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Tuberkiloz (TB)
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24 Mart 1882 aksami, Berlin Fizyoloji Dernegi
Rudolf Virchow Die Aetiologie der Tuberkulose
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TB patogeneazi
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Inflamasyonla iliskili mRNA ekspresyonlari

Inflamasyonla iliskili miRNA ekspresyonlar

Cevresel ve demografik 6zellikleri

Bagisiklik durumu

* ile enfeksiyonun sekli ve klinik seyri arasinda bir iliski var mi?



Konagin inflamasyonla iliskili miRNA ve mRNA ekspresyonlari ile
bakterinin genotipik ozelliklerinin tiberkiloz enfeksiyonu ve aktif
tiberkulozun klinik seyri Gizerine etkilerinin arastiriimasi (1155333)

 TB enfeksiyonunun seyri, klinik formlari ve tedaviye yaniti ile

konaktaki belirli miRNA ve sitokin ekspresyonlari arasindaki

iliskinin arastiriimasi

e Konagin inflamasyonla iliskili miRNA ve mRNA ekspresyonlari ile

bakterinin genotipleri arasindaki iliskinin arastirilmasi



Bagisiklik yaniti ve miRNA

MicroRNA’lar post-transkripsiyonel gen ekspresyonuna katilarak dogal ve
kazanilmis bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde etkili olmaktadir.
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TB, bagisiklik yaniti

Lancet 375:2110-2118, 2010




TB, bagisiklik yaniti ve miRNA
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MTB ———> miRNA ——> mRNA (Sitokin v.s.) ——>  bagisiklik yaniti

*Farklh  mikroorganizmalarda duzenleyici
ozellikleri olan kicuk kodlanmayan RNA’lar
tanimlanmistir.

Konak mRNA’larini etkileyen bakteriyel RNA
tanimlanmamistir.

* M.tuberculosis konakta miRNA ekspresyonunu
(azaltarak/artirarak) etkiler.
* ESAT-6 miR-155 ekspresyonunu indukler,
dolayisiyla COX-2 and IL-6 ekspresyonunu
inhibe eder.
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TB, bakteri ve miRNA

* Enfekte makrofajlarda miRNA ekspresyonu;

* Virilan H37Rv ve avirtlan H37Ra M.tuberculosis suslari arasinda
farkhlik gostermektedir.

* Beijing/W ve Beijing/W disi M.tuberculosis suslari arasinda
farkhlik gostermektedir.

—Hsa-miR485-3p Beijing/W ile enfekte makrofajlarda artmaktadir.

Plos One. 2015 Jun 8;10(6):e0126018.
Tuberculosis (Edinb). 2013 Dec;93 Suppl:S47-50
Tuberculosis (Edinb). 2016 Mar;97:1-7.




Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda miRNA

Front Microbiol. 2016 Aug 15;7:1274




TB, LTBE ve miRNA

Aktif TB, LTBE ve saglikhlari ayirabilen miRNA(lar) heniiz tanimlanmadi.

Front Genet. 2014 Jul 15;5:231.

* Barselona

* 500lgu (17 TB, 17 LTBE, 17 saglkli kontrol)

Upregulated = Downregulated
Upregulated = Downregulated

TB versus LITBIl versus hsa-miR-96 hsa-miR-320b
hsa-miR-194 | hsa-miR-150 HC HC hsa-miR-18a | hsa-miR-484
hsa-miR-223 hsa-miR-361-3p hsa-miR-20a hsa-miR-197
hsa-miR-374a | hsa-miR-629 hsa-miR-20b | hsa-miR-320e
hsa-miR-215 | hsa-miR-342-5p hsa-miR-93 hsa-miR-3198
hsa-miR-142-5p| hsa-miR-15b hsa-miR-17 hsa-miR-320d
hsa-miR-29c hsa-miR-130a hsa-miR-18b | hsa-miR-320c
hsa-miR-192 hsa-miR-210 hsa-miR-15a hsa-miR-942
hsa-miR-140-3p| hsa-miR-502-3p hsa-miR-454 | hsa-miR-1305

hsa-miR-324-5p hsa-miR-183 hsa-miR-4323
hsa-miR-93* hsa-miR-106b | hsa-miR-574-3p
s Upregulated Downregulated hea-miR-227 hea-miR-764
hsa-miR-532-5p || hsa-miR-21 | hsa-miR-423-3p|| hsa-miR-30e | hsa-miR-320a
hsa-miR-629* || hsa-miR-7f-1* | hsa-miR-1275 | hsa-miR-148a | hsa-miR-331-3p
hsa-miR-505 [ hsa-miR-17*
hsa-miR-103

Eur Respir J. 2015 Apr;45(4):1173-6.

miR-155 ve miR-132 akciger TB icin potansiyel tanisal biyogdsterge olabilir

Microb Pathog. 2016 Sep 8;100:78-83




Tﬂberl?moz
n=100

Calisma plani(115S333)

Toplam olgu

n=200

M

Akciger disi TB
n=30

Akciger TB
n=70

Yapilacak iglemler

1. miRNA ekspresyon analizi [Baslangic ve tedawvi bitiminde]

2. Inflamasyonla iliskili genlerin ekspresyon analizi [Baslangic ve tedavi

bitiminde]

3. M.tuberculosis'in genotiplendirmesi (Spoligotiplendirme/MIRU-VNTR)

4. Kuitor

5. Antibiyotik duyarllik testlen ve diren¢ mutasyonlannin saptanmasi

Saglkii kontrol [QFT (-)] LTBE [QFT (+)]
n=50 n=50

Yapilacak iglemler

1. Quantiferon testi (QFT)

2. miRNA ekspresyon analizi

3. Inflamasyonla iligkili genlerin ekspresyon analizi




RT-gPCR

* RNA izolasyonu (TRizol® Plus Isolation)
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RT-gPCR

* RT-qPCR (ABI 7500 FAST)

 Veri analizi

* http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php

Dosys Duzen Gernim  Sik Kulamiani

Asaglar Yordim
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?!14 Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5

eeses SABiosciences
QIAGEN A QIAGEN Company

Experiment Performed Usine

New 1o RT? Data Analaysis? Learn more by:

« Taki o
S AT SR Aoy + Planna a move guds (Flash)
+ Atting 3 w
) Custom RT? PCR Array
Notes:
Single or Multi-Gene QPCR Assays 1. Piease note thet you must complete i of your work with the PCR Array Data Analyses Web Portal in the same session.

is ot stored on a server, 50 all work is lost once the session (or your web browser) is closed. Be sure to export all processed dota
and resaits to an Excel file saved on your local computer.

2. Plesse set your screen resolution to 1024 X 768 or grester, # possble.
J 3. Tum off any window pop-up blockers, The software wil launch separate windows for viewing the plots and charts.

File: Gozae.
= File must be a MS Excel Sheet (in .XLS format, not XA5X).

Instructions

Excel Templates for Formatting your Experimental Data: 1

Choose the experiment that was performed: Standard/Cataloged RT Profiler PCR Array, Custom RT? PCR Array o individual

Cataloned POR Aray assays
5. 1f you selected Standard RTS PCR Array then Enter the PCR Array Pathway Number from the drop-domn kst
SCumom PR Ay b, 1f you selected Custom RT? PCR Array then Enter the Custom Array ID (ex. CAPX####) in the text feld
P €. 1F your experiment used indridual premer assays then select Single or Mult-Gene GPCR Assays.
2. Browse and select the S Excel fie containing your PCR data with 3 mayimum number of 100 samples. Click “Uplosd".
For Custom PCR Arrays - Data Analysis Patches 3. Analysiz Setup page
Convert your custom aray raw data into the compatible format for your customized Data Analys:s Template
3. In the “Basic Setup” secton, assign samples to Gdferent groups. At least twa groups are nesded, where one of those
| 96-well 384-well 0roups must be the control group. Clck “Update® when finished. You may exclude samples from the analysis by selecting
Towe s oo Soaess S cances “Exclude” on the drop down men.
i 2 b. Review the “Data QC" section to sssess each groups’ PCR reproducibiity, reverse transcription efficiency, and the presence
ledniioamio AL of genomic DNA contamnabon.
16 980es £ 6 sangles 16 ge0es ¥ 2¢ sampies €. The "Seiect Housekeeping Genes" section allows you to remove o add preferred housekeeping genes for data
4 genes x4 4 genes x 1 normalizstion by dickig the spproprste checkboxes. Click “Update” when finsed.
! 4. Review the “Data Overview” section to see each aroup's distribution of threshoid cycie values and the average of the raw
32 genes x 3 samgles 329enes x 12 samcies data in each group.
43 0z0ss x 2 sarpies 48 genes x & samples 4. Analysiz page: {
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Molekuler biyogdsterge olarak miRNA'nin zorluklari

healthy

* Tek bir miRNA vyizlerce farkli
mRNA’y1  hedefleyebildigi  gibi, TB SARC  TBvsSARC

farkli miRNA’lar da aynt mRNAy1 | y
hedefleyebilmektedir. miRNAs (145

* Ekspresyonlari cok hizli degisiyor (Use it or lose it).

* MiRNA duzeyleri cesitli durumlardan (sabah, aksam, eslik eden
inflamatuar ve enfeksiyoz durumlardan, alinan ilaglardan)
etkilenebilir. '

Proc Natl Acad Sci USA. 2012 May 15;109(20):7853-8
Front Microbiol. 2016 Aug 15;7:1274




Molekuler biyogdsterge olarak miRNA'nin zorluklari

e Spesifik miRNA‘larin izolasyon ve tanimlanmasi sirasinda karisan
prematur miRNA’lar ve tRNA yalanci pozitif ve negatif sonuclara yol
acabilir.

* MiRNA’larin tanimlanmasi molektler biyoloji ve biyoinformatik
konusunda bilgili deneyimli arastiricilar tarafindan yapilmalidir.

e Calismalar sirasinda veri degerlendirmesinde yanlis sonuclara yol
acabilecek deneysel kontaminasyondan 6zellikle kacinilmalidir.

Front Microbiol. 2016 Aug 15;7:1274




TesekkUr

Konagin inflamasyonla iliskili miRNA ve mRNA
ekspresyonlari ile bakterinin genotipik 6zelliklerinin
tuberkuloz enfeksiyonu ve aktif tiberkilozun klinik
seyri uzerine etkilerinin arastirilmasi (115S333)
bashkhh proje TUBITAK SBAG 1001 kapsaminda

desteklenmistir.




