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Son yillarda protein temelli tedavi edici ilaglarin 6nemi ciddi oranda artmistir. Bu
ilaclar hicre kultira ortamlarindan veya belirli canlilar Gzerinden Uretilerek elde
edilmesi bu tarz ilaglarin kimyasal olarak sentezlenmis ilaglardan ayirmaktadir.
Bu ilaclar kanser, diyabet gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan tedavi edici
Ozellige sahip ilaglardir. Bu ilaglarin hastaliklara kargi efektif bir sekilde tedavi
edici rol oynamasi icgin yapisinin hastaliga etki edecek sekilde 6zgun olmasi
gerekmektedir. Bu ilaglar uretim ve onaylanmasi sirasinda birgcok 6nemli
asamadan gegmektedir. Bu tarz ilaclar protein esasli olduklari igin Uretimleri ve
uretim sonrasindaki agsamalarinda meydana gelen enzimatik ve kimyasal
modifikasyonlar bu ilaglarin  iglevlerinde ve vyapilarinda gesitlilik
gOsterebilmektedir. Yapilarinda meydana gelen bu tarz modifikasyonlara Post-
Translasyonel Modifikasyon adi verilir. Bu modifikasyonlar arasinda glikozilasyon

en onemlilerinden bir tanesidir.

Kltle Spektrometrisi protein esasl tedavi edici 6zellige sahip ilaglarin dizilim,
bilesim, yapi, konformasyon ve kuitle gibi birgcok 6zelliginin aydinlatiimasinda

kullanilan guglld bir analitik yontemdir. Kutle Spektrometrisi protein esasl
[



biyoterapétik ilaglarin analizlerinde yogun bir sekilde kullaniimaktadir. Fakat bu
analitik teknikler o6zellikle ayni kutle/ylik oranina sahip farkli konformasyonel
Ozellikleri tasiyan formlarda analizlerde genellikle ayrim saglayamamaktadir.
Yumusak iyonlastirma teknigine sahip iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi
Ozellikle ayni katle/yuk oranina sahip farkl konformasyonel 6zellikleri olan tlrlerin
analizlerinde 6énemli rol oynamaktadir. Yumusak iyonlagtirma teknigi sayesinde
iyonlar hareketlilik tinelinin igine girerek sekil, boyut ve yuk gibi 6zelliklerine gore
ayrimlari saglanip konformasyonel 6zellikleri hakkinda bilgi elde edilebilir. Bu tez
kapsaminda insan serumunda yer alan immunglobulin g (IgG) ve ila¢ olarak
kullanilan, trastuzumab ve bevacizumab monoklonal antikorlarin N-glikan
profillerinin konformasyonel dlizeyde analizleri gergeklestiriimistir. Bu analizlerde
iyon hareketliligi kutle spektrometrik yontemlerden olan tuzaklamali iyon
hareketliligi kutle spektrometrisi kullaniimistir. Glikan analizleri igin kutle
spektrometrik cihazlarda iyonlasmadaki avantaji sebebiyle prokainamid etiketi
kullaniimistir. Bu analizlerde es zamanli olarak hidrofilik etkilesim kromatografisi
temelli floresans ve iyon hareketliligi kitle spektrometrik yéntemler kullanilarak
gerceklestiriimistir. Yapilan analizlerde IgG ve mAb’larin glikan formlar elde
edilmis ve konformasyonel agidan glikan yapilari tespit edilmistir. Yapilardaki her
bir glikan formunun etkin ¢carpisma kesiti hesaplanip birbirleriyle karsilastiriimasi
gerceklestirilmistir. Ozellikle glikan formlarinin CCS degerlerinin, esas olarak
yapilarindaki galaktoz ve fukoz birimlerinin varligi ve baglanma durumlarindaki
farkhliklara gore degisiklik gosterdikleri tespit edilmistir.. Bu tez c¢alismasinda
tuzaklamali iyon hareketliligi kutle spektrometrisi cihazi ile ilk kez 1gG ve
monoklonal antikorlarin glikan formlarinin konformasyonlari hakkinda bilgi elde
edinilmis olup ve es zamanl olarak floresans dedektor kullanilarak analizler

gerceklestirilmistir. Literatlre gugllu bir analitik ydontem kazandiriimigtir.

Anahtar Kelimeler: Monoklonal Antikor, Kiitle Spektrometrisi, Glikozilasyon, N-

glikan, Tuzaklamal Iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometresi
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In recent years, the importance of protein-based therapeutic drugs has increased
significantly. The fact that these drugs are produced from cell culture media or
certain living things distinguishes these drugs from chemically synthesized drugs.
These are drugs with therapeutic properties used to treat diseases such as
cancer and diabetes. The structure must be unique for these drugs to play an
effective therapeutic role against diseases. These drugs go through many critical
stages during production and approval. Since such drugs are protein-based, the
enzymatic and chemical modifications that occur during their production and
post-production stages can vary in the functions and structures of these drugs.
Such modifications that arise in their structures following protein synthesis are
called post-translational modifications. Among these modifications, glycosylation
is one of the most important ones. Mass spectrometry is a powerful analytical

method used to elucidate many properties of protein-based therapeutic drugs



such as sequence, composition, structure, conformation, and mass. Mass
spectrometry is intensely used in the analysis of protein-based biotherapeutic
drugs. However, these analytical techniqgues cannot discriminate species in
analysis, especially in forms with the same mass/charge ratio and different
conformational features. lon mobility-mass spectrometry with soft ionization
techniques plays an essential role in analyzing species with different
conformational properties, especially with the same mass/charge ratio. Due to
the soft ionization technique, ions can enter the mobility tunnel separated
according to their shape, size, and charge characteristics. Thus, information
about their conformational properties can be obtained. In this thesis,
conformational N-glycan profile analyses of immunoglobulin G (IgG) in human
serum, trastuzumab, and bevacizumab monoclonal antibodies (mAbs) were
performed. In these analyses, the trapped ion mobility spectrometry (TIMS)
technigue was used as one of the ion mobility techniques highly compatible with
mass spectrometers. The procainamide label was chosen for glycan analysis due
to its advantage in ionization in mass spectrometric devices. In these analyzes,
hydrophilic interaction chromatography was carried out with fluorescence and ion
mobility-mass spectrometry detection techniques simultaneously. In the
analyzes, glycan forms of mAbs were obtained and their conformational glycan
structures were determined. The collision cross-section (CCS) values of each
glycan form in the structures were calculated and compared. Especially, it was
determined that the variation of CCS values of the glycan forms mainly arises
due to the presence and binding formations of galactose and fucose units in their
structures. In this thesis, information about the conformation of the glycan forms
of mAbs was obtained using a TIMS device and a fluorescence detector
simultaneously for the first time. A robust analytical method has been introduced
to the literature.

Keywords: Monoclonal Antibody, Mass Spectrometry, Glycosylation, N-Glycan,
Trapped fon Mobility Mass Spectrometry
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1. GIRIS

Biyofarmasotik ilag endustrisinde gelistirilen bir ilag igin gegen zaman, harcanan
para oldukga fazladir. Bu tarz ilaglarin gelistiriimesinde hedef ¢ok 6nemli bir
safhadir. Belirlenen hedef sonrasinda muhtemel ilag adaylari i¢in kesif agamalari
gerceklestirimektedir. Bu kesif asamalari 6n klinik calismalar vasitasiyla
yapillmaktadir. Bu kesif c¢alismalari sonrasinda potansiyel bir ilagc adayi
belirlenmektedir. Belirlenen bu ilag adayi insan testlerine gegmeden oOnce
etkinligi, koruyuculugu gibi ozelliklerinin arastiriimasi i¢in bircok deneysel
asamadan gecmesi gerekmektedir. On klinik evrelerden gegen potansiyel ilag
aday! daha sonra klinik agamalara gecgebilmektedir. Bu asamalar sonucunda
yetkili kurumlara (FDA, EMA) ilacin buatin o&zelliklerini iceren sonug¢ raporu
sunulmaktadir. Yetkili kurumlarin degerlendiriimesi sonucu, firma kendi
potansiyel ilag adayi i¢in onay alir ve seri Uretime gecgilmek Uzere patente belirli
bir sene tek basina sahip olur. Patentine sahip oldugu ilacin piyasaya suirmek igin
uretir. Patent slresi bittikten sonra da diger firmalar ilacin dinyadaki hacmine
gore referans olarak bu ilaca yakin benzerlerini Uretebilmektedir. Bu ilaglar ayni
isleve sahip olmasi beklense de farkh ortamlarda Uretildikleri i¢in az da olsa

birbirlerinden farklidir.

Biyofarmasotik alanda rekombinant DNA teknolojisinin bulunmasi ilag
endustrisinde ¢igir agmistir. Bu sayede in vitro ortamda hucreler veya canlilar
uzerinden tedavi edici 6zellige sahip protein temelli ilaglarin Gretimi baglamistir.
Bu ilaglar genellikle, protein veya peptit temellidir. Bu ilaglar in vitro ortamda
uretildikleri icin kimyasal yolla Uretilen ilaglara gore daha karmasik ve buyuk

yapidadirlar.

Bu ilaglar arasinda en onemlilerinden bir tanesi ise monoklonal antikorlardir.

Monoklonal antikorlar yapisal anlamda, vicudun savunma sisteminde yer alan

immunoglobulinlere benzeyen, Y seklinde olup hastaliga 6zgu tasarlanan protein

yapisindaki biyoterapétik ilaglardan bir tanesidir. ilk monoklonal antikor fare

antikorlarindan dretilmis olup, organ nakli sirasinda akut reddi azaltmak igin
1



kullaniimistir. Sonrasinda ise birgok ila¢g firmasi kendilerine hedef olarak
belirledikleri hastalik veya hastaliklara karsi kendi Gretim teknikleriyle monoklonal

antikor bazli ilaglarini geligtirmeye baslamiglardir.

Monoklonal antikorlar protein yapisinda olan ilaglardir. Bu tarz ilaglarin
yapilarinin tamamen aydinlatiimasi, etkilesimlerinin incelenmesi ¢ok dnemlidir.
Uretim saflarindan gergeklesebilecek bir farklilik potansiyel ilag adayinin
yapisinin tamamen degismesine ve ilacin etki mekanizmasinda istenilmeyen
sonuglara neden olabilmektedir. Proteinler sentezleri boyunca veya sentezleri
sonrasinda post translasyonel modifikasyon adi verilen etkilesimlere maruz
kalarak htcre igerisinde aktif hale gelmektedirler. Bu post translasyonel

modifikasyonlarin en énemlilerinden bir tanesi de glikozilasyondur.

Monoklonal antikorlar protein yapisinda olduklar igin post translasyonel
modifikasyonlara ugramaktadirlar. Monoklonal antikorlar yapilarinda seker
grubunu icerdikleri icin glikozilasyona ugramaktadirlar. Monoklonal antikor
yapisinda Fc bdlgesi adi verilen bdlge de 1 adet glikozilasyon bdlgesi yer
almaktadir. Bu yapilarda genellikle N-glikozilasyon gerceklesmektedir. Her
monoklonal antikor glikozilasyon bdlgesi igerdigi icin ayrica glikoproteindir. Bu
yapilarda ki glikanlarin analizleri ok 6nemlidir. Glikozilasyonda ki heterojenitenin
fazla olmasindan dolayi yapiya farkl glikan gruplari da baglanabilmektedir. Bu
da potansiyel ilag adayl olan monoklonal antikorlarin yapisindaki glikan
formlarinin tamamen degismesine neden olabilmektedir. Bu tarz yapisal
farklilklarin GUretimde veya Uretim sonrasindaki yapilan galigmalarda tespit
edilmesi ¢ok onemlidir. Kiutle spektrometrik tekniklerden olan iyon hareketliligi
kitle spektrometresi 6zellikle bir molekulin konformasyonel agidan farkhliklarini,
sekli, boyutu hakkinda ciddi bir bilgi saglayan analitik tekniktir. Bu teknikte iyonlar
iyonlar ayni kitle/ylk oranina sahip olsalar bile, inert gaz ortaminda buyuklik ve
sekillerine goére ayrimlarini gergeklestirilerek aralarindaki farkliliklar net bir
sekilde tespit edilebilmektedir. Bu tekniklerden arasinda son yillarda kullanimi

artan Tuzaklamali lyon Hareketliligi teknigi ise kendisinden dnce ¢ikan tekniklere



nazaran farkli galisma prensibi ile yuksek hassasiyet, ayrimi guclu ve hizli analiz

saglamaktadir.

Bu tez calismasinda, monoklonal antikor bazl ilaclar olan Trastuzumab ve
Bevacizumab, referans olarak da insan plazma immunoglobulin g kullaniimigtir.
Bu biyomolekdllerin N-glikanlarinin  konformasyonel agidan analizlerinin
gerceklestirilerek, konformasyonun da 6zellikle monoklonal antikor bazli ilacin
onay alma surecinde etkinliginin hizl bir sekilde gosterilmesi amaclanmigtir. Bu
calismada mAb ve IgG lerden N-glikanlar elde edilmigtir. Elde edilen glikanlar
katle spektrometrik tekniklerde ki avantaji sebebiyle prokainamid etiketi ile
turevlendirilerek analize uygun hale getiriimigtir. Bu analizlerde cevrimigi bir
sekilde floresans ve kutle dedektorleri birbirine badlanmis yapisal 6zelliklerine
gore karsilastirmalar yapiimistir. Her molekulde ortak olan glikan yapilarinin etkin
carpisma kesitleri bulunmus ve birbirleriyle karsilastirmalari yapiimistir. Ayrica
yapilara 6zgu olan glikanlarin da etkin garpisma kesitleri bulunarak yapidaki bir

fukoz veya bir galaktoz baglanmasi sonucu degisen farkliliklar gésterilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda N-glikan igerikleri farkl terapdétik ilag tarleri igin ayrintil
olarak iyon hareketliligi kutle spektrometresi ile hem kutleleri, hem iyon
hareketlilikleri hem de etkin carpisma kesitleri ayrintili bir sekilde olcllerek
ilaclarin birbirlerinden ayirt edilmesi ve ayrica ayni ilacin degisik Uretim
islemlerinden farkliliklarinin gelip gelmemesi ve dolayisi ile ilacin etkin uretilip
uretilmedigi ve bagli olarakta aktivitelerinin varligi hizli ve detayli bir sekilde tespit

edilebilecekleri gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoteknolojik ilaglar

1928 vyilinda Alexander Fleming tarafindan penisilinin Gretiimesi ile ilag
sektorindeki ilk biyoteknolojik Gretim baglamistir[1].1982 yilinda ise Eli Lily ve
Genentech firmalari tarafindan rekombinant DNA teknolojisi ile diyabet
hastaliginin tedavisinde kullaniimak Uzere Humulin piyasa adiyla insan insulini
Uretilmis, Amerikan llag ve Gida Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir[2,3]. Bu
gelismeler 1s1§inda, bir¢cok firma kendi Uretim teknikleriyle tedavi edici etkiye
sahip ilaglarini Gretmistir, Gretmeye de devam etmektedir. Amerikan ilag ve Gida
idaresi (FDA) tarafindan 2020 yilinda 53 adet biyoteknolojik Uriine onay
verilmigtir[4]. Avrupa ila¢ ajansi (EMA) tarafindan 97 adet biyoteknolojik trline
onay verilmistir. EMA tarafindan 2020 yilinda onay verilen ilaglar arasinda 39
tanesinde ise daha énce onayi veriimemis aktif maddeler iceren ilaglar da yer
almaktadir[5]. 2020 yilinda duinya ¢apinda satilan biyofarmasotik ilaglar arasinda
AbbVie’s firmasi tarafindan uretilen, piyasa ismi Humira olan Adalimumab adh
ilacin yaklasik satis degeri 20 milyar dolari agmistir. Bu ilag romatoid artrit, crohn
hastaligi, sedef hastali§i, ankilozan spondilit, gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasi amaciyla onay alan bir ilagtir. 2020 yilinda en fazla satilan
biyofarmasotik ilaglar arasinda ilk 10 ilacin satis rakami yaklasik 102.2 milyar
dolar olarak belirtiimigtir. Bu da biyofarmasotik alanda yapilan calismalarin ne

kadar 6nemli ve ciddi boyutta olduguna bir gostergedir[6].

Biyofarmasoétik ilag, rekombinant dna teknolojisi veya yeni biyoteknolojik
yontemler ile Uretilen, insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ilaglara denir[7].
Biyofarmasotik alanda uretilen ilaglar genellikle peptit[8] veya protein[9] temelli
olduklari igin, konvansiyonel ilaglara kiyasla daha buyuk ve karmasik bir yapiya
sahiptir. Konvansiyonel ilaglar laboratuvar ortaminda kimyasal yolla
uretilmektedirler. Bu ilaclar genellikle diguk molekul agirligina (Aspirin 180 Da)
sahip ilaglardir. Biyofarmasotik ilaglar ise yiiksek molekil agirligina (interferon 18
kDA, Monoklonal Antikor 150 kDa) sahip, buyuk bir bdlimd canh formlarinda
uretilen ilaglardir. Bu tarz ilaglar konvansiyonel ilaglar ile karsilastirildiginda

bircok avantaja sahiptir. Bu avantajlar arasinda tek bir molekule 6zgu uretilmeleri,



yan etkilerinin ¢ok az olmasi, aktivite ve yliksek hassasiyet gibi 6zelliklere sahip
olmasi bu avantajlar arasinda sayiimaktadir[10, 11].

Aspirin Monoklonal Antikor

Sekil 2.1. Aspirin ve Monoklonal Antikor yapisinin sematik gosterimi[12]

Biyofarmasotik ilaglarin Uretimi sirasinda birgok okaryotik ve prokaryotik sistem
kullanilir. Bu sistemler arasinda, Esscharia Coli, Cin hamsteri yumurtahk
hdcreleri, bir maya tlri olan saccharomyces cerevisiae, bebek hamster
karacigeri, memeli hicre hatlari, murine myeloma teknolojisinden tiretilmis NSO
ve SP2/0 hicre hatlari yer almaktadir[11],[13-15].



Uretici firma, kullandiklari teknolojilere gére bir konak hiicresine Urettirmek
amaciyla hedef hastaliga kargi etki etmesi beklenilen protein genetik materyalini
ekler. Eklenilen bu genetik materyali konak hlcre kendi proteinlerini Urettigi gibi
uretir. Bu proteinleri Ureten hucreler ¢ogaltildiktan sonra kaynak olarak kullanilir.
Konak hucreler tarafindan Urettirilen bu proteinler hicre hatlarindan
ayristirildiktan sonra kromatografik yontemlerle saflastiriir. Saflastirma
isleminden sonra karakterizasyon, stabilite, kalite kontrol testleri yapilir. Bu
testlerden sonra ilag formulize edilir, biyobenzerlik ve toksikoloji ¢alismalari
yapilir. Bu ¢calismalardan sonra ise onay almasi gereken yetkili kurumlara (FDA
veya EMA) butin sonuglar sunulur[16]. Onay alinan ilaglar seri tretim ile baslanip
piyasaya surilur. Uretici firma, yetkili kurumlardan onay aldiktan sonra Urettigi
biyofarmasotik ilacin tek basina belirli bir yil patentine sahip olmaktadir. Patent
suresi dolara kadar bu Urind tek basina uretmektedir. Patent stresi dolduktan
sonra ise diger firmalar genetik kodu ortaya ¢ikmis, Urin hakkinda buttn bilgiler
paylasildiktan sonra ilk Uretilen Urine ¢ok yakin olarak kendi Urunlerini
uretebilmektedir. Patenti alinmis piyasada hedefe 6zgl Uretilmis ilk ilaca
biyoteknolojik referans ilag denir. Tedavi edici etkiye sahip ilaglara ise
biyoterapotik ilag adi verilir. Referans ilag baz alinarak Uretilen Urlnlere ise
biyobenzer adi verilmektedir. Biyobenzer Urunlerin onay surecinde, etki maddesi
ayni biyolojik madde igcermesine ragmen, referans ilaca yakin olacak sekilde risk,

fayda, kalite, etkinlik, glvenirlilik gibi 6zelliklerine yakin olmasi gerekmektedir.

Biyoterapotik proteinler Leader ve ark. tarafindan farmokolojik etkilerine gore bir
siniflandirma énermistir. Bu siniflandirmaya gore; protein asilari, hedefe 6zgu
protein terapotikleri, duzenleyici ve enzimatik etkiye sahip protein terapdétikleri ve
protein teshisi adi altinda 4 grup olusturmuslardir[9].

Biyofarmasotik ilaglar arasinda hormonlar, agilar, buyume faktorleri, monoklonal
antikorlar, enzimler ve sitokinler yer almaktadir[7]. Yetkili kurumlardan onay almig

bazi biyofarmasotik ilaglarin listesine asagida yer verilmistir.



Cizelge 2.1 Bazi onay almig biyofarmasotik ilaglarin gizelgesel gosterimi[17]

Kategori Biyofarmasotik Uretildigi Etki ettigi Onay Tarihi
ilag Sistem Hastalik
insan insiilini E.coli Diyabet 1982 (ABD)
Hormon
Tirotropi-alfa CHO hucreleri Tiroid kanseri 1998 (ABD)
teshis ve tedavi 2000 (Avrupa)
HBsAg S. cerevisiae Hepatit B 2001 ( Avrupa)
(HBVAXPRO)
Asi
influenza suslari Embriyo influenza (H5N1) | 2016 (Avrupa)
yumurtalari
2006 (Avrupa)
Alglukozidaz Alfa CHO hicreleri Pompe Hastalgi 2008 (ABD)
Enzim 1994 (ABD)
imigluseraz CHO hcreleri Gaucher Hastalgi 1997 (Avrupa)
Anemiye bagli
Biiyiime Epoetin - Alfa CHO hcreleri kronik bobrek 2007 (Avrupa)
.. yetmezligi
Faktorleri
Filgrastim E.coli Noétropeni 2008 (Avrupa)




Monoklonal Golimumab Sp2/0 Hucreleri Romatoid Artrit 2009 (Avrupa)
antikorlar 2009 (ABD)
2011 (Avrupa)
Belimumab NSO hcreleri Kelebek Hastaligi 2011 (ABD)
interferon beta-1b E.coli Coklu Skleroz 2008 (Avrupa)
N MS
Sitokinler (MS) 2009 (ABD)
Aldesleukin E.coli Bdbrek Hastahgi 1992 (ABD)

2.1.1. Monoklonal Antikorlar

Antikorlar veya diger adiyla immunoglobulinler vicudumuzda B lenfosit hucreleri
tarafindan Uretilen, hicreler tarafindan antijen olarak tanimlanan yabanci virGs,
bakteri vb yapilara kargi Uretilen ve bu yapilara karsi korunmayi saglayan
biyomolekullerdir. Her bir antikorun kendisi ile uyum saglayan bir antijeni olup,
tek bir antijen icin vicudumuz tarafindan tek bir antikor Uretilmektedir.
Vicudumuzda farkli antijenlere karsi Uretilen 5 cesit immunoglobulin yer
almaktadir. Bu immunoglobulinler; IgA, IgD, IgE, 1gG ve IgM olarak
adlandirilmigtir. Her bir immunoglobulin viicuda giren veya girdikten sonra etki
olusturan antijenlere kargi uretilir[18]. Her bir immunglobulinin kendine 6zgu
g6revi vardir. Ornegin; IgE vicutta alerjik yanit olusturur iken, IgM ise antijenle
bagisiklik

arasinda en c¢ok bulunan ise

ile kargilagildiginda hizlica  Uretilip yanitinin  olugmasini

saglamaktadir[19]. Bu immunoglobulinler
immunoglobulin G (IgG) dir. immunoglobulin G ler insan serumunun yaklasik
%70-%75 ini olusturan yapilardir. Hastaliklara karsi kalici bagisiklik saglayan

antikorlardir.




L

Sekil 2.2. insan viicudunda yer alan immunoglobulinlerin sematik gdsterimi[20]

Cambridge Universitesinden Cesar Milstein, Niels Jehre ve Georges Kéhler isimli
bilim insanlari, 1975 yilinda fareler Gzerinden tek bir epitopa spesifik olarak bol
miktarda antikor Uretmiglerdir. Bu teknigin adina hibridoma teknolojisi verilmigtir.
Bu uretim teknolojisi Kohler, Jehre ve Milstein’e 1984 yilinda Nobel tip-fizyoloji
odulintd  kazandirmistir[20-21]. Hibridoma teknolojisi yardimiyla dretilen
monoklonal antikorlar tek bir antijne kargi spesifik olarak dretimi saglanan
yapilardir. Monoklonal antikorlar genellikle hibridoma teknolojisi veya farkh bir

biyoteknolojik Gretim vasitasiyla Uretilen, kanser, astim, sedef, Crohn hastaligi,



bulasici hastaliklar, romatoid artrit gibi birgok insan hastaliginin tedavisinde

kullanilan protein temelli tedavici edici etkiye sahip yapilardir[17][23][24].

Hibridoma teknolojisinin bulunmasinin ardindan ila¢ firmalari bu teknoloji ile
yakindan ilgilenmis ve kendi monoklonal antikor bazl ilaglarini Gretmek igin
calismalarina baslamislardir. Bu ¢alismalar blyuk ilgi gérmustiar. Bu ¢alismalar
sonucunda 1982 yilinda ilk kez muromonab-CD3 isimli monoklonal antikor fareler
uzerinden elde edilmis ve hucre kultiru ortaminda gogaltilmistir. Bu ilag akut
romatizmal ates ve karaciger yetmezligi gibi hastaliklara kargi etkinligi
gosterilmigtir. Yapilan c¢alismalari, kalite, etki, koruyuculuk gibi testlerin
sonuclarinin Amerikan ila¢ ve Gida idaresi (FDA) kurumuna sunulmasinin
ardindan bu ilag 1986 yilinda ilk kez onay almistir[25][26]. Bu ila¢ dinyada o
dénem monoklonal antikor temelli Uretimi gerceklestirilip onay alan ilk ilag
Ozelligini de tasimaktadir. Su anda dinyada 500 den fazla kanser ve diger
hastaliklarin tedavisinde kullaniimak Uzere monoklonal antikor temelli ilaglar
cesitli klinik agsamalarda sirketler tarafindan cgalisiimaktadir[27]. 2020 yili sonu
itibariyle FDA ve EMA onayli 79°dan fazla monoklonal antikor bulunmakta ve
bunlarin 30 tanesi sadece kanser tedavisinde kullaniimaktadir[23][28]. Dunyada
terapotik etkiye sahip monoklonal antikor pazari 2018 yilinda yaklagik 115,2
milyar abd dolari degerinde iken, 2019 yilinda bunun 150 milyar dolari ve 2025 e
kadar ise 300 milyar dolari bulmasi beklenmektedir[23].

Gunumuze kadar onaylanan terapétik (tedavi edici) etkiye sahip monoklonal
antikorlar immunglobulin G (1gG) temelli ilaglardir. immunglobulin G lerde kendi
icerisinde yapisina ve miktarina bagl olarak immunglobulin G1 (IgG1),
immunglobulin G2 (IgG2), immunglobulin G3 (IgG3) ve immunglobulin G4 (
IgG4) olarak adlandirilan 4 alt birimden olusmaktadir. immunglobulin G’nin
iceriginde % 60-70 arasi IgG1, %?20-30 arasi IgG2, %5-8 arasi IgG3 ve sadece
%5 oraninda yer alan 1gG4 bulunmaktadir[29][30]. Bu alt birimlerinde kendi
icerisinde de alt birimleri vardir. Klinik galismalarda genellikle IgG1, IgG2 ve IgG4

temelli terapdtik etkiye sahip ilaglar kullaniimaktadir. IgG3 ise bu ¢alismalarda yer

10



almamaktadir. 1gG3’un hizli yarilanma omru nedeniyle bu calismalarda yer
almamaktadir[31][32].

Monoklonal antikorlar Uretim asamalarina goére fareden dretilmis, kimerik,
insansilastiriimis ve insansi olarak 4 gruba ayrilmaktadir. Bu alt gruplarda
Uretilen monoklonal antikorlar genellikle —mab ekiyle sona erer. Ornegin fare
yapisindaki monoklonal antikorlar %0, kimerik yapidaki monoklonal antikorlar
%60, insansilastiriimis yapidaki monoklonal antikorlar %90, insansi monoklonal
antikorlar ise %100 insan immunglobulin G yapisina benzemektedir. Uretim
methoduna gore fare antikorlarindan Uuretilenler —momab ekiyle, kimerik
monoklonal antikor yapisindakiler —ximab ekiyle, insansilagtiriimigs monoklonal
antikorlar —zumab ekiyle, insansi monoklonal antikor yapisindakiler ise —umab
ekiyle sonlanir. Bu 4 alt grubun yani sira Fab fragmenti grubu, Fc-fuzyon
proteinleri,  bispesifik antikorlar, radyoimmunokonjugatkar, antikor-ilag
konjugatlar gibi antikorlardan tiretilmis ilaclar da yer almaktadir [31][33][34].

VY

Fare Kimerik insansi Insan _
%0 Insan %65 insan %90 insan %100 Insan

Sekil 2.3. Monoklonal antikorlarin siniflandiriimisg sematik gosterimi[34]
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Monoklonal antikorlar yaklagik olarak 150 kDA agirliginda tetramerik yapiya
sahip proteinlerdir. Monoklonal antikorlar Y’ sekline sahip yapilardir. Monoklonal
antikorlar yapilarinda 2 adet 50 kDA agirliginda hareket etme 6zelligi olmayan
sabit agir zincir ve 2 adet 25 kDA agiriginda hareket 6zelligi olan hafif zincirden
olusur. Yapidaki hafif ve agir zincirler de farkli bolgelerden olugsmaktadir. Agir
zincir bolgeleri CH1, CH2, CH3 ve VH olarak isimlendirilirken, hafif zincir bolgeleri
ise VL ve CL olarak isimlendirilmistir. Burada V (variable) ile isimlendirilen
bdlgeler antijene baglanan hareketli, C (constant) ile belirtilen bolgeler ise sabit
bolgeler olarak tanimlanmigtir. Yapidaki antijene baglanma boélgeleri, VH ve VL
olarak adlandirlan u¢ kisimdaki bolgelerin birbirleri icerisine ge¢gmesi sonucu
olusmaktadir. Fab bodlgesi olarak isimlendirilen bodlge antijene baglantiyi
sagladiktan sonra, Fc bolgesi ise savunma sistemindeki hucreleri kendine
cekerek antijenlere etki edilmesini saglamaktadir. Her bir bolge kendi igerisinde
birbirlerine tek bir disulfid bagi ile baglanmigtir. Disuilfit baglari IgG1 ve 1gG4
yapilarinda 16 iken, IgG2 de ise 18 tanedir. AJir zincirler mentese bdlgesi adi
verilen bolgede 1gG1 ve IgG4 de 2 adet, IgG2 de ise 4 adet disulfid bagi ile
birbirlerine baghdir. Yapilarindaki disulfid bagi sayisina goére monoklonal
antikorun yapisi da, tretiimesi hedeflenen immunglobulin G nin alt birimine bagh
olarak degisir[31][32].
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Sekil 2.4. Monoklonal Antikor yapisinin sematik gosterimi
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2.2. Post Translasyonel Modifikasyonlar

Yasamlar faaliyetlerin  didzenlenmesinde proteinler ¢ok &énemli rol
oynamaktadirlar. Proteinlerin birgogu fonksiyonlarini kazanabilmek igin gecici
veya kalici 6zelliklere sahip olmak zorundadirlar. Bu 6zelliklere sahip olmak igin
proteinler sentezi sirasinda veya sentezi sonrasinda yapilarindaki degisikliklere
ugrarlar. Bu ugradiklari degisikliklere post-translasyonel modifikasyonlar (PTM)
denir. Post-translasyonel modifikasyonlar, proteinin peptit zincirindeki kovalent
bagli bir grubun yapidan ayriimasi veya vyapiya katilmasi sonucu
gerceklesmektedir. Post-translasyonel modifikasyonlarin bugine kadar 300’den
fazla oldugu belirtiimistir[35]. Post-translasyonel modifikasyonlar proteinlerin
hlcre igindeki konumu, kendi aralarindaki etkilesimlerini, sinyal iletimi gibi birgok
biyolojik iglemi kontrol etmektedir. Post-translasyonel modifikasyonlar geri
donusuimllu ve geri donusumsiz olmak Uzere iki gruba ayrilabilir[36]. Geri
donlsumli olanlarda fosfat ve metil gibi kiglk olan, karbonhidrat ve lipit gibi
blylk olan yapilarin enzimler araciligi ile proteinin belirli aminoasitleri Gzerinden
yaplya baglanmasi sonucu gergeklesen modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlar
arasinda glikozilasyon, fosforilasyon, oksidasyon, asetilasyon, lipidasyon,
amidasyon, sulfasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar sayilabilir. Bir diger
post-translasyonel modifikasyon ise proteinlerin peptitlerinin arasindaki peptit
baglarinin enzimler ya da otokataliz sonucu pargalanmasidir. Bu post-

translasyonel modifikasyon geri donusumsuzdur[36][37].

14



Asetilasyon
Fosforilasyon

Protein

Glikozilasyon « > Lipidasyon

A

Oksidasyon Amidasyon

Sekil 2.5. Bazi Post-Translasyonel Modifikasyonlarin sematik gosterimi

Post-translasyonel modifikasyonlarin hicre igindeki organellerin ¢gogunda ve
yuzlerce ¢esidinin gerceklestigi disunilmektedir. Bu modifikasyonlar aracaligiyla
bircok hlcresel fonksiyonda islevsel hale gelmektedir. Memeli hicrelerinin buyuk
bir ¢ogunlugundaki proteinlerin Post-translasyonel modifikasyona ugradigi
disunulmektedir. Bu modifikasyonlar arasinda en sik galisilan ve gérilenler
arasinda fosforilasyon ve glikozilasyon yer almaktadir [38].

2.3. Protein Glikozilasyonu

Glikozilasyon, okaryot ve prokaryot hicrelerde gergeklesen post translasyonel
modifikasyonlardan bir tanesidir [39]. Glikozilasyon, proteinin yapisina spesifik

enzimler araciigiyla  karbonhidrat  gruplarinin  baglanmasi  sonucu
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gerceklesmektedir. Glikozilasyon sonrasinda karbonhidrat gruplarinin baglandigi
protein yapilarina glikoprotein, bu karbonhidrat gruplarinin da birbirleriyle
birleserek olusturduklari yapilara ise glikan adi verilmektedir. Protein
glikozilasyonu post translasyonel modifikasyonlar arasinda en karmasik ve gesitli
olan modifikasyon turlerinden biridir. Glikozilasyonun okaryot hucrelerinin
proteinlerinin % 50’sinden fazlasinda gergeklestigi dusunulmektedir[40]. Protein
glikozilayonunun molekiler tanimlama, inflamasyon dizenleme, proteinlerin
doénUsumda, sinyal iletimi gibi hicresel faaliyetlerin birgogunda rol oynamaktadir.
Bunun yani sira glikozilasyondaki degisimlerin kanser, inflamasyon hastaliklari,
dogustan gelen hastaliklar ile iligkili oldugu belirtilmigtir [41][42]. Ayrica
glikozilasyonun tim okaryotik hiicrelerde sitoplazma, mitokondri, endoplazmik
retikulum (ER), cekirdek ve golgi aygiti gibi hiicre igerisinde dnemli gérevleri olan

yapilarda gerceklestigi bilinmektedir [43].
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Sekil 2.6. Proteinlerin N- ve O- Glikozilasyon birimlerinin sematik gosterimi [44]
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Proteinler de glikozilasyon karbonhidratlarin baglanma bigimlerine gore N-
glikozilasyon ve O-glikozilasyon olarak ayriimaktadir. N-glikozilasyon ER’de
baglayip golgi aygitinda sona eren bir dizi enzimatik surecler sonunda
gerceklesmektedir. Baglangicta ER’de 14 seker grubuna sahip bir oligosakkaritin
dolikol fosfat yapisina baglanmasiyla baslar. Sonrasinda yeni olugsmaya
glikoproteine Asn-X-Ser/Thr aminoasit sekansini iceren, X pirolin hari¢ herhangi
bir aminoasidi ifade eder, yapiya oligosakkarit birimi glikozidik bagi ile baglanir.
Golgi aygitinda glikozidaz ve glikotransferaz enzimleri sayesinde oligosakkarit
biriminden bazi seker birim birimleri ayrilir ve yenileri katilir. Bu sure¢ sonucunda
yapisinda farkli N-glikan birimler iceren glikoproteinler olusur[45]. O-glikozilayon
ise N-asetil galaktozamin (GalNAc) monosakkaritinin proteine Ser veya Thr
aminoasidi Uzerinden baglanmasi ile baglar. Bu baglanma N-asetil galaktozaminil
transferaz (GALNT) adi1 verilen enzimin katalizlemesi ile gergeklesir. Protein
yapisina GalNAc monosakkariti katildiktan sonra spesifik enzimler yardimi ile
galaktoz (Gal) veya N-asetil glukozamin (GlcNAc) baglanir. Bu baglanmalardan
sonra, gesitli enzimler yardimiyla GIcNAc Uzerine farkli monosakkarit birimleri
baglanarak  bircok  O-glikozilasyona ugramis glikoprotein  olusur[46].
Glikozilayondan sorumlu olan enzimlerin canli organizmalarin gelisiminde ve

islevlerinde 6nemli oldugu saptanmistir.

Bir glikoproteinde tek bir N-glikozilasyona veya O-glikozilasyona ugramis ya da
her ikisininde farkli pozisyonlarda baglanabildigi birden fazla karbonhidrat birimi
yer alabilmektedir. Her badlanti bolgesinde farkli karbonhidrat birimlerinin
bulunmasi da yapida heterojeniteye neden olmaktadir. Bu baglanti noktalarindaki
cesitlilik glikoproteinlerin farkli alt glikoformlarini ve kiimelerini olusturdugundan
cesitlilik saglar ve mikroheterojenite olusturur[47]. Glikozilasyon sirasinda
proteinlere farkli monosakkarit birimleri baglanmaktadir. Bu monosakkaritler
arasinda; mannoz, galaktoz, fukoz, glikoz, N-asetil galaktozamin (GalNAc), N-
asetil néraminik asit (NeuAc), ve N-asetil glikozamin (GlcNac) yer almaktadir. Bu
monosakkarit birimlerinin yapiya katilma ve siralanmalari arasindaki farkhliklar

proteinin Uzerinde gesitli oligosakkarit birimlerinin olusmasina olanak saglar [48].
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Glikozilasyon, dnemli hiicresel sureglerde, hicre-hicre arasi ve hiicre-hicre digi
iletisim, hlcresel metabolizma ve hucre-hicre yapismasi gibi olaylarda rol

oynamaktadir.

Glikozilasyon, protein temelli biyoterapétik ilaglarda meydana gelen en énemli
post translasyonel modifikasyonlar bir tanesidir. Glikozilasyon, biyolojik temelli
ilaglarda yaygin olarak gorulen, ilacin ¢ozunarlik, serum yari émru, protein
katlanmasi ve immunojeniklik gibi Kklinik gtvenlik ve etki profillerini etkiledigi
belirtilmistir. Protein temelli ilaglarda iki temel glikozilayon turd olan N-
glikozilasyon ve O-glikozilasyon gorulir. Immunoglobulin G temelli ilaglarda
(mADb) N-glikan yapisi reseptor afinitesini etkileyerek dizenledigi belirtiimistir. O-
glikozilasyonun eritropoetin gibi ilaglarda etkisi O-glikan yapisinin zorluklarinda
dolayl daha az arastiriimis olup, etkisinin ila¢ kalitesinde 6nemli rol oynadigi
dugunulmektedir. Glikozilasyon nedeniyle biyolojik ila¢c Uretimindeki baslica

engeller; Karmasiklik, degiskenlik ve mikroheterojenite olarak belirtiimistir [44].

2.3.1. Glikomik

Glikanlarin klinik, biyolojik ve biyoteknolojik Gretim g¢alismalarindaki dneminin
artmasi ve protein katlanmasi, konak-patojen etkilesimi ve sinyal taginimi gibi
bircok biyolojik suregte rol oynamasi glikan galismalarindaki 6nemi ciddi oranda
arttirmistir[49][50]. Glikan ¢alismalari hicresel, molekuler, doku ve daha yuksek
seviyelerde bilinmesine ragmen, birden ¢ok bileseni icerdiginden esi benzeri
olmayan zorluklar sunmaktadir. Glikanlarin Gg¢ temel ve birbirleriyle alakali olan
yonu, bu alanda yapilan calismalari hem ilgi uyandiran hem de zorlayici
kilmaktadir. Bu olaylarin  birincisi; glikanlarin  biyosentezinde cgesitli
glikoziltransferazlarin koordineli bir bicimde herhangi bir sablona bagl olmadan
olusturdugu sentez surecidir. Bu biyosentez sureci glikan yapilarina karmasiklik
ve cesitllik saglamaktadir. ikincisi glikanlarin  kimyasal cesitliligi ve
heterojenitesinin de glikanlarin kimyasal yapilarinin tanimlanmasi igin analitik
tekniklerin gelistiriimesine yol agmasidir. Sonuncusu ise proteinlerin baglanma
bolgelerine ¢ok sayida temas eden glikan yapilarinin glikan-protein
etkilesimlerinin biyokimyasal olarak temelinin anlasiimasidir[51]. Glikomik alani
glikozilasyon bodlgelerine bakilmaksizin sadece glikan profillerinin analizi ile

ilgilenmektedir [42].
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2.3.2. Proteinlerin N-glikan Yapilari

N-glikanlarin sentezi ER’de dolikol fosfata bagli yapisinda 9 mannoz birimini
bulunduran 14 geker birimli bir oncu oligosakkarit ile baglar. Bu 06ncu
oligosakkaritten endoplazmik retikulumda enzimatik suregler sonucunda 1
mannoz ve 3 glukoz birimi ayrilir. Ayrilmalar gergeklestikten sonra yeni olugsmakta
olan, Asn-X-Ser/Thr tri-peptit sekansini igceren aminoasit zincirine N-glikan yapisi
baglanarak golgi aygitinda olgunlagsmaya baslar. Olgunlagsmaya devam eden
yapida enzimler araciligiyla farkli N-glikanlar tarleri olusturulur. N-glikan tarlerinin
hepsinde ¢ekirdek yapisi olarak i¢ mannoz ve iki N-asetil glikozamin bulunur. Bu
5 seker birimini iceren gekirdek yapisina baglanan monosakkarit birimlerine gore
N-glikanlar kendi igerisinde ayrilmaktadir. Bu N-glikan tarleri yiksek mannozlu,
hibrit ve kompleks olarak 3 adlandiriimistir. YUksek mannozlu N-glikanlar
cekirdek yapisi haric mannoz birimlerini icermektedirler. Bu mannoz birimleri
birden fazla dallanma gergeklestirerek yapiya baglanmaktadirlar. Kompleks N-
glikanlar ¢ekirdek yapisi hari¢ genellikle GIcNAc, Glc ve siyalik asit monosakkarit
birimlerini icermektedirler. Kompleks N-glikanlar dallanmalarin sayisina goére
iki,ic¢ ve dort antenli olarak isimlendirilmislerdir. Hibrit N-glikan turleri ise ¢ekirdek
yapisi hari¢ bir bolgesinde yuksek mannoz yapisinda diger bolgesinde ise

kompleks glikan yapisinda dallanmig glikanlari bolgelerini igermektedir[52][53].

Asn Asn Asn

Sekil 2.7. Sirasiyla Kompleks, Yiksek Mannozlu ve Hibrid N-glikan yapilarinin
sematik gosterimi
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Sekil 2.8. Proteinlerin N-glikan Yapilarinin Biyosentezinin Sematik Gosterimi

Glikanlarin yapisal olarak heterojeniteligi, golgideki herhangi bir sablona bagli
kalmadan sentez sonucudur ve glikanlarin biyosentez yolu boyunca proteine ilk
transferindeki verimsizligi belirtir. Bu olay, glikoform adi verilen glikozilasyona
ugramis varyantlarin karisimini dretmektedir. Memelilerde tam cesitlilikte glikan
uretmek icin 700 protein ve 7000’den fazla farkli yapiya ihtiyacin oldugu tahmin
edilmektedir[48].

2.4. N-glikanlarin Kutle Spektrometrik Teknikler ile Analize Hazirlanmasi

Glikoprotein analizlerinin son vyillarda artmasi yeni teknik ve stratejilerin
geligtiriimesine  yol acmistir.  Kutle  Spektrometrisi,  glikoproteinlerin
karakterizasyonunda ¢ok énemli bir teknik haline gelmistir. Glikoproteinler kitle
spektrometrik teknikler kullanilarak genellikle glikopeptit ve glikan dizeyinde
incelenmektedir. Glikopeptit dliizeyinde glikoproteinin spesifik olmayan herhangi
bir enzim tarafindan glikopeptit birimlerine pargalanmasi ve bu ayrilan pargalarin
analizleri seklinde gergeklestiriimektedir. Glikan dizeyinde ise spesifik enzimler

araciligiyla glikoprotein yapisindan glikanlarin ayrilmasi ve ayrilan glikanlarin
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kitle spektrometrik teknikler ile analizi i¢cin hazir hale getiriimesine
dayanmaktadir. Glikanlar essiz baglanma, izomerizm, bollugu az ve yapisal
anlamda karmasik olan karakterizasyonu zor olan molekullerdir. Glikan yapilari
yas, hastalik, kan grubu, cinsiyet ve beslenme gibi birgok etkene baglidir.
Glikanlarin kutle spektrometrik teknikler ile analize hazir duruma gelmesi igin bazi
on iglemlerden gecmesi gerekmektedir. Bu islemler sirasiyla glikoprotein
yapisindan glikanlarin salinimi, kitle spektrometrik teknikler ile analizlerde
gorunurliginin artmasi igin tlrevlendirme, bollugu az oldugu igin ve zayif

iyonlagma veriminden dolayl zenginlestirme ¢alismalari yapilmaktadir.

2.4.1. Glikoproteinlerden N-glikanlarin Salinimi (Deglikozilayon)

Glikoproteinlerden glikanlarin salinimi i¢in kimyasal veya enzimatik teknikler
tercih edilmektedir. Her iki ydontemin de kendi ¢alisma prensibine gore avantaj ve
dezavantajlari bulunmaktadir. Enzimatik salinimda, glikoprotein Uzerinden
glikanlar pargalanmamis bir bigcimde ayrilmaktadir. Fakat enzim substrat iligkisine
bagli tim glikan tarleri salinmamaktadir[54]. Kimyasal salinimda ise protein ile N-
glikanlar arasindaki baglanti kesildigi icin drnekleri yok edebilir ve bu sebepten

dolayi glikozilasyon bolgesindeki bilgiler kaybolabilmektedir[55].

N-glikanlarin proteinlerden uzaklastiriimasinda birgok enzim kullaniimaktadir. Bu
enzimler arasinda PNGase F (35kDa) adi verilen enzim en sik kullaniimakta
olanidir. Bu enzim glikoproteinde asparajin aminoasidi ile N-glikanlarin ¢gekirdek
yapisinda yer alan N-asetil glikozamin arasindaki bagi spesifik olarak kesmesi
sebebiyle tercih edilmektedir. Bu slregte N-glikan yapisinin g¢ekirdek hali

parcalanmamis bir sekilde korunmaktadir[56][57].

2.4.2. N-glikanlarin Turevlendirilmesi

Kitle spektrometrik teknikler ile analizlerin 6ncesinde glikanlar salinim
gergeklestirildikten sonra analiz hassasiyetini arttirmak ve saptanmasini daha
kolay hale getirmek igin tlrevlendirme iglemi yapiimaktadir. Dogal glikanlar
kromofor 0Ozellige sahip olmadiklari igin floresans veya UV teknikler ile
analizlerinde direkt tespit edilemezler. Glikanlarin kutle spektrometrik teknikler ile
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analizlerinde hassasiyeti, iyonizasyon verimliligini arttirmak, yapi analizini
kolaylastirmak, kararsiz olan siyalik asit gruplarinin kaybini 6nlemek ve floresans
ile UV Dbelirlemede etkinlestirmek igcin cesitli etiketleme calismalari
yapilmaktadir[49][58]. Glikanlarin farkh etiket ajanlar ile etiketlendigi birgok
calismada belirtilmistir[49][50][59]. Indirgeyici aminasyon bu etiketleme
calismalarinda en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu teknikte genellikle kullanilan
floresans ajanlari; 2-aminobenzoik asit (2-AA), 2-amino benzamid (2-AB), 1-
aminopirin-3,6,8-tristlfonik asit (APTS), 2-aminoakridon (2-AP), 2-aminopiridin
(PA), 2-aminonaftelin trisulfonic asit (ANTS) ve 4-amino-N- [2-(dietilamino) etil]
benzamid (prokainamid, proA, proc) yer almaktadir.[ref] 2-AA ve 2-AB glikan
tirevlendirme  calismalarinda  siklikla  kullanilan iyi ~ tdrevlendirme
ajanidir[54][60][61]. Prokainamid MALDI ve ESI c¢alismalarinda iyonlasma
verimliligini ciddi dlgude arttirdigr  goézlenilmistir[61][62]. Ayni indirgeyici
aminasyon mekanizmasina sahip prokainamid ve 2-AB Kkarsilastirildiginda
prokainamidin 10-50 kat arasi daha etkin oldugu belirtiimistir. Bu tez
calismasinda da pozitif mod galisma kapasitesi ve floresans etkinligi gz éninde
bulundurularak prokainamid ajani glikan tlrevlendirme c¢alismalarinda
kullanilmigtir[61][63].

2.4.3. N-glikanlarin Ayrilmasi ve Zenginlestirilmesi

Kltle spektrometrisi, glikomik alaninda yapilan c¢alismalarda glikanlarin
profillendiriimesinde kullanilan en yaygin analitik tekniklerinde basinda yer
almaktadir. Kutle spektrometrisi kutle dogrulugu, dusuk ornek hacminde galisma,
hassasiyet ve kisa analiz suresi gibi glikan calismalarinda 6nemli avantajlara
sahiptir. Glikanlarin dugsuk bollukta olmasi ve iyonlasma verimlerinin zayif
olmasindan dolayi etiketleme isleminden sonra kitle spektrometrik teknikler ile
analizleri igin zenginlestirme ve saflastirma asamalarindan gec¢meleri
gerekmektedir. GUnimuze kadar bu ¢aligmalarda kullaniimak Uzere; lektin bazli,
hidrofilik etkilesim kromatografisi, gézenekli karbon gibi teknikler gelistirilmigtir.
Hidrofilik etkilesim kromatografisi sabit faz ile glikanlarin arasindaki etkilesime
dayanan, yuksek segcicilik ve tekrarlanabilirlik acisindan en sik kullanilan
tekniklerden biridir. Glikanlarin zenginlestiriimesinde hidrofilik etkilisim temelli

pamuk, selliloz, seferoz gibi malzemeler de kullaniimaktadir.
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2.5. Kitle Spektrometrisi

Kltle spektrometrisinin temelleri J.J. Thompson tarafindan ilk kez 1897 yilinda
elektronlarin varligini kanitlanmasi ve elektronun kuatle/yik oraninin kesfi ile
baglamigtir. Bu kesif kendisine 1906 yilinda Nobel 6dulund kazandirmigtir. Bu
kesfinden sonra 1912 yilinda ilk kitle spektrometresini yapmis ve Oz, COz2, N,
ve CO kudtle spektrumunu almistir. J.J. Thompson ogrencilerinden F.W. Aston
2ONe ve #’Ne izotoplarini kesfetmis ve bu kesif kendisine de 1922 yilinda Nobel
0dulunu kazandirmistir[64][65][66]. O yillardan ginimuze hizla gelismekte olan
kitle spektrometresi ilag, spor, adli tip, gida gibi ¢ok genis bir alanda kullanilan

analitik bir teknik haline gelmistir[67].

Kutle Spektrometrisi, atom veya molekullerin ayri ayri molekuler kutlelerini
iyonlara c¢evirip, ¢evrilen bu iyonlari olgen bir tekniktir. Analiz edilen turin
kitlesinin yani sira yapisi hakkinda da bilgi saglamaktadir. Kiitle Spektrometresi,
bir tiriin vakum altinda gaz fazinda farkl iyonizasyon yéntemleri araciligiyla iyon
haline donasturuldukten sonra kutle/ylk (m/z) oranina gore veri toplayip analiz
eden analitik bir sistem olarak tanimlanabilir. Kutle spektrometresinde analiz
edilecek bir tlr sirasiyla iyonlarinin olusturulmasi, kitle/ylik (m/z) oranina goére
iyonlarinin ayrilmasi, ayrilan iyonlarin dedektoérler tarafindan algilanip sinyale
donugturulmesi ve son olarak da dedektor yardimiyla Olgulen sinyallerin veri
setlerine donusturdllp bilgisayara aktarilarak katle spektrumuna donastirilmesi

prensibine gore ¢alismaktadir.

Bir kutle spektrometresinde ornek girisi, iyonlastirma kaynagi, kutle analizord,
dedektdér ve veri analiz sistemi bilesenleri yer almaktadir. Kutle
spektrometresinde iyonlastirma kaynagi, kutle analizérleri ve dedektorler yuksek
vakum altinda tutulmaktadir. Bu sayede analizi gerceklestirilen bir tarin gaz
fazinda diger iyonlar ile etkilesmeden serbest bir sekilde hareket edebilmesine

olanak saglanmaktadir.
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Sekil 2.9. Kitle Spektrometresinin temel bilesenlerinin sematik gosterimi

Kutle spektrometrelerinde gecmisten ginimuze birgok iyon kaynadi kullaniimis
ve kullaniimakta olup bunlar arasinda; elektron iyonlastirma, kimyasal
iyonlastirma, hizli atom bombardimani, alan iyonlastirma, alan desorpsiyon, lazer
desorpsiyon, matriks yardiml lazer desorpsiyon (MALDI) ve elektrosprey
iyonlagtirma (ESI) gibi iyon kaynaklari yer almaktadir. Her bir iyonlastirma
tekniginin kendisine gére avantaj ve dezavantaji bulunmaktadir. Ornegin elektron
iyonlastirma teknigi molekuler kutlesi 1000 Da az olan molekuller igin daha
uygundur. Bu teknikte isitilmis metal bir flamandan elde edilen elektronlar
elektriksel alanda hizlandirilarak analiz edilmek istenen tir ile garpistirilarak, ture
ait iyonlarin olusmasi saglanir. Bu teknikte buyuk kutleli molekullerin analizi igin
yetersizdir[68]. Bu iyonlastirma teknikleri arasinda matriks yardimli lazer
desorpsiyon/iyonlastirma ve elektrosprey iyonlastirma teknigi protein, polimer,
peptit, oligonukleotid, organik bilesikler gibi buytkten kigtge birgok molekulin
analizinde kullanilan iyonlagtirma teknikleri arasinda yer almaktadir. Yumusak
iyonlastirma teknigi kiigik molekullerin yani sira buylk molekullerinde bir batin

halinde analiz edilebilmesine olanak saglamaktadir.
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Yumusak iyonlastirma  teknigine  sahip matriks  yardimli lazer
desorpsiyon/iyonlastirma kutle spektrometrisi (MALDI-MS) ve elektrosprey
iyonlastirma kutle spektrometrisi (ESI-MS) teknikleri 6zellikle protein ve peptit
calismalarinda siklikla kullanilan kutle spektrometrik teknikler arasinda yer
almaktadir. MALDI-MS’ de analizler iki basamakta gerceklesmektedir. ilk
basamakta Ornekler matriks adi verilen organik molekuller ile beraber uygun
¢ozuculerde ¢ozulip bir plaka Uzerine uygulanir. Plaka Uzerine uygulandiktan
sonra kurutulup kristallendirmenin olusmasi beklenir. ikinci asamada ise plaka
uzerinde matriks ile kristallendiriimis 6rnek Uzerine lazer darbeleri uygulanir.
Matriks lazer darbelerinin 6rnegin pargalanmasini engellemek igin lazer
enerjilerinin buyuk bir kismini kendisine absorblayarak 6rnegin bir batlin halinde
iyonlasmasini saglamaktadir. ESI-MS tekniginde ise ¢dzlcu igerisinde yer alan
ornek cihaza enjekte edilir. Cihaz igerisine gegen ¢ozucu igerisinde ornek igne
benzeri elektriksel alana sahip kapiler ucgtan cihaz igerisine puskurtalir. Bu
puskurtme sonrasi ¢ozucu molekullerinin uzaklasmasi igin kurutucu gaz
gonderilir. Kiguk damlacik halini alan 6rnek molekulleri sahip olduklari yukler
sayesinde iterek kolombik patlamalara neden olur. Bu patlamalar sonucu 6rnek
molekulleri farkh yudkler ile yuklenir. Farkh ylklenmis iyonlara sahip Ornek
molekulleri katle ayiricisinda ayrilir. ESI-MS teknigi MALDI-MS’e kiyasla zor

iyonlasan turlerin iyonlagmasini saglamaktadir.

Kutle spektrometresinde kullanilan kutle ayiricilari arasinda ugus zamanl (time
of flight, TOF), doért kutuph (quadrupole, Q), iyon tuzagi (ion trap, IT), fourier
doéntsumlu iyon siklotron rezonans ( fourier transform ion cyclotron resonance,

FTICR) ve orbitrap yer almaktadir.

2.5.1. iyon Hareketliligi- Kiitle Spektrometrisi (IM-MS)

lyon hareketliligi ve kitle spektrometrisinin temelleri benzer teorik galismalara
dayanmaktadir. 19 ylzyilin sonlarina dogru Rutherford, Thompson ve Townsend
gazlardaki iyonlar ile ¢alismalariyla X-iginlarinin bir gazdan gegctiginde iletken
duruma gegctigini gozlemlediler[69][70]. Bu baslangi¢ gazlarin iyonlari ve iyonlarin

Ozelliklerinin incelenebilmesi icin kullanilabilecegini goésterdi. Bu c¢alismalari
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takiben Zeleny 1898 yilinda iyonlara kargl akan bir gaz akisi temeline dayali ilk
iyon hareketliligi spektrometresini olusturmustur[71]. Langevin ise bu
calismalarin teorik temelini atmigtir. Langevin’in teorisine gére iyonlar gazla dolu
bir elektrik alanda kendi 6zelliklerine gore ayrilabilmektedirler[70]. 1930 yillarinda
ise Tyndall ise bu alandaki galigmalari daha ilerletmeye devam etmigtir[72]71].
1970 yihinda ise Karasek ve Cohen tarafindan ilk ticari iyon hareketliligi
spektrometresi cihazi tanitiimistir[74]. Yapilan g¢alismalarin ilerlemesi ve ticari
amagch kullanim igin Uretilmesinden sonra iyon hareketliligi spektrometresi gida
kalite analizi[75], patlayici[76], kimyasal silah goruntileme[77], petrokimya
endustrisi[78], cevre analizi[79], hava kalite analizi[80] ve biyomolekullerin analizi

[81][82] gibi ¢cok genis bir alanda kullanildigi bir¢ok ¢alismada belirtilmistir.

lyon hareketliligi spektrometresinde iyonlar elektriksel bir alanda inert bir gaz ile
doldurulmus  surUklenme  tupundeki  hareketliliklerine  gore  ayrimi
gerceklestirmektedir. Suruklenme tupundeki inert gazlar Helyum, Azot ve Argon
gibi gazlarla doldurulmus olup, bu inert gazlar gaz fazindaki iyonlar ile etkilesime
girmezler. Bu teknik iyonun yukune, buyukligine ve sekline buylk oranda
bagldir[70]. Bu sayede iyonlarin yapisal 06zellikleri hakkinda bilgi elde
edilmektedir. Kutle spektrometresi zaman, hiz, hassasiyet ve ayiricilik gibi birgok
avantajl sayesinde ¢ok genis arastirma alanlarinda kullaniimaktadir. Kutle
spektrometresi saglamis oldugu birgok avantaja ragmen 6zellikle ayni katle/yuk
oranina sahip farkli yapilarin analizlerinde yetersiz kalmaktadir. iyon hareketliligi
kitle spektrometresi Uzerine yapilan ilk ¢alismalar 1950-1960 yillari arasinda
McDaniel ve arkadasglari tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda iyonlarin
hareketliligini ve iyon molekul reaksiyonlarini gdézlemlemek i¢in disik alana sahip
suruklenen hucreler geligtirmiglerdir.[83] Bu iki teknigin birlestiriimesiyle es
zamanli bir sekilde hem iyonlarin kutleleri hakkinda bilgi sahibi olunabilmekte
hem de yapisal olarak farkli ancak ayni kutle/ylk oranina sahip iyonlarin kesin
bir bicimde analiz edilebilmektedir. Bu gelismeler isiginda iyon hareketliligi ile
kombine edilmis kitle spektrometresi gaz fazindaki iyon analizlerinde gok énemli
avantajlar saglamaktadir. MS analizinden 6nce iyonlarin hareketliliklerine bagli
olarak ayriimasi 6zellikle karmasik ve izomer tur analizlerinde 6rnek kaybini

azaltip, IM sayesinde analize ekstra boyut katarak kitle spektrometrik tekniklerin
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tek basina yapamadigi analizlerde ciddi avantaj saglamaktadir[84]. Bu sayede
ornegin kutlesinin yani sira boyutsal ayriminda gerceklestiriimesi son yillarda bu

teknige bagli cihaz turlerinin gelistiriimesinde hizli ilerlemeler saglamigtir.

McLean ve arkadaglari iyon hareketliligi kutle spektrometresi tekniklerini gcalisma
prensiplerine gore u¢ ana bagshk altinda ayirmiglardir. Bunlar; konuma gore
ayrim, zamana gore ayrim ve iyon tuzaklama/secilimli birakma prensibine
dayanan tekniklerdir. Konuma goére ayirma prensibinde; farkh suriklenme
yollarini takip eden iyonlar, hareketliliklerindeki farkliliklar sayesinde
birbirlerinden ayrilirlar. Bu teknikte kullanilan yontemler arasinda; tekdlze alan
hareketlilik analizorleri (uniform — field differential mobility analyzers, DMA),
frekans taramali iyon hareketliligi sec¢imi yapan capraz ayarh iyon hareketlilik
spektrometresi (Transverse Modulation Analyzer, TMMIS) ve alan asimetrik iyon
hareketliligi spektrometrisi (Field Asymmetric lon Mobility Spectrometry, FAIMS)
yer almaktadir. Zaman gore ayirma prensibine bagli galisan tekniklerde iyonlarin
ayni yol Uzerinde suruklenmesi sonucu varis noktasina sureleri Uzerinden veri
elde edilmesine dayanmaktadir. Bu teknikte kullanilan yontemler arasinda;
kaydirmal dalga iyon hareketliligi spektrometrisi (Travelling Wave lon Mobility
Spectrometry, TWIMS), surtklenme tupu iyon hareketliligi spektrometrisi (Drift
Tube lon Mobility Spectrometry, DTIMS) yer almaktadir. iyon
tuzaklamali/secilimli birakma tekniginde ise iyonlar basingli ortamda
tuzaklandiktan sonra hareketliliklerine gore secici olarak disari atilarak ayrimi
gerceklestiriimektedir. Bu teknikte iyonlar elektriksel alanlar sayesinde basingli
ortam kosullarindan hareketlilikleri kontrol altina alinarak tutulmustur
[72][85][86][87]. Bu tez calismasinda iyon hapsetmeli/segilimli birakma prensbine
gore calisan tuzaklamali iyon hareketliligi spektrometresi (Trapped lon Mobility
Spectrometry, TIMS) teknigi kullanilarak ¢alismalar yapilmistir.

27



TWIMS DTIMS

Gas Flow - . ©

Dengeleme
Voltajt

Sekil 2.10. iyon Hareketliligi Spektrometresi tekniklerinin ¢alisma prensiplerinin

sematik gosterimi [88].

2.5.1.1. Tuzaklamali iyon Hareketliligi Kiitle Spektrometrisi

Tuzaklamali iyon hareketliligi teknigi ilk kez Park ve arkadasglari tarafindan 2011
yilinda tanitilmisgtir[89][90]. Bu teknikte hareket eden bir gaza kargi iyonlari sabit
tutmak icin elektriksel bir alan kullanilmaktadir. Bu sayede suruklenme kuvveti
elektrik alan yardimiyla karsilanarak iyonlarin kendi hareketliliklerine gore
ayrimlarinin gercgeklestiriimesi saglanmaktadir. Bu sekilde iyonlarin boyut/yuk
oranina gore ayrimlari gergeklestiriimektedir. Bu ¢alisma prensibi 1898 yilinda
ilk kez Zeleny tarafindan yayinlanan paralel akish iyon hareketlilik analizéri
calismasini[71] izler fakat aralarindaki baslica fark ise iyonlarin iletimini ve
hassasiyetini garantilemek icin dort kutuplu bir alan sinirflamasinin

uygunlanmasidir[91].

Tuzaklamal iyon hareketliligi spektrometresi teknigi diger iyon hareketliligi
tekniklerine gore zit sekilde galigmaktadir. Tuzaklamali iyon hareketliliginde
iyonlar hareketli bir gaza karsi elektriksel alan sabit tutulur iken, diger tekniklerde
iyonlar sabit bir gazdan elektriksel alan yardimiyla itilerek hareketliliklerine gore

ayrimi gergeklestirmektedirler.[92][93]
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Sekil 2.11. TIMS (Tuzaklamal iyon Hareketliligi Spektrometresi) calisma

prensibinin sematik gosterimi [94]

TIMS analizérlerinde temel olarak 3 birim yer almaktadir. Bunlar; giris hunisi,
TIMS tuneli ve ¢ikis hunisi olarak belirtilmigtir. Burada analiz iyonlar tinelde
tutuldugu biriktirme ve tutulanlarin hareketliliklerine goére salindigi elisyonu
iceren iki basamaktan olusmaktadir[92][93]. Orneklerin atmosferik basingta
elektro sprey iyonlastirma tarafindan Uretilen iyonlari cam bir kapilerden hareketli
gaz ile gegerek saptirma plakasina carptirilip giris hunisine girerler. Buraya giren
iyonlar hareketli gazin ittirmesiyle TIMS analizériinde kendi hareketliliklerine gére
elektriksel alanda tuzaklanirlar. Tuzaklanan iyonlar sekillerine gore siralanip ¢ikis

hunisinden c¢ikarak kutle analizérine dogru ilerlerler.

Tuzaklamali iyon hareketliligi kitle spektrometrisinde hareketliliklerine gore
ayrilan iyonlar oncelikle dort kutuplu ayirici ve carpisma hicresinden gegerek
ugus zamanh ayiriciya (TOF) gelir. Burada iyonlar hizlanip ugus tlpunden
gecgerek dedektore ulagmasi i¢in enerji uygulanir. Hareketliliklerine gore ayrimi
saglanan iyonlar kutle/ylik oranlarina gére de ayrilir. Ayrilan iyonlar dedektorde
olusturulan sinyaller sayesinde kutle spektrumunu olusturur[95][96]. TIMS-MS
cihazlarinda ugus zamanli ayirici kullaniimasinin en énemli sebebi hizidir. TIMS-
MS de bir hareketlilik piki yaklasik bir milisaniye surer iken, ugus zamanli ayiricida

ki analiz yaklasik ikiyliz mikrosaniye surmektedir. Bu sayede hareketlilik piki
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basina birden fazla kutle spektrumu elde edilebilmektedir[97]. Tuzaklamali iyon
hareketliligi kutle spektrometrelerinin diger iyon hareketliligi spektrometrelerine

gb6re daha yuksek ayiriliciga sahip oldugu bazi ¢alismalarda belirtiimistir[93][94].

2.5.1.2 Etkin Carpigsma Kesiti

lyon hareketliligi spektrometrelerinde, basit indirgemek istedigimizde iyonun bir
elektrik alanda gaz yardimiyla surtklenme tupunde gegirdigi sure Olgulmektedir.
Bu iyonlarin bu tup igerisinde gegirdigi sture boyunca olusturdugu yapinin sekil ve
boyut anlaminda bilgisinin elde edilebilmesi igin etkin ¢arpisma kesiti (collision
cross section, CCS) degerlerine bakilmaktadir. Bu degeri elde edebilmek igin

teorik olarak bazi esitliklerden yola ¢gikmak gerekmektedir.

Baslangicta iyonlarin siriklenme tipinde aldiklari hiz, V4, iyon hareketlilik sabiti

K ve elektriksel alan, E ile tanimlanir. Buna gore;

vy =KE. (1)

Bu esitlikte verilen iyon hareketlilik sabiti K gazin basinci, bilesimi, sicakligi ve
polarize edilebilirlik gibi 6zelliklerinin yani sira iyonun sekli, yuku ve boyutu gibi
bircok parametreye baglidir. Bu esitlikte K iyon hareketlilik sabitini daha da basit
hale indirgemek igin standart basing Po ve standart To kosullarina indirgenen Ko

kullanilabilmektedir. Buna gore;

To P
Kp=K——. 2

indirgenmis iyon hareketliligi sabiti KO iyon hareketliligi spektrometrelerinde
sagladigi bilgiler agisindan énemli iken, iyon hareketliligi spektrometresinin kitle

spektrometrisi ile birlestirildiginde hem iyonun kutle/yik oranina hem de etkin
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carpisma kesiti ile alakall bilgiler saglayabilmektedir. Bu sabit Mason Schamp

esitliginde direk kullanilabilmektedir. Buna gore;

Bu esitlikte iyonun yuku z, elektron yuku e, Boltzmann sabiti kb, indirgenmis katle
ise u ile gosterilmektedir. iyon hareketlilik sabiti K yerine indirgenmis iyon
hareketlilik sabiti Ko koyuldugunda yogdunlugu temsil eden N esitlikten

cikartilabilmektedir.

ccs=22 1 [ 2m (4)
16 Ko \/ pukyT"
Esitlikte yer alan bitln sabitler hesaplandiginda;
z [ Mm
CCS = 18500K—DVTM+m (5)

Esitlik son halini almaktadir. Bu esitlikte yer alan z, T, Ko, iyonun kutlesi M ve
surlkleyici gazin kitlesi m etkin ¢arpisma kesiti (CCS) degerini hesaplanmasi
icin gereklidir. Etkin carpisma kesiti (collision cross section, CCS) ve indirgenmis
iyon hareketlilik sabiti Ko iyon ile surukleyici gaz arasindaki etkilesimin sonucu
ortaya ¢ikmaktadir[97][98].

Tuzaklamali iyon hareketliligi kutle spektrometrisinde sekil olarak buyuk iyonlar
hareketli gaz ortaminda elektriksel alandan daha az tutulduklari i¢in ¢ikigsa daha

yakindir ve bu sayede kitle analizériine daha erken giderler. Sekil olarak kuiguk
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iyonlar ise elektriksel alanda daha ¢ok tutularak kitle ayiricisina daha geg
giderler. Buna gore analizore ilk gelen sekil olarak buylk iyonlar daha once analiz
edilmektedirler. Ayni kitle/ylk oranina sahip iyonlarda TIMS analizéru igerisinde
farkh sekillere sahip olabildikleri igin elektriksel alanda tutulmalari sekillerine gore
degismektedir. Bu sayede iyonlar sekillerine gore TIMS analizérinde ayrilarak

kitle ayiricisina gitmektedirler.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Trastuzumab ve Bevacizumab ilaglari (Roche) firmasindan satin alinmistir.
Dimetil sulfoksit (DMSO), sodyum dodesil stilfat, sodyum siyanoborhidrtr, trifloro
asetik asit (TFA), 1gG, asetik asit, Sigma Aldirch (St. Louis, MO USA); asetonitril,
amonyum format, formik asit, Carlo Erba Reagents S.A.S (Paris, France);
Nonidet P-40 c¢ozeltisi, PNGase F enzimi Roche Diagnostics (Mannheim,
Germany); Prokainamid hidroklortr ajani Abcam (Cambridge, United Kingdom)
firmasindan satin alinmistir. Bu tez galismasinda yapilan tim deneyler Milli-Q de-

iyonize su sistemi (Mirae St Co. Ltd, GUney Kore) kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2 IgG ve Monoklonal Antikor’larin Deglikozilasyon iglemi

Immiinglobulin G ve Monoklonal Antikor'larin deglikozilasyonu igin, literatiirde
aciklanmis ydntem kullanilarak gerceklestiriimistir[99]. Oncelikle monoklonal
antikorlardan 110 pg ve imminoglobulin G’den ise 0.5 mg tartilip, %2 SDS
¢Ozeltisinden 25 pL eklenerek 60°C 10 dakika bekletilerek denaturasyon iglemi
gerceklestiriimistir. Cozeltiler oda sicakhgina geldikten sonra bu c¢ozeltilere
sirasiyla %4 NP-40, 12.5 yL ve 5x PBS ¢ozeltisinden 12,5 uL ilave edilmistir.
Bu c¢ozeltiler ile iyi karismalari saglandiktan sonra 1 U PNGase F enzimi ilave
edilerek 37°C’de bir gece inkiibasyon edilmistir. Ornekler analiz edilecegi

zamana kadar -20°C’de tutulmustur.
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3.3 Prokainamid ile N-Glikanlarin Etiketlenmesi

OH OH

s NHAC v NHAC [ ¥ Aem= 370 nm
o

Sekil 3.1 Prokainamid ajani ile etiketlenen glikan gosterimi

N-Glikanlarin kitle spektrometrik yontem ile analizleri igcin yapilari daha kararli
hale getirmek, iyonlasma verimini arttirmak ve floresans 6zelligini kazanmasini
saglamak amaciyla prokainamid ajani ile etiketleme islemi gerceklestiriimigstir.
Etiketleme c¢ozeltisi icin, stok olarak 63 mg/mL sodyumsiyonaborhidrir ve 50
mg/mL prokainamid DMSO:CH3COOH (70:30 v/v) igerisinde ¢0zllerek
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler esit hacimde karistirilip, glikan salinimi
gerceklestiriimis her bir érnege 25 uL ilave edilerek thermomixer de 3 saat
65°C’de inkube edilmistir.

3.4 Etiketlenmisg N-glikanlarin Saflagtiriimasi

Prokainamid ile etiketlenen tim o&rnekleri saflastirmak icin pamuk ile hidrofilik
etkilesim sivi kromatografi teknigi (HILIC) kullaniimigtir. Bu teknikte 100 pL’lik
pipet ucunun u¢ kismina yaklasik 0.1 mg pamuk kapiler vasitasiyla yerlestirildi.
Pipetin ucuna yerlestiriimig pamuk 3 kez deiyonize su ve 3 kez %85 ACN ¢ozeltisi
ile yikandi. Etiketlenmis N-glikanlar ¢ozeltilerinden 15 pyL alinip Gzerine 85 pL
ACN ilave edilerek iyice karistirildi. Hazirlanmig pipet ucu bu ¢dzeltiden 15 kez
gegirilerek etiketlenmis N-glikanlarin pamuk ile etkilesime girmesi saglandi.
Pamuk iceren pipet ucu 5 kez %85 ACN icerisinde %0.1 TFA igeren ¢ozeltiden
ve %85 ACN c¢ozeltisi ile yikandi. Elisyon iglemleri igin 25 uL deiyonize su igeren
bir tipte 20 defa gekilip birakilarak gerceklestirildi.
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3.5 LC-HILIC-FLD-IM-MS Analizleri

LC-HILIC-FLD-IM-MS analizleri icin Agilent 1260 serisi FLD dedektdr iceren bir
Agilent 1200 serisi HPLC ile Tuzaklamali lyon Hareketliligi Kitle Spektrometrisi
(TIMS-MS, Bruker Daltonics, Germany) cihazinin online olarak birbirleriyle
baglanmasi ile yapiimistir. N-Glikanlarin kolonda ayrilmasini saglamak igin
Waters Glycan BEH Amide 1.7 ym (2.1 mm ID x 15 cm L) HILIC kolonu
kullaniimistir. Bu analizlerde oOrneklerin kolonda ayrildiktan sonra hem kutle
spektrometrisine hem de floresans detektore ayni anda ve ayni zamanda
gidebilmesi esit uzunlukta 2 adet tubing peek adi verilen ince bir boru vasitasiyla
T baglantisi saglanip, es zamanli olarak hem kutle hem de floresans sonugclari
alinmigtir. Floresans dedektorin emisyon ve uyarma dalga boylari sirasiyla 370
nm ve 310 nm olarak ayarlanmistir. Saflastirilma islemi gerceklestiriimis N-
Glikanlarin (25 yL) analize uygun hale getirilmesi igin Uzerlerine 75 pL asetonitril
ilave edilmig, sonrasinda bu ¢ozeltiden hem kutle spektrometrisine hem de
floresans detektore esit hacimde (20 uL) enjeksiyon edilmigtir. Akis hizi 0.35
dk/mL olarak ayarlanmistir. Kolon sicakligi 60°C’a ayarlandi. Hareketli faz olarak
A ve B sirasiyla 100 mmol/L amonyum formata (pH 4.3 formik asit ile ayarlanmis)
ve asetonitril kullanilmistir. MS sartlari; kaynagin sicakhigi 200°C, nebulizator
gazi 1.0 bar, kapilerin gerilimi 4500 V, kurutma gazi 7 L/dk, kitle spektrumlarinin
edinimi 1 Hz frekansinda 500 ile 1550 m/z arasinda segilip gerceklestiriimigstir.
Glikanlarin kolonda alikonmalari igin 72 dakikalik asetonitrilin %80-20 oranlar

arasinda degdisen gradyan program olarak kullanildi§i bir program yazilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda uygulanan analitik yontemlerin sematik olarak gosterimi
sekil 4.1°de verilmektedir. Kisaca belirtmek gerekirse, oncelikle monoklonal
antikorlardan (monoclonal antibody, mAb) N-glikanlarin elde edilmesi igin
enzimatik deglikozilasyon islemi gerceklestiriimistir. Bu islemden sonra
prokainamid ile glikanlar etiketlenmistir. Etiketlenen glikanlar saflastirma iglemi

gerceklestirilerek LC-HILIC-FLD-IM-MS analizlerine hazir hale getirilmigtir.
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Sekil 4.1 Tez calismasinda uygulanan analitik yontemlerin sematik gosterimi
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Bu tez galismasinda, insan serumundan elde edilen immunoglobulin G (IgG),
mAb temelli ila¢ olarak kullaniimakta olan trastuzumab ve bevacizumab turleri
analiz edilmistir. Ornekler analize hazir duruma getirildikten sonra, es zamanl bir
bicimde hem floresans dedektéri (FLD) hem de kitle spektrometrik analizleri ile
birlikte iyon hareketliligi analizlerinin gergeklestiriimesini mimkin kilan “T
baglantili” akis sistemi kurulmugtur. Bu sayede, glikanlarin hem kutle/yuk oranlari
(m/z) ve iyon hareketlilik degerleri tespit edilmis, floresans dedektor sayesinde de
glikanlarin miktarlari ile ilgili verileri elde edilebilmistir. Bu analizler dncesinde
cihazin m/z ve iyon hareketlilik kalibrasyonlari Agilent firmasina ait Tune mix
¢Ozeltisi [100]kullanilarak gergeklestiriimistir. Elde edilen glikanlara ait toplam
iyon, floresans kromatogramlari ve iyon hareketlilik mobilogramlari, analizler
sonrasinda Bruker firmasina ait DataAnalysis programi kullanilarak
degerlendirilmigtir. Bu sayede, farkli mAb turlerinden elde edilen glikanlarin m/z
degerleri, miktarlar ve etkin garpisma kesitleri (collision cross section, CCS) tek

bir analiz setinde belirlenerek incelenebilmistir.

Calismada yapilan MS ve FLD analizleri sonucunda farkli mAb tirleri igin tespit
edilen N-glikanlarin yapilar, yik ve teorik kutle degerleri Cizelge 4.1'de
verilmektedir. Bu tablodaki veriler incelendiginde, analizler sonucunda insan
immunoglobulin G ve trastuzumab turlerinin N-glikan formlarinin bliytk oranda
benzer olduklari, bevacizumab yapisinda ise daha az sayida N-glikan turunun

bulundugu gorulmektedir.
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Cizelge 4.1. immunoglobulin G, trastuzumab ve bevacizumab 6rneklerinin tez

calismasi kapsaminda yapilan analizleri sonucunda tespit edilen N-glikan turleri.

(+/var, -lyok)

Sira Glikan Yapisi Z m/z Immunoglobulin G | Trastuzumab | Bevacizumab
(yak)
+
1 Hex3HexNAc3dHe 2 740,3258 - +
x1-proc
2 Hex3HexNAc4-proc | 2 768,8365 + + +
3 Hex3HexNAc4dHe 2 841,8655 + + +
x1-proc
4 Hex4HexNAc3dHe 2 821,3522 - + -
x1-proc
5 Hex3HexNAc5dHe 2 943,4052 + - -
x1-proc (a)
Hex4HexNAc4-proc 2 849,8637 + + +
6
7 Hex4HexNac5-proc 2 951,4026 + - -
Hex4HexNAc4dHe 2 922,8919 + + +
8 x1-proc (a)
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Hex4HexNAc4dHe 922,8919
9 x1-proc (b)
10 Hex4HexNAc3Neu 966,8999
AcldHex1-proc

11 Hex4HexNAc5dHe 1024,432
x1-proc 4

12 Hex5HexNAc4-proc 930,8894

13 Hex5HexNAc4dHe 1003,918
x1-proc 3

14 Hex5HexNAc5dHe 1105,458
x1-proc (a) 8

15 Hex4HexNAc4Neu 1068,439
AcldHex1-proc (a) 6

16 Hex5HexNAc4Neu 1076,437
Acl-proc 8

17 Hex5HexNAc4Neu 1149,466

AcldHex1-proc

18 Hex5HexNAc5Neu 1251,006
AcldHex1-proc (a) 5

19 Hex5HexNAc4Neu 814,9969

Ac2-proc (a)
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20 Hex5HexNAc4Neu 1221,985
Ac2-proc (a)
21 Hex5HexNAc4Neu 863,6842
Ac2dHex1-proc (a)
22 Hex5HexNAc4Neu 1295,013
Ac2dHex1-proc 7
23 Hex5HexNAc5Neu 931,3719
Ac2dHex1-proc (a)
24 Hex5HexNAc5Neu 1396,555
Ac2dHex1-proc (a) 3
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Sekil 4.2 Tez Calismasinda incelenen N-glikan Formlari

HO HO OH_oH

Lo @ orlo W o O rqon @
OH HO OH H HO

HO o HO o HO OH

NHAc OH
Glikoz (Glc) N-asetil glikozamin (GIcNAc) Galaktoz (Gal) Mannoz (Man)
162.05 Da 203.08 Da 162.05 Da 162.05 Da
HO OH HO,  ,OH
< | co; @ coy
O OH HO«.. HO:..
o}
?o\zg** AcHN OH GeHN 2/ “oH
OH HO HO
Fukoz (Fuc) N-asetil néraminik (Neu5Ac) N-glikolil néraminik  (Neu5Gc)
asit asit
146.05 Da
291.10 Da 307.09 Da

Sekil 4.3 N-glikanlari olusturan monosakkarit birimlerinin sekilsel gdsterimi
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Sekil 4.4 1gG Proteininden Elde Edilen H3N4F1 N-Glikan Formunun A) Isi
Haritasi, B) Kiitle Spektrumu, C) iyon Hareketlilik Spektrumu, D) Etkin Carpisma
Kesiti'nin sekilsel gosterimi.

IgG proteininden elde edilen glikan formlarindan H3N4F1 N-glikan formunun si
haritasi (Heat Map) Gzerinden tek basina aldigimizda glikanin iyonunun +2 yik
degerine sahip oldugu (Sekil 4.4) goértlmastir. Bu glikan formunun hareketliligi
(1/Ko) incelendiginde ise 1.016 gibi degerine elde edilmistir. Bu hareketlilik
degerinden yola cikilarak etkin ¢arpisma kesiti (CCS) degeri 413.6 A2 elde
edilmigtir.
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4.1 insan immunoglobulin G proteininden elde edilen N-glikanlarin

analizleri

Tez calismalarinin baslangicinda insan serumundan IgG proteininden N-
glikanlarin elde edilmesi igin deglikozilasyon iglemi gerceklestirilmigtir. Elde
edilen N-glikanlar, prokainamid etiketiyle etiketlenmis sonrasinda ise pamuk
doldurulmus pipet uclari ile saflagtirma iglemleri gergeklestirilmistir. Bu agsamalar
sonrasinda analize hazir hale getirilmis olan insan IgG proteininden elde edilmis
N-glikanlar HILIC-FLD-IM-MS sistemi ile analiz edilmigtir. Sekil 4.3 de analizler

sonucu elde edilen floresans (FLD) ve temel pik kromatogramlari gérilmektedir.
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Sekil 4.5 1gG proteinine ait A)Floresans ve B) Temel Pik kromatogramlari

Ug farkli tip icerisinde ayni miktarda hazirlanmis olan insan IgG proteininden
elde edilen N-glikan drnekleri, HILIC-FLD-IM-MS sistemi ile 3 tekrarli olacak
sekilde analiz edilmigtir. Bu analizler sonucunda elde edilen veriler
degerlendirilerek insan 1gG proteininin yapisindaki 18 adet N-glikan yapisi tespit
edilmistir (Tablo 4.2). Hex5HexNAc4NeuAc2, Hex5HexNAc4NeuAcdHex1l ve
Hex5HexNAc5NeuAc2 yapilarindaki N-glikanlarin MS dizeyinde gergeklestirilen

44



analizlerinde hem +2 hem de +3 yukli iyon formlari gozlenmistir. Bunlarin yani
sira, diger proteinlerde gorulmeyen Hex3HexNAc5dHex1, Hex4HexNAcS,
Hex5HexNAc5dHex1, Hex5HexNAc4NeuAcl, Hex5HexNAc5NeuAcldHex1,
Hex5HexNAc4NeuAc2 ve Hex5HexNAcSNeuAc2dHexl N-glikan formlari da
insan IgG proteininin analizlerinde gozlenmigtir. Analizler sonucu elde edilen
katle spektrumlari floresans kromatogramlarindaki allkonma sureleri ile

uyumluluklari dikkate alinarak dogrulanmisgtir.
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lyon hareketliligi kiitle spektrometrisi sistemi ile yapilan galismalarda elde edilen
sonuglarda x ekseni genellikle iyonun bulunma bollugu (intensity), y ekseni ise
hareketlilik tinelinde ilerleyen iyonlarin sistemin g¢alisma prensibine dayali olarak
hesaplanan etkin carpisma kesiti (CCS, A2) degerlerini gostermektedir. Etkin
carpisma kesiti (CCS) degeri, Mason-Champ esitliginde yer alan sabitlerin ve

iyona bagli olarak degisen parametrelere bagli olarak degiskenlik gostermektedir.

lyon hareketliligi analizinde elde edilen veriler degerlendirilerek biitiin N-glikan
formlarinin etkin garpisma kesitleri yazilim vasitasiyla hesaplanmistir. H3N4,
H3N4F1, H4N4, H4N4Fl1l(a), H4N4F1(b), H5N4, H5N4F1, H4N4F1S1 ve
H4N4F1S2 seklinde tanimlanan N-glikan formlari, yapilarinda fukoz, galaktoz ve
siyalik asit birimlerinin bulunmasina bagh olarak benzerlik gosterebilmektedir.
Yapilarinda bulunan seker birimlerinin bu N-glikanlarin sahip olduklari etkin
carpisma kesiti (CCS) degerlerine etkilerinin izlenebildigi, HILIC-FLD-IM-MS
analizlerinde elde edilen mobilogramlari Sekil 4.4’de verilmektedir. Yukarida
belirtilen N-glikanlarin mobilogramlarindaki sinyallerin tepe noktalarina goére
belirlenen CCS, m/z ve alikonma zamani degerleri detayl bir sekilde cizelge 4.2

de verilmistir.

Bu verilere gore, H3N4, H3N4F1 ve H4N4 yapilarindaki N-glikan formlarinin her
biri icin birer mobilogram dagiliminin goézlendigi gértulmektedir (Sekil 4.4.) Bu
durum, bu glikan yapilarinin izomer olusturma olasiliklarinin disuk oldugunu
g6stermektedir. Ote yandan, H4N4F1 vyapisindaki glikan formunda ugtaki
galaktozun baglanma farklihgindan kaynakl olarak izomerik olusum olasiliginin
artmasi sonucunda tek bir glikan yapisi igin iki farkli mobilogramin elde edildigi
gorulmustur. H4N4F1 N-glikaninin daha dusuk alikkonma zamaninda elde edilen
mobilogramina bakildiginda CCS ekseninde tek tepe noktasina sahip bir sinyal
g6zukmektedir. Diger mobilogramda ise 2 farkli izomerin ayrimi net bir sekilde
goriilmektedir. fyon hareketliligi analizlerinden elde edilen CCS degerleri icin
yapisal olarak daha siki (compact) konformasyona sahip iyonlarin daha disik
CCS degerlerine sahip olduklari, yapisal olarak daha genis (extended)
konformasyona sahip iyonlarin ise daha yluksek CCS degerlerine sahip olduklari
ifade edilmektedir. H4N4F1 N-glikani i¢in elde edilen mobilogram, birbirlerine
gore daha siki ve genis konformasyonlara sahip iki farkli izomerin varligini ve
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ayrimini net bir sekilde goOstermektedir. Literatirde kaydirmali dalga iyon
hareketliligi spektrometrisi (Travelling Wave IMS, TWIMS) teknigi ile yapilan
calismalarin birinde H4N4F1 glikanina en son baglanan seker birimi olan
galaktozun a-1,3 ve a-1,6 seklinde baglanma 6zelligine goére aralarindaki
konformasyonel farkliliklar incelenmis ve buna gore yapilan yorumlamalar teorik
calismalar ile desteklenmistir. Bu galismada 6zellikle, H4N4F1 glikan yapisindaki
en ug¢ galaktoz biriminin N-asetil glikozamine a-1,3 veya a-1,6 olarak
isimlendirilen H-bagdi ile baglanma bigimine gbére konformasyonel 6zelliklerinde
meydana gelen degisime yonelik yorumlamalar yapilmistir[101][102]. Buna gore,
glikan yapisinin u¢ kisminda bulunan galaktoz a-1,3 baglanmasi olacak sekilde
badlanir ise yapi daha kuglk ve kompakt bir hale gelmektedir. S6z konusu
galaktoz birimi, glikan yapisina a-1,6 baglanmasi gergeklestirir ise, yap! daha
blayUk ve uzun bir gubuk benzeri bir hal almaktadir[102]. Bu ¢alismalardan elde
edilen veriler ile tez kapsaminda elde edilen veriler kiyaslandiginda, H4N4F1
glikaninin HILIC kolonda ayirmada farkh allkonma zamanlarinda belirlenen
turlerinin birincisine (18.5-19.1 dk.) ait mobilogramin daha yiksek CCS degerine
sahip olan, a-1,6 baglanmasi gergeklestirmis izomere Kkarsilik geldigi
dusundlmektedir (Sekil 4.4). Ayni yapinin HILIC kolonda daha ylksek alikkonma
zamaninda (19.1-19.7 dk.) gelen a-1,3 baglanmasina sahip izomeri icin elde
edilen mobilogramda daha disuk CCS degeri gézlenmistir. Bu glikan yapisi ile
ilgili olarak literatirde mevcut olan bilgilerin tez kapsaminda yapilan analizlerden

elde edilen verilerle olduk¢a uyumlu oldugu gorulmektedir[101].

H4N4F1S1 N-glikani icin ise N-asetil néraminik asitin (NeuAc) galaktoz birimine
a-2,3 ve a-2,6 baglanmasina gore farkli konformasyonel 6zellikler olusmaktadir.
Farkh glikopeptitlerden elde edilen H2S1, H1N1S1 pargalanma Urunleri
Uzerinden yapilan siyalik asit baglanma c¢alismalarinda a-2,6 seklinde baglanan
siyalik asidin a-2,3 e gore daha az kararsiz bir yapiya sahip oldugu ve iyon
hareketlilik calismalarinda daha once gelen izomer oldugu
belirtiimistir[103][104][105]. Bu tez kapsaminda yapilan analizlerden elde edilen
veriler degerlendirildiginde, HILIC kolon i¢erisinden farkli alikonma zamanlarinda
gecen H4N4F1S1 N-glikan formlarinin mobilogramlarinin da farkh dagilimlara
sahip oldugu gorilmektedir (Sekil 4.4.). HAN4F1 N-glikaninda belirtilen iki farkl
izomer yapisinin bu glikana bir siyalik asit ilavesi ile olusan H4N4F1S1 N-
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glikaninda da gozlenmektedir (Sekil 4.4). Burada siyalik asitin galoktoz birimine
farkli bolgelerden baglanmasi durumu dusunuldigunde (a-2,3 ve a-2,6) beklenen
izomer yapisinin 4 olmaktadir. Fakat literatirde gerceklestirilen ¢alismalarda
buatin halde N-glikana odaklanilarak bu ayrim iyon hareketliligi kutle
spektrometresinde gergeklestirilememistir[103][105]. Burada CID ile elde edilen
O0zgun parcalanma urunu olan H1N1S1 iyon hareketliliginde takip edilerek glikan
yapisindaki siyalik asidin galaktoza baglanma bolgesi belirlenmigtir.
Kullandigimiz sistemde CID sonrasi bir iyon hareketliligi tespiti mimkun olmadigi
icin bu izomer yapisi belirlenememistir. ilerleyen calismalarda kaynak igi
parcalanma urunleri iyon hareketliligi kitle spektrometresinde takip edilerek bu
ayarimin yapilmasi hedeflenmektedir. HILIC kolon icerisinden daha dusik
allkonma zamaninda gegen glikan formunun farkh izomer varligini gésteren bir
mobilogram dagilimina sahip oldugu goézlenmistir. Bu izomer yapilarinin,
H4N4F1S1 N-glikaninin a-2,3 ve a-2,6 baglanmalarina sahip olan formlarina
karsilik geldigi dustnutlmektedir. Daha ge¢ allkkonma zamanina sahip glikoformun
tek bir izomere ait mobilograminin bu glikoformun daha disik CCS degerine
sahip olan a-2,6 baglanmalarina sahip olan izomere karsilik geldigi ifade
edilebilir. Bu sonug H4N4F1S1 N-glikani i¢in literatirde var olan iyon hareketliligi
analiz verileri ile uyumludur. Goézlenen diger glikanlardan daha buylk olan
H5N4F1S1 N-glikan formu icin ise herhangi bir izomer olusumu gbézlenmezken,
yapinin buydklugune baglh olarak daha buyuk CCS degerlerinde genis bir

dagilima sahip mobilogram elde edilmistir.
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Cizelge 4.2 insan IgG proteininden elde edilen N-glikanlarin yiik, m/z, alikonma

zamani ve etkin ¢carpigsma kesiti degerleri

Etkin Carpisma Standart
Glikan Yapisi Yik m/z Alikonma Zamani Kesiti Sapma
(RT, dk.) (ccs, A7) (s)
H3N4 (G0) 2 768,8310 13,2 397,3 0,9
H3N4F1 (GOF) 2 841,8589 15,0 412,2 1,0
H4N4 (G1) 2 849,8621 17,9 421,6 0,4
H4N4F1 (G1F(6)) 2 922,8787 18,9 432,9 0,8
H4N4F1 (G1F(3)) 2 922,8783 19,4 420,5 0,4
H4N4F1 (G1F(6)) | 2 922,8783 19,4 436,9 0,3
H5N4 (G2) (a) 2 930,8759 21,3 4221 0,4
H5N4 (G2) (b) 2 930,8759 21,3 437,5 0,1
H5N4F1 (G2F) (@) | 2 | 1003,9076 23,1 434,6 0,1
H5N4F1 (G2F) (b) | 2 | 1003,9076 23,1 453,7 0,9
H4N4F1S1 (a) 2 | 1068,4208 24,9 460,7 0,3
(G1F1S1 (a))
H4N4F1S1 (b) 2 1068,4208 24,9 476,9 0,9
(G1F1S1 (b))
H4N4F1S1 (c) 2 1068,4208 25,7 455,7 0,2
(G1F1S1 (c))
H5N4F1S1 2 1149,4551 29,1 480,5 1,1
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4.2 Trastuzumab orneginden elde edilen N-glikanlarin analizleri

Calismalar sirasinda on farkh Uretim prosesinden elde edilmis trastuzumab
ornekleri  kullaniimistir.  Kullanilan trastuzumab o6rneklerinin  derisimlerinin
standart olarak 22.0 pg/uL oldugu bilinmektedir. Bu standartlardan yaklasik 100
Mg olacak sekilde ayri tuplere alinip deglikozilasyon iglemi gergeklestiriimistir.
Deglikozilasyon islemi sonrasinda elde edilen N-glikanlar prokainamid etiket
ajani ile etiketlenmistir. Pamuk doldurulmus pipet uglari kullanilarak N-glikanlarin
zenginlestirme islemi gergeklestirilmistir. Bu ¢calismalar sonrasinda trastuzumab
dan elde edilen N-glikanlar HILIC-FLD-IM-MS sistemi ile analiz edilmistir. Sekil
4.5 de analizler sonucu elde edilen floresans (FLD) ve temel pik kromatogramlari

gOrulmektedir.
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Sekil 4.7 Trastuzumaba ait A) Floresans ve B) Temel Pik kromatogramlari

Bazi N-glikan formlari, insan immunoglobulin g proteininde tespit edilimemesine
ragmen trastuzumab érneklerinde tespit edilmistir. Tez kapsaminda on farkh
trastuzumab 6rnegi, her birinden Ug tekrar olacak sekilde analiz edilmistir. Analiz
verileri deg@erlendirildiginde trastuzumab igin 15 adet N-glikan yapisi MS
dizeyinde tespit edilmistir. H3N4F1, H4N3F1, H4N3F1S1 N-glikan formlari
sadece trastuzumab Orneklerinin analizlerinde gorulmustir. Bu analizlerde ayrica
H5N4F1S2 glikan formunun +2 ve +3 yukli formlarida goérulmustir. MS

spektrumlari floresans kromatogramlarindaki alikkonma sureleri dikkate alinarak

dogrulanmisgtir.
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carpisma kesiti grafikleri

53




lyon hareketliligi teknigi kullanilarak yapilan analizler sonucunda trastuzumab
orneginden elde edilen N-glikanlarin da mobilogram verileri elde edilmis ve CCS
degerleri yazilm vasitasiyla hesaplanmistir. H3N4, H3N4F1, H4N4, H4N4F1,
H5N4, H5N4F1, HAN4F1S1, HS5N4F1S1 N-glikan formlari arasinda fukoz, siyalik
asit, galaktoz birimlerinin varligina bagh olarak yapisal farkhliklar veya
benzerlikler bulunabilmektedir. Bu N-glikanlarin mobilogramlari sekil 4.6’de
verilmektedir. H3N4, H3N4F1, H4N4 N-glikan formlarina ait mobilogramlar
dikkate alindiginda bu glikanlar i¢in konformasyonel farkliliga bagli izomer varligi
g6zlenmemektedir. Trastuzumabdan elde edilen H4N4F1 N-glikan formu icin ise,
insan immunoglobulin g proteninin analizinde oldugu gibi HILIC kolonda iki farkh
alikonma zamanina sahip tirlere ait farkli mobilogram elde edilmistir (Sekil 4.6).
Bu turlerden HILIC kolonda daha kisa alikonma zamanina (18.6-19.3 dk.) sahip
tur igin tek, uzun alikonma zamanina sahip olani (19.3-19.9 dk.) icin ise iki farkh
konformerin varligini gdsteren dagilima sahip mobilogram elde edilmistir. insan
immunoglobulin G proteininde oldugu gibi, H4N4F1 N-glikaninda galaktozun en
ucta N-asetil glikozamine a-1,3 ve a-1,6 seklinde baglandig
bilinmektedir[101][102]. Buna gore, trastuzumabin H4N4F1 N-glikan formuna ait
izomerlerin de (a-1,3 ve a-1,6) HILIC kolonda ve iyon hareketliliginde insan IgG
proteininde oldugu gibi benzer sekilde tanimlanabildigi gorulmektedir. S6z
konusu glikanin daha dusuk CCS degerine sahip olan a-1,3 izomeri, HILIC
kolonda daha uzun alikonma zamanina sahip paket i¢erisinde yer alirken, a-1,6
izomerinin her iki paket icerisinde yer aldigi gozlenmigtir. Trastuzumab 6rneginde
insan immunoglobulin G’den farkli olarak H4N4F1S1 glikan formu icinde tek bir
mobilogramda 3 adet izomerin varligi gdézlenmektedir (Sekil 4.6). Bu izomer
yapilarinin, H4N4F1S1 N-glikaninin a-2,3 ve a-2,6 baglanmalarina baglh olarak
dinamik yapida meydana gelebilecek konformasyonel degisimler sonucunda
olustugu dusunulmektedir. Diger glikanlara kiyasla daha buyuk bir yapiya sahip
olan H5N4F1S1 N-glikan formunun mobilogrami, insan immuinoglobulin G
proteininde oldugu trastuzumab 6rnegi igin de gibi genis bir CCS dagiliminda elde
edilmistir (Sekil 4.6). Ancak trastuzumabin s6z konusu N-glikani igin elde edilen
mobilogramda farkli olarak, disik CCS de@erine sahip konformerlere karsilik
gelen bdlgede keskin bir pik gozlenirken dagilimin yuksek CCS degerine sahip
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konformere karsilik gelen boluminin dusuk sinyal siddetine sahip oldugu
gorulmektedir. Tez kapsaminda alinan bu verilere gore, H4N4F1S1 ve
H5N4F1S1 gibi blyldk N-glikanlarin insan IgG proteini ve trastuzumab gibi mAb
turleri icin degisken yapisal olasiliklarinin artmasina bagli olarak farkli

konformasyonlara sahip olabildikleri gdzlenmigtir.
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Cizelge 4.3 Trastuzumab’dan elde edilen N-glikanlarin yuk, m/z, allkonma

zamanlari ve etkin carpisma kesiti degerleri

Etkin Carpisma Standart
. .. Kesiti
Glikan Yapisi Yiik m/z Alikonma Zamani Sapma (s)
2
(RT, dk.) (CCs, A )
H3N4 (G0) 2 768,8316 13,4 396,1 0,4
H3N4F1 (GOF) 2 841,8600 15,2 412,6 0,6
H4N4 (G1) 2 849,8572 17,2 420,4 0,7
H4N4F1 (G1F(6)) 2 922,8876 19,0 431,1 0,9
H4N4F1 (G1F(3)) 2 922,8854 19,6 419,4 0,5
H4N4F1 (G1F(6)) 2 922,8854 19,6 435,9 0,7
H5N4 (G2) (a) 2 929,8932 17,6 431,1 0,1
H5N4F1 (G2F) (a) 2 1003,9068 23,3 433,5 0,6
H5N4F1 (G2F) 2 1003,9068 23,3 452,3 0,8
(b)
H4N4F1S1 2 1068,4273 24,9 456,7 0,7
(G1F1S1)
H4N4F1S1 2 1068,4273 24,9 4749 0,7
(G1F1S1)
H4AN4F1S1 2 1068,4273 24,9 488,0 0,6
(G1F1S1)
H5N4F1S1 2 1149,4551 29,1 472,8 0,6
H5N4F1S1 2 1149,4551 29,1 488,1 0,7
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4.3 Bevacizumab orneginden elde edilen N-glikanlarin analizleri

Tez calismalarinda U¢ farkli Uretim prosesinden elde edilmis bevacizumab
ornekleri kullaniimistir. Kullanilan bevacizumab o6rneklerinin  derisimlerinin
standart olarak 20.0 pg/uL oldugu bilinmektedir. Bu standartlardan yaklasik 100
Mg olacak sekilde ayri tuplere alinip deglikozilasyon iglemi gergeklestirilmistir.
Deglikozilasyon islemi sonrasinda elde edilen N-glikanlar prokainamid etiket
ajani ile etiketlenmistir. Pamuk doldurulmus pipet uglari kullanilarak N-glikanlarin
zenginlestirme  iglemi  gerceklestiriimigtir. Bu  c¢alismalar  sonrasinda
bevacizumab’dan elde edilen N-glikanlar, HILIC-FLD-IM-MS sistemi ile analiz
edilmistir. Sekil 4.7°de analizler sonucu elde edilen floresans (FLD) ve temel pik

kromatogramlari (BPC) gorulmektedir.
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Bevacizumab ile yapilan analizler sonucunda trastuzumab ve insan
immunoglobulin G proteinine kiyasla daha az sayida N-glikan formu tespit
edilmistir. Bunun nedeni, rekombinant sekilde Uretilen proteinin, glikozilasyon
sonucunda yapisinda olusan N-glikan tirlerinin azligi oldugu bilinmektedir. Ug
farkh bevacizumab 6rnegi, her birinden Ug tekrar olacak sekilde analiz edilmistir.
Analiz verileri degerlendirildiginde, bevacizumab ornekleri igin toplam 6 adet N-

glikan formu belirlenmigtir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.10 Bevacizumab 6rneginden elde edilen N-glikanlarin yapilari ve etkin

carpisma kesiti grafikleri

lyon hareketliligi teknigi kullanilarak yapilan analizler sonucunda bevacizumab
orneginden elde edilen N-glikanlarin mobilogram verileri elde edilmis ve CCS
degerleri yazilm vasitasiyla hesaplanmistir. Belirlenen H3N4, H3N4F1 HAN4F1
ve H5N4F1 N-glikan formlari arasinda fukoz ve galaktoz birimlerinin varligina
bagli olarak yapisal farkliliklar veya benzerlikler bulunabilmektedir. Bu N-
glikanlarin mobilogramlari Sekil 4.8'de verilmektedir. Bu mobilogramlar

incelendiginde, H3N4, H3N4F1 N-glikan formlari igin konformasyonel farkliliga
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bagli izomer varligi gézlenmemektedir. Bevacizumab 0Ornedinden elde edilen
H4N4F1 N-glikan formunun mobilogramlarinda trastuzumab ve insan
immunoglobulin G proteinindeki gibi galaktoz biriminin a-1,3 ve a-1,6
baglanmlarina baglh olarak iki adet konformerin varli§i gézlenmektedir(Sekil 4.8).
H4NA4F1 glikan formu bevacizumab proteininden elde edildiginde a-1,3 ve a-1,6
baglanmasi yapmigs galaktoz izomerlerinin trastuzumab ve immunoglobulin G
proteininden farkli olarak her iki mobilogramda da tespit edildigi gértlmustar.
Bevacizumabin H5N4F1 N-glikan formu icin de trastuzumab ve insan
immuanoglobulin G proteininin ayni glikan formuna benzer mobilogram elde
edilmigtir. Bu verilere gore, bevacizumab o6rnegdinden elde edilen glikanlarin
analiz edilen diger mAb tirlerinin glikanlar ile ¢cok benzer konformasyonel

Ozelliklere sahip olduklari belirlenmigtir.

Cizelge 4.4 Bevacizumab’dan elde edilen N-glikanlarin yik, m/z, alikonma

zamani ve etkin garpigsma kesiti degerleri

Etkin Carpisma Standart Sapma

Glikan Yapisi Yk m/z Allkkonma Zamani Kesiti (s)

2

(RT, dk.) (CCs, A )
H3N4 (G0) 2 768,8354 17,0 397,9 0,1
H3N4F1 (GOF) 2 841,8643 18,9 410,5 0,5
H4N4F1 (G1F(3)) 2 922,8907 22,4 419,1 0,3
H4AN4F1 (G1F(6)) 2 922,8907 22,4 430,7 0,4
H4AN4F1 (G1F(3)) 2 922,8907 23,1 420,8 0,4
H4N4F1 (G1F(6)) 2 922,8907 23,1 435,1 0,5
H5N4F1 (G2F) (a) 2 1003,9143 23,3 433,3 0,5
H5N4F1 (G2F) (b) 2 1003,9143 23,3 451,1 0,4
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4.4 1gG, Trastuzumab ve Bevacizumab proteinlerinden elde edilen benzer

glikanlarin konformasyonel 6zelliklerinin kiyaslanmasi

Tez calismasinda kullanilan glikoproteinlerden ayni yapisal 6zelliklere sahip olan
H3N4, H3N4F1, H4N4F1(a), H4N4F1(b) ve H5N4F1 glikanlarinin mobilogramlari
sekil 4.9, sekil 4.10, sekil 4.11, sekil 4.12 ve sekil 4.13 de sirasiyla verilmistir. Bu
glikanlarin mobilogramlarindan elde edilen etkin ¢arpisma kesitleri (CCS) ise
Cizelge 4.5 de verilmistir. Calismalar sonucunda farkl glikoproteinlerden elde
edilmig ayni glikan formlarina ait mobilogramlarin oldukga benzer olduklari
g6zlenmistir. Boylece ayni glikan formlarinin farkli glikoproteinlerden elde edilse
bile birbirlerine yakin etkin c¢arpigsma kesiti degerlerine sahip olduklari

belirlenmistir.
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Sekil 4.11 A) IgG, B) Trastuzumab ve C) Bevacizumab proteininden elde edilen
H3N4 glikan formunun etkin carpisma kesiti grafikleri
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Sekil 4.12 A) 1gG, B) Trastuzumab ve C) Bevacizumab proteininden elde edilen

H3N4F1 glikan formunun etkin carpisma kesiti grafikleri
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Sekil 4.13 A) 1gG, B) Trastuzumab ve C) Bevacizumab proteninden elde edilen
H4N4F1(a) glikan formunun etkin ¢arpigsma kesiti grafikleri
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Sekil 4.14 A) IgG, B) Trastuzumab ve C) Bevacizumab proteininden elde edilen

H4N4F1(b) glikan formunun etkin ¢arpisma kesiti grafikleri
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Sekil 4.15 A) 1gG, B) Trastuzumab ve C) Bevacizumab proteininden elde edilen

H5N4F1 glikan formunun etkin garpigsma kesiti grafikleri
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Cizelge 4.5 IgG, Trastuzumab ve Bevacizumab glikoproteinlerinden elde edilen

glikanlarin etkin carpisma kesiti (CCS) degerleri

Glikan Yapisi m/z lgG Trastuzumab | Bevacizumab
CCs, A? CCs, A? CCsS, A?

H3N4 (GO0) 768,831 397,3+0,9 396,1+0,4 397,9+0,1
H3N4F1 (GOF) 841,8589 4122 +1,0 412,6 + 0,6 410,5+0,5
HAN4F1 (G1Fa) 922,8783 - - 419,1 + 0,3
H4AN4F1 (G1Fa) 922,8783 4329 +0,8 431,1+0,9 430,7 + 0,4
H4AN4F1 (G1Fb) 922,8973 420,5+0,4 419,4+0,5 420,8 + 0,4
H4N4F1 (G1Fb) 922,8973 436,9 + 0,3 435,9 + 0,7 435,1+0,5
H5N4F1 (G2Fa) 1003,9183 434,6 + 0,1 433,5+ 0,6 433,3+0,5
H5N4F1 (G2Fb) 1003,9183 453,7 + 0,9 452,3+0,8 451,1+0,4
45 I1gG ve Trastuzumab proteinlerinden elde edilen glikanlarin

konformasyonel 6zelliklerinin kiyaslanmasi

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda insan serumu IgG ve Trastuzumab

proteinlerinden elde edilen glikanlarin sayisi, bevacizumab proteinine goére

oldukga fazladir. Bu nedenle, bu baslk altinda yapilan karsilastirmalarda

genellikle

konformasyonel farkliliklarini odaklaniimigtir.
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Sekil 4.16 A) 1gG (RT:25.0), B) I1gG (RT:25.8) ve C) Trastuzumab proteininden
elde edilen H4N4F1S1 glikan formunun etkin ¢carpisma kesiti grafikleri

Yapilan LC-HILIC-FLD-IM-MS analizlerinde 1gG proteininin iki farkli alikonma
zamaninda goézlenen H4N4F1S1 glikan formuna ait iki adet mobilogram (Sekil
4.14. A ve B) elde edilmistir. Trastuzumab proteini icin ise tek bir alikonma
zamanina karsilik gelen mobilogramda ug¢ farkli konformer oldugu goérulmektedir
(Sekil 4.14.C). HAN4F1S1 glikan yapisindaki siyalik asidin varhdinin, glikan
yapisinin IgG ve trastuzumab proteinleri icin farkli konformasyonlara sahip
olmasina neden oldugu dusinitlmektedir. Bunun nedeninin insan serumundan
elde edilen IgG ile hiicre ortaminda Uretilen trastuzumab proteinlerinin ¢ boyutlu
yapilarinda farkliliklarin meydana gelme olasiligi oldugu ifade edilebilir. Bu durum
her iki proteinin Sekil 4.14’de verilen mobilogramlarinda goézlenmektedir.
H4N4F1S1 glikanina galaktoz (a-1,3 ve a-1,6) ve siyalik asit (a-2,3 ve a-2,6)
birimlerinin farkh sekillerde baglanma olasiliklari, bu glikan igin dort farkli izomerin
olusumuna neden olmaktadir. Bu glikanin Sekil 4.14’de verilen
mobilogramlarindaki sinyaller, s6z konusu doért izomerin karisimina karsilik
gelmektedir. Ancak elde edilen bu verilerle izomerlerin CCS degerleri net bir
sekilde ayirt edilememektedir. IgG proteini i¢in Sekil 4.14 A’daki mobilogramda

iki farkli konformer varhdinin goérulmesi, siyalik asidin a-1,3 veya a-1,6
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baglanmasi yapan galaktoza a-2,3 veya a-2,6 baglanmasi yaptigini gostermis
olabilir. Trastuzumab proteininin hicre ortaminda Uretilmesi ve IgG proteininden
farkh aminoasit dizilimine sahip olmasi, mobilogramda benzer izomerlere ait farkl
sinyallerin elde edilmesine neden olmaktadir(Sekil 4.14.C). Ancak IgG
proteininde oldugu gibi trastuzumabin mobilograminda (Sekil 4.14 C) gorulen
sinyallerin de hangi izomerlere karsiik geldigi net bir sekilde

belirlenememektedir.
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Sekil 4.17 A) IgG ve B) Trastuzumab proteininden elde edilen HSN4F1S1 glikan

formunun etkin ¢carpisma kesiti grafikleri

Sekil 4.15'de verilen mobilogramlara bakildidinda ise H5N4F1S1 glikan
formunun 1gG proteini igin tek bir konformasyona sahip oldugu belirlenmis ve ayni
glikanin, trastuzumab proteininde ise iki izomer halinde bulundugu gozlenmigtir.
IgG proteininin H5N4F1S1 glikan formunun analizi sonucunda elde edilen
mobilogramda siyalik asidin daha blyuk bir glikan formuna katiimasi sebebiyle
a-1,3 ve a-1,6 baglanmasi yapmis galaktoza baglanma ihtimali sonucunda
olusan izomerleri tek tepe noktasina sahip genis bir dagihm igerisinde bir arada
gozlenmigtir (Sekil 4.15.A). Bunun nedeni, yapisinda siyalik asit bulunduran genis
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konformer iyonlarinin iyon hareketlilik tuplinde ayrimlarinin tam olarak
gerceklesmemesi olabilir. Trastuzumabin ayni glikan formunun analizinden elde
edilen mobilogramda ise iki farkli izomer gorilmustir(Sekil 4.15.B). Ancak 1gG
proteininde oldugu gibi a-1,3 ve a-1,6 baglanmasi yapmis galaktoza siyalik asidin
hem a-2,3 hem de a-2,6 baglanma ihtimallerinin olmasi nedeniyle mobilogramda

gorulen izomerlerin CCS degerleri net bir sekilde belirlenememistir.

Cizelge 4.6 IgG ve Trastuzumab glikoproteinlerinden elde edilen siyalik asit

iceren glikanlarin etkin garpigsma kesiti (CCS) degerleri

Glikan Yapisi m/z IgG Trastuzumab
CCs, A? CCS, A2
H4N4F1S1 1068,4273 460,7 + 0,3 456,7 + 0,6
(G1F1S1a)
H4N4F1S1 1068,4273 476,9+0,9 4749 + 0,7
(G1F1S1b)
H4N4F1S1 1068,4273 455,7 +0,2 488,0 + 0,6
(G1F1S1c)
H5N4F1S1 1149,4551 4805+ 1,1 472,8 + 0,6
(G2F1S1a)
H5N4F1S1 1149,4551 - 488,1 + 0,7
(G2F1S1a)

4.6 IgG ve Trastuzumab proteinlerinden elde edilen glikanlardaki seker

birimlerinin glikan konformasyonlari lizerindeki etkilerinin incelenmesi

IgG ve Trastuzumab proteinlerinden elde edilen glikanlarin buayUk bir cogunlugu
benzer yapidadir. Tez c¢alismalarinin bu bdlimunde seker birimlerinin glikan
konformasyonlari Gzerindeki etkileri, etkin ¢carpisma kesitlerindeki (CCS) nicel

degisimler Gzerinden incelenerek degerlendirilmistir.
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Sekil 4.18 IgG ve Trastuzumab proteinlerinden elde edilen glikanlarin etkin

carpisma kesiti (CCS) degerlerinin karsilastiriimasinin sematik gosterimi

Cizelge 4.6’da goruldugu uzere IgG ve Trastuzumab proteinlerinden elde edilen
glikanlarin blUyulk bir ¢ogunlugunun etkin carpisma kesitleri (CCS) degerleri
neredeyse birbirleriyle ortismektedir. Bu bélimde gerceklestirilien analizlerden
elde edilen veriler kullanilarak seker birimlerinin glikanlarin CCS degerleri
Uzerindeki etkileri igin de degerlendirilmeler yapilabilir. Ornegin; tek bir galaktoz
biriminin glikanin CCS degerinde meydana getirdigi fark, hem IgG hem de
Trastuzumab proteinlerine ait GO, G1 ve G2 glikanlari arasindaki tek bir galaktoz
birimim farkindan faydalanilarak hesaplanabilir. Bu sayede, tek bir galaktoz

birimine karsilik gelen CCS degderi de belirlenebilecektir.
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Sekil 4.19 IgG proteininden elde edilen GO, G1 ve G2 glikanlari arasindaki

galaktoz birimi farkliliklarina gére CCS degerindeki degisimin grafiksel gosterimi

Tek bir galaktoz birimi katiiminin 1gG proteininden elde edilen GO, G1 ve G2
glikanlari CCS degerlerine etkisi Sekil 4.17°'de belirtilmistir. Bu proteinden elde
GO0, G1 ve G2 glikanlarinin CCS degerleri Cizelge 4.2'de verilmigtir. Bu CCS
degerlerine bakildiginda G1 ve GO glikanlari arasindaki tek bir galaktoz farkinin
olusturdugu etkin carpisma kesiti degeri farki incelendiginde aralarinda yaklasik
24 A2 oldugu belirlenmistir. G2 ile G1 glikanlari arasindaki tek bir galaktoz farkinin
ise CCS degerleri arasinda yaklagik 16 AZlik bir farka neden oldugu
goOrulmektedir. Burada daha buyuk glikan yapisina katilan monosakkarit biriminin
tum vyapiya etkisinin azaldigi gorulmektedir. Ayrica diger glikan vyapilari
arasindaki galaktoz katilmasi sonucu olusan etkin ¢arpigsma kesiti farkhliklarini
ornegin GOF ve G1F(6) ile G1F(3) arasinda inceledigimizde, GOF ile G1F(6)
arasindaki galaktoz katilmasinin etkin carpisma kesiti degerine yaklasik 21 A2

fark olusturdugu gozlenirken, GOF ile G1F(3) arasindaki galaktoz katilmasinin
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etkin carpisma kesiti degerine yaklagik 8 A2 fark olusturdugu goriilmektedir. Tek
bir galaktoz biriminin katilmasinin etkin ¢arpisma kesiti degerine etkisi G1F1S1
ve G2F1S1 glikanlari arasinda da izlenilebilir. Ancak bu glikan yapilarinin diger
glikanlara gore daha buyuk yapiya sahip olmalari ve elde edilen mobilogramlar
uzerinde (Sekil 4.14, Sekil 4.15) konformasyonel 6zelliklerinin net bir sekilde
yorumlanamamasi sebebiyle bu glikanlar icin galaktoz etkisi net bir sekilde
tartisilamamaktadir. Galaktoz biriminin daha kigUk glikan yapilarina katildikga
etkin carpisma kesitine olan etkisinin arttigi gozlenir iken, daha buyuk glikan
yapilarina katildikca bu etkinin azaldigi gozlenmigtir. Daha buylk glikan
yapilarinda molekul i¢i etkilesim olasiliginin yuksek olmasinin tek bir galaktoz
biriminin  baglandigi glikanin CCS degeri Uzerindeki etkisini azalttigi
dusundlmektedir(Sekil 4.17).

IgG proteininden elde edilen GO ve GOF, G1 ile G1F(6) ve G1F(3) , G2 ile G2F
glikanlari arasinda da tek bir fukoz biriminin yapiya katilmasinin etkin ¢carpisma
kesiti degerlerine etkileri incelenebilmektedir. Bu glikanlara fukoz biriminin
katiimasinin etkin ¢arpisma kesiti degerlerine etkisi cizelge 4.7’de goriimektedir.
Bu proteinden elde edilen glikanlarin etkin ¢arpisma kesiti degerleri ise tablo
4.2’de verilmektedir. Bu etkin ¢arpisma kesiti degerlerine bakildiginda GO ile GOF
arasindaki tek bir fukoz biriminin olusturdugu etkin carpisma kesiti degeri farkinin
yaklasik 15 A2 olusturdugu gérilmistiir. G1 ile G1F(6) arasindaki fukoz birimi
farkinin etkin ¢arpisma kesiti degerine etkisi yaklasik 11 AZiken, G1 ile G1F(3)
arasindaki fukoz birimi farkinin etkin garpisma kesiti degerine etkisi 8 A2 oldugu
gorulmustir. G2 ile G2F arasindaki fukoz birimi farkinin etkin ¢arpisma kesiti
degerine etkisi ise net bir sekilde belirlenememektedir. Clnku her iki glikan
yapisinda yapisal olarak tek bir konformerin gortilmesi beklenir iken, bu glikanlara
ait mobilogramlarda iki farkli konformer gd6zlenmektedir. Bu glikanlarin
mobilogramlarinda ilk gorulen konformerler a ve sonra goérulen konformerler b
olarak isimlendirildiginde G2a ile G2F1a arasindaki fukoz birimi farkinin etkin
carpisma kesiti degerine etkisinin yaklasik 12 A2 oldugu gérilir iken, G2b ile
G2F1b arasindaki fukoz birimi farkinin etkin carpisma kesiti degerine etkisinin 16
A2 oldugu gérilmistir. Burada da galaktoz birimlerinin katiliminda oldugu gibi,
glikan yapisina tek bir fukoz biriminin katilmasinin yapisal olarak kiguk
glikanlarin etkin garpisma kesiti degerlerinde daha c¢ok farklilik olusturdugu
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gOzlenir iken, daha buyuk yapil glikanlar arasinda daha az etkin garpisma kesiti
degeri farki olusturdugu goézlenmistir. Ancak bu durum G2 ile G2F glikanlari i¢in
net bir sekilde goézlenememektedir. ClUnkl bu iki glikaninin mobilograminda
gorulen 2 konformerden hangisinin net olarak bu glikana ait oldugu tespit
edilemedidi i¢cin mobilogram gorulen konformerlerin olusturdugu etkin garpisma

kesiti degerleri dikkate alinarak yorumlamalar yapilimistir.

Trastuzumab ve Bevacizumab proteinlerinde de IgG proteininde oldugu gibi tek
bir seker biriminin glikan yapisina katilmasi sonucu olusturdugu etkin ¢carpisma
kesiti farkliliklari incelenebilir. Ancak her U¢ proteinde de yer alan glikan
formlarinin etkin carpisma kesiti degerleri (Cizelge 4.5) birbirlerine ¢ok yakin
oldudu icin tez metni igerisinde diger iki protein (Trastuzumab ve Bevacizumab)
icin elde edilen veriler Uzerinden degerlendirme ve yorumlama yapilmamigtir. Tez
kapsaminda sadece IgG proteininden elde edilen glikanlar Uzerinden seker
birimlerinin glikanlarin yapilari ve etkin carpisma kesiti degerlerine etkileri

incelenmigtir.
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5.SONUGLAR

Bu tez kapsaminda insan serum immunoglobulin G (IgG), hiicre ortaminda
uretilmis Trastuzumuab ve Bevacizumab proteinlerinden elde edilen N-glikanlarin
analizleri HPLC-HILIC-FLD-IM-MS sistemi kullanilarak gercgeklestirilmistir. Bu

analizler sonrasinda elde edilen veriler degerlendirildiginde;

- 1gG proteininde MS duzeyinde 18 adet N-glikan yapisi tespit edilmistir.

- Trastuzumab proteininde MS diuzeyinde 14 adet N-glikan yapisi tespit
edilmistir.

- Bevacizumab proteininde MS dlzeyinde 7 adet N-glikan yapisi tespit
edilmistir.

- H3N5F1, H4AN5, H5N5F1, H5N4F1, H5N4S2, H5N5F1S1 ve H5N5F1S2
N-glikan yapilari sadece IgG proteininin analizlerinde gézlenmistir.

- H4N3F1 ve H4AN3F1S1 N-glikan yapilari sadece Trastuzumab proteininin
analizinde gozlenmistir.

- H3N3F1 N-glikan yapisi ise Trastuzumab ve Bevacizumab proteinlerinin
analizlerinde gozlenmisgtir.

- Her bir glikan yapisi MS dulzeyinde temel pik kromatogrami (BPC)
haricinde es zamanli olarak floresans kromatogrami ile de tespit edilmis
olup bdylece her bir proteinden elde edilen glikan yapilarinin varlig
kanitlanmigtir.

- lgG, Trastuzumab ve Bevacizumab proteinlerinin H4N4F1 N-glikanlarinin
analizlerinden iki farkli mobilogram elde edilmistir. Bu glikan yapisinin IgG
ve Trastuzumab proteinlerinden elde edildiginde, HILIC kolonda 6nce
alikonan kisminda galaktozun glikan yapisina tek bagina a-1,6 seklinde
baglandigi, daha sonra alikonan kisminda ise galaktozun izomer karigimi
halinde geldigi a-1,3 ve a-1,6 baglanmasini yapan izomerler oldugu
belirlenmistir.

- H4N4F1 N-glikan yapisi bevacizumab proteininden elde edildiginde ise, iki
farkli alikonma zamanina karsilik gelen mobilogramda da iki konformer

icerdigi gorulmus olup, daha kiguk CCS deg@erine sahip olan konformerin
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a-1,3, daha buyuk CCS degerine sahip olan konformerin a-1,6 baglanmasi
yapan galaktozu birimini icerdigi tespit edilmistir.

Siyalik asidin N-glikan vyapilarina baglanmasi sonucu olusan
konformasyonel farkliliklar, mobilogramlarda gézlenmistir.

Trastuzumab ve Bevacizumab proteininin hiicre ortaminda Uretilmesi ve
IgG proteininden farkli aminoasit diziliminlerine sahip olmalari nedeniyle
mobilogramlarda benzer izomerlere ait farkli sinyallerin elde edilmistir.
Monosakkarit birimlerinin (Galaktoz, Fukoz, Siyalik asit) glikan yapilarina
katilmalarinda etkin ¢arpisma kesiti degerlerinde ve konformasyonlarinda
meydana getirdigi etkileri gdzlenmisgtir.

Doért boyutta (LC-HILIC-FLD-IM-MS) N-glikan analizleri iki adet mAb ve
IgG proteini igin prokainamid etiketi kullanilarak ilk kez uygulanmistir.

Bu proteinlerden elde edilen N-glikanlarin prokainamid etiketi ile
etiketlendikten sonra konformasyonel 6zellikleri ilk kez Tuzaklamali lyon
Hareketliligi Kitle Spektrometrisi (TIMS-TOF) cihazi ile incelenmistir.
Dort boyutta glikanlarin karakterizasyonun yapilmasina yonelik analitik bir
yontem geligtirilmigtir.

Ozellikle mAb gelistirme ve kalite kontrol asamalarindaki glikanlarin
karakterizasyon c¢alismalarinda da tuzaklamali iyon hareketliligi kutle

spektrometrisi yonteminin de kullanilabilecegi gosterilmistir.
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