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OZET

Tuberoskleroz Tanili Hastalarda Mikro RNA Diizeyi Degerlendirilmesi Amag:
Tuberoskleroz otozomal dominant gecisli, multipl organ sistemlerinde hamartomlarla
karakterize genetik bir hastaliktir. MikroRNA’lar; kii¢iik, kodlanmayan, 20-24 niikleotidden
olusan, gen ekspresyonunda post-transkripsiyonel seviyede regiilator gérevi alan RNA
molekiilleridir.

Oksidatif stres 1se, basta kanser olmak tizere bir¢ok hastaligin patogenezinden
sorumludur. Genetik gegisli hastaliklarin patogenezinde oksidatif stresin ve buna bagli DNA
hasarinin oldugu diistiniilmektedir. Bu ylizden tuberosklerozun patogenezinde oksidatif stresin
ve buna bagli DNA hasar1 ve miRNA’larin 6nemli yer aldig1 bilinmektedir.

Calismamizda tuberoskleroz tanili hastalarin total oksidan-antioksidan seviye,
oksidatif stres indeksi, DNA hasar1 ve ve mikroRNA diizeylerinin degerlendirilmesi
amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem: Calismaya Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Cocuk Noroloji poliklinigi’ne bagvuran 0-16 yas arasi, 30 tuberoskleroz hastasi ve kontrol
grubu olarak da ayni yas grubunda 29 saglikli ¢ocuk dahil edildi- Alinan kan &rnekleri
santrifiij edilip serumlarina ayrildi. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda, serum 6reklerinde
Total Antioksidan Seviye ( TAS ) ve Total Oksidan Seviye ( TOS ) plak okuyucuda ( Thermo
Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA ) sirasiyla 240 nm ve 520 nm dalga boylarinda
ol¢iildii. Olgiilen TAS ve TOS degerleri Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplamasinda
kullanildi. Orneklerden ayrica Comet Assay Yontemi ile DNA hasar tayini yapildi. Kalan
serum Grneklerinde RNA izolasyon kiti Qiagen™ kullanilarak total RNA’nin saflagtirilmasi
ile RNA’lar cDNA’ya ¢evrildi ve bunlar Real-Time PCR ydntemi ile incelendi. Elde edilen

veriler SPSS programinda analiz edildi.
Bulgular:

1. Tuberoskleroz kompleksi (TSK) tanili hastalar ve kontrol grubu arasinda TAS, TOS
ve OSI degerleri bakildi. Hasta grubu vakalarin TAS o6lgtimleri istatistiksel olarak anlamli
olarak diizeyde dusiik (p=0,001; p<0,01), TOS &l¢iimleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek (p=0,001; p<0,01) ve OSI o&lgiimleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (p=0,001; p<0,01).



2. TSK tanili hastalar ve kontrol grubu arasinda DNA hasari ( Comet Assay )
Olgtimleri bakildi. Hasta grubu vakalarin Comet Assay Glgtimleri istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulundu (p=0,001; p<0,01).

3. TSK tanili hastalar ve kontrol grubu arasinda 10 farkli mikroRNA (hsa-let-7d-3p,
hsa-let-7f-1-3p, hsa-let-7f-2-3p, hsa-miR-18a-3p, hsa-miR-193a-3p, hsa-miR-324-3p, hsa-
miR-326, hsa-miR-33b-5p, hsa-miR-431-3p, hsa-miR-129-1-3p) bakildi. Bunlardan let-7
grubu, miR-193a-3p, miR-326, miR-33b-5p ve miR-129-1-3p hasta grubunda up-regiile;
miR-18a-3p, miR-324-3p ve miR-431-3p ise hasta grubunda down regiile bulundu.

Sonug: Giintimiizde oksidatif stres ve buna bagli DNA hasari birgok hastalik ile iliskili
olup hastaliklarin olusumunda birgok miRNA’y1 etkilemektedir. Bu miRNA’lar ise
hastaliklarin tedavisine yonelik yapilan ilag ¢alismalari igin hedef teskil etmekte ve gelecekte

kanser gibi bir¢ok hastaligin saptanmasinda gii¢lii bir biyomarker olarak kullanilabilecektir.



ABSTRACT

Assessment of Micro RNA Level of Patients Diagnosed with Tuberous Sclerosis

Purpose: Tuberous sclerosis is a genetic disease characterized by hamartomas in
multiple organ systems, with autosomal dominant passage. MicroRNAs are RNA molecules
which are small, uncodable, consisting of 20-24 nucleotides, assuming regulator level at post-
transcriptional level in gene expression.

Oxidative stress is responsible for pathogenesis of many diseased, in particular,
cancer. It is considered that oxidative stress and related DNA damage occurs in pathogenesis
of genetically inherited diseases. Therefore, it is known that oxidative stress and related DNA
damage and miRNAs play an important role in pathogenesis tuberous sclerosis.

Our study aims to assess total oxidant-antioxidant level, oxidative stress index, DNA
damage and microRNA levels of patients diagnosed with tuberous sclerosis.

Material and Method: The study includes 30 tuberous sclerosis patients of ages in
the range of 0-16 years consulting to Bezmialem Foundation University Medical Faculty,
Pediatric Neurology polyclinic and as control group, 29 healthy children from the same age
group. Blood samples that are taken are subjected to centrifuge to separate the serum. Total
Antioxidant Level ( TAL ) and Total Oxidant Level ( TOL ) were measured from serum
samples at wavelengths of 240 nm and 520 nm, respectively in plate the reader ( Thermo
Scientific Multiscan FC, 2011-06, USA ) at Medical Biochemisty Department. Measured
TAL and TOS values were used in Oxidative Stress Index (OSI) calculation. Also, DNA
damage determination was carried out from the samples by using Comet Assay Method. In
the remaining serum samples, RNAs were converted to cDNA through purification of total
RNA by using RNA isolation kit Qiagen™ and these were analyzed by using Real-Time PCR
method. Obtained data was analyzed in SPSS software.

Results:

1. TAL, TOL, and OSI values of patients with Tuberous Sclerosis Complex (TSC)
diagnosis and the control group were compared. TAL measurements of patient group cases
were found to be low at statistically significant level (p=0.001; p<0.01), TOL measurements
thereof were found to be high at statistically significant level (p=0.001; p<0.01) and OSI
measurements thereof were found to be high at statistically significant level (p=0.001;

p<0.01).






1. GIRIS

Tuberoskleroz (TS) otozomal dominant gegisli, multip] organ sistemlerinde
hamartomlarla karakterize genetik bir hastaliktir. Insidansi, yaklasik 5000-10000 dogumda
birdir (1,2). En ¢ok beyin, deri, kalp, bobrek, akciger, gbz gibi organlar tutar (2-5). Yeni
tanimlamayla tuberoskleroz kompleksi (TSK); klinik olarak gliondronal hamartomlara bagl
olarak direngli epilepsi, kognitif bozukluklar, deride anjiofibrom, hipomelanotik makiiller,
fibroz plaklar, kalpte rabdomyom (RM), bdbrekte anjiomyolipom ve goézde retinal

hamartomlarla karakterizedir.

Hastaligin etiyopatogenezinden 2 gen sorumlu tutulmaktadir. Bunlar tuberoskleroz
kompleks geni 1 (TSC1) ve tuberoskleroz kompleks geni 2 (TSC2) genleridir. TSC1 geni
hamartin proteini ve TSC2 geni tuberin proteinini kodlar. Bu proteinler, tim&r supresor
protein olarak mammalian target of rapamycin (mTOR) kompleksi aktivitesini diizenlerler.
mTOR kompleksi ise hiicre biiylimesi, proliferasyonu, protein sentezi gibi bir¢ok yasamsal
islevi kontrol eder. Bu genlerde olusan mutasyonlar, mTOR kompleksi aktivitesinin asiri
artmasina ve dolayisiyla anormal hiicre biiylime ve ¢ogalmasiyla karakterize multipl

organlarda hamartom olusumuna neden olan TS hastaligina yol agar (6,7).

Serbest radikaller, organizmada gliglii radikal reaksiyonlar1  baslatarak
biyomolekiillerin oksidatif hasarina neden olurlar (8,9). Normal fizyolojik sartlar altinda,
serbest oksijen radikallerinin {iretimi ile antioksidan savunma sistemleri arasinda bir denge
vardir (8). Bazi durumlarda, oksidanlarin diizeylerindeki artisa ve/veya antioksidanlarin
diizeyindeki azalmaya baglh olarak oksidatif/antioksidatif denge, oksidatif ydne kayar ve
bir¢cok hastaligin patogenezi ile iliskili olan oksidatif strese yol agar (8,9). Oksidatif stres ise,
farkli mekanizmalar ile deoksiribo niikleik asit (DNA) lizerinde baz ve seker
modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklari, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim

lezyonlara neden olarak hasara yol agmaktadir (10).

Mikro Ribo Niikleik Asit (mikroRNA/miRNA/miR); kii¢iik, kodlanmayan, 20-24
niikleotidden olusan, gen ekspresyonunda post-transkripsiyonel seviyede regiilatdr gérevi alan
ribo niikleik asit (RNA) molekiilleridir. Gen {lirlinii olmasi nedeniyle hiicrelerin gelisim,
olgunlagma, farklilasma, apoptozis, hiicre sinyalizasyonu, hiicresel etkilesim gibi bir¢ok
fizyolojik siiregte rol oynar. Ayrica kanser olusumu, otoimmun hastaliklar gibi bir¢ok
hastaligin patogenezinde de Oneme sahiptir (11,12). Oksidatif stres ve buna baglhi DNA

hasarinin TS’nin patogenezinde aktivitesi artmig mTOR kompleksinin olugsmasinda yer aldigi
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ve bu mekanizma igerisinde birgok miRNA’nin rol aldig: diisiiniilmektedir. Ancak bu konuda
yapilmis ¢alismalar, hayvan ¢aligmalar1 diizeyinde sinirli kalmigtir (13-15). Bu yiizden biz bu
calismamizda, TSK tanili hastalarda total oksidan ve antioksidan durumlari, oksidatif stres
diizeyini ve buna bagli DNA hasarini belirlemeyi ve bdylelikle patogenezde rol alan miRNA
cesitlerini ve diizeylerini degerlendirmeyi amagladik. Elde edilen sonuglar ile tuberoskleroza
spesifik microRNA diizeylerini belirlemeyi ve bdylece hastaligin patogenezinin anlagilmasina

ve yeni tedavi segeneklerinin 6niiniin agilmasina katkida bulunmayi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tuberoskleroz

2.1.1. Tanim

Tuberoskleroz (TS); beyin, retina, bobrekler, kalp, deri ve akciger gibi birgok sistemi
etkileyen, benign tiimdrlerin gelismesiyle karakterize noérokiitandz genetik bir hastaliktir (5,

16).

Ik kez 1862'de Von Recklinghausen tarafindan bir bebegin otopsi bulgulari, beyinde
sklerotik alanlar ve kalpte timor ile tarif edilmistir. Désiré-Magloire Bourneville ise, 1880'de
tilberleri kesfetmis ve TS hastaligini ilk kez ayr1 bir patolojik antite olarak tanimlamistir (5,

17, 18).

1908' de Vogt epilepsi, mental gerilik ve deride adenoma sebaseumdan olusan tani
triadini ileri siirmustiir (19-22). Epiloia olarak da tanimlanan (19) bu hastalik, klasik triadi
olan epilepsi (epi), zeka geriligi (low intelligence™: lo-i) ve adenoma sebase simetrik (a)

seklindeki bulgularin kisaltmasindan dolayi bu adi almistir (23, 24).

Bu ilk tanimlamalar, dogrulugunu korumakla birlikte yaygin sistem tutulumlari

nedeniyle, artik tuberosklerozis kompleksi (TSK) tercih edilmektedir (25).

Tuberosklerozis kompleksi, basta merkezi sinir sistemi, deri, retina, kalp ve bobrek
olmak iizere akciger, sindirim sistemi, endokrin bezler ve kemik gibi bircok organi tutan bir

hamartomatozdur (5, 18).
2.1.2. Epidemiyoloji

2.1.2.1 Prevelans/Insidans

Tuberosklerozis kompleksi her yas, ik ve cinsiyette goriilebilmektedir ve diinya
capinda 1-2,000,000 insanin etkilendigi tahmin edilmektedir. Prevelansin 1956 yilinda
1/150,000 saptanmasina ragmen, 1989 ve 1998 yilinda yapilan ¢alismalarda ortalama
1/20.000 olarak prevelansta belirgin artis oldugu ve insidansin 1/6000 - 1/10,000 canli
dogumda bir oldugu goriilmiistiir (26,27). 10 yas altindaki ¢ocuklarda yapilan baska
calismalarda yaklasik 1/12,000-14,000 oraninda TSK tanisi aldigi saptanmistir (26, 28).

Goriilme sikliginin artmasi tanida bilgisayarli tomografi (BT) ve ultrasonografi (USG)
gibi goriintilleme tekniklerinin karakteristik semptomlarin olmadigi bireylerde de

kullanilmaya baslanmasiyla agiklanmaktadir.



Tuberosklerozis kompleksi nadir bir hastalik olarak tanimlansa da benzer genetik

hastaliklara kiyasla daha sik goriilmektedir (26).

2.1.2.2 Demografi

Tuberosklerozis kompleksi her iki cinsiyette esit oranda goriilmektedir. Buna ragmen
kiz hastalarda daha yiiksek mortalite ve morbidite oranlarina rastlanilmaktadir. Bu durum kiz
hastalarda akciger tutulumunun daha sik olmasina baglanmaktadir. Konjenital bir hastalik

olmasina ragmen tani alma adolesan doneme kadar sarkabilmektedir (26,27).

Amerika Birlesik Devletleri’nde ve Ingiltere’de, Kore ve Cin gibi iilkelere kiyasla
daha yiiksek prevelansta goriildiigii diisiiniilmesine ragmen bu kanitlanamamistir ve her irkta

ayni oranda goriildiigii tahmin edilmektedir (26,27).

2.1.2.3 Mortalite

Cogu TSK tanili hastada sag kalim normal popiilasyona benzer olarak tanimlansa da
komplekse bagli semptomlar fatal seyredebilmektedir. En sik 6liim santral sinir sistemi (SSS)
benign tiimorleri nedenli gelisen status epileptikus veya bronkopnomoni nedenli
goriilmektedir. Ikinci sikhkta &liim nedeni bobrek tiimorlerinin sebep oldugu bgbrek
yetmezligidir (28,29).

Tuberosklerozis kompleksi tanili hastalarda lenfanjiyoleiyomyomatozis (LAM) nadir
goriilmekle birlikte, goriildiigiinde letal seyretmektedir ve bu hastalardaki en sik mortalite

nedenidir (29).

2.1.2.4 Morbidite

Benign tiimorlerle karakterize olan TS'da tiimdr tutulum yerleri hayat kalitesini
belirlemektedir. Beyin tutulumu olan hastalarda nébetler, hidrosefali ve gelisim kusurlari
goriilmektedir. Gelisim geriligi hastalarin iigte birinde saptanmakta ve ciddiyetini belirleyen

faktorler tiimorlerin biiyiikligi, sayisi ve lokasyonudur (29).

Cesitli davranigsal bozukluklar, hiperaktivite sendromu ve obsesif kompulsif hastalik

gibi, durumlarda hayat kalitesini etkilemektedir(29).

Bobrekte saptanabilen kistler veya anjiyomiyolipomlar bobrek yetmezligi veya
kanamaya yol acgabilir. Ancak hafif olgularda renal kistler bobrek fonksiyonlarini

etkilememekte ancak yakin izlem &nerilmektedir (29).



Kardiyak RM kapak disfonksiyonuna veya ventrikiil ¢ikis obstriiksiyonuna neden
olabilmektedir. Bu durum genellikle sadece neonatal dénemde fatal ve sonraki dénemlerde de

aritmi sebebi olabilmektedir (29).

Tuberoskleroz tanili ¢ogu hastada deri ve tirnaklarda gesitli lezyonlar saptanmaktadir.
Yiizde kirmizi noktalar olarak ortaya ¢ikan fasiyal anjiyofibromlar estetik sorunlara yol agan

o6nemli morbidite nedenidir (28).

2.1.3. Etiyoloji

Tuberosklerozis kompleksi, spontan mutasyon orani yilksek olan nd&rokutanz
kompleks bir hastalik grubudur (29, 30). Olgularin 1/3' ii otozomal dominant gegisli (ailesel),
2/3"1i ise sporadiktir (30-32). Olgularin 3/4'tinde aile hikayesi olmayabilir (15,33).

Tuberoskleroz, tuberin ve hamartin ad1 verilen iki proteini kodlayan TSC1 (9934.3) ve
TSC2 (16p13.3) genlerini inaktive eden mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu
proteinlerin hiicrenin ¢ogalmasi tizerine baskilayici bir etkiye sahip oldugu, tiimor baskilayici
proteinler gibi fonksiyon gordiikleri kabul edilmektedir (34, 36).

Hastaligin agir formlarinda TSC2 gen mutasyonunun daha fazla oldugu gosterilmistir

(36).

2.1.4. Molekiiler Genetik ve Patogenez

Tuberosklerozis kompleksi birgok organ sisteminde benign tumoral olusumlarin
gelismesi ile karakterize olup en sik beyin, retina, bobrek, kalp, akciger, karaciger ve deriyi
etkilemektedir (5, 18, 30).

Beyinde bulunan tiiber olarak adlandirilan hamartomlar anormal glial ve noral
hiicrelerden olusmakta ve biiyiikliikleri, sayilari ve lokasyonlar1 farklilik gostermektedir.
TSK’de beyaz cevherde goriilen difiizyon 6zellikleri ile desorganize kontrol mekanizmalari

arasindaki farkliliklar nedeniyle aksonlarda demiyelinizasyon gelismektedir (37).

Sik goriilen deri lezyonlarindan hipomelanotik makiillerde (ash-leaf bulgusu) goriilen
hipopigmentasyon kiigiik melanozomlarin varlidi ve keratinositlere defektif melanin transferi
nedenli goriilmektedir. Fibromalar ve plak gibi deri lezyonlar1 anormal kollajen ve damar

birikimi nedenli gelismektedir (28,29).

Bobrek tutulumunda goriilen anjiomiyolipoamlar kan damarlari, diiz kas, adipoz

dokusu ve konnektif dokuda olusmaktadir. Polikistik Kidney Disease 1 (PKDI1) geni,



Kromozom 16°da bulunan TSC2 geni ile yakin oldugundan dolay1 TSK hastalarinda polikistik
bobrek hastaligi semptomlari da goriilebilmektedir (38).

Kromozom 9q34°te lokalize TSCI geninin kodladig1 hamartin ve kromozom 16p13°te
lokalize TSC2 geninin kodladigi tuberin proteinleri hiicre igerisinde birbirine baglanarak ortak
islev goriirler (6). Ozellikle tiiberin geni viicutta hiicre ¢ogalmasi ve degisiminden
sorumludur. Giiniimiizde TS hastalarinda bilinen bu iki gende mutasyon bulunma orani %85-
90 oranindadir (37).

Bu genler tizerinde yapilan mutasyon ¢aligmalarinda, TSC2 geninde TSC1 genine
oranla ¢ok daha fazla delesyon veya yeniden diizenleme oldugu goriilmiistiir. Bu
delesyonlarin %2-3’t TSC2 geninin yaninda bulunan ve polikistik bdbrek hastaligindan
sorumlu olan PKDI genini de etkiler (37, 38). Yine bu mutasyon galismalarinda bu genlerin
kodladig1 protein igindeki tek amino asitin degisimine yol agan mutasyonlarin (missense
mutasyon) TSC2 geninde TSC1 geninden daha fazla goriildiigii bildirilmistir ve bu
mutasyonlar genellikle guanozin trifosfataz (GTPaz) aktive eden protein (GAP) baglayan
bolgelerde kiimelenir (39).

Tuberoskleroza yol agan TSCI ve TSC2 genlerinin kesfinden ve bu iki genin
kodladig1 hamartin ve tuberin proteinleri ortaya konduktan sonra bu gen ve proteinlerdeki
bozukluklarin TS hastaligina nasil yol agtigi arastirilmistir. Bu manada aydinlatilan
rapamisinin memelilerdeki hedefi (nTOR) yolagidir (40-42). Ras ailesinin bir G proteini olan
beyinde zenginlesmis Ras homologu (RHEB) mTOR’u uyarir. RHEB, GTP’ye bagh
oldugunda aktif haldedir. Tuberin ve hamartinin birleserek olusturdugu hiicre i¢i kompleks
GTPaz’1 aktiflestirir ve GTP’yi pargalar. Sonug olarak mTOR’un uyarilmasi azalmis olur (43-
45). Bu baglamda, tuberin veya hamartinin kaybi veya disfonksiyonu viicutta hamartom adi
verilen sayisiz iyi huylu tiimoriin olusumuyla sonuglanir. Ozellikle fetal germinal matriks
icinde yer alan kok hiicrelerdeki sira disi gen gegisi sonucu, bu kok hiicrelerden olacak normal
gelisim, degisim ve go¢ olamadigindan subependimal alanda daginik, kortekse kadar uzanan
beyin bolgelerinde ise ¢izgisel veya nodiiler nitelikte displastik lezyonlar izlenir (7).

Hipoksi, besin varlif1 ve biiyiime faktorii uyarist gibi sinyaller mTOR tarafindan
saptanir ve bu da mTOR’un hiicrede hiicre sikliisiiniin ilerlemesi, transkripsiyon ve
translasyon kontrolii ve besin alimi gibi birgok siiregte etkin olmasini saglar (46, 47). mTOR
sinyal yolundaki baskilayici etki bozuldugu i¢in klinik bulgular ortaya ¢ikmaktadir (48,49).

mTOR katabolik ve anabolik metabolizmalar arasinda anahtar islevi olan bir kinazdir (13).
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2.1.5. Klinik Bulgular

Tuberosklerozis kompleksi, baslica klinik triad1 zeka geriligi, epilepsi ve adenoma
sebaseum olan ¢ok sayida sistemi tutan bir sendromdur (51). En sik SSS, deri, kalp, bobrek ve
gozde bulgulari olan hamartamatdz tiimorler ile karakterizedir (5,18). Akcigerler,
gastrointestinal sistem, dalak; lenf nodlari, gonadlar, endokrin bezler (tiroid, paratiroid,

bobrekiistii bezleri) ve kemik daha az oranda etkilenmektedir (25, 52).

Tuberoskleroza ¢ok genis klinik spektruma sahip heterojen bir hastaliktir. Ayni aile
icinde dahi agir mental retardasyon ve durdurulamayan nébetlerden, normal zeka ve nibetsiz

yasama kadar degisebilen bulgularla klinige yansiyabilir (53, 54).

Ek olarak malignensi riskinde artig goriilmektedir. Nerdeyse biitiin hastalarda bir yada
birden fazla deri bulgular1 saptanmasi karakteristiktir. Cogu hastada epilepsi, yarisindan
fazlasinda biligsel defisitler ve Ogrenme zorluklari saptanmaktadir ve TSK’ne bagh
noropskiyatrik hastaliklar olarak (TAND; TSC-associated neuropsychiatric disorders)
tanimlanmaktadir (55, 56).

2.1.5.1 Dermatolojik Tutulum
Yapilan toplum tabanli ¢aligmalarda TSK tanili hastalarin 81-95%’inde en az bir deri

lezyonu oldugu goriilmiistiir (57, 58).

Tuberosklerozun deri belirtileri hipopigmente makiiller, anjiyofibromlar, shagreen
lekeleri, periungual-subungual fibromlar olarak dort grup altinda incelenebilir (57).

Hipopigmente makiiller genellikle ilk belirtidir, bazen dogumda bulunabilir. Olgularin
% 50-85'inde goriiliir. Ortalama 1-3 cm. uzunlukta oval veya yaprak bigiminde makiillerdir.
Govde ve ekstremitelerde tek veya multipl bulunur. Hipomelanotik makiiller de,
patognomonik olmamakla birlikte, karakteristik deri lezyonlaridir; "Ash leaf" lekeleri olarak
da bilinirler. Diger deri lezyonlari, 2-6. dekata kadar ortaya ¢ikmayabilirken, hipomelanotik
makiiller genellikle dogumda mevcuttur. Vitiligodan farkli olarak melanositlerin ve
keratinositlerin sayis1 normal iken, melanini azdir veya yoktur (57).

Anjiyofibromlar; fibroadenom veya adenoma sebaseum olarak da adlandirilan ve tani
1i¢in sart kabul edilen lezyonlarin olgularin ancak %47'sinde goriilebilecegi bildiriimistir.
Fasial anjiofibrom olarak da tanimlanan bu lezyon, yanak, ¢ene, nazolabial kivrimlar ve
bunun hemen iizerinde yerlesen yiize ait hamartomlardir. En sik 3-10 yas arasi ortaya ¢ikarlar

(57).
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Shagreen lekeleri, govdede, 6zellikle lumbosakral bolgede yerlesen, yumusak, deri
renginde, deriden hafif kabarik, {izeri portakal kabugu gibi girintili ¢ikintili, konnektif doku
nevuslaridir. "Shagreen patch" olarak adlandirilan kabarik ylizeyli, deri rengi veya hafif sari
renkli olabilen; hastalarin 1/4-1/5'inde goriiltr. Bazen fibromlar gingiva ve oral mukozada da
bulunabilir. Anjiyofibromlardan daha az goriilir. Alin ve skalp {izerinde dogumda da mevcut
olabilen fibr6z plak ise, hastaligi en erken tanimlayan bulgulardan biridir (57).

Periungual-subungual fibromlar (Koenen timorleri), TSK i¢in patognomoniktir.
Adolesan donemde ortaya ¢ikabilir ve ayak parmaklarinda el parmaklarina kiyasla daha sik
olarak goriilur (57, 59, 60).

Deri lezyonlari puberte doneminde sayr ve biyikliikte artisga meyillidir ancak

sonrasinda stabil seyretmektedir. Malign transformasyon goriilmemektedir (57).
2.1.5.2. Santral Sinir Sistemi Tutulumu

2.1.5.2.1. Santral Sinir Sistemi Lezyonlar

TSK hastalarinda ii¢ tip merkezi sinir sistemi nodiiler lezyonlari tanimlanmistir;
gliyondronal hamartomalar ya da diger adiyla kortikal tiiberler, beyaz cevher heterotopileri
(displastik ya da demyelinizan beyaz cevher lezyonlari), subependimal nodiiller,
subependimal dev hiicreli timorler (SGCTs; Subependymal giant cell tumors) ve
subependimal dev hiicreli astrositomlardir (SEGAs; subependymal giant cell astrocytomas)

(61-63).

2.1.5.2.1.1. Hamartomlar

Gliyondronal hamartomlar (kortikal tiiberler) ve subependimal nodiiller hamartom
olarak kabul edilmektedir. Blyiik atipik desorganize néronal ve glial elementlerden
olusmaktadirlar (64).

Gliyondronal hamartomlarda beynin kortikal yapisi bozulmustur ve bu bdlgelerde
goriintiilemede kolaylikla goriilebilen kalsifikasyonlar gelisir. Hastalarin %80-90’ninda
goriilmekte (64, 65), boyut ve sayilarinin ise klinikle iligkisiz oldugu diistinilmektedir (66).
En sik frontal ve temporal alanlarda yerlesirler ve epilepsi ve davranigsal sorunlardan sorumlu
olduklari dustintlir. Diger TSK iliskili lezyonlardan farkli olarak, postnatal yeni tiiber
olusmaz. Tiiberlerden neoplastik transformasyon goriilmez ve tiiberler zamanla kalsifiye
olurlar (67-70).

Subependimal nodiillerin %50-100 arasinda degisen oranda goriildiigu bildirilmektedir

(71,72). Subepandimal nodiiller fetal hayatta olusan, lateral ventrikiil ve iigincti ventrikil
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yiizeyinde yerlesmis, buyiik siradisi astrositlerden olusan, 1 cm’den kii¢iikk olusumlardir.
Histolojik olarak ince bir epandimal hiicre katmani ile gevrilmis ve damarlanmasi yogun,
astrosit iceren hamartomatdz olusumlardir. Epilepsi ve davranissal sorunlar ile iliskisiz
olduklari kabul edilmektedir. Literatiirde subepandimal nodiillerin %50 oraninda goriildiigiinii
bildiren yayinlar bulunmasina ragmen (73), bazi ¢alismalarda %80-90’ninda goriildiigii (61,

68, 69, 70) Baron ve ark. Yaptig1 ¢alismada ise %100 oraninda goriildiigii bildirilmistir (64).

2.1.5.2.1.2. Subependimal Dev Hiicreli Tiimérler

Subependimal dev hiicreli tiimorler; benign, yavas biiyliren ve genelde periventrikiiler
yerlesim gosteren tiimdrlerdir (62, 74, 75, 76). Olgularin %10-15’in de ve siklikla ilk 20 yilda
goriilmektedir (77). Olgularin ancak %6-9’u belirti vermektedir (62, 74, 77). TSK tanili
hastalarda gelisen SGCTs %85-90 subependimal nodiillerden orijin almaktadir (78,79).
Hastalar tipik olarak bas agrisi, kusma, gorme kaybi gibi fokal ndrolojik defisitler gibi
obstriiktif hidrosefali semptomlariyla prezente olurlar (74,75, 80, 81). Timor buyiikligi
kriteri olarak 10 mm veya lizeri olarak belirlenerek tiimdrler tanimlanmaktadir.

Tuberosklerozda en sik goriilen beyin tiimorii dev hiicreli astrositomdur (SEGAS),
literatiirde %17-20 oraninda bildirilmistir (64, 65, 82). Epileptojenik oldugu kanitlanmamistir
(83). Fakat bazi ¢alismalarda dev hiicreli astrositomun nobet sikligini —arttirdigi

bildirilmektedir (84).

2.1.5.2.1.3. Diger Lezyonlar

Beyaz cevher tutulumu TSK tanili hastalarda sik goriilmektedir (85). Manyetik
Rezonans Goriintiilemesi (MRG) ile lineer lezyonlar %15 saptanabilir (85). Tipik olarak
ventrikiilden kortekse uzanan, subependimal nodiil veya subkortikal lezyon ile sonlanirlar ve
demiyelizasyon ozelligi gosterirler (86). Diflizyon MRG ile mikroskopik beyaz cevher
tutulumu gosterilebilmektedir (87).

Tuberoskleroz tanili 220 hastada beyin MRG ile yapilan retrospektif bir ¢alismada, %5
oraninda araknoid kist saptanmistir (88), bu da TS klinik spektrumunda araknoid kistlerinin

tanimlanabilecegini diisiindiirmektedir.

2.1.5.2.2. Nobetler
Tuberosklerozda epilepsi ve kortikal tiiber iliskisi en ¢ok ilgi ¢eken konulardan biridir
(83, 89, 90, 91). Toplum tabanli yapilan ¢alismalarda %79-90 oraninda oldugu saptanmigtir

(92). %60 oraninda Yasamin ilk yilinda ndbetler baslamasina ragmen adolesan dénemde de

13



baslama riski devam etmektedir (58, 93, 94). iki yiiz kirk sekiz TSK tanili hastada yapilan bir
calismada takiplerinde %99 hastada epilepsi gelistigi goriilmiistiir (94).

Tuberoskleroz hastalarinda epilepsi en sik bagvuru nedenidir ve en sik infantil spazm
tipi goriilmektedir (%36-69) (95). Basit parsiyel, kompleks parsiyel ve sekonder jeneralize
epilepsi tipleri de goriilebilmektedir (94). Hastalarin rutin elektroensefalografilerinde (EEG)
%75 epileptiform aktivite saptanmaktadir. Multifokal desarjlar, hipsaritmi ve generalize diken
dalgalar gibi EEG bulgular sirayla %48, %19 ve %8 oranlarinda gériilmektedir (96).

Tiiberlerin  epileptojenik  oldugu diistiiniilmekte  fakat kortikal tiiberlerdeki
epileptojenezin molekiiler temeli tam olarak bilinmemektedir (97,98). Kortikal tiiber ve
epilepsi seyri hakkinda farkli goriisler bulunmaktadir (89-91). Bazi arastirmacilar kortikal
tiiber sayisi ile nobet seyri arasinda iliski oldugunu, bazi aragtirmacilar ise tiiber sayisindan
ziyade tiiber yiikiiniin (tiiber/beyin orani) ndbet kontrolii iizerine etkisi oldugunu
bildirmektedir (89, 91, 99). Yapilan bir meta-analizde bes ¢alisma degerlendirilmis ve TSK
tanili ciddi serebral disfonksiyonu olan hastalardaki glion6ronal hamartomlarin sayisinin,
hafif etkilenmis hastalarda goriilenden alti kat daha fazla oldugu saptanmistir (70). Farkli bir

goriis ise tiiber sayisi ile epilepsi seyri arasinda iliski bulunmadigi yoniindedir (100).

2.1.5.2.3. Kognitif Bozukluk

Tuberosklerozda primer ozellik olan kognitif defisitler %44-65 oraninda
goriilmektedir (58,92). Infantil spazm (92, 94, 101, 102), tekrarlayan nébetler (94, 103, 104)
ve daha az Ol¢lide gliondral hamartomlarin sayisi ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir
(105,106).

Zeka seviyesinde belirgin degiskenlik goriilmektedir. 1Q skorlarinin &lgiildiigii 108
hasta ile yapilan bir ¢alismada %55 normal, %14 orta-ciddi diisiis, %30 ciddi diisiis (1Q <21)
saptanmistir (92). Kognitif bozuklugu olan tiim hastalarda nobet hikayesi, 6zellikle 1 yas

oncesi baslayan infantil spazm oldugu goriilmstiir (92).

2.1.5.2.4. Otizm Spektrum Bozukluklarn

Tuberoskleroz hastalarinda otizm ve davranigsal sorunlar olarak hiperaktivite, dikkat
eksikligi ve kendine zarar verme 6n plandadir (107,108). %40-90 oraninda goriilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada diisiikk entelektiiel seviyenin ve tekrarlayan nobetlerin davranigsal
‘bozukluklara sebep oldugu gosterilmistir (108).

Otizm spektrum bozukluklari gelisiminde hamartomlarin lokasyonuyla kesin bir iligki
saptanamamistir. Yapilan bir ¢alismada temporal lobe hamartomlarin, temporal lobda

saptanan epileptiform desarjlarin ve erken baslangigli persisan infantil spasm ndbetlerinin
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otizm gelisiminde rolii oldugu bildirilmistir (109). Buna karsin yapilan diger ¢aligmalarda

hamartomlarin goriilme yerleri ile otizm arasinda anlamli iliski bulunamamustir (55,110).

2.1.5.3. Kardiyovaskiiler Tutulum

Yapilan ¢alismalarda TS’lu olgularin %43-60’1inda kalpte RM goriilmektedir. RM
cocuklarda en sik goriilen kalp timdriidiir ve %4-6 oraninda fetal 6ltim riski vardir (111,112).
Sik birlikteligi nedeniyle kalpte RM saptanan olgularda TS dusiintilmelidir (111).

Uzun donem periyodik yapilan 125 TS tanili hastanin yer aldigi bir ¢alismada %58
oraninda RM, bunlarin %61 oraninda 0-4 yas arasi, %36 oraninda ise 5-18 yas arasi oldugu
saptanmistir (58).

Kardiyak tiimdrlerin prenatal tanisi ilk kez De Voreve ark. tarafindan 1982°de rapor
edilmistir (113). Prenatal taramada TS nun ilk tipik bulgular kalp ve beyinde goriiliir (114).
Kalpte RM’lerin, TS i¢in en erken bulgularindan biri olabilecegi bildirilmistir (115). Gerek
intrauterin dénemde, gerekse yenidogan doneminde tiiberosklerozun diger klinik bulgular
ortaya ¢itkmadan, TS sadece RM’le kendini gosterebilir. Bu durumda taniya ulagmada aile
Oykiistiniin ve genetik danismanligin 6nemi artmaktadir (116).

Rabdomyomlarin yenidogan déneminde goriilme sikligi 1/40000°dir (117). Kalpteki
RM’lerin dogum Oncesi ve dogum sonrasi tani ve izleminde ekokardiyografi oldukca degerli
bir yontemdir. Aile dykiisii olan olgularda fetal ekokardiyografi ile RM’nin belirlenmesi
tiiberosklerozun en erken bulgusudur (112, 115, 118). Literatiirde kardiyak tlimorlerin
antenatal olarak en erken 15. gestasyon haftasinda saptandig: bildirilmektedir (119). Chao ve
ark.nin yapmis oldugu kardiyak RM’lerin incelendigi meta-analizde ise olgularin ¢gogunun 24.
gestasyon haftasindan sonra tespit edildigi, olgularin sadece %13,7’sinin 24. Gestasyon
haftasindan 6nce oldugu belirtilmistir (120). Atalay ve ark.nin yaptig1 ¢aligmada antenatal
olarak en erken saptanan kardiyak rabdomyom olgusu 25. gestasyon haftasinda idi (121).

Rabdomyomlar kalbin herhangi bir béliimiine yerlesebilmekle birlikte genellikle
ventrikiillerde ve septuma yakin bdlgelerde goriiliirler. Cogunlukla TS tanili hastalarda birden
cok kitle seklinde bulunurlar (118,122).

Rabdomyomlarin klinik bulgulari olduk¢a degiskendir. Kalpte RM’ler dogum &ncesi
donemde kalp yetersizligi, hidrops fetalis ve 6lii doguma neden olabilirler. TS tanili
hastalarda goriilen RM’larin semptomatik olma ihtimali daha yiiksektir (123,124). YD
doneminde ise hi¢ belirti vermeyebilecekleri gibi yerlesim yerlerine, biiyiikliiklerine ve
sayilarina bagli olarak kalpte mekanik darliga, kalp yetmezligine, aritmilere hatta ani dliimlere

yol agabilirler (112,118).
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Aritmiler tiimdriin anatomik lokalizasyonuna gore ektopik atriyal tasikardiler,
ventrikiiler tasikardiler, atriyoventrikiiler nodda disfonksiyon ve Wolf-Parkinson-White
sendromu seklinde kendini gosterebilir (125).

Kalpteki RM’lerin en 6nemli 6zelligi kendiliginden gerileme gosterebilmesidir. Timor
fetal hayatta en biiyik boyutlara sahipken, yasla birlikte kiigiilir ve hatta tamamen
kaybolabilir. Bu nedenle ¢ocuklarda eriskinlerden daha sik goriilmektedir (112, 118, 126).

Aort koarktasyon ve major arterlerin konstriksiyonu (renal arter darlig1 gibi) TS ile

birlikteligi saptanmigtir (123). Aort anevrizmasi da goriilebilmektedir (127).

2.1.5.4. Renal Tutulum

Bobrek lezyonlart degisik agirliklarda olup anjiomyolipom, basit kist, polikistik
bobrek hastaligi, renal hiicreli karsinom seklinde olabilir. En sik TSK de goriilen iki renal
patoloji anjiomyolipom ve renal kistlerdir (128).

Tuberosklerozda bobrek lezyonlari, genelde bulgusuz olup, lezyonun derecesine bagli
olarak bulgu verebilirler (129). Bobrek bulgulart yasamin ilk yilinda hatta dogumda
bulunabilir.

Anjiomyolipomlarin goriilme sikligt daha fazladir. Anjiyomiyolipomlar, hastalarin
yaklagik olarak %50-80°ninde goriiliir. Anjiomyolipomlar genellikle kortekste yerlesirler
anormal vaskiilarizasyon gosterirler, yag hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinden olusurlar.
Anjiomyolipomlarin en potansiyel komplikasyonlari kanamadir. Hastalarin %20’sinde
hemorajik sok da gorilebilir (5,77). Kanama riski anjiomyolipomun boyutunun ve
vaskiilarizasyonunun artis1 ile artar (128,129).

Tuberosklerozda bobrek Kkistleri %14-32 siklikla goriilir. Bobrek kistlerinin en sik
goriilen tipi tek histolojik yapida bir veya ¢ok sayida olan kiigiik lezyonlardir. Bu kistler
cogunlukla semptom vermezler. Daha az siklikla goriillen sekilleri polikistik bdbrek
hastaligiyla birlikte olan biiyiik, ¢ok sayida, semptomatik ve renal prognozu koti olan
formdur.

Tuberoskleroz  tanili olgularda bdbrek tiimorlerin  (astrositik  hamartomlar)
yayginhginin daha onceden yapilan ¢alismalarda %3-100 arasinda degiskenlik gdsterdigi
bildirilirken (130,131), Mayo kliniginin yaptigi bir ¢alismada bu oran %49 olarak
bildirilmistir (132).

Renal hiicreli karsinomun genel topluma gére TSK hastalarinda daha erken yasta ve

daha siklikla goriildiigii kesin dogrulanmamis olsa da anekdotal bir bilgidir (128,129).
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Bobrek toplayici sisteminin kismi darhgi, idrar yolu enfeksiyonu, nefrolitiyazis

olusumuna TSK de rastlanabilir (6, 129, 130).

2.1.5.5. Pulmoner Tutulum

Bazi TSK tanili eriskinlerde difiiz interstisyel fibroz olarak bilinen lenfanjiyomatozis
(LAM) ile ayirt edilemeyen pulmoner tutulum gelistigi goriilmistiir. Bu hastalik, ilerleyici
pulmoner kistik degislikler, tekrarlayan pnomotoraks, siléz plevral koleksiyonlar ve gogu
zaman ilerleyici solunum yetmezligi ile karakterizedir. Lenfadenopati, kistik lenfatik kitleler
(lenfanjiyoleyomiyomlar), siloz asit ve anjiyomiyolipom (benign tiim&r) abdominal
belirtileridir (133).

Tuberosklerozlu erkek ve cocuklarda cok az sayida LAM olgusu bildirilmistir;
bununla birlikte, bu son derece nadirdir ve sporadik LAM’da ortaya cikmaz (133). LAM
neredeyse yalnizca kadinlar etkileyerek, genellikle menopoz 6ncesinde gelismektedir. TS’li
eriskin kadinlarin %40’inda hastalik belirtileri saptanabilir (134-136). Hastalik menars ile
menopoz arasinda ortaya cikabilir ve ortalama bagslangic yasi 34’tur.

Tuberoskleroz iliskili LAM’da hastalik spektrumu daha genistir. TS tanili hastalarin
yalnizca %2-3’unde LAM semptomlari gelisir (137, 138); bununla birlikte, tarama yapilirsa,
TS’li eriskin kadinlarin %40°inda LAM ile uyumlu kistik akciger hastaligi vardir (135, 136,
139).

2.1.5.6. Oftalmik Tutulum

Tuberosklerozun goz bulgular1 fundusa ait olmayan ve fundus lezyonlari olarak
ayrilabilir. Fundusa ait olmayan bulgular, géz kapaklarinda anjiofibromlar, poliosis, irislens-
koroid kolobomu, iriste fokal hipopigmente lezyon ve iridosilier hamartomlardir (19, 140).
Fundus lezyonlari retina ve optik sinirin astrositik hamartomlar1 ve retinada depigmente
lezyonlardir. Retinanin astrositik hamartomlari multifokal veya bilateraldir, soliter lezyonlar
olabilir ancak tanisal degeri diisiiktiir. Retinal hamartomlarin morfolojik olarak iki tipi vardir;
genis, kabarik, beyaz ( kalsifiye ), dut goériinimiinde nodiiler olanlar ve diiz, translusen
(nonkalsifiye), yumusak goriiniimlii lezyonlar. Her iki tip lezyonun beraber goriilmesi de
miimkiindiir; intermediate tip (19- 21).

Tuberosklerozda fundus lezyonlari %53 goriiliirken olgularin yarisinda tutulum
bilateraldir. Retinanin hemen biitiin astrositik hamartomlar1 endofitiktir, ancak bir adet
ekzofitik olgu bildirilmistir. Endofitik tiimdrler retinanin sinir lifi tabakasina ait hamartomlar
olup ekzofitik tiimorler subretinal boslugun tiimérleridir. Bu tiimdrler iyi huyludur ve

neoplastik degildir. Ancak ¢ok az veya yavas biiyiime gosterebilirler, kalsifiye olabilirler ve
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kalsifikasyonun gelismesiyle ilerleyici biiylime olabilir (19, 21). Bobrek ve beyinde gercek
neoplazmlarin gelisebilecegi (141), retinal hamartomlarda seyrek olarak malign degisim
olabilecegi bilinmektedir. Son yillarda agresif biiylime gdsteren dev hiicreli retinal astrositik
hamartom (142) ve retinal astrositik hamartomlarda spontan gerileme (143) olan iki ayri olgu
bildirilmigtir. TS hastalarinin gérmesi siklikla normaldir, ancak vitreus hemorajisi, retinal
vaskiiler anomaliler (talenjiektazi, neovaskiilarizasyon ve eksudasyon), vitreusa tohumlanma,
kafa i¢i basing artigina bagli papilddem, eksudatif retina dekolmani ve neovaskiiler glokom
gibi komplikasyonlara bagli olarak gérme kaybi olabilir (19,21).

Yaslar1 2-76 arasinda degisen 100 TSK tanili olgunun g6z bulgularinin incelendigi bir
caligmada, hastalarin 44’linde retinal hamartom saptanmigtir (144). Retinal akromik yamalar
ise olgularin 39’unda saptanmistir (144). Retinal olmayan lezyonlar ise sirasi ile 39 hastada
g6z kapaginda anjiofibrom, bes hastada paralitik olmayan strabismus, ti¢ hastada kolobom ve
iki hastada irisde depigmentasyon olarak gozlenmistir (144).

Retinal gliomlar vakalarin % 40-50’sinde goriiliir. Bunlar optik sinir hamartomlaridir.
Anjioid ¢izgilenme, nistagmus, strabismus, katarakt, géz kapaklarinda anjiofibromlar ve iriste

pigmenter degisikliklerde olabilir (145).

2.1.6. Tam

Tuberoskleroz tanisi 1cin 1990 yilinda klinik kriterler tizerinde goriis birligine
vartlmistir. Onerilen klinik siniflama; kesin, olasi ve siipheli TS' dur. Klinik bulgular hastaliga
Ozgiil olmalarina gore birincil, ikincil ve iiglinciil olarak ayrilmigtir (146). Birincil bulgular
tan1 koydurucudur ve adenoma sebaseum, ungual fibromlar, histolojik olarak gosterilmis
kortikal tiiberler, subependimal nodiiller veya dev hiicreli astrositom, radyolojik olarak
gosterilmis ventrikiil i¢ine dogru uzanan multiple kalsifiye subependimal nodiiller ve multiple
retinal astrositomlardir. SSS, deri ve gdz disinda visseral organlar (bobrek, karaciger, akciger,
kalp, tiroid, pankreas ve testis) ve iskelet sisteminde de TS' a ait bulgular tanimlanmigtir (19-
21).

Roach ve Arkadaslar1 1998 yilinda Tuberoskleroz tani kriterlerini revize ettiler (147).
Buna gore yiizde anjiyomyofibrom, hipomelanotik makiil, Shagreen plaklari, kortikal tuber,
subependimal nodiil, subependimal dev hiicreli tiimér, retinal hamartom, kardiyak RM, renal
amnjiyomyolipom ve pulmoner LAM major bulgulardir. Mindr bulgular ise konfeti seklinde
cilt lezyonlari, jinjival fibrom, disin enamel kisminda ¢ukurlar, sebebral beyaz maddede radial
¢izgi, retinal akromatik yama, kemik kistleri ve hamartomatéz rektal poliplerdir. Bu

bulgulardan 2 major veya 1 major 2 mindr kriterin varligi tan1 koydurucudur (147,148). Siiphe
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duydugumuz bir olguda (ki bu siiphe ¢ogu zaman cilt bulgulariyla olmaktadir) erken dénemde

detayli goriintlileme yontemleri ile dogru tantya gidilebilir.

Tablo 1: Tuberoskleroz kompleksi tani 6lgiitleri (1998)

Major badgular Minbr bulglar

2. Subspendamal 50dd I Hamartestatia reital palg

4 Hipmelanotik makiitier {ag-leaf b} 8, Beyin beyax magfede radiyal rugraivon {igin
5, Sragrren amau 5. Dy minesinde ¢ob sayida pakwrlar

& Ad ’ {iazde aspysfibron;ya ds shoda fibré plak & Cangival filivem

¥ Gk sanda reinal hemartomlar 7. Boboek dp hemanam

& Ungaal ya da peniuingal fibrosnin & Rordrts dens leyonkan

9. Balpte rabdosnivom . Gok sayads Bisbrek syt

16, Akcigerds fenfanypyomator ya da baboek anvorsiyoip

Beor i 8 gt o 8 B RS » bt itk omiRl . B At « B3 M
s e Do e o s 16 e

Tablo 2: Tuberoskleroz Kompleksi Tani Olgiitleri (2012)

A.Genetik tam slciitleri

Tiiberosklerozis komplehsi (TSC) kesin tamst icin, normal bir dokudan patojenik TSC mutasyonu gostermek yeterlidir. Patolojik mu-
tasyon TSC] ve TSC2 proteiclerinin islevlerinde inaktivasyon olmasidir {8rnegin; protein sentezini dnleyen cergeve digt insersiyon,
delesyon ya da sessiz mutasyon yada biiyiik delesyonlar ya da isleysel kayiplara neden olan “missense mutasyon”lar gibi}. Proteinle-
rin iglevleri izerine etkileri bilinmeyen TSC1 ya da TSC2 mutasyonlar: ise TSC'nin kesin tamsim koymakta yeterli degildir. Yaklagik
olarak TSC'li bireylerin %10-25' konvansiyonel genetik testlerde tammlanmmsg bir mutasyona sahip degildir. Mutasyon gésteriime-
mis olmasi TSC tamsins diglatmaz ve klinik tamsal élgiitlerin kullanim Gizerine etkisi yoktur.

B. Klinik Tan Kriterleri

Majér bulgular Minér bulgular

1. Hiporelanotik makiiller (3; en az $ mm ¢ap) 1. Konfet: deri lezyonlan

2 Anjiofibromatéz (3) ya da fibréz sefalik plaklar 2. Dig minesinde ¢ok sayida qukurlar
3. Ungual fibrom (22) 3. Intraoral fibrom

4. Shagreen yamas

5. Gok sayida retinal hemartomlar

6. Kortikal displazilera

7. Subependimal noduller

8. Subependimal Dev hijcreli astositornlar
9. Kalpte rabdomiyom

10. Lenfanjioleiyomyomatozis (LAMP

11. Anjiormyolipoma(z 2}

4, Retinada hipopigmente yama
5. Gok sayida bobrek kist
6. Bobrek digt hemartom

Kesin Tani: 2 majbr fakt6r yada 1 majdr + 22 mindr fakiée
Olasi Tant: 1 majbr ya da 22 mindr faktdr

*Tuberler ve serebral beyaz cevher radial gé cizgileri dahtidic
*Sadece lenfanjivoleiomy is ve anjiyoriyolpor: varkg: kesin tam igin yeterli
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2012 yilinda Uluslararasi Tuberosklerozis Kompleks Konsensus Grubu tarafindan
yeniden belirlenen tani &lgiitlerinin 1998 tani &lgiitlerinden farki, genetik sonuglarin tani
Olgiitleri icine alinmig olmasi ve tani gruplarinin tigden (kesin, yiiksek olasilikli ve diisiik
olasilikli), ikiye diismesidir (kesin, olasi) (Tablo 2) (149).

TSK'nin antemortem tanisi i¢in, bu sistem tutulumlarina bagli klinik ve néroradyolojik
bulgulara dayali bazi kriterler belirlenmistir. Bu kriterlere gére TSK tanisi igin sunlar
gereklidir: 1) En az iki karakteristik lezyon varlig: (iki beyin, deri, retina hamartomu gibi), 2)
Iki farkli organda en az bir karakteristik hamartom varlig1 veya, 3) 1. derece akrabalardan
birinde kesin hastalik varken, tek bir organ tutulumu olmasi.

Klinik olarak kesin tani kriterlerine uyan hastalar i¢in genetik test yapilmasi sart
degildir. Olas1 TSK tanisi diisiiniilen hastalar i¢in, gebelik 6ncesi genetik danigsma verilmesi
icin ve ailedeki riskli bireylerin belirlenmesinde taniyr dogrulamada genetik inceleme
yapilmasi faydalidir. Klinik olarak TSK 6zelikleri olan klinik kesin tanili hastalarda genetik
mutasyonun negatif olmasi taniyr diglatmaz ¢iinkii mosaisizmin olma olasilig1 unutul-
mamalidir. Ayrica aile Oykiisii olmayan bir ¢ocuk TSK tanisi aldiginda aile bireylerinin

taranmasi gerektigi unutulmamalidir (128).

2.1.7. Takip ve Tedavi

Tani sirasinda hastanin yasina bakilmaksizin abdominal gériintiileme yapilmalidir,
beyin ve abdominal MRG anesteziden kaginmak i¢in tek seansta yapilabilir (7). Abdominal
MRG aortik anerizmalari, ekstrarenal hamartomlar1 gosterebilir. Anjiomyolipom ve renal
kistik hastaligin ilerlemesinin degerlendirilmesi igin her 1-3 yilda bir karin MRG incelemesi
yapilmalidir (51).

Tuberosklerozda nadiren son donem bdbrek yetersizligi gelisebilir (129). TSK tanisi
konulan ¢ocuklar bobrek incelemesinden gegirilmeli, izlemde var olan renal bulgularin
degiskenlik gdsterebilecegi yeni renal bulgularin ortaya ¢ikabilecegi unutulmamalidir.

Tuberoskleroz hastalarinda sekonder hipertansiyon riski artmis oldugu i¢in kan basinci
Ol¢tim degerlendirmeleri 6nemlidir (51). Hipertansiyonu olan hastalar grubunda renin
anjiotensin aldosteron sistemi inhibitdrleri ilk segenek tedavidir ve mTOR inhibitérii alan
hastalarda anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrlerinden kaginilmasi gerektigi unutulma-
malidir (51).

Asemptomatik biiyliyen 3 cm den biiyiik anjiomyolipom i¢in mTOR inhibitdr tedavisi
ilk segenek olarak Onerilmektedir. Asemptomatik anjiomyolipom igin bdbrek koruyucu

rezeksiyon veya selektif embolizasyon ikinci tedavi se¢enegidir (51). Eger lezyonla ilgili
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malignansi siiphesi varsa ve lezyonlar yilda 0,5 cm’den daha fazla biiyiiyorlarsa igne biyopsisi
veya agik biyopsi alinmas diisiiniilebilir. Asemptomatik olup biiyiiyen 3 cm den biiyiik
anjiomyolipom i¢in mTOR inhibitdr tedavisi glinlimiizde 6nerilen kisa donemde en etkili
birincil tedavi ydntemidir. Ilag uyumundaki gii¢liikler nedeniyle anjiomyolipomun neden
oldugu renal hasarin ilerlemesinde tercih edilmekten ¢ok bir tedavi olarak goriilmektedir.
Yine ayni sekilde cerrahi ve embolik ablatif tedaviler hala ¢alismalarla uzun dénem fayda
yarar ve giivenliklerinin dogrulanmasini gerektiriyor (7).

Tuberoskleroz tanisi konulan ¢ocuklarin bobrek incelemesinden gegirilmeli, izlemde
var olan renal bulgularin degiskenlik gosterebilecegi yeni renal bulgularin ortaya ¢ikabilecegi
unutulmamali nefrolojik izlemleri diizenli olarak yapilmaldir. Hastalarin, renal fonksiyon
testleri en az yilik kontrol edilmeli ve GFR degerleri hesaplanmalidir (51).

Goz lezyonlarindaki degisiklerin ve komplikasyonlarin belirlenmesi amaciyla
hastalarin diizenli araliklarla takip edilmesi gereklidir. Muayeneler sirasinda, 6zellikle iris
anormalligi olan hastalarda, iris ve silier cisim hamartomlarinin da varligi arastirilmaldir.
Hastamizin yaklasik bir yillik takibinde g6z bulgularinda degisiklik izlenmemistir (19).

Rabdomyomlar zamanla gerileyebildikleri i¢in ekokardiyografi ile izlenmesi
onerilmekte, kalpte mekanik darliga yol agmasi, kalp yetmezligi gelismesi veya yasami tehdit
edici aritmilere neden olmasi durumunda cerrahi tedavi uygulanmalidir (112, 118, 150).

Lenfanjiyomatozis hiicre biyolojisindeki son gelismeler, bu hastalarda tliberoskleroz
ile iliskili genlerde somatik mutasyonlar bulundugunu ve rapamisinin sonugtaki hiicresel
bozuklugu diizeltilebilecegini gostermistir. LAM’da rapamisin g¢alismalar1 bugiin devam
etmektedir ve hastaligin kanita dayali tedavisi igin iimit vermektedir (134).

Otozomal baskin gegis gosteren TS tanili hastalarda, olgularin 3/4'linde aile 6ykiisii
saptanmayabilir (33). Yiiksek gegirgenlige sahip olup, fenotipik &zelliklerin ortaya ¢ikist ¢ok
degiskenlik gosterebilmektedir. Bu nedenle, TS tanisi kondugunda mutlaka aile taramasi
yaptlmalidir. Bu tarama 6zellikle, deri bulgularina yonelik fizik muayene, g6z dibi muayenesi,
BT veya beynin MR goriintiilemesi ve karin USG’sini icermelidir. TS tanisinin konulmasi,
genetik danisma verilmesi ve yeni ortaya g¢ikacak olgularin 6nlenmesi agisindan Gnem

tagimaktadir.
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2.2. Oksidan Ve Antioksidan Sistemler
2.2.1. Oksidan Sistemler
2.2.1.1. Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikalleri (SOR), metabolik ve fizyolojik siiregler sirasinda meydana
gelen ve enzimatik olan veya olmayan antioksidan mekanizmalar ile uzaklastirilan
maddelerdir. Biitlin organizmalarda SOR {iretimi ile antioksidan savunma sistemi arasinda
hassas bir denge vardir. Oksidatif stres, serbest oksijen radikallerinin iiretimi ile bunlarin
antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilmasi arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir

(151,152).

Serbest oksijen radikalleri, hiicre metabolizmasinda oksijen igeren pek ¢ok
biyokimyasal reaksiyon sonucu olusmaktadir. Bu kimyasal reaksiyonlar sirasinda oksijen,
elektron transport zincirinde suya kadar indirgenirken her basamakta serbest oksijen
radikalleri a¢iga ¢ikmaktadir (151,152). En onemli serbest oksijen radikalleri; siiperoksit
radikali (O2-), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (HO-) ve singlet oksijen
(021])’dir (152,153).

Siiperoksit radikali (02-): Siiperoksit radikali, kendisi zayif bir serbest oksijen
radikali olmakla birlikte, H202‘nin ana kaynagidir. Oksitleyici ve metal iyonlarini
rediikleyici etkisi vardir. Mitokondride tiiketilen oksijenin %]1-5’1 siiperoksit yapimi ile
sonlanmaktadir. Aktive olan fagositik hiicrelerde fazla miktarda siiperoksit iiretimi
olmaktadir. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan stiperoksit radikali, ayn1 zamanda daha reaktif

olan radikallerin olusumunu da tetiklemektedir (152,153).

Hidrojen peroksit (H202): Serbest radikal degildir. Ancak metal iyonlarinin
varliginda hidroksil radikallerinin olusumuna neden olmasindan dolayr oksitleyici olarak
kabul edilmektedir. Hidrojen peroksitin kaynag: siiperoksit radikalleridir. Hidrojen peroksit,
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile reaksiyona girerek yiiksek oksidasyon ozelligi
olan reaktif demir formlarinin olusturmaktadir. Reaktif demir, hiicre zarlarinda lipit

peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatmaktadir (152).

Hidroksil radikali (HO-): Hidroksil radikali, en reaktif radikal olarak bilinir.
Fagositoz ve g¢esitli enzimatik katalizlerde iiretilen, normal biyolojik reaksiyonlarda da
kullanilan reaktif bir ajandir. Hidroksil radikalinin meydana getirdigi en 6nemli biyolojik

reaksiyon, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur (152,153).
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Singlet oksijen (O21]): Oksijenin uyarilmis sekline singlet (tekil) oksijen denir.
Radikal olmayan bir reaktif oksijen tiirtidiir. Reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Doymamis yag
asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksil radikalini olusturmakta ve hidroksil radikali

kadar etkili bir lipit peroksidasyonunu baglatmaktadir (152).

2.2.1.2. Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikaller hiicrenin lipit, protein, karbonhidrat metabolizmasi ve DNA {izerine

cesitli derecelerde hasara neden olabilmektedir (152,153).

2.2.1.3. Hiicre Membranlarinin Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikallerin hiicre {izerindeki en Onemli etkisi membran lipitlerinin
peroksidasyonudur. Bu reaksiyonda serbest radikaller ¢oklu doymamis yag asitlerine,
membranlardaki kolesterol ve lipoproteinlere saldirir. Lipit peroksidasyonu enzimler ve
redoks sensitif genler tarafindan diizenlenen fizyolojik bir siiregtir. Ancak kontrolsiiz lipit
peroksidasyonu hiicre disfonksiyonuna neden olmaktadir. Lipit peroksidasyonu ile meydana
gelen hasar geri doniisiimsiizdiir (153). Membran lipitlerinin peroksidasyonu permeabilitede
ve membran akigkanliginda degisikliklere yol agmaktadir. Sinir liflerindeki miyelin kilifinin
peroksidasyonu dismiyelinizasyona neden olarak norolojik hastaliklara yol agmaktadir.
Akciger siirfaktaninin peroksidasyonu ise atelektazi ve pulmoner disfonksiyona yol
acabilmektedir (154). Membrandaki fosfolipitlerin peroksidasyonu hiicrenin gegirgenligini
bozarak hiicre i¢i organellerinin hasarina yol agar. SOR’i ¢oklu doymamis yag asidi
molekiillerini okside ederek aldehitlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Aldehitler uzun
Omiirli olduklari i¢in hiicre hasarinin yayilmasina neden olurlar. En iyi bilinen aldehid
malondialdehit (MDA)’dir. MDA lipit peroksidasyonu derecesiyle korelasyon gostermektedir.
MDA membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyona yol agarak
membran &zelliklerini degistirmektedir. Membrandaki yag asitlerinin peroksidasyonuyla
olusan kisa zincirli yag asitleri ve aminoasitleri igeren yapisal proteinlerin oksidasyonu,
membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akiskanlifin azalmasina neden

olmaktadir (155).

2.2.1.4. Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu

Proteinler serbest radikallerden ¢oklu doymamis yag asitlerine gore daha az
etkilenirler. Proteinler serbest oksijen radikallerine maruz kaldiklarinda aminoasit yan
zincirlerinde modifikasyonlar olusur ve protein yapisi bozulur. Bu da fonksiyonel degisiklige

yol agarak hiicre metabolizmasini bozmaktadir. Oksidasyon reaksiyonlar1 sonucu protein

23



molekdillerinin yapisi degisir ve denatiirasyon olusur. Ayni sekilde oksidatif modifikasyon
yoluyla, sitozolik ndtral proteazlar kritik enzimlerin yikimini gergeklestirebilirler. Ayrica
serbest radikaller enzimlerin, norotransmiterlerin ve reseptdr proteinlerin ve reseptor

proteinlerinin fonksiyonlarininda bozulmasina neden olabilirler (152).

2.2.1.5. Karbonhidratlar iizerine etkileri

Monosakkaritlerin ~ otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelmektedir. Ornegin; enflamatuar eklem hastaliklarinda, sinoviyal
siviya gegen lokositlerden hiicre disi siviya salinan H202 ve O2 buradaki mukopolisakkarit
olan hyaliironik asiti pargalamaktadir. Goziin vitreus sivisinda bol miktarda hyaliironik asit

bulundugundan bunun oksidatif hasari katarakt olusumuna katkida bulunmaktadir (152).

2.2.1.6. DNA iizerine etkileri

Niikleik asitler, serbest radikallere bagli degisikliklere duyarlidir. Hidroksil
radikallerin piirin ve pirimidin bazlarini okside ederek; baz modifikasyonlari, baz delesyonlari
ve zincir kirilmalar1 neden olabilmektedir. Oksijen radikalleri, oksidatif yarilma ile DNA
hasarina yol agabilmektedir. Ozellikle pirimidinler en hassas yapilardir. DNA zincirinin
kopmasi, DNA ¢ift sarmali ayrilmasi sonucu hiicrede mutasyonlar ve &liim
gerceklesebilmektedir. 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OhdG) oksidatif DNA hasarinin bir
gostergesi olarak yenidogan ve hipoksiye maruz kalan bebeklerde daha yiiksek oldugu

bildirilmektedir (152).

2.2.2. Antioksidan Sistemler

Viicutta olusan serbest oksijen radikallerini metabolize eden, serbest oksijen radikali
olusumunu Onleyen, temizlenmesini arttiran, olusabilecek hasari onaran veya Onleyen
savunma maddeleri vardir. Savunma yapan bu maddelere antioksidan madde denir. Aerobik
hiicrelerde bulunan antioksidan maddeler ekzojen veya endojen kaynakli olabilmektedir
(152). Endojen antioksidanlar; enzimatik (stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz,
glutatyon transferaz, mitokondriyal oksidaz sistemi) veya non-enzimatik (bilirubin, albumin,
turik asit, a-tokoferol, seruloplazmin, transferin, ferritin, glutatyon) maddelerdir. Bunlar
oksijen radikallerine karsi ilk savunma sistemini olusturmaktadir (156,157). Ekzojen
antioksidanlar; C vitamini, E vitamini, folik asit, N-asetilsistein, mannitol, adenozin, demir

selatorleri, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid antiinflamatuar ilaglar sayilabilir (152,157).

Antioksidanlar iglevlerine gore primer, sekonder ve tersiyer olarak tige ayrilir. Primer

antioksidanlar (stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, ferritin, seruloplazmin,
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haptoglobulin, metal baglayici proteinler, hemopeksin), yeni serbest radikal olusumunu 6nler.
Sekonder antioksidanlar (vitamin-C, vitamin-E, {irik asit, bilirubin), zincir kirici reaksiyonlar
sayesinde serbest radikalleri uzaklastirirlar. Tersiyer antioksidanlar (DNA onarimi yapan

enzimler) ise serbest radikaller tarafindan hasar goren biyomolekiilleri onarirlar (152).

2.2.2.1.Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD): SOD substrat olarak oksijen radikalini kullanarak
stiperoksiti hidrojen peroksite ¢eviren bir metalloenzimdir. Lipit peroksidasyonunu inhibe
etmektedir. SOD aktivitesi, yliksek oksijen kullanan dokularda fazladir. Hiicre dis1 aktivitesi
diigtiktiir. SOD, 16semi, iskemik olaylar, hepatit, preeklampsi ve sepsis gibi olaylarda

koruyucu rol oynamaktadir (158).

Katalaz: Katalaz hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirmaktadir. Peroksizomlarda

bulunur. Bulundugu hiicreyi oksidatif strese karsi korumaktadir (159).

Glutatyon peroksidaz (GPx): Hiicre sitozoliinde bulunan bir enzimdir. SOD
tarafindan olusturulan hidrojen peroksit ve yag asiti peroksitlerini inhibe ederler. Kofaktor
olarak selenyum kullanir. Fagositik hiicrelerin ve eritrositlerin oksidatif strese karsi

korunmasinda rol alirlar (152).

Glutatyon-S-transferaz (GST): Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorev
alirlar. Arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri basta olmak tizere lipit hidroperoksitlere

karst GST’ler selenyum bagimsiz aktivite gostermektedir (152).

Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksit ve
diger lipit peroksitlerin yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona doniismektedir.
Oksidasyona ugramis bu yapiy: tekrar kullanmak i¢in rediikte glutatyona doniistiiren enzim

glutatyon rediiktazdir (152).

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Siiperoksit radikalini suya gevirerek etki gosterir

(152).

2.2.2.2.Non-enzimatik Antioksidanlar
Vitamin E: Yagda ¢oziinen ve zincir kirict bir antioksidandir. En 6nemli gorevi

oksijen serbest radikallerinin ataklarina kars1 membran lipitlerindeki yag asitlerini korumaktir

(152).
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Vitamin C: Lipit peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok ederek,
lipitleri oksidasyona karsi korur. Antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini

engeller. Fagositozda oksidatif par¢alanma iiriinlerinin zararh etkilerini dnler (152).

Vitamin A: Serbest radikalleri biyolojik hedeflerle etkilesime girmeden 6nce direkt
olarak onlar1 yakalayabilir ve ayni zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak da etki ederek

peroksit radikallerinin olusumunu 6nler (152).

Bilirubin: Lipit peroksidasyonunda zincirleme gelisen reaksiyonu engelleyici
antioksidan olarak en az a-tokoferol kadar etkilidir. Bilirubin yiiksek serum diizeylerinde
toksik bir bilesiktir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda konjuge ¢ift bag igeren bilirubinin
invivo ve in-vitro gii¢lii bir antioksidan oldugu ispatlanmigtir. Oksidatif stresle tetiklenen
bilirubinin hizli ve uzun siireli oksidanlara bagli hiicre yikiminda fizyolojik koruyucu olarak

rol oynamaktadir (160).

Urik Asit: Kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi, antioksidatif roliiniin
onemli bir pargasidir. Lipit peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme gdrevine

sahiptir (152).

Albiimin: Alblimin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Albumin

yiizeyinde olusacak olan OH- radikali albumin tarafindan temizlenir (152).

Seruloplazmin: Demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu inhibe eder. Daha az

onemli olmakla birlikte stiperoksit radikali ile reaksiyona da girer (152).

Transferin ve Laktoferrin: Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir

katalizli Haber-Weiss reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yavaslatir (152).

Polifenoller: Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu igeren etkili antioksidanlardir

(152).

2.2.3. Total Antioksidan Durum, Oksidatif Stres Ve DNA Hasari
Biyolojik sistemlerde hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) zararli etkilerine karsi
antioksidan savunma sistemleri ile korunurlar (8). Oksidan ve antioksidan molekiiller arasi

saglanan bu denge ile homeostazis korunur.

Normal kosullarda reaktif oksijen tiirleri, enzimatik ya da non-enzimatik antioksidatif
mekanizmalarla uzaklastirilmalarina ragmen bazi durumlarda oksidanlarin diizeylerindeki

artisa ve/veya antioksidanlarin diizeyindeki azalmaya bagli olarak oksidatif/antioksidatif
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denge, oksidatif yone kayar ve bir¢ok hastaligin patogenezi ile iliskili olan oksidatif strese yol

acar (8,9).

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan serbest oksijen radikallerinin
artist ile onlar detoksifiye eden, antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin

bozulmasi olarak tanimlanir (8).

Oksidatif stresteki artis sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri hiicre i¢i lipit ve
protein yapilarin ¢ift bag iceren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina saldirir ve
zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baslatirlar. Sonugta hiicre i¢i lipit, protein ve DNA gibi

makromolekiiller hasarlanarak hiicre zedelenmesi veya hiicre 6liimii meydana gelir (152).

2.2.3.1. Oksidatif Strese Bagh DNA Hasarinin Olusum Mekanizmasi

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde endojen veya ekzojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tiim degisiklikler DNA hasari olarak adlandirilir. Genomik DNA’nin
biitiinltigii cevresel faktorlerin etkisiyle siirekli olarak tehdit altindadir. DNA replikasyonu ve
DNA rekombinasyonu gibi hiicresel olaylar sirasinda da endojen olarak DNA’nin yapisinda
degisiklikler olusabilir (161).

Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar iiriiniiniin olugsmasina
yol agar (162). Bu hasari farkli mekanizmalar ile DNA {izerinde baz ve seker
modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklari, abazik bdlgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi

gibi bir takim lezyonlara neden olarak yaptig1 diistintilmektedir (10).

2.2.3.2. Oksidatif Strese Bagli DNA Hasari Tespit Yontemleri

Son 20 yilda hiicre DNA’larinda gergeklesen oksidatif baz hasarini tanimlamak
amaciyla ¢ok sayida kimyasal ve biyokimyasal testler gelistirilmistir. Cesitli DNA
lezyonlariin 6l¢limiinde birtakim analitik teknikler; immunokimyasal teknikler, kapiller
elektroforez, tek hiicre jel elektroforezi (Comet testi), 32P post labeling dl¢iim teknikleri,

alkalin elusyon testi ve kromatografik teknikler kullaniimaktadir (163).

2.2.3.3. Total Oksidan-Antioksidan Durum Tespit Yontemleri

Oksidan ve antioksidan molekiillerin serum veya plazma diizeylerini Slgen cesitli
analitik yontemler bulunmaktadir (164). Ancak bu molekiillerin ayri ayri dlgiilmesi hem
zaman alici, hem de zordur. Ayrica ekonomik ydnden de zorlayicidir. Bu nedenle “total
antioksidan durum” ya da “total oksidan durum” 6l¢timii bir 6rnekteki oksidan ve antioksidan

molekiillerin ayr1 ayri 6l¢iilmesinden daha pratiktir (165).
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Total antioksidan diizeyi, antioksidan aktivite (TAA) (166), total antioksidan durum
(TAS) (167) veya total antioksidan kapasite (TAC) (168) olarak da ifade edilmektedir.

Total antioksidan durum &l¢iimii i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerde
bir radikal olusturularak bu radikale karsi 6rnegin antioksidan aktivitesi Olgiiliir. En yaygin
kullanilan kolorimetrik ydntemler, 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (=ABTYS)
kullanan yontemlerdir. Renksiz indirgenmis ABTS molekiili, mavi-yesil renkli ABTSe+
radikaline okside edilir. Renkli ABTSe+ radikali, okside olabilecek herhangi bir molekiil ile
karigtirllirsa yeniden orijinal renksiz ABTS formuna déniisiir, reaksiyona giren madde ise

okside olur. Bu 6zellik ABTS kullanan y6ntemlerin temelini olusturur (169, 170, 172).

Indirgenmis ABTS molekiilii gesitli oksidanlarla okside edilebilir, potasyum persiilfat
ve 2,2'-azo-bis (2-amidinopropan) (=ABAP) (88) bunlardan bazilaridir. ABTS molekiiliinii
okside etmek i¢in H202 ve bir peroksidaz enzimini birlikte kullanan yontemler de

bulunmaktadir (171).

Erel ve ark. (172) tarafindan gelistirilen yontemde, indirgenmis ABTS molekiilii
herhangi bir peroksidaz ajan kullanilmadan sadece H202 varliginda ve asidik ortamda okside
edilmekte ve boylece daha dayanikli bir ABTSe+ radikali iiretilmektedir. Asetat tampon
soliisyonundaki konsantre (koyu yesil) ABTSe+ molekiilii daha uzun siire dayanikliligini

korumaktadir.

Total oksidan durum i¢in serum oksidan aktivite (SOA) (173) veya reaktif oksijen
metabolitleri (ROM) (174) gibi ifadeler kullanilmaktadir. TOS ol¢timi i¢in de cesitli
yontemler bulunmaktadir (175). Erel ve ark. (176), TOS 6l¢limii i¢in olduk¢a kolay,

dayanikli, glivenilir ve ekonomik bir yontem gelistirmislerdir.

Oksidatif stres indeksi (OSI), TOS degerinin TAS degerine oranidir. TAS’1n birimi
umol Trolox Ekivalent/L’ye ¢evrildikten sonra oksidatif stres indeksi hesaplanir (177).

2.3. MikroRNA ve diger “Non-Coding” RNA’lar

Yaklasik 50 yildan beri “gen” terimi mesajci RNA’lar1 (nRNA) kodlayarak genetik
bilgiyi protein diline terciime eden bolgelerle ayni anlamda kullanilmistir. Bununla birlikte
son yillarda yapilan tiim genom ve islevsel analiz ¢alismalari insan genomunun yaygin olarak
binlerce diizenleyici “non-coding” RNA (ncRNA)’lar transkribe ettigini ortaya koymustur.
Bunlar arasinda mikroRNA (miRNA)’lar, small interfering RNA (siRNA)’lar, P-element-
induced Wimply Testis (PIWI) interacting RNAs (piRNA)’lar ve ¢esitli uzun “long non-
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coding RNA™ (IncRNA)’lar bulunmaktadir (178). Ayrica genom iizerinde yer alan ve
hastaliklarla iliskili olan genetik varyasyonlarin biiyiik bir kisminin, protein kodlayan
bolgelerin disinda kalan ve transkripsiyonu kontrol eden “promoter”, “enhancer” gibi
bolgelerde ve gen ekspresyonunu diizenlemede gorev yapan ncRNA’larla iliskili oldugu da
bulunmustur (179).

Simdiye kadar tanimlanan siniflar igerisinde miRNA’lar, siRNA’lar ve piRNA’lar
effektor Argonaute proteinlerin klavuzlugunda genomik lokus veya hedef RNA’lara dizi
spesifik bir diizende baglanarak onlar1 kesime ugratarak susturmaktadir. Bu &zelliklerinden
dolay1 da iizerinde en fazla ¢aligma yapilan gruplari olusturmaktadirlar (179).

Bu kii¢iik RNA’lar tarafindan yonlendirilen gen ekspresyonunun kontrolii, hiicresel
islevlerin diizenlenmesinde yer alan temel prensiplerden birisi olarak benimsenmistir (179).

Insanlarda 1000°den fazla miRNA, yiizlerce siRNA ve binlerce benzersiz piRNA
dizisinin varhig: kiigiik RNA’larin tiim RNA’lar igerisinde 6nemli bir islevsel konuma sahip
oldugunu ve bazal diizenleyici sistemde yaygin olarak goérev aldiklarini ortaya koymaktadir

(179).

2.3.1. MikroRNA

Aragtirmalar genis dlgiide DNA dizisinin ¢6ztimlenmesine ve DNA dizisi tarafindan
kodlanan proteinlerin belirlenmesine odaklanmistir. Insan genomunda yer alan DNA’nin
biiyiik bir boliimii, RNA kodlamasina ragmen bu genomun ¢ok kii¢iik bir miktar1 (yaklagik
olarak %1.5) fonksiyonel proteinlerin sentezlenmesinde kullaniimaktadir. Yakin zamana
kadar genomun geri kalan kisminin ¢ok az 6nem igerdigi diisiiniilmekteydi. Fakat bu goriis,
kiiciik RNA molekiillerinin kesfi ile ortadan kalkmistir. Bu grup igine giren mikroRNA’lar
(miRNA’lar), RNA’larin protein kodlamayan (non-coding) dizileri olarak adlandiriimaktadir.
Arastirmacilar, miRNA’larin hiicresel bir¢ok temel islevin diizenlenmesinde gorev aldigini,
bununla birlikte, hiicrede miRNA seviyelerinin normal kosullarin disina ¢ikmasinin
insanlarda kanser gelisimi ile baglantli oldugunu rapor etmiglerdir (11). Bdoylece,
mikroRNA’larin tiimér gelisiminde onkogen veya tiimoér siipresorler olarak fonksiyon
gosterdikleri ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla bu konuda bir ¢alisma bilgisinin kanserin erken

teshisi ve tedavisi i¢in dnemli olabilecegi ¢ok agiktir (11).

2.3.1.1. MikroRNA’larin Yapisi ve Kesfi
MikroRNA’lar, genom iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon bolgeleri ve
protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine

translasyonu gergeklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleridir (12). MikroRNA, fonksiyon
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olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan, yaklasik olarak 18-24 niikleotit
uzunlugunda tek iplikg¢ikli bir RNA molekiil ¢esididir. Pri-miRNA olarak adlandirilan primer
transkriptler islenerek, 6nce pre-miRNA adli kisa sap-ilmik yapilarina, sonra da fonksiyonel
miRNA’ya doniisiirler. Insan genomunda miRNA’lar1 kodlayan yiiksek seviyede korunmus
yiizlerce gen bolgesi kesfedilmistir (12).

Sekil 1: MikroRNA’larin olusumu ve fonksiyonu (11)
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2.3.1.2. MikroRNA’larin Tarihgesi

MikroRNA’lar ilk olarak 1990°l1 yillarin bagslarinda, nematod tiirii bir solucan olan
Caenorhabditis Elegans’larin gelisimi iizerine yapilan genetik taramalar sirasinda Ambros ve
arkadaslan tarafindan tanimlanmustir (180). Ilk kesfedilen miRNA, lin-4’tiir. Lin-4’iin hedefe
spesifik translasyonel inhibisyona neden olmasi gelisme siiresinde gen diizenlenmesindeki
yeni bir mekanizma olabilecegini diisiindiirmiistiir. Lin-4’{in tanimlanmasindan 7 yil sonrada
diger bir miRNA olan let-7’iin, C.eleganst’in gelismesindeki diizenleyici islevi oldugu

gosterilmigtir (180).
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2.3.1.3. MikroRNA’nin Biyogenezi

Hayvanlarda olgun miRNA’nin olusumu 2 basamakta gerceklesmektedir.

1. miRNA transkriptinin (pri-miRNA), 70 niikleotid uzunlugundaki prekiirsdre (pre-
miRNA) dontismesiyle,

2. Pre-miRNA prekiirsoriiniin  21-25 niikleotid uzunlugundaki olgun miRNA’yi
olusturmasi i¢in kesilmesiyle olusur (180).

[lk basamakta miRNA geni RNA polimeraz II enzimi tarafindan pri-miRNA’ya
dondstiiriiliir.  Pri-miRNA’larin transkripsiyonel diizenleme {izerindeki etkileri hakkinda
bilgiler yeterli olmayip birka¢ kilobaz uzunlugundadirlar ve genellikle 5S’ucunda sapka, 3’
ucunda poli-A ucuna sahiptirler ve protein kodlayan mRNA’lara benzerlik gosterirler. Bu
RNA’lar ORF (open reading frame) igersin ya da igcermesinler kesilirler ve de poliadenil
kuyrugu takilirken lop 6zelligi gosterirler (181-183).

Pri-miRNA’lar, niikleusta RNAaz III endoniikleaz enzimi olan Drosha ve gerekli bir
kofaktor olan Di George syndrome critical region gene 8 (DGCR8/ PASHA) tarafindan
kesilerek 60-70 niikleotid uzunlugunda pre-miRNA’ya doniistirler. Drosha enzimi baslica
niikleusta yer alir, kesim bolgesinin 3 ucunda 2 niikleotid uzunlugunda ¢ikintiya sahiptir. Cift
sarmalli RNA (dsRNA) baglayici domain ve amino terminal domain olmak {izere iki domain
icerir. Drosha enzimi tarafindan kesim olduktan sonra pre-miRNA’lar nukleustan
sitoplazmaya Exportin 5 (Exp-5-Ran transport reseptor ailesinin bir iiyesi) ile taginirlar (181-
183). Sitoplazmaya gegen pre-miRNA’lar, ikinci bir RNAaz III endoniikleaz enzimi olan
Dicer tarafindan ¢ift sarmalli miRNA’lara (ds-miRNA) doniistiiriiliir. Dicer enzimi de helikaz
domaini, DUF 283 domain, PAZ (Piwi, Argonaute- Zwille) domaini ve RNAaz III domaini
olmak {izere ti¢ domain igerir. miRNA dubleksleri, helikaz enzimi tarafindan olgun
miRNA’ya doniistiiriiliir. Olgun miRNA’da, RNA induced silencing complex (RISC) olarak
adlandirilan genig bir protein kompleksiyle etkilesime girerek mRNA kesimini ve

translasyonunu inhibe ederek mRNA’larin baskilanmasini yonetirler (181-183). (Sekil 1).

2.3.1.4 MikroRNA’larin Fonksiyonu

Olgun mikroRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin
diizenlenmesine katilirlar. MiRNA’lar kendi niikleotid dizilerine komplimenter hedef genleri
tanima Ozelligine sahiptir. MiRNA, RISC ile kompleks olusturur, baz giftlesme &zelligi ile
mRNA’ya baglanir, sonrasinda protein translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin

yikimina neden olur (12).
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MikroRNA, hedef mRNA’nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bdlge olan
untranslated region’a (UTR) veya hedef mRNA’nin ORF (open reading frame) bdlgesine
baglanir (Sekil 1). Baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA’ya nasil komplementer
olduguna baglidir. 3° UTR bdlgesine baglanma kusurlu, tam olmayan, eksik komplementerligi
ihtiva eder ve translasyonun baskilanmasi ile sonuglanir. ORF bélgesi i¢ine baglanma ise
kusursuz, tam komplementerligi gosterir ve Argonaute2 (Ago2) tarafindan mRNA’nin yikimi
ile sonuglanir (184). Ayrica, miRNA’larin her birinin birden fazla mRNA’nin ekspresyonunu
diizenleyebildigi ve mRNA’larin her birinin de birden fazla miRNA tarafindan
hedeflenebildigi goriilmektedir (185).

2.3.1.5. MikroRNA’larin Hastalhk Olusumundaki Yeri

Kigiik RNA’lar kok hiicre ve germline siirekliligi, gelismesi ve farklilagsmasi ve
subseliiler lokalizasyon gibi hemen hemen tiim gelisim siireglerinde rol oynamaktadirlar. Bu
nedenlerden dolay1 stiregteki bir bozuklugun insan hastaliklar: ile iliskili olmasi stirpriz
degildir. Ornegin, karaciger, pankreatik, 6zofajiyel, mide, kolon, hematopoetik, over, meme,
hipofiz, prostat, tiroid, testikiiler ve beyin kanserlerinde miRNA ekspresyonlarinda anomaliler
gozlenmektedir. miRNA genleri genellikle insan genomunun kirillgan bdlgelerinde
bulunmakta olup bu bdlgeler onkojenik viral integrasyon bolgeleriyle de iligkilidir (12).

MikroRNA’larin degisen ekspresyon diizeylerinin Onemi, hedeflerine bagli olarak
degismekte olup, ya tiimor baskilayici veya onkojenik islev gosterirler ve bu degisimler,
tizerinde ¢alisilan tiim kanser tiplerinde gosterilmistir. Benzer iliski, kardiyovaskiiler

hastaliklarda ve diger birgok hastalikta da belirlenmistir (12).

2.3.1.6 MikroRNA’larin Tam Stratejileri gelistirilmesindeki yeri

MikroRNA’lar ekspresyon diizeylerindeki anomaliler veya kendilerini kodlayan
genlerdeki varyasyonlardan dolayi iliskili olduklar1 protein sentez diizenlenmesini yeterince
yapamazlar ve iliskili olduklari proteinlerin kritik islevleri ile iliskili olarak ¢esitli hastaliklar
ortaya ¢ikmaktadir. Iste bu anomalilerin belirlenmesi iliskili olduklar1 hastaliklarin da 6zgiil
tanisini saglayabilmektedir. Cesitli ¢alismalarda yapilan gozlemler, parafine gomiilt klinik
orneklerde ve insan plazmasinda bulunan miRNA’larin yiiksek bir stabiliteye sahip oldugunu
ve bu orneklerde yapilan miRNA ekspresyon kalibi analizinin ¢esitli hastaliklarin durumlari
hakkinda yararli bilgiler sunabilecegini ortaya koymustur (12). Daha ileri ¢alismalarda,
miRNA ekspresyon kaliplari kanser alttiplerinin belirlenmesinde kullaniimigtir (11).

Cesitli kanser tiirlerinde yapilan arastirmalar, miRNA ekspresyon kaliplarinin klinik

progresyonun ongdriilmesine olanak sagladigini ortaya koymustur (11).
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2.3.1.7. MikroRNA ve Kanser

Kanserlesme siirecine miRNA’larin katkida bulundugunun ilk kaniti, Calin ve
arkadaglarinin 2001 yilinda Kronik Lenfositik Losemili (KLL) hastalarda yaptiklari molekiiler
calismayla ortaya konulmustur (186). KLL hastalarinin yaklasik %50’sinde 13q14 bdlgesi
delesyona ugramaktadir. Detayli delesyon analizleri sonucunda bu bdlgede yalnizca mir-15-a
ve mir-16-1 genlerinin bulundugu tespit edilmistir. Daha sonra KLL hastalarinin %68’inde bu
miRNAlarin ekspresyonlarinin azaldigi ya da olmadigi ortaya konmustur (186).

Kanser ve normal doku arasindaki ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi,
miRNA’larin kanser patogenezindeki rollerini giiglendirmistir. Calin ve arkadaslari, 245 insan
ve fare miRNA probu igeren miRNA mikroarray ¢aligmasiyla mir-15a ve mir-16-1’in
ekspresyon diizeylerinin B hiicreli KLL hastalarinda belirgin sekilde azaldigini rapor
etmiglerdir. MiRNA ekspresyon profilinin, KLL hastalarinin klinik ve biyolojik davranisiyla
iligkili oldugunu gostermislerdir (186).

Calin ve arkadaslari, 2004 yilinda yayinladiklari diger bir ¢aligmada, insan miRNA
genlerinin kanser ile iligkisini aragtirmak igin, 186 adet miRNA geninin DNA iizerindeki
pozisyonunu haritalandirmiglardir (187). Bu genlerin kromozomal pozisyonlari, daha 6nceden
rapor edilen belirli kanser tiirlerinin gelisimi ile iliskili oldugu bilinen genetik degisiklikler ile
karsilagtirilmigtir. MiRNA genlerinin ¢ogunlukla, heterozigozitenin kayboldugu bdlgeler olan
kirillgan kisimlara yerlesik oldugu gosterilmistir. Bu kirilgan kisimlar amplifikasyonun
minimal oldugu bdlgeler veya genel kromozomal kirilma noktasi bdlgeleridir. Bu molekiiler
lezyonlar sonucu olugan genetik hasar spesifik kanserlere neden olmaktadir (187).

2003 yilinda Michael ve arkadagslari, ilk olarak insanlardaki kati tiimorlerde (kolonik
ve rektal adenom karsinomlar) normal dokular ile karsilagtirildiginda ekspresyon seviyeleri
degismis olan miRNA’lar1 rapor etmislerdir (188). Daha sonraki yillarda degisiklige ugramis
miRNA seviyeleri meme kanserinde (189), Burkitt’s lenfomada (190), malign beyin timor-
lerinde (191), tiroid kanserinde (192), akciger kanserinde (193), prostat kanserinde (194) ve
hepatoselliiler karsinomda (195) kesfedilmistir.

2.3.1.8. Onkogen Olarak islev Gosteren mikroRNA’lar

Onkogen miRNA'lar “onkomirs™ olarak tanimlanmaktadir. Timdr siipresér genleri
yada hiicre farklilasmasini veya apopitozisi kontrol eden genleri negatif yonde etkileyerek
timoriin gelismesini tesvik ederler. Pekgok miRNA geni farkli kanserlerde asiri derecede
ekspresyona ugramaktadirlar. Ancak bugiine kadar bunlardan sadece birkag tanesi ¢ok iyi

tanimlanabilmigtir (181,196).
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miR 17-92 geni onkogenik islev gosteren miRNA’lar i¢in iyi bir 6rnektir. miR-17-92
ekspresyonu, normal dokulara gére kiyaslanirsa akciger kanseri ve lenfoma igeren ozellikle
onlarin en agresif formu olan kiigiik akciger kanseri ve insan B hiicre lenfomasinda artig
gostermektedir. Son ¢alismalar, miRNA 17-92’nin ekspresyonunun C-Myc geninin
ekspresyonuyla baglantili oldugunu géstermistir (181, 194).

miR 372 ve miR 373 Geni adh onkomirsler large tumor suppressor 2 (LATS2) tumor
suprosdr genin ekspresyonunu direk inhibe ederek, p53 aracili siklin bagimlt kinazi (CDK)
inhibe ederek hiicre proliferasyonu ve timor gelisimini aktiflestirirler (Sekil 3) (181,197).

miR-21 Geni Meme kanseri, glioblastoma ve pankreatik kanser gibi ¢esitli
kanserlerde yiiksek derecede eksprese edilirler. Pro-Apopitotik genleri inhibe ederek onkogen
olarak islev yaparlar. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda miR-21 geninin tiimor siipresor
olan Phosphatase-and-tensin homologue’u (PTEN) hedefleyerek etkisini gosterdigi
bildirilmistir (181,196).

2.3.1.9. Tiimdr Supressér Gen Olarak mikroRNA’lar

Bu genler hiicre boliinmesinin baskilanmasindan sorumlu genlerdir. Birgok tiimdrde
bu genlerin hasar gormesi veya inaktive olmasi nedeniyle hiicre ¢ogalmasi negatif yonde
diizenlenerek tiimor hiicreleri anormal ¢gogalma gosterirler (181).

Let-7 Geni miRNA ailesinin bir iiyesidir. Insan kanserlerinde genelde delesyona
ugramis kromozom bolgesinde yer alirlar. Ozellikle akciger kanserinin patogenezinde 6nemli
rol oynar (180, 181, 197, 198).

miR 15a ve miR 16-1 genleri kanserlerin pekgok tipinde anahtar rol oynayan anti-
apopitoz gen olan B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) genini hedefleyerek normal apopitotik bir yanit
meydana getirmektedirler (181,197).

2.3.1.10. MikroRNA’larin Biyomarker olarak kullanimi

Pek ¢ok miRNA’lar normal dokulara kiyasla belirli kanser dokularinda farkli sekilde
eksprese olmaktadirlar (180,181). Ornegin; Let-7’nin ekspresyonu akciger kanserinde
azalmaktadir, fakat meme yada kolon kanseri gibi diger kanserlerde ekspresyonu artar. Bu
bulgular miRNA’larin biyomarker olarak kullanabilecegine ve kanserlerin saptanmasinda
giiclii bir tanisal arag olarak kullanilabilecegini desteklemektedir (180,181). Giiniimiizde

miRNA’larin tanisal amagli kullanim alanlari hizla ¢gogalmaktadir.
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2.3.1.11. Norolojik Hastaliklarda MikroRNA genleri

Insan genomunda bilinen genlerin %]1’ini kapsayan miR genleri genomda
transkripsiyonu diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler kadar yer tutarlar. Bu
genlerin {rlinleri (miRNA) hedef mRNA’larda transkripsiyon sonrasi susturma (post-
transcriptional silencing) mekanizmasi ile translasyonun ince ayarina olanak saglarlar.
Anlatimlan farkli beyin bolgelerinde ve farkli gelisim evrelerinde ¢esitlilik gosterir. Norona
Ozel gen anlatiminin diizenlenmesi, mRNA kirpilmasi, noronal hiicre hatti 6zellesmesi,
ndrogenez ve sinaptogenez gibi siireglerde rolleri bulunmaktadir. MiR genlerinin niikleotid
dizilerinin yakin akraba tiirlerde ust diizeyde korundugu bilindigi i¢cin miR gen
mutasyonlarinin hentiz noérolojik hastaliklarla iligskilendirilmemis olmasi sasirtict degildir.
Ancak norolojik hastaliklardan sorumlu oldugu bilinen genlerde miRNA baglanma
noktalarinda polimorfizmler rapor edilmektedir. S6zkonusu polimorfizmlerin miRNA’larin
mRNA’lara baglanmasini engelledigi ve mRNA’larin asir1 anlatimina neden oldugu savi
kabul goérmektedir. Bu polimorfizmlerden ilki Tourette Sendromu i¢in risk faktorii olarak
bilinen SLIT And NTRK-Like Family, Member 1 (SLITRK1) mRNA’sinda belirlenmis ve
miR-189’un bu mRNA’lara baglanmasini etkiledigi gosterilmistir (199). Son yillarda miRNA
hedef gen dizisindeki mutasyonlarin fenotipi etkileyebilecegi yoniinde raporlar ard arda
gelmektedir (200,201). Herediter Spastik Paraparezi hastalarinda receptor expression-
enhancing protein 1 (REEP1) geninde miRNA’larin baglandigi 3” bolgesinde tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP: single nucleotide polymorphysms)’ler belirlenmesi (200), Parkinson
hastalig ile iligkilendirilen Fibroblast growth factor 20 (FGF20) geninde bulunan bir SNP’in
orta beyine 6zgiin miR-433{in aktivitesini diislirdiigliniin ve FGF20 ve alpha-siniiklein fazla
anlatimina neden oldugunun gosterilmesi (201), bu bulgulardan baslicalaridir. Bu hastaliklarin
genetik tanisinda genlerin protein kodlayan dizileri disinda miRNA baglanma bdlgelerinin de
aragtirtlmas1  gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. miRNA diizeylerindeki degisimler de
norodejeneratif hastaliklarla iligkilendirilmektedir. Sporadik Alzheimer hastalarinda miR-29
anlatiminin azalmasi veya ortadan kalkmasinin Beta-secretase 1 (BACE1) anlatiminin
artmasina neden oldugu ve miR-298 ve miR-328’in dogrudan BACEl mRNA’s1 3’'UTR
bolgesi ile etkilestigi gosterilmistir (202). miR-20a ailesinin Alzheimer hastaligi (AD) risk
faktorlerinden Amyloid precursor protein (APP) anlatimini diizenledigi ve miR-106b
anlatiminin sporadik AD hastalarinin beyin dokusunda azaldigi belirlenmistir (203).

MikroRNA’lar ile ayni susturma mekanizmasini kullanan ve hiicre digindan verilen
cift sarmal RNA molekiilleri ise 6zellikle baskin mutasyonlarin siklikla goériildiigii nérolojik

hastaliklarin tedavisi igin yeni bir modeldir. Kuskusuz, miRNA’lar ve diger kisa ve
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kodlamayan RNA’larin hiicre i¢i hastalik mekanizmalarina katkisinin aydinlatilmasi ve
kompleks norodejeneratif hastaliklardaki rollerinin belirlenmesi bu hastaliklar ig¢in yeni nesil

RNA-temelli erken tedavinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

2.4. Oksidatif Dna Hasari-Tuberoskleroz-MikroRNA Iliskisi
Oksidatif stres, basta kanser olmak tlizere diyabet, kardiyovaskiiler ve norolojik
hastaliklar, ateroskleroz ve inflamatuvar bozukluklar gibi birgok hastaligin patogenezinden

sorumludur (204,205).

Genetik gegisli hastaliklarin patogenezinde oksidatif stresin ve buna bagli DNA
hasarinin oldugu diistiniilmektedir (206,207). Bu ylizden TS patogenezinde oksidatif stresin
onemli yer aldigi bilinmektedir. Ozcan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, TSC2 defekti
olan bobrek tiimor hiicrelerinde endoplazmik retikulum (ER) stresinin arttigi gosterilmistir
(206). Ayrica noronal stres cevabina yanitta mTOR kompleksi aktivitesinin dnemli rol
oynadigi ve bu nedenle TSC gen defekti olan hastalarda néron stres yanitinin yetersiz olmasi

nedeniyle oksidatif stresin arttig1 gosterilmistir (207).

MikroRNA’lar hiicrelerin gelisim, olgunlagma, farklilasma, apoptozis, hiicre
sinyalizasyonu, hiicresel etkilesim gibi birgok fizyolojik sliregte rol oynar. Ayrica kanser
oluisumu, otoimmun hastaliklar gibi birgok hastaligin patogenezinde de 6neme sahiptir
(11,12). TS hastaliginda oksidatif stres ve buna bagli DNA hasari, miRNA’lar arasi etkilesimi

degistirmis, dagilim ve miktarlarinda farkliliga neden olmustur.

Bu yiizden birgok hastaligin patogenezinde dnemli olan oksidatif stres, buna bagl

DNA hasari ve degisen miRNA diizeylerinin TS i¢in de 6nemli oldugunu diistinmekteyiz.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismaya 1 Ocak 2015 — 30 Haziran 2016 tarihleri arasinda Bezmialem Vakif
Universitesi Hastanesi C. Noroloji poliklinigi’ne bagvuran 0-16 yas arasi 30 tuberoskleroz
tanil1 hasta ve 29 saglikli toplam 59 ¢ocuk dahil edildi. Tuberoskleroz tanisi, klinik ve
goriintiileme bulgularina dayanilarak konuldu. Klinik tani igin 2012 Roach tami Olgiitleri
kullanildi (149). Hastalarin rutin incelemeleri sirasinda TAS, TOS, OSI, DNA hasar tayini ve
mikroRNA diizey belirlenmesi amagli 2 ml EDTA’li ve 2 ml heparinli tam kan &rnegi
alimmistir. Bu kanlar asagida tanimlanan islemler sonrasi yukarida belirtilen parametreler i¢in

Tibbi Biyokimya-Tibbi Biyoloji laboratuarinda incelenmistir.

3.1. Kan Analizi
Biyokimya tiiptine alinan kan 3000 xg de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen serum

ependorfa alinip ¢alisma giiniinde kullanilmak iizere -80°C ye kaldirild1.

Serum &rneklerinde Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS),
plak okuyucuda (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA) sirasiyla 240 nm ve 520
nm dalga boylarinda 6lciildii. Olgiilen TAS ve TOS degerleri Oksidatif Stres indeksi (OSI)

hesaplamasinda kullanildi.

Calismaya katilan bireylerden ayrica heparinli tiiplere tam kan 6rnegi alindi. Alinan

kan drneklerine Comet Assay Yontemi ile DNA hasar tayini yapildi.

3.2. Geregler
e Santrifj (Niive NF1200, Niive NF1200R)
o Distile su cihazi (Niive Water Distiller-ND112)
e Vorteks (BioCote Voortex Mixer SA8, bibby scientific, UK)
¢ Orbital karistirict (Biosan, OS-20, EU)
e Etiiv (Niive Cooled Incubator, ES120)
e Manyetik karistirict (Stuart heat stir, CB162, bibby scientific, UK)
e -80°C derin dondurucu(New Brunswick Scientific. C54285 model)
e ELISA okuyucusu (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA)
¢ Pipet (1000, 500, 200,100,10 uL’lik; Gilson)
e 8'li multipipet
e Pipet uglar1 (1000, 200,100,10 uL’lik)
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3.3. Total Antioksidan Seviye (TAS) Ol¢iimii
Erel tarafindan 2004’de gelistirilen yeni 6l¢tim metodu kullanildi (172).

3.3.1. Kullanilan Reaktifler

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH=1.8) icerisinde 10 mM o-Dianisidine ve 45
mM Fe(NH4)2(S04)2-6H20 ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 7,5 mM hidrojen peroksit 75 mM Clark tamponu (pH=1.8) igerisinde

karistirilarak hazirlandi.

3.3.2. Prensip

Fe?*—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirli indirgenerek diisiik pH’da renksiz o-
dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidine radikallerini
olustururlar. Dianisidil radikalleri, ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu
artmaktadir. Ancak, 6rmeklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk

olusumunu durdurmaktadirlar.

Calisma zamaninda, daha Once -80 °C’de saklanan serum O&rmekleri oda isisina
getirildi. Total protein Sl¢limleri yapilmis doku 6rnekleri ile beraber ¢alismaya dahil edildi.
Tiim orneklerden 100’er pl alinip tizerlerine sirasiyla, 150 pl R1 ve 150 pl R2 eklendi. 1
dakika 37 °C’de bekletildikten sonra spektrofotometrede (Thermo Scientific Multiscan FC,
2011-06,USA) 240 nm’de okundu. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu

olan Trolox kullanildi ve sonuglar mmol.Trolox.ekivalent/L olarak ifade edildi.

3.4. Total Oksidan Seviye (TOS) Ol¢iimii
Erel tarafindan 2005°de gelistirilen yeni 6l¢iim metodu kullanildi (176).

3.4.1. Kullanilan Reaktifler
Reaktif 1: 140 mM’lik NaCl ¢ozeltisi igerisine 25 mM H,SO4 ¢6ziilerek ana soliisyon
hazirlandi. Ana soliisyonda, 6nce% 10 oraninda gliserol ¢6ziildii, daha sonra total hacimde

250 uM Xlenol orange ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde dnce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride ¢oziildii,

daha sonra 5 mM amonyom ferroz siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlandi.
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3.4.2. Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {i¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak dl¢tiliir.

Calisma zamaninda, daha once -80 °C’de saklanan serum O&rnekleri oda 1sisina
getirildi. Total protein Slgtimleri yapilmis doku 6rnekleri ile beraber ¢alismaya dahil edildi.
Tim Orneklerden 100° er ul alinip iizerlerine sirasiyla 150 pul R1 ve 150 pl R2 eklendi. 1
dakika 37 °C’de bekledikten sonra spektrofotometrede (Thermo Scientific Multiscan FC,
2011-06,USA) 520 nm’de okundu. Standart olarak H,0; kullanildi ve sonuglar
pmol.H,0,.ekivalent/L olarak ifade edildi.

3.5. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)’Nin Hesaplanmasi
TAS’in birimi mmol.Trolox.ekivalent/L’ye ¢evrilir ve asagidaki formiil kullanilarak
oksidatif stres indeksi hesaplanir (177).

Oksidatif stres indeksi (OSI) = TOS (mmol.H,0,.ekivalent/L) x 100
TAS (mmol.Trolox.ekivalent/L)

3.6. DNA Hasarn (Comet Assay) Analizi

Commet Assay, Singh ve arkadaslarinin ¢alisma prensibine gore analiz edildi (208).

Caligmaya katilan vakalardan heparinli biyokimya tiiplerine tam kan 6rnegi alindu.

DNA hasari analizi i¢in kan 6rnekleri alinir alinmaz lenfosit seperasyonu yapildi.
Lenfosit seperasyonu:

e Cam biyokimya tiipene 1 ml histopaq konuldu. Uzerine 1 ml gelen tam kan
orneginden pipetlendi

e Cam tiip, 2100 rpm de 25 dakika santrifiij edildi.

e  Santriflij isleminden sonra tiipte olusan bulut tabaka pipet vasitasiyla alindi ve 1,5
ml’lik ependorfa konuldu. Tiim yiizeyi kaplayacak kadar PBS ( Phosphate Buffer Saline)
pipetlendi.

e Ependorf, 1600 rpm’de 10 dakika santriftij edildi.

e Ust kisim dokiilerek dip kisimdaki lenfositler elde edildi.
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Cahsmada kullanilmak iizere asagidaki soliisyonlar hazirland.

L. Lizis Tamponu (pH10):
- 146,1 gr NaCl,
- 1,2 gr Trisma Base
- 37,2 gr EDTA
- %] Triton-X
II. Elektroforez Tamponu :
- 12 gr NaOH (0,3 M)
- 0,372 g EDTA (tririplex)(E2) (1 Mm)
II. Low Melting Agar:
- %0,6 ik low melting agar
- PBS
IV. Normal Melting Agar:
- %l lik agar
- PBS

3.7. DNA Hasari (Commet Assay) Protokolii

Calisma boyunca tiim 6rneklerden lenfositler elde edildi. Calismaya baglamadan 6nce
ependorf hafif¢e karigtirici vasitasiyla karistirildi. Calismaya, dipteki lenfositlerden 10 pl
olacak kadar dahil edildi. Hazirladigimiz normal melting agarin igerisine temiz ve
kullanilmamis lamlar daldirilip ¢ikarildi ve kurumaya birakildi. Lamlar kuruduktan sonra,,
low melting agar ile lenfosit 6rnekleri karigtirtlip (10 pl 6rnek+ 85 pl agar) lamlarin iizerine
yiiklenip samel ile kapatildi. Lamlar daha sonra 5 dakika kadar +4 C°’de bekletildi. Lamlarin
izerindeki lameller yavasga ¢ikarildi. Tim lamlar salelerin i¢inde lizis tamponda da + 4 C®’
de 50 dakika bekletildi. Lizis iglemi bittikten sonra tiim lamlar 3 defa PBS ile yikandi.
Yikanan lamlar elektroforez tankina yerlestirilip i¢ine 1 It hazirlanan elektroforez tamponu
koyuldu ve 40 dakika inkiibasyona birakildi. 40 dakikanin bitiminde 18 dakika 25 V da 300
Amperde jeller yiritiildii. Elektroforez islemi bittikten sonra lamlar 2 kez PBS ve | kez
distile su ile yikandi. Lamlarin tizerlerine 15 er ul Etidyum Bromid ( 2 mg/ml) eklenip lamel
ile kapatilip floresan mikroskopta (Leica DM 1000 Led, Germany) incelendi. Inceleme islemi
karanlikta yapildi. Skorlama, bas ve kuyruk uzunluklari hesaplanarak Comet Assay IV

yazilim programi vasitasiyla degerlendirildi.
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Class 4

Sekil 2: Comet siniflamasinin fotomikrografik farkli goriintiileri (Sinif 0: hasarsiz,
sinif 4: maksimum hasar) (240).

[Renkli figiirler wileyonlinelibrary.com sitesinden alinmigtir.]

3.8. RNA Ekstraksiyonu

3.8.1. Serumlardan Eksozom izolasyonu

Eksozom izolasyonu igin ticari olarak elde edilen kit (Thermo Fisher Scientific, Cat
Num: 4484550, USA) kullanild:.

1- Alinan kanlar 6rnekleri 3000 rpm de 10 dk santrifiij edilerek iist siipernatant
(serum) kismi ependorflara alinarak -80 °C’de saklandi.

2- Tiim ¢alisma Ornekleri toplandiktan sonra -80 °C’de ki serumlar asamali olarak
¢ozdiiriildii ve eksozom izolasyon protokoliine baglandi.

3- Coziinen serumlardan her 6rnek igin Iml serum 2000 g de 30 dakika santrifiij
edildi.

4- Ust siipernatant baska bir ependorfa alindi.

5- Siipernatantlarin iistiine 200 pl eksozom izolasyon reagent eklendi ve vorteks

6- Karigim buz iistiinde 30 dakika inkiibasyona birakildi.
7- Inkiibasyon sonrasi 10 dakika 10000 g de santrifiij edildi.
8- Santrifiij sonrasi iist stipernatant atildi ve alt pellet kismi1 PBS ile ¢6zdiiriildii.

9-  Orneklerimiz kisa siirede galisilacag i¢in -20 °C’de saklandh.
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3.8.2. Total RNA eldesi

Total RNA izolasyonu igin ticari olarak elde edilen kit (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Cat
Num: 74106, USA) kullanildi.

1- Eksozomlardan RNA izolasyon kiti ile 6nerilen protokole gore total RNA’lar
saflastirildi.

2-  Kit igerisindeki lizis buffer (LB) alinarak eksozomlarin tizerine 1 ml LB ve 15 pl
beta-merkaptoetol eklendikten sonra iyice vorteks yapilarak homojenize edildi.

3- Karisgim, 1000 g de 5 dakika santrifiij edilerek par¢alanmayan partikiillerin
¢Okmesi saglandi.

4-  Santriflij sonrasi Ust faz alinarak 1:]1 oranin da etenol eklendi ve hafifce
vortekslendi.

5- Tum 6rnekler kitten ¢ikan kolonlardan gegirildi.

6- Kit icerisinden kullanima hazir olarak ¢ikan yikama solusyonlari ile kolanlar 2
defa yikandu.

7- 50 pl DNA az -RNA az free steril su kolonlara eklendikten sonra 14000 g de 2
dakika santrifiij edildi.

8- Elde edilen total RNA miktarlari spektrofotometrede (Thermo scientific
Multiscan) konsantrasyon 6l¢iimii ve temizlik orani dlgiildi. Buna gore hasta ve kontrol

gruplari konsantrasyon oranlari degerlendirilerek ¢alismaya dahil edildi.

3.8.3. RNA’dan ¢DNA Sentezi

1- RT2 miRNA First Strand Kit (Qiagen-USA) kullanilarak nerilen protokole gére
mRNA’lar cDNA’ya ¢evrildi.

2- Poliadenilasyon reaksiyonu ile poly-(A) eklenmesi asamasindan sonra, universal
primerler kullanilarak reverstranskripsiyon gerceklestirildi. Karigimlar hazirlanip, 37°C’de 2
saat inkiibe edildikten sonra “first strand” sentezlenmis olup, bir sonraki asama i¢in hazir
olundu.

3.8.4. Kantitatif PCR

1- Bu amagla “RT2 SYBR Green qPCR Master Mixes (Qiagen-USA)” Kkiti
kullanildi. Real-time PCR reaksiyonunda SYBR® Green’in floresan 6zelliginden yararlanilir.

2- 2X RT2 SYBR® Green qPCR Master Miks, kitin 6nerdigi miktarda “first strand”
reaksiyon numunesi ile karistirilarak, her kuyucuga 25ul final voliim olacak sekilde ddH20
ile tamamlandu.

3- Dabha sonra hazirlanan karisim 96 kuyucuklu plakaya paylastirildi.
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4- Elde edilen cDNA"lar Real-time PCR yontemiyle incelendi.

5- Real-time PCR cihazinda (CFX Biorad) asagidaki sicaklik profillerine gore
reaksiyon gergeklestirildi:

95°C 10 dakika; 40 dongii

95°C, 15 saniye; 40 dongii

60°C 60 saniye; 40 dongii ve 72°C 30 saniye; 40 dongii

Elde edilen mikroRNA’lar “ct” ile ifade edilmistir. “ct”; Ingilizce ‘cycle threshold’
kelimelerinin bas harflerini temsil etmektedir. MikroRNA’larin miktar olarak diizeyleri bu
birimle ifade edilmigtir.

3.9. Istatistiksel incelemeler

Istatistiksel ~analizler 1gmn  SPSS 20. programi kullamldi. Calisma verileri
degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart Sapma, Medyan,
Frekans, Oran, Minimum, Maksimum) yanisira niceliksel verilerin Kkarsilastirilmasinda
normal dagilim gosteren parametrelerin iki grup karsilastirmalarinda Student t Test, normal
dagilim gostermeyen parametrelerin iki grup karsilastirmalarinda ise Mann Whitney U testi
kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeylerinde degerlendirildi.

TOS ol¢timii i¢in, Student t Test; TAS ve OSI 6¢iimii icinse Mann Whitney U testi
kullanildi.

MiRNA sonuglari ise microarray cihazindaki tarama uglarinin sonucu up ve down

regiile olan miRNA’lar seg¢ildi.
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4. BULGULAR

Calismaya 1 Ocak 2015 — 30 Haziran 2016 tarihleri arasinda Bezmialem Vakif
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Norolojisi Bilim Dali’nda tetkik edilen 27’si kiz (%45,8),
32’si erkek (%54,2) 30 tuberoskleroz vakasi ve kontrol grubu olarak 29 saglikli ¢ocuk

calismaya dahil edildi. Vakalarin demografik 6zellikleri Tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 3: 30 Tuberoskleroz vakasinin ve 29 saghkh kontroliin demografik

ozellikleri
Tuberoskleroz
Kontrol Grubu
Grubu

Yas (min-max) 24 - 192 (ay) 18 - 186 (ay)
Cinsiyet (E/K) 16/14 16/13
Akraba Evliligi (Var/Yok) 7/23 2/27
TOPLAM 30 29

Yedi vakada (%]15,3) birinci veya ikinci derece akraba evliligi hikayesi mevcuttu. Anne

ve/veya babada tuberoskleroz olan 4 vaka (%13,3) bulundu.

Tablo 4: Tuberosklerozlu 30 vakanin tani yasi ve basvuru o6zellikleri

Min-Maks Ort+Ss
Tan1 Yas1 (Ay) 0-108 30,6+38.,5

Bagvuru Sikayeti veya Taniya

Gétiiren Isaret Say! "
Ailede tuberoskleroz 6ykiisii olan 4 13,3
Hipopigmente Makiil 1 33
Nébet 22 73,3
Kalpte Kitle 3 10
TOPLAM 30 100
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Cocuklarin tani yaslari 0 (intrauterin) ile 108 ay arasinda degismekte olup, ortalama

30,6+38,5 ay olarak saptandi.

Vakalarin 4’tUniin (%13,3) basvuru sikayeti veya taniya gotiiren isaret ailede
tuberoskleroz Sykiisii bulunmasi, 1’inde (%3,3) hipopigmente makiil, 22’sinde (%73,3) ndbet,

3’tinde (%10) tfturtim ve kalpte kitle oldugu saptandi.

Yirmi vakada anti-epileptik kullanim Oykiisii mevcuttu (Tablo 5). Bunlarin 5’inde
(%16,65) sodyum valproat, 1’inde (%3,33) karbamazepin, 1’inde (%3,33) vigabatrin, 2’sinde
(%6,66) levetirasetam, 1’inde (%3,33) sodyum valproat + topiramat, 2’sinde (%6,66) sodyum
valproat + karbamazepin + klonazepan, 1’inde (%3,33) sodyum valproat + karbamazepin +
vigabatrin, 4’iinde (%13,33) karbamazepin + vigabatrin, 1’inde (%3,33) karbamazepin +
levetirasetam, 1’inde (%3,33) karbamazepin + klobozam + lamotrijin, 1’inde (%3,33)
vigabatrin + levetirasetam + topiramat kullanma Oykiisii mevcuttu. Cocuklarin 10’unda

(%33.33) anti-epileptik kullanimi mevcut degildi.

Tablo 5: Anti Epileptik ila¢ Dagiim

Anti-Epileptik Ilaclar Say1 %
Sodyum Valproat 5 16,65
Karbamazepin 1 3,33
Vigabatrin 1 3,33
Levetirasetam 2 6,66
Sodyum Valproat + Topiramat 1 3,33
Sodyum Valproat + Karbamazepin + Klonazepan 2 6,66
Sodyum Valproat + Karbamazepin + Vigabatrin 1 3,33
Karbamazepin + Vigabatrin 4 13,33
Karbamazepin + Levetirasetam 1 3,33
Karbamazepin + Klobozam + Lamotrijin 1 3,33
Vigabatrin + Levetirasetam + Topiramat 1 3,33
ilacsnz 10 33,33
Toplam 30 99,95
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Vakalarin 29’unun (%96,7) cilt bulgusu hipopigmente makiil, 14’tintin (%46,7) fasial
anjiofibrom, 2’sinin (%6,7) shagreen yamasi ve 2’sinin (%6,7) hiperpigmente makiil oldugu

saptandi (Tablo 6).

Tablo 6: 30 vakada cilt bulgulan

Sayi %
Hipopigmente Makiil 29 96,7
Fasial Anjiofibrom 14 46,7
Cilt
Bulgusu Shagreen Yamasi 2 6,7
Hiperpigmente Makiil 2 6,7

Rapamycin kullanimi

Direngli epileptik nobetler nedeniyle 1 vakada ve bobrek tututlumu nedeniyle 1

vakada rapamycin kullanim 6ykiisii mevcuttu.

Vakalardan 2’sinde (%6,7) retinal hamartom mevcuttu.

Vakalarin 6’sinda (%20) renal kist ve 6’sinda (%20) renal anjiyomyolipom

goriilmiistiir. 18 vakada (%60) ise renal bulgu saptanmamuigstir (Tablo 7).

Tablo 7: Renal kist ve renal anjiomyolipom bulgular

Say1 %
Renal Kist 6 20
Renal Anjiomyolipom 6 20
Renal Bulgu Saptanmayan 18 60
TOPLAM 30 100

Vakalarin 19’unda (%63,3) Kortikal / Subkortikal tiiber + Subependimal nodiil,
9’unda (%30) Kortikal/Subkortikal tiiber ve 2’sinde (%6,7) Kortikal / Subkortikal tiiber +

Subependimal nodiille birlikte dev hiicreli astrositom mevcuttu (Tablo 8).
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Tablo 8: Kranial Tutulum

Sayi %

Kortikal / Subkortikal Tiiber +
19 63,3
Subependimal Nodiil
Kortikal/Subkortikal Tiiber 9 30
Dev Hiicreli Astrositom 2 6,7
TOPLAM 30 100
Tablo 9: EEG bulgulan
Sayi %

Fokal Epileptik Bozukluk 5 16,7
Multifokal Epileptik Bozukluk 8 26,7
Normal 17 56,7
TOPLAM 30 100

Tetkik alindig1 esnada vakalarin yapilan EEG incelemesinde; 5 vakada (%16,7) fokal
epileptik bozukluk, 8 vakada (%26,7) multifokal epileptik bozukluk saptandi. 17 vakada
(%56,7) EEG normal bulundu.

Vakalar mental durumlarina gére degerlendirildiginde; olagan egitimine devam eden
13 vaka (%43,3), ozel egitim destegi almay1 gerektirecek mental geriligi olan 11 vaka
(%36,7) ve ciddi derecede rehabilitasyon destegi ve ozel egitim almay: gerektiren mental

geriligi olan 6 vaka (%20) mevcuttu.

4.1. Gruplarda TAS, TOS, OSI ve DNA Hasan

Hasta grubunun TAS 6l¢timleri 0.830+0.092 mmol Trolox equiv./L, TOS &l¢timleri
11.44+1.258 mmol Trolox equiv./L ve OSI 13.913+1.970 arbitrary unit bulundu. Kontrol
grubunda ise TAS 6l¢timleri 1.418+0.421 mmol Trolox equiv./L, TOS &l¢timleri 7.818+0.985
mmol Trolox equiv./L ve OSI 6.092+2.259 arbitrary unit bulundu. Hasta grubunun TAS
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Sekil 3: Gruplarda MikroRna Sonuglarinin Dagilimi

i - 1,67 hsa-let-7d-3p

I hsa-let-7f-1-3p

2065 q et 71230
H882,58 hsa-miR-18a-3p
. ::8: hsa-miR-193a-3p

E,22]:45 hsa-miR-324-3p

:22,’268 . hsa-miR-326

ll'g(; hsa-miR-33b-5p

-15,47 __ 42 hsa-miR-431-3p
il - 3,39 hsa-miR129-1-3p

m Kontrol ® Hasta

‘Hsa-let-7d-3p’ diizeyine bakildiginda, kontrol grubu ¢ocuklarda -2,85 ct, hasta grubu
cocuklarda ise 1,67 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-let-7d-3p’ isimli miRNA’nin
kontrol grubunda bulunan degeri -2,85 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta grubunda bu

miRNA 4,52 ct yiiksek bulundu.

‘Hsa-let-7f-1-3p’ diizeyine bakildiginda; kontrol grubu g¢ocuklarda 1,81 ct, hasta
grubu cocuklarda ise 3,03 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-let-7f-1-3p’ isimli
miRNA’nin kontrol grubunda bulunan degeri 1,81 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta

grubunda bu miRNA 1,22 ct yiiksek bulundu.
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‘Hsa-let-7f-2-3p’ diizeyine bakildiginda; kontrol grubu g¢ocuklarda -20,65 ct, hasta
grubu cocuklarda -0,34 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-let-7f-2-3p’ isimli
miRNA’nin kontrol grubunda bulunan degeri -20,65 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta
grubunda bu miRNA 20,31 ct yiiksek bulundu.

‘Hsa-miR-18a-3p’ diizeyine bakildiginda, kontrol grubu ¢ocuklarda 2,58 ct, hasta
grubu c¢ocuklarda 0,88 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-miR-18a-3p’ isimli
miRNA’nin kontrol grubunda bulunan degeri 20,58 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta
grubunda bu miRNA 1,70 ct diisiik bulundu.

‘Hsa-miR-193a-3p’ diizeyine bakildiginda, kontrol grubu ¢ocuklarda 3,04 ct, hasta
grubu ¢ocuklarda 3,05 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-miR-193a-3p’ isimli micro
RNA’nin kontrol grubunda bulunan degeri 3,04 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta
grubunda bu micro RNA 0,01 ct yiiksek bulundu.

‘Hsa-miR-324-3p’ diizeyine bakildiginda, kontrol grubu ¢ocuklarda 2,45 ct, hasta
grubu c¢ocuklarda 1,21 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-miR-324-3p’ isimli
miRNA’nin kontrol grubunda bulunan degeri 2,45 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta
grubunda bu miRNA 1,24 ct diisiik bulundu.

‘Hsa-miR-326’ diizeyine bakildiginda, kontrol grubu ¢ocuklarda -2,60 ct, hasta grubu
¢ocuklarda -2,28 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-miR-326" isimli miRNA’nin
kontrol grubunda bulunan degeri -2,60 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta grubunda bu
miRNA 0,32 ct yiiksek bulundu.

‘Hsa-miR-33b-5p’ diizeyine bakildiginda, kontrol grubu g¢ocuklarda 1,66 ct, hasta
grubu cocuklarda 2,70 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-miR-33b-5p’ isimli
miRNA’nin kontrol grubunda bulunan degeri 1,66 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta
grubunda bu miRNA 1,04 ct yiiksek bulundu..

‘Hsa-miR-431-3p’ diizeyine bakildiginda, kontrol grubu g¢ocuklarda 4,20 ct, hasta
grubu c¢ocuklarda -15,47 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-miR-431-3p’ isimli
miRNA’nin kontrol grubunda bulunan degeri 4,20 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta
grubunda bu miRNA 19,67 ct diisiik bulundu.
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‘Hsa-miR-129-1-3p’ diizeyine bakildiginda, kontrol grubu ¢ocuklarda -2,58 ct, hasta
grubu c¢ocuklarda 3,39 ct olarak saptanmistir. Bu durumda ‘Hsa-miR-129-1-3p’ isimli
miRNA’nin kontrol grubunda bulunan degeri -2,58 ct ‘0’ degeri olarak alindiginda, hasta
grubunda bu miRNA 5,97 ct yiiksek bulundu.
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5. TARTISMA

Tuberosklerozun klinigi hastanin yasina, organ tutulumuna ve organ tutulumunun
derecesine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Ortalama tani yasi bes yastir.
Calismamiza katilan hastalarin ortalama tani yaslari ise 30,6£38,5 ay olarak saptanmistir.

Calismamizda vakalarin %73,3’tinde ilk bagvuru nedeni konviilzyondu. Bu sonug
literatiirle uyumlu bulundu (209).

Tiiberosklerozlu olgularinin yaklasik % 50-75’inde EEG anormallikleri bildirilmistir
(94, 96). Calismamizda tuberosklerozlu vakalarin %43,3’tinde EEG anormalligi saptandi.

Tuberosklerozda cilt bulgulari sik olarak goriilmektedir. En 6nemli cilt bulgusu
hipopigmente deri lezyonlaridir. Bu lezyonlar oval ya da yaprak seklinde, degisik boyutlarda
olup, en sik gévde ve ekstremitelerde goriiliir. Genel olarak lezyonlar dogumda var olup,
yasamin ilk yillarinda belirgin hale gelirler (2, 210). Calismamizda da literatiirle uyumlu
sekilde en sik cilt bulgusu %96.7 ile hipopigmente makiildiir.

Rowley ve arkadaglar1 (144) 100 olguluk serisinde 44 olguda (%44) retinal hamartom
bildirmislerdir. Calismamizda olgularimizdan 2’sinde (%6.7) retinal hamartom bulundu.

Tuberosklerozda, en sik goriilen bobrek lezyonlari, anjiyomiyolipomlar ve bdbrek
kistleridir. Ancak bobrek karsinomlari da olusabilir. Anjiyomiyolipomlar, hastalarin yaklagik
olarak %50-80’inde goriilir. Fakat bobrek kistlerinin sikligi tam olarak bilinmemektedir
(211). Anjiyomiyolipomlarin sikligi yasla birlikte artis gosterir. Fakat bobrek kistlerinde
boyle bir iliski yoktur (6, 212). Calismamizda hastalarin 6’sinda (%20) renal kist, 6’sinda
(%20) renal anjiyomyolipom tespit edildi. Retinal hamartom ve renal anjiyomyolipom
goriilme oraninin literatiire gore diisiik bulunmasinin nedeni vakalarin ortalama yasinin diisiik
olmasi olarak diistinildii.

Tuberosklerozda, beynin goriintiilenmesindeki subependimal nodiiller, tuberler ve dev
hiicreli astrositomlar tanida 6nemli bulgular arasinda yer alir. Subependimal nodiiller, yan
ventrikiillerin yiizeyinden kaynaklanan biiyiik siradisi astrositlerden olusur. Literatiirde
subependimal nodiillerin %50 oraninda goriildiigiini bildiren yayinlar bulunmasina ragmen
(73), Baron ve ark.(64) bu orani %I100 olarak bildirmislerdir. Biz de olgularimizin
%063.3’tinde  kortikal/subkortikal tuberlerle birlikte subependimal nodiil saptadik.
Tuberosklerozda goriilen kortikal tiiberlerde beynin kortikal yapisi bozulmustur ve bu
bolgelerde goriintiilemede kolaylikla goriilebilen kalsifikasyonlar geligir. Kortikal tiiberlerin
varlig literatiirde %90 oraninda bildirilmistir (64, 65). Biz de ¢alismamizda %30 oraninda tek
basina kortikal tiiber ve %63.3’tinde subependimal nodiille birlikte kortikal tiiber var idi. Dev
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hiicreli astrositomlar ise literatiirde %17-20 oraninda bildirilmistir (64, 65). Bizim serimizde
bu oran %6.7 idi.

Tuberosklerozun kalpte en sik rastlanan bulgusu rabdomiyomlar olup, ¢alismalarda
%50-80 oraninda bildirilmektedir (64, 213). Rabdomiyomlarda saptanan klinik ve
hemodinamik bulgularin tiimdoriin sayisina, yerlesim yerine ve tiimdriin boyutlarina bagli
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle hastalar bulgusuz olabildigi gibi, agir kalp yetersizligi veya
ileti yollarina basi nedeniyle aritmi bulgulariyla da gelebilirler (214). Calismamizda %10
oraninda rabdomyom goriildii.

Tuberosklerozda mental fonksiyonlar ¢ogunlukla etkilenmekte ve zeka geriligi %50
oraninda bildirilmektedir (1,64). Zeka geriligi olan olgularda konviilziyon goriilme siklig
yiiksektir. Ayrica ndbeti erken yaslarda baslayanlarda nobet kontrolii ve seyrin koti oldugu
bilinmektedir (215). Calismamizda 6 olgunun (%20) ciddi derecede rehabilitasyon destegi ve
0zel egitim ihtiyact mevcuttu. Bu olgular ise literatlirle uyumlu sekilde erken yasta ndbeti
olan ve ¢oklu antiepileptik kullanan hasta grubuydu.

Tiiberoskleroz kompleksinde hamartin ve tiiberin kompleksinin islevi bozulmakta ve
mTOR sinyal yolundaki baskilayici etkisi bozuldugu i¢in klinik bulgular ortaya ¢ikmaktadir
(48, 49). Rapamisin; mTOR inhibitdriidiir. Son yillarda rapamisinin memeli hedefi (mTOR)
inhibitorleri TSK tedavisinde kullanima girmistir (53). Klasik olarak mTOR baskilayicilarinin
kanserli hastalarda giivenilirlikleri ve etkinlikleri kanitlanmistir (110). Se¢ilmis TSK’li
olgularda, mTOR baskilayicilar1  SEGA’larda, kardiyak rabdomyom ya da
anjiomiyolipomlarda yeni yeni kullanilmaktadir (216). Bazi yeni c¢alismalarda direngli
epilepsisi olan TSK’li olgularda bir mTOR baskilayicisi olan evarilimus’un etkinligi
incelenmis ve alt1 olgunun doérdiinde nobet sikliginin azaldig: gosterilmistir (217). Everolimus
ya da sirolimus tedavisi alan direngli epilepsisi olan yedi TSK’l1 olgunun incelendigi baska bir
calismada, mTOR baskilayicilarinin direngli epilepside etkili olduklart bildirilmektedir (218).
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada 86 TSK tanili olgudan, yedisine degisik nedenlerle
rapamisin verildigi, bu olgularin besinde direngli nobetler oldugu ve alti aylik tedavi sonrasi
olgularin tiimiiniin ndbetsiz oldugu bildirilmistir (219). Calismamizda iki hasta rapamisin
tedavisi almakta idi-Bunlardan birine direngli epilepsi, diger hastaya ise renal anjiomyolipom
nedeniyle baglanmisti.

Oksidatif stresteki artis sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri hiicre igi lipit ve
protein yapilarin ¢ift bag igeren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina saldirir ve
sonugta hiicre ig¢i lipit, protein ve DNA gibi makromolekiiller hasarlanarak hiicre zedelenmesi

veya hiicre dliimii meydana gelir. (221). Oksidatif strese bagli DNA hasarinin patogenezini de
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bu durum agiklamis olur. Tuberoskleroz; TSC1 ve TSC2 adli tiimdr supresor 6zellik gdsteren
genlerdeki defektlere bagli gelisen bir hastalik olmasi nedeniyle patogenezinde oksidatif
strese bagli DNA hasarinin olmasi diisiiniilmektedir.

Bu konuda literatiire bakildiginda; Ozcan ve arkadaslari, TSC1 ve TSC2 defekti olan
hiicrelerde endoplazmik retiikulum stresinin ve anormal protein yapiminin arttiini ve
boylelikle mTOR aktivitesinin negatif olarak etkilendigini gostermistir ( 206). Benzer sekilde
Di Nardo ve arkadaslari, TSC2 defektli olan sigan beyin néronlarinda oksidatif stresin ve ER
sayisinin arttigini, buna bagli olarak da mTOR aktivitesinin kisitlandigini gdstermistir (207).
Bizim ¢aligmamizda da hasta grubunun oksidatif stres durumlari kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, hasta grupta TOS ve OSI literatiirle benzer sekilde istatistiksel anlamli
bulunmustur. Reiling ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada ise, mTOR aktivitesinin artiginin
stres cevabini indiikledigini gostermektedir (222). Bu ¢alisma ise diger ¢aligmalardan farkli
olarak stresin mTOR aktivite artigi i¢in bir neden olmadigini, mTOR aktivite artig1 sonrasi bir

sonug¢ oldugunu gostermektedir.

Oksidatif strese bagli DNA hasarina bakildiginda, literatiirde renal hiicrelerde yapilan
calismada, tuberin defekti olan hiicreler incelendiginde oksidatif DNA hasarinin artmig
oldugunu gostermistir (223). Ayni g¢alismada tuberinin oksijen radikalllerinin olusum ve
temizlenmesinde de 6nemli rolii oldugunu ve defektif olmasi halinde oksidatif stresin ve buna
bagli DNA hasarinin arttig1 bildirilmistir. Benzer sekilde ayni arastirmacinin yaptigi baska bir
calismada, tiiberin gen defekti sonucunda DNA onarim enzimi olan OGGI’in yapiminin
azaldig1 ve oksidatif DNA hasarinin arttig1 gosterilmistir (224). Caligmamizda da literatiire
benzer sekilde, hasta grubunun DNA hasart (COMMET Assay) orani kontrol grubuna gore

anlamli olarak yiiksek idi.

Hiicrelerde oksidatif stres ve buna bagli DNA hasarinin yiiksek olmasinin

miRNA’larin dagilimlarini etkiledigini diigtinmekteyiz.

let-7 ailesinin iiyeleri (let-7b, let-7c, let-7d, let-7f ve let-7g) tiimdr supresdr 6zellik

gosteren miRNAlardir (180,181).

Let-7 insan kanserlerinde genelde delesyona ugramis kromozom bdlgesinde yer alirlar.
Ozellikle akciger kanserinin patogenezinde 6nemli rol oynar (181, 229).

Bir endoriboniikleaz olan DICERI1 (Riboniikleaz Tip 3 geni), matiir miRNA
olusumunda kritik role sahip bir gendir. Bu genin mutasyonlarinda pléropulmoner blastomun

da dahil oldugu ¢ok sayida kanser gelismektedir. Yapilan ¢alismada, DICER1 mutasyonlu
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ploropulmoner blastomlarda let-7f-2-3p’nin ¢ok yiiksek oranda oldugu belirlenmistir (229).
Calismamizda hasta grubunda kontrol grubuna goére hsa-let-7d-3p, hsa-let-7f-1-3p, hsa-let-7f-
2-3p duzeyleri yiiksek idi. Bu da oksidatif stres ve buna bagli DNA hasarinin yiiksek
saptandig hasta grubunda, let-7 gen ailesine ait miRNA’larin dagiliminda bir up-regiilasyona
neden oldugunu diistindiirmektedir. Calismamizda 6zellikle hsa-let-7f-2-3p diizeyleri, hasta
grubunda kontrol grubuna gore 20.31ct yiiksek saptanmig olup, oksidatif strese bagli DNA
hasariyla iligkili oldugu fikrine yonlendirmektedir. ‘hsa-let-7f-2-3p” ile yapilan ¢alismalara
bakildiginda, Vasanthan ve arkadaslari (228) dis pulpa kok hiicrelerinin proliferasyonlari ve
diferansiyasyon kapasitelerini incelemistir. Kemik iligi mezenkimal stem hiicreleri ile dis
pulpasi stem hiicreleri karsilastirildiginda 6zellikle 19 farkli miRNAnin yiikseldigi, 29 farkl
miRNA’nin  azaldigini  bildirmislerdir. Yiikselen miRNA’larin igerisinde let-7f-2-3p
bulunmaktadir ve bu miRNA’nin genetik hastaliklar, kas iskelet hastaliklar1 ve gelisimsel
bozukluklarla ilgili oldugu gosterilmistir (228). Buna karsin let-7 ailesinin timor supresor
Ozelligini gosteren ve kanser hiicrelerinde diisiik seviyelerde bulundugunu belirleyen
calismalar da mevcuttur (193, 230).

miR-1252’y1 ve let-7 ailesini (230) iceren kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinde miRNA’lar diisiik ¢ikmaktadir. Bu diisiik ekspresyon ayni zamanda prognozun
da kot olmasiyla ilgilidir. Bu da let-7 ailesinin timdr supresor ozelligini gostermis
olmaktadir (230).

Bu calismalarda ozellikle let-7 degerlendirilmis oldugu igin, bizim g¢alismamizda
yiiksek bulunan let-7f-2-3p’nin oksidatif stresle dagiliminin indiiklenerek let-7 ailesi iginde
timor supresdr Ozellik gostermeyen bir istisna olusturdugunu diisiinmekteyiz. Bunu
destekleyen farkli bir ¢alisma da, Collares ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadir. Bu ¢alismada,
Tip 1 Diabetes Mellitus (DM), Tip 2 DM ve Gestasyonel DM’li hastalarin kan periferal
mononiiklear hiicreleri incelenmis, tip 1 DM’li hastalarda Tip 2 DM’ye goére bizim
calismamizda da yiiksek gelen let-7fin yiiksek geldigi goriilmustiir (232). Ayn1 gene ait bir
baska ¢alismada let-7 ailesinin tiyelerinin timdor supresor rolde oldugu (233) fakat 1in28/let-7
yolaginin farkli organlarda glukoz metabolizmasini regiile ettigi ve anti-let7 tedavinin Tip 2
DM’li hastalarda potansiyel tedavi olabilecegi belirtilmistir (234). Burada let-7f’in let-7 ailesi
icinde istisnai olarak bagka bir yolakta da gorev almasi, bizim ¢alismamizda let-7f-2-3p’nin
diger aile iiyelerine gore istisnai 6zellikte oldugunu kanitlamaktadir.

miR 17-92 genleri onkogenik islev gdren bir gen ailesidir. miR-17-92 gen kiimesi ilk
olarak tanimlanan tiimor destekleyici ve 13q31 kromozomunda yer alan polisistronik bir

miRNA’dir. Bu gen ailesi ¢alismamizda da baktigimiz miR-18a, miR-19b ile beraber miR-17,
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miR-19a, miR20a, miR-92-1 olmak iizere alti miRNA kodlar. miR 17-92 ekspresyonu,
normal dokulara gore kiigiik hiicreli akciger kanseri ve insan B hiicre lenfomasinda artis
gostermistir. Hematolojik malignitelerde, meme, kolon, akciger, pankreas, prostat, mide ve
lenfoma gibi kanser tiirlerinde yiiksek seviyede ekspresyonu ger¢eklesmektedir (235).
Ekspresyon sonucu olusan miRNA’lar, proliferasyonu arttirarak, apoptoz inhibisyonunu
saglayarak ve tiimor anjiyogenezi tetikleyerek kanser olusumuna neden olmaktadir.
Phosphatase and tensin homolog (PTEN) ve Retinoblastoma-like protein 2 (RB2) gibi tiimér
baskilayici genleri hedefleyerek bu genlerin inaktive olmasini saglarlar (236, 237).

Calismamizda hasta grubunda kontrol grubuna gére miR-18a diizeyi diisiik idi.
Oksidatif stres ve buna bagli DNA hasarinin bu miRNA yapimini down regiile ettigini
diistinmekteyiz. Bu konuda yapilmis Hummel ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, kemoterapi
direngli 6zefageal kanser hiicrelerinde miRNA diizeylerine bakilmistir. In-vitro kemoterapi
diren¢li adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinom hiicreleri kemoterapi duyarli kontrol
grubuyla karsilastirilmis, bizim ¢alismamizda da oldugu gibi miR-18a diisiik bulunmustur
(238). Oksidatis stres indeksinin yiiksek oldugu bu kanser grubunda miR-18a’nin bizim
calismamizda da oldugu gibi diisiik gelmesi fikrimizi desteklemektedir.

miR-33a ve miR-33b sterol regulator element-baglayici proteinleri (SREBPs)’nin
intronlarinda yer almaktadir. SREBP2 miR-33a regiilasyonu ile eksprese olurken SREBPI
ekspresyonu miR-33b’den etkilenmektedir. Bu konak genler, kolesterol biyosentezinde
anahtar islev géren transkripsiyonel regiilatdrlerdir. Cesitli ¢alismalar miR-33a/b’nin, “high
density lipoprotein” (HDL) sentezinde ve zit kolesterol transportunun Onemli
regiilatorlerinden olan “ATP-binding cassette transporter Al” (ABCAI) proteinini
hedefledigini gostermistir. Farelerde LNA (A locked nucleic acid ) -modifiye anti-miR-33 ile
miR-33’lin inhibisyonunun ABCA1 ekspresyonunu ve kolesterol akigin: arttirdigini, kan HDL
seviyelerini yiikselttigi gosterilmistir. Bu veriler, miR-33 inhibisyonunun aterom plak
olusumunu engelleyerek terapdtik tasarima uygun oldugunu vurgulamaktadir (239).

Calismamizda hasta grubunda kontrol grubuna goére miR-33b diizeyi yiiksek idi.
Calismamizda hastalarin lipid profilleri degerlendirilemedigi igin aterosklerozla iliskili bir
yorum yapilamamigtir.

miR-324 akciger, over ve lenfoma gibi ¢esitli kanserlerde hiicre proliferasyonunda,
apoptozisinde ve invazyonunda iliskili oldugu diisiintilmektedir (241). SMAD7 (Sma and
Mad Related Family Gene 7) genini hedefleyerek hiicre biiylimesi ve apoptozisinden sorumlu

oldugu bulunmustur (242).
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Calismamizda hasta grubunda kontrol grubuna goére miR-324-3p diizeyi diisiik idi.
Oksidatif stres ve buna bagli DNA hasarinin bu geni down regiile ettigini ve bdylece
apoptozis ve hiicre biiylimesinin engellendigini diisiinmekteyiz. Yapilan bir diger ¢aligmada
miR-324-3p ve miR-185-3p nazofarengeal kanser hiicrelerinde radyoterapiye direng
gelisiminden sorumlu oldugu goriilmiistiir (243). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde hasta
grubunda miR324-3p’nin baskili oldugunu tespit ettik. Bu durum, TSK’de de apoptozisin
engellenmis oldugunu ve anormal hiicre ¢ogalmasinin artmis oldugu fikrini desteklemektedir.

Calismamizda hasta grubunda kontrol grubuna gore hsa-miR-193a-3p diizeyi 0.01ct
oraninda yiiksek idi. Pu ve arkadaslarinin yaptigi hiicre kiiltiirii ¢alismasinda; miR-193a’nin
osteosarkom metastaz hiicrelerinde miR-193a’ya ait 2 allelin yiiksek bulundugu tespit
edilmistir (244). Calismamizda da benzer sekilde hasta grubunda kontrol grubuna gore hsa-
miR-193a-3p diizeyi yiiksek idi.

miRNA-326 c¢esitli organlarda antikanser etkisine sahip oldugu yeni bulunmustur.
Apoptoziste anahtar protein kaspaz-3’li arttirarak ve anti-apoptoz proteini Bcl2 diizeylerini
azaltarak apoptozisi indiikler. Ayrica, matrix metalloproteinase (MMP)-7 ve MMP-9
inhibisyonuyla hiicre migrasyonunu ve invazyonunu engellemektedir (245). miRNA-326 iyi
bilinen bir tiimdr supresor miRNA’dir. Pulmoner fibrozis (246), multipl sklerozis (247) gibi
bircok hastaligi ve kolorektal kanser (248), meme kanseri (249), glioma(250, 251, 252),
glioblastoma (253) ve beyin tiimorleri (254)’ni de igeren bircok kanser tiirlini
baskilamaktadir. Ayrica miR-326 akciger kanserinin kemik metastazinda kemik turnover’inin
bir gdstergesi olarak biyokimyasal parametre olarak da kullanilmaktadir (255). Calismamizda
hasta grubunda kontrol grubuna gére miR-326 diizeyi yliksek idi. Oksidatif stres ve kanser
arasindaki dogru orantili iliskiden dolayi, anti-kanser 6zelligi bulunan bu genin oksidatif
stresle yapiminin down regiile olmasini beklerken, ¢alismamizda ters orantili olarak up-regiile
olmustur.

miR-431 geninin fonksiyon ve 6zelligine yonelik ¢ok net bilgiler bulunmamaktadir.
Calismamizda hasta grubunda kontrol grubuna gére miR-431-3p diizeyi diisiik idi. Oksidatif
stresle down regiile olan bu gene ait yapilan farkli ¢alismalar bulunmaktadir. Wang ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, meme bezi gelisiminde miRNA ekspresyon profilleri ve
fonksiyonlari bakilmistir. Bu ¢alismada; fareler gebelik siirecinde ve laktasyona gegis
stirecinde izlenmis, her gelisim siirecinde miRNA ekspresyon paternleri farkli bulunmustur.
Gebe fareler kontrol grubuyla kiyaslandiginda gebe farelerde miR-431 ve beraberinde miR-
138 diisiik saptanmistir (256). Gebelikte de oksidatif stresin yiiksek oldugunu diisiiniirsek, bu

57



calismada da bizim c¢alismamiza benzer sekilde bu genin down regiile oldugunu
gostermektedir.

Liu ve arkadaslarinin Graves hastalarinda yaptigi bir ¢alismada (257); otoimmun
hastaliklarin gelisiminde ve immun fonksiyonlarda miRNA’larin dnemli role sahip oldugu
diistiniilerek Graves hastalarinda ve saglikli goniilliilerin kan mononiikleer hiicrelerinde
miRNA’lar ve T3 tedavisine yaniti izlenmistir. Hastalarin 41°i yeni tani Graves, 13’u
remisyonda ve 35 saglikli kontrol ¢alismaya dahil edilmistir. Saglikli kontrol ve yeni tani
Graves hastalarinin kan mononiikleer hiicrelerinde miRNA ekspresyonlari incelenmistir.
Ayrica saglikli kontrollerin kan mononiiklear hiicreleri T3 eklenerek ve eklenmeden kiiltiire
ekilmig, T3 tedavisinin etkisine yonelik spesifik miRNA’lar incelenmistir. Yeni tani
hastalarda 16 miRNA tespit edilmis, bunlardan bizim ¢alismamizda diisiik tespit edilen miR-
431’in de oldugu ii¢ miRNA miR-154, miR-376b ve miR-431 diisiik tespit edilmistir.
Otoimmun hastaliklarin patogenezinde de artmis oksidatif stresin olmasi nedeniyel bu genin
-down regiile olmasi sasirtici degildir. Ayni ¢aligmada remisyondaki Graves hastalarinda yeni
tanilara gére miR-431 daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, T3 tedavisinin
saglikli kontrollerde kiiltiire edilen mononiikleer hiicrelerde miRNA ekspresyonlarini direkt
olarak inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada, Graves hastaligi ve T3 maruziyetinin farkli
miRNA ekspresyonlart ile iligkili olduklar1 gériilmiis, tedaviye yonelik ise yol gosterici yeni
bir biyomarker olabilecegi belirtilmistir (257).

Bo ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada i1se, erkek reprodiiksiyonunda i1s1 stresinin
zararli etkileri arastirilmistir. Is1 tedavisi sonrasi sertoli hiicreleri analiz edilmis; inflamatuar
sitokin (IL-1a, IL-1P, IL-6) seviyelerini arttiran mRNA’larin arttigi ve miR-431’in azaldig
goriilmiistiir (258). Isi etkisiyle artan oksidatif stresin bu geni down regiile ettigini,
calismamiza benzer sekilde bu ¢alismada da gérmekteyiz.

miR-129, tumor supresor ozellik gdsteren miRNA’lardandir. miRNA’larin gastrik
kanserin olusumu ve gelisiminde 6nemli role sahip olmasi nedeniyle, spesifik biyomarker
tespitine yonelik kan hiicrelerinde ¢esitli miRNA’lar tespit edilmistir. Ancak bulunan ¢ogu
miRNA, ¢esitli tip kanserlerin hepsinde ortak yiiksek bulunmustur ve bundan dolayr gastrik
kanserlerde anormal yiiksek ekspresyonu olan miR-129 aragtiriimigtir (259).

Calismamizda hasta grubunda kontrol grubuna gére miR-129 diizeyi yiiksek idi..
Tiimd&r supresor 6zellikte olan bu gen, bizim ¢alismamizda oksidatif strese bagl olarak up-
regiile oldugunu gostermektedir.

Yu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada; gastrik kanser, tlser, atrofik gastrit, minimal

gastriti olan hastalar ve normal mukoza bulgulari olan 6rnekler gastroskopi ile toplanarak
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mide suyunda miR-129-1/2 seviyeleri bakilmigtir. Calisma sonucunda, gastrik kanserli
hastalarin mide suyunda benign hastalikli dokulara gore yiiksek miR-129-1-3p saptanmigtir.
Mide suyu miR-129-1-3p ve miR-129-2-3p gastrik kanseri gostermede ve kanser taramasinda
potansiyel biyomarker olarak belirlenmistir (259).

Buna zit olarak Yu ve arkadaglarinin yaptigi diger bir ¢aligmada; tiim miR-129 aile
tiyelerinin  (129-1-3p, miR-129-2-3p ve miR-129-5p) gastrik kanserde azalmis
ekspresyonlarini  gostermistir. Ozellikle bu genlerin biiyiimeyi ve hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi ve bu sekilde tiimdr supresor etki gosterdigi goriilmiistiir (260).

Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada; miR-129-1-3p’nin gastrik kanserde hiicre
migrasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. miR-129 ailesi tiyelerinin ( miR-129-5p, miR-
129-1-3p ve miR-129-2-3p) gastrik kanser ve kanser olmayan cerrahi orneklerde yapilan
calismasinda, miR-129-1-3p’nin normal gastrik dokuya gore bizim ¢alismamizdan farkl
olarak hasta grubunda onemli derecede diisiik saptandigi goriilmiistiir. miR-129-1-3p bu
etkisini, metastazla biiylik oranda ilgili olan bradikinin reseptér B2 (BDKRB2)’yi inhibe
ederek yaptigi belirlenmistir (261).

Konag ve arkadaslarinin mesane kanserli hastalarda yaptig1 ¢alismada; miR-129, miR-
133b’nin prognostik potansiyeli olabilecegi diisiiniilmiistiir. miR-129 geni mesane kanser
hiicre serilerine (T24, SW780) aktarildiginda hedef genlerinin ifadesinin azaldigi
belirlenmistir.  miR-129  ile  hedef  genleri  GALNTI (Polypeptide ~ N-
Acetylgalactosaminyltransferase 1) ve SOX4 (Sex Determining Region Box 4) arasindaki
dogrusal baglanti gosterilmistir. miRNA ifadesinin klinik parametrelerle iligkisini ve mesane
kanserindeki sonuglari ilk kez bu ¢alismada arastirilmigtir (262).

Simdiye kadar nérokiitandz hastaliklarla ilgili bu miRNA’lar ¢alisilmamis olup,
bildigimiz kadariyla bu ¢alisma tuberosklerozda ilk defa ¢aligilmistir. Diger kanser tiirlerinde
(akciger, meme vs) artig/azaliglart bildirilmis olup bizde de artmis/azalmis idi. Diger solid
tiimorler igin bir belirteg olarak bildirilmis olan bu markirlar TSC i¢in de bir markir

olabilecegini gosterdi.
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SONUCLAR

1. TSK tanili hastalar ve kontrol gruplarinda bakilan let-7d-3p, let-7f-1-3p, let-7f-2-
3p diizeyleri arasindaki fark sirasiyla 4.52ct, 1.22ct ve 20.31ct olarak saptanmistir ve her ii¢
let-7 ailesi liyesinde up-regiilasyon goriilmiistiir.

2. TSK tanili hastalarda bakilan miR-17-92 gen ailesinden miR-18a bakilmistir.
Hasta ve kontrol grubu arasinda diizey farki miR-18a geninde -1.70ct olarak saptanmuistir.
Hasta grubunda kontrol grubuna gére down regiile bulunmustur.

3. TSK tanili hasta grubu ile ve kontrol gruplari arasinda miR-33b diizey farki
bakilmistir ve hasta grubunda kontrol grubuna gére miR-33b diizeylerinde 1.05ct up-
regiilasyon goriilmistiir.

4. TSK tanili hasta grubu ile ve kontrol gruplari arasinda miR-324-3p diizey farki
bakilmistir. Hasta grubunda kontrol grubuna gore -1.24ct oraninda down regiilasyon
goriilmiistiir. Bakilan miR-193 ise hasta grubunda kontrol grubuna gore 0.01ct oraninda up-
regiile bulunmustur.

5. TSK tanili hasta grubu ile ve kontrol gruplari arasinda miR-326 diizey farki
bakilmigtir. Hasta grubunda kontrol grubuna gore 0.31ct oraninda up-regiilasyon goriilmiistir.

6. TSK tanili hasta grubu ile ve kontrol gruplari arasinda miR-431-3p diizey farki
bakilmistir. Hasta grubunda kontrol grubuna gore -19.67ct oraninda down regiilasyon
goriilmiistiir.

7. TSK tanili hasta grubu ile ve kontrol gruplari arasinda miR-129 diizey farki
bakilmistir. Hasta grubunda kontrol grubuna gére 5.98ct oraninda up-regiilasyon goriilmiistiir.

8. TSK tanili hasta grubu ile ve kontrol gruplari arasinda TAS, TOS ve OSI
Olgtimleri degerlendirilmistir. Hasta grubunun TAS o&lgiimleri istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisik (p<0,01), TOS ol¢timleri ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p<0,01).

9. TSK tanili hasta grubu ile ve kontrol gruplari arasinda DNA hasarit COMET
(%TALE) karsilastirildiginda, hasta grubundaki COMET &l¢iimleri istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek idi (p=0,001; p<0,01).

Pek ¢ok miRNA’lar normal dokulara kiyasla belirli kanser dokularinda farkli sekilde
eksprese olmaktadirlar. Yapilan ¢alismalar miRNA’larin biyomarker olarak kullanabilecegini
ve kanserlerin saptanmasinda giigli bir tanisal ara¢ olarak kullanilabilecegini

desteklemektedir.
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Giliniimiizde hastalik durumlari ile iliskili miRNA’lar belirlenmekte ve bu miRNA’lar1
hedefleyen spesifik anti-mir ilaglar gelistirilmeye yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. miRNA
tedavi yonteminin uygulanabilmesi i¢in bazi sorular cevaplanmayi beklemektedir ve bu tedavi
yonteminin basarili sekilde uygulanabilmesi i¢in yeni aragtirma bulgularina ihtiyag vardir.

MikroRNA’larin ~ &zellikle kanserin  erken tani, tedavi ve prognozunun
belirlenmesinde, kanserli dokulardaki varligi, ekspresyon paternindeki degisiklikleri ve
hedefledikleri mRNA’larin saptanmasi ile Onemli sonuglar saglayacagi gercegini ortaya
cikarmistir. Bu konuda yapilan ¢ok sayida galisma ile bazit miRNA’larin doku ve hastalik tiirii
icin spesifik sayilabilecek 6zellikte oldugunu gostermistir. Bu genetik hizli gelisim siirecinde
gen tedavisi basta olmak {izere yeni tedaviler nemli degisiklikleri beraberinde getirecektir.
Normal ve patolojik dokular arasinda farkli seviyede ifade edilen miRNA'lar tespit edilerek,

hastaliklarda tani, tedavi ve prognozun belirlenebilmesinde de yararli olacagi kesindir.
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