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OZET

AMYOTROFIK LATERAL SKLEROZ HASTALARINDA MIYELIN BAZIiK
PROTEIN DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Derya TOPUZ ATA

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Senay VURAL KORKUT

Es Danisman: Doc. Dr. Aslihan GUNEL

Amytrofik lateral skleroz (ALS) hem iist motor néronlar da hem de alt motor
noronlar da dejenerasyona sebep olan ilerleyici noromiiskiiler bir hastaliktir.
Sporadik ve ailesel olmak iizere iki farkli sekilde ortaya cikabilir. Sporadik ALS
% 90-95 oranla vakalarin biiyiik cogunlugunu olustururken, geriye kalan % 5-
10’luk kisim ailesel ALS olarak adlandirilmaktadir. ALS'nin etyolojisi tam olarak
bilinmemektedir. Oksidatif stres, mitokondriyal disfonsksiyon, endoplazmik
retulum stresi ve aksonal transport bozuklugu gibi bircok mekanizmanin sebep
oldugu multifaktoriyel etyopatogenezi nedeniyle tanisi zor konulan bir

hastaliktir.

Biyobelirtec, belirli bir hastaligin klinik belirtileri ve sonuglari ile dogrudan
baglantili bir biyolojik stirecin varliginin veya sonucunun bir gostergesidir.
Hastalik siirecinde erken teshisi miimkiin kilmanin bir olas1 yolu ALS'ye 6zgiin
olan biyobelirtecleri tanimlamaktir. Ayrica hastaligin seviyesini belirlemek,

hastaligin ilerleme ve tedavi siirecini takip etmek icin biyobelirtecler 6nemlidir.

Xii



Bu calismada biyobelirte¢ aday1 olan miyelin bazik protein (MBP) miktarinin
ALS, MS ve saglikli bireylerin plazma 6rneklerinde karsilastirilmasi1 amaclandi.
Plazma Orneklerinde protein Olctimii sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak yapildi.
Sonuclarin analizi SPSS 23.0 programui ile gerceklestirildi. Analiz sonucunda,
saglikli bireyler ile ALS ve MS hastalarinin plazma oOrnekleri arasinda MBP
seviyelerinde istatiksel olarak onemli farkliliklar bulunmadi. ALS hastalar ile
yapilan degerlendirmeler sonucu yas gruplari arasinda anlaml farkliliklar tespit

edildi. (p<0.05,p<0.10).

Anahtar Kelimeler: Miyelin bazik protein, elisa, als

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MYELIN BASIC PROTEIN LEVELS IN PATIENTS
WITH AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS

Derya TOPUZ ATA

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT

Co-Adviser: Assoc. Prof. Dr. Aslihan GUNEL

Amytrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive neuromuscular disease that
causes degeneration of both upper motor neurons and lower motor neurons. It
has two different types, including sporadic and familial. Sporadic ALS constitutes
the majority of cases with 90-95%, while 5-10% is called familial ALS. The
etiology of ALS is not fully known. It is difficult to diagnose due to multifactorial
etiopathogenesis caused by many mechanisms such as oxidative stress,
mitochondrial dysfunction, endoplasmic retulum stress and axonal transport

disorder.

A biomarker is an indication of the presence or outcome of a biological process
that is directly linked to the clinical signs and consequences of a particular
disease. One possible way to make early diagnosis possible in the course of the
disease is to identify ALS-specific biomarkers. In addition, biomarkers are
important to determine the level of the disease and monitor the progression

treatment of the disease.
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The aim of this study is to compare the amount of Myelin Basic Protein (MBP) as
a candidate biomarker for in plasma samples of ALS, MS and controls. Protein
measurement was carried out by using sandwich ELISA method in plasma
samples. Analysis of results was performed through using SPSS 23.0 program. As
a result of the analysis, there were no statistically significant differences in MBP
levels between plasma samples of healthy individuals and ALS and MS patients.
Significant differences were found between age groups as a result of evaluations

with ALS patients. (p<0.05, p <0.10).

Key Words: Myelin basic protein, elisa, als
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Noronlar, beyni ve omuriligi biinyesinde barindiran sinir sisteminin yap1
taslaridir. Bu yapitaslarinin ilerleyici kaybi ile giden ve bu kayba bagli olarak
sinir sistemi fonksiyonlarinin yitimine neden olan hastalik grubuna
norodejeneratif hastaliklar ismi verilmektedir. Norodejeneratif hastaliklar
arasinda amyotrofik lateral skleroz, multiple skleroz, alzheimer, parkinson

sayilabilir.

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), omurilik, beyin sap1 ve serebral korteks'te
progresif motor noron kaybi ile karakterizedir. Genel popiilasyonda ALS

prevalansi 1: 20.000'dir, 50 ila 55 yas arasindaki risk daha fazladir [1].

ALS hastaliginda yasam siiresini uzatmak, erken ve spesifik tan1 yontemlerinin
gelistirilmesine baglidir. Su anda, ALS icin kesin bir teshis testi veya biyobelirtec
yoktur. Norologlar tani icin klinik kriterleri kullanmaktadir. Hastaligin ilerleyisini
objektif olarak degerlendirmek icin yeni biyobelirteclerin gelistirilmesi 6nem
tasimaktadir [2]. Biyobelirtecler farkli kaynaklardan elde edilebilir.
Biyobelirteclerin belirlenmesinde hastaligin ilerlemesiyle Ongoriilebilir sekilde
degisim gostermesi, hastalardan elde edilebilirliginin kolay olmasi,
degerlendirilmesinin uygun ve basit olmasi, hastalik baslangi¢ siirecinde
belirlenebilmesi gibi nitelikler goz 6niine alinir [3]. ALS ile ilgili biyobelirteclerin
arastirilmasi, merkezi sinir sistemi ile olan siki etkilesimi nedeniyle, agirlikli
olarak beyin-omurilik sivist (BOS) kullanilarak yapilmistir [4]. Ancak BOS
materyali aliminin hastalar icin ac1 verici olmasi ve etik kurul raporlarinin temin
zorlugu sebebiyle plazma veya serum Ornekleri biyobelirte¢ taranmasi icin daha

uygun kaynaklar olabilecegi gosterilmistir [5].

Miyelinin islevlerinden biri, aksonu izole etmek ve sodyum kanallarini Ranvier

diigiimlerine kiimelemek ve bu sayede hareket potansiyelinin bir diigiimden



digerine atlamasim1 saglamaktir. Bu gorevleri sayesinde impuls iletimini
hizlandirirlar. Miyelinin protein ve lipid bilesimi gelisim sirasinda degisir.
Protein bilesimi, miyelin bazik protein (MBP) ve proteolipid protein (PLP) gibi

proteinlerin artisi ile sekillenir [6].

MBP son derece baziktir ve pozitif yiike sahiptir. MBP, yeterli derecede esneklige
sahip oldugundan negatif yiiklii lipitler, aktin filamentleri, polianyonik proteinler
ve mikrotiibiiller gibi cesitli baglayici ortaklarla etkilesime girebilir [7]. Bu
etkilesimler, miyelinin néronlar arasi iletimi dogru ve hizl bir sekilde yapmasina

olanak saglar.

Kantitatif Enzim-Bagli Immiin Assay (ELISA) cesitli hastaliklarda aday
biyobelirtecleri tespit etmede yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir [8]. Bu
yontemle en c¢ok calisilan ALS aday protein biyobelirtecleri arasinda fosforlanmis
norofilament agir zinciri (P-NHF) bulunur. Bu proteinin ALS hastalarinin beyin
omirilik sivisinda onemli Ol¢lide arttig1 gosterilmistir. Sadece bu proteinin
konsantrasyonunun Olctimii, ALS tanisinda yetersiz olabilir, ancak ELISA bazh
teknolojideki ilerlemeler, arastirmalarin daha hassas olmasini saglayabilir [9].
Multiple skleroz (MS) hastalarinda BOS o6rneklerinde MBP’in hastalik sebebiyle

artig gosterdigi bulunmustur [10].
1.2 Tezin Amaci

ALS ile iligkili en biiyiik zorluklardan biri, sayisiz patolojik mekanizma ile iliskili
karmasik bir hastalik olmasidir. ALS'de motor sistemi icinde meydana gelen
biyokimyasal degisiklikler, hastaligin klinik semptom ve bulgularindan sorumlu
olan alt ve iist motor noronlarinin dejenerasyonuna yol acar. Mevcut teshisler,
klinik muayene ve elektrofizyolojik Olctimlere dayanmaktadir. ALS erken teshisin
onemli oldugu bir hastaliktir. Erken teshisi iyilestirmenin olas1 yolu, ALS'ye 6zgii

biyobelirteclerin belirlenmesidir [5]

Son yillarda, hastaliklarin noropatolojik, biyokimyasal ve  genetik
biyobelirteglerini tanimlamak icin arastirilmalar yapilmaktadir. Biyobelirtecler
belli bir hastaligin varligin1 veya baslangicini belirtmek icin kullanilabilecek
temel biyolojik maddelerdir. Biyobelirtecler sadece hastaliklarin baslangicim

tahmin etmede yardimci olmak icin degil, ayn1 zamanda ilerleme oranim
2



denetlemede veya tedavi siirecinde hastalik seyrinin takip edilmesine yardimci

olmak icin kullanilabilirler [11].

Miyelin, merkezi ve periferik sinir sistemlerinde sinir aksonlarinin etrafinda
yalitkan bir kilif olusturan oligodendrositlerden ve Schwann hiicrelerinden
uzanan membran islemlerinin lipit bakimindan zengin cok katmanli grubudur.
Merkezi sinir sisteminde, miyelinin sitoplazmik yiizeylerinin yapismasi1 MBP ile
saglanir. MBP-membran etkilesimleri, miyelin kiliflarinda goriilen uygun cok
katmanli yapiy1 bir araya getirmek icin MBP'nin bazik kalintilan ile ikili lipit
tabakanin asitli gruplar1 arasindaki etkilesimler dengesine dayanir [12]. MBP
miyelinizasyon sirasinda iki sitoplazmik zari birbirine yakinlastirir ve protein
zarlar arasi yapistirici gorevi goriir. Zarlar arasindaki etkilesimin bozulmasi
demiyelinizasyona sebep olur. Miyelin hasarlari MS gibi kronik noérolojik

durumlar ile sonuclanabilir [13].

MS hastalarinin % 81'inde BOS'da MBP otoantikorlar1 saptanmistir. ELISA
yontemi ile BOSnin % 44'iinde ve serumlarin % 8'inde MBP antikorlar
saptanmistir [14]. Yapilan calismalar 1s1§inda norodejeneratif hastaliklarda MBP
kullanilarak erken teshisi kolaylastirmak icin arastirmalar yapilmaktadir. Erken
taninin 6nemli oldugu bu hastaliklarda biyobelirtecler énem kazanmaktadir.
Yaygin norodejeneratif hastaliklardan olan ALS’da hastaligin tanisini ve
ilerlemesini degerlendirmek amaciyla hastalarin plazma o6rneklerinde MBP’nin
diizeyi arastirilmistir. MBP'nin bir ALS biyolojik belirleyicisi olarak etkinligini

degerlendirmek icin ELISA kullanilmistir.

1.3 Hipotez

Norodejenerasyon sonucu miyelin kilif zarar gormektedir. MBP; miyelin kilifin
bitinliginin korunmasinda ve sinir iletiminin hizli bir sekilde
gerceklesmesinde gorev almaktadir. MBPnin saglikli ve norodejeneratif
hastaliklara sahip bireylerde farkli miktarlarda bulundugu bu konu {iizerinde
gerceklestirilen calismalarda belirtilmistir. MS hastalar1 iizerinde yapilan bir
calismada demiyelinizasyon plak bolgelerinde miyelin spesifik otoantikorlarin

varligi saptanmistir. MBP hedefli otoantikorlarin; MBP tespiti, miktarinin



saptanmasi ve prognostik amaclar icin kullanilabilecegi gosterilmistir [15].
Galismamizda ALS, MS ve saglikli kontrollerden alinan kan oOrneklerinden
plazma sivisi elde edilmesinin ardindan MBP-ELISA kitleri kullanilarak MBP
seviyesinin tespiti hedeflenmistir. Literatiir taramalarina dayanarak MBP
diizeyinin gruplar arasinda degisiklik gostermesi beklenmistir. Bu farkliliklar
gozetilerek MBP’nin ALS tanisinda biyobelirtec olarak kullanilabilme durumunun

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Noron

Sinir sisteminin fonksiyonel birimi olan noronlar, insan beyninde 100 milyardan
fazla bulunmaktadir. Cesitli noéron tiplerinin morfolojisi bazi farkliliklar gosterse
de, hepsi dort bolge icerir: hiicre govdesi, dendritler, akson ve akson
terminalleri. Hiicre govdesi noronun genomik ve metabolik merkezidir.
Dendritler, noronlar arasindaki iletisim icin sinir sinyallerinin ana alicilaridir ve
kritik isleme kompleksleri icerir. Aksonlar ¢ogu zaman boliinmiis ve dallanmis
gozlemlenebilirler. Dallarin u¢ kisimlarinda bulunan boélgeler akson terminalleri
olarak isimlendirilirler ve sinir iletiminde Onemli goreve sahiptirler [16].
Aksonlar, sinir sistemi icindeki néronlar arasinda ve noronlar ile periferik hedef
dokular arasinda elektriksel uyarilarak bilgi aktarimi saglayan kisimlardir.
Merkezi ve periferik sinir sistemlerinde aksonlar, elektriksel impulslarin hizlh
iletimini kolaylastiran ve aksonlarin korunmasini saglayan miyelin kilif

tarafindan sarihidir [17].
2.1.1 Miyelin Kilif

Miyelin kilif, sinir aksonunun etrafina spiral bir sekilde sarilmis, biiyiik olciide
genisletilmis ve modifiye edilmis bir plazma membranidir. Miyelin membranlari,
periferik sinir sistemindeki (PSS) Schwann hiicrelerinden ve merkezi sinir
sistemindeki (MSS) oligodendroglial hiicrelerden kaynaklanir [18]. Sinir
aksonlarini cevreleyen miyelin kilifin benzersiz cok lamelli yapisi vardir.
Kompakt internodal miyelinde plazma membraninin sitosolik yiizeylerinin
yapismasiyla ana yogun cizgi, hiicre dis1 ylizeylerin yapismasiyla ise intraperiod
hatti olusur [18]. Bu sikistirilmis ¢ok katmanli yapinin biitiinliigli, akson
boyunca aksiyon potansiyellerinin iletilme hizini belirler. Sitosoliin bolgeleri ve
cesitli enzimler, kompakt miyelin, sikistirilmamis bolgelerdeki hiicre iskeleti ve

sinyal iletim proteinleri, miyelinin dinamik fonksiyonlarini yerine getirmesinde


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/bnchm/A3974/#A4431

ve akson ile iletisim kurmasinda etkilidir. Miyelin, polarize 1sik ile
incelendiginde, lipitlerden ve proteinlerden kaynakli bir cift kirihim sergiler.
Miyelinin disiik acili X-1s1n1 kirimim ¢alismalari, ti¢ pik (her biri protein art1 lipit
polar gruplar1) ve iki ¢ukur (lipit hidrokarbon zincirleri) gosteren tekrar eden
birimin elektron yogunluk grafiklerini vermektedir. Bu iki teknikten elde edilen
sonuglar, lipit kisminin bimolekiiler yaprak oldugu ve bitisik protein
tabakalarinin farklilik gosterdigi bir protein-lipid-protein-lipit-protein yapisi ile
aciklanmistir [19]. Miyelinin ana bilesenleri proteinler ve lipitler, bilginin beyne
hizli iletilmesini ve entegrasyonunu saglamaktadir [20]. MSS ve PSS miyelini

farkli lipit ve protein bilesimlerinde sahiptir [21] (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 MSS ve PSS miyelin kilif [21].
2.1.2 Miyelin Bazik Protein

Periferik aksonlardaki miyelinin % 50- 60'in1 olusturan protein0’in mevcudiyeti
ile MSS miyelininden ayirt edilebilir. PO, PSS'nde MBP eksikligini telafi
edebilecek proteinlerden biridir. Transfekte edilmis hiicrelerde PO ekspresyonu,
proteinin homofilik baglanma ile PSS miyelinin intraperiod cizgisini stabilize
ettigini gosterir [22]. PSS major PO glikoproteine ek olarak, toplam proteinin %
5'inden daha azini olusturan periferal miyelin protein-22 (PMP-22) adi verilen

22kDa agirliginda proteini icerir [23] [24].

MSS’de proteolipid proteinin (PLP) intraperiod hattinin stabilize edilmesinde
onemli bir roli oldugu disiiniilmektedir [25]. PLP geni, gelisimin cok erken bir

doneminde eksprese edilir, embriyolarda ve premiyelinizasyon
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oligodendrositlerinde miyelin olusumundan 6nce, gelisim sirasinda ortaya cikar.
Oligodendrosit migrasyonunda veya miyelinde yapisal bir role ek olarak
farklilasmasinda da rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir [26]. MSS miyelinde
PLP’den sonra en bol bulunan ikinci protein MBP’dir ve toplam proteinin %
30'unu ve miyelinin kuru agirliginin yaklasik % 10'unu olusturur. MSS miyelinin
olusumu i¢in simdiye kadar gerekli bulunan tek yapisal proteindir ve "miyelinin

yuritiicii molekiili" olarak adlandirilmistir [27].

Miyelin iki tabakali bir asimetrik lipit bilesimine sahiptir (Sekil 2.2) [28].
MBP'nin fonksiyonu, miyelin membraninin karsit sitoplazmik yiizeylerini
birbirine yaklastirmaktir. MBP, miyelin membranin karsilikli iki negatif ytikli
sitoplazmik yaprakciklarina baglandiginda pozitif yiikii sayesinde noétralizasyon
gerceklesir. Bu siire¢, c¢oziiniir ve serbestce dagilmis MBP molekiillerini
yogunlastirllmis duruma donistiiriir ve sikistirilmis ¢ok katmanli membran
yiginlarinin iretimini saglar. BoOylece iki tabakanin birbirine tutunmasi
gerceklesir ve secici bariyer olusur [29, 30]. Miyelin icinde bulunan MBP,
toplamda insanda 10 ekson olan Oligodendrosit Genleri (Golli) adli daha biiytik
bir gen kompleksinin iirtintidiir. Miyelin hiicreleri, immiin ve hemopoietik

hiicreler cesitli Golli proteinleri tarafindan tiretilir. [31].

Extracellular KS——

A DS i

MBP Cytoplasmic

T i

Y

|
i

Sekil 2.2 Miyelin ana bilesenleri [28].

P-inositol- Ethanolamine  P-serine

4 5-diphosphate plasmalogen

MBP'nin cesitli biiytikliikteki izoformlari, mRNA transkriptinin alternatif kirpilma

mekanizmasi ile olusturulur. Bunlar insanda 21.5, 20.2, 18.5, ve 17.2 kDa’dur.



Yetiskin insan MSS'sinde major MBP izoformu 18.5 kDa'dir [32, 33]. 18.5 kDa
MBP, deamidasyon, Ser/Thr fosforilasyon ve arjinin sitriiline dontisiimii dahil
olmak iizere net pozitif yilikiinii azaltan cesitli post-translasyonel modifikasyonlar
nedeniyle C1, C2, C3, C4, C5, C6 ve C8 olarak adlandirilan bir dizi yiik izomeri
olarak ortaya cikar. Bu izoformlarin ekspresyonu gelisimsel olarak diizenlenir,

hiicrelerde ve miyelinde farkli konumlara sahiptirler.[34].

C8 izomeri arjinin aminoasidinin peptidilarginin deiminazlarn ile sitriiline
dontismesi sonucunda meydana gelmektedir. Arjinin aminoasidi pozitif yiike
sahipken sitriilin yiiksiizdiir bu durum MBPnin katyon degerinin azalmasina
sebep olur [35]. MBPnin posttranslasyonel modifikasyonunun neden oldugu
azalmis miyelin sikismasinin, miyelini bozunmaya duyarli hale getiren bir stireci
baslatabilecegi ileri stirtilmiistiir. MBP fonksiyon kaybinin miyelin olusumunu
etkiledigi  gosterilmistir [36]. Fosforilasyon, metilasyon, deaminasyon

posttranslasyonel mekanizmalari MBP'nin yiikiinde degisikliklere sebep olabilir.

MBP'nin baska bir islevi, miyelinin sitozolik yiizeylerinin yapismasina aracilik
etmenin yani sira hiicre iskelet organizasyonuyla iligkili Ca** -kalmodulin ve
aktin, tiibiilin SH3-domeni proteinleri, gibi cok sayida protein ile etkilesime
sahiptir. MBP'nin hem in vitro hem de in vivo mikrotiiplerle etkilesime girdigi
gosterilmistir.  Aktin  {izerindeki etkilerine benzer sekilde tiibiilin
polimerizasyonuna neden olur ve mikrotiibiilleri demetlerini olusturur.
Mikrotiibiillerin in vitro ve kiltiirlenmis oligodendrositlerde depolimerize

olmasini stabilize eder [37].

2.1.3 Miyelin Bazik Protein Etkilesimleri

2.1.3.1 Protein-Lipid Etkilesimleri

Miyelin kilifinin biitiinliigli, sinyalin akson boyunca hizli bir sekilde aktarilmasi
icin temeldir, bu biitiinligiin korunmasinda MBPnin lipitler ile etkilesimi
onemlidir. Lipit-protein etkilesimleri kovalent olmayan, 6zellikle elektrostatik ve
hidrofobik olan etkilesimlerin miyelinin yap1 ve stabilitesinden sorumlu oldugu
gosterilmistir. MSS miyelin {i¢ ana lipit sinifi icerir: kolesterol, glikosfingolipidler

ve fosfolipidlerdir (Sekil 2.3) [38]. MBP cift katman fosfolipit tabakasinin



arasinda yer alir. MBP, anyonik lipitlerin kutup baslariyla elektrostatik olarak

etkilesime girmektedir [39].
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Sekil 2.3 A) Akson gériiniimii B) 3 boyutlu miyelin kilif C) Uc lipit sinifi [40].

2.1.3.2 Protein-iyon Etkilesimleri

Miyelin, hem merkezi hem de periferik sinir sisteminin aksonal izolasyon katkida
bulunur. MBP’nin iki degerlikli katyonlar1 Hg** >Cu**> Zn**> Mg*"*> Cd**>
Co*? azalan afinite sirasinda baglar [40]. Zn iyonu diger iyonlardan daha
yliksektir. MSS’de Zn iyonun spesifik olarak baglanmasi ve stabilize olmasi

MBP'nin miyelin membranu ile iliskisini etkiler [41].

2.1.3.3 Protein-Ligand Etkilesimleri

MBP'nin ii¢ boyutlu yapisinin bir modeli, MBP'nin, hiicre zar1 ile temas eden
ylkli amino asit tortular1 bakimindan zengin, genis ilmek bolgeleriyle cevrili

merkezi bir tabaka bolgeli acik bir C'ye benzer bir konformasyon gosterdigini
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bulunmustur [42]. Integrinler, hiicre-hiicre, hiicre-hiicre dis1 matris ve hiicre-
patojen yapismasina aracilik eden hiicre yiizeyi reseptorleridir [43]. Gelisim ve
homeostazideki kilit rollerinin yani sira, integrinler lokositlerin ticareti ve
islevleri icin cok onemlidir. Integrinler bir a-zinciri ve bir p-zincirinden olusur
[43]. Yapilan calismalarda integrin'nin MBP icin giiclii ve spesifik bir ligand
oldugu gosterilmistir [42]. Miyelin kilifin zarar goérmesi MBP'nin hiicre dist
ortama maruz kalmasina sebep olur. Miyelin membran ile gevsek bir sekilde
iliskide kalan katlanmamis bolgelere sahip olan MBP fagositik hiicreler

tarafindan tasinan integrin tarafindan taninabilir ve fagosite edilebilir [44].

MBP'de etkili olan diger bir ligand kalmodulin olarak belirlenmistir. C-
terminaline yakin bolge ile kalmodulinin, etkilesimi incelenmistir ve etkilesim
sonucunda proteinde diisiik seviyede konformasyonel bir degisiklik ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Miyelin olusumu ve diizenlenmesinde, hedef tanimada

kalmodulin 6nemli bir yapisal faktordiir [45] .
2.2 Norodejeneratif Hastaliklar

2.2.1 Multiple Skleroz

MS, miyelin bilesenine karsi norodejeneratif olaylar ve otoimmiin yanit ile
karakterize edilen multifaktoriyel demiyelinizan bir hastaliktir [46]. MS miyelin
ve aksonlar1 degisen derecelerde yok ederek, MSS'ni etkiler [47]. Yapilan
calismalarda, serebral MS lezyonlarinda aksonal hasar ve inflamasyon derecesi
arasinda pozitif bir iliski oldugu gésterilmistir [47]. Diinya Saglik Orgiitii'niin
2008 yilindaki raporlarina gore, diinyada 2-2.5 milyon MS hastalig
kaydedilmistir ve 1990'da 12 000 ve 2012 yilinda diinya genelinde yaklasik 20
000 MS hastasinin 6liimiiniin gerceklestigi belirtilmistir. MS, 20-50 yaslarindaki
kisilerde daha sik goriilmekte ve kayitlar kadin MS hastalarinin erkeklerden iki

kat daha fazla oldugunu gostermektedir [48].

MBP deneysel alerjik ensefalomiyelitin uyarilmasindan sorumlu antijen olarak
tanimlanistir [49]. Ensefalomiyelit, merkezi sinir sisteminin enflamatuar,
demiyelinizan bir hastaligidir. MBP demiyelinizan hastaliklarda, 6zellikle multipl
skleroz ve alerjik ensefalit ile iliskilendirilmistir. Bir insan otoanjeni olarak

karakterize, birka¢ calisma multipl skleroz patogenezinde MBP'ye Kkarsi
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otoantikorlar icin bir rol gostermistir. MBP ile multipl skleroz arasindaki iligskiye
ilgi, bu MBP post-translasyonel degisikliklerin potansiyel roliine odaklanmistir
[50]. Tanimlanmasimin ardindan, viicuttaki antikorlar1 saptamak ve
nicellestirmek icin BOS ve kan orneklerinde radyoimmiinoassay yontemi
kullanilarak MBP’ye karsi olusan otokantikorlar bildirilmistir [47]. Ancak BOS
calismalarinin sonucu c¢ok degerli olsa da, hizli bir kan testinin bir¢ok avantaji
olacaktir. BOS elde etmek, hasta icin rahatsiz edici ve norolog icin zaman
alicidir. Bu sebeplerden dolayr MS hastalarinda serum otoantikorlarini tespit
etmek icin ELISA yontemi kullanilmistir. Hem serum hem de plazma
orneklerinin incelenmesi sonucunda MBP otoantikorlarinmi yiiksek hassasiyet ve

ozgiilliikte 6lcmek icin kullanilabilecegi gosterilmistir [46].

MBP'nin anormal posttranslasyonel modifikasyonunun neden oldugu azalmis
miyelin sikismasinin, miyelini bozulmaya duyarli hale getiren bir siire¢
baslatabilecegi ileri siirtilmiistiir. MS hastalarinda, hastalik sirasinda sirayla
BOS'ta MBP'yi izleyerek klinik durumun aktif miyelin yikimi ile iligkisi
gosterilmistir. BOS'ta MBP varligi ile hastaligin zirvesi arasinda zamansal iligki
oldugunu gosterilmistir. [51]. Ek olarak MBP seviyesinin yasla birlikte artis
gosterdigi belirtilmistir [52]. 84 MS hastasi, 55 diger nérodejeneratif hastaliklar
ve 45 saglikli birey BOS ile gerceklestirilen ELISA calismasi sonucunda MBP
seviyesinin MS hastalarinda saglikli bireylere oranla yiiksek seviyede oldugu

tespit edilmistir [53].
2.2.2 Amyotrofik Lateral Skleroz

ALS, hem {iist motor noronlarda hem de alt motor néronlarda dejenerasyona
sebep olan ilerleyici néromiiskiiler bir hastaliktir. Diinyada yaklasik 90-100 bin,
Tiirkiye’de ise 3500-5000 ALS hastast oldugu diisiiniilmektedir. ALS nin
insidensi yasla artar; 40 yastan 6nce disiik, 75 yas civarinda ise en yiiksektir.
Sporadik ALS % 90-95 oranla vakalarin biiyiik cogunlugunu olustururken, geriye
kalan % 5-10 kisim kalitsal veya ailesel ALS olarak adlandirilmaktadir. Sporadik
vakalarin % 20'sinde mutasyon vardir. Vakalarin biiyiik cogunlugu 1-2 yil
icinde ortaya ¢ikar. ALS’ye sebep olan mutasyonlardan ilk kesfedilen Superoksit

dismutaz 1(SOD1) geninde kesfedilen mutasyodur. Ailesel ALS’ye sebep olan
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mutasyonlar TAR DNA-baglayic1 protein (TARDBP), Sarkom icinde kaynasmis
(FUS), Optineurin (OPTN), Valosin-iceren protein (VCP), Ubiquilin 2 (UBQLN2),
Heksaniikleotit tekrar genislemesi (C9ORF72), Profilin 1 (PFN1), Insan
dinaktin alt birim 1(DCTN)’dir. Onceleri ALS'nin tek bir mekanizmaya bagh
gelistigi diistiniilmekteydi. Son yillarda hastalik multifaktoriyel etyopatogenez ile
aciklanmaktadir [54, 55]. Oksidatif stres, mitokondriyal disfonsksiyon,
endoplazmik retulum stresi ve aksonal transport bozuklugu gibi bircok
mekanizmanin sebep oldugu multifaktoriyel etyopatogenezi nedeniyle tanisi zor

konulan bir hastaliktir.

Hastalarin genetik Oykiilerinin tespiti, tami kriterlerinin degerlendirilmesi, siire¢
icerisindeki davranis degisikliklerinin takibi sebebiyle ALS tanisi koymak icin
genellikle uzun stireler gerekmektedir. Bu siireci kisaltmak amaciyla hastalig
teshis etmek icin cesitli klinik ve molekiiler biyobelirtecler 6nerilmektedir [56,

57].
2.3 Biyobelirtecler

Biyobelirtecler, nesnel olarak normal biyolojik ve patojenik islemlerin veya
terapotik miidahaleye farmakolojik tepkilerin bir gostergesi olarak olciilen ve
degerlendirme icin kullanilan biyolojik molekiillerdir[58].
Biyobelirtecler, olciilebilir biyolojik siirecler ve klinik sonuclar arasindaki iligkiyi
anlamak, hastaliklara yonelik tedavileri genisletmek ve saglikli fizyoloji

anlayisimizi derinlestirmek icin ¢ok 6nemlidir.

ALS oksidatif stress, mitokondriyal disfonksiyon, oligodendirosit dejenerasyonu,
enerji metabolizmasin degisiklikleri gibi farkli genetik ve cevresel faktorlerin
etkisiyle ortaya cikan heterojen karaktere sahip bir hastaliktir [59]. Giincel tani
Olciitleri klinik muayene ve elektrofizyolojik Olciimlere dayanmaktadir.
Potansiyel tedavilerin daha etkili olmasi icin erken teshis 6énem kazanmaktadir.
Erken teshisi miimkiin kilmanin bir olasi yolu, ALS'ye 6zgli biyobelirtecleri
hastalik siirecinin erken donemlerinde tanimlanabilecek sekilde kullanmaktir
[60]. Bugiine kadar, BOS, kan, idrar ve tiikiiriik dahil olmak iizere cesitli biyo-
akiskanlar kullanilarak biyobelirteg¢ kesif calismalar1 yapilmistir. ALS

hastalarinda hastaligin seviyesini belirlemek ve hastaligin ilerlemesi takip etmek
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icin biyobelirtecler 6nem kazanmistir. ALS biyobelirteclerinin arastirilmasinda

BOS, serum ve plazma 6rneklerinde caligmalar 6n planda yapilmistir [61].
2.3.1 Beyin Omurilik Sivis1 Biyomarker

ALS ile ilgili biyobelirteclerin arastirllmasinda, merkezi sinir sisteminde
norodejenerasyonun sonucunda meydana gelen biyokimyasal degisiklikler
biyolojik belirte¢ kesfi icin ideal bir ortam olusturmaktadir. ALS ile ilgili
biyobelirteclerin arastirilmasi, merkezi sinir sistemi ile olan siki etkilesimi

nedeniyle, agirlikli olarak beyin omurilik sivisi kullanilarak yapilmistir.

Norofilamentler, noronlarda eksprese edilen ve ALS ve diger norolojik
hastaliklar icin potansiyel biyobelirtecler olarak arastirilan hiicre iskeletinin
yapisal proteinleridir. Norofilament proteinlerinin birikimi, motor nodronlarin
dejenerasyonu ile iliskilendirilmistir. Aksonal yaralanma sonucunda bu
proteinler BOS’a gecer [62]. Kontroller ve ALS'li hastalarin BOS'unda fosforile
edilmis norofilament agir zinciri (p-NFH) karsilastirildiginda arttigini tespit

edilmistir [5].

Tau proteini aksonlarin mikrotiibiillerinde yapisal olarak bulunur. Alzheimer
hastaliginda yapilan calismalarda BOS’inda hastaligin seyri ile artis oldugu tespit
edilmistir. Bu calismanin ardindan diger norodejeneratif hastaliklarda tau
protein seviyesi Olclimleri ile biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegi
gozlemlenmistir [63]. Ek olarak, hastalik siddeti veya progresyonu ile korelasyon
gosteren hicbir tau calismasi bulunmadigindan, noérofilament su anda

noroaksonal dejenerasyonun daha iyi belirtecidir [64].
2.3.2 Kan Biyomarkerlari

Kan oOrneklerinin minimal invaziv bir prosediirle kolayca elde edilmesi bu

orneklerde biyomarker tespitini 6nemli hale getirmektedir.

ALS hastalarinin BOS oOrneklerinde aksonal hasar ve noronal dejenerasyonun
biyobelirteci olarak artis1 tespit edilen pNF-H, BOS ile birlikte kana da serbest
birakilir. pNF-H seviyesinin ALS'li hastalarin kaninda da benzer bir degisiklik
gosterdigi bildirilmistir. ELISA yontemi ile tespit edilen protein seviyesinin

hastaligin ilerlemesi siirecinde artis gosterdigi gosterilmistir [65].
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TDP-43'lin, hayatta kalma motor noron proteini ile etkilesimi ve iskele gorevi
gordiigli gosterilmistir. Beyinde, TDP-43 noronlarin ve bazi glial hiicrelerin
cekirdegine lokalizedir. Yapilan bir calismada no6ronal plastisitenin
diizenlenmesinde rol alan bir noronal aktivite-cevap faktorii olarak islev
gorebilecegi de one siiriilmiistiir [66]. Bu calismalardan yola cikilarak TDP-43’iin
noredejeneratif hastaliklarda biyobelirtec olabilecegi iizerinde durulmustur.
ALS'de yapilan onceki calismalarda, hastalarin BOSinda TDP-43 diizeylerinde
artis oldugunu gosterilmistir. TDP-43 plazma seviyeleri ELISA kullanilarak
Olciilmiis ve ALS'li hastalar ile kontroller arasinda karsilastirilma yapilmistir.
TDP-43 diizeyinin ALS'li hastalarda saglikli kontrol grubuna gore anlaml olarak

arttig1 gosterilmistir [67].
2.4 Enzim Bagli immiinosorbent (ELISA)

ELISA yontemi, kompleks bir karisimdaki belirli bir proteinin saptanmasi ve
miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemdir. Engvall ve Perlmann (1971)
tarafindan tarif edilen yontem, protein 6rneklerinin analiz edilmesini saglar. Sivi
fazindaki antijen, genellikle 96 kuyucuklu mikrotitre plakalarinda immobilize
edilir. Daha sonra antijenin, enzim bagli spesifik bir antikora baglanmasina izin
verilir. Enzim i¢in kromojenik bir substrat, antijenin varligini gosteren goriiniir
bir renk degisimi veya floresans verir. Nicel veya nitel 6nlemler bu kolorimetrik
okumaya dayanarak degerlendirilebilir. Substratlar daha yiiksek hassasiyete
sahiptir ve Ornekteki antijen konsantrasyonu seviyelerini dogru bir sekilde
Olcebilir [68]. Bir antijenin bircok farkli epitopunu taniyabilen poliklonal
antikorlar ve tek bir epitopa 6zgii olan monoklonal antikorlar ELISA yonteminde
kullanilabilmektedirler. =~ Poliklonal antikorlar  ikincil  antikor  olarak
kullanilabilmektedir. ELISA yontemi antijenin nasil sabitlendigine ve tespit
edildigine baglh olarak farkli kategorilere ayrilir [69]. Sekil 2.4de ELISA
yonteminin dort farkli cesidi reaksiyon siirecleri ile gosterilmistir. Bu siirecler

konunun alt basliklarinda ayrintilandirilmistir.
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Sekil 2.4 ELISA tipleri [69].
2.4.1 Dogrudan Elisa

Dogrudan ELISA, antijenleri tespit etmek icin kullanilan adimlarin en basitlerini
temsil eder. Spesifik bir antijen icin analiz edilmesi gereken bir numune, bir
mikrotitre plakasinin kuyucuklarina yapisir. Baglanmayan tiim yerleri doyurmak
icin genellikle bir karbonatebikarbonat kaplama tamponu kullanilir. Bu bir
sodyum karbonat, sodyum bikarbonat ve damitilmis su cozeltisi icerir ve
antijenlerin plakaya pasif emilimini kolaylastirir. Dogrudan ELISA'daki antikor
monoklonal veya poliklonal olabilir. Bir renk degisikligi olusturmak veya
antijenin varligin1 gosteren 151k yayan bir substrat eklenir. Diger ELISA

yontemlerine kiyasla daha az siirede gerceklestirilebilir [70] (Sekil 2.5).

O
9

. Antijen
Enzim
\ / CB Substrat

Sekil 2.5 Dogrudan ELISA [69].

2.4.2 Dolayl Elisa

Dogrudan bir ELISA'ya benzer olmakla birlikte, dolayli ELISA’da ikinci bir

konjiige antikor kullanilir. Dolayli ELISA, birincil antikorun ve etiketli ikincil
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antikorun baglanma islemini iceren iki asamali bir ELISA'dir. Birincil antikor,
antijen ile inkiibe edilir ve yikama islemi yapilir. Tamamlanan yikama islemin
ardindan spesifik olmayan baglanmalari onlemek sigir serum albiimini (BSA)
kullanilarak bloklama islemi yapilir. Bir sonraki asamada ikincil antikor ile
inkiibasyon yapilir ve yikama islemi tekrarlanir. Bir substrat eklenir ve antikor

tizerindeki enzimler bir kromojenik veya fliioresan sinyali verir [69] (Sekil 2.6).

N\
L)
\/

(IO

0
O Enzim
N ./ N ’/ N '/ N (D Substrat

Sekil 2.6 Dolayli ELISA [69].

2.4.3 Sandvic Elisa

Sandvic teknigi, spesifik bir numune antijenini tanimlamak icin kullanilir. Kendi

icerisinde iki yonteme ayrilmaktadir.

2.4.3.1 Direk sandvic Elisa

Mikroplate bilinen miktarda antijene 6zgii antikor ile kaplanir, numuneler
eklenir ve antijn-antikor birlesmeleri saglanir. Baglanma olmayan icerikler
yikanir. Antijeni sandvicleyen enzim bagli antikor eklenir ve enzime uygun
substrat kullanilir. Enzim-substrat birlesiminin ardindan ortaya cikan renk

degisimi gozlenir [71] (Sekil 2.7).

2.4.3.2 Dolayli sandvi¢ Elisa

Kuyu ylizeyi, istenen antijeni yakalamak icin bilinen bir miktarda bagli antikor
ile hazirlanir. Spesifik olmayan baglanma boélgeleri BSA kullanilarak bloke

edildikten sonra, antijen iceren numune plakaya uygulanir. Daha sonra antijeni

16



sandvicleyen spesifik bir birincil antikor eklenir. Birincil antikora baglanan
enzime bagh ikincil antikorlar uygulanir. Bagli olmayan antikor-enzim
konjugatlar1 yikanir. Substrat eklenir ve enzimatik olarak daha sonra
nicelendirilebilecek bir renge dontistiiriiliir [72] (Sekil 2.7). Antijeni yakalamak
icin saflastirilmis spesifik bir antikor kullanmanin bir avantaji, antijeni diger
antijenlerin bir karisimindan arindirma ihtiyacini ortadan kaldirmasi, boylece

testi basitlestirmesi ve 6zgiilliigiinii ve hassasiyetini arttirmasidir.

Yakalama antikoru numunedeki spesifik antijeni hareketsizlestirir, bu nedenle
numunenin dogrudan ve dolayli ELISA'larin aksine onceden saflastiriimasi
gerekmez. Iki antikor tanima asamasi kullamilarak antijen, birincil ve ikincil
antikorlar arasinda etkili bir sekilde sandviclenir. Bir sandvi¢ ELISA'nin ana
dezavantaji, belirli birincil ve ikincil antikorlarin kullanilmasi gerektigidir.
Birincil ve ikincil antikorlar, antijen {izerindeki farkli epitoplara baglanir ve
antijen baglanma sahalarinda rekabeti 6nlemek icin birlikte calisacak sekilde
dogrulanmalidir. Sandvi¢ ELISA yonetimi gercekletirilirken uygulanan basamak
saymin fazla olmasi ve daha fazla malzemeye ihtiya¢ duyulmasindan dolay1
dogrudan ve dolayli ELISA'dan daha fazla zaman almakta ve daha maliyetli

olmaktadir [69].
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Sekil 2.7 Sandvic ELISA a)Direk sandvi¢ ELISA b)Dolayli sandvi¢ ELISA [70].
2.4.4 Yarismali Elisa

Yarismali bir ELISA, yarismali bir baglama islemi kullandigi icin dogrudan,
dolayli ve sandvic ELISA'dan farklidir. Birincil antikor, saflastirilmamis bir
ornekle (Sekil 2.8-a) inkiibe edilir ve 6rnekte bulunan herhangi bir antijene
baglanir (Sekil 2.8-b). Numunede ne kadar fazla antijen varsa, o kadar fazla
antijen-antikor kompleksi olusur. Antijen-antikor kompleksleri daha sonra
antijen ile onceden kaplanmis 96 kuyucuklu bir plakaya eklenir. Herhangi bir
baglanmamis antikor, kuyudaki antijene baglanir (Sekil 2.8-c). Daha fazla
antijen-antikor kompleksi olustugu zaman, kuyucuklarda ki antijene baglanmak
icin daha az antikor mevcut olacaktir. Dolayisiyla, numunedeki antijenler ile
antikorlar i¢in kuyucuga 6nceden kaplanmis antijenler arasinda rekabet vardir.
Plaka, belirli bir siire boyunca inkiibe edilir ve daha sonra herhangi bir
baglanmamis antikoru cikarmak icin yikanir ve bloklama tamponu ilave edilir
(Sekil 2.8-d). Bir enzimle konjiige edilmis ikincil bir antikor eklenir ve baglanir
primer antikora (Sekil 2.8-e). Basamaklar arasinda plaka yikanmalidir. Son
olarak, bir substrat eklenir ve bir renk degisikligini tespit etmek icin bir

mikroplaka okuyucu kullanilir (Sekil 2.12-f). Yarismali ELISA, 6rnekteki yiiksek
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miktarda antijen daha diisiik bir sinyal verecek sekilde ters bir egri iiretir.
saflagtirllmamis numunelerde Sandvi¢ ELISA'dan daha genis bir antijen araligin
Olcebilen yarismali ELISA birden fazla epitopu olmayan kiiciik molekiilleri tespit

etmek icin kullanilir [69].
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Sekil 2.8 Yarismali1 ELISA [69].
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3

MATERYAL VE METHOD

3.1 Materyal
3.1.1 Genel Laboratuvar Malzemeleri

Tablo 3.1 Laboratuvar genel malzemeleri

Sarf Malzeme Uretici Firma

10-50- 100- 1000 pl'lik -
Izolab
mikropipetler

1000 -200-10-0,1 pl'lik pipet ucu izolab

Santrifiij Tipi 1,5- 2 mL izolab
25 ml Falkon Tiipii izolab
Tiip stand1 Izolab
Kurutma Kagidi Izolab

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2 Laboratuvarda kullanilan cihazlar

Ekipman Uretici firma

+4°C Dolap Arcelik

ELISA coklu plak okuyucusu )
Biotek

(spektrofotometre)
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Tablo 3.2 Laboratuvarda kullanilan cihazlar (devamai)

Masatistli Santrifiij Hettich
Otoklav Hirayama
-80°C Derin Dondurucu Dolap Thermo
Bilgisayar IBM
Inkiibator Biosan
Distile Su Cihaz1 Sartorius

3.1.3 MBP ELISA Kit

Tablo 3.3 ELISA kit icerigi

Malzemeler Adet Uretici Firma
Antijen Kapli ELISA 96 Kuyucuklu Plate | 1 ABBKINE
MBP Standart Soliisyon 0.5ml | ABBKINE
Konjuge Insan Mbp Tespit Antibodisi- )
6ml ABBKINE
HRP
Standart Soliisyon 1.5ml | ABBKINE
Ornek Soliisyon 6ml ABBKINE
Kromojonik Soliisyon A 6ml ABBKINE
Kromojonik Soliisyon B 6ml ABBKINE
Durdurma Soliisyonu 6ml ABBKINE
Yikama Soliisyonu (x30) 20ml ABBKINE
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3.1.4 Kullanilan Bilgisayar Programlar

Tablo 3.4 Laboratuvarda kullanilan bilgisayar programlari

Program Uretici Firma
Excel Calisma Sayfasi Microsoft Co.
SPSS 23.0 IBM

Gen 5 1.08 Biotek

3.1.5 Etik Kurul Raporu

Bu calisma icin Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu'nun 689 sayili kararina gore etik kurul onay1 verildi.
3.1.6 ALS Hasta Grubu

Galismamiz da yer alan hastalarin teshisi ve tedavisi Prof. Dr. Halil Atilla
Idrisoglu tarafindan yapilmistir. Hastalardan iic adet EDTA bulunan tiipe 10’ar
cc ornek alinmistir. Hastalara ayrintili bilgi verilmistir. Hastalar hastaligin
baslangi¢ yerine gore 7 farkli bolgeye ayrilmistir. Bulbar, iist motor noéron
(UMN),alt motor noron (LMN), bulbar+ UMN, bulbar+LMN, LMN+UMN,
BULBAR+UM+LMN.

Tablo 3.5 ALS grubu demografik bilgileri

N
ALS 53
KADIN )
ERKEK 31
<30 4
31-40 7
41-50 14
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Tablo 3.5 ALS grubu demografik bilgileri (devami)

51-60 14
>61 14
EKSIK 3
BULBAR 5
UMN 14
LMN 0
UMN- LMN 22
UMN-BULBAR 5
LMN-BULBAR 1
LMN-UMN-BULBAR 3

3.1.7. MS Hasta Grubu

Hastalarin teshisi ve tedavisi Prof. Dr. Halil Atilla Idrisoglu tarafindan
yapilmaktadir. Norolojik kontrol grubu olarak MS hastalari secilmistir. EDTA

bulunan {ii¢ adet tiipe 10’ar cc tam kan alindi. Hastalara gerekli bilgiler

verilmistir.
Tablo 3.6 MS grubu demografik bilgileri
N
MS 18
KADIN 11
ERKEK 7
<30 4
31-40 8
41-50 4
51-60 2
>60 0
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3.1.8 Saglikli Kontrol

Goniilli saglikl kisilerden ii¢ adet EDTA iceren tiipe 10 cc tam kan alindi.

Gondiilliilere bilgi verilmistir.

Tablo 3.7 Saglikli kontrol demografik bilgileri

N
KONTROL 18
KADIN 12
ERKEK 6
<30 11
31-40 1
41-50 4
51-60 2
>60 0

3.2 Method

3.2.1 Kan Plazmalarinin Elde Edilmesi

EDTA iceren tiiplere alinan érnekler buz icerisinde Yildiz Teknik Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvari’na getirildi. Tiipler 1000
xg 24°C 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij siiresinde 10 adet 1,5 mL
tlip hazirlandi. Gelen hasta icin kayit numarasi olusturuldu. Olusturulan kayit
numaralar1 1,5 mL’lik tiiplerin tizerine yazildi. Santrifiij islemi tamamlandiktan
sonra 3 tiipte bulunan plazma 15 mL’lik falkon icerisinde toplandi. Her
hastanin plazmasi kendisi icin hazirlanan 1,5 mL’lik tiiplere 500 pl olarak
dagitildi. Bu islemden sonra -80°C’lik derin dondurucuda bir sonra ki asamaya
kadar saklanda.
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3.2.2 MBP ELISA Kit uygulamasi

Sandvi¢ ELISA yontemine dayanan kit temininin ardindan +4°C’de muhafaza
edildi. Deney hazirlig1 asamasinda kit ve kullanilacak plazma 6rneklerinden her
hasta icin bir tiip oda sicakligina cikarildi. Deney protokoliine baslamadan 6nce
yikama soliisyonu ve standartlar hazirlandi. Yikama soliisyonu 96 kuyucuklu
plate icin 1:30 standart diliisyon ile seyreltildi. Standartlar Tablo 3.8’ de yer alan

degerlere gore hazirlandi.

Tablo 3.8 MBP standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

TUP NUMARALARI MBP STANDART HAZIRLAMA
KONSANTRASYONLARI

STANDART NO: 1 8000 pg/ml 150 pl orijinal standart

STANDART NO: 2 4000 pg/ml 150 pl standart no: 1

150 pl standart diliisyon

STANDART NO: 3 2000 pg/ml 150 pl standart no: 2
150 ul standart diliisyon

STANDART NO: 4 1000 pg/ml 150 pl standart no: 3
150 pl standart diliisyon

STANDART NO: 5 500 pg/ml 150 pl standart no: 4
150 pl standart diliisyon

STANDART NO: 6 250 pg/ml 150 pl standart no: 5
150 pl standart diliisyon
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Tablo 3.9 MBP 96 kuyucuklu plate

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12

A Sample

Diluent

B ST1 |ST1
C ST2 ST2
D ST3 ST3
E ST4 ST4
F STS5 STS

G ST6 ST6

Standartlar 96 kuyucuklu platede 12 kuyuya iki tekrarh olarak 50 pl ekledi. Bir
adet kuyucuk kor ornek olarak birakildi ve bu kuyucuklara plazma ornegi
eklenmedi. Kalan kuyucuklara 40 pl o6rnek soliisyonu eklendi ve plazma
orneklerinden 10 pl ilave edilerek plate kapag: ile kaplandi. Her bir plazma
sivisindan iki tekrar yapildi. 45 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Pipetleme igleminin
ardindan 250 pl yikama soliisyonu eklenerek yikama islemi gerceklestirildi. Bu
islem dort kez tekrarlandi. Daha iyi performans alabilmek icin her asamada
uzaklastirma islemi tiim sivi alinana kadar gerceklestirildi. Kor kuyucuklar haric
ornek ve standart soliisyon bulunan kuyucuklara 50 ul HRP-Insan MBP konjuge
antikor eklendi. Tekrar plate kapag: kapatilarak 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Yikama prosediirii bes kez tekrar uygulandi. Yikama islemi tamamlandiktan
sonra her kuyucuga 50 pl kromojen A soliisyonundan eklendi. Daha sonra her
kuyucuga kromojen B soliisyonundan ilave edildi. Hafifce karistirildi ve renk
olusumunu saglamak icin 1siktan uzak tutularak 15 dakika 37 °C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra her kuyucuga 50 pl durdurma

soliisyonu eklendi. Reaksiyon durdurulduktan sonra Biotek marka ELISA Reader
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cihazi ile 450 nm dalga boyunda olciim gerceklestirilerek OD degerleri tespit
edildi. Bilgisayarda bulunan Gen programi ile okuma yapildiktan sonra veriler

Excel dosyasina aktarildi ve pg/mL cinsinden sonuclar icin hesaplamalar yapildi.
3.2.3 istatiksel Hesaplamalar

istatiksel hesaplamalar ALS, MS ve kontrol gruplar arasinda gerceklestirildi. ALS
hastalar1 arasinda hastaligin baslangic yerine gore yedi gruba ayrildi: iist motor
noron (UMN), alt motor néron (LMN), BULBAR, UMN-LMN, UMN-BULBAR,
LMN-BULBAR ve UMN-LMN-BULBAR. MBP ayni zamanda cinsiyetler arasinda
degerlendirildi. Protein verileri normal dagilim ile uyum gostermedigi icin
parametrik testlerin alternatif parametrik olmayan testleri ile degerlendirildi.
MBP miktar karsilastirilmalarina Kruskal-Wallis testi uygulandi. Mann-Whitney
U testi Kruskal-Wallis testi sonucuna gore hangi gruplarin farkli oldugunu tespit
etmek icin de kullanildi. Coklu karsilastirmalar icin tek yonlii ANOVA testi
uygulandi. Yapilan istatiksel analizler p<0.05 ve p<0.10 anlamliligina gore

degerlendirildi.

27



4

SONUC VE ONERILER

4.1 Sonug

53 ALS, 18 MS ve 18 saglikli kontrol kan 6rneklerinin tamamlanmasiyla birlikle
Abkkine direk sandvi¢ ELISA kiti yardimiyla MBP diizeyleri kan orneklerinde
tespit edildi. Proteine 6zgii antikor ile kaplanmis mikroplaka kullanildi. Kan
plazma orneklerinde bulunan MBP kuyucuktaki yakalama antikor ile baglanir.
Yakalama antikorlarlar1 antijenlerin baglanma mikatarini arttirmak amaciyla
poliklonal tercih edilir. Yikama islemi baglanmamis maddeler uzaklastirildi. HRP
bagl saptama antikor reaksiyona katildi. HRP uygun kromojenik substratlar ile
reaksiyona girdigi zaman 1sima gerceklestiren ve renkli {rlinlere
dontistiiriilmesini katalize eder ve kemiliiminesan substratlar ile etkilesime
girdigi zaman 151k olusumunu saglar. Kit icerisinde yer alan uygun kromojenik
substrat tepkimeye eklendiginde substrat enzim etklesimi sonunda renk olusumu
gozlemlendi. @ Son  asamada  durdurucu  soliisyon ile  reaksiyon
tamamlandi.Tamamlanan reaksiyon 450 nm dalga boyunda o6lciildii. Ek-b’de yer
alan OD degerleri elde edildi. Degerler ek-c’de yer alan standart grafige baglh
olarak pg/ml cinsinden hesaplandi. Hesaplanan ortalama degerler ve hasta

verileri ek-d’de yer almaktadir.

MBP icin elde edilen ortalama ELISA degerlerinin normal dagilima uymadigi
belirlendi. Bu sebeple parametrik olmayan testler ile degerlendirmeler

gerceklestirildi (Sekil 4.1).
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ALS, MS ve saglikli bireyler arasinda Kruskal-Wallis testi yapilarak MBP

diizeyleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik tespit edilememistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1 MBP frekansi

Ranks Test Statistics>b
Hastalik N ORT Deger MBP pg/ml
0 18 51,53 i- 3,512
MBP Chi-Square, ,
1.0 53 40,77 dr 2
2.0 18 50,92 [ A3ymp._Sig. 173
Total 80 4. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variablg:
DISEASES

Sekil 4.2 Kruskal-Wallis testi sonucu (0:saglikli kontrol 1:ALS hasta grubu 2:MS

hasta grubu)
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Galismaya katilan tiim bireyler arasinda yapilan Kruskal-Wallis testi sonucunda
yas gruplari, Mann-Whitney testi sonucunda cinsiyete bagli gruplar arasinda

anlamli bir fark olmadig1 gézlemlendi (p<0.05) (Sekil 4.3).
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Kontrol ALS MS
Sekil 4.3 MBP degerleri
Ranks Test Stafistics
Cinsiyet N Ort Deger Toplam Deger MBP pg/ml
ERKEK 45 4219 189850 Mann-Whitney U 863,500
MBP .
KADIN 44 4788 210650  [Wilcoxen W 1898 500
Total 2g z -1,038
Asymp. sig.
. 299
(2-ailed)

Sekil 4.4 Mann-Whitney testi sonucu
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Hastalik baslangic yeri bilinen 50 ALS hastasi yedi gruba ayrildi ve bu gruplar
arasinda MBP degeri karsilastirildi. Hastaligin baslangi¢ yerine ve cinsiyete bagh
gruplandirmada MBP diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir.
Yas gruplarn ile yapilan Kruskal-Wallis testi sonucunda yas gruplar1 arasinda
anlamli farkliliklar gozlemlenmistir ve Post Hoc testi kullanilarak 0-30 ve 41-50
yas grubu arasinda p<0.05 anlamliliga gore fark tespit edilmistir. p<0.10
anlamlhilikta degerlendirme gerceklestirildiginde ve 0-30, 41-50 ve 61+ yas

grubu arasinda anlamli derecede farkliliklar gozlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 ALS hastalarinin yas grafigi
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4.2 Oneriler

ALS Dbelirsiz patogenezi olan yikici bir hastaliktir. Hastaligin tedavisi
bulunmamakla birlikte klinik teshisinde kullanilan biyobelirtec sayis1 azdir.
Biyobelirtec calismalarinda cesitli viicut sivilar1 kullanilabilir ancak en ¢ok tercih
edilen kan ve BOS ornegidir. Kan 6rnegi hastalardan daha kolay elde edilmesi ve
protein degisiminin kolay gozlemlenebilirliginden dolay:1 tercih edilmektedir.
Gerceklestirdigimiz bu calisma kan plazma orneklerinde MBP diizeylerinin
biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacaginin analizi yapildi. ALS
hastalarinda, MS hastalarindan ve saglikli bireylerden kan plazma o6rnekleri
alindi. 53 ALS hastasi, 18 MS hastas1 ve 18 saglikli 6rnek de sandvi¢ ELISA
yontemi kullanilarak MBP analizi yapildi. Elde edilen veriler SPSS 23.0 programi
kullanilarak degerlendirildi. Degerlerimiz normal dagilim gostermedigi icin
parametrik olmayan testlerle analiz yapildi ve p<0.05 ve p<0.10 anlamlili§ina
gore degerlendirmeler gerceklestirildi. ALS, MS ve saglikli gruplar arasinda
protein diizeyi degerlendirilmesi yapildi ve yas, cinsiyet kriterleri degerlendirildi.
Yalnizca ALS hastalar1 arasinda hastaligin baslangic yerine gore protein
degerlendirilmeleri yapildi. Hasta ve saglikli gruplar arasinda MBP diizeyi
karsilastirildiginda anlaml bir farklilik tespit edilmemistir ancak ALS hastalari

arasinda yapilan yas gruplarinda anlamh farkliliklar bulunmustur.

84 MS hastasi, 55 diger norolojik hastaliklar ve 45 saglikli bireyin BOS’unda
gerceklestirilen ELISA calismalarinda aktif MS ile diger gruplar arasinda anlamli
farkliliklar oldugu tespit edilmistir (p<0.001). Bu degerlere gore MBP’nin
BOS’nda aktif MS hastaligina ve diger norolojik hastaliklara sahip kisilerde artis
gosterdigi gozlemlenmistir [10]. 94 MS hastas1 ve 98 saglikli bireyin plazma
orneklerinde MBP’e 6zgii otoantikor tespiti yapilmistir. Calismanin sonucuna
gore MS hastalarinda otoantikor seviyesi anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(p<0.001) [14].

Kan bazli biyobelirtecler, ALS sirasinda etkilenen, periferik kan hiicreleri veya
dejenere edici kas gibi diger organ sistemleri tarafindan da iiretilebilir. Bu
nedenle, kan ALS icgin biyobelirteclerin kesfedilmesi ve dogrulanmasi igin

miikemmel bir biyo-akiskandir [5]. Kan plazmasinda belirlenen biyobelirteclere
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ek olarak bu calismada miyelin kilifin ana proteinlerinden olan MBP’nin
biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesi arastirilmistir. Yasa bagh hastalik

degerlendirilmesinde kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

MBP seviyesinin saglikli bireylerde diisiik, MS ve ALS’ye sahip bireyler de yiiksek
olmasi beklenmistir. Ancak hastalarin farkli ilac kullanmalari, hastalik
hikayelerinin degiskenlik gostermesi, hastalik siirelerinin farkli olmasindan ve
saglikli kontrollerde protein seviyesinin yiiksek olmasi ve MBP’nin kana yeterince
karismamasi sebebiyle anlamli farkliliklar gozlemlenememistir. Ancak proteinin
etkisinin daha ayrintili aciklanabilmesi icin uzun siireli takibi ve hastalik
siirecinin devamli kontrolii gereklidir. MBP’nin ALS hastaliginda biyobelirteg
olarak kullanip kullanilamayacagina dair ek veriler elde etmek icin daha fazla
hasta sayisi, hastalik siirecinin uzun siireli takibi ve protein etkilesimlerinin

incelenmesi icin hiicre kiiltiirii calismalar: gerceklestirilebilir.
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A

PLATE HASTA NUMARALARI

Tablo A.1 ELISA Hasta Numaralar 1

sample | g4 132 [ 32|71 | 71| 7 | 7 | 26|26 2 | 2
8000 | 8000 33 33 | 93 | 93 | 11 11 | 29 | 29 3 3
4000 | 4000 35 35 | 95 | 95 | 18 | 18 | 41 | 41 4 4
2000 | 2000 36 [ 36 | 96 | 96 | 19 | 19 | 54 | 54 5 5
1000 | 1000 39 39 | 97 | 97 | 22 | 22 | 56 | 56 6 6
500 500 65 65 | 98 | 98 | 23 | 23 | 62 | 62 8 8
250 250 66 | 66 | 47 | 47 | 25 | 25 | 63 | 63 9 9
67 67 69 69 | 70 | 70 X 28 1 1 10 | 10
Tablo A.2 ELISA Hasta Numaralar1 2
28 21 21 42 | 42 51 51 68 68 | 82 82
MI10 | M10| 24 | 24 | 43 | 43 53 53 72 72 | 83 83
M6 | M6 | 27 | 27 | 44 | 44 | 57 | 57 | 73 73 | 91 91
M7 | M7 | 30 | 30 | 45 | 45 58 58 76 76 | 85 85
12 12 31 31 46 | 46 | 59 59 77 77 | 86 86
16 16 37 | 37 | 47 | 47 | 60 | 60 | 79 | 79 | 87 87
17 17 38 | 38 | 48 | 48 61 61 80 | 80 | 88 88
20 20 40 | 40 | 50 50 64 | 64 | 81 81 90 90
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B

OD DEGERLERI

Tablo B.1 PLATE 1 OD Degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| 0,05 |1,108(0,2110,288(0,242 | 0,25 |0,259 0,282 (0,212 0,217 0,291 | 0,172
B |1,811(2,118/0,219|0,276 (0,332 0,291 | 0,28 |0,251 | 0,256 | 0,226 | 0,322 [ 0,181
C | 1,403 |1,027(0,782 (1,003 |0,195|0,193| 0,51 0,083 | 0,26 | 0,306 |0,214 |0,213
D | 0,657 | 0,466 [0,361| 0,37 1,681 |1,931|0,828 0,049 0,293 [0,319 | 0,192 (0,227
E | 0,33 | 0,244 (0,242 (0,204 | 0,291 0,295 | 0,332 [ 0,047 | 0,301 | 0,29 | 0,235 |0,215
F |0,198|0,173 | 1,089 | 0,785 | 0,262 | 0,238 | 0,198 | 0,055 | 0,243 | 0,241 | 0,238 | 0,236
G (0,099 0,14 |0,779|0,521 (1,187 | 1,482 | 0,433 (0,058 | 0,571 | 0,56 | 0,261 | 0,245
H | 0,048 0,226 | 0,185 | 0,15 | 0,565 0,625 | 0,559 | 0,051 | 0,264 | 0,175 | 0,269 | 0,267

Tablo B.2 PLATE 2 OD Degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0,058 |0,284|0,301 0,237 (0,316 | 0,248 | 0,223 | 0,279 | 0,317 | 0,228 | 0,252 | 0,228
B 0,259 0,22 [0,239(0,197 (0,248 | 0,28 {0,235 | 0,25 0,471 |0,446 (0,319 0,27
C 0,268 | 0,24 | 0,685|0,785 0,282 | 0,338 | 0,204 | 0,193 | 0,354 | 0,239 | 0,444 | 0,369
D | 0,239 | 0,246 | 0,203 | 0,214 | 0,238 | 0,248 | 0,225 | 0,275 | 0,231 | 0,366 | 0,433 | 0,451
E | 0,264 | 0,265 | 0,23 | 0,245 | 0,887 | 0,832 (0,241 | 0,232 | 0,263 | 0,201 | 0,331 | 0,281
F 0,291 0,311 | 0,255 | 0,215 | 0,27 | 0,194 | 1,559 | 1,768 | 0,255 | 0,296 | 0,239 | 0,197
G |0,141|0,176 | 0,253 | 0,248 | 0,209 | 0,238 | 0,265 | 0,208 | 0,248 | 0,284 | 0,289 | 0,258
H | 0,253 0,226 (0,211 | 0,259 | 0,246 | 0,204 | 0,281 | 0,297 | 0,214 | 0,296 | 0,307 | 0,287
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C

ORTALAMA MBP DEGERI HESAPLAMA VE
STANDART GRAFIK

Tablo C.1 Degerler ve Hesaplamalar

ST ovgi | 20rcon | A | N DECER RSt

8000 1,811 2,118 1,9645 1,9145

4000 1,403 1,027 1,215 1,165

2000 0,657 0,466 0,5615 0,5115

1000 0,33 0,244 0,287 0,237

500 0,198 0,173 0,1855 0,1355

250 0,099 0,14 0,1195 0,0695

Tablo C.2 Standart Egri Grafigi

2,5 -

2 y =0,0002x + 0,0313

R*=0,9879

0,5 -

0 T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000

(OD Degerleri— Sample Diluent)-0,0313
0,0002

= MBP Degeri (pg/ml)
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D

HASTA VERILERI

Tablo D.1 Hasta Verileri

ci
NS .. fLAG KULLANMA Sonug
NUMARA HASTALIK YAS . TUTULUM TIPI
IYE DURUMU (Pg /IIIL)
T
1 ALS 70 E | UMN RILUTEK 278,5
EDARAVONE +RiL
2 ALS 54 E | UMN — 5133,5
BULBAR+UMN | RILUTEK+
3 RS 4 K +LMN EDARAVONE 841
RILUTEK +
4 ALS 63 E N OPAT 831
5 ALS 56 E UMN+LMN RILUTEK 4056
BULBAR+UMN | RILUTEK +
AL K !
6 S >0 +LMN TIYOPAH 1421
7 MS 45 E IMMUNMODULAT 708,5
RILUTEK +
8 ALS 78 E | BULBAR TIYOPAH 4278,5
RILUTEK+TIiYOPA
9 ALS 48 E | UMN H 2843,5
ILUTEK+TIYOPA
10 ALS 47 K | UMN +LMN E U 0 431
IMMUNMODULAT
11 M E MN X
S 39 v +ACTHTIYOPAH 823,5
ILUTEK+TIYOPA
12 ALS 39 E | UMN+LMN E U © 1151
ILUTEK+TIiYOPA
16 ALS 35 K | UMN+LMN E U © 563,5
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Tablo D.1 Hasta Verileri (devami)

RILUTEK+TIYOPA
17 ALS 24 UMN +LMN o 8623,5
18 MS 46 IMMUNMODULAT 1058,5
19 MS 58 IMMUNMODULAT 843,5
20 ALS 64 UMN+LMN RILUTEK 6266
21 ALS 42 BULBAR+UMN | RILUTEK 2568,5
22 MS 32 IMMUNMODULAT 946
23 MS 38 IMMUNMODULAT 921
24 ALS 47 UMN+LMN RILUTEK 2143,5
25 MS 23 IMMUNMODULAT 3733,5
26 MS 38 IMMUNMODULAT 1253,5
27 ALS 65 UMN +LMN RILUTEK 583,5
28 MS 31 IMMUNMODULAT 1758,5
29 MS 30 IMMUNMODULAT 2388,5
30 ALS 45 UMN+LMN RILUTEK 666
RILUTEK+TIYOPA

31 ALS 67 BULBAR+LMN N 798,5
32 SAGLIKLI 45 1008,5
33 SAGLIKLI 55 1123,5
35 SAGLIKLI 24 1071
36 SAGLIKLI 25 803,5
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Tablo D.1 Hasta Verileri (devami)

37 ALS 43 E | UMN RILUTEK 2421
38 ALS 48 K | UMN RILUTEK 691
39 SAGLIKLI 50 E 751
40 ALS 45 K | LMN+UMN RILUTEK 851
41 MS 30 E 661
42 ALS 72 E | BULBAR+UMN | RILUTEK 641
43 ALS 64 K | BULBAR RILUTEK 718,5
44 ALS 66 K UMN-+BULBAR | RILUTEK 778,5
45 ALS 35 K | UMN RILUTEK 858,5
46 ALS 46 E UMN RILUTEK 933,5
47 ALS 60 E | UMN+LMN RILUTEK 791
48 ALS 53 K | BULBAR RILUTEK 863,5
50 ALS 63 E | UMN RILUTEK 806
51 ALS 46 K | UMN RILUTEK 916
53 ALS 53 E UMN+LMN RELUTKEK 1098,5
54 MS 40 K IMMUNMODULAT 386
56 MS 38 E IMMUNMODULAT 791
57 ALS 59 K | LMN+UMN RILUTEK 938,5
58 ALS 68 K | UMN+BULBAR | RILUTEK 683,5
59 ALS 60 K | BULBAR RILUTEK 3268,5
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Tablo D.1 Hasta Verileri (devami)

60 ALS 72 K | BULBAR RILUTEK 636
61 ALS 27 E | UMN+LMN RILUTEK 781
62 MS 35 E IMMUNMODULAT 768,5
63 MS 45 E IMMUNMODULAT 846
64 ALS 41 E | UMN+LMN RILUTEK 768,5
65 SAGLIKLI 18 K 1003,5
66 SAGLIKLI 22 K 913,5
67 SAGLIKLI 22 K 1143,5
UMN+LMN+BU | |
68 ALS 40 E 1uff RILUTEK 808,5
69 SAGLIKLI 22 K 3891
70 SAGLIKLI 25 E 753,5
71 SAGLIKLI 30 E 711
RILUTEK+TIYOPA

72 ALS 35 E UMN+LMN o 718,5
73 ALS 60 E UMN +LMN RILUTEK 848,5
76 ALS 39 E | UMN RILUTEK 806
77 ALS 55 E | UMN RILUTEK 586
79 ALS 50 E UMN+LMN RILUTEK 843,5
80 ALS 45 E | UMN+LMN RILUTEK 776
81 ALS 42 E | UMN+LMN RILUTEK 7911
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Tablo D.1 Hasta Verileri (devami)

82 ALS 53 E | UMN+LMN RILUTEK 776
83 ALS 34 E | UMN RILUTEK 1038,5
85 ALS 30 E 956
86 ALS 50 E | UMN RILUTEK 1886
87 ALS 55 K 1076
88 ALS 66 K | UMN+BULBAR | RILUTEK 1086
90 ALS 27 K IMMUNMUDOLAT 753,5
91 ALS 55 K | UMN+LMN RILUTEK 971
93 SAGLIKLI 26 K 923,5
94 SAGLIKLI 51 K 868,5
95 SAGLIKLI 25 E 793,5
96 SAGLIKLI 25 K 1066
97 SAGLIKLI 45 K 1626
98 SAGLIKLI 48 E 1803,5
99 MS 29 K IMMUNMUDOLAT 1123,5
100 MS 45 K IMMUNMUDOLAT 683,5
101 MS 60 K IMMUNMUDOLAT 961
102 SAGLIKLI 36 K 1078,5
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