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OZET

Ertiirk, Z. Mesane tiimoriinii tedavi edici etkiden sorumlu mikobakteri
hiicre duvar1 bilesenlerinin HPLC ile ayristirilmasi. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara
2011. BCG, Mycobacterium bovis’in tiiberkiiloz asis1 olarak kullanilan bir susu
olup, bunun disinda ylizeyel mesane tlimérlerinin tedavisinde de oldukca etkilidir.
Ancak tedavide patojen olan BCG canli bir sekilde mesane i¢ine verildiginden, bu
uygulama bir¢ok yan etkileri beraberinde getirmektedir. Arastirmalar patojen
olmayan baska mikobakteri suslarinin g¢esitli hiicre ekstreleri {izerine
yogunlasmistir. Bu c¢alismada BCG’nin yerini alabilecek insan igin zararsiz
mikobakteri tiirleri ve bu etkiden sorumlu hiicre duvar ekstrelerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu ¢alisma SBAG-SANTEZ-5-105S361 no.lu projenin bir parcgasi
olup, daha 6nceki agsamada TNF-alfa ve IL-12 yanitlar1 M. phlei ile karsilagtirilan
95 mikobakteri susu icerisinden 12 tanesi aday olarak secildi. Bunlar icerisinden
on deneylerde sitotoksik aktivite tespit edilemeyen veya c¢ok zayif aktivite
gosteren 6 tanesi elendi. Kalan 6 susun ICso degerleri MTT ile tespit edildi. ICso
degerleri sitokin yanitlari ile birlikte degerlendirilerek M. bovis ve M. phlei ile en
¢ok benzesen M. brumae ile galisilmasina karar verildi. M. brumae hiicrelerinin
sonikasyonu ile elde edilen supernatan C18 ve SCX kolonlar kullanilarak ileri
diizeyde ayristirildi. Orneklerin protein ve seker derisimleri belirlendi ve MALDI-
TOF/MS profilleri ¢ikarildi.

Anahtar kelimeler: Yiizeyel mesane kanseri, Mycobacterium brumae, yiiksek

performansli sivi kromatografi.

Bu tez ¢alismasi, SBAG-SANTEZ-5-105S361 no.lu projenin bir parcast olup
TUBITAK aracilig1 ile Sanayi Bakanlhig tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Erturk, Z. Separation of mycobacterial cell wall extracts with HPLC
responsible for therapy of bladder cancer. Hacettepe University, Institute of
Health Sciences, Master Thesis in Biochemistry, Ankara 2011. BCG is a strain
of M. bovis used as tuberculosis vaccine and in addition effective in therapy of
superficial bladder cancer. But during therapy pathogen BCG is given into the
bladder in lively form and this application leads to a lot of side effects. Researchs
have focused on the use of various cell extracts of other non-pathogenic
mycobacterial strains. This study aims to investigate mycobacterial strains, which
are non-pathogen for human and will be used instead of BCG and their cell wall
extracts responsible for this effect. This study is a part of SBAG-SANTEZ-5-
105S361 project and in the previous stage 12 from 95 mycobacterial strains whose
TNF-alfa and IL-12 responses were compared with M. phlei’s was selected as
candidate. 6 of them which did not show sufficient cytotoxic activity in
preliminary experiments was eliminated. The ICso values of remaining 6 strains
were determined by MTT. By evaluating ICso values with cytokine responses
together it was decided to study with M. brumae which is very similar to M. bovis
and M. phlei. Supernatant obtained by sonication of M. brumae cells was
separated by using C18 and SCX columns. Protein and sugar concentration of

each fractions were determined and they were analysed by MALDI-TOF/MS.

Key Words: Superficial bladder cancer, Mycobacterium brumae, high

performance liquid chromatography.

This thesis is a part of SBAG-SANTEZ-5-105S361 project and supported by
Ministry of Industry through TUBITAK.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar, hastalik yapici etkilerinin yani sira antibiyotik tiretmeleri,
camagir tozu iretiminde enzim saglamalari, mikrobiyal insektisit olarak
kullanilmalar1 ve cesitli gidalarin (peynir, yogurt, sarap, sirke vb) iiretiminde rol
almalar1 nedeniyle insan yasami i¢in Onemlidir (1). Mikroorganizmalar, biitiin bu
biyoteknolojik kullanimlarmin yani sira tip alaninda antimikrobiyal ve antitiimoral
olarak da kullanilmaktadir.

Tiimorle es zamanli bakteriyel enfeksiyona sahip hastalarda tiimdrdeki
kendiliginden gerileme ve iyilesme ile ilgili incelemeler yaklagik 300 yil oncesine
dayanmaktadir. 1813 yilinda Vautier, gaz kangreni olan hastalarinda tiimoriin
geriledigini  gozlemlemistir. Gilinlimiizde gaz kangreninin Clostridium cinsi
bakterilerin enfeksiyonu sonucu olustugu bilinmektedir. 1868°de Busch ve 1882°de
Fehleisen, tiimdrli hastalarma Streptococcus pyogenes’in neden oldugu yilancik
hastalig1 asilama c¢alismalar1 yapmistir. William Coley’in 1890°da gelistirdigi 1s1yla
oldiirtilmis Streptococcus pyogenes ve Serratia marcescens bakterilerinin karigimi
olan Coley zehiri, 1963’ten beri sarkomali hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Clostridium tiirleri ile yapilan benzer caligmalarin beklenen sonucu vermemesi bu
alanda duragan bir doneme girilmesine neden olsa da, 1976 yilinda Morales,
Eidinger ve Bruce’un ylizeyel mesane tiimorlerinde bir mikobakteri susu olan BCG
ile elde ettigi basarili sonuglar, bu alanda bir doniim noktas1 niteligi tasimaktadir (2).

Son yillarda bakteriyoloji ve molekiiler biyolojideki gelismeler, kanser
tedavisinde bakteriyel uygulama alanlarin1 genisletmistir. Patojenik bakterilerin
onkolitik ajan olarak kullanimi, bakteriyel toksinlerin ve genetik olarak modifiye
edilmis bakterilerin tiimoriin secici tahribi i¢in kullanimu, Vibrio cholerae ve Yersinia
enterocolitica’nin kanser gen tedavisi i¢in vektor olarak kullanimi ve bazi mikrobiyal
kokenli enzimlerin kanser kemoterapisinde ilag olarak kullanimi bu uygulamalara
ornek tegkil etmektedir (3).

Giliniimiizde hala ylizeyel mesane tiimorlerinin tedavisinin bir pargasi olan
BCG, immiinoterapdtik bir kanser tedavi yontemi olup, canli BCG’nin mesane igine
damlatilmas1 seklinde uygulanmaktadir. Bu olayin tam mekanizmasi bilinmemesine

ragmen, BCG’nin timor hiicrelerinin imhasini gergeklestiren giiclii bir yerel immiin



yanit sagladigi diisiiniilmektedir. Ancak bu uygulamada giivenlikle ilgili bazi
endiseler s6z konusu olmaktadir. Ciinkii patojen olan BCG canli olarak verilmekte
olup, uygulanmasi bir¢ok yerel ve sistemik yan etkileri beraberinde getirmektedir.
Yeni arastirmalar, cesitli klinik cevaplarin olusumunu saglayan ancak canli bir
mikobakteri nedeniyle olusabilecek istenmeyen yan etkileri olmayan mikobakteri
hiicre ¢eper preparatlarinin olast kullanimi tizerine odaklanmistir (4). M. phlei ile
yapilan bazi calismalarda hem M. phlei hiicre duvar1 ekstresinin hem de M. phlei
hiicre duvari-DNA kompleksinin mesane kanserinde antikanser aktivitesinin oldugu
bulunmustur (5, 6). Yapilan caligmalar mikobakteri hiicre duvari ekstresinin tek
basina tedavi i¢in yeterli olabilecegini gostermektedir.

Bu calisma mesane tiimorii tedavisinde BCG’nin yerini alabilecek, insan i¢in
daha zararsiz ve lretilmesi kolay mikobakteri tiirleri ve bu etkiden sorumlu hiicre
duvar bilesenlerinin arastirilmasi konulu SBAG-SANTEZ-5-105S361 no.lu projenin
bir pargasidir. Projenin bir dnceki boliimiinde sitokin aktivasyonlart M. bovis ile
karsilastirilan 95 mikobakteri susu arasindan insan makrofajlarinda TNF-alfa ve IL12
uyarici aktiviteleri M. bovis susuna denk veya daha iyi olan suslar incelenmis ve
patojenlik ve lireme hizlar1 da goz Oniine alinarak 12 aday sus secilmistir. Bu
calismada ise Once bu suslarin mesane timor hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkilerinin MTT testi ile incelenmesi ve hem ELISA hem de MTT sonuglarinin ortak
degerlendirilmesi sonucu segilecek sus hiicreleri genis capta iiretilerek hiicre duvari
ekstrelerinin HPLC ile ileri diizeyde ayristirilmasi ve antitiimoral/immiinstimiilan

etkiden sorumlu bilesenlerin arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Kanseri ve Mikobakterilerle Iliskisi

Mesane kanserinin nedenleri tam olarak bilinmemekle birlikte aromatik
kimyasallar, anilin boyalari, benzidin bilesiklerine maruziyet, o-naftalen ve [-
naftalenin idrara salimimina neden oldugu igin sigara i¢imi, kahve i¢imi, suni
tatlandirict kullanimi, bakteri, parazit, mantar ve viriis enfeksiyonlari, mesane tasi ve
genotoksik kemoterapi ajanlarinin mesane kanseri gelisimi ve ilerlemesiyle iliskili
oldugu disiiniilmektedir. Ayrica mesane tiimoriiyle ilgili bazi onkogenler ve timor
baskilayict genler de tanimlanmustir (7, 8).

Mesane kanseri diinyada, erkekler arasinda 4. ve kadinlar arasinda 10. en
yaygin kanser tiirtidiir (9). Tirkiye’de ise 55 yas flstii erkeklerde yayginlik
bakimindan 2. sirada yer almaktadir (10). Bu hastaliktan 6liim hizinin ¢ok yiiksek
olmamasi1 ise, kronik bir hastalik oldugunun gostergesidir ve yeni ilaclarin
gelistirilmesine duyulan ihtiyaci vurgular.

Hastalarin %75’inde hastalik erken yiizeyel evrede, idrarda mikroskobik kan
goriilmesi ile teshis edilmektedir. % 65 rekiirens ve % 30 ilerleme orani nedeniyle bu
hastalar hayat boyu denetim altinda olmak zorundadir (7).

Tiimoriin derece ve evresine bagli olarak farkli tedavi alternatifleri
bulunmaktadir.

Intravezikal tedaviler kemoterapi ve immiinoterapi olmak iizere kabaca 2
siifa ayrilmaktadir. Kemoterapide Mitomisin C, Doksorubisin, Epirubisin, Tiotepa
ve Gemsitabin gibi kimyasallarin; immiinoterapide ise interferon, KLH (Keyhole-
Limpet Hemosiyanin) ve BCG gibi immiinolojik ajanlarin mesane i¢ine damlatilmasi
s0z konusudur (8).

Uluslararas1t Mesane Kanseri grubu, diisiik riske sahip hastalarda tiimoriin
cerrahi olarak c¢ikarilmasindan sonra intravezikal kemoterapi 6nermektedirler. Diger
yandan, orta ve yiiksek riskli hastaliklarda ve tekrarlamalarda tercih edilen tedavi
BCG tedavisidir (11). BCG etkili bir terapdtik olmasina ragmen, patojen olmasi ve

sistemik BCG reaksiyonlar1 ve allerjik reaksiyonlar gibi Oliimciil yan etkileri



nedeniyle kullanimi sinirhdir (11, 12). Ayrica eger hasta BCG tedavisine cevap
vermisse, uzun siireli kullanimi komplikasyon riskini arttirir.

Mesane tiimoriiniin immiinolojik tedavisi i¢in daha az toksik ve daha kuvvetli
ajanlar bulmak {izere yogun caligmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalar daha ¢ok M.
phlei tizerinde yogunlagsmistir. 61 denek kullanilan bir ¢alismada M. phlei hiicre
duvar ekstresinin antitiimoral etki gosterdigi ve toksisite profilinin BCG’den daha iyi
oldugu gosterilmistir (5). M. phlei ve M. smegmatis ile yapilan ¢alismalar proteince
zengin hiicre duvarit proteinlerinin TNF-a ve IL-12 salgilanmasina yol actigini

gostermistir (8, 13).

2.2. Immiinoloji ile ilgili Bilgiler

Enfeksiyonlara karsi immiin yanit, viicuttan patojenlerin temizlenmesinde bir
sinerji igerisinde ¢alisan dogal ve kazanilmis immiin sistemlerin bir tirtiniidiir. Hizh
bir sekilde iiretilip indiiklenebilen mediyatorlere sahip olan dogal immiin yanit, ilk
etapta enfeksiyon ajanlarinin ¢ogalmasi ve yayilmasmin engellenmesinde biiyiik
Ooneme sahiptir. Kazanilmig immiin yanitin olusumu oldukca ge¢ olmasina ragmen,
patojenlerin yok edilmesinde ¢ok biiyiik etkiye sahip 0Ozellesmis efektor
mekanizmalarini icermektedir (14). Dogal bagisiklik, makrofajlar, dogal oldiiriicii
hiicreler (natural killer cell, NK), noétrofiller, eozinofiller, y& T hiicreleri, dogal
oldiirticii T hiicreleri (natural killer T cell, NKT), dendritik hiicreler ve IFN iireten
hiicrelerden; kazanilmis bagisiklik ise dendritik hiicreler ve diger antijen sunucu
hiicreler (antigen presenting cell, APC), B hiicreleri, CD4* T hiicreleri ve CD8* T
hiicrelerinden olugmaktadir.

Dogal ve kazanilmis bagisiklik arasinda temel bir baglant1 bulunmaktadir. Bu
baglanti, bagisiklik sistemi hiicreleri ve sitokinler arasindaki kompleks etkilesimler
ile diizenlenmektedir. Bu sitokinler, patojenlere ve tehlike sinyallerine cevap olarak
makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi dogal immiin sistem hiicreleri tarafindan hizl
bir sekilde tiretilmekte ve dogrudan veya dolayli olarak dendritik hiicre onciilleri , B
ve T hiicreleri gibi belirli hiicreleri etkileyerek immiin yanit olusumunu
saglamaktadir (15). Bu baglamda, dendritik hiicrelerin antijen sunumu fonksiyonu ve

kazanilmis immiin yanit1 baglatmak i¢in lenf nodlarina gd¢iinii diizenlemekte ve T ve



B hiicrelerinin efektor fonksiyonlari, gé¢ etme oOzellikleri ve hafiza hiicrelerine
farklilagmalarinda rol oynamaktadirlar (16).

Sitokinler, bir grup ¢oziinebilir glikoproteinler ve diisiik molekiil agirlikli (5-
140 kD) peptitlerdir. 80’ den fazla sitokin tanimlanmis olup, bu molekiiller, hiicreler
arasindaki etkilesimi saglayarak hiicre ve doku fonksiyonlarinin diizenlenmesi,
embriyonik gelisimin koordine edilmesi, hiicre biiylimesi ve olgunlagsmasi, yaralarin
tyilesmesi, akut faz reaksiyonlar1 ve septik soku igeren immiin yanit olusumu ve yeni
kan damar1 olusumu gibi ¢esitli biyolojik stireglerde yer almaktadir (17).

Ustlendikleri fonksiyonlar gdz &niine alinarak farkli sitokin aileleri

tanimlanmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Sitokin aileleri (18)

Sitokin ailesi Ornekler Aktiviteler
Interlokinler IL-1a, IL-1b, [L1ra, IL-2, | Dogal ve kazanilmis
IL-26 bagisikligin
diizenlenmesi
Kemokinler Monosit kemotaktik faktor | Lokosit kemotaksisi ve
aktivasyonu
Tiimoér nekroz TNF-a, TNF-B Tiimor sitotoksisitesi
faktorleri
Interferonlar IFN-a, IFN-B Antiviral
IFN-y [mmiin diizenleyici
Koloni stimiile G-CSF, M-CSF, IL-3, 5, 6 | Miyelopoiesis
edici faktorler ve 7
Norotrofin ve Sinirsel biiylime faktorii Sinirsel biiylime ve
noropoietinler farklilagma
Biiyiime faktorleri | Fibroblast biiylime faktorii | Hiicre biiylimesinin
Endotel hiicre biiylime diizenlenmesi
faktori

Interferonlar, 20. yy’in ortalarinda ilk kesfedilen sitokin ailesi olup Tip-I ve
Tip-II olmak iizere iki alt aileye ayrilmaktadir. Tip-I interferonlar (IFN-o, IFN-B,
IFN-t, IFN-®) antiviral sitokinler olup NK hiicrelerinin aktivasyonu ve
proliferasyonunu saglamakta, Tip-II interferonlar (IFN-y) ise immiinregiilator
sitokinler olup makrofajlar1 aktive etmenin yani1 sira MHC siif-II ekspresyonunu

tetiklemekte ve antijen sunumunu etkilemektedir.



Interlokinler, interferonlarm yani sira ilk tanimlanan sitokinler arasinda olup
ilk olarak IL-1 ve IL-2 tanimlanmis ve “lokositler arasindaki medyatorler” anlaminda
interlokin ismi verilmistir. IL-1, sitokinlerin tek bir fonksiyonlarinin olmadigini,
aksine ¢ok sayida fonksiyona sahip (pleiotrop) olduklarini gosteren Onemli bir
ornektir. Degisik isimler altinda farkli islevleri iistlenmistir. Ornegin, endojen pirojen
(EP), lenfosit aktive edici faktor (LAF) ve 1okosit endojen medyatér (LEM).
Giiniimiizde 23 adet interlokin tanimlanmis durumdadir. Ornegin, IL-18 monosit
kokenli bir sitokin olup, IL-12 ile birlikte IFN-y iiretimini tetiklemekte (19), IL-6
hematopoiesis ve inflamasyonda gorev almakta ve IL-10 ise IL-1 ve IL-6 gibi bazi
proinflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltmaktadir (17).

Timor nekréz faktorleri ailesinin prototipi TNF-a olup, bunun disinda TNF-
B, CD3oL, CD4oL, CDosL, FasL, TRAIL, NGF gibi bir dizi medyator de bu aileye
dahil edilmistir. Bu sitokinlerin gérevi lenf nodlariin gelisimini tetikleyerek immiin
regiilasyonun saglanmasi, antitiimor etkisinin ve apopitozun indiiklenmesidir.

Koloni stimiile edici faktorler, hematopoiesis oncii hiicrelerinin farklilasmasi
ve ¢ogalmasini diizenleyen faktorler olarak bilinmekte olup bunlara graniilosit-
makrofaj koloni stimiile edici faktdr (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor, GM-CSF), graniilosit koloni stimiile edici faktoér (granulocyte colony-
stimulating factor, G-CSF) ve makrofaj koloni stimiile edici faktor (macrophage
colony-stimulating factor, M-CSF) dahildir. Hiicre farklilasmasinin saglanmasi
disinda ek gorevleri de vardir. Ornegin, GM-CSF nétrofillerin antimikrobiyal
aktivitelerini ve monositlerin sitokin iiretimlerini de tetiklemektedir.

Biiytime faktorleri, hematopoetik olmayan hiicrelerin biiylimesini etkileyen
sitokin ailesidir (19). Epidermal biiylime faktorii (Epidermal growth factor, EGF)
epidermal ve mezenkimal hiicrelerin farklilagsmasinda, platelet kokenli biiyiime
faktori (platelet-derived growth factor, PDGF) doku tamirlerinde, fibroblast biiylime
faktorii (fibroblast growth factor, FGF) ise ¢ok sayida hiicre ¢esitinin proliferasyonu
yani sira anjiogenezde rol oynamaktadir (17).

Kemokinler, yani kemotaktik sitokinler, diger sitokinlerden daha kiigiik
boyutlarda (8-10 kD) spesifik kimyasal ve fonksiyonel 6zelikleri olan bir gruptur.
Graniilositler ve monositler i¢in kemotaktik etkisi olan sitokinlerdir. Diger

sitokinlerden farkli olarak hiicre membranindaki G-protein bagli reseptorlere etki



etmektedirler. 50°den fazla kemokin bulunmakta olup bunlar baslangictaki sistein
kalintilar1 arasinda baska aminoasit olup olmadigi ve kag tane olduguna gore C, CC,

CXC ve CX3C olmak iizere 4 alt aileye ayrilmislardir (20).

2.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mikobakteriler, kolay boyanamayan, fakat boyandiktan sonra asit ve alkolle
renkleri giderilemedigi i¢in “aside direncgli” seklinde de nitelendirilen ¢omak sekilli
bakterilerdir. Bu grupta, patojen olmayan saprofit tiirlerin yani sira, enfeksiyoz
granuloma tipinde lezyonlar yapan ve ciddi hastaliklara neden olan Mycobacterium
tuberculosis (tiberkiiloz etkeni) ve Mycobacterium leprae (leprozi etkeni) gibi
patojen tiirler de yer almaktadir.

Mikobakteriler, gram pozitif ya da gram negatif olarak siniflandirilamazlar.
Bazik boyalarla bir kez boyandiktan sonra, iyod eriyigi ile isleme bagli olmaksizin,
alkol ile renkleri giderilememektedir. icerisinde % 3 oraninda kloriir asidi bulunan
etil alkol biitliin bakterilerin boyasini ¢abucak giderdigi halde, mikobakterilere bu
etkiyi gosterememektedir. Aside direnclilik hiicre yapisinin tiimiine bagli bir
ozelliktir. Aside-direncli bakterilerin taninmasi i¢in Ziehl-Neelsen boyama ydntemi
kullanilmaktadir.

Mikobakteriler, zorunlu aeroblardir. Enerjilerini birgok basit karbon
bilesiklerini oksitleyerek elde ederler. Fazla CO:2 bulunusu iiremelerini arttirir.
Uremeleri bakterilerin ¢ogundan daha yavastir. Saprofit sekiller daha hizli iirerler,
daha ¢ok pigment yaparlar ve aside patojenlerden daha az direnglidirler (21).

Mikobakteriler literatiirde cesitli sekillerde simiflandirilmakta ve farkhi
genotipik ve fenotipik 6zellikler dikkate alinarak tanimlanmaktadir. 16S rRNA geni,
65 kDa 1s1 0k protein geni, superoksit dismutaz geni gibi genotipik 6zelliklerin yan
sira hiicre c¢eperindeki mikolik asit igerigi, boyanma o6zellikleri, ireme hizlar1 ve
patojenlik gibi etkenler hem siniflandirma hem de karakterizasyon i¢in Onemli
olmustur (22).

Genel anlamda mikobakteriler igerisinde iki grup tanimlanmistir. Bunlar
Mycobacterium tuberculosis kompleksi ve nontiiberkiilloz mikobakterilerdir.

Mycobacterium tuberculosis kompleksi, farkli konaklarda tiiberkiiloz etkeni olan



mikobakterileri icermekte olup, klasik tlyeleri M.tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG, M. africanum ve U¢ yaygin olmayan iiye M. microti, M. canettii ve M.
pinnipedii’dir. Bu bakteriler genis bir konak yelpazesine sahip olup yalnizca sigir ve
insanda degil diger evcil ve yabani hayvanlarda da tiiberkiiloza neden olmaktadir
(23). Mycobacterium tuberculosis kompleksi liyeleri birbirlerinden konak, fenotip ve
patojenlik yoniinden ayrilmaktadir. Baz1 tiirler (M. tuberculosis, M. canettii, M.
africanum) yalnizca insanda veya rodentlerde (M. microti) patojen iken digerlerinin
(6rnegin M. bovis) konak spektrumu oldukg¢a genistir. Bu nedenle M. bovis BCG gibi
as1 olarak da kullanilabilirler (24).

Tipik tiiberkiiloz ve lepra basilleri disinda kalanlar ise nontiiberkiiloz,
anonim, atipik veya oportiinist olarak adlandirilmaktadir. Nontiiberkiiloz
mikobakteriler ilk defa 1931°de Pinners tarafindan izole edilmistir. Pinners, bu
mikobakterilerin tliberkiiloz agisindan patojen olmadigini ve antitiiberkiiloz ilaglara
kars1 zayif yanitinin oldugunu bulmustur. Bugiin bu bakterilerden bir kisminin
pulmoner hastaliklar, lenf nodu iltihaplari, deri lezyonlar1 ve disemine (viicuda
yayilici) hastaliklara neden oldugu bilinmektedir (25). Bu mikobakteriler patojenlik

ve lireme hizlar1 agisindan siniflandirilabilirler (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Mikobakterilerin siniflandirilmasi (26).

Yavas iireyen Hizh iireyen

Patojenik M. bovis, M. bovis BCG, M. | M. abscessus, M. chelonae,
tuberculosis, M. leprae, M. | M. fortuitum, M. mageritense,
kansasii, M. avium, M. M. mucogenicum,

celatum, M. ulcerans... M. porcinum,

M. novacastrense...

Nonpatojenik | M. cookii, M. gastri M. agri, M. aichiense,
M. gordonae, M. aurum, M. brumae,
M. hiberniae, M. chitae, M. chubuense
M. nonchromogenicum, M. diernhoferi, M. phlei,

M. terrae, M. triviale M. tokaiense, M. vaccae




2.4. Mikobakteri Hiicre Duvarinin Yapisi

Mikobakteri hiicre duvarlar lipitler agisindan olduk¢a zengindir. Normalde
lipofilik ve amfifilik ajanlarin lipit bolgeleri sayesinde hiicre duvarindan geg¢mesi
beklenirken, mikobakteriler bu ajanlara dahi yiliksek diizeyde direng gostermektedir.
Bu baglamda mikobakteri hiicre duvarindaki lipit bolgelerinin gegirgenlikte etkili bir
bariyer olarak nasil islev gordiigiiniin anlasilmas1 6nem kazanmaktadir (27).

Mikobakteri hiicre duvari ile ilgili olduk¢a fazla arastirma yapilmaktadir.
Ciinkii hiicre duvar yeni antibiyotikler i¢in miikemmel hedefler olan essiz kimyasal
ozellikler igermektedir. Mikobakterilerin diger bakterilere oranla daha kiiclik
boyutlarda olusu, hidrofobisiteleri, asite direngli boyanma 06zellikleri ve c¢ogu
antibiyotige direng gostermelerinin  hiicre duvar yapisiyla ilgili  oldugu
disiiniilmektedir (28). Cok kompleks olan mikobakteri hiicre duvari, bakterinin
biiyiimesi, konak igerisinde hayatini devam ettirmesi ve immiinolojik yanitlarin
olusumu acgisindan o6nemli roller oynamaktadir. Arastirmalar mikobakteri hiicre
cevresinin ii¢ kisimdan olustugunu gostermistir: Plazma zari, hiicre duvari ve
kovalent olmayan baglarla bagli glikanlar, lipitler ve proteinler (29). Mikobakteri
hiicre duvarmin major bilesenleri ise iki lipitli bir polisakkarit olan
mikolilarabinogalaktan kompleksi (mAG) ve lipoarabinomannan (LAM)dir (30).
Mikolilarabinogalaktan, mikolik asitlerin arabinogalaktan ile baglanmasi sonucu
olusmakta olup bu yapiya peptidoglikanin fosfodiester bagi ile baglanmasiyla
mikolilarabinogalaktan peptidoglikan (mAGP) yapis1 olugsmaktadir. Bu yap1 ise
hiicre = duvarinin  temel iskeleti  niteligindedir (28). Bunlar  disinda
mikolilarabinogalaktan ve lipoarabinomannan yapilari arasina girmis lipomannan
(LM), fosfatidil-miyo-inositol mannosit (PIM), fenolik glikolipitler (PGL) ve
glikopeptidolipitler (GPL) gibi bir dizi glikolipit de yer almaktadir (30).
Lipoarabinomannan, lipomannan ve fosfatidil-myo-inositol mannosit bilesenleri
bliyiik oranda hiicre zari icerisine dogru baglanmakla birlikte, hiicre yiizeyinin en
disinda da bulunmakta ve immiin sistemle iligskiyi saglamaktadir (29). Sekil 2.1°de

mikobakteri hiicre duvarinin tipik yapis1 goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Mikobakteri hiicre duvari yapisi (31)

2.4.1. Mikolilarabinogalaktan peptidoglikan (mAGP)

Hiicre duvari matriksinin temel yapisi, peptidoglikanin arabinogalaktana
baglanmasi1 ve mikolik asitlerle esterlesmesi sonucu olusan mikolilarabinogalaktan
peptidoglikandan olugmaktadir.

Peptidoglikan (PG) yapisi, farklilik gdsterebilen N-asetilglikozamin
(GIcNAc) ve modifiye muramik asit (Mur) iiniteleri icermektedir. PG’1n tetrapeptit
yan zinciri L-Alanin, D-Glutamin, mezo diaminopimelik asit ve D-Alanin’den
olusmaktadir. PG bakterilerde ortak bulunan bir yapidir. Buna karsin mikobakteriyel
PG iki bakimdan farklilik gdstermektedir: Muramik asitlerin bir kism1 veya tamami
glikolik asit ile acillenerek N-glikozil muramik asit yapisinda bulunmaktadir. Diger

bir fark ise tetrapeptit yan zincirinde mezo diaminopimelik asit bulunmasidir.
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Arabinogalaktan (AG), rediikte bir uca sahip arabinoz molekiilii iceren
serolojik olarak aktif dallanmig bir zincir olup, hiicre duvarinin en Onemli
polisakkaritlerinden biri olarak kabul edilmektedir (32). Arabinogalaktan polimeri,
dogada nadir rastlanan D-arabinofuranoz ve D-galaktofuranoz molekiillerinden
olusmaktadir. Arabinanin rediikte olmayan ucu dallanmis bir pentaarabinofuranoz
yapisal motifi icermektedir. Galaktan ise 5. ve 6. karbondan baglh B-D-
galaktofuranoz iinitelerinden olugsmakta olup, arabinan zincirleri galaktan yapisina 5
nolu karbondan baglanmaktadir. Lineer galaktan ise PG’larin muramik asitlerinden
bazilarinin 6. karbonuna diglikozil fosforil kopriisii ile baglanmaktadir (28).

Mikolik asitler, yiiksek molekiil agirlikli o-alkil dallanma gosteren -
hidroksi yag asitleri (C70-C90) olup, mikobakteri hiicre duvarmin en onemli
bilesenlerindendir. Hiicre kuru agirliginin %40 ila 90’ 1n1 olusturmaktadir.

Mikolik asitlerin yapist 1960’larda kiitle spektrometresi (MS), niikleer
manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ve infrared (IR) spektroskopisi yontemleri
kullanilarak genis oranda ¢oziilmiistiir. Mikolik asitler, merkezi bir karbon zinciri
tizerinde bir veya iki adet ¢ift bag veya siklopropan halkalari, B-hidroksil grubu,
bunun yani sira baska oksijenli fonksiyonel gruplar ve metil dallanmalar
icermektedir (33). Bilinen iki mikolik asit ailesi mevcuttur. Bunlar oksijenli mikolik
asitler ve oksijenli bir fonksiyonel grup icermeyen mikolik asitlerdir. M. tuberculosis
gibi yavas iireyen patojenik mikobakterilerde mikolik asitler siklopropan halkalarinin
eklenmesi ile degisime ugrarken, M. smegmatis gibi hizli ireyen saprofit tiirlerde bu
gerceklesmemektedir (28). Mikolik asitlerin biiyiilk bir kismi hiicre duvarindaki
arabinogalaktan yapisi ile esterlesmis durumdadir, ancak kiiltiir ortamina bagl olarak
ayrica trehaloz dimikolat (TDM), trehaloz monomikolat (TMM), mikolat
fosfolipitler ve diger mikolik asit i¢eren lipitler olarak da bulunabilmektedir. TDM,
mikobakteri hiicre duvarmin dis tabakasinda yer almakta olup basta tiiberkiiloz
olmak iizere mikobakteriyel hastaliklarin patojenezinde ©nemli roller iistlendigi
bilinmektedir. TDM {izerine yapilan arastirmalar, molekiiliin damar i¢ine uygulama
sonucunda rat akcigerinde granuloma olusumu, ratlarda yiiksek toksisite, immiin
stimiilasyon, ratlarda tiimor ve bakteriyel enfeksiyonlara karst spesifik olmayan
diren¢ olusumu, konak-parazit etkilesimleri ve makrofajlarda fagozom-lizozom

birlesmesinin engellenmesi gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir
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(34). Bu tiir uzun zincirli yag asitlerinin bulunmasi, mikobakteri hiicre duvarinin

yiiksek hidrofobisitesi ve diisiik gegirgenliginden biiyiik oranda sorumludur (33).

2.4.2. Lipoarabinomannan (LAM) ve Lipomannan (LM)

Lipoarabinomannan ve lipomannanlar, mikobakteriyel hiicre duvarinin major
bilesenlerinden olan kompleks lipoglikanlardir. Bu glikokonjugatlar, farkli hiicrelerle
olan etkilesimleri sayesinde insan bagisiklik sisteminde 6nemli role sahip viriilens
faktorleri olarak kabul edilmektedirler. Bu molekiiller, antimikobakteriyel immiin
savunmay1 gliclendirmek veya immiin yanitlart inhibe ederek mikobakterinin konak
hiicrede hayatta kalmasina yardimci olmak gibi genis bir biyolojik aktivite
yelpazesine sahiptirler. Proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin {iretiminin
diizenlenmesi, makrofajlarin mikrobiyel aktivitelerinin inhibisyonu ve T lenfosit

proliferasyonunun baskilanmasi bu aktiviteler arasindadir (35).
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Sekil 2.2. LAM’1n genel yapis1 (36)

Hem LAM hem de onun arabinoz igermeyen ve Oncii molekiilii olarak kabul
edilen LM, mikobakteriyel glikolipitler olan ve 1940’lardan beri bilinen fosfatidil
inositol mannosit igeren molekiillerdir (37). LAM, karbonhidrat omurgasi, glikozil
fosfatidilinositol bolgesi ve arabinana bagli baslik motifi olmak iizere 3 kisimdan
meydana gelmektedir (Sekil 2.2). iki homopolisakkarit olan D-mannan ve D-
arabinan karbonhidrat omurgasini olusturmaktadir. Mannanin rediikte ucuna GPI

(glikozil fosfatidil inositol) baglidir. Arabinan kismi ise ya mannosil ya da
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fosfoinositol iceren bir baglik motifi tagimaktadir (36). Arabinana bagli motife gore
LAM’lar 3 smifa ayrilmaktadir. ManLAM, mannosil tasimakta olup, M.
tuberculosis, M. leprae, M. bovis BCG ve M. avium igin karakterizedir. PILAM,
fosfoinositol tasimakta olup, M. smegmatis gibi patojen olmayan tiirlerden izole
edilmistir. Son grup olan CheLAM ise hem mannoz hem de fosfoinositolden yoksun

olup M. chelonae’den izole edilmistir (35) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Farkli mikobakteri tiirlerine ait LAM ve LM yapilar1 (35)

LAM yapisindaki farkliliklar, ¢esitli fonksiyonel o6zelliklerin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. ManLAM’lar, insan makrofajlarinda TNF-a ve IL-12
salinimini inhibe etmekte olup, M. tuberculosis, M. bovis BCG ve M. avium’un
makrofajlar icerisinde hayatta kalma ve cogalma kapasitesi, onlarin ManLAM’larinin
anti-inflamatuar etkisi sayesindedir. Buna karsin PILAM’lar, TNF-a ve IL-12
iiretimini stimiile etmekte olup, M. smegmatis’in aktif makrofajlar igerisinde hayatta

kalamama 06zelligi PILAM’lara karsi olusturulan proinflamatuar yanitlarin bir

sonucudur (38, 39).
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2.4.3. Fosfatidilinositol Mannosit (PIM)

PI (fosfatidilinositol) ve PIM (fosfatidilinositol mannosit), hem mikobakteri
hiicre zar1 hem de hiicre ¢eperinin en Onemli fosfolipitleridir. PI ve PIM’in
mikobakteri hiicre duvar1 fosfolipitlerinin yaklasitk % 56’sim1 ve hiicre zari
fosfolipitlerinin yaklasik % 37’sini olusturdugu 6ne siiriilmektedir. Bu bilesikler,
mikobakteri hiicre ¢evresinde énemli ligand ve immiinodeterminantlar olan LM ve
LAM molekiillerinin yapisina katilmaktadir. PI ve PIM ortak olarak gliseroliin 1.
pozisyonunda ester bagi ile bagh tiiberkiilostearik asit ve 2. pozisyonunda ester bagi
ile bagh palmitik asit icermektedir. PI, PIM, LM, ve LAM arsinda su sekilde bir
iliski oldugu diisiintilmektedir: PI— PIM— LM— LAM (40).

2.4.4. Sideroforlar

Organik  molekiiller  biyolojik  sistemlerde  Oncii  molekiillerden
sentezlenebildigi halde, hiicrelerin gelisimi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan metallerin
disaridan tedarik edilmesi gerekmektedir. Bu, demirin de i¢cinde bulundugu biitiin iz
elementleri i¢in gegerlidir. Yiiksek yapili organizmalar demiri daha diisiik yapil
organizmalardan saglamaktadir. Ancak bakteri, mantar ve bitkilerde demirin
biyolojik kullanimi, ferri demirinin diisiik ¢Oziiniirliigii ile simirhidir. Bu ylizden
mikroorganizmalarin  demir mineralini ¢Oziiniir hale getirme ve tutma
mekanizmalarina ihtiyaglari olmaktadir. Bu isi ise sideroforlar denilen peptit yapili
bir dizi molekiil tstlenmektedir. Sideroforlar, diisiik molekiil agirlikli demir
selatorleri olup, inorganik ferri demiri ile kompleks olusturarak taginmasini
saglamaktadir (41).

Mikobakterilerde mikobaktinler, ekzokelinler ve karboksimikobaktinler
olmak tizere 3 tip siderofor sentezlenmekte ve kullanilmaktadir. Mikobaktinler, ilk
kesfedilen mikobakteriyel sideroforlardir. ilk olarak M. phlei’den Mikobaktin P izole
edilmistir. Sonrasinda farkli mikobaktinler de izole edilerek yapilar1 tanimlanmistir
(42). Farkli mikobakteri tiirleri farkli uzunlukta alkil yan zincirlere sahip olan

homolog yapida mikobaktinler iiretmektedir. Bu nedenle farkli mikobaktinlerin
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analizi ile farkl tiirlerin tanimlanmasi s6z konusudur. Sekil 2.4’de bir mikobaktin

molekiiliinlin genel yapis1 goriilmektedir (43).
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Sekil 2.4. Mikobaktin molekiiliiniin genel yapisi (43)

1975’te ilk defa mikobaktinlerden farkli 6zellikler tasiyan ekzokelin MS
M. smegmatis’ten izole edilmistir. 1995°te ekzokelin MS ile birlikte M. neoarum’dan
izole edilen ekzokelin MN’nin yapilar1 tanimlanmistir. Ayni yil patojenik olan M.
avium ve M. tuberculosis’ten yap1 olarak mikobaktinlere benzeyen sideroforlar izole
edilerek karboksimikobaktinler diye isimlendirilmistir (42). Sekil 2.5’de ekzokelin

MS ve karboksimikobaktin molekiiliiniin genel yapist goriilmektedir.
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Sekil 2.5. Ekzokelin MS (A) ve karboksimikobaktin (B) molekiillerinin
yapist (42).
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2.5. BCG’nin Etki Mekanizmasi

BCG, Mpycobacterium bovis’in avirulent hale getirilmis susundan olusan
tiilberkiiloz asisidir. Yiizeyel mesane kanserinin tedavisinde kullaninmi TURMT
sonrast BCG’nin belirli dozlarda mesane i¢cine damlatilmas1 seklindedir.

Gerek laboratuar sartlarinda gerekse kemirici mesane kanseri modelleri ve
hasta materyalleri ile yapilan caligmalar, BCG’nin mesane liimenine verilmesi
sonucu ortaya c¢ikan antitiimor etkilerin mekanizmasini ortaya koymustur. Bazi
baslangi¢ verilerinde BCG’nin tiimor hiicreleri iizerine direkt antiproliferatif,
sitotoksik veya proapoptotik etkileri oldugu goriilmiistiir. Her ne kadar in vitro
sartlarda bu etki gosterilmis olsa da, kemirici timor modelleriyle yapilan ¢alismalar,
in vivo kosullarda konaktaki fonksiyonel bir immun sistemin BCG’nin antitimor
etkisinde gerekli oldugunu gostermistir. Dolayisiyla, BCG’nin sagladigi antitimor
etkilerin ¢oziinebilir ve hiicresel immiin mediatdrlerinin karsilikli etkilesimlerini
igeren bir dizi olay sonucu ortaya ¢iktig1 ve dogal ve adaptif immun sistemlerinin
karsilikli etkilesimlerinin BCG’nin antitiimor etkisinde rolii oldugu yaygin olarak

kabul edilmektedir (44).
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Sekil 2.6. BCG’nin etki mekanizmasi (44).
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Mesane icine BCG damlatilmasindan sonra mikobakteriler mesane epitel
hiicrelerine baglanmaktadir. Bu baglanma hiicre disi matriksin bir elemani olan
fibronektin tarafindan saglanmakta olup BCG endositoza ugramaktadir. BCG ve
epitel arasindaki kontakt antitiimor aktivitesinin ortaya ¢ikmasinda onemlidir (45).
BCG’nin epitel hiicreleri ile etkilesimi immiinolojik agidan 6nemli olaylar meydana
getirmektedir. IL-8 gibi kemokinlerin, graniilosit-makrofaj stimiile edici faktor, TNF-
a, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve hiicre i¢i adezyon molekiil-1 gibi adezyon
molekiillerinin indiiklenmesi meydana gelen 6nemli olaylardandir (7). Sitokinler,
makrofajlar ve nétrofiller gibi dogal immiin sistem hiicrelerini etkilemekte ve bu
hiicreler mesane c¢eperini gegerek karakteristik sitokin ve kemokinleri lokal ortama
salgilamaktadir (44). BCG stimiilasyonunda asil mekanizma direkt veya dolaylh
olarak CTL, NK, LAK ve BAK gibi efektor hiicrelerin iiretilmesidir. Efektor
hiicrelerin Uretimi sitokinler tarafindan stimiile edilmektedir. Sitokinler, ozellikle
IFN-y, tiimor hiicresindeki MHC simif-II ve hiicre i¢i adezyon molekiili-1’in
eksprese edilmesini saglamaktadir. Bu sayede tiimdrlii hiicreler efektor hiicreler
tarafindan taninmakta ve imha edilebilmektedir (45).

Bunlarin disinda konak immiin hiicreleri ile BCG arasindaki direkt
etkilesimin mekanizmasini anlamak da onemlidir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar,
BCG’nin hedef myeloid hiicreye baglanmasi ve aktivasyonun gerceklesmesinin
farkl1 reseptor-ligand iliskileri ile saglandigini gdstermistir. Ornegin, insan dendritik
hiicrelerinde C tipi lektin reseptdr familyasmin bir iiyesi olan DC-ISARETI nin
BCG ve M. tuberculosis’in baglandigr major reseptor oldugu tanimlanmistir. Buna
karsin aktivasyon ve sitokin iiretimi ancak TLR’ler ile indiiklenmektedir (44)

(Sekil 2.6).
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2.6. Toll Benzeri Reseptorler (Toll-like Receptor, TLR)

Toll benzeri reseptorler, dogal immiin sistem hiicreleri tarafindan eksprese
edilen bir model taniyici reseptorler (pattern recognition reseptor, PRR) smifidir. Bu
reseptorler, patojen tarafindan eksprese edilen ¢ok c¢esitli molekiilleri tanima
kabiliyetine sahiptir. TLR ailesine ait 11 iiye tanimlanmis olup bunlar metillenmemis
CpG iceren DNA, flagellin, glikolipit, peptidoglikan, 1s1 sok proteinleri, taksol gibi
cok sayida yapiy1 tanimaktadir (46).

Toll, ilk defa Drosophila’da kesfedimis bir tip-1 transmembran reseptoriidiir.
1997°de Toll’iin insandaki homologu olan “toll benzeri reseptorler” kesfedilmistir.
Hem Drosophila’daki Toll hem de memeli TLR’si hiicre dis1 bir LRR ve sitoplazmik
bir TIR bolgesine sahiptir. LRR, 20-29 aminoasitten olusmus Idsince zengin bir
protein birimi olup yalmizca TLR’ler degil CD14, glikoprotein 1b ve RP105 gibi
baska proteinlerde de bulunmaktadir. Sitoplazmik TIR boélgesi memelilerdeki IL-1R
ailesi proteinlerinin sitoplazmik bolgesiyle homologdur. IL-1R ailesinin hiicre disi
bolgeleri ise TLR’lerinkinden oldukga farklidir (47).

Stimiilasyon iizerine TLR’ler dimerize olmakta ve TLR sinyali i¢in gerekli
bir sitoplazmik adaptdr molekiil olan myeloid farklilagmasindan sorumlu protein
(myeloid differentiation primary response protein, MyD88) ile birleserek NF kB
aktivasyonu ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini saglayan sinyal
yolagin1 harekete gecirmektedir. Bu ylizden TLR’ler dogal immiin sistemi aktive
etmekte ve patojene eslik eden molekiiler yapilar1 (pathogen-associated molecular
patterns, PAMP) taniyarak kazanilmis immiin yanitin olusmasini saglamaktadir (46).
PAMP’lar, konak immiin sistemini aktive eden mikrobiyal bilesenlerdir.
Mikroorganizmalar ¢ok c¢esitli olmasina ragmen ortak bazi yapisal Ozelliklere
sahiptirler. Gram negatif bakterilerde lipopolisakkarit, gram pozitif bakterilerde
peptidoglikan ve lipoteikoik asit ve mikobakterilerde lipoarabinomannan tipik PAMP
yapilaridir (44). Her TLR 6zel bir PAMP yapisin1 tanimaktadir. Tablo 2.3’de farkli

TLR’ler ve bunlarin ligandlar1 goriilmektedir.



Tablo 2.3. Farkli TLR’ler ve ligandlar1 (48)

Reseptorler

Ligandlar

TLR2 (TLR6 veya TLRX)

TLR4

TLRS
TLR9

Bakteri lipoproteinleri(farkli
kaynaklardan)

Peptidoglikan

Zimosen (Saccharomyces cerevisiae)
GPI(T. Cruzi)

LPS (Leptospira interrogans)

LPS (P. gingivalis)
Lipoarabinomannan (M. tuberculosis)
Fosfatidilinositol dimannosid (M.
tuberculosis)

LPS

Taksol

HSP60

Fibronektin EDA

F protein

Flagelin

CpG DNA

(TLRX, diger TLR leri ifade etmektedir).
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PAMP taninmasi dogal immiin sistemde gecerlidir. Ancak dogal immiin

sistemin aktivasyonu ise lenfosit yanit1 igin gereklidir. Insanda ve birgok omurgalida

iki immiin sistem birlikte ¢aligmaktadir. Dogal immiin sistemde ligandlar lipit ve

seker yapili olan PAMP’lar iken adaptif immiin sistemde antijenlerdir. Dogal immiin

sistemde reseptorler TLR’ler iken adaptif immiin sistemde T hiicre reseptorleri,

antijen reseptorleri ve antikorlardir.

BCG de dogal immiin sistem i¢in Onemli bir modiilatér olup yapilan

calismalarda BCG’nin dendritik hiicre olgunlagmasi ve monositlerin makrofajlara

farklilasmasindan sorumlu oldugu gosterilmistir. Sekil 2.7°de BCG’nin hiicre duvari

iskeleti ve olasi reseptor baglanma bolgeleri goriilmektedir. Goriildiigl iizere BCG

hiicre duvari temelde mikolik asitler, arabinogalaktan ve peptidoglikan yapilar
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icermektedir. Yapilan ¢alismalarda BCG’nin asil reseptorlerinin TLR2 ve TLR4
oldugu ve peptidoglikan bolgesinin TLR sinyali ile saglanan sitokin aktivasyonu ve

dendritik hiicre olgunlasmasi i¢in aktif merkez oldugu tespit edilmistir (49).
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Sekil 2.7. BCG hiicre duvari iskeletinin yapisi (49)

Onceleri her bir TLR’nin tek bir organizma smifim1 taniyabildigi
diisiiniilmekteydi. Ornegin, TLR4’iin LPS sayesinde gram negatif bakterileri,
TLR2’nin PGN sayesinde gram pozitif bakterileri, diger TLR’lerin de yine 6zgiil
PAMP’lar sayesinde baska mikroorganizmalar1 taniyabildigi goriisii hakimdi. Ancak
yapilan ¢aligmalar sonrasinda bu goriis degismistir. Giiniimiizde immiin hiicrelerinin
bir mikrobun farkli 6zelliklerinin taninmasinda birden fazla TLR’yi eszamanli olarak
kullandig1 anlasilmistir. Ornegin, TLRS TLR4 ile dimer olusturarak kamcili bir gram
negatif organizmayi, TLR2 ve TLR6 ile birleserek de kamcili bir gram pozitif

organizmay1 tanityabilmektedir (48).
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Hiicreler

M. agri, M. aichiense, M. aurum, M. brumae, M. chitae, M. chubuense,
M. diernhoferi, M. gadium, M. murale, M. obuense, M. tokaiense ve M. vaccae
hiicreleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji A. D.’ndan temin
edildi. Insan mesane tiimér hiicresi dizisi T-24 (DSMZ, Almanya) ve insan monosit

hiicre dizisi THP-1, Sap Enstitiisii, Ankara, Tiirkiye’den saglandi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler

Potasyum monohidrojen fosfat (K,HPO,), potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO,), asetonitril (HPLC grade), Sigma-Aldrich, Almanya’dan; aseton (C3HsO),
Riedel-de Haen A.G., Almanya’dan; trifloroasetik asit (CF;CO,H), etanol (C,HsOH),
sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI), siilfiirik asit (H2SOs4), Merck,
Almanya’dan; sigir serum albumini (Bovine Serum Albumin-BSA), Thermo
Scientific (BCA protein tayin kiti), A.B.D.’den; ortofosforik asit (H3PO4), BDH
Chemicals, Ingiltere’den;  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT), sodyum kloriir (NACI), Sigma Chemical Company, A.B.D.’den;
0,45 um PTFE siringa filtre, filtre kagitlar, Whatman, Ingiltere’den; pH kagitlari,
Macherey-Nagel, Almanya’dan; Coomassie Brilliant Blue G-250, Serva,
Almanya’dan; insan monositer seri hiicreleri (U 937), TNF ve IL-12 ol¢iim kitleri,
Immunoguide, Matriks Biyoteknoloji, Tiirkiye’den ve Invitrogen Biosource,
ABD’den; ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) plaklar1 ve hiicre kiiltiir
plaklart NUNC A/S, Danimarka’dan; Middlebrook 7H9 besiyeri Difco, A.B.D.’den

saglanmstir.
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3.1.3. Aletler

Bakterilerin iiretilmesinde Niive etiiv; sterilizasyonda otoklavi; tartimda
Mettler Toledo analitik terazisi; pH Olgiimlerinde Consort pH metresi; manyetik
karistirict olarak IKAMAG; Nanopure infinity distile su cihazi; sonikasyon isleminde
Sonics marka Vibracell VCX-750 model sonikator; Telstar Bio II-A gilivenlik kabini;
santrifiigasyonda Sorvall RC-5B Superspeed santrifiijii ve Eppendorf Centrifuge
S4177R  mikrofiijii; protein tayininde Shimadzu UV-1601 UV-Visible
spektrofotometresi; hiicre sayiminda Leica marka mikroskop; ELISA o6l¢iimlerinde
Spektramax M2 Molecular Devices spektrofotometresi; MALDI-TOF/MS analizleri
icin Voyager-DE Pro kiitle spektrometresi; HPLC cihazi: Schimadzu LC-6AD
pompalar, SPD-M20A dedektor (Photo diod array detector, PDA), CTO-20AC kolon
firin1, FRC10A fraksiyon kollektorii, kolonlar: Teknokroma Europa Peptide 120 C18
5 pm 25x0.7; Teknokroma Tracer Extrasil SCX 5 um 25x 0.7; Heto Powerdry
PL3000 liyofilizator; BUCHI V850 Vakum kontrol edici, BUCHI R210 rotavapor,
BUCHI V700 vakum pompasi, Thermo Scientific EZ COOL 80 sogutucu.

3.2. Yontemler

3.2.1. Mikobakteri Hiicrelerinin Uretilmesi

Mikobakterilerin {iretilmesinde gliserollii (% 0,2) Middlebrook 7H9
(4.7 g/1000 ml) siv1 besiyeri kullanildi. Bu besiyerinde mikobakteriler 37°C’de,
28 - 40 giinde iiretildi. Ureme periyodu sonunda besiyerlerinden 6rnekler aliarak
aside direncli boyama (Acide Resistance Bacteria-ARB) ve Gram boyama ile iireme
kontrolii yapildi. Hiicreler, siv1 besiyerinden filtrasyon ile topland:. iki kez 50 mM
potasyum fosfat pH 7,2 tamponu ile yikandi ve elde edilen hiicre stoklar1 -20°C’de

saklandi.
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3.2.2. Uygun Mikobakterilerin Belirlenmesi ve Orneklerin Hazirlanmasi

SBAG-SANTEZ-5-105S361 nolu projenin bir 0Onceki asamasinda
Middlebrook 7H9 besiyerinde {iiretilen 95 adet mikobakteri susu sonike edilerek
supernatanlari alinmig ve monosit hiicre dizisi olan THP-1 ile muamele edilerek
TNF-a ve IL-12 yanitlar1 6l¢iilmiistiir (50). Bu ¢alisma sonucu M. phlei’ye ek olarak
12 adet mikobakteri susu ylizeyel mesane tiimorii tedavisi i¢in aday olarak

se¢ilmistir. Bu mikobakteriler Tablo 3.1’de gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Belirlenen 12 mikobakteri susu

Mikobakteri Inkiibasyon siiresi | ATCC# DSMZ/NTCC#
Susu (Giin)

M. agri 7 ATCC 27406 DSM 44515
M. aichiense 11 ATCC 27280 NT 4801

M. aurum 11 ATCC 23366 NT 4101

M. brumae 7 ATCC 51384 DSM 44177
M. chitae 11 NT 4301

M. chubuense 11 ATCC 27278 NT 4701

M. diernhoferi 22 ATCC 19340 NT 2301

M. gadium 11 ATCC 27726 NT 5001

M. murale 7 DSM 44340
M. obuense 7 ATCC 27023 DSM 44075
M. tokaiense 11 NT 4901

M. vaccae 7 ATCC 29678
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Bu suslar igerisinden en uygun susun se¢ilmesi ve uygun olmayanlarin
elenmesi amaciyla her birinin T-24 mesane kanser hiicreleri iizerine sitotoksik
aktiviteleri (3-(4.5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodyum bromiir (MTT) testi
ile belirlendi. Bunun i¢i oncelikle her susa ait hiicre 6rneginden 1,5 ml alinip her
birine 3’er ml 20 mM potasyum fosfat pH 7.4 tamponu eklenerek 30°C’ye
ayarlanmis sonikatorde, 20 sn calistirilip 40 sn bekletilmek suretiyle 15’er dakika
sonike edildi. Sonike edilen 6rnekler Eppendorf Centrifuge S4177R cihazinda 12500
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasi supernatanlar alindi. MTT
sonucunda supernatanlara ait ICso degerleri hesaplandi. Mikobakteri suslarinin ICso
degerleri TNF-a ve IL-12 sonuglar ile birlikte degerlendirilerek uygun olabilecek
mikobakteri suslar1 belirlendi. Bu mikobakteriler arasindan secgilen M. brumae ile
ilgili deneyler zamanla HPLC y6ntemi {izerinde deneyim kazanilmasi nedeniyle bazi
yontem farkliliklar1 olmakla birlikte tekrar edildi. Bunlar 1. Asama ve 2. Asama

olmak tizere hem Yontemler hem de Bulgular kisminda belirtildi.

3.2.2.1. M.brumae Hiicre Duvar1 Ekstrelerinin Hazirlanmasi (1. Asama)

M. brumae hiicre 6rnegi 1°e 2 oraninda (1 ml 6rnek+2 ml tampon seklinde)
20 mM potasyum fosfat pH 7,4 tamponu ile karistirilarak 30°C’ye ayarlanmis
sonikatorde 20 sn calistirllip 40 sn bekletilerek 15 dakika sonike edildi.
Sonikasyonda tapered mikrotip (3 mm capinda) prob kullanildi. Sonikasyon sonrast
ornek, SS-34 rotorda 27000 x g’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
supernatan alinarak B1 6rnegi elde edildi. B1 6rneginin bir kismi 0,2 ym’lik PTFE
filtreden gecirilerek B2 6rnegi elde edildi. Diger kismin pH’s1 6 N HCI ile 2’ye
indirildi. Ornege 1’e 1 oraninda aseton eklendi ve bir giin +4°C’de bekletildi.
Asetonlu 6rnek SS-34 rotorda 12000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Supernatan

alind1 ve rotavaporda asetonu ucurulup konsantre edilerek B3 6rnegi elde edildi.
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3.2.2.2. M.brumae Hiicre Duvar1 Ekstrelerinin HPLC ile Ayristirtlmasi
(1. Asama)

B2 ve B3 ornekleri ¢esitli akis hizlarinda ters faz kromatografi (C18)
kolonundan gegirilerek preparatif ayrimi yapildi. Mobil faz olarak % 0,1 oraninda
TFA igeren su ve % 0,1 oraninda TFA iceren asetonitril kullanildi. Elde edilen
ornekler 48 saat liyofilize edilerek toz haline getirildi ve su ile ¢oziildii. B3 6rneginin
C18 analizinde elde edilen ikinci zirve kuvvetli katyon degistirici (strong cation
exchanger, SCX) kolondan gegirildi. Mobil faz olarak 20 mM potasyum fosfat pH
7,4 tamponu ve % 25 (v/v) metanol igeren 5 mM fosfat pH 3 tamponu kullanildi.
Analizler PDA dedektorii ile izlendi.

3.2.2.3. M.brumae Hiicre Duvar1 Ekstrelerinin Hazirlanmasi (2. Asama)

M. brumae hiicre 6rnegine 1’e¢ 1 oraninda potasyum fosfat pH 7,4 tamponu
eklenerek madde 3.2.2.1°deki sartlarda sonike ve santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 supernatan alindi. Cokeltinin iizerine esit hacimde su
eklenerek 20 dakika kaynatildi ve aym sartlarda santriflij edildi. Bu islem iki kez
tekrarlandi. Her santrifiijj sonunda elde edilen supernatanlar birlestirilerek HB1
ornegi elde edildi.

HB1 rotavaporda konsantre edilereck HB2 6rnegi elde edildi. HB2 0,45
pm’lik PTFE filtreden gegirilerek HB3 6rnegi elde edildi.

3.2.2.4. M. brumae Hiicre Duvan1 Ekstrelerinin HPLC Ile Ayristirllmasi
(2. Asama)

HB3, cesitli akis hizlarinda ters faz kromatografi (C18) kolonundan
gecirilerek preparatif ayrimi yapildi. Mobil faz olarak % 0,1 oraninda TFA iceren su,
% 0,1 oraninda TFA igeren asetonitril ve %30’luk asetonitril ¢ozeltisi kullanildi. C18
ciktilarinin her biri ¢esitli akis hizlarinda kuvvetli katyon degistirici (strong cation
exchanger, SCX) kolondan gegirildi. Mobil faz olarak % 25 (v/v) asetonitril iceren 5
mM fosfat pH 3 tamponu (mobil faz A) ve % 25 asetonitril ve 500 mM sodyum
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kloriir iceren 5 mM fosfat pH 3 tamponu (mobil faz B) kullanildi. Eliisyon tuz
gradienti ile yapild1 (51). HB3 6rneginin C18 analizinde elde edilen 3. zirveye ait
SCX ciktilar1 tekrardan CI18 kolondan gecirildi. Her analiz sonunda toplanan
ornekler 48 saat liyofilizasyon islemine tabi tutuldu. Tiim analizler PDA dedektorii

ile izlendi.

3.2.3. Orneklerde Protein Derisiminin Tayini

Orneklerde protein miktarmin tayini i¢in Bradford Yéntemi kullamldr (52).
Bu yontem Coomassie Brillant Blue G-250’nin seyreltik asit ¢ozeltisinde turuncu
olan renginin proteine baglanmasi ile mavi renge doniismesi esasina dayanmaktadir.
Orneklerin 595 nm’deki absorbanslari dlgiilerek bulunan degerlerin her seferinde
secilen protein standardi degerine oranlanmasit sonucu Orneklerdeki protein
miktarlar1 hesaplandi. Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanild.

Orneklerin protein derisiminin tayininde kullamilan standart egri Sekil 3.1°de

gorilmektedir.
L y=0,0431x+ 0,000/ °
a6 R*=0,9976 -
! -
///
0,5
! -
-
o 04 > /(
g -
T g3 — -
-
0,2 = S ol
//
0,1 = r &
P
0 & —
J 01 4 3 il 5 b / g 9 10 11 12 13 14 15 1o
Protein {(ug)

Sekil 3.1. Bradford yontemi (mikro metod) protein standart egrisi (A= 595

nm)
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3.2.4. Orneklerde Seker Derisiminin Tayini

Seker analizi i¢in mikroplakaya uyarlanmis fenol siilfiirik asit metodu
kullanild1 (53). 0.4, 0.2 ve 0.1 mg/ml’'lik seker standartlar1 (glikoz ve galaktoz)
hazirlandi. 96 kuyucuklu mikroplakanin her bir kuyucuguna 50 Ul 6rnek konulduktan
sonra hizlica 150 pl konsantre siilfiirik asit ve 30 Pl % 5’lik (g/L) fenol soliisyonu
(sulu) eklendi. 90°C’lik elektrikli 1siticida 5 dakika bekletildikten sonra 5-10 dakika
bekletilerek oda sicakligina gelmesi saglandi. 490 nm’deki absorbanslar1 olgiildii.

Orneklerin seker derisiminin tayininde kullanilan standart egri Sekil 3.2°de

goriilmektedir.
B v=0,929x Py
r
0!35 R 1} QRR;/
. -
’ e =0,
= 0,25 A~ — -
@ //’ -
g 02 /‘ e
i . e @ gal
e 7 os
P glu
0,1 ~
2
0,05 —
o &~
0 0,1 02 0,3 0,4 0,5
seker derisimi (mg/ml)

Sekil 3.2. Fenol siilfiirik asit metodu ile seker derisimi standart egrisi (A=490

nm)

3.2.5. Okaryotik Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Insan monosit hiicre dizisi THP-1 ve mesane tiimér hiicresi dizisi T-24 1s1yla
inaktif hale getirilmis %10 fotal sigir serumu, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin igeren RPMI-1640 besiyerinde ve %5 CO;’li inkiibatorde 37°C’de
tiretildi. Hiicreler her 3-4 gilinde bir pasaj1 yapilarak ¢ogaltildi. Hiicre sayis1 thoma

lami ve tripan blue boyasi kullanilarak mikroskobik inceleme ile tespit edildi.
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3.2.6. Orneklerde Sitokin Yanitinin Ol¢iilmesi

Olgiimler i¢in Biosource firmasina ait invitrogen ELISA kitlerinin protokolii
uygulandi. Pozitif kontrol olarak 1 pg/ml LPS kullanildi.

Standart ve ornek kuyucuklarina 50 pl, kor kuyucuguna 100 pl standart
seyrelme tamponu pipetlendi. 100’er ul standart ve Ornek c¢ozeltileri uygun
kuyucuklara eklendi. Plaklar oda sicakliginda 2 saat bekletildi ve kuyucuklardaki
slipernatan atildiktan sonra 4 kez yikandi. Kromojen korii disinda biitiin kuyulara 100
ul biotinillenmis anti TNF-alfa eklendi. 1 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra
siipernatan atilip, kuyular 4 kez yikandi. Kromojen korii disindaki biitiin kuyucuklara
Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra supernatanlar uzaklastirilarak kuyucuklar 4 kez yikandi. Her bir kuyucuga
stabilize kromojen (TMB, tetrametilbenzidin) eklendi. 30 dakika oda sicakliginda,
karanlikta bekletildi. Kuyucuklara durdurma ¢o6zeltisi eklendi. 450 nm’deki
absorbanslar ELISA okuyucusunda o6l¢iildii.

Istatistikler Minitab13 paket programinin (Minitab Inc, ABD) “Basic

Statistics” modiilii ile yapildi.

3.2.7. Orneklerde MTT Testleri (54)

(3-(4.5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodyum bromiir (MTT) agik
sar1 renkli bir bilesiktir. Canli hiicreler tarafindan parcalandigr zaman koyu mavi bir
formazan tirlinii aciga ¢ikar.

T-24  hiicreleri 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
mikroplakalara ekilip 37°C’de %5 CO;’li ortamda 24 saat inkiibe edildi. Mikobakteri
ornekleri belirlenen konsantrasyonlarda kuyucuklara uygulandi. 72 saat sonunda her
kuyucuga son konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde MTT eklendi. 4 saatlik
inkiibasyonun sonunda kuyucuklara %10 SDS eklenerek 16 saat daha bekletildi.
Sonuglar 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda degerlendirildi.
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3.2.8. Orneklerin MALDI-TOF/MS Analizleri (55, 56)

Kiitle spektrometrik analizler, Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi, Kimya
Bolimii'nde yapildi.  3,5-dimetoksi-4-hidroksisinamik asit ve a-siyano-4-
hidroksisinamik asit matriksler, iginde % 0.1 oraninda TFA bulunan, 50:50 (v:v)
oraninda asetonitril ve distile su iceren ¢oziiclide, mililitrede 10 mg matriks

bulunacak sekilde hazirlandi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikobakteri Hiicre Duvar1 Orneklerinin Mesane Tiimor Hiicreleri

Uzerindeki Sitotoksik Etkileri ve Sitokin Aktivasyonlari

On deney olarak, Tablo 3.1°deki 12 mikobakteri susundan sekizine MTT
testi uygulandi. Bulgular Tablo 4.1°dedir. Bu tabloya gore sitotoksik aktivite tespit
edilemeyen M. aichiense ve M. vaccae ile sitotoksik etkilerinin ¢ok zayif oldugu
gozlenen M. aurum, M. gadium, M. obuense, M. tokaiense elendikten sonra geri
kalan M. phlei ile birlikte 7 susun ICso degerleri MTT ile tespit edildi. Bu suslara ait

ICso degerleri ve sitokin aktivasyon diizeyleri Tablo 4.2°de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Mikobakteri suslarina ait 6n deneyde tespit edilen ICso degerleri

Mikobakteri susu I1Cso (Mg/0,1 ml)
M. gadium 5,83
M. phlei 5,83
M. obuense 3,41
M. vaccae Tespit edilemedi
M. diernhoferi 0,98
M. aurum 6,54
M. aichiense Tespit edilemedi
M. tokaiense 6,04




Tablo 4.2. Segilen 6 susun MTT, IL-12 ve TNF-a sonuglar1 (N=3)
MTT IL-12 TNFa (pg/mg
(ICs9, Mg/ml) (pg/Mg protein) protein)
Sus Ort | SD Ort SD Ort SD
M.murale 14.11 | 13.24 28.37 7.81 7259 264
M.brumae 11.72 | 12.45 7.27 6.27 11068 1757
M.diernhoferi | 19.69 | 17.01 19.38 7.15 4199 1211
M.chubuense | 24.58 | 7.8 7.53 3.11 7982 786
M.phlei 24.06 |23.31 7.58 0.97 9908 699
M.chitae 2739 | 11.48 15.63 10.58 10927 812
M.agri 315 70 30.72 3.50 7839 431

M. agri disindaki mikobakteriler i¢cin ICsy degerleri arasinda anlamli bir fark

bilesenin tespitine karar verildi.

goriilmedi. Bu gruptaki 5 susun mesane tiimor hiicresi lizerindeki antitlimoral
etkisinin M. phlei’nin etkisinden istatistiksel olarak farksiz oldugu goriildii. Bu
mikobakterilerin, M. phlei yerine mesane tiimorii tedavisinde yararli olabilecegi
diisiiniildii. Standart sapmalar yiiksek oldugu i¢in, HPLC ¢alismalarinda kullanilacak
mikobakteri seciminde sitokin aktivasyonu sonuglart ve MTT sonuclar birlikte
degerlendirildi. Sonugta, ICso degerinin diisiik ve sitokin aktivasyon degerlerinin
(6zellikle TNF-a degerinin) yliksek olmasi nedeniyle M. brumae ile ¢alisilmasina ve

M. brumaenin HPLC ile ileri diizeyde ayristirilarak antitiimor etkiden sorumlu
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4.2. M. brumae’den Elde Edilen Hiicre Duvar1 Ornekleri (1. Asama)

M. brumae hiicre duvarina ait ¢esitli asamalarda elde edilen O6rnekler Sekil

4.1°de goriilmektedir.

M. brumae hiicreleri

Sonikasyon, santrifiij

Aseton

Filtreleme
ekstraksiyonu
B2 B3
C18 C18
B2-C1 B2-C2 B3-Cl1 B3-C2
¢
B3-C251 B3-C2S3
B3-C2S2

Sekil 4.1. M. brumae hiicre duvarina ait c¢esitli yontemlerle elde edilen

ornekler (1. Asama)



33

4.3. M. brumae Hiicre Duvar1 Orneklerinin HPLC Analiz Sonuclar

(1. Asama)

Sulu fazda hazirlanmis B2 ve bu Ornekten aseton ekstraksiyonu ile
hazirlanmis B3 6rneklerinin C18 analizinde B2-C1, B2-C2, B3-C1 ve B3-C2 olmak
tizere ikiser pik toplandi. B3-C2 pikinin SCX analizi sonucu ise B3-C2S1, B3-C2S2
ve B3-C2S3 olmak tizere 3 pik toplandi. Analiz sonuglar1 ve eliisyonun hangi

sartlarda saglandig1 Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4’te goriilmektedir.

S B2-C2

Sekil 4.2. B2 ornegine ait 280 nm’de gozlenen C18 analiz sonucu (6rnek
hacmi: 1 ml, akis hizi:2 ml/dak, gradient: 60 dakikada 0’dan % 60°a % 0.1 TFA

iceren asetonitril).

= 3 B3-C2

Sekil 4.3. B3 o6rnegine ait 280 nm’de gozlenen C18 analiz sonucu (6rnek
hacmi: 1 ml, akis hizi:2 ml/dak, gradient: 60 dakikada 0’dan % 60°a % 0.1 TFA

iceren asetonitril).
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Sekil 4.4. B3-C2 &rnegine ait SCX analiz sonucu (Ornek hacmi: 1 ml, total
akis hizi: 2 ml/dak, gradient: 60 dakikada 0’dan % 100°e mobil faz 2. Mobil fazlar :
20 mmM KP pH 7.4 (1) ve % 25 (v/v) metanol igeren 5 mM fosfat pH 3 tamponu (2))

4.4. M. brumae Hiicre Duvar1 Orneklerinin MALDI-TOF/MS Analiz
Sonuclar: (1. Asama)
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708.43 909.64

1465.71
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1703.48

500 800 1100 1400 1700 2000
Mass (m/z)

Sekil 4.5. B2 6rneginin kiitle spektrumu.
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Sekil 4.6. B2-C1 6rneginin kiitle spektrumu.
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Sekil 4.7. B2-C2 6rneginin kiitle spektrumu.
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Sekil 4.8. B3 6rneginin kiitle spektrumu.
100+ 3660.73 5871
3619.09
3758.13
3603.72 717.44
356176 3708.06 3864.58
3676.35
90-
3802.38
80
3519.0 3603.2 3687.4 37716 3855.8 3940.0
Mass (m/z)

Sekil 4.9. B3-C1 6rneginin kiitle spektrumu.
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Sekil 4.10. B3-C2 6rneginin kiitle spektrumu.
100 658.04 osEvs
90
80
70

z

G

c

Q

£

=

673.09
m1 28 J 1079.79
97,72 1288.97
iy _ Mverrtidinann 1 868:39  2016.99 234237 2739.22 3152.34
940 1580 2220 2860 3500

Mass (m/z)

Sekil 4.11. B3-C2S3 6rneginin kiitle spektrumu.
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4.5. M. brumae Hiicre Duvar1 Orneklerinin Sitokin Aktivasyon Sonuglari
(1. Asama)

Tablo 4.3. 1. Asama M. brumae hiicre duvart Orneklerine ait TNF-o
aktivasyonu sonuglar1 ve MALDI/MS pikleri (* 0.1 mg/ml, ** 0.5 mg/ml, digerleri 1
mg/ml protein igerir, N=3).

Ornek No TNF-a (pg/ml) | MALDI-MS pikleri (Da)

Bl(filtrelenmis supernatan) | 348.3 +19.0 465, 721, 1704, 3600

B2-C1 (B1 C18 pik 1) 151.4 +23.2% 667, 1003, 1793
B2-C2 (B1 C18 pik 2) 186.5+39.2 667,910, 1083
B3 (aseton ekstrakti) 173.9+7.9 380, 657-673
B3-C1 (B3 C18 pik 1) 212340 3604, 3660, 3865
B3-C2 (B3 C18 pik 2) 143.1+11.9 3100- 3600

B3-C2S3 (B3-C2 SCX pik 3) | 223.8 + 0** 2738, 2900, 3400

B2 ve B3 eliisyon profillerinin benzedigi ancak B3-C1 intensitesinin B2-Cl1
intensitesinden ¢ok daha diisiik oldugu goriilmektedir. Tablo incelendiginde B2-C1
orneginin TNF alfa aktivitesinin diger fraksiyonlara gore oldukca yiiksek oldugu ve
B3-C1 orneginde aktivitenin azaldigi, 1793 Da molekiil agirligindaki pikin de
kayboldugu goriilmektedir. Bu 1793 Da molekiil agirligina sahip yapinin aktiviteden
sorumlu yapilardan biri oldugu diisliniilmiistiir. Bu yap1 sulu ortamda ¢6ziinen ve
organik faza gegmeyen bir yapidir.

B3-C2S3 fraksiyonundaki aktivitenin de diger fraksiyonlardan daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu fraksiyonun MALDI-MS spektrumu 1793 Da molekiil
agirh@indaki yapiya ek olarak 2738, 2900, 3400 molekiil agirligina sahip yapilarin da
sitokin aktivasyonunda rolii olabilecegini diislindiirmektedir.

Bu bulgulara dayanilarak 2. asamada, sonikasyon ile elde edilen ornek

dogrudan dogruya HPLC ile iki boyutlu ayirima tabi tutulmustur.
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4.6. M. brumae’den Elde Edilen Hiicre Duvar1 Ornekleri (2. Asama)

M. brumae hiicre duvarina ait ¢esitli asamalarda elde edilen O6rnekler Sekil

4.12°de goriilmektedir.

M. brumae hiicreleri

- Sonikasyon

- Santrifiij (HB1)

- Rotavapor (HB2)
- Filtreleme (HB3)

HB3
c18
\4
c1 ~ c3
scx
scx
cis1 || cis2
-— T
A 4
C3s1 352 C3s3
C_}V\ ci18 C18
C353C3
cssic1 | |essic2 || ess2c1 [ —[cas3ca

C3S3C2

Sekil 4.12. M. brumae hiicre duvarina ait g¢esitli yontemlerle elde edilen

ornekler (2. Asama)
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4.7. M. brumae Hiicre Duvar1 Orneklerinin HPLC ve MALDI-TOF/MS
Analiz Sonuclar (2. Asama)

4.7.1. Birinci Boyut (C18, ters faz kromatografisi):

HB3 &rneginin eliisyonu igin birkag farkli sartta deneme yapildi. Oncelikle
ornek 1 ml/dak akis hizinda Sekil 4.2°deki gradient sartlari ile eliie edildi. Daha sonra
Sekil 4.13’deki sartlar denendi. Aym sartlar akis hizi 0,8 ml/dak yapilarak
tekrarlandi. Gradient ile izokratik eliisyon profilleri arasinda farklilik olmadigi
gozlemlenerek Ornegin kalan kismi Sekil 4.13°deki sartlarda eliie edildi. Eliisyon
sonunda HB-C1, HB-C2 ve HB-C3 olmak iizere 3 pik toplandi. Sekil 4.13’de HB3

orneginin eliisyon profili goriilmektedir.

mAU
1280nm4nm (1.00)
3000
2500 HB-C2
] HB-C3
2000
1500
1000
] HB-C1
500+
0]
————
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 min
B C
mAU mAU
400{Extract-205nm,4nm (1.00) 4000EXtract-260nm 4nm (1.00)
3006
2004
1006
01
o 10 20 30 40 50 60 70 8 0 min o 10 20 30 40 50 60 70 8 90 min

Sekil 4.13. HB3 6rnegine ait A) 280, B) 205, C) 260 nm’de gbzlenen C18
analiz sonuglar1 (Ornek hacmi:500 ul, ilk 50 dakikada 0,9 ml/dak akis hizinda %0,1
oraninda TFA iceren su ve 50. dakikadan itibaren 2 ml/dak akis hizinda %30°luk

asetonitril ¢ozeltisi)
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Sekil 4.14- 4.17 arasinda HB3 orneginin C18 c¢iktilarina ait MALDI/MS

profilleri goriilmektedir.
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Sekil 4.14. HB3 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-11000 Da),

B) Ust bolge

(10000-100000 Da).
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Sekil 4.15. HB-C1 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-10000 Da),
B) Ust bolge (10000-100000 Da).



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Intensity

43

1290.22

2506.99 3821.25

5771.34

6413.49 7442.97

100

‘ﬁ)OO 2800 4600 6400 8200 10000

Mass (m/z)

901 10876.64

80
70
60
50
40
30
20
10

% Intensity

v 1‘\ ”h‘.ﬂ-‘w L “Lr“' o il

18000 28000 46000 64000 82000 100000

Mass (m/z)

Sekil 4.16. HB-C2 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-10000 Da),
B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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Sekil 4.17. HB-C3 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-10000 Da),
B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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4.7.2. ikinci Boyut (SCX, Kuvvetli katyon degistirici kromatografi):

C18 ciktilarinin her biri c¢esitli sartlarda SCX kolondan gecirildi. HB-C1
ornegi oncelikle 2 ml/dak akis hiz1 ve Sekil 4.18’deki gradient sartlarinda eliie edildi.
Daha sonra akis hizi1 1 ml/dak’ya diisiiriildii. Sekil 4.18°deki sartlarda 1. pikin 2.
pikten ayrilarak daha belirginlestigi goriildii. Ornegin SCX analizi sonucu HB-C1S1
ve HB-C1S2 olmak tizere 2 pik toplandi. Sekil 4.18’de HB-C1 6rneginin SCX analiz

sonucu goriilmektedir.

A

mAU
1280nm4nm (1.00

400 HB-C152

300{

HB-C1S1

200|

100

mAU AU
[Extract-205nm4nm (1.00) [Extract-260nm,4nm (1.00)

Sekil 4.18. HB-C1 ornegine ait A) 280, B) 205, C) 260 nm’de gozlenen SCX
analiz sonuglar1 (Ornek hacmi: 200 pl, total akis hizi: 1 ml/dak, gradient: Mobil faz
B 60 dakikada 0°dan %30°a).
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Sekil 4.19 ve 4.20’de HB-C1 o6rneginin SCX ¢iktilarina ait MALDI/MS

profilleri goriilmektedir.
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Sekil 4.19. HB-C1S1 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-10000
Da), B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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Sekil 4.20. HB-C1S2 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-10000
Da), B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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HB-C2 6rnegi oncelikle 1 ml/dak akis hizinda ve Sekil 4.21°deki gradient
sartlarinda eliie edildi. Daha sonra akis hiz1 1,5 ml/dak’ya ¢ikarildi. Ornegin kalan
kismi1 Sekil 4.21°deki sartlarda eliie edilerek HB-C2S1, HB-C2S2 ve HB-C2S3
olmak iizere 3 pik toplandi. Sekil 4.21 HB-C2 6rneginin SCX analiz sonuglarini

gostermektedir.

A

mAU
2506280nm,4nm (1.00)

2004

HB-C2S2 HB-C2S3

1504

1009 pg-c2s1

500

0-

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 35.0 40.0 min

mAU
Extract-206nm,4nm (1.00)
2504

2004

2009 1500
1509
100§
100¢

504 50§

07

T T T T T T T T L B e e LA o e L B O LB
0.0 5.0 10.0 15.0 200 250 30.0 35.0 400 min 0.0 5.0 10.0 15.0  20.0 25.0 30.0 350 400 min

Sekil 4.21. HB-C2 6rnegine ait A) 280, B) 205 ve C) 260 nm’de gozlenen
SCX analiz sonuglar1 (Ornek hacmi: 200 pl, total akis hizi: 1,5 ml/dak, gradient:
Mobil faz B 60 dakikada 0°dan %30°a).
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Sekil 4.22- 4.24 arasinda HB-C2 o6rneginin SCX ¢iktilarinin MALDI-MS

profilleri goriilmektedir.
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Sekil 4.22. HB-C2S1 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-10000
Da), B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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Sekil 4.23. HB-C2S2 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-10000
Da), B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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Sekil 4.24. HB-C2S3 6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-10000
Da), B) Ust bolge (10000-100000 Da).



52

HB-C3 o6rnegi Sekil 4.25°deki sartlarda SCX kolona yiiklendi ve analiz
sonucu HB-C3S1, HB-C3S2 ve HB-C3S3 olmak {iizere 3 pik toplandi. Biitiin 6rnek
ayni sartlarda eliie edildi. Sekil 4.25’te HB-C3 o6rneginin SCX analiz sonuglari

gorilmektedir.

A

mAU
500280nm4nm (1.00)

400

300

200 HB-C3S3
1| HB-C351

100 HB-C3S2
o

0 10 20 30 40 50 60 70 min

mAU
100(Ex|racl-205nm,4nm (1.00)

756
50§

256

Sekil 4.25. HB-C3 ornegine ait A) 280, B) 205 ve C) 260 nm’de gozlenen
SCX analiz sonuglar1 (Ornek hacmi: 500 ul, total akis hizi: 2 ml/dak, gradient: Mobil
faz B 60 dakikada 0’dan %30°a).
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HB-C3 6rnegine ait SCX analizinde iyi bir ayirim saglanamadig: i¢in SCX
ciktilar1 tekrar C18 kolonundan gegirildi.

HB-C3S1 6rnegi Sekil 4.26’daki sartlarda eliie edildi ve analiz sonucu HB-
C3S1C1 ve HB-C3S1C2 olmak iizere 2 pik toplandi. Sekil 4.26 HB-C3S1 6rneginin

C18 analiz sonuglarin1 géstermektedir.

A

mAU
4008280nm,4nm (1.00)

3000 HB-C3S1C2

2006

HB-C3S1C1
1008 P
(}: la__

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 35.0 min

B C
AU mAU

400fExtract-205nm,4nm (1.00) 400fFxtract-260nm,4nm (1.00)
300{ 300
200{ 2001
1004 100{

Oy Oy

00 50 100 150 200 250 300 350 mi 00 80 100 150 200 250 300 350 rmr

Sekil 4.26. HB-C3S1 6rnegine ait A) 280, B) 205 ve C) 260 nm’de gozlenen
C18 analiz sonuglar1 (Ornek hacmi:500 pul, akis hizi:3 ml/dak, ilk 15 dakika %0,1

oraminda TFA iceren su 15. dakikadan sonra %30’luk asetonitril ¢ozeltisi)
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Sekil 4.27 ve 4.28’de HB-C3S1 06rneginin C18 ¢iktilarinin MALDI/MS

profilleri goriilmektedir.
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Sekil 4.27. HB-C3S1C1 oOrneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-
10000 Da), B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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Sekil 4.28. HB-C3S1C2 o6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-
10000 Da), B) Ust bélge (10000-100000 Da).
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HB-C3S2 6rnegi Sekil 4.29°daki sartlarda C18’den gegirildi ve analiz sonucu
HB-C3S2C1 ve HB-C3S2C2 olmak iizere 2 pik toplandi. HB-C3S2 6rneginin C18

analiz sonuglar1 Sekil 4.29°da goériilmektedir.

A
mAU
1280nm4nm (1.00)

4006

300¢

HB-C3S2C1

200¢

1006

i HB-C3S52C2
T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T .
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 min
B C
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Extract-205nm,4nm (1.00) Extract-260nm,4nm (1.00)
400p 4000
300p 300D
200{ 200p
10060 100D

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww o] T T T
0.0 5‘0 150 1‘50 20.0 2‘5.0 350 min 0.0 éO 1‘00 15.0 zbo 2‘50 30.0 mir

Sekil 4.29. HB-C3S2 6rnegine ait A) 280, B) 205 ve C) 260 nm’de gozlenen
C18 analiz sonuglar1 (Ornek hacmi:1 ml, akis hizi:3 ml/dak, ilk 15 dakika %0,1

oraminda TFA iceren su 15. dakikadan sonra %30’luk asetonitril ¢ozeltisi)
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Sekil 4.30 ve 4.31°de HB-C3S2 o6rneginin C18 ¢iktilarinin MALDI/MS

profilleri goriilmektedir.

% Intensity
g

1830.57

3659.05

3674.66
3690.50

1000

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Intensity

2800 4600 6400

\yom

Mass (m/z)

A

A A b

8200

18000

28000

46000 64000
Mass (m/z)

82000

100000

10000

Sekil 4.30. HB-C3S2C1 orneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-
10000 Da), B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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Sekil 4.31. HB-C3S2C2 o6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-
10000 Da), B) Ust bélge (10000-100000 Da).
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HB-C3S3 6rnegi Sekil 4.32°deki sartlarda C18’den gegirildi ve analiz sonucu
HB-C3S3C1, HB-C3S3C2 ve HB-C3S3C3 olmak iizere 3 pik toplandi. HB-C3S3

orneginin C18 analiz sonuglar1 Sekil 4.32°de goriilmektedir.
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Sekil 4.32. HB-C3S3 6rnegine ait A) 280, B) 205 ve C) 260 nm’de gozlenen
C18 analiz sonuglart (Ornek hacmi:500 ul, akis hizi:1,5 ml/dak, ilk 25 dakika %0, 1

oraminda TFA iceren su 25. dakikadan sonra %30’luk asetonitril ¢ozeltisi)
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Sekil 4.33- 4.35 arasinda HB-C3S3 6rneginin C18 ¢iktilarinin MALDI/MS

profilleri goriilmektedir.
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Sekil 4.33. HB-C3S3C1 orneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-
10000 Da), B) Ust bolge (10000-100000 Da).
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Sekil 4.34. HB-C3S3C2 orneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-
10000 Da), B) Ust bélge (10000-100000 Da).
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Sekil 4.35. HB-C3S3C3 o6rneginin kiitle spektrumu. A) Alt bolge (1000-
10000 Da), B) Ust bélge (10000-100000 Da).



4.8. Orneklerin Protein ve Seker Derisimleri (2. Asama)

Tablo 4.4. Orneklerin protein, seker derisimleri ve MALDI/MS pikleri

Ornekler Protein derisimi Seker derigimi MALDI/MS pikleri
(ng/ml) (mg/ml)

HB3 1400 15,26 1183.35, 2233.75, 2416.87, 2597.25,
3799.63, 3860.73, 10207.05, 10589.92,
12245.22,12904.37

HB-C1 5 3,82 5768.72,5784.19, 10065.41, 10342.84,
10736.43, 13066.12

HB-C2 3,3 3,45 1010.14, 1290.22, 2506.99, 3336.86,
3821.25,5771.34,5787. 19, 5755.90,
10876.64, 11744.29

HB-C3 500 2,96 1291.03, 1420.14, 2233.88, 2507.44,
3337.05, 3473.63, 3800.53, 3821.94,
5289.51, 5510.15, 7283.61, 12898.05,
16927.66

HB-C1S1 _ 2,40 1010.22, 1079.02, 1101.01, 1290.14,
1221.26

HB-C1S2 _ 1,02 1078.59

HB-C2S1 _ 1,38 1289.56, 1419.79, 2127.76, 3481.17,
5771.01

HB-C2S2 _ 1,74 1289.81, 5769. 60

HB-C2S3 _ 0,31 1009.74, 1289.70, 10110.08, 10876.64

HB-C3S1 _ 0,52 Yapilmadi

HB-C3S2 _ 0,13 Yapilmadi

HB-C3S3 _ 0,43 Yapilmadi

HB-C3S1C1 _ 0,12 1079.33, 2094.34, 2109.86, 2125.33,
3658.34, 3673.45, 10012.47, 11050.43

HB-C3S1C2 _ 0,55 1009.69, 1079.59, 1290.44, 3658.79,
3674.32,3690.61

HB-C352C1 _ 0,54 1000.24, 1015.17, 1830.57, 3659.05,
3674.66, 3690.50

HB-C3S2C2 _ 0,04 1079.54, 1298.73, 2094.78, 2110.58,
3295.68, 3658.76, 4118.85, 6176.80

HB-C3S3C1 _ 0,07 1298.83, 1831.71, 3658.94, 3674.59,
3690.37

HB-C3S3C2 _ 0,12 1078.48, 2888.27, 3823.59, 4118.38,
5774.94,5790.19, 6176.22

HB-C3S3C3 1,5 0,23 2131.97, 3801.56, 3900.61, 4466.46,

4585.81, 5510.78, 5528.29, 5583.85,
10768.21, 11968.08

63
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Tablo 4.4’te 2. asamada HPLC analizlerinde elde edilen fraksiyonlarin
protein ve seker derisimleri ve bu fraksiyonlarin MALDI/MS profillerinde goriilen
belirgin pikler gosterilmistir. Goriildiigli gibi baslangic 6rnegi olan HB3’te hem
protein hem de seker derisimi oldukea yiiksektir. HB3 6rneginin C18 analizi sonucu
elde edilen C1, C2 ve C3 orneklerinde protein bulunmasina ragmen bu fraksiyonlarin
SCX ¢iktilarinda Bradford metodu ile protein tespit edilememistir. Yalnizca C3S3
fraksiyonunun C18 analizi sonucu elde edilen 3. pikte ¢ok diisiik derisimde protein
tespit edilmistir. Orneklerin seker derisimi, fenolsiilfiirik asit metodu kullanilarak
belirlenmistir. HB3 ornegi ve bu ornegin C18 ciktilari olan C1, C2 ve C3
fraksiyonlarinda seker derigimlerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. C3S2C2 ve
C3S3Cl1 fraksiyonlar1 disinda diger orneklerde kayda deger seker derisimleri tespit

edilmistir.
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5. TARTISMA

Mesane kanseri yaygin kanser tiirlerinden olup, olgularin yaklasik % 70’1
yilizeyel mesane tlimorleridir. Yiizeyel mesane tiimorlerinin tedavisinde transiiretral
mesane tiimorii rezeksiyonu sonrasi intravezikal tedaviler timdriin temizlenmesi ve
tekrarinin Onlenmesi agisindan 6nemli olmaktadir. En sik kullanilan intravezikal
tedavilerden birisi canli BCG’nin mesane igerisine verilmesi seklindedir. Ancak
BCG’nin patojen bir tiir olmasi, bir¢cok yan etkilerin olugsmasina neden olmaktadir.
Bu nedenle BCG’ye alternatif olabilecek farkli mikobakteri tiirleri iizerinde
caligmalar yapilmaktadir (4). M. phlei hiicre duvari ekstresi ve M. phlei hiicre duvari-
DNA kompleksinin mesane kanserinde etkili oldugu gosterilmistir (5, 6). M.
phlei’nin yan1 sira M. smegmatis’in de benzer aktivite gosterdigi saptanmistir (8). Bu
durum bagka mikobakteri tiirlerinde de aktiviteye rastlanabilecegini
diistindiirmektedir.

Bu calisma, “Mesane Tiimorii Tedavisinde Etkili Olabilecek Mikobakteri
Tiirleri ve Bu Etkiden Sorumlu Hiicre Duvar1 Bilesenlerinin Arastirilmasi” isimli
SANTEZ projesinin son kismimi olusturmaktadir. ilk kisimda M. phlei’nin hiicre
duvar ekstrelerinin sitokin aktivasyonundaki etkileri incelenmistir. Ikinci kisimda ise
95 mikobakteri susunun hiicre duvar ekstrelerinin sitokin aktivasyonlar1 belirlenmis
ve sitokin aktivasyon degerleriyle birlikte patojenlik ve lireme hizlar1 da dikkate
alimarak 12 sus aday olarak sec¢ilmistir. Bu mikobakterilerden 6n deneylerde
sitotoksik aktivite tespit edilemeyen M. vaccae ve M. aichiense ve aktiviteleri
yetersiz bulunan M. gadium, M. obuense, M. aurum ve M. tokaiense elenmistir.
Tablo 4.1’de bu suslarin 6n deneylerde tespit edilen ICso degerleri goterilmistir.
Burada M. phlei de dahil 7 mikobakteri susunun sitotoksik aktivitelerinin M.
diernhoferi’nin aktivitesi yaninda oldukca zayif kaldigr goriilmektedir. Sonuglar,
patojen olan M. bovis’e alternatif olarak kabul edilen ve {izerine arastirmalar yapilan
M. phlei’den daha etkili ve patojen olmayan baska mikobakteri tiirlerinin

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Eleme sonrasinda kalan 6 susun sonikasyon ile elde edilen supernatanlarinda
ICso degerleri tespit edilmistir (Tablo 4.2). Bunlar igerisinden yalnizca M. agri’nin
ICs0 degerinin yiiksek oldugu, diger suslarin ise birbirine yakin degerler gosterdigi
goriilmektedir. Standart sapmalarin yliksek olmasi nedeniyle uygun mikobakterilerin
belirlenmesinde ICso degerlerinin tek basma degerlendirilmesinin  uygun
olmayacagina, sitokin aktivasyon sonuglarinin da géz Oniine alinmasi gerektigine
karar verilmistir. Bu degerlendirmeler sonucu M. brumae ile calisilmasi uygun
bulunmustur. Ayrica literatirde M. brumae ile ilgili bu tarz bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

M. brumae’nin sonikasyonu sonucu elde edilen supernatan HPLC ile ileri
diizeyde aynistirilip aktiviteyi saglayan bilesenin tespitine ¢alisilmistir. Bazi yontem
farkliliklari ile birlikte ayristirma islemi iki defa tekrarlanmistir. Tki asama arasindaki
en onemli yontem farkliliklarindan biri ilk agamada supernatanin bir kisminin aseton
ekstraksiyonuna tabi tutulmasidir. Hem sonikasyon sonrasi supernatan (B2) hem de
aseton ekstresi (B3) aynmi eliisyon sartlarinda HPLC ile ayristirilmaya ¢alisilmistir.
Her iki 6rnegin analizinden de ikiser pik toplanmistir. Bazi analizlerde alikonma
stiresi 40-50 dakika arasinda olan {igiincii bir pik daha gézlenmis ancak analizlerin
biiylik cogunlugunda gbézlenmedigi i¢in degerlendirmeye alinmamistir. Sekil 5.1°de
3. pikin de gbzlendigi aseton ekstraksiyonu ile elde edilen B3 6rnegine ait C18 analiz

sonucu goriilmektedir.

Sekil 5.1. B3 6rnegine ait 280
nm’de gozlenen CI8 analiz
sonucu (ornek hacmi: 1 ml,

akiy hizi:2 ml/dak, gradient: 60
r/ dakikada 0’dan % 60°a % 0.1
(. TFA igeren asetonitril).

Aseton ekstresi ve sonikasyon sonrasi supernatanin HPLC eliisyon profilleri
birbirine benzemekle birlikte, aseton ekstresinde 1. pikin intensitesinin diistiigli hatta

baz1 analizlerde kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 5.2).
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Tablo 4.3’de Orneklerin sitokin aktivasyon diizeyleri incelendiginde,
supernatan C18 c¢iktis1 1. pikin (B2-C1 6rnegi) TNF-a aktivitesinin diger
fraksiyonlara gore oldukc¢a yiliksek oldugu goriilmektedir. Bu pikin MALDI/MS
profili incelendiginde 1793, 1832 civart molekiil agirhgina sahip yapilarin sitokin
aktivasyonunda etkili oldugu soylenebilir. Ancak aseton ekstraksiyonu sonrasi elde
edilen ornegin C18 1. piki olan B3-Cl fraksiyonunun sitokin aktivasyonunun
B2-C1’e gore oldukca diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica aseton ekstraktinda,
supernatanda goriilen 1793 Da molekiil agirligina sahip pik de kaybolmustur. Bu
durum B2-C1 6rneginde yer alan aktiviteden sorumlu yapinin sulu ortamda ¢dzlinen
ve organik faza gegmeyen bir yapi oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle 2.
asamada yapilan ayrimlarda aseton ekstraksiyonundan vazgegilmistir.

Bu caligmada aktiviteden sorumlu oldugu diisiiniilen yapilarin molekiil
agirliklart M. phlei ile yapilan c¢alismada tesbit edilen (13) yapilarin molekiil
agirliklant ile karsilagtirildigit zaman (10000-12000 Da) nisbeten diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu farklilik mikobakteri suslari arasindaki farkliliklardan olabilir.
Elde edilen diistiik molekiil agirliklt M. brumae ekstrelerinde antifungal aktivite tesbit
edilememistir. Bu da M. phlei ile elde edilen sonuglarla farklilik olusturmaktadir.
Ancak, elimizdeki semikantitatif yontemlerle ¢ok diisiik derisimli ornekler elde
edilmekte, bu durum ise sonuclarin degerlendirmesini etkilemektedir.

2. asamada M. brumae hiicre duvari ekstrelerinin HPLC ile daha ince ayirimi
amaclanmigstir. 1. asamadan farkli olarak Ornekler iki boyutlu ayirima tabi
tutulmustur. 1. boyut ayirim ters faz kromatografi kolonu (C18), 2. boyut ayirim ise
kuvvetli katyon degistirici kolon (SCX) ile saglanmistir. Hem 1. hem de 2. asamada
yapilan analizlere ait grafikler incelendiginde 6zellikle de SCX kolonda istenen
nitelikte bir ayirimin gerceklestirilemedigi goriilmektedir. Ozellikle ayn1 &rnegin

ayni sartlarda kolona yiiklenmesi sonucu ayni pik farkli alikonma siirelerinde eliie
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olabilmektedir. Her ne kadar preparatif bir ayirim amaglaniyor olsa da, analizlerde
bir maddenin alikonma siiresinin bilinmesi O6nemlidir. Analizlerdeki bu
tutarsizliklarin farkli nedenleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Biiyiik hacimdeki lupa
yiiklenen ©Ornek hacminin preparatif bir analiz i¢in oldukc¢a diisiik olmasi,
semipreparatif olan pompalarin 6zellikle disiik akis hizlarimi saglayamamasi ve bu
nedenle diisiik akis hizlarinda gradient gerektiren analizlerin ¢ogu zaman
gergeklestirilememesi ve sik sik basingla ilgili problemler yasanmasi bu nedenler
arasinda sayilabilir.

HPLC analizlerinde toplanan fraksiyonlarda ne tiir molekiiller olabilecegi
hakkinda fikir yiiriitmek i¢in 6rneklerin MALDI/MS profilleri yani sira protein ve
seker derisimlerine bakilmistir (Tablo 4.4). C18’e¢ girecek supernatanda (HB3
orneginde) protein derisimi oldukg¢a yiiksek olmasina ragmen, C18 ¢iktilarinda
ozellikle de C1 ve C2 orneklerinde protein derisiminin diistiigii, C3 Orneginde
protein derisiminin digerlerine goére nispeten yiiksek oldugu goriilmektedir.
Baslangictaki proteinin biiylik kismi1 C3 fraksiyonunda toplanmistir. Ancak C3
orneginin ne SCX ne de CI18 ¢iktilarinda kayda deger bir protein derisimine
rastlanmistir. Bu durum baslangigtaki proteinin analizler sirasinda fraksiyonlara
dagildign  ve Bradford yontemi ile saptanamayacak kadar seyreldigini
diistindiirmektedir. Ayrica fraksiyonlar icerisindeki baz1 maddelerin mevcut proteinin
tayinini engellemis olmasi1 da miimkiindiir. Bu fraksiyonlarda protein disinda 280
nm’de absorbans veren aromatik halkali baska yapilar bulunmasi ihtimali de
mevcuttur. Nitekim seker analizi sonucu protein tespit edilemeyen Orneklerin
cogunda seker tespit edilmistir. Bu Orneklerin HPLC profillerine bakildiginda
cogunun 280 nm’de olduk¢a diisiik absorbanslar verdigi goriilmektedir. Bunlardan
C3S2C2 ve C3S3C1 disindakilerde kayda deger seker derisimlerine rastlanmis olup
bunlarin mikobakteri hiicre duvarimin tipik bilesenleri olan glikanlar (6rnegin, LAM,
LM, PIM vb.) ve mkobiaktin, eksokelin gibi sideroforlar olabilecegi
diistiniilmektedir.  Mikolilarabinogalaktan  peptidoglikan  yapist1  pargalanip
peptidoglikanlar, arabinogalaktanlar ve mikolik asitler farkli fraksiyonlara dagilmis
olabilir. C3S2C2 ve C3S3C1 orneklerinde ise ne onemli diizeyde seker (sirasiyla
0.04 ve 0.07 mg/ml) ne de protein saptanmistir. Ayrica 280 nm’deki absorbanslar1 da
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oldukea diisiik olan bu piklerin mikolik asitler (MA 1000-6000 Da civar1) olabilecegi
diistintilmektedir.

M. phlei ile yapilan c¢alismalarda da  sitokin aktivasyonuna yol agan
aktivitenin daha c¢ok hiicre duvarinin suda ¢oziinen bilesenlerinde bulundugu ve bu
yapilarin 3808, 9207, 11533, 12460 and 21587 Da molekiil agirligina sahip peptitler
olabilecegi sonucuna ulasilmist: (8, 13). Bu bulgular Wang grubunun bulgulan ile
benzerlik gostermektedir (57). Bu arastiricilarin izole ettigi molekiil, 60 ila 90 kDa
arasinda molekiil agirligina sahip aseton ve etanolde ¢oziiniirliigii diisiik ve 1siya
dayanikli olan bir glikandir. Bu bulgular arasindaki tek fark molekiil agirliklart olup
bu durum tiirler arasindaki farkliliklardan veya ekstrakt hazirlama ve molekiil agirlig
tayin etme metotlarindaki farkliliklardan kaynaklanmis olabilir.

M. brumae ile elde edilen bulgularin da benzer olacagi, ancak molekiil
agirliklarr arasinda yine bazi farkliliklar bulundugu anlasilmaktadir. Ilk galigmalarda
MA yaklasik 1800 ve 3000 aras1 yapilarin sitokin aktivasyonuna yol ag¢tig1 ancak bu
yapilarda mikolik asit ve peptidoglikanlarin bir arada oldugu gézlenmistir. 2.
asamada ise 1. asamadan farkli olarak mikolik asit ve glikanlar birbirinden daha iyi
ayirilabildigi i¢in sitokin aktivasyonu ve sitotoksisite deneyi sonuglar1 etkili yapilar
hakkinda daha iyi bilgi verecektir.

Elimizdeki verilerle molekiillerin yapilar1 hakkinda fikir yiiriitmek oldukca
zordur. MALDI/MS analizleri, igerigini bilmedigimiz bu Orneklein molekiil
agirliklar1 hakkinda fikir sahibi olmamizi saglayacaktir. Fakat ileri bir yap1 analizi
icin NMR, MS/MS gibi yapiy1 aydinlatmaya yonelik yontemler kullanilmasi daha
yararli olacaktir. Bu molekiillerin sitokin aktivasyonu ve sitotoksik etkilerinin tespit
edilmesi ile bu yapilar hakkinda daha anlamli degerlendirmeler yapilacaktir. Hem
molekiillerin aktivitelerinin dogru tespiti hem de yapilarinin aydinlatilmasinda 6n
kosul ileri diizeyde iyi bir saflagtirmadir. Kantitatif ayirim yapan bir ayirma sistemi
ile daha fazla miktarda 6rnek ayirimi yapilarak ¢aligmanin tekrarlanmasi yararl

olabilir.
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SONUC

Bu calismada;

1I- MTT ve TNF alfa sonucu secilen 12 aday mikobakteriden M. brumae
secildi.

2- Aseton ekstraksiyonu yapilan ve yapilmayan hiicre lizatlar1 HPLC ile
ayirilarak TNF alfa sonuglarina bakildi. Suda c¢oziinen fraksiyonda
aktivite bulundugu goriildii. Bu fraksiyon peptidoglikan ve mikolik asit
icerikliydi. Etkili yapilar, 1800-3000 Da civar1 molekiil agirligina sahipti.

3- C18 ve SCX kombinasyonu ile daha ileri diizeyde bir ayristirma ile
mikolik asit ve glikanlarin ayirimina ¢alisildi.

4- Bu ayirilan fraksiyonlarin sitokin aktivasyonu ve sitotoksik etkisinin

incelenmesi gerekmektedir. Daha ileri ¢alismalarda MS/MS, NMR gibi
yontemlerle yapilar daha iyi aydinlatilabilir.
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