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ÖZÇalışmamızda A549 küçük hücreli olmayan akciğer kan-seri hücrelerinde Zingiber officinale’de bulunan 6-gingerol ile 6-shogaolün antikanser etkileri canlılık üz-erinden araştırılmıştır. Deneyler hem IL-1β’ ya maruzkalan hem de maruz kalmayan hücrelerde yürütüldü.
Curcuma longa’ da bulunan kurkumin bilinen doğal birantikanser molekül olduğundan çalışmada pozitif kon-trol olarak kullanıldı ve kurkumine yapıca benzer olan 6-gingerol ile 6-shogaolün canlılık üzerine olan etkilerikurkuminle kıyaslandı. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) deneyleri öncelikle 6-gingerol ve 6-shogaolün birbirini logaritmik şekildeseyreden konsantrasyonlarında yapıldı. Daha sonra etkigörülen konsantrasyon aralığını kapsayacak şekilde IC50değerini belirlemek için deneyler tekrarlandı. Sonuçolarak 6-shogaolun 24 sa IC50 değeri IL-β’ ya maruz kal-mayan hücrelerde 62,5 μM; IL-β’ ya maruz kalan hücrel-erde ise 63,2 μM olarak bulundu. Kurkumin 100 μMkonsantrasyonu ile kıyaslandığında 6-shogaolün dahaönceden antikanser özelliği gösterilmiş olan kurkuminkadar etkin olduğu görülürken; 6-gingerol için canlılığıazaltıcı yönde bir bulguya rastlanmadı. 6-shogaol’ uncanlılığı azaltıcı etkisinin altında yatan molekülermekanizmalar araştırılmaya değerdir.
Anahtar kelimeler: A549, 6-gingerol, 6-shogaol,kurkumin, IL-1β

ABSTRACTIn our study we investigated anticancer effects of 6-gingerol and 6-shogaol from Zingiber officinale. Antican-cer effect was monitored by using cell viability assay.Experiments are performed on both A549 cells that areincubated with IL-1β (interleukin 1 β) and cells whichare not incubated with it. Curcumin from Curcuma
longa, a natural compound that is known for its antican-cer effect, is used as a positive control and effects of 6-gingerol and 6-shogaol are compared with it. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) assay was performed for wide range concen-trations. Concentration changes were 10 fold. To obtainIC50 values of 6-shogol and 6-gingerol, MTT assays wereperformed again, using the previous concentrations butin a narrower range. According to the assays 6-shogaol’s24 h IC50 determined as 62,5 μM for A549 cells whichwere not incubated with IL-1β and 63,2 μM for the cellswhich were exposed to IL-1β. 6-shogaol’s cytotoxic ef-fect was as much as curcumin which is a known naturalanticancer molecule, while 6-gingerol did not show anyeffect towards decreasing the cell viability. Mechanismswhich underly 6-shogoal’s cytotoxic effect are worth forfurther investigation.
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GİRİŞKanser, vücut hücrelerinin kontrolsüz bir şekilde çoğa-lıp, anormal formlarla vücutta dağılmasıdır. Kardiy-ovasküler rahatsızlıklar gelişmiş ülkelerde en önemliölüm sebebini oluştururken; kanser ikinci sırada gel-mektedir ve ömrü boyunca her üç kişiden birine kansertanısı konmaktadır (1).Dünya Sağlık Örgütü ve Uluslararası Kanser AraştırmaAjansı’na ait olan GLOBOCAN projesi ile 28 farklı kan-serin 184 farklı ülkedeki insidansı, mortalitesi ve preve-lansı ile ilgili veriler toplanmaktadır. Bu veriler sadece15 yaş üzerindeki insanları kapsamaktadır ve 2012 ver-

ilerine göre dünya’da 14,1 milyon kanser vakası bulun-maktayken; kanser sebebiyle 8,2 milyon kişi yaşamınıyitirmiştir. Dünya genelinde en çok görülen kanser tipitüm kanser vakalarının % 13’ ünü oluşturmakla birlikte,1,8 milyon kişide görülen akciğer kanseridir. Bunumeme ve kolorektal kanser izlemektedir. 2012 yılında,akciğer kanseri 1,6 milyon kişinin ölümüne sebep olmuşve kansere bağlı ölümler içerisinde de % 19,4’ lükoranla birinci sırada yer almıştır (2).Enfeksiyon hastalıklarının kemoterapötiklerle başarılıbir şekilde tedavi edilebilmesi, kanserin de kimyasalajanlarla tedavi edilebileceği düşüncesini doğurmuştur;
*Bu çalışma Erciyes Üniversitesi Bilimsel Arastırma ProjeleriBirimi tarafından TDK-2013-4297 koduyla doktora tez projesiolarak desteklenmistir.



Demirpolat E, Yerer Aycan M B

Sağlık Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 2017 ; 26 (1) 25

ancak patojen mikroorganizmalar hem kalitatif hem dekantitatif olarak insan hücrelerinden farklı özellikleresahipken; kanser hücreleri ile sağlıklı hücreler pek çokaçıdan birbirine benzemektedir. Dolayısıyla, biyokimy-asal farklılıklara dayanarak ilaç geliştirme olanağı diğerkemoterapötik ilaç gruplarına göre daha zordur.Günümüzde kullanılan kanser ilaçlarının pek çoğu kan-ser hücreleri dışında, kıl folikülü, barsak ve kemik iliğihücresi gibi hızlı çoğalma yeteneğine sahip sağlıklıhücreleri de etkilemektedir (3). Bu eksikliklerdendolayı, kanser tedavisinde yeni yaklaşımlara ve dahaseçici ilaçlara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu amaçla çalışma-ların ilk başmağında hücre kültüründe sitotoksisitedeneyleri gibi in vitro modeller kullanılmaktadır. He-defe yönelik olarak sentezlenen moleküller gibi doğalmoleküller üzerinde de kanserle ilgili çalışmalar devametmektedir. Moleküllerin genel sitotoksik etkisini gözle-mek amacıyla tetrazolyum deneyleri yaygın olarak kul-lanılmaktadır. Bunlar arasında yer alan MTT deneyi ilemoleküllerin hücre canlılığı üzerindeki etkisi analizedilebilmektedir (4). Canlı hücrelerin MTT’ yi forma-zana dönüştürmesi ve sonrasında absorbansa dayalı birölçümle sitotoksisite analizi yapılabilmektedir (5, 6).Halk arasında hem tıbbi hem de baharat olarak kul-lanılan Curcuma longa’ da bulunan kurkuminin A549hücreleri üzerinde yapılan çalışmalarında, 100 μMdüzeyinde sitotoksik etki gösterdiği bulunmuştur vemoleküler etki mekanizmaları ile ilgili pek çok çalışmabulunmaktadır (7). Curcuma longa ve Zingiber officinalebitkisi Zingiberaceae ailesinde bulunurlar ve her ikibitki benzer molekül içeriğine sahiptir. Çalışmamızda
Zingiber officinale’ nin içinde bulunan kurkumin ileyapıca benzerliğe sahip olan 6-gingerol ile 6-shogaol’ ün(Şekil 1) sitotoksik etkileri küçük hücreli olmayan ak-ciğer kanseri hücre hattında incelenmiş ve kurkumin ilekıyaslanmıştır (8, 9). Kurkuminin sitotoksik etkisinimPGES-1 (mikrozomal prostaglandin E sentaz-1) pro-tein düzeylerini azaltarak gösterdiği düşünüldüğündendeney modelimizde hem A549 hem de mPGES-1 en-zimini indükleme özelliği bulunan IL-1β’ ya  (interlökin1 beta) maruz bırakılan hücreler kullanılmıştır (10). 6-gingerol ve 6-shogaol’ ün mPGES-1’ e bağlı olarak prolif-erasyon hızı, anjiyogenez mutagenez ve mitogenez olay-larını A549 hücrelerinde azalttığı Bia ve ark yaptığı çal-ışmayla gösterilmiştir (11).Böylece 6-gingerol ve 6- shogaol’ ün IL-1β’ ya maruz

kalan A549 hücrelerininin canlılığı üzerinde nasıl biretkisi olduğu konusunda fikir sahibi olunması planlan-

mıştır. mPGES-1’ in karsinogenezde önemli bir role sa-hip siklooksijenaz 2  (COX-2) ile de ilişkisi olduğu bilin-mektedir ve kanser hücrelerinde COX-2 enzimi mPGES-1 enzimi aracılığıyla indüklenmekte ve karsinogenezhızlanmaktadır (12). Hatta mPGES-1 enziminin ürünüolan prostaglandin E2‘ nin (PGE2) COX-2 indüksiyonunu,PGE2 reseptörü üzerinden sağladığı gözlenmiştir ve yenibir antikanser hedef olarak kabul edilen mPGES-1’ eyönelik inhibitör olarak sentezlenen MK 886 isimlimolekülün aynı zamanda mPGES-1 protein ekspre-syonunu azalttığı bulunmuştur (13). Dolayısıyla bu çal-ışmada mPGES-1 ve onunla ilişkili diğer sinyal yolaklarıüzerinde etkisi olduğu bilinen kurkumin ile yapıcabenzerliği olan 6-shogaol ve 6-gingerolün antikanseretkilerinin araştırılması adına ön çalışma niteliğindesitotoksisite deneyleri yapılmıştır.
GEREÇ VE YÖNTEMÇalışma Erciyes Üniversitesi Eczacılık Fakültesi HadiyeKılıçer laboratuarında gerçekleştirilmiştir.ATCC’ den satın alınan A549 küçük hücreli olmayanakciğer kanseri (CCL-185) hücresi F12K besin karışımıiçeren Kaighn modifiyeli Ham (Gibco 21127) içindeçoğaltılmıştır. mPGES-1 enzimi indüksiyonu Thoren veJakobsson ile Saben ve ark. belirttiği şekilde 1 ng/ml IL-1β içeren besiyerinde yapılmıştır   (14, 15).   IL-1β ile 24saat inkübe edilen hücreler A549IL1β(+) ve IL-1β’ yamaruz kalmayanlar ise A549IL1β(-) olarak ad-landırılmıştır. 96’ lık plakalara 12,500 hücre/100 μLolacak şekilde dağıtım yapılmış ve hücrelerin yapışma-ları için bir gece beklenmiştir. Eski besiyeri hücrelerinüzerinden uzaklaştırıldıktan sonra, 6-gingerol (SigmaG1046) ve 6-shogaol (Fluka 39303) logaritmik olarakdeğişen konsantrasyonlarda 0,1μM-1000 μM aralığındahücrelere uygulanırken; kurkumin (Merck 820354) 100μM olarak uygulanmıştır. Kontrol grubu ise sadece besi-yeri ile inkübe edilmiştir. Moleküllerin tamamı DMSO(dimetil sülfoksit) içinde çözülmüş ve 100 mM ana stok-tan istenilen konsantrasyonlara besiyeri ileseyreltilmiştir. Moleküllerle 24 saatlik inkübasyondansonra besiyeri plakadan uzaklaştırılmış, hücreler0,5mg/ml konsantrasyonda MTT solüsyonu ile 4 sainkübe edilmiş ve kuyu içeriği uzaklaştırıldıktan sonraher kuyuya 100 μL DMSO (Applichem A3672) eklenerekformazan çözünür hale getirilmiştir (16). Mikroplakaokuyucu kullanılarak 570 nm dalga boyunda absorbans

ölçülmüştür. Numunelerin absorbansı kontrol grubuabsorbansına bölünmüş ve % grafiği şeklinde sonuçlar
Şekil 1. Kurkumin, 6-gingerol ve 6-shogaol moleküler yapı (7,9)
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yorumlanmıştır. 6-shogaol için IC50 değeri Systat Sigmaplot v12.0 ile hesaplanmıştır. İstatistiksel hesaplamaone way ANOVA-post hoc Dunnet ile yapılmıştır ve

anlamlılık Şekil 2’ de p<0,05 olarak ifade edilmiştir.
BULGULAR0,1 µM’ dan 1000 µM’ a kadar logaritmik dozlarda yapı-lan genel tarama testlerinde 6-gingerol ve 6-shogaol 10ile 1000 μM arasında hücre canlılığını azalttığıgörülmüş; ancak 10 ile 1000 μM arasında sadece 100μM’ lık konsantrasyon bulunduğu için IC50 değerihesaplatılamamıştır ve bunun üzerine moleküllerinetkin olduğu 10 ile 200 µM arasını kapsayacak 12,5-25-50-100-200µM konsantrasyonları için sitotoksisitedeneyleri 3 kez tekrarlanmış ve Şekil 3’ te görüldüğü

Şekil 2. A549IL1β(-) ve A549IL1β(+) sitotoksisite12,500 hücrede 24 saat sonundaki veriyi göstermektedir. Gruplar kontrole göre % değişim olarak verilmiştir.İstatistiksel anlamlılık sadece besiyeri uygulanmış kontrol grubuyla kıyaslanarak verilmiştir. One way Anova anlamlılık değerip<0,001, Çoklu karşılaştırma testi için anlamlılık değeri *p<0,05;

Şekil 3. 6-Shogaol IC50 hesabı

üzere IC50 değeri hesaplatılabilmiştir. Gruplar arasındaistatistiksel olarak sitotoksik etki açısından anlamlılıkolduğu saptanmıştır (p<0,001). Şekil 2’ de yer alan MTTsonuçlarına göre, kurkumin A549IL1β(-) hücrelerinde

canlılığı %64 azaltırken (p<0,05); bu etkisi A549IL1β(+)hücreleri için daha az olmakla birlikte %34 (p<0,05);düzeyinde kalmıştır. 6-gingerol her iki hücre grubundasitotoksik etki göstermiş olsa da, canlılık %50’ nin altınadüşmediğinden molekül yeterince toksik olarak değer-lendirilmemiştir. Dolayısıyla, 6- gingerol için IC50 değerihesaplanmamıştır. 6-shogaol ise kurkumine benzer birsonuçla her iki hücre grubunda doza bağımlı olarakcanlılığı azaltmıştır. 6-shogaol 100 ve 200uM konsan-trasyonları için bu sonuç istatistiksel olarak anlamlıdır(p<0,05). şekil 3’te görüldüğü gibi, 6-shogaolün 24 saIC50 değeri A549IL1β(-) hücreleri için 62,5 μM iken;
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A549IL1β(+) hücreleri için 63,16 μM olarak hesaplan-mıştır.
TARTIŞMA VE SONUÇHalk arasında hem baharat hem de gastrointetinal şi-kayetler için kullanılan Curcuma longa bitkisinde  çokmiktarda bulunan kurkumin bilinen doğal bir antikan-ser moleküldür (17). Bu etkisini Chen ve ark. A549hücrelerinde serbest radikal seviyelerini artırıp apop-tozu tetikleyerek (18); Koeberle ve ark. ise yine A549hücre hattında hem COX-2 hem de mPGES-1’ in proteinseviyelerini azaltarak gösterdiğini kanıtlamıştır (7).Buna ek olarak Yin ve ark.  kurkuminin etkisini hem invitro olarak A549 hücre hattında hem de in vivo olarakA549 ile kanser oluşturulan farelerde araştırmışlardır.Dosetaksel ile kombine verilen kurkuminin dosetakselinantikanser etkisini artırdığını tespit etmişlerdir (19). Bubitkiyle aynı aileden gelen Zingiber officinale bitkisininiçinde bulunan 6-gingerol ve 6-shogaol kurkumin ileyapısal benzerliğe sahiptir ve 6-gingerol ile 6-shogaolarasında ise moleküler fark çok azdır. Bu molekülerfarklılık az olmasına rağmen 6-shogaol, 6-gingerole görehücre canlılığını daha fazla azaltmıştır. Kurkumin ilekıyaslandığında en az onun kadar etkin olduğunu söyle-mek mümkündür; ancak akciğer ve diğer sağlıklı doku-lara ait hücre hatlarında toksik olup olmadığınınaraştırılması gerekir; çünkü IMR-90 sağlıklı akciğerhücresinde yapılan çalışmalarda 6-shogaol’ ün toksikolduğunu; ancak metabolitlerinin daha az toksisitegösterdiğini bulmuşlardır (20).6-shogaol’ ün sitotoksik olduğu daha önce farklı hücrehatlarında gösterilmiştir. Ishiguro ve ark ise hem 6-gingerol hem de 6- shogaol’ ü Kato III, HGC ve AGC ol-mak üzere üç farklı gastrik kanserde ilk kez denemiş ve6-gingerol’ ün herhangi bir toksisite göstermediğini;ancak 6-shogaol’ ün tek başına miktrotübüllere hasarvererek gastrik hücrelere sitotoksik olduğunu göster-mişlerdir (21). Ling ve ark. ise 6-shogaol’ ün MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde NF-kB üzerinden MMP-9 transkripsiyonunu azalttığını göstermiş ve 6-shogaol’ün etkin bir antiinvazif ajan olduğu konusunda sonucavarmışlardır (22). 6-shogaol’ ün antiinvazif etkisine ekolarak, Ling ve ark. kanser durumunda seviyeleri çokfazla artan enflamatuar medyatör kemokin ligand 2seviyelerini azaltarak dentritik hücrelerin akciğere me-tastaz olmasını önlediğini ve antimetastatik özelliğiolduğunu bulmuşlardır (23).Çalışmamızda sitotoksik etki gösteren 6-shogaol’ ün IL-β ile mPGES-1 enzimi indüklenmiş A549 hücrelerindebu etkisini nasıl gösterdiği araştırılmaya değerdir;çünkü 6-gingerol ün aksine 6-shogaol antikanser etkisidaha önceden bilinen kurkumin kadar sitotoksik etkigöstermiştir. Daha önceki çalışmalara paralel olarak,A549IL-β(+) ve (-) hücrelerindeki sitotoksik etkisinemiktrotübül hasarı, MMP-9 seviyesini azaltması, ke-mokin ligand 2 seviyesini düşürmesi, COX-2 yolağındadownregülasyon yapması gibi etkilerin eşlik edip et-mediği konusunda daha fazla çalışma yapılmasına ihti-yaç duyulmaktadır. Buna ek olarak 6-shogaol’ ünkurkuminle ilişkili olarak yapılan çalışmalarda dosetak-sel gibi kemoterapide kullanılan ajanlarla kombine edil-mesi de alternatifler arasında yer alabilir ve A549 ileoluşturulan in vivo kanser modellerindeki toksisitesi veetki mekanizmalarının araştırılması da kıymetli olabilir.
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