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Sunum AKkisi:

. Tuberkiiloz: Dunyada ve Tirkiye’de giincel

durum

. ilac direnci
. Tuberkiiloz basilinin olaganiisti adaptasyon

yetenegi

. Yeni ilac hedefleri bulunabilir mi?

Direncli basil evriminin bir sonu olabilir mi?



Tuberkuloz:
Diinyada ve Tiirkiye de Son Durum

Diinya niifusunun %30’ u M. tuberculosis ile
enfekte

Her yil 8 milyon yeni tiiberkiiloz olgusu
Her yil tiberkiiloz nedeniyle 1.5 milyon oliim
Turkiye’de her yil 10.000°e yakin yeni hasta



WHO: Global Tuberculosis Report 2014
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WHO: Global Tuberculosis Report 2014

Estimated TB mortality rates excluding TB deaths among HIV-positive people, 2013

Estimated TB deaths
per 100 000 population
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WHO: Global Tuberculosis Report 2014

Percentage of new TB cases with MDR-TB?




WHO: Global Tuberculosis Report 2014

Percentage of previously treated TB cases with MDR-TB?




Diinya Genelinde Trend
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TUberkiloz insidansi CID-TB sayisi
Yesil: TB Kirmizi: Rifampisin-Direncli TB
Kirmizi: TB+HIV Mavi: CID-TB

WHO: Global Tuberculosis Report 2014




Direnc

 Anti-tuberkiiloz ilacin kritik
konsantrasyonunda, %1’den fazla ureme.

e %1’den fazla iireme gozlendiginde, klinik
yarar yok veya kisa suirede kaybolacak.












Direnc Tanimliari

Ilaca direncli olgu: En az bir tiiberkiiloz ilacina direncli
basille hastalanmis olgu

Cok ilaca direncli tiiberkiiloz (CiD-TB)
(Multiple drug resistance; MDR-TB):

Hem izoniazid hem de rifampine direncli olgu
(baska ilaca direnc de eklenebilir)

Yaygin ila¢ direncli tiiberkiiloz (YID-TB)

(Extensive drug resistance; XDR-TB): Izoniazid-rifampin
direncine ek olarak bir kinolon ve bir enjeksiyonla
kullanilan ilaca (amikasin, kapreomisin, kanamisin)
direncli olgu



M. tuberculosis’te llac
Direncine Neden Olan
Faktorler

Hiuicre duvarindaki mikolik asitler
Yuksek mutasyon hizi

Tedavide uygun kombinasyon, uygun sure,
uygun dozda ila¢ verilmemesi

Hasta uyumsuzlugu
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Antimikrobiyal Ajanlara Direnc Mekanizmalari:

1. Antimikrobiyal hedef veya reseptor degisimi
2. Antimikrobiyal modifikasyon ve/veya tahribati

3. Antimikrobiyalin hedefe ulagsmasinin engellenmesi:

a. Hicre duvarindaki lipopolisakkarit tabakasi nedeniyle
gecirgenligin az olmasi

b. Disa atim pompalarinin antimikrobiyali hiicre disina atmasi



M. tuberculosis’te Ila¢ Direnci

M. tuberculosis’te en sik gozlienen direng
mekanizmasi, antimikobakteriyel ilaclan aktive
eden veya kendileri ila¢c hedefi olan enzimlerde
meydana gelen mutasyonlardir.

M. tuberculosis ila¢ direnci rastgele ve genellikle
tek basamakl bir mutasyon sonucunda olusur.

Mikobakterilerin, diger bakterilerle kiyaslandiginda,
mutasyon hizlan yaklasik 10 kat daha yiksektir.
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CLINICAL DEVELOPMENT

Yeni ila¢ calismalari...

PRECLINICAL DEYELOPMENT PHASE | PHASE |l PHASE
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CLINICAL DEVELOPMENT
Yeni ila¢ calismalari...

PRECLINICAL DEVELOPMENT PHASE | y PHASE Il , PHASE Il

TB-166 TBA-354 Sutezolid (PNU-100480) (723
Riminophenazines antdiote ) NIYoImidazose ) Orazoldinone
nstute 0TMateria Medica, T8 ANance Sequela
CPZENS $Q109 =
Caprazene nucieoside Enylenediamine Delamanid (OPC-67683)
nsie ofMicrobial Che Sequela Ni#
BIKAKEN), Tokyo, apan, Liy 18 ! ® with OBR for MOR-TB ’
?Dlwove ry Ritatve, NAID, NIFo-aiydro-imidazooxazoie
IORI, LWy, YourEncore $Q109 m Ofsuka Pharmaceuteal Co. LY.
Emyenediamines ’
SQ609 e Rifapentine for LTBI
Oipipendine ) R o )
Sequela Rifapentine for DS-TB COC, Sanot-avents
Ritamycin )
COC, Sanot-avents
Q641 ' Pretomanid - ‘
S ’ Moo
2qu razinami )
ow @@ enee
T8 Amance, STAND Trial
Asrazensca .
Q203-Novel anti-TB agent [71]
g'mm%gwm )
nentCo.L¥
Bedaquiline -
P @@
razinami
PBTZ 169 oL
Benzomiaznone — ) Ui

nnovatve Medicings or
Tuberculosis (M4TS)



TMC207
(Bedaquiline)

'@ Diariﬁ<ino|in

Mycobacterium ATP sentaz’ina

@ CID-TB tedavisinde >20 Kkat secicilik

i bir etki i @ Cogalan=Etki=Latent
@ Yeni bir etki mekanizmasi: Gl = G LA

@ ATP sentaz proton pompasi
> inhibitoru

@ Farelerde> uygun doku dagilimi
& uzun yari omiir

@ Tiim yararlar bilinmiyor



Cell Wall Synthesis

Acyl Lipids

DNA Coiling, Transcription,
and Translation

SQ-109*
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Bir Bakterinin Basan Olciitleri

Farkh ortamlarda canh kalabilmesi ve
cogalabilmesi

Duyarh diger konaklara yayilabilmesi.

Bu faaliyetlerin gerceklestirilebilmesi, bakterinin
bolinme hizinin optimal bir diizeyde
tutulabilmesiyle iligkilidir. Bu nedenle bir
bakterinin boliinme zamani, zindelik (fithess)
olcutu olarak ahinabilir.



M. tuberculosis’te Ila¢ Direnci Sonrasi Zindelik (Fitness)

llag — ' Hedef = Bakteri

(Yapisal veya élﬁn‘Ifl
islevsel enzim...)

llag —O> Hedefte mutasyon __, Direncli
(inaktif enzim...) Bakteri

(Telafi Mutasyonu)

Kaybedilmis
fonksiyonun
kazanilmasi



Zindeligi geri kazanmak icin
telafi mutasyonlan

Dirence neden olan bir mutasyon, aslinda bakteriye
bir bedel odetir.

Ancak bakteriler, bu bedelin sonucu olan olumsuz
kosullan yenebilmek icin farkh telafi
mekanizmalarina sahiptirler.

Bu telafi mekanizmalar, kazaniimis olan
antimikrobiyal diren¢c mekanizmasina zarar
vermeden, olusan olumsuz kosulu ortadan
kaldirabilmektedir.

Bir bakteri populasyonunda direncli bir susun
baskin hale gelmesi, minimal diizeyde bir bedel
odedigini gosterir ve bu bakteri popililasyonu
konaktan konaga yayilim gosterebilir.



Fitness
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TRENDS in Gensiics

Miiller B, et al. The heterogenous evolution of multidrug-resistant M. tuberculosis.

Trends in Genetics 2013; 29:160-169.



From drug to targe

\ ( )
Potential anti-TB Anti-TB activity MIC ~
compound J in vitro . determination _
Target identification/
validation
4 8 '3
e Tl e Whole-cell Lead idEI"‘Itiﬁ.t:aﬁ-an
HTS MIC determination
- J _ \

\ Further development:
lead optimization,
medicinal chemistry,

Y. in vivo studies
-
- Validation against
m Enzyme-based HTS Mycobacterium tuberculosis
J and MIC determination
Identification/ Expression and
validation of purification/assay
potential drug target development n
a0 structure In silico drug design
determination - and fra.gment-hased
r screening




Rifampisin Direncli izolatlarda in vivo
Telafi Mutasyonlar Gelisimi

Laboratuvar sartlarinda uretilen rifampisin-direncli
suslar kullanilarak farelerde tiiberkiiloz
olusturuldu.

Farelerden 14, 28, 56, 96 ve 126. giinlerde alinan
ornekler kiiltiirde uretildi.

Ureyen koloniler secilerek dizi analizi uygulandi.

Elde edilen diziler, bagslangic¢ dizileriyle
karsilastirilarak telafi mutasyonlarinin varhig:
arastiriidi.



Rifampisin Direncli izolatlarda in vivo
Telafi Mutasyonlarn Gelisimi

e Hipotez-1: Laboratuvar sartlarinda olusturulan
rifampisin-direncli suslarda, baslangicta telafi
mutasyonlan yoktur.

* Dogrulama-1: Dizi analizi sonucunda saptanan
mutasyonlar, rpoB geninin 81 baz ciftlik RRDR
bolgesinde gozlenen ve dirence neden oldugu bilinen
mutasyonlar oldu.

rpoA, rpoB ve rpoC genlerinde baska bir mutasyon
saptanmadi.



Rifampisin Direncli izolatlarda in vivo
Telafi Mutasyonlarn Gelisimi

Hipotez-2: Laboratuvar sartlarinda olusturulan
rifampisin-direncli suslar, in vivo ortamda bir siire
sonra telafi mutasyonlan gelistirirler.

Dogrulama-2: Dizi analizi sonucunda, telafi
mutasyonlarinin olustugu goziendi.



Iki Parcali Diizenleyici Sistemler

Algilayici (sensor; histidin kinaz): 6zgil bir uyanya
cevap verir.

Diuizenleyici (regulator): belirli genlerin
ekspresyonunu kontrol eder.

Algilayici protein uyarim sonrasinda
otofosforilizasyona ugrar ve sonrasinda bu fosfat,
diuzenleyici proteine transfer edilir.

Duzenleyici, DNA baglayan bir proteindir ve gen
ekspresyonunu arttirabilir veya azaltabilir.






senX3-regX3 :
M. tuberculosis’te iki parcal bir
duzenleyici sistem

senX3: algilayici kinaz
regX3: duzenleyici
Bu iki gen birbirinden, iic adet MIRU

(mycobacterial interspersed repeat unit) iceren
bir dizi ile ayniirr.

senX3 m regXx3




Mycobacterial interspersed repetitive units in the M. fuberculosis genome
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> MI RU 'VNTR Supply, Mol Microbiol, 2000

(Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
- Variable Number of Tandem Repeat)
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Numerical genotype *
Comparison with Excel® or Bionumerics®

MIRU-YNTR
Vf\mNﬁmFONO
N'\mw‘oogomlﬂ

olats « PR R I 8L TRNAMET
BCG 3 235320613352250
H37Rv 332 3312425532552

* Comparable to micro- and minisat gt

=
>

* First bacterial VNTR system
e Increasinelv used for other bacteria

Adapted from Barnes, N Engl J Med, 2003




senX3-regX3:
M. tuberculosis’te iki parcahl bir
duzenleyici sistem

e senX3-regX3 duzenleyici sistemi fosfat-bagimh gen
ekspresyonunu diuzenler.

e Fosfatin hiicre icine transportu mikobakterilerin
uremesi icin gereklidir ve ortamdaki inorganik Pi
konsantrasyonu ile duzenlenir.

Thayil S, Morrison N, Schechter N, Rubin H, Karakousis P. PLoS One 2011, 6
(11): e28076. doi:10.1371/journal.pone.0028076
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Un-phasphorylated RegX3 Phosphorylated RegX3
+ transcription

Mo DNA-binding
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no transcriptional activation

DMA=binding activity,
activation of gene expression



“regX-3 geninin asiri derecede
ekspresyonu ve sonuclar”

Amac:

‘regX3 regulonunun stres sartlarindaki davranisinin
arastiriimasi

regX3 geninin bir ilac hedefi olup oclamayacaginin
anlasiimasi



regX-3 geninin kionlanmasi

Yontemler:

*E. coli tetrasiklin vektoriiniin higromisin iceren LB
sivi besiyerinde uretilmesi

Plazmid saflastiriimasi ve plazmid vektoriiniin
restriksiyonu

regX3 geninin PCR ile cogaltilmasi ve jelden DNA
izolasyonu

*DNA saflastinimasi
T4 ligaz enzimi ile plazmid vektoriine ligasyon
°E. coli genomuna entegrasyon ve LB besiyerine ekim



regX-3 geninin kionlanmasi

. YONtemler:

*Olusan kolonilerin LB sivi besiyerine pasaji ve
inkiibasyonu

Transformasyon: LB kati1 besiyerine ekim ve
inkiibasyon sonrasinda DNA saflastinnimasi

Dogrulama amaciyla DNA dizi analizi
eizole edilen plazmidin aciga cikarilmasi

Plazmidin M. tuberculosis CDC 1551 susuna
elektroporasyon yoluyla entegre edilmesi



regX-3 geninin asiri derecede
ekspresyonu

Bakterilerin OD 1.0’e kadar inkiibasyonu
1 ml bakterinin 10 ml 7H9 besiyerine pasajlanmasi

OD 1.0 oldugunda, OD 0.01’e sulandirim ve a. tetrasiklin
eklenmesi (250 ng/ml)

OD tekrar 1.0 oldugunda, OD 0.1°e sulandirim ve a.
tetrasiklin eklenmesi (250 ng/ml)

OD 0.5’te bakterilerin toplanmasi ve RNA izolasyonu.



regX-3 geninin asiri derecede
ekspresyonu

Bakterilerin uretildigi besiyerleri:

1.%0.05 Tween 80 iceren PBS (besinsiz ortam)
2.Fosfat (Pi) icermeyen 7H9 besiyeri (0-Pi besiyeri)
3.50 uM Pi iceren 7H9 besiyeri

4.25 mM Pi iceren 7H9 besiyeri

»Her besiyeri, gen ekspresyonunun arttiriimasi
amaciyla a. tetracycline (250 ng/ml) icermekteydi.



regX-3 geninin asiri derecede
ekspresyonu

RNA izolasyonu

DNA uzaklastinnimasi

DNA yoklugunun dogrulanmasi amaciyla PCR
Saf RNA’dan cDNA sentezi

Gen-06zgil primerler kullanarak kantitatif PCR



Ekspresyonu test edilen genler:

regX3
senX3
psStS3
ppx1 (rv1026)
ppx2 (rv0496)

ppk1
ppk2

internal kontrol: sigA ‘housekeeping’ geni



iki farklhi zamanda gen ekspresyonlari
(kontrolle kiyaslandiktan sonra normalize edilmis degerler)

m Ave-0.5
m Ave-1.5

regX3 senXs




Optik Yogunluk

%0.05 Tween 80 iceren PBS’te Optik Yogunluklar

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1 -

O 4

u EV-PBS
B TrnsfCDC-PBS



Optik Yogunluk

14

12

10

50uM Pi Besiyerinde Optik Yogunlukiar

r
u EV-50uM Pi (ave)
' B TrnsfCDC-50uM Pi (ave)
0 4 S 6 I g 12 13 14

Giin



Optik Yogunluk

25mM Pi Besiyerinde Optik Yogunluklar

u EV-25mM Pi (ave)
B TrnsfCDC-25mM Pi (ave)
ommm i | ' | i | |
0 3 4 5 6 7

Giin



Optik Yogunluk Olciimlerinin Sonuclar::

. ik 7 giinde, asin eksprese edilmis regX3 geni
tasiyan M. tuberculosis optik yogunlukian daha
yuksek bulundu ve daha hizli uredikleri saptandi.

 Bu veriler, regX3 geninin fonksiyonel bir gen
oldugunu gostermektedir.



Disa Atim Pompalan (Efflux Pumps)

* Disa atim pompalari bakteriyi korumak amaciyila,
hiicre icine giren dusuk yuklu toksik molekiilleri
sitoplazma disina atar.

e Etidyum bromiir hiicre icine girip niikleik asitlere
baglandiginda floresan iIsima yapan hiicre-i¢i bir
boyadir.



Akim Sitometrisi (Flow Cytometry) Analizi

regX3 geninin asiri ekspresyonu ile disa atim pompasi
fonksiyonu arasindaki iliski:

e 0.5 ml etidyum bromiir (2 pg/ml) ve 0.5 mil M.
tuberculosis (OD 0.5) bir FACS tupunde kanstinidi.

(FACScalibur fluorescence activated cell sorter,
Becton Dickinson);

software: Cell Quest version 7.5.3.

e Her sus icin:
— 1 kontrol (etidyum bromiirsiiz)
- 3 ornek



Fluorescent Unit

Hemen dlciilen degerler
(PBS, OpM Pi ve 50mM Pi)

140

120 -

100 -
80 -

40 -




Disa Atim Pompasi Analizlerinin Sonuclari:

Asin regX3 ekspresyonu olan suslardaki hiicre-ici
floresan sinyali her sartta daha diusiik saptandi.

regX3 geninin disa atim pompasi fonksiyonu uzerinde
etkisi olabilir ve bazi ilaclara karsi direncte rol
oynayabilir.

regX3 geni olasi bir ilac hedefi olabilir.



senX3-regX3 operonunda yeni bir
‘open reading frame’ (orf) arastiriimasi

Yontem:

5’ and 3’ rapid amplification of cDNA ends (RACE):
Ayni kalibin her iki ucundan cDNA’nin hizh bir
sekilde cogaltilmasini saglayan bir yontem.



RACE Poly A RNA

First- & second-strand
cOMA synthesis

iSections VII & VI

ds cDMNA

Adaptor ligation Uay |
(Section 1X)

> Library of adaptor-
ligated ds cDMNA

v

Control PCR experiment
(Section X)

K-RACE 3 -RACE
[(Sectiom XI) (Section X}

Day 2

5 -RACE fragment 3'-RACE fragment

Clone & sequence

RACE fragments to obtain
5 & 3 sequence

(Section X1}

Cloned RACE fragments

End-ta-end PCR Conventional cloning
{Section X1} (Section XIV)

Full-length ds cDNA



RACE

Region of averlap

Region to be amplified ™

by &'-RACE | Region to be amplified
_* " by 3'-RACE
- i
NGSP1 GSP1. 6S =
1 GSP1 3 GSP AP
R 4 —— m—
¥ 1?' I adaptor-ligated ds cDMA template ::E?‘“__ILI—E
30
— — —
AFulﬁ:, 5 GSP GSP2  NGSP2

5 - I—_ﬂ_l Marathon cONA Adaptor

K = NH, blocking group

[f'-ll"-lﬁg.n —] cDMA Synthesis Primer
NNT (plus second strand)

—> Adaptor Primers (AP1 and AP2).
AP2 is aptional for analysis of RACE
products or nested RACE PCR.

mmmp Gene-specific primars (G5Ps). Supplied by the

user. Mested G5Ps (NGSPs| are optional and can
be used for characterization of RACE products
and for nested RACE PCR (if nacessary),

Flanking 5" and 3' GSPs are optional for the
genaration of the full-length cONA by end-10-and
PCR, and are hased on sequence

data obtained from 5’ and 3' RACE products.
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senX3
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orf icin primer dizayni

orf: 465 bp
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regX3 icin primer dizayni

regX3: 693 bp

249 457

regX3-F regX3-R



59

senX3 icin primer dizayni

senX3: 1233 bp

515

1
n
—

senX3-F

1081

senX3-R

3,



RACE

senX3: 1233 bp regX3: 693 bp

Adaptor -—f» <—-f Aqlaptor
Primer orf-F orf-R Primer

orf: 465 bp







. - -
) - '- .- -

orf-5 orf-3 orf-1C orf-NC reg-5 reg-3 reg-IC reg-NC sen-5 sen-3 sen-IC sen-NC




Direncli tuberkiuiloz basilinin evriminin bir sonu
olabilir mi?

 Cevap simdilik HAYIR!

- Hatta, evrim devam ederse:
Antibiyotik Sonrasi Doneme giris riski!
(Post-antibiotic Era)

- 30 Nisan 2014 DSO Raporu:
21. yuzyil icinde Antibiyotik Sonrasi Doneme
girilebilir!!

http://www.nature.com/news/who-warns-against-post-antibiotic-era-
1.15135
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