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Amag: Parkinson hastaligi (PH) kirk yas tizeri popuilasyonun %0,2'ni
etkileyen en sik gorilen nérodejeneratif hastaliklardan biridir. Ya-
pilan calismalarla PH'de kanser prevalansinin diisiik oldugu gos-
terilmistir. Bu sonuglar sebebiyle fosfoinositidil-3-kinaz (PI3K)/Akt
sagkalim yolag: dikkatleri cekmistir. Bu yolaga ait gen ekspresyon
degisikliklerinin incelenmesi, PH tedavi ve biyobelirteclerinin bu-
lunmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda, PH, akciger kanseri (AK) hastala-
rindan ve saglkli kontrollerden alinan periferik kan mononukleer
hiicrelerinde DJ-1-PI3K/Akt sinyal yolagi komponentlerinin ve bu
yolagi etkileyen proteinlerin ekspresyonu olctilmis, ekspresyon
diizeylerinin PH'nin klinik parametreleri ile korelasyonu arastiril-
mistir.

Bulgular: Fosfataz ve tensin homolog (PTEN) ve mitokondriyal
apoptoz-indukleyici faktér 1 (Aifm1)in PH'de saglikh kontrollere
gore anlamli derecede azaldigi ve insilin-benzeri biyime fakto-
rd (IGF-1)'in anlamli derecede arttigi saptandi. AK hastalarinda ise
PTEN, kaspaz-3 ve a-sinlikleinin ekspresyonlarinin anlamli derece
arttigi, IGF-1'in anlamli derecede azaldigi saptandi. Ayrica a-sinlik-
lein, IGF-1, kaspaz-3, DJ-1, memeli hedef rapamisin (mTOR), Mdm2
ve Akt-1 faktorleriyle PH'nin klinik alt tipleri arasinda korelasyon
belirlendi.

Sonug: Pro-apoptotik PTEN ve anti-apoptotik PI3K/Akt yolaginin
ekspresyon seviyelerinde goriilen degisiklik PH'de artan néronal
yikimi kompanse etmek amaciyla anti-apoptotik yolaklarinin etkin-
lestirildigini distindirmektedir. Cesitli PI3K/Akt yolagi ekspresyon
dizeyleri ile klinik parametreler arasinda korelasyon saptanmasi
PH olgularinda bu faktorlerin 6zurliliik ve prognoz belirteci olarak
kullanilabilecegini géstermektedir. Ozellikle postural instabilite ile
anti-apoptotik faktor arasindaki ekspresyon degisikligi néronal yi-
kimi akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, apoptoz, PTEN, alfa-si-
niiklein, PI3K/Akt

ABSTRACT

Objectives: Parkinson’s disease (PD) is a common neurodegenera-
tive disorder that affects >0.2% of the population aged >40 years.
Several studies have reported a low prevalence of cancer in indi-
viduals with PD. Therefore, the PI3K/Akt signaling pathway has re-
ceived increasing research attention. Investigating variations in ex-
pression levels of components associated with this pathway might
aid in improving novel treatment methods and biomarkers for PD.

Material and Method: We evaluated expression levels of com-
ponents of the DJ-1-PI3K/Akt signaling pathway in the peripheral
blood mononuclear cells of patients with PD, those with lung can-
cer (LC), and healthy controls and attempted to identify a possible
correlation between expression levels and clinical features of PD.

Results: Levels of phosphatase and tensin homolog (PTEN) and apop-
tosis-inducing factor-1 significantly decreased, whereas those of insu-
lin-like growth factor 1 (IGF-1) significantly increased in patients with PD
than in healthy controls. In patients with LC, levels of PTEN, caspase-3,
and a-synuclein significantly increased, whereas those of IGF-1 signifi-
cantly decreased. Furthermore, a correlation was observed between
the clinical subtypes of PD and levels of a-synuclein, IGF-1, caspase-3,
DJ-1, mechanistic target of rapamycin, Mdm2, and Akt-1 factors.

Conclusion: Patients with PD showed decreased expression levels
of proapoptotic PTEN and increased levels of components of the
antiapoptotic PI3K/Akt pathway, which suggests an activation of
the antiapoptotic pathway to compensate for the increased neu-
ronal destruction in PD. The correlation between expression levels
of components of several PI3K/Akt signaling pathway and clinical
parameters suggests that these factors can be used as disability
and prognostic markers in patients with PD. Decreased expression
levels of antiapoptotic factors in patients with PD having postur-
al instability, in particular, suggests a close relationship between
neuronal destruction and this symptom.

Keywords: Parkinson’s disease, apoptosis, PTEN, alpha-synuclein,
PI3K/Akt
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GiRiS

Parkinson hastaligi (PH) 65 yas Uzeri popllasyonda en sik
goriulen nérodejeneratif hastaliklardan biri olmakta ve yasla
birlikte insidansi artmaktadir (1, 2). Farkh patolojik streclerin
rol oynadidi bilinen PH, 6zellikle substantia nigra pars kom-
pakta (SNpc)da bulunan dopaminerjik ndronlarin 6ltiimiyle
karakterize edilir (3, 4). Yapilan calismalar, kanser insidansinin
PH tanisi konulmadan dnce diisiik olduguna isaret etmekte ve
bu iki hastaligin ortak biyolojik yolaklar kullandigi distiniilme-
ktedir (5-8). PARK1, PARK2 ve a-siniiklein gibi nérodejeneratif
hastaliklarda roli oldugu bilinen genlerin kanserle olan iliskisi
gOsterilmistir. Ayni zamanda, PTEN gibi timor baskilayici gen-
lerin de PH olgularinda ekspresyonlarinin degistigi gosterilm-
istir (9). Mutasyonlar sonucu hiicrelerin apoptoza yatkinliginin
PH riskini artirmasi ve kanser riskinde azalmaya yol a¢cmasi
beklenirken, apoptoza yatkinligi azaltan mutasyonlarin da
kanser riskini artirmasi ve néronal apoptozu engelleyerek PH
riskini azaltabilecegini diisindirmektedir.

Onemli sagkalim yolaklarindan biri olan fosfoinositidil-3-kinaz
(PI3K)/Akt yoladi (10, 11), ailevi PH olgularinda gorilen PTEN-
Uyarilmis Putatif Kinaz 1 (PINK1), DJ1, parkin, a-siniiklein gibi
proteinlerin mutasyonlanyla iliskili bulunmasi (12-14), cesitli
sagkalim-6lim mekanizmalarinda rol almasi (15) ve PH olgu-
larinda SN'de Akt ekspresyonun azaldiginin gorilmesi (16, 17),
bu yolaga olan dikkati artirmis ve Gzerinde ¢ok sayida arastir-
ma yapilmistir (18-22). Hiicresel sagkalimda rolii olan Akt'nin
ilgi odagi olmasinin sebeblerinden birisi halihazirda olan PH
tedavi yontemlerinin néron dejenerasyonunu tamamen engel-
leyici etkiye sahip olmamasidir. Buylime faktorleri ve sitokinler
tarafindan uyarilmig PI3K'nin Akt'yi aktiflemesiyle, Akt serin/
treonin kinaz fonksiyonuyla bircok hiicresel sirecleri diizen-
lemeye baslar (10, 11, 23). PI3K/Akt yolag hiicresel sagkalim-
daki etkisini 6zellikle anti-apoptotik mekanizmalar (izerinden
gerceklestirmektedir. Hiicrelerin sagkalimina etkisi olan Akt
aktivasyonun, PTEN ve DJ-1 gibi PH olgularinda ekspresyon-
larinin degistigi gosterilen genlerle iliskili oldugu gosterilmistir
(12) ve DJ-1'in PTEN'i baskilayarak PI3K/Akt sinyal yolaginin ak-
tivasyonunu sagladig bildirilmistir (24-26).

Bu ciktilar dogrultusunda PI3K/Akt yolagina ait ekspresyon
degisimlerinin arastirlmasinin PH'ye yonelik tedavi ve prog-
nostik/diagnostik biyobelirteclerin  bulunmasina yardimci
olabilecegdi disinilmektedir. Periferik kanda PH fizyopatolo-
jisini yansitan ekspresyon degisikliklerinin saptanmasi kolay
kullaniml tanisal laboratuvar testlerinin gelistirilmesini mim-
kiin kilacaktir.

GEREC VE YONTEM

Parkinson ve Akciger Kanseri Hastalari ve Saglikli Kontroller
Bu calismaya 49 idiyopatik PH, 23 AK hastasr ve yas-uyumlu 49
saglikli kontrol alindi. Birlesik Krallik Parkinson Hastaligi Dernegi
Beyin Bankasi Kriterlerine gore klinik olarak kesin PH tanisi almis
tedavi altindaki olgular dahil edildi. Akciger kanseri hastalari ise
goriintlileme ve patolojik inceleme ile tanisi konulmus 2. ve 3.
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evre, tedavi altindaki akciger adenokanser hastalarindan olus-
maktadir. Saglikli kontrollerin herhangi bir sikayetlerinin olma-
masina ve tam kan sayimi, sedimentasyon ve rutin biyokimya
testlerinin normal sonuglanmasina dikkat edilmistir.

Ger¢ek zamanli PZR

PH, AK olgularindan ve saglkl kontrollerden EDTA'l tiiplere
alinan 10 mL periferik vendz kan orneklerinden periferik kan
monontikleer hiicreleri izole edildi ve -80°C derin dondurucuda
saklandl.

PI3K/AKT yolagi faktorlerinin (Akt-1, mTOR, kaspaz 9, MDM2),
bu yolagi regile eden faktorlerin (DJ-1, PTEN, a-sinlklein,
IGF-1) ve apoptoz ile iliskili faktorlerin (Bcl-2, kaspaz 3, Aifm1)
ekspresyon diizeyleri gercek zamanli polimeraz zincir reaksiy-
onu (PZR) yontemi ile PH ve kontrol olgularinda incelenmistir.
Light Cycler 480 Il (LightCycler * 480 Real-Time PCR System,
Roche Applied Science, istanbul-Tiirkiye) cihazi ve Light Cycler
480 SYBR Green (LightCycler * SYBR Green | Master, Roche Ap-
plied Science, istanbul-Tiirkiye) kit kullanilarak PI3K/Akt sinyal
yolagina ait arastirilacak genler uygun primerlerle amplifiye
edildi. Deney sonuglari AbsQuant/2nd DerivativeMax, Tm Call-
ing programlarinda analiz edilerek 6rneklerin ekspresyona
basladiklar sikluslar (Cp degerleri) not edilmistir. Cogaltilan
DNA'nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek ve
primer-dimer gibi Uriinleri analizden ¢ikartabilmek icin erime
edrisi analizi (“melting curve”) yapildi. Ekspresyon diizey tayini
icin rolatif kantifikasyon yapilmasi amaciyla tek bir 6rnekte iki
farkh dizinin (hedef gen ve referans gen) ekspresyon diizeyleri
karsilastirildi ve 6rnek normalizasyonuna temel olusturmak
Uzere bu calismada GAPDH geni referans olarak kullanildi. Ek-
spresyon diizeyinin belirlenmesi icin AACt yontemi ile Graph-
Pad Prism 6 paket programi kullanildi (27, 28).

Cell Death Detection ELISA Kiti ile Apoptoz Tayini

Periferik kan mononikleer hiicre 6limiinin hangi formda
(nekroz yada apoptoz) oldugunu anlayabilmek icin, hiicresel
stpernatantta mono- veya oligoniikleozom varligi incelenerek,
anti-histon antikorlari ile apoptotik hiicre 6lim{ ELISA temelli
bir yontemle 6l¢tlmustdr.

istatistiksel Analiz

Kolmogorov-Smirnov yéntemiyle verilerin gruplar icinde nor-
mal dagilim gostermedigi saptandigindan, ekspresyon deger-
lerinin gruplar arasinda karsilastirlmasi amaciyla parametrik ol-
mayan yéntemler kullanildi. ikili gruplarin karsilastirlmasinda
Mann-Whitney U testi, Ggli grup karsilastirmalarinda ise Kru-
skal-Wallis testi ve post-hoc Dunn testi kullanildi. Klinik para-
metreler ve gen ekspresyon dlzeyleri ve genlerin ekspresyon
diizeylerinin birbirleriyle korelasyonlari Spearman korelasyon
testi ile degerlendirildi ve korelasyon kat sayilari (R) hesaplandi.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik Ozellikleri
Cahismaya 22'si kadin ve 27'si erkek olmak lzere toplamda
49 Parkinson hastasi katilmistir ve katilan grubun yas ortala-
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Sekil 1. Ekspresyonu calisilan genlerin 2-AACT degerlerinin
Parkinson hastaligi (PH), akciger kanseri (AK) ve saghkl kontrol
(SK) olgulari arasinda karsilastiriimasi. Dikey cizgiler standart
sapmalari gostermektedir. Yatay cizgiler post-hoc analize gére
anlamli sonuglanan ikili grup karsilastirmalarini géstermektedir
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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masi (£standart sapma, minimum-maksimum) 57,4+10,1 (39-
84)'dir. Hastalik baslangi¢ yasi ortalamasi 50,9+13,7 ve hastalik
sUresi 4,6%3,4 yil (1-13)'dir. Parkinson hastalarinin tremor (18
olgu), bradikinezi (24 olgu), rijidite (30 olgu), postural instabi-
lite (11 olgu) semptomlarina sahip olduklari kayit edilmistir.
Hoehn-Yahr skoru ortalamalariise 2,14+0,7 (1-3) olarak hesap-
lanmistir. Akciger kanseri hasta grubu 2'si kadin ve 21'i erkek
olmak (izere toplamda 23 hastadan olusmaktadir. Hastalarin
yas ortalamasi 56,4+11,9 (37-72)'dir. Saghkli kontrol grubu ise
28 kadin, 21 erkek toplam 49 saglikli kontrolden olusmaktadir
ve yas ortalamalarn 56,2+7,3 (45-79) olarak hesaplanmistir.
Gruplarin yas degerleri arasinda anlamli fark bulunmamistir.
AK ve diger gruplar arasinda (PH ve SK) cinsiyet dagilimlari
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (ki-kare
testi ile p=0,0005).

PI3K/Akt Sinyal Yolag: iliskili Genlerin Ekspresyonu
PI3K/Akt sinyal yolaginda yer alan parametrelerin PH, AK ve SK
gruplarindaki ekspresyon seviyelerindeki gercek zamanl PZR
yontemi ile saptandi. PH olgularinda PTEN, Aifm1 ve Bcl-2 ek-
presyon duzeylerinin azaldigi, DJ-1, kaspaz-9, Mdm-2 ve Akt-
1 ekspresyon diizeylerinin arttigi saptandi. AK olgularinda ise
kaspaz-3, PTEN, mTOR ve a-sintiklein ekpresyon diizeyleri farkli
derecelerde yiiksek bulunurken, IGF-1 dizeyi diisiik bulundu
(Sekil 1).

Ekspresyon Degisiklikleri ve Klinik Parametreler Arasindaki
Korelasyonlar

PI3K/Akt yolagindaki arastirilan genlerin ekspresyon diizey-
leri PH olgularinin klinik parametreleriyle korelasyonlari-
na bakildiginda, IGF-1 ile hastalik baslangi¢ yasi arasinda
negatif korelasyon (p=0,003 R=-0,586), Aifm-1 ile Hoehn-
Yahr skoru arasinda pozitif korelasyon (p=0,030, R=0,578)
saptandi. Ayrica Hoehn-Yahr skoru ile IGF-1 geninin ekspre-
syon dizeyi arasinda anlamhliga yakin pozitif korelasyon
saptandi (p=0,094 R=0,464). Diger klinik parametrelerle
ekspresyon dizeyleri arasinda anlamli korelasyon saptan-
madi.

Apoptoz ve Sagkalim Faktorlerinin Ekspresyon Diizeyleri-
nin Parkinson Hastalari ve Saglikli Kontrollerde Birbiriyle
Korelasyonlari

PH olgularinda kaspaz-3, kaspaz-9, mTOR, Mdm2, a-siniiklein,
Aifm1, IGF-1, DJ-1, PTEN ve Akt-1in gen ekspresyonlari
arasinda dogru korelasyon varken, Bcl-2'nin hicbir genle ko-
relasyon gostermedigi bulundu. Bu bulgu Bcl-2'nin PI3K/Akt
sinyal yolagi Gizerinde yer almamasi ile iliskilendirildi. Bonfer-
roni dlizeltmesi sonrasinda (p=0,05/55 istatistiksel karsilastir-
ma=0,0009) bitln bu korelasyon degerlerinin anlaml kalmaya
devam ettigi goruldi.

Saglikli kontrollerde ise Bonferroni dizeltmesinden sonra
kaspaz-3, kaspaz-9, Akt-1 ve a-sinliklein gen ekspresyonlari
arasinda anlamli dogru korelasyon vardi. Bunlardan sadece
kaspaz-3 - a-siniiklein, kaspaz-9 - a-sinlklein ve kaspaz-9 — Akt-
1 arasindaki korelasyonlarin hem PH hemde saglikli kontrol ol-
gularinda anlamli oldugu goraldu.
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Apoptoz ve Sagkalim Faktorlerinin Ekspresyon Diizeylerinin
Parkinson Hastalan Klinik Alt Tipleriyle Karsilastirilmasi
Aifm1 gen ekspresyon diizeyleri kadin Parkinson hastalarin-
da erkek Parkinson hastalarina gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulundu. Diger faktorlerin ekspresyonunun
cinsiyete bagli olarak degdismedigi gézlendi. Klinik bulgulara
gore ekspresyon degerleri karsilastirildiginda bradikinezisi ve ri-
jiditesi olan olgularda sirasiyla a-sintiklein ve IGF-1 diizeylerinin
anlamli derecede arttigi saptandi. Postural instabilitesi olanlarda
ise cok sayida sagkalim artirici ve apoptoz baskilayici gen ekspre-
syonunun belirgin derecede azaldig1 gézlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Calismaya dahil edilen MS ve saglikli olgularin
demografik ve klinik 6zellikleri

Kadin Erkek )
Aifm1 4,8+3,4 2,6£2,6 0,009
Faktorler - Klinik Alt Tipler Pozitif Negatif p
a-siniiklein - Bradikinezi 1,7£1,9 0,6+1,0 0,003
IGF-1 - Rijidite 1,0+£0,9 0,7£04 0,04
Kasp3 - Postural instabilite ~ 0,07+0,6 1,0£2,1 0,02
DJ-1 - Postural instabilite 0,7+1,1 42+7,1 0,005

mTOR - Postural Instabilite 0,003+0,0003 0,03+0,05 0,03

Mdm2 -
Postural instabilite 0,1£0,1 0,02+0,02 0,01
a-sindklein -
Postural instabilite 0,4+0,6 1,4+1,7 0,01
Akt-1 Postural instabilite 0,05+0,05 0,304 0,002
*

3 ke

2
(] I
o

14

0- T
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Sekil 2. Parkinson hastalari (PH), akciger kanseri (AK) olgulari ve
saglikli kontrollerin serumlarinda Cell Death Detection ELISA
Kiti ile saptanan niikleozom diizeyleri. Dikey ¢izgiler standart
sapmalari gostermektedir. Yatay cizgiler post-hoc analize gore
anlamli sonuglanan ikili grup karsilastirmalarini géstermektedir
(*p<0,05; ***¥p<0,0001).

Experimed 2018; 8(2): 52-7

Serum Niikleozom Seviyesi ve Hasta Gruplari ve Saglkh
Kontroller Arasindaki Korelasyon

PH, AK olgularinin ve saglikli kontrollerin serumlarinda bir
apoptotik hiicre Olimi belirteci olarak mono- veya oli-
gonlikleozom diizeyleri ELISA ydntemiyle Olclilmuistur. AK
hastalarinda saglikli kontrollere ve PH olgularina kiyasla azalma
gorilurken, PH olgularinda periferik kan 6rneklerinde niikleo-
zom diizeyinde anlamli bir degisiklik gorilmemistir (Sekil 2).

Bu calisma icin etik komite onayi istanbul Universitesi Tip
Fakiltesi'nden alinmistir (2012/1415-1203). Yazili hasta onami
bu caligmaya katilan hastalardan alinmistir.

TARTISMA

Calismamizda ortaya cikan ekspresyon diizey paterni genel
olarak PH olgularinda pro-apoptotik faktorlerin (PTEN, kaspaz-3
ve Aifm1) azaldigini, anti-apoptotik Akt yoladi iliskili faktorlerin
(Akt-1, Mdm2, DJ-1) ise arttigini diisiindirmistir. Bu bulgu-
larin PH'deki artmis oksidatif stres ve apoptotik néron 8limini
telafi etmeye calisan sagkalim mekanizmalarinin etkinlesmes-
ine bagh olmasi mimkiindir.

Hasta gruplan arasindaki en belirgin fark ise PTEN ekspre-
syonunun PH olgularinda azalirken, AK olgularinda artmasi
olmustur. PTEN lokusunda bulunan mutasyonlar ve delesyon-
lar bircok kanserle iliskili bulunmustur (29). PTEN timor
baskilayici etkisini PIP_'li defosforile ederek ve bdylece PI3K/Akt
yolagini baskilayarak gosterir (30). Ayrica calismamizda DJ-1'in
ekspresyon diizeylerinde, PH olgularinda saglikh kontrollere
gore artma egilimi gorilmektedir. PTEN'in asiri ekspresyonu
birincil olarak hiicre déngustini durdurarak, hiicre biiylime-
sini engeller (9). Dolayisiyla bulgularimiz pro-apoptotik PTEN
ekspresyonunun, PH olgularinda artmis néronal apoptozu
azaltmak icin azaldigini, AK olgularinda ise kanser hcreleri-
nin apoptotik temizlenmesini artirmak amaciyla yikseldigini
distndirmektedir.

AK olgularinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik gen ekspre-
syonlarinda ve Akt yolagini diizenleyen PTEN ve IGF-1 fak-
torleriyle Akt yolagi faktorlerinin anlatiminda, PH olgularin-
dakine benzer bir korelasyon bulunmamaktadir. Ornegin,
pro-apoptotik kaspaz-3, PTEN artarken diger pro-apoptotik
faktorlerden kaspaz-9 ve Aifm1 azalma egilimi gostermistir.
Ayrica AK olgularinda PTEN ve IGF-1 ekspresyonu degisiklikleri
Akt-1 ekspresyonunda belirgin degisiklige yol agmamistir. Bu
bulgular PHden farkl olarak AK olgularinda sagkalim surecler-
inin sadece Akt-1 yoladi ile sinirli olmayan daha karmasik me-
kanizmalarla yonetildigini diisindiirmektedir.

Calismamizda PH olgularinda IGF-1 ekspresyon diizeyi istatis-
tiksel olarak anlamli derecede artarken, a-sintiklein ekspresyon
dizeyleri diger gruplara gore azalma egilimi géstermektedir.
Bu bulgular da a-sintklein ve IGF-1 molekillerinin, ayni DJ-1
ve PTEN molekiilleri gibi, PH olgularinda artmis néronal apop-
tozu baskilamak amaciyla kompansasyona yonelik ekspresyon
degisikligine ugradigini diistindirmektedir. PI3K/Akt yolagin-
daki genlerin ekspresyon dizeyleri PH olgularinin klinik para-
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metreleriyle karsilastinldiginda, IGF-1 ile hastalik baslangig yasi
arasinda negatif korelasyon, ayrica Hoehn-Yahr skoru ile IGF-1
geninin ekspresyon diizeyi arasinda anlamliiga yakin pozitif
korelasyon saptandi. Bu bulgular IGF-1 ekspresyonunun klinik
kotllesme parametresi olarak kullanilabilecegini diistindiirme-
ktedir. Ek olarak Aifm-1 ile Hoehn-Yahr skoru arasinda korelas-
yon saptanmasi non-kaspaz apoptoz yolaklarinin PH pato-
genezinde 6nemli rol oynadigini distindirmektedir.

Sonug olarak, PH olgularinda pro-apoptotik PTEN ekspre-
syonunun dismesi ve anti-apoptotik PI3K/Akt yolaginin
ekspresyonunun artmasi, PH'de artan ndéronal yikimi kom-
panse etmek amaciyla anti-apoptotik yolaklarin etkinlestigini
distndirmektedir. Cesitli PI3K/Akt yolagi ekspresyon diizey-
leri ile klinik parametreler arasinda korelasyon saptanmasi PH
olgularinda bu faktorlerin 6zirlilik ve prognoz belirteci olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.
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