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Oz

Sakiz fasulyesi [Cyamopsis tetragonolaba (L.) Taub.], yuksek sakiz ve protein igerigine sahiptir. Bu
nedenle, geleneksel tip alaninda, kozmetik, ilag endiistrisi, petrol endistrisi, kagit, madencilik, tekstil sanayiinde
ve gida sektoriinde kremsanti ve puding vb. gibi Urlinlerde kivam artirici olarak kullanilmasi yaninda yem
sanayisinde de kullanilan tek yilhk bir bitkidir. Bu calisma, sakiz fasulyesinin tohum ve yapraklarin farkl
konsantrasyonlarindaki (1.56, 3.125, 6.25, 12.5 uM) su ekstraktlarinin agaroz jel elektroforez yontemi ile
pBR322 plazmid DNA (zerindeki hidrolitik ve oksidatif kirma aktivitelerinin incelenmesi amaciyla yapilmistir.
Agaroz jel elektroforezinde, yaprak ekstraktlarinin 6.25 uM konsantrasyonda, tohum ekstraktinda ise 6.25 uM
ve 12.5 uM konsantrasyonlarinda plasmid DNA’yi hidrolitik olarak kirdigi belirlenmistir. Oksidatif kirma
aktivitesi igin oksitleyici ajan olarak H202 kullanilmistir. Sakiz fasulyesinin yaprak ekstraktinin 6.25 ve 12.5
pM’de, tohum ekstraktinin 6.25 pM’de oksidatif olarak kirdigi 12.5 uM’de ise DNA’yi denatiire ettigi
belirlenmistir. Bu calisma sonucunda sakiz fasulyesinin hem yaprak hem de tohumunun sulu ekstraktlarinda
hidrolitik ve oksidatif DNA kirma aktivitesi tespit edilmistir. Sakiz fasulyesin kullanim alanlari ve sikligi dikkate
alindiginda antioksidan ve antimikrobiyal vb. aktiviteleriyle ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Sakiz fasulyesi, Cyamopsis tetragonolaba, Oksidatif DNA hasari

Protective Activity of Cluster bean’s [Cyamopsis tetragonoloba (L.) Taub.] Leave and Seed
Extracts Against Oxidative DNA Damage

Abstract

The guar gum [Cyamopsis tetragonolaba (L.) Taub.] is an annual crop, has a high protein content and
usually used for forage crop, traditional medicine, cosmetics, drug and petroleum industry, paper, mining,
textile and food sectors, whipped cream and increased consistency. This study was carried out to investigate
hydrolytic and oxidative cleavage activities with pBR322 plasmid DNA of different concentrations (1.56, 3.125,
6.25, 12.5 uM) of water extracts of gum beans seeds and leaves by agarose gel electrophoresis method. The
plasmid DNA cleaved hydrolytically by leaf extracts at a concentration of 6.25 uM and in seed extract at a
concentration of 6.25 uM and 12.5 uM in agarose gel electrophoresis. H202 was used as the oxidizing agent for
oxidative cleavage activity. As a result of this study, hydrolytic and oxitative DNA cleavage activity of guar gum
were detected in both leaf and seed water extracts. When we consider the usage and frequency of guar gum,
further investigations should be carried on antioxidant, and antimicrobial etc. activities.

Key words: Cluster bean, Cyamopsis tetragonolaba, Oxidative DNA Damage
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Giris

Sakiz fasulyesi [Cyamopsis tetragonolaba
(L.) Taub.], baklagiller familyasina ait, kurakhga
dayanikli olarak bilinen ve orijini Hindistan ve
Pakistan olan tek yillik bir bitkidir (Purseglove,
1981; Dougles, 2005; Batirca ve ark., 2017).

Guar gum olarak da bilinen sakiz fasulyesi,
yuksek protein icerigi ile yem bitkisi olarak sikca
tercih edilirken soya fasulyesinin yerini almaya
aday bir bitkidir. Baklagiller familyasina ait
bitkilerin genel 6zelligi olan yuksek azot igerigi ile
toprak verimliligini artirarak tarimsal anlamda da
onemli olan sakiz fasulyesi, kozmetik, ilag, petrol
enddstrisinde, kagit, madencilik, tekstil sanayiinde
ve gida sektériinde de kremsanti ve puding gibi
UrlGinlerde kivam artirici olarak kullanilmaktadir
(Undersander ve ark., 1991; Bewal ve ark., 2009;
Batirca ve ark., 2017; Saeed ve ark., 2017).

Sakiz fasulyesi, sindirim problemlerinin
giderilmesinde mishil olarak geleneksel tipta da
sikhkla kullanilir (Saeed ve ark., 2017). Dispepsi
(hazimsizlik) ve anoreksiya (yeme bozuklugu) gibi
rahatsizliklar igin kullanilmakla birlikte ¢ok giiglii
antisekretuar, hipolipidemik, anti-ulser,
hipoglisemik, anti-hiperglisemik ve sitoprotektif
etkilerinin bulundugu bilinmektedir (Mukhtar ve
ark., 2008; Saeed ve ark., 2017). Sakiz fasulyesinin
tohumlarinin metanol ekstraktinin farkli kanser
hlcre hatlarinda antikanser aktivite gosterdikleri
belirtilmistir (Badr ve ark., 2014). Dinyada birgok
Ulkede farkli amaglarla kullanilan sakiz fasulyesi,
Ulkemizde ilk kez Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Ziraat Fakiltesi tarafindan yiiriitiilen
arastirmalarda kullanilmistir (Batirca ve ark., 2017;
Muftioglu ve ark., 2018; Akcura ve ark., 2019).

Reaktif oksijen tlrleri (ROS), serbest
radikalleri ve biyolojik molekiilleri okside edebilen
radikal olmayan reaktif bilesikleri kapsamaktadir.
Superoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri
ve singlet oksijen aktif oksijen tlrlerinden sadece
birkacidir. Oksidatif stress olarak tanimlanan
ROS’un asiri miktarda dretimi, DNA, protein,
karbonhidrat ve lipitlerde  hasarlara  yol
acabilmektedir (Piedrafita ve ark., 2015). Huicresel
metabolitler ve eksojen ajanlar, genetik materyal
olan DNA’nin yapisinda, basit baz degisiklikleri veya
bazin silinmesi, flizyon, translokasyon ve andploidi
gibi karmasik degisiklikler ile DNA hasarina sebep
olurlar (Sancar ve ark., 2004). Olusan DNA hasari,
yaslanma, kanser, mutasyon ve sonunda hiicre
olimlerine sebep olabilir (Sancar ve ark., 2004;
Rupp, 2006).

Hicreler bu stresin zararl etkilerini 6nleyici
ya da en az dlzeye indirgeyici mekanizmalara sahip
olmasina ragmen yapilan calismalarda
norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler ve
karaciger hastaliklari, diyabet gibi ciddi hastaliklar,
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oksidatif strese bagli DNA hasariyla
iliskilendirilmistir (Simic, 1988; Spector, 2000;
Hancock ve ark., 2001; Tafani ve ark., 2016; Verma
ve ark., 2018).

DNA kirma aktivitesine baktigimizda;
hidrolitik yolla kirma islemi, DNA’nin fosfodiester
baginda meydana gelirken; oksidatif yolla kirma
islemi ise, seker veya nikleobazlarda meydana
gelmektedir. Cift sarmalli  DNA molekillinin
hidrolitik olarak kesimi, fosfodiester baginin
hidrolizi ile sonuglanmaktadir. Oksidatif olarak DNA
kesimi, hidroksil radikali (HO-), stiperoksit (0%)
veya singlet oksijen (102) tirleri gibi reaktif oksijen
turlerinin  (ROS) olusmasiyla baslamaktadir. Bu
serbest radikaller, seker hidrojenlerini ayirarak
DNA kesimini baglatmakta ve sonugta DNA kesim
Urdnleri olusmaktadir (Russo et al., 2001).

Bu calisma kapsaminda, sakiz fasulyesinin
yaprak ve tohumlari kullanilarak elde edilen su
ekstraktlarinin farkh konsantrasyonlarda oksidatif
DNA hasari lzerine etkisinin  belirlenmesi
amaglanmistir.

Materyal ve Metot
Materyal Temini ve Orneklerin Hazirlanmasi
Canakkale Onsekiz Mart  Universitesi
(comU) Ziraat Fakiiltesi Ciftligi Uygulama Alaninda
bulunan sakiz fasulyesi deneme alanlarindan
toplanan bitkilerin COMU Fen Edebiyat Fakiiltesi
Molekiler Toksikoloji Laboratuvari’'nda yapraklari
ve tohumlari ayrilarak golgede, devamli hava akimi
olan, serin bir ortamda kurutulmustur (Sekil 1).

Sekil 1. Sakiz fasulyesi bitkisinin kurutulmasi,
yapraklari (a) ve tohumlari (b)

Kurutulan vyapraklar seramik havan ve
tokmak vyardimiyla, tohumlar ise degirmende
0gutullp toz haline getirilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Ogiitilmis sakiz fasulyesi bitkis
(a) ve yapraklarinin (b) gérinimi

inin tohum

Her birinden 10 g tartilarak 100 mL distile su
ile 24 saat soksilet cihazinda (Wisd, Wise Therm)
ekstraksiyon islemi uygulanmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Soksilet cihazinda elde edilen sakiz
fasulyesi yaprak ve tohumun su ekstraktlari

Daha sonra, evaporator (Spektral, Heidolph,
Laborota 4001) yardimiyla su ugurulmustur. Elde
edilen ham ekstrakt buzdolabinda +4 <9C'de
muhafaza edilmistir.

DNA Kirma ve Koruma Aktivitesi

Calismada, hidrolitik ve oksidatif DNA kirma
aktivitesi agaroz jel elektroforezi ile slipersarmal
pBR322 plazmid DNA (Thermo Fisher Scientific)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tris-HCI
tamponundaki (10 mM, pH: 7.2) pBR322 DNA, 3
saat boyunca 37° C'de inkibe edilmistir. Oksidatif
kirma mekanizmasini belirlemek igin oksitleyici
ajan olarak karisima % 3’lik Hidrojen peroksit
(H20,) ilave edilmistir. inkiibasyondan sonra 6X
yukleme tamponundan (% 0.25 bromofenol
mavisi,% 0.25 ksilen siyanol FF ve % 30 gliserol) 4
uL eklenerek farkh konsantrasyondaki (1.56 pM,
3.125 uM, 6.25 pM ve 12.5 uM) yaprak ve tohum
ornekleri, TAE tamponu (40 mM Tris-asetat, 1 mM
EDTA, pH 8.2) icerisinde etidyum bromir iceren %
1'lik agaroz jelde 60V'da 1 saat ydratdlmustir
(Sabahi ve ark., 2018). Daha sonra, DNA bantlari
UV 1sig1 altinda gorintilenerek fotograflanmistir
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(Quantum ST4 jel gorintuleme sistemi, Vilbar
Lourmat).

Bulgular ve Tartisma

Plazmid DNA’nin siper sarmal yapisi olan
Form |, DNA ipliklerinden birinde olusan hasar ile
acitk dairesel bir forma donustiginde Form |l
olarak adlandirilir. Her iki iplikteki hasar sonucunda
olusan lineer yapi ise Form | ve Form Il arasinda
gozlemlenen Form IIl olarak bilinmektedir. Agaroz
jel elektroforez sonucunda olusan Ug banttan biri
olan Form |, Form Il ve Form llI'den daha hizli
hareket eder. Bu durum yiik yogunlugunun fazla ve
hacminin az olmasindan kaynaklanmaktadir
(Mansour ve Ragap, 2019).

Bu calismada, sakiz fasulyesinin yaprak ve
tohumunun su ekstraktlarinin farkh
konsantrasyonlarinin (1.56 uM, 3.125 uM, 6.25
MM, 12.5 uM) plasmid DNA uzerindeki kirma
aktiviteleri incelenmistir.

Sakiz fasulyesi yaprak ekstraktinin hidrolitik
ve oksidatif kirma  aktivitesi Sekil 4’de
gorilmektedir. Hidrolitik kirma aktivitesi
incelendiginde, yaprak ekstraktlarinin 1.56 pM,
3.125 uM ve 6.25 uM konsantrasyonlarinda DNA
kirma aktivitesi gostermedigi fakat 12.5 uM
konsantrasyonda tek zincir kirigi olusturdugu (Form
) belirlendi (Sekil 4a). lyi bir oksitleyici ajan olan
H202 varliginda, yiksek konsantrasyonlarda (6.25
UM ve 12.5 uM) oksidatif kirmaya sebep oldugu
gorulmustur (Sekil 4b).

Sakiz fasulyesi tohum ekstraktinin hidrolitik
ve oksidatif kirma aktivitesi Sekil 5 de
gosterilmektedir. Tohumun su ekstraklari, dusilik
konsantrasyonlarda (1.56 uM ve 3.125 uM)
hidrolitik kirma aktivitesine sahip degilken,
uygulanan 6.25 uM ve 12.5 uM konsantrasyonlarda
ise kirdigi tespit edilmistir (Sekil 5a). Tohum
ekstraktlarinin H202 varligindaki oksidatif kirma
aktiviteleri incelendiginde, 6.25 UM
konsantrasyonunda DNA’ da tek zincir kingi, 12.5
UM konsantrasyonda ise DNA’nin tamamini kirarak
Form Il ve Form IIl’e dénustirmastir (Sekil 5b).

Bu c¢alisma, sakiz fasulyesi (Cyamopsis
tetragonoloba) bitkisinin yaprak ve tohum su
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarda (1.56 uM,
3.125 uM, 6.25 uM ve 12.5 uM) oksitatif DNA
hasarina karsi  koruyucu etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilmistir. Yapilan ¢alisma ile sakiz
fasulyesinin tohum ve yaprak su ekstraktlarinin
artan konsantrasyonlarda DNA (izerinde kirilmaya
yol actigl tespit edilmistir (Sekil 4 ve Sekil 5).
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Sekil 4. Sakiz fasulyesi yapraklarinin su ekstraktinin elektroforez gériintiisi. Marker (M), Hidrolitik (a); DNA (1),
1.56 uM (2), 3.125 uM (3), 6.25 uM (4), 12.5 uM (5). Oksidatif (b); DNA + H202 (1), 1.56 uM (2), 3.125 uM

(3),6.25 uM (4), 12.5 pM (5)

Sekil 5. Sakiz fasulyesi tohum su ekstraktinin elektroforez gorintisi. Marker (M), Hidrolitik (a); DNA (1), 1.56
UM (2), 3.125 uM (3), 6.25 uM (4), 12.5 uM (5). Oksidatif (b); DNA+ H202 (1), 1.56 uM (2), 3.125 uM (3), 6.25

UM (4), 12.5 uM (5)

Attaguile ve ark. (2000) yaptiklari galismada,
Cistus incanus ve Cistus monspeliensis' in su
ekstraktlarinin DNA kirilmasi Gzerindeki etkilerini
ve serbest radikal temizleme aktiviteleri
arastirmiglardir. Bu ekstraktlarin  DNA kirilmasi
Uzerinde koruyucu bir etki ve doza bagl serbest
radikal temizleme kapasitesi gosterdigi yapilan
calismada belirtilmistir. Yapilan baska bir calismada
Guha ve ark. (2009) gesitli Hint kabileleri ve etnik
gruplar tarafindan kullanilan 14 tibbi bitkiden, 56
ekstraktin (polar ve polar olmayan) oksidatif stresin
sebep olan DNA hasarini 6nleme potansiyelini H.0>
varliginda pBR322 plazmid DNA incelemisler ve (i¢
ekstraktin genotoksik aktivite gosterdigini tespit
etmislerdir.

Bugdaygillerden tibbi Desmostachya
bipinnata bitkisinin DNA koruma aktivitesinin hem
in vivo hem de in vitro olarak arastirildigi bir
¢alismada, H202"nin neden oldugu oksidatif hasari
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bitkinin doza bagh olarak onledigi sonucuna
varilmistir (Golla ve Bhimathai, 2014). Carissa
carandas bitkisinin yapraklarindan elde edilen
metanol ekstraktinin DNA hasarini inhibe etme
potansiyelinin arastirildigi  bir baska c¢alismada,
bitkinin oksidatif DNA hasarina karsi doza bagli
olarak koruyucu etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica ¢alismada C. carandas bitkisinin
yuksek oranda fenolik madde igerdigi saptanmis
olup, DNA koruma aktivitesinin de buna bagh
olarak gozlendigi belirtilmistir (Verma ve ark.,
2015).

Gul ve ark. (2017) Linaria corifolia bitkisinin
toprak alti ve toprak Usti kisimlarinin etanol
(EtOH), etil asetat (EtOAc) ve diklorometan (DCM)
ekstraktlarini antioksidan, antimikrobiyal ve DNA
kirma ozelliklerini agisindan degerlendirmistir. Ayni
zamanda bazi fenolik bilesikler ve flavonoidler
tanimlanarak bitkinin toprak Gstl kismindan elde
edilen ekstraktinin icerdigi flavonoidlere bagh
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olarak diger ekstraktlara gore antioksidan
ozelliginin daha yuksek oldugu tespit edilmistir.
Bitkiden elde edilen ugucu vyaglarin biyolojik
aktivitesi orta derecede olmasina ragmen, DNA’yi
koruma ozelligi diger ekstraktlardan daha giclu
oldugu gozlemlenmistir.

Fenolik maddeler, bitkilerde ¢ok farkh
fizyolojik gorevleri yerine getiren ve en yaygin
sekonder metabolitlerdir (Balasundram ve ark.,
2006). Fenolik bilesiklerin DNA’y1 dimerizasyon ve
kirlmadan koruyarak hiicre hasarina karsi bir
koruma sagladigi distintilmektedir (Strack, 1997).
Cahlsilan sakiz fasulyesinde de fenolik bilesik
miktarinin yiksek olabilecegi ve buna bagl olarak
da DNA koruma aktivitesine sahip olabilecegi
distnilmektedir.

Sakiz fasulyenin yaprak ve tohumlarinin
farklh konsantrasyonlardaki (1.56, 3.125, 6.25, 12.5
UM) su ekstraktlarinin DNA’y1 doza bagh olarak
hidrolitik ve oksidatif olarak kirdigi bu calisma ile ilk
kez calisiimistir. H202'nin yol agtigl oksidatif hasara
karsi dusuk konsantrasyonlarinin DNA (zerinde
koruyucu  etkisinin  daha  ylksek oldugu
gorulmustar.

Sakiz fasulyesi (Cyamopsis tetragonoloba)
bitkisi  geleneksel  tipta  bircok  hastaligin
tedavisinde, yem bitkisi ve gida maddesi olarak,
ayrica birgok sektorde siklikla kullanilan bir bitkidir.
Sakiz fasulyesi bitkisinin giderek artan 6nemi ve
gida sektoriindeki payr dikkate alindiginda bitkinin
biyolojik aktiviteleri ile ilgili daha fazla ¢alisma
yapilmasi gerekliligi ortya konmustur.

Tesekkiir: Calismada test edilen sakiz fasulyesinin
bitki ve tohumlarini temin eden Prof. Dr. Mevlit
AKCURA’ya ve laboratuvar analizlerinde yardimci
olan Elif UNALDI ‘ya tesekkiir ederiz.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlan
aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini
beyan ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti:
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis
olduklarini beyan ederler.
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