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OZET

Son on yilda biyokimya, molekiiler biyoloji ve bakteriyolojideki ilerlemeler, bakterilerin antikanser ajan olarak kullaniminin yani sira, antikanser
ilaglarin verilmesinde kemoterapiye duyarli ajan ve gen tedavisi igin vektor olarak kullanimina kadar kullanish bir ¢ok yonlerini ortaya koymustur.
Bu alanda ozellikle Escherichia coli genleri ve enzimleri, kansere karsi viicut disinda etkisiz olan fakat viicut i¢inde oldukg¢a aktif tiirlerine
doniisebilen On-ilag uygulamalarinda yer almaktadir. Ayrica Pseudomonas ekzotoksinlerine konjuge edilmis IL-4, direkt olarak malignant beyin
tiimorlerine uygulanmis ve normal beyin hiicreleri haricindeki hiicrelerin IL-4 reseptorlerine yiiksek afinite ile baglandigi goriilmiis ve boylece
normal beyin dokusuna zarar vermeden tiimériin biiyiik bir kisminin tahrip edildigi saptanmistir.

Bu derleme, bazi kanser tiplerinin tedavisi i¢in kullanilan bakteriyel orijinli antikanser ajanlar iizerine odaklanmigtir.
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ABSTRACT

Use of Microorganisms in Cancer Therapy

In the last decade the progress in biochemistry, molecular biology, and bacteriology caused a great deal of attention to be paid for the use bacteria in
cancer therapy. Some applications in this area are the use of bacteria as sensitising agents for chemotherapy, as vectors for gene therapy and as
delivery agents for anticancer drugs.

In this field, especially Escherichia coli genes and enzymes have been the targets for pro-drug approaches to cancer therapy where inert pro-drugs can
be converted to highly active species in vivo. Moreover, IL-4 fused with Pseudomonas exotoxin has been applied directly into malignant brain
tumours and binds with high affinity to IL-4 receptors not present on normal brain cells an approach by which major part of the tumour is destroyed
without harming the normal brain tissue.

This review is focused on the anticancer agents of microorganism origin that are used to treat some cancer types. ©2004, Firat Universitesi, Tip
Fakiiltesi
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Bakterilerin organik maddelerin transformasyonundaki rolii genigletmistir.
19‘uncu ylizyilin ortalarma kadar anlasilamamistir. Buna
ragmen insanoglu ilk ¢aglardan beri mikroorganizmalar1 gida
(peynir, ekmek, bira, sarap, sirke vs.) alaninda kullana
gelmislerdir. Son yillarda biyokimya ve molekiiler biyolojide 1.

ki gelismeler mikroorganizmalarin antikanser ajan olarak

Antikanser ajan olarak mikroorganizmalarin kullanim
alanlar1 sunlardir (Jain Pharma Biotech) :

Onkolitik ajan olarak patojenik bakterilerin kullanimi
Antikanser ilact yapan ajanlar olarak bakterilerin

ozellikle kanser tedavisinin omurgasini olusturan kemoterapide
kullanimin1 giindeme getirmistir. Kanser gen tedavisinde
onkolitik ajan olan viriislerin vektor olarak kullanimi ¢ok iyi
bilinmesine ragmen, bugiine kadar bakterilerin antikanser
potansiyeli ile ilgili fazla arastrma yapilmamustir. Ik kez
1978’de malignant beyin tiimdrleri i¢in bakteriler onkolitik
ajan olarak kullanilmaya baglanmistir. Yapilan bu ¢aligmada,
hastalik olusturmayan Clostridium butyricum M55 sporlariin
karotid artere enjeksiyonu yapilmigtir. Bu sporlar beyin
timorlerine ulagtiktan bir hafta sonra da onkolizis olustugu
gozlenmis ve cerrahi olarak cikarilmistir (1). Benzer olarak,
bakteriyoloji ve molekiiler biyolojideki gelismeler, kanser
tedavisinde bakteriyel uygulama alanlarini ve olanaklart

kullanimi
3. Timdriin segici olarak tahribi i¢in bakteriyel toksinler ve
genetik olarak modifiye edilmis bakterilerin kullanimi
4. Kanser gen tedavisi icin Vibrio cholerae ve Yersinia
enterocolitica’nin bakteriyel vektor olarak kullanimi
Kemoterapide kansere duyarli bakterilerin kullaniimalari
6. Bazi mikrobiyal orijinli enzimlerin kanser kemo
terapisinde ilag olarak kullanimi

b

Tedavi amaciyla genetik olarak degisiklige ugratilmamis
patojenik bakterilerin kullanimi arzulanan bir yontem degildir.
Bakterilerin pratik ve giivenli bir sekilde tedavide kullanimu
icin genetik islem yapilabilecegine dair dnemli bilgiler vardir.
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Bakteriyel toksinler de immun diizenleyici etki kadar timor
tizerine direkt etkili bir onkolitik ajan olarak kullanilabilirler.
Bakterilerin  genetik olarak  modifikasyonu, bakteriyel
genomlarin diziliminin belirlenmesi ile uygun hale gelebilir.
Ayrica genetik olarak modifiye edilmis bakteriler antikanser
ajana doniisebilir ve kanser gen tedavisinin bir boliimiini
olusturabilirler. Genetik olarak modifiye edilmis bakteriler,
normal dokulara zarar vermeden segici olarak tiimoriin
tahribinde ilk ajan olarak da kullanilabilirler.

1. Bakterilerin Kanser Gen Tedavisindeki Rolii

Kanser gen tedavisinin 6niindeki ana engel, bir antikanser gen
iiriiniiniin solid bir timdr i¢in spesifikliginin saglanmasidir (2).
Bir vektoriin ilk olarak direkt bir tiimorle karsilasmasinda gen
ekspresyonunun  kontroliinii  bozan  ciddi  stratejiler
bulunmaktadir. Bu sebeple solid tiimorleri spesifik olarak
hedefleyen sistemik bir bulusma metodu saglanamamistir. Bu
duruma karsin E.coli genleri ve enzimleri, kanser i¢in en iyi
bilinen 6n ilag uygulamalarinin bir parcasini olugturmaktadir(2,
3). On-ilaclar, farmakodinamik ve toksikolojik olarak etkisiz
olan fakat in vivo  kosullarda oldukg¢a aktif tiirlerine
doniisebilen kimyasallardir (2).

1.1. Sitozin Deaminaz Genleri

Bakteri ve mantarlarda bulunan bir enzim olan sitozin
deaminaz ~ (SD), sitozinin  urasile  deaminasyonunu
katalizlemektedir. Ayrica kanser tedavisinde sik kullanilan
toksik antimetabolit olan 5-florourasin toksik olmayan analogu
S-florositozine doéniisiimiinde de deaminasyon saglamaktadir.
Ayrica insan kolorektal karsinoma hiicre kiiltiirlerine SD
genlerinin uygulanmasi, 5-florositozine duyarlilig1 arttirmistir.
insan kolorektal hiicre serilerinde yapilan karsilagtirmali
calismalarda bu teknik, Herpes simplex virlis timidin kinaz
(HSV-tk) stratejisine gore daha listiin bulunmustur (4,5).

1.2. E.coli Piirin Niikleosid Fosforilaz Geni

E.coli piirin niikleosid fosforilaz geni (PNP) kullanilarak
kanserli hiicrelerin tahribati saglanmaktadir. Bu olay toksik
olmayan deoksiadenozinin, toksik olan adenin analoguna
doniismesiyle gerceklestirilmektedir (6).

1.3. Kanser Gen Tedavisinde On-ila¢ Uygulamalar

Bakteriler ile ilgili 6n-ilaglarin iginde; bakteriyel sitozin
deaminazla aktive edilen 5-florositozin ve bakteriyel
nitrorediiktaz ile aktive edilen CB1954 yer almaktadir. Intihar
(suicide) gen tedavisi ilaca duyarli bir genin hedef hiicrelerle
bulusturulmasidir. Daha sonra normal hiicreleri etkilemeyen
dozlardaki ilag, hedef hiicreleri 6ldiirmektedir (7, 8).

1.4. E.coli gpt Geni

Bu gen (gpf), bakteriyel bir enzim olan ve riboz fosfati
ksantin ve analoglarina transfer eden ksantin-guanin-
fosforibozil transferazi kodlamaktadir. Bu genin rat glioma
hiicrelerini tahribi 6-tiyoksantin veya 6-tiyoguanin vasitasiyla
gerceklesmektedir (8).

1.5. E.coli Nitrorediiktaz B Geni

Nitrorediiktaz B enzimini kodlayan gendir ve HSV-tk
sisteminde CB1954 6n- ilaci olarak kullanilmaktadir (9). E.coli
nitrorediiktaz geni, C. beijjerinckii zinciri igine sokularak,
CB1954 toksik olmayan on-ilacinin toksik olan bir antikanser
ilaca aktiflesmesi saglanmaktadir (9).

Aydin ve Ark.

2.Tip III Sekresyon Sistemleri

Cesitli gram negatif patojenler, basit bir virulans mekanizmast
olan 6zel bir protein sekresyon sistemi kullanirlar. Buna Tip III
sekresyon sistemi ad1 verilir ve proteinler dkaryotik hiicrelerin
sitozoliine enjekte (transloke) edilebilirler. Transloke edilen
proteinler, konak¢1 hiicrenin transdiiksiyon ve diger hiicresel
islemlerini kullanarak bakteriyel patogenezi gergeklestirirler
(10). Tip II sekresyon sistemleri, Yersinia, Salmonella,
Shigella, Bordotella tiirleri, Pseudomonas aeruginosa ve
enteropatojenik  E.coli’nin  Okaryotik hiicrenin  yiizeyine
tutunarak bakteriyel proteinlerini, hedef hiicreyi tahrip etmesi
icin enjeksiyonuna izin verir (11, 12). Pseudomonas
aeruginosa ekzoenzim S (ExoS), ¢ift fonksiyonlu bir
sitotoksindir. ExoS’in karboksi ucu, kiiltir hiicrelerinde
cksprese olabildiginden sitotoksik etkisi olan ADP-
riboziltransferaz zincirinden olusur. Patojenik potansiyeli olan
bakterilerde Tip III sekresyon sisteminin varligi, kanser
tedavisinde kullanilabilecek normal floradan yayilan terapotik
ajanlarin gelistirilmesi i¢in bir hedef saglayabilir (13). Tip III
sekresyon sistemi ayni zamanda terapotik ajan olarak heterolog
proteinlerin yapilmasi i¢in de kullanilabilir (14).

3. Protein ifadesi Giiclendirilmis Tiimor Tedavisi (PIGTT)

PIGTT, solid tiimorleri tercih eden antikanser ilaglarin
olusturulmasi igin genetik olarak modifiye edilmis bir
bakteriyel vektor veya vektor olarak Salmonella bakterisisni
kullanan bir yontemdir. Bu g¢esit biyomiihendislik {iriini
bakteriler, normal dokulara kiyasla tiimérlerde daha fazla
miktarda replikasyon gosterirler ve preklinik toksikolojik
caligmalarda da yiiksek giivenirlilik profili sergilerler (15).
Tiimére kars1 adeta ilag fabrikas: haline getirilen PIGTT, daha
konsantre, etkili ve normal dokular i¢in daha az toksik bir
kanser tedavisi haline dondstiiriiliir. A faz I klinik denemeleri,
Ulusal Kanser Enstitiisii’'nde (Bethesta, Maryland, ABD), en
uygun tedaviye ragmen ilerlemis kanser hastalarmin damar igi
PIGTT enjeksiyonunu tolere edilebilirligini ve giivenilirligini
belirlemek icin gergeklestirilmektedir. Solid timérler iginde
PIGTT organizmalarmin miktarindaki artis, mikroorganiz-
malarin tiimdrlerde bulunan protein ve DNA elemanlariyla
beslenmesinden kaynaklanmaktadir. Bu, bakterilerin timor
biiyiimesini inhibe etmesini arttirmakta ve timor hiicrelerinde
kendi basina devamli antikanser ilaglar1 iiretmelerine izin
vermektedir. PIGTT  bakterileri, damar igi olarak
uygulanabilmekte ve farkli bir bdlgeden inokiilasyon sonrast
metastazik tiimorlerde yiiksek konsantrasyonlara
erisebilmektedirler (15).

4. Bakteriyel Toksinler
4.1. Escherichia coli toksinleri

Escherichia coli, Shiga toksin (Stx) ailesinden olan
bakteriyofajlar tarafindan kodlanan Stx1 (VT1) veya Shiga
benzeri toksin: (SLT1) ve Stx2 (VT2,SLT2) adli iki tipi
icermektedir. Bazi kotii huylu kanser hiicrelerinin yiizeyindeki
spesifik reseptorlere baglanan ve onlarin protein sentezini
engelleyerek oldiiren VT1, antikanser etkisi i¢in galisilmuigtir.
Findik farelerinde nakille gelistirilmis insan astrositom timorii
verotoksin ile tedavi edilmistir (16). Verotoksin, bir vazotoksin
olarak da bilinmektedir (17).

Otolog-kok hiicre nakillerinin basari ile gergeklestirildigi
CD77 + B hiicre lenfoma vakalarinda otolog kemik iligi
naklinden 6nce insan kemik iliginin arindirilmasi i¢in VTI
kullanilmigtir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 (18), VT1’in viicut
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disinda kullaniminin myeloma, lenfoma ve meme kanseri
otolog hiicre greftlerinden VT1 reseptorii eksprese eden habis
hiicrelerin temizlenmesinde etkili oldugunu gostermistir (19).
Lenfoproliferatif hastalikli  doku nakli sonrasi hastalardan
alman infiltre olmus lenfoma hiicrelerinde VT1’i tespit eden
secici boyama yardimiyla da CD77’nin bu hiicrelerin yeni bir
belirleyicisi oldugu gosterilmistir (20). Bu gibi bireyler igin
VTI, habis durumlarin kontroliinde basvurulacak bir ajandir.
VTI, N veya C ucunda influenza viriisiine ait matriks proteini
kaynakli MHC (major histokompatibilite kompleksi) simf 1
molekiilii olan bir peptit tasiyacak sekilde genetik mithendisligi
tarafindan dizayn edilmistir (21).

4.2. immunotoksinler

Tiimor hiicrelerini hedefleyen ve kanser gen tedavisinde
kullanilan bakteriyel orijinli immunotoksinler, Pseudomonas
ekzotoksini ve difteri toksinidir (22).

4.3. Transferrin-CRM 107

Insana ait transferrin (TS) ile difteri toksininin genetik
bir mutantinin  konjugatidir. Kan beyin bariyerine karsi
interstisyel inflizyon ile glioblastomanin tedavisi igin
kullanilmaktadir (23).

4.4. 1L-4 Toksin Bilesigi

Ilag ismi NBI-3001 olan IL-4 toksin bilesigi (Neurocrine
Biosciences, San Diego, ABD), IL-4 ile Pseudomonas
ekzotoksininin birlestirilmesi ile elde edilmistir. Ilag, bir
kateter yardimiyla timore uygulanmaktadir ve IL-4
reseptorlerine yiiksek afinite ile baglanarak normal beyin
hiicrelerine zarar vermeden habis beyin timdrlerini yok
etmektedir (24).

4.5. Pseudomonas Ekzotoksinleri Iceren Bilesik
Toksinler

ilk Pseudomonas ekzotoksinleri (PE) igeren bilesik
toksin, transforme edilmis biiyiime faktorii (TGF) ile PE40
arasinda gerceklestirilmistir (24). Idrar kesesi karsinomunda
mesane i¢i tedavisi igin klinik uygulamalara girmistir (25). IL-
2 reseptorleri tagiyan hedef hiicrelerin bulundugu kanla ilgili
tiimorlerin  hedeflenmesi i¢in PE40 ile IL-2 birlestirilerek
yetiskin T hiicre l6semisinin tedavisinde terapotik bir ajan
olarak kullanilmustir (26,27).

5. Genetik Olarak Modifiye Edilmis Bakteriler

Bakteri genetik miihendisligi, proteinlerin rekombinant olarak

dretilmesi  iizerine  kurulmustur. Bakteriyel genomlar
hakkindaki bilgi, genlerin silinmesi ve eklenmesiyle
bakterilerin ozelliklerinin degistirilmesini miimkiin
kilmaktadir.

5.1. Bakteriyel Genomlar

Su ana kadar yaklasik 100 mikroorganizmanin genomu
calistlmistir. Yeni tedavilerin gelistirilmesi ile iliskili olarak
genomik dizilimi tamamen bilinen bakteriler ise sunlardir:
Bacillus subtilis, Borrelia burdorgferi, Chlamidya trachomatis,
Clostridium tetani, Escherichia coli, Haemophilus influenza,
Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma
genitalium, Mycoplasma pneumonia, Neisseria meningitis,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Rickettsia
prozawekii, Salmonella typhimurium, Treponema pallidum.

Aydin ve Ark.

Bakteriyel genomun bilinmesi daha ¢ok kansere yonelik
ilaglarin gelistirilmesinde yararli olup ayni zamanda terapdtik
amacglar icin bakterilerin maniplasyonunu da miimkiin
kilmaktadir (28).

5.2. Tiimore Hedeflenen Bakteriler

Gen tedavisindeki uygulamalarin ¢ogu lipozomlar gibi
viral veya viral olmayan vektorlere sahiptir. Bakterilerden
Ozellikle Salmonella, antikanser vektorii olarak birgok
potansiyel avantaja sahiptir:

1.Salmonella, anaerobik ya da aerobik kosullar altinda
tiretilebilir.

2.Farkli bir inokulasyon bolgesinden
hedeflenebilir.

3.Salmonella, Herpes simplex viriisii timidin kinazi (HSV-tk)
gibi intihar genlerini eksprese etme yetenegindedir.

bircok  tiimor

Yabani tip Salmonella timor tedavisi igin kullanildiginda
timor dokusunda yiiksek konsantrasyonlara ulastigi zaman
hayvanlarin Slimiine sebep olmaktadir. Fakat ateniie edilmis
hiperinvazif mutant Sa/monella tiirlerinin ise, timor hedeflerini
tahrip ederken smirli miktarda da patojenite gosterdigi rapor
edilmistir. HSV-tk geni igeren bir plazmid Salmonella’ya
aktarilmis ve ganciclovir ile birlikte melanom tastyan
hayvanlara uygulandiginda doza bagimmli olarak timor
biliyiimesini baskiladigi gosterilmistir (28). Tiimdore-hedefli
Salmonella’nin - msbB  geninin  ¢ikarilmas: ile genetik
modifikasyonu, lipit A’y1 degistirmis ve TNF indiiksiyonunu
azaltarak giivenligi arttirmigtir. Timore spesifik bakteriyel
vektorlerin lipit modifikasyonu, septik soku anlamli bir sekilde
azaltmig ve bakterilerin antitiimor aktivitesinin TNF’den
bagimsiz oldugu ileri siirlilmiistiir. Genetik miihendisligi iirtini
Salmonella, solid timdrleri segici hedef olarak algilamistir.
Lipit A mutant-Sa/monella’nin antitimor etkisi, tek basina ve
rontgen 1sinlart esliginde B16F10 ya da Cloudman S91
melanomu tagtyan farelerde gosterilmistir (29). Her bir tedavi
tek basma timor biiylimesini yavaslatmig ve yasam siiresini
uzatmigtir. Tek dozlu Salmonella ile yiikseltilen radyasyonla
doza bagimli ¢aligmalarda iki ajan hesaplanan aditif etkiden
daha fazla tiimor bilyiimesini geriletmistir. Sonuglar genetik
miihendisligi {iriinii Salmonella ile radyoterapinin birlikte
melanom, akciger, kalin barsak, meme, bébrek ve karacigerin
solid tliimorleri igin yeni ve yararli bir tedavi oldugunu
gostermistir (30).

6. Bazi  mikrobiyal orijinli
kemoterapisinde ila¢ olarak kullanim

enzimlerin kanser

Bu g¢esit uygulamada en yaygm kullanilan enzimden, bazi
gram-negatif bakterilerden elde edilen L-asparaginazdir (31).
L-asparaginaz enzimi ¢esitli kanser (¢ocuk ldsemisi basta
olmak {izere, lemfosarkoma, melanosarkoma, non-Hodkin, vb.)
tirlerindeki yiliksek terapdtik degeri ile bilinmektedir (32).
Geni insanlarda bulunmayan bu enzimin anti-losemik etkisi
sirkiilasyonda bulunan L-asparagin amino asidini hizli bir
sekilde yikmaya dayanmaktadir. Enzim, asparagini aspartat ve
amonyaga c¢evirerek kanserli hiicrelerin biiylimek ve boliinmek
icin ihtiyag duyduklar1 essansiyel amino asitten yoksun
birakmaktadir. Normal hiicreler i¢in L-asparagin essansiyel bir
amino asit olmadigindan bu hiicreler, bdyle bir enzim
muamelesinden etkilenmezler. Cilinkii nedeni, normal hiicreler
kendi asparagin amino asidini aktif sekilde {ireten asparagin
sentetaz enzimine sahipken, kanserli hiicrelerde bu enzim ya
bulunmaz ya da normal hiicrelerdeki seviyede sentezlen-
memektedir. Dolayis1 ile kanserli hiicrelerde, saglikli
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hiicrelerin tersine yeterince L-asaparagin sentezi yapilamamak-
tadir. Bu nedenle, kanserli hiicreler disardan alinan veya
saglikli hiicreler tarafindan yapilarak kana verilen L-asparagine
bagimlidirlar. Dolagimda serbest olarak bulunan bu amino
asitin, enjekte edilen L-asparginazla yikilmas: sonucu
neoplastik hiicrelerde protein sentezi bloke edilmis olmaktadir.
Boylece, hiicre biiylimesi durmakta ve aymi zamanda DNA
replikasyonu gergeklesmemektedir. Bu uygulama sonunda
hiicrelerin belli bir siire sonra normal apoptosis ile ortadan
kalktiklar1 saptanmistir (33). Enzim tedavisi gormiis 16semili
cocuklarda, kanserli hiicrelerinin zamanla ortadan kalktig
saptanirken, ¢esitli kanser tiimdrlerinin ise biiziigerek
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kaybolduklari rapor edilmistir (34). Bu ¢esit bir uygulamada
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