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Parkinson hastalgi (PH), Substantia Nigra'daki (SN) dopaminerjik néronlarin
kaybi ve sitoplazma icerisinde Lewy cisimcigi adi verilen protein agregatlarinin birikimi
ile karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. Uzun kodlamayan RNA’larin (long non-
coding RNA=IncRNA) ifade dizeylerinde meydana gelen degisimler bircok hastaligin
patogenezinde yer almakta ve bu durum IncRNA’lar terapétik hedef ve biyobelirteg
adaylari haline getirmektedir. Arastirmamizda PH tanisi almis bireylerde IncRNA’lar ve
onlarin hedef mRNA’larini belirlemeyi amagladik. PAU Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim
Dali'na basvuran 50 yas ve uzeri “PH” tanisi almig 10 kisi ile kontrol grubu igin 10
kisiden gonuilli onam formu ve etik kurul izni ile 10 ml periferik kan 6rnekleri alindi.
Periferik kan mononukleer hiicre izolasyonlari (peripheral blood mononuclear
cells=PBMC) density gradient santrifigasyonla gerceklestirildi. Elde edilen
PBMC’lerden total RNA izole edildi ve NanoDrop yardimiyla RNA konsantrasyonu
belirlendi. Kontrol grubu ve PH teshisi almis bireylerden izole edilen total RNA
Orneklerinden, toplam 5 drnek secilerek mikrodizin analizi ile degerlendirildi. Analiz
sonucunda kat degdisimi fazla olan (fc<1.5 / fc>1.5) IncRNA’lar belirlenerek hasta ve
kontrol gruplarindaki bireylerin tamaminda kantitatif es zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) ile bazi IncRNA’larin ve onlarin hedef mRNA’larinin ekspresyon
degisimleri arastinldi. Mikrodizin analiziyle ekspresyon degisimleri belirlenen Lin-7
homolog C (LIN7C), Lenfoid Arttirici Baglanma Faktdéri 1 Antisens RNA 1 (LEF1-
AS1) ve CAMP-Bagimh Protein Kinaz Inhibitér Alfa Antisens RNA 1 (PKIA-AS1)
IncRNA’lari ile Serin/arginin birlestirme faktéri 10 (SRSF10), SMAD Aile Uyesi 2
(SMAD2), Eomesodermin (EOMES) ve LIM Homeobox 3 (LHX3) mRNA’larina 6zgun
primerler tasarlanarak QqRT-PCR yoOntemi validasyonu gergeklestirildi. Azalmis
ekspresyon gosteren Lenfoid Arttirici Baglanma Faktori 1 Antisens RNA 1 (LEF1-
AS1) IncRNA ile Eomesodermin (EOMES) ve LIM Homeobox 3 (LHX3) mRNA’larinin
gRT-PCR sonucunda ifadesinin arttigi saptandi. Diger yandan Lin-7 homolog C
(LIN7C) ve CAMP-Bagimli Protein Kinaz inhibitér Alfa Antisens RNA 1 (PKIA-AS1)
IncRNA'lar ile Serin/arginin birlestirme faktéri 10 (SRSF10) ve SMAD Aile Uyesi 2
(SMAD2) mRNA’larinin mikrodizin analizi ile uyumlu sekilde artan ekspresyonu
g6zlendi. gRT-PCR sonucunda Lin-7 homolog C (LIN7C) IncRNA ile LIM Homeobox 3
(LHX3) ve Eomesodermin (EOMES) mRNA’lari ekspresyonlarindaki artiglar istatistiksel
olarak anlamli bulundu. Elde edilen bulgularin, Parkinsonlu bireylerde yapilacak yeni
hedef INcRNA arastirmalarina katki saglayacagi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Parkinson, IncRNA, gRT- PCR, mikrodizin

Bu calisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2020SABE024).



ABSTRACT

INVESTIGATION OF LONG NON-CODING RNA (IncRNA) PROFILES IN
PARKINSON'S DISEASE

SARIEKIZ,
Fatma Gizem

M.Sc.Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ayse Gaye TOMATIR (PhD)

June 2022, 86 Pages

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by the loss of
dopaminergic neurons in the Substantia Nigra (SN) and the accumulation of protein
aggregates called Lewy bodies in the cytoplasm. Changes in the expression levels of
long non-coding RNAs (long non-coding RNA = IncRNA) are involved in the
pathogenesis of many diseases, and this makes IncRNAs candidates for therapeutic
targets and biomarkers. In our study, we aimed to determine IncRNAs and their target
MRNAs in individuals diagnosed with PD. 10 ml peripheral blood samples were
obtained from 10 people aged 50 and over who applied to the PAU Faculty of
Medicine, Department of Neurology with the diagnosis of "PD" and from 10 people for
the control group, with voluntary consent and approval of the ethics committee.
Peripheral blood mononuclear cell isolations (peripheral blood mononuclear
cells=PBMC) were performed by density gradient centrifugation. Total RNA was
isolated from the obtained PBMCs and the RNA concentration was determined with the
help of NanoDrop. From the total RNA samples isolated from the control group and
individuals diagnosed with PH, a total of 5 samples were selected and evaluated by
microarray analysis. Expression changes of some IncRNAs and their target mMRNAs
were investigated by quantitative simultaneous polymerase chain reaction (QRT-PCR)
in all individuals in the patient and control groups by identifying INcRNAs with a high
fold change (fc<1.5 / fc>1.5) as a result of the analysis. gRT-PCR method validation
was carried out by designing Lin-7 homolog C (LIN7C), Lymphoid Enhancer Binding
Factor 1 Antisense RNA 1 (LEF1AS-1) and CAMP-Dependent Protein Kinase Inhibitor
Alpha Antisense RNA 1 (PKIA-AS1) IncRNAs, whose expression changes were
determined by microarray analysis, and specific primers for Serine/Arginine Rich
Splicing Factor 10 (SRSF10), SMAD Family Member 2 (SMAD2), Eomesodermin
(EOMES) and LIM Homeobox 3 (LHX3) mRNAs. It was determined that the expression
of Lymphoid Enhancer Binding Factor 1 Antisense RNA 1 (LEF1-AS1) IncRNA, which
showed decreased expression, and Eomesodermin (EOMES) and LIM Homeobox 3
(LHX3) mRNAs, increased as a result of gRT-PCR. On the other hand, increased
expression of Lin-7 homolog C (LIN7C) and CAMP-Dependent Protein Kinase Inhibitor
Alpha Antisense RNA 1 (PKIA-AS1) IncRNAs and Serine/Arginine Rich Splicing Factor
10 (SRSF10) and SMAD Family Member 2 (SMAD2) mRNAs was observed,
consistent with microarray analysis. As a result of gRT-PCR, the increases in
expression of Lin-7 homolog C (LIN7C) IncRNA and LIM Homeobox 3 (LHX3) and
Eomesodermin (EOMES) mRNAs were found to be statistically significant. We believe
that these findings will contribute to new target IncRNA studies to be conducted in the
peripheral blood of individuals with Parkinson's disease.

Keywords: Parkinson, IncRNA, qRT-PCR, microarray

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research
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PRC1............. Polycomb Baskilayici Kompleks 1 (Polycomb Repressive Complexes)
PRC2............. Polycomb Baskilayici Kompleks 2 (Polycomb Repressive Complexes)
PRKN............. Parkin RBR E3 Ubikuitin Protein Ligaz (Parkin RBR E3 Ubiquitin
Protein Ligase)

PTEN............. Fosfataz ve Tensin Homologu (Phosphatase and Tensin Homolog)
PCR............... Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

gRT-PCR........ Kantitatif Gergek Zamanl PCR (Real-Time Quantitative Reverse
Transcription PCR)

RDB.............. REM Uyku Davranis Bozuklugu (REM Behavior Disorder)
REM.............. Hizli Géz Hareketi (Rapid Eye Movement)

RNA.............. Ribonukleik Asit

ROS.............. Reaktif Oksijen Turleri

SiRNA............ Kisa interferans RNA (Small interfering RNA)

SMADZ2.......... SMAD Aile Uyesi 2 (SMAD Family Member 2)

SNCA............ Alfa-Sinlklein (Synuclein Alpha)

SNCA-ASL1....Alfa-Sinuklein Antisens Transkript (Alpha-synuclein Antisense Transcript)
SncRNA......... Kisa Kodlamayan RNA (Small Noncoding RNA)

SNHG1......... Klguk Nukleolar RNA Konak Gen 1 (Small Nucleolar RNA Host Gene)
snpc............. Substantia nigra pars compacta

SN...... Substantia nigra

SRSF10......... Serin/arginin Birlestirme Faktoru 10 (Serine/arginine Rich Splicing
Factor 10)

SSCovviiienn. Sistemik Skleroz (Systemic Sclerosis)

TGF-B........... Dénusturucu Bliyume Faktori-B (Transforming Growth Factor-(3)
TncRNA......... Transfer RNA'dan Turetilen Kodlamayan RNA (Transfer RNA-derived
Noncoding RNA)

Treg....cooovene. Duzenleyici T hiicreleri (Regulatory T Cells)

UCHL1-AS1...UCHL1 Antisens RNA (Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1)
UCHL1........... Ubikuitin Karboksil Terminal Hidrolaz L1 (Ubiquitin carboxy-terminal
hydrolase L1)

UPS.............. Ubikuitin-Proteazom Sistemi (Ubiquitin-Proteasome System)
UTR.............. Cevrilmemis Bdlge (Untranslated Region)

XIST..cooiiiiines X-inaktif Spesifik Transkript (X-Inactivation Specific Transcript)
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1. GRS

Parkinson hastaligi (PH), ilk olarak 1817 yilinda James Parkinson tarafindan
tanimlanan, Alzheimer hastaligindan (AH) sonra en yaygin gorulen nérodejeneratif
hastaliklardan biridir (Wirdefeldt vd 2011). PH, “beyin sapi” denilen bdlgedeki
substantia nigra pars compacta (Snpc)de bulunan dopamin salgilayan hicrelerin
dejenerasyonu veya kaybi ile ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica Parkinson hastaligi, temel
bileseni alfa-siniiklein (a-syn) proteinleri olan Lewy cisimciklerinin birikimi ile de
karakterizedir. Lewy cisimcikleri, ilgili sinir hlicreleri arasindaki baglantilari yok ederek
ve norotransmitterlerin akisini engelleyerek etkisini gdstermektedir (Pollanen vd 1993,
Wakabayashi vd 2013). Bireylerde dopaminerjik néronlarin %70-80’inin kaybolmasi ile
Parkinson hastaliginin belirtileri gérulmektedir (Schapira 1999). Calismalar, substantia
nigra'daki (SN) dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonunun ve apoptozunun; alfa-
sinuklein kimelenmesi, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, eksitotoksisite ve
ndroinflamasyon ile yakindan iligkili oldugunu gdstermektedir (Olanow 2007, Schapira
vd 1998). Tim bu mekanizmalarin ortak etkisi PH gelisimini desteklemektedir.

Parkinson hastaliginin tanisi klinik semptomlara baghdir. Klinik olarak; titreme,
kas sertligi (rijidite), yavas hareket (bradikinezi) ve postural instabilite gibi motor
semptomlar ve koku almada azalma, kabizlik, uyku sorunlari, depresyon ve demans
gibi non-motor semptomlar Parkinson hastalidinin bulgular arasindadir (Schapira vd
2017, Chaudhuri vd 2010). Son yillarda PH'nin molekiler mekanizmasini daha iyi
anlamak, erken taniyr desteklemek ve etkili terapotik hedefler gelistirmek igin

biyobelirteclerin arastiriimasi 6nem kazanmigtir (Miller ve O’Callaghan 2015).

insan genomunun biyik bir kismi RNA’ya gevrilmekte ve bu transkribe olan
RNA'larin  yalnizca %1-2'lik kisminin  kodlanarak proteine translasyonu
gerceklesmektedir. Geri kalani, DNA'dan transkribe olan fakat proteine translasyonu
gergeklesmeyen RNA molekulleri, kodlanmayan (non-coding) RNA'lar olarak
adlandiriimaktadir (Lander vd 2001, Zhang vd 2019). Kodlamayan RNA’lar kan
dolasimindaki varliklari ve goéreceli stabiliteleriyle potansiyel hastalik belirtegleri olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Hastaliklarin ilerlemesine yol agan ¢oklu biyolojik yollari
etkilemekte ve bu nedenle umut verici terdpatik hedefler olarak gortlmektedirler (Niu
vd 2016, Kim vd 2016). Kodlamayan RNA’lar uzunluklarina gore; 200 nukleotitten
daha kisa olanlar kisa kodlamayan RNA’lar (small non-coding RNA: sncRNA) ve 200
nukleotitten uzun olanlar uzun kodlamayan RNA'lar (long non-coding RNA: IncRNA)

olarak iki sinifa ayrilmaktadir (Zhang vd 2019).



12

LncRNA’lar; X kromozomu inaktivasyonu, genomik imprinting, kromatin
modifikasyonu, transkripsiyonel etki ve epigenetik dizenleme gibi slreclerde
fonksiyon goéstermektedir (Quinn ve Chang 2016). Yapilan calismalar IncRNA'larin
merkezi sinir sisteminin (Central nervous system: CNS) gelisiminde ve islevinde
onemli roller oynadigini (Ng vd 2013); IncRNA'larin mutasyonu ve anormal
dizenlenmesinin kanser ve cesitli nérodejeneratif hastaliklarin olusumu Uzerinde
onemli bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir (Sunwoo vd 2017, Yuan vd 2016).
Bdylece IncRNA'lardaki degisiklikler, hastaliklarin patogenezinde anahtar faktorler
olabilmekte ve hastaliga 6zgu belirtegleri temsil edebilmektedir (Lyu vd 2019).

Bugine kadar yapilan calismalarda PH’li hastalarin beyinlerinin c¢esitli
bolimlerinde IncRNA'larin anormal ekspresyon profilleri gésterilmigtir. LncRNA'lar gen
ekspresyonunu hem aktive ederek hem de baskilayarak hareket edebilmekte ve PH
baglantili genlerin dizenlenmesinde anahtar bilesen olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Yapilan calismalarda MAPT-AS1 (Mikrotlbdil iliskili Protein Tau Antisense RNA 1) ve
UCHL1-AS1 (Ubikuitin Karboksil Terminal Hidrolaz L1) IncRNA’larinin sirasiyla MAPT
(Mikrotiibiil iliskili Protein Tau) ve UCHL1 (Ubikuitin karboksil terminal hidrolaz L1)
genlerinin ekspresyon seviyelerini etkiledigi bildirilmistir (Coupland vd 2016, Carrieri
vd 2015).

Elkouris vd (2019) bir dizi IncRNA'nin, SNCA (alfa-sintklein), LRRK2 (L&sin
Bakimindan Zengin Tekrar Kinaz 2), PINK1 (PTEN ile indlklenen Kinaz 1 Geni), DJ-1
(Parkinsonizm ile iliskili Deglikaz Geni), UCHL1 (Ubikuitin karboksil terminal hidrolaz
L1), MAPT (Mikrotiibiil iliskili Protein Tau) ve GBAL (Glukoserebrozidaz) gibi PH'ye
badl genlerin ekspresyonunu degistirebilecegini ve bdylece PH'den etkilenen beyin
bdlgeleri ile spesifik INcRNA'lar arasinda bir korelasyon olusturdugunu géstermiglerdir.
Ayni calismada alti IncRNA’nin; SNCA-AS1 (Alfa-Sinlklein antisens transkripti),
AK127687, UCHL1-AS1 (Ubikuitin Karboksil Terminal Hidrolaz L1 Antisens RNA),
PINK1-AS1 (PTEN ile indilklenen Kinaz 1 Geni Antisense RNA), AX747125 ve
MAPT-AS1’'nin SN'de ve bunlardan Ugunin; AK127687, UCHL1-AS1 (Ubikuitin
Karboksil Terminal Hidrolaz L1 Antisens RNA) ve MAPT AS1 (Mikrotiibil iligkili
Protein Tau Antisense RNA 1)’in Parkinson hastalarinin serebellumunda kontrollere

kiyasla daha az ifade edildigi gosterilmigtir.

Kraus vd (2017), PH'li hastalarin beyin dokularinda farkl sekilde eksprese
edilen ve biyobelirtecler olarak hizmet edebilecek bes IncRNA; H19 yukari akis
korunmus bolge 1 ve 2 (HUC1 ve HUC2), lincRNA-p21 (Uzun intergenik Kodlamayan
RNA p21), MALAT1 (Akciger Adenokarsinomu Transkript 1), SNHG1 (Kuguk
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Nukleolar RNA Konak Gen 1) ve TncRNA (Transfer RNA'dan Turetilen Kodlamayan
RNA'lar) tanimlamistir. Calismada IncRNA-p21, MALAT1, SNHG1 ve TncRNA'nin
onemli 6lclide artmis ifadeye sahip olduklari bulunmustur. Dikkat ¢ekici bir sekilde, bu
dizensiz IncRNA'lar PH'nin erken evrelerinde gdzlenmis ve hastaligin seyrinden énce

ortaya ¢ikmistir.

Parkinson hastalarinin substantia nigra’sindaki INcRNA ekspresyon profillerini
arastiran bir calismada PH olusumu sirasinda SN'de 6nemli Olgclide dedisiklik
gOsteren 87 IncRNA belirlenmigtir. Bu IncRNA'lar arasinda carpici sekilde degisiklik
gOsteren IncRNA’lar; INcRNA AL049437 ve IncRNA AK021630 olarak bulunmustur.
PH 6rneklerinde AL049437’nin upregile, AK021630’un ise downregdle edildigi ve
INcRNA AL049437'nin PH riskine katkida bulundugu, IncRNA AK021630'un ise PH
olusumunu engelledigi sonucuna ulagiimistir (Ni vd 2017).

Biriken kanitlar, birgok biyolojik slregte IncRNA'larin  6nemli rollerini
gostermektedir. LncRNA'lar, PH'de potansiyel tanisal belirtecler veya yeni terapotik
hedefler olarak belirtiimektedir. Bugline kadar yapilan arastirmalarda Parkinson
hastaliginda IncRNA'lari periferik kan hiicrelerinde analiz eden sinirli sayida ¢alisma
mevcuttur. Bu g¢alisma, LncRNA'larin Parkinson hastalhdinda terapoétik hedefleri
Uzerine yapilan ve yapilacak olan galismalara destek olmasi agisindan son derece

onemlidir.

1.1. Amag¢

Bu aragtirmada, “Parkinson hastahdi” tanisi almig olgularda, uzun kodlamayan
RNA’larin ve onlarin hedef mRNA’larinin hastalardaki ekspresyon duzeylerinin

belirlenmesi ve olasi yeni belirteglerin tanimlanmasi amacglanmaktadir.
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2. KURAMSAL BILGI VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Parkinsonizm

"Parkinsonizm" bradikinezi (hareketlerde yavaglik), titreme ve rijidite (kas
sertligi) gibi motor belirtileri iceren herhangi bir bozuklugu ifade eden en genis terim
olarak tanimlanmaktadir (Bohlhalter ve Kaegi 2011). Parkinson hastaligi (PH),
parkinsonizmin en yaygin goérulen klinik érnegidir (Bower vd 1999). Parkinsonizm dort
sinifta ele alinabilir: Birincil Parkinsonizm, Ikincil Parkinsonizm (enfeksiyonlar,
toksinler vb.), Parkinson-arti sendromlar ve kalitsal dejeneratif hastaliklar (Bohlhalter
ve Kaegi 2011).

2.1.1. Parkinsonizm siniflandiriimasi

Birincil (dejeneratif) parkinsonizm
- Parkinson hastaligi (Sporadik / Bilinen genetik etiyoloji)
- Parkinson-arti sendromlar
= [lerleyici supraniikleer felg
= Coklu sistem atrofisi
= Kortikobazal dejenerasyon
= Yaygin Lewy cisimcigi hastaligi (DLBD)
- Heredo-dejeneratif bozukluklar
= Wilson hastahgi
= Huntington hastaligi
= X'e bagh distoni-parkinsonizm
ikincil (edinilmig, semptomatik) parkinsonizm (gevresel etiyoloji)
- llaclar
- Postensefalitik
- Toksinler: Mn, CO, MPTP, siyanur

- Kafa travmasi

2.2. Parkinson Hastahgi

PH dopaminerjik ndronlarin kaybi ile karakterize, temelde hareket bozukluguna
yol agan nérodejeneratif bir hastaliktir. Parkinson hastaligi ilk kez 1817 yilinda ingiliz
hekim James Parkinson tarafindan “titremeli felg” olarak tanimlanmistir. James

Parkinson, istirahatte titreme, yavaslik (bradikinezi) veya bazi durumlarda istemli
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hareketlerin yoklugu (akinezi), kambur durus gibi semptomlari tanimlamis ve daha
sonralari Fransiz nérolog Jean Martin Charcot, kas rijiditesi, mikrografi, duysal

degisiklikler gibi bircok 6zelligi ekleyerek hastaliga “Parkinson hastaligi” adini vermistir
(Pearce 1989).

PH patolojik olarak substantia nigra pars compacta'da dopaminerjik noronlarin
dejenerasyonu ve sitoplazma icerisinde temel bileseni alfa-sinlklein proteinleri olan Lewy
cisimcigi adi verilen birikimlerin bulunmasi ile karakterizedir (Pollanen vd 1993,
Wakabayashi vd 2013). PH semptomlarinin goéralmesi icin dopaminerjik néronlarin %70-
80'nin kaybedilmesi gerekmektedir (Schapira 1999).

PH’de etkilenen beyin bdlgesinde hiicre 6limindn nasil gergeklestigi tam olarak
bilinmemekle birlikte ipuclari saglayan bazi biyokimyasal anormallikler tanimlanmistir.
Bunlar arasinda; alfa-siniiklein kiimelenmesi, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres,
eksitotoksisite ve noroinflamasyon yer almaktadir (Olanow 2007, Schapira vd 1998).

Tdm bu mekanizmalarin ortak etkisi PH gelisimini desteklemektedir.

2.2.1. Parkinson Hastaliginin Epidemiyolojisi

PH, Alzheimer hastaigindan sonra ikinci en yaygin ndrodejeneratif
bozukluktur. PH igin ana risk faktéri artan yastir. PH prevalansi genel populasyonda
%0,3, 60 yas Uzeri %1,0 ve 80 yas ve Uzerinde %3,0'dir (De Lau ve Breteler 2006,
Nussbaum ve Ellis 2003, Tanner ve Goldman 1996). Hastaligin ortalama baslangic
yasl 60’tir. Artan yas ile hastaligin gérilme sikhdi artiyor olsa da nadir olarak geng
yasta da gorulebilmektedir. 60 yasindan dnce cesitli belirtiler gdsteren kesim, tim

hastalarin %5’ini olusturmaktadir (Reeve vd 2014).

Cinsiyete goOre bakildiginda, hastaigin hem insidansi hem de prevalansi
erkeklerde kadinlara gore 1.5 ile 2 kat daha yuksektir (De Lau vd 2004, Benito-Leon
vd 2003). Yapilan bir ¢galismada PH’ye sahip menopoz dénemi sonrasinda bulunan
kadinlarda, dusuk doz Ostrojenin motor fonksiyon bozuklugunu azaltmada etkili bir ek

tedavi olabilece@i gézlenmistir (Tsang vd 2000).

2.2.2. Parkinson Hastaligi Klinik Ozellikleri

PH’de motor ve non-motor semptomlar birlikte gérilebilmektedir (Tablo 1). PH

klinik olarak; istirahatte titreme, kas sertligi (rijidite), yavas hareket (bradikinezi) ve
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postural instabilite gibi motor semptomlar ile karakterizedir (Schapira vd 2017). Tum bu
motor semptomlara ek olarak davranigsal ve bilissel semptomlar ile gastrointestinal ve
Urogenital sistem semptomlari non-motor semptomlar arasinda yer almaktadir
(Chaudhuri vd 2010).

Tablo 1. Parkinson Hastaliginda Gorilen Semptomlar

Motor Semptomlar Non-Motor Semptomlar

Tremor Kognitif Bozukluk

Rijidite Depresyon

Postural instabilite Apati

Akinezi Uriner Disfonksiyon

Distoni REM Uykusu Davranis Bozuklugu
Skolyoz Koku Alma Duyusunun Kaybi
Ayaklari Strtyerek Yurime Ortostatik Hipotansiyon

Azalmis Kol Salinimi Huzursuz Bacak Sendromu

Gunlik Yasam Aktivitelerinde Yavaglama HallUsinasyon

2.2.2.1. Parkinson Hastaliginda Motor Semptomlar

2.2.2.1.1. lstirahat tremoru

istirahat tremoru, PH'nin en yaygin ve kolay taninan semptomudur. Hasta
istirahat halindeyken vicudun bir béliminde ritmik ve istemsiz hareketler olarak
gorulmektedir. PH’de tremor, tek tarafta daha belirgin olarak 4 ile 6 Hz arasinda bir
frekansta meydana gelmekte ve en sik ellerde olmakla birlikte dudaklari, ¢ceneyi ve

bacaklari, nadiren de boyun/bas bolgesini de tutabilmektedir (Jankovic 2008).

2.2.2.1.2. Rijidite

Rijidite (kaslarda sertlesme), hastanin rahat pozisyonunda bir eklemin pasif
hareketlerine karsi goOsterdigi direng olarak tanimlanmaktadir (Mendongca ve Jog
2008). Rijidite; ekstremitelerde, boyun, gévde ve bazen sirt kaslarinda sertlik olarak

gozlenebilmektedir. Ayrica rijidite skolyoz gibi anormal aksiyel duruslara katkida
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bulunabilmektedir. PH'de, rijiditeye genellikle bir "digli ¢ark" fenomeni eslik etmekte ve
bu tremorun yansimasi olarak kabul edilmektedir. “Disli gark belirtisi” hastalarda

kastaki direncin kesik kesik ¢dzllmesi olarak tanimlanmaktadir (Jankovic 2008).

2.2.2.1.3. Bradikinezi

PH'nin en kolay taninabilen semptomlarindan biri olan bradikinezi hareketin
yavaghgini ifade etmektedir. Bradikinezi, bir hareketi baglatma, planlama ve yuritme
gibi sirali ve es zamanl bir gorevi yerine getirme ile ilgili zorluklari kapsamaktadir
(Berardelli vd 2001).

Klinik olarak hastalarda; yutma islevinin azalmasina bagl salya akmasi,
yuzlerin maskelenmesi (Hipomimi), gunlik yasam aktivitelerini gergeklestirmede
yavaslik ve g6z kirpma hizinda azalma ve yururken kol saliniminda azalma ya da
yaptiklari ardisik hareketlerin genliginde azalma gibi belirtiler gézlenmektedir (Bagheri
vd 1999, Jankovic 2008).

2.2.2.1.4. Postural instabilite

Postural instabilite postural reflekslerin kaybina bagli olarak ortaya
citkmaktadir. Postural refleksler vicudun ani pozisyon degigikliklerinde dengeyi
saglamaktadir. PH’nin ilerleyen evrelerinin bir belirtisidir ve genellikle hastalikta
gorulen diger klinik 6zelliklerin baslangicindan sonra ortaya g¢ikmaktadir. Parkinson
hastalarinda postural dengesizlik (yUrdylsin donmasiyla birlikte), dismelerin en
yaygin nedenidir. Hastalarda postural refleksleri degerlendirmek igin ¢ekme testi (pull
test) adi verilen bir test uygulanmaktadir. Bu testte hasta omuzlarindan hizla geriye
veya ileriye dogru cekilir. Postural instabilite varligi hastanin geriye dogru iki adimdan
fazla atmasi ya da postural yanitin olmamasi ile karakterizedir (Jankovic 2008,
Williams vd 2006).

2.2.2.2. Parkinson Hastahginda Non-Motor Semptomlar

Parkinson hastalarinda baglica motor semptomlarin yanisira non-motor
semptomlar da hastalarin hayatlarini olumsuz bir sekilde etkilemektedir. Teshis konan
hastalarda motor semptomlar baglamadan 06nce non-motor semptomlar
gelisebilmektedir. Koku alma disfonksiyonu, REM uykusu davranis bozuklugu (RDB),
kabizlk, Uriner sistem bozuklugu, depresyon gibi semptomlar non-motor semptomlar

arasindadir (Berg vd 2015). Hizli géz hareketi uykusu davranis bozuklugu, REM
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uykusu sirasinda motor veya bilissel olaylarin ortaya g¢ikmasiyla yumruk atma,
tekmeleme ve ses g¢ikarma gibi anormal davranislara yol agmasi ile karakterizedir
(Dauvilliers vd 2013). Hastalarin cogunda hafif bilissel bozukluk hastahgin ilk
evrelerinde belirgin olmakla birlikte ilerleyen evrelerde demans ve halistinasyonlar gibi

semptomlar ortaya ¢ikabilmektedir (Chaudhuri vd 2010).

Dopamin, hareket kontrolinden sorumlu oldugu gibi davraniglari da
duzenlemektedir (Ertan ve Benbir 2011). Dopaminerjik PH tedavisi non-motor
sendromlarin olugmasina neden olmaktadir. Durtd kontrol bozukluklari (DKB), tekrar
eden davraniglar, karar verme yetenekleri gibi davranigsal durumlar dopaminerjik
ilaglardan etkilenmektedir (O’Sullivan vd 2009).

2.2.3. Parkinson Hastaliginin Etiyolojisi

Parkinson hastaligi ailesel (monojenik) ve sporadik olarak siniflandiriimaktadir.
Ailesel form, hastalarin yaklasik %5’ini olusturmakta ve hastalik ¢cogunlukla sporadik
sekilde olusmaktadir. Parkinson hastali§i, en bulyuk risk faktéri olarak yasin rol
oynadigi, genetik ve cevresel faktorlerin birlikte etkilesimi sonucu olusan

multifaktoriyel bir hastalik olarak gorilmektedir (Lev ve Melamed 2001).

2.2.3.1. Cevresel Faktorler

Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar; bdcek ilaglari, herbisitler, endustriyel
kimyasallar, ciftcilik ve kirsal bir ortamda yasama gibi bir dizi faktérin Parkinson
hastaliginin gelismesine neden olabilecegini gdstermektedir (Liou vd 1997). Diger
faktorler olarak demir, kursun ve manganez gibi agir metallere maruz kalma PH
patogenezinde 6nemli bir faktdr olan alfa-sinuklein (a-syn) proteinlerinin birikimi ile
iliskilendirilmektedir (Chin-Chan vd 2015).

1983’te Kaliforniya'da yapilan bir galismada, uyusturucu bagimlilarinin 1,2,3,6-
metil-fenil-tetrahidropiridin (MPTP) kullanimiyla hem klinik hem de patolojik olarak
Parkinson hastaligina benzeyen bir sendrom geligtirmeleri, cevresel faktorlerin

hastalg tetikleyebilecegini gosteren ikna edici bir kanit olmustur (Langston vd 1983).

Tum bunlarin aksine bazi cevresel faktorler Parkinson hastaliginin gelisimine
kars! koruyucu olabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda ¢ay, kahve ve sigara tiketiminin
Parkinson hastaligina yakalanma riskini azalttigi bildirilmektedir (Liou vd 1997,
Hernan vd 2002).
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2.2.3.2. Genetik Faktorler

PH etiyolojisinde genetik faktorlerin potansiyel rolliine iligkin yapilan
calismalarda hastalik ile ilgili birgok gen tanimlanmigstir. Bu genlerde saptanan
mutasyonlar proteinlerin igleyisinde bozukluk, oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon, gibi nedenlere yol acarak Parkinson hastalijina sebep olmaktadir. PH
ile baglantii bu genlerden SNCA, LRRK2, VPS35teki mutasyonlar, otozomal
dominant PH formlarindan sorumluyken; PRKN, PINK1, DJ1 genlerindeki mutasyonlar
otozomal resesif bir kalitim gésteren PH'den sorumludur (Zheng vd 2017, Shulskaya
vd 2018).

2.2.3.2.1. Otozomal Dominant PH ile iliskili Genler

2.2.3.2.1.1. PARK1/PARK4: Alfa-Siniiklein Geni (SNCA)

Otozomal dominant PH’ye neden olan bir gen olan SNCA, kromozom 4qg21
uzerinde yer almaktadir (Polymeropoulos vd 1996). SNCA geni, PH patofizyolojisinde
onemli rolu olan alfa-sinuklein proteinini kodlamaktadir (Abeliovich vd 2000). SNCA
geninde PH ile ilgili; yanlis anlam mutasyonlari duplikasyonlar ve triplikasyonlar
tanimlanmigtir. Bu mutasyonlara 6rnek olarak; A30P, A53T, and E46K verilebilir
(Zarranz vd 2004, Kruger vd 1998, Pasanen vd 2014, Elia vd 2013, Fuchs vd 2007).
A53T mutasyonu, otozomal dominant hastaldi olan genis bir ailede tanimlanan ilk

mutasyondur (Polymeropoulos vd 1997).

SNCA geninde duplikasyonu olan erken evre hastalar klasik, “idiyopatik” PH
hastalarina benzeyen 6zellikler ile karakterize iken SNCA triplikasyonu olanlar; erken
baslangig, hizli hastalik ilerlemesi, belirgin demans ve sik disotonomi ile karakterizedir
(Fuchs vd 2007).

2.2.3.2.1.2. PARKS: Losin Bakimindan Zengin Tekrar Kinaz 2 Geni (LRRK?2)

LRRK2 geni; 16sin agisindan zengin, protein-protein etkilesimlerinde rol
oynayan ve protein kinaz aktivitesi gosteren “Dardarin” adli proteini kodlamaktadir.
Dardarin, gesitli zar ve vezikller yapilar, zara bagli organeller ve mikrotibdller ile iligki
icerisindedir (West vd 2005, Biskup vd 2006).

LRRK2 geni, ailesel PH'nin %10 kadarini ve sporadik PH'nin yaklasik %4'Gna
olugturan en yaygin PH genidir (Paisan-Ruiz vd 2008). LRRK2 geninde ¢ok sayida

mutasyon rapor edilmekle birlikte bu genin en yaygin mutasyonu G2019S'dir. Klinik
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olarak, LRRK2 ile iligkili PH ge¢ baslangi¢ yasli, belirti ve semptomlari agisindan
sporadik PH ile ayirt edilemeyen o6zelliklerle ortaya cikmaktadir (Bardien vd 2011,
Healy vd 2008).

2.2.3.2.1.3. PARK17: VPS35, Retromer Kompleks Bilegsen Geni (VPS35)

VPS35 geni kromozom 16q13-g21 ile eslenmistir (Zhang vd 2000) ve son
zamanlarda ge¢ baslangi¢h ailesel PH’nin bir nedeni olarak ortaya ¢ikmigtir. VPS35
proteini, retromer adi verilen kompleksin bir bilegenidir ve vezikuler yapilar ile golgi
aygiti arasinda segili kargo proteinlerinin taginmasindan sorumludur (Zimprich vd
2011). VPS35 genindeki mutasyonlarin, kargo proteinlerinin taginamadigi ve iglevsiz
veya gereksiz proteinlerin par¢calanamadigi anormal otofajiye neden olabilecegi 6ne
surilmustir (Seaman vd 1998). PARK-VPS35 baskin olarak disik penetransla
kalitihr ve asimetrik motor komplikasyonlarinin varligi ve levodopaya yanit ile tipik

PH'ye cok benzer bir fenotipe sahiptir (Bonifati 2014).

2.2.3.2.2. Otozomal Resesif PH ile iligkili Genler

2.2.3.2.2.1. PARK2: Parkin RBR E3 Ubikuitin Protein Ligaz Geni (PRKN)

PARKN, SNCA geninden sonra monogenik PH ile iliskilendirilen ikinci gendir.
Otozomal resesif kalitim paterni gosterir. PRKN'deki mutasyonlar juvenil Parkinson
hastaligi vakalarinin ¢gogundan sorumlu tutulmaktadir. Mutasyon tasiyicilari erken
yasa ek olarak yavas ilerleyen hastalik ve dopamin replasman tedavisine daha iyi bir

yanit ile karakterizedir (Klein ve Westenberger 2012).

PRKN geni, parkin proteinini kodlamaktadir. Bu proteinin E3 ubiquitin ligaz
oldugu belirtilmigtir. E3 ubiquitin ligazlar substratlarin taninmasini kontrol eder ve ayni
zamanda ubikitinasyon aktivitesini dizenler (Seirafi vd 2015). PRKN mutasyonlari, E3
ubikuitin ligaz igslev bozukluguna neden olmakta ve bu da 6zellikle substantia nigra’da
noéronal toksisiteye neden olan proteinlerin birikmesine neden olmaktadir (Kalinderi vd
2016). HenlUz tanimlanamayan protein birikiminin, Lewy cisimcikleri olugmadan segici

bir noral hiicre 6lumune neden oldugu one surulmektedir (Shimura vd 2000).

2.2.3.2.2.2. PARKG6: PTEN ile indiiklenen Kinaz 1 Geni (PINK1)

Klinik olarak PINK1 ile iligkili PH hastalari; erken baslangi¢ yasi, yavas hastalik
seyri, psikiyatrik bozukluklar ve levodopaya iyi yanit ile karakterizedir (Bonifati 2014,

Ricciardi vd 2014). Buglne kadar, farkh tiplerde ¢ok sayida mutasyon rapor edilmistir.
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PRKN ile iligkili PH'li hastalarin aksine, PINK1 ile iligkili PH'li hastalarda, substantia
nigra’da noéronal kayip ve Lewy cisimciklerinin (LB) varh@i gorilebilmektedir (Aasly
2020).

PINK1 geninin Grind bir serin/treonin protein kinazdir (Arena ve Valente
2017). Bu protein, kalp ve kaslarda en yuksek seviyelerde olmak lGzere tim vicuttaki
hicrelerde bulunmaktadir. Fonksiyonel galismalar, PINK1'in mitokondriye lokalize
oldugunu gostermektedir. PINKZY'in  hucreleri stres kaynakh mitokondriyal
disfonksiyondan korudugu ddsunulmekte ve hasarli mitokondriyi tanimlayarak
mitokondriyal kalite kontroli saglamaktadir (Gandhi vd 2006, Youle ve Narendra
2011).

2.2.3.2.2.3. PARK7: Parkinsonizm ile iligkili Deglikaz Geni (PARK7; DJ-1)

Gen, 1p36 kromozomunda lokalizedir ve 189 amino asitten olusan bir proteini
kodlamaktadir (Bonifati vd 2003). DJ-1 proteini, insan hicrelerinde yaygin olarak
eksprese edilmekte ve cogunlukla sitozolde, cekirdekte ve mitokondride lokalize
olmaktadir (Van der Merwe vd 2015, Wilhelmus vd 2012). DJ-1 ile iligkili PH, PH'nin
cok nadir gorulen, erken baslangicl, resesif bir formudur. Cogu hasta levodopaya iyi
yanit verir (Rizzone vd 2019). Oksidatif bir kosul altinda DJ-1, saperon aktivitesi
gostererek alfa-sintkleinin agregasyonunu inhibe eder. Bdylece saperon molekulu
olarak hizmet edebilmekte ve ndéronlari oksidatif strese karsi bir sensér goérevi gérerek
ndronlari oksidatif strese ve hiicre élumuine karsi korumaktadir (Shendelman vd 2004,
Zhou vd 2006).

2.2.4. Parkinson Hastahgi Patogenezi

PH’nin patolojik belirleyicisinden ilki, substantia nigra pars compacta'da
dopaminerjik néron kaybidir (Damier vd 1999). Dopamin insanlarda ve hayvanlarda
beyne ait birgok fonksiyonun yerine getiriilmesinde éneme sahip bir nérotransmitterdir.
PH semptomlarinin goérulmesi igin bu dopaminerjik noéronlarin  %70-80'nin

kaybedilmesi gerekmektedir (Schapira 1999).

PH'nin ikinci patolojik belirleyicisi, alfa-sinukleinin ana bilegsen oldugu Lewy
cisimcikleri (Sekil 1) olarak adlandirilan fibriler agregatlarin varh@idir (Wakabayashi vd
2013). Lewy cisimcikleri ilk kez 1912 yilinda Friederich H. Lewy tarafindan
tanimlanmistir. Lewy cisimcikleri, Parkinson hastalarinin beyin sapinda, substantia
nigra’nin néromelanin iceren noéronlarinin sitoplazmasinda yer alan kire biciminde

inklizyonlar olarak tanimlanmistir (Pollanen vd 1993).
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Sekil 1. Substantia Nigra'nin Dopaminerjik Sinir Hiicrelerinde Lewy Cisimcikleri (Braak
ve Tredici 2009).

SNCA genindeki duplikasyon veya triplikasyonlar, alfa-sintklein seviyesinin
artmasina neden olmaktadir (Fuchs vd 2007). Alfa-sinlklein proteini ubikutin ile
baglanmis ve fosforile olarak ¢6zinmez fibriler yapida bulunur. Presinaptik
terminallerde yogun olarak bulunan bu proteinin nérotransmitter vezikul fonksiyonunu
modauile ettigi disunulmektedir (Braak vd 200).

PH'nin patogenezinde alfa-siniiklein kiimelenmesi, mitokondriyal disfonksiyon,
oksidatif stres, kalsiyum homeostazi ve néroinflamasyon gibi cesitli mekanizmalarin
birlesik etkisi, substantia nigra'da dopaminerjik néronlarin élimine neden olarak PH
gelisimini desteklemektedir (Michel vd 2016).

2.2.4.1. Mitokondriyal Disfonksiyon ve Oksidatif Stres

Mitokondri, kalsiyum dengesi, hlcre g¢ogalmasi, apoptozun dizenlenmesi,
enerji Uretimi ve reaktif oksijen tirlerinin (ROS) olusumunda ©6nemli bir rol
oynamaktadir (Yeniceri 2020). ROS’lar oksijenden tlreyen serbest radikallerdir
(Bolisetty ve Jaimes 2013).

ROS dretimi, elektron tasima zincirinin bilegigi olan kompleks 1 ve 3’Un
hasarina sebep olmakta bdylelikle mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stresin (OS)
artmasina neden olmaktadir. Oksidatif stres, reaktif oksijen turlerinin biyolojik bir
sistemin reaktif ara maddeleri kolayca detoksifiye etme veya ortaya g¢ikan hasari
onarma yetenegi arasindaki dengesizligi yansitmaktadir. Sonu¢ olarak oksidatif stres
artisi hicre ici bilesenlerin zarar gérmesine ve cesitli hastaliklarin olusumuna neden
olmaktadir (Moon ve Paek 2015, Engelhardt 1999).
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PH’nin sik gértlen Parkin, PINK-1 ve DJ-1 gibi otozomal resesif formlarinda
meydana gelen mutasyonlar ile mitokondriyal kalite ve kontrolin bozuldugu
gosterilmistir (Henchcliffe ve Beal 2008). Ayrica hicrelerdeki hasarli ve anormal
proteinleri uzaklastiran ubikuitin-proteazom sistemi (UPS), PH patogenezinde énemli
bir rol oynamaktadir (Sekil 2). PH'li tum hastalarda goézlenen intrandronal alfa-
sindklein protein agregatlarinin UPS ve lizozomal otofaji sisteminin etkisi ile
bozuldugu bilinmektedir (Xilouri vd 2013). Ubiquitin karboksi-terminal hidrolaz L1
(Uchll1), PH'nin ubikuitin-proteazom sisteminde yer alan bir gendir ve IncRNA UCHL1-
AS1, UCHL1 proteininin sentezini artirarak, UCHL1 proteininin translasyonunu
dogrudan etkiler ve UPS'nin bozulmasina yol acar (Carrieri vd 2015, Osaka vd 2003).

Genetik mutasyonlar

DJ-1 PRKN PINK1 SNCA
ups @
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Protein degredasyon
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. Dopamin e 4. Cevreseltoksinler
oksidasyonu v ll\@/ndrotoksinler Aktiflenmis
g
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Dopamin saliniminda ve Mitokondrial P
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Sekil 2. Parkinson Hastaliginda Oksidatif Stres Patogenezi (Kugukali vd 2017).

2.2.4.2. Eksitotoksisite

Glutamat merkezi sinir sisteminin en 6nemli noérotransmitter maddesidir.
Norotransmitterler kendilerine 6zgu reseptorlere baglanarak, néronlarin uyariimasina
neden olmaktadirlar. Glutamat; Sinaptik plastisite, 6grenme, hafiza ve diger bilissel
islevleri iceren cesitli fizyolojik slreclerde, néronal gbé¢ ve farklilasmada, akson
olusumunda 6nemli gérev almaktadir (Gasic ve Hollmann 1992). Glutamatin beyin
fonksiyonlarinda énemli rol oynamasina ragmen merkezi sinir sistemindeki yuksek
konsantrasyonu ve glutamat reseptérlerinin uzun sireli uyariimasi néronlarda hasara
veya Olume neden olmakta ve bu norotoksik olaya ‘eksitotoksisite’ adi verilmektedir

(Lipton ve Rosenberg 1994, Song vd 2017). Glutamatin yol actigi toksisite;
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huntington, alzheimer, parkinson gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde &énemli rol
oynamaktadir (Jia vd 2016, Mehta vd 2013).

2.2.4.3. Mikroglial Aktivasyon ve inflamasyon

Noroinflamasyon, PH’nin patolojisinde karakteristik 6zelliklerden biridir (Kalia
ve Lang 2015). Yapilan calismalar inflamasyona “néroglia” olarak da bilinen gliyal
hicreler (mikroglia ve astrositler) ve bagisiklik hicreleri tarafindan olusturulan
sitokinler, kemokinler ve ROS’lar gibi molekuller aracilik etmektedir (DiSabato vd
2016). Mikroglia hicreleri myleoid hicre kdkeninden gelen merkezi sinir sistemi
hicreleridir. En kritik gdrevlerinden biri zarar gbren hicre ve yabanci madde
fagositozunun saglanmasidir (Liu ve Hong 2003). Fakat inflamasyon kontrol
edilemezse bu sefer normal hiicre ve dokularin yikimina sebep olmaktadir. Bu durum
Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarla iliskilendiriimektedir. Bu hastaliklarda oldugu
gibi hasarli néronlarin surekli varhdi mikroglia ve astrosit gibi hiicrelerin aktivasyonuna
sebep olur (Amor vd 2010, Fischer ve Maier 2015). Mikroglialarin asiri aktivasyonu
proinflamatuar sitokinler, reaktif oksijen ve nitrojen turleri gibi zararli maddelerin
salinmasina neden olarak dopaminerjik néron dejenerasyonuna neden olmaktadir
(Tasdemir 2019). Noroinflamasyon toplumda en sik gorilen Alzheimer hastaligi, PH,
Hungtington hastaligi (HH) ve Amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi birgok
noérodejeneratif hastaligin patojenezinde énemli bir rol oynamaktadir (Carson vd 2006,
Amor vd 2010).

2.2.5. Parkinson Hastahgi Tani ve Tedavi

PH tanisi bradikineziye ek olarak istirahat tremoru, rijidite veya postural
instabiliteden bir tanesinin birlikte gorulmesi seklinde en az iki motor semptomun
tanimlanmasiyla konmaktadir (De Rijk vd 1997). PH tanisi diger ilerleyici suprantkleer
felg, coklu sistem atrofisi ve kortikobazal dejenerasyon gibi atipik parkinson
bozukluklarina benzerlik gostermektedir. Bu hastaliklar, ozellikle hastaligin erken
evrelerinde semptomlarin ortusmesi olmasi nedeniyle yanhs tani riski yuksektir ve

erken donemde ayirici taninin detayl yapilmasi 6nemlidir (Litvan vd 2003).

Hastaligin yavasg seyri, semptom ve bulgularinin asimetrik baglamasi ve
Ozellikle levodopa yanitinin olmasi gibi birgok Ozelligine dayanilarak, diger
parkinsonizmlerden klinik olarak ayirt edilmektedir (Hughes vd 2002). Gunimuzde
klinik PH tanisi “Birlesik Krallik Parkinson Hastaligi Dernegi Beyin Bankasi Klinik Tani

Kriterleri’ne dayanarak konulmaktadir (Gibb ve Lees 1988).
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Yakin bir tarihte Hareket Bozukluklari Cemiyeti (Movement Disorders Society -

MDS) tarafindan Parkinson hastaligi icin yeni tani kriterleri 6nerilmistir. Bu tani

kriterlerinde Birlesik Krallik Parkinson Hastali§gi Dernegi Beyin Bankasi kriterlerinde

yer alan postural instabilite ana bulgulardan cikarilarak PH tanisi igin ana kriter,

bradikineziye rijidite ya da tremordan en az birinin eslik etmesi olarak tanimlanmigstir
(Postuma vd 2015).

Birlesik Krallik PH Dernegi Beyin Bankasi Tani Kriterleri.

1. Adim- Parkinsonizm teghisi

Bradikinezi ve asagidaki kriterlerden en az biri

a.
b.
C.

Rijidite
4-6 Hz istirahat tremoru
Primer gorsel, vestibller, serebellar veya derin duyu ile ilgili iglev

bozuklugundan kaynaklanmayan postural instabilite.

2. Adim- PH icin dislama kriterleri

a.
b.

~ o a0

= «Q

0.

p.

Tekrarlayan kafa travmasi oykusu

Tekrarlayan inme anamnezi ve parkinsoniyen ozelliklerin basamakli
ilerlemesi

Kesin ensefalit 6ykusu

Okuloijirik krizler

Semptomlarin baslangicinda néroleptik tedavi
Birden fazla etkilenen akraba

Suregen remisyon

Ug yil sonrasinda belirtilerin tek tarafli devam etmesi
Supranikleer bakis felci

Erken siddetli otonomik tutulum

Serebellar belirtiler

Hafiza, dil ve praksis bozukluklari ile erken siddetli demans

. Babinski'nin isareti

Bilgisayarli tomografik taramada bir beyin timoéri veya iletisim
hidrosefali varhgi

Yuksek dozlarda levodopaya olumsuz yanit

MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) maruziyeti

3. Adim- PH icin agsagidaki destekleyici kriterlerden en az Ugu;

a.
b.

C.

Tek tarafli baslangig
istirahat tremoru varhg

ilerleyici hastalik
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d. Daha c¢ok baslangi¢ tarafini etkileyen kalici asimetri
e. Levodopaya tam yanit (%70-100)
f. Levodopanin tetikledigi siddetli diskineziler

g. Bes yil veya daha uzun sire levodopaya yanit

PH igin tedavi hastaliin semptomlarini azaltmaya yéneliktir. ilaglar PH'nin
tedavisinde ¢ok dnemli bir yer tutmakla birlikte her hastada semptomlar ve siddetleri
farkli olabilecegi icin tedavi kigiye 6zel hazirlanmaktadir (Jankovic ve Tolosa 2002).
Motor semptomlarin tedavisindeki temel amag¢ dopaminerjik etkinligin artiriimasidir.
Levodopa, dopamin agonistleri, monoamin oksidaz-B inhibitérleri, amantadin,
antikolinerjikler ve periferik dopamin blokerleri PH'nin tedavisinde kullanilan baglica
ilaclardir (Park ve Stacy 2009).

Dopaminin kan beyin bariyerini gecememesinden dolayl hastaya dopamin
ilaglari (dopamin agonistleri ve L-dopa) verilerek, olusacak olan cevabin gézlenmesi
en yaygin teshis yontemidir. ilerleyici, nérodejeneratif bir hastalik olan PH’nin nedeni
tam olarak bilinmedigi icin hastaligi 6nleyebilecek veya ilerleyisi durduracak bir tedavi
yaklasimi bulunmamaktadir. PH'de tedavinin amaci hastalia bagli ortaya cikan

semptomlari kontrol altina almak ve yasam kalitesini artirmaktir (Lees vd 2009).

2.3. PH’de Periferal Kan-Mononiikleer Hiicreler (PBMC’ler)

Periferik kan mononikleer hicresi (PBMC), yuvarlak c¢ekirdege sahip,
lenfositleri (T hdcreleri, B hicreleri ve NK hicreleri), monositleri ve dendritik
hdcrelerini iceren, insan vicudunun bagisikhdindaki ana hicrelerdir (Pourahmad ve
Salimi 2015). Bu hucreler gradyan santrifiju kullanilarak tam kandan ekstrakte
edilebilir ve tim kan iki fraksiyona ayrilir; Ust fazda kalan PBMC’ler, alt fazda ise

yuksek yogunluktaki eritrositlerdir (Sekil 3).

Santrifligasyon Plazma

~
-
| P e o, - .

Kan ornegi Trombositler, Lenfositler, Monositler

Ficoll-Paque mediumu

Ficoll-Paque mediumu _ Grantilositler, Eritrositler

Sekil 3. PBMC izolasyonunda Fazlarin Olusumu (Bharadwaj vd 2012).
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Spesifik hiicresel organizasyonlari nedeniyle kan hicreleri, beyin gibi viicuttaki
cogu dokuya baglanmaktadirlar (Soreq vd 2014). Hucreler ve dokular tarafindan
eksprese edilen biyobelirtecler, PH ilerlemesinin altinda yatan patolojik strecleri
yansitmaktadir. Bu biyobelirtecler kan, idrar ve hatta beyin omurilik sivisi (BOS) gibi
vlcut sivilarinda bulunabilmektedir (Gwinn vd 2017). PH'de en ¢ok etkilenen bdlge
substantia nigra'dir. PH arastirmalarinda insan &lim sonrasi c¢alismalari
yapilmaktadir. Bu calismalarda o6lum sonrasi beyin dokusu elde etmek kolay
olmamakla birlikte kan l6kositlerini elde etmek kolaydir ve onlardan yiksek kalitede
RNA elde edilebilmektedir (Atz vd 2007, Soreq vd 2013).

Dizenleyici T hucreleri (Treg'ler), bagdisiklik tepkisini bastirmak icin hareket
eden, bdylece homeostazi koruyan T hicrelerinin 6zel bir alt populasyonudur. Yapilan
calismalarda Treg disfonksiyonunun, néroinflamasyonu artirarak veya ndéronal
antijenlere karsi toleransi azaltarak PH patogenezine katkida bulunabilecegi
disunulmektedir (Kannarkat vd 2013, Saunders vd 2012). Yapilan bir calismada
periferik T hucrelerinin Parkinson hastalarinda néronal hasar bdlgesinde beyin
parankimine sizdigi ve CD4 + ve CD8 + T lenfositlerinin nérodejenerasyona katkida

bulundugu 6ne surtlmustir (Brochard vd 2009).

2.4. Kodlamayan RNA’lar (ncRNA)

insan genomunun blylk bir kismi segici olarak kopyalandigi halde,
transkriptlerin - yalnizca %1-2'lik kisminin  kodlanarak proteine translasyonu
gerceklesmektedir. Protein kodlamayan RNA transkriptleri olan Kodlamayan RNA'lar
(ncRNA'lar), baslangicta insan genomunun "fonksiyonel olmayan parcalari" velveya
"cOp RNA'lan" olarak tanimlanmaktaydi. Ancak artik bu transkribe olan fakat proteine
donlisme potansiyeli bulunmayan kodlamayan bdlgelerin de epigenetik dizeyde,
transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi seviyelerde gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde iglev goérduikleri kesinlesmistir (Lander vd 2001, Peschansky ve
Wabhlestedt 2014, Zhang vd 2019).

Kodlamayan RNA’lar uzunluklarina goére; 200 nikleotitten daha kisa olanlar
kisa kodlamayan RNA'lar ve 200 nukleotitten uzun olanlar uzun kodlamayan RNA'lar
olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Kisa kodlamayan RNA’lar; mikroRNA (miRNA), small
interfering RNA (siRNA), piwi-iliskili RNA (piRNA)'lari icermektedir (Zhang vd 2019).
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Kodlamayan RNA’lar ¢esitli hastaliklarin patogenezinde anahtar faktorler olarak
karsimiza cikmaktadir. Kanser olusumu ve gelisiminde, kardiyolojik, norolojik,
inflamatuvar hastaliklardan kromozom anomalilerine kadar genis hastalik grubunda
onemli roller oynamaktadirlar (Lyu vd 2019). Merkezi sinir sisteminde eksprese edilen
ve noérodejeneratif bozukluklarin patofizyolojisinde yeni bir biyobelirte¢ ve terapétik
hedef grubunu temsil eden ncRNA'larin; apoptoz ve mitokondriyal disfonksiyon gibi
nérodejenerasyonda yer alan birka¢ sinyal yolunu dizenledidi gosterilmistir (Niu vd
2016, Kim vd 2016).

2.5. Uzun Kodlamayan RNA’lar (LncRNA)

Kodlamayan RNA’lardan IncRNA’lar, genlerin ekspresyon seviyelerinin
transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve epigenetik dizeyde dizenlenmesinde
(Fatica ve Bozzoni 2013, Mercer vd 2009) ayrica gelisim ve farklilasma gibi sirecleri
kontrol etmede 6nemli rollere sahiptir (Klattenhoff vd 2013). Ayrica IncRNA’larin doku
spesifik ekspresyonlari bilinmektedir. LncRNA’lar farkli dokularda farkli ekspresyon
seviyelerine sahip olmaklarina ek, ayni dokunun farkli bélimlerinde farkl ekspresyon
modellerine de sahiptir (Cabili vd 2011, Han vd 2012). LncRNA’larin ¢esitli patolojik
durumlarda ifade duzeylerinde meydana gelen degisimler onlari terapétik hedef ve

biyobelirte¢ adaylari haline getirmektedir (Kumarswamy vd 2014).

200 ndkleotidin Uzerinde baz uzunluguna sahip IncRNA'lar, mRNA'lar gibi RNA
Polimeraz Il tarafindan kopyalanmakta ve genellikle 3’-poliadenilasyon ve 5’-cap
islenmesi gibi transkripsiyonel dizenlemeye tabi tutulmaktadirlar. LncRNA'lar
mRNA’lar gibi bir acilk okuma cercevesine (Open Reading Frame= ORF) sahip
degillerdir ve mRNA’lara kiyasla daha az ve daha uzun eksonlar icermektedirler (Lin
vd 2011, Derrien vd 2012).

LncRNA’lar protein kodlayan genlerin konumlarina gére 5 gruba ayriimaktadir
(Sekil 4) (Lyu vd 2019, Mercer vd 2008);

Sense IncRNA'lar: protein kodlayan genlerle drtisen IncRNA dizileri;

2. Antisens IncRNA'lar: protein kodlayan genlerin antisens dizileriyle ortusen
INcRNA dizileri;

3. Cift yonli IncRNA'lar: protein kodlayan genlere gére farkli gift yonlu
promotoérlerden kopyalanan IncRNA dizileri;

4. Intronik IncRNA'lar: Protein kodlayan genlerin intronlarindan kopyalanir;
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5. intergenik IncRNA'lar: iki protein kodlayan genler arasinda yer alan ancak

bunlarla értigsmeyen IncRNA dizileri.

\ . . : E
| GenX'in Gen X'in Intergenik

Ekson 1'i Ekson 2'si |
e—
i ik
| Sense ntroni Antisens
Cift Yonlu

A
v

Sekil 4. Lokalizasyonlarina Gére LncRNA’lar (Mercer vd 2008).

LncRNA’lar sitoplazmada ve gekirdedin kromatin bdélimlerinde yogun olarak
bulunmaktadir (Derrien vd 2012). Ayrica ribozom, mitokondri gibi diger hucre igi
bolumlerine de lokalize olabilmektedirler. LncRNA'lar beyindeki cesitli bdlgelerde
eksprese edilmekte (Qureshi vd 2010) ve merkezi sinir sistemi gelisimi ve iglevinde
kilit roller oynamaktadirlar (Ng vd 2013). LncRNA'larin mutasyonu ve anormal
dizenlenmesinin kanser ve c¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarin olusumu Uzerinde

Onemli bir etkiye sahip oldugu goésterilmistir (Sunwoo vd 2017, Yuan vd 2016).

LncRNA’lar c¢ekirdekte, spesifik olarak gen susturulmasini indikleyebilirler
(Fatica ve Bozzoni 2013). Sitoplazmada, miRNA ekspresyonunu modiile etmek igin
rekabetci endojen RNA’lar (ceRNA'lar) olarak hizmet edebilirler (Zhang vd 2018,
Cheng vd 2019). Ayrica mRNA'lari dogrudan veya dolayli olarak hedefleyerek
transkripsiyonel aktiviteyi kontrol edebilirler (Lee vd 2017).

LncRNA'lar gen ekspresyonunu dizenlemek igcin DNA, RNA veya protein
molekdlleri ile etkilesime girmektedir. Bu etkilesimler sonucu IncRNA'lar;
ribonUkleoprotein kompleksleri olusturmak ve gen ifadesini dizenlemek igin ¢oklu
proteinleri bir araya getiren iskeleler olarak islev gérmektedirler (Wang ve Chang
2011, Guttman ve Rinn 2012).

LncRNA bir merkezi platform olarak hareket edebilmekte ve cok sayida
molekil ve proteinin etkilesimini kolaylastirabilmektedir. LncRNA'larin yapi iskelesi
Ozellikleri, farkli tipteki makromolekiler komplekslerin birlegtiriimesini mumkuin kilar,
bdylece farkli sinyal yollari arasinda bilginin entegrasyonunu tesvik etmektedir (Wu vd

2016, Spitale vd 2011). En dnemli yapi iskelesi IncRNA'larindan biri, 17 kb uzunluga
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sahip olan ve disilerde bastirilmak Gzere X kromozomu tarafindan kodlanan X-etkin
olmayan spesifik transkript (Xist) RNA'dir. Xist, disilerde bir X kromozomunun gen
ekspresyonunu baskilayan ve bdylece memelilerde bir doz telafi roliine sahip olan
policomb baskilayici kompleks 1 (PRC1) ve PRC2 komplekslerinin alimini saglar
(Colognori vd 2019, Bousard vd 2019).

Sinyal olarak iglev goéren IncRNA'lar, ¢esitli uyaranlara yanit verir ve bu sekilde
transkripsiyonu duzenlemektedir. Bu IncRNA'lar gen ve allele o6zgu ifadenin
duzenlenmesinde goérev almakta ayrica kromatin modifiye edici enzimler ile genlerin
transkripsiyonel susturulmasini saglamaktadirlar. Bu susturma, yakin genler icin cis'de
veya uzak genler icin trans olarak meydana gelebilmektedir. Cis dizenlemesi, hedef
genlerinin yakininda bulunan IncRNA'lar belirtirken, trans dizenlemesi, hedef

genlerinden uzakta bulunan IncRNA'lari belirtmektedir (Devaux vd 2015).

Tuzak fonksiyonu gosteren IncRNA'lar, dizenleyici faktorleri spesifik
hedeflerinden ayirmaktadir. Duzenleyici faktorler ya transkripsiyon faktorleri ve
kromatin degistirici enzimler gibi RNA baglayici proteinler ya da miRNA'lar gibi RNA
dizileridir. Bu duzenleyici faktorlere baglanan IncRNA'lar transkripsiyonu
baskilamaktadir. LncRNA'lar miRNA'lar igin tuzak gorevi gérmektedir. MiRNA'larin ve
proteinlerin suingerleri gibi davranarak onlarin hedeflerine baglanmasini énleyebilirler
(Sekil 5) (Wang vd 2014, Spitale vd 2011, Devaux vd 2015).

LncRNA'lar, belirli proteinlerin hedef bolgelerine ulasmalarinda ve biyolojik
iglevlerini yerine getirmelerinde yardimci roller uUstlenmekte ve bu sekilde kilavuz
molekuller olarak hareket edebilmektedirler. Yénlendirici molekdiller olarak, IncRNA'lar
genellikle ‘cis duzenlemesi’ vyoluyla komsu mRNA'larin transkripsiyonunu
diuzenleyebildigi gibi uzak mRNA'larin transkripsiyonunu dizenleme kapasitesi ile
karakterize edilen ‘trans dizenleme’ yoluyla da gen ekspresyonunu

dizenleyebilmektedirler (Gao vd 2020).
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Sekil 5. LncRNA'larin Patolojik Fonksiyonlari (Yang vd 2021).

LncRNA'lar, stres kosullarinin olusumu ve gelisimi ile yakindan iligkilidir.
LncRNA'lar, hilcrenin hayatta kalmasi veya apoptoz sureci ile iligkili sinyalleri
etkinlestirerek hlicresel homeostazi surdirmek igin strese yanit verir. Calismalar,
IncRNA'larin insan kaynakl pluripotent kok hicrelerde kimyasal stres tepkilerinin
alternatif gostergeleri olarak kullanilabilecegini gdstermigtir (Tani vd 2014). Liu vd
(2015) yaptiklari calismalarinda genotoksik stres sirasinda IncRNA ekspresyon
seviyelerinin degistigini ve bu IncRNA'larin bireysel genotoksik ajanlara karsi hicresel

savunma mekanizmalarinda rol oynayabilecegini belirtmiglerdir.

2.6. LncRNA’larin Hastaliklarla iligkisi

LncRNA’larin transkripsiyon, post-transkripsiyon ve protein kodlayan genlerin
bazal dizenlenmesinde rollerinin  oldugu bilinmektedir. LncRNA’larin  asiri
ekspresyonu, eksikligi veya mutasyonu, bir¢ok insan hastaligina neden olmaktadir.
Lésemi, kolon, prostat, meme kanserleri, hepatoselller karsinoma, sedef hastaligi ve
Alzheimer gibi birgok hastalik IncRNA'larin duzensiz  ekspresyonlari ile
iliskilendirilmektedir (Taft vd 2010, Qi ve Du 2013).

Uzun kodlamayan RNA'lar, tumor baskilayicilar, onkogenler veya terapotik
potansiyelleri gibi davranan farkh o6zelliklere sahiptir. Karmasik yapilari ve c¢ok
bilesenli komplekslere dahil olabilmeleri, bu farkhliklarin ana nedeni olarak
dusunulmektedir. Bir doku veya hicre tipine 6zgu gen ekspresyonunda degisiklik
gosteren IncRNA'larin, cesitli kanser tirlerinde hem timér baskilayici hem de

onkojenik roller oynadigi gosterilmistir (Meng vd 2016, Inamura 2017).
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XIST IncRNA'nin asin  ekspresyonu, bircok timérin gelisiminde rol
oynamaktadir. Yapilan bir calismada XIST, pankreas kanseri dokularinda ve hicre
dizisinde ylksek oranda eksprese edildigi bulunmustur. Ayrica XIST’in miR-140/miR-
124 aracihgiyla hicre dongistinde rol oynadigi, bdylece pankreas karsinomunda

blylumeyi destekleyen bir onkojenik IncRNA olabilecedi belirtiimistir (Liang vd 2017).

Diger calismalarda, HOTAIR'In trans-etkili bir IncRNA gibi davrandigini ve
meme kanseri, akciger kanseri ve mide kanseri ile iligkili oldugu, (Lin vd 2017,
Ishibashi vd 2013) asiri ekspresyonunun, metastazin daha fazla alana yayilmasina
neden olabilecedi ve mide kanserinde dokularda kanser hicrelerinin gogalmasini
tesvik edebilecegi bildirilmigtir (Chen vd 2017).

2.6.1. Metastazla iligkili Akciger Adenokarsinomu Transkript 1 (MALAT1)

Metastazla iligkili akciger adenokarsinomu transkript 1 (MALAT1), PH ile
baglantili ¢esitli fizyolojik 6zelliklere sahip bir IncRNA'dir. Yapilan ¢alismalarda Malatl,
alfa-sinUklein protein stabilitesini artirarak ve noéroprotektif bir miRNA gorevi goren
miR-124'0 inhibe ederek PH patogenezinde yer almaktadir (Liu vd 2017, Zhang vd
2016). Ayrica Malatl hem in vitro hem de in vivo PH modellerinde ndronal apoptozu
artirmaktadir (Liu vd 2017).

LncRNA MALAT1, LRRK2'yi hedefleyen miR-205-5p'yi inhibe ederek MN9D
hicrelerinin MPP + kaynakl apoptozunu duzenlemektedir (Chen vd 2018). LncRNA-
UCAL'in yikilmasi kaspaz-3 aktivitesini inhibe ederek MPP + kaynakl SH-SY5Y hiicre
apoptozunu azaltir (Lu vd 2018). LncRNA NEAT1, miR-124'G hedefleyerek MPP +
kaynakli SH-SY5Y hicre apoptozunu diizenlemektedir (Xie vd 2019).

2.6.2. Ubiquitin Karboksil Terminal Hidrolaz L1 (UCHL1)

Ubiquitin karboksil-terminal hidrolaz L1 (UCHL1), ndronlarda bol miktarda
eksprese edilen bir deubiquitinating (DUB) enzimidir. Bu enzim, ubikuitin monomerinin
Uretiminde ve stabilizasyonunda kritik roller oynamaktadir. UCHL1'in 193M, E7A ve
S18Y polimorfizmleri gibi varyantlari rapor edilmistir. Bu varyantlarin erken baslangigl
PH ile iligkili oldugu 6ne surulmektedir (Healy vd 2006, Liu vd 2002, Maraganore vd
2004). Bir IncRNA olarak siniflandirilan UCHL1 antisens RNA 1 (UCHL1-AS1),
substantia nigra'nin striatumunda yuksek oranda eksprese edilmektedir (Riva vd
2016).

Ubikuitin-proteazom sistemi, hucrelerdeki mutant, hasarli ve anormal

proteinleri uzaklagtiran, htucre dongusu DNA hasarini duzenleyen ve apoptozu onaran
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lizozomal olmayan bir protein bozunma yoludur. UPS disfonksiyonu, hicre iginde
anormal protein birikimi ile sonuglanir ve mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve
diger faktorlerle sinerjistik olarak hareket ederek PH patogenezinde 6nemli bir rol
oynar (Riva vd 2016, Kudriaeva ve Belogurov 2019). Ubiquitin karboksi-terminal
hidrolaz L1 (Uchll), PH'nin ubikuitin-proteazom sisteminde yer alan bir gendir ve
INcRNA UCHL1-AS1, UCHL1 proteininin sentezini artirarak, UCHL1 proteininin
translasyonunu dogrudan etkilemekte ve UPS'nin bozulmasina yol ag¢maktadir
(Carrieri vd 2015, Osaka vd 2003).

2.7. PH'de LncRNA’lar

LncRNA’lar PH'de epigenetik dizeyde, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi
seviyelerde gen ekspresyonunun dizenlenmesinde islev gérmektedirler. Cekirdekte
gen ve genom aktivitesini diizenleyen IncRNA’lar kromatin yeniden sekillenmesini ve
kromatin modifikasyonunu indikleyerek transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde iglev gormektedirler. Transkripsiyon sonrasi dizenlemede
IncRNA'lar, spliceosome'un ek yerlerini bloke etmek icin mRNA ile birlestiriimekte ve bu
durum mRNA dejenerasyonu veya translasyonun engellenmesi ile sonuglanmaktadir.
Diger biyolojik molekillerle etkilesimlerinde DNA-RNA-protein  komplekslerinin
olusumuna izin vermek icin iskele gorevi gorurler ve ayrica spesifik protein ortaklarina
baglanip onlari hedeflerinden ayirmakta ve protein lokalizasyonunu degistirmek igin bir
tuzak gorevi gérmektedirler (Sekil 6) (Lyu vd 2019).

2)Transkripsiyon Sonrasi Diizenleme

mRNA

1) Transkripsiyonel Diizenleme

IncRNA Splicing \ :
{ modiilasyonu Translasyonun Endo-siRNA
engellenmesi tiretmek

Indiklenmis kromatin yeniden
sekillenmesi ve histon
modifikasyonu

Dejenerasyon

miRNA
stngeri "

Proteinler veya Y iskele

kromatin icin bir m N £

iskele veya kopri

protein aktivitesinin
modilasyonu
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3)Diger Biyolojik Molekiillerle
Etkilesim

Sekil 6. LncRNA'larin iglevleri (Lyu vd 2019).
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LncRNA'lar gen ekspresyonunu hem aktive ederek hem de baskilayarak
hareket edebilmekte ve PH baglantih genlerin dizenlenmesinde anahtar bilesen
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Coupland vd 2016, Carrieri vd 2015). Yapilan
calismalarla ailesel PH ile iligkili bulunan genler arasinda; alfa-sintuklein (SNCA), 16sin
bakimindan zengin tekrar kinaz 2 (LRRK2), parkin RBR E3 ubikuitin protein ligaz
(PRKN), fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ile indiklenen kinaz 1 (PINK1) genleri
bulunmaktadir (Klein ve Westenberger 2012). Bu genlerdeki mutasyonlar, ndronal
dejenerasyona ve PH patogenezine yol agmaktadir (Farrer 2006).

Artan bilimsel veriler, IncRNA'larin PH'li hastalarda zaman icinde farkh sekilde
eksprese edildigini géstermektedir. PH gelisimini destekeleyen mekanizmalar olan
alfa sinuklein birikimi, apoptoz, otofaji ve noéroinflamasyon gibi biyokimyasal olaylar ile
iliskili olarak cesitli IncRNA’lar gosterilmistir. Bunlar arasinda alfa sinlklein birikimi ile
iliskili MALAT1, UCA1 gibi IncRNA’lar yer alirken dopaminerjik apoptozla iligkili olan
IncRNA'lar arasinda; HOTAIR MALAT1, lincRNA-p21, otofaji ile iligkili IncRNA’lar
arasinda; SNGH1 NEAT1, noéroinflamasyon ile iligkili IncRNA’lar arasinda; Mirt2,
UCA1 MALAT1 yer almaktadir (Sekil 7) (Lv vd 2020). LncRNA'larin degismis ifadesi
Soreq vd (2015) tarafindan PH lokositlerinde tanimlanmistir. Yapilan calismalarda
MAPT-AS1 ve UCHL1-AS1'in sirasiyla MAPT ve UCHL1 genlerinin ekspresyon
seviyelerini etkiledigi bildirilmistir (Coupland vd 2016, Carrieri vd 2015). Elkouris vd
(2019) bir dizi IncRNA'nin, SNCA, LRRK2, PINK1, DJ-1, UCH-L1, MAPT ve GBAL gibi
PH'ye bagh genlerin ekspresyonunu degistirebilecedini ve bdylece PH'den etkilenen
beyin bdlgeleri ile spesifik IncRNA'lar arasinda bir korelasyon olusturdugunu

gOstermistir.
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Sekil 7. Parkinson Hastaldi ile iliskili LncRNA'lar (Lv vd 2020).
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2.7.1. Nikleer Parabenek Diizenegi Transkript 1 (NEAT1)

Son zamanlarda, PH'nin substantia nigra'sinda asiri eksprese edilen IncRNA
NEATL'in ilaca bagh oksidatif strese kargi noroprotektif bir rol oynadigi gosterilmistir
(Simchovitz vd 2019). Yapilan bir ¢alismada PH'nin 6-OHDA sigan modelinde,
INcRNA UCA1'in asagi regulasyonu, PI3K/Akt sinyal yolunu inhibe ederek
dopaminerjik néronlarin hasarinda ve ayrica PH ile iligkili oksidatif stres ve inflamatuar
yanitta bir azalma ile sonuglanmistir (Cai vd 2019). Bagka bir ¢alismada, PH'nin MPP
+ ile indUklenen SH-SY5Y hidcre modelinde, IncRNA-p21 yikimi, MPP + tarafindan
induklenen sitotoksisite ve apoptozu zayiflatmakta ve ROS uretimini, oksidatif stresi
ve noroinflamasyonu azaltmaktadir (Ding vd 2019).

(PINK1), mitokondriyal membran bdlmesinde endojen olarak bulunmaktadir.
PH ile ilgili bir gen olan PINK1'in etkisinin, mitokondriyal serin/treonin kinazla ilgili
oksidatif stres kaynakl hasar koruma mekanizmasiyla aciklandigi belirlenmistir.
PINK1'in kusurlu mitokondriyal ylzeyde birikmesi, belirli bir otofaji strecini
tetiklemektedir (Chu 2010).

NEAT1, PINK1'in stabilizasyonunu artiran ve dolayisiyla hiicresel kalite kontrol
mekanizmasini destekleyen bir IncRNA'dir (Yan vd 2018). Yapilan ¢alismalarda, PH
hastalarinin periferik kan htcrelerinde NEAT1 seviyelerinin énemli dlgide artmig
ifadeye sahip oldugu kesfedilmigtir (Boros vd 2020). LncRNA NEAT1, PINK1
proteininin bozulmasini énleyerek PH'de MPTP kaynakli otofajiyi destekler (Yan vd
2018).

2.7.2. Homeobox (HOX) Transkript Antisens RNA (HOTAIR)

Homeobox (HOX) transkript antisens RNA (HOTAIR), HOXC genetik
lokusunda bulunan epigenetik dizenleyici ve onkojenik rolu agisindan 6nemli bir
IncRNA'dir (Gupta vd 2010). Yapilan ¢alismalarda, HOTAIR ifadesinin orta beyindeki
dopaminerjik néronlarda otofajiye neden oldugu ortaya ¢ikmigtir. HOTAIR, miR-126-
5p'yi de diuzenlemekte ve ceRNA'ya bagimli bir sekilde PH ilerlemesine yol
acmaktadir (Lin vd 2019). Ayrica HOTAIR'In, LRRK2 ekspresyonunun artisina neden
olarak Parkinson hastalgini destekledigi bildirilmistir (Wang vd 2017).

2.7.3. Mikrotiibiil iligkili Protein Tau (MAPT)

Mikrotubulle iligkili protein tau (MAPT) geni, hlcrenin yapisal gercevesini

(hticre iskeleti) olusturan kati, ici bos lifler olan mikrotlbdllerin birlestiriimesinde ve
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stabilize edilmesinde rol oynamaktadir (Tobin vd 2008, Coupland vd 2016).

MAPT geni PH'de patolojik bir etkiye sahiptir. Bu gen promotor bdlgesinde
DNA metilasyonuna ugramakta ve bdylece gen ekspresyonunun azalmasina neden
olmaktadir Ayrica MAPT ayrica norofibriler yumaklarda biriken agregatlar olusturarak

PH ilerlemesinde bir rol oynadigi gosterilmistir (Das vd 2009, Li vd 2014).

MAPT geni, aksonal hicre iskeleti stabilitesinde rol oynayan sporadik PH'ye
duyarlihk geninde yer almistir (Tobin vd 2008, Coupland vd 2016). MAPT-AS1’in
MAPT gen ekspresyonu seviyelerini etkiledigi; MAPT gen ekspresyonuna kargi
inhibisyonuna katkida bulundugu gdsterilmistir. Bu durum terapdtik bir hedef olarak
One surtlmustir (Coupland vd 2016).



2.8.
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Hipotez ve Bilimsel Katki

H1: Parkinson hastalarinin periferik kan o6rneklerinde IncRNA’larin
ekspresyonlarinin degisimi olasidir.
H2: Parkinson hastalarinin periferik kan érneklerinde belirlenen IncRNA’lar ve

onlarin mRNA’lar1 biyobelirte¢ olabilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Néroloji Anabilim Dali tarafindan
“Parkinson Hastahgi (PH)” tanisi alan bireyler (n=10), tek tarafli baslangi¢ 6ykusu
bulunmasina ve ilk yillarda dopaminerjik tedaviye yanitlarinin iyi olmasina dikkat
edilerek calismamiza dahil edilmistir. Hasta grubu icin g¢alismaya dahil olma ve
digslama kriterleri Tablo 2° de gésterildi. Kontrol grubu ise; Pamukkale Universitesi
Hastanesine basvuran 50 yas Uzeri, baska nedenlere bagli ikincil parkinsonizm
olgulari ile diger dejeneratif hastaliklarla ilintili parkinsonizm vakalari diglanarak
belirlenen bireylerden (n=10) olusmustur. Hastalar ve kontrol grubuna ait bilgiler yuz
ylze goérisme ile toplandi. Kontrol grubu igin ¢alismaya dahil olma ve diglama
kriterleri ise Tablo 3’ de gosterildi.

Arastirmaya, Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 25.08.2020 tarihinde 60116787-020\50302 karar numarasiyla

onay verildi.

Tablo 2. Hasta Grubu icin Calismaya Dahil Olma ve Dislama Kriterleri

Dahil olma kriterleri Dislama kriterleri

1. Parkinson hastali§i belirtilerinin, 1. Progresif Parkinson belirtileri
hastalarda 50 yasindan sonra yaninda tekrarlayan inme
olmasi ataklarinin olmasi

2. Gegirilmis kafa travmasi 2. Gegirilmis kafa travmasi éykusu
Oykusunun olmamasi 3. Ensefalit dykusunun varhgi
Ensefalit ykusunun olmamasi 4. Babinski refleksinin varligi
Progresif Parkinson belirtileri 5. Semptomlar bagladiginda
yaninda tekrarlayan inme noroleptik tedavi almig olmasi
ataklarinin olmamasi 6. L-DOPA tedavisine yanitsizlk

5. Semptomlar basladiginda 7. MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6
ndroleptik tedavi almamis tetrahidropiridin) v.b. toksik
olmasi madde maruziyetinin olmasi

6. L-DOPA tedavisine yanit
alintyor olmasi

7. MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridin) v.b. toksik

madde maruziyetinin olmamasi




Tablo 3. Kontrol Grubu icin Cal

iIsmaya Dahil Olma ve Diglama Kriterleri

Dahil olma kriterleri

Diglama kriterleri

1. Parkinsonizm bulgularinin 1. Parkinsonizm bulgularinin

olmamasi
2. Parkinson hastaligi digl
tani almig norolojik bir
hastaliginin olmamasi
3. Ailede (1. derece
akrabalarda) Parkinson

varligi
nda 2. Parkinson hastaligi diginda
tani almig norolojik bir hastalik
varligi
3. Ailede (1. derece akrabalarda)
Parkinson hastaligi 6ykusu

hastaligi éykusi olmamasi varhigi

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar

Arastirmamizda kullanilan cihazlar Tablo 4'te verildi.

Tablo 4. Kullanilan Cihazlar

Cihaz

Marka

Sogutmali Santrifi;j
Vorteks

Isi Blogu
Spektrofotometre

PCR Cihazi

Es zamanl PCR Cihazi

Hettich Rotina 35R

Elektromag M16-500

Boeco Thermo Shaker TS-100
Nanodrop 2000c, ThermoScientific
Sensoquest

Bio-Rad CFX96

39



3.1.2. Kimyasallar

Arastirmamizda kullanilan kimyasallar Tablo 5'te verildi.

Tablo 5. Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Marka

Ficoll-paque Cegrogen

Dengeli Tuz Solisyonu Capricorn PBS-1A

Kloroform Carlo CE.412653

isopropil Alkol Sigma-Aldrich

Etanol (%70) Merck

RNA icermeyen su Thermo Scientific
3.1.3. Kitler

Arastirmamizda kullanilan kitler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan Kitler

Kit Firma

cDNA Synthesis Kit with Atlas Biyoteknoloiji
RNase Inh. (High Capacity)

2X dPCR SYBR-Green Atlas Biyoteknoloiji
MasterMix (without ROX)
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3.1.4. Kullanilan Primer Dizileri

Arastirmamizda kullanilan primer dizileri Tablo 7’de verildi.

Tablo 7. Kullanilan Primer Dizileri

LncRNA - mRNA

Dizi (5"-3’)

LIN7C

PKIA-AS1

LEF1-AS1

SMAD2

LHX3

SRSF10

EOMES

: GTTGTTGAGCTACCAAAAACAG

: CACTCCATTAACAGAGAGGA

: TCAGCAAGGGCAAATCCCAA

- GCAATGCCAAAGGACGTTGT

: CCCTTTGTGTGGCCTGGACT

: TCCTGATGCTCTAGGTTGGTT

- GGGTTTTGAAGCCGTCTATCAGC

: CCAACCACTGTAGAGGTCCATTC

- CTTACAACACCTCGCCCAAGCC

: TCTTCAGCCTCTTCTCCTTGGC

- GGAGGAGATCAAGAAGTCGGTC

- TGTCGGAATGGCTTCTGCTACG

: AAATGGGTGACCTGTGGCAAAGC

: CTCCTGTCTCATCCAGTGGGAA
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3.2. Yontemler

3.2.1. Density-Gradient Santrifilj Yontemi ile Periferal Kan-Mononiikleer Hiicre
(PBMC) izolasyonu

Pamukkale Universitesi Tip Fakultesi Noroloji Anabilim Dalinda, Tablo 1’deki
dahil olma kriterlerini tasiyan olgulara calismaya gonulli olarak katiimayi kabul
ettiklerine dair “Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu (hasta grubu)” imzalatilip 10 ml

periferik kan érnegi K2EDTA antikoagulant tapler kullanilarak alind.

Kontrol grubu icin Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Dahiliye Anabilim
Dalinda, Tablo 2'deki kriterleri kargilayan 10 bireye ¢calismaya gonulli olarak katiimayi
kabul ettiklerine dair “Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu (kontrol grubu)” imzalatilip

10 ml periferik kan érnegi K2EDTA antikoagulant tipler kullanilarak alindi.

Yogunluk-kademeli santrifigasyon ile mononikleer hiicre izolasyonu igin

uygulanan basamaklar asagidaki gibidir;

Bir santrifij tuptune 3 ml ficoll-paque eklendi ve Uzerine dengeli tuz solisyonu
ile seyreltiimis 4 ml kan 6rnegi dikkatli bir sekilde ilave edildi (2ml kan 6rnegi
2 ml dengeli tuz soltsyonu ile dilue edildi).

Ornek 400x g 'de 18-24 °C de 30-40 dakika santrifiij edildi. Supernatant

ayrildiktan sonra ara fazda kalan mononukleer hicreler steril pipet

yardimiyla bagka bir santrifiij tipune aktarildi.

Transfer edilen monontikleer hiicrelerin hacminin yaklasik 3 kati kadar (~6 ml)
dengeli tuz solisyonu eklendi. Nazikce pipetaj yapilarak kanstirildi.

Ornek 400-500x g ‘de 18-20 °C ‘de 10-15 dakika santrifiij edildi. Supernatant
uzaklastirildi ve tekrar 6-8 ml dengeli tuz solusyonu ile hicreler yikandi.

Ornek tekrar 400-500 x g ‘de 18-20 °C ‘de 10 dakika santrifiij edildi ve

supernatant uzaklastirildi.

Elde edilen hicre pelleti Uzerine 500 ul Trizol Reaktifi eklenip kullanima kadar
-80 °C ‘de saklandi.

3.2.2. PBMC’lerden Total RNA izolasyonu

Trizol reaktifi icinde muhafaza edilen 6rnekler oda sicakligina getirildi.

Uzerlerine 200 pl kloroform eklendi ve 15 saniye vorteks yapildi.
Ornekler 30 °C de 5 dakika inkiibasyona birakild.
4°C ‘de, 12.000 xg’ de 15 dakika santrifiij edildi.
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= Sipernatant kisminda toplanan RNA yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 500 ul
isopropanol eklendi ve pipetaj yapilarak 15-30 °C de 10 dk inklbe edildi.

= Ornekler 4°C ‘de, 12.000 xg’ de 10 dakika santrifiij edildi.

= Santriflj sonrasi supernatant atildi ve pellet, 1 ml %75’lik etanol ile yikandi.

= 4°C ‘de, 7.500 xg’ de 5 dakika santrifljj edildikten sonra supernatant atildi.

= Etanolin uzaklastiriimasi amaciyla tuplerin kapaklari agik birakilarak RNA
pelleti kurumaya birakildi.

= Pellet, miktari ile orantili sekilde RNaz icermeyen su igerisinde ¢ozulda.

» 60°C’de 10 dakika inkubasyona birakildi.

= Elde edilen RNA kullanima kadar -20°C’ye kaldirild1.

3.2.3. RNA Miktar ve Saflik Tayini

Total RNA izolasyonu sonrasi elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve saflik
degerleri her bir RNA drneginden 2 pl alinarak spektrofotometrik yontemle (Nanodrop
2000c, ThermoScientific) belirlendi. Orneklere ait konsantrasyon ve A260/280
degerleri not edilerek RNA kalitesi icin saflik orani 1.8 ile 2 arasinda olan &érnekler
kaliteli kabul edildi.

3.2.4. Mikrodizin Analizi

Mikrodizin analizi icin RNA saflik tayininde kaliteli kabul edilen hasta (n=3) ve
kontrol grubu (n=2) 6rneklerinden 5 tanesi segilerek Macrogen firmasi tarafindan
hizmet alimi yapildi. Analizde firma tarafindan gelistirlen GeneChip™ Human Gene

2.0 ST Array platformu kullanildi. Mikrodizin deney yontemi asagidaki gibidir (Sekil 8).

= cDNA, duretici tarafindan tarif edildigi gibi GeneChip WT (Whole Transcript)

Amplifikasyon kiti kullanilarak sentezlendi.

» Sens cDNA daha sonra pargalandi ve GeneChip WT Terminal etiketleme Kiti

kullanilarak TdT (terminal deoksinukleotidil transferaz) ile biyotin etiketlendi.

= Yaklasik 5.5 pg etiketi DNA hedefi, 16 saat boyunca 45°C'de Affymetrix
GeneChip Dizisine hibridize edildi.

= Hibritlestirilmis diziler, bir GeneChip Fluidics Station 450 Uzerinde yikandi ve
boyandi ve bir GCS3000 Tarayicisinda (Affymetrix) tarandi.

= Prob hicre yogunlugu veri hesaplamasi ve CEL dosyasi olusturma, Affymetrix

GeneChip Command Console Yazilimi (AGCC) kullanilarak gerceklestirildi.

= Analiz yazilimi gergeklestirildi (Affymetrix Power Tools, R 3.3.3).
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= Ham veri hazirlama ve istatistik analiz icin veriler ézetlendi ve Affymetrix
Power Tools (APT)'de uygulanan saglam Robust Multi-Average (RMA)
yéntemi ile normallestirildi. Sonug gen seviyesi RMA analizi ile disa aktarildi.

= [fadenin istatistiksel dnemini belirlemek icin veri kat degisimi hesaplandi. Bir
DEG seti icin, bir benzerlik 6lglisi olarak tam baglanti ve Oklid mesafesi

kullanilarak Hiyerarsik kiime analizi yapildi.

= Onemli prob listesi icin Gen Zenginlestirme ve Fonksiyonel Agiklama analizi,
Gene Ontology (//geneontology.org) kullanilarak yapildi. Tim veri analizi R

3.3.2 (www.r-project.org) kullanilarak yapildi.

i N
RNA iZOLASYONU
N i
i . R’
cDNA SENTEZI
N .
i N
cRNA AMPLIFIKASYONU
N r
i b
TEK SARMALLI cDNA SENTEZI
r 3
PARCALAMA VE ETIKETLEME
8 A
HIBRIDIZASYON
i 3
YIKAMA VE BOYAMA
b .
i N
TARAMA
L F,
ANALIZ ]

Sekil 8. Mikrodizin Deney Yontemi
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3.2.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin A.B.T. cDNA sentez kiti kullanildi. Reaksiyon karisim icerigi
Tablo 8‘de gosterildi. Kit bilesenleri asagida onerilen oranlarda bir tlp igerisinde
karistirildi. Reaksiyon karisimi PCR cihazinda sirasiyla 25°C’de 10 dakika, 37°C’de
120 dakika ve 85°C’de 5 dakika olacak sekilde reaksiyona tabi tutuldu. Ornekler es

zamanh polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

Tablo 8. cDNA Cevrimi Reaksiyon Kosullari

Bilegen Miktar
Total RNA 10 pl
dNTP Karisimi 1l
Random Primer 2 ul
RNaz igermeyen Su 3.5l
10X Tampon 2 ul
Reverse Transkriptaz 1wl
RNaz inhibitdrii 0.5 ul
Total Hacim 20ul

3.2.6. LncRNA’larnin Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Analizi

Mikrodizin analizi sonucunda belirlenen IncRNA’larin primerleri tasarlandi. Tim
hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen cDNA o6rnekleri SYBR-Green 2X Master Mix
(without ROX) (A.B.T.) kullanilarak es zamanli PCR cihazinda (Bio-Rad CFX96)
cogaltildi. Reaksiyon karisim igerigi Tablo 9'da verildi.

Reaksiyon dongusu her drnek igin 3 tekrarl olacak sekilde; 95°C’de 5 dakika
ilk denaturasyon, 40 déngu; 95°C’de 15 saniye denaturasyon ve 60°C’de 60 saniye

primer baglanmasi ve uzamasi adimlarini icermektedir.
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Tablo 9. Kantitatif Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullari

Bilesen Miktar
cDNA 6rnegi 2 ul
SYBR- Green MasterMix (without ROX) 10 pl
ileri Primer (Forward) 3yl
Geri Primer (Reverse) 3 ul
RNaz igermeyen Distile Su 2yl
Total hacim 20 pl

3.2.7. LncRNA Hedeflerinin Gen Ontoloji (GO) Analizleri

Mikrodizin analizi sonucunda belirlenen IncRNA’larin molekiler seviyedeki
temel aktivitelerini, hangi biyolojik slrecte ve biyokimyasal yolakta yer aldigini
belirlemek icin Gen Ontoloji (GO) analizi gerceklestirildi.

3.2.8. lstatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edildi. Sirekli degiskenler ortalama * standart sapma,
ortanca (IQR: 25. ve 75. yuzdelikler), en klgUk- en buyuk degerler ve kategorik
degiskenler sayi ve yuzde olarak ifade edildi. Verilerin normal dagihma uygunlugu
Shapiro Wilk testi ile incelendi. Hasta ve kontrol gruplarina ait IncRNA ve mRNA gRT-
PCR verilerinin ct degerleri “ACt” analizi ile kargilastinldi. Bagimsiz grup
incelemelerinde; Parametrik test varsayimlari saglandiginda Bagimsiz gruplarda t
testi; Parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise Mann Whitney U testi
kullanildi. Kategorik degiskenlerin karsilastiriimasinda Ki kare testi kullanildi. Tum

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrodizin Analizi Verilerinin Kalite Kontrolii

Analizde firma tarafindan gelistirilen GeneChip™ Human Gene 2.0 ST Array
platformu kullanildi. Platformda 53.617 adet spesifik prob bulunmaktadir.

Normalize edilen problarin dagiliminin karsilastiriimasi i¢in density plot analizi
gerceklestirilmis (Sekil 9), normallestiriimis sinyalin yuzdesine dayali olarak 6rnek

ifadenin dagihmi da box plot grafiginde gosterildi (Sekil 10).

Density plot

normalized signal density

Density

8.88 — -

~ = w =] = ™~ =t
- - -

Sekil 9. Orneklerin Density Plot Analizi

After Quantile Normalization

14

.

18

t
},“4“““
t
}

N_H6 —
N_H8 —
N_H9 —
N KZ o |forrooe
N_K8 —

Sekil 10. Normallestirilmis Sinyalin Yiizdesine Dayali Olarak Ornek ifadesinin
Dagihimini Gésteren Box Plot Grafigi
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Her bir 6rnege ait ylksek ekspresyon benzerlikleri gruplanmaktadir.
Gruplamalara ait 6rnek hiyerarsik kimeleme grafigi (Sekil 11) ve her 6rnegin
normallestiriimis degerinden islenen; 6rnekler arasindaki benzerligi ve toplam verilerin
degiskenligini gosteren 2 boyutlu MDS (Cok Boyutlu Olgekleme) grafigi (Sekil 12),
herhangi bir aykiri 6érnek veya o6rnek gruplari arasinda benzer ifade kaliplarinin

tanimlanmasina izin vermektedir.

HIYERARSIK KUMELEME
(Mesafe metrigi = Oklid Mesafesi, Baglanti yontemi = Tam Baglanti)

@ He
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Sekil 11.Benzer Ozellik Gdsteren Verilerin Hiyerarsik Kiimeleme Grafigi

MDS (Multidimensional Scaling)
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Sekil 12. 5 Ornek Arasindaki Benzerligi ve Toplam Verilerin Degiskenligini gésteren
MDS grafigi
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Ornekler arasindaki tekrarlanabilirligin derecesini gdérmek icin ise level plot

(Sekil 13) ve scatter plot analizleri gerceklestirildi (Sekil 14).

Scatter plot (dagihm grafigi), iki farkli degiskenin arasindaki iliskinin glcun,
yonudnd ve bigimini géstermektedir. Numuneler arasindaki benzerlik, numunenin
normallestiriimis degerinin Pearson korelasyon katsayisi ile elde edilmektedir: -1< r <
1 araligi i¢in, deger 1'e ne kadar yakinsa, érnekler o kadar benzerdir. Aralarinda iligki
bulunan iki degiskenin degerleri diyagramda bir ¢izgi boyunca uzanmakta ve karsilik

gelen degerler bu cizgiye yaklastikgca aralarindaki iliskinin gtiglendigi anlasiimaktadir.

+ 1.000

+ 8,995

- @.998

[ 9.985

Omek adi

- 8.980

+8.975
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o
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Sekil 13. Level Plot Analizi ile 5 Ornege Ait Korelasyon Matrisi

Pearson's correlation coefficient
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Sekil 14. Veri Kalite Kontroliinin Scatter Plot Analizi ile Gosterilmesi
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Deneylerin sonunda kontrol olcimleri ve diger Oolgimler arasinda bir
kargilastirma  yoluyla sonuglarin  guvenilirligini  artirarak  test  gecerliligini
degerlendirmek icin pozitif ve negatif kontroller kullaniimaktadir. Kontrol ve hasta
orneklerinin prob dagilimlarinda pozitif ve negatif kontrollerin karsilastirimasi Sekil

15’te verildi.

pPOs_Vs_neg_ auc
comparing pos & neg controls

* pos_ws_neg_auc

1.0
0.9
o
=
e
0.8 N P
0.7
[fe) oo [=)] [ [=2]
I p T h-*4 h-*=4

Sekil 15. Kontrol ve Hasta Orneklerinin Prob Dagilimlarinda Pozitif ve Negatif
Kontrollerin Karsilastiriimasi
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Mikrodizin analizine gore kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1,5 kat ve 2 kat

degisim go6steren prob sayilari Sekil 16’da gosterildi.

HE/K7.1.
H8/K7.1.
H9/K7.1.
HE/K8.1.
HB/K8.1.
H9/K8.1.
HE/K7.
HB/K7.
H9/K7.
HE/K8.
H8/KS.

H9/K8.

Sekil 16. Hasta ve Kontrol Grubu Orneklerinde 1,5 ve 2 Kat Ekspresyon Degigimi

s5fc

5fc

s5fc

UP, DOWN Regiile Prob Sayilar
(IFC[>=1.5 & 2 olmak Gzere)
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1747
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Prob Sayisi

Saptanan Prob Sayilari

T
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Her bir hasta érneklerinin kontrol 7 ve kontrol 8 drnekleri ile karsilastiriimasi ile

katsayi degisimi (fold-change) dagilim grafigi Sekil 17°de verildi.
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Sekil 17. Hasta ve Kontrol Gruplari Arasinda Katsayi Degisimi (fold-change) Dagilimi.
a) H6 ve K7/K8 Gruplari Arasinda Katsayi Degisimi. b) H8 ve K7/K8 Gruplari Arasinda

Katsay1 Degisimi. c) H9 ve K7/K8 Gruplari Arasinda Katsayi Degisimi.

a)



b)

12

18

HE itade Dazeyi

HE ifade Duzeyi

H8 ifade Dizeyi

HB ifade Duzeyi

10

12

18

HE6 ve K7 Arasindaki Problann ifade Diizeyi

2 4 6 8 18 12
K7 ifade Duzeyi

H6 ve KB Arasindaki Problann ifade Dizeyi

No Significant
FCl3e15

K8 ifade Dizeyi

H8 ve K7 Arasindaki Problarin ifade Diizeyi

Mo SEgnificant
FCI>e1.5

K7 Ifade Diizeyi

H8 ve K8 Arasindaki Problarin ifade Diizeyi

no Significant
IFc] >

No Significant
IFC|3e1.5

54



55

H9 ve K7 Arasindaki Problarin ifade Diizeyi

N Significant
* IFC|>=1.5

H Ifade Diizeyi

KT ifade Duzeyi

H9 ve K8 Arasindaki Problarin ifade Diizeyi

No Significant
® [FC[3=1.5

H9 itade Duzeyi

K8 ifade Dizeyi

Sekil 18. Hasta ve Kontrol Gruplari Arasindaki Problarin Ekspresyon Seviyelerinin
Dagihm Grafigi Olarak Gosterilmesi. a) H6 ve K7/K8 Gruplari Arasindaki Problarin
Dagilim Grafigi. b) H8 ve K7/K8 Gruplari Arasindaki Problarin Dagihm Grafigi. c) H9
ve K7/K8 Gruplari Arasindaki Problarin Dagihm Grafigi.

Hasta ve kontrol gruplari arasindaki problarin ekspresyon seviyelerinin dagilim

grafigi Sekil 18’de gdsterildi.

Normallestiriimis degerin z skorunu kullanan iki yonli hiyerarsik
kiimeleme 1s1 haritasi
(3000 randomly selectd in 9,596 probes satisfying with fc1.5)

Renk skalasi

T

==

Sekil 19. Farkli Olarak Eksprese Edilen LncRNA'larin Hiyerarsik Kimeleme (heat map)
Analizi ile Gosterilmesi
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Yukaridaki is1 haritasi, normallestiriimis degerlere sahip en az bir karsilastirma
grubunda anlamli olan prob setlerinin ve érneklerin benzerligini kiimeleyen hiyerarsik
kiimeleme analizinin sonuglarini géstermektedir (Sekil 19). Satirlar modile edilmis
genlerin ifadesini, sltunlar ise hasta ve kontrol érneklerini temsil etmektedir. Renk
skalasi IncRNA ekspresyonunu gosterir; sari renk Upreglilasyonu ve mavi renk ise

Downregdlasyonu ifade etmektedir.

4.2, Mikrodizin Analizi

Mikrodizin analizi sonucunda IncRNA’larin artan ve azalan ekspresyon
degisimlerini belirlemek icin alt sinir <-1,5 ve st sinir 21,5 kat olarak belirlenerek
mikrodizin analizi gergeklestirilen 3 hastanin her birinin en az bu alt ve Gst sinir kat
degerlerini karsilamasi g6z 6ninde bulunduruldu. Bu filtreleme kriterlerine uygun
olarak Parkinson hastalarinda 31 downregdle ve 13 upregiile INCRNA saptandi. Bu
IncRNA’lardan bazilari ve kat degisimleri Tablo 10 ve 11’de gosterildi.

Tablo 10. Kontrollere Gére Hasta Gruplarinda Upregtile Bulunan LncRNA'lar

Upreglile LncRNA’lar Hasta 6 Hasta 8 Hasta 9
BACH1-1T2 1,755765 2,216188 1,532206
LOC105377225 3,620402 2,129862 1,570441
LOC105372751 1,693972 2,295550 1,524409
LIN7C 1,529203 1,939265 1,944110
OTUD6B-AS1 1,774337 1,821112 1,821112
PKIA-AS1 2,140103 1,835064 2,774658
LINC00211 1,992528 1,998490 1,603028
LOC102725160 1,595214 2,004733 1,595214
LOC100507639 1,958881 2,851537 2,307771
LOC101060038 1,943975 3,515378 2,198851

Tablo 11. Kontrollere Gére Hasta Gruplarinda Downregdile Bulunan LncRNA'lar



Downregiile LncRNA’lar Hasta 6 Hasta 8 Hasta 9

LOC100287834 -1,646965 -1,783560 -1,618727
PARD3-AS1 -1,604918 -1,604918 -1,695570
LOC645485 -1,505362 -1,505362 -1,706109
LOC101927056 -1,676578 -1,723773 -2,053038
LEF1-AS1 -1,624054 -1,647353 -1,624054
LINC01355 -1,669400 -1,644136 -1,754014
NBR2 -1,702943 -1,504631 -1,743577
LOC400958 -1,652981 -1,952307 -2,021982
MORC2-AS1 -1,637313 -1,517441 -1,602395
LOC105370905 -1,520652 -2,257804 -2,023244

4.3. Ekspresyon Degisimi Saptanan IncRNA’larin gRT-PCR Yoéntemi ile

Dogrulanmasi
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Mikrodizin analizi sonucunda LIN7C, PKIA-AS1 ve LEF1-AS1 IncRNA'larina
ve de EOMES, LHX3, SRSF10 ve SMAD2 mRNA’larina dzgln primerler tasarlanarak
(Tablo 7) gRT-PCR yontemi ile ekspresyon degisimlerinin validasyonu gerceklestirildi.

Mikrodizin analizi sonucu azalmis ekspresyon gdsteren EOMES, LHX3
mRNA’lar ile LEF1-AS1 IncRNA’nin gRT-PCR sonucunda ifadesinin arttigi bulundu.
Diger yandan LIN7C ve PKIA-AS1 IncRNA’lari ile SRSF10 ve SMAD2 mRNA’larinin

mikrodizin analizi ile uyumlu sekilde artan ekspresyon gosterdikleri bulundu.

Ekspresyon degisimlerine ait grafikler Sekil 20 ve Sekil 21’de gdsterildi.

IncRNA ifade degisimleri (Hasta vs
Kontrol )
N

LIN7C

PKIA-AS1

LEF1-AS1

Sekil 20. gRT-PCR ile Belirlenen LncRNA ifade Degisimleri



mRNA ifade degisimleri (Hasta vs
Kontrol)
.

SMAD?2

EOMES

LHX3 SRSF10

Sekil 21. gRT-PCR ile Belirlenen mRNA ifade Degisimleri

4.4. statistiksel Analiz Sonuglari

Tablo 12. Demografik Veriler
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Kontrol Grubu (n=10) Hasta Grubu (n=10) p
AO(SS) M(Q1-Q3) AO(SS) M(Q1-Q3)
Yas 57,3+5,14 57 (51,75- 61,75) 64,3+8,92 | 62,5 (57-73) | p=0,049* (t=-
2,15)
n(%) n(%)

Kadin 4(40.0) 3(30.0)
Cinsiyet p=1

Erkek 6(60.0) 7(70.0)

AO; Aritmetik Ortalama
SS; Stansart Sapma
M; Medyan

*p<0,05

Hasta ve kontrol gruplarina ait demografik veriler (yas, cinsiyet) tablo 12’de
gOsterildi. Hasta ve kontrol gruplarina ait INCcRNA ve mRNA gRT-PCR verilerinin ct
degerlerinin karsilastiriimasinda; “ACt” analizi, Independent Samples t Testi, Mann

Whitney U testi ve Ki-kare testleri kullanilarak istatistiksel analizleri gergeklestirilmis




59

olup, sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 13). (LHX3= p<0,01 EOMES=
p<0,031 ve LIN7C= p<0,029) p<0,05 degeri anlamlilik seviyesi olarak kabul edildi.

Tablo 13. LncRNA ve mRNA gRT-PCR Verilerinin istatistiksel Analizi

Kontrol Hasta
A.O+S.S Med (Q1-Q3) Min-Maks | A.O+S.S Med (Q1-Q3) Min-Maks p
LIN7C 0,88 +1,66 0,77 (-0,35- -1,59 - -0,97 +1,82 | -1,15(-2,13- -4,22 -2,15 | 0,029*
2,25) 3,57 0,47) (t=2,374)
PKIA-AS1 | 3,05 +2,27 2,94 (1,01- -0,42 - 1,48 £ 1,96 1,56 (0,39-2,5) | -2,09-4,59 | 0,114
5,02) 6,15 (t=1,659)
LEF1- 4,23 +1,8 3,35 (2,79- 2,45 - 262 2,81 (1,14- 4,51) | -1,08 - 4,65 | 0,091
AS1 6,23) 7,06 (t=1,797)
SMAD2 0,27 +1,83 -0,71 (-0,93- -1,26 - -1,74 £3,69 | -2,46 (-4,81- -6,61-4,09 | 0,095
1,59) 3,73 1,77) (z=-1,715)
EOMES 2,69 £1,41 2,84 (1,43- 0,37 - 0,66 +1,95 | 0,39 (-1,06-2,84) | -1,38-3,59 | 0,031*
3,88) 4,47 (t=2,391)
LHX3 29,78 +0,41 | 29,88 (29,5- 28,99 - 28,75+ 1,13 | 29,34 (27,53- 27,03-29,8 | 0,01*
30,07) 30,27 29,65) (z=-2,521)
SRSF10 -0,45 £2,63 0,88 (-3,28- -4,36 - -2+1,78 -2,26 (-3,57 - - -4,29-0,57 | 0,234
1,71) 1,87 0,07) (z=-1,26)

z: Mann-Whitney U
t: Independent Samples t
*p<0,05

4.5. Gen Ontoloji Analizleri

Farkli eksprese edilmis IncRNA’larin rol aldigi hicresel, biyolojik ve molekuiler
acidan fonksiyonel sireglerini ortaya ¢ikarmak amaciyla Gen Ontoloji analizi yapildi.

kullanild.
kategorideki hasta ve kontrol gruplari karsilastirilarak en anlamli farkhlik gésteren 20

Gen Ontoloji analizi icin http://geneontology.org/ veri tabani Her
sure¢ belirlendi (Sekil 22). P<0.05 degeri dikkate alinarak belirlenen analizde biyolojik
suire¢ agisindan bakildiginda makromolekll metabolik sirecler, bagisiklik sistemi, gen
ifadesi, hlcre aktivasyonu, nétrofil aktivasyonu; hlcresel bilesen slreci agisindan
bakildiginda zarla gevrili organel, hicre i¢i anatomik yapi, DNA paketleme kompleksi,
nukleozom, trombosit alfa granult; molekuiler fonksiyon sureci agisindan ise ATPaz
aktivitesi, sinyal alici aktivite, bagisiklik reseptor aktivitesi, protein baglama gibi

suregler anlamli bulundu.
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Sekil 22. (a,b,c). Gen Ontoloji Analizi Sonucu En Cok Anlamliik Gdsteren 20 Siireg
(p<0.05)

5. TARTISMA

Periferik kan hacreleri, doku ve organlarla etkilesimleri nedeniyle ¢ogdu
noérodejeneratif hastaliklarda iligkili olan bazi degisiklikleri yansitmaktadir (Soreq vd
2014). Bu arastirmada, Parkinson hastalarinin periferik kan mononukleer hiicrelerinde
13 upregile ve 31 downregiile IncRNA belirledik. Diger arastirmalarda, Parkinson
hastalarinin beyin dokusunda (Kraus vd 2017, Ni vd 2017) ve periferik kaninda (Boros
vd 2020) ayrica PH'nin fare modelinde (Jiao vd 2017) ve hiicre modellerinde de (Lin
vd 2018) IncRNA'lar gosterilmisgtir.

Bu arastirmada mikrodizin analiziyle ekspresyon degisimleri belirlenen LIN7C,
LEF1-AS1 ve PKIA-AS1 IncRNA’lari ile SRSF10, SMAD2, EOMES ve LHX3
mRNA’larina  6zglin primerler tasarlanarak gRT-PCR yéntemi validasyonu
gerceklestirildi. Azalmis ekspresyon gosteren LEF1-AS1 IncRNA ile EOMES ve LHX3
MRNA’larinin gRT-PCR sonucunda ifadesinin arttigi saptandi. Diger yandan LIN7C ve
PKIA-AS1 IncRNA’lar ile SRSF10 ve SMAD2 mRNA’larinin mikrodizin analizi ile
uyumlu sekilde artan ekspresyonu gézlendi. qRT-PCR sonucunda LIN7C IncRNA ile
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LHX3 ve EOMES mRNA’lari istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Mikrodizin analizi sonucu azalmis ekspresyon gosteren LEF1-AS1’in qRT-
PCR sonucunda ifadesinin arttigi bulundu. Diger bir calismada LEF1_AS7T’in belirgin
sekilde artmis ifadeye sahip oldugu ayrica in vivo ve in vitro deneylerle, LEF1-AS1'in
inhibisyonunun LPS (lipopolisakkarit) aracili mikroglial hlicre apoptozunu ve
inflamatuar hasari korudugunu gdsterilmistir (Cui vd 2021). Bu calismada da

belirlenen LEF1-ASY’in artmis ifadesi Cui vd (2021) calismasini destekler niteliktedir.

Ayrica LIN7C ve PKIA-AS1 IncRNA’larinin mikrodizin analizi ile uyumlu sekilde
artan ekspresyon goésterdigi saptandi. Literatlr taramasinda PH’de PKIA-AS1 ile ilgili
bir bulguya rastlanmamakla birlikte Hu vd (2019) PKIA-AS1'in néropatik agri ile iligkili
noroinflamasyon (zerindeki etkilerini arastiran c¢alismalarinda PKIA-AS1’'in énemli
Olcide upregile oldugunu bulmuglardir. Ayrica PKIA-AS1’in inhibisyonunun,
omurilikte glial aktivasyonu ve inflamatuar sitokinler IL-6, IL-18 ve TNF-a'nin
salinimini  azaltarak  ndropatik  agriyr  hafiflettigini  de  belirlemiglerdir.
Noérodejenerasyonun néroinflamasyon ile iligkisi, inflamatuvar slrecin 6nemini
gostermektedir. inflamatuvar siirecin  elemani olan NF-kB'nin organizmanin
inflamasyonla alakali cevaplarinda, ¢ok sayida genin aktivasyonunda rol aldigi
gosterilmistir. Noroinflamasyonun apoptoz araciligiyla néron kaybini tetikleyebilecegi
ve NF-kB’nin bunda gesitli mekanizmalarla pay sahibi olabilecedi disunulmektedir.
Ayrica NF-kB’nin hicre doéngusu, hicre proliferasyonu ve gelisiminde ayrica sinaptik
plastisite ve immun cevap verme sureglerinde rol aldigi bilinmektedir (Amer ve
Baltimore 1996, Shih vd 2015). Siklin bagiml kinazlar (CDK'ler), hiicre dongusu, gen
ekspresyonunun duzenlenmesi ve ndronal fonksiyonun kontroli gibi gesitli biyolojik
surecleri kontrol etmektedirler (Peng vd 2013). Hu vd (2019) PKIA-AS1'in CDKG6
promotorinde DNMT1 katalizli metilasyonu azaltarak, NF-kB hedef genlerini
transkripsiyonel olarak aktive eden CDK6 ekspresyonunu dizenledigini belirtmiglerdir.
Diger bir calismada PH lenfoblastlarinin artan proliferasyonunun siklin D3/CDK6
kompleksinin asiri aktivasyonu ile baglantili oldugu ve siklin D3/CDKG® ile iliskili kinaz
aktivitesini bloke etmeyi amaglayan tedavilerin PH’nin artan hicre proliferasyonunu
azaltmada etkili oldugu gosterilmistir (Alquézar vd 2015). Tartigilan bu literattrlere
uygun olarak arastirmamizda kontrollere kiyasla Parkinson hastalarinda upregdile olan
PKIA-AS1'in nérodejenerasyonu ifade eden bir bulgu olarak hizmet edebilecedi

kanisindayiz.

Chi vd (2019) PH ile iligkili diferansiyel olarak eksprese edilmis genleri ve
IncRNA'lari belirlemeyi amacladiklari ¢alismalarinda 22 saglikli kontrol kan drnegi ve
50 PH kan 6rneginden olusan 72 drnek secerek DEG'leri ve diferansiyel olarak ifade

edilen IncRNA'lari (DEIncRNA'lar) belirlemislerdir. Analiz sonucunda 207 upregdile
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edilmis DEG (instlin benzeri blylime faktéri-1 reseptori (IGF1R) ve RPS4Y1) ve 187
downregiile DEG (DLG1l ve PURG) elde etmislerdir. Ayrica 2 upregile edilmis
DEIncRNA (LINC00302 ve LINC00328) ve 5 downregiile DEINCRNA (FAM215A,
MCF2L-AS1, NOP14-AS1, PARTL1 ve XIST) elde etmislerdir. Ayrica IGF1R'in PH'de
onemli Olclide upregiile edildigini ve ITCH ile endositoz yolunda belirgin sekilde
zenginlestigini belirlemiglerdir. Bu arastirmada da Chi ve arkadaslarinin (2019)

sonugclarina benzer olarak FAM215A downregdile bulundu.

Zhou vd (2018), amaclari PH ile iligkili genleri ve IncRNA'lari arastirmak olan
calismalarinda, PH ve normal kontroller arasinda toplam 857 DEmMRNA ve 77
DEINncRNA elde etmislerdir. PH ve normal kontroller arasinda diferansiyel olarak
eksprese edilmis ilk on IncRNA igerisinde yer alan LOC102724104’Un upregulasyonu;
LOC105377225 ve LOC105373204’Un downregullasyonu bildirilmistir. Bu arastirmada
ise Parkinson hastalarinda Zhou vd nin (2018) tersine LOC105377225'in upreglile

oldugu bulundu.

Serin/arginin birlestirme faktord 10 (SRSF10), SR proteinleri ailesinin bir
Uyesidir. SR agisindan zengin birlestirme faktoérleri, alternatif birlestirme dizenleyicileri
olarak bilinen RNA baglayici proteinlerdir. SR proteinleri, Splicing olayi icin zayif ek
bodlgelerinin taninmasini artirarak alternatif eksonun dahil edilmesini saglamaktadir.
Eksona bagli SR proteinleri gl¢lendirici olarak iglev gdérirken, introna bagli SR
proteinleri baskilayici olarak islev gorebilmektedir (Shen ve Mattox 2012). Bu nedenle,
SR-RNA etkilesimlerinin konumu, spliceosome montajini ve ek vyeri segimini
etkilemektedir (Jeong 2017). Torres-Odio vd (2017) calismalarinda PINK1 eksikligi
olan fare beyninde SRSF10 ifadesinde azalma gdOstermislerdir. Arastirmamizda
SRSF10 gRT-PCR sonucu mikrodizin analizi ile uyumlu sekilde artan ekspresyon

gOsterdi.

Donastiricu buyume faktoru-B'nin (TGF-B), SMAD transkripsiyon faktorleri
ailesinin aktivasyonuna dayali olarak; hiicre blylUmesi, farklilasmasi, hlcre gogu,
istilas1 ve hlcre digi matris yeniden sekillenmesi dahil olmak Uzere ¢esitli hiicresel
suregleri dizenledigi gosterilmistir. Yapilan c¢alismalarda spesifik timor alt
kimelerinde Smad2 ve Smad4 genlerinde degisiklikler gézlenmis ve bu nedenle
Smad'larin bir timdér baskilayici islevi olabilecedi éngdérulmuistir (Riggins vd 1996).
Ayrica Lagna vd (1996) Smad4'lun ligand yoklugunda homomerik bir kompleks olarak
mevcut oldugunu ve sirasiyla BMP sinyal iletim yolu veya TGF-B/aktivine yanit olarak
SMAD1 veya SMAD?2 ile heteromerik kompleksler olusturdugunu gdstermigtir. Bu
nedenle, SMAD2, SMAD3 ve SMADA4 birlikte TGF-B'nin hicre i¢i sinyal iletim yolunun
bir parcasi olarak énemlidir (Massague 1998). Dénustirtci baylime faktéri-p (TGF-

B), orta beyindeki embriyonik dopaminerjik (DA) noéronlarin gelisiminde ve
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korunmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Tesseur vd (2017) ¢alismalarinda néronal
TGF-B sinyallemesindeki inhibisyonunun nigrostriatal dejenerasyona yol actigini ve
motor eksiklikleri destekledigini; TGF- sinyallemesinin aktivasyonunun ise farelerde
MPTP’nin  nérotoksisitesini  azalttigini  belirtmislerdir. Bu arastirmada mRNA

SMADZ2’nin mikrodizin analizi ile uyumlu sekilde artan ekspresyon goésterdigi bulundu.

LHX3 transkripsiyon faktérl, gen dizenleyici proteinlerin LIM-homeodomain
(LIM-HD) ailesinin bir tGyesidir (Mullen vd 2007). Memeli LIM-HD proteinlerinden ISL1,
ISL2, LHX2, LHX3 ve LHX4, hipofiz gelisiminde rol oynamaktadir. Parkinson
hastaliginda, orta beyin dopaminerjik hicrelerinin kaybi, yirime donmasi ve akinezi
gibi ciddi lokomotor eksikliklere neden olmaktadir. Artan kanitlar, bu eksikliklerin,
hareketi kontrol eden bir beyin sapi bdlgesi olan mezensefalik lokomotor bélgesindeki
(MLR) azalmig aktiviteye baglanabilecegini gostermektedir. Bretzner ve Brownstone
(2013) yaptiklar ¢calismalarinda Farelerde Lhx3 ve Chx10 transkripsiyon faktorlerini
ifade eden noronlari belirlemisler ve bu ndronlarin glutamaterjik yollarin énemli bir
bilesenini olusturdugunu gdstermiglerdir. Bu veriler, Lhx3/Chx10 néronlarin hareket
icin azalan bir motor komuta aracilik ettiklerini ortaya koymaktadir. Arastirmamizda
LHX3 mikrodizin analizi sonucu downregiile bulundu. gRT-PCR sonucu upreglile
bulunan LHX3, istatistiksel olarak da anlamli bulundu. Parkinson hastalarinda motor
fonksiyonlarinda bozulmalar g6z o6nune alindiginda mikrodizin analizi sonucu

literatlirt desteklemektedir.

Dizenleyici T hucreleri (Treg'ler), bagdisiklik tepkisini bastirmak icin hareket
eden, bdylece homeostazi koruyan T hucrelerinin 6zel bir alt populasyonudur. Treg
disfonksiyonunun,  néroinflamasyonu artirarak PH  patogenezine katkida
bulunabilecedi dusinilmektedir (Kannarkat vd 2013, Saunders vd 2012). insan
hastaliklarinda Eomes ve ndéroinflamasyon arasinda siki bir iliski bulundugu ileri
surtlmektedir. Raveney vd (2015) yaptiklari galismada, T-box transkripsiyon faktori
Eomes'i (Eomes + Th hucreleri) eksprese eden CD4 + T yardimci hicrelerinin, akut
deneysel otoimmuin ensefalomiyelit (EAE) modelinde kronik ndroinflamasyonun
gelisiminde c¢ok o6nemli bir rol oynadidini ortaya koymuslardir. Arastirmalarinda,
Eomes geninin T hicresine 6zgu silinmesi, ge¢ baglangigh EAE'yi onemli olgude
iyilestirmistir. Ayrica yapilan bagka bir ¢calismada Eomes + CD4 + ilerleyici multipl
skleroz durumundaki hastalardan alinan periferik kanda ve beyin omurilik sivisinda T
hicrelerinin artarak ndéroinflamasyona neden oldugu gdésterilmistir (Oki 2019). Bu
arastirmada EOMES ifadesinin mikrodizin analizi sonucu downregdle oldugu
belirlendi. Ayrica gqRT-PCR sonucu istatistiksel olarak anlamli bulunarak EOMES

ifadesininin upregdile oldugu belirlendi.
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LIN7C, PATJ, MPDZ, PTPN14, anjiyomotin (AMOT) ve a-katenin gibi birgok
hiicre baglanti proteini hippo sinyal yolagi bileseni olarak tanimlanmistir (Varelas vd
2010). Hippo sinyal yolu, htcre proliferasyonunu ve farklilasmasini ayrica apoptozu
duzenlemektedir (Li vd 2021). TAZ ve YAP (TAZ/YAP) transkripsiyonel
duzenleyicilerinin  lokalizasyonu ve yogunlugu, hippo sinyal yolu tarafindan
duzenlenmektedir (Varelas vd 2010). Hem fizyolojik hem de patolojik kosullarda
noronal o6lum, YAP'In sinirli aktivitesi araciligiyla gerceklesmektedir. Hippo sinyal
yolunun aktivasyonu disuk YAP aktivitesine yol agmaktadir. Bu durum nérodejeneratif
hastaliklarda 6nem tagimaktadir (Sahu ve Mondal 2020). Zhou vd (2020) PARK2'nin
Ozofagus skuamdz hiicreli karsinom (ESCC)'daki islevini degerlendirmek igin
yaptiklari caligmalarinda, PH ile ilgili gen olan PARK2'yi Hippo/YAP sinyali igin dnemli
bir inhibitér olarak belirtmislerdir. Ayrica PARK2'nin, Hippo/YAP ekseni boyunca
ESCC kanserinin ilerlemesini engelledigini gostermislerdir. Bu arastirmada da
LIN7C’nin mikrodizin analizi ile uyumlu sekilde artan ekspresyon gosterdigi ve

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu.

OTUD6B, hakkinda az bilgi bulunan deubikuitinlestirici (DUB) enzimdir.
Deubikuitinlestirici enzimler, hiicre déngusi regulasyonu, apoptoz ve DNA onarimi
dahil olmak Uzere birgok biyolojik stirecte ¢cok 6nemli rollere sahip olmakla birlikte
Whnt/B-katenin ve NFkB sinyali gibi spesifik molekiler yolaklari diuzenlemektedirler.
(Bhattacharya ve Ghosh 2014). OTUDG6B-ASL1'in iglevini arastiran ilk raporda
OTUDG6B-ASL'in, sens geninden bagimsiz bir sekilde siklin D1 ekspresyonu yoluyla
proliferasyonu ve apoptozu duzenledigi gosterilmistir (Takata vd 2019). Li vd (2021)
meme kanserinde yaptiklari calismalarinda IncRNA OTUDG6B-AS?1’'in MiR-26a-5p /
MTDH yolunun aracilik ettigi otofajiyi ve genomik kararsizligi dizenledigini ve ucli
negatif meme kanserinde paklitaksel direncini artirdigini géstermislerdir. Sistemik
Sklerozlu (SSc) Hastalarin Deri Dokusundaki dizensiz IncRNA'larin analizini rapor
eden bir calismada 676 farkh sekilde eksprese edilmis IncRNA tanimlanmistir. Bu
IncRNA’lardan CTBP1-AS2, OTUD6B-AS1 ve AGAP2-AS1'in ekspresyonu kontrole
kiyasla hastalarda agikga fark gostermistir (Messemaker vd 2018). Yaptigimiz literatir
taramasinda PH'de OTUDG6B-ASL1 ile ilgili yapilan bir ¢caligmaya rastlanmadi. Bu
arastirmada mikrodizin analizinde OTUD6B-ASL1 kontrole kiyasla hastalarda upregdile

oldugu belirlendi.

Bu arastirmada yapmis oldugumuz gen ontoloji analizi sonucu, biyolojik
surecler; makromolekll metabolik suregler, bagisiklik sistemi, gen ifadesi, hicre
aktivasyonu, nétrofil aktivasyonu, hiicresel bilesen suregleri; zarla cevrili organel,
hicre i¢i anatomik yapi, DNA paketleme kompleksi, nikleozom, trombosit alfa

granult, molekuler fonksiyon suregleri; ATPaz aktivitesi, sinyal alici aktivite, bagisikhk
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reseptdr aktivitesi, protein baglama gibi stregler anlamh bulundu.

Literatir taramasi ile PH’de yapilmis diger calismalara bakacak olursak, Wang
vd (2020) periferik kan 6érnekleri alarak yaptiklari ¢alismada, PH olan 55 Uygur
hastasindan ve 55 saglikli gonulliden kan 6rnekleri alarak IncRNA’larin ekspresyon
profilleri belirlemislerdir ve farkli sekilde eksprese edilmis upregile 32 IncRNA ve
downregiile edilmis 18 IncRNA tanimlamiglardir. Bu farkli sekilde eksprese edilen
IncRNA'larin, PH'nin gelisiminde rol oynayabilecegini éne strmuslerdir. Parkinson
hastalarinin periferik kan hicrelerinde yapilan diger bir calismada IncRNA'larin
ekspresyon profilini incelenmis ve NEAT1 IncRNA dizeylerinin kan hicrelerinde
onemli dl¢ide upregule edildigi tespit edilmis ve bunlarin hastalik mekanizmalarini
anlamada potansiyel bir biyobelirte¢ olarak etkili olabilecedi bildirilmistir (Boros vd
2020).

Wang vd (2019) PH'li 32 hasta ve 13 saghkli kontrol Uzerinde
gerceklestirdikleri calismalarinda yeni nesil dizilemeyi kullanarak, 15 upregile ve 24
downregile  IncRNA  tanimlamiglardir. Upreglle  edilmis  IncRNA'lardan
MSTRG.242001.1 ve MSTRG.169261.1, downregule edilmis IncRNA’lardan da Inc-
MKRN2-42:1 ve GAS5:46’nin Parkinson hastalari arasinda ylksek oranda eksprese
edildigini gostermiglerdir. Ayrica Inc-MKRN2-42:1 ekspresyonunun PH siddeti ile
pozitif iliskili oldugunu bildirmiglerdir.

Beyin omurilik sivisi (BOS), merkezi sinir sistemi (CNS) ile dogrudan temas
eden ve RNA transkriptlerinin uzun sidre kalabildigi erisilebilir bir vicut sivisidir.
Parkinson hastalarinin BOS'unda farkli sekilde eksprese edilen IncRNA'lar Gzerine
yapiimis ¢alismada iki IncRNA; AC079630 ve LRRK2 lokusu Uzerinde yer alan
UCO001lva.4, saglikh kontrollere kiyasla PH'li hastalarin BOS'unda downregdile oldugu
bulunmustur (Hossein-Nezhad vd 2016).

Ni vd (2017) Parkinson hastalarinin substantia nigra’sinda ifade edilen IncRNA
ekspresyon profillerini arastirdiklari ¢galismalarinda, PH'li hastalarda belirgin olarak
INcRNA AL049437'nin upreglile oldugu, IncRNA AK021630'un ise downregtile oldugu
bulunmustur. Ayrica, SH-SY5Y hucrelerinde IncRNA AL049437 ve AK021630'un
ekspresyonuna mudahale edilmis ve AL049437'nin yikilmasinin mitokondriyal
membran potansiyelini ve SH-SY5Y hucre canliigini arttirdigini, AK021630'un
yikilmasinin ise zit sonuglar dogurabilecegini ortaya cikarmiglardir. Bu in vitro
sonuglar ile Ni vd (2017), IncRNA AL049437'nin PH patogenezinde rol oynadigini,
INncRNA AKO021630'un ise PH olusumunu baskilayabilecegini ve terapotik bir hedef

olarak hizmet edebilecegini géstermislerdir.



67

Parkinson hastalarinin beyin dokularinda farkli sekilde eksprese edilen
IncRNA’lari belirleyen baska bir ¢calismada biyobelirte¢ olarak hizmet edebilecek bes
IncRNA; H19 (HUC1 ve HUC2), lincRNA-p21, MALAT1, SNHG1 ve TncRNA
tanimlanmistir. Calismada IncRNA-p21, MALAT1, SNHG1 ve TncRNA 'in énemli
Olcide artmis ifadeye sahip olduklari bulunmustur. Dikkat cekici bir sekilde, bu
duzensiz IncRNA'lar PH'nin erken evrelerinde gozlenmis ve hastaligin seyrinden 6nce

ortaya ¢cikmistir (Kraus vd 2017).

Elkouris vd (2019), bir dizi IncRNA'nin, SNCA, LRRK2, PINK1, DJ-1, UCH-L1,
MAPT ve GBA1 gibi PH'ye bagli genlerin ekspresyonunu degistirebilecegini ve
bdylece PH'den etkilenen beyin bdlgeleri ile spesifik IncRNA'lar arasinda bir
korelasyon olusturdugunu gdstermistir. Calismada altt IncRNA'nin; SNCA-AS1,
AK127687, UCHL1-AS1, PINK1-AS1, AX747125 ve MAPT-AS1nin SN'de ve
bunlardan Ucglntn; AK127687, UCHL1-AS1 ve MAPT AS1, Parkinson hastalarinin

serebellumunda kontrollere kiyasla daha az ifade edildigi bulunmustur.

Sirkuler RNA'lar (circRNA'lar), néronlarda yaglanma ile biriken kodlamayan
RNA'lardandir. Parkinson hastalarinin periferik kaninda dizensizligi olan circRNA'lari
tanimlayan ilk calisma Ravanidis vd (2021) tarafindan gergeklestirilmistir. Amaci
idiyopatik Parkinson hastalarinin  PBMC'lerinde farkli sekilde eksprese edilen
circRNA'lar1 belirlemek olan calismanin sonucunda, MAPK9, HOMER1, SLAIN1,
DOP1B, REPS1 ve PSENL1 transkriptlerinden taretilen alti circRNA’nin Parkinson
hastalarinda énemli 6l¢gide downregdile oldugu bulunmustur. Alti downregiile edilmis
circRNA'dan dordd PH icin makul hassasiyet ve 0Ozgllluk saglamis ve
duzensizlestiriimis circRNA'larin gogu tarafindan baglanan RNA baglayici proteinlerin
(RBP), nérodejenerasyonla iligkili FUS, TDP43, FMR1 ve ATXN2'yi igerdigini ortaya
koymuslardir. Sonug¢ olarak duzenlenmemis circRNA'larin beyinde yiksek oranda
eksprese edilmelerinden dolay! tanisal biyobelirtegler olarak hizmet edebileceklerini

ongdrmisglerdir.

Hastalikla iligkili yeni genleri ve ilgili mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak igin in
vitro olarak yapilan calismada Lin vd (2018) alfa-sintklein oligomerleri tarafindan
induklenen SY-SH5Y hucresel modelin, tipik bir PH patolojik belirteci gosterdigini
dogrulamiglardir. Ayrica bu modelde, G046036, G030771, AC009365.4, RPS14P3,
CTB-11122.1, G0O07549 gibi farkh sekilde eksprese edilmis birka¢ INcCRNA ve mRNA

tanimlanmistir.

Otozomal dominant PH ile baglantili A30P ve A53T mutasyonlarina ugramis
alfa-sinkleini agiri eksprese eden presemptomatik farelerin substantia nigra pars

compacta'sinda (SNpc) yaklasik 756 IncRNA'nin anormal ekspresyonu tespit
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edilmistir. LncRNA'larla birlikte eksprese edilen mRNA'lar, esas olarak akson
yonlendirmeli sinyal yolunda yogunlasmistir. Bu calisma ilk olarak mutant alfa-
sindkleinin neden oldugu erken PH ile iligkili bir dizi yeni IncRNA'yI tanimlamistir (Jiao
vd 2017).

LncRNA MEGS3, kanser biyolojisinde iyi karakterize edilmis bir timor
baskilayicidir (Qin vd 2013). Huang vd (2021) IncRNA MEG3'un PH'ye katilimini ve
LRRK2 arasindaki etkilesimi arastiran bir ¢calisma gercgeklestirerek, MEG3'Un saglikli
kontrollere kiyasla Parkinson hastalarinda 6nemli Ol¢clide downregiile oldugunu
belirlemiglerdir. MEG3 ayrica MPP+ ile tedavi edilen SH-SY5Y hucrelerinde
downregiile oldugu ve asiri ekspresyonunun, SH-SY5Y hicrelerinde 16sin agisindan
zengin tekrar kinaz 2'nin (LRRK2) ekspresyon seviyesini artirdigini belirlemiglerdir.
MEG3'Un asiri ekspresyonunun, MPP+ ile dnceden tedavi edilmis SH-SY5Y
hdcrelerinin - canlihgini iyilestirmesi ve apoptozunu inhibe etmesi ile PH'yi
iyilegtirebilecegini bildirmiglerdir. Apoptoz ve otofajinin PH'de oldukga o6nemli role
sahiptir ve OTUD6B-AS1’in apoptozu dizenledigi de bildiriimektedir (Takata vd 2019).
Bu arastirmada mikrodizin analiziyle hastalarda upregdile oldugu belirlenen OTUD6B-
AST’in Parkinson hastaligindaki etkisinin ileriye donuk molekller caligmalarla

arastinimasinin 6nemli olacagini diginmekteyiz.

6. SONUG VE ONERILER

Parkinson hastalarinin  periferik kan ©&rneklerinde olasi belirteglerin
tanimlanmasini  hedefleyen arastirmamizda, IncRNA’lar ve onlarin hedef

mRNA’larinin ekspresyonlarini belirledik ve asagidaki sonuglara vardik:

- Parkinson hastalarinda 13 upregiile ve 31 downregiile INnCRNA

saptandi.

- Mikrodizin analizi sonucu azalmig ekspresyon gosteren LEF1-AS?1’in

gRT-PCR sonucunda ifadesinin arttigi bulundu.

- LIN7C ve PKIA-AS1 IncRNA’lari mikrodizin analizi ile uyumlu sekilde

artan ekspresyon gosterdi.

- Hastalarda kontrole kiyasla FAM215A’nIn downregdile,
LOC105377225'in upregtile oldugu bulundu.

- Mikrodizin analizi sonucu azalmis ekspresyon gdsteren EOMES, LHX3
mMRNA’larinin gRT-PCR sonucunda ifadesinin arttigi bulundu. Diger
yandan SRSF10 ve SMAD2 mRNA’larinin mikrodizin analizi ile uyumlu
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sekilde artan ekspresyon gosterdikleri bulundu.

- LHX3 ve EOMES mRNA'lari ve LIN7C istatistiksel olarak anlamli

bulundu.

- Mikrodizin analizinde OTUDG6B-AS1 hastalarda kontrole kiyasla

upregdle bulundu.

- Gen ontoloji analizi sonucu; makromolekil metabolik suregler,
bagisiklik sistemi, gen ifadesi, hicre aktivasyonu, ATPaz aktivitesi,
DNA paketleme kompleksi, sinyal alici aktivite, bagisiklik reseptor

aktivitesi, protein baglama gibi siregler anlamli bulundu.

Bu arastirmadaki bulgularin, Parkinson hastalarinin periferik kaninda yapilacak
yeni hedef IncRNA aragtirmalarina katki saglayacag! kanisindayiz. Ayrica OTUDGB-
AS71’in PH’deki apoptotik etkisinin ileriye dénik molekller ¢alismalarla daha fazla

arastinimasinin 6nemli olacagini disinmekteyiz.
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