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ORJiNAL ARASTIRMA

Zencefil koku suyuyla direncli damarlarin genislemesinin induklenmesi,
muhtemelen endotel hucrelerinde ekstraselluler sinyal-regule edici kinaz 1/2 ve

endotelyal nitrik oksit sentaz aktivasyonu yoluyla

Elizabeth Bird, Dinesh M. Shah

Ozet

Amag: Zencefil kokl suyunun farelerden gelen direncli damarlarin blztsebilme iliskisi
ve insan endotel hiicrelerinde ekstrasellller sinyal-reglle edici kinaz 1/2 (ERK1/2) ve
endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivasyonu Uzerindeki etkilerini incelemek.

Yontemler: Yari-kuru zencefil kdklerinden su gikarildi. Saglikli eriskin C57BL/)6 farelerden
mezenterik arter halkalari ¢ikarildi. Primer insan gébek kordonu damar endotel hlcreleri
(HUVEC'ler) normal dogum yapan bebeklerin gdbek kordonlarindan izole edildi. Zencefil koki
suyunun varhginda veya yoklugunda 0.1% (v/v) oraninda potasyumla (100 mM KCI) uyarima
yanit olarak diseke edilen damar halkalarinin bizusebilirligi tel tele miyografisiyle 6lguldi.
Zencefil kdkl suyu varhginda kiltir ortaminda ERK1/2 ve eNOS'nin fosforilasyon dlizeyleri 0,
0.025%, 0.05%, 0.1%, ve 0.2% (v/v) oranlarinda HUVEC'lerde western blot analiziyle
degerlendirildi.

Sonuclar: KCl uyarimina yanit olarak mezenterik arter halkalarinda ani bir
kontraktil aktivite artisi g6zlendi. Zencefil kdkd suyu KCI kaynakli damar
buzlUlmesini etkili bir sekilde azaltmistir. Ayrica, zencefil kokl suyu ERK1/2 ve
eNOS'in fosforilasyonunu doz-bagimli olarak anlamli bicimde artirmistir.

Sonuglar: Zencefil koklU suyu direncli damarlari gevsetme kapasitesine sahiptir.
Endoteldeki hiicrelerde fosforilasyon yoluyla ERK1/2 ve eNOS’un aktivasyonu, zencefil
kokl suyunun vazodilatér aktivitesinin altinda yatan bir mekanizma olabilir.

Anahtar kelimeler: Zencefil, Direncli damarlar, Vazodilatasyon, ERK1/2, eNOS,
Fosforilasyon, Mikroyografi, Endotelyal hlicre
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[5]. Zencefil kokuninanti-inflamatuar,
antiemetik ve gastro- koruyucu ozelliklere
sahip oldugu belgelenmistir [6]. Ayrica
zencefil kokl ayni zamanda vazodilator
aktiviteye sahiptir; ham zencefil koki
Ozleri gosterilmistir

[1-4]. Zencefil(Zingiber officinale) bir-

Cin ve Hindistan’'a 6zgu, ancak artik
hemen hemen tim tropikal ve subtropikal
kitalarda yaygin olarak yetistirilen, en
Onemli tibbi bitkilerden biridir.
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Zencefil koku suyu ile direnc damarlarinin genislemesinin indtklenmesi

Hayvan calismalarinda arteriyel kan basincini doza bagh
olarak azaltmak icin [7, 8]. Bununla birlikte, zencefil
kokinin dogrudan bir vazodilator etkisini kanitlamak igin
daha kesin kanitlara ihtiyag vardir. Ayrica, zencefil kdkinin
kan basincini duslricu etkisinin altinda yatan hicresel ve
molekuler mekanizmalar hentz aydinlatilamamistir.

Damar endotel dokusu, damar limenini kaplayan surekli
bir hiicre tabakasi olarak, damar diiz kas gevsemesinin
duzenlenmesinde kritik bir rol oynar [9, 10]. Nitrik oksit
(NO) [11], kesfi sirasinda 'endotelyum kaynakli gevsetici
faktor' (EDRF) olarak bilinen [12], endotelyuma bagli
vazodilatasyonun en iyi bilinen aracilarindan biridir [13,
14]. Kiguk bir diatomik gaz olan NO, memelilerde su U¢
NO sentaz tarafindan substratlardan (L-arjinin ve
molekuler oksijen) sentezlenir: nNOS (ndronal veya tip |
NOS); iINOS (induklenebilir veya tip Il NOS); ve eNOS
(endotelyal veya tip Il NOS) [15]. eNOS, endotelde NO
Uretiminden sorumlu ana enzimdir. Baslangicta eNOS'un
yapisal bir enzim oldugu distnilse de, artik eNOS
ekspresyonunun transkripsiyonel ve
post-transkripsiyonel diizeylerde de diizenlenebildigi
genel olarak kabul edilmektedir [16, 17]. Son calismalar,
eNOS'un post-transkripsiyonel modifikasyonunun gesitli
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) bagiml
sinyal yollarini icerdigini gdstermistir [18, 19]. Ancak,
bildigimiz kadariyla, zencefil kékiiniin endotelyal
hlcrelerde eNOS aktivitesi Uzerindeki etkisiyle ilgili
herhangi bir bilgi mevcut degildir.

Zencefil kokinun endotelyal hicrelerde ekstraselltler
sinyal dizenleyici kinaz 1/2 (ERK1/2) ve eNOS aktivasyonu
yoluyla arter damarlarini gevsetebilecegini varsaydik. Bu
hipotezi test etmek icin mevcut ¢alisma, farelerden alinan
mezenterik arterlerin miyografik analizleri ve insan
endotelyal hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro
laboratuvar testleri ile gergeklestirildi.

Gerecg ve yontemler

Bu calisma, insan plasentalari ve laboratuvar hayvanlarinin
kullanimini icermektedir. Farelerin kullanimi icin bir
protokol, Wisconsin-Madison Universitesi Hayvan Bakim ve
Kullanim Komitesi tarafindan tam bir incelemeden sonra
onaylandi. Kimligi belirlenemeyen klinik olarak atilmis
ornekler olarak siniflandirilan insan plasentalarinin
kullanimi igin baska bir protokol ise

Aile Hekimligi ve Toplum Saghgi 2013;1(3):12-18
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Wisconsin-Madison Universitesi ve Meriter
Hastanesi Kurumsal Etik Kurulu tarafindan hizh bir
incelemeden sonra onaylanmistir.

Yari kurutulmus zencefil kokleri yerel bir marketten
temin edildi. Kabugu soyulduktan sonra zencefil kokleri
kiculk dilimlere dograndi ve taze suyu sikilarak toplandi.
Farkli zencefil kdku partilerinden hazirlanan su,
spektrofotometre ile 400 nm dalga boyunda optik
yogunluga gore 'yari standardize' edildi.

Jackson Laboratuvari'ndan (Bar Harbor, ME, ABD)
saglikli yetiskin C57BL/)6 fareleri CO2 6tanazisi ile feda
edildi. Mezenterik arterlerin (150-200 um capinda)
halkalari bir stereomikroskop altinda diseke edildi ve
25-pum tungsten tel kullanilarak 4 hazneli bir tel
miyografin (Model 610M; Danish Myo Technology-USA,
Inc., Ann Arbor, Ml, ABD) cenelerine monte edildi.
Fizyolojik tuzlu solisyonda ([PSS] 118.99 mM NacCl, 4.69
mM KCI, 1.17 mM MgS0O4 ve 1.18 mM KH2PO4), 30°C'ye
onceden isitilmis ve %95 02 ile %5 CO2 karisimi ile
havalandiriilmis olarak dengeye getirildikten sonra, pasif
gerilim DMT normalizasyon modula kullanilarak aktif
kuvvetin tespiti icin ayarlandi. Halkalarin 100 mM KCl'ye
yanit olarak damar reaktivitesi kaydedildi. Yikama ve 30
dakikalik toparlanmadan sonra, damar halkalarinin
gerilimindeki degisiklikler 1 saat boyunca kaydedildi ve
bu stirede KCl uyarisindan 5 dakika sonra %0.1 zencefil
koki suyu eklendi.

Normal, tam sureli plasentalar, Madison, Wisconsin'deki
Meriter Hastanesi Dogum Merkezi'nden vajinal veya
sezaryen dogumdan sonraki 30 dakika icinde alindi.
GoObek kordonlari toplandi ve antibiyotik iceren soguk
HBSS icinde buz {izerinde laboratuvara tasindi. insan
umbilikal ven endotelyal hicreleri (HUVEC'ler), iyi
bilinen bir yontemle [20] kollajenaz inflizyonu ile izole
edildi. Bakim igin izole edilen HUVEC'ler, %10 fetal sigir
serumu (FBS) ile desteklenmis RPMI-1640 (Clontech
Laboratories Inc., Mountain View, CA, ABD) ortaminda
kultarlendi.
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Inc.), 0.375 mg/mL endotel hiicre buylime
takviyesi (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), 0.1
mg/mL heparin (Sigma, St. Louis, MO, USA), 100
U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin, ve %5
CO2 nemli atmosferde 37°C'de kultur edildi.

HUVEC'ler, 10 cm boyutunda tabaklarda 2.5x1076
hicre/disk olarak RPMI-1640 icinde %10 FBS ve endotel
hicre baylime takviyesi ile ekilmistir. Yaklasik %90
yogunlukta oldugunda, hlicreler FBS icermeyen RPMI'de
1% si1gir serum albimeni (BSA) ile 16 saat ac
birakilmistir. Ardindan hicreler, 0, 0.025%, 0.05%, 0.1%
ve 0.2% zencefil kokl suyu iceren serum-siz RPMI'de 15
dakika boyunca yetistirilmistir. Ayrica 0.1% zencefil
suyu icinde 20 um PD98059'nin bulundugu bir grup da
dahil edilmistir (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA). Tum hucre lizati hazirlanip fosforile eNOS ve
fosforile ERK1/2 duzeyleri tespit edilmistir ve ardindan
toplam eNOS ve toplam ERK1/2 dlzeyleri Western blot
analizleriyle belirlenmistir. Fosforile protein bantlarinin
toplam protein bantlarina oranlari hesaplanmis ve analiz
edilmistir. insan icin total ERK1/2 (yani p44/p42 MAPK)
ve fosfor- ERK1/2 (yani fosfor-p44/p42 MAPK
Thr202/Tyr204) icin antibiyotikler Cell Signaling
Technology'den satin alinmistir. insan total eNOS ve
fosfor-eNOS (Ser1179) icin antibiyotikler Transduction
Laboratories'dan (Lexington, KY, USA) temin edilmistir.

Sonuclar

Sekil 1, temsili bir deneyde izole bir fare mezenterik
arter halkasinda kontraktil kuvvetlerin myografik
kayitlarini gosterir. 100 mM KCl ile halkaya uyari
verildiginde kaydedilen gerilim gUgli ve keskin bir
sekilde artar ve bu artis, tim 60 dakikalik test suresi
boyunca strduarular (Fig. 1A'da kayitin sadece ilk 15
dakikasi gosterilir). KCL uyarilmasindan 5 dk sonra
myograf odasina 0.1% zencefil suyu eklenirse,
halkanin gerilmesi zamanla bagintili olarak aninda ve
surekli olarak azalir (Sekil 1B).
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Sekil 2, zencefil kdkl suyunun eNOS fosforilasyonunu
endotel hucrelerinde, western blot analizi temelinde
gosterir. Zencefil kdkd suyu ile tedaviden on bes
dakika sonra primer HUVEC'lerde toplam eNOS
proteinine karsi fosforile eNOS orani doz bagimh
olarak artmistir (P<0.05). PD98059, ERK sinyal
yolunun yuksek segcici bir inhibitérd, zencefil koku
suyu ile 0.1% dozunda eNOS fosforilasyonundaki
artisi etkili bir sekilde bastirmistir (P<0.05).
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Sekil 1. izole fare mezenterik arter halkalarinda, 100 mM KClI
ile kasilan izometrik kontraktil kuvvetin myograf kayitlari;
kayit yokken (A) veya zencefil koki suyu mevcutken (0.1%,
B). Kayittan 6nce pasif gerilme sifira kalibre edilmistir.

Family Medicine and Community Health 2013;1(3):12-18
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Zencefil kdkl suyu ile direnc damarlarinin genislemesinin indiksiyonu | ‘t

A 123456

— -m“ <«p-eNOS

A A - o cros

2 4

11II||[

12 34 56

Goreli yogunluk

Sekil 2. HUVEC'lerde serin 1177'de eNOS'un fosforilasyonundaki degisiklikler. (A) Fosforile ve toplam eNOS protein bantlarini
gosteren temsilci western blot. (B) 15 dakika boyunca %0.025 (2), %0.05 (3), %0.1 (4) veya %0.2 (5) zencefil suyu ya da %0.1
zencefil suyu + 20 uM PD 98059 (6) ile muamele edilen HUVEC'lerde ayarlanmis eNOS/S1177 seviyesindeki kat degisimini
gosteren gubuk grafik; kontrol ile karsilastiriimistir (keyfi olarak 1 olarak tanimlanmistir) (n=3, *P<0.05).

Zencefil kokl suyunun HUVEC'lerde ERK1/2 HUVEC'lerde doza bagh bir sekilde. Bu artis
fosforilasyonu Gzerindeki etkisi PD98059 ile anlamli derecede azaldi (P<0.05).

Zencefil kokl suyunun endotelyal hicrelerde ERK1/2'nin
fosforilasyonu tGzerindeki etkisi western blot analizi ile

" i . - e A Tartisma
degerlendirildi. Sekil 3'te gosterildigi gibi, zencefil koki suyu
ayrica primer hicrelerde fosforile ERK1/2'nin toplam ERK1/2 Hipertansiyon, diinya genelinde pratisyen hekimlikte en
proteinine oranini da artirdi. sik teshis edilen tibbi bozukluktur [21]. Hipertansiyon,
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Sekil 3. HUVEC'lerde ERK1/2 fosforilasyonundaki degisiklikler. (A) Fosforile ve toplam ERK1/2 protein bantlarini gdsteren
temsilci western blot. (B) 15 dakika boyunca %0.025 (2), %0.05 (3), %0.1 (4) veya %0.2 (5) zencefil suyu ya da %0.1
zencefil suyu + 20 uM PD 98059 (6) ile muamele edilen HUVEC'lerde ayarlanmis ERK1/2 fosforilasyon seviyesindeki kat
degisimini gosteren cubuk grafik; kontrol ile karsilastiriimistir (keyfi olarak 1 olarak tanimlanmistir) (n=3, *P<0.05).
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Ozellikle gelismekte olan Ulkelerde [23] birinci basamak
saglik hizmetlerinde énemli bir yénetim zorlugu [22].
Hipertansiyonu yonetmek icin yeni alternatif stratejiler
gelistirmeye yonelik ilk gaba olarak, zencefil kokl
tlrevlerinin potansiyel vazodilator aktivitesini, izometrik
kosullarda in vitro olarak aktif ve pasif kasiima
aktivitelerini 6lgmek icin yaygin olarak kullanilan bir
teknik olan tel miyografi ile degerlendirdik [24].
Proksimal diren¢ damarlarinin periferik dirence ve
dolayisiyla hipertansiyonun gelisimine énemli dlglde
katkida bulundugu ve 100 ila 400 um ¢apindaki
mezenterik arterlerin tipik proksimal diren¢ damarlari
oldugu goz 6ntine alindiginda, tel miyografik analizler
icin fare mezenterik arterlerini kullandik. Sonuclar, taze
hazirlanmis zencefil kdkd suyunun KCL ile dnceden
kasiimis fare mezenterik arterlerini etkili bir sekilde
gevsettigini acikca gosterdi (Sekil 1).

Endotel bagimli vazodilatasyonun esas olarak NOS
tarafindan katalize edilen bir enzimatik reaksiyonla
sentezlenen NO'ya atfedildigi iyi bilinmektedir [25]. NOS
enzim aktivitesinin, translasyon sonrasi fosforilasyon
veya defosforilasyon yoluyla degistirilebilecedine dair
artan kanitlar vardir [26]. Zencefil kdklerinin vazodilatér
aktivitesinin altinda yatan molektler mekanizmalari
aydinlatmak icin, taze hazirlanmis zencefil koki
suyunun, damar arastirmalarinda in vitro olarak endotel
modeli olarak yaygin sekilde kullanilan HUVEC'lerde
eNOS fosforilasyonu Uzerindeki etkisini de
degerlendirdik. Taze hazirlanmis zencefil kdkl suyunun,
serll77'de eNOS fosforilasyonunu doz bagimli olarak
etkili bir sekilde artirdigini gosterdik (Sekil 2). Bildigimiz
kadariyla, bu gézlem, zencefil kékinin endotelyal
hicrelerde eNOS aktivasyonu Uzerindeki etkisine dair ilk
deneysel kaniti saglamaktadir.

Cesitli MAPK'larin NOS fosforilasyonunda rol oynadigi
gOsterilmistir. Zencefilin neden oldugu eNOS
aktivasyonunda MAPK sinyal yolunun olasi katilimini
incelemek igin, farkl dozlarda zencefil kokd suyu ile
muamele edilen primer HUVEC'lerde ERK1/2
fosforilasyonundaki degisiklikleri belirledik. eNOS
fosforilasyonuna benzer bir sekilde, ERK1/2 fosforilasyonu
da zencefil kokl suyuna doz badimli olarak anlamli sekilde
artti (Sekil 3). Bu gozlem, But ve Sultan [27] tarafindan
g6zden gecirilen eNOS aktivasyonunda MAPK'larin roliine
iliskin 6nceki bulgularla uyumludur.

Zencefil kékinln neden oldugu eNOS fosforilasyonundaki
artista ERK1/2 aktivasyonunun rolint arastirdik

16

endotelyal hiicrelerde ERK1/2 sinyal yoluna 6zgl
inhibitor PD98059 kullanilarak. PD98059, zencefil koku
suyunun neden oldugu eNOS ve ERK1/2
fosforilasyonundaki artislari 6nemli dlclide azaltti.
PD98059'un eNOS fosforilasyonu Uzerinde dogrudan bir
etkisi olmadigi g6z 6nine alindiginda, gézlemlerimiz
zencefil kokinlin eNOS fosforilasyonu Gzerindeki
etkisinin ERK'ye bagimli bir sinyal yoluyla gergeklesmesi
gerektigini glicli bir sekilde gostermektedir.

Ozetle, bu 6n calismanin sonuclari, zencefil kdkinin
endotelyal hiicrelerde ERK1/2 sinyaline bagh eNOS
aktivasyonu yoluyla direncli kan damarlarini
genisletebilecegini géstermistir. Bulgularimiz,
hipertansif bozukluklar igin zencefil k6ka bazh yeni
bir tedavi gelistirme olasiligini ortaya koymaktadir.
Boyle bir yeni tedavi, gebelige 6zgl hipertansif
bozukluk olan preeklampsi hastalari icin 6zellikle
onemli olacaktir. Preeklampsi, yuksek tansiyon,
proteinuri ve siddetli formunda 6dem, eklamptik
nobetler ve gebeligin Gc¢lncl trimesterinde koma ile
karakterizedir [28] ve insan gebeliklerinin %3-5'ini
etkiler. Zorunlu erken dogumun baslica
nedenlerinden biri ve anne ile perinatal morbidite ve
mortalitenin 6nde gelen nedenidir [29] ve bu nedenle
dinya capinda yaygin ve 6nemli bir obstetrik sorun
teskil etmektedir. Son birkag¢ on yilda ¢ok sayida
sentetik anti-hipertansif ilac gelistiriimis olmasina
ragmen, cok azi fetlise herhangi bir potansiyel risk
olmadan preeklamptik kadinlarin yararina givenle
kullanilabilir. NUfusa dayali retrospektif bir kohort
calismasinda gosterildigi gibi, kronik hipertansiyonu
olan 1.964 hamile kadinin yalnizca kiguk bir kismi
(%0,65) en az bir geleneksel anti-hipertansif ilaca
maruz kalmis ve bu hastalarda intrauterin bliyime
kisithihgi (%7,2'ye karsi %2,1; dizeltilmis olasilik orani
[OR], 4,37; %95 guven arahgi [Cl], 3,00-6,36;
P<0,001), gebelik yasina gore klcuk bebek (%3'e
karsi %1,7; dizeltiimis OR, 2,23; %95 Cl, 1,27-3,92;
P=0,005) ve erken dogum (<37 hafta, %22,9'a karsi
%8,0; duzeltilmis OR, 3,69; %95 Cl, 2,90-4,69;
P<0,001) oranlari anlaml olarak daha yUksekti [30].

Cikar catismasi

Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan etmektedir.

Aile Hekimligi ve Toplum Saghgi 2013;1(3):12-18
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