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Protein glikozilasyonu, Post Translasyonel Modifikasyon (PTM) ¢esitlerinden biridir ve
bircok fizyolojik ve biyolojik stire¢lerle iligkilidir. Glikoproteinin kimligi hakkinda bilgi
sahibi olmak i¢in peptit dizisi, glikozilasyon bdlgesi ve glikan yapisi hakkinda bilgi
tiretilmelidir. Glikopeptitlerin analizi i¢in Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS) yaygin
olarak kullanilmaktadir. Peptit ve glikan yapilar1 farkli kimyasal 6zellikleri nedeniyle
karmasiktir. Parcalama ydntemlerinden biri olan Carpisma Ile Indiiklenmis Parcalama
(CID), Dort Kutuplu-Ugus Zamanh Kiitle Spektrometrisi (QTOF-MS) enstriimani ile
beraber uyumlu bir sekilde ¢alismaktadir. Yiiksek Enerjili C-trap Ile Parcalama (HCD)

yontemi ise, Dort Kutuplu Orbitrap (Q- Exactive Plus) enstriimani ile ¢alismaktadir.



Ayrica ¢ok benzer olan HCD ve CID teknigi, glikan birimleri i¢in B- ve Y- tipi
fragmentleri iiretirken peptit omurga pargalamasi sonucunda peptit fragmentlerine ait b-
ve y- tipi iyonlan iretir. Son yillarda fragment iyonlarin verimliligi arttirmak igin
Basamakli Carpisma Ile indiiklenmis Parcalama (sCID) ve Basamakl1 Yiiksek Enerjili C-
trap Ile Pargalama (sHCD) teknigi ortaya cikmistir. Bu tekniklerle farkli enerjiler
uygulanarak hem glikan hem de peptit fragmentleri hakkinda es zamanli bilgi edinilir.

Tez kapsaminda, QTOF s(CID) (Basamakl1 Carpisma ile Indiiklenmis Par¢alama) ve Q-
Exactive Plus s(HCD) (Bacamakl1 Yiiksek Enerjili C-trap Ile Parcalama) sistemlerinin
glikopeptit tanimlama performanslar1 kiyaslanmistir. Haptoglobin (Hpt) proteininin, Hpt
1-1, Hpt 2-2 ve Hpt-M adi verilen bu {i¢ farkli varyant1 tez calismasinda kullanilmistir.
Her bir varyant, dort tekrarli olacak sekilde hem QTOF s(CID) hem de Q-Exactive Plus
S(HCD) sistemlerinde analiz edilmistir. QTOF s(CID) sistemi, Q-Exactive Plus s(HCD)
sistemine gore hem daha ¢ok glikozilasyon bolgesi hem de daha fazla glikopeptit sayist
tanimlamistir. Q-Exactive Plus s(HCD) sistemi, QTOF s(CID) sistemine gore daha

yiiksek toplam ortalama skor sayisi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glikopeptit, Haptoglobin (Hpt), QTOF s(CID) (Basamakh
Carpisma ile Indiiklenmis parcalama), Q-Exactive Plus s(HCD) (Basamakh Yiiksek
Enerjili C-trap fle Parcalama), Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS)
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Glycosylation is one of the most important post translational modifications of proteins
and is involved in all kinds of biological and physiological processes. In order to have
information about the identity of the glycoprotein, information about the peptide
sequence, glycosylation site, and glycan structure must be generated. Tandem Mass
Spectrometry (MS/MS) is widely used for the analysis of glycopeptides. Collision-
Induced Dissociation (CID), one of the fragmentation methods, works in harmony with
the Quadrupole-Time-of-Flight Mass Spectrometry (QTOF-MS) instrument.



Higher-Energy C-trap Dissociation (HCD) method works with the Quadrupole Orbitrap
(Q-Exactive Plus) instrument. Also, the very similar technique of HCD and CID, generate
primarily b- and y-ions from peptide precursor ions, as well as B-and Y -ions from glycans
units. In recent years, to increase the efficiency of fragment ions Stepped Collision
Induced Dissociation (sCID) and Stepped Higher-energy C-trap Dissociation (SHCD)
techniques have emerged. With these techniques, different energies are applied to obtain

simultaneous information about both glycan and peptide fragments.

Within the scope of the thesis, glycopeptide identification performances of QTOF s(CID)
(Stepped Collision Induced Dissociation) and Q-Exactive Plus s(HCD) (Stepped Higher-
energy C-trap Dissociation) systems were compared. These three different variants of
haptoglobin (Hpt) protein called Hpt 1-1, Hpt 2-2 and Hpt-M were used in the thesis
study. Each variant was analyzed in both QTOF s(CID) and Q-Exactive Plus s(HCD)
systems in four replicates. The QTOF s(CID) system defined both more glycosylation
sites and more glycopeptide numbers than the Q-Exactive Plus s(HCD) system. The Q-
Exactive Plus s(HCD) system has a higher total average score than the QTOF s(CID)

system.

Keywords: Glycopeptide, Haptoglobin (Hpt), QTOF s(CID) (Stepped Collision
Induced Dissociation), Q-Exactive Plus s(HCD) (Stepped Higher-energy C-trap
Dissociation), Tandem Mass Spectrometry (MS/MS)



TESEKKUR

Bu tez ¢alismasi, pek ¢ok kisi tarafindan desteklenen ¢abalarinin bir sonucudur. ilk ve en
derin takdirim laboratuvarinin bir pargasi olma firsat1 verdigi, tim deneyimlerini benimle
paylagarak bana bilimin en iyi sihir tiirii oldugunu gdsterdigi, her kosulda bana sonsuz
giiveni ve sonsuz sabr1 igin akil hocam, degerli danismanim Prof. Dr. Bekir SALIH’e

tesekkiir ederim.

Tez ¢alismalarimda aklimda soru isareti kaldig1 zaman istedigim gibi sordugum, engin
bilgilerini bana asiladig1 ve hem samimi hem dedestekleyici yaklasimi i¢in degerli hocam

Dog. Dr. Hact Mehmet KAYILI’ya tesekkiir ederim.

Kararlarim konusunda beni her zaman iyi hissettiren, bilgilerine ve ¢evresindeki insanlari
iyl hissettirme yeteneklerine hayranlik duydugum, ne zaman bir problem yasasam o
zaman yanimda olan ¢ok degerli hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Atakay ve Dr. Ulkii
Giiler’e beni her kosulda destekledikleri i¢in tesekkiir ederim. SAREG grubunun
liyelerine beni her zaman pozitif karsiladigi, yardimlar1 ve cesaretlendirmeleri i¢in

tesekkiir etmek istiyorum.

Her zaman okulda giinlerimi miikemmellestirdikleri ve bu siire boyunca benimle ilgilenen
kiymetli arkadaslarim; Ege Tin1 Tunca, Buse Varlioglu, Erol Tunca’a ve bu siirecte
olumlu diisiinceleriyle beni her zaman sakinlestirdigi, giizel diisiinceleriyle hayatima 151k

tuttugu icin Alperen Kiratli’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak yillar boyunca destegini hi¢ esirgemeyen anne ve babama tesekkiir ederim.
Benim i¢in yaptiklar fedakarliklarin karsiligini asla 6deyemem. Tezimdeki yardimlari ve

sonsuz destegi nedeniyle motivasyon kaynagim biricik kardesime tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

(@ 4 = E TR [
TESEKKUR ..ottt ettt et et e st e ste e ete e steans %
ICINDEKILER .......ceveeieeeeeeeeee ettt ettt eae s Vi
SEKILLER DIZINI ..ottt viii
SIMGELER VE KISALTMALAR .......ceioiiiiiee ettt ste e eteanens X
(IR 1 T 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
2.1.Kitle Spektrometrisi (IMS) ......ccooiiiiiiiiiiie e 3
2.2. lyonlastirma YOMEMIETT .........c.ccveovieeeieeeeeeeeceeeeeeeeee e 4
2.2.1. Elektrosprey lyonlagtirma (ESI) .......ccccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
2.3. KULE AYITICIHAIT ..o e 8
2.3.1. Dort Kutuplu Kitle Spektrometrisi (Quadrupole-MS)........ .. ............. 8
2.3.2. Ugus Zamanl Kutle Spektrometrisi (TOF-MS)... ......cccciiiiiienn oot 10
2.3.3. Dort Kutuplu-Ugus Zamanl Kitle Spektrometrisi (QTOF-MS) ........ 12
2.3.4. Orbitrap Kutle Spektrometrisi...........ccooeiiiiiiiiii, 14

2.4. Post Translasyonel Modifikasyonlar (PTM).........ccccccvviiiiiieeeeen 17
2.5. Protein GlIKOzilasSyonu. .. ... 18
2.5.1. N-Glikanlarin YapISl......cccoviieiiiiiiiiiiiiiiiee e eeeeeeiiie e ee e neenee. 19
2.6.Glikoproteomiks ve GliIKOMIKS... ........ccccevvviiiiiiieeiiiiiiii e . 20
2.7. Kiitle Spektrometrisi ile Glikopeptitlerin Analizi... ......c.cccooveeevee vevnenn. 21
2.8. Tandem Kutle Spektrometrisi (MS/MS)... ....cccoooiiiiiiiii ciiinn21
2.8.1. Carpisma ile indiiklenmis Pargalama (CID)...... .cccccccveevvneeen.....23
2.8.2. Elektron Carpisma ile Parcalama (ECD)............ccccceevveveiner eeennn.26
2.8.3. Elektron Transfer Pargalama (ETD)......... ccccceeieieieieieeee e .26

3. DENEYSEL CALISMALAR ..ottt 27

3.1. Kimyasal Malzemeler ... 27



3.2. Haptoglobin Varyantlarinin Cozeltide Proteolitik Pargalanmasi................ 27

3.3. N-glikopeptitlerin nLC-C18-ESI-sCID-MS/MS Analizleri......................... 27
3.4. N-glikopeptitlerin nLC-C18-ESI-sHCD-MS/MS Analizleri............ccc.......... 28
3.5. Glikopeptitlerin Belirlenmesi ve Veri Analizleri...................oooiiiiiinan.. 29
4. SONUGCLAR VE TARTISMA .. 30

4.1. Hpt 1-1 Varyantinin QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) Sistemleri
Kullanilarak Skor Analizleri............oovvieiiiiiiiiiiiiiiiiis e, 30
4.2. Hpt 2-2 Varyantinin QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) Sistemleri

Kullanilarak SKor ANAliZIEri.........e oo 32
4.3. Hpt-M Varyantinin QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) Sistemleri

Kullanilarak Skor Analizleri. ... 34
4.4. Ortalama KUtle Hatas......oooooeo e, 35
4.5. Toplam Ortalama SKOr SayISI.......ccoiviiiiiii i 37

4.6. Tespit Edilen Glikozilasyon Bdlgesi Sayisi ve Tespit Edilen N-Glikopeptit

= Y 5 38
4.7. Tespit Edilen Glikozilasyon Bolgelerinin
INCEIBNMESI. ... eiie e, 40

4.8. Glikopeptit Yapisinda Fukoz Birimi icerme Durumuna Bagh Olarak Skor

SaylarinIN INCEIBNMESI. ..., 41

4.9. Glikopeptit Yapisinda Siyalik Asit Birimi icerme Durumuna Bagl Olarak

Skor Sayilarinin INCelenMESi...........ccoovvuiii i, 42

4.10. Onciil iyonlarin Yiikiine Bagli Olarak Skor Sayilarinin incelenmesi....... 43
5. YORUM . ...t e e e e e e e e e e e e eeaans 46
6. KAYNAKLAR. ...t e et e e e e e e e e e eeaens 48
ERLER e e 58

EK 1 - Tez Calismasi Orjinallik RApOru ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeee 58
(@4 €] =103 1Y |1 7SRRI 59

vii



SEKILLER DiZINI

Sekil 2.1. Kiitle spektrometresini meydana getiren temel boliimlerin gosterimi............. 4
Sekil 2.2. EST yOnteminin @OStEITMI. . ......ueeetentteetenteteeteteeteetenteaeeeaneeeannenns 7
Sekil 2.3. Bir dort kutuplu kiitle ayiricisinin goSterimi..........o.vvvevviiiienreenneennnannn.. 9

Sekil 2.4. (A) Lineer tipi ugus zamanli ve (B) reflektron tipi ugus zamanlh kiitle

spektrometrelerinin sematik gOStErTMI. ... ..c.viiiiiti i 12
Sekil 2.5. Bir dort kutuplu-ugus zamanli (Q-TOF) kiitle ayiricisinin gosterimi........... 13
Sekil 2.6. Orbitrap sisteminin @OSTETIMI. ......uiuuteeteetiitteieeatt ettt eiteaeeeanneans 15
Sekil 2.7. Bir Q-Exactive analiz cihazinin kapsamli gosterimi...................cooeuven.n. 16
Sekil 2.8. Yaygin olan Post Translasyonel Modifikasyonlarinin gdsterimi............... 18
Sekil 2.9. N- ve O-bagli glikozilasyon birimlerinin gosterimi.............coevvvevninnnn.e 19

Sekil 2.10. N-glikan yapisinin {i¢ temel kategorisi olan yiiksek mannoz, kompleks ve

hibrit seklinde siniflandirilmasinin goSterimi............o.ovvviiiiiriiiiiiiiiiieeiineenenn 20
Sekil 2.11. Tandem kiitle spektrometresi kullanilarak bir analizinin semasi.............. 22
Sekil 2.12. MS/MS’de iki farkli pargalama yollarimin gosterimi...............oooouvenennn. 23

Sekil 2.13. Pargalama sonucu olusan glikan birimlerine ait B- ve Y- tipi iyonlarin

o001 1<) 0 11 1 24
Sekil 2.14.Parcalama sonucu olusan peptit fragment iyonlarin adlandirilmast............ 25

Sekil 4.1. Haptoglobin proteinin, B zincirindeki bolgeye 6zgii glikozilasyon haritasinin

sematik @OSterimi [L]........ooiii i e 30

Sekil 4.2. Hpt 1-1 varyantinin Asn 241 glikozilasyon bolgesine sahip +4 yiiklii iyonlarinin
A) Orbitrap s(HCD) analiz cihazindan ve B) QTOF s(CID) analiz cihazindan elde edilen
MS/MS SPEREIUMIATL. ...ttt e e e e e e e e aaas 31

Sekil 4.3. Hpt 2-2 varyantinin Asn 207 glikozilasyon bolgesine sahip +2 yiiklii iyonlariin
A) Orbitrap s(HCD) analiz cihazindan ve B) QTOF s(CID) analiz cihazindan elde edilen
MS/MS SPEKEIUMIAIT. .....eee e 33



Sekil 4.4. Hpt-M varyantinin Asn 184 glikozilasyon bdlgesine sahip +3 yiiklii iyonlarinin
A) Orbitrap s(HCD) analiz cihazindan ve B) QTOF s(CID) analiz cihazindan elde edilen
MS/MS SPEKITUMIATT. ...\ttt e e e e e et 34

Sekil 4.5. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlar1 kullanilarak elde edilen MS/MS
kiitle hatasi (ppm) verilerinin

N T 110 ) 36

Sekil 4.6. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlar1 kullanilarak elde edilen toplam

ortalama skor sayilariin kiyaslanmasi...............ooooiiiiiiiii i, 37

Sekil 4.7. Belirlenen N-glikozilasyon sayisinin, Orbitrap s(HCD) ve B) QTOF s(CID)

cihazlarinda kiyaslanmast............ooiiiiiiiiii i e 38

Sekil 4.8. Belirlenen N-glikopeptit sayisinin, Orbitrap s(HCD) ve B) QTOF s(CID)

cihazlarinda kiyaslanmast............oooiii i 39

Sekil 4.9. Orbitrap s(HCD) ve B) QTOF s(CID) cihazlarinda tiim glikozilasyon
bolgelerinin skor ortalamalari analizlerinin

K1yaslanmast..... ..o e 40

Sekil 4.10. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlarinda glikopeptitlerin yapilarinda
fukoz bulundurma durumuna gore yapilan analizlerin

K1yaslanmast. .......ooueoi i 41

Sekil 4.11. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlarinda glikopeptitlerin yapilarinda

siyalik asit bulundurma durumuna gore yapilan analizlerin kiyaslanmasi.................. 42

Sekil 4.12. Farkli yiik dagilimlarinin ortalama skor sayilari iizerine A) Orbitrap s(HCD)
ve B) QTOF s(CID) cihazlarinda kiyaslanmasi................coooiiiiiiiiiiiiii e, 43



Simgeler
Da

eV

Hz

kV

MHz

ug

um

mM

ng

Kisaltmalar
ABC

Asn

CID

DTT

ECD

ESI

ETD

FTICR

Fuc

SIMGELER VE KISALTMALAR

dalton
elektrovolt
hertz
kilovolt
megahertz
mikrogram
mikrometre
milimolar
nanogram

volt

Amonyum bikarbonat

Asparajin

Carpigma Ile Indiiklenmis Pargalama
Ditiotreitol

Elektron Ile Parcalama

Elektrosprey Iyonizasyonu

Elektron Transfer Pargalamasi

Fourier Déniisiimlii Iyon Siklotron Rezonans

Fukoz



Gal Galaktoz

GalNAc N-asetil galaktozamin

Glu Glikoz

GlyNAc N-asetil glikozamin

HCD Yiiksek Enerjili C-trap ile Parcalama

HPLC Yiiksek Performans S1vi Kromatografisi

HPT Haptoglobin

IAA lyodoasetamit

LC Sivi Kromatografisi

MALDI Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/lyonlastirma
Man Mannoz

MS Kiitle Spektrometrisi

MS/MS Tandem Kiitle Spektrometrisi

NeuNAc N-asetil néraminik asit

PTM Post Translasyonel Modifikasyonlar

QqQ Uglii Dért Kutuplu

Q-TOF Dort Kutuplu-Ugus Zamanl

s(CID) Basamakli Carpisma ile Indiiklenmis Parcalama
s(HCD) Bacamakl1 Yiiksek Enerjili C-trap Ile Pargalama
Ser Serin

TFA Trifloroasetik asit

Thr Threonin

TOF Ugus Zamanl

Xi






1. GIRIS

Glikozilasyon, proteinler ve lipidler ilizerinde karmasik glikan yapilarinin kovalent
baglanmas1 islemidir. Protein glikozilasyonu, protein fonksiyonunu diizenleyen c¢ok
cesitli biyolojik siireglerde yer alir. Glikoprotein, kisaca yapisinda peptit ve glikan
bulunduran yapilardir. Glikoproteinin yapisini tam anlamak i¢in hem peptit hem de glikan
yapist iyi tanimlanmalidir. Glikanlarin karmasikligi ve heterojenligi nedeniyle, glikozile
edilmis proteinlerin analizi olduk¢a zordur. Glikanlar, proteinlerin katlanmasi, hiicre
sinyali, bagisiklik fonksiyonu gibi ¢ok sayida 6nemli role sahiptir. Glikanlar1 olusturan
monosakkaritler, hidroksil grubundan anomerik karbona giden oksijenin iliskisine bagl

olarak a baglar1 veya 3 baglari olabilen glikosidik baglar yoluyla baglanir.

Glikoproteinlerin MS analizi, glikozile edilmis proteini tanimlamak, glikozilasyon
bolgesini belirlemek ve glikan yapilarini karakterize etmek icin stratejiler gelistirme
etrafinda doner. Peptitlerdeki amino asit dizisini, glikan kismindaki dizisi ve
glikozilasyon bolgesini belirlemek igin tandem MS gergeklestirilmelidir. Tek asamada
uygulanilan MS, sonuglar1 bir glikopeptidin yalnizca m/z'sini sagladigindan, ayrintili
yapisal bilgilerin elde edilebilecegi onciil iyonu izole etmek ve pargalamak i¢in tandem
MS analizi gereklidir. Carpisma Ile Indiiklenmis Pargalama (CID) teknigi, ¢ok yaygin
olarak kullanilan Tandem Kiitle Spektrometresi teknigidir. Burada iyonlar hizlandirilarak
etkinlestirilir ve ardindan helyum, nitrojen veya argon gibi bir carpisma gaziyla
carpigmasina izin verilir. Bu teknik uygulandiginda yapidaki en zayif baglarin kirilmasina
yol acar. CID uygulanan glikopeptitlerde genellikle glikozidik bag kirilir dolayisiyla
spektrumda glikan kismiyla ilgili pargalama iirlinleri goriilmiis olur ve bolgeye 6zgii
glikozilasyon analizlerinde uygun olmayan bir tekniktir. Hem peptitlerin hem de
glikanlarin CID tarafindan par¢alanmasi ¢cogunlukla glikanlar igin B- ve Y- tipi peptitler
igin b- ve y- tipi iyonlar iretir. QTOF s(CID) sisteminde ve Q-Exactive Plus s(HCD)
sisteminde kullanilan farkli enerjiler uygulanarak hem glikan hem de peptit fragmentleri

hakkinda es zamanli olarak bilgi edinilir.



Tez kapsaminda, QTOF s(CID) (Basamakli Carpisma Ile Indiiklenmis Pargalama) ve Q-
Exactive Plus s(HCD) (Bacamakl1 Yiiksek Enerjili C-trap ile Parcalama) sistemlerinin
glikopeptit tanimlama performanslari kiyaslanmistir. Haptoglobin (Hpt) proteininin, Hpt
1-1, Hpt 2-2 ve Hpt-M ad1 verilen bu ii¢ farkli varyanti tez calismasinda kullanilmistir.
Her bir varyant, dort tekrarli olacak sekilde hem QTOF s(CID) hem de Q-Exactive Plus

s(HCD) sistemlerinde analiz edilmistir.

Asp 184, Asn 207, Asn 211 ve Asn 241'de bulunan Hpt'nin beta zincirinde dort N-
glikozilasyon bolgesi tanimlanmistir. QTOF s(CID) sistemi, Q-Exactive Plus s(HCD)
sistemine gore hem daha ¢ok glikozilasyon bdlgesi hem de daha fazla glikopeptit sayist
tanimlamigtir.  Q-Exactive Plus s(HCD) sistemi, QTOF s(CID) sistemine gore daha
yiiksek toplam ortalama skor sayisi tespit edilmistir. Skor parametresi, spektrumda olusan
pargalama iyonlari ile orantilidir. Hem peptit hem de glikan fragment iyonlar1 olusumu

ne kadar ¢ok olmussa skor sayisi o kadar iyi gelmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KUTLE SPEKTROMETRISI (MS)

20. ylizy1lin baslarinda kiitle spektrometresi, atomik ve molekiiler yapinin temel yonlerini
arastirmak, elementlerin atomik agirliklarinin bulunmasi1 ve kararli 1izotoplarin
belirlenmesi amaciyla kullanildi. Kiitle spektrometresinin temeli, Joseph John
Thomson’in bir katot 1s1n1 tlipliniin i¢indeki bir elektrik alani kullanarak elektronu
kesfetmesine dayanir. Joseph John Thomson, bu amagla ilk kiitle spektrometresini
yapmis ve 1906'da Nobel Fizik Odiilii'nii almistir [2]. Daha sonrasinda Francis William
Aston, 1913 de, neon atomunun 2°Ne ve ?Ne olan iki izotopunu belirlemistir. Bu gelisme,
kimyasal elementlerin izotopik halinin kesfidir. Aston c¢aligmalarina Ar, Hg, Cl gibi
birgok elementin izotopik bilesimiyle alakali veriler eklemistir. Thomson ve asistani
Francis William Aston’in kiitle spektrometresi kullanarak bircok farkli elementin
izotoplarmin kesfedilmesini saglayan galigmalar1 1922 yilinda Kimya Nobel Odiilii ile
taclandirilmigtir [3].

Kiitle spektrometrisi (Mass Spectrometry, MS), molekiillerin yapisal ve kimyasal
Ozelliklerinin analiz edilmesinin yani1 sira analit miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan
Oonemli bir analitik tekniktir. Yiiksek duyarliligi, segiciligi ve analiz hiz1 gibi énemli
ozellikleri sayesinde bircok uygulama alaninda basarili bir sekilde kullanilir. Kimya,
yasam bilimleri, elektronik, gida isleme, petrol ve ilag endiistrileri, kiitle
spektrometrisinin etkin bir sekilde kullanildig1 uygulama alanlarima ornek olarak
verilebilir. Ayrica ¢evresel kirleticilerin tespit edilmesi ve adli kimya uygulamalar1 gibi
oldukg¢a diisiik miktardaki tirlerin analiz edildigi alanlarda da yaygin olarak
kullanilmaktadir [4][5].

Tez kapsaminda ¢alisilmis olan glikoproteomik analizlerde, glikoproteinin enzimatik
olarak pargalanmasiyla elde edilen glikopeptitlerin karakterize edilmesi ve glikozilasyon
bolgelerinin belirlenmesinde de kiitle spektrometrisinin oldukg¢a diisiik miktardaki
ornekler i¢in yliksek hassasiyet ve dogruluk degerlerinde veri saglamasi avantajlarindan

faydalanilmistir [6].



Bir kiitle spektrometresi, 6rnek girisi, iyonlastirma kaynagi, kiitle ayiricisi, dedektdr ve
veri sistemi bilesenlerinden meydana gelir. Kiitle spektrometresinde ilk olarak calisilan
analitler gaz fazinda iyonlara doniistiiriilmelidir. Ornekler uygun bir sekilde kiitle
spektrometresine iletildikten sonra, iyonlastirma kaynagi boliimiinde gaz fazi iyonlar
olusturulur. Ardindan gaz fazinda {iretilen iyonlar, kiitle/ylik oranlarina (m/z) gore
birbirinden ayrilmalidir. Olusturulan her bir iyonun m/z degeri ayr1 ayr1 belirlenir ve bu
degerler, iyonlarin gaz fazindaki bagil bolluklarima karsilik gelecek sekilde
iliskilendirilerek sinyale doniistiiriiliir. Bu sayede, X-ekseninde kiitle/yiik oran1 ve y-
ekseninde bagil iyon bollugu degerlerini ifade eden kiitle spektrumu olusturulur. Kiitle
spektrometresinin bilesenlerinden iyonlastirma kaynagi, kiitle ayiricilar1 ve dedektorler
yiiksek vakum altinda tutulmaktadir. Analiz edilen tiiriin gaz fazinda diger iyonlarla

etkilesimlerinin en aza indirilmesi amaciyla yiiksek vakum kullanilir.

VAKUM
iyon Kiitle
Ornek Girisi Kaynags Analizérii Dedektér Veri Sistemi

Sekil 2.1. Kiitle spektrometresini meydana getiren temel boliimlerin gosterimi.

2.2 iyonlastirma Yontemleri

Analitlerin gaz fazinda iyonlara doniistiiriilmesi, kiitle spektrometrik analiz i¢in 6ncelikli
olarak gereklidir. Ilk kiitle spektrometresi tasarimlarinda en yaygin kullanilan
iyonlastirma kaynaklari, elektron iyonlastirma (EI) ve kimyasal iyonlastirma (CI)
olmustur [7][8]. Analitlerin 6nce buharlastirilip sonra iyonlastirildigi EI tekniginde,
analiz edilen molekiillerin az da olsa ugucu olmalar1 gerekmektedir. Bu teknik, yiiksek
molekiil agirligina sahip, ugucu olmayan proteinler gibi makromolekiillerin analizleri i¢in
uygun degildir. Zaman ilerledikg¢e biiyiik, termal olarak kararsiz maddelerin gaz fazi

iyonu olusturan yeni iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmistir.

1980'lerin sonlarina dogru elektrosprey iyonlastirma (ESI) ve matriks destekli lazer
desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI) teknikleri, yumusak iyonlastirma yontemleri olarak

kullanilmaya baslanmistir [9]. Yumusak iyonlastirma yontemleri, kisa zaman igerisinde



cok yaygin hale gelmistir. Bu tekniklerle gergeklestirilen iyonlastirma islemlerinde analit
tiirlerine enerji aktarilmaz ve g¢ogunlukla molekiiler yapilarinda hicbir parcalanma
meydana gelmez. Bu iki yumusak iyonlastirma kaynagi, biyomakromolekiillerin
analizinde olduk¢a yaygin olarak kullanilir. MALDI yontemi, genellikle peptitler ve
proteinler, sentetik polimerler gibi yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklerin analizi i¢in

kullanilir [10][11].

Analit iyonlarinin siirekli bir sekilde olusturuldugu ESI tekniginden farkli olan
MALDI’de iyonlar ilk olarak lazer isinlamasi ile olusturulur. MALDI tekniginde
iyonlagtirma sirasinda analit molekiillerinin yaninda matriks olarak adlandirilan,
gonderilen lazerin dalga boyunda absorbansi olan kiiciik organik molekiiller
bulundurulur. Analiz edilen 6rnekle uyumlu ¢oziiciilerde ¢o6ziinebilir uygun matriks
tiirlerinin se¢ilmesi olduk¢a 6nemlidir. Matriks, aynit zamanda vakumda kararli olmali ve
lazer ile iletilen enerjiyi sogurmalidir. MALDI-MS analizleri i¢in 6rnek hazirlama
islemlerinin baglangicinda numune ve matriks tiirleri belirli ¢oziictiler i¢erisinde ayr1 ayri
¢Ozilir. Matriks-numune ¢oOzeltileri belli oranlarda karistirilir. Hazirlanan matriks-
numune karisimi kurumasi ve mikrokristaller olusturmasi i¢in mikrolitreden daha diisiik
hacimlerde ¢elik bir plaka iizerine damlatilir. Kurutma islemi sonrasinda olusan kristalleri
gordiikten sonra plaka, cihaza gonderilebilir. Analiz sirasinda numuneyi desorbe ve

iyonize etmek i¢in numune-matriks karigimlarinin bulunduklar1 bolgelere lazer gonderilir

[12].

MALDI islemi sonucunda genellikle [M+H]" tek yiiklii iyonlar, MALDI-MS’de oldukc¢a
diisiik miktarda 6rnek kullamlir ve genellikle femtomol alt1 (< 1x107mol) miktarlarda

orneklerin analiz edilmesi miimkiindiir [13].

ESI kaynaginda analit iyonlar siirekli akis halinde tiretilirken MALDI tekniginde iyonlar
lazer enerjisi ile atimli (pulsed) olarak olusturulur. ESI tekniginde ¢ok yiiklii iyonlarin
olusum olasilig1 daha yiiksek iken, MALDI islemi ile yapilan analizlerde tek yiikli
iyonlarin olusumu baskin durumdadir. MALDI-MS genelde ESI-MS’e goére daha basit
orneklerin analizinde kullanilir ve bunda ESI-MS sistemlerinin sivi bazli ayirma
teknikleriyle uyumlu olmasi etkilidir. MALDI'nin ESI'ye gore sagladigi en 6nemli avantaj
ise tamponlar ve tuzlar gibi istenmeyen kirletici maddelere kars1 toleransinin daha yiiksek
olmasidir [13]. MALDI kaynag1 atiml1 iyon olusumu sagladigindan dolay1, ugus zamanli
(Time-of-Flight, TOF) kiitle ayiricis1 ile beraber olduk¢a uyumlu galisir. Bu sayede,
MALDI-TOF-MS sistemleri ile yiiksek kiitle ¢oziintirlikli, yiiksek kiitle dogrulugunda



ve genis kiitle analiz araliginda analizlerin yapilmasi miimkiindiir. MALDI tekniginde bir
dezavantaj olarak matriks bilesikleri de analiz sirasinda iyonlastirilabilir bu da kiitle
spektrumunda matrikse ait sinyallerin gézlenmesine neden olur. Bu nedenle, MALDI-MS
analizlerinde diistik m/z bolgesinde (m/z 800 alt1) matriks iyonlarina ait sinyallerin
baskin olarak gozlenmesi, kiigiik molekiillerin analizlerinde dezavantajli bir duruma

neden olabilmektedir.

2.2.1. Elektrosprey Iyonlastirma (ESI)

Bir diger yumusak iyonlastirma kaynagi olan elektrosprey iyonlastirma (ESI), ¢ozeltideki
analitleri buharlastirmak ve gaz fazi molekiillerini iyonize etmek icin kullanilan bir
tekniktir. ESI ile iyonlastirilan analit molekiillerinin orta seviyede polar olmalari,
iyonlagtirma verimliligi agisindan avantaj saglar. ESI, ¢ogunlukla birden fazla yiike sahip
iyonlar olusturur ve bu sayede biiyiik molekiiller i¢in birgok kiitle spektrometrik sistem
ile uygun m/z degerlerinde sinyaller elde edilebilmesi miimkiindiir [14]. ESI-MS,
karmagik yapilardan lipitler ve oligoniikleotitler, polimerler ve proteinler gibi farkl

makromolekiillerin analiz edilmesinde kullanilir [15][16][17].

Bu teknik, yiiklii damlaciklarin tiretimi, yiiklii damlaciklarin par¢alanmasi ve son olarak
iyonlarin iiretimi adimlarindan olusur. ilk olarak, su, asetonitril gibi polar bir ¢dziicii
icinde ¢Oziilmiis numune, giiclii bir elektrik alan1 olusturan bir kars1 elektrot ile yiiksek
potansiyel farkina sahip olan bir kilcal igneden figkirtilir. Igne ucu genellikle + 2-5 KV ile
yiiklenir. Uygulanilan potansiyel degeri pozitif veya negatif iyon olusturma durumuna
gore degisebilir. Pozitif iyonlarin analizinde ignenin ucuna pozitif bir yiik uygulanirken,
negatif iyonlari analiz edebilmek i¢in igne negatif olarak yiiklenmektedir [14]. Coziinmiis
numune, yiikklenmis kilcal igneden akarken, sivi yiizeyinde yiik birikintisi olusur ve
kilcalin ucunda Taylor konisi ad1 verilen ve daha sonra kiiclik damlaciklarin olustugu bir

yap1 meydana gelir [18].

Ayrica ayn1 zamanda igne ucuna azot gazi akisi uygulanir ve bdylece gaz akisinin
damlacik ile carpigsmasi, c¢Oziiciiniin buharlasmasina neden olur. Olusan yiikli
damlaciklar kiitle ayiricisina dogru giderken buharlagsmaya ugrayarak kiiciiliirler ve
damlaciklarin boyutu kiiciildiik¢e, yiizeylerindeki ylik yogunlugu artar. Rayleigh limiti,
ylizey gerilimlerinin yiik yogunlugunun iistesinden geldigi noktadir. Biiyiik damlaciklar,

Coulomb patlamasi adi verilen bir proseste, kiigiilen damlaciklarin yiizey gerilimi artik



Rayleigh limitindeki artan itme yiikiine katlanamadiginda daha kiicliik damlaciklar

olusturmak {izere parcalanir ve bu dongii siirekli olarak tekrarlanir. Bu iglem sonucunda

[M+nH]™ iyonlar1 olusturulmus olur.
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Sekil 2.2. ESI yonteminin gosterimi [14].

ESI’da iyonlarin olusumuna ile ilgili olarak iki zit mekanizma onerilmektedir. Bunlardan
biri, yiik kalint1t modelidir. Bu modelde ¢6ziicii kiigiik damlaciklardan buharlastikca ytik,
analit molekiiliine gegmeye baslar ve analit iyonu tiretilir. Bu modelin biiyiik ve ¢ok yiiklii
tyonlarin, 6zellikle proteinlerin iyonlagsmasini en iyi sekilde tanimladigi diistiniilmektedir.
Iyon buharlasma modelinde ise kiigiik damlacikta bulunan elektrik alanmnn, iyonlarmn
damlacik yiizeyinden disar1 atilmasina neden olmak icin yeterli oldugu ve bunun 20 nm
6l¢eginden daha diisiik damlacik ¢apinda meydana geldigi belirtilmektedir. Bu modelin

diisiik molekiil agirlikli yapilarin analizi i¢in daha uygun oldugu ifade edilebilir [19].

ESI-MS analizlerinin hassasiyeti, numune ¢ozeltisinde sodyum kloriir gibi bazi tuzlarin
varliginda ciddi dlgiide diisebilir. Analiz edilen 6rnek igerisinde bazi metal iyon tuzlarinin
diisiik derisimlerde bulunmasi bile, iyonlara spesifik olmayan metal iyonlarinin
eklenmesine bagli olarak kiitle spektrumlarinda analitlere ait sinyallerin bastirilmasina ve
pik genislemelerine neden olabilir. Bu dezavantaji ortadan kaldirabilmek igin ¢ogu

biyolojik 6rnegin ESI-MS analizinden 6nce tuzdan arindirilmasi gerekmektedir. ESI



kaynaginda analitler, siirekli akan bir ¢ozeltiden gaz fazina aktarildigindan dolay1, ESI-
MS sistemlerindeki kiitle spektrometrelerinin yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ve kapiler elektroforez (CE) gibi ayirma teknikleri ile birlestirilmesiyle oldukga

karmasik numunelerin analizi miimkiin hale getirilebilmektedir.

2.3. Kiitle Ayiricilar:

Iyon kaynaginda iiretilen iyonlar, kiitle spektrometresine cihazina aktarilir ve elektriksel
veya manyetik etkilesimler araciligiyla kiitle/yiikk oranlarina goére analizleri
gerceklestirilir. Kiitle spektrometrik analizlerde farkli avantaj ve dezavantajlara sahip
birgok kiitle ayiricisi kullanilmaktadir. Kiitle ayiricilarinin verimli bir sekilde sonug elde
edilebilmesi i¢in  yiiksek kiitle ¢ozinirligii ve kiitle dogrulugu saglamalari
beklenmektedir. Bu iki parametre birbiriyle oldukg¢a iliskilidir ve yiiksek kiitle
¢oOziiniirligl yiiksek kiitle dogrulugunda verilerin elde edilmesini saglar. Ayrica kiitle
ayiricilar, iyon sinyalinin numune derisimiyle orantili oldugu aralik olarak bilinen
dinamik aralik ve tandem MS (MS/MS) c¢alismalarini gercgeklestirebilme yetenekleri
bakimindan da farklilik gosterir. Kiitle ayiricilar, farkli m/z degerlerini belirleme
islemlerinin yaninda iyonlar1 yakalama ve depolama yetenegine de sahiptir. Dort kutuplu
(Quadrupole), iyon tuzagi (Ion Trap), ugus zamanli ve fourier doniistim ayiricilari (iyon
siklotron [ICR] ve Orbitrap) yaygin olarak kullanilmakta olan kiitle ayiricilardir. Bunlarin
yani sira, yapilan calismalarda farkli kiitle ayiricilarinin  birlestirilmesiyle meydana

getirilen ¢ok sayida yeni tiir kiitle ayiricisi da kullanilmaktadir [20]

Tez kapsaminda yapilan ¢aligsmalarda Orbitrap ve ugus zamanli (TOF) kiitle ayiricilarinin

verimliligi kiyaslanmistir.

2.3.1. Dort Kutuplu Kiitle Spektrometrisi (Quadrupole-MS)

Bir dort kutuplu kiitle ayiricisi, biri pozitif digeri negatif yiikte iki ¢ift paralel silindir
seklindeki cubuktan olusur ve ayni yiike sahip c¢ubuklar c¢apraz bir sekilde
konumlandirilmigtir. Hem dogru akim (DC) hem de radyo frekans1 (RF) potansiyelleri,
dort kutuplunun zit ¢ubuk ciftlerine uygulanir. Cubuklara uygulanan RF ve DC
potansiyelinin birlesimi belirli bir frekansa ayarlanir ve o frekansa uyan m/z oranindaki

iyonlar, tespit edilmek tizere gubuk boyunca bir yolu takip eder. Ayarlanan frekansa sahip



olmayan iyonlar ise, kararsiz bir yoriinge takip eder ve yiikii notrlestiren bir elektron
alarak dort kutuplu c¢ubuklarin ¢eperleriyle carpisir, dedektdre ulasamayip analiz
edilemez [21][22].

Dort Kutuplu
cubuklar

> Dedektor

Iyon Kaynagi

” Kararli salinim
" yoriingelerine sahip iyonlar

Kararsiz salinim
yoriingelerine sahip iyonlar

Sekil 2.3. Bir dort kutuplu kiitle ayiricisinin gosterimi [21].

Dort kutuplu ayiricilar, yalnizca RF potansiyeli kullanilarak tiim iyonlarin kutuplar
arasindan geg¢mesini Ve bu sayede iyonlarin kiitle spektrometresinin bir bdliimiinden
digerine iletilmesini saglayan bir iletim araci gorevi goriir. Yalnizca RF potansiyeli
kullanildiginda dort kutuplu ayiricilar, bir iyon pargalama yontemi olan ¢arpisma ile
indiikklenmis par¢alamanin (collision-induced dissociation, CID) gergeklestirildigi

carpisma hiicreleri olarak da gorev alabilir [23].

Dort kutuplu ayiricilarin diisiik maliyetli olmalar, kiiclik boyutlu olmalari, saglamliklar
ve bakim kolayliklar1 gibi 6zellikleri onlar1 avantajli hale getirir. Ayrica dort kutuplu
ayricilar siirekli bir iyon akisina ihtiya¢ duyduklarindan, hem gaz kromatografisi (GC)
hem de s1vi kromatografisi (LC) cihazlarina kolayca baglanabilir [24].

Dort kutuplu kiitle ayiricisinin m/z araligi, ilgilenilen analitin yapisina bagl olarak 300
ile 4000 degerleri arasinda degisebilmektedir. Erisilen yiiksek teknoloji sayesinde, bu tiir
kiitle ayiricilar1 kullanilarak yiiksek kiitle dogrulugunda veriler elde edilebilmektedir.
Kiitle ¢oziiniirligii de uygulanan RF ve DC potansiyellerinin oranina bagli olarak degisir.
Tim kiitle spektrometrik analizlerde oldugu gibi, yiiksek kiitle ¢oziiniirliigii degerlerinde

veri almaya calisilirken hassasiyetin azaldigi gézlenir. Bundan dolay1, dort kutuplu kiitle



aywricilart ile yiiksek m/z degerlerine sahip iyonlarin analizleri gergeklestirilirken

hassasiyette diisiis meydana gelebilir [13].

Ozellikle MS/MS analizlerinde karsilasilan diisiik kiitle ¢oziiniirliigii ve kiitle dogrulugu
gibi dezavantajli durumlarin en aza indirilebilmesi i¢in yaygin olarak {i¢lii dort kutuplu
(triple quadrupole) olarak veya ugus zamanli kiitle ayiricisi ile birlikte kullanimi (Q-
TOF) tercih edilmektedir.

2.3.2. Ucus Zamanh Kiitle Spektrometrisi (TOF-MS)

Ugus zamanli (TOF) analiz cihazlarinin temeli, iyonlarin 1-2 metre uzunlugundaki bir tiip
icinde gecirdigi siire ve iyonlarin o tiip i¢indeki hizlarina bagli olarak ayrilmalari temeline
dayanmaktadir. Calisma prensibi, momentum korunum ilkesine baghdir. Iyon
kaynaginda olusan tiim iyonlara belli bir potansiyel uygulanir ve TOF analiz tiiplinde
iyonlar, yaklasik 20-30 kV araliginda bir elektrik alan kuvvetiyle hizlandirilir. Olusan

ayni1 yiiklii iyonlarin ayni kinetik enerji degerine de sahip olmalarindan dolayi, iyonlarin

hizi \/m/z degeri ile dogru orantili olacaktir. Diisiik m/z oranina sahip iyonlar,
dedektore yiiksek m/z oranina sahip iyonlardan daha hizli ulasir yani daha hizli hareket
eder. Ucus tiipiinde ayrilan iyonlar, farklt zamanlarda dedektore ulasir ve kiitle

spetrumunda farkl sinyaller verirler [25].

Bu kiitle ayiricisinin kullanildig1 uygulamalarda daha basarili sonuglar alinabilmesi i¢in
cesitli iyilestirmeler yapilabilmektedir. Kiitle ¢oziintirligiiniin yiikseltilmesi igin ugus
tiipliniin uzunlugunu arttirilmasi bu iyilestirmelere 6rnek olarak verilebilir. Daha kisa
ucus mesafesine sahip lineer tip TOF cihazlarinda tim iyonlarin ayni hiza sahip olarak
ugurulmalari olduk¢a 6nemlidir. Baglangigta iyonlari hizlandirmak igin uygulanan enerji
ayni olamadigindan, ayni yiike sahip olan tiim iyonlarin hizlar1 farkli degerlerde
olabilmektedir. Bu durum, diisiik kiitle ayiriciliginda verilerin elde edilmesine neden
olabilmektedir. S6z konusu problemi ortadan kaldirarak kiitle ¢Oziiniirligiiniin
iyilestirilmesi i¢in TOF tekniginde gecikmeli salim (delayed extraction) adi verilen ve
iyonlarin  birkag yiiz nanosaniye gibi kisa bir bekletilme olayindan sonra
hizlandirilmasina dayanan bir ¢6ziim yontemi uygulanmaktadir. Béylece hizlandirmadan

once iyonlarin diizgiin bir ortalama momentuma sahip olmasi saglanir [25][26].

Iyonlarin ilerledigi TOF tiipii igerisine ek olarak, reflektron ad1 verilen bir elektrostatik

ayna yerlestirilir. Iyonlar onlar1 déndiiren ve ikinci bir ugus yolculugundan dedektdre
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gonderen bir elektrostatik aynaya girerler. Bu tipte iyonlarin ucgus yolu uzar, daha uzun
yol kat ederler. Boylece, yiiksek kinetik enerjiye sahip olan iyonlar, reflektron sistemine
daha fazla niifuz eder ve sonug olarak daha hizli iyonlarin reflektron tarafindan daha fazla
alikonmasiyla iyonlar arasindaki kinetik enerji farki en aza indirilebilir [27]. Reflektron
islemi ile benzer m/z degerine sahip iyonlarin hizlari arasindaki kiiciik farkliliklar
belirlenebilmektedir. Bu sayede reflektron, TOF kiitle spektrometrisinin kiitle
¢ozinlrligini artirir ve daha dogru kiitle dlgtimlerinin gergeklestirilmesini saglar. Bir
TOF kiitle ayiricisinin, dort kutuplu ve iyon tuzakli kiitle ayiricilara gore en biiyilik
avantaji, biiyiik m/z degerine sahip iyonlarin yiiksek kiitle ¢Oziiniirligi ve kiitle
dogrulugu ile belirlenebilmesini saglamasidir [28]. Ayrica TOF Kkiitle ayiricilarinin
sagladig1 yiiksek tarama hizlar1 sayesinde genis bir kiitle araliginda analiz yapilabilmesi
miimkiin hale gelmektedir. TOF, iyonlar1 paketler halinde analiz eden bir kiitle
ayiricisidir. Bu teknik 6zellikle MALDI kaynagi ile birlikte kullanilmaktadir. MALDI-
TOF-MS, DNA, enzimler, proteinler, oligosakkaritler gibi yiiksek molekiil agirligina
sahip biyomolekiillerin oldukga diisiik derisimlerde analiz edilmesini saglayan hassas bir
tekniktir [29][30]. TOF kiitle ayiricisinin siirekli akis halinde iyon saglayan iyon
kaynaklar1 ile uyumlulugu diistiktiir. ESI gibi siirekli iyon kaynagiyla beraber
kullanilacaksa ortogonal yonlendirme ile uyumlu halde calisabilir. Yani ugus tiipii, ESI

kaynagina ve iyon 1smnina 90 derecelik ac1 ile konumlandirilir.

Ugus zamanli kiitle ayiricisinin, ortogonal yonlendirme ile dort kutuplu kiitle ayiricist ile
birlestirilmesi sonucunda meydana getirilen dort kutuplu-ugus zamanli (Q-ToF) kiitle
spektrometreleri giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu sayede, siirekli akis
temeliyle ¢alisgan LC/MS sistemleri ile TOF kiitle ayiricilari entegre hale
getirilebilmektedir [31].
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Sekil 2.4. (A) Lineer tipi ugus zamanli ve (B) reflektron tipi ugus zamanl kiitle

spektrometrelerinin sematik gosterimi [32].

2.3.3. Dort Kutuplu-Ucus Zamanh Kiitle Spektrometrisi (Q-TOF-MS)

Dort kutuplu-ugus zamanli (Q-TOF) kiitle ayiricisy, iki farkli teknigin birlesilmesiyle elde
edilen hibrit bir analitik sistemdir. Adindan da anlasilacagi tizere dort kutuplur ve ugus
zamanli kiitle ayiricilarinin birlesiminden olusur. Dort kutuplu kiitle ayiricisinin basit
kullanimima TOF’un yiiksek hassasiyeti ve yiiksek kiitle dogrulugunun eklenmesiyle
etkili bir sistem olusturulmustur. Q-TOF-MS, {i¢ temel teknolojiden olusur: Dért kutuplu
ayirici (Q1), bir carpigsma boliimii (q2) ve reflektron tipi ugus zamanli ayiricidan meydana
gelir. Ayrica iki ayiricinin birlikte galisabilmesi i¢in TOF ayiricisi, dort kutuplu kiitle
ayiricisindan gelen iyon yoniine ortogonal bir geometriyle konumlandirilir. Bu kiitle
spektrometresinde dort kutuplu kiitle ayiricisy, iki farkl sekilde kullanabilir. Q-TOF-MS
teknigi kullanilarak yapilan tek asamali MS analizlerinde, sadece RF modunda birinci
(Q1) ve ikinci (Q2) dort kutuplu kiitle ayiricilar kullanir. ilk basamak olan Q1, TOF
analiz cihazina gonderilmek iizere belirlenen iyonun kiitlesi veya kiitle araligin1 segmek
icin de kullanilabilir. MS/MS analizlerinde ise iyonlarin g¢arpisma ile indiiklenmis
parcalama (CID) yonteminin meydana geldigi ¢arpisma hiicresine iletilmeleri i¢in Q1

yalnizca RF modunda kullanabilir. Carpisma boliimiinde argon, azot gibi inert gazlar
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kullanilir. Iyonlarin bu gazlarla carpistirilmasi prensibine dayanan CID teknigiyle
pargalanmalar1 ve daha kiiciik iyon birimlerinin olugmasi saglanir. Temelde iyonlastirma
kaynaginda olusturulan iyonlar, 6nce dort kutuplu kiitle ayiricisina girerler. Burada belirli
RF ve DC voltajlar1 uygulanir ve sadece belirli m/z degerine sahip olan iyonlar bir sonraki
asamaya gecebilir. Secilen kararli iyonlar, ¢arpisma bolgesinde par¢alandiktan sonra TOF
kiitle ayiricisina ulasir [27][33]. Q-TOF-MS sistemi ile genel olarak, saniyede yaklasik
20 kiitle spektrumu verecek sekilde tek asamali MS veya MS/MS modunda analizler
yapilmaktadir. Bu 6l¢ekte yapilan veri kaydi, numunenin hizli bir sekilde tayin edilmesi
anlamina gelir. Ek olarak, bu hibrit sistemlerde (Q-TOF-MS) 40.000 m/z degerine kadar
genis kiitle araligi saglanabilirken iyon kaynaginda iretilen iyonlarin biyiik

cogunlugunun dedektore taginabilmesi iyon kaybini azaltir [34].

Q-TOF-MS cihazinda ilk basamakta TOF yerine dort kutuplu kiitle ayiricisinin
kullanilmasi, ESI ve atmosferik basingta kimyasal iyonlastirma (Atmospheric Pressure
Chemical lonization, APCI) gibi tekniklerin uyumlu olarak kullanimim saglar. ki kiitle
aywricisinin birbirine entegre edilmesi, meydana getirilen Q-TOF-MS cihazinin tandem
kiitle analizi (MS/MS) kapasitesini de biiyiik o&lgiide artinr [35]. Ozellikle
glikoproteinlerdeki glikozilasyon bolgelerinin yerlerinin tespit edilmesi ¢aligmalarinda

(bolgeye 0Ozgii glikozilasyon analizi) Q-TOF-MS cihazlar1 yaygin olarak

kullanilmaktadir.
Reflektron
Elektrosprey Ugus Tiipti
Iyon Kaynag1 ¢ arpigma Gazi
0 KuruGaz  Iyon Yénlendirme Altikutuplu Gonderilen
Isiticist Bolgesi Béliim
> | J H U Dért
E, . Kutuplu = — =]
3 S
I L YAl | pj I )
— — &‘,,‘“IH Ayirici
Cam | JSNS *“
Kapiler ,.mImI” | [} Ortogonal
] ‘ arpIsma | jtici Plaka Dedektdr
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Sekil 2.5. Bir dort kutuplu-ugus zamanli (Q-TOF) kiitle ayiricisinin gosterimi [36].
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Tez kapsaminda calisilan bolgeye 6zgii glikozilasyon analizi, olduk¢a karmasik bir
biyoanalitik yontem uygulamasidir. Nwosu ve calisma arkadaslari, bolgeye 6zgii N-
glikozilasyon ve O-glikozilasyon analizleri yaptiklar1 ¢alismalarinda sigir laktoferrin,
kappa kazein ve sigir fetiisiinden olusan bir glikoprotein karisimini nano-akisli sivi
kromatografisi ile entegre olan Q-TOF-MS sistemi kullanarak analiz etmislerdir (nano-
LC/Q-TOF-MS). Bu calismada analiz edilen karisgimda toplam 233 adet glikopeptit
belirlenmistir. Ayrica forovin laktoferrin Asn 300 glikozilasyon bdlgesi bu ¢alismada ilk
kez tespit edilmistir. S6z konusu calismada Q-TOF-MS analizlerinin yiiksek kiitle
dogrulugu ve kiitle ayiriciliginda gergeklestirilmesi sayesinde glikopeptitler tizerindeki

glikozilasyon bdolgeleri, detayli bir sekilde belirlenebilmistir [37].

2.3.4. Orbitrap Kiitle Spektrometrisi

Orbitrap kiitle ayiricisi, mil benzeri bir elektrot, onu saran iki tane i¢i bos dis igbiikey
elektrot ve iyonlarin enjeksiyonu siirecini ayarlayan saptirma elektrodundan olusur.
Merkezi i¢ elektroda asamali bir sekilde yiiksek voltaj gonderilir. I¢ elektroda dogru olan
elektrostatik ¢ekim, iyonlarin tegetsel hizindan kaynaklanan bir merkezkag¢ kuvveti ile
dengelenir. Bu elektrostatik alan, kapana sikismig iyonlarin elektrot boyunca sarmal
yoriinge hareketlerini sergilemesini saglar. Dis elektrotlar ayrica iyonlarin ileri ve geri
eksenel harmonik hareketini algilayan alici plakalar olarak islev goriir. Salinan iyonlardan
elde edilen sinyaller bir fourier doniisiim teknigi kullanilarak frekans spektrumuna
doniistiiriilir ve kaydedilen frekanslara gére m/z oranlarinin tespit edilmesini saglanir

[38][39].
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Sekil 2.6. Orbitrap sisteminin gosterimi [39].

Orbitrap cihazi, birgok uygulamada sagladig1 yiiksek kiitle ayiriciligr giicii sayesinde,
Fourier doniisiimlii iyon siklotron rezonans (FT-ICR) cihazlar ile kiyaslanabilmektedir.
Ayrica genellikle daha yiiksek m/z degerlerinde FT-ICR kiitle ¢oziiniirligiinden daha iyi
kiitle ¢ozliniirliik giiciine sahiptir [20]. Orbitrap kiitle spektrometreleri ile 0.1-7.0 MHz
(megahertz) gibi bir frekans ve m/z oran1 1-4000 araliginda analiz yapilabilmektedir [40].
Bu teknolojinin FT-ICR sistemlerine kiyasla daha basit olmasi, daha genis c¢apta
uygulamalarda kullanilabilmesi, diisiik maliyetli olmasi, yiiksek kiitle ¢oziiniirliigii ve
dogrulugu saglamasi gibi avantajlarindan dolayi, gilinlimiizde farkli kiitle ayiricilarla

orbitrap’in kombine edildigi oldukga giiclii analitik sistemler kullanilmaktadir.

Tez ¢alismalarinda yapilan kiitle spektrometirk analizlerin bir kisminda Q-Exactive Plus

Orbitrap (Dort kutuplu-Orbitrap) kiitle spektrometresi kullanilmistir.

Q-Exactive Plus Orbitrap kiitle spektrometresinde temel olarak; iyonlar olusturulduktan
sonra dort kutuplu kiitle filtresine yonlendiren iyon transfer sistemi, C-tuzagi, HCD
(yiiksek enerjili c-trap ile parcalama) bolgesi ve hem tek asamalt MS hem de tandem MS
(MS/MS) analizlerinin yapilmasin1 saglayan Orbitrap birimleri bulunmaktadir. Sistem
igerisinde ayrica yardimci olarak kullanilan S-lens ve flatapole birimleri, iyon grubunu
odaklar ve iyonlarin cihazin diger boliimlerine transfer edilmesine yardimci olur. Orbitrap
kiitle spektrometresinin ESI boliimiinde, ¢ozelti halindeki numune molekiilleri gaz
fazindaki iyonlara déniistiiriiliir. Iyonlar, flatapole kisminda odaklanir ve devaminda

eksene egimli olarak yerlestirilen flatapole kismindan iyonlar dort kutuplu kiitle
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ayiricisina dik bir sekilde yonlendirilirler. Notral bilesikler, kavisli geometriye giremez,
boylece analiz edilemez. Dort kutuplu kiitle ayiricisina ulagan iyonlar hizli bir sekilde
filtrelenir. Burada ¢ubuklara uygulanan elektrik alan bir sonraki basamak olan C-tuzagina
hangi iyonlarin gonderilecegini belirler. C-tuzagi iyonlar1 biriktiren ve ardindan onlar1
analiz igin ayr1 ayr paketleyen yakalama hiicresidir Iyon kaybini en aza indiren C-tuzag:
yiiksek hizla iglemini tamamlar ve iyon paketlerini biriktirerek, diger kiitle ayiricilara
gonderir. Boylece Orbitrap birimini ESI gibi siirekli iyon akisiyla birlikte kullanilabilir
hale getirir. Tayin igin iyonlar Orbitrap’e gonderilir ya da yiiksek enerjili c-trap ile
parcalama (HCD) bolmesine iletilirler. Burada iyonlar, azot gazlariyla ¢arpisarak daha
kiiglik parcalanma birimlerine ayrigirlar. Oradan toplanan iyonlar, tekrar C-tuzagina

geldikten sonra en son olarak Orbitrap kiitle ayiricisinda analiz edilirler [41][42][43].

HCD hiicresi C-tuzag Daért kutuplu kiitle filtresi

) RN

W

S-lens
__ Orbitrap kiitle

\ / cihazi
X

Sekil 2.7. Bir Q-Exactive analiz cihazinin kapsamli gésterimi.

Orbitrap kiitle ayiricisini igeren, LTQ-Orbitrap Velos ve Q-Exactive sistemleri, yaygin

olarak proteomik alaninda kullanilmakta olan kiitle spektrometreleridir [41].

Lee ve arkadaslari, LTQ Orbitrap Elites (Thermo Scientific), Q-TOF (Agilent) ve Q
Exactive Plus (Thermo Scientific) cihazlarini kullanarak alfa-1-asit glikoproteininin N-
glikoprotein analizini gerceklestirmistir. S0z konusu ¢alismada ¢arpigma ile indiiklenmis
parcalama (CID) ve yiiksek enerjili c-trap ile parcalama (HCD) teknikleri kullanilarak
glikana ait oksonyum iyonlarini, glikopeptit fragment iyonlarini (B/Y') ve peptit fragment

iyonlarini (b/y) gosteren MS/MS spektrumlar: elde edilmistir. Caligma sonucunda tespit
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edilen N-glikopeptit say1sinin azalan sirayla LTQ Orbitrap Elites (Thermo Scientific), Q-
TOF (Agilent) ve Q Exactive Plus (Thermo Scientific) cihazlar ile yapilan MS/MS

analizleri ile belirlendigi ifade edilmistir [44].

2.4. Post Translasyonel Modifikasyonlar (PTM)

Genomdaki proteinler ’proteom’’u olusturur. Insan genomu 20.000-25.000 arasinda gen
icerirken, proteom bir milyon proteini gecer [45]. Biyolojik sistemde proteinin yapisinin
iyi anlasilmast olduk¢a oOnemlidir. Proteinlerin bazen islevsel hale gelmesi igin
degistirilmesi gerekir. Proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonu; hiicre biiylimesi,
gelisme ve hayatta kalma gibi birgok biyolojik siire¢ ig¢in gereklidir. Proteinlerin
modifikasyonu, onun hidrofobiklik, konformasyonel ozellikleri gibi onemli Olciide
proteini etkileyen oOzelliklerini degistirebilir. PTM'leri tanimlamak biyolojik sistemin
anlasilmasinda ve hastaliklarin sebep oldugu molekiiler bozukluklarin tespit edilmesi i¢in
olduk¢a 6nemlidir. Protein aktivitesini bir¢ok yoniinii etkileyen 400'den fazla farkli PTM
tiirti vardir [45][46].

PTM’ye ugradiktan sonra proteinler, amino asit dizilerinin belli kismin1 ¢ikararak ya da
bir veya daha fazla amino aside modifiye edici grubun kovalent olarak
eklenmesi/¢ikarilmasi araciligiyla modifiye edilirler. PTM'ler hem o6karyotik hiicreler
hem de prokaryotik hiicrelerde bulunur ancak PTM'nin 6karyotik hiicrelerde daha yaygin
oldugu tahmin edilmektedir [46]. Genel olarak, bir PTM tersinir veya tersinmez olabilir.
Tersinir reaksiyonlar kovalent modifikasyonlar, tersinmez olanlar ise tek yonde ilerleyen

proteolitik modifikasyonlari igerir [47].

Protein PTM, belirli kimyasal gruplarin amino asit yan zincirlerine enzimatik veya
enzimatik olmayan baglanmasindan kaynaklanir. Bu enzimler (6rnegin kinazlar), diger
proteinlerin veya peptitlerin veya daha kiiciik asetil, metil veya hidroksil gruplar1 gibi
basit kimyasal gruplarin eklenmesini katalize eder ve amino asitlerin kimyasal dogasini
degistirir. Ayrica spesifik amino asit yan zincirlerinin modifikasyonlarini (6rnegin,
glutamin kalintilarinin deamidasyonu) ve bir peptit baginin boliinmesini (yani proteoliz)

icerirler [48].
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Sekil 2.8. Yaygin olan Post Translasyonel Modifikasyonlarin gosterimi.

2.5. Protein Glikozilasyonu

Protein glikozilasyonu, post translasyonel modifikasyonun yaygin bi¢imlerinden biridir
ve okaryotik proteinlerin yarisindan fazlasinin glikozilasyona ugradig: diisiiniilmektedir
[49]. Protein glikozilasyonu, oligosakarit yapilarmin proteinlere kovalent olarak
baglandigi islemi olarak tanimlanir ve bazi enzimlerin yardimiyla golgi ve endoplazmik

retikulumda meydana gelir [50].

Glikoprotein, yapisinda karbonhidrat bulunduran proteindir ve karbonhidrat grubunu
icerdigi kiiciik aminoasit dizilerine glikopeptit denilmektedir. Karbonhidrat gruplarinin
birbirine baglanmasiyla olusan karmasik yapilar glikan diye adlandirilir. Ayrica glikan
yapilari, baglandiklari proteinlere ve baglanma yerine 6zgiidiir. Bu nedenle proteinlerin
aktivitelerini kontrol etmede 6nemli roller oynarlar. Bir glikoproteinin yapisini1 anlamak
icin peptit dizisi, glikozilasyon bdlgesi ve glikan yapisi hakkinda bilgi iiretilmelidir. Bir
glikoproteinde, proteinlere bagh glikanlar yedi monosakkaritten olusur: mannoz (Man),
glikoz (Glu) , galaktoz (Gal), fukoz (Fuc) ve N-asetil noraminik asit (NeuNAc), N-asetil
glikozamin (GIcNAc) ve N-asetil galaktozamin (GalNAc) [51]. Cesitli siiregler i¢inde
glikozilasyon sirasinda olusan istenmeyen mutasyonlar olusabilir. Bu modifikasyonlarin
altinda yatan temel nedenin anlasilmasi, kanser, bagisik sistemi rahatsizliklar1 gibi birgok

onemli hastaligin agiklanmasina yardimci olur ve glikozile edilmis proteinler, yeni agilar
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gelistirmek ve bir hastalifin erken teshisi i¢in yararli biyobelirtegler olarak fayda
bulmuslardir [52][53]. Glikanlar, proteinlere genel olarak iki temel baglantidan biri ile
baglanir. Bunlardan biri, N-bagl glikozilasyon olarak adlandirilir ve glikanlarin bir
asparajin (Asn) kalintisinin yan zinciri iizerindeki amit azotuna baglanmasi yoluyla
gerceklesir. Digeri, O-bagl glikozilasyon olarak adlandirilir ve glikanlarin serin (ser) ve

treonin (Thr) kalintilariin yan zincirlerindeki hidroksil gruplarina baglanmasi yoluyla

gerceklesir.
N-Glikozilasyon 0-Glikozilasyon
*
> * W N-asetil glikozamin
? ﬁ @ N-asetil noraminik asit
3 N-asetil galaktozamin
‘l » Fukoz
Asn Serhr ® Mannoz
Galaktoz

Sekil 2.9. N- ve O-bagli glikozilasyon birimlerinin gosterimi.

2.5.1. N-Glikanlarin Yapisi

N-glikanlar, genellikle iki N-Asetil glikoz amin (GIcNAc) ve ii¢ mannoz kalintis1 igeren
bir ¢cekirdek yapisina sahiptir. Diziliminde “Asn-X-Thr/Ser” amino asitlerini icermektedir
ama X yerine gelicek amino asidin prolin olmamasi gerekmektedir. N-glikan ti¢ sinifa

ayrilir: yiiksek mannoz, kompleks ve hibrit yapili N-glikanlardir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. N-glikan yapisinin ii¢ temel kategorisi olan yliksek mannoz, kompleks ve

hibrit seklinde siniflandirilmasinin gosterimi.

Yiiksek mannozlu N-glikanlarda, ¢ekirdege sadece mannoz birimleri baglanmaktadir.
Kompleks N glikanlarda, ¢ekirdek yapisi disinda GICNAc, galaktoz gibi gesitli seker
birimleri katilmaktadir. Hibrit N-glikan tiirlerinde ¢ekirdek yapist disinda yapinin bir
kisminda yiiksek mannoz yapist, bir kisminda ise kompleks seker birimlerinden dallanmis

bolgesi bulunmaktadir [54].

2.6. Glikoproteomiks ve Glikomiks

Glikomiksler, kompleks glikanlar, glikoproteinler veya glikolipitler olarak herhangi bir
yapidaki glikanlarin arastirillmasini inceleyen bilim dalidir. Yani karbonhidrat
karbonhidrat,  karbonhidrat-protein  etkilesimleri ~ gibi  biyolojik  siireglerde
karbonhidratlarin roliinii aragtirir. Glikoproteomiks, glikozilasyona ugramis proteinlerin
yapilarini inceleyen bilim dalidir. Glikoproteomiks, glikoproteinlerin, glikozilasyon
bolgelerinin tanimlanmasint ve bu glikozilasyon bdlgelerinin glikan yapilarinin

belirlenmesini icerir Ve bu durum oldukga karmasiktir.
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2.7. Kiitle Spektrometrisi Ile Glikopeptitlerin Analizi

Oncelikle glikoproteinin proteolizi, ¢esitli enzimler kullanilarak gergeklestirilir. Tripsin,
proteini iyi tamimlanmis bdlgelerde (Lys (lizin) ve Arg'nin (arjinin) C-terminal
tarafindan) pargalayan yaygin olarak kullanilan bir enzimdir. Bu sayede, proteinin amino
asit dizilimi bilinirse glikopeptite ait peptit kisimlar1 tahmin edilebilir. Bazi durumlarda
bliyiik glikan gruplari, glikozilasyon bolgesine yakin bulunan Lys ve Arg kalintilarina
tripsin pargalamasini daha da zorlastirabilir. Ayrica glikozile edilmemis peptitler, cok
daha zayif iyonizasyon verimliligine sahip olan glikopeptitlerin sinyalini baskilayabilir

[55][56].

Yapidaki glikan tiirleri veya glikozilasyon degisiklikleri gibi bir¢ok molekiiniin detayl
incelenmesine yonelik glikoproteinleri aragtirmak i¢in bir¢cok yaklagim (lektin boyama,
karbonhidrata 6zgli boyama, vb.) kullanilmistir [56]. Ancak gii¢lii bir analitik teknik olan
kiitle spektrometresi yiiksek hassasiyeti ve verimi nedeniyle glikopeptit analizleri igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Glikopeptitlerin MS analizinde iki 6nemli yumusak
iyonizasyon yontemleri olan ESI ve MALDI, yaygin olarak kullanilir. ESI ¢ok ytiklii
glikopeptit iyonlar1 i¢in miikkemmel bir kaynaktir ¢iinkii biiyiik glikopeptitlerin m/z
degerleri, yaygin olarak bulunan kiitle ayiricilar1 tarafindan Olciilebilen araliklara
digirilir [57][58]. MALDI, glikopeptitleri iyonize etmek igin kullanilan ve tek yiikli
glikopeptit iyonlariin iretildigi bir bagka iyonlastirma teknigidir. MALDI-MS, protein
biyobelirteglerinin yiiksek verimle glikozilasyon analizlerinde kullanilan bir tekniktir.
Bakovi¢ ve arkadaslar1 bir MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometresi kullanarak insan
IgG'sinin N-bagl glikozilasyon profili analizlerini gerceklestirdi.[59].

2.8. Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS)

Tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) teknigi adindan da anlasilacagi gibi MS isleminin
iki kez tekrarlanmasidir. Ilk asamada belli bir m/z degerinde iyonlar segilir ve diger
olusan iyonlardan ayrilir. Bu sec¢ilmis iyonlar, onciil iyonlar (precursor ions) olarak
adlandirilir. Sonrasinda bu 6ncii iyonlar, kimyasal reaksiyonlarin veya fiziksel etkilerin
uygulanmasi ile daha kiigiik iyon birimlerine parcalanir. Par¢alanma sonucunda olusan
tyonlara iirlin iyonlar1 (product ions) denir ve bunlar MS/MS analizinin ikinci asamasinda

tayin edilir. Parcalama adimlarinin sayist arttirilabilir ve bu analiz sekli MSn diye
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adlandirilir. MS" daha ¢ok yapisal olarak olduk¢a benzer bilesiklerin ayrilmasi igin
kullanilir [13].
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Sekil 2.11. Tandem kiitle spektrometresi kullanilarak bir analizinin semasi.

Onciil iyonun diger iyonlardan izole edilmesini saglayan mekan tabanli tandem ve zaman
tabanli tandem adinda iki parg¢alama yolu vardir. Bunlardan mekan tabanli tandem kiitle
spektrometrisinde analiz, ti¢li dort kutuplu (QqQ), Q-TOF gibi farkli kiitle ayiricilarin
iceren hibrit sistemler tarafindan gergeklestirilir. Bu analizlerde iyonlar, ilk kiitle
ayiricisina geldikten sonra pargalanacak iyon belirlenir ve sadece segilen iyon ¢arpisma
bolgesine iletilir. Iyonlar burada nétral ve inert gaz molekiilleriyle carpistirilarak
bozulmaya ugratilir. Sonugta pargalanma iiriinleri meydana gelir ve bunlar analiz
edilmesi i¢in diger ayiriciya gonderilir. Zaman tabanli tandem MS analizlerinde ise, ayni
kiitle ayirict iginde islemler farkli zamanlarda ayr1 ayr1 gerceklestirilir ve bu teknikte
genellikle iyon biriktirme ilkesini tastyan kiitle ayiricilar kullanilir. Tyon tuzag (ion trap)
kiitle ayiricis1 zaman tabanli tandem MS analizlerinde tek basina veya ve hibrit olarak
dort kutuplu kiitle ayiricisi ile birlikte yaygin olarak kullanir. Tk asamada, iyon tuzagi
iyonlar ile doldurulur, 6ncii iyon belirlenir ve onun disindaki iyonlar tuzaktan cikarilir.
Tuzaklanmis Onciil iyon, pargalanmisg iiriin iyonlarini elde etmek igin nétral ve inert bir
gazla cgarpistirilarak pargalanir. Boylece izolasyon isleminin yapildigi alanda ¢arpigma

bolgesi olarak pargalama islemi de gergeklestirilmis olur [60].
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Tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) analizleri ile glikan yapilarinin aydinlatilmas,
peptit/protein yapilarmin amino asit dizilimlerinin ve glikozilasyon bdélgelerinin

belirlenmesi gibi 6nemli analitik veriler elde edilebilmektedir [61].

Carpisma
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Sekil 2.12. MS/MS’de iki farkli pargalama yollarinin gosterimi.

2.8.1. Carpisma ile indiiklenmis Parcalama (CID)

Carpisma Ile Indiiklenmis Pargalama (CID) teknigi, gaz fazindaki protein/peptit
iyonlarini ayirmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir tandem MS teknigidir. Onciil iyonlar
azot, helyum gibi noétral molekiiller/atomlar ile g¢arpistirilarak yiiksek enerjili hale
getirilir. Tyonlar ve gaz molekiilleri/atomlar1 arasindaki her carpisma, iyonun kinetik
enerjisinin bir kismimin i¢ enerjiye doniismesiyle sonuglanir ve ¢arpigma tarafindan
saglanan enerji tiim iyon i¢inde dagilir ve en zayif bagmin kirilmasina yol agar. Sonug

olarak da fragment iyonlar1 elde edilmis olur [62][63][64].

Glikopeptitin, iki monosakkarit arasindaki glikozidik baglar igin ayrigsmanin enerji
bariyeri peptit omurgasinin amino asitlerini baglayan amit baglarininkinden daha diisiik
oldugundan, elde edilen spektrumda daha ¢ok B- ve Y- tipi glikan fragmentleri bulunur
[64][65]. (Sekil 2.13.) ESI-tandem-MS’in CID teknigi ile birlestirilmesi yoluyla
glikopeptitler tizerinde etkisi, iyon parcalanma siirecinde yer alan enerjilere, glikopeptit
yapisina ve onun yiik durumuna baglhdir [66][67]. CID teknigi glikopeptitlerin analizi
i¢in iyon tuzagi, ti¢lii dort kutuplu, Q-TOF ve diger hibrit sistemleri dahil olmak iizere
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cogu sistemde MS/MS caligsmasinda kullanilir [55][68][69][70]. CID, enerji rejimine gore
ikiye ayrilir: Diisiik Enerjili Carpisma Ile Indiiklenmis Parcalama ve Yiiksek Enerjili C-
trap ile Parcalama (HCD).

Diisiik enerjili-carpisma ile indiiklenmis pargalamada, iyonlara uygulanilan garpisma
enerjisi genellikle 100eV'nin altindadir. iyon ile ndtr molekiil/atom her carpistiginda
Iyonun i¢ enerjisine yalnizca az bir miktar enerji eklenir ve pargalanmanin meydana
gelebilmesi i¢in yiizlerce ¢arpismadan gelen enerjinin toplanmasi gerekir. Bu ¢oklu
carpisma yapidaki en Kkararsiz baglarin parcalanmasina sebep olur ve siklikla
peptitler/proteinler i¢in su, amonyak gibi yapisal olarak bilgi vermeyen nétr kayiplarin

olusumuna neden olur [71][72].

Diisiik enerjili-carpisma ile indiiklenmis par¢alamada, onciil iyonlarin kiloelektronvolt
enerjilere hizlandirilmas1 ve ardindan bir carpisma hiicresindeki gaz atomlar1 veya
molekiilleri ile ¢arpismasiyla gerceklestirilir. HCD, CID ile olduk¢a benzerdir ve ayni
sekilde parcalamayla B- ve Y- tipi glikan fragmentleri olusturur. CID ile ayni sekilde

peptit omurga fragmentleri olan b- ve y- tipi fragment iyonlar1 olusturur. (Sekil 2.14.)
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Sekil 2.13. Pargalama sonucu olusan glikan birimlerine ait B- ve Y- tipi iyonlarin

gosterimi.
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Sekil 2.14. Parcalanma sonucu olusan peptit fragment iyonlarin adlandirilmasi.

HCD, Orbitrap kiitle spektrometrelerinde en yaygin olarak gergeklestirilen bir
parcalanma teknigidir. HCD'de 6ncii iyonlar, iyon tuzaginda izole edilir ve daha sonra bir
carpisma hiicresine (C-tuzagi) aktarilir ve burada bir carpisma gaziyla carparak
parcalanirlar. Ayrica HCD, CID teknigine gore oksonyum iyonlar1 gibi kiigiik fragment
iyonlar1 daha verimli goriiliir. Basamakli Carpisma Ile Indiiklenmis Carpisma (sCID)
teknigi, disiik ve yiiksek ¢arpisma enerjilerinde, es zamanli olarak glikopeptidlerin hem
glikan hem de peptit fragmentleri hakkinda bilgi verir [73][74][75]. Uygulanacak enerji

degerleri ayarlanir ve elde edilen tiim fragment iyonlar tek bir spektrumda goriiliir.

Yang ve arkadaslar1 Q Exactive Plus kiitle cihazinda yiiksek enerjili basamakli c-trap ile
parcalama (sHCD) yontemi kullanarak glikopeptit analizi gerceklestirmistir. Elde ettigi
sonuglara gore, insan serum glikopeptitleri sHCD yOntemi uygulanarak yapildiginda
HCD yontemine gore daha yiiksek skor sayis1 ve daha fazla glikopeptit tespit edilmistir
Ayrica bu calismaya gore, sHCD’de uygulanilan daha diisiik enerjide cogunlukla
glikozidik bag boliinmesinden kaynaklanan fragment iyonlar tiretilirken, daha yiiksek

enerjide peptit omurgasinin bdliinmesinden kaynaklanan b ve y tipi iyonlar tiretilmistir

[76].
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2.8.2. Elektron Carpisma Ile Parcalama (ECD)

Elektron Yakalamali Par¢alama Teknigi (ECD), diisiik enerjili elektronlar ile ¢ok yiiklii
iyonlar arasindaki etkilesimi igerir. Cok yiiklii analit iyonlar1 ([M+nH]"), kiitlesi ayn1
ama yiikii azaltilmis iriinleri ([M+nH]™D*) olusturan diisiik enerjili (<I eV) bir
elektronu (e7) yakalar. Yiikii azaltilmis tiirler, peptit omurgasindaki N-Ca baglarinin
boliinmesiyle sonuglanan radikal giidiimlii omurga ayrismasina maruz kalir ve bu
boliinme sonucu c-tipi ve ze tipi fragment iyonlari olusur. Burada c-tipi iyonlari genellikle
cift elektrondur ve z tipi iyonlari radikaldir. Diger iyon aktivasyon yontemlerinde altinda
kararli olan disiilfit baglar1 genelde ECD tekniginde kirilir [77]. ECD genel olarak Fourier

doniisiimii iyon siklotron rezonans kiitle spektrometrelerinde elde edilmistir [78][79].

2.8.3. Elektron Transfer Parcalamasi (ETD)

Elektron Transfer Pargalamasi1 (ETD), ECD teknigi ile oldukg¢a benzerdir fakat ECD’de
gecerli olan iyon-elektron etkilesimi yerine ETD teknigi iyon-iyon etkilesimini igerir.
ETD’de elektronlar1 ¢ok yiiklii katyonik iyonlara ([M+nH]™) aktarmak i¢in anyon
elektron tasiyicilart kullanilir, ardindan tek elektron yiikii azaltilmig {iriinler
(IM+nH]®™D™) ve sonrasinda fragment iyonlar: iiretilir. ETD'deki en ¢nemli kisim
elektron transferi i¢in kullanilan radikal anyonlardir. Bu anyon reaktifleri kiigiik,
genellikle aromatik halkaya sahip olan molekiillerdir ve diislik elektron afinitelerine

sahiptir. Genellikle tek yiikli floranten molekiilii kullanilir [60].

Cok yiklii peptit iyonunun elektron elde etme yontemi ECD ve ETD i¢in farklilik
gosterse de, pargalanma mekanizmalar1 ve ortaya c¢ikan kiitle spektrumlar1 benzerdir.
Ayni sekilde c-tipi ve ze tipi fragment iyonlari olusur. Hem ECD hem de ETD, minimum
PTM parcalanmasi ile peptit omurgasinin detayli parcalanmasini saglar ve glikozilasyon
bolgelerinin korunmasii saglar. ETD/ECD, CID teknigine gére peptit dizisi hakkinda
bilgi veren agirlikli olarak peptit omurga tiriinleri iiretir. Genellikle glikopeptitler, CID ve
ECD/ETD teknikleri birlikte kullanilir [6][80]. ETD teknigi, TOF, dort kutuplular ve iyon
tuzaklar1 gibi daha uygun fiyatli ve daha yaygin olarak bulunan bir¢ok ara¢ lizerinde

gerceklestirilebilir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Tez galismalarinda yapilan galismalarda aksi belirtilmedikge kullanilan tiim kimyasallar
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmistir. Coziictiler LC-MS
grade saflikta kullanilmistir. Heptoglobulin varyantlar1 (1-1, 2-2 ve Mixed) Biovision
(Mountain View, CA, USA) firmasindan temin edilmistir. Deiyonize su (dH20), Expe-
Ultrapure Su Sistemi (Mirae St., Korea) kullanilarak elde edildi.

3.2. Haptoglobulin Varyantlarinin Cozeltide Proteolitik Parcalanmasi

[k olarak Hpt’nin tiim varyantlar1 (10 pg) indirgenmesi, 10 mM DTT kullanilarak 56
°C'de 40 dakika siiresince gergeklestirildi. Ardindan, 6rneklerin alkilasyon iglemi i¢in oda
sicakliginda 20 dakika boyunca 20 mM IAA ile inkiibe edildi. Son olarak, drnekler
sirastyla bir gece trypsin ve Glu-C ile, enzim/protein, 1/30 oraninda, (w/w) olarak bir gece
boyunca inkiibe edildi. Kimyasallar 25 mM amonyum bikarbonat (ABC) kullanilarak

hazirlandi.

3.3. N-glikopeptitlerin nLC-C18-ESI-sCID-MS/MS Analizi

Proteolitik parcalama sonucu olusan peptitler, Ultimate 3000 RSLCnano sivi
kromatografisi (Dionex/Thermo Scientific) ile bir TIMS-TOF-MS (Bruker Daltonics,
Bremen) kullanilarak analiz edildi. Iyonizasyon, asetonitril ile zenginlestirilmis azot gazi
kullanilan bir captive nanoBooster kaynagiyla elde edildi. Peptitlerin analitik ayirimi,
Acclaim PepMap 100 tuzak kolonu (100 um x 5 cm, tanecik boyutu 5 um,
Dionex/Thermo Scientific) ve Acclaim PepMap RSLC C18 nano ayirma kolonlart (75
um x 15 ve 50 cm, tanecik boyutu 2 pum, Dionex/Thermo Scientific) kullanilarak
gerceklestirildi. Ornekler, 10 uL/dk akis hizinda yiikleme tamponu (0.05% TFA iceren
dH20) ile dnce tuzak kolona yiiklendi. Analitik ayirimlarda mobil faz A (0.1% formik
asit iceren dH20) ve mobil faz B (0.1% formik asit iceren ACN) kullanildi. Peptitlerin
ayirilmasi i¢in mobil faz B, 400 nL/dk akis hiziyla 5% ila 30% arasinda 90 dakikada
degistirildi. Kolon firin sicakligi 60 °C olarak ayarlandi. MS veri toplama, 1 Hz hizinda
m/z 50 ve m/z 2800 kiitle araliginda gerceklestirildi. Piiskiirtme gerilimi 1600 V olarak
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analizler gergeklestirildi. Kapiller sicaklik degeri 150 °C olarak ayarlandi ve kurutma gazi
3 L/dk olarak kullanildi. Basamakli garpisma ile indiiklenmis par¢alama teknigi (Stepping
Energy-CID), daha once agiklandigi gibi temel adim modu kullanilarak MS/MS
analizinde uygulandi [81]. Cihazin kiitle kalibrasyonu, her dizi 6ncesi bir kalibrasyon
karisim ¢ozeltisi (Agilent Technologies, Santa Clara, ABD) kullanilarak gergeklestirildi.
Kiitle spektrometrik analizden 6nce cihazin performansinin degerlendirilmesi igin, N-
glikopeptitleri tanimlamak ve miktarlarin1 belirlemek igin IgG sindirimleri (50-100 ng)
kullanilarak cihaz test edildi. Her bir varyanttan 100 ng cihaza enjekte edilerek analizler

gerceklestirildi.

3.4. N-glikopeptitlerin nLC-C18-ESI-sHCD-MS/MS Analizi

Kiitle spektrometrik analizler, Ultimate 3000 RSLC nano sivi kromatografisi sistemi
(Dionex/Thermo Scientific) ile birlikte ¢alisan easy-nano iyonlastirma kaynagi entegre
Thermo QExactive Plus cihazi ile gerceklestirildi. Glikoproteomik analizler i¢cin 100 ng
peptit karigimi cihaza enjekte edildi. Kromatografik ayirma sisteminde, Acclaim PepMap
100 tuzak kolonunu (100 um x 5 cm, pargacik boyutu 5 pm, Dionex/Thermo Scientific)
ve Acclaim PepMap RSLC C18 nano ayirma kolonunu (75 pum % 50 cm, parcacik boyutu
2 um, Dionex/Thermo Scientific) kullanildi. Hareketli faz olarak A) (0.1% formik asit
iceren dH220) ve B) (%0,1’lik formik asit ¢ozeltisi iceren ACN) ¢oziiciileri gradient
eliisyon olarak kullanildi. Analizlerde B ¢oziiciisiiniin %5’ten %30’a lineer olarak 90
dakikada ulagmasi seklinde program uygulandi. Kiitle spektrometrik analizlerinde tam
kiitle spektrumlart 375-2000 arasinda alind1 ve en yiiksek intensitenin elde edildigi
optimum kiitle spektrum parametreleri altinda basamakli yiiksek enerjili c-trap ile
pargalama teknigi (Stepping Energy-HCD) modu kullanilarak gergeklestirildi (NCE=20,
30 ve 40) [76]. AGC hedef degerleri MS1 ve MS2 igin 1x10° ve 2x10° olarak ayarlandi.
Kolon firm sicakligi 60 °C olarak ayarlandi. Kapiler sicaklik degeri 250 °C olarak
ayarlandi. Piiskiirtme gerilimi 1800 V olarak analizler gergeklestirildi. Kiitle
spektrometrik analizden oOnce cihazin performansinin degerlendirilmesi igin, N-
glikopeptitleri tanimlamak ve miktarlarint belirlemek i¢in IgG sindirimleri (50-100 ng)

kullanilarak cihaz test edildi.
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3.5. Glikopeptitlerin Belirlenmesi ve Veri Analizi

MS/MS verileri Byonic yazilimi (Protein Metrics INC, ABD) kullanilarak islendi.
Veriler, haptoglobulin ve varyantlarina ait sekanslar (FASTA dosyasi) kullanilarak analiz
edilmistir. Yazilimda belirtilen ortak N-glikom veritabani (Byonic'teki varsayilan 309
yaygin memeli N-glikani) ¢calismaya dahil edildi. Onciil iyonlar i¢in kiitlesel tolerans, 20
ppm ve MS/MS iyonlari i¢in 0.05 Da olarak belirlendi. Degisken modifikasyon olarak
oksidasyon se¢ildi. Arama i¢in kiitle araligi 350 ila 5000 Da belirlendi. Skoru 30 ve {izeri

olan glikopeptit sinyalleri anlamli kabul edilmistir.

Veriler PMI-Byonic Viewer yazilimindan disar1 aktarilmistir. Skor parametresine bagli
olarak filtrelendikten sonra her bir glikozilasyon bdlgesi i¢in siniflandirilmistir. Ayrica
glikozilasyon yapisi, Onciil iyonun yiikii gibi parametrelere gore siniflandirma

gerceklestirilmistir. GrapPad Prism 9 yazilimi sekillerin hazirlanmasinda kullanilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Hpt 1-1 Varyantimin QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) Sistemleri Kullanilarak

Skor Analizleri

Karaciger tarafindan salgilanan, iltihaplanma ve kanser gibi hastaliklara cevap olarak
hem protein seviyelerinde hem de glikozilasyon modifikasyonunda degisiklikler
gosterdiklerinden olduk¢a onemli bir belirtectir [82]. Haptoglobin (Hpt), karaciger
hemoglobinine baglanip iltihaplanma ve enfeksiyona karsi savunmada 6nemli bir rol
oynayan akut faz proteinlerinden biridir. Her Hpt'nin ¢esitli yapisal heterojenligi sadece

amino asit dizisi varyantlarinda degil, ayn1 zamanda bir¢ok glikoformda da ortaya ¢ikar.
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Sekil 4.1. Haptoglobin proteinin, B zincirindeki bolgeye 6zgii glikozilasyon haritasinin

sematik gosterimi [83].
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Haptaglobulin proteininin Hpt-M, Hpt 1-1 ve Hpt 2-2 varyantlar ticari olarak temin
edilmistir. Her bir varyant, ¢ozelti ortaminda tripsin ve glu-C ile enzimatik parcalama
islemlerine maruz birakilmistir. Her bir varyant, dort tekrarli olacak sekilde hem
QTOF s(CID) (basamakli ¢arpigsma ile indiiklenmis par¢alama) hem de Q-Exactive Plus
s(HCD) (basamakli yiiksek enerjili c-trap ile par¢alama) sistemlerinde analiz edildi. Elde
edilen veriler kiyaslanmak iizere ilk olarak Byonic yazilimu ile tespit edildi ve tespit edilen
glikopeptitler, QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) sistemlerinde degerlendirilmistir. Iki
cihazda da karsilastirilmak iizere ayni glikozilasyon bdlgesine ait ayni 6nciil iyon igeren
glikopeptit secilmistir. Sekil 4.2.°de Hpt 1-1 varyantina ait Asn 241 glikozilasyon
bolgesine sahip glikopeptidin MS/MS spektrumlar1 goriilmektedir.

HPT-1-1, Asn241, VVLHPNYSQVDIGLIK-Hex5HexNAc4NeuAc2

A) QTOF-s(CID)-Skor: 550.2
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Sekil 4.2. Hpt 1-1 varyantinin Asn 241 glikozilasyon bolgesine sahip +4 yiiklii iyonlarinin
A) Orbitrap s(HCD) analiz cihazindan ve B) QTOF s(CID) analiz cihazindan elde edilen
MS/MS spektrumlari.
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QTOF s(CID) sisteminde yapilan analizlerde 1000.69654+ m/z’e sahip Onciil iyon
belirlenirken, Orbitrap s(HCD) sisteminde yapilan analizlerinde 1000.70254+ m/z’e
sahip onciil iyon belirlenmistir. Bu glikopeptidin, “VVLHPNYSQVDIGLIK” peptit
dizilimine sahip oldugu ve “Hex5HexNAc4NeuAc2’’ glikan yapisina sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglara gére Hpt 1-1 varyantindaki ayn1 glikopeptit i¢in QTOF s(CID)
sisteminden elde edilen skor 550.2 iken Orbitrap s(HCD) sisteminden elde edilen skor
500.8 olarak bulunmustur. Bu skor sonuglarina goére Hpt 1-1 varyantinin, seg¢ilmis
kiitledeki glikopeptit ve glikozilasyon bolgesine gére QTOF s(CID) sistemi, Orbitrap
s(HCD) sistemine gore bu glikopeptidin tanimlanabilirli§ine yonelik daha iyi sonuglar

verdigi goriilmektedir.

4.2. Hpt 2-2 Varyantinin QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) Sistemleri Kullamlarak
Skor Analizleri

Sekil 4.3.’de Hpt 2-2 varyantina ait Asn 207 glikozilasyon bolgesine sahip glikopeptidin
MS/MS spektrumlari goriilmektedir.
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HPT-2-2, Asn207, NLFLNHSE-Hex5HexNAc4

A)QTOF-s(CID)-Skor: 351.6
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Sekil 4.3. Hpt 2-2 varyantinin Asn 207 glikozilasyon bolgesine sahip +2 yiiklii iyonlarimin
A) Orbitrap s(HCD) analiz cihazindan ve B) QTOF s(CID) analiz cihazindan elde edilen
MS/MS spektrumlari.

QTOF s(CID) sisteminde yapilan analizlerde 1298.52602+ m/z’e sahip Onciil iyon
belirlenirken, Orbitrap s(HCD) sisteminde yapilan analizlerde 1298.53302+ m/z’e sahip
onciil iyon belirlenmistir. Bu glikopeptidin, “NLFLNHSE” peptit dizilimine sahip oldugu
ve “"HexS5HexNAc4’’ glikan yapisina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
Hpt 2-2 varyantindaki ayni glikopeptit i¢cin QTOF s(CID) sisteminden elde edilen skor
351.6 iken Orbitrap s(HCD) sisteminde elde edilen skor 530.9 olarak bulunmustur. Bu
sonuglarina gore Hpt 2-2 varyantinin, se¢ilmis kiitledeki glikopeptit ve glikozilasyon
bolgesine gore, Orbitrap s(HCD) sisteminin QTOF s(CID) sistemine gore bu

glikopeptidin tanimlanabilirligine yonelik daha iyi sonuclar verdigi goriilmiistiir.
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4.3. Hpt-M Varyantinin QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) Sistemleri kullanilarak

Skor Analizleri

Sekil 4.4.”de Hpt-M varyantina ait Asn 184 glikozilasyon bolgesine sahip glikopeptidin
MS/MS spektrumlari goriilmektedir.

HPT-M, Asn184, MVSHHNLTTGATLINE-Hex5HexNAc4NeuAcl
A) QTOF-s(CID)-Skor: 300.3
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Sekil 4.4. Hpt-M varyantinin Asn 184 glikozilasyon bolgesine sahip +3 yiiklii iyonlarinin
A) Orbitrap s(HCD) analiz cihazindan ve B) QTOF s(CID) analiz cihazindan elde edilen
MS/MS spektrumlari.

QTOF s(CID) cihazlarinda yapilan analizlerde 1217.8446%" m/z’e sahip &nciil iyon
bulunurken Orbitrap s(HCD) analizlerinde 1217.8521%* m/z’e sahip onciil iyon
belirlenmistir. Bu glikopeptidin, “MVSHHNLTTGATLINE” peptit dizilimine sahip
oldugu ve “Hex5HexNAc4NeuAcl” glikan yapisina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglara gére Hpt-M varyantindaki ayn1 glikopeptit i¢in QTOF s(CID) sisteminden elde
edilen skor 300.3 iken Orbitrap s(HCD) sisteminde elde edilen skor 364.7 olarak
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bulunmustur. Bu skor sonuglarina gore Hpt-M varyantinin, segilmis kiitledeki glikopeptit
ve glikozilasyon boélgesine gore, Orbitrap s(HCD) sisteminin QTOF s(CID) sistemine

gore bu glikopeptidin tanimlanabilirligine yonelik daha iyi sonuglar verdigi gorilmiistiir.

Tez ¢aligmasiin bu boliimiinde haptoglobulin proteininin, her bir varyant: i¢in farkli
glikozilasyon bolgelerinde farkli glikopeptit 6rnekleri secildi ve hem QTOF s(CID)
(basamakli carpisma ile indiiklenmis par¢alama hem de Q-Exactive Plus s(HCD)
basamakli yiliksek enerjili carpigma ile indiiklenmis parcalama sistemlerinde analiz
edilmistir. Hpt 1-1 varyanti i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda en yiiksek skor QTOF
s(CID) sisteminden, Hpt 2-2 varyanti i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda en yiiksek skor
Orbitrap s(HCD) sisteminden, Hpt-M varyanti i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda en
yiiksek skor Orbitrap s(HCD) sisteminden elde edilmistir. Ayrica burada sadece 3 farkli
glikopeptit 6rnegi i¢in ¢aligmalar yapilmistir.

4.4. Ortalama Kiitle Hatasi

Byonic yazilimi kullanilarak tespit edilen hem teorik glikopeptit iyonlar1 hem de deneysel
tespit edilen glikopeptit iyonlari ¢alismada degerlendirilmistir. Alinan kiitle hatasi (ppm)
verileri Graphpad Prism yazilimi kullanilarak grafiklestirilmistir. Sekil 4.5.de QTOF
s(CID) ve Orbitrap s(HCD) sistemlerinden elde edilen analizler sonucunda ortalama kiitle

hatalarina ait degerler goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlari kullanilarak elde edilen MS/MS

kiitle hatas1 (ppm) verilerinin kiyaslanmasi.

Kullanilan heptaglobulin proteininin tiim varyantlari, aym sekilde degerlendirilmistir.
Glikopeptitlerin, es zamanli MS/MS analizlerinde iki yontem arasinda farklilik vardir.
Ayn1 zamanda tlim varyantlar birlestirilerek toplam skor sayist degeri elde edilmistir.
Orbitrap s(HCD) cihazinda yapilan analizlerde, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M i¢in ortalama
kiitle hatas1 degerleri sirasiyla 0.61, 0.66, 0.48 olarak belirlenmistir. QTOF s(CID)
cihazinda yapilan analizlerde, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M i¢in ortalama kiitle hatasi
degerleri sirastyla 2.52, 2.46, 2.47 olarak belirlenmistir. Orbitrap s(HCD) cihazindan elde
edilen tiim varyantlardaki glikopeptitlerin, toplam kiitle hastasi degeri 0.58 olarak
belirlenmistir. Ayn1 sekilde QTOF s(CID) cihazindan elde edilen tiim varyantlardaki
glikopeptitlerin, toplam kiitle hatas1 degeri 2.48 olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak
Orbitrap s(HCD) sistemiyle yapilan analizlerde tiim varyantlar i¢in daha yiiksek kiitle
dogrulugu elde edilmistir. Dolayisiyla Orbitrap s(HCD) sistemi, kiitlenin ¢ok hassas

algilanmasini saglar ve bu yiizden glikopeptitlerin iyi tanimlanmasini saglar.
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4.5. Toplam Ortalama Skor Sayisi

Calismada tiim glikopeptitlerin ve tiim glikozilasyonlar1 i¢eren toplam ortalama skor
sayilar1 verilmistir. QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) cihazlarinda tespit edilen toplam

ortalama skor sayilar1 Sekil 4.6.’de belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlar1 kullanilarak elde edilen toplam

ortalama skor sayilarinin kiyaslanmasi.

QTOF s(CID) cihaz1 ile gergeklestirilen analiz sonuglarinda, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M
icin glikopeptitlerin ortalama skor sayisi degerleri sirasiyla 219, 254, 222 olarak
belirlenmistir. Orbitrap s(HCD) ile gerceklestirilen sonuglarinda, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-
M icin glikopeptitlerin ortalama skor sayis1 degerleri sirasiyla 184, 269, 281 olarak
bulunmustur. Tiim varyantlar i¢in elde edilen toplam ortalama skor sayisi, Orbitrap
s(HCD) sistemi i¢in 245, QTOF s(CID) sistemi i¢in 232 olarak hesaplanmistir. Bu
sonucglara gore Hpt 2-2, Hpt-M i¢in, Orbitrap s(HCD) kiitle cihazindan elde edilen
ortalama skor sayisi, QTOF s(CID) cihazindan elde edilen ortalama skor sayisindan daha
fazla skor sayisi tespit etmistir. Buna karsilik Hpt 1-1 varyanti icin, QTOF s(HCD)
cthazindan elde edilen ortalama skor sayisi, Orbitrap s(HCD) cihazindan elde edilen

ortalama skor sayisindan daha fazla hesaplanmistir. Orbitrap s(HCD) sisteminde analizi
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gerceklestirilen Hpt 1-1 varyantinin diger varyantlara gore gore hata pay1 daha fazladir.

Bu sistematik hatadan kaynaklanmaktadir.

4.6. Tespit Edilen Glikozilasyon Bolgesi Sayis1 ve Tespit Edilen N-Glikopeptit Sayisi

N-glikozilasyon bolgesi ve N-glikopeptit sayisilarinin tespit edilmesi igin iki sistem
kiyaslanmistir. QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) cihazlarinda tespit edilen N-
glikozilasyon sayis1 ve tespit edilen N-glikopeptit sayis1 Sekil 4.7.’de ve Sekil 4.8’de

verilmistir.
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Sekil 4.7. Belirlenen N-glikozilasyon sayisinin, Orbitrap s(HCD) ve B) QTOF s(CID)

cihazlarinda kiyaslanmasi.

Asp 184, Asn 207, Asn 211 ve Asn 241'de bulunan Hpt'nin beta zincirinde dort N-
glikozilasyon bolgesi tanimlanmistir. Ayni cihazlarda analiz edilen Hpt'nin her bir
varyant1 i¢in ayni sayida glikozilasyon bolgesi bulunmustur. Glikozilasyon bolgeleri
incelendiginde Orbitrap s(HCD) sisteminde saglanan veriler sonucunda Hpt’nin 4 tane
glikozilasyon bolgesinden 3 tanesi tespit edilmistir. QTOF s(CID) sisteminde ise 4 tane
glikozilasyon bolgesinden 4’iide tespit edilmistir. Bu sonuglara gére QTOF s(CID)

sistemi ile yapidaki tiim N-glikozilasyon bolgeleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Belirlenen N-glikopeptit sayisinin, Orbitrap s(HCD) ve B) QTOF s(CID)

cihazlarinda kiyaslanmasi.

Orbitrap s(HCD) cihazinda yapilan analizlerde, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M icin N-
glikopeptit sayist sirasiyla 7, 14, 14 olarak belirlenmistir. QTOF s(CID) cihazinda yapilan
analizlerde, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M i¢in N-glikopeptit say1s1 sirastyla 67, 43, 70 olarak
belirlenmistir ve ayrica tiim varyantlardaki toplam ortalama N-glikopeptit say1s1, QTOF
s(CID) sisteminde yapilan analizlerde 60, olarak Orbitrap s(HCD) sisteminde ise 12
olarak belirlenmistir. Her iki sistemde yapilan analiz sonuglarina gore, QTOF s(CID)
sistemiyle yapilan analizlerde daha yiiksek oranda glikopeptit tespit edildigi

belirlenmistir.
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4.7. Tespit Edilen Glikozilasyon Bolgelerinin incelenmesi.

QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) cihazlarinda tespit edilen tiim glikozilasyon

bolgelerinin skor ortalamalar1 Sekil 4.9.’da verilmistir.
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Sekil 4.9. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlarinda tiim glikozilasyon bolgelerinin

skor ortalamalari analizlerinin kiyaslanmasi.

Tim varyantlara ait tim glikozilasyon bolgeleri analiz edilip skor degerleri alinmistir. Bu
sonuglara gére Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlarinda yapilan analizlerde, Hpt
1-1, Hpt 2-2, Hpt-M i¢in Asn 241 glikozilasyon bolgesinde en yiiksek ortalama skor
degeri belirlenmistir. Iki cihazda yapilan analiz sonuglarina gore Asn 211 glikozilasyon
bolgesinde en diisiik ortalama skor degeri goriilmiistiir. Asn 184 ve Asn 211 glikozilasyon
bolgelerin i¢in QTOF s(CID) cihazi yiiksek skor degeri vermisken, Asn 207 ve Asn 241
glikozilasyon bolgelerinde Orbitrap s(HCD) cihaz1 yiiksek skor degerleri vermistir.

40



4.8. Glikopeptit Yapisinda Fukoz Birimi icerme Durumuna Bagh Olarak Skor

Sayillarinin Incelenmesi.

Tez caligmalarinin bu kisminda her bir varyant icin, elde edilen tiim glikopeptitlerin
yapilarinda bulunan Fukoz (Fuc) glikan birimlerinin ortalama skor sayilari tespit
edilmistir. Sekil 4.10.’da QTOF s(CID) ve Orbitrap s(HCD) sistemlerinden elde edilen

glikopeptitlerin yapilarinda fukoz bulundurma durumuna gore ortalama skor sayilari

gosterilmistir.
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300
B HP™M
S [ HPT2-2
- T O HpT2-2
3 200 S w - Bl Toplam
g T = ¥
3 =
s i
S
S 100
wn

0 T T
Orbitrap (sHCD) QTOF (sCID)

Cihaz Turi

Sekil 4.10. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlarinda glikopeptitlerin yapilarinda

fukoz bulundurma durumuna gore yapilan analizlerin kiyaslanmasi.

Orbitrap s(HCD) cihazinda yapilan analizlerde, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M igin
glikopeptitlerin yapilarinda fukoz bulundurma durumuna gore ortalama skor sayisi
sonugclari sirastyla 71, 160, 130 olarak belirlenmistir. (Sekil 4.7) QTOF s(CID) cihazinda
yapilan analizlerde ise, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M i¢in glikopeptitlerin yapilarinda fukoz
bulundurma durumuna gore ortalama skor sayilar1 sirasiyla 178, 128, 140 olarak
hesaplanmistir. Orbitrap s(HCD) cihazinda yapilan tiim varyantlardaki glikopeptitlerin
yapilarinda bulunan fukoz bulundurma analizleri i¢in toplam ortalama skor sayist 120

olarak belirlenmistir.. Ayn1 sekilde QTOF s(CID) cihazinda yapilan tiim varyantlardaki
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glikopeptitlerin yapilarinda bulunan fukoz bulundurma analizleri i¢in toplam ortalama
skor sayist 149 olarak belirlenmistir. Sonug olarak Orbitrap s(HCD) sistemiyle yapilan
analizlerde Hpt 2-2 varyanti i¢in daha yiiksek skor sayisi elde edilirken, QTOF s(CID)
sistemiyle yapilan analizlerde Hpt 1-1 ve Hpt M varyant1 i¢cin daha yiiksek skor sayisi
elde edilmistir. Tiim varyantlar i¢in en yiiksek toplam ortalama skor sayisi, QTOF s(CID)

sisteminde yapilan analiz sonuglarinda goriilmiistiir.

4.9. Glikopeptit Yapisinda Siyalik Asit Birimi icerme Durumuna Bagh Olarak Skor

Sayillarinin Incelenmesi.

Her bir varyant i¢in, elde edilen tiim glikopeptitlerin yapilarinda bulunan siyalik asitlerin
(NeuAc) ortalama skor sayilari tespit edilmistir. Sekil 4.11.de QTOF s(CID) ve Orbitrap
s(HCD) sistemlerinden elde edilen verilerin glikopeptitlerin yapilarinda siyalik asit

bulundurma durumuna gore ortalama skor sayilar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlarinda glikopeptitlerin yapilarinda

siyalik asit bulunma durumuna gore yapilan analizlerin kiyaslanmasi.
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Orbitrap s(HCD) cihazinda yapilan analizlerde, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M igin
glikopeptitlerin yapilarinda siyalik asit bulunma durumuna gore ortalama skor sayisi
degerleri sirastyla 184, 253, 336 olarak hesaplanmistir. QTOF s(CID) cihazinda yapilan
analizlerde, Hpt 1-1, Hpt 2-2, Hpt-M igin glikopeptitlerin yapilarinda siyalik asit
bulunma durumuna goére ortalama skor sayis1 degerleri sirasiyla 249, 281, 244 olarak
belirlenmistir. Iki sistem icin de yapilan analiz sonucuna gore, tiim varyantlardaki
glikopeptitlerin yapilarinda bulunan siyalik asit igerme analizleri i¢in toplam ortalama
skor sayisi degeri 258 olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak Orbitrap s(HCD) sistemiyle
yapilan analizlerde Hpt M varyanti i¢in daha yiiksek skor sayisi elde edilirken, QTOF
s(CID) sistemiyle yapilan analizlerde Hpt 1-1 ve Hpt 2-2 varyanti i¢in daha yiiksek skor

sayisi elde edilmistir.

4.10. Onciil Iyonlarin Yiikiine Bagh Olarak Skor Sayilarinin incelenmesi.

Calismada, her bir varyant i¢in +2 yiiklii 6nciil iyonlarin, +3 yiikli 6nciil iyonlarin, +4
yiiklii 6nciil iyonlarin ve +5 yiiklii 6nciil iyonlarin her iki cihazda da ortalama skor sayilari
analiz edilmistir. Sekil 4.12.” de tiim varyantlar i¢in Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID)
cihazinda yapilan analizlerde +2 yiiklii 6nciil iyonlarin, +3 yiiklii 6nciil iyonlarin, +4

yiiklii onciil iyonlarin ve +5 yiiklii 6nciil iyonlarn ortalama skor sayilari gésterilmistir.
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Sekil 4.12. Farkli yiik dagilimlarinin ortalama skor sayilari iizerine A) Orbitrap s(HCD)
ve B) QTOF s(CID) cihazlarinda kiyaslanmas.
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Orbitrap s(HCD) sisteminde tiim varyantlar i¢in +2 yiikli, +3 yiikli, +4 yiikli ve +5 yiikli
glikopeptitlerin ortlama skor sayis1 degerlerinde, en yiiksek skor dagiliminin +2 yiiklii
glikopeptitlerden geldigi goriilmiistir. QTOF s(CID) sisteminde yapilan analiz
sonuglarini kiyasladigimizda ise Hpt 2-2 ve Hpt-M varyantlar1 en yiiksek skor sayi
degerinin +3 yiikli glikopeptitlerden, Hpt 1-1 i¢in ise +4 yiiklii glikopeptitlerden geldigi
goriilmiistiir. QTOF s(CID) sisteminde yapilan analiz sonuglarina gore tiim varyantlar
icin +4 yiikli onciil iyonlarin verdigi ortalama skor sayis1 degerleri ile +2 yiiklii 6nctil
iyonlarin verdigi ortalama skor sayisi degerleri birbirine yakindir. Ayrica iki sistemde
yapilan ¢alismalarda tiim varyantlar i¢in +5 yiikli 6nciil iyonlar, en az skor sayist degeri

vermistir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, glikopeptit analizi igin hem QTOF s(CID)
(basamakli c¢arpisma ile indiiklenmis pargcalama) hem de Q-Exactive Plus s(HCD)
(basamakli yiiksek enerjili carpigma ile indiiklenmis par¢alama) sistemlerinde analizler
yapilmis olup, elde edilen sonuglar kiyaslanmistir. Her iki sistem kullanilarak yapilan
glikopeptit tanimlama analizleri verimli sonuglar vermistir. Bu ¢aligma sonuglarina gore,
glikozilasyon bolgesi ve glikopeptit sayis1 analizlerinde QTOF s(CID)’un daha verimli
oldugu, kiitle hatasi analizlerinde Orbitrap s(HCD)’in daha yiiksek kiitle dogrulugu
sagladig, toplam ortalama skor sayisi analizlerinde Orbitrap s(HCD) 1n daha ytiksek skor

sayis1 verdigi belirlenmistir.

Kullanilan her iki teknolojide bazi benzerlikleri paylagsalar da, iki enstriiman arasinda
not edilmesi gereken 6nemli sinirlamalar vardir. Orbitrap s(HCD)’in kiitle ¢oziiniirliigii
QTOF s(CID) sistemlerinden daha ytiksektir. Orbitrap s(HCD) cihazina gelen iyonlara
ait pikleri birbirinden ayirmak, yapilari hakkinda dogru bilgiler saglar. QTOF s(CID) ile
yapilan caligmalarda asetonitril ile zenginlestirilmis nebulizatér gazi kullanilmistir.
Orbitrap s(HCD) sisteminde bu durum séz konusu degildir. Yapilan bir ¢alismada
asetonitril ile zenginlestirilmis nebulizator gazinin iyonlarin iyonlagsma verimini arttirdigi
ve pik intensitesini yiikselttigi gézlenmistir [84]. Tez kapsaminda zenginlestirme islemi
yapilsaydi daha verimli sonuglara ulasilabilirdi. Glikopeptit zenginlestirme yontemi, MS

analizinde glikopeptit intensitesini 6nemli dl¢lide iyilestirmis ve glikopeptit olmayan
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kiitle spektrumlarinda glikopeptitin sinyal baskilamasini 6nemli Olciide azalttigi
goriilmiistiir [85]. Ayrica Iyonlastirma parametresi olarak, QTOF s(CID) sisteminde
CaptiveSpray, Orbitrap s(HCD) sisteminde ise EASY-Spray kullanilmistir.
Nanoelektrosprey iyonizasyonu, daha kii¢ilk damlaciklar olusturarak daha yiiksek
hassasiyet saglar ve nL/dk araliginda ¢ozelti akisi saglar. Diisiikk miktarda analizler i¢in
oldukga faydali bir tekniktir [86][87].

Literatiirde iki enstriimanda basamakli ¢arpigsma teknigi kullanilarak yapilan glikopeptit
tanimlama performanslar1 kiyaslanmasi ilk kez bu yiiksek lisans ¢alismasinda
uygulanmistir. Hinneburg ve arkadaslari, glikopeptitlerin karakterizasyonu i¢in QTOF
s(CID) sistemini kullanmistir. Bu sistem hem yiiksek enerji hem de diisiik enerjili
CID’nin Ozelliklerini birlestirmigtir. Daha yiiksek enerjiyle gelen peptidin, glikanin
yapisint bozmadig1 gézlemlenmistir. Ayrica bolgeye 6zgii glikozilasyon ¢alismalarinda
oldukga basarili oldugunu gormiistiir [81]. Bir diger ¢alismada ise Q Exactive Plus kiitle
cihazinda yiiksek enerjili basamakli c-trap ile ¢arpisma (sHCD) yontemi kullanarak
glikopeptit analizini etkili bir sekilde ger¢eklestirmistir [76].
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5. YORUM

Haptoglobin (Hpt) proteininin, Hpt 1-1, Hpt 2-2 ve Hpt-M adi verilen bu ti¢ farkli varyant

tez ¢alismasinda kullanilmistir. Her bir varyant, dort tekrarli olacak sekilde hem QTOF

s(CID) (basamakli ¢arpisma ile indiiklenmis pargalama) hem de Q-Exactive Plus s(HCD)

(basamakli yiiksek enerjili c-trap ile pargalama) sistemlerinde analiz edildi. Bu tez

caligmasinda elde edilen verilere gore asagidaki sonuglara ulagilmistir:

Her bir varyanta gore tespit edilen glikozilasyon bdlgesi ig¢in kiyaslamalar
yapilmistir. Hpt 1-1 varyantinin Asn 241 glikolizasyon bdlgesini igeren
glikopeptidinin MS/MS analizlerinde QTOF s(CID) sisteminin Orbitrap s(HCD)

sistemine kiyasla daha yiiksek skor elde edildigi goriilmiistiir.

Hpt 2-2 varyantinin Asn 207 glikolizasyon bdlgesini iceren glikopeptidinin
MS/MS analizlerinde Orbitrap s(HCD) sisteminin QTOF s(CID) sistemine
kiyasla daha yiiksek skor elde edildigi goriilmiistiir.

Hpt-M varyantinin Asn 184 glikolizasyon bdlgesini iceren glikopeptidinin
MS/MS analizlerinde Orbitrap s(HCD) sisteminin QTOF s(CID) sistemine
kiyasla daha yiiksek skor elde edildigi goriilmiistiir.

Tiim varyantlar i¢in, Orbitrap s(HCD) sistemiyle yapilan analizlerde daha yiiksek
kiitle dogrulugu elde edilmistir.

Hpt 2-2, Hpt-M varyantlari i¢in elde edilen ortalama skor sayisi Orbitrap sS(HCD)
kiitle cihazinda daha yiiksek iken, QTOF s(HCD) cihazindan elde edilen ortalama
skor sayisinin Hpt 1-1 varyantinda daha ytiksek oldugu goriilmiistiir. Toplam
ortalama skor degerlerinde ise tiim varyantlarda Orbitrap S(HCD) cihazinda

yapilan analizlerde daha yiiksek skor sayisi tespit edilmistir.

Orbitrap s(HCD) sistemi ile yapilan analizlerde tiim varyantlar i¢in 3 tane
glikozilasyon bolgesi tespit edilmistir. QTOF s(CID) sistemiyle yapilan
analizlerde ise yine tiim varyantlar i¢in 4 tane glikozilasyon bolgesi tespit
edilmistir. Bu sonuglara gore QTOF s(CID) sistemiyle yapilan analizlerde
yapidaki tiim glikozilasyon bolgelerinin tespit edildigi goriilmiistiir. Tim
varyantlarda, QTOF s(CID) sisteminin Orbitrap s(HCD) sistemine kiyasla daha
yuksek glikopeptit tanimladig1 goriilmistiir.
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Orbitrap s(HCD) ve QTOF s(CID) cihazlarinda yapilan analizlerde, Hpt 1-1, Hpt
2-2, Hpt-M i¢in Asn 241 glikozilasyon bolgesinde en yiiksek ortalama skor degeri
belirlenmigtir. Asn 184 ve Asn 211 glikozilasyon bolgelerin i¢in QTOF s(CID)
cihaz1 yiiksek skor degeri vermisken, Asn 207 ve Asn 241 glikozilasyon
bolgelerinde Orbitrap s(HCD) cihazi yiiksek skor degerleri vermistir.

Tiim varyantlardaki glikopeptitlerin yapilarinda fukoz birimini igerme analizleri
TOF s(CID) sisteminde daha yiiksek toplam ortalama skor sayisi tespit edilmistir.
Orbitrap s(HCD) sistemiyle yapilan analizlerde Hpt 2-2 varyant1 i¢in glikopeptit
yapisinda daha fazla fukoz birimi tespit edilirken, QTOF s(CID) sistemiyle
yapilan analizlerde Hpt 1-1 ve Hpt-M varyant: i¢in glikopeptit yapisinda daha

fazla fukoz birimi tespit edilmistir.

Orbitrap s(HCD) sistemiyle yapilan analizler sonucunda Hpt-M varyanti i¢in
glikopeptitlerin yapilarinda daha fazla siyalik asit birimi tespit edilirken, QTOF
s(CID) sistemiyle yapilan analizlerde Hpt 1-1 ve Hpt 2-2 varyanti i¢in daha fazla
siyalik asit birimi tespit edilmistir. Iki sistem i¢in de yapilan analiz sonucuna gére,
tim varyantlardaki glikopeptitlerin yapilarinda bulunan siyalik asit igerme

analizleri igin toplam ortalama skor sayisilarinda biiyiik farklilik goriilmemistir.

Orbitrap s(HCD) sisteminde yapilan tiim varyantlar i¢in +2 yiiklii, +3 yiikli, +4
yiiklii ve +5 yiiklii glikopeptitlerin arasindan elde edilen en yiiksek skor sayisi, +2
yiikli glikopeptitlerin sagladigi skor degeri olmustur. QTOF s(CID) sisteminde
yapilan analiz sonuglarini kiyasladigimizda ise Hpt 2-2 ve Hpt-M varyantlar1 en
yiiksek skor degerinin +3 yiikli glikopeptitlerden, Hpt 1-1 i¢in ise +4 yiikli
glikopeptitlerden geldigi goriilmiistiir.
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