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Abstract

Purpose: The aim of this study is to explore the effects of
gossypin on matrix metalloproteinases -2 (MMP-2) and
MMP-9 genes in prostate cancer cells.

Materials and Methods: PC3 cells were grown in culture
and treated with three different concentrations of gossypin
(25-50-100 pg/ml) and cisplatin (50 pM) as a positive
control. First, RNA isolation was performed. Then, cDNA
synthesis was performed and RT-PCR was used to
evaluate mRNA expression levels of MMP-2 and MMP-9
genes.

Results: Gossypin decreased MMP-2 and MMP-9 mRNA
expression in prostate cancer cells in a concentration-
dependent manner. Three concentrations (25-50-100
pg/ml) of gossypin in PC3 cells reduced the mRNA
expression of the MMP-2 gene. While the fold change
value of MMP-2 gene expression was 0.3482 £ 0.040 in
the 100 ug/ml gossypin group, it was 1.007 £ 0.1425 in the
control group. In addition, 50 pg/ml and 100 pg/ml
concentrations of gossypin decreased the mRNA
expression of the MMP-9 gene. The expression level of the
MMP-9 gene in prostate cancer cells was 0.4740 £ 0.038
in the 100 pg/ml gossypin administered group, while it was
1.009 *+ 0.1687 in the control group. There was a positive
correlation between the expressions of the MMP-2 and
MMP-9 genes.

Conclusion: According to the results obtained, it is seen
that gossypin reduces the expression of MMP-2 and MMP-
9 genes in prostate cancer cells and the effects of gossypin
on other genetic and epigenetic mechanisms in cancer
need to be investigated to reveal the anti-cancer.
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Oz

Amag: Bu calismada gossypin’in  prostat kanser
hiicrelerinde matriks metalloproteinaz 2 (MMP-2) ve
MMP-9 genlerinin  mRNA  ekspresyonu tizerindeki
etkilerini arastirmak amaclanmustir.

Gereg ve Yontem: PC3 hucreleri, kiltlr kosullart altinda
buyutildi ve ug farkli konsantrasyonda (25-50-100 ug/ml)
gossypin ve porzitif kontrol olarak sisplatin (50 pM) ile
muamele edildi. Once RNA izolasyonu gerceklestirildi.
Daha sonra ¢cDNA sentezi gergeklestirildi ve RT-PCR
MMP-2 ve MMP-9 genlerinin mRNA ekspresyon
seviyesini degerlendirmek i¢in kullanildi.

Bulgular: Gossypin, prostat kanser hiicrelerinde MMP-2
ve MMP-9 mRNA cekspresyonunu konsantrasyona bagl
olarak azaltmistir. PC3 hiicrelerinde gossypin’in g
konsantrasyonu (25 -50-100 pg/ml) MMP-2 genin mRNA
ckspresyonunu azaltmugtir. MMP-2 geni ekspresyonu kat
degisim (fold change) degeri 100 upg/ml gossypin
uygulanan grupta 0.3482 £ 0.040 iken, kontrol grubunda
ise 1.007 * 0.1425 olarak beliflenmistir. Ayrica 50 pg/ml
ve 100 pg/ml gossypin dozlari, MMP-9 genin mRNA
ckspresyonunu  azaltmistir.  MMP-9  geni ekspresyon
seviyesi ise prostat kanser hucrelerinde 100 pg/ml
gossypin uygulanan grupta 0.4740 £ 0.038 iken, kontrol
grubunda ise 1.009 £ 0.1687 olarak belirlenmistir. MMP-2
ve MMP-9 genlerinin ekspresyonlart arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu gosterildi.

Sonug: Elde edilen sonuglara gére, gossypin’in prostat
kanser hicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 genlerinin
ckspresyonunu azalttig1 ve gossypin’in anti-kanser etkisinin
ortaya cikarilabilmesi icin kanserde diger genetik ve
epigenetik  mekanizmalar  {lizerindeki  etkilerinin  de
arastirilmasina ihtiyac oldugu gorilmektedir.

Anahtar kelimeler: Gossypin, MMP-2, MMP-9, PC-3,
RT-PCR
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GIRIS

Prostat kanseri tim diinyada erkek sagligini etkileyen
oldukca yaygin bir hastaliktirl. Prostat kanseri
erkekler arasinda, kansere baglt 6limlerin 6nde gelen
nedenidir. Tekrarlayan lezyonlarin erken tespiti ve
teshisi, tedaviyi yonlendirmede ve prognozu
iyilestirmede 6nemli oldugunu bilmekteyiz2. Matriks
Metalloproteinazlar (MMP'ler), hiicresel gelisim ve
morfogenezde 6nemli olan hiicre dist matris (ECM)
makromolekulleridir yakinlarindaki  biylime
faktorlerini, hiicre ylizeyi reseptorlerini ve adezyon
molekillerini aktive edebilitler. MMP'ler, ¢inkoya
bagimli  endopeptidazlarin = ana  ailesinin  bir
patcasidir®. MMP'ler vicutta onkolojik patoloji de
dahil olmak tizere bir¢ok patolojik siirecte yer alir®.
Bazi metalloproteinazlar metastaz olayinda yer
alirken, digerleri timor  agresifligi-saldirganhigt
seviyesi ile iliskilendirilmistir. MMP'lerin bazilari ya
teshis yada prognozun tespiti icin belirte¢ olarak
kullanilirlar>. MMP'ler metastatik kaskadin  her
adiminda ana aktSrler olduklarindan ve kanser
Slimlerinin

ve

¢ogu metastatik lezyonlar sonucu
oldugundan, tani ve prognostik belirtecler olarak

MMP'lete olan ilgi artmigtit©.

Gossypin, anti-inflamatuar, antioksidan ve antikanser
aktiviteler sergiledigi bildirilen ve Hibiscus vitifolius'tan
ckstrakte edilen bir flavondur”8. Gossypin’in anti-
kanser etkileri arasinda apoptozun indiksiyonu ve
hiicre invazyonunu azaltmasi yer almaktadir®. Ayrica
gossypin'in anjiyogenez, inflamasyon ve
karsinogenezi  baskiladigt  g6sterilmistir.  Fakat
gossypin’in bu etki mekanizmalart tam net olarak
bilinmemektedir!?.

Bu calismada gossypin’in prostat kanser hicrelerinde
MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyon seviyeleri
tzerindeki etkilerinin  arastirllmast  amaclanmustir.
Yukaridaki  bilgiler, gossypin’in anjiyonezi ve
apoptozu  baskilama gibi etkilerinin = oldugunu
yapilmis calismalarin  bulgulart ve diger taraftan
MMP’lerin  anjiyogenez ve metastaz basta olmak
tizere bircok mekanizmada karsinogenezde rol almasi
bu ¢alismanin yapilmasina 1sik tutmugtur. Bu calisma
gossypin’in prostat kanser hicrelerinde MMP’ler
tzerindeki etkisini arastiran ik calisma olmast
sebebiyle de gelecekte yapilacak i vivo/in  vitro
calismalara da yol g6sterici olabilecegine inantyoruz.

GEREC VE YONTEM

Prostat kanseri PC3 hiicre hattt American Type
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Culture Collection (ATCC, USA)’dan alinmistir. Bu
calisma hiicre hattinda yapiddigi icin etik kurul
basvurusu gerekmemektedir. Hiicre kiltir deneyleri
arastirmact  Dr. Irfan Cimnar tarafindan  Atatiirk
Universitesi, ~Tip  PFakiiltesi  hiicre  kiiltiir
laboratuvarinda gerceklestirilmisgtir.

PC3 hiicre hattt 37° C’de su banyosuna ¢oziinmesi
icin birakildr. Sonra hiicreler flasklara aktarildi. 48 saat
sonra %10 FBS iceren DMEM’de sayim yapildiktan
sonra 96 kuyucuklu plaklara ekilip %5 kanbondioksit
iceren nemli bir ortamda 37° C’de inkiibe edildi. 24
saat sonra ¢ogaltilan hiicreler, literatiire gére!! secilen
25-50-100 pg/ml konsantrasyonda Sigma Aldrich
firmasindan alinan gossypin (CAS Number 652-78-
8)) ve sisplatinle muamele edildi.

MMP2 ve MMP-9 genlerinin mRNA
ekspresyon analizi

RT-PCR metodu ile MMP-2 ve MMP-9 mRNA
ekspresyon deneyleri arastrmact Dr. Ebubekir
Dirican tarafindan  Atatiirk Universitesi Dogu
Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde gerceklestirilmistir.

Gen cekspresyon analizleri i¢in 6 kuyucuklu plaklara
2x10>hucre olacak sekilde ekim islemi gerceklestirildi.
370 Cde %5 katbondioksit olan ortamda
inkiibasyona  birakildi.  Gossypin ve  sisplatin
uygulandiktan 6 saat sonra hicreler plaklardan
kaldirilip homojenize edildi. Daha sonra EcoPURE
Total RNA izolasyon kiti ile RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Kitin dretici firmasinin Onerilerine
gore RNA izolasyon islemi gerceklestirildi. Kitin
protokoline goére, o6nce 400 pul EcoPURE
Lysis/Binding buffer ile lizat hazirlandi. Sonra 400 ul
%96-100 ethanol ile muamele edildi. Sonra bu lizattan
700 pl’t gecmeyecek sekilde kolon-koleksiyon tiiplere
aktarildi. Maksimum hizda 30 saniye santrifij edildi.
Kolon yeni bir koleksiyon tipe alindi ve tizerine 400
ul EcoPURE Wash Buffer 1 ilave edildi. Maksimum
hizda 30 saniye santrifij edildi. Kolon yeni bir
koleksiyon tipe alindr ve tizerine 500 ul EcoPURE
Wash Buffer 2 ilave edildi. Maksimum hizda 30 saniye
santrifiij edildi. Kolon yeni bir koleksiyon tiipe alind1
ve tzerine 200 ul EcoPURE Wash Buffer 2 ilave
edildi. Maksimum hizda 2 dakika santrifiij edildi.
Kolon 1.5 ml eppendrof tiipe alind1 ve tizerine 50-100
pl EcoPURE Elisyon Buffer cklenip 1 dakika
inkiibasyona birakildi. En son maksimum hizda 30
saniye  santrifij  edildi. =~ RNA  &rneklerinin
konsantrasyonlart ve safliklart spektrofotometrede
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Olgildikten sonra RT-PCR ile gen ekspresyon
analizleri yapilincaya kadar -20° C’de stoklandi.

cDNA sentezi i¢in iScript cDNA sentez Kkiti
kullanildi. 4 pl iScript reaction miks, 1 ul iScript
reverse transkriptaz, 100-1 ug olacak kadar RNA ve
toplam hacim 20 pl olmast i¢in tizerine niikleaz free
su ilave edildi. Tlgili tiretici firmanin énerilerine gére
Sensequest-Labcycler thermalcycler cihazinda 25°
C’de 5 dakika, 46° C'de 20 dakika ve 95° C'de 1 dakika
olacak sekilde reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 1. Primerler
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Gen ekspresyon analizi icin Bio-Rad CFX-96 RT-
PCR cihazt kullamildr. 10 pl iTaq Universal SYBR
Green supermix (2X), 5 ul of cDNA, 1 pl of forward
ve reverse primer ve 3 pl of PCR-grade su ile
reaksiyon hazirlands. Tlgili firmanin 6nerilerine gore
RT-PCR programi ayarlanip reaksiyon
gergeklestirildi. Tim genlerin primerleri daha énce baska

bir calismada kullanilmistt ve teyit edilerek alind: (Tablo
1).12

Gen Ileri (forward) primer Geri (reverse) primer

Beta actin TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG
MMP-2 CTCAGATCCGTGGTGAGATCT CTTTGGTTCTCCAGCTTCAGG
MMP-9 ATCCAGTTTGGTGTCGCGGAGC GAAGGGGAAGACGCACAGCT

Istatistiksel analiz

Tum istatistiksel analizler icin GraphPad Prism
version 8.0.1 programi kullanildi. Sonuglarin normal
dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilk normalizasyon
testi ile belitlendi. Sonuglar Shapiro-Wilk testine gére
normal dagildig beliflendi, 25-50-100 pg/ml
gossypin doz gruplari ve sisplatin (50 uM)’nin kontrol
grupla kiyaslanmasi icin One Way ANOVA testi ile
post hoc olarak Dunnett testi kullaniddi. MPP-2 ve
MMP-9 genlerinin korelasyon analizi icin Pearson
testi kullanildi. P<0.05 ise istatistiksel acidan anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Elde edilen mRNA ckspresyon sonuglarina gore,
prostat kanser hucelerinde MMP-2 ve MMP-9
ekspresyon seviyesi 50 pg/ml ve 100 pg/ml gossypin
uygulanmis gruplarda, kontrol grubuna kiyasla doza
baglt olarak anlamli seviyede azalma belirlenmistir.
Prostat kanser hiicrelerinde her iki gende en fazla
azalmaya neden olan 100 pg/ml gossypin dozu
oldugu goérilmustiir.

Prostat kanser hiicrelerinde MMP-2 geni ekspresyon
seviyesi gossypin’in ¢ konsantrasyonu (25-50-100
pg/ml) uygulanmig olan gruplarda, kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir
(strastyla p = 0.030; p = 0.005; p < 0.001). MMP-2
geni ekspresyonu kat degisim (fold change) degeri
100 ng/ml gossypin uygulanan grupta 0.3482 + 0.040
(ort £ sd) iken, kontrol grubunda ise 1.007 £ 0.1425
(ort £ sd) olarak belirlenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Gossypin’in MMP-2 geni ekspresyonu
tzerindeki etkisi (* diger gruplar ve kontrol arasindaki
anlamli farklihiklar, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.005;
sis:sisplatin, G25: 25 pg/ml gossypin, G50: 50 pug/ml gossypin,
G100: 100 pg/ml gossypin)

MMP-9 geni ekspresyon seviyesi prostat kanser
hicrelerinde 50 pg/ml ve 100 pg/ml gossypin
uygulanmis gruplarda kontrol grubuna kiyasla 6nemli
Olctide azalmistir (swrastyla p = 0.001; p<0.001).
MMP-9 geni ekspresyon seviyesi ise prostat kanser
hiicrelerinde 100 pg/ml gossypin uygulanan grupta
0.4740 £ 0.038 (ort £ sd) iken, kontrol grubunda ise
1.009 + 0.1687 (ort * sd) olarak belirlenmistir (Sekil
2). Diger taraftan istatistiksel olarak kontrol grubuna
kiyasla anlamli azalmaya sebebiyet vermese de
gossypinin 25 ng/ml dozu uygulanan grupta MMP-9
geni ekspresyon seviyesi 0.7511 + 0.0240 (ort * sd)
olarak belirlenmistir (p > 0.05).
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Sekil 2. Gossypin’in MMP-2 geni ekspresyonu
uzerindeki etkisi (* diger gruplar ve kontrol arasindaki
anlamlt farkliliklars, ** P<0.01, ##* P<0.005; sis:sisplatin, G25:
25 pg/ml gossypin, G50: 50 pug/ml gossypin, G100: 100 pg/ml
gossypin)

Son olarak MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyon
seviyelerinin gossypin uygunlanmast ile ortaya cikan
her iki gendeki azalmadan dolay1, korelasyon analizi
yapildiginda bu iki gen arasinda giicli ve anlaml
pozitif bir korelasyon oldugu belirlendi (r = 0.762, p
= 0.017). Gossypin muamelesinden sonra hem
MMP-2 geninde hem de MMP-9 geninde her ikisinde

de ekspresyonda azalma belirlenmistir.
TARTISMA

Prostat kanseri en yaygin malignitelerden biridir ve
erkeklerde kansere baglt Slimlerin ikinci 6nde gelen
nedenidir!3. Gossypin’in prostat kanser hiicrelerinde
antikanser etkileri oldugu gosterilmistir!!. Fakat
gossypin’in prostat kanserinde MMP-2 ve MMP-9
genlerinin mRNA ekspresyonu tizerindeki etkisi daha
once aragtirtlmamigtir. Bu ylizden bu calismada,
gossypin’in prostat kanser hicrelerinde MMP-2 ve
MMP-9 geni mRNA ekspresyonu tizerindeki
etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Giniimiizde
kanser tedavisinde geleneksel ilaglarin ve kemoterapi
uygulamalarinin  yan  etkilerinden dolayt  dogal
bilesiklerin tedavi amacli kullanilmasi icin arastirmalar
yapilmaktadir.

Literatiirde  gossypin’in  hem  prostat kanser
htcrelerinde hem de diger kanser tiirlerinde MMP-2
ve MMP-9 genleri tzerindeki etkisini arastiran
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamast sebebiyle,
sonuglarimizi karsilastiracagimiz herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Fakat diger gossypin disindaki
flavonoidlerin prostat kanser hiicrelerinde MMP-2 ve

Gossypinin MMP-2 ve MMP-9 tizerindeki etkisi

MMP-9 genleri tizerindeki etkileriyle ilgili calismalar
literatiirde mevcuttur.

MMP-2 ve MMP-9un once hem endotelyal
hticrelerinde hem de 7z w»ivo hayvan modellerinde
anjiyogenik  yanitta 6nemli bir rol oynadig
goOstetilmistir!*.  Daha  sonra  bu  enzimlerin
anjiyogenezdeki anahtar roli baska galismalarla da
dogrulanmustir’>. Bununla birlikte, MMP-2 ve MMP-
9 gibi MMP'lerin asir1 ekspresyonunun, androjenden
bagimsiz prostat kanseri dahil olmak tzere bazi
kanser hiicrelerinin metastaz yapma yetenegini
arttirabilecegi bildirilmistir!®17. MMP-2 ve MMP-9
prostat kanserinin metastazt ve invazyonuyla iligkili
biyo-belirtecler olarak tanimlanmigtir!8.

Yang ve ark. (2022) daidzin (DDZ) flavonunun
prostat kanserinde MMP-2 ve MMP-9 seviyesini
dustrdigini bildirmislerdir!®. Ayrica DDZ'ye maruz
kalan SNU-C2A, DU145 ve PC-3 hiicrelerinde bu
flavon turtinin EMT strecini tersine ¢evirerek hiicre
cogalmasini, istilasint ve metastazi da zayiflattigin
gostermislerdir. Cai ve ark. (2020) isorhamnetin
flavoidinin  DU145 ve PC3 prostat kanser
htcrelerinde  MMP-2  ve  MMP-Qun  asit
ckspresyonunu baskiladigini rapor etmiglerdir®. Bu
calismada isorthamnetin uygulamasinin E-kadherinin
ekspresyonunu  arttirdigi, ancak  mezenkimal
belirtecler ise vimentin ve N-kadherinin yani sira
MMP-2 ve MMP-9'un ekspresyonunu azalttgini
gostermislerdir.  Bir bagka calismada ise citrus
(narenciye) flavonoidinin metastaz belirtecleri olan
MMP-2 ve MMP-9 izerinde inhibe edici etkileri
oldugu gosterilmistir?!. Lewandowska ve ark. (2013)
primrose (cuha cicegi) flavonun DU145 ve PNT1A
prostat kanser hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 geni
ckspresyonunu  baskiladigini  géstermiglerdir.  Bu
calismada, primrosenin apoptozu artirabilecegini ve
prostat  kanser  hicrelerinin  anjiyogenezini
azaltabilecegini bildirmislerdir??. Pratheeshkumar ve
ark. (2012) luteolinin MMP-2 ve MMP-9u
baskiladigint  rapor etmiglerdir. Bu caligmada,
luteolin'in PC3 prostat kanser hiicrelerinde AKT,
ERK, mTOR, P70S6K, MMP-2 ve MMP-9
aktivasyonunu  konsantrasyona  bagli  olarak
baskiladigint bildirmislerdir?’. Shukla ve ark. (2012)
apigen’in flavonunun VEGF, uPA, MMP-2 and
MMP-9’u  baskilayarak timorin  buyimesini  ve
metastazt durdurduklarint gstermislerdir?. Shen ve
ark. (2010) acacetin’in, p38 MAPK sinyal yolunu
baskilayarak ve NF-kappaB veya AP-1-baglama
aktivitesini inhibe ederek MMP-2, MMP-9 ve u-PA
ifadelerini azaltarak DU145 hticrelerinin invazyon ve
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gb¢  yeteneklerini  inhibe  edebilecegini  rapor
etmiglerdir?>. Chien ve ark. (2010) fisetin’in
fosfoinositid 3-kinaz/Akt (PI3K/Akt) ve JNK sinyal
yolaklarini  baskilayarak, MMP-2 MMP-9
ckspresyonlarini  azaltarak PC-3'in  metastatik
yetenegini inhibe edebilecegini  bildirmislerdir?°.
Vijayababu ve ark. (2006) quersetin uygulanmis PC3
hiicrelerde, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyon
seviyesini doza baglt olarak azalttklarini  rapor
etmiglerdir?’”. Bu nedenle, kanser
metastaza ~ 6zgi  MMP'lerin  inhibisyonunun,
quersetin’in antikanser fonksiyonu icin 6nemli bir
hedef olabilecegini diisindiklerini belirtmislerdir.

ve

hiicrelerinde

Bizde bu ¢alismada, prostat kanser PC3 hiicrelerinde
gossypin’in 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml
dozlarda uygulanmis olan gruplarda MMP-2 geni
ekspresyon seviyesinin, kontrol grubuna kiyasla
anlamli dizeyde azalmis oldugunu gosterdik. Diger
taraftan MMP-9 geni ekspresyon seviyesi ise prostat
kanser hucrelerinde 50 pg/ml ve 100 ug/ml dozlarda
gossypin uygulanmis gruplarda kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde azalmis oldugu belirlendi. Bu
sonuglar bize gossypin’in bircok metastatik kanserde
hem timoér hem de endotel hiicrelerinde invazyona
yardim eden MMP-2 ve MMP-9 genlerinin
ckspresyonunu  baskilamada degerli olabilecegini
gostermektedir.

Bu ¢aligmanin en 6nemli kistliligt bir proje destegiyle
gerceklestirilmedigi icin gossypin’in farkli kanser
tirlerinde i wivo olarak  farklt
genetik/epigenetik mekanizmalar uzerindeki
etkilerini arastirma sanst bulunamamistir. Bu yizden
sadece PC3 prostat kanser hiicrelerinde gossypin’in
MMP-2 ve MMP-9 genleri tizerindeki etkileri
aragtirilabildi. Bu yiizden Tleride bir proje destegiyle
gossypin’in  diger MMPler ve diger genetik
mekanizmar Uzerindeki etkilerini diger kanser
turlerinde de arastirilmast hedeflenmektedir.

ve in  vitro

Sonug olarak gossypin flavonoidi doza baglt olarak
prostat kanser PC3 hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9
genlerinin ekspresyonunu distrmistir. Gossypin’in
kanserde tedavi amaclt kullanimi icin 2z vivo ve in vitro
calismalarin  sayisinin  artmasina  ihtiya¢  vardir.
Gossypin’in  tedavi igin uygun olan dozlarinin
belirlenmesi ve ilag formunda giivenli kullanimi icin
icindeki tedavide Onemli olan aktif molekillerin
belirlenmesi  ve etki —mekanizmalarinin = agiga
cikarilmasi gerekmektedir. Bu ylizden sonuclarimizin
baska calismalarla da desteklenmesi gerekmektedir.
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Yazar Katkilari: Calisma konsepti/Tasarimi: ED, IC; Veri toplama:
ED, IC; Veri analizi ve yorumlama: ED, IC; Yaz taslagr: ED, ic;
Tgerigin elestirel incelenmesi: ED, IC; Son onay ve sorumluluk: ED, IC;
Teknik ve malzeme destegi: ED, ic; Stpervizyon: ED, iC; Fon saglama
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