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1. OZET
PTEROSTILBEN VE LAKTAT DEHIDROGENAZ iNHIBITORUNUN KANSER
HUCRE HATLARINDA TUMOR METABOLIZMASINA ETKISININ
ARASTIRILMASI

Warburg etkisi dogrultusunda kanser metabolizmasinin yeniden programlanmasti iizerine
olan ¢aligmalar artmaktadir. Bu ¢alisma, meme kanserinde antioksidan ve antikanser etkisi
oldugu bilinen ancak kanser hiicresinin oksijeni kullanmasi ile ilgili etkisi tanimlanmamis
olan Pterostilben molekiiliiniin, LDH-A inhibitorii ile birlikte enerji metabolizmasi

acisindan etkinligini meme kanser hiicre hatlarinda degerlendirilmesini amaglamaktadir.

in vitro olarak yapilan ¢alismamizda, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlar1 kullanildi. Meme kanseri hiicre hatlarina Pterostilben, LDH-A inhibitorad ve
Pterostilben+LDH-A inhibitorii kombinasyonu uygulandiktan sonra timdr enerji
metabolizmasi1 acisindan etkinligin yoniinii incelemek icin ger¢ek zamanli Oksijen
Tiiketim Oran1 ve Ekstraseliiler Asitlik Oranit 6l¢timii mikrofluidik yontemle calisildi.
Ayrica MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre lizatlarinda Asetil KoA, Laktat, ADP/ATP
translokaz ve Oksidatif Stres 6l¢iimii ELIZA yontemiyle ve fotometrik olarak yapildi.

Calisma sonucuna gore; Pterostilben yalniz bagina ve LDH-A inhibitorii ile beraber
kullanildiginda, kanser hiicresinde antiproliferatif etki gosterdi (p<0.05). Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda tiim gruplarda yiiksek Asetil KoA, diisiik Laktat, yliksek ADP/ATP
translokaz ve yiiksek oksidatif stres diizeyleri (OSI) bulundu (p<0.05).

LDH-A inhibitorii ve Pterostilben’in kullanildigi kombinasyon terapisinde en yiiksek
Asetil KoA ve en diisiik Laktat degerleri bulundu.

Mikrofluidik analiz sonuglar ile de dogrulandigr iizere, Pterostilben +LDH-A inhibitori
kombinasyonunun hiicrede glikolitik metabolizmadan oksidatif metabolizmaya énemli bir

degisimi sagladig1 ve mitokondri fonksiyonlarini iyilestirdigi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Enerji, LDH inhibitorii, Meme Kanseri, Metabolizma, Pterostilben,

Tumor



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF THE PTEROSTYLBENE AND
LACTATE DEHYDROGENASE INHIBITOR ON CANCER CELLS TO THE
TUMOR METABOLISM

Studies on the reprogramming of cancer metabolism are increasing in line with the
Warburg effect. This study aims to evaluate the effectiveness of Pterostilbene molecule,
which is known to have antioxidant and anticancer effects in breast cancer, but whose
effect on the use of oxygen by the cancer cell has not been identified, together with the

LDH-A inhibitor in terms of energy metabolism in breast cancer cell lines.

In our in vitro study, MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines were used. After
applying a combination of Pterostilbene, LDH-A inhibitor and Pterostilbene + LDH A
inhibitor to breast cancer cell lines, real-time Oxygen Consumption Rate and Extracellular
Acidity Ratio were studied by microfluidic method to examine the direction of efficacy in
terms of tumor energy metabolism. In addition, Acetyl CoA, Lactate, ADP/ATP
Translocase and Oxidative Stress were measured by ELISA method and photometrically
in MCF-7 and MDA-MB-231 cell lysates.

According to the results of the study; Pterostilbene showed an antiproliferative effect in
cancer cells when used alone or together with LDH-A inhibitor (p <0.05). High Acetyl
CoA, low Lactate, high ADP / ATP translocase and high oxidative stress levels (OSI)

were found in all groups compared to the control group (p <0.05).

In combination therapy using LDH-A inhibitor and Pterostilbene, the highest Acetyl CoA

and lowest Lactate values were found.

As confirmed by the microfluidic analysis results, the combination of Pterostilbene +
LDH-A inhibitor was thought to provide a significant change from glycolytic metabolism

to oxidative metabolism in the cell and improve mitochondria functions.

Keywords: Energy, LDH inhibitor, Breast Cancer, Metabolism, Pterostilbene, Tumor



3. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri tiim diinya’da akciger kanserinden sonra ikinci sirada en yaygin olarak
goriilen kanserdir. Ulkemizde de kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir ve
insidansindaki artis katlanarak devam etmektedir. Bu artis trendi nedeniyle meme kanseri
etiyolojisi ve tedavisi ile ilgili arastirmalara gerek duyulmaktadir. Yaban mersini ve
lizimiin biyoaktif bileseni olan Pterostilben, resveratrol ile yapisal benzerlik gosterir.
Antioksidan, anti-enflamatuvar, anti-kanser, hipoglisemik ve kolesterol diistiriicii etkiler
gosterir. Klinik Oncesi arastirmalar, Pterostilben’i giiclii bir antikanser ajani olarak
tanimlamaktadir. Pterostilben’in hiicre canliligini azalttig1, apoptozu ve mitokondriyal
depolarizasyonu arttirdigi, siiperoksit anyonu ve kaspaz 3/7’nin aktivasyonunu arttirdigi

gosterilmistir.

Kanserde 6nemli bir fenomen olan Warburg etkisi, kanser hiicrelerinin proliferasyonlarini
ve anabolik biliylimelerini desteklemek icin anaerobik glikolize dayali olarak
programlandigini ifade eder. Anaerobik glikoliz sonucu olarak glukoz yon degistirir.
‘Piriivat-Asetil KoA’ doniisiimii ile krebs siklusu iizerinden, gergeklesen oksidatif
fosforilasyon yoluyla metabolize edilmek yerine, piriivat iizerinden laktat dehidrogenaz
(LDH) enzimi aracilifiyla laktata katabolize edilir. Hiicre glukoz metabolizmasindan
kazanmasi gereken 32 ATP yerine, 2ATP kazanmais olur. Artan glukoneogenez nedeniyle
hastalarda kaseksi ve buna bagh 6liim meydana gelir. LDH enziminin LDH-A izofromu,
kanser hiicresinde bulunan, anaerobik glikolizin ana diizenleyicisi olan formdur. Aktif

olarak pirtivat1 diisiiriir ve tiimdr dokularinda laktat diizeylerini arttirir.

Calismada, meme kanserinde antikanser etkisi oldugu bilinen Pterostilben molekiiliiniin,
laktat dehidrogenaz-A (LDH-A) inhibitorii ile kombine olarak kullanilarak, meme kanseri
hiicre hatlarinda enerji metabolizmasi agisindan etkinligi degerlendirilecektir. Yapilacak

in vitro ¢calismada, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilacaktir.

Calismamiz, Pterostilbenin, LDH-A inhibitorii ile kombinasyonunun meme kanseri
hiicrelerinde olusturdugu etkinin tiimoér enerji metabolizmas1 bakis acis1 ile

degerlendirilecegi ilk ¢alisma olacaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Meme Kanseri

Kanser, Diinya’daki baslica 6liim nedenlerindendir. Diinya capinda 2030 yilina kadar
yilda yaklagik 13,2 milyon kanser hastasinin hayatin1 kaybedecegi tahmin edilmektedir.
(Wong, Che, & Leung, 2015).

Meme kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan arastirmalar neticesinde tahmini
268.670 yeni vaka ile birlikte, kadinlarda goriilen en sik kanserdir (Siegel, Miller, &
Jemal, 2018).

Her ne kadar adjuvan kemoterapétik ve hormonal ajanlarin yaygin kullanimi, meme
kanserinden kaynakli 6liim oranini azaltmis olsa da bu tiir tedavilerden kimlerin yarar
gorecegi ve hasta bireylerin toksisite ile kars1 karsiya gelip gelmeyecegini bireysel olarak
belirlemenin zorluklar1 devam etmektedir. Yeni hedefli tedavilerin gelistirilmesi ile
birlikte, biyobelirteclerin kullanimi, meme kanseri teshisi, prognoz, terapdtik cevabin
ongoriilmesi ve tedavi sirasinda ve sonrasinda hastaligin izlenmesinde 6nemli katki

saglamistir (Braden, Stankowski, Engel, & Onitilo, 2014).

Meme kanseri tedavisinde artan maliyetlerin sonucu olarak ortaya ¢ikan yeni gelismeler,
Oonlem almnabilir kanser mutasyonlart ve viicudun bagisiklik sistemini igeren yeni
mekanizmalar1 kullanan gelismeler, meme kanserinden kaynaklanan 6liim oranlarini

azaltma yoniindeki gelismelerin 6niinii agmistir (Makhoul, Atig, & Alwbari, 2018).
4.1.1 Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Meme kanseri ile ilgili insidans ve mortalite ile iliskili eldeki veriler, gelir diizeyi ytliksek
tilkelerdeki insidans ve mortalitenin azaldigini, buna karsin gelir diizeyi diisiik tilkelerdeki
insidans ve mortalitenin de arttigini gostermektedir. Bu paternin, degisen risk faktorii
profillerinden ve meme kanserinin erken teshis ve tedavisine hastalarin erigimlerindeki
farkliliklardan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Winters, Martin, Murphy, & Shokar,
2017).



4.1.2 Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri i¢in risk faktorleri arasinda artan yas, irk, alkol kullanima, tiitiin kullanima,
diyet, fiziksel aktivite ve viicut aligkanliklar1 sayilabilir. BRCA 1 ve BRCA 2 tiimor
baskilayict genlerindeki mutasyonlar, 70 yasina kadar meme ve yumurtalik kanseri
gelisimi ile 6nemli 6l¢iide iliskilidir.

Erken menarj, ge¢ menopoz gibi endojen Ostrojene maruziyeti artiran tireme faktorleri ve
menopoz sonrast kullanilan 6strojen-progesteron hormonlarinin kombinasyonu meme
kanseri riskini arttirmaktadir (The Endogenous Hormones and Breast Cancer
Collaborative Group, 2002).

Meme kanserinde hayatta kalma, hem evre hem de molekiiler alt tipe baglidir. Meme
kanserinin erken evresinde tani alinmasi, prognozu iyilestirmek i¢in dnemli bir strateji
kabul edilir. Amerika Birlesik Devletleri ve diger iilkelerdeki biiyiikk profesyonel
kuruluslar, dnerilen yas ve tarama siklig1 farklilik gosterse de, uygun takip ile mamografi
taramasi1 yapilmasini tavsiye etmektedir. Caligmalar, taramalarin %15 ile %40 oraninda
mortaliteyi azalttigin1 gostermektedir, ancak tan1 konma yiizdesinin artmasi (%5-%54) ve
uzun vadeli komplikasyonlara neden olan tedaviler ve yanlis negatif tan1 konma olasilig
(%6 -%46) gibi dezavantajlari bulunmaktadir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari agisindan
risk altindaki kadinlarin belirlenmesi amaciyla, ek olarak genetik test yaptirmalari tavsiye

edilmektedir.

Yasam tarzi degisikligi, tibbi ve cerrahi miidahaleler, BRCA mutasyonlar1 acisindan
pozitif test sonucu olan kadmlar i¢in meme kanserini 6nlemek agisindan 6nemlidir

(Winters et al., 2017).

4.1.3 Meme Kanseri Tedavisi

Son 25 yilda, kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden nasil doniistiiriildiiglinii anlama
cabalari, klinik agidan 6nemli kanser terapdtikleri gibi kanseri hedefleyen ilaglarin kesfine
yol agmustir (Gotwals et al., 2017). Bununla birlikte, esas olarak kanser hiicreleri {izerinde

pro-apoptotik etkiler uygulayan bu terapotik stratejilerin sonuglari, sonradan kazanilan



ilag direnci ve metastatik niiks olaylarindan dolay1 cogunlukla mortalitede ironik olarak
artig gostermektedir (Miller et al., 2016). Bundan dolayi, tibbi ve fonksiyonel diyet
bitkilerinin ya da fitokimyasallarin kansere karsi koordineli bir sekilde savasmasinin
avantajlari, tamamlayici ve alternatif tibba dikkatleri giderek arttirmaktadir (Mathiyalagan
& Yang, 2017).

Kanser tedavisinde kullanilan yontemler; cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve
immunoterapidir. Immiinoterapi, giincel kanser tedavi yontemleri arasinda yerini almistir
(Therapy, Vol, Torrero, & Li, 2004). immiinoterapinin spesifik basarilarinin ¢ogu,
melanom, bobrek kanseri, akciger kanseri ve geleneksel olarak immiinojenik olarak
bilinen diger alanlarda olmustur. Fakat, meme kanserinin kdken olarak immiinojenik
oldugu diisiiniilmemis olsa da, son birkag yil icinde tedavide umut verici sonuglart olan

bir kanser ¢esidi oldugu goriilmektedir (Makhoul et al., 2018).



4.2 Stilbenoidler

Stilbenoidler c¢esitli bitki tiirlerinde bulunan ve fenolik bilesiklerden dogal olarak
meydana gelen bir gruptur (Riviére, Pawlus, & Mérillon, 2012). Stilbenoidler, stilben
olarak bilinen ortak bir omurga yapisini paylasirlar, fakat dogada halka tizerindeki

molekiillerin tipi ve pozisyonu farklidir (Sekil 4.2.1) (Larronde et al., 2005).
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oxyresveratrol piceatannol piceid
(trans-2,4,3',5'- (trans-3',4',3,5- (3,4,5-trihydroxystilbene
tetrahydroxystilbene) tetrahydroxystilbene) -3-beta-monoglucoside)

Sekil 4.2.1. Secilmis Stilbenoid Fenoliklerin Kimyasal Yapilarinin Ortak Stilben Omurgalarinin
Gosterilmesi

Stilbenoidler monomerler veya oligomerler olarak bulunur. Ayrica serbest (aglikon) ya da
glikozitler gibi konjuge olarak bulunabilirler. Ornegin Piceid, Resveratrol-3-O-glukozittir
(Larronde et al., 2005; Teguo et al., 1998). Monomerik stilben (trans-1,2-difeniletilen)
aglikon yapisi, bir etilen kopriisiiyle birlestirilen iki fenil halkasindan olusur. Stilbenler
cis- ya da trans-izomer olarak mevcut olabilirler, fakat trans-izomerler daha yaygin ve

stabil konfigiirasyondur (Riviere et al., 2012).



Stilbenler, fenilpropanoid yolu ile bitkilerde flavonoidlere benzer sekilde sentezlenir
(Riviere et al., 2012). Biyosentetik yol, Fenilalanin Amonyak Liyazin etkisi ile
Fenilalaninin, Sinnamik Aside doniisiimii ile baslar (Yu & Jez, 2008). Bu doniistimden
sonra, bir asetil-CoA grubu Sinnamik Aside, CoA ligaz araciligiyla aktarilir ve
nihayetinde Cinnamoyl-CoA olusturulur. Cinnamoyl-CoA, malonil CoA’nin {i¢ iinitesini
kullanan bir siireg ile Stilben Sentazin aktiflenmesi ile stilbenoidlere doniistiiriiliir (Yu &

Jez, 2008).

Stilbenoidler, metilasyon, glikozilasyon ve prenilleme ile ileri sekillerde islenebilir.
Stilbenoidlere ornek olarak Resveratrol, Pterostilbene, Gnetol ve Piceatannol verilebilir.
En popiiler ve belki de en yaygin olarak incelenen stilbenoid Resveratrol'diir. Potansiyel
olarak yararh tibbi o6zelliklere sahip baska yapisal analoglar1 olsa da bu analoglarin

biyolojik etkileri hakkindaki bilgiler sinirlidir (Akinwumi, Bordun, & Anderson, 2018).
4.2.1 Stilbenoidlerin Biyolojik Aktivite Mekanizmasi

Stilbenoidler, bitkiyi mantar enfeksiyonu ve toksinlerden korumak i¢in, de novo liretilen
antimikrobiyal bilesikler olan fitoaleksinlerdir. Stilbenoidler gesitli biyolojik aktivite
mekanizmalarinda etki gosterir. Kardiyo korumadan ndro korumaya, anti-diyabetik
ozelliklerden, depigmentasyona, anti-enflamasyondan kanser Onleme ve tedavi
alanlarinda ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterirler (Akinwumi et al., 2018). Stilbenlerin

biyolojik aktivite mekanizmalar1 Sekil 4.2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2.2. Stilbenlerin Biyolojik Aktivite Mekanizmalarinin Ozet Gésterimi

Yapilan ¢aligsmalar neticesinde sunulan sonuglar, hiicre kiiltiiriinden hayvan ¢alismalarina
hatta insan klinik denemelerine kadar ¢ok sayida modeli kapsamaktadir. Cogu hiicre
kiiltiiriinde ve hayvan ¢alismalarinda olumlu sonuglar elde edilmis olsa da Stilbenoidlerin
yararll etkilerini kanitlamak i¢in daha ileri insan caligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Resveratrol en ¢ok calisilan stilbenoiddir. Daha az yaygin olan stilbenoidlerin potansiyeli
ile ilgili de sinirl1 sayida bilgi bulunmaktadir. Bundan dolayi, ¢esitli stilbenoidlerin yararh
etkilerini degerlendirebilmek ic¢in daha fazla ileri arastirmalar yapilarak bu yararh

etkilerinin kanitlanmasi gereklidir (Akinwumi et al., 2018).

Resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroksistilben), Vitis tiirleri (iiziim), kirmizi sarap ve diger
bitki tiirlerinde bulunur (Langcake & Pryce, 1976; Lopez, Martinez, Del Valle, Orte, &
Mird, 2001). Pterostilben (trans-3,5-dimetoksi-4’-hidroksistilben) ise resveratroliin
dimetil eter analogu olup Pterocarpus marsupium, Vitis ve Vaccinium tiirleri (yaban

mersini) gibi bitki tiirlerinde bulunmaktadir (Langcake, Cornford, & Pryce, 1979;



Rimando, Kalt, Magee, Dewey, & Ballington, 2004; Seshadri, 1972). HPLC analizi,
Ayurveda tibbinda kullanilan eski bir kardiyotonik {iziim preparat1 olan Drakshasava'da
Resveratrol ve Pterostilbenin bulundugunu ortaya koymustur (Paul, Masih, Deopujari, &
Charpentier, 1999).

4.2.2 Stilbenoidlerin Biyouyumlulugu

Resveratrol, suda zayif ¢oziiniirlik ve dusiik oral biyoyararlanim sergilemektedir.
Siklodekstrinlerle kompleks olusturmasi, Resveratroliin sulu ¢oziintirliigiinii arttirir fakat,
biyoyararlanimini arttirmaz. Daha yiliksek Resveratrol dozlarinin uygulanmasinin da

farmakokinetik profili gelistirmedigi bildirilmistir (Das, Lin, Ho, & Ng, 2008).

Stilbenoidlerin biyoyararlanimini iyilestirmeye yonelik, safra asitleri ile kompleks
olusturma, lipozomlara katilma, ve nanopartikiil salinim sistemlerine formiilasyonlari
olarak diger girisimler de bulunmaktadir (Coimbra et al., 2011; Neves, Lucio, Martins,
Lima, & Reis, 2013; F. Silva, Figueiras, Gallardo, Nerin, & Domingues, 2014; Zhang et
al., 2014)

Sicanlarda oral uygulamay: takiben secilen stilbenoidlerin biyoyararliliklart ve yari
Omiirleri Tablo 4.2.1'de gosterilmektedir. Pterostilben, %80 oran ile en yiiksek
biyoyararlanim gostermisken, Gnetol ise % 6,59 ile en diisiik oral biyoyararlanim
gostermistir (Kapetanovic, Muzzio, Huang, Thompson, & McCormick, 2011; Remsberg
etal., 2015)

Tablo 4.2.1 Sicanlarda Oral Uygulama Sonrasi Stilbenoidlerin Yar1 Omrii Ve Oral
Biyoyararlanimlar1 (Akinwumi et al., 2018)

Stilbenoid Oral Doz Yar1 Omiir Oral Biyouyumluluk
(mg/kg) (saat) (Ratlar) (%)
Resveratrol 50 1,48 29,8
Pterostilbene 20 1,73 80
Gnetol 100 4,2 6,59
Piceatannol 10 4,23 50,7
Oxyresveratol 24,4 - 9,13
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Intravendz uygulama sonrasi resveratrol, hizli metabolize edilmesine bagl olarak 14
dakikalik kisa bir yar1 Omiir sergilemektedir. Resveratrol i¢in rapor edilen oral
biyoyararlanim degerleri %20 ile %29,8 arasinda degismektedir (Kapetanovic et al., 2011;
Marier, 2002). Gnetoliin en diisiik biyoyararlanimi olmasina ragmen, si¢anlarda 100
mg/kg oral uygulamadan sonra bildirilen yar1 6miir 4.2 saattir (Remsberg et al., 2015).
Bu deger, Resveratrol (1.48 h) (Marier, 2002) ve Pterostilben (1.73 h) igin bildirilen
degerlerden anlamli sekilde daha uzundur (Remsberg et al., 2008). Bu bilgiye ek olarak,
Gnetol glukuronid metabolitinin daha yiiksek seviyeleri, oral alimdan sonra serumda 72
saate kadar kalmaya devam etmistir (Remsberg et al., 2015). Gnetol glukuronidin serbest
gnetole dontistliriilmesi ve bdylece diisiik biyoyararlanimi telafi etmesi miimkiindiir

(Akinwumi et al., 2018).

Pterostilben yapisindaki iki metoksi grubunun varligi, onu daha fazla lipofilik hale getirir
ve boylece biyolojik olarak kullanilabilir hale getirir (Kapetanovic et al., 2011).
Pterostilben ayrica metabolik olarak daha stabildir c¢ilinkii glukuronidasyon veya
siilfatlama icin sadece bir adet serbest hidroksil grubu vardir. Gergekten de, insan
karaciger mikrozomlarinda gerceklesen bir enzim kinetik glukuronidasyon islemiyle,
Resveratroliin, Pterostilben ile karsilastirildiginda glukuronidasyon ile daha verimli bir
sekilde metabolize edildigini gostermistir (Dellinger, Gomez Garcia, & Meyskens, 2014).
Bu siire¢, daha fazla serbest Pterostilben seviyesine ve daha yliksek biyoyararlanima
katkida bulunabilir. Stilbenoidlerin farmakokinetik profiline dayanarak, Pterostilben’in
Resveratrol'den daha fazla biyouyumlu olmasi nedeniyle, Pterostilben, Resveratroliin bir

alternatifi olarak potansiyel bir aday olabilir (Akinwumi et al., 2018).
4.2.3 Stilbenoidlerin Metabolizmasi

Stilbenoidlerin diisiik biyoyararlanimi, biiylik dl¢lide bagirsak ve karacigerdeki hizli ve
yogun metabolizmaya baglidir. Stilbenoidlerin emilim sirasinda ve emilim sonrasinda,
ana bilesiklerin diisiik seviyelerde bulunmasi nedeniyle diisiik biyouyumluluklar1 vardir
(Walle, 2011). Resveratrol, bagirsakta glukuronidasyona ugrar ve esas olarak glukuronid

olarak emilir (Andlauer, Kolb, Siebert, & Furst, 2000; Kuhnle et al., 2000). Geri kalan
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Resveratrol, aglikon olarak emilir, ve karacigerde siilfatlar ve glukuronidler olarak daha
ileri seviyede metabolize edilir (Boocock et al., 2007). Oral alim sonrasinda, plazma ve
dokularda siilfatlar ve glukuronitler gibi stilben metabolitlerinin yiiksek seviyelerde
bulundugu dedekte edilmistir (Boocock et al., 2007). Ana Resveratrol’iin, nispeten diisiik
biyoyararlanimina ragmen bir¢ok ¢aligma, ¢esitli hayvan ¢aligmalarinda in vivo biyolojik
aktivitelerini gostermistir. Farmakokinetik caligsmalar, plazmada yiiksek diizeyde stilben
metabolitlerinin bulundugunu (siilfatlar ve glukuronitler) gostermistir (Walle, Hsieh,
DelLegge, Oatis, & Walle, 2004). Bu nedenle, bu metabolitlerin, ya metabolitlerin
dogrudan etkisi ile ya da enterohepatik geri doniisim yoluyla stilbenoidler igin
rezervuarlar olarak hareket edebilecegini 6ne siiren gortisler vardir (Marier, 2002; Walle

etal., 2004).

Stilbenoidler, esas olarak idrarda (bobrekle iliskili) ve diskida (renal olmayan)
metabolitler olarak viicuttan disar1 atilir. Bobrek disi yollarin, Resveratrol (Marier, 2002)
ve Pterostilben (Remsberg et al., 2008) igin elimine edilmesinde bobrek yollarina kiyasla
baskin oldugunu gostermektedir ki, bu da enterohepatik dolagimin 6nemli bir roli
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle, ana stilbenoid bilesiklerinin dolasimda olan

diisiik seviyeleri ile biyolojik etkiler elde edilebilir (Akinwumi et al., 2018).
4.2.4 Stilbenoidlerin Stabilitesi

Stilbenenoidler, stabilite bakimindan, 1s1, hava, 151k ve oksidatif enzimlere karsi
duyarhidir. Ozellikle, Resveratrol’iin hem ultraviyole 1s1ga hem de goriiniir 15132 maruz
kaldiginda, trans formundan cis formuna izomerizasyonu meydana gelir (C. G. Silva et
al., 2013). Resveratrol’un trans formunun daha aktif formu oldugu bilinmektedir (Rius et
al., 2010). Ayrica, Resveratrol, 6rnegin Sodyum Bikarbonat varliginda, belirli kosullar
altinda oksidasyon ile degrede olabilir (Delmas et al., 2011; N.-C. Yang, Lee, & Song,
2010). Siklodekstrin ile kompleks olusturma hem ¢oziiniirliigii hem de fotostabiliteyi
arttirir (F. Silva et al., 2014). Resveratrol, insan plazmasinda organik ¢oziiciilere kiyasla
daha kararlidir. Bu baglanmanin, muhtemelen alblimin gibi plazma proteinleri ile

baglanarak meydan gelebilecegi bildirilmistir (Pantusa, Bartucci, & Rizzuti, 2014).
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Resveratrol ve Pterostilben'in ¢oziinilirliigli ve stabilitesi lipozomlara aktarilarak da

gelistirilebilir (Coimbra et al., 2011).
4.2.5 Stilbenoidlerin Giivenligi

Toksikolojik veriler, diisiik dozlarda, Resveratroliin insanlarda iyi tolere edildigini
gostermesine ragmen, uzun siireli uygulamayi takiben giivenlik bilgilerinin eksik
oldugunu gostermektedir (Cottart, Nivet-Antoine, Laguillier-Morizot, & Beaudeux,
2010).

Ayrica, Pterostilben'in 6—8 hafta boyunca giinde iki kez 125 mg'lik dozlar ile klinik
denemelerde uygulanmasi giivenli bulunmus olup bu denemelerde istenmeyen herhangi

bir yan etki bulunmamistir (Riche et al., 2013).

Gnetol’lin glivenligi, arastirmalarda nispeten yeni bir molekiil olmasi dolayisiyla heniiz
insanlarda degerlendirilmemistir. Bu nedenle, daha biiyiik popiilasyon 6rnekleri ve daha
uzun takip siireleri ile yapilacak ek randomize klinik ¢aligsmalar, Resveratrol ve diger

stilbenoidlerin giivenligini tespit etmek igin dnemlidir (AKinwumi et al., 2018)
4.25.1 Stilbenoidlerin Kanser Tedavisinde ve Kanserlerden Korumada Etkileri

Kanseri dnlemeye ve/veya tedavi etmeye yonelik miidahaleler, karsinojenezin baglama,
cogalma ve ilerleme gibi spesifik asamalarinda meydana gelebilir. Stilbenler, sitokrom
P450 (CYP) enzimlerinin spesifik izoformlarini inhibe ederek pro-karsinojenlerin
metabolik aktivasyonunu bloke ederler. Dolayisiyla, kiiltiire edilmis insan timor

hiicrelerinde karsinojenez bloklanir (Chang, Lee, & Ko, 2000; Chun et al., 2009).

Stilbenlerden Resveratrol, ayrica kanserojenlerin faz II metabolizmasini indiikleyerek
kansere karsi koruyabilir ve bdylece viicuttan atilmasini saglayabilir (Signorelli &
Ghidoni, 2005). Bu duruma fare epidermisinde, Uridin -5 Difosfo (UDP)
Glukuroniltransferaz ve NADPH: Kinon Oksidorediiktaz gibi metabolize edici enzimlerin
Resveratrol kaynakli aktivitesi 6rnek olarak gosterilebilir (Szaefer, Cichocki, Brauze, &

Baer-Dubowska, 2004). Resveratrol, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kanserin baslatilmasi
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ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda rol oynayan p53, FoxO ve ATF3 genlerinin de dahil
oldugu transkripsiyon ve biiyiime faktorlerinin etkilerini baskilayarak kanserin

ilerlemesini 6nleyebilir (Whitlock & Baek, 2012).

Buna ek olarak, Resveratrol ve Pterostilben, meme, prostat, pankreas, karaciger ve
kolorektal kanser gibi ¢esitli kanser tiirlerinde apoptozu indiikler ve kanser hiicresinin
proliferasyonunu Onler (Carter, D’Orazio, & Pearson, 2014; McCormack & McFadden,
2012).

Resveratrol ve Pterostilben’in antikanser o6zelliklerinin gosterildigi mekanizmalar,
apoptozisin indiiksiyonu, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, hiicre sikliistiniin
durdurulmasi ve anjiyogenezin inhibisyonu igermektedir (Kosuru, Rai, Prakash, Singh, &
Singh, 2016; Pavan et al., 2016).

4.2.6 Pterostilben
4.2.6.1 Pterostilben’in Kimyasal ve Biyolojik Ozellikleri

Pterostilben, ‘Trans-3,5-dimetoksi-4-hidroksistilben’ kimyasal adi ile bilinen dogal bir
diyet bilesigidir ve yaban mersininin birincil antioksidan bilesenidir. Diger stilben
bilesiklerine kiyasla Pterostilben’in biyoyararlanimmin fazla oldugu hayvan
caligmalarinda  gosterilmistir.  Yapilan hayvan calismalarinda, Pterostilben’in
biyouyumlulugu %80 iken, Resveratrol i¢cin bu degerin %20 oldugunu bildirilmistir
(Kapetanovic et al., 2011). Pterostilben’in Resveratrolden biyosentezi, tek karbon
gruplarinin transferini yapan enzim sinifindan biri olan EC 2.1.1.240 kodlu trans-
resveratrol di-O-Metiltransferaz (Resveratrol O-Metiltransferaz / Pterostilben Sentaz) ile

gerceklesir.

Pterostilben’in biyosentezi Sekil 4.2.3’te gosterilmistir (https://www.genome.jp/dbget-
binfwww_bget?K16040+2.1.1.240+R09872, Erisim tarihi: 27 Temmuz 2020).
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Pterostilben molekiiliiniin, molekiil c¢izim programinda gosterim Sekil 4.2.4’de

gosterilmistir. In vitro ve in vivo modeller ile yapilan ¢alismalar, Pterostilben’in

antioksidan aktivite gosterdigini bildirmektedir. (McCormack, Denise; McFadden, 2013)

Sekil 4.2.4. Pterostilben Molekiiliiniin Discovery Studio Visualizer’de Gosterimi

X-Ism Difraksiyon Yontemi ile yapilan bir yapisal gosterim ¢alismasinda Pterostilben

molekiilii, fizyolojik kosullar altinda retinol baglayici protein ile bir kompleks olusturan

Transtiretin (Transthyretin) ile beraber kristalize edilmistir. Pterostilben molekiilii ve

Transtiretin’in retinol baglayici proteinle kristalografi yapisinda gosterimi Sekil 4.2.5’te

gosterilmistir (https://www.rcsb.org/3d-view/4WNS, Erisim tarihi: 27.07.2020).
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Sekil 4.2.5. Pterostilben’in Kompleks Formda X 1gin1 Difraksiyon Yontemi ile Gosterimi

4.2.6.2 Pterostilben’in Antioksidan Aktivitesi ve Hastalik Modifikasyonu

Insan hastaliklarmin tedavisinde ve oOnlenmesinde Pterostilben’in ¢oklu faydalari
bildirilmistir. Pterostilben’in, hem in vitro hem de in vivo modellerde terapétik yararlarini
gosteren antioksidan etkinligi bilinmektedir. Pterostilben’in antioksidan, anti-inflamatuar
ve normal hiicrelerin daha iyi islev gdstermesini saglayan ve malign hiicrelerin de
inhibisyonuna yol agan antikanserojenik etkilere sahip bir molekiil oldugu ¢aligmalarda

gosterilmistir (Remsberg et al., 2008; Rimando et al., 2002).

Pterostilbenin  antioksidan aktivitesi, antikarsinogenez, ndrolojik hastaliklarin
modiilasyonu, anti-inflamasyon, vaskiiler hastaliklarin gerilemesi ve diyabetin
iyilestirilmesi ile iligkilendirilmistir (Mannal et al., 2013; McCormack, Denise;
McFadden, 2013).

Oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri bazi hastalik siireclerinin baslangicinda ve
patogenezinde rol oynarlar. Pterostilben, oksidatif stres (OS) ile hidrojen peroksit (H20>)

ve siiperoksit anyonu gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini azaltir (Adly, 2010)

Ek olarak, Pterostilben uygulanan ¢esitli hiicre hatlarinda, katalaz antioksidanlar, total

glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve siiperoksit
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dismutaz (SOD) ekspresyonlarinin artmis oldugunu gosterilmistir (McCormack, Denise;
McFadden, 2013).

4.2.6.3 Pterostilben ve Kanser

Onemli kanitlar Pterostilben’in kanser, dislipidemi, diyabet, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli insan hastaliklarinin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in farmakolojik agidan faydalara sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
Pterostilben’in iyi tanimlanmis farmakolojik etkileri antineoplastik, anti-enflamatuar ve
antioksidanlar olup, Pterostilben’in bazi malignitelerde gii¢lii bir antikanser ajani oldugu
klinik dncesi yapilmis ¢alismalarda bildirilmistir (Chen et al., 2018; McCormack, Denise;
McFadden, 2013).

4.2.6.4 Pterostilben ve Meme Kanseri

Meme kanserleri, meme parankim epitelinden, 6zellikle de terminal duktal lobiiler birimin
hiicrelerinden gelistigi disiiniilen adenokarsinomlardir. Diinyada, kadinlarda en sik
goriilen kanser tiirli olan meme kanseri, kanser iliskili mortalitede akciger kanserinden
sonra %15’lik oraniyla ikinci sirada yer alir (Hortobagyi et al., 2005). Erkeklerde ise
meme kanseri yaklasik % 1 siklikta goriiliir (Fentiman, Fourquet, & Hortobagyi, 2006).

Pterostilbenin meme kanseri tizerindeki etkisi ile ilgili mevcut ¢aligmalar, in vitro olarak
calisilan meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre canliligini azalttigini yoniindedir. Bununla
birlikte Pterostilbenin meme kanseri hiicre hatlarinda apoptozu, mitokondriyal
depolarizasyonu, siiper oksit anyonu ve Kaspaz 3 ile Kaspaz 7'yi arttirdigi gosterilmistir
(Alosi, McDonald, Schneider, Privette, & McFadden, 2010).

Pterostilben molekiiliinlin meme kanser hiicre hatlarina uygulanmasi ile yapilmis
calismalardan birinde, Pterostilben’in Tamoksifen ile birlikte aditif olarak inhibit6r etki

gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Mannal, McDonald, & McFadden, 2010).

Chakraborty ve arkadaglari tarafindan yapilan calismada; Pterostilben’in meme kanseri

hiicrelerinde Kaspaz-3, Bax ve p53'lin indiiksiyonu yoluyla hiicre proliferasyonunu

17



azalttigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Chakraborty, Gupta, Ghosh, & Roy,
2010).

Chakraborty’nin meme kanseri hiicre hatlarinda yaptig1 bir diger calismasinda, MCF-7
hiicrelerinin Pterostilben molekiiline uzun siireli maruz kalmasiyla, meme kanseri
hiicrelerinin morfoloji ve otofajinin aktivasyonu gibi normal epitel hiicresine
farklilasmasindan kaynaklanabilecek biiyiime durmasina neden oldugunu gostermektedir.

(Chakraborty et al., 2012).

Moon ve arkadaslarinin meme kanseri hiicre hatlarinda yaptigi baska bir calisma,
Pterostilben molekiiliiniin hiicrelere uygulanmasinin ardindan hiicrelerde sitokrom-c artigi
++>

oldugunu ve Pterostilben’in sitozolik Ca

gostermistir. Pterostilben molekiiliiniin, MDA-MB-231 hiicre hattinda MnSOD

un asirt yiikklenmesine neden oldugunu

(Manganese Superoxide Dismutase) aktivitesini 6nemli oOlgiide arttirdigi  ve

Pterostilben’in sitozolik kalsiyum konsantrasyonlarinda belirgin artislara neden oldugu

gosterilmistir (Moon, McCormack, McDonald, & McFadden, 2013).

4.2.6.5 Pterostilben ve Diger Kanserler

Meme kanserinin haricinde Pterostilben ile ¢alisilmis diger kanserlerde Pterostilben’in
antikanserojen 6zellikte oldugunu destekleyen ¢alismalar mevcuttur. Gastrik, kolorektal,
karaciger, pankreas ve prostat kanserlerinde, Pterostilben’in kanser hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Klinige yansiyacak sonuglar i¢in, ¢alisilan bu
kanserlerde mekanizmalar1 aydinlatacak daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir

(McCormack, Denise; McFadden, 2013).

4.2.6.6 Pterostilben’in Kansere Kars1 Apoptotik ve Non-Apoptotik Aktiviteleri

Kiimiilatif kanitlar, Resveratrol’iin dimetile analogu olan Pterostilben’in, ¢esitli kanser
tiirlerinin Onlenmesi ve tedavisi i¢in apoptoza yol acarak ya da apoptozdan bagimsiz
etkilerle ¢ok iyi farmakolojik faydalara sahip olduguna isaret etmektedir (McCormack &
McFadden, 2012; Nagao, Jinnouchi, Kai, & Yanagita, 2017).
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