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OzZET

Kalsifikasyondan sorumlu nanopartikiller (KNP) bilinen
bakterilerden daha kiiglik (80-500 nm), bakterilere ben-
zer Ozellikler (membran yapilari, ikiye bolinme, koloni
olusumu) gosteren partikillerdir. KNP’ler insan ve hay-
van serumlarinda, insanlarda gorllen patolojik kalsifi-
kasyonlarda (bdbrek taslari, dental pulpa taslari, kalp
kapagd kalsifikasyonlari, arter kalsifikasyonlari, over kan-
serinde gorilen psammoma cisimcikleri vs.), dogadaki
kalsifikasyonlarda (travertenler vs.), Mars meteorlarinda
gosterilmiglerdir. KNP’ler Dulbecco’ nun modifiye eagle
besiyeri (DMEM) ile yapilan hicre kultirlerinde treme
ozelligi géstermekte transmisyon ve scanning elektron
mikroskoplar (TEM, SEM) ile incelenebilmektedir. On-
celeri KNP’ler kalsiyum fostat kristallerini kapsdullerine
cOkelterek kalsifikasyonlara neden olan kigik bakteriler
(nanobakteriler) olarak biliniyordu. Son yillarda KNP’lerin
mineral ve proteinden olugsan kompleks yapilar olduklari
gorlist 6nem kazanmistir. Bu gorlise gore fizyolojik ko-
sullarda kalsifikasyon inhibitéri olarak bilinen albumin,
fetuin gibi proteinler; ortamda asiri derecede kalsiyum,
fosfor varliginda KNP’lerin kalsifikasyon nidusu olarak is-
lev gérmesine ve hidroksi apatit kristallerinin olusmasina
neden olmaktadir.

KNP’lerle ilgili bilinenlere ragmen bilinmeyenler halen
c¢ogunluktadir. Biz de bu makalemiz ile patolojik kalsifi-
kasyonlarda rolleri oldugu distnulen KNP’lerle ilgili yeni
calismalarin gerekliligini vurgulamayi amagladik.

Anahtar kelimeler: Nanopartikil, patolojik kalsifikasyon,
nanobakteriler

GIRIS

Kalsifikasyondan sorumlu nanopartikiller (KNP) bi-
linen bakterilerden daha kiglk boyutta (80-500nm)
ilk kez ticari hicre kiltir serumlarinda kesfedilen,
bakteri olup olmadiklari uzun yillar tartisma konusu
olan partikullerdir. Yapilarinda hidroksi apatit kris-

talleri bulunduran bu partikllerin, insan vicudun-
da olusan iskelet disi patolojik kalsifikasyonlardan

ABSTRACT

Calcifying nanoparticles (CNPs) are particles smaller
(80-500nm) than known bacteria and have bacteria-like
features (membrane structures, in two division, colony
formation). CNPs have shown in human and animal sera,
human’s pathological calcifications (kidney stones, den-
tal pulp stones, heart valve calcifications, arterial calcifi-
cations, psammoma bodies in ovarian cancer, etc.), the
nature’s calcifications (travertines, etc.) and Mars mete-
ors. CNPs are able to grow in Dulbecco’s modified eagle
medium (DMEM), can be examined by transmission and
scanning electron microscopes (TEM, SEM).

Previously CNPs were known as small bacteria (nano-
bacteria) that cause calcifications by precipitating calcium
and phosphate crystals into the capsules. In recent years,
the opinion that CNPs are complex structures consisting
of protein and minerals has become more important. Ac-
cording to this opinion some proteins (such as albumin,
fetuin) known as the physiological inhibitor of calcification
cause to work CNPs as a nidus for calcification and the
formation of hydroxy apatite crystals. Despite the known,
unknowns are still the majority about CNPs. We also
aimed to emphasize with this article, the need for new
studies about CNPs that are thought to have the roles in
pathological calcifications. J Clin Exp Invest 2011; 2 (4):
463-467
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(b6brek taslari, dental pulpa taglari, kalp kapagi kal-
sifikasyonlari, arter kalsifikasyonlari, over kanserin-
de gorulen psammoma cisimcikleri vs.) ve dogadaki
kalsifikasyonlardan sorumlu oldugu distnulmekte-
dir.’

Kalsifikasyondan sorumlu nanopartikillerin kes-
finde Finlandiya’dabulunanKuopio Universitesi'nden
Kajander ve Ciftcioglu énemli rol oynadi. Bu arasti-
ricilar memeli hlcre kultartyle yaptiklari bir galisma
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sirasinda kultirdeki hicrelerin bir tirllG Gremedigini
veya Ureme olan kdltirlerde ise hiicrelerin sitoplaz-
malarinda anormal vakuoller bulundugunu gézlem-
lediler. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile
yaptiklari incelemeleri sonucunda kultir hicreleri-
nin iglerinde kok seklindeki bakterilere benzeyen,
ikiye bolinme 6zelligi gosteren kuguk partikiller ol-
dugunu fark ettiler. Kajander ve ekibi bu partikilleri;
“kendini kopyalayip, filtrelerden gecebilen biyolojik
parcacik” olarak tanimladilar ve bu partikillere na-
nobakteri ismini verdiler."?® Bu arastiricilar 0,2-0,5
pum capindaki, kalin hidroksi apatit kapsuli olan na-
nobakterileri, fetal sigir serumu (gama i1sinina ma-
ruz kalmamig) kullanilan DMEM hiicre kilturlerinde
Uretmeyi basardilar. Ote yandan bu partikiillere fetal
siIgir serumu disinda, atlarin ve insanlarin kan arin-
lerinde de rastladilar. Nanobakterilerin kristalizasyon
merkezi olarak islev gordigun, kalsiyum ve diger
mineralleri ¢cevrelerinde sentezledikleri kapstle ¢o-
kelterek, hicre ici ve digl kalsifikasyonla tas olusu-
muna neden olduklarini agikladilar. Hidroksi apatit-
ten olusan bu kapsuliin nanobakterinin incelenmek
Uzere sabitlenmesini, boyanmasini ve kirilmasini
zorlastirdigini, hicre kiltirinde kullanilan antibiyo-
tiklere direng kazanmasini sagladigini ileri strdler.
Bu calismalarin diger bir sonucu ise ikiye boliinme
sureleri (doubling time) normal hicre kulttri kosul-
larinda 1-5 guin olan, i1siya dayanikli, spesifik bir im-
mun yanit olusturan, 6zgll antikorlarla boyanabilen
bu partikullerin Gremelerinin ylksek doz aminogli-
kozit grubu antibiyotikler, EDTA, sitozin-arabinozit
ve gama-radyasyon ile énlenebildigi idi."?* Kajan-
der ve ekibi DNA izolasyonunu ve 16S rDNA analizi
ile bu partikllerin Bartonella, Brucella’nin da iginde
bulundugu Proteobakterlerin alt grubuna ait bir bak-
teri oldugunu ilan ettiler. Nanobakterilerin prototipini
Nanobacterium sanguineum olarak adlandirdilar.
Kajender ve ekibi Nanobac adinda bir sirket kurarak
nanobakterilere ait Urlinleri (elde ettikleri standart
sus, antikorlar) resmilestirdiler. Sonraki yillarda bir-
¢ok arastirici galismalarinda kontrol gruplarinda bu
aranleri kulland.*®

Dr. Kajander ve ekibinin nanobakterilerin var-
higiniilan ettigi yillarda baska bir arastirmaci Texas
Universitesinden Robert L. Folk italya’da bulunan
Viterbo travertenlerinde boyutlari 10-200 nm arasin-
da degisen mikroorganizmalarin varligini ileri sire-
rek bunlari “nannobakteriler” olarak isimlendirdi.*
Sonraki yillarda NASA'dan Romanek adh arastiri-
cl, McKay ve arkadaslari Marstan gelen ALH84001
meteorunda 20 ile 200 nm boyutlarinda nanobakteri
benzeri yapilar bulundugunu bildirdiler.58

Nanobakterilerin (KNP) kalsifikasyon ile iligki-
lerinin gosterilmesinin ardindan Kajender ve ekibi,

bobreklerine nanobakteri enjeksiyonu yapilan rat-
larda bobrek tasi olustugunu ve idrarda nanobakte-
rilerin izole edildigini gosterdiler. Ayni calismada na-
nobakterilerin invitro olarak fibroblastlara sitotoksik
olduklarini ve kollektor tibulleri hasara ugrattiklarini
bildirdiler.”

Takip eden yillarda Sedivy ve arkadaslari overin
papiller karsinomunda goérilen psammoma cisim-
ciklerinde, Wen Y ve arkadaslari safra kesesi tagla-
rinda, Michel Drancourt ve arkadaslari da Ust driner
sistem taglarinda, KNP varligini gosterdiler.8-1°

Kalsifikasyondan sorumlu nanopartikdillerin
kardiyak ve vaskuler kalsifikasyonlarin etyopatoge-
nezinde de 6nemli bir etken oldugu bilim cevreleri
tarafindan merak konusuydu. Birgok arastirici kal-
sifiye kalp kapaklarinda ve arterlerde KNP’leri izole
etmeyi basardilar."'¢ Bu konuyla ilgili calismalardan
birinde Hu Y ve arkadaslari, kalsifiye kapak 6rnekle-
rinin ve Se90 pozitif kontrol susunun nanobakteriyel
antikorla (Nanobac Oy, Kuipo, Finland) boyandidini
ancak normal kapaklarin ve y isinina maruz bira-
kilmis serum o6rneginin (negatif kontrol) antikorla
boyanmadigini goézlemlediler. Antikorla boyanan
orneklerin hdcre kilturlerinde de nanobakterileri
izole ettiler.’® Ulkemizde yapilan bir galismada ise
Candemir ve arkadaslari mitral anller kalsifikas-
yonu (MAC) olan hastalarda anti CNP antikor (The
Nano-Sero IgG kit, Nanobac Oy, Kuipo, Finland)
titrelerinin iliskisini arastirdilar. Calismaya ekokardi-
yografide mitral aniler kalsifikasyon (MAC) sapta-
nan 93 hastayl ve MAC saptanmayan altta yatan bir
risk faktori olmayan (hipertansiyon (HT), diyabetes
mellitus (DM), dislipidemi) 94 hastayi dahil ettiler.
Sistemik HT, DM, dislipemi prevalansinin yiksek
goruldigd MAC’lI hastalarda Anti CNP titrelerinin
yuksek oldugunu diger grupta ise distk oldugunu
bildirdiler.

Bununla birlikte Tsurumoto ve arkadasglari artri-
ti olan hastalarin sinovyal sivilarinda, Altundag ve
arkadaslari akciger kanserindeki kalsifikasyonlarda,
Agabagov ve arkadaslari plesentada gorilen ve
embriyo ic¢in zararl etkileri olan patolojik plasental
kalsifikasyonlarda KNP’leri izole ettiler.-"°

Zhang ve arkadaslari KNP’leri testikiler mik-
rolitiyazis (TM) adi verilen infertilitiye neden olan
bir hastalik grubuyla iligkilendirdi. Zhang ve ekibi
TM’si olan 17 hasta grubundan ve TM’si olmayan
17 kontrol grubundan 6rnekler alarak nanobakteri
kulttrh yaptilar. Ardindan 3-7 hafta sonunda kulttr
flasklarinin dibindeki Gremeyi gozlemlediler. TM’si
olan hastalarin semen &rneklerinin 10’'unda, idrar
drneklerinin 2’sinde ve TM’si olmayan kontrol grubu
orneklerinin 1’inde lGreme saptadilar.?
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Bazi calismalarla KNP’lerin dental pulpa tasla-
rinin, gingivit ve kronik periodontitin etyopatogene-
zinde rolU oldugu ileri slrtld(.?-22

Son yillarda, KNP’lerin sorumlu oldugu dusu-
ndlen hastaliklarin tedavisi de merak konusu oldu.
Antibiyoterapinin bu hastaliklarin tedavisinde etkili
olduguna dair bir dizi ¢alisma yayimlandi. Bununla
ilgili olarak Zhou ve arkadaslari 2008 yilinda yap-
tiklari bir galisma ile kronik pelvik agri sendromu
olan ve geleneksel tedavilere ragmen iyilesemeyen
Tip Il prostatit tanili hastalarda tetrasiklin tedavisi-
nin etkinligini arastirdi. Hastalari rastgele olarak iki
gruba ayirarak; ilk gruba antibiyotik tedavisi verir-
ken ikinci gruba plasebo verdiler. Tedavi dncesin-
de ve sonrasinda prostatik sekresyonlarda ve idrar
Orneklerinde KNP varligini arastirdilar. Tedaviden
sonra KNP izolasyon oraninin prostatik sekresyon-
larda %62'den %16’ya, idrarda %12,5dan %0’a
distigunli goézlemlediler.?® Zhang ve arkadaslari
da bir calismada intertisiyel bdbrek kisteri ve agrili
mesane sendromu (IC/PBS) olan, biyopsi ve idrar
Orneklerinde KNP Uretilen hastalara tetrasiklin te-
davisi uyguladilar. Tedavinin ardindan hastalarda
semptomlarinin geriledigini, rneklerde nanobakteri
dlzeylerinin distiginu gézlemlediler.?

KNP’ler ile ilgili calismalar ginimuzde de bu-
yuk bir hizla devam etmektedir. Biz de makalemiz
ile bilinmeyen ydnleriyle bilim ¢evrelerinin halen il-
gisini ceken KNP’lerin 6nemini vurgulamayi ve yeni
calismalara isik tutmayr amagcladik.

TARTISMA

Kajender ve ekibi tarafindan kalsifikasyondan so-
rumlu partiklller bilim gevrelerine bir bakteri taru
olarak tanitildi. Ancak Kajender’in bu hipotezine
karsit olan en carpici arastirma John O. Cisar tara-
findan yapildi. Cisar inek serumu, insan salyasi ve
dis plagi gibi gesitli 6rneklerden elde ettigi nanobak-
teri benzeri partikillerden DNA izolasyonlari yapti.
Elde ettigi16S rDNA dizilerinin PCR yodnteminde
siklikla bulasmaya neden olan Phyllobacterium my-
sinacearum ile neredeyse ayni oldugunu ileri stirdu.
Cisar bu calismasi ile nanobakterilerin gercek bir
bakteri olmadigini, cansiz makromolekdller oldugu-
nu ve mikrokristal apatitlerinin kendiliginden yayi-
larak subkultirlerde kalsifikasyonlar olusturdugunu
bildirdi.® Cisar'in bu galismasina ragmen sonraki
yillarda mikrobiyologlar daha ¢ok bu partikillerin
hastaliklarla olan iligkisini arastiran ¢alismalar yapti.
Bu partikillerle ilgili birgok soru ise yakin bir zama-
na kadar cevaplanamadi.

Raoult ve arkadaslarina ait 2008 yilinda yapi-
lan bir galismada nanobakterilerin cansiz makromo-

lekdller oldugu fikrinin 6ne surilmesi bu konudaki
galismalara ayri bir boyut kazandirdi. Raoult ve
arkadaslari KNP’lerin (nanoplar olarak adlandirdi-
lar) DNA'se ve RNA'se’dan etkilenmediklerini ancak
gama radyasyon, uv, EDTA, Tripsin, tetrasiklin gru-
bu antibiyotiklerle inhibe olduklarini ve immunolojik
yanit olusturduklarini gosterdiler. Elde ettikleri 16S
rRNA dizilerinin ise PCR’da kontaminasyona neden
olan diger bakterilere ait oldugunu ortaya koydular.
SDS-PAGE analizleri sonucunda KNP’lerin apa-
tit ve fetuinden olusan komleksler oldugunu ve bu
mineralofetuin komplekslerin belirli kosullarda yayi-
larak kalsifikasyonlara neden olduklarini bildirdiler.
Patolojik kalsifikasyonlar igin bir inhibitor olarak bi-
linen fetuinin nasil olup da kalsifikasyonlara neden
olabilecegi sorusuna yanit olarak yeni bir hipotez
One surdiler. Bu hipoteze gore fetuinde meydana
gelen yapisal degisiklikler sonucunda yeni bir fetuin
izoformu olugsmakta bu da kalsifikasyonlara neden
olmaktaydi.?

Ayni yil Martel ve arkadaglari da yaptiklari bir
¢alismada invitro olarak hazirladiklart CaCO, presi-
pitatlarini, insan serumundan elde ettikleri KNP’ler
ile belirli 6zellikler agisindan kiyasladilar. Olustur-
duklart CaCO, presipitatlarinin membran sekilleri,
bdélinme benzeri formasyonlari, koloniler halinde
birikmeleri gibi 6zellikleri agisindan KNP’lere sa-
sirtici derecede benzedigini gosterdiler. Elde ettik-
leri CaCO, presipitatlarinda ve KNP’lerde bakteri
DNA’sina rastlamadilar. KNP’lerin ¢evresinde yer
alan hidroksi apatit kristalleri birikiminin ortamda-
ki CO, ve NaHCO, miktarlari ve CaCO, birikimini
etkileyen diger faktorlerden etkilendiklerini ortaya
koydular. Bu calismada Martel ve ekibinin elde ettigi
baska bir veri ise pihtilasmis kandan izole ettikle-
ri KNP’lerin g¢evresinde hidroksi apatit kristallerine
rastlanmamasiydi. Bu veriye dayanarak kanda bu-
lunan proteinlerin KNP’lere baglandigini ve olusan
bu kompleksin hidroksi apatit birikimini inhibe etti-
gini dusunduler. Western Blot incelemeleri sonu-
cunda daha Once belirlenen ve nanobakteriler igin
spesifik olan monoklonal antikorlarin (8D10) serum
albuminle reaksiyona girdigini tespit ettiler.?”

2009 yilinda Young ve arkadaslari KNP’lerin
protein ve minerallerden olusan bilesikler oldugunu
bir kez daha kanitlayarak bu konudaki pek ¢ok tar-
tismaya son noktay1 koydular. Bu arastiricilar serum
iceren kiiltir sivisina presipite olan iyonlar (kalsiyum,
karbonat, fosfor) ekleyerek KNP’lere benzer 6zellik-
ler gosteren yapilar elde ettiler. Bu yapilarin fetuin
A, apolipoprotein A1, albumin icerdigini, pasajlar
sonrasinda proteinlerin miktarlarinin degistigini ve
bu proteinlerin nanobakterilere spesifik antikorlarla
reaksiyona girdigini gésterdiler. Fetuin ve albuminin
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nanopartikil formasyonunu inhibe ettiklerini ama
asin kalsiyum veya kalsiyum fosfat varliginda bu
inhibisyonun Ustesinden gelemeyerek kalsifikasyon
nidusu islevi gordiklerini ortaya koydular.?®

Son yillarda yapilan bu galigmalarin sonucun-
da dnceleri nanobakteriler olarak bilinen KNP’lerin
mineraller ve proteinlerlerden olusan cansiz komp-
leks yapilar olduklari distncesi bilim gevreleri tara-
findan kabul gérda.

KNP’ler ile ilgili ortaya konulan bu gelismeler
KNP’lerin kalsiyum homeostasisinden sorumiu fiz-
yolojik mekanizmalarin bir Griind oldugu disuncesi-
ni akla getirmektedir.

Yakin gelecekte KNP’lere ait sirlarin ¢dzilme-
sinin patolojik kalsifikasyonlarla seyreden ve insan
hayatini tehdit eden hastaliklar ile ilgili olumlu gelis-
melere yol agcacag! kanisindayiz. Hatta bazi aras-
tinicilar KNP’lerin biyomineralizayon 6zelliklerinden
yararlanilarak kirik diglerin ve kemiklerin tedavisinin
mimkiin olabilecegini savunmaktadir.?°-%

Biz de bu makalemizle KNP’lerin kalsifikas-
yonla seyreden hastaliklarin etyopatogenezindeki
Onemini ortaya koymak, bu konudaki bilinmeyenle-
rin halen ¢ogunlukta oldugunu ve yeni ¢alismalara
ihtiya¢ duyuldugunu vurgulamak istedik.
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