDI) ve diger tiirev yontemler gibi daha karmasik teknikler yaygin olarak
kullanilmaktadir. EST ve MALDI gibi yumusak iyonizasyon teknikleri analitleri ¢cok
az veya hi¢ parcalanma ile iyonize edebilme 6zelligine sahiptir. ESI ve APCI, sivi
kromatografi kiitle spektrometrisinde (LC-MS) kolay bir sekilde arayiiz
olusturduklart i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir. APPI, son zamanlarda, APCI
veya ESI ile zor iyonize edilebilen kimyasallarin LC-MS'de iyonize edilmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica, ESI ile birlestirilen MALDI, daha 6nce FAB ile elde
edilmesi miimkiin olmayan biiyiik molekiiler agirliklarin iyonizasyonunu ve
olglimiinii miimkiin kilmaktadir. Iyonizasyon yonteminin degistirilmesinin,
nicellestirmenin alt sinirin1 ve nicel verilerin lineer araligini etkiledigi gosterilmistir.
Benzer sekilde, Elektrosprey iyonizasyon (ESI), atmosferik basmngli kimyasal
iyonizasyon (APCI) veya matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI)
kullanildiginda, ¢esitli serum metabolitlerinin tespit edildigi gozlemlenmistir.
Optimum iyonizasyon genellikle analitin yapisina ve kullanim amacina bagli olarak
secilmektedir. Kiitle spektrometrisi goriintiilleme uygulamalari i¢cin, MALDI ve
desorpsiyon elektrosprey iyonizasyonu (DESI) gibi desorpsiyon yontemleri yaygin
olarak tercih edilmektedir [16] [17].



Baz1 yaygin iyonizasyon teknikleri ve bunlara en uygun 6rnek tiirleri:
Iyon kaynaklar1 — gaz faz1 yontemleri [18]
- Elektron iyonizasyonu (EI)
- Kimyasal iyonizasyon (ClI)
- Gergek zamanli olarak dogrudan analiz (DART)
- Endiiktif olarak eslestirilmis plazma (ICP)
Iyon kaynaklar1 — desorpsiyon yontemleri [18]
- Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI)
- Hizl1 atom bombardimani (FAB)
- Termal iyonizasyon kaynaklar1
- Plazma iyonizasyon kaynaklar1
- S1vi metal iyon kaynaklar1 (LMIS)
Iyon kaynaklar1 - piiskiirtme yontemleri [18]
- Elektrosprey iyonizasyon (ESI)
- Desorpsiyonlu elektrosprey iyonizasyon (DESI)

2.2.2.1. Elektrospray Iyonlastirma(EST)

ESI'de numune, yiiksek voltaj (6rn., 3-6 kV) uygulanirken 1-1.000 L/dk'lik tipik bir
akis hizinda ¢6zelti i¢inde bir sprey ignesi/kilcal damara iletilir. Analite bagli olarak
negatif veya pozitif olabilen voltaj, igne ucundan atmosfere piiskiirtiilen yiikli
damlaciklarin olugsmasina neden olur. Nebulizasyon islemi sirasinda, ignenin
etrafinda akan bir kilif gazinin (azot) varligi, kilcal ugtan damlaciklarin yoniini
destekler. Coziiciiniin tamamen buharlagmasi igin, yiiklii damlaciklar 1sitilmis bir soy
gaz (azot) perdesinden veya 1sitilmig bir kilcal damardan geger. Sema 1'de
gosterildigi gibi, atmosferik basingta ESI tarafindan iiretilen iyonlar, kiitle analizi

i¢in bir agikliktan kiitle spektrometresine giris yapar [19].
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Sekil 2. 3. ESI kaynaginin sematik diyagrami [16]

ESI'de, Sema 2'de gosterildigi gibi iyon olusumu i¢in iki farkli yontem onerilmistir.
Coziicti buharlagmasi ve yilikli damlaciklarin Coulomb fisyonlari, iyon buharlasma
mekanizmasinda daha kii¢iik damlaciklar olusturur. Damlacik yiizeyindeki yiikler
arasindaki itme, yiizey geriliminin kohezif kuvvetini astiginda, gaz faz1 iyonlari,
kiigiik damlaciklarin  ylizeyinden hemen salinir/bozulur. Molekiil, yiik artik
modelinde yiiklii damlaciktan ayrilmayacaktir, ancak biiyiik molekiillerde olmasi
daha muhtemel olan ¢6ziiciiniin tamamen buharlagsmasiyla serbest kalacaktir [20].
ESI, c¢esitli molekiiler agirliga ve yiiksek ila orta polariteye sahip cok cesitli
kimyasallar i¢in uygundur. ESI, proteinler gibi birkac¢ iyonlasabilir bdlgeye sahip
biiyiik molekiiller i¢in, dort kutuplular gibi dar bir m/z araligina sahip kiitle
analizorlerinde analiz edilebilen ¢ok yiiklii iyonlar iiretir. Bununla birlikte, ESI
kullanildiginda iyon bastirma oOnemli bir dezavantajdir, ¢iinkii yiiksek
konsantrasyonda ugucu olmayan kimyasallarin veya analitlerin mevcudiyeti
damlacik olusumunun veya buharlasmanin etkinligini degistirerek gaz fazina iyon
salmmmin1 engelleyebilir. Smirli yiikler veya damlacik ylizeyindeki alan igin
maddeler arasindaki rekabet, yiiksek konsantrasyonlu numunelerde iyon iiretiminin
verimliligini daha da azaltabilir [21], [22].

ESI sirasinda iyon bastirmanin {istesinden gelmek icin c¢esitli stratejiler
kullanilmistir: numuneler kati faz ekstraksiyonu (SPE), s1vi-siv1 ekstraksiyonu (LLE)
veya protein c¢okeltmesi (PPT) kullanilarak saflastirilir; kromatografik kosullar,
mobil faz katki maddeleri degistirilerek veya analit tutma siirelerinin iyon
bastirilmasindan etkilenen ayristirma bdlgesinden uzaga kaydirilmasiyla degistirilir;
ve iyonizasyon, negatif iyonizasyona gecilerek degistirilir. Ornegin, nano-ESI,

damlacik desolvasyon siirecini iyilestirirken kaynaga daha az analit ve ugucu
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olmayan kimyasallarin enjeksiyonuna izin vererek akis hizlarmin 6nemli olgiide
diistiriildiigii bir yontemdir [23], [24].

Baska bir yontem, uygun bir dahili standart (IS) kullanarak matris etkisini ortadan
kaldirmak yerine, bu durumda analite benzer yapisal ve fiziksel 6zelliklere sahip
izotopik olarak etiketlenmis bir IS kullanarak telafi eder. ikinci segenek, tartismasiz
en sik kullanilanidir, ¢iinkii yalnizca bir ESI kaynagi ile ¢alismadan calistirmaya
gozlemlenen iyon akimlarindaki farkliliklar1 degil, ayn1 zamanda ekstraksiyon gibi
MS o6ncesi deneysel faaliyetlerdeki degiskenligi de ele alir. IS'nin ilgilenilen analitten
farkli bir zamanda ayristirildigi nadir durumlarda, déteryum (D) etiketli IS'ler ile
izotopik etkiler kaydedilmistir. IS, bu eliisyonun bir sonucu olarak ilgilenilen

analitten farkl matris etkilerine maruz kalacaktir [24], [25].
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Sekil 2. 4. Elektrosprey iyonizasyonu sirasinda onerilen iyon olusum mekanizmalari
[16].

2.2.2.2. Matrix Assisted Laser Desorption lonization (MALDI)

MALDI, protein dizilimi ve proteomik arastirmalar i¢in yaygin olarak kullanilan bir
iyonizasyon kaynagidir ve genellikle ESI teknolojisiyle birlikte kullanilir. Ornegin,
Banoub'un grubu, bir balik biyobelirteci olan vitellogenin proteinini basarili bir
sekilde tanimlamak icin ESI ve MALDI yontemlerini kullanmistir. MALDI, DNA,
lipidler ve glikokonjugatlar gibi analizler i¢in ESI'ye benzer sekilde
kullanilabilmektedir [26], [28].
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Iyonlar, MALDI (Matris Yardimli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu) ydnteminde kat:
fazdan desorbe edilir. Numune 6nce uygun bir ¢oziicii i¢inde ¢oziiliir ve daha sonra
biiyiilk miktarda uygun bir matris ile birlestirilir. Daha sonra, bu numune-matris
karistmi bir MALDI plakasina lekelenir ve hava ile kurutulur. Bu kosullarda,
numune matrisiyle birlikte kristallesir. Sonrasinda, bir lazer 1511 numune matrisi
kristaline ¢arpar ve lazer enerjisi matris tarafindan emilir. Bu siireg, analitlerin
desorpsiyonunu ve iyonlagsmasini tetikleyerek karisimdaki bilesenleri gaz fazina tasir.

MALDI-MS sirasinda iyon olusumu Sekil 2.5'te gosterilmektedir.
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Sekil 2. 5. MALDI iyonizasyon siireci Bir UV lazer 151n1, matrisi uyaran ve enerjiyi
analitlere ileten matris-analit kristaline yonlendirilir. Bunun sonucunda

analitler iyonize olur ve tek yiikli tiirler olarak desorbe olur. [15].

MALDI ilk olarak vakum altinda kullanilmistir, ancak 2000 yilinda atmosferik
basing (AP) MALDI yontemi gelistirilmistir. Bu gelisme, degistirilebilir MALDI ve
ESI (Elektrosprey lIyonizasyonu) kaynaklarma sahip kiitle spektrometrelerinin
maliyetini azaltmis, kullanim kolayligini iyilestirmis ve ticari yaygmligini artirmistir.
MALDI'de hangi yontemlerin iyon olusumuna katkida bulundugu heniiz tam olarak
bilinmemektedir ve belirli bir matris secimi genellikle deneme yanilma ydntemine
dayanmaktadir. Matris se¢imi, analitlerin dogasiyla birlikte pozitif veya negatif
iyonizasyon moduna bagl olarak belirlenebilir. Pozitif iyonizasyon modunda bazik
matrisler tercih edilirken, negatif iyonizasyon modunda ise asidik matrisler daha
verimli olabilir [29], [30].
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2.2.2.3. MALDI ve ESI karsilastirmasi

ESI (Elektrosprey Iyonizasyonu) ve MALDI (Matris Yardimli Lazer Desorpsiyon
Iyonizasyonu), pikomolar seviyesinde diisiik analit konsantrasyonlariyla ¢alisabilen
son derece hassas analitik yontemlerdir. Numunenin iyon kaynagina tanitilmasi,
MALDI ve ESI arasindaki en biiyiik varyasyonlardan biridir. MALDI, kati faz
kullanirken, ESI ise cihaza infiize edilen solvatli bir numune kullanir. Bu nedenle,
ESI, LC ile birlikte kullanildiginda etkili bir sekilde nicel Olglimler yapmak icin
kullanilabilir. Bununla birlikte, ESI'nin verileri MALDI'ye kiyasla daha iyi bir
sekilde kopyalayabilse de, bir ESI spektrumundaki tek iyonlarin géreceli bollugunun
numune konsantrasyonunu tam olarak yansitmadigi unutulmamahidir [31].
MALDTI'nin kullanimini nitel degerlendirmelerin Gtesine tasimak ve nicel dl¢timler
yapmak ic¢in birka¢ girisimde bulunulmus ve yakin zamanda LC ile arayiiz
olusturulmustur. Ancak, MALDI kristalinin degigkenligi, boyle bir uygulama i¢in
onemli bir zorluk olusturur. Gergekte, lazer 1siminin  konumu, MALDI
spektrumlarmin kalitesi iizerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilir, bu nedenle
operatdriin en bilgilendirici spektrumu tireten bir "tatli nokta" bulmasi gerekmektedir
[32].

MALDI'nin tuzlar ve/veya deterjanlar gibi kirleticilerle karsi saglamligi, MALDI ile
LC arasinda arayiiz olusturma girisimlerine baglh olarak degisir. ESI kullanildiginda,
ornegin ESI ignesine enjekte edildigi tiiplere adsorbe edilen kirleticiler, analitlerle
rekabet edebilir ve sonuglart etkileyebilir. Ancak MALDI'de, analitler iyonizasyon
sirasinda matriksin biiylik bir kismindan ayrildig icin bdyle bir sorunla karsilasilmaz
[33], [34]. Son olarak, ESI, proteinler ve peptitler gibi biyomolekiiller i¢in ¢oklu
yiiklii tiirlerin olugsmasina egilimlidir. Biiyiik proteinler daha diisiik m/z degerlerinde
goriinebildiginden, teorik olarak ESI sinirsiz bir kiitle araligina sahip olabilir. Diger
yandan, MALDI, proteinlerin, polisakkaritlerin ve lipidlerin molekiiler iyonlarin

belirlemek i¢in tek yiiklii tiirler tiretme egilimindedir [35].

2.2.3. Kiitle Analizérleri ve MS/MS

Kiitle analizorii, iyonlar1 m/z degerlerine gore ayiran bir aletin bilesenidir. Bir kiitle

spektrometresinde iyonlarin izolasyonu normalde elektrikle calistirilir, ancak

13



manyetik sektorler gibi klasik analizorler iyon ayrimini etkilemek i¢in bir manyetik
alan kullanir. Erisilebilir yaklagimlar agisindan iyonizasyon islemine benzer sekilde,
iyonlar1 m/z degerlerine gore ayirabilen birgok sistem vardir.

Kiitle spektroskopistleri su anda dort ana analizér kullanmaktadir: dort kutuplu (Q),
dort kutuplu iyon tuzagir (QIT), ugus siiresi (ToF) ve Fourier doniisiimii iyon
siklotron rezonansit (FT-ICR). Bu analizérlerin boyutu, fiyati, ¢oziinirliigi, kiitle
aralig1 ve tandem kiitle spektrometrisi ¢alismalarimi (MS/MS) yliriitme yetenegi
farklidir. FT-ICR, QIT bircok kiitle spektrometrik deneyi (MSn) gerceklestirebilse
bile, dogru kiitle 6l¢iimleri agisindan 6zellikle giigliidiir [36].

2.2.3.1. Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS)

Tek asamali ESI-MS (Elektrosprey Iyonizasyon Kiitle Spektrometrisi) ve MALDI-
MS (Matris Yardimli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu Kiitle Spektrometrisi),
molekiiler iyonlarin tespiti icin kullanislidir ve belirli durumlarda yapisal bilgi
saglayabilir. MALDI ve ESI durumunda, "kosullar" terimi, iyon kaynaginda
par¢alanmanin indiiklenmesine atifta bulunur. Tandem kiitle spektrometrisi, belirli
bir m/z degerini izole ederek ¢alisir ve ardindan bu izole edilen iyon pargalanabilir ve
parca veya iriin iyonlar: iiretebilir. Kullanicinin gorevi, analitin molekiiler yapisi
hakkinda 6nemli bilgiler ortaya ¢ikaran bir MS/MS (Tandem Kiitle Spektrometrisi)

spektrumu tarafindan olusturulan "bulmacay1" ¢6zmektir [37], [38].

Collision
El Photon
ESI Surface
MALDI
Mt m/z ) S m/;
SErE. 3 - =3 Z x
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e W e
MS1 MS2
Precursor Product
ion ion

Sekil 2. 6. Tandem kiitle spektrometrisi semasi [39].
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2.2.4. Proteomik Analizlerde MS Is Akislan

Proteinleri olusturan peptitlerin tanimlanmasindan elde edilen kiitle/yiik oranlarini
kullanan bu teknik, birden fazla kiitle spektrometri aleti gerektirir. GC-MS (Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi), MALDI-TOF (Matris Yardimli Lazer
Desorpsiyon Iyonizasyonu-Kiitle Zaman Ugusu) ve LC-MS/MS (S1vi Kromatografi-
Kiitle Spektrometrisi/Tandem Kiitle Spektrometrisi) en iyi bilinenleridir, ancak farkli
kullanimlar icin farkli ekipmanlara sahip olan diger saticilar da bulunmaktadir.
Proteomikte giincel altin standart olan LC-MS/MS'de, sivi kromatografi ve kiitle
spektrometrisi ekipmanlari birlikte ¢aligmaktadir. On ayirma yapilmadan, ¢ogu peptit
kombinasyonu, kiitle spektrometrisi tarafindan incelenemeyecek kadar karmasiktir.
Sonug olarak, LC (Sivi Kromatografi) boliimiinde peptidler dnce sivi kromatografi
prensiplerine gore ayristirilir. Saglam peptitlerin kiitleleri daha sonra bir 6ncii iyon
secilmeden ve parcalanmadan Once sirali kiitle spektrometrisinin ilk MS (Kiitle
Spektrometrisi) fazi i¢in Ol¢iiliir ve kaydedilir. Pargalanma, genellikle argon veya
nitrojen gibi gazlarla carpisarak yapilan ikinci MS fazinda indiiklenir. Carpigma ile
indiiklenen fragmanlar bir MS/MS spektrumunda kaydedilir ve peptitteki her amino
asidin spesifik kiitlesi olgiilerek fragman modeli ortaya ¢ikar. Bu yontem, proteomik
arastirmalarda protein tanimlamasi ve yapisal analiz i¢in dnemli bir aragtir. Kiitle
spektrometrisi teknikleri, yiiksek hassasiyetleri ve secicilikleri sayesinde peptitlerin
tanimlanmasi, post-translasyonel modifikasyonlarin belirlenmesi ve protein-protein
etkilesimlerinin incelenmesi gibi bir¢ok uygulama alaninda kullanilmaktadir. LC-
MS/MS, peptit analizinde gilivenilir sonuglar elde etmek icin etkili bir strateji olarak
kabul edilmektedir [40], [41].
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Sekil 2. 7. LC-MS/MS proteomiks analizinin is akis1 [40].

2.3. GLIKAN ANALIZLERI iICIN ORNEK HAZIRLAMA YONTEMLERI

Biyoterapotiklerin in vivo biyoaktivitesi, stabilitesi, ¢oziniirliigii ve metabolik
kaderi, protein glikosilasyonundan etkilenebilir. Glikosilasyon, transkripsiyondan
farkli olarak, yapisal durum esas olarak liretim yontemlerine ve kosullarina bagli
olan, sablon giidiimlii olmayan bir enzim modifikasyon islemi olan translasyon
sonrasi bir modifikasyondur. Sonug olarak, bitmis {iriin biraz farkli olabilir [42].
Glikanin tripeptit konsensiis dizisi Asn-X-Ser/Thr'deki bir Asn tortusuna baglandig:
N-glikosilasyon ve glikanin bir Ser veya Thr tortusuna baglandigi O-glikosilasyon
iki ana tiirdiir. protein glikosilasyonu. Glikanlar, ¢esitli hiicre i¢i, hiicre-hiicre ve
hiicre-matris tanima olaylarinda yer alir ve bu nedenle onemli biyolojik ilgiye
sahiptir. Fonksiyonel yonleri yerlesik yapisal parametrelerle iliskilendirmek igin
glikan zincirlerinin ayrintili yapisal arastirmalar gereklidir. Protein glikozilasyonunu
karakterize etmek icin asagidaki prosesler kullanilir: ilk olarak, baglanan glikanlar
enzimatik veya kimyasal olarak salinir; ikinci olarak, salinan glikanlar, aromatik
veya alifatik aminler ile indirgeyici aminasyon veya permetilasyon yoluyla
tirevlendirilir; ve {iglincli olarak, glikanlar analiz edilir [43]. Bu boliim, analiz igin
N-glikosilasyon tipi glikanlar1 hazirlamak i¢in hangi hazirliklarin  yapildigini
tartisacaktir.
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2.3.1. N-Glikanlarin Salinimi

Enzimler, N-bagli glikanlar1 peptitlerinden ayirmak i¢in yaygmn bir sekilde
kullanilmaktadir. Tamamen bozulmamis N-bagli glikanlar1 salma yetenekleri
nedeniyle, peptit:N-glikosidaz F (PNGase F) gibi glikoamidazlar, N-bagl: glikanlarin
salinimi i¢in uzun yillardir en sik tercih edilen tekniklerdir. Glikoamidazlar, iki seker
arasindaki glikozidik baglantiy1 kesen endoglikozidazlara kiyasla, bir glikozamidin
amid bagin1 hidrolize eder. En igteki N-asetilglukozamin (GICNAc) ve asparagin
kalintisi, PNGase F ve glikopeptidaz A (PNGase A) gibi glikoamidaz enzimleri
tarafindan kesilen bir baglant1 ile birlesir. PNGase A daha az siklikla kullanilmasina
ragmen, tiim yiiksek mannoz, hibrit ve kisa kompleks glikanlar1 pargalayabilir.
Ayrica, 1,3 ¢ekirdekli fukoz igeren glikanlar1 da parcalayabilir. PNGase A, daha
kiigiik ve daha basit glikanlar1 pargalayabilirken, sialik asit kalintis1 gibi daha biiyiik
ve karmagsik glikanlar1 pargalayamaz. PNGase F, hemen hemen tiim N-bagh
glikanlar1 pargalayabilme yetenegi nedeniyle PNGase A'ya benzer sekilde peptit
omurgalarin1 koruyabilir. Ancak, PNGase F, genellikle bitkilerde bulunan 1,3
cekirdekli fukozillenmis tiirleri pargalayamaz. Son olarak, PNGase F ve PNGase A
gibi enzimlerin kullanimi ig¢in gereken maliyet ve zaman faktdrlerine ragmen,
glikanlarin enzimatik salimimi, peptid omurgasini veya amino asit yan zincirlerini
bozmadan bozulmamis glikanlari salma kapasitesi ve basitligi nedeniyle mekanik

salinimin yerini almistir [44].

2.3.2. N-Glikanlarin Etiketlenmesi

N-glikanlar, protein dizisindeki asparagin kalintilarina bir amid baglantist araciligiyla
baglanan karmasik karbonhidrat yapilaridir. Bu glikanlar, protein katlanmasinda,
stabilitesinde ve islevinde dnemli roller oynar. N-glikanlarin analizi, glikobiyoloji,
biyoteknoloji ve biyotip gibi ¢esitli alanlarda biiylik ilgi gérmektedir. N-glikan
analizi i¢in yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri, N-glikanlarin floresan veya
kromojenik etiketlerle etiketlenmesidir. N-glikanlarin etiketlenmesi, jel elektroforezi,
kromatografi ve kiitle spektrometrisi gibi c¢esitli analitik tekniklerle glikanlarin
saptanmasini, ayrilmasini ve miktarinin belirlenmesini saglar [45].

N-glikanlar i¢in baz1 yaygin etiketleme stratejileri sunlardir:
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- Floresan etiketleme: Bu yontem, N-glikanlarin 2-aminobenzoik asit (2-AA),
2-aminobenzamid (2-AB) veya 2-aminopiridin (2-AP) gibi bir floresan boya
ile etiketlenmesini icerir. Isaretli N-glikanlar, yiiksek performanslh sivi
kromatografisi (HPLC) veya kapiler elektroforez (CE) ile ayrilabilir ve
floresan algilama ile saptanabilir.

- Kromojenik etiketleme: Bu yontem, N-glikanlarin 2-aminobenzoik asit
hidrazit (ABH), 4-(4,6-dimetoksi-1,3,5-triazin-2-il)- gibi bir kromojenik
reaktif ile etiketlenmesini igerir. 4-metilmorfolinyum kloriir (DMTMM) veya
2-kloro-4,6-dinitrofenol (CDNP). Isaretli N-glikanlar, HPLC veya CE ile
ayrilabilir ve UV-Vis spektrofotometri ile tespit edilebilir.

- lIzotopik etiketleme: Bu yéntem, N-glikanlarin ~13C veya ~15N gibi kararh
izotoplarla etiketlenmesini icerir. Isaretli N-glikanlar, kiitle spektrometresi ile
ayrilabilir ve kiitle spektrometrisi ile saptanabilir [46].

Ozetle, N-glikanlarin etiketlenmesi, N-glikanlarin analizinde 6nemli bir adimdir ve
cesitli analitik tekniklerle glikanlarin saptanmasini, ayrilmasmi ve miktarinin
belirlenmesini saglar. Etiketleme stratejisinin se¢imi, spesifik analitik teknige,

hassasiyete ve maliyet hususlarina baghdir.

2.3.3. N-Glikanlarin Saflastirilmasi

N-glikanlarin saflagtirilmasi, asagi akis analizlerine miidahale edebilecek tuzlar,
proteinler ve diger safsizliklar gibi istenmeyen kirleticileri ortadan kaldirdigi igin
glikanlarin analizinde 6nemli bir adimdir. N-glikanlarin saflastirilmasi icin ¢esitli
yontemler vardir ve yontemin se¢imi spesifik uygulamaya, baslangi¢ malzemesi
miktarina ve istenen saflik diizeyine baghdir [47].

N-glikanlarin saflagtirilmasi i¢in bazi yaygin yontemler sunlardir:

- Jel filtrasyon kromatografisi: Bu yontem, numuneyi bir jel filtrasyon
kolonundan gecirerek N-glikanlar1 boyutlarina gore ayirir. Daha kiiglik
glikanlar daha geg, daha biiyiik glikanlar ise daha erken ayrisir. Bu yontem,
karmasik N-glikan karisimlarinin saflastirilmasi i¢in basit ve etkilidir, ancak
yiiksek saflik saglamayabilir.

- Kat1 faz ekstraksiyonu: Bu yontem, bir numuneden N-glikanlar1 secici olarak

baglamak ve ayristirmak i¢in bir kat1 faz recinesi kullanir. Regine, glikanlar1
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hidrofobikliklerine, polaritelerine veya yliklerine gore segici olarak baglamak
icin C18, silika veya grafitlestirilmis karbon gibi farkli kimyalarla modifiye
edilebilir. Bu yontem, yiiksek saflikta N-glikan saglar ve kiigiik ila orta 6lgekli
saflastirmalar i¢in uygundur.

- Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC): Bu yontem, N-glikanlari,
iyon degisimi, ters faz veya boyut- diglama. Bu yontem, yiiksek saflikta N-
glikan saglar, ancak diger yontemlere gore daha karmasik ve zaman alicidir.

- Lektin afinite kromatografisi: Bu yontem, N-glikanlar1 spesifik karbonhidrat
yapilarina gore segici olarak baglamak ve ayristirmak ic¢in bir lektin reginesi
kullanir. Lektinler, mannoz, fukoz veya sialik asit gibi spesifik karbonhidrat
yapilarma yiiksek afiniteye sahip proteinlerdir. Bu yontem, kiitle
spektrometresi gibi akis asagi analizler i¢in uygun olan yiiksek oranda
saflastirilmis N-glikanlar1 saglar.

Ozetle, N-glikanlarin saflastirilmasi, glikanlarin analizinde kritik bir adimdir ve bu
amag¢ ic¢in ¢esitli yontemler mevcuttur. Yontem secimi, spesifik uygulamaya,
baslangi¢ malzemesinin miktarina ve istenen saflik seviyesine baglidir. Saflagtirilmis
N-glikanlar, kiitle spektrometrisi, kapiler elektroforez veya yliksek performansli sivi

kromatografisi gibi ¢esitli alt analizler i¢in kullanilabilir [48].

2.4. BAL PROTEINLERI

Baldaki protein miktarinin diisiik olmas1 (%0,1-0,5), bali seker acisindan zengin bir
ortamdan ayirmanin zorlugu ve geleneksel yontemlerle protein karakterizasyonunun
zorluklar1 nedeniyle, bal numunelerinin protein igerigi {iizerine smnirli sayida
arastirma bulunmaktadir. Farkli tiirlerdeki bal ornekleri, mekanik ve kimyasal
prosediirler de dahil olmak iizere cesitli protein ekstraksiyon yontemlerine tabi
tutulmustur. Bu calismalarin ¢ogu, bal proteininin miktarini ve molekiiler boyutunu
jel elektroforezi kullanarak belirlemistir, ancak proteinin tanimlanmasi1 konusunda
sinirlt basar elde etmislerdir. Cesitli ¢okelticiler kullanilmis olsa da, bunlarin tiimi
kiitle spektrometrik analiz yontemleriyle uyumlu degildir. Sonug¢ olarak, bal
proteinini giivenle karakterize etmek icin diisik ve degisken protein miktarinin

oldugu numunelerin hazirlanmast asamasmin biliylik 6nem tasidigr goriilmektedir

[49], [50].
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2.4.1. Baldaki Proteinler Ve Amino Asitler

Protein, balda sadece kii¢iik miktarlarda (9%0,1-0,5) bulunur ve molekiiler agirliklar
22 ila 75 kDa arasinda degisir. Protein miktar1 genellikle Kjeldahl yonteminden elde
edilen toplam azot igeriginin 6,25 faktorii ile ¢arpilmasiyla hesaplanir. Proteinin
varligi, balin daha diisiik bir ylizey gerilimine sahip olmasina neden olur, bu da
kopiik olusumuna ve kopiik/hava kabarciklar1 olusumuna belirgin bir egilim gosterir.
Bal proteini, icerisindeki tagsigin tespiti i¢in kararli karbon izotop oranlarmin
kullanilmasinda dahili bir standart olarak da kullanilmistir. Karbon izotop orani, saf
balin diisiik maliyetli karbonhidratlarla karistirlldiginda degisir, ancak protein
bilesimi degismez. Arilar, dogal olarak polen ve nektar1 enzimler kullanarak
pargalayarak bal proteini olustururlar. Bu nedenle, sentetik seker eklenmedigi siirece,
bal ve proteinin karbon izotop degerleri hemen hemen benzer olmalidir. Bal ve
protein arasindaki karbon izotop orami farki, tagsisin derecesini degerlendirmek i¢in
kullanilabilir [51].

Bal o6rneklerinde toplam bal agirliginin %0,3-1'ini (a/a) olusturan yirmi alti amino
asit kesfedildi. Cogunlugu bagl formdadir. Prolin, fenilalanin ve glutamik asit, ¢igek
balinda en yaygin amino asitler gibi goriinmektedir. Tiim amino asit igerigi, prolin
miktar1 ile temsil edilebilir. Sonuclar1 sekerle beslenen kolonilerin tirettigi bal ile
karsilagtirdiktan sonra, prolinin bal arillarindan geldigi de kanitlandi. Sonug olarak,
balin amino asit profili, cografi veya botanik kdkenini tespit etmek icin kullanilabilir.
Amino asit igerigi bazen gida tiriinii kokusu ve aromasi i¢in 6nemli bir 6nciildiir [51],

[52].

2.4.2. Bal Proteini Ekstraksiyonu

Genellikle bal, ar1 kovanlarindan hasat edildikten sonra polen igermektedir. Polen
varligi, baldaki protein igerigini artirabilir. Bu nedenle, protein ekstraksiyonu
oncesinde polenin baldan ¢ikarilmasi gerekmektedir. Fiziksel veya kimyasal olarak
siniflandirilabilecek birgok protein ekstraksiyon yontemi mevcuttur. Ancak, jel
elektroforezi ve kiitle spektrometrisi verilerini etkileyebilecek kirleticilerin varlig

nedeniyle, protein ekstraksiyon prosediirleri, proteinin uygun analizi konusunda bir
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zorluk olusturmaktadir. Bununla birlikte, optimal ekstraksiyon yoOntemi, sivi
kromatografisi (LC) ve kiitle spektrometrisi (MS) kullanilarak asagi akis analizine
uyumlu olmali ve en yiiksek miktarda proteini yakalayabilmelidir. Belirgin bir
sekilde, protein ekstraksiyonu, saflagtirma ve tamimlama prosediirlerindeki

ilerlemeler, gesitli biyolojik sorunlarin anlasilmasina yardimet olmustur [53], [54].

2.5. BAL SINIFLANDIRMASI KULLANILAN TEKNIiKLER

Bal, nereden geldigine, nasil hasat edildigine ve nasil hazirlandigina gore
siiflandirilabilir. Bal, kokenine gore dort tiire ayrilir: ¢igcek, 6zsu, monofloral ve
multifloral ballar. Ci¢ek bali cogunlukla cicek nektarindan yapilirken, genellikle
orman bali olarak bilinen 0zsu, arilar tarafindan bitki Ozlerinden "tatli 6zsu"
toplandiktan sonra yapilir. Narenciye, manuka ve akasya bali gibi monofloral bal,
esas olarak ayni bitki tiiriinden toplam polen igerigi ylizde 45'in {izerinde olan tek bir
botanik orijinden elde edilir ve bu bitki i¢in adlandirilir. Polyfloral bal, multifloral
balin diger adidir. Cayir ¢icegi bali ve orman bali gibi hi¢birinin baskin olmadigi

say1siz biyolojik kaynak vardir [55].
2.5.1. Balin Gergekligi
Saf balin tespiti ve orijinalligi balin dzelliklerine gére yapilmistir. Onemli bir gorev

haline geldiginden, balin ger¢ekligini O6lgmek icin ¢esitli analitik yOntemler

kullanilmistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2. 8. Bal kimlik dogrulamasi i¢in kullanilan geleneksel ve modern analitik

yontemler.

2.5.2. Bal Tespit Yontemleri Ve Teknolojileri

Bal dogrulama arastirmalarinda, botanik kdkeni belirlemek i¢in geleneksel yaklagim
kullanilir. Monofloral balin kokenini belirlemek i¢in duyusal ve fizikokimyasal
testler kullanilirken, balda bulunan ¢icek polen taneciklerini mikroskobik inceleme
yoluyla tanimlamak igin tipik olarak melissopalinolojik analiz kullanilir. Ote yandan
melissopalinolojik teknik, polen icerigi degiskenlik gdsterdigi ve tipik olarak diisiik
oldugu icin narenciye gibi diger bal tiirleri i¢in faydali olmayabilir. Erkek ve disi
ciceklerdeki polen miktar1 bitki tiiriine, toplama mevsimine ve nektar ¢ikisina bagh
olarak degisir. Polen, bir arinin bal kesesinden elenebilir ve bazi durumlarda bala
hileli olarak eklenebilir. Bu prosediir, polen igerigindeki biiyiik dogal dalgalanma
nedeniyle duyusal analiz ve belirli fizikokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi
ile tamamlanmaktadir.

Balin botanik ve cografi kokenlerini belirlemek i¢in geleneksel dogrulama
tekniklerinin sinirlar1 nedeniyle daha giivenilir giincel analitik yaklagimlara ihtiyac
vardir. Kromatografik teknikler, kiitle spektrometrisi (MS) tabanli teknikler,
kizilotesi (IR) ve Raman teknikleri gibi titresim spektroskopisi, niikleer manyetik

rezonans (NMR), kararl1 izotop analizi ve alev iyonizasyon dedektorleri (FID) gibi
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geligmis analitik araglar veya sensor dizileri, karbonhidrat (seker) profilleri, mineral
icerigi, fenolik ve flavonoid bilesimleri, aroma profili ve amino asit bilesimini

6lgmek i¢in ¢alismalarda kullanilir [56].

2.6. TURKIYEDEKI BAL TURLERI

Bal Cesidi

Yoresi

Kekik Bah Ege ve Dogu Anadolu Bdlgesi
Keciboynuzu Bali Taurkiye Geneli

lhlamur Bah Artvin, Rize, Yalova, Bursa
Lavanta Bal Isparta ve Burdur

Narenciye (Anavarza) Bali Akdeniz Bolgesi

Anzer Bah Rize (Ayder Yaylasi)

Akasya Bali Artvin

Cicek Bal Turkiye Geneli

Deli Bal (Ormangiilii Bah) Dogu Karadeniz

Cam Bali Ege ve Akdeniz Bolgesi
Aycicek Bal Trakya

Karabas Otu Bal Turkiye Geneli

Hayit Bali Akdeniz Bolgesi

Karabugday Bali Turkiye Geneli

Kestane Bal Tarkiye Geneli

Karakovan Bahi Karadeniz Bolgesi

Keven (Geven) Bah Bitlis ve Dogu Anadolu Bolgesi
Mese Bah Trakya

Piaren Bahi Akdeniz, Ege, Trakya ve Karadeniz Bolgeleri
Yiiksekova Bah Hakkari

Sekil 2. 9. Tiirkiyedeki bal tiirleri ile yoreleri.

2.7. MAKINE OGRENIMi

Makine 6grenimi adi verilen bir yapay zeka bi¢imi, yapay zeka ilkelerini bilgi islem
sistemlerine uygulamak ig¢in algoritmalar kullanir ve ¢esitli matematiksel ve
istatistiksel ~siiregleri kullanarak verilerden sonuglar c¢ikarir. Ozellikle tip
mihendisligi ve biyomedikal miihendisligi uygulamalar1 diizenli olarak makine
Ogrenimini igerir. Bireyin c¢esitli hastaliklar i¢in risk faktorlerinin belirlenmesi,

kanser teshisi, goriintli isleme yazilimlari, konusma tanima, nesne tanimlama vb.
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Makine Ogrenimi, bal tiirlerinin kiitle spektrometresi tabanli glikomik verilerine
dayali olarak siniflandirilmasi i¢in giiclii bir ara¢ olabilir. Makine 6greniminin bu
baglamda nasil uygulanabilecegi hakkinda bazi bilgiler asagida verilmistir:
Makine Ogrenimi algoritmalari, farkli bal tiirlerinin karakteristigi olan kiitle
spektrometresi tabanli glikomik verilerdeki kaliplar1 6grenmek icin egitilebilir.
Algoritma, her numunenin belirli bir bal tiiriiyle iligkilendirildigi bir dizi etiketli veri
tizerinde egitilmistir. Algoritma daha sonra yeni, etiketlenmemis numunelerin bal
tipini tahmin etmek i¢in bu kaliplar1 kullanir.
Bal tiirii siniflandirmasi i¢in makine 6grenimini kullanmaya yonelik bir yaklagim,
destek vektor makineleri (SVM), rastgele ormanlar veya yapay sinir aglari gibi
denetimli 6grenme algoritmalarini kullanmaktir. Bu algoritmalar, her numunenin
belirli bir bal tiirtiyle iliskilendirildigi bir dizi etiketli veriden 6grenir. Algoritma bu
veriler lizerinde egitilir ve daha sonra yeni, etiketlenmemis numunelerin bal tipini
tahmin etmek i¢in kullanilir [57], [58].
Bagka bir yaklasim, 6rnekleri glikomik verilerdeki benzerliklerine gore gruplandiran
kiimeleme algoritmalar1 gibi denetimsiz 6grenmedir. Bu algoritmalar, dnceden
bilinmeyen verilerdeki oriintiileri kesfetmek i¢in kullanilabilir ve yeni bal tiirleri
veya alt tiirleri kesfetmek i¢in kullanilabilir.
Her iki durumda da makine 6grenimi yaklagiminin basarisi, algoritmay1 egitmek icin
kullanilan verilerin kalitesine ve temsil edilebilirligine baghidir. Veriler ¢esitli olmal
ve farkli bal tiirlerini ve alt tiirlerini temsil etmelidir ve glikomik veriler yiiksek
kalitede olmal1 ve balda bulunan glikan yapilarini dogru bir sekilde yansitmalidir.
Ozetle, makine Ogrenimi, bal tiirlerinin kiitle spektrometresi tabanli glikomik
verilerine dayali olarak siiflandirilmasi i¢in gii¢lii bir arag olabilir. Bal tiirlerinin
dogru ve hizli bir sekilde siniflandirilmasini saglayabilir ve potansiyel olarak yeni bal
tirleri veya alt tiirler1 kesfedebilir. Ancak, algoritmayr egitmek icin kullanilan
verilerin kalitesi ve temsil edilebilirligi, bu yaklasimin basarisi i¢in kritik 6neme
sahiptir [59].
Makine 6grenmesinde;

- Gozetimli

- Gozetimsiz

- Takviyeli olmak iizere ii¢ ¢esit 6grenme tiirii vardir [60] (Sekil 2.10).
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Target variable

Continuous Categorical Target variable not Categorical
Target Variable Target Variable available Target Variable not available
Regression Classification Clustering Association Classification Control
T T T T T T
v v v v v v
Housing Price Text Customer Market Basket Optimized Driverless
Prediction Classification Segmentation Analysis Marketing Cars

Sekil 2. 10. Makine 6grenimi algoritmalar1 ve yaygin uygulamalar [61].

Bu caligmada smiflandirmak icin gozetimli 6grenme grubuna ait siniflandirma

algortimalar1 kullanilmaktadir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. KULLANILAN MALZEMELER

Tez kapsaminda kullanilan tiim kimyasallar aksi belirtilmedik¢e Sigma-Aldrich

firmasindan temin edilmistir. PNGase F enzimi Promega firmasindan temin
edilmistir. Cicek ve ¢am ballar1 Tiirkiye’nin farkli yorelerinde bal iretimi yapan

ireticilerden temin edilmistir. Tablo 3.1°de bal 6rneklerinin temin edildigi bolgeler

gosterilmistir.

Tablo 3. 1. Kullanilan ¢i¢ek ve ¢am ballarina ait bilgi

Bal Bal Tiirii

No
1 Cicek Bali
2 Cam Bali
3 Cicek Bali
4 Cam Bali
5 Cicek Bali
6 Cam Bali
7 Cicek Bali
8 Cam Bali

Temin Edilen Yer/
Marka /Yore
Gokgeada-Canakkale
Gokgeada-Canakkale
Soke
Giizelgaml
Bayramig-Canakkale
Bayramig¢-Canakkale

Sigirl Koyti- Canakkale

Sigirli Koyii- Canakkale
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Uretimde Kullanilan
Arilarimn Irki
Gokgeada Aris1 (Apis
Mellifera Anatoliaca)
Gokgeada Arisi (Apis
Mellifera Anatoliaca)
Mugla Sarisi,
Kafkas
Mugla Katkas Kirig
Kafkas Arist
Kafkas Arist

Melezi

Canakkale yerli aris1 (
Kafkas ve karniyo)
Canakkale yerli aris1 (

Kafkas ve karniyo)



Tablo 3.1 Kullanilan ¢igek ve ¢gam ballarina ait bilgi(devam ediyor)

9 Cicek Bali Koycegiz-Mugla Karniyo
10 Karakovan Koycegiz-Mugla Karniyo
Cicek Bal
11 Cam Bali Koycegiz-Mugla Mugla Arist Kokeni
Italyan
12 Karakovan Cam Koycegiz-Mugla Mugla Aris1 Kokeni
Bali italyan
13 Cicek Bali Mersin Kafkas Arisi
14 Cam Bal1 Mersin Kafkas Arisi
15 Karakovan Mersin Kafkas Arisi
Cicek Bali 1
16 Cam Bali Yunanistan Italyan Melezi ve trakya

arisi

3.2. KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1. Bal Proteinleri Ekstrasiyonu

Her bir bal tiiriinden (cam ve cigek kaynaklarindan) 100 pl 6rnek alindi. Orneklere
100 pl kloroform eklenerek karistirildi. Ardindan tizerine 300 pl deiyonize su ve 400
ul metanol ilave edildi. Hazirlanan ornekler 14000 rcf (relatif santrifiij kuvveti)
degerinde santrifiij edildi ve elde edilen s1v1 faz, pelete zarar vermeden uzaklastirildi.
400 pl metanol eklenerek tekrar 14000 rcf'de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Yine
usteki fazi uzaklastirildi ve son adimda oOrnekler 45°C'de hizli bir vakum altinda

kurutuldu.

3.2.2. Bal Glikoproteinlerinden N-glikanlarin Salimm  ve 2-AA ile

Etiketlenmesi

Protein ekstraktlari, 50 uL %1 SDS icinde ¢oziindiikten sonra denatlirasyon islemi
icin 90°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan, ¢ozeltiye 25 puL %2 Igepal-
CA630 ve 25 pL 5X PBS eklenerek karistirildi. Enzimatik deglikozilasyon
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gerceklestirmek i¢in 1 U PNGase F enzimi eklenerek drnekler 37°C'de bir gece
boyunca bekletildi.

N-glikanlar glikoproteinlerden uzaklastirildiktan sonra, 6rnekler 2-aminobenzoik asit
(2-AA) ile etiketlendi. Bu islem i¢in 6ncelikle 48 mg/mL konsantrasyonda 2-AA (di-
metil sulfoksit/asetik asit iginde, 10:3, v:v) ve 63 mg/mL sodyum siyanoborhidriir
(NaCNBH3) (DMSO iginde) ¢ozeltileri hazirlandi. Ardindan, bu c¢ozeltilerden
sirastyla 50 uL 2-AA ve 50 uLL NaCNBH3 alinarak glikan salinimi gergeklestirilen
bal Orneklerine ilave edildi. Etiketleme islemi, 6rneklerin 65°C'de 2 saat inkiibe

edilmesiyle ger¢eklestirildi.

3.2.3. N-Glikanlarin Salinimi1 HILIC Ve PGC Temelli Saflastirilmalari

2-AA etiketli N-glikanlar, once seliiloz igeren kati faz ekstraksiyonu kullanilarak
saflastirildi. Ornekler, son hacimlerinde %85 ACN icerecek sekilde %100 ACN ile
ilave edildi. Yaklasik 20 mg seliilloz kat1 faz ekstraksiyon kartuslarina aktarildi.
Kartuslar, 6nce 1 mL %100 su ve ardindan %85 ACN ile 2 kez yikandi. Ornekler
kartuglara eklenip malzemeyle etkilesmesi i¢cin 5 dakika bekletildi. Sonra, seliiloz
iceren kartuslar, %1 TFA igeren %85 ACN ve %85 ACN c¢ozeltileri ile 3 kez
yikandi, boylece fazla etiket ve diger kimyasallar uzaklagtirildi. 2-AA etiketli N-
glikanlarin eliisyonu, 0.75 mL su kullanilarak gergeklestirildi. Orneklere 0.75 uL
TFA eklenerek daha sonra gozenekli grafitize karbon ile saflastirma islemi yapildi.
Yaklasik 20 mg karbon igeren malzeme, kartus icine yerlestirildi. Ilk olarak, karbon
iceren kartuslar, %80 ACN igeren %0.1 TFA ve su iceren %0.1 TFA ile 1 mL olmak
lizere 2 kez yikandi. Daha sonra, seliilozla saflastirilan 6rnekler, karbon iceren
kartuslara eklenerek Orneklerin malzemeyle etkilesebilmesi i¢in 5 dakika inkiibe
edildi. Sonra, karbon igeren kartuslar, %0.1 TFA iceren su ile 5 kez yikandi. 2-AA
etiketli glikanlarin  eliisyonu, %0.1 TFA iceren %80 ACN kullanilarak
gerceklestirildi. Daha sonra ornekler, 45°C'de hizli vakum kurutucu kullanilarak

kurutuldu.
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3.2.4. MALDI-TOF/TOF-MS Analizleri

Eliisyon c¢ozeltisinin 1 pL'si, MTP 384 Anchor 6rnek tutucusuna damlatilarak
kurutuldu. Bu asamadan sonra, hacimsel olarak 1/1 oraninda asetonitril/H20 i¢inde
¢ozilmiis ve %0.1 orto-fosforik asit igeren 5 mg DHB matriksi (2-5 dihidroksi
benzoik asit) ¢oOzeltisinden 1 pL alimarak bu Ornegin Tlizerine ilave edildi.
Kristallesme olusuncaya kadar bekletildikten sonra analizler, Bruker rapifleXTM
MALDI TissuetyperTM (Almanya, Bremen) cihazi kullanilarak MALDI kiitle
spektrometrisi ile gerceklestirildi. Analizler negatif iyonlagsmada reflektron modunda
en az 8000 lazer atist toplanarak gergeklestirildi. Her analiz Oncesi, Bruker
rapifleXTM MALDI TissuetyperTM kiitle spektrometrisi bir peptit karisima ile kiitle
kalibrasyonu gercgeklestirildi. Hizlandirma voltaji (25kV) uygulanarak 1000-4000
kiitle arali§inda kiitle spektrumlari elde edildi.

3.2.5. Veri Analizleri

Analizleri gerceklestirilen N-glikanlarin tanimlanmasi igin elde edilen veriler Protein
Scape yazilimina aktarildi. Glycoquest algoritmasi kullanilarak her bir pikin hangi
glikan bilesemini tespit ettigi belirlendir. Taramalardar CarbBank veritabam
kullanild1. Kiitle hata toleransi olarak 100 ppm ayarlandi. Elde edilen glikan
bilesenlerinin alani1 FlexAnalysis yazilimi ile elde edildi ve her bir N-glikanin
goreceli alan1 toplam alan normalizasyon yaklasimi kullanilarak elde edildi. Her bir
ornek 2 deneysel tekrar ile analiz edildi. Spektrum kalitesine gore 17 adet cam bali

ve 14 adet ¢icek bali 6rneklerine ait spektrumlar analizlerde kullanilmistir.

3.2.6. Istatiksel ve Makine Ogrenmesi Analizleri

Istatiksel analizlerde Perseus yazilimi kullanilmustir. Ilk olarak normalizasyonu
gerceklestirilmis veriler yazilima tanitildi. Gerekli gruplandirmalar yapildiktan sonra
her bir grup i¢in %80 goreceli alan degeri igerecek sekilde veriler siiflandirildi.
Goreceli alan1 belirlenmeyen glikan degerleri 0 olarak girildi. Istatiksel analizlerde
klasik t testi kullanild1 ve anlamli olarak degisim orani p<0.05 kabul edildi. Volkan

grafikleri olusturularak anlamli degisiklik gosteren biilesenler belirlendi.
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Makine 6grenmesi analizlerinde iki farkli veri seti kullanildi. Birinci veri seti 13
farkli N-glikan bilesimini igerirken, ikinci veri seti istatiksel olarak anlamli degistigi
bulunan 3 farkli N-glikan1 kapsamaktadir. Her iki veri seti de MatLab yaziliminda
bulunan classification learner uygulamasina yiiklendi. Capraz dogrulama orani “5”
olarak ayarlandi ve uygulamada bulunan tiim algoritmalarin siniflandirma

performansi test edildi. Sonrasinda dogruluk, kesinlik, geri cagirma ve F1 puani gibi

metrikleri kullanarak makine 6grenimi modellerinin performansini degerlendirildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. BAL ORNEKLERININ MALDI-MS iLE PROFIiLLENMESI

Bu projede, farkli bal kaynaklarindan (cam bali ve ¢icek bali) 16 numune aldiktan
sonra, bir dnceki boliimde bahsedilen bir protokol kullanarak proteinleri ekstraksiyon
edildi, ardindan bal Ornekleri profillenme amaciyla glikanlarin salinimini
gerceklestirip 2-AA etiketi ile etiketlendi. Daha sonra 2-AA etiketli glikanlarin
saflastirilmas1 gergeklestirildi. MALDI kiitle spektrometresi (MALDI/MS) ile
glikanlar analiz edildi. Sonrasinda tespit edilen glikanlara ait kiitle alan bilgileri
ekstrakte edildi ve her bir glikanin goreceli bollugu tespit edildi. Son olarak istatiksel

ve makine 6grenmesi analizleri gerceklestirildi (Sekil 4.1).

vvvvvvv

o 7,
Bal Ornekleri Bal Proteinleri Glikan d""’rn, a

MALDI/MS Analizi
Cicek Bal1 -
OR -
Cam Balu — -— i —_ = s
MALDI/MS

Sekil 4. 1. Is Akist.

Glikanlar 2-AA etiketi ile etiketlendikten sonra MALDI-MS ile analiz edildi. Sekil
4.2. de ¢igek ve cam ballarmma ait MALDI kiitle spektrumlar1 goriilmektedir.
Analizler sonucunda ¢cam ve ¢igek balina ait glikan profilleri belirlendi. Tolam 76

adet farkli N-glikan yapisi1 belirlendi. Yiiksek oranda deneysel tekrarlar arasinda
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varlig1 belirlenen 13 adet N-glikan profili, analizlerde kullanilmistir. Her bir glikanin
goreceli bollugu belirlendikten sonra istatiksel olarak anlamli degisen glikan

profilleri belirlenmistir.
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Sekil 4. 2. Cigek (A) ve Cam (B) balin bir 6rneginin MALDI-MS analizi.

4.2. GLIKANLARIN BAL ORNEKLERINE BAGLI OLARAK iSTATIKSEL
DEGERLENDIRILMESI

Bu calismanin temel amaci bal 6rneklerini siniflandirmak ve 6rnekleri miimkiin olan
en diisiik hata oramiyla siiflandirabilen ideal yontemi incelemek oldugundan,
makine 0greniminin analizi yapmadan once cicek ve ¢cam ballarina ait glikanlarin
birbiri arasindaki farkliliklarin daha net analsilmast igin istatistiksel testler yapildi.

Sekil 4.3'teki temel bilesen analizi, ballara ait tespit edilen tiim ortak glikanlarin
kullanarak cam ve c¢igek ballarimi ayirt etme yetenegini gostermektedir. Kirmizi
noktalar ¢icek bali 6rneklerine ait glikanlar1 temsil ederken, mavi noktalar ¢am balin1
temsil etmektedir. ki boyutlu analizde, Component 1 varyansmn %85.4"inii,
Component 2 ise %]14.1'ini agiklamaktadir. Bu analiz, cam ve ¢icek ballarinin tiim
N-glikan profillerine dayanarak yiiksek bir ayrim gosterdigini ortaya koymaktadir.
Cam ve ¢igek ballart arasindaki ayrim, N-glikan profillerindeki belirgin miktarsal
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farkliliklara baglanabilir. Cizelgede goriilen drneklerin kiimelendigi, iki bal tiiriiniin
glikan kompozisyonlarinin 6nemli Ol¢iide farkli oldugunu gostermektedir.
Verilerdeki en biiyiik varyansi yakalayan Component 1, muhtemelen iki bal tiirii
arasindaki glikan bollugundaki temel farkliliklar1 yansitmaktadir. Benzer sekilde,
Component 2, cam ve ¢igek ballar1 arasindaki ayrima katkida bulunan ek farkliliklar
gostermektedir.

Bu bulgular, kapsamli N-glikan profillemesinin temel bilesen analizi ile
birlestirilerek bal siniflandirma ve dogrulama i¢in gii¢lii bir ara¢ olarak kullanma
potansiyelini vurgulamaktadir. Farkli glikan imzalarin1 degerlendiren bu yaklasim,
cam ve ¢igek ballar1 arasinda ayrim yapmak i¢in nicel bir yontem sunarak, kokenleri
hakkinda degerli bilgiler saglayabilir ve sahtekarlik veya yanlis etiketleme tespitini

mumkuin kilabilecektir.
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Sekil 4. 3. Cam bal1 ve Cigek bali tiim glikanlarin temel bilesen analizi.

Cam ve cicek ballar1 arasindaki ayrima en fazla katkida bulunan belirli glikanlari
belirlemek i¢in volkan grafik yontemi kullanildi. Bu istatistiksel analiz teknigi, iki
bal tiirii arasindaki glikan bollugundaki istatistiksel olarak anlamli degisiklikleri
belirlemeye olanak saglar. Sekil 4.4'te goriilen volkan grafigi, Hex5SHexNAc3,
Hex4HexNAc3 ve Hex5HexNAc2 glikanlarinin ¢icek ve ¢am ballar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Hex5HexNAc3, Hex4HexNAc3 ve Hex5HexNAc2 glikanlari, bolluk agisindan
dikkate deger farkliliklar gostermistir ve bir bal tiiriinde digerine goére dnemli 6l¢iide
yiiksek seviyelerde bulunmustur. Bu belirli glikanlar, ¢am ve ¢igek ballar1 arasinda
ayrimi saglayan temel ayirt ediciler olarak ortaya ¢ikmaktadir. bu glikanlarin farkl
bolluk diizeylerine katkida bulunan temel faktorlerin, enzimatik aktiviteler veya
cicek kaynaklar1 gibi, arastirilmasi, iki bal tiirii arasindaki glikan kompozisyonundaki

gozlenen farkliliklarin mekanizmalarini anlamamizi derinlestirebilir.

®ex5HexNACI-AA

exaHexNACI-AA

-Logp

exSHexMNAC2-AA

"

T
-05 o 05 1 15
Difference (Monofloral Honey - Pine Honey)

Sekil 4. 4. Cam bal1 ve ¢igek bali arasindaki anlamli farklik gosteren glikanlar temel

bilesen analizi.

4.3. BAL ORNEKLERININ MAKINE OGRENIMI iLE
SINIFLANDIRILMASI

4.3.1. Bal Orneklerinin Siniflandiriimasi
Makine O6grenimi adiminda, glikanlara ait goreceli alanlar kiitle spektrometrik
verilere bagli olarak elde edildi. MATLAB kullanilarak makine 6grenme modelleri

olusturuldu ve optimize edildi (5% c¢apraz dogrulama yontemiyle). MATLAB
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simiflandirma uygulamasinda bulunan tiim modellerin performansi c¢alismada
degerlendirimistir. Ayrica, dogruluk (accuracy), fl skor, ROC egrisi ve AUC gibi
Olgiitler ~ hesaplanarak  makine  6grenimi ~ modellerinin  performansini
degerlendirilmistir.

Sekil 4.5, cam ve ¢icek proteinlerinden elde edilen tim glikanlarin kullanildigt
makine Ogrenmesi siniflandirmasinin sonuglarin1 gosteren bir karmasa matrisini
sunmaktadir. Sekilde goriildiigii gibi, gergek pozitif skoru 16'dir, bu da 16 ¢am bali
orneginin dogru bir sekilde siniflandirildigini gosterir. Ancak, bir adet yanlis pozitif
skoru vardir, yani bir cam bali 6rnegi yanlis sekilde siniflandirilmistir. Benzer
sekilde, cicek bali ornekleri i¢in 13 tanesi dogru bir sekilde siniflandirilirken bir
tanesi yanlis siiflandirilmistir. Elde edilen karmasa matrisi, tiim glikanlar temel
alindiginda siniflandirma modelinin dogrulugu hakkinda bilgi saglar.

Sekil 4.6'da bu modele ait ROC egrisi analizi sunulmus olup, egrinin altinda kalan
alan (AUC) gosterilmektedir. Elde edilen AUC degeri 0.99'dur ve yiiksek bir
siniflandirma performansini isaret eder. ROC egrisinin ¢ogunlukla diyagonal ¢izginin
tizerinde yer almasi, modelin ¢am ve c¢icek ballarin1 ayirt etme konusunda basarili
oldugunu gostermektedir. Yiiksek AUC degeri, segilen glikanlara dayali olarak

orneklerin dogru bir sekilde siniflandirilmasindaki etkinligi daha da dogrulamaktadir.

Model 6 (Weighted KNN)

Cam Bal

True Class

Cicek Bal

Cam Bali Cicek Bali
Predicted Class

Sekil 4. 5. Tiim glikanlar i¢in KNN skoru orani.
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Model 6 (Weighted KNN)

s
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ROC curve
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®  Current classifier
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False positive rate

Sekil 4. 6Sekil 4.6. AUC degeri ve ROC egrisi.

Sekil 4.7 ise ii¢ istatistiksel olarak anlamli glikan kullanilarak elde edilen makine
O0grenmesi siniflandirmast sonuglart i¢in bir karmasa matrisini sunmaktadir. Bu
durumda, 17 ¢am bali 6rnegi ve 14 ¢icek bali 6rnegi tamamen ve kesin bir sekilde
birbirinden ayirt edilmistir, bu da %100 dogrulukla sonuglanmustir. iki bal tiirii
arasindaki bagarili ayrim, ii¢ segilen glikanin ayirt etme giiclinli gostermektedir.

Sekil 4.8, bu ii¢ istatistiksel olarak anlamli glikanin kullanildig: siniflandirma modeli
icin ROC egrisi analizini gostermektedir. ROC egrisi tamamen diyagonal ¢izginin
tizerinde yer almakta ve AUC degeri 1,00 olarak rapor edilmektedir, bu da yiiksek bir
simiflandirma performansini igaret etmektedir. Bu analizde kullanilan algoritma ve
modelin, se¢ilen glikanlara dayali olarak ornekleri dogru bir sekilde siniflandirmada

son derece etkili oldugunu gostermektedir.
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True Class

Cam Bal

Cigek Bah

Model 1.20 (Weighted KNN)

True positive rate

0.8
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Cam Bal Cigek Bali
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Sekil 4. 7. KNN skoru orani.
Model 1.20 (Weighted KNN)
* (0.00.1.00)
Positive class: Cam Bal
AUC =1.00
ROC curve
Area under curve (AUC)
® Current classifier
o 0.2 0.4 0.6 0.8 1

False positive rate

Sekil 4. 8. AUC degeri ve ROC egrisi.
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4.3.2. Smiflandirilmanin Modelin Degerlendirilmesi

Recall (Duyarhlik): glikanlarin dogru tespit etme oranini ifade etmektedir.

TP
TP+FN

Formiilu:

Duyarlilik =

Precision (Kesinlik): bal tiirii tahmin edilen ger¢ekte ne kadar basarli tahmin edildigini

gostermektedir.

Formiilii: Kesinlik = - P

P+FP

Accuracy: Accuracy degeri modelde dogru tahmin ettigimiz alanlarin toplam veri kiimesine

orant ile hesaplanmaktir.

TP+TN

Formiilii: i e —
TP+FP+TN+FN

Accuracy =

F1 skoru: Kesinlik ve duyarlilik degerlerinin harmonic ortalamasini géstermektedir.

2xduyarlilik+kesinlik
F1 skoru = 24

Formiili:
duyarlilik+ kesinlik

ROC / AUC: ROC egrisi siiflandirma problemleri i¢in 6nemli bir performans dl¢timiidiir.
AUC ise modelin siniflar1 ne kadar basarili ayirt edebildigini anlatir. Sekil 4.10°da ROC
egrisi ve AUC arasindaki iliski gdstermektedir.

En iyi f1 skoru elde edildiginde en iyi ROC egrisi de tespit edilmektedir.

TP, FN, TN, FP tanimlari:

TP: Gergek Pozitif (True Pozitive ) : Model, pozitif sinifi dogru olarak pozitif bir sinif olarak
ongordii.

FP: Yanlis Pozitif (False Positive ) : Model, negatif sinifi yanlis, pozitif bir sinif olarak
ongordii.

FN: Yanlis Negatif (False Negative): Model, pozitif siifi yanlis, negatif sinif olarak
ongordii.

TN: Gergek Negatif (True Negative): Model, negatif sinifi dogru olarak negatif sinifi

ongordii.
Tablo 4. 1. Smiflandirma modellerinin degerleri
Glikan Duyarlilik Kesinlik Accuracy F1 skoru
Timii 0,941 0,941 0,935 0,941
Anlamli 3 tanesi 1 1 1 1
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AUC for ROC curves

AUC = 100%

AUC = 5070

AUC = 9o°/o
AUC = 65%

Sekil 4. 9. AUC degeri ROC egrisi ile iligkisi.

Sunulan sonuglar, farkli glikan setlerini kullanarak ¢am ve cigek ballar1 arasindaki
ayrimi yapabilen makine 6grenmesi algoritmalarinin yeteneklerini vurgulamaktadir.
Glikanlarin kapsamli analizi, dogru ve giivenilir siniflandirma modellerinin
gelistirilmesine olanak tanir ve bu da balin dogrulama ve kalite kontrolii alaninda

onemli sonuglar dogurabilir.
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BOLUM 5

SONUCLAR

Cam ve cicek ballarinin glikan siniflandirmasi, MALDI/MS teknigi kullanilarak
farkli bolgelerden elde edilen o6rnekler iizerinde gerceklestirildi.

Makine Ogrenmesi algoritmalari, tiim glikanlara dayali olarak ornekleri
simiflandirmak i¢in kullanildi. Cam bali siniflandirmasi i¢in 16 dogru pozitif ve 1
yanlig pozitif sonucu elde edildi, yani 16 ¢am bali 6rnegi dogru sekilde siniflandirildi
ancak 1 tanesi yanlis olarak siniflandirildi. Cigcek bali siniflandirmasi igin ise 13
ornek dogru sekilde siniflandirilirken, 1 6rnek yanlis olarak siniflandirildi.

Ug istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren glikan dikkate alindiginda, makine
Ogrenmesi algoritmalart ¢am ve ¢igek ballar1 arasinda tam bir ayrim sagladi. 17 cam
bali 6rnegi ve 14 ¢igek bali 6rnegi tamamen dogru sekilde ayrildi, boylece %100
dogruluk elde edildi.

Makine Ogrenmesi modellerinin performanst ROC egrileri ve AUC degerleri
kullanilarak degerlendirildi. Tiim glikanlar dahil edildiginde, AUC degeri 0,99 olarak
hesaplandi.

Yalnizca istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren ii¢ glikan dikkate alindiginda,
ROC egrisi dogru pozitif oraninda 1 degerini yakaladi ve AUC degeri 1 olarak
raporlandi. Bu sonuglar, kullanilan algoritma ve modelin daha yiiksek bir basari
diizeyini temsil ettigini gostermektedir.

[statistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren ii¢ glikam1 kullanan makine 6grenmesi
algoritmalari, cam ve c¢icek ballar1 arasindaki ayrimi daha iyi bir sekilde
gerceklestirdi. Bu glikan temelli siniflandirma modeli, iki bal tiirii arasindaki ayrimi
dogru bir sekilde yapma konusunda iistiin performans sergiledi.

Sonug olarak, MALDI/MS teknigi ve makine dgrenmesi algoritmalar1 kullanilarak
yapilan ¢am ve ¢icek bali glikan siniflandirmasi basarili sonuglar ortaya koymustur.
Tiim glikanlarin dahil edilmesi yiiksek bir basar1 orani saglarken, istatistiksel olarak

anlamli farklilik gosteren ii¢ glikana odaklanmanin performansi artirdigi ve bal
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tiirleri arasinda tam bir ayrim sagladigi gézlemlenmistir. Bu bulgular, glikan temelli
siniflandirmanin balin kimlik dogrulama ve kalite kontrol uygulamalarinda etkin bir

arac¢ olarak kullanilabilme potansiyelini gostermektedir.
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