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OZET

Graniilomatoz Lezyonla Seyreden Sarkoidoz ve Tiiberkiilozun Ayirici Tanisinda

miRNA’larin Rolii

Amag: Sarkoidozlu ve tiiberkiilozlu bireylerin kan plazmalarindaki miRNA anlatim diizeylerini
belirlemek i¢in biyoinformatik analizlerle tespit edilen 10 miRNA ve 2 referans miRNA
tizerinden qRT-PCR yontemini kullanarak sarkoidoz ve tiiberkiillozun ayirici tanisinda

miRNA’larin potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilmas1 amaglanmaktadir.

Gerec ve Yontemler: 2021-2022 tarihleri arasinda, Istanbul Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar:
Anabilim dalina bagvuran hastalar 6gretim tliyesi ve tipta uzmanlik 6grencisi ile beraber tanisal
dogruluk agisindan degerlendirildikten ve hasta onam formlari alindiktan sonra kan 6rnekleri
alind1.

Biyoinformatik analizlerle tespit edilen 10 miRNA’nin (hsa-miR-124-3p, hsa-miR-1273e, hsa-
miR-155-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-3622b-5p, hsa-
miR-375, hsa-miR-568, hsa-miR-9-5) ve 2 referans miRNA’nin (hsa-miR-22-3p ve hsa-miR-
93-5p) sarkoidoz ve tiiberkiiloz ayiricit tanisinda degerini arastirmak icin sarkoidozlu ve
tiiberkiilozlu bireylerin kan plazma Orneklerinin anlatim diizeyleri qRT-PZR yontemi ile

belirlendi. (Etik Kurul Dosya No: 2021/364086)

Bulgular: Calismaya 18 TBC, 15 Sarkoidoz ve 20 kisilik kontrol grubu dahil edildi. hsa-miR-
22-3p housekeeping referans genine gore TBC ve kontrol grubunda ACt degerleri; hsa-miR-
26b-5p, hsa-miR-568’de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). hsa-miR-22-3p
housekeeping referans genine gore sarkoidoz ve kontrol grubunda ACt degerleri; hsa-miR-124-
3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 ve hsa-miR-9-5p’de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). hsa-miR-93-5p housekeeping referans genine gére sarkoidoz ve kontrol grubunda
ACt degerleri hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 ve hsa-miR-9-5p’de istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,005). Hsa-miR-93-5p housekeeping referans genine gore
sarkoidoz ve kontrol grubunda ACt degerleri; hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568’de
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Caligmamizda qRT-PCR yontemiyle yapilan analizler neticesinde, Sarkoidoz hastalarinda hsa-

mMiR-22-3p referans miRNA’sina gore dort plazma miRNA's1 (hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375,
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hsa-miR-568, hsa-miR-9-5p) arasinda anlamli fark gosterirken, hsa-miR-93-5p referans
miRNA’sina gore ise ii¢ plazma miRNA’s1 (hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568)
anlamli fark gostermistir. ROC analiz sonuglarina gore; sarkoidozlu hastalarda (hsa-miR-124-
3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 hsa-miR-9-5p miRNA’larin downregiile (asagi regiile) oldugu
tespit edilmistir. Iki referans miRNA’sina gore hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568
miRNA’lar1 ortak olarak anlamli bulunmustur.

Tiiberkiiloz hastalarinda ise, ROC analiziyle, hsa-miR-22-3p referans miRNA’sina gore iki
plazma miRNA’s1 (hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-568) anlamli fark gostermektedir. hsa-miR-93-
5p referans miRNA’sina gore ise dort plazma miRNA’s1 (hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-375, hsa-
miR-568, hsa-miR-9-5p) anlamli bulunmustur. ROC analiz sonuglarina gore; tiiberkiilozlu
hastalarda hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, hsa-miR-9-5p miRNA’larin upregiile
(yukar1 regiile) oldugu tespit edilmistir. iki referans miRNA’sina gore hsa-miR-26b-5p, hsa-
mMiR-568 miRNA ’lar1 ortak olarak anlamli olarak belirlenmistir.

Plazmadan elde edilen 10 miRNA arasindan hsa-miR-375 ve hsa-miR-568 miRNA’larin,
deneysel olarak se¢ilen sarkoidozlu bireylerde ekspresyon diizeylerinde azalma gozlenirken
tiiberkiilozlu bireylerin ekspresyon diizeylerinden artis gosterdigi tespit edilmistir.

Calismaya dahil edilen sarkoidoz ve tiiberkiiloz hasta gruplarinda ortak olarak anlamli oldugu
tespit edilen hsa-miR-375 ve hsa-miR-568 miRNA’lar1 sarkoidoz ve tiiberkiiloz ayirici

tanisinda kullanilabilir.

Sonug:

Bu calisma, tiiberkiiloz ve sarkoidozda farkli diizeylerde etkili olan miRNA'larin biyobelirteg
olarak kullanimmi planlamak i¢in ©6nemli bir adim olustururken, bu hastaliklarin
mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasia ve daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine

yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tiiberkiiloz, Sarkoidoz, miRNA.



ABSTRACT

The Role of miRNAs in the Differential Diagnosis of Granulomatous Lesions Associated
with Sarcoidosis and Tuberculosis

Background: It is aimed to use miRNAs as potential biomarkers in the differential diagnosis
of sarcoidosis and tuberculosis by using the qRT-PCR method on 10 miRNAs and 2 reference
miRNAs detected by bioinformatics analysis to determine the miRNA expression levels in the

blood plasma of individuals with sarcoidosis and tuberculosis.

Materials and Methods: Between 2021 and 2022, patients who applied to the Department of
Chest Diseases at the Istanbul Faculty of Medicine were evaluated in terms of diagnostic
accuracy together with faculty members and medical specialization students, and after
obtaining patient consent forms, blood samples were collected.

The expression levels of 10 miRNAs (hsa-miR-124-3p, hsa-miR-1273e, hsa-miR-155-5p, hsa-
miR-26b-5p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-3622b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-
568, hsa-miR-9-5) identified through bioinformatics analysis, along with 2 reference miRNAs
(hsa-miR-22-3p and hsa-miR-93-5p), were investigated for their value in the differential
diagnosis of sarcoidosis and tuberculosis. These expression levels were determined from blood
plasma samples of individuals with sarcoidosis and tuberculosis using the qRT-PCR method.
(Ethics Committee File No: 2021/364086)

Results: The study included 18 patients with tuberculosis (TB), 15 patients with sarcoidosis,
and a control group of 20 individuals. The ACt values between TB and the control group, based
on the housekeeping reference gene hsa-miR-22-3p, showed statistical significance for hsa-
miR-26b-5p and hsa-miR-568 (p<0.05). Similarly, when comparing sarcoidosis and the control
group based on hsa-miR-22-3p as the housekeeping reference gene, the ACt values were
statistically significant for hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, and hsa-miR-9-5p
(p<0.05). Moreover, the ACt values between sarcoidosis and the control group, considering
hsa-miR-93-5p as the housekeeping reference gene, were statistically significant for hsa-miR-
26b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, and hsa-miR-9-5p (p<0.005). Additionally, when using

hsa-miR-93-5p as the housekeeping reference gene, the ACt values between sarcoidosis and the
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control group were statistically significant for hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, and hsa-miR-568
(p<0.05).

Our analysis using the gRT-PCR method revealed significant differences among four plasma
miRNAs (hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, hsa-miR-9-5p) in sarcoidosis patients
when compared to the reference miRNA hsa-miR-22-3p. Similarly, based on the reference
mIRNA hsa-miR-93-5p, three plasma miRNAs (hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568)
showed significant differences. According to the ROC analysis results, it was determined that
in sarcoidosis patients, the miRNAs hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, and hsa-
miR-9-5p were downregulated. Furthermore, hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, and hsa-miR-568
were found to be significantly different using two reference miRNAs.

In tuberculosis patients, the ROC analysis revealed significant differences in two plasma
miRNAs (hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-568) compared to the reference miRNA hsa-miR-22-3p.
Similarly, based on the reference miRNA hsa-miR-93-5p, four plasma miRNAs (hsa-miR-26b-
5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, hsa-miR-9-5p) showed significant differences. According to
the ROC analysis results, it was determined that in tuberculosis patients, the miRNAs hsa-miR-
26b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, and hsa-miR-9-5p were upregulated. Furthermore, hsa-
miR-26b-5p and hsa-miR-568 were identified as significant miRNAs using two reference
mMiRNAS.

Among the 10 miRNAs obtained from plasma samples, it was observed that hsa-miR-375 and
hsa-miR-568 exhibited decreased expression levels in experimentally selected individuals with
sarcoidosis, while their expression levels were increased in individuals with tuberculosis. These
findings suggest that hsa-miR-375 and hsa-miR-568 may serve as potential biomarkers for
differentiating between sarcoidosis and tuberculosis. In both the sarcoidosis and tuberculosis
patient groups included in the study, hsa-miR-375 and hsa-miR-568 were found to be
significantly associated, indicating their potential utility in the differential diagnosis of

sarcoidosis and tuberculosis.

Conclusion: This study constitutes an important step towards planning the use of miRNAs,
which are effective at different levels in tuberculosis and sarcoidosis, as biomarkers. It will
contribute to a better understanding of the mechanisms underlying these diseases and the
development of more effective treatment methods.

Keywords: Tuberculosis, Sarcoidosis, miRNA.



I. GIRIS

Sarkoidoz ve tiiberkiiloz, klinik belirtiler ve histopatolojik 06zellikler ag¢isindan
benzerlikler gostermektedir. Sarkoidoz ve tiiberkiilozun ayirict tanisi, ozellikle tiiberkiiloz
yiikiiniin yiikksek oldugu {ilkelerde zordur. Dolayisiyla sarkoidozun altinda yatan genetik
faktorlerin belirlenmesi ayirici tanida 6nem arz etmektedir. Genetik olarak yatkin bireylerde,
bir veya birden fazla ekstrensek antijenin inflamatuar yollarin asir1 aktivasyonuna neden olarak,
sarkoidal graniilomlarin olusumuna sebep oldugu ortaya konulmustur. Bu iki hastaligin teshisi
genellikle patolojiye ve Mycobacterium tuberculosis (MTB) kiiltiiriine baghdir. Sarkoidoz,
nekrotizan olmayan epitel agisindan zengin graniilomlarla karakterizedir. Tiiberkiiloz, kazeifiye
graniilomlarla karakterizedir, ancak tipik belirtiler numunede her zaman goriilmezken, balgam
yaymast ve MTB kiiltiiriiniin duyarlilig: diistiktiir.

Mikro RNA’larin (miRNA) birgok hastaligin molekiiler mekanizmasi ig¢erisinde 6nemli
roller oynayabildigi literatiirdeki birgok c¢aliymada gosterilmistir(1). Ote yandan,
bronkoalveolar lavaj (BAL) hiicrelerindeki miRNA paterni ve bunlarin akciger sarkoidozunda
sitokin / kemokin-reseptor ag1 ile ilgili diizenleyici kabiliyetleri hakkinda bilgi
bulunmamaktadir. Dyskova ve ark, sarkoidozda BAL hiicrelerinde sitokin/kemokin reseptor
agmin diizenlenmesinde hem ¢esitli miRNA'lar1 hem de Thl-transkripsiyon faktorii T-bet'in
gerekli oldugunu ortaya koymuslardir(2). Korelasyon analiz sonuglari, sitokin/kemokin gen
ekspresyonunun “ince ayarlayicilar1” olarak islev géoren miRNA'lara gore T-bet'in sarkoidoz ile
iligkili kemokin reseptorlerine ve sitokinlere karsi daha belirgin diizenleyici kabiliyetini
gostermistir(2). Yine son yapilan calismalarda, konak¢i miRNA'larin M. tuberculosis
enfeksiyonuna karst immiin yanitta ilgili roliinii, tliberkiiloz biyobelirtecleri olarak
potansiyellerini ve terapotik miidahaleler icin hedefler veya araclar olarak etkileri
vurgulanmistir(3). M.tuberculosis, immiin yanittan kagmak igin miRNA ekspresyonunu
indiikleyebilir veya inhibe edebilir(4) .Apoptotik yolun tetiklenmesi, otofajinin indiiksiyonu,
IFN'nin uyarilmasi ve tiimor nekroz faktorii alfa sekresyonu, bakteriyel enfeksiyon sirasinda
konakg1 hiicreler tarafindan kabul edilen mekanizmalardan bazilaridir(3). LTBI'dan aktif
tiiberkiilozda ilerleme riski veya anti-tiiberkiiloz tedavilerine yanitin tahmini ile iliskili
prognostik miRNA isaretini belirlemek amaciyla ileriye doniik ¢alismalar yapilmistir(1).

Giiney Afrika ve Uganda'daki bir denek kohortunda 2 yillik bir takipte aktif tiiberkiiloz
gelistiren, hastaligin ilerlemesinin dnemli bir isareti olan miRNA’lar (miR-21-5p ve miR-148b-

3p) tespit edilmistir(5). Ayrica, tanisal degeri olan bir miRNA imzasinin tanimlanmasi, tedavi



sirasinda takip edilen deneklerin degerlendirilmesine yardimci olabilir. Teorik beklentiler, tani
sirasinda deregiile edilen miRNA'larin, tedavi basarili olursa temel degerlere donebilmesidir(5).
Bir Hindistan kohortunda yapilan bir ¢alisma, miR-16-5p ve miR-155-5p'nin akut tiiberkiiloz
hastalarinda tanisal biyobelirtecler olarak calistigini, saglikli kontrollerde ve tedaviyi basariyla
tamamlayan tiiberkiiloz hastalarinda diizeylerin diisiik oldugunu gostermistir(6). miR-99b-5p,
miR-29a-3p, miR-26a-5p’de ise, iki farkli qRT-PCR protokolii ile test edilen biiyiik bir Cin
kohortunda basarili tiiberkiiloz tedavisine giren deneklerde anlatimimin azaldigi tespit
edilmistir(7).

Onerilen ¢alismada, sarkoidoz ve tiiberkiiloz ayirici tamisinda miRNA'larin degerini
aragtirmak i¢in sarkoidozlu ve tiiberkiilozlu bireylerin kan serum/plazmalarindan se¢ili miRNA

profillerini belirlemeyi amagladik.

Arastirmanin amaci

Bu caligmanin amaci, sarkoidozlu ve tiiberkiilozlu bireylerin kan serum/plazmalarindaki
miRNA anlatim diizeylerini belirlemek i¢in biyoinformatik analizlerle tespit edilen 10 miRNA
(hsa-miR-124-3p, hsa-miR-1273e, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-335-5p, hsa-
miR-34a-5p, hsa-miR-3622b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, hsa-miR-9-5) ve 2 referans
mIRNA (hsa-miR-22-3p ve hsa-miR-93-5p) iizerinde qRT-PCR yontemini kullanarak

sarkoidoz ve tiiberkiiloz arasindaki ayrim potansiyelini arastirmaktir.



II. GENEL BIiLGILER

1. Tuberkiiloz

Tiiberkiiloz (TB), gelismekte olan {ilkelerde ciddi bir saglik sorunudur (8). TB
enfeksiyonunun erken teshisi, hastaliin yayilmasini kontrol altina almak ve TB salgmni i¢in
erken tedavi saglamak igin esastir (9). Enfeksiyonun dogrudan kanitini saglayan tiiberkiiloz
kiiltiirti, altin standart teshis testidir (10). Ancak, yontem zaman alic1 ve tespit orani diisiiktiir.
Ayrica, HIV koenfeksiyonu veya ekstrapulmoner TB olan kisilerde tespit orani diisiiktiir(11).
Bu nedenle, tiberkiilozun teshisi i¢in balgam orneklerinde PCR ile yapilan DNA temelli
molekiiler test onerilmektedir (11). Ancak, PCR temelli yontemler kontaminasyona bagli yanlis
pozitif sonuglara neden olma egilimindedir (11). Ayrica, her iki test de tedavinin etkililigini
izlemek ve tiiberkiilozun giderek artan bir sorun haline gelen ¢oklu ilaca direngli olasiligini

tahmin etmek i¢in uygun degildir(11).

A. Tanim

Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK), hayvanlar ve insanlarda tiiberkiiloza
neden olan dokuz yakin akraba mikobakteri tiiriinii iceren bir bakteri grubudur (12).
Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK), genetik olarak iligkili Mycobacteria
grubundan olusan bir taksonomik gruptur ve bu grup Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), Mycobacterium africanum (M. africanum), Mycobacterium bovis (M. bovis),
Mycobacterium canettii (M. canettii), Mycobacterium microti (M. microti), Mycobacterium
pinnipedii (M. pinnipedii) ve Mycobacterium caprae (M. caprae) tiirlerini igermektedir (13).
Bu tiirler iginde en yaygin ve klinik agidan en 6nemlisi, insan tiiberkiilozunun baglica nedeni
olan Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) tiirtidiir (14). Bu bakteri grubu genellikle
spor olusturmayan, aerobik, hareketsiz, Gram-pozitif, asit-alkol direngli basil tiirleri olup
hafifce kivrilmis sekle sahiptirler ve mikolik asit hiicre duvarlarindan bazi dallanmalar

gosterebilirler (13).

B. Enfeksiyon

Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu, hem birincil hem de ikincil tiiberkiiloz
(reaktivasyon TB) olusumuna neden olabilir (15) . Birincil TB enfeksiyonu genellikle M.



tuberculosis'iin graniilomlarda kontrol edilip lokalize edilememesi durumunda, yetersiz
bagisikligr olan bireylerde meydana gelir (16). M. tuberculosis enfeksiyonu, menenjit, AIDS'li
insanlarda yaygin tliberkiiloz, miliyer tiiberkiiloz ve ekstrapulmoner graniilomlar gibi genis bir
klinik spektruma neden olabilir. Bu enfeksiyon genellikle bagisiklik sistemi zayif olan veya
tamamen gelismemis olan ¢ok geng veya yasl bireyleri etkiler (17). Ancak, bagisiklik sistemi
saglam olanlarda, primer TB enfeksiyonu etkili sistemik bagisiklik olusturarak yaygin

enfeksiyonu durdurabilir ve koruyucu bir etki saglar (18) (Sekil 1) .
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DOGAL IMMUN  KAZANILMIS IMMUN ASTALIGI
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Mycobacterium
tuberculosis

GRANULOM

TST NEGATIF POZITIF POZITIF POZITIF GENELLIKLE POZITIF
IGRA NEGATIF POZITIF POZITIF POZITIF GENELLIKLE POZITIF
KOLTUR NEGATIF NEGATIF NEGATIF ARALIKLI POZITiF POZITIF
BALGAM YAYMA NEGATIF NEGATIF NEGATIF GENEELLIKLE NEGATIF POZITIF VEYA NEGATIF
ENFEKSIYON YOK YOK YOK SPORADIK OLARAK EVET
SEMPTOMLAR Hi¢ HIC HI¢ HAFIF VEYA HiC HAFIF VEYA CIDDi
ONERILEN TEDAVI HI¢ HI¢ KORUYUCU TEDAVI GOKLU iLAG TEDAVISi GOKLU ILAG TEDAVISi

Sekil 1: Verem (TB) spektrumu - Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonundan aktif
(akciger) TB hastaligina kadar.

M. tuberculosis ile temas eden bireylerin ¢ogu, LTBI seklinde enfeksiyonu kontrol
edebilirken, tahmini olarak %S5 ila %10'u aktif tiiberkiiloz hastalig1 gelistirir (12). Bu hastalik,
stirekli oksiiriik, balgam tretimi, kilo kaybi, giicsiizlik ve gece terlemesi gibi belirtilerle
tanimlanmaktadir. M. tuberculosis enfeksiyonunun klinik tanist ve tedavisi, cesitli es

enfeksiyonlar ve eslik eden hastaliklar nedeniyle karmasiktir (18).



C. Patogenez

Insan tiiberkiilozunun MTBC, 6zellikle M. tuberculosis tarafindan neden oldugu
patojenik siire¢, konak bagisiklik sistemi ve bakteriyel faktorler arasindaki karmasik
etkilesimleri i¢eren karmasik bir siirectir (13) (Sekil 2) .Tiiberkiilozun patogenezi, aktif TB
hastalig1 olan bir bireyden solunum yoluyla alinan M. tuberculosis'un (1-5 mikron ¢apinda)
bakteri igeren enfekte partikiillerin inhalasyonu ile baslar (16). Bu bulasici partikiiller solunum
yollarindan asag1 dogru hareket ederek terminal alveollere ulasirlar ve alveoler makrofajlar ve

diger fagositoz yapan immiin hiicreler tarafindan fagositoz edilirler (16).

inflamasyon

Graniilom
formasyonu

Yardimci T-hiicre cevabi

Sekil 2. Aktif Tiiberkiilozun Patofizyolojisinde Yedi Adim

Sekil 2 aktif tiiberkiilozun patofizyolojisini gostermektedir. Bu adimlar aerosolizasyon,
makrofaj fagositozu, fagositozom tikaniklig1 ve replikasyon, TH1 yaniti, graniilom olugumu,
klinik belirtiler ve bulasmadir. Sekildeki ilk biiylitmede gosterildigi gibi, aerosolize olmus (A)
Mycobacterium tuberculosis ve alveoler keselere ulasabilecek kadar kii¢iik damlaciklar soluyan

hassas bir kisi, makrofajlar, dendritik hiicreler ve monositlerle karsilagsacaktir (B). Makrofajlar



(ikinci biiylitmede gosterildigi gibi) bakterileri fagositoz yapacak ve yok etmeye ¢alisacaktir.
Dendritik hiicreler T-helper hiicrelerini aktive etmek icin lenf diiglimlerine go¢ edecektir. M.
tuberculosis fagositozom flizyonunu onler (C), yok edilmeyi oOnler, replikasyona baslar ve
DNA, RNA, proteazlar ve lipitler salar. Ek olarak, makrofajlar sitokinler ve vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) salgilayacaklar. VEGF anjiyogenez baslatacak ve lezyona kan
damarlarinin artmasini saglayacaktir. Sitokinler, dogal dldiirticii (NK) hiicrelerini, dendritik
hiicreleri (DC), nétrofilleri ve farkli formlardaki makrofajlar1 bagisiklik yanitini baglatmak ve
cekmek icin harekete gecirecektir. T-helper hiicre yaniti, germinal merkezde dnceden uyarilmis
THI1, Tregs ve B hiicrelerinin gociinii igerecektir (D). Bu hiicreler, graniilomu (E) olusturmak
icin birlesecektir. Graniilom, bakterilerin sistemik yayilmasini 6nlemek i¢in bir hapishanedir.
Daha sonrasinda bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde (F) graniiloma bakterileri kontrol altinda
tutamaz. Bu asamada, enfekte kisi tekrar aerosolize etme potansiyeline sahip olabilir ve diger

kisilere enfeksiyon yayilabilir(G).

2. Sarkoidoz

Sarkoidoz ilk olarak Besnier ve arkadaslari tarafindan 1889'da tanimlanmistir (19).
Sarkoidoz, nedeni bilinmeyen, ¢esitli organlarin non-nekrotizan graniilomlarla infiltrasyonu ile
karakterize ¢ok sistemli bir hastaliktir. Sarkoidoz, hala nedeni bilinmeyen bir hastalik olmasina
ragmen, graniilom olusumuna neden olan mekanizmalar, genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorler
de dahil olmak iizere giderek daha iyi anlagilmaktadir (20). Sarkoidozda en sik etkilenen
organlar akcigerler ve intratorasik lenf nodlaridir (hastalarin %90'indan fazlasinda)(21). Her
etnik kokenden insan1 etkileyebilir ve yasamin herhangi bir doneminde ortaya ¢ikabilir, ancak
Afrika kokenli Amerikalilarda ve Iskandinavlar ile 30-50 yas arasindaki yetiskinlerde daha
yaygin goriiliir (19).

A. Tanim

Sarkoidozun klinik goriiniimii, organlarin etkilenme durumuna ve siddetine bagl olarak
degisebilir. Tani, oyki, fizik muayene, uygun radyolojik ve patolojik bulgularin yan sira diger
nedenlerin dislanmasi temel alinarak konulur (22). Sarkoidoz hastalarinin yaklasik %5'i
hastaliktan oliir (23),(24) . Sarkoidoz kaynakli dliimlerin en yaygin nedenleri akciger ve kalp
hastaliklaridir (25). Beyin, g6z veya bobreklerde geri doniisiimsiiz organ hasar1 da énemli

morbiditeye neden olabilir (Tablo 1).



Tablo 1. Tam1 aminda organlarin genel olarak etkilenme sikhgi*

| ORGAN TUTULUMU SIKLIK %

AKCIGER 90
CILT 16
ERITEMANODOZUM 8
GOz 12
EKSTRATORASIK LENF NODU 15,2
KARACIGER 12
DALAK 7
NOROLOJIK 5
KARDIAK 2

* Hastalarda birden fazla organ etkilenebilir. (Baughman RP ve dig. (2001) kaynagindan
uyarlanmigtir (26))

Sarkoidozun tanis1 ve takibi igin bir¢ok klinik ve radyolojik 6lgiit kullanilmaktadir.
Bunlardan biri, Scadding/Siltzbach tarafindan 1961 yilinda 6nerilen ve halen kullanilan bir
siniflandirma sistemidir (27). Bu sistem, hastalarin gégiis rontgeninde goriilebilen lezyonlara
gore dort gruba ayrilmaktadir.Birinci grup, yalnizca hilus lenfadenopatisi olan hastalar
igermektedir. ikinci grupta, lenfadenopatiye ek olarak parankimal infiltrasyonlar da mevcuttur.
Ugiincii grupta ise lenfadenopati olmadig: halde akciger parankimasinda lezyonlar goriiliir.
Dordiincii grup ise fibrotik lezyonlara sahip hastalardan olusur. Scadding, 136 hastadan olusan
bir hasta grubunu temel alarak, her bir gruptaki hastalarin sarkoidoz hastalar1 arasindaki
yaygimligini ve spontan remisyon olasiliklarin1 degerlendirmistir. Bu smiflandirma sistemi,

sarcoidozun farkli evrelerini belirlemek i¢in kullanilabilecek bir arag olarak kabul edilir (27).

B. Patogenez

Sarkoidoz teshisi standartlastirilmamis olsa da, uygun klinik sunum, bir veya daha fazla
doku 6rneginde non nekrotizan graniilomat6z inflamasyonun tespiti ve graniilomat6z hastaligin
alternatif nedenlerinin dislanmas1 gibi ii¢ temel kriter iizerine kuruludur (28). Enflamatuar
slireg, sarkoidozun patolojik belirtisi olan non nekrotizan graniilomlarin olusumuna yol agar.

Graniilomlar, mononiikleer hiicrelerin ve makrofajlarin birikmesinden olusan epitelyoid ve



multiniikleer dev hiicrelere farklilasan hiicre topluluklaridir ve lenfositler, plazma hiicreleri,
fibroblastlar ve kollajen tarafindan ¢evrelenirler (29). Graniilom iginde, 6zgiilliigii bilinmeyen
CDA4+ T hiicreleri bulunurken, periferde CD8+ T hiicreleri, diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler),
fibroblastlar ve B hiicreleri yer almaktadir. Bu heterojen hiicre popiilasyonu, hastaligin
baslangicina ve ilerlemesine hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklik yanitlarinin katkida
bulundugunu goéstermektedir. Ancak bugiine kadar sarkoidozun patogenezi, ¢oziilememis bir
immiinolojik paradoks olarak kalmaktadir (30). Sarkoidozda, etkilenen organlar yogun bir
immiin yanit sergilerken, ayn1 zamanda, tiiberkiilin ve yaygin antijenlere gecikmis tip asiri
duyarlilikta azalma gibi bir immiin anerji durumu da olusur (29) (Sekil 3).

GRS Glukokortikoidler

Bilinmeyen antijen @ immun-supresanlar

EPITEL

Glukokortikoidler
immun-supresanlar

Mediastinel
lenf nodu

Kan damari

Glukokortikoidler
immun-supresanlar

Sekil 3. Sarkoidozun Patolojisi ve Mevcut Tedavi Yaklagimlari

Sarkoidozun Patolojisi ve Mevcut Tedavi Yaklasimlari: Bilinmeyen bir hava yolu
antijeni, interstisyel dendritik hiicreleri (DC'ler) ve alveolar makrofajlari (AM'ler) es zamanli
olarak etkinlestirir. Interstisyel DC'ler antijeni alir ve mediastinal lenf diigiimlerine dogru goc
ederek antijen sunan hiicreler (APC'ler) olarak gorev yapar ( T yardimci (Th) 1 ve 17
hiicrelerinin farklilasmasini ve klonal genislemesini baglatarak) Es zamanli olarak AM'ler: (1)
DC'lerle birlikte APC olarak gorev yapar; (2) M1 ve M2 makrofajlar1 olarak farklilagir ve daha

sonra inflamatuar siireci (M1), fibroblast proliferasyonunu ve fibrotik doku birikimini (M2)



indiikler; ve (3) pro-inflamatuar sitokin tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) ile insan 16kosit
antijeni (HLA)-DR ve TNF-a ve dogal dldiiriicii hiicre kaynakli interferon-y (INF-y) tarafindan
uyarilmasiyla IL-12 gibi diger kemotaktikler tiretir. APC'ler araciligiyla siirekli olarak devam
eden uyarilma, B hiicreleri, plazma hiicreleri, Th1/17 hiicreleri, daha yiiksek Toll Benzeri
Reseptor (TLR)2 ve TLR4 ifade eden monositlerin (sirastyla Thl ve Th2 yanitlarmi
indiikleyen), ve diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler) gibi kan dolagimindan akcigere hiicrelerin
siirekli olarak cekilmesine neden olur, burada graniillom olusumuna katkida bulunurlar.
Graniiloma i¢ine sizan Treg'ler, asir1 bagisiklik yanitini azaltamazlar, boylece graniiloma
kaliciligina ve biitiinligline katkida bulunurlar. Bu sekilde sarkoidoz i¢in kullanilan/test edilen
tedavi hedefleri de belirtilmistir.

Akcigerde granulom olusumunu tetikleyen CD4+ lenfositler giiglii bir Th1 fenotipi
gosterirler. Bu hiicrelerin akini daha fazla Thl lenfositleri ve makrofajlari ¢ekerek interferon-
gamma (IFNy), interleukin (IL-2) ve IL-15 gibi sitokinler tretirler. Ayrica 1L-12 ve IL-18
tiretimi de artar, bu da akcigerde IFNy iiretimini artirir ve ThO Onciillerinin aktif Thl

lenfositlerine farklilasmasini indiikler ve bdylece yanit siirdiirtiliir (31).

3. MikroRNA (miRNA)’lar ve 6zellikleri

MikroRNA'lar (miRNA'lar), transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenleyen
kiiciik endojen RNA'lardir. miRNA'lar, hedef genlerin transkripsiyon sonrasi susturulmasini
diizenleyen 19 ila 25 niikleotit boyutunda kisa RNA molekiilleridir. Tek bir miRNA, yiizlerce
mRNA'y1 hedefleyebilir ve genellikle islevsel bir etkilesim yolunda yer alan bir¢cok genin
ifadesini etkileyebilir. Su anda preklinik gelistirme asamasinda olan miRNA
mimikleri(kimyasal olarak sentezlenmis, ¢ift sarmalli miRNA benzeri RNA) ve miRNA
inhibitorleri, yeni terap6tik ajanlar olarak imit vaat etmektedir. miRNA izolasyonu, miRNA
olgiimii, miRNA profillemesi, miRNA hedef tespiti ve miRNA seviyelerini in vitro ve in vivo
modiile etmek i¢in ¢ok sayida teknolojik platform gelistirilmistir (32).

Kanonik biyosentetik yolda, ¢ift sarmalli RNA'ya 6zgii endoriboniikleaz (DROSHA) ve
DiGeorge sendromu kritik bolge geni 8 (DGCRS8) enzimlerini igeren bir mikroislemci
kompleksi tarafindan taninan bir birincil miRNA (pri-miRNA) kopyalanir ve bir haberci
miRNA olusturmak iizere boliiniir. Pre-miRNA'lar daha sonra DICER enzimi ve protein kinaz
R'nin protein aktivatorii (PACT) veya Trans-aktivasyon yanitt RNA-baglayici protein (TRBP)
gibi yardimci faktorler tarafindan daha fazla islenmek {izere sitoplazmaya ihra¢ edilir. Olgun

miRNA dubleksi nihayet bir ¢oklu protein kompleksine yiiklenir, RNA kaynakli susturma
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kompleksi (RISC) ve segilen bir miRNA ipligi (-5p veya -3p) Argonaute (AGO) proteinine
baglanir, kompleksi hedef mRNA'sina yonlendirir.

Bununla birlikte, miRNA'larin biyogenezi ve olgunlasmasi, hiicrelerin ve ¢evrelerinin
fizyopatolojik durumlarina duyarli ¢oklu hiicresel faktorlerin kontrolii altinda, ¢ok daha
karmasik ve siki bir sekilde diizenlenen siirecler gibi goriinmektedir. DNA diizeyinde, tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) ve DNA/histonlarin klasik asetilasyon/metilasyon
mekanizmalar1 yoluyla transkripsiyonun epigenetik kontrolii, etkilerini yoneten miRNA
diizenlemesinin birinci seviyesini temsil eder (Sekil 4a,b).

miRNA'larin biyosentezi ve olgunlagsmasi, DROSHA/DGCRS&/DICER ve RISC
kompleksi (Sekil 4c,d) gibi bu islemlerde anahtar enzimlerle etkilesime girebilen RNA
baglayic1 proteinlerden (RBP'ler) de etkilenebilir (33). Bu tiir mekanizmalarin 6rnekleri,
Lin28 baglanmasiyla indiiklenen let-7 miRNA islemesinin inhibisyonu veya pri- ve/veya pre-
miR-144'in BUDI13 ve Interlokin Arttirict Baglanma Faktorii 3 (ILF3) tarafindan olgun
formlarin artan seviyelerine yol acan stabilizasyonu ile gosterilmektedir (33). Son olarak,
pri/pre-miRNA'larin diizenlenmesi, miRNA'larin hedefleri {izerindeki eylemlerini derinden

etkilemenin yani sira, belirli miRNA'larin biyosentezini ve olgunlasmasini modiile eden 6nemli

bir mekanizmadir (Sekil 4c,d) (33).

(a) miRNA polimorfizmleri (b) miRNA transkripsiyonunun epigenetik kontroli
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Sekil 4. MikroRNA (miRNA) biyogenezini ve aktivitesini kontrol eden molekiiler
mekanizmalar.
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(a) miRNA'lar1 kodlayan genomik bdlgelerdeki tek niikleotit polimorfizmleri (SNP'ler),
bunlarin islenmesini ve olgunlagsmasini etkileyerek varyantlar arasinda farkli ifade seviyelerine
neden olabilir (33).

(b) Histon asetilasyon veya DNA metilasyonu gibi epigenetik modifikasyonlar,
miRNA'larin transkripsiyon etkinliklerini modiile edebilir (33).

(c) RNA diizenleme (kirmizi yildizlar) ve RNA baglayici proteinler (RBP'ler),
DGCR8/DROSHA aktivitesini, pre-miRNA'larin niikleer ihracatini, pre-miRNA'nin DICER
tarafindan boliinmesini ve olgun miRNA'nin RISC kompleksine dahil edilmesini etkileyerek
miRNA islemesine ve olgunlagmasina miidahale edebilir (33).

(d) Olgun miRNA aktivitesi, (i) bir hedef mRNA'da ayn1 baglanma bdélgesi i¢in RBP'lerle
rekabet, (i) miRNA-RISC kompleksinin ceRNA'lar tarafindan ¢6ziilmesi ve (iii) hedef
mRNA'larda miRNA yanit 6gelerinin RNA diizenlemesi. Uyaric1 ve engelleyici etkiler,

sirastyla sivri ve kiit gri oklarla temsil edilir (33).

4. Tiiberkiiloz Patogenezinde miRNA 'lar

In vitro ve in vivo deneyler, makrofajlar, dentritik hiicreler (DC)'ler, dogal dldiiriicii ve T
hiicreleri gibi M. tiliberkiiloz'un ana hedef hiicrelerinde gen ekspresyonunun modiile
edilmesinde miRNA'larin rol oynadigini dogrulamistir. M. tuberculosis, bagisiklik tepkisinden
kagmak i¢cin miRNA ekspresyonunu indiikleyebilir veya inhibe edebilir (5). Apoptotik yolagin
tetiklenmesi, otofajinin indiiklenmesi, IFNy'nin uyarilmasi ve tiimoér nekroz faktorii alfa
(TNFa) salgilanmasi, bakteriyel enfeksiyon sirasinda konak hiicreler tarafindan benimsenen
mekanizmalardan bazilaridir (5). Ornegin, TB hastalarinda yukari regiile edilen miRNA'lar
arasinda, miR-146a-5p, miR-21-5p, miR-99b-5p ve miR-132-5p, miyeloid hiicrelerde Toll
benzeri reseptor sinyali tarafindan tetiklenen konakg¢i inflamatuar yollar1 negatif olarak
diizenler. Boylece M. tuberculosis'in hayatta kalmasini tesvik eder. miR-27a-5p, miR-33, miR-
125-5p ve miR-144-5p gibi M. tuberculosis ile enfekte olmus makrofajlarda yukar1 regiile
edilen diger miRNA'lar, otofagozom olusumunu ve makrofajlar tarafindan M. tuberculosis
oldiirmeyi inhibe eder. Her ikisi de enfekte makrofajlarda yukari regiile edilen miR-29a-3p ve
miR-125-5p, dogrudan IFNy ve TNFa'yr hedef alarak hiicre i¢gi M. tuberculosis'e karsi
bagisiklik yanitini baskilar. Hiicre apoptozu ve enflamasyon indiiksiyonu, miR-325-3p ve miR-
20b-5p gibi M. tuberculosis ile modiile edilmis konak¢t miRNA'lar tarafindan diizenlenen hiicre
i¢i patojenlere karsi diger savunma mekanizmalaridir (5). Ote yandan, M. tuberculosis
enfeksiyonunun seyrinde modiile edilen miR-155-5p ve let-7f gibi baz1t miRNA'lar, konagin
dogal ve adaptif bagisikliginin aktivasyonunda ve bakterilerin temizlenmesinde anahtar rol
oynar (5).



12

Konak hiicre iginde Mtb biiyiimesi ve ¢ogalmasi i¢in gereken besinler kisitlanir ve bu
nedenle bakteri, besin tedarikini saglamak icin konagin hiicre metabolizmasina giivenir.
Ornegin; Mtb, enfeksiyon sirasinda merkezi karbon kaynagi olarak lipitleri kullanir ve bu
nedenle konakgi lipit metabolizmasi hedeflenir. Klinik numunelerdeki mikroarray analizine ve
in vitro ¢alismalara gére miR-155, miR-33 ve miR-1224, Mtb ile enfekte makrofajlarda artan
metabolik iligkili miRNA'lardir. Bu miRNA'lar makrofaj metabolizmasinda ve kdpiik hiicre
iiretiminde kritik rollere sahiptir. miR-155, Mtb ile enfekte olmus makrofajlarda asir1 eksprese
edilir ve ATP baglayici kaset tasiyict ABCAT igin korunmus bir baglanma bolgesine sahiptir.

Kolesterol disa akis diizenleyici protein olarak da bilinen ABCA1, kolesterol akisini
diizenleyen hiicresel bir tastyicidir. Mtb, uzun siireli kalicilig1 i¢in kolesterol metabolizmasina
baghdir ve ABCA1 yikimi, kolesterol alimini artirir. miR-33a/b, lipid metabolizmasini ve
ABCA1, CROT, CPT1, HADHB ve PRKAA1 dahil olmak tlizere yag asidi oksidasyon genlerini
hedefler ve ardindan enfekte hiicrelerde lipid seviyelerini artirir. Mtb, konake¢i lipit
metabolizmasini yeniden programlamak i¢in konak¢i miR-33 ekspresyonunu indiikler ve
hiicresel yag asidi oksidasyonunun inhibisyonu yoluyla makrofaj lipit depolarini destekler.
Lipit metabolizmasinin ana diizenleyicisi olan miR-1224, insan makrofajlarinda Mtb
enfeksiyonundan sonra da diizenlenir. miR-1224, SP1 gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan
dogrudan diizenlenen lipit ile ilgili genlerin ekspresyonunu diizenler. Diger metabolik

miRNA'larin bazilarinin da Mtb enfeksiyonundan etkilendigi bildirilmektedir (Sekil 5) (34).

miR — 142-3p
& miR — 20a
Let—7f miR—1224
miR-484

miR -17-5p

miR - 21

miR — 27 &

2

miR -23a-5p iR~ 28 il g
miR—-223 o miR- 144 --3p =
e e miR -155 -

miR -29a miR - 1293 g

®

o

miR—20a )
%  miR-145 miR - 17-5p
miR-142-3p let-7e

miR -20a-5p

Sekil 5. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) immiin kac¢is mekanizmalarinda yer alan
miRNA'lar
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Mtb, bu yollarda yer alan spesifik genleri hedefleyen bir¢ok konake1 hiicre miRNA'sinin
ekspresyonunu modiile ederek konakg¢i hiicrelerde konakgi bagisiklik tepkilerini, otofaji

slirecini ve ayrica hiicre metabolizmasin1 modiile eder (34).

5. Sarkoidoz Patogenezinde miRNA'lar

Sarkoidoz, etkilenen dokularin, gogunlukla T helper 1 (Th1) hiicreleri ve ¢ok ¢ekirdekli
dev hiicrelerden olusan, nekrotizan olmayan graniilomatdz yapilarla invaze oldugu bir ¢oklu
organ hastaligidir. Bununla birlikte, sarkoidozun etiyolojisi ve patogenezi bilinmemektedir ve
tan1 genellikle radyografi ve etkilenen organlarin biyopsilerinin histopatolojik analiz ile klinik
muayeneye dayanir. Sarkoidozun molekiiler arka plani hakkindaki bilgiler sinirli olsa da,
onemli yollarin, interferon-y (IFN-y) aracili sinyallemeyi etkileyebilecek transforme biiyiime
faktorii-B (TGF-B) ve JAK/STAT" kapsadigi goriilmektedir. Ek olarak, son zamanlarda kiiciik
kodlayict olmayan RNA molekiilleri olan mikroRNA'larin (miRNA'lar) otoimmiin hastaliklar
da dahil olmak tizere farkli patolojik durumlardaki rolii vurgulanmistir (35). Sarkoidoz bu
baglaminda, bagisiklik sistemindeki anormalliklerin bir sekilde miRNA molekiilleri tarafindan
translasyonun diizenlenmesiyle baglantili olup olmadigin1 belirlemek 6nemlidir. T hiicrelerinin
Treg lenfositlerine farklilasmasi i¢in gerekli bir transkripsiyon faktorii olan FoxP3'iin miR-155
ekspresyonunu indiikledigi, ancak Treg immiinosupresif fonksiyonlarimi etkilemedigi not
edilmelidir. Ayrica miR-155'in Thl hiicreleri tarafindan IL-2 ve IFN-y gibi sitokinlerin
salinmasi icin gerekli oldugu ve timik farklilasma durumunda sitokin sinyalleme 1'in
baskilayicisint (SOCS1) asagi regiile ettigi gosterilmistir; IL-2R sinyalinin diizenleyicisi ve
hiicrelerin hayatta kalmasini diizenler (Sekil 6). Hastalarin kaninda ve lenf diiglimlerinde artan
diizenleyici lenfosit sayist gbz Oniine alindiginda, bu molekiil gelecekteki tedaviler i¢in olasi

bir hedef olabilir (36).
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Sekil 6. T hiicresi gelisiminin ve fonksiyonunun mikroRNA aracih diizenlemesi- sarkoidoz
patogenezinde miRNA'larin olasi1 katihmini gosteren bir akis semasi

miR-31 tarafindan bloke edilebilen T lenfositlerinin T diizenleyici hiicrelere
farklilagmasinin ana diizenleyicisi olan FoxP3, STAT1 sinyalinin negatif bir diizenleyicisi olan
SOCS1'i hedefleyen miR-155 ifadesini indiikler. Aksine IFN-y tarafindan aktive edilebilen
miR-146a, STAT1' baskilar ve Treg hiicrelerinin sayisini azaltir. SOCS1 ayni zamanda IL-2R
sinyalinin negatif bir regiilatoriidiir ve bunun yukari regiile edilmis miR-155 tarafindan
inhibisyonu Thl hiicre sagkalimini iyilestirebilir. Sonug olarak, sarkoidozda Thl hiicrelerine
dogru bir kayma olabilir (36).
miRNA'lar, transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunu negatif olarak
diizenleyebilen kiiciik, endojen kodlamayan RNA'lar olarak tanimlanir. Yiizlerce insan
mikroRNA's1 bilinmesine ragmen, bunlarin sarkoidoz da dahil olmak iizere insan
hastaliklarindaki patolojik rollerine iligkin bilgiler hala smirlidir. Son arastirmalar,
miRNA'larin, diger miRNA'larin eylemleri iizerindeki etkilerinin yani sira, kendi liretimlerinin
dolayl1 kontrolii yoluyla bagisiklik tepkilerinde 6nemli bir rol oynadigin1 gdstermektedir. Yakin
zamanda yiiriitiilen bir calisma, miRNA'larin, geg¢is benzeri reseptorleri (TLR'ler) uyaran

lipopolisakkarit (LPS) gibi bakteriyel bilesenlere karsi bagisiklik yanitin1 degistirme siirecine
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dahil edildigini dogrulamistir (37). Son ¢alismalar, B- ve T-hiicrelerinin (6rnegin; miR-155,
miR-181a ve kiime miR-17~92) gelisimi ve farklilasmasinin yani sira bagisiklik tepkisinin
diizenlenmesi (miR-155) ve iltihaplanmanin ilerlemesini veya kronik durumunu belirleyen pro
ve anti-inflamatuar sinyallerin genel dengesi (miR-146a) i¢eren MiRNA'larin bagisiklik
hiicrelerinin diizenlenmesinde rol oynadigini gostermistir. Ayrica, birgok miRNA sinifi,
akciger gelisimi, hiicre akciger homeostazi (miR-155, miR-26a, miR-29, let-7f, miR-223, miR-
146a) i¢in ¢ok dnemli olarak kabul edilmektedir ve bir¢ok akciger hastaliginda (miR-155, miR-
126) diizenleyici faktorler olarak islev goriir. MiRNA'larin ve sitokinlerin etkilesimi, T ve B
lenfositlerinin aracilik ettigi bagisiklik tepkisine katkida bulunur. (38). Akcigerdeki patolojik
stireclerde yer alan en 6nemli miRNA'lar arasinda miR126, miR-7, miR-21, miR-29, miR-30,
miR-17-92, let-7d, miR-155, miR-223 bulunur. miR-126'nin kistik fibroz hava yolu epitel
hiicrelerinde asagi regiile edildigi gosterilmistir. Ayrica, miR155 ve miR-21'in, alerjik akciger

iltihabina karistigi kabul edilmistir ve burada azalmis ifade tespit edilmistir (Sekil 7) (38).

Akcigerdeki patolojik strecg

.I{|5t|kf Akcigerde
fibrozis kontrolsiz
Pulmoner inflamasyon
fibrozis
|I J
lmir-21 {mir-155
lmir-126

Lmir-let7 mir-29 Imir-30
Llmir-17-92 Tmir-21 Tmir-155

Sekil 7. Akcigerlerde meydana gelen patolojik siireclerde yer alan deregiile edilmis
miRNA siiflari. Kisaltmalar: miR — microRNA, |azalan ifade, 1 artan ifade
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III. GEREC ve YONTEM

1. miRNeasy Serum/ Plasma Advanced Kit ile RNA izolasyonu

1. Serum veya plazma hazirlanir veya donmus numuneler ¢oziliir.

2.200 pl serum veya plazma 2 ml'lik bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilir.

3. 60 pul Tampon RPL eklenir. Tiip kapaklar1 kapatilir ve >5 s vortekslenir. Oda
sicakliginda (15-25°C) 3 dakika bekletilir.

4. 20 ul Tampon RPP eklenir. Tiip kapaklart kapatilir ve >20 saniye vorteksleyerek
kuvvetlice karistirilir. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilir. Iyice karistirma, sonraki faz
ayrimi i¢in 6nemlidir.

5. Cokeltiyi peletlemek icin oda sicakliginda 3 dakika 12000 x g'de santrifiijlenir. Not:
Siipernatant berrak ve renksiz olmalidir.

6. Stpernatant (200 pl serum/plazma ig¢in ~230 pl) yeni bir mikrosantrifiij tlipiine
aktarilir. 1 hacim izopropanol eklenir. Vorteksleyerek iyice karistirilir.

7. Numunenin tamamini bir RNeasy UCP MinElute siitununa aktarilir. Kapak kapatilir
ve >8000 x g'de 15 saniye santrifiijlenir. Altta kalan atilir.

8. Numunenin tamami bir RNeasy UCP MinElute siitununa aktarilir. Kapak kapatilir ve
>8000 x g'de 15 saniye santrifiijlenir. Altta kalan atilir. Bir sonraki adimda toplama tiipii
yeniden kullanilir.

9. RNeasy UCP MinElute dondiirme kolonuna 500 pl Buffer RPE pipetlenir. Kapagi
kapatilir ve >8000 x g'de 15 saniye santrifiijlenir. Altta kalan atilir. Bir sonraki adimda toplama
tiipii yeniden kullanilir.

10. RNeasy UCP MinElute dondiirme kolonuna 500 pl %80 etanol eklenir. Kapagi
nazikge kapatilir ve dondiirme kolonu membranini yikamak i¢in >8000 x g'de (=10.000 rpm) 2
dakika santrifiijlenir. Altta kalani atilir.

11. RNeasy UCP MinElute dondiirme kolonu 2 ml'lik yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilir. Dondiirme kolonunun kapagi acilir ve membrani kurutmak igin tam hizda 5 dakika
santrifiijlenir. Altta kalan ve toplama tiipii atilir.

12. RNeasy UCP MinElute dondiirme kolonu yeni bir 1,5 ml toplama tiipiine yerlestirilir.
Dondiirme kolonu zariin merkezine dogrudan 20 pl RNaz igermeyen su eklenir ve 1 dakika

inkiibe edilir. Kapak kapatilir ve RNA'y1 ayristirmak igin tam hizda 1 dakika santrifiijlenir.
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2. cDNA Sentezi

Orneklerden cDNA sentezi, miRCURY LNA RT Kit (QIAGEN) ve BIO-RAD C1000
Thermal Cycler kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir RNA 6rnegi i¢cin cDNA sentez mix

protokolii Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Her bir RNA 6rnegi icin cDNA sentez mix protokolii.

1 reaksiyon
5x mMiIRCURY RT Reaction Buffer (Probe) 4 ul
RNase-free water 10 pl
10x miRCURY RT Enzyme Mix 2 ul
Toplam 16 ul

Kullanilan kitin izolasyon prosediirii takip edilmistir. Buna gore, her PCR tiipline 16 pl
cDNA sentez mix ve 4 ul RNA 6rnegi koyulmus olup, bir tiipteki hacim 20 ul’dir. Hazirlanan
tiipler BIO-RAD C1000 Thermal Cycler’a yerlestirilip Tablo 3’de verilen sicaklik dongi

kosullarinda ¢alistirilmistir. Daha sonra 6rnekler bir gece -20°C’de bekletilmistir.

Tablo 3. Ters transkripsiyon reaksiyonu sicaklik dongii kosullari.

BIO-RAD C1000 Thermal Cycler

Reverse-transcription step 60 min 42C
Inactivation of reaction 5 min 95C
Storage forever 4T

3. RT-PCR (Ters transkripsiyon reaksiyonu)

miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin tespiti, miIRCURY LNA SYBR Green PCR Kit
(QIAGEN) ve QIAGEN Rotor-Gene Q kullanilarak gerceklestirilmistir. Caligmalarda
kullanilan kit i¢in onerilen prosediir takip edilmistir.

Calismada hsa-miR-93-5p ve referans miRNA olarak kullanilmigtir. Arastirma
amaciyla 10 miRNA’nin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Bu miRNA’lar; hsa-miR-124-
3p, hsa-miR-1273e, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-
miR-3622b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 ve hsa-miR-9-5p°dir.
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Deney tasarimi, her miRNA i¢in 3 tekrar ve 1 negatif kontrol olarak sekilde (9 x 4 =36
PCR tiipii) tasarlanmuigtir.
-20°C’de bekletilen primerlere 220 ul RNase-free su eklenmistir. Daha sonra, primerler
20 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Kullanilacak cDNA 1/30 diliisyon olacak sekilde (4 ul
cDNA + 116 ul RNase-free water) hazirlanmistir. Kullanilan PCR reaksiyon mix protokolii
Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. PCR reaksiyon mix protokolii

1 reaksiyon
2x miRCURY SYBR Green 5ul
Rox Dye 0.5 ul
cDNA template 3ul
RNase-free water 0.5 ul
Toplam 10 pl

Hazirlanan reaksiyon mix her PCR tiipline 9 pl olacak sekilde dagitilmistir. Her PCR
tiipline 1 pl primer eklenmistir. Negatif kontrollere primer yerine 1 pul RNase-free su koyularak
her tiipteki toplam hacmin 10 pl olmasi saglanmistir. Hazirlanan tiipler QTAGEN Rotor-Gene
Q cihazina yerlestirilip Tablo 5’te verilen PCR dongii kosullarinda calistirilmistir.

Tablo 5. PCR dongii kosullari.
PCR cycling conditions for miRNA PCR Assays

Step Time | Temperature | Ramp Rate

PCR initial heat activation 2 min 95° Maximal/fast mode

2-step cycling:

Denaturation 10s 95°C Maximal/fast mode
Combined annealing/extension 60 s 56°C Maximal/fast mode
The number of cycles: 50*
Melting curve analysis: 60-95C

* PCR dongii sayist
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4. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen oransal Olgiim diizeyinde degiskenler Ortalama, Ortanca
S.Sapma, Min, Mak, olarak, smiflayic1 6l¢lim diizeyinde degiskenler say1 ve yiizde olarak
sunulmustur. U¢ grup arasinda yas gruplarmin dagilimlart Tek Yonli Varyans Analizi
(ANOVA) ile, cinsiyet karsilastirmalar ise Ki-kare analizi ile yapilmistir.

RT-PCR deneylerinden gelen iicer tekrarli Ct verileri kullanilarak Livak (2"24CY) yontemi
(39) ile her miRNA i¢in incelenen kosulda referans miRNA ’larin her birine gore kat degisimleri
hesaplanmistir. Istatistiksel degerlendirme; TBC, Sarkoidoz ve kontrol grubunda referans
miRNA olarak alinan hsa-miR-22-3p / hsa-miR-93-5p’ye gore ACt verileri hesaplanmistir.
Elde edilen ACt degerleri Kontrol TBC, Kontrol Sarkoidoz gruplarinda bagimsiz gruplarda t-
testi kullanilarak yapilmis ve istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak iki yonlii anlamli kabul
edilmistir.

ACT degerlerinde anlami bulunan MiRNA’lar, kontrol TBC ve kontrol Sarkoidoz
grubunda klinik tani testi olarak teshis yontemlerinden ve genetik test sonuglarindan
yararlanilarak hasta ve saglikli bireylerin ayriminin yapilmasi amaglanmistir. Hasta bireyleri
sagliklilardan ne kadar dogrulukla ayirt edebildiginin bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Tibbi karar
verme siirecinde, testin ayirt ediciligini belirlemek amaciyla kullanilan yontemlerden ROC
(Receiver Operating Characteristic) analizi (40) kullanilmistir.

Tani testinin yeterliligini degerlendirmek i¢in kullanilan dl¢iitlerin hesaplanis bi¢iminin
gosterilmesi ve altin standart testle karsilastirilmasi sonucu karsilasilabilecek durumlarin

Ozetlenmesi Tablo 6’da diizenlenmis ve Olglitlerin hesaplanist asagida verilmistir.

Tablo 6. Tam testini degerlendirirken karsilasilabilecek durumlar

Gercek Durum/(Gold standart)
Hasta Saglikli
Tan1 Testi Hasta A B A+B
Saglikl C D C+D
A+B B+D A+B+C+D

Sensitivite: (Duyarlilik veya Hassasiyet) Testin, gercek hastalar icinden hastalar1 ayirma
yetenegidir. Duyarlilik = A / (A+C) = DP / (DP + YN) Ozgiilliik veya Segicilik (Specificity)
Testin, gercek saglikli kisiler iginden sagliklilar1 ayirma yetenegidir.

Spesifisite Ozgiilliik = D / (B + D) = DN / (DN + YP) Duyarlilik ve dzgiilliik oranlarinin

tersi olan, testin hatali yargilar1 da asagidaki gibi hesaplanabilir:
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Yanlis Pozitif Oran1 Gergek saglikli kisiler i¢inden testin hatali olarak hasta dedigi
olgulardir. YP = (1-Ozgiilliik) = B /(B+D) = YP / (YP+DN)

Yanlis Negatif Oran1 Gergek hastalar i¢cinden testin hatal1 olarak saglam dedigi olgulardir.

YN = (1-Duyarlilik) = C /(A + C) = YN/ (YN + DP)

Pozitif Kestirim Degeri Tan1 testinin sonucuna gore belirlenen pozitifler icerisindeki
dogru pozitiflerin oranidir. A / (A+B) =DP / (DP + YP)

Negatif Kestirim Degeri Tan1 testinin sonucuna gore belirlenen negatifler icerisindeki
dogru negatiflerin oranidir. D / (C+D)=DN /(DN + YN)

Pozitif Olabilirlik Oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) Hastalik tanisi koymanin
dogruluk oranidir. Testin sonucunun hastaligin varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin, hastaligin
yoklugunda pozitif ¢ikma olasiligina oramidir. Yani hastalia var dedigi zaman dogruyu
bildirmesinin yanilmasina oranidir.

LR+ =Duyarlilik(1-Segicilik)= A(B+D)/B(A+C)=DP(YP+DN)/YP(DP+YN) Bu oran ne
kadar yiiksek olursa, gercek hastalar o derece 1yi ayrimlanmaktadir.

Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood Ratio, LR -) Saglam tanisinin dogruluk
oranidir. Testin sonucunun hastaligin varliginda negatif cikma olasiliginin, hastaligin
yoklugunda negatif ¢ikma olasiligina oranidir. LR- = (1-Duyarlilik) / (Segicilik) = C(B+D) / D
(A+C) = YN (YP+DN) / DN (DP+YN). Bu oran ne kadar kiigiik olursa, gergek saglikli kisiler
o kadar 1yi ayrimlanabilmektedir.

Dogruluk (Accuracy): Duyarlilik ve 6zgiillikk birlestirilerek tek bir 6l¢ii elde edilmek
istendiginde kullanilan 6lgiilerden biri de dogru test sonucu olasiligidir. Gergekte testin hasta

ve saglam olarak toplam dogru tan1 oranina "dogruluk (accuracy)" olarak hesaplanmaktadir.
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IV.BULGULAR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Insan Etik Kurulu’nun
27.07.2021 tarih ve E-29624016-050.99-364078  sayili  karar1  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Calismaya 2021-2022 tarihleri arasinda, Istanbul Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim dalina bagvuran hastalar 6gretim iiyesi ve tipta uzmanlik 6grencisi ile
beraber tanisal dogruluk agisindan degerlendirildikten ve hasta onam formlar1 alindiktan sonra
kan ornekleri alinarak baglanmistir. Calismaya 18 TBC, 15 Sarkoidoz ve 20 kisilik kontrol
grubu dahil edilmistir. Tiiberkiiloz, Sarkoidoz hastalar1 ve kontrol gruplarinin bilgileri Tablo 7,

8, 9’da gosterilmistir.

Tablo 7. Tiiberkiiloz hasta bilgileri

Tiiberkiiloz Yas | Cinsiyet aside Kiiltiir | Mycobacterium Patoloji
hasta no rezistan cinsi
bakteri

T1 53 Erkek + + M.complex

T2 23 Kadin + + M.complex

T3 82 Kadmn - + M.complex

T4 26 Erkek + + M.complex

T5 22 Kadmn - + M.complex kazeifiye graniilomatoz

T6 76 Erkek - + M.complex

T7 24 Kadimn - + M.complex

T8 37 Kadm - + M.complex

T9 37 Kadimn ++ + M.complex

T10 46 Erkek ++ + M.complex

T11 43 Erkek +H++ + M.complex yer yer nekrozlasan
graniilomatoz iltihap,yaygin
iilserasyon

T12 37 Erkek +++ + M.complex

T13 19 Erkek + + M.complex

T14 59 Erkek ++ + M.complex

T15 24 Erkek - + M.complex

T16 18 Erkek - + M.complex

T17 20 Kadin +++ + M.complex

T18 34 Kadin - + M.complex thc lenfadenit,
ebus ia graniilomatoz iltihap




Tablo 8. Sarkoidoz hasta bilgileri

22

ﬁarkmdoz Yas |Cinsiyet |ACE |Evre Quantiferon | PPD | Patoloji

asta no

S1 39 Kadin 201 A negatif 2mm | nonnekrotizan graniilomatoz iltihap

S2 46 Erkek 87 11B non-nekrotizan granulom

s3 57 Erkek 73 B Subkgrmal lenf nodu aspirasyonu nonnekrotizan
graniilomlar

sS4 28 Kadmn 112 B negatif omm graniilom benzeri yap1 yapan lenfosit ve histiosit
topluluklari

S5 50 Erkek 137 | Omm | dudak bxden non-nekrotizan granulom

6 33 Erkek 169 | tiikriik bele : granﬁl9matoz siyaladenit,
nonnekrotizan graniilomlar
tiikriik bezi : 05.2022 graniilomatoz siyaladenit,

S7 36 Kadin 105 | 10.2019 lenf gangliyonu, sol aksilla, tru-cut
biyopsi: graniilomatdz lenfadenit.

s8 59 Kadin 159 v lenf ga.ngllyonu:. medlansten, 4r kodlu, :non
nekrotizan graniilomat6z lenfadenit.

59 37 Erkek 69 B fokal_ n?k_roz,hyalmlzasyon,plazma hiicreleri igeren
kronik iltihap

10 46 Kadm 307 m negatif tuquk bezu.granulomgtoz. Siyaloadenit;brons-
kronik graniilomatoz inflamasyon

S11 53 Erkek 86 v Graniilomatoz inflamasyon

S12 34 Erkek 49 11B pozitif Brons biyopsi:nonnekrotizan graniilomatoz iltihap

S13 58 Kadin 149 v negatif 1mm | nonnekrotizan graniilomatoz iltihap

S14 55 Kadin 87 11 negatif nekrotizan graniilomatoz lenfadenit

S15 31 Erkek 94 | nonnekrotizan graniilomatoz iltihap
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Tablo 9. Kontrol bilgileri

Kontrol no Yas Cinsiyet
K1 42 Erkek
K2 35 Kadin
K3 46 Kadin
K4 50 Erkek
K5 24 Erkek
K6 31 Erkek
K7 41 Kadin
K8 23 Kadin
K9 22 Erkek
K10 23 Kadin
K11 22 Erkek
K12 22 Erkek
K13 23 Erkek
K14 34 Kadin
K15 76 Erkek
K16 45 Kadin
K17 64 Kadin
K18 57 Kadin
K19 58 Kadin
K20 45 Kadin

Caligma kapsamina alinan kisilerin yas gruplarina gore dagilimlari Tablo 10’da

verilmistir.

Tablo 10. Calisma kapsamina alinan Kisilerin yas gruplaria gore dagihmlar:

Yas n Ortalama | S.Sapma | Minimum | Maksimum | Anlamlik
The 18 37,78 19,18 18 82 F=0,70
Sarkoidoz 15 44,13 10,76 28 59 p=0,50
Kontrol 20 39,15 16,06 22 76

Calisma kapsamina alinan kisilerin yas gruplarma gore dagilimlar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamagtir. (p>0,05)



Caligma kapsamina alinan kisilerin cinsiyete gére dagilimlar: Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11. Calisma kapsamina alinan Kisilerin cinsiyete gore dagilimlari

Grup Toplam
Cinsiyet The Sarkoidoz Kontrol
Erkek Say1 10 8 9 27
Yiizde 55,56 53,33 45,00 50,94
Kadin Say1 8 7 11 26
Yiizde 44,44 46,67 55,00 49,06
Toplam 18 15 20 53

Calisma kapsamina alinan kisilerin cinsiyete gore dagilimlar istatistiksel olarak anlaml

bulunmamastir (p>0,05).

Calismaya dahil edilen 18 Tiiberkiiloz hastasina ait Ct degerleri Tablo 12°de sunulmustur.

Tablo 12. Tiiberkiiloz hastalarinin Ct degerleri

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 |T11 |T12 |T13 |[T14 |T15 |T16 |T17 |T18
miRNA ID

1139 37,07 | 1090 | 22,69 | 36,76 | 36,25 | 31,26 | 28,34 | 41,67 | 4167 | 36,80 | 20,99 | 2351 | 26,26 | 33,02 | 34,18 | 32552 | 34,68
miR-124-3p

3750 | 35,43 | 32,42 | 37,35 | 38,99 | 32,71 |41,43 | 37,76 | 37,31 | 33,90 | 41,60 | 35,16 | 35,56 | 36,57 | 37,00 | 37,89 | 37,74 | 37,68
miR-1273e

3545 | 35,66 | 36,53 | 35,22 | 37,54 | 39,45 | 39,68 | 37,82 | 37,67 | 39,31 | 37,71 | 35,88 | 35,87 | 37,10 | 37,79 | 39,16 | 38,47 | 36,41
MiR-155-5p

32,92 |30,71 | 27,93 | 30,24 | 33,26 | 35,18 | 37,05 | 35,09 | 38,23 |41,69 |3552 | 30,18 | 29,91 | 31,35 | 33,65 | 35,42 | 36,22 | 37,69
MiR-26b-5p

36,51 | 36,25 | 32,02 | 34,08 | 36,09 | 33,97 | 35,13 | 33,74 | 34,23 33,41 (35,19 | 34,27 | 34,11 | 34,34 | 34,94 | 34,52 | 34,29 |34,15
miR-335-5p

32,41 | 31,79 | 30,80 | 31,11 | 31,11 | 3530 | 39,36 | 39,80 | 37,31 | 3549 | 33,17 | 31,48 | 31,11 | 31,66 | 33,65 | 36,48 | 36,43 | 36,12
miR-34a-5p

21,04 | 13,85 | 37,75 | 13,80 | 17,42 | 11,82 | 23,60 | 39,78 | 41,36 |44,97 |39,77 | 23,43 | 22,92 | 20,25 | 15,18 | 19,41 | 28,18 |37,49
MiR-3622b-5p

35,15 | 33,68 | 33,30 | 33,76 | 34,34 | 34,19 | 34,27 | 36,97 | 31,89 |34,49 (33,64 | 33,87 | 33,55 | 33,91 | 34,22 | 34,95 | 34,92 | 34,42
miR-375

38,72 | 38,12 | 37,71 | 36,92 | 35,13 | 37,76 | 38,45 | 41,36 | 35,86 | 30,47 | 35,40 | 37,97 | 37,21 | 36,60 | 37,23 | 37,95 | 38,05 | 38,20
MiR-568

40,40 | 40,46 | 38,52 | 36,15 | 36,63 | 39,30 | 38,04 42,23 | 40,68 | 37,78 | 37,09 | 3955 | 38,71 | 38,47 | 38,90 | 39,17 |40,10 | 39,96
MiR-9-5p

32,25 | 30,21 | 27,00 | 31,88 | 30,38 |30,82 | 32,53 | 39,15 | 16,97 | 35,63 | 35,00 | 29,94 |29,72 | 30,30 | 30,90 | 32,58 |32,55 |30,13
miR-22-3p

24,16 | 25,50 | 22,69 | 25,87 | 22,98 | 26,53 | 26,84 | 35,06 | 26,54 | 28,87 | 27,17 | 24,36 | 24,48 | 24,22 | 25,02 | 26,85 | 29,55 | 29,85
MiR-93-5p
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Calismaya dahil edilen 15 Sarkoidoz hastasinin Ct degerleri Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13. Sarkoidoz hastalarimin Ct degerleri

i S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15
mMiRNA ID
33,71 | 31,62 | 33,13 | 27,16 | 29,25 | 26,64 | 31,46 | 23,49 | 16,06 | 1539 | 14,61 | 28,35 | 28,18 | 26,60 | 21,75
miR-124-3p
{R-1973 2747 | 33,44 | 41,38 | 40,61 | 33,46 | 3397 | 37,59 | 41,26 | 39,06 | 33,26 | 3548 | 3530 | 34,67 | 38,11 | 38,94
mIR- e
30,18 | 3596 | 40,79 | 37,00 | 37,37 | 36,28 | 37,61 | 13,29 | 3504 | 33,99 | 32,53 | 37,17 | 34,43 | 29,08 | 28,02
miR-155-5p
_ 2752 | 29,16 | 30,05 | 3351 | 3396 | 36,78 | 34,66 | 36,85 | 12,94 | 1696 | 1451 | 3522 | 3550 | 3333 | 2573
miR-26b-5p
28,31 | 31,91 | 36,91 | 33,00 | 36,93 | 38,32 | 33,82 | 1543 | 33,88 | 37,25 | 32,02 | 36,23 | 33,70 | 28,80 | 28,33
miR-335-5p
_ 2692 | 3152 | 3584 | 27,30 | 3496 | 2955 | 32,63 | 4348 | 33,44 | 29,09 | 37,58 | 3064 | 3318 | 3523 | 36,28
miR-34a-5p
27,34 | 29,76 | 33,47 | 30,35 | 3519 | 29,43 | 27,39 | 16,84 | 17,34 | 13,14 | 13,71 | 32,31 | 28,72 | 23,34 | 18,83
miR-3622b-5p
- 2065 | 23,18 | 2392 | 2481 | 2252 | 1646 | 2923 | 12,73 | 26,39 | 3205 | 1664 | 2168 | 2183 | 20,65 | 23,18
MIR-
{R-568 25,89 | 2451 | 19,47 | 13,88 | 13,83 | 16,97 | 20,35 | 40,70 | 15,25 | 10,88 | 15,82 | 15,553 | 20,01 | 25,89 | 24,51
MIR-
iR-9-5 28,32 | 28,67 | 30,27 | 33,69 | 33,33 | 31,76 | 3590 | 16,55 | 34,05 | 3555 | 31,54 | 33,16 | 31,85 | 28,32 | 28,67
miR-9-5p
iR-22.3 26,11 | 30,85 | 34,62 | 29,88 | 31,73 | 37,18 | 31,43 | 39,09 | 38,67 | 13,54 | 12,68 | 33,12 | 34,02 | 36,02 | 34,43
miR-22-3p
i 20,71 | 24,23 | 21,91 | 23,95 | 24,35 | 27,19 | 25,67 | 33,36 | 24,29 | 14,11 | 26,01 | 2537 | 26,59 | 28,42 | 26,29
miR-93-5p
Calismadaki 20 saglikli kontrol grubuna ait Ct degerleri Tablo 14°de verilmistir.
Tablo 14. Saghkh kontrollerin Ct degerleri
miRNA | C1 Cc2 Cc3 C4 C5 C6 c7 C8 c9 Cl0 [C11 C12 Ci3 [C14 |C15 [Ci6 |C17 C18 |[C19 C20
ID
miR- 24,13 | 32,24 33,90 | 44,62 | 14,03 | 29,52 | 30,27 | 33,21 | 41,35 | 36,48 (31,16 |23,87 |33,05 (30,72 |30,17 [29,34 |29,02 (34,28 |3561 |3420
124-3p
miR- 35,89 | 32,98 39,72 | 43,43 | 35,95 | 38,85 | 25,06 | 43,39 | 44,56 | 3559 3802 |19,62 (37,83 (3855 |3832 [3597 |36,64 |3800 |3824 |3850
1273e
miR- 33,76 | 35,80 37,72 | 34,89 | 37,76 | 33,54 | 25,75 | 41,12 | 34,73 | 34,38 |36,19 |42,08 3572 (36,60 |34,90 |3355 |3434 (33,69 |3493 |3684
155-5p
miR- 28,08 | 30,52 33,72 | 29,43 | 31,86 | 27,86 | 20,43 | 32,88 | 18,65 | 30,67 (27,67 |27,84 (30,62 (3122 |29,68 |27,65 |2723 |2531 |26,13 | 26,54
26b-5p
miR- 32,93 | 34,34 35,22 | 32,72 | 40,39 | 32,47 | 25,75 | 34,97 | 38,02 | 33,36 (3324 |19,62 (3455 (3553 |34,22 [33,05 |3270 (3285 |3391 |3372
335-5p
miR- 32,74 | 33,94 35,96 | 36,97 | 32,65 | 31,89 | 36,21 | 42,65 | 28,93 | 34,38 |33,07 [39,08 (34,99 (3459 |34,41 [3519 |3551 |3508 |3529 34,36
34a-5p
miR- 16,56 | 25,08 24,88 | 29,97 | 14,22 | 15,16 | 28,66 | 32,93 | 39,41 | 37,94 (34,05 (3236 (24,12 (23,07 |21,31 [2259 |24:88 |30,75 | 3551 |3542
3622b-
5p
miR- 29,36 | 29,55 29,48 | 29,88 | 28,97 | 29,54 | 28,15 | 33,73 | 23,57 | 30,42 |28,30 [36,01 |2950 (29,48 |29,33 [2943 |29,48 (28,72 | 28,97 |2954
375
miR- 30,20 | 30,37 30,32 | 31,26 | 32,35 | 32,70 | 31,37 | 20,99 |4355 |27,60 |41,49 |1455 (30,71 (31,21 |31,33 [31,25 30,32 |31,74 | 3235 |3270
568
miR-9- | 35,17 | 35,11 36,01 | 34,83 | 3571 | 34,98 |33,89 |40,25 | 3455 | 3293 (3525 (31,31 (3525 (3548 |3507 [3524 3601 |3571 |3571 |34,98
5p
miR-22- | 27,73 [ 31,11 32,49 | 30,08 | 31,67 | 27,71 | 21,24 | 33,50 | 38,87 | 34,65 |16,84 |16,38 | 30,63 |30,97 |2956 |28,02 |29,17 |31,00 |32,04 |2944
%
miR-93- | 22,72 | 25,42 26,18 | 24,61 | 24,36 | 22,37 | 19,67 |2573 (2896 |23,63 |2593 |41,05 | 24,87 | 24,95 | 24,01 | 22,89 |23,16 |24,29 |24,92 (27,38
5p
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Caligsma kapsamina alinan kisilere ait 6l¢iilen miRNA degerlerini dagilimlar1 Tablo 15°de

verilmigtir.

Tablo 15. Calisma kapsamina alinan Kisilere ait 6l¢ciilen mi RNA degerlerinin dagilimlari

Kontrol Grubu TBC Sarkoidoz

miRNA Ortalama S.sapma Min Mak Ortalama S,sapma Min Mak ortalama s,sapma Min Mak

hsa-miR-124-3p | 31,56 6,38 14,03 [44,62 |30,00 9,12 10,90 |[41,67 |25,83 6,32 14,61 [33,71
hsa-miR-1273e 36,76 5,74 19,62 [4456 |36,90 2,49 32,42 | 41,69 |36.27 3,80 27,47 41,38
hsa-miR-155-5p 35,41 3,26 25,75 | 42,08 37,50 1,45 35,22 39,68 33,25 6,53 13,29 40,79
hsa-miR-26b-5p | 28,20 3,73 18,65 (33,72 |34,01 3,55 27,93 [41,69 |29,11 8,13 12,94 |36,85
hsa-miR-335-5p 33,18 4,19 19,62 40,39 34,51 1,07 32,02 36,51 32,32 5,70 15,43 38,32
hsa-miR-34a-5p 34,89 2,76 28,93 | 42,65 34,37 3,19 30,80 39,80 33,18 4,33 26,92 43,48
hsa-miR-3622b-5p | 27,44 7,44 14,22 39,41 26,22 11,01 11,82 | 44,97 25,14 7,36 13,14 35,19
hsa-miR-375 29,57 2,30 2357 |36,01 |3420 1,01 31,89 [36,97 2239 4,88 12,73 32,05
hsa-miR-568 30,92 5,91 1454 4355 |37,72 1,49 3513 |41,36 |20,23 7,40 10,88 | 40,70
hsa-miR-9-5p 35,17 1,63 31,31 |40,25 |39,28 1,17 37,78 | 42,23 30,78 4,68 16,55 | 35,90
hsa-miR-22-3p 29,16 5,46 16,38 (38,87 |31,00 4,41 16,97 [39,15 |30,89 7,98 12,68 |39,09
hsa-miR-93-5p 25,36 4,18 19,67 [41,05 |26,47 2,97 22,69 |[3506 |24,83 4,15 14,11 [33,36

Calisma kapsamina alinan 18 TBC, 15 Sarkoidoz ve 20 kisilik kontrol grubunun gore
referans genlere gore 6lgiilen ACt degerleri Tablo 16, 17, 18, 19°da verilmistir.

Tablo 16. hsa-miR-22-3p housekeeping referans genine gore TBC ve kontrol grubunda
ACT degerleri

miRNA Grup n Ortalama S.sapma Ortanca t df Anlamlihk

hsa-miR-124-3p Kontrol 20 2,40 6,62 1,82 1,222 36 0,229
TBC 18 -1,00 10,32 0,79

hsa-miR-1273e Kontrol 20 7,60 4,39 7,35 1,161 36 0,253
TBC 18 5,91 4,59 5,45

hsa-miR-155-5p Kontrol 20 6,26 6,24 5,29 -0,135 36 0,893
TBC 18 6,50 4,42 6,37

hsa-miR-26b-5p Kontrol 20 -0,96 6,23 -0,48 -2,101 36 0,043
TBC 18 3,02 5,32 1,90

hsa-miR-335-5p Kontrol 20 4,02 3,64 3,73 0,385 36 0,702
TBC 18 3,562 4,45 4,03

hsa-miR-34a-5p Kontrol 20 5,74 6,63 4,61 1,233 36 0,226
TBC 18 3,37 5,00 1,56

hsa-miR-3622b-5p Kontrol 20 -1,71 8,91 -2,43 0,902 36 0,373
TBC 18 -4,77 11,94 -7,87

hsa-miR-375 Kontrol 20 0,42 6,72 -0,22 -1,563 36 0,127
TBC 18 3,20 3,63 3,35

hsa-miR-568 Kontrol 20 1,76 7,05 0,95 -2,655 36 0,012
TBC 18 6,73 3,82 6,37

hsa-miR-9-5p Kontrol 20 6,02 5,01 5,13 -1,442 36 0,158
TBC 18 8,28 4,63 8,16

df: serbestlik derecesi

hsa-miR-22-3p housekeeping referans genine gore TBC ve kontrol grubunda ACt
degerleri; hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-568"de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 17. hsa-miR-93-5p housekeeping referans genine gore TBC ve kontrol grubunda

ACt degerleri

miRNA Grup n Ortalama S.sapma Ortanca t df Anlamlilik

hsa-miR-124-3p Kontrol 20 6,20 7,88 6,985 1,009 36 0,32
TBC 18 3,52 8,48 4,625

hsa-miR-1273e Kontrol 20 11,40 8,29 13,245 0,462 36 0,647
TBC 18 10,43 3,45 10,92

hsa-miR-155-5p Kontrol 20 10,06 2,96 10,705 -1,051 36 0,3
TBC 18 11,02 2,65 11,36

hsa-miR-26b-5p Kontrol 20 2,84 5,58 4,96 -3,182 36 0,003
TBC 18 7,54 2,98 8,095

hsa-miR-335-5p Kontrol 20 7,82 7,17 9,15 -0,117 36 0,908
TBC 18 8,04 3,37 8,25

hsa-miR-34a-5p Kontrol 20 9,54 4,42 10,07 1,462 36 0,152
TBC 18 7,89 1,92 8,12

hsa-miR-3622b-5p Kontrol 20 2,09 7,10 0,71 0,844 36 0,404
TBC 18 -0,25 9,90 -2,34

hsa-miR-375 Kontrol 20 4,22 3,65 4,62 -3,424 36 0,002
TBC 18 7,72 2,48 7,995

hsa-miR-568 Kontrol 20 5,56 8,63 7,24 -2,71 36 0,01
TBC 18 11,25 2,27 11,42

hsa-miR-9-5p Kontrol 20 9,82 5,06 10,66 -2,255 36 0,03
TBC 18 12,81 2,58 13,325

df: serbestlik derecesi

hsa-miR-93-5p housekeeping referans genine gore sarkoidoz ve kontrol grubunda ACt
degerleri hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 ve hsa-miR-9-5p’de istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,005).

Tablo 18. hsa-miR-22-3p housekeeping referans genine gore

grubunda ACt degerleri

sarkoidoz ve kontrol

miRNA Grup n Ortalama S.Sapma Ortanca t df Anlamlilik

hsa-miR-124-3p Kontrol 20 2,40 6,62 1,82 3,045 33 0,005
Sarkoidoz 15 -5,06 7,88 -2,72

hsa-miR-1273e Kontrol 20 7,60 4,39 7,35 1,13 33 0,267
Sarkoidoz 15 5,38 7,22 2,18

hsa-miR-155-5p Kontrol 20 6,26 6,24 5,29 1,324 33 0,195
Sarkoidoz 15 2,36 11,07 4,07

hsa-miR-26b-5p Kontrol 20 -0,96 6,23 -0,48 0,356 33 0,724
Sarkoidoz 15 -1,78 7,46 1,41

hsa-miR-335-5p Kontrol 20 4,02 3,64 3,73 1,001 33 0,324
Sarkoidoz 15 1,43 10,83 2,20

hsa-miR-34a-5p Kontrol 20 5,74 6,63 4,61 1,386 33 0,175
Sarkoidoz 15 2,28 8,11 0,81

hsa-miR-3622b-5p Kontrol 20 -1,71 8,91 -2,43 1,36 33 0,183
Sarkoidoz 15 -5,75 8,37 -1,15

hsa-miR-375 Kontrol 20 0,42 6,72 -0,22 3,079 33 0,004
Sarkoidoz 15 -8,50 10,39 -10,70

hsa-miR-568 Kontrol 20 1,76 7,05 0,95 4,803 33 p<0,001
Sarkoidoz 15 -10,66 8,23 -11,08

hsa-miR-9-5p Kontrol 20 6,02 5,01 5,13 2,284 33 0,029
Sarkoidoz 15 -0,12 10,56 -2,17

df: serbestlik derecesi




28

hsa-miR-22-3p housekeeping referans genine gore sarkoidoz ve kontrol grubunda ACt
degerleri; hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 ve hsa-miR-9-5p’de istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 19. hsa-miR-93-5p housekeeping referans genine gore sarkoidoz ve kontrol
grubunda ACt degerleri

miRNA Grup n Ortalama S.Sapma Ortanca t df Anlamlilik

hsa-miR-124-3p Kontrol 20 6,20 7,88 6,99 2,001 33 0,054
Sarkoidoz 15 1,00 7,24 1,59

hsa-miR-1273e Kontrol 20 11,40 8,29 13,25 -0,015 |33 0,988
Sarkoidoz 15 11,44 4,23 9,69

hsa-miR-155-5p Kontrol 20 10,06 2,96 10,71 0,734 |33 0,468
Sarkoidoz 15 8,42 9,43 10,75

hsa-miR-26b-5p Kontrol 20 2,84 5,58 4,96 -0,673 |33 0,506
Sarkoidoz 15 4,28 7,07 6,81

hsa-miR-335-5p Kontrol 20 7,82 717 9,15 0,122 |33 0,903
Sarkoidoz 15 7,49 8,82 8,15

hsa-miR-34a-5p Kontrol 20 9,54 4,42 10,07 0,855 |33 0,399
Sarkoidoz 15 8,35 3,59 7,29

hsa-miR-3622b-5p Kontrol 20 2,09 7,10 0,71 0,678 |33 0,503
Sarkoidoz 15 0,31 8,37 2,13

hsa-miR-375 Kontrol 20 4,22 3,65 4,62 3,168 33 0,003
Sarkoidoz 15 -2,44 8,43 -1,83

hsa-miR-568 Kontrol 20 5,56 8,63 7,24 3,948 33 p<0,001
Sarkoidoz 15 -4,60 5,73 -5,32

hsa-miR-9-5p Kontrol 20 9,82 5,06 10,66 1,761 |33 0,087
Sarkoidoz 15 5,95 7,93 7,61

df: serbestlik derecesi

Hsa-miR-93-5p housekeeping referans genine gore sarkoidoz ve kontrol grubunda ACt
degerleri; hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568’de istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05).
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1. Sarkoidoz Roc Analiz Sonug¢lar:

A. Hsa-miR-22-3p referans geni icin cut-off degerleri

ROC Curve
10 —
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Curve
ACt hsa-miR-124-3p
~—— ACt hsa-miR-375
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06
2
2>
=
"
c
L
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00 [
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1 - Specificity

Sekil 8. ROC egrisi (Sarkoidozda degerlerin daha diisiik olmas1 nedeniyle referans
degerleri kontrole gore alinmistir. Referans kontrol grubu alinmistir).

Tablo 20. Egri altinda kalan alan degerleri ve anlamhhiklar:

Analiz sonucu Asymptotic % 95 Giiven Aralig
degiskenler Area Std. Error? Sig.? Alt Sinir Ust Sinir
hsa-miR-124-3p ,793 ,080 ,003 ,636 ,951
hsa-miR-375 ,830 ,084 ,001 ,665 ,995
hsa-miR-568 ,873 ,064 ,000 748 ,999
hsa-miR-9-5p ,807 ,089 ,002 ,631 ,982
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Tablo 21. Optimal cut-off degerleri

Pozitiflik sinir  degeri (>=)
Sensitivite | 1 - Spesifisite | Spesifisite | Sen+Spe | LR+ |LR-
ACt hsa-miR-124-3p | 0,32 0,75 0,27 0,73 1,48 2,78 0,34
0,95 0,70 0,20 0,80 1,50 3,50 |0,38
ACt hsa-miR-375
-4,65 0,95 0,20 0,80 1,75 4,75 10,06
-3,65 0,90 0,20 0,80 1,70 450 |0,13
-3,04 0,85 0,20 0,80 1,65 4,25 (0,19
ACt hsa-miR-568
-2,42 0,90 0,20 0,80 1,70 450 10,13
-2,01 0,85 0,20 0,80 1,65 4,25 10,19
ACt hsa-miR-9-5p
2,87 0,90 0,27 0,73 1,63 3,33 0,14
3,91 0,80 0,20 0,80 1,60 4,00 (0,25

Hsa-miR-124-3p ACt 0,32 degerinden diisiik olmas1 Sarkoidoz hastalarmin %75’ini,
kontrollerin %73’inii ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-124-3p ACt 0,32 degerinde pozitif
olabilirlik orani (Positive Likelihood Ratio, LR+) 2,78’dir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 2,78 kat fazladir. Gergek hastalar1 tanimlama orani 2,78
kat fazladir. Hsa-miR-124-3p ACt 0,32 degerinde negatif olabilirlik oran1 (Negative Likelihood
Ratio, LR -) 0,34°diir. Gergek saglikli kisiler 0 kadar iyi ayirt edilebilir.

Hsa-miR-124-3p ACt 0,95 degerinden diisiik olmasi1 Sarkoidoz hastalarinin %70’ini,
kontrollerin %80’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-124-3p ACt 0,95 degerinde pozitif
olabilirlik orani1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 3,50’dir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 3,50 kat fazladir. Gergek hastalar1 tanimlama orani 3,50
kat fazladir. Hsa-miR-124-3p ACt 0,95 degerinde negatif olabilirlik oran1 (Negative Likelihood
Ratio, LR-) 0,38°dir. 0,95 degerinde LR- degerinin artis gosterdigi gozlemlenmektedir.

Hsa-miR-375 ACt -4,65 degerinden diisiik olmasi Sarkoidoz hastalarinin % 95’ini,
kontrollerin %80’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-375 ACt -4,65 degerinde pozitif
olabilirlik oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 4,75’dir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 4,75 kat fazladir. Gergek hastalar1 tanimlama orani 4,75
kat fazladir. Hsa-miR-375 ACt -4,65 degerinde negatif olabilirlik oran1 (Negative Likelihood
Ratio, LR-) 0,06 dir. Gergek saglikli kisiler 0 kadar iyi ayirt edilebilir.



31

Hsa-miR-375 ACt -3,65 degerinde diisiik olmasi Sarkoidoz hastalariin % 93’iind,
kontrollerin %80’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-375 ACt -3,65 degerinde pozitif
olabilirlik oram1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 4,50°dir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiligiin 4,50 kat fazladir. Gergek hastalar1 tanimlama orani 4,50
kat fazladir. Hsa-miR-375 ACt -3,65 degerinde Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood
Ratio, LR -) 0,13 dir. -3,65 degerinde LR- degerinin artis gosterdigi gozlemlenmektedir.

Hsa-miR-568 ACt -2,42 degerinden diisiik olmasi Sarkoidoz hastalarinin % 90’ini,
kontrollerin %80’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-568 ACt -2,42 degerinde pozitif
olabilirlik oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 4,50°dir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 4,50 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 4,50
kat fazladir. Hsa-miR-568 ACt -2,42 degerinde negatif olabilirlik oran1 (Negative Likelihood
Ratio, LR -) 0,13’diir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi ayrimlanabilmektedir.

Hsa-miR-9-5p ACt 2,87 degerinden diisiik olmasi Sarkoidoz hastalarimin % 90’1n1,
kontrollerin %73’linii ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-9-5p ACt 2,87 degerinde pozitif
olabilirlik oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 3,33’diir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 3,33 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 3,33
kat fazladir. Hsa-miR-9-5p ACt 2,87 degerinde negatif olabilirlik orani (Negative Likelihood
Ratio, LR-) 0,14°diir. Gergek saglikli kisiler 0 kadar iyi ayirt edilebilir.

Hsa-miR-9-5p ACt 3,91 degerinden diisiik olmasi Sarkoidoz hastalarinin % 90’1,
kontrollerin %73’tinii ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-9-5p ACt 3,91 degerinde pozitif
olabilirlik oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 4’diir. Testin sonucunun hastaligin varliginda
pozitif ¢ikma olasiliginin 4 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 4 kat fazladir. Hsa-
miR-9-5p ACt 3,91 degerinde negatif olabilirlik orani (Negative Likelihood Ratio, LR-)
0,25°dir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi ayirt edilebilir.
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B. Hsa-miR-93-5p referans geni i¢in cut-off degerleri
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Curve
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Sekil 9. ROC egrisi (Referans kontrol grubu olarak alinmistir).

Tablo 22. Egri altinda kalan alan degerleri ve anlamhiliklar:

Analiz sonucu Asymptotic % 95 Giiven Aralig1
degiskenler Area | Std. Error? Sig.? Alt Siur Ust Siir
hsa-miR-124-3p 743 ,093 ,015 561 925
hsa-miR-375 857 ,076 ,000 707 1,000
hsa-miR-568 ,887 ,062 ,000 ,766 1,000
Tablo 23. Optimal cut-off degerleri
Pozitiflik sinir degeri (>=)
Sensitivite |1 - Spesifite | Spesifisite |Sen+Spe |[LR+ |LR-
Hsa-miR-124-3p
5,07 0,85 0,27 0,73 1,58 315 |0.21
5,78 0,75 0,27 0,73 1,48 2,78 |0,34
Hsa-miR-375
2,13 0,90 0,13 0,87 1,77 692 |011
2,27 0,85 0,13 0,87 1,72 6,54 |0,17
Hsa-miR-568
2,12 0,90 0,13 0,87 1,77 692 |011
4,06 0,85 0,13 0,87 1,72 6,54 |017
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Hsa-miR-124-3p ACt degeri igin 5,07 degerinden diisiik olmasi Sarkoidoz hastalarinin %
85’ini, kontrollerin %73’inii ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-124-3p ACt degeri i¢in 5,07
degerinde Pozitif Olabilirlik Orani (Positive Likelihood Ratio, LR+) 3,15°dir. Testin sonucunun
hastaligin varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 3,15 kat fazladir. Gergek hastalar1 tanimlama
orani 3,15 kat fazladir. Hsa-miR-124-3p ACt degeri icin 5,07 degerinde Negatif Olabilirlik
Oran1 (Negative Likelihood Ratio, LR -) 0,21°dir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi
ayrimlanabilmektedir.

Hsa-miR-124-3p ACt degeri optimal degeri 5,78 oldugu zamanda ise Sarkoidoz
hastalarinin % 75’ini, kontrollerin %73’iinii ayirma giicline sahiptir. Hsa-miR-124-3p ACt
degeri i¢in 5,78 degerinde Pozitif Olabilirlik Oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 2,78’dir.
Testin sonucunun hastaligin varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 2,78 kat fazladir. Gergek
hastalar1 tanimlama orani 2,78 kat fazladir. Hsa-miR-124-3p ACt degeri i¢in 5,78 degerinde
Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood Ratio, L-) 0,34°diir. 0,34 degerinde LR- artig
gostermektedir.

Hsa-miR-375 ACt degeri i¢in 2,13 degerinden diisiik olmasi Sarkoidoz hastalarmin %
90’11, kontrollerin %87’sini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-375 ACt degeri i¢in 2,13
degerinde Pozitif Olabilirlik Orani (Positive Likelihood Ratio, LR+) 6,92°dir. Testin sonucunun
hastaligin varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 6,92 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama
orani 6,92 kat fazladir. Hsa-miR-375 degeri i¢in 2,13 degerinde Negatif Olabilirlik Orani
(Negative Likelihood Ratio, L -) 0,11°dir. Ger¢ek saglikli kisiler o kadar iyi
ayrimlasabilmektedir.

Hsa-miR-375 optimal degeri 2,27 oldugu zamanda ise Sarkoidoz hastalarinin % 85’ini,
kontrollerin %87’sini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-375 ACt degeri igin 2,27 degerinde
Pozitif Olabilirlik Oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 6,54’dir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 6,54 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 6,54
kat fazladir. hsa-miR-375 ACt degeri i¢in 2,13 degerinde Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative
Likelihood Ratio, L-) 0,17°dir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi ayrimlasabilmektedir.

Hsa-miR-568 ACt 2,12 degerinden diisiik olmasi Sarkoidoz hastalarin % 90’1n,
kontrollerin %87’sini ayirma giicline sahiptir. hsa-miR-568 ACt degeri i¢in 2,12 degerinde
Pozitif Olabilirlik Orani (Positive Likelihood Ratio, LR+) 6,92°dir. Testin sonucunun
hastaligin varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 6,92 kat fazladir. Gergek hastalar1 tanimlama
orani 6,92 kat fazladir. Hsa-miR-568 ACt degeri icin 2,12 degerinde Negatif Olabilirlik Oran1
(Negative Likelihood Ratio, LR -) 0,11°dir. Ger¢ek saglikli kisiler o kadar iyi

ayrimlasabilmektedir.
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Hsa-miR-568 ACt 4,06 degerinden diisilk olmasi durumunda ise sarkoidoz hastalarinin
% 85’ini, kontrollerin %87’sini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-568 ACt degeri icin 4,06
degerinde Pozitif Olabilirlik Orani (Positive Likelihood Ratio, LR+) 6,54°diir. Testin
sonucunun hastaligin varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 6,54 kat fazladir. Gergek hastalar
tanimlama oran1 6,54 kat fazladir. Hsa-miR-568 ACt degeri icin 4,06 degerinde Negatif
Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood Ratio, LR -) 0,17°dir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi

ayrimlasabilmektedir.

2. Tiiberkiiloz Roc Analiz Sonuglari

A. Hsa-miR-22-3p referans geni icin cut-off degerleri
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Sekil 10. ROC egrisi (referans olarak Hsa-miR-22-3p alinmistir
Tablo 24. Egri altinda kalan degerler

Analiz sonucu Asymptotic % 95 Giiven Aralig1
degiskenler Area | Std. Error? Sig.? Alt Siur Ust Sinir
Hsa-miR-26b-5p ,799 ,079 ,002 ,644 ,954
Hsa-miR-568 ,856 ,069 ,000 ,720 991
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Tablo 25. ACt Hsa-miR-26b-5p ve ACt Hsa-miR-568 degerlerine gore sensitivite ve
spesifisite degerleri

Pozitiflik sinir degeri (>=) ‘ ‘

Hsa-miR-26b-5p Sensitivite | 1 - Spesifite | Spesifisite | Sen+Spe | LR+ | LR-
0,30/0,78 0,20 0,80 1,58 3,90 0,28
0,43]0,78 0,15 0,85 1,63 5,20 0,26
0,51]0,72 0,15 0,85 1,57 4,80 0,33

Hsa-miR-568
3,55]0,89 0,20 0,80 1,69 445 10,14
4,2610,83 0,20 0,80 1,63 4,15 0,21
4,7210,83 0,15 0,85 1,68 5,53 10,20

Hsa-miR-26b-5p ACt 0,43 degerinden biiyilk olmast TBC hastalarinin %78’ini,
kontrollerin %85’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-26b-5p ACt 0,43 degerinde Pozitif
Olabilirlik Oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 5,20’dir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 5,20 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 5,20
kat fazladir. Hsa-miR-26b-5p ACt 0,43 degerinde Negatif Olabilirlik Orani1 (Negative
Likelihood Ratio, LR-) 0,26’dur. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi ayrimlanabilmektedir.

Hsa-miR-568 ACt 3.55 degerinden biiyilk olmasi TBC hastalarinin % 89’unu,
kontrollerin %80’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-568 ACt 3,55 degerinde Pozitif
Olabilirlik Oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 4,45’dir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 4,45 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 4,45
kat fazladir. Hsa-miR-568 ACt 3,55 degerinde Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood
Ratio, L -) 0,14diir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi ayrimlanabilmektedir. Hsa-miR-568 ACt
4,26 degerinde olmast TBC hastalarinin % 83’tni, kontrollerin %80’ini ayirma giiciine
sahiptir.

Hsa-miR-568 ACt 4,26 degerinde Pozitif Olabilirlik Orani (Positive Likelihood Ratio,
LR+) 4,15°dir. Testin sonucunun hastaligin varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 4,15 kat
fazladir. Gergek hastalar tanimlama orani 4,15 kat fazladir. Hsa-miR-568 ACt 4,26 degerinde
Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood Ratio, LR -) 0,21°dir. Gergek saglikli kisiler 0
kadar 1y1 ayrimlanabilmektedir.

Hsa-miR-568 ACt 4,72 degerinin iizerinde olmasi TBC hastalarinin % 83’iind,
kontrollerin %85’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-568 ACt 4,72 degerinde Pozitif
Olabilirlik Oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 5,53’diir. Testin sonucunun hastaligin

varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 5,53 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 5,53
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kat fazladir. Hsa-miR-568 ACt 4,72 degerinde Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood
Ratio, LR-) 0,20°dir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi ayrimlanabilmektedir.

B. Hsa-miR-93-5p referans geni i¢in cut-off degerleri

ROC Curve

Source of the
Curve
ACt hsa-miR-26b-5p
¢ — ACt hsa-miR-375
08 ‘ ' ACt hsz-miR-563
| ACt hsa-miR-8-5p
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Sekil 11. ROC egrisi (referans olarak hsa-miR-93-5p alinmstir)

Tablo 26. Egri altinda kalan degerleri

Analiz sonucu Asymptotic | % 95 Giiven Aralig1

degiskenler Area Std. Error® Sig.? Alt Sinir Ust Sinir
hsa-miR-26b-5p ,814 ,070 ,001 676 ,952
hsa-miR-375 ,822 ,069 ,001 ,686 ,958
hsa-miR-568 ,833 ,073 ,000 ,691 976
hsa-miR-9-5p ,733 ,083 ,014 571 ,896
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Tablo 27. Hsa -miR-26b-5p ve hsa-miR-568 ACt degerlerine gore sensitivite ve spesifisite
degerleri

Pozitiflik sinir degeri (>=)
1-
Hsa-miR-26b-5p Sensitivite | Spesifisite | Spesifisite | Sen+Spe | LR+ |LR-
5,79 0,72 0,25 0,75 1,47 2,88 (0,37
6,05 0,67 0,25 0,75 1,42 2,68 10,44
6,47 0,67 0,2 0,8 1,47 3,35 (0,41
Hsa-miR-375
5,34 0,89 0,35 0,65 1,54 2,54 0,17
5,36 0,83 0,35 0,65 1,48 2,37 10,26
55 0,78 0,35 0,65 1,43 2,23 10,34
Hsa-miR-568
8,11 0,94 0,25 0,75 1,69 3,76 10,08
8,29 0,89 0,25 0,75 1,64 3,56 (0,15
8,36 0,83 0,25 0,75 1,58 3,32 10,23
Hsa-miR-9-5p
11,13 0,72 0,40 0,60 1,32 1,80 0,47
11,39 10,67 0,35 0,65 1,32 191 |051
11,85 |0,67 0,30 0,70 1,37 2,23 10,47

Hsa-miR-26b-5p ACt 5,79 degerinin iizerinde olmasi TBC hastalarinin %72’sini,
kontrollerin %75’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-26b-5p ACt 5,79 degerinde Pozitif
Olabilirlik Orani 2,88°dir. Testin sonucunun hastaligin varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin
2,88 kat fazladir. Gergek hastalar1 tanimlama orani 2,88 kat fazladir. Hsa-miR-26b-5p ACt 5,79
degerinde Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood Ratio, LR -) 0,37’dir. Gergek saglikli
kisiler o kadar iyi ayirt edilmektedir.

Hsa-miR-375 ACt 5,34 degerinin iizerinde olmasit TBC hastalarmin % 89’unu,
kontrollerin %65’ini ayirma giicline sahiptir. Hsa-miR-375 ACt 5,34 degerinde Pozitif
Olabilirlik Orani (Positive Likelihood Ratio, LR+) 2,54°diir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 2,54 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 2,54
kat fazladir. Hsa-miR-375 ACt 5,34 degerinde Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood
Ratio, LR-) 0,17°dir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi ayirt edilebilir.

Hsa-miR-568 ACt 8,11 degerinin iizerinde olmasi TBC hastalarinin % 94’ind,
kontrollerin %75’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-568 ACt 8,11 degerinde Pozitif
Olabilirlik Oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 3,76’dir. Testin sonucunun hastaligin

varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 3,76 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 3,76
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kat fazladir. Hsa-miR-568 ACt 8,11 degerinde Negatif Olabilirlik Oran1 (Negative Likelihood
Ratio, L -) 0,08°dir. Gergek saglikli kisiler 0 kadar iyi ayrimlanabilmektedir.

Hsa-miR-9-5p ACt 11,85 degerinin iizerinde olmasi TBC hastalarmm % 67’sini,
kontrollerin %70’ini ayirma giiciine sahiptir. Hsa-miR-9-5p ACt 11,85 degerinde Pozitif
Olabilirlik Oran1 (Positive Likelihood Ratio, LR+) 2,23’diir. Testin sonucunun hastaligin
varliginda pozitif ¢ikma olasiliginin 2,23 kat fazladir. Gergek hastalari tanimlama orani 2,23
kat fazladir. Hsa-miR-9-5p ACt 11,85 degerinde Negatif Olabilirlik Orani (Negative Likelihood
Ratio, L -) 0,47°dir. Gergek saglikli kisiler o kadar iyi ayrimlanabilmektedir.

miR-93-5p ve miR-22-3p housekeeping referans genlerine gore Tiiberkiiloz, Sarkoidoz
hasta gruplar1 ve kontrol grubundaki hsa-miR-375 ve hsa-miR-568 ekspresyon diizeyleri SPSS
programiyla boxplot diyagrami olarak gosterilmistir (Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15).
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Kantitatif ters transkriptaz-PCR'den bagil miRNA ekspresyon degerleri y ekseninde gosterilmistir.

**P degeri < 0,01; *P degeri < 0,05. o: ug degerler

Sekil 12. miR-93-5p‘e housekeeping referans genine gore Tiiberkiiloz, Sarkoidoz hasta
gruplar1 ve kontrol grubunda miR-375 ekspresyon diizeylerinin boxplot diyagramyla
gosterimi.
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Sekil 13. miR-93-5p'e housekeeping referans genine gore Tiiberkiiloz, Sarkoidoz hasta
gruplar ve kontrol grubunda miR-568 ekspresyon diizeylerinin boxplot diyagramiyla

gosterimi.
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Sekil 14. miR-22-3p housekeeping referans genine gore Tiiberkiiloz, Sarkoidoz hasta
gruplar1 ve kontrol grubunda miR-375 ekspresyon diizeylerinin boxplot diyagramyla

gosterimi.



40

hsa-miR-568
20,000 w -
o
10,000
=
=]
2 ]
@ o — % T
&
3
.-ﬂ 10,000
P
E
= 20,000 —a
Q
30,000
Kontral TEC Sarkoidoz
Grup

Sekil 15. miR-22-3p housekeeping referans genine gore Tiiberkiiloz, Sarkoidoz hasta
gruplar1 ve kontrol grubunda miR- 568 ekspresyon diizeylerinin boxplot diyagramyla
gosterimi.

Mevcut ¢alismada, hedef genler ve miRNA'lar arasindaki iliskileri degerlendirmek i¢in
MIENTURNET'in ag analizi kullanildi. MIENTURNET g¢evrimigi araci, tiiberkiiloz ve
sarkoidozla iligkili miRNA’larin hangi spesifik genlerle baglantili olduklarini belirlemek i¢in
kullanildi. Bu miRNA'larin biyolojik 6nemi, bir miRNA-mRNA hedef etkilesim ag1
olusturularak ve fonksiyonel zenginlestirme analizi yapilarak belirlendi.

ROC analizi neticesinde Hsa-miR-22-3p referans genine spesifik sarkoidoz hastaliginda
anlamli olarak tespit edilen Hsa-miR-124-3p, Hsa-miR-375, Hsa-miR-568, Hsa-miR-9-5p
miRNA’larmnin MIENTURNET miRNA-mRNA hedef etkilesim ag1 (miRTarBase) tizerinden
etkilesimde olduklar1 genler belirlendi (Sekil 16) (Tablo 28).

Genom capinda bir veri setindeki binlerce gen, mikrodizi deneylerinde diferansiyel olarak
eksprese edilen genleri tespit etmek i¢in bazi1 bos hipotezlere karsi test edilir. Yanlis Kesif Orani
(FDR) olarak adlandirilan bir dizi gendeki yanlis pozitif genlerin beklenen orani, bu kiimenin
istatistiksel onemini 6lgmek icin dnerilmistir. Mientunet Zenginlestirme sonuclarina gore Hsa-
miR-375 ve Hsa-miR-124-3p’nin 10 genle olan etkilesimi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (Tablo 28).



I
[uly

USP10+
STK3aL+
SAMD11 4

POC1B+ FDR

PDGFCA 0.0075

MAP3KS 4 0.0050

2
E
w
2
8

0.0025

DOK7 -

CDCA7LA

APPL2

ABHD4 5

10
Number of interactions

[=1
=]
o
wm
w
ha
=1

Sekil 16. miRNA-hedef zenginlestirme analizi sonucu

Tablo 28. Mienturnet Zenginlestirme sonuglar: (miRTarBase iizerinden)

Odd Number  of

Gene Symbol p-value FDR ratio interactions microRNA 1 microRNA 2

APPL2 8.88599008145787e-7 0,0004 0,0012 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p
DOK7 8.88599008145787e-7 0,0004 0,0012 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p
POC1B 8.88599008145787e-7 0,0004 0,0012 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p
SAMD11 8.88599008145787e-7 0,0004 0,0012 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p
CDCA7L 2,66511E-06 0,001 0,0017 2 hsa-miR-124-3p hsa-miR-375

STK38L 5,32886E-06 0,0017 0,0023 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p
ABHD4 1,86366E-05 0,0051 0,004 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p
PDGFC 2,48424E-05 0,0059 0,0046 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p
MAP3K8 3,99048E-05 0,0085 0,0058 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p
USP10 4,876E-05 0,0093 0,0063 2 hsa-miR-375 hsa-miR-124-3p

Elde edilen sonuglara gore; APPL2, DOK7, POC1B, SAMDI1, CDCA7L, STK38L,
ABHD4 PDGFC, MAP3K8, USP10 genlerinin hsa-miR-375 ve hsa-miR-124-3p ile yiiksek
etkilesim halinde olduklari tespit edilmistir (MRNA (gen)-miRNA arasindaki baglanti yiiksek
olarak tespit edilmistir.)

Aynmi sekilde ROC analizinde hsa-miR-93-5p referans genine spesifik sarkoidoz
hastaliginda anlamli olarak tespit edilen hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568
miRNA’larmin miRNA-hedef zenginlestirme analiziyle hsa-miR-375 ve hsa-miR-124-3p
miRNA’larin APPL2, DOK7, POC1B, SAMDI11, CDCA7L, STK38L, ABHD4, PDGFC,
MAP3KS, USP10 genleriyle yiiksek etkilesim halinde oldugu tespit edilmistir. Bu genlerden
APPL2, PDGFC, MAP3KS8 genlerinin sarkoidozla iliskili oldugu belirlenmistir.
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ROC analizinde hsa-miR-93-5p referans genine spesifik tiiberkiiloz hastaliginda anlamli olarak
tespit edilen hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, hsa-miR-9-5p miRNA’larinin
hsa-miR-375 ve hsa-miR-26b-5p’nin KHK,
MAPKAP1, ODF2, KCNQ2, RPN1, CXADR, FKBP1B, CHPF, DNAJC2, GDAP1, NELFCD

mMiRNA-hedef zenginlestirme analiziyle

genleriyle yiiksek etkilesim halinde oldugu belirlenmistir (Sekil 17).

miRTarBase iizerinden elde edilen MIENTURNET Zenginlestirme sonuglart Tablo 29°de

verilmistir. hsa-miR-375 ve hsa-miR-26b-5p miRNA’larmin 11 genle olan etkilesimleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
—
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Sekil 17. miRNA-hedef zenginlestirme analizi sonucu
Tablo 29. MIENTURNET Zenginlestirme sonuglar1 (miRTarBase iizerinden)
Gene Symbol | p-value FDR Odd ratio Number of |microRNA 1 | microRNA 2
interactions
KHK 8.88599008145787e-7 |0,000692219 |0,00115429 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
MAPKAP1 8.88599008145787e-7 |0,000692219 |0,00115429 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
ODF2 8.88599008145787e-7 |0,000692219 [0,00115429 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
KCNQ2 2,66511E-06 0,001245674 |0,001731435 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
RPN1 2,66511E-06 0,001245674 |0,001731435 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
CXADR 5,32886E-06 0,001779077 |0,00230858 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
FKBP1B 5,32886E-06 0,001779077 |0,00230858 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
CHPF 8,87915E-06 0,002593821 |0,002885725 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
DNAJC2 1,33153E-05 0,002776338 |0,00346287 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
GDAP1 1,33153E-05 0,002776338 |0,00346287 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p
NELFCD 1,33153E-05 0,002776338 |0,00346287 |2 hsa-miR-375 | hsa-miR-26b-5p

Bu genler arasinda RPN1, CHPF, NELFCD Tiiberkiilozla iliskili bulunmustur.
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V. TARTISMA

Sarkoidoz etiyolojisi bilinmeyen multisistemik graniilomat6z bir hastaliktir. Sarkoidoz
tanisi, doku orneklerinde nekrotizan olmayan graniilomlarin histopatolojik gosterimi ile klinik
ve radyolojik ozelliklerin korelasyonu ile konur. Klinik profil enfeksiyonlar, inflamatuar
hastaliklar ve lenfoid maligniteler dahil olmak {izere diger graniilomatdz hastaliklar taklit
edebileceginden tan1 genellikle zordur. Tiberkiilozdan ayrim 6zellikle endemik bolgelerde,
semptomatik sarkoidoz i¢in herhangi bir immiinsupresan tedavi baglanmadan 6nce mediastinal
tiiberkiilozun dislanmasinin gerekli oldugu yerlerde ¢cok 6nemlidir. Cesitli mikroarray tabanl
caligmalar, sarkoidozda miRNA ekspresyonunun sarkoidozun patogenezini etkileyebilecek
degisikliklerini vurgulamistir. Cogu calisma, miRNA'larin PBMC'lerde ve BAL'de farkli
ekspresyonunu gostermistir ve bunlarin spesifik sistemik ve lokal sarkoidoz biyobelirtecleri
olarak faydalarmi analiz etmistir. Saglikli kontrollere kiyasla sarkoidozlu hastalarin
PBMC'lerinde miR-15b, miR-27b, miR-192, miR-221, miR222, miR-130a ve miR-let-7f dahil
olmak iizere miRNA'larda ekspresyonda anlamli bir fark bulunmustur. U¢ miRNA (miR-15b,
miR-192 ve miR-221) de sarkoidozlu hastalarin BAL'sinde farkli sekilde ifade edilir (bu,
PBMC'lerdeki ifadeleriyle ortiisiir). MiRNA'larin ¢ogunun inflamasyon ve apoptozda rolii
vardir. Bununla birlikte, miR-15b, miR-221 ve miR-222, tiimérijenitede bir role sahiptir ve
digerleri antitimor ozelliklere sahiptir. miR-29a, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda
sarkoidoz hastalarinda asagi regiile edilir. Bu, miRNA'larin sarkoidozda tanisal biyobelirtegler
olarak olas1 faydasini gosterir (41).

Transkriptomik analiz ile sarkoidozlu hastalarin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
(PBMC'ler) proinflamatuar sitokinler ve miRNA'larda (miR-34a ve miR-144 olarak) bir
upregiilasyon rapor edilmistir. miR-34a'nin sarkoidozda NF-kB sinyallemesinde ve T
hiicrelerinin aktivasyonunda yer alan 6nemli bir miRNA oldugu 6ne siiriilmiistiir. Sarkoidozun
bu proinflamatuar paterni, TB PBMC transkriptomu ile birka¢ benzerlik gdstermistir; bu,
TB'nin graniilosit kemoatraktanlarin ve aktive edici faktorlerin (MIF, GM-CSF ve VEGF
olarak) ve IFN-y ve IL-12'nin daha yiiksek ekspresyonunu sunmasina ragmen, ortak
patogenetik yolaklart diisiindiirmektedir. Ayrica, bronkoalveoler lavaj (BAL) yontemiyle elde
edilen alveol boslugundaki inflamatuar hiicrelerin__transkriptomik analizi, inflamatuar
stireclerin diizenlenmesinde yer alan birkag miRNA ve mRNA'nin sadece sarkoidoz hastalari
ve saglikli kontroller arasinda degil (sarkoidoz grubunda miR-202 ve miR-204"in asagi
regiilasyonu veya miR146a, miR-150, miR-222, T-bet, CCR2, CCR5, CXCR3, CXCR6, IL2,
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IL2RB, IL15RA ve IFN-y'nin yukari regiilasyonu dahil), ayn1 zamanda farkli klinik seyir
gosteren sarkoidoz hastalar1 arasinda da farkli sekilde eksprese edildigini ortaya koymustur
(miR-155 ve let-7c¢'nin kendiliginden gerileyen hastalarla karsilastirildiginda ilerleyen
vakalarda upregiilasyonu olarak) (42).

miR-150 potansiyel olarak NOTCH3 yoluyla CD3+CD4+ T hiicrelerinin aktivasyonu ile
iligkilidir, miR-146a ise NF-kB aktivasyonu ayarinda TNF-o ve IL-1B nedeniyle artan
ekspresyonu goz Oniine alindiginda muhtemelen inhibit6érdiir. MiR-27b, miR-192 ve miR-221
gibi anjiyogenez ve inflamasyon ile ilgili diger miRNA'larin, sadece torasik adenopatiye kiyasla
parankim tutulumu olan sarkoidozda yiikseldigi tespit edilmistir. miR-16 ve miR-20a
ekspresyonu ise akciger hacim kisitlamasi olan hastalarda anlamli olarak ytiksek bulunmustur.
Mikro-RNA'lar miR-33 ve miR-34'in de sirasiyla sarkoidoz BAL ve PBMC'lerde arttigi
gosterilmistir; miR-33, bir lipid tasiyict diizenleyici ile ilgilidir ve miR-34, IFN-y
diizenlemesinde yer alir (43).

Calismamizda QRT-PCR yontemiyle yapilan analizler neticesinde, Sarkoidoz
hastalarinda hsa-miR-22-3p referans miRNA’sina gére dort plazma miRNA's1 (hsa-miR-124-
3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 hsa-miR-9-5p) arasinda anlaml fark gésterirken, hsa-miR-93-
5p referans miRNA’sina gore ise {i¢ plazma miRNA’s1 (hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-
mMiR-568) anlamli fark gostermistir. ROC analiz sonuglarina gore; sarkoidozlu hastalarda (hsa-
miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 hsa-miR-9-5p miRNA’larin downregiile (asagi
regiile) oldugu tespit edilmistir. Iki referans miRNA’sina gére hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375,
hsa-miR-568 miRNAlar1 ortak olarak anlamli bulunmustur.

Tiiberkiiloz hastalarinda ise, ROC analiziyle, hsa-miR-22-3p referans miRNA’sina gére
iki plazma miRNA’s1 (hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-568) anlamli fark gostermektedir. hsa-miR-
93-5p referans miRNA’sina gore ise dort plazma miRNA’s1 (hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-375,
hsa-miR-568, hsa-miR-9-5p) anlamli bulunmustur. ROC analiz sonuglarina gore; tiiberkiilozlu
hastalarda hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-568, hsa-miR-9-5p miRNA’larin upregiile
(yukari regiile) oldugu tespit edilmistir. iki referans miRNA’sina gére hsa-miR-26b-5p, hsa-
mMiR-568 MiRNA’lar1 ortak olarak anlamli olarak belirlenmistir.

Fu ve arkadaslari, Ger¢ek zamanl kantitatif PCR dogrulamasinin ardindan mikroarray
tabanli ekspresyon profili kullanarak, aktif akciger tiiberkiilozu olan hastalar ve eslestirilmis
saglikli kontroller arasinda dolasimdaki miRNA'larin seviyeleri karsilagtirmislardir (44). Elde
ettikleri sonuglara gore miR-375'in TB plazmasinda 21.4 kat artis gosterdigi ve miR-375'in
patojen-konak etkilesimlerinde Onemli bir rol oynadigi one siirilmistir (44).miR-375

ekspresyon diizeylerindeki belirgin artis, miR-375’in TB enfeksiyonunda 6nemli role sahip



45

oldugunu ve TB enfeksiyonundaki islevlerini dogrulamak igin mIiR-375’in molekiiler
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Sarkoidoz ve tiiberkiiloz hasta
gruplarinda hsa-miR-568 ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle ¢alismamiz 6zgiin bir ¢alisma olup, hsa-miR-568 sarkoidoz ve tiiberkiiloz ayirici
tanisinda literatiire onemli katki saglayacaktir. Calismamiz neticesinde, hsa-miR-568’in tanisal
degerinin olabileceginin ilk kez gosterilmesi bu iki hastaligin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasinda yol gosterici olabilecektir

Plazmadan elde edilen 10 miRNA arasindan hsa-miR-375 ve hsa-miR-568 miRNA’larn,
deneysel olarak secilen sarkoidozlu bireylerde ekspresyon diizeylerinde azalma gozlenirken
tiiberkiilozlu bireylerin ekspresyon diizeylerinden artig gosterdigi tespit edilmistir.

Calismaya dahil edilen sarkoidoz ve tiiberkiiloz hasta gruplarinda ortak olarak anlamli
oldugu tespit edilen hsa-miR-375 ve hsa-miR-568 miRNA’lar1 sarkoidoz ve tiiberkiiloz ayirici
tanisinda kullanilabilir.

Sarkoidoz hastalarinda anlamli olarak tespit ettigimiz hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375,
hsa-miR-568 miRNA’larinin miRNA-hedef zenginlestirme analiziyle hsa-miR-375 ve hsa-
miR-124-3p miRNA’larin APPL2, DOK7, POC1B, SAMDI11, CDCA7L, STK38L, ABHD4,
PDGFC, MAP3KS8, USP10 genleriyle yiiksek etkilesim halinde oldugu belirlendi. Bu genlerden
APPL2, PDGFC, MAP3KS genlerinin sarkoidozla iligkili oldugu tespit edildi.

Sarkoidoz, ¢evresel ve/veya enfeksiyoz ve/veya genetik faktorlerin neden oldugu bir
inflamatuar siirecin ayirt edici 6zelligi olan graniilomlarin gelismesi ve birikmesi ile karakterize
edilen bir multisistem hastaligidir. Bu otoinflamatuar hastalik esas olarak ¢evresel saldirilara
ve viral enfeksiyonlara agilan kap1 olan akcigerleri etkilemektedir. Daha 6nce, ailesel vakalarda
meydana gelen sarkoidoza genetik yatkinligin, genis bir patojenik varyant yelpazesi ile iliskili
oldugunu, ancak mTOR (memeli Rapamisin Hedefi) ile ilgili yolaklar ve otofaji diizenlemesi
etrafinda bir kiimelenme ile baglantili oldugunu ve APPL2 (adaptor proteini, PH alan1 ve 16sin
fermuar 2 ile etkilesime giren fosfotirozin) geninde varyasyonun gozlendigi belirlenmistir (45).
Sarkoidozlu hastalarda anormal graniilom olusumunun altinda yatan mekanizmalar karigiktir
ve tam olarak anlasilamamistir. Sarkoidozlu hastalarda hastaliga neden oldugu varsayilan
mikobakteriyel antijenlere yanit olarak graniilom olusumunun molekiiler mekanizmalarini
belirlemek i¢in yeni bir in vitro insan graniilom modeli kullanilmistir. Aktif sarkoidozlu
hastalardan ve normal, hastaliksiz kontrol gruplarindan alinan periferik kan mononiikleer
hiicreleri (PBMC'ler), saflastirilmis protein tiirevi kapli polistiren boncuklarla 7 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Gen ifadesinin yolak analizi, IL-13"in sarkoidoz graniilomat6z yanitinin bir

aracisi oldugunu tanimlamakta ve PPD testinden 7 giin sonra sarkoidozlu hastalardan kontrol
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gruplarina gére PBMC'lerde en fazla temsil edilen gen agimin IL-13 ve IL-1p tarafindan giiclii
bir sekilde diizenlendigi ve IL-13 ve IL-1p’in PDGFC ve diger bir takim biiyiime faktorleri ve
enzimlerle is birligi i¢inde fonksiyon gosterdigi tespit edilmistir (46).

Bat1 Afrika soylari, sarkoidoz i¢in Avrupa soylarindan daha yiiksek bir risk tasimaktadir.
Karigim haritalamasi, hastalik riskindeki bu tiir etnik gesitliligin altinda yatan genleri bulmak
icin en dogrudan yontemi saglamaktadir. MAP3KS8 (Mitojenle aktive olan protein kinaz 8),
bagisiklik tepkisinde yer alan genlerin ana diizenleyicisi olan niikleer faktor kappa B iiretimini
aktive ettigi bilinen bir gendir. Sarkoidoz hastaliginin riskinde etnik ¢esitliligin altinda yatan
genler arasinda MAP3KS8 geni de yer almaktadir (47).

Calismamizda, tiiberkiiloz hastalarinda miRNA-hedef zenginlestirme analiziyle anlamli
olarak tespit edilen hsa-miR-375 ve hsa-miR-26b-5p’nin KHK, MAPKAP1, ODF2, KCNQ2,
RPN1, CXADR, FKBP1B, CHPF, DNAJC2, GDAP1, NELFCD genleriyle yiiksek etkilesim
halinde oldugu belirlendi. Bu genlerden RPN1, CHPF, NELFCD genlerinin tiiberkiilozla iliskili
olarak tespit edildi.

Okaryotik hiicrelerde, 26S proteazom, sitozol ve cekirdekteki protein substratlarinin
ATP'ye bagimli devrinden sorumludur. Poliubikuitin zincirleri ile hedef proteinlerin
translasyon sonrast modifikasyonundan sorumlu E1, E2, E3 enzim kaskadi ile birlikte, bu ise
alma ve bozunma yolu, ubikuitin-proteazom sistemi (UPS) olarak adlandirilir. Pup-proteazom
sistemi (PPS), bu bozunma yolunun bakteriyel fonksiyonel analogunu temsil eder. AAA
acilmaz Mpa ve bakteriyel CP, sirasiyla 6karyotik diizenleyici ATPaz alt birimlerine (Rpts) ve
okaryotik 20S'ye homoloji gosterir. Tersine, bakteriyel ubikuitin benzeri hedefleme yakinsak
evrimin bir 6rnegidir ve ne Pup ve ubikuitin ne de Pup ligaz ve E1, E2, E3 kaskadi homolog
degildir. Ayrica, bakteriyel proteazomal agilmaz Mpa, ubikuitin reseptdrleri Rpnl, Rpnl0 ve
Rpn13'in poliubikuitin etiketini bagladig1 okaryotik 19S pargaciginda oldugu gibi, substrat
alimi i¢in ek ATPaz olmayan alt birimlerle baglantiya sahip degildir (48).

MtrA, oncelikle M. tuberculosis ve C.glutamicum'da incelenmis ve bu organizmalarda
farkli ancak kritik roller sergilemistir. Birkag bld geni (bldG, bldH, bldM ve bldN), whi geni
(whiB, whiD, whiG ve whiH), chp geni (chpH, chpE, chpG, chpF, chpG ve chpD), rdIAB ve
sapB Chip-Seq analizinde orta ila diisiik diizeylerde zenginlestirme gosterdigi belirlenmistir.
Bu genlerin, S. venezuelae'de potansiyel MtrA hedefleri oldugunu belirtilmis ve S. coelicolor
i¢in in vitro bulgularinin ¢oguyla tutarl oldugu tespit edilmistir (49).

Yapilan ¢alismalar, CTSZ'nin nérodejeneratif bozukluklar, Huntington hastalig1 ve diger
poliglutamin hastaliklar1, multipl skleroz ve mide ve prostat kanseri gelisiminde rol oynadigin

gOstermistir; ayrica, bu gendeki varyantlar tiiberkiiloza yatkinlik ile iliskilidir. NELFCD/CTSZ
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lokuslarindan secilen etiketleme SNP'lerini kullanan yiiksek yogunluklu iliskilendirme
eslemesinde, CTSZmin bir intronik bolgesinde bulunan SNP rs163800, Bonferroni
diizeltmesinden sonra bile 6nemli bir iliskilendirme sergilemistir (50).

Ortak hsa-miR-124-3p, hsa-miR-375, hsa-miR-568 miRNA’lar sarkoidoz hastalarinda
immiin ve alerjik sistemlerde anahtar diizenleyici rollere sahip olabilir. Bulgular ayrica bu
miRNA'larin sarkoidozda potansiyel terap6tik hedefler olma olasiligina 151k tutmustur.

miRNA'lar-gen diizenleyici aglar sayesinde, tespit edilen hsa-miR-375 ve hsa-miR-124-
3p miRNA'larin bagisiklik yolaklarinda yer alan APPL2, PDGFC, MAP3K8 hedef genleri
diizenleyebilecegini ve sarkoidozun patogenezine katilabilecegini belirledik. Elde edilen hsa-
miR-375 ve hsa-miR-26b-5p miRNA'lar1 tarafindan hedeflendigi tahmin edilen genlerin
analizi, RPN1, CHPF, NELFCD genlerin TB ile iligkili oldugunu ve kodlanan proteinlerin
cogunun, patogenezi aydinlatmak icin yararli olan Mtb enfeksiyonuna karsi sinyal yolaklarina
dahil oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Elde ettigimiz sonuglar, miRNA'larin, sinyal yolaklar1 ile Mtb enfeksiyonunu
diizenleyebilecegini ve iki miRNA'nin (hsa-miR-26b-5p hsa-miR-568), TB tanisi i¢in
potansiyel biyobelirtegler olarak hizmet edebilecegini gostermektedir. Hem sarkoidoz hem de
tiiberkiiloz ayirici tanisinda fizyolojik ve patolojik siire¢lerde hsa-miR-375 ve hsa-miR-568
miRNA’larin biyobelirteg olarak kullanilabilecegi goriisiindeyiz.

Sonug olarak bu ¢alismada sarkoidoz ve tiiberkiiloz hastalarmin kan plazmalarindan
miRNA ekspresyon spektrumunun incelenmesi bu hastaliklarin daha iyi anlagilmasina yardimet1
olmustur. hsa-miR-22-3p ve hsa-miR-93-5p iki referans miRNA kullanilarak deneylerde tiger
tekrar olacak sekilde veri seti olusturulmustur. Arastirmalarimiz, hsa-miR-375 ve hsa-miR-
568'in sarkoidoz ve tiiberkiiloz tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyellerini artiran
verilere ulasmamiz1 saglamaktadir.

Bu calisma, sarkoidoz hastalarinin her evresindeki hastalarin dahil edildigi bir ¢alisma
oldugundan, elde ettigimiz sonuglar bu hastaligin tiim siirecini yansitmaktadir. hsa-miR-375 ve
hsa-miR-568 ile iliskili genlerin MIENTURNET analiziyle belirlenmesi, sarkoidoz ve
tiiberkiilozun molekiiler patogenezindeki kritik yolaklar1 ve islevsel mekanizmalar1 ortaya
¢ikarmamiza yardimet olacaktir. Bu analiz, gen diizeyindeki etkilesimleri ve molekiiler aglari
anlamamizi saglayarak, bu hastaliklarin altinda yatan biyolojik siirecleri daha iyi anlamamizi
saglayacaktir.

Bu ¢alisma ayrica, tiiberkiiloz ve sarkoidozda aynt miRNA'larin etkili oldugunu, ancak

mekanizmalarinin birbirine zit yonde (tiiberkiilozda upregiile, sarkoidozda downregiile olarak)
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etki ettigini gostermektedir. Bu bulgular, miRNA'larin bu hastaliklardaki agma/kapama anahtar
sinyallerinden sorumlu olabilecegini diislindiirmektedir.

Diferansiyel olarak ifade edilen bu miRNA'larin biyobelirte¢ olarak kullanimi
planlandiginda, heniiz tam olarak anlasilamamis olan bu iki hastalifin teshisinde kolaylik
saglayacak ve tedavi siireclerinin ve segeneklerinin dogru yerde ve dogru zamanda
planlanmasina olanak taniyacaktir. Bu veriler, miRNA diizeyindeki farkli diizenlemelerin,
tiilberkiiloz ve sarkoidozun molekiiler patogenezindeki temel farkliliklar1 yansittigini ve
potansiyel olarak hastaliklarin mekanizmalarinin anlasilmasina ve hedeflenmis tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilecegini gostermektedir.

Tablo 30. Sarkoidoz hastalarinda miRNA’lar iizerinden tan yiizdeleri

Hedef miRNA’lar ACt sinir degeri Tan1 yiizdesi (%)
Hsa-miR-375 2,13 90
Hsa-miR-568 2,12 90

Sarkoidoz hastalarinda downregiile hsa-miR-375 i¢in tani oran1 %90 iken downregiile hsa-
mMiR-568 i¢in de tan1 oran1 %90 olarak tespit edildi (Tablo 30).

Tablo 31. Tiiberkiiloz hastalarinda miRNA’lar iizerinden tan yiizdeleri

Hedef miRNA’lar ACt sinir degeri Tan1 yiizdesi (%)
Hsa-miR-375 5,34 89
Hsa-miR-568 8,11 94

Tiiberkiiloz hastalarinda ise upregiile hsa-miR-375 i¢in tan1 oran1 %89 bulunurken hsa-

MiR-568 i¢in tani oran1 %94 olarak bulundu (Tablo 31).

Sonug¢ olarak, bu caligma, tiiberkiiloz ve sarkoidozda farkli diizeylerde etkili olan
miRNA'larin biyobelirte¢ olarak kullanimini planlamak i¢in 6nemli bir adim olustururken, bu
hastaliklarin mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina ve daha etkili tedavi yontemlerinin

gelistirilmesine yardimci olacaktir.
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