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Giris

v'Diinya niifusunun 1/3’1 tiiberkiiloz,

v'Infekte bireylerin sadece %5-10"unda aktif tiiberkiiloz,
v'Her yil 9 milyon yeni TB vaka, 1,5 milyonu 6lim,

v'Olenlerin en az 400.000’ini HIV ile infekte hastalar.

DSO Kiiresel Tiiberkiiloz 2014 Raporu



* Yaklasik 20-25 niikleotid uzunlugunda,

 Transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyede gen

expresyonunun negatif diizenleyicileri olarak gorev alan,

* Proteine traslasyonu gerceklesmeyen,

e Tek zincirli RNA molekiilleri.




 Hiicre farklilasmasi, * Antikor iiretimi ve Iinflamatuar mediator

. ApoptoziS, sahnlml,
. Anti-viral savunma * Bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasi ve

sag kalimu.

microRNA

Creation of Adam - Michelangelo
detail with small variation




miRNA'larin mutasyonlar1 veya anormal ekspresyonlar1 (up/downregiilasyonu);,

» Kanser,
 Kalp-damar bozukluklari,
* Sizofrent,

» Kas-iskelet bozukluklari,

* Akciger hastaliklari,

* Gelisim bozukluklar: gibi daha bir ¢cok hastaligin gelisimine katki saglar.



Immiin Sistemin Diizenlenmesinde miRNA 'lar

e Immun sistemde hiicre gelisimini diizenler,

* TLR
olarak rol oynarlar.

* TLR patojen iliskili molekiiler kaliplar (PAMPS) olan

mikrobiyal tiriinleri tanir ve baglanir,

 TLR sinyalizasyonu, negatif diizenleyicilerin farkl

Toll-like Receptors
siiflart tarafindan, kuvvetli inflamasyonu 6nlemek | 2nd Innate Immunity
microRNA:

icin sikica in vivo olarak kontrol edilir. Why Study it and How
Cignal” Arrays & Assays:
NEW Cell-based Reporter Products




Tiiberkiiloz ve mikroRNA

 Aktif tiiberkiiloz gelisimi, kronik infeksiyon, reaktivasyonlar ve asemptomatik tasiyiciligin
sebepleri tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte aktif titberkiiloz gelisiminde konagin
Immun yapisinin onemli rol oynadigini diisiiniilmektedir.

* Gelismis tilkelerde de tiiberkiilozun HIV pozitif vaka sayisina paralel olarak artis gdstermesi




« MikroRNA‘larin T hiicre farklilasmasi, dentritik hiicreler, NK hiicreleri,

makrofajlar gibl dogal immiin cevapta rol oynayan hiicrelerin regiilasyonunda

rol oynar,

 Aktif tiiberkiilozlu hastalarin, latent tiiberkiilozlu hastalarin ve saglikli bireylerin

makrofa] ve NK hiicrelerinde immiin cevapla iliskili genlerin ekspresyonunda

degisiklikler oldugu belirtilmistir
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Cukurova bolgesindeki akciger tiiberkiilozlu hastalardan izole edilen mononiikleer
hiicrelerininde ve plazmalarinda miR146a, miR424, miR365, miR223, miR144,
miR421 mikroRNA ifade diizeylerindeki degisimin incelenmesi ve istatistiksel

olarak anlamli bir fark olup olmadiginin irdelenmesi amaglanmistir.




Calismamizin oncelikli hedefi, tiiberkiiloz tanisinda, takibinde ve

konaga yonelik direk immiinterapide mikroRNA’larin biyobelirteg

olarak kullaniminin irdelenmesidir.




Gerec ve Yontem

Kan orneklerinin toplanmasi

Mart 2014 - Mart 2015 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklar
Arastirma ve Uygulama Merkezi Adana Bolge Tiiberkiiloz Laboratuvarina Adana ilindeki
hastane ve dispanserlere basvuran, ARB pozitifligi veya kiiltiir pozitifligi tespit edilmis fakat
tedavi almamis yada heniiz tedavinin baslangic asamasinda olan hastalar dahil edilmis ve

hastalara onam formlar1 okutulup imzalandiktan sonra her birinden 8’er cc kan oOrnegi

EDTA’l1 tlip 1¢erisine alinmastir.




Gerec ve Yontem
Fycoll ile Mononiikleer Hiicre Eldesi

santifigiirasyon yontemi” lle elde edildi ve -70 C saklandi.

—

Centrifugation

S plasma
Blood

' Ficoll-Paque PLUS

Lymphocytes, monocytes, platelets

Ficoll-Paque PLUS o

granulocytes, erythrocytes




Gerec ve Yontem

Mononiikleer hiicrelerden miRNA eldesi

= < " -
A ’ N
3 1 e S
A
Sy ) I |

o

Ekstraksiyon Kiti (ExiQon mIRCURY RNA Isolation Kit-Cell&Plant, Cai'nNo: 584382)
kullanilarak gerceklestirildi. Eliiye edilen Total RNA -70 °C saklandh.




Gerec¢ ve Yontem

Plazma ve Plazmadan miRNA eldesi
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Ekstaksiyon kiti  (Roche High Pure miRNA Isolation kit, Cat

No0:05080576001) ile gerceklestirildi, Elliye RNA’lar -70 °C’de saklandi.



Gerec¢ ve Yontem
MikroRNA diizeykerinin RealTime PCR ile dl¢iimii

Komplementer DNA (cDNA) Eldesi

Total RNA (Exigon miRCURY LNA™ universal cDNA shythesis kit) 1le komplementer
DNA elde edildi ve reamplifikasyon adimina kadar 20°C de saklandi.




P rEAmpl 11 kasyon Hazirlanmasi (Preamplifiye cdna. Real time daha etkin ¢alismasi)

TagMan PreAmp Master Mix 300 pl (Life Technologies P/N 4361128)

Pool Primer Mix 150 pl

.

AN/ AN/ ANIINY/ o/ o\ 4
RNYAN/N/N/NV//,

54 er ul 8’li stripe transfer edilir
8 kanalli pipet ile 3.75 er ul alinarak 96°lik piko Plate’in tiim kuyularina pipetlenir
1.25 er ul cDNA eklendi (toplam 5)

Plate, film ile kaplandi, plate karistiricida 3000 rpm de 3 dakika karistirildi.

N

~—— TOPLAM 450 pl

PreAmp Protokolii

95°C 10 dakika

95°C 15 saniye 15 dongii
60°C 4 dakika
4°C oo




Ekzoniukleaz Adimi (Baglanmayan primerler ve pcr artiklarimin uzaklasmasi)

Exonuclease Buffer 24ul (BioLabs P/N 191502)

Exonuclease 1 48ul (BioLabs P/N 11502)

Dnase-Rnase Free su 168ul

TOPLAM 240 pl

4 {DNAse RNAse free su TR
£ 70C 30 dakika Y 7 ™~

0°C 15 dakika
4°C o0




Dynamic Array

1.

2.

Dynamic Array’in hazirlanmasi,

Primer Plate’inin hazirlanmasi,

Orneklerin hazirlanmas,

Dynamic Array’e pipetlemelerin yapilmasi,
Dynamic Array’in yiiklenmesi,

Dynamic Array’in BioMark da ¢alisiimasi.

http://www.selectscience.net/selectscience-tv/videos/biomark-
system-9696-dynamic-array/?videolD=101

http://www.selectscience.net/SelectScience-TV/Videos/biomark-
system-software-suite-in-genetic-
analysis/?&classID=0&complD=6059&videolD=100



miRNAlarin diizeylerinin istatistiksel analizi

 http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna/arrayanalysis.php?target=upload sites1 kullanilarak

sonuglar excel tablosu halinde analiz sistemine yiiklendi, kontrol miRNAlara gore sonuglar

hesaplanda.

miScript miRNA PCR Array Data Analysis 33333 SABiosciences

QIAGEN A QIAGEN Company

Upload Readout Readout Analysis Result Scatter Plot Volcano Plot Clustergram Multigroup Plot Expo

Instruction - How to use this tool? TaKe a Test Run

PCR Data File Upload

Mononiikleer hiicre icin 5S rRNA kontrol olarak, plazma ornekleri i¢cin miR-30e-5p

internal kontrol olarak kullanilda.
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http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna/arrayanalysis.php?target=upload

Bulgular

* Thc tanis1 almis, tedavi almamig 50 hasta, 30 saglikli birey,
 Hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyetleri benzer,

* Her 1kl grup cinsiyet acisindan karsilastirildigit zaman ise istatiksel olarak

anlamli fark tespit edilmedi. (p: 0,682)




Mononiikleer hiicrelerde ekprese olan mikroRNA’larin p degerleri

hsa-miR-421 -3,9378 0,978989
hsa-miR-223-3p -3,3466 0,97132
hsa-miR-424-5p -1,8068 0,574529
hsa-miR-365a-3p  |-6,3655 0,087621
hsa-miR-144-3p 2,2828 0,10207
5S 1 0
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Kontrol

M hsa-miR-146a-5p

Kontrol

Hasta

p Degeri




Plazmada Eksprese olan mikroRNA’larin p degerleri

hsa-miR-146a-5p  |4,0102 0,130258
hsa-miR-421 1,2784 0,430189
hsa-miR-223-3p 2,0076 0,238731

hsa-miR-365a-3p  [5,8673 0,100827

hsa-miR-30e-5p 1 0

Kontrol

m hsa-miR-424-5p

M hsa-miR-144-3p




Tartisma

 Basaril1 bir tiiberkiiloz kontrolii ve tedavisi i¢in erken tani son derece énemlidir.
« Mevcut tanisal yaklasimlar klinik 6rnekte patojenin taninmasi esasina dayanmaktadir.

» Akciger ve akciger dis1 tiiberkiilozda latent ve aktif tiiberkiiloz hastaliginin heterojen klinik

ozellikler tagimasindan dolay: tiiberkiiloz tanisinda daha etkin ve olgularin mikrobiyal olarak

dogrulanmasin1 beklemeksizin konaga ait biyobelirte¢ler kullanilanan tanisal testler

gelistirilmesi en acil ihtiyactur.




Tiiberkiiloz patogenezinde mikroRNA’larin roliinii anlamaya yonelik;

« Wang ve ark; (2011) aktif tiiberkiilozlu hastalarin mononiikleer hiicrelerinde saglikli ve latent

tiiberkiilozlu hastalara kiyasla miR-223 ve miR424’{in asir1 eksprese oldugunu gostermislerdir.

* Yanhua Liu ve ark; (2011) mononiikleer hiicre mikroRNA seviyeleri belirlendikleri calismada
mMiR-144 belirgin artis gostermistir.

 MiR144’lin T hiicre prolifererasyonu, interferon gama ve TNF-a iiretimini regiile ederek hastaligin gelisimi ve

tiiberkiilozla sonuglanmasinda rol oynadigi goriisiinii bildirmislerdir.




 Spinelli ve ark (2012); mononiikleer hiicrelerinde 6 mMIRNA (miR-223, miR-144*, miR-421,

miR-424, miR-146a, miR-365) incelemisler ve mir-146a’nin hem periferal kanda hem de

plevral sivida saglikli bireylere kiyasla ciddi derecede downregiile oldugu, miR-424’{in Ise

sadece periferal kan mononiikleer hiicre ifade diizeyinde istatiksel olarak anlamli derecede

artis gosterdigi bildirilmistir.

* Bizim c¢alismamizda Spinelli ve ark. yaptigi calisma ile uyumlu olarak mir-146a’nin
mononiikleer hiicrelerde ciddi derecede downregiile oldugu goriilirken, miR-424 sadece

plazma ifade diizeyinde istatiksel olarak anlamli derecede artis goriilmiistiir.

(ek olarak yine sadece plazmada miR-144"{in ifade diizeyinde anlaml bir azalma gézlenmistir)
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« Zhen Liu ve ark; (2014) aktif tiiberkiilozlu hastalarla yaptiklar1 ¢calismada bizim ¢calismamiza

paralel olarak miR-146a’nin ifade diizeyinde azalma oldugu gosterilmistir.

Cogu calismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da benzer
sonuclarin yam sira farkliliklarin gozlenmesinde analiz altindaki
hastalarin ve kontrol grubunun sayisi, tuberkiiloza olan yatkinligi,

genetik varyasyonlar gibi faktorlerin rol oynadigi dusuntilmektedir.




Sonuc ve Oneriler

Calismamizda tiiberkiiloz tanisi almis fakat tedavi almamis hastalarin mononiikleer hiicre ve
plazmalarinda 6 farkli miIRNA ifade diizeyleri ile saglikli bireylerde miIRNA ifade diizeylerinin

kiyaslanmasi sonucunda;

 Mononitikleer hiicrelerden elde edilen mIRNA 146a’nin aktif tiiberkiillozlu hastalar ile kontrol
grubu kiyaslandiginda ifade diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.

« Aktif tiiberkiilozlu hastalarda kontrol grubuna kiyasla miRNA 146a’nin downregiile oldugu gozlenmistir.

* Plazmadan elde edilen miRNA-424/144 aktif tiiberkiilozlu hastalar ile kontrol grubu

kiyaslandiginda ifade diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.
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* MikroRNA’lar aktif tiiberkiilozun erken tanisinda, tedavinin prognozunda prediktif oneme

sahip 1deal potansiyel biomarker ve terapotik ajanlar olarak umut vadeden biyobelirteclerdir.

* kolay izole edilmesi noninvazif yontemlerle mikroRNA analizini kolaylastirmaktadir,

e Calismamaz ile elde ettigimiz bulgular, bu alanda yapilmis olan ¢cok az sayidaki calismaya
onemli katkilar saglar nitelikte olup iilkemizde bu konuda yapilan sayih calismalar

arasindadir,

e Calismanin daha genis hasta 6rneklerinde calisilmasi ile miR-146a, miR-144 ve miR-424’{in

tanisal prediktif degerinin daha da desteklenmesi gerekmektedir.



IR

Aktif Akciger Tuberkilozunun Erken Tanisinda ve
Prognozunda mikroRNA-29a, mikroRNA-144, mikroRNA-
146a ve mikroRNA-155'in ile IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-17 ve IL1-
B'nin immiinobiyolojik Marker Olarak Degerlendirilmesi
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