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Yiiksek Lisans Tezi

BAZI NAR CESITLERININ ANTiOKSIiDAN AKTiVIiTELERIi ve KANSER HUCRELERIi
UZERINE ANTIiPROLIFERATIF ETKILERINiN BELIRLENMESIi
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Bu c¢alismada narda bulunan fenolik madde miktarinin in vitro kosullarda narin antioksidan
aktivitesine ve HepG, insan karaciger hiicrelerinde antiproliferatif aktivitesine etkisi incelenmistir. Bu
kapsamda Hatay Adana, Hicaz, Antalya nar gesitlerinin fenolik madde kompozisyonu (toplam fenolik,
flavanoid, antosiyanin madde miktar1) belirlenmistir. Ayrica narlarmm antioksidan ve HepG,
hiicrelerine antiproliferatif aktiviteleri 6l¢iilmistiir. Bulunan sonuglar toplam fenolik ve flavanoid
miktarinin narlarin antioksidan aktivitesini 6nemli diizeyde etkiledigini gostermistir (p<0.01). HepG,
hiicrelerinin ¢ogalmasinin inhibisyonu ile fenolik madde miktar1 arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur (p<0.01). Bu ¢alisma ile toplam fenolik ve flavanoid miktar1 en fazla olan nar g¢esidinin
en yiiksek antioksidan ve antiproliferatif aktivite gosterdigi saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidanlar, kanser hiicre kiiltiirii, antiproliferatif aktivite, fenolik
bilesikler, nar
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In this study, the effect of pomegranate extracts’ phenolic compounds to the formation of antioxidant
activity and its antiproliferative activity on HepG, human liver cancer cells (in vitro) were
investigated. Proliferation of pomegranate extrakts in vitro.The composition of phenolic compound
(phenolics, flavonoid, anthocyanin) in Hatay, Adana, Hicaz, Antalya pomegranate varieties were
determined in this context. Also the antioxidant and antiproliferative activities on human liver cancer
cell growth of pomegranate extrakts were investigated. Results indicated that the amount of phenolic
and flavanoid effected considerably antioxidant activity of pomegranates (p<0.01). Inhibition of
HepG, cells proliferation displayed positive correlation with the increase of the amount of phenolics
(p<0.01). This study indicated that, higher amount of phenolic and flavonoid contents in the
pomegranate contributes to higher antioxidant and antiproliferative activities.

KEY WORDS: Antioxidants, cancer; cell culture, antiproliferative activity, phenolic compounds, pomegranate
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1. GiRiS Suzan VARLIKLIOZ

1. GIRIS

Meyve ve sebzelerin diizenli tiiketilmesi, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi kronik hastaliklara yakalanma riskini azaltmaktadir. (Doll, 1990; Dragsted ve
ark., 1993). Meyve ve sebzeler yasam icin gerekli olan ¢esitli esansiyel maddeler i¢in
temel kaynaktir. Ayrica meyve ve sebzeler dnemli biyolojik aktiviteleri olan
fitokimyasallar1 (fenolikler ve flavonoidler) da igerirler. Antioksidan 6zellik gosteren
bu dogal bilesiklerin serbest radikalleri tutma veya normal hiicre metabolizmasinda

reaktif tlirlerin olusumunu engelleme gibi fonksiyonlar1 vardir (Liu ve ark., 2002).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres, membran lipitlerinin
oksidasyonuna, enzimlerin inaktivasyonuna ve kanser olusumunun sebebi olan gen
mutasyonlarina yol agtigr diisliniilmektedir. Yeterli miktarda antioksidan alimi

serbest radikallerin olusumunu 6nlemektedir (Poulsen ve ark., 1998).

Meyve ve sebzelerde bulunan antioksidanlarin antikarsinojen ve antimutajen
etki gosterdigi bulunmustur. Deschner ve ark. (1991) tarafindan, kuersetinin
farelerde azoksimetanol uyaricisiyla ¢ogalan epithelyal kolon tiimdr hiicrelerini
inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica elma fitokimyasal ekstrakti kolon kanseri ve
karaciger kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini konsantrasyona bagli sekilde engellemistir

(Eberhardt ve ark., 2000).

Meyve ve sebzelerde antioksidan kapasitesinin 6nemli kisminin igerigindeki
toplam fenolikler ve flavanoidlerden kaynaklandigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2002).
Ornegin elmada bulunan C vitaminin antioksidan aktivitesi toplam antioksidan

aktivesinin sadece % 0.4’ tine denk gelmektedir (Eberhardt ve ark., 2000).

Bitki fenoliklerinin antikarsinojen mekanizmalar1 farklilik gostermektedir. Bu

mekanizmalar timor hiicrelerinin ¢ogalmasini baglatan serbest radikalleri tutmak
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veya potansiyel karsinojen reaktiflerini inaktive etmek seklindedir (Meyers ve ark.,
2003).

Uziim nar gibi kirmizi meyveler ve bu meyvelerin sular1 antioksidan
aktiviteleri nedeniyle one ¢ikmaktadir. Cesitli biyoflavanoidleri ¢ok miktarda
icermesi ve serbest radikalleri tutma aktivitesi nedeniyle nar (Punica granutum L.)
AIDS tedavisinde tavsiye edilmektedir (Lee ve ark., 1998). Nar ayrica AIDS’in
tedavisi i¢in verilen Japon patentli formiildeki dokuz bitkiden biridir (Perez-Vicente
ve ark; 2002).

Nar, Akdeniz Bolgesinin karakteristik bitkisi olarak bilinmektedir. Kurak ve
yar1 kurak iklim kosullarinda yetisebildiginden genis bir yayilim alan1 géstermektedir
(Kumar, 1990). Ulkemizde en ¢ok Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde
yetistirilmektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu 2008 yili verilerine gore; Ulkemizde
toplam nar tiretimi 127.760 tondur. Tirkiye’nin birgok ilinde nar yetistiriciligi
yapilmaktadir. 52.963 tonluk nar iiretimiyle Tiirkiye’de en fazla yetistiriciligin
yapildigr il Antalya’dir. Bunu sirasiyla Mugla (10.412 ton), Denizli (9.465 ton), G.
Antep (8.509 ton), Mersin (8.197 ton) takip etmektedir (Anonim, 2010). Taze veya
meyve suyu olarak tiiketilmesinin yaninda c¢esitli kisimlarindan tanen, pektin, sirke,
sitrik asit elde edilmekte, boya ve ilag yapiminda kullanilmaktadir (Onur, 1988).
Ayrica yiiksek fenolik icerige ve antioksidan aktiviteye sahip olan nar kabugu eski
zamanlarda ve gilinlimiizde solunum hastaliklarinin tedavisinde kozmetikte tentiir

hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Tzulker ve ark., 2007).

Aril olarak adlandirilan narm yenilebilir taneleri, meyve agirliginin % 52 sini
olusturmaktadir. Ariller % 78 oranda nar suyu % 22 oranda da i¢ cekirdekten
olusmaktadir (Giiltekin ve ark., 2007).

Kanser gelisme siirecini ifade eden ve baslangig, ilerleme ve gelisme
asamalarini kapsayan Kkarsinojenesiz, yas, beslenme aligkanligi, hormonal denge gibi
bir ¢cok degiskenden biiyiik dlgiide etkilenen ¢ok asamali bir siiregtir (Syed ve ark.,
2007).
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Ilerlemis kanserler igin tedavi segenekleri yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden
kanser riskini azaltmak i¢in uygulanabilir ve sonug getirebilecek stratejiler iizerine
yaklasimlar gelistirilmektedir. Nitekim, dogal veya sentetik olarak elde edilmis
maddeler ile kanser gelisimini durdurma, olusmus kanseri normale dondiirme ya da
kanser gelisimini engelleme olarak tanimlanan kemoprevansiyon hizla gelisen bir
alandir (Syed ve ark., 2007).

Gidalarda bulunan kemoprevantif bilesikler hiicre savunmast ve hiicre 6liimii
mekanizmalarini diizenleyerek karsinojenesiz siirecini engelledigini ortaya koyan in
vitro ve in vivo bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Sun ve ark., 2002;. Ollson ve ark., 2004).
Bu yiizden Kkanser riskini diisiirecegi tahmin edilen gidalara yonelim giderek
artmaktadir. Birbirini dogrulayan bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma, meyve sebzelerin
cok tiiketilmesinin kansere yakalanma oranini azalttigini gostermistir (Dragsted ve
ark.,1993; Birt ve ark., 2001). Bunun sonucu olarak meyve ve sebzelerin kanserden
koruyucu etkisinin nedenini anlamak ve antikarsinojenik etkiye sahip bilesenleri
bulmak merak konusu olmustur. Bitkide antioksidatif etkiye sahip bilesikler (fenolik
maddeler, vitaminler vb.) ve bu bilesikler iginde de fenolik maddeler onemli

sayilmaktadir

Bu tez kapsaminda;

1. Ticari 6neme sahip Hatay Hicaz, Adana, Antalya nar gesitlerinin toplam
fenolik, flavanoid ve antosiyanin miktarlari belirlenmistir.

2. Nar gesitlerinin toplam antioksidan aktivitesi ve in vitro sartlarda HepG2
hiicreleri iizerine ( insan karacigeri kanser hiicresi) antiproliferatif aktivitesi
(hiicrelerin ¢gogalmasini engelleme) 6l¢iilmiistiir.

3. Son olarak da nar ¢esitlerinin toplam fenolik, flavanoid ve antosiyanin

miktarlari ile antioksidan ve antiproliferatif aktiviteleri arasindaki korelasyonlar

belirlenmis ve fenolik madde kompozisyonunun antioksidan ve antiproliferatif

aktiviteye etkisi istatistiksel olarak gosterilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR Suzan VARLIKLIOZ

2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerin sekonder metabolitleri (ikincil metabolitler) olarak
sentezlenen ve ¢esitli kimyasal yapilarda bulunan biyoaktif maddelerdir. Bitkilerde
fotosentez ile olusan karbonun yaklasik % 2’si fenolik bilesiklere doniisiir. Bu dogal
maddeler bitkide biyotik ve abiyotik stres kosullarinda sentezlenir ve bitkiyi bu stres
faktorlerlerinin olusturdugu olumsuz etkilere karsi korur. Fenolik bilesikler ayni
zamanda bitkisel gidalarda renk, aroma olusumunu saglama ve hiicre i¢inde olusan
serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonu (yag, vitamin,ve enzimler) 6nleme
gibi ¢esitli fonksiyonlara sahiptir (Harborne ve Williams, 2001; Yao ve ark.,2004;
Martens ve Mithofer, 2005).

Fenolik bilesikler kimyasal olarak en az bir aromatik halka (bir halka igerenler
fenol, daha fazla icerenler ise polifenoller olarak isimlendirilirler), yer degistiren
hidroksil gruplar1 ve onlarin tiirevlerinin (glikozitler ve esterler) bulundugu bilesikler
olarak tanimlanmaktadir. Fenolik bilesikler molekiil agirliklarina gore genel olarak

iki gruba ayrilir (Hattenschwiler ve ark., 2000):

1.  Diisiik molekiil agirlikli bilesikler (fenolik asitler, flavanoidler

2. Yiksek molekiil agirlikli oligomerler ve polimerler

Yiiksek molekiil agirlikli fenolik bilesik olan tanenler, protein ve polisakkarit
gibi diger bitkisel polimerlerle bilesik olusturabilen, monomer yapili flavan-3-ol
bilesiklerinin C4-C8 veya C4-C6 seklinde interflavan bag: ile baglanmasiyla olusan
polimer yapili bilesiklerdir. Tanenler molekiil agirligi 500 ve 3000 dalton arasinda
degisen suda c¢oziinebilen fenolik bilesikler olarak tanimlanir. Kondanse ve hidrolize

olabilen tanenler olarak iki onemli yapisal gruba ayrilir (Hattenschwiler ve ark.,
2000).
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Dusuk molekdl agirlikl bilesikler
[basit fenoller (Cg) Fenolik asitler
(CsC5) ve flavanoidler (CgC5Cs)

Yuksek molekdl agirlikli oligomerler ve
polimerler (tanenler)

OH ~_ OH
R R, HO oM
1 7~ OH
R, HO
Cesitl fenolik bilesikler Flavan-3-ol kondanse

tanenlerin monomer

Sekil 2.1Fenolik bilesiklerin iki ana grubu (Hattenschwiler ve ark., 2000)

Hidrolize olabilen tanenler, fenol asitleri ve tirevlerinin karbonhidratlarla
olusturdugu esterlerdir. Karbonhidrat molekiilii genellikle glikozdur. Hidrolize
olabilen tanenler grubunda yer alan gallotanen ve ellajik tanen, asit hidrolizi
sonucunda gallik asit ve ellajik asite par¢calanmaktadir (Hattenschwiler ve ark., 2000;
Ribéreau-Gayon ve ark.,2000).

Kondanse tanenler ise flavan-3-ol veya katesinlerin polimerizasyonu sonucu
olusan kompleks yapili bilesiklerdir. Kondanse tanenler asit ortaminda
isitildiklarinda kirmizi renkli siyanidinler olusmaktadir. Bu nedenle kondanse
tanenlere ‘prosiyanidinler’ veya ‘lokosiyanidinler’ de denmektedir Prosiyanidinler
hemen hemen suda ¢oziilmez ve yaklasik 7000 dalton (20 flavan-3-ol iizerinde
tinite) molekiil agirligindadir (Hattenschwiler ve ark., 2000; Ribéreau-Gayon ve
ark.,2000).

Bitkilerde fenilalaninden fenilpropanoid yolu ile olusan bu dogal firiinlerin
farkli kimyasal yapida binlerce ¢esidi tanimlanmustir (Shirley 2001). Sekil 1 de
goriilecegi gibi fenolik bilesiklerin biyosentezi birgok enzimatik adimi kapsar. Fenol
bilesikleri benzen halkalarindan olusmustur. Benzen halkalar1 ise pentoz fosfat
yolundaki iiriinlerden eritroz 4-fosfatin kondenzasyonu sonucu olusur. Sikimik asit
yolu olarak tanimlanan bu biyosentetik yoldan fiiriin olarak, aromatik karakterli

benzoik ve sinnamik asitler meydana gelir. Glikoliz yolunda ise sekerler
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pargalanarak piriivatlart olusturur. Olusan piriivatlar da krebs dongiisiinde asetil
koenzim A molekiiline doniisiir. Asetat malonat yolu alarak da bilinen biyosentezik
yoldan asetil koenzim A molekiilii malonil CoA’ya déniisiir. U¢ molekiil malonil
CoA molekiilii benzen halkasini olusturur. iki benzen halkasmin (sikimik asit ve
asetat malonat yolundan gelen) calkon sentaz enzimiyle kondensasyonu sonucu
“fenolik bilesikler’ olusur (Ribéreau-Gayon ve ark., 2000; Shirley, 2001).

Heksoz
Glikoliz Pentoz fosfat volu
‘/CF-osﬁ:enol piiti‘im\
3 Prijvat Entroz 4 fosfat
l l Siklik olosuom
3 Asetil CoA 5-dehidrogilimat —»Gallat kategat
300,
Fosfoenol priivat i NH;
| 3 Malonil CoA | o —
3C0:, CoA-SH
k‘ NHa ‘—l
*+— | plomarat CoA |*—| p-lumarat — Smnamat
L
Calken l
KEafeat,
Ferulat

Sekil 2.2 Fenolik bilesiklerin sentezi (Ribéreau-Gayon ve ark., 2000)
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Polifenollerin genel biyosentez yolu tamamen tanimlanmasina ragmen bitki
dokularindaki polifenollerin 6zelligini ve miktarini belirleyen diizenleyici ve kontrol
faktorleri tartismali alanlardir. Bu durum diizenleyici faktorlerin ¢esitliliginden
kaynaklanmaktadir. Genotipe 6zgii faktorlerle dis ¢evresel faktorlerin (sicaklik, UV
vb.) birbiriyle etkilesimi sonucunda tiirler arasinda ve iginde fenolik madde

iceriginde farklilik olusmaktadir (Hattenschwiler ve ark., 2000).

2.2. Narimn Kimyasal Bilesimi

Narin kimyasal kompozisyonu geside, yetistirildigi bolgeye, iklim, olgunluk,
tarimsal uygulamalar ve depolama sartlarina gore farklilik gdosterir. Bir cok
arastirmaci tarafindan farkli zamanlarda yapilan analizlerde narlarin organik asit ,
fenolik  bilesikler, sekerler, suda ¢Oziinlir vitaminler ve minerallerin
kompozisyonunda énemli farkliliklar bulunmustur (Poyrazoglu ve ark., 2002; Ozgen
ve ark., 2008; Tezcan ve ark., 2009). Nar suyunun bazi o6zelliklerine ait veriler

cizelge 2.1° de verilmistir.

Cizelge 2.1 Narin bazi analitik ve kimyasal 6zellikleri

Ozellikler Miktarlar Kaynak

pH (2.98-3.63), (3.29-3.93)

Co6zundr kuru madde %( ©Briks) (14.7-17.9), (16-19) Ozgen ve ark., 2008:

Titrasyon asitligi ( sitrik asit, g/L) (5-24), (4.5-17.3) Poyrazoglu ve ark.,

Sitrik asit ( g/L) (2-32), (0.33-7.08) 2002

Malik asit ( g/L) (0.9-1.5), (0.56—6.86)

Askorbik asit ( g/L) 0.14-0.69 .
Ozgen ve ark., 2008;

Sakkaroz ( g/L) 0.2-0.4

Glikoz (g/L) (58-76), (39.8-69.1) Ozgen ve ark., 2008;

Fruktoz (g/L) (58-70.6), (45.5-69.9) Tezcan ve ark., 2009
Ozgen ve ark., 2008;

Toplam seker ( g/L) (116-143), 139.6-160.6) Poyrazoglu ve ark.,
2002)

Potasyum (mg/kg) 809-2251

Kalsi /k 1.5-207

alsiyum (mg/kg) Vardin, 2000
Sodyum (mg/kg) 4.41-45.8
Demir (mg/kg) 3.75-17.1

Nar, fenolik asitler (gallik asit, ellajik asit, protokatesik asit, klorojenik asit,

kaffeik asit, ferulik asit ve kumarik asit) flavonoidler (antosiyanin, katesinler, ve
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diger kompleks flavonoidler) ve hidrolize olabilen tanenler (punicalin, punicalajin,
gallajik ve ellajik asitin glikoz esterleri) gibi birgok fenolik bilesik i¢in zengin bir
kaynaktir. Hidrolize olabilen tanenler narin antioksidan aktivitesinin yaklasik % 92’
sini olusturmaktadir. Narda bulunan bazi hidrolize olabilen tanenlerin kimyasal

yapisi sekil 2.3 de verilmistir (Gil ve ark., 2000; Poyrazoglu ve ark., 2002).

Narda bulunan antosiyanidinler flavan-3-ol hari¢ diger flavanoidlerden yapisal
olarak farklidir. karbon halkasinda karboksil grubu i¢germez ve hiicrede veya lipozom

membraninda lipit peroksidasyonunu 6nleme yetenegindedir (Syed ve ark., 2007) .

Nar 6zellikle meyveye karakteristik rengini veren antosiyaninlerce zengindir
Delfinidin siyanidin pelargonidin igerigiyle 6nemli bir antosiyanin kaynagi olup bu
li¢ antosiyanidinin lipit peroksidasyonunu onledigi gosterilmistir (Gil ve ark., 2000;
Syed ve ark., 2007).

Nar ¢ekirdegi ¢coklu doymamus yag asitleri sekerler, vitaminler, polisakkaritler,
polifenoller, minerallerce zengin ve yiliksek antioksidan aktiviteye sahiptir.
Kurutulup ezildiginde nar ¢ekirdegi yagi elde edilir ve kozmetik sanayinde kullanilir
Yagin bilesiminde, nar cekirdegine 6zel konjuge linolenik asit olan punisik asit
bulunmaktadir. Bu yag, % 80’1 punisik asit olmak iizere 18 karbonlu yag asitleri
(linoleik, palmitik asit, oleik asit) ve izoflavon genistein igermektedir (Syed ve ark.,
2007) .

Gil ve ark. (2000), nar suyu, yesil ¢ay ve kirmizi sarabin fenolik bilesik
miktarini ve antioksidan aktivitesini Ol¢miisler. Nardaki fenolik bilesik miktari
(2566=+ 131 mg/L), kirmizi sarap ( 2036+ 59) ve yesil ¢aydan (1029+ 36 ) yiiksek
oldugunu bulmuslardir. Ayrica nar suyunun antioksidan aktivitesi (18 TEAC, Trolox
equivalent antioxidant capacity), kirmizi sarap ve yesil ¢caydan (6-8 TEAC) 3 kat
fazla oldugu goriilmiistir. Ayn1 caligmada ayrica nar suyunun fenolik bilesikler 4
gruba ayrilarak HPLC ( yiiksek performansh sivi kromatografisi) ile belirlenmis ve
her fenolik grubunun antioksidan aktiviteye katkisi incelenmistir. Antosiyaninler,

punikalajinler, ellajik asit tiirevleri ve hidrolize olabilen tanenler iginde punikalajin
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grubu fenoliklerin yliksek konsantrasyonda bulundugu goriilmiistiir. Nar suyunun
antioksidan kapasitesini punikalajinleri de i¢ine alan hidrolize olabilen tanenlerin

belirledigi bulunmustur.

Ellajik

Gallajik

Punikalin

Sekil 2.3 Narda bulunan hidrolize olabilen tanenlerin yapist (Gil ve ark., 2000)

Poyrazoglu ve ark. (2002), Adana, Antalya, Hatay ve Mersin illerinden alinan
13 farkli nar gesidinden elde edilen islenmemis nar sularinda 10 fenolik bilesik
belirlemislerdir. Bunlar, hidroksibenzoik asitler (gallik ve protokatesik asit),
hidroksisinamik asitler (klorojenik, kafeik, ferulik, o- ve p- kumarik asitler, flavan-3-

oller (katesin), dihidrogalkonlar (floridzin), flavonoller (kuersetin)’ dir.

Aviram (2002), nar suyu, kirmiz1 sarap, yesil ¢ay ve portakal suyunun toplam

fenolik igerigini dl¢miis ve en yiiksek fenolik madde icerigini narda tespit etmistir.
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Farkli meyve tiirlerinde (elma, ayva, lizim, armut ve nar ) yapilan ¢alismada
toplam fenolik ve flavonoid igerigini ol¢iilmiistiir. Toplam fenolik madde icerigi en
yiiksek ayvada bulunmus bunu nar, iiziim, elma, armut izlemistir. En yiiksek

antioksidan aktivitesinin ise narda oldugu goriilmistiir (Karadeniz ve ark., 2005)

Akdeniz bolgesinden hasat edilen 6 gesit arilden elde edilen meyve suyunda
kimyasal ve antioksidan Ozelliklerine bakmislardir. Bu 6zellikler toplam fenolik,
toplam antosiyanin toplam ¢o6ziinlir madde, titre edilebilir asitlik, seker ve organik
asit igerigini kapsamaktadir. Toplam fenolik miktar1 1245-2076 mg gallik asit
esdegerinde gallik asit/ lve toplam antosiyanin igerigi 6,12- 219 mg siyanidin 3-
glikozit esdegeri/ | arasinda degisen degerler bulunmustur. Toplam fenolik igerigi ile
antosiyanin miktar1 arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur (r = 0.94) . Antioksidan
kapasitesi ile toplam fenolik madde arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir. Ayrica
bu caligmada antosiyaninlerin antioksidan aktiviteye belirgin olarak katkisi

saptanmistir (Ozgen ve ark., 2008).

Tzulker ve ark. (2007), antioksidan, toplam polifenol, toplam antosiyanin ve
dort temel hidrolize olabilen tanen (punikalajin, ellajik asit, punikalin, gallajik asit)
miktarimi belirlemistir. Bu ¢alisma arilden hazirlanan meyve suyu, biitiin meyveden
ve kabuktan elde edilen homojenatta yapilmistir. Biitin meyveden yapilan
homojenatin antioksidan aktivitesinin aril suyundan yaklasik 20 kat, fenolik madde
igeriginin ise 6.5 kat fazla oldugu bulunmustur. Homojenatlarin antioksidan aktivitesi
dort temel tanenle orantili bulunurken aril suyunun antioksidan aktivitesi toplam
fenolik ve toplam antosiyanin seviyesi ile orantili bulunmustur. Aril suyunda
antioksidan aktiviteye katkisi olan temel bilesigin antosiyanin bilesikler oldugu 6ne
stiriilmiistiir. Nar kabugundan elde edilen homojenatin antioksidan aktivitesi, biitiin
meyve homojenatindan 2 kat fazla oldugu bulunmustur. Fenolik bilesik miktari

antioksidan seviyesi ile orantili iken antosiyanin miktariyla bir iligki bulunamamugtir.

Seeram ve ark. (2008), Amerika Birlesik Devletlerinde yaygin olarak tiiketilen

fenolik bilesiklerce zengin igeceklerin (nar, elma, agayi, visne, yaban mersini,

10
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kizilcik ve liztim suyu yesil ve siyah ¢ay) toplam fenolik ve antioksidan kapasitesine
bakmiglardir. Toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan kapasitesi ayni
siralamay1 gostermistir. Icecekler iginde en yiiksek fenolik madde igerigine sahip
olan nar suyunun antioksidan aktivitesinin de yiliksek oldugu goriilmiistiir. Nar
suyunu sirastyla kirmizi sarap, izim suyu, yaban mersini suyu, visne suyu, agayi

suyu, kizilcik suyu, portakal suyu, elma suyu takip etmistir.

Tezcan ve ark. (2009), biitiin narin preslenmesiyle elde edilen yedi gesit ticari
nar suyunun toplam fenolik igerigini, DPPH (2.2 diphenil -1 —picrylhydrazyl) serbest
radikalini tutma ve demir indirgeme kapasitesini Olgerek antioksidan aktivitesini
belirlemislerdir. Sonuglar ticari nar suyunun arilden elde edilen nar suyuna nazaran
belirgin bigimde yiiksek fenolik igerige ve antioksidan kapasiteye sahip oldugunu
gosterrmistir. Toplam fenolik miktarini 2602-10086 mg/L degerlerinde bulmuslardir.
Antioksidan aktivitesi ile toplam fenolik miktar1 arasinda pozitif korelasyon (r>

0.98)bulunmustur.
2.3. Antioksidanlar ve Meyvelerde Bulunan Fenolik Bilesikler

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren veya elektron kaybetmis atom,
atom grubu veya molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir. Hiicrede normal
metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda (mitokondriyal elektron transport zinciri
gibi ) ara Uriin olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Biradikal olarak
degerlendirilen molekiiler oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi
halde diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer ve serbest oksijen radikalleri

olusur. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az
miktarda olusan siiperoksit radikali (O, "), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali
(OHY)'dir. ROS olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek kismi
oksijen basinci (PO,), ozon (O,) ve azot dioksit (NOZ.), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi

bazi uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller hiicrelerin, protein, karbonhidrat ve
enzimlerine, membranlarindaki doymamis yag asitlerine, hatta kromozomlara ve DNA”’

ya zarar verebilmektedir (Anonim 2011).

11
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Fenolik bilesikler kimyasal yapilari itibariyle elektron vericileridir. Fenolik
bilesiklerin halka yapilar1 ve hidroksil gruplari, in vitro hiicre kiiltiiriinde veya hiicre
icermeyen sistemlerde oksidasyon siirecinde antioksidan olarak gorev yapar.
Oksitleyici tiirlerle kompleks olusturma veya hidrojenasyonla meydana gelen
oksidasyon siireci; siiperoksit anyonu, tekli oksijen, lipid peroksit radikallerinin,
temizlenmesi veya serbest radikallerin stabilize edilmesini kapsamaktadir (Birt ve
ark., 2001).

Hiicrede olusan ROS’ u ve bunlarin meydana getirdigi hasari 6nlemek i¢in bir¢ok
savunma mekanizmasi (antioksidan enzimler, vitaminler, melatonin, sistein gibi) vardir.
Ancak bazen (stres, toksinler, ilaglar) hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan
kaldirilandan daha fazla ROS olusabilir. Organizmada hiicrenin savunma mekanizmasi
tarafindan ortadan kaldirilandan daha fazla ROS meydana gelmesi oksidatif stres
meydana getirmektedir. Oksidatif stres lipid peroksidasyonu kalp ve damar
hastaliklar1, kanser, kronik inflamatuvar ve DNA’ nin oksidasyonu ile mutasyonlara
neden olabilmektedir. Antioksidanlar oksidatif zarar1 engelleyerek dokulart
korumaktadir (Birt ve ark., 2001; Hollman ve Katan, 1999).

Fenolik bilesikler serbest radikalleri ndtrleme bakimindan ideal bir kimyasal
yapiya sahiptir. Bu bilesiklerin in vitro kosullarda E ve C vitamininden daha etkili
antioksidan olduklar goriilmiistir. (Cizelge 2.2, Rice-Evans ve ark., 1997).

Cizelge 2.2 Baz fenolik bilesikler ve antioksidan vitaminlerin relatif toplam antioksidan akviteleri
(Rice-Evans ve ark., 1997)

Antioksidan Antioksidan Aktivitesi mM
C vitamini 1.0 £0.22
E vitamini 1.0+0.03
P- kumarik asit 2.2+0.06
Siyanidin 44+012
Delfinidin 4.4 +0.11
Kuersetin 4.7+0.10
Kamferol 1.3+0.08

TEAC ( Trolox Equivalent Antioksidant Activity) 1 mM fenolik bilesigin antioksidan aktivitesine
esdeger Trolax konsantrasyonu

12



2. ONCEKIi CALISMALAR Suzan VARLIKLIOZ

Sun ve ark. (2002) tarafindan 11 farkli meyve tiiriniin toplam fenolik madde
igerigi ile toplam antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Fenoliklerin bu meyvelerin
antioksidan aktivitesine katkisin1 belirlemek i¢cin C vitaminin toplam antioksidan
aktivitesi i¢indeki pay: 6l¢iilmiistiir (Cizelge 2.3). Cizelgede goriildiigi gibi meyveler
icinde C vitaminin antioksidan aktivitesine katkis1 % 8.6 ile % 0.35 arasinda
degismektedir. C vitaminin antioksidan aktivitesine katkisi en yliksek greyfurtta en

diisiik kirmizi iiztimde oldugu goriilmektedir.

Cizelge 2.3 Toplam antioksidan aktiviteye C vitaminin etkisi (Sun ve ark., 2002)

C Vitamini
ToplamAntioksidan
Antioksidan aktivitesi Top. Antioksidan Aktivitesi (C

Meyve (umol/ g) Aktivitesine Etkisi % vitamini cinsinden
pumol)
Elma 0.33 0.40 97.23
Uzim 0.23 0.35 64.35
Cilek 2.11 3.28 61.08
Seftali 0.38 0.76 48.69
Portakal 2.57 8.16 23.32
Greyfurt 2.11 8.57 16.09

Meyve ve sebzelerdeki toplam fenolik icerigi ile antioksidan aktivitesi arasinda
dogru orant1 vardir. Dort ahududu ¢esidinde toplam fenolik madde igerigi ile toplam
antioksidan aktivitesi 6l¢iilmiis toplam fenolik icerigi yiiksek olan ¢esidin en yiiksek

antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (Liu ve ark., 2002).
2.4. Meyve Ekstraktlarinin Kanser Hiicrelerinin Cogalmasina Etkisi
Oksidatif zarar kanserde baslangic evresini ve hiicrelerin ¢ogalmasini
baslatabilir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi kanser tiimoriiniin ilerlemesinde

onemlidir. Biitliin tiimorlerin yerlesmesi ve ilerlemesi, hiicre ¢ogalmasini kontrol

eden birka¢ temel yolun diizenindeki bozulmayla olmaktadir. Diizensiz hiicre

13
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¢ogalmasi ve hiicre Olimiiniin azalmasi kanser olusumu ve gelisimi i¢in asgari

sartlar1 olusturur (Olsson ve ark; 2004).

Katherine ve ark. (2003) baz1 ¢ilek c¢esitlerinin toplam fenolik, flavanoid ve
antosiyanin igerigini belirlemislerdir. Cilek ¢esitlerinde toplam fenolik igeriginin 100
gramda 273 mg ile 202 mg gallik asit esdegeri arasinda degistigi bulunmustur.
Coziiniir serbest fenolik bilesik igerigi en yiiksek olan ¢esidin en yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi goriilmistiir. Cilek ekstraktlarinin kanser hiicrelerinin gogalmasini

ekstrakt miktariyla orantili olarak engelledigini bulmuslardir.

On farkli meyve ekstraktinin kolon kanser hiicrelerinin (HT29) ve bagirsak
kanser hiicrelerinin (MCF-7 )cogalmasi lizerine etkisi aragtirilmistir. Ekstraktlar doza
bagli olarak hem HT29 hiicrelerinin hem de MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini
azaltmistir. Bu ¢alismada kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin engelleme derecesinin C
vitamini ve bazi karotenoidlerin (lutein,  karoten) seviyesi ile baglantili oldugu
bulunmustur. Hiicre ¢ogalmasindaki engelleme derecesi tek basina standart
askorbatla ayn1 bulunamamistir. Bu da C vitaminin diger maddelerle sinerjistik bir
etki olusturdugunu gostermektedir. Ayrica bu meyvelerde bulunan antosiyanin
icerigi ile MCF -7 hiicrelerinin ¢ogalmasi arasinda ters bir iliski bulunmustur. HT29
hiicrelerin  ¢ogalmasi ile antosiyanin konsantrasyonu arasinda bir iligki

bulunamamistir (Olsson ve ark; 2004).
Visne lizerinde yapilan bir aragtirmada visnedeki antosiyaninlerin farelerdeki

tiimor gelismesini ve insanlardaki kolon kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigi

bulunmustur (Blando ve ark., 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada Harran ovasinda yetistirilen Hatay, Hicaz, Adana, Antalya nar

cesitleri kullanilmustir.

Kimyasallar: Glukagon, insulin, hidrokortizon, metanol, 2.2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl-hydrate (DPPH), aseton, gallik asit, katesin. Folin-Ciocalteu reagent, HCI,
NaNO;, AICI;, NaOH, HepG2 karaciger kanser hiicresi, The Cell Titer 96° Non-

Radioctive Cell Proliferation Assay.

3.1.1. HepG; insan karaciger hiicreleri

Hep G2 hiicreleri, ilerlemis karaciger kanseri olan 15 yasinda erkek bir

Amerikalinin karaciger dokularindan alinmistir.

Hep G2 karaciger kanseri hiicresi, nude mice'da (timusu alinmis, immunitesi
suprese edilmis farelerde) tumor olusturmayan fakat yari sivi besiyerinde koloni
olusturan yapisal olarak epithelyal olan hiicrelerdir. Albumin, transferin, fibrinojen,
gibi 6nemli plazma proteinleri sentezlemektedir. Uzerinde insulin biiyiime faktor

reseptorii bulundurmaktadir (Anonymous, 2011a).

3.2. Yontem
3.2.1. Narda uygulanan on islemler

Narlarin arilleri elle ayiklanmistir. Her ¢esitten 6 adet nar tanelenmis, elde

edilen arillerden 100 gr tartilmis ve ekstraksiyon iglemleri i¢in kullanilmistir.
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3.2.2. Ekstraksiyon

. Ekstraksiyon her nar gesidi i¢in 3 paralelli olarak yapilmistir. Ekstraksiyon
islemi Sun ve ark. (2002)’ a gore gergeklestirilmistir.(Sekil 3.1). Ekstraktlar
kullanilincaya kadar — 70°C’ de depolanmustir.

Taze meyvelerin yenilebilir kisimlari (100 gr )

200 mL %380 lik asetonla (1/2, w/v) blendirla karistinlarak homojenize edilmesi
(5 dk.)

Homojenatlarin vakum altinda filtre edilmesi (Whatman No:5)

Filtratlardaki asetonun vakum altinda ugurulmasi
( 45°Cde filtrat agiriginin yaklasik % 90’1 buharlastirilincaya kadar )

Ekstraktlarin 30 ml’ e su ile tamamlanmasi

!
Depolama (-70 °C)
Sekil 3.1 Ekstraksiyon akis semasi

3.2.3. Toplam fenolik madde miktarmin belirlenmesi

Narm toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu kolorimetrik metodu ile
belirlenmistir. Metot meyve ekstraktlarinin FCR (Folin — Ciocalteu reagent) ile
okside edilmesi daha sonra ise reaksiyonun sodyum karbonatla nétralize edilmesi

esasina dayanir.

Nar ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri Slinkard ve Singleton (1977)
metodunun modifikasyonu ile belirlenmistir. (0.03 ml nar ekstrakti alinip {izerine
sirastyla 2.370 ml dH20 ve 0.15 ml FCR ayraci eklenmistir. Yaklasik 8 dk sonra
karisimlara doymus Na,COs; (0.45 ml) ilave edilip karnistirilmigtir. Daha sonra
ornekler oda sicakliginda 30 dk bekletilip absorbans degerleri 760 nm’de

okunmustur. Sonuglar gallik asit esdegeri olarak miligram cinsinden ifade edilmistir.
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3.2.4. Toplam flavanoid iceriginin belirlenmesi

Nar o6rneklerinin  Flavanoid igerigi kolorimetrik metot kullanilarak

Olctilmiistiir (Zhishen ve ark., 1999; Liu ve ark.,2002).

0.5 ml nar ektraktlar1 2.5 mL distile su ile karistirtlip tizerine 150 ul %5 lik
NaNO; ¢ozeltisi eklenerek 6 dk. bekletilmistir. 300 pl %10 luk AICI36H,0 ¢ozeltisi
ilavesinden 5 dakika sonral mL 1 M NaOH eklenmistir. Distile suyla 5 mL’ye
tamamlanmis ve hemen referansa karst 510 nm de okunmustur. Sonuglar katesin
cozeltisiyle hazirlanan katesin standart egrisine gore hesaplanmis katesin cinsinden

miligram/ 100 g nar olarak ifade edilmistir.

3.2.5. Antosiyanin iceriginin belirlenmesi

3.2.5.1. Dogal nar spektral egrisinin belirlenmesi

Antosiyanin analizlerinde 6rnegin hangi dalga boyunda maksimum absorbans
verdigi bilinmesi gerekmektedir (Cemeroglu ve Artik,1990). Bu nedenle, ilk olarak
nar igin, 1 cm optik yollu kiivette 350-700 nm arasinda absorbans taramasi
yapilarak, spektral egri ve maksimum absorbanslar belirlenmistir. Bu calismada

maksimum absorbans degeri 515 nm bulunmustur.

3.2.5.2. Toplam antosiyanin tayini

Antosiyanin pigmentleri indikator davranigi gostererek, pH 1.0 iken kuvvetli
renkli oxonium yada flavilium formunda, pH 4.5 iken ise renksiz karbinol formunda
bulunmaktadirlar (Wrosltad,1976). Bu ozellikten yararlanarak, Wrolstad’in ifade
ettigi sekilde pH diferansiyel metoduna gore toplam antosiyanin analizi yapilmistir.
Bu amagla nar suyu Ornegi tampon c¢ozeltiler kullanilarak pH 1.0 ve 4.5%e
ayarlanmistir. Bu iki ¢Ozeltinin belirlenen maksimum dalga boyundaki absorbans
farki, antosiyanin igerigi ile orantilidir. Bulaniklik fakt6rii tamponlanmis ¢6zeltilerin
700 nm deki absorbanslarinin maksimum absorbanslarindan ¢ikartilmasi ile etkisiz

hale getirilerek ve asagida verilen formiile gore absorbans farklar1 (A) bulunmustur.
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A = [Amax (PH1.0) — Azgo (PH1.0)] — [Amax(pH4.5) — Az0o(pH4.5)]

Burada bulunan A degeri verilen ikinci formiilde yerine konularak, antosiyanin

miktar1 mg/1 olarak tespit edilmistir.

Antosiyanin (mg/l) = A x 103 x MW x Seyreltme Faktorii
XL

MW ; antosiyaninin molekiil agirlig1

)y ; antosiyaninin molar absorbansi

L ; kiivet optik yolu (1 cm)

3.2.6. Toplam antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Nar ekstraktlarmin serbest antioksidan kapasiteleri, Blois (1958) tarafindan

onerilen DPPH (.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl )metodu ile dl¢tilmiistiir.

Yontem esas olarak DPPH’ in etanol / metanolle hazirlanan ¢ozeltisi {izerine
antioksidan bilesigin eklenmesi ve ¢0zeltide meydana gelen renk degisiminin
spektrofotometrik olarak belirlenmesine dayanmaktadir Koyu mor renkli DPPH
cOzeltisi antioksidan aktiviteye sahip ekstrakt ile karistirilinca DPPH
indirgenmektedir. Antioksidanlarin DPPH serbest radikalini indirgeme etkilerinin,
bunlarin hidrojen (H) iyonu verme yeteneklerinden kaynaklandig: diistintilmektedir
DPPH’ in indirgenmesi sirasinda koyu mor renk agilmakta ve sar1 renk (DPPHH)
olugmaktadir. Antioksidan aktivitenin dl¢iilmesinde hizli ve kolay olmasi nedeniyle

tercih edilen kolorimetrik bir yontemdir (Cemeroglu, 2010).

DPPH yonteminde 6nemli bir parametre ECsq (effective median concentration)
degeridir. Antioksidan aktiviteyi hesaplamakta siklikla kullanilan bir yontemdir
Baslangi¢ DPPH. konsantrasyonunu % 50 azaltmak i¢in gereken 6rnek (antioksidan)
konsantrasyonu olarak ifade edilmektedir. Diisiik ECsy degeri yiiksek antioksidan
kapasiteyi gostermektedir Yani ECsy degeri ile antioksidan aktivite arasinda ters

orantt mevcuttur (Cemeroglu, 2010).
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Ekstraktlar etanol ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda (250. 125, 50. 25,
10 ve 5 mg/mL) ekstrakt ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan her ekstraktan 0.1 ml
alinarak {izerine 2.9 mL DPPH (0. 1 mM ) eklenmistir. Oda sicakliginda 30 dk.
bekletildikten sonra absorbans degeri 517 nm’ de olglilmiistiir. Ayrica 2.9 mL DPPH
¢ozeltisi ve 0.1 mL metanol eklenerek kontrol hazirlanir. Benzer sekilde oda
sicakliginda 30 dk bekletilir ve absorbans degeri 6lgiiliir. Antioksidan aktivite degeri
(AA) % olarak asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

AA %: 100 - {[(AbSSamp|e - AbSreferans) XlOO] /_AbSContr0|}

Her o6rnek i¢in 3 paralelli olarak hesaplanan % AA degerlerinin ortalamasi
alimmistir. Her nar ¢esidi icin degerlerin grafigi ¢izilerek lineer regrasyonla ECsg

degeri bulunmustur.

3.2.7.Kanser hiicrelerinin ¢cogalmasinin élciilmesi

HepG, kanser hiicreleri WME (Williams medium E) ortamma ekilmistir.
Ortam 10 mM Hepes 5 pg/ ml insiilin, 2 pg/ml glukagon, 0.05 pyg/ ml hidrokortizon,
% 5 fetal bovine serum igermektedir. HepGy hiicreleri 37 ©C de % 5 CO; ortaminda 4
hafta inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra biiyiime ortam1 ¢esitli
konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 mg/mL) nar ekstrakti i¢ceren biiyiime
ortamiyla degistirilmistir. Kontrol, nar ekstrakti olmaksizin hazirlanan biiyiime
ortamindaki hiicreler, referans ise hiicresiz biiylime ortami olarak kabul edilmistir.
Hazirlanan hiicre kiiltiirleri 96 saat inkiibasyonda birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
hiicre c¢ogalmasi, her konsantrasyon i¢in kontrole nazaran yiizde olarak MTS
absorbansinda (490 nm) belirlenmistir. Ayrica Nar ekstraktlarinin antiproliferatif
aktiviteleri ECsp degeri olarak da ifade edilmis ve besiyerinin her mililitresindeki
miligram nar olarak gosterilmistir. Diislik ECso degeri yiiksek antiproliferatif
aktiviteyi ifade etmektedir. Olgiim islemleri 3 paralel olarak yapilmistir (Liu ve ark.,
2002; Wolfe ve ark., 2003; Yang ve ark., 2004).
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The Cell Titer 96° Non- Radioctive Cell Proliferation Assay ¢ogalan canl
hiicreleri belirlemek i¢in kolay ve hizli bir kolorimetrik yontemdir. Yontemde yeni
bir tetrazolyum bilesigi [3-(4,5- dimetiltiyazol-2-y-I)-5-(3-kaboksimetoksifenil)-2-(4-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum, inner tuz; MTS] ve bir elektron baglama ayraci fenazin
metastilfat; (PMS) bulunmaktadir. MTS tetrazolyum bilesigi, doku kiiltiir ortaminda
hiicreler tarafindan ¢oziinebilen renkli formazan bilesigine indirgenir (Sekil 3.1). Bu
doniistimil, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin NADPH veya NADH esliginde
dehidrogenaz enzimleriyle sagladigi tahmin edilmektedir. Olusan formazan 490 nm’
de maksimum absorbans vermektedir. 490 nm’de absorbans olarak 6l¢iilen formazan

miktart kiiltiirdeki canli hiicre sayisiyla dogru orantilidir (Anonymous, 2011b).

OCH,COOH _
2 03 OCH,COOH SO,
N
7 \PJ,O/ Q{N"N’@/
_ \
N=NE& S cH, NeNH, S cH,
L X
CH, CH,
MTS > Formazan

Sekil 3.2. MTS tetrazolyum tuzunun yapisi ve formazana déntisiimii (Anonymous, 2011b)

3.2.8.Diger bazi analizler

3.2.8.1.Nar sularinda titrasyon asitligi tayini

Meyve suyundan 2 ml alinarak lizerine 20 ml damitik su ilave edildi. 0.1N
NaOH ile pH 8,1 olana kadar titre edilecektir. Sonu¢ asagidaki formiil yardimi ile
susuz sitrik asit cinsinden hesaplanmistir (Cemeroglu, 2010).

S ; NaOH sarfiyati

SXNxmexF N ; NaOH‘in normalitesi
Titrasyon asitligi = x 100  me;Sitrik asit miliesdeger agirlig1(0.006404)
(9/200ml) 2 F ; Kullanilan NaOH’in faktorii
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3.2.8.2.Nar sularinda pH tayini

Cam elektrotlu Fisher Sci. model 10 (Denver, U.S.) marka pH metre ile

Cemeroglu (2010)’a gore yapilmistir.

3.2.8.3.Nar sularinda suda ¢oziiniir kuru madde (C.K.M.) tayini

Suda ¢ozliniir toplam kuru madde miktar1 masa tipi Abbe refraktometresi

(Atago marka) ile 20 OC de dogrudan yiizde olarak belirlenmistir (Gould, 1977).

3.2.9. istatistiksel analizler

Istatistik analizler SPSS 9.0 paket programi kullamlarak yapilmistir. Cesitler
arasindaki farklar tek yonli varyans analizi ve LSD testi ile belirlenmistir. Analiz
parametreleri arasindaki korelasyonlar Minitap paket programi kullanilarak tespit
edilmistir. Biitiin analizler ti¢ paralelli yapilmis sonuglar ortalama ve standart sapma

olarak ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Toplam Coziiniir Madde Asitlik ve pH degerleri

Uzerinde calisilan nar gesitlerinin pH, toplam asitlik %, briks degerleri cizelge
4.1 de verilmistir. Toplam ¢6ziiniir kuru madde miktari (briks) en fazla Hicaz narinda
(19+ 0.2) bulunmus bunu sirastyla Hatay (17.5+ 0.2) Adana (17+ 0.1) ve Antalya
(16.5t 0.3) izlemistir. Rengi en koyu Hicaz nar ¢esidinin briksi en yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.1). Kelebek ve Canbas (2010) hicaz narinda pH’ 1 3.18
bulmustur. Bu degerin bizim buldugumuz degerle ortiistiigii goriilmektedir. Toplam
% asitlik en yiiksek Adana (2.46+ 0.1) nar ¢esidinde bulunmus bunu sirasiyla Hicaz
(1.78 £0.1), Hatay (0.45% 0.1) ve Antalya (0.37+ 0.1) izlemistir.

Sekil 4.1 Nar c¢esitleri arasindaki renk farkliliklari

Cizelge 4.1 Nar gesitlerinin bazi 6zellikleri ( n=3)

Nar Cesidi Aril rengi Briks Top. Asitlik % pH

Hicaz Koyu kirmizi 19+ 0.2 1.78 +0.1 3.20+£0.01
Adana Kirmizi 17+0.1 2.46+0.1 3.10+£ 0.01
Hatay Pembe 17.5+0.2 0.45+ 0.1 3.63+ 0.02
Antalya Acik Pembe 16.5+ 0.3 0.37+£0.1 3.39£ 0.02
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4.2. Nar Cesitlerindeki Fenolik Madde Miktarlar:

Nar ¢esitlerindeki toplam fenolik madde igerikleri ¢izelge 4.2° de
gosterilmistir. Fenolik madde igerigine ¢esidin etkisi onemli bulunmustur. Hatay nar
¢esidinin en fazla fenolik madde igerigine (337.41+ 2.34 mg/ 100g) sahip oldugu
goriilmiistiir. Bunu sirasiyla Adana (277.2+ 3.69 mg/100 g) Hicaz (214.7+ 2.63 mg/
100g) ve Antalya (178+ 1.8 mg/100 g) izlemektedir. Cesitlerin fenolik madde
miktarlar1 istatistik olarak farkli (p<0.01) bulunmustur. Gil ve ark. (2000), taze
arilden elde edilen nar suyunda toplam fenolik igerigini 211.7 mg/ 100 mL
bulmustur. Ozgen ve ark. (2008) Akdeniz bdlgesine ait 6 ¢esit narda toplam fenolik
madde igerigini 124.5- 207.6 arasinda bulurken Cam ve ark. (2009), Tiirkiye’de
yaygin olarak yetistirilen 8 ¢esit narin suyunda toplam fenolik icerigini 208.3 — 343.6
mg/ 100 mL arasinda bulmustur. Ayrica Kelebek ve Canbas (2010), hicaz narinda
fenolik madde miktarin1 228.6+ 9.9 bulmustur. Bu degerlerin analiz sonuglarimiza

yakin degerler oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.2 Nar ¢esitlerinin toplam fenolik madde, flavanoid ve antosiyanin icerikleri mg/ 100g

meyve (n=3)
Nar Cesitleri Toplam fenolik Toplam flavanoid Antosiyanin
Hatay 337.4+ 2.34° 58.42+ 2.25° 4.369+ 0.06
Adana 277.2+ 3.69" 54.33+2.66 " 4.999+0.07°
Hicaz 214.7+ 2.63° 49.14+2.05 © 6.296+0.11 ¢
Antalya 178.0+ 1.81° 36.46+0.91 ¢ 1.368+ 0.06 *

Cizelgede ayni siitunda farkli harfle gosterilen degerler birbirinden farklidir (p< 0.01)

Nar gesitlerinin antosiyanin i¢erigine etkisi 6nemli bulunmustur. Cesitler i¢inde
en yiiksek antosiyanin icerigi Hicaz narda (6.269+ 0.11 mg/ 100g) bulunmustur.
Bunu sirasiyla Adana (4.999+ 0.07 mg/ 100g), Hatay (4.369+ 0.057 mg/ 100g) ve
Antalya (1.368+ 0.06 mg/ 100g) izlemistir. En diisiik antosiyanin igerigi aril rengi

sar1 olan Antalya ¢esidinde goriilmiistiir.

Toplam flavonoid igerigi en yliksek hatay ¢esidinde (58.42+ 2.25 mg/ 100 g)
bulunmus sirasiyla bunu Adana (54.33+ 2.66 mg/ 100g) Hicaz (49.14+ 2.05 mg/
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100g) Antalya (36.46+ 0.91 mg/ 100g) izlemistir. Bu sonuglar narin flavanoid

icerigine ¢esidin etkisi oldugunu gostermektedir.

4.3. Nar Cesitlerinin Antioksidan ve Antiproliferatif Aktiviteleri

Toplam antioksidan aktivite sonuglar1 ECsp degeri olarak ifade edilmistir (Sekil
4.1) Olgiilen gesitler iginde en diisiik ECsq degeri 74.09+ 2.32 mg Hatay ¢esidinde
goriilmiistiir. Bunu sirasiyla Adana (95.40+ 46 mg) Hicaz (127.85t 2.73 mg) ve
Antalya (150.74+ 3.08 mg) ¢esidi izlemistir. Elde edilen verilere gore en yiiksek
toplam antioksidan aktiviteye sahip olan cesit Hatay en diisiik antioksidan aktiviteye
sahip ¢esit de Antalya’ dir. Cesitlerin antioksidan aktivite degerleri arasindaki fark
istatistik olarak Onemli bulunmustur (p<0.01). Buna gore narlarmm antioksidan

aktivite degerlerine ¢esidin etkisi nemlidir.

(mg)

Toplam Antioksidan aktivitenin EC, degeri

HATAY ADANA HICAZ ANTALYA

Nar cesitleri

Sekil 4.2 Nar ¢esitlerinin toplam antioksidan aktivitesinin ECsy degeri

Konsantrasyonun 0, 10, 20, 30, 40, 50 mg/ mL olacak sekilde nar ekstrakti
iceren besiyerinde HepG; hiicreleri kiiltiire alindiktan 96 saat sonra hiicre ¢ogalmasi
MTS assay kullanilarak Olc¢lilmiistiir. HepG, hiicrelerinin ¢ogalmasinin nar
ekstraktlartyla muamele sonrasi konsantrasyona bagli olarak inhibe oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.3). Nar ¢esitlerinin tiimii antiproliferatif aktivite gostermistir.

Benzer sekilde Ollson ve ark. (2004), ¢esitli meyve ekstraklariin HT29 ve MCF-7
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hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmesinin konsantrasyona bagli oldugunu tespit
etmislerdir. Bir ¢ok ¢alismada Meyve ekstraklarinin HepGy hiicrelerinin ¢ogalmasini
inhibe ettigi gorilmiistiir (Liu ve ark., 2002; Sun ve ark., 2002; Meyers ve ark.,
2003). Nar cesitlerinin 50 mg/ mL de antiproliferatif aktiviteleri sirasiyla Antalya
49.67+0,85 Adana 71.59+1.03 Hicaz 80.01+0.3 Hatay 88.07+ 0.12 bulunmustur.
Cesitler icinde 50 mg/ mL’ de en yiiksek antiproliferatif aktiviteyi Hatay ¢esidi en
disiik aktiviteyi de Antalya c¢esidi goOstermistir. Nar ¢esidinin hiicrelerin

inhibisyonuna etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01).

120

100 - — o - - -
—_ —e— Kontrol
§ 80 - —O— Antalya
& —w— Adana
@« —&— Hicaz
£ —a— Hatay
3 60
S
O
o
S 40 -
T

20 -+

[0}

0] 10 20 30 40 50 60

Nar Konsantrasyonu (mg/mL)
Sekil 4.3 Nar ekstraktlariyla muamele edilen HepG, hiicrelerinin ¢ogalma inhibisyon yiizdesi

Nar g¢esitlerinin antiproliferatif aktiviteleri ECsg degeri olarak gosterilmistir
(Sekil 4.4). En diisiik ECs degeri en yiiksek antiproliferatif aktiviteyi gostermektedir.
Cesitlerin ECsp degerleri arasindaki fark istatistik olarak ©nemli bulunmustur
(p<0.01). Nar ¢esitlerinin ECsp degerleri sirasiyla (Antalya 41.71 + 0.81 mg/ mL),
Adana 18, 37 + 0.40. Hicaz 11.24 + 0.78, Hatay 7,8 + 0.35 bulunmustur. Buna gore
cesitler i¢inde en yiiksek antiproliferatif aktiviteye sahip ¢esit Hatay’ dir.
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50

Hiicre ¢ogalmasinin ECg degeri (mg/mL)

HATAY HiICAZ ADANA ANTALYA

Nar cesitleri

Sekil 4.4 Nar ekstraktlarinin antiproliferatif aktivitenin EC50 degeri

4.4. Nar Cesitlerinin Fitokimyasal Miktarlar ile Antioksidan Aktiviteleri
Arasindaki iliski

Nar ¢esitleri i¢cinde aril rengi sart olan Antalya’ nmn toplam fenolik,
antosiyanin, ve flavanoid miktar1 en az bulunmustur. Ayrica antioksidan aktivitesi de
en diisiiktiir. Bu durum nar ¢esitleri icinde aril renginin, fenolik madde igerigini ve

antioksidan kapasitesini tahmin etmede bir gosterge olabilecegini gostermektedir.

Nar gesitlerinin fenolik madde igerigi ile toplam antioksidan aktivitenin ECs
degeri arasinda negatif bir iliski (R? =0.98, p< 0.01) bulunmustur ( Sekil 4.5).
Benzer sekilde toplam flavanoid igerigi ile narlarin antioksidan akvitivitesinin ECsg
degeri arasinda da ters oranti mevcuttur ( Sekil 4.6). Bu durum fenolik madde ve
flavanoid miktar1 en fazla olan nar ¢esidinin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde bir ¢cok calismada toplam fenolik madde ile
antioksidan aktivite arasinda yiiksek regrasyon bulunmustur ( Tzulker ve ark., 2007;
Liu ve ark.,2002 ).
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Sekil 4.5 Nar ¢esitlerinin toplam fenolik madde miktari ile antioksidan aktivitesinin ECsq degeri

arasindaki iligki
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Sekil 4.6 Nar ¢esitlerinin toplam flavanoid madde miktari ile antioksidan aktivitesinin ECsq degeri

arasindaki iliski

Dort nar gesidinin analiz sonuglarina gore Pearson’in korelasyon katsayisi
hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Toplam fenolik ve Antioksidan aktivite (r= - 0.98),
toplam flavonoid ve antioksidan aktivite (r= - 0.92) arasindaki korelasyon istatistik
olarak 6nemli bulunmustur (p< 0.01). Bu sonuglara gore nar gesitlerinin toplam
antioksidan aktivitesine, toplam fenolik ve flavonoid igeriginin onemli etkisi
oldugunu gostermektedir. Antosiyanin igerigi ile antioksidan aktivite arasinda

korelasyon ( r= - 0.45, p> 0.05) oOnemsiz bulunmustur. Cam ve ark. (2009)
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antosiyanin madde igerigi ile antioksidan aktivite arasindaki korelasyonu onemli
bulmustur. Fakat Tzulker ve ark. (2007)’nin 29 nar g¢esidinde yaptiklari galismada
biitiin nar1 blendirda ¢ekerek elde ettigi homojenatin toplam antioksidan aktivitesi ile
fenolik madde miktar1 arasindaki korelasyonu yiiksek ve dnemli bulmus (r= 0.95, p<
0.01) antosiyanin igerigi ile korelasyonunu ise onemsiz (p<0.05) bulmustur. Yine
ayni c¢aligmada arilden elde edilen nar suyunda DPPH metodu ile bulunan
antioksidan aktivite degeri ile antosiyanin igerigi arasindaki korelasyon Onemsiz

bulunmustur (p< 0.05).

Cizelge 4.3 Analiz parametreleri arasindaki korelasyon degeri ()

Antioksidan Toplam Toplam Toplam
Aktivite (ECso) Fenolik Antosiyanin Flavanoid
Toplam Fenolik -0. 98**
ToplamAntosiyanin -0. 45 0. 37
Toplam Flavanoid -0. 92** 0.91* 0.68
HucreCogalmasi 0. 83 ** -0. 82 ** -0. 75 ** -0. 90**

(ECs0)

Onemlilik P<0.05 ise * p<0.01 ise ** kullamlmistir.

4.5. Nar Cesitlerinin Fitokimyasal Miktarlari ile Antiproliferatif Aktiviteleri
Arasindaki Tliski

Nar ekstraktlariin tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe edip etmedigini
belirlemek i¢cin HepG, insan karaciger hiicrelerinin besiyerine nar ekstraktlari
eklenmistir. Sonuclar tiim nar ¢esitlerinin kontrole gore hiicrelerin ¢ogalmasini
inhibe ettigini p< 0.01) gostermektedir. Hiicre ¢ogalmasi ile toplam fenolik (r= -
0.82), flavonoid (r= 0.90) ve antosiyanin (r= - 0.75) madde miktar1 arasindaki
korelasyon istatistik olarak dnemli (p< 0.01) bulunmustur. Ayrica hiicre ¢ogalmasi
ve antioksidan aktivite (r= 0. 83) arasindaki korelasyonun istatistik olarak 6nemli
oldugu tespit edilmistir (p< 0.01). Bu sonuglara gore in vitro da tiimor hiicrelerinin
¢ogalmasinin inhibisyonuna toplam fenolik, flavanoid ve antosiyanin igeriginin etkisi
onemli goriilmektedir. Seram ve ark (2005) nar suyu ve onun fenol bilesikleri

tizerinde yaptig1 ¢calismada antioksidan aktivitesi yiiksek olan nar suyunun en yiiksek
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antiproliferatif aktivite gosterdigini bulmustur. Bu c¢alismada ise analiz sonuglarina
gore en yliksek antioksidan aktiviteye sahip ¢esit, tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasini en
fazla inhibe etmis; diisiik antioksidan aktiviteye sahip ¢esit hiicrelerin ¢ogalmasini en

diisiik diizeyde inhibe etmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Nar meyvesinin bazi fenol bilesiklerinin ve toplam fenolik miktarinin
antioksidan aktiviteye ve kanser hiicrelerinin gogalmasina etkisi arastirilmis ve bu

calisma sonucu elde edilen sonuclar asagida siralanmustir.

1. Narlarin (Adana, Antalya, Hatay ve Hicaz c¢esitleri ) toplam antosiyanin,
flavanoid ve fenolik madde miktarin1 ¢esidin 6nemli diizeyde (p< 0.01)

etkiledigi goriilmiistiir.

2. Narlarin toplam fenolik madde miktarlartyla antioksidan aktivitesi arasinda
yiiksek korelasyon bulunmustur (r=0.98). Buna goére nar ¢esitleri i¢inde,
toplam fenolik madde miktar1 en fazla olan (337,41t 2.34) Hatay cesidinin
yiiksek, fenolik madde miktar1 en az olan Antalya g¢esidinin diisiik antioksidan

aktiviteye sahip oldugu gortilmiistiir.

3. Flavanoid miktarinin antioksidan aktiviteye etkisi 6nemli bulunurken (p<0.01)
antosiyanin miktarmin etkisi énemsizdir (p>0.05). Diger calismalar da goz
Oniine alinirsa nar da antioksidan aktiviteyi belirleyen temel unsurlarin tanenler

ve flavanoidler oldugu sdylenebilir.

4, HepG2 hiicrelerinin ¢ogalmasinin inhibisyonununda nar gesitlerinin etkisi
onemli (p<0.01) bulunurken, inhibisyonun derecesinin ise nar ekstraktinin

besiyerindeki konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 bulunmustur.

5. Nar ¢esitlerinin toplam antosiyanin, flavanoid ve fenolik madde miktar: ile
HepG; hiicrelerinin ¢ogalmasi arasinda yiiksek korelasyon (sirasiyla, r=0.75,
p<0.01; r=0.90. p< 0.01; r=0.82, p<0.01) bulunmustur. Buna gore nar ¢esitleri
icinde toplam fenolik madde ve flavanoid miktar1 en fazla olan Hatay ¢esidinin
HepG; hiicrelerine antiproliferatif aktivitesi en yliksek toplam fenolik madde ve

flavanoid miktari en az olan Antalya ¢esidinin en diisiik bulunmustur.
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5. SONUCLAR ve ONERILER Suzan VARLIKLIOZ

6. Nar cesitlerinin antioksidan aktivitesinin hiicre ¢ogalmasina etkisi 6nemli
bulunmustur (p<0.01). En yiiksek antioksidan aktiviteye sahip ¢esit olan

Hatay’1n hiicreler iizerindeki antiproliferatif aktivitesi en ytliksektir.

7. Narda bulunan fenolik maddelerin antioksidan ve antiproliferatif aktiviteye
onemli etkisi oldugu goriilmektedir. Bu durum narin karsinojenesis siirecini

yavaglatabilecegi anlamina gelmektedir. Bu yilizden nar tiiketilmesi tavsiye
edilebilir.

Bu calismanin eksik yonii in vitro bir ¢calisma olmasidir. [n vitro calismalar her
zaman in vivo c¢alismalarin sonuglarini vermez. Fakat in vitro arastirma sonuglari
yapilacak hayvan ve insan arastirmalarina Onemli yol gosterici ¢aligmalar
olabilmektedir. Bu ylizden bu arastirmanin bundan sonraki aragtirmalara referans

olacag diistiniilmektedir.

Nar HepG; hiicrelerinin ¢ogalmasimi azaltmistir fakat karsinojenezis ¢ok
asamal1 bir stirectir. Bu yiizden ileriki arastirmalar i¢in gen ekspresyonunda fenolik
maddelerin roliinlin incelenmesi Onerilebilir. Ayrica meyvede fenolik bilesiklerin
kompozisyonu belirlenerek bireysel olarak hangi bilesigin hiicrelerin ¢ogalmasini

inhibe ettigi arastirma konusu olarak onerilebilir.
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OZET

Meyve sebzelerdeki fenolik bilesiklerin insan sagligi i¢in 6nemli biyoaktif
maddeler oldugu bilinmektedir. Nar fenolik bilesiklerce zengin bir meyvedir. Narin
insan saglhigina etkilerini arastirmak i¢in dort nar g¢esidinin (Hatay, Adana, Hicaz,
Antalya) antioksidan ve antiproliferatif aktiviteri Ol¢lilmiis, toplam fenolik,
flavanoid, ve antosiyanin miktar1 belirlenmistir. Ayrica narda bulunan fenolik

bilesiklerin narin antioksidan ve antiproliferatif aktivitesine etkisi arastirilmistir.

Toplam fenolik ve flavanoid madde igerigi en yiiksek Hatay ¢esidinde
(337.41+ 2.34 mg/ 100g, 58.42+ 2.25mg/ 100g) belirlenmistir. Bunu sirasiyla Adana
(277.2+ 3.69 mg/ 100g, 54.33+ 2.66 mg/ 100g) Hicaz (214.7+ 2.63 mg/ 100g, 49.14+
2.05 mg/ 100g), Antalya (178+ 1.81 mg/ 100g, 36.46+ 091 mg/ 100g) cesidi
izlemigtir. Toplam antosiyanin igerigi en yiiksek Hicaz nar ¢esidinde (6. 269+ 0.11
mg/ 100g) belirlemis ve sirayla Adana (4.999+ 0.07 mg/ 100g), Hatay (4.369+ 0.06
mg/ 100g), Antalya (1.368+ 0.06 mg/ 100g) cesidi takip etmistir. Toplam antioksidan
aktivite DPPH metodu kullanilarak 6l¢iilmiistiir. En yliksek antioksidan aktivite
Hatay cesidinde belirlenmis bunu sirasiyla Adana Hicaz, Antalya cesidi izlemistir.
Narmn antiproliferatif aktivitesi HepG, insan karaciger hiicreleri kullanilarak in vitro
kosullarda MTS yontemiyle dlclilmiistiir. En yiiksek antiproliferatif ektiviteye sahip
cesit Hatay olarak belirlenmistir. Bunu sirayla Hicaz Adana, Antalya c¢esidi

izlemistir.

Sonu¢ olarak narda bulunan toplam fenolik ve flavanoid miktariyla narin
antioksidan ve antiproliferatif aktivitesi arasinda dogru oranti bulunmustur (p<0.01).
Diger bir ifadeyle toplam fenolik ve flavanoid miktar1 fazla olan nar ¢esidi yliksek

antioksidan ve antiproliferatif aktivite gostermistir.
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SUMMARY

Phenolic compounds in fruits and vegetables are knowned as to be the major
bioactive compounds benefiting to human healthy. To study the health benefits of
pomegranate Hatay,Adana, Hicaz, Antalya pomegranate varieties were evaluated for
their total antioxidant and antiproliferative activities. The total amount of phenolics,
flavonoids, anthocyanin for each of the pomegrante varieties was determined. Also
the effect of phenolic compounds to antioxidant and antiproliferative activity of

pomegranates were investigated.

The highest amount of phenolics and flavanoid was determined in Hatay
pomegranate variety (337.41+ 2.34 mg/ 100g, 58.42+ 2.25mg/ 100g) followed by
Adana (277.2+ 3.69 mg/ 100g, 54.33+ 2.66 mg/ 100g), Hicaz (214.7+ 2.63 mg/
100g, 49.14+ 2.05 mg/ 100g), Antalya (178+ 1.81 mg/ 100g, 36.46+ 091 mg/ 100g).
The Hicaz pomegranate variety had a highest levels of anthocyanin (6. 269+ 0.11
mg/ 100g) than the other three pomegranate varieties followed by Adana (4.999+
0.07 mg/ 100g), Hatay (4.369+ 0.06 mg/ 100g) Antalya (1.368+ 0.06 mg/ 100g).
Total antioxidant activity was measured using the DPPH assay. Hatay had the
highest total antioxidant activity followed by Adana, Hicaz, Antalya.
Antiproliferative activities were also studied in vitro using HepG2 human liver-
cancer cells by MTS assay, Hatay had the highest antiproliferative activity of the

varieties measured followed by Hicaz, Adana, Antalya.

The conclude, the antioxidant and antiproliferative activity of the pomegranates
was directly related to the total amount of phenolics and flavonoids found in the
pomegranate (p < 0.01). In other words the highest phenolic and flavonoid content of

pomegranate varieties showed higher antioxidant and antiproliferative activity.
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