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OZET Biyokimya

Bu c¢alismada, Saccharomyces cerevisiae L. kultir ortaminda baz

fosfazenlerin biyokimyasal aktiviteleri belirlendi. Deneysel uygulamada Aragtirma Makalesi

farkli fosfazen molekilleri kullanildi. Calisma kapsamindaki deney

gruplar; kontrol grubu, H:20: (Hidrojen peroksit) ve fosfazen Makale Tarihgesi
molekiilleri gruplar: seklinde diizenlendi. Gruplar hazirlandiktan sonra, Gelig Tarithi  :31.12.2021
kontrol grubu disinda diger kultiirlere 30 pg fosfazen ve 100 pl Hz20:2 Kabul Tarihi :10.03.2022
ilave edildi. 30 °C de 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonunda hiicre peletleri ayrildi. Elde edilen siipernatantdan Glutatyon Anahtar Kelimeler
S-Transferaz (GST) ile total protein diizeyleri belirlendi. Fosfazen

Hekzan/izopropanol alkol karigimi ile elde edilen homojenattan da yag
asidi ve lipofilik molekiillerin analizi yapildi. Deney sonucglarina gore,
fosfazen molekuli ve H20: ilave edilen maya hiicrelerinde total protein
degerleri ile GST degerlerinde paralel bir artigs gozlenirken, bazi
gruplarda protein miktarinda artis saptandigi halde GST duzeyinde
azalma oldugu belirlendi. S. cerevisiae’ nin membran yapisinda énemli
bir yer kaplayan ergosteroliin, T3 ve T3B kodlu fosfazenler ile H202
gruplarinda kontrol grubuna gore yiksek, T4 kodlu fosfazenler ile H202
gruplarinda ise digik oldugu belirlendi. Sonug¢ olarak; S. cerevisiae
kiltir ortamina fosfazen ve H202 molekiillerin eklenmesinin, ergosterol
ve yag asidi sentezi ile yag asitlerinin hidrokarbon zincirine ¢ift bag
girigi yapan enzimlerin son urlnlerinde artiglara ya da azaliglara neden
oldugu ortaya konulmustur.

H202 (Hidrojen peroksit)
Lipofilik molekiller
Saccharomyces cerevisiae L.
Yag asiti

Antioxidant Effects of Some Phosphazene Derivatives in Saccharomyces cerevisiae L. Cell Culture

Oxidative Stress Model
ABSTRACT

In this study, biochemical activities of some phosphazenes were
determined in Saccharomyces cerevisiae L. culture medium. Different
phosphazene molecules were used in experimental practice. The
experimental groups within the scope of the study were organized as
control group, H202 (Hydrogen peroxide) and groups of phosphazen
molecules. After the groups were prepared, 30 pg of phosphazen and 100
ul of HeO2 were added to other cultures, except for the control group of
S. cerevisiae culture. It was incubated for 72 hours at 30 °C. At the end
of incubation, cell pellets were separated. Glutathione S-Transferase
(GST) and Total protein levels were determined from supernatant. The
fatty acid and lipophilic molecules were analyzed from the homogenate
obtained with the hexane / isopropanol alcohol mixture. According to
our experimental results, while total protein values and GST values
increased in parallel with the phosphazen molecule and H202 added
yeast cells, GST levels were decreased in some groups, although an
increase in the amount of protein was observed. Ergosterol, which has
an important place in the membrane structure of S. cerevisiae, was
found to be higher in T3 and T3B coded phosphazenes and H202 groups
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compared to the control group, and low in T4 coded phosphazenes and
H202 groups. Our study results revealed that as a result of the addition
of phosphazen and H:O:z molecules to the culture medium of S.
cerevisiae, ergosterol and fatty acid synthesis, fatty acids cause
increases or decreases in the end products of enzymes that double-enter

the hydrocarbon chain.
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GIRIS

Fosfazen; ayni grup azot ve fosfor atomlarinmin
olusturdugu (R)s P=NR (R:halojen, alkoksi, amino,
alkil ve aril) yapisindaki bilesiklere denir (Civan,
2014). Fosforun azot ile yaptigr bilesikler ii¢c ana
grupta incelenebilir. P ile N arasindaki bag sayis1 tek
oldugu zaman fosfazan HeN-PH4, ¢ift oldugu zaman
fosfazen HN=PHs, t¢ oldugu durumda fosfazin
N=PH: olarak adlandirilmaktadir. Yapilarinda yer
alan fonksiyonel gruplarinin baglanma durumlarina
gore isimler alarak smiflandirilirlar. Fonksiyonel
grup, fosfazen halkasinda yer alan bir fosfora
baglanmigsa spiro adimi alir, aym1 halkada yer alan
farklh 1ki fosfora baglanmigsa ansa ve iki tane
fosfazen halkasini birlestirecek sekilde baglanmigsa
bino fosfazen adim1 almaktadir (Civan, 2014).
Fosfazenler; monofosfazenler, siklofosfazenler ve
polifosfazenler olmak tizere li¢ grupta incelenebilir.
Siklo ve polifosfazenler; en iyi bilinen ve lizerinde en
cok calisilan P-N bilesikleridir (Kili¢ ve ark., 1996;
Carriedo ve ark., 1996; Allock ve ark., 1996; Laguna
ve ark., 2002).

Siklofosfazenler inorganik yapiya sahiptirler. Asit
iceren alkoller ve aromatik halka yapisina sahip
fenollerin tepkimesi sonucunda
sentezlenebilmektedirler (Uslu & Yesilot, 2015;
Sazhin ve ark., 2011). Klor atomlarmmin fosfora
baglanma gekillerinden kaynakli olarak meydana
gelen fiziksel ve kimyasal 6zellikler bulunmaktadir
(Okutan ve ark., 2011). Farkl ézelliklere sahip olan

fosfazenler  yapilarindaki  baglanmalara  goére
degigskenlik  gostermektedir. Bu degiskenlikler
fosfazenler i¢in farkl kullanim alam

olusturmaktadir. Polifosfazenler; organik yapida olan
sivilar1 ayirma, buharlastirma ve iyonlara ayirma
gibi durumlarda membran filtreleri olarak ve baz
siklofosfazenler de kanser ilaclarinda
kullanilmaktadir (Kilic ve ark., 1996; Xia ve ark.,
2017: Onder & Ozay 2021; Senkuytu ve ark., 2022).

1900’14 yillarin sonlarina dogru fosfazen bilegikleri ile
ilgili yapilan calismalar hiz kazanmigtir. Halkah
fosfazenlerle baglayan bu calismalar ginimiizde
gelistirilen tekniklerle artis gbstermistir
(Dumanogullari, 2006).

Monofosfazenlerle  (basit  fosfazenler)  yapilan
¢alismalar, bu molekiillerin hiicrelerin biylimesi
uzerine etkileri oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
yiksek oranda uygulanan fosfazen molekiillerinin
bakteri ve maya hiicreleri tizerinde antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu, baz fosfazen molekillerinin ise
maya hicreleri lizerinde herhangi bir etkiye sahip
olmadig1 belirlenmistir. In vitro ortama verilen baz
fosfazenlerin de hiicre blylimesini olumlu yoénde
etkiledigi tespit edilmistir (Oztiirk ve ark. 2000).

Son zamanlarda fosfazen tiirevleri yuksek secici
antikanser madde (Siwy ve ark., 2006),
anitmikrobiyal ajan (Isiklan ve ark., 2010; Cirali ve
ark., 2015; Binici ve ark., 2022) ve biyomedikal
malzemelerin (Greish ve ark., 2005) tasariminda bir
hayli dikkat c¢ekmektedir. Ayrica; canlilarda ilag
etkilesimlerini tespit etmek amaciyla da fosfazenler
kullanilmaktadir (Kogak ve ark., 2013; Ozay & Ozay
2014; Sun ve ark., 2015). Tim bu bilgiler 1s181nda bu
caligmada; biyoteknolojik 6nemleri olduk¢a genis olan
fosfazenlerden yeni sentezlenmig olan bazi1 fosfazen
gruplarimin S. cerevisiae hiicre kiiltiirti oksidatif stres

modelinde  biyokimyasal parametreler Uzerine
etkilerinin belirlenmesi amaglanmisgtir.

Fosfazen Molekilleri

Bu molekiillerin sentezi TUBITAK tarafindan

desteklenen TBAG-107T407 nolu proje ile yapilmistir.

MATERYAL ve METOD

T3= 22 mg; T3A= 27mg; T3B= 28 mg; T3C= 27 mg;
BrFOS= 20 mg; T4A= 20 mg; T4B= 20 mg; T4C= 20
mg tartilarak 5 ml DMSO (dimethyl siilfoxide)’da

¢ozdurildi. Kiltir ortamina ekim yapilana kadar + 4
°C de bekletildi.

Maya Kiultir 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 ortam1 her grup
icin tekrar sayis1 (n) = 5 olacak sekilde hazirlanda.

Besiyeri ortami hazirlandiktan sonra asagidaki
gruplara ayrildi:

Kontrol grubu: Bu gruptaki S. cerevisiae hiicreleri
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icin, YEPD besiyeri ortami hazirlanda.

Fosfazen Uygulama Gruplari: Bu gruptaki S
cerevisiae hicreleri ig¢in, YEPD besiyeri ortami
icerisine maya hiicresi inokiile edildikten sonra
0OD600 degerleri 0.4-0.6 civarina [yaklasik olarak 1-3
107 hiicre ml (Bergman, 2001)] ulasinca fosfazen
maddelerinin her birinden 30 upg konsantrasyon
olacak sekilde gruplar hazirlandi. Ayrica aym
sartlarda H202 grubu da hazirlanarak % 35’1ik H2Oq

o =
N e S
n’ﬁ’”*'?‘n‘Q
ij\/N \n

O= @ O

¢

T3= Hexa (phenoxy) cyclotriphosphazene, Molekiil

agirhg: 861.621786

Sekil 1. T3= Hexa (phenoxy) cyclotriphosphazene,
Molekiil agirhig:: 861.621786

Figure 1. T3= Hexa (phenoxy) cyclotriphosphazene,
Molecular weight: 861.621786

&

T3B= 2-aminobifenil (SALF2), Molekiil
agirhig1:1768.864746
Sekil3. T38B= 2-aminobifenil (SALF2), Molekiil

agirhg1:1768.864746

Figure 3. T3B= 2-aminobifenil (SALF2), Molecular

weight 1768.864746
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T3C=
agirl1g1:1614.955746
Sekil 4. T3C= 2-amino-4-klorofenol (SALF3), Molekiil

Figure 4.

karisimindan 100 pL her bir H2O2 grubuna eklendi ve
ayni1 sartlarda inkibasyona birakildi.

Her bir fosfazen madde ayr1 bir grup olarak belirlenip
deneysel c¢alisma iglemi yuratildi ve asilama
isleminden sonra kilturler 30 °Cde 72 saat
inkiibasyona  birakildi. Bu siirenin sonunda
laboratuvar sartlarinda kultirlerin 517 nm’deki
hiicre yogunluklar: 6l¢tiildikten sonra, 6000 rpm’de 5
dakika stireyle +4 °C’de santrifij edilerek hiicreler
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T3A= 4-aminobenzonitril (SALF1), Molekiil agirlig:
1462.345746
Sekil 2. T3A= 4-aminobenzonitril (SALF1), Molekiil

agirhgr: 1462.345746

Figure 2. T3A= 4-aminobenzonitril (SALF1), Molecular

weight: 1462.345746
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2-amino-4-klorofenol ~ (SALF3),  Molekiil

agirlig1:1614.955746
T3C= 2-amino-4-klorofenol
Molecular weight 1614.955746

(SALF3),
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BrFOS= Hekza (4-Bromo-2-Formil-Fenoksi)

Siklotrifosfazen, Molekiil agirligr: 1334.998)

Sekil 5. BrFOS= Hekza (4-Bromo-2-Formil-Fenoksi)
Siklotrifosfazen, Molekiil agirligi: 1334.998)

Figure 5. BrFOS= Hekza (4-Bromo-2-Formil-Fenoksi)
Siklotrifosfazen, Molecular weight:
13534.998

=
N
o N

T4B= 2-aminobifenil, Molekul agirhigi: 2242.241
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Sekil 7. T4B= 2-aminobifenil, Molekil agirhg:
2242.241

Figure 7. T4B= Z2-aminobifenil, Molecular weight:
2242.241

toplandi. Hiicreler pellet olarak toplandiktan sonra
yas agirhiklar: belirlendi. Hiicre pelletleri, 20 mM Tris
HCl-baz (pH= 7.4) ve 20 mM EDTA karigimi ile
homojenize edilip santrifiy edildikten sonra
supernatant kismi ile GST ve total protein, pelet
kismi ileyag asidi 6l¢timleri yapildi.

Maya Hiicresinde Total Protein Miktarmin Olgiilmesi

Orneklerin total protein miktarlarinin 6l¢iimii Lowry
(1950) yontemine goére yapildi. Gruplar 750 nm’de
blank’a kars1 okundu ve okunan degerlere gore Sekil
9daki kalibrasyon egrisi olusturuldu. Orneklerin
protein miktarlar1 elde edilen bu kalibrasyon
egrisindeki denklem vasitasiyla hesaplandi, sonuglar
(mg/g) seklinde verildi.

=\

T4A= 1.4-aminobenzonitril, Molekul agirhigi: 1935.722

Sekil 6. T4A= 1.4-aminobenzonitril, Molekil agirhig::
1935.722

6. T4A= 1.4-aminobenzonitril,
weight: 1935.722

Figure Molecular

T4C= 2-amino-4-klorofenol, Molekil agirligi: 2088.332

Sekil 8. T4C= 2-amino-4-klorofenol, Molekil agirhig::
2088.332

Figure 8 2-amino-4-klorofenol, Molecular weight:
2088.332

Glutatyon S-Transferaz (GST) Enzim Aktivitesi
Tayini

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

dinitrobenzen (CANB) substrat olarak kullanilir. GST
enzimi tarafindan CdNB, indirgenmis glutatyon
(GSH) ile konjuge edilerek glutatyonun
oksidasyonuna bagli olarak 340 nm’de absorbans
yikselmektedir. Enzim aktivitesinin tayini ig¢in 3
dakika boyunca 340 nm’de yiikselen absorbanslar
okunarak 340 nm’de (e=340: 9,6 mM cm'!) 1 dakikada
slipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina
olusturulan tioeter miktari belirlenmistir.
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Sekil 9. Protein kalibrasyon egrisi
Figure 9. Protein calibration curve

Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Hiicre peleti 6rneklerinde yag asidi ekstraksiyonu
Hara ve Radin tarafindan tanmimlanan yonteme gore
yapildi (Hara & Radin, 1978). Doku érnekleri 3:2 (v/v)
oraninda hekzan-isopropanol karigimi ile homojenize
edildi. Homojenizasyon sonrasi bu homojenat +4 °C’de
9050 x g’de 10 dk. santrifiij edilerek elde edilen st
kisimdan yag asidi analizi yapildi.

Yag asidi bilesimini belirlemek i¢in ayrilan 6rneklerin
uzerine %2’lik metanolik stlfurik asitten ilave edildi,
iyice karigtirilarak 55 °Cde 15 saat etuvde
metillesmeye birakildi (Christie, 1999). Siire sonunda
tupler etivden cikarildi, soguduktan sonra %5’lik
NaCl ilave edilerek iyice karigtirildi. Tupler iginde
olusan yag asidi metil esterleri hekzan ile ekstrakte
edildi ve hekzan fazi Usten pipetle alinarak %2’lik
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 akim altinda ¢6ziictileri uguruldu, 1 mL n-heptan
ile c¢ozuldi ve yag asidi metil esterleri gaz
kromatografisinde analiz edildi. Bu analiz igin SP™-
2380 kapiler GC kolon (LXID. 30 m x 0,25 mm, df
0,20 pm) (Sigma) kullanilda.

Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromatogafik
Analizi

Lipit ekstrakti i¢indeki yag asitleri metil esterlerine
donusturildiikten sonra Shimadzu marka GC 2001
Plus gaz kromatografisi ile analiz edildi. Analiz
sirasinda kolonun sicaklhigi 148-218 °C, enjeksiyon
sicaklig1 245 °C ve dedektor sicaklhigrs 290 °C olarak
tutuldu. Kolon sicaklik programi 148 °C’den 218 °C’ye
kadar programlandi. Sicaklik artig1 180 °C’ye kadar 5

100 120 140 160

°C dk't 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
streleri belirlendi. Bu iglemden sonra gerekli
programlamalar yapilarak oOrneklere ait yag asidi
metil esterlerinin analizleri yapildi (Tvrzicka ve ark.,
2002).

A, D, E ve K Vitamin ve Ergosterol Miktarlarinin
HPLC Cihaz ile Analizi

A, D, E ve K vitaminleri ve steroller i¢cin alinan
orneklerin tzerine % 5lik metanolik potasyum
hidroksit (KOH) c¢ozeltisi ilave edildi. Ornekler
vortekslendikten sonra 85 ° C'de 30 dk etiivde
bekletildi. Sabunlagsmayan lipofilik kisma 5 mL HIP
karisimi ilave edildi ve 24 saat oda sicakliginda
bekletildi. Siire sonunda ust faz alinip 37 °C’de azot
ortaminda buharlagsmaya birakildi. Kalan kisim 1 mL
(% 60+% 40,v/v) asetonitril/ metanol karisiminda
¢oziilerek otosampler viallerine alindi. Analiz,
Shimadzu marka HPLC cihaz ile yapildi. (Sanchez-
Machado vd., 2002; Lopez-Hernandez vd., 2006).

Istatiksel Analizler

Istatistik analizleri igin, 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 1se LSD testi
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kullanmldi. Sonuglar mean + SEM olarak verildi.
Istatistiksel anlamhilik dizeyi i¢in p degerleri dikkate
alinarak p<0.05 olarak kabul edilda.

BULGULAR ve TARTISMA

Bu baghik altinda, yalnizca arastirmadan elde edilen
bulgular sunularak, konuyla ilgili daha Onceden
gerceklestirilmis benzer ve dolayli calismalarla atif

yapmak kaydiyla bulgular karsilastirilir. Benzer ve
farkli yanlar vurgulanir ve yayina sunulan ¢alismada
diger calismalara goére neden farkli bir bulgu elde
edildigi tartigilir. Sonrada bu tartisma tuzerinden
arastirmada elde edilen bulgular istikametinde
alanin uzmani1 olarak yorum yapilir. Bu béliimde,
deneysel sonuglarin net bir sunumu yapilmalidir
(Cizelge 1).

Cizelge 1. T4 grubu fosfazenlerin GST aktivitesive total protein degerlerinin kontrol grubuna gére degigsimi
Table 1. Changes in GST activity and total protein values of T4 group phosphasens compared to the control

group
Kontrol FOS T4A T4B T4C H202
Total Protein (mg/g pellet) 95.46+0.57 128.46+3.409 | 110.94+1.039 | 94.81+0.982 109.07+2.044 | 105.51+1.72¢
GST (U/mg) 0.26+0.00 0.96+0.00¢ 0.56+0.00d 0.43+0.00¢ 0.47+0.00¢ 0,46+0.014

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

c¢: p<0.01 Gruplar arasindaki farklhiliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yiksek

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

Fosfazen Gruplarmin Saccharomyces cerevisia€da
Yag Asidi Profili Uzerindeki Etkisi

T8 grubu fosfazenlerin yag asidi degerleri kontrol
grubu kargilastirildigi zaman, kaprilik ve laurik
asitlerin kontrol grubuna gore fosfazen ilave edilen
gruplarda azaldigi belirlendi (p<0.05, p<0.01,
p<0.001). 14:0 miktarinin, fosfazen T3A grubu ile
H20: gruplarinda yiiksek diizeyde oldugu saptandi

(p<0.05, P<0.001). 16:0 diizeyinin; T3, T3A ve T3B
gruplarinda yiksek dizeyde oldugu halde H20: ile
T3C grubunda farklilik olmadig1 belirlendi (p<0.05,
p<0.001). Palmitoleik asit miktarinin ise T3A, T3B ve
T3C gruplarinda azaldign tespit edildi (p<0.01,
p<0.001). 18:0 miktari, T3, T3B ve T3C gruplarinda,
18:1 n-9 miktarinin ise T3, T3A ve T3B gruplarinda
yiiksek oldugu saptandi (p<0.05, p<0.001) (Cizelge 2).

Cizelge 2. T3 grubu fosfazenlerin yag asitleri degerlerinin kontrol grubuna gére degisimi (%)
Table 2. Change of fatty acid result of T3 group phosphazene molecules compared to the control group (%)

Yag asitleri Kontrol T3 T3A T3B T3C Hs02

8:0 4.25+0.53 2.27+0.044 4.65+0.164 3.02+2.714 3.10+3.52P 4.45+0.242
12:0 3.34+0.12 2.34+1.37> 2.73+0.10¢ 2.40+0.31b 1.34+0.064 3.26+0.172
14:0 4.51+0.15 4.38+0.082 7.08+0.194 4.55+0.042 4.42+0.152 5.2240.15b
16:0 42.52+0.60 43.31+0.51P 45.25+0.244 47.83+0.414 42.45+0.392 41.80+0.47=
16:1, n-7 12.46+0.32 11.13+0.132 8.62+0.25¢ 9.79+0.11¢ 7.07+0.454 12.29+0.282
18:0 14.64+0.13 16.19+0.87P 15.30+0.112 27.15+0.674 22.46+0.14 14.01+0.462
18:1, n-9 17.22+0.26 19.73+0.24b 14.97+0.14b 14.83+0.30P 18.07+0,192 17.71+0.082
18:2, n-6 0.39+0,14 0.32+0.212 0.47+0.022 0.58+0.06b 0.35+0.032 0.54+0.12b
18:3, n-3 0.67+0.14 0.60+0.142 0.56+0.14 2 0.44+0.14b 0.74+0.14 2 0.86+0.147Y
Y Doymus 69.29 68.69 75.01 84.95 85.03 68.74

> Doymamis 30.74 31.31 28.99 15.05 14.97 31.26

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

¢t p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan énem derecesi yiiksek
d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

T4 grubu fosfazenlerin yag asidi degerleri kontrol
grubu karsilastirildigi zaman, kaprilik (8:0) ve laurik
(12:0) asitlerin kontrol grubuna gore fosfazen ilave
edilen gruplarda azaldig1 belirlendi (p<0.05, p<0.01,
p<0.001). Kaprilik asitin (8:0) T4A grubunda kontrol
grubuna gore kismen yuksek oldugu saptandi
(p<0.05). 14:0 (miristik asit) miktarinin, fosfazen
gruplar: ile H2O:z grubunda degisik oranlarda azaldig:
saptand1 (p<0.01, p<0.001). 16:0 (palmitik asit)
diizeyinin; T4A, T4C ve H:20: gruplarinda azaldig:
tespit edildi (p<0.001). Palmitoleik asit miktarinin ise

T4A, T4C ve H202 gruplarinda yluksek oldugu tespit
edildi (p<0.05, p<0.01). 18:0 (stearik asit) ve 18:1 n-9
(oleik asit) diizeylerinin, kontrol grubu diginda H202
ile fosfazen gruplarinda degisik oranlarda yuksek
oldugu belirlendi (p<0.05, p<0.001) (Cizelge 3).

T8 gurubu fosfazen molekiillerin ortak bir gekilde
palmitoleik ve oleik asitlerde azalmaya neden
olmalar1; hiicredeki Delta 9 Desatliraz enzim
aktivitesi tizerinde engelleyici bir etkiye sahip
olmalarindan kaynaklanabilecegi sonucunu
distindirmektedir. Cunkii bu yag asitlerin
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sentezinde Delta 9 enzimi kullanilmaktadir. Baz
fosfazenler lipit seviyesini azaltirken bazilarn
arttirmaktadir. Bu azalis ve artig uygulanan
konsantrasyon seviyesinden etkilenmektedir. Bazilar
belirli konsantrasyonda maya hiicresindeki yapilar
etkilerken bazilar1 1ise her konsantrasyonda
etkilemektedir (Ozsahin & Bozhan 2018). Duan ve
ark. (2015) nin sonuclari 1s181nda; hiicresel lipid
igeriginde, farkli maddelerin eklenmesi doymamig

sartlarda da azalisa neden olmaktadir. S.
cerevisiaénin anaerobik kogullar altinda biylimesi
icin doymamis yag asitleri (UFA'lar) gereklidir.
Bunlar  sadece membran  butinluiginia  ve
fonksiyonunu korumak ic¢in degil, aym1 zamanda
yiksek seker ve etanol toksisitesi gibi fermentasyon
streslerine uyum saglamak igin de gereklidir. S.
cerevisiae uzun zincirli yag asiterini besi ortamindan
alabilir. Cinki bu yag asitlerini sentezleyen yag asidi

yag asitlerinde

artisa neden oldugu gibi

baz1

Cizelge 3. T4 grubu fosfazenlerin yag asitleri degerlerinin kontrol grubuna gére degisimi (%)
Table 5. Change of fatty acid result of T4 group phosphazene molecules compared to the control group (%)

sentez enzimleri maya hiicresinde bulunmamaktadir.

Yag asitleri Kontrol FOS T4A T4B T4C H202

8:0 2.01+0.31 1.88+0.272 1.51+0.157? 1.36+0.167 1.324+0.40b 0.92+0.02 ¢
12:0 4.28+0.17 2.16+0.284 3.64+0.12 % 4.03£0.19 2 5.67+0.15P 4.09£0.31 2
14:0 6.46+0.11 4.05+0.17 ¢ 3.66+0.13 4.25+0.06 ¢ 4.22+0.12¢ 2.51+0.14 4
16:0 44.88+1.05 44.28+0.61 39.87+0.88 d 44.21+1.05 38.22+0.554 37.53+0.814
16:1. n-7 8.35+0.43 8.70+0.10 2 9.29+0.28 b 8.37£0.11 2 9.224+0.28 b 10.83+0.22¢
18:0 20.29+0.43 23.20+0.19 22.42+0.39 b 22.11+0.53 P 22.49+0.40P 22.77+0.29b
18:1. n-9 13.03+009 14.81+£0.13 b 18.96+0.29d 14.77+0.34 18.06+0.214 20.60+0.184
18:2. n-6 0.43+0.02 0.53+£0.02 0.52+0.02 0.63+0.02 0.48+0.02 0.61+0.02P
18:3.n-3 0.27+0.02 0.33+£0.02 0.37+£0.02 0.27+0.02 0.32+0.02 0.3440.02

> Doymus 77.92 75.57 71.1 75.96 71.92 67.82
YDoymamig  22.08 24.43 28.9 24.04 28.08 32.18

a' p>0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemli degil
b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan kismen 6nemli

¢: p<0.01 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nem derecesi yliksek
d: p<0.001 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki agidan belirgin diizeyde 6nemli

Fosfazen Gruplarimin Saccharomyces cerevisia€da
Lipofilik Molekiiller Uzerine Etkisi

T3 grubu fosfazenlerin lipofilik molekiiller tizerine
etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ergosterol
diizeyinin T3,T3B ile H:20: gruplarinda yiksek
oldugu halde (p<0.05,p<0.001); diger gruplarda
farklihik gostermedigi goézlemlendi. Stigmasterol ve

betasitosterol miktarlarinin ise kontrol grubuna goére
biitiin gruplarda azaldig1 saptandi (p<0.05, p<0.01,
p<0.001). Alfa tokoferol diizeyinin T3 ve T3A
gruplarinda yiiksek oldugu (p<0.001), T3B ile T3C
gruplarinda ise azaldig1 belirlendi (p<0.05) (Cizelge
4).

Cizelge 4. T3 grubu fosfazenlerin lipofilik molekiiller {izerindeki etkisinin degisimi (ug /g)
Table 4. Variation of the eftect T3 group phosphazenes on lipophilic molecules (ug /g)

Vitaminler Kontrol T3 T3A T3B T3C H:20:

R Tok 0.04+0.00 0.08+0.002 0.14+0.014 0.06+0.002 0.04+0.002 0.04+0.002
D2 0.16+0.00 0.31+0.002 1.25+0.124 0.74+0.114 0.124+0.002 0.19+0.002

A Tok 9.80+0.27 12.00+0.40¢ 15.29+0.314 7.47+0.20 b 7.58+0.54 » 9.03+0.142
Ergosterol 310.84+0.68 608.87+4.254 323.00+£2.172  366.75+£3.10> 312.58+0.662 429.17+19.614
K1 5.37+0.78 9.98+0.614 7.66+£0.49b 2.50+£0.18b 8.01+0.29¢ 6.33+0.54a
Stigmasterol (mg /g) 1.39 £96.28 1.23+16.36P 1.16+£14.28¢ 0.70+£17.994 0.93£12.474 0.67+14.054
Betasitosterol 5.04+0.21 2.77+0.304 2.09+0.024 1.50+0.164 2.40+0.074 1.23+0.024

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

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan kismen énemli

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

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

Lipofilik molekiiller tizerine T4 grubu fosfazenlerin
etkileri kontrol grubu kiyaslandiginda; ergosterol
diizeyinin fosfazen gruplari ile H202 grubunda
belirgin azaldig1 saptandi (p<0.001). Stigmasterol

miktarinin kontrol grubuna gore FOS, T4A ve T4B
gruplarinda; betasitosterolin ise H:20: ile fosfazen
gruplarda azaldigi gozlemlendi (p<0.001). Alfa
tokoferol seviyesinin kontrol grubu digindaki
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gruplarda yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001) (Cizelge
5).

Ergosterol bilindigi gibi basta S. cerevisiae olmak
iizere maya hiicrelerinin membran yapisinin en
onemli molekiiler bilesenleridir. Hicredeki anormal
durumlara karsi ergosterol miktarinda artis oldugu
ileri stirtilmustir. Mayalarin; biyoetanol
fermantasyonlar1 sirasinda farkl fiziksel, biyolojik
veya kimyasal streslerin bir kombinasyonu ile karsi
karsiya kaldiklar1 belirtilmigtir. Fermantasyonun

ortama birakildiginda da ozmotik gokla karsilagsacagi

ileri  strilmiistir (Spencer ve ark., 2014).
Fermentasyon sirasinda etanol birikimi, pHnin
azalmasi, anaerobik blylimeye gecis ve Dbesin

simirlamas1 gibi diger stres kosullarinin da o6nem
kazandigi ve fermantasyon sirasinda, etanol
birikiminin maya  biiyimesini ve canliligim
engelledigi vurgulanmistir (Spencer ve ark., 2014).
Fermentasyon ortaminda oksijen bulunmasinin
onemli bir kriter oldugu ve doymamis yag asidi

baslangicinda; maya yitkksek seker seviyeleri sentezinde gorev alan enzimler ile sterollerin
nedeniyle ozmotik strese maruz kalir. Yapilan senﬁe;inip . oksijenli ortamda gergeklestigi
calismalarda; maya hiicresinin yitksek belirtilmigtir (Spencer ve ark., 2014).
konsantrasyonlarda kompleks molekiiller igeren bir

Cizelge 5. T4 grubu fosfazenlerin lipofilik molekiiller {izerindeki etkisinin degisimi (ug /g)

Table 5. Variation of the eftect T4 group phosphazenes on lipophilic molecules (ug /g)

Lipofilik Kontrol FOS T4A T4B T4C H:0:
molekiiller

R Tok 0.56+0.08 0.45+0.002 0.14+0.084 0.55+0.012 0.21+0.004 0.50+0.002

D2 0.25+0.01 0.28+0.002 0.31+0.002 0.12+0.00P 0.32+0.012 0.43+0.11b

A Tok 0.10+£0.01 0.17+0.01 " 0.26+0.00 4 0.13+0.00 0.11+0.00 4 0.36+0.01 4
Ergosterol 445.82+14.27 119.36+3.19 4 76.72+11.34 4 123.69+2.48 d 151.37+3.64 4 269.60+3.09¢
K1 1.61+0.14 0.57+0.024 1.30+0.082 1.31+0.142 1.57+0.162 1.43+0.062
Stigmasterol(mg /g) 2.63+0.08 1.57+0.06 4 1.81+0.04 4 1.81+0.09 4 2.42+0.04 2 2.48+0.07a
Betasterol 26.71+0.77 10.7445.164 8.85+2.054 14.40+0.924 7.44+0.224 14.58+0.184

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

b: p<0.05 Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan kismen énemli

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

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

Yapilan baz1 c¢alismalarda fosfazenlerin hiicre
yogunluklarini azalttigi tespit edilmistir. Bununla
beraber bakteri ve maya suslarinda yapilan fosfazen
ilavelerinin E  vitamin gibi  antioksidanlarin
miktarinda artisa neden oldugu gézlenmigtir. Ayrica
herhangi bir stres karsisinda ya da H:202 gibi
maddelere maruz kalma durumunda membran
yapisinda bulunan bazi1 doymamis yag asitleri ile
ergosterol sentezi diizenlenerek sivi mozaik yapi yani
mebranin temel yapisi korundugu ileri stirtilmustir.

SONUC ve ONERILER

Calisma sonucglarimiz biyokimyasal ve molekiler
calismalarda en 6nemli model olarak kullanilan S.
cerevisiae kiiltir ortamina biyolojik etkinligi yiiksek
olan fosfazen molekiillerin ilave edilmesi sonucu yag
asidi ve ergosterol diizeylerinde 6nemli varyasyonlara
neden oldugunu gostermektedir. H2O2 ve fosfazenler
ilave edildiginde; yag asidi sentezi, yag asidi zincir
uzamasl ve yag asitlerinin hidrokarbon zincirine cift
bag girisi yapan enzimlerin son Uriinlerinde artiglara
ya da azaliglara neden olmustur.

Yapilan uygulamalar ile; H2O2 ilavesinin hiicrelerin
gen diizeylerinde baz1 genleri aktive ederek
biyokimyasal olaylar tizerinde etkili oldugu
belirlenmigtir. Bu sonuglarin hem pozitif yonde hem
de negatif yonde yuraduga belirlenmistir.
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