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Parkinson Hastalarinda Histon Asetilasyonu ile ilgili
Gen ifade Diizeylerinin Degisimi
Gene Expression Levels Related to Histone Acetylation are Altered in
Parkinson Disease Patients
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Amag: Parkinson Hastaligi (PH), beynin substantia nigra bolgesindeki
dopaminerjik néronlarin kaybiyla diger nérodejeneratif bozukluklardan
ayrilan ve Alzheimer Hastaligi'yla birlikte en sik gorilen norodejeneratif
bir hastaliktir. Patolojik acidan degerlendirildiginde Lewy cisimciginin
bulunmasiyla karakterizedir. Tim PH vakalari arasinda tek basina genetik
mutasyonlar sonucu PH goriilme sikhginin ¢ok dusiik oldugu, hastalik
gelisiminde gevresel etkilerin de 6nemli 6l¢lide katki sagladigini glinlimiize
kadar yapilan calismalarda gosterilmistir. Hastaliklara bagli molekiler
mekanizmalarin  strdurilebilmesi icin gen ve protein ifadelerinin
gerceklestirilmesi epigenetik diizenlemeler yoluyla gerceklestirilmektedir.
Norodejeneratif hastaliklarda, hastalik gelisimi ve patogenezinde
epigenetik diizenlemelerin rolii hala net olarak anlasilamamistir.

Yontem: Bu ¢alismada, idiyopatik PH olgularinda epigenetik streclerde
rol alan genlerden H3C1, H3C12, HDAC4, HDAC5, ANKRD11, ANKRD12,

ABSTRACT

ITM2B ve GABBR1'in ekspresyon diizeylerini inceledik. Calismaya
idiyopatik PH tanisi alan 75 hasta ve 50 saglikli kontrol grubu dahil
edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarindan alinan tam kandan Periferik
Kan Mononiikleer Huicreleri (PBMC) elde edilip ardindan total RNA
izolasyonu yapilmistir.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplar karsilastinldiginda H3C1, H3C12,
ITM2B'nin  yiiksek ekspresyonu; ANKRD11, HDAC4, HDAC5 ve
GABBRT'in dustik ekspresyonu gézlenmistir (p<0,05).

Sonug: Sonuglar degerlendirildiginde, hastalik durumunda epigenetik
mekanizmalardan birisi olan histon regiilasyonuyla PH arasinda bir iliski
oldugu gorilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Epigenetik, histon deasetilazlar, histon regtlasyonu,
norodejeneratif, Parkinson hastaligi

Introduction: Parkinson’s Disease (PD) is a neurodegenerative disorder
distinguished from other neurodegenerative disorders by the loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra region of the brain, and is
the most common neurodegenerative disorder, along with Alzheimer’s
Disease. PD is characterized by the presence of Lewy bodies when
evaluated pathologically. Recent studies showed that the incidence of PH
development as a result of genetic mutations alone is very low among
all PD cases, and that environmental effects contribute significantly to
the disease progression. The molecular mechanisms of diseases are
associated with the maintenance of gene and protein expressions as
a result of epigenetic regulations. The role of these regulations in the
development and pathogenesis of neurodegenerative diseases is still not
clearly understood.

Methods: In our study, we examined the expression levels of H3C1, H3C12,

HDAC4, HDAC5, ANKRD11, ANKRD12, ITM2B and GABBRI1, which
are genes involved in epigenetic processes in patients with idiopathic
PD. Seventy five patients diagnosed with idiopathic PD and 50 healthy
controls were included in the study. Peripheral Blood Mononuclear Cell
(PBMC) was obtained from whole blood taken from the patient and
control groups, and then total RNA was isolated from PBMC.

Results: According to the comparison of the patient and control groups,
the expression of H3C1, H3C12, ITM2B was high, and the expression of
ANKRD11, HDAC4, HDACS5 and GABBR1 was low (p<0.05).

Conclusion: As conclusion, we propose that histone regulation is one of
the epigenetic mechanisms related to the presence of PD.

Keywords: Epigenetics, histone deacetylases,
neurodegenerative, Parkinson’s disease

histone regulation,
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GiRiS

Parkinson Hastalgi (PH), 18001t yillarin basinda motor ve motor
olmayan semptomlara goére degerlendirilen bir sendrom olarak
tanimlansa da daha sonra non-motor bozukluklarin da hastalarda

yaygin oldugu kesfedilmistir. Risk faktorleri arasinda yaslanma 6nemli
bir faktor olsa da tiim yash populasyonu icinde dusuk insidansa sahiptir

().

Yazisma Adresi: Cem ismail Kiiciikali, istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Enstittisd, Sinir Bilimleri Anabilim Dall, istanbul, Turkiye « E-posta: cemsmile@gmail.com
Gelis Tarihi: 19.01.2024, Kabul Tarihi: 02.03.2024, Cevrimici Yayin Tarihi: 20.08.2024

OTelif Hakki 2024 Turk Noropsikiyatri Dernegi - Makale metnine www.noropskiyatriarsivi.com web sayfasindan ulasilabilir



https://orcid.org/0000-0001-7625-7425

https://orcid.org/0000-0001-7763-689X
https://orcid.org/0000-0001-7866-7890
https://orcid.org/0000-0002-5784-1324
https://orcid.org/0000-0001-6032-0856
https://orcid.org/0000-0002-4624-4428
https://orcid.org/0000-0002-4483-0394
https://orcid.org/0000-0001-9851-8577

Tunoglu ve ark. PH'da Histon Asetilasyonu

One Cikan Noktalar

+ HDCAS ve GABBR1, PH fizyopatolojisinde baskilayici
ozelliklere sahiptir.

» Histon modifikasyonlari PH patogenezinde 6ne
cikmaktadir.

+ HDCAS5, GABBR1 ve UPDRS skorlari arasinda negatif bir
korelasyon bulunmustur.

Parkinson hastaliginda motor semptomlar, substantia nigradanki
dopaminerjik néron kaybi ve Lewy cisimcikleri ile iliskilidir. Lewy
cisimsikleri, monomer yapidaki a-sinukleinlerin (SNCA) bir araya
gelerek ¢oklu konformasyonu olan f-yaprak formunu olusturmasiyla
birlikte meydana gelen fibrillerdir. PH olgularinin %10'u ailesel
kalitimli otozomal dominant olup, en ¢ok gortileni LRRK2 genindeki
mutasyonlardir. PARK2 geni ise PH'yle iliskili mutasyonlari bulunduran
ve otozomal resesif (OR) gegisli kalitilan en uzun genlerden biridir (2).
Gunumuzde PARK2 geniyle ilgili birden fazla tipte ekzon mutasyonlari
tanimlanmis olup klinik olarak Lewy cisimcisinden yoksun bir patolojik
tablo gorilebilmektedir. Hucrede gen dizilimi disinda sireglerin
de hastalikla iliskili olabilecegi dustunulmektedir ve bu sirecler
epigenetik olarak adlandirilir. Mitokondrideki bozukluklar, proteinlerin
katlanmalariyla ilgili hatalar, néronlarin enflamatuvar durumlari ve
oksidatif stres gibi epigenetikle iliskili bir¢ok stire¢c PH patofizyolojisinde
onemli yer almaktadir (3). Bu sebepledir ki idiyopatik PH patogenezi
yalnizcagenetik faktorlere degilaynizamandaepigenetik mekanizmalara
da bagli olarak gelismektedir.

Temel olarak kalitsal durumlar ve mutasyonlardan bagimsiz ortaya
cikan idiyopatik PH'de mitokondrideki defektler ve yani sira artmis
reaktif oksijen tirleri, bunun sonucunda olusan oksidatif stres néron
hicrelerindeki 6lim kaskadini baslatmaktadir. Cevreden maruz kalinan
demir ve kalsiyum iyonlari, mikroglia hiicrelerinin sayisinin anormal
artistyla beraber enflamasyonun gerceklesmesi, bazi reseptérlerdeki
asiri uyarilma vb sirecler geri doniilemez néronal kayiplarini baslatarak
PH'nin patogenezinin ortaya cikmasina neden olmaktadir (4,5).
Son calismalar, PH olgularinda mitokondriyal DNA homeostazinin
bozuldugu ve buna bagli olarak dopamin iliskili néronlarin 8limuntn
gerceklestigi gosterilmistir. Ayni zamanda ubikutin proteozom sistemi
(UPS) bozukluklari, asir mikroglial aktivasyon ve oksidatif stres PH
olgularinda tespit edilmistir. insan ve deney hayvanlarindan elde edilen
olum sonrasi beyin kesitleri, beyin omurilik sivisi ve kan gibi materyallerle
yapilan DNA/RNA sekansi ve transkriptom, kutle spektrometrisi
gibi yontemlerle multidisipliner yaklasimlar sonucunda epigenetik
faktorlerin etkileri gosterilmistir (6) Bazi calismalarda 6lim sonrasindaki
PH olgularina ait beyin kesitlerinde dopaminerjik néronlardaki
histon asetilasyon seviyelerinin saglikli bireylere goére yiksek oldugu
tespit edilmistir (7). Ayrica, PH vakalar ve saglikli kontrollerden elde

Tablo 1. gPCR analizinde kullanilan primerler
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edilen PBMC'ler mikroarray yontemiyle kiyasladiklarinda epigenetik
mekanizmalar dahil olmak Uzere farkli sinyalizasyon yolaklarinda
artan ve azalan gen ekspresyonlari tespit edilmistir (8). Sonug olarak,
bu arastirmalardan yola cikarak calismamizda PH varhiginda &zellikle
epigenetik mekanizmalardan histon astilasyonuyla iliskili genlerin
ekspresyon diizeyinde karsilastiriimasini amagladik.

YONTEM

Olgu Secimi

istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiltesi Hareket Bozukluklari Néroloji
Poliklinigi tarafindan takip edilen ve PH tanisi konan 75 hasta ile 50
saglikl kontrol grubu calismaya dahil edilmistir. Olgu tanisi, Birlesik Krallik
Parkinson Hastaligi Dernegi Beyin Bankasi'nca olusturulmus olan klinik
PH kriterleri gozetilerek konmustur (9). Calisma, istanbul Universitesi
istanbul Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan etik
yonden kabul edilmistir (06,12,2019 tarihli, 20 nolu toplanti karari).
Calismaya katilan tim olgulardan “Bilgilendirilmis Gonalli Olur Formu”
alinmistir. Hastaligin klinik evresi ve siddeti degerlendirilirken UPDRS
(Unified Parkinson's Disease Rating Scale) ve Hoehn-Yahr (H ve Y)
degerlendirme skalalari kullanilmigtir (10,11). Her bir olgu standardize
edilmis gortismeye alinarak norolojik muayeneler gerceklestirilmistir.
Ailede PH oykusu, depresyon, ciddi kognitif bozukluk veya demans
dahil psikiyatrik komorbiditeler, kardiyovaskiler hastaliklar, diyabet, kafa
travmasi, felg, beyin timoru veya epilepsi déhil diger sistemik ve nérolojik
hastaliklari olan hastalar calismaya dahil edilmemistir.

Gen Ekspresyon Calismasi (Real-time qPCR)

Periferik Kan Mononukleer Hucreleri (PBMC), standart Ficoll-Paque
yogunluk gradyanli santriftjleme yoluyla taze toplanmis kandan izole
edildi ve calismaya kadar -80°C'de saklandi. Ticari RNA izolasyon kiti
kullanilarak Ureticinin 6nerdigi protokole gére total RNA elde edildi
(innuPREP RNA Mini Kit 2,0, Analytik Jena). Spektrofotometrede miktar
Olciimi yapildi, 6rnek kaliteleri ise A260/A280 ve A260/230 oranlarina
gore belirlendi (Thermo Scientific Nanodrop 2000° Spectrophotometer).
Tum Total RNA Ornekleri 1 ug'a esitlenerek SensiFAST™ cDNA Synthesis
Kit (Bioline) ile komplementer DNA (cDNA) elde edildi. RT-gPCR
calismasi; 1,5 ul cDNA, 6,5 uL ddH20, 10 uL SYBR Green PCR Master Mix
(Euroclone) ve 2 ul primer set (Tablo 1) kullanilarak toplamda 20 uLlik
reaksiyonda gerceklestirildi. RT-qPCR ve erime egrisi analizleri qTower3
(Analytik Jena) cihazinda gergeklestirildi. GAPDH geni, referans gen
olarak normalizasyonda kullanildi. Goreceleri gen ekspresyonlari 2-AACt
metoduna gore analiz edildi (12).

istatistiksek Analizler

Gruplar arasindaki kategorik degiskenler ki-kare testi ile kiyaslandi. PH
ve saglikl kontrol gruplari arasindaki gen ekpresyon duzeylerindeki
farkhhgin istatistiksel olarak anlamhliginin degerlendiriimesi amaciyla
t-testi yapildi. Klinik bulgular, UPDRS skorlari ve gen ekspresyonlari
arasindaki iliskiyi incelemek etmek igin Pearson Korelasyon analizi
yapildi. Degerler ortalama (ort) *+ standart sapma (SS) olarak verilerek

Gen ileri primer Geri primer

H3C1 TCCGCCGTTATCAGAAGTCCAC GCTCTGGAAACGCAGGTCTGTT
H3C12 TCCGCAAACTGCCATTTCAGCG GGCGTGAATAGCACAGAGGTTG
ANKRD11 CCTAGATGACGACACGCCTTTG GTCTCGCCTTTCCTGTTGCTCT
ANKRD11 GGCTGCTATTCGAGGAGATGTG GCTTCATGCAGTGGTGTCCAAC
HDAC4 AGGTGAAGCAGGAGCCCATTGA GGTAGTTCCTCAGCTGGTGGAT
HDAC5 CGCTGAGAATGGCTTTACTGGC GTGTAGAGGCTGAACTGGTTGG
GABBR1 CCTGAACAAGACATCTGGAGGAG GCTGGCATCAAACACCACATGG
ITM2B AGAAGAGCCTGGTGTTGGTGCA CCACAGTAGTACACGTCATCTGG
GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA
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p-degerlerinin 0,05'ten kiiglik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamh
olarak degerlendirildi. istatistiksel analizler IBM Sosyal Bilimlerde istatistik
Paket Programi (SPSS) yazilimi (IBM) kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Demografik Veriler

Arastirmaya toplam 75 idiyopatik Parkinson hastasi dahil edilmistir.
Hastalarin 45'i erkek, 30'u kadindi. Saglikli kontrol grubunun toplam
sayisi 50 idi. Kontrollerin 30'u erkek, 20'si kadindi. Calisma gruplarinin
demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 2'de verilmistir.

Gen ifadesi Sonuclan

PH ve Kontrol Grubu 6rneklerinden elde edilen PBMC'lerden RNA
izolasyonlari gerceklestirilmistir. RNAlarin cDNAya cevrimi yapildiktan
sonra, gen ekspresyonlari icin real-time PCR calismalari basariyla
tamamlanmistir. Her 6rnek Ug tekrarli olarak calisilmistir. Real-time
PCR sonucunda elde edilen Ct degerlerinin normalizasyonu icin,
housekeeping gen olarak, GAPDH kullanilmistir. iki grup arasinda
ekspresyon diizeyindeki farkliliklar Sekil 1'deki grafikte gosterilmistir.

PH hastalarinda H3C1, H3C12, ANKRD12 ve ITM2B genleri asiri eksprese
edilirken, ANKRD11, HDAC4, HDAC5 ve GABBR1 genleri Parkinson
hastalarinda saglikli kontrollere gére azalmis ekspresyon seviyeleri gésterdi.

Ayrica Pearson Korelasyon Analizi, HDCA5 ve UPDRS IV (p=0,045, r=
-0,233), HDCAS ve UPDRS Total (p=0,056, r=-0,222), GABBR1 ve UPDRS
IV (p=0,036, r=-0,243), GABBR1 ve UPDRS Total (p=0,013, r=-0,286)
arasinda negatif korelasyon oldugunu ortaya ¢ikardi.

TARTISMA

idiopoatik Parkinson Hastaligi tim Parkinson tanili olgularin yaklasik
%80'inde goriilmekte olup, baslica substantia nigra bolgesindeki néronlar

Tablo 2. Gruplarin demografik bilgilerinin 6zeti
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etkileyen norodejeneratif bir strectir. Substantia nigra, 850000 htcre
bulunduran bir bolge olup PH'nin ortaya ¢ikmasi icin bu hticrelerin en
az %60'Inin kaybolmasi gerekmektedir (13). Dolayisiyla, hiicre kaybinin
yavas ilerlemesi ve sistem toleransinin yiksek olmasi sebebiyle klinik
belirtilerin uzun stire sonra ortaya ciktigini, kalitsal yatkinlik, gevresel
toksinlere maruz kalma ve yaslanmanin PH surecinde onemli bir rol
oynadigi aciktir.

Gunlimizde patofizyolojik calismalar sporadik PH hastalarinda gen
mutasyonlarina bagli néron kaybinin genetik veya gevresel birgok
nedene bagl oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, calismalar, hatal
sentezlenen enzimlerin, proteinlerin veya gen mutasyonlarina bagh gen
substratlarinin neden oldugu hicre 6limuine bagli patolojik sureglerin
PH'de 6nemli bir faktér oldugunu acikca gostermistir. Ancak genetik
olmayan faktorlere bagh olarak patolojik durumlarin ortaya cikmasi,
farkli hticresel yapilarin fonksiyon kaybi yoluyla Parkinson hastaligina
yatkinliga yol acabilmektedir (14,15).

Son yillarda, biyuk o6lctide dogrudan genetik mutasyonlar olmaksizin
ancak epigenetik modifikasyonlar yoluyla gelisen noérodejeneratif
hastaliklarda hiicresel homeostazi saglayan mekanizmalarda meydana
gelen degisiklikler arastirimaya baslanmistir (16).

Histonlarin asetilasyonu, asetilasyon adi verilen bir sirecte histon
asetilaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) tarafindan dinamik olarak
duzenlenmektedir. HDAC'ler akson buiyimesinin, oksidatif stresin, sinaptik
plastisitenin ve bilisin aktif duzenleyicileridir. Histon deasetilazlarin
lokalizasyonuna, ekspresyon degisikliklerine ve inhibisyonuna bagl
olarak farkli néropatolojik bulgular gosteren calismalar bulunmaktadir
(17). PD huicre modelinin kullanildigi bir ¢alismada, bir nérotoksin olan
parakuata maruz kalmanin, N27 dopaminerjik hucrelerde zamana
bagli olarak histon H3 asetilasyonunu induikleyebildigi gosterilmistir.
Histon asetilasyonundaki belirgin artis kismen histon ifadesindeki artisla

PH (n=75) Kontrol (n=50) p degeri

Cinsiyet (kadin/erkek) 10/20 20/30 <0,05
Yas (ort + SS) 63,16£10,60 62,98+10,54 <0,05
Baslangic yasi (ort + SS) 53,41+10,68

Hastalik stresi, yil (ort £ SS) 9,75+5,51

UPDRS total (ort + SS) 46,74+24,01

UPDRS | 7,53+4,58

UPDRS II 8,42+6,54

UPDRS Il 31,71£15,77

UPDRS IV 3,01+£3,67

H ve Y skalasi 1,93+0,44

H ve Y élcegi: Hoehn-Yahr Derecelendirme Olcekleri; UPDRS: Birlesik Parkinson Hastaligi Derecelendirme Olgegi.

Gen Ekpresyon Degisimleri

i=] o =] — —
n =] in =] n
= =3 =] =3 S

log2 Kat Degisimleri

Sekil 1. Saglikh kontrol grubuna kiyasla PH grubunun
ekspresyon diizeyindeki log2 kat degisimleri.

-1,50
I

H3CI [ H3CI2 [ ANKRDII | ANKRDI2 | HDAC4 [ HDACS [ GABBRI

TM2B |

|mg2Fold| 06258 | 08517 | -0,4517 | 0,1511 | -1,1600 | 0,4908 | -0,5588

09130 |

Genler
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iliskilendirilmistir. Ancak histon deasetilazlar HDAC4 ve HDAC7'nin
hem aktivitesi hem de protein seviyeleri azalma gorulmustur. Ayrica PH
olgularinin orta beyin dokularinda HDAC1, HDAC2, HDAC4, HDAC6
ve SirT1 duzeylerinin eslestirilmis kontrollere gore anlamli derecede
dusik oldugu saptanmistir (18). Diger c¢alismalar da noérotoksin
kaynakli HDAC aktivitesinde veya dizeyindeki degisikliklerin otofaji
mekanizmalari yoluyla gerceklestigini, dolayisiyla otofaji aracili HDAC
eksikliginin dopaminerjik néronlarda histon asetilasyonunu anormal
sekilde artirdigini ve sonugta ndrodejenerasyona neden oldugunu
gostermistir (19,20). Sonuglar, cevresel toksinlerin histon ekspresyonunu
anormal sekilde diizenledigini ve histon asetilasyonunu indukledigini
gostermektedir. Benzer sekilde calismamizda Parkinson hastalarinda
saglikli kontrollere gére H3 histon ekspresyonunda artis, HDAC4 ve
HDACS ekspresyonunda azalma gézlenmistir.

GABBR1, G proteini araciliglyla potasyum kanalina baglanan GABAB
reseptériiniin bir alt Unitesini kodlayan bir gendir. GABAB reseptdrleri,
presinaptik membranda kalsiyum kanallarinin inhibitérleri ve postsinaptik
membranda potasyum kanallarinin aktivatorleri olarak goérev yapan
GABBR1 ve GABBR2 olmak tizere iki alt birimden olusur (21). MPTP ve
6-HDA kullanilarak olusturulan PH modelinde, GABAB reseptorlerinin
isleyisinin degistigi, bunun sonucunda dopamin yoksunlugu uzerine
GABAerjik inhibisyona ihtiya¢ duyuldugu gosterilmistir (22). Ayrica, insan
beyninin cesitli dokulari Gzerinde yapilan calismalardan elde edilen genom
capinda mikrodizi verilerinin yakin zamanda yapilan bir meta-analizi,
PH ve Alzheimer hastaliginda GABBR1 gen ekspresyonunun asagi regiile
edildigini géstermistir (23). Benzer sekilde calismamizda PH hastalarinda
da GABBR1 ekspresyon duizeylerinin anlamli derecede azaldigi goruldu.

UPDRS, Parkinson hastaliginin (PH) siddetini ve ayni zamanda ilerlemesini
6lgmek icin kullanilan bir aractir. Norologlar, 1987 yilinda PH'nin
belirtilerini ve semptomlarini izlemek ve azaltmak icin kullanilan ilaglara
verilen yaniti takip etmek igin gelistirilen UPDRS, altin standart olarak
gelistirilmis olup, Hoehn ve Yahr Evreleme Olcegine (H ve Y) gére herhangi
bir evrede idiyopatik PH tanisi alan hastalar icin kullaniimaktadir. Motor
ve motor olmayan komplikasyonlar dahil olmak Uzere Parkinson'un
bircok yonunu ele alan bu 6lcek, klinik ortamda kullanmaya da uygundur.

Yaptigimiz ¢alismadaki istatistiksel analizlere gore, Parkinsonu bircok
acidan degerlendiren Total UPDRS ve UPDRS IV 6lgegi puanlar ile
HDCAS ve GABBR1 arasinda negatif korelasyon oldugu goérilmus, buna
gére UPDRS puanlari yani Parkinson hastaliginin siddeti azaldikca,
HDCAS ve GABBR gen ekpresyonlarinin arttigi izlenmistir. O halde bu
sebeple nbu genlerin Parkinson hastaliginin fizyopatolojisinde baskilayici
ozelligi oldugu dustnuldu.

Epigenetik  mekanizmalardan  biri  olan  histon asetilasyonu,
transkripsiyonel aktivitenin diizenlendigi mekanizma olmasi sebebiyle
hastalik olusum surecini anlamamiz adina &nemli bilgiler vermektedir.
Calismamiz, Tirk popiilasyonundaki idiyopatik PH olgularinda histon
asetilasyonu ile iliskili gen ekspresyonlarinin ilk kez karsilastiriimasi
bakimindan degerlidir. Diger yandan, histon asetilasyonuyla iliskili gen
sayisinin az olmasi ve asetilasyon diizeyinde inceleme yapilamamisg
olmasi caismamizin kisitliliklarindandir.

Etik Komite Onayi: Calisma, istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan etik yonden kabul edilmistir (06,12,2019 tarihli, 20
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