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OZET

Cukurova Bolgesindeki Akciger Tuiberkulozlu Hastalarin
Mononiikleer Hiicrelerindeki MikroRNA Diizeylerinin Incelenmesi.

Tuberkiiloz, hayati tehdit eden en eski enfeksiyonlardan birisi olup,
tum dunyada hala mortalitenin en o6nemli sebepleri arasinda yer
almaktadir. Diinyada her yil yaklasik olarak 8.7 milyon kisinin tiiberkiiloza
yakalandigi ve en az 2 milyon kisinin de tuberkiloz sebebi ile hayatini
kaybettigi diinya saglk orgiitii (DSO) tarafindan bildrilmektedir.

Multisistemik bir hastalik olan tliberkiilozda olgularin ¢ogunda
akciger ve plevra tutulumu mevcuttur. Ancak M.tuberculosis ile infekte
kigilerin %5-10’unda aktif tliberkiiloz gelismektedir. Aktif tliberkuloz
gelisimi, kronik enfeksiyon, reaktivasyonlar ve asemptomatik tasiyiciligin
sebepleri tam olarak aydinlatlamamis olmakla birlikte aktif tuberkiiloz
gelisiminde konagin immun yapisinin o6nemli rol oynadigina
inaniimaktadir.

Son yillarda mikroRNA’larin (miRNA) immun sistemdeki roliiniin
belirlenmesine yonelik galismalara ilgi artmistir. Birgok grup tarafindan
yapilan calismalarda miRNA'larin gesitli bagisiklik hiicreleri alt gruplarinin
yani sira bunlarin immiinolojik islevlerinin de farklilagsmasini etkileyerek
hem kazanilmis, hem dogal immunitede onemli oldugu belirlenmistir.
miRNA’lar ayrica, kanser, gibi onemli hastaliklarin ve o6zellikle M.
tuberculosis, ve H. pylori enfeksiyonlari gibi genis bir hastalik grubu ile
iligkilidir.

Bu arastirmada; Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklari Merkezi
Bolge Tiiberkiloz Laboratuvarina gonderilen, mikrobiyolojik olarak
tiberkuloz tanis1 konmus, tedavi almamig 50 hasta ve 30 saglikli bireyden
izole edilen mononiikleer hiicre ve plazma miR146a, miR424, miR365,
miR223, miR144, miR421 miRNA’larn, yliksek kapasiteli real-time PCR
cihazi ile degerlendirildi.

Hasta ve kontrol grubu karsgilastiriidiginda plazmada miRNA144,
MiRNA424, mononiikleer hiicrede miRNAl146a ekspresyonlari ile istatiksel
olarak anlaml bir iligki mevcut idi. (p<0,005)

Sonu¢ olarak, aktif tliberkiloz hastalarinin mononiikleer
hucrelerdeki mikroRNA duzeyleri farkhhklarn incelenerek tliberkiiloz
tanisinda, takibinde ve ayni zamanda konaga yonelik direk immun
terapide mikroRNA’larin biyomarker olarak kullanimi irdelenmistir.

Anahtar kelimeler: Akciger Tiiberkiilozu, immun Cevap, MikroRNA,
Mononiikleer Hiicre, Mycobacterium tuberculosis
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ABSTRACT

Detection of MicroRNA Levels in Mononuclear Cells from Patients with
Pulmoner Tuberculosis in Cukurova Region

Tuberculosis (TB) is one of the oldest diseases known to the
mankind; remains a major cause of mortality worldwide. The World Health
Organization (WHO) estimates that more than 8.7 million new cases of
active TB occur annually and the estimated global annual mortality from
TB is close to 2 million people.

Tuberculosis is a multi-systemic disease, and involment of lungs
and plevra is seen in majority of patients. However, only 5-10% infected
people develop active tuberculosis in their lifetime. Although the
exact reasons of active tuberculosis, chronic infection, reactivation and
asymptomatic carriage are not well understood, believed that host
immune mechanisms have crucial role in devoloping active tuberculosis.

During the last few years there has been an increased interest in
studying the role of miRNAs in the immune system. Studies conducted by
many groups have demonstrated that miRNAs are important in both
adaptive and innate immunity, by influencing the differentiation of various
immune cell subsets as well as their immunological functions. miRNAs
are also involved in a wide variety of important diseases such as cancer
and infections especially M. tuberculosis and H. pylori.

In this study 50 patients with microbiogically proven tubeculosis
who did not receive antituberculosis therapy and 30 healthy volunteers
were enrolled. miRNA’s of mononucleer cells and plasma isolated from
the clinical materials which will be send to Tropical Disease Center
Region Tuberculosis Laboratory and miR146a, miR424, miR365, miR223,
miR144, miR421 evaluated by high capacity Real-Time PCR divice.

When stratified into the patient and control group showed a
statistically significant association with expressions of the miRNAl146a in
mononucleer celles and plasmas miRNA144 and miRNA424 were present.
(p<0.005)

In conclusion; miRNA levels differentiations in active tuberculosis
patients mononuclear cells evaluated and uses of miRNA’s examinated
for diagnosis, observations and also host spesific direct immunotherapy.

Keywords: Pulmonary Tuberculosis, Immune Response, MicroRNA,
Mononucleer Cells, Mycobacterium tuberculosis
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1. GIRIS VE AMAG

Tlberklloz (TB) Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK) grubuna
ait mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, ulkemizde ve dunyada halen
onemini koruyan insanlik tarihi kadar eski kronik, grantlamatoz, nekrozitan bir
hastaliktir!:2.

Tuberkuloz, tarihin ilk ¢aglarindan beri insanoglunun yasadigi en onemli
saglik problemi olma 6zelligini korumustur. Akciger tuberkulozu prevalansinda;
siki kontrol programlari, kisi ve cevre hijyenindeki nispi duzelmeler, yeni anti-
tuberkuloz ilaglarin kesfi ve asilama galismalari ile 20. yy’in ilk yarisinda azalma
egilimi gorulmustir. Ancak, Ozellikle gelismekte olan Ulkelerde yeterli mali
kaynaklarin bulunamamasi ve bagli olarak kontrol programlarinin esnetilmesi
sonucu ikinci yarinin baslarindan itibaren,yani son 50 yilda, 6nce gelismekte
olan Ulkelerde daha sonra HIV iligkili immun yetmezlik sendromu pandemisi ile
birlikte gelismiglik farki gozetmeksizin batin dinyada prevalans yeniden artig
trendine girmistir. Artan trend karsisinda yeni ilaclarin kesfedilememis olmasi ve
mevcut ilk segenek ilaglarinda siklikla irrasyonel kullanimina bagl olarak once
coklu ilag direncliMDR) ve sonrasinda ikinci secenek ilaclara da direng
gelistirmis genigletilmis ilag direncli (XDR) M.tuberculosis suslarinin ortaya
¢ikigl pulmoner tiberkiloz morbidite ve mortalitesini artirmistir.

Halen dinya niUfusunun yaklasik dgte birinin M.tuberculosis kompleksi
suslar ile infekte oldugu, ancak infekte bireylerin sadece %5-10'unda aktif
tiberkiloz gelistigi bilinmektedir. Diinya Saglk Orgitiniin (DSO) ve CDC gibi
uluslararasi otoriteler 2012 yilinda tahminen 8 milyon kisiden fazla insanin
tuberklloza yakalandigini ve 1,3 milyon insanin tuberkuloz nedeniyle hayatini
kaybettigini rapor etmistir*>¢. DSO 2014 Kiresel Tiberkiloz Raporu’na gore
2013 yihinda 9 milyon yeni TB vakasi tespit edilmis ve bu vakalarin 1,5 milyonu
dlimle sonuclanmistir. Olenlerin en az 400.000’ini Human Immunodeficiency
Virus (HIV) ile infekte hastalarin olusturdugu tahmin edilmektedir”8.

Anti- tuberkuloz ilaglarin kullanimina paralel olarak immunizasyon yolu ile

salginin kontrol altina alinmasi ¢abalarida tam olarak basariya ulagsamamis ve



tuberkllozun molekuler patogenezi ve immunopatolojik olaylar tam olarak
aydinlatilamamistir®.

Aktif tiberklloz gelisiminde, hastaligin Kklinik seyrinde konak savunmasi
son derece onemli rol oynamaktadir. Tuberkuloza kargl koruyucu immunitede
sitotoksik T hucreleri ve yardimci T hucreleri oldukga 6nemli rol oynamakta ve
bu hdcrelerin farklilasmasi ve iglevlerinin duzenlenmesi siki bir sekilde
mikroRNA’lar tarafindan kontrol edilmektedirt©.

Son vyillarda mikroRNA’larin  (miRNA) immudn sistemdeki rolindn
belirlenmesine yonelik c¢alismalara olan ilgi artmistir. Birgok arastirmaci
tarafindan yapilan calismalarda miRNA'larin gesitli bagisiklik hucreleri alt
gruplarinin yani sira bunlarin immunolojik islevlerinin de farklilasmasini
etkileyerek hem kazanilmig, hem dogal immunitede oOnemli rol oynadigi
belirlenmigtir!,

MikroRNA'lar, genom Uzerinde protein kodlayan (intron veya ekzon ) ve
protein kodlamayan bdlgelerdeki RNA genlerinden transkribe edilen, fakat
proteine gevrimi gergceklesmeyen, fonksiyonel RNA molekdlleridir. Bu dolasimda
bulunan miRNA'lar kanda oldukg¢a kararl bir yapi gostermektedir ve klinikte
hastaliklarin  tanist  ve prognozunda ©Onemli bir biyomarker olarak
kullanilabilecegi gosterilmigtir. miRNA’lar plazmada bulunan RNAaz'lara
oldukga direnclidir, bununla birlikte yuksek ve dusuk pH, uzun sureli depolama,
dondurup ¢ozdurme gibi ekstrem kosullara da olduk¢a dayanikhdirlar. Bu
sebeple invazif yontemlere ihtiya¢ olmaksizin serum ve plazma Ornekleri ile
calismayl mimkin kilmaktadirlart213,

miRNA’lar, organizmada bir¢ok biyolojik olayda belirleyici rol oynadiklari
icin mutasyonlari ve/veya ekspresyon farkliliklarinin basta kanser olmak lzere
kardiyovaskiler ve inflamatuar  hastaliklar,  muskuler  bozukluklar,
norodejeneratif hastaliklar gibi ¢ok cesitli hastaliklarla iligkili olabilecegi iddia
edilmistir4.

Bu calismada; akciger tuberkulozlu hastalar ile klinik ve laboratuvar
testleri sonucunda tuberkuloz yakinma ve bulgusu olmayan hastalarin
mononukleer hucrelerinde, daha 6nce yapilan calismalarla aktif tiberkilozlu

hastalarda seviyelerinin onemli derecede degistigi bilinen miR146a, miR424,



miR365, miR223, miR144, miR421 olmak Uzere 6 farkli mikroRNA ifade duzey-
lerindeki degisimin yuksek kapasiteli real-time PCR cihazi ile degerlendiriimesi
amagclanmistir. Bu amacla C.U Rektorltiglu Tropikal Hastaliklar Arastirma ve
Uygulama Merkezi - Adana Bodlge Tuberkiloz Laboratuvar’na (THAUM) 2014-
2015 tarihleri arasinda Kargiyaka Verem Savas Dispanseri, Cifteminare Verem
Savas Dispanseri ve Cukurova Askim Tufekgi Devlet Hastanesinden Akciger
tuberkllozu stphesi ile balgam ve periferal kan 6rnegi génderilen ve tani amacgh
yapilan laboratuvar iglemleri sonucunda balgam orneklerinde MTK basillerin
varligi tespit edilen ve edilemeyen bitin hastalara ait alinan orneklerden
mononuklear hicre izolasyonu gergeklestirilmigtir.

Calismamizin dncelikli hedefi, aktif tiberkiloz hastalarinin mononukleer
hicrelerindeki mikroRNA duzeyleri  farkhliklarini  inceleyerek expresyon
duzeylerindeki degisimin anlamli olup olmadiginin tespit edilmesi ve tuberkuiloz
tanisinda, takibinde ve konaga yonelik direk immunterapi de yukarida belirtilen
farazi mikroRNA’larin biyomarker olarak kullaniminin irdelenmesidir. Ayni
zamanda c¢alismamiz tlberkliloz patogenezinde mikroRNA’larin  rolln
anlamaya yonelik Ulkemizde ilk c¢alisma olup bundan sonraki bilimsel
calismalara veri olarak katki sunmasi ve tuberkuloz takip merkezlerinde tani ve
tedavi rehberlerinin degismesi ve/veya modifiye edilmesine katki saglayacaktir.
Hasta ve ekonomik kayiplarin azaltimasini saglamak uzun vadeli

beklentimizdir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tuberkiilozun Tarihgesi

Tuberkuloz; tarihi oldukga eski zamanlara dayanan, dinyada her yil sekiz
milyonu askin yeni vaka ve yaklasik iki milyon 6limle gunimuizde hala ¢ok
onemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam eden bir infeksiyon hastaligidirt®.

Mikobakteriyel infeksiyonlarin ilk kez insanlarin yerlesik duzene gectikleri
M.O 8000 yillarinda sigirlari evcillestirmeye baslamasiyla birlikte ortaya ciktigi
dusinilmektedir. M.O. 4000-2400 yillarinda eski Misirda Firavunlar
déneminden kalma Thebus bdlgesinde bulunan 85 mumyadan alinan organik
materyallerde tuberkuloz basilinin varhgi ARB, PCR ve [S6110- RFLP ile
ispatlanmis, spoligotipleme ile de sus tayini yapilabilmistir!¢1’. Yine Misirda,
M.O. 5000 yillarina, Hindistan’da M.O. 3300 vyillarina ve Cin’de M.O. 2300
yillarina ait kaynaklarda tlberkiloz hastaligini  dusidndiren ifadeler
bulunmaktadir. M.S. 700 civarinda Peru’da ve Misirda bulunan mumyalarda
Pott hastali§ina dair bulgular tespit edilmistir. Hipokrat (M.O. 460-377) hastalik
icin erime, tikenme anlamina gelen “phtisis” deyimini kullanmis ve hastalig
yunan literatlrine tuberkulozu vyerlestirmistir. M.S. 174 yillinda Galen,
kendisinden sonra 1000 yil boyunca degismeyen tedavi Onerilerini ortaya
koymustur. Bu oOneriler sut igmek, temiz dag havasi, istirahat, oksurugun
kesilmesi, gogus yakilari, venden kan alimi, suluk uygulamasi, kusturucular,
mushiller, kabarticic maddelerle ciltte vyaralar olusturmak seklinde
Ozetlenebilirl618.19,

Gozlem ve deneylerin ronesansla birlikte artis gostermesiyle tuberkuloz
konusunda yeni bilgiler ortaya ¢ikmistir. Andreas Vesalius (M.S. 1478) fitizisli
hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlarin bulundugunu bildirmistir. F. Sylivus
(1614-1672) ise tuberkllozdan dlen hastalarin akcigerlerinde tuberkll adini
verdigi kiguk sert nodullerin bulundugunu gostermistir. Eski Avrupa’da da son
derece yaygin olan tuberklloz 15-17 ylUzyillarinda Avrupa Toplumunun %25’ini
enfekte ettigi Litvanya’da toplanan kemik ve dis materyallerinde 1S6110 RFLP

yontemiyle MTBK'ine ait bakteri varliginin kanittanmasiyla ispatlanmigtir. 17. ve



18. yuzyillarda ise sanayi devrimi, fakirlik, yetersiz beslenme ve kalabalik
yasam gibi elverigsiz kosullar tuberkuloz salgininin yayilmasina neden
olmustur. Hastalik ingiltere’den tiim bati (lkelerine, bati Avrupalilarda tim
dunyaya yayildikga tuberkuloz da yayginlik kazanmistir. 19.yy hastaligin
kavranmasinda ¢ok onemli gelismelere sahne olmustur. A. Willemin 1865
yilinda tuberkulozlu hastalarin kavitelerinden alinan materyali tavsanlara inokule
ederek tuberkuloz gelistigini gostermigstir. Robert Koch 1882’de tuberkulozun M.
tuberculosis basili ile olusan bir infeksiyon oldugunu kanitlamigtir!’:20, 1921
yilinda Fransiz arastirmacilar Albert Calmette ve Camile Guerin sigir TB basilini
230 kez pasaj yaparak ilk TB asisi alan Bacillus Calmette-Guerin (BCG)'i
geligtirmiglerdir. Seibert ve Glenn 1939 vyilinda “old tuberculin”in
saflastirimasiyla elde edilen tlberkilinin saflastirimis protein turevi olan
“Purified Protein Derivative” (PPD)’i hazirlamistir ve elde edilen saflastiriimis
protein turevi ile birlikte tlberkiloz infeksiyonun varlidr belirlenmeye
baglanmigtirt21.22.23,

1940’larda ABD’de Streptomycin (STR), isvec’te Para-amino salisilik asitin
(PAS) bulunmasi ile tiberkiiloz tarihinde yeni bir dénem baslamistir. ilaglarin
tek basina kullanimi sonucu kisa zaman iginde direng¢ gelisiminin gézlenmesi
yeni ila¢g bulma cabalarini zorunlu kilmistir. 1952 yilinda Robizek ve Selikof
tarafindan izoniazid (INH)'in bulunmasindan sonra u¢ ilagla kombine tedavi
uygulanmasi 18-24 ay suren tedavi sureci sonucunda tuberklloz tedavi
edilebilir bir hastalik haline gelmigtir. 1954 yilinda pirazinamid (PZA), 1962
yihnda etambutol (EMB) ve 1966 yilinda rifampisin (RIF) bulunmugtur. Yetmigli
yillarin  baslarinda bati Ulkelerinde artik tuberkiuloz sorununun bittigi
dusunulurken 1985 yilindan itibaren bu ulkelerde tuberkuloz insidansinin ilk kez
artmaya baglamasiyla hastaligin yeniden ortaya cikmasi blylUk saskinlk
yaratmis ve 1980’li yillardan sonra dinyada giderek artan HIV infeksiyonuna
bagh olarak TB sorunu yeni bir boyut kazanmistir. Cunki HIV infeksiyonuna
bagll immun sistemin baskilanmasi TB basili ile infekte kisilerde klinik TB’nin
ortaya ¢gikmasina sebep olmaktadir. Nitekim Afrika’da HIV-1 ile infekte her ¢
kisiden birinde TB tespit edilmigtir?425,



Tedavi basarisi ve direng gelisiminin dnlenmesi ile mortalitenin azaltilmasi
basarili bir tuberkuloz kontrol programlarinin uygulanabilmesi ile mumkunddar.
Tedavinin basarisini etkileyen iki dnemli faktor; hasta uyumu ve ilag direncidir.
TUberkiloz kontroliinde istenen basarlyr ulasmak icin Dinya Saglk Orguti
(DSO); Dinya nifusunun %55’ini ve dinyadaki tiiberkiloz olgularinin % 27’sini
iceren 148 ulkede “dogrudan goOzetimli tedavi stratejisi (DGT-DOTS)”

uygulamasini baglatmistir6.

2.2. Mikobakterilerin Bakteriyolojisi ve Hucre Duvar Yapisi

Mikobakteriler Mycobacteriacea ailesinin tek cinsi olup, aerop, sporsuz,
katalaz aktifligi gosteren, hafif kivrik veya diuzgin comak seklinde, dallanabilen,
0.2 - 0.6 um eninde, 1.0- 10 ym boyunda ince basillerdir. Bolunme sureleri 12-
18 saat olup yavas ureyen, pleomorfik comaklardir. Optimum Greme sartlari 5-6
pH ve %5-10 CO2'dir. 37°C Ureme igin uygun bir sicaklik olmasina karsin bu
sicaklik turden ture degismektedir. Uygun sartlar altinda 10-15 gunde koloniler
gobzle gorilmeye baslar?’.

Bakteriyolojik 6zellik ve DNA benzerlikleri yonunden yakin iligkili turlere
‘kompleks’ adi veriimekte ve M. tuberculosis kompleks (MTBK) olarak
tanimlanmaktadir. MTBK icerisinde M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis ve
BCG susu, M.microti, M. canetii, M. caprae, M. pinnipedii, M. mungi ve son
olarak da henuz daha tanimlanma asamasinda olan M. orygis turleri
bulunmaktadir. Bunlar disinda kalan ailenin diger Gyeleri, tuberkuloz digi
mikobakteriler veya atipik mikobakteriler olarak adlandirilir?®. Tuberkiloz
hastaliginin olusumunda % 97 oraninda M. tuberculosis basili sorumludur.

Tuberkuloz basili 2-4 y uzunlugunda, duz veya egri cubuklar seklindedir.
Hucre duvarinin yuksek lipid icerigi nedeniyle %95 etil alkol ve %3 hidroklorik
asit tarafindan dekolarize edilemezler, dolayisi ile aside direngli basil (ARB)
olarak adlandirilirlar?®. Basilin biyUkligu ve sekli, Greme ortamina ve siiresine
bagh olarak degiskenlik gosterebilir. Makrofaj icerisinde aktif cogalan basillerin
sivi besiyerlerinde bulunan basillerden daha uzun oldugu ve tomurcuklanma
benzeri yapi sergiledikleri gosterilmistir. Hidrofobik karakterleri sebebi ile

patojen basillerin bolinmeden sonra birbirlerinden ayrilmadan buyuk kumeler



seklinde gogaldiklari goértlmus ve olusan bu kiimeler kord faktoér (serpentine
cord) olarak tanimlanmistir?,

Mikobakterilerin hicre duvar yapisi diger bakterilere nazaran oldukga
karmasik bir yapi icermektedir ve U¢ ana tabakadan olusmustur. Plazma zarinin
uzerinde bulunan en i¢ tabaka peptidoglikan (murein) kisa peptid zincirleri,
capraz baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirleri i¢erir ve hucrenin
sert yapisini saglayan tabakadir. ikinci tabaka hiicre duvarinin %35'ini olusturan
arabinogalaktan olup peptidoglikan tabakasina fosfodiester kopruleriyle baglidir.
Mikolik asitler arabinogalaktanlara kovalent olarak baglanarak hidcre duvar
kalinligindan ve blyuk oranda da huicrenin aside direngli olmasindan
sorumludur. Mikolik asitler, trehaloz gibi sekerlere baglanarak kord faktori (6-6’-
dimikolat-a-D-trehaloz) olustururlar. Mikozidler olarak adlandirilan en dis tabaka
ise bir grup hetorojen peptidoglikolipid ve/veya fenolik glikolipidden olusmustur.

Hucre duvari agirhginin %60’in1 olusturan lipidlerin ¢godu uzun zincirli yag

asitleridir?.30:31,
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2.3. Tuberkiiloz Patogenezi

M. tuberculosis sahip oldugu ¢ok sayida virulans 6zelligi ile zaman zaman
konagin bagisiklik sisteminden kurtulabilen bir infeksiyon etkenidir. infeksiyonun
nasil sonuglanacagini, konagin savunma mekanizmalari ve basilin virulans
faktorlerinin etkilesimi belirlemektedir. Son yillarda bu etkilesimler sirasinda,
konak ve patojene ait bazi genlerin ekspresyon duzeylerindeki degisimleri ve bu
genlerin iglevlerini ortaya koymayl amaclayan c¢alismalara olan ilgi giderek
artmaktadir.?

Akciger tuberkulozunda solunum damlaciklari yolu ile alinan basil
alveollerde makrofajlar, nétrofiller, mast hicreleri, tip [l pndmositlerin ve dentritik
hiicrelerin ylzeylerinde bulunan reseptorlere tutunarak kolonize olur3334,
Akciger tuberkilozunda 5 pym’den bulyuk partikiller, lizozim, laktoferrin gibi
antibakteriyel sekresyon igeren ust solunum vyollarinin siliyali epitelyumu
tarafindan tutulurken, daha kuguk partiklller alveollere ulasarak alveolar
makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedir3>36. Alveoler epitel hiicre lizerinde
opsonize edici proteinler (kompleman veya spesifik antikorlar) tarafindan
isaretlenen basiller fagositik hicreler tarafindan fagosite edilerek, fagolizozomal
fuzyon igerisinde sindirilip yok edilirler. Ancak bakteri ¢esitli mekanizmalar ile
fagositik hicre igerisinde gcogalmaya devam edebilir. TUberkuloz basili opsonize
edici proteinlerden farkh olarak baska islevsel 6zellikte proteinlere baglanarak
immun sistem mediatorlerinin basili algilamada yetersiz kalmasina neden
olabilmekte, ayni zamanda mediatorleri araciligi ile fagolizozomal fuzyon
modifiye edilerek ve genetik faktorlere bagli konak savunmasinda meydana
gelen yetersizlikler ile basil tamamen ortadan kaldirlamamakta ve ¢ogalmaya
devam edebilmektedir.32,

Fagositik endozomlarda ¢ogalmaya devam eden basiller ESAT-6 (Early
Secretory Antigenic Target) ve CFP-10 (Culture Filtrat Protein) ile olusturduklari
kararl kompleks ile membrandaki lipit bariyerlerde por formasyonu olusturarak
hacreleri lizize ugratirlar. Pargalanan hucreden alveoler bogluga dugen basiller
fagositik hiicre endozomu igerisinde latent fazda ¢gogalmadan yasamaya devam
eder. Latent donemin olusumunda mikolik asitler, sigma faktorler énemli rol

oynamaktadir. Parcalanan fagositik hlcrelerin sekrete ettigi kemotaktik



faktorler, monositlerin ve diger inflamatuar hucreler infeksiyon bolgesine
gelmesini saglar ve granulom olusumu baglar. Aktive edilmemis makrofajlar
tarafindan alveolar bosluktan gecen basiller fagosite edilseler dahi makrofaj
aktivasyonu henuz gerceklesmedigi icin ¢ogalmaya devam ederler ve
lenfohematojen yolla tum vicuda yayllim yeni grantlomlar olustururlar.
Lenfohematojen yolla yayilim gosteren basiller en ¢ok akcigerler (apeks),
bdbrekler, uzun kemikler ve vertebralara yerlesir. Saglikh bireylerde lenfo-
hematojen yolla vicuda dagilan basillerin olusturdugu kuguk kazebz odaklar
makrofajlarca temizlenmektedir. Buylk kaze6z odaklar ise fibroz bir kapsul ile

cevrilerek (tliberkilom) izole edilmektedir3’: 38 39, 40, 41,36, 42,

2.4. Klinik Tablolar

Dunyada en c¢ok karsilagsilan tuberkiloz infeksiyonu akciger
tuberkulozudur. Tuberkulozlu hastanin Oksurmesi ve aksirmasi sonucu
damlaciklar icinde dis ortama salinan basiller birka¢ saat asili halde havada
kalabilir ve duyarh kigiler tarafindan solunum vyolu ile alinararak akciger
alveollerine ulasirlar. Ancak her infeksiyon hastalikla sonlanmaz, infekte olan
kisilerin ancak % 5-10'unda hastalik tablosu ortaya cikmaktadir. infekte
bireylerin buyuk bir kisminda hastalik hi¢ gelismez ve mikroorganizma vucut
icinde uzun bir zaman dormant (aktif olmayan) halde kalabilir. Boyle kisiler
hayatlarinin geri kalan kisminda hastalik riski tagiyarak yasarlar.

Basilin aktif olarak ¢ogaldigi hastalarda klinik tablo farkli sekillerde ortaya
cikabilir*®. Tlberkilozda semptomlar sinsi bir baslangic gosterir. Primer
tiberkllozda genellikle semptom ve bulgu olusturmadan primer lezyon ve hiler
adenopati gelisir. Ates, oksurlk, kilo kaybi ve gece terlemesi en sik gorilen
semptomlardir. Ancak bu semptomlar daha ¢ok buyuk cocuk erigkinlerde
gOrulur. Kugluk ¢ocuklarda ise 4 haftadan daha uzun suren kilo alamama, 2-3 ay
ve daha uzun suren kuvvet kaybi, terleme, Oksuruk, wheezing, bir haftadan
daha wuzun siuren sebebi acgiklanamayan ates ve effizyon gorilebilir.
infeksiyonunun 3- 8. haftalarinda gecikmis tip asiri duyarlilik reaksiyonu nedeni

ile eritema nodozum gorulebilir.



Sekonder tuberkllozda ise en sik gorulen semptomlar ise; istahsizlik,
yorgunluk, kilo kaybi, Ozellikle 0ogleden sonralari artan ates, gece

terlemeleridir#4.

2.4.1. Primer Akciger Tuberkiilozu

Tuberkuloz basilinin insana bulasmasinda en 6nemli yol, solunum ile
basilin alinmasidir. Bulasin en 6nemli kaynag! ise basil ¢ikaran hastalardir.
Hastalarin konusmasi, oksurmesi ve hapsirmasi esnasinda ortama basil
bulunan damlaciklar saciimaktadir ve bu damlaciklarin buyuklukleri farklilik
gOstermektedir. Buyuk damlaciklar hizla yere duserken, daha kuguk olanlarin
dususu daha uzun zaman almaktadir. Boylece 1 mm ve altinda ¢api kuguk ¢apli
damlaciklar daha uzun sure havada asili kalmakta, ¢ok yavas olarak yere
digmekte ve ayni ortamda bulunan insanlar tarafindan inhale edilme olasiligi
artmaktadir. Her bir damlacigin iginde vyaklasik 3-10 arasi basil
bulunabilmektedir®®. Basille daha 6nce karsilasmamis duyarli bireyler, havada
asili bu damlaciklari inhale ettiklerinde ¢aplari alveollere ulagmak ig¢in buyuk
olan bu damlaciklarin buyldk bir kismi Ust hava yollarinin lokal koruyucu
mekanizmalari tarafindan tutulmakta ve damlaciklarin sadece bir kismi alveoler
ylizeye erigsebilmekte ve infeksiyon olusturabilmektedir*® fakat alveollere ulagan
damlaciklar ile tasinan basil konadin ilk savunma mekanizmasini yenerek
hayatta kalir ise; akciger parankiminde pnémoni odagdi (Ghon odagi), komsu
hiler lenf bezinde granulomat6z inflamasyon ve bu iki olusum arasindaki
lenfanjit ile karakterize primer kompleksin (Ranke kompleksi) meydana
gelmesine neden olur. immiin sistemin yetersiz kaldi§i durumlarda primer odak

ve ilgili lenf bezindeki inflamasyon ilerler, primer tiberkiloz meydana
gelir45:46.47,

2.4.2. Miliyer Tuberkiloz

Hematojen vyayllimi sirasinda damarlara yerlesen basillerin  kana
karismasi miliyer tiiberkilozun gelismesine neden olur. immin sistemi heniiz
tam gelismemis dort yas altt cocuklarda primer infeksiyonun erken

komplikasyonu olarak gorilebilir*’. Bol miktarda TB basilinin hematojen
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yayllmasi sonucu yuksek kan akimli organlar (akciger, karaciger, dalak, kemik
iligi, gozler, bobrekler, surrenaller) basta olmak tUzere her organ degigik oranda
tutulabilmektedir. Miliyer TB’un tanitici histopatolojik bulgusu makroskopik
olarak tuberkll, mikroskobik olarak ise makrofajlar ve Thl lenfositlerinin

etkilesimi ve isbirligi sonucunda olusan grandlomdur?®.

2.4.3. Post Primer Akciger Tuberkilozu

Post primer akciger tuberkulozu, erigkin hastalarda en sik rastlanan
tuberkuloz tipidir. Reaktivasyon tuberkilozu ayni zamanda erigkin tiberkulozu
olarak da adlandiriimaktadir.

Tuberkulozun kontrolinun iyi oldugu ulkelerde hastalik giderek orta ve ileri
yaslara kaymasina ragmen hastaligin henuz kontrol altinda olmadigi Ulkelerde
erigkin tliberkiilozu daha cok genc eriskinlerde gorilmektedir*®. Post primer
tuberkuloz primer infeksiyon sonrasi latent halde kalan basillerin gogalmaya
baslamasi ile ve/veya basil yayan aktif tiberkulozlu bir hastadan ¢ok sayida

virilan bir basilin almasiyla gelisebilir*’.

2.4.3.1. Endojen Reaktivasyon

Akcigerin apikal-subapikal bdlgelerine yerlesen (Simon odagi) ve latent
halde kalan basillerin hicresel immin cevapta meydana gelen supresyon
nedeniyle aktif hale ge¢mesi ile hayatin herhangi bir déneminde meydana

gelir.47,50

2.4.3.2. Ekzojen Reaktivasyon
Primer infeksiyon gecirmis bireyin, basil yayan aktif tlbekulozlu bir

hastadan gok sayida viriilan basil almasi sonucu meydana gelir.#7:5051

2.4.3.3. Ekstrapulmoner Tiiberkiiloz
Akciger disinda ki odaklarda (plevra, perikard, kemik, bdbrek, genital,
gastrointestinal, merkezi sinir sistemi) tlberklloz hastaliginin olusmasi

durumudur®?,
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2.5. Tiiberkiiloz immiinolojisi

M. tuberculosis infeksiyonunun olugsmasinda konaga ait immin cevap
dnemli rol oynamaktadir. immiin sistemin ¢ok sayidaki infeksiyona karsi etkinligi
bilinmektedir ve buna en iyi 6rnek olarak tiberkiloz olgulari verilebilir.
Tlberkllozla infekte bireylerin %90’ in da aktif tUberkuloz gelismemekte ve
tuberklloz basiliyle infekte olmalarina kargin hayatlari boyunca hastalik
olusmamaktadir. Ancak immun sisteminin baskilanmasina neden olan HIV
enfeksiyonu gibi altta yatan hastaliklarin esliginde tuberkiloz gelisme riski
artmaktadir. Yine gunumizde mevcut olan BCG asisinin  pulmoner
tuberkulozda korunmada tam olarak etkili olmamasi nedeniyle tuberkuloza karsi
mucadelede etkin bir agi gelistiriimesi igin arastirmacilarin konagin immun
sistemi ile tuberklUloz basili arasindaki iligkiyi ¢ok daha iyi anlamalar

gerekmektedir.5?

2.5.1. Dogal immiin Cevap

Alveollere ulagsan M.tuberculosis basilleri, dogal savunma vyollariyla yok
edilebilir veya dogal savunma sisteminin yetersiz kalmasi durumunda Klinik
goéruntmleri olusturabilirler. Ust solunum yolunun fiziksel engeli, fagositoz,
fagositik hdcrelerin reaktif nitrojen ve oksijen Urunleri, inflamatuvar hucreler ve
saldiklari sitokinler, apoptoz ve genetik faktorler konagin dogal savunmasinda

rol oynarlar.>®

2.5.1.1. Notrofiller

Notrofiller zararli patojenlerle ilk karsilasan kemokinlerin salinimini ve
inflamatuvar cevabi tetikleyen hiicreler arasindadir. Tuberkuloz infeksiyonunda
genellikle yetersiz kalsalar da fagositoz aktiviteleri, oksijene bagimli dldirme

mekanizmalari ile konak bagisiklik sistemine katki saglarlar.5?

2.5.1.2. Dendritik Huicreler
Dendritik hucreler kazaniimis bagisikligin gelistiriimesinde énemli bir yere
sahiptir. Yapisinda bulunan C-tipi lektin, Fcy ve FceR reseptorleri ile reseptor

bagdimli endositoz yoluyla hicre igine aldiklari M. tuberculosis’e ait antijenik
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yapilar iglemleyerek maturasyonlarini tamamlarlar ve CCR7 kemokin
reseptorleri ile en yakin lenf noduna dogru goc¢ eder, islemledikleri antijenleri,
MHC-I, MHC-Il ve CD1 molekilleri aracihdi ile T lenfositlere sunarlar®%.
Ozellikle lenfatik bezlerde yogun olarak bulunan dendritik hiicreler antijen sunan
hacre grubundan olup, antijenik molekdlleri lenf bezlerine tasir ve lenf

bezlerinde basile 6zgl T lenfosit farklilasmasini saglamaktadir®®.

2.5.1.3. Naturel Killer Huicreler

Tlberklloza kargi dogal savunma sisteminin efektor hicreleri olan naturel
killer (dogal oldurucu - NK ) hucreleri, infekte hlcre ile birlikte patojeni de liziz
yoluyla éldirme yetenegine sahiptirler. Ayrica infeksiyonun erken dénemlerinde
fagositik hiicreleri aktive etme 6zelligi tasimaktadirlar®’. interferon-y (IFN-y)
salgilayarak makrofajlari aktive etmekte ve fagosite edilmis mikroorganizmalarin
dlimiine katkida bulunmaktadirlar. Ote yandan, NK hiicreler, T lenfositlerden
aciga cikan IL-2 ve antijen sunumu yapan hucrelerden salinan IL-12 ile aktive
olup sitotoksik etkilerini hedef hlicre apoptozisini indikleyerek gerceklestirmekte
ayrica IFN- y sentezleyerek basil ile enfekte hedef hlcrelerin 6limune neden

olmaktadirlar.>8

2.5.1.4. Mast Hiicreleri

Solunum, gastrointestinal ve Uriner sistem mukozalari ile kan ve lenf
damarlarinin yakin gevresinde yerlesim gosteren, T-helper 2 hiicre cevabinin
olusmasini saglayan, genellikle allerjik reaksiyonlara neden olan hucrelerdir.
immiinglobulin E (IgE) tipindeki antikorlara sahip oldugu yiiksek afiniteli IgE
reseptorleri (FceRl) ile baglanirlar.

Mast hicreleri CD48 yiuzey molekdilleri ile M. tuberculosis ile etkilesime
girmekte ve PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern-patojen iliskili
melekuler trlnler) Toll Like Reseptor-4 (TLR-4) , TLR-2 aracihdi ile taniyarak
mast hucreleri uyariimakta bunun sonucunda mast hucreleri histamin, triptaz,
kimaz, karboksipeptidaz, heparin, Leukotriene C4 (LT-C4), Prostaglandin D2
(PGD2), platelet aktive edici faktor (PAF), tumdr nekrozis faktor -alfa (TNF-a),
transforme edici blylime faktérii- beta (TGF-B), interlékin-4 (IL-4), IL-5, IL-6 ve
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IL-8 gibi kemoatraktan molekuller, kemokinler ve sitokinleri salgilayarak

inflamatuar cevap olusumuna katki saglarlar®®.

2.5.1.5. Makrofajlar

Tlberkiloz basilinin yok edilmesi ve etkin bir bagisik cevap gelisiminde rol
oynayan en onemli hicrelerdir. Makrofajlarin tuberkuloz basili ile yuzeylerinde
bulunan farkl reseptoérler aracihgi ile etkilesimi gerceklesmektedir.

Makrofaj reseptorlerinin en dnemlileri Fc, kompleman, mannoz, surfaktan,
CDA43, TLR-2 ve TLR-4 reseptorleridir®®. Alveollere ulasan M. tuberculosis basili
makrofajlar tarafindan fagosite edilir. EGer basilin virulansi yuksekse hucre
duvarindaki bilesikler makrofajlarin lizozomal enzimlerini inhibe ederek hicre
parcalayici islevlerini kaybetmelerine neden olurlar. Bdylelikle makrofajlar
tarafindan fagosite edilen basiller yok edilmez ve makrofajlar iginde ¢ogalmaya
devam eder.

Basil makrofaj lizozomal enzimlerini inhibe edecek kadar virulan degilse,
makrofajlar fagosite ettikleri mikobakteriyel antijenleri isler ve T-lenfositlere
sunar. infekte makrofajlar interlokin-1 (IL-1) salgilayarak T- lenfositlerin
inflamasyon bolgesine gelmesine ve burada ¢ogalmalarina neden olurlar. T-
lenfositler tarafindan salinan Interferon-gama (IFN-y) sitokini makrofajlarda
fagozom yeteneginin olgunlasmasina ve reaktif oksijen ve nitrojen ara
artnlerinin  olusumuna neden olmaktadir. Cogu zaman interferon-gama
salinimiyla makrofaj aktivasyonu basili tam olarak ortadan kaldirmada yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle basil metabolik aktivitesini yavaslatarak sessiz halde
yasamini sirdirmeye devam eder®?.

Ortamda bulunan Tumor Nekrotizan Faktor-alfa (TNF-a) da IFN- vy ile
sinerjistik etki gostererek reaktif oksijen ve nitrojen ara urlnlerinin olusumunu
artirarak mikobakterilere karsi makrofajlarin mikrobisidal etkinligini destekler,
glglendirir. Ayrica dendritik hlcreler ve makrofajlarin zarlarinda yer alan bir
membran gecis proteini olan ve antijen sunumunun gerceklesmesi icin bir kilit
benzeri gorev goren Toll- Like Reseptor (TLR) araciligi ile mikobakteriyel
antijenler taninmaktadir. TLR aktivasyonu nukleer faktor-kB (NF-kB) baglayan
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kinazlari aktive ederek proinflamatuvar sitokinlerin sentezi icin makrofaj

DNA’sinda transkripsiyonu baglatmaktadir®?.

2.5.2. Kazanilmis immiin Cevap

Kazanilmig immun cevap dogustan kazanimig bagisiklik sisteminden
farkh olarak yabanci antijenlerin spesifik olarak taninmasini gerektirir.
Kazanilmig immun cevap; T hlcre aktivasyonu ve efektdr mekanizmalari igeren
hucresel immun cevap ve B hicre olgunlagsmasi ve antikor Uretimini igceren

hiimoral immiin cevaptan olusur®s.

2.5.2.1. Humoral immun Cevap

Tlberkloz basili hicre ici patojen oldugu icin basilin tamamen yok
edilmesinde humoral immun cevap tek basina yeterli olamamaktadir. Ancak
infeksiyonun hendz yeni olusmaya bagladigi ilk zamanlarinda olusan antikorlar,
opsonizasyon, kompleman aktivasyonu, sitokin cevabinin arttiriimasi, antikor
bagimh sitotoksisite, artmig antijen sunumu sayesinde tuberkuloz basilinin

ozellikle mukozal yolla alinmasini 6nleyebilmektedirlert.

2.5.2.2. Hiicresel immiin Cevap

Hucresel immuan cevapla kontrol edilebilen bir hlcre igi infeksiyon olan
tiiberkilozda hiicresel immiinite (Hi); makrofaj, dentritik hiicre, sitokin ve T
lenfositler ile saglanir. Mikobakteriler dogrudan alveoler makrofaj ve lenf bezi
dentritik hlcrelere penetre olurlar. M.tuberculosis hicre duvarinda bulunan
arabinan terminaline mannoz bagh olmayan lipoarabinomannan (AraLAM)
makrofaj, monosit, noétrofil ve T lenfositlerin kemotaksisinde goérev alan IL-8
(interlokin-8), monosit kemoatraktan proteinl (MCP- 1) kemokinlerin
uretiimesini saglar. Tuberkllozda hicresel immin cevap makrofajlarin veya
dentritik hicrelerin M.tuberculosis’e ait antijenleri MHC-1/1l veya CD1 molekdlleri

aracihigi ile T lenfositlere sunmasiyla baslar®.
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2.5.2.2.1. T lenfositlerin Rolii

Tuberkuloz hicresel immun cevabin en iyi tanimlandigi hastaliklardandir.
T-lenfositlerin makrofajlarda yasayan tuberkiloz basilinin yok edilmesinde
effektor fonksiyonlari kritik éneme sahiptir. TuUberkllozda hlcresel immun
cevap, M. tuberculosis antijenlerinin makrofaj veya dendritik hlcrelerin Major
Doku Uygunluk Molekulleri (Major Histocompatibility Molecules Class /11,
MHCI/II) veya CD1 molekulleri aracihidi ile T-lenfositlere sunulmasiyla baslar.

T hicre reseptorleri (TCR) yoluyla antijeni taniyan T-lenfositler, antijene
Ozgu olarak aktive olurlar. T lenfositlerin %90’indan fazlasi a ve B zincirinden
olusan bir TCR’ne sahiptir. a/f T hlcreleri de kendi aralarinda CD4+ ve CD8+ T
lenfositler olarak alt gruplara ayrilirlar. CD4+ T lenfositler MHC-II molekdlleri ile
iligkili olarak antijeni tanirken CD8+ T lenfositler ise MHC-I molekilleri
araciligiyla antijeni tanirlar. CD4+T lenfositler kendi icinde Urettikleri sitokinler ile
T helper-1 (Th-1) ve T helper-2 (Th-2) lenfositler olarak iki alt gruba ayrilirlar. T
helper-1 (Th-1) alt grubu IFN- vy, IL-2, TNF-a salgilar ve geg tip asiri duyarlilik
reaksiyonun olusumunda rol alirlar. T helper-2 (Th-2) lenfositler IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 salgilarlar. Makrofajin  MHC-I veya MHC-II molekullerine, infekte
makrofajlarin fagolizozomlarinda proteolitik enzimlerle ayirt edilen patojene ait
antijenik peptid veya lipidler baglanmakta ve hicre membranina tasindiktan

sonra farkli lenfosit alt gruplarinin proliferasyonuna neden olmaktadir 6.

2.5.2.2.1.1. CD4+ T lenfositler

CD4+ yardimci T lenfositler makrofajlar ve dendritik hicreler gibi antijen
sunucu hucrelerin MHC 1l molekdlleriyle sundugu antijeni taniyarak ttberkiloz
(TB) savunmasinda en 6nemli sitokin olan IFN-y ve cesitli sitokinler salarak
makrofajlari aktive ederler. Makrofajlarin aktive olmasi ile icerdikleri basilleri yok
etme yetenekleri artar. Bunun yaninda CD4+ T lenfositler CD95 Fas ligandi
yoluyla da enfekte hiicrelerin apopitozunu saglamaktadirlar®’. Makrofajlar CD4+
T lenfositlere vyizeylerinde bulunan 6zellikle iki molekdl ile baglanirlar.
Makrofajlarin ylzeyinde bulunan MHC-II molekulli, CD4+,Thl lenfositlerin T
hicre reseptorine (TCR) baglanirken makrofajlarin yuzeyinde bulunan CD80

(B7.1)'nin CD4+ Th1l lenfositlerinde bulunan CD28 reseptériine baglanmasiyla

16



T lenfositin ylizeyinde CD40 Ligand (CD40L) reseptori olugsmakta ve antijene
O0zgu Thl proliferasyonu baglamaktadir. CD40L ile makrofajlarda bulunan CD40
reseptorinin birlesmesi sonucu antijene 6zgln olarak uyarilan CD4+ Th1
lenfositlerden, IL-2, IL-3, IFN- y, TNF-a, ve major katyonik protein (MCP-1) gibi
sitokinler ve kemokinlerin salinimi gergeklesmekte ve bunun sonucunda; doku
makrofajlarinin aktivasyonunu ve lezyon bdlgesine makrofaj ve monositlerin
gelmesi saglanmaktadir. CD4+ Th1 lenfositlerden salinan INF- y makrofaj
aktivasyonunu IL-2 ise CD8+ T lenfositleri aktive eder. MHC-II moleklleri
mikobakteriyel antijenleri CD4+ Th2 lenfositlere sundugu zaman ortama IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 ve TGF-B gibi anti-inflamatuvar sitokinler salinmaktadir. IL-4 ve
IL-5, B-lenfositleri aktive ederek humoral immun cevap gelisimine neden olur.
IL-4 ve IL-10 makrofajlarin, TGF-B ise Thl lenfositlerin aktivasyonunu ve
¢ogalmasini  engelleyerek hlcresel immuniteyi baskilamaktadir. Basil
organizmaya girdikten sonra Th1/Th2 oraninda meydana gelen degisikliklerin

infeksiyonun seyrinde belirleyici nitelikte oldugu bilinmektedir®®.

2.5.2.2.1.2. CD8+ T Hiicreleri

Lenf digumlerinde CD4+ yardimci T lenfositlerle dendritik hucreler
ekilesmesi sonucunda CD8+ sitotoksik T lenfositler de islevsel hale
gelmektedirler. CD8+ sitotoksik T lenfositler MHC-I aracili antijen sunumuna
cevap olarak, basta IFN-y olmak Uzere cesitli sitokinler salgilarlar. Ayrica
perforin, granzim ve granulizinleri ile infekte hicreler ve tuberkuloz basiline
kars sitolitik aktivite gosterirler®®. Aktive sitotoksik CD8+ T lenfositler perforin ve
granulizin gibi sitolitik grandl iceriklerini hedef hiicreye aktararak enfekte
makrofaj yuzeyinde “por” isimli deliklerin olusumuna neden olur. Olusan bu
porlardan granilizin enziminin enfekte makrofajlara ulasarak kaspaz
aktivasyonu ile hedef hiicrenin apoptozisini baslattigi gosterilmistir®. CD4+
hicreler icerisinde CD25 molekllina yliksek dizeyde sentezleyen regulator T
lenfositler bulunmaktadir. Regulatér T lenfositler ylzey temasiyla CD4+ ve
CD8+ T lenfositleri baskilanmakta, IFN-y sentezini ve T hicre proliferasyonunu

durdurmaktadirlar. Cogunlukla CD4+ CD25+ fenotipik 6zellik gosteren bu T
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lenfosit alt grubu otoimmun reaksiyonlari oOnleyen periferik toleransi

saglamaktadiré®70.71,

Tip | PAMP TH1 yamitini ortaya
CCR5 ligandi ¢ikaran faktorler
:E:V Dendritik hiicreler UL'1|2’ 'L-27)
-« |
Naif yardime1 T hiicreler
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Sekil 2.2. Hiicresel, sivisal ve regllator cevabin ortaya ¢ikisi™®.

2.5.2.2.2. Sitokinler

immiin sistemdeki temel fonksiyonlari nedeniyle genetik ile iligki
calismalarda en fazla arastinlan, immunite, inflamasyon ve hematopoiezi
duzenleyen salgisal yapidaki proteinlerden olusan bir ailedir. Proinflamatuar
velveya antiinflamatuar O6zellikte ¢ozunur glikoproteinlerdir. Proinflamatuvar
sitokinler: TNF-a, makrofajlar, dendritik hlcreleri ve T hucreleri tarafindan
salinmakta ve tuberklloza kargi olusan immun ve patolojik cevapta son derece
etkin rol oynamaktadir. IFN-y ise, CD4+, CD8+ ve NK hucreleri tarafindan
uretilen 6nemli bir sitokindir. Antijen sunumunu artirarak, CD4+ T lenfositlerinin
ve sitotoksik T lenfositlerinin patojenin ortadan kaldirilmasi slrecine katilimini
saglar. IFN-y ve TNF-a birlikte sinerjik etki gOstererek makrofajlarin aktive
olmasini ve igerdikleri basili dldirme vyeteneklerini artirmasini da
saglamaktadirlar’®. IL-12, TB basilinin fagositozundan sonra makrofaj ve
dendritik hlcreler gibi fagositik hicreler tarafindan uretilir ve IFN-y Gretimini

arttirarak Th1 tipi T hiicre cevabinin gelisimine katkida bulunur. Yapilan
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calismalarda IL-12 eksik olan farelerin mikobakteri infeksiyonlarina karsi
duyarhliklarinin artmasi IL-12’nin koruyucu rolii oldugunu gostermektedir’.

TB infeksiyonu sirasinda olusan proinflamatuvar cevap, anti inflamatuvar
mekanizmalarla antagonize edilir. Anti-inflamatuvar sitokinlerden IL-10, CD4+ T
hicreleri, monositler, CD8+ T hucreleri, gibi birgok hucre tarafindan uretilir. IFN-
Y, TNF-a ve IL-12’nin Uretimini azaltarak antagonist etki gosterirler. TGF-f3 ise, T
hicrelerinde IFN-y Uretimini ve T lenfositlerinin proliferasyonunu baskiliyarak
hiicresel immuiiniteyi stiprese eder. IL-4, INOS (indiiklenebilir Nitrikoksit Sentaz)
dizeylerini asagiya cekerek ve TLR-2 ile sinyalizasyonu engelleyip makrofaj

aktivasyonunu engeller’.

2.6. Kodlanmayan RNA’lar

Yuksek organizmall canlilarin kalitim materyali DNA
(deoksiribonukleikasit)'dir. DNA’daki bilgi RNA (ribonUkleikasit)'ya transkripe
edildikten sonra RNA’nin da islevi bu sifreyi proteine ¢evirmektir. RNA; proteine
cevrilebilinen mRNA ile kodlanamayan RNA (ncRNA) yani proteine traslasyonu
gerceklesmeyen RNA olarak ifade edilen kisimlardan meydana gelir. RNA'nin
%98’den fazlasinin proteine ¢evrilemez ve bu kisimlarin da %70’ini intronlar
olusturur.

Kodlanmayan RNA’lar buyukliklerine ve islevlerine goére ikiye ayrilirlar.
200 nukleotitten buyuk olan kodlanmayan RNA’lar uzun kodlanmayan RNA
olarak adlandinlirken 200 nuUkleotitten daha kisa olanlara ise kuguk
kodlanmayan RNA olarak isimlendirilir. Uzun kodlanmayan RNA’lar gen
ekspresyonunun dizenlenmesinde rol alirlar. Cift sarmal RNA’lardan (dsRNA)
olusan Kuiguk RNA’lar (sRNAs), vyaklasik 19-28 nlkleotid (nt) uzunlugunda,
kodlama yapmayan ve gunumuizde halen tam olarak buatun islevleri
aydinlatilamamis RNA’lardir. En 6nemli iglevleri gen susturulmasinda rol
oynamalaridir. Proteine ¢evrimi gergceklesmeyen RNA’lara 6rnek olarak miRNA,
small interfering RNA (siRNA) ve Piwi-interacting RNA (piRNA) verilebilir.”®

19



Tablo 2. 1. Kiglik kodlanmayan RNA'larin islevleri 6.

Siuf Tamm Biogenez ve genomik orjini iglevi
miRMA | Micro RMA DICER ve RMAazll benzer enzimlerde Pek gok genin transkripsiyon sonras
daha biyik éncillerden kesim sonucu regilasyonunundan somumiwdur
olusur
siRMA Small dsRMNA TN DICER enzimi tarafindan Transkripsiyon sonrasi
interfering kesilmesi sonucu olugur regilasyondan ve heterokromatin
RN clugumundan soramiludur
piFNA Piwi RMA DICER'den farkl Argonat-bafdimh enzim | Sinek ve memelilenn esey
kesimi sonucu olusur hicrelerinde Transpozon ve
retresiementlenrin baskilanmasindan
somumiedur

2.6.1. MikroRNA’lar

MikroRNA'lar yaklasik 20-25 nikleotid uzunlugunda transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel seviyede gen expresyonunun negatif dizenleyicileri olarak
gbrev alan, proteine traslasyonu gerceklesmeyen, tek zincirli RNA
molekdilleridirler’”. Kendi nlkleotid dizilerinin tamamlayicisi olan hedef genleri
tanima Ozelligine sahip miRNA’lar, baz egslesme 06zelligi ile messenger RNA
(mRNA)ya baglandiktan sonra traslasyonal inhibisyona ya da mRNA’nin
yikimina sebep olurlar®?,

insan genomunun yaklasik olarak %3’lik kiglk bir bolimini olusturan
miRNA'lar protein kodlayan genlerin %30’unun diizenlenmesinde rol oynarlar’®.
Buyuk cogunlugu protein kodlayan genlerin intronik bolgelerinde bulunmaklia
birlikte genler arasi bdlgelerde ya da ekzonlarda da yerlesim
gosterebilmektedirler. MikroRNA genleri mutasyonun sik derceklestigi kirilgan
gen bolgerinde ve kanserle iligkili genomik bolgelerde bulunmaktadir®.

Gunumuze kadar yapilan ¢ok sayida deneysel stratejiler ve kullanilan

gucli hesaplama tahminleri ile 142 tirde 17.341 olgun miRNA tanimlanmistire.

2.6.1.1. MikroRNA’larin Tarihgesi

MikroRNA’lar ilk defa (1993) Victor ambros laboratuvarinda Lee ve
arkadaslarinin Caenorhabditis elegans’in gen igerigini taradiklari c¢alismada
kesfedilmis olup, bu calismada Lee ve arkadaglarn larval geligsimin

zamanlanmasini kontrol ettigi bilinen lin-4 (linage-4 ) olarak isimlendirilen genin
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higbir protein kodlamamasina ragmen yaklasik 22 nukleotid uzunlugunda bir gift
kiigiik RNA transkribe ettigini rapor etmislerdir®’.

Lin-4’Gn kendi eslenigi olan lin-14 mRNA’sinin 3’-untraslated region
(3UTR) bolgesiyle baz eslesmesi yaparak lin-14’Gn translasyonunu
baskiladigini gostermiglerdir. Bundan 7 yil sonra 2000 yilinda Reinhart ve
arkadaslarn tarafindan C.elegans’da lethal-7 (let-7) adi verilen, canlilarda
gelisim zamanlamasini dizenleyen farkli bir mikroRNA daha kesfedilmigtir.

Bu arastirmacilar let-7 miRNA’sinin lin-41, lin-28, lind2 ve dafl2
mRNA’larinin  fonksiyonlarini  baskiladigini ileri  stirmuslerdir®?.  Yapilan
calismalar ile Let-7’nin Drosophila ve insanlari da igine alan turler arasinda da
korunmus oldugu ve dolayisi ile énemli bir biyolojik fonksiyona sahip oldugu
gosterilmistir®3. 2001 yillarina gelindiginde lin-4 ve let-7'ye benzeyen ¢ok sayida
kiguk RNA molekuli hemen hemen butin c¢ok hucreli organizmalarda
kesfedilmeye baglanmis olup mikroRNA terimi ilk kez bu yillarda kullaniimaya
baglanmistir®4, 2006 yilinda Andrew Fire ve Craig Mello adi iki bilim insani
mikroRNA’larin da rol aldi§i gen ifadesinin susturulmasini saglayan dogal bir
biyolojik sure¢ olan RNA interferans (RNAi) mekanizmasini kesfederek Nobel

oduline layik gortimaslerdir®®.

2.6.1.2. MikroRNA'’larin Adlandiriimasi

miRNA’larin isimlendiriimesinde ‘mir’ 6n ekinden 6nce gelen Gg¢ harf hangi
organizmaya ait oldugunu gostermek igin kullaniimaktadir. Ornegin hsa-miR-12
(hsa-Homo sapiens). miRNA isimlendiriimesinde biylik R harfi olgun miRNA
oldugunu belitmekte ( miR-121) r harfinin kiglk olmasi (mir-121) miRNA'nin
prekirsor miRNA oldugunu bizlere belirtmektedir. Dizi homolojisi olan
mikroRNA’lar1 belirtmek igin miR adindan sonra son ek kullanilir. Ornegin
miR121a ve miR121b sirasiyla prekirsor miR121a ve miR121b’'den
sentezlenen dizileri benzer miRNA’lardir. Sekans dizilimi ve genomdaki
yerlesimi farkliik gosteren prekirsor miRNA’lardan 6zdes olgun mikrorna
sentezlenebilmektedir. Bu yerlesimi belirtmek igin ayrica bir 6n ek ve sayisal
adlandirmaya ihtiyag vardir. Ornegin hsa-mir-121-1 ve hsa-mir-121-2 ayni olgun

mikrorna ile sonuglanan fakat genomda farkh yerlesim gosteren prekursor
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miRNA’lardir. Olgun miRNA’nin agirlikli olarak hangi koldan sentezlendigini

(%)

gOstermek igin daha az iglevsel kol isareti ile belirlenir. miR-56* prekursorin
sentezde baskin rol oynamayan kargi kolunu ifade eder. Olgun miRNA
sentezinde eger hangi kolun daha aktif rol oynadigi belirtimemisse miR142
ornek verilecek olursa miR-142-5p ( 5 kolundan) miR-142-3p ( 3’ kolundan)

seklinde isimlendirilmektedir.

2.6.1.3. miRNA’larin Biyogenezi

miRNA'larin  olusumu birbirini izleyen U¢ temel sUre¢ sonucunda
gerceklesmektedir. ik olarak miRNA genlerinden primer miRNA (pri-
miRNA)’larin transkripsiyonu gerceklesir. Daha sonra nukleus icerisinde pri-
miRNA’larin prekirsér miRNA (pre-miRNA)lara donlisumi gergeklesir. Son
olarak da sitoplazma igerisinde olgun mikroRNA’larin olusumu gergeklesir®®.

mMIiRNA RNA’larin RNA polimeraz Il enzimi araciligi ile genomik DNA’dan
pri-miRNA adi verilen 1 kb’dan daha buylk diziler halinde ve 5’ cap ve 3’ poli A
kuyruguna sahip sap-ilmik vyapisi seklinde sentezlenmesi ile mMIRNA
olusumunun ilk adimi gergeklesmis olur®’. Daha sonra niikleusta cift zincirli pri-
miRNA, RNAaz Ill enzim ailesinin bir endonukleazi olan Drosha ve kofaktori
DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8)/Pasha’nin olusturdugu
mikroiglemci kompleks (Microprocessor complex) adi verilen yapi tarafindan
yaklasik olarak 70 nukleotid uzunlugunda hairpin yapida olan pre-miRNA’ya
donlsturalare®. Olusan pre-miRNA molekili sitoplazmaya nikleer tasima
reseptori olan Exportin 5 tarafindan taninip nukleer bir protein olan RAN-
GTP“ye bagimh bir sekilde tasinir. Sitoplazmada pre-miRNA’lar RNAaz |lI
enzim ailesininden bir endonukleaz olan Dicer enzimi ile kesilerek 18-24
niikleotid uzunlugunda cift zincirli miRNA: miRNA dubleksine gevrilir®. Dicer
enzimi ayni zamanda TRBP (transactivating response RNA binding protein),
Argonaute proteini olan argonaute 2 (Ago2) ve muhtemelen diger Ago
proteinleri ile etkilesime girerek RNA ile indUklenmis susturma kompleksi (RNA-
induced silencing complex; RISC) adi verilen bir ribonUkleoprotein kompleks
olusumunu baglatir. Dicer enzimi ile pre-miRNA’'nin sap-ilmigi kestikten sonra,

miRNA: miRNA dubleksinden 5’ ucu daha kararli olani Ago2 proteini tarafindan
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secilip RISC kompleksine dahil olur. Bu iplik kilavuz iplik (guide strand) olarak
adlandirilir. Rolatif olarak baz eslesmesinde daha dusuk stabiliteye sahip olan
diger zincir anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir, RISC kompleksinin
substrati olarak parcalanir. Sonug olarak miRNA dubleksinden sadece biri RISC
kompleksine dahil olur. Aktif RISC kompleksine mikroRNA’larin dahil olmasi ile
birlikte mikroRNA'lar RISC kompleksinde bulunan argonaute proteinleri
yardimiyla ya mRNA*nin  yikkimina ya da protein translasyonunun
baskilanmasina neden olurlar®®°t,

Nucleus

(EE TR U BRI ST AAAA

o} I bl R alb Al p sk ok Bk b s B s

Mature miRNA Pre-miRNA
O 3 eesits

Cytoplasm

Sekil 2.3. miRNA biyogenezi

2.6.1.4. MikroRNA’larn islevleri

Gunumuze kadar kesfedilen miRNA’larin sadece ¢ok az bir kisminin
biyolojik rolleri aydinlatilabilmigtir.  Olgun miRNA’lar, Hedef genlerin
ekspresyonunu azaltan protein sentezinin dizenlenmesinde rol oynarlar. RISC

ile kompleks olusturup kendi nukleotid dizilerine komplementer hedef genleri
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tanima oOzelligine sahip miRNA'lar baz cifttesme 0zelligi ile hedef genin
mRNA'’sina baglandiktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da
mRNA'nin yikimina sebep olur!?,

miRNA'lar yuksek seviyede korunmus seed adi verilen 6- 8 nikleotidlik bir
bdlge (seed-site) araciligl ile hedef mRNA’lar ile etkilesime girerler. Hedefin
belirlenmesi acisindan mRNA ile miRNA'nin seed dizisi olan 5’'ucunun 2.-8.
nikleotitleri arasinda baz eslenikliginin olmasi son derece dnemlidir. miRNA’lar
hedef mRNA'ya kismi veya tam esleniklik gdstererek baglanabilirler. Eslenikligin
seviyesi miRNA’nin hedefini hangi seviyede ve ne sekilde baskilayacagini
belirler®?. miRNA’lar gogunlukla hedef mMRNA'nin 3’'UTR bdlgesine baglanirlar
ancak 5’UTR'’yi veya acgik okuma gergevesini (ORF-open reading frame) hedef
aldiklari durumlarda da gen ifadesini baskilayabilirler®®. miRNA’lar genellikle
post transkripsiyonel seviyede duzenlenmeyi; translasyonu baskilayarak veya
MRNA hedeflerinin yikimini saglayarak yapar. Eslenikligin ¢cok ylksek seviyede
oldugu durumlarda RISC icindeki miRNA’lar araciligi ile miRNA’larin poli A
kuyruklarinin ve 5’-cap yapilarinin yok edilip hedef miRNA'lari pargalanir®. Tam
eslesmenin olmadigi kismi eslesme durumlarinda ise traslasyonel baskilanma
gerceklesir. Bu mekanizma tam olarak aydinlatiimamis olmakla birlikte yapilan
bircok calismada miRNA’larin traslasyonel baskilamayi cesitli transkripsiyon
faktorleri ile etkileserek protein translasyonunun baslangic ve uzama

asamalarini engelleyerek gergeklestirdigi gosterilmistir®:
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Sekil 2.4. MikroRNA'nin hedef mMRNA’ya baglanmasi
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2.6.1.5. miRNA’larin Etkileri

Gunumuze artik bircok fizyolojik surecin miRNA'lar tarafindan kontrol
edildigi bilinmektedir. Bu yizden, miRNA’larin ifade dizeylerindeki anormallikler
hiucre biyolojisinde onemli birgok mekanizmayi etkileyebilmekte ve bunun
sonucunda da basta kanser olmak Uzere infeksiyoz, kardiyovaskuler,
norodejeneratif hastaliklar gelisebilmektedir. miRNA'lar, viral infeksiyonlarda,
konak savunmasinda, immun hucre populasyonunun gelismesinde,
olgunlasmasinda, hayatta kalmasinda ve fonksiyonel olmasinda dizenleyici
olarak yer alabilirler®’.

miRNA’lar hicre farklilasmasi, neoplastik formasyon, hicre rejenerasyonu
ve replikasyonu gibi hayati 6nem tasiyan hicresel sireclerde rol almaktadir ve
bu fonksiyonlarindan dolayi birgok hastalik durumlarinda ifade dizeylerinde
anormallikler gordlmesi sasirtici olmamalidir. miRNA’lar onkogenik veya tumor
supresor Ozellik gosterebilmekte ve bu 6zellikleri yeni kanser tedavi stratejileri
geligtirimesine olanak saglamaktadir. miRNA taklitleri ve antogonistleri
kullanilarak istenilen mIiRNA ifadesi deaktive edilebilmekte ya da

susturulabilmektedir’®.

2.6.1.6. MikroRNA’larin Hastaliklarla iligkisi ve Klinik Onemi

Dolasmda bulunan miRNA’larin kanda oldukca kararli bir yapi gdstermesi
nedeniyle klinikte hastaliklarin tanisinda ve prognozunda énemli bir biyobelirte¢
olarak kullanilabilirligi  gdsterilmistir. Plazmada bulunan mikroRNA’larin
RNAaz’lara oldukga direngli olmasi, bunun yaninda yuksek ve dusuk pH, uzun
sureli depolama, dondurup ¢ézdurme gibi ekstrem kosullara da dayanikli olmasi
nedeniyle invazif yontemlere gerek kalmadan serum ve plazma &rnekleri ile
¢alismayl mumkun kilmaktadir. miRNA’lar organizmada bir¢ok biyolojik slregte
rol oynayan mutasyonlar ve ifade dizeylerindeki farkliliklarinin basta kanser
olmak Uzere kardiyovaskuler ve inflamatuar hastaliklar, muskuler bozukluklar,
noérodejeneratif hastaliklar gibi ¢ok cesitli hastaliklarla iligkisi oldugu yapilan

calismalarda gosterilmistir314,
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2.6.1.7. immiin Sisteminin Diizenlenmesinde miRNA' lar

Immun sistemin dogal bagisiklik hiicre elemanlarini granilositler, monosit
kokenli makrofajlar ve dendritik hlcreleri olusturmaktadir. Periferik beyaz kan
hicreleri olan nétrofillerin blyuk bir ylzdesini olusturan granulositler patojenlere
karsi ilk hicresel cevapta rol oynamaktadirlar. Monosit membranindaki Toll Like
Reseptor’ler (TLR) aracihgi ile patojen iligkili molekuler kaliplar (PAMPs) olarak
adlandirilan mikrobiyal Urlnler tanir ve baglanir ve inflamatuar cevabin
olusmasi icin gerekli sinyal yolagi tetiklenir®®®°, TLR sinyalizasyonu, in vivo
olarak negatif duzenleyicilerin farkli siniflari tarafindan, siddetli inflamasyonu
6nlemek igin kontrol edilirt®,

mMiRNA' lar, hem dogal hemde kazanilmis bagisiklik sisteminde hiicre
gelisimini dizenler ve bdylece TLR sinyallesmesinin negatif dizenleyicileri
olarak rol oynarlar'®®, Yapilan galismalarda miR-223, transkripsiyon faktor(i olan
miyosit spesifik genigletici faktor 2C’ yi hedef alarak granulosit farklilagsmasinin
negatif bir diizenleyicisi olarak davrandi§i gosteriimistir 192, Yine Taganov ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada MiR-146’ nin lipopolisakkarit (LPS)
stimulasyonuna cevap olarak insan monositik hucrelerinde hizla ifade
seviyesinde artis gostererek tUmor nekroz faktor reseptoru iligkili faktor 6
(TRAF®6) ve interlokin (IL) -1 reseptor ile iligkili kinaz 1" i (IRAK-1) hedef alarak
TLR sinyallizasyonun negatif regllatorii olarak gorev aldigi gosterilmigtir®s,
Dogal bagisikliktaki rollerinin yanisira mikroRNA biyogenezinin bozulmasi T ve
B lenfosit gibi kazanilmis immun cevapta son derece dnemli olan hicrelerinde
timus ve lenfoid dokularda farklilagmasini ve gelisimini etkiledigi yapilan

calismalarla gosterilmigtir04.105.106,

2.6.1.8. miRNA’larin Terapotik Kullanimi

Gen ifadesinin susturulma mekanizmasi olarak bilinen RNA interference
(RNAIi) miRNA ve small interfering (siRNA)’lar tarafindan dizenlenen Okaryotik
hicrelerde dizi spesifik mMRNA’nin yikimina ya da translasyonel baskilanmaya
neden olan dogal bir surectir. siRNA’lar endojen olarak kodlanirlar ya da
tranfeksiyonla ve cgesitli vektorler araciligi ile transkribe edililen uzun cift iplikli

RNA’dan elde edilen molekullerdir. MikroRNA'lar ise ilmik yapisi seklinde konak
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genomundan kodlanan endojen sinifi kiiglk RNA molekilleridirler®’.
Organizmada bir¢ok patolojik stire¢ anormal gen ekspresyonu, mutasyonu gibi
nedenlerle hucreler arasi sinyal yolaklarinin bozulmasi, apoptozis ve hucre
proliferasyonu sonucu meydana gelmektedir. Ayni zamanda bir viral infeksiyon
yabanci bir genin eksprese olmasina neden olarak hastalik olusturabilmektedir.
RNAi mekanizmasi ile yabanci genlerin susturulmasi temeline dayanan tedavi
yaklasimlarina olan ilgi giderek artmaktadir. Gunimuzde gelismekte olan
mikroRNA tabanli tedaviler icin antogonist miRNA’lar, miRNA mimikleri,
mikroRNA sungerleri adi verilen miRNA’lar kullanilarak istenilen mikroRNA
ifade duzeyinin olusturuimasi hedeflenmektedir. Antogonist mikroRNA’lar
hastalikli dokularda fonksiyon gosteren miRNA’lari etkisizlestirmek igin
kullanilirken miRNA mimikleri saglikli hlcrelerde normalde eksprese edilen

miRNA’larin fonksiyon eksikligini gidermek igin kullanihr?.

2.6.1.9. miRNA Analiz Teknolojileri

Hucre cesitlerindeki miRNA profillerini belirlemek ve miRNA’lari analiz
etmek amaciyla mikrodiziler, boncuk tabanli diziler ve Real-time PCR gibi gesitli
yontemler kullaniimaktadir. NuUkleik asitlerin Watson-Crick modeline dayali
eslestirime mekanizmasina dayanan huicre dizileme yontemi ile ¢ok sayida
mikroRNA es zamanl olarak belirlenebilmektedir. Bu yontemde cam tabakalara
(slide) oligonlkleotid yakalama uglari konur ve kiguk molekilli RNA’lari da
iceren RNA ekstrakt orneginin yakalama ugclari ile hibrittenmesine izin verilir.
miRNA’lar kisa olduklarindan ug¢ kisimlarin erime sicakhgini normal bir sekilde
standardize etmek oldukg¢a zordur. Ancak bu durum kilittenmis nukleik asitler
(LNA) kullanilarak ¢ozulmustir. En azindan bir adet LNA monomeri igeren
kilitlenmis nukleik asitler kisa nukleik asit dublekslerinin sicakhigini 2-10°C
artirmaktadir. miRNA uzunlugunun kisa olmasina ragmen LNA monomerlerinin
sayisini ayarlayarak dizideki butin uglarin sicakligi normallesebilmektedir.
Real-time PCR miRNA profillerinin analizinde edilmesinde siklikla kullanilan bir

baska yontemdirl©8,
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2.6.1.9.1. Real -Time PCR

“‘Real-time PCR” yontemi tek bir tup igerisinde DNA’nin ya da miRNA
orneklerinin ¢ogaltilmasi ve Urdnlerinin miktarini belirleyip tespit edebilen son
yillarda oldukg¢a sik kullanim alani bulan bir yontemdir.

Molekuler genetik yontemlerde floresan i1sima tekniklerinin kullanima
girmesi ile birlikte bilinen klasik “PCR” gelistirilerek olusturulan yeni teknikler
gen anlatim ¢alismalarinin hizina ivme kazandirmigtir.1°

“‘Real-time PCR” PCR sirasinda olusan UrUnleri gérinur hale getiren ve
monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresan
Isimanin olusan amplifiksyon artnu ile dogru orantili olarak arttigi bir cogaltma
yontemdir!'®. RT-PCR ydnteminde DNA’ya baglanabilen 06zgll olmayan
flouroforlar (SYBR Green) kullanilir ve bu yénteme “6zgul olmayan belirleme
sistemi” adi verilir. Diger taraftan DNA pargasinin istenilen 6zel bir bdlgesini
¢ogaltmak igin ise floresan isaretli problar kullanilir. Bu problarin basinda
TagMan prob, molekiler boncuk ydntemi, scorpion primer gibi floresan isaretli

problar gelir.11!

2.6.1.9.1.1. SYBR Green |

SYBR Green | spesifik olmayan citf zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda en fazla
kullanilan boya cesitidir. 497 nm dalga boyunda yukseltgenir ve 520 nm dalga
boyunda indirgenir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece cift zincirli
DNA'ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak “Real-
Time” PCR cihazinda okunan floresanin miktari da es zamanli olarak artar.
Reaksiyon karigsimi igerisinde ¢ift zincirli DNA molekill, primerler ve “SYBR
Green I” boyasi bulunmaktadir. ilk dongiilerde sinyal zayifken uzama
asamasinda primerlerin baglanmasindaki artigla birlikte floresan miktari hizla

artar ve bu artis “Real-Time” cihazinin monitdriinden izlenebilir.112.113
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Polymerase

Polimerizasyon tamamlandiginda SYBR Green boya cift iplikli DNA'ya baglanir ve floresan
ISIma yapar.

Sekil 2.5. SYBR Green boya teknigi

2.6.1.9.1.2. TagMan prob yontemi

TagMan probe ydntemi ¢ogaltiimak istenilen DNA’'ya komplementer olan
ve floresan isaretlenmis tek zincirli bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5'
ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-
karboksitetrametil-rodamin= TAMRA). 3’ ugctaki basilayicic TAMRA boyasi 5'

uctaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir. Prob hedef DNA’ya
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baglanma durumunda bile floresan sinyal olgimu dusuktar. Cogaltilma
sirasinda hedef nukleik asit dizisi Uzerinde primerler baglanma bdlgeleri
arasinda “Taq Man” problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan
yeni zincir olusmaya baslar. Probun bagl oldugu bolgeye gelindiginde Tag DNA
polimeraz enzimi 5'—3 nukleaz aktivitesi ile FAM'I probdan ayirir. Serbest hale
gegen FAM sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir
doéngude Urin cogalimi arttikca floresanda ona bagh olarak artmaya devam

eder 114,

2.6.1.9.1.3. Molekiiler Boncuk Yontemi

Molekuler boncuk metodu TagMan probe ve SYBR Green |
yontemlerinden hem yapisal hemde c¢alisma prensibi olarak farkhlik
gOstermektedir. Sag tokasi seklindeki bu yapi diz olan ug kisimlarinda 2 adet
florokrom boya icerir ve yapinin yuvarlak u¢ kismi cogaltilacak DNA ile
komplementer tek zincirli DNA dizisini igerir.

Bunlardan baskilayici florofor diger boyanin floresanini engeller. Serbest
halde Molekuler boncuk probu solusyon igerisinde 1sima yapmaz. Hedef DNA
dizisine gore tasarlananan prob c¢ogaltilmak istenilen DNA bolgesi PCR ile
¢ogalmaya basladiginda birbirleri ile karsilastiklarinda konformasyonu degisir
ve duz iken cift zincirli hale gecer. Bu yapi! termodinamik olarak sa¢ tokasi
seklinden daha kararlidir. Molekuler boncuk hedef nikleik asit dizisi ile hibridize
olur olmaz boncuk molekulinun yapisi degistiginden ve boyalarda birbirlerinden

uzaklastigindan floresan miktari artart1>116,

2.6.1.9.1.4. Hibridizasyon Prob Yontemi

Bu yontem Roche tarafindan “LightCycler®” PCR cihazinda kullaniimak
uzere geligtiriimistir. Bu yontemde 3’ ucunda floresans isaretli boya (donor), 5'
ucunda alici boya (acceptor) iki farkli prob dizayn edilmistir.

Reaksiyon sirasinda bu iki prob hedef nikleik asit dizisine baglanip
birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur (FRET: Fluorescence Resonance

Energy Transfer). Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya transfer olur. Bu
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enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari PCR sulresince olusan Grdn

miktari ile dogru orantli bir sekilde artart’.118,

2.7. Tuberkiiloz ve miRNA RNA

Intraselliler yerlesim gdsteren tlberkiloz basili, infeksiyon esnasinda
konaga ait hlcresel cevrede besin, oksijen yetersizligi gibi stres kogullariyla
gunumuzde tam olarak aydinlatilamamig bir takim mekanizmalarlar ile baga
cikabilmekte ve fagozomlar igerisinde bu kosullarla micadele edip yasamini
slirdUrebilmektedirt?0.

Bu gibi stres kosullarinda M. tuberculosis’in gen profillerindeki degisimi
incelemeye yonelik ¢cok sayida calisma yapilmistir'?l, Ancak konak-patojen
etkilesiminde mikroRNA’larin roliine yonelik calismalar az sayidadir.

miRNA’lar gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel seviyede diuzenleyen
Okaryotik hucrelerde birgok gelisimsel ve hiucresel suregte rol oynayan yaklasik
20-25 nukleotid uzunlugunda RNA molekdulleridirler.

miRNA’larin viral ve parazitik infeksiyonlardaki roliine yonelik ¢alismalar
bakteriyel infeksiyonlarda patojen-konak etkilesimindeki roline yodnelik
calismalara gore ¢ok daha oncedir.

Fu ve arkadaslarinin aktif tuberkulozlu hastalar ile saglikh bireyleri
karsilastirdigr bir calismada ciddi derecede seviyeleri degisen mikroRNA
profilleri belirlenmigtir. Yine yapilan bir ¢calismada miR-29’un mikobakteriyal
infeksiyonlarda asir eksprese olmasi bireyin tuberkuloza olan duyarhligini
artirdigi ve T hdcrelerinde interferon gama dretimini inhibe ettigi sonucuna
varilmistir.

Tlberklloz patogenezinde miRNA’larin roliint anlamaya yonelik yapilmis
bir baska galismada anti tiberkuloz immunitede son derece dnemli rol oynayan
TNF-a ve INF-y dretimininin mikobakteriyal infeksiyonlarda mikroRNA'lar
tarafindan etkiledigi gosterilmistir. Silvana ve arkadaslarinin 2012 yilinda
yapmis oldugu bir ¢calismada periferik kan mononukleer hticreler ve plevral sivi
mononukleer hucrelerde Aktif tuberkllozlu hastalarda seviyelerinin ciddi
derecede degistigi bilinen miR146a, miR424, miR365, miR223, miR144,
miR421 olmak Uzere 6 farkli mikroRNA tespit edilmistir 12
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Mycobacterium tuberculosis’in tim genomu desifre edilmesine karsilik
gunimuzde halen molekller patogenezi tam olarak aydinlatilamamigtir.
Protein-protein etkilesimleri, DNA-protein etkilesimleri, konak-patojen arasindaki
etkilesimlerin daha iyi anlasilip bilinmesi hastaligin daha erken evrede tani
konmasina, daha iyi tedavi stratejilerin gelistiriimesi i¢in son derece 6nemlidir.

miRNA’lar bilim dinyasi i¢in hentz olduk¢a yeni ve 6nu agik bir arastirma
alanidir ve saglikli bireyler ile hasta bireyler arasindaki miRNA ifade dizeyleri
incelenip belirlendikge miRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi daha iyi

irdelenecektirl2?,
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3. GEREG VE YONTEM

Calismamizda Cukurova bolgesindeki akciger tlberkilozlu hastalardan
izole edilecek mononukleer hlcreler ve plazmada daha o6nce yapilan
calismalarda aktif tuberkulozlu hastalarda seviyelerinin ciddi derecede degistigi
bilinen miR146a, miR424, miR365, miR223, miR144, miR421 olmak Uzere 6

farkh mikroRNA ifade dlzeylerindeki degisim incelenmesi amaglanmistir.

3.1. Kan orneklerinin toplanmasi

Calismaya Mart 2014 — Mart 2015 tarihleri arasinda Adana Bolge
Tlberklloz Laboratuvarina génderilen; Adana ilindeki hastane ve dispanserlere
(bes dispanser ve iki yatakli hastane) basvuran tiberkuloz 6n tanili hastalara ait
klinik érneklerden ARB pozitifligi veya kultar pozitifligi tespit edilmis fakat tedavi
almamis ya da henliz tedavinin 1. ayinda olan hastalardan ¢alisma anlatildiktan
ve onam formlari okutulup imzalandiktan sonra alinan 8cc kan &rnekleri
calismaya dahil edilmistir. Laboratuvara gelen tum kan orneklerin bilgileri gizli
ve sadece yeftkililer tarafindan erigilebilen bir veri tabaninda saklanmigtir. Bu
bilgiler, hastayl ve/veya ailesi, hekim ve klinik diginda Uglnci sahislara
kesinlikle aktarilmamigtir ve ancak mahkeme karari ile yetkili kigilere aktarilabilir

sekilde korunmustur.

3.2. miRNA eldesi
3.2.1. Fycoll ile mononiikleer hiicre eldesi
Fycoll paque Uretici firma (GE healtcare Bio-Sciencens AB) tarafindan
saglandi. 10 ml'lik EDTA’l tipe alinan kan dérneklerinden 4 ml kan 6rnegi ile
“Fycoll paque yogunluk gradienti santifigirasyon yontemi” ile asagidaki adimlar
uygulanilarak mononukleer hucre isolazyonu yapildi.
- 4 ml‘lik kan 4 ml PBS ile 15 ml ‘lik conical tlp igerisinde dilue edildi.
- Bir bagka konikal tip igerisine 6 ml fycoll eklendi.
- Dilue kanin yavasca fycoll ile karismamasina dikkat edilerek tup
duvarindan yavas yavas tup igerisine eklendi.
- 4009 (1480 rpm) de 30 dakika santrfuj edildi.
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Santrifj sonrasinda en altta eritrositler/granulositler ¢oker, eritrositlerin ve
granulositlerin Gzerinde yogunlugu ylksek olan fycoll ve en yukarida PBS ve
plazma vardir. Fycoll ve PBS’nin birlesim yerinde adeta bir bulut seklinde

mononukleer hicreler yer almaktadir.

- Pastor pipeti ile yavasga tlp igerisine girilerek icerisinde mononukleer
hlcreler olan bu toz bulutu seklinde gdzlenen sivi toplandi. Bu toplanan
hicreler 12 ml denge solusyonu ile yikandi. 10 dakika 300g (1280 rpm)
santrifuj edildi.

- Santrifj sonrasi Ust kisim dokuldi ve daha sonra tekrar 12 ml denge
solusyonu ile yikanarak 10 dakika 200g ( 1045 rpm ) de santriftj edildi.

- Ust kisim tekrar dokildii ve mononiikleer hiicreler 1,5’lik ependorf tipu

icerisine alinarak bir sonraki adima gegcildi.

3.2.2. Mononiikleer hiicrelerin saklanmasi
Hucreler elde edildikten sonra, asagidaki adimlar uygularak -80°C’ye
kaldirildi ve RNA isolazyonlarinin yapilacagi tarine kadar bekletildi.

1. 350 pl lysis solusyonunu yavas yavas hucreler Uzerine eklenip, pipetle alt
ust edilerek karistirildi.

2. Hucreler tamamen suspanse olduktan ve bir kismi da pargalandiktan
sonra en az 15 saniye vortekslendi. 10 dakika oda sicakhginda bekletildi

ve bu sure icerisinde vorteksleme islemi 3-4 kez daha tekrarlandi.

3.2.3. Mononikleer hiicrelerden miRNA eldesi
Mononukleer hicrelerden miRNA eldesi ekstaksiyon kiti (ExiQon
MIRCURY RNA Isolation Kit-Cell&Plant, Cat No: 584382) kullanilarak Uretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda asagidaki basamaklar uygulanarak yapilmistir.
Calismaya baslamadan 6nce yikama solusyonu tipunin icerisine 90 ml

2%96-100'luk ethanol eklendi. Ethanol eklenmesi sonrasi son hacim 128 ml oldu.
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1. izole edilen hicreler (izerine 350 pl lizis sollisyonu eklendi, pipetaj

yapilarak karistirildi.

2. Hucreler tamamen suspansiyon haline geldikten sonra an az 15 sn.
vortekslendi, oda sicakliginda 10 dk. bekletilip bu surede vorteksleme
islemi 3-4 kez tekrarlandi. (RNA izolasyonunun bu ilk iki adimi
mononukleer hucre izolasyonu sonrasi gerceklestirildi ve hucreler liziz

solusyonu icerisinde -80°C’de saklandi.)
3. Lizat Gzerine 200 ul %96-100'luk ethanol eklendi, 10 sn. vortekslendi.

4. Ethanol eklenmis hucre lizat, toplama tlpu igerisine yerlestirilmis kolon
Uzerine eklendi (maksimum 650 ul) 3,500 g'de 1dk santrifij edildi ve

suzuntu atildi. Kolon tekrar atik kabina yerlegtirildi.

5. Yikama sollisyonundan 400 pl kolona eklendi ve 14,000 g'de 2 dk

santrifij edildi. SUzunta atildi, kolon atik kabina tekrar yerlestirildi.

6. Her bir ornek i¢in 4 yl DNase solusyonu 28 ul DNase tamponu ile
karigtirildi ve kolon Uzerine pipetlendi. Kolonlar temiz bir ortamda, oda

sicakhginda Uzerleri agik olarak 30 dakika inkube edildi.

7. Yikama solusyonundan 400 pl kolona eklendi vel4,000 g'de 2 dk
santrifij edildi. Stzuntu atildi, kolon atik kabina tekrar yerlestirildi. Bu
adim bir kez daha tekrarlandi. Yikama adimi tamamlandiktan sonra

toplama kabi atildi.

8. Kolon yeni elusyon tupune alindi, kolondaki filtre Uzerine 50 yl DNase-
RNase free su eklendi.

9. 200 g'de 2 dk santriflj edildi, daha sonra 14,000 g'de 1 dk tekrar santrif(j
edildi.

10.Eldye edilen Total RNA kisa sureli saklama igin -20°C, uzun sureli

saklama igin -70 ‘C muhafaza edildi.

3.2.4. Plazma Eldesi

10 mllik EDTA’l tupe alinan kan orneklerinden 3 ml alinarak plazma
hicrelerindeki miRNA ifade duzeyleri saglikh bireylerle karsilastinildiginda

anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek amaci ile plazmadan da miRNA
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analizi gcalismamiza dahil edilmistir. Periferal kandan plazma eldesi asagidaki

adimlar uygulanarak gerceklestiriimistir

1. Kan 6rnedi alindiktan sonra en az 5-10 kez yavascga alt-Ust edilerek
karigtinldi.

2. Oda sicakliginda bekleyen kan orneklerinin 2 saat igerisinde plazmalari
ayrildi.

3. Tupler 2.000 g’de 10 dakika santifrlj (santrifij’de fren secenegi varsa
kapatiimali, kendi kendine yavag yavas durmalidir) edildi.

4. Santrifij iglemi sonunda tupler sarsilmadan dikkatlice santrifijden
cikarildi ve yavasca kapaklari agilarak ve plazmanin en Ust kismindan
200 pl'lik pipetlerle (DNase, RNase Free, filtreli pipet uglari kullanilarak) 5
kez toplamda 1.000 ul olacak sekilde plazma steril ependorf tuplere
toplanildi.

5. Toplanan 1.000 ul'lik bu plazma 6érnegi 2.000 g’de 10 dakika santrif(j
edildi ve plazmanin Ust kismindan (en Ustte bir miktar zor gorilen lipid
birikir ona degmeden) 250 pl lik kisim steril bir ependorf tipe alindi. Bu
islem alttaki hdcresel kisim rahatsiz ediimeden (DNase, RNase Free,
filtreli pipet uglari kullanilarak) pipet ile yapildi.

6. Bu sekilde ayrilan plazma oOrnekleri barkotlama islemi sonrasi RNA

isolazyonuna gecgene kadar -80 °C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.2.5. Plazmadan miRNA eldesi
Plazmadan miRNA eldesi ekstaksiyon kiti (Roche High Pure miRNA
Isolation Kit, Cat No: 05080576001) kullanilarak dretici firmanin Onerileri
dogrultusunda agagidaki basamaklar uygulanarak yapiimigtir.
Calismaya baslamadan 6nce yikama soltisyonu tlipUnun icerisine 40 mi
%96-100'luk ethanol eklendi.

1. 150 pL lizat supernatanti igerisine;
a. 312 pL Binding Buffer
b. 200 pL Binding Enhancer eklendi.
2. Karisim iyice galkalandi ve bir high pure filtreli bir tpe uygulandi.
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13000 x g hizinda 30-60s. santrifuj edildi, sizuntu atild1.
500 pL yikama solusyonu eklendi.

13000 x g hizinda 30s. santriflij edildi, suzintt atild1.

300 pL yikama sollusyonu eklendi.

13000 x g hizinda 30s. santrifuj edildi, suzuntu atildi.
13000 x g hizinda 1 dk. santriftj edildi, toplama ttpu atild1.

© 0 N o 0o b~ W

Filtre yeni bir 1.5 mL’lik santriflij toplama tlptne alindi.

10.30 pyL oda sicakliginda (+15-25 oC) DNAse-RNAse free su filtreye
uygulandi.

11.0da sicakliginda 1 dakika tup kapagi acik sekilde inkibe edildi.

12.13000 x g hizinda 1 dk. santriflij edildi.

13.Tuplere suzilen RNA’lar -20/-80’e kaldirildi.

3.3. miRNA diizeylerinin RealTime PCR ile olgumu

3.3.1. cDNA Hazirlanmasi:

RNA isolazyonu sonrasi elde edilen total RNA (Exigon miRCURY LNA™
universal cDNA shythesis kit) ile complementer DNA elde edildi.

cDNA eldesi icin asagidaki karisim hazirlandi. (Bu karisim 96 o6rnegin

cDNA reaksiyonu igin yeterlidir, ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir)

5x Reaction Buffer 230 pl
Enzyme mix 115 pl

TOPLAM 345 pl

Bu karisim bir 8'li strip tUpun tim kuyularina 41’er ul olarak transfer edildi.
Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3’er pl alinarak temiz bir 96’lik piko Plate’in
tum kuyularina pipetlendi.

RNA ornekleri de her kuyuya, yukarida transferi yapilan karigimlarin
Uzerine 7 ser yl olmak Gzere pipetlendi. Plate film ile kaplandi, plate karistiricida

elle bastirilarak 10 saniye karigtirldi. Plate santriflj de 1 dakika santrifij edildi
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ve Thermal Cyclera (Thermo Scientific pikoReal 96 Real-Time PCR System)

konularak asagidaki program calistirildi.

42°C 60 dakika
95°C 5 dakika
4°C

Thermal programin sonunda plate’in oda sicaklidina gelmesi beklendi
(deney bitiminde yuzeyi sicak olabilir). Plate santriflj de 1 dakika santrifuj edildi.

Preamplifikasyon hemen gergeklestirimeyecekse -20°C de saklandi.

3.3.2. PreAmplifikasyon Hazirlanmasi:
Preamplifikasyon primer karisimi (Pool Primer Mix) tim &rnekler icin bir

kez asagidaki sekilde hazirlandi.

1. Primer tupleri mikro santrifijde maksimum hizda 2 dakika santriflij edildi.
Tupler acildi ve her tipe 55 pl DNase, RNase Free su eklendi. Tuapler
kapatildi ve sallanarak karigtirildi. Tapler 4C° de 30 dakika bekletildi ve
mikro santriflj de maksimum hizda 2 dakika santrifij edildi.

2. Temiz bir tup igerisine her bir primerden 4.5’er yl primer konularak hepsi
birbirine karistirildi. Primer sayisi ile 4.5 ¢arpilinca elde edilen rakam 450
Ml den cikarildi. Elde edilen rakam kadar DNase, RNase Free su bu
karisima eklendi. lyice karistirildi ve 150 ser pl olacak sekilde 3 ayri
SafeLock Eppendorf tlpune konularak uygun sekilde etiketlendi. (Bu
tiplerin her biri 1 adet 96 lik 6rnedin preamplifikasyonu igin yeterlidir)

3. Primer tupleri Dynamic Array hazirlanmasi kismina kadar 4°C de ya da -
20°C de saklandi.

4. cDNA plate’i bir plate tasiyici Uzerine konuldu (plate’in kaymamasi ve
kipirdamamasi igin gereklidir). Film acildi. Elde edilen cDNA drneklerinden
yeni bir plate acilarak tim kuyularina 2’ser mikrolitre aktarildi ve her bir
kuyuya 8 mikrolitre kadar DNase, RNase-free su konularak dilue edildi.
Yeni bir film ile plate kaplandi plate karigtiricida 2000 rpm de 3 dakika
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karistirildi. Plate santrifij de 1 dakika santrifj edildi. Preamplifikasyon
deneyi igin asagidaki karisim hazirlandi. (Bu karisim 96 06rnegin
PreAmplifikasyon reaksiyonu igin yeterlidir, ekstra hacimler hesaplamaya

dahil edilmistir.)

TagMan PreAmp Master Mix 300 pl (Life Technologies P/N 4361128)
Pool Primer Mix 150 l

TOPLAM 450 pl

- Bu karisim bir 8li strip tpun tUm kuyularina 54’er ul olarak transfer
edildi. Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3.75’er pl alinarak temiz bir
96’k piko Plate’in tim kuyularina pipetlendi.

- Sulandiriimis olan cDNA orneklerinden her kuyuya 1.25’er pl olmak
Uzere pipetlendi. Plate, film ile kaplandi, plate karistiricida 3000 rom de 3
dakika karistirildi. Plate 1 dakika santrifuj edildi ve Plate Thermal
Cycler’a konularak asagidaki PreAmp thermal protokolU g¢alistirildi.

PreAmp Protokolii

95°C 10 dakika Baslangi¢ Dentlurasyonu
95°C 15 saniye 15 dongu

60°C 4 dakika

4°C =

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklenir
(deney bitiminde ylzeyi sicak olabilir). Plate 1 dakika santriflj edildi.

Exonuclease adimi ile devam edildi.
3.3.3. Ekzoniikleaz Hazirlanmasi:

Preamlifikasyon adimi sonrasi baglanmayan primerlerin ve PCR

artiklarinin uzaklagtiriimasi igin ekzonukleaz adimi uygulandi.
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Asagidaki karisim hazirlandi. Bu karisim 96 0Ornegin exonuclease

reaksiyonu igin yeterlidir. (ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir)

Exonuclease Buffer 24yl (BioLabs P/N 191502)
Exonuclease | 48ul (BioLabs P/N 11502)

Dnase-Rnase Free su 168l

TOPLAM 240 pl

Bu karigim bir 8’li strip tplun tim kuyularina 30 pl olarak transfer edildi.
Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 2.00 ser ul alinarak PreAmplifiye Grlnlerin
Uzerine pipetlendi. Plate, film ile kaplandi, plate karistiricida 3000 rpm de 3
dakika karistirildi. Plate santrifij de 1 dakika santrifuj edildi ve Plate Thermal

Cycler’a konularak asagidaki Exonuclease thermal programi galigtirildi.

Exonuclease Thermal Protokol
37° C 30 dakika

80° C 15 dakika

4°C

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakhdina gelmesi beklendi
(deney bitiminde ylUzeyi sicak olabilir). Plate santrifij de 1 dakika santrifuj edildi
ve film acildi. Her kuyudan 2’'ser pl alinarak yeni bir 96'lik piko plate’in
kuyularina transfer edildi. Her kuyuya 8’er ul DNase, RNase free su eklendi.
Yeni bir film ile plate kaplandi, plate karistiricida 3000 rpm de 3 dakika
karistirildi. Plate santriflj de 1 dakika santrifuj edildi.

3.3.4. Dynamic Array Hazirlanmasi:

Bu asama da 6 ayri adim vardir;

1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi,

2. Assay Plate’inin hazirlanmasi,
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3. Orneklerin hazirlanmasi,
4. Dynamic Array’e pipetlemelerin yapilmasi,
5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi,

6. Dynamic Array’in BioMark da galigiimasi.

3.3.4.1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi:
Bir adet Dynamic Array’e control fluid lar enjekte edildi ve Dynamic Array
IFC Controller da PRIME edildi. Bu iglem tam 20 dakika surdu. PRIME islemi

devam ederken asagidaki agsamaya gegildi.

3.3.4.2. Assay Plate’inin Hazirlanmasiu:

Her bir primerden bos bir 96 lik piko plate in kuyularina 1.75 ul pipetlendi.
Uzerine 3.50 ul Assay Loading Reagent ve 1.75 ul DNase, RNase Free su
eklendi. Plate film ile kaplandi. Plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika
karistirildi. Plate santriflj de 1 dakika santrifuj edildi.

Hazirlanan bu karisim Dynamic Array lere pipetlemeye hazirdir ve 3 adet
Dynamic Array icin yeterlidir. (Kullaniilmayan primer plate inin hemen -20°C de

saklanmasi gerekir)

3.3.4.3. Orneklerin Hazirlanmasi:
Asagidaki karisim hazirlandi. Bu karisim bir set (96 6rnek) igin yeterlidir

(ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir).

2x TagMan Gene Expression Master Mix 360 pl

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 36 ul
20x EvaGreen 36 pl

RNase-free water 108 ul

TOPLAM 540 pl

Bu karisim bir 96 lik plate in ilk kolonunun 8 kuyusuna 65 er pl olarak

transfer edildi. Bu karisimdan 4.5’er pl temiz bir 96’lik plagin tum kuyularina

pipetlendi. Sulandiriimis olan preamplifiye UrGnlerin Gzerindeki film agildi. Herbir
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preamplifiye drnek den 1.5’er yl bu plate’ e transfer edildi. Plate yeni bir film ile
kaplandi. Plate, plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika karistirildi. Plate

santrifij de 30 saniye santriflj edildi.

3.3.4.4. Dynamic Array’e Pipetlemelerin Yapilmasi:

Ornek pipetlemeleri igin Viaflo Voyager (12.5 ul) de su program yapildi.
Aspirate 4.75 pl, Dispense 4.50 ul. Tum kuyulardaki Assayler bu sekilde
Dynamic Array e transfer edildi. Ornek pipetlemeleri igin Viaflo Voyager (12.5 pl)
de Assay icin yapilan program kullanildi. Tum kuyulardaki ornekler bu sekilde

Dynamic Array e transfer edildi.

3.3.4.5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi:

Dynamic Array IFC kontrolere yerlestirildi ve LOAD Secgenegi secilerek
LOAD iglemi baslatildi. Bu islemi baslattiktan sonra BioMark Data Collection
yazilimi baslatildi ve “Double Click to Turn Lamp On” kismina ¢ift tiklanarak

BioMark’in lambasi galistirildi.

3.3.4.6. Dynamic Array’in BioMark Real-time PCR (fluidigm, USA) ile
Calisilmasi:

Dynam ic Array IFC kontrollerden alindi. Dynamic Array altindaki mavi
filmin uzaklastirildigindan emin olundu. Cip ylzeyinin temiz olup olmadidi
kontrol edildi. Dynamic Array BioMark’a barkod kismi digari bakacak sekilde
yerlestirildi.

BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic Array calistirildi.
Verilerin kaydedilecegi yer ve dosya adi segildikten sonra diger sayfada sirasi
ile “Gene Expression”, Passive Reference Dye olarak “ROX” ve “Probe Type”
kisminda “EvaGreen” secildi.

Sonraki ekranda protokoller arasindan “Exiqgon miRNA Protokol” segilerek
program baslatildi. Thermal programin sona ermesi ile cihaz software’i ile sonug
verileri exel tablosu halinde elde edildi. (Fluidigm Realtime Data Analyses
Software)
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3.3.5. miRNAlarin duzeylerinin istatistiksel analizi
MikroRNA’larin duzeylerinin istatiksel analizinde;

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

upload sitesi kullanilarak sonuglar excell tablosu halinde analiz sistemine
yuklenmisg, kontrol miRNAlara gore sonuglar hesaplanmigtir. Mononukleer hucre
icin 5S rRNA kontrol olarak, plazma o6rnekleri icin miR-30e-5p internal kontrol

olarak kullaniimigtir.
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4. BULGULAR

Calismaya tuberklloz tanisi almig, tedavi almamis ya da tedavisinin 1.
ayinda olan 50 hasta ve herhangi bir tuberkiloz 6ykusu olmayan 30 saglkli
birey kontrol grubu olarak alindi. Hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyetleri
benzer olarak segildi. Kontrol ve hasta gruplari cinsiyet agisindan
kargilastirildigi zaman erkek hastalar %37,4, kadin hastalar ise %40,3 idi.
Kontrol grubunda ise erkekler % 62,6, kadinlar ise %59,7 idi. Her iki grup
cinsiyet agisindan karsilastirildigi zaman ise istatiksel olarak anlamli fark tespit

edilmedi. (p: 0,682)

Tablo 4.1. Kontrol ve hasta gruplarinin mononikleer miRNA cycle threshold degerlerinin érnek
karsilastiriimasi

MikroRNA

Hasta Grubu?

Kontrol Grubua?®

NK*®

3-M

11-M

7-M

S5-M

S6-M

S12-M

NTC

hsa-miR-146a-5p

12,55801

14,08065

13,52502

9,216026

9,902641

9,062733

999

hsa-miR-421

15,22846

16,01766

16,96306

13,53939

15,15809

14,42436

999

hsa-miR-223-3p

6,253504

6,549398

7,536172

4,484944

4,443203

4,673863

999

hsa-miR-424-5p

13,09372

14,94364

15,30202

12,02393

10,84107

12,06693

999

hsa-miR-365a-3p

16,59064

17,35698

22,15185

16,31155

14,05359

16,08201

999

hsa-miR-144-3p

22,59254

23,91154

16,98089

18,77363

15,41623

22,50394

999

hsa-miR-30a-5p

17,28838

17,87223

17,71476

15,57229

14,24019

17,3116

999

5S

3,444446

3,493528

4,13822

2,5

3,938127

7,85911

999

aM; Mononlikleer hiicre, bS; Saglikh, °NK; Negatif kontrol
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1 Kontrol

W hsa-miR-146a-5p

Sekil 4. 1. MononUlkleer miRNA Karsilastiriimal Grafigi

Tablo 4.2. hsa-miR-146 ¢alismasi p dederi
MiRNA Kontrol | Hasta p Degeri
hsa-miR-146a-5p 1 -6,3085 0,046437

Tablo 4.3. Kontrol ve hasta gruplarinin plazma miRNA cycle threshold degerlerinin 6rnek
karsilastiriimasi

MikroRNA Hasta Grubu? Kontrol Grubu®P NK¢
17-P 18-P 5-P S14-P S9-P S3-P NTC

hsa-miR-146a-5p 21,81436|22,49157|20,21919 | 20,89612 | 20,9463 | 21,6758 |999
hsa-miR-421 24,72557 | 25,79025 | 20,8651 |20,92239 | 23,40192 | 21,34788 | 999
hsa-miR-223-3p 13,35429 | 13,2993 |9,946063|11,08731|11,43489 |12,22405 | 999
hsa-miR-424-5p 18,62179 | 18,35633 | 15,29608 | 15,61338 | 17,18754 | 16,83276 | 999
hsa-miR-365a-3p 25,08627 | 20,93037 | 19,5382 |22,17295 | 20,26574 | 22,40977 | 999
hsa-miR-144-3p 20,55564 | 16,76535 | 12,85475|13,18687 | 14,1125 | 14,36497 | 999
hsa-miR-30a-5p 19,33381 | 21,25788 | 18,61398 | 19,25544 | 18,84566 | 19,22168 | 999
hsa-miR-30e-5p 16,2852 |14,62949|12,37763|13,20305 | 13,05504 | 13,35373 | 999
hsa-miR-99a-5p 20,73948 | 20,99318 | 19,56105 | 18,06003 | 18,57368 | 20,4092 | 999

a p; Plazma, ® S; Saglikli bireyler, ¢ NK; Negatif kontrol
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Kontrol

M hsa-miR-424-5p

W hsa-miR-144-3p

Sekil 4. 2. Plazma miRNA Kontrol ve Hasta Gruplarinin Karsilastiriimali Grafigi

Tablo 4. 4. hsa-miR-424 ve hsa-miR-1144 calismasi p degei

miRNA Kontrol Hasta p Degeri
hsa-miR-424-5p 1 1,4413 0,034614
hsa-miR-144-3p 1 -3,7746 0,000518

Mononukleer hicrelerde mikroRNA ifade diuzeylerindeki degisimin hasta
ve kontrol grubunda kiyaslamasinda istatistiksel olarak anlamli eksprese olan
hsa-miR-146-a (p<0.05) bulunmustur. Plazmada mikroRNA ekspresyon analizi
sonucunda ise kontrol ve hasta drnekler arasi yapilan kiyaslamada iki miRNA

(hsa-miR-424-5p, hsa-miR-144-3p) istatistiksel olarak anlamli sonug vermistir.
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5. TARTISMA

MIRNA lar yuksek seviyede korunan DNA bodlgelerinden kodlanan fakat
proteine translasyonu gerceklesmeyen, yaklasik 18-24 nukleotid uzunlugunda
kigik RNA molekllleridir. miRNA’lar protein kodlayan genleri post-
transkripsiyonel seviyede etkileyen small RNA’larin endojen sinifinda yer alan
negatif regulatorlerdir. Bu kiigik molekuller gelisim, farklilasma, homeostazi gibi
bircok fizyolojik suregte rol oynarlar ve memeli genlerinin %60’indan fazlasinin
dizenlenmesinde rol oynadigi tahmin edilmektedir. Ayni zamanda ¢esitli kanser
tiplerinde miRNA’larin klinik 6nemi ve biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi yapilan
calismalarla gosterilmistir. Ancak infeksiyon hastaliklarindaki rolini anlamaya
yonelik ¢alismalar heniiz daha gok yenidir?3,

Yapilan ¢ok sayida calismalar ile miRNA’larin tiberkilozda konak-patojen
etkilesiminde buyudk rol oynadidi gosterilmis, aktif tlberkilozlu, latent
tuberkulozlu ve saglkh bireylerin naturel Kkiller, dentritik hucrelerinde ve
makrofajlarinda  anti-mikrobakteriyel savunmada rol oynayan genlerin
ifadelerinde degisim gdézlenmistir. Bu degisimden buyudk olasilikla miRNA’larin
etkinligi oldugu tahmin edilmektedir. miRNA’lar T hicre farklilasmasi ve islevini,
NK, dentritik hiicreler ve makrofajlarin dogal islevlerini etkilemektedirler?4.

TB patogenezinde; infeksiyonun latent olarak mi ya da klinik tablolar
olusurak evrelerin ilerleyip aktif tiberklloz hastalidinin gelisip gelismeyecegini
konagin immun cevabi belirler. Yapilan ¢alismalar enfeksiyon hastaliklarda
dahil bir ¢ok hastalikla ile miRNA’larin iligkili oldugunu ve bu hastaliklarda
biomarker olarak kullanilabilecegini gostermistir.

miRNA’lardaki ekspresyon anormalilerinin yarattigi fonksiyonel bozukluklar
bircok hastaligin gelisimine katki sunmaktadir. S6z konusu anormal
ekspresyonlar; mikroRNA’daki bir mutasyon downregulasyona, gen
amplifikasyonu ve asiri transkripsiyon, miRNA’larin asiri eksprese olmasina,
hedef genin 3’ UTR baglanma bdlgesinde bir mutasyon, o bdlgeye baglanmanin

engellenmesine ya da yeni baglanma alanlari olusmasina yol agabilir 125,
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Bakteriyel infeksiyonlarda miRNA'lar bakterinin karakteristigine bagl
olarak farkli mekanizmalar gelistirirler. miRNA’lar bakteriyel patojenleri hedef
alarak memeli hicrelerinde inflamatuvar faktorlerin aktivasyonunda rol oynarlar.

Hem in vitro hemde klinik calismalar sonucunda virulan mikobakteri tirleri
ile enfeksiyon sonrasinda miR-29 upregule oldugu ve 3’-UTR interferon gama
mMiRNA’sinin hedef alinip immun cevabin baskilandigi, ayni zamanda anti-
apoptotik proteinler Bcl-2 ( B hicre lenfoma -2) Mcl-1, kinazP85 a ve GTP
baglayan protein cdc42’yi hedef alinarak tiberkiloz savunmasinda rol oynayan
hdcrelerin apoptozuna, INF-y salinimini baskilamasina ve makrofajlarda
fagosite edilmis M.tuberculosis’in sindirimden kagmasina firsat verildigi
g6sterilmistir. ilging bir sekilde avirulan mikobakterilerle enfeksiyon esnasinda
mMiR-29’u downreglle etmekte ve INF-y salinimini indiklemektedir. Yani miR-
29'un  ekspresyonunu  mikobakterilerin  spesifik  virulans  faktorleri
etkilemektedir'26:127,

Silvana V. Spinelli ve arkadaslari tarafindan Akciger ve plevral
tiberkllozli hastalarin mononikleer hucrelerinde degismis miRNA ifade
duzeylerinin incelendigi 2012 yilinda yapmis olduklari ¢alismada infeksiyon
bdlgesinde meydana gelen olaylari anlamak i¢in ¢ogu immun sistem
dizenlenmesinde rol oynayan genlerin regulasyonunu duzenleyen alti farkli
mikroRNA ( miR-223, miR-144* miR-421, miR-424, miR-146a, miR-365 ) ifade
dizeylerindeki degisimi incelemiglerdir'?8. Calismada HIV ile koinfekte olmayan
ve henlz tani almis tedaviye baglamamis 24 hasta ve 20 gonulli birey dahil
etmigler ve bu hastalardan periferal kan mononukleer hicreler ve plevral sivi
mononukleer hicreler elde edilerek saglikli bireylerle hasta bireylerin
mononukleer hicrelerinde alti farkli mikroRNA'nin ifade dizeylerini incelemis ve
ayni zamanda anti tUberkuloz immunitede son derece 6nemli rol oynayan IL-6
seviyesininde tedavi sUrecinde nasil bir degisime ugradigini da arastirmiglardir.
Sonug olarak mir-146a hem periferal kanda hemde plevral sivida saglikli
bireylere kiyasla ciddi derecede downregule olurken monositten makrofaj
farkllagsmasinda rol oynayan miR-424 sadece periferal kan mononukleer
hicreler (PBMC)'de istatiksel olarak anlamli derecede ifade duzeyinde artis

belirlenmistir. Periferal kan monontkleer hicrede diger 4 mikroRNA'nin
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istatiksel olarak ifade duzeyinde bir farkhlik ortaya c¢ikmamig ancak plevral
sivida diger 3 mikroRNA (miR-223, miR-144* miR-421) periferal kan
mononukleer hlicreye gore plevral sivida daha dusuk eksprese olmustur. Hasta
bireyler ile saglikli bireylerin periferal kan mononukleer hiicrelerinde ¢ok guglu
bir fark olmamasi periferde mikroRNA’larin genis varyasyonlarini baskiliyan
kompleks bir etkilesim agi tarafindan siki bir sekilde kontrol edildigi anlamina
gelmektedir. Saglikli bireylerle kiyaslandiginda kuguk farkhliklarin ise analiz
altindaki bireylerin immun vyapisina, tuberkuloza olan duyarliigina bagl
olabilecegi dustunulmektedir

Birbirinden badimsiz iki farkh grup tarafindan ydrutulen bagka bir
calismada Cin’li hastalarin PBMC’in de, Liu ve arkadaslari T hicre
farkhlasmasi ve proliferasyonunda sitokin Uretiminde rol oynayan miR-144’0n
ifade duzeyinde istatiksel olarak anlamli bir artis oldugunu gosterilirken, Wang
ve arkadaslari farkl bir mikroRNA seti ile calisip miR-365, miR-424’Un de
PBMC’'de asiri upregile oldugunu go6stermiglerdir. Sonuglarin farklilik
gOstermesi analiz altindaki grubun irksal varyasyonu, genetik yatkinhgi ve altta
yatan bagka sebeplerle iligkili olabilecegi fikrini dogurmusturt?3124,

Yanhua Liu, Xinjing Wang ve arkadaslari; 2011 yilinda MikroRNA'larin
insanda Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonunda immun cevapta rolin(
anlamaya yonelik yapmis oldugu bagka bir calismaya 21 akciger tuberkulozlu
hasta ve 21 saglkh birey dahil edilmistir. Yapilan c¢alismada akciger
tuberkulozlu hasta bireyler ve saglikli bireylerin periferal kan mononukleer
hicrelerinde mikroRNA seviyeleri  belirlenmigtir. 30 mikroRNA'nin  aktif
tiberkulozlu hastalarla, saglikli bireylerle karsilastirildiginda kaydadeger
farkhliklar tespit edilmistir. Bunlardan 28’nin ifadesinde artis gozlenirken 2
mikroRNA ifadesinde dusus gdzlenmistir. Seviyesinde en belirgin artis gézlenen
mikroRNA’lardan birinin miR-144 oldugu tespit edilmistir. Prekirsor miR-144’uUn
T hucrelerine transferi ile miR144’Gn T hicre farklilasmasinda ¢odalmasinda
interferon gama ve TNF-a (retiminde rol oynadigi sonucuna variimistirt?°,

Yine Wang ve arkadasglari yapmis olduklari ¢galismada aktif tiberkulozlu ve
latent tlUberkllozlu hastalarin periferal kan mononukleer hicrelerinde miR-

223’Un asirl eksprese oldugunu gostermislerdir. Fareler Uzerinde yapilan bir
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calismada miR-223'Un islevsel kaybinin morfolojik olarak hipermatire ve
uyarilarla kargi asiri duyarli ve fungisidal aktivitesi yuksek granulosit oraninda
artisa neden oldugu belirtilmigtir!?°,

Basarili bir tlberkuloz kontroli ve tedavisi icin erken tani son derece
onemlidir. Su anki mevcut tanisal yaklagimlar klinik 6rnekte patojenin taninmasi
esasina dayanmaktadir. Bu yuzden, akciger ve akciger disi tuberkulozda latent
tuberklloz hastaliginin/asemptomatik tasiyiciligin, aktif tiberkiloz hastaliginin
heterojen klinik ozellikler tagsimasindan dolayi tuberkuloz tanisinda daha etkin
ve olgularin mikrobiyal olarak dogrulanmasini beklemeksizin hastaligin daha
erken evrede tanisini koyabilmek icin konagda ait biyobelirtecler kullanilarak
ticari olarak tanisal testler gelistirilmesi acil ihtiyagtir. Ozelllikle latent tiberkiiloz
mekanizmasi ve onun aktif tiberklloza gecis slreci tam olarak bilinmemektedir.

Yapilan ¢aligmalar 1siginda bu gegis surecinde konaga ait immun cevabin
son derece 6nemli rol oynadigina dair kanitlar mevcuttur. Daha 6nce yapilan
calismalarda aktif tiberkulozlu ve latent tliberkilozlu bireylerin makrofajlarinda,
naturel killer ve dentritik hucrelerinde immun cevapla iligkili genlerin
expresyonunda degisikler gézlenmistir ve bu degisimlerin latent infeksiyonla
aktif tuberklloz hastaliginin ayriminda kullanilabilirligi ~ vurgulanmustir.
mikroRNA’larin balgam, plazma, serum ve diger viucut sivilarinda kolay bir
sekilde elde edilebilmesi noninvazif ydéntemlerle mikroRNA analizini
kolaylastirmigtir.

Cesitli hastaliklarda (infeksiyoz hastaliklar ve kanser gibi) noninvazif ve
tanisal biyomarkerlar olarak kullanabilirligi yeni bir bilimsel alandir. Bu rutin
alinan numuneler ve robot methodlarla mikroRNA analizi hastaliklarin tanisinda
mikroRNA’lar1 ideal bir biyomarker yapmaktadir. Serum mikroRNA’lari endojen
RNAaz aktivitesinden korunabilen oldukga stabil bir yapidadir. ilk serum bazli
calismada 92 farkhh miRNA'nin aktif tuberkllozlu hastalarda saglikl bireylere
gore ifade duzeylerinde anormallikler gézlenmistir. 59 mikroRNA upregtle
olurken 33 mikroRNA downregiile olmustur®0.

Yapilan bir baska calismada sadece aktif tlberkilozlu hastalar ve
Bordotella pertussis, enterovirus, Varicella Zoster virls ile infekte bireylerde

mikroRNA ifade dlzeylerindeki degisim incelenmis ve miR361-5p, miR889,
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mMiR576-3p sadece aktif tuberkulozlu hastalarda asiri eksprese oldugu
gOzlenmigtir. Sonug olarak yapilan bu ¢alismalarin sonuglari bu mikroRNA’larin
tuberkllozu diger mikrobiyal hastaliklardan ayirmada tanisal amagcl
kullanilabilecegi firkini ortaya ¢ikarmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda bu
mikroRNA’larin immun sistem gelisiminde rol oynayan genleri hedef aldigi
belirlenmigtir31.132,

Diger bir calismada akciger tuberkllozlu hastalarin kanlarinda miR-223’lUn
asiri eksprese oldugu bulunmustur. miR-223’Gn islevini anlamak igin Dorhoi ve
arkadaslarinin  yaptigi miR-223’4n ekpresyonunu inhibitdor deneyleriyle
susturduklarinda farelerin tUberkuloza karsi savunma mekanizmasinin
zayifladigini gézlemliyorlar. miR-223’lGin C-X-C motif ligand2 (CXL2) ve C-C
motif ligand-3 ( CCL3)’U hedef almakta ve inflamasyonun son evresinde I6kosit
kemotaksisinin negatif regulatoru olarak rol oynamakta ve asiri polimorfonukleer
I6kosit gogiinl engellemektedirt33134,

Bizim calismamizda ise tuberkuloz tanisi almig, tedavi almamis ya da
tedavisinin 1. ayinda olan 50 hasta ve kontrol grubu olarak da tuberkiloz
Oykusu olmayan 30 saglikli bireyde miRNA ifade duzeylerine meydana gelen
gelisimin tuberklloz patogenezi ile iligkisini arastirimistir. Calismada alinan
periferal kan mononukleer hucreleri ve plazmadan miRNA elde edilerek alti
farkh mikroRNA'nin ifade duzeylerini incelemistir. Sonug¢ olarak miR-146a
mononukleer hucrelerde saglikli bireylere kiyasla ciddi derecede downregule
olurken, monositten makrofaj farklilagsmasinda rol oynayan miR-424 sadece
plazmada istatiksel olarak anlamli derecede ifade duzeyinde artig belirlenmis,
miR-144’de ise anlamli bir azalma tespit edilmistir. Periferal kan monontkleer
hicrelerinde sadece miR-146a’nin istatiksel olarak ifade dizeyinde anlaml bir
farklihk ortaya c¢iktigi gorulurken, plazmada 2 mikroRNA'nin (miR-424 ve miR-
144) ekspresyonunda anlamli derecede faklilik tespit edilmis ve tanida
biyomarker olarak kullanilabilecegi dustnulmustar, fakat daha fazla sayida
hasta iceren aragtirmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUG VE ONERILER

Tuberkuloz patogenezinde mikroRNA’larin roline yonelik yapilan
calismalardan elde edinilen mevcut bilimsel veriler bundan sonraki ¢alismalara
katki sunarak hastahigin tani ve kontrolinde mikroRNA’larin potansiyel
biomarkerlar olarak kullanilabilirliginin arastinldigi ¢alismalarin gelistiriimesi
onerilmektedir.

Bu calismada mevcut literatur bilgileri 1s1ginda bazi m.RNA tdrlerinin
tiberklloz tanisi almis fakat tedavi almamis ya da tedavinin 1. ayinda olan
hastalar ile ispatlanmis tiberklloz enfeksiyonu olmayan kisilerdeki ekspresyon

duzeyleri kiyaslanmigtir. Elde edilen sonuglara dayanarak;

1. Mononukleer hicrelerden elde edilen miRNA-146a’nin aktif tlberkilozlu
hastalar ile kontrol grubu kiyaslandiginda ifade dlzeylerinde istatiksel
olarak anlaml bir fark bulundugu,

2. Plazmadan elde edilen miRNA-424/144 aktif tUberkulozlu hastalar ile
kontrol grubu kiyaslandiginda ifade dizeylerinde istatiksel olarak anlamli
bir fark bulundugu,

3. Gosterilen ekspresyon farkliliklarinin cinsiyet faktérinden bagimsiz oldugu

4. Hasta ve kontrol grubu olarak kiyaslandigi zaman mononukleer hicrelerde
miR-146a plazmada ise miR-144 ve miR-424 ekspresyonlarinda anlamli
fark bulundugu ( p<0,05) gortlerek :
a-Mononukleer hucrelerden izole edilen miRNA146’nin ve plazmadan elde
edilen miRNA424/144 ekspresyon duzeylerinde saglikli bireyler ve
tiberklloz hastalari arasinda belirgin farkliliklar gordlmesi hizhh tanida
kullanimi umut vaadetse de galismanin genisletilerek daha fazla sayida
hasta ile ¢calisma yapilmasi gerektigi,

b- Bu alanda yapilmig olan az sayidaki ¢alismaya onemli katki saglar
nitelikte olup, bu amacgla ulkemizde de ilk calisma niteligi tasiyan
calismamiza ait lokal sonuglarin, Ulke genelinde daha genis pulmoner ve

ekstra pulmoner tiberkulozlu hasta érneklerinde yapilacak c¢alisiimalar ile
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desteklenerek miR-146a, miR-144 ve miR-424’Un tanisal prediktif
degerinin daha da iyi anlasilmasina katki saglayacag:r goérugune

variimigtir..
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