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Kanser tedavisinde kullanilan temel uygulamalar, tim kanser hicrelerinin yok edilmesinde basarisiz
olabilir; saglkli hiicrelere karsi toksisite gosterebilir ve anti-timor ilaclara karsi gelisen diren¢ metastaza
yatkinhdi artirabilir. Bakteriyel terapilerin avantaji, secici toksisite, dis sinyallere yanit verebilme ve
mikrocevreye duyarlilik sayesinde tiimorlerin secici bir sekilde yok edilmesidir. Kanser tedavisinde siklikla
arastirilan bakteriler Salmonella tiirleri ve 6zellikle de S.Typhimurium’dur. Bu calismanin amaci, gida kokenli
patojen olan ve olmayan Salmonella enterica suslarinin, cesitli hlcre kiltirleri Gzerindeki antitimérijenik
etkilerinin arastirlmasidir. Calismada, Edirne ilinde satisa sunulan tavuk karkaslarindan izole edilen
patojen olmayan Salmonella Enteriditis (A17) ve patojenik Salmonella Telaviv (A22) suslari ile standart
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 susu kullanilmistir. ATCC kokenli MEF (fare embriyonik fibroblast),
DU145 (insan prostat kanseri) ve Hela (insan servikal kanseri) hiicre kiiltirleri, Salmonella suslari ile, MOI
[Multiplicity of infection; Enfeksiyon carpani (bakteri sayisi:hiicre sayisi)] 1000:1, 100:1, 10:1, 1:1, 0.1:1
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oranlarinda kokultiive edilmis; hiicre canliliklari kolorimetrik MTT sitotoksisite testi ile dl¢tilmis; apoptoza
giren hiicre yiizdeleri “Tali® Apoptosis Kit - Annexin V Alexa Fluor® 488 kiti (Invitrogen, Molecular Probes,
Life Technologies, ABD) ile degerlendirilmis ve kaspaz-3 aktiviteleri, kolorimetrik proteaz ApoTarget™
Kit (Invitrogen, BioSource International, ABD) ile belirlenmistir. Calismada, patojen olmayan S.Enteriditis
(A17) susunun hiicre canliligini, hiicre kiltirleri icin ortalama %70 civarina dusurirken, patojenik olan
S.Telaviv (A22) ve standart S.Typhimurium ATCC 14028 suslarinin ortalama %80’e kadar dustrebildigi
go6sterilmistir. Bu bulgunun aksine, patojenik S.Telaviv (A22) susunun, patojen olmayan S.Enteriditis (A17)
ve S.Typhimurium ATCC 14028 suslarina gore apoptozu daha etkili bir bicimde tetikledigi saptanmistir.
Patojenik S.Telaviv (A22) susu tarafindan indiiklenen apoptoza giren hiicre ylizdesi %15 civarinda olurken,
patojen olmayan S.Enteriditis (A17) ve S.Typhimurium ATCC 14028 sugslari icin %5 civarinda kalmustir.
Benzer sekilde, kaspaz-3 aktivitesini gdsteren ortalama OD,, degerleri, patojen olmayan S.Enteriditis
(A17) ve S.Typhimurium ATCC 14028 suslari icin 0.01 civarinda kalirken, patojenik S.Telaviv (A22)
susu icin 0.02'ye yaklasmis ve kontrol grubuna gore iki kat artis gostermistir. Calismamizin sonuglari,
gida kokenli patojenik S.Telaviv (A22) susunun kaspaz-3 aktivitesini artirdigini ve apoptozu tetikledigini
gostermesi ve ayrica S.Enteriditis (A17) susunun DU145 (insan prostat kanseri) hiicreleri Gzerinde segici
sitotoksisitesi oldugunun belirlenmesi acisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar sézciikler: Salmonella; antitiimér etki; bakteriyel terapi; apoptoz; sitotoksisite.

ABSTRACT

Basic applications in cancer therapy may fail to eradicate cancer cells completely, they can show toxic
affects to healthy cells and development of resistance to antitumor agents may increase tendency to
metastasis. Bacterial therapies have the advantage of specific targetting of tumors by selective toxicity,
responsiveness to external signals, self-propelling capacity, and the sense of microenvironment. The most
interest on the bacterial cancer therapy is about Salmonella spp. with a special emphasis of S.Typhimurium.
The aim of this study was to investigate the antitumorigenic effects of food-borne non-pathogenic and
pathogenic Salmonella enterica strains on different cell cultures. Non-pathogenic Salmonella Enteriditis
(A17) and pathogenic Salmonella Telaviv (A22) strains isolated from chicken carcasses which were put
on the market in Edirne province (located at Thrace region of Turkey), and Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 strain were used in the study. ATCC-derived MEF (mouse embryonic fibroblasts), DU145
(human prostate cancer cells), and HelLa (human cervical cancer cells) cell lines were cocultivated with
Salmonella strains of MOI (Multiplicity of infection; number of bacteria:number of cell) of 1000:1, 100:1,
10:1, 1:1, 0.1:1. The cell viability was measured by colorimetric MTT cytotoxicity assay, the percentage
of apoptosis was assessed by Tali® Apoptosis Assay-Annexin V Alexa Fluor® 488 kit (Invitrogen,
Molecular Probes, Life Technologies, USA), and the caspase-3 activity was determined by colorimetric
protease ApoTarget™ kit (Invitrogen, BioSource International, USA). It was shown that non-pathogenic
S.Enteriditis (A17) decreased cell viability approximately to 70%, wheras patogenic S.Telaviv (A22) and
standart S.Typhimurium ATCC 14028 strains reduced cell viability approximately to 80%. Adversely, it
was also observed that pathogenic S.Telaviv (A22) strain induces apoptosis more effectively than non-
pathogenic S.Enteriditis (A17) and S.Typhimurium ATCC 14028 strains. Apoptosis percentage induced by
pathogenic S.Telaviv (A22) strain was approximately 15% while 5% for both non-pathogenic S.Enteriditis
(A17) and S.Typhimurium ATCC 14028 strains. Similarly, average OD, . values of caspase-3 activity was
shown as 0.01 for both non-pathogenic S.Enteriditis (A17) and S.Typhimurium ATCC 14028 strains
whereas average OD, , value of caspase-3 activity for pathogenic S.Telaviv (A22) strain was very close to
0.02 and it doubled the value for negative control. Our data are important in terms of the indication of
food-borne pathogenic S.Telaviv (A22) strain that enhanced caspase-3 activity and induced apoptosis,
and S.Enteriditis (A17) strain that showed selective cytotoxicity on DU145 (human prostate cancer cells).

Keywords: Salmonella; antitumor effect; bacterial therapy; apoptosis; cytotoxicity.
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GIRi$

Kanser, anormal hucrelerin hizla ortaya c¢ikmasi, sinirlarinin disina yayilmasi ve
yakinlarindaki dokulari istila etmesidir. 14.1 milyon yeni kanser olgusunun bildirildigi
2012 yilinda, 8.2 milyon kisi kanser sebebiyle hayatini kaybetmis ve 32.6 milyon kisi
kanser ile miicadele vermektedir'. Radyoterapi, kemoterapi ve operasyon gibi geleneksel
tedavi yontemleri, modern teknikler ve teknolojiler ile hizli bir bicimde ilerliyor olsa
da, timor hicrelerinin ilaglara diren¢ kazanmasi ve metastaza egilimli hale gelmesi;
mikrometastazlarin tanimlanmasi ve engellenmesindeki yetersizlik; tedavilerin cogunun
terapotik indeksinin sinirll olmasi, timorleri tam olarak hedefleyememesi ve yetersiz
doku penetrasyonu, kanser tedavilerinde basariyi kisitlayici faktorlerdir ve bircok kanser
tedavisi saglikh dokulara da zarar vermektedir®>.

Kanser tedavisi icin ideal bir ilag, kanser htcrelerine secici olarak sitotoksisite
gostermeli, kanser hiicrelerine kendiliginden yonlenebilmeli, dis sinyaller tarafindan
yonlendirilebilmeli, kanser mikrogevresini algilayabilmeli ve disaridan saptanmasi kolay
olmalidir*>, Canli bakteriler, zayiflatilmis bakteriler, genetigi degistirilmis bakteriler ve
onlarin Griinleri olan toksin, protein ve ilag tirevlerinin kanserli hiicrelerin cogalmasini
engellemek, kanseri tedavi etmek ya da metastazlari onlemek icin kullaniimasina
“bakteriyel kanser tedavisi” adi verilirS. Salmonella Typhimurium‘un tiimérli bir fareye
sistemik olarak enjeksiyonu ile yapilan bir arastirmada, bakterilerin timor dokusunda
diger saglikli organ ve dokulara gére 10.000 kat daha fazla bulundugu gésterilmistir’. Bu
arastirmanin sonucuna gore bakteriler, kanser hiicrelerine secici bir bicimde ulasabilmekte
ve kendilerinden yénlenebilmektedirler’. Ayrica bakteriler, kendilerinde bulunan
kemotaktik reseptorler sayesinde tiimor mikrogevresindeki degisimleri sezebilirler ve
genetik olarak degistirilmelerine imkan sagladiklari icin dis sinyallere duyarl ve/veya
yanit verebilir hale getirilebilirler®. Bu &zellikleriyle bakteriler, ideal bir kanser tedavi ilaci
gibi davranabilirler.

William B. Coley tarafindan 1890 yilinda fark edilen ve daha sonra Coley’nin
toksini adini alan patojenik bakteri enfeksiyonu sonucu tiimoérlerde goriilen kigiime,
bakteriyel kanser tedavisinin temelini olusturmaktadir’. Yapilan calismalarda, bazi
Salmonella turlerinin ve genetik olarak modifiye edilmis Salmonella spp. suslarinin, timor
gelisimini gerilettigi, metastazi onledigi ve deney hayvanlarinin yasam surelerini artirdigi
bildirilmektedir'®'3. Bu kapsamda, sunulan calismanin amaci, Salmonella Enteritidis
(A17), Salmonella Telaviv (A22) ve Salmonella Typhimurium ATCC 14028 suslarinin,
cesitli hicre kiltrleri Gzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin arastirimasidir.

GEREC ve YONTEM
Hiicre Kiiltirleri

Calismamizda, ATCC’den temin edilen ve Trakya Universitesi (TU) Teknoloji Arastirma
ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi Kiltir Koleksiyonunda saklanan Hela
(insan servikal kanseri) ve DU145 (insan prostat kanseri) hiicre dizileri ile istanbul Kiiltiir
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimiinden (Dog. Dr.
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Elif Damla Arisan’in izniyle) temin edilen, ATCC'ye ait MEF (fare embriyonik fibroblast)
hiicre dizileri kullanildi. Tim hicre kultirleri, T25 flasklarda, %10 fetal dana serumu
(FCS), L-glutamin ve fenol kirmizisi iceren DMEM-F12 besiyerinde, 37°C’de %5 CO,/li
etlivde cogaltildi ve idame ettirildi.

Bakteri Suslari

Bakteri susu olarak, TU Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonunda
saklanan ve daha énceki calismamizda'#, Edirne ilinde satisa sunulan tavuk karkaslarindan
izole edilerek serotiplendirilen apatojenik Salmonella Enteriditis (A17) ve patojenik
Salmonella Telaviv (A22) suslar ile standart Salmonella Typhimurium ATCC 14028
susu kullanildi. Tim suslar, LB (Luria-Bertani) besiyerine ekilerek 37°C'de 12 saat
inkiibasyondan sonra kullanildi.

Hiicre Kiiltiirlerinin Bakteriler ile Kokiiltivasyonu

Hucre kiltdrleri, uygun yogunluga ulastiklarinda vasatlari dokdldd, 10 ml fosfath
tampon (1xPBS) ile yikandi ve 3 ml tripsin-EDTA (%0.25 w/v) sollsyonu ile ylzeyden
kaldirildi. Hucre suspansiyonu 5 dakika 500g’de santrifiij edilerek tripsin uzaklastirildi
ve 103 hiicre/ml icerecek sekilde DMEM-F12 besiyeri ile seyreltildi. Hiicreler, 96 cukurlu
mikroplaklara 200 pl/cukur (~5000 hiicre) olacak sekilde eklendi ve 2 saat 37°C'de %5
CO, iceren etuvde inklbe edilerek yiizeye yapismalari saglandi. Daha sonra hiicrelerin
Uzerine, MOI [Multiplicity of infection; Enfeksiyon carpani (bakteri sayisi:hiicre sayisi)]
1000:1, 100:1, 10:1, 1:1, 0.1:1 olacak sekilde bakteriler eklendi. Bakteriler ile birlikte
37°C'de %5 CO,li etivde 4 saat inkiibasyondan sonra, hucrelerin tzerindeki besiyeri
uzaklastirildi, 200 pl 1xPBS ile 3 kere yikandi ve (izerlerine %1 penisilin-streptomisin
(PS) iceren DMEM-F12 besiyeri eklendi. 12 saat boyunca inkiibe edilen hicreler, MTT
sitotoksisite testi ile degerlendirildi. MTT sitotoksisite, apoptoz ve kaspaz-3 aktivite
belirlenme analizlerinde MOI 100:1 orani kullanilarak, kokiltlr stiresi 4 saat olarak
uygulandi.

MTT Sitotoksisite Testi

Sitotoksisitenin saptanmasinda, kolorimetrik MTT (3-(4,5)-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) indirgenme testi uygulandi. Bu amacla, MOI 100:1 olan
bakteriler ile 96’ mikroplaklarda 4 saat kokultiri yapilan hiicreler kullanildi.

MTT testi sirasinda, bakteriler ile kokiltiive edilmemis hiicreler iceren (MOI= 0)
negatif kontrol ve hiicre icermeyen bos 6rnekler de teste dahil edildi. MTT ¢ozeltisi 1
mg/ml MTT icerecek sekilde PBS icerisinde hazirlandi ve 0.2 pm filtreden siiziilerek steril
edildi. 96lik plaklarda inkiibe edilmis hiicrelerin besiyeri uzaklastirihp hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra 50 pl MTT ¢ozeltisi ve 200 pl FCS ve fenol kirmizisi icermeyen DMEM
eklendi ve nazikce calkalandi. Hiicreler 4 saat boyunca 37°C’de %5 CO, iceren karanlik
ortamda inkube edildikten sonra MTT ¢ozeltisi uzaklastirilip kalan kristaller 200 ul DMSO
ve 25 pl Sorenson glisin tamponu (glisin 0.1 M, NaCl 0.1 M, 0.1 NaOH ile pH: 10.5)
ile cozlldl; 5 dakika oda sicakliinda nazikce calkalanan plaklar, spektrofotometrede
(Multiskan™ GO, Thermo Scientific, ABD) 630 nm referans dalga boyuna karsi 570 nm
dalga boyunda okundu'.
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Hiicre Canlihgi ve Apoptoza Giren Hiicre Yiizdelerinin Belirlenmesi

Bu amacla “Tali® Apoptosis Kit - Annexin V Alexa Fluor® 488" kiti (Invitrogen, Molecular
Probes, Life Technologies, ABD) kullanildi ve deneyler kit prosediriine uygun olarak
gerceklestirildi. Mikroplaklarda bulunan hticreler 20 pl tripsin-EDTA ile deney ortamindan
kaldirilip PBS ile yikandi ve 10°-107 hiicre/ml olacak sekilde seyreltildi. Konsantre (5x)
Annexin baglama tamponu (ABB) deiyonize su ile seyreltilerek 1x ABB hazirlandi ve 100
ul ABB icerisine yaklagik 5x10° ile 5x10° hiicre eklendi. Hiicreler karanlikta oda 1sinda 20
dakika boyunca 5 pl “Annexin V Alexa Fluor 488" ile inkiibe edildi ve daha sonra 800g’de
2 dakika santriftij edilerek 100 pl ABB icerisinde stispanse edildi. Hiicrelerin tizerine 1 pl
Pl (propidium iodide) eklenerek oda sicakligi ve karanlikta 5 dakika inkiibe edildi; 25 pl
ornek Tali® hicresel analiz lamlarina yliklendi ve Tali® goruinti tabanli sitometrede hiicre
sagligi apoptoz olarak dlculip raporlandi.

Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-3 aktivitesi, kolorimetrik proteaz ApoTarget™ Kit (Invitrogen, BioSource
International, ABD) ile kit prosediiriine gore olciildi. Bakteriler ile kokdiltlrl yapilan
hiicreler tripsin ile kaldinldi ve 50 ul hiicre lizis tamponunda 3-5x10° hiicre olacak
sekilde stispanse edildi. Buzda 10 dakika bekletilen hiicreler 10.000g’de 1 dakika santrif(j
edildikten sonra supernatan yeni bir tiipe alinarak buz icerisinde muhafaza edildi. Her
100 pl hicre lizis tamponu, 100 pg protein lizati icerecek sekilde seyreltildi ve her bir
hicre lizatinin Gzerine 50 pl reaksiyon tamponu [10 uM DTT (dithiothreitol) iceren] ve 5
ul DEVD-pNA (kaspaz-3 substratr) eklenerek 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Her bir 6rnek
spektrofotometrede (Multiskan™ FC, Thermo Scientific, ABD) 405 nm dalga boyunda
kor hesabi yapilarak olcildi ve veriler raporlandi.

istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin istatistiksel degerlendirmesi icin “Prism 6 for Mac OS X version
6.0h (Trial)” programi kullanildi ve deneylerden elde edilen tekerrtirli sonuglara iki yonlu
ANOVA testi a= 0.05 olarak uygulandi.

BULGULAR

Calismamizda, MTT sitotoksite testi sonucunda belirlenen hiicre canlilk ylzdeleri, her
bir Salmonella susu icin Sekil 1’de sunulmustur. Sekilde gosterilen canlilik ylzdelerine
gore, hticre kultirlerinde canhligi en cok etkileyen MOI oraninin 1000:1 oldugu ve
100:1'den 0.1:1’e dogru gidildik¢e hiicre canhhg@inin arttigr gozlemlenmistir. S.Telaviv
(A22) susu, 1000:1 MOI oraninda tim hiicre kiltiirlerinde de canliigr yaklasik %60’a
disurerek, calismada kullanilan bakteriler arasinda hiicre ayrimi yapmadan en yiksek
sitotoksik etkiyi gostermistir (Sekil 1¢). S.Typhimurium ATCC 14028 ve S.Enteriditis (A17)
suslari, MEF hicrelerinin canlilik ytizdesini en az etkileyen suslar olurken, S.Typhimurium
ATCC 14028 susu DU145 ve Hela hiicre kultirleri tzerinde benzer sitotoksik etkiler
gostermistir (Sekil Tb ve 1¢). S.Enteriditis (A17) susunun sitotoksik etkisi ise, sirasiyla en
fazla HeLa ve DU 145 hiicreleri Gizerinde olmustur (Sekil 1¢).
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Sekil 1. Salmonella suslarinin farkli enfeksiyon carpani (MOI) oranlari ile kokiiltiive edilen MEF, DU145 ve Hela
hticrelerinin, MTT sitotoksisite testi ile belirlenen yiizde canlilik verilerini iceren ¢izgi grafikleri; (A) Salmonella
Typhimurium ATCC 74028; (B) Salmonella Enteriditis (A17),; (C) Salmonella Telaviv (A22).

MEF, DU145 ve Hela hiicre kiilttrlerinin Salmonella suslari ile 100:1 MOI oraninda 4
saat kokultlrt sonucu, MTT sitotoksisite testinde saptanan hiicre canlihgr ytizdeleri Sekil
2'de siitun grafigi halinde gosterilmistir. Herhangi bir bakteri ile kokultiive edilmeyen
kontrol gruplarinin canlilik ytizdesi %100 olarak kabul edilerek yapilan grafige gore;
S.Telaviv (A22) susu her ¢ hucre kiltiuriinde de benzer sitotoksik etki gosterirken,
S.Typhimurium ATCC 14028 susu en az MEF hiicre canlihgini (%91), S.Enteriditis (A17)
susu ise en az DU145 hiicre canlihgini (%84.2) etkilemistir (Sekil 2).

Salmonella suglari ile 100:1 MOI oraninda 4 saat kokultiivasyon sonucu, MEF, DU145
ve Hela hicre kiltirlerinde apoptoza giren hiicre ylzdeleri Sekil 3'te gortlmektedir.
Salmonella suslari ile kokultiive edilmeyen kontrol gruplarinda apoptozdaki hiicre
ylzdesi %5 oraninda kalirken, en fazla apoptotik etkiyi S.Telaviv (A22) susu gostermistir.
S.Typhimurium ATCC 14028 ve S.Enteriditis (A17) suslari sirasiyla MEF hiicrelerinde
%10, DU145 hiicrelerinde %3 apoptotik etkiye sebep olurken, Hela hticreleri tizerinde
S.Typhimurium ATCC 14028 susu %3, S.Enteriditis (A17) susu %6 apoptotik etkiye
sebep olmustur (Sekil 3).

Salmonella suslarinin hicre kultirlerindeki apoptoza etkisinin kaspaz-3 aktivitesi
ile degerlendiriimesi amaciyla yapilan deneyde, OD, . ‘de okunan degerler Sekil 4’de
verilmistir. Buna gore, hucre kiltirlerinde kaspaz-3 aktivitesinde en ¢ok artisa sebep
olan sus S.Telaviv (A22)'dir. Kontrol gruplari icin hticre tipi ayirt etmeksizin kaspaz-3
aktivitesinin OD, . degeri yaklasik 0.01 degerinde kalirken, MEF hiicrelerinde bu deger

405
S.Typhimurium ATCC 14028 ve S.Enteriditis (A17) icin 0.02’ye yaklasmistir.
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Sekil 2. Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteriditis (A17) ve Salmonella Telaviv (A22)
suslari ile kokdiltiive edilen MEF, DU145 ve Hela hticrelerinin MTT sitotoksisite testi ile belirlenen yiizde canlilik
verilerini iceren stitun grafigi.
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Sekil 3. Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteriditis (A17) ve Salmonella Telaviv (A22)
suslari ile koktiltiive edilen MEF, DU145 ve Hela hticrelerinden apoptoza giren hiicre yiizdesini Tali® Apoptoz
kitine gére gésteren stitun grafigi.

TARTISMA

Bakterilerin kanser tedavisinde kullaniminin arastiriimasi ile ilgili cahsmalar, gelisen
molekiiler mikrobiyolojik yontemlere paralel olarak son yillarda artis gostermektedir.
Bakteriler, dogrudan anti-kanser etkenleri olarak kullaniimalarinin yani sira, ilaglar
istenilen bolgeye tasiyan ajanlar olarak da gorev yaparlar. Salmonella tiirleri ve ozellikle
de S.Typhimurium, kanser tedavisinde siklikla arastirilan ve klinik calismalarda yerini almig
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Sekil 4. Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteriditis (A17) ve Salmonella Telaviv (A22)
suslar ile koktiltiive edilen MEF, DU145 ve Hela hticrelerinin kaspaz-3 aktivitesini gdsteren stitun grafigi.

bakteriler olarak karsimiza ¢ikmaktadir'®'8, Bu noktadan hareketle, sunulan bu calismada,
Edirne ilinde satisa sunulan tavuk karkaslarindan izole edilen S.Enteritidis (A17) ve S.Telaviv
(A22) suslarr ile S.Typhimurium ATCC 14028 susunun, fare embriyonik fibroblast (MEF),
insan servikal kanseri (HeLa) ve insan prostat kanseri (DU145) hiicre kiiltrleri tizerindeki
sitotoksik ve apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi ve kanser tedavisi calismalarindaki
kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaclanmustir. Calismamizda, bakterilerin farkl
MOI oranlari ile kokiiltiive edilen hticre kiilttrlerindeki hiicre canhlik ylzdeleri MTT
sitotoksisite testi ile degerlendirilmis; S.Typhimurium ATCC 14028 ve S.Telaviv (A22)
suslarinin  hicreler Uzerindeki secici etkisi istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken
(sirastyla, p= 0.5706 ve p= 0.8661), S.Enteriditis (A17) susu icin anlamh (p< 0.0001)
bulunmustur (Sekil 1). MTT sitotoksisite testi, S.Enteriditis (A17) susunun hiicre kilttrleri
Uzerinde secici bir etkiye sahip oldugunu gostermis; bu sus, MEF ve DU145 hiicrelerinin
canhhk ytzdelerini, 1000:1, 100:1 ve 10:1 MOI oranlarina gore ortalama %80’lere
disurirken, Hela hiicre canhlik ytzdeleri ayni kosullarda %60°in altinda kalmistir. Ancak,
1000:1 MOI oraninin yliksek ve bakteri-hiicre inkiibasyon suresinin 2 saat ile sinirh
olmasindan dolayi, hiicreler Gzerindeki apoptotik etkinin daha iyi arastinlmasi amaciyla,
MTT sitotoksisite testi 100:1 MOI orani ve 4 saat inklibasyon stresiyle gerceklestirilmis,
boylece bakterilerin hiicre kultirleri lizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri bu oran
ve surelerde arastirlmaya devam edilmistir. Sonucta, Salmonella suglarinin hicreler ile
iligkisi ve bakteriler arasindaki etkinin varyasyonu, istatistiksel olarak anlaml bulunmustur
(p< 0.0001). iki yonlii ANOVA testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede, calismada
kullanilan Salmonella suslarinin, hiicre kiltiri canhhgmna secici bir sekilde etki ettigi
belirlenmistir. Nitekim, daha once C.elegans modelinde yaptigimiz sagkalim analizi
calismasina gore de, S.Typhimurium ATCC 14028, S.Enteriditis (A17) ve S.Telaviv (A22)
suslari icin TD50 degerlerinin sirasiyla 4.1, 6.8 ve 4.8 oldugu gosterilmistir'®.
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Gida Kokenli Patojen Olmayan ve Patojenik Salmonella enterica Suslarinin

Antitimérijenik Etkilerinin MEF, DU145 ve Hela Hiicre Kiiltiirlerinde incelenmesi

Kanser tedavisinde kullanilmak amaciyla denenen bircok bakteri tiiriiniin apoptozu
engelledigi biliniyor olsa da, Srikanth ve arkadaslarinin'® calismasinda S.Typhimurium’un
apoptotik enzimleri aktive ettigini gostermistir. Calismamizda, Salmonella suslari ile
kokultiivasyon sonucu MEF, DU145 ve Hela hiicrelerinden apoptoza giren hiicre ylzdeleri
ve kaspaz-3 kolorimetrik 6lctimleri, S.Telaviv (A22) susunun diger iki Salmonella susuna
gore kanser hiicrelerinde daha yliksek apoptotik etkiye sahip oldugunu gdstermistir.
Daha once yapilan bir calismada, S.Typhimurium’a ait efektor bir proteinin, kaspaz-3
aktivitesini yiikselterek apoptozu aktive ettigi bildirilmistir?®. S.Typhimurium’un hipoksik
durumlarda tetiklenebilen sentez mekanizmalarini icermesinin yani sira, bakteriyel bir
efektor protein tarafindan gerceklestirilen kaspaz-3 aktivasyonu etkisine sahip olmasi,
bakteriyel terapide farkli bir yaklasim olarak kullanilabilir?'-22,

Patojenik olmayan $.Enteriditis (A17) ve patojenik olan S.Telaviv (A22) ile S. Typhimurium
ATCC 14028 suglarinin MTT sitotoksisite testine goére hiicre canliigr lizerindeki etkileri
karsilastinldiginda, S.Enteriditis (A17) ve S.Typhimurium ATCC 14028 suslarinin tim
hiicre kultlrlerinde hiicre canliigini ortalama %70 civarina duisurtrken, S.Telaviv (A22)
susunun %80 civarina diisiirdiigii gézlemlenmistir. Ancak, Tali® apoptoz kiti ile belirlenen
apoptoza giren hicre ylizdesinde, patojenik olan S.Telaviv (A22) susu apoptozu biitiin
hicre kilturlerinin ortalamasinda %15 tetiklerken, patojen olmayan S.Enteriditis (A17) ve
S.Typhimurium ATCC 14028 suslarinin apoptozu %5 civarinda tetikledigi gorulmistdr.
Ayrica kaspaz-3 aktivitesinde de benzer sonuclar saptanmistir. Bu sonuclar, patojen
olmayan S.Enteriditis (A17) ve S.Typhimurium ATCC 14028 suslarinin, hiicreleri daha
ziyade apoptoz disinda yollarla 6ldirdigini, patojen olan S.Telaviv (A22) susunun ise
hticre canliigini daha ytiksek bir apoptoz yiizdesi ile azalttigini dustindiirmektedir.

Coley’in toksini ile baslayan bakteriyel kanser tedavisi calismalari, giinimuzde klinik
arastirmalar safhasina gelmistir?3. Bu konu kendi icerisinde lokalizasyon, toksisite ve
bagisiklik ile ilgili sorunlar barindirnyor olsa da, tedavinin amag ve kapsami dogrultusunda
genetik olarak degistirilmis Salmonella suslarinin iyi bir bakteriyel kanser tedavi adayi
olduklari gorulmektedir. Sonug olarak, gidalardan izole edilen Salmonella suslarinin
kanser tedavisinde kullanilabilme potansiyellerini arastirmak amaciyla gerceklestirilen bu
calisma, S.Telaviv (A22) susunun kaspaz-3 aktivitesini artirdigini ve apoptozu tetikledigini
gOstermesi ve ayrica S.Enteriditis (A17) susunun DU145 (insan prostat kanseri) hiicreleri
Uzerinde secici sitotoksisitesi oldugunun belirlenmesi acisindan 6nem tagimaktadir.

KAYNAKLAR
1. Ferlay ], Soerjomataram I, Dikshit R, et al. Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and
major patterns in GLOBOCAN 2012. Int | Cancer 2015; 136(5): E359-86.

2. Morrissey D, O’Sullivan GC, Tangney M. Tumour targeting with systemically administered bacteria. Curr
Gene Ther 2010; 10(1):3-14.

3. Brown |M, Giaccia A]. The unique physiology of solid tumors: opportunities (and problems) for cancer
therapy. Cancer Res 1998; 58(7): 1408-16.

4. Forbes NS. Engineering the perfect (bacterial) cancer therapy. Nat Rev Cancer 2010; 10(11): 785-94.
Afsar |. Bakteriler ve kanser sagaltimi. infeksiyon Derg 2007; 21(2): 101-4.

390 MiKROBIYOLOJi BULTENI



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

22.

Altintas Kazar G, Sen E.

Bernardes N, Chakrabarty AM, Fialho AM. Engineering of bacterial strains and their products for cancer
therapy. Appl Microbiol Biotechnol 2013; 97(12): 5189-99.

Forbes NS, Munn LL, Fukumura D, Jain RK. Sparse initial entrapment of systemically injected Salmonella
Typhimurium leads to heterogeneous accumulation within tumors. Cancer Res 2003; 63(17): 5188-93.

Nguyen VH, Kim HS, Ha JM, Hong Y, Choy HE, Min |]. Genetically engineered Salmonella Typhimurium as
an imageable therapeutic probe for cancer. Cancer Res 2010; 70(1): 18-23.

Chakrabarty AM. Microorganisms and cancer: quest for a therapy. | Bacteriol 2003; 185(9):2683-6.

. Wei MQ, Mengesha A, Good D, Anne ). Bacterial targeted tumour therapy-dawn of a new era. Cancer Lett

2008; 259(1): 16-27.

Lee CH, Wu CL, Shiau AL. Systemic administration of attenuated Salmonella choleraesuis carrying
thrombospondin-1 gene leads to tumor-specific transgene expression, delayed tumor growth and
prolonged survival in the murine melanoma model. Cancer Gene Ther 2005; 12(2): 175-84.

Zhao M, Yang M, Ma H, et al. Targeted therapy with a Salmonella Typhimurium leucine-arginine auxotroph
cures orthotopic human breast tumors in nude mice. Cancer Res 2006; 66(15): 7647-52.

Mengesha A, Dubois L, Lambin P, et al. Development of a flexible and potent hypoxia-inducible promoter
for tumor-targeted gene expression in attenuated Salmonella. Cancer Biol Ther 2006; 5(9): 1120-8.

Aksoy D, Sen E. Investigation of pathogenic phenotypes and virulence determinants of food-borne
Salmonella enterica strains in Caenorhabditis elegans animal model. Mikrobiyol Bul 2015; 49(4): 513-24.
Ahmadian S, Barar ), Saei AA, Fakhree MA, Omidi Y. Cellular toxicity of nanogenomedicine in MCF-7 cell
line: MTT assay. | Vis Exp 2009; (26). pii:1191.

Nemunaitis |, Cunningham C, Senzer N, et al. Pilot trial of genetically modified, attenuated Salmonella
expressing the E.coli cytosine deaminase gene in refractory cancer patients. Cancer Gene Ther 2003;
10(10): 737-44.

Heimann DM, Rosenberg SA. Continuous intravenous administration of live genetically modified Salmonella
Typhimurium in patients with metastatic melanoma. ] Immunother 2003; (26): 179-80.

Toso JF, Gill V], Hwu P, et al. Phase | study of the intravenous administration of attenuated Salmonella
Typhimurium to patients with metastatic melanoma. | Clin Oncol 2002; 20(1): 142-52.

Srikanth CV, Wall DM, Maldonado-Contreras A, et al. Salmonella pathogenesis and processing of secreted
effectors by caspase-3. Science 2010; 330(6002): 390-3.

Wall DM, Nadeau W/, Pazos MA, Shi HN, Galyov EE, McCormick BA. Identification of the Salmonella enterica
serotype typhimurium SipA domain responsible for inducing neutrophil recruitment across the intestinal
epithelium. Cell Microbiol 2007; 9(9): 2299-313.

Wall DM, Srikanth CV, McCormick BA. Targeting tumors with Salmonella Typhimurium- potential for
therapy. Oncotarget 2010; 1(8): 721-8.

Aydin S, Geckil H, Caylak E, Kilic N. Mikroorganizmalarin kanser tedavisinde kullanimi. Firat Tip Derg 2004;
9(2): 30-4.

Patyar S, Joshi R, Byrav DS, Prakash A, Medhi B, Das BK. Bacteria in cancer therapy: a novel experimental
strategy. ] Biomed Sci 2010; 17(1): 21.

MiKROBiYOLOJi BULTENI 391



