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OZET

Glikan Profilleme ile MS Oligoklonal Band Analizinin Gerg¢eklestirilmesi

Multipl Skleroz otoimmiin bir norodejeneratif hastaliktir. 20-40 yas arasinda
semptomlarinin  baglamas1 sebebiyle gengler arasinda en yaygm goriilen
ndrodejeneratif hastalik olarak smiflandirilir. Hastalik viicudun kendi savunma
hiicreleri tarafindan sinir hiicrelerinin etrafini saran lipid tabakay1 olusturan miyelin
kilifa saldirarak sinir hiicrelerinin hasara ugramasiyla olusur. Hastaliga tam
koyabilmek i¢in en sik kullanilan yontem Oligoklonal Band Analizidir. Bu analiz ise
hastalik siiphesi olusan kisilerden alinan serum ve beyin omurilik stvilari kullanilarak
gerceklestirilir. OKB sonuglarima gore immunoglobulinlerin goriilme durumlarina
bagl olarak MS tanist konulur. Immunoglobulinler serumda bulunan immiin
glikoproteinlerdir. B hiicreleri tarafindan iiretilen bu Y sekilli glikoproteinler diisman
patojenleri yokederler. Immiioglobulinler B hiicrelerinde sentezlendikten sonra
posttranslasyonel bir modifikasyon olan glikozillenmeye ugrarlar. Bu
immiinoglobulinlerin 297.Asparajin aminoasidinin (Asn297) azot (N) atomuna
baglanan glikanlar proteinin fonksiyonlarini diizenler. Bu modifikasyon g¢esitli
kromatografik ve kiitle spektroskopisine dayali yontemlerle analiz edilebilirler. Bu
analizler sonucunda da hasta ve sagliklilar arasindaki glikan motiflerinin farklari ve
yogunluklar1 belirlenerek hastaliklara karsi belirtecler ve hastaliklarin molekiiler
mekanizmalarin1 aydinlatacak bilgiler elde edilebilir. MALDI-TOF teknigi de sik
kullanilan bir kiitle spektroskopisi yontemidir. Bu tez ¢alismasinda OKB sonuglarina
gore 5 tipe ayrilmis hasta 6rneklerinden IgG’ler izole edilmis, izole edilen IgG’lerden
PNGase F ile glikanlar koparilmis, koparilan glikanlar etil esterifiye edilerek
tiirevlendirilmis, tiirevlendirilmis bu glikanlar pamuk kolon kullanilarak izole edilmis
ve MALDI-TOF kiitle spektroskopisiyle analiz edilmistir. Analiz sonucu OKB

tiplerine gore istatistiki anlamli glikanlar ve glikan gruplari belirlenmistir

Anahtar Sozciikler: Multipl skleroz, Immiinoglobulin G, N-Glikan, MALDI-TOF,
Glikomiks



ABSTRACT

Performing MS Oligoclonal Band Analysis by Glycan Profiling

Multiple Sclerosis (MS) is an autoimmune neurodegenerative disease. It is the most
common neurodegenerative disease among young people, with symptoms typically
beginning between the ages of 20 and 40. The disease occurs when the body's own
defence cells attack the myelin sheath, the lipid layer that surrounds the nerve cells,
causing damage to the nerve cells. The most commonly used method to diagnose MS
is oligoclonal band analysis (OCB). OCB is performed using serum and cerebrospinal
fluids. The results of OCB are used to diagnose MS based on the patterns of
immunoglobulins. Immunoglobulins are immune glycoproteins found in serum.
These Y-shaped glycoproteins, produced by B cells, destroy hostile pathogens. After
synthesis in B cells, immunoglobulins undergo glycosylation, a posttranslational
modification. The attachment of glycans to the N (nitrogen) atom of the 297th
asparagine amino acid of immunoglobulins regulates the solubility and function of the
protein. This modification can be analysed by various chromatographic and mass
spectroscopic methods. As a result of these analyses, the differences and intensities of
glycan motifs between patients and healthy subjects can be determined, and
information can be obtained to elucidate disease markers and molecular mechanisms
of diseases. MALDI-TOF is also a frequently employed mass spectrometry technique.
In this thesis, immunoglobulin G’s were isolated from patient samples, which were
divided into five categories according to OCB results. The glycans were cleaved from
the isolated immunoglobulins with PNGase F, and the cleaved glycans were ethyl
esterified. Derivatised glycans were isolated using a cotton column and analysed by
MALDI-TOF mass spectrometry. The results of the analysis led to the identification
of statistically significant glycans and glycan groups, which were correlated with the

OCB types.

Keywords: Multiple sclerosis, Immunoglobulin G, N-Glycan, MALDI-TOF,

Glycomics



1 GIRIS VE AMAC

Multipl Skleroz (MS) otoimmiin ve ndrodejeneratif hastaliktir. Belirtileri 18-40
yas arasinda goriilmeye baslanir ve gengler arasinda en sik goriilen ndrolojik
hastaliktir (1). Mekanizmasi halen tam olarak aydinlatilamamis olsa da temelde
hastalik kisinin sinir hiicrelerinin etrafini1 kaplayan ve sinirler arasi iletisimde elektrik
iletimini yalitarak hizli ve diizenli sekilde ilerlemesini saglayan lipit bir tabaka olan
miyelin kilifin hasar gérmesiyle olusur. Sinir sisteminin hasar gérmesi sebebiyle
kiside motor beceriler, konugma becerileri, duyma gibi islevler zamanla kayba ugrar

(2-4).

Hastalik Avrupa’da 100.000 kiside 100 prevalansinda ve Tiirkiye’de 100.000
kiside 96 prevalansinda goriiliir (5). Hastalik, normal durumlarda viicuda giren
bakteri, virlis vb. patojenleri tantyarak onlar1 durduran bagisiklik sistemi hiicrelerinin
viicudun kendi hiicrelerine saldirmasiyla olusur (6,7). Saglikli insanlarda beyni
viicudun geri kalanindan ayiran Kan Beyin Bariyerini (KBB) asamayan bagisiklik
hiicreleri MS’de bu bariyeri agarak sinir hiicrelerinin etrafini saran miyelin kilifa ve
bu kilifla iligkili olan Miyelin Oligodendrosit Glikoprotein (MOG)’lar gibi yapilara

saldirarak sinir sistemine zarar verir (8,9).

Hastaligin beyin ve sinir sistemiyle iligskili olmas1 sebebiyle fiziki belirtiler
goriilmeden tant koyulabilmesi olduk¢a zordur. Hastalik belirtileri goriilmeye
baslandiktan sonra da birden fazla yontemin bir arada kullanilmasiyla tan1 kriterleri
kullanilarak koyulmaktadir. Bu yontemlerden baslica kullanilanlar1 beynin manyetik
alan igerisinde goriintiilenmesini saglayan Manyetik Rezonans (MR), serum ve beyin
omurilik sivilariin bir jel igerisinde yiiriitiilmesiyle gerceklestirilen Oligoklonal

Band Analizidir (10,11).

Oligoklonal Band Analizi (OKB) hastalik siiphesi olan kisiden alinan serumun ve
Lombar ponksiyon ile alinan beyin omurilik sivisinin (BOS) izoelektrik fokuslama
yontemiyle (IEF) analiz edilmesine dayanir (11,12). Analiz sonucunda serumda ve
BOS’da goriilen immiinoglobulin bandlarinin durumlarina gore 5 farkli tipte sonug

bulunmaktadir. Bu tiplerden 2 tanesi MS ile iliskilendirilerek tan1 koyulur (13-15).
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Immunoglobulinler (Ig) ya da siklikla kullamilan isimleriyle antikorlar adaptif
bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasini olustururlar. B lenfosit hiicreleri tarafindan
iretilen bu glikoproteinler hedeflendikleri reseptorlere baglanarak hastalik
etmenlerinin noétralize edilmesi, opsonize edilmeleri, proliferasyonu tetikleyici
reseptOrlere baglanarak durdurulmalari, diger bagisiklik hiicrelerinin tanimasi igin
isaretleyici olma gibi gorevlere sahiptirler (16—19). Agir zincir ve hafif zincir olarak
adlandirilan iki farkli yapmin birlesmesiyle olusan bu immunoglobulinler B
hiicrelerinde sentezlendikten sonra posttranslasyonel modifikasyonlara ugrayarak

islevsel 6zelliklerini kazanirlar.

Glikozilasyon en sik goriilen posttranslasyonel modifikasyondur. Serumda
dolasan proteinlerin yaklasik %80’1 glikozilasyona ugrar (20). Proteinlerin belirli
sekanslarina baglanarak yapilarinda ve islevlerinde farklilik olusturan bu glikanlar
proteinlerin aksine belirli bir kalip lizerinden insa edilmezler (21). Hiicre igerisindeki
cesitli durumlara bagli olarak glikoziltransferaz enzimleri glikozilasyon siirecini
kontrol eder. Bu kaliptan bagimsizlik glikozilasyonun yaslanma, hastaliklar,
beslenme gibi farkli durumlar karsisinda degisim gostermesine ve sentezlenen glikan
motiflerinin degigmesini saglar. Bu degisimler ise c¢esitli hastaliklarin tanisi ve

takibinde yardimci olurlar (22-35).

Bu tezin temel amaci Multipl Skleroz hastaliginin tanisinda kullanilan
Oligoklonal Band Analiz sonuglarina gore kisilerden izole edilen antikorlardaki
glikanlarin MALDI-TOF sistemi ile analiz edilerek OKB analiziyle uyumlu olarak
glikanlarin ayirici bir tant yontemi olarak kullanilabilme durumlarini incelemek ve

MS’in molekiiler mekanizmas1 hakkinda bilgi edinmektir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Multipl Skleroz

2.1.1 Epidemiyoloji

Multipl Skleroz hastaliginin semptomlar1 genellikle 20-40 yaslar1 arasinda
goriilmeye baglanir. Diinya ¢apinda hastalik 35,9/100.00 siklikta, Tiirkiye’de ise bu
sayl 96,4/100.000 siklik seklinde goriilmektedir. En sik goriilme bdolgesi ise
402/100.000 oranla Orkney adalaridir. Diinya ¢apinda yaklasik olarak 4 milyon
insanin hastaliga sahip oldugu diisiiniilmektedir (5,36) (Sekil 1).

Kadinlarda erkeklere oranla goriilme riski 3 kat daha fazladir (37). 1930-1990’1
yillar arasinda kadinlarda MS’nin goriilme oraninin arttig1 bilinmektedir. Bu artigin
tarihsel olarak degisimini inceleyerek kadinlarda hastaligin artisinin  gegmis
donemlerde kadinlarin hamilelik oranlarinin daha fazla olmast ve hamilelik
hormonlarinin MS’e karst koruyucu etkileri oldugu hipotezini savunan g¢aligmalar
yapilmistir (37-39). Yakin zamanlh c¢aligmalarda, genetik analizlerin de katkisiyla
birlikte bu farkin X kromozomuyla iliskisinin de yiliksek olabilecegi tartisiimaktadir
(37,39). Kadinlarda iki adet erkeklerde ise bir adet bulunan X kromozomu yaklasik
olarak 2000 gen igerir (40). Bu genlerden bazilar1t FOXP3, TLR7 gibi bagisiklik
sistemiyle iligkili genlerdir (41). Kadinlarda iki adet bulunan bu kromozomun fazla
gen ekspresyonu yaratmamasi i¢in X kromozomunun biri kadinlarda inaktive edilir.
Fakat bu inaktivasyon tiim genlerde ise yaramaz (37,40—42). Genlerden yaklagik
%15°I inaktivasyondan kacarak fazla eksprese edilirler (40,43). Bu inaktivasyondan
kacan immiin sistemle iligkili genler tarafindan iretilen proteinlerin fazla
ekspresyonunun MS’nin kadinlarda daha fazla goriilmesine sebep oldugu

distiniilmektedir (9,42,44).



Multipl Skleroz Hasta Sayist
100.000 kiside
M Bilinmiyor
0-25
26-50
M 51-100
M 101-200
W >200

Sekil 1. Multipl Skleroz goriilme sikligin1 gosteren harita (36)
2.1.2 Etiyoloji

Hastaligin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte tek bir nedene bagl olarak
gelisen bir hastalik olmadig1 ve ¢oklu faktorlerin bir araya gelerek hastaliga sebep
oldugu bilinmektedir (10,45). Sebepleri arasinda genetik, ¢evresel faktorler, D
vitamini eksikligi, stres, viriisler gibi farkli etkenler sayilabilir (9,10,44—48)

2.1.2.1 Genetik faktorler

Multipl Skleroz hastalarinin %15°1 ailelerinde MS hastalig1 bildirmistir (49,50).
Ikiz kardes calismalar1 ve anket calismalarmin sonuglariyla birlikte MS’in
monozigotik ikiz kardeslerde, her iki kardeste de goriilme oranimnin %25-40 arasi
oldugu bildirilmistir (50-53). Bu bilgilerle birlikte hastalik klasik mendel genetigi
yaklagimiyla isleyen tek bir genin anne-babadan ¢ocuga aktarilmasiyla goriilen
monogenetik yapida bir genetik hastalik degildir. Birden fazla genin sebep oldugu
poligenik bir hastaliktir (49-51).

Yapilan genom capinda iliskilendirme (genome wide association studies-GWAS)
caligmalarinda hastalikla iligkili olabilecegi diisiiniilen ¢ok sayida gen belirlenmistir.
Bu genlerden bazilar1t HLA-DRB, IL-7RA, IL-2RA, CXCRS, IRFS, TNF5F14, STAT3
gibi genlerdir (46,54,55). Bu genlerin tamami immiin sistem ile iligkilendirilen

genlerdir fakat hepsinin hastalik ile olan iliskisi net olarak belirlenememistir.



Iclerinden sadece HLA-DRB geninin hastalikla olan iliskisi kesin olarak
tanimlanabilmistir. HLA genleri (Human Leukocyte Antigen-Insan Lokosit Antijen)
insanlarda antijenlerin T hiicrelerine sunulmasi ve immiin yanit olusturmalariyla
iligkili bir gen ailesidir. Bu genin HLA-DRB14 aleli hastaliga kars1 koruyucu etki ile
iligkilendirilirken HLA-DRB15 aleli hastalikla iliskilendirilmektedir (1,3,9).

2.1.2.2 Cevresel faktorler

Multipl Sklerozla iliskilendirilen birden fazla g¢evresel faktér bulunmaktadir.
Bunlardan en 6nemlisi diinya ¢apinda yiiz milyonlarca insanin kullandig1 ve farkli
hastaliklarla iliskilendirilen sigaradir (52,53). Yapilan calismalarda aktif ve pasif
sigara igiciligiyle birlikte hava kirliliginin de MS riskini arttirdig1 belirlenmistir
(53,54). Sigara kullaniminin insan akcigerlerinde enflamasyonu tetikledigi, bu
enflamasyon siirecinde akcigerde merkezi sinir sistemiyle (MSS) iligkili antijenlere
kars1 hiicreler bulunmasi durumunda bu hiicreler MSS’e saldirmak tizere tetiklendigi
diistintilmektedir (52-54). Aktif iciciligin, MS hastaligini tetiklemesinin yaninda
hastaliga kars1 tedavi amacli kullanilan monoklonal antikorlara kars1 viicudun antikor

gelistirmesini tetikledigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (55).

Hastalikla iligkilendirilen bir diger ¢evresel faktdr ise D Vitaminidir. Vitamin
viicutta bir hormon gibi islev gériir (56—58). Insanlar bu vitamini viicutlarinda UV
radyasyonunun 7-dehidrokolesterol hormonunun fotolizlemesiyle sentezleyebilirler.
Bunun yaninda ¢esitli sebzelerden ve balik {iriinlerinden bu vitamini elde edebilirler
(57). Hiicreye tastyici proteinler tarafindan alinan vitamin sitoplazmada Vitamin D
Reseptorlerine (VDR) baglanarak c¢ekirdege ve geger. Burada Retinoid X
Reseptorleriyle (XDR) dimer olusturur. Bu VDR/XDR dimeri D vitamin
elementlerine baglanarak 1000’den fazla genin transkripsiyonunu kontrol eder
(56,59). Bu sayede farkli hiicreler izerinde etkili rol oynar (60). Bunlardan bazilar1 da
immiin hiicreleridir. Makrofajlar, T hiicreler ve B hiicreleri gibi farkli hiicrelerin
regiilasyonu ve immiin yanitinda rol oynar (61,62). Ornegin makrofajlarda transkripte
olan CYP27B1 geni D vitaminin sentez siirecinde aktif konuma gelmesini saglayan
enzimi kodlar. Bu sayede ortamdaki D vitamini lokal olarak enflamasyonun oldugu

bolgede artis gdsterir, D vitamini artis1 da antibakteriyel etki gosteren Katelisidin ve
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Defensin iiretilmesini saglar (60,63,64). Farkli bir sekilde ise D vitamini miktarinin
yiiksekligi interlokin 2’yi (IL-2) azaltarak T hiicrelerinin proliferasyonunu baskilar
(64). B hiicrelerinde ise D vitamini ko-stimiilator molekiillerin daha az iiretilmelerine
sebep olur (57,62-65) . Farkli sekillerde islev gormesi immiin regiilasyonundaki
onemini gostermektedir. Bu sebeple vitamin eksikliginin regiilasyonu bozdugu ve

otoimmiiniteye sebep oldugu diisiiniilmektedir (64).

Islam ve arkadaglar1 (66) tarafindan yapilan ikiz ¢aligmasinda MS’e sahip
monozigotik kardesin saglikli kardese gore daha az gilines 15181na maruz kaldigi
bildirilmistir. Bununla birlikte diyetlerinde destekleyici olarak ekstra D vitamini alan
kadinlarda almayan kadinlara gore %40 daha az MS goriildigi bildirilmistir (63).
Uzerinde uzlas1 saglanamasa bile cesitli calismalarda annelerin serumunda bulunan D
vitamini dalgalanmalarinin dogacak ¢ocuklarda MS riskini arttirdig1 hatta dogulan
aym bile hamilelik siirecinde giines 1s181na maruz kalinimina bagli olarak MS ile
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (63,67). Willer ve arkadaslarinin ¢alismasinda
(68) Kanada, Ingiltere, Danimarka ve Isve¢’te dogan kisiler arasinda MS hastaligina
sahip kisilerin en yiiksek oranda mayis ayinda dogduklar1 ve ayn1 sekilde en az MS
hastasinin kasim aymda dogdugu goriilmiistiir. Iran’da yapilan bir diger ¢aligmada ise

MS hastalarinin en ¢cok Mart-Nisan aylar1 arasinda dogdugu goriilmiistiir (69).

Bir diger ¢evresel etken ise viriislerdir. Birden fazla viriisiin hastalik ile iligkili
olabilecegi diisiiniilse de Epstein-Barr Viriisiiniin hastalikla kesin olarak iliskili
oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Epstein-Barr Viriisii (EBV) bilinen 8 insan
Herpesviriisiinden biridir ve tanimlanabilmis ilk insan tiimor viriisiidiir (48). Genom
biiyiikligii sayesinde 100 farkli proteini kodlayabilen biiyiik yapili bir viriistiir (70).
Yetigkin insanlarin %90’min bu viriis tarafindan enfekte edildigi diistiniilmektedir.
Viriis genellikle oral yolla bulagmaktadir fakat anne siitii ve organ nakli gibi yollarla
da gegebilmektedir (71,72). Viicuda girdikten sonra virlis B hiicrelerinin zarlarini
asarak hiicreyi enfekte eder ve latent fazda kendini kopyalatarak viicutta ¢ogalir.
Kendini ¢ogaltma siireci boyunca kiside herhangi bir hastalik belirtisi goriilmez.
Bagisiklik sisteminin zayif hale geldigi noktalarda g¢esitli hastalik belirtileri
olusturarak kendini belli eder. Amerikan ordusunda 20 y1l boyunca yapilmis olan bir

calismada EBV seropozitif olan kisilerde MS riskinin 32 kat arttig1 belirlenmistir (73).
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[liskili sebep tam olarak bilinmese de yapilmis ¢aligmalarla viriisiin proteinlerinin

viicudun oto antijenlerine benzerlik gdstermesi ve immiin sistemin yanit vermesiyle

iliskilendirilmektedir (74,75).
2.1.3 Hastaligin molekiiler mekanizmasi

Kan Beyin Bariyeri (KBB) endotel hiicrelerin siki baglar ve adheren baglar ile
birbirlerine tutunmalariyla olugsmustur. Kan Beyin Bariyeri, ismiyle iliskili olarak
beyin ve viicut arasinda bir bariyer ve sinir kontrol noktasi gorevi gorerek beyne
girecek molekiillerin ve hiicrelerin kontroliinii saglar (76). Saglikli insanlarda bu
bariyer yapist bagisiklik hiicreleri ve molekiilleri tarafindan asilamaz fakat dokuyu
olusturan baglar cesitli sebeplerle hasar gordiiglinde hiicreler beyin bdlgesine
girebilirler. Multipl Skleroz hastaliginda ¢esitli sebeplerle viicudun kendi
antijenlerine kars1 hedeflenmis lenfositler ve bagisiklik hiicreleri bu bariyeri asar ve
hiicrelere saldirirlar (76,77). Mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte
CD4+T ve CD8+T hiicreleriyle birlikte B hiicrelerinin bu mekanizmada énemli rolii
oldugu diistiniilmektedir. Temelde mekanizma CD4+ T hiicrelerinin KBB’yi agmak
icin matriks metalloproteinazlar salgiladiktan sonra siki1 baglar1 bozar ve beyne giris
yaparlar (47,78). T hiicreleri giris yaptiktan sonra ¢esitli sitokinler salgilayarak CD8+
T hiicreleri, dogal katil hiicreleri, B hiicreleri ve monositler gibi farkli bagisiklik
hiicrelerinin girislerini tetikler ve hizlandirirlar (47,79,80). Beyne giren bu hiicreler
sinir hiicreleri olan ndronlarin etraflarini saran lipid tabaka olan miyeline ve bu
miyelin tabakanin tamiri ve olusturulmasini saglayan oligodendrositlere saldirarak
miyelin tabakanin hasar gérmesini ve tekrar olusturmasini engellerler (81,82). Kesin
olarak sadece MS’le iliskilendirilmis iki otoantijen bulunmaktadir. Bunlar Miyelin
Oligodentrosit Glikoprotein (MOG) ve Miyelin Temel Protein (MBP)’dir
(47,79,80,82—-84) (Sekil 2).

Bu immiin saldir1 igerisinde ana gdrevi T hiicreleri gormektedir. Yakin zamanl
caligmalar antikor iireten B hiicrelerinin de hastali§in ana mekanizmasinda islevleri
oldugunu diislindiirtse de mekanizma tam olarak bilinmemektedir (81,83,85,86).
Hastalikla iliskisi tam anlasilamamis olmakla birlikte B hiicreleri tarafindan iiretilen

antikorlar hastaligin tanisinin koymak i¢in kullanilmaktadir (83,86,87).
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Sekil 2. Multipl Skleroz hastaliginin molekiiler mekanizmasi

2.14 Tam yontemleri

Multipl Skleroz i¢in kesin tan1 koymaya yonelik bir belirte¢ bulunamadig igin
hastalik tanisi, olusturulan kriterlerle ¢esitli hastaliklarin dislanmasiyla koyulmaktadir
(88). Giincel olarak kullanilan kriterler McDonald ve arkadaslari tarafindan
olusturulmus ve en son 2017 yilinda giincellenmistir (89). Bu kriterlere bagl olarak
tan1 klinik goriis, gorilintiileme sonuglart ve laboratuvar test sonuglarinin

birlestirilmesiyle koyulmaktadir (89).

Klinik goriis kiside goriilen ataklarin sayisi ve siiresine gore hekim tarafindan
verilir. Buna bagli olarak Manyetik Rezonans Goriintilleme (MRG) ve Oligoklonal
Band Analizi (OKB) tetkikleri gerceklestirilerek kesin tant konulur (12,14,88-91).

Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG) beyin hastaliklarinin bir¢ogunda tani
amacl kullanilmaktadir. Calisma prensibi temelde dokudaki hidrojen atomlarinin
cekirdeklerinin, olusturulan manyetik alanla uyarilarak elde edilen sinyallerin
bilgisayar tarafindan analiz edilmesine dayanir (92,93). Multipl skleroz hastaliginda
goriilen demiyelinizasyon sonucu olusan iltihaplanma beyin dokusunun i¢ kismi1 olan

beyaz cevherde MRG’de goriilen beyaz renkli plakalar olusturur ve bunlarin sekli,
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konumlar1 ve biiytikliikleri gibi bilgiler degerlendirilerek taniya destek olur (89,94,95)
(Sekil 3).

Saghkh Multipl Skleroz

Sekil 3. Multipl skleroz hastasi ve saglikli insana ait MRI ¢izimi

Oligoklonal Band Analizi (OKB) tani i¢in kullanilan en 6énemli yontemdir. Band
analizi hastalik siiphesi tastyan kisilerden alinan serum ve beyin omurilik sivilarinin
elektroforez sisteminde vyiiriitiilmeleriyle gerceklesen Izoelektrik Fokuslama (IEF)
yontemiyle gergeklestirilir (12,96). Proteinler yapilarinda hem asidik hem de bazik
aminoasitler tasirlar. Bu sebeple proteinler hem negatif hem pozitif yiiklere sahip
olarak ortamda bulunabilir ve hareket edebilirler. Bu yiikiin nétr konumda oldugu ph
degeri izoelektrik nokta olarak isimlendirilir ve her protein kendine 6zgii bir degere
sahiptir. Izoelektrik fokuslama y&ntemi bu temel prensibi kullanir (85,97). Serum ve
beyin omurilik sivisi pH gradienti olan bir jelde yiiriitilir ve bu sayede

immunoglobulinler spesifik izoelektrik noktalarinda sabit kalirlar (97).

Bu yontem sonucu 5 farkli tip tanimlanir. Oligoklonal band analizi de bu tiplere
gore gergeklestirilir (97). Tip 1’de kisinin serum ve BOS’unda herhangi bir band
goriilmez ve kisi MS degil olarak tanimlanir. Tip 2’de kisinin serumunda band
goriilmezken beyin omurilik sivisinda oligoklonal band goriiliir ve kisiye MS tanist

yapilabilir. Tip 3’te ise kisinin serumunda oligoklonal bandlar goriiliir fakat beyin
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omurilik sivisinda band goriilmez ve kisiye MS tanisi yapilabilir. Tip 4 ve 5’te serum
ve BOS’ta ayna goriintiileri olarak tanimlanan bandlar goriiliir ve MS harici

hastaliklarla iliskilendirilir (97,98) (Sekil 4).

T Serum  BOS Serum  BOS Serum BOS Serum  BOS Serum  BOS

21 T =

ph TIiP 1 TIP 2 TIiP 3 TIP 4 TiP 5

10 4+

Sekil 4. Oligoklonal band analiz goriintiileri

2.2  Bagisikhik Sistemi

Bagisiklik sistemi bakteri, virlis ve mantar gibi patojenlere karsi viicudumuzu
korumakla gorevlidir (99). Kendi i¢inde dogustan gelen bagisiklik ve sonradan
kazanilan bagisiklik olarak iki alt dalla siniflandirilir. Bu iki farkl alt dal icerisinde
bircok farkli hiicre ve molekiil yiiksek uyum igerisinde g¢alisarak viicudu korur

(99,100).

2.2.1 Dogustan gelen bagisikhik

Viicuda giren patojenlerin ilk karsilastigi bagisiklik hiicreleri ve molekiilleri
dogustan gelen bagisiklik sistemine aittir (100). Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri
olan dogal katil hiicreleri, bazofiller, fagositler, dendrisitler, makrofaj hiicreleri ve
kompleman sistem molekiilleri serumda dolasarak bir bek¢i gibi patojenleri tarar
(100). Viicuda giren patojen ilk olarak bu sistemle karsilasir ve durdurulmaya ¢aligilir.
Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri insanlarda bulunmayan, patojenlere ait bakterilere
0zgl lipopolisakkaritler, metillenmemis DNA, mannoz-zengini oligosakkaritler gibi
genel paternleri taniyarak onlar1 hedef alir (99). Genel hedefleri tanimalar1 sebebiyle
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cok spesifik degildirler ve patojenler bu sistemden kagabilirler. Dogustan gelen
bagisiklik fonksiyonunu yerine getirirken salgilanan molekiillerle sonradan edinilen

bagisiklik hiicrelerini de tetikleyerek patojenlere karsi savast ilerletir (99,100).

Bakteri

RNA  DNA Gp Zimosan B .. Mannan  DNA LPS PG Flagellin
Hiicre Yiizey
e TLR2 TLR2 TLR4
Reseptorii TLR4 TLR2 TLR2 TLR4 cD14 TLR2 TLRS
TLR3,7/8
Hiicre igi TLR9 NALP3 TLR9 NOD2
Reseptor NALP3 RIG-1 NALP3 NALP 1/3

MDAS

Sekil 5. Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri tarafindan taninan paternler ve
paternleri tantyan reseptorler

2.2.2 Sonradan edinilen bagisikhik

Sonradan edinilen bagisiklikta T ve B lenfositleri patojene ait spesifik antijenleri
tanirlar ve elimine ederler. Dogustan gelen bagisikligin aksine edinilen bagisiklik
hiicreleri spesifik hedeflere saldirir ve uzun yillar boyunca hedeflere yonelik hafizaya
sahiptir. T hiicreleri enfekte olmus hiicreleri ¢esitli enzimler ve toksinlerle yok ederler
(99,100). T hiicreleri yapisal olarak patojenleri direkt taniyamazlar, antijen sunucu
hiicreler tarafindan patojenlerin antijenlerin kendilerine tanitilmalar1 gerekmektedir
(99). Bu tanitim antijen sunucu hiicreler tarafindan gergeklestirilir. dendritik hiicreler,
makrofajlar veya B hiicreleri gibi antijen sunucu hiicreler patojene ait antijeni kiigiik
parcalar haline getirerek biiylik doku uygunluk kompleksi (MHC) molekiilleriyle
birlestirilerek T hiicrelerine sunulur ve hiicreler aktive olur. Aktivasyon sonrasinda T
hiicreleri sitokin ve ¢esitli molekiilleri salgilayarak hem diger bagisiklik hiicrelerini

tetikler hem de enfekte olmus hiicreleri toksinlerle elimine ederler (99,100).
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B hiicreleri T hiicrelerinin aksine antijenleri kendileri taniyabilirler (100,101).
Antijenle karsilagtiktan sonra immunoglobulin olarak isimlendirilen glikoproteinleri

salgilarlar. Immunoglobulinler iizerinde en gok ¢aligilmus glikoproteinlerdir (17,101).

APC Sunumu
Sitotoksik T hiicreleri enfekte < o B Hiicreleri Nétralize
hiicreyi tamyarak hiicre 6liimiine @ Edici Antikorlar Salgilar
yol agar
Sitotoksik T Huicreleri
/\ B Hiicreleri
‘Q ‘ | 4 Y o*

\ / : * s -
L : 4/
Viral Antijen '\ ’)\‘g e " &;\{
1.immiin Yanit * P Ry
1.Viriisler
* * Baglanamaz

* MM HN HE u
**

- - : 2.Hiicreler Viriisler
2.Enfekte Hiicreler Yok Edilir 4 : Tarafindan Enfekte Edilemez Vv

Sekil 6. T ve B hiicrelerinin patojenlere kars1 yanit olusturma siiregleri
2.2.2.1 Immunoglobulinler

Immunoglobulinler veya sik kullanilan isimleriyle antikorlar B hiicreleri
tarafindan antijenlere kars1 {lretilen glikoproteinlerdir (16,101,102). Antikorlar
antijenlere baglanip notralize etme, diger immiin hiicreleri i¢in patojeni igaretleme,
kompleman sistemle birlikte ¢alisarak patojenleri opsonize etme gibi farkli islevlere
sahiptir. Kendi iclerinde aminoasit sekanslarma gore Immiinoglobulin G (IgG),
Immiinoglobulin A (IgA), Immungolobulin M (IgM), Immiinoglobulin D (IgD) ve
Immiinoglobulin E (IgE) olarak 5 smifa ayrlilar (17,18,103,104). Her bir
immunoglobulin smifi farkli gérevler iistlenir. Immiinoglobulin G (IgG) tiim
patojenlere kars1 aktif gérev iistlenir. immunoglobulin A (IgA) daha ¢ok mukus,
gbzyas1 gibi viicut sivilarinda goriiliir ve serum disindaki IgA’ler dimerik haldedir.
Immunoglobulin M (IgM) patojene karsi ilk iiretilen antikordur ve pentamerik
yapidadir. Immunoglobulin E (IgE) bazofil ve mast hiicreleriyle etkilesime girerek
alerjik reaksiyonlarda gorev alir. immunoglobulin D’nin (IgD) islevi tam olarak

bilinmemektedir (104) (Sekil 7)
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Sekil 7. Immunglobulinlerin fonksiyonel dzellikleri

Bu smuflar igerisinde serumda en yiiksek miktarda goriilen antikor IgG ’dir ve
serum immunoglobulinlerinin %75’ini IgG’ler olusturur(18). Immunoglobulinler
kendi iginde IgG1, 1gG2, 1gG3 ve 1gG4 seklinde 4 farkli alt sinifa ayrilirlar (Sekil 8).
Her alt sinif benzer fonksiyonlara sahip olsa da genel hedefledigi antijenler ve diger
immiin hiicreleriyle etkilesimlerinde farklilik gosterir (104). Serumda en yliksek
miktarda goriilen alt sinif IgG1°dir ve sitotoksik hiicreler ve fagosit hiicreleriyle en
yliksek etkilesime sahip siniftir, [gG2 sinifi daha ¢ok bakteriyel enfeksiyonlara karsi
gretilir, IgG3 smifi viral enfeksiyonlara karsi {retilitken IgG4 simifi alerjik

reaksiyonlar ve otoimmiin hastaliklarda etkin rol oynar(104).

Yapisal olarak Y seklinde olan IgG 50 kDa molekiiler agirlikta 2 agir zincir ve
25 kDa molekiiler agirlikta 2 hafif zincirin disiilfit baglariyla bir araya gelmesiyle
olusur(105). Bu yap1 baglanma bolgesine (Fab) ve kristalizasyon bolgesine (Fc)
sahiptir. Baglanma bolgesi protein, lipid, glikan gibi farkli yapili antijenleri
taniyabilir. kristalizasyon bolgesi ise diger immiin hiicreleri tarafindan antikorun
taninmasint  ve baglanmis oldugu antijenin diisman olarak goriilmesini

saglar(104,105).
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IgG Yapisi

‘ I | ’ — Fab Bolgesi
Hafif Zincir (L& g

Distilfit Baglar
Agiz Zincir (H)

. . — Fc Bolgesi
IgG Alt Siniflan
\W./ B\ / '/
NN \“' i
1gG1 IgG2 IgG3 IgG4

Sekil 8. IgG yapist ve IgG alt siniflari

Baglanma bolgesi i¢indeki kisa sekansli belirli alanlar, CDR (Complementarity
Determining Region- Tamamlayici1 Belirleyici Bolge) adi verilen kisimlari igerir
(17,18,103). Bu bolgeler, antijenlerin spesifik kisimlarima baglanir ve bu sekilde
antijenlerin taninmasmi saglar. CDR'ler, antikorlarin yiiksek derecede c¢esitlilik
gosteren antijenlere yanit vermesini saglar. Bu g¢esitliligi saglayan VDJ
rekombinasyonu olarak adlandirilan bir siirectir. B hiicreleri antijenle karsilastiginda
antikorlarin baglanma bdlgesini olusturan Degiskenlik Bolgesi (V), Baglant1 Bolgesi
(J) ve Cesitlilik (D) bolgesi genleri antijenin yapisina bagli olarak rekombinasyona
ugrayarak cesitlilik kazanir ve bu sayede milyonlarca farkli antikorun {iretilmesi

saglanir (16-18,103-105) (Sekil 9).
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Sekil 9. VDJ rekombinasyonuyla antikor {iretimi

Fonksiyonel bolge olarak goriilen Fc bdlgesi, diger immiin hiicrelerin iizerinde
bulunan Fc reseptorleri tarafindan tanimir ve onlarin antijene kars1 yanit
olusturmalarini saglar. Bu reseptdrlerden FcyRI (CD64) monositlerde, makrofajlarda
ve notrofillerde bulunurken, FcyRII (CD32) B hiicreleri, nétrofiller, makrofajlar,
dendritik hiicreler ve bazi lenfositlerde bulunur (18,101,102).

Antikorlarin %80’1 Fc kisimlarinin 297°nci asparajin aminoasitinden (Asn297)
glikozillenir (106). Reseptorler bu glikozillenme boélgesini tanirlar ve yanit
olustururlar. Bu taninma sonrasi Antikora Bagli Hiicresel Sitotoksisite (antibody
dependent cellular cytotoxity-ADCC), Antikora Bagli Hiicresel Fagositoz (antibody
dependent cellular phagocytosis-ADCP) yolaklar1 tetiklenerek patojenler yokedilir
(107-109).

2.3 Glikozilasyon

Glikanlar yagam igin esas olan 4 makromolekiilden biridir (110). Yapisal ve
fonksiyonel olarak birgok farkli gérevde yer alirlar. Bunlardan en temel olanlar1 enerji
saglanmasi, enerji saklanmasi, hiicre-hiicre etkilesimlerinin saglanmasi, hiicrelerin dis
zarlarim1 olusturarak koruma gibi gorevlerdir (111). Bu birincil fonksiyonlarin

yaninda yiiksek Okaryotlarda glikanlar, glikobiyoloji terminolojisinde aglikan olarak
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isimlendirilen ikincil biyomolekiillere (protein, lipit vb.) baglanarak fonksiyon ve
yapilarint  degistirirler. Lipitlere baglanarak lipopolisakkaritleri, proteinlere
baglanarak glikoproteinleri olustururlar. Giincel ¢calismalarda RNA’ya da glikanlarin

baglandigini gostermektedir (111,112) (Sekil 10).

GLIKAN SINIFLARI

ORTA YUKARI GLIKOPEPTiDLER SERBEST GLIKANLAR

Sekil 10. Glikozillenen molekiiller, glikan siniflar1 ve glikoprotein karakterizasyon
yaklagimlar (113)

Insan proteinlerinin bilyiik cogunlugu sentezlendikten sonra posttranslasyonel
modifikasyona ugrarlar ve bu modifikasyonlar proteinlere islevlerini kazandirir
(20,111). Glikozilasyon en sik goriilen modifikasyon tiiriidiir. Serum proteinlerinin
%80’1 glikoproteinlerdir. Glikanlar proteinlerin aksine herhangi bir kalip lizerinden
kodlanmazlar. Birden fazla glikoziltransferaz enziminin calismasiyla proteinlere
baglanirlar (20,21). Protein glikozilasyonu glikanlarin aminoasitlerin iizerindeki
atomlara baglanmalarina gore farkli sekillerde gerceklesir. Bunlardan en bilinenleri
O-bagli glikozilasyon ve N-bagli glikozilasyondur. O-baglh glikozilasyon
aminoasitlerin yapilarinda bulunan oksijen atomu iizerine baglanir. N-bagl

glikozilasyon ise azot (N) atomu {izerine baglanarak gerceklesir (106,111).
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2.3.1 N-Glikozilasyon

N-Glikozilasyon proteinlerin asparajin aminoasitlerinin azot atomu {izerine
baglanmalartyla gerceklesir. N-Glikanlar proteinler tizerindeki korunmus Asparajin-
X-Serin/Tireyonin (N-X-S/T)-X prolin hari¢- sekansina baglanirlar (111). Tiim N-
Glikanlar temel bir ¢ekirdek yapiya sahiptir. Bu temel yap1 mannozdan olusan bir
cekirdegin iizerine yan yana iki N-asetil-glukozamin (GlcNac) baglanmasiyla olusur.
Bu ¢ekirdek yapi olustuktan sonra farkli glikan yapilari baglanarak cesitlenmeler
gerceklesir. N-glikanlarin yapi ¢esitlenmeleri igerdikleri monosakkarit yapilara gore
yiiksek mannozlu, hibrit ve kompleks olarak {i¢ sinifa ayrilir. Bu gruplar, fukoz (Fuc),
siyalik asit (Neu5Ac), galaktoz (Gal), mannoz (Man), N-asetilglukozamin (GIcNAc)
ve N-asetilgalaktozamin (GalNAc) olmak {izere alt1 tip seker kombinasyonuyla

olusturulurlar (111,114).

Yiiksek Mannoz Hibrit Kompleks

- GlcNAc O A O ONeuSAc A Fukoz

Sekil 11. Glikozilasyon siniflart

N-Glikan biyosentezi, onciil glikanin iiretimi, yapiya baglanma, diizenlenme ve
olgunlastirma olmak iizere dort farkli mekanizmayla kontrol edilir. Oncii molekiil
tiiretilirken, oligosakaritler N-asetilglukozamin (GlcNAc), mannoz (Man) ve glukoz
(Glc) iceren bir seker ¢ekirdek yapisi olusturur. Ardindan, bu sekerler endoplazmik
retikulum (ER) membranina gémiilii dolikol lipid tastyicisina eklenir. Oncii glikan ve
proteinin baglanmasi1 ER ig¢inde gerceklesir ve ardindan ER ve golgi'de glikan
olgunlagtirma islemi baslar. Golgi cismi, spesifik enzimleri depolar ve kompleks,

hibrit ve yliksek mannozlu tiirler olusturmak i¢in enzimatik aktivitenin baslangic
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bolgesidir. Bu siirecte, GIcNAc ve Glc'nin eklenmesi ile c¢ekirdek bolge
olusturulurken, dallanma islemi GIcNAc'nin ¢ekirdek mannoz birimleri ile
baglanmasi ile devam eder. Bu sentez siireci proteinin {izerindeki glikozilasyon

bolgelerine gore birden fazla bolgede gerceklesir (111,112,114).

Immiinoglobulin G her bir agir zinciri {izerinde korunmus bir glikozilasyon
bolgesine sahiptir (108). Kristalizasyon bolgesinde (Fc) 297°nci aminoasit olan
Asparajin aminoasiti lizerinden antikorlar glikozillenir. Fab bolgesinden glikozillenen
antikorlar raporlanmis olsa da immunoglobulinlerin %80’1 Fc bdlgelerindeki bu

sekans tizerinden glikozillenerek fonksiyon kazanirlar (23,107,108,115-117).

— Fab Bolgesi
—J
o oY n
> -0
Asn 297 Glikozillenme — Fc Bolgesi

Bolgesi

Sekil 12. Glikozilenmis bir antikor yapisi

Glikozilasyon motifleri bir sekansa dayali olugsmadigi icin endoplazmik
retikulumun durumu hiicresel stres durumlari, hiicre proteinleri, glikan dnciillerinin
varliklar1 gibi durumlara gore degiskenlik gosterebilirler. Bu molekiiler degisiklikler
de insanlarin hastaliklari, stres durumlari, yaslar1 (118), cinsiyetleri(119), baglh
olduklar1 popiilasyon gibi 6zelliklere gore etkilenirler (120-122). Bu etkilenme
durumlar glikanlarin ¢esitli hastaliklar i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini
diisiindiirtmiis ve caligmalar yiiriitiilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda ¢esitli kanserlerin
(28-34,119,123-125), otoimmiin hastaliklarin (25,27,126-128), ndrodejeneratif
hastaliklarin belirlenebildikleri (23,129-132) goriilmiistir. Bu motifler cesitli

yontemlerle analiz edilebilirler.
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2.3.2 Glikomiks analizler

Glikomiks, bir hiicre veya dokudaki tiim glikanlarin sistemli analizini ifade eder
(133). Hiicre veya dokulardaki belirli proteinlerin glikomiks analizi i¢in, bu
molekiiller oncelikle ilgili dokudan veya hiicreden izole edilmelidir. Daha sonra,
secilen yontemlere uygun olarak analizler gergeklestirilir. Glikomiks g¢aligmalari,
cesitli yaklasimlarla yiiriitiilebilir. Baz1 yaklasimlar, proteinlerin enzimatik kesimlerle
kiigtik peptidlere ayrilmasini veya daha biiytik yapilarin kesilmesini igerir. Ancak, en
yaygin kullanilan yaklagim, serbest glikan analizidir. Bu yaklagimda, 6ncelikle segilen
protein izole edilir. Ardindan enzimatik reaksiyonlar ya da kimyasal reaksiyonlarla
proteinden koparilir. Glikanlar zenginlestirilir. Sonrasinda uygulanilacak analiz
yontemine gore glikanlar dogal kosullarinda birakilarak ya da cesitli kimyasallarla

muamele edilerek analize uygun hale getirilir ve analiz edilir(113).

Kan plazmasy/serum
Glikoproteinler
Deglikozilasyon Saflagtirildiktan Sonra
ﬁ%d& % Deglikozilasyon “:::‘L.( p TrptikKesim gQD %
)2 %"%4 % ng“‘ &
Floresan Isaretleme Floresan Isaretleme Siyalik Asit Tiirevlendirme Siyalik Asit Tiirevlendirme
U(H)PLC-FLR CGE-LIF MALDI-MS MALDI-MS LC-ESI-MS

Sekil 13. Farkli metotlarla yapilan glikan analizlerinin is akiglar: (113)
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2.3.2.1 Antikorlarin zenginlestirilmesi

Antikorlarin serbest glikan analizi i¢in 6ncelikle antikorlar izole edilmelidirler.
Bu izolasyon genellikle afinite kromatografisi teknikleriyle gerceklestirilir (134).
Afinite kromatografisi temelde izole edilecek molekiiliin ilgi duydugu molekiillerin
kaplandig1 rezinlerle antikor iceren doku/viicut sivisinin muamele edilmelerine
dayanir. Sivilarla muamele edildikten sonra proteinler rezine baglanir ve bu giicli

baglanma ph’nin disiiriilmesiyle bozularak izole edilir (135) (Sekil 14).

Bu rezinler agaroz ve silika gibi polimer yapilar icerir. Bu polimerlere
antikorlarin ilgi duyacagi ligandlar baglanmistir. Antikor izolasyonu igin sik
kullanilan ii¢ ligand vardir. Bunlar Protein A, Protein G ve Protein L olarak
isimlendirilirler ve {i¢ii de farkli canlilardan izole edilmis yiizey reseptorleridir. Bu
yiizey reseptorleri antikorlarin farkli bolgelerine ve farkli antikor varyantlarina ilgi
duyarlar. Protein A ve Protein G antikorlarin Fc bolgelerine baglanirken Protein L Fab
kisimlaria baglanir. Bu sayede tam antikor ya da Fc baglanarak modifiye edilmis
protein, antikor yapilar1 Protein A ve G rezinleri kullanilarak izole edilebilir. Protein
L rezini ile Fab yapilar ve tek zincir fragman degisken (scFv) kismi antikor yapilari
izole edilebilir. Bu rezinlerin farkli immunoglobulin varyantlarina ilgi duymalar1
sebebiyle izole edilecek varyanta uygun segilmelidirler. Protein G insan
immunoglobulinleri igerisinde sadece IgG varyantina ilgi duydugu icin IgG

analizlerinde kullanimi en uygun rezindir(135).

Protein G’ye benzer sekilde CaptureSelect FcXL rezini sadece insan IgG’lerinin
Fc bolgesine ilgi duyar. Bu rezin Camelidae’lerin VHH yapilarindan tiiretilmis ve st

Saccharomyces cerevisiae’de tliretilmistir (136).

22



Sekil 14. Tez ¢aligmasinda kullanilan spin kolonlar
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Sekil 15. Antikor saflagtirma siirecine ait is akisi

2.3.2.2 Antikorlarin deglikozilasyonu

Izolasyon sonrasi antikorlar deglikolize edilerek serbest kalan glikanlar analiz

edilir. Bu amagla kimyasal ya da enzimatik yontemler kullanilabilir.
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Kimyasallardan en sik kullanilani hidrazindir. Hidrazin ile O- ve N-glikanlarin
ayrisma sicakliklarinin farki kullanilarak glikanlar koparilabilir. O-glikanlar 60 °C’de
N-glikanlar ise 95 °C’de koparlar. O-Glikanlarin proteinler {izerinde korunmus bir
baglanma sekansi bilinmedigi ve O-Glikanlarin tamamini koparabilen bir enzim
kesfedilemedigi icin bu yontem daha ¢ok O-Glikan analizinde ya da hem O- hem N-
Glikozilasyonu goriilen proteinlerin glikan motiflerini analiz etmek ig¢in

kullanilir(137,138).

N-Glikan analizinde endoglikozidazlar, glikanlarin yapilarina zarar vermedikleri
icin siklikla kullanilir. Bunlarin i¢inde en sik kullanilan enzim ise 314 aminoasitten
olusan ve 35.500 molekiiler agirli§a sahip bir glikozidaz olan Peptid-N- glikozidaz F
(PNGase F)’dir. Bu enzim alfa 1,3-fukoz hari¢, tim N-Glikan baglarini keserek
glikanlar1 serbest birakir (113,139)(Sekil 15).

Glikan
R HOH,C

Peptid
o
R o OH

\O H NH HO
HO N\ /\< NH
i: PNGase F HiC
—_—
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Peptid
Aspartik Asit Kalintisi

Sekil 16. PNGase F enzim reaksiyonunun sematik gosterimi

2.3.2.3 Glikanlarin zenginlestirilmeleri

Glikanlar serbest birakildiktan sonra analiz i¢in zenginlestirilmeleri ve ortamdaki
proteinlerin, tamponlarin ve tuzlarin analiz siirecinde kromatografik sistemleri ve
kiitle spektroskopisinde olusacak iyonlasma problemlerini engellemek igin
uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bunun i¢in siklikla gozenekli grafitlenmis karbon
(PGC) veya kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) yontemi kullanilir. Bu yontemler ticari

olarak alinan kitler ve kolonlarla yiliksek miktarda 6rnekle ayn1 anda yapilabilir (140).
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Wuhrer ve arkadaglarinin (141) gelistirdigi pamuk ve pipet ucuyla yapilan yeni bir
yontem de literatiirde siklikla kullanilmaktadir. Bu ydntem cok sayida Ornekle
caligmak i¢in uzun siirse de diger yontemlere gére ¢ok daha ucuz olmasi sebebiyle

tercih edilmektedir.

Sekil 17. Tez ¢alismasinda kullanilan, pamuk ve pipet ucu ile olusturulan glikan
zenginlestirme kolon sistemi

2.3.2.4 N-Glikanlarin isaretlenmesi ve tiirevlendirilmesi

Glikanlar analiz edilmeden dnce ¢esitli sebeplerle isaretlenebilir ya da kimyasal
reaksiyonlarla tlirevlendirilebilirler. Bu isaretlemeler kullanilacak tekniklere gore
degiskenlik gosterebilir. Glikanlar UV dalgaboyunda 1s1ma yaratmamasi sebebiyle
kromatografik ve kapiler elektroforetik tekniklerle glikanlar analiz edilecekleri zaman
floresan boyalarla igaretlenir ve sistemlere baglanmis floresan detektorlerle analiz
edilirler. Bu boyalardan en bilinenleri kromatografik sistemler i¢in 2-aminobenzamit
(2-AB), 2-aminobenzoik asit (2-AA), 2-aminopiridin (PA), kapiler elektroforez
sistemleri icin 2-aminonaftalen trisiilfonik asit (ANTS) ve 1-aminopiren-3,6,8-

trisiilfonik asit (APTS)’tir (142,143) (Sekil 17).
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Sekil 18. En sik kullanilan floresan isaretleyici molekiiller (113)

Kiitle spektroskopisi teknikleriyle glikanlar analiz edilecegi noktada ise farkli
tirevlendirme yaklagimlar1 sergilenir. Kiitle spektroskopisi temelde molekiillerin bir
iyonlastirma kaynag ile gaz fazina getirilip iyonlastirildiktan sonra kiitle/yilik (m/z)
degerlerine gore analiz edilmelerine dayanir. Glikan analizlerinde siklikla
Elektrosprey Iyonizasyon (ESI-MS) ve matriks destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) iyonizasyon yontemleri kullanilir (144).

2.3.2.5 N-Glikanlarin MALDI-TOF ile analizi

MALDI iyonizasyon teknigi siklikla Ucus Zamanli (TOF) kiitle
spektroskopisiyle birlestirilerek kullanilir. Ugus zamanli kiitle spektroskopisinde
iyonlar manyetik bir alan igerisinde ugusurlar ve kiitle/ylik oranlarina gore ugus
siireleri degisiklik gosterir. Bu siire farki olgiilerek analiz edilir. MALDI-TOF
sistemlerinde MALDI kismui ile 6rnek iyonlastirilir TOF kismu ile iyonlar analiz edilir
(145). Bu sistemde glikanlarin analizi pozitif iyon modunda gerceklestirilir. Fakat
siyalik asitler yapilar1 geregi negatif iyonlasirlar ve MALDI iyonlagma teknigiyle
iyonlastirildiklarinda stabilitelerini kaybederler. Siyalik asitleri analiz sirasinda stabil
halde tutabilmek ve pozitif iyon modunda diisiik iyonlagsmalarin1 azaltarak analizde
varliklarim1 belirleyebillmek amaciyla tiirevlendirilir. Tiirevlendirmenin ¢esitleri
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vardir, bunlar baglara 6zgii ve baglara 6zgii olmayan tiirevlendirmeler olarak ayrilir.

Baglara 0zgli olmayan tlirevlendirmelerden en bilinenleri basit esterifikasyon ve

amidasyondur (146,147).

uely yneisodia|3

MALDI-TOF

Detektor

ndnL 01Uy

Sekil 19. MALDI-TOF sisteminin ¢aligma prensibi

Bu tiirevlendirme teknikleri a-2,3 ve a-2,6 bagl siyalik asitlerde islevsiz kaldig1

icin baglara 6zgii tiirevlendirme teknikleri kullanilmaktadir. En sik kullanilan teknik

ise etil esterifikasyondur. Etil esterifikasyonda glikan Grnekleri etanol igerisinde

¢oziilmiis EDC/HOBt kimyasallariyla muamele edilerek tiirevlendirilir ve MALDI
tabakasina spotlanarak 6rnekler analiz edilir (144,146—150) (Sekil 19).
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Sekil 20. Etil esterifkasyon reaksiyonu
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Geregler

Bu tez caligmasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar gerecleri, malzemeler,

kimyasallar ve sollisyonlar verilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan sarf ve kimyasallar

Sarf ve Kimyasal

Marka/Model

Mini Spin Kolon

Epoch Life Sciences

CaptureSelect FcXL Matrisi Thermo Fisher
Scientific

Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Sigma

LC-grade su Merck

Asetik asit Sigma

Etanol Merck

Asetonitril Merck

Peptid Kalibrasyon standardi (MALDI)

Bruker Daltonics

PNGase F

New England Biolabs
(NEB)

PNGase F Denatiirasyon Tamponu

New England Biolabs
(NEB)

PNGase F GlycoBuffer New England Biolabs
(NEB)
%10 NP-40 New England Biolabs

(NEB)

EDC (1-ethyl-3-(3 dimethylaminopropyl) carbodiimide | Thermo Fisher
hydrochloride) Scientific
Hydroxybenzotriazole (HOBt) Sigma

Trifloroasetik asit (TFA) Sigma

Super DHB(SDHB)

Bruker Daltonics
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Tablo 1. Calismada kullanilan sarf ve kimyasallar (Devam)

A-siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA)

Bruker Daltonics

Pamuk

Watsons

MTP Celik Hedef Plaka (Ground Steel)

Bruker Daltonics

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar ve firmalar

Cihaz Marka/Model
MALDI TOF Kiitle | Bruker Rapiflex TM
Spektrometresi

Laminer Kabin

Heraeus Instruments Lamin Air

Derin Donduruculu Buzdolab1 (+4
Cve-200)

Argelik, Indesit

Derin dondurucu (-80C) VWR symphony

Hassas Analitik Terazi Ohaus PIONEER

pH Metre Mettler Toledo

Cesitli  Hacimlerde  Otomatik | Eppendorf

Pipetler

Santrifiij Eppendorf

Calkalayici Eppendorf Thermomixer C
UV Spektrometre Thermo Nanodrop One C
PZR Cihazi Bio-Rad

Elektroforez Sistemi Bio-Rad

Calkalayici Innova
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3.2 Yontemler

Calisma igerisinde Serum ve BOS oOrneklerinden immunoglobulinler
zenginlestirilmis, deglikolize edilmis, glikanlar tiirevlendirilmis, zenginlestirilmis,

MALDI-TOF MS ile analiz edilmis, veri analizleri yapilmis ve istatistik analizleri

gerceklestirilmistir.
e
PV
8 = o=
. N
: N
OH
Antikorlarin Pngase F ile Glikanlarin Etil
Izolasyonu Deglikozilasyon Esterifikasyonu
& & p_|
5 -
Istatistik Analiz MALDI-TOF Analizi Glikanlarin izolasyonu

Sekil 21. Tez ¢aligmasinin sematik gosterimi
3.2.1 Etik kurul izni ve drneklerin siniflandirilmasi

2016-2017 yillar1 arasinda Acitbadem Saglik Grubu Laboratuvari'na Izoelektrik
Fokuslama Analizi (IEF) i¢in gonderilmis serum ve beyin omurilik sivilari (BOS)
analiz edildikten sonra MALDI-TOF analizine kadar -80°C’de saklandi. Ornekler

Labmed veritabani kullanilarak IEF sonuglarina gére siiflandirildi.

Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi insan Bilimsel ve Etik Inceleme

Komitesi (Onay No0:2022-11/28) ¢alismanin yiiriitiilmesini onayladi.
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3.2.2 immunoglobulin G zenginlestirme

Serum ve BOS oOrneklerinden spin kolonlarla immunoglobulin (IgG)
zenginlestirildi. Serum Ornekleri 1:5 oraninda, BOS 6rnekleri 1:5 oraninda PBS ile
diliie edildi. 10 pL CaptureSelect FcXL matriks spin kolonlara eklendi. Matris 2 kez
100 pL ddH2O eklenip spinlendi. 2 kez 100 uL PBS eklendi ve matris dengelendi.
Spin kolonun alt kismi1 parafilm ile kapatildi. Diliie edilmis 6rnekler kolona eklendi.
Kolon 600 rpm hizla 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi parafilm ¢ikarildr ve
spinlendi. Matris 2 kez 100 uL PBS eklenerek yikandi. Immunoglobulin 100 mM
Asetik Asitile eliie edildi ve 1M Tris eklenerek pH yiikseltildi ve protein miktar1 A280

Ol¢iimii ile belirlendikten sonra analizler gergeklestirilene kadar -20 °C’de saklandi.
3.2.3 Serum ve BOS’tan elde edilen immunoglobulinlerin deglikozilasyonu

Deglikozilasyon iiretici firmanin protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Izole
edilmis antikor 6rneginden 9 pL alindi ve 1 pL Denatiirasyon Tamponu eklendi. Bu
karisim 10 dakika boyunca 100°C'de kaynatildi. Ardindan, 2 ul GlycoBuffer, 2 ul
%10 NP-40 ve 6 uL. ddH20O eklendi. Daha sonra 1 nL. PNGase F eklendi ve 37°C'de
gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi drnekler etil esterifikasyon

stirecine kadar -20 °C’de saklandi.
3.2.4 N-Glikanlarn etil esterifikasyon ile tiirevlendirilmesi

Etil Esterifikasyon Wuhrer (150) ve arkadaslar tarafindan gelistirilen metodla
gerceklestirildi. Prosediir laboratuvar altyapisina uygun olarak revize edildi.
Deglikolize edilmis 6rneklerden 2 pL alinarak 20 uL EDC/HOBt (250 mM EDC,250
mM HOBt Etanol icerisinde) eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonras1 Ornekler zenginlestirildi.
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3.2.5 Etil esterifiye edilmis N-Glikanlarin zenginlestirilmesi

Esterifiye edilmis glikanlar1 iceren ¢ozeltiden glikanlar hidrofilik etkilesime
dayali bir yontemle saflastirildi. Protokol Selman (54) ve arkadaslarinin ¢aligmasi
revize edilerek uygulandi. Protokole gore 200 pL hacimli micropipet uglarina 0.2-
gram pamuk yerlestirildi. Pipet uglar1 kapaklar1 delinmis 1.5 ml hacimli tiiplerin
icerisine yerlestirildi. 100 pL deiyonize su pipet u¢larinin iizerine eklendi ve spinlendi.
Pipet uclar1 mikropipete yerlestirilerek 5 kez deiyonize su ile pipetaj yapildi ve
spinlendi. Ardindan %85°1i asetonitril eklenip, spinlendi, 10 kez pipetaj yapildi ve
spinlenerek sartlandirildi. Etil esterifiye edilmis Ornekler iizerine 20 pL asetonitril
eklenerek diliie edildi ve pipet uglarinin iizerine eklenerek spinlendi. Ornekler yavag
bir sekilde 20 kez pipetaj yapildi. Pipetaj sonrasi once %0.1 TFA iceren %85
asetonitril ile 5 kez, ardindan %85 asetonitril ile 5 kez pipetaj yapilarak kolonlar
yikandi. Yikama sonrasi 10 pL deiyonize su pipet uglarina ¢ekilerek 20 kez yavas bir

sekilde pipetaj yapildi ve tiirevlendirilmis glikanlar eliie edildi.

3.2.6 MALDI-TOF MS analizi

Tiirevlendirildikten sonra zenginlestirilmis 6rnekler Bruker Rapiflex MALDI-
TOF MS sistemi ile analiz edildi. TA30 (%30 Asetonitril) i¢erisinde ¢Oziinmiis 5
mg/ml SDHB ¢6zeltisine 1 mM NaCl ve %0.1 Trifloroasetik asit (TFA) eklenerek
matris hazirlandi. Ornekler 1:1 oraninda matris ile karistirildi. Karistirilan
matris/0rnek ¢ozeltisi her kuyuya 1 pL olacak sekilde her 6rnek ¢ift tekrarli olarak
celik hedef plaka (Bruker Daltonics) iizerine spotlandi. Oda sicakliginda
kristallenmesi beklendi. Kristallendikten sonra glikan profilleme uygun lazer
yogunlugu ile pozitif iyonizasyon ve reflektor modunda MALDI-TOF MS
kullanilarak yapildi. Analizler 6ncesi MALDI-TOF peptid kalibrasyon standardi ile
kalibre edildi. 1000 ila 3500 m/z araliginda veri alim1 gergeklestirildi.
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3.2.6.1 MALDI-TOF MS sonug¢larinin sayisal verilere doniistiiriilmesi

MALDI-TOF-MS analizi sonucu elde edilen spektrumlar Flex Analysis yazilim1
ile degerlendirildi. Tirevlendirilmis N-glikan yapilarinin molekiiler agirliklar
literatiir bilgisinden faydalanarak belirlendi. Molekiiler kiitlelerde sapma degeri +3
Da kabul edilerek N-glikanlara ait yogunluk degerleri belirlendi. Elde edilen yogunluk
bilgileri Microsoft Excel kullanilarak tablo haline getirildi. Her spektrumda bulunan
N- glikanlarin toplam yogunluk miktarlar1 belirlenmis m/z degerindeki glikanin
yogunluk degerine boliindiikten sonra bagil bolluk degerleri hesaplandi. Glikanlar
kimyasal yapilarina gore gruplandirildi. Istatistik analizler glikanlar ve glikan

gruplarina ait degerler lizerinden gergeklestirildi.
3.2.7 [Istatistiksel veri analizi

Orneklerin normal ve homojen dagilim durumlarini belirlemek igin Shapiro-Wilk
ve Levene testi uygulandi. Tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
uygulanarak p<0.05 ve p<0.001 olanlar anlaml1 kabul edildi. Is1 haritasi, temel bilesen
analizi (PCA) analizleri, ROC (Alic1 isletim Karakteristigi) ve AUC (Egrinin altinda
kalan alan),”Spearman” korelasyon analizleri yapild. Istatistik calismalar1 ve veri
gorsellestirmeler RStudio (versiyon 1.49, RStudio, Inc.) istatistik yazilimi ve
Metaboanalyst (151) internet sitesi kullanilarak yapilmistir. Tiim gorseller

Biorender.com internet sitesi kullanilarak ¢izilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan 6rneklere ait bilgiler

OKB Sonucu  Toplam Say1 = Kadin Erkek Yas Araligi

Tip 1 36 24 (%66,67) 12 (%33,33) 16-67 (37,39)
Tip 2 44 28 (%63,63) 16 (%36,36) 19-68 (37,28)
Tip 3 8 7 (%87,5) 1 (%12,5) 22-60 (37,48)
Tip 4 9 3 (%33,33) 6 (%66,67) 12-77 (38,28)
Tip 5 3 3 (%100) 0 (%0) 38-73 (45,94)
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4 BULGULAR

4.1

N-Glikanlarin MALDI-TOF Analiz Sonuc¢lar1
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Sekil 22. Farkli PNGase F miktarlartyla yapilan denemeler
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Sekil 23. Oligoklonal bant sonu¢larina gore siniflandirilmis serum 6rneklerinin

MALDI-TOF MS spektrumlari
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Sekil 24. Beyin omurilik sivisindan izole edilen immiinoglobulinler ile yapilan
MALDI-TOF MS analiz sonug 6rnekleri
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Sekil 25. Secilmis bir 6rnegin etil esterifiye edildikten sonra -20 C'de 0, 7 ve 14.giin
yapilmig analizleri

Analizler sonucunda 6rneklerin etil esterifiye edildikten sonra uzun siire -20 C’de

saklanamayacag belirlendi ve analizler bu bilgiye uygun olarak gergeklestirildi.
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Tablo 4. Glikan gruplar1 ve tanimlamalari

Grup ismi Simge Aciklama

GGl1 M Oligomannozik glikanlar

GG2 Hy Hibrit Yapili glikanlar

GG3 C Kompleks yapil1 glikanlar

GG4 A2 Iki antenli glikanlar

GG5 B Bisektik glikanlar

GGo6 F Fukozlanmis glikanlar

GG7 A2F Iki antenli fukozlanmis
glikanlar

GGS8 A2B Bisektik iki antenli glikanlar

GGY A2F0B Bisektik iki antenli
fukozlanmamus glikanlar

GG10 A2FB Bisektik iki antenli
fukozlanmis glikanlar

GGl11 A2S Iki antenli siyalilasyona
ugramis glikanlar

GG12 A2F0S Iki antenli siyalilasyona
ugramis fukozlanmamisg
glikanlar

GG13 A2FS Iki  antenli  siyalilasyona
ugramis fukozlanmis glikanlar

GG14 TaGal Agalaktozillenmis iki antenli
glikanlar

GGI15 A2F0G Iki antenli galaktozillenmis
fukozlanmamus glikanlar

GG16 A2FG Iki antenli galaktozillenmis
fukozlanmis glikanlar

GG17 A2GS ki antenli galaktozlarindan
siyalilasyonlanmis glikanlar

GG18 A2G Galaktozillenmig iki antenli

glikanlar
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4.2 Istatistik Analiz Sonuclar

Verilerin analizinde 6ncelikle 5 farkli OKB tipinde anlam ifade eden glikanlar ve
glikan gruplarinin belirlenmesi amaglanmistir. Verilere 6nce Shapiro-Wilk testi
uygulanarak normal dagilim gosteren glikanlar ve glikan gruplar belirlendi (Ek 1.A
ve Ek 1.D). Normal dagilim gosteren glikanlar ve glikan gruplarma Levene testi
uygulanarak homojeniteleri kontrol edildi (Ek 1.B ve Ek 1.E). Analizler normal ve

homojen dagilmig glikanlar ve glikan gruplari {izerinden gerceklestirildi.

4.2.1 Tiim band tiplerinin tek yonlii varyans analizi

Tiim OKB tiplerine oncelikle tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
uygulandi. ANOVA sonucunda p<0.01 seviyesinde anlamli sonu¢ veren 2 glikan
(H3NSF1 ve H5N4F1) ve 3 glikan grubu (GG14, GG16 ve GG18) belirlendi (Tablo
5 ve Tablo 6) (Ek 1.C ve Ek 1.F).

Anlamli sonug veren glikanlar ve glikan gruplar1 hem kendi i¢lerinde hem de yas,
IgG indeksi, serum IgG konsantrasyonu, BOS IgG konsantrasyonu, BOS Albumin
konsantrasyonu, serum Albumin konsantrasyonu gibi parametreler kullanilarak
“Spearman” korelasyon analizi ile analiz edildi ve hastalikla iligkili olabilecek

parametreler belirlendi (Sekil 41, Sekil 42 ve Sekil 43).

=
°

IgG_index

i B

Sekil 26. OKB tiplerine gore IgG indekslerini gosteren kutu grafigi
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IgG indeksi Multipl Skleroz i¢in belirleyici degerlerden biridir. Asagida verilen
formiile dayanarak hesaplanir. Grafige gore literatiirle tutarli bir sekilde en yiiksek
IgG indeksi sonuglart MS ile iliskilendirilen Tip 2 ve Tip 3’te goriiliirken en diisiik
miktar Tip 5’te goriilmesi saysinin diisiik olmasiyla iligkilidir. Bu bilgi esliginde en

diistik indeks saglikli olan Tip 1’de goriilmektedir.

IgG indeksi= (BOS IgG/Serum IgG) / (BOS alblimin/Serum albiimin)

15+

| +*:

0-

-
°

IgG_CSF

W o w N —

; ; ; i :
Tip

Sekil 27. OKB tiplerine gore beyin omurilik sivis1 I[gG miktarlarini gésteren kutu
grafigi

Grafige gore beyin omurilik sivisinda en yiliksek miktarda IgG MS ile
iligkilendirilen Tip 2 ve Tip 3’te en diisiikk miktarda ise saglikli olan Tip 1’de
goriilmektedir. Sinir hiicrelerine saldiran otoantikorlar beyin omurilik sivisina gectigi
icin beklenildigi gibi herhangi bir nérolojik hastalikla iliskilendirilmeyen Tip 1
orneklerinde BOS IgG miktar1 diisiik goriiliirken diger gruplarda bu oran ytiksektir ve
yine en yiiksek miktarda MS ile iligkili OKB 6rneklerindedir.
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Sekil 28. OKB tiplerine gore serum IgG miktarlarini gosteren kutu grafigi

Grafige gore serumda en yiiksek IgG miktart MS ile iliskilendirilen Tip 2’de
goriilmektedir. Multipl skleroz hastalarinda serum IgG miktarinin yiiksek olmasi
beklenen bir sonugtur. Tip 3, Tip 4 ve Tip 5 6rneklerinde kontrol olan Tip 1’e gore
daha diisiik miktarda olmasinin sebebi Tip 1 6rneklerinin 3,4 ve 5’ten ¢ok daha fazla

olmasidir.
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Sekil 29. OKB tiplerine gore serum Albumin miktarlarini1 gosteren kutu grafigi
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Sekil 30. OKB tiplerine gore beyin omurilik sivist Albumin miktarlarini gésteren

kutu grafigi

Tablo 5. Tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) soncu anlamli sonug veren

glikanlara ait degerler

Glikan  Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tip 4 Tip

Ismi Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama degeri
H3NSF1 6.074 4.750 5.601 6.534 8.807 <0.01
HSN4F1 12.428 15.144 13.169 9.773 7.637 <0.01

Tablo 6. Tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) sonucu anlamli sonug veren

glikan gruplarina ait bilgiler

Glikan  Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tip 4 Tip

S p

Grubu Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama degeri

GGl14 0.2477 0.2315 0.2425 0.3088 0.4233

<0.01

GG16 0.5352 0.5493 0.5487 0.4788 0.3766

<0.01

GG18 0.5572 0.5719 0.5662 0.5022 0.3900

<0.01
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Sekil 31. Tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) sonucu anlamli farklilik

gosteren H3NSF1 isimli glikana ait kutu grafigi
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Sekil 32. Tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) sonucu anlamli farklilik

gosteren HSN4F1 isimli glikana ait kutu grafigi
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H3N5F1

Yas

Sekil 33. Anlamli sonug gosteren glikanlarin, hastalarin yaslariyla olan iligkisini
analiz eden korelasyon testine ait 1s1 haritast

Korelasyon degerleri negatif iliski degeri -1’den, pozitif iliski degeri +1°e dogru
siralanmigtir. HSN4F1 isimli glikanin hastalarin yaglariyla negatif bir korelasyona ait
oldugu ve H3NS5F1 isimli glikanin hastalarin yaglariyla pozitif bir iliskiye sahip

oldugu goriilmektedir.

H3N5F1 ve H5N4F1 ile Yas Grafigi

value
L4SNEH

LAPNSH

' ' ' '
20 40 60 80

Sekil 34. H3N5F1 ve H5N4F1 isimli glikanlarin yas ile iligkisini gdsteren nokta
grafigi
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Sekil 35. Tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) sonucu anlamli sonug
veren GG14 isimli glikan grubuna ait kutu grafigi.
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Sekil 36. Tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) sonucu anlamli sonug
veren GG16 isimli glikan grubuna ait kutu grafigi
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Sekil 37.Tek yonlii varyans nalizi (One-Way ANOVA) sonucu anlamli sonug veren

GG18 isimli glikan grubuna ait kutu grafigi
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Sekil 38. Anlamli sonug veren glikan gruplarinin, hastalarin yaslariyla olan iligkisini

analiz eden korelasyon testine ait 1s1 haritast
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Yas

Sekil 39. Tiim glikan gruplarinin yas ile iliskisini gésteren nokta grafigi

Grafikte goriildiigii tizere GG14 (Agalaktozillenmis Glikan) isimli glikan grubu
yasin artisiyla birlikte artig gostermektedir. GG16 (Galaktozillenmis) ve Fukozlanmig
Glikan) isimli ve GG18 (Galaktozillenmis Glikanlar) isimli glikan gruplari ise yas ile

negatif bir korelasyon gostererek yas arttikga azalmaktadir.
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Sekil 40. Tiim OKB gruplarinda anlamli farklilik gosteren glikanlar ile yapilan PCA

analizi ve kiime grafigi
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Sekil 41. Tiim OKB gruplarinda anlamli farklilik gésteren glikan gruplari ile yapilan

PCA analizi ve kiime grafigi
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Sekil 42. Tiim glikanlarin birbiriyle korelasyon iligkisini gosteren “Spearman”
korelasyon analizi 1s1 haritas1
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Sekil 43. Glikanlar ve hastalara ait serum IgG miktar1, BOS IgG miktari, IgG
indeksi verileriyle yapilmis “Spearman” korelasyon analizine ait 1s1 haritasi
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Sekil 44. Glikan gruplar1 ve hastalara ait serum IgG miktari, BOS IgG miktari, IgG
indeksi verileriyle yapilmis “Spearman” korelasyon analizine ait 1s1 haritasi



4.2.2 Hastalik durumuna gore birlestirilmis érneklerle yapilan analizler

ANOVA analizi sonrast OKB gruplart MS tanisina bagli olarak birlestirildi.
Saglikli olarak tanimlanan Tip 1 Kontrol, MS tanisinda kullanilan Tip 2 ve Tip 3
Hasta, diger norolojik hastaliklarla iligkilendirilen Tip 4 ve Tip 5 Diger Hastalik
olarak birlestirildi. Birlestirilmis Orneklere tek yonlii varyans analizi (One-Way
ANOVA) yapildi. ANOVA sonucunda p<0.01 seviyesinde anlamli sonug¢ veren 2
glikan (H3NSF1 ve HSN4F1) ve 3 glikan grubu (GG14, GG16 ve GG18), p<0.05
seviyesinde anlamli sonu¢ veren 1 glikan (H3N4F1) ve 1 glikan grubu (GGS8)
belirlendi

Ornekler hasta, saglikli ve diger hastalik olarak siniflandirildiktan sonra anlaml
sonu¢ veren glikanlar Hasta-Saglikli, Saglikli-Diger Hastalik seklindeki
gruplamalarla ROC (Alict isletim Karakteristigi) analizi ve AUC grafigi ¢izilerek
duyarlilik ve spesifikligi belirlenerek biyobelirte¢ olarak kullanilabilme durumlari

belirlendi.

Tablo 7. Hastalik durumuna gore birlestirilmis anlamli sonug veren glikanlara ait
ortalama degerleri ve ANOVA p degerlerini gosteren tablo

Glikan Kontrol  Hasta Diger
ismi Ortalama Ortalama Ortalama

deseri
Deger Deger Deger p degert

H3N4F1 17.6797 17.6231 25.4117 <0.05

H3NSF1 6.0744 4.8813 7.1025 <0.01

HSN4F1 12.4281 14.8398 9.2392 <0.01
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Tablo 8. Hastalik durumuna gore birlestirilmis anlamli sonug veren glikan
gruplarina ait ortalama degerleri ve ANOVA p degerlerini gosteren tablo

Glikan Kontrol Hasta Diger
Grubu Ortalama Ortalama Ortalama p

Deger Deger Deger degeri

GGS8 0.21556 0.19154  0.21500  <0.05

GG14  0.24778 0.23327 0.33750  <0.01

GG16 0.5352 0.5492 0.4533 <0.01

GG18 0.5572 0.5707 0.4717 <0.01
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Sekil 45. Hastalik durumuna gore birlestirilmis ve anlamli farklilik gosteren
H3N4F1 isimli glikana ait kutu grafigi
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Sekil 46. Hastalik durumuna gore birlestirilmis ve anlamli farklilik gosteren
H3NS5F1 isimli glikana ait kutu grafigi
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Sekil 47. Hastalik durumuna gore birlestirilmis ve anlamli farklilik gosteren
H5N4F1 isimli glikana ait kutu grafigi
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Sekil 48. Hastalik durumuna gore birlestirilmis ve anlamli farklilik gosteren GG8

isimli glikan grubuna ait kutu grafigi
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Sekil 49. Hastalik durumuna gore birlestirilmis ve anlamli farklilik gosteren GG14

isimli glikan grubuna ait kutu grafigi
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Sekil 50.Hastalik durumuna gore birlestirilmis ve anlamli farklilik gésteren GG16

isimli glikan grubuna ait kutu grafigi
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Sekil 51. Hastalik durumuna gore birlestirilmis ve anlamli farklilik gosteren GG18

isimli glikan grubuna ait kutu grafigi
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ROC (Alict igletim Karakteristigi) analizi siklikla belirlenen parametrelerin
biyobelirteg olarak tahmin yeteneginin belirlemek amaciyla kullanilir. Analizde basari
ol¢iitii olarak egrinin altinda kalan alan (AUC) degerleri kullanilmaktadir. Bu degerler

kendi iclerinde ayrilarak basar1 6l¢iitii belirlenir.

Tablo 9. AUC degerlerinin yorumlanmasi

AUC=0,5 Tani testi ayrim giicline sahip degildir

0,5<AUC<0,7 Tani testi “zay1f” bir ayrim giiciine sahiptir.

0,7<AUC<0.8 Tam testi “kabul edilebilir” bir ayrim gilicline
sahiptir.

0,8<AUC<0,9 Tani testi “miikemmel” bir ayrim giiciine sahiptir.

0,9<AUC Tani testi “olaganiistii” bir ayrim giiciine sahiptir
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Classification method: PLS-DA

Feature ranking method: PLSDA built-in

Best model (max AUC): Model 5

Sekil 52. ROC analizinde kullanilan parametre ayarlari
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Sekil 53. ROC analizi i¢in 6rneklerin normalizasyon dncesi ve sonrasi goriintiiler
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Sekil 54. Hasta-Saglikli 6rneklere ait anlamli sonug gosteren glikanlarla yapilmis
ROC analiz sonuglari

Hasta ornekleri ve saglikli ornekler karsilastirildiginda ayrim giiciine sahip
oldugu belirlenen tiim parametrelerin zayif ayrim giicii aralifinda oldugu
belirlenmistir. Bu sonuclara bagl olarak glikan gruplarinin saglikli 6rneklerden MS
orneklerini ayirabilmek i¢in kabul edilebilir araliga yakin bir giice sahip oldugu

gorlilmiistiir.
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Sekil 55. Hasta-Saglikli 6rneklere ait anlamli sonug gosteren glikan gruplariyla

yapilmig ROC analiz sonuglar1

Hasta ornekleri ve saglikli ornekler karsilastirildiginda ayrim giiciine sahip
oldugu belirlenen tiim parametrelerin zayif ayrim giicii aralifinda oldugu

belirlenmistir. Bu sonuclara bagl olarak glikan gruplarinin saglikli 6rneklerden MS

orneklerini ayirabilmek i¢in zayif bir giice sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 56. Diger hastalik-Saglikli 6rneklere ait anlamli sonug gdsteren glikan

gruplartyla yapilmis ROC analiz sonuglari

Diger hasta (Tip 4 ve Tip 5) ornekleri ve saglikli 6rnekler karsilastirildiginda
ayrim giicline sahip oldugu belirlenen tiim parametrelerin kabul edilebilir ayrim giicii
araliginda oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara bagli olarak glikan gruplarinin saglikli

orneklerden diger hastalik drneklerini ayirabilmek kabul edilebilir giice sahip oldugu

belirlenmistir.




5 TARTISMA

5.1 N-Glikanlarin MALDI-TOF Analiz Sonuclari

Hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasit ve biyobelirteglerin
belirlenebilmesi i¢in uzun yillardir farkli yaklagimlarla veriler elde edilmektedir.
Bunlardan en sik bagvurulanlar ise omiks teknolojileridir. Omiks teknolojileri
kullanilarak proteinlerden (proteomiks), lipidlerden (lipidomiks), genlerden
(genomiks), RNA’dan (transkriptomiks) ve glikanlardan (glikomiks) elde edilen
verilerle hastaliklar aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (152)Son 30 yillik siiregte analitik
tekniklerin gelisimiyle birlikte glikan c¢aligmalar1 hiz kazanmis ve birgok farkll
hastaligin mekanizmalarin1 anlamak i¢in kullanilmaktadir (108). Glikozillenmenin
protein katlanmasi, hiicresel tanima, hiicresel hareketler ve immiinolojik siireglerde
onemli etkilerinin kesfedilmesi ve sabit bir kaliba sahip olmayip hiicresel ortam
kosullarinin degisimiyle farklilasmalariyla glikozillenme motiflerinin degismesi
sayesinde bu motiflerin takibi ve belirlenmesi hem hasta-saglikli ayrimi i¢in hem de

hastaligin mekanizmasini belirleyebilmek i¢in iyi bir aday yapmaktadir (112).

Multipl skleroz hastaligi mekanizmasi aydinlatilamamis bir norodejeneratif
hastalik olmasi, kesin bir belirtecinin belirlenememis olmasi ve yogunlukla gengleri
etkilemesi sebebiyle farkli disiplinler farkli teknikler kullanarak hastalig1 agiklamaya
caligmaktadir (13,15,153). Bu yaklasimlardan biri de glikomikstir. Bu tez
calismasinda da MALDI-TOF sistemine dayali glikomiks yaklagimiyla bir
perspektiften hastalik aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Bu amagla oncelikle serum ve beyin omurilik sivis1 6rnekleri oligoklonal band
tiplerine gore siniflandirilmistir. Band sonuglarindan Tip 2 ve Tip 3 MS kabul edilip
Tip 1 kontrol olarak alinmustir. Tip 4 ve Tip 5 ise Noromiyelit Optika, Devic hastalig1
gibi diger hastaliklar olarak siniflandirilmistir (Tablo 3). Siniflandirildiktan sonra tiim
serum ve BOS orneklerinden spin kolonlarla immuglobulin G izole edilmistir (Sekil
14-15). izolasyon sonrasi serum ve BOS’tan izole edilmis antikor 6rnekleri dncelikle
0.2, 0.5 ve 1 pL PNGase F enzimi ile gece boyu 37°C’de inkiibe edilerek enzimatik

aktivitenin optimizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. Enzim i¢in optimize
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miktarin 1 pL oldugu belirlendikten sonra tiim ¢aligmalar buna gore siirdiirilmiistiir
(Sekil 22). PNGase F ile glikanlardan koparildiktan sonra drneklerin analiz igin

tiirevlendirilmesi basamagina gecilmistir.

Glikanlar1 olusturan monosakkaritler yapisal olarak farkli bag acilariyla
birbirlerine baglanirlar. Bu monosakkarit gruplarindan biri olan siyalik asitler
MALDI-TOF sistemiyle analiz edildiklerinde MALDI lazerinin etkilesimiyle
destabilize olurlar ve sonuglarda goriilemeyebilirler. Bunu engellemek ve negatif
iyonlasan bu siyalik asitler pozitif iyon modunda daha iyi bir sekilde iyonlastirarak
calisabilmek i¢in ¢esitli kimyasallarla tlirevlendirilirler. Bunlardan en sik kullanilani
etil esterifikasyondur. Bu yontem a2,3- ve a2,6- baglh siyalik asitleri stabilize hale
getirir. Koparilmis glikanlar metanol igerisinde EDC/HOBt ¢ozeltisinde 1 saat 37
°C’de etil esterifikasyon reaksiyonuyla tiirevlendirildi (Sekil 20). Tiirevlendirme
stirecinden sonra serbest kalmis glikanlar ortamdaki enzim ve antikorlardan
uzaklastirilmak i¢in pamuk ve mikropipet ucundan olusturulan kolonlar yardimryla
zenginlestirildi. Beyin omurilik sivisindan izole edilen antikor miktarinin diisiik
olmasina bagli olarak glikan analizleri gerceklestirilmeye ¢alisildiginda sonug elde
edilememistir (Sekil 24). Bu sebeple calismaya sadece serumdan izole edilen
antikorlarla devam edilmistir. Glikanlarin hidrofilik yapilar1 sayesinde su ile 1slatilan
pamuklar glikanlarin baglanmak isteyecegi dogal afinite kolonlar1 haline gelmektedir.
Glikanlar kolonlara baglandiktan sonra asetonitril ile pamuk kolonlar1 yikanmis ve
baglanmis olabilecek proteinler ve diger maddeler uzaklastirilmis, ardindan tekrar su
ile pamuk kolonlar al-ver yapilarak 1slatilmis ve glikanlar izole edilmistir (Sekil 17).
Izole edilen glikanlar SDHB matrisi ile karistirilarak MALDI celik plaka iizerine
spotlanmistir. Spotlama sonrasi 1000-3500 m/z araligim1 tarayacak sekilde
ayarlanarak MALDI analizi yapilmistir (Sekil 23). Izole edilen esterifiye edilmis
glikanlarin saklama siirelerini belirleyebilmek i¢in glikanlar —20 °C’de saklanmig ve
birer hafta araliklarla analiz edilmistir. Bunun sonucunda glikanlarin -20°’de 7 giin
saklandiklarinda bozulmaya basladigi, 14 giin sonunda ise analizden sonug¢ elde
edilemedigi goriilmistiir (Sekil 25). Bu sebeple yapilan tiim analizler glikanlarin
esterifiye edildigi giin gerceklestirilmistir. Analizlerden elde edilen m/z ve yogunluk

verileri sayisal veri haline doniistiiriilmiistiir. Bu veriler kullanilarak tiim glikanlar i¢in
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bagil bolluk hesaplamalar1 yapilmig ve bu veriler kullanilarak glikanlar kimyasal yap1
benzerliklerine dayanarak 18 farkli gruba smiflandirilmistir. Biitiin analizler bu

hesaplamalar iizerinden siirdiiriilmiistiir (Tablo 4).

5.2 Istatistik Analiz Sonuclar

5.2.1 Tiim band tiplerinin tek yonlii varyans analizi

Oligoklonal band sonuglarinin 5 farkli sonug vermesi sebebiyle tek yonlii varyans
(One-Way ANOVA) testi ile analiz edilme yoluna gidilmistir. Once 6rneklere
Shapiro-Wilk testi ve Levene testi uygulanarak dagilim yapilar1 analiz edilmis ve
homojen ve normal dagilim gosteren glikan ve glikan gruplar secilerek ANOVA
analizi yapilmistir. Analiz sonucunda H3N5SF1 ve HSN4F1 isimli 2 glikan ile GG14
(Agalaktozillenmis), GG16 (Iki antenli fukozlanmis) ve GG18 (Galaktozillenmis)
glikan gruplarinda anlamli sonug goriilmiistiir (Tablo 5 ve 6). Bu glikanlar ve glikan
gruplartyla kutu grafigi olusturuldugunda H3NSF1’in Tip 2 ve Tip 3 orneklerinde
saglikli olarak Tip 1, Tip 4 ve Tip 5 orneklerine gore daha diisiik seviyede oldugu
goriiliirken (Sekil 31) HSN4F1’in Tip 2 ve Tip 3 6rneklerinde daha yiiksek seviyede
oldugu goriilmiisttir (Sekil 32). Glikan gruplarindan ise GG14’tin Tip 2 ve Tip 3
orneklerinde diger orneklere gore daha diistik seviyede oldugu goriiliirken (Sekil 35)
GG16 (Sekil 36) ve GG18’in (Sekil 37) Tip 2 ve Tip 3 Orneklerinde daha yiiksek

seviyede oldugu goriilmiistiir.

Anlamli sonu¢ gosteren glikan ve glikan gruplarmin yas, serum IgG
konsantrasyonu, BOS IgG konsantrasyonu, IgG Indeksi, serum albumin
konsantrasyonu ve BOS IgG konsantrasyonlarini korelasyonunu analiz etmek i¢in
“Spearman” korelasyon testi uygulandi (Sekil 33-34-38-39-42-43-44). Analiz
sonucunda H3N5F1 ile yas arasinda pozitif bir korelasyon belirlenirken HSN4F1 ile
yas arasinda negatif bir korelasyon oldugu belirlenmistir (Sekil 34). Glikan
gruplarinda ise GG14’in yas artistyla tiim 6rneklerde seviyesinin yiikseldigi GG16 ve
GG18’in ise tiim Orneklerde azalma gosterdigi belirlenmistir (Sekil 39).
Galaktozilasyon motifleri yas ile farkli bir degisim gosterirler. insanlarda cocukluktan

25 yasina kadar ki stirecte agalaktozile glikanlar %30 oranindan %20 oranina diisiis
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gosterirken 70 yasinda %40 oranina yiikselis gosterir (26). Bizim ¢alismamizda da bu
bilgilerle oldukga tutarli sekilde agalaktozile glikanlar yasla birlikte artis gosterirken
galaktozillenmis glikan motifleri yas ile birlikle diisiis gostermektedir (Sekil 39).

5.2.2 Hastahk durumuna gore birlestirilmis 6rneklerle yapilan analizler

Tiim band tipleriyle ayr1 analizler yapildiktan sonra band tipleri iliskilerine bagl
olarak birlestirilmigtir. Tip 1 Ornekleri tek birakilarak saglikli/kontrol olarak
siiflandirilmis, Tip 2 ve Tip 3 6rnekleri birlestirilerek MS olarak siniflandirilmis, Tip
4 ve Tip 5 ise birlestirilerek diger hastalik olarak siniflandirilmistir. Siniflandirma
sonras1 Orneklere tekrar ANOVA uygulanmistir. Analiz sonucunda 6nceki analizden
farkli olarak H3N4F1 isimli glikanin ve dnceki analizde de belirlenmis H3NSF1 ve
H5N4F1 isimli glikanlarin anlamli sonu¢ verdigi goriilmiistiir (Tablo 7). Glikan
gruplarina analiz uygulandiginda da 6nceki analizden farkli olarak GGS8 (Bisektik iki
antenli) isimli glikan grubunun ve dnceki analizde de anlamli sonug¢ veren GG14
(Agalaktozillenmis), GG16 (iki antenli fukozlanmis ve galaktozillenmis) ve GG18
(Galaktozillenmis) isimli gruplarin anlamli sonug gdsterdigi belirlenmistir (Tablo 8).
Bu glikanlar ve glikan gruplariyla kutu grafigi olusturuldugunda H3N4F1’in MS
orneklerinde saglikli 6rnekler ve diger hastalik 6rneklerine gore daha diisiik seviyede
oldugu goriiliirken (Sekil 45), H3NS5F1’in MS 6rneklerinde saglikli ve diger hastalik
orneklerine gore daha diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir (Sekil 46). HSN4F1’in ise
MS orneklerinde diger gruplara gére daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 47). Glikan
gruplarindan ise GG8 ve GG14’lin MS 6rneklerinde diger 6rneklere gore daha diisiik
oldugu goriiliirken (Sekil 48 ve Sekil 49), GG16 (Sekil 50) ve GG18’in (Sekil 51) MS

orneklerinde daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir.

Wuhrer ve arkadaglar1 (154) tarafindan 27 MS hastasi ve 21 kontrol ile yapilmis
ve hastalar ve kontrollerden alinan serum ve beyin omurilik sivilarindan izole edilmis
IgG’lerin triptik kesimle fragmanlarina ayrildiktan sonra MALDI-FTIR ile analiz
edilmistir. Analiz sonucunda MS hastalarinin BOS’larindan izole edilen IgG1’lerde
bisektik glikanlarin ve fukozlanmis glikanlarin anlamli bir sonug vererek arttigini ve
galaktozlanmig glikanlarin azaldigini1 gostermislerdir. Bununla birlikte serum ve BOS

glikanlarin1 kendi iglerinde karsilastirdiklarinda da galaktozillenmis glikanlarin
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kontrol orneklerinde de serumda BOS’a gore diisik miktarda oldugunu
belirtmislerdir. Bu goriilen galaktozillenmenin azalmasi ve fukozlanmanin artmasinin

antikorlarin proinflamatuar etkisini agiklayabilecegini ifade etmislerdir.

Cvetko ve arkadaslari(155) tarafindan Orkney adalarindan 83 MS hastas1 ve 88
kontrol’den elde edilen serumlar ve serumlardan izole edilmis IgG’ler ile yapilan ve
HILIC-FLD teknigi kullanilan serbest glikan analizi ¢aligmasinda MS hastalarinin
serumlarinda yiiksek catallanmaya sahip (liglii ve dortlii galaktozillenmeye sahip) ve
daha karmasik glikan gruplariin (¢oklu galaktoz ve siyalik asit gruplu glikanlar) artis
gosterdigini az catalli glikanlarin (tek ve iki antenli glikanlarin) ise azalma
gosterdigini belirlemistir. Spesifik olarak ise serum proteinlerinde 12 farkli glikanin
IgG’de ise 5 farkli glikanin anlamli sonug gosterdigini belirtmislerdir. Bunlardan biri
de HSN4F1°dir. En belirgin sekilde ise yiiksek mannozlu glikanlarin MS hastalarinin
IgG’lerinde kontrole gore daha yiiksek miktarda, ¢ekirdekten fukozlanmis glikanlarin
ise MS hastalarinin IgG’lerinde kontrole gore daha diisiik oldugunu belirlemislerrdir.
Bununla birlikte MS hastalariin  IgG’lerinde  gdzlemlemeseler de serum
glikomlarinda trigalaktozillenmis ve tetragalaktozillenmis glikanlarin  artis
gosterdigini belirlemislerdir. Multipl skleroz alt tiplerinde ise herhangi anlamli bir
ayrim sonucu elde edememislerdir. Immunoglobulinlerde g¢ekirdekten baglanmis
glikanlarin antikora bagli hiicresel sitotoksisite (ADCC) i¢in bir kontrol butonu olarak
gorev aldigini ve bu fukozillenmenin diisiik oldugu noktalarda antikorlarin ADCC’yi
daha fazla tetikledigini kendi ¢alismalarinda da bunun diisiik olarak bulunmasinin MS
hastalarinda proenflamatuar etkinin artmasinin sebebi olabilecegini ifade etmislerdir.
Calismalarinda yliksek mannozlanmanin MS hastalarinda ilk kez raporlandigini ve bu
mannozlanmanin maltoz baglama proteinleriyle etkileserek kompleman sistemin
tetiklenmesini ve bunun da MS hastalarinda demiyelinizasyonu tetikledigini
diistindiiklerini belirtmislerdir. Elde ettikleri tiim glikan verileriyle olusturduklari
ROC egrisi ile sonuglarinin IgG’lerde AUC=0.852 degeri ve serumda AUC=0.798

degeri ile glikanlarin biyobelirteg olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Kennedy ve arkadaslarinin (156) 38 MS ve 40 kontrol’{in serum ve BOS’larindan
izole ettikleri IgG’ler ile yaptiklar1 Lektin Western Blot ¢aligmasinda anlamli sekilde

MS hastalarinda galaktozillenmis glikanlarin serumda daha yiliksek miktarda

66



oldugunu belirlemisler ve bunun galaktozilasyonun kompleman bagli sitotoksite ile

iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Turcic ve arkadasarinin (128), 128 MS ve 83 kontrol ile yaptig1 ve literatiirde
simdiye kadar en yliksek O0rnek sayisi ile yapilmis ¢aligmada HILIC-FLD teknigi
kullanilarak 6rneklerin serum ve BOS’larindan izole edilmis IgG’ler kullanilmistir.
Calisma digerlerinden farkli olarak kontrol grubunun diger norolojik hastaliklar ve
demiyelinizasyon hastaliklarina sahip ornekleri igerdigini ifade etmisler ve kontrol
grubu icerisinde OKB sonuglar1 Tip 2, 3, 4 ve 5 olan 6rnekleri de kullanmislardir.
Bununla birlikte MS 6rneklerinin %93’tinde pozitif OKB sonucu goriiliirken kontrol
orneklerinin %16’sinda pozitif OKB sonucu oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklari
calismada MS oOrneklerinin beyin omurilik sivisindan elde ettikleri IgG’lerde
monogalaktozillenmis glikanlarin ve bisektik glikanlarin arttigin1 ve fukozillenmis
glikanlarin azaldigini belirtmislerdir. Serumdan elde ettikleri sonuglarda ise MS ile
kontrol arasinda anlamli bir sonu¢ bulamadiklarini belirtmislerdir. Caligmalarinda
istatistiki olarak anlamli fark olusturmasa da kullandiklar1 grafikler {izerinde ¢esitli
glikan gruplarinin hasta ve kontroldeki farklari belirtilmistir. Bu grafiklere bagl
olarak MS hastalarinin serum ve BOS’larinda agalaktozillenmis glikanlar kontrole
gore daha az, monogalaktozillenmis glikanlar BOS’da fazla yiiksek iken serumda
yakin bir noktada, digalaktozillenmis glikanlar ise BOS’da diigiikken serumda bir
miktar daha yiiksek olarak goriilmiistiir. Temelde antikor galaktozilasyonunun MS

hastalarinda artis oldugunu gostermislerdir.

Bizim ¢alismamizda ise ¢ekirdekten fukozillenmis bir glikanin (H3N4F1) MS
orneklerinde kontrole yakin miktarda fakat diger hastalik gruplarindan daha diistik
miktarda oldugu ve yine benzer sekilde fukozillenmis ve bisektik sinifinda olan bir
glikanin (H3N5F1) MS hastalarinda kontrol ve diger hastalik gruplarina gore diisiis
gosterdigi belirlenirken fukozillenmis ve digalaktozile bir glikanin (HSN4F1) kontrol

ve diger gruplara gore daha yiiksek miktarda oldugu belirlenmistir.

Glikan gruplarinda ise bisektik glikan grubunun (GG8) MS’de kontrole ve diger
hastaliklara gore daha diisiik oldugu ve yine benzer sekilde agalaktozile glikan
grubunun MS’de diger gruplara gore daha diisiik miktarda oldugu belirlenirken,
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fukozlanmis ve iki antenli galaktozillenmis glikan grubuyla (GG14), iki antenli

galaktozillenmis glikan grubunun artis gosterdigi belirlenmistir.

Anlamli sonug gosteren bu glikanlar ve glikan gruplariyla Saglikli-MS,Saglikli-
Diger hastalik seklinde gruplandirma yapilarak ROC analizi gergeklestirildiginde
glikan gruplarinin  Saghikli-MS grubunun 0.5-0.7 aralifinda ayirabildigi Diger
hastalik-Saglikli grubunu ise 0.7-0.8 araliginda ayirabildigi belirlenmistir.

Antikorlara baglanan farkli glikan gruplarinin antikorlarin diger immiin
hiicreleriyle etkilesimlerini kontrol ettigi ve immiin yanitin diizenlenmesinde gorev
aldigt Dbilinmektedir. Bizim c¢alismamizda elde etti§imiz sonuglara gore
galaktozillenmis glikanlar MS hastalarinda daha yiiksek miktarda goriilmektedir.
Yapilan caligmalarda romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarda galaktozillenmis
antikorlarin miktarinin azalisinin ve agalaktozillenmis glikanlarin artisinin gozlenmis
olmas1 galaktozilasyonun proinflamatuar etkiden ¢ok antiinflamatuar etkiye sahip
oldugunu diisiindiirtmekteydi  (157). Fakat vyakin zamanli ¢alismalarda
galaktozilasyonun artisinin antikorlarin Clq isimli kompleman grubuna ilgisini
arttirdiginm1 ve bu artisinda kompleman bagimli sitotoksiteyi tetikledigini (CDC)
gostermistir (158) . Bununla birlikte fukozlanmis ve galaktozillenmis IgG’lerin
fukozlanmis ve galaktozillenmemis varyantlara gore FcyRIIla reseptoriine ilgisini
arttirdigin1 ve bunun antikor bagimli hiicresel sitotoksiteyi (ADCC) tetikledigini ve
yine benzer sekilde galaktozillenmis antikorlarin FcyRIla reseptoriine ilgisinin
arttigin1 ve bunun da antikor bagimli hiicresel fagositozu tetikledigini gosteren
caligmalar bulunmaktadir (ADCP) (159,160). Bisektik glikan gruplarinin artisinin da
yine benzer sekilde antikorlarin FcyR’leriyle etkilesimini arttirarak ve ADCC’yi de
bununla birlikte arttirdig1 bilinmektedir. Bunun yaninda proinflamatuar bu etkiden
bagimsiz olarak progresif MS hastalarinda bisektik glikanlarin azaldigi belirlenmistir
(25,26,161). Sonuglarimizda da benzer sekilde bisektik glikan gruplarinda azalma
gozlemlemekteyiz. Fakat bu glikozilasyon motifinin gdsterdigi degisimin etkilerini

kesin olarak ag¢iklayamiyoruz.
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6 SONUC

Literatiirde bilindigi kadariyla ¢aligmamiz Multipl skleroz hastalarinin
serumundan izole edilmis IgG’lerden elde edilen serbest glikanlarin MALDI-TOF

sisteine dayali olarak analiz edildigi ilk caligmadir

Calismamizda 2 farkli glikanin ve 3 farkli glikan grubunun OKB sonuglarina gore
anlamli sonug verdigini belirledik. Bunun yaninda 6rneklerimizi MS hastalig1 ve diger
hastaliklara gore birlestirdigimizde 3 farkli glikanin ve 4 farkli glikan grubunun
anlamli sonug¢ verdigini belirledik. Belirlenen glikanlar ve glikan gruplari, antikor
glikozillenmesinin ~ MS  hastaliginda 6nemli bir etkisinin olabilecegini

diisiindiirtmektedir.

Bu sonuglarla birlikte 6rneklem sayisi arttirilarak ileri caligmalarin yapilmasiyla
antikor glikozilasyonunun MS hastaliginin mekanizmasini anlamamizda 6nemli bir

yer kaplayacagini diisiinmekteyiz.
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8 EKLER

Ek 1 A: Glikanlara ait Shapiro-Wilk sonuclar

Glikan ismi | wdegeri | p degeri Glikan Ismi w Degeri | p Degeri
H3N3 0.37157 9.72e-19 HSN4E1 0.87312 9.38e0-8
H3N3F1 0.27753 5.96e-20 HS5SNSF1 0.45617 1.59¢-17
H4N3 0.36630 8.25¢e-19 H4N5E1 0.60478 5.31e-15
H3N4 0.73810 4.59%-12 H6N4L1 0.12960 1.24e-21
H4N3F1 0.32104 2.09e-19 H4N7 0.12960 1.24e-21
HSN3 0.28803 8.03e-20 HSN4F1E1 0.98322 0.23459
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H8N2 0.80118 2.69¢-10 HSN4F1E2 0.97239 0.03380

HS5N3E1 0.18429 4.86e-21 H6NSF1E1 0.13939 1.57e-21
HS5N4F1 0.99165 0.79554 HSN5E2 0.77974 6.19¢-11
H6N4 0.34184 3.89%¢-19 HSNSF1E2 0.95029 8.67¢0-4
H4N5F1 0.99210 0.82874 H6NSE1L2 0.12960 1.24e-21
HS5NS 0.49993 7.68e-17 H6NSE2L1 0.29102 8.74e-20
HI9N2 0.72662 2.36e-12 H6NS5E3 0.13939 1.57e-21
H4N4F1E1 0.70608 7.49e-13 H6NSF1E1L2 0.20591 8.51e-21

79



Ek 1 B: Glikanlara ait Levene testi sonuclari

Glikan ismi | F Degeri | P degeri | Glikan ismi = F Degeri P Degeri
H3N3 4.02081 | 0.00468 | HSN4E1 1.37977 | 0.24680
H3N3F1 1.21333 | 0.31032 | HSNSF1 0.93667 | 0.44623
H4N3 1.25906 | 0.29159 | H4NSE1 3.10676 | 0.01890
H3N4 0.71725 | 0.58220 | H6N4L1 1.29683 | 0.27686
H4N3F1 5.88244 | 2.84e0-4 | H4N7 1.29683 | 0.27686
HS5N3 1.78571 | 0.13809 | HSN4F1E1 1.92984 | 0.11175
H3N4F1 0.44320 | 0.77708 | H4ANSF1E1 6.43056 | 1.27¢0-4
H4N4 3.24511 | 0.01530 | HSNSE1 5.03160 | 0.00101
H3N5 6.82427 | 7.15e0-5 | HSN4E1L1 1.42865 | 0.23047
H7N2 1.62458 | 0.17441 A HS5N4E2 2.14540 | 0.08115
H4N4F1 2.29091 | 0.06525 | HSNSF1E1 2.50260 | 0.04741
H5N4 1.80693 | 0.13387 | H6NSE1 0.51618 | 0.72400
H3N5F1 1.00498 | 0.40895 | HSN4F1L2 0.91970 | 0.45588
H4N5 1.72211 | 0.15148 | H4AN6F1E1 22.29640 | 5.28e-13
H8N2 6.30293 | 1.53e¢0-4 A HSN4F1E2 3.90123 | 0.00561
H5N3E1 0.79756 | 0.52969 | H6NSF1E1 1.84083 | 0.12739
H5N4F1 1.10698 | 0.35788 | HSNSE2 3.74101 | 0.00717
H6N4 1.27828 | 0.28401 | HSNSF1E2 7.09930 | 4.80e0-5
H4N5F1 1.99349 | 0.10172 | H6NSE1L2 1.29683 | 0.27686
HS5NS 3.78963 | 0.00666 | H6NSE2LL1 1.77526 | 0.14021
HIN2 17.21163 | 1.20e-10 | H6NSE3 1.84083 | 0.12739
H4N4F1E1  1.97611 | 0.10437 | H6NSF1E1L2 | 3.11716 | 0.01861
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Ek 1 C: Glikanlara ait One-Way ANOVA sonuglar:

Glikan Ismi F Degeri | P degeri Glikanismi | F P
Degeri | Degeri

H3N3 NaN NaN H5N4E1 111.791 | 0.39232
H3N3F1 0.32402 0.85640 | HS5NSF1 206.036 | 0.15007
H4N3 NaN NaN H4NSE1 0.70691 | 0.60380
H3N4 0.62411 0.65499 | H6N4L1 NaN NaN
H4N3F1 NaN NaN H4N7 NaN NaN
HS5N3 NaN NaN H5N4F1E1 273.901 | 0.07657
H3N4F1 319.938 0.05729 | H4NSF1E1 686.232 | 0.00404
H4N4 0.93936 0.47558 | HSNSE1 133.238 | 0.31523
H3N5 123.364 0.35428 A HSN4E1L1 NaN NaN
H7N2 NaN NaN H5N4E2 253.647 | 0.08779
H4N4F1 0.88090 0.50412 A HSNSF1E1 146.737 | 0.27289
H5N4 179.687 0.19327 | H6NSE1 NaN NaN
H3N5F1 1.720.598 | 2.30e-5 | HSN4F1L2 NaN NaN
H4N5 110.464 0.40262 | H4N6F1E1 NaN NaN
H8N2 NaN NaN H5N4F1E2 234209 | 0.11462
H5N3E1 NaN NaN H6NSF1E1 NaN NaN
H5N4F1 1.173.896 | 3.09¢-4 | HSNSE2 0.79608 | 0.55065
H6N4 NaN NaN HS5NSF1E2 321.852 | 0.05158
H4N5F1 160.367 0.23758 | H6NSE1L2 NaN NaN
HSNS NaN NaN H6NSE2LL1 NaN NaN
HIN2 NaN NaN H6NSE3 NaN NaN
H4N4F1E1 | 0.98876 0.44807 | H6NSF1E1L2 NaN NaN




Ek 1 D: Glikan gruplarina ait Shapiro Wilk testi sonug¢lar:

Glikan w degeri p degeri Glikan Grubu w degeri p degeri
Grubu

GGl1 5.30169 6.74e-4 GG10 1.97430 0.10465
GG2 0.90121 0.46656 GGl11 2.66087 0.03730
GG3 3.87927 0.00580 GG12 0.57877 0.67872
GG4 3.30405 0.01398 GG13 3.93621 0.00532
GG5S 2.58592 0.04179 GG14 0.31672 0.86616
GG6 0.37659 0.82484 GGI15 3.53961 0.00975
GG7 0.12758 0.97210 GGl16 0.88668 0.47508
GGS8 2.78588 0.03084 GG17 4.13072 0.00396
GG9 2.93691 0.02450 GGI18 0.43151 0.78555

Ek 1 E: Glikan gruplarina ait Levene testi sonuclari
Glikan Grubu F degeri p degeri Glikan Grubu w degeri p degeri
GG1 0.73303 3.41e-12 GG10 0.95401 0.00154
GG2 0.21029 9.55e-21 GGl11 0.97954 0.12248
GG3 0.74595 7.33e-12 GG12 0.36870 8.89¢-19
GG4 0.71278 1.08e-12 GG13 0.99215 0.83208
GG5 0.97893 0.10961 GG14 0.99167 0.79657
GG6 0.90906 3.87¢0-6 GG15 0.79829 2.19e-10
GG7 0.95519 0.00185 GGl16 0.99052 0.70686
GG8 0.98712 0.44588 GG17 0.96734 0.01389
GG9 0.88088 1.98e0-7 GG18 0.98924 0.60381
Ek 1 F:Glikan gruplarina ait One-Way ANOVA sonuclar1

Glikan Grubu F degeri p degeri Glikan Grubu w degeri p degeri
GG1 NaN NaN GG10 1.87769 0.18113
GG2 NaN NaN GGl11 2.31091 0.11709
GG3 NaN NaN GG12 1.58928 0.22056
GG4 NaN NaN GG13 2.83006 0.07357
GG5 2.27158 0.12294 GG14 7.09923 0.00422
GG6 0.19251 0.93746 GG15 1.42542 0.28634
GG7 0.16826 0.95024 GGl16 8.70885 0.00158
GG8 2.96021 0.06661 GG17 5.41150 0.00944
GG9 1.34242 0.31538 GG18 6.75878 0.00482
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Ek 1.G: Caliymada tespit edilen baz1 N-Glikanlar ve ozellikleri

N-Glikan Ad1 Teorik m/z (M+Na) | Sematik Goriintiisii
H3N3F1 1282,4543

oo e
H3N4 1339,4757

e
H3N4F1 1485,5337

et
H4N4 1501,5286

e
H3N5 1542,5551

~
H4N4F1 1647,5865

Cet
H5N4 1663,5814

e
H3NSF1 1688,613

Lt
H4NS 1704,6079 &E}.{

83



Ek 1.G: Caliymada tespit edilen bazi1 N-Glikanlar ve o6zellikleri (Devam)

H8N2 1743,5811 ::;/}H
H5N4F1 1809,6393

s
H4ANSF1 1850,6659 @:}.’
HON2 1905,6339 bﬂ
H4N4F1E1 1966,7132 : :
H5N5SF1 2012,7187 Q.,
HSN4F1E1 2128,766 : :
H4NSF1E1 2169,7926 :-
HS5N4E2 2301,8348 :}’.
HSN4F1E2 2447,8927 :
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Ek 1.H: N-glikan gruplari ve gruplarin hesaplanmasi

Grup ismi

Aciklama

Formiil

GG1

Oligomannozik
glikanlar

(1* (H5N2 + H6N2 + H7N2 + H8N2 + HIN2)) / (1 * (HSN2 + H3N4
+H6N2 + H3N4F 1 + H4N4 + H7N2 + H4AN4F1 + H5N4 + H3N5F1
+ HANS + HSN2 + HAN3F1EI + H5N3E1 + HSN4F1 + HAN4E] +
HANSF1 + HIN2 + H4NAF1E1 + H5N4E1 + HSNSF1 + HSN4F1E1
+ H5N4L2 + H5N4E2 + H5NSFIEL + H6NSEI + HANGFIEL + +
HSNA4FIE2 + H6NSFIE] + H5NSE2 + + H5NSFIE2 + H6NSE2 +
H6NSE3 + H6NSF1E3))

GG2

Hibrit  Yapih
glikanlar

1 * (H5N3E1)) / (1 * (H5N2 + H3N4 + H6N2 + H3N4F 1 + H4N4 +
H7N2 + H4N4F 1 + H5N4 + H3NSF1 + H4NS + H8N2 + H4N3FIE1
+ HSN3EL + HSN4F1 + HAN4E] + HANSF1 + HON2 + HAN4F1E1
+ H5N4E1 + H5N5F1 + H5N4ALIF1 + H5N4FIE] + H5N4L2 +
HSN4EIL1 + H5N4E2 + H5NSFIE] + H6NSE1 + HSN4FIL2 +
H4NG6FIEI + HSN4F1EIL1 + HSN4F1E2 + H6NSFIE] + HSNSE2
+ H6NSL2 + H6NSEIL1 + HSNSFIE2 + H6NSE2 + H6NSFIEILI
+ HONSEIL2 + H6NSE2L1 + H6NSE3 + H6NSFIL3 +
H6NSFIEIL2 + H6NSFI1E2L1 + H6NSFIE3))

GG3

Kompleks
yapil glikanlar

(1 * (H3N4 + H3N4F1 + H4N4 + H4N4F1 + H5N4 + H3NSF1 +
H4NS5 + HS5N4F1 + H4N4E1 + H4NSF1 + H4N4F1E1 + H5N4E1 +
H5NS5F1 + H5N4L1F1 + H5N4F1E1 + H5N4L2 + HSN4EIL1 +
H5N4E2 + H5NSF1E1 + H6NSEL + H5N4F1L2 + H4N6F1E1 +
HS5N4F1EIL1 + HSN4F1E2 + H6NSF1E1 + HSN5SE2 + HO6NSL2 +
H6NSEILI + HSNSF1E2 + HONSE2 + HONSFIE1IL1 + HONSE1L2
+ H6NSE2L1 + H6NSE3 + H6NSFIL3 + HONSFIEIL2 +
HO6NSFIE2L1 + H6NSF1E3)) / (1 * (H5N2 + H3N4 + H6N2 +
H3N4F1 + H4N4 + H7TN2 + H4N4F1 + H5N4 + H3NSF1 + H4NS +
H8N2 + H4N3F1E1 + HSN3E1 + HSN4F1 + H4N4E1 + H4NSF1 +
HON2 + H4N4F1El + HS5N4El + HS5NS5SF1 + HSN4L1F1 +
H5N4F1E1 + H5N4L2 + H5N4EIL1 + HS5N4E2 + H5NSF1E1 +
H6NSE1 + HSN4F1L2 + H4N6F1E1 + HSN4F1EIL1 + H5N4F1E2
+ H6NSFIE1 + HSN5SE2 + H6NSL2 + HO6NSEIL1 + HSNSF1E2 +
H6NSE2 + HONSF1EIL1 + HONSE1L2 + H6NSE2L1 + HO6NSE3 +
H6NSF1L3 + HONSF1E1L2 + HONSF1E2L1 + HONSF1E3))

GG4

iki antenli
glikanlar

(1 * (H3N4 + H3N4F1 + H4N4 + H4N4F1 + H5N4 + H3NSF1 +
H4NS5 + HS5N4F1 + H4N4E1 + H4NSF1 + H4N4F1E1 + H5N4E1 +
H5N5F1 + H5N4L1F1 + H5N4F1E1 + HS5N4L2 + HSN4EIL1 +
H5N4E2 + HSNSF1E1 + HSN4F1L2 + HSN4F1EIL1 + H5N4F1E2
+ H5NSE2 + HSNSF1E2)) / (1 * (HSN2 + H3N4 + HO6N2 + H3N4F1
+ H4N4 + H7N2 + H4N4F1 + H5N4 + H3N5SF1 + H4N5 + H8N2 +
H4N3F1E1 + HSN3E1 + HSN4F1 + H4N4E1 + H4N5SF1 + HON2 +
H4N4F1E1 + H5N4E1 + HSNSF1 + H5N4LIF1 + H5N4F1E1 +
H5N4L2 + HSN4EIL1 + HS5N4E2 + HS5NSFIE1 + H6NSEL +
H5N4F1L2 + H4N6FIE1 + HS5SNA4FIEIL1 + HS5N4F1E2 +
H6NSF1E1 + H5NSE2 + HO6NSL2 + HO6NSEIL1 + H5NSF1E2 +
H6NSE2 + HONSF1EIL1 + HONSE1L2 + H6NSE2L1 + HO6NSE3 +
HO6NSF1L3 + HONSF1E1L2 + HONSF1E2L1 + HONSF1E3))

GG5

Bisektik
glikanlar

(1 * (H3NSF1 + H4NS + H4NSF1 + H5NSF1 + HSNSF1EL +

HS5NSE2 + HSNSF1E2)) /(1 * (HSN2 + H3N4 + H6N2 + H3N4F1 +
H4N4 + H7N2 + H4N4F1 + H5N4 + H3NSF1 + H4N5 + H8N2 +
H4N3F1E1 + HSN3E1 + H5SN4F1 + H4N4E1 + H4N5SF1 + HON2 +
H4N4F1E1 + H5N4E1 + HSNSF1 + H5N4LIF1 + H5N4F1E1 +
H5N4L2 + HSN4EIL1 + HS5N4E2 + HS5SNSFIEl + H6NSE1 +
H5N4F1L2 + H4N6FIEl1 + HS5SNAFIEIL1 + HS5SN4F1E2 +
H6NSF1E1 + H5NSE2 + HO6NSL2 + HO6NSEIL1 + H5NSF1E2 +
H6NSE2 + HONSFIEIL1 + HONSE1L2 + H6NSE2L1 + HO6NSE3 +
HO6NSF1L3 + HONSF1E1L2 + HONSF1E2L1 + HONSF1E3))
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Ek 1.H N-glikan gruplar ve gruplarin hesaplanmasi (Devam)

GG6

Fukozlanmgs
glikanlar

(1 * (H3N4F1 + H4N4F1 + H3NSF1 + H4N3F1E1 + H5N4F1 +
H4NSF1 + H4N4F1E1 + H5N5SF1 + H5N4L1F1 + HSN4F1E1 +
H5NSF1E1 + HS5N4F1L2 + H4NG6F1El + HSN4FIEIL1 +
H5N4F1E2 + H6NSF1E1 + HS5NSFI1E2 + HO6NSFIEIL1 +
HO6NSFIL3 + H6NSF1E1L2 + HONSF1E2L1 + HONSF1E3)) / (1
* (H5N2 + H3N4 + H6N2 + H3N4F1 + H4N4 + H7N2 + H4N4F1
+ H5N4 + H3NSF1 + H4NS + H8N2 + H4N3F1E1 + H5N3E1 +
HSN4F1 + H4N4E1 + HANSF1 + HON2 + H4N4F1E1 + H5N4E1
+ HS5NSF1 + HSN4L1F1 + HSN4F1E1 + HSN4L2 + HSN4E1L1 +
H5N4E2 + H5NS5SF1E1 + HONSE1 + H5N4F1L2 + H4N6F1E1 +
H5N4F1E1L1 + H5SN4F1E2 + HONSF1E1 + HSNSE2 + HONSL2
+ HONSEIL1 + HS5NSFIE2 + H6NSE2 + HONSFIEILD +
H6NSEIL2 + HO6NSE2L1 + H6NSE3 + H6NSFIL3 +
HO6NSFIE1L2 + HONSF1E2L1 + HONSF1E3))

GG7

iki antenli
fukozlanmig
glikanlar

(1 * (H3N4F1 + H4N4F1 + H3NSF1 + HSN4F1 + H4NSF1 +
H4N4F1E1 + H5N5SF1 + HSN4L1F1 + H5SN4F1E1 + HSNSF1E1
+ HSN4F1L2 + HSN4F1E1L1 + HSN4F1E2 + HSNSF1E2)) /(1 *
(H3N4 + H3N4F1 + H4N4 + H4N4F1 + H5N4 + H3NSF1 + H4NS
+ H5N4F1 + H4N4E1l + H4NS5F1 + H4N4F1E1 + H5N4EL +
H5N5F1 + HSN4L1F1 + H5SN4F1E1 + H5N4L2 + HSN4E1L1 +
H5N4E2 + HS5NSF1E1 + HS5N4F1L2 + HS5N4F1EIL1L +
H5N4F1E2 + HSNSE2 + HSNSF1E2))

GGS8

Bisektik iki
antenli glikanlar

(1 * (H3N5F1 + H4N5 + H4N5F1 + H5NSF1 + H5NSFIEL +
H5NSE2 + H5NSFIE2)) / (1 * (H3N4 + H3N4F1 + H4N4 +
H4NA4F1 + H5N4 + H3NSF1 + HANS + H5N4F1 + H4N4EL +
H4NSF1 + HAN4FIE] + HS5N4E1 + H5NSF1 + HSNALIFI +
HSNA4FIEI + H5N4L2 + HSN4EIL1 + H5N4E2 + HSNSFIEL +
HSNAFIL2 + HSNAFIEILI + HSN4FIE2 + HSNSE2 +
H5NS5FIE2))

GGI

Bisektik iki
antenli
fukozlanmamis
glikanlar

(1 * (H4NS5 + H5N5E2)) / (1 * (H3N4 + H4N4 + H5N4 + H4N5 +
H4N4E1 + H5N4El + HSN4L2 + HSN4EIL1 + HSN4E2 +
H5N5E2))

GG10

Bisektik iki
antenli
fukozlanmig
glikanlar

(1 * (H3NSF1 + H4NSF1 + HSNSF1 + HSNSF1EL + HSNSF1E2))
/(1 * (H3N4F1 + H4N4F1 + H3N5F1 + HSN4F1 + H4NSF1 +
H4N4F1E1 + H5N5SF1 + HSN4L1F1 + H5SN4F1E1 + HSNSF1E1
+ H5N4F1L2 + HSN4F1E1L1 + HSN4F1E2 + H5NSF1E2))

GGl11

Iki antenli
siyalilasyona
ugramis glikanlar

(12 * (H4AN4El + H4N4F1El + HSN4El + H5N4L1F1 +
H5N4F1E1 + H5NSFIEL) + 2/2 * (HSN4L2 + HS5N4EIL1 +
H5N4E2 + H5N4F1L2 + HSN4F1EIL1 + HSN4F1E2 + H5NSE2
+ H5NSF1E2)) / (1 * (H3N4 + H3N4F1 + H4N4 + H4N4F1 +
H5N4 + H3N5SF1 + H4NS5 + H5N4F1 + H4N4E1 + H4NSF1 +
H4N4F1E1 + H5N4E1 + H5NSF1 + HSN4L1F1 + HSN4F1E1 +
H5N4L2 + HSN4E1L1 + H5N4E2 + HSNSF1E1 + HSN4F1L2 +
HSN4F1EIL1 + H5N4F1E2 + HSNSE2 + HSNSF1E2)).

GG12

iki antenli
siyalilasyona
ugramis
fukozlanmamis
glikanlar

(1/2 * (HAN4EL + H5N4E1) + 2/2 * (H5N4L2 + HSN4EIL1 +
H5N4E2 + H5NSE2)) / (1 * (H3N4 + HAN4 + H5N4 + HANS +
H4N4El + H5N4El + H5N4L2 + HSN4EIL1 + HSN4E2 +
H5N5E2))

GG13

Tki antenli
siyalilasyona
ugramis
fukozlanmig
glikanlar

(1/2 * (HANAF1E1 + HSN4L1F1 + HSN4F1E1 + HSNSF1EL) +
2/2 * (HSN4F1L2 + HSN4F1E1L1 + HSN4F1E2 + HSNSF1E2)) /
(1 * (H3N4F1 + H4N4F1 + H3NSF1 + HSN4F1 + H4NSF1 +
H4N4F1E1 + H5N5F1 + HSN4L1F1 + H5SN4F1E1 + HSNSF1E1
+ H5N4F1L2 + HSN4F1E1L1 + HSN4F1E2 + H5SNSF1E2))
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Ek 1.H N-glikan gruplar: ve gruplarin hesaplanmasi (Devam)

GG14 Agalaktozillenmis  (H3N4 + H3N4F1 + H3N5 + H3N5F1) / (1 * (H3N4 + H3N4F1 +
iki antenli H4N4 + H3N5 + HAN4F1 + H5N4 + H3N5F1 + HANS + HAN4L1
glikanlar + H5N4F1 + HAN4El + H4NSFI + H5N5 + HSN4L1 +
H4N4FIEI + H5N4E1 + H5NS5F1 + HANSEI + HSN4FILI +
HSNA4FIE! + HANSFIE] + HSNSE1 + HSN4EIL1 + HSNSFILI
+ HSN4E2 + H5NSFIEl + HSNAFIEIL1 + HSN4FI1E2 +
HSNSE2 + HSNSF1L2 + HSNSFIEIL1 + H5NSF1E2))

iki antenli  (1/2 * (H4N4 + HANS + H4NAE1) + 2/2 * (H5N4 + H5SN4E1 +

GG15 galaktozillenmis H5N4L2 + HSN4EIL1 + H5N4E2 + H5NSE2)) / (1 * (H3N4 +
fukozlanmans H4N4 + H5N4 + H4N5 + H4N4El + HSN4El + H5N4L2 +
glikanlar HSN4EIL1 + HSN4E2 + H5N5E2))

GG16 iki antenli  (1/2 * (HANAF1 + HANSF1 + HAN4FIEL) + 2/2 * (H5N4F1 +
galaktozillenmis H5NSF1 + HSNALIF1 + HSN4F1E1 + H5NSFIEL + HSN4F 112
fukozlanmis + H5N4AF1EIL1 + HSN4F1E2 + H5N5F1E2)) / (1 * (H3N4F1 +
glikanlar H4N4F1 + H3NSF1 + H5N4F1 + H4NSF1 + H4N4FIEL +

H5NSF1 + HSNALIF1 + HSN4F1E1 + H5NSFIEL + HSN4F 112
+H5N4F1EIL1 + HSN4F1E2 + H5N5F1E2))

GG17 iki antenli (172 * (H4N4E1 + HAN4FIEl + HSN4EI + HSN4LIF1 +
galaktozlarmdan ~ HSN4FIEI + HSNSFIEI) + 2/2 * (H5N4L2 + HSN4EIL1 +
siyalilasyonlanmis ~ HSN4E2 + HSNAF1L2 + HSN4F1EIL1 + HSN4F1E2 + HSNSE2
glikanlar + H5NSF1E2)) / (1 * (H3N4 + H3N4F1 + H4N4 + H4N4F] +

H5N4 + H3N5F1 + H4NS + H5N4F1 + HANAED + HANSF1 +
H4NA4FIEI + H5N4E1 + H5NSF1 + HSN4LIF1 + HSN4FIE] +
H5N4L2 + H5N4EIL1 + HSN4E2 + H5NSFIE] + HSN4FIL2 +
HSNAF1EIL1 + H5N4F1E2 + HSNSE2 + H5NSF1E2)).

GGI18 Galaktozillenmis ~ (1/2 * (H4N4 + H4N4F1 + H4N5 + H4N4El + H4NSF1 +

iki antenli
glikanlar

HAN4F1E1) + 2/2 * (H5N4 + H5N4F1 + HSN4E1 + H5NSF1 +
HSNALIF1 + HSN4FIEI + HSN4L2 + H5N4EIL1 + HSN4E2 +
HSNSFIE1 + HSN4FIL2 + HSN4FIEIL1 + HSN4F1E2 +
H5NSE2 + HS5NSFIE2)) / (1 * (H3N4 + H3N4F1 + HAN4 +
H4NA4F1 + H5N4 + H3NSF1 + H4N5 + HSN4F1 + H4N4E] +
H4NSF1 + H4N4FIE] + HSN4El + H5NSF1 + HSN4LIFI +
HSNA4FIEI + HSN4L2 + H5N4EIL1 + HSN4E2 + H5NSFIE! +
HSN4FIL2 + HSN4FIEIL] + HSN4FIE2 + HS5NSE2 +
H5NS5FIE2))
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Ek 2. Etik Kurul Onay Formu
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Ek 2.Etik Kurul Onay Formu (Devam)
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9 OZGECMIS
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