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Giresun Tombul Findik (Corylus avellana L.) Yagimin Serviks, Meme ve Kolon Kanser Hiicrelerinde Sitotoksik ve
Antianjiyojenik Aktivitesi

Adem GUNER, Ozlem GUNER?, Nefise Ulkii KARABAY YAVASOGLU?

OZET: Corylus avellana L. gogunlukla Giresun’da yetisen diinyanin en kaliteli findik tiirlerinden biridir. Bu ¢alisma, Giresun Tombul
findik yaginin (0.5, 5 ve 50 mg L'!) antikanser ve antianjiyojenik aktivitelerini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Sitotoksisite
insan serviks, kolon ve meme kanseri hiicreleri tizerinde MTT ve laktat dehidrojenaz salim (LDH) analizleri ile belirlenmistir. Hiicrelerin
oksidatif durumu, toplam oksidatif stres (TOS) ve toplam antioksidan kapasite (TAK) yontemleriyle ortaya konulmustur. Anti-anjiyojenik
aktiviteyi degerlendirmek i¢in civciv koryoallantoik membran (HET-CAM) deneyi kullanilmigtir. Sonuglarimiz, C. avellana yaginin
dzellikle serviks kanseri hiicrelerinde daha fazla olmak {izere, serviks ve kolon kanseri hiicrelerinin (sirastyla IC 50 = 6.5 = 0.35 mg L't ve
IC 50 = 26.2 + 3.15 mg L) canlilifimi énemli 6lgiide inhibe ettigini gdstermistir. Bununla birlikte, findik yag 6rnegi, LDH saliniminda
6nemli bir inhibisyona yol agarak sitotoksisite ile dogrusal bir korelasyon sergilemistir. C. avellana yag 6rnegi konsantrasyona bagli bir
sekilde serviks ve kolon hiicrelerinin TAK seviyelerinde 6nemli bir artisa neden olurken, TOS seviyelerinde istatistiksel olarak 6nemli
azalmaya yol agmigtir. Ayn1 zamanda, C. avellana yag 6rnegi yiiksek konsantrasyonlarda anti-anjiyojenik etkinlik gostermistir. Sonuglar,
Giresun findiginin umut verici bir antikanser ajan oldugunu ve bununla birlikte terapotik etkinligini ortaya koymak igin daha ileri
caligmalara ihtiya¢ oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Anjiyojenezis, antikanser, antioksidan, Corylus avellana, oksidatif stres

Antiangiogenic and Cytotoxic Activity of Giresun Tombul Hazelnut (Corylus avellana L.) Oil on Cervix, Breast, and Colon
Cancer Cells

ABSTRACT: Corylus avellana L. is one of the best quality hazelnut species grown mostly in Giresun province. This present study was
realised to evaluate the anticancer and antiangiogenic activities of Giresun Tombul hazelnut oil (0.5, 5 and 50 mg L-1). Cytotoxicity was
determined by MTT and lactate dehydrogenase release (LDH) assays on human cervix, colon, and breast cancer cells. Oxidative status
was analyzed by total oxidative stress (TOS) and total antioxidant capacity (TAC) assay. Hen’s egg test chorioallantoic membrane (HET-
CAM) assay was used to evaluate the anti-angiogenic activity. Our results showed that C. avellana oil had significant anti-proliferative
activity against both cervix and colon cancer cells (6.5 + 0.35 mg L and 26.26 + 3.15 mg L%, respectively), with more inhibiting the
cervix cancers and caused significant inhibition in LDH release as a linear correlation with MTT results. C. avellana oil significantly
increased the TAC status on the cervix and colon cells while causing a significant reduction in TOS levels in a dose-dependent manner. C.
avellana oil had anti-angiogenic effectiveness in higher doses. The results indicated that Giresun hazelnut was a promising anticancer
agent and however, further studies are needed to reveal its therapeutic effectiveness.

Keywords: Antiangiogenic, anticancer, antioxidant, Corylus avellana, oxidative stress

! Adem GUNER (Orcid 1D: 0000-0003-3295-3538), Sinop Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Is Saghg1 ve Giivenligi
Boliimii, Sinop, Tiirkiye

2 Ozlem GUNER (Orcid ID: 0000-0002-8302-9073), Sinop Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Ebelik BSliimii, Sinop,
Tiirkiye

3 Nefise Ulkii KARABAY YAVASOGLU (Orcid ID: 0000-0002-7483-0184), Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boéliimii, Bornova, Izmir, Tiirkiye

*Sorumlu Yazar/Corresponding Author: Adem GUNER, e-mail: ademeguner@gmail.com

916


https://orcid.org/0000-0003-3295-3538
https://orcid.org/0000-0002-8302-9073
https://orcid.org/0000-0002-7483-0184

Adem GUNER ve ark. 11(2): 916-926, 2021

Giresun Tombul Findik (Corylus avellana L.) Yaginin Serviks, Meme ve Kolon Kanser Hiicrelerinde Sitotoksik ve
Antianjiyojenik Aktivitesi

GIRIS

Kanser, hizli yayilma ve viicudun diger bolgelerine metastaz yetenegi olan anormal hiicre
biiyiimelerini i¢eren hastalik grubudur. Son yillarda, diinya ¢apinda teshis edilen kanser vakalarinin ve
kanser &liimlerinin sayisinda siirekli bir artis olmustur. Diinya Saglik Orgiitii'niin 2019 yilindaki kiiresel
popiilasyona yonelik kanser insidansi verilerine gore, 2018'de 18.1 milyon yeni vaka ve 9.6 milyon 6liim
kaydedilmistir (ACS, 2018). Bu duruma ek olarak, 2025 yilina kadar kanser vakalarinin 20 milyonu
gececegi tahmin edilmektedir. Bu rakamlardaki artiglar siklikla artan ortalama yasam siiresi, teshis ve
onlemedeki eksiklikler ve 6zellikle gelismekte olan tilkelerdeki obezite ve sigara igme aligkanliklart ya
da yasam tarzindaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Ozellikle, kanser vakalarinin % 40'min sigara,
asir1 kilolu olma, alkol tiiketimi, diisiik meyve ve sebze alimi, mesleki tehlikeler ve giinese maruz kalma
gibi sagliksiz yasam tarzi aligkanliklariyla baglantili oldugu tahmin edilmektedir (Colditz ve ark., 2012).
Bununla birlikte, kanser vakalarinda diyet uygulamalarinin kanser riskini azaltabilme potansiyeline sahip
olduguyla iliskili kanitlar giderek artmaktadir (Riboli, 2014). Meyve, sebze, balik ve zeytinyagi agisindan
zengin bir Akdeniz diyetinin kanser riskini % 12 azaltabilecegi ve dogal igerikli diyet takviyelerinin
kanserin 6nlenmesinde yararli bir igerik olarak kullanilabilecegi siklikla rapor edilmistir (La Vecchia,
2009).

Bitkiler eski ¢caglardan beri canlilar i¢in 6nemli bir besin kaynagi olmustur. Teknolojik gelismelere
bagli olarak bitkilerin yararli etkilerinin yapisindaki aktif sekonder metabolitlerden kaynaklandigin
ortaya koyan sayisiz ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Bu baglamda pek c¢ok bitkinin antioksidan, antikanser,
antimikrobiyal, antililseratif, antibakteriyal, antimutajenik ve antihistaminik gibi etkileri yogun olarak
ortaya konulmustur (Benetou ve ark., 2008, Giiner ve ark., 2019a). Ayni1 zamanda bitkisel dogal iiriinler,
medikal endiistrisinde pek ¢ok ilacin hammadesi olarak kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore,
Amerika Birlesik Devletleri'nde kullanilan modern ilaglarin yaklasik % 25'1 bitkilerden elde edilmistir.
Modern farmakoloji de en az 7.000 tibbi bilesik, bitkilerden elde edilmektedir (Lui, 2004). Diinya
genelinde yogun bir kullanima sahip olan findik {irlinleri de, yapisindaki yiiksek miktarlardaki mineral,
protein, diyet lifi, vitamin ve ¢oklu doymamuis yag asitlerinden dolay: farmasoétik alanda gittikge artan bir
ivmeye sahiptir (Lui, 2003). Yapilan son ¢alismalarda 6zellikle prostat ve kolorektal kanser hiicrelerinde
findik ve findik yan iriinlerinin antikanser etkinligi ortaya konulmustur. Ayni zamanda, kemoterapi
ilaglarinin etken maddesi olarak kullanilan taksanlarin findik {iriinlerinde bulunmas1 bu bitkisel tirtinleri
daha kiymetli hale getirmistir (Falasca & Casari, 2012).

Tirkiye diinyanin en zengin findik tedarik¢isi konumundadir ve toplam kiiresel iiretimin yaklagik
% 70'ine katkida bulunmakta olup, iilkemizi italya, ABD ve Ispanya izlemektedir (Ciarmiello ve ark.,
2004). Tiirkiye'nin findik ve findik {irtinlerinden toplam ihracat geliri yillik 2 milyar ABD dolarinin
tistiindedir. Karadeniz Bolgesi’nin iklim 6zellikleri, findik i¢in en ideal ortami1 olusturur ve farkl: tiirde
findiga ev sahipligi yapmaktadir. Ulkemizdeki kiiltiir findiklari, 5-6 metre boylanabilir ve bunlar
“Corylus avellana” ile “Corylus maxima” tiirlerinin melezleridir (Koksal ve ark., 2006; Madesis ve ark.,
2013). Ayn1 zamanda, Tiirk findig1, kalite olarak Giresun ve Levant olmak {izere ikiye ayrilir. Giresun’un
kaliteli findig1, tad1 ve igerdigi yag orani ile yeryiiziiniin en nitelikli findig1 6zelligindedir. Daha az yaglh
levant kalite findik ise Samsun, Ordu, Samsun, Sakarya, Bolu, ve Zonguldak illerinde yetismektedir
(Koksal, 2002).
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Bagta Karadeniz bolgesi olmak iizere Tiirkiye genelinde findik ve findik triinleri siklikla gida
maddesi olarak ilgi goriirken, tip ve eczacilik gibi alanlarda beklenen ilgiyi gormemistir. Bu amagla
mevcut ¢alisma Giresun ilinden toplanan tombul findigindan (C. avellana) elde edilen yagin antikanser
ve antianjiyogenik aktivitelerinin ortaya konulmasi1 amaciyla yiiriitilmistiir.

MATERYAL ve METOT

Calismada kullanilan findik 6rnekleri, 2019 yilinin Agustos ayinda Tirebolu Karakaya havzasinda
toplanmistir. Orneklerin kabugu uzaklastirildiktan sonra, ticari olarak soguk sikim findik yagi satist
gerceklestiren firma araciligiyla findiklarin yagi ¢ikarilmistir. Elde edilen yag ornekleri deneyin
yapiligina kadar -20°C’de saklanmustir.

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi (MTT yontemi)

Findik yag &rneginin sitotoksik etkinligi MCF-7 (Insan meme adenokarsinom hiicre hatt:, ATCC-
HTB-22), CaCo-2 (Insan kolon kolektral adenokarsinom hiicre hatti, ATCC-HTB-37), HeLa (Insan
servikal kanser hiicre hatti, ATCC-CCL-2) ve normal HEK-293 (insan embriyonik bobrek hiicre hatti,
ATCC-CRL-1573) hiicre hatlarinda belirlenmistir.

Tiim hiicre hatlar1, 1 x 10° hiicre/ml baslangig hiicre konsantrasyonun da 96 kuyucuklu plakalara
yetistirilmistir. Hiicreler, 24 saat sonra farkl1 konsantrasyonlarda (0.5, 5 ve 50 mg L) 6rneklerle islem
uygulanmis ve pozitif kontrol igin (0.2, 2 ve 20 mg L™) doksorubisin kullamlmistir. COziinmiis
malzemenin optik yogunluklar1 (OD), 48 saat sonra UV goriiniir spektrofotometre ile 570 nm'de
belirlenmistir. Canli hiicrelerin yilizdesi, spektrofotometrik 6l¢iimle belirlenmistir. Her bir hiicre hatt1 i¢in
uygulanan konsantrasyonda, kontrol ile karsilagtirilarak, hiicre canliligi ve maddelerin IC50 degerleri
hesaplanmistir. Hesaplamada GraphPad Prism 5 programi kullanilmistir.

% Canlilik = 100 x Uygulanan konsantrasyondaki ortalama absorbans / Kontrol hiicre absorbansi

Laktat dehidrogenaz (LDH) salinim analizi

Findik yag orneginin sitotoksik etki gostererek ortaya c¢ikardiklar1 LDH salinim seviyelerini
belirlemek amaciyla ticari LDH sitotoksisite kiti (Cayman, ABD) kullanilmistir. Test prosediirti, laktatin
piruvat oksidasyonu aracihg ile LDH, NAD™in NADH ve H™a indirgenmesini katalizlemeye
dayanmaktadir. LDH testinin denemelerde kullanilmasinin temel sebebi hiicrelerin nekroz sonucu hasar
goriip gormediklerinin tespit edilmesidir. Ayrica gergeklestirilen sitotoksisite analizlerini desteklemek
amactyla LDH testi tercih edilmistir. LDH testleri i¢in pozitif kontrol olarak mitomisin-C kullanilmstir.

Toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidative stres (TOS) analizi

Findik 6rneginin hiicreler lizerinde TAK seviyelerini belirlemek amaciyla ticari TAK kiti (Rel
Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilmistir (Giiner & ilhan, 2020). Kitin uygulamasinda amag, kullanilan
orneklerin bir serbest radikal olan 2,2'-azino-bis(3- etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) bilesiginin
olusumunu inhibe etmek suretiyle sahip olduklar1 antioksidan diizeylerini belirlemektir. Kit uygulamasi,
vitamin E analogu olan ve Troloks esdegeri olarak adlandirilan kararli bir antioksidan ile kalibre
edilmektedir. TAK testleri igin pozitif kontrol olarak askorbik asit kullanilmistir.

Findik yag 6rneginin hiicreler lizerinde TOS diizeylerini belirlemek amaciyla ticari TOS kiti (Rel
Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilmistir. Kit uygulamasinda, 6rnekte mevcut olan oksidan maddeler,
demir iyonu igeren kompleksleri demir iyonuna oksitlemektedir. Demir iyonlari asidik ortamda kromojen
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ile renkli bir yap1 olusturmaktadir. Spektrofotometrik olarak olgiilen renk yogunlugu, 6rnekte bulunan
oksidan molekiillerinin toplam miktart ile iligkilidir. Kit uygulamasi hidrojen peroksit (H20>) ile kalibre
edilmektedir. TOS testleri i¢in pozitif kontrol olarak H.O> kullanilmistir.

Koryoallantoik membran yontemi (HET-CAM) ile antianjiyogenik aktivitenin belirlenmesi

Findik yag 6rneginin antianjiojenik etkilerini ortaya koymak amaciyla déllenmis tavuk yumurtalari
tizerinde, koryoallantoik membran modeli uygulamasi gergeklestirilmistir. 50-60 gr agirhiginda, Leghron
tavuk yumurtalarinda analiz gergeklestirilmistir. Déllenmis yumurtalar, 37 + 1°C’de, % 58 £ 2 nem
oraninda 5 giin kulucka makinasinda inkiibasyona birakilmiglardir. 5. giinde yumurtalar ¢ikartilmis, hava
boslugu (kiint) olan yerden isaretleme yapilmis ve o bolgeden 25 mm’lik disk seklinde yumurta kabugu
kaldirilmigtir. Membran % 9’luk NaCl ile nemlendirildikten sonra yumurtalar tekrar inkiibatore
yerlestirilmis ve 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Koryoallantoik membran, yaklasik 2 cm ¢apa
ulastiginda 0.3 mL findik 6rnekleri direkt olarak uygulanmistir. Pozitif ve negatif kontrol maddeleri de
ayn1 miktarda uygulanmistir. Kabuktaki bu aciklik laboratuvar filmi ile kapatilmistir. Her bir test
bilesiginin her bir konsantrasyonu i¢in 5 yumurtaya uygulama yapilmis ve tiim testler iki kez
tekrarlanmigtir. Uygulama sonucunda o6rnekler hemoraji, vaskiiler lizis ve koagiilasyon bakimindan
degerlendirildikten sonra elde edilen skorlar asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda irritasyon etkisi, stereomikroskop altinda skorlama tablosunu takiben
incelendi. Skorlama su sekildedir;

Irritasyon skoru = [(301-h) x 5]/300 + [(301-1) x 7]/300 + [(301-c) x 9]/300

Burada, h (hemoraji); vaskiiler kanamanin meydana geldigi zamandir, 1 (lizis); ilk vaskiiler
parcalanmanin meydana geldigi zamandir ve ¢ (koagiilasyon); vaskiiler pihtilasmanin ilk meydana
geldigi zamandir. IS'ye gore tahrig siniflandirmasi: < 0.9; tahris edici olmayan, 1-4.9; hafif tahris, 5-8.9;
orta derecede tahris ve 9-21, siddetli tahris edici etki.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz SPSS 20 (SPSS, Chicago, IL, ABD) kullamilarak yapildi. Deneysel veriler tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile analiz edilmis, daha sonra uygulama ve kontrol gruplar1 arasinda
herhangi bir fark olup olmadigini incelemek i¢in Duncan testi yapilmistir. Veriler arasindaki
korelasyonlar1 belirlemek i¢in Pearson'in r katsayis1 kullanildi. Sonuglar ortalama + SD degerleri olarak
verildi ve p <0.05 anlamli kabul edilmistir. Tiim deneyler ii¢ kez tekrarlandi.

BULGULAR ve TARTISMA

C. avellana Betulaceae familyasina ait olup ve diinyadaki en popiiler aga¢ formlarindan biridir.
Her findik ¢esidinin kendine has besinsel bilesimi, 6zgii tad1 ve aromasi bulunmaktadir. Giresun ilinde
yetisen Tombul (yuvarlak) findik, Tiirkiye'de yetistirilen 17 ticari findik {iriin arasinda birinci sinif
kaliteye sahip olup ayn1 zamanda diinyanin en kaliteli findik tiirlerinden biri oldugu bilinmektedir
(Alasalvar ve ark., 2003). Daha 6nceki ¢alismalarda lipit, karbonhidrat, mineral ve vitamin gibi aktif
bilesenlere sahip oldugu ortaya konulan Giresun Tombul findiginin, kanser hiicrelerine kars1 etkinligiyle
ilgili yeterli caligma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, C. avellana yag orneklerinin kolon, meme ve
serviks kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkinlik gosterdigi ortaya konulmustur.
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Kanser, yasam ve beslenme tarzinin degismesi ile birlikte artis gosteren korkung bir hastalik olup,
baslama, ¢ogalma ve ilerleme gibi en az li¢ asamada tanimlanan ¢ok kademeli bir stirectir (Green & Red,
1998). Bu safthalarin ortaya ¢ikmasinda en etkili faktorlerin, gesitli ajanlar tarafindan hiicrelerde
uyarilmis oksidatif stres kaynakli oldugu bilinmektedir (Giiner ve ark., 2019b). Ilk asamada, reaktif
oksijen tiirleri (ROS), DNA'da gen mutasyonlari ve yapisal degisiklikler olusturarak DNA hasari
meydana getirebilir. Bununla birlikte, ROS, anormal gen ekspresyonuna, hiicre-hiicre iletisiminin bloke
edilmesine ve ikinci mesajc1 sistemlerin modifikasyonuna yol agarak hiicrelerin gogalmasinda bir artisa
veya baglatilan hiicre popiilasyonunun apoptozisinde bir azalmaya neden olmaktadir (Reuter ve ark.,
2010; Giiner ve ark., 2020). Bu kritik etkilerinden dolay1 kanserin herhangi bir siirecine miidahil olarak,
oksidatif stresi azaltmaya yonelik dogal bilesiklerin kullanilmasi hayati 6nem tasimaktadir. Bu
calismamizda antioksidan etkileri bilinen tombul findik yaginin kanser hiicrelerinde sitotoksik etkileri
MTT test yontemiyle belirlenmistir. Calismamizda C. avellana yag 6rneginin farkli konsantrasyonlari
(0.5, 5 ve 50 mg L) kullanilmistir. Her ii¢ konsantrasyonda da kanser hiicre hatlar1 (MCF-7, CaCo-2 ve
HeLa) ve normal hiicre hatt1 HEK-293 iizerindeki sitotoksik etkisi hiicrelerin % 50’sinin ¢ogalmasini
inhibe eden konsantrasyon olarak tanimlanan IC50 degeri hesaplanarak belirlenmistir. Madde
maruziyetine bagli olarak kanser hiicre hatlarinda gozlemlenen hiicre canlilik degerleri farkliliklar
gostermistir (Sekil 1). Test drneklerinin en etkili oldugu hiicre hattt HeLa olarak tespit edilirken (6.5 +
0.35 mg L), MCF-7 hiicre hatlarinda hesaplanabilir bir IC50 degeri hesaplanmamistir. CaCo-2 hiicre
hatt1 incelendiginde ise, 26.26 + 3.15 mg L™ IC50 degeriyle inhibe edici etkiler gdzlenmistir. Benzer
olarak, Esposito ve ark., (2017) A375, SK-Mel-28 ve HelLa kanser hiicrelerinde C. avellana’nin
etkinligini inceledikleri ¢calismada, findik ekstresinin HeLa hiicrelerinin canliligini1 6nemli dl¢iide inhibe
ettigini gostermislerdir. Hiicresel toksisitenin degerlendirilmesinde en onemli gostergelerden biri
hasarli/6lii hiicrelerden hiicresel ortama laktat dehidrojenaz (LDH) enziminin salinim seviyelerinin
Olciilmesidir. Hiicreler, toksik etkilere maruz kaldiginda plazma membran biitiinliikleri bozulur ve
sitoplazmik bir enzim olan LDH hiicrelerden sizarak ortama gecer (Koh ve ark., 2017; Giiner, 2020).
Boylece maruziyet sonrast LDH enzim aktivitesi Olgiilerek hiicre hasar1 degerlendirilebilir. Mevcut
calismamizda findik uygulamalarindan sonra HeLLa ve CaCo-2 kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkinlik
LDH salinimu testi ile aktivitesi ilk defa ortaya konulmus ve sitotoksisite bulgularini destekleyici sonuglar
elde edilmistir. (Sekil 2). Findik yag Ornegiyle muamele edilen hiicre hatlar1 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, konsantrasyon artisina bagli olarak Hela ve CaCo-2 hiicrelerinde LDH salinimi
sirastyla % 52 ve % 40 oraninda inhibe olmustur (p<0.05). MCF-7 hiicrelerinde ise uygulamalar sonrasi
LDH saliniminda istatistiki olarak anlamli degisim bir olmamistir. Bununla birlikte, LDH ve sitotoksisite
denemeleri arasinda korelatif bir iliski tespit edilmistir (R?>=0.999). Corylus tiirlerinden izole edilen farkli
peptid tiirlerinin insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde oksidatif stres hasarlarina karsi artan
antioksidan diizeyleri ve LDH salintminin inhibisyonu araciliiyla sitoprotektif etkiler sergiledigi ortaya
konulmustur (Fang ve ark., 2018).
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Sekil 1. C. avellana'nin farkli hiicre hatlari tizerindeki sitotoksik etkileri. Degerler ortalama + SD (n = 5) olarak ifade edilmis
ve ayni siitunda bulunan ve farkli {istyazi harfleri ile gosterilen degerler (a, b, c, d) p <0.05 diizeyinde istatistiksel olarak
birbirinden anlamli farkliliklar1 gosterir
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Sekil 2. C. avellana'nin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicre hatlarinda laktat dehidrojenaz (LDH) seviyeleri.
Degerler ortalama = SD (n = 5) olarak ifade edilmis ve ayn1 siitunda bulunan ve farkli {istyaz1 harfleri ile gosterilen (a, b, c,

d) degerler p <0.05 diizeyinde istatistiksel olarak birbirinden anlaml1 farkliliklar: gdsterir (a: kontrol grubuna kiyasla anlamli;
b, ¢ ve d: Triton-X grubuna kiyasla anlamlr)

Kanser olgularinin ortaya c¢ikmasinda en etkili faktorlerden biri ¢esitli eksojen veya endojen
kaynaklar tarafindan hiicrelerde uyarilan ROS seviyelerindeki artiglardir. Bu artislarin neden oldugu
oksidatif stres, DNA hasarlarinin yani sira antiapoptotik genlerin ekspresyonunda artiglara, normal
hiicresel boliinmelerde kontrol edilemeyen bir anormal hiicre ¢ogalmasina ve sonugta hiicre siklusunda
diizensizliklere neden olmaktadir (Visconti & Grieco, 2006; Liou & Storz, 2010; Valko ve ark., 2011).
Bu kritik etkilerinden dolay1, dogal ajanlarla kanserin olusumu veya ilerleyisini 6nleyici stratejiler hayati
onem tasimaktadir. Son zamanlarda, Fischer & Glei (2013), findik ve fistik yaglarinin, sizma
zeytinyagia yakin ve ceviz, badem ve yer fistig1 yaglarindan daha yiiksek bir antioksidan kapasite
sergiledigini bulmuslardir. Bagka bir ¢alismada da, findik ekstresinin yliksek antioksidan kapasite
gosterdigi bildirilmistir (Schmitzer ve ark., 2011). Findik yag 6rnegi uygulamalarindan sonra hiicre
hatlarindaki oksidan/antioksidan durumdaki degisimler Sekil 3 ve 4’de gosterilmistir. Bu baglamda,
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findik yag ornegi uygulamalarindan sonra, konsantrasyon artisina bagli olarak uygulamalardan sonra
HeLa ve CaCo-2 hiicrelerinin antioksidan durumunda sirasiyla % 60 ve % 49 oraninda istatistiksel olarak
anlaml1 bir atis (p<0.05) goriiliirken, oksidatif seviyelerde sirasiyla % 31 ve % 25 oraninda istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) azalmalar goriilmiistiir. MCF-7 hiicrelerinde ise findik yag 6rnegi uygulamalari
antioksidan ve oksidan seviyeler de herhangi bir degisime yol agmamistir. Yag Orneklerinin kanser
hiicrelerine kars1 farkli inhibisyon etkileri, kanser hiicrelerinin direng yetenekleri ve yag ekstraksiyonun
yapisindaki farkli metabolitlerinin farkli hiicresel yolaklarla etkilesime girmesiyle agiklanabilir. Bununla
birlikte, findik yaginin var olan sitotoksik etkileri, hem serbest oksijen radikallerin liretimini baskilayarak
hem de antioksidan siirece katkida bulanarak kanser hiicrelerinin canliligini baskilamasiyla ortaya ¢giktigi
disiinilmstir.
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Sekil 3. C. avellana'nin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicre hatlarinda total antioksidan kapasiteleri seviyeleri.
Degerler ortalama = SD (n = 5) olarak ifade edilmis ve ayn1 siitunda bulunan ve farkli {istyaz1 harfleri ile gosterilen (a, b, c,
ve d) degerler p <0.05 diizeyinde istatistiksel olarak birbirinden anlaml farkliliklar: gdsterir (a: kontrol grubuna kiyasla
anlamli, b, ¢ ve d: Askorbik asite kiyasla anlamli)
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Sekil 4. C. avellana'nin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicre hatlarinda total oksidan kapasite seviyeleri. Degerler
ortalama = SD (n = 5) olarak ifade edilmis ve ayni siitunda bulunan ve farkl: iistyaz1 harfleri ile gosterilen (a, b, ¢, d, and e)

degerler P <0.05 diizeyinde istatistiksel olarak birbirinden anlamli farkliliklar1 gosterir. (a: kontrol uygulama grubuna kiyasla
anlamli, b, ¢ ve d: H,0, grubuna kiyasla anlamli, )
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Sekil 5. C. avellana'nin farkli konsantrasyonlarinin CAM yiizeyindeki 5 dakikalik maruziyeti takiben ortalama tahris skoru

Anjiyojenez, yara iyilesmesi, doku biiylimesi ve rejenerasyon gibi normal fizyolojilerde kan
damarlarinin olusumunun gergeklestigi karisik siireglerdir. Anjiyojenez siireci yeni damar olusumundan
cok var olan damarlardan yan dal ve filiz olusumlariyla meydana gelen damarlanmalar olarak
bilinmektedir (Kim & Byzova, 2014). Anjiyojenez de normal fizyolojik kosullar altinda, proanjiyogenik
ve antianjiyogenik faktorler arasinda bir denge vardir, ancak bu denge, fizyolojik siirecleri tegvik etmek
icin ya da patolojik bir durumun bir pargasi olarak her iki tip arabulucuya dogru kayabilir (Gliner &
Karabay Yavasoglu, 2018). Bu durumda anjiyojenez saglikli hiicreler i¢in vazgecilmez bir kaynak olan
damar olusumunu ifade etse de, kanser gibi metabolizmas1 hizli ilerleyen durumlarda ise canlilik i¢in
hayati risk tasimaktadir (Folkman, 1995). Anjiyojenez kanser hiicrelerinin basta hipoksi olmak tlizere
belirli uyaranlara maruz birakilmasiyla aktive edilir ve tiimor fazla biiyiidiigiinde vaskiiler endotelyal
biiylime faktorlerini etkileyerek yeni kaynaklara ulagim saglar (Eming ve ark., 2007). Bu yeni kan
damarlariin gelisimi sadece tiimdr dokusunun besin maddeleri ile beslenmesini saglamakla kalmaz, ayni
zamanda kanser hiicrelerinin metastazi i¢in bir ara¢ olabilmektedir (Nishida et al., 2006). Son yillarda,
kanserin antianjiyojenez siirecine miidahele siirecinde direkt olarak tiimorii hedef almaktan ziyade,
beslenmesini saglayan damarlanma mekanizmasini inhibe eden ¢alismalar tasarlanmistir. Bu siireg,
endotelyal biiylime faktorleri inhibitorleri, endotel hiicre sinyal transdiiksiyon inhibitérleri, endotel hiicre
proliferasyonunun Onleyicileri, matris metaloproteinaz inhibitorleri ve endotel kemik iligi Oncii
hiicrelerinin inhibitorleri gibi hedef anjiyojenez inhibitorlerinin kullanilmasiyla gerceklestirilir
(Denekamp, 1993; Muslim ve ark., 2012). Yiriitiilen birgok ¢alisma da, dogal kaynakli anti-anjiyojenik
ila¢ uygulamalarinin, yan etkileri azaltmada geleneksel kanser tedavisine kiyasla daha etkili oldugu,
tiimorii besleyen yeni kan damarlarinin olusumunu inhibe ettigi ve bu siiregte ila¢ direnci olasiliginin
diisiik oldugu bildirilmektedir (Ciardiello ve ark., 2000). Findik yag orneklerinin uygulamasina yanit
olarak ortaya ¢ikan lizis, kogiilasyon ve hemoroji gibi antianjiogenik etkinligi kanitlamak amaciyla HET-
CAM yontemi ile gerceklestirilmis ve degerlendirme sonucunda elde edilen skorlar Sekil 5’de
gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak antianjiogenik etkinligi kanitlanmis siiramin, negatif kontrol olarak
ise NaCl kullanilmistir. Calismada ¢ozgen olarak kullanilan DMSO’nun herhangi bir etkisi tespit
edilmemistir. Pozitif kontrol (stiramin), CAM ile etkilesime girerek 5 dakikalik bir siire i¢in kanama,
liziz ve pihtilasma ile sonlanan 10.97 + 2.04 skor ile antianjiyogenik aktivite sergilemistir. 50 mg L'>’da
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findik 6rnegi, 5 dakikalik siire zarfinda vaskiiler etkileri takiben 7.92 + 0.9'lik bir skorlama ile orta bir
etki gostermistir. Bununla birlikte, daha diisiik konsantrasyon uygulamalarinda herhangi degisim
olmamustir. Benzer olarak, Falasca ve ark., (2014) ellagik asit, anakardik asit, genistein, resveratrol ve
inositol fosfatlar gibi biyoaktif bilesikler iceren findigin, kanser siirecinde hiicre dongiisiinii etkileyerek,
apoptozisin aktivasyonunun yanisira hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve anjiyojenezin inhibisyonu
tizerinden kanser riskini azaltabilecegini ortaya koymustur.

SONUC

Sonug olarak, findik hem igerdigi biyoaktif bilesikler hem de lezzeti bakimindan giinlimiize kadar
onemli bir besin kaynagi haline gelmistir. Mevcut ¢aligmada, Giresun findigindan elde edilen yag
orneklerinin serviks ve kolon kanser hiicreleri tizerinde hem antioksidan kapasiteyi arttirip hemde ROS
tiretimini baskilayarak onemli bir sitotoksik etki sergiledigi goriilmiistiir. Bu baglamda, yiiksek
konsantrasyonlardaki antianjiyogenik aktivelerde goz oOniine alindiginda, Giresun tombul findiginin
kalite olarak bir¢ok alanda tercih edilmesinin yani sira ileri laboratuvar teknikleriyle de desteklenerek bir
antikanser ajan1 olarak gelistirilme potansiyeline sahip oldugu ortaya konulmustur.
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