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ECHINOCOCCUS GRANULOSUS SENSU STRICTO KAYNAKLI HiDATIK KiST SIVISI UYGULAMASININ CACO-2 HUCRE
HATTINDA EPITELYAL-MEZENKIMAL GEGi$ VE APOPTOZ UZERINE ETKISi
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Kistik ekinokokkoz (KE), Echinococcus granulosus sensu lato'nun larva formunun neden oldugu zoonotik bir enfeksiyondur. Yapilan
calismalar E. granulosus enfeksiyonu ile kanser arasinda dogrudan ve/veya dolayli bir iliski oldudu éne siirmiis; ancak, elde edilen sonuglar
farkh hiicre kiiltiirii ve/veya hayvan modellerinde hem anti-kanserojen hem de kanserojen etkisi olabilecedini géstermistir. insan
kolorektal adenokarsinom (Caco-2) hiicrelerine etkisi daha dnce dederlendiriimemistir. Bu g¢alismanin amaci, hidatik kist sivisi
uygulamasinin bazi apoptotik genlerin (BCL-2, p53 ve BAX) ve epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) genlerinin (e-kaderin ve vimentin)
ekspresyonu ve hiicre proliferasyonu lizerine etkisini degerlendirerek Caco-2 hiicre hattinda olasi anti-kanserojen veya kanserojen etkisini
molekiiler diizeyde aydinlatmaktir. Hidatik kist sivisi uygulamasinin sonrasinda hiicre proliferasyonu, apoptotik genler ve EMT gen
ekspresyonu lzerindeki etkisini degerlendirmek igin hiicre proliferasyon analizi (XTT ile) ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) yapilmustir. Uygulama sonrasinda uygulama dozu ile orantili olarak hiicre proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit
edilmistir. BAX ve p53 gen ifadelerinde doza bagli azalma ve BCL-2 gen ifadesinde artis tespit edilmistir. Bunun yani sira hiicre kiiltiiriinde
EMT gézlenmis ve e-kaderin (CDH1) ve vimentin ekspresyonlari ile molekiiler diizeyde dogrulanmistir. Bu ¢alisma ile hidatik kist sivisinin,
Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi hiicre proliferasyonunu dogrudan arttirdigi ve Caco-2 hiicre hattinin apoptoza karsi ¢ok daha direncli ve
metastatik hale gelmesine neden oldudu tespit edilmistir. Bu ¢alisma, ilk kez Caco-2 hiicre hattindan apoptotik yolakta hidatik kist sivinin
olasi mekanizmasina isik tutmaktadir.

Anahtar kelimeler: apoptoz, Echinococcus granulosus, epitelyal-mezenkimal gecis, kanser, kist hidatik sivisi

ABSTRACT

The Effect of Echinococcus granulosus sensu stricto-Derived Hydatid Cyst Fluid Application on Epithelial-Mesenchymal
Transition and Apoptosis on Caco-2 Cell Line

Cystic echinococcosis (CE) is a zoonotic infection caused by the larval form of Echinococcus granulosus sensu lato. Studies suggested a
direct and/or indirect relationship between E. granulosus infection and cancer; however, results showed both anti-carcinogenic and
carcinogenic effects in different cell culture and/or animal models. Its effect on human colorectal adenocarcinoma (Caco-2) cells has not
been previously evaluated. The aim of this study was elucidate the molecular mechanism underlying the possible anti-carcinogenic or
carcinogenic effect of hydatid cyst fluid on Caco-2 cell line at the molecular level via evaluating the effect of its application on cell
proliferation and expression of some apoptotic genes (BCL-2, p53 and BAX) and epithelial-mesenchymal transition (EMT) genes (e-
cadherin and vimentin). Cell proliferation analysis (using XTT) and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) were performed to
evaluate the effect of hydatid cyst fluid on cell proliferation and apoptotic and EMT gene expression, respectively. After the application, a
statistically significant increase in cell proliferation was detected correlated with the application dose. A dose-dependent decrease in BAX
and p53 gene expressions and an increase in BCL-2 gene expression were determined. EMT is also observed and confirmed via e-cadherin
(CDH1) and vimentin expression levels. With this study, the application of hydatid cyst fluid to Caco-2 cells directly increases cell
proliferation. Thus, it caused the Caco-2 cell line to become much more resistant to apoptosis and prone to metastasis. This study sheds
light on the possible mechanism of hydatid cyst fluid in the apoptotic pathway from the Caco-2 cell line for the first time.
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Patojen mikroorganizmalarin neden oldugu inflamasyonun genellikle kanser gelisimini destekledigi kabul edilmekte
olup, diinya genelindeki kanser vakalarinin yaklasik %15.6’sinin patogenezinde yer aldiklari tahmin edilmektedir*®?*?°),
Ozellikle helmintlerin, konakta kanser gelisimi ile iliskili etkileri arastirlmaktadir. Bu baglamda, Schistosoma japonicum
karaciger ve kolorektal kanser igin bir risk faktorii olarak kabul edilirken, Clonorchis sinensis ve Opisthorchis viverini
kolanjiokarsinom etkeni olarak kabul edilmektedir™. Bununla birlikte, Echinococcus granulosus sensu lato’nun da igerisinde
oldugu belirli patojen tirlerinin, kanser gelisimini indiklemek vyerine azaltabilecegine veya timor gerilemesini
kolaylastirabilecegine dair kanitlar da bulunmaktadir'*®.

Kistik ekinokokkoz (KE), E. granulosus s.l.’nun larva formunun neden oldugu zoonotik karakterli bir enfeksiyondur(g).
KE diinya genelinde genis bir dagilim gostermekte olup, 6zellikle Akdeniz tlkeleri, Asya ve Gliney Amerika'da daha yiksek
siklikla gérﬂlmektedir(8’27’28). Enfeksiyonun kirsal alanda képekler ile yakin temasta yagayan hayvancilik ve tarim aktiviteleri
ile ugrasan kisileri daha ¢ok etkiledigi bilinmektedir®. Hastalik her zaman asemptomatik olarak baslamakta ve genellikle
sessiz ilerlemektedir®. Gelisen kistlerin komsu doku Uzerindeki baskiyi arttirmalari veya diger patolojiler sonucu enfeksiyon
semptomatik hale gectiginde klinik belirtiler 6zgll olmayip, genellikle tesadifen tani konmaktadir®®. Hidatik kist, ici sivi
dolu bir kiire seklinde, icte germinal tabaka ve dista laminar tabakadan olusmaktadir. Kist sivisi, genellikle berrak, renksiz ve
kokusuz olup, antijenik bir yapi gostermektedir. Fertil kistlerde sivi icerisinde protoskoleks yapisi goriliirken, dejenere
kistlerde kist sivisinda ¢ok sayida serbest kanca gérulebilmektedir(l).

E. granulosus ile kanser arasindaki iliski pek cok bagimsiz grup tarafindan arastirilmis ve galismalarin cogunda anti-
kanserojen bir etkisi oldugu biIdiriImi§tir(24). Retrospektif bir calismada, KE hastalarinda malign tiimér gelisimi agisindan bir
farkhihk olup olmadigi arastiriimis ve malign timoér gelisiminin bu hasta grubunda anlamli olarak disik oldugu
saptanm|§tlr(2). Buna karsin, bazi calismalarda, KE'nin konak immun yaniti ile iliskili olarak kanserojen etkilere sahip
olabilecegi 6ne sirilmiistiir. Ote yandan, cesitli kanser tiirleri ile protoskoleks ve E. granulosus'un eriskin formlari arasindaki
antijenik benzerlikler, kanserle iliskili musin tipi O-glikosillenmis antijenler icin rapor edilmis olup, bunlarin gesitli kanserler
ve parazit arasinda imminolojik c¢apraz reaksiyonlarin indiiklenmesinde rol oynayabilecekleri dU§UnUImU§tUr(3). E.
granulosus'un dogrudan veya dolayli anti-kanser etkilerinin olabilecegi ve hidatik kist sivisinin (HKS) kansere karsi
imminoterapotik bir ajan olarak kullanilabilecegi 6ne sUrUImUstUr(u). Sonug olarak, E. granulosus'un kanser ile iliskisi
acisindan bir fikir birligi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, insan kolorektal adenokarsinom hiicreleri (Caco-2) lizerinde HKS
uygulamasinin olasi kanserojen veya anti-kanserojen (proliferasyon, apoptoz (BCL-2, p53 ve BAX)) etkisinin in vitro olarak
arastiriimasi ve degerlendirilmesi amaglanmistir. Ek olarak, Caco-2 hicrelerinin epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT), HKS
uygulamasindan sonra E-kaderin (CDH1) ve vimentin ekspresyonlari kullanilarak degerlendirilmistir. Temel olarak, bu
¢alisma, HKS'nin Caco-2 hiicreleri Gizerindeki olasi kanserojen etkisini molekiler diizeyde aydinlatmayi amaglamaktadir.

GEREG VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Calismada Caco-2 (insan kolorektal adenokarsinom) hiicreleri kullanilmistir. Caco-2 hiicreleri antibiyotiklerle desteklenen
(100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin), %10 oraninda FBS iceren DMEM/F12 besiyeri (tam besiyeri) ile slispanse
edilerek, 37°C'de 5 % CO, iceren nemli atmosferde inkiibe edilmistir.

Hidatik Kist Sivisinin Mikrobiyolojik incelenmesi

Bu calismada, mezbahada yapilan rutin hayvan kesimleri sonucu, hidatik kisti oldugu belirlenen bir sigir karacigerinden
aseptik kosullarda elde edilen kist sivisi kullaniimistir. Protoskoleks varhigini incelemek amaciyla dogrudan mikroskobik
inceleme yapilmistir. DNA izolasyonu igin Uretici firmanin talimatlarina uygun olarak Thermo Blood and Tissue DNA
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullaniimistir. Elde edilen DNA, mitokondriyal bir gen olan sitokrom oksidaz 1 (mt-
CO01) geninin ~875 baz cifti bolgesini hedefleyen primer seti kullanilarak amplifiye edilmi§tir(16).
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Hiicre Proliferasyon Deneyi

HKS’nin, Caco-2 hiicre hatlarinin proliferasyonu tzerindeki etkilerini belirlemek igin 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-silfofenil)-
2H-tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) deneyi yapilmistir. Doksan alti kuyucuklu hiicre kaltirt plaklarinin her bir kuyucuguna
yaklasik 5x10* hiicre ekilmistir. Ekili hticreler, HKS’nin farkli sulandirimlari (1:5, 1:3, 1:2) (h/h) ile muamele edildikten sonra,
37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda her kuyuya 50 pL XTT soliisyonu eklenmis ve hiicreler
tekrar 37°C'de 2 saat inklbe edilmis, sonrasinda plaklar, mikroplak okuyucuda 450 nm'de okunmustur. Sonuglar kontrol
grup degerleri kullanilarak standardize edilmistir. XTT deneyi en az Ug¢ kez tekrarlanmistir.

Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Caco-2 hicreleri 6 kuyucuklu hiicre kultiaria plaklarina yaklasik 3x10° hicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. 24 saat
inkiibasyon sonrasinda Caco-2 hicrelerine HKS’nin farkh sulandirimlari (1:5, 1:3, 1:2) (h/h) muamele edilmis ve 24 saat
37°C’'de inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben, hiicrelerden RNA ekstraksiyon kiti ile Uretici firmanin yénergeleri
dogrultusunda total RNA izole edilmistir. Komplementer DNA (cDNA) 1 pg total RNA’dan ters transkriptaz kullanilarak
sentezlenmistir. Orneklerde kontaminasyon olmadigi negatif kontroller kullanilarak dogrulanmistir. RT-PCR analizi 96
kuyucuklu plaklar ve SYBR Green PCR Master Mix kullanilarak ViiA 7 Real-Time PCR (Applied Biosystems) sistemi ile
gergeklestirilmistir. Amplifikasyon reaksiyonu (25 pl) Uretici firmanin yonergeleri dogrultusunda 1:5 oraninda seyreltilmis; 5
pl 6rnek varliginda tgli kontrol sistemi ile gergeklestirilmistir. Her deneyde arastirilan genin degeri, i¢ kontrol geninin
(housekeeping gene; GAPDH) degerine oranlanarak normalize edilmistir. Kullanilan ileri ve geri yonliu primer ciftlerinin
tamami Tablo 1'de g6sterilmistir.

Tablo 1. Calisma kapsaminda kullanilan primer dizileri.

Primerler Diziler

F: 5'-ATGGGCAGCCGTTAGGAAA-3'

GAPDH R: 5'-GCATCGCCCCACTTGATTTT-3’
BAX F: 5'- CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG-3'
R: 5'- CCAGCCCATGATGGTTCTGAT-3'
BCL-2 F:5'- GGTTGGGGTCATGTGTGTGG-3'
R: 5'- CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC-3'
P53 F: 5- CAGCACATGACGGAGGTTGT-3'

R: 5'- TCATCCAAATACTCCACACGC-3'
E-kaderin F:5’-TGGGCCAGGAAATCACATCCTACA-3’
R:5-TTGGCAGTGTCTCTCCAAATCCGA-3’

Vimentin F:5’-CCAAGACACTATTGGCCGCCTGC-3’
R:5’-GCAGAGAAATCCTGCTCTCCTCGC-3’

BULGULAR

Hidatik Kist Sivisi incelemesi
Mikroskobik inceleme sonucu, kist sivisinda protoskoleks varligi tespit edilmistir. Yapilan DNA dizi analizi sonucu, BLAST
algoritmasina gore E. granulosus sensu stricto (G1-G3 genotipleri) olarak belirlenmistir.

Hiicre Proliferasyon Deneyi (XTT)

Cesitli sulandirirmlarnda HKS uygulanan Caco-2 hiicreleri icin XTT sonuglari Sekil 1’de verilmistir. Sonug olarak, in vitro HKS
uygulamasinin Caco-2 hiicreleri lizerinde toksik etkisinin bulunmadig tespit edilmis. Buna ek olarak, HKS'nin 1:3 ve 1:2
oraninda uygulanmasinin hiicre proliferasyonunu énemli 6lgiide arttirdigi gérilmustir (***P<0.001, kontrole karsi).
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Sekil 1. Caco-2 hiicrelerine hidatik kist sivisi uygulamasi sonrasi XTT ile elde edilen hiicre proliferasyonu sonuglari
(***P<0.001, kontrole karsi).

Apoptotik genler icin RT-PCR
HKS uygulanan Caco-2 hicreleri, apoptotik yolaklari kontrol eden BAX, BCL-2 ve p53 gen ekspresyonlari agisindan
degerlendirilmistir. Rolatif gen ekspresyon seviyeleri Sekil 2'de verilmistir.
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Sekil 2. Caco-2 hiicrelerine hidatik kist sivisi uygulamasi sonrasi rélatif BAX, BCL-2, p53 gen ekspresyon seviyeleri
(**P<0.01, ***P<0.001; kontrole karsi).
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Sonuglara gére HKS 1:5 orani uygulandiginda p53 gen ekspresyonu artis gostermistir (P<0.01). Ancak; HKS hacim orani
arttinldiginda, 1:3 oraninda p53 ekspresyonu kontrol seviyesine geri dénmis ve 1:2 oraninda gen ekspresyonu dnemli
Olglide azaldig tespit edilmistir (P<0.001). BAX ve BCL-2 ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde, uygulamalardan sonra
(1:5, 1:3 ve 1:2) BAX ekspresyon seviyeleri dnemli azalmis (P<0.001) ve 1:5 oraninda uygulamadan sonra BCL-2 seviyelerinde
artis gozlenmis (P<0.01), 1:3 ve 1:2 uygulama icin ise ekspresyon degismeden kalmistir. Bu dogrultuda, HKS uygulamasi ile
BAX/BCL-2 orani azalmistir.

EMT Genleri igin RT-PCR
HKS uygulamasi yapilmis Caco-2 hiicreleri, EMT’yi kontrol eden e-kaderin ve vimentin genlerinin ekspresyonu agisindan
degerlendirilmistir. Rolatif gen ekspresyon seviyeleri Sekil 3'te verilmistir.
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Sekil 3. Caco-2 hiicrelerine hidatik kist sivisi uygulamasi sonrasi rolatif e-kaderin ve vimentin gen ekspresyon seviyeleri
(*P<0.05, ***P<0.001; kontrole karsi).

RT-PCR sonuglarina gore HKS uygulamasindan sonra (1:5, 1:3 ve 1:2) hacim oranindan bagimsiz olarak e-kaderin seviyeleri
o6nemli 6lclide azalmistir (P<0.001). 1:5 ve 1:3 oranli uygulamalarda vimentin ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir fark
tespit edilmemistir. Ancak 1:2 uygulama sonucunda istatistiksel olarak anlamli olarak vimentin ekspresyonunda 2 kat artis
gorialmustir (P<0.05).

TARTISMA

Gilnlimiuzde kronik enfeksiyonlar ve kanser gelisimi arasindaki iliskiyi bildiren veriler giderek artmaya devam
etmektedir. E. granulosus enfeksiyonu ile kanser arasindaki iliski, konuyla ilgili celiskili raporlar nedeniyle belirsizligini
korumaktadir. Retrospektif bir calismaya gore, KE Tirkiye’de yliksek insidans ile rastlanan bir parazitik enfeksiyon olmasina
karsin solid timorli hastalarda ¢ok distik oranda bildirilmi§tir(2).
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Buna karsilik, Kibris'tan retrospektif bir analizde tam tersi bir sonug rapor edilmistir(lg). Ote yandan, farkli gruplar tarafindan
yapilan in vitro hiicre kiltlrd ve in vivo hayvan galismalarinda geliskili sonuglar elde edilmis, bu nedenle E. granulosus'un
kanserojen veya anti-kanserojen etkisi konusunda bir fikir birligi saglanamamistir. Laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesini ve
hiicre sayisini degerlendiren bir calismada, protoskolekslerin in vitro olarak WEHI-164 fibrosarkom huicrelerinin dlimuni
indiikleyebildigi gésterilmi§tir(30). Bununla birlikte, protoskolekslerin hiicre 6limine neden oldugu mekanizma ve LDH
aktivitesinde gbzlenen degisikligin olasi mekanizmasi arastirilmamistir. Ayrica, HKS uygulamasinin fare meme kanseri (4T1)
hicre hattinda apoptoz indlksiyonu (zerine ¢alisiilmis ve hidatik kist antijenleri, 6zellikle 78 KDa ve glikoprotein
fraksiyonlari, 4T1 hiicrelerinde apoptozu indikledigi biIdiriImistir(G). Daha sonra ayni ¢alisma grubu, kist hidatik sivisinin 78
kDa fraksiyonunun, 4T1 meme timorlerine karsi bagisiklama igin en etkili fraksiyon oldugunu belirlemi§lerdirm. Ote yandan,
yakin tarihli bir ¢alisma, E. granulosus protoskolekslerinin hepatoseliiler kanser hiicrelerinin cogalmasini ve invazyonunu
destekleyebilecegini biIdiriImistir(zg). Birgcok rapor, kanserler ve parazitler arasinda kanser olusumuyla yakindan iligkili bazi
ortak ozellikler ve antijenler oldugunu gbstermigtir(m’ls’ls). Ayrica, 6nceki ¢alismalar KE ve malign tUmdrler arasinda bir
baglanti olabilecegini gésterilmi§tir(4'5).

Bu calismada, Caco-2 hiicrelerine HKS uygulamasi sonrasi, apoptoz mekanizmasinin dizenleyicilerinden p53, BAX
ve BCL-2 gen ekspresyonlari degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gbre, 1:5 oraninda HKS uygulandiginda p53 gen
ekspresyonlarinda artis olurken (P<0.001); HKS hacim orani arttiginda (1:3) kontrol diizeyine donmdustiir. HKS orani 1:2 ile
p53 gen ekspresyonu onemli 6lglide azalmistir (P<0.001). p53, timor baskilayici proteindir ve stresli kosullar altinda,
apoptozu ve DNA onarimini tesvik ederek hiicre ¢ogalmasini siki bir sekilde diizenleyip kontrol eder™. Dolayisiyla, bu
sonug, XTT (Sekil 1) sonucuyla tutarh olarak, p53'lin azalmasiyla iliskili hiicre proliferasyonunda bir artis ve apoptozda
azalmayi gostermektedir. BAX ekspresyon seviyeleri uygulamalardan (HKS 1:5, 1:3 ve 1:2) sonra 6nemli ol¢lide azalmistir
(P<0,001). HKS orani 1:5 ile uygulandiginda anlamli artis gosterirken (P<0.01); 1:3 ve 1:2 oranlarinda kontrole gore
istatistiksel olarak degisiklik gostermemislerdir. Sonug olarak, BAX/BCL-2 oraninin HKS uygulamasi ile azaldigi tespit
edilmistir. BCL-2 ailesi hicre canliligini desteklemekte (6rn: BCL-2, BCL-HL ve MCL-1) ve hiicre 6limini kontrol eden (6rn:
BAX, BAK ve BCL-XS) lyelerden olusmaktadir. p53, BCL-2 ekspresyonunda bir azalmaya ve BAX ekspresyonunda bir artisa
neden olarak hiicrelerin apoptoza duyarlhigini kontrol edebilmektedir. BAX ve BCL-2, apoptozun en iyi bilinen dizenleyicileri
olup, bu proteinlerin apoptozun kontroliinde agik antagonistik etkisi, BAX/BCL-2 proteinlerinin hiicre i¢i orani, apoptoz
duyarhliginin hiicresel bir belirteci olarak tanimlanmaktadir™™**. Bu baglamda, apoptotik bir sinyale yanit veren bir hiicre,
yuksek bir BAX/BCL-2 oranina sahip olurken, kemoterapétik ilaglar, radyasyon ve hipoksi gibi ¢ok cesitli hiicre 6limu
uyaranlarina daha duyarh olacaktir®™?. Bu nedenle, BAX/BCL-2 orani, timor ilerlemesini ve agresifligini etkileyen bir
parametre olarak degerlendiriimektedir. Ek olarak, bir epitel hicrenin mezenkimal hiicreye dénismesi, morfoloji ve
migrasyon Ozelliklerinde degisiklikler olusmasina neden olmaktadir. EMT icin e-kaderin ve vimentin en yaygin kullanilan
molekiler belirtegler arasinda sayllmaktadlrm’m. Caco-2 hiicre hatlari, olgun bagirsak hiicrelerine farklilasma yetenekleri
nedeniyle bilinmekte ve farklilasma potansiyelleri nedeniyle in vitro EMT galismalari igin siklikla kullanilan hiicrelerdir™.
Bircok tiimér hiicresi EMT sergilemektedir. Ozellikle bu gegislerde mezenkimal formdaki timér hiicreleri, epitelyal forma
gore daha direngli, invaziv ve daha kotli prognoza sahiptir. Tumorlerin epitel hiicreleri, kanser gelisimi sirasinda metastaza
katkida bulunan istilaci &zellikler kazanmaktadir'™. Bu nedenle, EMT slirecini ve diizenlenmesini arastirmak, kanser
gelisiminin daha iyi anlasilmasina olanak saglayacaktir. HKS uygulamasindan sonra uygulamanin hacim oranindan bagimsiz
olarak e-kaderin seviyeleri 6nemli 6l¢lide diisis gostermistir (P<0.001). Vimentin ekspresyon seviyeleri ise 1:5 ve 1:3 HKS
oranli uygulamada istatistiksel olarak degismeden kalirken, 1:2 oranh uygulama sonrasinda vimentin ekspresyonunun
onemli ol¢lide (2 kat) arttigi gézlenmistir (P<0.05). Boylece, HKS uygulamasi sonrasi, Caco-2 hicrelerinde EMT gegisi oldugu
gosterilmistir.

Sonug olarak, bu calisma kapsaminda ilk defa Caco-2 hiicre hattina HKS uygulamasi sonrasinda XTT sonuglari ile
tutarh olarak, p53'iin azalmasiyla iliskili hiicre proliferasyonunda bir artis ve apoptozda bir azalma oldugunu goésterilmistir.
Ayrica BAX/BCL-2 oraninin azalmasi, uygulama sonrasinda Caco-2 hiicrelerinin apoptoza direncli hale geldigini
gostermektedir. Bu sonuglar, Caco-2 hiicrelerinde gorilen EMT donlsiimu ile de desteklenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari,
Caco-2 hiicrelerine HKS uygulamasinin hiicre proliferasyonunu arttirdigini ve apoptoza karsi direnci degistirdigini ve EMT ile
sonuglanarak hicrelerin daha istilaci, agresif ve kotli prognoza sahip olmasina neden oldugunu géstermektedir.
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