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ÖZET 

TRANSGENİK SALMONELLA İMMUNOTOKSİNİNİN İNSAN 
MEME TÜMÖRÜ ÜZERİNDE ANTİKANSER ETKİNLİĞİ 

MEKANİZMASI 
 

Kırıkkale Üniversitesi 
Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Veteriner Patoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 
Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Tuğçe ANTEPLİOĞLU 

OCAK 2023, 40 sayfa 
Anti-kanser tedaviler özellikle de mevcut meme kanseri tedavileri iştahsızlık; 
enfeksiyonlara karşı direnç kaybı, halsizlik ve yorgunluk, kilo alımı, erken menopoz 
ve tümöre dirençli gelişme gibi kritik yan etkileri içermektedir. Bu sebeple; 
kanserin oluşturduğu potansiyel tehdidi önlemek için teşhis ve tedavide yeni 
yaklaşımlara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu çalışmada; Pseudomonas Ekzotoksin 
(PE38) ile zayıflatılmış Salmonella Typhimurium’un insan meme adenokarsinomu 
(MCF-7) üzerindeki anti-tümör etkinliğinin makroskobik ve mikroskobik olarak 
değerlendirilmesi, uygulanan immunoterapotik tedavinin anti-tümöral etkinliğinin 
mekanizmasının araştırılması için için apoptoz (Kaspaz 3, 8 ve 9) ve piroptoz 
(Kaspaz 1, 11 ve GasderminE) varlığının gösterimi ve yolaklarının incelenmesi 
amaçlanmıştır. Sunulan bu çalışmada, MCF-7 hücre hattının in-vitro 
pasajlanmasının ardından Atimik Nude farelere implantasyonu gerçekleştirildi. 
Tümör oluşum ve çapı düzenli kontrol edilerek her birinin çapı 200mm3’ün üzerine 
çıktığında Pseudomonas ekzotoksin (PE38) ile TGFα ve PE38 ihtiva eden avirülent 
Salmonella Typhimurium (ΔppGpp; relA, spoT and Glm mutant) ile immunoterapi 
uygulandı. Tedavi sonrası ötenazileri gerçekleştirilen farelerin sistemik nekropsileri 
yapılarak, oluşan tümöral dokular histopatolojik ve immunohistokimyasal 
incelemeler için fikse edildi. Buna göre histopatolojik olarak; kontrol grubu 
farelerde sadece adenokarsinom ilişkili tümöral hücrelere rastlanırken, tedavi 
uygulanan farelerin tümör dokularında neoplastik epitel hücrelere eşlik eden bakteri 
kümeleri, nekrotik ve apoptotik figürlere sahip ölü hücre popülasyonları ve yangı 
hücresi infiltrasyonuna rastlandı. Yine tedavi grubunda yoğun anti-kaspaz 3 ve 11 
aktivitesine rastlanırken, orta şiddette anti- kaspaz 1,8 ve 9 aktivitelerine, hafif anti-
Gasdermin E immunoreaktivitesine rastlandı. Buna karşın kontrol grubunda hiçbir 
immun-reaksiyona rastlanmadı. Sunulan bu çalışma ile, avirülent Salmonella 
Typhimurium’ un anti-tümöral etkinliği kanıtlanmış ve bu anti-tümöral 
mekanizmada; nekroz, apoptoz ve piroptoz varlığı tümör hücrelerinin ölüm 
mekanizmaları olarak gösterilmiştir. Buna göre; meme kanseri tedavisinde başarılı 
bir alternatif yöntemin geliştirilmesi ve diğer kanser tedavileri için de temel 
oluşturacak etki mekanizmalarının belirlenmesi için temel niteliktedir. 

 
 

Anahtar Sözcükler: Anti-tümöral etkinlik, Apoptoz, İmmunohistokimya, MCF-7, 
Piroptoz, Salmonella Typhimurium. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE MECHANİSM OF TRANSGENIC 
SALMONELLA IMMUNOTOXIN ANTICANCER EFFICIENCY ON 

HUMAN MAMMARY TUMOR 

Kırıkkale University 
Institute Of Health Sciences  

Department of Veterinary Pathology, Master's Thesis 
Supervisor: Asst Prof Tuğçe ANTEPLİOĞLU 

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 is 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 mm3, immunotherapy with avirulent 
Salmonella Typhimurium containing Pseudomonas exotoxin (PE38) and TGFα and 
PE38 (ΔppGpp; relA, spoT, and Glm 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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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 
4T1:                      Fare Meme Kanseri 
BCG:                    Bacillus Calmette-Guerin 
Bcl-2:                    B hücreli lenfoma 2 
CT26:                   Fare kolorektal karsinom 
DAMP:                 Hasarla Bağlantılı Moleküler Paternler 
DT:                       Difteri toksini 
EF-2:                    Elongasyon Faktörü-2 
EGFR:                 Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü 
ER:                       Östrojen Reseptörü 
FDA:                    Gıda Ve İlaç İdaresi 
GSDME:              Gasdermine 
GSDME-NT:       Gasdermin E N-Terminal Fragmanı 
H2O2:                  Hidrojen Peroksit 
HCC:                    Hepatoselüler Karsinom 
HE:                       Hematoksilen Ve Eozin 
HNSCC:               Baş Ve Boyun Skuamöz Hücreli Karsinom 
IFN:                      İnterferon 
IL-1β:                   İnterlökin-1β 
LB:                       Luria-Bertani 
MCF-7:                İnsan Meme Adenokarsinomu 
NK:                       Doğal Öldürücü Hücreler 
NMIBC:               Kasa İnvaze Olmayan Mesane Kanseri 
MLKL:                Karışık Soy Kinaz Alanı Benzeri Psödokinazı 
PAMP:                 Patojen Bağlantılı Moleküler Paternler 
PARP:                  Poli ADP-Riboz Polimeraz 
PCD:                    Programlı Hücre Ölümü 
PE:                       Pseudomonas Ekzotoksin 
PE38:                   Pseudomonas Ekzotoksin A 
PI:                        Propidium İyodür 
ppGpp:                Guanozin Tetra Ve Pentafosfat 
SD:                       Standard Deviation 
TNF:                    Tümör Nekroz Faktör 
TNF-α:                 Tümör Nekroz Faktör Alfa 
TUNEL:               Terminal Deoksinükleotidil Transferaz dUTP Nick-End 
Etiketleme 
VEGF:                 Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 
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1. GİRİŞ 

 
Kanser, malign transformasyona uğramış hücrelerin normal sınırlarını aşıp bitişik 

dokulara aşırı bir şekilde çoğalması, büyümesi ve sızması ile karakterize edilir 

(Pulumati ve vd., 2023). Kanser, küresel halk sağlığı için ciddi bir sorundur ve 

görülme sıklığı 1990'dan beri birçok ülkede artmıştır. Bu eğilim, özellikle karmaşık 

ve pahalı kanser tedavileriyle başa çıkmak için yeterli donanıma sahip olmayan 

sağlık sistemlerinin bulunduğu ülkeler için bir tehdittir (Fitzmaurice ve vd., 2015). 

Gelişmekte olan ülkelerin çoğunda olduğu gibi Türkiye'de de kanser insidansı ve 

ölüm oranları artmaktadır (Yılmaz ve vd., 2011)  

Belirli kanserler için önleme ve tedavi seçenekleri konusunda son yıllarda önemli 

ilerlemeler kaydedilmiştir (Allemani ve vd., 2015, Coleman ve vd., 2003). Bununla 

birlikte, bu gelişmelere rağmen dünya genelindeki nüfus artışı ve yaşlanma ile; 

sigara, obezite ve beslenme alışkanlıkları gibi risk faktörleri de kanser yükünün 

giderek artmasında etkili olmaktadır (Fitzmaurice ve vd., 2015). 

Dünya çapında en yaygın dört kanser türü; meme (kadınlarda), akciğer, bağırsak 

(anüs dahil) ve prostat kanserleridir ve tüm yeni vakaların onda dördünden fazlasını 

(%43) oluşturur (World Health Organization, 2020). En çok tanı koyulan kanser türü 

olan akciğer kanserinin yerini alan meme kanseri, bugün 8 kanser teşhisinden 1'ini ve 

her iki cinsiyette toplam 2,3 milyon yeni vakayı oluşturmaktadır (Sung ve vd., 2021).  

2040 yılına kadar, yeni teşhis edilen meme kanseri sayısının %40' ın üzerinde artarak 

her yıl yaklaşık 3 milyon vakaya ulaşacağı tahmin edilmektedir. Benzer şekilde, 

meme kanserinden ölümlerin %50' den fazla artarak 2020'de 685.000'den 2040'ta 1 

milyona çıkacağı öngörülmektedir (Arnold ve vd., 2022). Meme kanseri kadınlar 

arasındaki tüm kanser vakalarının %10,4' ünü oluşturur ve bu da onu cilt dışı 

kanserlerin (akciğer kanserinden sonra) ikinci en yaygın türü ve kansere bağlı 

ölümlerin en yaygın beşinci nedeni yapar (Sharma ve vd., 2010).  

Kanser gibi malign hastalıklar, genellikle kontrolsüz ve aşırı hücre çoğalmasının 

olduğu durumlar olarak bilinir. Ancak, sadece aşırı hücre çoğalması değil, azalmış 
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apoptotik hücre ölüm indeksinin de malignite gelişimine katkıda bulunduğu 

gözlemlenmiştir. Normal olarak apoptozise geçemeyen ve bu nedenle daha uzun süre 

yaşayan hücreler, genomlarındaki mutasyonlar sonucunda malign hücrelere dönüşme 

potansiyeli taşırlar (Ulukaya, 2003). Apoptoz programlanmış hücre ölümü (PCD) 

veya hücre intiharı olarak tanımlanır (D’Arcy, 2019). Uzun yıllar boyunca programlı 

hücre ölümü denilince akla sadece apoptoz gelmiştir. Ancak bazı tümörlerdeki 

yüksek apoptoz direnci prevalansı nedeniyle, diğer PCD yollarının varlığı ve 

fizyolojik önemi son yıllarda artan bir ilgi toplamıştır (Wong, 2011). Apoptozdan 

farklı olarak litik ve enflamatuar süreçlere sahip olan bir diğer programlanmış hücre 

ölüm yolu olan piroptoz, klinik olarak kullanılma ve bu sorunları ele alma potansiyeli 

nedeniyle kanser patogenez ve tedavi çalışmalarında adını geçirmeye 

başlamıştır. Yapılan son çalışmalar tümör hücrelerinde piroptoz indüksiyonunun 

güçlü bir enflamatuar yanıt oluşturduğunu ve belirgin bir tümör regresyonu 

sağladığını göstermektedir (Loveless ve vd., 2021). 

Bununla birlikte, son çalışmalar, birçok bakterinin konak hücrede PCD’yi 

tetikleyebildiğini göstermiştir (Grassme ve vd., 2001). Kanser tedavilerinin yetersiz 

kaldığı durumlarda, genetik olarak modifiye edilmiş veya edilmemiş bakterilerin ve 

metabolitlerinin kullanılması, kanser hücrelerini hedefleme, tedavi etme ve 

metastazları önleme potansiyeline sahiptir; bu bakteriler, selektif hedefleme, doğal 

yönlendirme, mikroçevre algılama ve dış sinyallere tepki verme yetenekleriyle "robot 

fabrikalar" olarak adlandırılmaktadır (Altıntaş Kazar, 2019). Şu anda kansere karşı 

potansiyel olarak olumlu terapötik etkilerle ilişkilendirilen canlı bakteriler arasında, 

bir dizi araştırmacı tarafından tümör hedefli özellikleri nedeniyle incelenen 

Salmonella bulunmaktadır (Forbes, 2010, Hoffman, 2015). Pseudomonas ekzotoksin 

A (ToxA), zayıflatılmış Salmonella tarafından salgılanan ve kanser hücrelerini 

öldürme yeteneğine sahip bir proteindir ve kanser hücreleriyle doğrudan temas 

halinde olduklarında lokal olarak apoptozu indükleme kabiliyetine sahiptir ve çeşitli 

araştırmacılar tarafından gösterilmiştir (Ganai ve ark. 2011, Swofford ve ark. 2014). 

Bununla birlikte, bazı tümör hücrelerinin apoptoza dirençli olmaları da terapotik 

yaklaşımı olumsuz etkileyen durumlar arasında yer almaktadır. Bununla birlikte 

özellikle son 5 yıldır yapılan araştırmalar piroptozun litik antienflamatuar yanıtı 

tetiklemesiyle birlikte çok daha güçlü bir anti-tümöral etki gösterdiğini ortaya 
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koymuştur (Loveless ve ark. 2021). Ancak şu ana kadar yapılan çalışmalar 

Pseudomonas ekzotoksinin anti-tümöral etki mekanizmasının apoptoz üzerinden 

yürüdüğünü göstermiştir. Bu nedenle bu çalışmada, uygulanan immunoterapotikce 

oluşan anti-tümöral etkinliğin kullandığı hücre ölümü yolağının araştırılması primer 

hedef olarak belirlenmiştir. 

1.1. MEME TÜMÖRLERİ 

Meme kanseri, meme dokusundan türeyen hücrelerin anormal bir şekilde büyümesi 

ve çoğalması durumunu ifade eder (Khuwaja ve Abu-Rezq, 2004). Dünya çapında 

meme kanseri, kadınlar arasında yüksek mortalite ve morbidite insidansı ile en 

yaygın kanser olarak kaydedilmiştir (Arzmi ve vd., 2023). Dünya Sağlık Örgütü 

raporlarına göre, orta yaş grubundaki kadınlarda en sık görülen meme kanseri; 

toplam kanser tanılarının yaklaşık %23' ünü oluştururken ölüm nedenlerinin ise %14' 

ünü oluşturur (Boyle, Levin, 2008, Samarghandian ve vd., 2016, Siegel ve vd., 

2020).  

Metastatik bir kanser türü olan meme kanseri sıkça; kemik, karaciğer, akciğer ve 

beyin gibi organlara yayılabilir, bu da esas olarak tedavi edilemezliğini açıklar (Sun 

vd., 2017). Meme adenokarsinomları ise kadınlarda en sık görülen meme 

kanserleridir. Genellikle yavaş büyüyen bu tümörler, bazen tüm prognoz ve tedavi 

girişimlerine meydan okuyarak geniş bir klinik seyir yelpazesi sunar (Gioanni ve vd., 

1990). Östrojen ise, kanser hücrelerinin büyümesinde ve gelişmesinde önemli bir rol 

oynar. Meme kanseri türleri arasında, östrojen reseptörü (ER+) pozitif meme kanseri, 

%70' in üzerinde bir insidansa sahiptir (Lumachi ve vd., 2013).  

Günümüzde meme kanseri tedavisinde cerrahi, kemoterapi, hormonal tedavi ve son 

zamanlarda nanoteknoloji ve gen tedavisi gibi yapılabilecek pek çok tedavi yaklaşımı 

bulunmaktadır ancak bunlar ciddi yan etkiler ve yüksek maliyetleride beraberinde 

getirmektedir (Sharma ve vd., 2010, Lee ve vd., 2018). Bu nedenle kanser 

tedavisinde daha etkin ve ekonomik olarak uygulanabilir yeni yaklaşımlara ihtiyaç 

vardır (Lu ve vd., 2020). 
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1.2. Meme Tümörü Modelleri 

Hücre kültürleri, laboratuvar araştırmalarının birçok alanında ve özellikle kanser 

çalışmalarında yaygın olarak tercih edilen in vitro modellerdir (Burdall ve vd., 2003). 

Meme karsinomlarına ilişkin bilgilerimizin önemli bir kısmı meme kanseri hücre 

(BCC) dizileri ile yapılan in vivo ve in vitro çalışmalara dayanmaktadır  (Lacroix ve 

Leclercq, 2004). Hücre dizilerinin avantajları arasında farmakolojik ve genetik 

manipülasyonun göreceli kolaylığı, mevcut fonksiyonel analizlerin çeşitliliği ve bazı 

çalışmalar için kanserli epitel popülasyonunun saflığı (ve stromal hücre 

kontaminasyonunun olmaması) yer alır (Kao ve vd., 2009). 

Meme kanseri hücre hatları, meme kanserinin patobiyolojisini anlamak ve yeni 

tedavi yöntemlerini araştırmak amacıyla sıkça tercih edilmektedir (Lacroix ve 

Leclercq, 2004, Vargo-Gogola ve Rosen, 2007). Meme kanseri moleküler olarak 

heterojen bir hastalıktır ve bu çeşitliliğin ne kadar iyi ve hangi hücre hatlarında en iyi 

modellendiğini anlamak önemlidir (Kao ve vd., 2009). Meme kanseri hücre dizileri, 

çeşitli meme kanseri alt tiplerini temsil etmek de dahil olmak üzere, insan meme 

kanserlerinin genetik ve genomik özelliklerinin çoğunu paylaşır (Vargo-Gogola ve 

Rosen, 2007). Kurulan ilk meme kanseri hücre dizisi 1958'de BT-20'dir (Lasfargues 

ve Ozzello, 1958). 1973 yılında Michigan Kanser Vakfı tarafından plevral 

efüzyondan üretilen ve dünyada en yaygın olarak kullanılan meme kanseri hücre 

dizisi MCF-7 (adını da buradan almaktadır) ile, çok sayıda başka hücre dizisi de 

bulunmaktadır (Burdall ve vd., 2003). 

Meme hücrelerinin luminal epitelyal fenotipini koruyan hücre hatları arasında; 

MCF7, T-47D ve ZR-75-1, zayıf bir luminal epitelyal benzer fenotipe sahip olanlar; 

MDA-MB-453 ve SK-BR-3 hücre hatları, epitelyal markerları ifade etmeyen ancak 

yüksek seviyede vimentin (mezenkimal hücrelerde bulunan bir marker) gösteren 

hücre hatları arasında MDA-MB-231 yer almaktadır (Lacroix ve Leclercq, 2004). 
Tümör biyolojisi ve hormon etki mekanizması çalışmaları için en yaygın olarak 

kullanılan insan meme kanseri hücre dizisi MCF-7’dir (Osborne, Hobbs ve Trent, 

1987). 

İnsan meme kanseri için fare modelleri, üç ana gruba ayrılabilir; ksenogreft modeller, 

kimyasal olarak indüklenmiş, virüs tarafından indüklenmiş veya iyonlaştırıcı 

radyasyon tarafından indüklenmiş modeller ve transgenikler ve knock-out'lar gibi 
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genetik mühendislik modelleri (GEM). Meme kanserine yönelik fare modelleri 

arasında ksenogreftler klinik öncesi deneylerde hala baskın rol oynamaktadır. Bunun 

birçok sebebi vardır. Birincisi, ksenogreft modelleri nispeten ucuzdur ve üretilmesi 

kolaydır. Ayrıca, immünsupresif alıcılara tümörojenik insan meme kanseri 

hücrelerinin, örneğin metastatik insan meme adenokarsinoma hücreleri (MCF-7) 

veya metastatik insan meme duktal karsinoma hücreleri (T-47D), subkutan veya 

ortotopik enjeksiyonu, nispeten kısa bir latent süre sonrasında katı tümörlerin 

oluşumuna yol açar (Wagner, 2003).  

Genetiği değiştirilmiş fare modelleri, kanser biyolojisi anlayışımıza önemli ölçüde 

katkıda bulunmuştur (Cheon ve Orsulic, 2011). Kanser hücresi ksenograftları, iyi 

karakterize edilmiş özellikleri, laboratuvarlar arası karşılaştırma olasılığı ve 

tekrarlanabilirliği nedeniyle yaygın olarak kullanılmaktadır (Marangoni ve vd., 

2007). İnsan meme tümörü ksenograftları, endokrinolojik, immünolojik ve tümör-

stroma etkileşimleri dahil olmak üzere tümör ve konak dokuları arasındaki çeşitli 

önemli etkileşimleri inceleme fırsatı sağlar (Clarke, 1996). Ayrıca, çoğu kimyasal 

olarak indüklenmiş ve transgenik modellere karşı, birçok insan meme kanseri hücre 

hattından türetilen ksenogreftler ER+ olup in vivo hormon bağımlılığı gösterir 

(Welsh, 2013). Her modelin avantajları ve dezavantajları vardır ve özel tercih, 

incelenen meme kanseri türüne ve araştırmacının ele aldığı belirli sorunlara bağlı 

olacaktır. Heterojen kanserler, örneğin meme kanseri gibi durumlarda, bazı modeller 

insan hastalığının belirli alt tiplerini veya evrelerini daha yakından taklit edebilir. Bu 

faktörler fare suşunun genetik yapısı, bağışıklık sisteminin önemi, araştırmanın 

tedavi mi yoksa önleme odaklı mı olduğu ve metastazın modellenip 

modellenmeyeceği gibi unsurları içerir (Welsh, 2013). Genel olarak, BALB/c, FVB 

ve C3H genetik geçmişine sahip fareler meme tümörü oluşturma konusunda oldukça 

duyarlıdır, bununla birlikte C57BL genetik geçmişine sahip olanlar oldukça 

dirençlidir (Medina, 2010). Aynı zamanda C3H, A ve DBA/2 gibi belirli inbreed fare 

suşları, yüksek bir spontan meme tümörü prevalansına sahiptir. BALB/c, C57BL ve 

AKR gibi diğer suşların prevalansı ise daha düşüktür (Fox, 2015). Bağışıklık sistemi 

yetersiz olan kemirgenler, insan kaynaklı kanser hücrelerinin ksenogreft olarak 

büyümesine ev sahipliği yapabilir; bu, tümörojenisiteyi test etmek ve yeni 

terapötikleri değerlendirmek amacıyla yaygın olarak kullanılan bir modeldir (Clarke, 
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1996, Mollard ve vd., 2011). En çok kullanılan iki model, scid (ciddi kombine 

bağışıklık yetersizliği) ve çıplak fare türleridir (Clarke, 2009). Nu mutasyonuna sahip 

kemirgenlere genellikle "atimik çıplak" kemirgenler de denir (Mollard ve vd., 2011). 

 

1.3. Meme Tümörleri Tedavisi 

Metastatik olmayan meme kanserindeki tedavinin ana hedefi, tümörün memeden ve 

bölgesel lenf düğümlerinden temizlenmesi ve metastatik nüksün önlenmesi iken, 

metastatik meme kanseri için terapötik hedefler genellikle yaşam süresini uzatma ve 

semptomları hafifletme odaklıdır. Ne yazık ki, mevcut durumda metastatik meme 

kanseri olan hastaların büyük çoğunluğu tedavi edilemez durumdadır (Waks ve 

Winer, 2019).  

Tüm meme kanseri alt tiplerinin tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi rutin 

olarak kullanılmaktadır (Nofech-Mozes ve ark., 2009). Fakat meme kanseri 

hastalarının tedavisinde kullanılan bu yöntemler tamamlayıcı stratejilerdir. Bu 

nedenle radyoterapi veya kemoterapinin her ikiside, tüm meme kanseri moleküler alt 

tiplerini etkili bir biçimde tedavi etme yeteneğine sahip olmadığından, yetersizdir 

(Burguin, Diorio ve Durocher, 2021). 

Geleneksel kanser radyasyon terapisi, tümörleri tedavi etmek için çeşitli iyonlaştırıcı 

radyasyon türlerini (x-ışınları, gama ışınları veya elektron ışınları) kullanır. 
İyonlaştırıcı radyasyon hem tümör hem de sağlıklı hücrelerin DNA'sına zarar verir, 

karmaşık biyokimyasal reaksiyonları tetikler ve sonunda hücre ölümüyle sonuçlanır 

(Terasawa ve ark, 2009). 

Kemoterapi, birçok kanser türünde genel sağkalımı önemli ölçüde artırmış olmasına 

rağmen, sitotoksik yan etkiler, diğer etkili tedavilerin klinik uygulamasını ciddi 

şekilde sınırlayan önemli bir faktördür (Xue ve ark, 2011, Iwamoto, 2013). 

Kemoterapi gören hastalarda deri döküntüleri, alopesi ve mukozit en gözle görülür 

yan etkilerdir (Thorpe, Stringer ve Butler, 2013, McQuade ve ark, 2016). 

Radyasyonun da bu zayıflatıcı değişikliklere önemli ölçüde katkısı vardır. Birçok 

hastada gözlemlenen genel bir sorun; depresyon, anemi, yüksek dozda radyasyon 

tedavisi vb. gibi birçok faktöre bağlı olarak ortaya çıkabilen yorgunluktur (Bower, 

2014). Kemoterapötik ilaçlar ayrıca doğrudan kemik iliğine zarar verebilir ve kan 
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hücresi sayısında keskin bir düşüşe neden olarak hastaları diğer birçok olası 

enfeksiyon türüne maruz bırakabilir (Wang, Probin ve Zhou, 2006). 

Standart meme cerrahisi yaklaşımları; memenin tamamen çıkarılması (mastektomi),  

ardından genellikle meme rekonstrüksiyonu veya meme koruyucu cerrahidir 

(lumpektomi) (Burguin, Diorio ve Durocher, 2021). Ancak kullanılan bu tekniklere 

aksiller lenf nodu drenajı da eşlik edebilir ve bu da üst ekstremitede lenfödeme neden 

olabilir (e Guirro, 2002, Borges, 2006). Lenfödem meme kanseri cerrahisi ve 

radyoterapi sonrası en önemli sorunlardan biridir. Azaltılması ve kontrol altına 

alınması için alternatif arayışlar son derece önemlidir (Leal ve ark, 2009). Bu 

nedenle, her bir meme kanseri alt grubunu etkili bir şekilde tedavi etmek için yeni 

stratejik tedaviler geliştirmek çok önemlidir (Burguin, Diorio ve Durocher, 2021). 

1.4. İMMUNOTERAPİ 

 

Son zamanlarda ortaya çıkan bir tedavi stratejisi olan immünoterapi, tümör 

hücrelerinin antijenitesini artırarak ve bağışıklık hücrelerinin tümör öldürücü etkisini 

güçlendirerek insan bağışıklık sistemini tümör hücrelerini öldürmesi için 

uyarmaktadır (Liu ve vd 2023). Spesifik patofizyolojik hedeflere odaklanan hedefe 

yönelik tedavi, çeşitli meme kanseri alt tipleriyle mücadelede daha etkili ve yeni bir 

terapötik yaklaşım için yeni bir umut sunmaktadır (Masoud ve Pagès, 2017). 

1.4.1. BAKTERİYOTERAPİ 

Kemoterapi, radyoterapi ve kanserli olmayan hücrelere toksisite, ilaçların derin 

tümör dokusuna ulaşamaması ve tümör hücrelerinde artan ilaç direnci, alternatif 

kanser tedavilerinin olumsuz etkileri gibi mevcut kanser tedavi yöntemlerinde çok 

sayıda zorlukla karşılaşılmaktadır. Bu zorluklar, tümör hücrelerine karşı daha fazla 

seçicilik ve etkinliğe sahip alternatif yaklaşımların geliştirilmesine olan talebi 

artırmaktadır (Gupta ve vd., 2021). Birçok bakterinin patojenik olduğu ve hatta 

bazılarının tümör gelişimiyle ilişkilendirildiği bilinmesine rağmen; son araştırmalar, 

bazı bakterilerin kanser tedavisi için potansiyele sahip olabileceğini göstermiştir. 

Bazı canlı, zayıflatılmış veya genetiği değiştirilmiş bakteriler, tümörlerde çoğalma ve 

büyümeleri engelleme yeteneğine sahiptir (Yaghoubi ve vd., 2019). Genetiği 
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değiştirilmiş patojenik olmayan bakteri türlerinden bazıları, normal hücreler için 

düşük toksisite ile kanser hücrelerine seçicilikleri nedeniyle daha başarılı sonuçlar 

vermiştir (Song ve vd., 2018).  

Tümörlerde kan damarı yapısının fonksiyonel olarak anormal olması, doku boyunca 

düzensiz kan akışına neden olarak oksijen yoksunluğuna yol açar, bu kan 

damarlarının neden olduğu hipoksi, anaerobik bakterilerin gelişmesi için eşsiz bir niş 

oluşturur (Ryan ve vd., 2009, Jain ve Forbes, 2001). Bu nedenle, kemoterapiye karşı 

oldukça dirençli olan tümör bölgeleri bile artık mikroorganizmalar ile özel olarak 

hedeflenebilir (Cheong ve Zhou, 2009). Clostridia, Lactococcus, Bifidobacteria, 

Shigella, Vibrio, Listeria, Escherichia ve Salmonella'nın farklı suşları, hayvan 

modellerinde kansere karşı değerlendirilmiştir (Song ve vd., 2018). Örneğin 

Bifidobacterium longum ve Clostridium novyi suşları, tümörün hipoksik alanını 

kolonize edebilir ve tümör hücrelerini yok edebilir (Roberts ve vd., 2014, Fujimori, 

2006). En etkili antitümör bakterilerinden biri olan Salmonella 

Typhimurium'un zayıflatılmış oksotrofik mutantları ise, in vitro olarak birçok kanser 

hücresini istila edip yok edebilir ve hipoksik tümör bölgelerinde çoğalabilir (Zhao ve 

vd., 2006). 

Bakteriyoterapi ilk kez, bir kemik cerrahı olan William B. Coley tarafından, Coley 

toksinleri olarak bilinen bakterileri kanser tedavisinde kullanmasıyla denenmiştir. Isı 

ile inaktive edilmiş iki farklı bakteri olan Streptococcus pyogenes ve Serratia 

marcescens karışımını, maligniteli 1000'den fazla hastaya enjekte etmiş ve birçok 

hastada tümörün gerilediğini, 30 vakanın ise tamamen iyileştiğini gözlemlemiştir 

(Nauts ve vd., 1946). Bacillus Calmette-Guerin (BCG), Mycobacterium 

bovis'in zayıflatılmış bir suşudur ve 1970'lerin sonlarından beri, kasa invaze olmayan 

mesane kanserinin (NMIBC) tedavisi için Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından 

onaylanan tek bakteriyel ajandır. BCG standart olarak kullanılmıştır ve yüksek riskli 

NMIBC için en etkili tedavidir (Gontero ve vd., 2010, Zlotta ve vd., 2009). 

Kanser bakteriyoterapisinin klinik uygulaması çok kullanışlı ve rutin olmasa da bu 

yaklaşım gelecekte umut verici olabilir (Yaghoubi ve vd., 2019). Günümüzde, 

bakteriler, basit genetik mühendislik veya sentetik biyomühendislik yöntemleriyle 

kanser tedavisini desteklemek amacıyla yönlendirilebilmektedir. Ayrıca, bakteri bazlı 

kanser tedavisi, daha iyi klinik sonuçlar için ya bir monoterapi olarak ya da diğer 
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antikanser tedavileri ile kombinasyon halinde kullanılabilir (Gupta ve vd., 2021).  

Kemoterapi gibi meme kanserine karşı mücadelede geleneksel tedaviler, etkinlikleri 

açısından sorgulanmaktadır. Bu nedenle, daha yüksek oranda sağkalım elde etmek 

için meme kanseri tedavisine yönelik stratejilerin sürekli olarak iyileştirilmesi 

gerekliliği doğmuştur (Yaghoubi ve vd., 2019). Bu nedenle de özellikle son yıllarda 

yapılan çalışmalar kemoterapinin komplikasyonları nedeniyle, düşük toksisiteye 

sahip ve/veya normal hücreler üzerinde herhangi bir yan etkisi olmayan yeni kanser 

ilaçları yapmak için bakteri ve ürünlerini kullanma potansiyelini incelemeye 

odaklanmıştır (Yaghoubi ve ark., 2019). 

 

1.4.1. Bakteriyoterapide Salmonella 
Bakteriyel tedaviler, kanseri tedavi etmek için standart yöntemlerle 

gerçekleştirilemeyen birçok benzersiz mekanizmaya sahiptir. Bakteriler spesifik 

olarak tümörleri hedefleyebilir, aktif olarak dokuya nüfuz edebilir, kolayca tespit 

edilebilir ve kontrol edilebilir bir şekilde sitotoksisiteye neden olabilir  (Forbes, 

2010). 

Kanser tedavisi bağlamında en sık kullanılan bakteri türleri Clostridium, 

Bifidobacterium ve Salmonella'dır (Pal, 2022). Genetik mühendisliği; bu bakterilerin 

genetiğini değiştirerek patojenitelerinin azaltılmasına ve kanser tedavisinde 

kullanılabilir hale getirilmesini sağlamıştır (Mayakrishnan ve vd., 2022). Ayrıca 

zayıflatılmış bakteriler metabolik olarak aktiftir ve tümör dokularında spesifik 

aktiviteler gerçekleştirebilmektedir, bu da onları kimyasal ve biyolojik ilaçlardan 

farklı kılmaktadır (Zheng ve Min, 2016). 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium), insanlarda 

gastroenterite neden olan Gram-negatif bir bakteridir (Akoachere ve vd., 2009). S. 

Typhimurium; tümörleri algılama ve hedefleme yeteneği, tercihen tümöre özgü mikro 

ortamda büyüme, iyi intratümöral penetrasyon, düşük sitotoksisite, immünojenite ve 

çok yönlü programlanabilirlik özellikleri sayesinde yeni tedavi stratejilerinde 

çoğunlukla tercih edilmektedir (Forbes, 2010). S.Typhimurium aynı zamanda hem 

aerobik hem de anaerobik ortamlarda büyüyebilmesi ve dolayısıyla hem hipoksik 

olmayan hem de hipoksik tümörlerde kolonileşebilmesi nedeniyle popüler bir 

hedeftir (Semenov ve vd., 2011). Zayıflatılmış S.Typhimurium, hayvan kanseri 
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modellerinde ve insan hastalardaki Faz I klinik denemelerinde geniş çapta 

incelenmiştir. Genleri kolaylıkla manipüle edilebilme özelliği sayesinde çeşitli 

zayıflatılmış suşları, fare modellerinde güvenli bir profil sergileyerek tümör hedefli 

terapötikler veya ilaç dağıtım araçları olarak tasarlanıp üretilmiştir (Zheng ve Min, 

2016). S. Typhimurium, tümörlerin varlığına karşı bağışıklık tepkisini indükleyerek, 

Kaspaz-3'ü doğrudan aktive etmek için bakteriyel toksinleri kullanarak ve ayrıca 

anti-kanser bileşiklerinin tümör bölgelerine iletilmesinde bir vektör olarak 

kullanılarak tümörleri spesifik olarak hedefleyebilir ve yok edebilir (Enejiyon ve vd., 

2020). 

Tedavi modeli olarak bakterilerin kullanılması sırasında, konak bağışıklık sistemine 

karşı bakteriyel virülansın kontrol altına alınması oldukça kritiktir. Bu nedenle, bir 

suşun anti-tümör aktivitesini değiştirmeden zayıflatılması, tedavinin etkinliği 

açısından büyük önem taşımaktadır (Gupta ve vd., 2021). Bu yaklaşım, tedavi 

sürecinde istenmeyen immünolojik tepkileri en aza indirerek, bakterilerin güvenli ve 

etkili bir şekilde kullanılmasını sağlamayı hedefler. Anti-tümör spesifikliği açısından 

geniş çapta incelenen Salmonella Typhimurium suşu VNP20009, msbB ve purI dahil 

olmak üzere ana virülans genlerinin silinmesiyle değiştirilmiştir (Lee ve vd., 2014). 

Bu silme işlemi, konakta veya deney hayvanlarında hastalık veya toksik şok 

oluşumunu önlemek için bu bakterileri nihai olarak zayıflatılmasını amaçlamaktadır 

(Rommasi, 2022). Salmonella spp.'den relA- ve SpoT'un silinmesiyle oluşturulan 

mutantlar ise bakterilerde stres yanıtında gerçekleşen gen ekspresyonuda rol oynayan 

bir sinyalleme molekülü olan ppGpp (guanozin tetra ve pentafosfat)'nin sentezinde 

bozulmaya yol açar; ancak, mutant suş daha az toksik özellik sergiler. Avirülent 

ΔppGpp suşunun antitümör yanıtları olduğu ve inflamazom NLRP3 ve IPAF'ı aktive 

ettiği, ayrıca tümör inhibitör sitokinlerinin (IL-1β ve IL-18, TNF-α) ifadesini 

artırdığı, metastazı engellemek için bağışıklık hücrelerini toparladığı ve tümör 

hücrelerinde doğrudan apoptozu indüklediği bilinmektedir (Na ve vd., 2006, Jiang ve 

vd., 2013, Kim ve vd., 2015, Phan ve vd., 2015). Salmonella ile hasar görmüş kanser 

hücrelerinin doğrudan etkileşimi sonucunda, kemik iliğinden türetilmiş makrofajların 

aktif Kaspaz-1 p10 gibi inflamasom ile ilişkili proteinleri eksprese ettiği 

gösterilmiştir; bu süreçte, hasar görmüş kanser hücreleri tarafından salınan ATP'nin 

inflamasom aktivasyonunun öncü sinyali olarak işlev görebileceği belirlenmiştir  
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(Liang ve vd., 2019). Jeong ve diğerleri (2008), ppGpp'nin Salmonella’nın konak 

hücreye invaze olması için zorunlu olduğunu belirtmişlerdir; ppGpp olmadan, 

Salmonella ekstraselüler bir bakteri gibi işlev görecektir. Bununla birlikte, tümör 

hedefleme etkileri ve antitümör etkiler, böyle bir zayıflatmanın etkisinden 

etkilenmemektedir (Wang, 2021). Kim ve ark. (2015) avirülent 

ΔppGpp Salmonella tarafından kolonize edilen fare CT26 tümör modelinde IL-1β ve 

TNF-α seviyelerinin belirgin bir şekilde artarak tümör gerilemesine yol açtığını 

gözlemlemiştir. Lim ve ark. (2017); epidermal büyüme faktörü reseptörüne (EGFR) 

bağlanan ve PE38 adlı güçlü bir sitotoksik protein içeren bir immünotoksini (TGFa-

PE38) ifade eden Salmonella Typhimurium ile fare kolon ve meme kanseri 

hücrelerinde kanser büyümesinin baskılandığını göstermiştir. 

Fakat Salmonella bakterileri ile kanserle mücadelede daha umut verici stratejilerden 

yararlanmak için hala çözülmeyi bekleyen birçok sorun vardır (Liang ve vd., 2019). 

Malesef, ΔppGpp Salmonella tedavisinin tek başına uygulanması tümörün tamamen 

eradikasyonu ile sonuçlanmamakta ve tümör nüksü ile metastaz durumları sıkça 

raporlanmaktadır (Liang ve vd., 2019). Salmonella tedavisinde konağın bağışıklık 

tepkilerinin daha iyi anlaşılması, özellikle çeşitli stratejiler bakteriyoterapi ile 

birleştirildiğinde belirli bir ilacın başarısını artırabilir ancak toksik kemoterapiye 

ihtiyaç duymadan tasarlanmış bakterilerle kanseri iyileştirmenin ve metastazların 

hedeflenmesinin klinik potansiyeli de göz ardı edilmemelidir (Kim ve vd., 2015, 

Hayashi ve vd., 2009). 

1.4.2. Bakterilerin Salgıladığı Toksinler ve Kanser Tedavisi 

Kanser bakteriyoterapisinde bakteriler tek başına veya konvansiyonel yöntemlerle 

kombine edilerek kullanılmaktadır. Son zamanlarda, toksinler, peptitler, 

bakteriyosinler, sporlar ve enzimler gibi farklı bakteriyel ürünler, kanser tedavisi için 

umut verici ajanlar olarak dikkat çekmektedir (Yaghoubi ve vd., 2019). Bakteriyel 

toksinler, çeşitli hücre içi proteinleri hedeflemek ve konağın bağışıklık tepkilerini 

modüle etmek için konak hücrelerine girebilme yeteneğine sahiptir (Adkins ve vd., 

2012).  Bakteriler tarafından sentezlenen bu toksinler insan vücudundaki, bazıları 

aşağıda açıklanan çeşitli kanser hücrelerine karşı etki gösterebilir (Tablo 1.1) 

(Rommasi, 2022). Kanser hücrelerini hedef alan bakteriyel toksinler arasında , 

rekombinant tek zincirli veya çift zincirli füzyon toksinleri oluşturmaya çok uygun 
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olan Pseudomonas ekzotoksin (PE) ve difteri toksini (DT) yer alır (Kreitman ve 

Pastan, 1998).

İmmünotoksinler ise; bir büyüme faktörü, monoklonal antikor veya bir protein 

toksinene bağlı antikor fragmanı gibi bir ligand içerir. Ligand alt birimi hedef 

hücrenin yüzeyine bağlandıktan sonra molekül internalize olur ve toksin hücreyi 

öldürür (Kreitman ve Pastan, 1998). Hücresel internalizasyondan sonra, bu oldukça 

güçlü toksinler, protein sentezinin inhibisyonu yoluyla hücresel sitotoksisiteyi 

indükler. Ayrıca çok küçük miktarlarda aktiftirler (Yamaizumi vd., 1978).

Pseudomonas ekzotoksin A, birçok immünotoksinin öldürücü kısmı için kullanılan 

güçlü bir toksindir (Mazor ve Pastan, 2020). Pseudomonas ekzotoksini, gram negatif 

bir bakteri olan fırsatçı patojen Pseudomonas aeruginosa'nın en toksik virülans 

faktörüdür (Michalska ve Wolf, 2015, Wolf ve Elsässer-Beile, 2009). Ekzotoksin A, 

66 kDa büyüklüğünde bir peptit olup, konakçı hücrelerin protein sentezini; 

elongasyon faktörü-2’yi (EF-2) ADP-ribosilasyon yoluyla inhibe ederek engeller 

(Wolf ve Elsässer-Beile, 2009, Yates ve vd., 2005). Sonuç olarak, dışsal ve içsel 

apoptoz yolları etkinleştirilir ve bu da hücre ölümüyle sonuçlanır (Du ve vd., 2010, 

Jenkins ve vd., 2004). Son yıllarda PE'nin hücresel yolaklarının moleküler 

mekanizmalarına açıklık getiren çalışmalar yapılmıştır (Wolf ve Elsässer-Beile, 

2009).

Reseptör ligandları, spesifik hedef reseptörleri eksprese eden hücreleri öldürmek 

üzere toksinleri yönlendirmek için de kullanılabilir (Antignani ve FitzGerald, 2013).

Bu reseptörleri PE ile spesifik olarak hedefleyerek, kanserleri ortadan kaldırırken 

aynı zamanda genel kemoterapötik stratejilerle sıklıkla ilişkilendirilen normal 

dokuya yönelik toksisiteleri de önleyebiliriz (Weldon ve Pastan, 2011). Lim ve 

arkadaşları 2017 yılında aynı immunotoksini ihtiva eden avirülent Salmonella

Typhimurium ile CT26 (fare kolorektal karsinom) ve 4T1 (fare meme kanseri) hücre 

hatlarında tümör büyümesinin önemli ölçüde engellendiğini göstermişlerdir. PE38

toksininin aktif sitozolik formu; EGFR ligandını hedeflemek için, TGF-a'ya 

kaynaştırılmıştır (Phillips ve vd., 1994). Bu sebeple, yalnızca EGFR'yi eksprese eden 

hücreler, düşük seviyelerde EGFR'yi eksprese etmeyen veya göstermeyen normal 

hücrelere karşı minimum toksisiteyle füzyon proteinini internalize edecektir (Thomas 

ve vd., 2004)
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1.5. Programlı Hücre Ölümü Yolları 

Programlanmış hücre ölümü (PCD), çoğu organ sisteminde gereksiz ve hasarlı 

hücrelerin uzaklaştırılmasında rol oynar (Kroemer ve vd.,1995). Programlanmış 

hücre ölümü yolakları, tüm çok hücreli organizmaların büyümesinde, hayatta 

kalmasında, homeostazisinde ve doğuştan gelen bağışıklığında önemli fizyolojik 

rollere sahiptir (Rogers ve vd., 2017).  Yaygın olarak incelenen PCD türleri; apoptoz, 

piroptoz, nekroptoz ve ferroptozdur (Tang ve vd., 2019). Hücre ölümünün şekli ne 

olursa olsun, sonuçta beklenen şey, normal hücreler hayatta kalırken tümör hücreleri 

gibi anormal hücrelerin ortadan kaybolmasıdır (Xu ve vd., 2023). Son 5 yılda yapılan 

bazı çalışmalar piroptoz, nekroptoz ve ferroptozun antitümör immünitesi ile sıkı bir 

şekilde ilişkili olduğunu ortaya çıkarmıştır (Tang ve vd., 2020). 

1.5.1. Apoptoz 
Apoptoz programlanmış hücre ölümü veya hücre intiharı olarak tanımlanmaktadır 

(D’Arcy, 2019). Apoptoz, normal hücre döngüsü, bağışıklık sisteminin düzgün 

gelişimi ve işleyişi, hormona bağlı atrofi, embriyonik gelişim ve kimyasal kaynaklı 

hücre ölümü dahil olmak üzere çeşitli süreçlerin hayati bir bileşeni olarak kabul 

edilmektedir (Elmore, 2007). 

Apoptoz enerjiye bağımlı ve fizyolojik bir olay olabilmektedir (Adamkov, 2019). 

Apoptozda başlıca 5 farklı yolak kullanılır; metabolik ve hipoksik stres ile tetiklenen 

intrinsik (içsel) yolak ve Fas-L ya da tümör nekroz faktörü-α gibi dış uyaranlar ile 

tetiklenen ekstrinsik (dışsal) yolak (Şekil 1.1), DNA hasarı üzerine p53 ile aktive 

olan Kaspaz-2 bağımlı yolak, kaspazın doğrudan aktivasyonu ile granzim-B yolağı 

ve DNA fragmantasyonu ile başlayan granzim-A yolağıdır (Grilo ve Mantalaris, 

2019).  

Hücre ölümü reseptörleri aktive edildiğinde dışsal apoptoz meydana gelirken, 

hücresel stres mitokondriyal yolu aktive ettiğinde içsel apoptoz meydana gelir  

(Purnama ve vd., 2023). DNA hasarı, büyüme faktörünün tükenmesi, hipoksi, 

katlanmamış proteinlerin birikmesi veya sitotoksik ilaçlar gibi hücre içi sinyaller, 

içsel veya mitokondriyal apoptotik yolu başlatabilir. Bu yolda Kaspaz-9 başlatıcı 

kaspazdır, B hücreli lenfoma  
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Şekil 1. 1 Apoptoz intrinsik (içsel) ve ekstrinsik (dışsal) yolak (Loreto ve vd., 2014). 

2 (Bcl-2) protein ailesi ise ana düzenleyiciler olarak görev yapar (Dasgupta ve vd., 

2016). Kaspaz-9'un aktivasyonu kaspaz-3, -6/7'nin aktivasyonuna yol açar ve bu 

daha sonra kaspazla aktive edilen DNAz ve laminin inhibitörü olan poli ADP-riboz 

polimeraz (PARP) gibi çeşitli hücresel hedefleri böler. Bu biyokimyasal reaksiyonlar 

sonuçta hücresel denatürasyona ve ölüme yol açar (Degterev, Boyce ve Yuan, 2003). 

Dışsal apoptotik yol; aktive edilmiş T hücreler, doğal öldürücü (NK) hücreler ve 

makrofajların hedef hücrenin zarındaki ölüm reseptörlerine bağlanması ile başlatılır  

(Nagata, 1997, Falschlehner, Schaefer ve Walczak, 2009, Sedger ve McDermott, 

2014). Fas ve tümör nekroz faktör (TNF) reseptörü integral proteinlerdir. 

Komplementer ölüm aktivatörleri olan FasL ve tümör nekroz faktör alfanın (TNF-α) 

bağlanması ile Prokaspaz-8 Kaspaz-8’e dönüşür. Böylece kaspaz kaskadı 

aktivasyonu başlatılmış olur (Choo, Loh ve Chen, 2019). Apoptozun son aşamasında 
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hücreler, makrofajlar veya nötrofiller gibi temizleyici hücreler tarafından in vivo 

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

1.5.2. Piroptoz 
"Piroptoz" terimi ilk olarak; 2001 yılında Salmonella ile enfekte makrofajlarda 

kaspaz-1'e bağlı proinflamatuar PCD modelini keşfeden Amerikalı bilim adamları 

Cookson ve Brennan tarafından ortaya atılmıştır (Brennan ve Cookson, 2000, 

Cookson ve Brennan, 2001). Piroptoz, hücrelerin şişmesi ve çözünmesi ile 

karakterize edilen ve çeşitli proinflamatuar faktörlerin salınımının eşlik ettiği bir tür 

litik enflamatuar programlanmış hücre ölümüdür. (Jia ve vd., 2023).  Piroptoz ve 

apoptozun özellikleri, her ikisinin de genlerin düzenlenmesi yoluyla meydana gelen 

hücre ölümleri olması bakımından benzerdir (Ji ve vd., 2021). 

Spesifik morfolojik özellikler piroptozu apoptozdan ayırır. Piroptotik hücreler 

kromatin yoğunlaşmasına ve DNA fragmantasyonuna maruz kalmasına rağmen 

çekirdekleri sağlam kalır (Purnama ve vd., 2023). 

Piroptoz, genellikle hücre içi patojen enfeksiyonlarıyla tetiklenir ve konak savunma 

sisteminin bir parçasıdır. İki farklı yolakla uyarılır: klasik ve klasik olmayan 

enflamatuar yolaklar. Klasik piroptoz, hasarla ilişkili moleküler paternler (ATP, IL-

1α) ve patojen ilişkili moleküler paternler tarafından tetiklenen kaspaz-1 aracılığıyla 

gerçekleşirken, klasik olmayan piroptoz insan kaspaz-4/-5 ve fare kaspaz-11 

bağımlıdır ve hücre içi lipopolisakkaritler tarafından uyarılır (Şekil 1.2) (Lamkanfi 

ve Dixit, 2014). Piroptoz esas olarak kaspaz-1 tarafından aktive edilir (Nagarajan ve 

ark. 2019). Son zamanlarda yapılan araştırmalar, aktive edilmiş kaspaz-3'ün, plazma 

zarında gözenekler oluşturarak ikincil nekroz/piroptoz gerçekleştiren N-terminal 

fragmanını (GSDME-NT) oluşturmak için gasdermin E'yi (GSDME) 

parçalayabildiğini ortaya koymuştur (Wang ve ark. 2017, Rogers ve ark. 2017). 

Piroptoz, aktif gasdermin ailesi üyeleri (GSDM'ler) tarafından plazma zarı gözenek 

oluşumu yoluyla gerçekleştirilir (Gong ve vd., 2023). Apoptoz uyarımı üzerine, 

GSDME ekspresyonu olmayan hücreler nekroza ilerlemeden apoptoza girerken, 

yüksek veya orta GSDME seviyelerine sahip olanlar doğrudan GSDME aracılı 

piroptoza maruz kalır (Rogers ve ark. 2017). Bu nedenle, GSDME ifadesinin apoptoz 

ve nekroz/piroptoz arasındaki geçişi yönetebileceği düşülmektedir (Wang ve ark. 

2017). 
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Şekil 1. 2 Piroptozun klasik ve klasik olmayan yolakları (Zheng ve vd., 2021). 

Apoptozdan farklı olarak PCD yollarının varlığı ve fizyolojik önemi, uzun süredir 

keşfedilmemiş olsa da bazı tümörlerdeki yüksek apoptoz direnci prevalansı nedeniyle 

son yıllarda artan bir ilgi toplamıştır (Wong, 2011). Piroptoz, klinik olarak 

kullanılma ve bu sorunları ele alma potansiyeli nedeniyle kanser araştırmacıları 

arasında kayda değer bir ilgi uyandırmıştır. Son kanıtlar, tümör hücrelerinde piroptoz 

indüksiyonunun güçlü bir enflamatuar yanıta ve belirgin tümör gerilemesine yol 

açtığını göstermektedir (Loveless ve ark. 2021). İmmünoterapinin de ortaya çıkışıyla 

birlikte piroptozun, immun kontrol noktası inhibitörlerinin antitümör etkinliğini 

arttırdığı gösterilmiştir (Jia ve vd., 2023).  Piroptozun daha fazla araştırılması, yeni 

antitümör tedavilerinin geliştirilmesine yardımcı olacaktır (Jia ve vd., 2023). 
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2. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

2.1. Bakterilerin İnkübasyonu 

Liyofilize formdaki bakteri suşları Prof. Dr. Hyon Choy (Chonnam National 

University Medical School, Republic of Korea)’ dan temin edilmiştir. Suşlar; Luria -

Bertani (LB) (Thermo Scientific, Kat.No: 22700025) (Jeffrey, 1972) sıvı besi yerinde 

%1 NaCl, %5 CO2 ve %95 nemli havada 37°C ‘de (Krieg ve Holt, 1984) inkübe 

edildi ve katı destek ortamı için %1,5 oranında granül agar (Atlas, 2010) eklendi. 

2.2. Hücre Kültürü 

Arşivimizdeki MCF-7 (ATCC, ABD) (13. pasaj) insan meme kanseri hücre hattı sıvı 

nitrojenden çıkarılıp, flasklara ekim yapılmak üzere 37°C’lik su banyosunda 

çözdürüldü. Çözdürülen bu hücre hattı; %90 RPMI-1640 (Gibco), %10 fötal buzağı 

serumu (Gibco) ve %1 penisilin/streptomisin (Gibco) ihtiva eden besi yeri (Peng ve 

vd., 2017) içine ekildi ve %5 CO2 ve 95% nemli havaya sahip etüvde 37 °C’de 

inkübasyona bırakıldı. 

2.3. Deney Hayvanları ve Ksenogreft Tümör Modeli 

Çalışma kapsamında, 10 adet Atimik Nude fare (5-6 hafta yaşlı, 16-18 g ağırlığında) 

kullanıldı. Uygulanan tüm aşamalar için, Kırıkkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri 

Etik Kurulun’dan onay alındı (23/02/04). Tüm hayvanlar çalışma boyunca, Kırıkkale 

Üniversitesi Hüseyin Aytemiz Deney Hayvanları Ünitesinde, uygun sıcaklık ve nem 

koşullarında ve spesifik patojenlerden ari ortamda barındırıldı. 

Ksenograft modeli için; 3x106 MCF-7 hücresi içeren 0.1ml RPMI besiyeri 0.1 ml 

matrigel içine eklenerek deri altı yolla sağ caudoabdominal bölgeden farelere 

implante edildi. Tümörler düzenli olarak takip edilerek boyutları 200mm3 olduğunda 

çalışma grupları oluşturuldu ve tablo 2.1’de belirtilen biçimde tedavi uygulamaları 

yapıldı. Buna göre TGFα ihtiva eden ve etmeyen 2 farklı tedavi grubu oluşturuldu ve 

PE38 ekzotoksinli avirulent S.Typhimurium her 1.5ml’ de 5x107 olacak biçimde 

ayarlanarak ve her bir fareye intra-tümöral olarak 0.2ml uygulandı. 
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2.4. Deney Düzeni 

Deney düzeni Tablo 2.1’de gösterilmiştir. Araştırma sürecinde; yerine getirme, 
azaltma ve iyileştirme (3R) prensiplerine bağlı kalarak, deneysel prosedürleri en aza 
indirecek şekilde gerekli minimum hayvan sayısını kullandık (Brønstad ve Berg, 
2011). 

 
Tablo 2.1 Deney Düzeni. 

Fare Uyguma Açıklama 

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

GII (n=3) APP- 0,3 ml Pseodomonas ekzotoksin (PE38) ihtiva eden avirülent 

Salmonella Typhimurium (ΔppGpp; relA, spoT and 

Glm mutant) 

GIII (n=4) -   Tedavi Uygulanmadı 

2.5. Patolojik İncelemeler  

Tedavi uygulamalarından 2 gün sonra tüm gruplardaki hayvanlara karbondioksit 

solutma yöntemi uygulanarak ötenazileri gerçekleştirildi. Sonrasında tümör çapları 

ölçülerek, kaydedildi. Ardından sistemik nekropsileri yapılarak histopatolojik 

değerlendirme için, tümör örnekleri alındı. Tümör örnekleri histopatolojik 

incelemeler için %4’ luk PBS tamponlu paraformaldehit içinde 48-72 saat boyunca 

tespit edildi. Alınan örnekler 2mm kalınlığında trimlendi ve kasetlenerek akan çeşme 

suyu altında 24 saat yıkandı. Rutin doku takip amacıyla, otomatik doku takip 

cihazında dereceli alkol (sırasıyla 50, 70, 80, 96 ve 99,6) ve ksilol serilerinden 

geçirilip, parafin emdirilerek yine parafin ile bloklandı (Humason, 1962).  Bloklanan 

dokulardan, adezivli ve pozitif şarjlı lamlara 4-5μ kalınlığında seri kesitler alındı. 

Kesitler sırasıyla deparafinize ve rehidre edildi ardından rutin Hematoksilen ve Eozin 

(HE) ile boyanarak, histopatolojik yönden incelendi. 
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2.6. Hematoksilen-Eosin İnceleme 

2.6.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Protokolü 

Mikrotom kullanılarak 4-5μ kalınlığında alınan kesitler, üç seri ksilolde toplamda 

5’er dakika süreyle deparafinize edildi. Ardından, kesitler sırasıyla 3 dakika boyunca 

absolut alkolde, 2’er dakika boyunca %96, %80, %70 ve %50’lik alkolde bekletildi. 

Alkol serisinden çıkan doku preparatları distile su içerisinde 2 dakika bekletildi. 

Mayer's Hematoksilen (HistoPlus, Kat.No:  HST-HEM-0500) solüsyonunda 6 dakika 

boyunca boyanan kesitler, akan çeşme suyu altında yıkandı. Daha sonra, 1 dakika 

boyunca Eosin (HistoPlus, Kat.No: HST-EOA-0500) solüsyonunda bekletilen 

kesitler, sırasıyla yine dereceli alkol serilerinden geçirildikten sonra son olarak, 3 seri 

ksilolde 5'er dakika boyunca bekletildi (Thompson, 1966). Boyanan preparatlar 

Entellan (Merck, Kat.No: 107961) damlatılarak lamel ile kapatıldı.  Daha sonra tüm 

kesitlerin, histopatolojik yönden değerlendirilmesi yapıldı ve Olympus BX51  

(Japonya) trinoküler mikroskop ve DP25 dijital kamera kullanılarak 

mikrofotoğrafları çekildi. 

2.7. İmmunohistokimyasal İnceleme 

2..1. İmmunohistokimyasal Boyama Protokolü 

İmmünohistokimyasal boyama sırasında, tüm doku örnekleri için pozitif ve negatif 

doku örnekleri kullanıldı. Bu amaçla; kullanılan primer antikorların veri sayfalarında 

yazılı olan pozitif kontrol doku örnekleri üzerlerine primer antikor damlatılarak 

pozitif kontrol olarak, universal keçi serumu damlatılarak ise negatif kontrol olarak 

kullanıldı.  HE boyamada bahsedilen deparafinizasyon ve rehidrasyon işlemlerine 

tabii tutulan preparatlar daha sonra, antijen açığa çıkarma işlemi için sitrat solüsyonu 

(pH:6.0) (Thermo Scientific, USA) içerisinde mikrodalga fırında en yüksek derecede 

20 dakika boyunca kaynatıldı ve preparatlar tampon içerisinde oda ısısına gelene 

kadar bekletildi ve PBS (Capricorn Scientific, Kat.No: PBS-1A) içerisinde 15 dakika 

boyunca yıkandı. Ardından hazırlanan kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini bloke 

etmek amacıyla, %0,3' lük metanol (Merck, Kat.No: 106009) içerisinde hazırlanan 

hidrojen peroksit (H2O2) (Merck, Kat.No: 108600) solüsyonu içerisinde 15 dakika 

boyunca bekletildi. Daha sonra preparatlar, PBS ile her 15 dakika boyunca yıkandı. 
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Dokuların çevresi, hidrofobik kalem kullanılarak sınırlandırıldı (Abcam, Kat.No: 

ab2601). Spesifik olmayan bağlantıların önüne geçebilmek için, protein Bloklama 

Solüsyonu (Ultra V Block UltraVision Detection System Large Volume Anti-

Polyvalent, HRP (RTU), ThermoScientific; Ref.No: TP-125-HL) (Shi ve vd., 1999) 

preparatlara damlatıldı ve oda sıcaklığında 10 dakika boyunca inkübe edildi. 

Preparatlar yıkanmadı, yalnızca Protein Bloklama solüsyonu döküldü. Daha sonra, 

antikor sulandırma solüsyonu (ThermoScientific Kat.No: 003218) ile sulandırılan ve 

Tablo 2.2’de sulandırılma oranları verilen Primer Antikorlar preparatlara damlatıldı 

ve 1 gece boyunca 4°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında preparatlar 

PBS ile 2x5’lik sürelerle yıkandı. Biotinli Sekonder Antikor (Biotinli Goat Anti-

Polyvalent) preparatlara damlatıldı ve 30 dakika boyunca oda sıcaklığında bekletildi 

(UltraVision Detection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (RTU), 

ThermoScientific; Ref.No: TP-125-HL). Daha sonra preparatlar, PBS ile 3x5 dakika 

boyunca yıkanarak işlem tamamlandı. Son olarak, Streptavidin Peroksidaz 

damlatılarak 30 dakika bekletildi ve bu şekilde konjugasyon, biotinli sekonder 

antikora bağlandı. Preparatlar, PBS ile 3x5 dakika boyunca yıkandıktan sonra 

kromojen olarak AEC (ThermoScientific Kat.No: 001122) ile kaplandı ve Mayer’s 

Hematoksilen ile karşıt boyamaları yapılarak su bazlı yapıştırıcı (Sigma Kat.No: 

M1289) ile lamlar kapatıldı.Olympus BX51 trinoküler mikroskop kullanılarak 

incelenen dokuların, DP25 dijital kamera kullanılarak mikrofotoğrafları çekildi 

skorlandı (Knoblaugh vd., 2018)’ye göre 20X objektifte 3 farklı alan seçilerek 

boyanma alanı ve şiddetine göre: 0; yok, 1; hafif, 2; orta, 3; şiddetli olarak  

değerlendirilip, semikantitatif olarak skorlandı. 

Tablo 2.2 Kullanılan antikorların marka, dilüsyon ve tespit ettiği programı hücre ölüm çeşidi. 

ANTİKOR HOST REAKTİVİTE MARKA DİLÜSYON PCD 

CASPASE 3 

Kat.No: 

STJ96569 

Tavşan İnsan, Fare St. John’s 1:200 Apoptoz/

Piroptoz 
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2.9. İmmunofloresan İnceleme 

2.9.1. İmmunofloresan Boyama Protokolü 

 
Doku bloklarından alınan seri kesitler, ticari indirekt immunoperoksidaz 

streptavidin/biotin immunoperoksidaz kiti (ThermoScientific, Massachusetts, USA) 

ve immunofloresan boyalar ile kit protokollerine uygun biçimde boyandı. Bunun 

için; kesitler önce ksilol serilerinden geçirilerek deparafinize edildi daha sonra 

dereceli alkol serilerinden geçirip distile suda bekletilerek rehidre edildi. Ardından 

CASPASE 8 

Kat.No: 

STJ97394 

Fare İnsan, Fare St. John’s 1:300 Apoptoz 

CASPASE 9 

Kat.No: 

STJ96979  

Fare İnsan, Fare St. John’s 1:100 Apoptoz 

CASPASE 1 

Kat.No: 

STJ922017 

Tavşan İnsan, Fare St. John’s 1:200 Piroptoz 

CASPASE 

11 

Kat.No: 

DF7609 

Tavşan İnsan, Fare Affınıty 1:100 Piroptoz 

GSDME 

Kat.No:  

SC-393162 

Fare İnsan, Fare Santa Cruz 1:200 Piroptoz 
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dokular metanolde hazırlanmış %0,3’ lik hidrojen peroksit çözeltisinde 10 dakika 

bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi sağlandı. Antijen açığa 

çıkarma yöntemi olarak; Tris/EDTA solüsyonu içinde yüksek ısıya maruz bırakılma 

kullanıldı. Daha sonra; protein bloke edici serumla 10 dakika muamele edilen 

preparatlar yıkanmadan 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. Aynı anda birden fazla belirtecin gösterilmesi amacıyla; 

FITC anti-mouse IgG, Texas Red anti-mouse IgG, FITC anti-rabbit IgG, Texas Red 

anti-rabbit IgG antikorları sekonder basamakta farklı kombinasyonlarla kullanıldı. 

Sonrasında kesitler yıkanıp gliserin ile kaplanarak floresan ataçmanlı Leica SP8 3X 

STED Lazer Konfokal mikroskop altında incelendi ve mikrofotoğrafları çekildi. 

 

 

2.10. Veri ve İstatiksel Analiz 

İmmunoperoksidaz test sonuçları dijital görüntü analizi programı (Image J) yardımı 

ile alan analizi yapılarak kantitatif veriler elde edilerek değerlendirildi. Bezdirici vd 

(2024)’e göre; boyanan dokulardan rastgele seçilen 3 farklı alandan, x20 objektifte 

mikrofotoğraflar elde edildi. Tüm immunopozitif alanların optik yoğunluğu ölçüldü 

ve ortalama Cas3, Cas8, Cas9, Cas1, Cas11 ve GSDME pozitif alanlar ile toplam 

alan hesaplandı. Böylece immunopozitif alanın oranı, tüm alana göre (% piksel 

cinsinden) hesaplandı. 

Çalışmada, TGF-alfa (+), TGF-alfa (-) ve kontrol gruplarının arasındaki farklılıkların 

değerlendirilmesinde ANOVA testi kullanıldı. Sonuçların grafikleri ise Graphpad 

Prism 9.5.1 programında yapıldı. Sonuçların yorumlanmasında 0,05' ten küçük p 

değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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3. SONUÇLAR ve TARTIŞMA 

3.1. Makroskobik Bulgular 

Deney süresince tüm atimik nude fareler, uygulama bölgesi ve genel görünüş 

açısından herhangi bir makroskobik anormallik göstermedi. Fiziksel görünüşlerinde 

veya davranışlarında herhangi bir rahatsızlık belirtisi gözlemlenmedi. Deri altı 

enjeksiyon yapılan sağ caudoabdominal bölgede kızarıklık, şişlik, morarma, akıntı 

veya yara izi gibi herhangi bir bulguya rastlanmadı. MCF-7 hücre hattı ile ksenogreft 

tümör modeli oluşturulan farelerde yaklaşık 3 hafta içerisinde boyutları en az 

200mm3 olmak üzere tümöral şişkinlik geliştirdiği gözlendi. Tümöral yapıların; 

abdominal bölgenin kaudaventral ve lateralinde şekillendiği (Şekil 3.1), yuvarlak ve  

 
Şekil 3. 2 Ekspirte edilen tümörlerin makroskobik görüntüsü. (A)Yaklaşık 1,5 x 0,5 cm boyutunda 
şekilsiz yapıda, ten-boz renkli ekstirpe edilen tümörün makroskobik görüntüsü. TGF-alfa ataçmanlı 
tedavi grubu. (B) Yaklaşık 1 x 0,5 cm boyutunda sert ve yuvarlak yapıda koyu renkli ekstirpe edilen 

tümörün makroskobik görüntüsü. TGF-alfa ataçmansız tedavi grubu. 

 

Şekil 3. 1 Tümör oluşturulan farelerin makroskobik görüntüsü. (A) (B) Caudaventral bölgenin 
medialinde yuvarlak şekilli tümöral oluşum. 
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ovoid yapıda (Şekil 3.2) olduğu dikkat çekti. Tedavi gruplarında ise; uygulamayı 

takiben 2 gün içerisinde TGF-alfa ataçmanlı immunotoksin uygulanan grupta tümör 

çaplarının küçüldüğü (~0,1cm) belirlendi (Tablo 3.1). Bununla birlikte; yapılan 

sistemik nekropsi sırasında makroskobik olarak herhangi bir metastatik oluşuma 

rastlanmadı.  
 
 

Tablo 3.1 Uygulama metotları ve tümör çaplarının ölçümü. 

 Uygulama Uygulama 

Öncesi Çap 

Uygulama 

Sonrası Çap 

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

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

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

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

V APP- 0,3 ml Boy:1,2cm 

En: 0,3cm 

Boy: 1,2cm 

En: 0,3cm 

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

Kont I - 0,2cm 0,3cm 

Kont II - 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 Bulguları 
İncelenen doku örneklerinin histopatolojik görüntüleri aşağıda verilmiştir. Buna 

göre;  

Kontrol grubunda; fare-kökenli stroma üzerine oturmuş pleomorfizm gösteren atipik 

epitel hücreleri (Şekil 3.4) ve çok sayıda mitotik figür (Şekil 3.3) gözlemlendi. 

Tedavi uygulanan farelerin tamamında neoplastik epitel hücrelere eşlik eden bakteri 

kümeleri ve geniş nekroz alanlarına rastlandı (Şekil 3.5, Şekil 3.6, Şekil 3.7, Şekil 
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3.8). Özellikle; TGF-alfa ataçmanlı immunotoksin uygulanan tedavi grubunda 

nekroz ve yangısal hücre infiltrasyonu orta şiddette gözlenirken (Şekil 3.7, Şekil 3.8), 

TGF-alfa ataçmansız tedavi uygulanan farelerde şiddetli ve geniş nekroz odakları ve 

yoğun yangı hücresi infiltrasyonuna rastlandı (Şekil 3.5, Şekil 3.6). Ayrıca; hem 

TGF-alfa ataçmanlı hem de TGF-alfa ataçmanı olmayan tedavi gruplarında apoptotik 

figürelere rastlandı. 

Bu tümöral bulguların yanı sıra gerek kontrol grubunda gerekse tedavi gruplarında 

toplanan doku örneklerinin histopatolojik incelemesinde hiçbir metastatik bir 

oluşuma rastlanmadı.  

 
Şekil 3. 3 Kontrol grubu. Tümör dokusunda yüksek mitotik indeks (ok). Büyütme: 200X. 

Hematoksilen ve Eozin Boyama. 
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Şekil 3. 4 Kontrol grubu. Stromal doku üzerine oturmuş; anizositozis, anizokaryozis ve yüksek 

mitotik indek gösteren tümöral hücreler. Büyütme: 400X. Hematoksilen ve Eozin Boyama. 

 
Şekil 3. 5 TGF-alfa (-) tedavi grubu. Tümör dokusunda yoğun nekroz alanları (yıldız), bakteri 

kümeleri, nötrofil lökosit ve makrofaj infiltrasyonu (ok). Büyütme: 100X. Hematoksilen ve Eozin 
Boyama. 
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Şekil 3. 6 TGF-alfa (-) tedavi grubu. Tümör dokusunda apoptotik figür (ok). Büyütme: 400X. 

Hematoksilen ve Eozin Boyama. 

 
Şekil 3. 7 TGF-alfa (+) tedavi grubu. Tümör dokusunda nekroz alanları (ok) ve yangı hücresi 

infiltrasyonu (asteriks). Büyütme: 200X. Hematoksilen ve Eozin Boyama. 
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Şekil 3. 8 TGF-alfa (+) tedavi grubu. Tümör dokusunda apoptotik figür (ok). Büyütme:200X. 
Hematoksilen ve Eozin Boyama. 
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3.2.2. İmmunohistokimyasal Bulgular 
İmmunohistokimyasal boyamada kontrol grubuna ait hiçbir tümör dokusunda 

immunopozitiflik saptanmadı (Tablo 3.2). Kaspaz-3, hem TGF-alfa ataçmanlı hem 

de TGF-alfa ataçmansız gruplarda yüksek immunopozitiflik gösterdi (Şekil 3.9A-B). 

Apoptozun bir belirteci olan Kaspaz 8, TGF-alfa (-) grubunda çok düşük 

immünoreaktivite gösterdi (Şekil 3.9D); benzer şekilde TGF-alfa (+) grubunda hafif 

ila orta derecede immünopozitiflik kaydedildi (Şekil 3.9 C). Bir diğer apoptoz yolu 

göstergesi olan Kaspaz 9, TGF-alfa (-) grubunda (Şekil 3.9F) orta ila şiddetli 

immunopozitiflik ve TGF-alfa (+) grubunda (Şekil 3.9E) orta derecede 

immunopozitiflik gösterdi. 

Bu bulgulara ek olarak TGF-alfa (+) grubunda piroptoz belirteçleri olan Kaspaz-1 

çok hafif, GasderminE ise düşük immunopozitiflik (Şekil 3.10A-D) gösterirken, 

TGF-alfa (-) grubunda ise çok hafif immunopozitiflik gösterdi (Şekil 3.10B, F). 

Kaspaz 11, her iki tedavi grubunda da benzer orta ila şiddetli immunoreaktivite 

gösterdi (Şekil 3.10C-D). İmmunohistokimyasal bulguların alan analizi ImageJ 

programı kullanılarak yapıldı. 

 
 

 



31 
 

 

 
Şekil 3. 9 Ksenogreft modelinde ani-kanser tedavi gruplarına göre piroptoz ve apoptoz yolaklarını 

gösteren immunoperoksidaz bulgular. (A) TGF-alfa (+) tedavi grubu. Yüksek kaspaz-3 
immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt boyama hematoksilen. Büyütme: 400X (B) TGF-alfa (-) 
tedavi grubu. Yüksek kaspaz-3 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt boyama hematoksilen. 
Büyütme: 400X. (C) TGF-alfa (+) tedavi grubu. Hafif-orta kaspaz-8 immunoreaktivitesi. AEC 

kromojen. Zıt boyama hematoksilen. Büyütme: 400X. (D) TGF-alfa (-) tedavi grubu. Hafif kaspaz-8 
immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt boyama hematoksilen. Büyütme: 400X. (E) TGF-alfa (+) 

tedavi grubu. Orta kaspaz-9 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt boyama hematoksilen. Büyütme: 
400X. (F) TGF-alfa (-) tedavi grubu. Orta kaspaz-9 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt boyama 

hematoksilen. Büyütme:400X. 
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Şekil 3. 10 (A) TGF-alfa (+) tedavi grubu. Orta kaspaz-1 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt 
boyama hematoksilen. Büyütme: 200X. (B) TGF-alfa (-) tedavi grubu. Hafif kaspaz-1 

immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt boyama hematoksilen. Büyütme: 200X. (C) TGF-alfa (+) 
tedavi grubu. Orta kaspaz-11 immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt boyama hematoksilen. 

Büyütme:400X.  (D) TGF-alfa (-) tedavi grubu. Orta kaspaz-11 immunoreaktivitesi. AEC kromojen.  
Zıt boyama hematoksilen. Büyütme:400X. (E) TGF-alfa (+) tedavi grubu. Orta GasE 

immunoreaktivitesi. AEC kromojen.  Zıt boyama hematoksilen. Büyütme:400X.  (F) TGF-alfa (-) 
tedavi grubu. GasE immunoreaktivitesi. AEC kromojen. Zıt boyama hematoksilen. Büyütme:400X. 
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Şekil 3. 11 İmmunohistokimyasal bulguların istatiksel analizi (Graphpad Prism 9.5.1). 

Tablo 3.2 ANOVA istatistik tablosu. 

 

3.2.3. İmmunofloresan Bulgular 
İmmunofloresan boyamada TGF-alfa (+) tedavi grubunda piroptozun Kaspaz-3 ile 
aktive edilen yolağının analizi için; Kaspaz-3 ve GSDME ile pirotozun klasik 
olmayan yolağının analizi için; Kaspaz-11 ve GSDME antikorlarının (Şekil 3. 12 A, 
B, C) çakışmaları gösterildi. TGF-alfa (-) tedavi grubunda ise apoptozun dışsal yolak 
tayini için; Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 antikorlarının çakışmaları (Şekil 3.12 D) 
gösterildi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

Treatment (between columns) 61,27 2 30,64 
F (1.786, 8.9) = 
11,33 P=0,001 

Residual (within columns) 46,54 10 4,654     
Total 169,2 17       
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Şekil 3. 12 Ksenogreft modelinde ani-kanser tedavi gruplarına göre piroptoz ve apoptoz yolaklarının 
çakışmalarını gösteren immunofloresan bulgular. (A) TGF-alfa (+) tedavi grubunda GSDME (FITC) 

immunreaktivitesi. Büyütme: 100X (B) TGF-alfa (+) tedavi grubunda Kaspaz-11 (Texas Red) 
immunoreaktivitesi. Büyütme: 100X (C) TGF-alfa (+) tedavi grubunda GSDME Kaspaz-11 

immunreaktivitesinin çakışması (Sarı noktalar). Büyütme: 100X (D) TGF-alfa (+) tedavi grubunda 
GSDME (FITC) immunreaktivitesi. Büyütme: 100X (E) TGF-alfa (+) tedavi grubunda Kaspaz-3 
(Texas Red) immunoreaktivitesi. Büyütme: 100X (F) TGF-alfa (+) tedavi grubunda Kaspaz-3, 

GSDME immunreaktivitesinin çakışma görüntüsü (Sarı noktalar). Büyütme: 100X (G) TGF-alfa (-) 
tedavi grubunda Kaspaz-8 (FITC) immunreaktivitesi. Büyütme: 100X (H) TGF-alfa (-) tedavi 
grubunda Kaspaz-3 (Texas Red) immunoreaktivitesi. Büyütme: 100X. (I) TGF-alfa (-) tedavi 

grubunda Kapaz-3, GSDME immunreaktivitesinin çakışma görüntüsü (Sarı noktalar). Büyütme: 100X 
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3.3 TARTIŞMA 

Güvenli bir bakteri aracılı kanser terapisi, kanser sitotoksisitesi veya immunojenisite, 

sağlam hücrelere yönelik toksisiteyi azaltma, kanser seçiciliği ve ayrıca insan vücudu  

koşullarında stabilite gibi özelliklerine sahip olmalıdır (Ebrahimzadeh ve vd., 2021).  

Genetik mühendisliği; bu bakterilerin genetiğini değiştirerek patojenitelerinin 

azaltılmasına ve kanser tedavisinde kullanılabilir hale getirilmesine yol açmıştır 

(Mayakrishnan ve vd., 2022). Ayrıca zayıflatılmış bakteriler metabolik olarak aktiftir 

ve tümör dokularında spesifik aktiviteler gerçekleştirebilmektedir, bu da onları 

kimyasal ve biyolojik ilaçlardan farklı kılmaktadır (Zheng ve Min, 2016). Şu anda 

kansere karşı potansiyel olarak olumlu terapötik etkilerle ilişkilendirilen canlı 

bakteriler arasında, bir dizi araştırmacı tarafından tümör hedefli özellikleri nedeniyle 

incelenen Salmonella bulunmaktadır (Forbes, 2010, Hoffman, 2015).  

Aynı zamanda; toksin, peptitler, bakteriyosinler, sporlar ve enzimler gibi farklı 

bakteriyel ürünler, kanser tedavisinde umut verici ajanlar olarak dikkat çekmektedir 

(Yaghoubi ve vd., 2019). Pseudomonas ekzotoksin A (PE), gram negatif bir bakteri 

olan fırsatçı patojen Pseudomonas aeruginosa'nın en toksik virülans faktörüdür ve 

PE’nin apoptozu indükleyebildiği bilinmektedir (Michalska ve Wolf, 2015, Wolf ve 

Elsässer-Beile, 2009, Keppler-Hafkemeyer ve vd., 1998) ve kanser tedavilerine 

yönelik araştırmalar için umut verici bir adaydır. Ancak tümör hücrelerinin apoptoza 

karşı direnç göstermesi, kanser tedavisindeki zorlukları arttırmaktadır. Bu durum, 

geleneksel tedavi yöntemlerinin sıklıkla yetersiz kalmasına ve tümörlerin direnç 

geliştirmesine yol açmaktadır. Apoptoza karşı oluşan bu direnç sebebiyle; piroptozu 

indüklemeyi amaçlayan yeni stratejilerin geliştirilmesi, daha etkili kanser tedavisi 

seçenekleri sağlayabilir (Dasgupta ve vd., 2016, Huang ve vd., 2018). Piroptoz; 

apoptozun aksine, enflamasyon ve immun yanıtı arttırdığından kanser hücrelerine 

karşı, daha etkili tedavi seçenekleri sunabileceği düşünülmektedir. Örneğin Go ve 

arkadaşlarının 2020 yılında yaptığı bir çalışmada; hepatoselüler karsinom (HCC) 

hücrelerinde, NLRP3 enflamatuar aktivasyonu yoluyla piroptoz indüksiyonun, bir 

fare ksenograft modelinde in vitro metastatik oluşumları baskıladığı ve in vivo tümör 

büyümesini önemli ölçüde engellediği bulunmuştur. Bu nedenle, piroptozu 

indüklemeyi amaçlayan stratejiler, tümör hücrelerinin direncini aşma potansiyeline 

sahiptir.  
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Safari ve arkadaşlarının 2014 yılında yaptığı bir çalışmada; birçok kanser türünde 

yüksek düzeylerde ifade edilen VEGF (vasküler endotelyal büyüme faktörü) 

reseptörüne özgü anti-VEGFR2/PE38 immünotoksininin, HUVEC ve MCF-7 hücre 

hatları üzerindeki anti-tümöral etkinliği kanıtlanmış ve bu etkinin büyük ölçüde 

apoptoz yoluyla gerçekleştiği gösterilmiştir. 2004 yılında Thomas ve arkadaşları yine 

tümör hücreleri tarafından yüksek düzeyde eksprese edilen EGFR (epidermal 

büyüme faktörü reseptörü) reseptörünü hedefleyen TGFa-PE38 immunotoksini ile 

HNSCC (baş ve boyun skuamöz hücreli karsinom) ksenogreft tümör modelinde; 

sistemik toksisite gözlenmeden, anti-tümöral etkinliğin apoptoz üzerinden 

yürüdüğünü göstermişlerdir. Ancak bu çalışmalarda kullanılan apoptoz tayin 

yöntemleri çoğunlukla piroptoz ile karıştırılabilecek metodlar içermektedir. 

Piroptotik hücre ölümü mekanizması plazma zarını yırttığından, fosfatidilserinin 

Annexin V boyaması apoptoz, piroptoz veya nekroptoz arasında ayrım yapamaz 

(Gong ve ark. 2017, Zargarian ve ark. 2017, Wang ve ark. 2013). Apoptoza benzer 

şekilde piroptotik hücreler çekirdek yoğunlaşması ve DNA parçalanmasına maruz 

kalmaktadır (Albert, 2004). Apoptotik hücre ölümünde olduğu gibi, piroptozun DNA 

hasarına neden olması, terminal deoksinükleotidil transferaz dUTP nick-end 

etiketleme (TUNEL) testini pozitif hale getirir (Brennan ve Cookson, 2000, Fink ve 

Cookson, 2006). Bu nedenle, DNA bozulması hücre ölümünde önemli bir olay iken, 

bunun ölü hücrelerde saptanması, ölümün altında yatan mekanizmayı spesifik olarak 

gösteremez (Fink ve Cookson, 2005). Bununla birlikte, apoptozun aksine, piroptoz 

ayrıca hücre şişmesi, proinflamatuar hücre içi içeriğin salınması ve hücre zarında 

gözenek oluşumu ile de ilişkilidir, böylece piroptoz, propidium iyodür (PI) boyaması 

içinde pozitif hale gelir (Brennan ve Cookson, 2000, Fink ve Cookson, 2006). Bu 

bağlamda, hücre ölümüne eşlik eden belirli morfolojik ve biyokimyasal 

değişikliklerin benzerliği nedeniyle, apoptoz ile piroptozun karıştırılabilir olduğu 

öngörülmektedir. Bu nedenle; piroptoz ve diğer programlı hücre ölüm yollarının 

keşfi ve mekanizmalarının açığa çıkartılmasından önce gerçekleştirilen çalışmaların 

çoğunda, apoptoz ile ilişkilendirilen hücre ölümlerinin diğer PCD türlerine ait 

olabileceği düşünülebilir. 

2017 yılında, epidermal büyüme faktörü reseptörüne (EGFR) bağlanan ve PE38 adlı 

güçlü sitotoksik bir protein içeren immünotoksini (TGFa-PE38) ifade eden 
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Salmonella Typhimurium ile fare kolon ve meme kanseri hücrelerinde kanser 

büyümesinin baskılandığı gösterilmiştir (Lim ve vd., 2017). Pseudomonas ekzotoksin 

A’nın (PE) kesik bir versiyonu olan PE38; immünotoksinlerin gelişimi için en yaygın 

olarak uygulanan toksinlerden biridir (Kreitman ve vd., 1992, Weldon ve Pastan, 

2011). Bu çalışma ise, TGF-alfa ataçmanı olan ve olmayan, PE38 toksini içeren 

avirulent Salmonella Typhimurium’un kullanıldığı iki farklı tedavi grubunu 

içermektedir. Yapılan bu çalışmada, biyoteknolojik yöntemler kullanılarak 

oluşturulan bir transgenik suşun, Atimik çıplak farelerde oluşturulan ve EGFR 

eksprese eden MCF-7 hücre hattı ksenograft tümör modeli üzerindeki anti-tümör 

etkileri araştırılmıştır. Çalışmada aynı zamanda türün anti-tümör aktivitesiyle ilişkili 

hücre ölümü yolları da araştırılmıştır. Makroskobik olarak, tedavi edilmeyen 

farelerin tümör boyutu artarken, TGF-alfa ataçmanı olmayan tedavi grubunda sabit 

kalmış, TGF-alfa ataçmanlı olan grupta ise azaldığı gözlenmiştir. Histopatoloji 

bulguları da bu sonuçlar ile uyumludur. Kontrol grubunda mitotik indeksi yüksek 

pleomorfik tümör hücrelerinden oluşan tümöral yapılar gözlenmiştir. Bununla 

birlikte her iki tedavi grubunda da nekrotik alanlar ile apoptotik figürler görülmüştür. 

İmmünotoksin tedavisi, tümör hücrelerinin ölümünü indükleyerek tümör büyümesini 

etkili bir şekilde durdurmuş ve hatta TGF-alfa ile tedavi edilen grupta tümörün 

küçülmesine neden olmuştur. Bu bulgular, modern kanser tedavisinde hücresel 

hedefleme yaklaşımının doğruluğunu göstermektedir. 

Salmonella Typhimurium’un sitotoksik etkisinin, tümör hücrelerinde nekrozu veya 

apoptozu indüklediği gösterilmiştir (Chen ve vd., 2022). Piroptozun da hücresel 

ölüme katkıda bulunabileceği ve bu katkının Salmonella tarafından tetiklenebileceği 

öne sürülmektedir ancak bu doğrulanmamıştır (Badie, 2021). Bu çalışmanın hem 

histopatolojik hem de immunohistokimyasal sonuçları, PE38 içeren transgenik 

Salmonella Typhimurium’un apoptozu, piroptozu ve nekrozu uyararak anti-tümöral 

etkileri indüklediğini göstermektedir. Apoptozun yolaklarında önemli bir proteaz 

olan Kaspaz-3, hem TGF-alfa (-) hem de TGF-alfa (+) tedavi gruplarında 

immunohistokimyasal analizde önemli immunoreaktivite sergilemiştir (p<0,0193). 

Transgenik Salmonella immünotoksininin, meme tümörü hücrelerinde apoptotik 

hücre ölümünü indükleyerek antikanser etkinliğini arttırdığı görülmektedir. Ancak 

dışsal apoptoz yolağı olan anti-Kaspaz-8 ekspresyonunun her iki grupta da çok hafif 
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olduğu bulunmuştur (p<0,0193). Kapaz-8 aracılı apoptozun indüklenmesinin 

genellikle hücre yüzey reseptörlerinin aktive olmasıyla başladığı göz önüne 

alındığında, bu durum; her iki tedavi grubunda Salmonella aracılı apoptotik hücre 

ölümünün minimum düzeyde yüzey reseptörleri ile tetiklendiğini göstermektedir. 

Aynı zamanda içsel apoptoz yolağının bir belirteci olan Kaspaz-9, TGF-alfa (+) 

grupta orta derecede immunopozitiflik ve TGF-alfa (-) grupta yüksek 

immunopozitiflik göstermiştir (p<0,0193). Bu durum; TGF-alfa (-) tedavi grubunda 

yüksek düzeyde doğal apoptotik sürecin işlemiş olabileceği, bu nedenle; TGF-alfa 

(+) tedavi grubunda gerçekleşen Kaspaz-9 aracılı ölümün TGF-alfa ataçmanından 

bağımsız gerçekleştiğini düşündürmektedir.  

Kaspaz-3’ün her iki tedavi grubunda da yüksek imunopozitiflik vermesi karşın 

Kaspaz-8 ve -9’un Kaspaz-3’e göre düşük şiddetli boyanması apoptoz harici bir 

programlı hücre ölümü varlığına işaret edebileceğini göstermektedir (p<0,0193). 

Kapaz-3’ün rol aldığı bilinen hücre ölüm şekilleri arasında apoptoz ve piroptoz yer 

almaktadır. Kaspaz-3’ün piroptoz üzerinde rol almış olması kuvvetle muhtemeldir.  

Yapılan immunofloresan testindeki ikili (Kaspaz-3/GSDME) boyamada bu 

antikorların varlığı aynı anda gösterilmiştir. Mevcut araştırmalar Kaspaz-3’ün 

GasderminE (GSDME) mevcut olduğunda piroptozu tetiklediğini ve GSDME 

ekspresyonu yetersiz olduğunda apoptoza yöneldiği gösterilmiştir (Wang ve vd., 

2017; Jiang ve vd., 2020). Bu çalışmada Gasdermin E’nin ekspresyonunu her iki 

grupta da yüksek oranda eksprese edilen Kaspaz-3 ile ilişkisini değerlendirildi. İlginç 

bir şekilde, TGF-alfa (+) grupta hafif derecede olan anti-Gasdermin E 

ekspresyonunun, TGF-alfa (-) grupta orta derecede immunopozitiflik gösterdiği 

bulunmuştur (p<0,0193). Hücre ölümü araştırmaları alanında Kaspaz-3/GSDME 

sinyal yolu, apoptoz ve piroptozdan ayrı, PCD’ nin farklı bir formunu temsil eden 

nispeten yeni bir keşiftir (Bhat ve vd., 2023).  

Bu yol, GSDME’ yi parçalayan Kaspaz-3’ ün aktivasyonu ile başlatılır (Li ve vd., 

2022, Wang ve vd., 2023). Ancak; sunulan bu çalışmada GSDME’nin Kaspaz-3’e 

göre düşük yoğunlukta olması (p<0,0193) tümör hücrelerinde GSDME harici diğer 

GSDM protein ailesine ait üyelerin varlığı olduğu düşünülebilir. Kaspaz-3’ün 

piroptozda rol aldığını doğrulamak için; ortamdaki diğer GSDM üyelerinin daha 

detaylı incelenmesi gerekmektedir.  
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İmmünohistokimyasal analizlere dayanarak, daha önce Kaspaz-3 ekspresyonu 

yoluyla değerlendirilen apoptotik hücre ölümünün aslında piroptozun neden olduğu 

hücre ölümü veya apoptoz ve piroptozun etkileşimi olabileceği ortaya çıkmaktadır. 

İkili immunofloresan boyamalarında GSDME proteininin hem Kaspaz-3 ile hem de 

Kaspaz-11 ile yol aldığı gösterilmiştir. 

Piroptozun öteki yolaklarına odaklanıldığında, Kaspaz-11’in yer aldığı klasik 

olmayan yolakta, Kaspaz-11’ in gram negatif bakterilerin uyarımı sonucu hücre 

ölümünü başlatmaktadır (Viganò ve vd., 2015, Shi ve vd., 2014). Her iki tedavi 

grubunda da Kaspaz-11' in yüksek immunopozitifliği, piroptozun transgenik 

Salmonella tarafından indüklenebileceğini düşündürmektedir. GasderminE' nin bu 

yolaktaki immunopozitifliği TGF-alfa (-) tedavi grubunda TGF-alfa (+) tedavi 

grubuna göre daha yüksek olmasına rağmen Kaspaz-11'e göre daha düşük 

düzeydedir (p<0,0193). TGF-alfa (+) tedavi grubunda immunohistokimyasal ve 

immunofloresan bulgular karşılaştırıldığında Kaspaz-11 immunopozitifliği her 

zaman GSDME immunopozitifliği ile eşleşmemektedir. Bu, Gasdermin protein 

ailesinin diğer üyelerinin de yolakta rol oynayabileceğini ve piroptozun zaten litik 

enflamatuar tepkiye aracılık etmiş olabileceğini düşündürmektedir. Bu yolakların 

daha kapsamlı araştırılmasıyla açıklığa kavuşturulabilir.  

Kaspaz-11 aracılı yolakta NLRP3 inflamozomunda yer alan Kaspaz-1 inaktif 

formdadır. Buda piroptozun Kaspaz-11 üzerinden ilerlediğini düşünürsek, Kaspaz-

1’in düşük şiddetli boyanmasını açıklamaktadır. Her iki grupta da Kaspaz-1'in 

Kaspaz-11'e kıyasla daha düşük immünopozitifliği, piroptoz yolaklarının bu 

kaspazdan daha az etkilendiğini göstermektedir. Bu, transgenik Salmonella ile 

immünotoksin arasındaki etkileşim mekanizmalarının spesifik kaspazları hedef 

aldığını veya bu kaspazlar arasındaki aktivasyon modelinin farklı olduğunu 

gösterebilir.  

2017'de Rogers ve ekibi, aktif Kaspaz-3'ün GSDME'yi parçalayarak N-terminal 

fragmanı (GSDME-NT) oluşturabildiğini keşfetmiştir. Ancak bu işlemin, apoptozu 

başarıyla tamamlayan hücrelerin ortamdan temizlenmemesi durumunda hücre 

piroptozunu tetiklemek amacıyla gerçekleştiği belirlenmiştir. Apoptotik hücrelerin 

ortamdan uzaklaştırılmaması, hücre piroptozuna, yani litik ve enflamatuar bir 

aşamaya doğru ilerlemesine neden olmaktadır. TGF-alfa (-) tedavi grubunda elde 



40 
 

ettiğimiz nispeten yüksek anti-GSDME immunopozitifliği; hücre ölüm 

mekanizmalarında, apoptoz ve piroptozun ortak görev almış olabileceğini  

gösterebilir. Piroptoz; içsel veya dışsal yolak farketmeksizin apoptoza eşlik edebilir  

(Nagarajan ve vd., 2019). TGF-alfa (+) grupta Kaspaz-9 ve GSDME’ nin orta 

şiddetli boyanması piroptotik reaksiyonların kısmen içsel apoptoz yolağına eşlik 

ettiğini düşünülebilir. Literatürle uyumlu olarak, apoptotik hücrelerin ortamdan 

temizlenmemesi durumunda piroptozun indüklenmiş olabileceği, ancak anti-tümöral 

etki mekanizmasında bu ikili hücre ölüm yolağının aktif bir rol almadığı 

görülmektedir.  

Kanserler düzensiz hücre ölümü ve enflamatuar yanıtlarla karakterize edildiğinden, 

mevcut tedavi stratejilerinin çoğu, malign olmayan hücrelere zarar vermeden kanser 

hücrelerinde hücre ölümünü seçici olarak indüklemeyi amaçlamaktadır (Chen ve vd., 

2021). Toksinler ve bunların rekombinant türevleri, güçlü antikanser özelliklere 

sahiptir ve tümör hücrelerini spesifik ve seçici bir şekilde hedefleyebilir  

(Weerakkody ve Witharana, 2019). Pseudomonas aeruginosa tarafından salgılanan 

Ekzotoksin A (PE38), mRNA translasyonunu etkileyerek kanser hücrelerine karşı 

sitotoksisiteyi teşvik eder (Wu ve vd., 2021). Bununla birlikte klinik deneyler, bir 

immunotoksinin güçlü antitümör aktivitesinin fareden insana her zaman kolayca 

aktarılamayacağını göstermektedir (Wolf ve Elsässer-Beile, 2009). PE' den türetilen 

immünotoksinlerin klinik çalışmalarda terapötik etkinliği, PE' nin immunojenisitesi, 

hedef dışı sistemik toksisite ve tedaviye direnç gelişimi açısından istenmeyen 

özellikleri nedeniyle sınırlı olmaktadır (Dieffenbach ve Pastan, 2020, Cai ve vd., 

2021). Çalışmada tedavi gruplarında gerçekleşen nekroz oluşumunun PE38 toksini 

ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Nekrozun; TGF-alfa (+) tedavi grubunda TGF-

alfa (-) tedavi grubuna göre kısmen daha az olmasına karşın, her iki tedavi grubunda 

da geniş nekroz alanları görülmüştür. Her iki tedavi grubunda yer alan PE38 

toksininin tümör hücrelerinde yüksek sitotoksisite gösterek nekroza neden olduğu 

düşünülmektedir. Her ne kadar immunotoksinlerin daha yeni versiyonları 

geliştirilmiş, güvenlikle oluşturulmuş ve çeşitli kanserlerin tedavisinde etkili olduğu 

gösterilse de etkili terapötik sonuçlara ulaşmak için uygulanan doz, esas olarak 

immunotoksinle ilişkili yan etkilerden dolayı sınırlıdır (Mei ve vd., 2019).  İntrinsik 

hücre bağlama alanı olmayan PE38, rekombinant toksin içindeki TGF-alfa kısmı 
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yoluyla EGFR eksprese eden kanser hücrelerine bağlanır. TGFa-PE38 füzyon 

proteininin, in vitro ve ksenograft fare modellerinde EGFR eksprese eden tümör 

hücrelerine karşı sitotoksik olduğu gösterilmiştir (Siegall, FitzGerald ve Pastan, 

1990, Wright ve vd., 2014). Ancak; yüksek seviyelerde TGFa-PE38’ in sistemik 

olarak uygulandığında doz sınırlayıcı hepatotoksisite göstermesi gibi bazı 

sınırlamalar vardır (Wright ve vd., 2014). İlacın direkt intra-tümöral olarak 

uygulamasının, intrakraniyal glioblastoma dahil olmak üzere katı tümörlerin tedavisi 

için TGFa-PE38'in başarılı bir şekilde uygulanmasını sağlayabileceği öne 

sürülmüştür (Lim ve vd., 2017). Düşük immunojenite, hedef dışı toksisite ve ilaç 

direnci, gelecekte daha etkili PE38 bazlı immunotoksinlerin geliştirilmesini 

gerektirmektedir (Dieffenbach ve Pastan, 2020).  Geliştirilen bakteriyel toksinlerin; 

geleneksel tedaviler ile kombinasyon halinde kullanılması ve tümör hedefli stratejiler 

geliştirilerek daha güvenli bir şekilde tedavi metotları oluşturulması sağlanabilir.  

Bununla birlikte, tasarlanmış bakteriler tümörleri hedeflemek için yüksek terapötik 

potansiyel kazanmış olsa da kanserlerin moleküler ve histolojik düzeylerdeki yüksek 

heterojenliği nedeniyle, tek bir anti-kanser ajanı tek başına tedavi 

sağlayamayabilir. Bu nedenle umut verici bir anti-kanser tedavisi geliştirmek için 

kombinatoryal bir yaklaşım gerekebilir (Gupta ve vd., 2021). 

Bu çalışmada, TGF-alfa ataçmanlı ve ataçmazsız, PE38 toksini içeren avirülent 

Salmonella Typhimurium’un MCF-7 hücre hattı ksenograft tümör modelinde anti-

tümör aktivitesi araştırılmıştır. Çalışmanın bulguları, transgenik Salmonella’nın, 

tümör hücrelerinde apoptoz, piroptoz ve nekroz yoluyla anti-tümöral etkinliği 

indüklediğini göstermektedir. Nekroz, tümör hücrelerinde yaygın olarak görülen bir 

hücre ölüm şeklidir. Çalışmada, her iki tedavi grubunda da nekroz alanları 

görülmüştür. Nekrozun, PE38 toksininin tümör hücrelerinde yüksek sitotoksisite 

göstermesi nedeniyle meydana geldiği düşülmektedir. Çalışmada, her iki tedavi 

grubunda da Kaspaz-3 ekspresyonunun yüksek olduğu görülmüştür. Bu durum, 

transgenik Salmonella’nın, tümör hücrelerinde apoptozu indüklediği 

düşündürmektedir. Çalışmada, her iki tedavi grubunda da Kaspaz-11 ve GSDME 

ekspresyonunun yüksek olduğu görülmüştür. Bu durumda, transgenik 

Salmonella’nın, tümör hücrelerinde piroptozu indüklediği kanısına varılabilir. TGF-

alfa (+) grupta, TGF-alfa (-) gruptan daha az nekroz ve daha fazla piroptoza 
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rastlanması; TGF-alfa’nın transgenik Salmonella’nın piroptotik etkisini indüklediğini 

düşündürmektedir. Sonuç olarak, bu çalışma, transgenik Salmonella’nın, tümör 

hücrelerinde apoptoz, piroptoz ve nekroz yoluyla anti-tümöral etkileri indüklediğini 

göstermektedir.  

Bu sonuçlar spesifik ve yönlendirilmiş bir şekilde hareket eden TGF-alfa ataçmanlı 

ve PE38 toksini ihtiva eden transgenik Salmonella’nın, kanser tedavisinde sağlıklı 

doku ve organlarda daha az hasar bırakan, tümörleri seçici olarak hedef alan ve 

birden fazla hücre ölüm mekanizmasını aktive eden potansiyel bir tedavi ajanı olarak 

kullanılabileceğini ve güncel kanser tedavilerine ek ya da kombine tedaviler şeklinde 

kullanılabileceği yönünde umut vermektedir. 
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