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Abstract

Metastasis is among the most important factors in the decrease in breast cancer survival and treatment failure.
It is of great importance to elucidate the molecular pathways of breast cancer metastasis. Recent research shows that
polyphenolic compounds in plants have anti-invasive and anti-metastatic activities. Molecular mechanism of black
grape extract including abundant polyphenols on breast cancer and metastasis are not yet fully known. In our study, it
was aimed to determine the effect of black grape extract applied to human breast cancer cell line on cell viability and
adhesion and on MMP-9 gene expression, which is thought to have a role in metastasis. In the study, cell viability by
trypan blue method, cell adhesion with 3'-[1-[(phenylamino)-carbony]-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)benzene-
sulfonic acid hydrate (XTT) method and matrix metalloproteinases 9 (MMP-9) gene expression by gRT-PCR were
determined in MCF-7 breast cancer cell lines. In our study, it was found that black grape extract decreased MMP-9 gene
expression, cell viability and adhesion and this decrease was not statistically significant (p> 0.05). The study results
support the hypothesis that natural anti-cancer agents such as polyphenols can be prevent cancer to occur and spread by
acting on molecules such as MMP-9. However, further studies are needed to elucidate the molecular mechanisms of
polyphenols.
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Siyah iiziim ekstresinin meme kanseri hiicrelerinde MMP-9 gen ekspresyonu iizerine etkisi

Ozet

Meme kanseri sag kalim oranindaki diisiis ve tedavisindeki bagarisizligin en 6nemli etkenleri arasinda metastaz
gorillmektedir. Meme kanseri metastazinin molekiiler yolaklarmin aydinlatilmasi biiyiik bir 6neme sahiptir. Son yillarda
yapilan arastirmalar, bitkilerde bulunan polifenolik bilesiklerin anti-invaziv ve anti-metastatik yeteneklere sahip
oldugunu gostermektedir. Bol miktarda polifenol iceren siyah iiziim ekstresinin meme kanseri ve metastaz1 tizerindeki
etkisi ve molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda, insan meme kanseri hiicre dizisine
uygulanan siyah tiztim ekstresinin hiicre canlilig1 ve adezyonuna etkisi ile metastazda rolii olabilecegi diisiiniilen MMP-
9 gen ekspresyonu {iizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. MCF-7 meme kanser hiicre dizilerinde tripan blue
yontemi ile hiicre canliligi, sodium 3'-[1-[(phenylamino)-carbony]-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)benzene-
sulfonic acid hydrate (XTT) yontemi ile hiicre adezyonu ve qRT-PCR ile matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) gen
ekspresyonu belirlenmistir. Caligmamizda, siyah {izim ekstresinin MMP-9 gen ekspresyonunu, hiicre canliligi ve
adezyonunu azalttigi, bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigr bulunmustur (p>0.05). Sonu¢ olarak
polifenoller gibi dogal kanser dnleyici ajanlarin MMP-9 gibi kanserin olusmasini ve yayilmasini saglayan molekiillere
etki ederek onleyebilecegi fikri desteklenmistir. Bununla birlikte polifenollerin etkiledigi molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilabilmesi i¢in ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: meme kanseri, MCF-7, liziim ekstresi, MMP-9, gen ekspresyonu
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1. Giris

Meme kanseri diinya ¢apinda en yaygin goriilen kanserler arasinda yer almakta ve kadinlarda kansere bagh
olimlerin nedenleri arasinda etkin bir rol oynamaktadir. Meme kanseri sag kalim oranindaki diisiis ve tedavisindeki
basarisizligin en 6nemli etkenleri arasinda metastaz goriilmektedir. Metastazin engellenmesi meme kanseri ile
miicadelede 6nemli bir basamak gibi goriinmektedir. Meme kanseri metastazinin molekiiler yolaklarmin aydimnlatilmasi
bu nedenle biyiik bir 6neme sahiptir.

Matriks metaloproteinazlar (MMP'ler), hiicre dis1 matriks bilesenlerinin yeniden sekillenmesinde gorevli,
20'den fazla farkli iiyesi olan ¢inkoya bagli endopeptidaz protein ailesi olarak tanimlanmaktadir [1,2]. MMP ailesi
iyeleri, jelatinler, kolajenazlar, stromelisinler, matrilisinler ve membran tipi MMP'ler olmak iizere gesitli gruplara
ayrilmaktadir [3]. MMP’ler tiimor mikro g¢evresinin diizenleyicileri olarak, birgok mekanizma yoluyla kanserlesme
slirecinin baglamasina, gelismesine ve ilerlemesine katkida bulunan énemli faktorler arasinda gosterilmektedir [4,5].
Ozellikle metastazla ilgili MMP'ler, bazal membranlar1 bozar, hiicre disi matriks bilesenlerini yikima ugratir ve hiicresel
invazyonu uyarir [4,5].

Jelatinaz B olarak da bilinen matriks metaloproteinaz-9 (MMP-9), 20g13.12 kromozomunda lokalize, 13
ekzon ve 12 introndan olugan gen bolgesi tarafindan sentezlenir [3,6]. MMP-9 kanser hiicresi invazyonunda ve timor
metastazinda oynadigi rol nedeniyle en yaygin aragtirilan MMP'lerden biri olup, agresif ve metastatik meme kanseri ile
kuvvetli bir sekilde iligkisi oldugu gosterilmistir [3,6,7]. Yapilan arastrmalarda insan meme kanserinde MMP-9’un
stromal hiicrelerden ekspresyonunun énemli bir prognostik etki gosterebilecegi bildirilmistir [8,9]. Arastirmalar saglikl
meme dokusunda MMP-9 gen ekspresyonunun diisiik seviyede, meme kanseri hiicrelerinde ise anlamli derecede yiiksek
seviyede oldugunu gostermektedir [10-13]. Bu nedenle meme kanserinde, MMP-9'un biyobelirte¢ olabilecegi iizerinde
onemle durulmaktadir. Ayrica, timér hiicreleri tarafindan yitksek MMP-9 ekspresyonunun, lenf nodu ve uzak organ
metastazi ile iligkisi belirtilmistir [9,14,15]. Metastatik lenf nodlarmda MMP-9'un asir1 ekspresyonu gosterilmistir.
Meme kanseri dokularinda MMP-9 ve MMP-2 ekspresyon seviyelerinin lenf nodu metastazi ve timor evrelemesi ile
korele oldugu bulunmustur [13].

Son yillarda yapilan arastirmalar, bitkilerde bulunan polifenolik bilesiklerin anti-invaziv ve anti-metastatik
yeteneklerine sahip oldugunu gostermektedir. Bitkisel kimyasallarin onemli bir grubunu olusturan bu polifenolik
bilesikler, bitkilerin koklerinde, sebzelerde, meyvelerde, ¢ay, kahve, kakao, sarap gibi bitkisel iiriinlerde yiiksek
miktarlarda bulunmaktadir. Polifenoller, diyetteki baglica antioksidanlardir [16]. Diyet konsantresi olarak tiiketilen
liziim ekstreleri yiiksek diizeyde polifenol icermektedir. Siyah iiziim ekstresi (enoant), Vitis vinifera L. (Cabernet-
Sauvignon ve Merlot) cinsi siyah liziimlerin kabugu ve cekirdeginden elde edilmektedir [17]. Ekstre antioksidan,
antibakteriyel ve antialerjik 6zelliklere sahiptir. Ekstrenin kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum ve bagisiklik sistemi
hastaliklari, alerji ve bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde terapotik ve profilaktik amaglarla kullanilabilecegi
bildirilmektedir. Ayrica, kanser tedavisinde kemoterapétik ajanlarin ve iyonlastirici radyasyonun zararl etkilerine karsi
kullanilabilecegi Onerilmektedir [18]. Bunun yaninda siyah iiziim ekstresinin meme kanseri ve metastazi iizerindeki
etkisi ve molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda, insan meme kanseri hiicre dizisine
uygulanan siyah tiziim ektresinin hiicre canlilig1 ve adezyonuna etkisi ile metastazda rolii olabilecegi diistiniilen MMP-9
gen ekspresyonu tizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve yontem
2.1 Hiicre Kiiltiirii

Calisgmamizda MCF-7 meme kanser hiicre dizileri, 25 cm?’lik flasklarda % 10 fétal bovine serumu (FBS),
%1 penisilin/streptomisin ve 2 mM L-glutamin igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyeri
icerisinde, 37°C’de %5 CO; i¢eren ortamda kiiltiire edildi.

2.2 Uziim ekstresi

Calismamizda fenolik madde igerigi folin metodu ile 47,78 mg gallik asit/ml belirlenen “Enoant” siyah tiziim
ekstresi kullanildi.“ Enoant” igeriginde, katesin (333,0 +2,607 ppm), epikatesin (154,4 +0,305 ppm), trans-resveratrol
(6,469 +0,05 ppm) ve kersetin (43,74 +0,335 ppm) polifenolleri bulunmaktadir [17]. Uziim ekstresi Enoant MCF-7
hiicrelerine 2 kere 1/1000 olarak seyreltilerek elde edilen iki farkli konsantrasyonda (E1 ve E2) 24 saat siireyle
uygulandi.

2.3 Hiicre canliligi
Uziim ekstresine maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde canhlik yiizdesi tripan blue ydntemi kullanilarak

belirlendi. Inkiibasyon sonrasinda tripsinlenerek flask tabanindan ayrilan hiicreler tripan blue boyasma maruz birakildu.
15 dk sonra boyanan cansiz ve boyanmayan canli hiicrelerin miktari neubauer laminda sayilarak belirlendi. Sayim
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sonrast % hiicre canlihigi formiiline gore belirlendi. Formiil: ‘canli hiicre sayisi/(canli hiicre sayisi+oli hiicre
say1s1)x100’

2.4 Hiicre adezyonu

Uziim ekstresine 24 saat siireyle maruz birakilmak iizere MCF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu platelere her
kuyucukta 7x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Ekimi yapilan hiicrelerden iiziim ekstresi uygulanan ve uygulanmayan
deney gruplar1 olusturuldu. Her deney grubu i¢in kuyucuklarin yarisinda adezyonu belirlemek i¢in yikama islemi
yapilirken, diger yarisinda yikama islemi yapilmadi Adezyon kuyucuklarinda yikama iglemi 3 kez PBS ile
gergeklestirildi. Yikanan ve yikanmayan kuyucuklara taze 100 pl besiyeri ve 50 pul XTT soliisyonu eklenerek ELISA
cihazinda 450nm dalga boyunda 6lgiildii. Olgiim sonuglari formiilde yerine konarak adezyon belirlendi. Deneyler 3 kez
tekrarlandi. Formiil: 1- [(yikanmamis kuyucuk absorbansi-yikanmis kuyucuk)/yikanmamis kuyucuk)]

2.5 RNA izolasyonu

Uziim ekstresi uygulamasindan 24 saat sonra tripsinize edilen hiicrelerden RNA izolasyonu ticari kit (Bio
Basic, Markham, Kanada) kullamilarak kit prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi. izole edilen RNA 6rneklerinin
miktarlar1 spektrofotometrik olarak mikroplate okuyucu cihazda (Thermo Scientific Drop Plate, USA) 260 nm’de
Olglilerek belirlendi. Absorbans 260 ve 280 nm’de yapilan 6lgiim orani (A260/280) ~1,8-2 arasinda olan RNA’lar saf
olarak kabul edildi. RNA miktarlar1 belirlenen drnekler cDNA sentezi gerceklestirilene kadar -80°C’de saklandi.

2.6 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

MMP-9 gen ekspresyon seviyesini belirlemek {izere izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi (OneScript Plus
cDNA Synthesis, Applied Biological Materials, Kanada) gerceklestirildi. Kit iceriginde yer alan OneScript® Plus
revers transkriptaz (200 U/ul), 5X RT Buffer, dNTP (10 mM), Random (10 puM) primer, RNaseOFF Riboniikleaz
Inhibitor (40 U/ul) ve niikleazsiz su ile olusturulan reaksiyon karigimma 200 ng RNA eklendi. cDNA sentezi PCR
cihazinda (Techne Prime termal cycler, UK); 25°C 10 dk., 42°C 50 dk. ve 85°C 5 dk.’da inkiibe edilerek,
gergeklestirildi. cDNA sentezi sonrasinda 6rnekler qRT-PCR islemine kadar -20°C’de saklandi.

2.7 Real-time PCR (gRT-PCR) analizi

Hiicrelerde MMP-9 ekspresyonu, cDNA’lar araciligi ile qRT-PCR (MIC gPCR, Bio Molecular Systems,
Avustralya ) cihazi kullanilarak belirlendi. Revers transkriptaz reaksiyon triinii cDNA’lar, PCR Master Miks
(TagMan® Gen Ekspresyon Master Miks), MMP-9 genine 6zgii primer-prob seti (TagMan® Gene Expression Assay
(20X)) ve niikleazsiz su igeren reaksiyon karigimi hazirlandi. Reaksiyon karigimi 2 dk 50°C, 10 dk 95°C’de inkiibe
edildikten sonra, 15 sn 95°C, 60 sn 60°C (40 dongii) olacak sekilde okutuldu. MMP-9 (Hs01548727_m1, Applied
Biosystems) hedef gen ekspresyonu, 18S RNA (Hs99999901 s1, Applied Biosystems) housekeeping gen ile normalize
edildi. gRT-PCR’da her bir 6rnek igin 3’er kuyucukta okuma yapildi. Gen ekspresyon seviyeleri, Ct degerleri
kullanilarak 2-4Ct = 2-(Ctgen - Cthousekeeping gen) formyijliine gore hesaplandi [19]. Uziim ekstrakt1 uygulanmayan kontrol grubu
kalibrator olarak belirlendi ve bu gruba gore gen ekspresyon seviyesi kat degisimi hesaplandi. qRT-PCR’da yapilan her
okumada cDNA kalib1 igermeyen kontrol grubu (no template control, NTC) okundu.

2.8 Istatistiksel Analiz

Tim degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk normalite testi ile degerlendirildi. Normal
dagilim gosteren degiskenler tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile karsilastirildi. Varyanslar homojen
oldugu igin ¢oklu karsilagtirmalar Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degeri anlamlilik diizeyi olarak belirlendi ve tiim
analizler IBM SPSS Statistics 21 programi kullanilarak yapild.

3. Bulgular

1. Hiicre canlilig

MCF-7 hiicrelerine liziim ekstresi belirli konsantrasyonlarda uygulandiktan sonra hiicre canlilik yiizdeleri
degerlendirildi. Hiicre canliligmmmm E1 (90,2840+9,17067) ve E2 (90,318+9,31702) konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna (91,2860+9,29825) gore azaldigi bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (sirasiyla
p=0,984; p=0,985) (Sekil 1).
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MCF-7
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Sekil 1. Uziim ektresi uygulanan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canhilik yiizdesi

2. Hiicre adezyonu

E2
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Uziim ekstresinin adezyona etkisi degerlendirildiginde, MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuna gére adezyonun

istatistiksel olarak anlamli olmayan azalmaya neden oldugu bulundu (sirasiyla p=0,134; p=0,120) (Sekil 3).
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Sekil 2. Uziim ektresi uygulanan MCF-7 hiicrelerinde hiicre adezyonu

2. MMP-9 gen ekspresyonu

E2

MCF-7 hiicrelerine {iziim ekstresi uygulandiktan sonra MMP-9 gen ekspresyonunun kontrol grubuna gore
azaldig1 belirlendi. Bu azalmanin kontrol grubuna goére E1 konsantrasyonu uygulanan grupta 0,81 kat, E2
konsantrasyonu uygulanan grupta -0,22 kat oldugu bulundu (Tablo 1).

Tablo 1. MMP-9 Gen Ekspresyonu Kat Degisimi

Gen Ekspresyonu

MMP-9

Kontrol

1

El

0,81

E2

-0,22

4. Sonuglar ve tartisma

Tiimor metastazi meme kanseri mortalitesinin baslica nedenleri arasinda yer almaktadir. Bugiine kadar
yapilan g¢aligmalar, meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan polifenollerin; antioksidan aktivite gosterme, gen
ekspresyonunu diizenlenme, hiicre dongiisiinii durdurma, apoptozu uyarma, bagisiklik sistemini diizenleme, anti-invaziv
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ve anti-metastatik yeteneklere sahip oldugunu gostermistir [20]. Polifenollerin baglattii hiicresel yolaklarin meme
dokusundaki kanserojen siiregleri geciktirebilecegi ve azaltabilecegi yapilan arastirmalarda onerilmektedir [21,22]. Bu
aragtirmalardan birinde; polifenollerce zengin Euphorbia supina ekstraktinin metastatik meme kanseri MDA-MB-231
hiicrelerinde TNF-o aracili VCAM-1 ekspresyonunu etkili bir sekilde azalttigi, MMP-9 aktivasyonun ve hiicre
invazyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu ekstraktin normal hiicrelerde minimal sitotoksisite gostermesi nedeniyle
kanser metastazina kars1 terap6tik bir ajan olarak kullanilmasi 6nerilmistir [23]. Baska bir ¢aligmada Artemisia annua
L., bitkisinden elde edilen polifenollerin MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri tizerindeki anti-metastatik etkileri
arastirildiginda, MDA-MB-231 hiicrelerinin endotel hiicrelere adezyonunu VCAM-1 ekspresyonunun azaltarak inhibe
ettigi, MMP-2 ve MMP-9 inhibisyonuyla hiicre invazyonunu inhibe ettigi bulunmustur [24].

Uziim gekirdegi ekstraktlari, antioksidan kapasitesi yiiksek, kemopreventif ve antikanser 6zelliklere sahip
oldugu bilinen zengin bir polifenol kaynagidir. Molekiiler etki mekanizmalarmin tamami tam olarak bilinmemekle
birlikte, liziim ¢ekirdegi ekstresi aromataz/Gstrojen biyosentezini baskilamasi nedeniyle meme kanserine karsi
kemopreventif ajan olarak kabul edilmistir [23,24]. Uziimiin ana bilesenlerinden biri olan resveratroliin, anti-invaziv
mekanizmaya olan etkisinin aragtirildigt bir ¢alismada, MCF-7 meme kanser hiicre dizilerine, resveratroliin 2, 5 ve 10
uM konsantrasyonlar: uygulanmustir. Aragtirmada resveratroliin insan meme kanseri hiicrelerinin invazyonuna ve
MMP-9 ekspresyonuna olan inhibe edici etkisinin kismen MAPK/ERK sinyal yolagi iizerinden gergeklestirdigi
bildirilmistir [25]. Uziim ¢ekirdegi ekstraktiin MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde uygulandigi bir baska
calismada, diisilk konsantrasyonlarn MMP-9 ve MMP-2 aktivitesini diigiirerek hiicre migrasyonu ve invazyonunu
azalttig1 gosterilmistir [26]. Uziim cekirdegi ekstresi fenolik fraksiyonun, uygun konsantrasyonlarda MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde apoptotik hiicre dliimiinii indiikledigi bildirilen bir ¢alismada, {iziim ¢ekirdegi ekstresi'nin MCF-7
tizerindeki sitotoksik etkisinin polifenol konsantrasyonuna ve tedavi siiresine bagl oldugu belirtilmigstir [27].

Caligmamizda, MCF-7 hiicrelerine siyah iiziim ekstresi uygulandiktan sonra hiicre canlilik yiizdeleri ve hiicre
adezyonu degerlendirilmistir. Siyah iiziim ekstresinin, MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuna gére hiicre canliligt ve
adezyonunda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte azalmaya neden oldugu bulunmustur. Elde edilen bu 6n
sonuglar, meme kanseri hiicrelerinde uyguladigimiz siyah {iziim ekstresinin anti-kanser etkili bitkisel destek olarak
kullanilabilmesi agisindan umut verici goriinmektedir. Farkli doz, konsantrasyon ve maruz kalma siiresi ile yapilacak
ileri caligmalar siyah liziim ekstresinin meme kanseri tizerindeki etkisini aydilatmada yol gosterici olacaktur.

Insan meme kanseri hiicrelerinde MMP-9 gen ekspresyonunun saglikli hiicrelere gore arttigi farkl
caligmalarla gosterilmistir [8-13]. Uziim cekirdegi esktrakt1 uygulanan MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde diisiik
konsantrasyonlarin MMP-9 ve MMP-2 aktivitesini azaltarak, hiicre migrasyonu ve invazyonunu azaltig1 gosterilmistir
[24]. Bu galigmalar meme kanserinde polifenolik bilesiklerle MMP-9 ekspresyonunu etkileyerek, invazyon ve metastazi
engellenebilecegi fikrini destekler niteliktedir. Calismamizda, siyah iiziim ekstresinin MCF-7 hiicrelerinde MMP-9 gen
ekspresyonunun azalttigi belirlenmistir. Bu sonug, siyah iiziim ekstresinin meme kanseri hiicrelerindeki metastatik
slireci yavaglatabilecegini diisiindiirmektir.

Polifenoller gibi dogal kanser onleyici ajanlarin, bazi karsinogenez yolaklar1 bloke ederek kanserin
olusmasini ve yayilmasini 6nleyebilecegi fikri yapilan arastirmalarla her gegen giin daha da desteklenmektedir. Yapilan
in vitro arastrmalarinin sonuglarinin yorumlanmasi ve klinik uygulamasinin netlestirilebilmesi i¢in ileri ¢alismalara
ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu sayede diyetle alman polifenollerin, prognozu iyilestirmek i¢in mevcut tibbi tedavi
seceneklerini desteklemesi miimkiin olacaktir.
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