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OZET

Amacg: Son zamanlarda hipofiz disfonksiyonunun yaygn nedenlerinden biri olarak tanimlanan
Travmatik Beyin Hasar1 (TBH), diinya ¢capmda biiyikk 6neme sahip bir halk saghg sorunudur. Kafa
travmasmi takiben gelisen uzun donem hipopitiiarizm’den  sorumlu mekanizmalar halen
aydmlatlamanmustr. Serumda dolasan mikroRNA’lar (miRNA’lar) pek cok patolojik durumda
karakteristik degisimler gosterdikleri igin belirli hastaliklar i¢in de marker olarak kullanimaktadir. Biz
bu cahsmada TBH’ndan sonra gelisen hipopitiiarizm’li hastalarda miRNA ekspresyon profilini
belirlemeyi amagladik.

Metod: Cahsmanmn akut fazma TBH nedeniyle N&rosiriirji Yogun Bakm Unitesine bagvuran otuz
sekiz hasta (27 erkek, 11 kadm; ortalama yas: 43 + 18 yil) dahil edildi. TBH y1 takiben akut anterior
hipofiz fonksiyonuna iliskin olarak 1.giin, 7.giin ve 28.giin hastalar glukokortikoid eksikligi agismdan
degerlendirildi. Caligmanmn kronik faz i¢in bes yildan daha uzun siire 6nce TBH ge¢irmis 25 hastanin
(20 erkek, 5 kadm, ortalama yas: 36 + 11 yil) serum 6rnekleri alindi. Bu 25 hastanin 8’inde (% 32)
kafa travmasi sonrasindaki 5 yilik siire¢te TBH ndan sonra hipopitiiarizm gelisti§i saptandi. Ayrica
47 yas-cinsiyet uyumlu saglikh kontrol (25 erkek, 22 kadm, ortalama yas 41 + 14 yil) calismaya dahil
edildi. TBH’dan sonra gelisen hipofiz yetmezliginin gelismesine katkida bulunan potansiyel aday
mIRNA/mRNA’lart belirlemek amaciyla, TBH hastalarmn serum 6rneklerinde yiksek verimli-
gercek zamanh PCR yardimiyla 768 miRNA ekspresyon analizi yapildi

Bulgular: Istatistiksel analizler belli miRNA'larm (miR-126-3p ve miR-3610) 1., 7., 28. giinlerde ve
TBH takiben 5.yildaki hipofiz yetmezligi gelisen hastalarin serumlarinda giinlere gére dnamik degisim
gosterdigi saptandi. Ek olarak miR-3907, 1., 7., 28. giinlerde ve TBH takiben 5.yildaki hastalarda
giinlere gore istatistiksel olarak anlaml ve siirekli dinamik degisim gosterdigi saptandi.

Tartisma: Bulgularmiz miR-126-3p ve miR-3610’un degismis ekpresyonunun TBH’dan sonra
gelisen hipofiz yetmezliginin mekanizmasmda énemli bir rol oynayabilecegini desteklemektedir.

ABSTRACT

Objectives: Traumatic Brain Injury (TBI), a worldwide public health problem, has recently been
recognized as a common cause of pituitary dysfunction. The mechanisms responsible for long term
hypopituitarism following head trauma are still unclear. Circulating microRNAs (miRNASs) present in

the sera are characteristically altered in many pathological conditions and have been used as



diagnostic markers for specific diseases. It is with this goal that we planned to study miRNA
expression in patients with TBI- induced hypopituitarism.

Methods: Thirty-eight patients (27 male, 11 female; mean age: 43 + 18 yr) who had been admitted
to the Neurosurgery Intensive Care Unit due to TBI were included in the acute phase of the study. In
regard to the acute anterior pituitary function, glucocorticoid deficiency was evaluated on days 1(n=
38 patients), 7(n=30 patients), and 28(n=17 patients) following TBI. For the chronic phase, miRNA
expression profile blood samples were drawn from 25 patients (20 male, 5 female, mean age: 36 +
11 yr) who had suffered TBI five years prior. Eight of these 25 same patients (32%) had TBI-
induced hypopituitarism at 5 years following head trauma. Forty-seven age-gender-similar healthy
controls (25 male, 22 female, mean age: 41 + 14 yr) were included in the study. In order to identify
potential candidate MIRNA/MIRNAs whose levels had been altered in response to TBI-induced
hypopituitarism, 768 mIRNA expression analyses were performed in the sera of TBI patients by high
throughput real time PCR.

Results: Statistical analyses showed that certain miRNAs (miR-126-3p and miR-3610) were
detected in the sera of patients who developed hypopituitarism on the 1%, 7™, and 28" days, and in
the 5™ year following TBI, in addition miR-3907 showed statistically significant and constant dynamic
changes on the 1%, 7", and 28" days, and in the 5™ year in the patients with TBI.

Discussion: Our results indicated that altered expression of miR-126-3p and miR-3610 may play

an important role in the development of TBI-induced hypopituitarism.

GIRIS / AMAC VE KAPSAM

TBH hastalarmm hipofiz bezinde belirgin anatomik degisiklik saptanamazken travmadan sonra akut
ve/veya kronik donemlerde agr hipofiz hormon eksiklikleri goriilmektedir. TBH sonrasi Hipofiz
Yetmezligi(HY) gelisiminde noroinflamasyona genetik yatkmhk ve otoimmiinitenin rol alabilecegi az
sayida c¢alismada gosteriimekle birlikte hipofiz hasarmm molekiiler patogenezi ve potansiyel
mekanizmalar1 halen bilinmemektedir. Onerdigimiz projenin ana amaci TBH sonrast akut ve kronik
donemlerde periferik kandan miRNA’larm ekspresyon profillerinin saptanmasi ve gelisen HY ile
miRNA ekspresyon degisiklikleri arasmda iliski olup olmadigmmn arastriimasidir. Cesith miRNA’lar
lle HY arasinda iligki saptanirsa hem HY patogenezinde rol alabilecek miRNA tarafindan kontrol
edilen aday genler tespit edilebilecek, hem de akut ve kronik donemde HY gelisen hastalarm miRNA



profilleri belirlenerek HY gelistirme potansiyeli olan hastalarm erken tamsmda ¢esith klinik belirtecler

saptanabilecektir.

Genel Bilgiler

Hipofiz bez salgiladigi hormonlar aracilify ile viicutta gesitli hedef organlara etki ederek onemli
fizyolojik olaylara katkida bulunan kompleks bir néroendokrin organdr. Hipofiz bezi anterior ve
posterior olmak iizere iki lobdan olusur. Anterior lob bezin %80’ni olusturur ve buradan bes temel
hormon salglanir. Bunlar adrenal bezleri uyaran adrenokortikotrof hormon (ACTH), tiroid bezmni
uyaran tiroid uyarici hormone (TSH), gonadlari kontrol eden gonodotropinler (FSH, LH),
laktasyonlan sorumlu prolaktin ve temelde biiyiimeden ve ayrica eriskinde birgok metabolik olaydan
sorumlu bityiime hormonu (GH) dur (1, 2).

Travmatik Beyin Hasar(TBH) fiziksel ve psikolojik fonksiyonlarda bozulma ve biligsel
fonksiyon bozuklugu ile sonuglanabilen kalic1 ya da gegici norolojik bozulmaya yol acan cesith
mekanik kuvvetlerden dolayr beyinin hasar gordiigii non-konjenital, non-dejeneratif bir durumdur.
Diinyada ve tilkemizde artan trafik kazalari nedeniyle TBH sikhgi ve sonuglart agisimdan diinyadaki
gen¢ ve lretken niifusu etkileyen en 6nemli halk saglhgr problemlerindendir (3). Son yillara kadar
TBH’nin nadiren hipofiz yetmezligine (HY) neden olabilecegi diisiiniilirken 2000 yiindan sonra hem
retrospektif hem de prospektif caligmalarda TBH sonras1t HY nin bilindiginden ¢cok daha sik oldugu
gosterimistir. Klinigimizde yapilan 12 ayhk ve literatirde su an en uzun prospektif calisma olan
TBH’dan 3 yil sonra hastalarm degerlendirildigi cahsmalarda yaklasik %25-30 oranm hipofiz hormon
eksikligi saptadik ve en fazla gorillen hipofiz hormon eksikligi ise izole GH eksikligi idi (4, 5).
Yaklasik 1000 hastanmn incelendigi bir meta-analizde, hafif-orta ve agr TBH sonrasi kronik dénemde
(travmadan en az 6 ay sonra) HY oram %15-35 civarmda bulunmustur ve en sik hormon
eksikliklerinin biiytime hormonu (GH) ve gonadotropik hormon (FSH/LH) oldugu bildiritmistir (1).
Hipofiz bezinden salgilanan biiyiime hormonunun sadece biiyiime ile ilgili olmadigy, eriskin yasta da
hem genel saghgmuzi hem de sporcu saghgi ve performansm ilgilendiren birgok 6nemli metabolik
fonksiyonunun oldugu son yillarda anlasimistr. Hipofiz hormon eksikliklerinin en 6nemli 6zelligi
hekimin akhna gelmez ise sadece bulgulardan tam konmasi zordur. Ancak tam kondugunda eksilen
hormonlar yerine konursa tamamen tedavi sans1 mevcuttur. Ayrica travmanmn akut doneminde yogun
bakimda izlenen hastalarda literatiirde ve kendi klnigimizde %15-30 arasmda ACTH eksikligi
saptanmustr. ACTH stress hormonu olan kortizoliin salmmmi kontrol etmektedir ve yogun bakim



hastalarmda kortizoliin hayati 6nemi vardr. Yogun bakimda hipotansiyon gelisen ve genel durumu
bozulan hastalarda TBH na bagh ACTH eksikligi tanis1 konulup steroid tedavisi verilmez ise hastanin
mortalitesi belirgin olarak artacaktrr (1, 4, 5). Son 10 yillk literatirden elde edilen veriler 1s1Znda
gerek akut gerekse de kronik donemde TBH’na bagh HY nin artik 6nemli bir klinik sorun oldugunu
sOylemek miimkiindiir.

TBH’m takiben gelisen HY nin patofizyolojisi heniiz tam olarak anlagilamamustrr. Cesith
otopsi ¢calgmalart ve az sayida deneysel cahgmalar sonucu, patogenezden vaskiiler hasar, stalk kesisi,
intrakranial basmg artisma bagh doku hasari gibi mekanizmalarn neden olabilecegi 6ne stirtilmektedir
(6). Bu mekanizmalar i¢inde vaskiiler hasar en muhtemel mekanizma olabilir ancak bu konuda klinik
ve deneysel ¢alisma yetersizdir. Ayrica akut vaskiiler hasar baslatici faktor olsada kronk déonemde
olusan hasart agiklamakta bu hipotez yetersiz kalmaktadr. Az sayida vakada travmanin direkt etkisi
ile stalk kesisne bagh HY tanmmlansada vakalarm ¢ogunda travma sonrasi hipofiz bezinde belirgin
anatomik degisim saptanmamustr. Klinigimizde yapilan TUBITAK destekli bir projede kronik
tekrarlayan kafa travmasma maruz kalan boksorlerde HY gelisenlerin hipofiz voliimlerinin daha kiigiik
oldugunu saptadik ancak sadece voliim azalmasmm HY’ni agiklamasi miimkiin degildir. Ayrica bu
alandaki diger ilging ve mekanizmasi aydmlatlamayan bir gézlem de prospektif ¢ahsmalarda
saptanmustir. Su an literatiirde biri bize ait olmak tizere 6 adet TBH sonrast hipofiz fonksiyonlarmm 12
ay izlendigi prospektif calisma mevcuttur. Bu ¢alismalarn dordiinde 12 ayhk donemde basta eksik
olan hipofiz hormonlarmm biiylik oranda zamanla diizeldigi ancak baz hastalarda ise basta normal
olan hipofiz homonlarmm zamanla bozulabildigi yani TBH sonrasi hipofiz hormonlarnda dinamik bir
degisim gdsterilmistir. Ozellikle hafif kafa travmasi gegiren hastalarda bu dinamik degisimin travmadan
3 yil sonra devam ettigini su an literatiirdeki en uzun siireli izlem ¢ahgmamizda gosterdik. O halde
patogeneze 151k tutabilecek ve mekanizmalar agiklanamayan klinik gozlemler su sekilde srralanabilir:
1. TBH sonrasi yasayan hastalarm ¢ogunda goriintileme ¢alismalari sonrasi hipofiz bezinde belirgin
bir anatomik hasar saptanmamustir; 2. Hafif TBH sonras1 dahi kronik dénemde anlamli oranda HY
gelisebilmektedir; 3. Aym agrhkta kafa travmasma maruz kalan bireylerin bir kisminda HY
gorilirken digerlerinde HY gelismemektedir; 4. Yaymladigimiz 12 aylk ve 3 willk prospektif
calymalarda hipofiz hormonlarmda dinamik degisim goriilmektedi. Bu klinkk sorularm
cevaplanabilmesi ve mekanizmalarmm agiklanmasi i¢in diinyada bu konu ile ilgilenen birkag merkezde
cesitl ¢alismalar devam etmektedir(4, 5, 7) Klinigimizde yiiriittiigiimiiz bir ¢cahlsmada APO E3/E3
genotipine sahip bireylerde TBH sonrast HY geligiminin istatistiksel anlaml olarak diger genotiplerden



daha az oldugu gosterimisti. APO-E proteini santral sinir sisteminde noroinflamasyon ile ilgili
proteinleri regiile etmektedir. Bu klinik ¢alisma yakin zamanda yaymlanan ve bu alandaki ik hayvan
modelinin kullanldig1 deneysel bir calismada kismen dogrulannustir. Kasturi ve Stein’m 2009 yiinda
yaptiklar1 bu 6neml deneysel calismada TBH sonrasi GH seviyelerinde goriilen kronik degisimlerin
hipatalamusta ve anteriyor hipofizde gelisen noroinflamatuar degisikliklerin muhtemel sonucu oldugunu
ortaya konmustur. Aym siddette travmaya maruz kalan hastalarm bazismda HY gelisimi
noromnflamasyona genetik yakmlkla aciklanabilir ancak kronik dénemdeki dinamik hormonal
degisimin ve Ozellkle bazi hastalarda HY nin zamanla diizelmesini bu mekanizma ile agiklamak
miimkiin degildir (1). Klinigimizde hipofiz bezi otoimmiinitesi konusunda deneyimli italyan grup ile
ortak yliriittiiglimiiz bir cahsmada, travmadan 3 yil sonra antihipofizer antikor pozitif olan hastalarda
HY oranmm daha yiiksek oldugunu saptadik (5). Ayrica su an yaymn asamasmda olan diger ortak
calismamizda ise, TBH’mdan 5 yil sonra yiksek titrede antihipofizer ve antihipotalamik antikor
gelisen hastalarda HY "nin kalic1 oldugunu veya basta normal iken zamanla hormonlarm bozuldugunu,
ancak antikor titreleri diisiik olan hastalarda ise HY nin olmadigm veya diizeldigmi gozlemledik. O
halde dinamik hormonal degisim hipofiz otoimmiinitesi ile agiklanabilir ancak bu klink gdzlemlerin
deneysel cahsmalar ile desteklemesi gereklidir. Ancak gerek noroinflamatuar cevabm gerekse de
otoimmiinitenin mekanik travma sonrasi nasil tetiklendiginin molekiiler mekanizmalar1 halen ac¢ik

degildir (5, 8).

Nedeni tam olarak anlaglamayan hastaliklarm mekanizmasmda epigenetik faktorlerin Gnemli rol
oynadigi son yillarda anlagiimaya baslamistr. Epigenetik faktorler posttranskripsiyonel asamada
genlerin  ekspresyonlarmm  regilasyonunda  gdrev  alrlar.  Ozellkle son zamanlarda
posttranskripsiyonel agsamada genlerin ekspresyonlarmm regiilasyonunda gorev alan mikroRNA’lar
(mRNA) ¢ok dikkat ¢ekmektedir. Birgok hastalik i¢in 6n tanida belirleyici bir marker (belirteg)
Olarak kabul edimektedirler. miRNA’lar posttranskripsiyonel asamada mRNA’lara baglanarak
mMRNA’nn ya inhibe olmasm ya da degrade olmasmi saglayarak olusan mRNA’nn protemne
doniigmesini  engellemektedirler.  Genlerin  %30’unu miRNA’larm kontrol ettigi ayrica baz
miRNA’larn da aym zamanda yiizlerce farkh mRNA’y1 kontrol ettigi diistiniilmektedir. miRNA’lar
1000 nt uzunlugundaki RNA bdlgeleri olarak transkribe edilirler. Uzun olarak transkribe edilen
miRNA’lar niikleer matiirasyon asamalarmi takiben yaklasik 70 nt olarak kesilir ve Exportin-5 adi
verilen bir molekiil aracihigy ile sitoplazmaya gecisleri saglanr. Daha ileri ki agamalarda miRNA’lar
yaklasik 20 bp’lik miRNA olarak kesilirler. Bu islem Dicer adi verilen 200 kb’lik bir protein



tarafindan gerceklestirilir. Sirkiilasyondaki miRNA’lar birgok patolojik durumda karakteristik olarak
degismektedirler ve baz spesifik hastaliklar i¢in diagnostik bir belirte¢ olarak kullanidabilmektedirler.
Ornegin miR-92a ve miR-638 akut loseminin plazmada belirlenmesi icin duyarh bir belirtegtir. miR-
922°nin seviyeleri ise kolon kanserli hastalarda normal kontrollere gore belirgin bir sekilde
artmaktadr. Yakm gelecekte doku spesifik miRNA’lar dokudaki hasardan sonra (6rnegin kalp krizi,
yada ilaca bagh hasar gibi) sirkiilasyona gegerek potansiyel olarak faydah tanisal bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegi  disiiniilmektedir. Son ¢ahsmalara gére miRNA’larm  gelisimin  kontrolii,
hematopoetik hiicre farklilasmasi, inflamasyon, apopitosis, hiicre farklilasmasi ve organ geligimi gibi
Onemli olaylarm regiilasyonunda rol aldig1 gosterimistir (9, 10).

Literatiirde TBH hastalarmda miRNA ekspresyonlar ile ilgili sadece bir klinik ¢cahsma
mevcuttur. Redell ve arkadaslarmmn yaptigi bu cahsmada TBH gegiren hastalarda plazmada
kontrollere gére mRNA seviyelerinin degisip degismedigine mikroarray metodu ile bakimustir (5).
Calsma 47 hastada yapimis ve 875 adet mIRNA ekspresyonu analiz edilmistir. Sonucta, miR-16,
miR-92 ve miR-765’in TBH na bagh beyin hasari i¢in klinik belirteg olabilecegi gosterilmistir. Fakat
yapilan bu ¢ahsmada TBH’dan sonra hipofiz fonksiyonlart ve HY ile miRNA iligkisi incelenmemistir
(6, 9, 10).

Onerilen projenin ana amact TBH sonras1 akut ve kronik dénemlerde periferik
kandan miRNA’larm ekspresyon profillerinin saptanmasi ve gelisen HY ile miRNA ekspresyon
degisiklikleri arasmda iliski olup olmadigmm arastrimasidir. Cesitli mRNA’lar ile HY arasmda iligki
saptanirsa hem HY patogenezinde rol alabilecek miRNA tarafindan kontrol edilen aday genler tespit
edilebilecek, hem de akut ve kronik donemde HY gelisen hastalarm miRNA profilleri belirlenerek
HY gelistirme potansiyeli olan hastalarm erken tanisinda ¢esithi klinik belirtecler saptanabilecektir.

GEREC VE YONTEM

Daha 6nce yapilan Erciyes Universitesi arastrma projelerindeki hasta gruplarmm serum drnekleri
kullanimistir. Ayrica daha dnceki bu projelerden dolay: hastalardan goniillii onam formlar almnstir.
Bu projede;

1- 38 TBH hastasi 1.giin, 30 hasta 7.giin, 17 hasta 28.giin

2- 25 TBH hastas1 (Kronik Dénem 5 yillik)



3- 47 kontrol hastasmdan elde edilen ve —80 derecede saklanan serumlar kullanidacaktir
(Toplamda 157 serum 6rneginin miRN A ekspresyon profilleri) belirlenmistir.

TBH hastalarmda 768 miRNA’nn ekspresyon profilinin - belirlenmesinde High Throughput
Microfiuidic Real Time Quantitative PCR metodu kullanimustr. miRNA profili miRNA tagman
proplari kullanilarak BioMark Real-Time PCR Sisteminde c¢ahsilnustr. Bu metod miRNA
ekspresyonlarmm belirlenmesinde yiiksek hassasiyete sahiptir. Microarray konfirmasyona ihtiyag
duyarken bu metod zaten Real Time PCR oldugu i¢in konfirmasyona ihtiyaci yoktur.

1- Hastalarm ve kontrollerin periferal kanlarmdan serumlar ayrimis ve -80°°de saklanmustir.

2-  Serum orneklerinden miRN A izolasyonu yapilmustir.

3-  Izole edilen mRNA’lar 6zel dizayn edilmis 6zel loplu primerler ile cDNA’ya cevrilerek elde
edilen cDNA’lar 5 kez diliie edilerek preamplifiye edimistir.

4-  Preamplifiye edilen tirtinler DNA siispansiyon buffer ile 10 kez diliie edilerek, daha sonra
Dmamik Array 96X96 chipine kontrol swvist enjekte edimis ve chip IFC cihazma
yerlestirilerek chip prime edilmigtir.

5-  Sample master mix hazirlanarak 96’lik plate preamplifiye edilmis cDNA 6rnek sayis1 kadar
kuyucuga 3.85 pl samle master mix multi kanalh pipet ile pipetlenmis ve lizerme 3.15 pl
preamlifiye cDNA ornekleri pipetlenecek ve plate vortexlenip cDNA ve sample mastermix
karismindan 5 pl Dmamik Array Chipine transfer edilmistir. Chipin assay kismma da miRNA
tagman proplarmdan 4,5 pl multikanall pipet ile pipetlenecek. Bu islemler tamamlandiktan
sonra hazrlanan Dinamik Array chipin kuyucuklarma {iriinler yikklendi. Daha sonra PCR
islemi i¢in Chip Biomark Reader’a yiiklendi(bu islem miRNA A ve B paneli i¢cin ayr1 ayri 2
kez yapilmustrr). Toplamda 768 miRN A’ nin ekspresyonuna bakilmistir.

Istatististik Analizler

Veriler Fluidigm Real-Time PCR Analiz Yazilmi yardmiyla dogrusal tiirev bazal diizeltme yontemi ve
kiiresel oto Cq esik yontemi kullanilarak toplanmistir. Real time PCR’dan alnan 26°dan biiyiikk Cq
degerleri nonspesifik olarak degerlendirildi ve analizlerden ¢ikarildi. Median LOD Cq degerleri eksik

degerler i¢in biitlin degerler lizerinden hesaplandi.

Verilerin normalizasyonu igin 2““" metodu kullanidi. Farkh eksprese olan miRNA’lar1 belirlemek
icin RNA-Seq data (limma) metodu kullanildi. Multipl test hesaplamalarmm p degerlerini ayarlamak



icin Benjamini-Hochberg hata saptama oram diizeltme metodu kullamildi Farkh eksprese olan
miRN A’lara gore sinyal yolaklarm smiflamak amaciyla DIANA-mirPath yazilmi kullanild1.

mMIRNA’y1 ve etkilesim seviyelerine gore yolak kiimelerini belirlemek amaciyla deneysel yollarla
dogrulanmis potansiyel hedefler ve aglomeratif hiyerarsik kiimeleme algoritmasmi igeren TarBase
hedefleri kullamildi. Analizler i¢in R 3.1.2 yazihmmm Remdr (17) ve limma (18) paketleri (URL
http/Aww.R-project.org/.) kullamldi p degerlerinin %5 ten kiigiik olmasi anlamhlik smir1 olarak

belirlendi.

BULGULAR

TBH’dan sonra gelisen Hipofiz yetmeziginde miRNA ekspresyon profilleri

TBH’dan sonra gelisen Hipofiz yetmezliginin 1.giinii tespit edilen miRNA’lar

TBH’nt takiben 1.giin HY gelisen hastalarda saglikh kontrollerle karsilastridiginda 99 miRNA
ekspresyonu (96 up ve 3 down regiile) istatistiksel olarak anlamli bulundu(p<0.05) (tablo 1, Figiir
1A).

TBH’dan sonra gelisen Hipofiz yetmezliginin 7.giinii tespit edilen miRNA’lar

TBH’m takiben 7.glin HY gelisen hastalarda saglkli kontrollerle karsilastrildiginda 15 miRNA
ekspresyonu (13 up ve 2 down regiile) istatistiksel olarak anlamh bulundu(p<0.05) (tablo 1, Figiir
1B).

TBH’dan sonra gelisen Hipofiz yetmezliginin 28.giiniinde tespit edilen miRNA’lar

TBHm takiben 28.giin HY gelisen hastalarda saglkh kontrollerle karsilastridigmda 18 miRNA
ekspresyonu (15 up ve 3 down regiile) istatistiksel olarak anlamh bulundu(p<0.05) (tablo 1, Figiir
1C).

TBH’dan sonra gelisen Hipofiz yetmezliginin 5.yi1linda tespit edilen miRNA’lar

TBH’mt takiben 5.yl HY gelisen hastalarda saghkh kontrollerle karsilastridignda 11 miRNA
ekspresyonu (up regiile) istatistiksel olarak anlamli bulundu(p<0.05) (tablo 2, Figiir 1D).

TBH’dan sonra gelisen Hipofiz yetmezligi hastalanmmn 1.giin, 7.giin, 28.giin ve 5.yilda
dinamik degisim gosterdigi tespit edilen miRNA’lar

TBH takiben HY gelisen hastalarda potansiyel bir markir bulma hedefinden yola ¢ikarak 1.giin,
7.glin, 28.giin, 5.yilda anlamh bulunan mRNA’lar incelendiginde miR-3610 ve miR-126-3p’nin
1.gilin, 7.giin, 28.giin, 5.yilda istatistiksel olarak anlamh ve siirekli dinamik degisiklik gosterdigi tespit
edildi(p<0.05). (Figiir 2)


http://www.r-project.org/

TBH takiben HY gelisen hastalarda saghkh kontrollerle karsilastmildignda miR-3610 diizeyleri
1.giinde 5 kat, 7.giinde 8.5 kat, 28.giinde 2.3 kat ve 5.yilda 10 kat artis gdsterdi. Aym sekilde miR-
126.3 p diizeyleri kontrollerle karsilastridignda 1.giinde 11 kat, 28.glinde 12 kat azalma
gosterirken; 5.yilda 12 kat artig gosterdi. (Figiir 2)

TBH takiben HY gelisen hastalarda S.yilda yolaklarm analizleri sonucunda anlamh bulunan
miRNA’lar Figiir 3’te verilmistir.

‘TBH’ndan sonra hastalann 1.giin, 7.giin, 28.giin, S.yiinda dinamik degisim gosteren
miRNA’lar

TBH’dan sonra hastalarm 1.giin, 7.giin, 28.giin, 5.yilda anlamh bulunan miRNA’lar1 incelendiginde
MiR-3907’nin 1.giin, 7.giin, 28.giinde ve S.yilda istatistiksel olarak anlamh ve siirekli dinamik
degisiklik gosterdigi tespit edildi(p<0.05).

TBH takiben hastalarda saglikh kontrollerle karsilastirildiginda miR-3907 diizeyleri 1.glinde 2.74 kat,
7.giinde 2.67 kat, 28.giinde 2.5 kat ve 5.yilda 6.3 kat artis gosterdi. miR-3907 TBH hastalarmmn
serum Orneklerinde 5 yil sonra bile up-regiile’ydi (Figiir 4).

TARTISM A VE SONUC

TBH tiim diinyada goriilen yaygin ve 6neml bir halk saghgi sorunudur. Giiniimiizde, TBH HY nin
yaygm nedenlerinden biri olarak bilinmektedir. TBH, kismi veya tam HY’ne neden olabilir. Hafif
TBH geciren hastalarm %20-50 sinde HY’i gosterimistir (6-10). Fakat HY nin nedeni halen tam
olarak bilinmemektedir. Giincel klinik ¢ahsmalara gore, TBH ge¢iren baz hastalarda HY gelistigi
bazilarnda ise gelismedigi gosterimistir (7, 8, 9, 11).

TBH’1 takiben ani veya bir siire sonra HY nin gelisiminden koruyucu mekanizmalarm tam olarak
neler oldugu heniiz tespit edilememistir (1).

mMIRNA olarak adlandirilan kiigiik RN A’lar gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Serumda dolasan mikroRNA’lar (miRNA’lar) pek ¢ok patolojik durumda karakteristik degisimler
gosterdikleri igin ve belirli hastaliklar i¢in de marker olarak kullaniimaktadir (9, 12, 13, 14).

Bu cahsmada, TBH mi takiben HY gelisen veya gelismeyen hastalarm TBH sonrasi 1., 7., 28. Giinde
ve S.yildaki serum orneklerinden miRNA ekspresyon profilleri belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda
elde edilen 6nemli sonuglar su sekildedir,



1) TBH’dan sonra gelisen HY ni takiben dolagimdaki miR-126-3p ve miR-3610 diizeyleri 1.,
7., 28. giinlerde ve 5.yildaki seviyelerinin dinamik degisiklikler gosterdigi tespit edilmistir.

2) TBH’dan sonra dolasimdaki miR-3907 diizeyleri 1., 7., 28. giinlerde ve 5.yilda hastalarm
serum Orneklerindeki seviyeleri biitiin TBI hastalarmda dinamik degisiklikler gosterdigi tespit
edilmistir.

3) miR-3907'nin TBH patofizyolojisiyle iliskili olabilecegi ve TBH ile miR-3907 arasinda bir
iliskinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

4)  En 6nemlisi, dolagimdaki miR-126-3p ve miR-3610 seviyeleri TBH sonrast HY "ni etkili bir
bicimde yansttabilir. BumiRNA’lar HY gelismeyen hastalarda tespit edilmemistir.

Bilgilerimize gdre bu cahsma HY ile TBH sonrast mRNA’larm iligkisinin incelendigi ik cahsmadir.
Fakat literatiirde TBH ile miRNA iligkisinin arastwildigi bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Redell ve ark.
TBH’nin Glaskow koma skoruna(GKS) gore; multitravmadan, hafif beyin travmasmmn Ve ciddi beyin
travmasindan ayrmu seklinde de bilinen, ayrt edilmesinde spesifik markr olarak miR-16 ve miR-
92a’nn kullanlacabilecegini 6ne siirmektedirler. Her iki beliteg de miR-16 down-regulasyonuna
uygun olacak sekilde TBH grubunda ciddi beyin travmasma gore anlamh seklinde azalmstir. Yazarlar
TBHnn ciddiyetinin belirlenmesinde bu miRNA’larm yardmmci olarak kullanilabilecegni ileri
strmiislerdir. Fakat bu ¢ahsma sadece TBH’mu takiben hastalarm ik 3 ve 24 saat i¢indeki serum
orneklerindeki mRNA ekspresyon profilleri tizerine kurgulanmistir ve bu ¢alismada TBH’dan sonra
gelisen HY ve TBH arasindaki iligki arastrimanmustir (9).

Bizim ¢alismamizn bu ¢alismadan farki, yaptigmiz ¢alismada ilk hedef olarak; TBH ile iligkili ve
Ozellikle de TBH’dan sonra gelisen HY ile iligkili miRN A’lar1 arastrdik

Ayrica TBH gegiren biitiin hastalarda 1., 7., 28.ve 5 yilda miR-3907 diizeyleri’nin dinamik degisiklik
gosterdigni tespit ettik. miR-3907 diizeyleri 1.glinde 2.74 kat, 7.glinde 2.67 kat, 28.giinde 2.5 kat,
5.yilda 6.3 kat artmusti ve bu sonu¢ TBH’mdan 5 yil sonra bile hastalarm serumlarmda up-regiile
olarak tespit edildi.

miR-3907°nin TBH’dan sonra kullanilabilecek bir biomarker olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu ¢alsmann en 6nemli amaci TBH sonrast HY gelisiminde potansiyel bir biomarker tespit
edebilmektir. miR-3610 ve miR-126-3p TBH sonrasi HY gelisen hastalarm serumlarmda
bulunmustur. 5 yil sonra bile yapilan biitiin Slgtimlerde saghkh kontrollerle karsilastirildiginda dinamik
degisiklikler tespit edilmistir. Tespit ettigimiz miRNA’lar ve TBH sonrasi ani gelisen HY arasmnda bir
iliski oldugunu ve mMiR-3610 ve mMiR-126-3p ‘nin hastalarm takip siire¢lerinde marker olarak
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kullanilabilecegini  diisinmekteyiz. Fakat bu ¢ahsma mutlaka daha kapsamh cahsmalarla

desteklenmelidir. Eger bulgularmiz desteklenir ve TBH sonrasi gelisen HY ile iligkili mekanizmalar
aydmlatilabilirse; yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglanabilir ve bu miRNA'lar TBH

sonrasi gelisen HY ’nin erken tanisim 6ngérmede bir belirteg olarak kullanilabilir.
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EKLER

Tablo.1. TBH sonras1 hipopitiiarizm gelisen hastalarm 1.giiniinde anlamh bulunan miRNA ’lar.

miRNAs Fold change MiRNAs Fold change miRNAs Fold change

miR-34c¢-3p 1.265529588 miR-660-5p 2.061713748 miR-4274 2.154940186
miR-601 2.020775564 miR-1225-3p 2.701492778 miR-3911 2.152007563
miR-4291 5.864478274 miR-192-5p 2.519180832 miR-1587 2.077901495
miR-3610 5.100571152 miR-223-5p 2.389880502 miR-378a-3p 2.115596416
miR-424-5p 1.994285026 miR-27b-3p 1.136767821 miR-532-5p 2.106156484
miR-421 4.344628237 miR-185-5p 1.344633558 miR-22-5p 2.133834216
miR-27a-3p 1.267204938 miR-18a-3p 2.496820286 miR-340-5p 2.132802356
miR-484 2.418563616 miR-942 2.533909302 miR-3923 2.132802356
miR-140-3p 1.256765329 miR-17-5p 1.243046998 miR-590-5p 2.132802356
miR-365a-3p 3.763977266 miR-99b-5p 2.394475509 let-79-3p 2.132802356
miR-125b-5p 0.576053388 miR-197-3p 3.461074207 miR-361-5p 2.132802356
miR-23a-3p 0.92870623 miR-146a-5p 0.599896795 miR-1291 2.132802356
miR-106b-5p 4.089836375 miR-25-3p 0.658953643 miR-363-3p 2.126839465
miR-92b-3p 1.253182784 miR-378g 1.34136865 miR-486-3p 2.125996293
miR-126-3p -11.3094978 miR-1 2.32866653 miR-502-3p 2.11621185
miR-3907 5.387696191 miR-145-5p 0.826674914 miR-345-5p 1.694347464
miR-130b-3p 3.822184014 miR-342-3p 1.514421615 miR-1180-3p 2.11357863
Let-7d-5p 1.047224357 miR-671-3p 2.230416313 miR-422a 2.112164669
let.7d.3p 1.383924654 miR-148a-3p 1.995843405 miR-93-3p 2.112857303
miR-130a.3p 3.246220742 miR-625-3p 2.295655639 miR-139-5p 2.127251478
miR-4516 0.547564067 miR-4770 1.297138278 miR-324-3p 2.10920489
miR-4651 4.583125653 miR-93-5p 4.439709633 miR-3135b 1.456159175
miR-29¢-3p 0.413952404 miR-126-5p 0.652180511 miR-4286 1.254783986
miR-29b-3p 3.701596858 miR-378i 2.238039101 miR-7-5p 2.085900883
miR-100-5p 0.532652214 miR-15b-3p 2.100176275 miR-151a-5p 2.106507248
miR-628-3p 3.25696558 miR-652-3p 2.248676674 miR-4732-3p 2.096923332
miR-223-3p 0.76509618 miR-486-5p 1.56082603 miR-4296 2.083419337
miR-423-3p 2.172041325 Let-7c-5p 2.209014488 miR-194-5p 2.285475853
miR-128-3p 1549320177 miR-99a-5p 0.287563097 miR-374a-5p 2.09560608
miR-20b-5p 0.898655953 miR-199a-3p 0.562803277 miR-505-3p 1.871870201
miR-20a-5p 2.264330683 Let-7a-3p 2.154308998 miR-4301 2.111062037
miR-1208 832.3336125 miR-4422 2.204431767 miR-1280 3.072982552
miR-489-3p 3.637900999 miR-574-3p 1.569147302 miR-127-3p 2.076614655

Not: Ekspresyonu artan ve azalan miRNA’lar i¢cin p <0.05 alindi.
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Tablo 2. TBH sonrasi hipopitiiarizm gelisen hastalarm 7., 28.giiniinde ve 5.yilinda anlamh bulunan

Day 28 after TBI

5 year after TBI

miRNAlar.

Day 7 after TBI

miRNAs Fold Change
miR-34c-3p 1.19077
miR-3610 8.516845
miR-484 2.874088
miR-221-3p 1.344292
miR-4454 3.28122
miR-126-3p -12.1314
miR-4516 3.657027
miR-486-5p 5.988561
miR-92b-3p 1.916939
miR-601 3.316576
miR-320a 1.692046
miR-424-5p 0.849787
miR-328-3p -7.12766
miR-720-1 50.35636
miR-421 3.510035
miR-34c-3p 1.19077
miR-3610 8.516845

miRNAs Fold Change miRNAs Fold Change
miR-34c-3p 1.127833 let-79-5p 5.329264
miR-720-1 33.64745 miR-150-5p 9.051574
miR-1291 5.495848 let-7b-5p 1.390018
miR-671-3p 3.792837 miR-126-3p 12.07636
miR-601 1.01789 miR-26a-5p 1.472708
miR-126-3p -12.0508 miR-3610 10.20998
miR-3907 6.595649 miR-4454 1.73747
miR-1208 1099.51 miR-23a-3p 0.508538
miR-339-5p 3.538008 miR-3613-3p 2.521892
miR-1280 -4.63386 let.7a.5p 1.250289
miR-4291 1.180267 miR-20a-5p 1.377648
miR-328-3p -7.17419

miR-1287-5p 1.634597

miR-421 2.493539

miR-3610 2.384244

miR-4538 4.206466

miR-4274 2.914039

miR-637 2.71458

Not: Ekspresyonu artan ve azalan miRNA’lar i¢in p <0.05 alndi.
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Figiir 1. TBH sonrasi 1., 7., 28. giinde ve S.yilda hipofiz yetmezIigi ile iligkili istatistiksel olarak anlamlt
miRNA’larn ekspresyon degerlerinin Heatmap plot ile gosterilmesi. A) TBH sonrasi hipofiz yetmezIigi
gelisen hastalarm 1. giiniinde anlamh bulunan miRNA’lar. B) TBH sonrasi hipofiz yetmezIligi gelisen

hastalarm 7. Giininde anlamli bulunan miRNA’lar. C) TBH sonrasi hipofiz yetmezligi gelisen
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hastalarm 28. giininde anlamh bulunan miRNA’lar. D) TBH sonras: hipofiz yetmezIigi gelisen
hastalarm 5.yilinda anlamli bulunan miRNA’lar. Figiir iizerinde siyah, kirmizi ve yesil ile gosterilen
kolonlar sirastyla ekspresyonu degismeyen, ekspresyonu azalan ve ekspresyonu artan miRNA ’lar1 ifade

eder.
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Figiir 2. TBH sonrast hipofiz yetmezIigi gelisen hastalarm 1., 7., 28.giiniinde ve 5.yilnda miR-3610 ve

miR-126-3p ekspresyon diizeyleri (p<0.05).
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Figiir 3. TBH sonrasi hipofiz yetmezligi gelisen hastalarm 5.yilinda anlamh bulunan miRNA’lar’m yolak

analizleri.
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Figiir 4. TBH sonras1 hipofiz yetmezIigi gelisen hastalarm 1., 7., 28.giiniinde ve 5.yilinda miR-3907

ekspresyon diizeyleri (p<0.05).
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