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OZET

IA Kaya Parkinson Hastalarinda Belirli Serum Mikro RNA Seviyelerinin Ve Hastalik
Seyri ile iliskilerinin Gosterilmesi Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisi,
Tibbi Biyoloji ABD Doktora Tezi. Istanbul. 2021

Parkinson hastaligt (PH) en sik goriilen nérodejeneratif hastaliklardan biridir ve
hastaligin etiyopatogenezi, tanisi ve tedavisi konusunda calismalar devam etmektedir.
Son yillarda bir¢cok hastaligin tanis1 ve tedavisi konularinda @0zde arastirma
konularindan biri olan mikro RNA’larin (miRNA) PH tanisinda biyobelirteg, hastaligin
seyri ve takibi icin ise bir gosterge olarak kullanilabilme potansiyelleri bulunmaktadir.
miRNA’lar eksprese edildikleri dokulardan eksozomlar icerisinde dolasima
gecebilmekte ve dolasan miRNA’lar olarak periferik kandan izole edilebilmektedirler.
Periferik kan kolay erisilebilir ve minimal invazif olmasi dolayisiyla avantajli bir
kaynaktir. Yaptigimiz ¢alismada, PH’da ekspresyonlarinin degistigi  ongorulen
miRNA’lardan serum seviyelerinin degerlendirilmesi icin miR-16-1, miR-24-3p, miR-
30a, miR-30e, miR-34a, miR-34b, miR-331 olmak (zere toplamda 7 miRNA ve
normalizasyon icin miR-191 ve miR-1228, 2 internal, cel-mir-39, 1 eksternal, olmak
uzere toplamda 10 adet miRNA belirlendi, miRNA serum seviyeleri her érnek icin
gercek zamanli kantitatif PCR ile gosterildi. Calisilan miRNA’larin serum seviyeleri,
yaslar1 40-80 arasinda degisen, hipertansiyon disinda ek hastaligi bulunmayan ve Hoehn
and Yahr 1,2 ve 3 hasatlik siddetinde toplam 51 PH hastas1 ve cinsiyet, yas ve egitim
itibariyle eslesen 20 saglikli kontrolde, hasta ve kontroller arasindaki, ayrica hastaliga
sahip kisilerin kisisel ve hastalik karakteristikleri arasindaki farklar agisindan incelendi.
PH’11 hastalar ile kontrol grubu arasinda mir-24-3p 1,7 kat artmig ve miR-34b serum
seviyeleri 1,65 kat azalmig olarak anlamli derecede farkli bulundu (sirasiyla p=0,001,
p=0,023). Hastalar arasinda yapilan degerlendirmede mir-30e’nin serum seviyelerinin

PR

yas ile birlikte anlamli derecede degistigi (p=0,019), UPDRS skorlari ile ise mir-331
serum seviyelerinin anlamli derecede degistigi (p=0,027) gosterildi. PH ile iliskili
bulunan mikro RNA’larin bioinformatik analizleri yapildi, PH iliskili gen

interaksiyonlar1 gosterildi.

Anahtar Kelimeler : PARKINSON HASTALIGI, MIKRORNA, KANTITATIF PCR,
DOLASAN MiKRORNA, MiRNA
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ABSTRACT

KAYA I.A (2021). Specific Serum Micro Rna Levels and Their Relationship with
Disease Course in Parkinson's Patients, Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Medical Biology. Doctoral Thesis. Istanbul.

Parkinson's Disease is one of the most common neurodegenerative diseases and studies
are ongoing on etiopathogenesis, diagnosis and treatment of the disease. MicroRNAs,
which have been one of the favorite research topics in the diagnosis and treatment of
many diseases in recent years, have the potential to be used as biomarkers in the
diagnosis of Parkinson's Disease and as an indicator for the course and follow-up of the
disease. MicroRNAs can circulate in exosomes from the tissues they are expressed in
and can be isolated from peripheral blood as circulating microRNAs. Peripheral blood is
an advantageous source because it is easily accessible and minimally invasive. In our
study miR-16-1, miR-24-3p, miR-30a, miR-30e, miR-34a, miR-34b, miR-331, a total of
7 micro RNAs were selected to evaluate their serum levels, from micro RNAs which
their expression levels were predicted to change in Parkinson's Disease patients. For
normalization, including miR-191 and miR-1228, 2 internal and cel-mir-39, 1 external,
a total of 10 micro RNAs were studied and their serum levels were shown with real-
time quantitative PCR for each sample. Serum levels of the microRNAs studied were
examined for differences between patients and controls and personal and disease
characteristics of patients, with a total of 51 Hoehn and Yahr 1,2 and 3 Parkinson’s
Disease patients aged between 40-80 with no other severe disease except for
hypertension and 20 healthy controls matching gender, age and education. Between
patients with Parkinson's Disease and the control group, miR-24-3p serum levels were
found increased 1.7 times and miR-34b serum levels decreased by 1.65 times
significantly (p=0.001, p=0.023, respectively). In the evaluation among patients, it was
shown that the serum levels of miR-30e changed significantly with age (p=0.019) and
miR-331 serum levels changed significantly with UPDRS scores (p=0.027).
Bioinformatic analyses of micro RNAs associated with Parkinson's Disease have been
performed and gene interactions associated with Parkinson's Disease have been shown.

Key Words: PARKINSON’S DISEASE, MICRORNA, QUANTITATIVE PCR,
CIRCULATING MICRORNA, MIRNA



1. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH) dunya genelinde Alzheimer hastaligindan sonra en sik
ikinci gorllen progresif norodejeneratif hastaliktir. Total popiilasyonun %0.3 kadarini
etkiledigi diisiiniilse de yasla birlikte goriilme sikligi %?2-4 oranlarina ¢ikmaktadir (1)
(2). Klinik olarak istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi ve postiral instabilite motor
semptomlarina, kognitif bozukluklar, psikiyatrik semptomlar, otonomik disfonksiyonlar
ve uyku problemleri gibi non-motor semptomlar eslik edebilir (3). Parkinson
hastaliginda gorulen patofizyolojik degisiklikler substantia nigra pars compacta
dopaminerjik ndronlarinin progresif kaybi1 ve a-sintklein ve diger molekiillerin Lewy
cisimcikleri i¢inde sitoplazmik birikimi olarak bilinmektedir (4). Hastaliga sebep olan
molekiiler mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamis olsalar da lipid metabolizmasi ve

lizozomal ve mitokondrial surecler olas siipheliler arasinda goriilmektedir (5).

Mikro RNA (miRNA) lar ortalama 22 nikleotid uzunlugunda, evrimsel stre¢
boyunca korunmus, translasyon regulasyonunda goérev aldiklar1 bilinen RNA
molekdlleri olup, translasyon baskilamas: ile regllatuar gorevlerini yerine getirirler ve
farkli dokularda ortak dretilebildikleri gibi doku spesifik olabilirler (6). Birgok
molekdler yolakta ve gelisimsel suregte rol aldiklar1 belirlenmis, farkli hastaliklarin
patofizyolojilerinde rol aldiklar1 bulunmus, diyagnostik ve tedavide hedef molekil olma

potansiyelleri ¢cok defa gOsterilmistir.

Parkinson hastaligiin tanist giinimiizde klinik olarak konulmakta olup standart
yaklasim hasta ve hastanin aile 6ykusu ile birlikte bradikinezi, rijidite, tremor gibi ortak
norolojik semptom ve isaretlerin varligini belirlemek ve bunun yaninda %60-80 gibi
limitli bir sensitiviteye sahip olsa da manyetik rezonans (MRI) ile multisistem atrofi,
progresif supraniikleer palsi veya kortikal dejenerasyon gibi hastaliklar ile ayirict taniy1
gerceklestirmektir, fakat yine de hastalik tanisinda altin standart néropatolojik inceleme
ile dopaminerjik néron kaybini ve beyinde Lewy Cisimcikleri ve Lewy noritlerini
gostermek olup klinik semptomlar ile tan1 konuldugunda dopaminerjik néronlarin %60-
70 kadar1 kaybedilmis olmakta ve gunimizde hastaligin glvenilir bir test veya erken

tan1 yontemi bulunmamaktadir (7).

Biyobelirtecler, fizyolojik ve patolojik siiregleri ve terapétik girisimlere

farmakolojik cevabi objektif olarak o6lgiip degerlendirebilme imkani saglayan



gostergelerdir (8). PH hastalar1 farkli ve spesifik klinik fenotipler, genetik profiller,
goruntuleme bulgular: ve altta yatan néropatolojik mekanizmalar sergilerler (9). PH icin
onemli c¢alismalar yapilmis olsa da, hastaligin heterojenik yapisindan da dolay:
gunumuizde hala guvenilir bir biyobelirteci bulunmamaktadir ve PH erken dénem
norodejenerasyon tanisi, hastalik progresyonunun takibi ve tedavinin etkisini belirleme

amagl sensitif ve spesifik bir biyobelirte¢ bulma gabalar1 devam etmektedir.

Farkli ¢alismalar ile beyin spesifik pek c¢ok mMIRNA tanimlanmis ve
mMIiRNA’larin farkli biyolojik sivilarda eksozomal vezikuller igerisinde sirkiile olduklar
anlasilmigtir (10,11). Farkli miRNA’larin birgcok farkli nérodejeneratif hastalikta beyin
dokusunda ekspresyon seviyelerinin degistigi gosterilmistir (12). Kan-beyin bariyerini
eksozomal vezikuller icerisinde gecebilen bu miRNA’lar boylelikle farkli viicut
stvilarindan izole edilebilirler (13). Dolayisiyla miRNA’lar PH patofizyolojisi, tan1 ve

tedavisi i¢in potansiyel yeni bir calisma alan1 olmuslardir.

Bu c¢alismada PH patofizyolojisinin aydinlatilmasinda literatiire katkida
bulunabilmeyi ve hastaligin tanisi, takibi ve tedavisi igin biyobelirteg olarak
kullanilabilme potansiyeli olan miRNA adaylarin1 belirleyip, bu miRNA’larin hastalik
karakteristikleri ile iligkilerini gostermeyi, bu amagla PH ile iligkili oldugu ongorulen
miR-16-1, miR-24-3p, miR-30a, miR-30e, miR-34a, miR-34b, miR-331 serum
seviyelerini miR-191, miR-1228, cel-miR-39 ile normalize edip uygun kriterlere gore

se¢ilmis 51 PH hastas1 ve 20 kontrol 6rneginde ¢alismay1 hedeflemekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson Hastahg

2.1.1. Parkinson Hastalig Klinik Ozellikleri

Norodejeneratif bir karakterde olan Parkinson Hastaligi (PH) dinlenme tremoru,
kas rijiditesi, bradikinezi veya yavaslamig haraketler ve siklikla postural instabilite ile
karakterizedir, ilerleme sireci genelde unilateral olmakla birlikte semptomlara postral
veya hareket tremoru veya uzuvlarda distoni eklenebilir. Eslik eden yaygin non-motor
bulgular olarak insomnia, depresyon, anksiyete bozukluklari, uyku bozukluklari,
yorgunluk, kabizlik, hipozmi gorilebilir. Prodromal donemde non-motor bulgular PH
tanisindan yillar once olugmaya baslayabilir. Hastalik ilerledikge bilateral bulgular,
denge bozukluklari ve levodopa ile indiiklenen diskinezi ve motor bozukluklar gibi

diger komplikasyonlar gelisebilir. %30-40 oraninda demans ve psikoz eslik eder (14).

Parkinsonizm ise temel olarak hastada bradikinezi ve istirahat tremoru ve/veya
rijidite varligina dayanir. Parkinsonizm varligi gosterildikten sonra destekleyici
kriterlerden en az 2 tanesinin varligi ve belirli ayirici tanilarin mutlak diglanmasi PH
tanisin1 belirler. Dopaminerjik tedaviye verilen guclu cevap, levodopa ile indiklenen
diskinezi, gecmiste veya muayene aninda bir uzuvda dinlenme tremoru, olfaktor kayba
bagli anozmi veya hipozmi veya MIBG sintigrafide kardiyak sempatik denervasyon
tanty1 destekleyici kriterlerdir. Bradikinezi harekette yavaglama ve hareket boyunca hiz
ve amplitiidiin azalmasi olarak, rijidite ise hasta rahat bir pozisyondayken muayene
edenin, hastanin uzuvlar: ve boynunu manipile etmesine hastanin major eklemlerindeki
yavas ve pasif diren¢ hareketi olarak tanimlanir. Dinlenme tremoru tam olarak serbest
birakilmig dinlenme halindeki uzvun 4-6 Hz frekansinda, hareket baslangici ile
baskilanan istemsiz titreme hareketidir (15). PH baslangic1 ortalama olarak 60 yas

civarindadir ve baglangi¢ yasina gore PH 3’e ayrilir (tablo 2.1).



Tablo 2-1: PH yasa gore tiirleri (14).

Juvenil baslangi¢cli PH <20 yas
Erken baslangi¢h PH 20-50 yas
Geg baslangicli PH >50 yas

PH ile ilgili birgok klinik terim mevcuttur; parkinsonizm bradikinezi, rijidite,
tremor ve imbalans iceren herhangi bir bozukluga refere eden genel terim iken,
parkinson-plus parkinsonizmin major bulgu oldugu multipl sistem atrofisi, progresif
supranUkleer palsi, kortikobazal dejenerasyon gibi nodrodejeneratif kondisyonlara
verilen isimdir (sekil 2.1) (14).

Parkinson plus
Multipl sistem atrofisi
Progresif supranukleer palsi
Kortikobazal dejenerasyon

Lewy cisimcikli
Demans

ilag ile indiiklenen Parkinsonism
Parkinson Hastalhif

Diger
Ctoimmin
Vaskaler
viral/prion Frontotemporal

Wilson Hastali demans
MNormal basingh
hidrosefali _
AgIr metal magruziyeti
Dopa cevaph distoni
Spinoserebellar
ataksi

Sekil 2-1: PH, Parkinsonizm ve ilgili klinik tanimlamalar (14).



PH pre-motor veya prodromal evrenin baslangici klinik tanidan 12-14 yil
Oncesine kadar dayanabilir. Hastaligin O0nce periferik otonom sinir sistemi ve/veya
olfaktér bulbusta baslayip, patolojinin merkezi sinir sistemine alt beyin sap1
merkezlerini substantia nigradan once etkilemeye baslayarak yayildigini diisiindiiren
kanitlar artmaktadir (16). Dolayisiyla non-motor semptomlarin daha erken evrede
ortaya ¢ikmasi bu sekilde agiklanabilmektedir. Hastaligin heterojenik yapisi itibart ile
alt tiplendirmeye ihtiya¢c duyulsa da heniiz bir konsensls olusmamustir, fakat yine de
yaygin goriis tremor dominant ve non-tremor dominant iki alt tip oldugu yoniindedir.
Tremor dominant PH hastasi diger motor semptomlar1 ¢ok gostermez ve genel olarak
dopamin yerine koyma tedavisine iyi cevap verirken, non-tremor dominant PH
hastasinin akinetik-rijid sendromu, postural instabilitesi ve non-motor semptomlar1 daha

sik ve baskin olabilir. Alt tipler arasinda hastalik seyri ve prognoz farklilik gosterir (17).

PH ilerledikge motor semptomlar zamanla kotilesir ve uzun dénem levodopa
tedavisine bagh diskinezi veya psikoz gibi komplikasyonlar baslar. ileri evrede hem
motor hem non-motor semptomlar medikasyona direncli hale gelebilir. Postural
instabilite ve ylrlimenin bozulmasi1 diismelere ve kiriklara sebep olabilir, demans ve
hallsinasyonlar semptomlara eklenebilir. Bozulmus olfaktor kabiliyetler, ortostatik
hipotansiyon gibi otonom fonksiyon bozukluklari, agri, yorgunluk, uyku bozukluklari,
kognitif ve psikiyatrik bozukluklar gibi non-motor semptomlar da zaman iginde bas

edilmesi daha zor bir hale gelir (18).

2.1.2. Parkinson Hastahg Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Gelismis tilkelerde genel populasyonda PH prevalansi 0.3% civarinda olmakla
birlikte 60 yas iistiinde %1, 80 yas tstiinde %3’ e kadar ¢ikmakta; PH insidansi ise
100.000°de 8-18 araliginda oldugu diisiiniilmekte, yas ise hastalik i¢in en 6nemli risk
faktori olarak gosterilmektedir (19).

Belli pestisitler ve kirsal yasam gibi bazi cevresel faktorler PH riski ile
iliskilendirilmektedir; 1-methyl-4-phenyl tetrahydropyridine (MPTP) ve annonacin
nigrostriatal hiicre 6liimiine sebep olup atipik parkinsonizm geistirebilirler. Manganez,

trichloroethylen, karbon monoksit toksik seviyelerde maruziyeti klinik ve patolojik



olarak PH’dan farkli parkinsonizm tablolar1 meydan getirebilir. b2-adrenoreseptor
antagonistleri artmig PH riskiyle ilgikilendirilmisken, b2-adrenoreseptdr agonistleri riski
diistirtiyor goziikmektedir. Sigara kullanimi, kahve tiketimi, kalsiyum kanal blokerleri
ve statinlerin PH riskini distirdiigli gosterilmistir. Aile hikayesi PH icin dnemli bir risk
faktoru olmakta ve birinci derece akrabalarda PH hikayesi riski 2-3 kat arttirmaktadir.
Ailesel form biitiin PH vakalarinin %10-15 kadarini olusturmakta, PH ile iliskili oldugu

belirlenmis birgcok énemli gen ve protein bulunmaktadir (tablo 2.2) (20).

Tablo 2-2: PH iliskili 5nemli genler (20)

*OD otozomal dominant, OR otozomal resesif, EBPH erken baslangich PH, GBPH ge¢ baslangich PH

Gen Lokus Protein Kromozom = Gegis Klinik Frekans Fonksiyon
SNCA PARK1/4 A-sinliklein 4921-23 OoD* EBPH* <%1 Sinaptik
ubiktin ligaz
PRKN PARK?2 Parkin 6025-27 OR* EBPH %1-5 Sinaptik
ubiktin ligaz
UCHL1 PARKS5 UCHL-1 4pl4 oD EBPH,GBPH <%1 Belli degil
PINK1 PARK6 PTEN indiike 1p35-37 OR EBPH %2-5 Mitokondrial
putatif kinaz 1 kinaz
DJ-1 PARKY Protein DJ1 1p36 OR EBPH %1 Oksidatif

stres sensor

LRRK2 PARKS Protein kinaz 2 12p11-q13 oD GBPH* %1-5 Birgok islev

ATP13A2  PARKS9 ATPaz tip 13A2 1p36 OR Atipik <%1 Lizozomal
parkinsonizm protein

PLA2G6 @ PARK14 A2 fosfolipaz 2213 OR EBPH <%1 Belli degil

FOXB7 PARK15 F-box protein 7 22¢12-13 OR EBPH <%1 Belli degil

VPS35 PARK17 = Vakuolar protein 16911 oD GBPH <%1 Belli degil

ilgili protein 35

GBA Glukoserebrozidaz 1921 Risk Erken %5-25 Lizozomal

faktori | baslangig+ protein

demans



2.1.3. Parkinson Hastalig1 Patofizyolojisi

PH ana patolojik bulgulari substantia nigra pars compactada dopaminerjik néron
kayb1 ve depigmentasyon ve Lewy cisimciklerinin varligidir. Lewy cisimcikleri
intrandronal, yuvarlak, eozinofilik inklGzyonlardir ve hiyalin bir merkez ile 90°dan fazla
proteinden olusan cevresel bir halkaya sahiptirler, ana bilesenleri a-siniklein ve
ubikitindir (21) (Sekil 2.2.). oa-sindklein yanlis Kkatlanma egilimi gostererek suda
cozlinmeyen B-sheet zengin amiloid agregatlarina doniisr ve birikerek hiicre icinde
inklizyonlar olusturur (20). Bu siire¢ sonucu olusan toksik oligomer ve proto-fibriler
formasyon mitokondrial (22), lizozomal ve proteozomal (23) fonksiyonlar1 bozar,
biyolojik membranlara (24) ve sitoiskelete (25) zarar verir, sinaptik organizasyonu
degistirir (26) ve norodejenerasyona sebep olur, tani aninda dopaminerjik ndéronlarin
%60 kadarinin kaybedilmis oldugu diisiiniilmektedir (20).

a Control

Sekil 2-2: a-Kontrol ve PH substantia nigra pigment kaybi, b-Saghkh bireyde
hematoksilen eozin boyamada dopaminerjik néron pigmentasyonu, ¢,d-PH
pigmentasyon kaybu, e,f,g-Immunhistokimya boyama ile Lewy cisimcigi
gosterimi (41)



Lewy cisimciklerinin olusumu ve a-sintklein birikiminin glosofaringeal ve
vagal sinirlerin dorsal motor niikleuslar1 ve anterior olfaktor nikleusta baslayip
progresif bir sekilde sirasiyla beyin koki, ilerleyen asamalarda mezokorteks ve
allokortex ve sonunda neokortekse ilerledigi goriisii onerilmektedir ve 6 evreden olusan
Braak evrelemesi bu progresyon paterni goéz oniinde bulundurularak yapilmistir (27)
(Sekil 2.3.). a-sinlkleinin ndronlar aras1 prion benzeri bir yayilma sekli sergiledigi
Ongoriilmekte ve bu yayilim sekli hastalifin patolojik progresyonunu agikliyor
gbziukmektedir (28). a-sinuklein agregasyonunun otonomik barsak plexuslar1 ve/veya
olfaktor bulbusta baslayip trans-sinaptik hiicreden hiicreye bir yayilim ile merkezi sinir
sistemine ulagtigi 6nermesi, hastaligin koku almada bozukluklar ve konstipasyon gibi
non-motor semptomlarinin motor semptomlardan yillar 6nce dahi ortaya cikabiliyor
olmasin1 destekler nitelikte olmakla birlikte, bu bulgular PH’in etiyolojisinde viral
ve/veya toksik madde maruziyeti gibi etkenlerin tahmin edilenden daha baskin

olabilecegini distindirmektedir (29).

Braak evre I ve Il Braak evre lll ve IV Braak evre V ve VI

i ©  Kortikal Lewy cisimcigi
Patoloji Ciddiyeti ® Substantia nigra Lewy cisimcigi

Sekil 2-3: Braak Simiflamasina gore evreleme ve Lewy cisimciklerinin yayilimi (41)



2.1.3.1. PH ile Tliskilendirilmis Molekiiler Mekanizmalar ve Hiicresel Patofizyoloji

SNCA, a-siniiklein kodlayan gendir ve ilk tanimlanan patolojik SNCA A53T
mutasyonunda, oa-sindkleinin yanlis katlanma dolayisiyla agregatlar olusturma
egiliminin arttigi gosterilmistir (30). Daha sonralari SNCA farkli mutasyonlarinin
ekspresyon seviyelerini arttirma, proteinin post translasyonel modifikasyonlarinda ve
organel ve transport iliskilerinde degisikliklere sebep olma gibi etkileri oldugu
bulunmustur. Ayrica a-sinukleinin direkt olarak imminolojik cevabr tetikleyebildigi ve
mikroglial hucreleri aktive edebildigi gosterilmistir (31). Sporadik PH hastalarinda a-
sintiklein ekspresyonunun artmis bulunmasi, tek basina a-sintiklein vahsi tip formunun

dahi, artmig ekspresyonda toksik etkilerinin olabilecegini dnermektedir (32).

Bozulmus mitokondrial fonksiyonlar PH patolojisinde etkin bir diger molekdiler
mekanizmadir. Ailesel PH formlarinda tanimlanmis bazi genlerin  mitokondrial
fonksiyonlar1 regiile ettigi bilinmektedir. PINK1 (33) ve Parkin (34) genlerinin
mitokondrial yolaklarda rol aldiklar1 bilinmektedir, PINK1 bir serin/treonin kinaz olup
hasarli mitokondrileri isaretler ve bir ubikitin ligaz olan Parkin araciligiyla mitofaji
yolagin1 aktive eder, hasarli mitokondrilerin uzaklastirilmasim1 = saglar. DJ-1
mitokondride kalsiyum akisini regiile eder ve dopaminerjik noronlarin elektrik sinyal
olusturmalart islemi sonucu olusan oksidatif strese karsi hiicreyi korur (35). PH
hastalarinda ayrica substantia nigra néronlarinda mitokondrial DNA hasar1 gosterilmesi

de PH etiyopatogenezinde mitokondrial reglilasyonun énemini vurgulamaktadir (36).

Hicrenin temizlik, otofaji ve lizozomal yolaklarinda rol alan LRRK2 ve
ATP132A genlerinin hastalikla iligkisi toksik a-sintiklein ve ilgili proteinlerin ortamdan
uzaklastirilmasindaki bir takim problemlere isaret eder. Mutant LRRK2 otofajiyi ve a-
siniklein degredasyonunu yavaslatir (37). ATP132A mutasyonlari lizozomal
disfonksiyona ve erken baslangi¢h parkinsonizme (Kufor Rakeb sendromu) sebep olur,
PH hastalarinda hayatta kalan dopaminerjik hicrelerde ekspresyon seviyelerinin artmis
bulunmasi, néronal 6lime karst koruyucu etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir (38).
Lizozomal bir enzim olan glikoserbrozidazi kodlayan GBA1 geni mutasyonlarinin PH
ile iliskili en 6nemli genetik risk faktori oldugu ve mutasyonun tiriine gbre erken

baslangig, hizli progresyon ve artmis eslik eden kognitif bozukluk riskiyle iliskisi,
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ayrica tim PH hastalar1 arasinda %5 ila %25 prevalansta GBA1 mutasyonu gorildigi
bildirilmistir (39).

Substantia nigra pars compacta dopaminerjik néronlarinin, nérodejenerasyona
Ozellikle daha yatkin olmalarmin nedenleri heniiz tam net olmasa da bu bdlgenin
otonom elektrik sinyali tretebilme Ozelligi ile kalsiyum homeostazinin dnemli bir roll

oldugu diistintilmektedir (40).

2.1.3.2. PH Motor Sistem Patofizyolojisi

Bazal ganglia birkac paralel fakat anatomik olarak ayrismis talamo-kortiko-
bazal devrelerin bir parcasidir ve fiziksel eylemler ile amaca yonelik hareketlerin
kontrolinde 6nemli bir rol Ustlenmektedir. Bu devreler, kortikal girdilerin gorece az
sayidaki subtalamik ¢ikti noronlarina oradan da korktekse geri iletilmesiyle ve
dolayisiyla bir filtre gorevi gormeleriyle karakterizelerdir. Fonksiyonel olarak benzer
fakat topografik olarak farkli 4 devre, limbik, prefrontal asosiyatif, okilomotor ve
motor fonksiyonlara, ilgili frontal kortikal alanlar ile talamusun alt bolgeleri ve bazal

gangliay1 baglayarak hizmet eder (42).

Parkinsonizm, striatumun motor bdlgelerindeki azalmis dopaminerjik etkinin,
direkt ve indirekt yolaklarda zit etki gostererek talamokortikal projeksiyonlarda gama
aminobutirik asit (GABA) inhibisyonunu arttirmasindan kaynaklanir (42). Direkt ve
indirekt yolaklarin yaninda hiperdirekt yolak olarak tanimlanan motor kortikal bolgeler
ve subtalamik nukleusu baglayan monosinaptik baglanti, subtalamik nukleusun pasif bir
filtre olmak disinda bazal ganglia igin ikincil bir girdi kaynagi olabilecegini gostermistir
(43). Azalan direkt yol ve artan indirekt yol etkisinden dolay1 bazal ganglia néronlarinin
GABAerjik atesleme miktar1 artar ve talamokortikal yol (zerinde artmis inhibisyon
bradikineziyi agiklamak igin dnemlidir (42) (Sekil 2.4.)

PH’da serebellar aktivite ve bazal ganglia ile serebellum interaksiyonlarinin
degismesi tremor patofizyolojisini agiklayan 6nemli bir bulgudur (44), ylrimede
donukluk ve postural instabilite gibi semptomlarin, orta beyin lokomotor bdlgeye
(pedunkulopontin  ve kuneiform nikleuslar) anormal bazal ganglia ¢iktisinin

projeksiyonlart kaynakli oldugu diistiniillmektedir (45).
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Sekil 2-4: PH’da azalan substantia nigra dopaminerjik etkisinin D1 ve D2 reseptroleri
aracihg ile talamaokortikal eksitator etkiyi azaltmasi (42)

2.1.4. Parkinson Hastahig1 Tam

Hareket Bozukluklar1 Cemiyeti (MDS) Parkinson Hastaligi Klinik Tani
Kriterleri’ne gore (15), PH tanis1 Klinik olarak bradikinezi ile birlikte eslik eden rijidite
veya dinlenme tremoru Kkardinal belirtilerinden en az birinin varliginda, en az 2
destekleyici kriter varligi ve diglama kriterleri g6z Online alinarak koyulur, motor
semptom baslangic1 genelde unilateraldir ve hastalik boyunca asimetri devam etme
egilimindedir. Ek olarak hastalarin buyik bolimiinde non-motor semptomlar gorilir;
uyku uyaniklik dongiisii bozukluklari, frontal yiruticii islev bozukluklari, hafiza
bozukluklari, demans ve halusinasyonlar gibi kognitif bozukluklar, duygu durum
bozukluklari, ortostatik hipotansiyon basta olma (zere otonomik disfonksiyon,



12

urogenital disfonksiyon, konstipasyon, hipozmi basta olmak (zere sensotryal
bozukluklar ve agri. Non-motor semptomlar siklikla motor semptomlardan 6nce baslar

ve prevalanslari hastalik ilerledikge artar (46) (Sekil 2.5)

A
. PH Tanisi
Pre motor /prodromal dénem
Erken ileri evre/geg Komplikas
yonlar
@ Psikoz
o
g Motor Dalgalanmalar
= Diskinezi Maotor
™ Disfaji
i Postural instabilite
T Braditinezi e —
Fijidite
Tremor
o - MNon-motor
EDS AETI Uriner Semptomlar
Hyposmi Yorgunluk Orthostatic hipotansiyon
Konstipasyon RED Depresyon Ml Demens N
T T T T T L
-20 -10 0 10 20
Zaman (Yil)

Sekil 2-5: PH motor ve non-motor semptom ve olas1 komplikasyonlarin hastalik
progresyonu ve zamana dagilimi (46)

PH hastalarinda motor bozukluk seviyesi ve progresyonu gosterebilmek igin
Birlesmis Parkinson Hastalig1 Derecelendirme Skalasi (UPDRS) en yaygin kulanilan

Olceklendirme ve standardizasyon yéntemidir (47).

Klasik motor semptomlar oturmus bir vakada tani kolay goziikse de ozellikle
erken donemde hatali tan1 oranlar1 %24’e kadar ¢ikabilmektedir. En sik karsilasilan
karigikliklar multipl sistem atrofisi, progresif supranikleer palsi, kortikobazal
dejenerasyon, esansiyel tremor, ilag iligkili parkinsonizm ve vaskuler parkinsonizm ile

olmaktadir, postmortem patolojik inceleme ise altin standarttir (48).

Taniya yardimci goriintileme teknikleri arasinda I-ioflupane single-photon
emisyon tomografisi (SPECT) klinik rutin kullanim i¢in onaylanmis olup, ayirici taniya
yardimi olabilecegi gosterilmistir (49). Yapisal manyetik rezonans gorintileme
teknikleri semptomatik parkinsonizmi  belirlemede yardimci olabilir, atipik

parkinsondaki basal ganglia ve infratentoryal yapilardaki degisiklikleri gostermek icin
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kullanilabilirler (50). SPECT veya PET ile miyokardiyal sempatik denervasyon bulgusu
taniya yardimei olabilir (15).

Serebrospinal sivi ve kandan izole edilen glvenilir bir biyobelirte¢ bulma
cabalar1 ¢ogunlukla sonugsuz kalmistir. Gelecek vadettigi diistiniilen serebrospinal sivi
a-sintklein seviyelerinin, gesitli ¢alismalarda spesivite ve sensitivite degerleri optimal
bulunamadigindan, hentiz bir Kklinik kullanimi1 yoktur, bununla beraber serebrospinal
stvida AB42 ve tau ile serum plazma iirat seviyeleri ¢esitli sekillerde PH ile iliskili

gosterilseler de biyobelirte¢ olarak herhangi bir kullanimlar1 bulunmamaktadir (51).

Hoehn and Yahr klinik evrelemesi hastaligin Kklinik ciddiyetini belirlemede
kullanilan PH skalasidir, 5 evreden olusur ve hastaligi evre 1 fonksiyon kaybi olmayan

unilateral tutulum ile evre 5 yataga bagiml hasta arasinda derecelendirir (52).

2.1.5. Parkinson Hastalhig: Tedavi

L-DOPA hastalik tedavisinde giinimuzde hala altin standart olmaya devam
etmektedir. Bunun yaninda catechol-O-methyltransferase inhibitorleri kullanimi L-
DOPA metabolizmasin1 azaltarak L-DOPA miktari1 ve yari Omriini arttirmayi
hedefler, Monoamin Oksidaz Tip B inhibitorleri sinaptik dopamin konsantrasyonunu
arttirmaktadir, dopamin agonistleri L-DOPA’dan uzun yar1 6miirleri ile dopaminerjik
reseptdr uyarimi yaparlar ve bu tedavi altinda motor semptom dalgalanmalar1 L-DOPA
tedavisine gore daha az gorilir, fakat etki gicleri L-DOPA’dan daha azdir, yan etki
olarak bas donmesi ve impuls kontrol bozukluklar: goriilebilir, L-DOPA ile induklenen
akinezide amantadine, N-methyl-d-aspartat antagonisti olarak kullanilir, non-motor

semptomlar dopamin yerine koyma tedavilerine siklikla cevap vermez (41).

Kolinesteraz inhibitorleri PH iligkili kognitif bozukluklarda etkilidir, psikotik
semptomlarda en etkili medikasyon segenegi klozapin, depresyonda oOzellikle trisiklik
antidepresanlar, otonomik disfonksiyonlar s6z konusu oldugunda mineralokortikoid,
adrenerjik ajanlar ve noradrenalin  prekilrsorleri  ortostatik  hipotansiyonda,
antimuskarinikler rogenital semptomlarda, konstipasyon igin ise pro-kinetik ajanlar
kullanilabilir (53).
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Derin  Beyin Stimilasyonu (DBS), L-DOPA tedavisi altinda motor
dalgalanmalar1 olan ve/veya L-DOPA tedavisine cevap veren fakat direncli tremoru
olan hastalarda kullanilabilecek baska bir secenektir. Genel olarak L-DOPA’ya iyi
cevap veren fakat L-DOPA sebepli motor komplikasyonlar gelismeye baslamis
idiyopatik PH hastalart DBS tedavisi igin ideal adaylardir, bununla birlikte demans, akut
psikoz ve major depresyon kontraendikasyon kriterlerindendir (54).

Hastaligin bilinen bir kiri olmamakla birlikte tim tedavi stratejileri
dopaminerjik kaybi1 gidermek ve tedavi sirasinda ve/veya tedavi kaynakli olusabilen
komplikasyonlarin Oniine gegebilmek, non-motor semptomlart kontrol altinda

tutabilmek, hastanin yasam kalitesini arttirabilmek tzerine kuruludur.

2.2. Mikro RNA

Mikro RNA’lar (miRNA) non-coding RNA ailesinden, intron, ekzon veya
intergenik yerlesimli, 18-24 niikleotid uzunlugunda, MRNA stabilizasyonunu bozarak
veya translasyonunu baskilayarak protein Gretimini regile eden, tek bir miRNA’nin
birgok mMRNA’ya baglanip fonksiyon gosterebilme kapasitesinden 6tlri hucre
transkriptozom ve proteozom profilini dramatik bir sekilde degistirebilen, gelisimsel
progres, hiicre metabolizmasi regiilasyonu, hicre farklilagsmasi, apoptoz, spesifik hiicre

fonksiyonlar1 gibi birgok alanda énemleri gosterilmis diizenleyici molekdllerdir (55).

miRNA’lar DNA’dan hairpin denilen katlanma karakteristiklerine sahip pri-
miRNA olarak daha uzun bir 6ncill formda RNA polimeraz Il tarafindan sentezlenir,
hairpin katlanma yapilart Dgcr8 tarafindan taninir, RNase 1l iceren Drosha enzimi ile
Dgcr8 mikroprosesor kompleksi bu hairpin yapilar1 uzaklastirarak cift zincirli pre-
miRNA’y1 olusturur (56). Pre-miRNA eksportin-5 ile ¢ekirdekten sitoplazmaya transfer
oluduktan sonra RNase Il iceren ikinci bir enzim, Dicer, human immunodefficiancy
virus-1 transactivating response RNA-binding protein (TRBP) ile kompleks olusturarak,
olgun miRNA y1 olusturmak tizere pre-miRNA kesimi yapar, TBRP cift zincirli pre-

MIiRNA’nin dogru zincirinin segilmesinde 6nemlidir (57) (Sekil 2-6).
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Sekil 2-6: Dicer ve Drosha miRNA kesme bélgeleri

Dicer ile kesilmenin ardinda olgun miRNA, RNA-induced silencing complex
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(RISC) ismi verilen susturucu komplekse katilir, Argonaute proteinleri igceren bu

kompleks, miRNA temelli susturma islemi igin kritiktir, daha az stabil olan 5 zincir

komplekse girmek Uzere tercih edilmeye yatkin iken (58), Argonaute-2 (Ago-2)

mMiRNA’nin surece katilmayacak olan zincirini uzaklastirir (59) (Sekil 2.7)

MNucleus Sitoplazma
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T E| ? Q&\\ E ki
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H E —_— 5 » [
= Microprocessor E E Dicer H
pri-miRNA_ pre-miRNA pre-miRNA miRNA*/miRNA

mRNA yiiklenmesi

s I
Silencing T
complex

Sekil 2-7: pri ve pre miRNA’dan olgun miRNA ve RISC olusma siireci (55)
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mIRNA iceren RISC kompleksi ilgili baglandigt mRNA’y1 destabilize ederek
ve/veya translasyona girmesini Onleyerek protein retimini regile eder, ilgili mRNA
molekiiliine baglanirken en 6nemli hedef mRNA belirleyici faktér 5’ ucundaki 2-7
pozisonlarinda bulunan evrimsel olarak korunmus 7 nikletotidlik seed sekansidir. Seed
sekansi, komplamenter mMRNA’lara miRNA hedef tahmini i¢in kullanilan en 6nemli ve
birincil ara¢ olma niteligindedir, seed sekansi komplamenter hedef mRNA adaylari
tahmini yapildiktan sonra mMIRNA-mMRNA baglantistnin - seed dist  nikleotid
baglantilarinin termodinamik stabilite hesaplamasi yapilir, uygun mMiRNA-mRNA
eslesmeleri ise son olarak laboratuar deneyleri ile kanitlanma yoluna gidilir. Ayrica seed
sekans1 disinda 12-17 aras1 pozisyonlu niikleotidlerin ve bu bdlgedeki komplemasyonun

da hedef mRNA belirlenmesinde 6nemli oldugu bilinmektedir (60).

miRNA’larin intrinsik regiilasyonu da miRNA mekanizmasinda bir diger
regulatuar basamaktir; tek nikleotid polimorfizmleri (SNP), pre-miRNA’nin kuyruk
uridilasyonu ile olgunlagsmasinin énlenmesi, adenilasyonu ile stabilizitesinin arttirilmasi,
adenozin-inozin doniisimi ve nlkleotid metilasyonu ile miRNA maturasyonunun
baskilanmasi, matur miRNA’larin  ¢esitli endo/ekzo-ribonikleazlar araciligi ile
sitoplazma  miktarlarinin ~ diizenlenmesi  MiRNA’larin tanimlanmig  regulatuar

mekanizmalaridandir (61).

Klasik Dicer ve Drosha miRNA olusum yolagmin disinda non-kanonik yolak
olarak isimlendirilen farkli bir mekanizmaya goére, Drosha veya Dicer bagimsiz
uretilebilen miRNA’larin varliklar: tanimlanmistir. MRNA’nin splicing ile olgunlagsmasi
asamasinda MRNA intron bolgelerinden dretilen mirtronlar ve kisa hairpin RNA
transkriptlerinden (shRNA) (retilen pre-miRNA’lar non-kanonik yolaga ornek
gosterilebilirler (62) (Sekil 2.8).

mMiRNA’larin hedef mMRNA (zerindeki etkisi birka¢ farkli mekanizma yoluyla
gerceklesir. Tamamen komplamenter miRNA-mMRNA sekans eslesmesi durumunda
RISC kompleksindeki Ago proteini aracili endoniikleaz aktivitesi induklenir ve mRNA
degredasyonu gerceklesir, miRNA-mRNA (mismatch) tam komplamenter olmayan
eslesme varliginda Ago aracili mRNA degredasyonu yerine mRNA translasyonel
inhibisyonu ve mRNA poli-A kuyruk deadenilasyonu sonrasi eksoniikleazlar ile

ortamdan uzaklastirilma gergeklesir (63).
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Sekil 2-8: Kanonik ve non-Kanonik miRNA Uretimi (62)

Farkli ¢alismalar 1s18inda miRNA’larin, bilinen sitoplazmik posttranskripsiyonel
mMRNA down-regiilasyon etkilerinin yaninda up-regilatuar etkileri ve sitoplazma

disinda niikleusta transkripsiyonel regulatuar gorevleri oldugu diistintilmektedir (64,65).

2.3. Parkinson Hastaligi ve Mikro RNA

Birgok farkli hiicre tipi barindiran kompleks bir organ olan beyinde bilinen tim
miRNA’larin %70’ bulunmakta, fakat sadece bir kissm miRNA beyin spesifik veya
beyinde zenginlesmis bir sekilde sentezlenmektedir, bu spesifik miRNA’lar néronal
gelisimsel siiregte dinamik bir sekilde regiile edilirler ve farkli hedef ve fonksiyonlari
bulunmaktadir (66). miR-7, -9, -124a, -124b, -125a, -125b, -128, -132, -135,-137, -139,
-153, -149, -183,-190, -219 insan ve fare beyninde ortak sentezlenen miRNA’lardan
bazilaridir ve noronal diferansiyasyon, maturasyon ve ndronal sag kalim
fonksiyonlarinda goérev aldiklart gosterilmistir (67). miR-9 ve miR-132 sentezi

hipokampus ve medial frontal girusa siirliyken (68), miR-124 ve miR-128’in néronlara
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spesifik oldugu ve miR-23,-26,29’un spesifik olarak astrositlerde sentezlendikleri
gosterilmistir (69). Yillar boyunca spesifik miRNA’lar ve miRNA biyosentezinde rol
alan proteinlerin knock-out hayvan modelleri ile beyin gelisiminde miRNA sirecleri
anlasilmaya calisilmis ve bir farkli calismada noronal gelisme ve hayatta kalim igin
mMiRNA’larin fonksiyonlar1 ve gerekliligi gosterilmistir, bununla birlikte miRNA
stireclerindeki degisiklik ve patolojilerin gesitli norodejeneratif hastaliklar ve gelisim
bozukluklari ile iliskili olduklar1 gértilmektedir (70) (Sekil 2.9).

PH ve miRNA iligkisine dair ilk ¢alismalardan birinde orta beyin dopaminerjik
néron devamliligt icin miRNA’larin varliginin  gerekliligi bildirilmigtir, miRNA
uretiminde rol alan Dicer olmayan farelerde spesifik olarak orta beyin dopaminerjik
ndron ve nigro-striatal akson kaybi gozlemlenmistir. Aymi ¢alismada orta beyin,
serebral korteks ve serebellum miRNA profilllerine bakildiginda PH hastalarinda
saglikli kontrollere gore sadece orta beyinde ekspresyonu degismis 8 adet miRNA

gosterilmistir (71).

PH ve kontrollerin substantia nigra miRNA profillerinin karsilastirildigi bir
bagka c¢alismada 11 farkli miRNA ekspresyonunun anlamli derecede farkli oldugu
gorilmustiir (72).

Sporadik PH hastalarinin kortekslerinden alinan 6rneklerle yapilan bir ¢alisma
miR-205 seviyelerini artmig bulurken LRRK2 geni ekspresyonunun diigsmiis oldugunu
goOstermistir. Hucre kultlrd ve hayvan deneyleri ile miR-205 seviyeleri artarken LRRK2
ekspresyonunun azaldigi gosterilmis ve miR-205’in LRRK2 proteinine baglanarak
LRRK2 mRNA degredasyonuna sebep oldugu bildirilmistir. LRRK2 PH patolojisinde
daha oOnceden tanimlanmis majoér genlerden bir tanesidir ve toksik a-sindkleinin
uzaklastirilmasinda rol aldigi bilinmektedir (73). let-7a ve miR-184 miRNA’larinin da
major PH patogenez geni olan LRRK2 ekspresyonu regulasyonunda gorevli olduklari

gosterilmistir (74).

miR-34b/c PH hastalarinda ileri ddnemde azalmis ekspresyonu gosterilmis, bu
miRNA’nin PH patogenezinde énemli roli olan mitokondrial fonksiyonlar ve hiicre sag

kalimu ile ilgili oldugu anlagilmistir (75).

PH patolojisinde patognomonik bulgu olan Lewy cisimciklerinde biriken a-
siniiklein proteini ekspresyonu ve regiilasyonu ile ilgisi oldugu anlasilan farkh
miRNA’lar bildirilmistir. miR-7 ve miR-153 a-siniklein mRNA 3° UTR ucuna
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baglandig1 in-vitro deneylerle kanitlanmis (76), a-siniklein ekspresyonunda regtlatuar

gorevi olan FGF20 transkripsiyon faktoriinun miR-433 ile iliskisi gosterilmistir (77).

miR-29c’nin PH fare modelleri ve hiicre serilerinde ndroinflamasyon ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Birden fazla ¢alismada PH hastalarinda miR-29c seviyelerinin
diistiigii bildirilmistir. miR-16-1 heat shock protein 70 (hsp70) baskilanmasina sebep

olarak a-sinlkleinin ortamdan uzaklastiriimasini engelleyebilir (78).

miR-127-5p
GBA '[ Inc-POUSF3
i)
- LRRK2 | mir20s
miR-205 miR7 asiniiklein Lizozom } - miR-21
LRRK2 { miR-599 miR-30e AT | LAMP2A miR-224
miR-138-2-3p miR-34b/c miR-373
| SNCA miR-153 miR-379
miR-103a-3p . l \
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miR-146a miR-16-1
SNCA-AS1 L Hsp70 ;
PRKN ‘|: miR-181a P { miR-205
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ii miR-29¢-3
PINK1 { miR-27a/b ekspresyonu § —> agregasyonu | 22 L miR-128P
i
miR-494
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miR-326
AC131056.3-001
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Sekil 2-9: PH patolojik miRNA’lar, ilgili genler ve patofizyolojik yolaklar (78)

2.3.1. Dolasan Mikro RNA’lar ve Parkinson Hastahgi

miRNA’lar mRNA’lar ile birlikte hiicrelerden eksozom denen vezikiller
araciligi ile ayrilip baska hiicrelere endositotik yollar ile girebilir ve girdikleri yeni
hlcrelerde aktivite gosterebilir (79). Bu vezikiiler yapilar ve igerikleri kan beyin
bariyerini endotelyal hiicre aktivitesi sayesinde gecebilirler ve serebrospinal sivi, serum,

plazma, saliva gibi viicut sivilarindan izole edilebilir ve icerikleri tanimlanabilir (80).
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Bircok hastalik ve kanser tiiriiyle ilgili yapilmis ve viicut sivilarindan izole
edilen eksozomal miRNA’larin  degismis ekspresyonunu gosteren calisma
bulunmaktadir. Parkinson Hastaliginda da gesitli ¢alismalar ile serebrsospinal sivi,
serum, plazma gibi sivilarda kontrollere gore miktarlart degismis farkli miRNA’lar
gosterilmistir. Bu caligmalar arasinda fakat PH hastalarinda azaldigi veya arttig
gosterilen miRNA’lar goz onune alindiginda yuksek bir tutarlilik bulunmamaktadir, her
calisma benzer sonucu gosterememektedir. Bunun sebepleri arasinda kullanilan yontem,
kullanilan ara¢ ve Kitler, kullanilan normalizasyon yontemleri, farkli veri analizi
yontemleri, miRNA ve eksozomal igerigin farkli saklanma kosullar1 ve islemlere maruz
birakilmalar1 ve miktarlarinin viicut sivilarinda ¢ok az olmalari gibi sebepler sayilabilir.
Bu baglamda cesitli kaynaklardan elde edilen nukleik asitler ile ekspresyon
seviyelerinin incelenmesinde ¢ok sayidaki degiskeni standardize edebilmek adina
MIQE yonergeleri, farkli laboratuvarlar, farkli ¢alisma sartlar1 ve ekipmanlar ile

yapilan ¢alismalarin sonuglarinin tekrarlanabilirligini arttirmay1 hedeflemektedir (81).

PH hastalarinda yapilan calismalar 0Ozellikle serebrospinal sivi  ve
serum/plazma’dan izole edilen miRNA’lar iizerine yogunlagmistir. Farkli ¢alismalarda
birgok farkli miRNA’nin seviyelerinin saglikli kontrollere gore anlamli degisikligi
gosterilmistir (Tablo 2.3) (81). Bu ¢alismalar sonucunda PH tanisi, hastalik progresyon
takibi ve tedaviye cevabi degerlendirebilmek igin bir biyobelirtec olarak

kullanilabilecek sensitif ve spesifik bir miRNA heniiz bulunamamustir.

Tablo 2-3: PH hastalarinda viicut sivilari ve beyin dist miRNA ekspresyon ¢alismalari (81)

Ornek Analiz Metodu artan miRNA azalan miRNA Cahisma
ekspresyonu ekspresyonu acgiklamasi
Insan Plazma  rt-gPCR miR-27a Let-7a, let-7f, miR- 25 PH, 25 SK
142-3p, miR-222
rt-qgPCR - MiR-1, miR-22*, 15 PH, 8 SK
miR-29a
rt-qgPCR, eksozom ex-miR-331-5p ex-miR-505 52 PH, 48 SK
rt-qgPCR miR-7-5p, miR-22- - 99 (idiopatik)
3p, miR-124-3p, PH, 101 SK
miR- 136-3p, miR-
139-5p, miR-330-
5p, miR-433-3p
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rt-gPCR miR-22-3p, miR- - 109 PH, 92 SK
139-5p, miR-154-
5p, miR-330-5p
rt-gPCR miR-105-5p - 317PH, 273SK
rt-gPCR miR-132 - 46 PH
rt-gPCR miR-331-5p - 31 PH, 25 SK
NGS +rt-qgPCR miR-338-3p, miR- miR-16-2-3p, miR- 50 PH, 65 SK,
30e-3p, miR-30a-3p 1294 (53 AD);
serum + CSF;
rt-qgPCR eksozom ex-miR-30c-2-3p ex-miR-15b-5p, ex- 30 PH, 30 SK
miR-106b-3p,ex-
miR-138-5p, ex-
miR-338-3p
rt-gPCR miR-137 miR-124 60 PH, 60 SK
rt-qPCR, eksozom ex-miR-34a-5p - 15PH, 14 SK
rt-qPCR miR-30a-5p - (Set 1) 50 PH,
50 SK; (Set 2)
49 PH, 49 SK;
meta-analiz
Insan Serum  rt-gPCR = miR-132-3p, miR- 82 PH, 44 SK
146-5p
rt-gPCR miR-29c - 51 PH, 20 SK
rt-gPCR miR-30c-5p, miR- - 148 PH, 126
373 SK
rt-gPCR - miR-29a, miR-29b, 80 PH, 80 SK
miR-29c
rt-qgPCR, eksozom ex-miR-24, ex-miR-  ex-miR-19b 109 PH, 43 SK
195
rt-gPCR let-7d, miR-22*, - 30 PH, 30 SK
miR-23a, miR-24,
miR-142-3p, miR-
222
rt-gPCR - miR-29c, miR-146a, 138 PH, 112
miR-214, miR-221 SK
NGS (Illumina Solexa miR-195 miR-15b, miR-181a, 106 PH, 91 SK
seq) +rt-qPCR miR-185, miR-221
NGS (Illumina Solexa - miR-141, miR- 169 PH, 180
seq) + rt-qPCR 146b-5p, miR-193a- SK
3p, miR-214
NGS (lllumina NextSeq ~ miR-6836-3p, miR-  miR-487b-3p, miR-  toplam1614
PPMI 6777-3p 493-5p, miR-15b-5p  PPMI kohort;
kohortunda) + microarray 440 PH, 485
(NCER-PH kohortunda) SK NCER-PH
kohort
Insan Microarray + rt-qPCR = miR-335, miR-374a, 19 PH, 13 SK;
Periferal miR-199a-3p/miR- sadece miR-
monositik 199b-3p, miR-126*, 126* rt-gPCR
hicreler miR-151-3p, miR- ile valide edildi

199a-5p, miR-151-
5p, miR-126, miR-
29b, miR-147, miR-
28-5p, miR-30b,
miR-374b, miR-19b,
miR-30c, miR-29c,
miR-301a, miR-26a
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rt-gPCR miR-155-5p miR-146a-5p 37 PH, 43 SK
Insan Lokosit NGS +rt-gPCR miR-199b, miR- miR-320a, miR- 7PH, 6 SK
1274b, miR-21, 320b, miR-320c,
miR-150, miR-671,  miR-769, miR-92b,
miR-1249, miR-20a, miR-16
miR-18b*, miR-
378c, iR-4293
Insan NGS (lllumina ex-miR-126-5p, ex-  — Kesif Kohortu
Serebrospinal  HiSeq) + rt-qPCR, miR-99a-5p (RNA-seq): 42
Sivi eksozom PH, 43 SK;
Validasyon
kohortu (rt-
gPCR): 25 PH,
25 SK
Microarray + rt-QPCR, ex-let-7¢c-3p, ex- ex-miR-1, ex-miR- Kesif kohortu:
eksozom miR-10a-5p, ex- 19b-3p 47 PH, 27 SK;
miR-153, and ex- Validasyon
miR-409-3p kohortu: 78
PH, 35 SK
NGS (SOLiD)+1t-gPCR  miR-19a-3p, miR- ~ miR-10a-5p, miR- 57 PH, 65 SK,
19b-3p, let-7 g-3p, 127-3p, miR-128, (62 AD);
miR-132-5p, miR- serum + CSF
136-3p, miR-212-
3p, miR-370, miR-
409-3p, miR-431-
3p, miR-433, miR-
485-5p, miR-873-
3p, miR-1224-5p,
miR-4448
NGS (lllumina Nextseq let-7f-5p miR-27a-3p, miR- 40 PH, 40 SK;
500) 423-5p 20-24nt
rt-gPCR miR-205 miR-24 28 PH, 28 SK
(17 MSA)
rt-qPCR miR-144-5p, miR- - 44 PH, 42 SK
200a-3p and miR-
542-3p
rt-qPCR - miR-626 15 PH, 16 SK,
11 AD
insan Saliva rt-qgPCR = miR-153, miR-223 83 PH, 77 SK
rt-gPCR miR-145-3p, miR-  — 30 PH, 30 SK

874




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullamlan Cihazlar

* Buzdolabi (+ 4 °C Beko, Argelik)

« Derin Dondurucu (-20 °C Beko)

» Ceker Ocak (Opas)

* Distile su cihaz1 (Millipore)

* Giig kaynagi (Stratagene)

+ Hassas terazi (Shimadzu)

* Is1 blogu (Fisher scientific model111004)

» Masaiistu mini santriftj (Eppendorf) (Hettich)
» Pipetler (Eppendorf)(Thermo)

* PCR cihaz1 (Thermal Cycler) (Qiagen Rotor-Q)
* PCR cihazi (Biorad)

» Spektrofotometre (NanoDrop)

« Su banyolari (Fisher scientific)

« Laminar kabin (Hepa filtreli) (Thermo, Scientific)
* Sogutmali Santriftij (Hettich)

* Orbital ¢alkalayict (Thermo, Scientific)

* Giig kaynag (E-C Apparatus Corporation)

+ -80 C dondurucu (Thermo scientific)

» Tipler (eppendorf, giagen)



3.1.2. Kullamilan Kitler

e Qiagen mirneasy Serum Plasma RNA isolasyon Kiti
e Qiagen miscript Il reverse transkripsiyon Kiti
e Qiagen Quantitech SYBR green PCR Kiti
e Qiagen mirneasy serum/plasma spike-in kontrol Kiti
e Qiagen miscript Il primer kitleri

1. miR-24-3p

2. miR-30e

3. mir-331

4. miR-16-1

5. miR-30a

6. miR-34a

7. miR-34b

8. miR-191

9. miR-1228

10. cel-miR-39

e Qiagen rt-gPCR 0.1 ml strip tupler ve kapaklar

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

+ Etil alkol (%99) (Merck)



25

3.2. YOontem

3.2.1. Hasta ve Kontrol Orneklerin Toplanmasi

PH hastalarinda belirli serum miRNA seviyelerinin belirlenmesi ¢alismasi igin
ornekler Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji AD’da, 2017/0201 karar no
06.06.2017 tarihli etik kurul onay1 ve hasta ve saglikli bilgilendirilmis onay formu

esliginde kriterlere uygun goniilliilerden toplandi.

PH hastalarinin tanilart Birlesik Krallik Parkinson Hastaligi Cemiyeti ve Hareket
Bozukluklar1 Cemiyeti (MDS) klinik tani1 kriterlerine uygun bir sekilde konulmustu ve
kontrol goriismeleri boyunca aymi norolog klinisyen tarafindan takip altindalardi.
Demografik 6zellikler ve cinsiyet, yas, egitim, hastalik siiresi, hastalik baslangi¢ yasi,
tedavi suresi, aile 6ykusu, levodopa ve eslenigi giinliik tedavi dozu, UPDRS skalasi gibi
klinik veri ve skalalar kayit altina alindi. Calismada goniillii diglama kriterleri; diger
norolojik hastaliklar, agir psikiyatrik ve psikotik hastaliklar, 24 alti mini-mental test
skoru, imminsupresif veya antiinflamatuar kullanimi, DM, koroner kalp hastaligi,
iskemik veya hemarojik inme Oykiisli, enfeksiydz hastaliklar, kanser, glokom, agir
isitme veya gorme kaybi, sigara alkol veya madde istismari, beyinle ilgili ameliyat

oykiisii. Calismaya sadece hipertansiyon komorbiditesi dahil edildi.

Kanlarin alinmasinda onceki giin hastalar detayli norolojik muayeneye tabi
tutuldular. Postlral instabilite ve yiiriime bozukluklart not edildi. Motor semptom
baglangi¢ lateralizasyonu (sag,sol) kayit edildi. Hoehn and Yahr skalas: ile hastalik
siddeti belirlendi, UPDRS skalas: belirti ile bulgular nicellestirildi. Bitln hastalar
dopaminerjik medikasyon altindaydi, levodopa eslenik doz (LEDD) hesab1 yapildi.
Motor dalgalanmalar, diskinezi, halusinasyonlar, delizyonlar, dopamin disregulasyon
sendromu, uriner inkontinans ve konstipasyon bulgulart varligi veya yoklugu
kaydedildi.

Yaslar1 40-80 arasinda degisen toplam 51 PH hastasi ve cinsiyet,yas ve egitim
itibariyle eslesen 20 saglikli kontroliin vendz kan 6rnekleri toplandi. Calismaya dahil

edilen her gonulliden pihtilasma aktivatorii iceren tiiplerde 5ml vendz kan alindi.



26

Serum kismi oda sicakliginda 4000x g de 10 dk santrifiij ardindan ayrilip -80 C

derecede saklandi.

3.2.2. miRNA ile zenginlestirilmis toplam RNA'nin izolasyonu

miRNA'lar, Ureticinin talimatlarina gore miRNeasy Serum/Plazma Kiti (Qiagen)
kullanilarak hastalarin serum orneklerinden ve kontrol serum 6rneklerinden izole edildi.
Ozetle, 500 pl QIAzol Lysis Reaktifi rna izolasyonundan énce pipetlenerek serum
numunesinin 100 pl'sine eklendi. Homojenat oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra 3,5 ul miRNeasy Serum/Plazma Spike-In Kontrol (1.6 x 10"8 kopya/ul)
eklendi ve iyice karigtirildi. Daha sonra, 100 pl kloroform lysate tiipline eklendi, 15
saniye santrfiij edildi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bunu 12000 x g'de
4°C'de 15 dakika santrifiij ile ayirma izledi. Daha sonra, iist akuatik fazin yaklasik 300
ul't herhangi bir interfaz bolge kontaminasyonundan kaginilarak yeni bir toplama tiipiine
aktarildi. Etanol (450 pl) bir pipet kullanilarak ilave edildi ve iyice karistirildi. Daha
sonra, numunenin 700 pl't 2 ml'lik bir toplama tiipiindeki RNeasy MinElute tupune
eklendi ve oda sicakliginda 15 saniye boyunca >8000 x g olarak santrifiij edildi.
Sirastyla, RWT (700 pl) ve RPE (500 pl) ve RNase igermeyen su ile hazirlanan %80
etanol (500 ul) tamponlar RNeasy MinElute spin siitununa eklendi ve >8000 x g'de 15
saniye santrifuj ve ardindan tam hizda 2 dakikalik ek santrifiij, membrani kurutmak i¢in
de 5 dakika agik bir kapak ile santrifiij yapildi. Filtrat ve toplama tiipii her adimda atildi.
Son olarak, mikroRNA ile zenginlestirilmis toplam RNA 14 ul RNase icermeyen su

kullanilarak tam hizda 1 dakika santrifiij ile elusyon yapildi.

3.2.3. RNA konsantrasyonu 6l¢tim

izole edilen RNA o6rnekleri konsantrasyon ve saflik bakimindan nanodrop ile
oOlgildi. 260/280 nm OD oranlar1 ve 260/230 nm OD oranlar1 bilgileri dogrultusunda

izolasyon kalitesi degerlendirildi.
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3.2.4. Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi

cDNA, miScript 1l Ters Transkripsiyon (RT) Kiti (Qiagen) kullanilarak Uretici
firma yonergeleri dogrultusunda, 5 pl miRNA ile zenginlestirilmis toplam RNA
kullanilarak iiretildi. Ozetle, RT-PCR buz iizerinde kuruldu, 4 pl 5x miScript HiSpec
Tampon, 2 ul 10 x Nucleic Mix, 2 pl miScript Ters Transkriptaz Mix, 7 ul RNase-free
su, ve 5 ul RNA toplamda 20 pl reaksiyon voliimiinde gergeklestirildi. Ters
transkripsiyon 37°C'de 60 dakika, 95°C'de 5 dakikada PCR cihazinda gergeklestirildi.
cDNA daha sonra ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda (rt-gPCR)

kullanilmak Uzere 100 ul nlikleaz icermeyen su ile seyreltildi.

3.2.5. rt-gPCR

Olgun miRNA'larin ekspresyon diizeyleri Rotor-Gene® Q cihazi ile 2.1.0.9
yazilimi ve quantiTech SYBR Yesil PCR Kiti (Qiagen) ile kantitatif gergek zamanlh
PZR (rt-gPCR) kullanilarak analiz edildi (Sekil 3.1). rt-qPCR, arka plan gurdltusind
onlemek adina DNA ve nontemplate kontrolleri degerlendirmek i¢in ters transkripsiyon
kontrolleri de dahil olmak zere optimizasyondan sonra duplike olarak gergeklestirildi.
rt-gPCR reaksiyonu asagidaki gibi Greticinin talimatlarinda minimal degisiklikler ile

kuruldu:

5 uL 2x QuantiTect SYBR Yesil PCR Master Mix, 1 pL. 10x miScript Universal
Primer, 1 pL 10X primer assay, ve 1 uL. RNase icermeyen su ve cCDNA 2 pL.

miR-16-1, miR-24-3p, miR-30a, miR-30e, miR-34a, miR-34b, miR-331, cel-
miR-39, MiR-191, miR-1228 primerleri kullanilarak her 6rnek igin ayni sartlarda ikiser

reaksiyon hazirlandi, biitiin ¢alisma duplike analiz verileri ile yurutaldd.

95°C'de 10 dakika sicak baglangi¢ Taq polimeraz aktivasyonundan sonra,
reaksiyon 15 saniye boyunca 95°C'de, 30 saniye icin 55°C ve 15 saniye boyunca 72°C
ile 40 dongl olarak gerceklestirildi ve ardindan Melt analizi ile 55°C-95°C'den erime

noktalar1 gosterildi.
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Sekil 3-1: rt-qPC versiyon 2.1.0.9 ekspresyon analizi grafigi

3.2.6. miIRNA gPCR Verilerinin Analizi

miRNA ct dizeyleri Qiagen GeneGlobe Veri Analiz Merkezi'ne uygun sekilde
yuklendi. Ct cut off degeri 40 olarak ayarlandi. Treshold degeri 0.025 olarak belirlendi.
Normalizasyon i¢in miRNA'lar uygun sekilde se¢ildi. Hasta ve kontroller arasindaki
ekspresyon farklarina iliskin sonuclar Qiagen Veri Analiz Merkezi web araci vs SPSS
istatistik aract kullanilarak elde edildi. Klinik verilerin degerlendirilmesi ise SPSS
istatistik aract kullanilarak gergeklestirildi. miRNA hastalik iliskisi ve hedef
prediksiyon analizi icin DianaTools web araci kullanmildi. i¢ nérmalizatdr olarak miR-
191 ve miR-1228, dis normalizator olarak cel-miR-39 kullanildi, normalizatr miRNA
seviyelerinin geometrik ortalamalar1 degerleri son normalizator deger olarak kullanildi.

miRNA ekspresyon datalar1 2°-AACT (82) yontemi ile karsilastirildi.

3.2.7. Normalizasyon

miRNA verileri normalizasyonu 2 internal 1 eksternal miRNA ile yapildi. miR-
191 PH eksozomal miRNA c¢alismalarinda PH ile iliskisi olmadigi ve hasta ve
kontroller arasinda seviyesinin degigsmedigi gosterilmis uygun bir normalizatér olarak
secildi, ayrica miR-191’in genel olarak tum dokularda en stabil seviyelerde sentezlenen

miRNA’lardan biri olmasi1 dolayisiyla da normalizasyon i¢in uygun oldugu belirlendi



29

(83) (84). miR-1228, serum eksozomal g¢alismalarda bir ¢ok defa stabil bir endojen
kontrol olabilecegi gosterilen, housekeeping roli oldugu diistiniilen, hematolojik sistem
gelisimi ile iligkisi gOsterilmis dolayisiyla kanda stabil seviyelerde bulunan ve
normalizasyon igin bir diger uygun adaydi (84). Cel-mir-39’un, sentetik bir miRNA
olarak izolasyonun en basindan tum orneklere esit miktarda eksternal olarak eklenerek,
izolasyon, ters transkripsiyon ve gercek zamanli PZR sonrasi tiim &rnekler arasinda
seviyeleri karsilastirildi. Her 6rnegin tiim asamalardan benzer verim ve sartlarda gectigi
cel-miR-39 rt-gPCR o&lgumleri ile gosterildi (Sekil 3.2). Ayrica eksojen normalizator

olarak diger 2 endojen normalizator ile birlikte kullanildi.
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Kontrol Grubu PH Hasta Grubu

| B cel-mir-39-3p

Sekil 3-2: PH ve kontrol grubu eksternal kontrol cel-miR-39 dlzeyleri arasinda fark
olmamasi 6rnekler boyunca izolasyon isleminin ytiksek ve stabil verimini
gOstermekte
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4. BULGULAR

4.1. miRNA Bulgularn

Gruplar arasinda miRNA Olglimleri bakimindan Kkarsilastirma sonuglari yer
almaktadir (Tablo 4-1). miR-24-3p ve miR-34b dizeylerinin gruplar arasinda anlamli
farklilik gosterdigi belirlendi (sirasiyla p=0.001 ve p=0.023). Bu sonuca gore Parkinson
hastalarinin miR-24-3p ve miR-34b dizeyleri kontrollere gdre anlamli diizeyde

farklidir. Diger miRNA’larin ise gruplara gore bir farklilik gostermedigi bulundu.

Tablo 4-1: miRNA duzeylerinin gruplara gore tammlayici degerlerit

PD (27-ACT) Kontrol (27-ACT)
(n=51) (n=20) P
miR-30e 0,066 [0,051] 0,064 [0,049] 0,908
miR-24-3p 0,121 [0,060] 0,072 [0,023] 0,001
miR-331 0,005 [0,004] 0,005 [0,005] 0,645
miR-16-1 0,028 [0,040] 0,032 [0,025] 0,858
miR-30a 0,014 [0,012] 0,017 [0,016] 0,808
miR-34a 0,003 [0,004] 0,004 [0,004] 0,413
miR-34b 0,001 [0,0014] 0,017 [0,05] 0,023

a: Mann Whitney-U testi

tVerilerin 6zet gésterimi median [IQR].

Bireylerin yas, cinsiyet, egitim siiresi, hastalik siiresi, hastalik klinik siddeti,
hastalik baslangic bulgusu, hastalik baslangig tarafi, aile hikayesi, kullanilan
dopaminerjik tedavi dozu (LEDD), Schwab&England giinliik yasam skalas1 skorlar1 ve
UPDRS skorlarinin miRNA diizeyleri ile iliskisi incelendi. Bu sonuglara gore, sadece
yas ile miR-30e arasinda ve UPDRS Ill ve UPDRS toplam ile miR-331 diizeyleri
arasinda anlamli negatif iliski oldugu (p degerleri sirasiyla 0.019, 0.013 ve 0.027), diger
iligkilerin anlamli olmadigi goriildii (Tablo 4.2)



Tablo 4-2: Degiskenler ile miRNA arasindaki iliski®
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mirl6 mir24 mir30a mir30e mir34a mir34b mir331
ves comelion | 19| -080| -051| -278 | -005 o11 182
P 098 506 676 019 966 929 130
N 71 71 71 71 71 71 71
Cinsiyet Correlation
Conticent -032 -.058 096 022 007 004 056
P 789 633 428 852 954 972 641
N 71 71 71 71 71 71 71
El?r'gg: i) gggﬁggﬁ? 114 215 003 116 111 -166 066
P 342 072 977 336 356 166 584
N 71 71 71 71 71 71 71
gﬁfg's"f gggﬁggﬁ? 142 101 -.008 176 -192 072 -033
P 319 179 954 216 178 614 819
N 51 51 51 51 51 51 51
H&Y gggﬁ,'gg?]? 051 101 -101 053 _156 045 079
P 721 479 179 711 273 756 581
N 51 51 51 51 51 51 51
Aile Correlation
hikayesi  Goefficient 185 215 252 268 084 054 020
p 105 130 075 057 558 708 888
N 51 51 51 51 51 51 51
X e comedton | oo3 026 |  -018|  -149 017 | -184 065
P 980 832 881 215 891 125 592
N 71 71 71 71 71 71 71
LEDD gggﬁllgte'?]? 129 173 031 181 _232 -029 -045
p 368 225 831 203 102 838 754
N 51 51 51 51 51 51 51
ul Correlation
Confficient 116 060 -134 026 _273 087 -019
P 419 678 350 857 053 544 895
N 51 51 51 51 51 51 51
vl gggﬁggﬂ? 104 065 -.081 043 _275 051 _273
p 466 649 572 767 051 725 052
N 51 51 51 51 51 51 51
ulll gggﬁggﬂ? -073 -216 -.096 -.061 -120 002 | -347
p 612 128 504 673 401 987 013
N 51 51 51 51 51 51 51
UIVA gggﬁllgte'?]? 011 -.060 -.230 -.067 _011 064 009
p 938 678 105 639 941 655 949
N 51 51 51 51 51 51 51
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ulvB Correlation
Coefficient .076 .062 -.056 .061 -.098 .076 -121
P .594 .664 .695 671 .493 .594 .398
N 51 51 51 51 51 51 51

ulvC Correlation
Coefficient -.049 -.141 -.145 -.142 .066 -.072 -.265
P .735 .323 .310 .320 .647 .613 .061
N 51 51 51 51 51 51 51

ulv Correlation
Coefficient .033 .001 -.123 .018 -.108 .020 -.121
P .818 .994 .390 .898 451 .887 .398
N 51 51 51 51 51 51 51

UPDRS Correlation "

toplam Coefficient .018 -.074 -.130 -.028 -.216 .025 -.310
P .901 .608 .364 .847 .129 .860 .027
N 51 51 51 51 51 51 51

Schwab Correlation

England Coefficient -.120 -.025 .186 -.018 112 -.089 -.066

skor P 402 .861 191 .898 433 .537 .646
N 51 51 51 51 51 51 51

ilk tremor Correlation
Coefficient -.131 -.066 -.060 -.084 -.045 .075 .054
P .358 .647 677 .560 .755 .603 .708
N 51 51 51 51 51 51 51

bradikinezi Correlation

taraf Coefficient -.196 -.157 -.353 -.275 0.000 -471 -.157
P .502 .592 .216 .342 1.000 .089 .592
N 14 14 14 14 14 14 14

ilk Correlation

bradikinezi Coefficient 131 066 060 084 045 -075 -054
P .358 .647 677 .560 .755 .603 .708
N 51 51 51 51 51 51 51

baslangic  Correlation

bulgusu Coefficient 131 .066 .060 .084 .045 -.075 -.054
P .358 .647 677 .560 .755 .603 .708
N 51 51 51 51 51 51 51

bSpearman's rho korelasyon analizi

Sadece miR-24’Un PH hastalar1 ve kontrol bireylerini ayirt etmedeki basarisi

anlamli bulundugu i¢in ayirict cutoff degeri ROC analizi ile incelendi ve diger miRNA

tiirleri ile birlikte ayiricilik basarilar1 topluca verildi (Tablo 4.3).
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Tablo 4-3: miRNA’larin ROC egrisi altinda kalan alanlari

Area Under the ROC Curve (AUC) 95% Cl for AUC p
miR-30e 0,509 (0,357-0,661) 0,908
miR-24-3p 0,799 (0,678-0,920) 0,001
miR-331 0.535 (0,374-0,696) 0,645
miR-16-1 0,486 (0,343-0,629) 0,858
miR-30a 0,481 (0,334-0,629) 0,808
miR-34a 0,437 (0,293-0,582) 0,413
miR-34b 0,473 (0,316-0,629) 0.72

miR-24-3p dizeylerinin cutoff degeri, 0.085 alindiginda ve bu degerden yiiksek
olanlar PH olarak tani konuldugunda, hastalar1 ayirma basaris1 (sensitivite) %80.4,
saglamlari ayirma basarisinin ise (spesivite) %85 oldugu goriildii. ROC egrisi gosterildi
(Sekil 4.1).

0,61

Sensitivite

0,44

0.2

o0 T T T T
00 02 04 0g 08 10

Spesivite

Sekil 4-1: miR-24’ Gin gruplar1 ayirma basaris1 (ROC egrisi)
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Ayrica miR-24-3p ve miR-34b agisindan gruplar farklilik gosterdigi icin miR-24’e

ait tanimlayici degerlerin grafigi verildi (sekil 4.2).
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Tablo 4-4: Fold degisimi degerleri

Mean 2°-ACT | Mean 27-ACT | Fold Cahnge
Kontrol PH PH/Kontrol
miR-30e 0,07269 0,07577 1.04
miR-24-3p 0,08055 0,13670 1.7
miR-331 0,00661 0,00642 0.97
miR-16-1 0,03546 0,03924 1.11
miR-30a 0,01752 0,01902 1.09
miR-34a 0,00449 0,00401 0.89
miR-34b 0,000762 0,00046 -1,65

Ayrica miRNA tirleri igin 2*-ACT ve 2*-AACT Fold Change degerleri hesaplandi
(Tablo 4.4). miR-24-3p’ nin PH hastalarinda kontrollere gbre anlamli diizeyde
(p=0,001) 1,7 kat daha yiiksek salgilandig1 (upregiile oldugu), mir-34b nin 1,65 kat daha
az salgilandig1 (downregiile oldugu), buna karsin diger miRNA’lar agisindan hasta ve

kontroller arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii.

4.2. Cahsma Populasyonu Verileri

PH hastalar1 ortalama yas1 64.04+9, 43-79 yas araligindaydi. Tim gonallilerde
sag el dominant eldi ve sigara kullanimi yoktu. 16 hasta ve 5 kontrolde esansiyel
hipertansiyon hikayesi vardi. PH hastalar1 ve kontroller arasinda cinsiyet, egitim ve
hipertansiyon dagilimi agisindan anlamli bir fark yoktu (sirastyla p = 0.951, p = 0.309
ve p = 0.597). Yasa bakildiginda PH hasta grubu ortalama yasi, kontrol grubundan fakat
anlaml1 derecede yiiksekti (p=0.011) (Tablo 4.5).

51 hastadan 37’sinde (%73) tremor-rijid form PH hastalig1 vardi ve %57°sinde
hastalik sag taraf baslangi¢liydi. Bradikinezi baskin forma sahip olanlarda %72 sag taraf
baslangi¢hi oldugu goriildii. 10 hastada (%20) PH pozitif aile 6ykiisii vardi. H&Y
skalasina gore hasta dagilimi; 12 hasta evre 1, 26 hasta evre 2, 13 hasta evre 3

seklindeydi. Tum hastalardan 7 (%14) hastada dopamin disregulasyon sendromu, 17
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(%33) hastada diskinezi, 18 (%34) hastada motor dalgalanmalar goruldu. Tim hastalar

dopaminerjik tedavi altindaydi, 7 (%14) hasta rapinirol tedavisi aliyordu.

Tablo 4-5: : Calisma popilasyonu demografik ve klinik o6zellikleri

Degiskenler PH hastalari (n=51) Kontrol (n=20) p degeri
Yas 64.33 + 8.83 58.55+7.11 0.011
Cinsiyet, erkek% 31 (61) 12 (60) 0.951
Egitim (yil) 5(10) 5(6) 0.309
Hipertansiyon

gegmisi 16(31.4) 5(25) 0.597
Hastalik stresi 5.7+3.8

HY evresi 2.02+£0.70

LEDD (mg/gtin) 938.71 + 507.60

UPDRS | 1.14+£1.11

UPDRS Il 7.71+4.62

UPDRS Il 11.61 +5.87

UPDRS total 22.73+£11.76

4.3. miRNA Biyoinformatik verileri

Total UPDRS ve UPDRS III skorlari ile arasinda anlamli negatif iliski bulunan
miR-331, ubikitinizasyon ve toksik materyalin ortamdan uzaklastirilmasi, mitokondrial
yolaklar ve nigrostriatal dopaminerjik yolaklarda c¢esitli genleri regiile ediyordu, PH
patojenik mekanizmalarinda aktif rol oynuyordu (Tablo 4.6) (Sekil 4.3)

Tablo 4-6: Tarbase miR-331 deneysel olarak kamitlanmms PH iligkili gen interaksiyonlar:

# ||Gen Adr Gen Ensembl kodu
1. ATP5B ENSG00000110955
2. COX7C ENSG00000127184
3. UBAl ENSG00000130985
4. PRKACA ENSG00000072062
5. SLC25A4 ENSG00000151729
6. NDUFS7 ENSG00000115286
7. ATP5J ENSG00000154723



http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000110955
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000127184
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000130985
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000072062
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000151729
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000115286
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000154723
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Pathway Viewer — Pathway Porkinson's disense’ (nsa0g012)
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Sekil 4-3: miR-331 PH gen interaksiyonlar1 ve PH iliskili yolak analizi

PH hastalarinda kontrollere gore ekspresyon miktart 1,7 kat artmis bulunan
miR-24-3p, dzellikle mitokndriyal yolaklarda PH hastaligi ile iliskisi gosterilmis PINK1
reglilasyonunda gorev aliyordu. Bunun yaninda PH patogenezinde aktif olarak
bulundugu yolaklar, ubikitinizasyon ve NDUFA7 geni (zerinden bozulmus
dopaminerjik regilasyona bagli PH motor semptomlar ile iliskiliydi (Tablo 4.7) (Sekil
4.4).

Tablo 4-7: Tarbase miR-24-3p deneysel olarak kanitlanmis PH iliskili gen interaksiyonlari

# Gene Name Gene Ensembl id

1. ATP5D ENSG00000099624
2. PINK1 ENSG00000158828
3. UBE2J1 ENSG00000198833
4. ATP5B ENSG00000110955
5. ATP5A1 ENSG00000152234
6. NDUFV2 ENSG00000178127
7. NDUFA2 ENSG00000131495
8. NDUFA7 ENSG00000267855



http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000099624
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000158828
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000198833
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000110955
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000152234
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000178127
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000131495
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000267855
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Sekil 4-4: miR-24-3p gen interaksiyonlar: ve PH iliskili yolak analizi

PH hastalarinda kontrollere gore serum seviyeleri 1.65 kat azalmis olan miR-34b
PH iligkili mitokondrial patojenik yolaklardaki genlerin regiilasyonunda rol aliyordu,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve ndéron sagkalim ile iliskiliydi (Tablo 4-8, Sekil
4-5).

Tablo 4-8: miR-34b deneysel olarak kanitlanmis PH iliskili gen interaksiyonlari

# Gene Gene Ensembl id
Name

1 | VDAC1 ENSG00000213585

2 | UQCRFS1 | ENSG00000169021



http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000213585
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000169021
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Sekil 4-5: miR-34b gen interaksiyonlar: ve PH iliskili yolak analizi

DianaTools web sitesi (diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php)

uzerinden MirPath V.3 web araci kullanilarak yapilan analizler ile g¢alismamizda

anlamli bulunan miRNA larin PH hastaligi ile iliskilileri gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Yaptigimiz calismada, PH’da  ekspresyonlarinin  degistigi  dngdriilen
miRNA’lardan serum seviyelerinin degerlendirilmesi icin miR-16-1, miR-24-3p, miR-
30a, miR-30e, miR-34a, miR-34b, miR-331 olmak Uzere toplamda 7 miRNA ve
normalizasyon ic¢in miR-191 ve miR-1228, 2 internal, cel-mir-39, 1 eksternal, olmak
uzere toplamda 10 adet miRNA belirlendi, miRNA serum seviyeleri her drnek icin
gercek zamanl kantitatif PCR ile gosterildi. Caligilan miRNA’larin serum seviyeleri,
yaslar1 40-80 arasinda degisen, hipertansiyon disinda ek hastalig1 bulunmayan ve Hoehn
and Yahr 1,2 ve 3 hasatlik siddetinde toplam 51 PH hastas1 ve cinsiyet, yas ve egitim
itibariyle eslesen 20 saglikli kontrolde, hasta ve kontroller arasindaki, ayrica hastaliga
sahip kisilerin kisisel ve hastalik karakteristikleri arasindaki farklar agisindan incelendi.
PH’l1 hastalar ile kontrol grubu arasinda mir-24-3p 1,7 kat artmis ve miR-34b serum
seviyeleri 1,65 kat azalmis olarak anlamli derecede farkli bulundu (sirasiyla p=0,001,
p=0,023). Hastalar arasinda yapilan degerlendirmede mir-30e’nin serum seviyelerinin

yas ile birlikte anlamli derecede degistigi (p=0,019), UPDRS skorlar ile ise mir-331
serum seviyelerinin anlamli derecede degistigi (p=0,027) gosterildi. mir-24-3p, miR-
34b, mir-331 miRNA’larinin 6zellikle mitokondrial yolaklar, mitofaji ve hiicrenin enerji
metabolizmasindaki ortak varliklari, PH’da 6zellikle hiicresel enerji ve mitokondriyal

apoptoz mekanizmalariin 6nemini vurguluyor gozikmektedir.

5.1. miR-24-3p ve Parkinson Hastalig

miR-24-3p, PH iliskili PARK9 (ATP13A2) ve PINK1 geninin regulasyonu ile
iliskilendirilen bir miRNA’dir. PARK9 mutasyonlar1 otozomal resesif karakterde olup
kalittmsal monogenik PH formlari ile iliskilidir, Kufor-Rakeb sendromu olarak
adlandirilan atipik PH sebebi olduklari bilinmektedir, bozulmus lizozomal fonksiylarla
ilgili olduklar1 distiniilmektedir ve normalde lizozomal membranlarda bulunmasi
gereken PARKY proteininin PH varliginda endoplazmik retikulumdan ¢ikamadigi

saptanmistir (85). PINK1 mitokondrial yolaklarda goérevli ve otofajiyi saglayan,
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bozulmus mitokondri isaretlenmesi, PH patogenezi ve PH monogenik ailesel formlari

ile yakin iligkisi gosterilmis bir diger gendir (33).

Gliniimiize kadar yapilan sinirli sayida eksozomal dolasan miRNA’lar ve PH
iligskisini arastiran ¢alismalarda, verilerimizle uyumlu ve PH hastalarinda serum miR-
24-3p seviyesinin anlamli derecede arttigini ve miR-24-3p’nin PH tanist igin bir

biyobelirteg olarak kullanilabilecegini belirten az sayida ¢alisma mevcuttur (86) (87).

PH ayriminda kullanilabilecek bir serum biyobelirteci olarak miR-24-3p
seviyeleri bir bagska c¢alismada anlamli  bulunmustur, ayrica miR-24-3p
ndrodejenerasyonun anlamli bir gostergesi olarak belirtilmistir (88).

Multipl sistem atrofisi vs PH ayriminda miR-24-3p seviyelerinin iki hastalik
arasinda anlamhi bir sekilde degistigi ifade edilmis, ayirici tanida kullanilabilme

potansiyeli oldugu belirtilmistir (89).

Buna Karsin serebrospinal sividan alinan orneklerle yapilan bir bagka ¢alisma ise
PH hastalarinda miR-24-3p seviyesinin kontrol grubuna gore azaldigini sdylemektedir
(90).

PH’da anlaml: bir roli oldugu gériilen miR-24-3p, henliz tam aydinlatilamamig
olan ve cesitli zorluklarla karsilagilan hem hastalik mekanizmalarinda patolojik genlerle
iligkisi hem de hastaligin tanisi agisindan onemli bir yere sahip goéziikmektedir. Kolay
ve hizli bir sekilde ulasilabilen serum materyalinde PH hastalarinda anlamli bir sekilde
yuksek oldugu ¢alismamizla saptanan miR-24-3p’nin fonksiyonu ve potansiyel klinik

kullanimi yapilacak ileri ¢aligsmalarla desteklenmelidir.

5.2. miR-331 ve Parkinson Hastahgi

Norojenesis ve norodejenerasyon yolaklarinda rolii oldugu diisiiniilen miR-331
insan serum/plazma eksozomal dolasan miRNA c¢alismalarinda PH hastalar1 ve
kontroller arasinda sayili c¢alismada (91) (92) anlamli farkli bulunan bir diger
MIRNA’dir. Calismamizda artmis UPDRS skorlar1 ile anlamli iliskisi bulunan miR-
331’in fakat saglikli kontrollerle serum seviyeleri arasinda anlamli bir fark

Saptanamamistir.
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Erken ve geg¢ baslangigli PH arasinda plazma seviyeleri anlamli derecede farkli
bulunan miR-331 PH progresyonuyla iliskili olabilecegi gosterilmis, noroprotektif
yolaklarda etkili oldugu vurgulanmistir (93).

Hastalik siddetindeki artis ile anlamli iligkisi olabilecek olan miR-331’in
hastalik patofizyolojisindeki rolu net olmamakla birlikte hastalik progresyon takibi

acisindan kullanilabilme potansiyeli igin ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadr.

5.3. miR-34b ve Parkinson Hastahg

Pre-motor evreden itibaren beyinde ekspresyon seviyeleri diistigi diistinulen
miR-34b, oksidatif stres yolaklar1 ile mitokondrial yolaklar ve mitofajide rol alan
VDACL ile direk, PH genetik altyapisindaki en 6nemli genlerden olan DJ-1 ve Parkin
regulasyonunda ise indirekt etkisi oldugu bildirilen bir mikro RNA’dir (75).

Ayni zamanda miR-34b baskilanmasinin a-siniiklein ekspresyonunu arttirdigi
bildirilmistir (94).

Lewy cisimciklerinin limbik sistemden neokortekse progresyonuyla iligkili
bulunan miR-34b ayn1 zamanda PH demans ile de baglantilidir (95). Ayrica major
depresyon hastalarinda yapilan ¢alismada miR-34b/c ailesinin kognusyon ve
hipokampal norosinaptik ve yapisal plastisite disfonksiyonu ile iliskili oldugu
bildirilmistir (96).

Alzheimer hastaligi ile de iliskisi oldugu bilinen miR-34b (95), hafiza ve
kognusyon ile iligkili yolaklarda rol aldigi da 6ngoriilen bir miRNA oldugundan dolay1,
Ozellikle PH kognitif bozukluklarinda tani ve takip i¢in ileri ¢alismalar yapilmas: uygun

goriinen bir miRNA adayidir.

5.4. Serum miRNA ¢alismalar: ve karsilasilan zorluklar

Farkli ¢alismalarda serumdan izole edilen dolasan miRNA seviyeleri farkl
sonuclar vermektedir. Calisilan materyalin saklanma kosullar, kullanlan Kkitler,

kullanilan normalizasyon stratejilerindeki standardizasyon eksiklikleri ve vicut



43

stvilarinda dolasan miRNA seviyelerinin ¢ok diisiik olmasi karsilasilan baslica

zorluklardandir.

Standardizasyon eksikligi ve normalizasyon stratejilerinden kaynakli yanlis
sonucglarm o6nlne gecmek icin alinabilecek Onlemler belirlenmis ve ¢alismamizda
uygulanmustir (81) (82). Orneklerin toplanmasi, saklanmasi ve izolasyonu asamasinda
deney sonuglarini etkileyebilecek trombosit kalintilarinin ortamdan uzaklastirilmasi igin
onerilen ek 6nlem asamalar1 uygulanmistir (97). rt-QPCR ¢alismalarinda guvenilir
sonuclara ulasabilmek icin en 6nemli adimlardan biri olan normalizasyon secgimi
toplamda 3 miRNA kullanilarak yapilmistir, secilen miRNA’lar PH iliskili olduklarina
dair bir kanit olmamasinin yaninda kanda stabil seviyelerde bulunan muhtemel
housekeeping gorevleri olan 2 adet internal miRNA ve c¢alismadaki tim ornekler
boyunca galisma basamaklarinin verimini de gostermesi acisindan 1 adet eksternal
miRNA olarak belirlenmislerdir. Farkli miRNA calismalarinda siklikla kullanilan U6
gibi snRNA, snoRNA veya ribozomal RNA’lar normalizator olarak miRNA’lardan
farkl1 yapilari itibariyle segilmemislerdir. Kullandigimiz normalizatdr miRNA’lar hasta

ve kontrol battin érneklerde benzer ekspresyon seviyelerine sahiptirler.

Tiim basamaklar boyunca negatif ve pozitif kontroller her islemde tekrar
kullanilmis ve her basamakta kurulan deney dizeneklerinin dogru calistigindan ve
kontaminasyon olmadigindan emin olunmustur. Her primer igin rt-gPCR verimliligi
gosterilmis ve Ornekler boyunca benzer verimlilikte olduklarindan emin olunmustur.
Her ornek icin her miRNA ekspresyon seviyesi duplike ¢aligilmis ve iki degerin
ortalamasi alinmis, rt-gPCR kaynakli okuma varyasyonlarinin oniine geg¢ilmistir. CT
threshold degeri 40 olarak belirlenmis, iizerindeki degerler ¢alismaya dahil edilmemis,
gerekirse deney tekrarlanmistir. Literatiirde glivenilirligi gosterilmis yontem ve
metodlar ¢alismamiza implemente edilmis ve bulunan sonuglarin tekrarlanabilirligi

giivence altina alinmstir.

Sonug olarak yaptigimiz bu g¢alisma ile belirledigimiz miRNA’lar bilgimiz
dahilinde Turk populasyonunda PH’da ilk kez ¢alisilmigtir. Literatiirde simdiye kadar
yapilan ve az sayidaki farkli caligmada gosterilen miRNA ekspresyon diizeyleri
sonuglar1 ¢ok tutarli gézilkmemektedir. Bunun sebepleri arasinda kullanilan gergek

zamanlh kantitatif PCR yonteminin getirdigi zorluklar, kullanilan normalizasyon
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yontemleri farkliliklari, miRNA’larin stabil olmayan yapilari ve viicut sivilarinda ¢ok
diisik konsantrasyonlarda bulunmalar1 gosterilebilir. Calismamizin giiglii yanlarindan
bazilari, bu zorluklar ve tutarsizliklarin Ustesinden gelebilmek adina serum 6rneklerinin
toplanmasi ve saklanmasi uygun kosullarda gergeklestirilip, uzun saklama sirelerinin
oniline gecilmis, gercek zamanli Kkantitatif PCR sonuglart her ornek igin duplike
calisilarak elde edilmis, normalizasyon icin 2 internal 1 eksternal olmak (zere 3 adet
farkli normalizatér se¢ilmis ve internal normalizatdrlerin miRNA olmalarina ve
housekeeping karakter tasimalarina dikkat edilmis, ger¢cek zamanli kantitatif PCR
verilerinde duplike veriler birbirinden 1 CT’den fazla farkli ise ilgili 6rnekte deney

tekrarina gidilmis olmasi olarak gosterilebilir.

Calismamizda miR-24-3p dizeylerinin cutoff degeri 0.085 alindiginda ve bu
degerden yiiksek olanlar PH olarak tani konuldugunda, hastalar1 ayirma basarisinin
(sensitivite) %80.4, saglamlart ayirma basarisinin ise (spesivite) %85 oldugu gorilmis
ve ileri ¢aligmalar 1s18inda miR-24-3p’nin PH’da taniya yardimci bir yontem olarak
kullanilabilecegi saptanmisir. Calismamizda PH’da anlamli buldugumuz miRNA
degisimlerinin hastaligin temel mekanizmalarin1 aydinlatmada ve son yillarda
populerligi gittikge artan viicut sivilarindan izole edilen miRNA seviyelerinin gesitli
hastaliklar agisindan degerlendirilmesi ¢alismalarinin standardizasyonunda saglayacagi

katkilar oldugu 6ngdrilmektedir.

Caligsma biitcesi dahilinde ¢alisilan toplam 51 PH ve 20 saglikli kontrol sayist
calismamizin kisitlayicilarindan bir tanesidir. Ayrica literatiirdeki Galigmalar ve
biyoinformatik 6ngorilerden sectigimiz toplam 7 miRNA’dan ¢ok daha fazla sayida PH
ile ilgili miRNA oldugu disiiniilmektedir. Ozellikle miRNA’larm ¢oklu yolak
etkilerinin olmast tek bir metabolik yolak ve mekanizmaya isaret etmeyi
zorlastirmaktadir. miRNA’larin PH Klinik pratikte kullanimini destekleyici nitelikte
daha fazla sayida c¢alisma ve daha buylk Orneklem kimelerine ihtiya¢ oldugunu
diistinmekte ve literatiire bu yolda yaptigimizi diistindiigiimiiz katkinin ileriki ¢aligmalar

i¢in bir basamak olmasini umut etmekteyiz.
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HAM VERILER

* rt-gPCR CT olcumleri

Ornek Gen # 1 2 3 4 5 6 7
Gen miR- miR- miR-
Sembol mir-30e  mir-24  mir-331 mir-16  30a 34a  34b
Assay
Catalog #
cl Kontrol Grup 27.5 26.19 34,11 28.41 29.24 31.82 36.84
cl Kontrol Grup 27.54 26.73 32.98 28.48 29.73 32.23 34.68
c2 Kontrol Grup 31.52 31.83 35.68 335 34.7 34.88 40
c2 Kontrol Grup 31.79 30.81 36 33.02 33.05 39.07 34.69
c3 Kontrol Grup 28.5 28.19 34.13 29.5 31.13 32.77 40
c3 Kontrol Grup 28.24 28.41 34,7 30.51 30.26 34.8 40
cd Kontrol Grup 31.45 29.71 35.29 31.23 32.84 32.82 40
cd Kontrol Grup 30.37 30.47 34.44 32.42 34.06 35.41 35.49
c5 Kontrol Grup 30.78 31.32 34.49 32.89 33.44 3434 36.93
c5 Kontrol Grup 31.66 31.36 3454 3337 3251 36.13 37.25
c6 Kontrol Grup 31.59 30.41 34.14 31.96 33.1 34.27 40
c6 Kontrol Grup 31.76 30.34 34 3246 33.62 34.04 40
c7 Kontrol Grup 32.92 30.17 343 3197 33.41 33.87 40
c7 Kontrol Grup 30.8 30.42 34,97 32.24 33.36 37.14 37.99
c8 Kontrol Grup 29.72 30.09 34.62 31.83 3244 37.42 34.14
c8 Kontrol Grup 30.39 30.13 33.89 33.76 33.19 37.14 40
c9 Kontrol Grup 31.32 33.07 35.77 33.05 3497 357 30.61
c9 Kontrol Grup 33.92 32.19 36.46 31.4 33.97 35.73 31.86
cl0 Kontrol Grup 31.21 31.76 34.39 33 3254 36.81 30.1
cl0 Kontrol Grup 31.87 31.01 32.69 32.1 32,52 35.48 30.09
cll Kontrol Grup 29.22 29.4 34,76 30.38 31.52 33.28 40
cll Kontrol Grup 28.89 29.95 34.21 30.38 31.56 34.81 38.1
cl2 Kontrol Grup 33.17 33.58 33.38 34.31 34.17 36.1 36.33
cl2 Kontrol Grup 3241 34.92 354 3424 3514 3811 36.33
cl13 Kontrol Grup 31.35 34.2 3452 34.26 33.72 38.97 34.58
cl13 Kontrol Grup 31.74 33.95 34.67 3432 36.69 34.37 38.59
cl4 Kontrol Grup 31.31 30.49 3475 31.84 32.82 34.28 40
cl4 Kontrol Grup 31.04 30.7 3451 31.54 3416 35.83 36.3
c15 Kontrol Grup 32.27 31.96 36 31.19 32.14 33.79 35.14
c15 Kontrol Grup 32.2 31.15 34.8 32.4 34.24 32.88 36.28
cl6 Kontrol Grup 30.73 31.28 36.66 32.06 329 33.75 37.96
cl6 Kontrol Grup 30.91 30.75 36.15 30.56 33.14 35.65 40
cl7 Kontrol Grup 30.31 29.32 33 31.16 31.36 36.13 36.05
cl7 Kontrol Grup 30.25 29.98 33,54 30.96 33 37.79 36.05
cl18 Kontrol Grup 29.79 30.39 32.97 31.02 32.33 33.82 40

cl18 Kontrol Grup 30.44 29.99 3426 31.31 31.87 3534 40



cl19
cl19

c20
c20
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Kontrol Grup
Kontrol Grup

Kontrol Grup
Kontrol Grup
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

29.59
30.3

31.55
33.76
31.31

30.6
28.54
28.55
33.65
31.35
31.94
30.67
29.47
29.97
28.03
27.75

321
33.03
31.81
31.83
29.77
30.42
29.23
30.89
29.58
31.01
29.66
29.64
29.75
30.52
28.92
29.35
31.47
31.12
30.44

29.5
29.48
28.82
28.51
28.66
27.89
28.59
33.27
34.22
29.54
28.93

294

31.22
30.99

30.29
31.68
30.61
29.63
27.48
27.31
30.3
30.51
29.85
30.15
28.9
28.72
28.21
28
3291
32.79
30.75
31.63
30.09
30.24
29.34
29.52
29.12
29.27
28.52
28.73
29.59
29.5
28.52
28.57
29.37
29.8
29.11
29.23
28.8
28.67
27.86
28.37
27.14
26.94
31.51
30.92
27.92
28.12
27.69

33.9
33.8

34.21
34.03
34.71
33.55
33.65
32.74
33.29
33.99
3341
34.04
35.36
35.45

32.7

32.9
32.94
33.39
33.74
33.65
34.33
34.42
34.37
33.95
33.41
34.27
34.11
34.24
33.47
34.17
33.99
33.51
33.78
35.17
34.47
33.94
34.05
34.72
33.73

34.1
34.82

33.6
35.12
33.78
32.78
32.69

32.6

32.49
32.09

32.49
32.06
31.59
30.62
28.46
29.71
32.61
34
32.58
32.44
32.69
31.12
30.4
30.69
35.02
36.27
33.76
33.17
30.84
31.02
30.4
30.78
30.32
30.23
28.7
28.68
31.84
32.12
32.07
31.93
32.15
32.11
30.86
31.86
31.09
30.88
30.44
30.52
28.89
28.43
331
34.03
30.44
30.5
31.17

32.65
31.8

34.12
35.11
32.95
34.18
31.61
31.65
38.81
32.62
32.33
33.43
31.65
32.01
30.59
31
36.53
33.68
33.08
32.56
31.84
31.08
30.66
31.18
32.06
33.73
31.22
32.93
32.23
30.84
30.54
31.17
33.09
32.35
31.37
3141
31.11
31.8
30.51
311
30.43
32.03
32.86
3291
31.61
311
30.92

34.16
36.07

34.33
34.45
33.38
36.37
34.11
33.86
3441
33.84
33.83
33.71
38.55
36.36
33.8

34.39
36.7

36.91
35.13
34.16
33.87
35.53
33.92
33.33
33.56
33.23
32.45
33.82
35.35
32.8

34.74
37.88
33.8

33.8

32.57
33.76
35.28
35.36
34.12
33.93
37.36
36.1

36.53
34.17
34.26
34.48
33.83

38.25
40

40

40
36.38
40
37.36
37.03
40
39.63
35.1
39.48
36.1
36.36
38.97
36.67
38.04
38.04
35.33
36.87
40
38.24
34.39
36.45
38.36
35.85
36.54
36.05
36.19
344
34.75
34.29
34.7
36.65
38.99
39.89
40
38.99
34.08
39.88
40
39.75
39.54
37.9
35.11
37.28
34.3
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22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
28
28
29
29
30
30
31
31
32
32
33
33
34
34
35
35
36
36
37
37
38
38
39
39
40
40
41
41
42
42
43
43
44
44
45
45

PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

28.78
29.81

29.8
33.63
31.76
29.85

30.9
30.35

30.2
29.51
29.94
31.09
30.38
31.67
30.56
26.78
26.53
30.45
30.62
30.03
30.15
29.59
29.96
31.18
32.83

29.2
29.46
30.28
30.91
29.81
30.42
30.42
31.33
29.92
30.15

315
31.98
30.06
31.33
29.18
29.35
29.17
29.12
29.01
28.87
29.87
30.29

28.15
28.92
28.48
30.7
30.83
28.56
28.62
29.38
29.15
29.17
29.29
29.47
29.9
29.56
29.91
25.2
25.35
30
29.03
28.13
28.2
29
29.5
31.62
31.21
28.78
28.68
29.68
30.19
28.64
28.54
29.57
30.96
28.62
28.68
30.69
30.51
29.73
29.62
29.62
29.2
28.15
28.39
28.13
28.73
29.82
29.66

33.11
33.93
34.08

34.6
34.67
34.02
33.49
33.66
33.78

33.9
34.87
32.03
33.64

34.1
32.95
33.63
33.39
33.58
33.72
34.05
33.03
33.82
33.37

33.1
32.64
33.87

344
34.02
34.46
33.13
33.22
34.11
33.81
32.81
33.38
34.69
34.59

34.3
33.82
33.63
33.14
33.44
33.47
33.14
32.95
33.61
34,51

30.34
30.85
30.1
32.54
33.19
3241
32.17
31.17
31.05
28.47
28.85
31.04
31.6
32.47
33.5
28.58
28.71
30.49
31
29.49
29.41
29.77
30.43
32.87
32.97
31.46
32.44
31.95
31.42
31.51
30.33
31.96
32.18
31.94
31.92
34.3
34.11
32.39
33.43
29.65
29.96
30.68
30.87
30.78
31.17
30.53
30.78

31.91
32.48
32.18
34.95
33.64
32.24
32.71
32.01
31.07
3141
33.47
32.36
33.69
34.58
32.84
28.68
28.88
32.77
32.12
32.21
32.83
32.58

31.9
34.19
33.23
31.24
31.79
36.16
33.13
34.88
32.09
32.98
35.47
31.99
31.71
33.03
33.24
32.81
33.94
30.85
30.57
30.93
31.28
30.68
30.96
32.33
33.16

35.92
36.34
36.25
33.74
3741
33.95
33.34
33.34
34.86
33.5

3441
35.95
34.22
33.84
32.17
32.7

33.98
35.63
34.6

36.31
34.16
35.68
38.17
32.8

33.46
34.01
34.56
32.76
33.84
33.84
33.95
34.25
35.71
33.41
33.62
37.89
36.4

37.11
36.21
33.84
35.03
36.74
36.67
36.28
40.5

34.03
37.26

40

40
35.31
37.03
40
35.55
34.29
35.99
37.98
39.73
39.03
36.35
34.92
40
34.2
33.87
37.85
38.72
40

40
39.06
40
36.84
40

40
34.74
40
33.92
33.92
35.18
33.3
40
35.72
40
36.62
40
38.13
40
34.01
40

40
35.76
34.48
35.46
33.84
40
38.04
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46
46
47
47
48
48
49
49
50
50
52
52

Ornek

cl
cl
c2
c2
c3
c3
c4
c4
c5
c5
c6
c6
c7
c7
c8
c8
c9
c9
cl0
cl0
cll
cl1l
cl2
cl2

PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup

30.63 30.44 34.29

30.05 29.62 34.06

30.27 30.13 34.35

30.64 29.76 34.82

31.15 29.72 34.3

31.19 29.87 33.89

30.37 29.71 34.81

29.18 29.57 33.88

32.18 31.43 34.86

31.94 32.52 34.31

30.96 29.51 33.66

31.42 29.99 34.09

cel-mir-39- hsa-mir-191

3p (external (internal
Kontrol) Kontrol)

MS00019789 MS00003682

19.45 24.12

19.95 24.26

23.04 28.65

23.02 28.95

20.98 24.76

21.02 25.26

21.69 27.19

21.71 26.63

22.32 29.33

22.29 29.39

21.58 28.02

21.99 28.1

213 27.53

21.67 27.95

20.4 26.92

20.42 27.29

23.77 31.19

23.45 31.04

22.78 29.69

23.22 29.18

22.52 26.25

22.77 26.55

25.29 32.38

25.2 30.54

31.05 32.54
31.61 33.01
31.03 34.64
31.42 31.65
30.59 33.94
30.9 31.72
30.98 32.07
30.97 33.31
33.36 34.09
33.84 32.84
31.63 32.37
32.32 32.37
hsa-mir-
1228
(internal
Kontrol)
MS00042385
31.01
31.66
31.14
31.57
31.26
31.63
315
30.56
31.56
30.98
31.8
30.81
31.04
31.63
30.81
31.54
31
32.39
30.74
31.74
30.07
30.7
30.55
31.39

33.57
33.93
35.6

38.4

33.28
34.32
34.44
34.98
32.78
35.38
35.49
34.02

39.87
35.88
35.68
34.32
38.45
40
33.14
40
33.78
39.44
37.7
40

normalizasyon

geo ortala

24.41
24.84
27.39
27.61
25.32
25.61
26.48
26.05
27.44
27.28
26.79
26.70
26.30
26.76
25.67
26.00
28.43
28.67
27.50
27.81
26.10
26.48
29.25
28.91

ma
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cl3
cl3
cl4
cl4
cl5
cl5
cl6
cl6
cl7
cl7
cl8
cl8
cl9
cl9
c20
c20
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Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
Kontrol Grup
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

23.09
23.37
23.14
22.75
23.44
23.68
23.35

23.4

20.4
20.49
22.53
22.06
22.66
23.05
23.04
23.07
22.48

22.8
20.78
20.96
22.48
22.41
20.84
20.87
21.13
20.95
20.29

20.5
24.26
24.21
25.42
25.91
21.95
21.59
22.99
23.16
21.68
21.38
21.48
21.56
22.38
22.37
23.69
24.19
21.76
21.75
20.59

29.98
30.11
27.77

27.5
28.17
28.13
28.54
29.17
26.66
27.02
27.81
27.62
27.62
28.28
29.39
28.77
29.02
28.73
25.58
25.57
28.35
28.76
28.09
27.47
26.34
26.34

25.7
25.63
29.76
290.48

27.8
28.87
27.56
28.52
26.94

27.1
27.19
27.64
25.42
25.31

27.3

27.8
26.92
27.27
28.29
29.19
27.13

30.27
30.82
30.39
31.59
30.24
31.68
30.57
290.81
30.43
30.44
30.32
30.63
31.76

31.9
30.57
30.62
30.89
29.64
31.04
31.44
31.08
3131
31.21
31.09
31.48
31.49
31.23
31.45
31.15
30.93
30.65
31.24
32.02

30.3
31.52
30.65
31.19
31.26
31.71
31.79
30.16
30.58
30.85

30.9
29.98
31.15
30.58

27.57
27.89
26.93
27.04
27.13
27.63
27.31
27.30
25.48
25.64
26.68
26.53
27.09
27.50
27.46
27.29
27.21
26.88
25.46
25.64
27.06
27.23
26.34
26.12
25.97
25.90
25.35
25.47
28.23
28.05
27.88
28.59
26.86
26.52
26.93
26.79
26.39
26.43
25.87
25.89
26.41
26.69
27.00
27.32
26.43
27.04
25.75

62



16
17
17
18
18
19
19
20
20
21
21
22
22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
28
28
29
29
30
30
31
31
32
32
33
33
34
34
35
35
36
36
37
37
38
38
39
39

PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

20.69
20.34
20.33
20.66
20.88
19.74
19.61
24.05
24.59
21.65
21.49
20.72
20.65
21.26
21.51
21.49

215
19.88
20.28
22.04
21.84
21.12
21.51
21.51
21.12

215
21.61
20.59
20.44
23.32
23.46
21.89
21.52
22.01
22.19
21.09
21.58

21.2

20.9
22.28
22.14
21.17
21.34
21.46
21.25
20.28
20.42

26.89
26.58
26.71

26.5
26.37
24.64
25.06
28.71
29.08
25.56
25.75
25.24
25.33
26.07
25.94
28.29
28.38
27.31
27.07
26.96

27.2
26.22
26.39
27.58
27.73
26.97
26.68
23.31
23.35
27.62
27.94
25.81
26.31
26.66
27.27
28.49
29.41

26.4
26.85
28.62
28.62
27.28
27.64
28.73
29.08
26.96
27.59

31.34
31.13
31.82
30.64
30.79

29.8
30.37
30.22
30.25
31.67
31.08
30.74
30.32
30.35
30.72
30.09
30.66
30.46
30.23
29.27
29.96
30.69
30.95
30.31
30.74
30.19
30.81
30.94

30.7

30.9
29.26
30.59
30.14

290.8
29.65
30.16
30.51

29.7
30.73
29.55
30.16
29.69
30.48
29.95
29.91
30.01
29.64

25.93
25.63
25.85
25.60
25.69
24.38
24.62
27.53
27.86
25.98
25.81
25.24
25.12
25.62
25.78
26.35
26.55
25.48
25.51
25.91
26.11
25.71
26.00
26.20
26.21
25.97
26.09
24.58
24.47
27.10
26.77
25.85
25.75
25.96
26.18
26.27
26.85
25.52
25.84
26.61
26.74
25.79
26.20
26.43
26.44
25.41
25.56
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Ornek

k1

k1

k2

k2

k3

k3

k4

k4

k5
k5

40
40
41
41
42
42
43
43
44
44
45
45
46
46
47
47
48
48
49
49
50
50
52
52

PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup

kontrol

2"-ACT Degerleri

mir-30e
2"deltaCT

0.117586

0.153669

0.057239

0.055031

0.110567

0.161404

0.032008

0.049901

0.098742
0.047928

21.46
21.47
21.78
21.87
23.08
22.52
21.06
20.91
22.58
22.64
22.83
23.04
21.55
21.52

21.1
21.57
21.58
21.74
22.01

22.5
22.88
22.83
21.25
21.25

mir-24
2" deltaCT

0.291544

0.269415

0.046171

0.108546

0.137071

0.143463

0.106918

0.04656

0.067912
0.059007

30.19
30.25

28.4
27.73
26.33
26.51
25.74
25.61
26.28
26.06
27.52
27.98
26.86
27.59
27.73
27.47
28.27
28.74
27.05
27.67
30.85
30.36
28.78

20.1

mir-331
2" deltaCT

0.001204

0.00354

0.003202

0.002974

0.002233

0.001833

0.002235

0.002971

0.007545
0.006511

64

29.36 26.69

30.19 26.97

30.73 26.69

31.77 26.81

30.66 26.51

31.1 26.48

30.04 25.35

31.75 25.71

30.58 26.28

30.49 26.20

30.73 26.83

30.46 26.98

30.79 26.12

29.9 26.09

30.11 26.02

29.78 26.03

29.92 26.33

31 26.86

30.88 26.39

29.95 26.52

30.34 27.77

30.38 27.61

30.25 26.45

31.12 26.80
mir-16 mir30a miR-34a
2hdeltaCT 2~deltaCT 2A/deltaCT
0.062577 0.035202 0.005887155
0.080097 0.033677 0.005953277
0.01451 0.006316 0.005574837
0.023461 0.022978 0.000354085
0.055284 0.017861 0.005730961
0.033464 0.039796 0.00171064
0.037281 0.012213 0.012383654
0.01205 0.003866 0.001516777
0.022873 0.015623 0.008372121
0.01465 0.02659 0.002162666



k6

k6

k7

k7

k8

k8

k9

k9

k10

k10

k11l

k11l

k12

k12

k13

k13

k14

k14

k15

k15

k16

k16

k17

k17

k18

k18

k19

k19

k20

Grup

kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup
kontrol
Grup

0.035911

0.030015

0.010201

0.060689

0.060469

0.047696

0.135058

0.026355

0.076269

0.059911

0.114879

0.187658

0.065919

0.088275

0.072751

0.069201

0.048

0.06236

0.028351

0.042221

0.093525

0.081931

0.035251

0.040904

0.116044

0.066302

0.176616

0.143467

0.058614

0.081367

0.080316

0.068624

0.078977

0.04679

0.057115

0.040153

0.087428

0.052094

0.108741

0.101404

0.090007

0.049612

0.015497

0.01009

0.014957

0.08474

0.078932

0.035146

0.08742

0.063879

0.09154

0.070014

0.049322

0.07656

0.090572

0.057063

0.088929

0.140378

0.006132

0.006354

0.003919

0.003371

0.002025

0.004216

0.006179

0.004532

0.008415

0.033936

0.002469

0.004698

0.05699

0.011111

0.008083

0.00908

0.004423

0.005628

0.002137

0.006964

0.001534

0.002168

0.005463

0.004182

0.012804

0.004695

0.008904

0.012681

0.009274

0.027788

0.018476

0.019707

0.022368

0.014008

0.004613

0.040714

0.151169

0.022055

0.051082

0.05141

0.066809

0.029911

0.024829

0.009679

0.011573

0.033243

0.044095

0.059934

0.036756

0.037201

0.104426

0.019557

0.025005

0.049472

0.036277

0.023662

0.041487

0.030551

0.012609

0.008268

0.007263

0.010291

0.009178

0.006849

0.010759

0.025458

0.030338

0.03818

0.023328

0.029486

0.03296

0.013305

0.014073

0.002239

0.016853

0.007173

0.031024

0.010267

0.020782

0.017464

0.017025

0.00608

0.019953

0.024607

0.021178

0.050723

0.009871
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0.005603667
0.006180047
0.005280356
0.000749163
0.000290807
0.00044313

0.006486479
0.007516281
0.001572472
0.004906683
0.006887467
0.003099345
0.008649551
0.001698115
0.000369818
0.011178959
0.006126128
0.002254082
0.009885421
0.026353042
0.011529648
0.003065954
0.000623983
0.000219786
0.007103482
0.002220659
0.007435736
0.00262912

0.008533685



k20

O O 000 N NOTOUL U P WWNNRBRE

N NNNNNNNRPRRPRPRRPRRPPRPLPRRPRRPRRPRRRRRR
W WNNRREROOWUWOOODMNNOOOOOOUIUDDWWNNIERIRERODO
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Grup

PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

0.011278
0.058421
0.075736
0.118085
0.132775
0.010358
0.057321
0.020587
0.042738
0.088552
0.0596
0.155733
0.205999
0.068239
0.031735
0.065386
0.105815
0.132699
0.067103
0.202522
0.058498
0.109831
0.041953
0.07231
0.074157
0.098962
0.070419
0.263512
0.244277
0.030324
0.05924
0.038854
0.084252
0.069196
0.127855
0.132947
0.127553
0.087895
0.063846
0.018717
0.012199
0.084495
0.11523
0.055875
0.079349
0.054882
0.061794

0.047683
0.094905
0.148355
0.2462
0.313613
0.10561
0.102608
0.08765
0.061284
0.131458
0.141753
0.137466
0.173224
0.038922
0.037479
0.136326
0.12155
0.106301
0.07602
0.187654
0.1512
0.151077
0.140139
0.159357
0.139344
0.110569
0.142803
0.347706
0.419456
0.130001
0.147903
0.097679
0.101591
0.110862
0.141864
0.208616
0.155952
0.147821
0.200371
0.063395
0.120148
0.259715
0.202023
0.182802
0.122797
0.101706
0.15428

0.009353
0.005534
0.009801
0.003419
0.007274
0.013293
0.009196
0.007432
0.004134
0.001493
0.001335
0.006117
0.005802
0.038121
0.024727
0.017159
0.029969
0.005626
0.004194
0.005744
0.007014
0.007723
0.004379
0.003308
0.003058
0.00751

0.00561

0.007845
0.013665
0.006115
0.003576
0.002378
0.003882
0.002913
0.002141
0.003567
0.002938
0.000721
0.001981
0.005192
0.016549
0.008943
0.008505
0.00608

0.003945
0.003156
0.003181

0.036642
0.048115
0.074694
0.124818
0.059419
0.021297
0.009132
0.013211
0.012531
0.009503
0.026857
0.030126
0.026843
0.009016
0.003359
0.016923
0.041799
0.063207
0.044272
0.090005
0.063133
0.06576

0.07204

0.140665
0.144258
0.023244
0.023229
0.029686
0.040853
0.018927
0.029826
0.02904

0.016411
0.022669
0.030662
0.034889
0.035138
0.043948
0.071334
0.021058
0.013916
0.04528

0.03881

0.016383
0.026911
0.02669

0.050193

0.004424
0.018745
0.006333
0.014062
0.015485
0.00029

0.023769
0.015711
0.006309
0.019541
0.014493
0.026408
0.021653
0.003166
0.020224
0.027113
0.063797
0.031604
0.042468
0.075162
0.047846
0.019687
0.006367
0.024524
0.007582
0.017738
0.05641

0.08573

0.069184
0.009865
0.025255
0.020393
0.022419
0.022356
0.016205
0.033237
0.023506
0.015113
0.005883
0.024869
0.030246
0.020123
0.025605
0.019483
0.009064
0.008623
0.011871
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0.00699056

0.013913523
0.00138791

0.002485758
0.003346938
0.006116078
0.010203528
0.005554588
0.005196119
0.000163624
0.000710664
0.002853889
0.002065504
0.002813792
0.002155488
0.006547376
0.021045004
0.007738279
0.001943037
0.007845873
0.010780201
0.006960257
0.009004953
0.010454973
0.004091164
0.002040329
0.014499034
0.004664501
0.000660841
0.006030911
0.009243956
0.00887639

0.004397351
0.001241963
0.001373979
0.002722071
0.003305701
0.00012394

0.000350267
0.001953815
0.012629019
0.003206028
0.002459513
0.002592126
0.000562581
0.000593885
0.000706814
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26
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40
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41
42
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PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

0.00643

0.026952
0.048276
0.023803
0.04604

0.058673
0.071811
0.064992
0.033687
0.055511
0.019175
0.045192
0.217562
0.239829
0.098077
0.069233
0.055345
0.04722

0.08053

0.072753
0.033178
0.015878
0.078078
0.081083
0.078572
0.05539

0.061489
0.053543
0.062997
0.033719
0.043913
0.041523
0.035752
0.030935
0.096576
0.043539
0.157192
0.136757
0.070646
0.094337
0.150538
0.157355
0.12133

0.100735
0.043915
0.064117
0.052571

0.049002
0.051351
0.118049
0.115608
0.090186
0.121485
0.090895
0.101984
0.103545
0.077424
0.082776
0.070913
0.650444
0.543397
0.133977
0.208426
0.206555
0.182447
0.121217
0.100075
0.024457
0.048806
0.104463
0.139231
0.119093
0.091238
0.138357
0.19708

0.113553
0.043577
0.108125
0.115028
0.062681
0.085698
0.121397
0.142444
0.115872
0.151741
0.143264
0.156471
0.277046
0.173391
0.125609
0.155894
0.050097
0.086381
0.057929

0.003282
0.003586
0.002682
0.003953
0.004642
0.004906
0.003425
0.002132
0.017559
0.005795
0.003558
0.008622
0.001886
0.002065
0.011203
0.008075
0.003411
0.006414
0.004291
0.006844
0.008767
0.018114
0.003067
0.002641
0.005881
0.004729
0.006157
0.007688
0.004881
0.006044
0.005924
0.004426
0.003918
0.005067
0.005111
0.00775

0.007192
0.009887
0.003662
0.004626
0.008598
0.009304
0.009081
0.005405
0.003474
0.00398

0.003108

0.013687
0.010003
0.008186
0.00987

0.026079
0.032551
0.147659
0.138352
0.034875
0.02383

0.011013
0.005889
0.062478
0.052925
0.095395
0.053201
0.08047

0.078866
0.071084
0.052525
0.010283
0.01441

0.016301
0.010277
0.024691
0.038896
0.018925
0.05699

0.021664
0.018707
0.010827
0.012175
0.005134
0.007067
0.019207
0.010156
0.113487
0.089603
0.024805
0.028047
0.044139
0.031953
0.076787
0.071726
0.032823
0.021745
0.031043

0.002575
0.007322
0.00921

0.006789
0.014569
0.032103
0.019241
0.005626
0.013969
0.005597
0.002551
0.009305
0.058294
0.047042
0.019642
0.024478
0.012213
0.007368
0.010136
0.018961
0.004119
0.012034
0.018986
0.016126
0.001334
0.011889
0.001831
0.016826
0.010683
0.001913
0.010458
0.014083
0.01238

0.012917
0.014356
0.007132
0.049398
0.058707
0.020858
0.021109
0.047307
0.03696

0.022051
0.013779
0.011686
0.00824

0.002542
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0.005957747
0.000536745
0.002815198
0.004386595
0.005795082
0.002320823
0.00451938
0.002932641
0.001159988
0.003876379
0.004260828
0.014804749
0.003593228
0.001371604
0.002705402
0.004387482
0.000712213
0.002930874
0.001182179
0.000245696
0.010794004
0.010260259
0.002783397
0.002364171
0.014083569
0.00726803
0.003763954
0.004635221
0.004429728
0.001619432
0.003908354
0.003747283
0.000426302
0.001445114
0.000728799
0.001478618
0.006217727
0.002667467
0.000371783
0.000503392
0.000975344
4.96481E-05
0.006787104
0.000803529
0.005722539
0.004354898
0.001306953
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PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

No

0.04107

0.035396
0.049572
0.063503
0.157925
0.047038
0.049865
0.043826
0.040602

0.075584
0.095373
0.123765
0.10034
0.120517
0.079109
0.033358
0.119736
0.1094

dogum_yili yas

1962
1961
1945
1973
1961
1962
1947
1950
1950
1947
1954
1958
1948
1948
1942
1962
1950
1961
1960
1950
1959
1962
1952
1939
1964
1941
1969
1943
1959
1948
1952
1957
1943
1940
1953

56
57
73
45
57
56
71
68
68
71
64
60
70
70
76
56
68
57
58
68
59
66
66
79
54
77
49
75
59
69
66
61
75
78
65

0.002266
0.003988
0.007629
0.002926
0.006076
0.00734

0.009646
0.006745
0.00638

cinsiyet egt_sure el_domn Sigara
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0.023918
0.052183
0.060609
0.041607
0.045668
0.02076

0.013361
0.027545
0.021758

1
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0.020393
0.005118
0.034331
0.019545
0.00902

0.012517
0.026722
0.016492
0.021017

0
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0.000189465
0.008086451
0.005662561
0.003780954
0.002834504
0.03103374

0.004594612
0.001896994
0.006696757
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11

58
52

1960
1966
1947
1945
1942
1942
1950
1956
1959
1963
1948
1947
1950
1974
1967
1969
1957

56
66

36
37

11

71

67

38
39
40

73

70
71

76
76

15

72

41

68
62

73

42

74
75

43

59
55

44
45

15

76
79
80
81

70
71

46

47

68
43

48

11

82

49

51

84
85

50
51

49

11

61

87

52

SE

hastalik H&Y

ilk b.kinezi
taraf

tremor
taraf

ilk

tremor

baslangig¢

No bulgu

skoru

80
90
90

skoru

yili

bradikinezi

sira

100
80

11

100
80
90
90
90
80
80
80
80
90
90
80
90
90
90
90
80
80
90
80

10
12
13
15
16
17
18
19
23
26
27
28
29

1

10
11
12
13

15
11

2

14
15
16
17
18
19

2
1
1
1

20 30 1

21

11

31 1

32 2

22

13

23 33 2
24 35 1
25 36 1

12



26 37 1 1 1 0 8 2 80
27 38 1 1 0 0 8 3 70
28 40 1 1 0 0 12 3 70
29 42 2 0 1 1 7 2 90
30 43 2 0 1 1 3 2 90
31 44 2 0 1 1 13 2 90
32 46 1 1 1 0 12 3 80
33 49 1 1 0 0 6 2 90
34 51 1 1 1 0 5 2 80
35 53 1 1 0 0 5 2 90
36 56 1 1 1 0 15 3 70
37 66 1 1 1 0 7 2 80
38 67 1 1 0 0 3 2 90
39 70 1 1 0 0 15 3 70
40 71 1 1 1 0 10 2 80
41 72 1 1 1 0 10 3 70
42 73 1 1 1 0 10 2 80
43 74 1 1 0 0 11 2 90
44 75 1 1 0 0 7 2 80
45 76 2 0 1 1 11 3 70
46 79 2 0 1 1 3 1 100
47 80 1 1 1 0 5 1 90
48 81 1 1 1 0 6 2 80
49 82 2 0 1 0 13 3 70
50 84 1 1 0 0 3 1 90
51 8 2 0 1 1 12 2 80
52 87 2 0 1 0 3 1 90
DA Mo
aile kronik hastal levodop kullan DA tili Dop dopreg
sira No hikayesi hasta ik a dozu imi tip um reg. sendromu

1 2 0 1 ht 660 1 2 0 0

2 4 1 0 550 1 1 0 0

3 6 0 0 1050 1 1 0 0

4 7 0 0 550 1 1 0 0

5 8 1 0 1040 1 1 0 1 para

6 9 1 0 550 1 1 0 0

7 10 0 1 HT 1350 1 1 1 0

8 12 0 1 ht 600 1 1 0 0

9 13 1 0 800 1 1 0 0
10 15 0 1 ht 450 1 1 0 0
11 16 1 0 820 1 2 0 0
12 17 0 0 800 1 1 0 0
13 18 1 0 920 1 1 1 0
14 19 0 0 2000 1 1 0 0
15 23 0 1 ht 950 1 1 0 0
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HT
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HT
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1080
1780
700
750
400
720
1250
733
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980
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2230
550
620
1200
2350
800
430
1090
1510
1230
250
1380
1200
780
1165
1050
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980
300
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400
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800
300
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takinti, para
harcama

internet

hipersekstal

para

kiskanglik

hepsi

cinsel
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UPDRS UPDRS UPDRS UPDRS UPDRS UPDRS UPDRS UPDRS
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No |

sira

19

36

16

11

18
12
27

10
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12
13
15
16
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17

10
11
12
13
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24
36
20
35
30
40

15
12
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11
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12
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10
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15
10
21

76
79
80
81

45

46

12

47

17
24

48

11

82

49

84
85

50
51

16
18

10

87

52



FORMLAR

1. Hasta takip formu:

PARKINSON HASTALARINDA BELIRLi SERUM MIiKRO RNA
SEVIYELERININ VE HASTALIK SEYRI ILE ILISKILERININ

GOSTERILMESI
Hastanin Adi Soyadi: Tarih:
Adresi: Telefon:
Gonderen doktor:
Yasi ve Cinsiyeti:
Boy: Agirhk: BMI:
Sigara: Alkol: Meslek:

Tani:
Kullandigi ilaglar :
Laboratuvar bulgulari:

Bilinen rahatsizh@r var mi ? Varsa belirtiniz.

UPDRS Skoru:
Hoehn ve Yahr Klinik Evrelendirmesi:
Schwab-england gunluk yagsam etkinlik ol¢egi skoru:

Fizik Muayene Bulgulari :
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2. Bilgilendirilmis goniillii onam formu:

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI

MOLEKULER ARASTIRMALAR ICIN BILGILENDIRiLMiS OLUR
FORMU

Arastirmanin Adi: PARKINSON HASTALARINDA BELIRLI SERUM MIKRO RNA
SEVIYELERININ VE HASTALIK SEYRI ILE ILISKILERININ GOSTERILMESI

Hastalik Adi: Parkinson Hastalig1
Arastirmanin siiresi: 18 ay
Versiyon no:1

Tarih:02.11.2018

Arastirmaya katilacak goniillii sayisi: 120

“PARKINSON HASTALARINDA BELIRLI SERUM MIKRO RNA SEVIYELERININ VE
HASTALIK SEYRI ILE ILISKILERININ GOSTERILMESI” admi verdigimiz ¢alismaya
katilma iizere davet edilmis bulunmaktasiniz.Bu ¢alismada yer almay1 kabul etmeden
once calismanin ne amagla ve nasil yapilacagmi anlamaniz ve katilip katilmama
dogrultusundaki  kararinizi  bu  bilgilendirme  sonrasi  Ozgiirce  vermeniz
gerekmektedir. Aragtirma hakkinda sozlii olarak size aktaracagim bilgiler yazili olarak
da bir sonraki boliimde sunulacaktir.Size 6zel hazirlanmig bu bilgilendirmeyi liitfen
dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz.Bu belgedeki son bolim onay
islemleri ile ilgilidir.Arastirmaya katilmayr kabul ederseniz litfen bu bolimi
imzalaymiz.Okuma ve yazma konusunda engelleriniz oldugu takdirde bir tangin
gozetiminde bu belgeyi onaylamaniz istenecek ve gerektiginde parmak iziniz
aliacakatr.

Arastirmanin Konusu:

Parkinson hastaligi, diinyada 4.000.000” dan fazla kisiyi etkileyen, sik rastlanan norolojik bir
hastaliktir. 65 yas tizerindeki her 100 kisiden biri Parkinson hastasidir. Bu nérodejeneratif
hastalik, beyinde dopamin adli maddenin sentezlendigi sinir hiicrelerinin kaybi sonucu ortaya
¢ikar. Parkinson hastalig1 yavas ilerleyen bir hastaliktir. Hayat1 etkiledigi halde yasami tehdit
etmez.

Gliniimiizde Parkinson ve benzeri beyin hastaliklari ile ilgili ¢aligmalar i¢inde, 6zellikle de
hastalikla iligkili oldugu diistiniilen mikroRNA molekullerinin test edilmeleri dnemlidir.
Parkinson hastalig1 ile iliskili olabilecek mikroRNA’larin saptanmasi ve 6zelliklerinin
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anlasilmasi, bu hastaliga yol agan mekanizmalarin taninmasi ve tedavi gelistirilebilmesi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Toplumumuzda Parkinson hastalarinin mikroRNA altyapisinin belirlenmesi, hastaligin
molekdler temelinin aydinlatilmasina katkida bulunacaktir.

PARKINSON HASTALIGI iLE ILISKIiLI OLABILECEK SERUM mikroRNA
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI isimli calisma ile miR19a, miR19b, miR29a, miR29c,
miR181, miR195 ve miR221’in ekspresyon diizeyleri arastirilacakken bu ¢aligmada ayni serum
orneklerinden miR-16, miR-24, miR-30, miR-34 ve miR-331 ekspresyon duzeyleri
arastirilacaktir.

Arastirmanin Amaci:

Yapacagimiz genetik calismasinda Parkinson Hastaliginda hastaligin seyri ve siddeti ile
ilgili oldugunu diisindigiimiiz mikro RNA degisimlerinin Turk hastalardaki
seviyelerini molekuler yontemlerle incelemek istiyoruz. Ulasacagimiz sonucun hastalik
olusumunda etkili olacak mikro RNA lardaki degisimlerin kesfi ile erken tani ve
potansiyel tedavi yontemleri gelistirilmesinde etkili olacagimi diisiinmekteyiz. Bdylesi
bir caligmaya katilma karar1 vermeden Once sizleri ¢alismanin amaci, riskleri ve
yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Asagidaki Molekiiler Arastirmalar igin
Bilgilendirilmis Olur Formunu okuduktan sonra ¢alismaya katilma karar1 verirseniz
formu liitfen imzalayiniz.

Bu ¢alismada, Parkinson hastaligi ile iligkili olabilecek mikroRNA diizeyleri incelenecektir.
Bunun size yararli olup olmayacagi simdiden sdylemek miimkiin degildir ve size bu konuda
s0z veremeyiz. Arastirmanin ileride bagka bireylere yarar saglamasi olasilig1 yiiksektir.
GCalismaya kan vererek gosterilecek gerekli toplumsal duyarlilik, ¢alisma agisindan biyik
Onem tasimaktadir.

Parkinson Hastahg Hasta Grubu Genetik Materyali i¢cin Bilgilendirme Onami

“PARKINSON HASTALARINDA BELIRLI SERUM MIKRO RNA SEVIYELERININ VE
HASTALIK SEYRI ILE ILISKILERININ GOSTERILMESI”  bashkli doktora tez
projesinde amag Parkinson hastaliginin gelisiminde rol oynadig: diisiiniilen aday mikro
RNAlarin Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe egitim ve Arastirma Hastanesi
Noroloji AD da toplanan Parkinson hasta ve saglikli kan oOrneklerinden genetik
yontemler kullanilarak  hastaligin molekiiler ilerleyisinde dogrudan ya da dolayl
iliskileri ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu amagla geriye donlk bu projede kullanilan hasta ve kontrol grubundaki kisiler
bilgilendirilerek, bilgilendirilmis onamlar1 alinacaktir. Yapilan genetik ¢aligmalar, bu
hastaliga genetik faktorlerin yol agabilecegini diistindirmektedir. Hastaliga neden
oldugu diisiiniilen veya hastalik seyri sirasinda miktar1 degisen mikro RNA larin tayini

amaci ile 6nceden toplanmig serum materyalinden yapilacak analizler i¢in sizden
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herhangi bir ticret ve kan materyali istenmeyecektir. Calismada goniillii katilim esas

alimustir.

1.Yapilacak islemin tanim ve izlenecek yontem:

Calismada, istanbul Medeniyet Universitesi noroloji AD’da sézel ve Bilgilendirilmis
GoOndllt Onam Formu ile yazih olarak aydinlatiimis ve onamlari alinmis, birlesik Krallik
Parkinson Hastaligi Dernegi Beyin Bankasi klinik tani kriterlerine gore idiyopatik
Parkinson hastaligi (PH) tanisiyla takip edilmekte olan, Hoehn ve Yahr klinik
evrelendirmesinde evre 2, 3, 4, 5 olan hastalardan, uygun tedavi altinda takip edilen 40-

75 yas arast 70 goniillii hasta ile bu hastalarin yas ve cinsiyetleriyle uyumlu 50 génulli
saglikli kontrolden 2017-2018 yillarinda kan 6rnekleri alinmis olup alinan 6rneklerden
kanm serum kismi ayrilmistir. Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Noroloji AD 6greim iiyesi Prof. Dr. ibrahim Hakan Giirvit tarafindan yiiriitiilecek,
serumlardaki mikro RNA larin seviyelerinin belirlenmesi icin gereken deneyler istanbul
Medeniyet Universitesi Tibbi Biyoloji AD Ars. Gor. Dr. Ibrahim Alper Kaya tarafindan
gerceklestirilecektir.

Calismaya katiliminiz tamamen isteginize baghdir. Sizden ticret talep edilmeyecektir ve size
herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. Arastirmaya katilmay1 kabul ettiginiz takdirde sizden on
mililitre kan 6rnegi alinacaktir. Ek olarak tarafinizca doldurulmak tizere bazi anket formlari
verilecektir. Yapacagimiz aragtirmanin Size bir risk getirmesi beklenmemektedir. Kan

aldirmanin genelde hig bir zarar1 olmamasina karsin, nadiren ¢ok az kanama ve morarmaya yol
acabilir.

Eldeki 6rneklerin yetersiz olmasi ya da kullanilamamasi durumunda sizden yeniden kan
ornegi istenmeyecektir, sadece eldeki materyalde arastirmalar yapilacaktir.

Bu calismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir Ucret istenmeyecektir. Calismada
gontillii katilim esas alinmistir. Sizden alinan kanlardan elde edilecek biyoloji materyal
( DNA/RNA/ Serum) ornekleri yukarida bahsi gegenden baska bir g¢alisma igin
kullanilmayacaktir.

2. Olasu riskler ve faydalar:

Yapilacak genetik calismada getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina
bagl olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya cikabilir. Size ait genetik
bilgi kesinlikle gizli kalacaktir. Bu bilginin kott yonde kullanilmasi sizi ekonomik ve
sosyal yonden etkileyebilir. Sizdeki mikro RNA seviyelerini saptadigimizda
bulgularimiz1 istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi
reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz
sadece sizin izninize bagli olacaktir.

Olasi yararlar: Bu ¢aligmanin esas amaci Parkinson hastaligina neden oldugu diisiiniilen
veya ortaya ¢ikmasini kolaylastiran genetik degisimleri 6grenmek, bu degisimlerin tani
ve tedavide ileriki kullanilabilmesine 6n ayak olmaktir. Biz bu asamada size dogrudan
ya da dolayl bir yararinin olup olmayacagini henliz bilmemekteyiz. Fakat kesin olan bu
hastaligin nedenleri konusunda daha ¢ok sey 6grenebilecegimiz ve bOylece gelecekte
diger hastalara daha ¢ok yardimci olabilecegimizdir.
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Diger secenekler: Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak
tamamen istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz. Bu durumda sizden almis oldugumuz Ornek, eger arzu ederseniz imha
edilecektir.

Uygulanacak islemin yapisi ve amaci hakkinda, olasi riskleri ve yararlari tarafimdan,

hastaya, @ ~  ----m-mmemmmmmmm s e
(Goniillii Adr)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmig ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir. Caligmanin devami sirasinda ortaya c¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar
tarafimdan katilimciya iletilecektir.

Doktorun imzasi:
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Arastirma siiresince 24 saat ulasilabilecek kisiler:

Istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD Ars Gér, istanbul Tip
Fakltesi Tibbi Biyoloji Doktora Ogrencisi

Ars. Gor. Dr. Ibrahim Alper KAYA
Ulasilabilecek Tel. No.” lar1: 05542567960

Ulasim Adresi: Istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali
Kuzey Yerleskesi Kadikoy/Istanbul

Elektronik Posta Adresi: alperkaya@istanbul.edu.tr

1zin: Saym Dr ...cococooveeveieeeeeceee e tarafindan .............c.cccceeeeeee (Kurum
ad1) o (anabilim dali adi, Unite adi vb.)’ da tibbi bir arastirma
yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra boyle bir arasgtirmaya “katilime1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiilk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglariin egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak igin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tlrli
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli gilivence verildi. (Bu tibbi
mudahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr.
................................. (Doktor ismi),
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...................................................................................... (telefon ve adres)’ ten
arayabilecegimi biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.

Bana yapilan tim acgiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma projesinde ‘katilimer (denek)’
olarak yer alma kararint aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
gonalltaluk icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-Soyadi-Imzasi-Tarih =~ ==mmmmm e

[letisim Bilgileri

Tanik olan kisinin Adi-Soyadi-Imzasi-Tarin -------=-=-=nmmmmmmem oo

Tletisim Bilgileri

Arastirmacinin Adi-Soyadi-Imzast-Tarih - =-mmmmmmmm e

Tletisim Bilgileri
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3. Saghkh bilgilendirilmis gonulli onam formu

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI

MOLEKULER ARASTIRMALAR ICIN BILGILENDIRiLMIS OLUR
FORMU

Arastirmanin Adi: PARKINSON HASTALARINDA BELIRLI SERUM MIKRO RNA
SEVIYELERININ VE HASTALIK SEYRI ILE ILISKILERININ GOSTERILMESI

Hastalik Adi: Parkinson Hastalig1

Arastirmanin siiresi: 18 ay
Versiyon no:1
Tarih:02.11.2018

Arastirmaya katilacak goniillii sayisi: 120

“PARKINSON HASTALARINDA BELIRLI SERUM MIKRO RNA SEVIYELERININ VE
HASTALIK SEYRI ILE ILISKILERININ GOSTERILMESI” adin1 verdigimiz ¢alismaya
katilma tizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer almay1 kabul etmeden
once c¢alismanin ne amagla ve nasil yapilacagini anlamaniz ve katilip katilmama
dogrultusundaki kararinizi bu bilgilendirme sonrasi dzgiirce vermeniz gerekmektedir.
Arastirma hakkinda sozlii olarak size aktaracagim bilgiler yazili olarak da bir sonraki
bolimde sunulacaktir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice
okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz. Bu belgedeki son bdliim onay islemleri
ile ilgilidir. Arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz liitfen bu boliimii imzalayiniz.
Okuma ve yazma konusunda engelleriniz oldugu takdirde bir tamigin gozetiminde bu

belgeyi onaylamaniz istenecek ve gerektiginde parmak iziniz alinacaktir.

Arastirmanin Konusu:
Parkinson hastaligi, diinyada 4.000.000° dan fazla kisiyi etkileyen, sik rastlanan norolojik bir
hastaliktir. 65 yas tizerindeki her 100 kisiden biri Parkinson hastasidir. Bu norodejeneratif
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hastalik, beyinde dopamin adli maddenin sentezlendigi sinir hiicrelerinin kayb1 sonucu ortaya
cikar. Parkinson hastalig1 yavas ilerleyen bir hastaliktir. Hayat1 etkiledigi halde yasami tehdit

etmez.

Gunumuzde Parkinson ve benzeri beyin hastaliklar ile ilgili ¢alismalar i¢inde, Ozellikle de
hastalikla iligkili oldugu diisliniilen mikroRNA molekiillerinin test edilmeleri Snemlidir.
Parkinson hastaligi ile iliskili olabilecek mikroRNA’larin saptanmasi ve Ozelliklerinin
anlasilmasi, bu hastaliga yol agan mekanizmalarin taninmasi ve tedavi gelistirilebilmesi

acisindan biiyiik onem tasimaktadir.

Toplumumuzda Parkinson hastalarinin mikroRNA altyapisinin belirlenmesi, hastaligin

molekiler temelinin aydinlatilmasina katkida bulunacaktir.

PARKINSON HASTALIGI ILE ILISKILI OLABILECEK SERUM mikroRNA
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI isimli ¢alisma ile miR19a, miR19b, miR29a, miR29c,
miR181, miR195 ve miR221’in ekspresyon dizeyleri arastirilacakken bu ¢alismada ayni serum
orneklerinden miR-16, miR-24, miR-30, miR-34 ve miR-331 ekspresyon duzeyleri
arastirilacaktir.

Arastirmanin Amaci:

Yapacagimiz genetik ¢aligmasinda Parkinson Hastaliginda hastaligin seyri ve siddeti ile
ilgili oldugunu diisiindigiimiiz mikro RNA degisimlerinin Turk hastalardaki
seviyelerini molekuler yontemlerle incelemek istiyoruz. Ulasacagimiz sonucun hastalik
olusumunda etkili olacak mikro RNA lardaki degisimlerin kesfi ile erken tani ve
potansiyel tedavi yontemleri gelistirilmesinde etkili olacagin1 diisinmekteyiz. Boylesi
bir calismaya katilma karar1 vermeden oOnce sizleri g¢alismanin amaci, riskleri ve
yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Asagidaki Molekiiler Arastirmalar icin
Bilgilendirilmis Olur Formunu okuduktan sonra ¢alismaya katilma karar1 verirseniz

formu liitfen imzalayiniz.

Bu ¢alismada, Parkinson hastaligi ile iliskili olabilecek mikroRNA diizeyleri incelenecektir.
Bunun size yararli olup olmayacagi simdiden sdylemek miimkiin degildir ve size bu konuda

s0z veremeyiz. Arastirmanin ileride baska bireylere yarar saglamasi olasilig1 yiiksektir.
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Calismaya kan vererek gosterilecek gerekli toplumsal duyarlilik, ¢alisma agisindan

Onem tagimaktadir.

Saghkh Kontrol Grubu Genetik Materyali icin Bilgilendirme Onam

“PARKINSON HASTALARINDA BELIRLI SERUM MIKRO RNA SEVIYELERININ VE
HASTALIK SEYRI ILE ILISKILERININ GOSTERILMESI”  baglikli doktora tez
projesinde amag Parkinson hastaliginin gelisiminde rol oynadig: diisiinlilen aday mikro
RNAlarm Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe egitim ve Arastrma Hastanesi
Noroloji AD da toplanan Parkinson hasta ve saglikli kan orneklerinden genetik
yontemler kullanilarak hastaligin molekiiler ilerleyisinde dogrudan ya da dolayl

iligkileri ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu amacla geriye doniik bu projede kullanilan hasta ve kontrol grubundaki kisiler
bilgilendirilerek, bilgilendirilmis onamlar1 alinacaktir. Yapilan genetik c¢aligmalar, bu
hastaliga genetik faktorlerin yol acabilecegini diisiindiirmektedir. Hastaliga neden
oldugu disiiniilen veya hastalik seyri sirasinda miktar: degisen mikro RNA larin tayini
amact ile Onceden toplanmis serum materyalinden yapilacak analizler igin sizden
herhangi bir Ucret ve kan materyali istenmeyecektir. Calismada goniillii katilim esas

alinmistir.

1.Yapilacak islemin tanimi ve izlenecek yontem:

Caligmada, Istanbul Medeniyet Universitesi néroloji AD’da sozel ve Bilgilendirilmis Géniillii
Onam Formu ile yazili olarak aydinlatilmis ve onamlar1 alinmus, birlesik Krallik Parkinson
Hastaligi Dernegi Beyin Bankasi klinik tani kriterlerine gore idiyopatik Parkinson
hastalig1 (PH) tanisiyla takip edilmekte olan, Hoehn ve Yahr klinik evrelendirmesinde
evre 2, 3, 4, 5 olan hastalardan, uygun tedavi altinda takip edilen 40-75 yas aras1 70
goniillii hasta ile bu hastalarin yas ve cinsiyetleriyle uyumlu 50 gonilli saglikli
kontrolden 2017-2018 yillarinda kan 6rnekleri alinmis olup alinan 6rneklerden kanin
serum kismi ayrilmustir. Bu calisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Néroloji AD &gretim iiyesi Prof. Dr. Ibrahim Hakan Giirvit tarafindan yiiriitilecek,
serumlardaki mikro RNA larin seviyelerinin belirlenmesi igin gereken deneyler Istanbul
Medeniyet Universitesi Tibbi Biyoloji AD Ars. Gor. Dr. Ibrahim Alper Kaya tarafindan
gergeklestirilecektir.

bliytik

Calismaya katiliminiz tamamen isteginize baghdir. Sizden (cret talep edilmeyecektir ve size

herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. Arastirmaya katilmay1 kabul ettiginiz takdirde sizden on
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mililitre kan 6rnegi alinacaktir. Ek olarak tarafinizca doldurulmak iizere bazi anket formlari
verilecektir. Yapacagimiz aragtirmanin size bir risk getirmesi beklenmemektedir. Kan
aldirmanin genelde higbir zarar1 olmamasina karsin, nadiren ¢cok az kanama ve morarmaya yol

acabilir,

Eldeki orneklerin yetersiz olmasi ya da kullanilamamasi durumunda sizden yeniden kan
ornegi istenmeyecektir, sadece eldeki materyalde arastirmalar yapilacaktir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismada
goniilli katilim esas alinmistir. Sizden alinan kanlardan elde edilecek biyoloji materyal
( DNA/RNA/ Serum) ornekleri yukarida bahsi gecenden baska bir g¢alisma igin
kullanilmayacaktir.

2. Olasi riskler ve faydalar:

Yapilacak genetik calismada getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina
bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya cikabilir. Size ait genetik
bilgi kesinlikle gizli kalacaktir. Bu bilginin kotii yonde kullanilmasi sizi ekonomik ve
sosyal yonden etkileyebilir. Sizdeki mikro RNA seviyelerini saptadigimizda
bulgularimiz1 istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiyi 0grenmeyi
reddetmek her zaman hakkimizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylagsmamiz
sadece sizin izninize bagli olacaktir.

Olasi yararlar: Bu ¢aligmanin esas amacit Parkinson hastaligina neden oldugu diistindilen
veya ortaya ¢ikmasini kolaylastiran genetik degisimleri 6grenmek, bu degisimlerin tani
ve tedavide ileriki kullanilabilmesine 6n ayak olmaktir. Biz bu asamada size dogrudan
ya da dolayl bir yararinin olup olmayacagini heniiz bilmemekteyiz. Fakat kesin olan bu
hastaligin nedenleri konusunda daha ¢ok sey Ogrenebilecegimiz ve boylece gelecekte
diger hastalara daha ¢ok yardimc1 olabilecegimizdir.

Diger secenekler: Bu caligmaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak
tamamen istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz. Bu durumda sizden almis oldugumuz Ornek, eger arzu ederseniz imha
edilecektir.

Uygulanacak islemin yapisi ve amaci hakkinda, olasi riskleri ve yararlar tarafimdan,

hastaya, = ~  ==-=-memmemememememeeeeeeeoeeeees m=memmmememememeeee-
(Gonalli Adr)
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anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir. Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar
tarafimdan katilimciya iletilecektir.

Tarih :

Doktorun imzasi:

Arastirma siiresince 24 saat ulasilabilecek kisiler:

Istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD Ars Gér, Istanbul Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Doktora Ogrencisi

Ars. Gor. Dr. Ibrahim Alper KAYA

Ulasilabilecek Tel. No.” lari: 05542567960

Ulasim Adresi: Istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1

Kuzey Yerleskesi Kadikdy/Istanbul

Elektronik Posta Adresi: alperkaya@istanbul.edu.tr

Istanbul Medeniyet Universiteisi GOztepe Egitim Arastirma Hastanesi Noroloji AD
Ogretim tliyesi

Dog. Dr. Fatma Betiil Ozdilek
Ulasilabilecek Tel No: 05325220053

Ulasim Adresi: Istanbul Medeniyet Universiteisi Goztepe Egitim Arastirma Hastanesi
Noroloji AD Goztepe Kadikdy/Istanbul

Elektronik posta adresi: ozdilekbetul@gmail.com

izin: Sayin Dr ....ccocooovvevvviieceeeeeeeee, tarafindan .............c..cccceeeeeeee. (KUrum
ad1) (anabilim dal1 ad, tinite ad1 vb.)” da tibbi bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyilk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglariin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gtiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in aragtirmadan
¢ekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacagmin bilincindeyim). Ayrica tibbi


mailto:alperkaya@istanbul.edu.tr
mailto:ozdilekbetul@gmail.com
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durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli gilivence verildi. (Bu tibbi
mudahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr.
................................. (Doktor ismi),
...................................................................................... (telefon ve adres)’ ten
arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma projesinde ‘katilimer (denek)’
olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
gonallaluk icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan oOnce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozli agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-Soyadi-imzasi-Tarih e

Iletisim Bilgileri

Tanik olan kisinin Adi-Soyadi-Imzas1-Tarin =-----=--mn-mmmmmmme oo

lletisim Bilgileri

Arastirmacinin Adi-Soyadi-imzast-Tarin - ==-mmmm e

Iletisim Bilgileri



4. Mini mental test:

Psikiyatride Kullanslan Klinik Olgekler

STANDARDIZE MINI MENTAL TEST

YONELIM (Toplam puan 10)

Hangiyiligindeyiz . ... oot e ()

Hangi mevsimdeyiz . ...t e e ()

Hangi aydayiz . . ... e ()
BUgUNayIn Kagl. ..o vi i i e e e ()

Hangi glindeyiz. . ... e e e ()

Hangi llkede yasiyoruz . . ...t e e e e e e ()

Su an hangi sehirde bulunmaktasiniz. . ........ ... ... .. . ()

Su an bulundugunuz semtneresidir . ............ i e ()

Su an bulundugunuz binaneresidir . .......... ... . e ()

Su an bu binada kagincrkattasiniz. .. ... . i ()
KAYIT HAFIZASI (Toplam puan 3)

Size birazdan soyleyecegim li¢ ismi dikkatlice dinleyip ben bitirdikten sonra tekrarlayin
(Masa, Bayrak, Elbise) (20 sn siire taninir) Her dogruisimlpuan................ ()
DiKKAT VE HESAP YAPMA (Toplam puan 5)

100’den geriye dogru 7 ¢ikartarak gidin. Dur deyinceye kadar devam edin.

Her dogru islem 1 puan. (100, 93,86,79,72,65) . .. .ccoviiiiiiii ... ()
HATIRLAMA (Toplam puan 3)

Yukarida tekrar ettiginiz kelimeleri hatirliyor musunuz? Hatirladiklarinizi séyleyin.

(Masa, Bayrak, EIbise). ... ... ()

LISAN (Toplam puan 9)

a) Bu gordiiglintz nesnelerin isimleri nedir? (saat, kalem) 2 puan (20sntut)......... ()
b) Simdi size sdyleyecegim ciimleyi dikkatle dinleyin ve ben bitirdikten sonra tekrar edin.
“Eger ve fakat istemiyorum” (10sntut)lpuan..............coiiinann.. ()

c) Simdi sizden bir sey yapmanizi isteyecegim, beni dikkatle dinleyin ve sdyledigimi yapin.

’

“Masada duran kagidi sag/sol elinizle alin, iki elinizle ikiye katlayin ve yere birakin litfen”

Toplam puan 3, stire 30 sn, her birdogruislemlpuan.................... ()

d) Simdi size bir cimle verecegim. Okuyun ve yazida sdylenen seyi yapin. (1 puan)
“GOZLERINIZI KAPATIN” (arkasayfada) . .........vuiiiiineennennnnnnnn. ()

e) Simdi verecegim kagida akliniza gelen anlamli bir cimleyi yazin. (1 puan) ......... ()

f) Size gosterecegim seklin aynisini ¢izin. (arka sayfada) (1 puan) ............... ()

88



5. MDS UPDRS:

Hareket Bozukluklar Dernegi Birlesik Parkinson Hastalig
Degerleme Olgegi (HBD BPHDO)

Hareket Bozukluklan Dernedi spenserugundaki yeni Birlegik Parkinson Hastalid
Dedereme Olgedi, Parkinson Hastaliginda Dedereme Olgedi Calizma Komisyonu'nun
elestirilen dogrultusunda hazirlanmigtir (Mov Disord 2003;18:738-750). HBD bu amagla
orijinal BPHDO nin genal bigimini koruyup ayni zamanda zayif ve kafa kangtinci taraflan igin
yapilan elestirilen goz énune alarak yeni BPHDOyO clugturmak igin program organize
edecek bir genel baskan gireviendirdi. Genel bagkan da tyeler ve kurullardan olugan alt
gruplar belirledi. Her balim uygun grup dyeler tarafindan yazildi ve ekibin tamam tarafindan
incelenip onaylandi. Bu Gyeler agagida siralanmigtir.

HBD BPHDO dért bélimden olusuyer; Balim 1 {non motor sorunlar), Bolum 2 (motor
sorunlar), Balim 3 {motor muayene) ve B&lim 4 (motor komplikasyonlar). Birinci b&limin iki
kismi var; 1A aragtirmacinin hasta ve bakicizindan edindigi bilgiyle degerlendirdidi bir grup
davranigla ilgili kisim, 1B aragtirmacidan badimsiz olarak bakicisinin yardimiyla veya tek
bagina hastanin doldurdugu kisim. Degerlendiren kigi bu kismi ancak bitin cevaplann net
oldufundan emin clmak veya anlagilamayan yerleri agiklamak igin inceleyebilir. B3lim 2 de
blim 1A gibi kiginin tek bagina dolduracad bir anket olarak tasarlanmistir; dejerendiren kigi
tarafindan ancak cevaplann tamamlanmig ve anlagihir oldugundan emin olunmasi igin
incelenebilir. Dikkat edilmesi gereken yer, bolim 1A, 1B ve 2'nin on ve off igin farkh
degerlendirmesinin olmamasidir. Ancak bireysel programiar ve protokoller igin ayni sorular
ayn ayn hem on hem de off igin kullanilabilir. Ugl]m:[l bilimde dederendiren kisinin hastaya
vermesi gereken talimatlar vardir ve bu b3lim degerlendiren kigi tarafindan doldurulur.
Dérdaned bilimin hem dederlendiren kigi icin hem de hastaya okunmasi gereken
yonergeleri vardir. Bu balim dederlendiren kiginin klinik gézlemi ve karanyla hastadan alinan
bilgiyi birlestirir ve dederlendiren kigi tarafindan doldurulur.

Yeni suramun yazarlar:

Genel bagkan: Christopher G. Goetz

Balam I: Werner Poewe (bagkan), Bruno Dubois, Anette Schrag

Balom II: Matthew B. Stern (bagkan), Anthony E. Lang, Peter A_ LeWitt

Balam 11l: Stanley Fahn (bagkan), Joseph Jankovic, C. Wamen Olanow

Balom I'V: Pablo Martinez-Martin (bagkan), Andrew Lees, Olivier Rascol, Bob van Hilten
Geligtirme Standartlan Glenn T. Stebbins (baskan), Robert Holloway, David Myenhuis
Ekler: Cristina Sampaic (bagkan), Richard Dodel, Jaime Kulisevsky

Istatistik testler: Barbara Tilley (baskan), Sue Leurgans, Jean Teresi,

Danigman: Stephanie Shaftman, Mancy LaPelle

Irtibat icin: Christopher G. Goetz, MD
Rush University Medical Center
1725 W. Hamison Street, Suite 755
Chicago, IL USA 60612

Telefon 312-942-8016

Email: cgoetz@rush_edu

1 Temmuz 2008
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Bd&liim 1 Non Motor Sorunlar

Genel bilgi: C_)Igef;in bu kismi hastalanin ginlik hayatianinda Parkinson hastahdinin yol agti non motor
sorunlar inceler. On dg soru vardir. Bélim 14 dederendiren tarafindan uygulanir (6 soru) ve karmagik
davraniglar Gzerine yogunlagir. Balim 1B kiginin kendisi tarafindan deldurulan hasta anketinin bir parcasidir
ve ginlik hayatta yapilan iglerin non motor yanlann inceleyen yedi sorudan olugmustur.

Balom 14

Dederiendiren kigi Bolom 1A%y uygularken asagidaki yonergeyi kullanmalidir:

1. Sayfanin en ist béliminde, dncelikle bilgi alnan kigi olarak hasta, hasta bakicis) veya hasta ve hasta
bakicis! birlikte esit oranda segeneklerinden birini isaretieyin.

Her madde gérismenin yapildidi gind de icermek Gzers son yedi gind kapsamahdir.

Bitin maddelerin cevabi tam say olmahdir (yanm puan, eksik puan olmamali). Hasta igin gegerli

clmayan veya degerendirilemeyen madde olmasi durumunda, “dedgerlendirilemed™ D yazimalidir.

4. Cevaplar fonksiyonun genel derecesini yansitmali; hastalara coguniukla, genellikle, coju zaman gibi
kelimeler kullanilabilir.

5. Her sorunun sizin okumaniz igin metni vardir (hasta ve hasta bakicisi igin yonergeler). Bu metinden
sonra degerlendiren igin verilmig yonergede belitilen hedef semptomlara dayanarak detaya
inebilirsiniz. Hasta ve hasta bakicisina CEVAP SE(;.ENEKLERiNi tibbi terminolojivle yazilmig
clmasindan dolayr CKUMAYIN. En uygun cevabi bulmak igin gorismeyle varacadiniz tibbi karanmizi
kullarmn.

6. Hastalann fonksiyonlarini etkileyecek komorbiditeleri veya gesith tibbi durumlan olabilir. Siz ve
hastaniz hastadaki sorunlan oldugu gibi degerlendirmeli ve Parkinson hastaligina ait unsurlan
hastanin dider meveut durumundan ayimaya galismamalisiniz.

2.
3.

BOLUM 1A’DA UYGUN SECENEGI iSARETLEMEK iGiN ORNEKLER

En ge¢erli cevaln bulmak igin onerilen stratejiler:

Hastaya yonergeyi okuduktan sonra normal mi sorunlu mu diye karar vermek igin konunun tamamin
tarbigarak Glgmeniz gerekecek; eder sorulanniz bu konuda highir probleme isarst etmiyorsa 07 igaretleyip
sonraki soruya gegin.

Egder sorulanniz o konuda bir problemi tespit ettiyze hastanin fonksiyonu o seviyeden daha mi iyi daha mi
k5tll anlamak igin ortadaki gikki (segenek 2 veya hafif) referans noktasi olarak almalsiniz. Cevaplar ibbi
. cediniz

ii
gereken sorulan soruyor olacaksiniz.

Hastaya en uygun cevaln bulmak igin yukardan agad) ve agagidan yukan bitin segenekleri degeriendirin ve
sectijiniz gikkin Gstindeki ve attindaki giklan elediginizi son bir kez kontrol edin.

Bu madde sizin igin normal mi 7 Ewat 0: Mormal'i igaretheyin.

¥

Hayir, sorunum var, l »
Ewet, “silik” en

Referans noktasi olarak “hafif'(2)i lin. upgunu. N Dodrulayip “silik isaretleyin,
sonra “sllik’{1)le kargilastinn
Efer “hafif en 1
Lyguniyea Hayir, “orta” gak
Daha ok uyuyor mu diye “orta'y agir Dodrulayip “hafif'i igaretleyin.
diglingn. ]

Eder “orta”, “hafiften

daha uygunsa Hayir, "ciddi” Gak

Daha cok uyuyor mu diye “orta™y agir Dogrulayip “orta™yi Izareteyin.
dlisdindn
Evet, “ciddi” en uygunu Dodrulayip “ciddi®yi igarsteyin
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Haata Ad) veya Mumaras: Mrkaz umarasi Defarlandime Tasihi {ay/ginil Harflsri

Deearianciranin lsminin Bag

HBD BPHDO
Bélim 1: Non Motor Sorunlar

Bdliim 1A: Karmagik Davramiglar | dederlendiren tarafindan doldurulacak)
Bilginin esas olarak alindid! kigi
|:| Hasta ! D Hasta bakicisi / |:| Esit oranda hem hasta hem hasta bakicisi

Hastaya okuyunuz: Size yagamig clabilecediniz veya hig yagamadiginiz davraniglaria ilgili 6

soru soracadim. Bazi sorular genel problemlerle bazi sorularsa nadir kargilagilan

problemlerle ilgili. Agagidaki alanlarla ilgili bir sorununuz varsa GECTIGIMIZ HAFTA ICINDE

COGU ZAMAN ne hissettijinizi belirten secenedi isarstleyin. E§er dyle bir sorununuz

olmamigsa HAYIR demeniz yeteri. ince detaylara inmeye caligiyorum; bu yazden sizinle hig

ilgisi olmayan sorular sorabilirim.

1.1 KOGNITIF TUTULUM

Dederlendiren icin yénerge: Kognitif bozukludun; kegnitif yavaslama, bozulmug muhakeme,
hafiza kayb, dikkat ve oryantasyonda eksikhigi de igeren bitin bozulmusg seviyelerini
dederlendirin.

Hasta ve hasta bakicisi icin yénerge: Gectigimiz hafta iginde bir geyi hatirlamakta,
konugmalan takip etmekte, dikkatinizi toplamakta, net diginmede, ev veya sehir iginde
yolunuzu bulmakta zorandiginiz oldu mu? (Eder evefse, degerlendiren duruma agtklk
getirecek ek sorular sorabilir)

0: Kognitif tutulum yok.

1: 5ilik. Hasta veya hasta bakicizi tarafindan bozukluk fark edilmis; ancak hastanin normal
iglerini ve sosyal etkilesimini sirdime yetenedini somut bir sekilde etkilemiyor.

2: Hafif. Klinik olarak belirgin kognitif tutulum; ancak hastamin normal iglerini ve sosyal
etkilegimini strddrme yetenedini minimal etkiliyor.

3 Orta. Kognitif tutulum hastanin normal iglerini ve sosyal etkilegimini sirdirme yetenegini
etkiliyor ancak engellemiyor.

4: Siddetli. Kognitif disfonksiyon hastanin normal iglerini ve sosyal etkilegimini sdrdirme
yetenegini engelliyor.
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SKOR

91



SKOR
1.2 VARSANILAR VE PSiKOZ
Dederlendiren igin ydnerge: Hem illizyonlar (gergedin yanhs yorumianmasi) hem de
varsanilan (spontan yanhs algi) gz énine alin. Batin ana duyu alanlann dederlendirin
(gérme, duyma, dokunma, koklama ve tatma). Bigimlenmemis (Srnedin bir varlik hissi veya
getici yanlig izlenim) ve bigimlenmis (tamamen gelismig ve aynntil) algilann varhgim
degderlendirin. Hastanin varsanilara dair icgériistini dejerdendirin, sanrilan ve psikotik
daginceyi tespit edin.
Hasta ve hasta bakicisi igin yonerge: Gegtigimiz hafta iginde ashinda olmayan bir sey
gérdiigindz, duydugunuz, hissettiginiz veya kokusu aldidiniz oldu mu? (Eger evetse,
degerlendiren kigi cevab detaylandirmali)
0: Mormal. VYarsam veya psikotik davramig yok.
1: Silik. ilizyonlar veya bigimlenmemis varsanilar; ancak hasta ic gorisini kaybetmeden
bunlan fark edebiliyor.
2: Hafif. Cevresel uyarandan badimsiz bigimlenmis varsanilar. ig. gdril kaybi yok.
3: Orta. Iggdni kaybryla birlikte bigimlenmis varsanilar.
4: Siddetli. Hastanin sannlan veya paranoyasi var.
SKOR

1.3 DEPRESYON

Dederlendiren igin yénerge: Duygudurum diguklaga, 0zontd, umutsuziuk, bogluk hissi veya
haz kaybini dederendirin. Gegtijimiz hafta iginde olup olmadidim ve ne kadar sOrdGgani
belifeyin, hastanin gunlik rutinlerini devam etiirme ve sosyal etkilesimde bulunma
yetenedinin ne kadar etkilendigini Slgn.

Hasta ve hasta bakicisi igin yonerge: Gecligimiz hafta iginds mutsuz, dzgdn, umutsuz ve
highir seyden keyif alamadiginizi hissettiniz mi? Eger evetse, bu his tek seferde bir ginden
wzun sirdd ma? Sizin normal igleninizi yapmanizi veya bagka insanlarla vakit gegirmenizi
zorlaghirdr mi? ( Eger evetse, dederlendiren kigi cevabr detaylandirmali.)

0: Mormal. Depresyon yok.

1: Silik. Tek seferde bir ginden uzun sirmeyen depresif duygudurum dénemleri var. Normal
iglerini veya sosyal etkilegimi sGrdirmeyi zorlagtirmuyor.

2: Hafif. Ginlerce stren depresif duygudurum; ancak normal ig veya sosyal etkilegimi
siirdirmeyi zorlagtirmyor.

3: Orta. Normal igleri veya sosyal etkilegimi sirddrmeyi zorlagtiran ancak engellemeyen
depresif duygudurum.

4: Agir. Mormal igleri ve sosyal etkilegimi sirdimeyi engelleyen depresif duygudurum.
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1.4 ANKSIYETE

Dederlendiren icin yénerge: Sinirilik, gerginlik, endige veya anksiyete gibi duygulan
dederlendirin (panik ataklan dahil). Gegtigimiz hafta icinde olup cimadigini ve ne kadar
sardigind belirleyin, hastanin ganidk rutinkerini devam ettime ve sosyal etkilegimde
bulunma yetenedinin ne kadar etkilendigini slgn.

Hasta ve hasta bakicisi igin yGnerge: Gectigimiz hafta icinde sinirli, gergin veya endigeli
hissettiniz mi? Eger evetse, bu his tek seferde bir ginden uzun sirdd md? Sizin normal
igterinizi yapmanizi veya bagka insanlarla vakit gecirmenizi zorlagtirdi mi? { Eger evetse,
degeriendiren kigi cevabi detaylandirmalr.)

0: Normal. Anksiyete yok.

1: Silik. Anksiyete var; ancak tek seferde bir giinden uzun simiyor. Normal is veya sosyal
etkilegimi strdirmeyi zorlagtirmiyor.

2: Hafif. Anksiyete tek seferde bir ginden uzun sirdyor; ancak normal i veya sosyal
etkilegimi strdirmeyi zorlagtirmiyor.

3: Orta. Normal igleri veya sosyal etkilegimi sirdurmeyi zorlagtiran ancak engellemeyen
anksiyete.

4: Siddetli. Normal isleri ve sosyal etkilesimi sirdirmeyi engelleyen anksiyete.

SKOR

1.5 APATI

Dederendiren icin yénerge: Spontan aktivite, kendine glven, motivasyon ve girigkenlik
seviyelerini deferlendirin ve performans digiklGdinin normal aktivitelere ve sosyal
etkilegime etkisini Slgin. Burada dederlendiren kigi apati ile, depresyonla daha iyi
agiklanabilen benzer semptomlarn, birbirinden ayimaya gahgmali

Hasta ve hasta bakicisi igin yonerge: Gecligimiz hafta icinde ginlik igleri yapmaya veya
bagka insanlaria vakit gecirmeye isteksiz oldujunuzu hissettiniz mi? (Eger evetse,
degeriendiren kigi cevabi detaylandirmall.)

0: Normal. Apati yok.

1: Silik. Hasta veya hasta bakicizi tarafindan apati fark edilmig; ancak hastanin normal
iglerini ve sosyal etkilesimini etkilemiyor.

2: Hafif. Apati bazi igler ve sosyal etkilesimlen etkiliyor.
3: Orta. Apati gofu isi ve sosyal etkilegimi etkiliyor.

4: Siddetli. Pasif ve igine kapanik. Girigkenlik tamamen kaybedilmig.
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1.6 DOPAMIN DISREGULASYON SENDROMU

Degerlendiren igin yénerge: Atipik veya agin kumarbazlik (6megin kumarhaneler ve
piyango biletleri), atipik veya agin cinsel istek veya merak (Srnegin pomografiye,
mastirbasyona karg aligiimang merak, partnerden cinsel talepler), diger tekrarayic
aktiviteler (Grnegdin hobiler, nesneleri pargalanna ayirma, siniflandirma veya dizenleme)
veya fiziksel olmayan nedenler (Gmedgin badimlilk) igin regetesiz ilaglann fazla kullamimin
kapsayan gesgitli aktivitelere yonelimi degerendirin. Bu anormal aktivite/davraniglann
kiginin kendi hayat, ailesi ve sosyal iligkileri (borg aima gereksinimi veya kredi kartlannin
iptali gibi finansal sikintilar, aile i¢i buyuk kavgalar, igten kaybedilen zaman veya aktivite
yizlinden kaginlan 53lin veya azalan uyku dahil) (izerindeki etkilerini Slgin.

Hasta ve hasta yakini igin yonerge: Gegtifimiz hafta icinde normalde hissetmediginiz,
kontrol ediimesi zor, glcld istekleriniz oldu mu? Bir geyi yapmak zorunda oldujunuzu veya
bir ey hakkinda digindp bunu durdurmamn zor oldugunu digdndyor musunuz? (Kumar
oynamak, temiziik yapmak, bilgisayar kullanmak, ekstra ilag almak, yemek veya seksle ilgili
takintr gibi tamamen hastaya bagh geylerden ek verin.)

0: Normal. Highir problem yok.

1: 5ilik. Bu problemler var; ancak hasta veya hasta bakicisifailesi agisindan herhangi bir
soruna yol agmiyor.

2: Hafif. Bu problemler var ve hastanin kigisel hayat ve aile hayatinda bir takim zorluklara
yol agiyor.

3: Orta. Bu problemler var ve hastanin kigisel hayat ve aile hayatinda pek ¢ok zoruda yol
agIyor.

4: Siddetli. Bu problemler var ve hastanin normal igleri veya sosyal etkilegimlerini
surddrmesini veya hastanin kigisel hayat! ve aile hayatinda dnceki standartlanni
yakalamasini engelliyor.

SKOR

Bélim 1'den kalan sorular (Ginlik Yagamda Nonmotor Sorunlar) {uyku sorunlan, gindiz
uyuklama, agn ve difer duyusal sorunlar, driner sorunlar, kenstipasyon, ayakta dururken ig
gegme, halsizlik), Balim 2 (Ginlik Yagamda Motor Sorunlar) sorulanyla birlikte Hasta
Anketinde yer almaktadir.
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Hasta Anketi

Yonerge:
Bu anket gunlik hayatimizda yagadiklanmza dair sorulardan olugmaktadir.

Anket 20 soru igermekiedir. Titiz davranmaya caligiyoruz, bazi sorulardaki problemler sizde
hig bir zaman clmayacaktir. Eger soruda belirtilen konuda herhangi bir sorununuz yoksa
“hayir” cevabi icin 01 igaretlemeniz yeterlidir.

Lutfen her soruyu dikkatlice okuyun ve size en uygun cevaln igaretiemeden once butin
seceneklere giz gezdirin

Bugidn de dahil olmak Gzere gegtijimiz haftadaki ortalama olarak yapabildiklerinizle
ilgileniyoruz (en iyi ya da en kdtl halinizi disinmeyin). Her soru igin yalnizca bir cevap
veriimesi gerekmektedir, bu yizden gunin biylk kisminda yapabildiklerinizi beliten cevabi
isaretleyin.

Parkinson hastahd diginda baska hastalklanniz da olabilir. Parkinson hastaliqimizi diger
hastaliklanmizdan ayn clarak degerendirerek sorulan_c:evaplamaya calismaniza gerek yok.
Sadece size en yakin cevabi igaretlemeniz yeterlidir. Ornegin yirimeniz Parkinson'a degil de
diz agrisina bagh olarak kétiiyse, yine de "yirimem koti" secenedini igaretieyin.

Cevap olarak sadece 0,1,2,3 4’0 kullamn. Cevaplanmanig soru birakmayin.

Doktorunuz veya hemsireniz sorulan sizinle birlikte gdzden gegirebilir; ancak bu anket
sadece hastalar ve eder varsa hasta yakinlan igindir.

Bu anketi kim dolduruyor? (En uygun cevab igaretleyin)
D Hasta D Hasta yakini |:| Hasta ve hasta yakini birlikte esit oranda
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ETiK KURUL KARARI
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PATENT HAKKI iZNi
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