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OZET

TRANSGENIK SALMONELLA IMMUNOTOKSINININ INSAN
MEME TUMORU UZERINDE ANTIKANSER ETKINLIGI
MEKANIZMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Patoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Tugge ANTEPLIOGLU
OCAK 2023, 40 sayfa

Anti-kanser tedaviler ozellikle de mevcut meme kanseri tedavileri istahsizlik;
enfeksiyonlara kars1 direng kaybi, halsizlik ve yorgunluk, kilo alimi, erken menopoz
ve timore direngli gelisme gibi kritik yan etkileri icermektedir. Bu sebeple;
kanserin olusturdugu potansiyel tehdidi onlemek icin teshis ve tedavide yeni
yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu c¢alismada; Pseudomonas Ekzotoksin
(PE38) ile zayiflatilmis Salmonella Typhimurium’un insan meme adenokarsinomu
(MCF-7) ftzerindeki anti-tiimor etkinliginin makroskobik ve mikroskobik olarak
degerlendirilmesi, uygulanan immunoterapotik tedavinin anti-timoéral etkinliginin
mekanizmasinin arastirilmasi i¢in i¢in apoptoz (Kaspaz 3, 8 ve 9) ve piroptoz
(Kaspaz 1, 11 ve GasderminE) varliginin gdsterimi ve yolaklarinin incelenmesi
amaclanmistir.  Sunulan bu ¢alismada, MCF-7 hiicre hattinin  in-vitro
pasajlanmasinin ardindan Atimik Nude farelere implantasyonu gergeklestirildi.
Tiimér olusum ve capr diizenli kontrol edilerek her birinin ¢ap1 200mm?’iin {izerine
ciktiginda Pseudomonas ekzotoksin (PE38) ile TGFa ve PE38 ihtiva eden aviriilent
Salmonella Typhimurium (AppGpp; relA, spoT and Glm mutant) ile immunoterapi
uygulandi. Tedavi sonrasi 6tenazileri gergeklestirilen farelerin sistemik nekropsileri
yapilarak, olusan tiimoral dokular histopatolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler ic¢in fikse edildi. Buna gore histopatolojik olarak; kontrol grubu
farelerde sadece adenokarsinom iligkili tiimoral hiicrelere rastlanirken, tedavi
uygulanan farelerin timor dokularinda neoplastik epitel hiicrelere eslik eden bakteri
kiimeleri, nekrotik ve apoptotik figiirlere sahip 6lii hiicre popiilasyonlart ve yangi
hiicresi infiltrasyonuna rastlandi. Yine tedavi grubunda yogun anti-kaspaz 3 ve 11
aktivitesine rastlanirken, orta siddette anti- kaspaz 1,8 ve 9 aktivitelerine, hafif anti-
Gasdermin E immunoreaktivitesine rastlandi. Buna karsin kontrol grubunda higbir
immun-reaksiyona rastlanmadi. Sunulan bu c¢alisma ile, aviriilent Salmonella
Typhimurium’ un anti-timoral etkinligi kanitlanmis ve bu anti-tiimoral
mekanizmada; nekroz, apoptoz ve piroptoz varligi tiimor hiicrelerinin 6lim
mekanizmalar1 olarak gosterilmistir. Buna gore; meme kanseri tedavisinde basarili
bir alternatif yontemin gelistirilmesi ve diger kanser tedavileri igin de temel
olusturacak etki mekanizmalarinin belirlenmesi i¢in temel niteliktedir.

Anahtar Sézciikler: Anti-tiiméral etkinlik, Apoptoz, Immunohistokimya, MCF-7,
Piroptoz, Salmonella Typhimurium.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE MECHANISM OF TRANSGENIC
SALMONELLA IMMUNOTOXIN ANTICANCER EFFICIENCY ON
HUMAN MAMMARY TUMOR

Kirikkale University
Institute Of Health Sciences
Department of Veterinary Pathology, Master's Thesis
Supervisor: Asst Prof Tugce ANTEPLIOGLU
JANUARY 2023, 40 page

Anti-cancer treatments, especially current breast cancer therapies, encompass critical
side effects such as appetite loss, resistance to infections, weakness and fatigue,
weight gain, early menopause, and development of resistance to tumors. Therefore,
there 1s a need for new approaches in diagnosis and treatment to prevent the potential
threats posed by cancer. In this study, the anti-tumor efficacy of attenuated
Salmonella Typhimurium with Pseudomonas Exotoxin (PE38) was evaluated both
macroscopically and microscopically on human breast adenocarcinoma (MCF-7) and
the mechanism of the applied immunotherapeutic treatment was investigated by
demonstrating the presence and pathways of apoptosis pyroptosis. In this presented
study, after in vitro passage of the MCF-7 cell line, implantation was performed in
Atimic Nude mice. Tumor formation and diameter were regularly monitored, and
when each reached a diameter above 200 mm?, immunotherapy with avirulent
Salmonella Typhimurium containing Pseudomonas exotoxin (PE38) and TGFa and
PE38 (AppGpp; relA, spoT, and GIm mutant) was applied. After treatment, systemic
necropsies of euthanized mice were performed, and the tumor tissues were fixed for
histopathological and immunohistochemical examinations. Histopathologically,
while only adenocarcinoma-associated tumoral cells were observed in the control
group mice; bacterial clusters accompanying neoplastic epithelial cells, necrotic and
apoptotic figures, and inflammatory cell infiltration were found in the tumor tissues
of treated mice. While intense anti-caspase 3 and 11 activities were detected in the
treatment group, moderate anti-caspase 1, 8, and 9 activities, as well as mild anti-
Gasdermin E immunoreactivity, were observed. In contrast, no immunoreaction was
found in the control group. With this presented study, the anti-tumoral activity of
avirulent Salmonella Typhimurium has been demonstrated. In this anti-tumoral
mechanism, the presence of necrosis, apoptosis, and pyroptosis has been shown as
the mechanisms of cell death for tumor cells. Accordingly, this is of fundamental
nature for the development of a successful alternative method in breast cancer
treatment and for establishing the underlying mechanisms that will serve as a basis
for other cancer treatments.

Keywords: Anti-tumoral activity, Apoptosis, Immunohistochemistry, MCF-7,
Pyroptosis, Salmonella Typhimurium.
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1. GIRIS

Kanser, malign transformasyona ugramis hiicrelerin normal sinirlarin1 asip bitisik
dokulara asir1 bir sekilde ¢ogalmasi, biiylimesi ve sizmasi ile karakterize edilir
(Pulumati ve vd., 2023). Kanser, kiiresel halk saglig1 i¢in ciddi bir sorundur ve
goriilme sikligr 1990'dan beri birgok iilkede artmistir. Bu egilim, 6zellikle karmagik
ve pahali kanser tedavileriyle basa ¢ikmak icin yeterli donanima sahip olmayan
saglik sistemlerinin bulundugu tlkeler ic¢in bir tehdittir (Fitzmaurice ve vd., 2015).
Gelismekte olan iilkelerin ¢ogunda oldugu gibi Tiirkiye'de de kanser insidansi ve
oliim oranlar1 artmaktadir (Y1lmaz ve vd., 2011)

Belirli kanserler i¢in 6nleme ve tedavi secenekleri konusunda son yillarda énemli
ilerlemeler kaydedilmistir (Allemani ve vd., 2015, Coleman ve vd., 2003). Bununla
birlikte, bu gelismelere ragmen diinya genelindeki niifus artisi ve yaslanma ile;
sigara, obezite ve beslenme aligkanliklar1 gibi risk faktorleri de kanser yiikiiniin
giderek artmasinda etkili olmaktadir (Fitzmaurice ve vd., 2015).

Diinya ¢apinda en yaygin dort kanser tiiri; meme (kadinlarda), akciger, bagirsak
(aniis dahil) ve prostat kanserleridir ve tiim yeni vakalarin onda dordiinden fazlasini
(%43) olusturur (World Health Organization, 2020). En ¢ok tan1 koyulan kanser tiirii
olan akciger kanserinin yerini alan meme kanseri, bugiin 8 kanser teshisinden 1'ini ve
her iki cinsiyette toplam 2,3 milyon yeni vakay1 olusturmaktadir (Sung ve vd., 2021).
2040 yilina kadar, yeni teshis edilen meme kanseri sayisinin %40' 1n tizerinde artarak
her yil yaklasik 3 milyon vakaya ulasacagi tahmin edilmektedir. Benzer sekilde,
meme kanserinden Sliimlerin %50' den fazla artarak 2020'de 685.000'den 2040'ta 1
milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir (Arnold ve vd., 2022). Meme kanseri kadinlar
arasindaki tiim kanser vakalarmmin %10,4' iinii olusturur ve bu da onu cilt disi
kanserlerin (akciger kanserinden sonra) ikinci en yaygin tiiri ve kansere bagli
oliimlerin en yaygin besinci nedeni yapar (Sharma ve vd., 2010).

Kanser gibi malign hastaliklar, genellikle kontrolsiiz ve asir1 hiicre gogalmasinin

oldugu durumlar olarak bilinir. Ancak, sadece asir1 hiicre ¢cogalmasi degil, azalmis



apoptotik hiicre oliim indeksinin de malignite gelisimine katkida bulundugu
gozlemlenmistir. Normal olarak apoptozise gegemeyen ve bu nedenle daha uzun siire
yasayan hiicreler, genomlarindaki mutasyonlar sonucunda malign hiicrelere doniisme
potansiyeli tasirlar (Ulukaya, 2003). Apoptoz programlanmis hiicre olimii (PCD)
veya hiicre intihari olarak tanimlanir (D’ Arcy, 2019). Uzun yillar boyunca programl
hiicre oliimii denilince akla sadece apoptoz gelmistir. Ancak bazi tlimorlerdeki
yiiksek apoptoz direnci prevalansi nedeniyle, diger PCD yollarinin varligi ve
fizyolojik 6nemi son yillarda artan bir ilgi toplamistir (Wong, 2011). Apoptozdan
farklr olarak litik ve enflamatuar siireclere sahip olan bir diger programlanmis hiicre
oliim yolu olan piroptoz, klinik olarak kullanilma ve bu sorunlari ele alma potansiyeli
nedeniyle kanser patogenez ve tedavi c¢alismalarinda adim gegirmeye
baslamistir. Yapilan son c¢alismalar tiimor hiicrelerinde piroptoz indiiksiyonunun
giicli bir enflamatuar yanit olusturdugunu ve belirgin bir timdr regresyonu
sagladigin1 gostermektedir (Loveless ve vd., 2021).

Bununla birlikte, son calismalar, bir¢cok bakterinin konak hiicrede PCD’yi
tetikleyebildigini gostermistir (Grassme ve vd., 2001). Kanser tedavilerinin yetersiz
kaldig1 durumlarda, genetik olarak modifiye edilmis veya edilmemis bakterilerin ve
metabolitlerinin  kullanilmasi, kanser hiicrelerini hedefleme, tedavi etme ve
metastazlart onleme potansiyeline sahiptir; bu bakteriler, selektif hedefleme, dogal
yonlendirme, mikrogevre algilama ve dis sinyallere tepki verme yetenekleriyle "robot
fabrikalar" olarak adlandirilmaktadir (Altintas Kazar, 2019). Su anda kansere karsi
potansiyel olarak olumlu terapétik etkilerle iliskilendirilen canli bakteriler arasinda,
bir dizi arastirmaci tarafindan tiimoér hedefli Ozellikleri nedeniyle incelenen
Salmonella bulunmaktadir (Forbes, 2010, Hoffman, 2015). Pseudomonas ekzotoksin
A (ToxA), zayiflatilmis Salmonella tarafindan salgilanan ve kanser hiicrelerini
oldiirme yetenegine sahip bir proteindir ve kanser hiicreleriyle dogrudan temas
halinde olduklarinda lokal olarak apoptozu indiikleme kabiliyetine sahiptir ve g¢esitli
arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (Ganai ve ark. 2011, Swofford ve ark. 2014).
Bununla birlikte, bazi tiimor hiicrelerinin apoptoza direngli olmalar1 da terapotik
yaklasimi olumsuz etkileyen durumlar arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte
ozellikle son 5 yildir yapilan arastirmalar piroptozun litik antienflamatuar yaniti

tetiklemesiyle birlikte cok daha giiglii bir anti-tiimoral etki gosterdigini ortaya
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koymustur (Loveless ve ark. 2021). Ancak su ana kadar yapilan calismalar
Pseudomonas ekzotoksinin anti-timoral etki mekanizmasinin apoptoz {izerinden
yuriidiigiinii gostermistir. Bu nedenle bu calismada, uygulanan immunoterapotikce
olusan anti-tlimoral etkinligin kullandig1 hiicre 6limii yolaginin arastirilmasi primer

hedef olarak belirlenmistir.

1.1. MEME TUMORLERI

Meme kanseri, meme dokusundan tiireyen hiicrelerin anormal bir sekilde biiyiimesi
ve ¢ogalmasi durumunu ifade eder (Khuwaja ve Abu-Rezq, 2004). Diinya capinda
meme kanseri, kadinlar arasinda yiliksek mortalite ve morbidite insidansi ile en
yaygin kanser olarak kaydedilmistir (Arzmi ve vd., 2023). Diinya Saglik Orgiitii
raporlarma gore, orta yas grubundaki kadinlarda en sik goriilen meme kanseri;
toplam kanser tanilariin yaklasik %23' iinli olustururken 6liim nedenlerinin ise %14’
tinii olusturur (Boyle, Levin, 2008, Samarghandian ve vd., 2016, Siegel ve vd.,
2020).

Metastatik bir kanser tiirli olan meme kanseri sik¢a; kemik, karaciger, akciger ve
beyin gibi organlara yayilabilir, bu da esas olarak tedavi edilemezligini agiklar (Sun
vd., 2017). Meme adenokarsinomlar1 ise kadinlarda en sik gorilen meme
kanserleridir. Genellikle yavas biiyliyen bu tiimoérler, bazen tiim prognoz ve tedavi
girisimlerine meydan okuyarak genis bir klinik seyir yelpazesi sunar (Gioanni ve vd.,
1990). Ostrojen ise, kanser hiicrelerinin biiyiimesinde ve gelismesinde énemli bir rol
oynar. Meme kanseri tiirleri arasinda, dstrojen reseptorii (ER+) pozitif meme kanseri,
%70" in lizerinde bir insidansa sahiptir (Lumachi ve vd., 2013).

Giliniimiizde meme kanseri tedavisinde cerrahi, kemoterapi, hormonal tedavi ve son
zamanlarda nanoteknoloji ve gen tedavisi gibi yapilabilecek pek ¢ok tedavi yaklagimi
bulunmaktadir ancak bunlar ciddi yan etkiler ve yiiksek maliyetleride beraberinde
getirmektedir (Sharma ve vd., 2010, Lee ve vd., 2018). Bu nedenle kanser
tedavisinde daha etkin ve ekonomik olarak uygulanabilir yeni yaklasimlara ihtiyag

vardir (Lu ve vd., 2020).



1.2. Meme Tiimorii Modelleri

Hiicre kiiltiirleri, laboratuvar arastirmalarinin bir¢ok alaninda ve o6zellikle kanser
caligmalarinda yaygin olarak tercih edilen in vitro modellerdir (Burdall ve vd., 2003).
Meme karsinomlarina iliskin bilgilerimizin 6nemli bir kismi1 meme kanseri hiicre
(BCC) dizileri ile yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalara dayanmaktadir (Lacroix ve
Leclercq, 2004). Hiicre dizilerinin avantajlar1 arasinda farmakolojik ve genetik
manipiilasyonun goreceli kolayligi, mevcut fonksiyonel analizlerin ¢esitliligi ve bazi
caligmalar i¢in kanserli epitel popiilasyonunun safligt (ve stromal hiicre
kontaminasyonunun olmamasi) yer alir (Kao ve vd., 2009).

Meme kanseri hiicre hatlari, meme kanserinin patobiyolojisini anlamak ve yeni
tedavi yOntemlerini arastirmak amaciyla sikga tercih edilmektedir (Lacroix ve
Leclercq, 2004, Vargo-Gogola ve Rosen, 2007). Meme kanseri molekiiler olarak
heterojen bir hastaliktir ve bu ¢esitliligin ne kadar iy1 ve hangi hiicre hatlarinda en 1yi
modellendigini anlamak 6nemlidir (Kao ve vd., 2009). Meme kanseri hiicre dizilert,
cesitli meme kanseri alt tiplerini temsil etmek de dahil olmak {izere, insan meme
kanserlerinin genetik ve genomik 6zelliklerinin ¢ogunu paylasir (Vargo-Gogola ve
Rosen, 2007). Kurulan ilk meme kanseri hiicre dizisi 1958'de BT-20'dir (Lasfargues
ve Ozzello, 1958). 1973 yilinda Michigan Kanser Vakfi tarafindan plevral
eflizyondan iiretilen ve diinyada en yaygin olarak kullanilan meme kanseri hiicre
dizisi MCF-7 (adim1 da buradan almaktadir) ile, ¢cok sayida baska hiicre dizisi de
bulunmaktadir (Burdall ve vd., 2003).

Meme hiicrelerinin luminal epitelyal fenotipini koruyan hiicre hatlar1 arasinda;
MCF7, T-47D ve ZR-75-1, zayif bir luminal epitelyal benzer fenotipe sahip olanlar;
MDA-MB-453 ve SK-BR-3 hiicre hatlari, epitelyal markerlar1 ifade etmeyen ancak
yiiksek seviyede vimentin (mezenkimal hiicrelerde bulunan bir marker) gosteren
hiicre hatlar1 arasinda MDA-MB-231 yer almaktadir (Lacroix ve Leclercq, 2004).
Timor biyolojisi ve hormon etki mekanizmasi caligmalart i¢in en yaygin olarak
kullanilan insan meme kanseri hiicre dizisi MCF-7’dir (Osborne, Hobbs ve Trent,
1987).

Insan meme kanseri icin fare modelleri, ii¢ ana gruba ayrilabilir; ksenogreft modeller,
kimyasal olarak indiiklenmis, virlis tarafindan indiiklenmis veya iyonlastiric

radyasyon tarafindan indiiklenmis modeller ve transgenikler ve knock-out'lar gibi
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genetik miithendislik modelleri (GEM). Meme kanserine yonelik fare modelleri
arasinda ksenogreftler klinik 6ncesi deneylerde hala baskin rol oynamaktadir. Bunun
birgok sebebi vardir. Birincisi, ksenogreft modelleri nispeten ucuzdur ve tretilmesi
kolaydir. Ayrica, immiinsupresif alicilara tiimorojenik insan meme kanseri
hiicrelerinin, 6rnegin metastatik insan meme adenokarsinoma hiicreleri (MCF-7)
veya metastatik insan meme duktal karsinoma hiicreleri (T-47D), subkutan veya
ortotopik enjeksiyonu, nispeten kisa bir latent siire sonrasinda kati tiimorlerin
olusumuna yol acar (Wagner, 2003).

Genetigi degistirilmis fare modelleri, kanser biyolojisi anlayisimiza énemli 6lciide
katkida bulunmustur (Cheon ve Orsulic, 2011). Kanser hiicresi ksenograftlari, iyi
karakterize edilmis oOzellikleri, laboratuvarlar arasi1 karsilastirma olasiligi ve
tekrarlanabilirligi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (Marangoni ve vd.,
2007). insan meme tiimorii ksenograftlari, endokrinolojik, immiinolojik ve timor-
stroma etkilesimleri dahil olmak {izere tiimoér ve konak dokulari arasindaki cesitli
onemli etkilesimleri inceleme firsati saglar (Clarke, 1996). Ayrica, ¢cogu kimyasal
olarak indiiklenmis ve transgenik modellere karsi, bir¢ok insan meme kanseri hiicre
hattindan tiiretilen ksenogreftler ER+ olup in vivo hormon bagimliligi gosterir
(Welsh, 2013). Her modelin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir ve ozel tercih,
incelenen meme kanseri tilirline ve arastirmacinin ele aldig: belirli sorunlara bagh
olacaktir. Heterojen kanserler, 6rnegin meme kanseri gibi durumlarda, baz1 modeller
insan hastaliginin belirli alt tiplerini veya evrelerini daha yakindan taklit edebilir. Bu
faktorler fare susunun genetik yapisi, bagisiklik sisteminin Gnemi, arastirmanin
tedavi mi yoksa Onleme odakli mi oldugu ve metastazin modellenip
modellenmeyecegi gibi unsurlari igerir (Welsh, 2013). Genel olarak, BALB/c, FVB
ve C3H genetik gecmisine sahip fareler meme tiimori olusturma konusunda oldukga
duyarlidir, bununla birlikte CS57BL genetik ge¢misine sahip olanlar oldukga
direnglidir (Medina, 2010). Ayni zamanda C3H, A ve DBA/2 gibi belirli inbreed fare
suslari, yiiksek bir spontan meme tiimorii prevalansina sahiptir. BALB/c, C57BL ve
AKR gibi diger suslarin prevalansi ise daha diisiiktiir (Fox, 2015). Bagisiklik sistemi
yetersiz olan kemirgenler, insan kaynakli kanser hiicrelerinin ksenogreft olarak
bliylimesine ev sahipligi yapabilir; bu, tiimorojenisiteyi test etmek ve yeni

terapdtikleri degerlendirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan bir modeldir (Clarke,



1996, Mollard ve vd., 2011). En ¢ok kullanilan iki model, scid (ciddi kombine
bagisiklik yetersizligi) ve ¢iplak fare tlirleridir (Clarke, 2009). Nu mutasyonuna sahip
kemirgenlere genellikle "atimik ¢iplak" kemirgenler de denir (Mollard ve vd., 2011).

1.3. Meme Tiimorleri Tedavisi

Metastatik olmayan meme kanserindeki tedavinin ana hedefi, tiimdriin memeden ve
bolgesel lenf diigiimlerinden temizlenmesi ve metastatik niiksiin Onlenmesi iken,
metastatik meme kanseri i¢in terapotik hedefler genellikle yasam siiresini uzatma ve
semptomlar1 hafifletme odaklidir. Ne yazik ki, mevcut durumda metastatik meme
kanseri olan hastalarin biiyiikk ¢ogunlugu tedavi edilemez durumdadir (Waks ve
Winer, 2019).

Tiim meme kanseri alt tiplerinin tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi rutin
olarak kullanilmaktadir (Nofech-Mozes ve ark., 2009). Fakat meme kanseri
hastalarinin tedavisinde kullanilan bu yontemler tamamlayici stratejilerdir. Bu
nedenle radyoterapi veya kemoterapinin her ikiside, tim meme kanseri molekiiler alt
tiplerini etkili bir bigimde tedavi etme yetenegine sahip olmadigindan, yetersizdir
(Burguin, Diorio ve Durocher, 2021).

Geleneksel kanser radyasyon terapisi, tiimorleri tedavi etmek i¢in ¢esitli iyonlastiric
radyasyon tiirlerini (x-1sinlar;, gama 1sinlart veya elektron 1sinlari) kullanir.
Iyonlastirici radyasyon hem tiimor hem de saglikli hiicrelerin DNA'sina zarar verir,
karmasik biyokimyasal reaksiyonlari tetikler ve sonunda hiicre 6liimiiyle sonuglanir
(Terasawa ve ark, 2009).

Kemoterapi, bir¢ok kanser tiirlinde genel sagkalimi 6nemli 6l¢lide artirmis olmasina
ragmen, sitotoksik yan etkiler, diger etkili tedavilerin klinik uygulamasini ciddi
sekilde simirlayan o6nemli bir faktordiir (Xue ve ark, 2011, Iwamoto, 2013).
Kemoterapi goren hastalarda deri dokiintiileri, alopesi ve mukozit en gozle goriliir
yan etkilerdir (Thorpe, Stringer ve Butler, 2013, McQuade ve ark, 2016).
Radyasyonun da bu zayiflatici degisikliklere 6nemli 6l¢iide katkis1 vardir. Birgok
hastada gozlemlenen genel bir sorun; depresyon, anemi, yliksek dozda radyasyon
tedavisi vb. gibi bir¢ok faktore bagl olarak ortaya g¢ikabilen yorgunluktur (Bower,

2014). Kemoterapdtik ilaclar ayrica dogrudan kemik iligine zarar verebilir ve kan

6



hiicresi sayisinda keskin bir diisiise neden olarak hastalari diger birgcok olasi
enfeksiyon tiirline maruz birakabilir (Wang, Probin ve Zhou, 2006).

Standart meme cerrahisi yaklagimlari; memenin tamamen ¢ikarilmasi (mastektomi),
ardindan genellikle meme rekonstriiksiyonu veya meme koruyucu -cerrahidir
(lumpektomi) (Burguin, Diorio ve Durocher, 2021). Ancak kullanilan bu tekniklere
aksiller lenf nodu drenaj1 da eslik edebilir ve bu da {ist ekstremitede lenfédeme neden
olabilir (e Guirro, 2002, Borges, 2006). Lenfodem meme kanseri cerrahisi ve
radyoterapi sonrast en O6nemli sorunlardan biridir. Azaltilmast ve kontrol altina
almmasi i¢in alternatif arayislar son derece onemlidir (Leal ve ark, 2009). Bu
nedenle, her bir meme kanseri alt grubunu etkili bir sekilde tedavi etmek igin yeni

stratejik tedaviler gelistirmek ¢ok dnemlidir (Burguin, Diorio ve Durocher, 2021).

1.4. IMMUNOTERAPI

Son zamanlarda ortaya ¢ikan bir tedavi stratejisi olan immiinoterapi, timor
hiicrelerinin antijenitesini artirarak ve bagisiklik hiicrelerinin tiimor dldiiriicii etkisini
giiclendirerek insan bagisiklik sistemini timor  hiicrelerini  6ldiirmesi icin
uyarmaktadir (Liu ve vd 2023). Spesifik patofizyolojik hedeflere odaklanan hedefe
yonelik tedavi, ¢esitli meme kanseri alt tipleriyle miicadelede daha etkili ve yeni bir

terapotik yaklasim i¢in yeni bir umut sunmaktadir (Masoud ve Pages, 2017).

1.4.1. BAKTERIYOTERAPI
Kemoterapi, radyoterapi ve kanserli olmayan hiicrelere toksisite, ilaglarin derin
timor dokusuna ulasamamasi ve tiimor hiicrelerinde artan ilag direnci, alternatif
kanser tedavilerinin olumsuz etkileri gibi mevcut kanser tedavi yontemlerinde ¢ok
sayida zorlukla karsilasilmaktadir. Bu zorluklar, timor hiicrelerine kars1 daha fazla
secicilik ve etkinlige sahip alternatif yaklasimlarin gelistirilmesine olan talebi
artirmaktadir (Gupta ve vd., 2021). Bir¢ok bakterinin patojenik oldugu ve hatta
bazilarinin tiimor gelisimiyle iliskilendirildigi bilinmesine ragmen; son arastirmalar,
baz1 bakterilerin kanser tedavisi i¢in potansiyele sahip olabilecegini gostermistir.
Bazi canli, zayiflatilmis veya genetigi degistirilmis bakteriler, timorlerde ¢ogalma ve

bliylimeleri engelleme yetenegine sahiptir (Yaghoubi ve vd., 2019). Genetigi
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degistirilmis patojenik olmayan bakteri tiirlerinden bazilari, normal hiicreler i¢in
diisiik toksisite ile kanser hiicrelerine secicilikleri nedeniyle daha basarili sonuglar
vermistir (Song ve vd., 2018).

Tiimorlerde kan damari yapisinin fonksiyonel olarak anormal olmasi, doku boyunca
diizensiz kan akisina neden olarak oksijen yoksunluguna yol acar, bu kan
damarlarinin neden oldugu hipoksi, anaerobik bakterilerin gelismesi i¢in essiz bir nis
olusturur (Ryan ve vd., 2009, Jain ve Forbes, 2001). Bu nedenle, kemoterapiye karsi
oldukca direncli olan timdr bolgeleri bile artitk mikroorganizmalar ile 6zel olarak
hedeflenebilir (Cheong ve Zhou, 2009). Clostridia, Lactococcus, Bifidobacteria,
Shigella, Vibrio, Listeria, Escherichia ve Salmonellamn farkli suslari, hayvan
modellerinde kansere karst degerlendirilmistir (Song ve vd., 2018). Ornegin
Bifidobacterium longum ve Clostridium novyi suslari, tiimoriin  hipoksik alanini
kolonize edebilir ve tiimor hiicrelerini yok edebilir (Roberts ve vd., 2014, Fujimori,
20006). En etkili antitimor bakterilerinden  biri olan Salmonella
Typhimurium'un zayiflatilmis oksotrofik mutantlari ise, in vitro olarak bir¢ok kanser
hiicresini istila edip yok edebilir ve hipoksik tiimdr bolgelerinde ¢ogalabilir (Zhao ve
vd., 2006).

Bakteriyoterapi ilk kez, bir kemik cerrahi olan William B. Coley tarafindan, Coley
toksinleri olarak bilinen bakterileri kanser tedavisinde kullanmasiyla denenmistir. Ist
ile inaktive edilmis iki farkli bakteri olan Streptococcus pyogenes ve Serratia
marcescens karigtmini, maligniteli 1000'den fazla hastaya enjekte etmis ve bir¢cok
hastada tiimoriin geriledigini, 30 vakanin ise tamamen iyilestiini gézlemlemistir
(Nauts ve vd., 1946). Bacillus Calmette-Guerin (BCG), Mycobacterium
bovis'in zayiflatilmis bir susudur ve 1970'erin sonlarindan beri, kasa invaze olmayan
mesane kanserinin (NMIBC) tedavisi i¢in Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan
onaylanan tek bakteriyel ajandir. BCG standart olarak kullanilmistir ve yiiksek riskli
NMIBC ig¢in en etkili tedavidir (Gontero ve vd., 2010, Zlotta ve vd., 2009).

Kanser bakteriyoterapisinin klinik uygulamasi ¢ok kullanish ve rutin olmasa da bu
yaklagim gelecekte umut verici olabilir (Yaghoubi ve vd., 2019). Giinlimiizde,
bakteriler, basit genetik miihendislik veya sentetik biyomiihendislik yontemleriyle
kanser tedavisini desteklemek amaciyla yonlendirilebilmektedir. Ayrica, bakteri bazli

kanser tedavisi, daha i1yi klinik sonuglar i¢in ya bir monoterapi olarak ya da diger



antikanser tedavileri ile kombinasyon halinde kullanilabilir (Gupta ve vd., 2021).
Kemoterapi gibi meme kanserine karsi miicadelede geleneksel tedaviler, etkinlikleri
acisindan sorgulanmaktadir. Bu nedenle, daha yiiksek oranda sagkalim elde etmek
icin meme kanseri tedavisine yonelik stratejilerin siirekli olarak iyilestirilmesi
gerekliligi dogmustur (Yaghoubi ve vd., 2019). Bu nedenle de 6zellikle son yillarda
yapilan c¢alismalar kemoterapinin komplikasyonlar1 nedeniyle, diisiik toksisiteye
sahip ve/veya normal hiicreler lizerinde herhangi bir yan etkisi olmayan yeni kanser
ilaglar1 yapmak i¢in bakteri ve irilinlerini kullanma potansiyelini incelemeye

odaklanmistir (Yaghoubi ve ark., 2019).

1.4.1. Bakteriyoterapide Salmonella

Bakteriyel tedaviler, kanseri tedavi etmek i¢in standart yOntemlerle
gerceklestirilemeyen birgok benzersiz mekanizmaya sahiptir. Bakteriler spesifik
olarak tiimorleri hedefleyebilir, aktif olarak dokuya niifuz edebilir, kolayca tespit
edilebilir ve kontrol edilebilir bir sekilde sitotoksisiteye neden olabilir (Forbes,
2010).

Kanser tedavisi baglaminda en sik kullanilan bakteri tiirleri Clostridium,
Bifidobacterium ve Salmonella'dir (Pal, 2022). Genetik miihendisligi; bu bakterilerin
genetigini degistirerek patojenitelerinin azaltilmasina ve kanser tedavisinde
kullanilabilir hale getirilmesini saglamistir (Mayakrishnan ve vd., 2022). Ayrica
zayiflatilmis bakteriler metabolik olarak aktiftir ve tiimor dokularinda spesifik
aktiviteler gerceklestirebilmektedir, bu da onlar1 kimyasal ve biyolojik ilaglardan
farkli kilmaktadir (Zheng ve Min, 2016).

Salmonella  enterica  serovar  Typhimurium (S.  Typhimurium), insanlarda
gastroenterite neden olan Gram-negatif bir bakteridir (Akoachere ve vd., 2009). S.
Typhimurium; timorleri algilama ve hedefleme yetenegi, tercihen tiimore 6zgii mikro
ortamda biiyiime, iyi intratiimoral penetrasyon, diisiik sitotoksisite, immiinojenite ve
cok yonlii programlanabilirlik ozellikleri sayesinde yeni tedavi stratejilerinde
cogunlukla tercih edilmektedir (Forbes, 2010). S.7yphimurium aym zamanda hem
aerobik hem de anaerobik ortamlarda biiyliyebilmesi ve dolayisiyla hem hipoksik
olmayan hem de hipoksik tiimorlerde kolonilesebilmesi nedeniyle popiiler bir

hedeftir (Semenov ve vd., 2011). Zayiflatilmis S.7Typhimurium, hayvan kanseri

9



modellerinde ve insan hastalardaki Faz 1 klinitk denemelerinde genis capta
incelenmistir. Genleri kolaylikla manipiile edilebilme 0&zelligi sayesinde g¢esitli
zayiflatilmis suslari, fare modellerinde giivenli bir profil sergileyerek tiimor hedefli
terapdtikler veya ila¢ dagitim araclar1 olarak tasarlanip iiretilmistir (Zheng ve Min,
2016). S. Typhimurium, timorlerin varligina karst bagisiklik tepkisini indiikleyerek,
Kaspaz-3'i dogrudan aktive etmek i¢in bakteriyel toksinleri kullanarak ve ayrica
anti-kanser bilesiklerinin timor bdlgelerine iletilmesinde bir vektor olarak
kullanilarak tiimorleri spesifik olarak hedefleyebilir ve yok edebilir (Enejiyon ve vd.,
2020).

Tedavi modeli olarak bakterilerin kullanilmasi sirasinda, konak bagisiklik sistemine
kars1 bakteriyel viriilansin kontrol altina alinmast oldukga kritiktir. Bu nedenle, bir
susun anti-timor aktivitesini degistirmeden zayiflatilmasi, tedavinin etkinligi
acisindan biiyilk 6nem tasimaktadir (Gupta ve vd., 2021). Bu yaklasim, tedavi
stirecinde istenmeyen immiinolojik tepkileri en aza indirerek, bakterilerin giivenli ve
etkili bir sekilde kullanilmasin1 saglamayi hedefler. Anti-tiimor spesifikligi agisindan
genis capta incelenen Salmonella Typhimurium susu VNP20009, msbB ve purl dahil
olmak {izere ana viriilans genlerinin silinmesiyle degistirilmistir (Lee ve vd., 2014).
Bu silme islemi, konakta veya deney hayvanlarinda hastalik veya toksik sok
olusumunu Onlemek icin bu bakterileri nihai olarak zayiflatilmasin1 amaglamaktadir
(Rommasi, 2022). Salmonella spp.'den relA- ve SpoT'un silinmesiyle olusturulan
mutantlar ise bakterilerde stres yanitinda gergeklesen gen ekspresyonuda rol oynayan
bir sinyalleme molekiilii olan ppGpp (guanozin tetra ve pentafosfat)'nin sentezinde
bozulmaya yol acgar; ancak, mutant sus daha az toksik Ozellik sergiler. Aviriilent
AppGpp susunun antitiimor yanitlart oldugu ve inflamazom NLRP3 ve IPAF" aktive
ettigi, ayrica timor inhibitér sitokinlerinin (IL-1B ve IL-18, TNF-a) ifadesini
artirdigi, metastazi engellemek igin bagisiklik hiicrelerini toparladigi ve timor
hiicrelerinde dogrudan apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Na ve vd., 2006, Jiang ve
vd., 2013, Kim ve vd., 2015, Phan ve vd., 2015). Salmonella ile hasar gérmiis kanser
hiicrelerinin dogrudan etkilesimi sonucunda, kemik iliginden tiiretilmis makrofajlarin
aktif Kaspaz-1 pl0O gibi inflamasom ile iliskili proteinleri eksprese ettigi
gosterilmistir; bu siiregte, hasar gérmiis kanser hiicreleri tarafindan salinan ATP'nin

inflamasom aktivasyonunun oncii sinyali olarak islev gorebilecegi belirlenmistir
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(Liang ve vd., 2019). Jeong ve digerleri (2008), ppGppnin Salmonella’nin konak
hiicreye invaze olmasi igin zorunlu oldugunu belirtmislerdir; ppGpp olmadan,
Salmonella ekstraseliiler bir bakteri gibi islev gorecektir. Bununla birlikte, timor
hedefleme etkileri ve antitiimor etkiler, bdyle bir zayiflatmanin etkisinden
etkilenmemektedir  (Wang, 2021). Kim ve ark. (2015) aviriilent
AppGpp Salmonella tarafindan kolonize edilen fare CT26 tiimoér modelinde IL-1f ve
TNF-a seviyelerinin belirgin bir sekilde artarak tiimor gerilemesine yol agtigini
gozlemlemistir. Lim ve ark. (2017); epidermal biiylime faktorii reseptoriine (EGFR)
baglanan ve PE38 adli gii¢lii bir sitotoksik protein igeren bir immiinotoksini (TGFa-
PE38) ifade eden Salmonella Typhimurium ile fare kolon ve meme kanseri
hiicrelerinde kanser biiyiimesinin baskilandigini gostermistir.

Fakat Salmonella bakterileri ile kanserle miicadelede daha umut verici stratejilerden
yararlanmak i¢in hala ¢dziilmeyi bekleyen bir¢ok sorun vardir (Liang ve vd., 2019).
Malesef, AppGpp Salmonella tedavisinin tek basina uygulanmasi tiimoriin tamamen
eradikasyonu ile sonuc¢lanmamakta ve tiimor niiksii ile metastaz durumlar1 sikg¢a
raporlanmaktadir (Liang ve vd., 2019). Salmonella tedavisinde konagin bagisiklik
tepkilerinin daha iyi anlasilmasi, Ozellikle cesitli stratejiler bakteriyoterapi ile
birlestirildiginde belirli bir ilacin basarisin1 artirabilir ancak toksik kemoterapiye
thtiyag duymadan tasarlanmis bakterilerle kanseri iyilestirmenin ve metastazlarin
hedeflenmesinin klinik potansiyeli de goz ardi edilmemelidir (Kim ve vd., 2015,

Hayashi ve vd., 2009).

1.4.2. Bakterilerin Salgiladig1 Toksinler ve Kanser Tedavisi
Kanser bakteriyoterapisinde bakteriler tek basina veya konvansiyonel yontemlerle
kombine edilerek kullanilmaktadir. Son zamanlarda, toksinler, peptitler,
bakteriyosinler, sporlar ve enzimler gibi farkli bakteriyel iiriinler, kanser tedavisi i¢in
umut verici ajanlar olarak dikkat ¢ekmektedir (Yaghoubi ve vd., 2019). Bakteriyel
toksinler, ¢esitli hiicre i¢i proteinleri hedeflemek ve konagin bagisiklik tepkilerini
modiile etmek i¢in konak hiicrelerine girebilme yetenegine sahiptir (Adkins ve vd.,
2012). Bakteriler tarafindan sentezlenen bu toksinler insan viicudundaki, bazilari
asagida aciklanan c¢esitli kanser hiicrelerine karst etki gosterebilir (Tablo 1.1)
(Rommasi, 2022). Kanser hiicrelerini hedef alan bakteriyel toksinler arasinda,

rekombinant tek zincirli veya ¢ift zincirli flizyon toksinleri olusturmaya ¢ok uygun
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olan Pseudomonas ekzotoksin (PE) ve difteri toksini (DT) yer alir (Kreitman ve
Pastan, 1998).

Immiinotoksinler ise; bir bilyiime faktorii, monoklonal antikor veya bir protein
toksinene bagli antikor fragmani gibi bir ligand igerir. Ligand alt birimi hedef
hiicrenin yiizeyine baglandiktan sonra molekiil internalize olur ve toksin hiicreyi
oldiiriir (Kreitman ve Pastan, 1998). Hiicresel internalizasyondan sonra, bu olduk¢a
gliclii toksinler, protein sentezinin inhibisyonu yoluyla hiicresel sitotoksisiteyi
indiikler. Ayrica ¢ok kiiclik miktarlarda aktiftirler (Yamaizumi vd., 1978).
Pseudomonas ekzotoksin A4, bircok immiinotoksinin oldiirticii kismui i¢in kullanilan
giiclii bir toksindir (Mazor ve Pastan, 2020). Pseudomonas ekzotoksini, gram negatif
bir bakteri olan firsat¢1 patojen Pseudomonas aeruginosa'nin en toksik viriilans
faktoriidiir (Michalska ve Wolf, 2015, Wolf ve Elsdsser-Beile, 2009). Ekzotoksin A,
66 kDa biyiikliginde bir peptit olup, konakgi hiicrelerin protein sentezini;
elongasyon faktorii-2’yi (EF-2) ADP-ribosilasyon yoluyla inhibe ederek engeller
(Wolf ve Elsédsser-Beile, 2009, Yates ve vd., 2005). Sonug¢ olarak, dissal ve igsel
apoptoz yollar1 etkinlestirilir ve bu da hiicre 6liimiiyle sonuglanir (Du ve vd., 2010,
Jenkins ve vd., 2004). Son yillarda PE'nin hiicresel yolaklarinin molekiiler
mekanizmalarina aciklik getiren calismalar yapilmistir (Wolf ve Elsdsser-Beile,
2009).

Reseptor ligandlari, spesifik hedef reseptorleri eksprese eden hiicreleri 6ldiirmek
tizere toksinleri yonlendirmek i¢in de kullanilabilir (Antignani ve FitzGerald, 2013).
Bu reseptorleri PE ile spesifik olarak hedefleyerek, kanserleri ortadan kaldirirken
aynt zamanda genel kemoterapdtik stratejilerle siklikla iliskilendirilen normal
dokuya yonelik toksisiteleri de oOnleyebiliriz (Weldon ve Pastan, 2011). Lim ve
arkadaslar1 2017 yilinda aym immunotoksini ihtiva eden avirlilent Salmonella
Typhimurium ile CT26 (fare kolorektal karsinom) ve 4T1 (fare meme kanseri) hiicre
hatlarinda tiimor biiylimesinin 6nemli 6l¢lide engellendigini gostermislerdir. PE38
toksininin aktif sitozolik formu; EGFR ligandin1 hedeflemek i¢in, TGF-a'ya
kaynastirilmistir (Phillips ve vd., 1994). Bu sebeple, yalnizca EGFR'yi eksprese eden
hiicreler, diisiik seviyelerde EGFR'yi eksprese etmeyen veya gdstermeyen normal
hiicrelere karst minimum toksisiteyle flizyon proteinini internalize edecektir (Thomas

ve vd., 2004)
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1.5. Programh Hiicre Oliimii Yollar

Programlanmis hiicre o6limii (PCD), c¢ogu organ sisteminde gereksiz ve hasarl
hiicrelerin uzaklastirilmasinda rol oynar (Kroemer ve vd.,1995). Programlanmis
hiicre olimii yolaklari, tim ¢ok hiicreli organizmalarin biiylimesinde, hayatta
kalmasinda, homeostazisinde ve dogustan gelen bagisikliginda 6nemli fizyolojik
rollere sahiptir (Rogers ve vd., 2017). Yaygin olarak incelenen PCD tiirleri; apoptoz,
piroptoz, nekroptoz ve ferroptozdur (Tang ve vd., 2019). Hiicre dliimiiniin sekli ne
olursa olsun, sonucta beklenen sey, normal hiicreler hayatta kalirken timor hiicreleri
gibi anormal hiicrelerin ortadan kaybolmasidir (Xu ve vd., 2023). Son 5 yilda yapilan
bazi ¢alismalar piroptoz, nekroptoz ve ferroptozun antitiimér immiinitesi ile sik1 bir

sekilde iligkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Tang ve vd., 2020).

1.5.1. Apoptoz

Apoptoz programlanmis hiicre 6limii veya hiicre intihar1 olarak tanimlanmaktadir
(D’Arcy, 2019). Apoptoz, normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin diizglin
gelisimi ve isleyisi, hormona bagli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakl
hiicre o6liimii dahil olmak tizere cesitli slireclerin hayati bir bileseni olarak kabul
edilmektedir (Elmore, 2007).

Apoptoz enerjiye bagimli ve fizyolojik bir olay olabilmektedir (Adamkov, 2019).
Apoptozda baslica 5 farkli yolak kullanilir; metabolik ve hipoksik stres ile tetiklenen
intrinsik (i¢sel) yolak ve Fas-L ya da tiimor nekroz faktorii-o gibi dis uyaranlar ile
tetiklenen ekstrinsik (dissal) yolak (Sekil 1.1), DNA hasari lizerine p53 ile aktive
olan Kaspaz-2 bagimli yolak, kaspazin dogrudan aktivasyonu ile granzim-B yolagi
ve DNA fragmantasyonu ile baslayan granzim-A yolagidir (Grilo ve Mantalaris,
2019).

Hiicre olimii reseptorleri aktive edildiginde dissal apoptoz meydana gelirken,
hiicresel stres mitokondriyal yolu aktive ettiginde i¢sel apoptoz meydana gelir
(Purnama ve vd., 2023). DNA hasari, biiyiime faktoriiniin tiilkenmesi, hipoksi,
katlanmamis proteinlerin birikmesi veya sitotoksik ilaglar gibi hiicre i¢i sinyaller,
i¢gsel veya mitokondriyal apoptotik yolu baslatabilir. Bu yolda Kaspaz-9 baslatici

kaspazdir, B hiicreli lenfoma
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Sekil 1. 1 Apoptoz intrinsik (i¢sel) ve ekstrinsik (dissal) yolak (Loreto ve vd., 2014).

2 (Bcl-2) protein ailesi ise ana diizenleyiciler olarak gdrev yapar (Dasgupta ve vd.,
2016). Kaspaz-9'un aktivasyonu kaspaz-3, -6/7'nin aktivasyonuna yol acar ve bu
daha sonra kaspazla aktive edilen DNAz ve laminin inhibitérii olan poli ADP-riboz
polimeraz (PARP) gibi ¢esitli hiicresel hedefleri boler. Bu biyokimyasal reaksiyonlar
sonucta hiicresel denatiirasyona ve 6lime yol acar (Degterev, Boyce ve Yuan, 2003).
Dissal apoptotik yol; aktive edilmis T hiicreler, dogal oldiiriicii (NK) hiicreler ve
makrofajlarin hedef hiicrenin zarindaki 6liim reseptorlerine baglanmasi ile baslatilir
(Nagata, 1997, Falschlehner, Schaefer ve Walczak, 2009, Sedger ve McDermott,
2014). Fas ve timor nekroz faktor (TNF) reseptorii integral proteinlerdir.
Komplementer 6liim aktivatorleri olan FasL ve timor nekroz faktdr alfamin (TNF-a)
baglanmasi ile Prokaspaz-8 Kaspaz-8’e doniisiir. Boylece kaspaz kaskadi

aktivasyonu baslatilmis olur (Choo, Loh ve Chen, 2019). Apoptozun son asamasinda
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hiicreler, makrofajlar veya nétrofiller gibi temizleyici hiicreler tarafindan in vivo

olarak fagosite edilir (Silva, Do Vale ve dos Santos, 2008).

1.5.2. Piroptoz

"Piroptoz" terimi ilk olarak; 2001 yilinda Salmonella ile enfekte makrofajlarda
kaspaz-1'e bagli proinflamatuar PCD modelini kesfeden Amerikali bilim adamlar
Cookson ve Brennan tarafindan ortaya atilmistir (Brennan ve Cookson, 2000,
Cookson ve Brennan, 2001). Piroptoz, hiicrelerin sismesi ve ¢oziinmesi ile
karakterize edilen ve ¢esitli proinflamatuar faktorlerin saliniminin eslik ettigi bir tiir
litik enflamatuar programlanmis hiicre oliimidiir. (Jia ve vd., 2023). Piroptoz ve
apoptozun ozellikleri, her ikisinin de genlerin diizenlenmesi yoluyla meydana gelen
hiicre 6liimleri olmasi bakimindan benzerdir (Ji ve vd., 2021).

Spesifik morfolojik o6zellikler piroptozu apoptozdan ayirir. Piroptotik hiicreler
kromatin yogunlagsmasina ve DNA fragmantasyonuna maruz kalmasina ragmen
cekirdekleri saglam kalir (Purnama ve vd., 2023).

Piroptoz, genellikle hiicre i¢i patojen enfeksiyonlariyla tetiklenir ve konak savunma
sisteminin bir pargasidir. Iki farkli yolakla uyarilir: klasik ve klasik olmayan
enflamatuar yolaklar. Klasik piroptoz, hasarla iliskili molekiiler paternler (ATP, IL-
la) ve patojen iligkili molekiiler paternler tarafindan tetiklenen kaspaz-1 araciligiyla
gerceklesirken, klasik olmayan piroptoz insan kaspaz-4/-5 ve fare kaspaz-11
bagimhidir ve hiicre i¢i lipopolisakkaritler tarafindan uyarilir (Sekil 1.2) (Lamkanfi
ve Dixit, 2014). Piroptoz esas olarak kaspaz-1 tarafindan aktive edilir (Nagarajan ve
ark. 2019). Son zamanlarda yapilan arastirmalar, aktive edilmis kaspaz-3'iin, plazma
zarinda gozenekler olusturarak ikincil nekroz/piroptoz gerceklestiren N-terminal
fragmanint  (GSDME-NT) olusturmak i¢in gasdermin E'yi  (GSDME)
parcalayabildigini ortaya koymustur (Wang ve ark. 2017, Rogers ve ark. 2017).
Piroptoz, aktif gasdermin ailesi tiyeleri (GSDM'ler) tarafindan plazma zar1 gdzenek
olusumu yoluyla gerceklestirilir (Gong ve vd., 2023). Apoptoz uyarimi iizerine,
GSDME ekspresyonu olmayan hiicreler nekroza ilerlemeden apoptoza girerken,
yiiksek veya orta GSDME seviyelerine sahip olanlar dogrudan GSDME aracili
piroptoza maruz kalir (Rogers ve ark. 2017). Bu nedenle, GSDME ifadesinin apoptoz
ve nekroz/piroptoz arasindaki gecisi yonetebilecegi diisiilmektedir (Wang ve ark.

2017).
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Sekil 1. 2 Piroptozun klasik ve klasik olmayan yolaklari (Zheng ve vd., 2021).
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Apoptozdan farkli olarak PCD yollarinin varligi ve fizyolojik dnemi, uzun siiredir
kesfedilmemis olsa da bazi tiimorlerdeki yliksek apoptoz direnci prevalansi nedeniyle
son yillarda artan bir ilgi toplamistir (Wong, 2011). Piroptoz, klinik olarak
kullanilma ve bu sorunlar1 ele alma potansiyeli nedeniyle kanser arastirmacilari
arasinda kayda deger bir ilgi uyandirmigtir. Son kanitlar, timor hiicrelerinde piroptoz
indiiksiyonunun gii¢lii bir enflamatuar yanita ve belirgin timor gerilemesine yol
actigim gostermektedir (Loveless ve ark. 2021). Immiinoterapinin de ortaya ¢ikisiyla
birlikte piroptozun, immun kontrol noktasi inhibitdrlerinin antitimor etkinligini
arttirdig1 gosterilmistir (Jia ve vd., 2023). Piroptozun daha fazla arastirilmasi, yeni

antitimor tedavilerinin gelistirilmesine yardimer olacaktir (Jia ve vd., 2023).
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Bakterilerin Inkiibasyonu

Liyofilize formdaki bakteri suslar1 Prof. Dr. Hyon Choy (Chonnam National
University Medical School, Republic of Korea)’ dan temin edilmistir. Suslar; Luria-
Bertani (LB) (Thermo Scientific, Kat.No: 22700025) (Jeffrey, 1972) siv1 besi yerinde
%1 NacCl, %5 CO2 ve %95 nemli havada 37°C ‘de (Krieg ve Holt, 1984) inkiibe
edildi ve kat1 destek ortami i¢in %1,5 oraninda graniil agar (Atlas, 2010) eklendi.

2.2. Hiicre Kiltiirii

Arsivimizdeki MCF-7 (ATCC, ABD) (13. pasaj) insan meme kanseri hiicre hatt1 sivi
nitrojenden ¢ikarilip, flasklara ekim yapilmak tizere 37°C’lik su banyosunda
¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen bu hiicre hatti; %90 RPMI-1640 (Gibco), %10 fotal buzag:
serumu (Gibco) ve %1 penisilin/streptomisin (Gibco) ihtiva eden besi yeri (Peng ve
vd., 2017) igine ekildi ve %5 CO? ve 95% nemli havaya sahip etiivde 37 °C’de
inkiibasyona birakildi.

2.3. Deney Hayvanlan ve Ksenogreft Tiimor Modeli

Calisma kapsaminda, 10 adet Atimik Nude fare (5-6 hafta yasl, 16-18 g agirliginda)
kullamldi. Uygulanan tiim asamalar icin, Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulun’dan onay alindi (23/02/04). Tiim hayvanlar ¢calisma boyunca, Kirikkale
Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deney Hayvanlar1 Unitesinde, uygun sicaklik ve nem

kosullarinda ve spesifik patojenlerden ari ortamda barindirildu.

Ksenograft modeli i¢in; 3x10¢ MCF-7 hiicresi iceren 0.1ml RPMI besiyeri 0.1 ml
matrigel icine eklenerek deri alti yolla sag caudoabdominal bolgeden farelere
implante edildi. Tiimérler diizenli olarak takip edilerek boyutlart 200mm? oldugunda
calisma gruplart olusturuldu ve tablo 2.1°de belirtilen bicimde tedavi uygulamalari
yapildi. Buna gore TGFa ihtiva eden ve etmeyen 2 farkl tedavi grubu olusturuldu ve
PE38 ekzotoksinli avirulent S.Typhimurium her 1.5ml’ de 5x107 olacak bigimde

ayarlanarak ve her bir fareye intra-tiimoral olarak 0.2ml uygulandi.
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2.4. Deney Diizeni

Deney diizeni Tablo 2.1°de gosterilmistir. Arastirma silirecinde; yerine getirme,
azaltma ve iyilestirme (3R) prensiplerine baglh kalarak, deneysel prosediirleri en aza

indirecek sekilde gerekli minimum hayvan sayisimt kullandik (Brenstad ve Berg,
2011).

Tablo 2.1 Deney Diizeni.

Fare Uyguma Aciklama

GI (n=3) APP TGF- 0,3 ml TGFa ve Pseodomonas ekzotoksin (PE38) ihtiva eden
avirilent Salmonella Typhimurium (AppGpp; relA,
spoT and Glm mutant)

GII (n=3) APP- 0,3 ml Pseodomonas ekzotoksin (PE38) ihtiva eden aviriilent
Salmonella Typhimurium (AppGpp; relA, spoT and

GIlm mutant)

GIII (n=4) - Tedavi Uygulanmadi

2.5. Patolojik incelemeler

Tedavi uygulamalarindan 2 giin sonra tiim gruplardaki hayvanlara karbondioksit
solutma yontemi uygulanarak Gtenazileri gergeklestirildi. Sonrasinda timdr ¢aplari
Olciilerek, kaydedildi. Ardindan sistemik nekropsileri yapilarak histopatolojik
degerlendirme ig¢in, timoér Ornekleri alindi. Timor oOrnekleri histopatolojik
incelemeler i¢in %4’ luk PBS tamponlu paraformaldehit i¢cinde 48-72 saat boyunca
tespit edildi. Alinan 6rnekler 2mm kalinliginda trimlendi ve kasetlenerek akan ¢esme
suyu altinda 24 saat yikandi. Rutin doku takip amaciyla, otomatik doku takip
cihazinda dereceli alkol (sirasiyla 50, 70, 80, 96 ve 99,6) ve ksilol serilerinden
gecirilip, parafin emdirilerek yine parafin ile bloklandi (Humason, 1962). Bloklanan
dokulardan, adezivli ve pozitif sarjli lamlara 4-5p kalinliginda seri kesitler alindi.
Kesitler sirasiyla deparafinize ve rehidre edildi ardindan rutin Hematoksilen ve Eozin

(HE) ile boyanarak, histopatolojik yonden incelendi.
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2.6. Hematoksilen-Eosin Inceleme

2.6.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Protokolii

Mikrotom kullanilarak 4-5p kalinliginda alinan kesitler, ti¢ seri ksilolde toplamda
5’er dakika siireyle deparafinize edildi. Ardindan, kesitler sirastyla 3 dakika boyunca
absolut alkolde, 2’er dakika boyunca %96, %80, %70 ve %50’lik alkolde bekletildi.
Alkol serisinden ¢ikan doku preparatlari distile su igerisinde 2 dakika bekletildi.
Mayer's Hematoksilen (HistoPlus, Kat.No: HST-HEM-0500) soliisyonunda 6 dakika
boyunca boyanan kesitler, akan ¢esme suyu altinda yikandi. Daha sonra, 1 dakika
boyunca Eosin (HistoPlus, Kat.No: HST-EOA-0500) soliisyonunda bekletilen
kesitler, sirasiyla yine dereceli alkol serilerinden gecirildikten sonra son olarak, 3 seri
ksilolde S'er dakika boyunca bekletildi (Thompson, 1966). Boyanan preparatlar
Entellan (Merck, Kat.No: 107961) damlatilarak lamel ile kapatildi. Daha sonra tim
kesitlerin, histopatolojik yonden degerlendirilmesi yapildi ve Olympus BX51
(Japonya) trinokiiler ~mikroskop ve DP25 dijital kamera kullanilarak
mikrofotograflari ¢ekildi.

2.7. immunohistokimyasal inceleme

2..1. Immunohistokimyasal Boyama Protokolii

Immiinohistokimyasal boyama sirasinda, tiim doku 6rnekleri icin pozitif ve negatif
doku ornekleri kullanildi. Bu amagla; kullanilan primer antikorlarin veri sayfalarinda
yazili olan pozitif kontrol doku ornekleri iizerlerine primer antikor damlatilarak
pozitif kontrol olarak, universal ke¢i serumu damlatilarak ise negatif kontrol olarak
kullanildi. HE boyamada bahsedilen deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerine
tabii tutulan preparatlar daha sonra, antijen agiga ¢ikarma islemi i¢in sitrat soliisyonu
(pH:6.0) (Thermo Scientific, USA) igerisinde mikrodalga firinda en yiiksek derecede
20 dakika boyunca kaynatildi ve preparatlar tampon icerisinde oda 1sisina gelene
kadar bekletildi ve PBS (Capricorn Scientific, Kat.No: PBS-1A) i¢erisinde 15 dakika
boyunca yikandi. Ardindan hazirlanan kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini bloke
etmek amaciyla, %0,3"' lik metanol (Merck, Kat.No: 106009) icerisinde hazirlanan
hidrojen peroksit (H202) (Merck, Kat.No: 108600) soliisyonu igerisinde 15 dakika
boyunca bekletildi. Daha sonra preparatlar, PBS ile her 15 dakika boyunca yikandi.
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Dokularin ¢evresi, hidrofobik kalem kullanilarak sinirlandirildi (Abcam, Kat.No:
ab2601). Spesifik olmayan baglantilarin 6niine gecebilmek igin, protein Bloklama
Soliisyonu (Ultra V Block UltraVision Detection System Large Volume Anti-
Polyvalent, HRP (RTU), ThermoScientific; Ref.No: TP-125-HL) (Shi ve vd., 1999)
preparatlara damlatildi ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edildi.
Preparatlar yikanmadi, yalnizca Protein Bloklama soliisyonu dokiildii. Daha sonra,
antikor sulandirma soliisyonu (ThermoScientific Kat.No: 003218) ile sulandirilan ve
Tablo 2.2°de sulandirilma oranlart verilen Primer Antikorlar preparatlara damlatildi
ve 1 gece boyunca 4°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda preparatlar
PBS ile 2x5’lik siirelerle yikandi. Biotinli Sekonder Antikor (Biotinli Goat Anti-
Polyvalent) preparatlara damlatildi ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi
(UltraVision Detection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (RTU),
ThermoScientific; Ref.No: TP-125-HL). Daha sonra preparatlar, PBS ile 3x5 dakika
boyunca yikanarak islem tamamlandi. Son olarak, Streptavidin Peroksidaz
damlatilarak 30 dakika bekletildi ve bu sekilde konjugasyon, biotinli sekonder
antikora baglandi. Preparatlar, PBS ile 3x5 dakika boyunca yikandiktan sonra
kromojen olarak AEC (ThermoScientific Kat.No: 001122) ile kapland1 ve Mayer’s
Hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapilarak su bazli yapistirici (Sigma Kat.No:
M1289) ile lamlar kapatildi.Olympus BXS51 trinokiiler mikroskop kullanilarak
incelenen dokularin, DP25 dijital kamera kullanilarak mikrofotograflar1 cekildi
skorland1 (Knoblaugh vd., 2018)’ye goére 20X objektifte 3 farkli alan segilerek
boyanma alan1 ve siddetine gore: 0; yok, 1; hafif, 2; orta, 3; siddetli olarak

degerlendirilip, semikantitatif olarak skorlandi.

Tablo 2.2 Kullanilan antikorlarin marka, diliisyon ve tespit ettigi programi hiicre 6liim ¢esidi.

ANTIKOR | HOST | REAKTIiVITE | MARKA | DILUSYON | PCD

CASPASE 3 | Tavsan | insan, Fare St. John’s | 1:200 Apoptoz/
Piroptoz

Kat.No:

STJ96569
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CASPASE 8 | Fare Insan, Fare St. John’s | 1:300 Apoptoz

Kat.No:
STJ97394

CASPASE 9 | Fare Insan, Fare St. John’s | 1:100 Apoptoz

Kat.No:
STJ96979

CASPASE 1 | Tavsan | Insan, Fare St. John’s | 1:200 Piroptoz

Kat.No:
STJ922017

CASPASE Tavsan | Insan, Fare Affinity 1:100 Piroptoz
11

Kat.No:
DF7609

GSDME Fare Insan, Fare Santa Cruz | 1:200 Piroptoz
Kat.No:
SC-393162

2.9. immunofloresan inceleme

2.9.1. immunofloresan Boyama Protokolii

Doku bloklarindan aliman seri kesitler, ticari indirekt immunoperoksidaz
streptavidin/biotin immunoperoksidaz kiti (ThermoScientific, Massachusetts, USA)
ve immunofloresan boyalar ile kit protokollerine uygun bi¢imde boyandi. Bunun
icin; kesitler once ksilol serilerinden gegirilerek deparafinize edildi daha sonra

dereceli alkol serilerinden gegirip distile suda bekletilerek rehidre edildi. Ardindan
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dokular metanolde hazirlanmis %0,3’ lik hidrojen peroksit ¢ozeltisinde 10 dakika
bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi saglandi. Antijen agiga
cikarma yontemi olarak; Tris/EDTA soliisyonu i¢inde yliksek 1siya maruz birakilma
kullanildi. Daha sonra; protein bloke edici serumla 10 dakika muamele edilen
preparatlar yikanmadan primer antikor (Anti- Caspase 1, Anti-caspase-3, Anti-
Caspase 8, Anti- Caspase 9, Anti- Caspase 11, Anti-GasderminE (GSDME)) ile gece
boyunca 4 °C’ de bekletildi. Ayn1 anda birden fazla belirtecin gosterilmesi amaciyla;
FITC anti-mouse IgG, Texas Red anti-mouse IgG, FITC anti-rabbit IgG, Texas Red
anti-rabbit IgG antikorlar1 sekonder basamakta farkli kombinasyonlarla kullanildi.
Sonrasinda kesitler yikanip gliserin ile kaplanarak floresan atagmanli Leica SP8 3X

STED Lazer Konfokal mikroskop altinda incelendi ve mikrofotograflar: ¢ekildi.

2.10. Veri ve Istatiksel Analiz

Immunoperoksidaz test sonuglar1 dijital goriintii analizi programi (Image J) yardimi
ile alan analizi yapilarak kantitatif veriler elde edilerek degerlendirildi. Bezdirici vd
(2024)’e gore; boyanan dokulardan rastgele secilen 3 farkli alandan, x20 objektifte
mikrofotograflar elde edildi. Tiim immunopozitif alanlarin optik yogunlugu o6l¢iildii
ve ortalama Cas3, Cas8, Cas9, Casl, Casl1 ve GSDME pozitif alanlar ile toplam
alan hesaplandi. Boylece immunopozitif alanin orani, tiim alana goére (% piksel
cinsinden) hesaplandi.

Calismada, TGF-alfa (+), TGF-alfa (-) ve kontrol gruplarinin arasindaki farkliliklarin
degerlendirilmesinde ANOVA testi kullanildi. Sonuglarin grafikleri ise Graphpad
Prism 9.5.1 programinda yapildi. Sonuglarin yorumlanmasinda 0,05' ten kiiciik p

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1. Makroskobik Bulgular

Deney siiresince tiim atimik nude fareler, uygulama boélgesi ve genel goriiniis
acisindan herhangi bir makroskobik anormallik gostermedi. Fiziksel goriiniislerinde
veya davranislarinda herhangi bir rahatsizlik belirtisi gézlemlenmedi. Deri alti
enjeksiyon yapilan sag caudoabdominal bolgede kizariklik, sislik, morarma, akinti
veya yara izi gibi herhangi bir bulguya rastlanmadi. MCF-7 hiicre hatt1 ile ksenogreft
timor modeli olusturulan farelerde yaklasik 3 hafta igerisinde boyutlari en az
200mm® olmak iizere tiiméral siskinlik gelistirdigi gozlendi. Timoral yapilarin;

abdominal bolgenin kaudaventral ve lateralinde sekillendigi (Sekil 3.1), yuvarlak ve

Sekil 3. 1 Tiimor olusturulan farelerin makroskobik goriintiisii. (A) (B) Caudaventral bolgenin
medialinde yuvarlak sekilli tiiméral olugum.

IO T
(0] 1 2 3 4

cm

Sekil 3. 2 Ekspirte edilen tiimdrlerin makroskobik goriintiisii. (A)Yaklasik 1,5 x 0,5 cm boyutunda

sekilsiz yapida, ten-boz renkli ekstirpe edilen tiimoriin makroskobik goriintiisii. TGF-alfa atagmanl

tedavi grubu. (B) Yaklasik 1 x 0,5 cm boyutunda sert ve yuvarlak yapida koyu renkli ekstirpe edilen
tiimoriin makroskobik goriintiisii. TGF-alfa atagmansiz tedavi grubu.
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ovoid yapida (Sekil 3.2) oldugu dikkat ¢ekti. Tedavi gruplarinda ise; uygulamay1
takiben 2 giin igerisinde TGF-alfa atagmanli immunotoksin uygulanan grupta timor
caplarinin kigiildiigii (~0,1cm) belirlendi (Tablo 3.1). Bununla birlikte; yapilan

sistemik nekropsi sirasinda makroskobik olarak herhangi bir metastatik olusuma

rastlanmadi.
Tablo 3.1 Uygulama metotlar1 ve timdr ¢aplarinin 6l¢timii.
Uygulama Uygulama Uygulama

Oncesi Cap Sonrasi Cap

I APP TGF- 0,3 ml 0,5cm 0,4cm

11 APP TGF- 0,3 ml 0,6cm 0,5cm

111 APP TGF- 0,3 ml 0,4cm 0,5cm

IV APP- 0,3 ml 0,6cm 0,6cm

\"/ APP- 0,3 ml Boy:1,2cm Boy: 1,2cm
En: 0,3cm En: 0,3cm

VI APP- 0,3 ml 0,5cm 0,4cm

KontI - 0,2cm 0,3cm

Kont I1 - 0,4cm 0,4cm

Kont III - 0,3cm 0,3cm

Kont IV - 0,3cm 0,4cm

3.2 Mikroskobik Bulgular

3.2.1. Hematoksilen-Eosin Bulgulari
Incelenen doku &rneklerinin histopatolojik goriintiileri asagida verilmistir. Buna
gore;
Kontrol grubunda; fare-kokenli stroma iizerine oturmus pleomorfizm gosteren atipik
epitel hiicreleri (Sekil 3.4) ve ¢ok sayida mitotik figiir (Sekil 3.3) gozlemlendi.
Tedavi uygulanan farelerin tamaminda neoplastik epitel hiicrelere eslik eden bakteri

kiimeleri ve genis nekroz alanlarma rastlandi (Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil
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3.8). Ogzellikle; TGF-alfa atagmanli immunotoksin uygulanan tedavi grubunda
nekroz ve yangisal hiicre infiltrasyonu orta siddette gozlenirken (Sekil 3.7, Sekil 3.8),
TGF-alfa atagmansiz tedavi uygulanan farelerde siddetli ve genis nekroz odaklari ve
yogun yangi hiicresi infiltrasyonuna rastlandi (Sekil 3.5, Sekil 3.6). Ayrica; hem
TGF-alfa atagmanli hem de TGF-alfa atagmani olmayan tedavi gruplarinda apoptotik
figiirelere rastlandi.

Bu tiimoral bulgularin yanm sira gerek kontrol grubunda gerekse tedavi gruplarinda

toplanan doku oOrneklerinin histopatolojik incelemesinde higbir metastatik bir

olusuma rastlanmadi.

Sekil 3. 3 Kontrol grubu. Timdr dokusunda yiiksek mitotik indeks (ok). Biiyiitme: 200X.
Hematoksilen ve Eozin Boyama.
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Sekil 3. 4 Kontrol grubu. Stromal doku iizerine oturmus; anizositozis, anizokaryozis ve yiiksek
mitotik indek gosteren tiimdral hiicreler. Biiylitme: 400X. Hematoksilen ve Eozin Boyama.

Uy ‘Q‘f gy . ‘o\' I .f}. "rlﬁ"i‘ " “':;" .““’,, e /‘, W
Sekil 3. 5 TGF-alfa (-) tedavi grubu. Tiimor dokusunda yogun nekroz alanlari (yildiz), bakteri
kiimeleri, notrofil 16kosit ve makrofaj infiltrasyonu (ok). Biiyiitme: 100X. Hematoksilen ve Eozin
Boyama.
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Sekil 3. 7 TGF-alfa (+) tedavi grubu. Tii
infiltrasyonu (asteriks). Bliylitme: 200X. Hematoksilen ve Eozin Boyama.
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Sekil 3. 8 TGF-alfa (+) tedavi grubu. Tiimoér dokusunda apoptotik figiir (ok). Bilyiitme:200X.
Hematoksilen ve Eozin Boyama.
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3.2.2. immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal boyamada kontrol grubuna ait hicbir tiimdr dokusunda
immunopozitiflik saptanmad: (Tablo 3.2). Kaspaz-3, hem TGF-alfa atagmanli hem
de TGF-alfa atagmansiz gruplarda yiiksek immunopozitiflik gosterdi (Sekil 3.9A-B).
Apoptozun bir belirteci olan Kaspaz 8, TGF-alfa (-) grubunda c¢ok diisiik
immiinoreaktivite gosterdi (Sekil 3.9D); benzer sekilde TGF-alfa (+) grubunda hafif
ila orta derecede immiinopozitiflik kaydedildi (Sekil 3.9 C). Bir diger apoptoz yolu
gostergesi olan Kaspaz 9, TGF-alfa (-) grubunda (Sekil 3.9F) orta ila siddetli
immunopozitiflik ve TGF-alfa (+) grubunda (Sekil 3.9E) orta derecede
immunopozitiflik gosterdi.

Bu bulgulara ek olarak TGF-alfa (+) grubunda piroptoz belirtegleri olan Kaspaz-1
cok hafif, GasderminE ise diisiik immunopozitiflik (Sekil 3.10A-D) gosterirken,
TGF-alfa (-) grubunda ise ¢ok hafif immunopozitiflik gosterdi (Sekil 3.10B, F).
Kaspaz 11, her iki tedavi grubunda da benzer orta ila siddetli immunoreaktivite
gosterdi (Sekil 3.10C-D). Immunohistokimyasal bulgularin alan analizi Imagel

programi kullanilarak yapildi.
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Sekil 3. 9 Ksenogreft modelinde ani-kanser tedavi gruplarina gore piroptoz ve apoptoz yolaklarini
gosteren immunoperoksidaz bulgular. (A) TGF-alfa (+) tedavi grubu. Yiiksek kaspaz-3
immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama hematoksilen. Biiyiitme: 400X (B) TGF-alfa (-)
tedavi grubu. Yiiksek kaspaz-3 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama hematoksilen.
Biiyiitme: 400X. (C) TGF-alfa (+) tedavi grubu. Hafif-orta kaspaz-8 immunoreaktivitesi. AEC
kromojen. Zit boyama hematoksilen. Biiyiitme: 400X. (D) TGF-alfa (-) tedavi grubu. Hafif kaspaz-8
immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama hematoksilen. Biiyiitme: 400X. (E) TGF-alfa (+)
tedavi grubu. Orta kaspaz-9 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama hematoksilen. Biiylitme:
400X. (F) TGF-alfa (-) tedavi grubu. Orta kaspaz-9 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama
hematoksilen. Biiylitme:400X.
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Sekil 3. 10 (A) TGF-alfa (+) tedavi grubu. Orta kaspaz-1 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit
boyama hematoksilen. Biiylitme: 200X. (B) TGF-alfa (-) tedavi grubu. Hafif kaspaz-1
immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama hematoksilen. Biiyiitme: 200X. (C) TGF-alfa (+)
tedavi grubu. Orta kaspaz-11 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama hematoksilen.
Biiylitme:400X. (D) TGF-alfa (-) tedavi grubu. Orta kaspaz-11 immunoreaktivitesi. AEC kromojen.
Z1t boyama hematoksilen. Biiyiitme:400X. (E) TGF-alfa (+) tedavi grubu. Orta GasE
immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama hematoksilen. Biiyiitme:400X. (F) TGF-alfa (-)
tedavi grubu. GasE immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zit boyama hematoksilen. Biiyiitme:400X.
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15+

Casd Cas8 Cas9 Cas1 Cas11 Gas

= TGFa+t
B TGFa-
=1 Kontrol

Sekil 3. 11 immunohistokimyasal bulgularin istatiksel analizi (Graphpad Prism 9.5.1).

Tablo 3.2 ANOVA istatistik tablosu.

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
F(1.786, 8.9) =

Treatment (between columns) | 61,27 2 30,64 11,33 P=0,001

Residual (within columns) 46,54 10 4,654

Total 169,2 17

3.2.3. immunofloresan Bulgular

Immunofloresan boyamada TGF-alfa (+) tedavi grubunda piroptozun Kaspaz-3 ile
aktive edilen yolaginin analizi igin; Kaspaz-3 ve GSDME ile pirotozun klasik
olmayan yolaginin analizi i¢in; Kaspaz-11 ve GSDME antikorlarinin (Sekil 3. 12 A,
B, C) cakismalar1 gosterildi. TGF-alfa (-) tedavi grubunda ise apoptozun dissal yolak
tayini i¢in; Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 antikorlarinin c¢akismalar1 (Sekil 3.12 D)

gosterildi.
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Sekil 3. 12 Ksenogreft modelinde ani-kanser tedavi gruplarina gore piroptoz ve apoptoz yolaklarinin
cakigmalarini gosteren immunofloresan bulgular. (A) TGF-alfa (+) tedavi grubunda GSDME (FITC)
immunreaktivitesi. Biiyiitme: 100X (B) TGF-alfa (+) tedavi grubunda Kaspaz-11 (Texas Red)
immunoreaktivitesi. Bliyiitme: 100X (C) TGF-alfa (+) tedavi grubunda GSDME Kaspaz-11
immunreaktivitesinin ¢akismasi (Sart noktalar). Biiylitme: 100X (D) TGF-alfa (+) tedavi grubunda
GSDME (FITC) immunreaktivitesi. Biiyiitme: 100X (E) TGF-alfa (+) tedavi grubunda Kaspaz-3
(Texas Red) immunoreaktivitesi. Bilyiitme: 100X (F) TGF-alfa (+) tedavi grubunda Kaspaz-3,
GSDME immunreaktivitesinin ¢akisma goriintiisti (Sart noktalar). Biiyiitme: 100X (G) TGF-alfa (-)
tedavi grubunda Kaspaz-8 (FITC) immunreaktivitesi. Biiytitme: 100X (H) TGF-alfa (-) tedavi
grubunda Kaspaz-3 (Texas Red) immunoreaktivitesi. Bilyiitme: 100X. (I) TGF-alfa (-) tedavi
grubunda Kapaz-3, GSDME immunreaktivitesinin ¢akisma gortintiisii (Sar1 noktalar). Biiyiitme: 100X
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3.3 TARTISMA

Giivenli bir bakteri aracili kanser terapisi, kanser sitotoksisitesi veya immunojenisite,
saglam hiicrelere yonelik toksisiteyi azaltma, kanser se¢iciligi ve ayrica insan viicudu
kosullarinda stabilite gibi 6zelliklerine sahip olmalidir (Ebrahimzadeh ve vd., 2021).
Genetik miihendisligi; bu bakterilerin genetigini degistirerek patojenitelerinin
azaltilmasina ve kanser tedavisinde kullanilabilir hale getirilmesine yol a¢mistir
(Mayakrishnan ve vd., 2022). Ayrica zayiflatilmis bakteriler metabolik olarak aktiftir
ve timor dokularinda spesifik aktiviteler gerceklestirebilmektedir, bu da onlar
kimyasal ve biyolojik ilaclardan farkli kilmaktadir (Zheng ve Min, 2016). Su anda
kansere karsi potansiyel olarak olumlu terapdtik etkilerle iliskilendirilen canli
bakteriler arasinda, bir dizi arastirmaci tarafindan tiimor hedefli 6zellikleri nedeniyle
incelenen Salmonella bulunmaktadir (Forbes, 2010, Hoffman, 2015).

Ayni zamanda; toksin, peptitler, bakteriyosinler, sporlar ve enzimler gibi farkh
bakteriyel tiriinler, kanser tedavisinde umut verici ajanlar olarak dikkat ¢cekmektedir
(Yaghoubi ve vd., 2019). Pseudomonas ekzotoksin A (PE), gram negatif bir bakteri
olan firsatg1 patojen Pseudomonas aeruginosa'nin en toksik virlilans faktoriidiir ve
PE’nin apoptozu indiikleyebildigi bilinmektedir (Michalska ve Wolf, 2015, Wolf ve
Elsédsser-Beile, 2009, Keppler-Hatkemeyer ve vd., 1998) ve kanser tedavilerine
yonelik arastirmalar i¢in umut verici bir adaydir. Ancak timor hiicrelerinin apoptoza
kars1 direng goOstermesi, kanser tedavisindeki zorluklari arttirmaktadir. Bu durum,
geleneksel tedavi yontemlerinin siklikla yetersiz kalmasina ve tiimorlerin direng
gelistirmesine yol agmaktadir. Apoptoza karsi olusan bu direng sebebiyle; piroptozu
indiiklemeyi amaglayan yeni stratejilerin gelistirilmesi, daha etkili kanser tedavisi
secenekleri saglayabilir (Dasgupta ve vd., 2016, Huang ve vd., 2018). Piroptoz;
apoptozun aksine, enflamasyon ve immun yanit1 arttirdigindan kanser hiicrelerine
kars1, daha etkili tedavi segenekleri sunabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin Go ve
arkadaslarinin 2020 yilinda yaptig1 bir ¢alismada; hepatoseliiler karsinom (HCC)
hiicrelerinde, NLRP3 enflamatuar aktivasyonu yoluyla piroptoz indiiksiyonun, bir
fare ksenograft modelinde in vitro metastatik olusumlar1 baskiladigi ve in vivo timdr
bliylimesini onemli 0Ol¢iide engelledigi bulunmustur. Bu nedenle, piroptozu
indiiklemeyi amaglayan stratejiler, tiimor hiicrelerinin direncini asma potansiyeline

sahiptir.
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Safari ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptig1 bir ¢alismada; bircok kanser tiirlinde
yiiksek diizeylerde ifade edilen VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii)
reseptoriine 6zgl anti-VEGFR2/PE38 immiinotoksininin, HUVEC ve MCF-7 hiicre
hatlar1 iizerindeki anti-tiimoral etkinligi kanitlanmis ve bu etkinin biiylik Slgiide
apoptoz yoluyla gerceklestigi gosterilmistir. 2004 yilinda Thomas ve arkadaslar1 yine
timor hiicreleri tarafindan yiiksek diizeyde eksprese edilen EGFR (epidermal
bliylime faktorii reseptorii) reseptoriinii hedefleyen TGFa-PE38 immunotoksini ile
HNSCC (bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom) ksenogreft timdér modelinde;
sistemik toksisite gbozlenmeden, anti-timodral etkinligin apoptoz iizerinden
yuriidiigiinii  gostermislerdir. Ancak bu caligmalarda kullanilan apoptoz tayin
yontemleri ¢ogunlukla piroptoz 1ile karistirilabilecek metodlar igermektedir.
Piroptotik hiicre 6liimii mekanizmasi plazma zarmi yirtti§indan, fosfatidilserinin
Annexin V boyamasi apoptoz, piroptoz veya nekroptoz arasinda ayrim yapamaz
(Gong ve ark. 2017, Zargarian ve ark. 2017, Wang ve ark. 2013). Apoptoza benzer
sekilde piroptotik hiicreler ¢ekirdek yogunlagmasi ve DNA parcalanmasina maruz
kalmaktadir (Albert, 2004). Apoptotik hiicre 6liimiinde oldugu gibi, piroptozun DNA
hasarma neden olmasi, terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick-end
etiketleme (TUNEL) testini pozitif hale getirir (Brennan ve Cookson, 2000, Fink ve
Cookson, 2006). Bu nedenle, DNA bozulmasi hiicre 6liimiinde 6nemli bir olay iken,
bunun 6l hiicrelerde saptanmasi, 6liimiin altinda yatan mekanizmay1 spesifik olarak
gosteremez (Fink ve Cookson, 2005). Bununla birlikte, apoptozun aksine, piroptoz
ayrica hiicre sismesi, proinflamatuar hiicre i¢i icerigin salinmasi ve hiicre zarinda
gozenek olusumu ile de iliskilidir, boylece piroptoz, propidium iyodiir (PI) boyamasi
icinde pozitif hale gelir (Brennan ve Cookson, 2000, Fink ve Cookson, 2006). Bu
baglamda, hiicre oliimiine eslik eden belirli morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklerin benzerligi nedeniyle, apoptoz ile piroptozun karigtirilabilir oldugu
ongoriilmektedir. Bu nedenle; piroptoz ve diger programli hiicre 6liim yollarinin
kesfi ve mekanizmalarinin agiga cikartilmasindan once gergeklestirilen ¢alismalarin
cogunda, apoptoz ile iliskilendirilen hiicre oliimlerinin diger PCD tiirlerine ait
olabilecegi diistintilebilir.

2017 yilinda, epidermal bliyiime faktori reseptoriine (EGFR) baglanan ve PE38 adli
giiclii sitotoksik bir protein igeren immiinotoksini (TGFa-PE38) ifade eden
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Salmonella Typhimurium ile fare kolon ve meme kanseri hiicrelerinde kanser
biiylimesinin baskilandigi gosterilmistir (Lim ve vd., 2017). Pseudomonas ekzotoksin
A’nin (PE) kesik bir versiyonu olan PE38; immiinotoksinlerin gelisimi i¢in en yaygin
olarak uygulanan toksinlerden biridir (Kreitman ve vd., 1992, Weldon ve Pastan,
2011). Bu calisma ise, TGF-alfa atagmani olan ve olmayan, PE38 toksini igeren
avirulent Salmonella Typhimurium’un kullanildigi iki farkli tedavi grubunu
icermektedir. Yapilan bu c¢alismada, biyoteknolojik yontemler kullanilarak
olusturulan bir transgenik susun, Atimik ¢iplak farelerde olusturulan ve EGFR
eksprese eden MCF-7 hiicre hatt1 ksenograft timoér modeli {izerindeki anti-timor
etkileri aragtirllmistir. Calismada ayni1 zamanda tiiriin anti-tiimor aktivitesiyle iligkili
hiicre Olimii yollar1 da arastirilmistir. Makroskobik olarak, tedavi edilmeyen
farelerin tiimor boyutu artarken, TGF-alfa atagman1 olmayan tedavi grubunda sabit
kalmis, TGF-alfa atagmanli olan grupta ise azaldigi gozlenmistir. Histopatoloji
bulgulart da bu sonuglar ile uyumludur. Kontrol grubunda mitotik indeksi yiiksek
pleomorfik timor hiicrelerinden olusan tiimoral yapilar gozlenmistir. Bununla
birlikte her iki tedavi grubunda da nekrotik alanlar ile apoptotik figiirler goriilmiistiir.
Immiinotoksin tedavisi, timor hiicrelerinin dliimiinii indiikleyerek tiimér biiyiimesini
etkili bir sekilde durdurmus ve hatta TGF-alfa ile tedavi edilen grupta tiimoriin
kiiciilmesine neden olmustur. Bu bulgular, modern kanser tedavisinde hiicresel
hedefleme yaklasiminin dogrulugunu gostermektedir.

Salmonella Typhimurium’un sitotoksik etkisinin, tiimor hiicrelerinde nekrozu veya
apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Chen ve vd., 2022). Piroptozun da hiicresel
oliime katkida bulunabilecegi ve bu katkinin Sa/monella tarafindan tetiklenebilecegi
one stiriilmektedir ancak bu dogrulanmamistir (Badie, 2021). Bu caligmanin hem
histopatolojik hem de immunohistokimyasal sonuglari, PE38 igeren transgenik
Salmonella Typhimurium’un apoptozu, piroptozu ve nekrozu uyararak anti-timoral
etkileri indiikledigini gostermektedir. Apoptozun yolaklarinda 6nemli bir proteaz
olan Kaspaz-3, hem TGF-alfa (-) hem de TGF-alfa (+) tedavi gruplarinda
immunohistokimyasal analizde 6nemli immunoreaktivite sergilemistir (p<0,0193).
Transgenik Salmonella immiinotoksininin, meme timorii hiicrelerinde apoptotik
hiicre 6liimiinii indiikleyerek antikanser etkinligini arttirdigir gortilmektedir. Ancak

dissal apoptoz yolagi olan anti-Kaspaz-8 ekspresyonunun her iki grupta da ¢ok hafif
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oldugu bulunmustur (p<0,0193). Kapaz-8 aracili apoptozun indiikklenmesinin
genellikle hiicre ylizey reseptorlerinin aktive olmasiyla basladigi goz Oniine
alindiginda, bu durum; her iki tedavi grubunda Salmonella aracili apoptotik hiicre
Olimiiniin minimum diizeyde yiizey reseptorleri ile tetiklendigini gdstermektedir.
Ayni zamanda igsel apoptoz yolaginin bir belirteci olan Kaspaz-9, TGF-alfa (+)
grupta orta derecede immunopozitiflik ve TGF-alfa (-) grupta yiiksek
immunopozitiflik gostermistir (p<0,0193). Bu durum; TGF-alfa (-) tedavi grubunda
yiiksek diizeyde dogal apoptotik siirecin islemis olabilecegi, bu nedenle; TGF-alfa
(+) tedavi grubunda ger¢eklesen Kaspaz-9 aracili 6liimiin TGF-alfa atagmanindan
bagimsiz gergeklestigini diisiindiirmektedir.

Kaspaz-3’iin her iki tedavi grubunda da yiiksek imunopozitiflik vermesi karsin
Kaspaz-8 ve -9’un Kaspaz-3’e gore diisiik siddetli boyanmasi apoptoz harici bir
programli hiicre Oliimii varligina isaret edebilecegini gostermektedir (p<0,0193).
Kapaz-3’iin rol aldig: bilinen hiicre 6liim sekilleri arasinda apoptoz ve piroptoz yer
almaktadir. Kaspaz-3’iin piroptoz iizerinde rol almis olmasi kuvvetle muhtemeldir.
Yapilan immunofloresan testindeki ikili (Kaspaz-3/GSDME) boyamada bu
antikorlarin varligi aym anda gosterilmistir. Mevcut arastirmalar Kaspaz-3’iin
GasderminE (GSDME) mevcut oldugunda piroptozu tetikledigini ve GSDME
ekspresyonu yetersiz oldugunda apoptoza yoneldigi gosterilmistir (Wang ve vd.,
2017; Jiang ve vd., 2020). Bu ¢alismada Gasdermin E’nin ekspresyonunu her iki
grupta da yiiksek oranda eksprese edilen Kaspaz-3 ile iliskisini degerlendirildi. Tlging
bir sekilde, TGF-alfa (+) grupta hafif derecede olan anti-Gasdermin E
ekspresyonunun, TGF-alfa (-) grupta orta derecede immunopozitiflik gosterdigi
bulunmustur (p<0,0193). Hiicre olimii arastirmalart alaninda Kaspaz-3/GSDME
sinyal yolu, apoptoz ve piroptozdan ayri, PCD’ nin farkli bir formunu temsil eden
nispeten yeni bir kesiftir (Bhat ve vd., 2023).

Bu yol, GSDME’ yi pargalayan Kaspaz-3’ iin aktivasyonu ile baslatilir (Li ve vd.,
2022, Wang ve vd., 2023). Ancak; sunulan bu ¢alismada GSDME’nin Kaspaz-3’e
gore diisilk yogunlukta olmasi (p<0,0193) tiimor hiicrelerinde GSDME harici diger
GSDM protein ailesine ait iiyelerin varligi oldugu diisiiniilebilir. Kaspaz-3’iin
piroptozda rol aldigini dogrulamak igin; ortamdaki diger GSDM f{iyelerinin daha

detayl1 incelenmesi gerekmektedir.
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Immiinohistokimyasal analizlere dayanarak, daha o6nce Kaspaz-3 ekspresyonu
yoluyla degerlendirilen apoptotik hiicre oliimiiniin aslinda piroptozun neden oldugu
hiicre 6liimii veya apoptoz ve piroptozun etkilesimi olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.
Ikili immunofloresan boyamalarinda GSDME proteininin hem Kaspaz-3 ile hem de
Kaspaz-11 ile yol aldig1 gosterilmistir.

Piroptozun &teki yolaklarma odaklanmildiginda, Kaspaz-11’in yer aldigi klasik
olmayan yolakta, Kaspaz-11’ in gram negatif bakterilerin uyarimi sonucu hiicre
Olimiinii baslatmaktadir (Vigano ve vd., 2015, Shi ve vd., 2014). Her iki tedavi
grubunda da Kaspaz-11' in yiiksek immunopozitifligi, piroptozun transgenik
Salmonella tarafindan indiiklenebilecegini diisiindiirmektedir. GasderminE' nin bu
yolaktaki immunopozitifligi TGF-alfa (-) tedavi grubunda TGF-alfa (+) tedavi
grubuna gore daha yiliksek olmasina ragmen Kaspaz-11'e gore daha diistik
diizeydedir (p<0,0193). TGF-alfa (+) tedavi grubunda immunohistokimyasal ve
immunofloresan bulgular karsilastirildiginda Kaspaz-11 immunopozitifli§i her
zaman GSDME immunopozitifligi ile eslesmemektedir. Bu, Gasdermin protein
ailesinin diger iiyelerinin de yolakta rol oynayabilecegini ve piroptozun zaten litik
enflamatuar tepkiye aracilik etmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu yolaklarin
daha kapsamli arastirilmasiyla agikliga kavusturulabilir.

Kaspaz-11 aracili yolakta NLRP3 inflamozomunda yer alan Kaspaz-1 inaktif
formdadir. Buda piroptozun Kaspaz-11 iizerinden ilerledigini diisiiniirsek, Kaspaz-
I’in disiik siddetli boyanmasini agiklamaktadir. Her iki grupta da Kaspaz-1'in
Kaspaz-11'e kiyasla daha diisiik immiinopozitifligi, piroptoz yolaklarinin bu
kaspazdan daha az etkilendigini gostermektedir. Bu, transgenik Salmonella ile
immiinotoksin arasindaki etkilesim mekanizmalarinin spesifik kaspazlari hedef
aldigin1 veya bu kaspazlar arasindaki aktivasyon modelinin farkli oldugunu
gosterebilir.

2017'de Rogers ve ekibi, aktif Kaspaz-3'in GSDME'yi parcalayarak N-terminal
fragman1 (GSDME-NT) olusturabildigini kesfetmistir. Ancak bu islemin, apoptozu
basartyla tamamlayan hiicrelerin ortamdan temizlenmemesi durumunda hiicre
piroptozunu tetiklemek amaciyla gergeklestigi belirlenmistir. Apoptotik hiicrelerin
ortamdan uzaklastirilmamasi, hiicre piroptozuna, yani litik ve enflamatuar bir

asamaya dogru ilerlemesine neden olmaktadir. TGF-alfa (-) tedavi grubunda elde
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ettifimiz  nispeten yliksek anti-GSDME  immunopozitifligi; hiicre 6liim
mekanizmalarinda, apoptoz ve piroptozun ortak gorev almis olabilecegini
gosterebilir. Piroptoz; i¢sel veya digsal yolak farketmeksizin apoptoza eslik edebilir
(Nagarajan ve vd., 2019). TGF-alfa (+) grupta Kaspaz-9 ve GSDME’ nin orta
siddetli boyanmas1 piroptotik reaksiyonlarin kismen igsel apoptoz yolagma eslik
ettigini diisiiniilebilir. Literatiirle uyumlu olarak, apoptotik hiicrelerin ortamdan
temizlenmemesi durumunda piroptozun indiiklenmis olabilecegi, ancak anti-tiimoral
etki mekanizmasinda bu ikili hiicre Olim yolagimin aktif bir rol almadig
goriilmektedir.

Kanserler diizensiz hiicre dlimi ve enflamatuar yanitlarla karakterize edildiginden,
mevcut tedavi stratejilerinin ¢ogu, malign olmayan hiicrelere zarar vermeden kanser
hiicrelerinde hiicre 6liimiinii se¢ici olarak indiiklemeyi amaglamaktadir (Chen ve vd.,
2021). Toksinler ve bunlarin rekombinant tiirevleri, giiclii antikanser ozelliklere
sahiptir ve tiimor hiicrelerini spesifik ve secici bir sekilde hedefleyebilir
(Weerakkody ve Witharana, 2019). Pseudomonas aeruginosa tarafindan salgilanan
Ekzotoksin A (PE38), mRNA translasyonunu etkileyerek kanser hiicrelerine karsi
sitotoksisiteyi tesvik eder (Wu ve vd., 2021). Bununla birlikte klinik deneyler, bir
immunotoksinin gii¢lii antitimor aktivitesinin fareden insana her zaman kolayca
aktarilamayacagini gostermektedir (Wolf ve Elsdsser-Beile, 2009). PE' den tiiretilen
immiinotoksinlerin klinik ¢aligmalarda terapétik etkinligi, PE' nin immunojenisitesi,
hedef dis1 sistemik toksisite ve tedaviye diren¢ gelisimi acgisindan istenmeyen
ozellikleri nedeniyle sinirli olmaktadir (Dieffenbach ve Pastan, 2020, Cai ve vd.,
2021). Calismada tedavi gruplarinda gerceklesen nekroz olusumunun PE38 toksini
ile iligkili oldugu disiintilmektedir. Nekrozun; TGF-alfa (+) tedavi grubunda TGF-
alfa (-) tedavi grubuna gore kismen daha az olmasina karsin, her iki tedavi grubunda
da genis nekroz alanlar1 goriilmiistiir. Her iki tedavi grubunda yer alan PE38
toksininin tiimor hiicrelerinde yiiksek sitotoksisite gdsterek nekroza neden oldugu
diistiniilmektedir. Her ne kadar immunotoksinlerin daha yeni versiyonlar
gelistirilmis, glivenlikle olusturulmus ve cesitli kanserlerin tedavisinde etkili oldugu
gosterilse de etkili terapdtik sonuglara ulasmak i¢in uygulanan doz, esas olarak
immunotoksinle iliskili yan etkilerden dolay1 smirlidir (Mei ve vd., 2019). Intrinsik

hiicre baglama alan1 olmayan PE38, rekombinant toksin i¢indeki TGF-alfa kismi
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yoluyla EGFR eksprese eden kanser hiicrelerine baglanir. TGFa-PE38 flizyon
proteininin, in vitro ve ksenograft fare modellerinde EGFR eksprese eden timor
hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu gosterilmistir (Siegall, FitzGerald ve Pastan,
1990, Wright ve vd., 2014). Ancak; yiiksek seviyelerde TGFa-PE38’ in sistemik
olarak wuygulandiginda doz sinirlayic1 hepatotoksisite gostermesi gibi  bazi
simirlamalar vardir (Wright ve vd., 2014). Ilacin direkt intra-timéral olarak
uygulamasinin, intrakraniyal glioblastoma dahil olmak iizere kat1 tlimorlerin tedavisi
icin TGFa-PE38'in basarili bir sekilde uygulanmasini saglayabilecegi oOne
stiriilmiistir (Lim ve vd., 2017). Diisiik immunojenite, hedef dis1 toksisite ve ilag
direnci, gelecekte daha etkili PE38 bazli immunotoksinlerin gelistirilmesini
gerektirmektedir (Dieffenbach ve Pastan, 2020). Gelistirilen bakteriyel toksinlerin;
geleneksel tedaviler ile kombinasyon halinde kullanilmasi ve timdr hedefli stratejiler
gelistirilerek daha gilivenli bir sekilde tedavi metotlar1 olusturulmasi saglanabilir.
Bununla birlikte, tasarlanmis bakteriler tiimorleri hedeflemek igin yiiksek terapotik
potansiyel kazanmis olsa da kanserlerin molekiiler ve histolojik diizeylerdeki yiiksek
heterojenligi  nedeniyle, tek bir anti-kanser ajan1 tek basina tedavi
saglayamayabilir. Bu nedenle umut verici bir anti-kanser tedavisi gelistirmek i¢in
kombinatoryal bir yaklasim gerekebilir (Gupta ve vd., 2021).

Bu calismada, TGF-alfa atagmanli ve atagmazsiz, PE38 toksini igeren aviriilent
Salmonella Typhimurium’un MCF-7 hiicre hatt1 ksenograft tiimoér modelinde anti-
timor aktivitesi aragtirtlmistir. Calismanin bulgulari, transgenik Salmonella’nin,
timor hiicrelerinde apoptoz, piroptoz ve nekroz yoluyla anti-timoral etkinligi
indiikledigini gostermektedir. Nekroz, tiimor hiicrelerinde yaygin olarak goriilen bir
hiicre olim seklidir. Calismada, her iki tedavi grubunda da nekroz alanlar
goriilmiistiir. Nekrozun, PE38 toksininin timor hiicrelerinde yiiksek sitotoksisite
gostermesi nedeniyle meydana geldigi diisiilmektedir. Calismada, her iki tedavi
grubunda da Kaspaz-3 ekspresyonunun yiiksek oldugu goriilmiistir. Bu durum,
transgenik  Salmonella’nin,  timor  hiicrelerinde  apoptozu  indiikledigi
diisiindiirmektedir. Calismada, her iki tedavi grubunda da Kaspaz-11 ve GSDME
ekspresyonunun  yiiksek  oldugu  gorilmiistir. Bu durumda, transgenik
Salmonella’nin, timor hiicrelerinde piroptozu indiikledigi kanisina varilabilir. TGF-

alfa (+) grupta, TGF-alfa (-) gruptan daha az nekroz ve daha fazla piroptoza
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rastlanmasi; TGF-alfa’nin transgenik Salmonella’nin piroptotik etkisini indiikledigini
diisiindiirmektedir. Sonug¢ olarak, bu calisma, transgenik Salmonella’nin, timor
hiicrelerinde apoptoz, piroptoz ve nekroz yoluyla anti-tiimoral etkileri indiikledigini
gostermektedir.

Bu sonuglar spesifik ve yonlendirilmis bir sekilde hareket eden TGF-alfa atagmanli
ve PE38 toksini ihtiva eden transgenik Salmomnella’nin, kanser tedavisinde saglikli
doku ve organlarda daha az hasar birakan, tiimoérleri segici olarak hedef alan ve
birden fazla hiicre 6liim mekanizmasini aktive eden potansiyel bir tedavi ajan1 olarak
kullanilabilecegini ve giincel kanser tedavilerine ek ya da kombine tedaviler seklinde

kullanilabilecegi yoniinde umut vermektedir.
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