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6-SHOGAOL, 6-GINGEROL VE KURKUMIN’ iN A549 HUCRELERINDE CANLILIK UZERINE ETKILERi*

EFFECTS OF 6-SHOGAOL, 6-GINGEROL AND CURCUMIN ON CELL VIABILITY IN A549 CANCER CELL LINE
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Calismamizda A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger kan-
seri hiicrelerinde Zingiber officinale’de bulunan 6-
gingerol ile 6-shogaoliin antikanser etkileri canlilik iiz-
erinden arastirllmistir. Deneyler hem IL-1f’ ya maruz
kalan hem de maruz kalmayan hiicrelerde yiirttildi.
Curcuma longa’ da bulunan kurkumin bilinen dogal bir
antikanser molekiil oldugundan ¢alismada pozitif kon-
trol olarak kullanild1 ve kurkumine yapica benzer olan 6
-gingerol ile 6-shogaoliin canlilik iizerine olan etkileri
kurkuminle kiyaslandi. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromiir) deneyleri oncelikle 6-
gingerol ve 6-shogaoliin birbirini logaritmik sekilde
seyreden konsantrasyonlarinda yapildi. Daha sonra etki
goriilen konsantrasyon araligin1 kapsayacak sekilde ICso
degerini belirlemek icin deneyler tekrarlandi. Sonug
olarak 6-shogaolun 24 sa ICso degeri IL-f’ ya maruz kal-
mayan hiicrelerde 62,5 pM; IL-f’ ya maruz kalan hiicrel-
erde ise 63,2 pM olarak bulundu. Kurkumin 100 pM
konsantrasyonu ile kiyaslandiginda 6-shogaoliin daha
onceden antikanser o6zelligi gosterilmis olan kurkumin
kadar etkin oldugu goriiliirken; 6-gingerol i¢in canlilig
azaltic1 yonde bir bulguya rastlanmadi. 6-shogaol’ un
canlilign azaltic1 etkisinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar arastirilmaya degerdir.
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GIRIS

Kanser, viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢oga-
lip, anormal formlarla viicutta dagilmasidir. Kardiy-
ovaskiiler rahatsizliklar gelismis iilkelerde en &nemli
olim sebebini olustururken; kanser ikinci sirada gel-
mektedir ve 6mri boyunca her ti¢ kisiden birine kanser
tanis1 konmaktadir (1).

Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansr’'na ait olan GLOBOCAN projesi ile 28 farkli kan-
serin 184 farkl iilkedeki insidansi, mortalitesi ve preve-
lansi ile ilgili veriler toplanmaktadir. Bu veriler sadece
15 yas tizerindeki insanlar1 kapsamaktadir ve 2012 ver-
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ABSTRACT

In 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 are
incubated with IL-1B (interleukin 1 ) and cells which
are 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-diphenyltetrazolium
bromide) assay was performed for wide range concen-
trations. Concentration changes were 10 fold. To obtain
ICso values of 6-shogol and 6-gingerol, MTT assays were
performed again, using the previous concentrations but
in a narrower range. According to the assays 6-shogaol’s
24 h ICso determined as 62,5 pM for A549 cells which
were not incubated with IL-1f and 63,2 pM for the cells
which were exposed to IL-1f. 6-shogaol’s cytotoxic ef-
fect was as much as curcumin which is a known natural
anticancer molecule, while 6-gingerol did not show any
effect towards decreasing the cell viability. Mechanisms
which underly 6-shogoal’s cytotoxic effect are worth for
further investigation.

Keywords: A549, 6-gingerol, 6-shogaol, curcumin, IL-
1B

ilerine gore diinya’da 14,1 milyon kanser vakasi bulun-
maktayken; kanser sebebiyle 8,2 milyon kisi yasamini
yitirmistir. Dlinya genelinde en ¢ok goriilen kanser tipi
tiim kanser vakalariin % 13’ iinii olusturmakla birlikte,
1,8 milyon kiside goriilen akciger kanseridir. Bunu
meme ve kolorektal kanser izlemektedir. 2012 yilinda,
akciger kanseri 1,6 milyon kisinin 6liimiine sebep olmus
ve kansere bagl oOlimler icerisinde de % 19,4’ lik
oranla birinci sirada yer almistir (2).

Enfeksiyon hastaliklarinin kemoterapoétiklerle basarili
bir sekilde tedavi edilebilmesi, kanserin de kimyasal
ajanlarla tedavi edilebilecegi diistincesini dogurmustur;
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ancak patojen mikroorganizmalar hem kalitatif hem de
kantitatif olarak insan hiicrelerinden farkl o6zelliklere
sahipken; kanser hiicreleri ile saglikli hiicreler pek ¢ok
acidan birbirine benzemektedir. Dolayisiyla, biyokimy-
asal farkliliklara dayanarak ila¢ gelistirme olanag: diger
kemoterap6tik ilag gruplarina goére daha zordur.
Giliniimiizde kullanilan kanser ilaglarinin pek ¢ogu kan-
ser hiicreleri disinda, kil folikiilii, barsak ve kemik iligi
hiicresi gibi hizli cogalma yetenegine sahip saglikh
hiicreleri de etkilemektedir (3). Bu eksikliklerden
dolayi, kanser tedavisinde yeni yaklasimlara ve daha
secici ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla ¢alisma-
larin ilk basmaginda hiicre kiiltiiriinde sitotoksisite
deneyleri gibi in vitro modeller kullanilmaktadir. He-
defe yonelik olarak sentezlenen molekiiller gibi dogal
molekiiller lizerinde de kanserle ilgili calismalar devam
etmektedir. Molekiillerin genel sitotoksik etkisini gozle-
mek amaciyla tetrazolyum deneyleri yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Bunlar arasinda yer alan MTT deneyi ile
molekiillerin hiicre canhligl lizerindeki etkisi analiz
edilebilmektedir (4). Canl hiicrelerin MTT" yi forma-
zana doniistiirmesi ve sonrasinda absorbansa dayal bir
olctimle sitotoksisite analizi yapilabilmektedir (5, 6).
Halk arasinda hem tibbi hem de baharat olarak kul-
lanilan Curcuma longa’ da bulunan kurkuminin A549
hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalarinda, 100 pM
diizeyinde sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur ve
molekiiler etki mekanizmalari ile ilgili pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir (7). Curcuma longa ve Zingiber officinale
bitkisi Zingiberaceae ailesinde bulunurlar ve her iki
bitki benzer molekiil igerigine sahiptir. Calismamizda
Zingiber officinale’ nin igcinde bulunan kurkumin ile
yapica benzerlige sahip olan 6-gingerol ile 6-shogaol’ {in
(Sekil 1) sitotoksik etkileri kii¢lik hiicreli olmayan ak-
ciger kanseri hiicre hattinda incelenmis ve kurkumin ile
kiyaslanmistir (8, 9). Kurkuminin sitotoksik etkisini
mPGES-1 (mikrozomal prostaglandin E sentaz-1) pro-
tein diizeylerini azaltarak gosterdigi diislintildiigiinden
deney modelimizde hem A549 hem de mPGES-1 en-
zimini indiikleme 6zelligi bulunan IL-18’ ya (interlokin
1 beta) maruz birakilan hiicreler kullanilmistir (10). 6-
gingerol ve 6-shogaol’ iin mPGES-1’ e bagh olarak prolif-
erasyon hizi, anjiyogenez mutagenez ve mitogenez olay-
larin1 A549 hiicrelerinde azalttig1 Bia ve ark yaptigi cal-
1smayla gosterilmistir (11).

Boylece 6-gingerol ve 6- shogaol’ iin IL-13’ ya maruz
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mistir. mPGES-1’ in karsinogenezde 6nemli bir role sa-
hip siklooksijenaz 2 (COX-2) ile de iligkisi oldugu bilin-
mektedir ve kanser hiicrelerinde COX-2 enzimi mPGES-
1 enzimi araciligiyla indiiklenmekte ve karsinogenez
hizlanmaktadir (12). Hatta mPGES-1 enziminin drint
olan prostaglandin E2‘ nin (PGE2) COX-2 indiiksiyonunu,
PGE; reseptorii lizerinden sagladigi gézlenmistir ve yeni
bir antikanser hedef olarak kabul edilen mPGES-1’ e
yonelik inhibitdr olarak sentezlenen MK 886 isimli
molekiiliin ayni zamanda mPGES-1 protein ekspre-
syonunu azalttigi bulunmustur (13). Dolayisiyla bu ¢al-
1Ismada mPGES-1 ve onunla iliskili diger sinyal yolaklar1
tizerinde etkisi oldugu bilinen kurkumin ile yapica
benzerligi olan 6-shogaol ve 6-gingeroliin antikanser
etkilerinin arastirllmasi adina 6n ¢alisma niteliginde
sitotoksisite deneyleri yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calisma Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Hadiye
Kiliger laboratuarinda gerceklestirilmistir.

ATCC' den satin aliman A549 kigciik hiicreli olmayan
akciger kanseri (CCL-185) hiicresi F12K besin karisimi
iceren Kaighn modifiyeli Ham (Gibco 21127) iginde
cogaltilmistir. mPGES-1 enzimi indiiksiyonu Thoren ve
Jakobsson ile Saben ve ark. belirttigi sekilde 1 ng/ml IL-
1B iceren besiyerinde yapilmistir (14, 15). IL-1file 24
saat inkiibe edilen hiicreler A549IL1B(+) ve IL-1f’ ya
maruz Kkalmayanlar ise A549IL1f(-) olarak ad-
landirilmistir. 96’ ik plakalara 12,500 hiicre/100 pL
olacak sekilde dagitim yapilmis ve hiicrelerin yapisma-
lar i¢in bir gece beklenmistir. Eski besiyeri hiicrelerin
izerinden uzaklastirildiktan sonra, 6-gingerol (Sigma
G1046) ve 6-shogaol (Fluka 39303) logaritmik olarak
degisen konsantrasyonlarda 0,1uM-1000 uM araliginda
hiicrelere uygulanirken; kurkumin (Merck 820354) 100
uM olarak uygulanmistir. Kontrol grubu ise sadece besi-
yeri ile inkiibe edilmistir. Molekiillerin tamami1 DMSO
(dimetil stilfoksit) i¢cinde ¢oziilmiis ve 100 mM ana stok-
tan istenilen konsantrasyonlara besiyeri ile
seyreltilmistir. Molekiillerle 24 saatlik inkiibasyondan
sonra besiyeri plakadan uzaklastirilmis, hiicreler
0,5mg/ml konsantrasyonda MTT soliisyonu ile 4 sa
inkiibe edilmis ve kuyu igerigi uzaklastirildiktan sonra
her kuyuya 100 uL. DMSO (Applichem A3672) eklenerek
formazan ¢oziiniir hale getirilmistir (16). Mikroplaka
okuyucu kullanilarak 570 nm dalga boyunda absorbans

OMe
L:\ ":::'l'\ o W W Jﬁ-\ e
N - I | = “OMe
o o
Kurkumin
o OH o
HsC-0 CH c CH : CH CH HC-O CH c _.CH CH CH
CH, CH; CH, CH, CHy CH, cH CH, oM, CH,
; o
e 6-gingerol 6-shogaol

Sekil 1. Kurkumin, 6-gingerol ve 6-shogaol molekiiler yapi (7,9)

kalan A549 hiicrelerininin canlilii tizerinde nasil bir
etkisi oldugu konusunda fikir sahibi olunmasi planlan-

Olciilmiistiir. Numunelerin absorbansi kontrol grubu
absorbansina béliinmiis ve % grafigi seklinde sonuglar
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yorumlanmistir. 6-shogaol icin ICso degeri Systat Sigma
plot v12.0 ile hesaplanmistir. Istatistiksel hesaplama
one way ANOVA-post hoc Dunnet ile yapilmistir ve

iizere ICso degeri hesaplatilabilmistir. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak sitotoksik etki agisindan anlamlilik
oldugu saptanmigtir (p<0,001). Sekil 2’ de yer alan MTT
sonuglarina gore, kurkumin A549IL13(-) hiicrelerinde

MTT ICso Deneyi
2.5
AS5491L1B(-) AS49IL1B(+)
492
%100
! %96
2 %90 %89 %8 %95
%90 * *
- %86 %82
%77 %81
- %65 %64 2
= %62
= %.53
8 1 %33 l
%44
R «;36
0,5 | |
0
A I '.\ g I " o I g -
:4\ {. ,\’c.\t (,_g_\ \?5\ \.0‘ R S oA :? \\a‘ 5\\‘ d“‘} \9@; v ‘.“$ \c1$‘ EE-\"}" {_\c_x\ ::\9.‘- {."‘\\ -—.1“; l_,ox‘ Q*\ o \
o G = > L& <] 4G + '—.- * G © @ o o © “ e ]
G: Gingerol  K:Kurkumin  S: Shogaol

Sekil 2. A549IL1B(-) ve A549IL13(+) sitotoksisite

12,500 hiicrede 24 saat sonundaki veriyi gostermektedir. Gruplar kontrole gore % degisim olarak verilmistir.
[statistiksel anlamlilik sadece besiyeri uygulanmis kontrol grubuyla kiyaslanarak verilmistir. One way Anova anlamhlik degeri

p<0,001, Coklu karsilastirma testi i¢cin anlamlilik degeri *p<0,05;
anlamlilik Sekil 2’ de p<0,05 olarak ifade edilmistir.

BULGULAR

0,1 uM’ dan 1000 pM’ a kadar logaritmik dozlarda yapi-
lan genel tarama testlerinde 6-gingerol ve 6-shogaol 10
ile 1000 pM arasinda hiicre canhligini azalttig
goriilmis; ancak 10 ile 1000 uM arasinda sadece 100
uM’ ik konsantrasyon bulundugu igin ICso degeri
hesaplatilamamistir ve bunun iizerine molekiillerin
etkin oldugu 10 ile 200 pM arasini kapsayacak 12,5-25-
50-100-200pM konsantrasyonlar1 igin sitotoksisite
deneyleri 3 kez tekrarlanmis ve Sekil 3’ te gorildigi

canliligl %64 azaltirken (p<0,05); bu etkisi A549I1L15(+)
hiicreleri icin daha az olmakla birlikte %34 (p<0,05);
diizeyinde kalmistir. 6-gingerol her iki hiicre grubunda
sitotoksik etki gostermis olsa da, canlilik %50’ nin altina
diismediginden molekiil yeterince toksik olarak deger-
lendirilmemistir. Dolayisiyla, 6- gingerol i¢in ICso degeri
hesaplanmamistir. 6-shogaol ise kurkumine benzer bir
sonucla her iki hiicre grubunda doza bagiml olarak
canliligl azaltmistir. 6-shogaol 100 ve 200uM konsan-
trasyonlari icin bu sonug istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05). sekil 3’te goriildiigii gibi, 6-shogaoliin 24 sa
ICso degeri A549IL13(-) hiicreleri icin 62,5 pM iken;

6-shogaol ICso
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A549IL1B(+) hiicreleri icin 63,16 uM olarak hesaplan-
mistir.

TARTISMA VE SONUC

Halk arasinda hem baharat hem de gastrointetinal si-
kayetler icin kullanilan Curcuma longa bitkisinde ¢ok
miktarda bulunan kurkumin bilinen dogal bir antikan-
ser molekiildiir (17). Bu etkisini Chen ve ark. A549
hiicrelerinde serbest radikal seviyelerini artirip apop-
tozu tetikleyerek (18); Koeberle ve ark. ise yine A549
hiicre hattinda hem COX-2 hem de mPGES-1’ in protein
seviyelerini azaltarak gosterdigini kamitlamistir (7).
Buna ek olarak Yin ve ark. kurkuminin etkisini hem in
vitro olarak A549 hiicre hattinda hem de in vivo olarak
A549 ile kanser olusturulan farelerde arastirmislardir.
Dosetaksel ile kombine verilen kurkuminin dosetakselin
antikanser etkisini artirdigini tespit etmislerdir (19). Bu
bitkiyle ayni aileden gelen Zingiber officinale bitkisinin
icinde bulunan 6-gingerol ve 6-shogaol kurkumin ile
yapisal benzerlige sahiptir ve 6-gingerol ile 6-shogaol
arasinda ise molekiiler fark ¢ok azdir. Bu molekiiler
farklilik az olmasina ragmen 6-shogaol, 6-gingerole gore
hiicre canliigin1 daha fazla azaltmistir. Kurkumin ile
kiyaslandiginda en az onun kadar etkin oldugunu soéyle-
mek miimkiindiir; ancak akciger ve diger saglikli doku-
lara ait hiicre hatlarinda toksik olup olmadiginin
arastirilmast gerekir; ¢linkii IMR-90 saghkh akciger
hiicresinde yapilan calismalarda 6-shogaol’ iin toksik
oldugunu; ancak metabolitlerinin daha az toksisite
gosterdigini bulmuslardir (20).

6-shogaol’ lin sitotoksik oldugu daha 6nce farkl hiicre
hatlarinda gosterilmistir. Ishiguro ve ark ise hem 6-
gingerol hem de 6- shogaol’ i Kato III, HGC ve AGC ol-
mak iizere ii¢ farkh gastrik kanserde ilk kez denemis ve
6-gingerol’ in herhangi bir toksisite gdstermedigini;
ancak 6-shogaol’ iin tek basina miktrotiibiillere hasar
vererek gastrik hiicrelere sitotoksik oldugunu goster-
mislerdir (21). Ling ve ark. ise 6-shogaol’ iin MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerinde NF-kB {izerinden MMP-
9 transkripsiyonunu azalttigin1 gostermis ve 6-shogaol’
tin etkin bir antiinvazif ajan oldugu konusunda sonuca
varmislardir (22). 6-shogaol’ in antiinvazif etkisine ek
olarak, Ling ve ark. kanser durumunda seviyeleri ¢ok
fazla artan enflamatuar medyatoér kemokin ligand 2
seviyelerini azaltarak dentritik hiicrelerin akcigere me-
tastaz olmasini onledigini ve antimetastatik 6zelligi
oldugunu bulmuslardir (23).

Calismamizda sitotoksik etki gosteren 6-shogaol’ {in IL-
B ile mPGES-1 enzimi indiiklenmis A549 hiicrelerinde
bu etkisini nasil gosterdigi arastirilmaya degerdir;
¢linkli 6-gingerol lin aksine 6-shogaol antikanser etkisi
daha 6nceden bilinen kurkumin kadar sitotoksik etki
gostermistir. Daha o6nceki calismalara paralel olarak,
A5491IL-B(+) ve (-) hiicrelerindeki sitotoksik etkisine
miktrotiibtil hasar;, MMP-9 seviyesini azaltmasi, ke-
mokin ligand 2 seviyesini diigirmesi, COX-2 yolaginda
downregiilasyon yapmas1 gibi etkilerin eslik edip et-
medigi konusunda daha fazla ¢alisma yapilmasina ihti-
ya¢ duyulmaktadir. Buna ek olarak 6-shogaol’ iin
kurkuminle iligkili olarak yapilan ¢alismalarda dosetak-
sel gibi kemoterapide kullanilan ajanlarla kombine edil-
mesi de alternatifler arasinda yer alabilir ve A549 ile
olusturulan in vivo kanser modellerindeki toksisitesi ve
etki mekanizmalarinin arastirilmasi da kiymetli olabilir.
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