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OZET

Mesane kanseri 6zellikle erkeklerde en sik goriilen kanserlerden bi-
ridir. Mycobacterium bovis'in zayiflatiimasi ile elde edilen Bacillus
Calmette-Guerin'in intravezikal uygulamasi orta ve yiiksek riskli va-
kalarda standart tedavi yontemidir. Mikobakterilerin bu etkilerini
immun sistemi uyararak yaptiklari dustinilmektedir. Canli miko-
bakteri kullanimi 6liime kadar giden 6nemli yan etkilere yol acti-
g1 icin daha etkili ve daha az zararl tedavi arayislar yogun bir sekil-
de surdurilmektedir. Mikobakterilerin diger immiinostimilanlarla
birlikte uygulanmasi, genetigi degistirilmis sus kullaniimasi, pato-
jen olmayan Mycobacterium phlei gibi yeni suglarinin arastirilma-
sI bu arayislara érnektir. Tedavi icin canli hiicre yerine hiicre duvari
preparatlari uygulanmasinin yeterli oldugu gosterilmistir. Calisma
grubumuz da, Mycobacterium phlei hiicre duvarinin gesitli alt frak-
siyonlarinin immunostimulan etkilerini incelemis, sicaga dayanik-
I, suda ¢oziinen, protein denatiranlari ile muameleye dayaniksiz,
DNA icermeyen yapilarin bu etkilerden sorumlu olabilecegini 6ne
sirmustr. ikinci asamada 88 mikobakteri susunun immiinostimi-
lan aktivitesi incelenmis, patojen olmayan, hizl Gireyen 12 yeni su-
sun tedavide alternatif olabilecegi gorulmustir. Bu suslarn huc-
re duvarlarinin ¢ok boyutlu HPLC ile ayristirlma ve yapi analizi ca-
lismalan devam etmektedir. Elde edilen bulgular Mycobacterium
phlei ile elde edilenlerle benzerlik gostermektedir. Daha ileri pep-
tidomik ve proteomik arastirmalari ile etkin yapilarin tamamen saf-
lastinlip tanimlanmasi sonucu mikobakterilerin timor tedavi edici
mekanizmasi daha iyi anlasilabilir ve daha az yan etkili ilaglarin ge-
listirilmesi miimkiin olabilir. Hayvan modellerinde in vivo etkilerin
gosterilmesi de ayrica gerekmektedir.
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statistiklere gore Tiirkiye'de mesane kanseri gorilme sikhgr er-
keklerde U¢linci, kadinlarda on tiglincu siradadir (1). Diger Glke-
lerde de durum fazla farkli degildir. ABD'de mesane kanseri go-
rilme sikhidi erkeklerde prostat ve akciger ve kanserinden sonra
Uclinci sirada yer almaktadir. Kadinlarda ise goriilme sikligi daha az
olup, on dordiinci siradadir (2). Erkeklerde bu hastaligin daha fazla
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ABSTRACT

Bladder carcinoma is among the most frequent cancer types es-
pecially among men. Intravesical instillation of attenuated strain
of Mycobacterium bovis, Bacillus Calmette-Guerin is the standard
treatment of medium and high risk patients. It is thought that the
effectis through stimulation of the immune system. Since, the use
of live mycobacteria may yield to deathly side effects, intensive re-
search is in progress to obtain more potent and less harmful treat-
ment alternatives. Applications of mycobacteria together with
other immunostimulants, use of genetically modified organisms,
or use of nonpathogenic strains such as Mycobacterium phlei are
examples to such researches. Cell wall is sufficient for antitumoral
activity. Our research group investigated the immunostimulating
activity of several cell wall subfractions of Mycobacterium phlei
and showed that the heat stable, water soluble structures, instable
to protein denaturating agents and do not contain DNA might be
responsible for these effects. Next, immunostimulating activity of
88 mycobacteria strains were investigated and found out that 12
nonpathogenic, rapid growing strains might be an alternative to
Mycobacterium phlei. Separation of the cell wall components of
these strains by multidimensional HPLC and identification of the
structures is in progress. The findings so far obtained resemble
the findings obtained with Mycobacterium phlei. More detailed
peptidomics and proteomics studies to isolate and characterize
these structures may shed light on the mechanism of action of
these components and lead to preparation of less harmful antitu-
moral agents. Further study with animal models is also required
to show the in vivo effects of these substances.

Key words: Bladder tumor, mycobacteria strains, cell wall extract,
immunostimulating activity, antitumoral drug preparation

gorilmesinin sebepleri sigara kullaniminin daha fazla olmasina ve
mesleki maruziyete baglanabilir. Ayni istatistiklere gére mesane kan-
serinden 6lim orani ise, erkeklerde on birinci, kadinlarda on sekizinci
siradadir. Bu durum &zellikle erkekler icin mesane kanserinin 6nem-
li bir kronik hastalik oldugunu ve yeni ilag gelistirme zorunluluklari-
ni vurgulamaktadir.
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“Canly BCG ile tedavi orta ve
yiiksek riskli hastalarda tercih
edilen tedavi sekli olmasina
ragmen bu tedavinin
granulomatoz prostatit,
epididimo-orsit, sistemik
BCG reaksiyonlars, allerjik
reaksiyonlar, yiiksek ates,
hepatit, sepsis gibi olumsuz

yan etkileri vardir.”

Molekdler biyoloji, bakteri genetigi ve im-
munoloji konularinda bilgilerin artmasi ile
birlikte hastaliklarin tedavisinde bakteri-
lerden yararlanim konusunda hizl gelis-
meler olmakta, bakterilerin, antienflama-
tuar, antitimoral ve antiviral tedavilerde
kullanim olanaklari tizerinde ¢alisiimakta-
dir. Bakterilerden yararlanilarak yapilan te-
davilerin geleneksel tedavilere gore, du-
suk maliyetle yuksek 6lcekte Uretim im-
kani, biyomiihendislik metodlarinin basit-
ligi, immin sistemi uyarmadaki cesitlilik
gibi cesitli Gstlinlikleri vardir. Standart te-
davi olarak kabul edilmis bakteriyel tedavi
fazla olmamakla beraber, Mycobacterium
bovis'in zayiflatilmasi ile elde edilen
Bacillus Calmette-Guerin (BCG) ile mesane
timorl tedavisi bu tir standart tedaviler-
den biridir (3).

Bu makalede, mesane timoru tedavisinde
mikobakteri kullanilmasi ile ilgili mevcut du-
rum ve bu tedavi yonteminin iyilestirilmesi
amaciyla yapilan - aralarinda bizim arastir-
malarimizin da yer aldidi - calismalar derlen-
mistir.

Mikobakterilerle ilgili kisa bilgi

Mpycobacteriacea ailesinin Uyesi olan miko-
bakteriler, comak gorinumlu, hareketsiz
bakterilerdir. Bu gline kadar ylizden fazla mi-
kobakteri susu tanimlanmistir. Asit-alkol ¢6-
zeltisine dayanikh olmalari, yliksek derisim-
de 60-90 karbonlu mikolik asitler icermeleri
ve DNA'larinda mol bazinda % 61-71 oranin-
da guanin+sitozin bulunmasi bu mikobakte-
rilerin tanimlayici 6zellikleridir. Mikobakteri
suslar patojenlik, Greme hizi ve pigment
olusturma 6zelliklerine gore farklilik goste-
rirler. Onemli bazi istisnalar disinda genel
olarak patojen tirler daha yavas, patojen ol-
mayan tiirler daha hizli trerler (4).
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BCG'nin
mesane hiicrelerine girisi

ﬁ.

UROTELYUM

[ Sitokinlerin iiretilmesi ]

Sekil 1. BCG'nin mesane
kanseri huicrelerindeki
anti-timoral etki
mekanizmasi. TLR: Toll-
benzeri reseptor, M@:
Makrofaj, DC: Dendritik
hicre, L: Sitotoksik T
lenfositler (12, 16, 17).

Mikobakterilerin hticre duvar yapisi alisilagel-
mis gram pozitif ve gram negatif bakteri hiicre
duvarlarina kiyasla oldukca komplekstir. Bu ya-
pida plazma zar Ustlinde yer alan duvar iki ta-
bakadan olusur. Zarin Uzerinde, arabinogalak-
tana kovalan olarak bagl peptidoglikanlar ve
bunlarin bagh olduklar mikolik asitler yer alir.
Hiicre duvarinda hidrofobik bariyer meydana
getiren mikolik asitler, mikobakterilerde tim
hiicre kuru agirhdinin %50'sini, hiicre lipidlerinin
%60'n1 olustururlar. Mikolil arabinogalaktan-
peptidoglikan kompleksi lizerindeki tabakada
ise serbest lipidler, hiicre duvari proteinleri, fos-
fatidil inositol mannozidler, lipomannanlar ve
lipoarabinomannanlar yer alir (5). Mikobakteri
hiicre duvari yapisinin hastalik olusturmada ve
immuin cevapta rolii bulunmaktadir.

Mikobakterilerin mesane tiimori
tedavisinde kullaniimasi

BCG'nin mesane timorl tedavisinde kul-
laniimasi ile ilgili yayinlar 1976 yilina kadar

uzanmaktadir. Morales ve arkadaslan yu-
zeysel mesane kanserini intravezikal ve int-
radermal yolla tedavi etmeyi denemisler ve
9 hastadan olugan gruplarinda timor rekdr-
rensinde 12 kat azalma gozlemislerdir (6).
Bu calismay! bircok yeni arastirma takip et-
mis, cesitli faz Il ve faz Il calismalari sonucu
BCG'nin ylizeysel mesane kanserindeki etki-
si dogrulanmistir. Arastirmalar halen devam
etmekte ve konu ile ilgili bircok derleme ya-
yinlanmaktadir. Bu derlemelerden bir kismi
kaynaklar listesinde bulunmaktadir (7-17).

Glinimizde, intravezikal BCG uygulamasi
orta ve yuksek risk grubundaki hastalarin te-
davisinde, lokal nuksleri ve progresyonu en-
gellemede standart tedavi haline gelmistir.
Uluslararasi Mesane Kanser Grubu kas disi
invazif mesane kanseri hastalarinin hepsin-
de 6ncelikle tam transiretral mesane timor
rezeksiyonu dnermektedir. Dislk riskli has-
talarda rezeksiyondan hemen sonra tek bir
doz kemoterapdétik uygulama, orta riskli has-
talarda kemoterapi ile birlikte intravezikal
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BCG uygulamasi, ylksek riskli hastalarda ise
BCG induksiyonu ve idamesi dnerilmektedir.
Rekiirrens durumunda uygun tedavi hasta-
nin risk durumuna ve ge¢misteki tedaviye
baglidir (18,19).

Mikobakterilerin timor
tedavisindeki etki mekanizmasi

Mikobakterilerin timor tedavisindeki etki
mekanizmasi hala tam olarak bilinmese de
bu etkiyi, hedef hticrelerdeki “toll-benzeri”
reseptorleri (toll-like receptors, TLR) uyarip,
timor nekroz faktori alfa (TNF-a), interlokin
2 (IL-2), interlokin 12 (IL-12), interferon gama
(IFN-y) gibi cesitli sitokinlerin salgilanmasi-
ni saglayarak gosterdikleri distiniilmekte-
dir (12,14,16,17). Sitokinler enflamasyonla il-
gili en 6nemli aracilardir. Yaygin olan gori-
se gore BCGile baslatilan antitimoral etkiler,
¢OzUnlr ve hiicresel immiin sistem dizenle-
yicilerinin etkilesimini iceren bir dizi olay so-
nucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkide dogal ve
kazanilmis immunitenin karsilikli etkilesimi-
nin roll oldugu da acikhga kavusmustur. Bu
mekanizma Sekil 1'de 6zetlenmistir.

in vitro calismalarda, direkt antiprolifera-
tif, sitotoksik veya proapoptotik etkilerle il-
gili bulgular elde edilmisse de in vivo ¢a-
lismalarla bu bulgular desteklenmemis-
tir. Immiin sistem yetmezligi olan canllar-
da antitimoral etki gozlenmemistir (16).
immiinomodiilasyon mekanizmasinin ge-
netik yapi, immiuinolojik 6zellikler, uygula-
nan BCG'nin doz ve programina bagli olarak
her bir hastada farkli olmasi olasiligi da var-
dir (9).

BCG tedavisinin olumsuz etkileri
ve daha iyi tedavi yontemi
arayislari

Canli BCG ile tedavi orta ve yliksek riskli has-
talarda tercih edilen tedavi sekli olmasina
ragmen bu tedavinin granulomat6z pros-
tatit, epididimo-orsit, sistemik BCG reaksi-
yonlari, allerjik reaksiyonlar, yiiksek ates, he-
patit, sepsis gibi olumsuz yan etkileri vardir
(12, 14,18, 20). Ustelik eger hasta BCG'ye ce-
vap veriyorsa uzun sureli kullanim nedeniyle
komplikasyon riski daha da artar. Bu neden-
lerle BCG tedavisinin daha iyi hale getirilme-
si calismalari ve yeni arayislar yogun sekilde
strdUrllmektedir.

Bir kisim arastiricilar BCG'nin diger imm-
nostimilanlarla birlikte uygulanmasi de-
nemeleri yapmaktadirlar. BCG'nin interfe-
ron alfa ile birlikte uygulanmasi ile daha ba-
sarili sonuglar elde edilmistir (21). BCG ile
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tetiklenen timor tedavisinde tip 1 yardimci
T (Th1) hicrelerinin roll olduguna dair de-
liller nedeniyle, BCG ile Th1 immiin cevabi-
nin arttinlmasi olasihdr da distndlmustar.
Th1 sitokinlerle kombine sekilde BCG uy-
gulanmasinda daha iyi sonuglar alinmasi-
na ragmen, bu kombine tedavi ¢ok yiiksek
derisimde sitokin uygulanmasini gerektirir.
Diger yandan BCG genetiginin Th1 sitokinle-
ri salgilatacak sekilde degistirilmesi konusu
lizerinde de durulmaktadir. Cesitli Th1 sito-
kinleri salgilatan genetigi degistirilmis BCG
suslari elde edilmis ve tedavideki Gstiinligua
gOsterilmistir (22).

Arastiricilar, tedavi icin canli hiicre yerine
sadece hiicre duvar preparatlari uygulan-
masinin da yeterli oldugunu goéstermisler-
dir. Wang grubu BCG hiicre duvarindan isi-
ya dayanikli, aseton ve alkolde ¢6zinrli-
gu dusik, suda iyi ¢6ziinen, 60-90 kDa mo-
lekdl agirliginda antitimoral aktiviteye sa-
hip bir glikan izole etmistir (23). BCG hiicre
duvari tedavide etkili olmasina ragmen, ¢6-
zinurlik ve dayaniklilik bakimindan uygu-
lamada zorluklarla karsilagilmistir. Bu fiziko-
kimyasal zorluklarla bas edebilmek icin tasi-
yici vektor olarak oktaarjininle modifiye edil-
mis lipozomlar kullaniimis ve bu sekilde ti-
mor hicre sitoplazmasina tasinan yapay
BCG'nin timor biliylmesine engel oldugu
gosterilmistir (24). Bu hiicre duvari preparat-
larinin, kanser hiicrelerinin dogal katil (natu-
ral killer; NK) grup 2, D Uyesi ligandi sayisi-
ni yukselterek, lenfokinle aktive olmus katil
hiicrelere karsi duyarhliklarini arttirdigr gos-
terilmistir (25).

Yan etkileri bertaraf etmek veya azaltmak
amaciyla BCG yerine patojen olmayan bir
mikobakteri susu kullanilarak tedavi de-
nemeleri de sirdirilmektedir. Bu amacla
en ¢ok Mycobacterium phlei kullanilmistir.
Morales grubu BCG tedavisi basarisiz olmus
hastalara intravezikal olarak M. phlei hiicre
duvarl-DNA kompleksi preparatlari uygula-
mis, hastalarin bu preparati daha iyi tolere
ettiklerini ve anlamli diizeyde iyilesme gos-
terdiklerini yayinlamislardir (26).

Halen M. phlei hiicre duvar-DNA komplek-
si ile ilgili faz Il calismasi, Mycobacterium w
ile faz | ve faz Il calismalari strduriimekte-
dir (http://clinicaltrials.gov/). Mycobacterium
smegmatis'ten mesane timord tedavisinde
kullanilabilecek bir preparat hazirlanmasi ile
ilgili bir patent de bulunmaktadir (Patent no.
CN1339583 (A) 2002-03-13).

Calisma grubumuzun elde ettigi
bulgular

Arastirma grubumuzda yer alan Prof. Dr. H.
Ozen, 1991 yilindan beri mesane timori te-
davisinde BCG'nin roli ve komplikasyonlari
ile ilgili cahismalar yayinlamaktadir (7,8,27-
31). 2003 yilinda tiroloji, mikrobiyoloji ve bi-
yokimya disiplinleri arasinda olusturulan ¢a-
lisma grubumuz mesane timorl tedavisin-
de kullanilabilecek daha az yan etkili miko-
bakteri preparatlar tesbiti amaciyla ortak
calismalarina basladi.

ilk asamada patojen olmayan M. smegmatis
(32) ve M. phlei (33,34) kullanilarak mesane
timori tedavisinde etkili olan mikobakteri
hiicre duvari bilesenleri arastirldi. Cesitli fizi-
kokimyasal yontemlerle fraksiyonlandirilan
hicre duvari ekstreleri insan makrofaj hiic-
releri ile inkiibe edildikten sonra salgilanan
IL-12 ve TNF-a dizeyleri ELISA yontemiy-
le tesbit edildi. Deney sonuclari bazi hiicre
ekstrelerinin TNF-a. ve IL-12 uyarici aktivite-
ye sahip olduklarini gésterdi. Orneklerin kiit-
le spektroskopisi profillerinin incelenmesi
3808, 9207, 11533, 12460 ve 21587 Da mole-
kal agirigindaki peptidlerin immiinostimu-
lan aktiviteye sahip oldugunu distindurdi
(34). Arastirma sonuglarimiza gore M. phlei
hiicre duvarindan elde edilen TNF-a uyari-
a aktiviteye sahip yapilar suda ¢6zunurli-
gu yiksek, asetonda ¢ozlinurligl az, yuk-
sek sicakliga dayanikli, protein denatiire edi-
ci sodyum dodesil siilfat muamelesine daya-
niksiz yapilardir. Bu bulgular Wang grubu-
nun bulgulari (23) ile benzerlik gostermekte;
Morales grubunun bulgularinin aksine DNA
icermemektedir (26).

ikinci asamada, 88 farkli mikobakteri susu
TNF-a ve IL-12 uyaricl aktiviteleri bakimin-
dan incelendi ve etkiler BCG etkisi ile karsi-
lastinldi. Bu mikobakterilerden dokuzunun
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“Mesane kanseri tedavisi
icin daha etkili ve giivenle
kullanilabilecek bir
mikobakteri susu aramak
amactyla 88 mikobakteri
susu ile yaptigimz ¢alisma
bildigimiz kadariyla bu
sahada, bu kadar cok
sayida mikobakteri susunun

bir arada incelendigi ilk

calismadyr.”

IL-12 uyaricl aktivitesinin BCG ile kiyaslana-
bilir oldugu bulundu. 23 mikobakterinin ise
TNF-a uyarici aktivitesi BCG'den daha yiik-
sekti. Patojen ve yavas treyen mikobakteriler
elendikten sonra M. phlei'ye ek olarak 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
olmak lzere 12 sus mesane timorl tedavisi
potansiyeli olan suslar olarak segildi (35). Bu
suslardan yedisinin mesane timora Gzerin-
de sitotoksik etkisi oldugu MTT testi ile tesbit
edilmis, dordi icin patent bagvurusunda bu-
lunulmustur. Bu mikobakterilerin hiicre du-
vari ekstreleri cok yonlt HPLC ile ayristirilarak
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elde edilen fraksiyonlarin protein, karbohid-
raticerikleri ve kitle spektrumlari incelenmis-
tir (36). On bulgular, elde edilen aktif fraksi-
yonlarin 6zelliklerinin M. phlei ile elde edilen
sonuclara benzedigi dogrultusundadir. Bu
fraksiyonlarin immunostimilan ve sitotoksik
ozelliklerinin incelenmesi devam etmektedir.

Sonug

Sonug olarak mikobakterilerin mesane kan-
seri hiicreleri Gizerindeki etki mekanizma-
sinin aydinlatiimasi yaninda daha gugli ve
daha az yan etkili mikobakteri tedavisi yon-
temleri arayisi aktif bir arastirma sahasidir. Bu
konuda yapilan ¢alismalar BCG uygulamasi-
nin daha etkin ve daha zararsiz hale getiril-
mesi; insan i¢in patojen olmayan yeni susla-
rin arastirilmasi; bu mikobakteri hiicrelerin-
de bulunan etkili yapilarin tesbit edilip ayris-
tinlmasi olarak gruplandirlabilir. BCG hiicre
duvarindan elde edilebilecek etkili yapilarla
tedavi yontemi de canli mikobakteri kullanil-
madidi icin daha az yan etkiye sahip olabi-
lir. Ancak bu yapilarin ilag olarak elde edile-
bilmesi icin kitle halinde patojen mikobakte-
ri Uretilmesi cevre saghgini olumsuz yénden
etkileyebilecedi icin ayni islevi gorebilecek
patojen olmayan suslarin 6ncl olarak kulla-
nilmasi tercih edilmelidir.

Bizim calismalarimiz patojen olmayan mi-
kobakteri suslarindan mesane kanseri te-
davisinde kullanilabilecek yeni bir madde
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gelistirilmesi ile ilgili bir baslangi¢ calismasi
olusturmaktadir. Mesane kanseri tedavisi i¢in
daha etkili ve glivenle kullanilabilecek bir mi-
kobakteri susu aramak amaciyla 88 mikobak-
teri susu ile yaptigimiz calisma bildigimiz ka-
daryla bu sahada, bu kadar ¢ok sayida miko-
bakteri susunun bir arada incelendigi ilk calis-
madir. Patojen olan ve olmayan ayirimi yap-
madan, temin edebildigimiz kadar ¢ok sayi-
da mikobakteri hiicre duvarinin etkisini ince-
leyerek elde ettigimiz bulgularin mikobakte-
rilerin immunostimiilan etki mekanizmasinin
aydinlatiimasina 11k tutacagini diistiniiyoruz.
Daha ileri peptidomik ve proteomik arastir-
malart ile etkili fraksiyonlarin tamamen saflas-
tinlarak yapilarinin aydinlatiimasi ve aktif ya-
pilarin karsilastiriimasi ile daha ayrintil bilgi-
ler elde edilmesi beklenmektedir. Elde edile-
cek yapilarin hayvan modellerinde denene-
rek in vivo etkilerinin g&sterilmesi daha ileri
calismalarin konusunu olusturur.
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