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OZET

GLIOMA BEYIN TUMORUNUN HASTA SERUMLARINDAN TESPIiTINE
YONELIK ANTI-SLC3A2 OTOANTIKORLARININ VE SLC3A2°NiN
KULLANILDIGI YONTEMLER

Bulus, hasta serumlar1 kullanilarak Glioblastoma beyin timérli (GB) ve/veya ileri evre
glioma beyin tiimorii hastalarinin erken tanist ve tedavisine imkan saglayan tani/tespit
yontemleri ile ilgilidir. Bulus ile, GB hasta serumlarinda bulunan anti-SLC (6zellikle anti-
SLC3a2) otoantikoru ve bu antikorun etkilestigi mutant, izomer ya da modifiye SLC

otoantijenin etkilesimi sayesinde yliksek duyarlilik ve 6zgiilliikte GB teshisi saglanmaktadir.
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ISTEMLER

1. Glioblastoma (GB) hastaligina ve/veya ileri evre glioma beyin timorii hastaligina
yakalanmig olma olasiligin1 degerlendirmek i¢in bir yontem olup 6zelligi;

a) Doku ve/veya serum Orneklerinde dogal ve farkli formlardaki SLC3a2
proteinin ekspresyon seviyesinin veya varliginin belirlenmesi,

b) a basamaginda seviyesi belirlenen proteine karst gelisen otoantikorun
kandaki diizeyinin, normal ve gliom olgular1 arasindaki farkliliklarin
karsilastirilmasi

c¢) SLC3a2 proteininin ekspresyon diizeyinde artis olup olmadiginin belirlenmesi
islem adimlarini igermesidir.

2. Istem 1’e gore yontem olup 6zelligi, dogal ve farkli formlardaki SLC3a2 proteininin
Solute Carrier 3a2 (SLC3a2) proteini, mutant SL.C3a2 proteini, SLC3a2 protein
izomeri, modifiye olmus SLC3a2 veya baska protein veya proteinler ile kompleks
olugturmus SLC3a2 proteini olmasidir.

3. Istem 1’e gore yontem olup &zelligi, bahsi gegen dogal ve farkli formlardaki Solute
Carrier 3a2 (SLC3a2) proteininin, anti-SLC3a2 otoantikorunun etkilestigi SLC3a2
otoantijeni olmasidir.

4. Istem 3’e gore yontem olup 6zelligi; dogal ve farkli formlardaki Solute Carrier 3a2
(SLC3a2) proteininin Solute Carrier 3a2 (SLC3a2) proteini, mutant SLC3a2 proteini,
SLC3a2 protein izomeri, modifiye olmus SLC3a2 veya baska protein veya proteinler ile
kompleks olusturmus SLC3a2 proteini olmasidir.

5. Istem 1’e gore yontem olup ozelligi, bahsi gecen Solute Carrier 3a2 (SLC3a2)

proteinlerine antikorlarin baglanmasidir.
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TARIFNAME

GLIOMA BEYIN TUMORUNUN HASTA SERUMLARINDAN TESPIiTINE
YONELIK ANTI-SLC3A2 OTOANTIKORLARININ VE SLC3A2°NiN
KULLANILDIGI YONTEMLER

Bulusun Tlgili Oldugu Teknik Alan

Bulus, hasta serumlar1 kullanilarak glioblastoma (GB) ve/veya ileri evreli glioma beyin
timorlii hastalarinin  erken tanist ve tedavisine imkan saglayan otoantikorlar ve bu

otoantikorlarin tanidig1 antijenlerin kullanildig: bir yontem ile ilgilidir.
Bulusla flgili Teknigin Bilinen Durumu (Onceki Teknik)

Mevcut yontemlerle, ileri evreli gliomalardan glioblastomanin (GB) tanisim1 koyabilmek i¢in
hastalardan cerrahi operasyonla tiimor dokusu alinip GB’ye yonelik patolojik belirteglerin
analizi yapilmaktadir. Dolayisiyla hastaligin tanis1 ancak cerrahi tedavi sonrasi yani tiimoriin
agresiflestigi ve malignitenin arttig1 ge¢ donemde yapilabilmektedir ve bu durum dogrudan

hastanin yasam siiresini daraltmaktadir.

Hastaligin tanis1 ilk olarak MR bulgularinin incelenmesi ile cerrahi operasyondan sonra
radyoterapi ve adjuvan kemoterapi ile (hastalara temozolomide tedavisi baglanmakta) devam
etmektedir. Cerrahi operasyon, kranyal manyetik rezonans goriintileme (MRI) sonrasi
tiimdriin tespitinden sonra planlanmaktadir. Ancak bazen tiimor goriintiisii radyonekrozdan ya
da bagka beyin patolojilerinden de kaynaklanabilmektedir ve MRI tek basma glial timor
tanist i¢in maalesef yeterli bir yontem degildir. Dolayisiyla tiimoériin MRI sonrasi ve
operasyon oncesi glial tiimor olup olmamasi ve/veya evresi hakkinda bilgi edinilmesi, cerrahi
tedaviye yon verebilecek (igne biyopsi veya giivenli maksimum rezeksiyon gereksinimini
belirleyerek) ve hastanin yagsam siiresini ve kalitesini artirabilecektir. Ayrica tiimoriin
lokasyonu nedeniyle cerrahi tedavinin bu bilgiler olmadan uygulanmasindan sonra motor
beceri kayb1 ve konugma bozukluluklar1 gibi hasarlara neden olabilmektedir. Sonug olarak
glioma 6zgii ve /veya gliom evresini belirleyici tani sistemleri bu malign (6liimciil) hastaligin
tedavisini yonetmek ve hastalarin sagkalim siireleri ile yagam kalitelerini artirmak adina

biiylik 6neme sahiptir.

Diger taraftan mevcut tedavi yontemleri olan radyoterapi ve kemoterapi tedavisi, timor

spesifik olmadigi i¢in saglikli doku ve organlara da zarar verirken hastaligin iyilestirilmesini
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saglayamamaktadir. Normal kosullarda hastalara GB tanis1 koyulduktan sonra hastalar
istatistiki olarak ortalama 15 ay yasayabilmektedir. Mevcut teshis ve tedavi yontemleri ise bu
stireyi uzatmak icin yeterli olamamaktadir. Dolayisiyla ileri evreli glioma beyin tiimoriiniin,
cerrahi uygulamadan Once teshis edilmesi hastaligin tedavi siirecini Onemli derecede
tyilestirebilecegi gibi, bu sistemin bilesenlerinin gliomaya 6zgii biyobelirte¢ sunmasi halinde
timore 6zgli hedefe yonelik tedavi sistemleri gelistirilerek hastalikla miicadelede ikinci bir

iyilesme de olabilecektir.

WO02015200823A1 numarali patent dokiimaninda GB hastalarin1 % 98'den fazla dogrulukla
saglikli kontrollerden ayiran, glioblastom (GB) dokusunda tanimlanan 33 hiicre ylizeyi
proteininden bahsedilmektedir. Fakat bu proteinlerin bir otoantijen oldugu bildirilmemistir.
Bu proteinler GB hastalarinin  diyagnozunda kullanilabilirler fakat bir otoantikor

olmadiklarindan hasta serumlarinda uzun siire sirkiile olmasi beklenmemektedir.

Otoantikorlar, organizmanin kendi antijenlerine kars1 reaksiyonun gostergesidir. Bu antijenler
tiim hiicre tiplerine veya viicudun bir organinin spesifik hiicrelerine kars1 da gelisebilir. Bu
antikorlar otoimmiin hastaligi olan hastalarda inflamasyon ve tolerans kaybinin temel
mekanizmalart hakkinda bilgi verir. Bir¢ok otoimmiin hastalikta aylar veya yillar 6ncesinden
herhangi bir klinik bulgu gelismeksizin otoantikorlarin varligi gézlenmistir. Otoantikorlar

spesifik klinik bulgular, hastalik siddeti ve ilerlemenin derecesini de gosteren belirteclerdir.

Otoantikorlar bir¢ok hastaligin teshisinde kullanilmaktadir ancak 6zellikle GB hastalifina
0zgli otoantikorlarin kullanildig1 teshis yontemleri ve sistemleri bulunmamaktadir.
CN102590511B numarali patent dokiimaninda g¢esitli kanserlerle birlikte glioblastoma
tanisinda da kullanilabilecek IGFBP-2 otoantikorlarinin tespiti ve diyagnostik kit olarak

kullanilabilmesinden bahsedilmektedir.

SLC (solute carriers) tasiyict proteinler 65 tiyeli siiperaile (superfamily) olusturan genlerden
ibarettir. Temel olarak molekiil/ilag tagimada gorevlidirler ve ilag direnci c¢aligmalarinda
siklikla bagvurulan bir arastirma kaynagidir. Ne tiir molekiil tasimadan sorumlu olduklarina

gore SLC aileleri olarak bir alt siniflandirilma yapilir ve bu aileler:

SLC1 ailesi, SLC2 ailesi....SLC65 ailesine kadar uzanmaktadir. Ayrica her ailenin de alt
tiyeleri bulunmaktadir. Ornegin SLC3 ailesinin 2 iiyesi vardir: SLC3al ve SLC3a2 gibi.
Genel olarak calisma mekanizmasinda SLC7 ailesi iiyeleri ile birlikte hareket ederler, bu
nedenle de cogu arastirmada genelde her ikisi birlikte analiz edilir. SLC3a2 (diger isimleri

CD98; 4F2) ise fonksiyonelligi i¢in SLC7a5 ile dimer olusturur ve birlikte aminoasitlerin
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tasinmasinda gorev alirlar. CD98 bir transmembran proteindir ve hiicre yiizeyinde bulunur.

Dolayisiyla kolaylikla ilaglar ile hedeflenebilir.

Oldukga oliimciil ve seyri kotii olan GB hastaligi i¢in yeni terapdtik yontemlere ihtiyag vardir.
Ancak tedavi icin Oncelikli olan hastaligin erken teshis edilmesidir. Bu sebeple hastaligin
erken teshisini saglayacak, boylece hastalarin sagkalim siliresini uzatabilecek yontemlere

ihtiyag¢ duyulmaktadir.
Bulusun Kisa A¢iklamasi1 ve Amaclari

Bulus ile ileri evreli gliomlarin, erken dénemde cerrahi operasyona gerek kalmadan hizli bir
sekilde sadece hasta kani 6rnegi kullanilarak tespit edilmesini saglanmaktadir. Onceki
teknikte GB ve/veya ileri evreli gliom hastalarinin teshis ve tedavisine imkan saglayabilecek

otoantikor temelli diagnostik ve prognostik bir yontem veya kit bulunmamaktadir.

Bulus ile GB’ye 6zgii anti-SLC (bulusun bir 6rneginde 6zellikle anti-SLC3A2 (solute carrier
3a2)) otoantikorlarin varligi immiinpresipitasyonu takip eden western blot analizleri ile
gosterilmekte ve saglikli kisilere kiyasla GB hastalarinin ve diger gliom hastalarimin bu
otoantikoru bulundurma diizeyleri belirlenerek, artan otoantikor diizeyleri GB hastalig: ile
iliskilendirilmektedir.Hastaligin ileri evreli olarak ortaya c¢ikmasini tespit ederek sunacagi
avantaj disinda, ayrica diisiik seviyeli gliomlarda bu otoantikorun SLC3a2 ile etkilesiminin
olmadigi, 6zellikle grad II seviyesinden GB’ye progresyon gosteren tiimorleri ayirici tan ile
glioma evresinin ilerlemesini takip imkani sunmaktadir. Bdylece bulus, hasta kaninda
SLC3a2’ye 0Ozgii otoantikor bulundurmast ve SLC3a2 ekspresyon diizeylerinin ve
modifikasyonlarinin  belirlenmesi ile GB tiimdriiniin tanisin1  ve hastaliin  takibini

saglayabilecek yontemlerini kapsamaktadir.

Bulus ile, hasta serumlarinda bulunan anti-SLC3a2 otoantikorunun immiinoassay (antikor
temelli) yontemler ile diizeyinin belirlenmesi ve boylece glioblastoma beyin tiimdriiniin ve

ileri evreli gliom gegisinin tanisinin konulmasini amaglanmaktadir.

Bulusun bir 6rneginde, GB olgularinda kontrol ve GB olmayan glioma olgularina kiyas ile
SLC3a2’nin artan ekspresyonu ve bu proteine yonelik insan viicudunda {iretilen otoantikor
varlig1 bulus siirecinde kesfedilmis ve bulus ile bu otoantikorun glioma prognozu ile iligkili
bir artis gdstermesinin, 6zellikle GB olgularina yonelik erken teshis avantaji sunabilecegi

gosterilmistir.

Bununla birlikte SLC3a2’ nin bir otoantijen oldugunun belirlenmesi sayesinde primer olusum

gosteren GB ve sekonder GB hastalarinda, serumda artan otoantikorlar vasitasi ile erken
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tedavi imkan1 sunulabilecektir. Bu amacla bulus yontemi vasitasi ile GB hastalarina cerrahi
operasyona maruz kalmadan basit ve hizli bir sekilde sadece hasta kani kullanilarak GB
ve/veya ileri evreli gliom teshisinin, dolayisiyla erken tedavinin Onii agilmaktadir. Bunun
disinda, bulusta kullanilan otoantikorlar ile yiiksek oranda 6zgiil hedefleme, GB tedavisinde

¢esitli imkanlarin da Oniinii agabilecektir.

Onceki teknikte mevcut olan WO2015200823A1 numarali patent dokiimaninda glioblastom
(GB) dokusunda tanimlanan 33 hiicre yiizeyi proteininden bahsedilmesine ragmen, bulusa
konu olan SLC3a2 proteininden ve otoantijen-otoantikor etkilesiminden bahsedilmemektedir.
Bu sebeple bulus ile ilk defa SLC3a2 proteinin GB’ye 6zgii bir otoantijen oldugu ve anti-SLC
(6zellikle anti-SLLC3a2) otoantikorlarinin GB ve/veya ileri evre gliom hastalarinin teshis ve

tedavi yontemlerinde kullabileceginden bahsedilmektedir.

CN102590511B numarali patent dokiimaninda ise cesitli kanserlerle birlikte glioblastoma
tanisinda da kullanilabilecek IGFBP-2 otoantikorlarinin tespiti ve diyagnostik kit olarak
kullanilabilmesinden bahsedilmekte ancak SLC3a2 otoantijeni ve gliomlarla iliskisinden
bahsedilmemektedir. Bulusta ise anti-SLC3a2 otoantikor seviyeleri ve otoantijen olan
SLC3a2’nin gliomlardaki farkli tipleri ya da modifiye formlarinin tespiti ile erken ve ileri
evreli gliomalar1 ayirici olmasinin yaninda, ileri evreli gliomlardan glioblastoma (GB) 6zgii
profili ile GB tamisinda ayirici 6zellik sunmaktadir. Glioblastom ise tani koyulmasi ile
tedaviye ragmen hastalarin ortalama 15 ay gibi ¢ogu zaman daha kisa siirede kaybedildigi
bilinen en 6liimciil kanser oldugundan, GB ayiric1 6zelligi anti-SLC3a2 otoantikorlarini tant
ve tedaviye yonelik 6nemli derecede etkin kilmaktadir. Bu baglamda, GB hastaliginin tedavisi
ve erken donem tani imkaninin gelistirilmesi icin yenilik¢i yaklagimlarin gelistirilmesi, GB
tedavisinin 6niinli agmak ve hastalarin yasam siirelerinin artirabilmek agisindan biiyiik 6nem

arz etmektedir.

Bulusta SLC3a2 proteinlerinin beyin tiimdrlerinde artan diizeylerinin, hastaligin kotii seyrine
sebep oldugu ve ayrica glioblastom beyin tiimorlerinde 6zel modifikasyonlara ugradigi
gosterilmistir. Bu da SLC3a'y1 ve/veya izotiplerini ya da bunlarin modifiye oldugu ozel
formlar1 beyin tiimorii i¢in bir potansiyel biyobelirte¢ yapmaktadir. Otoantikor ise bu
SLC3a2'ye baglanan ve hasta serumlarinda ayirici sekilde varligini gosterdigimiz taniya
yonelik bir belirte¢ olmaktadir. Dolayisiyla SLC3a2'nin kendisi hem tan1 hem de tedavide
kullanilabilecek ayr1 bir biyobelirte¢ adayidir.

Bu yonleriyle bulus, sundugu otoantikorlar ve bu otoantikorlarin tanidigi antijenlerin

kullanildig1 yontemler ile hasta serumlart kullanilarak ileri evreli glioma beyin timorli
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hastalarin erken tanis1 ve tedavisine imkan saglamaktadir.

Bulusu Ac¢iklayan Sekillerin Tanmimlari

Sekil 1: Hasta ve kontrol olgu doku/serumlar1 kullanilarak yapilan Westen Blot sonuglari
Sekil 2: Hasta doku kesitlerinde SLC3a2 boyamasi

Sekil 3: GB serumlarinda anti-SLC3a2 otoantikorlarmin gliom grad o6zgiinliigiintin IP
yontemi ile arastirilmast

Sekil 4: SLC3a2’nin GB’lerde ekspresyon seviyesi n=9 (GB), n=6 (non-GB), n=3 (kontrol);
p*<0.05, ve p****<0.001).

Bulusun Ayrintili Aciklamasi
Bulus, glioblastoma (GB) hastaligina ve/veya ileri evre glioma beyin tiimorii hastalifina
yakalanmig olma olasiligin1 degerlendirmek i¢in bir yontem olup

a) Doku ve/veya serum orneklerinde dogal ve farkli formlardaki SLC3a2 proteinin
ekspresyon seviyesinin veya varliginin belirlenmesi,

b) a basamaginda seviyesi belirlenen proteine karsi insan serum oOrneginde gelisen
otoantikorun kandaki diizeyinin, normal ve gliom olgular1 arasindaki farkliliklarin
karsilastirilmasi,

¢) SLC3a2 proteininin ekspresyon diizeyinde artis olup olmadiginin belirlenmesi
islem adimlarini igermektedir.

Burada dogal ve farkli formlardaki SLC3a2 proteinleri; Solute Carrier 3a2 (SLC3a2) proteini,
mutant SLC3a2 proteini, SLC3a2 protein izomeri, modifiye olmus SLC3a2 veya bagka
protein veya proteinler ile kompleks olusturmus SLC3a2 proteini olabilmektedir.

Oncelikle Glioblasloma (GB) ve GB olmayan glioma hasta olgular ile tiimdér dokusu
barindirmayan kontrol olgularina (epilepsi hastalari) ait doku ve serum Ornekleri toplanmistir.
Hasta ve kontrol dokular1 homojenize edilerek protein izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
homojenatlar ile primer antikor olarak insan serumlar1 ve sekonder antikor olarak da ticari
HRP konjuge anti-human IgG' ler kullanilarak western blot (WB) analizleri yapilmigtir. WB
analizleri sonucu serum antikorlar ile doku homojenatlarinin 30-70 kDa araliginda anlaml
olarak etkilestigi goriilmiistiir. Bu sebeple, aday antijenleri belirlemek iizere 5 kontrol 5 GB
olmayan glioma ve 5 GB doku homojenati kiitle spektrometrisi yontemi ile analiz edilmistir.
Non-GB (GB olmayan) olarak adlandirilan 6rnekler, GB patolojisi olmayan grad I-II-III ve
IV gliomlar1 ifade etmektedir.

Analizler sonucunda SLC3 proteinlerinin, o6zellikle SLC3a2 proteininin biiylik oranda

GB'lerde fazla diizeyde ifade edildigi goriilmistiir. Ayrica WB analizlerinde anlamli goriilen
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otoantikor ile etkilesimine ait bant araligi ile de molekiiler agirliginin uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Sekil 1°de hasta ve kontrol olgu doku/serumlar1 kullanilarak yapilan WB
caligmalar1 gosterilmektedir. Bu ¢aligmada grad tespiti yapilan gliom dokularindan protein
izolasyonu gerceklestirilmistir. Calisma geregi olarak saglikli kontrol beyin dokusu temin
edilemeyecegi i¢in tiimor tanisi olmayan epilepsi hastalarindan elde edilen dokular ve serum
ornekleri kontrol olgular1 olarak kullanilmistir. WB yontemi kullanilarak gergeklestirilen
analizlerde primer antikor yerine olgu serumlart kullanilmis olup, WB oncesi Ornek
hazirlanmasinda deney dizayn1 geregi olarak B(-merkaptoetanol kullanilmamistir. 8-
merkaptoetanol kullanilmamasinin amaci, serumda mevcut olabilecek otoantikorlar eger
kompleks yapilara 6zgli ise B-merkaptoetanol tarafindan yikilmasi engellenerek bu
otoantikorlarin belirlenebilmesidir. Yapilan analizler sonucu GB olgulariyla GB serumlarinin
ayirt edici etkilesim modeli gosterdigi gdzlemlenmistir. GB dokulari ile ayirt edici etkilesim
gosteren bantlar sekilde siyah oklar ile gosterilmistir. Yapilan analizler sonucu 25-150 kda

araliginda GB’ye 6zgii/GB’de yliksek ifade diizeyi olan protein bantlari tespit edilmektedir.

Proteomiks verileri ile kiitle spektrometrisi analizleri sonucu, toplam 3014 protein
tanimlanmakta ve bunlardan 10 tanesinin GB’de artan ekspresyonlar: istatiksel anlamlilik
gostermektedir. Etkilesim tespit edilen kDa araligindaki proteinlerden SLC3a2 (solute carrier
3a2)’ nin GB hastalarinda kontrol olgularina gore 11 kat daha fazla ifade edildigi
saptanmaktadir. (p<0.001).

Kiitle spektrometrisi analizleri sonucu SLC3a2 ekspresyonunda kontrol dokularina kiyas ile
39 kat artis gozlemlenmistir. Dolayisiyla bu artisin hasta serumlar1 ile yapilan WB
analizlerindeki band yogunluklar1 ile iliskili olup olmadig arastirilmistir. SLC3a2
ekspresyonunun baska metodlarla da kiitle spektrometri sonuglar1 ile uyumlu olup
olmayacagini test etmek igin kontrol, non-GB ve GB deney gruplari ile WB ve IHK
caligsmalar1 gergeklestirilmistir. WB analizleri sonucu SLC3a2 ekspresyonunun kontrole kiyas
ile GB dokularinda 18.6 kat artis gosterdigi gozlemlenmistir. Sekil 4’te goriildiigli lizere
SLC3a2 GB’lerde yliksek seviyede ekspresyon gostermektedir. Kiitle spektrometrisi sonuglari
WB ile degerlendirilip sonuglar analiz edilmistir; n=9 (GB), n=6 (non-GB), n=3 (kontrol);
p*<0.05, ve p****<0.001).

Ticari SLC3a2 antikorlari ile 3 kontrol, 3 GB olmayan glioma ve 3 GB doku homojenatinda
SLC3a2 proteini immiinopresipitasyon (IP) yontemi ile ¢oktiiriilmiis ve kontrol olgusu, GB
olmayan glioma ve GB hasta serumlar1 primer antikor olarak kullanilarak WB yontemi ile

analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda GB hasta serumlarinda GB doku
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homojenatlarinda eksprese edilen SLC3a2 proteinini taniyan otoantikorlarin varhig
belirlenmistir. Dolayis1 ile bulus siirecinde GB hasta serumlarinda hastaligin prognozu ile
ilgili olabilecek ve hastaligin hem tan1 hem de tedavisine yon verebilecek anti-SLC3a2
otoantikorlarinin varlig1 tespit edilmis ve bu otoantikorlarin GB tespitinde kullanilabilecegi
gosterilmistir. Bu sebeple bulus, GB tespiti i¢cin SLC proteinini taniyan otoantikorlarin
kullanilmasini ve bu otoantikorlarin tanidigi antijenleri (SLC proteinlerini) hedefleyen tani

yontemlerini kapsamaktadir.

SLC otoantikoru 2 agir zincir ve 2 hafif zincirden olugmaktadir ve yaklasik 150 KDa
agirhigindadir. Antikor ¢esitlerinden immunoglobilin G ailesine (IgG) aittir. Bu otoantikor GB
doku serumlarinda bulunmaktadir ve GB hastalarinin doku homojenatlarinda bulunan
SLC3a2 proteinini, GB olmayan glioma doku ve kontrol doku homojenatlarina gore ¢ok

giiclii bir sekilde 6zglin olarak tanimaktadir.

Sekil 2’de goriildiigli tlizere yapilan immunohistokimya (IHK) boyamalari, proteomiks
verilerini dogrulamaktadir. SLC3a2, GB’lerde daha fazla eksprese oldugu goriilmektedir.
Hasta doku kesitlerindeki SLC3a2 boyamasinda, hiicre i¢i ve hiicre membraninda GB hasta
doku kesitlerinde (A) non-GB Glioma (B) ve kontrol olgusu olarak kullanilan epilepsi (C)
doku kesitlerine kiyas ile yogun bir sekilde SLC3a2 ekspresyonu gozlemlenmektedir.

3 farkli metodla (WB, ekspresyon analizi ve IHK) SLC3a2 ekspresyonunun kontrol
dokularina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek ¢ikmasi SLC3a2’ye karsi

hastalarda gelisen otoantikorlarin varligini desteklemektedir.

Sekil 3’te ise SLC3a2 otoantikorunun GB serumlarina 6zgii oldugu goriilmektedir. GB
serumlarinda anti-SLC3a2 otoantikorlarinin 6zgilinliigiiniin [P yontemi ile arastirilmasi
sonucunda ticari SLC3a2 ile hasta ve kontrol olgularindan SLC3a2 c¢oktiiriildiikten sonra
hasta ve kontol serumlar1 kullanilarak WB ile analiz edilmektedir. GB dokularinda fazla
ekspresyon gosteren SL.C3a2’ye karst GB serumlarinda otoantikorlarin varligini tespit etmek
icin immiinopresiptasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagcla, 40 pg kontrol, non-GB ve GB
doku lizatlar ticari SLC3a2 antikoru ile ¢oktiiriiliip WB analizlerinde primer antikor olarak
GB serumlar kullanilarak analiz edilmistir. Cesitli GB serumlari ile yapilan analizler sonucu
GB serumlarinin GB doku lizatlar ile giiglii bir bigimde, non-GB ve kontrol doku lizatlar ile
ise band varlig1 gozlemlenemeyecek kadar zayif olarak etkilestigi goriilmiistir.Yiikleme
kontrolii olarak ticari anti-SLC3a2 kullanilmistir. Sadece GB serum IgG’lerinin GB’ye 6zgii
olarak SLC3a2’ye cok kuvvetli bir sekilde baglandigr gozlemlenmektedir. Ayn1 membran
tizerinde non-GB ve GB proteinleri bir arada bulundugu halde, GB serumlarindaki SLC3a2
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otoantikorlar1 sadece GB dokulari ile etkilesmistir. Bu veri, GB hasta serumlarindaki SLC3a2
otoantikorlarinin sadece GB dokularinda bulunan SLC3a2’yi daha giicli tanidigini
gostermektedir. Bu sebeple, veriler GB dokularinda baska bir SLC3a2 izoformunun
bulundugunu veya SLC3a2’nin GB’lerde bir modifikasyona ugradigini ya da mutant

oldugunu akla getirmektedir.
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