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Bu tez caligsmasinda, serum ve tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen IgG molekiillerinin ve
toplam serum N-baglantili Glikan (N-glikan) profillerinin karakterizasyonu yapilarak
periodontal hastaliklarla iligkileri arastirilmistir. Calismada, saglikli bireyler, gingivitis
ve periodontitis hastalarindan aliman serum ve tiikiiriikk 6rnekleri kullanilmistir. Serum
IgG ve toplam serum N-glikanlar1 yiiksek performansli sivi kromatografisi-hidrofilik
etkilesim kromatografisi (HPLC-HILIC-FLD) sistemi ile analiz edilmistir. Tiikiiriikten
izole edilen IgG glikopeptitleri ise nano-akislt sivi kromatografisi-kuadrupol zaman
ucuslu kiitle spektrometresi (nLC-QTOF-MS/MS) kullanilarak incelenmistir. Glikan ve
glikopeptit profilleri, goreceli alan yiizdeleri iizerinden degerlendirilmis ve gruplar
arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis ANOVA testi ile belirlenmistir. Ayrica, belirlenen
glikan yapilarin periodontal hastaliklarin tanisindaki ayirt edicilik performanslart ROC

(Receiver Operating Characteristic) analizleri ile incelenmistir.



Toplam serum N-glikan sonuglarina gore, G12 glikan1 (H4N3F1S1) 0.75 AUC degeri ile
gingivitis tanisinda giiglii bir ayirt edici 6zellik sergilemistir. Bu glikan yapisi, erken
donem periodontal inflamasyonun biyokimyasal olarak saptanmasinda umut vadeden bir
biyobelirte¢ aday1 olarak 6ne ¢ikmaktadir. G20 glikan1 (HSN4F1S2) ise 0.68 AUC degeri
ile periodontitis tanisinda orta diizeyde ayirt edicilik gostermis ve klinik anlamda faydali

olabilecek bir belirte¢ olarak degerlendirilmistir.

Serum ve tiikiirik IgG N-Glikan sonuglarina gore, HSN4 ve H5N4F1 glikanlarinin
sirasiyla 0.64 ve 0.68 AUC degerleriyle periodontitis tanisinda, H3NSF1 ve H5N4
glikanlarinin sirastyla 0.65 ve 0.61 AUC degerleriyle gingivitis tanisinda belirli diizeyde

tanisal performans sergiledikleri soylenebilir.

Glikopeptit analizleri de benzer sekilde 6nemli bulgular ortaya koymustur. [gG1-H3NS5F1
glikopeptiti gingivitis grubunda yliksek seviyelerde tespit edilmis, bu durum saglikli ve
periodontitis gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. IgG1-H4NS5SF1
glikopeptiti, 0.79 AUC degeri ile gingivitis tanmisinda giiclii bir ayirt edicilige sahip
oldugunu gostermektedir. Periodontitis grubunda ise IgG1-H5N4F1S2 glikopeptitinin
daha yiiksek diizeylerde bulunmasi, bu yapin ileri doku yikimiyla iligkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Elde edilen sonuglar, periodontitis ve gingivitis gibi periodontal hastaliklarin hem IgG'ye
0zgli hem de toplam serum N-glikan profillerinde 6zgiin degisimler belirlenmistir.
Tikiiriikten elde edilen sonuclar, serum ile benzer egilimler gostermistir. Bu bulgular
hem IgG’ye 6zgii hem de toplam serum glikan degisimlerinin periodontal hastaliklarin
non-invaziv tanisinda ve hastalik ilerleyisinin izlenmesinde potansiyel biyobelirtegler

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gingivitis, Biyobelirte¢, N-Glikan, Glikomik, Glikoproteomik,

Post-translasyonel Modifikasyon
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In this thesis study, the characterization of N-linked (N-glycan) profiles of [gG molecules
isolated from serum and saliva samples, as well as total serum N-glycans, was performed
to investigate their associations with periodontal diseases. Serum and saliva samples were
collected from healthy individuals, gingivitis, and periodontitis patients. Serum IgG and
total serum N-glycans were analyzed using high-performance liquid chromatography-
hydrophilic interaction chromatography with fluorescence detection (HPLC-HILIC-
FLD). IgG glycopeptides isolated from saliva were analyzed using nano-liquid
chromatography coupled to quadrupole time-of-flight mass spectrometry (nLC-QTOF-
MS/MS). Glycan and glycopeptide profiles were evaluated based on relative area
percentages, and differences between groups were determined using the Kruskal-Wallis
ANOVA test. Additionally, the diagnostic performance of selected glycan structures in

periodontal diseases was assessed through ROC analyses.



According to the total serum N-glycan results, the G12 glycan (H4N3F1S1) exhibited
strong discriminatory potential in the diagnosis of gingivitis, with an AUC value of 0.75.
This glycan structure emerges as a promising biomarker candidate for the biochemical
detection of early-stage periodontal inflammation. On the other hand, the G20 glycan
(H5N4F1S2) demonstrated a moderate discriminatory ability for periodontitis with an

AUC value of 0.68, suggesting its potential clinical utility as a diagnostic marker.

Based on the serum and salivary IgG N-glycan results, HSN4 and H5N4F1 glycans
showed AUC values of 0.64 and 0.68, respectively, indicating their relevance in
periodontitis diagnosis. Meanwhile, H3NS5F1 and H5N4 glycans, with AUC values of
0.65 and 0.61, respectively, demonstrated moderate diagnostic performance in identifying

gingivitis.

Glycopeptide analyses revealed similarly significant findings. The IgG1-H3NS5F1
glycopeptide was found at elevated levels in the gingivitis group, showing a statistically
significant difference compared to healthy and periodontitis groups. Additionally, IgG1-
H4NSF1 glycopeptide achieved an AUC of 0.79, indicating a strong discriminatory
power for gingivitis diagnosis. In contrast, the higher abundance of IgG1-H5N4F1S2
glycopeptide in the periodontitis group suggests a potential association with advanced

tissue destruction.

The results revealed distinct changes in both IgG-specific and total serum N-glycan
profiles associated with periodontal diseases such as periodontitis and gingivitis. The
findings from saliva samples exhibited trends similar to those observed in serum. These
results suggest that alterations in both IgG-specific and total serum glycan profiles have
the potential to serve as non-invasive biomarkers for the diagnosis and monitoring of

periodontal diseases.

Keywords: Gingivitis, Biomarkers, Glycomics, Glycoproteomics, Post-translational

Modification
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1. GIRIS

Periodontal hastaliklar, agiz ve dis sagligin1 tehdit eden, bireylerin yasam kalitesini
olumsuz etkileyen ve diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen inflamatuar rahatsizliklar
arasinda yer alir. Gingivitis, periodontal hastaliklarin erken ve geri doniisiimlii bir evresi
olarak kabul edilir ve plak birikimi sonucunda dis eti dokusunun inflamasyonuyla
karakterizedir [1]. Agiz hijyenine dikkat edilmemesi gibi davranigsal faktorler hastalik
riskini artirmaktadir [2]. Gingivitis tedavi edilmedigi durumlarda, dis eti ve ¢evresindeki
destek dokularin kaybina yol acan daha ileri bir durum olan periodontitise ilerleyebilir

[3.4].

Periodontitis, dis eti ¢ekilmesine ve dis kaybina yol agabilen kronik bir durumdur. Ancak
gingivitis, bu ilerleyici siirecte erken bir basamak oldugundan, tedaviye erken asamada
baslanmas1 hastaligin kontrol altina alinmasinda 6nemlidir [5]. Gingivitis, uygun bir
sekilde tedavi edilmediginde ilerleyerek periodontitis gibi daha ciddi periodontal
hastaliklara doniisebilir [4].

Dis eti iltihabinin daha yikict periodontitis formlarina ilerlemesini dnlemek i¢in erken
teshis ve tedavinin kritik bir dnemi vardir. Periodontal hastaliklarin teshisinde proteomik
ve glikomik teknolojiler 6nemli ilerlemeler saglamistir. N-glikan profilleri, gingivitis ve
periodontitis gibi hastaliklarin biyobelirte¢lerini tanimlamada kilit rol oynamaktadir [6].
Glikozilasyonun bagisiklik sistemi ve inflamasyon siireclerindeki rolii, periodontal
hastaliklarin anlasilmasinda yeni bir bakis agis1 sunmaktadir. immiinoglobulin G’nin
tiikkiiriik ve plazmadan elde edilen glikan profillerini karsilastirarak, bu biyomolekiillerin
periodontal hastaliklar i¢in potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini

gostermistir [7].

Glikomik yaklasimlar, bagisiklik sistemi yanitlarinin anlagilmasinda yeni ufuklar
acmistir. HPLC-HILIC-FLD yontemi kullanilarak immiinoglobulinlerden elde edilen N-
glikan profillerini detayl bir sekilde analiz edilmis ve bu molekiillerin hastalik teshisinde
potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini ortaya konulmustur [8]. Benzer

sekilde, insan tiikiiriik glikoproteinlerinin yas ve cinsiyete bagli glikan modelleri



incelenerek bu molekiillerin antiviral savunmada ve inflamasyon siireclerinde rol
oynadigin1 tespit edilmistir [9]. Serum ve tiikiiriik immiinoglobulinlerinin N-
glikozilasyon degisikliklerinin oral mukozit gibi hastaliklarin biyobelirteci olabilecegi

ortaya konmustur [10].

HPLC-HILIC-FLD  analitik tekniklerinin  glikan  profillemesinde  kullanimu,
biyobelirteglerin hassas ve spesifik bir sekilde tespit edilmesini saglar. Hidrofilik
etkilesim s1vi kromatografisi ve kiitle spektrometrisi kullanarak glikoproteinlerden elde
edilen N-glikan profillerinin detayli analizini saglanmis ve bu yoOntemin biyolojik

orneklerin derinlemesine karakterizasyonu i¢in uygun oldugu ortaya koyulmustur [8].

Bu c¢alismanin amaci, gingivitis ve periodontitis hastalarmin serum ve tiikiirik
orneklerinden elde edilen serum toplam N-glikan ve serum IgG’ye ait N-glikan ve
tiikiiriik N-glikopeptit profillerini analiz etmek ve bu verileri siniflandirmaktir. HPLC-
HILIC-FLD ve nLC-QTOF-MS/MS yontemleri kullanilarak elde edilen sonuglar,
periodontal hastaliklarin erken teshisinde yenilik¢i yaklagimlar gelistirilmesine katki
saglayacaktir. Bu baglamda, periodontal inflamasyonun molekiiler diizeyde daha iyi
anlasilmasina yonelik bilgi birikimi artirilarak, bireysellestirilmis tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Periodontal Hastaliklar: Gingivitis ve Periodontitis

Gingivitis, dis eti hastaliklar1 arasinda en sik rastlanan ve genellikle tedavi edilebilir bir
inflamatuar hastaliktir. Bu hastalik, dis etlerinde kizariklik, sisme ve kanama gibi
belirtilerle kendini gosterir ve genellikle plak birikimi nedeniyle olusur [1]. Plak, dis
yiizeyinde biriken bakteri ve yiyecek artiklaridir ve diizenli dis temizligi yapilmadiginda

dis eti dokusunu tahris ederek iltihaplanmaya yol agabilir [2].

Gingivitis, uygun bir sekilde tedavi edilmediginde ilerleyerek periodontitis gibi daha
ciddi periodontal hastaliklara doniisebilir, dis kaymalarina ve dis kaybina kadar
ilerleyebilir [1,2,11]. Periodontitis, dis kaybina yol acabilen kronik bir durumdur. Ancak
gingivitis, bu ilerleyici siirecte erken bir basamak oldugundan, tedaviye erken asamada
baslanmasi hastaligin kontrol altina alinmasinda énemlidir [5,12]. Sekil 2.1°de saglikls,

gingivitis ve periodontitis durumlarina ait sematik gdsterim verilmistir.

ADVANCED
PERIODONTITIS

HEALTHY GUMS AND GINGIVITIS PERIODONTITIS
TOOTH

Sekil 2.1. Sirastyla saglikli, gingivitis, periodontitis ve ileri periodontitis durumlarinin

sematik gosterimi [15].

Gingivitis genellikle sistemik saglik sorunlarityla da iliskilendirilmektedir. Ornegin,
bireyin bagisiklik sistemi zayifsa veya diyabet gibi sistemik hastaliklar1 varsa gingivitisin
goriilme riski artabilir [2,13]. Ayrica, sosyal ve davranigsal faktorlerin de bu hastaligin

yaygmligim etkiledigi bilinmektedir. Sigara ve tiitiin {iriinlerinin kullanimi, obezite,



genetik faktorler, stres, yetersiz agiz hijyeni ve diizensiz dis hekimi kontrolleri

gingivitisin daha sik goriilmesine yol agmaktadir [2,14].

Molekiiler diizeyde yapilan arastirmalar, gingivitisin altinda yatan biyokimyasal
siirecleri anlamada onemli ilerlemeler saglamistir. Ozellikle proteomik caligmalar,
gingivitis sirasinda salyada bulunan proteinler ve peptitler ile hastalik iligkisini daha
ayrintili bir sekilde incelemistir [11]. Bu tiir analizler, gingivitisin teshisinde ve
tedavisinde biyobelirteglerin roliinii arastirmak agisindan umut vadetmektedir. Tiikiirtik
ornekleri ile proteomik ve glikomik analizler sayesinde periodontal hastaliklarda ayirt

edici biyokimyasal profiller tespit edilmistir [6].

N-glikan profilleme gibi ileri analitik teknikler de gingivitisin biyolojik temelini
anlamada kullanilmaktadir. Ozellikle immiinoglobulinlerin glikozilasyon yapilaridaki
degisikliklerin hastaligin tam1 ve tedavisinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi 6ne
stiriilmiistiir [8,10]. Tiikiriik glikoproteinlerin bu baglamda detayli analizi, gingivitisin

teshisinde daha hassas ve spesifik yontemlerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir [7].

Sonug olarak, gingivitis, hem klinik belirtileri hem de biyokimyasal siire¢leriyle dikkat
ceken onemli bir dis eti hastaligidir. Tedavi edilmeyen gingivitisin daha ciddi periodontal
hastaliklara doniisme riski, bu hastaligin erken tan1 ve tedavisinin 6nemini artirmaktadir.
Giincel glikomik, proteomik ve glikoproteomik arastirmalar, gingivitisin biyolojik
mekanizmalarim1 anlamada ve yeni tedavi yaklasimlari gelistirmede kritik bir rol

oynamaktadir.

2.2. Post Translasyonel Modifikasyonlar (PTM'ler)

Post translasyonel modifikasyonlar (PTM'ler), proteinler, lipitler, niikleik asitler gibi
biyomolekiillerin biyolojik islevlerini ve 6zelliklerini ¢esitlendiren dnemli biyokimyasal
degisikliklerdir. Proteinler, translasyon sonrasinda gesitli kimyasal modifikasyonlarla
islenerek stabilite, hiicresel lokasyon ve islevsellik gibi 6zgilin yapisal ve fonksiyonel

Ozellikler kazanirlar. Boylelikle hiicre i¢i ve hiicreler arasi siireclerin kontrol edilmesini



saglar. Bu modifikasyonlar, karmasik biyolojik sistemlerin hassas bir sekilde

diizenlenmesi i¢in hayati 6neme sahiptir [16].

En yaygin PTM tiirleri arasinda glikozilasyon, fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon ve
ubikitinasyon yer alir [16]. Glikozilasyon, biyomolekiil yapisina karbonhidrat (seker)
zincirlerinin eklenmesini ifade eder. Protein glikozilasyonu, protein katlanmasi,
stabilitesi ve hiicre sinyallesmesi iizerinde dnemli bir rol oynar [9]. N-glikanlarin sentezi
gibi spesifik glikozilasyon siiregleri, proteinlerin biyolojik fonksiyonlarini etkileyen

temel mekanizmalardan biridir [17].

2.2.1. Post Translasyonel Modifikasyonlarin Klinik Onemi

PTM'ler, enfeksiyonlar ve inflamatuvar hastaliklar dahil bir¢ok saglik durumunda 6nemli
biyobelirtegler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle N-glikanlarin profilleri,
enfeksiyon hastaliklarima karst bagisiklik tepkisinin  modiilasyonu ve hastalik
progresyonunun degerlendirilmesi i¢in kritik oneme sahiptir [6,9]. Bu nedenle, PTM'lerin
yapisal ve fonksiyonel analizleri, klinik uygulamalar agisindan genis bir aragtirma alanm

sunmaktadir.

PTM'lerin incelenmesi, bir¢ok hastalik mekanizmasinin anlagilmasinda ve hedefe yonelik
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik bir &neme sahiptir. Ornegin, hatali
glikozilasyon siirecleri, kanser, diyabet ve baz1 ndrodejeneratif hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Glikozilasyon bozukluklarinin diyabet ve norodejeneratif hastaliklar
gibi durumlarla baglantili oldugu belirtilmistir [18]. Ayrica, glikanlarin kanser biyolojisi
ve tedavisi lizerindeki etkisi derinlemesine incelenmistir. [19]. Glikanlarin kanser ve
inflamasyondaki rolii detaylandirilarak bu siireglerin terapotik hedef olarak potansiyeli

vurgulanmigtir [20].

Bu baglamda, glikozilasyonun ve diger PTM mekanizmalarinin detayli incelenmesi, hem
hiicresel isleyisin temelini agiklamakta hem de biyoteknolojik uygulamalarda yenilik¢i

¢oziimler gelistirmek icin onemli firsatlar sunmaktadir.



2.2.2. Protein Glikozilasyonu

Glikozilasyon, proteinlerde yaygin olarak goriilen ve enzimatik bir silire¢ ile protein
biyomolekiillerine seker molekiillerinin eklenmesiyle gerceklesen ve proteinlerin
stabilitesini, katlanmasini ve hiicresel islevlerini etkileyen énemli bir PTM tiiriidiir [9],
[17]. Seker (karbonhidrat) gruplar1 bagli bu biyomolekiil yapilar glikoprotein olarak
adlandirilmaktadir. Seker gruplarinin farkli sekillerde birleserek olusturduklari yapilar ise

glikan olarak adlandirilir.

Glikozilasyon siirecinde seker yapilarinin glikoproteinlere transferi endoplazmik
retikulum (ER) veya ER membraninda baslar ve glikoziltransferaz (GT), glikozidaz ve
niikleotid seker tasiyicilar1 ve diger enzimler ile birlikte golgi aygitinda tamamlanir [17].
Bu siirecte dolikol pirofosfat araciligiyla glikan prekiirsorleri olusturulur ve proteinlere
transfer edilir. Bu mekanizma, proteinin biyolojik islevselligini artiran ii¢ boyutlu yapinin

stabilize edilmesini saglar [17,21].

Sekil 2.2’de N-Glikozilasyon ve O-Glikozilasyona ait kimyasal yap1 goOsterimi
verilmistir. Protein glikozilasyonu seker gruplarmin protein sekansina baglanma
farkliliklarina goére N-Glikozilasyon ve O-Glikozilasyon olarak ayrilir. N-glikanlar
proteinlerin Asn-X(Prolin harig)-Ser/Thr (Nadiren Sistein) sekansindaki amit azotuna
GIcNAc iceren yapi baglanir. O-glikanlarda ise durum seker yapisinin Ser/Thr
yapisindaki hidroksil gruplarina eklenmesiyle olusmaktadir. Proteoglikanlar ise ¢ok kez
glikozilasyona ugramis, dogrusal zincirli, yiiksek oranda siilfat igerebilen ve farkl

biyosentetik yollarla tiretilen yapilardir [17,18].

glikan Asn glikan Ser
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N-Glikozilasyon O-Glikozilasyon

Sekil 2.2. Sirastyla N-Glikozilasyon ve O-Glikozilasyon kimyasal gosterimi [22].
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Cizelge 2.1. Monosakkaritlerin adlari, kisaltmalari, kimyasal yapilar1 ve renk ve sekil

gosterimleri.
. . Renk ve Sekil
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2.2.2.1. N-Glikanlar

Karbonhidratlar proteinlerin Asn-X(Prolin hari¢)-Ser/Thr (Nadiren Sistein) sekansindaki
amit azotuna N-asetil glikozamin igeren yapi baglanarak N-glikanlar1 olustururlar.
Genellikle 8 veya 9 mannoz (man) monosakkariti iceren cis-golgi boliimiindeki
glikoproteinlere bagli N-glikan yapilar1 yiiksek mannoz tipindedir. Golgi igerisindeki
enzimler tarafindan baslangigta cis golgi boliimiinde olmak {izere mannoz monosakkarit
birimleri kaldirilir ve spesifik bir enzim olan N-Asetil Glukozaminyltransferazlar ile N-
Asetil Glukozamin transferi, komplek ve hibrit N-glikan yapilarinin sentezi baslar. Hibrit
N-glikanlarda bes Mannoz monosakkarit birimi tutulur ve diger monosakkarit birimleri

eklenir. Kompleks bir yap1 olusturmak i¢in hibrit yap1 lizerinde bulunan bes Mannoz
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monosakkarit biriminin terminal uclarindaki iki tanesi uzaklastirilir ve ikinci bir N-asetil
Glukozamin edinerek kompleks ve iki antenli N-glikan yapilarinin sentezi baglar. Alt1
kata kadar veya daha fazla dallanabilen ve farkli monosakkarit birimlerini igerebilen
yapilar olusur [17,23]. Sekil 2.3’de N-glikanlarin sentezine ait sematik gosterimi ve Sekil

2.4’de N-glikan yapilarinin sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 2.3. N-Glikanlarin sentezi ve iki antenli (IV), ii¢ antenli (V,VI) ve dort antenli (VII)
N-Glikan yapilar1 [23].
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Sekil 2.4. Yiiksek mannoz, kompleks ve hibrit N-Glikan yapilari ve sematik gosterimleri.



N-glikanlar, proteinlerin immiin yanit, hiicre adezyonu ve patojen tanima gibi siire¢lerde
kritik roller oynamasini saglar [7]. Hiicre yiizeyinde yer alan glikanlar, patojen tanima ve
hiicre-hiicre etkilesimlerinde kritik bir rol oynar [18]. Ornegin, baz1 viral enfeksiyonlarda
glikanlar, virtislerin konak hiicre ylizeyine baglanma siire¢lerini kolaylastirabilir veya
engelleyebilir. Bu siire¢ 6zellikle HIV giris mekanizmalarinda belirleyicidir [24]. Ayrica,
glikozilasyonun diizensizlikleri kanser ve norodejeneratif hastaliklar dahil birgok
patolojik durumun temelinde yer alir. Kanser hiicrelerinde gozlenen anormal
glikozilasyon profilleri, bu hiicrelerin bagigiklik sisteminden kagisini kolaylastirabilir ve

metastatik 6zelliklerini artirabilir [2,19].

Tikiiriikte ve plazmada bulunan immiinoglobulinlerin (IgA ve IgG) N-glikan profilleri,
potansiyel biyobelirteg olarak degerlendirilmektedir ve bu profiller, bireyin yasina,
cinsiyetine ve saghk durumuna gére degisiklik gosterebilir [7]. Ornegin, tiikiiriik gibi
biyolojik sivilarda yer alan N-glikoproteinlerin profilleri, periodontitis gibi hastalik
durumlarinda 6nemli degisiklikler gosterebilir. Ornegin, periodontitis hastalarinda
spesifik  N-glikopeptitlerin ~ seviyelerindeki  degisiklikler, hastalifin  biyolojik

mekanizmalarina dair 6nemli bilgiler sunabilir [6].

2.3. Protein G

Protein G, Streptokok grubu bakteriler tarafindan iiretilen ve immiinoglobulin G'ye (IgG)
yiiksek baglanma afinitesi gdsteren bir yiizey proteinidir. Bu protein, rekombinant DNA
teknolojisi ile tiretilebilir ve baglanma 6zelligi nedeniyle biyoteknolojik uygulamalarda
yaygin olarak kullanilir. Protein G, bagisiklik sistemi proteini olarak post-translasyonel
modifikasyonlarin (PTM) islevselligini anlamada model olarak kullanilan bir proteindir.
Protein G’nin antikorlarla baglanma mekanizmalar, ozellikle glikolizasyon gibi
PTM’lerin islevsel etkilerini incelemek i¢in degerli bir aractir. IgG'nin farkh tlirlerine
yiiksek afinitesi, Protein G'yi immiinolojik analizler ve saflagtirma islemleri i¢in 6nemli

bir bilesik haline getirir [25].



Protein G'nin immiinoglobulinlerle etkilesimleri, hem temel bilimlerde hem de tibbi
aragtirmalarda  kullanilmaktadir. Immiinoglobulinlerin  glikozilasyon profillerinin
belirlenmesinde protein G Onemli bir rol iistlenmektedir [6]. Ayrica, bu protein

immiinoglobulinlerin biyobelirte¢ potansiyelini aragtirmak i¢in de kullanilmistir [7].

Protein G, immiinoglobulinlerle gii¢lii baglanma 6zellikleri sayesinde hem bakterilerin
patogenez mekanizmalarinin anlagilmasinda hem de biyoteknolojik uygulamalarda kritik

bir ara¢ olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

2.4. immiinoglobulin G (IgG)

Immiinoglobulin G (IgG), insan bagisiklik sisteminin en bol bulunan antikor siifidir ve
toplam serum immiinoglobulinlerinin yaklasik %75-80'ini olusturur [26]. Bu molekiil,
adaptif bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak, patojenlere karsi spesifik bir savunma

mekanizmasi sunar.

Sekil 2.5’de IgG molekiiliine ait sematik gosterim yer almaktadir. IgG, iki agir zincir ve
iki hafif zincirden olusan Y seklinde bir glikoproteindir. Molekiilin Fab bolgeleri
antijenlere baglanmay1 saglarken, Fc bolgesi efektor islevlere aracilik eder. Bu yapi,
IgG’nin opsonizasyon, nétralizasyon ve kompleman aktivasyonu gibi biyolojik islevlerini
miimkiin kilar [7,26]. IgG'nin Fc bolgesindeki glikozilasyon, fonksiyonlarini nemli
olciide etkileyebilir. Ornegin, IgG iizerindeki glikan yapilarinin antikorun etkililigi ve

bagisiklik sistemine katkisi iizerinde biiytik bir rol listlenmektedir [9].

Sekil 2.5. IgG molekiiliiniin sematik gosterimi [27].
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Sekil 2.6’da sematik olarak gosterildigi iizere insan IgG molekiilii IgG1, IgG2, IgG3 ve
IgG4 olarak dort alt sinifa ayrilir. Bu siniflandirma IgG agir zincirindeki sabit bolgelerin
yapisal, islevsel ve antijenik farkliliklarina dayanarak saglikli bir insan serumunda
bulunma oranina gore siralanmis ve numaralandirilmistir [26]. Bu alt siniflar, farkl
antijenlere kars1 bagisiklik yanitlarinda ve patojenlere karsi savunmada cesitli roller
iistlenir [7]. IgG, patojenlere kars1 savunmada hayati bir rol oynayan ¢ok yonlii bir

antikordur.

Sekil 2.6. IgG alt siniflarinin sematik gosterimi [28].

Klinik ve biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmasinin yani sira,
glikozilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlarinin incelenmesi, bagisiklik
sisteminin daha iyi anlasilmasina ve yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine katki
saglar. Immiinoglobiilin glikoproteinlerinin Fc bdlgesindeki glikan yapilarmin antikor
fonksiyonu tizerinde etkiye sahip oldugu bilinmektedir. IgG molekiiliiniin normal
olmayan bir sekilde glikozilasyonu zararli etkiler de verebilmektedir. Siyalik asit ve
galaktoz agisindan yoksun olan IgG glikoproteinlerinin normal seviyeden yiiksek olmasi
romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklar iligkili olabilir [26]. IgG'nin glikozilasyon
profillerinin ¢esitli hastalik durumlarinda degisiklik gdsterebilecegi ve potansiyel bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini bilinmektedir [7]. Yapilan ¢alismalarda
periodontitis gibi durumlarda IgG'in glikozilasyon paternlerinde belirgin degisiklikler
oldugunu goriilmiistiir [6]. Sekil 2.7’de insan IgG kristal yapist ve Fc bolgesine bagli N-

glikanlar gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Insan IgG kristal yapisi ve bagh glikanlar [29].

2.5. Glikomik

Glikomik, glikozilasyona ugramis biyomolekiillerin glikan yapilarmi tanimlamak,
kapsamli analizini yapmak ve biyolojik siirecteki rollerini anlamak icin kullanilan bir
disiplin olarak tanimlanabilir. Glikanlarm, proteinlerin biyolojik aktivitelerinde biiyiik rol
oynadigr bilinmektedir [8]. Bu alandaki gelismeler, hiicre biyolojisi, hastalik
mekanizmalar1 ve terapdtik uygulamalar icin yeni kapilar aralamaktadir [30]. Glikan
profillerindeki degisiklikler, ¢esitli hastaliklarin teshis ve tedavisinde biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir. Anormal glikozilasyon, cesitli hastaliklarda biyobelirteg olarak
kullanilabilir. Ayrica, glikomik teknolojiler ila¢ tasariminda yeni hedefler sunmaktadir
[31,32]. Glikomikler, biyolojik ve klinik bilimlerde giderek 6nem kazanan bir alan olarak,
hastalik mekanizmalarinin anlagilmasi ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in gii¢lii bir
aractir. Gelecekte, glikomik teknolojilerin daha fazla erisilebilir hale gelmesiyle birlikte,
bu alandaki kesiflerin insan sagligina katkilar1 artacaktir [30,33].

2.5.1. Glikoproteinlerden N-Glikanlarin Ayrilmasi

Glikoproteinlerden N-glikanlarin ayrilmasi, glikomik ve glikoproteomik analizlerin
temel adimlarindan biridir. Bu siireg, glikan yapilarinin detayli analizine olanak saglar ve

biyolojik sistemlerdeki islevlerini anlamak icin kritik oneme sahiptir. N-glikanlarin
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ayrilmasi, Ozellikle biyobelirteclerin kesfi ve terapotik glikoproteinlerin - kalite

kontroliinde yaygin olarak kullanilir [8].

Endoglikozidaz ve glikozidaz gibi spesifik enzimler N-glikanlarin glikoprotein
biyomolekiillerinden ayrilmasi i¢in kullanilir. Endoglikozidazlardan biri olarak PNGase
F glikanlarin glikoproteinden ayrilmasi i¢in ¢ogunlukla tercih edilen bir enzimdir. Sekil
2.8’de PNGase F enzimine ait enzimatik reaksiyon gosterimi bulunmaktadir. PNGase F,
glikoproteinlerin asparajin yan zincirine bagli N-glikanlar1 hidroliz ederek serbestlestirir.
Glikoproteinlerden bilinen neredeyse tiim N-glikanlar1 serbest birakir. Tetra ve
pentaanten zincirleri serbest birakan tek enzimdir. Bu enzimatik reaksiyon, genellikle
hafif'bazik pH (7.5-8.5) ve 37°C sicaklikta gerceklestirilir. Numunenin denatiire edilmesi,
enzimin etkinligini artirabilir. Bu nedenle SDS gibi denatiire edici kimyasallar

kullanilabilmektedir [34].

peptit
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Sekil 2.8. PNGase F enzimatik reaksiyon gosterimi.

2.5.2. N-Glikan Etiketleme

N-glikanlarin floresan o6zellige sahip etiketlerle isaretlenmesi, kromatografik ve MS
analizlerinde sinyal yogunlugunu artirir. Prokainamid veya 2-aminobenzamid (2-AB)
gibi etiketler N-glikanlarin etiketlenmesinde yaygin olarak kullanilir [8]. N-glikanlarin
serbest indirgen uclarinda yer alan aldehit gruplari, prokainamid gibi amin igeren
ajanlarla Schiff baz1 (imin) olusturacak sekilde kondenzasyon reaksiyonuna girer. Bu
Schiff bazi, yapiya floresan 6zellik kazandirir. Ancak bu yapi, imin formu ile agik form
arasinda bir denge halindedir ve kararsizdir. Bu nedenle, reaksiyonu takiben pikolinboran
(PB) gibi bir indirgen ajan kullanilarak bu gegici imin yapisi indirgenir, bdylece kararli,
floresan etiketli bir tirev elde edilmis olur. Sekil 2.9°da N-glikan yapisinin

etiketlenmeden Once ve sonraki durumu gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Prokainamid ile etiketlenmeden Once ve sonrasina ait glikan yapis1 ve

prokainamid florasans degerleri.

2.5.3. N-Glikan Saflastirma

N-glikanlarin  96-kuyucuklu plak sistemleriyle saflagtirilmasi, yiiksek verimli ve
standartlastirilmis bir siire¢ saglayarak glikomik ve glikoproteomik analizlerinin énemli
bir adimmni olusturmaktadir. Bu yontem ile 6zellikle genis 6rnek gruplarinda tekrar
edilebilirligin artirtlmasi ve islemlerin otomasyona uygun hale getirilmesi amaglanmistir
[8]. Enzimatik yontemler kullanilarak ayrilan N-glikanlarin, kalan protein ve diger
safsizliklarin uzaklastirilmas: i¢in saflasgtirma adimlar1 uygulanir [33]. 96-kuyucuklu
plakalarda kullanilan baglama recineleri, N-glikanlarin polar 6zelliklerine dayali olarak
secici bir sekilde baglanmasini saglar. Bu asamada numuneler bir tampon igerisinde
hazirlanarak plakanin kuyucuklarina yiiklenir. Glikanlarin regineye baglanmasi igin
uygun pH ve iyonik kuvvet kosullar saglanir. 96-kuyucuklu plakanin kuyucuklari,
safsizliklar1 uzaklagtirmak icin cesitli tampon c¢ozeltiler ile yikanir ve baglanmayan
bilesenler uzaklastirilir. Glikanlarin polar yapisi sayesinde N-glikan yapilar1 ¢ozeltiden
ayrismadan reg¢inelerde tutulur. N-glikanlar, genellikle yiliksek tuz konsantrasyonuna
sahip veya uygun pH degerine sahip tamponlar kullanilarak eliisyona iglemine alinir.
Eliisyon tampon ¢ozeltileri ile birlikte polarite ve iyonik kuvvetlerin sayesinde glikanlar
serbest birakilir. Boylece hedeflenen N-glikanlar, kuyucuklardan toplanarak analiz i¢in

hazir hale getirilmis olur.

Birden fazla numunenin es zamanli olarak saflastirma islemi gerceklestirilmesi olanak
tanir ve deney siirelerini kisaltir. Sabit kuyucuk boyutlar1 ve recine kapasiteleri sayesinde
tutarli sonuglar elde edilmesini saglar. 96-kuyucuklu plaka sistemleri, N-glikanlarin

saflagtirilmasinda yiliksek verimli ve standart bir yontem sunarak glikomik ve
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glikoproteomik c¢aligmalarin temelini olusturur. Bu yontem, klinik arastirmalar ve
endistriyel siire¢lerde glikan analizi i¢in giivenilir ve tekrarlanabilir sonuclar elde

edilmesini saglar.

2.5.4. IgG izolasyon Yontemi

IgG izolasyonu, genellikle plazma veya serum 6rneklerinden gerceklestirilir. izolasyon
yontemleri, yiiksek saflik ve aktiviteyi koruma prensibiyle tasarlanmistir. Protein A ve
Protein G, IgG Immiinoglobiilinlerinin Fc bdlgesine baglanma dzelligine sahiptir. Protein
A, ozellikle insan IgG1, 1gG2 ve 1gG4 izotipleriyle yiiksek afinite gosterirken, Protein G,
daha genis bir IgG yelpazesiyle uyumludur. Protein G regineleri kullanilarak 6rnek

icerisindeki IgG biyomolekiilleri segici olarak baglanir ve saflastirilir [26].

Protein G recineleri 96-kuyucukla plakaya veya mikrosantrifiij tiiplerine eklenir. Protein
G reginesi, baglama tamponu ile 6nceden dengeye getirilir. Baglama tamponu biyolojik
pH, protein yapilart i¢in fizyolojik uyumluluk ve sodyum ve potasyum iyonlari ile
protein-ligand veya antikor-antijen baglanmasinda iyonik kuvvetlerin dengelenmesini
saglamaktadir. Boylelikle glikoproteinlerin dogal yapisinin korumasi ve yiiksek
baglanma verimliligi amag¢lanmaktadir. Uygun ortam olusturulduktan sonra serum veya
plazma &rnegi plaka kuyucuklarina veya mikrosantrifiij tiiplerine eklenir. Ornekler, belirli
bir stire (30-90 dk) yavas bir sekilde karistirilarak inkiibasyon islemi gergeklestirilir. Bu
islem sayesinde IgG’nin regineye baglanmasini saglanir. Daha sonra diisiik tuz icerigine
sahip spesifik olmayan baglanmay1 azaltmak amaciyla yikama tamponu kuyucuklara
eklenerek numune artiklari santrifiij, vakum veya manyetik bir sistemle uzaklagtirilir.
Yikama islemi genellikle 2-5 kez tekrarlanir. Sonrasinda elektrostatik ve hidrojen baglar
gibi etkilesimlerin zayiflatilmasi ve kirilmasi amaciyla diisiik pH degerine sahip (2.5-3.5)
elisyon tamponu eklenir ve baglanan IgG kuyucuklardan ¢oziindiiriilir. Eliisyon
sirasinda IgG’nin stabilitesini korumak i¢in hemen nétralizasyon tamponu eklenir.
Saflastirilmis IgG, ayr bir toplama plakasina veya mikrosantrifiij tiiplerine aktarilir ve

analizler i¢in hazir hale getirilir.
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2.6. HPLC-HILIC-FLD Kromatografik Analiz Yontemi

HPLC (Yiiksek Performansli/Basingli S1ivi Kromatografisi) sivi sekilde enjekte edilen
ornegin pompalar yardimiyla bir ayirici kolona gonderilmesi, kimyasal bilesenlerin
kolonda ayrilmasiyla birlikte dedektor tarafindan sinyal degisikligine bagli olarak
algilanmas1 ve buna bagli olarak bir kromatogram olusturmasi teknigine dayanan sivi
kromatografik bir yontemdir. HPLC-HILIC-FLD polar ve hidrofilik molekiillerin
analizinde, glikanlarin yapt ve miktar tayininde yaygin olarak kullanilan yiliksek
hassasiyetli bir tekniktir. Bu yontem ile polar bilesiklerin ayriminda yiiksek performans
gozlenirken, floresan bir molekiil ile etiketleme sayesinde diisiik konsantrasyonlardaki

glikanlarin tespit edilmesini miimkiin kilar [8].

HILIC, polar molekiillerin hidrofilik kolonlarla etkilesime girerek ayrilmasini saglar. Bu

sistem, glikanlarin polar yapisini1 detayl bir sekilde ayirmada kritik bir rol oynar [32].

HILIC kolonlar (sabit faz) genellikle silika bazli, amid veya amino gruplar ile modifiye
edilmis notr, yliklii veya zwitteriyon bir i¢ yiizeye sahiplerdir. HILIC mekanizmasi, sabit
faz ile hareketli sulu fazin organik bileseni arasinda molekiiler arasi etkilesimlere
(hidrojen bagi, dipol-dipol, van der Waals, iyonik ve elektrostatik etkilesimler) dayanan
karmagik bir kombinasyona dayanir. Kolon modifikasyonlarina bagli olarak etkilesim

mekanizmalar1 degismektedir.

HILIC baglh sistemlerde tipik mobil (hareketli) fazlar, asetonitril basta olmak iizere
organik degistiricileri olan sulu ¢ozeltilerdir. Sulu mobil (hareketli) fazin icerdigi su ile
sabit faz birleserek sabit fazin analite kars1 olan afinitesini artar. HILIC kolonlarda, sulu
fazin yiizdesi artirilarak analitlerin ayrimi saglanirken, organik fazin yilizdesindeki artis
ile analitlerin kolonda tutunmalar1 artar. Amonyum format ve asetat gibi tampon
coOzeltiler, organik c¢oziicii sistemlerinde kolayca c¢oziinebilir ve dengelenmemis
elektrostatik kuvvetlerin kontrolii, iyonlasma optimizasyonu ve kromatografik ayrimda

onemli bir rol oynamaktadir.
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FLD, belirli bir dalga boyunda floresan o6zellik gdsteren molekiillerin uyarilmasi ve
uyarilmis molekiillerin emisyonunun dl¢iimiine dayali bir dedektortiir. HILIC kolonlar
ile ayrilan molekiilerin uyarilmasi sonucu emisyon yogunluguna bagli olarak farkl

sinyaller elde edilir. Bu sinyaller kromatograma doniistiiriilerek veri elde edilir.

2.7. Kiitle Spektrometrisi

Kiitle spektrometrisi (MS), atomlar ve molekiillerin iyonlastirilarak belirli bir yiik
kazandirilip kiitle/ylik (m/z) oranini dlgerek yapisal ve nicel bir analiz teknigi olarak
kullanilmaktadir. Biyoanalitik ve kimyasal analizlerde siklikla kullanilan bu teknik,
glikomik analizlerde oldukg¢a 6nemli bir rol {istlenmektedir. Proteinler ve glikanlar gibi

biyomolekiillerin yapisal acidan incelenmesine olanak saglamaktadir.

Kiitle spektrometrisinde atom veya molekiillerin iyonlasmas1 gerekmektedir. Iyonlarm
cihaz igerisindeki gelisen siliregte carpigsmalarini ve yiik kaybini engellemek i¢in yiiksek
vakum altinda calismaktadir. Boylelikle, iyonlasan tiiriin dogru bir sekilde dedektore
ulagsmas1 hedeflenmektedir. MS, genel olarak iyonlagma, ayrigsma ve tespit boliimlerini
icermektedir. Bir 6rnek verme sistemi (6rnegin sivi veya gaz kromatografisi) kullanarak
sisteme giren tiir ¢esitli iyonlastirma teknikleri kullanarak negatif veya pozitif olarak
yiiklenirler. Pozitif veya negatif yiiklii iyonlar bir kiitle analizériinden gecerler ve bu
asamada kiitle/yiik (m/z) oranina gore birbirlerinden ayrilirlar. Birbirinden ayrilan tiirler

farkli zamanlarda dedektdre ulasir ve m/z oranina gore tespit edilirler.

Iyonlastirma teknikleri arasinda elektron iyonizasyon (EI), elektrosprey iyonizasyon
(ESI), matriks yardimli lazer desorpsiyon iyonizasyon (MALDI) gibi teknikler
bulunmaktadir. Her bir iyonlagtirma teknigi farkli bir avantaja ve dezavantaja sahip
olabilmektedir. Elektron iyonizasyonu (EI) bir sert iyonizasyon teknigidir. EI teknigi
kullanarak molekiillerin iyon kaynagindan salinan ytiksek enerjili (70 eV) elektronlar ile
carpistirilarak iyonlastirilmasi saglanir. Burada yapilar yiiksek enerjili elektronlar
nedeniyle pargalanmaktadir. ESI ve MALDI teknikleri ise yumusak iyonlagtirma
teknikleridir. Molekiillerin minimum pargalanmayla iyonlastirilmasini saglar. ESI

tekniginde sivi numunelerin iyonlastirilmalar1 saglanirken, MALDI teknigini kuru ve
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kristalimsi bir matriks icerisinde bulunan numunelerin iyonlastirilmasi esasina dayanir.
ESI tekniginde iyonlar farkli yiiklerde (z=1,2,3...20..) olabilirler. Boylelikle yliksek
molekiil agirligina sahip iyonlar daha diisiik m/z degerlerinde analiz edilebilirler. MALDI
tekniginde ise genellikle tek yiikli nadiren ¢ok yiiklii iyonlar olusmaktadir. ESI
tekniginde analiz siiresi MALDI teknigine gore daha uzundur. Ayrica ¢alisma kiitle
araliklar birbirlerinden farklidir. MALDI tekniginde yaklasik 300 kDa gibi yiiksek kiitle
araliginda c¢alisilabilmektedir. ESI tekniginde ise yaklasik 70 kDa kiitleye sahip
molekiiller analiz edilmektedir. MALDI tekniginin veri yorumlamalar1 da tek yiikli
iyonlar sayesinde ESI teknigine gore daha kolay olabilmektedir. MALDI ve ESI
teknikleri ozellikle proteomik ve glikomik caligsmalarda siklikla tercih edilen kiitle

spektrometrik teknikler arasindadir.

Siv1 fazda iyonlagma saglamak ic¢in kullanilan yumusak bir iyonlagma teknigi olan ESI
stv1 kromatografisi ile birlikte kullanilabilmektedir. Bu yontemde ¢oziicii ile birlikte
ornek yiiksek voltaj uygulanan bir kilcal bir (kapiler) elektroda aktarilir ve bu kapiler ug
ile birlikte cihaz igerisine piiskiirtiilir. Kapilerin ucuna uygulanan yiiksek voltaj ve
tiretilen ytliksek elektrik alan1 sayesinde kii¢tik yiiklii damlaciklar olusur. Kurutucu bir gaz
ve sicaklik yardimiyla (Azot) ¢Oziiciiniin uzaklagsmasini saglanir. Coziiciiniin
buharlagsmas1 sonrast damlaciklar ylizeyindeki yiik yogunlugu kademeli olarak
artmaktadir. Ornek molekiillerinin yiiklerinin elektrostatik itmeleri sonucu yiizey
geriliminde meydana gelen degisim bir patlamaya neden olur. Bir veya birden fazla yiiklii
iyona bollinerek analitin gaz fazinda farkli yiiklerle cihaza girmesi saglanir. Kiitle
analizoriinde ayrilan molekiiller dedektor yardimiyla tespit edilirler. Bu yontem sivi
analiz, ¢ok yiiklii iyonlar ile daha diisiik m/z oranlarinda ¢alisabilme, yiiksek kiitleye

sahip molekiillerin analizi, kalitatif ve kantitatif analiz gibi imkanlar sunmaktadir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Klinik ve radyografik muayene sonucunda calismada yer almay1 kabul eden katilimcilar
tarafindan toplanan kanlardan elde edilen serum ve tiikiirik 6rnekleri, SDS (sodyum
dodesil siilfat), Igepal CA (oktilfenoksipolietoksietanol), PBS (Disodyum hidrojen fosfat,
potasyum dihidrojen fosfat, sodyum kloriir, potasyum kloriir), PNGase F, prokainamid
hidrokloriir, 2-pikolinboran, metanol, glikan spe, asetonitril, amonyum bikarbonat,
formik asit, etanol, protein G, asetik asit, dimetil siilfoksit (DMSO) ve deiyonize su

sistemi kullanilmistir.

3.2. Katihmcilarin Secilmesi ve Periodontal Durumlarina Gore Simflandirilmasi

Periodontal hastalik/durum teshisi i¢in hastalarin mevcut panoramik radyograflari
degerlendirilecek ve rutin klinik periodontal indeksleri (PI, SCD, KAK ve SKI)
kaydedilecektir. Periodontal saglik ve periodontitis teshisinde ‘2017 Periodontal ve Peri-
implant Hastaliklarin ve Durumlarin Siniflandirilmasi’ baz alinmistir [5,35]. Tiim klinik
periodontal kayitlar tek bir klinisyen tarafindan (NA) toplanmistir. Klinik periodontal
indeksler dental ayna ve Williams periodontal sondu kullanilarak agizdaki tiim dislerinin
alt1 yiizeyinden (mid-bukkal, meziobukkal, distobukkal, mid-palatinal, meziopalatial,

distopalatinal) dlctilerek kaydedilmistir.

3.3. Klinik Periodontal Ol¢iimlerin Toplanmasi

Calismada kayit altina alinacak klinik periodontal indekslerin toplanmasinda Williams

periodontal sondas1 (LM Dental AB, Nynishamn, Isve¢) kullanilmistir.
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3.3.1. Plak indeksi (PI) (Silness & Loe)

PI Skorlamasi : Dis yiizeyinde plak yoksa, sond yiizeyi tamamen temiz ise 0, dis
yiizeyinde gozle izlenebilir plak yoksa ancak sond dis yiizeyinde gezdirildikten sonra
sond ylizeyinde boyaya batirilmig gibi ince film tabakasi seklinde plak mevcut ise 1, sond
dis yiizeyinde gezdirildikten sonra, sond yiizeyinde makroskobik olarak izlenebilen plak
kitlesi mevcut ise 2, dis ylizeyinde dental kalkulus varligi mevcut ise 3 ile
numaralandirilmistir. Tek bir dise ait ortalama deger, o disten toplanan skorlar toplaminin
6’ya boliinmesi ile elde edilecektir. Toplam agiz skoru ortalamasinin hesaplanmasinda
ise, ‘Tim dislerin ortalama degerlerinin toplami/ Veri toplanan dis sayisi’ denklemi

kullanilacaktir.

3.3.2. Sondalamada Cep Derinligi (SCD)

SCD Skorlamast: Periodontal sond ile dlgiilebilen, diseti kenar1 ve cep tabani arasindaki
mesafedir. Olgiim milimetre (mm) cinsinden &lgiiliip kaydedilir. Tiim agizin SCD
ortalamasinin hesaplanmasinda ise, ‘Tiim dislere ait ortalama degerlerin toplami / Veri

toplanan dis sayis1’ denklemi kullanilacaktir.

3.3.3. Klinik Atacman Kaybi (KAK)

KAK Skorlamasi: Periodontal sond ile dl¢iilebilen, diseti kenari ile cep taban1 arasindaki
mesafedir. Ancak SCD skorundan farkli olarak diseti g¢ekilmesi varligi bu skoru
etkileyecektir. Diseti ¢ekilmesi mevcutsa mine- sement sinir1 ile digeti kenar1 arasindaki
cekilme mesafesi SCD skoruna eklenerek hesaplanir. Diseti ¢ekilmesi yoksa SCD skoru
KAK skoru ile esittir. Diseti ¢ekilmesi (DC), mine-sement birlesimi ile diseti kenar1
arasindaki mesafe olarak tanimlanmis ve ¢aligmaya katilan her bireyde, dahil edilen her
bir disin meziobukkal, bukkal, distobukkal, meziolingual, lingual ve distolingual olmak
izere toplam 6 farkli noktasindan Williams periodontal sondas1 ile milimetre cinsinden

Olgiilmiistiir.
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3.3.4. Sondalamada Kanama Indeksi (SKI)

SK1I Skorlamasi: Periodontal sond cep igerisinde gezdirildikten yaklasik 20 saniye sonra
kanamanin olup olmadiginin degerlendirilmesidir. Kanama olan bolgenin skoru (+),
kanama olmayan bdlgenin skoru (—) olarak kayit altina alinir. Her katilimci igin
‘(Kanayan yiizey sayis1 / Toplam dis yiizeyi sayis1) x 100’ formiilii kullanilarak tiim

agi1zin sondalamada kanama ytlizdesi hesaplanmustir.

3.4. Etik Onay

Bu calisma, insan katilimcilardan elde edilen biyolojik 6rnekler iizerinden Periodontal
Hastaliklarla  iliskili Glikomik Biyobelirteclerin Belirlenmesi konulu ¢alisma
gergeklestirilmesine yonelik olup Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
degerlendirilmis ve etik kurallar ¢er¢evesinde incelenerek uygun bulunmustur. Calismaya
baslamadan once ilgili etik kuruldan resmi onay alinmis olup EK 4.” de yer almaktadir.
Katilimcilar aragtirmanin amaci, kapsami ve yapilacak islemler hakkinda detayl sekilde
bilgilendirilmis, goniilli katilim esas alinmistir. Tiim katilimcilardan yazili onam formlari
alinmis ve bilgiler gizlilik ilkelerine uygun olarak anonim sekilde saklanmistir. Etik
ilkeler dogrultusunda ¢aligmada, Helsinki Bildirgesi’nde yer alan insan haklar1 ve
bireysel mahremiyete saygi ilkelerine tam anlamiyla uyulmustur. Caligmada herhangi bir
sekilde katilimci sagligina zarar verici, rahatsiz edici veya onur kirict bir yontem

uygulanmamustir.

3.5. Orneklerin Toplanmasi

Gerekli ekipman ve altyapi, 6rneklerin toplanacagi klinikte hazir durumdadir.

3.5.1. Tiikiiriik Orneklerinin Toplanmasi

Tiikiirik 6rnekleri, sabah saat 09:00 ile 11:00 arasinda toplanmis, kontaminasyondan
(kanama vb.) ka¢inmak i¢in klinik periodontal 6l¢timler tiikiiriik toplanmasinin ardindan

gergeklestirilmistir. Katilimeilar 6rnek alimimin yapildigi sabah herhangi bir oral hijyen
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uygulamasi yapmamaya ve drnek alimindan en az 2 saat dncesine kadar herhangi bir sey
yiyip igmemeye &zen gostermislerdir. Ornekleme esnasinda, bireylerin agizlarnda
biriktirdikleri tiikiiriigii steril toplama tiiplerine tiikiirmeleri saglanmis ve bu islem, en az
5 mL hacminde uyarilmamis tiikiiriik elde edilene dek siirdiiriilmiistiir. Elde edilen
tiikiirtik 6rnekleri, 10 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijleme
isleminden sonra, siipernatant faz steril pastdr pipeti yardimiyla ¢okelti kismindan
dikkatlice ayrilmis ve steril ependorf tiiplerine aktarilimistir. Numuneler, analiz siirecine

kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir [36].

3.5.2. Serum Orneklerinin Toplanmasi

Venoz kandan serum orneklerini elde etmek amaciyla katilimcilardan antekiibital
bolgedeki venden 9 mL kan 6rnegi alinmistir. Alinan kan 6rnekleri, santrifiij dncesinde
yaklasik 30 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin ardindan, 6rnekler
10 dakika siireyle 4000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutulmus, santrifiij sonrasi olusan
slipernatant serum kismi, steril pastor pipeti kullanilarak alttaki c¢okelti kismindan
dikkatle ayrilmis ve steril ependorf tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen serum 6rnekleri,

analiz yapilincaya dek -80 °C'de saklanmistir [36].

3.6. insan Serumundan N-Glikanlarin Salinmasi

10 pL serum O6rnegi mikrosantrifiij tiipiine alindi. Denatiirasyon islemi icin 20 pL %2
SDS ilave edildi, karistirildi ve santrifiij yapildi. 70 °C’de 10 dakika inkiibasyona
birakildi. Buharlasma durumunda 6rnek kaybini minimum seviyelere indirmek i¢in tekrar
santrifiij edildi. Sitoplazmik zar1 kirmak i¢in 10 uL %4 igepal eklendi ve karistirildi. 10
uL 5x PBS tamponu eklenerek ve karistirilarak enzimatik reaksiyon i¢in uygun bir ortam
hazirlandi. N-glikanlari, glikoproteinlerin asparajin aminoasiti ve N-asetil glukozamin
arasindaki glikozidik bagi kirmak i¢in 1U PNGase F eklenerek ve karistirildi. Enzimlerin
denatiirasyonu 6nlemek ve tiim glikanlarin salinimi i¢in 37 °C’de 18 saat inkiibasyona

birakildi.
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3.7. N-Glikanlarin Etiketlenmesi

37 °C’de inkiibasyona birakilan 6rnekler alind1 ve santrifiij edildi. 20 pL prokainamid
ajan1 eklenerek etiketlenmistir. 20 pL 2-pikolinboran eklenmis ve 65 °C’de 2 saat
inkiibasyonu birikalmistir. Prokainamid ¢ozeltisi stok olarak 165 mg prokainamid 1.5
mL DMSO:CH3COOH (70:30 v/v) igerisinde ¢6ziilmiistiir. Pikolinboran ¢6zeltisi olarak
67.2 mg 2-pikolinboran 1.5 mL DMSO:CH3COOH (70:30 v/v) igerisinde ¢oziilmiistiir.

3.8. N-Glikanlarin Saflastirilmasi

Saflastirma islemi 96-kuyucuklu plaka ve Glikan SPE kat1 faz ekstraksiyonu kullanilarak
gerceklestirildi. 96-kuyucuklu plaka tizerindeki kuyucuklar 1 mL metanol (MeOH) ile
yikandi. Her kuyucuk icin 10 mg poliamit re¢ine igeren Glikan SPE kullanildi. 1 mL
%10 ACN kuyucuklara eklenerek yikandi. Ardindan 2 kez 1 mL %90 ACN eklenerek
yikandi. Her 15 pL 6rnek miktar i¢in 85 uL %100 ACN eklenerek bir yiikleme ¢ozeltisi
hazirland1 ve kuyucuklara eklendi. 15 dakika beklemeye birakildi. 1 mL %90 ACN ile 5
kez yikandi. Ardindan toplama plakas1 yerlestirilerek 100 pL %10 ACN ile 5 dakika
araliklarla 4 kez yikandi. 400 pL eliisyon yapilan 6rnekler mikrosantrifiij tiiplerine alindi.
45 °C’de 2 saat kurutucuya birakildi. Kuruyan ornekleri analize hazir hale getirmek i¢in
70 uL %100 ACN ve 30 pL ultra saf su eklendi, karistirildi ve etiketlenmis insert viallere

(analiz siseleri) aktarildi.

3.9. Insan Serumundan IgG izolasyonu

Her bir 6rnek i¢in 75 pL Protein G reginesi bir mikrosantrifiij tiipiine alindi. Yiiksek hizda
15 saniye santrifiijlendi. Ust fazdaki siv1 atildi. 50 pL  1xPBS baglayici tampon ¢dzelti
eklendi, kanstirildi ve 15 saniye yiiksek hizda santrifiijlendi. Bu islem 2 kez daha
tekrarlandiktan sonra 50 pL serum 1xPBS tampon ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda seyretilerek
recine bulunan mikrosantrifiij tliptine alindi ve karistirildi. 45 dakika inkiibasyona
birakildi. Yiiksek hizda 15 saniye tekrar santrifiij edilerek iist faz dikkatli bir sekilde alind1
ve ayr1 bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak verim kontrolleri i¢in ayrildi. Bu adim 4 kez
daha ayni sekilde tekrarlandi. Daha sonra 50 pL 0.1 M formik asit eliisyon tamponu
inkiibasyon yapilan mikrosantrifiij tiipiine (Protein G recginesi i¢eren) eklendi, karistirildi.

5 dakika inkiibasyona birakildi ve sonrasinda yiiksek hizda santrifiijlendi. Ekstrate
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edilmis IgG igeren iist faz alinarak ayr1 bir temiz mikrosantrifiij tiiptine alind1. 3 kez daha
bu iglem tekrarlandi ve her 50 pL supernatant i¢cin 5 pL 1 M amonyum bikarbonat eklendi.
15 dakika 300 rpm hizda karistirildi. Daha sonra hizli vakum konsantrator kullanilarak

45 °C’de kurutuldu.

3.10. IgG N-Glikanlarinin Salinmasi

Kurumus orneklere 30 pL %1.33 SDS eklendi. 5 dakika 500 rpm hizda 20 °C’de
karistirildi. Daha sonra 70 °C’de 10 dakika beklemeye alindi. Her bir 6rnek i¢in 10 pL
%4 Igepal ilave edildi ve kanistirildi. 10 pLL 5xPBS eklendi. Son olarak 1U PNGase F

eklenerek 18 saat inkiibasyona birakildi.

3.11. izole Edilmis IgG N-Glikanlarinin Etiketlenmesi

37 °C’de inkiibasyona birakilan 6rnekler alindi ve santrifiij edildi. 12.5 pL prokainamid
ajan1 eklenerek etiketlenmistir. 12.5 pL 2-pikolinboran eklendi ve 65 °C’de 2 saat
inkiibasyonu birikaldi. Prokainamid ¢ozeltisi stok olarak 165 mg prokainamid 1.5 mL
70 DMSO: 30 CH3COOH (v/v) igerisinde ¢Oziilmiistiir. Pikolinboran ¢ozeltisi olarak 67.2
mg 2-pikolinboran 1.5 mL 70 DMSO: 30 CH3COOH (v/v) igerisinde ¢ozlilmiistiir.

3.12. IgG N-Glikanlarinin Saflastirilmasi

Saflastirma islemi 96-kuyucuklu plaka ve Glikan SPE kat1 faz ekstraksiyonu kullanilarak
gergeklestirildi. 96-kuyucuklu plaka tizerindeki kuyucuklar 400 pL etanol (EtOH) ile
yikandi. Her kuyucuk i¢in 10 mg poliamit re¢ine igeren Glikan SPE kullanildi. 2 tekrarli
olarak 400 pL %96 ACN kuyucuklara eklenerek yikandi. Her 15 pL 6rnek miktari igin
85 uL %100 ACN eklenerek bir yiikleme ¢ozeltisi hazirlandi ve kuyucuklara eklendi. 15
dakika beklemeye birakildi. 400 uL %96 ACN ile 5 kez yikandi. Toplama plakasi
yerlestirildi. 200 pL ultra saf su ile eliisyon islemi tamamlandi. Eliisyon yapilan 6rnekler
mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 45 °C’de 2 saat kurutucuya birakildi. Kuruyan 6rnekleri
analize hazir hale getirmek i¢in 70 pL %100 ACN ve 30 pL ultra saf su eklendi,

karistirild1 ve etiketlenmis insert viallere (analiz siseleri) aktarildi.
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3.13. HPLC-HILIC-FLD ile IgG ve Insan Serumu Toplam N-glikanlarinin

Analizleri

Su ile eliie edilen prokainamit etiketli N-glikanlarin analizi i¢in, her 6rnege hacimce IgG
icin %75, insan serumu i¢in %70 oraninda asetonitril (ACN) eklendi. Analizler, Thermo
UHPLC-HILIC-FLD sistemi kullanilarak gerceklestirildi. N-glikanlarin kromatografik
ayrimi i¢in Waters Glycan BEH Amide kolonu (130 A, 1.7 um, 2.1 mm x 100 mm, IgG
i¢in; 130 A, 1.7 pm, 2.1 mm x 150 mm insan serumu i¢in) kullanildi. Floresan dedektor
(FLD) ayarlarinda eksitasyon dalga boyu 310 nm ve emisyon dalga boyu 370 nm olarak
belirlendi. Kolon sicakligi IgG analizlerinde 60 °C, insan serumu toplam N-glikom
analizleri i¢in 25 °C olarak ayarlandi. Mobil faz A olarak 50 mM amonyum format (pH
4.4), mobil faz B olarak ise %100 asetonitril (ACN) kullanild1. IgG N-glikanlarminin
analizlerinde Mobil faz B’nin oran1 30 dakika boyunca %75’ten %62’ye diisiiriildi ve
akis hiz1 0.4 mL/dk olarak sabitlendi. Insan serum toplam N-glikan analizleri i¢in mobil
faz B’nin orami 25 dakika boyunca %70’ten %58 e diisiiriildii ve akis hiz1 0.56 mL/dk

olarak sabitlendi. Her 6rnek i¢in enjeksiyon hacmi 25 pL olarak belirlendi.

3.14. Tiikiiriik Orneklerinden IgG izolasyonu ve Proteolitik Par¢alanmalari

IgG izolasyonu i¢in 50 pL Protein G manyetik agaroz boncuklart kullanilmistir.
Boncuklar 6ncelikle dort kez 200 pL. 1X PBS ile yikanmis ve ardindan her kuyucuga 50
pL tikirik 6rnegi ve 50 pL 2X PBS eklenerek 3 saat inkiibe edilmistir. Yiikleme
sonrasinda, boncuklar 200 uL 1X PBS ile yikanarak IgG'nin eliisyonu i¢in 200 pL 0.1 M
formik asit eklenmis ve 15 dakika inkiibasyon yapilmistir. Ellisyon sonrasi pH
dengelemesi i¢in 20 uL 1 M amonyum bikarbonat ilave edilmistir. Elde edilen IgG
fraksiyonlar1 45°C’de vakum konsantratorii kullanilarak kurutulmustur. Kurutulan IgG
ornekleri, 20 pL. 50 mM amonyum bikarbonat (ABC) igerisinde 500 rpm’de 10 dakika
coziindiiriilmistiir. Sonrasinda her 6rnege 20 pL (0.05 pg/pL) tripsin eklenerek,

proteolitik sindirim i¢in 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.

3.15. nLC-QTOF-MS/MS Analizleri

Tikiiriik 6rneklerinden izole edilen IgG fraksiyonlarmin N-glikopeptit profilleri, Bruker

timsTOF Pro (QTOF) cihaz1 kullanilarak nLC-QTOF-MS/MS sistemi ile analiz
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edilmistir. Kromatografik ayirma, 10 cm uzunlugundaki nanoLC kolonu kullanilarak
gerceklestirilmis ve akis hiz1 0.7 pL/dk olarak ayarlanmistir. Mobil faz A olarak %0.1
formik asit (FA) igeren su, mobil faz B olarak ise %95 asetonitril (ACN) ve %0.1 formik
asit igeren ¢oOzelti kullanilmistir. Gradyan eliisyon programi kapsaminda, mobil faz B
orani 25 dakika igerisinde %3’ten %30’a kademeli olarak artirilarak glikopeptitlerin etkin
sekilde ayrilmasi saglanmigtir. Kiitle spektrometresi tarafinda iyonlarin parcalanmasi i¢in
basic stepping CID (collision-induced dissociation) yontemi kullanilmistir. Bu yaklagim,
hem peptit omurgasina hem de bagh glikan yapilarina ait fragment iyonlariin elde
edilmesine olanak tanimigtir. Uygulanan bu analiz protokolii, tiikiiriik kaynakli IgG N-
glikopeptitlerinin yiiksek hassasiyet ve dogrulukla profillenmesini saglamis, elde edilen
MS/MS verileri glikopeptit yapilarin giivenilir sekilde tanimlanmasina uygun bir temel

sunmustur.

3.16. Veri Analizleri

IgG ve Insan Serumu Toplam N-glikan profillerine iliskin veriler, UHPLC-HILIC-FLD
analizleri sonucunda elde edilmis ve pik alanlarinin kantifikasyonu igin Thermo
Chromeleon yazilimi kullanilmistir. Her bir glikan yapisina ait kromatografik pikler
manuel olarak incelenmis, entegrasyon islemi standardize edilerek gergeklestirilmistir.
Analiz sonucunda elde edilen ham pik alanlari, bireyler arasi karsilastirilabilirligin
saglanmasi amaciyla toplam alan normalizasyonu yontemi ile islenmis ve her bir glikanin
goreceli bolluk degeri hesaplanmistir. Serum ve tiikiiriik 6rneklerinden elde edilen IgG
N-glikanlarinin goreceli alan yiizdeleri arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek igin
Kruskal-Wallis ANOVA testi uygulanmistir. Tim istatistiksel analizler ve ROC
analizleri OriginPro (OriginLab Corporation, USA) yazilim1 kullanilarak yapilmistir.
Gruplar arasindaki farkliliklar1 gorsellestirmek amaciyla kutu grafikleri JASP (Version
0.17.2, University of Amsterdam) yazilimi ile olusturulmustur. Tiim analizlerde p < 0.05

anlamlilik sinir1 olarak kabul edilmistir.

Tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen IgG fraksiyonlarinin N-glikopeptit profilleri, nLC-
QTOF-MS/MS sistemi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen MS verileri dncelikle
Bruker DataAnalysis yazilimi ile degerlendirilmistir. Glikopeptitlerin 6n tanimlamalari,

teorik m/z degerleri ile spektrumlarin manuel karsilagtirilmasi yoluyla yapilmistir. Daha
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sonra, MS/MS spektrumlarinin detayli analizi ve glikopeptit yapilarin otomatik
tanimlanmas1 i¢in MSFragger Glyco yazilimi kullanilmis ve bu yazilim araciligiyla
glikan bagli peptitlere ait karakteristik fragment iyonlar1 tespit edilmistir. Tanimlanan
glikopeptitlerin alikonma zamanlar1 (retention time) GlycoGenius platformu iizerinden
belirlenmistir. Son agamada, her bir glikopeptitin géreceli miktarlarinin hesaplanabilmesi
icin LacyTools yazilimi kullanilmig ve toplam alan normalizasyonu yaklagimi
uygulanarak kantifikasyon gerceklestirilmistir. Bu siire¢ sayesinde, glikopeptit profilleri
hem kalitatif hem de kantitatif olarak detayl bir sekilde degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Periodontal Hastaliklarda Serum ve Tiikiiriik IgG N-Glikanlarinin Biyobelirte¢

Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Immiinoglobulin G (IgG) molekiilleri, glikan yapilarindaki degisikliklerin ¢esitli hastalik
durumlarinda biyobelirte¢ potansiyeline sahip olmasi nedeniyle 6nemlidir. Bu ¢alismada,
serum ve tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen IgG molekiillerinin N-baglantili (N-glikan)

profilleri karakterize edilmis ve periodontal hastaliklarla iliskileri incelenmistir.

Cizelge 4.1°de periodontal saglik durumu farkl olan {i¢ grup (periodontitis, gingivitis ve
saglikli bireyler) klinik periodontal indeksler ve demografik ozellikler agisindan
degerlendirilmigtir. Katilimcilarin yas ortalamalar1 incelendiginde, periodontitis
grubunun ortalama yasinin (40.86 + 8.77) diger gruplara gore belirgin sekilde daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Gingivitis grubunun yas ortalamasi (30.89 + 8.67) olup
saglikli bireylerde bu deger (26.50 + 4.03) olarak belirlenmistir. Bu sonug, periodontitisin
daha ileri yaglarda ortaya ¢ikma egiliminde oldugunu desteklemektedir. Cinsiyet dagilimi
tiim gruplarda dengeli olup, gruplar arasinda belirgin bir kadin-erkek orani farklilig

bulunmamaktadir.

Klinik periodontal indekslere bakildiginda, Plak Indeksi (PI ort.) periodontitis (2.60) ve
gingivitis (3.55) gruplarinda saglikli bireylere (0.72) kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek
bulunmustur. Gingivitis grubunda PI degerinin periodontitis grubundan bile daha ytiksek
olmasi, plak birikiminin erken evre periodontal hastaliklarda daha baskin bir etken
olabilecegini gostermektedir. Sondalamada Kanama Indeksi (BOP%) degerleri
periodontitis grubunda (80.67%) en yliksek diizeyde bulunurken, gingivitis grubunda
(41.84%) ve saglikli bireylerde (3.97%) cok daha diisiik bulunmustur. Bu bulgular,
inflamasyon siddetinin hastaligin ilerlemesiyle dogru orantili olarak arttigim

gostermektedir.
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Cep Derinligi (CD ort.) ve Klinik Atagman Kaybi1 (AL ort.) degerleri periodontitis
grubunda sirastyla (3.38 mm) ve (3.56 mm) olup, diger gruplara kiyasla belirgin sekilde
artmistir. Saglikli bireylerde CD (1.29 mm) ve AL (1.29 mm) degerleri diisiik, gingivitis
grubunda ise (1.46 mm) ve (1.48 mm) ile orta diizeydedir. Bu sonuglar, periodontitis
hastalarinda periodontal destek dokularin belirgin sekilde kaybedildigini ortaya
koymaktadir. Dis Eti Cekilmesi (DC ort.) de benzer sekilde periodontitis grubunda (0.18
mm) daha yiiksektir; gingivitis (0.02 mm) ve saglikli bireyler (0.01 mm) gruplarinda ise
thmal edilebilir diizeydedir. Son olarak, ortalama dis sayis1 tiim gruplarda benzer

bulunmus olup, periodontitis grubunda hafif bir azalma (25.71 dis) gézlenmistir.

Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen periodontitis, gingivitis ve saglikli gruplara ait
demografik ve klinik periodontal parametrelerin dagilimi. Ortalama yas,
cinsiyet oranlari, plak indeksi (PI), sondalamada kanama yiizdesi (BOP%),
cep derinligi (CD), dis eti ¢ekilmesi (DC), klinik atagman kaybi (AL) ve

ortalama dis sayilar1 gruplar arasinda karsilastirilmastir.

Periodontitis | Gingivitis Saglikl

Ortalama Yas+Standart Sapma | 40.86+8.77 30.89+8.67 26.50+4.03
Kadin % 52.38 42.11 46.67
Erkek % 47.62 57.89 53.33

PI ort. 2.60 3.55 0.72
BOP% 80.67 41.84 3.97

CD ort. 3.38 1.46 1.29

DC ort. 0.18 0.02 0.01

AL ort. 3.56 1.48 1.29

Dis sayis1 25.71 27.21 27.82
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Sonug¢ olarak, calismaya dahil edilen Orneklemin demografik ve klinik verileri,
periodontal hastalik siddeti ile yas, plak birikimi, kanama orani, cep derinligi ve atagman
kaybr gibi klinik parametreler arasinda giiclii bir iliski oldugunu goéstermektedir. Bu
veriler, periodontal hastaliklarin tanisinda ve hastalik progresyonunun izlenmesinde

klinik indekslerin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.

Serum ve tiikiirikten IgG izolasyonu, Protein G boncuklarn kullanilarak
gergeklestirilmistir. Izole edilen serum IgG'lerinin glikan profilleri, yiiksek performansl
stvi kromatografisi-hidrofilik etkilesim kromatografisi-floresan dedeksiyonu (HPLC-
HILIC-FLD) yontemi ile analiz edilmistir. Tiikiiriikten izole edilen IgG molekiillerinin
glikan yapilar1 ise nano-akish sivi kromatografisi ve tandem kiitle spektrometrisi (nLC-

MS/MS) kullanilarak detayl sekilde incelenmistir.

Calismanin ilk asamasinda, serumdan izole edilen IgG molekiillerinin N-glikan
profillerinin analizi yapilmistir. Sekil 4.1'de sunulan kromatogramda, 19 adet farkli N-
glikan piki tespit edilmistir. Elde edilen bu glikan profilleri, literatiirde daha 6nce
tanimlanmis IgG glikan yapilariyla yiiksek derecede uyumluluk gdstermektedir.

Belirlenen glikan yapilar1i genel olarak fukozlanmis glikanlar, galaktoz igermeyen
(agalaktozile) glikanlar ve galaktoz iceren (monogalaktosile veya digalaktosile) glikanlar
seklinde siniflandirilmistir. Fukozlu glikanlar, c¢ekirdek fukozilasyonu igeren yapilar
olup, inflamasyon ve bagisiklik yanit1 ile iligkili oldugu bilinmektedir. Agalaktozile
glikanlarm artis;, kronik inflamasyon ve otoimmiin hastaliklarla baglantilidir. Ote
yandan, galaktoz iceren glikanlar, anti-inflamatuvar 6zellikler gosterme potansiyeline

sahiptir.
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Sekil 4.1. Serumdan izole edilen IgG N-glikanlarinin HPLC-HILIC-FLD analizi
sonucunda elde edilen kromatogrami. Kromatogramda literatiirle uyumlu
olarak 19 farkli N-glikan piki tespit edilmistir. Glikan yapilar fukozlanmus,

galaktoz icermeyen ve galaktoz i¢eren glikanlar seklinde siniflandirilmistir.

Kromatogramda goriilen her bir N-glikana ait pikin alani, Thermo Chromeleon yazilimi
kullanilarak belirlenmistir. Pik alanlar tizerinden toplam alan normalizasyon yaklasimi
uygulanarak her bir glikanin goéreceli alan yiizdeleri hesaplanmistir. Bu goreceli alan
degerleri, gingivitis ve periodontitis gruplar1 arasinda karsilastirmali analizler
yapilmasinda kullanilmistir. Elde edilen veriler, periodontal hastalik durumlarinin IgG N-
glikan profilleri iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla istatistiksel analizlere tabi
tutulmustur. Gruplar arasindaki farklarin belirlenebilmesi amaciyla “Kruskal-Wallis

ANOVA” testi uygulanmis, bu testin sonuglart EK 1'de ayrintili olarak verilmistir.

Periodontal hastaliklarin IgG N-glikan profilleri {izerindeki etkileri istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, dort farkli N-glikan tipinde
gruplar arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur. Anlamh farklilik gosteren glikanlar
H3N4F1, H3N5F1, HSN4 ve H5N4F1 olarak belirlenmistir. H3N4F1 ve H3NSF1 yapilar
cekirdek fukozilasyonu iceren ve diisiik anten sayisina sahip glikanlardir. Sekil 4.2'de
gingivitis, saglikli bireyler ve periodontitis gruplar1 arasinda dort farkli N-glikan yapisina
(H3N4F1, H3NSF1, HSN4 ve HSN4F1) ait goreceli alan yiizdeleri kutu grafikleri ile
sunulmustur. H3N4F1 ve H3NS5F1 glikanlarinin periodontitis grubunda goreceli olarak
daha yiiksek degerlere ulastig1 gozlenmistir. Ozellikle H3NSF1 icin gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmus (p = 0.00591) ve periodontitis grubunda
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belirgin bir artis kaydedilmistir. HSN4 glikan1 ise gingivitis grubunda daha diisiik
diizeylerde bulunurken, saglikli bireylerde daha yiiksek degerlere ulasmis, periodontitis
grubunda ise tekrar azalma gostermistir. Benzer sekilde, HSN4F1 glikan1 da saglikl
bireylerde en yiiksek degerlere sahipken, periodontitis grubunda belirgin bir diisiis

gostermistir.

Sekil 4.2'de ayrica, bu glikanlarin hastalik tanisindaki performansini degerlendirmek
amaciyla yapilan ROC (Receiver Operating Characteristic) analizleri de yer almaktadir.
Periodontitis tanist i¢in yapilan ROC analizinde HSN4 ve HSN4F1 glikanlarinin sirasiyla
0.64 ve 0.68 AUC (Area Under Curve) degerlerine sahip oldugu goriilmistiir. Bu
degerler, HSN4F1’in periodontitis hastalarinin ayirt edilmesinde H5N4’e kiyasla daha
yiiksek bir dogruluk sundugunu goéstermektedir. Gingivitis tanisi i¢in yapilan ROC
analizlerinde ise H3NS5F1 ve H5N4 glikanlarinin sirasiyla 0.65 ve 0.61 AUC degerleri
hesaplanmis, H3N5F1 glikaninin gingivitis hastalarinin tanimlanmasinda daha iyi bir

ayirt edicilige sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Gingivitis, saglikli bireyler ve periodontitis gruplar1 arasinda H3N4FI,
H3NS5F1, H5N4 ve H5N4F1 glikanlarma ait serum IgG N-glikanlarinin
goreceli alan yiizdelerinin kutu grafikleri ve hastalik tanisindaki ayirt

ediciliklerini gosteren ROC egrileri.
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Genel olarak, Sekil 4.2°de sunulan bulgular, serum IgG N-glikan profillerinin periodontal
hastalik durumlarmma 6zgii degisiklikler gosterdigini ortaya koymaktadir. Ozellikle
H3NS5F1 ve HSN4F1 glikanlari, hem goreceli alan degisimleri hem de ROC analizlerinde
elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, gingivitis ve periodontitis hastaliklarinin
tanisinda potansiyel biyobelirte¢ adaylar1 olarak ©6ne c¢ikmaktadir. Bu sonuglar,
periodontal hastaliklarin sistemik immiin yanit iizerindeki etkilerini molekiiler diizeyde
yansittigimi  ve glikan analizlerinin periodontal hastaliklarin erken tam1 ve

siiflandirilmasinda 6nemli bir katki saglayabilecegini desteklemektedir.

Sekil 4.3’de serum IgG N-glikan profillerine dayali olarak yapilan temel bilesen analizi
(PCA) sonuglan gosterilmektedir. PCA, 6rnekler arasindaki varyasyonu en iyi sekilde
Ozetleyen iki temel bilesen iizerinden gruplarin ayrismasini gorsellestirmek amaciyla
uygulanmistir. Birinci temel bilesen (PC1) varyansin %29,87’sini, ikinci temel bilesen
(PC2) ise %20.54’tinti aciklamaktadir. Bu iki bilesen birlikte veri setindeki toplam
varyansin yaklasik %50,41’ini temsil etmekte olup, 6rneklerin biiyiik bir kisminin bu iki

boyutta etkin bir sekilde ayrilabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Serum IgG N-glikan profillerine gore periodontitis, gingivitis ve saglikli

bireyler arasinda yapilan temel bilesen analizi (PCA) sonuglari.
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PCA grafiginde periodontitis, gingivitis ve saglikli gruplara ait orneklerin dagilimi
incelendiginde, periodontitis grubunun (mavi {iggenler) sol alt bolgede yogunlastig
gorilmektedir. Saglikli bireyler (kirmizi daireler) ise sag iist bolgede daha kompakt bir
sekilde yer almaktadir. Bu durum, saglikli bireylerin glikan profillerinin periodontitis
hastalarina kiyasla belirgin bir farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Gingivitis
grubuna ait ornekler (gri kareler) ise daha merkezi bir konumda ve diger iki gruba gore

daha daginik bir dagilim sergilemektedir.

Orneklerin dagilimi ve elipsler tarafindan temsil edilen varyans bolgeleri goz éniinde
bulunduruldugunda, periodontitis ve saglikli bireyler arasinda belirgin bir ayrigsma
oldugu, gingivitis grubunun ise her iki gruba da kismen benzerlik gosterdigi
anlasilmaktadir. Bu durum, gingivitisin periodontal saglik ve periodontitis arasinda bir
ara durum teskil ettigini ve glikan profillerinin bu gecisi yansittigini diisiindiirmektedir.
Genel olarak PCA analizi, serum IgG N-glikan profillerinin periodontal hastalik
durumlarina gore farklilastigini ve glikan oriintiilerinin potansiyel biyobelirtecler olarak

kullanilabilecegini desteklemektedir.

4.2. Periodontal Hastaliklarda Tiikiiriikten izole Edilen IgG N-Glikopeptitlerin

Biyobelirtec Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Bu c¢alismada, tiikiiriik Orneklerinden izole edilen IgG molekiillerinin N-baglantili
glikopeptit (N-glikopeptit) profilleri detayl bir sekilde karakterize edilmis ve periodontal
hastalik durumlar1 ile iliskileri de incelenmistir. Analizler, nLC-MS/MS sistemi
kullanilarak gerceklestirilmis, glikopeptitlerin goreceli bolluklar1 LacyTools yazilimi ile
hesaplanmistir. Sonuglar dogrultusunda, IgGl izotipine ait 13 farkli N-baglantili
glikopeptit yapisi tespit edilmistir. Elde edilen veriler, Bruker DataAnalysis yazilimi

kullanilarak manuel olarak degerlendirilmistir.

Tanimlama siirecinde her bir glikopeptite 0zgii teorik kiitle/ylik (m/z) oranlar
hesaplanmis ve bu degerler MS spektrumlar1 ile karsilagtirilarak Oncli iyonlar
belirlenmistir. Ayrica MS/MS spektrumlarinda, glikopeptitlerin dogrulanmasi amaciyla

karakteristik oksonyum iyonlar1 (6rnegin, HexNAc m/z 204.08 ve HexHexNAc m/z
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366.10) taranmig ve elde edilen fragmentasyon verileri ile yapisal dogrulamalar
desteklenmistir. Tespit edilen glikopeptitlere ait kromatografik alikonma zamanlar1 da
belirlenerek, hem kantitatif analizler hem de karsilastirmali glikozilasyon ¢alismalari i¢in
referans veriler olusturulmustur. Sekil 4.4’te, tespit edilen N-glikopeptit yapilarina ait
ekstrakte edilmis iyon kromatogramlari (Extracted lon Chromatograms, EIC) sunulmakta
olup, her bir glikopeptitin alikonma zamani ve goreli bolluk diizeyi gorsel olarak

izlenebilmektedir.
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Sekil 4.4. nLC-MS/MS analizleri sonucu tiikiiriikten elde edilen IgG N-glikopeptitlerine

ait ekstrakte edilmis iyon kromatogramlari.

Elde edilen veriler iizerinde Kruskal-Wallis ANOVA testi uygulanmis ve gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar degerlendirilmistir. Ayrica, belirlenen glikopepti
yapilarin periodontal hastaliklarin tanisal performansini belirlemek amaciyla ROC
analizleri yapilmustir. Ilgili glikopeptitlerin géreceli bolluklarma iliskin gruplar
arasindaki istatistiksel analiz sonuglar1 EK 2’de sunulmaktadir. Kruskal-Wallis ANOVA

testi ile belirlenen anlamli farkliliklar ve p-degerleri ayrintili olarak verilmistir.
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Sekil 4.5 IgG1 alt sinifina ait ii¢ farkli N-glikopeptitin (H3NSF1, H4NSF1 ve HSN4F1S2)
goreceli bolluklarina iliskin kutu grafiklerini gdstermektedir. [gG1-H3NSF1 glikopeptiti
gingivitis grubunda yiiksek diizeylerde bulunmus, saglikli ve periodontitis gruplarinda ise
daha diisiik bolluk degerleri gostermistir. [gG1-H4NSF1 glikopeptitinde ise, gingivitis
grubunda belirgin sekilde daha diisiik seviyeler gozlenmis ve gruplar arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik tespit edilmistir. [gG1-HSN4F1S2 glikopeptiti, periodontitis
grubunda diger gruplara gore daha yiiksek seviyelerde bulunmus, bu da ileri periodontal

hasar ile iliskili olabilecegini diislindiirmektedir.
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Sekil 4.5. Tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen IgG molekiillerine ait istatiksel olarak
anlamli bulunan N-glikopeptitlerin (IgG1-H3NS5F1, [gG1-H4NSF1 ve 1gG1-
H5N4F1S2) goreceli bolluklarinin gingivitis, periodontitis ve saglikli bireyler
arasinda karsilastirildigr kutu grafikleri ve IgG1-H4NSF1 glikopeptiti igin
yapilan ROC analizi.
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Ayni sekilde, Sekil 4.5."in sag alt kosesinde, IgG1-H4NSF1 glikopeptiti kullanilarak
yapilan ROC analizi sunulmustur. ROC analizi sonucunda, IgG1-H4NS5F1 yapisinin
gingivitis tanisinda AUC = 0,79 degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu deger,
glikopeptitin gingivitis hastalarini saglikli bireylerden ayirmada iyi bir tanisal performans
sergiledigini gostermektedir. AUC degerinin 0.75’in {izerinde olmasi, bu glikopeptit

yapisinin gingivitis i¢in umut verici bir biyobelirte¢ aday1 olabilecegini desteklemektedir.

Genel olarak Sekil 4.5, tiikiiriikten izole edilen IgG N-glikopeptitlerinin periodontal
hastaliklarla iliskili 6zgiin degisiklikler gosterdigini ve belirli glikopeptit yapilarin
periodontal hastaliklarin tani siireglerinde biyobelirte¢ olarak potansiyel tasidigini ortaya

koymaktadir.

Sekil 4.6°da tiikiiriik IgG N-glikopeptit profillerine gore periodontitis, gingivitis ve
saglikli bireylerin PCA sonuglar1 verilmistir. Periodontitis grubuna ait 6rnekler (mavi
ticgenler) daha c¢ok pozitif PC1 ve hafif pozitif PC2 eksenlerinde toplanmistir. Gingivitis
grubuna ait Ornekler (gri kareler) orta bdlgede yer almakta ve siirli bir dagilim
gostermektedir. Saglikli bireyler (kirmiz1 daireler) ise negatif PC1 ekseni boyunca daha
fazla yogunlasmis goriinmektedir. Ozellikle saglikli bireyler ve periodontitis hastalar:
arasinda belirli bir ayrisma oldugu gozlenmekte, gingivitis grubunun ise her iki grup

arasinda bir gegcis pozisyonu aldig1 dikkat ¢gekmektedir.

Grafikte gosterilen elipsler, her grubun varyansini ve 6rnek dagilimini temsil etmektedir.
Periodontitis grubunun elipsi sag tarafa kaymis ve saglikli grubun elipsiyle kismi bir
Ortiisme gostermistir. Gingivitis grubunun dagilimi daha dar bir varyans gostermektedir
ve hem sagliklt hem de periodontitis gruplariyla sinirli bir drtiisme sergilemektedir. Bu
durum, periodontal hastaliklarin progresyonu boyunca glikopeptit profillerinde kademeli
degisimler oldugunu ve gingivitis evresinin molekiiler profiller agisindan bir ara faz teskil

ettigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.6. Tiikiiriik IgG N-glikopeptit profillerine gore periodontitis, gingivitis ve saglikli

bireyler arasinda yapilan temel bilesen analizi (PCA) sonuglari.

4.3. Periodontal Hastaliklarda Toplam Serum N-Glikanlarinin Biyobelirte¢

Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Bu calismada, periodontal hastaliklarin toplam serum N-glikan profilleri lizerindeki
etkileri kapsamli bir sekilde incelenmis ve bu glikan yapilarin hastalik tanisindaki
biyobelirte¢ potansiyeli degerlendirilmistir. Serum 6rneklerinden izole edilen glikanlar,
yiiksek performansli sivi kromatografisi-hidrofilik etkilesim kromatografisi-floresan
dedeksiyonu (HPLC-HILIC-FLD) yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Analizler
sonucunda toplam 29 farkli N-glikana ait pik tanimlanmis olup, bu glikanlara iliskin

kromatogramlar Sekil 4.7’de sunulmaktadir.
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Sekil 4.7. Serum 6rneklerinden izole edilen toplam N-glikanlarin HPLC-HILIC-FLD
analizi sonucunda elde edilen kromatogrami. Kromatogramda toplam 29 farkli N-glikan

piki belirlenmis ve her bir glikanin yeri isaretlenmistir.

Her bir N-glikan yapisina ait pikin alani, Thermo Chromeleon yazilimi kullanilarak
hesaplanmis, ardindan toplam pik alan1 iizerinden normalizasyon yapilarak goreceli alan
yiizdeleri belirlenmistir. Bu yontem, ornekler arasindaki teknik farkliliklarin minimize
edilmesini saglamis ve gruplar arasi karsilastirmalarin daha dogru bir sekilde yapilmasina
imkan tanimmistir. Elde edilen goreceli alan verileri kullanilarak, gingivitis, saglikli
bireyler ve periodontitis gruplar1 arasinda karsilagtirmali analizler gergeklestirilmistir.
Gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla Kruskal-
Wallis ANOVA testi uygulanmis ve bu testin sonuglar1 EK 3'de ayrintili olarak

verilmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, toplam serum N-glikan profilleri i¢inde belirli
glikan piklerinde periodontal hastalik gruplari arasinda anlamli farkliliklar tespit
edilmistir. Kruskal-Wallis ANOVA testi sonuglarina gore, G6, G7, G8, G10, G11, G12,
G14, G17, G20 ve G26 numarali glikan piklerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar bulunmustur. Bu bulgu, periodontal hastaliklarin, spesifik N-glikan
yapilarina ait goreceli alan yiizdelerinde degisimlere yol agtigin1 gostermektedir. Anlaml
farklilik gosteren glikan yapilarinin inflamasyon ve immiin yanit siiregleriyle iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle bu glikan profillerinde gozlenen degisimler,

periodontal hastaliklarin biyomolekiiler diizeyde sistemik etkiler olusturdugunu
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desteklemekte ve ilgili glikan yapilarmin hastalik tanisinda potansiyel biyobelirtecler

olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.8'de, gingivitis, saglikli bireyler ve periodontitis gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik gosteren toplam 10 glikan yapisina (G6, G7, G8, G10, G11, G12,
G14, G17, G20 ve G26) ait kutu grafikleri sunulmustur. Bu glikan yapilari, Kruskal-
Wallis ANOVA testi ile yapilan analizler sonucunda gruplar arasinda anlamli
degisiklikler gosterdigi belirlenen yapilar olup, periodontal hastaliklarin serum N-glikan

profilleri tizerindeki etkilerini yansitmaktadir.

Grafiklere genel olarak bakildiginda, G6, G7, G10, G11, G12, G14 ve G17 glikanlarinin
periodontitis grubunda belirgin sekilde artis gdsterdigi goriilmektedir. Ozellikle G6, G11
ve G14 glikanlarmin periodontitis grubunda diger gruplara gore daha yliksek goreceli
alan ylizdelerine sahip olmasi dikkat cekicidir. Bu artislar, periodontal hastaligin
ilerlemesiyle birlikte inflamasyon kaynakli glikan degisimlerinin sistemik yansimalarini
isaret etmektedir. G8 ve G26 glikanlarinda ise periodontitis grubunda hafif bir artis
gozlenmekle birlikte degisim daha sinirl kalmigtir. Diger yandan, G20 glikan1 gingivitis
grubunda daha yiiksek goreceli alan yiizdelerine sahipken, periodontitis grubunda bu
degerin azaldig1 goriilmektedir. Bu durum, G20 glikaninin gingivitis gibi daha erken evre
periodontal inflamasyon durumlarinda artis gosterdigini, hastalik ilerledikge ise
azaldigimi diisiindiirmektedir. G26 glikaninda da benzer bir egilim goézlenmekte olup,

gingivitis grubunda diger gruplara kiyasla daha yiiksek diizeyler kaydedilmistir.
Kruskal-Wallis ANOVA testi ile yapilan analizlerde belirlenen bu glikan yapilari,

periodontal hastaliklarin serum N-glikan profillerinde 6zgiin degisikliklere yol actigini

gostermektedir.
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Sekil 4.8. Gingivitis, saglikli bireyler ve periodontitis gruplar1 arasinda goéreceli alan
yiizdeleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren serum N-glikanlarina
(G6, G7, G8, G10, G11, G12, G14, G17, G20 ve G26) ait kutu grafikleri.
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Sekil 4.9., G20 ve G12 glikanlarinin periodontal hastalik gruplarini ayirt etmedeki tanisal
performanslart ROC (Receiver Operating Characteristic) analizleri ile gosterilmektedir.
Soldaki grafik, G20 glikam1 (H5N4F1S2) kullanilarak periodontitis hastalarinin
tanimlanmasina yonelik ROC analizini sunmaktadir. G20 glikan1 i¢cin AUC (Area Under
Curve) degeri 0.68 olarak hesaplanmigtir. Bu deger, G20 glikaninin periodontitis
hastalarin1 ayirt etmede orta diizeyde bir dogruluk sagladigini gdstermektedir. AUC
degeri 0.5’in {lizerinde oldugu i¢in G20, periodontitis tanisinda anlamli bir ayirt edicilige
sahiptir; ancak AUC’nin 0.7 nin hemen altinda kalmasi, tanisal giliciiniin sinirli oldugunu
da distindiirmektedir. Bu sonug, G20 glikaninin periodontitisin  biyobelirteci
olabilecegini, ancak klinik uygulamalarda daha yiliksek dogruluk saglayacak ek

biyobelirteglerle desteklenmesi gerektigini gostermektedir.
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Sekil 4.9. G20 ve G12 glikanlariin periodontal hastaliklarin tanisindaki ayirt edicilik
performanslarini gosteren ROC egrileri.

Sagdaki grafik ise, G12 glikam1 (H4N3F1S1) kullanilarak gingivitis hastalarinin
tanimlanmasina yonelik ROC analizini gostermektedir. G12 glikani i¢in hesaplanan AUC
degeri 0.75 olup, bu deger gingivitis hastalarini saglikli bireylerden ayirmada iyi bir ayirt
edicilik sagladigin1 gostermektedir. AUC'nin 0.75 olmasi, G12 glikaninin gingivitis i¢in
umut verici bir biyobelirte¢ aday1 olabilecegini ortaya koymaktadir. G12, 6zellikle erken
periodontal inflamasyonun biyokimyasal belirlenmesinde tek bagina énemli bir tanisal

degere sahip olabilir.
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Sekil 4.10'da, serum N-glikan profillerine gére periodontitis, gingivitis ve saglikli bireyler
arasinda gergeklestirilen temel bilesen analizi (PCA) sonuglar1 sunulmaktadir. Birinci
temel bilesen (PC1) varyansin %43.36’s1n1, ikinci temel bilesen (PC2) ise %13.58’ini
aciklamaktadir. Bu iki bilesen birlikte, verisetindeki toplam varyansin yaklasik
%356.94’1inli temsil etmekte olup, drneklerin biiyiik bir kisminin bu iki boyutta etkili bir
sekilde ayrilabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Serum N-glikan profillerine gére periodontitis, gingivitis ve saglikli bireyler
arasinda gerceklestirilen temel bilesen analizi (PCA) sonuglari.

PCA grafiginde, periodontitis grubuna ait ornekler (mavi tiggenler) sag iist bolgede
belirgin bir sekilde gruplagsmistir. Saglikli bireyler (kirmiz1 daireler) ise sol alt bolgede
yogunlasmistir. Gingivitis grubuna ait 6rnekler (gri kareler), saglikli ve periodontitis
gruplar1 arasinda bir gegis bolgesinde yer almakta ve daha yaygin bir dagilim
gostermektedir. Periodontitis ve saglikli gruplar arasinda net bir ayrigsma
gozlemlenmekte, gingivitis grubunun ise her iki gruba da kismen yakinlik gosterdigi

gorilmektedir.
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Elipsler her grubun varyansini ve o6rnek dagilimmi temsil etmektedir. Periodontitis
grubunun elipsi, saglikli ve gingivitis gruplarinin elipslerinden agik bir sekilde
ayrilmaktadir. Saglikli ve gingivitis gruplar1 arasinda ise kismi bir Ortlisme soz
konusudur. Bu sonuglar, periodontitis hastalarinin serum N-glikan profillerinin saglikli
bireylerden Onemli 6l¢iide farklilastigini, gingivitis bireylerinin ise ara bir Oriintii
sergiledigini ortaya koymaktadir. Genel olarak Sekil 4.10, serum N-glikan profillerinin
periodontal hastalik durumlarina goére belirgin farkliliklar gosterdigini ve bu molekiiler
profillerin, periodontal hastaliklarin tanisal siniflandirmasinda potansiyel bir arag¢ olarak

kullanilabilecegini desteklemektedir.

4.4. Tartisma
4.4.1. Yontemlerin Secimi

Bu ¢alismada farkli biyolojik matrislerden (tiikiiriik ve serum) elde edilen 6rneklerde IgG
N-Glikanlarmin ve serum toplam N-glikanlariin profillenmesi hedeflenmistir. Ancak,
icerik ve biyokimyasal yap1 bakimindan 6nemli farkliliklar gésterdiklerinden, analiz
stirecinde ¢esitli analitik zorluklar ortaya ¢ikmistir. Bu zorluklarin {istesinden gelebilmek
amaciyla, kullanilan analiz yontemleri ornek tipine 6zgii olarak secilmis ve optimize

edilmistir.

Tukiirik ornekleri, diisiik IgG konsantrasyonu ve kompleks matris igerigi nedeniyle
yiiksek duyarliliga sahip kiitle spektrometrisi (MS) kullanilarak analiz edilmistir. MS
yontemi, yalmizca diisiik miktardaki glikopeptitlerin basariyla tespit edilmesini
saglamakla kalmamis, ayn1 zamanda peptit dizilimi {izerinden glikanlarin 6zgil olarak

IgG’ye ait oldugunu dogrulama imkani sunmustur.

Buna karsilik, serum orneklerinde ise IgG miktarinin daha yiiksek ve stabil olmasi
nedeniyle, glikan profillerinin goreli karsilagtirmaya olanak taniyan, tekrarlanabilir bir
yontem olan HPLC-HILIC-FLD teknigi tercih edilmistir. Her ne kadar bu c¢alismada
mutlak konsantrasyon degerleri elde edilmemis olsa da, kromatogramda elde edilen pik
alanlarinin birbirlerine oranlanmasi yoluyla goreli kantitatif degerlendirme yapilmistir.

Bu yaklasim, bireyler ve gruplar arasinda glikan diizeylerindeki farkliliklarin
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yorumlanmasinda yeterli duyarliligi saglamistir. Ayrica, mevcut literatiirde serum IgG N-
glikan analizlerinin ¢ogunlukla HPLC-HILIC-FLD ile ger¢eklestirilmesi, bu ¢alismanin

yontemsel tutarlilik agisindan literatiir ile uyumlu bir tercihtir.

Her iki yoOntemin bir arada kullanilmasi, hem yapisal hem kantitatif ac¢idan
zenginlestirilmis glikan verilerinin elde edilmesini saglayarak, periodontal hastaliklarin

molekiiler temelli incelenmesine ¢cok boyutlu bir yaklagim sunmustur.

4.4.2. Bulgularin Karsilastirilmasi

Yapilan analizler, serum ve tiikiiriik 6rneklerindeki IgG N-glikan profillerinin periodontal
hastalik durumuna gore belirgin sekilde farklilastigini gostermektedir. Kruskal-Wallis
testi sonuglarina goére hem gingivitis hem de periodontitis gruplarinda belirli IgG glikan
yapilarin dagilimi saglikli kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
sergilemistir (p < .05). Ozellikle periodontitis grubunda agalaktozile IgG formlarinmn
belirgin bir artis gosterdigi, buna karsilik galaktozlu IgG glikanlarinin azaldigi
saptanmistir.  Literatiirde de kronik inflamatuvar hastaliklarda galaktoz eksik
(hipogalaktozile) IgG glikanlarinda artis oldugu ve bunun artmis inflamasyon diizeyiyle
iliskili oldugu bildirilmistir [37].

Literatlirde periodontitisli bireylerin serum ve diseti yarig1 sivisinda galaktoz icermeyen
IgG diizeylerinin saglikli kontrollere kiyasla daha yiliksek oldugu gosterilmistir. Bu
durum, periodontitis gibi kronik inflamatuvar bir hastalikta IgG tireten B hiicrelerinin
anormal glikozilasyon yapmasi sonucu pro-inflamatuvar IgG izoformlarinin
tiretilebilecegine isaret etmektedir [38]. Ayn1 sekilde, ileri periodontitis hastalarinda IgG
agir zincirlerinde galaktoz varliginin belirgin sekilde azaldigi ve inflamasyon ilerledikce

IgG’nin hipogalaktozilasyona ugradigi belirtilmistir [39].

Sonuglarimiz periodontal hastalik siddeti arttikga IgG’nin N-glikan yapilarinda galaktoz
ve buna bagli sialik asit i¢eriginin azaldigin1 géstermektedir. Ayrica, temel bilesen analizi

(PCA) sonuglar1 da, IgG glikan profillerinin periodontal saglik durumuna gore ayristigini

45



gostermistir. Literatiirde hastalifa 6zgli glikozilasyon imzalarinin romatoid artrit gibi

diger inflamatuvar hastaliklarda da gruplar ayirt ettigi bilinmektedir [37].

Ozellikle agalaktozile IgG yiizdesinin periodontitis derecesi arttik¢a yiikselmesi ve bu
degisimin PCA ile ayrisabilir olmasi, IgG glikan yapilarinin periodontitis patogenezinde
rol oynayabilecek dinamik bir belirte¢ oldugunu diisiindiirmektedir. Diisiik galaktoz ve
dolayisiyla diisiik sialik asit igerikli IgG glikan profili, aktif periodontal inflamasyonun

serolojik bir yansimasidir.

4.4.3. Glikan Yapilarimin Tanisal Potansiyeli

Bu calismada, periodontal hastaliklar 6zelinde tiikiiriikk IgG N-glikopeptitleri, serum IgG
N-glikanlar1 ve toplam serum N-glikanlar1 incelenmis; bu biyolojik sivilardan elde edilen
glikan profilleri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Cizelge 4.2°de gosterildigi
lizere, yapilan analizler sonucunda, AUC (Area Under Curve) degerleri 0.61 ile 0.79

arasinda degisen bes glikan yapisi, potansiyel biyobelirteg olarak tanimlanmistir.

Cizelge 4.2. Potansiyel biyobelirtegler ve AUC degerleri ile hastaliga ait tanisal

performanslari

Periodontitis | Gingivitis
H3NS5F1 (Serum IgG N-Glikan) AUC 0.65
H5N4  (Serum IgG N-Glikan) AUC 0.61
H5N4F1 (Serum IgG N-Glikan) AUC 0.68
H4N3F1S1 (G12 — Serum Toplam N-Glikan) AUC 0.75
H5N4F1S2 (G20 - Serum Toplam N-Glikan) AUC 0.68
IgG1-H4NSF1 (Tikiiriik IgG N-Glikopeptit) AUC 0.79

46



Bu glikan yapilariin ROC egrisi altinda kalan alan (AUC) degerleri, testlerin hastalikli
ve saglikli bireyleri ne kadar dogru ayirt edebildigini gosteren temel bir metriktir. AUC
degeri 1’e yaklastik¢a testin tanisal ayirt ediciligi artmakta, 0.5’e yaklastik¢a ise testin
ayirt edicilik gilicli azalmaktadir. Bu calismada tespit edilen glikanlardan bazilarinin AUC
degeri 0.75’in lizerinde bulunarak anlamli bir tanisal ayirt edicilik sinifinda yer almistir.
Bu degerler, s6z konusu glikan yapilarinin klinik olarak anlamli bir ayrim yapabildigini

gostermektedir.

Elde ettigimiz bulgular, IgG N-glikan profilindeki degisimlerin periodontal hastaliklarin
tanisinda biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gostermektedir. ROC analizleri, belirli
glikan yap1 kombinasyonlarinin ayirici giice sahip oldugunu ortaya koymustur. Nitekim
giincel literatiirde, IgG N-glikanlarmin ¢esitli hastalik gruplarim1 saglikli bireylerden
yiiksek duyarlilikla ayirabildigi bildirilmektedir [37].

Bu bulgular periodontal hastaliga 6zgii IgG glikan degisimlerinin tanisal degerine isaret
etmektedir. Ancak, IgG glikanlarindaki hipogalaktozilasyon diger inflamatuvar
hastaliklarda da gozlendigi i¢in 6zgiilliik sorunlar1 yasanabilir. Dolayisiyla IgG glikan
biyobelirteglerinin, periodontal hastalifa 6zgii oldugunu gostermek i¢in diger klinik

parametrelerle birlikte degerlendirilmesi gereklidir.

Bununla birlikte ¢alismamizin avantaji, glikan degisimlerinin hem serum hem de tiikiiriik
orneklerinde tutarli olarak gézlemlenmis olmasidir. Bu durum, lokal inflamasyonun da
glikozilasyon desenini etkiledigini diisiindiirmektedir. Ayrica IgG glikanlarmin sadece
tanida degil, hastalik aktivitesini izleme ve tedavi yanitin1 degerlendirme stireglerinde de

potansiyel tasidig literatiirde belirtilmektedir [7].

Periodontal hastaliklarin tanisinda tiikiirik gibi non-invaziv biyolojik 6rneklerin
kullaninmi giderek Oonem kazanmaktadir. Calismamizda serumun yani sira tiikiiriik
ornekleri de degerlendirilmis ve periodontitisli bireylerin tiikiirtiglinde agalaktozile IgG
glikanlarinin arttig1 gosterilmistir. Bu bulgu, literatiirde tiikiiriikten izole edilen IgG N-

glikanlarinin inflamatuvar siirecleri yansittigina dair sonuglarla uyumludur [39].
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Ozellikle, literatiirde periodontitisli bireylerin diseti dokusunda galaktozdan yoksun IgG
molekiillerinin biriktigi gosterilmistir [38]. Calismamizda da, tiikiiriik IgG’sindeki

glikozilasyon degisimlerinin periodontal hastalikla paralellik gosterdigi saptanmistir.

Tiikiiriik 6rnekleri, kolay ve invaziv olmayan bir biyolojik ornek saglamasi nedeniyle
klinik uygulamalarda avantaj sunmaktadir [40]. Tikiiriik IgG’sinin serum IgG’sine gore
diisiik galaktoz ve sialik asit i¢erigine sahip oldugu bildirilmistir [7]. Ancak periodontal
inflamasyon durumlarinda bu glikozilasyon desenindeki degisimler daha da

belirginlesmektedir.

Sonug olarak, ¢alismamiz IgG N-glikan profillerinin periodontal hastalik varligini ve
siddetini yansitmakta etkili olabilecegini ve tiikiirilk 6rneklerinin non-invaziv tanisal

yaklagimlar i¢in uygun bir kaynak sundugunu ortaya koymustur.
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5. YORUM

Bu tez calismasinda, serum ve tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen IgG molekiillerinin N-
baglantili (N-glikan) profilleri detayli bir sekilde karakterize edilerek periodontal
hastaliklarla iligkili biyobelirte¢ potansiyelleri arastirilmistir. Serum ornekleri HPLC-
HILIC-FLD sistemi ile, tiikiiriik ornekleri ise nLC-QTOF-MS/MS sistemi ile analiz

edilmis ve elde edilen glikan profilleri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Calismada, periodontitis ve gingivitis gibi farkli periodontal hastalik durumlarinin IgG
N-glikan yapilarinda anlamli degisikliklere yol actig1 gosterilmistir. Serum IgG N-glikan
profillerinde, 6zellikle galaktoz igermeyen agalaktozile glikan formlarin periodontitis
grubunda anlamli sekilde arttigi bulunmustur. Benzer sekilde tiikiiriik 6rneklerinde de,
hastalik ilerledik¢e IgG glikan profillerinde belirgin degisimler gézlenmistir. Yapilan
Kruskal-Wallis ANOVA testleri, hem serum hem de tikiiriik glikanlarinda gruplar
arasinda istatistiksel agidan anlamli farkliliklar oldugunu gostermistir. Ayrica ROC
analizleri, belirli glikan yapilarin periodontal hastalik tanisinda orta-yiiksek diizeyde ayirt

edicilik sagladigini gdstermistir.

Temel bilesen analizi (PCA) sonuglari, glikan profilleri lizerinden saglikli bireyler ile
gingivitis ve periodontitis hastalarinin belirli diizeylerde ayrilabildigini ortaya koymustur.
Serum ve tiikiiriikten elde edilen IgG N-glikan profillerinin periodontal hastalik varligini
ve siddetini yansittigr belirlenmis, Ozellikle periodontitisin ilerlemesiyle glikan

desenlerinde sistematik kaymalar meydana geldigi gosterilmistir.

Literatiir ile karsilastirildiginda, bu ¢alisma sonuglar1 mevceut bilgilerle yiiksek diizeyde
uyum saglamaktadir. Kronik inflamatuvar hastaliklarda IgG glikozilasyonundaki
degisimler daha once ¢esitli hastalik modellerinde raporlanmistir. Periodontitis 6zelinde,
galaktoz eksikligi ve artan agalaktozile glikanlarin inflamatuvar yanatla iligkili oldugu ve
hastaligin ilerlemesiyle bu degisimlerin daha belirgin hale geldigi bilinmektedir.
Ozellikle tiikiiriik IgG glikopeptitlerinin degerlendirilmesi, literatiirdeki onemli bir
boslugu doldurmakta ve periodontal hastaliklarin kolay, hizli ve hasta dostu bir sekilde
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izlenebilmesi agisindan non-invaziv biyobelirte¢ arayiglarina 6nemli bir katki

sunmaktadir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi, serum ve tiikiiriik IgG N-glikan profillerinin periodontal
hastaliklarin tan1 ve izlenmesinde potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Elde edilen veriler, periodontal hastaliklarin erken teshisi ve hastalik
ilerleyisinin takibi i¢in glikan bazli yeni nesil tan1 yaklagimlarinin gelistirilmesine 1s1k
tutmaktadir. Ilerleyen calismalarla, bu biyobelirteglerin  klinik uygulamalarda

dogrulanmasi ve kullanima sunulmas1 miimkiin olabilecektir.

Bu calisma periodontal hastaliklarla iligkili IgG N-glikan degisimlerini ortaya koymus
olsa da elde edilen bulgularin daha genis klinik uygulamalara aktarilabilmesi ig¢in

asagidaki oneriler sunulabilir:

e Caligmanin, daha biiyiik ve farkli yas gruplarini i¢eren kohortlarda tekrarlanmasi,

elde edilen bulgularin genellenebilirligini artiracaktir.

e IgG N-glikan profillerinin hastalik aktivitesi ve tedaviye yanit siire¢lerinde nasil

degistigini belirlemek amaciyla longitudinal (takip) calismalar yapilmalidir.

o Farkli periodontal hastalik evrelerini (baslangi¢ gingivitis, hafif, orta ve ileri
periodontitis) daha ayrintili sekilde siniflandirarak glikan profillerinin hastalik

progresyonu iizerindeki dinamik degisimleri incelenmelidir.

o Tiikiiriik 6rneklerinde IgG disindaki diger glikoproteinlerin (6rnegin laktoferrin,
sekretuar IgA) glikan profilleri de incelenerek, periodontal hastaliklarin daha

kapsamli bir biyobelirteg paneli ile degerlendirilmesi saglanabilir.

o Tiikiirik ve serum glikan profillerinin kombinasyonu ile tanisal dogruluk
artirllabilir; bu nedenle ¢ok parametreli biyobelirteg modelleri {izerinde

calisilmalidir.

Bu oOneriler dogrultusunda yapilacak ileri arastirmalar, periodontal hastaliklarin daha
erken donemde taninmasi ve hastalik siddetinin daha hassas bir sekilde izlenmesi icin

yeni nesil tanisal yaklasimlarin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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EKLER

EK 1 - Gingivitis, periodontitis ve saglikli gruplar1 arasinda serum IgG N-glikanlarinin géreceli alan yilizdelerine iliskin Kruskal-Wallis ANOVA

testi sonuglari. Istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren glikan yapilari koyu renk ile belirtilmistir (p < 0.05 anlaml1 kabul edilmistir).

Min Ql Median | Q3 Max Mean Sum Rank Mean Rank | Z Prob Sig
Rank Diff
H3N4 gingivitis 0.00 0.13 0.30 0.44 1.28 27.50 522.50 | gingivitis healthy -1.70455 -0.31689 | 1 0
H3N4 healthy 0.07 0.20 0.31 0.41 1.19 29.20 642.50 | gingivitis periodontitis | -6.11111 -1.08178 | 0.83805 | 0
H3N4 periodontitis | 0.02 0.14 0.39 0.65 1.22 33.61 605.00 | healthy periodontitis -4.40657 -0.80728 | 1 0
H3N4F1 gingivitis 12.80 | 16.87 |20.02 |25.64 |42.19 |31.89 606.00 | gingivitis healthy 10.89474 2.02536 | 0.12849 | 0
H3N4F1 healthy 11.78 | 14.57 | 17.20 | 21.53 |25.39 |21.00 462.00 | gingivitis periodontitis | -7.10526 -1.25771 | 0.62549 | 0
H3N4F1 periodontitis | 13.03 | 18.64 | 25.15 | 29.53 | 33.59 | 39.00 702.00 | healthy periodontitis | -18 -3.29746 | 0.00293 | 1
H5N2 gingivitis 0.01 0.28 0.46 0.78 1.71 30.61 581.50 | gingivitis healthy -1.91746 -0.35648 | 1 0
H5N2 healthy 0.16 0.35 0.55 0.68 1.42 32.52 715.50 | gingivitis periodontitis | 4.32749 0.76606 | 1 0
H5N2 periodontitis | 0.06 0.21 0.37 0.74 0.89 26.28 473.00 | healthy periodontitis 6.24495 1.14409 | 0.75776 | 0
H3NS5F1 gingivitis 1.42 2.92 3.21 4.38 10.19 | 23.95 455.00 | gingivitis healthy -1.32536 -0.24639 | 1 0
H3N5F1 healthy 2.45 2.99 3.74 4.42 6.31 25.27 556.00 | gingivitis periodontitis | -18.2193 -3.22502 | 0.00378 | 1
H3N5F1 periodontitis | 2.98 4.60 5.34 6.78 8.83 42.17 759.00 | healthy periodontitis | -16.89394 | -3.09484 | 0.00591 | 1
H4N4 gingivitis 0.01 0.04 0.15 0.22 0.63 23.79 452.00 | gingivitis healthy -6.16507 -1.14624 | 0.75509 | 0
H4N4 healthy 0.05 0.11 0.18 0.28 0.48 29.95 659.00 | gingivitis periodontitis | -12.82164 | -2.26984 | 0.06965 | 0
H4N4 periodontitis | 0.00 0.10 0.26 0.41 0.69 36.61 659.00 | healthy periodontitis -6.65657 -1.21957 | 0.66788 | 0
H4N4Fla | gingivitis 14.87 | 18.67 |20.43 22.06 | 2530 | 34.39 653.50 | gingivitis healthy 7.69019 1.42965 | 0.45846 | 0
H4N4Fla | healthy 14.74 | 17.76 | 19.34 | 20.53 | 24.08 | 26.70 587.50 | gingivitis periodontitis | 5.00585 0.8861 1 0
H4N4Fla | periodontitis | 16.11 | 18.42 | 19.34 | 21.06 | 22.90 | 29.39 529.00 | healthy periodontitis -2.68434 -0.49176 | 1 0
H4N4F1b | gingivitis 8.03 8.37 9.36 9.95 11.81 | 28.42 540.00 | gingivitis healthy -4.26077 -0.7921 | 1 0
H4N4F1b | healthy 6.67 8.36 9.76 10.60 | 12.07 | 32.68 719.00 | gingivitis periodontitis | 0.03216 0.00569 |1 0
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H4N4F1b | periodontitis | 6.90 8.23 9.51 10.25 | 11.37 | 28.39 511.00 | healthy periodontitis 4.29293 0.78644 | 1 0
H4NS5Fla | gingivitis 1.31 2.90 3.77 4.68 6.05 25.47 484.00 | gingivitis healthy -3.75359 -0.6978 | 1 0
H4NS5Fla | healthy 2.05 3.03 4.21 4.63 6.20 29.23 643.00 | gingivitis periodontitis | -10.24854 | -1.81411 | 0.20898 | 0
H4NS5Fla | periodontitis | 2.71 3.85 4.33 5.51 6.59 35.72 643.00 | healthy periodontitis -6.49495 -1.18982 | 0.70235 | 0
H4ANSF1b | gingivitis 0.00 0.24 0.33 0.53 0.71 26.08 495.50 | gingivitis healthy -7.94378 -1.47683 | 0.41916 | 0
H4NS5F1b | healthy 0.11 0.33 0.48 0.61 0.85 34.02 748.50 | gingivitis periodontitis | -3.14327 -0.55642 | 1 0
H4NS5F1b | periodontitis | 0.12 0.30 0.40 0.51 0.68 29.22 526.00 | healthy periodontitis 4.80051 0.87945 |1 0
H5N4 gingivitis 0.16 0.30 0.61 0.99 1.96 25.21 479.00 | gingivitis healthy -13.69856 | -2.54663 | 0.03263 | 1
H5N4 healthy 0.31 0.65 1.09 1.44 2.18 38.91 856.00 | gingivitis periodontitis | 1.04386 0.18478 | 1 0
H5N4 periodontitis | 0.17 0.33 0.60 0.81 1.75 24.17 435.00 | healthy periodontitis 14.74242 2.70073 | 0.02076 | 1
H5N4F1 gingivitis 7.10 12.82 | 17.43 18.06 | 20.83 | 28.53 542.00 | gingivitis healthy -8.88278 -1.65133 | 0.29601 | 0
H5N4F1 healthy 12.99 | 15.89 | 17.79 |20.20 |24.79 |37.41 823.00 | gingivitis periodontitis | 6.02632 1.06673 | 0.85829 | 0
H5N4F1 periodontitis | 9.56 10.96 | 14.27 17.24 | 21.36 | 22.50 405.00 | healthy periodontitis | 14.90909 2.73123 | 0.01893 | 1
H5NSF1 gingivitis 0.95 1.45 1.62 2.12 3.45 25.63 487.00 | gingivitis healthy -10.57297 | -1.96566 | 0.14802 | 0
H5NSF1 healthy 1.54 1.67 1.94 2.32 3.59 36.20 796.50 | gingivitis periodontitis | -1.3962 -0.24716 | 1 0
H5NS5F1 periodontitis | 0.11 1.18 1.83 2.22 2.51 27.03 486.50 | healthy periodontitis 9.17677 1.68121 | 0.27817 | 0
H4N4F1S1 | gingivitis 1.32 1.80 2.26 2.57 2.97 28.42 540.00 | gingivitis healthy -3.16986 -0.5893 | 1 0
H4NA4F1S1 | healthy 1.71 1.98 2.27 2.85 3.28 31.59 695.00 | gingivitis periodontitis | -1.30117 -0.23033 | 1 0
H4N4F1S1 | periodontitis | 0.39 1.88 2.27 2.61 3.96 29.72 535.00 | healthy periodontitis 1.86869 0.34234 | 1 0
H5N4S1 gingivitis 0.12 0.33 0.74 1.93 6.33 28.29 537.50 | gingivitis healthy -5.55144 -1.03204 | 0.90616 | 0
H5N4S1 healthy 0.25 0.63 1.08 2.40 4.61 33.84 744.50 | gingivitis periodontitis | 1.17836 0.20859 |1 0
H5N4S1 periodontitis | 0.14 0.38 0.79 1.35 2.06 27.11 488.00 | healthy periodontitis 6.7298 1.23286 | 0.65288 | 0
HS5N4F1S1 | gingivitis 3.67 8.16 9.62 12.46 | 13.64 | 26.68 507.00 | gingivitis healthy -9.81579 -1.82478 | 0.2041 |0
HS5N4F1S1 | healthy 5.84 10.13 | 10.98 13.15 | 15.21 | 36.50 803.00 | gingivitis periodontitis | 1.12865 0.19978 | 1 0
H5N4F1S1 | periodontitis | 4.78 6.71 9.38 12.10 | 16.15 | 25.56 460.00 | healthy periodontitis 10.94444 2.00494 | 0.13491 | 0
HSNSF1S1 | gingivitis 0.62 0.83 1.75 2.17 3.23 29.66 563.50 | gingivitis healthy -2.86483 -0.5326 |1 0
HSNSF1S1 | healthy 0.78 1.35 1.65 2.25 3.30 32.52 715.50 | gingivitis periodontitis | 2.38012 0.42132 | 1 0
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HS5NSF1S1 | periodontitis | 0.26 0.88 1.39 2.62 4.22 27.28 491.00 | healthy periodontitis 5.24495 0.96086 | 1 0
H5N4S2 gingivitis 0.03 0.39 1.81 4.30 13.88 | 32.55 618.50 | gingivitis healthy 1.25718 0.23372 | 1 0
H5N4S2 healthy 0.18 0.65 1.00 4.30 10.89 | 31.30 688.50 | gingivitis periodontitis | 6.83041 1.20908 | 0.6799 |0
H5N4S2 periodontitis | 0.25 0.57 0.84 1.64 5.43 25.72 463.00 | healthy periodontitis 5.57323 1.02099 | 0.92178 | 0
HS5N4F1S2 | gingivitis 0.32 1.10 1.51 1.97 2.90 31.18 592.50 | gingivitis healthy -2.33852 -0.43474 | 1 0
HS5N4F1S2 | healthy 0.53 1.17 1.54 2.25 4.04 33.52 737.50 | gingivitis periodontitis | 6.73977 1.19303 | 0.69857 | 0
H5N4F1S2 | periodontitis | 0.05 0.52 1.07 1.78 241 24.44 440.00 | healthy periodontitis 9.07828 1.66309 | 0.28888 | 0
H5N5F1S2 | gingivitis 0.28 0.69 0.92 1.14 1.54 27.08 514.50 | gingivitis healthy -6.17105 -1.14726 | 0.75382 | 0
H5N5F1S2 | healthy 0.35 0.80 0.96 1.24 2.19 33.25 731.50 | gingivitis periodontitis | -2.03216 -0.35973 | 1 0
HS5NS5F1S2 | periodontitis | 0.25 0.65 0.87 1.69 1.83 29.11 524.00 | healthy periodontitis 4.13889 0.75824 | 1 0
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EK 2 - Gingivitis, periodontitis ve saglikli gruplar1 arasinda tiikiiriik IgG N-glikanlarinin géreceli alan yiizdelerine iligkin Kruskal-Wallis ANOVA

testi sonuglar1. Istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren glikan yapilar1 koyu renk ile belirtilmistir (p < 0.05 anlamli kabul edilmistir).

Min Q1 Media | Q3 Max Mean Z Prob Si
n Rank g
Diff

IgGITH3N4F1 gingivitis 4.81 5.48 6.34 7.76 8.75 gingivitis healthy -7.87143 | -1.54969 | 0.36365 0

IgGITH3N4F1 healthy 5.15 6.40 7.63 9.00 11.05 | gingivitis -0.74444 | -2.01394 | 0.13205 0
periodontitis

IgGI1H3N4F1 periodontitis | 5.45 6.65 7.53 9.72 12.93 | healthy -1.87302 | -0.42845 | 1 0
periodontitis

IgGI1H3N5F1 gingivitis 4.87 7.07 8.74 9.46 10.83 | gingivitis healthy | 17.3142 | 3.40875 | 0.00196 1

9

IgGITH3NSF1 healthy 4.76 5.05 5.69 6.04 7.21 gingivitis 8.93333 | 1.8463 0.19455 0
periodontitis

IgGITH3N5F1 periodontitis | 5.27 5.58 6.47 7.26 8.74 healthy -8.38095 | -1.91712 | 0.16567 0
periodontitis

IgGI1H4N3F1 gingivitis 4.23 4.48 4.90 5.18 6.28 gingivitis healthy -15.1 -2.97281 | 0.00885 1

IgGITH4N3F1 healthy 4.63 5.27 5.95 6.48 7.05 gingivitis -7.15556 | -1.47888 | 0.41752 0
periodontitis

IgGITH4N3F1 periodontitis | 4.53 4.76 5.31 5.90 25.73 | healthy 7.94444 | 1.81727 | 0.20753 0
periodontitis

IgGI1H4N4 gingivitis 4.38 4.70 5.10 5.71 5.75 gingivitis healthy -11.6286 | -2.28937 | 0.06617 0

IgGI1H4N4 healthy 4.86 5.18 5.57 6.54 7.59 gingivitis -8.92222 | -1.844 0.19555 0
periodontitis

IgGI1H4N4 periodontitis | 4.91 5.21 5.50 5.88 6.80 healthy 2.70635 | 0.61907 |1 0
periodontitis

IgGITH4N4F1 gingivitis 4.53 4.70 6.03 6.79 8.62 gingivitis healthy -7.14286 | -1.40625 | 0.47895 0

IgGITH4N4F1 healthy 5.10 5.64 6.51 8.46 12.89 | gingivitis -6.11111 | -1.26302 | 0.61975 0

periodontitis
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IgGITH4N4F1 periodontitis | 4.73 5.92 6.17 7.90 11.65 | healthy 1.03175 | 0.23601 |1
periodontitis

IgGI1H4N4F1S | gingivitis 4.05 417 4.39 4.63 5.08 gingivitis healthy 455714 | 0.89719 |1

1

IgGI1H4N4F1S | healthy 3.23 3.84 4.18 4.99 6.56 gingivitis 1.58889 | 0.32838 |1

1 periodontitis

IgGI1H4N4F1S | periodontitis | 3.84 4.07 4.25 5.10 13.62 | healthy -2.96825 | -0.67898 | 1

1 periodontitis

IgGITH4NS gingivitis 1423 |14.99 |15.88 |18.04 | 20.13 | gingivitis healthy -2.92857 | -0.57656 | 1

IgGI1H4NS healthy 11.54 | 1475 |16.73 | 19.06 |22.67 | gingivitis 3.44444 | 0.71188 |1
periodontitis

IgGITH4NS periodontitis | 4.14 11.12 | 1513 | 19.03 | 20.58 | healthy 6.37302 | 1.45781 | 0.43468
periodontitis

IgGI1H4N5SF1 gingivitis 4.29 4.41 4.50 4.76 5.52 gingivitis healthy -8.15714 | -1.60594 | 0.32486

IgGI1H4N5F1 healthy 4.21 4.46 4.90 5.68 7.09 gingivitis -13.0222 | -2.69137 | 0.02135
periodontitis

IgGI1H4N5SF1 periodontitis | 4.36 4.70 5.01 5.63 8.05 healthy -4.86508 | -1.11288 | 0.79728
periodontitis

IgGI1H5N4 gingivitis 6.08 6.26 7.06 8.37 10.72 | gingivitis healthy -4.32857 | -0.85219 | 1

IgGI1H5N4 healthy 5.93 6.78 7.45 8.40 11.81 | gingivitis 3.6 0.74403 |1
periodontitis

IgGI1H5N4 periodontitis | 5.61 6.09 6.67 7.65 8.54 healthy 7.92857 | 1.81364 | 0.2092
periodontitis

IgGITH5N4F1 gingivitis 5.02 5.20 5.44 5.66 6.25 gingivitis healthy -8.58571 | -1.69031 | 0.27291

IgGI1H5N4F1 healthy 5.15 5.42 5.63 6.09 8.35 gingivitis -4.52222 | -0.93463 | 1
periodontitis

IgGITH5N4F1 periodontitis | 5.25 5.38 5.47 5.74 6.59 healthy 4.06349 | 0.92952 |1
periodontitis

IgGI1H5N4F1S | gingivitis 16.96 | 19.64 | 23.61 24.30 | 26.44 | gingivitis healthy 11.1857 | 2.20219 | 0.08296

1 1

IgGITH5N4F1S | healthy 8.68 17.61 19.30 | 21.57 | 24.75 | gingivitis 8.56667 | 1.77052 | 0.22992

1

periodontitis
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IgGITH5N4F1S | periodontitis | 11.97 | 15.99 |21.12 |23.08 | 29.83 | healthy -2.61905 | -0.5991 1

1 periodontitis

IgGITH5N4F1S | gingivitis 3.87 4.02 4.24 4.37 4.40 gingivitis healthy 5 0.98437 | 0.97479

2

IgGITH5N4F1S | healthy 3.49 3.97 4.07 4.27 4.37 gingivitis -6.22222 | -1.28598 | 0.59535

2 periodontitis

IgGI1H5N4F1S | periodontiti | 3.71 412 4.35 4.75 4.92 healthy -11.2222 | -2.56706 | 0.03077

2 S periodontitis

IgGITH5N5F1 gingivitis 3.80 3.90 4.08 4.22 4.50 gingivitis healthy -6.94286 | -1.36687 | 0.51499

IgGITH5N5F1 healthy 3.27 3.77 4.46 4.91 5.51 gingivitis -5.8 -1.19872 | 0.69191
periodontitis

IgGITH5N5F1 periodontitis | 3.81 4.02 4.23 4.60 6.02 healthy 1.14286 | 0.26143 |1
periodontitis

EK 3 - Gingivitis, saglikli bireyler ve periodontitis gruplar1 arasinda serum N-glikanlarinin goéreceli alan yiizdelerine iliskin Kruskal-Wallis

ANOVA testi sonuglar. Istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren N-glikan yapilar1 koyu renk ile belirtilmistir (p < 0.05 anlamli kabul

edilmistir).
Min Q1 Median | Q3 Max Sum Mean Z Prob Sig
Rank Rank Diff

Gl gingivitis 0.94 1.53 3.55 8.31 15.71 gingivitis healthy 554.5 4.16919 | 0.75116 0

Gl healthy 0.51 1.26 1.96 6.91 10.12 gingivitis periodontitis | 586 -3.66944 | - 0
0.64673

Gl periodontitis 0.87 3.35 4.66 7.25 9.82 healthy periodontitis 689.5 -7.83864 | -1.4528 | 0.43884 | 0

G2 gingivitis 1.04 1.27 1.90 3.01 6.49 gingivitis healthy 548 4.46717 | 0.80495 | 1 0

G2 healthy 0.92 1.16 1.40 2.89 4.52 gingivitis periodontitis | 571.5 -5.08056 | - 1 0
0.89554
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G2 periodontitis 0.99 1.63 2.49 2.95 4.55 healthy periodontitis 710.5 -9.54773 | - 0.23029
1.76978

G3 gingivitis 0.89 1.62 3.48 6.03 8.23 gingivitis healthy 557 2.21717 | 0.39947

G3 healthy 0.82 1.50 2.25 6.30 7.09 gingivitis periodontitis | 632 -1.10556 | -
0.19485

G3 periodontitis 1.13 2.82 4.45 5.04 6.01 healthy periodontitis 641 -3.32273 | - 1
0.61584

G4 gingivitis 0.34 0.63 1.64 3.29 4.08 gingivitis healthy 513.5 -1.51768 | - 1
0.27344

G4 healthy 0.30 0.74 1.23 3.79 5.68 gingivitis periodontitis | 661 -4.24722 | - 1
0.74857

G4 periodontitis 0.30 1.46 2.34 2.78 3.81 healthy periodontitis 655.5 -2.72955 | - 1
0.50589

G5 gingivitis 0.19 0.45 1.07 2.23 2.99 gingivitis healthy 483.5 -1.79798 | - 1
0.32396

G5 healthy 0.30 0.52 0.84 2.34 3.08 gingivitis periodontitis | 630.5 -8.93889 | - 0.3454
1.57554

G5 periodontitis 0.55 1.16 1.63 2.13 3.35 healthy periodontitis 716 -7.14091 | - 0.55695
1.32355

G6 gingivitis 0.76 1.03 1.41 1.73 2.02 gingivitis healthy 423.5 -3.42677 | -0.6175 |1

G6 healthy 0.83 1.13 1.37 2.04 2.16 gingivitis 593 -17.1472 | - 0.00752

periodontitis 3.02265

G6 periodontitis | 0.83 1.57 1.88 2.25 3.47 healthy periodontitis | 813.5 -13.7205 | - 0.03294
2.54334

G7 gingivitis 0.91 1.22 1.27 1.52 2.81 gingivitis healthy 461.5 -0.31566 | - 1
0.05688

G7 healthy 0.96 1.11 1.38 1.60 1.82 gingivitis 571 -14.2361 | - 0.03626

periodontitis 2.50959

G7 periodontitis | 0.85 1.47 1.61 1.79 4.40 healthy periodontitis | 797.5 -13.9205 | - 0.0296

2.58052
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G8 gingivitis 0.05 0.19 0.24 0.39 0.47 gingivitis healthy 377 -9.21465 | - 0.28988
1.66144
G8 healthy 0.12 0.23 0.30 0.49 0.75 gingivitis 663.5 -18.5306 | - 0.00324
periodontitis 3.26841
G8 periodontitis 0.14 0.30 0.47 0.54 1.74 healthy periodontitis 789.5 -9.31591 | - 0.25203
1.72789
G9 gingivitis 1.46 2.05 3.14 4.95 8.10 gingivitis healthy 500 -2.76768 | - 1
0.49866
G9 healthy 1.35 2.27 3.30 6.03 7.38 gingivitis periodontitis | 672 -5.12222 | - 1
0.90279
G9 periodontitis 2.04 2.61 4.46 5.19 5.96 healthy periodontitis 658 -2.35455 | - 1
0.43639
G10 | gingivitis 0.53 0.79 0.95 1.51 2.24 gingivitis healthy 419.5 -6.92172 | - 0.63694
1.24723
G10 | healthy 0.69 0.92 1.21 1.71 2.85 gingivitis 665 -13.9694 | - 0.04141
periodontitis 2.46238
G10 | periodontitis 0.52 1.25 1.41 2.03 2.98 healthy periodontitis 745.5 -7.04773 | - 0.57428
1.30637
G11 | gingivitis 0.60 0.83 1.01 1.13 1.85 gingivitis healthy 455.5 1.73737 | 0.31322 | 1
G11 | healthy 0.69 0.84 0.94 1.13 1.83 gingivitis 518.5 -17.4944 | - 0.0061
periodontitis 3.08531
G11 | periodontitis | 0.84 1.05 1.42 1.59 2.56 healthy periodontitis | 856 -19.2318 | - 0.00108
3.56666
G12 | gingivitis 0.00 0.16 0.28 0.31 0.45 gingivitis healthy 362 -7.34343 | - 0.55688
1.32363
G12 | healthy 0.03 0.15 0.32 0.42 0.52 gingivitis 604 -23.0889 | -4.0711 | 1.40E-
periodontitis 04
G12 | periodontitis | 0.10 0.35 0.49 0.58 2.39 healthy periodontitis | 864 -15.7455 | - 0.01052
2.91948
G13 | gingivitis 9.32 12.84 16.06 18.57 19.01 gingivitis healthy 615.5 4.67172 | 0.84169 | 1




G13 | healthy 9.25 13.06 15.48 16.67 18.73 gingivitis periodontitis | 649.5 5.94444 | 1.04768 | 0.88436 | 0

G13 | periodontitis 10.40 12.71 14.83 16.62 21.33 healthy periodontitis 565 1.27273 | 0.23588 | 1 0

G14 | gingivitis 0.04 0.18 0.29 0.44 0.95 gingivitis healthy 469 0.57828 | 0.10425 |1 0

G14 | healthy 0.00 0.24 0.30 0.38 0.71 gingivitis 560.5 -13.9694 | - 0.04129 | 1
periodontitis 2.46341

G14 | periodontitis | 0.09 0.31 0.42 0.83 1.52 healthy periodontitis | 800.5 -14.5477 | -2.6977 | 0.02095 | 1

G15 | gingivitis 4.25 4.55 5.78 7.54 9.14 gingivitis healthy 455 -7.24495 | - 0.57526 | 0
1.30541

G15 | healthy 3.88 5.36 6.67 7.74 10.65 gingivitis periodontitis | 715.5 -7.69722 | - 0.52462 | 0
1.35671

G15 | periodontitis 4.68 5.57 6.47 7.72 9.52 healthy periodontitis 659.5 -0.45227 | - 1 0
0.08383

G16 | gingivitis 2.15 3.32 5.15 6.25 7.35 gingivitis healthy 526.5 -4.79545 | - 1 0
0.86399

G16 | healthy 3.23 3.68 5.55 6.40 7.69 gingivitis periodontitis | 749 1.525 0.26878 | 1 0

G16 | periodontitis 2.07 3.59 4.19 6.20 7.45 healthy periodontitis 554.5 6.32045 | 1.17142 | 0.72429 | O

G17 | gingivitis 0.13 0.49 0.98 2.19 3.06 gingivitis healthy 456 -0.57576 | - 1 0
0.10373

G17 | healthy 0.35 0.47 0.64 2.34 3.52 gingivitis 570 -14.8667 | -2.6202 | 0.02636 | 1

periodontitis

G17 | periodontitis | 0.39 1.58 2.59 3.30 5.57 healthy periodontitis | 804 -14.2909 | - 0.02424 | 1
2.64864

G18 | gingivitis 19.93 23.26 32.37 40.33 43.83 gingivitis healthy 616 1.97222 | 0.35533 | 1 0

G18 | healthy 16.21 22.00 34.56 39.42 44.16 gingivitis periodontitis | 709.5 8.99722 | 1.58571 | 0.33841 | O

G18 | periodontitis 13.65 23.83 26.25 30.06 39.36 healthy periodontitis 504.5 7.025 1.30198 | 0.57877 | O

G19 | gingivitis 1.17 1.32 1.51 1.70 1.82 gingivitis healthy 471 -1.69697 | - 1 0
0.30587

G19 | healthy 1.11 1.34 1.46 1.77 2.05 gingivitis periodontitis | 613 -11.1333 | - 0.14892 | O
1.96306
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G19 | periodontitis 1.32 1.44 1.60 1.90 4.40 healthy periodontitis 746 -9.43636 | - 0.24053 | 0
1.74967

G20 | gingivitis 2.74 4.49 5.48 6.80 10.37 gingivitis healthy 388.5 -7.15909 | - 0.59738 | O
1.28404

G20 | healthy 4.23 5.07 6.24 7.49 10.30 gingivitis periodontitis | 768 5.775 1.01622 | 0.92857 | O

G20 | periodontitis | 3.69 4.34 4,95 5.84 13.67 healthy periodontitis | 439.5 12.93409 | 2.56705 | 0.03077 | 1

G21 | gingivitis 0.90 1.29 1.92 4.36 5.86 gingivitis healthy 576.5 3.61869 | 0.65205 | 1 0

G21 | healthy 1.10 1.29 1.83 2.23 3.30 gingivitis periodontitis | 625 0.60278 | 0.10625 | 1 0

G21 | periodontitis 1.30 1.55 1.98 2.09 2.59 healthy periodontitis 628.5 -3.01591 | - 1 0
0.55902

G22 | gingivitis 0.63 1.43 1.87 2.15 2.56 gingivitis healthy 488 -4.86616 | - 1 0
0.87686

G22 | healthy 1.20 1.43 1.99 2.46 3.34 gingivitis periodontitis | 703.5 -4.81389 | - 1 0
0.84856

G22 | periodontitis 0.93 1.63 1.94 2.15 3.06 healthy periodontitis 638.5 0.05227 | 0.00969 | 1 0

G23 | gingivitis 0.09 0.11 0.21 0.32 0.41 gingivitis healthy 439.5 -4.81061 | -0.868 1 0

G23 | healthy 0.05 0.21 0.27 0.31 0.46 gingivitis periodontitis | 643 -12.9583 | - 0.06655 | 0
2.28724

G23 | periodontitis 0.11 0.24 0.30 0.40 0.83 healthy periodontitis 747.5 -8.14773 | - 0.39136 | O
1.51231

G24 | gingivitis 0.91 1.27 1.54 1.69 1.86 gingivitis healthy 477 -5.43182 | - 098313 |0
0.97874

G24 | healthy 0.54 1.22 1.57 1.96 2.87 gingivitis periodontitis | 702.5 -6.025 - 0.86472 | 0
1.06199

G24 | periodontitis 0.62 1.40 1.58 1.83 2.29 healthy periodontitis 650.5 -0.59318 | - 1 0
0.10995

G25 | gingivitis 0.73 0.79 1.01 1.19 1.52 gingivitis healthy 570 5.98485 | 1.07866 | 0.84222 | 0

G25 | healthy 0.50 0.75 0.90 1.13 1.43 gingivitis periodontitis | 565 -3.08333 | - 1 0
0.54362
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G25 | periodontitis 0.62 0.82 1.08 1.32 2.11 healthy periodontitis 695 -9.06818 | - 0.27814 | 0
1.68126

G26 | gingivitis 0.17 0.27 0.72 1.10 1.64 gingivitis healthy 518.5 5.71465 | 1.0298 | 0.90931 | 0

G26 | healthy 0.05 0.34 0.40 0.86 1.57 gingivitis periodontitis | 508 -11.3694 | - 0.13514 | 0
2.00422

G26 | periodontitis | 0.25 0.75 1.02 1.44 2.34 healthy periodontitis | 803.5 -17.0841 | - 0.00462 | 1
3.16694

G27 | gingivitis 0.05 0.13 0.88 1.42 2.05 gingivitis healthy 569.5 -4.24747 | - 1 0
0.76583

G27 | healthy 0.04 0.20 1.18 1.58 2.47 gingivitis periodontitis | 789.5 8.08889 | 1.42669 | 0.46101 | O

G27 | periodontitis 0.05 0.16 0.21 0.32 1.83 healthy periodontitis 471 12.33636 | 2.28808 | 0.0664 | O

G28 | gingivitis 0.22 0.34 0.42 0.50 0.83 gingivitis healthy 603 2.27273 | 0.4097 |1 0

G28 | healthy 0.11 0.27 0.38 0.54 1.15 gingivitis periodontitis | 687 6.5 1.14624 | 0.75508 | O

G28 | periodontitis 0.19 0.27 0.33 0.50 0.95 healthy periodontitis 540 4.22727 |0.78391 | 1 0

G29 | gingivitis 0.17 0.46 0.74 0.98 1.29 gingivitis healthy 646 5.18434 | 0.93421 |1 0

G29 | healthy 0.16 0.39 0.62 0.77 1.96 gingivitis periodontitis | 675.5 10.46389 | 1.84454 | 0.19532 | O

G29 | periodontitis 0.17 0.32 0.45 0.75 1.66 healthy periodontitis 508.5 5.27955 | 0.97866 | 0.98324 | 0
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