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OZET

MMP enzimleri metastaz, invazyon, anjiyogenez, apoptozun engellenmesi gibi
antitimor savunma mekanizmalar1 yoluyla kanser olusum siirecinde yer aldiklari igin
kanser arastirmalari i¢in hedef konumuna gelmiglerdir. Kanser tedavisi ile ilgili
calismalarin odaklandig1r konulardan birisi de, daha az toksik ve daha etkili MMP
inhibitorleri gelistirilmesidir. Gingerol ve Shogaol Zingiber officinale bitkisinin etkin
temel bilesenlerindendir. Onlar aromatik tek halkali bilesiklerdendirler ve kurkumine
kimyasal olarak olduk¢a yakindirlar. Enflamasyondan kansere kadar pek ¢ok patolojide
etkilidirler. Calismamiz, “Gingerol ve Shogaol, Matriks Metalloproteinaz 2 ve 9' un
mRNA ekspresyonlarin1 ve kanser hiicrelerinin invazyonunu azaltir” hipotezine

dayandirilmistir.

Calismada, kanserli hiicrelerin invazyon surecinde etkin olan MMP-2 ve MMP-9’un
aktivitesini uyaran LPS ile A549 hucrelerinde, 6-gingerol ve 6-shogaol’iin degisik
konsantrasyonlarinin etkisi arastirllmistir. Gruplarda MMP-2 ve 9 mRNA dizeyleri

uzerinde etkileri gPCR yontemiyle incelenmistir.

Arastirma bulgular1 degerlendirildiginde, 6-gingerol ve 6-shogaol’iin MMP-2 ve MMP-
9 mRNA diizeylerini doz bagimli olarak degistirebilecegi ve etkin dozun belirlenmesi

icin ileri arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: 6-Gingerol, 6-Shogaol, Kurkumin, MMP-2, MMP-9, A549 hiicre
hatt1
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THE INHIBITORY EFFECT OF 6-GINGEROL AND 6-SHOGAOL ON
MATRIX METALLOPROTEINASE-2 AND 9 IN A549 LUNG CANCER
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ABSTRACT

Since MMP enzymes are involved in the cancer formation process through antitumor
defense mechanisms such as metastasis, invasion, angiogenesis, apoptosis inhibition,
they have come to the target position for cancer research. One of the focuses of studies
on cancer therapy is the development of less toxic and more effective MMP inhibitors.
6-Gingerol and 6-Shogaol are active ingredients of the Zingiber officinale plant. They
are aromatic monocyclic compounds and chemically very close to Curcumin. They are
effective in many pathologies from inflammation to cancer. Our study was based on the
hypothesis that "Gingerol and Shagaol reduce mMRNA expression of Matrix
Metalloproteinases 2 and 9 and invasion of cancer cells".

In our study, the effects of different concentrations of 6-gingerol and 6-shogaol on
MMP-2 and MMP-9 mRNA levels which are effective in the invasion process of cancer
cells on LPS induced A549 cell lines have been investigated. Effects on MMP-2 and 9
MRNA levels were examined by qPCR method in all groups.

According to our results, 6-gingerol and 6-shogaol can alter MMP-2 and MMP-9
MRNA levels dose-dependently. Further studies are needed to determine the effective

dose.

Key words: 6-Gingerol, 6-Shagaol, Curcumin, MMP-2, MMP-9, A549 cell line
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser giiniimiizde 100’den fazla ¢esidiyle insanlar i¢in en 6liimciil hastalik grubundan
birisidir. Biiylik oranda cevresel faktorlerin etkisiyle, kalitim materyalinin tasidig
genlerde meydana gelen degisiklikler sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesiyle
baslar. Asir1 proliferasyon sonucu olusan tiimor kitlesinden, hiicresel gocle farkli organ
ve sistemlere metastaz sonucunda organ ve sistem fonksiyonlarinin bozulmasiyla
olimciil tablo gergeklesir. Kanserin etkinligi kontrolsiiz ¢ogalmaya ek olarak invasiv
Ozellik kazanmasina baglidir (1). Tiimor metastazinin en énemli basamagini hiicresel
migrasyon ve invazyon icin gerekli olan ekstraseliiller matriks (ESM) degradasyonudur.
ESM yapisinda proteinler ve proteoglikanlar igeren, organizmalarda yapisal destek,
hicre proliferasyonu, go¢ ve farklanma gibi olaylarda 6nemli islevlere sahip olan
oldukga dinamik bir yapidir. ESM olusum, degradasyon ve yeniden modellenme
streclerinde, hicresel dizayn ve fonksiyonlarinda Matriks metalloproteinazlar (MMPs)

gorev alir (1,2).

Matriks metalloproteinazlar; ESM ile bazal membran komponentlerini parcalama
yetenegine sahip olan ve aktif bolgesinde ¢inko iceren homolog bir enzim ailesidir.
Notral pH’da aktivasyon gosteren multigenik endopeptidaz ailesine mensup olan
MMP’ler proenzim olarak fibroblastlar, osteblastlar, kondrositler, endotel htcreleri,

makrofajlar, nétrofiller gibi bag dokusu hiicrelerince sentezlenerek salgilanir (1,2).

MMP’ler yikic1 fonksiyon gosteren enzim grubu olmasina ragmen 6nemli fizyolojik
islevlerde kilit rol oynamaktadirlar. Yara iyilesmesi, kemik yapimi, reproduktif
organlardan  uterus, ovaryum  (ovulasyon, implantasyon, embriyogenez)
fonksiyonlarmmin ~ diizenlenmesi,  laktasyon  gibi  fizyolojik  aktivitelerin
gerceklestirilmesinde etkinlik gosteren molekiillerdir. Fizyolojik siireglere katilimin

yan1 sira birgok patolojinin olusumunda da etkin olarak rol oynamaktadirlar (1, 2).



Timor invazyon ve metastazinda anahtar molekiillerden biri ESM elemanlaridir (2).
ESM tiim6r dokusunun biiyiimesi ve timor hiicresinin yayilimini 6nlemek i¢in primer
bir bariyer olarak gorev yapar. Kanser hicreleri, bu bariyeri asmak i¢in matriks
metalloproteazlar1 kullanirlar (Sekil 1) (3, 4). Bu enzimler; metastaz ve invazyon,
anjiyogenez, apopitozun engellenmesi gibi tiimorle iligkili patolojik olaylarda rol

oynarlar.

Kanser hicreleri primer odak olustururken timdr icerisinde kendileri icin uygun
yasama ortamin1 da hazirlarlar. Primer odaktan metastazi gerceklestirebilmesi igin
timor cevresinde bulunan ESM molekiillerince olusturulan, tiimér i¢in sinirlandirici
gorev goren molekiiler bariyerin agilmasi gereklidir. Belirli bir boyuta eristikten sonra
timor hiicrelerinin indiiksiyonuyla ESM degradasyonu gerceklestirilerek bu bariyer
bozulur ve hiicreler primer odaktan ayrilip, periferik ve lenfatik dolasima ulagmak igin
migrasyona baglarlar. Matastaz i¢in ilk adim olan bu gé¢ MMP lerin ESM iizerinde
yapacaklar1 degradasyonla gerceklestilir. Bu nedenle tumoérin biyumesi, Ozellikle

metastatik aktivitede MMP fonkisyonu ¢ok dnemli isleve sahiptir.

Kanser olusum ve gelismesi siirecinde yer almalar1 nedeni ile kanser arastirmalar1 i¢in
potansiyel terap6Otik hedef konumuna gelmislerdir. Kanser tedavisinde strateji olarak
MMP inhibisyonu yoluyla ESM degredasyonunun veya yeniden modellenmesinin
baskilanmasi  yaklagimi, aragtirmacilarin  odaklandigi  6nemli bir konudur.
Arastirmalarda ESM degredasyonunu baskilayan biyoaktif molekiillerin kesfinin yani
sira, kullandiklart molekiiler mekanizmalar ve etkinlik diizeylerinin belirlenmesi

hedeflenmektedir.

Yapilan son arastirmalar, diyetin antioksidan igerigi ile kanser arasinda iligski oldugunu
gostermektedir. Antioksidan 6zelligi olan biyoaktif bilesenlerden zengin diyet tiiketen
toplumlarda kanser insidansinin daha diisiik oldugu saptanmustir (6, 7). Ayrica bu
faktorlerin sadece kanser hiicre olusumunda degil ayni zamanda kanser hiicresinin
gelisim ve ilerleyis evrelerinde de etkili olabilecegi bilinmektedir. Polifenoller,
bitkilerde bol miktarda bulunan ve kanser hiicresi proliferasyonunu, timaor blyimesini,
anjiyogenezi, metastazi ve inflamasyonu antiapoptotik etkileriyle inhibe eden
maddelerdir. Bu maddelerin ve sinerjik etkili molekiilleri i¢eren ¢esitli karigimlarin,
kanser tedavisindeki etkinligine yonelik bircok arastirma sonucu yayinlanmaktadir.

Hastaligin insidans1 yiliksek oldugu icin, hastaligin gelisimini 6nlemeye yardimci



ajanlarin  gelistirilmesi, hastalikla iligkili mortaliteyi, morbiditeyi ve maliyeti
azaltabilmek ag¢isindan son derece 6nemlidir. Biyoaktif bilesenler de bu alanda umut
vaat eden, toksisite riski diisiik ve etkin maliyetli bilesenler olarak dikkat cekmektedir
8,9).
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Sekil 1: MMP’lerin tiimor gelisimi ve metastaz mekanizmasindaki roli (5)

Preklinik c¢alismalarda Zingiberaceae ailesinden zerdegal (Curcuma longa L.) ve
zencefil (Zingiber officinale R.) bitkileri igeriginde bulunan biyoaktif bilesiklerinin
kemopreventif, antineoplastik etkilerinin oldugu 6ne siiriilmektedir (10-13). 6-gingerol
ve 6-shogaol’iin kurkuminle benzer yapida olmasi ona benzer antineoplastik etkiler
gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Son yillarda geleneksel tedavi yontemelerinde,
bir¢cok hastalik ve kansere kars1 koruyucu ve tedavi edici etkilerinin surekli gindemde
tutulmas1 nedeniyle, bir baharat olarak yiyeceklere lezzet katan katki olmanin yanisira,
saglikli kalma ve sagliga kavusma amaciyla kullanimi halk arasinda oldukg¢a yaygin
hale gelmistir. Calismamiz bu bitkilerde bulunan biyoaktif maddelerden 6-gingerol ve
6-shagaol’un kanser hiicreleri aktivasyonu {iizerien etkilerini hedeflemistir. Bu

maddelerin MMP’ler {izerine etkilerine yonelik ¢alisma oldukga sinirlt sayidadir.



Calismamiz, “6-gingerol ve 6-shogaol, MMP2 ve MMP9’un mRNA ekspresyonlarini
ve kanser hiicrelerinin invazyonunu azaltir” hipotezine dayandirilmistir ve bu hipotezi
arastirmak i¢in lipopolisakkarit ile inkiibe edilmis kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri hticrelerinde gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu metoduyla ilgili

matriks metalloproteazlarin ekspresyon diizeylerine bakilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MMP’lerin genel ozellikleri

ESM, yapisinda proteinler ve proteoglikanlar igeren, organizmalarda yapisal destek,
hlcre proliferasyonu, goc ve farklanma gibi olayalarda énemli islevlere sahip oldukga

dinamik bir yapidir (1).

Ekstraseluler matriks ve bazal lamina degredasyonu; sistein proteazlar, aspartin
proteazlar, serin proteazlar ve metalloproteazlar olmak {izere 4 enzim grubu tarafindan
gerceklestirilir. Kanserde invazyon ve metastaz aktivitesinde en etkili proteazlar ise
serin proteazlar ve MMP’lerdir (14). MMP’ler 1962 yilinda Jerome Gross ve Charls
Lapier tarafindan ilk kez tanimlanmis olup (15), Onceleri; kollejenazlar, strolisinler,
jelatinazlar, membran tipi MMP’ler, siniflandirilamayan MMP’ler olmak {iizere 5 alt
grupta toplanirken (16), ginimiizde insana ait 24 MMP; “Archetypal™, “Matrilysins”,
“Gelatinases” ve “Convertase-activatable MMPs” olmak iizere 4 grup altinda
toplanmigtir (17). MMP’ler sinyal peptit, propeptit, ¢inko baglayici katalizor boliim,
hemopeksin benzeri kisim, hemopeksin kismini katalizére baglayan kisim olmak {izere

5 ana boliimden olusurlar (Sekil 2) (18).

IIk bolge sinyal peptid kismudir, molekiili sekresyon icin hedefleyen, daha sonra
uzaklastirilan ve inaktif latend enzimde bulunmayan 80-90 civarinda aminoasit igeren
aminoterminal propeptid dizisidir. Propeptid domain enzim aktif oldugunda ¢ikarilan
yiiksek derecede korunmus PRCGVPDV dizisi igeren bolimdur. Sistein rezidulerinin
enzimin latent formunun korunmasinda fonksiyonel oldugu diisiiniilmektedir. Bu

domeinin ¢ikarilmasi enzimin aktif forma doniismesini saglamaktadir (17,18).

Katalitik bolge histidin rezidulleri iceren, fonksiyonel stabilitenin korunmasindan
sorumlu cinko iyonu igeren bolgedir. Hemopeksin benzeri kisim, “hem” baglayan
molekiillere benzerligi nedeniyle hemopeksin olarak adlandirilmaktadir. Bu bdlge N ve

C terminal bolgelerini baglayan disiilfit baglarimi igermektedir. Prolinden zengin 5-10



aminoasitlik bolge ile baglanmaktadir.

Matrilisin  hari¢ biitiin aile {iyelerinde

bulunmaktadir. Hiicre yiizey reseptdr alanmin taninmasinda fonksiyonel oldugu

diistiniilmektedir (17,18).
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Sekil 2. MMP’lerin yapisal 6zellikleri ve siniflandirilmasi (18).

Jelatinaz A ve Jelatinaz B genel yapidan farkli olarak, Kkatalitik bolgelerinde
fibronektinin kollajen baglayan bolgesi ile iliskili sisteinden zengin jelatin baglayan ek
bir domain daha igerirler. Membran tipi Metalloproteinazlar (MT-MMP) ve
Stromelysin3 furin benzeri enzimlerin tanimlama sekanslarmma homolg olan 10
aminoasitlik bir bolge icermektedirler. Jelatinazlar ve MT-MMP’ler tipV kollajenin o
zincirinin benzeri bir kisim igerir. MT-MMP buna ek olarak katalitik domeinde bir

transmembran domein tasimaktadir (4, 19, 20).



MMP sentezi, MT1-MMP furin ve plasmin vasitasiyla indiiklenir. Metalloproteinaz
2’nin doku inhibitori (TIMP2) aktif MMP-2, TIMP1 aktif MMP-9’un endojen
inhibitoradidr. MMP-3 proformda salgilanir ve proformda salgilanan MMP-9’u aktif
forma cevirir. Hempro MMP-3 hem de MMP-9 proinflamatuvar sitokinler timor nekroz
faktor a (TNF-a) ve interlokin 1 B (IL-1p) tarafindan indiiklenir (Sekil 3) (21).
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Sekil 3. MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonunun sematik agiklamasi (21).

MMP’ler fonksiyonel olarak ESM’yi olusturan komponentlerden en az birisini

2 jyonu icermeleri nedeniyle

paracalama yetenegine sahip proteinaz ailesidir. Zn"
selatlayict maddelerle fonksiyonlari baskilanabilmektedir. Sentelezldiklerinde aktif
formda degilerdir, proteolitik 6zlliklerini kazanmalar1 i¢in aktive edilmeleri gerekir.
“Tissue inhibitors of matrix metaloproteinases (TIMPs)” tarafindan MMP’lerin
aktivasyonlari baskilanir. Aile mensuplarmin birbiriyle aminoasit benzerlikleri oldukca

yuksektir (17, 21).
2.1.1. Kanser ve MMP’ler

MMP’ler fetal gelisim ve doku tamiri gibi fizyolojik olaylarda énemli rol oynarken,
kanser gibi patolojilerin gelismesi ve yayiliminda da etkili olan ekstraseliiler
proteazlardir (16, 22). MMP’ler ve kanser iliskisi yaklasik 45 yildir arastirilmaktadir.
Insanlarda kanserle infiltre olmus stromal hiicrelerde ESM’i yikan proteaz sistemlerine

ait molekiillerin varligi uzun suredir bilinmektedir. MMP aktivitesi sonucu olusan



ekstraselller matriks degredasyonu, hticre migrasyonunun da Onemli aktorlerinden
birisidir. Hem timaorin blyumesinde hem de primer tiimor alanindan hiicrelerin ayrilip
metastatik aktivite gerceklestirmesinde etkindirler. MMP’ler invazyon ve metastazda

epitelyal mezenkimal gegis asamasinda rol alirlar (Sekil 4).

Kanser invazyonunda ekstraseliler matriks ve bazal membran pargalanmasi,

nonneoplasti doku olusumunda oldugu gibi 6nemli bir basamaktir.
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Sekil 4. Metastazda epitelyal mezensimal gecis ve ekstraseliiler matriks yikimi (23).

Bu stire¢ birgcok ekstraseliiler proteolitik enzimin isbirliginde gergeklestirilir. Bu siire¢
serin proteaz ailesi, MMPler, proenzim aktivatorleri (urokinase-type plasminogen
activator-UPA, MT-MMPIer), spesifik inhibitorler (PAller, TIMPIler) ve hiicre yuzey
reseptorlerinin  (UPAR) etkili oldugu bir olaylar zincirini igermektedir. Matriks
parcalanmasini saglayan bu olaylar; ESM komponentlerinin {iretimi, proteinaz liretimi,
proteinaz inhibitor iiretiminden olusan {i¢ basamakta gerceklestirilir. Bu stre¢ tumor
olusumu ve metastatik gé¢ ve invazyonda oldugu gibi fizyolojik gereksinimleri

saglayan normal fonksiyonlarda da gecerlidir(25).
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Sekil 5. MMP lerin tiimor metatstaz mekanizmasindaki roliini gosteren sema (24).

Dokuya invazyon, intravazasyon ve anjiyogenez asamasinda MMPler bir ¢ok molekiiler
hedefe yonelik aktivite gosterirler (Sekil 4). Invazyon ve intravazasyonda MMPI,
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-13, MMP-14; anjiyogenezde MMP-9, MMP-7, MMP-
12; inflamasyonun regilasyonunda MMP-2, MMP-7, MMP-8, MMP-9; matastatik nisin
kurulumunda MMP-2, MMP-3, MMP-9 aktivasyonu etkilidir (Sekil-5)(24).

MMP’ler aktivitelerinin artmasina ilave olarak invazyon boyunca belli bir yerde
odaklanirlar. MMP-2, MMP-9, MMP-14 ESM parcalanmas1 i¢in birlikte calisirlar.
Metaztaz ve tiimor biiyiimesinde MMP aracili sinyal regiilasyonu Onemli bir
mekanizmadir. Akciger, meme ve kolon kanserlerinde proteinazla aktive olan
reseptorler (PAR-1) artis gosterir (25). Metaztaz ve tiimor bitylimesinde MMP aracili
sinyal regulasyonu énemli bir mekanizmadir. Akciger, meme ve kolon kanserlerinde
proteinazla aktive olan reseptor (PAR-1) artis gosterir (26). Kemik metastazinda MMP-
7 osteklast aktivitesi ve osteoliziste RANK-RANKL etkilesimini artirarak osteoklast

Onciilerini artirict etki yapar (24, 27).



10

MMP’lerin dogal ve edinsel bagisiklikta dnemli diizenleyici rolleri vardir. inflamasyon
siirecinde bagisiklik hiicrlerince salinan sitokinler, kanser olusumunda rol
oynayabilmektedir. Onemli proinflamatuar sitokinlerden olan TNF-a T lenfosit ve
makrofajlarda membran bagli prokiirsor olarak sentezlenir. Pro TNF- o’nin ¢oziiniir
formu i¢in doniistiiriicii enzime veya MMP’lere gereksinimi vardir. MMPO artis1, meme
kanserinde tiimorle iliskili notrofil, makrofaj ve lenfosit artisina ve timor iliskili
inflamasyona neden olur (28). MMP’lerin aktivasyonunun inhibisyonu, timor gelisimi

ve metastatik aktivitenin engellenmesinde etkili bir strateji olarak diistiniilmektedir (27).

Gunumuzde kanser tedavisi ile ilgili ¢alismalar, daha az toksik ve daha etkili MMP
inhibitorleri gelistirilmesine odaklanmaktadir. Bu alanda yapilan g¢aligmalarin sayist her
gecen gin artarak devam etmektedir. Polifenoller bitkilerde bol miktarda bulunan ve
kanser hucresi proliferasyonunun, timoér blylmesini, angiogenezi, metastazi ve
inflamasyonu antiapoptotik etkileriyle inhibe eden maddelerdir. Bu maddelerin ve
sinerjik etkili molekiilleri igeren c¢esitli karisimlarin kanser tedavisindeki etkinligine
yonelik bir¢ok aragtirma sonucu yaymlanmaktadir. Polifenol icerikli kombinasyonlarin
kanser olusum ve gelisimine karsi1 giivenle kullanilabilecek etkili ajanlar olarak
degerlendirilebilecegi ifade edilmektedir (30). Bu maddelerin ve sinerjik etkili
molekiilleri igeren ¢esitli karisimlarin kanser tedavisindeki etkinligine yonelik birgok

aragtirma sonucu yayilanmaktadir.
2.2. Kurkumin

Kurkumin (curcumin) (diferuloilmetan), Curcuma longa L. bitkisinin sar1 renkli ana
pigmentidir. Ulkemizde zerdecal, zerde¢dp ya da hint safran1 olarak bilinen bu bitkinin
rizomlart yemeklere aroma katmak ve sar1 rengiyle yemeklerin goriiniimiinii
giizellestirmek i¢in baharat olarak kullanilmaktadir (Sekil 6). Bunun yani sira bu bitki,
tarth boyunca Ozellikle Asya’da tibbi amagli olarak da kullanilmistir. Birgok
inflamatuvar ve kronik hastaliklarin gelencksel yontemlerle tedavisinde (Ayurveda,
Geleneksel Cin Tibb1 vb.) yer almistir. Halk arasindaki bu kullanimi zamanla bilim
diinyasinin 1ilgisini ¢ekmis ve geleneksel ozelliklerinin birgogu, hiicre ve hayvan

modellerinde deneysel olarak da gosterilmistir.

Bitkinin rizomlarindan ekstre edilen fenolik yapidaki kurkumin molekiiliiniin ve aktif
metabolitlerinin (Sekil 6) antikanserojen ve antiinflamatuvar Ozellikleri ginimuzde de

yaygin olarak ¢alisilmakta (30) ve kemopreventif bir ajan olarak umut vaat etmektedir.
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Kolon kanseri, pankreas kanseri, safra kesesi kanseri ve oral kanserler gibi farkli kanser
tiirleri ve Alzheimer, iilseratif kolit, diyabet, obezite ve epilepsi gibi ¢esitli hastaliklarla
olan iliskisi klinik ¢alismalarda da incelenmistir (31). Kanser hucreleri Gzerine olan
etkisi ve etki mekanizmalar1 da in vivo ve in vitro ¢alismalarda sik¢a arastirilmistir.
Yapilan c¢aligmalarda kurkuminin diger biyoaktif bilesenlerde oldugu gibi kanser
gelisimini farkli basamaklarda etkileyebilecegi gosterilmistir (30).

Sekil 6. Zerdegal bitkisi, ¢igegi ve rizomu.

Kurkuminin bilyume faktorlerini, adezyon molekiillerini, apoptozla iligkili genleri,
anjiyogenez  duzenleyicilerini  ve hicresel sinyal molekdllerini etkileyerek
metabolizmada birgok yolakta islev gosterebilecegi saptanmistir. Kanserli hiicrelerde,
hiicre ¢ogalmasini, hiicre dongiistinii etkiledigi, kanser invazyonunu ve metastazini

engelledigi ve inflamatuvar yaniti diizenledigi iddia edilmektedir (32, 33).

Kurkuminin hiicre c¢ogalmasi tiizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, LNCaP
(androgen-sensitive human prostate adenocarcinoma cells) ve PC-3 (human prostate
cancer cells) hiicrelerinde kurkumin uygulamasinin epidermal biliyiime faktor reseptor
(EGFR) sinyalinin potansiyel bir inhibitéri oldugu, bu inhibisyonu da EGFR
ekspresyonunu baskilayarak ve EGFR tirozin kinaz aktivitesini engelleyerek
gerceklestirdigi gosterilmistir (34). Yapilan in vivo bir ¢alismada 6 hafta siireyle %2
kurkumin iceren diyetin, LNCaP hucreleri enjekte edilen farelerde timor hiicre

cogalmasini azalttigi ve apoptozu anlamli sekilde arttirdigi gosterilmistir (33, 34).
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Kurkuminin tiimdr invazyonu ve metastazi lizerine olan etkisi de gesitli in vivo ve in
vitro calismalarda arastirilmistir. Hong ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada tumor
invazyonu ve metastazi i¢in Onemli olan MMP’ler incelenmistir. Calismada,
kurkuminin  kanser hucrelerinde  MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini azalttigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda kurkumin tedavisi ile tiimér hacminde azalma meydana

geldigi de bildirilmistir.

Ayni zamanda kurkumin tedavisi ile timor hacminde azalma meydana geldigi de
bildirilmistir. Calismanin in vivo olarak yiiriitiilen kisminda kurkumin ile tedavi edilen
grupta metastatik nodiillerin daha az oldugu saptanmustir (36). Yapilan in vivo toksisite
caligmasinda  kurkuminin - MMP-9  expresyonunun  disiirdiigi, TIMP-1

(metalloproteinazin doku inhibitorii) ekspresyonunu degistirdigi tespit edimistir (37).

Kurkuminin inflamatuvar yanit iizerinde de onemli etkileri oldugu bilinmektedir.
Kurkuminin niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonunu ve siklooksigenaz-2 (COX-
2) ekspresyonunu azalttig1 ve IL-6, IL-8, TNF-a iiretimini baskiladig: bildirilmistir. In
vitro olarak yapilan c¢alismalarda da kurkuminin inflamatuar gostergelerin
aktivasyonunu ve ekpresyonunu diizenleyerek apoptozu arttirdigi, hiicre ¢ogalmasini

engelledigi ve metastazi tesvik eden faktorleri azalttigi gosterilmistir (38).
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Sekil 7. Zerdecal ve kurkumin metabolitlerinin dogal analoglar1 (35)
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Kurkuminin in vivo ve in vitro olarak ¢ok sayida ¢alismasi mevcut olmakla birlikte,
klinik calismalarina yakin zamanda baslanmistir. Farmakokinetigini incelemeye yonelik
Faz 1 ve Faz 2 klinik ¢alisma sonuclarina goére kurkuminin iyi tolere edilebilen,
giivenilir bir molekiil oldugu belirtilmistir. Ileri diizey kolorektal kanseri olan 15 kisi ile
yapilan bir calismada 4 aya kadar giinde 180 mg kurkumin verilmesinin iyi tolere
edilebildigi gosterilmistir. Bununla beraber insanlarda biyoyararliliginin diisiik oldugu
da kaydedilmistir. Kurkuminin 3 ay siireyle 8 grama kadar kullaniminin giivenilir
oldugu bildirilmistir. Pankreas kanseri olan 21 hastayla yapilan bir Faz II ¢alismasinda,
ginde 8 gram kurkuminin 18 aya kadar kullanilmasinin herhangi bir toksisite
gostermedigi belirlenmistir. Bu ¢alismada da kurkuminin biyoyararlaniminin diisiik

oldugu, buna karsin biyolojik aktivitesinin mevcut oldugu bildirilmistir (39).

Klinik ¢alisma asamasina heniiz yeni gegilmis olsa da in vitro ve in vivo sonuglar ile
klinik farmakokinetik verilerine dayanarak kurkuminin toksisitesi diisiik, giivenilir ve
etkili bir molekiil olarak umut vaat ettigi sdylenebilir. Kurkuminin, su an i¢in klinikte
kullanimina iliskin en biiyiik engel, suda az ¢6ziinmesi, yar1 omriiniin kisa olmasi ve
diisiik biyoyararlanima sahip olmasidir. Kurkuminin yiiksek biyoyararliliga sahip yeni

formlar1 gelistirilmekte ve bunlara iliskin farmakokinetik calismalar yapilmaktadir (8,
40, 41, 42)

2.3. 6-GINGEROL

Preklinik ¢alismalarda zencefil (Zingiber officinale R., Zingiberaceae) (Sekil 8) ve
bilesiklerinin kemopreventif, antineoplastik etkilerinin oldugu one siirtilmistiir (10-13).
Zencefilin  kanseri 6nlemedeki rolini serbest radikalleri yok etme (43), gen
ekspresyonlar1 degisimi ve apoptozun indiiksiyonu (44) gibi mekanizmalar araciligiyla
tiimoriin olusumu ve ilerlemesini azaltacagina dair etkisinin oldugu hususu bir¢cok
bilimsel arastirmaya konu olmustur. 6-gingerol (Sekil 9), zencefilin ac1 keskin maddesi
olup, antibakteriyel, anti-inflamatuvar ve antitimér Ozelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Kim ve ark., 6-gingerol‘un VEGF (vaskiiler endotelyal growth factor) ve
bFGF (Basic fibroblast growth factor) ile indiiklenmis insan endotelyal hicrelerinin
yayilimini inhibe ettigini ve G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugunu belirlemislerdir
(45, 46). Damarlarin VEGF’e verdigi yanit bloke edildiginde, farede korneada yeni
damar olusumu inhibe edilmistir (47). Melanoma hiicrelerine enjekte edildigi ¢alismada

metastazi azalttig1 bildirilmis. Deneylerde tubulin ve mikrotubulinin yap1 ve fonksiyonel
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gorevleri kaybolarak, hicrelerde anti-mitotik sonuglar elde edildiginden anti-

kanserojenik etki gosterdigi sonucuna varilmistir (48).

Sekil 8. Zingiber officinale Roscoe (Zencefil) bitkisi, gicegi ve rizomu.

6-gingeroliin deri kanserlerinin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilabilecegini bildiren

caligmalar da mevcuttur (49).
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Sekil 9. 6-Gingerol ve 6-Shogaol’iin molekiiler yapisi.

2.4. 6-SHOGAOL

Zencefilin igeriginde yer alan, fenilpropanoid tiirevi bir biyoaktif madde olan 6-shogaol,
antienflamatuvar, antikanserojenik, bulant1 engelleyici etkilere sahip bir molekiildiir.
Hung ve arkadaslarinin 6-shogaol’iin (Sekil 9) antikanserojenik etkilerini arastirdiklar
bir caligmada 6-shogaol’lin otofajik hiicre O6liimiinii indiikleyerek hiicre yayilimin
inhibe ettigini bildirmislerdir (antiproliferatif etki). Kanser metaztazinda etkili oldugu

bildirilen aktin iceriginden zengin hiicre membran ¢ikintilariyla (invadopodia) iliskili
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proteinlerin bloklanmasiyla timdr metastazinin engellenebilecegi ileri siiriilmektedir. 6-
shogaol uygulanan agresif meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231) MMP-2 ve 9,
invadopodia maturasyonunda etkili olan c-Src kinaz, cortactin, ve MT1-MMP)
diizeylerini diisiirerek metastazi inhibe ettigi belirtilmistir (50). 6-shogaol; AKT/mTOR
sinyal yolaginida bloke ederek AKT ve alt hedeflerin bloke edilmesini saglamaktadir.
MTOR yolag1 kanserde mutasyonlarla aktive olur. mTOR aktivasyonu ile etkilenen
anahtar proteinler; hiicre déngu dizenleyicileri, aminoasit ve glukoz tasiyicilari, DNA
onarimi  ve hiicre yasami, proanjiyogenik faktorlerdirr, mTOR  aktivasyonu,
metabolizma, hiicre biiyiimesi, ¢ogalma, anjiyogenez, i¢cin 6nemli proteinlerin sentezini
uyararak, kanser hicresinin aktivasyonunu saglar. Bu yolagin inhibisyonu ve diger
bulgular kiglk hicreli olmayan akciger kanserinde kullanilabilecegine dair hedef
olusturabilmektedir (51)

2.5. A549 HUCRE HATTI

AS549 hiicre hatti, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri olarak da isimlendirilen insan
alveolar bazal epitelyum hiicresi kaynakli bir hiicre hattidir. Alveolar bazal epitelyal
hiicreler akcigerin disaridan gelecek zararli uyaranlara karst birincil koruma bariyeri
olarak gorev alir. Bu hiicre hatt1, gerek transfeksiyon gerekse sitotoksite ve ila¢ yaniti

calismalarinda siklikla kullanilan bir hiicre hattidir (Sekil 10) (52).

Sekil 10. A549 Hucreleri (DMEM besi ortaminda)
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2.6. LIPOPOLISAKKARIT (LPS)

Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif bakterilerin dis membran komponenti olup,
inflamatuar sitokinlerin asir1 liretimine yol agarak septik sok ve c¢esitli inflamatuvar
hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynar (53). Bunun yani sira LPS NF-kappaB ve
MAPK kaskadini1 ve PI3K aktive ederken Rapamisin bu etkiyi negatif etkilemektedir
(54). Kiigiik hiicreli olmayan karsinoma hiicre hattinda LPS uygulanmasi, MMP2 ve
MMP9 ekspresyonunda artisa sebep oldugu aragtirma sonuglarinda belirtilmistir (55).
Bu nedenle LPS ile indiklenmis kanser hiicre hatt1 kiiltiirleri MMP arastirmalar1 i¢in

uygun deneysel modeli olusturmaktadir.
2.7. EPIGALLOKATESIN-3-GALLAT

Epigallokatesin, gastrointestinal sistem kanserlerinde koruyucu etkisi oldugu ileri
stiriilen (56), yesil ¢ayda bulunan bir polifenoldur (Sekil 11). Epigallokatesinin timor
hlcresi Gzerinde bulunan aril hidrokarbon reseptore baglanarak, hiicre biiylimesini ve

proliferasyonunu 6nledigi bildirilmistir (57).
OH
OH
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Sekil 11. Epigallokatesin-3-gallat’in molekiiler yapisi.

Bu ¢alismada, kurkumine kimyasal olarak oldukc¢a yakin, tek aromatik halkali bilesikler
olan; enflamasyondan kansere bir ¢ok patolojide etkin oldugu gosterilen, PGE;
tizerinden antienflamatuvar, antikanserojen etkinlik gosterdigi diisiiniilen 6-gingerol ve

6-shagaol’tin farkli konsantrasyonlarinin, epigallokatesinin ve kurkuminin kanser
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hicrelerinin invasyon siirecinde etkin oldugu belirlenen MMP2 ve MMP9 aktivitesini
uyaran LPS ile kombinasyonlarinin A549 hiicrelerinde mRNA duzeyleri belirlenerek

invazyon siirecine etkileri degerlendirilmistir.



3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi, Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Hadiye Kilicer Molekiiler Hiicre

Kltlrli Laboratuvarinda bulunan altyapi ve teknik materyallerle gergeklestirildi.

Calismada 6-gingerol ve 6-shogaol’iin farkli konsantrasyonlarini, kurkuminin 20 M ve
epigallokatesinin 10 UM konsantrasyonlarini i¢eren besiyerleri kullanilarak A549 hiicre
hattinda 11 grup olusturuldu (Tablo 1).

Tablo 1. Deney gruplari

Kontrol LPS (-)

Kontrol LPS (+)

Kurkumin 20 uM LPS (+)

6-gingerol 80 uM LPS (+)

6-gingerol 240 uM LPS (+)

6-shogaol 30 UM LPS (+)

6-shogaol 60 pM LPS (+)

6-shogaol 120 uM LPS (+)

{
{
{
{
[ 6-gingerol 160 uM LPS (+)
[
[
[
[
| Epigallokatesin-3-gallat LPS (+)

3.1. Besi Yeri Hazirlanisi

Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda A549 hiicre pasajlari icin Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) kullanildi. Besiyeri igerisine % 10 Fetal Sigir (Bovine) serumu
(FBS) eklendi. n yapilarla birlesip hiicrelerin kiiltiir kabina tutunmasini ve hizl prolifere

olmasint saglar. Serumdan gelebilecek kirlenmenin olup olmadigini gérmek igin
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besiyeri tekrar 37 °C’deki CO; etiiviinde 2-3 giin bekletildi. Bu siire sonunda serumdan
kaynaklanan bir kontaminasyon izlenmeyen besiyerine son konsantrasyonlar1 10 U/mL
penisilin, 100ug/ml streptomisin  olacak sekilde antibiyotik karisimi eklendi ve

kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
3.2. Hiicre Bakimi

Donmus halde bulunan hiicreler ¢ozdiiriildiikten sonra igerisinde 10 ml besiyeri bulunan
75 cm?® lik kiiltir kabina konuldu. Hiicreler 37 °C’de %5 CO, saglanan inkiibatorde
haftada 2-3 kez besiyerini degistirmek suretiyle ¢ogaltildi. Hiicrelerin asir1 biiyliyerek
strese girmelerini engellemek amaciyla hiicrelerin kiiltiir kabindaki doluluk oraninin
%80 i gegmemesine Ozen gosterildi. Inkiibasyon siiresince kiiltiir kaplar1 yatik
vaziyette inkiibatorde bekletildi. Taze besiyeri eklenmesi islemi, eski besiyerinin Steril
pipetle uzaklastirilip 10 mL yeni besiyeri eklenerek gerceklestirildi. Hiicre sayimi i¢in
kiltur kabmin tabanina yapismis olan hiicreler kalsiyum-magnezyum icermeyen fosfat
tamponlu tuz solusyonu (Phosphated Buffer Salt; PBS) ile yikandiktan sonra
tripsin/EDTA ile muamele edilerek kaldirildi (Sekil 12) (48).

/ LPS(- )\ /PS(+}\ /LPS (+) \ /PS[+] \

Kontrol | Kurkumin 6-Gingerol : 6-Shogaol

\ /\ 20 uM 240 uM 120 uMm

\ / &(20& / \240 .
/ PS[+1\ /LPS .\‘-.‘

6-Gingerol [ 65hogao| }

LPS(+)
Kontrol

;]*-.\ 80 uM 30 uM
\ / \ssom \30{+1 / \ /
/ LPS(+}\ /Lpsm \/ LPS(+) \ / \

ill EPGC L',,"‘ 6-Gingerol |  6-Shogaol Y ]
\ 10uM /\ 160uM | 60uM

\ / %160&}/ !som/'l\ /

Sekil 12. Deney gruplarinin 12 kuyulu plakada dagilimi.
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3.3. Tripsinleme Islemleri

Tripsinleme islemi tripsin, arjinin ve lizin aminoasitlerinin karboksil grubunun katildigi
peptid baglarin1 kirmak suretiyle, hiicrelerin kiiltiir kabinin tabanindan ve birbirlerinden
ayrilmasint saglamaktadir (44); ancak tripsinle muamele siiresinin uzamasi hiicre
canliligint azaltmaktadir. Bu amacla tripsinleme isleminde plaka doluluguna bagh
olarak 10 dk’ Iik siirenin gec¢irilmemesine 6zen gosterildi. PBS ile yikanan hiicrelerin
uzerine 3 mL tripsin/EDTA ortalama 5 dk inkibatdrde bekletildi. Bu siirenin sonunda
kiiltiir kabinda bulunan tripsinli hiicre siispansiyonu derhal siseden alinip santrifiij
tiipiine eklendi. Igerisinde hiicre siispansiyonu bulunan santrifiij tiipii, 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek siipernatant atilip dibe ¢okmiis hiicrelerden olusan ¢okeltinin
lizerine hiicre yogunluguna bagli olarak 1-2 ml besiyeri eklenip pipetle birkac kez
pipetaj islemi yapildi. Bu sekilde hiicreler kiiltiir sisesinin tabanindan tripsinleme

yoluyla kaldirilip (tek hiicre siispansiyonu haline getirilip) sayilacak duruma getirildi
(58).

3.4. Hiicre Sayimi, Dagitimi ve Maddelerin Uygulanmasi

Tripan mavisi ile sayim 6lii hiicrelerin igerisine giren daha yogun boya nedeniyle canli
hiicrelere oranla daha koyu boyanmas: dikkate alinarak yapilan sayimla
hesaplanmaktadir. Bunun i¢in 0.5 ml’ lik bir ependorf tiipiine 10 pg/ml olacak sekilde
PBS’de hazirlanan tripan mavisi ¢ozeltisinden ve santrifuj tlpunde bulunan hiicre
slispansiyonundan birebir oranda olacak sekilde 100’er pL konulup karigtirildi. Hiicre
sayisina bagli olarak agregasyonu diisiirmek i¢in sayim numunesinde 1:5, 1:10 oraninda

besiyeri ile dillisyon yapildi.

Hicreler 12 kuyucuklu plakalara her kuyuda 200.000 hiicre olacak sekilde 450 uL
besiyeri i¢inde dagitildiktan sonra 1 gece inkiibasyona birakildilar ve kontrol grubu
haricinde tiim hiicrelere 25 pg/ml LPS uygulandi. LPS ile 2 sa inkiibasyondan sonra
taze besiyeri icinde 6-gingerol (80, 160, 240 uM), 6-shogaol (30, 60, 120 uM),
kurkumin (20 uM), epigallokatesin gallat (10 uM) olacak sekilde hiicrelerin iizerine
eklendi. LPS ve ila¢ gruplart 10 kat konsantre hazirlanarak daha onceden 450 pL
besiyeri bulunan plaka icine 50 uL olacak sekilde 1X konsantrasyona diistiriildiiler. 24
sa boyunca inkiibasyona birakildi. Siire sonunda kuyu igerigi uzaklastirildiktan sonra

hlcrelerden total RNA izolasyonuna gegildi.
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3.5. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu tripure izolasyon kiti (Roche 000000011667157001) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

e Plaka kuyusuna 0.4 mL Tripure® Reagent eklenip pipetaj yapildi ve 5 dakika
bekletildi.

e Hiicreler ependorf tiiplere alindi.

e Eppendorflara 100 pL kloroform eklenerek, elle sertge ve iyice karistirilip 3 dakika
bekletildi.

e 4°C, 12,000 g, 15 dakika santriftj edildi.

e Yiizeyden RNA alinarak yeni ependerflara aktarildi.

e 0.25 mL % 100’lik RNA ¢oktlralmesi igin isopropanol eklenerek 10 dakika
bekletildi.

e 4°C, 12,000 g, 10 dakika santrifiij sonrasinda siipernatanti atilip pelet birakildi.

e Pelet iizerine 0.5 mL % 75 etanol ekleyip vortekste karistirildi.

e 7500 g, 5 dakika, 4 °C santrifiij ettikten sonra siipernatant atild1 ve iyice kurulanda.

e Uzerine otoklavlanmus steril bidistile su ( 20 uL ) eklendi.

e 10-15 dakika 55-60 °C’de bekletildikten sonra NanoDrop (ND-1000),
spectrophotometer’de dl¢iildii.

e DNAse buffer (2.5 uL) ve DNAse (1 pL) her bir érnek hiicrenin Gizerine eklenerek
37 °C’de 30 dakika bekletildi.

e Sonra her bir 6rnek izerine 5 uL DNAse inactive eklendi ve 2 dakika bekletildi.

e 1000 rpm, 4 °C’de 1 dakika santrifiij adildi ve ependorflardaki siipernatant1 alinip
baska bir eppendorf tiipiine aktarildi.

e Aktarilan bu siipernatant sadece RNA’dan olustugundan, NanoDrop (ND-1000)
spectrophotometer’de Ol¢lim yapildi. Total RNA 1 pg icin gereken hacimler
hesaplanarak cDNA sentez reaksiyonuna gecildi. A 260/ A 280 oraninin yuksek
seviyede saflastirilmis RNA eldesi i¢in 6l¢iimii yapildi. Bu degerin 1,8 ile 2,1
arasinda olmasi ile saf RNA 6l¢iimii agisindan bilgi verdi.

cDNA sentezi Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche
04379012001) ile iki asamal1 prosediire gore yapilmistir. Reaksiyon sirasinda kullanilan

reaktiflere Tablo-2’ de yer verilmistir. Birinci asamada ortama total RNA, anchored
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oligo (dTig) primer ve random hexamer primer konulmus ve Biorad thermal cycler
cithazinda 65 °C de 10 dakika 1sitarak RNA denature edildi.

Tablo 2. cDNA sentez reaksiyonu karigimi igerigi

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA Nanodrop Olcimine gore 1 pg total RNA
ihtiya¢ duyulan degisken
ul’ de
Anchored-oligo(dTg) primer 50 1uL 2,5 uM
pmol/uL (flakon 5)
Random Hexamer Primer, 600 pmol/uL 2 L 60 uM
(flakon 6)
PCR kalitesinde Su, (flakon 7 veya 9) 13 uL’ ye tamamlayacak -

sekilde ihtiya¢ duyulan uL.

65 °C de 10 dk denatiirasyon

Transcriptor Reverse Transcriptase, 20 0.5 uL 10U
U/uL (flakon 1)
Transcriptor Reverse Transcriptase 4 L 1 x (8 mM MgCl2)
Buffer, 5 x conc. (flakon 2)
Protector Rnase Inhibitor, 40 U/uL 0.5 puL 20U
(flakon 3)
Deoxynucleotide Mix, 10 mM each 2 uL 1 mM each
(flakon 4)

TOPLAM 20 pL -

10 dk 29°C, 60 dk 48°C, 5 dk 85°C’ de reaksiyon dongiisii (1 kez)

Denatiirasyon asamasi kit prosediiriinde opsiyonel olarak sunulsa da 65 °C’ de 1sitilan
RNA’ nin sekonder yapilarinin giderilmesi ve istenen cDNA’ nin tam uzunlukta
sentezlenmesi anlaminda verimi artirdig diisiiniilmektedir. Ortama Tablo 2’ de yer alan
flakon 1, 2, 3 ve 4’ te reaktifler eklendi. Kullanilan primer ve hedef mRNA uzunluguna

bagli olarak RT reaksiyonu inkiibasyon islemi Tablo 3’ teki gibi gergeklestirildi.

Sentezi yapilan 20 pL’ lik cDNA’ lar 1:5 oraninda PCR suyu ile seyreltilerek toplam
hacim 100 pL’ ye tamamlandi ve MMP2 ile MMP9 ekspresyon dizeylerinin

6lgllebilmesi igin g-PCR asamasina gegildi.
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Tablo 3. RT-PCR reaktifleri

Reaktif Hacim
H,0 10 puL
Parametre RT ready assay (20X) 1 uL
Master mix (5X) 4 uL
cDNA 5ulL
Toplam 20 ul

MMP2 ve MMP9 mRNA duzeylerinin belirlenebilmesi icin Roche real time ready assay
kiti kullanilmistir. Bu kitte hidroliz prob ve tiire 6zgii olarak bakilarak cDNA’ lar i¢in
kullanilmasi gereken primerler paket halinde gonderilmektedir. Kantitatif -PCR islemi
kit prosedirine gore Tablo 4’ te yer alan reaktifler kullanilarak ve Tablo 5’ te yer alan

sicaklik dongiileriyle gergeklestirilmistir.

Tablo 4. RT-PCR sicaklik dongiileri

Dongu Sicaklik ve siire

Denatiirasyon 95°C’ de 10 dk 1 dongii

2 asamali Amplifikasyon 60°C’ de 30 sn ve 72°C’ de 1 sn (45 dongii)
Sogutma 40°C

Kantitatif-PCR isleminde MMP-2 ve MMP-9 ct degerleri B-actin’e normalize edilmistir

ve Sonuglar % degisim olarak asagida yer aldig1 sekilde hesaplanmustir.

;)[((“: hedef)-(C: hedef housekeeping)]

% Degisim = — X 100
PRTR 7—[((‘[ kontrol)-(C: kontrol housekeeping)]

—

3.6. Istatistiksel Analiz

Gruplarin arasi istatistiksel anlamlilik verilerin normal dagilim gdsterip gostermemesine
gore Student-t ve Mann-Whitney U testleri ile gerceklestirilmistir. Istatistiksel
anlamlilik p<0,05 ve p<0,001 olarak ifade edilmistir.



4. BULGULAR

Calismada kiiclik hiicreli olmayan akciger kanser hiicre hatti olan A549 hiicreleri
kullanilmistir. Hiicrelerde LPS ile inflamatuvar yanitlar tetiklenmis ve bu kosullarda
metastazdan sorumlu olan matriks metalloproteinazlardan olan MMP-2 ve MMP-9 gen
ekspresyonlarinin 6-gingerol ve 6-shogaol uygulamasi ile nasil etkilendigi ilk kez bu
calisma ile gosterilmistr. Kurkumin, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunu inhibe ettigi
bilinen ve yapica 6-gingerol ve 6-shogaol’e benzeyen bir madde oldugundan ¢aligmada
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica her i¢ maddenin etkileri yine MMP2 ve
MMP9 inhibitor etkisi bilinen epigallokatesin-3-gallat ile karsilastirilmistir. Oncelikle
kontrol grubu ile LPS uygulanan grup karsilastirildiginda; kanser hiicrelerinde LPS
uygulanmasi, MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyonunda artisa sebep olmustur (Sekil
13,14). Her iki maddenin farkli konsantrasyonlari ile 20 pM kurkumin, LPS ile
indiiklenmis olan A549 hiicre hatt1 gruplarina uygulanmistir. Antiinflamatuvar 6zelligi
ile bilinen kurkuminin 20 pM uygulandigi gruplarda MMP2 mRNA ekspresyonu
(p<0,05) azalmistir. 6-Gingerol’lin uygulanan en diisiik (80 uM) dozda, kontrole gore
MMP2 mRNA ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma, 160 ve
240 uM’lik dozlarinda ise MMP-2 mRNA ekspresyonunda LPS(+) kontrol grubuna
gore herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 13). Shogaol ise uygulanan tiim
dozlarda MMP mRNA ekspresyonunu anlamli derecede (p<0,05) azaltmistir. TUm
gruplar igerisinde en belirgin azalma, 30 uM 6-shogaol grubunda izlenmistir. 6-Shogaol
diisitk dozda MMP-2 iizerine giiclii inhibitor etkinlik géstermekle birlikte doza bagimh
olarak MMP-2 mRNA ekspresyonunu inhibe edici etkisi doza bagimli olarak azalmistir.
Hem 6-shogaol hem de 6-gingerol uygulamasinda en diisiik dozlarda MMP-2 mRNA
ekspresyonu azalmigtir. Bu azalma maddelerin diisiik dozlarmin tiimér invazyonunu

azaltmasi agisindan en etkili doz olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Kurkumin ve epigallokatesin-3-gallat MMP-2 mRNA ekspresyonunu LPS uygulanan
gruba gore anlamli (p<0,05) diizeyde azaltmistir. Bu sonuglar diisiik dozda 6-gingerol
ve 6-shogaol’in MMP-2 mRNA ekspresyonunu inhibe edici etkisinin kurkumin ve

epigallokatesin-3-gallat ile hemen hemen ayni oldugunu gostermektedir.

MMP-2 mRNA
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Sekil 13: Farkli konsantrasyonlarda uygulanan kurkumin, 6-shogaol ve 6-gingerol,
epigallokatesin-3-gallat maddelerinin, LPS uygulanmis A549 hiicre hattinda
MMP2 mRNA ekspresyonu uzerindeki etkisinin qPCR analiz sonuglari.

LPS(-) Kontrol: LPS uygulanmayan kontrol grubu LPS(+): LPS uygulanan kontrol grubu. K20:Kurkumin
20uM, EPGK10: Epigallokatesin-3-gallat 10 uM, G80: 6-gingerol 80 uM, G160: 6-gingerol 160 puM,
G240: 6-gingerol 240 pM, S30: 6-shogaol 30 puM, S60: 6-shogaol 60 pM, S120: 6-shogaol 120 pM. *
LPS(-) grubuna gére p<0,05. # LPS(+) grubuna gére p<0,05.

A549 akciger karsinoma hiicre hattinda, LPS uygulanmasi, MMP9 mRNA
ekspresyonunda beklendigi sekilde artisa (p<0,05) sebep olmustur. 6-Gingerol

uygulamasinin tiim konsantrasyonlarinda MMP9 mRNA ekspresyonu artis gostermistir

(p<0,001) (Sekil 14).
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6-Shogaol’iin 30 UM (p<0,001) ve 60 (p<0,05) UM dozlarinda kontrole gore MMP9
MRNA ekspresyonu yiksek iken, 120 uM uygulamast MMP9 mRNA ekspresyonunu
kontrol degerlerine yaklastiracak kadar inhibe etmistir (Sekil 14). Tidm gruplar
icerisinde en belirgin MMP9 mRNA ekspresyonu inhibisyonu 6-shogaol 120 uM’da

izlenmisgtir.

Kurkumin ve epigallokatesin-3-gallat MMP9 mRNA ekspresyonunu anlamli derecede

arttirmistir (p<0,001)

MMP9 mRNA
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Sekil 14. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan kurkumin, 6-shogaol ve 6-gingerol,
epigallokatesin-3-gallat maddelerinin, LPS uygulanmis A549 hiicre hattinda
MMP-9 mRNA ekspresyonu uzerindeki etkisinin gqPCR analiz sonuglari.

LPS(-) Kontrol: LPS uygulanmayan kontrol grubu LPS(+): LPS uygulanan kontrol grubu. K20:Kurkumin
20uM, EPGK10: Epigallokatesin-3-gallat 10 uM, G80: 6-gingerol 80 uM, G160: 6-gingerol 160 puM,
G240: 6-gingerol 240 pM, S30: 6-shogaol 30 puM, S60: 6-shogaol 60 pM, S120: 6-shogaol 120 pM. #
LPS(+) grubuna gore p<0,001. $ LPS (+) grubuna gére p<0,05.

Tum bu sonuclara dayanarak 6-gingerol’in MMP-2’nin mRNA diizeylerini sadece
diisiik dozda inhibe edebildigi, MMP-9’u ise her dozda artirdigi; 6-shogaol’iin ise
MMP-2 mRNA ekspresyonunu doza bagimli olarak artirrken, MMP-9 mRNA

ekspresyonunu doza bagiml bir sekilde azalttig1 sdylenebilir.
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Kurkumin ve epigallokatesin-3-gallat da benzer sekilde A549 hiicrelerinde uygulanan
dozlarda MMP-2 mRNA ckspresyonunu azaltirken, MMP-9 mRNA dlzeylerini

artirmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri birgok Ulkede gorilen en malignant kanserlerden biridir. Kiigiik hticreli
olmayan akciger kanseri metastaz potansiyeli yiiksek olan zayif prognozlu akciger
kanserlerinin neredeyse %80 nini olusturur (59). Akciger kanseri hiicreleri oldukca
invaziftir ve sonug olarak yiiksek mortalite oranlarina sahiptir. invazyon ve metastazin
baskilanmasi akciger kanserinin tedavisinde en etkili yontem olarak diistiniilebilir.
Kanser metastazi, primer tiimorden hiicrelerin ayrilmasi, ESM lokal proteolizi, kilcal
damar ve lenfatik damarlarin bazal membran araciligiyla penetrasyonu, intravazasyon
ve daha sonra yeni dokuya invaze olup ve biiylimeyi kapsayan ¢ok koordine ve ardisik
bir sirectir (60, 61). Tumor mikrogevresinin inflamatuvar hicreleri ve bu hicrelerin
salgiladiklar1 mediyatorler akciger kanser ilerlemesinde kritik rol oynayabilir.
Adenokarsinom A549 hiicre hattina noétrofillerin  ilavesinin, tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdig1 ve ko-kiiltiirleri yapildiginda ortamda COX2 kokenli PGE2
ve elastaz mediatorlerinin saliniminin oldugu, bu mediyatorlerin inhibisyonunda timor
hiicrelerinin ¢ogalmasinin ortadan kalktigi gosterilmistir (62). Artan inflamasyon
akciger kanserinin invazyonu ve metastazi ile iliskili oldugu goriilmektedir. Bu nedenle
calismamizda A549 hiicre hatlarinda proliferasyon, invazyon ve metastaz olaylarinin

LPS ile inflamatuvar siireclerin baglatilmasi ile tetiklenmesi saglanmastir.

Zn**ye bagl endopeptidazlardan bir ailenin olusturdugu MMP'ler, tiimér hiicresi
migrasyonu, yayilimi, doku istilas1 ve metastazina katkida bulunan baslica proteazlardir
(63). Metastatik siiregte proteazlarin aktivasyonunun kritik oldugu diistiniilmektedir (64,
65). MMP-2 ve MMP-9’un inhibe edilmesinin hiicrelerin invazif ve metastatik
ozelliklerini baskilamasi, yeni tedavi hedefleri arasinda yer almasima neden olmustur

(66).

Zerdegalin (Curcuma longa) igeriginde bulunan kurkumin antioksidan anti-ttimoral ve

anti-metastatik aktiviteye sahip genis spektrumlu farmakolojik O6zellikler gosteren
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onemli bir dogal polifenoldur. Kurkumin’in pankreatik kanser migrasyonunu ve
invasyonunu ROS/ERK/NF-kappaB sinyal yolagini inhibe etmek ve MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunu baskilamak suretiyle, pankreas kanseri icin dnemli bir antikanser ajan
olarak degerlendirilmesine neden olmustur (67). Kurkumin’in septik hayvanlarin beyin
(68), akciger (69), bobrek (70), karaciger (71) ve kalplerinde (72) antiinflamatuvar ve
antioksidan  etki  yarattigit  onceki c¢alismalarda  yaymlanmisti.  Kurkuminin
antiinflamatuvar etkisinin peroxisome PPAR-y’nin upregiilasyonu araciligr ile oldugu
diisiiniilmektedir. Kurkumin tarafindan PPAR-y’nin artmis ekspresyonu NF-k-f’nin
baskilanmasina yol agmakta ve TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
salinimin1 azalmaktadir (73). NF-xf yolagmin invazyon ve metastazda kritik rol
oynadigina yonelik aragtirma sonuglarida yaymlanmistir (74). Akut monositik I6semi
SHI-1 hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada kurkuminin hiicre apoptozunu indiklemekle
kalmayip, JNK, P38, MAPK, ve ERK sinyali tizerinden tetiklenen hiicre invasyonunun
MMP-2 ve MMP-9 transkripsiyonunu ve salimini diisiirerek baskiladigi bildirilmistir
(30). Meme kanseri siddetli invasyon ve metastaz 6zelligi nedeniyle zayif prognoza
sahip kanser turudur. Lizofosfatidik asit (LPA) RhoA/ROCK/MMP sinyali Uzerinden
kanser invasyonunun ve metastazinin siddetlenmesine neden olur. MCF-7 meme kanseri
hiicreleriyle yapilan ¢alismada kurkuminin RhoA, ROCK1, ROCK2, MMP-2 ve MMP-
9’ un hem transkripsiyon hem de translasyon diizeyleri incelenmis ve kurkuminin bu
yolag1 baskilayarak hiicre invasyonunun diisiirdiigii belirlenmistir (75). Onemli bir
mono-karbonil kurkumin analogu olan MC37’nin intraseliiler mikrotiibiil olusumunu
inhibe edip, siklin-bagimli kinaz 1 (CDKI1) ekspresyonunu degistirerek nihayetinde
G2/M fazinda durdurarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Hatta mitokondriyal
membran potansiyelini bozdugu, Bax/Bcl-2 oranini artirdigi, kaspaz 9/3 kaskadini
aktiflestirerek kanser hiicre apoptozuna neden oldugu belirtilmistir. Bu nedenle
MC37’nin potansiyel anti-kolorektal kanser ajani olarak degerlendirilebilecegi
bildirilmistir (8). Calismamizda, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser hiicre hattinda
kurkuminin MMP-2 ve MMP-9 {izerine etkileri incelendiginde, inflamasyon LPS ile
tetiklendiginde 20 pM kurkumin uygulanmas: sonucunda MMP-2 ekspresyonu
azalirken, MMP-9 ekspresyonun arttig1 gézlemlenmistir. MMP-9 ekspresyonunu inhibe
etmemis olmas1 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tedavisinde Kklinik kullanimini
kisitlandirabilir. Bulgularimiz, Kurkuminin A549 hiicreleri iizerinde MMP-2’yi

baskiladigin1 gosteren Liao ve ark. (76) ‘nin ¢alismasini desteklemektedir. Fan ve ark.
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(77) kurkuminin A549 hiicrelerinde MMP-9’u baskiladigini gostermislerdir Ancak 30
uM’dan daha yiiksek dozalrda inhibitor etkinligi ve invazyonu inhibe edici etkisi oldugu
bulunmustur. Calismamizda 20 pM kurkumin bu nedenle MMP-9’u baskilamamis

olabilir.

Epigallokatesin-3-gallatin glioma hicrelerinde (U251) apoptozu indiikledigi ve
hlcrelerin invasyonunu ve proliferasyonunu diisiirdiigii bilinmektedir. Bu etkisini
MMP-2 ve MMP-9 mRNA diizeylerini diisiirerek gerceklestirdigi belirlenmistir (78).
Epigallocatechin-3-gallate  hepatosellular  karsinoma hiicre hattinda apoptozu
indiiklerken normal karaciger hiicrelerinde etki gostermedigi bildirilmektedir (56).
Kondrosarkoma (SW-1353), fibrosarkoma (HT-1080), liposarkoma (SW-872) ve
sinovyal sarkoma (SW-982) hiicre dizilerinde, epigallokatesin-3-gallat’in MMP-2 ve
MMP-9'u inhibe ettigi bildirilmistir (79-80). Epigallokatesin gallat’in ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda MMP-2 ve MMP-9’u inhibe ettigi gosterilmis olsa da, A549 hiicre
hattinda MMP-9 iizerine etkisi ilk kez bu ¢alisma ile gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda
epigallokatesin-3-gallat, 10 UM uygulandiginda kurkumine benzer bir sekilde MMP2
MRNA ekspresyonu azaltirken, MMP-9 mRNA ekspresyonunu artirmstir.

Halk arasinda zencefil olarak bilinen Zingiber officinale'nin rizomlar1 kiiresel agidan
onemli bir baharattir. Zencefilin temel bileseni, Zencefil fitokimyasal maddeleri,
ozellikle 6-gingerol antioksidan, anti-inflamatuvar ve antitimor 6zelliklere sahiptir (81-
84). 6-gingerol endojen antioksidan enzimleri artirarak serbest radikallerin Uretimini
azaltir. Osteoartrit kondrositleriyle yapilan in vitro g¢alismada 6-gingerol’iin hicre
canliligini, mitokondral metabolizmay1 korudugu, kikirdagin korunmasinda, osteoartrit
patogenezi olusumunda etkili faktorlerin berteraf edilmesinde esansiyel oldugu da
bildirilmistir (83). 6—gingerol’iin, ERK fosforilasyonunun baskilanmasint modiile
ederek, PANC-1 hiicrelerinde ERK araciligiyla NF-xB/Snail ile iliskili olarak metastazi
baskiladig1 gosterilmistir (84). Weng ve arkadaslar1 6-shogaol and 6-gingerol un Hep3B
hiicrelerinin invasyon ve metasatazinin MMPler ve Urokinaz-tipl plasminojen aktivator
(uPA) transcripsiyonu ve translasyon mekanizmalarina odaklanarak yaptiklari in vitro
calismada MMP-2 ve 9 ckspresyonunu MAPK and PI3k/Akt yolagi, NF-kappaB,
STAT3 aktivitelerini baskiliyarak siiprese ettigi ve anjiyogenezi blokladigin
belirlemiglerdir (85). Ayrica 6-gingerol’iin siki1 baglanti iliskili proteinler tizerinde etki
ederek metastatik invazyonu baskiladigi bu etkisini de NF-kB/Snail ve ERK yolagini
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etkileyerek gergeklestirdigi bildirilmistir  (84). MDA-MB-231 insan meme kanseri
hlicre dizisinde 6-gingerol’in adezyon, invazyon, motilite, aktivite ve MMP-2 veya -9
miktar1 lizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, MDA-MB-231 hiicreleri, farkli
dozlarda 6-gingerolun (0, 2.5, 5 ve 10 uM) varliginda MMP-9 protein diizeylerinde bir
degisiklik olmamasina ragmen, MMP-2 proteininin miktar1 doz bagiml bir sekilde
azalttigr bildirilmistir. Aym1 ¢alismada 6-gingerol tedavisi ile hem MMP-2 hem de
MMP-9 mRNA ekspresyonun azaldigi bildirilmistir (86). Bizim ¢alismamizda 6-
gingerol’iin uygulanan en disik (80 uM) konsnatrasyonunda, kontrole gére MMP-2
ekspresyonunda azalma, 160 ve 240 uM’lik doz uygulamalarinda ise MMP-2
ekspresyonunda kontrol grubuna gore artis oldugu gozlenmistir. 6-gingeroliin diisiik
konsantrasyonlarinin MMP-2 ekspresyonunu baskilayarak tiimor invazyonunu azalttigi,
ancak yiiksek dozlarda inhibitor etkinligini olmadig1 s6ylenebilir. MMP-2 nin tersine 6-
gingerol’in uygulanan tiim konsantrasyonlarinda MMP-9 ekspresyonu artis
gostermistir. 6-gingerolin MMP-9 mRNA ekspresyonunu baskilamasi ve sonug olarak
antiinflamatuvar ve anti metastatik 6zellik gosterebilmesi icin daha yiksek dozlara

¢ikilmasi ya da ¢ok daha diisiik doz kullanimi1 gerekli olabilir.

6-Shogaol yine Zingiber officinale igeriginde bulunan antiinflamatuar ve antikanser
etkinligi olan bir bioaktif maddedir. Calismada timor nekroz faktor-iliskili apoptoz
iceren ligand (TRAIL) a bagli apoptozis gesitli kanser hiicre hatlarinda (renal Caki
hlcreleri, meme MDA-MB-231 hiicreleri ve glioma U118MG hiicreleri) in vitro olarak
incelenmistir. 6-shogaol’iin TRAIL’a bagh apoptozu indiikledigi belirlenmistir (87). 6-
Gingerol ve 6-shogaol ile yapilan deneysel ¢alismalarda bu maddelerin gastrointestinal
sistem kanserlerine karsi etkili olduklar1 belirlenmis, hepatoma hiicrelerinde invasif
aktiviteyi MMP9 ve TIMP regulasyonuyla engelledigi bildirilmistir (88). Bu etkiyi NF-
kappaB, STAT3, MAPK, PI3K, ERK1/2, Akt, TNF-alfa, COX-2, cyclin D1, MMP-9,
survivin, clAP-1, XIAP, Bcl-2, kaspazlar ve diger hiicre biiyime diizenleyicilerine ait
yolaklarda yaptiklar1 diizenlemelerle sagladiklari belirlenmistir (89). 6-shogarol'lin
topikal uygulanmasinin, fare derisinde 12-O-tetradekanoilflorbolde 13-asetatla (TPA)
uyartlmig iNOS ve COX-2 mRNA ekspresyonunu, kurkumin ve 6-gingerol'den daha
etkili sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada 6-Shogaol, TPA'nin
indiikledigi IxkBa ve p65 fosforilasyonunu azalttip IkBa'nin bozunmasina neden oldugu
belirlenmistir. 6-shogaol, 7,12-dimetilbenz [a] antrasen/TPA kaynakli deri timorii

olusumunu o6nemli Ol¢iide inhibe ettigi de gosterilen ¢alismada, 6-shogaol'un fare
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derisinde inflamatuvar iINOS ve COX-2 gen ekspresyonunu downregule ederek etkili bir
anti-timor ajani etkisi gosterdigi bildirilmistir. Arastirmanin sonucunda 6-shogaol'un
inflamasyona bagl timdrogenezi Onleyebilen yeni bir fonksiyonel madde oldugu ileri
stiriilmiistiir (90). 6-shogaol ile pankreatik kansere yonelik gergeklestirilen in vitro ve in
vivo bir ¢alismada, 6-shogaol’iin toll like receptor 4 (TLR4)/NF-kappaB yolagini ve
anahtar hiicre canlilik diizenleyicileri olan COX-2, cyclinD1, survivin, clAP-1, XIAP,
Bcl-2 sinyalini ve MMP-9 (retimini baskiladigi, hiicrelerin gemsitabin duyarliligini
artirdigi, sonu¢ olarak da tiimorogenezi baskiladigini bildirilmistir  (91). Bizim
calismamizda da 6-shogaol tiim dozlarinda kontrole gore MMP-2 ekspresyonunu

diistirmiis, gruplar icerisinde en belirgin azalma 30 uM’da izlenmistir.

Bulgularimiz 6-shogaol’in diger gruplara gore en etkili antiinflamatuvar ve anti
metastatik 6zeliklere sahip madde olabilecegini diisiindiirmektedir. Hem 6-shogaol hem
de 6-gingerol uygulamasinda en diisiik dozlarda MMP-2 mRNA ekspresyonunun
azalmis olmasi, her iki maddenin de disiik dozlarinin MMP-2 (zerinden timor

invazyonunu azaltmasi acisindan en etkili doz olabilecegini diistindiirmektedir.

Caligmamizda 6-Shogaol’tin 30 ve 60 pM dozlarinda kontrole gére MMP-9 mRNA
ekspresyonu yiikselmisken, 120 UM uygulamasiyla kontrole oranla MMP-9 mRNA
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmustur. Tiim gruplar igerisinde
en belirgin MMP-9 mRNA ekspresyonu inhibisyonu 6-shogaol 120 uM’da izlenmistir.
Tum bu sonuclar MMP-9 ekspresyonun azalabilmesi icin bu maddelerin ylksek

dozlarinin ¢ok daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kanser tedavisinde en Onemli yaklasimlardan birisi de apoptozun indiiksiyonudur.
MMPler birgok biyopaktif molekil yoluyla apoptoz zerinde pozitif ve negatif yonde
etki olusturabilirler. MMP-7 membrana bagli Fas ligand: (FasL veya CD95L)
serbestlestirerek Fas reseptoriine baglanmasini saglayarak apoptopzu pozitif yonde
tetikler (92). Diger yandan MMP-7 ErbB4 tirozin kinaz reseptorleri aktivasyonuyla
heparin baglayici epidermal buytume faktori (HB-EGF) Uzerinden apoptozu inhibe
edebilmektedir. Apoptoz iizerine yapilan ¢aligmalarda MMP-3’iin aktive edici (93),
MMP-11"in ise inhibe edici etkisine yonelik (94) sonuglar yayinlanmistir. MMP’lerin
paralelinde inhibitorleriyle birlikte calisilan, apoptotoik etkilerinin arastiran ¢aligmalarin
karsilastirmali sonuglar1 oldukca 6nemlidir. Zira Timplerin apoptoz uzerindekis etkileri

de MMPlere benzer sekilde iki yonliidiir. TIMP3’{in apoptozu indiikledigi gibi ayni
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zamanda baskiladig1 yoniinde bulgwlarin yanisira, TIMP1, TIMP2 ve TIMP4’iin
apoptozu baskilayici antiapoptotik etkilerini belirleyen caligmalar mevcuttur.  6-
gingerol (95, 96) ve 6-shogaol’un (97-99) apoptotik etkileriyle ilgili yayinlarin yani sira
TIMP ler iizerindeki etkilerini de arastirmak, apoptotik etkinlik bakimindan 6nemli
sonuclar verecektir (100-102). Zira bu konuda olduk¢a sinirli sayida arastirma
mevcuttur (88). Kurkumin ve Epigallocatechin in apoptoz ve TIMP baglantisini
arastirmis calisma sayisida oldukga sinirli sayida bulunmaktadir (103). Bu nedenle
onemli bilgi eksikligi bulunan bu konularda yapilacak arastirmalar bu maddelerin

kanser etkinligine 6nemli katkilarda bulunacaktir.

Kurkumin ve epigallokatesin-3-gallat LPS ile indiiklenmis A549 hiicrelerinde MMP-2

ve MMP-9 Uzerinde 6-shogaol’e benzer bir davranis sergilemistir.

Calisma grubumuz tarafindan daha Once gergeklestirilen bir ¢alismada (104), 6-
gingerol, 6-shogaol ve kurkumin’in IL-1f ile indiikklenmis AS549 hiicre hattinda
mPGES1, PGE2, COX-2 ve GSK-3pB/B-catenin yolagi iizerinden antiinflamatuvar
etkinligi arastirilmis ve o ¢alisgmada da kurkumin ve 6-shogaol benzer antiinflamatuvar
etkilere sahipken, 6-gingerol etkili bulunmamigstir. Ayrica yine ayni c¢alismada bu
calismadaki ile ayn1 dozlarda 6-gingerol ve 6-shogaol’iin IL-1B ile indiikklenmis A549
hiicre hattindaki gercek zamanli etkileri xCELLigence sistemi ile degerlendirildiginde,
IL-1B uygulamasinin hiicrelerin proliferasyon hizini artirdigi ve daha agresif hiicreler
haline getirerek adezyon yetenegini de artirdig1 gosterilmistir. S6z konusu ¢aligmada 6-
shogaol ve kurkumin IL-1B’nin bu etkisini azaltmis ve hiicrelerin ger¢cek zamanli
bliylime egrilerinni kontrol grubuna yakin degerler haline getirdigi sonucuna

ulagilmistir. Yine bu sonuglar deneyimizn bulgularini destekler niteliktedir.

Gunumuzde kanser tedavisi ile ilgili ¢alismalar, daha az toksik ve daha etkili MMP
inhibitorleri gelistirilmesine odaklanmaktadir. Bu alanda yapilan ¢aligmalarin sayist her
gecen giin artarak devam etmektedir. Zingiber officinale bitkisinde bulunan 6-shogaol
ve 6-gingerol, A549 hiicre hattinda MMP-2 yi 6zellikle diisiik dozlarinda baskilamistir.
Bu nedenle ayri ayr1 ve birlikte en etkin inhibitér dozun belirlenmesine yo6nelik
yapilacak ileri ¢alismalarla, bu maddelerin MMP ekspresyon inhibisyonu,

antiinflamatuvar, antiinvazyon ve antitimoral etki mekanizmalar1 aydinlatilabilir.
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