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OZET

Invaziv Duktal Karsinom Tamis1 Almis Meme Dokusu Orneklerine Ait N-Bagh
Glikozilasyon Yapilarinin Glikomiks Yaklasimi ile Analizi ve Biyobelirteg¢
Potansiyellerinin Arastirilmasi

Amag: Invaziv duktal karsinom tiim diinyada en c¢ok goriilen ve en yiiksek
yayilma hizina sahip olan meme kanseri tiiriidiir. IDK nin erken donemlerinde teshisi ile
zararli etkilerinin azaltilmasi ve iyilestirilebilmesi i¢in belli bir kanseri diger
hastaliklardan ayirt edebilen biyolojik belirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada
IDK tanis1 almis hastalara ait doku 6rnekleri ve kontrollerdeki proteinlerin MALDI-TOF-
MS ve HPLC-FD yontemleri ile N-glikozilasyon profillerinin ve bunlarin biyobelirteg
potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Materyal ve Metot: Formalinle sabitlenmis parafine gomiilic doku ornekleri
ksilen ile deparafinize edildi. Etanol ile rehidrasyona maruz birakilan 6rnekler DDT
iceren tampon ¢ozelti ile denature edildi. Numuneler PNGase-F enzimi ile N-glikan
yapilarinin peptidlerden koparilarak serbest hale gecmesi saglandi. Etiketleme,
saflagtirma ve zenginlestirme islemlerinin ardindan etiketli N-glikanlar MALDI-TOF-
MS cihaz1 ile negatif, lineer modda analiz edildiler. Ayni numuneler HPLC-FD
sisteminde 330 — 420 nm dalga boylarinda gradient eliisyonla analiz edildiler. Sonuglar
istatistiksel ¢oziimlemelerle yorumlandi.

Bulgular: MALDI-TOF-MS analizleri sonucu kanserli ve kontrol gruplari
arasinda farklilik gosteren yapilar ortaya koymak amaciyla yapilan t-testi analizlerinde
16 N-glikan ve 5 N-glikan grubunda p<0,001 seviyesinde anlamli farklilik gdzlemlendi.
Bunlar arasindan 5 N-glikan yapisinin (H4N4F1, H5N5F1, H6N5F1S2, HON2 ve
H5N5F1S1) kanserli-kontrol drneklerini tam olarak birbirinden ayirabilecek giicte bir
farklilik gosterdigi tespit edildi. HPLC-FD analizleri ile 24 adet N-glikan yapisi
belirlendi. Ayrica ROC analizi sonuglar tek antenli N-glikanlarin, numuneler iizerinde
yiiksek bir tan1 yetenegi gosterdigini ortaya koymustur.

Sonug¢: 6 N-glikan yapisinin bir arada degerlendirildigi modelin ve tek antenli N-
glikan grubu degerinin biyobelirte¢ potansiyeline sahip oldugu onerilmektedir. Ayrica
calisma sonuglarimin meme kanserli 6rneklerde bundan sonra yapilacak glikomiks
arastirmalart i¢in bir kilometre tasi niteliginde oldugu kanatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirtegler, glikomiks, HPLC-FD, invaziv duktal
karsinom, MALDI-TOF-MS
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ABSTRACT

Analysis of N-Linked Glycosylation Patterns from Invasive Ductal Carcinoma
Recognized Breast Tissue Specimens by Glycomics Approach and Investigation of
Their Biomarker Potentials

Aim: Invasive ductal carcinoma is the most common breast cancer type and has
the highest invasion rate of them in the world. There is a need for biomarkers that can
distinguish a particular cancer from other diseases and improve the diagnosis of IDC in
the early stages in order to reduce the harmful effects. In this study, MALDI-TOF-MS
and HPLC-FD analysis were performed to determine the N-glycosylation profiles and
their biomarker potentials of proteins in diseased tissue specimens and controls in IDC.

Material and Method: Formalin fixed and paraffin embedded tissue specimens
were deparaffinized by xylene. The samples were subjected with ethanol to rehydration,
then denatured with a denaturation buffer containing DTT. The samples were incubated
with PNGase-F to allow N-glycan structures to be released from the peptides. After
labelling, purification and enrichment procedures, N-glycans were analyzed with a
MALDI-TOF-MS instrument in linear negative ionization mode. The same samples were
analyzed by gradient elution at 330-420 nm wavelengths in the HPLC-FD system. The
results were interpreted via statistical analysis.

Results: Statistical analysis performed to reveal the structure which differs
between cancer and control samples according to the results of MALDI-TOF-MS
analyzes, a significant difference was observed at the level of p <0.001 in 10 N-glycan
strctures and 5 N-glycan groups. It was observed that three of the N-glycan structures
(H5N5F1, H5N5F1S2, HAN4F1, H5N5S2, HEN5F1S2, HON2) were formed a model that
successfully separated the cancer-control cases. Also 24 N-glycan structures were
detected by HPLC-FD analysis. Moreover, ROC analysis results have showed that the
single-antennary N-glycans provide a high diagnostic ability on the samples.

Conclusion: It is suggested that the model in which the 5 N-glycan species are
evaluated together and single-antennary N-glycans group values have biomarker potency.
We are also witnessing that the results of the study are a milestone for future glycomics
studies in breast cancer samples.

Key Words: Biomarkers, glycomics, HPLC-FD, Invasive ductal carcinoma,
MALDI-TOF-MS
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1. GIRIS

Meme kanseri tiim diinyada kadinlar arasinda en ¢ok goriilen ikinci 6liim nedeni
olan multifaktoriyel bir hastaliktir ve kadinlarda kanserlerin %24' {inii olusturur. Tiirkiye
i¢cin de durum farkli degildir. 1993 yilinda 24/100.000 olan meme kanseri insidans1 2010
yili itibariyle 50/100.000’e ¢ikmustir.> Kanserin erken dénemlerinde teshisi ile zararh
etkilerinin azaltilmas1 ve iyilestirilebilmesi i¢in belli bir kanseri diger hastaliklardan ayirt
edebilen biyolojik belirtecleri belirleme cabalar1 bir¢ok zorlukla karsi karsiyadir. Bu
zorluklardan bazilari, potansiyel biyolojik belirteclerin iiretildigi biyolojik 6rneklerin
karmagikligi, farkl hastaliklar arasindaki potansiyel analitlerin genis heterojenitesi ve
mevcut analitik yontemlerin siirlamalaridir.?

Biyolojik Belirtecler (Biyobelirtecler) belli bir fizyolojik durumu kesin olarak
tanimlayan biyolojik isaretlerdir. Bu isaret 6l¢iilen bir veya birden fazla bilesenin sayisal
veya gorsel degeri olabilmektedir. Biyobelirtecler belirli bir hastalik durumunun
taranmasi, tedavi altindaki hastalarin izlenmesi, bir hastalik durumunun tekrar niiksetme
thtimalinin belirlenmesi ve hatta bir hastalifin olugsma riskinin yiiksek oldugu kisi
gruplarmin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.? Biyolojik belirtecler icin tarama yapilmast,
potansiyel indikator analitlerin spesifik gereklilikleri karsilamasini saglamak igin
kapsamli bir aragtirma gerektirir. Biyobelirte¢ i¢in kanser belirtisinin ne zaman var
oldugunu (hassasiyet) veya olmadigini (6zgiinliik) tanimlayabilmesi beklenir. Cogu
potansiyel kanser biyobelirtegleri bu testi gecemez; yanlis pozitif sonuglara ve yanlis

negatiflere neden olurlar.®

Biyobelirtecin hangi numuneler {izerinde aranacagi da olduk¢a dnemli bir konudur.
Numuneler, yalnig tantya neden olabilecek hatalar1 en aza indirgemek icin saglam ve

tekrarlanabilir enstriimantasyona uygun olmalidir. Miimkiinse numuneler, invaziv



olmayan bir tarzda kolayca elde edilebilir olmalidir ve tahlil yontemi her gelir grubundan
bireyin ulagabilecegi diizeyde ekonomik olmalidir. Ayrica biyobelirteg i¢in 6nerilen tahlil
yonteminin genis bir popiilasyon yelpazesinde ve farkli taraflarca (farkli laboratuarlarda)

valide edilmesi gerekir. 3

Kanser biyobelirtecleri i¢in yapilan ¢alismalarda materyal olarak basta serum ve plazma
ornekleri olmak {izere insan viicuduna ait farkli tiirde birgok biyolojik numune
kullanilmistir. Serum ve plazma ornekleri kolay elde edilebilir olmalar1 agisindan
avantajhidir. Bir diger avantaji igeriklerindeki protein, peptid, metabolit, serbest DNA-
RNA kalintilar1 gibi analitlerin kanser teshisinin en 6nemli hedef molekiilleri olmasidir.
Buna ragmen kandaki birka¢ yogun proteinin perdeleme etkisi hedef molekiile ulasmay1
zor hale getirir ve post-translasyonel modifikasyonlarin varligt bu bilesenlerin
karakterizasyonunu gii¢lestirir. Nitekim biyobelirte¢ olarak kullanilan biyomolekiillerin
birgogunun serum ve plazma 6rnekleri yerine diger biyolojik 6rneklerde tespit edildikleri
goriilmektedir. Doku ve viicut sivilart gibi Orneklerin temini daha zor olsa da bu
numunelerden elde edilebilecek ve hastaligi saglikli hiicrelerden ayirabilecek yeni

molekiiler hedeflerin varligi, terapétik firsatlar biiyiik lgiide artirabilir.*®

Kanser biyobelirteclerinin kesfi amaciyla kullanilan deneysel yontemler dogas1 geregi
disiplinler aras1 ve ¢ok merkezli ¢alismalar1 gerektirir. Ancak bu calismalarda analitik
kimyasal tekniklerin 6nemli bir yeri vardir. Bugiine kadar kullanilan biyobelirte¢ kesif
calismalarinda DNA, RNA ve microRNA gen dizi analizleri, protein mikroarray
teknolojisi ve 6zellikle proteinler i¢in 2D-Jel elektroforez yontemi siklikla kullanilmistir.
Ancak son donemde kiitle spektroskopik tekniklerin bu alanda kullanimimin hizli bir
sekilde arttifi goriilmektedir. Biyolojik molekiillerin tanimlanmasinda son on yilda
biiyiikk teknolojik gelismelerin gergeklestigi kiitle spektroskopisi teknikleri, sahip
olduklar1 ¢ok yonliiliik ve hassasiyetle biyobelirte¢ kesif ¢alismalarinin vazgecilmezi
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haline gelmistir. Bugiin yiiksek bir popiileriteye sahip olan proteomiks, peptidomiks,
metabolomiks, proteoglikomiks, glikomiks ve MS goriintiileme yontemlerinin tamami

kiitle spektroskopisi teknolojisinin bir eseridir.®

Protein biyosentezi sirasinda bazi molekiiller enzimatik yollarla amino asitlere
kovalent olarak baglanir. Post translasyonel modifikasyon (PTM) olarak adlandirilan bu
mekanizma proteinlerin biyolojik rollerine ait ¢ok degerli bilgiler verir. En yaygin
PTM’ler glikozilasyon (N- ve O-baglantili), fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon ve
siilfatasyondur. Yapilan arastirmalar PTM bakimindan normal ve kanserli hiicreler
arasindaki farkliliklarin, baslangigta ve kanser progresyonu sirasinda ortaya ¢iktigini
gostermektedir. Bu degisiklikler tek bir ya da birden fazla modifikasyonla ilgili
olabilmektedir. insan proteinlerinin %50’sinden fazlasiin glikolize oldugu, bunun
Otesinden anne siitii gibi bazi biyolojik sivilar i¢in bu oranin %80’lere ¢iktig1 tahmin
edildiginden glikozilasyon biiyiikliik ve olusum hizi bakimindan tartigmasiz olarak en
onemli PTM grubudur. Glikanlar ¢ogunlukla hiicre yiizeyindeki ve hiicre dig1 matristeki
proteinlere bagli bulunurlar ve burada bir¢ok biyolojik faaliyete araci olurlar. Proteinler,
FDA tarafindan kanser biyobelirteci olarak en ¢ok onaylanan biyomolekiillerdir ve
bunlarin biiyiik bir kism1 glikoprotein yapisindadir. Meme kanseri i¢in buna bir 6érnek
Ozellikle hastalik teshisi konulmus vakalarin izlenmesinde oldukga etkili bir molekiil olan
CA 15-3’tiir. Benzer sekilde kolon, kan, meme, pankreas ve akciger kanserinde degistigi

belirlenen Karsinoembriyonik antijenleri (CEA) yiiksek derecede N-glikozile haldedir. ®

Tek bir protein biyobelirteci genellikle hastaligin teshisi i¢in yeterli 6zgiinliik ve
hassasiyeti saglayamadigindan, birbirinden bagimsiz potansiyel belirteclerin kombine
halde analizi yaygin bir yaklasim olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bir biyomolekiil
grubunun dogru ya da ters orantili olarak degisimi kanser prognozu agisindan anlamli

olabilir.



Glikoprotein analizinde Matriks-Yardimli Lazer Desorpsiyon Iyonlasmali - Ugus
Zamani/Kiitle Spektrometrisi (MALDI-TOF/MS) ve elektrosprey iyonlasmali kiitle
spektroskopisi (ESI — MS) sahip olduklar1 segicilik ve hassasiyet bakimindan glikan
yapilarinin analizinde en ¢ok kullanilan y6temlerdir. Ancak bir HPLC sistemine bagl

floresans ve refraktif index detektorlerle yapilan ¢alismalarda mevcuttur.®

Bu doktora tezinin amaci, formalinle sabitlenmis parafine gomiilii doku 6rneklerindeki
N-glikan yapilarinin glikomiks yaklasimiyla ve iki farkli yontemle analiz edilmesidir. Bu
kapsamda yeni ekstraksyion ve saflagtirma teknikleri denenerek optimum kosullarin
gelistirilmesi planlanmigtir. Calismanin bir diger amact N-glikanlara ve N-glikanlari
kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine gore ayiran 23 farkli N-glikan grubuna ait 6l¢iim
degerlerinin kanser-kontrol ve kanser derecesi-kontrol 6rneklerinde istatistiksel olarak
karsilastirmaktir. Sonugta farklilik gdsteren yapilar arasindan kanserli-kontrol
orneklerinin tam olarak birbirinden ayirabilen potansiyel biyobelirteg modelinin

tanimlanmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Genomik Veriler Isiginda Proteomiks ve Glikoproteomiks
2.1.1. insan Genom Projesi ve Sonuclar

Canl1 hiicrelerin isleyisinde etkili olan birgok karmasik etkilesimi yerine getirmek
amaciyla hiicresel biyolojinin operasyonel Ogeleri olan proteinler mRNA tarafindan
sentezlenirken, mRNA’lar ise DNA tarafindan kodlanirlar. Crick tarafindan ortaya
konulan ve molekiiler biyolojinin merkezi dogmasi olarak adlandirilan bu ifade genlerin
aktiviteleri {izerine yapilan ilk tanimlamadir.*

Kisaca bir organizmanin ya da hiicre tipinin tim kalittimsal bilgileri olarak
tanimlanabilecek olan genom terimi, bir organizmanin tiim genetik bilesenini tanimlamak
amaciyla Hans Winkler tarafindan 1920'de 6nerilmistir. DNA'daki kimyasal bilesenlerin
sirasinin veya diziliminin belirlemesini saglayan yontemler 1970'li yillarin ortalarinda
gelistirilmistir. Ilerleyen yillarda genetik kodlama ve hastaliklar arasindaki iligki iizerine
yapilan arastirmalar hizla artmaya baslamustir.*

1990 yilinda Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisit (NIH) ve Enerji Bakanligi, insan
viicudundaki DNA'nin tamami olan insan genomundaki 3 milyar kod ya da baz ¢iftine ait
dizilim bilgilerini ortaya ¢ikartmak amaciyla uluslararasi ortaklarla bir araya gelerek
“Insan Genomu Projesi” (IGP) adi1 verilen global bir calisma baslatmiglardir. IGP
baslangictan itibaren hedefleri dogrultusunda birgok karmasik konuyu ele alan arastirma
programlarint desteklemis ve bu sayede insan genom dizisinin ve diger bircok
organizmadaki genomlarmin karakterizasyonu molekiiler biyolojinin kapsaminda son
yirmi yilda devrimsel nitelikte degisikliklere neden olmustur. Otomasyon ve
biyoinformatikteki teknolojik gelismeler genomik olarak adlandirilan ve genler ve

genomlar hakkindaki bilgilerin iiretilmesi ve analizi olarak tanimlanabilen bir biyoloji



disiplini ortaya ¢ikmasimi saglamistir. Kapsamlilik, veri odakli incelemeler ve biiyiik
olcekli analitik bakis ag1s1 genomik ¢alismalar1 genetikten ayirmistir.®
IGP, 1800'den fazla hastalik geninin kesfedilmesine katkida bulunmustur. Proje
sonucunda gelistirilen ve hali hazirda kullanilan 2 binden fazla genetik test ve en az 350
biyoteknoloji temelli iiriin su anda klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir. Artik bir
arastirmanin tek bir gen veya kii¢iik bir gen grubuyla sinirlamasina gerek kalmamus, bir
gen toplulugunun davranisi ayn1 anda sorgulanabilir hale gelmistir.°®

IGP’nin tamamlanmasinin ardindan organizmalardaki karmasik yapilarin
aydinlatilmasinda proteinlerin rolii odak noktasi haline gelmistir. Bunun nedeni ayni
genoma ve yaptya sahip iki hiicrenin irettigi farkli proteinlerin kesfedilmesidir.
Molekiiler biyolojinin orijinal merkezi dogmasi, her bir genin tek bir proteinin sentezi
icin gerekli bilgiyi kodladigin1 belirtmekteydi. Ancak kiitle spektroskopisi basta olmak
tizere yliksek hassasiyetli ve dogruluklu 6l¢iim cihazlarinin gelistirilmesiyle yapilan
protein analizleri okaryotik genlerin birincil RNA kopyasinin birden fazla sekilde
isleyebilecegini ve bir genin birden fazla proteini iretebilecegini agikca ortaya

koymustur.”
2.1.2. Protein Yapisinin Onemi ve Proteomiks Kavrami

Proteinler organizma igerisinde hiicre ici ve hiicre disinda genetik olarak tasinan
bir¢ok programi ve gorevi yerine getiren makro-molekiillerdir. Boyutlar: 70 amino asitten
(7000 Da veya 7 kDa molekiiler agirliktan) 15000 amino asite (yaklasik 1,7 mega Dalton
molekiiler agirliga) kadar degismektedir. Yapilar: birincilden dordiinciile kadar degisen
proteinler, amino asit dizisinin birincil diziliminin katlanip, spesifik bir fonksiyonu yerine
getirebilecek ii¢ boyutlu bir mimariye evrilmesi ile meydana gelirler (Sekil 2.1).
Aminoasit monomerlerinin bu dizilimi proteini kodlayan gendeki DNA’nin niikleotid

ticlii kodu iizerine kodlanmis halde bulunur. Bu kalitsal bilgi DNA dilinden protein diline



mesajct RNA (mRNA) araciligiyla aktarilir. Yarilanma omrii saatlerle ifade edilen kisa
Oomiirli bu biyomolekiiller hayatin devamliligini saglayan bu doniisiimiin bas aktorleridir.
Zira mRNA’larin degisken stabiliteleri ve donilistim sirasindaki degisken etkinlikleri,
olusturulan yeni proteinler iizerinde farkliliga neden olmaktadir.®

Genomdan esinlenilerek organizmalar, tek hiicreli ve cok hiicreli canlilar
tarafindan {iretilen proteinlerin evrensel kolleksiyonu proteom olarak adlandirilmistir.
Proteom terimi ilk kez 1994te Italya’nin Siena kentinde gerceklestirilen 2D-elektroforez
toplantisinda kullanilmis, ardindan hizli ve yaygin bir sekilde kabul gormiistiir.
Proteomlar, genomun aksine organizmanin sabit bir 6zelligi degil, gelisim siireci, doku
ve organizmanin da dahil oldugu ¢evresel kosullara gore degisim gosteren organizma
iginde en karmasik yapilardir. Insanlarda potansiyel olarak 40.000 farkli proteini
kodlayan 30.000 ila 40.000 civarinda gen bulunurken, insan viicuduna 6zgii birbirinden

farkl1 2 milyon tiir proteinin var oldugu tahmin edilmektedir.®

Cekirdek Membrani

Ribozom

mRNA

Sekil 2.1. DNA translasyonu ile mRNA ’ya aktarilan genetik bilgi ile hiicrede gerceklesen
protein sentezi



2.1.3. Proteinlerde Post Translasyonel Modifikasyonlar

Biyolojik sistemler, hizla degisen ¢evreye dinamik uyum saglayarak homeostazi
siirdiiriirler. Transkripsiyon, doniisiim (ve parcalanma) protein bollugunu etkilerken,
protein aktivitesi ve fonksiyonu esas olarak yapi tarafindan belirlenir. mRNA'nin
olusumu, bir proteinin senteziyle sonug¢lanan olaylarin uzun bir dizisinin sadece ilk
adimudir (Sekil 2.2). Siirecin ilk adim1 molekiiler biyolojide birlestirme olarak bilinen ve
haberci mRNA molekiiliiniin daha olgun bir baska mRNA’ya doniisiimi ile farkli
proteinleri sentezleyen yeni mRNA’larin genetik kodlardan bagimsiz olarak (alternatif
ekleme, poliadenilasyon ve mRNA diizenlenmesi ile) olusturulmasidir. Ardindan mMRNA
protein translasyon (genetik bilgi aktarimi) diizeyinde ¢esitli diizenlemelere ugrayabilir.
Son olarak protein bulundugu cevresel sartlara bagli olarak meydana gelen post-
translasyonel modifikasyon olarak adlandirilan cesitli yapisal degisiklikler kazanir.
Translasyon sonrasi nadiren goriilen diger iki degisiklik proteoliziz ve boliindiirme
mekanizmalaridir.®

Post translasyonel modifikasyonlar (PTM) yiiksek substrat spesifik enzimler
tarafindan katalize edilen ve ¢esitli biyomolekiillerin kovalent olarak baglanmasiyla
protein yapisinda meydana gelen degisikliklerdir. PTM’lar biyolojik yapiya i¢ ve dis
uyaranlara karsi mili saniyeler igerisinde cevap verme yetenegini kazandirir. Gen
sablonuna dayali olmayan proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlari, protein
aktivitesinde, hiicresel konumlarinda ve diger proteinlerle olan dinamik etkilesimlerde
degisikliklere neden olarak protein fonksiyonlarini diizenler. Bu nedenle PTM'ler, protein

fonksiyonu iizerinde 6nemli bir diizenleyici mekanizma olusturur (Sekil 2.2).1°
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Sekil 2.2. Tek bir genin lizerinden birden fazla gen iiriiniine olusmasini saglayan biyolojik

mekanizmalar.

Su ana kadar 300'den fazla degisik PTM tipi bilinmekte olup yenileri diizenli olarak
kesfedilmektedir. Protein dizileri ve islevselligi hakkinda énemli bir bilgi kaynagi olan
UniProt veritabanina gore su ana dek (Kasim 2016) 450'den fazla farkli PTM tiirii ile
birlikte deneysel olarak kanitlanmis, 45.000 modifikasyon bolgesi ortaya c¢ikarilmis ve
PTM'ler hakkinda deneysel bilgi iceren 22.000'den fazla makale yaymlanmistir.* 2 PTM
tiirlerinden 100 kadar1 insan proteinlerinde goériilmektedir. Bunlarin en yaygin olanlari
glikozilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, lizin asetilasyonu ve lizin metilasyonudur.
Glikozilasyon, 4500 farkli proteinde tespit edilmistir ve insan proteinlerinin %50’sinden

daha fazlasinda bulunmaktadir.}® 14

2.1.4. Protein Glikozilasyonu

Protein glikozilasyonu insan viicut sisteminde en sik goriilen PTM tiirtidiir. Glikan
yapilari, protein fonksiyonu ve sinyal verme, protein stabilitesi, endositoz, hiicre-hiicre
etkilesimi, oto-immiinite, bagisiklik sistemi aktivasyonu, hormon ve sitokin hareketi, gen
ifadesi ve timor metastaz1 gibi proteinler ve lipidlerle iliskili sayisiz biyolojik ve
fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol alirlar.'® Bu gesitliligin kaynag: kimyasal oldugu
kadar ayni zamanda biyolojiktir. Hiicrede endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi
aparatindaki biyosentetik-salg1 yolunun kritik bir fonksiyonu olarak gerceklesmektedir.

Tipik olarak bir hiicrede eksprese edilen tiim proteinlerin yaklasik yarisi, spesifik amino
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asitlere seker pargalarmin kovalent eklenmesini gerektiren bu modifikasyonlara maruz

kalmaktadir.®

Protein Modifikasyonlan Konformasyon Degisimi Translokasyon

— N\

=>M:>
o<

Aktivite Degisimi Cesitli Hiicresel Fonksiyonlar

CUe

Sekil 2.3. Post-translasyonel modifikasyonlar sonucu protein fonksiyonunun degisimi

Protein glikozilasyonu hiicrede ¢ok dnemli birtakim fonksiyonlarin yerine getirilmesini
saglarlar. Endoplazmik retikulumda meydana gelen glikozilasyon, protein katlanma
durumunu izlemek i¢in kullanilir ve yalmzca diizgiin bicimde katlanan proteinlerin
Golgi'ye tasinmasini saglamak i¢in bir kalite kontrol mekanizmasi gibi gorev yaparlar
(Sekil 2.3). Coziinilir proteinler lizerindeki seker parcalari, dogru hedefe ulasmalarini
kolaylastirmak igin trans Golgi agindaki spesifik reseptorler tarafindan baglanirlar.®
Glikozidik baglarla birbirine bagli monosakkaritlerin dallanmis veya dogrusal zincirleri
oligosakkarit yapilarint meydana getiriler. Proteinler tizerine kovalent olarak baglanan bu
biiylik ve hacimli karbonhidrat formlar1 proteinlerin ayni kokenli etkilesim alanlarina
baglanmasini kolaylastiran veya Onleyen protein-protein etkilesimlerine etki ederler.

Hidrofilik olduklar1 igin bir proteinin ¢oziiniirliik 6zelliklerini degistirirler.t’
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Glikanlarin protein yapisina katilimi tipik olarak bir monosakkaritin hidroksil grubunun
bir baska monosakkarite anomerik karbon atomunun oksijenle aralarindaki bag durumuna
gore a veya B konumunda kovalent olarak baglanmasiyla meydana gelir. a ve § baglama
tiirli bilesim olarak ayn1 olan yapilarda bile glikoproteinlere ¢ok farkli yapisal 6zellikler
ve biyolojik islevler kazandirabilmektedir.*®
Glikozilasyonun proteom c¢esitliligi iizerinde diger herhangi bir PTM tiiriine gére ¢ok
daha etkili olmasinin altinda yatan ana neden dort farkli yonde degisiklik gostermesidir.
Bunlar;

a. Glikozidik baglanti- glikan (oligosakarit) baglanma yeri,

b. Glikan bilesimi-belirli bir proteine bagli sekerlerin tiirleri ve sayilari,

c. Glikan yapisi-dalli veya dalsiz zincirler,

d. Glikan uzunlugu-kisa veya uzun zincirli oligosakaritler olarak siralanabilir.
Cok sayida enzimatik asama ile meydana gelen glikozilasyon en karmasik PTM tiirii
olarak nitelendirilmektedir. Transkripsiyon ve translasyon gibi hiicresel olaylarin aksine
glikozilasyon asamalari kaliplagmis bir siire¢ igermez ve bu molekiiler olaylarin hepsi her
glikozilasyonuda meydana gelmez. Proses genel olarak enzimler tarafindan kontrol edilir
ve bu enzimlerin aktiviteleri hiicre tipine ve hiicre i¢i boliime bagli olarak ¢evresel sartlara
gore degisir.®
Glikopeptid baglari, N-, O- ve C-baglantili glikozilasyon, glipifikasyon ve
fosfoglikozilasyon da dahil olmak fizere, seker-peptid baginin ve bagli oligosakaritin
dogasina bagli olarak spesifik gruplara ayrilabilir. Major glikan tiirleri; Asn-X-Ser / Thr
(X prolin olmamalidir) amino asit dizisinde asparajin yan zincirindeki azot atomuna bagli
N-Glikanlar ve serin ve treonin gibi birka¢ amino asidin oksijen atomuna bagli O-

Glikanlardir.*®
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2.1.5. Glikoproteomiks ve Glikomiks

Glikomiks terimi, bir hiicrenin veya dokunun belirtilen zaman, mekan ve ¢evre
kosullarinda iirettigi glikanlarin tam bir taramasini tanimlamak i¢in tasarlanan ¢alismalari
tanimlamaktadir. Glikoproteomiks ise her glikoproteinde hangi bélgelerin glikozile
edildigini belirleyen ve hiicredeki heterojen glikoformlar iizerindeki her bir glikan
yapisinin tanimlayan arastirmalar1 igermektedir.?’ Proteomda oldugu gibi her hiicre
metabolik olaylar tarafindan yonetilen kendine has bir glikoma sahiptir. Ancak
kombinasyonel olasiliklar her bir proteinin ¢oklu glikozilasyon bolgelerinde birden fazla
glikanin olabilecegini gdstermektedir. Dolayisiyla bir hiicreye ait “tam” bir glikom
profilinin belirlenmesi oldukga zorlu bir arastirmadir.*®
Glikanlarin hiicresel geligsme, kanser ilerlemesi, enfeksiyon ve diger bir¢ok hastalikta
degisen yapilar olusturdugunun ortaya ¢ikmasi, glikanlarin bir biitiin olarak (glikomiks)
degerlendirilmesinin yani sira yalnizca bir glikan veya glikoproteinin spesifik olarak
incelenmesi gerektigi fikrini gelistirmistir. Glikanlarin hem genetik hemde c¢evresel
faktorlerden etkilenmesi hem hastalik durumu hemde cevresel kosullar acisinda tiirler
arasinda iliski kurmak i¢in karsilastirmali glikomiks arastirmalar1 yapilmasina imkan

saglamaktadir.?
2.2. N-Glikanlar
2.2.1. N-Glikanlarin Yapisi

N-glikanlarin asparjin amino asidine baglandigi kisimdaki yanyana iki GICNAc
(N-N diasetilkitobioz) ile olusturdugu mannozik ¢ekirdek tiim N-glikanlar igin temel yap1
olarak kabul edilir (Sekil 2.4-A). N-glikanlarin bir diger 6zelligi proteinlere baglandiktan
sonra ¢ok sayida isleme basamagindan gecerek oldukga farkl tiirlerde glikan yapilarina

doniismeleridir. 2
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N-glikan yapilar yiiksek mannozlu, hibrit ve kompleks olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilir
(Sekil 2.4-B). Bu gruplar fukoz (Fuc), siyalik asit (NeuAc), galaktoz (Gal), mannoz
(Man), n-asetil glukozamin (GIcNAc) ve n-asetil galaktozamin (GalNAc) olmak iizere 6
tip seker kombinasyonu ile olusturulurlar (Tablo 2.1). Cogu durumda, mannoz ii¢

pozisyonda da bir N-asetil glukozamin (GIcNAC) pargast ile uzar. 2

A) a(1-6) N.N"-Diasetilcitobiyoz Cekirdegi

| |
B(1-4) B(1-4) BI-N) AS N

a(1-3)
’ Sialik asit ? ’ Sialik asit

Mannoz veya
galaktozlar

Asn Asn Asn

Yiksek Mannozlu Hibrit Kompleks

Sekil 2.4. N-glikan yapilar1 A) Yapisal gruplar B) Tiim N-glikanlara 6zgii ¢ekirdek yapi

2.2.2. N-Glikanlarin Biyosentezi

N-glikan admi oligosakkaritin asparjin amino asidi {izerindeki karboksamido
fonksiyonel grubunun azot atomuna (N-) kovalent olarak baglanmasi nedeniyle almistir.
Diger birkag¢ glikozilasyon tiiriinde oldugu gibi N-glikanlar, yeni olusan bir proteinin
ER’ye tasindig1 sirada es-translasyonel olarak proteine baglanirlar. 23

Bir genomdaki bir DNA sablonu ile dogrudan iligkili olan protein
kompozisyonlarmin aksine, glikan kompozisyonlar1 siklikla rekabet eden bir dizi

enzimatik glikozil transferaz reaksiyonu ile belirlenir. N-glikozilasyona etki eden dort
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farkli mekanizma mevcuttur. Bunlar; oOncii glikanin iiretimi, yapiya baglanma,
diizenlenme ve olgunlagtirmadir. Baglangigcta her N-glikan aymi yolla iiretilir ve

farkliliklar diizenleme ve olgunlastirma asamasinda ortaya ¢ikar.?*

Tablo 2.1. N-glikanlar1 olusturan oligosakkaritlerin sembolleri ve kimyasal yapilari

Kisaltma!  Kisaltma? Isim Sembol Kimyasal Yapi

OH
- o[ on
OH
OH
OH
OH OH
HO (6}
COy
HO

F Fuc Fukoz

S NeuAc Siyalik Asit
(n_ HO
asetilneuraminik NHAG

asit)
H Gal Galaktoz N o OF
.‘\7 /"l‘ CHQO H
(0]
OH
OH
H Man Mannoz . CH,OH OH
OH OH
so -
OH
N GalNAc n-asetil E CH,OH
galaktozamin Ou/o Pr
HO
NH
o=
CHj
N GLcNAc n-asetil OH
glukozamin

Oncii molekiiliin tiiretilmesi asamasinda N-glikozidik baglantilar yoluyla baglanan
oligosakaritler, N-asetilglukozamin (GIcNAc), mannoz (Man) ve glukozdan (Glc) olusan
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14 seker c¢ekirdek yapiy1 olustururlar. Bu sekerler ardisik olarak ER membrana gomiilii
bir poliizoprenoit lipid tasiyici olan dolikol iizerine ilave edilir. Ilk 7 seker sitoplazmada
seker niikleotidlerinden elde edilir ve bir pirofosfat bagi ile dolikole baglanirlar.
Man5GIcNAc2-PP-dolikol ara maddesi tamamlandiktan sonra tiim kompleks ER'nin
limenine ¢evrilir ve Man- ve Glc-P-dolikol molekiillerinden alinan son 7 seker ile
Glc3Man9GIcNAc2-PP-dolikol éncii glikan yapisi olusturulur.?®

Oncii N-glikanin proteine baglanmasi ER igerisinde yeni olusan protein iizerinde
meydana gelir. Oligosakkaritler hem ER hem de Golgi'de hidroliz yoluyla kesilerek
glikozidazlara doniistiiriilir. Ancak ER ve Golgi’de yapilan diizenlemeler birbirinden
farklidir. ER’deki seker hidrolizi hem proteinin katlanmasini hem de proteinin ne zaman
parcalanacagin belirler. Glc ekleme ve ¢ikarmadan olugan enzimsel dongii, protein dogru
sekilde katlanincaya ve bir sonraki isleme i¢in Golgi'ye intikal edene kadar devam eder.
Glikozilasyon sirasinda bu noktaya kadar, tiim N-baglantili glikoproteinler ayn1 6nciil
glikan yapisina (Man9GlcNAc2) sahiptir.?®

Golgi aparatindaki glikan olgunlagtirma islemi her adim 6nceki basamaga bagli olacak
sekilde yiiksek derecede bir diizene sahiptir. Bu kademeli islemi kolaylastirma i¢in Golgi
salgiladig1 spesifik enzimleri farkli gruplar halinde depo eder. Daha sonra kompleks,
hibrit ve yiiksek mannozlu tiirleri olusturma iizere enzimsel aktivite baslatilir.?®
Kompleks oligosakkaritler olacak olan glikanlar, Golgi manosidaz | ve Il enzimleri ile
diizenlenir ve GIcNAc transferaz ile glikozile edilir, boylece ortak bir ¢ekirdek bolge
olusturulmus olur. Hibrit ve kompleks oligosakaritler yiikksek mannozlu tiirlerin
modifikasyonu ile elde edilirler. Kompleks N-bagli dallanmanin biyosentezi, GIcNAc
(ler)’in ¢ekirdek mannoz birimleri ile baglanmasi ile ilerlemektedir. Buna karsilik,

GlcNAc’ye bagl dallanma, sirali monosakarid ilavesi ile uzatilir, 242
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2.3. Meme Kanserinde Spesifik biyobelirtecler olarak N-Glikanlar
2.3.1. Meme Kanseri

Diinya ¢apinda kadinlar arasinda 6liim insidansi en yiiksek olan saglik problemi
olan meme kanseri (gogiis adenokarsinomasti), genel olarak kadinlarda menstriiasyon ile
periyodik olarak gerceklesen degisiklikler sonucu gogiis bolgesinde ortaya c¢ikan
yumrularmn kétii huylu tiimérlere doniismesi olarak tanimlanabilir?’. 2014 yilinda Diinya
Saglik Orgiitii — Uluslararas1 Kanser Arastirmalari ajansi tarafindan Isvicre’nin Cenevre
kentinde yayinlanan rapora gére tahmini olarak yilda 1.7 milyon yeni vaka (kadinlarda
tim kanserlerin% 25') ve 0.5 milyon kanser 6liimii (kadinlarda kanser oliimlerinin %
15') meme kanseri sonucu ger¢eklesmektedir.?3

Meme kanserleri kiiciik ve siirli bir tiimoriin olusmasiyla baslar. Genellikle
gbgiis bolgesindeki lobiiller (siit lireten kiicilik keseler) veya siit aktaran kanallarda goriilse
de, bolgedeki diger dokularda (stroma, meme bas1 ve areola vb.) baslayan tiirleri de
mevcuttur. Olusan tiimorlerin bir kismi iyi huyludur yayilma egilimi gostermezler.
Malign (k6tii huylu) olarak tanimlanan diger tiimdrlerin metastaz yapma ve doku boyunca
yayilma olasiliklar1 yiiksektir. Meme kanseri tek bir hastalik tiiriinden olugsmamaktadir ve
hem klinik hem de morfolojik olarak heterojendir. Tiimoriin konumu ve tipine bagl
olarak tanimlanmis 20’den fazla meme kanseri alt tipi mevcuttur. Farki meme kanseri
tiirleri farkli oranlarda bliyiir ve yayilir; bazi tiirlerin meme dokusu disina yayilimi
yillarca siirerken bazilarinda bu birka¢ hafta icerisinde gergeklesebilmektedir. Gogiis
bolgesinde olusan herhangi bir yumruya derhal miidahale edilmesinin ve potansiyel
kanser vakas1 olarak degerlendirilmesinin nedeni budur.?%3!

Cogu meme kanseri tiirii epitel hiicrelerden (karsinomdan) kaynaklanir; Bu
tiimorler in Situ ve invaziv lezyonlar olarak birbirinden ayrilir. In situ karsinomlar, malin

epitel hiicrelerinin memenin duktal/lobiiler iskeletine hapsedildigi pre-invaziv
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lezyonlardir ve kanallar ve lobiilleri cevreleyen bazal membran kanser hiicreleri
tarafindan kismen niifus edildigi i¢in bozulmamis durumdadir. Pre-invazif lezyonlar
ayrica duktal karsinoma in situ (DCIS) ve lobiiler karsinom in situ (LCIS) alt boliimlerine
ayrilir. "Duktal" ve "lobiiler" olarak kullanilan terminolojiye ragmen, memedeki hemen
hemen tiim karsinomlarin, terminal kanali1 lobiiler birimi olarak adlandirilan memenin
yapisal ve islevsel birimi iizerinden ortaya ciktigi bir siiredir kabul gérmekte olan bir
hipotezdir.®> DCIS ve LCIS arasindaki ayrim, mikroanatomik kokenli bolgelerin
(kanallar ve lobiiller) degil, hiicrelerin mimari ve sitolojik 6zelliklerinde bir farkliligin
sonucudur. DCIS ve LCIS, gogiis i¢indeki dagilimlar, ilgili iki tarafli hastalik riskleri ve
dogal gelisim siiregleri bakimindan da farklilik gostermektedir. 33

Ozel alt tiplerin en yaygin goriilenleri lobiiler karsinom, tubiiler karsinom,
miisinéz karsinom, mediiller ve apokrin 6zellikli karsinom, mikropapiller ve papiller

karsinomlar ve metaplastik karsinomalardir 3! 33 34
2.3.2. invaziv Duktal Karsinom

Invaziv duktal karsinom (IDK) meme kanseri tiirlerinin en biiyiik alt kiimesini
olusturur ve “6zel olmayan tiir” olarak adlandirilir. IDK 6zel tiirleri karakterize eden
belirli morfolojik 6zelliklerle siniflandirilamayan heterojen bir grubu tanimlar ve yayilma
egiliminde olan duktal kokenli tiimdr tiplerini temsil eder. Bu nedenle tiimorlerin %70
kadar1 bu gruba girer. IDK meme kanserinde diger patolojik alt-tiplere gore daha az

olumlu sonuglara sahip olan tiirdiir.*®
2.3.3. Meme Kanserinde Prognostik Faktorler

Histopataloji, meme kanseri 6rneklerinin rutin muayenesinde klinik aragtirmalara
onemli bilgileri saglamakla gorevli kritik noktadaki bir arastirma alanidir. Meme kanseri

olusumunu takiben devam eden dogal seyiri, ayn1 tiimor ¢apina sahip hastalar arasinda
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dahi farkliliklar gosterebilmektedir. Vakalar arasindaki bu klinik ve biyolojik davranis
farkliliklarin1 ve yiiksek risk gruplarmni belirlemek i¢in prognostk faktorler kullanilir®.
Meme kanserinde klinik tedavi en yiiksek katkiyr saglayan geleneksel prognostik
faktorler;

1. Timor boyutu

2. Deferensiyasyon (Farklilastirma)

3. Histolojik tip

4. Histolojik derece (grade)

5. Lenf diiglimii agsamas1

6. Vaskiiler invasyonu (yayilimi) olarak 6zetlenebilir.’
2.3.4. Meme Kanserinde Derecelendirme

Gogiis  timorlerinin  hem  tiimor-i¢i  (intratumour) hem de tiimorler-arasi
(intertumour) heterojenitesi sergiledigi iyi bilinmektedir. Histolojik derecesi, bir timdriin
orijin dokusuna ne kadar yakindan benzediginin bir 6l¢iistidiir ve bir patoloji raporunun
ayrilmaz bir pargasidir. Mevcut derecelendirme sistemi tiimdriin {i¢ parametresini

degerlendirir. Bunlar;

1. yapisal farklilagma derecesi (tiibiil olusumu),
2. niikleer pleomorfizm (niikleer derece),

3. cogalma (mitotik sayim / indeks)’dir.

Her parametre 1'den 3'e bir skorla verilir ve iic parametrenin skorlar1 birlikte
degerlendirilir. Toplam 3-5 puani olan tiimorler 1. derece (diisiik dereceli), 6-7 puan 2.
derece (orta dereceli), 8- 9 puan ise 3. derece (yiiksek dereceli) olarak degerlendirilir. Bu

semikantitatif yaklagim bir¢cok tiimorde var olan intratiimor heterojenligini ortalama
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olarak kabul etse de hasta prognozunun giiglii bir gostergesi olmaya devam etmektedir

(Tablo 2.2).%8

Tablo 2.2. Meme kanserinde histolojik derecenin belirlenmesinde kullanilan yari-
kantitatif yontemler

Ozellik Derece

Tubiil ve Salg1 Bezleri Olusumu

Biiyiik tiimor olusumu (>%75) 1
Orta dereceli (%10-75) 2
Cok az ya da yok (<%10) 3
Niikleer Pleomorfizm

Kiigtk, diizenli, tek tip hiicreler 1
Boyut ve farklilikta orta dereceli artig 2
Dikkat ¢ekici farklilik 3
Mitotik Sayim

Mikroskop alanina bagli olarak 1-3

Final Derecelendirmesi

Tiibiil ve salg1 bezi olusumu, niikleer pleomorfizm ve mitotik sayimlar i¢in

Smif' 1 Toplam skor 3-5 araliginda
Sinif 2 Toplam skor 6-7 araliginda
Sinif 3 Toplam skor 8-9 araliginda

Histolojik derecelendirmenin histolojik tip ve Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron
reseptorii (PR), insan epidermal biiylime faktorii reseptor 2 (HER2) proteininin asir
ekspresyonu ve gen amplifikasyonu gibi desenlerdeki molekiiler degisikliklerle giiclii bir
iliskiye sahip oldugu bilinmektedir.®®

Meme kanserlerinin histopatolojik analizi, hastalik evresi yani yayilma orani hakkinda
bilgi verir. Bu bilgiye kanserin biiyiikliiginden ve bolgesel lenf nodu yayilim oranin
tizerinden karar verilir. Bu parametreler, tedavi yontemi acisindan gii¢lii bir prognostik

bilgi saglar. Hastaligin genel evrelendirmesi tiimor-nodu-metastazi  (TNM)
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siniflandirilmasi sistemi kulanilarak yapilir. Lenfovaskiiler permeasyon ve neoadjuvan
tedaviye yanit derecesi gibi ek prognostik veriler histopatolojik degerlendirmeden

tiiretilebilir.®®
2.3.6. Biyobelirte¢ Kavramm

Biyolojik belirtegler (Biyobelirtegler) belli bir fizyolojik durumu kesin olarak
tanimlayan biyolojik isaretlerdir. Bu isaret 6l¢iilen bir veya birden fazla bilesenin sayisal
veya gorsel degeri olabilmektedir. Biyobelirtegler belirli bir hastalik durumunun
taranmasi, tedavi altindaki hastalarin izlenmesi, bir hastalik durumunun tekrar niikksetme
thtimalinin belirlenmesi ve hatta bir hastaligin olusma riskinin yliksek oldugu kisi
gruplarinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir. 2 Biyolojik belirtecler icin tarama yapilmas,
potansiyel indikatoér analitlerin spesifik gereklilikleri karsilamasini saglamak igin
kapsamli bir arastirma gerektirir. Bir biyobelirtecin hastalik belirtisinin ne zaman var
oldugunu (hassasiyet) veya olmadigini (6zgiinliik) tanimlayabilmesi beklenir. Cogu
potansiyel biyobelirtegler bu testi gegemez; yanlis pozitif veya negatif sonuglara neden
olurlar.3 4

Bugiine kadar kanser biyobelirteglerinin kesfi amaciyla kullanilan ydntemler
arasinda DNA, RNa ve microRNA gen dizi analizleri ve protein mikroarray teknolojisi
bulunmaktadir. Proteinler i¢in 2D-gel elektroforez yontemi kolaylikla ulasilabilir bir
yontem olarak siklikla kullanilmistir. Bu yontemlerin ortak 6zelligi zahmetli ve vakit alici
prosesler olmasidir. Kiitle spektrometrisi biyolojik molekiillerin tanimlanmasinda sahip
oldugu ¢ok yonliiliikle jellerin 6niine gecmistir. Bugiin yiiksek bir popiileriteye sahip olan
proteomiks, peptidomiks, metabolomiks, proteoglikomiks, glikomiks ve MS goriintiileme
yontemlerinin tamami MS teknolojisinin bir eseridir®. Kanser biyobelirtegleri olarak
aralarinda tiikiirtik, idrar, anne siitli, beyin omurilik sivist ve tiimor intestinal sivisinda

bulundugu bir¢ok biyolojik numune kullanilmistir. Ancak invaziv risk tasimayan ve elde
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edilmesi daha kolay olan insan serum ve plazma numuneleri en yaygin kullanilan
numunelerdir. Serum ve plazma igerisindeki protein, peptid, metabolit, serbest DNA-
RNA kalintilar1 gibi analitlerin kanser teshisinin en 6nemli hedef molekiilleri olmasidir.
Bu durum proteomiks teknolojisi agisindan elverisli gibi goriinse de kandaki birka¢ yogun
proteinin perdeleme etkisi ve PTM’larin varli§i bu bilesenlerin karakterizasyonunu

giiclestirmektedir.*
2.3.7.Kanser Biyobelirtegleri Olarak Glikoproteinler

Biyolojik belirteg tayini ¢alismalari proteinlerin tespit ve kantitatif tayin i¢in kolay
hedefler oldugunu gdstermistir. Bu yapilar, dogrudan tiimor ve/veya tlimoriin bulundugu
mikro ortam hakkinda bilgi verebilirler. Kan dolasimi ve viicudun tiim dokulart ile temasi
sayesinde klinik analit kaynagi olarak kolayca elde edilebilir ve uygulamaya alinabilir.
Ayrica proteinler, hemen hemen tiim durumlarda genin efektor sonunu temsil ederler ve
bilgi aligverisini daha da diizenlemek i¢in es zamanli- veya post-translasyonel olarak
modifiye edilirler. Bu nedenle proteinler kanser vakalarinda genomik ve genetik
materyallere gore daha fazla bilgi yiikii tasrmaktadirlar.*?

Proteinler, FDA tarafindan kanser biyobelirteci olarak en ¢ok onaylanan
biyomolekiillerdir ve bunlarin biiyiik bir kismi1 glikoprotein yapisindadir. Meme kanseri
i¢in buna bir 6rnek 6zellikle hastalik teshisi konulmus vakalarin izlenmesinde oldukga
etkili bir molekiil olan CA 15-3’tiir. Benzer sekilde kolon, kan, meme, pankreas ve
akciger kanserinde degistigi belirlenen biyobelirteglerin glikozilasyon bakimindan zengin
biyomolekiiller oldugu gériilmektedir. Ornegin karsino spesifik antijenleri (CEA) yiiksek

derecede N-glikozile haldedir*®“. Birgok farkli calismada potansiyel kanser biyobelirteci

olarak bildirilen haptoglobin de glikozile bir protein tiiriidiir.*® 4
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2.3.8. Kanserli Hiicrelerde Glikozilasyon

PTM’lar protein biyosentezi sirasinda bazi molekiillerin enzimatik olarak amino
asitlere kovalent baglanmasinda ibaret olan bir mekanizmay1 temsil ederler. Boliim 2.1°de
bahsedildigi gibi PTM’lar proteinlerin biyolojik fonksiyonlarina degerli ilave ayrintilar
saglarlar. Bu degisiklikler, bir veya birden fazla modifikasyona bagli olabilir. En yaygin
PTM’lar glikozilasyon (N- ve O-baglantili) fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon,
iibikitinasyon ve siilfatasyondur.

Insan proteinlerinin %50’sinden fazlasmin glikozile oldugu, bunun &tesinden
anne siitii gibi bazi biyolojik sivilar i¢in bu oranin %80’lere ¢iktig1 tahmin edildiginden
glikozilasyon biiyiikliik ve olusum hizi bakimindan tartismasiz olarak en 6nemli PTM
grubudur. Glikanlar ¢ogunlukla hiicre yiizeyindeki ve hiicre dis1 matristeki proteinlere
bagl bulunurlar ve burada birgok biyolojik faaliyete araci olurlar.*® *° Yapilan
arastirmalar PTM bakimindan normal ve kanserli hiicreler arasindaki farkliliklarin
baslangicta ve kanser progresyonu sirasinda ortaya ciktigini gostermektedir. Bu
degisiklikler bir ya da birden fazla modifikasyonla ilgili olabilir.# >

Kanser hiicrelerinden salinan glikanlarin saglikli hiicrelerdekinden farkli
oldugunu gosteren dnemli ¢alismalar mevcuttur.®™ ® Tiimérlerin belirli glikoprotein ve
glikolipid tiplerini asir1 ifade ettigi bildirilmistir. Ayrica tiimorlii dokularda N-glikanlarin
boyutlarinda ve dallarinda bir artis oldugu, yiiksek mannozlu tiirlerin kanser dokularda
daha fazla eksprese edildigi genel bir kabul haline gelmistir.>> % Calismalar
incelendiginde glikan analizi i¢in birbirinden farkli bir¢ok yontemin kullanildigr goze
carpmaktadir. Bu yeni yontem arayisinin nedeni glikan ¢esitliligidir. Glikan
biyosentezinin sablon olmayan niteligi ve sentezleri sirasinda birbiriyle rekabet eden ¢ok
cesitli enzimlerin katilimi, kiiclik yapisal farkliliklara sahip fazla sayida glikan

molekiiliiniin olusumuna yol agmaktadir. Bu durum glikan analizlerinin proteinlere
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kiyasla ¢cok daha zor ve zahmetli olmasina yol acar.>® Bununla birlikte glikanlar1 bagil
miktarlarda tayin etmek daha kolaydir. S1vi kromatografik ayirma, iyonizasyon ve kiitle
spektrometresi yontemlerinde son gelismeler, oligosakaritlerin kapsamli bir sekilde
tamimlanmasin1 ve daha biiylik 6rneklem biiyiikliiklerinin yiiksek verimle analiz
edilmesini miimkiin kilmistir. Bu teknolojik gelismeler potansiyel olarak glikanlarin

spesifik kanser biyobelirtegleri olarak kullanilmas: fikrini giiclendirmektedir.®*
2.4, Kanserde Formalinli Arsiv (FFPE) Doku Ornekleri

Kanser siiphesi ile histopatalojik degerlendirmeye alinan doku 6rnekleri igin
patoloji laboratuvarlarinda kullanilan standart prosediir formalin fiksasyonu (sabitlemesi)
ve parafin icerisinde gomiilii hale getirilmesi islemidir. FFPE ad islemin Ingilizce adinin
bas harflerinden (formalin fixed paraffin embedded) alinmistir. Bu teknik dokunun ¢ok
ince kesitler halinde kesilmesine ve mikroskobik inceleme i¢in bir slayt iizerine monte
edilmesine olanak tanir. Ayn1 zamanda doku 6rneklerinin uygun bir formda ve zaman
siir1 olmaksizin oda sicakliginda muhafaza edilmesini saglar.%®
Patoloji boliimleri ve arastirma enstitilleri FFPE doku bloklarint histopatolojik
incelemeler icin rutin olarak kullanirlar. Stok c¢alisma ¢ozeltisi genellikle su
igersinde %4’liikk formalinden ibarettir ve bu ¢ozelti %40°lik formalin ¢ozeltisinden
seyreltilerek ve %10’luk metanolle stabilize edilir. Sabitleme isleminin ardindan doku
bloklar1 dimetil-benzen (diger adiyla ksilen) ve etanol serileri kullanilarak dehidrate edilir
(susuz hale getirilir) ve parafin waksi olarak adlandirilan balmumu kivamindaki parafin
icerisine gdmiiliir. Boylece doku bloklart FFPE doku drnekleri haline getirilmis olur.>’
Formalin doku igerisine niifuz ettiinde lizin, arjinin, histidin ve sistein de dahil olmak
tizere cesitli protein, amino asit kalintilarinin yani sira niikleik asitler ve polisakkaritlerle

de reaksiyona girer veya ¢apraz baglar olusturur.®® %
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FFPE dokularin dondurularak saklanan doku 6rneklerine esdegerligi hali hazirda devam
eden bir tartisma konusudur. FFPE dokular ile dondurulmus doku oOrnekleri arasinda
karsilastirilabilir verim oldugu goriisii oldukga yaygindir.®® Bununla birlikte diger birgok

61-63 ye ekstraksiyon yontemleri % igin tekrarlanan karsilastirmalarda

yayinda doku tipleri
degiskenlik oldugunu bildirmistir. Ancak bu konuda kesin olan olgu, dondurulmus
dokularin kullanilmasi ile FFPE o6rneklere gore daha yiiksek miktarda ekstrakte protein
elde edilebilecegidir. Dolayisiyla —omik c¢alismalarda kullanilan FFPE doku

orneklerinden elde edilen ekstraktlar i¢in daha hassas analiz yontemlerinin kullanilmasi

gerekir.6466
2.4. FFPE Dokularda N-Glikan Analizleri
2.4.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

FFPE dokularda protein ekstraksiyonun ilk asamasi parafin veya yerine kullanilan
polimerik maddenin ¢ozdiiriilerek uzaklastirilmas1 (deparafinizasyon) islemidir.®’
Coziiniirlestirme islemi apolar ¢oziiciiler kullanilarak yapilir. Ksilen bu amagla en yaygin
kullanilan ¢6ziiciidiir. Bunun disinda heptan, oktan, toluen, mineral yaglar ve sicak suda
kaynatma gibi yontemlerin kullani1ldig1 ¢alismalar olsa da higbirisi ksilen kadar giiglii bir
uzaklastirma saglayamamistir.®®’® Bunu takiben formalin fiksasyonu sirasinda mevcut
suyunu kaybeden doku, alkoller (metanol veya etanol) kullanilarak rehidratasyona maruz

birakilir.”?

Rehidrate edilen doku Ornekleri i¢in bir sonraki adim doku yiizeyinde olusan metilen
kopriilerini ve proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarim1 saglayan hidrojen baglarimi kirarak
proteinleri analize hazir hale getirecek olan denaturasyon islemidir. FFPE dokularin
capraz bagli yapisinin asilmasinda proteolitik enzimler, niikleazlar ve denaturantlar da

dahil olmak iizere kullamlan pek ¢ok strateji mevcuttur.”? Ancak Shi ve ark.’nm 1991°de
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gelistirdikleri FFPE doku 6rneklerinden 1s1 etkisi ile antijen geri kazanimi (HIAR)
yontemi bu konuda temel bir prosediirdiir.”®> HIAR prosediirii FFPE dokunun 90-120
°C’de 10 dakikadan birkag saate kadar 1sitilmasinin ardindan uygun bir tampon ¢dzelti
(6rnegin ¢esitli pH’lardaki tipik bir sitrat yada tris tamponu) igerisinde bekletilmesini
icermektedir. HIAR yonteminin metilen kopriilerinin yliksek sicakliktaki béliinmesini ve
uygun bir tampon ¢ozelti ortam1 ve pH degerindeki protein denatiirasyonunu tesvik ettigi

diistiniilmektedir.”

2.4.2. N-Glikanlarin Glikoproteinlerden Ayrilmasi (Deglikozilasyon)

Glikozilasyon analizi igin ortak yaklasim, enzimatik veya kimyasal yollarla
glikanlar1 proteinlerden ayirarak gergeklestirilen yontemlerdir. N-glikan analizi sirasinda
deglikozilasyon teknikleri kimyasal ve enzimatik yontemler olarak ikiye ayrilir.

a) Kimyasal Ayirim

Karbonhidrat kimyasinin klasik bir yontemi olarak N-glikanlar hidrazin ile
glikoproteinlerden ayrilabilir. Bu yontemin 6nemli bir avantaji sicaklik kontrolii ile O- ve
N- bagh glikanlarin birbirinden ayrilabilmesidir. O-glikanlar 60 °C’de spesifik olarak
ayrilirken N-glikanlar ayrimi i¢in 95 °C’lik sicakliga ihtiyag vardir. Yontemin dezavantaji
N-glikan ve asparajin arasindaki bag ile birlikte reaktifin tiim amidik baglar1 kirmasi
sonucu protein iizerinde ciddi degisimlere sebep olmasidir.” Bir diger yontem glikanlarin
amonyum hidroksit/karbonat (NH4OH/(NH4)>COs yada sodyum hidroksit iceren alkali
bir ortamda sodyum borohidrit (NaBH4) kullanilarak -eliminasyon ile ayrilmasidir. N-
glikanlarin bu yontem ile ayrilmasi i¢in sert alkali kosullar (1M NaOH ile 100 °C’de 6-
12 saat) gereklidir. NaBHs serbest kalan glikan yapilarinin bozulmasini énlemek igin
indirgeyici ajan olarak kullanilir.”® Triflorometansiilfonik asit (TFMS) hidrolizi glikan
yapilarini ayirmak icin kullanilan klasik yontemlerden birisi olsa da daha c¢ok protein

analizlerinde kullanilir ve glikomiks ¢aligmalari i¢in uygun degildir. Bunun nedeni TFMS
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reaktifinin deglikozilasyonun ardindan glikan yapilarint bozma ihtimalidir. Y dntem,
genellikle enzimatik hidrolize direngli olan bitki glikoproteinlerinin N-glikanlarini
ortamdan uzaklastirma icin kullanilir.”” "

b) Enzimatik Ayirim

Enzimatik reaksiyonla oligosakkarit yapilarinin ayrilmasinda en ¢ok kullanilan
enzimler endo-B-N-asetilglukozaminodaz (ENGase) olarak bilinen tiirlerdir. Bunlarin
arasinda da bilinen en etkili enzim PNGase F’tir. Reaksiyon kosullar1 altinda inkiibe
edildiginde N-glikan yapilarinin neredeyse tamamini (asparjine bagli N-asetilglikozamin
molekiilinde a(1-3) posizyonunda fukoz iceren glikanlar hari¢) proteinden ayirmayi
basarir. Enzimatik reaksiyon sonucu ayrilan oligosakkarit yapilarinin bozulmasina neden
olmaz ve bu sekerin ayrildig1 asparajin ucu deamine edilerek aspartik aside ¢evrilir (Sekil
2.5). PNGase F, reaksiyon kosullar1 altinda, en azindan ii¢ giin siireyle aktif kalir ve uzun
stire glikoproteinlerin inkubasyonuna izin verir. Endoglikosidaz F1, F2 ve F3 tiirleri
protein konformasyonuna karst PNGase F'e gore daha az duyarhidir ve dogal proteinlerin
deglikozilasyonu igin daha uygundur. ENGase enzim ailesinin iiyelerinden Endo H,
fukosilasyon igeren yapilarda kullaniglidir.”® &

N-glikan deglikozilasyonunda kullanilan bir diger enzim tiirli ekzoglikozidazlar
genellikle glikanlarin yerlerinin belirlendigi ¢aligmalarda kullanilmaktadir ve sterik
etkiler nedeniyle endoglikozidazlar kadar etkili bir ayirma islemi saglayamazlar.!

Ayirma islemi ig¢in cogunlukla saflastirilmis proteinlerden veya biyolojik
karisimlardan N-glikan baglantilarini kesebilen peptit-N-glikozidaz F (PNGase F) enzimi
kullanilir. Ancak ayirma i¢in kullanilan daha farkli teknikler de mevcuttur. O-Glikanlar,
bir B-eliminasyon reaksiyonunda alkalin sodyum borohidrit kullanarak proteinlerden

ayrilabilirken, hem N- hem de O-glikanlar, hidrazinoliz kullanarak eszamanli olarak

ayrilabilir (Sekil 2.5).82
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Sekil 2.5. N-glikanlarin glikoproteinlerden ayrilmasini saglayan PNGase F enzimatik

reaksiyonu

Bir sonraki adim, glikanlarin zenginlestirilmesidir. Zenginlestirme islemi i¢in
genellikle gozenekli grafitlenmis karbon (PGC) veya hidrofilik etkilesim kromatografisi
(HILIC) kolonu iizerinde kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) yontemi kullanilir (Sekil 2.6).
Daha sonra, numuneler, MALDI-TOF, MALDI-Fourier doniisiimii iyon siklotron
rezonanst  (MALDI-FTICR), LC-IT-MS/MS, nanoLC-Q-TOF-MS gibi kiitle
spektroskopik yontemler kullanilarak bilesimsel veya yapisal analiz olarak analiz
edilebilirler.®?

Glikanlar kendi dogal yapilarinda analiz edilebilecegi gibi, 6zellikle yiiksek
coziinlirliikte (6rnegin bir PGC kolon kullanilarak) yapilan ayirma islemlerinden sonra
farkli glikan anometrik konfigilirasyonlarina bagli olarak MS spektrumunda ortaya ¢ikan
fazla sayidaki piki azaltmak i¢in kimyasal olarak indirgenerek analiz edilebilirler. Kiitle
spektrometresinde tek tip iyonizasyon elde etmek icin glikanlar permetilasyon ya da

asetilasyon ile tiirevlendirilirler.®?
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Sekil 2.6. Biyolojik numunelerde glikan analizi igin genel prosediir

2.4.3. N-Glikanlarin Etiketlenmesi

Etiketleme reaksiyonlari, glikoproteinler tizerinden ayrilan N-glikanlarin numune
hazirlama islemlerinde siklikla tercih edilen bir yontemdir. N-glikanlara etiketleme ile
floresans 6zellik kazandirilabilir. Ayrica etiketleme ile indirgenen glikanlarin kimyasal
olarak daha kararli bir hale gelmeleri ve saflastirma islemi sirasinda artan hidrofilik

ozellikleri ile verimin yiikselmesi diger avantajlaridir.'8

Glikanlar indirgeyici aminasyon reaksiyonu ile indirgeme ug¢larindan etiketlenebilir. Bu
reaksiyonda birincil bir amin grubu igeren bir etiket, glikanin aldehit grubu ile bir
yogunlagsma reaksiyonunda tepkimeye girerek, bir ikincil amin verecek sekilde bir
indirgeme maddesi ile indirgenmis bir imin veya Schiff bazi iiretecektir. Reaksiyon
genellikle asetik asit igeren dimetil siilfoksid i¢cinde gergeklestirilir ancak tetrahidrofuran

ve metanol kullanilan alternatif yaklasimlar bildirilmistir (Sekil 2.7).83
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Sekil 2.7. N-glikanlarin 2-AA ile etiketlenme reaksiyonu

N-glikanlarin indirgeyici aminasyonu i¢in kullanilan cesitli etiket reaktifleri
vardir. Bunlar arasinda en yaygin sekilde uygulanan etiketler 2-aminobenzamit (2-AB),
2-aminobenzoik asit (2-AA), 2-aminopiridin (PA), 2-aminonaftalen trisiilfonik asit
(ANTS) ve 1-aminopiren-3,6,8-trisiilfonik asit (APTS)’tir. 2-AB negatif yiik tasimadigi
icin kromatografik analizlerde yaygin olarak kullanilan bir etikettir. PA, HPLC
analizlerinde yaygin olarak kullanilir ve standardize edilmis eliisyon kosullarinda yapisal
profilleme igin gelistirilmis bir veri tabanina sahiptir. 2-AA reaktifi negatif yiik tasir ve
etiketleme ile glikan1 ¢ok yonlii bir hale getirir. Bu sayede HPLC ve kapiler elektroforez
(CE) analizlerinde hem siyallenmis hem de nétr tiirlerin analizine imkan tanir. Ayni
zamanda matriks destekli lazer desopsiyon/iyonizasyon (MALDI) analizlerinde hem
pozitif hem de negatif modda analiz yapilmasini saglar. APTS etiketi de benzer sekilde
negatif yiik tasir ve CE analizleri i¢in ¢ok uygundur. Ancak tasidig: 3 negatif yilk MALDI
ile APTS etiketli N-glikanlarin analizini zorlastirmaktadir.%® Glikanlarm indirgeyici

ucunun alkali kosullarda 1-fenil-3-metil-5-pirazolon (PMP) gibi ayraglarla etiketlenmesi
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aminasyon reaksiyonlarina 6zgii asidik kosullardaki siyalik asitlerin kaybolma ihtimalini

ortadan kaldirir. Bu etiketleme yontemi “Michael ilavesi” olarak adlandirilir.3*

Bir bagka etiketleme prosediirii, bir hidrazid molekiiliiniin u¢ grubunun glikanlarla
reaksiyonu yoluyla gergeklestirilir. Hidrazid etiketleme kromatografik ve kiitle

spektroskopik tekniklerin kombine halde kullanildig1 yontemlerde avantajlidir.®

Hidroksil gruplari, amin gruplar1 ve karboksil gruplarindaki hidrojenlerin, bir hidrofobik
seker tiirevi veren metil gruplariyla degistirildigi etiketleme tiirli olan permetilasyon, hem
ESI hem de MALDI ile N-glikanlarin sinyal giiciinii artirdigi igin avantajlidir.
Permetilasyon spektral yorumlamay1 kolaylastirir, ¢iinkii asial ve ndtral yapilar pozitif
iyon modunda, siyalik asitler prosediir sonrasinda stabilize edildiginde Olgiilebilir.
Ayrica, permetile glikanlarin sodyum ekli iyonlar1 MS/MS sistemlerinde baglanti

pozisyonlar1 hakkinda detayh bilgi saglar.% 8

2.4.4. N-glikanlarin Saflastirilmasi ve Zenginlestirilmesi

Saflastirma islemi etiketlenen glikanlarin analizlerinde Onemli bir adimdir.
Saflagtirma numune ¢o6zeltisindeki mevcut biyolojik kalintilari, tamponu ve tuzlar
elimine etmekle kalmaz, ayni zamanda mevcut etiketleme reaktifinin fazlasinin
cozeltiden uzaklastirilmasini saglar. Bu sayede kromatografik yontemlerde meydana
gelebilecek girisimler dnlenebilir ve kiitle spektroskopik tekniklerde 6zellikle tuzlardan

kaynaklanan iyonlasma problemleri bertaraf edilebilir.8®

Etiketli N-glikanlarin saflagtirllmasinda kullanilan stratejiler bes ana grupta toplanabilir.
Bunlar kati faz ekstraksiyon (KFE) yontemleri, sivi-sivi faz ekstraksiyon yontemleri, jel
filtrasyon, kagit kromatografisi ve ¢Oktirme esasina dayali saflastirmalardir.
Uygulanacak yontem etiketleme tiirline, numune matriksinin karmagiklikligina ve

istenilen saflik derecesine gore degisiklik gostermektedir. KFE ve kagit kromatografisi
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genellikle indirgeyici aminasyon ve hidrazid etiketlemesi sonrasinda gergeklestirilir.
Buna karsilik sivi-sivi ekstraksiyonu, permetilasyon ve Michael ekleme ydntemleri
sonrasinda tercih edilen yoOntemlerdir. Permetilasyon prosediirlerinde sivi-sivi
ekstraksiyonu takiben Cig tipi KFE kartuslari ile geri kazanim arttirilabilir. Aseton ile
coktiirme islemi tuzlari uzaklastirmadigi icin yaygin olarak uygulanmaz, ancak

proteinleri uzaklastirma i¢in kullanilabilir.58

KFE i¢in kromatografik yontemlerde sabit fazlar kullanilabilir. Ters fazli kromatografik
sistemlerde gozenekli grafitlenmis karbon (PGC), HILIC ve anyon degisim
kromatografisi kolonlar siklikla kullanilmaktadir. HILIC kolon 6zellikle aminlenmis
glikanlarin saflastirilmasi i¢in uygun olan bir yontemdir. Bu yontemde glikanlar
hidrofilik 6zellikleri sayesinde kolona tutunurken, daha az hidrofilik olan etiketleme ajani

fazlalig1 eliie edilir.3® 8

2.4.5. N-glikanlarin i¢in Enstrumental Ayirma Yoéntemleri

Izormer yapilar birbirinden ayirmak ve interfere etkilerin uzaklastirildig: iyi bir
saflagtirma yapmak miimkiin oldugunda peptidlerden uzaklastirilmis serbest haldeki
glikanlar (etiketli veya etiketsiz) ideal analitlerdir. N-glikanlar i¢in kullanilan modern
enstrumental yontemler, bir ayirma yontemi ile veya ayirma yontemi olmaksizin yapilan
dedeksiyon ile yapilan birgok hibrit modelden olusmaktadir.*® Bu boliimde ayirma ve

dedeksiyon yontemleri ayr1 ayri ele alinmistir.

N-glikan yapilari i¢in miimkiin olan ayirma yontemleri sivi kromatografik ve kapiler

elektroforetik (CE) olarak iki grup altinda toplanabilir.* ;

a) Kromatografik Yontemler
Tiirevlendirilmemis N-glikan yapilarinin ayrilmasinda kullanilan bir yontem yiiksek-

pH anyon degisim kromatografisi (HPAEC) dir. Yiiksek elektrolit etkisi ile 6zellikle
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kiitle spektroskopisinde kirlilik dezavantaji nedeniyle ¢ok tercih edilmemesine ragmen
tuz uzaklastirma hiicrelerinin sisteme eklenmesi bu dezavantaji ortadan kaldirmistir.

Yakin bir zamanda bu alanda en ¢ok kullanilan yontem olmas1 6ngériilmektedir.%*

Ters fazli HPLC sistemleri (RP-HPLC) saf Glikan yapilarinin fazlasiyla absorbe olmasi
nedeniyle aminasyon ile tiirevlendirilmis N-glikan yapilari i¢in uygundur. 2-aminopiridin
RP-HPLC analizleri i¢in en uygun etiketleme ajanidir. Ancak 2-aminobenzamid tiirevli

N-glikanlar da bu yontemle ayrilabilir.%

Asetonitril (ACN) basta olmak iizere organik ¢oziiciilerin yiiksek derisimleri ile polar
sabit fazlar kullanilarak normal fazli ve hidrofilik etkilesimli (HILIC) kromatografik
yontemler N-glikan analizinde siklikla kullanilirlar. HILIC kolonlar genellikle amid-
tirevli silika destek malzemesinde iiretilirler. Cip-temelli HILIC ayirim daha yiiksek
dogruluk ve hassasiyetle analiz yapma imkani tanir. HILIC kolonlar polar gruplarin
sayisina ve biiyiikliigiine gore ayrim saglar. Bu sayede, ongoriilebilir ve sezgisel olarak
yorumlanabilir eliisyon modelleri ortaya ¢ikar. Ayrica glikanlar iizerindeki her tiirlii dogal

ve yapay modifikasyonu tolere ederler.%

N-glikan ayirma yontemlerinden bir digeri PGC tipi kolonlardir. PGC’nin
tiirevlendirilmemis glikanlar1 hapsetme 6zelligi 20 y1l énce kesfedilmistir **. Ancak yeni
enstrumental tekniklerle bir arada uygulanmasi yiiksek verimli ayrim giiciinii bir kat daha
one ¢ikarmistir. Mikro-akisli cihazlarda hizli bir analiz imkéni saglar. Cip lizerine entegre
edilmis PNGase F reaktorii ile glikanlarin 10 dakika icerisinde glikoproteinlerden
ayrilmasi ve analizinin gerceklestirildigi bildirilmistir **. PGC kolonlar glikanlar giiglii
bir sekilde hapseder. Eliisyon igin bir miktar iyonik giice ihtiya¢ vardir. Amonyum
karbonat (pH 8 civarinda) ve amonyum asetat (pH 9,6) tampon ¢6zeltileri tetra-siyalil

iceren N-glikanlari eliie edebilir.%®
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b) Kapiler Elektroforez Yontemi

Kapiler elektroforez (CE) sisteminde borat tamponlari ile floresan ajanla etiketlenmis N-
glikanlarin analizinden 6zellikle izomerik yapilarda yiiksek secicilik kazandirir. CE-
Floresans dedektor cihazinda DNA dizileme i¢in kullanilan sistemler de glikanlar igin

yiiksek verimli bir profilleme yontemi olarak kullanilmaktadir.®’

N-glikan i¢in oldukg¢a yeni olan bir diger bir alternatif ayirma yontemi, iyon hareketliligi
kiitle spektroskopisi (iyon-mobilite-MS)’dir. Yontem farkli uzaysal uzantiya sahip

izobarik glikanlarin birbirinden ayrilmasini saglar.%

2.4.6. N-glikanlar icin Dedeksiyon Yontemleri

a) Floresans Dedektorler

CE ve HPLC sistemleri ile ayirimi1 yapilan glikanlar i¢in floresans detektorlerle etkili
sekilde analiz etmek mimkiindir. Bunun en Onemli nedeni floresan reaktiflerle
etiketlenen glikanlarin UV-absorbans 6zellikli etiketlere gore 10 kat daha yiiksek bir
dedeksiyon limitine sahip olmalaridir. Floresans etiketleme i¢in Bolim 2.4.3’te
anlatildig1 lizere aromatik aminlerden olusan bir dizi reaktif kullanilir. Bu etiketlerdeki
amin grubunun fonksiyonu, indirgeyici aminasyon yoluyla karbonhidratlar1 aldehit
yapisinda birlestirmektir. Elde edilen etiketli N-glikanlarin floresans intensitesi ve
reaktivitesi molekiiler yapiya ve reaksiyon kosullarina baglidir.%® N-glikan analizlerinde

en sik kullanilan floresans etiketler Tablo 2.3’ te 6zetlenmistir.

Genel olarak, aromatik halka/konjuge sistemin genislemesi, hem eksitasyon hem de
emisyon maksimumlar1 daha uzun dalga boylarina dogru kaydirir (Tablo 2.3) ve floresan

yogunlugu azalir.1%
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Tablo 2.3. N-glikanlarin etiketlenmesinde kullanilan floresans 6zellikli reaktifler

Floresans Reaktif Yam Eksitasyon/Emisyon  Ozellik
Dalga Boylar1 (nm)
2-Aminobenzoik asit 0 330420 Tasidig1 negatif yiik
(2-AA) dOH ile hem noétral hem
NH, siyalik asit iceren
yapilara  uygundur.
Daha yiiksek
intensite
2-Aminobenzamid 0 356 — 450 Negatif yiikii var,
(2-AB) dr\“—b HILIC ayirimlar igin
NH, uygun. Daha az
safsizlik
2-Aminopiridin ~ (2- NH, 320 - 400 Giigli intensite,
AP) | /\ reaksiyondan  once
zaman alici
kristallendirme  6n
asamasi icerir
2-aminonaftalen 353 -535 CE igin  uygun,
trisulfonik asit hazirlanist  nispeten
(ANTS) daha kolaydir.
1-aminopiren-3,6,8- 488 — 520 CE icin cok
trisulfonik asit uygundur,
(APTS) MALDI’de
iyonlagmasi
problemlidir.

b) Kiitle Spektrometrik Yontemler

N-glikanlarin kiitle spektroskopi tekniklerle analizinde iki iyonizasyon tiirii 6n plana

cikmaktadir. Bunlar matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) ve

elektrosprey iyonizasyon (ESI) yontemleridir.8?
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MALDI-TOF-MS uygun matriks kullanildiginda hem nétral oligosakkaritler i¢in hem de
negatif yiikli N-glikanlar i¢in uygun bir yontemdir. Her iki tipteki glikanlarin oldugu
orneklerde, iyonizasyon problemi negatif yiiklii bir etiket ile tiirevlendirme veya siyalik
asitlerin karboksil gruplariin tiiretilerek ndétral hale getirilmesi yoluyla ¢oziilebilir.
Siyalik asitler genellikle MS/MS analizi i¢in daha fazla avantaj saglayan permetilasyon
ile notr hale getirilir. N-glikanlarin MALDI spektrumu, yiiksek kantitatif

tekrarlanabilirlik saglar ve genellikle HPLC sonuglarina entegre edilebilir.®?

MALDI, bir matriks icerisinden kristalize edilen analitik lazer 1sinlari ile iyonlastirilmasi
esasina dayanan bir kiitle spektrometrisi iyonlastirma yontemidir. Hem desorpsiyon hem
de iyonizasyon saglayan bir MALDI matrisinin kullanilmasi bu iyonizasyon yonteminin
basarist i¢in ¢cok onemli faktordiir. Yontem, kolay numune hazirlama ile farklilik yaratir

ve tuzlar, tamponlar, deterjanlar gibi interfere etkilere kars1 biiyiik bir toleransa sahiptir.5?

MALDI iyonizasyonu iki adimda gergeklestirilir (Sekil 2.8). Ik asamada, analiz edilecek
bilesik veya bilesikler matriks adi verilen kiigiik organik molekiiller igeren bir ¢oziicii
igerisinde ¢oziindiiriiliir. Bu molekiillerin lazer dalga boyunda kuvvetli bir absorpsiyonu
olmalhidir. Bu karisim, analizden once kurutulur ve soliisyonun hazirlanmasinda
kullanilan solvanlar uzaklastirilir. Olusan kristalize yap1 matriks kristallerinin 'kat1 bir
sollisyon' deposudur. Analit molekiilleri matrisin her tarafina gomiiliirler, bdylece
birbirinden tamamen izole edilmis olurlar. Ikinci adim, kiitle spektrometresi kaynagimin
icindeki vakum kosullar1 altinda gergeklesir. Kat1 kristal ylizeye gonderilen yogun lazer
darbeleri ile kristal yapilarin ablasyonu (asindirilmalari) saglanir (Sekil 2.8). Bu sirada
tek bir noktada biriken yogun enerji kristallerin hizli bir sekilde 1sinmasin ve kristallerde
lokal siibliminasyona matriksin gaz fazina genlesmesine neden olur. Boylece matriks

icine gomilii haldeki analit genlesen matriks igerisinde gaz fazina siirliklenir. Gaz
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fazindaki iyonlar daha sonra bir elektrostatik alan tarafindan analizére dogru

101, 102

hizlandirilir.

-~ Cﬁg Desolvatasyon - ©
Desorpsiyon £ ©

‘ —» Analit
o — Matriks

Sekil 2.8. MALDI iyonizasyon diagrami

N-glikan analizinde en ¢ok kullanilan matriks 2,5-dihidrobenzoik asit (DHB)’dir. Bunun
nedeni diisiik matriks etkisinin yani sira N-glikanlarin DHB igerisindeki kristallenme
kabiliyetleridir. DHB igin bir diger anternatif siiper DHB (S-DHB) olarak bilinen 2-
hidroksi-5-metoksibenzoik asittir. Daha diizensiz kristal yapilar1 N-glikanlar i¢in “hafif”
bir desorpsiyon saglar ve DHB ile siyalik asitli negatif yliklii N-glikanlarda goriilen zay1f
kiitle spektrumu probleminin ¢6zliimii i¢in kullanilabilir. Bunun disinda DHB ve tiirevi
matriksler kadar yogun kullanilmayan alternatif matriksler mevcuttur. Bunlar 3-
aminokuinol, potasyum hekzasiyanoferrat-gliserol karisimi, higroskopik tetrabiitil-
amonyum bromiir, ferulik asit ve 2,5-dihidroksiasetofenondur.!®® ESI prensip olarak
soguk iyonlar iiretir ve bu nedenle MALDI i¢in tarif edilen siyalilath analitlerle ilgili
komplikasyonlar1 gostermez. Tiim glikanlar her iki iyonizasyon modunda iyonize

olabilirler, ancak pozitif veya negatif iyonizasyon modunda ol¢iildiigiinde nétr ve
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siyalillenmis glikanlarin nispi yogunluklar1 dogal olarak farklilik gosterir. MALDI 'nin
aksine, ESI, tek yiiklii alkali metal iyonlar1 degil ¢ift veya iiglii olarak yiiklii protonlar
iiretir. Bu nedenle parcalanma yollar1 ve dolayisiyla bu iyon tiirleri i¢in spektrumlar
bliyiik 6l¢iide farklilik gosterir. Proton ekli iyonlar ile ortaya ¢ikan ve sodyumlu iyonlarla
olusmayan sekerlerin bir arada olusmasi nedeniyle N-glikanlarin MS/MS spektrumlari

dikkatli bir sekilde yorumlanmalidir.®?

Kiitle spektrometrisinde kiitle analizorleri igin ayirt edici ozellikler hassasiyet,
kiitle dogrulugu, ¢oziiniirliik, veri toplama hizi ve tek ya da ¢cok kademeli (MS/MS) kiitle
spektrometrisine sahip olmaktir. ESI-MS, smirli ¢oziiniirliige sahip iyon tuzaklarina
ragmen yararl bir analizérdiir. Ancak Q-TOF ve alternatif iyonlastirma segenegi olan
‘Orbitrap’ ler ¢ok daha yiiksek bir ¢oziiniirliige sahiptir ve mevcutsa tercih edilirler.
Modern Q-TOF'lar ve Orbitrap, fosfat ve siilfat gruplarinin zorlu diskriminasyonuna izin
veren Ol¢lim dogrulugunu ve ¢oziintirliiklerini sunar. Bu durum N-glikan analizi i¢in
smirl derecede avantaj saglar. Olgiimlerde olusabilecek problemler genellikle deneysel
tasarimda yapilan degisikliklerle ¢oziilebilir. MS/MS sistemlerinde c¢arpismaya dayali
parcalanma (CID) N-glikanlarin pargalanmasi i¢in en uygun se¢enek olarak goriiliirken,
glikopeptidler i¢in elektron yakalama veya transfer ayrilmasinin (ECD ve ETD) yararl

oldugu kanitlanmigtir.8? 102

2.4.7. Meme Kanseri ve Diger Vaka-Kontrol Orneklerinde N-Glikanlarin

Biyobelirte¢ Potansiyeli Uzerine Yapilmis Arastirmalar

Meme kanseri ile glikan yapilar arasindaki iliskinin ilk kanitlari biiylik 6lciide
meme kanseri hiicre kiiltiirleri ve cerrahi miidahale ile alinan tiimor pargalar: izerindeki
caligmalarla ortaya konmustur. Gegtigimiz on yil icerisinde oligosakkarit zincirine
baglanabilen monoklonal antijenlerle glikozilasyon yapilarinin iimminohistokimyasal

olarak incelenmesi, meme kanseriyle iliskili glikan yapilarinin aydinlatilmasi amaciyla
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kullanilan 6nemli yontemlerden birisidir. Bu yontemle yapilan bir¢ok caligmada
glikozilasyondaki degisimin hastaligin metastazi (yayilimi) ve prognozu (seyri) ile pozitif
korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Handerson ve ark.!%* FFPE dokular iizerinde doku
mikroarray analizleri ile yaptiklar1 calismada B1,6 dallanmasina sahip oligosakkaritlerin
meme kanseri lenf nodu metastazinda artis gosterdigini ve kanserin kotiiye dogru
gidisinin bir isareti oldugunu 6ne siirmiislerdir. Madjd ve ark. 1% N-glikan yapisindaki iki
farkl1 fukozlanmay1 temsil eden Lewis yP tiirii antijenin asir1 ekspresyonunun lenf nodu
negatif meme karsinomalarinda sag kalimda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.
Yine benzer bir ¢alismada Nakagoe ve ark. 1% ABH/Lewis iliskili antijenlerin meme
kanserinde prognostik bir faktor olarak artis gosterdigini tespit etmislerdir.

Hakomori ve ark. 17 1977 yilinda yaptiklar1 calismada 21 adet hastaya ait cerrahi
miidehale ile ¢ikarilmis gastrointestinal sivisi ve tlimor dokular: tizerinde glikolipitlerin
analizlerini ince tabaka kromatografisi ve kiitle spektrometresi ile gerceklestirmisler ve
sonugcta, hastalara ait doku 6rneklerinin cogunlugunda Forssman antijeni olarak da bilinen
glikofingolipid yapisinin kimyasal ve timinolojik olarak bulunmadigini bildirmislerdir.
1987 yilinda Dennis ve ark. 1% hiicre kiiltiirinde immunohistokimyasal boyama ve SDS-
poliakrilamid jel elektroforez yontemi ile gerceklestirdikleri ¢aligmada siyalilasyonlu ve
B1-6-baglantili kompleks tip asparajine eklenmis olan (N-glikanlar) oligosakkaritlerin
kanserin olusumu ve ilerlemesi ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Ayni arastirma

grubunun yaptig1 bir diger calismada %°

insan timor hiicreleri lizerinde denenen yontem
ile N-baglh oligosakkaridlerde Bl-6 dallanmasinin GlcNAc transferaz V aktivitesinin
dokuya spesifik regiilasyonuna bagli oldugu ve insan meme dokusunda artmis 1-6 dalli

oligosakkarid seviyelerinin hasta sag kalim siiresi lizerindeki etkilerinin belirlenmesi igin

daha ileri seviyeli arastirmalar yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Yapilan caligmalarda N-bagli glikan dallanmasindaki genel artiglar ve N- veya O-
baglantili glikanlarin fukosilasyonu meme malignitesinde (tiimoér olusumunda) yaygin
olarak gozlemlenen durumlardir. Ayni zamanda bu degisimlerden sorumlu olan
siyaliltransferazlar, fukoziltransferazlar, N-asetilglukosaminiltransferazlar ~ ve
galatosiltransferazlar gibi 1ilgili enzimlerin degisen ekspresyonu da c¢alismalarda
vurgulanmaktadir. Giinlimiizde bu enzimlerden bazilarimin kanserli dokularda kesin
olarak daha fazla eksprese edildigi kanitlanmistir %2, Hatta bu enzimlerden biri olan
N-Asetilgalaktozaminil transferaz-14 Wu ve arkadaslar1 tarafindan meme kanseri
prognozunda bir biyobelirte olarak dnerilmistir.**®

Literatiirde 2000’li yillarin ortalarindan itibaren biyolojik 6rneklerin toplam N-glikan
profilleri ve biyobelirte¢ arastirmalarinda kullanilan glikomiks tekniklerinin arttigi
goriilmektedir. Bu c¢aligmalarda farkli biyolojik Ornekler iizerinde bircok numune
hazirlama, analiz ve istatistiksel yaklasim kullanilmistir. Kiitle spektroskopik analiz
tekniklerinde MALDI basta olmak tizere LC-MS/MS ve LC-Q-TOF cihazlar ile
gerceklestirilen ¢alismalar mevcuttur. Huang ve ark. 1 2-boyutlu elektroforez ve kiitle
spektroskopisi tekniklerini bir arada kullanarak 39 meme kanserli hasta ve 35 kontrol
olmak iizere goniillillerden temin edilen serum O&rneklerinde meme kanseri igin
biyobelirte¢ potansiyeli olan proteinleri arastirmak {izere bir analiz gergeklestirmislerdir.
Ornekler yas ve menapozal statiilerine gore gruplandirilarak denaturasyon, saflastirma ve
zenginlestirme asamalarindan gecirilerek 2-boyutlu jel elektroforez sistemine yiiklenerek
ayrim iglemi gercgeklestirilmistir. Protein ekstraksiyon seviyelerindeki degisen
varyasyonlar bir jel goriintii inceleme yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Farklilik
gosteren proteinler jel-i¢i sindirim yontemiyle tripsin enzimatik parcalama reaksiyonuna
maruz birakilarak MALDI-TOF/TOF MS cihazi ile analiz edilmislerdir. Kanserli

numunelerde proapolipoprotein A-1, transferin ve hemoglobinin fazla miktarda regule
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olurken apolipoprotein A-1, apolipoprotein C-III ve haptoglobin 02 ’nin daha az miktarda
oldugu bildirilmistir. Elde edilen verileri dogrulamak i¢in ornekler {lizerinde rutin
immunohistokimyasal testler uygulanmistir. Sonuglarin transferin miktar1 i¢in 2D-DIGE
olduk¢a uyumlu oldugu ancak apolipoprotein A-lI ve haptoglobinin rutin diagnostik
testlerde tespit edilemedigi bildirilmistir. Yazarlar transferin seviyesinin meme kanseri
numuneleri i¢in biyobelirteg potansiyeline sahip oldugunu ileri stirmiislerdir.

Kirmiz ve ark. '*® 2007 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada hiicre kiiltiiriinden elde
edilen meme kanserli hiicrelerin si¢anlara transplantasyonun ile meme kanseri modeli
uygulanmis si¢anlara ve kontrollere ait serum orneklerinin toplam glikan profillerini
MALDI-FT-ICR MS yontemiyle belirlemisler ve farkliliklarin biyobelirte¢ potansiyelini
genel bir istatistiksel yaklasimla bir arada incelemislerdir. Alinan serum 6rneklerindeki
glikanlar kimyasal bir ayirma yontemi olan B-eliminasyon kullanilmistir. Elde edilen
glikanlarin saflagtirma islemi grafit karbon kolonun kullanildig: bir kat1 faz ekstraksiyon
yontemiyle gergeklestirilmistir. MALDI-MS analizleri 266 nm dalga boyundaki lazer
iyonizasyonu ile 2,5-dihidrobenzoik asit matriksi kullanilarak yapilmistir. Analiz sonucu
elde edilen 4 kanseri ve 4 kontrol numunesine ait olmak tiizere toplam sekiz kiitle
spektrumlarinda her bir m/z oranina ait intensitenin sayisal degerleri temel bilesen analizi
(PCA) yontemiyle karsilastirilmistir. Istatistiksel modelin kanserli ve kontrol
numunelerini basarili bir sekilde siniflandirdig: bildirilmistir.

Meme kanseri numunelerinde N-glikan seviyelerinin biyobelirte¢ potansiyeli iizerine
dikkat ¢ekici bir calisma 2008 yilinda Kyselova ve ark.!!® tarafindan gerceklestirilmistir.
Calismada farkli evrelerindeki 82 kanserli ve 27 saglikli bireye ait serum 6rneklerinde N-
glikan yapilar1 deglikozile edilerek permatilasyonla tiirevlendirilip, MALDI kiitle
spektroskopisi yontemiyle analiz edilmistir. Glikopeptidler PNGase F enzimsel

par¢alamasina maruz birakilarak aktive edilmis C18 tipi bir mikro-kolondan eliie edilerek
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saflastirilmistir. Elde edilen 6rnekler esit miktarda 2,5-DHB makriksi ile karistirlarak
spotlanmig, ve 355 nm lazer 1smiyla ortalama 1000 lazer atis1 ile iyonlastirilmistir.
Sonucglar ANOVA ve PCA (temel bilesen analizi) yontemleriyle istatistiksel olarak
incelenmistir. Istatistiksel sonuglara dayanarak bazi siyallenmis ve fukozlanmis N-glikan
yapilarinin biyobelirte¢ potansiyeline sahip olduklari ileri striilmiistiir. Ayrica kanser
evrelerine agh olarak N-glikan seviyelerinde niceliksel degisikliklerin ortaya kondugu
bildirilmistir. Sonugta N-glikan yapilarindaki silasyon ve fukozilasyon artiglarinin kanser
progresyonunda bir gosterge oldugu ifade edilmistir. Yapilan iki farkl: istatistik testle 8
adet N-glikan yapisinin (H5N3S1, HEN4F1S1, HEN5S2, H5N5, HEN5F1S2, H7N6F1S2,
H6N5F1S3, H7N6S4) kanser-kontrol numunelerini birbirinden ayirabilecek biyobelirteg

potansiyeline sahip olduklar1 bildirilmistir.

Alley ve ark. 7 meme kanseri hastalar1 ve kontrollere ait serum 6rnekleri icin alternatif
bir ornek hazirlama prosesi ile kati-faz tiirevlendirme sonucu elde edilen N-glikan
yapilariin mikrogip temelli ayrimini ve kiitle spektroskopik 6l¢timiinii igeren bir yontem
onermislerdir. Calismada Oncelikle serum proteinlerinin ¢oziiniirliigiinii arttirmak
amacuyla triptik par¢alamaya maruz birakilan serum ornekleri ardindan PNGase F ile 37
°C’de 18 saat boyunca enzimatik reaksiyona maruz birakilmigtir. Amonyum-boran
kompleksi ile indirgenen bilesenler bir spin-kolon reaktorii kullanilarak metilasyonla
tirevlendirilmis ve ¢ip tipi kolonla ayirim saglayan bir LC-MS/MS (chipcube-LC-
MS/MS) cihazi ile analiz edilmislerdir. Istatistik analizler (ANOVA ve ROC) sonucu N-
bagli 5 glikan i¢in 0.05'den diisiik P-degerleri ile anlamli farkliliklar tespit edilmistir.
Bunlarin arasindan, monosiyalillenmis iki-antenli bir N-bagl glikan ve bir fukosilatl
trianten-trisiyalillenmis bir yapi, 0.9'dan biiyiikk AUC degerlerine dayanarak geg evre

meme Kkanserinin potansiyel biyobelirtegleri olarak Onerilmistir. Ayrica sonuglarin
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kanserli 6rneklerde Siyalilli glikan diizeyinde genel bir azalma ve fukozlanmis glikanlarin

artan seviyelerini gosterdigine isaret edilmektedir.

N-glikanlarin yapisal gruplar halinde degerlendirildigi ve serum Ornekleri iizerinde
yapilan ¢alismalardan birisi de Leoz ve ark.!*® tarafindan gerceklestirilmistir. Calismada
kanser modeli uygulanan fare serumlarindaki glikoproteinlerden elde edilen N-glikanlar
MALDI-TOF-MS ile meme tiimorleri modelin baslangicinda, ilerleme asamasinda ve
cikarilmasinda analiz edilmistir. Alinan serum Ornekleri denature edildikten sonra
PNGase F ayirimina maruz birakilarak etanolle ¢oktiirme yoluyla protein karigimindan
ayrilmistir. Kat1 faz ekstraksyion teknigiyle saflagtirilip zenginlestirilen N-glikanlar 2,5-
dihidrobenzoik asit matriksi icerisinde MALDI cihazinda 355 nm lazer atislariyla
iyonlastirtlarak  analiz  edilmistir. Sonuglar m/z degerleri sirasiyla 1339,480
(Hex3HexNAc), 1485,530 (Hex3HexNAc4Fuc), 1809,639 (Hex5HexNAc4Fuc) ve
1905,630 (Man9) olan 4 N-glikan tiiriniin kanser grubunda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosternistir. Calismanin devaminda hem fare hem de insan serum 6rneklerinde
internal standart varliginda LC-Q-TOF yontemiyle analiz edilmislerdir. Her iki grupta
kanserli Orneklerin yliksek mannozlu N-glikan degerlerinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ozellikle m/z degeri 1905,630 olan yiiksek mannozlu tiiriin bir biyobelirteg

potansiyeline sahip oldugu ifade edilmistir.

2012 yilinda An ve ark.!!® fare ve insan pluripotent kok hiicrelerinde toplam glikan profili
analizlerini  MALDI-TOF-MS yontemiyle gergeklestirmislerdir. Hiicre kiiltiirii
orneklerinden hiicre membrani ekstraksiyonu ile elde edilen glikoproteinler 100 mM
amonyum bikarbonat ve DTT igerisinden 100 °C’de danutiire edilmistir. PNGase F ile
enzimatik olarak ayrilan N-glikanlar grafize karbon kolon ile saflastirilmis ve
zenginlestirilmistir. DHB matriksi i¢erisinde 355 nm lazer altinda iyonlastirilarak tarama

modunda analiz edilmislerdir. Yazarlar ¢alisma sonuglarinin kanserli grup 6rneklerindeki
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yiiksek mannozlu glikanlarda artig1 gosterdigini ve yiiksek mannozlu N-glikan yapilarinin

bir kanser kok hiicre popiilasyonunu temsil edebilecegini ileri stirmiislerdir.

Abbott ve ark.!?nin gerceklestirdigi bir meme kanseri biyobelirteg arastirmasinda,
meme kanserli hastalarin tiimorlii ve tiimorsiiz bolgelere ait doku orneklerinde triptik
peptidler seviyesinde toplam proteom ve N-glikan analizi ayr1 ayr1 yapilmistir. Triptik
glikopeptidler tizerindeki N-glikanlar PNGase F ayrilmistir. Ortamdaki kontaminantlar,
tampon ¢oOzelti, tuzlar ve peptid kalintilar1 Sep-Pak C18 kolonlarla ayrilarak
saflastirilmistir. Elde edilen numuneler LC-MS/MS cihazinda m/z 500-2000 arali§inda
tarama modunda analiz edilmistir. Glikoproteinler {izerindeki B- (1,6)-dallanma
bolgesinden N-baglantili yapilara spesifik olarak baglanan lektin fitohemaglutinin-L4 (L-
PHA) boyas1 kullanilmistir. Lektin normal saglikli hiicrelerin aksine hastaligin invaziv
karsinomaya ge¢mesiyle meme epitel hiicrelerine segici bir baglanma gdstermistir. S6z
konusu lektin boyama ile B-1,6-N-asetilglukozamin (B-1,6-GlcNAc) dalli N-bagl glikan
iceren glikoproteinlerin, invaziv duktal meme karsinomu teshisi olan dort hastanin
dokularinda tespit edilirken normal saglikli kontrollerin dokularindan elde edilemedigi
bildirilmistir.

Literatiirde N-glikan yapilarmin degisik biyolojik numunelerde HPLC-FD
yontemiyle analizinin gerceklestirildigi calismalar mevcuttur. Bu ¢aligmalardan bir tanesi
Abd Hamid ve ark.'?! serum glikoproteinlerinin total N-glikan iceriklerinin kanserli ve
hasta gruplarinda karsilagtirmali olarak inceledikleri ¢alismadir. Serum o6rneklerinden
PNGase F enzimi ile peptidlerden ayrilan N-glikan yapilarint HPLC-FD sistemine bagh
kiitle spektrometresi ile ol¢iimlerini gergeklestirmislerdir. Yazarlar {ig-siyallillenmis ii¢
antenli ve al,3 bolgesinden fukozlanmis N-glikan tiirlinlin kanserli hiicrelerde anlamli
sekilde artig gosterdigini bildirilmislerdir. Buna ek olarak ileri meme kanseri hastalarina

ait serumlarda glikoproteomik g¢alisma ile glikan belirleyiciliginin artmasina katkida
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bulunan akut faz proteinleri olarak ol-asit glikoprotein, al-antikimotripsin ve
haptoglobin B-zincirinin bir biyobelirte¢ olarak CA 15-3 ’ten daha Once metastaz

baslangicini gosterdigi bildirilmistir.

Saldova ve ark.'’?? meme kanseri hastalarmin serum N-glikom profillerini
tanimlamak ve kontrollerle karsilastirmak amaciyla ii¢ farkli analiz yontemi (HILIC-
UPLC-FD, HILIC-FD ve WAX-HPLC-FD) uygulamislardir. Calismada kontrol
numunesi olarak 107 saglikli goniillii ve meme teshisi konulan 62 hastaya ait serum
ornekleri kullanilmistir. Numunelerden alinan 5 pL serum 96’11 SDS-jel bloklarinda su
ve ACN ile yikanarak PNGase F ile enzimatik ayrima maruz birakilmis ve ayrilan N-
glikan yapilar1 2-AB reaktifi ile indirgeyici aminasyon yoluyla etiketlenmistir. 2-AB
reaktifinin fazlas1t Whatman 3MM filtre kullanilarak kagit kromatografisi teknigi ile ACN
¢oziiclistinde saflastirilmistir. UPLC ile yapilan analizlerde 50 mM formik asit ¢ozeltisi
(pH 4.4) ve ACN’den olusan hareketli faz kullanilmigtir. Kolon sicakligi 40 °C ve akis
hiz1 0.56 mL/dk olmak tizere formik asit faz1 %30°dan baglayarak giderek artan oranlarla
bir gradient eliisyon uygulanmistir. Floresans dedektor icin eksitasyon ve emisyon dalga
boylar1 sirastyla 330 ve 420 nm olarak ayarlanmistir. Toplam analiz siiresi 30 dk olarak
belirlenmistir. HILIC-FD yontemi i¢in bir TSKgel Amide 80 tipi kolon kullanilmistir.
Hareketli faz igerigi, dalga boyu UPLC yontemi ile ayni olmak iizere kolon sicakligi bu
yontem i¢in 30 °C’de sabit tutulmustur. Toplam analiz siiresi 60 dk. ve 180 dk. olan iki
farkli gradient eliisyon uygulanmistir. Zayif anyon degisim kromatografisi (WAX) ile
yapilan HPLC analizinde 50 mm uzunlugunda WAX o6zellikli kromatografik kolon
kullanilmistir. Hareketli faz olarak 0,5 M formik asit (pH 9,0) ve %10 metanol igeren su
karisiminin gradient eliisyon igerisinde formik asit ¢ozeltisinin artan oranlarindan olusan
fraksiyonlari kullanilmistir. Bu ydntem i¢in toplam analiz siiresi 35 dk. olarak

belirlenmistir. Pik alanlari ANOVA testleriyle Istatistiksel olarak karsilastiriimistir.
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Calisma sonucunda meme kanseri hastalarina ait serum Orneklerindeki N-glikan
yapilarinda siyalilasyon, dallanma ve ¢ekirdek dis1 fukozilasyonunda kontrollere oranla
genel bir artig goriiliirken, yiiksek molekiil agirlikli ve ¢ekirdekten fukozlanmais iki anteni
yapilarda azalma tespit edilmistir.  Ayrica agiklanan analiz yontemleri arasinda UPLC
temelli glikan analizi tekniginin analiz siiresindeki avantajinin yani sira N-glikan

yapilarinin tespitinde diger yontemlere kiyasla daha basarili oldugu ifade edilmistir.

Melmer ve ark.'? ilag endiistrisinden rekombinant ilaglar olarak iiretilen terapotik
glikoproteinlerin toplam N-glikan igeriklerini belirlemek iizere bir HPLC-FD yontemi
uygulamislardir. Numune hazirlama agamast PNGase F ile ayirim ve 2-AA reaktifi ile
floresans etiketleme ve reaktifin fazlasinin uzaklastirilmasi i¢in saflastirma islemlerini
icermektedir. Etiketli glikanlar yiiksek performansli sivi kromatografi cihazinda HILIC
kolon ve floresan detektdr ile analiz edilmigstir. Gelistirilen yontemin dogrulugunu test
etmek amaciyla antikor numuneleri lizil endopeptidaz enzimi ile parcalanarak elde edilen
glikopeptidler RP-HPLC-MS cihaziyla analiz edilmistir. Uygulanan iki yontem

arasindaki sonuglarin tutarliliginin yontemin giivenilirligini gosterdigi ifade edilmektedir.

Knezevic ve ark.!* 1008 bireye ait plazma numunelerinin degiskenligini ve
kalittm derecesini ve ayni zamanda glikan yapilarmi etkileyen temel c¢evresel
belirleyicileri arastirmak tizere plazma glikanlarinin analizini HPLC-FD yontemiyle
gerceklestirmiglerdir. N-glikan yapilar1 PNGase F ile ayrilarak 2-AA reaktifi ile
etiketlenmis ve HILIC 6zellikli TSKgel amide 80 kolon ile ayirim gerceklestirilmistir.
Yontemde kolon sicakligr 30 °C’de sabit tutularak 50 mM formik asit ve asetonitril
hareketli fazlariyla gradiet elisyon yontemi uygulanmistir. N-glikan yapilari 33
kromatografik pik altinda kantitatif olarak degerlendirilmistir. Sonugta bireysel glikanlar
icin kalitsallik tahminlerinin ¢ok diisiik ile ¢ok yiiksek arasinda degisen bir cesitlilik

gosterdigi, ancak diyet, sigara igme ve kolestrol seviyeleri dahil olmak iizere ¢evresel
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belirleyicilerin tamaminda istatistiksel olarak 6nemli etkilerinin tespit edildigi ifade

edilmektedir.

Arnold ve ark.? 100 akciger kanseri hastas1 ve yas gruplarina gore eslestirilmis
84 goniillii kontrol grubuna ait serum Orneklerindeki N-glikan diizeylerini HILIC-FD
yontemi ile analiz ederek farklilik gésteren yapilarin biyobelirteg potansiyeli iizerine bir
degerlendirme yapmislardir. Calismada PNGase F ile enzimatik ayrima maruz birakilan
N-glikan icerigi 2-AB reaktifi ile tiirevlendirmis ve reaktifin fazlasi kagit kromatografisi
yontemiyle Whatman 3 mm kagit kullanilarak asetonitril ile uzaklastirilmistir. HPLC
analizleri TSKgel Amide-80 tipi kolonla 50 mM formik asit ve asetonitrilden olusan
hareketli faz kompozisyonu ile gradient eliisyonla gergeklestirilmistir. Floresans dedektor
i¢in eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 420 ve 330 nm olarak belirlenmistir.
Pik alanlar1 arasindaki farkliliklar R istatistik  yazilim paketinde 50-50
ANCOVA/MANCOVA yontemiyle belirlenmistir. Kanserli numunelerde siyalil Lewis
X, tek antenli glikanlar ve yiiksek oranda siyalillenmis glikanlarda artislar tespit edilirken
cekirdek-fukosillenmis iki antenli glikanlarda azalmalar gézlendigi ve bazilar1 bunlardan
bir kisminin erken evre vakalarda tespit edilebilir oldugu vurgulanmistir. Yazarlar akciger
kanserinde erken evre vakalarin prognozunda var olan problemlerin N-glikanlarin

biyobelirte¢ olarak kullanilmasi ile asilabilecegi diisiincesinde olduklarini bildirmislerdir.

Royle ve ark.'?® insan serum orneklerindeki N-glikan seviyelerini belirlemek
amaciyla bir O6rnek immobilizasyonu adimi igeren yeni bir HPLC-FD yontemi
gelistirmigler ve yontemi romatoid artrid hastalarma ait serum Ornekleri lizerinde
uygulamislardir. Protein denaturasyonu ve PNGase F ile enzimatik ayrimdan sonra
ornekler 2 mL hacmindeki polipropilen 96-gozli plakada jel pargaciklari ile su ve
asetonitril ¢ozeltileri ile ikiser kez yikanmistir. Ardindan 2-AB ile etiketlenen N-glikan

yapilart HILIC-FD sisteminde TSKgel Amide-80 kolonla 50 mM formik asit ¢ozeltisi ve
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asetonitril mobil fazlarinin bir gradient programi ile 180 dk. da gergeklestirilmistir.
Sonuglar aymi numuneler tiizerinde yapilan MALDI-TOF-MS analizleri ile
dogrulanmistir. Gelistirilen yontemin farmasotik fonksiyon ve stabilite i¢in 6nemli olan
glikan yapist ve siyalilasyonun takibini saglayabilecegi ve tiiretim siirecinin tim
asamalarinda ¢ok sayida numunenin izlenmesine izin verecek sekilde, glikoterapdtiklerin

hizl1 taranmasinda kolayliklar saglayacagi vurgulanmaktadir.

Ruhaak ve ark.'?’ plazma toplam glikoprotein havuzundan elde edilen glikanlarin
kalitimsal uzun Omiirliiliige isaret edip etmedigini arastirmak iizere saglik durumlarina
gore gruplandirilan goniillerin plazma Orneklerinde N-glikan analizi yapmuslardir.
Calismada 2396 orta yash katilimciin toplam plazma N-glikan profilleri, PNGase F
enzimsel glikan salinimi, 2-AA reaktifi ile etiketleme ve ardindan floresans detektorlii
HPLC analizi ile elde edilmistir. Kromatografik piklerin normalizasyonu ve toplu
diizeltme yapildiktan sonra glikan yapilari, bireylerin kalitimsal dmiir degerleri ve saglikli
yaslanma arasindaki iligkileri degerlendirmek icin cesitli regresyon stratejileri
uygulanmistir. Iki yashi bireyin ¢ocuklarma ait plazmalarda LC-7 ve LC-8 olarak
kodlanan (H5N4 ve H4N4S1) iki N-glikanin kontrollere oranla daha fazla oldugu
bulunmustur. Bu iki N-glikan yapisinin kalitimsal omriin artmasi1 ve kardiyovaskiiler

hastalik riskini diisiisiine isaret ettigi bildirilmistir.

Stanta ve ark.?® 23 sizofreni hastas1 ve 31 kontrol olmak {izere 54 géniilliiden
alan serum Ornekleri tizerinde farklilik gosteren N-glikanlar1 belirlemek amaciyla bir
HILIC-FD yonemi ile analizi kullanmiglardir. Serum o6rneklerindeki N-glikan yapilari
PNGase F enzimsel ayrimina maruz birakilarak jel kromatografi yontemi ile
saflagtirilarak normal faz HPLC sisteminde TSKgel Amide 80 tipi kolonla analiz
edilmistir. 50 mM amonyum format ¢6zeltisi ve ACN’den olusan hareketli faz igeriginin

ACN oran1 %65°ten baslayarak giderek diisiiriildiigii bir gradient eliisyon uygulanmaistir.
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Floresans dedektor i¢in eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 420 ve 330 nm
olarak ayarlanmistir. Toplam analiz siiresi 180 dk olan yontem ile toplam 23 adet N-
glikan yapisi tespit edilmistir. Pik alanlar1 {izerinden yapilan istatistiksel degerlendirme
ile dort antenli dort siyalil igeren N-glikanlarin erkek sizofreni hastalarinin serumunda 2
kat artig gosterdigi ve SLex epitopunu igeren ti¢ Siyalilli N-glikanlarin erkek sizofreni
hastalarinda belirgin bir artis gosterdigi tespit edilmistir. N-glikozilasyon yapilari
arasindaki bu degisikliklerin hastalarin erken tanisi ve izlenmesinde potansiyel bir

biyobelirte¢ olabilecegi sonucuna varilmstir.

2.5. Biyobelirte¢ Kesif Calismalarinda Kullanilan Istatistiksel Yontemler

2.5.1. Hipotez Testleri

Hastalik durumu bilinen (hastalik var ya da yok) veri setleri istatistikte ikili
(Binary) veri setleri olarak adlandirilirlar ve hastaligin varhig: ile ilgili degiskenler
arasindaki iliskiyi arastirmak igin kullamlirlar.}?® Veri madenciliginin ilk adimz, 6zellikle
yiiksek sayida bagimsiz degiskenden olusan ¢ok boyutlu veri setlerinde kategorik
degisken (0rn. hastalik durumu) lizerinde anlamli bir etkisi olan niimerik degiskenleri
(6rn. Biyokimyasal ol¢clim degerleri) belirlemek ve diger degiskenleri diglamaktir. Bu
sayede gergekte dnemli bir etkisi bulunmayan degiskenlerin genel istatistiksel modellerde
olusturacag: “kalintisal” (residual) etkileri elimine edilebilir. Gruplar arasindaki farklarin
anlamli veya raslantisal olup olmadigini1 anlamak amaciyla hipotez testleri olarak bilinen
sayisal algoritmik modellemeler kullanilir. Bunlarin arasinda en ¢ok bilinen ve uygulanan
tiir (Student) t-testleridir. ki bagimsiz grup arasindaki t-testinin formiilii;

X1-X,

t_

SHx,-x,

(2.1)

48



olarak ifade edilir. Burada pay, ornekler ortalamalar1 arasindaki farki, payda ise aritmetik
ortalamalar arasindaki farkin standart hatasini temsil eder. Bir veri seti tizerinde t-testi
uygulanabilmesi i¢in ii¢ varsayimi karsiliyor olmasi beklenir. Bunlar;

1. iki farkli 6rneklem grubundaki bagimli degiskenin varyanslarinin esit olmasi,

2. bagimli degiskenin normal dagilim gostermesi,

3. veriler kendi arasinda bagimsiz olmalaridir.
Bu {i¢ sart1 saglamayan ve O0rneklem sayisi yetersiz (n<30) olan veri setleri tizerinde t-
testinin alternatifi olan Mann Whitney U testi, Kruskal Wallis testi veya Wilcoxon Rank-

sum testi uygulanabilir.14?

2.5.2. Alic1 Isletim Karakteristigi (ROC) Analizi

Potansiyel biyobelirteglerin tek basina ya da bir arada etkilerini arastirmak igin
istatistiksel siniflanirma modellileri kullanilir.®*® Bunlar arasinda lojistik regresyon®3!,
karar agac1 %2, alic1 isletim karakteristigi (ROC) 1% siklikla kullanilan ydntemlerdir.

ROC analizi biyolojik bir verinin tam1 koymadaki giiclinii degerlendirmede bir
duyarhilik ve dzgiinliik degeri kullanarak degerlendiren bir istatistiksel yontemdir.t3*
Diger tan1 testlerinde oldugu gibi testin tanisal yeterliligi kategorik verilerin dogru bir
sekilde ayrilabilme kapasitesine baglidir. Tanisal yeterlilik Slgiitleri dogru pozitif ve
yanlis pozitiflik oranlar1 {lizerinden ifade edilir. Tablo 2.4’te yeni bir Ol¢limiin
kullanilmasindan kaynaklanan olasi sonuglar verilmektedir. Testin dogrulugu gercek
sonuglarin tiim sonuglara orani [(a+d)/(a+b+c+d)], duyarlilig1 hasta bireyler arasindan
tespit edilebilen hasta sayis1 [a/(a-c)] ve Ozgilinliigii testin kosullarina saglamayan
bireyleri diglama yetenegi [d/(b-d)] ile ifade edilir. Binormal ROC modelinde saglikli

bireyler ile hasta bireylerin iki farkli ortalama ve varyansa sahip ayr1 iki normal dagilim

gosterdigi varsayilir ve optimal kesim noktasi (esik deger) bu iki egri lizerinde siirekli
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olarak degisen dogru pozitiflerin ve negatiflerin yanlislara oraninin en yiiksek oldugu

nokta olarak belirlenir. 1%

Tablo 2.4. Yeni bir tan1 testi sonucunda olusabilecek muhtemel durumlar

Gercek Yanitlar
Olciim Sonuclar1  Pozitif Negatif
Pozitif Dogru Pozitif (a)  Yanlis Pozitif (b)
Negatif Yanlis Negatif (c) Dogru Negatif (d)

ROC egrilerinde x ekseni 1-6zgiinliigi y ekseni ise duyarlilik degerlerini ifade eder.
Testin ayirim giicii ROC egrisi altinda kalan alan ile l¢tilebilir. Egrinin altinda kalan alan
degeri i¢in 1 mitkemmel bir ayrimi, 0.5 ise zayif bir ayrimi temsil eder. Genellikle 0.9 ve
tizerindeki degerlerin tanisal testlerde kullanma potansiyeline sahip oldugu

ongoriiliir, 136137

2.5.3. Korelasyon Analizi

Istatistiksel smiflandirma modellerinde degiskenlerin ortak etkisi incelenirken
birbirlerinden bagimsiz degisimler gostermesi gereklidir. Aralarinda bir korelasyon olan
degiskenler istatistiksel modeli dengesiz hale getirir ve yanlis sonuglara yol acar.'®
Degiskenler arasindaki korelasyonu belirlemek amaciyla Spearman, Kendall ve Pearson
ad1 verilen ti¢ temel korelasyon teknigi kullanilmaktadir. Spearman korelasyon testi non-

parametrik bir istatistik yontemdir ve iki degisken arasindaki degisimin monotonik

iliskisini inceler. Spearman korelasyon hesaplamasinin genel formiilii ;

_ 6y d
n(n?-1)

(2.2)
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seklindedir. Burada di, i gdzlem siralar1 arasindaki fark ve n gozlem sayisidir.t%

2.5.4. Temel Bilesen Analizi

Degiskenler arasindaki bagimlilik yapisini yok etmek ve boyut indirgemek icin
kullanilan yaklasimlardan bir tanesi temel bilesen analizidir (PCA). PCA degiskenlerin
kovaryanslarindan olusan diagonal ve karesel matrisler lizerinde herbir degiskeni temsil
eden ozvektorlerin acisal iliskilerini inceleyen bir yontemdir.}*® Kovaryans matrisi
tizerinde en biiyiik degisim gosteren yon birincil eksen, birincil eksene dikey olan en
farkli yon ikinci eksen olarak secilir. Degisenlerin en yiiksek varyansi gosterdigi
yonlenmeler secilerek degisken sayisi kadar eksen belirlenir. Varyansi en yiiksek olandan
diisiik olana dogru siralanan bu eksenlere temel bilesenler adi verilir. PCA, bilesenleri
verilerin degisimini en fazla agiklayandan baslayarak giderek azalan etkide olanlari

siralar. Boylelikle veri iizerinde en etkili olan degiskenler gorsel hale getirilebilir. 14 142

2.5.6. Lasso Regresyon Analizi

En diisiik mutlak daralma ve se¢im operatorii (Lasso) parametre se¢imi i¢in kullanilan
lineer bir veri daraltma yontemidir ve regresyon Kkatsayisi vektoriinii () bir €12 normu ile
cezalandirilir.*® Lasso regresyonunun amaci, kantitatif bir yanit degiskeni igin tahmin
hatasini en aza indirecek O6ngoriiciilerin alt kiimesini elde etmektir. Lasso bunu model

parametrelerine bir sinir ({1) koyarak bazi degiskenlerin regresyon katsayilarinin sifira

kiiciilmesini saglayarak yapar. Matematiksel olarak ifade edilirse;'*?
. argmin 2
B =gepy IV = XBI 5 + 2 X%, IBk| (2.3)
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Esitlik 2.3 Lagrange ikiligi ile diizenlenirse;

arg min

B = ry IV~ XBI (2.4)

Bl < o (2.5)

seklini alir. A > 0, parametre se¢imini kontrol eden ve biiziilme derecesini ayarlayan bir

ayar parametresidir. A ¢ok biiyiik bir deger aldiginda, £1 norm kisitlamasinin dogasi

nedeniyle, tim parametrelerin sifirlanarak kiigiiltiilecegi, bunun da bos bir  vektoriine
neden olacagmi ongoriir. Baska bir deyisle, A'in biiyiikliigii arttik¢a, B'daki elemanlar
sifira dogru kiiciliir (Esitlik 2.4). Esitlik (2.9) 'daki 1 norm smirlamasi, A ayar
parametresinin bire bir karsilik gelen bir ceza parametresidir. Daralma islemi sonrasinda
sifira esit olan regresyon katsayist degiskenleri modelden c¢ikarilir. Sifir olmayan
regresyon katsayilarina sahip degiskenler, yanit degiskeniyle en fazla iliskili olan
degiskenlerdir. Aciklayic1 degiskenler ya niceliksel, kategorik ya da her ikisi birden

olabilir.1*

2.5.7. Hiyerarsik Kiimeleme Analizi

Veri seti lizerinde uygulanabilecek bir diger siniflandirma olan kiimeleme analizleri
veri setindeki 6rneklemlerin aralarindaki benzerliklere gore gruplara ayrildigi istatistiksel
yontemdir. Kiimeleme analizleri ile 6zellikleri bilinmeyen bir veri seti istenilen sayida
gruba ayrilabildigi gibi, bilinen gruplara ait 6rnekler i¢in veri setindeki degiskenlerin
gruplar tlizerindeki etkisi test edilebilir. Kiimeleme analizleri hiyerarsik ve hiyerarsik
olmayan yontemler olmak tizere iki ana gruptan olusmaktadir. Hiyerarsik kiimeleme
yonteminde bilesenler birbirlerine en benzer olanlardan baslayarak olusturulan gruplarin

daha az benzerlik gosterilen daha biiyiik gruplar altinda toplanarak kiimelenmesi esasina
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dayanir. Hiyerarsik olmayan yontemlerde ise benzerlikler genel olarak degerlendirilerek
bir kesim ekseni iizerinden birbirlerinden ayrilirlar.14°

Hiyerarsik kiimeleme yonteminde anlatilan islemlere dayali olarak kullanilan hiyerarsik
metotlardan en ¢ok kullanilanlari; Tek baglantili (single), tam baglantili (complete) ve
ortalama (average) baglanti yontemleridir.

Tam baglantida, iki kiime arasindaki mesafeyi, ilk kiimedeki herhangi bir tek veri noktasi
ile ikinci kiimedeki herhangi bir tek veri noktas1 arasindaki maksimum uzaklik tanimlanir.
Arindan kiimeler islemin her asamasinda en kii¢iik komple baglant1 mesafesine sahip iki
kiimeyi birlestirilerek veri seti iki ana kiime altinda toplanir. Matematiksel olarak

formiilize edilirse;

dia="7; d(XuY) (2.6)
seklinde ifade edilir. Burada X ve Y iki farkl alt kiimeye ait gozlem vektorlerini, di
gbzlem vektorii X olan bir 6zne ile gozlem vektorii Y olan bir nesne arasindaki mesafeyi
temsil eder.
Hiyerarsik kiimeleme yonteminde 6zellikle isleyisin daha kolay anlasilabilmesi igin
dendogramlardan (aga¢ grafigi) yararlanilir. Dendrogramda Ornekler arasindaki

mesafeler 6rnekler arasindaki benzerlik iliskilerini temsil ederler. 14°
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Materyaller
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda kanserli hastalara ait timorlii ve kontrol bolge FFPE ornekleri
Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali FFPE doku arsivinden
temin edildi. Kimyasal ¢oziicii olarak kullanilan HPLC saflikta (>%99) metanol,
asetonitril, etanol, ksilen Sigma-Aldrich (Germany) firmasindan temin edildi. Asetik Asit
(CH3COOQOH), DMSO, trifloro asetik asit (TFA) ve DL-ditiyotritol (DTT) Merck
(Germany) firmasindan, iyodoasetamit (IAA), 2-amino benzoik asit (2-AA), 2-pikolin
boran, sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum kloriir (NaCl), trisodyum fosfat (NasPOa),
4-nonilfenil-polietilen glikol (Tergitol, NP-40) ve 1-hidroksibenzotriazol hidrat (HOBt)
Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edildi. 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimit hidrokloriir (EDC) Fluorochem (Hadfield, UK) firmasindan, Peptit-N-
glikozidaz F (PNGase F) enzimi Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) firmasindan
ve 2,5-dihidroksi benzoik asit (DHB) Bruker Daltonics (Bremen, Germany) firmasindan
alind1. Tiim ¢aligma boyunca deiyonize su giinliik olarak (R > 18.2 MQ cm-1; PURELAB

Ultra system; Elga Labwater, Ede, The Netherlands) sistemi ile hazirlanarak kullanildi.
3.1.2. Kullamlan Cihazlar

Ornek hazirlama islemlerinde karistirma ve inkiibasyon amaciyla Thermomixer C
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany), ¢oziicii uzaklastirma islemleri icin santrifiijlii
vakum konsantrator (Eppendorf-Vacufuge Concentrator Plus, Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) cihazlart kullanildi. Ayrica analitik hassas terazi (Mettler-Toledo, Balance
MS204, USA), vortex-mixer (Eppendorf MixMate) ve santrifiij ¢alisma boyunca

kullanilan diger cihazlardir.
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Kiitle spektroskopi dlgiimlerde 337 nm azot lazerine sahip bir Voyager-DE PRO
MALDI-TOF-MS (Applied Biosystems, USA) cihaz1 ve kromatografik analizler i¢in bir

HPLC-FD (Agilent 1200 Series, Agilent Technologies, USA) sistemi kullanildi.
3.2. FFPE Dokulardan N-Glikanlarin izolasyonu
3.2.1. FFPE Dokulardan Parafinin Uzaklastirilmasi ve Rehidrasyon

Meme kanseri hastalarina ait FFPE dokulardaki proteinlerin deglikozilasyonu
islemine doku ylizeyindeki parafinin uzaklastirilmasi ile baglanmistir. FFPE arsiv bloklari
mikroton cihazinda kesilerek 4 um kalinliginda slaytlar elde edildi. Her biri 10 adet slayt
iceren numunelerden parafinin etkili bir sekilde uzaklastirilabilmesi i¢in numuneler 4
pargaya ayrilip farkli eppendorf tiiplere (1.5 mL’lik) alindi. Ornekler {izerine 1 mL ksilen
ilave edilerek 1 dk. 300 rpm hizda vorteks ile karistirildi ve 5 dk 14000 rpm hizda
santrifiij edildi. Ksilen fazi atildiktan sonra ¢6ziiciiyli tamamen uzaklastirmak igin
ornekler santrifiijlii vakum konsantratorde (45 °C — 30 dk - su modunda) kurutuldu.
Numunelerin rehidrasyonu i¢in 1 mL etanol eklenerek vortex ile bir siispansiyon elde
edilinceye kadar (yaklasik 1 dk.) karigtirild: ve tekrar 14000 rpm hizinda santrifiij edildi.
Etanol fazi numune iizerinden pipet yardimiyla atilarak santrifiijlii vakum konsantratorde

(45 °C /10 dk - alkol modunda) etanol tamamen uzaklastirildi.
3.2.2. Doku Numunelerinin Denaturasyonu ve Deglikozilasyonu

Denaturasyon i¢in kullanilan denaturasyon tampon c¢ozeltisi 0.4 M DTT
cozeltisine %5 SDS eklenerek 5 mL olarak hazirland1 ve ¢aligma boyunca kullanildi.
Rehidrasyon islemi tamamlanan numuneler iizerine dokulari tamamen kaplayacak
miktarda su (20-30 puL) ve 25 uL denaturasyon tamponu eklendi. C6zelti vortex ile 300

rpm’de 30 sn karistirildi ve 97 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyonun ardindan ¢dzeltiler oda sicakligina gelene kadar beklendi. Numune iizerine
50 pL reaksiyon tamponu (0.5 M NazPOs), 50 pL %10’luk NP-40 ¢6zeltisi (500 uL. NP-
40 ve 4.5 mL su ile 5 mL hacimde hazirlanmistir) ve 1 pL PNGase-F enzimi eklendi.
Karisim 37 °C’de 150 rpm’de gece boyunca inkiibe edildi.

Enzim ile deglikozilasyonu tamamlanan numuneler tekrar santriftij edilerek (14000-+
rpm’de 5 dk.) s1v1 faz farkli bir tiipe alinarak etiketleme islemleri ve analizler yapilancaya

kadar -20 °C’de sakland:.
3.2.3. N-Glikanlarin 2AA ile Etiketlenmesi

Deglikozilasyon sonrasi elde edilen ve serbest halde glikanlari igeren ¢ozelti 2-
AA reaktifi ile etiketlendi. 2-AA ¢ozeltisi, 48 mg 2-AA’nin %15 asetik asit iceren 1 mL
DMSO ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Bu ¢ézeltinin 25 pL’si 50 pL numune
tizerine ilave edildi. Ardindan 25 pL 2-pikolin boran (107 mg/mL 2-pikolin boran igeren
DMSO) ¢ozeltisi bu karigimin iizerine eklendi. Etiketleme reaksiyonunun gerceklesmesi
igin ¢dzelti 65 °C’de 2 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 4’e ayrilan
numuneler 2’serli olarak birlestirildi. Cozelti oda sicakligina gelmesi beklenerek

zenginlestirme islemine hazir hale getirildi.
3.2.4. N-Glikanlarin Etil Esterifikasyon Ile Etiketlenmesi

Baglanma diizeyinde N-glikan yapilarini arastirmak iizere numuneler etil
esterifikasyon reaksiyonuna maruz birakilmistir. Bu amagla de glikozilasyon sonrasi elde
edilen numunelerden 2 pL alinarak iizerine 20 pL etilasyon reaktifi (0,25 M EDC ve 0,25
M HOBt iceren etanol ¢ozeltisi) ilave edildi. Karigim 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi. Daha sonra 20 uL ACN ilave edilerek 30 dk boyunca -20 °C’de bekletildi. Oda
sicakligina gelmesi i¢in bekletilen numuneler saflagtirma ve zenginlestirme iglemi icin

hazir duruma getirildi.
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3.2.5. N-Glikanlarin Zenginlestirilmesi

Etiketlenmis  glikanlar1  igceren  numune  ¢ozeltilerinden  glikanlarin
zenginlestirilmesi hidrofilik bir zeminde ayristirma teknigi kullanilmistir. Bu amagcla
kapasitesi 0.1-20 uL olan PLASTIBBRAND pipet uglarina 0.3 mg cam pamugu bir
enjektor ucu yardimiyla yerlestirildi. Cam pamugunun pipet ucunun en u¢ kismina
gelecek sekilde herhangi bir aciklik olmaksizin ¢oziicli yolunu kapatmasi saglandi.
Oncelikle pipet ucu (yiikleme malzemesi) 10 pL deiyonize su ile 5 kez yikand1. Ardindan
10 uL %85’lik ACN ¢ozeltisi ile 5 kez yikanarak sartlandirildi. Yiikleme ¢ozeltisi etiketli
glikanlar1 iceren numune ¢ozeltisinin 7 puL’si 28 uL ACN’e ilave edilerek hazirlandi.
Sartlandirilmis pipet uglar ile yiikleme ¢ozeltisi 20 kez cekilip birakilarak N-glikanlarin
cam pamugunu yiliklenmesi saglandi. Yiikleme tamamlandiktan sonra cam pamuguna
yiiklenen safsizliklar1 uzaklastirmak i¢in pipet ucu 6nce %1 TFA iceren %85’lik ACN
cozeltisinin 10 pL’si ile 5 kez yikandi. Ardindan 10 pL %85 ACN ¢ozeltisi ile 5 kez
yikandi. Yikama isleminin ardindan etiketli N-glikanlar eliie etmek i¢in 10 pL deiyonize
su ylikleme malzemesini igeren pipet ucu ile 20 kez ¢ekilip birakildi. Hazirlanan ¢ozeltiler

analiz edilinceye dek -20 °C’de saklandi.
3.3. N-Glikanlarin MALDI-TOF-MS Analizleri
3.3.1. MALDI-TOF-MS Yontemi i¢cin Numune Hazirlama Islemi

Saflastirilmis N-glikanlar1 iceren numunelerin 1 pL’si MALDI tabakasinin
tizerine direkt olarak eklendi ve kurumasi i¢in bekletildi. Matriks olarak kullanilan
sDHP (2-hidroksi-5-metoksi-benzoik asit/DHB, 1:9, h/h) ¢6zeltisinden 1 pL drnegin

izerine ilave edildi. Kristallenme tamamlanana kadar oda sicakliginda bekletildi.
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3.3.2. MALDI-TOF-MS Yontemi icin Spektroskopik Kosullar

Etiketli N-glikanlarin analizi 337 nm azot lazerine sahip bir Voyager-DE PRO
MALDI-TOF-MS (Applied Biosystems, USA) sistemi ile geciktirmeli ekstraksiyon
moduna yapildi. Tiim spektrumlar negatif, lineer modda (kiitle araligr 1000-4000 Da) ve
20 kV hizlandirma potansiyeli uygulanarak elde edildi. Kristallendirilmis 6rnekler

tizerine 2000 Hz. frekans giiciline sahip lazerle 500 lazer atisiyla analizler gerceklestirildi.

3.3.3. MALDI-TOF-MS Yo6ntemi Sonuclarinin Sayisal Verilere

Doniistiiriilmesi

MALDI-TOF-MS analizi sonucu elde edilen spektrumlar VVoyager Data Explorer
yazilimi ile degerlendirildi. Yazilimda spektrumlarin ilgili m/z araligi i¢indeki her bir
noktaya ait intensite degerini sayisal bir deger olarak Microsoft Office Excel dosyasi
haline getirilmistir. Etiketli N-glikan yapilarinin molekiiler agirliklar: literatiir bilgisinde
faydalanarak belirlenmistir. Bu kapsamda 49 adet farkli dallanmalara sahip N-glikan
yapilarina ait molekiiler agirliklar belirlendi. Molekiiler kiitlelerde sapma degeri +3 Da
kabul edilerek N-glikanlara ait intensite degerleri belirlendi. Her spektrumda bulunan N-
glikanlarin toplam bolluklart 100 kabul edilerek her bir N-glikan i¢in yiizde bagil bolluk
hesaplandi.

Bagil bolluklar1 belirlenen toplam 49 adet N-glikan i¢in benzer kimyasal
ozelliklere sahip olduklar1 23 farkli gruba gore toplam intensiteleri EK 1-F’de verilen

hesaplama yontemiyle belirlendi.
3.4. N-Glikanlarin HILIC-FD Analizleri
3.4.1. HILIC-FD Yoéntemi icin Kromatografik Kosullar

Daha once 2-AA ile etiketlemis olan N-glikan numuneleri floresans detektore

sahip HILIC kolon ve HPLC sistemi ile analiz edilmistir. Analizde 150 x 4.6 mm
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boyutlarinda ve partikiil ¢ap1 5 um partikiil ¢apina sahip bir HILIC (hidrofilik etkilesimli
HPLC) kolonu (TSKgel Amide 80) 30 °C kolon sicakliginda kullanildi. Calismada
hareketli faz olarak iki ¢6zelti karisimi1 (Cozelti A ve B) kullanildi. Cozelti A, 50 mM
formik asit ¢ozeltisinin amonyum ¢dzeltisi ile pH 4.4 degerine ayarlandigi ¢ozelti idi. B
¢Ozeltisi olarak asetonitril kullanildi. Calisma boyunca kullanilan floresans dedektor i¢in
eksitasyon ve emisyon dalga boylari sirasiyla 330 ve 420 nm olarak belirlendi.

Gradient eliisyona hareketli faz bilesimi Cozelti A/B bilesimi 30/70 olarak baslanidi,
ardindan 45 dk’da ¢ozelti A bilesimi %50 olana dek kademeli olarak arttirildi. Bunu
takip eden 5 dk. igerisinde ¢Ozelti A bilesimi %100’¢ ¢ikarildi. Daha sonra tekrar %30 3
dk. i¢erisinde diisiiriildii ve 7 dk boyunca sabit tutuldu. Boylece her bir enjeksiyon 60 dk
tamamlandi.

HILIC-Floresans yontemler ile N-glikanlar i¢in daha 6nce yapilmis caligmalarin yani sira
N-glikan siralamasinin belirlenmesi amaciyla HPLC-Floresans detektorde yapilan 6l¢tim
sirasinda alinan her sinyalde sonra detektérden ¢ikan hareketli faz atiklari farkli tiiplerde
topland1. 2 6rnekte toplanan 25 ve 28 farkli fraksiyon konsantratérde kurutularak tekrar
asetonitril icerisinde ¢oziiliip MALDI-TOF-MS cihazinda tekrar 6lgiildii. Bu sayede

herbir N-glikanin alikonma zamanlari tespit edildi.
3.4.2. HPLC-FD Yontemi Veri Analizi

Kanserli ve kontrol numunelerinde ayni alikonma zamanina karsilik gelen pikler
ilgili N-glikana ait pik olarak kabul edildi ve pik alani degerleri hesaplandi. Doku
tizerinde tespit edilen tiim N-glikanlarin toplam pik alan1 100 kabul edilerek her bir N-
glikan igin bagil bolluk degeri yiizde cinsinden hesaplandi. Kanserli ve kontrol
dokularinda farklilik gosteren N-glikanlar istatistiksel olarak belirlendi. Sonuglar

MALDI-TOF-MS analizi ile elde edilen sonuglar ile karsilastirildi.
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3.5. Cahismada kullanilan Doku Orneklerine Ait Bilgiler

Doku 6rnekleri Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda
Invaziv Duktal Karsinom siiphesi ile gelen meme dokusu biyopsi ornekleri arasindan
secildi. Formalinle sabitlenerek parafine gomiilii hale getirilen doku 6rneklerinden IDK
tanisi alan 25 hastaya ait 6rnekler kullanildi (Tablo 3.1). Kontrol numuneleri olarak hasta
grubuna ait farkli timoér bolgelerinden alinmis olan ve immunohistokimyasal testler
sonucu IDK tanis1 almayan 11 adet FFPE doku 6rnegi kullanildi. Ornek grubu yaslari 33
ile 74 arasinda degisen ve tamami kadin olan hastalara aitti. Ornekler numune hazirlama
islemlerine kadar mikrosantrifiij tiiplerde +4 °C’de sakland.

Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde oncelikle IDK tanis1 alan 25 hastaya ile 11
kontrol dokusu istatistiksel olarak karsilastirildi. Bir diger karsilastirma hastaligin
ilerleyisini belirten “Niikleer grade” seviyeleri kullanilarak ileri derece, orta derece ve
kontrol (NG 3, NG2 ve kontrol) 6rnekleri arasinda N-glikan yapilar1 bakimindan bir

farklilik olup olmadig: arastirildi.
3.6. Istatistiksel Veri Analizleri

N-glikan dl¢limlerine ait tiim veri analizleri RStudio istatistiksel yazilim programi
(versiyon 1.0.136, RStudio,Inc.) ile gergeklestirildi. t-testi (“t.test” fonksiyonu) ve
Kruskal-Wallis (“kruskal.test” fonksiyonu) ile, korelasyon iliskilerini incelemek
amactyla Spearman sira korelasyon testi (“car” fonksiyonu)*’ , ROC analizleri
“ROCR”“* hiyerarsik kiimeleme analizleri “hclust” ve “vegan”*® paketleri ile
uygulandi.

Veri setine herhangi bir doniisiim uygulanmadi ve istatistiksel analizler yilizde bagil
degerler tizerinden gergeklestirildi. Grafiklerin hazirlanmasinda yine R yazilim

2”150

kiitiiphanesinden “ggplot paketi kullanilmistir. Istatistiksel sonuglar analiz ciktilar1

tizerinden yorumlanmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan ve IDK tanis1 almis 25 hastaya ait patoloji rapor bilgileri

Ornek  Hasta Yas Tam  Niikleer  Histolojik Rapor Tarihi
No Grade Grade

N-1 CP 43 IDK 2 2 Temmuz/2015
N-2 MB 35 IDK 2 2 Subat/2015
N-3 RY 50 IDK 2 2 Aralik/2014
N-4 SA 67 IDK 3 3 Aralik/2014
N-5 RC 44 IDK 2 2 May1s/2015
N-6 AT 55 IDK 2 2 May1s/2015
N-7 NP 39 IDK 2 2 Nisan/2015
N-8 MS 58 IDK 3 3 May1s/2015
N-9 NB 53 IDK 2 2 May1s/2015
N-10 NP 35 IDK 3 3 Ocak/2016
N-11 PS 68 DK 2 2 Aralik/2014
N-12 BS 55 IDK 2 2 Temmuz/2015
N-13 NA 41 IDK 2 2 Temmuz/2015
N-14 zY 74 IDK 2 2 Haziran/2015
N-15 ZH 53 IDK 2 2 Mart/2015
N-16 SB 47 IDK 2 2 Nisan/2015
N-17 SY 41 IDK 2 2 Ocak/2015
N-18 NG 55 IDK 3 2 Ocak/2015
N-19 El 50 IDL 2 2 Subat/2015
N-20 ES 33 IDK 2 2 Ocak/2015
N-21 RC 66 IDK 3 2 Aralik/2014
N-22 NK 51 IDK 2 2 May1s/2015
N-23 FA 47 IDK 3 3 Haziran/2015
N-24 FD 44 IDK 2 2 Mart/ 2015
N-25 AB 40 IDK 2 2 Nisan/2015
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4. BULGULAR

4.1. MALDI-TOF-MS Analizlerinde Zenginlestirme Calismalarinin

Karakterizasyonu

N-bagli glikoprotein yapilarinin biyolojik numunelerdeki miktarlarinin diger
biyomolekiillere oranla daha diisiik olmasi1 analiz edilmelerini zorlastirmaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda numunelerden enzimatik pargalama yoluyla ile ayrilarak izole
edilen glikoprotein yapilar1 igin zenginlestirme ¢alismasi uygulanmistir. Boliim 3.2°de
anlatildig1 tizere hazir halde bulunan ticari pipet ucu filtreler ile laboratuvarda hazirlanan
cam pamugu igerikli pipet ucu filtrelerde zenginlestirme islemi gerceklestirilmis ve
sonugta verimliligin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1). Calismaya cam

pamugu ile hazirlanan pipet ucu filtrelerde devam edildi.

Voyager Spec #1=>NF0.7[BP = 2196.6, 52204] Voyager Spec #1=>NF0.7[BP = 2196.3, 34707]
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Sekil 4.1. Farkli zenginlestirme materyalleri ile elde edilen MALDI-TOF-MS
spektrumlar1 A) Ziptip filtre ile zenginlestirilen numuneye ait spektrum B) Cam pamugu

filtre ucu ile zenginlestirilen numuneye ait spektrum
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Formalinle sabitlenmis parafinli 4 pL kalinhigindaki doku slaytlarinda 6rnegin
alindig1 bolgenin capina bagli olarak degisik miktarlarda doku kesiti bulunmasi nedeniyle
Olclim sonuglar1 yiizde bagil miktarlar {izerinden degerlendirilmistir.

Doku numunelerinin analize hazirlanmasi islemi parafinden uzaklastirilma,
denatiirasyon, enzimatik parcalama, saflagtirma ve zenginlestirme gibi bircok adim
icermektedir. Bu asamalar sirasinda meydana gelecek bir hata numune igeriginin yanlis
analiz edilmesine yol agabilir. Bu nedenle numune hazirlama asamasinda toplam 12
slayttan olusan her bir doku 6rnegi 6’sar slayttan olusan 2 gruba ayrilarak c¢alisildi.
Olgiimler sonucunda hatali (giiriiltiiniin yiiksek oldugu ya da N-glikan yapilarinin

olmadig1) ornekler c¢ikarilmig, en ¢ok N-glikan sinyalinin tespit edildigi spektrumlar

secildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Meme kanseri tanis1 almis bir hasta numunesinin 2 farkli grubuna ait MALDI-

TOF-MS spektrumlari
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4.2. N-bagh Glikan Yapilarin Etiketlenme Verimliligi

Glikoprotein yapisindan ayrilan N-glikanlarin  kiitle  spektroskopisinde
iyonizasyon veriminin artirilmast ve HPLC-HILIC-FL y6ntemi ile analizinde yapiya
floresan oOzellik kazandirma amaciyla etiketleme olarak tanimlanan tiirevlendirme
reaksiyonu gergeklestirildi. Bu amagla N-glikanlar i¢in siklikla kullanilan 2-AA ve etil
esterifikasyon etiketleme yontemleri ayn1 numuneler tizerinde denendi. 2-AA etiketleme
ile elde edilen 6rneklerde N-glikan yapilarinin ¢ok daha yiiksek bir verimle elde edildigi

gozlemlendi (Sekil 4.3) ve ¢alismanin devaminda bu yontem kullanildi.
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Sekil 4.3. 2-AA ile etiketlenen bir hasta doku 6rnegine ait MALDI-TOF-MS spektrumu

4.3. Analiz Sonuc¢larinin Tekrarlanabilirligi

Analiz sonuglarinin tekrarlanabilirligini hesaplamak amaciyla kanserli doku
orneklerinden birisine ait etiketli N-glikan ¢dzeltisinin 4 farkli 6l¢timii ile elde edilen
sonuglar karsilastirildi. Spektrumlarda goriilen herbir N-glikan yapist ve N-glikozilasyon
gruplar i¢in ortalama degerler hesaplandi. N-glikanlar ve N-glikozilasyon gruplar i¢in

standart sapma degerleri belirlendi. Sonuglar 6lgiim sonuglarinin standart sapmalarinin
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N-glikan yapilarn i¢in 1.34 ve N-glikozilasyon gruplari i¢in 2.75’in altinda oldugunu

gostermektedir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
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4.4, MALDI-TOF-MS Spektrumlarindan N-Bagh Glikanlar ve Glikan

Gruplarimin Belirlenmesi

Ornek analizlerinden elde edilen MALDI-TOF-MS spektrumlar1 Vayger Data
Explorer yazilimi kullanilarak sayisal verilere doniistiiriildii. N-glikan bilesenleri 0.3 Da
kiitle dogrulugunda GlycoWorkbench 2.1 stable build 140 (European Carbohydrates
DataBase project; http://www.eurocarbdb.org/) yazilimi ve literatiirdeki bilgilerden
faydalanilarak tespit edildi (EK 1-A).

Insan proteinlerinde en yogun sekilde bulunan ve kiitleleri 1000-4000 kDa araligindaki
toplam 47 adet N-glikan ilgili spektrumlar tizerinde belirlendi(Sekil 4.6). Ayrica bu N-
glikanlar ¢esitli kimyasal Ozelliklerine gore Tablo 4.1°de gosterilen 23 farkli grup
igerisinde toplandilar. MALDI-TOF-MS analizi ile elde edilen spektrumlar Bolim
3.3.3’te anlatildig1 gibi sayisal verilere doniistiiriildii. Her bir N-glikan yapisina ait m/z
oranlar1 +3 toleransla tespit edildi ve bu aralik igerisindeki en yliksek intensite degeri
kaydedildi. Toplam intensite 100 kabul edilerek her bir N-glikan i¢in bagil intensite
degerleri hesaplandi. N-Glikan yapilarini igeren toplam 23 adet N-glikan grubu icin bagil
intensite degerleri EK 1-F’de gosterildigi gibi hesaplandi.

MALDI-TOF-MS spektrumlar1 iizerinde N-glikan yapilarmin tespiti boyunca hem
kanserli hemde kontrol dokularinda tespit edilebilecek boyutta olan pikler (sinyal/giiriiltii

orani=1/3) secildi, diger N-glikanlar calismadan ¢ikarildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. MALDI-TOF-MS yontemiyle FFPE doku orneklerinden elde edilen ve N-

glikan yapilar1 belirlenen bir kontrol ve bir hastaya ait kiitle spektrumlari
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Tablo 4.1. Benzer kimyasal 6zellige sahip N-glikanlardan olusan gruplar

N-Glikozilasyon Simge  Ogzellik

Grubu

GG1 M Oligomannozik glikanlar

GG2 Hy Hibrit glikanlar

GG3 C Kompleks glikanlar

GG4 Al Tek antenli glikanlar

GG5 A2 Iki antenli glikanlar

GG6 A3 Ug antenli glikanlar

GG7 A4 Dort antenli glikanlar

GGS8 B Simetrik glikanlar

GG9 F Fukozlanmis glikanlar

GG10 AG Anten tlizerinden galaktozilasyonu olan glikanlar

GG11 A2F Iki antenli yapi iizerinden fukozlanmis glikanlar

GG12 A3F Ug antenli yapr iizerinden fukozlanmus glikanlar

GG13 A2B Simetrik iki antenli glikanlar

GG14 A2F0B  Simetrik iki antenli fukozlanmamis glikanlar

GG15 A2FB Simetrik iki antenli fukozlanmis glikanlar

GG16 A2S Iki antenli siyalilasyona ugramis glikanlar

GG17 A3S Ug antenli siyalilasyona ugramis glikanlar

GG18 A4S Dort antenli siyalilasyona ugramis glikanlar

GG19 A2F0S Siyalilasyona ugramis fukozlanma igermeyen iki
antenli glikanlar

GG20 A3F0S Siyalilasyona ugramis fukozlanma igermeyen iig
antenli glikanlar

GG21 A2FS Siyalilasyona ugramis ve fukozlanmis iki antenli
glikanlar

GG22 A3FS Siyalilasyona ugramis ve fukozlanmais ii¢ antenli
glikanlar

GG23 IGG lgG’ye 6zgii glikan yapilari
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4.5. MALDI-TOF-MS Sonuclarmin istatistiksel Analizleri
4.5.1. istatistiksel Olarak Anlamh Farkhihklarin Belirlenmesi

Verilerin incelenmesinde ilk adim olarak kanser-kontrol ve niikleer grade (NG)
seviyeleri-kontrol olgtimleri arasinda farklilik gosteren N-glikanlarin ve N-glikan
gruplarinin toplam veri kiimesinden ayrilmasi amaglanmistir.

t-testi istatistiksel sonuglar1 Ek 1-B’de verilmistir. t-testi sonuglar1 16 N-glikanin
p<0.001 seviyesinde ve 19 N-glikanin p<0.05 seviyesinde anlamli farklilik gésterdigini
ortaya koymaktadir. Calismamizda farklilik degerinin p<0.001 (maksimum hata<
1/1000) seviyesinde oldugu N-glikan yapilar1 incelendi (Tablo 4.2).

Kanser durumunun bir fonksiyonu olarak N-glikan miktarlari {izerine olusturulan bu
modelde her bir glikan i¢in hastalik durumuna gore ortalama degerler, karsilastirilan
gruplar arasindaki varyans, anlamliligin bir gostergesi olarak serbestlik derecesi, standart
hata ve p-degerleri verilmistir. N-glikan gruplari i¢in yapilan t-testi sonuglari 6 grubun
p<0.001 seviyesinde (Tablo 4.3) ve 9 grubun p<0.05 seviyesinde anlamli farklilik
gosterdigini ortaya koymaktadir(EK 1-B).

Farkli kanser evrelerindeki hastalarin N-glikan profilleri arasindaki farkliliklart
belirlemek amaciyla 25 adet kanserli numuneye ait niikleer grade seviyeleri tlizerinden
kargilagtirma bir non-parametrik analiz yontemi olan Kruskal-Wallis testi ile
gerceklestirildi. Test sonuglari Kruskal-Wallis Ki-kare orani, serbestlik derecesi ve p
degerleri olarak Ek 1-C’de verilmistir. Test sonuglart p<0.001 seviyesinde anlamli
farkliligin olmadigini, p<0.05 seviyesinde anlamli farkliligin ise 2 N-glikan yapisinda ve

2 N-glikan grubunda mevcut oldugunu gostermektedir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.2. Kanserli-kontrol gruplari arasindat-testi sonucu anlamli farklilik gosteren N-
glikanlar (p<0.001)

Ortalama t degeri Serbestlik p-degeri
(Kontrol-Kanser) Derecesi
F(1.34)

Gl 0.939 2.228 -5.824 33.99 <0.001
G2 0.720 1.159 -4.069 28.06 <0.001
G4 1.129 2.397 -6.421 32.49 <0.001
G6 1.034 2.314 -4.489 26.96 <0.001
G9 1.056 1.923 -7.111 33.80 <0.001
G10 1.839 1.258 5.798 23.62 <0.001
G12 1.873 2.691 -4.038 30.09 <0.001
Gl6 1.521 2.260 -5.197 33.84 <0.001
G23 3.103 1.643 5.309 11.62 <0.001
G27 3.893 1.879 4.140 12.37 <0.001
G32 3.229 1.818 5.851 11.82 <0.001
G35 0.972 0.651 6.953 27.17 <0.001
G36 3.376 2.219 4,738 27.60 <0.001
G37 1.335 0.886 4,561 31.64 <0.001
G39 2419 1515 4.086 25.52 <0.001
G43 1.423 0.775 4.266 20.32 <0.001

Tablo 4.3. Kanserli-kontrol gruplar1 arasinda t-testi analizi sonucu anlamli farklilik

gosteren N-Glikan gruplar1 (p<0.001)

Ortalama t degeri Serbestlik p-degeri
(Kontrol-Kanser) Derecesi
F(1.34)

GG4 4.125 6.276 -7.609 28.10 <0.001
GG5 73.780 79.940 -6.302 32.92 <0.001
GG6 1.911 4.807 4777 25.11 <0.001
GG10 3.197 8.111 4,747 24.18 <0.001
GG13 15.359 20.834 3.863 16.51 <0.001
GG15 20.099 16.733 4123 19.44 <0.001
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Tablo 4.4. Kanserli-kontrol gruplar1 arasinda Kruskal-Wallis testi sonucu anlamli
farklilik gosteren N-glikanlar ve N-glikan gruplari

W degeri p-degeri
N-glikan
G19 25 0.0427
G26 19 0.0139
N-glikozilasyon grubu
GG9 96 0.0112
GG11 93 0.0207

Anlaml farklilik test sonuglar1 p-degerleri 0.05’ten kiiclik ve 0.001°den kiigiik olmak
tizere iki farkli anlamlilik kategorisi lizerinden degerlendirildi. Ek 1-B’de N-glikanlar i¢in
olusturulan modelde toplamda 33 N-glikan yapisinda kanserli ve kontrol gruplari arasinda
anlamli farklilik tespit edildi. Kanserli hastalarda NG seviyelerinin dahil edilmesiyle
olusturulan gruplarda ise 2 adet N-glikan yapisinda ve 2 N-glikan grubu degerlerinde
anlaml1 bir farklilik oldugu goriilmektedir. EK 1-C’de N-glikan gruplar i¢in yapilan t-
testi sonuglart 23 adet gruptan 9 tanesinde bir farkliligin oldugunu gostermektedir. Bu
gruplardan 6 tanesinde p-degeri <0.001 seviyesindeyken 4 tanesinde <0.05
seviyesindedir.

Sekil 4.7. ve Sekil 4.8’de sirasiyla N-glikanlar ve N-glikan gruplarinin kanserli ve kontrol
numunelerindeki miktarlar1 kutu grafiklerle ifade edilmektedir. Grafiklerde ortalamalarin
her iki grupta farkli oldugu ancak dagilimlarinin bazi noktalarda iist iiste Ortlistiiglinii
gorilmektedir. p-degerleri lizerinden anlamli farkliliklar elde edilse de kolerasyon
katsayilarinin diisiik ve standart hatalarin yiiksek olusu verilerin iki grup arasinda esit
olarak dagilmadigi ve yiiksek bir varyans gosterdigini ifade etmektedir. Sonuclar kanser

ve kontrol gruplarini kesin bir sekilde birbirinden ayirt edebilecek bir model i¢in N-
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glikanlarin birbiriyle etkilesimini inceleyen daha detayl istatistiksel analizlere ihtiyag

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.7. Kanserli-kontrol gruplart arasinda p<0.001 seviyesinde anlamli farklilik
gosteren N-glikan tiirlerine ait kutu grafikler
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Sekil 4.8. Kanserli-kontrol gruplar1 arasinda p<0.001 seviyesinde anlamli farklilik
gosteren N-glikan gruplarina ait kutu grafikler
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4.5.2. N-glikanlarin Degisiminde Korelasyon (Baginti) iliskisi

Potansiyel bagimsiz degiskenler olarak N-glikanlar arasindaki iliskiyi ortaya
koymak iizere modelimize ¢oklu kolerasyon grafigi ile baslanmistir. Korelasyon
katsayilarinin belirlenmesinde “Spearman” yontemi uygulandi. Ek 1-D’de korelasyon
test sonuglar1 degiskenlerin ikili iliskilerini korelasyon katsayilar1 (r) cinsinden ifade
edilmektedir. Sekil 4.9°da Spearman korrelasyon grafiginde birer degisken olarak N-
glikan degerlerinin kendi aralarindaki korelasyon, r katsayisinin 1 ile -1 arasinda degisen
degerleri i¢in renk sikalasi ile ifade edilmistir. N-glikanlar molekiil agirliklarina gore en
basit yapili olandan baglayarak (G1) giderek artan bag ve dallanma sayzisi ile en kompleks
yaptya dogru (G47) kodlandilar. Dolayistyla Sekil 4.9°daki veriler basit yapili N-glikanlar
ile kompleks yapili olanlarin kendi aralarinda pozitif ama iki grup arasinda negatif yonlii
bir korelasyona sahip oldugunu gostermektedir. Diger N-Glikan yapilarinin ise
kontrollerde kanserlere oranla daha yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Benzer
sekilde N-glikozilasyon gruplariin kanser-kontrol 6lgeginde degerlendirildigi Spearman
kolerasyon grafigi GP4 ve GP5 nolu gruplarda kanserli oOrneklerde bir artis
gozlemlenirken GP6, GP10, GP13 ve GP15 nolu gruplarda kontrol 6rneklerinde birbirine
benzer bir artis oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 4.10). N-glikozilasyon gruplarindaki
degisimin r katsayilar1 bu degerlerin N-glikanlara benzer bir sekilde pozitif veya negatif

ancak yiiksek bir korelasyona sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.9. N-glikan 6l¢iimlerinin kanser-kontrol gruplarindaki degisimlerini gosteren

Spearman kolerasyon testi sonuglarina ait 1s1 grafigi
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Sekil 4.10. N-glikan 6l¢timlerinin kanser-kontrol gruplarindaki degisimlerini gosteren

Spearman Kolerasyon grafigi
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4.5.3. N-glikozilasyon Gruplarinin Yanit Tahmin Yetenekleri (ROC Analizi)

Biyobelirteg ¢alismalarinda hastalik durumu bilinen numunelere karsi
biyobelirteg adaymin tahmin yetenegini degerlendirmek amaciyla siklikla kullanilan
istatistiksel bir yontem olan ROC (Alict isletim Karakteristigi) analizi anlamli farklilik
gosteren N-glikozilasyon gruplarina uygulandi. ROC analizinde N-glikozilasyon degeri
birbiriyleriyle karsilastirilarak sinir degerler belirleyen, gercekte (immunohistokimyasal
tanida) kanser olanlar ve olmayanlarla karsilastiran parametrik bir algoritma kullanildi.
Analiz sonucu duyarlilik (dogru pozitif oran) ve 0Ozgiinlik (dogru negatif oran)
degerlerinin en yiiksek oldugu degerde yer alan kesin noktas1 degerleri i¢in pozitif ve
negatif olabilirlik oranlari, siniflandirmanin basari 6l¢iitii olarak egrinin altinda kalan alan

(AUC) degerleri Tablo 4.5’te belirtilmistir.

Tablo 4.5. N-glikozilasyon gruplarinda ROC algoritmasinin smir degerler igin
kategoriler

GG4 GG5 GG6 GG10 GG13 GG15

Duyarhhk (%) %88.0 %76.0 80.0 76.0 72.0 76.0

Ozgiinliik (%) %909  90.9 90.9 81.8 90.9 90.9
PV+ (%) %231  37.5 333 40.0 41.2 375
PV- (%) %43 50 4.6 9.5 5.3 5.0

Optimum Kesim 0.568 0.618 0.712 0.762 0.747 0.736

Noktasi

Standart hata 0.796 0.158 0.248 0.126 0.131 0.288

AUC 0.920 0.865 0.862 0.829 0.851 0.880
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Duyarlilik degerleri hastaligin seyrinde olan bireylerde hastaligin tespiti icin
yeterliligi, 6zgiinliik ise testin kosullarini1 saglamayan bireyleri dislama yeteneginin bir
Olclisti olarak verilmektedir. Dolayisiyla ROC egrisi iizerinde hastaliin tespiti ve yanlis
sonuglarin dislanma yetenegi arasinda bir denge s6z konusudur. Sekil 4.11°deki verilen
ROC egrilerinde optimum kesme noktalarinin lizerinde yer alan ve siir degere paralel
olan ¢izgiler o kesme noktasina tam uyum gosteren veriler i¢in gecerli olan tahmin
degerlerini temsil etmektedir.

Pozitif ve negatif 6ngorii degerleri (PV+ ve PV-) hastaligin prevalansina bagh
olarak degisim gosteren degerler olarak tanimlanirlar ve hassasiyetle logaritmik bir

sekilde degisim gosterirler.
4.5.5. Coklu N-glikan Degerlerinin Temel Bilesen Analizleri (PCA)

N-glikan yapilar1 arasindaki yiiksek korelasyon bu degiskenlerin veri seti {izerinde
birbirlerine benzer etkiler gostermelerine ve veri setindeki farkliliklarin tespitini
engellemelerine neden olmustur. N-glikan degerleri iizerinden kanser-kontrol 6rnekleri
arasinda tahminleme yapabilmek icin gerekli farkliligi ortaya koyan degiskenleri
belirlemek amaciyla veri seti lizerinde temel bilesen analizi (PCA) teknigi uygulandi.
PCA ile;

e Veri setinin boyutunu azaltmak ve daha kii¢iik bir matris elde etmek,

e Veri seti lizerinde tahmin yapabilmek,

o Veri setini grafiklerle goriiniir hale getirmek amaglanmustir.
Analizde t testi sonucu anlamli farkliliklarin p<0.001 seviyesinde oldugu N-glikan
degerleri kullanilmistir. Veri seti PCA analizinde ihtiya¢ duyulan normal dagilima sahip
oldugundan veri seti ilizerine herhangi bir doniisiim (logaritmik vb.) uygulanmamustir.
PCA analiz sonuglar1 toplam 16 degisken i¢in elde edilen 16 eksene ait standart sapma,

varyans ve kiimiilatif oran degerleri Tablo 4.6’da sunuldu.
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Tablo 4.6. 16 N-glikana ait degerleri i¢in yapilan temel bilesen analizi sonucu elde edilen

eksen gruplarina ait etki degerleri

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PCo6 PC7 PC8

Standart Sapma 3.2168 1.4315 0.8421 0.8022 0.7334 0.6614 0.6101 0.5002

Varyans oran1 ~ 0.6468 0.1281 0.0443 0.0402 0.0336 0.0273 0.0233 0.0156

Kiimiilatif oran 0.6860 0.7748 0.8192 0.8594 0.8930 0.9204 0.9437 0.9593

PC9 PC10 PCl11 PC12 PC13 PC14 PC15 PC16

Standart Sapma 0.4163 0.3640 0.3438 0.3081 0.2293 0.1835 0.1601 0.1348

Varyans oram1 ~ 0.0108 0.0082 0.0073 0.0059 0.0032 0.0021 0.0016 0.0011

Kimiilatif oran 0.9702 0.9785 0.9858 0.9918 0.9951 0.9972 0.9988 1.0000

Ik iki eksendeki toplam varyansin %77.1’ine denk geldigi ve ilk iki eksen disinda
digerlerinin veri seti izerinde biiylik bir etkisi olmadigi goriilmektedir (Sekil 4.12-B). Ek
1-F’de verilen ve N-glikan degerlerinin herbir temel bilesen eksenindeki varyans
degisimini gosteren kovaryans tablosunda ilk iki eksende en yiiksek varyansi gosteren 10
degiskenin toplam varyansa katkisi birinci bilesende %58.70, ikinci bilesende ise %
89.38 olmustur (Ek 1-F). 1lk iki bilesendeki varyansin %90’ altinda olmas1 modelin
veri setini biitiiniiyle temsil etmedigini gdstermektedir. Iki boyutlu 6zdeger grafigindeki
yonlenmeleri incelendiginde biribirine benzer etkiler gosteren ve yiiksek korelasyona
sahip degiskenlerin var oldugu goriilmektedir (Sekil 4.12). PCA sonuglar1 benzer sekilde
birinci ve ikinci 6zdeger eksenlerinde yiiksek bir varyansin oldugu, diger boyutlarda bu
etkinin ciddi bir sekilde azaldigi goriilmektedir (EK 1-F). S6z konusu sonuglar tani
yetenegine sahip bir model olusmak amaciyla ilave bir boyut azaltma islemine ihtiyag

oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.12. 16 N-glikan degeri icin gerceklestirilen temel bilesen analizi sonuglarinin
grafiksel gosterimi A)ilk iki temel bilesen ekseninde 6zvektorlerin varyans: B) ilk 10
6zdeger boyutunun toplam varyansa katkisi

4.4.5. Lasso Regresyon Analizi

PCA analizi sonucu birbirine benzer etkilere sahip oldugu belirlenen degiskenler
arasindan en iyi tan1 modelini belirlemek amaciyla gruplar arasinda anlamli farka sahip
16 N-glikan degiskeni i¢in regresyon analizi gergeklestirildi. Boliim 2.5.6’da bahsedildigi
lizere genellestirilmis regresyon modellerinin sartlarini saglamayan (degiskenler arasinda
korelasyon, gauss dagilimina sahip olmayan vb.) veri setleri i¢in optimize edilmis bir
regresyon modeli olan Lasso (En kiigiik bagil daralma ve se¢im operatorii) teknigi
uygulandi.

N-glikan degerleri ve kanser-kontrol durumu (1-0) iki matriks olarak tanilarak model
uygulanmis ve degiskenlere ait A katsayilari ile olusturulan grafikte gorsellestirildi (Sekil
4.13). Sekilde herbir egri bir degiskene karsilik gelmekte ve katsay1 vektoriiniin degisen
L1-norm degerine karst aldig1 degerleri gostermektedir. Yukart yonlii eksen, gegerli A'da
sifir olmayan katsayilarin sayisini ve Lasso igin etkin serbestlik derecelerini (df) ifade

etmektedir.
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Sekil 4.13. Lasso analizi sonucu sifirdan farkli A degerlerine sahip olan N-glikan
yapilarina ait katsay1 degisim grafigi

Tan1 modeline katki yapan ve A degeri sifirdan farkli degiskenler arasindan degisken
secimi icin ¢apraz validasyon yontemi uygulanmistir. Bu amagla olasilik denkleminde
anlamli bir A degerine sahip G9, G39, G43, G32, G37, G27, G23 ve G35 nolu N-
glikanlarla olusturulan yeni veri seti tizerine kanser-kontrol (1-0) orneklerinin farkli
sayida degiskene kars1 dogru sonu¢ verme olasiliklart hesaplanmistir.  Sekil 4.14’teki
grafik capraz validasyon egrisini (kirmizi noktalar), lambda degerinin logaritmasinin
binomial dagilima (uygunluk testine) kars1 degisimi ile gostermektedir. Egri A sekansi
boyunca iist ve alt standart sapma egrilerini (hata ¢ubuklari) igerir. Secilmis A degerleri
dikey cizgilerle ifade edilmektedir. Cizgiler arasindaki iki A degeri minimum ortalama
capraz validasyon hatasini (Amin) V€ Amin’in 1 standart hatasi i¢erisindeki en biiyiik lambda
degerini (A1se) ifade etmektedir. Bu iki deger arasindaki sifir olmayan katsayi tahminleri
degeri 5’tir. Yani 8 N-glikan degeri arasindan en iyi tahmin yetenegine sahip model 5 N-
glikan icermelidir. Tahmin modelindeki tim A degerleri A1se degerlerine doniistiiriiliilerek
model se¢imi tamamlandi (Tablo 4.7). Tablo 4.7’de ¢apraz validasyon sonucu binomial

dagilimi en diisiik olan A deger aralig1 igerisinde anlamli katsayilara sahip 5 N-glikan
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oldugu goriilmektedir. Buna gore kanser-kontrol o6rneklerde en iyi tahmin yetenegi

gosteren model G9, G37, G27, G23 ve G35 numarali N-glikan degerlerini igermektedir.
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Sekil 4.14. Lasso degisken secimi yontemi ile belirlenen modellere ait binomial sapma

degerleri

Tablo 4.7. Lasso algoritmast ile gelistirilen tahmin modelindeki degiskenlere ait katsayi

degerleri
1 1
(Kesisim) 41.864 (Kesisim) 41.864
G9 3.653 G37 -0.056
G39 : G27 -5.668
G43 . G23 -5.743
G32 . G35 -25.014
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4.4.6. Kiimeleme Analizleri

Lasso analizi ile elde edilen sonuglart numuneler {izerinde denemek amaciyla
hiyerarsik kiimeleme modeli veri setine uygulandi. Kiimeleme icin temel baglama
yontemi (tek, tam, ortalama, merkezi ve mcquitty) arasindan tam baglanma yontemi temel
alinmistir. Bu modele gore tiim bagimsiz degiskenlerin bir arada etkisiyle olusturulan iki
boyutlu grafik lizerinde miimkiin olan en uzun mesafeler kiimeleri ayirmak i¢in kullanildi.
Sekil 4.15’te Lasso modeli ile olusturulan model i¢in hiyerarsik kiimeleme analizi sonucu
elde edilen dendrogram verilmistir. Hiyerarsik kiimeleme yontemi sonuglart iki boyutlu
varyans ekseninde miimkiin olan en uzun mesafelerle olusturulabilecek iki temel kiime

Onermistir. Bunlardan birisi kontrol orneklerinden, bir digeri kanserli orneklerden

olusmaktadir.
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Sekil 4.15. Kanser-kontrol gruplarimi tanimlamak i¢in G9 (H7N2), G23 (HI9N2),
G27(H5N5F1), G35 (H5N5S2) ve G37 (H5N5F1S2) numarali N-glikan 6l¢iimleri ile
olusturulan kiimeleme analizine ait dendrogram
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Hiyerarsik kiimeleme analizini valide etmek iizere kanser-kontrol gruplarindan birer
numune veri setinden ¢ikarilarak kiimeleme analizi tekrarlandi. ilk analizle ayn1 kosullar
altinda (tam baglanma ydntemi) yapilan ikinci analizde sonug¢ degismedi ve algoritma
kanser-kontrol 6rneklerini basarili bir sekilde tahmin edildi (Sekil 4.16).

Degisimin bir baska ifadesi olarak kiimeleme analizi sonuglari 1s1-haritasi grafigi seklinde
gosterilmistir (Sekil 4.17). N-Glikan gruplar1 ve niikler grade seviyelerine gore kanserli
ornekler i¢in yapilan hiyerarsik kiimeleme ¢alismalar1 basarili olmamustir.

Is1 grafiginde, kiimeleme analizi i¢in kullanilan N-glikan degerleri temel bilesen
eksenlerinde en yiiksek varyansa sahip olma siralarina gére N-glikanlarin degisimleri
goriilmektedir (Sekil 4.15). Ornekler hiyerarsik kiimelemeye gore, degiskenler ise kendi

aralarindaki korelasyona gore gruplandirilmistir.
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Sekil 4.16. Hiyerarsik kiimeleme analizi validasyon testine ait dendrogram
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Sekil 4.17. Kanser-kontrol gruplarmi tanimlamak i¢in G9 (H7N2), G23 (HI9N2),
G27(H5N5F1), G35 (H5N5S2) ve G37 (H5N5F1S2)) numarali N-glikan dlglimleri ile

olusturulan kiimeleme analizine ait 1s1-haritas1 grafigi

45 HPLC-HILIC-FD Yontemi ile N-Glikanlarin Analizi

N-glikanlarin hidrofilik yapilarindan faydalanarak gradient eliisyon yontemiyle
gerceklestirilen hidrofilik etkilesim kromatografisi esasli HPLC analizlerinde N-
glikanlara ait alikonma zamanlarinin belirlenmesi amaciyla goézlemlenen pikler
kromatografik bolgeler halinde analiz edildi. Baslangic ve bitis alikonma zamanlari
dikkate alinarak belirlenen fraksiyonlar Sekil 4.18’da gosterilmektedir. Toplam 18
fraksiyon bolgesine (GP1-GP18) ait ornekler Boliim 3.3.1°de anlatildigi gibi sDHB
matrisi kullanilarak ve MALDI plakasi lizerine spotlanarak MALDI-TOF-MS ile analiz
edildi. Fraksiyon bolgelerine ait MALDI-TOF-MS spektrumlar Sekil 4.17 ve Sekil 4.18

gosterilmistir.
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Fraksiyon bolgelerine ait spektrumlardaki N-glikan yapilarinin m/z degerleri referans
almarak belirlendi (Tablo 4.8). Farkli bdlgelere ayrilmis kromatografik piklerin
bazilarinda ayni N-glikan yapilarinin oldugu goriilmektedir. Bunlar;

e HA4N3S1 (GP4 ve GP5),

e H5N4F1S1 (GP7, GP8, GP9, GP10 ve GP12),

e H5N4F1S2 (GP10, GP11 ve GP12),

e H5NA4S1 (GP6, GP7, GP8 ve GP11),

e H5N4S2 (GP10 ve GP11),

e HG6N5F1S2 (GP12, GP14 ve GP15),

e HG6N5F1S3 (GP15, GP16 ve GP17),

e HG6N5S2 (GP13 ve GP16),

e H6NSS3 (GP16 ve GP17) yapilaridir.

Tespit edilen toplam N-glikan sayis1 41 iken bunlarin arasindan ayni yapiya sahip olanlar
cikarildiginda 24 adet N-glikanin belirlendigi goriilmektedir. Ote yandan 6 adet
fraksiyonda tek bir N-glikan oldugu ve s6z konusu yapilarin tam bir ayrim ile elde
edilebildgi gozlemlenmistir. Bunlar;

e H3N3F1 (GP1)

e H5N4S1 (GP6)

e H5N4F1S1 (GPY)

e H6N5S2 (GP13)

e H6N5F1S2 (GP14)

e H7N6S4 (GP18) yapilaridir.
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Tablo 4.8. HPLC-FD analizlerin elde edilen kromatograma ait fraksiyonlarin MALDI-
TOF-MS spektrumlarinda tespit edilen N-glikanlar

Glikan Alikonma Zamanm N-glikan Kiitle N-Glikan N-glikan
Pik (Baslangic — Bitis Sayisi [M-H] kodu
Bolgesi Noktalari, dk.)
GP1 13.8-14.3 1 1379.3 H3N3F1 G2
GP2 16-17.6 2 1354.8 H5N2 Gl
1582.4 H3N4F1 G6
GP3 19.8-21.4 3 1516.4 H6N2 G4
17422 H4AN4F1 G12
1947.8 H4ANSF1 G21
GP4 22-22.75 2 1686.3 H4N3S1 G18
1760.9 H5N4 G13
GP5 23.5-25 5 1686.1 H4N3S1 G10
1832.4 H4N3F1S1 G22
1906.7 H5N4F1 G20
2035.6 H4N4F1S1 G25
2109.6 HS5NSF1 G27
GP6 25.5-26.4 1 2051.7 H5N4S1 G26
GP7 27-28 3 1840.4 H8N2 G17
2051.8 H5N4S1 G26
2196.5 H5N4F1S1 G28
GP8 28-28.5 2 2051.4 H5N4S1 G26
2198.3 H5N4F1S1 G28
GP9 28.5-29.4 1 2197.4 H5N4F1S1 G28
GP10 30-31 4 2002.5 HON2 G23
2197.9 H5N4F1S1 G28
2342.2 H5N4S2 G31
2488 H5N4F1S2 G34
GP11 31.1-32.25 3 2051.4 H5N4S1 G26
2342.1 H5N4S2 G31
2488.1 H5N4F1S2 G34
GP12 32.5-33.6 3 2197.4 H5N4F1S1 G28
2488.6 H5N4F1S2 G34
2562.8 HEN5F1S2 G36

86



Tablo 4.8’in Devami

Glikan Alikonma Zamanm N-glikan Kiitle [M- N-Glikan

Pik (Baslangic — Bitis Sayisi H]

Bolgesi Noktalari, dk.)

GP13 34-34.8 1 2707.6 HG6N5S2 G38

GP14 35.5-36 1 2854.7 HG6N5F1S2 G39

GP15 36.1-37.2 2 2854.4 HG6N5F1S2 G39
31453 HEN5F1S3 G42

GP16 37.5-38.5 3 2707.3 HEN5S2 G38
2999 H6N5S3 G40
3145.7 HEN5F1S3 G42

GP17 38.6-49 3 2999.8 HB6N5S3 G40
3145.2 HEN5F1S3 G42
3219.3 H7N6F1S2 G43

GP18 42.5-43 1 3655.1 H7N6S4 G47

Toplam 41 24

GP5

GP7

GP8
GP9

GP10

| P11

GP16

15 20

25

35

40

1
45 min

Sekil 4.18. HPLC-HILIC-FD ol¢iimleri ile gruplandirilan N-glikanlarin kromatogram
tizerindeki konumlari
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Sekil 4.17. N-Glikanlarin HPLC-FD o6l¢limlerine ait fraksiyonlarin MALDI-TOF-MS
spektrumlar1 (GP1 — G10)
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Sekil 4.18. N-Glikanlarin HPLC-FD 6l¢iimlerine ait fraksiyonlarin MALDI-TOF-MS

spektrumlar1 (GP11 — GP18)
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5. TARTISMA

Hastaliklar biyolojik sivilarin ve dokularin molekiiler profillerinde spesifik
degisimlere neden olmaktadir. Bu degisimler genetik, proteomik veya metobolomik
bilesenlerinin analizi ile belirlenebilirler. Proteomik ve metabolomik analizler ortaya
cikardiklar1 bulgularla hastaliklarin belirlenmesi i¢in bir firsat saglarken, genetik analizler
ilgili hastaliklara yatkinligi olan bireyleri tanimlar ve uzun vadeli risklerin belirlenmesine
yardimc1 olur. Bu nedenle genler, proteinler ve metabolitler hastalik durumundaki

151 Viicudun metabolik

biyolojik proseslerin anlagilmasi i¢in vazgecilmez yardimcilardir
sliregleri tarafindan tiretilen molekiiller, hastalikli ve saglikli bireylerden elde edilen iki
farkli numune seti arasinda ayrim yapabilir. Bu ayirici bilesenler biyolojik belirtegler ya
da biyobelirtegler olarak bilinirler. Bir biyobelirteg tek niikleotid polimorfizmleri, DNA
metilasyonu veya mRNA, protein veya metabolit derisimleri arasindaki degisiklikler
olabilir. Onemli olan bu degisimlerin hastalik ile iliskili olmasidir. Bir biyobelirtecin
klinik uygulamaya uygun olmasi i¢in %100’e yakin bir hassasiyet ve spesifiklik
gostermesi gerekmektedir. Ayrica testlerin yiiksek dogruluga sahip, ekonomik, kolay
uygulanabilir ve farkli laboratuvarlarda farkli teknisyenler tarafindan uygulanacag: i¢in
tekrarlanabilir olmas1 beklenmektedir. 152

Baz1 biyobelirtecler, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (US-FDA)
tarafindan spesifik kanserlerin izlenmesi icin niteliksel testler olarak onaylanmig (6rnegin
mesane kanseri i¢in niikkleer matriks proteini-22) olmakla birlikte, kesfedilen potansiyel
biyolojik belirteglerin (proteinler veya metabolitler) gogunlugu popiilasyon taramasinda
kullanilacak kadar hassas ve/veya spesifik degildir. Klinik ve tibbi biyobelirtegler,
hastaligin erken teshisi, tedaviye yanitin izlenmesi ve klinik sonuglarin 6nceden tahmin

edilmesi gibi bircok amagla kullanilabilir. Kanser o6zelinde biyobelirtecler, klinik

uygulamalarina gore kategorize edilebilir. Diagnostik (tanisal) belirtegler baslangicta
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hastaligin histopatolojik smiflandirmasimni ve evresini tanimlamak igin kullanilirken,
prognostik (6ngoériimsel) belirtegler hastaligin gelisimini ve iyilesme ihtimalini dnceden
belirleyebilmek i¢in kullanilirlar. Tek tek vakalar1 goz onilinde bulundurarak 6ngdriicii
belirtegler dogru terapOtik  prosediiriin  se¢imi  i¢in  kullanilabilir.  Protein
modifikasyonlarini tanimlamak ve biyolojik sivilardaki seviyelerini yiiksek verimli bir
sekilde aciklamak i¢in Onemli yontem gelistirme caligmalar1 yakin zamanda
gerceklestirilmeye baslanmistir.  Gilinlimiizde bu calismalar meyvelerini vermeye
baslamistir ve kanserle iliskili oldugu diisiiniilen modifikasyon iirtinleri bildirilmeye
devam etmektedir. 34’

Bu calismada kanser tanist konulan formalinle sabitlenerek parafine gdomiilii
(FFPE) hale getirilen meme dokusu 6rneklerinin N-glikan iceriklerinin iki farkli yontemle
analiz edilerek farklilik gosteren glikozilasyon yapilarinin ortaya konmasi amaglanmistir.
Calismanin ilk basamagi olarak FFPE doku 6rneklerindeki proteinlerin glikozilasyon
yapilariin izolasyonu i¢in en uygun denaturasyon ve ekstraksiyon teknigi icin
aragtirmalar yapilmistir. FFPE dokulardan protein ekstraksiyonu igin literatiirde rapor
edilen hemen hemen tiim protokoller, Shi ve Taylor’® tarafindan gelistirilen ve gercekte
immiinohistokimyasal arastirmalarda antijen belirleme i¢in tasarlanan 1si-destekli antijen
geri kazanim (HIAR) tekniginin bir varyasyonunu icermektedirler. Bu yontem, bir
deterjan veya proteini denatiire edici bagka bir ajan igeren bir tampon ¢ozelti igerisinde
FFPE doku Kkesitlerinin 10-30 dakika siireyle 90-120 °C 'lik sicakliklara maruz
birakilmasini icerir. FFPE dokular ve aranan proteinler farklilik gostereceginden, her
ekstraksiyonda optimum kosullar1 elde etmek amaciyla farkli tamponlar, pH degerleri,
tampon ¢ozelti icerikleri ve inkiibasyon sicakliklari degistirilmektedir. Son donemde
rapor edilen yiiksek hidrostatik basing tek basina bir ekstraksiyon yontemi degildir.

Ancak  gelistirilecek  ekstraksiyon  protokollerine  eklenebilecek  bir adim
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konumundadir.?®® Calismamizda kullanilan FFPE doku 6rnekleri yiiksek miktarda parafin
icerdikleri i¢in deparafinizasyon islemi sirasinda her bir numune 4 parcaya ayrilmis ve
her bir parca 1 mL ksilen igerisinde ve 80 °C’de 15 dk karistirici igerisinde bekletilmistir.
Ardindan santrifiij edilen numunelerden ksilen igerisindeki parafin dekante edilmistir.
Boylelikle parafinin etkin bir sekilde uzaklastirilmast saglanmistir. Ardindan
gergeklestirilen denatiirasyon iglemi her bir doku numunesi iizerine 100 uLL denatiirasyon
tamponu eklenerek 99 °C’de 1 saat inkiibasyon ile gerceklestirilmistir. Denatiirasyon
tamponu fazla eklendiginde eppendorf tiip igerisindeki basinci arttirarak kapagin
acilmasina neden oldugu az eklendiginde denatiirasyon isleminin tamamlanmadigi
gbzlemlenmistir.

N-glikan yapilarinin ayrilmasinda Boliim 2.4.2°de bahsedildigi iizere (asparjine bagli N-
asetoglikozamin molekiiliinde a(1-3) posizyonunda fukoz iceren glikanlar hari¢) yiiksek
verimle ayirim saglayan ve glikan yapilarinin bozulmasina neden olmayan bir
ekzoglikozidaz tiirli enzim kullanimi yoluna gidilmistir. Bu grup igerisinde PNGase F’in
glikoproteinlerden glikan yapilarini ayirmada PNGase H* ve PNGase A’ya oranla ¢ok
daha vyiiksek etkinlik gosterdigi bilinmektedir ***. Nitekim caliyma numunelerinin
tamaminda 47 farkli N-glikan tiirtiniin basarili bir sekilde izole edilmesi PNGase F
etkinliginin ilave bir kanit1 olarak degerlendirilebilir. PNGase F ‘i aktive etmek ve
numune ile yiiksek verimli inkiibasyonunu saglamak i¢in iiretici protokoliine uygun
olarak reaksiyon tamponu (0,5 M NazPOs), %10’luk NP-40 ¢6zeltisi ve 1 pL PNGase-F
enzimi kullanilmistir. PNGase F aktivitesinin ayrilmig glikan yapilarina zarar
vermemesi*>® nedeniyle maksimum ayirma etkinligi saglamak amaciyla her bir numune
icin inkiibasyona 1 gece boyunca devam edilmistir.

Enzimatik reaksiyonla ayrilan ve ¢ozelti igerisinde serbest halde bulunan N-glikan

yapilart hem 2-AA hem ve etil esterifikasyon reaktifleri ile tiirevlendirilmistir. Bunun
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birincil amaci tiirevlendirme ile N-glikanlarin ayirim ve dedeksiyon o6zelliklerinin
gelistirilmesidir. Glikanlar, kiitle spektrometri cihazlarinda efektif olarak iyonlagsmayan
hidrofilik biyomolekiillerdir. Iyonlasma verimliligini artirmak, nétr ve asidik glikanlar
arasindaki iyonlagma farkliligini ortadan kaldirmak i¢in bir yontem olarak tiirevlendirme
yogun olarak kullanilmaktadir. Permetilasyon, indirgeyici aminasyon ve hidrazid kimyas1
ile tiirevlendirmenin, glikanlarin ESI-MS ve MALDI-MS ile analizlerinde sinyal giiciinii
arttirdig1 bilinmektedir. 2-AA reaktifinin etiketlemede sagladig: bir diger avantaj yapiya
floresan 6zellik kazandirmasidir **®. Bu sayede ¢alismamizda kullanilan MALDI-TOF-
MS ve HPLC-HILIC-FD yontemleri ile ayn1 numuneler iizerinde analiz gerceklestirildi.
Etil esterifikasyon yoOntemiyle tiirevlendirilen numunelerin MALDI-TOF-MS
analizlerinde beklenenin ¢ok altinda bir sinyal giicti gortildii. Ayn1 numunelerin HPLC-
HILIC-FD sistemi ile analizinde neredeyse hi¢ sinyal gdzlenemedi. Bu nedenle
caligmanin tamaminda 2-amino benzoik asitle (2AA) etiketleme yontemi kullanilda.
Tiirevlendirmenin iyonlagma etkinlikleri lizerindeki iyilestirici etkisine ragmen
glikanlarin karmasik biyolojik numuneler icerisinde MS-temelli analitiksel yontemlerle
analizi i¢in ilave saflagtirma ve zenginlestirme g¢alismalarina ihtiyag duyulmaktadir.
Saflastirma ile spektrum iizerinde giiriiltiiye neden olan biyomolekiiller uzaklastirilirken,
zenginlestirmeyle diisiik derisimleri nedeniyle teshis limitinin altinda bagil bolluk

157 Calismamizda kati-faz

gosteren glikanlarin tespit edilmesi miimkiin olmaktadir
ekstraksiyon ile saflastirma ve zenginlestirme islemi Ziptip hidrofilik ektilesim kartuslar
ve cam pamugu ile hazirlanmis pipet uglart ile ayn1 numuneler iizerinde denendi. Ayni
prosediirle uygulanan bu iki yontem arasinda glikan geri kazanimi agisindan bir farklilik
olmadigi gorildii ve cam pamugu pipet uglar ile deneye devam edildi. Bu sayede

saflagtirma ve zenginlestirme isleminde ticari bir {iriin olan Ziptip hidrofilik kartuslarin

yiiksek maliyeti elimine edildi.
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MALDI-TOF-MS analizleri negatif, lineer modda (kiitle araligi1 1000-4000 Da) ve 20 kV
hizlandirma potansiyeli uygulanarak gergeklestirildi. N-glikanlarin 2-amino benzoik asit
(2-AA) reaktifi ile indirgen uglarindan etiketlenmeleri durumunda MALDI analizlerinde
negatif modda calisilmasinin daha yiiksek bir iyonlagsma sagladigi bilinmektedir. Bunun
nedeni asidik glikanlarla birlikte yiiksiiz glikanlarin da negatif yiikle iyonlasabilmesidir
156, 1000- 4000 Da araliginda yapilan tarama 47 adet N-glikan yapismin tespitine olanak
tanimaktadir. MS spektrumlari, 6n denemelerle en az giiriiltii ve en yiiksek bagil bollugun
elde edildigi belirlenen 2000 Hz frekans giiciine sahip lazerle 500 lazer atisi ile edildiler.

MALDI-TOF-MS sonuglar1 ig¢in veri analizlerinde etiketli N-glikanlara ait
kiitle/yiik oranlart literatiir bilgisi ve online veritabanlar lizerinden belirlendi ve her bir
ornekteki 47 adet N-glikanin toplam intensitesi 100 kabul edilerek N-glikanlara ve N-
glikan gruplarina ait bagil intensiteler hesaplandi. Kanserli ve kontrol gruplar1 arasinda
farklilik gosteren yapilar1 ortaya koymak amaciyla yapilan student t-testi sonuglar1 16
adet N-glikanda p<0,001 seviyesinde, 8 adet N-glikan yapisinda ise p<0.05 seviyesinde
anlamh farklilik gézlemlendi. N-glikozilasyon gruplar i¢in yapilan t-testi sonuglari 6
grupta p<0.001 seviyesinde ve 8 grupta p<0.05 seviyesinde anlamli farklilik oldugu
gorilmiistiir.

N-glikan gruplarmmin tan1 tahmin yeteneklerini degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilen ROC analizleri 6 grubun tamaminda dogru sonuclara yakin tahminler
verdigini gostermistir. Tek antenli N-glikanlarin bagil degerlerinde olusan grup (GG4)
icin yapilan testte duyarlilik ve 6zgiinliik degerleri sirasiyla %88.0 ve %90.9 olarak, AUC
degeri 0.920 olarak bulunmustur. Bu yoniiyle ROC egrilerinde miikemmel olarak
degerlendirilen 0.9 -1 AUC kategorisi igerisindedir ve oldukga gii¢lii bir tan1 tahmin

yetenegine sahip oldugunu sdylenebilir.
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Iki antenli N-glikanlar (GGS5) i¢in yapilan ROC testi % 76.0 duyarlilik, %90.9
Ozgiinliik degerleri ve 0.865 AUC degeri ile “iyi” kategorisi igerisinde bir tahmin
yetenegi gostermistir. Benzer sekilde tig antenli N-glikanlar (GG6) i¢in yapilan ROC testi
sonucu % 80.0 duyarlilik ve %90.9 6zgiinliikle ile AUC degeri 0.862 olarak bulunmustur.
Ug antenli N-glikan yapilarminda kanserli orneklerde fazla olmasmin yani sira
kontrollere kiyasla ayirt edici bir 6zellik gosterdigi soylenebilir. Yine bu kapsamda
incelenen ve anten lizerinde galaktozilasyonu olan N-glikan yapilarini igeren GG10 nolu
grupta duyarlilik ve 6zgiinliik degerleri sirasiyla %76.0 ve %81.8 olarak, AUC degeri ise
0.829 olarak belirlenmistir. 0.8-0.9 kategorisi icerisinde bu grubun “iyi” bir tahmin
yetenegine sahip oldugu sdylenebilir. GG13 nolu simetrik N-glikanlar yine 0.851 AUC
orantyla yiiksek bir tahmin yetenegi gostermistir. Bu grup i¢in duyarlilik degeri %72.0 ve
Ozglinlik degeri %90.9 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore simetrik N-glikan
yapilarinda duyarliligin yani hasta bireyler arasindan tespit edilebilen hasta sayisinin
diisik oldugu goriilmektedir. GG15 nolu simetrik iki antenli fukozlanmig N-glikan
yapilarinda duryarlilik ve ozgiinlik degerleri sirasiyla %76.0 ve %90.9 olarak
buunmustur. AUC degeri 0.880 olan bu grupta iti bir tan1 yetenegi olmasi, N-glikanlarin
bireysel olarak incelendigi gruplarda farklilik gosteren yapilarin fukozlanmig N-glikanlar
olmasi diistiniildiigiinde sasirtict degildir.

Kanserin ilerleme durumuna bagli olarak N-glikan profillerinde bir degisimin
olup olmadigini belirlemek icin sadece kanserli 6rnekler arasinda niikleer derecelere gore
(Nikleer grade 2 ve 3) anlamli farklilik Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir.
Kruskal Wallis parametrik olmayan istatistiksel farklilik testlerinden birisidir ve veri seti
student-t testi i¢in gerekli ongoriileri karsilamadiginda kullamlir™®®. Veri setindeki
kanserli 6rneklem sayilari 25 adet oldugundan (n<30) bu analizlerde Kruskal Wallis testi

kullanilmistir. Sonuglar bir adet N-glikan yapisinda ve iki N-glikozilasyon grubundan
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p<0.05 seviyesinde bir farklilik ortaya koymustur (Tablo 4.4). Bir baska degisle, kanser-
kontrol numuneleri arasinda ciddi bir farklilik ortaya ¢ikarken kanserin ilerleme
seviyesine bagli olarak N-glikozilasyon profillerinde 6nemli bir degisim gézlenmemistir.
Biyobelirte¢ potansiyeli arastirmalarinda kesinligi arttirmak amaciyla sadece p<0.001
seviyesinde anlamli farkliliga sahip degiskenler kullanildi. Bu yapilarin bazilar1 kanserli
numunelerde bazilari ise kontrol numunelerinde artis gostermekteydi. Ancak Sekil 4.7 ve
Sekil 4.8”deki kutu ¢izim grafiklerinde ifade edildigi lizere ortalama degerleri birbirinden
farkli olsa da N-glikanlara ait u¢ degerlerin iki grubun deger dagilimi arasinda girisim
yaptig1 goriildii. Tek bagina bir N-glikan veya N-glikan grubu degerinin kanser ve kontrol
numunelerini spesifik olarak birbirinden ayirmamasi nedeniyle ¢alismanin devaminda bu
degerlerin istatistiksel olarak bir arada degerlendirilmesi yoluna gidilmistir. Oncelikle
degiskenler arasindaki korelasyonu belirlemek amaciyla korelasyon testi ii¢ temel
korelasyon tekniginden (Spearman, Kendall ve Pearson) birisi olan Spearman korelasyon
yontemi ile gergeklestirilmistir.

Spearman korelasyon katsayilari (r) grafigi (Ek 1-D) N-glikan degerleri arasinda
yiiksek bir korelasyon oldugunu géstermistir. Ozellikle basit N-glikan yapilar1 ile daha
kompleks N-glikan yapilart kendi aralarinda dogrusal, iki grup arasinda ise ters bir
korelasyona sahipti. Bu sonuglara dayanarak kanserli orneklerde basit yapili (diisiik
molekil agirligi ve az baglanma yapilarina sahip) N-glikanlarin kanserli drneklerde
kontrollere oranla daha fazla goriildiigii, kompleks yapilarin ise kontrollerde sistematik
olarak artig gosterdigi sdylenebilir.

Biyolojik numuneler iizerinde glikomiks arastirmalari yapilan calismalarda bir¢ok
istatistiksel testin kullamldig1 goriilmektedir. Ozellikle biyobelirte¢ arastirmalarinda iKi
ya da daha fazla gruba ait ortalamalar arasindaki farkin anlamli olup olmadigini

degerlendiren varyans analizi (ANOVA)!16 118123 ha51ms17 degiskenlerin toplam etkisini
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inceleyen temel bilesen analizi (PCA)'*®, belirli bir tanim araliginda siirekli degerler alan
bir degiskenin (siirekli degisken) tani testi olarak kullanimini amacglayan ROC egrisi
analizi kullanilmistir.'*” Buna ek olarak varyans analizini ¢oklu degiskenler iizerinde
inceleyen ANCOVA/MANCOVA? yontemleri ve birden fazla degiskenin bir olasilik
lizerindeki etkisini inceleyen ikili (Binary) lojistik regresyon *° teknikleri —omiks
calismalarda siklikla kullanilmaktadir.

N-glikan degerleri arasindaki yiiksek korelasyon, degiskenlerin bagimsizligini
azaltmakta ve biyobelirteg testleri i¢in kullanilacak ikili lojistik regresyon, alict isletim
karakteristigi (ROC) gibi ikili siniflandirma sistemi yetenegini 6l¢en modellerde hataya
neden olmaktaydi. Veri setine uygulanan ikili lojistik regresyon testleri de ayni nedenle
basarisiz oldu. Bu nedenle 16 degisken arasindan veri setini temsil eden en 6nemli
degiskenleri belirlemek amaciyla temel bilesen analizleri (PCA) veri setine uygulandi.
PCA sonuglari veri setindeki degiskenlerin 6zvektorler olarak ilk iki 6zdeger ekseninde
yiiksek bir varyansa sahip oldugunu (toplam varyansin %76’s1) gostermistir. Ek 1-F *de
PCA analizi ile elde edilen 16 kovaryans ekseninden olusan karesel matrisler
gosterilmektedir. Kullandigimiz veri seti 16 degiskenden olustugu i¢in, ilk iki eksende
elde edilen %83.8’lik varyans orani veri seti hakkinda onemli bilgiler verdigini
gostermekteydi. Ancak beklenenin altindan bir temsil yetenegine sahip olmasi nedeniyle
basarisiz kabul edildi.

Calismanin devaminda tan1 modeli olusturmak iizere veri setine Lasso regresyon testi
uygulandi. Lasso yiiksek kolerasyona sahip ¢oklu veri setlerine siklikla uygulanan bir
boyut azaltma yontemidir ve N-glikanlar i¢in literatiirde uygulamalar1 mevcuttur, > 160
Lasso sonuglar1 5 N-glikan degiskeninin (G9 (H7N2), G23 (HIN2), G27(H5N5F1), G35

(H5N5S2) ve G37 (H5N5F1S2)) kanser-kontrol gruplari arasinda tahmin yetenegine
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sahip bir model oldugunu 6ngdrmiistiir Gelistirilen istatistiksel modeli dogrulamak iizere
hiyerarsik kiimeleme analizi gerceklestirilmistir.

Hiyerarsik kiimeleme modeli pozitif ve negatif ayrima neden olan bir smir degeri
belirleyerek kanserli ve kontrol numunelerini eksiksiz olarak birbirinden ayirmistir. Sekil
4.15’te verilen kiimeleme dendrograminda kanser-kontrol o6rneklerinin iki kiime
arasindaki dagilimii gostermektedir. Hiyerarsik kiimeleme analizini valide etmek
amaciyla kanser ve kontrol orneklerinden birer tanesi ¢ikarilarak ikinci bir kiimeleme
analizi yapilmistir. Sonuglar ilki gibi basarili olmustur (Sekil 4.16). Boylelikle modelin
gruplar arasindaki etkisinin rastgele olmadigi kanitlanmistir. N-glikanlarin 6rnekler
tizerindeki etkisini belirtmek amaciyla kiimeleme dendrogrami ile degiskenlerin
korelasyonu 1s1 grafigi tlizerinde gorsel hale getirilmistir (Sekil 4.17). Is1 grafiginde
kanserli doku 6rnekleri kontrollerden farkli olmakla birlikte kendi igerisinde yliksek bir
dagilima sahip oldugu ve 3 alt deger kiimesi altinda toplandig1 goriilmektedir. Bir baska
ifadeyle bu 5 N-glikan degeri kanser-kontrol gruplarini siniflandiracak derecede bir
farklilik ifade etmemekte ancak birarada degerlendirildiklerinde siniflama yetenegi
gostermektedirler.

Tablo 5.1’de N-glikanlarin meme kanseri biyobelirte¢ potansiyellerini arastiran
kaynaklardaki galismalara ait sonuclar goriilmektedir. Kyselova ve ark.!'® tarafindan
farklt evrelerdeki meme kanseri hastalarinin kan serumlarinda yapilan N-glikan
analizinde kanser ilerlemesi sonucu farklilik gosteren yapilarda siyalilasyon ve
fukozilasyona ugramis yiiksek molekiill agirhikli  yapilar goze ¢arpmaktadir.
Calismamizda da kiimeleme analizde kullanilan N-glikanlardan ikisi fukozlanmis ii¢
siyalilli yapilardir. Alley ve ark.!'’ gergeklestirdikleri galismada N-glikan yapilar
ANOVA ile birbirinden bagimsiz incelenmistir. Calisma sonucunda monosiyalillenmis

iki-antenli bir N-bagli glikan ve bir fukosilatli trianten-trisiyalillenmis bir yapinin kanserli
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orneklerde artis gosterdigini bildirmislerdir. Buna ek olarak sonuglarin kanserli
orneklerde sialilli glikan diizeyinde genel bir azalma ve fukozlanmis glikanlarin artig
gosterdigi sonucuna varmislardir. Fukozlu tiirlerde ve iki antenli yapilarda goriilen artis

calisma sonuglarimizi desteklemektedir.

Benzer calismalarda De Leoz''® ve ark. m/z degerleri sirasiyla 1339,480 (H3N4),
1485,530 (H4N4), 1809,639 (H4N4S1F1) ve 1905,630 (HIN2) olan N-glikan yapilarinin
meme kanseri progresyonu ile artis gosterdigini bildirmislerdir. S6z konusu yapilardan
(HON2) G23, calismamizda biyobelirte¢ potansiyeli oldugu diisiiniilen 5 adet N-

glikandan birisidir.

An ve ark.!?® yiiksek mannozlu tiirlerin, Abott ve ark.'?° -1,6-N-asetillaktozamin (B-1,6-
GIcNAC) iceren dort dalli N-bagh glikan yapilarinin ve Abd Hamid ve ark.!?! ii¢ antenli
ve al,3 bolgesinden fukozlanmig N-glikan tiiriiniin yiiksek miktarlar1 ile meme kanseri

161 insan

biyobelirte¢ potansiyeline sahip olduklarini bildirmislerdir. Saldova ve ark.
serum N-glikan yapilarinda siyalilasyon, dallanma ve g¢ekirdek disi fukozilasyonunda
kontrollere oranla genel bir artig goriiliirken, yiiksek molekiil agirlikli ve ¢ekirdekten
fukozlanmis iki anteni yapilarda azalma oldugunu bildirmisleridir. Calismamizda
biyobelirte¢ olarak 6nerilen 5 adet N-glikandan (G27 (H5N5F1) ve G37 (H5N5F1S2))
kodlu yapilar bahsedilen yiiksek molekiil agirlikli ve ¢ekirdekten fukozlanmais iki anteni
yapilardandir ve sonuglar anlamli bir artis oldugunu ifade etmektedir. Ancak iki antenli
yapilarin geneline bakildiginda kanserli 6rneklerde onemli bir artis gosterdigi ve hatta
tan1 yetenegi testlerinde cok iyi sonuglar verdigi goriilmektedir. Meme kanseri i¢in
yapilan tiim bu glikomiks ¢alismalarinin sonuglari incelendiginde siyalilasyon, dallanma

ve fukozilasyonda genel bir artis bildirildigi goriilmektedir. Ote yandan yiiksek molekiil

agirlikli yapilarin kanser durumu ile azalmasi yine ¢alismamizla uyumlu bir sonugtur.
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Tablo 5.1. Meme kanseri biyobelirtegleri olarak 6nerilen N-glikan yapilari

Ornek Kanserde N-glikan Istatistiksel Kaynak
Tiirii Diizeyi kompozisyonu Yontem
Insan Artan %}.I ROC & ANOVA Kyselova
Serum A ¢ ve ark.!®
rtan E B"I
Artan ) B,,;
Azalan : : (I
Azalan o Sooun
Insan Artan R ANOVA Alley ve
Serum ark. 117
Artan E 3}_;
Azalan Siyalil icerenler
Artan Fukoz igerenler
Sican Artan Eeena ANOVA - Dixon Q- De Leoz
Serum Artan . testi ve ark. 118
Artan . w
Artan §=
Insan  ve Artan g Spektrum  Analiz An ve
fare  kok yazilimi (Peptid ark.!®
hiicre ve diger yiiksek Prophet Algorithm)
mannozlu tiirler Peptid bagil
bolluklar1 tizerinden
Insan doku Artan Bagil bolluklar Abott ve
s g>.; iizerinden ark. 120
4 dallll ve p-1,6- Densitometrik
GIcNAc  bagh N- Analiz
glikanlar
Insan Artan PLS-DA Abd
serum E% Hamid ve
ark. 12
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Tablo 5.1°in Devami

Ornek Kanserde N-glikan Istatistiksel Kaynak
Tiirii Diizeyi kompozisyonu Yontem
Insan Artan siyalilasyon, dallanma ANOVA Saldova
Serum ve ¢ekirdek  dist ve ark. 16!
fukozilasyonunda
Azalan Yiiksek molekiil
agirliklh ve
cekirdekten
fukozlanmis iki anteni
yapilar
Insan Artan N t-testi-wilcoxon Bu
FFPE é ROC, PCA, Lasso, calisma
Doku ~glal .%*Il Hiyerarsik
Ornekleri Azalan B}.ﬁ Kiimeleme
Azalan
Ml T
Azalan . ::;)_;
e
Artan Tek Antenli N-
Glikanlar
Artan Iki Antanli N-Glikanlar
Artan Uc Antenli N-Glikanlar
Azalan Anten Uzerinde
Galaktozilasyonu Olan
N-Glikanlar
Azalan Simetrik Iki Antenli N-
Glikanlar
Azalan Simetrik Tki Antenli,

Fukozlanmig N-

Glikanlar
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HPLC-HILIC-FD yontemi N-glikanlarin analizlerinde yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir ve literatlirde birbirinden farkli yontem sartlarinin kullanildigi gesitli
calismalar mevcuttur. Tablo 5.2°de HPLC-HILIC-FD sistemi ile N-glikan analizlerinin
gergeklestirildigi daha once bildirilmis ¢alismalara ait yontem parametreleri hakkinda
bilgiler verilmektedir. Yontem igin degismeyen altin standart floresan 6zellikli etiketleme
reaktifleri sayesinde tiim N-glikan yapilari icin ayni olan eksitasyon ve emisyon dalga
boylaridir (330 — 420 nm) 2. Ayrica ¢alismamizda da kullandigimiz TSK Gel-Amide 80
tipi normal faz HPLC kolonunun yiiksek ayirma giicii ile N-glikan analizinde siklikla
kullanildig1 goriilmektedir 126128, Benzer sekilde ¢aligmamizda oldugu gibi &nceki
calismalarda da pH 4,4 noktasina ayarlanmis bir tampon ¢ozelti ve asetonitrilden olusan
iki ¢oziiciiden olusan hareketli faz sistemlerinin kullanildigi goriilmektedir. Floresans
Olgtimlerde intensitenin pH degerine son derece bagimli olmasi N-glikan analizinde bu
pH degerini standardize etmektedir. Sistem ACN oraninin yiiksek oldugu bir karigimla
kolona yiiklemenin ardindan su oraninin dogrusal bir sekilde arttirilmasi ile eliisyonu
saglamaktadir. N-glikanlarin hidrofilik karakteri sayesinde bu bir dereceye kadar
miimkiindiir. Ancak benzer kimyasal 6zelliklere sahip iki glikanin (6rnegin yliksek
mannozlu iki tiir) kolonu ard arda terk etmesi kromatogram flizerinde bu iki tiire ait
piklerin girisim yapmasina neden olmaktadir. Bu nedenle genel olarak glikanlarin
kromatogram bélgeleri halinde bir arada incelenmesi yoluna gidilmistir. Stanta ve ark. 128
hasta serumlarinda gerceklestirdikleri analizde N-glikanlar1 6 kromatografik grup halinde
incelemigler ve bu alti gruba ait atik ¢ozeltileri MALDI-TOF-MS ile dogrulayarak

numunelerde toplam 22 adet N-glikan tiiriinii tanimlamislardir. Ruhaak ve ark. 1%/

serum
orneklerinde cinsiyet ve yasa bagh olarak N-glikan tiirlerindeki degisimleri inceledikleri

caligmalarinda 26 adet N-glikan tiirtinii gozlemlemislerdir.
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Tablo 5.2. HILIC-FD yo6ntemi ile N-glikan analizi konusunda daha 6nce bildirilmis
calismalarda uygulanan parametreler

HILIC Etiketleme Uygulanan Hareketli Faz Yontem Sartlarn ~ Referans
kolon tipi  Ajam Numune
Ve
Sicakhg:
ACQUITY 2-AB Insan serum A: 50 mM Gradient eliisyon, Saldova
UPLC ornekleri formik 0,56 mL/dk akis ve ark.
Glycan asit/amonyum  hizi 30 dk. 122
BEH format pH 4.4 Analiz siiresi
Amide, B:ACN
1304, 1.7
pm (40 °C)
TSK Gel-  2-AB Biyofarmasotik  A: 60 mmol/L  Gradient eliisyon, Melmer
Amide-80 tipi amonyum 0,2 mL/dk akis ve ark.
(45 °C) rekombinant format hiz1, 183 dk. 123
ilag Uriini igeren %75’lik  analiz siiresi

ACN c¢ozeltisi

B: 115

mmol/L

Amonyum

format

iceren %

54’lik ACN

¢Ozeltisi
TSK Gel-  2-AB Insan serum A: 50 mM Gradient Eliisyon, Royle ve
Amide-80 ornekleri formik asit - 0,4 mL/dk akis ark. 1%
30 °C) pH 4,4 hizi, 180 dk.

B: ACN analiz siiresi
TSK Gel-  2-AA Insan plazma A: ACN Gradient Ruhaak
Amide-80 ornekleri B: 50 mM Eliisyon,degisken  ve ark.
(Degisken amonyum akis hiz1, 106 dk. %7
sicakhik) format pH 4,4  analiz siiresi
TSK Gel-  2-AB Insan plazma A:50 mM Gradient eliisyon, Knezevic
Amide-80 ornekleri formik asit pH  degisken akis ve ark.
30°C) 4.4 hizi, 60 dk. analiz %

B: ACN stiresi
TSK Gel- 2-AB Insan serum A: 50 mM Gradient eliisyon, ~ Stanta ve
Amide-80 ornekleri formik asit pH 0,8 mL/dk. akis ark. 128
30°0C) 4,4 hizi, 152 dk.

B: ACN analiz siiresi
TSK Gel-  2-AB Insan serum A:50 mM Gradient eliisyon, Arnold
Amide-80 ornekleri formik asit pH  degisken akis ve ark.
(30 °C) 4.4 hizi, 180 dk. 125

B: ACN

analiz siiresi
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Calismamizda HPLC-HILIC-FD yontemi ile 18 farkli kromatografik grup tespit edilerek
bunlara ait N-glikan i¢erigi MALDI-TOF-MS analizleri ile teyit edilmis ve bu yolla 41
adet N-glikan yapis1 tanimlanmustir. Saflastirma ve zenginlestirme sonucu MALDI-TOF-
MS analizinde tanimlanan 49 adet glikandan kalan 8 tanesi kromatogram {izerinde
gorlintiilenememistir. Bunun muhtemel nedeni olarak kolona yiiklenen bu tiirlerin FD
dedektor sinyali verecek diizeyde bir derisime sahip olmadiklar1 ve teshis limitinin altinda
kaldiklar1 sdylenebilir. Kalitatif olarak belirlenen N-glikan tiirlerinin alikonma zamanlar1
ve siralamalar literatiirle ortiismektedir. Daha diisiik molekiil agirligina sahip glikan
yapilar1 kolonu 6nce terk ederken, hibrit tiirlerin ve kompleks N-glikanlarin kolonu daha
gegc terk ettigi goriilmektedir.

Diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanserinin
tanist hala karmasik ve zorludur.'®®> Meme kanseri tanisinda basarili ve FDA tarafindan
onayl iki biyobelirte¢ olan karsinoembriyonik antijen (CEA) ve serum kanser antijeni
15-3 (CA 15-3) sahip olduklar diisitk duyarlilik ve 6zgiinliik nedeniyle sadece meme
kanseri prognozunu dogrulamak ve progresyonun izlenmesinde kullanilabilirler.'®* Bu
siirlama, glikomiks alaninda ¢alisan arastirmacilar1 daha giivenilir, hassas ve spesifik
glikomik  diyagnoz  yontemlerinin  gelistirilmesi ~ potansiyelini  arastirmaya

yonlendirmistir. 6

Bildirilen ¢aligmalarda tek bir N-glikan yapisi, birden ¢ok N-glikan yapis1 ve
benzer Ozellikteki N-glikanlar olusan gruplarin  kanserli-kontrol ~ 6rneklerinde
karsilastirilmasi ile elde edilen sonuglar {izerinden biyobelirte¢ olarak Onerildikleri
goriilmektedir (Tablo 5.2). Yaptigimiz ¢calismada ayn1 N-glikan grubuna dahil olmayan 5
farkli N-glikana ait degerlerin bir aradaki etkisinin kanserli-kontrol &rneklerini
birbirinden ayirabildigi sonucuna varilmistir. Benzer ¢aligmalardan farkli olarak elde

edilen veriler iizerinden bu ayrim, hiyerarsik kiimeleme analizi ile sadece bu 5 yapiya ait
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degerler iizerinden yapilarak ispatlanmistir. Calismanin bir bagka 6zgiin yan1 FFPE doku
kesitleri iizerinde ¢alisilmis olmasidir. Ozellikle fukozilasyonun kanserli dokularda artis
gostermesi serum Ornekleri ile yapilan ¢aligsmalarla uyumludur. Bu nedenle meme kanseri
hastalarinda fukozilasyonun serumda oldugu gibi tiimoér dokularinda da artis gosterdigi

sOylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada invaziv duktal karsinom tanist almis hastalarindan alinan biyopsi
orneklerinin kanserli ve saglikli olarak tan1 konulan doku 6rneklerinin N-glikan profilleri
MALDI-TOF-MS ve HPLC-FD cihazlarn1 kullanilarak glikomiks yaklasimiyla analiz
edilmistir. MALDI-TOF-MS analizleri sonucu doku oOrneklerinde 47 adet N-
glikozilasyon yapisi tespit edilmistir. Calisma sonucunda 16 adet N-glikan yapisinda
p<0.001 seviyesinde anlaml1 farklilik tespit edilmistir. Ileri diizey istatistiksel analizler
sonucu 5 adet N-glikana ait degerlerin bir arada yiiksek derece anlamli bir farklilik ortaya
koydugu ve hiyerarsik kiimeleme modelinde kanserli-kontrol numunelerini tam olarak
birbirinden ayirabildigi goriilmiistiir.

Ayrica N-glikan yapilart stereokimyasal ve molekiiler 6zelliklerine gore 23 farkli grup
altinda toplanmis ve kanser orneklerindeki degisimleri incelenmistir. 6 adet N-
glikozilasyon grubunda p<0.001 seviyesinde anlamli bir farklilik oldugu goriilmiis ve
kanserle birlikte degisime ugradiklari tespit edilmistir. Bunlardan;

e Tek antenli N-glikanlar (GG4),

e Iki antenli N-glikanlar (GGb),

e Ug antenli Nglikanlar (GG6)
kanserli 6rneklerde kontrollere oranla anlamli bir artis,

e Anten iizerinden galaktozilasyonu olan glikanlar (GG10),

e Simetrik iki antenli N-glikanlar (GG13),

e Simetrik iki antenli fukozlanmis glikanlar (GG15) gruplarinda ise kanserli

orneklerde kontrollere oranla bir azalma tespit edilmistir.

N-glikan gruplarmin tani testlerinde kullanilabilirliginin aragtirtlmasi amaciyla
uygulanan ROC analizleri kanserli yapilardaki farkliligin tani testleri seviyesinde

oldugunu gostermistir. Ozellikle GG4 olarak kodladigimiz tek antenli N-glikanlar
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grubunda ROC egrisi altinda kalan 0.920’dir ve bu yontemlerde “miikemmel” olarak
tanimlanan siniflandirma kategorisi igerisindedir. Yontemin duyarliligt %88.0 ve
ozglinliigii %90.9 seviyesinde bulunmustur.

Calismanin devaminda etiketli N-glikan numuneleri HPLC-FD yontemi ile analiz
edilmisler ve 18 kromatografik bolge elde edilen sinyallere ait fraksiyonlar HPLC
sisteminden alinarak MALDI-TOF-MS ile analiz edilmislerdir. Bu sayede 24 farkli N-
glikanin alikonma zamani bolgeleri tespit edilmistir.

Meme kanseri biyobelirteci olarak onaylanan biyomolekiillerin analiz sirasindaki
tekrarlanabilirlik problemi ve N-glikozilasyonun kanserli orneklerde farklilik
gosterdiginin tespit edilmesi ile meme kanseri 6rneklerinde glikomiks arastirmalar1 bilim
diinyasinin popiiler konularindan biri haline gelmistir. Heniiz hi¢bir N-glikan yapisinin
tek basina biyobelirtec olarak onaylanmamasi birden fazla N-glikan degerinin bir
biyobelirteg grubu olarak degerlendirilmesi fikrini giigclendirmektedir. Calisma sonucu
elde ettigimiz verilere gore tek antenli N-glikanlarin toplu halde degerlendirildigi grubun
meme doku drneklerinde bir biyobelirteg¢ potansiyeli tasidigi sdylenebilir. Diger bes N-
glikan grubunda tani testleri icin yeterli seviyede olmamasina ragmen kanserle giiclii bir
iligkilerinin oldugu agiktir. Ayrica G9 (H7N2), G23 (HI9N2), G27(H5N5F1), G35
(H5N5S2) ve G37 (H5SN5F1S2) nolu N-glikan yapilarinin tek baglarina ayrimsal bir giicii
olmamasina ragmen bir arada degerlendirildiginde kanser ve kontrol yapilarini eksiksiz
bir bicimde birbirinden ayirabilecek bir siiflandirma etkisi gosterdikleri goriilmiistiir.
Elbette sonuglarin dogruluk ve tekrarlanabilirlik agisindan valide edilmeleri igin daha
bliyiik (n>1000) 6rneklem setleri lizerinde analiz edilmeleri ve klinik etkenlerin goz
oniinde bulundurulmasi gerekmektedir.

N-glikanlar yapilarmm IDK tiimér dokularindaki proteinlerde farklilik

gostermelerinin nedeni halen gizemini korumaktadir. Calisma sonuglarinin meme kanseri
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tanisinda kullanilabilecek biyobelirteclerin  kesfi amaciyla yapilacak ileri seviye

glikomiks ¢alismalar1 i¢in bir kilometre tas1 olacagi kanaatindeyiz.
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EK 1. CiZELGELER

EKLER

EK 1-A: Meme kanseri doku 6rneklerinde tespit edilen N-glikanlara ait 6zellikleri

Gl G2 G3 G4 G5 G6
N-Glikan Ad1 H5N2 H3N3F1 H3N4 H6N2 H3N3S1 H3N4F1
Yapisi -
Teorik Kiitle 1354.4789 1379.5106 1436.532 1516.5317 1524.5481 1582.5899
G7 G8 G9 G10 G11 G12
N-Glikan Adx H4N4 H3N5 H7N2 H4N3S1 H6N3 H4N4F1
Yapis1
Teorik Kiitle 1598.5848 1639.6114 1678.5846 1686.6009 1719.6111 1744.6428
G13 G14 G15 G16 G17 G18
N-Glikan Ad1 H5N4 H3N5F1 H4N5 HAN3F1S1 H8N2 H5N3S1
Yapisi
BoeEE E}rnﬁ .=}'H on <:}.I g<?/:}“2-AA ¢ mooEE
Teorik Kiitle 1760.6377 1785.6693 1801.6642 1832.6588 1840.6374 1848.6537
G19 G20 G21 G22 G23 G24
N-Glikan Ad1 H4N4S1 H5N4F1 H4ANS5F1 HION2 HEN3S1
H5N5
Yapisi <
Teorik Kiitle 1889.6803 1906.6956 1947.7221 1963.717 2002.6902 2010.7065
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EK 1-A’nin devami

G25 G26 G27 G28 G29 G30
N-Glikan Ad1 H4N4F1S1 H5N4S1 H5N5F1 H5N4F1S1 H5N5S1 H6N5F1
Yapisi
o BPema 4 Jlend Eteni ¢ goead  Cdesd Ml
Teorik Kiitle 2035.7382 2051.7331 2109.775 2197.791 2254.8125 2271.8278
G31 G32 G33 G34 G35 G36
N-Glikan Ad1 H5N4S2 H5N5F1S1 H6N5S1 H5N4F1S2 H5N5S2 H6N5F1S1
T Sl el Cfed DIl [l B
*> .- - -
Teorik Kiitle 2342.8285 2400.8704 2416.8653 2488.8864 2545.9079 2562.9232
G37 G38 G39 G40 G41 G42
N-Glikan Ad1 H5N5F1S2 H6N5S2 H6N5F1S2 H10N6 H7N6S2 H6N5F1S3
YaplSl * * ‘_.:E%.—" *
> >
Teorik Kiitle 2691.9658 2707.9607 2854.0186 2977.0655 3073.0929 3145.7382
G43 G44 G45 G46 G47 G48
N-Glikan Ad1 H7N6F1S2 H7N6S3 H7N6F1S3 H7N6S4 H7N6F1S4
Yapis1 & &
- & . *-
> & & . -
> - - > *>-
Teorik Kiitle 3219.1508 3416.8653 3488.8864 3545.9079 3655.2837




EK 1-B: N-Glikan ve N-glikozilasyon gruplar1 degerleri ile kanserli-kontrol gruplari arasindaki t-testi sonuglari

N-Glikan ~ Kanser Durumu

N-Glikan ~ Kanser Durumu

Ortalama ’ Ortalama Varyans .

(Kanser- (ere)g;is) S;é?:;éls'ik p degeri (Kanser- (%l- ' S;é?:s;lslik p degeri

Kontrol Kontrol degeri)
G1 H5N2 2.228 0.939 -5.824 33.99 1.457e-06 G22 H5N5 0.674 0.755  1.387 20.20 0.1805
G2 H3N3F1 1.159 0.720 -4.069 28.06 0.00034 G23 HIN2 1.643 3.102 5.309 23316 0.0002
G3 H3N4 0.647 0.585 -0.654 13.09 0.5242 G24 H6N3S1 0.967 1.091 1.793 13.52 0.0952
G4 H6N2 2397 1129 -6.421 32.49 3.012e-07 G25 H4N4F1S1 1.928 1.660 -2.973 33.11 0.0056
G5 H3N3S1 1.016 0.830 -2.403 19.37 0.0264 G26 H5N4S1 6.255 5.194 -2.910 43455 0.0083
G6 H3N4F1 2314 1034 -4.489 26.96 0.0001 G27 H5N5F1 1.879 3.893 4.140 13850 0.001
G7 H4N4 0.890 0.750 -1.668 18.78 0.119 G28 HS5N4F1S1 15.212 15.722 0.632 43117 0.5358
G8 H3N5 0.876 0.547 -2.597 31.32 0.0141 G29 H5N5S1 0.892 1121  3.465 18.83 0.0026
G9 H7N2 1.923 1.056 -7.112 33.80 3.332¢-08 G30 H6N5F1 1.146 1405 3.379 43366 0.0025
G10 H4N3S1 1.839 1.258 5.798 23.62 5.943e-06 G31 H5N4S2 9.571 9.332 -0.239 32.59 0.8124
G11 H6N3 0.746 0.644 -1.794 21.44 0.0867 G32 H5N5F1S1  1.818 3.229 5.851 30256  8.304e-05
G12 H4N4F1 2.691 1.873 -4.038 43403  0.00034 G33 H6N5S1 0.847 1.066 3.566 22.67 0.0016
G13 H5N4 1.729 1.377 -2.934 32.62 0.0060 G34 HS5N4F1S2 7.621 8.100 0.700 31.85 0.4887
G14 H3N5F1 1401 0.854 -3.331 32.61 0.0021 G35 H5N5S2 0.650 0.972 6.953 27.17  1.73e-07
G15 H4N5 0.823 0.706  -1.189 16.96 0.2505 G36 H6N5F1S1 2218 3.375 4.738 27.60 5.851e-05
G16 H4N3F1S1 2.260 1.521 -5.197 33.84 9.641e-06 G37 H5N5F1S2 0.886 1.335 4.561 31.64  7.219e-05
G17 H8N2 1.850 1.594 -1.844 21.90 0.0786 G38 H6N5S2 0.933 1.081 1.369 27.41 0.182
G18 H5N3S1 1.001 0.835 -2.677 20.42 0.0143 G39 H6N5F1S2 1515 2419 4.086 25.52 0.0003
G19 H4N4S1 1.110 0.921 -2.994 22.67 0.0065 G40 H6N5S3 1.174 1.345 0.960 33.74 0.3436
G20 HS5N4F1 7.459 6.556 -1.514 33.77 0.1392 G41 H7N6S2 0.449 0586 2411 19.90 0.0256
G21 H4N5F1 2.094 2208  0.434 32.74 0.6671 G42 H6N5F1S3  0.870 1.445 3.614 22.35 0.0015
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EK 1.-B’nin devam

N-Glikan ~ Kanser Durumu N-Glikan ~ Kanser Durumu
Sma Varyans  Serbestlik N, Ortalama Varyans Serbestli .
fstnser- (t-degeri)  derecesi p degeri (Kanser-Kontrol (t-degeri) p degeri
Kontrol & & derecesi

G43 H7N6F1S2 0.775 1.423  4.266 20.32 0.0003 G46 H7N6S4 0461 0.712 2.135 15.78 0.0487

G44 H7N6S3 0.401 0.535 1.708 15.54 0.1075 G47 H7N6F1S4 0.328 0.485 2.192 13.95 0.0458

G45 H7N6F1S3 0.413 0.659  3.144 17.58 0.0057

N-Glikozilasyon gruplarina ait t-testi sonuclar

N-Glikozilasyon grubu ~ Kanser Durumu N-Glikozilasyon grubu ~ Kanser Durumu
Ortalama . .
(Kanser- Varyans Serbestlik p degeri Ortalama Varyans Serbestlik p degeri

(t-degeri)  derecesi (Kanser-Kontrol (t-degeri) derecesi

Kontrol

GG1 M 10.042 7.801  -32.453 24.052  0.0034 GG13 A2B 15.359 20.834 3.863 16.516  0.00013

GG2 Hy 2.715 2571 -9.173 17.758 0.3712 GG14 A2F0B 5.031 5.473 1.210 18.457  0.2415

GG3 C 90.612 92.409  2.685 25126  0.0126 GG15 A2FB 16.733 20.087 4.372 23.551 0.00021

GG4 Al 6.276 4.331 -5.724 22.235 8.947e-06 GG16 A2S 50.576 52.256 0.914 33.673 0.3672

GG5 A2 79.940 74.358 -5.0275 31.522 1.904e-05 GG17 A3S 13.445 17.097 3.159 28.789  0.0036

GG6 A3 7.532 10.796  4.831 29.035 4.043e-05 GG18 A4S 1497 2.167 3.229 18.713  0.0044

GG7 A4 2.367 3.691 3.327 18.151 0.0037 GG19 A2F0S 21.074 20.533  -0.372 32.799  0.7122

GG8 B 11.998 15.627  3.220 18.953 0.0045 GG20 A3F0S 26.789 22.641  -2.021 29.755  0.0522

GG9 F 55.996 59.938 3.160 23.94 0.0042 GG21 A2FS 24.731 27.358 2.093 29.855  0.0448

GG10 AG 66.096 71.173  3.997 23.597  0.00054 GG22 A3FS 33.448 38.529 3.419 28.653  0.0019

GGl11 A2F 62.975 65.030  1.401 31.574 0.1709 GG23 IGG 17.840 16.423  -0.958 33.97 0.3446

GG12 A3F 65.214 66.647  1.104 28.298 0.2785
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EK 1-C: Her bir numuneye ait N-Glikan grup miktarlari ile kanserli-kontrol gruplari ve niikleer grade seviyeleri arasindaki Kruskal-

Wallis testi sonuglari

W degeri P degeri W degeri P degeri W degeri P degeri W degeri P degeri
Gl 60 0.877 G16 53 0.8284  G31 34 0.1561 G46 72 0.366
G2 65 0.6419 G17 55 0.926 G32 62 0.7805 G47 78 0.1978
G3 66 0.598 G18 78 0.1978  G33 58 0.9753
G4 47 0.5553 G19 25 0.04278 G34 67 0.5553
G5 34 0.1561 G20 62 0.7805 G35 61 0.8284
G6 42 0.366 G21 54 0.877 G36 57 1
G7 50 0.687 G22 66 0.598 G37 62 0.7805
G8 71 0.4004 G23 56 0.9753 G38 62 0.7805
G9 50 0.687 G24 60 0.877 G39 68 0.5142
G10 29 0.07998 G25 38 0.2465 G40 58 0.9753
Gl1 85 0.07998 ' G26 19 0.0139 G41 7 0.2212
Gl2 58 0.9753 G27 56 09753 G42 65 0.6419
G13 58 0.9753 G28 66 0.598 G43 68 0.5142
G14 53 0.8284 G29 56 0.9753 G44 67 0.5553
G15 68 0.5142 G30 75 0.2736  G45 67 0.5553

W degeri P degeri W degeri P degeri W degeri P degeri W degeri P degeri
GGl 52 0.7805 GG7 69 04746  GG13 62 0.7805 GG19 31 0.106
GG2 80 0.1561 GG8 62 0.7805 GG14 78 0.1978 GG20 35 0.176
GG3 50 0.687 GG9 96 0.0112 GGI15 80 0.1561 GG21 72 0.366
GG4 51 0.7333 GG10 55 0.926 GG16 54 0.877 GG22 62 0.7805
GG5 54 0.877 GGl11 93 0.0207 GG17 62 0.7805 GG23 57 1
GG6 72 0.366 GG12 74 0.3025 GG18 70 0.4367
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EK 1-D: Spearman korelasyon yontemi ile 16 N-glikan degiskeni arasinda elde edilen regresyon katsayisi (r) degerleri

Hasahk

Gl2 Gle G23 G27 G32 G35 G36 G37 G39 G43

Durumu

Hastahlk Durumu

Gl G2 G4 G6 G9 G10

Gl -0.13

G2 061 088 100 089 08 079 070 067 072 068 -0.16 -056 064 075 -071 -078 -0.70
G4 069 096 089 100 085 090 076 074 079 074 019 -067 -0.77 085 -076 -0.85 -0.84
G6 0.54 .

G9 044

G10

G12 0.37 0.48 0.46 0.41 0.25 -0.32

G16 071 076 072 079 052 080 073 041 100 059 038 -078 076 -0.55 -076 -054 -0.66
G23

G27 -0.13 -0.16 -0.19 0.04 -044 -032 025 -0.38 0.19 0.18 0.01 -0.01 -0.09 -0.09
G32 042 047
G35

G36 . .

G37

G39

G43
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EK 1-E: N-glikan gruplar1 ve gruplarin bagil bolluk degerlerinin hesaplanmasi

N-Glikan Grubu N-glikan Hesaplama
Kodu

Oligomannozik glikanlar  GG1 (H5N2 + H6N2 + H7N2 + H8N2 + HIN2) /T.

Hibrit glikanlar GG2 (H6N3 + H5N3S1 + H6N3S1).

Kompleks glikanlar GG3 (H3N4 + H3N3F1 + H3N3S1 + H3N4F1 + H4N4 + H3N5 + HAN3S1+ H4N4F1 + H5N4 +
H3N5F1 + H4N5 + H4N3F1S1 + H5N3S1 + H4N4S1 + H5N4F1 + HANSF1 + H5N5S +
H4N4F1S1 + H5N4S1 + H5N5F1 + H5N4F1S1 + H5N5S1 + HEN5SF1 + H5N4S2 + H5NSF1S1
+ H6N5S1 + H5N4F1S2 + H5N5S2 + HENSF1S1 + H5NS5F1S2 + HENSS2 + HENSF1S2 +
H6N5S3 + H10N6 + H7N6S2 + H6N5F1S3 + H7N6F1S2 + H7N6S3 + H7N6F1S3 + H7N6S4
+ H7N6F1S4 + H7N6F2S4) /T.

Tek antenli glikanlar GG4 (H3N3F1 + H3N3S1 + H4N3S1 + HAN3F1S1) /T.

Iki antenli glikanlar GG5 (H3N4 + H3N3F1 + H3N3S1 + H3N4F1 + H4N4 + H3N5 + HAN3S1+ H4AN4F1 + H5N4 +
H3N5F1 + H4N5 + H4N3F1S1 + H5N3S1 + H4N4S1 + H5N4F1 + H4N5SF1 + H5N5 +
H4N4F1S1 + H5N4S1 + H5NS5F1 + H5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + HS5N5F1S1 +
H5N4F1S2 + H5N5S2 + H5N5F1S2 ) /T .

Uc antenli glikanlar GG6 (H6N5F1 + H6N5S1 + HEN5F1S1 + HEN5S2 + HENS5F1S2 + HENS5S3 + H6NSF1S3) /T .

Dort antenli glikanlar GG7 (HION6 + H7N6S2 + H7N6F1S2 + H7N6S3+ H7N6F1S3 + H7N6S4 + H7N6F1S4+
H7N6F2S4) /T.

Simetrik glikanlar GG8 (H3N5+ H3N5F1 + H4AN5+ H4N5F1 + H5N5+ H5N5F1 + H5N5S1 + H5N5F1S1 + H5N5SS2 +
H5N5F1S2) /T .

Fukozlanms glikanlar GG9 (H3N3F1 + H3N4F1 + HAN4F1 + H3N5F1 + HAN3F1S1 + H5N4F1 + HANSF1 + H4N4F1S1

+ H5N5F1 + H5N4F1S1 + H6N5F1 + HSNSF1S1 + H5N4F1S2 + HENSF1S1 + H5N5F1S2 +
H6N5F1S2 + H6NSF1S3 + H7N6F1S2 + H7N6F1S3 + H7TN6F1S4 + H7TN6F2S4) / T.
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EK 1-E’nin devami

Hesaplama

N-Glikan Grubu N-glikan
Kodu

Anten iizerinden GG10

galaktozilasyonu olan

glikanlar

(1/2* (H4N4 + HANAFL + HANS + HAN4S1 + HANSF1 + HAN4F1S1) + 2/2 * (H5N4 + H5N4F1
+ H5N5 + H5N4S1 + H5NSF1 + H5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + H5NSF1S1 + H5N4F1S2
+ H5N5S2 + H5N5F1S2) + 3/3 * (HBNSF1 + HBN5S1 + H6N5F1S1 + HEN5S2 + HENSF1S2
+ HB6N5F1S2 + H6N5S3 + HBNSF1S3) + 4/4 * (HIONG + H7TN6S3 + H7N6F1S2 + H7TN6F1S3
+ H7N6S4 + H7TN6F1S4 + H7TN6F2S4 )) / (H3N4 + H3N4FL + H4N4 + H3N5 + HAN4F1 +
H5N4 + H3N5F1 + HANS + HAN4S1 + H5N4FL + HAN4S1 + HANSFL + H5N5 + H5N4S1 +
HAN4F1S1 + H5N5F1 + H5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + H5N5F1S1 + H5N4F1S2 +
H5N5S2 + H5N5F1S2 + HEN5S1 + HENSF1S1 + HEN5S2 + HENSF1S2 + HEN5S3 +
H6N5F1S3 + H1ON6 + H7N6F1S2 + H7N6S3 + H7N6F1S3 + H7N6S4 + H7N6F1S4 +
H7NBF2S4)

Iki antenli yap iizerinden GG11
fukozlanms glikanlar

(H3N3F1 + H3N4FL + H4N4AF1 + H3N5F1 + HAN3F1S1 + H5N4FL + HANSFL + H4N4F1S1
+ H5N5F1 + H5N4F1S1 + H5N5F1S1 + H5N4F1S2 + H5N5F1S2 / H3N4 + H3N3F1 +
H3N3S1 + H3N4F1 + HAN4 + H3N5 + H4N3S1+ HANAFL + H5N4 + H3N5F1 + HANS +
HAN3F1S1 + H5N3S1 + HAN4SL + H5N4F1 + H4NSFL + HSNS + H4N4F1S1 + H5N4S1 +
H5N5F1 + H5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + H5N5F1S1 + H5N4F1S2 + H5N5S2 +
H5N5F1S2)

Uc antenli yap1 lizerinden  GG12
fukozlanms glikanlar

(HBN5F1 + H6N5F1S1 + H6NS5F1S2 + H6N5F1S3 / (H6N5F1 + H6N5S1 + H6NSF1S1 +
HBN5S2 + H6N5F1S2 + HEN5S3 + H6N5F1S3)

Simetrik iki antenli GG13 (H3N5+ H3N5F1 + HANS5+ H4N5SF1 + H5N5+ H5N5F1 + H5N5S1 + H5NSF1S1 + H5N5S2 +

glikanlar H5N5F1S2 / H3N4 + H3N3F1 + H3N3S1 + H3N4F1 + H4N4 + H3NS5 + H4AN3S1+ HAN4F1 +
H5N4 + H3NSF1 + H4NS + HAN3F1S1 + H5N3S1 + H4N4S1 + H5N4F1 + HANSF1 + H5NS +
H4N4F1S1 + H5N4S1 + HS5NSF1 + HS5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + H5N5F1S1 +
H5N4F1S2 + H5N5S2 + H5N5F1S2)

Simetrik iki antenli GG14 (H3N5 + H4N5+ H5N5 + H5N5S1 + H5N5S2 / H3N4 + H3N3F1 + H3N3S1 + H3N4F1 +

fukozlanmamus glikanlar

H4N4 + H3N5 + H4N3S1+ H4N4F1 + H5N4 + H3NSF1 + H4NS + H4N3F1S1 + H5N3S1 +
H4N4S1 + H5N4F1 + H4ANSF1 + H5NS + H4N4F1S1 + H5N4S1 + H5NSF1 + H5N4F1S1 +
H5N5S1 + H5N4S2 + H5N5F1S1 + HSN4F1S2 + H5N5S2 + HSNSF1S2)
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EK 1-E’nin devami

N-Glikan Grubu N-glikan Hesaplama
Kodu

Simetrik iki antenli GG15 (H3N5F1 + HAN5SF1 + H5N5F1 + H5N5F1S1 + H5N5F1S2 / H3N4 + H3N3F1 + H3N3S1 +

fukozlanms glikanlar H3N4F1 + H4N4 + H3N5 + H4AN3S1+ H4AN4F1 + H5N4 + H3N5F1 + H4ANS + HAN3F1S1 +
H5N3S1 + H4N4S1 + H5N4F1 + H4N5F1 + H5N5 + H4N4F1S1 + H5N4S1 + H5N5F1 +
H5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + H5N5F1S1 + H5N4F1S2 + HS5N5S2 + H5N5SF1S2)

Iki antenli siyalilasyona GG16 1/2* (H3N3S1 + H4N3S1 + H4N3F1S1 + H5N3S1 + H4N4S1 + H4N4F1S1 + H5N4S1 +

ugrams glikanlar H5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N5F1S1 ) + 2/2 * (H5N4S2 + H5N4F1S2 + H5N5S2 + H5N5F1S2)
/ (H3N4 + H3N3F1 + H3N3S1 + H3N4F1 + H4N4 + H3N5 + H4N3S1+ H4AN4F1 + H5N4 +
H3N5F1 + H4N5 + H4N3F1S1 + H5N3S1 + H4N4S1 + H5N4F1 + H4NSF1 + H5N5 +
H4N4F1S1 + H5N4S1 + HS5N5F1 + HS5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + H5N5F1S1 +
H5N4F1S2 + H5N5S2 + HSN5F1S2)

Uc antenli siyalilasyona GG17 1/3* (HEN5S1 + H6N5F1S1) + 2/3* (H6N5S2 + H6N5F1S2) + 3/3* (H6N5S3 + HEN5SF1S3) /

ugramus glikanlar (H6N5F1 + HEN5S1 + HENSF1S1 + H6N5S2 + HENSF1S2 + HEN5S3 + HENSF1S3).

Dort antenli siyalilasyona  GG18 2/4 * (H7TN6S2 + H7TN6F1S2) + 3/4 * (H7N6S3+ H7N6F1S3) + 4/4 * (H7N6S4 + H7TN6F1S4+

ugramus glikanlar H7N6F2S4) / (HION6 + H7N6S2 + H7N6F1S2 + H7N6S3+ H7N6F1S3 + H7N6S4 +
H7N6F1S4+ H7N6F2S4).

Siyalilasyona ugrams GG19 1/2* (H3N3S1 + H4N3S1 + H5N3S1 + HAN4S1 + H5N4S1 + H5N5S1 ) + 2/2 * (H5N4S2 +

fukozlanma icermeyen iki H5N5S2) / (H3N4 + H3N3F1 + H3N3S1 + H3N4F1 + H4N4 + H3N5 + HAN3S1+ HAN4F1 +

antenli glikanlar H5N4 + H3N5F1 + H4ANS + HAN3F1S1 + H5N3S1 + H4N4S1 + H5N4F1 + HANSF1 + H5NS +
H4N4F1S1 + H5N4S1 + H5N5F1 + H5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + H5N5F1S1 +
H5N4F1S2 + H5N5S2 + H5N5F1S2)

Siyalilasyona ugramis GG20 1/3* (H6N5S1 ) + 2/3* (H6N5S2) + 3/3* (H6N5S3) / (HEN5F1 + H6N5S1 + H6NSF1S1 +

fukozlanma icermeyen ii¢
antenli glikanlar

H6N5S2 + HEN5F1S2 + H6N5S3 + HEN5F1S3)
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EK 1-E’nin devami

N-Glikan Grubu N-glikan Hesaplama
Kodu
Siyalilasyona ugramis ve GG21 1/2* (HAN3F1S1 + H4N4F1S1 + H5N4F1S1 + H5N5F1S1 ) + 2/2 * (H5N4F1S2 + H5N5F1S2)
fukozlanms iki antenli / (H3N4 + H3N3F1 + H3N3S1 + H3N4F1 + H4N4 + H3N5 + H4N3S1+ HAN4F1 + H5N4 +
glikanlar H3N5F1 + H4N5 + H4N3F1S1 + H5N3S1 + H4N4S1 + H5N4F1 + H4NSF1 + H5NS5 +
H4N4F1S1 + H5N4S1 + H5N5F1 + H5N4F1S1 + H5N5S1 + H5N4S2 + H5N5F1S1 +
H5N4F1S2 + H5N5S2 + H5N5F1S2)
Siyalilasyona ugramis ve GG22 1/3* (H6N5F1S1) + 2/3* (H6N5F1S2) + 3/3* (H6N5F1S3) / (H6N5SF1 + HEN5S1 + HENSF1S1
fukozlanmus ii¢ antenli + HBN5S2 + HBN5F1S2 + H6N5S3 + H6N5F1S3).
glikanlar
IgG’ye o6zgii glikan GG23 (H3N4F1 + HAN4F1 + H5N4F1 + H3N5F1 + HANSF1 + H5N5SF1)/T.
yapilari
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EK 1-F. Temel bilesen analizi (PCA) sonucu elde edilen varyasyon kaysayilari tablosu

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PC10 PCl1 PCl12 PC13 PC14 PC15 PC16
G1 0.293 -0.090 0.018 -0.037 0.019 -0.138 0.250 -0.046 0.328 -0.274 0.112 -0.394 0.329 -0.432 0.153 -0.390
G2 0.262 -0.018 0.307 0.052 0.245 -0.039 0.607 0.159 -0.275 0.437 -0.123 0.015 0.258 0.077 -0.120 0.101
G4 0.296 -0.066 0.230 0.062 0.158 -0.026 -0.025 0.073 0.198 -0.089 -0.007 0.043 -0.287 -0.153 0.579 0.575
G6 0.232 -0.233 0.038 0.313 0.409 0478 -0.232 -0.276 -0.393 -0.197 0.130 -0.217 0.006 0.020 -0.079 -0.050
G9 0.263 0.102 0.486 0.184 0.097 0.014 -0.138 0.220 0.358 -0.193 0.146 0412 -0.119 0.132 -0.346 -0.256
G10 0.249 0.162 -0.005 -0.088 -0.560 0.333 0.381 -0.011 -0.072 -0.325 0.212 -0.178 -0.158 0.246 -0.139 0.206
G12 0250 -0.302 -0.279 0.068 0.095 -0.195 0.135 -0.245 0.265 -0.148 -0.599 -0.046 -0.210 0.276 -0.252 0.046
G16 0.213 0.273 0.333 -0.543 -0.031 0.094 -0.160 -0.595 -0.016 0.180 -0.181 0.047 -0.030 -0.029 0.050 -0.117
G23 -0.274 -0.255 0.569 -0.042 -0.185 -0.143 -0.218 0.220 -0.118 -0.126 -0.277 -0.502 0.028 0.239 0.039 -0.027
G27 -0.111 -0.594 0.078 -0.415 0.053 0.034 0.081 0.013 0.090 0.161 0.331 -0.035 -0.324 -0.257 -0.343 0.107
G32 -0.226 -0.423 0.062 -0.143 -0.008 0.282 0.203 -0.125 0.153 -0.146 0.034 0.374 0.333 0.377 0.391 -0.132
G35 -0.259 -0.051 0.252 0.295 -0.120 -0.426 0.248 -0.465 -0.290 -0.309 0.084 0.243 -0.087 -0.217 -0.047 0.060
G36 -0.259 0.197 0.019 -0.272 0.290 0.290 0.251 0.277 -0.162 -0.410 -0.393 0.111 -0.226 -0.294 -0.008 -0.117
G37 -0.256 -0.014 0.160 0415 -0.259 0473 0.078 -0.160 0.355 0.307 -0.266 -0.052 -0.007 -0.332 -0.082 0.054
G39 -0.272 0.236 0.050 -0.116 0.336 -0.002 -0.003 -0.145 0.307 -0.213 0.117 -0.163 0413 0.097 -0.316 0.510
G43 -0.270 0.225 0.034 0.108 0.314 -0.034 0.285 -0.157 0.208 0.156 0.253 -0.311 -0.462 0.332 0.187 -0.267
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SORUMLU ARASTIRMA o

UNVANY/ ADAI /Sos\?,:nl o Ars.Gor.Dr.Mehmet Emrah YAMAN

Invaziv Duktal Karsinom Tamsi Almis Meme Dokusu
Orneklerine Ait N-Bagh Glikozilasyon Yapilarmn
Glikomiks Yaklasim le Analizi Ve Biyobelirteg
Potansiyellerinin Arastirilmasi

ARASTIRMACININ ACIK ADI

Toplant: Sayisi: 1 Karar No: 13 | Tarih: 04.01.2018

Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyast ile ilgili belgeler arastirmanin/caligmanin gerekge, amag, yaklagim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve galismanin biitgesinin kendisi tarafindan karsilanmasi kosulu ile
yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigna oy birligi ile karar verildi.

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/gahsmalar igin Tiirkiye ilag ve
Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin ahnmas) gerekmektedir.
Arastirmaciya ¢aligmalarinda basarilar dileriz.

KARAR
BILGILERI

Zekai HALICI

Prof.Dr/Hamidullah UYANIK
V Uye

Uye

Yrd.Dog.Dr.Zajtide KOSAN
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