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Es Danisman: Dr. Ogretim Uyesi Haci Mehmet KAYILI

Ocak 2020, 68 sayfa

Post-translasyonel modifikasyonlar, birgok biyolojik faaliyeti kontrol eder ve protein
yapilarinda yaklasik 300 farkl post-translasyonel modifikasyonun meydana geldigi
bilinmektedir. Glikozilasyon, proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarinin en
yaygin sekillerinden biridir. Glikozilasyon sonucu proteinlere eklenen glikanlar;
immunolojik cevabin modifikasyonu, proteinlerin taninmasi, hedeflenmesi ve
katlanmasi gibi édnemli rollere sahiptir. Glikan ¢esitliliginin hicresel faaliyetlerdeki
islevinin  anlasilmasi  olduk¢a &6nemlidir. Glikanlar hicre i¢i etkilesim
mekanizmalarinda kritik rol oynamaktadirlar. Ozellikle bagisiklik sisteminde,

antikorlarin antijenleri tanimalarinda kritik iglevlere sahiptirler.

Yeni doganlarin saglkli biyimesi icin gerekli olan besleyici bilesenleri igeren
karmasik bir biyolojik matriks olan sutiin dogal bir koruyucu fonksiyonu vardir.
Situn antibakteriyal, antimikrobiyal ve bagisiklik sistemine katkida bulunmasi gibi

6nemli fonksiyonlari whey proteinlerine atfedilmistir. Sut proteinlerinin  post-



translasyonel modifikasyonlari, sadece bilegimlerinin karmasikhigini genigletmekle
kalmamig ayni zamanda onlarin biyolojik iglevlerine de katkida bulunmustur. Stttn
biyolojik islevlerinin daha iyi anlasilabilmesi ve hem tedavi amacl kullanilabilmesi
hem de anne sttindn yerine ikame edebilecek sut tirinin belirlenebilmesi igin sut
whey proteinlerinin N-glikan profillerinin ¢ikarilmasi énemlidir. St glikoproteinleri
ile iligkili olan glikanlar, &zellikle de biyolojik 6zellikleri hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir. Bu nedenle sut whey proteinlerinin glikozilasyon analizlerinin
guvenilir tekniklerle yapilmasi gerekmektedir. Bu tez kapsaminda, inek, keci, esek,
manda ve anne st olmak tzere 5 farkli sit tipi kullanilarak bu tirlerin N-glikan
analizlerinin  yapilmasi amaclanmigtir. N-glikanlarin  analizleri i¢cin  kutle
spektrometrik cihazlarda sagladigi avantaj nedeniyle prokainamid ile etiketleme
metodu secilmigtir. Bu slrec¢te tim analizler hidrofilik etkilesim kromatografisi
temelinde floresans ve kitle spekirometrik dedektérler  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucu her bir tire ait glikan dizilimleri
belirlenmistir. Anne, inek, kec¢i, manda ve esek icin sirasiyla 27, 24, 30, 20 ve 29
adet MS/MS duzeyinde N-glikan yapisi tespit edilmistir. Her bir tire ait N-glikan
yapilarinin géreceli bolluklari belirlenerek turler arasinda kiyaslamalar yapilmigtir.
Ayrica, glikan yapilari ortak 6zelliklerine gére gruplandirilarak ilave kargilastirmalar
yapimistir. H6N2, H4N4F1, HS5N4F1, H5N4S1, H5N4F1S1 ve H5N4F1S2
glikanlarinin tim sutlerde ortak olarak bulundugu belirlenmigtir. Siyalillenme
oranina gére en fazla siyalik asit iceren N-glikan tiplerinin keci sitinde oldugu
belirlendi. Fukozlanma bakimindan degerlendirildiginde ise kec¢i suti whey
glikomlarinin yiksek oranda fukozlandigi belirlenmistir. Bu dagilimi sirasiyla insan,
manda, inek, esek turlerinin izledigi belirlendi. O-asetillenmig siyalik asit iceren N-
glikan yapilari sadece esek sutinde tespit edilmistir. Bu calismayla, esek ve
manda sutlerinin glikan analizleri ilk defa yapilmigtir. Ve tim tdrler ilk defa ayni
yontem ve cihaz kullanilarak karsilastiriimistir. St proteinlerinin N-glikan yapisinin
belirlenmesinde prokainamid ile etiketleme ve HILIC-FLD-QTOF-MS/MS ydntemi

kullanilarak gucla bir biyoanalitik yéntem gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: siit whey proteini, N-glikan, kiitle spektrometrisi, HILIC,
prokainamid, glikomiks
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Post-translational modifications control many biological activities and it is known
that about 300 different post-translational modifications occur in protein structures.
Glycosylation is one of the most common forms of post-translational modifications
of proteins. Glycans added to proteins as a result of glycosylation have important
roles such as modification of immunological response, recognition, targeting and
folding of proteins. It is important to understand the function of glycan diversity in
cellular activities. Glycans play a critical role in intracellular interaction
mechanisms. Particularly in the immune system, antibodies have critical functions

in recognizing antigens.

Milk, a complex biological matrix containing nutritional components necessary for
the healthy growth of newborns, has a natural protective function. The important

functions of milk such as antibacterial, antimicrobial and contributing to the



immune system have been attributed to whey proteins. Post-translational
modifications of milk proteins not only expanded the complexity of their
composition, but also contributed to their biological function. N-glycan profiles of
milk whey proteins are important in order to better understand the biological
functions of milk and to be used both for therapeutic purposes and to determine
the type of milk that can replace breast milk. Little is known about glycans,
especially their biological properties, which are associated with milk glycoproteins.
Therefore, glycosylation analysis of milk whey proteins should be performed with
reliable techniques. In this thesis, it is aimed to make N-glycan analysis of 5
different milk types including cow, goat, donkey, buffalo and breast milk. For the
analysis of N-glycans, labeling with procainamide was chosen because of its
advantage in mass spectrometric devices. In this process, all analyzes were
carried out using fluorescence and mass spectrometric detectors based on
hydrophilic interaction chromatography. As a result of the analyzes, glycan
sequences of each species were determined. For human, cow, goat, buffalo and
donkey, 27, 24, 30, 20 and 29 N-glycan structures were determined at MS / MS
level, respectively. The relative abundance of N-glycan structures of each species
was determined and comparisons were made between the species. Furthermore,
glycan structures were grouped according to their common properties and further
comparisons were made. H6N2, H4N4F1, H5N4F1, H5N4S1, H5N4F1S1 and
H5N4F1S2 glycans were found to be common in all milk. According to the relative
abundance of sialylated, N-glycan types containing the most sialic acid were found
in goat milk. When it was evaluated in terms of fucose, it was determined that
goats milk whey glycomes were highly fucosylated. It was determined that the
distribution was followed by human, buffalo, cow and donkey species,
respectively. N-glycan structures containing O-acetylated sialic acid were
determined only in donkey milk. With this study, glycan analyzes of donkey and
buffalo milk were made for the first time and all species were compared for the first
time using the same method and device. A strong bioanalytical method has been
developed using procainamide labeling and the HILIC-FLD-QTOF-MS/MS method

to determine the N-glycan structure of milk proteins.

Keywords: milk whey protein, N-glycan, mass spectrometry, HILIC,

procainamide, glycomics
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1. GIRIS

Glikozilasyon, proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarinin en yaygin
sekillerinden biridir. Glikotransferaz enzimleri ile sakkaritlerin birbirine baglanarak
proteinlere bagli glikanlar olugsturmasi strecidir ve en yaygin gérilen ve en énemli
post-translasyonel modifikasyonlardandir. Glikozilasyon sonucu proteinlere
eklenen glikanlar immuinolojik cevabin modifikasyonu, proteinlerin taninmasi,

hedeflenmesi ve katlanmasi gibi dnemli rollere sahiptir.

Yapisinda karbonhidrat grubu bulunduran proteinlere glikoprotein, tek tip veya
farkli tip monosakkaritlerin birbirlerine glikozidik baglarla baglanmasiyla olusan diz
zincirli veya dallanmis yapilara da glikan denilmektedir. Bir¢cok glikoprotein, bir
glikozilasyon bélgesinde farkli tiplerde glikan yapisi igerir. Bu cesitlilik hicre
icerisinde glikozilasyon biyosentezi agsamasinda olusur. Glikan yapisinin ¢esitliligi,
peptitin ~ katlanma  yapisina ve glikotransferaz  enzimleri  tarafindan
tanimlanmalarina goére degisiklik go6sterir.  Glikan ¢esitliliginin - hlcresel
faaliyetlerdeki islevinin anlasiimasi oldukg¢a énemlidir. Glikanlar hiicre ici etkilesim
mekanizmalarinda kritik rol oynamaktadirlar. Ozellikle bagisiklik sisteminde,
antikorlarin antijenleri tanimalarinda kritik iglevlere sahiptirler. Ayrica glikanlar
hiicre adhezyonunda, molekuler tasinim sidreclerinde, reseptér aktivasyonunda,
sinyal taginimi ve endositozda dnemli gérevler Gstlenmektedirler.

Glikoproteinlerde en vyaygin olarak gdézlemlenen glikozilasyon tipi N-glikan
formudur. Glikan birimleri anomerik karbonlari araciligiyla asparajin aminoasitinin
yan zincirindeki amit azotuna N-glikozidik bagiyla baglanirlar. Bu yapi endoplazmik
retikulum ve golgi aygitinda gergeklesen bir enzim sireci sonrasinda meydana

gelir.

Yeni doganlarin saghkli biyimesi igin gerekli olan besleyici bilesenleri igeren
karmasik bir biyolojik matriks olan sutiin dogal bir koruyucu fonksiyonu vardir.
Situn antibakteriyal, antimikrobiyal ve bagisiklik sistemine katkida bulunmasi gibi
6nemli fonksiyonlari whey proteinlerine atfedilmistir. Sut proteinlerinin  post-
translasyonel modifikasyonlari, sadece bilegsimlerinin karmasikhigini genigletmekle

kalmamigs ayni zamanda onlarin biyolojik islevlerine de katkida bulunmustur. Sttiin
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biyolojik islevlerinin daha iyi anlasgilabilmesi ve hem tedavi amacli kullanilabilmesi
hem de anne situnun yerine ikame edebilecek st tiriintn belirlenebilmesi igin sut
whey proteinlerinin N-glikan profillerinin ¢ikarilmasi 6énemlidir. Ayrica, sutteki
serbest oligosakkaritlerin tipleri ve rolleri hakkinda 6énemli miktarda bilgi mevcut
olmasina ragmen, sut glikoproteinleri ile iligkili glikanlar, 6zellikle de biyolojik
Ozellikleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu nedenle st whey proteinlerinin
glikozilasyon analizlerinin gtivenilir tekniklerle yapiimasi gerekmektedir.

Glikoproteinlerin kutle spektrometrik yontemlerle ylksek hassasiyette, hizli ve
guvenilir analizleri yapilabilmektedir. Kitle spektrometrik yontemlerle glikopeptit ve
glikan dizeyinde analizler yapilarak, glikoproteinlerin glikozilasyon bdlgesinin
tanimi, her glikozilasyon boélgesindeki glikan cesitliligi ve peptit dizilimi hakkinda

bilgi elde edilir.

Bu tez kapsaminda, inek, keci, esek, manda ve anne sitl olmak Uzere 5 farkl st
tipi kullanilarak bu tarlerin N-glikan analizlerinin yapilmasi amacglanmistir. N-
glikanlarin analizleri icin kitle spektrometrik cihazlarda sagladigi avantaj nedeniyle
prokainamid ile etiketleme metodu secilmigtir. Bu suregte tium analizler hidrofilik
etkilesim kromatografisi temelinde floresans ve kutle spektrometrik dedektorler
kullanilarak gerceklestiriimistir. Yapilan analizler sonucu her bir tire ait glikan
dizilimleri belirlenmigtir. Her bir tire ait N-glikan yapilarinin géreceli bolluklari
belirlenerek turler arasinda kiyaslamalar yapiimistir. Ayrica, glikan yapilari ortak
6zelliklerine gére gruplandirilarak ilave karsilastirmalar yapiimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Post Translasyonel Modifikasyonlar

Post-translasyonel modifikasyonlar (PTM), protein yapilarinda meydana gelen
kimyasal degisikliklerdir. Genellikle substrata 6zgi 6zgin enzimler tarafindan
katalizlenirler. PTM’lar bir aminoasit kalintisinin bir veya daha fazlasina bir
kimyasal grubun veya bagka bir proteinin eklenmesiyle proteinin 6zelliklerini
degistirirler. Hucre i¢ci mevcut olan gesitli dizenleme mekanizmalarindan PTMlar,
yuksek oranda dinamik ve geri dénisimli reaksiyonlardir [1]. Su anda bilinen
300°den fazla post-translasyonel modifikasyon bulunmaktadir ve her gegen gin
yenisi kesfedilmektedir [2]. insan genom projesinden elde edilen bir proteinin
birincil yapisi, proteinin g¢esitli biyolojik fonksiyonlarini ve bunlarin dizenleme
mekanizmalarini  agiklamak i¢cin yeterli olmamistir. Proteinlerin  hulcresel
homeostatik modifikasyonlarinin gesitli hiicresel islemleri baglattigi gdsterilmistir.
Bu modifikasyonlar tek baslarina veya gesitli kombinasyonlarda zamana ve sinyale

bagl olarak gercgeklesir [3].

Protein Modifikasyonlan Konformasyon
W Dedgisiklikleri
e

W Translokasyon
g -

\/D\/-Q\ @) Protein Etkilesimi

.. L. Cesitli Hiicresel
\/\/\ Aktivite Degisimi Fonksiyonlar

Sekil 2.1 Biyolojik islemlerin dizenlenmesi ile ilgili protein modifikasyonlarinin
sematik gdsterimi [3]

Proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlari, protein aktivite durumlarini,

hicresel konumunu ve dider proteinlerle olan dinamik etkilesimlerinde



degisikliklere neden olarak protein fonksiyonlarini duzenleyebilmektedir. Memeli
hicrelerin nerdeyse % 80 inin post translasyonel modifikasyona ugradigi
sOylenilmektedir [4]. Bu modifikasyonlardan en yaygin ve en c¢ok Uzerinde
calisilanlari fosforilasyon, Ubikitinasyon, asetilasyon ve glikozilasyon olarak
sdylenebilir. Glikozilasyon proteinin katlanmasi, stabilitesi ve lokazilasyonu dahil
olmak Uzere bir¢cok biyokimyasal islemde rol oynar [5].

2.2 Glikozilasyon

Glikozilasyon, 6karyotik proteinlerde en yaygin post translasyonel modifikasyon
formlarindan biridir. Sakkaritlerin enzimler aracilhigiyla birbirine baglanarak
proteinlere veya diger organik molekullere bagl glikanlar olusturma sirecidir.
Glikanlar, hucrelerin doért temel bileseninden biridir ve ayrica doganin
biyopolimerlerinin en bol ve ¢esitli olanlari olabilir. Genellikle proteinlere ve lipitlere
baglanmis sakkaritlerin kovalent baglari olarak mevcut olan glikanlar, biyolojik
sistemlerdeki kutle ve vyapisal cesitliliginin 6nemli bir miktarini olusturur.
Glikobiyoloji alani, glikanlarin ve bunlarin tdrevlerinin yapisini, kimyasini,
biyosentezini ve biyolojik fonksiyonlarini anlamaya odaklanir [6]. Glikozilasyon,
dogal ve biyofarmasétik proteinlerde bulunan en yaygin PTM'yi temsil etmektedir.
insan proteinlerinin % 50'den fazlasi glikozile olmaktadir [7]. Glikozilasyon,
proteinlerin lokalizasyonunu, aktivitesini ve fonksiyonunu belirler ve bdylece c¢esitli
hicresel igslemlerin kontrolinde 6nemli roller oynar. Yapilan cesitli ¢alismalar,
glikozilasyonda meydana gelen anormal degigikliklerin, bagisikhk yetersizligi,
kanser, kardiyovaskiler rahatsizliklar ve konjenital bozukluklar gibi memeli
hastaliklari Uzerinde ¢ok o6nemli etkileri oldugunu gdstermistir [8]-[11].
Glikozilasyon, sakkaritlerin baglanma motifine goére ikiye ayrilmaktadir.
Sakkaritlerin serin veya threonin aminoasitlerine glikozidik baglarla baglanmasi O-
glikozilasyon, 6zgun olarak asparajine glikozidik baglarla baglanmasi ise N-bagli
glikozilasyon olarak adlandiriimaktadir. insan genomunun %1-2'si, N veya O

baglantili glikozilasyona katkida bulunan proteinleri kodlamaktadir [12].
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Sekil 2.2 N- ve O-bagli glikozilasyonlarin sematik gdsterimi

Glikanlar baglica N-asetil glikozamin (GIcNAc), N-asetil galaktozamin (GalNAc),
glikoz, galaktoz, N-asetil néraminik asit (NeuAc), mannoz ve fukoz olmak Uizere 7
monosakkarit biriminden olusur. Glikoproteine baglanan bu monosakkaritlerin
baglanmasindaki ve dizilimindeki farklliklar mikro gesitlilik olusturmaktadir. Bu
cesitlilik, proteinin glikozilasyonu sirasinda hiicre igerisinde gerceklesir. Protein
glikozilasyonu, proteinlerin uygun sekilde katlanmasina, kararlihigina ve immin
sistem hucrelerinin sikhkla ihtiyag duydugu hicreden hicreye yapismasina
yardimci olur. Glikozilasyon sirasinda eklenen bilylk karbonhidrat yapilari,
immunojenik peptit epitoplarini  immin sistem tarafindan taninmasindan
koruyabilir. Bununla birlikte, yliksek mannoz N-glikanlar veya N-glikolilnéraminik
asit (Neu5Gc) ve galaktoz-a1,3-galaktoz (a-Gal) gibi insan veya memelilerde
olmayan glikanlar, immuin reaksiyonlara neden olabilir [13]. Neu5Gc'yi olugturmak
tzere Neub5Ac'nin hidroksilasyonundan sorumlu olan CMP-Neu5Ac hidroksilaz
genindeki bir ekzon eksikligi veya cerceve kaymasi mutasyonu nedeniyle saglkh
insanlarda bulunmaz. Bu mutasyon, bitin insan dokularinda Neu5Gc
ekspresyonunun toplam yokluguyla sonuc¢lanmistir [14]. Neu5Gc, insan
karsinomlarinda, fetal dokuda ve cerrahi veya otopsi islemleri sonrasi incelenen
insan drneklerinin epitel ve endoteli dahil normal doku tiplerinde dusik seviyelerde
tespit edilmis ve bu dokulardaki Neu5Gc'nin kirmizi et ve sit Grtnleri bakimindan

zengin bir diyet yemekten elde edildigi gbsterilmistir [14]-[16].



Sekil 2.3 A) N-asetil néraminik asit (Neu5Ac) ve B) N-glikolil néraminik asit
(Neu5Gc) in sematik gosterimi

Vucuttaki baslica protein glikozilasyon bdélgeleri ER, Golgi gévdesi, c¢ekirdek ve
hicre sivisidir. Glikoprotein Golgi'yi gecerken degisken (dis kol) sekerlerinin

eklenmesi yoluyla énemli bir heterojenite saglamaktadir. (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4 N-bagli glikanin yan zincirinin biyosentezinin sematik gdsterimi



Ortaya cikan cesitli glikoformlarin varligi ve dogasi, glikoproteinin katlanmasini,
kararlih@ini, immunojenitesini ve ayrica birincil fonksiyonel aktivitesini etkileyebilir
[17], [18]. Bir glikoproteinin glikoform profili ve fonksiyonel aktivitesi, ayni
organizmada ifade edildigi dokuya baglh olarak farkhlik g&sterebilmektedir.
Proteinlerin tanimlanmasi ve ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi yanisira,
translasyon sonrasi modifikasyonlarin (PTM) analizi proteomik calismalarinda
giderek daha o6nemli bir 6zellik haline gelmektedir. Vicut sivilarinda bulunan
proteinlerin ¢cogu (serum, beyin omurilik sivisi, idrar, sit, tikdrik gibi) glikozile
edilir [19]. Bu proteinler ayrica tanisal ve terapdtik amaclar igin en kolay erisilebilir
orneklerdir. Bu nedenle, bircok klinik biyobelirte¢ ve tedavi hedefinin glikoprotein
olmasi sasirtici degildir. Hastalikla iligkili glikozilasyon degigsimi sorununu ele
almak icin, proteinlerin glikozilasyonunun analizi i¢in hassas ve hizli stratejiler
gerekmektedir. Protein tanimlamasi, glikozilasyon bélgelerinin yeri ve glikan
heterojenitesinin degerlendiriimesi, glikoproteomikste ele alinan temel yapisal
konulardir. Modern ayirma metodolojileriyle birlikte kitle spektrometrisi, glikanlarin
ve glikopeptitlerin yapisal analizi igin gugli ve gok yonlu tekniklerden biri haline
gelmistir. Kutle spektrometrisi, disik numune miktarina ihtiyagc duymasi ve yiksek
hassasiyet gibi 6zellikleriyle geleneksel analitik yoéntemlere gére birgcok avantaj
saglamaktadir. Boylelikle kutle spektrometrisi hizli ve guvenilir glikomik ve

glikoproteomik analizleri i¢in anahtar teknoloji haline gelmektedir [20].

2.2.1 N-glikanlarin Sentezlenmesi

Glikozilasyon, ©Okaryotik hicrelerde, farmakokinetik, farmakodinamik ve
immanojeniklik gibi biyolojik olarak ilgili birtakim fonksiyonlari etkileyen bir post-
translasyonel modifikasyondur. Glikozile edilmis proteinler, asparajin yan
zincirlerinde azota N-bagli veya serin veya treonin icindeki oksijene O-bagli
karbonhidratlar icerir. Endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi aygiti boyunca gecis
sirasinda, N-bagh glikanlar (¢ asamali bir islemde tutturulurlar. Onci
oligosakkaritler sentezlenir, daha sonra aktiflestiriimis bir polimer blok olarak
asparajinlere aktarilir ve son olarak enzimatik olarak kesilir. Asparajin’e N-bagli
glikozilasyon, X'in prolin hari¢ herhangi bir amino asit olabilecegi asparajin-X-serin-
treonin (Asn-X-Ser / Thr) 'nin tanima motifini gerektirir. O-bagli glikozilasyon, bir
konsensus sekansi gerektirmez, fakat daha gok Ser veya Thr'nin ikincil yapisi ve

erigilebilirligine dayanir. Ayrica, O-baglantili sekerler Golgi'de sirali olarak tekli
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monosakkaritler halinde eklenir. Glikoziltransferazlar tarafindan sonradan yapilan
degisiklik, olgun O-glikan ile sonuglanir. O-bagli oligosakkaritlerdeki ug seker tipik
olarak siyalik asittir. Birka¢ siyalik asit c¢esidi vardir, ancak yalnizca N-
asetilnéraminik asit (NeuAc) yari émur Gzerinde olumlu bir etkiye sahiptir. N- veya
O-bagli glikanlarin son yapisinin protein sekansi ile ilgili olmadigini, ancak bunun
yerine U¢ boyutlu yapinin yani sira gerekli enzimlerin ekspresyonu ve ER ve

Golgi'deki seker substratlarinin mevcudiyetine baglhdir.

2.2.2 N-glikan Yapilari ve Onemi

N-glikanlarin sentezi bir asparajin amino asidine baglatici oligosakkarit olan 14
6ncu sekerin eklenmesiyle hicre icerisinde ER’de baslar. Burada cesitli glikozidaz
ve glikoziltransferaz enzimleri aracihidiyla bu éncl seker Uzerindeki bazi birimler
yapidan uzaklagtirilir. N-glikanlar igin yapinin olgunlagmasi golgide gergeklesir.
Cekirdek glikan yapisi esas olarak iki N-asetil glukozamin ve (¢ mannoz
kalintisindan olusur. Bu ¢ekirdek glikan daha sonra ayrintili bir sekilde gelistirilir ve
modifiye edilir, bu da cesitli N-glikan yapilarina neden olur. Sentez sonrasi, N-
glikanlar, yapisinda 5 monosakkarit biriminin bulundugu kendine 6zgu bir ¢ekirdek
yaplya sahip hale gelir. Bu yapidaki ilk birim olan N-asetil glikozamin asparajine
6zgun bir tripeptit sekansi ile baglanarak N-glikan yapisini olusturur. Buradaki
sekans Asn-Xxx-Ser/Thr seklinde olup, Xxx pirolin hari¢ herhangi bir aminoasit
olabilir. N-glikanlar, hibrit, yiksek mannoz ve kompleks yapili olmak lzere 3

kategoriye ayrilmaktadir.
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Sekil 2.5 Sirasiyla kompleks, hibrit ve yiksek mannoz N-glikan yapilarinin sematik
gO6sterimi

iki veya daha fazla dallanmis yapida olup, her bir dallanma bélgesinde en az bir
galaktoz, N-asetil glikozamin, siyalik asit veya N-glikozil ndraminik asit iceren
formlar ise kompleks yapili N-glikanlar olarak adlandirilirlar. Bu yapilardaki
dallanma sayisina gore de bir, iki, i¢ antenli olarak belirtilirler (Sekil 2.5). Hibrit
yapidaki N-glikanlarda ise dallanmis bir bélgesi yliksek mannoz yapidaki N-
glikanlardan olusurken diger boélgesi kompleks yapidaki N-glikanlardan
olusmaktadir. Sekil 2.5’te goéruldigu Uzere yuksek mannoz yapidaki glikanlar,
cekirdek yapisindakiler hari¢ 2'den fazla 6'ya kadar farkli sayilarda mannoz

birimleri icermektedir.

. >

Sekil 2.6 Sirasiyla 2,3,4 antenli N-glikan yapilarinin sematik gésterimi



Glikoproteinlerdeki glikan zincirleri embriyonik gelisim, hormonlarin ve toksinlerin
taninmasi ve hicreden hicreye etkilesimler dahil biyolojik islemlerde anahtar rol
oynar. Hucreler arasi ve hicre ici aktiviteler [21], badisiklik fonksiyonlarinin
koordinasyonu [22], hicre bdélinmesi iglemleri ve protein dizenlemeleri ve
etkilesimleri gibi bir¢ok biyolojik isleme katilmaktadir. Bazi glikokonjugatlar, hiicre
ylzeyinde cesitli molekillerin  reseptérleri olarak gdérev yapar. Glikanlar,
glikoproteinlerin fizikokimyasal 6zellikleri Uzerinde de ¢ok énemli bir etkiye sahip
olabilir. Bu proteinlerin proteaz aktivitesi ile pargalanma egilimi, ¢6zunurltga,
birikimi ve egilimi, glikan zincirlerinin varlgi veya yoklugundan etkilenebilir.
Kararlihdr veya isisal kararliigi korumak igin bunlara ihtiyag duyulabilir [23].
Glikanlar, fertilizasyon gibi tanima fenomenlerinde ligandlar olarak go&sterilmistir
[24]. Glikanlar protein katlanmasinda, hicre hicre etkilesiminde, bagisiklik
sisteminde ve hicre farkhlasmasi, kanser metastazi gibi birgok hlcresel sirecte
o6nemli rol oynamaktadirlar ve meydana gelen degisiklikler, cesitli hastaliklar ve
kanser ile iliskilendirilmigtir [25], [26]. Bu sebeple proteinler ve lipidler Uzerindeki
en yaygin post translasyonel modifikasyonlardan biri olan glikanlar, hastalik

biyobelirtecleri ve tedavi hedefleri olarak blyiUk bir potansiyele sahiptirler [27].
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2.3 Siit Whey Proteinleri

Sut, yenidogan memelinin saglikli blytmesi icin gerekli temel besleyici bilesenleri
iceren kompleks bir biyolojik matrikstir. Stt igerisinde bulunan proteinler, memeli
sutiindeki hayati bir bilesendir ve yenidodan ic¢in zengin bir temel aminoasit
kaynagi olarak tanimlanmistir.

Sutteki koruyucu faktorlerin varligi, 100 yildan daha uzun siredir bilinmekteydi
fakat son zamanlarda artan ¢alismalarla birlikte dnemi su anda daha iyi bir sekilde
ortaya  konulmustur.  Yapilan c¢alismalar sit oligosakkaritlerinin  ve
glikoproteinlerinin  bebeklerin  patojenlerden korunmasinda rol oynadigini
g6stermistir [28]-[30]. Aslinda, insan ve sigir sttiindeki son proteomik ¢alismalar,
sut proteinlerinin yogun sekilde glikozile edildigini gdstermistir [31], [32]. ilk
tahminler, insan proteinlerinin %70'inden fazlasinin glikozile edilebilecegini
gOstermigstir [33], [34]. Sutiin dogal bir koruyucu islevi vardir: enfeksiyona kargi
direnci artirabilir ve potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalarin etkisini
engelleyebilir. Sutteki antimikrobiyal aktivite temel olarak whey proteinlerinden
kigcuk miktarda bulunan laktoferrin (Lf), lizozim (Lyz), imminoglobulinler (lgs) ve

laktoperoksidaz (LP) a atfedilir.

Yapilan son galigmalarda esek sutindn, saglikl yasl tuketicilerde immdn yanitin
dizenlenmesinde olumlu etkileri oldugu gdsterilmistir [35]. Buna ek olarak
antimikrobiyal aktivitesi test edilmis ve siklikla bagirsak enfeksiyonu ile iligkili
bakteri ve virUslere karsi etkili oldugu kanitlanmistir [36]-[39]. Bazi arastirmalar,
esek sutinde birlikte calisan Lyz, Lf ve Igs'in, sindirim kanalinda mikrobiyal
bliyumeyi engelleme potansiyeli olan ve 6zellikle bebeklik ddneminde ve gocukluk
cagindaki gastrointestinal enfeksiyonlarin gérilme sikhigini azaltmaya katkida
bulunan bir sinerji yarattigini géstermektedir. Ozgiin olarak, oligosakkaritler ve
glikokonjugatlar (glikolipitler, misin ve glikoproteinler) insan viicudunu mikroplara,
viriislere ve toksinlere karsi korumaktadir [40], [41]. Ozellikle insan sitiinde bol
miktarda bulunan demir baglayici glikoprotein olan laktoferrinin antiviral ve
antimikrobiyal aktiviteler sergiledigi gosterilmistir [42], [43]. Birgok klinik ¢alisma, at
sutd ve 6zellikle esek sutinun, inek sutu protein alerjisinde, diyet yeterliligi ve iyi
lezzetlilik saglayarak glvenli ve alternatif bir yiyecegi temsil edebilecegini
g6stermigtir [44], [45]. Aslinda, sidir sutliine alerjisi olan deneklerin yaklasik

%80'inin esek sutline alerji géstermedigi gosterilmistir [46].
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2.3.1 Laktoferrin

Laktoferrin, ilk kez 1939'da Sorensen ve Sorensen tarafindan sigir stttinden izole
edilen ve daha sonra 1960’ta Johanson tarafindan insan sutiinden tanimlanmis,
yiksek oranda glikozile edilmis en &nemli glikoproteinlerden birisidir. Demir
baglama, antioksidan, anti bakteriyel ve antiviral aktiviteler de dahil olmak Utzere

bir dizi biyokimyasal 6zellik sunmaktadir [47].

692 aminoasitten olusan, yaklasik 76 kDa molekil agirhdina sahip olan laktoferrin
ayni zamanda laktotransferrin olarak da bilinir. Demir iyonlarini baglanma ve
aktarma kabiliyetine sahip transferrin ailesinin bir Uyesidir. Laktoferrine bagli
glikanlar, diger transferrinlere bagli olanlardan daha karmasik ve daha
heterojendir. Glikanlarin heterojenliginin ve karmasikhginin laktoferrinlerin ilgili
biyolojik 6zelliklerinde farkliliklarin en azindan bir kisminin temeli olduguna
inaniimaktadir [48].

Demir
Metabolizmasi
Anti- T Antimikrobiyal
enflamatuar Aktivite
Konak Savunma < Laktoferrin > Antibakteriyel
Aktivite
Hii gal
tcre Cogalmasi ve N Antiviral Aktivite
Farkhlagmasi Antiparaziter
Aktivite

Sekil 2.7 Laktoferrinin biyolojik rolleri [49]

Laktoferrin yiksek miktarlarda sut, takurik, gézyasi, mukus, beyaz kan hicreleri,
seminal sivi gibi memeli ekzokrin sekresyonlarinda bulunur [50], [51]. Sutteki

laktoferrin icerigi ise memeli tlrlerine ve laktasyon asamasina bagl olarak
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degismektedir [52]. Sut whey proteinleri icerisinde en bol ikinci proteindir.
Laktoferrinin agiz yolundan verilmesi insanlarda ve hayvanlarda, anti-kanser, anti-
enflamatuar ve anti-enfektif aktivitelerde dahil olmak Uzere cesitli faydali saglik
etkileri gosterdigi ileri sUrGlmustar [53]-[55]. Ayrica laktoferrin, lipid
oksidasyonunun énlenmesi ve mikrofloranin iyilestiriimesinde kullaniimaktadir [56],
[57].

Sahip oldugu antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolayi laktoferrin, gida
endustrisinde bircok uygulamaya sahiptir. Ornegin, sigir sitii laktoferrini, kekler,
hamur isleri, yodurtlar ve igcecekler gibi gida trtnlerini ve kozmetik gibi gida disi
drtnleri desteklemek igin kullanilir. Laktoferrin ile giclendirilmis gidalar ve 6zellikle
bebek formiilleri gelistirmek icin, gunlik sitten elde edilen dogal bir laktoferrin
kaynagi kullanilir. Uygun bir bebek mamasi tasarimi, insan sutd laktoferrinin
Ozelliklerini taklit eden ve yenidodanlarin bagisiklik tepkilerini gelistiren laktoferrin

eklenmesini gerektirir [49].

2.3.2 B-Laktoglobulin

B-laktoglobulin (B-Lg), insan, deve ve kemirgen suti haric en yogun whey
proteinidir. Birka¢ biyolojik rol oynadigina inanilan molekdl agirligr yaklagik 18
kg/mol olan kiresel bir ¢cézinir proteindir [58]. insan sitiinde bulunmayan B-
Lg’ln, genel olarak, inek sutl proteini alerjisinin [59] ana nedenlerinden biri olan
kazein fraksiyonu ile birlikte, hassas konularda alerjik bir reaksiyon ortaya
cikarabildigi kabul edilmektedir [60].

2.3.3 a-Laktalbumin

Molekul agirligr yaklasik 14 kDa olan, kiguk globuler bir kalsiyum metaloproteindir.
Esek a-La’ni, gastrik ve duodenal enzimlere karsi direnclidir, ¢inkd %95'i iki
asamall bir in vitro testten sonra sindirilemez, bdylece ¢ig at, inek ve insan suti

icin rapor edildigi gibi nispeten saglam bir sekilde bagirsaklara ulasir [61], [62].

2.3.4 immunoglobulinler
Sutteki immadnoglobulinler, yenidodan icin bagdirsak mukozasini patojenik

mikroorganizmalara kargi dogal olarak koruyan &énemli bir savunma ailesidir.
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Bakteriyel ylzey Uzerindeki 6zgiin bélgelere baglanarak bakterileri etkisiz hale
getirirler: rolleri, kendi bagisiklik sistemi geligirken yenidogan i¢in pasif bagisiklik
kazandirmaktir [63]. insanlarda, 1gG rahim iginde fetusa transfer edilirken
eseklerde, IgG'ler sadece kolostrum ve ardindan olgun st ile dogumdan sonra
saglanmistir. Bu sebepten, esek sutd, insan ve sigir sitlerine kiyasla bu protein
fraksiyonunun daha yuksek igerigine sahiptir [60]. Genel olarak, kolostrumda ve
olgun sutteki yuksek miktarda immunoglobulinler, mikrobiyal blytimeyi inhibe eder
ve yenidoganin immunitesine katkida bulunur. Bu 6zellik genellikle sagliga yararli
etkileri belirli bir st triine atfetmek veya ¢ig sit tiketmek icin bir argliman olarak
kullanilir [64]. Sat Ig'leri dogal immin sistemi kontrol eder; ayrica, alinan sigir IgG
ve IgM'sinin yaklasik %19'unun saglikli insan yetigkinlerin ileumunda immunolojik
aktivitesini korudugu bulunmus, bdylece antimikrobiyal etkilerini dogrudan

bagirsakta, laktoferrin ve lizozimle birlikte de uyguladiklarina inanilir [65].

2.3.5 Lizozim

Lizozim dogal bir koruyucu iglevi goérir ve ¢i§g esek sutine uzun raf émri
kazandirmaktadir [38], [47]. Bagirsak immudn yanitinda édnemli rol oynayan gugli
bir antibakteriyel proteindir [66], [67]. Esek sutindn lizozimi sindirime karsi
dayanikhdir. Toplam proteinin sadece %25'i gastrointestinal su ile in-vitro olarak
sindirilir [62]. Ayni zamanda, 30 dakika boyunca 63 °C'lik bir 1sisal islemden sonra
bile 1sisal kararli kalabilmektedir [68]-[70].

2.3.6 Laktoperoksidaz Enzimi

Laktoperoksidaz (LP), mikroorganizma enfeksiyonlarina kargi koruyucu islevi olan
bir oksidorediktaz enzimidir. Enzim, bir heme grubu, karbonhidratlar ve Dbir
kalsiyum iyonu igerir. LP, sigir kolostrumunda en buyik bir antibakteriyel maddedir
[71].

2.4 N-glikan Profillerinin Belirlenmesi

Son on yilda, blyuk ilgi géren bir biyoaktif biyolojik akiskan olarak kalmaya devam
eden st proteomik galismalarini (6zellikle insan ve sigir) incelemek icin buyutk
cabalar ele alinmigtir. Sut bilesenlerinin karmasikligi ve c¢oklugu nedeniyle, bu

karmasikligi ele alan gok yonll bir tablo elde etmek i¢in genetik yonleri, molekuler
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yolaklari ve st dretiminde, kalitesinde ve guvenliginde yer alan hucresel
fonksiyonlari kesfetmek icin farkli arastirma teknikleri birlestirilmigtir. Yuksek
verimli teknolojilerin hizli geligimi, sitte DNA, RNA ve protein seviyeleri hakkinda
blyuk olcekli veri Uretiimesine izin verir. Protein glikozilasyonu, hiicre biyolojisi ve
hastaliklarindaki kritik roli nedeniyle artan ilgi gérmustir. Fenotip bagimli
glikozilasyonu ayirt etmek icin yeni metodolojiler gelistirmek, sadece hucre
sinyallesme yolaklarinin mekanik yonlerini agiklamakla kalmayacak, ayni zamanda

hastalik teshisi veya prognozu igin biyolojik belirte¢ kesfini de hizlandiracaktir.

2.4.1 Glikanlarin Kiitle Spektrometrisi Analizleri igin Ornek Hazirlama
Yoéntemleri

Kltle spektrometrisi kullanilarak yapilan analizlerde glikoproteinler iki dizeyde
incelenmektedir. Glikopeptit diizeyi, glikoproteinin herhangi bir proteaz kullanilarak
peptitlerine indirgenmesi ve bu peptitlerin analizine dayanir. Glikan dlzeyi ise
glikoproteinlerin 6zgin glikozidaz enzimleri araciliiyla, glikozilasyon bélgesinden
glikanlarin ayrilmasi ve bu glikanlarin saflastirilarak analiz edilmesi esasina
dayanir. Glikan dizeyinde yapilan bir analizde yapiya 6zgl glikanlarin bilgisi elde
edilir. Glikozilasyon bdlgesi ve peptit dizilimi gibi bilgileri edinebilmek icin
glikopeptit dlzeyindeki analizlere ihtiyag duyulmaktadir. Hem glikopeptit
dizeyindeki analizler hem de glikan dizeyindeki analizler elde edinilen bilgiler
Isiginda birbirini tamamlayici rol Gstlenirler. Her iki diizeydeki analizler gesitli kutle
spektrometri cihazlari ve kombinasyonlariyla gerceklestirilebilmektedir.  Kutle
spektrometrisi ile gergeklegtirilen glikan analizlerde kullanilan ¢ok sayida
etiketleme, tlrevlendirme ve zenginlestirme gibi ¢ok cesitli yontemler

bulunmaktadir. Burada gergeklestirilen bu yoéntemler hakkinda bilgi verilecektir.

2.41.1 Glikanlarin Salinimi (Deglikozilasyon)

Deglikozilasyon, enzimatik veya kimyasal bazl teknikler kullanilarak sekerlerin
peptidden salinimidir. iki yéntemin de avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. N-
glikanlara 6zgl cesitli enzimler bulunmaktadir. Endoglikozidaz enzimlerinden en
populer olan PNGase F enzimi (35kDa) araciligiyla, glikanlarin proteinden
herhangi bir bozunmaya ugramadan salinimi gergeklesir. Kullanilan bu enzim,

asparajin aminoasiti ile N-glikanlarin ¢ekirdek yapisinda bulunan N-
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asetilglukozaminin arasindaki bagi kirarak glikanlarin proteinden ayriimasini

saglar. Proteinin N-bagh bélgesinde asparajin yerine aspartik asit kalir.

2.4.1.2 Glikanlarin indirgeyici Uglarindan Etiketlenmesi

Protein N-bagh glikozilasyonun evrensel énemine dair artan farkindalik, N-glikan
analizinde daha ileri tekniklerin gelismesini gerektirmektedir. Ginimuizde, birgok
fizyolojik islemdeki énemli rolinden kaynaklanan dogru protein fonksiyonu igin
dogru glikozilasyonun belirlenmesinin gerekli oldugu iyi bilinmektedir. Ayrica,
glikozilasyon, ¢oklu yaygin kompleks hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynar [72].
Cahsmalarin ¢ogunda, N-bagh glikozilasyon profilleri, analizin hassasiyetini
arttirmak icin daha fazla turevlendirilebilen enzimatik olarak salinan glikanlardan
analiz edilir. Cunkl serbest glikanlar kromofor veya florofor &zellikleri
icermediginden ve de kutle spektrometrik iyonlastiriimalar iyi olmadigindan,
genellikle ayrilma veya tespitini kolaylastirmak ve analizin hassasiyetini arttirmak
icin turevlendirilirler. Bu turetilmis N-glikanlar, en yaygin olarak sivi kromatografi
(LC), kutle spektrometrisi (MS) veya her ikisinin bir kombinasyonu kullanilarak
profilleri  belilenmektedir.  Turetilmis  N-glikanlarin,  hidrofilik  etkilesim
kromatografisi, flororesans ve kitle spektrometrisinin birlikte kullanilarak
profillerinin belirlendigi teknikler yluksek verimli bir sekilde gerceklestiriimektedir.
Bazi floresan etiketler, iyonlagsma verimliligini artirabilir ve bu da MS tespitini
kolaylagtirir. En sik kullanilan etiketleme bilesiklerinden biri, indirgeyici bir
aminasyon reaksiyonu ile glikana baglanan 2-aminobenzamid (2-AB) 'dir. 2-AB'nin
dezavantaji, MS analizini engelleyen zayif iyonlagma verimliligidir. Prokainamid (4-
amino-N- [2- (dietilamino) etil] benzamid; proc), bir glikanin indirgen ucuna
baglanmak icin 2-AB ile ayni mekanizmay kullanan baska bir floresan etiketidir,
ancak artmis floresans ve iyonlasma performansi gdsterir [73], [74]. Bu, proc'un
yuksek proton afinitesine sahip bazik bir tersiyer amin kuyrugu igermesi,
dolayisiyla pozitif mod ESI-MS'de daha yilksek hassasiyet gdstermesi ile
aciklanabilir. Proc’'un bu 0&zellikleri sayesinde HPLC-HILIC-FLD-QTOF-MS/MS

analizleri daha verimli olmaktadir.
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Sekil 2.8 Prokainamid ile etiketlenen glikanin gésterimi

2.4.1.3 Glikanlarin Zenginlestirilmesi

Kuatle spektrometrisi, yiksek kitle dogrulugu, hassasiyet, disik numune miktari ve
kisa sUrede analiz edebilme 6zelliklerine sahip olmasi nedeniyle glikomikte dnemli
bir ara¢ haline gelmistir. Bununla birlikte, kitle spektrometrik tekniklerde énemli
gelismeler olmasina ragmen, glikanlarin zayif iyonlagma verimliligine ek olarak
biyolojik numunelerde glikoproteinlerin dugtk bollugu nedeniyle daha gug¢lu gliko-
analitik yontemlere ihtiya¢ duyulur. Bu nedenle, kitle spektrometrik analizlerden
once glikanlarin zenginlestiriimesi ve saflagtiriimasi gerekir. Simdiye kadar
hidrofilik, lektin bazli, grafitli karbon bazli, selasyon ve kovalent bag olusumu dahil
olmak Uzere cesitli etkilesim tekniklerine dayanan cesitli zenginlestirme ydntemleri
gelistiriimigtir. Hidrofilik etkilesime dayali yéntemler, glikokonjugatlarin genis
araliktaki hidroksil tasiyan kati fazlara afinitesine bagli olarak glikoproteomik
calismalarinda en sik kullanilan tekniklerden biri olmustur.

Dogal rlnlerin, glikopeptitlerin zenginlestiriimesi icin alternatif materyal olarak
kullaniimasi, birkag galigmada uygulanmistir. Bu tip gliko-analitik yontemler, bir
materyali sentezlemek i¢in herhangi bir protokol olmadan bir peptid havuzundan
glikopeptitlerin zenginlestiriimesi icin daha basit, tekrarlanabilir ve ucuz iglemler

saglar.

Glikanlar hidrofobik 6zellikteki glikozile edilmemis peptidlerden HILIC ile ayrilir.
Zwitter-iyonik (ZIC), amid bazli (TSKgel Amide-80) ve karbonhidrat bazli HILIC
malzemeleri (pamuk, sepharose, sellloz) gibi ¢esitli HILIC materyalleri glikan
zenginlegtirme icin kullaniimigtir. Pamuk gibi karbonhidrat bazli malzemelerde

glikanlarin tutulmasi, temel olarak hidrojen baglanmasina dayanir. Pipet ucuna
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yerlestirilerek kullanilan pamuk bazli HILIC malzemelerinin hazirlanmasi ¢ok kolay

ve ucuzdur ve ayni zamanda hizli akig saglamaktadir.

2.4.1.4 Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofilik Etkilesim Sivisi Kromatografisi anlamina gelen "HILIC" kisaltmasi,
1990'da Alpert [75] tarafindan yiksek polar bilesiklerin ayrildigr yeni bir
kromatografik teknigi tanimlamak icin dnerilmigtir. Bu ayirma teknigi, daha sonra
seker ve oligosakkaritlerin analizi icin HPLC'de kullaniimistir [76]. Simdiye kadar,
HILIC, hidroksil kati fazin mevcudiyeti nedeniyle glikoproteomikte en ¢ok kullanilan
ayirma araclarindan biri olmustur. HILIC, hidrofilik ve polar bilesiklerin etkili bir
sekilde tutulmasini ve ayrilmasini saglayan bir sivi kromatografisi metodudur. Bu
yontem, geleneksel olarak iyon degisim kromatografisi veya iyon eslestirme ters
fazli kromatografi ile ayrilmasi gereken iyonik ve iyonlasabilir bilesiklerin
tutulmasini ve ayrilmasini saglar. HILIC'deki tutma mekanizmasi, sabit fazin
hidrofilik ytzeyi ile iligkili sulu tabaka ile hareketli fazin organik bileseni arasindaki,
hidrojen bagi, dipol-dipol, elektrostatik hatta hidrofobik etkilesimler gibi diger tip
etkilesimler ile kombinasyonun bir sonucudur. Bir amid veya amino bagh faz
kolonu kullanarak, polar bilesikler normal bir faz veya hidrofilik etkilesim
kromatografi tutma mekanizmasi ile tutulabilir. HILIC'deki tipik mobil fazlar, birincil
olarak asetonitril olmak Uzere organik degistiricileri olan sulu tamponlardir. Ters
fazdaki tutma davraniginin aksine, HILIC'de, sulu fazin yizdesi artirilarak
analitlerin ayrimi saglanir. Amonyum format ve asetat, HILIC ayirmalarinda
kullaniimak Uzere, organik ¢6zicu sistemlerinde kolayca ¢ozindr olduklari igin

populer tamponlardir.

HILIC'in en 6nemli ve dikkat cekici &6zelliklerinden birisi kitle spektrometrisi
Ozellikle de elektrosprey iyonlasma (ESI) ara yuziyle olan uyumlulugudur. HILIC
mobil fazindaki yliksek polar organik ¢ézucu icerigi, ESI araylzindeki iyonlagsma
verimliligini arttirmakta ve bdylece artan kitle hassasiyetine neden olmaktadir. Bu
nedenle, HILIC-MS, karmasik karisimlarda polar bilesiklerin ylksek hassasiyetli,
kantitatif analizine uygun bir yaklasim sunarak daha genis bir bilesik yelpazesi

hakkinda bilgi edinmeyi saglamaktadir.
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2.4.2 Kiitle Spektrometrisi

Kitle spektrometresi, atomlarin veya molekdllerin kutlesini belirlemek icin

kullanilan analitik bir tekniktir. iyonlarin parcalanmasi yoluyla, yapisal bilgiler de
verir. Tanim olarak, bir kutle spektrometresi bir iyon kaynagindan, iyonlastiriimis
analitlerin katle/yuk oranlarini (m / z) dlgen bir kitle analizériinden ve her m / z
degerindeki iyon sayisini kaydeden bir dedektérden olusur. Kitle Spektrometrik
sistemler, elektron iyonlagsma, hizli atom bombardimani ile iyonlastirma,
elektrosprey iyonlasma, matriks yardimli lazer desorpsiyon/iyonlagmali gibi iyon
kaynaklarindan birini ve de kuadropol,

ucus zamanl, iyon kapani gibi

analizérlerden bir veya birkacini icerebilir (sekil 2.9).

Yuksek Vakum Sistemi Pompalar
] L
Ormek : 4 Data
lyon Kiitle .A . .
V] " ko (P Dedekt Sist
S.g::""?‘ Kaynagi Analizoru SaONIN 'SKZ';,"'IVC
| | [ | |
Batch (Yigin) El Magnetic Mikrokanal PC
Direkt Prob, Ci Sector Levha Sun PARK
DIP FAB Kuadropol (Q) Elektron DEC
GC API: ESI, TOF Multiplier Kutle
LC APCI lyon Kapani Hybrid (PMT Spektrumu
MALDI FT-ICR ile)
LSIMS*

Sekil 2.9 Kitle spektrometrik sistemlerin genel semasi

Elektrosprey iyonlasma (ESI) ve matriks destekli lazer desorpsiyon / iyonlagsma
(MALDI), kutle spektrometrik analizleri igin proteinleri veya peptitleri ugucu hale
getirmek ve iyonlastirmak icin en yaygin kullanilan iki yumusak iyonlastirma
teknigidir. ESI, analitleri bir ¢dzeltiden iyonize eder ve bu nedenle sivi bazl
(6rnegin kromatografik ve elektroforetik) ayirma araglarina kolayca baglanir.
MALDI ise, numuneleri lazer darbeleriyle kuru, kristalimsi bir matrikste sublime
eder ve iyonlastirir. MALDI-MS normal olarak nispeten basit peptit karigimlarini
analiz etmek igin kullanilir, ancak karmasik sivi numunelerin analizi i¢in entegre
sivi kromatografi ESI-MS sistemleri (LC-MS) tercih edilir.
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Sekil 2.10 MALDI ve ESI yéntemlerinin sematik gésterimi

Bir kutle spektrometre cihazinin temel bilesenlerini iyon kaynagi, kitle analizéru ve
dedektdr olusturmaktadir. Kutle analizéri kelimenin tam anlamiyla ve mecazi
olarak da teknolojinin merkezinde yer almaktadir. Proteomik baglaminda
baktigimizda, analizdriin temel parametreleri hassasiyet, kitle ayiriciigi, kitle
dogrulugu ve peptit fragmentlerinden bilgi bakimindan zengin iyon Kkiitle
spektrumlar tretmesidir. Proteomik ¢alismalarinda kullanilan doért temel analizér
bulunmaktadir. Bunlar, iyon-tuzaklama (ion-trap), ugus zamanl (time-of-flight), dort
kutuplu (quadropole) ve Fourier dénusimli iyon siklotronu (FT-MS) analizdrleridir.
Her birinin gucli ve zayif yoénleri bulunmakla birlikte tasarim ve performans
acisindan birbirlerinden ¢ok farkhidir. Bu analizérler tek basina olabilir veya bazi

durumlarda, her birinin giglt yanlarindan yararlanmak igin bir araya getirilebilirler.
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Sekil 2.11 Analizérlerin sematik gésterimi

2.4.2.1 N-glikan Analizlerinde Kiitle Spektrometrik Yaklagimlar

Oligosakkaritler, glikozidik badglarla bagl birkag monosakkaritin birlesmesiyle
olusan molekillerdir. Oligosakkaritlerin tim yapisinin belirlenmesi, proteinlerden
veya oligonukleotidlerden daha karmasiktir. Monosakkaritlerin izomerik dogasi ve
lineer veya dalli oligosakkaritler olusturma kapasitelerinin bir sonucu olarak ek
bilesenlerin belirlenmesini icerir. Bir oligosakkaritin yapisini bilmek, sadece
monosakkarit dizisinin ve dallanma dizeninin belirlenmesini degil, ayni zamanda
izomer pozisyonunu ve glikozidik baglarinin her birinin anomerik konfigirasyonunu
gerektirir. Glikobiyolojideki gelismeler, yapilarin, biyosentezlerin ve seker ve
sakkaritlerin biyolojisinin kapsamli bir calismasini icerir. Kitle spektrometresi,
glikomik ve glikobiyoloji alaninda olanak saglayan bir teknoloji olarak ortaya

cikmaktadir.

ESI ve MALDI-MS’deki son gelismeler ve kigik &lgekli numune hazirlama
prosedurlerinin gelistiriimesi nedeniyle, glikozilasyonlari hizli bir sekilde karakterize
etmek icin gerekli olan numune miktari pikomol seviyesine inmigstir. Glikomikte MS
tek basina kesinlikle gerekli tim cevaplari verememektedir. Her glikozilasyonun
detaylarini tamamen belirlemek i¢in, MS farkl tekniklerle birlestirildiginde gucli bir
arac haline gelir. Bunlar, érnegin, serbest glikanlarin veya glikopeptitlerin spesifik
ekzo veya endoglikozidazlarla pargalanmasini ve ardindan MS ile reaksiyon

drtnlerinin tespitini ve tek tek glikanlarin kompozisyon analizi icin kiguk olcekli
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monosakkarit analizini igerir. Glikan sekanslamasi ayrica MS / MS fragmentasyon
verileri kullanilarak serbest ve turetilmis glikanlarin analizi ile elde edilebilir.

Sut numuneleri analizinde kitle spektrometresi incelemeleri genellikle bir 6n-
fraksiyonlama basamagi ile birlestirilir. Bununla birlikte, gliinimizde cogunluklia,
parcalanmis proteinlerin proteolitik fragment analizi igin bir kitle spektrometresi ile
birlestiriimis LC veya iki boyutlu nanoLC uygulanmaktadir. Kitle spektrometrisi ile
birlestirilmis yiksek performansli sivi kromatografisinin kullanimi, glikan analizi i¢in
tercih edilen ara¢ haline gelmektedir. LC-MS, glikanlarin ayrilmasini saglar,
bdylece iyonlagsma sirasinda baskilama etkilerini en aza indirir. Ayrica, uygun
kompozisyonlar kullanildiginda, ayni bilesimleri (izomerleri) paylasan glikanlarin
ayrilmasi, LC-MS analizi sirasinda mamkuindir. Sut proteinlerinin N-glikanlarinin
kapsamli karakterizasyonunda ek bir komplikasyon, sigirlarda genellikle
insanlarda bulunmayan, sigir sitiinde N-glikolilnéraminik asidin (NeuGc)
bulunmasidir. NeuGc kesinlikle kesin kitleye dayali bilesimin belirlenmesini énler,
¢cunkl fukoz (Fuc) ve NeuGc kombinasyonlari, N-asetilnéraminik asit (NeuAc) ve
heksoz (Hex) iceren oligosakkaritlere esdeger kiitleler verebilir. Ornegin, 1931.69
Da nétr kitle (GlcNAc4: Hex5: NeuAc1) 'e karsilik gelebilir, ancak NeuGc
mevcutsa (GIcNAc4: Hex4: Fuc1: NeuGc1) de karsilik gelebilir. Bu nedenle, bu tir
bir analiz i¢cin tandem MS gereklidir. Nano-LC — MS analizi sut glikan profillerini
verirken, tandem MS analizi, monosakkarit bilesimlerini ve bazi durumlarda
monosakkarit baglantilarini ortaya cikarir. Glikan MS / MS verileri, tandem MS
analizleri sirasinda monosakkarit ve disakkarit fragmanlarindan kaynaklanan belirli
okzonyum iyonlarinin varhgi ile tanimlanir. Kuitle spektrometrisi, glikomik
arastirmalarinda Ustin tanimlama yeteneg@i ve ayrintili yapisal bilgi saglayan en
glcli analitik tekniklerden biridir. MS ile birlestiriimis sivi kromatografisi, st
oligosakkaritlerinin en kapsamli kalitatif ve kantitatif analizlerini saglayacaktir.

Katle spektrumunda N-glikan sinyallerinin belirlenebilmesi i¢in bu glikanlara ait
yapilarinda bulunan bazi sekerlerin kutleleri takip edilir. Genelde N-glikanlar, N-
asetil heksoz [HexNAc+H]+ (204.1 Da), heksoz ve N-asetii heksoz
[Hex+HexNAc+H]+ (366.1 Da) ve N-asetii ndéraminik asit (NeuAc)
[Hex+HexNAc+NeuAc+H]+ (657.1 Da) kutleleri takip edilerek belirlenir.
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Sekil 2.12 Glikanlarin par¢alanma bdlgelerinin sematik gosterimi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Keci ve Inek (Isparta/Egirdir), Esek (Isparta), Manda (Karabik) sutleri cesitli
illerdeki mandiralardan toplanmigtir.

Prokainamid hidroklorir ajani Abcam (Cambridge, United Kingdom); Super-DHB
matriksi Fluka; sodyum fosfat Merck; Etanol, asetik asit, dimetil stlfoksit, sodyum
siyanoborohidrir, Sigma Aldrich (St. Louis, MO USA); PNGase F enzimi, Nonidet
P-40 c¢ozeltisi Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) firmasindan satin
alinmistir. Calismada, tium deneyler de-iyonize su sistemi (Mirae St Co. Ltd,

Guney Kore) kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2 Whey Proteinlerinin Ekstraksiyonu ve Deglikozilasyon

Sut whey proteinlerinin ekstraksiyonu, Y. Mechref ve ark. [77] tarafindan agiklanan
yonteme gére yapimistir. St kaynagindan ¢ farkli mikro-tipe sut 6rnekleri
alinmig ve ayni protokole tabi tutulmustur. 500 pL'lik bir sit numunesi, 500 pL
deiyonize su ile kangtirildi ve 60 dakika boyunca 4 ° C'ta ve 1.5 krpm'de
santrifijlendi. Karisim (¢ katmana ayrildi. Whey proteini ve serbest
oligosakkaritlerden olusan ortadaki sulu katman dikkatlice toplandi. Daha sonra,
ekstrakte edilen orta tabakalarin her birine 500 pL'lik bir kisim %90 etanol soguk
sulu ¢ozeltisi ilave edildi. Karigim daha sonra 20 dakika boyunca -20 °C'ta inkibe
edildi ve ardindan 10 dakika boyunca 14.8 krpm'de santrifiijlendi. SUpernatantlar
ayrildi ve c¢oOkeltilmis proteinlerden olusan kisim vakum altinda kurutuldu.
Kurutulan whey proteinleri 100 yL G7 tamponu (50 mM Sodyum Fosfat pH:7.5) ile
¢ozalda. 90 °C'ta 20 dk denatire edilen érnekler, oda sicakhidina geldikten sonra
1,2 uL PNGase F enzimi eklenerek 37 °C'ta 18 saat inkiibe edildi. Glikan salinimi
sonrasi orneklere 500 pL %90 etanol soduk sulu g¢ozeltisi ilave edildi. Karigim
daha sonra 20 dakika boyunca -20 °C'de inkibe edildi ve ardindan 10 dakika
boyunca 14.8 krpm'de santrifijlendi. Bu agsamadan sonra sipernatant kisminda

elde edilen N-glikanlar alinarak vakum altinda kurutuldular.
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3.3 N-glikanlarin Prokainamid ile Etiketlenmesi

N-glikanlarin hem yapilarini kararli hale getirmek hem de kitle spektrometrik
analizler icin yuksek iyonlagsma verimi ve floresans 6zellik kazandiran prokainamid
reaktifi ile etiketlenmigtir. Etiketleme ¢6zeltisi, prokainamid (11 mg) ve
sodyumsiyanoborohidririn (6 mg) 100 pyL DMSO:CH3COOH (70:30 v/v)
icerisinde c¢o6zllerek taze hazirlanmigtir. Whey proteinlerinden glikan salinimi
sonras! kurutularak elde edilen N-glikan érnegi Gzerine 25 uL proc etiketleme

¢cOzeltisi eklenerek thermomixer de 400 rpm 65 °C'ta 2 saat inklibe edilmistir.

3.4 N-glikanlarin HILIC-SPE Yodntemi ile Zenginlestirilmeleri

Proc ile etiketlenen N-glikan érneklerini saflagtirmak icin pipet ucuna yerlestirilen
pamuk ile hidrofilik etkilesim sivi kromatografi (HILIC) teknigi uygulanmistir. 100
ML'lik pipet ucuna 0,2 mg pamuk bir kapiler yardimiyla sikigtirildi. Kolon sartlama
icin 5 kez deiyonize su ve 5 kez %85 asetonitril gbzeltisinden 100 pL cekilip
birakildi. 15 pL proc etiketli N-glikan karigimi 85 pL asetonitril ile karistirildi.
Hazirlanan kolon bu ¢ézeltiden 20 kez cekilip birakilarak ytkleme yapildi. Kolon
5er kez %0,1 TFA iceren %85 ACN c¢odzeltisi ve %85 ACN cozeltisi ile yikandi.
ElGsyon iglemi 25 uL deiyonize su ile 20 kez cekilip birakilarak gerceklestirildi.

3.5 HPLC-FLD-QTOF-MS/MS Analizleri

HPLC-HILIC-FLD analizleri Agilent 1260 serisi FLD detektdr iceren bir Agilent
1200 serisi HPLC ile gerceklestiriimistir. N-glikanlarin analitik olarak ayrilmasinda
Waters Glycan BEH Amide 1,7 ym (2.1 mm ID x 15 cm L) HILIC kolonu
kullaniimistir. Floresans detektérinin uyarma ve emisyon dalga boyu sirasiyla
310 nm ve 370 nm olarak ayarlanmistir. Saflastiriimis prokainamid etiketli N-
glikanlara (25 pL) uygun yUkleme kosulu elde edebilmek amaciyla 75 pL asetonitril
ilave edildikten sonra bu ¢dzeltinin 30 yL’si analiz igin enjekte edilmistir. Akis hizi
0.2 mL/dk olarak ayarlandi. Kolon sicakhgi 60 ° C'a ayarlandi. Hareketli faz A ve B
olarak sirasiyla 50 mmol/L amonyum format (pH 4.3) ve asetonitril kullaniimigtir.
Ayrilma, 120 dakikalik bir calismada %75-52 asetonitril (h / h) dodrusal gradyan
kullanilarak gerceklestirildi. MS kosullari; kapiler gerilimi 4.5 kV, kaynak sicakligi
180 °C, nebulizatér gazi 1.2 bar, kurutma gazi 7 L/dk ve MS edinimi, 1 Hz

frekansinda 50 ila 2800 m/z arasinda gerceklestiriliecek sekilde ayarlanmistir.
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MS/MS deneyleri, 0.5 Hz ila 2 Hz spektrum hizinda en bol bulunan ¢ 6nci iyonun

secilmesiyle gerceklestirildi. Bu analizlerde her bir N-glikanin kromatogramda

g6zlemlendigi zamanin kesin olarak belirlenmesi icin sivi kromatografisi ayni

sartlarda ESI-QTOF-MS/MS’e baglanmistir.

Bu sayede N-glikan vyapilarinin

dogrulugu saglanmistir. Sekil 4.1’de galismalarda izlenecek yolun basit bir semasi

g6rulmektedir.

3.6 Veri Analizleri

Kltle spektrometrik analizlerden elde edilen MS/MS verileri xml. dosya tipine

Bruker Data Analysis yazilimi kullanilarak dénusturaldikten sonra Protein Scape

yazilimina veriler goénderildi. Protein Scape yaziliminda prokainamid

glikanlar igin yapilan arama parametreleri sekil 3.1’de verilmistir.

General Settings

GlycoQuest
Select search method: lLudgzl Procainamide -J m Glycan type:
Method name: Ludger Procainamide Database:
Version: 1113 e - @ @ Meodifications:
Submit: lCIU."UD (all) vl
Submit Spectra
Classified as: glycopeptide
Keect o el g{CDaS]UM 10NS Derivatization:
N-glycopeptide
Reducing end mass:
[¥]Include not su(‘(ﬂﬁ'ully classified spedm‘ lons:
[¥] Assessment
Neutrals:
Charge +:
Charge -:
=3¢

| N-Glycan core basic

etiketli

'J Taxonomy: All taxonomies

ICaleank

"I Composition:

Sulfate
M-Sulfate
O-methyl
Phosphate

1 [

UND

vI Reducing end: Free end

@ Use reducing end as defined below

219173548

-]

| Na+
K+
Li+

| Water
Ammeonia
Sodium
Potassium

1 ito 4
1 =|to 4

Use available reducing end from list
Reducing end name: proc

He+ up to:

MS tolerance (m/z): 0.05 Da -

MS/MS tolerance (m/z): 001

@ Monoisotopic (1) Average

Fragmentation type CID: | CIDbeyzi3CL

| ETD: ETD

Threshold for glycan list compilation

Score >:

200

Fragmentation coverage [%] >: 200

Intensity coverage [%] >: 100

Sekil 3.1 Protein Scape parametreleri

N-glikan pikinin altinda kalan alan belirlenerek her bir glikana ait goreceli bolluk

belirlenmistir. Burada asagidaki formul kullanilarak her bir tespit edilen N-glikanin

goreceli bollugu hesaplanmistir.

% N-glikan Goreceli Bollugu= (N-glikan alani/Toplam N-glikan alani) *100
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4. SONUGLAR ve TARTISMA

Sat drneklerinin analizleri 6ncesi ilk olarak whey proteinlerinin ekstraksiyonu
yoéntemde anlatildigi gibi her bir sut tart igin gergeklestirildi. Sonrasinda whey
glikoproteinlerinden glikan birimlerinin elde edilmesi amaciyla deglikozilasyon
islemi  gerceklestirildi. Bu asamadan sonra proc etiketi ile whey
glikoproteinlerinden salinan glikanlar indirgeyici uclarindan etikenlendi. Proc
etiketli glikanlarin saflagtiriimalari sonrasinda HPLC-HILIC-FLD-QTOF-MS/MS

analizleri gergeklestirildi. Bu asamalar sekil 4.1’de gésterilmektedir.
£ st
g
Whey Protein Ekstraksiyonu

- * (Gliko-)proteinler

ProA ile Etiketleme ve
Saflastirma

1 LI E

HPLC-HILIC-FLD
Analizleri (ProA Etiketli)

Sekil 4.1 Yontem akis semasi
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Analizler sonrasinda elde edilen tum MS/MS verileri, Bruker firmasina ait Protein
Scape yazihmina yuklendikten sonra GlycoQuest uygulamasi ile Proc etiketli
glikanlar tespit edilmesine yénelik taramalar gerceklestirildi. Burada MS/MS
verilerine odaklanilarak her bir N-glikana ait bir skor elde edildi. Bu sayede MS/MS
dizeyinde glikan yapilari dogrulanmistir. Sekil 4.2°de Protein Scape yaziliminda
tespit edilen bir N-glikan yapisinin (H5N4S2) MS/MS spektrumu goérilmektedir.

||35 1

] ;

YIS R N

T T T T
300 400 500 ] 700 800 500 0
Crngd 1614, AutoMSA(B15 3273), 536 min [+MS2(B15,3068), 17,4-21.TeV, S16min 83143

Sekil 4.2 Protein Scape yaziliminin tespit ettigi bir N-glikan yapisina ait otomatik
sekanslanmis bir MS/MS spektrumu

Tablo 4.1’de ise bu spektruma ait parcalanma drinlerinin yazilim tarafindan
listelenmis hali goérilmektedir. Yazihim, tespit edilen parcalanma drinlerine
odaklanarak glikan yapisinin sekanslanma ylzdesini vermektedir. Ayrica her tespit
edilen glikan icin bir skor belirlemektedir. Calismada tespit edilen tim N-glikan
trlerinin  yapilarinin dogrulanmasi burada bahsedilen iglemler kullanilarak
gerceklestirilmisgtir.  Her  bir tespit edilen N-glikan tirG igin FLD
kromatogramlarindaki konumlari, glikanlarin yapilari dogrulandiktan sonra kolonda
allkonma zamanlari dikkate alinarak belirlenmistir. Ayrica manuel olarak MS1
spektrumlar tespit edilen N-glikanlarin ekstrakte iyon kromatogramlari ile FLD

kromatogrami kiyaslanarak konumlar dogrulanmistir.

Tablo 4.1 Spektruma ait pargalanma utrinleri

Sira | Pargalanma Uriinii | m/z 6lgiilen |z | Mr A MH+
hesaplanan [Da]
1 BY 204,0799 1 |203,0794 -0,0067
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2 B 292,0977 1 |291,0954 -0,0050
3 BY 366,1358 1 |365,1322 -0,0037
4 BY 367,1394 1 |366,1409 -0,0087
5 Y 441,2669 1 |440,2635 -0,0038
6 Y 4422702 1 | 441,2722 -0,0092
7 B 454,1517 1 |453,1482 -0,0038
8 BY 528,1896 1 |527,1850 -0,0027
9 Y 644,3487 1 | 643,3429 -0,0014
10 B 657,2322 1 |656,2276 -0,0027
11 B 658,2356 1 |657,2363 -0,0079
12 YY 806,3992 1 | 805,3957 -0,0038
13 B 819,2851 1 | 818,2804 -0,0026
14 YY 968,4519 1 |967,4485 -0,0039
15 YY 969,4557 1 |968,4572 -0,0087
16 YY 1130,5041 1 ]1129,5013 -0,0045
17 YY 1131,5080 1 |1130,5100 -0,0092
18 YY 1333,5835 1 |1332,5807 -0,0045
19 YY 667,2955 2 | 1332,5807 -0,0044
20 YY 1495,6341 1 | 1494,6335 -0,0067
21 YY 748,3214 2 | 1494,6335 -0,0054
22 Y 812,8426 2 |11623,6761 -0,0054
23 Y 813,3450 2 | 1624,6848 -0,0093
24 Y 893,8692 2 | 1785,7289 -0,0050
25 Y 894,3712 2 | 1786,7376 -0,0098
26 Y 1076,4320 2 |2150,8611 -0,0116
27 Y 1076,9380 2 | 2151,8698 -0,0083
28 Y 718,2934 3 12151,8698 -0,0116
29 814,9903 3 |12441,9566 -0,0075
30 815,3256 3 |2442,9652 -0,0104

Prokainamid ile etiketlemede N-glikan yapilarinin dogrulanmasinda cesitli MS/MS

iyonlari takip edilmektedir. Bunlardan bir tanesi g¢ekirdek tipli N-glikanlarin
belirlenmesinde kullanilan 587,327 m/z pargalanma Grundddr. Bu pargalanma
arind prokainamid etiketli HexNAc+Fukoz [prokainamid +HexNAc+Fukoz+H]+
baglantisini gostermektedir. Bu sayede tespit edilen glikan yapilarinin glikan
HexNAc'tan mi HexNAc

cekirdeginde bulunan yoksa antende bulunan
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monosakkaritine mi bagl fukoz yapisi igerdigi dogrulanmaktadir [78]. Ornegin
insan whey proteinine ait N-glikanlarin 587,327 m/z parcalanma Urind iceren
MS/MS spektrumlarina ait ekstrakte iyon kromatogramlari Sekil 4.3’te

g6rulmektedir.

EIC-587,327 m/z MSn

Intens.
4
x10 H
proc
61
4]

2]
oll o kthﬂlt

1 40.0 45.0 50.0 550  Time [min]

Sekil 4.3 587,327 m/z pargalanma trund igeren N-glikan MS/MS spektrumlarinin
ekstraksiyonu sonucu elde edilmis kromatogram

Burada bahsedilen iyonu iceren 6ncil iyon veya N-glikan yapisi icin ¢ekirdekten

fukozlanmig dogrulamasi MS/MS spektrumlari incelenerek yapilabilmektedir.

4.1 Anne Siitii Whey N-glikanlarinin Karakterizasyonlari

Calismada 20 anne suti 6rnegi esit hacimlerde karistirildiktan sonra whey
(gliko)proteinlerinin ekstraksiyonu gerceklestirildi. Deneysel calismalar 3 tekrar
olarak gerceklestiriimistir. Whey (gliko)proteinlerinin deglikozilasyonu sonucu elde
edilen glikan yapilari prokainamid ile etiketlendikten sonra analizleri éncesi pamuk
iceren pipet ucu ile saflastirildi. Sonrasinda etiketlenmis glikanlar, HPLC-HILIC-
FLD-QTOF-MS/MS sistemi ile analiz edildi. Elde edilen MS/MS spektrumliari
protein scape yazilimina génderildikten sonra glikan yapilari belirlendi. Sekil 16’da
analizler sonucu elde edilen floresans (FLD) ve temel pik kromatogrami (BPC)

g6rulmektedir.
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Sekil 4.4 Anne sitl whey N-glikanlarina ait A) Floresans B) Temel Pik
Kromatogramlari. *: serbest st oligosakkaritine ait pik

Yapilan analizler sonucunda anne sitline ait 27 N-glikan yapisi MS/MS dizeyinde
dogrulanmistir. MS1 spektrumlari dikkate alinarak floresans kromatogramlarindaki
alikonma zamanlari tespit edilmistir. Anne sutu iceriginde yiuksek oranda serbest
oligosakkarit bulunmaktadir. Bu serbest oligosakkarit yapilari proteinlere bagli
olmayan kompleks sekerlerdir ve miktarlari diger sut turleri ile kiyaslandiginda
oldukga vyuksektir. Anne sutinde 5-15 g/L konsantrasyonunda oldugu
belirlenmistir. Bu rakam inek st icin 0.05 g/L’dir [79]. Bu nedenle analizlerde
serbest sit oligosakkarit yapilarinin girigsim yaptigi belirlenmistir (Sekil 4.4). Her ne
kadar 6rnek hazirlama metodu sut whey (gliko)proteinlerinin analizlerine yonelik
olsa da anne sutiinde yuksek oranda bulunan serbest sut oligosakkaritlerin whey

proteinleri ile etkilesime girerek 6rnek icerisinde kaldigl yapilan analizlerden
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gézlemlenmistir. Bunu engellemek icin ekstrakte ve liyofilize edilen whey
proteinleri belirli ¢dzuculerle yikansa da burada bir basari saglanamamigtir.
Literatiirde yapilan calismalarda ayni ekstraksiyon yéntemi kullaniimasina ragmen
bu soruna deginilmemis olmasi muhtemelen sadece kutle spektrometrik
tanimlamaya bagli yapilan O&lgumlerden kaynaklanmaktadir [80]. Literatlir
incelendiginde tespit edilen whey N-glikanlarinin ekstrakte edilmis kutle
spektrumlari g6z 6nidnde bulunarak analizler basariimistir. Burada kullanilan
yontem floresans &lgimine dayali oldugundan serbest sit oligosakkaritlerin
girisimi net olarak ¢calismada gézlemlenmistir. Sekil 4.4’te “*” olarak gdsterilen pik

anne sutl serbest sit oligosakkaritlerinden kaynaklanmaktadir.
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Tablo 4.2’de anne siti N-glikan yapilari, kitle bilgileri, GlycoQuest arama motoru
skorlari ve her bir N-glikana ait géreceli bolluk miktarlari gérilmektedir. Calismalar
neticesinde anne sitl N-glikanlari arasinda en bol olarak bulunani HSN4S1 glikan
tipidir. Bu glikan toplam glikan havuzu igerisinde %20,76’y1 kapsamaktadir. Bu N-
glikan tipini sirasiyla %12,85, %11,12 oranlariyla H5N4F1S2, H4N5F1 glikanlari
takip etmektedir. Veriler incelendiginde en dusik miktarda bulunan N-glikan yapisi
%0,19 oranla H8N2 glikani olarak bulunmustur. Sekil 4.5’te tespit edilen glikan

bélgelerinin géreceli bolluklarini igeren bir grafik gérilmektedir.

Anne Siiti
25-

20+

15+

10+

Goreceli Bolluk

®
79
)
<7

& D0 QO NV M0 oA
0000000600600

Glikan Bolgeleri

Sekil 4.5 Anne sitine ait glikan bolgelerinin géreceli bolluklari

Temel N-glikan gruplari incelendiginde toplam fukozlanma %61,87 ve toplam
siyalik asit icerme orani ise %61,11 bulunmustur. Bu degisimler tablo 4.3’te

g6rilmektedir.
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Tablo 4.3 Anne sitline ait toplam fukozlanma ve siyalillenme oranlari

Glikan Bilgisi Goreceli Bolluk Glikan Bilgisi Goreceli Bolluk
Fukozlanmig Siyalillenmis
Hex3HexNAc5dHex1-proc 8.80 Hex4HexNAc4NeuAcldHex1-proc 4.19
Hex4HexNAc4dHex1-proc 3.45 Hex5HexNAc4NeuAcl-proc 3.76
Hex4HexNAc5dHex1-proc 11.12 Hex5HexNAc4NeuAcl-proc 20.76
Hex5HexNAc4dHex1-proc 4.03 Hex6HexNAc3NeuAcl-proc 1.03
Hex4HexNAc3NeuAcldHex1-proc 586 Hex5HexNAc5NeuAcldHex1-proc 1.53
Hex5HexNAc4dHex1-proc Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 0.78
Hex5HexNAc5dHex1-proc 4.69 Hex5HexNAc4NeuAc2-proc 10.43
Hex4HexNAc4NeuAcldHex1-proc 4.19 Hex5HexNAc4NeuAc2dHex1-proc 12.85
Hex6HexNAc5dHex1-proc 153 Hex5HexNAc5NeuAc2dHex1-proc 0.57
Hex5HexNAc5NeuAcldHex1-proc Hex6HexNAc5NeuAc2-proc 1.20
Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 0.78 Hex6HexNAc5NeuAc2dHex1-proc 0.37
Hex5HexNAc4NeuAc2dHex1-proc 12.85 Hex7HexNAc6NeuAcldHex1-proc 1.27
Hex5HexNAc5NeuAc2dHex1-proc 0.57 Hex6HexNAc5NeuAc3-proc
Hex6HexNAc5NeuAc2dHex1-proc 0.37 Hex6HexNAc5NeuAc3dHex1-proc 0.28
Hex7HexNAc6NeuAcldHex1-proc 1.27 Hex6HexNAc5NeuAc2dHex1-proc 2.08
Hex6HexNAc5NeuAc3dHex1-proc 0.28
Hex6HexNAc5NeuAc2dHex1-proc 2.08
61.87 61.11

4.2 Inek Siitii Whey N-glikanlarinin Karakterizasyonlari

Cahgsmada 13 adet inek sutu esit hacimlerde karistirildiktan sonra whey
(gliko)proteinlerinin ekstraksiyonu gercgeklestirildi. Deneysel calismalar 3 tekrar
olarak gerceklestiriimistir. Whey (gliko)proteinlerinin deglikozilasyonu sonucu elde
edilen glikan yapilari prokainamid ile etiketlendikten sonra analizleri 6ncesi pamuk
iceren pipet ucu ile saflastirildi. Sonrasinda etiketlenmis glikanlar, HPLC-HILIC-
FLD-QTOF-MS/MS sistemi ile analiz edildi. Elde edilen MS/MS spektrumlari
protein scape yazilimina génderildikten sonra glikan yapilari belirlendi. Sekil 4.6’da
analizler sonucu elde edilen floresans (FLD) ve temel pik kromatogrami (BPC)

g6rulmektedir.
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Inek Siitii
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Sekil 4.6 inek siiti whey N-glikanlarina ait A) Floresans B) Temel Pik
Kromatogramlari. *: serbest sit oligosakkaritine ait pik

Yapilan analizler sonucunda inek sitiine ait 24 N-glikan yapisi MS/MS diizeyinde
dogrulanmistir. MS1 spektrumlari dikkate alinarak floresans kromatogramlarindaki

alikonma zamanlar tespit edilmigtir.
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Tablo 4.4’te inek suti N-glikan yapilari, kutle bilgileri, GlycoQuest arama motoru
skorlari ve her bir N-glikana ait géreceli bolluk miktarlari gérilmektedir. Calismalar
neticesinde inek siti N-glikanlari arasinda en bol olarak bulunani H5N4 glikan
tipidir. Bu glikan toplam glikan havuzu icerisinde %16,81’i kapsamaktadir. Bu N-
glikan tipini sirasiyla %11,51, %10,53 oranlariyla H5N4F1S1 ve H5N4S1 glikanlari
takip etmektedir. Veriler incelendiginde en dusik miktarda bulunan N-glikan yapisi
%0,39 oranla H5N4S2 glikani olarak bulunmustur. Sekil 4.7’de tespit edilen glikan

bélgelerinin géreceli bolluklarini igeren bir grafik gérilmektedir.

Inek Siitii
20+

-
(3, ]
1

Goreceli Bolluk
-—
o
1

2, ]
1

Glikan Bolgeleri

Sekil 4.7 inek siitiine ait glikan bélgelerinin géreceli bolluklari

Temel N-glikan gruplari incelendiginde toplam fukozlanma %.47,85 ve toplam
siyalik asit icerme orani ise %33,32 bulunmustur. Bu degisimleri gésteren grafik

tablo 4.5’'te gérulmektedir.
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Tablo 4.5 Inek siitiine ait toplam fukozlanma ve siyalillenme oranlari

Glikan Bilgisi Goreceli Bolluk Glikan Bilgisi Goreceli Bolluk
Fukozlanmis Siyalillenmis
Hex3HexNAc4dHex1-proc 9.54 Hex5HexNAc4NeuAcl-proc 10.53
Hex4HexNAc2dHex1-proc Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 11.51
Hex4HexNAc4dHex1-proc Hex5HexNAc4NeuAc2-proc 3.91
Hex4HexNAc4dHex1-proc 13.45 Hex5HexNAc4NeuAclNeuGcl-proc
Hex3HexNAc6dHex1-proc Hex5HexNAc4NeuGe2-proc 2.79
Hex5HexNAc4dHex1-proc 2.16 Hex6HexNAc5NeuAcldHex1-proc
Hex5HexNAc4dHex1-proc 5.99 Hex5HexNAc4NeuGc2dHex1-proc 0.48
Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 11.51 Hex5HexNAc4NeuGc2-proc 0.39
Hex6HexNAc5NeuAcldHex1-proc 2.79 Hex7HexNAc6NeuAcl-proc 1.78
Hex5HexNAc4NeuGc2dHex1-proc 0.48 Hex7HexNAc6NeuAcldHex1-proc 1.93
Hex7HexNAc6NeuAcldHex1-proc 1.93
| 47.85 | | 33.32

4.3 Kegi Siitii Whey N-glikanlarinin Karakterizasyonlari

Calismada 27 adet kegi siti esit hacimlerde karistirildiktan sonra whey
(gliko)proteinlerinin ekstraksiyonu gerceklestirildi. Deneysel calismalar 3 tekrar
olarak gerceklestiriimistir. Whey (gliko)proteinlerinin deglikozilasyonu sonucu elde
edilen glikan yapilari prokainamid ile etiketlendikten sonra analizleri 6ncesi pamuk
iceren pipet ucu ile saflastirildi. Sonrasinda etiketlenmis glikanlar, HPLC-HILIC-
FLD-QTOF-MS/MS sistemi ile analiz edildi. Elde edilen MS/MS spektrumlari
protein scape yazilimina génderildikten sonra glikan yapilari belirlendi. Sekil 4.8’de
analizler sonucu elde edilen floresans (FLD) ve temel pik kromatogrami (BPC)

g6rulmektedir.
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Sekil 4.8 Kegci st whey N-glikanlarina ait A) Floresans B) Temel Pik
Kromatogramlari

Yapilan analizler sonucunda kegi sutiine ait 30 N-glikan yapisi MS/MS dizeyinde

dogrulanmistir. MS1 spektrumlari dikkate alinarak floresans kromatogramlarindaki
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alikonma zamanlari tespit edilmigtir.
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Tablo 4.6’da kegi sttt N-glikan yapilari, kitle bilgileri, GlycoQuest arama motoru
skorlari ve her bir N-glikana ait géreceli bolluk miktarlari gérilmektedir. Calismalar
neticesinde keci sitl N-glikanlari arasinda en bol olarak bulunani HS5N4F1NeuGc1
glikan tipidir. Bu glikan toplam glikan havuzu igerisinde %11,69’y1 kapsamaktadir.
Bu N-glikan tipini sirasiyla %10,88, %9,29 oranlariyla H7NG6F1NeuGc1 ve
H6NS5F1NeuGce1 glikanlan takip etmektedir. Veriler incelendiginde en disuk
miktarda bulunan N-glikan vyapisi %0,48 oranla HS5N5F1 glikani olarak
bulunmustur. Sekil 4.9’da tespit edilen glikan bdlgelerinin gdreceli bolluklarini

iceren bir grafik gérilmektedir.

Kegci Siiti
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Goreceli Bolluk
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Glikan Bélgeleri

Sekil 4.9 Kegi sitlne ait glikan bdlgelerinin géreceli bolluklar

Temel N-glikan gruplari incelendiginde toplam fukozlanma %74,98 ve toplam
siyalik asit icerme orani ise %82,93 bulunmustur. Bu degisimler tablo 4.7°'de

gorulmektedir.
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Tablo 4.7 Kegi sutune ait toplam fukozlanma ve siyalillenme oranlari

Glikan Bilgisi Goreceli Bolluk Glikan Bilgisi Goreceli Bolluk
Fukozlanmis Siyalillenmisg
Hex3HexNAc4dHex1-proc 2.49 Hex3HexNAc6NeuAcldHex1-proc 2.20
Hex3HexNAc5dHex1-proc 1.75 Hex5HexNAc4NeuAcl-proc 7.04
Hex4HexNAc4dHex1-proc 1.19 Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 6.68
Hex4HexNAc4dHex1-proc 1.00 Hex5HexNAc4NeuGcl-proc 2.49
Hex4HexNAc5dHex1-proc 0.69 Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc
Hex4HexNAc5dHex1-proc 4.96 Hex5HexNAc4NeuAc2-proc 2.18
Hex5HexNAc4dHex1-proc 2.39 Hex5HexNAc4NeuGcldHex1-proc 11.69
Hex5HexNAc5dHex1-proc 0.48 Hex5HexNAc4NeuAc2-proc 237
Hex3HexNAc6NeuAcldHex1-proc 2.20 Hex6HexNAc3NeuGcldHex1-proc
Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 6.68 Hex5HexNAc4NeuAc2dHex1-proc 3.59
Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 2.49 Hex5HexNAc4NeuAclNeuGcl-proc 416
Hex5HexNAc4NeuGcldHex1-proc 11.69 Hex5HexNAc4NeuGc2-proc
Hex6HexNAc3NeuGcldHex1-proc 2.37 Hex6HexNAc5NeuGcldHex1-proc 563
Hex5HexNAc4NeuAc2dHex1-proc 3.59 Hex5HexNAc4NeuAclNeuGcldHex1-proc
Hex6HexNAc5NeuGcldHex1-proc 4.16 Hex6HexNAc5NeuGcldHex1-proc 9.29
Hex5HexNAc4NeuAclNeuGcldHex1-proc 5.68 Hex5HexNAc4NeuGc2dHex1-proc 9.26
Hex6HexNAc5NeuGcldHex1-proc 9.29 Hex7HexNAc6NeuAcl-proc 2.77
Hex5HexNAc4NeuGc2dHex1-proc 9.26 Hex7HexNAc6NeuGcl-proc 10.88
Hex6HexNAc5NeuGc2dHex1-proc 2.64 Hex6HexNAc5NeuGc2dHex1-proc 2.64
| 74.98 | | 82.93

Keci sutinin whey glikoproteinlerinin bilesiminde yiksek oranda NeuGc igeren N-
glikan yaplilari tespit edilmistir. Bu glikanlara ait MS/MS spektrum &rnekleri sekil
4.10’da verilmektedir. NeuGc iceren bir N-glikan yapisinin tanisinda kullanilan
iyonlar 673,230, m/z, [Hex+HexNAc+NeuGc+H]+ ve 308,098, m/z, [NeuGc+H]+
parcalanma drunlerine aitti. NeuAc iceren bir N-glikan yapisinin tanisinda
kullanilan iyonlar ise 657,235, m/z, [Hex+HexNAc+NeuAc+H]+ ve 292,103, m/z,
[NeuAc+H]+ parcalanma drlnleridir. Sekil 4.10A’daki MS/MS spektrumu
incelendiginde NeuGc igeren glikan yapisini dogrulayan iyonlar gézlenmektedir.
Bu iyonlarin MS/MS spektrumundaki varligi yapida NeuGc iceren siyalik asit
birimlerinin oldugunu kanitlamaktadir. Pargalanma Urinleri takip edildiginde glikan
yapisinin  Hex5HexNAc4NeuGc1dHex1 oldugu belirlenmistir. Protein Scape
yazilimi da bu N-glikan yapisini dogrulamistir. Sekil 4.10B’de hem NeuGc hem de
NeuAc igceren bir N-glikanin MS/MS spektrumu gérilmektedir. Buradaki MS/MS
spektrumu incelendiginde her iki siyalik asit yapisini dogrulayan parcalanma
drtnleri  belirlenmigtir.  Pargalanma Grunlerinin  takibi ile N-glikan yapisi

dogrulanmistir. Bu N-glikan tirt ayrica Protein Scape yaziliminda tespit edilmigtir.
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Sekil 4.10 NeuGc iceren N-glikanlarin MS/MS spektrumlari. A) Tek NeuGc iceren
iki antenli bir N-glikan, B) hem NeuGc hem de NeuAc igeren bir N-glikan

4.4 Manda Siitii Whey N-glikanlarinin Karakterizasyonlari

Calismada 10 adet manda suti esit hacimlerde karistirildiktan sonra whey
(gliko)proteinlerinin ekstraksiyonu gerceklestirildi. Deneysel calismalar 3 tekrar
olarak gerceklestiriimistir. Whey (gliko)proteinlerinin deglikozilasyonu sonucu elde
edilen glikan yapilari prokainamid ile etiketlendikten sonra analizleri éncesi pamuk
iceren pipet ucu ile saflastirildi. Sonrasinda etiketlenmis glikanlar, HPLC-HILIC-
FLD-QTOF-MS/MS sistemi ile analiz edildi. Elde edilen MS/MS spektrumlari
protein scape yazilimina génderildikten sonra glikan yapilari belirlendi. Sekil
4.11’de analizler sonucu elde edilen floresans (FLD) ve temel pik kromatogrami
(BPC) goérulmektedir.
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Sekil 4.11 Manda siti whey N-glikanlarina ait A) Floresans B) Temel Pik
Kromatogramlari. *: serbest sit oligosakkaritine ait pik

Yapilan analizler sonucunda manda sidtine ait 20 N-glikan yapisi MS/MS
dizeyinde dogrulanmistir. MS1 spektrumlari dikkate alinarak floresans

kromatogramlarindaki alikonma zamanlari tespit edilmistir.
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Tablo 4.8'de manda sutd N-glikan yapilarn, kutle bilgileri, GlycoQuest arama
motoru skorlari ve her bir N-glikana ait géreceli bolluk miktarlari gérilmektedir.
Calismalar neticesinde manda st N-glikanlari arasinda en bol olarak bulunani
H6N2 ve H5N4 U iceren G6 glikan bélgesidir. Bu glikan toplam glikan havuzu
icerisinde %15,2'yi kapsamaktadir. Bu N-glikan tipini sirasiyla %13,02, %11,67
oranlariyla H5N4S1 ve H3N5, H3N4F1 glikanlari takip etmektedir. Veriler
incelendiginde en dusik miktarda bulunan N-glikan yapisi %0,88 oranla H7N2
glikani olarak bulunmustur. Sekil 4.12’de tespit edilen glikan bdélgelerinin géreceli

bolluklarini iceren bir grafik gérilmektedir.

Manda Siutii
20+

15+

Goreceli Bolluk

N

I )

Aol <

P S P PO G g

Glikan Bolgeleri

Sekil 4.12 Manda sitlne ait glikan bélgelerinin géreceli bolluklari

Temel N-glikan gruplari incelendiginde toplam fukozlanma %50,5 ve toplam siyalik
asit icerme orani ise %44,39 bulunmustur. Bu degisimler tablo 4.9'da

go6rulmektedir.
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Tablo 4.9 Manda stiine ait toplam fukozlanma ve siyalillenme oranlari

Glikan Bilgisi

Goreceli Bolluk

Glikan Bilgisi

Goreceli Bolluk

Fukozlanmisg

Siyalillenmis

Hex3HexNAc4dHex1-proc
Hex3HexNAc5dHex1-proc
Hex3HexNAc5dHex1-proc
Hex4HexNAc4dHex1-proc
Hex3HexNAc6dHex1-proc
Hex5HexNAc4dHex1-proc
Hex5HexNAc4dHex1-proc
Hex3HexNAc6NeuAcldHex1-proc
Hex5HexNAc4NeuAc2dHex1-proc
Hex5HexNAc4NeuAclNeuGcl-proc
Hex6HexNAc5NeuAcldHex1-proc
Hex7HexNAc6NeuAcldHex1-proc

11.67
4.76
2.12
5.80
5.02
4.35

1.44
6.83
4.70

3.82
50.50

Hex3HexNAc6NeuAcldHex1-proc
Hex5HexNAc4NeuAcl-proc
Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc
Hex5HexNAc4NeuAc2-proc
Hex5HexNAc4NeuAc2dHex1-proc
Hex5HexNAc4NeuAclNeuGcl-proc
Hex6HexNAc5NeuAcldHex1-proc
Hex7HexNAc6NeuAcldHex1-proc

1.44
9.23
13.02
5.35
6.83

4.70

3.82

| 44.39

4.5 Esek Sitii Whey N-glikanlarinin Karakterizasyonlari

Cahsmada 10 adet esek sutl esit hacimlerde karistirildiktan sonra whey

(gliko)proteinlerinin ekstraksiyonu gercgeklestirildi. Deneysel calismalar 3 tekrar

olarak gerceklestiriimistir. Whey (gliko)proteinlerinin deglikozilasyonu sonucu elde

edilen glikan yapilari prokainamid ile etiketlendikten sonra analizleri dncesi pamuk

iceren pipet ucu ile saflagtinldi. Sonrasinda etiketlenmis glikanlar, HPLC-HILIC-
FLD-QTOF-MS/MS sistemi ile analiz edildi. Elde edilen MS/MS spektrumlari

protein scape yazilimina goénderildikten sonra glikan yapilari belirlendi. Sekil

4.13’te analizler sonucu elde edilen floresans (FLD) ve temel pik kromatogrami

(BPC) gorulmektedir.
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Sekil 4.13 Esek st whey N-glikanlarina ait A) Floresans B) Temel Pik
Kromatogramlari. *: serbest sit oligosakkaritine ait pik

Yapilan analizler sonucunda esek sttiine ait 29 N-glikan yapisi MS/MS dizeyinde

dogrulanmistir. MS1 spektrumlari dikkate alinarak floresans kromatogramlarindaki

alikonma zamanlari tespit edilmistir.
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Tablo 4.10°da esek sttt N-glikan yapilari, kitle bilgileri, GlycoQuest arama motoru
skorlari ve her bir N-glikana ait géreceli bolluk miktarlari gérilmektedir. Calismalar
neticesinde esek st N-glikanlari arasinda en bol olarak bulunani H5SN4S1 glikan
tipidir. Bu glikan toplam glikan havuzu icerisinde %39,13’0 kapsamaktadir. Bu N-
glikan tipini sirasiyla %14,03, %8,55 oranlariyla H5N4 ve H3N4F1 glikanlari takip
etmektedir. Veriler incelendiginde en disik miktarda bulunan N-glikan yapisi
%0,39 oranla H4NSF1, H4N3S1, HEN2 glikanlari olarak bulunmustur. Sekil 4.14’te

tespit edilen glikan bélgelerinin géreceli bolluklarini iceren bir grafik gériimektedir.
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Goreceli Bolluk
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Voo DD O NS CEAY
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Glikan Béoélgeleri

Sekil 4.14 Esek sutine ait glikan bdlgelerinin géreceli bolluklari

Temel N-glikan gruplari incelendiginde toplam fukozlanma %15,88 ve toplam
siyalik asit icerme orani ise %71,09 bulunmustur. Bu degisimler tablo 4.11’de

g6rilmektedir.
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Tablo 4.11 Esek sutune ait toplam fukozlanma ve siyalillenme oranlari

Glikan Bilgisi Goreceli Bolluk Glikan Bilgisi Goreceli Bolluk
Fukozlanmig Siyalillenmis
Hex3HexNAc4dHex1-proc 8.55 AclHex4HexNAc4NeuAcl-proc 1.15
Hex4HexNAc3dHex1-proc 1.00 Ac2Hex5HexNAc4NeuAc2-proc 6.47
Hex3HexNAc5dHex1-proc Hex5HexNAc3NeuAcl-proc 0.99
Hex4HexNAc4dHex1-proc 0.61 Hex4HexNAc5NeuAcl-proc
Hex4HexNAc5dHex1-proc 0.39 Hex5HexNAc5NeuAcl-proc 1.36
Hex5HexNAc5dHex1-proc 0.99 Hex5HexNAc4NeuAcl-proc 39.13
Hex5HexNAc4dHex1-proc Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 4.34
Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-proc 4.34 Hex6HexNAc4NeuAcl-proc 1.57
Hex6HexNAc5NeuAcl-proc 556
Hex5HexNAc4NeuAc2-proc
Hex6HexNAc5NeuAcl-proc
Hex5HexNAc4NeuAclNeuGcl-proc 5.89
Hex5HexNAc4NeuAc2-proc
Hex7HexNAc6NeuAcl-proc 4.62

| 15.88 | | 71.09

Diger st turlerinden farkli olarak esek sutinde O-asetillenmis siyalik asit iceren N-
glikan yapilar tespit edilmigtir. Sekil 4.15'te HSN4S2 glikan yapisina ait bir MS/MS
spektrumu gorilmektedir. Spektrum incelendiginde siyalik asit iceren pargalanma
drtnlerinin asetillendigi (C2H20-, 42 Da) gdérulmektedir. Siyalik asit pargalanma
drtnlerini iceren iyonlar 334,107, m/z, [NeuAc+Ac+H]* ve 699,239, m/z,
[Hex+HexNAc+NeuAc+Ac+H]" spektrumda tespit edilmigtir. Bu iyonlar, siyalik asit
birimlerinin asetillendigini géstermektedir. Bu iyonlar, literatiirde asetilenmis siyalik

asit iceren glikopeptit analizlerinde de gézlemlenmigtir [78].
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Sekil 4.15 O-asetillenmis siyalik asit iceren iki antenli disiyalile N-glikanin
(H5N4S2) MS/MS spektrumu

Tespit edilen 6ncul iyonun kitlesi ve pargcalanma iyonlari incelendiginde bu N-
glikan iki adet O-asetillenmis siyalik asit igceren iki antenli bir N-glikan yapisina
sahip oldugu belirlendi. Burada bahsedilen N-glikan yapilari Protein Scape

yaziliminda da otomatik olarak bulunmustur.

4.6 Tiurler Arasi Whey N-glikan tiplerinin Karsilagtiriimasi

Tez kapsaminda bes farkl ture ait sit whey N-glikan yapilari aydinlatiimis ve her
bir tespit edilen glikan bdlgesinin géreceli bollugu hesaplanmistir. Turler arasi ilk
kiyaslama glikan tipleri tGzerine gerceklestiriimistir. Tablo 4.12’de tim tespit edilen
glikan tipleri ve tirlere gbére bulunma durumlari gérilmektedir. Tablo 4.12°den
gorulecegdi Uzerine anne siti N-glikan tipleri ile en fazla glikani értisen tir kegi ve
esek olarak belirlenmistir. Anne situ hari¢ tum tirlerde Neu5Gc tipli siyalik asit
iceren N-glikan yapilar tespit edilmigtir. Bu N-glikan yapisinin tani pargalanma
iyonlari tespit edilen ttim MS/MS spektrumlarinda tarandiginda bu pargalanma
drinine ait pikler belirlenememistir. Neu5Gc tipli N-glikan yapilari kegi sitinde
yogunlukla tespit edilmistir. Her bir tir igin tespit edilen N-glikanlar turler arasinda
kiyaslandiginda manda suti hari¢ her bir tiriin sadece kendisinde bulunan bazi
glikan tipleri vardir. Sadece inek sutinde H4N2 ve H4N2F1; esek sutinde H3N3,
H4N3F1, HE6N4S1, AcH4N4S1, AcH5N4S2, H5N3S1, H4N5S1, H5N5S1; kegci
sutinde H5N4NeuGc1, H5N4F1NeuGc1, HG6N3F1NeuGc1, H6N5F1NeuGci,
HEN5F1NeuGc2; anne sutinde ise H4N4S1, H4N3F1S1, HE6N3S1, H6N5S1,
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H5N5F1S1, H5N5F1S2, HEN5S2, HENS5F1S2, HEN5S3 ve HENSF1S3 glikanlari
bulunmaktadir. Bunlarin yani sira HGN2, H4N4F1, H5N4F1, H5N4S1, H5N4F1S1

ve H5N4F1S2 glikanlarinin tim sitlerde ortak olarak bulundugu belirlenmistir.

Tablo 4.12 St turlerine goére belirlenen tim glikanlarin benzerlik ve farkhliklari

N-glikan Bilesimi insan| inek Kegi | Manda | Esek

Hex3HexNAc5dHex1-proc + - + + +

Hex5HexNAc3-proc

Hex4HexNAc5-proc

+ |+ |+

Hex4HexNAc4dHex1-proc

+ |+ |+
+

Hex4HexNAc5dHex1-proc

Hex4HexNAc3NeuAc1-proc

|+ [+ |+ [+ ]|+

Hex6HexNAc2-proc

+ |+
+ |+
+ |+

Hex5HexNAc4dHex1-proc

Hex4HexNAc4NeuAc1-proc

Hex4HexNAc3NeuAc1dHex1-proc

Hex5HexNAc5dHex1-proc

Hex4HexNAc4NeuAc1dHex1-proc

Hex7HexNAc2-proc

Hex5HexNAc4NeuAc1-proc

Hex6HexNAc3NeuAc1-proc

Hex6HexNAc5dHex1-proc

Hex5HexNAc5NeuAc1dHex1-proc

Hex8HexNAc2-proc

Hex5HexNAc4NeuAc1dHex1-proc

Hex5HexNAc4NeuAc2-proc

Hex5HexNAc4NeuAc2dHex1-proc

Hex5HexNAc5NeuAc2dHex1-proc

Hex6HexNAc5NeuAc2-proc

Hex6HexNAc5NeuAc2dHex1-proc

Hex7HexNAc6NeuAc1dHex1-proc

+
1
+
1

Hex6HexNAc5NeuAc3-proc

i+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ F |+ F|F |+ ]+ ]+ ]+ ]+ +
1
1
1
1

Hex6HexNAc5NeuAc3dHex1-proc

Hex4HexNAc2-proc -

Hex3HexNAc4-proc -

Hex3HexNAc4dHex1-proc -

Hex3HexNAcS5-proc -

Hex4HexNAc2dHex1-proc -

Hex5HexNAc2-proc -

Hex4HexNAc4-proc -

+ |+
+ |+
+ |+ |+

Hex3HexNAc6-proc -

Hex3HexNAc6dHex1-proc -

+
+ |+
+

Hex5HexNAc4-proc -

||+ ||+ |+ |+ |+

Hex6HexNAc3-proc -
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+
+
+

Hex5HexNAc4NeuAc1NeuGce1-proc -

1
+
1

Hex6HexNAc5NeuAc1dHex1-proc -

Hex5HexNAc4NeuGc2dHex1-proc -

Hex7HexNAc6NeuAc1-proc -

Hex3HexNAc6NeuAc1dHex1-proc - -

Hex5HexNAc4NeuGc1-proc - -
Hex5HexNAc4NeuGc1dHex1-proc - -

Hex6HexNAc3NeuGc1dHex1-proc - -
Hex6HexNAc5NeuGc1dHex1-proc - -

Hex6HexNAc5NeuGc2dHex1-proc - -

Hex5HexNAc4NeuGc2-proc - +

|+ [+ [+ ]+ |+ +

Hex7HexNAc6NeuGc1-proc - -

Hex3HexNAc3-proc - - - -

Hex4HexNAc3dHex1-proc - - - -

Hex6HexNAc4NeuAc1-proc - - - -

Ac1Hex4HexNAc4NeuAc1-proc - - - -

Ac2Hex5HexNAc4NeuAc2-proc - - - -

Hex5HexNAc3NeuAc1-proc - - - -

Hex4HexNAc5NeuAc1-proc - - - -

|+ |+ [+ |+ +]+

Hex5HexNAc5NeuAc1-proc - - - -

4.7 Glikozilasyon Gruplarinin Karsilastiriimasi

Turler icin tespit edilen her bir N-glikan bdlgesi 6zelliklerine gére siniflandiriimig ve
o Ozelligin géreceli bollugu hesaplanmistir. Bu tez kapsaminda % siyalillenme ve
% fukozlanma oranlarina odaklaniimis ve turler, bu N-glikan 6zelliklerine gére

kendi N-glikan havuzu igerisinde siniflandiriimistir.

Siyalik asit icerme oranlari kiyaslandiginda keci sutiiniin yiksek oranda siyalik asit
icerdigi belirlenmistir (%82,93, Sekil 4.16A). Bu oranin yiksek bir kismini NeuGc
tipli glikanlar olusturmaktadir (%58,45, Sekil 4.16B). Turler arasindaki kiyaslamalar
yapildiginda  %siyalillenme  oraninin  kecgi>esek>anne>manda>inek  sitl
dogrultusunda oldugu belirlenmistir. NeuGc bakimindan géreceli bolluklarin
kiyaslanmasinda ise kecgi>esek>manda>inek dogrultusunda bir dagilimin oldugu
belirlenmistir. Anne sitinde bu tipte bir N-glikan yapisi tespit edilmemigstir. Bu
beklenen bir durumdur, ¢iinkll insanda bu siyalik asit tipinin Uretiminden sorumlu
gen mutasyona ugramigtir ve dolayisiyla Uuretilemez [79]. Fakat, yapilan
calismalarda insan dokularinda da Neu5Gc tipli N-glikanlarin varligi tespit
edilmistir. Bu durumun insan diyetinden kaynakli oldugu disunutlmektedir. Ayrica

bu birikimin 6zellikle kanser dokularinda arttidi bildiriimektedir [80]. Diger yandan
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kirmizi et turlerinde de yiksek oranda bulundugu bilinen bu siyalik asit tipinin

enflamasyonu ve kanser olusumunu tetikledigi belirlenmistir [81].
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Sekil 4.16 Turler arasi % siyalillenme oranlarinin kiyaslanmasi
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Diger tarlerden ayri olarak sadece esek siUti whey glikoproteomunda O-
asetillenmis N-glikan tipleri belirlenmistir (%7,62, Sekil 4.17). Asetillenmig siyalik
asit iceren N-glikanlar siyalik asit iceren N-glikanlarin yaklagsik %10nu
kapsamaktadir. O-asetillenme siyalik asitlerin en yaygin modifikasyonlarindan
birisidir [82]. Siyalik asitlerin asetilasyonun, kanser ve viral enfeksiyonlar gibi
bircok biyolojik ve patolojik strece dahil oldugu bilgisine literatirde yer verilmigtir
[83-84]. insan kolonik misinlerinde bulunan siyalik asitlerin %50’sinden fazlasi O-
asetillenmistir [85]. Ve de O-asetillenmis siyalik asitlerinin azalmasi koleraktal

kanserin ilerlemesiyle ilgili 6Gnemli bir degisiklik olarak belirtilmistir [86].

Esek Satu
80-
60-
x
=
o
@
= 404
@
Q
o
Hel
O
20
0-
& &
< g
S Q
e )
& &
& o\@
&
&
(}\\
60
b3
ol

Sekil 4.17 Esek sutinde tespit edilen O-asetillenmis siyalillenme orani

Fukozlanma N-glikanlarin aktivitesinde 6nemli roller oynayan 6nemli bir glikan
Ozelligidir. Anne ve inek sutindn kiyaslandigl bir ¢alismada anne sutinin inek
sutine kiyasla daha yuksek anti-patojenik 6zelligi oldugu vurgulanmaktadir ve
fukozlanmanin sitlerin anti-patojenik etkisinde anahtar rol aldigi belirlenmistir [87].

Bu nedenle, turler arasinda bu tarz kapsamli analizlerin yapilmasi oldukga
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onemlidir. Fukozlanma miktarlari da g¢alismada kiyaslanmigtir. Sekil 4.18'de
turlerin fukozlanma bakimindan dagilimlar gérilmektedir. Fukozlanma olarak en
yUuksek bolluga sahip tir kegi sutl olarak belirlenmistir (%74,98). Keci sutuni

siraslyla anne, manda, inek ve esek sitlu takip etmektedir.
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Sekil 4.18 Sit turleri arasi % fukozlanma oranlarinin kiyaslanmasi

Cesitli st turlerinde yapilan galismalara bakildiginda, Lebrilla ve ark. [88] anne
sttt whey proteinlerinin N-glikanlarinda %75 oraninda fukozlanma, %57 oraninda
siyalilenme; inek sutl icin ise sirasiyla %31 ve %68 oraninda fukozlanma ve
siyalillenme oldugunu belirlemislerdir. Baska bir ¢calismada ise anne sutl whey
proteinlerindeki N-glikanlarin %53’Gnde fukozlanma, %39'unda ise siyalillenme
oldugu belirlenmistir. inek siti icin ise fukozlanma ve siyalillenme icin bu degerler
sirasiyla %52 ve %59dur [89]. Esek ve manda sitl igin ise kiyaslamanin
yapilabilece@i herhangi bir galisma bulunamamigstir. Sonuglarda olusan farkliliklar,
yapilan analizlerin yanisira, toplaniimis olan sit érneklerinin bulundugu bélgelere,
turlerin beslenme tipine ve sitin alinma zamanina bagli olarak degisiklik
gOsterebilir.
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5. SONUGLAR

Bu tez kapsaminda cgesitli turlere ait sutlerin whey glikoproteomlarinin N-glikan
profillerinin  kiyaslanmasi HPLC-HILIC-FLD-QTOF-MS/MS sistemi kullanilarak

gerceklestiriimistir. Elde edilen verilerden asagidaki sonuglar elde edilmigtir;

Anne, inek, keci, manda ve esek icin sirasiyla 27, 24, 30, 20 ve 29 adet MS/MS
dizeyinde N-glikan yapisi tespit edilmistir.

Anne, inek, kec¢i, manda ve esek igin sirasiyla en bol N-glikan turleri HSN4S1,
H5N4, H5N4F1NeuGc1, HEN2/H5N4 ve H5N4S1 olarak belirlenmistir.

H6N2, H4N4F1, H5N4F1, H5N4S1, H5N4F1S1 ve H5N4F1S2 glikanlarinin

tum suitlerde ortak olarak bulundugu belirlenmistir.

Anne sitl N-glikan tipleri ile en fazla glikani értisen tir keci ve esek olarak

belirlenmistir.

NeuGc tipli siyalik asit iceren N-glikanlar anne siti hari¢ diger sitlerde tespit

edilmigtir.

Keci sutiinde NeuGec tipli siyalik asit iceren N-glikanlarin kendi glikan havuzu

icerisinde en bol bulundugu belirlenmigtir.

Siyalillenme oranina gbére en fazla siyalik asit iceren N-glikan tiplerinin kegi
sutinde oldugu belirlenmigtir. Bu dagihmi sirasiyla esek, insan, manda, inek

turlerinin izledigi belirlenmistir.

O-asetillenmis siyalik asit iceren N-glikan yapilari sadece esek sutinde tespit
edilmigtir ve toplam siyalillenme oraninin yaklasik %10’nu kapsamakta oldugu

belirlenmistir.
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Fukozlanma bakimindan degerlendirildiginde ise keg¢i ve anne sut whey

glikomlarinin yiksek oranda fukozlandigi belirlenmigtir.

Esek ve manda sutlerinin N-glikan analizleri ilk defa yapilmistir.

Calismada kullaniimis olan 5 st tirt ilk defa ayni yéntem ve cihaz kullanilarak

kargilastiniimistir.

Sut proteinlerinin N-glikan yapisinin belirlenmesinde prokainamid ile etiketleme
ve HILIC-FLD-QTOF-MS/MS yéntemi kullanilarak gigli bir biyoanalitik yéntem
geligtirilmigtir.
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