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OZET

Bu calismada; yeni sentezlenmis aromatik halkali fosfazenlerin S.
cerevisiae kultir ortaminda toplam protein, glutatyon S-transferaz
(GST) ve doymamis yag asitleri tizerinde ki etkisi belirlendi. Farkli
fosfazen molekiilleri kullanildi. Deney gruplari kontrol grubu ve
fosfazen molekilleri gruplari seklinde diizenlendi. Ardindan, S.
cerevisiae kultirinin kontrol grubu diginda diger kultiurlere 20 pg
fosfazen ilave edildi. 30 °C de 72 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda hiicre peletleri ayrildi ve Tris-ETDA tamponu
homojenize edildi. Homojenizattan Glutatyon S-Transferaz (GST) ile
total protein diizeyleri belirlendi. Hekzan/izopropanol karigimi ile
elde edilen homojenattan da yag asidi analizi yapildi. Deney
sonuclarina gore, fosfazen molekili ilave edilen maya hiicrelerinde
total protein degerleri ile GST degerlerinde paralel bir sekilde artig
gosterirken, baz1 gruplarda protein miktarinda artis gozlendigi halde
GST diizeyinde azalma saptandi. S. cerevisiae yag asidi bilesimi
icinde doymamig yag asitlerinden oleik asit ile palmitoleik asitlerin
yiksek diizeyde oldugu goézlendi. Fosfazenlerin yag asidi sentezi
uzerinde hem azaltici yonde hem de artirici yonde etkili oldugu
gozlendi. Sonug olarak; yeni sentezlenmis fosfazen molekillerinin S.
cerevisia€da biyokimyasal parametreler tizerinde farkl etkilerinin
oldugu ortaya konulmustur. Bu farkli etkinin fosfazenlerin
molekiiler yapilarinda ki farkhiliga baghh olarak agiga c¢iktigl
dustlmektedir.
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ABSTRACT

In this study; the effect of newly synthesized different aromatic cyclic
phosphazenes on total protein, glutathione S-transferase (GST) and
unsaturated fatty acids in S. cerevisiae culture medium was
determined. The experimental groups were organized as control
group, and phosphazen molecules groups, then, 20 ug of phosphazen
was added to other cultures, except for the control group of S.
cerevisiae culture. All treatments were incubated for 72 hours at 30
°C. At the end of incubation, cell pellets were separated and Tris-
ETDA buffer was homogenized. Total protein levels were determined
from Glutathione S-Transferase (GST) from homogenized. The fatty
acid was analyzed from the homogenate obtained with the hexane/
isopropanol mixture. According to the results of the experiment,
while the total protein values and GST values increased in parallel
in the yeast cells to which the phosphazene molecule was added, a
decrease in the GST level was found in some groups although the
protein amount was increased. It was observed that high levels of
oleic acid and palmitoleic acids were among the unsaturated fatty
acids in the S. cerevisiae fatty acid composition. It was observed that
phosphazenes had both a decreasing and increasing effect on the
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fatty acid synthesis compared to the molecular groups. It can be
concluded that newly synthesized phosphosene molecules have
different effects on biochemical parameters in S. cerevisiae. It was
thought that this different effect occurs due to the difference in the

molecular structure of the phosphocenes.
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GIRIS ark., 2000; Cabral ve ark., 2003).

Fosfazenler; fosfor ve azotun bir araya gelmesiyle
olusan, kendilerine 6zgii molekiiler yapiya sahip olan
maddelerdir. Bu molekilleri olusturan atomlarin
arasinda tekli ve ¢iftli baglar bulunmaktadir.
Fosfazenler; siklo, poli ve monofosfazenler olmak
uzere ¢ kategoriye ayrilirlar. Daha kararlhh yapiya
sahip olduklar1 i¢in, yogun olarak monofosfazenler
yapilan calismalarda tercih edilmistir. Ancak igerik
olarak en 1iyi tamimlanan siklo ve polifosfazen
molekiilleridir (Koran ve ark., 2014).

Inorganik yapili fosfazen bilesikleri morfolojik olarak;
lineer, halkali veya polimerik olmak tizere 3’e ayrilir.
Bu sekilde simiflandirilmasinin temel nedeni azot-
fosfor atomlarimin tekrarli yapr olusturmasidir.
Ayrica fosfora baglanan organik yapili bazi gruplarla
olusturmus olduklar1 etkilesim ve yer degistirmeler
sonucu farkli ozellikler ihtiva eden fosfazenler
sentezlenebilmektedir (Gudasi ve ark., 2007).
Fosfazenlerin  birbirinden farkli o6zellikleri ve
etkilesimleri bulunmaktadir. Yiksek 1siya kars:
dayamklilik, antimikrobiyal, yangina karsi
geciktirici-sonduriicii etki ve katalizor etkisi gibi
ozellikleri bulunmaktadir. Bu 6zellikler fosfazenlerin,
endistri ve tip alanlarinda kullanilmasinmi saglamigtir
(Atalan, 2016). Giiniimiizde kanser calismalarinda
kemoterapik ajan olarak fosfazenler kullanilmaktadir
(Coskun, 2011). Bazi fosfazenler de zararhlar
bitkilerden uzaklastirmak ve toprak verimini
arttirmak amaciyla kullamlmaktadir (Ozen ve ark.,
2014).

1900’11 yillarin sonlarina dogru fosfazen bilesikleri ile
ilgili yapilan calismalar hiz kazanmigtir. Halkalh
fosfazenlerle  baglanmig olan bu ¢alismalar
ginumiuzde gelistirilen tekniklerle artig géstermigtir
(Dumanogullar:, 2006). Farkli 6zelliklere sahip olan

fosfazenler yapilarindaki baglamalara gore
degiskenlik  gostermektedir. Bu degiskenlikler
fosfazenler i¢in farkl kullanim alam
olugsturmaktadir. Fosfazenler ve Okaryotik hiicre

yapisinda olan S. cerevisiae L. (ekmek mayasi) ile cok
sayida ¢alismalar yapilmistir. Yapilan c¢alismalarla;
doymamig yag asitleri, ergosterol ve diger toksik
maddelerin etkilerinin arastirilmasinda ve
incelenmesinde kolayliklar saglanmistir (Ribeiro ve
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Bu galismada; yeni sentezlenmis fosfazen gruplarinin
S. cerevisiae hiicre modeli lzerindeki etkilerinin

belirlenmesi amacglanmaktadir. Farkli aromatik
halka yapisina ve molekillerine sahip olan baz
fosfazen gruplarinin S. cerevisiae  kiltur

ortamlarinda yag asidi, total protein ve Glutation-S-
Transferaz (GST) analizleri yapilmis, bu yeni sentez
maddelerin  biyokimyasal parametreler {izerine
etkileri belirlenmeye ¢aligilmigtir.

MATERYAL ve METOD
Fosfazen Molekiilleri

Bu molekiillerin sentezi TUBITAK tarafindan
desteklenen TBAG-107T407 nolu proje ile yapilmistir.

METOT

FM1= 18.8 mg; FM2= 19.5 mg; FM3= 20.9 mg; FM4=
20.9 mg; FM5= 20.4 mg; T2= 20 mg; T2A= 20 mg;
T2B= 20 mg; T2C= 20 mg tartilarak 5 ml DMSO
(dimetil siilfoksit)’da c¢oézdiiriildi. Kiiltiir ortamina
ekim yapilana kadar + 4 °C de bekletildi.

Maya Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak olan S. cerevisiae gelisimi ve
cogalmasi icin YEPD (200 mL icin; 2 g maya ekstrak,
4 g baktopepton, 4 g glukoz ) besiyeri ortami1 her grup
icin tekrar sayisi (n= 5) olacak sekilde hazirlandi
(Dilsiz ve ark.,1997). Besiyeri ortam1 hazirlandiktan
sonra asagidaki gruplara ayrilda:

Kontrol grubu: Bu gruptaki S. cerevisiae hucreleri
i¢in, YEPD besiyeri ortami hazirlanda.

Fosfazen Uygulama Gruplari: Bu gruptaki S.
cerevisiae hicreleri i¢in, YEPD besiyeri ortami
igerisine maya hicresi inokiile edildikten sonra
OD600 degerleri 0.4-0.6 civarina [yaklasik olarak 1-3
107 hiicre ml (Bergman, 2001) ulasinca fosfazen
maddelerin her birinden 20 pg miktarinda eklenerek
gruplar hazirlandi. Her fosfazen madde ayr1 bir grup
olarak belirlenip deneysel c¢alisma iglemi yuritalda
ve asilama igleminden sonra kultirler 30 °C’de 72
saat inklibasyona birakildi. Bu slirenin sonunda
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FM2= Hekza (4-naftil-iminometoksifenoksi) siklotrifosfazen, Molekiil agirlig1: 1612.641066
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FM3= Hekza (biskloro-fenil-iminometilfenoksi) siklotrifosfazen, Molekiil agirhig1: 1725.629706
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T2B= 2-aminobifenil(PHIDF2), Molekiil agirli31:1768.864746
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T2C= 2-amino-4-klorofenol(PHIDF3), Molekiil agirlig1:11614.955746
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kultirler laboratuvar sartlarinda 517 nm’de hiicre
yogunluklar: 6l¢tildiikten sonra, 6000 rpm’de 5 dakika
sureyle +4 °C’de santrifiij edilerek hucreler topland.
Hiicreler pellet olarak toplandiktan sonra yas
agirhiklar: belirlendi. Hucre pelletleri, 20 mM Tris
HCl-baz (pH= 7.4) ve 20 mM EDTA karisimi ile
homojenize edilip santrifij edildikten sonra
supernatant kismi ile GST, pelet kismi ile total
protein ve yag asidi 6l¢glimleri yapildi.

0.6 -

0,5 +

0,3 4

Absorbans

0.2 4

0,1 +

w = 00,0035 - 0,0237
RZ= 10,9974

Maya Hiicresinde Total Protein Miktarimimn Olgiilmesi

Orneklerin total protein miktarlarmin 6l¢iimii Lowry
(1950) yontemine gére yapildi. Gruplar 750 nm’de
blank’a kars1 okundu ve okunan degerlere gore Sekil
1’deki kalibrasyon egrisi olusturuldu. Orneklerin
protein miktarlar1 elde edilen bu kalibrasyon
egrisindeki denklem vasitasiyla hesaplandi, sonuglar
(mg/g) seklinde verildi.

D T T T T
20 40 50 =l

Konsantrasyon

Sekil 1. Protein kalibrasyon egrisi
Figure 1. Protein calibration curve

Glutatyon S-Transferaz (GST) Enzim Aktivitesi
Tayini

Glutatyon  S-transferaz tayini Habig (1974)
tarafindan gelistirilen metoda gore yapilmgtir.
GST’nin  bitin  izozimleri i¢in  1-kloro-2,4-

dinitrobenzen (CANB) substrat olarak kullanilir. GST
enzimi tarafindan CdNB, indirgenmig glutatyon
(GSH) ile konjuge edilerek glutatyonun
oksidasyonuna bagli olarak 340 nm’de absorbans
yikselmektedir. Enzim aktivitesinin tayini i¢in 3
dakika boyunca 340 nm’de yukselen absorbanslar
okunarak 340 nm’de (€=340: 9,6 mM cm™) 1 dakikada
stipernatantta bulunan 1 mg toplam protein bagina
olusturulan tioeter miktari belirlenmigtir.

Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Hiicre peleti orneklerinde yag asidi ekstraksiyonu
Hara ve Radin tarafindan tanimlanan yénteme gore
yapildi (Hara ve Radin, 1978). Doku o6rnekleri 3:2
(v/v) oraninda hekzan-isopropanol karisimi ile
homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasi bu
homojenat +4 °Cde 9050 x g’de 10 dk. santrifii
edilerek elde edilen st kisimdan yag asidi analizi
yapildi.
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Yag asidi bilesimini belirlemek i¢in ayrilan 6rneklerin
uzerine %2’lik metanolik sulfiirik asitten ilave edildi,
iyice karigtirlarak 55 °C’de 15 saat etiivde
metillesmeye birakildl (Christie, 1999). Siire sonunda
tupler etivden cikarildi, soguduktan sonra %5’lik
NaCl ilave edilerek iyice karigtirildi. Tipler i¢inde
olusan yag asidi metil esterleri hekzan ile ekstrakte
edildi ve hekzan faz1 tsten pipetle alinarak %21k
potasyum bikarbonat (KHCOs ) ile muamele edildi ve
fazlarin ayrilmasi i¢in 10 saat beklendi. Siire sonunda
metil esterlerini iceren karigimlarin, 45 °C’de ve azot
gaz akimi altinda ¢éziicileri uguruldu, 1 mL n-heptan
ile ¢ozildi ve yag asidi metil esterleri gaz
kromatografisinde analiz edildi. Bu analiz i¢in SP™-
2380 kapiler GC kolon (LxID. 30 m x 0,25 mm, df
0,20 um) (Sigma) kullanilda.

Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromatogafik
Analizi

Lipit ekstrakti igindeki yag asitleri metil esterlerine
donusturildikten sonra Shimadzu marka GC 2001
Plus gaz kromatografisi ile analiz edildi. Analiz
sirasinda kolonun sicakligit 148-218 °C, enjeksiyon
sicaklig1 245 °C ve dedektor sicakligi 290 °C olarak
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tutuldu. Kolon sicaklik programi 148 °C’den 218 °C’ye
kadar programlandi. Sicaklik artis1 180 °C’ye kadar 5
°C dk1 ve 200 °C’den 218 °C’ ye kadar 4 °C dk! olarak
ayarlandi. 218 °C’de 4 dakika tutulacak ve toplam
stire 28 dakika olarak belirlendi. Tasiyic1 gaz olarak
helyum gaz1 kullanildi. Analiz sirasinda 6rneklere ait
yag asidi metil esterlerinin analizinden oOnce,
standart yag asidi metil esterlerine ait karigimlar
enjekte edilerek, her bir yag asidinin alikonma
stireleri belirlendi. Bu iglemden sonra gerekli
programlamalar yapilarak o6rneklere ait yag asidi
metil esterlerinin analizleri yapildi (Tvrzicka ve ark.,
2002).

Istatiksel Analizler

Istatistik analizleri i¢in, SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi. Kontrol
grubu ile deneysel gruplar arasindaki
karsilastirmada ANOVA (tek yénlii varyans analizi;
one-way ANOVA) testi ve gruplarin kendi
aralarindaki karsilastirilmasinda ise LSD testi
kullanildi. Sonugclar; ortalama + SEM olarak verildi.
Istatistiksel anlamhlik diizeyi i¢in p degerleri dikkate
alinarak p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR ve TARTISMA

Fosfazen Gruplarinin Saccharomyces cerevisiae
Hiicresinin Total Protein ve GST Seviyesi Uzerindeki
Etkisi

Farkl 6zellikte aromatik halka tasiyan fosfazenlerin;
S. cerevisiaeda total protein miktarinin kontrol
grubuna gore biitin fosfazen molekillerinde ytiksek
oldugu tesipit edildi (p<0.05, p<0.01, ve p<0.001).
Artigin en yiiksek oldugu fosfazen molekillerin FM2-
FM3'de o6nemli diizeyde (p<0.01) ve FM4'de ise
belirgin diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0.001).
GST enzim sonuglarimin da kontrol grubuna gore
yiiksek oldugu gézlemlendi (p<0.01 p<0.001) (Cizelge
1).

T2 grubu fosfazenlerin GST ve total protein degerleri
kontrol grubu ile karsilastirildign zaman, fosfazen
ilave edilen butiin gruplarda total protein miktarinin
yiksek oldugu belirlendi (p<0.001). GST diizeyinin
ise, T2A-T2B gruplarinda yiiksek oldugu halde
(p<0,001), T2C grubunda belirgin diizeyde azaldig1
belirlendi (p<0.001) (Cizelge 2).

Cizelge 1. FM grubu fosfazenlerin GST ve total protein degerlerinin kontrol grubuna gore degisimi
Table 1. Changes in GST and total protein values of FM group phosphasens compared to the control group.

Kontrol FM1 FM2 FM3 FM4 FM5
Total Protein (mg/g pellet) 19.80+14.74 24.72427.19> 31.08+0.40¢ 35.32+0.76¢ 59.65+0.644 69.10+0.364
GST (ug/g) 0.28+0.00  0.55+0.00¢  0.42+0.01c  0.44+0.00c  0.45+0.00c  0.47+0.00¢

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkhiliklar istatistiki agidan kismen énemli
¢! p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan énem derecesi yiiksek
d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

Cizelge 2. T2 grubu fosfazenlerin GST ve total protein degerlerinin kontrol grubuna gore degisimi
Table 2. Changes in GST and total protein values of T2 group phosphazens compared to the control group

Kontrol T2 T2A T2B T2C
Total Protein (mg/g pellet) 54.61+0.67 76.75+1.02¢ 84.31+1.25d 79.41+0.37¢  101.86+0.634
GST (ug/g) 0.45+0.00 0.48+0.002 0.65+0.014 0.59+0.004 0.24+0.004
a: p>0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan énemli degil
d: p<0.001 Gruplar arasindaki farklhiliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli
Fosfazen molekiillerinin molekiiler yapilari biitin maddelere aym tepkiyi vermistir. GST

incelendiginde yan zincirlerinde; FM1 ve FM2'de
sadece aromatik halkalar, FM3’de aromatik halkaya
baglh CI molekilleri, FM4’de SH gruplari, FM5'de ise
aromatik halkada NH grubunun bulundugu
gozlenmistir (Sekil 1-5). Bu maddelerin ilave edildigi
kiltir ortamlarindaki biyokimyasal parametreleri
incelendiginde; total protein dizeylerinde kontrol
grubuna gore artis gozlenmis ve buna paralel olarak
da GST miktar1 da yiikselmistir (Tablo 1). Total
protein artiginin GST diizeyi artisina etkisi oldugu
soylenebilir. Bu maddelerin molekiiler yapilar
kimyasal olarak incelendiginde yalnizca FM4lin
elektron verici 6zellikte oldugu goriillmektedir, ancak
maya hlcresi molekiler farkhiligi dikkate almadan
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enziminin toksik etkili molekiilleri temizleme 6zelligi
dikkate alinirsa, bu enzim miktarinin artmasi
molekiillerin maya hiicresi igin zararl etki yaptigi
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Nedjoud ve ark., (2013)
yaptiklar1 bir arastirmada ¢inko uygulamasinin S.
cerevisae mayasinda GST enzim aktivitesini kontrol

grubuna gore artirdigini ortaya koymusglardir. S.
cerevisaénmn gelisme ortamina agir metallerin
uygulanmasi sonucu biyokimyasal
parametrelerindeki degisiklikleri belirlemek igin

yapilan bir calismada; agir metal uygulamalarinin
GST enzim aktivitesini belirgin oranda arttirdig:
saptanmistir (Kirecci 2018).

Yapilan arastirmada; total protein miktari lizerine
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fosfazen gruplarinin 6nemli diizeyde artigsa neden
oldugu belirlenmigtir. Oksidatif stres karsisinda
sentezlenen proteinlerin ya da hasara ugramis
proteinlerin hiicrede birikimine sebep olabilecegini
daha once yapilan c¢alismalar ile bildirilmistir
(Vincent ve ark., 2004). Kullamilan fosfazenlerin
etkisi ile hiicrede anormal protein birikimi olusabilir.
Bu birikim hiicrede protein diizeyinin artisi ile
sonu¢lanmaktadir. Bununla birlikte oksidatif strese
karg1 hiicrelerde yeni proteinlerin sentezi de protein
diizeyinde artigsa neden olabilmektedir. Bu hipotez
literatiurde baz1 arastiricilar tarafindan
desteklenmektedir. Tamarit ve ark., (1998), oksidatif
strese bagli olarak bir grup oksitlenmis proteinin
ortaya c¢iktigini belirtmiglerdir.

Fosfazen Gruplarimin Saccharomyces cerevisiae
Hiicresinin Yag Asidi Profili Uzerindeki Etkisi

Aromatik halka tasiyan fosfazenlerin S. cerevisiae nin
yag asidi bilesimi Uzerine etkilerine bakildiginda;

kisa zincirli yag asitlerinden kaprilik asitin (8:0);
FM2, FM3 ve FM4 gruplarinda, 12:0 (laurik asit ) yag
asidinin ise FM1 ile FM5'de yuksek oldugu belirlendi
(p<0.001) (Tablo 3). Orta zincirli yag asitlerden
miristik asitin (14:0), FM2 grubunda (p<0.05), uzun
zincirli yag asitlerden palmitik asitin (16:0), FM2 ve
FM4 gruplarinda (p<0.001; p<0.01), palmitoleik asitin
ise FM3 ile FM4 gruplarinda azaldigi belirlendi
(p<0.05; p<0.01) (Tablo 3). Stearik asit miktarimin
(18:0) FM 1-4 no’lu gruplar ile kontrol grubu arasinda
farklihk gostermedigi halde, FM 3, 4 ve 5. grup
fosfazenlerde artislar oldugu belirlendi (p<0.01;
p<0.05). Oleik asit (18:1,n-9) miktarinda FM1 ve FM5
gruplarinda kontrol grubuna goére fark gézlenmedi.
Ancak miktarda FM2 ile FM3 gruplarinda artis
(p<0.01; p<0.05) ve FM4'de azalis oldugu saptandi
(p<0.01). Linoleik asit (18:2,n-6) diizeyinin; FM1, 3 ve
4de yiiksek, FM5’ de ise azaldig1 belirlendi (p<0.01;
p<0.05).

Tablo 8. FM grubu fosfazen molekiillerin yag asidi sonuglarinin kontrol grubuna gére degisimi (%)
Table 3.Change of fatty acid results of FM group phosphase molecules compared to the control group (%)

Yag asitleri Kontrol FM1 FM2 FM3 FM4 FM5

8:0 1.89+0.01 1.75+0.022 3.63+0.214 3.21+0.034 5.17+0.08 ¢ 2.07+0.042
12:0 4.15+0.13 6.13+0.174 3.52+0.262 4.31+0.112 5.32+0.54a 6.19+0.214
14:0 6.74+0.22 6.60+0.142 5.430+0.40V 7.42+0.39a 7.30+0.502 7.21+0.392
16:0 43.02+0.28 41.98+0.632 36.60+0.934 42.01+0.682 39.25+0.99¢ 42.73+0.632
16:1, (n-7) 6.89+0.28 7.47+0.202 6.27+0.212 6.07+0.24b 5.71+0.18¢ 6.88+0.292
17:0 0.10+0.00 0.10+0.002 0.13+0.012 0.12+0.002 0.12+0.022 0.19+0.122
171 0.37:0.03 0.04:0.004 0.06:0.004 0.08:0.004 0.05:0.004 0.05:0.004
18:0 11.87+0.54 12.45+0.392 14.03+0.39¢ 14.52+0.45¢ 11.51+0.202 13.34+0.19b
18:1, (n-9) 15.44+0.28 15.97+£0.18 2 17.69+0.18 ¢ 16.11+0.21b 14.64+0.19 15.49+0.274
18:2, (n-6) 1.46+0.01 1.87+0.03¢ 1.49+0.032 1.80+0.02 ¢ 1.68+0.03 1.2440.03P
18:3, (n-3) 1.73+0.02 3.69+0.144 3.28+0.084 3.78+0.224 4.81+0.394 2.69+0.19b
20:0 0.17+0.01 0.15+0.00# 0.40+0.064 0.14+0.012 0.15+0.002 0.16+0.002
20:1 0.11+0.00 0.13+0.00= 1.09 +£0.024 0.07+0.082 0.99+0.00P 0.15+0.00=
¥, Doymus 67.60 69.16 63.74 71.64 71.82 71.89

> Doymamig 32.40 30.84 36.26 28.36 28.18 28.11

a: p>0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemli degil

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkhiliklar istatistiki agidan kismen 6nemli
¢: p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yiiksek
d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

T2 grubu fosfazenlerin yag asidi degerleri kontrol
grubu karsilastirildign zaman, kaprilik asitin (8:0),
T2A ve T2C gruplarinda (p<0.05, p<0.001), laurik asit
(12:0)in ise T2A — T2C gruplarinda yiiksek oldugu
(p<0.01) bulundu. Miristik asitin (14:0), T2 grubunda,
pentadekanoik asitin (15:0) ise fosfazen gruplarinin
hepsinde azaldigi saptandi (p<0.05, p<0.001). Yag
asidi sentetaz enziminin son Urinu olan palmitik asit
(16:0), T2A ve T2C gruplarinda (p<0.001, p<0.05);
delta 9 desatiiraz enzim uriini olan palmitoleik asit
(16:1, n-7) miktarmmin Dbiitin  fosfazen grubu
maddelerde yiikseldigi belirlendi (p<0,05). Delta 9
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desatiiraz enziminin substrat:1 olan stearik asit (18:0)
ile delta 9 desatiiraz enziminin urini olan oleik
asitin (18:1, n-9) T2A, T2B ve T2C gruplarinda
azaldig1 belirlendi (p<0.05) (Tablo 4).

Maya hiicresi molekiiler biyoloji ile biyokimya
biliminin gelisimiyle biyologlar arasinda daha
popller bir mikroorganizma haline gelmistir. Maya
hiicresinin iyi bir 6karyotik hiicre modeli oldugunu ve
mayada meydana gelen molekiler ve biyokimyasal
mekanizmalarin karmagik yapili okaryotlarda da
meydana  geldigine dair kanitlar bulundugu
vurgulanmigtir.



KSU Tarim ve Doga Derg 25 (2): 223-233, 2022
KSU J. Agric Nat 25 (2): 223-233, 2022

Aragtirma Makalesi
Research Article

Tablo 2. T2 grubu fosfazenlerin yag asidi degerlerinin kontrol grubuna gore degisimi (%)
Table 4. The change in fatty acid values of T2 group phosphazens compared to the control group (%)

Yag asitleri Kontrol T2 T2A T2B T2C

8:0 1.37+0.29 1.34+0.072 1.75+£0.04b 1.46+0.152 2.59+0.114
12:0 1.59+0.26 1.34+0.122 1.79+£0.13¢ 1.98+0.142 1.84+0.02¢
14:0 3.15+0.29 2.23+0.10 b 3.39+£0.222 3.756+0.212 3.73+£0.27a
15:0 0.83+0.03 0.66+0.00 b 0.444+0.02 d 0.55+0.004 0.53+0.03 ¢
16:0 42.95+0.75 42.29+0.932 45.13+0.23 b 43.50+0.712 46.67+1.09 %
16:1, (n-7) 6.95+0.24 8.00+0.35P 8.70+0.09 b 8.04+0.28 b 7.90+0.35P
18:0 23.51+0.24 24.2140.47 2 19.47+0.38 d 19.73+0.294 20.13+0.21¢4
18:1, (n-9) 14.14+0.18 13.75+0.43 2 13.06+0.32 b 12.41+0.04 © 11.09+0.22¢
18:1, (n-7) 1.50+0.08 1.40+0.092 1.30£0.072 2.28+0.06¢ 1.49+0.112
18:2, (n-6) 9.60+0.13 9.51+0.112 2.64+0.102 9.55+0.11a 2.02:+0.11b
18:3, (n-3) 1.08+0.06 1.12+0.08 2 1.29+0.21 2 1.39+0.20 2 1.28+0.15 2
20:0 0.33+0.01 0.86+0.08 0.88+0.06 0.79+0.11 0.60+0.06
20:1 0.18+0.26 0.32+0.434 0.49+0.134 0.35+0.16¢ 0.48+0.12 4
Y Doymus 73.73 72.93 72.85 71.76 76.09

Y Doymamis 26.27 27.07 27.15 28.24 23.91

a! p>0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan énemli degil

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan kismen 6nemli

¢: p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yiiksek

d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

Yapilan c¢alismalarla; maya genomu  dizilimi
tamamen c¢ozumlenerek, maya hiicresi ile 1ilgili
arastirmalarda cigir acilmistir. Bu arastirmalarin
sonucunda maya hiicresi, hiicresel ve molekiiler
biyolojinin farkli alanlarinda biyokimyasal ve genetik
analizle pek ¢ok molekiiler detayin aciklandigi
okaryotik hiicre modeli haline gelmistir (Fernandes,
2001).

Maya hiicresi metabolik olarak hem aerobik solunum
hem de anaerobik solunum yapmaktadir. Bu hiicre,
endustriyel alanda daha c¢ok anaerobik solunum
yapan sartlarda  kullanilmaktadir.  Anaerobik
sartlarda 1 mol glukoz molekiiliinden glikoliz yoluyla
net olarak 2 ATP, 2 NADH+H ve 2 piruvat molekiili
sentezlenmektedir. Hicre metabolik faaliyetlerini
stirdiirebilmek icin glikolizde elde ettigi net 2 ATP
molekiillerini kullanir. Ortamda yeterli miktarda
glukoz var ise yasamsal faaliyetini devam
ettirebilmek i¢in tekrar glukoz almasi gerekir. Bu
devamliligr ise bir 6nceki glikoliz olayinda indirgen
yapida olan NADH+H molekalini kullanmak
durumundadir (Voet ve ark., 1999; Nelson ve Cox,
2000).

Glikoliz olaymmin gergeklestigi sirada sahip oldugu
piruvat dehidrogenaz enzimi vasitasiyla 1 mol COz:
¢ikig1 1 mol asetaldehid meydana gelir. Asetaldehit,
alkol dehidrogenaz enzimi tarafindan NADH+H
molekili koenzim olarak kullanilarak etil alkole
donusturalir. NADH  moekilit okside forma
doniistigli zaman ve hiicre igerisine tekrar glukoz
girisi saglanir (Kruckeberg ve Dickinson, 2004;
Barnet ve Entian, 2005). Glikoliz olay1 ortamdaki

glukoz molekilii bitene kadar devam eder. Bu
¢alisama da deney sartlar1 30 °C’de inkiibatérde bu
sire 72 saat icerisinde sonlandirilmistir. Bu siire
icinde hiicre tomurcuklanarak cogalir ve membran
yapisindaki yag asitlerinin miktarinda degisim
gerceklesir. Maya hiicresi glikoliz metabolizmasi
sirasinda ortama etil alkol salinimi gergeklestigi igin,
maya hicresindeki, membran yapist molekiiler
diizeyde etil alkole karsi veya hiperosmolariteye karsi
koruyucu o6zelliktedir. Stres durumlarinda membran
yapisindaki  doymamig yag  asitleri  sentezi
diizenlenerek sivi mozaik yap1 korunmaktadir (Singh
ve ark., 2013).

Palmitoleik ve oleik asitler maya hiicresinde en ¢ok
bulunan doymamis yag asitlerdir. Palmitoleik asit
palmitik asitten (16:0), oleik asit ise stearik asitten
(18:0) Delta 9 Desatiiraz enzimi vasitasiyla
sentezlenir. Palmitoleik asitin FM3 ve FM4'de
azalmasi bu molekiillerin palmitik asitten palmitoleik
asitin sentezlendigi basamag yavaslatmasindan
kaynaklanabilmektedir. Diger bir basamakta ise
stearik asitten oleik asit sentez basamaginda ise FM2
ve FM3 artis, FM4’de ise yine azalma meydana
gelmigtir. FM2 ve FM3 gruplarinda oleik artigina
parelel olarak stearik asit miktarinin da yuksek
oldugu gézlenmistir.

Yag asidi miktarlarindaki bu degisimin yag asidi
sentezinden sorumlu olan enzimlerin sentezlerinde
gorilen degisikliklerden kaynaklandigi
distiintilmektedir. S. cerevisiae mayasinin yag asidi
profili tzerine daha o6nce yapilan calismalarla da
mayanin gelisme ortamina ilave edilen maddelerin
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yag asidi sentetaz (FAS) ve A° desaturaz enzim
aktivitelerini etkiledigi belirlenmistir (Ntambi 1999;
Rimoldi ve ark., 2001).

SONUC ve ONERILER

Calisma sonucunda; biyokimyasal ve molekiler
calismalarda en &nemli modellerden biri olarak
kullanilan S. cerevisiae kiltir ortamina biyolojik
etkinligi  ylksek olan fosfazen molekiillerin
eklenmesinin total protein, GST ve yag asidi
diizeylerinde 6nemli varyasyonlara neden oldugunu

belirlenmigtir.  Elde edilen bulgularla; yeni
sentezlenmis fosfazenlerin S. cerevisiagnin
biyokimyasal ve savunma sistemi Ulzerinde farkh

etkilere sahip oldugu saptanmigtir. Bu sonuglarin
hem pozitif yonde hem de negatif yonde yluriudagi
saptanmigtir. S, cerevisiae kiltir ortamina
fosfazenlerin eklenmesi; yag asidi sentezi, yag asidi
zincir uzamasl, yag asitlerinin hidrokarbon zincirine
cift bag girisi yapan enzimlerin son Ttriunlerinde
artiglara ya da azaliglara neden olmustur.

Bu veriler dogrultusunda; biyoteknolojide siklikla
kullanilan fosfazen bilesiklerin S. cerevisiae hiicresi
uzerindeki biyokimyasal degisimlerinin belirlenmesi
ve etkilerinin ortaya konulmasina olumlu katkida
bulunulmustur.
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