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OZET

Lactobacillus reuteri E81’de Kodlanan Glukansiikraz ve
Glukanotransferaz Enzimlerinin Biyokimyasal
Karakterizasyonu, Bu Enzimler ile Ozgiin Prebiyotik
Oligosakkaritlerin Uretimi

Hiimeyra ISPIRLI

Gida Mithendisligi Anabilim Dali
Doktora Tezi

Danigsman: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Es-Danisman: Doc. Dr. Enes DERTLI

Laktik asit bakterilerinin (LAB) starter Kkiiltiir olarak islevlerine ilave olarak
son donemde bu Onemli mikrobiyal grubun iirettigi fonksiyonel metabolitler
tizerinde durulmaktadir. ~Bu metabolitlerin basinda da LAB tiirleri tarafindan
in situ olarak iretilip gida maddelerinin fizikokimyasal niteliklerini gelistirebilen
ekzopolisakkaritler gelmektedir. LAB tiirlerinde homopolimerik EPS {iretimi ucuz
substrat ve yiiksek miktarda tiiretim nedeniyle temel olarak a-glukan iiretimi
cercevesinde sekillenmektedir ve siikrozun substrat olarak kullanilmasi ile a-glukan
tiretiminden glukansiikrazlar sorumludur. Son dénemde LAB tiirlerinde ortaya
cikartilan a-glukan iiretebilen bir diger enzim grubu da siikrozda inaktif ancak
amiloz gibi a-1-4 glikozidik bag: iceren substratlara etki edip aciga cikan glukoz
tinitelerini farkli baglar ile baglayabilen glukanotransferazlardir. Her iki enzim
grubu ile de farkli yapilarda oligo/polisakkaritlerin iiretimi gerceklestirilebilmektedir.
Bu baglamda bu tez calismasi ile eksi hamurdan izole edilen ve alternan
tireticisi oldugu gosterilen L. reuteri E81°de alternan iiretiminin eksi hamur tiretimi
acisindan fonksiyonel etkilerini ortaya koymak, alternan firetiminden sorumlu
glukansiikrazin ve yine aymi bakteride aciga cikartilan 4,6-a-glukanotransferazin
aktivitesinin sirasiyla verici-alici reaksiyonlar1 ve farkli substratlarda iiretebildikleri
oligosakkaritlerin karakterizasyonu ve bu oligosakkaritlerin bagisiklik diizenleyici ve

prebiyotik potansiyellerinin belirlenmesi ama¢lanmistir. Tez kapsaminda kullanilan L.
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reuteri E81’in genom analizi bu bakteri de glukansiikraz ve 4,6-a-glukanotransferaz
enzimlerini kodlayabilecek genin yer aldigini gostermistir. Tez calismasinda ilk
olarak eksi hamur ve ekmeginin nitelikleri agisindan alternan {iretiminin fonksiyonel
etkilerinin anlasilabilmesi icin gtfA geni L. reuteri E81’den silinmis, L. reuteri E81 ve
alternan iiretemeyen L. reuteri E81 AgtfA susu ile eksi hamur tiretilip eksi hamurun
fizikokimyasal Ozellikleri ve eksi hamur ekmeginin yapisal karakteristikleri iizerine
alternan iiretiminin etkileri aciga ¢ikartilmis. Ikinci olarak L. reuteri E81’den gtfA ve
gtfB genleri E. coli BL21 hiicrelerinde iiretilip glukansiikraz ve 4,6-a-glukanotransferaz
enzimlerinin aktivitesi ortaya konmus ve iirettikleri a-glukanlarin yapilar1 NMR
spektroskopisi ile belirlenmistir. Takiben glukansiikraz enziminin siikroz ve farkli
seker alicillarla ve 4,6-a-glukanotransferaz enziminin ise a bagi iceren farkli
substratlardan iiretebildikleri oligosakkaritler TLC, NMR ve LC/MS analizleri ile
karakterize edilmistir. Son olarak GTFA ve GTFB ile iiretilen bu oligosakkaritlerin
fonksiyonel etkileri in vitro olarak HT-29 kolon hiicrelerinde IL-10, IL-4, IL-12 ve TNF-a
sitokinlerini indiiklenme potansiyelleri ve probiyotik ve patojen bakterilerin gelisimi
lizerine potansiyel etkileri ortaya konmus ve oligosakkarit diizeyinde fonksiyonel

etkinin degisiklik gosterebildigi aciga cikartilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glukansiikraz, 4,6-a-glukanotransferaz, oligosakkaritler,

immun-modulasyonu, prebiyotik
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ABSTRACT

Biochemical Characterization of Glucansucrase and
Glucanotransferase Enzymes Encoded in Lactobacillus
reuteri E81, Production of Unique Prebiotic
Oligosaccharides with These Enzymes

Hiimeyra ISPIRLI

Department of Food Engineering
Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. Enes DERTLI

Recently the production of functional metabolites by lactic acid bacteria (LAB) gained
special interests in addition to their main functions as starter cultures. One of
the main metabolites of LAB is exopolysaccharides that can be produced in situ
during fermentation process which can affect the physicochemical properties of food
products. Homopolymeric a-glucan production has a higher role for LAB due to the
higher production levels and the production of this polymer from a cheap substrate
and glucansucrases are responsible for the a-glucan production using sucrose as the
substrate.Recently another enzyme group found in LAB as an a-glucan producer is
the glucanotransferases that are inactive on sucrose but able to use different a-1-4
glycosidic linkages containing substrates such as amylose to produce a-glucans. Both
enzyme groups can be used for the production of different poly/oligosaccharides. This
respect, the aims of this thesis were to determine the functional roles of alternan
type EPS production in Lactobacillus reuteri E81 during sourdough production,
to determine the activities of glucansucrase and the glucanotransferase harbored
in the genome of E81 and to characterise the oligosaccharides produced these
enzymes in donor-acceptor reactions and with different substrates, and to determine
the functional roles of these oligosaccharides in terms of immune-modulation and
prebiotic effects. The analysis of the genome of Lactobacillus reuteri E81 used

in the thesis revealed the presence of a 4,6-a-glucanotransferase together with a
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glucansucrase in its genome. Firstly, in order to understand the role of alternan
production in the physicochemical properties of sourdough, the gtfA gene was deleted
from the genome of E81 and a AgtfA mutant was obtained that was deficient of
alternan production and then sourdough was produced with both strains to test the
effects of alternan on sourdough and sourdough bread. Secondly, both gtfA and
gtfB genes were cloned from strain E81 and expressed in Escherichia coliBL21 and
the activities of glucansucrase and 4,6-a-glucanotransferase were determined and
the structures of a-glucans produced by these enzymes were determined by NMR
analysis. Than oligosaccharides produced by glucansucrase enzyme in donor-acceptor
reactions with sucrose and different sugars and by 4,6-a-glucanotransferase enzyme
with different substrates containing a-1-4 linkages were characterised by TLC, NMR
and LC-MS analysis and both enzymes were shown to be able to produce novel
oligosaccharides. Finally, the functional roles of oligosaccharides produced by GTFA
and GTFB were determined by testing the in vitro cytokine induction of IL-10, IL-4,
IL-12 and TNF-a cytokines in HT-29 colon cells and by testing the prebiotic functions
of these oligosaccharides and these oligosaccharides were found to be effective as

functional compounds and this effect was pronounced at oligosaccharide level.

Keywords: Glucansucrase, 4,6-a-glucanotransferase, oligosaccharides,

immune-modulation, prebiotic
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Laktik Asit Bakterileri ve Ekzopolisakkarit Uretimi

Laktik Asit Bakterileri (LAB) fermente iiriinlerin iiretimini geleneksel ve endiistriyel
boyutta gerceklestiren, starter ve starter olmayan kiiltiirler olarak gida teknolojisi
acgisindan biiyiik 6neme sahip olan mikroorganizma grubudur. Son dénemlerde LAB
tlirleri starter fonksiyonlarina ilave olarak iirettikleri bakteriyosin, ekzopolisakkarit
(EPS), saghik acisindan onemli cesitli bilesenler (B grubu vitaminleri vs.,) gibi
metabolitleri iiretmeleri acisindan da biiytik 6nem kazanmistir. Bununla birlikte
bu bilesenlerin iiretim mekanizmalarinin anlasilabilmesi ve endiistriyel boyutta
tiretilmeleri de bu dogrultuda 6nem kazanmistir. LAB tiirleri genel olarak farkl
fermente gidalarin yani sira insan ve hayvan gastrointestinal sistemi gibi farkli
ortamlardan izole edilebilen, ortak 6zellikleri fermantasyon prosesinin sonunda laktik
asit iretmeleri olan mikrobiyal gruptur. Bu mikrobiyal grupta Lactobacillus, Lac-
tococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Carnobacterium, Enterococcus gibi cinsler yer
almaktadir [1].

LAB tiirleri karbonhidratlarin fermantasyonu neticesinde son iiriin olarak laktik asit
lireten, Gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, spor olusturmayan, ¢cubuk veya kok
seklinde, zorunlu olarak fermentatif, aerotolerant veya anaerobik bakterilerdir [2].
Fermantasyon sonucu ana iiriin olarak laktik asit tireten bu bakteriler porfirinleri ve
sitokromlar1 icermedikleri icin elektron tasinmasina baglh fosforilasyon yapamazlar,
sadece substrat diizeyinde fosforilasyon ile enerji elde ederler. LAB tiirleri C
kaynaklarinin fermantasyonu sonucunda olusan son iiriine gére homofermentatif ve
heterofermentatif olmak {izere ikiye ayrilirlar. Homofermentatif tiirler son iiriin olarak
sadece laktik asit iiretirken heterofermantatif tiirler son iiriin olarak laktik asitin yani
sira asetik asit, etanol ve CO, liretmektedirler [3]. Kompleks besinsel (karbonhidratlar,
amino asitler, peptitler, yag asitleri, vitaminler) gereklilige sahip olan LAB’ler fermente

gidalar gibi zengin besinsel ortamlarda bulunurlar ve bu iiriinlerin olusmasinda temel



olarak gorev alirlar. Bakteri gruplar1 arasinda GRAS (Genel olarak giivenilir kabul
edilen) statiilerinden dolay1 son derece onemlidirler [4]. Ayrica probiyotik olarak
adlandirilan organizmalarin biliyiik ¢ogunlugu LAB grubunun iiyesidir. Geleneksel
olarak LAB tiirleri, gida fermantasyonlarinda ve gida maddelerinin korunmasinda rol
alirlar ve fermente et iiriinleri, siit iirtinleri, tursu ve eksi hamurdan yapilan firin
tirtinlerinin kendilerine 6zgii tat ve tekstiir 6zelliklerinin gelisiminden sorumludurlar
[4]. Ayrica LAB tiirleri insan ve hayvan gastrointestinal sistemi de dahil bircok
farkli ortamda temel mikroorganizma grubu olarak yer alirlar [5, 6]. Son yillarda
artan teknolojiye bagli olarak genomu tamamen sekanslanan LAB sayisi oldukca
artmistir ve bu caligmalar bu bakteri grubu iiyelerinin fonksiyonel 6zelliklerinin
anlasilmasi icin cok 6nemli mesafeler kat edilmesine neden olmustur. Bu fonksiyonel
Ozelliklerinin basinda da hem iiretici LAB tiirii acisindan 6nemli hem de ve daha
da onemlisi {iretilen gida ortaminda fizikokimyasal iyilesmelere sebep olabilen EPS
iretimi gelmektedir [7, 8]. LAB tarafindan {iiretilen EPS fermente {iriinlerin yapisal
karakteristiklerinde olumlu etkiler olusturmasinin yani sira iiriiniin tadinda olumlu
ozellikler olusturabilmekte ve 6nemli olarak bazi EPSnin prebiyotik etkide oldugu
da gosterilmistir [9-11]. EPS {iretiminin iiretici tiir acisindan direkt biyolojik 6nemi
heniiz yeterince anlasilamamistir. Zira EPS iireticisi tiirlerin hemen hemen hepsi
tirettigi EPS’yi ilgili yapiy1 parcalayacak enzimlerin eksikligi nedeniyle besinsel olarak
kullanamamaktadir [12]. Bununla birlikte dogal ortamlarinda EPS’nin bakteriyi nisin,
yeterli besinsel elementin olmamasi, membran stresi ve diisiik pH gibi cesitli olumsuz
dis etkenlere karsi korudugu bilinmektedir [13-15]. Benzer olarak EPS iiretiminin
biyofilm olusumunda, gastrointestinal ortama tutunma ve kolonizasyon siirecinde
roller oynayabildigi gosterilmistir [6, 16]. Sonug olarak LAB tiirleri tarafindan iiretilen
EPS’nin prebiyotik olmak gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlar1 bulunabilmekte ancak bu

konuda heniiz yeterli seviyede bir bilimsel calisma bulunmamaktadir.

Giliniimiizde gida sanayiinde kalinlastirici, stabilize edici, tekstiiri iyilestirici ve
jellestirici ajanlarin cogu bitkilerden (nisasta ve tiirevleri, pektin vb.)  veya
alglerden (aljinat vb.) elde edilmekle birlikte son donemde mikrobiyal EPS’ler
bu kalinlastiricilara alternatif olarak dikkat cekmektedir [17]. Endiistriyel acidan
yiiksek miktarda tiretilip LAB bazli en 6nemli EPS tip, ayirma teknolojisi, gida
uygulamalar1 ve biyoteknoloji gibi uygulamalarda kullanilan ve Leuconostoc mesen-
teroides tarafindan iiretilen dekstrandir [18]. Ozellikle LAB tiirlerinin GRAS
statiisii sebebiyle LAB tiirleri tarafindan {iiretilen EPS’lere olan ilgili her gecen giin
artmistir. Bu ilginin artmasinin temelinde EPS’lerin fonksiyonel etkilerine ilave olarak
LAB tiirleri tarafindan cesitli yap1 ve molekiiler agirlikta EPS’lerin iiretilebilmesi
ve EPS’lerin fonksiyonlarinin da yapisal karakteristiklerine bagl olarak degisiklik

gosterebilmesidir.  Benzer olarak LAB tiirlerinde EPS iiretiminin 0zgiin genetik



mekanizmasinin varligit da LAB tiirleri tarafindan {retilen EPS’lere olan ilginin
artmasina sebep olmustur. LAB tiirleri farkli gida ortamlarinda hem tamamen
hiicre disina salgiladiklar1 ve ektra-hiicresel EPS olarak adlandirilan EPS’yi hem de
{ireten hiicreye kovalent olarak baglh kapsiiler EPS iiretme kabiliyetindedirler. Ilki
genel itibariyle gida teknolojisi acisindan énem arz eden EPS cesidi olup ikincisi ise
yukarida zikredilen hiicre acisindan olumlu 6zelliklerin olusumuna katki sunan EPS
cesididir. LAB tiirleri ile ilk yapilan calismalar genel olarak siit ve tirtinleri acisindan
EPS uygulamalari seklinde ortaya ¢ikmis [19], sonrasinda farkli gida ortamlarinda
Ornegin fermente iiriinlerin iiretimi ve ayni zamanda bagirsak orijinli tiirlerin EPS
{iretimleri iizerinde de durulmaya baslanmistir [11]. Ornegin eksi hamur orijinli LAB
tiirleri yapisal olarak tek bir seker monomerinden olusan homopolimerik EPS iiretimi
ile iliskilendirilmis ve eksi hamurdan izole edilen LAB tiirlerinin glukan ve/veya
fruktan yapisinda EPS iiretebildigi gosterilmistir. EPS iiretebilen LAB tiirleri ile eksi
hamur tretiminin diger gidalarda oldugu gibi eksi hamur ve eksi hamur ekmeginin
fizikokimyasal nitelikleri {izerinde olumlu etkiler olusturabildigi One siiriilmiistiir
[11, 20-22]. Ek olarak ozellikle homopolimerik EPS {iiretimi sirasinda enzimatik
aktivite ile olusturulabilen oligosakkaritler de eksi hamur bazli ve diger fermente
tirlinlerde fizyolojik (saglik lizerine olumlu) ve teknolojik 6zelliklerin gelismesine
katki saglamaktadirlar [9]. Benzer sekilde iiretilen EPS ortamda yer alan diger
mikroorganizmalar icinde substrat olarak kullanilabilir. Nitekim yapilan bir ¢alisma
iretilen EPSnin bagirsak orijinli Bifidobakteriler tarafindan fermente edilebilir bir
karbonhidrat olarak kullanilabildigini géstermistir [23]. Sonuc olarak LAB tarafindan
iretilen EPS, GRAS statiileri, yapisal olarak 6zgiinliikleri, farkli LAB tiir ve suslarindaki
tiretim miktarlarindaki farkliliklar, in situ olarak iiretildikleri fermente gidalarin basta
fizikokimyasal nitelikleri olmak {izere kalite parametreleri {izerindeki olumlu etkileri,
iretici LAB tiirleri iizerindeki etkileri ve basta prebiyotik etki olmak iizere saglik
tizerindeki olumlu etkileri acisindan degerlendirilen ve son dénemlerde basta eksi
hamur olmak iizere farkli gida maddeleri {izerindeki etkileri arastirilan ve yeni EPS
lireticisi suslarin ve EPS iiretiminin genetik mekanizmasinin arastirilmasina konu olan

LAB tiirlerinin {irettigi en 6nemli metabolitlerin basinda gelmektedir.

1.1.2 Eksi Hamur Teknolojisi Acisindan LAB’nin Onemi ve EPS Uretimi

Eksi hamur ve eksi hamur ekmeginin iiretimi cok eski zamanlardan beri
yapilagelmektedir. Eksi hamur temel olarak un ve su kullanilarak elde edilen hamurun
LAB tiirleri tarafindan fermente edilmesiyle elde edilmektedir. Eksi hamur aym
zamanda metabolik olarak aktif maya ve LAB tiirlerini barindiran bir ara iiriin olarak
da tamimlanabilir. Eksi hamur teknolojisi ekmek tiretimi ve firin teknolojisi acisindan

aromanin, raf omriiniin ve mineral aliminin arttirabilmesi acisindan 6nemli roller



oynamaktadir [24].

Eksi hamur genel olarak heterofermentatif LAB tiirleri tarafindan hamurun fermente
edilmesiyle elde edilmekte ve fermantasyon neticesinde laktik ve asetik asit hamura
0zgi olan eksi tadin olusmasina neden olmaktadir. Eksi hamurun ekmek iiretiminde
kullanilmasinin normal ekmege gore cok 6nemli avantajlari bulunmaktadir. Bunlar;
ekmek hamurunun teknolojik 6zelliklerinin 6rnegin islenebilirliginin artmasi, ekmegin
besleyicilik niteliginin LAB tiirleri tarafindan fitatlarin parcalanmasi neticesiyle
artmasi, ekmegin orgonaleptik 6zelliklerinin 6rnegin hacminin, tekstiiriiniin gelismesi
ve tadinda meydana gelen degisiklikler ve en Onemlisi raf émriiniin uzamasidir
[25, 26]. Benzer olarak eksi hamur LAB tiirleri tarafindan meydana getirilen
asidifikasyon tahillardaki fitazlar1 da aktive ederek besin elementlerini daha
kullanilabilir hale getirir [27]. LAB tiirlerinin ekmek kalitesi acisidan diger 6nemli
katkilar1 arasinda proteolitik aktiviteleri [ 28], ekmegin tadini iyilestirecek aromatik ve
ucucu bilesenleri olusturmalar [29], ekmegin firinda kizartilmig tadini iyilestirecek
arginin metabolizmasini diizenlemeleri [30], antifungal, antirop ve antibakteriyel
aktiviteleri olan bilesenleri tiretmeleri [ 31] ve en 6nemlilerinden bir tanesi EPS iiretimi

neticesinde ekmegin raf Omriinii ve tekstiiriinii iyilestirilmeleri sayilabilir [32].

Eksi hamur, bu ortama iyi bir sekilde adapte olmus LAB tiirleri ve mayalari
icermektedir [33]. Eksi hamurun mikrobiyal kompozisyonu; i¢ faktorler olan unun
kimyasal kompozisyonu ve enzimatik profili ve dis faktorler olan sicaklik ve redoks
potansiyeli gibi faktorlere bagh olarak degiskenlik gostermektedir [25]. Tipik eksi
hamur LAB tiirleri Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, ve Weissella cinslerine ait
hetero ve homofermantatif tiirlerdir [34, 35]. Bu tiirler arasinda termofilik Lacto-
bacillus reuteri 6zellikle fermantasyon islemi yiiksek sicakliklarda gerceklestirildiginde
eksi hamur ortaminda yer almaktadir. Eksi hamurda siklikla yer alabilen 6nemli
tlirler ise L. sanfranciscensis, L. rossiae, L. brevis, Leuc. mesenteroides ve Weis-
sella spp.’dir [36]. Eksi hamur ortaminda LAB sayisi maya sayisina gore genel
olarak 2 logl0 birim fazla yer almakta ve temel olarak fermantasyonu LAB tiirleri
sirdiirmektedir. ~Eksi hamur ortaminda LAB tiirlerinin yiiksek oranda bulunup
fermantasyonu gerceklestirebilmelerinin bir sebebi de eksi hamur ortaminda yer
alan maltoz ve fruktoz gibi sekerlere adapte olmus karbonhidrat metabolizmalaridir.
Ayni zamanda eksi hamur pH ve gelisim sicakligi LAB tiirlerinin ortami domine
etmelerine neden olmaktadir. Ek olarak LAB tiirlerinin biyokimyasal faaliyetleri
neticesinde organik asitler, bakteriyosin gibi antimikrobiyal bilesenlerin {iretimi bu

tiirlerin rekabet etme sanslarini biiyiik 6lciide artirmaktadir.

LAB tiirleri eksi hamur ortaminda fermantasyonu siirdiiriirken iirettikleri en 6nemli

metabolitlerden bir tanesi EPS’dir. ~ Yapisal olarak LAB tiirleri tek bir seker



tinitesinden olusan homopolimerik EPS veya birden fazla seker iinitesinden olusan
heteropolimerik EPS iiretme kabiliyetindedir. Bununla birlikte eksi hamur orijinlii
LAB tiirleri homopolimerik EPS iiretimi ile iliskilendirilmistir. Geleneksel eksi hamur
fermantasyonlarinda L. frumenti, L. reuteri, L. pontis, L. sanfranciscensis suslarinin
levan veya iniilin olmak {izere fruktan ve dekstran, mutan ve reuteran olmak iizere
glukan tiretimi genis kapsamli olarak Tieking ve Ganzle [11] tarafindan tartisilmistir.
Yine eksi hamur LAB tiirleri ile yapilan kapsamli calismalardan bir tanesinde Bounaix
vd. [36] Fransiz eksi hamurlarindan izole ettikleri LAB tiirlerindeki EPS {iretimini
incelemis ve topladiklar1 her bir eksi hamurdan izole ettikleri en az bir LAB tiir{iniin
EPS iiretim kabiliyetinde olduklarini gostermislerdir. Bu calismada izole edilen 30
LAB susundan 23’i homopolimerik EPS tiretmistir. Bu suslardan 9 adet Leuc. cit-
reum, 5 adet Leuc. mesenteroides, 5 adet W. cibaria ve 1 adet W. confusa susu sadece
glukoz birimlerinden olusan glukan tiretirken, 2 adet L. sanfranciscensis susu fruktoz
birimlerinden olusan fruktan ve son olarak bir adet Leuc. mesenteroides susu ise
hem glukan hem de fruktan iiretmistir. Ilginc olarak bu calismada elde edilen LAB
tiirleri yapisal olarak genis bir yelpazede EPS iiretimi gerceklestirmislerdir. Ornegin
glukan iireticileri a-(1-2), a-(1-3) ve a-(1-6) baglarinin degisen oranlarini iceren
glukan tiretme kabiliyeti gostermislerdir. Eksi hamur ortaminda yer alarak EPS iiretimi
acisindan dikkat ¢eken bir diger tiirde L. reuteri’dir. Eksi hamur izolati1 L. reuteri
suslan ile yapilan calismalar bu susun temel olarak glukansiikraz (GS) aktivitesine
baglh olarak a-(1-4) ve a-(1-6) baglarindan olusan ve reuteran olarak adlandirilan
glukani iiretme kabiliyetinde oldugunu ancak frukransiikraz aktivitesi ile de -(2-1)
fruktoz iinitelerinden olusan inulin ve f3-(2-6) iinitelerinden olusan levan EPS’de
iretme kabiliyetinde oldugu gosterilmistir [11, 37]. Benzer olarak eksi hamur izolati
W. confusa ve W. cibaria tiirlerinin dekstran formunda eksi hamur ortaminda EPS
{irettigi gosterilmistir [38]. Onemli olarak eksi hamur ortaminda LAB tiirlerinin
glukan ve fruktan iiretimine ek olarak 6zellikle malto-oligosakkaritleri iiretebildikleri
ve bu bilesenlerinde eksi hamurun ve ekmeginin nitelikleri {izerine olumlu etkileri
olabilecegi vurgulanmistir [17]. Benzer olarak Kaditzky ve Vogel [39] L. reuteri ile
fermente edilen eksi hamurda malto-oligosakkaritlerinde tiretilebildigini gostermis,
Galle vd. [40] ise glukansiikraz aktivitesine bagli olarak ortamda glukozun alici olarak
degerlendirilmesi ile eksi hamurda malto-oligosakkaritlerin meydana geldiklerini

ortaya koymustur.

Uretilen EPS'nin yapisal karakterizasyonuna ek olarak iiretim miktarida énemli bir
husustur. Normal kosullarda hidrokolloidler hamurun niteliklerini iyilestirmek i¢in
hamur ortamina %1’e kadar katilabilmektedirler. Yapilan calismalar 6zellikle Weisella

-1

spp. ve L. sanfranciscensis tarafindan iiretilen EPS’nin yaklasik olarak 16 g kg™"’e kadar

cikabildigi dolayisiyla da hamur ortaminda hidrokolloidler yerine kullanilabilecegi



vurgulanmaktadir [17]. Bununla birlikte in situ EPS {retiminin hamur verimi,
fermantasyon siiresi, pH, slikroz konsantrasyonu ve unun kimyasal niteliklerine
bagl olarak degisebilecegi unutulmamalidir. Bu noktada yapilan bir calismada
sitkroz kullanilarak L. reuteri tarafindan glukan iiretiminin yumusak hamurlarda
muhtemel olarak glukansiikraz enziminin substratlara erisiminin daha fazla olusu
sebebiyle fazla oldugu gosterilmistir [39]. Sonug olarak yapilan calismalar eksi hamur
olusumundan sorumlu LAB tiirleri acisindan EPS iiretiminin temel 6zelliklerinden biri
oldugunu ortaya koymaktadir. Yukarida da ifade edildigi gibi eksi hamur orijinli
LAB tiirleri acisindan homopolimerik glukan ve fruktan iiretimi énemli bir niteliktir
ve suslar arasinda iiretilen 6zellikle glukanin yapisi ve iiretim miktar1 gibi faktorler
tiretilen EPS’'nin eksi hamur ortamindaki fonksiyonlarini belirleyici nitelikler olarak
karsimiza ¢cikmaktadir. Ek olarak glukansiikraz aktivitesine bagli olarak glukan tiretimi
gerceklesirken eksi hamur ortaminda yer alan glukoz, fruktoz ve maltoz gibi seker
alicilara ortamdaki glukozun yine glukansiikraz enzimi ile aktarilabilmesi neticesinde
eksi hamur ortaminda ¢ogunlukla malto-oligosakkaritler meydana gelmekte ve her iki
grup bilesen 6zellikle de glukan/fruktan EPS eksi hamurun ve eksi hamur ekmeginin

fizikokimyasal niteliklerini gelistirebilmektedir

1.1.3 Eksi Hamur Teknolojisi Acisindan EPS Uretiminin Onemi

Eksi hamur ortaminda fermantasyon siirecinde in situ olarak iiretilen EPS temel
olarak hidrokolloid olarak aktivite gostererek eksi hamurun reolojisini ve sonrasinda
tiretilen ekmegin kalite parametrelerini olumlu yonde gelistirebilir Bu konuda
yapilan ve EPS’nin ekmek karakteristikleri ve hamur iizerindeki etkilerinin incelenmesi
acisindan baslangic niteligindeki iki calismada LAB tiirleri tarafindan {iretilen
reuteran, levan ve dekstranin hamurun reolojik niteliklerini ve sonrasinda iiretilen
ekmegin kalitesinin iyilestigi gosterilmistir [22, 41]. Bu calismalarda una eklenen 5 g
kg~! dekstranin hamurun viskoelastik 6zelliklerini iyilestirebildigi ve dekstran eklenen
hamurlarla tiretilen ekmegin hacminin reuteran ve levan eklenene gore daha fazla
oldugu gosterilmis ve onemli olarak disaridan ilave edilen EPS’ye gore in situ EPS
tiretiminin hamurda ve ekmekte olusturdugu etkinin daha olumlu oldugu tartisilmistir
[22, 41]. LAB tiirleri tarafindan iiretilen EPS'nin hidrokolloid olarak hareket
edebilecegine daha once deginilmisti. Hidrokolloidler hamur ortaminda nisasta
jelatinizasyonunu modifiye edebilirler ve 6zellikle gluten icermeyen ekmeklerde yag
ve gluten ikamesi olarak davranmaktadirlar [42]. Ayni zamanda ekmegin ve 6zellikle
gluten icermeyen iriinlerin {iretilmesi noktasinda hidrokolloidlerin 6nemi her gecen
glin artmaktadir. Dolayisiyla siikrozun substrat olarak kullanilmas: ile tiretilen EPS
pahali hidrokolloidlerin yerini alip onlarin yerine kullanilabilir [17]. Eksi hamur

ortaminda LAB tiirleri tarafindan iiretilen EPS’nin eksi hamur ve ekmegi acisindan



yararh etkileri ve teknolojik katkilar1 (i) hamurun su tutma ve kaldirma kuvvetinin
artmasi, (ii) hamurun reolojisinin ve islenebilirliginin iyilesmesi, (iii) hamurun
dondurma ve diger islemlere karsi stabilitesinin yiikselmesi, (iv) iiretilen ekmegin
hacminin ve son olarak (v) ekmegin bayatlamasinin gecikmesi seklinde siralanabilir
[11]. Ekmek tiretimi acisindan EPS’in ex situ olarak iiretimi ve hamur ortamina
eklenmesi veya EPS’nin in situ olarak fermantasyon sirasinda iiretilmesi seklinde
iki uygulamasi miimkiin olmaktadir. In situ EPS iiretiminin hamur ortamindaki
diger bilesenler ile daha kolay etkilesime girip teknolojik fonksiyonunun artmasi,
katki maddesi olarak degerlendirilmeyip tiiketici beklentileri acisindan olumlu etkiler
olusturmasi ve 6nemli olarak LAB tiirleri gelisirken tirettikleri icin maliyet acisindan
ekstra bir yiik getirmemesi gibi énemli olumlu etkileri bulunmaktadir [17]. Ornegin
Di Cagno vd. [20] yaptiklar1 calismada EPS {ireticisi suslar ile iiretilen hamurun
viskozitesinin EPS {iretmeyen suslarla liretilen hamura gore yiiksek oldugu ve bu
hamurlar ile iiretilen ekmeklerden EPS iceren ekmeklerin yiiksek hacim ve daha az sert
bir nitelik kazandiklar1 gosterilmistir. Benzer olarak dekstran ile yapilan calismalar
dekstranin hamur ortaminda yiiksek miktarda suyu baglayabildigi ve boylece {iretilen
son Urlinlin tazeliginin arttigl, dekstran ile gluten ag1 arasinda meydana gelen
etkilesim ile olusan yapinin daha fazla gaz tutup hamurun stabilitesini yiikselttigi
gosterilmistir [43, 44]. Son donemde yapilan calismalarda siikrozun substrat
olarak kullanilmasi ile {iretilen homopolimerik EPS {iretiminin eksi hamur teknolojisi
acisindan 6nemini gostermektedir. Ornegin Wolter vd. [45] dekstran {ireticisi W.
cibaria MG1 ile gluten icermeyen unlar ve bugday unu ile eksi hamur {iretmis ve
herbir tahilda iiretilen EPS miktarinin hamurda meydana gelen metabolik siireclerden
dolay: farkli oldugunu ortaya koymus ve énemli olarak EPS tiretiminin gluten iceren
ve icermeyen hamurlarda reolojik karakteristikleri iyilestirdigini gostermistir. Di
Monaco vd. [46] yaptiklar1 calismada EPS iireticisi suslar ile iiretilen eksi hamurlar
ile yapilan ekmeklerin duyusal algilarinin daha yiiksek oldugunu ve bu ekmeklerin
daha acik kahverengi kabuk rengine sahip olduklarini gostermislerdir. Bu konuda
yapilan calismalarin derlenmesi ile ortaya ¢ikmis giizel bir calisma olan Lynch vd.
[47]in yaptiklari ¢calismada siikroz kullanilarak iiretilen EPS'nin eksi hamur ortaminda
olusturduklar1 muhtemel etkileri sematize edilmistir (Sekil 1.1).

Oncelikle LAB suslar1 tarafindan iiretilen tek bilesen EPS degil ayni zamanda
glukansiikraz aktivitesine bagli olarak hamur ortamindaki alici sekerlere
siikrozun parcalanmasi neticesinde aciga cikan glukozun aktarilmasi ile tretilen
oligosakkaritlerdir (OS). Bu bilesenlerinde eksi hamur ortaminda iiretildigi bilinmekte
olup bu bilesenlerin eksi hamurun ve ekmeginin nitelikleri {izerine etkileri ile ilgili
daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Sekil 1.1’den de goriilecegi tizere EPS’in

dogrudan ve dolayl etkileri bulunmaktadir.
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Sekil 1.1 Eksi hamur ortaminda iiretilen EPS'nin dogrudan ve iiretiminden kaynakli
dolayl etkilerinin ekmek ve eksi hamur tizerindeki olas1 etkileri (Lynch vd. [47]den
alinarak modifiye edilmistir)

Dogrudan etkilerinden su tutma fonksiyonuna ilave olarak gluten agi ile olusturdugu
etkilesim sayseinde hamurun ags: yapisi1 kuvvetlenmekte ve boylece hamurda daha
fazla nem tutulmaktadir. Gluten agi ile kurulan etkilesim sayesinde ekmek olusurken
olusan CO, daha fazla ekmekte tutulabilir boylece ekmek hacminde artis meydana
gelebilmektedir. Yine nemin EPS iiretimine bagh olarak daha fazla tutulabilmesi
neticesinde ekmegin bayatlamasi1 gecikmektedir. Ekmekte EPS iiretimine baglh olarak
nemin tutulmasi neticesinde nisasta retrogradasyonu engellenebilmekte ve akabinde
ekmegin bayatlamasi ile ilgili mekanizmada gecikmeler ve raf omriiniin uzamasi
gerceklesebilmektedir. EPS iiretiminin dogrudan degil ancak iiretim mekanizmasi
sebebiyle olusturdugu olumlu etkilerin ilki glukansiikraz enzimi ile sukrozun
parcalanmasi neticesinde aciga cikan glukozun maya tarafindan kullanilabilmesi
ve mayanin fermantasyon kabiliyetinin iyilesmesidir. Yine sukroz metabolizmasina
bagl olarak olusan kismi asidifikasyon hamur ortamindaki enzimlerin (a-amilaz,
proteaz) aktivitelerini hizlandirmakta ve neticede meydana gelen denaturasyon ve
proteoliz ile gluten agi kuvvetlenmektedir [47]. EPS’nin ekmegin raf omriini
uzatmasinin bir diger sebebi de EPS’nin nem tutma kapasitesinden kaynaklanan
nisasta kristalizasyonunun gecikmesidir [48]. LAB suslarinda fark edecek sekilde
ileri diizeyde asidifikasyon hamur iizerinde olumsuz etkiler olusturabilmektedir.

Bu noktada ilging bir sekilde Weissella suslari tarafindan diisiik miktarda asetat



tiretimi ve neticede diisiik asidifikasyon ve bu tiiriin suslarinin yiiksek dekstran
tiretim kabiliyeti bu suglar ile iiretilen eksi hamurlar ile tekno-fonksiyonel nitelikleri
cok daha yiiksek eksi hamur ve ekmeklerinin {iretimini miimkiin kilmaktadir [47].
Yukarida eksi hamurda EPS iiretimine bagli olarak farkli gluko-oligosakkaritlerin
tiretilebildigi hususu belirtilmisti. Bu bilesenlerin eksi hamurdaki etkilerinin yanisira
mayalar tarafindan da parcalanamamasi sebebiyle ekmek ile birlikte alindiginda
prebiyotik etkilerinin olusabilecegi de onerilmektedir [47]. Son donemde temelinde
colyak hastaligindan kaynakli ve medyada cikan gluten alerjisi, cocuklarda dikkat
dagmiklig1 gibi sorunlara sebebiyet verebilecegine dair haberler ve 6nemli olarak
bu konuda yapilan bilimsel calismalar gluten icermeyen ‘gluten-free’ (GF) {iriinlere
olan ilgiliyi ve tiiketicilerin raflarda bu iiriinleri bulma istegini arttirmisti. Bu
noktada son donemde yine eksi hamur teknolojisinin ve 6zellikle LAB tiirlerinin
irettikleri EPS’nin GF iriinlerdeki pozitif etkileri 6nemli sayida ¢alismaya konu olmus
ve olmaktadir. Ornegin bu konuda Rithmkorf vd. [49]nin yaptiklar1 calismada
EPS iiretimi ile GF hamurda su tutma kabiliyeti 6nemli oranda yiikselmis, tretilen
ekmegin ise i¢ kisminin yumusaklig1 artmis, bayatlama orani azalmis ve ekmegin
hacmi artmistir. Benzer sonuclar Wolter vd. [45] tarafindan da bulunmustur. Sonug
olarak bugday bazli eksi hamurun ve onemli olarak GF eksi hamurun teknolojik
fonksiyonlarinin iyilestirilmesi ve iiretilen ekmeklerin niteliklerinin gelistirilmesi
acisindan EPS {iretiminin 6nemli etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler temel olarak eksi
hamur ortaminda homopolimerik EPS iiretimi ile iliskilendirilmektedir. Yukaridaki
orneklerin ardindan bu etkiler 6zetlenecek olursa; 1) Homopolimerik EPS iiretimi
ticari hidrokolloidler ve gamlara benzer 6zellik gosterebilmekte ve bunlarin yerini
alip in situ iretilebilerek maliyeti azaltabilmekte ve onemli olarak herhangi bir
katki maddesi olarak degerlendirilebilecek bilesenin ekmek ortaminda bulunmasinin
online gecebilmektedir, 2) EPS {ireten LAB tiirleri ile iiretilen eksi hamurlar ile
tiretilen ekmeklerin tekno-fonksiyonel nitelikleri iyilesebilmektedir, 3) EPS iiretimi
neticesinde eksi hamurdan dolayr meydana gelen asidifikasyonun olumsuz etkileri
engellenebilmektedir, 4) EPS iiretimi ile hamurun visko-elastik o6zellikleri ve
islenebilirligi iyilesmektedir, ve 5) EPS {iiretimi iiretilen ekmegin hacmini artirmakta,
raf omriini artirarak bayatlamay1 geciktirmekte ve ekmegin tekstiirel niteliklerini
iyilestirebilmektedir. Bu baglamda eksi hamur ortamindan daha fazla EPS {ireticisi
susglarin izole edilmesi ve bu suslar ile iiretilen farkli EPS’lerin eksi hamur ve ekmegi

tizerindeki etkilerinin aciga ¢ikarilabilmesi son derece 6nemli bir husustur.

1.1.4 LAB Tiirleri Tarafindan Homopolimerik EPS Uretimi

Eksi hamur orijinli LAB tiirleri temel olarak homopolimerik EPS {iretimi

gerceklestirebilmekte olup tez kapsaminda da homopolimerik EPS {iretimi



noktasindan yola cikildig1 icin heteropolimerik EPS iiretimine deginilmemistir..
Benzer olarak LAB tiirleri tarafindan sitoplazmada bulunan UDP-glukoz’u kullanip
homopolimerik glukan {iretimi gerceklestirebilen glikoziltransferazlar homopolimerik
EPS {iretimi agisindan tartisiilmamistir. Tez cercevesinde genel olarak homopolimerik
EPS iiretiminden sorumlu olan glukansiikrazlar ve fruktansiikrazlarin sukrozu substrat
olarak kullanarak {irettikleri glukan ve fruktan yapilarindan, glukansiikrazlarin
calisma prensipleri ve enzimatik yapilarindan bahsedilmistir =~ Homopolimerik
EPS (HoPS) iiretimi ekstraseliiler olarak {iretilip siikrozu substrat donor olarak
kullanan glikozidik hidrolaz (GH) ailesinin {iyesi olan glukansiikraz/fruktansiikraz
enzimleri marifetiyle gerceklestirilmektedir [50]. Sekil 1.2’de glukansiikrazlarin
sitkrozu kullanarak glukan iiretimi ve alici reaksiyonlar ile oligosakkarit iiretimi
gosterilmektedir. Buna gore ilk olarak glukansiikraz siikrozu parcalar ve bu esnada
glikozidik bagin parcalanmasi ile agiga ¢ikan enerjiyi sonrasinda ilgili glukoz {initesini
gelisen glukoz zincirine baglamak amaciyla kullanir. Siikroz bu reaksiyon icin tek
dogal substrattir ve muhtemelen siikroz enzimin aktif katalitik bolgesinin yapisinda
bir degisim meydana getirerek bu reaksiyon icin substrat olarak davranabilmektedir
[51]. Normal kosullarda glikoziltransferazlarda oldugu gibi niikleotit-aktive edilmis
sekerler reaksiyon icin gerekli olmayip yukarida da ifade edildigi gibi glukan
zincirinin olusmasi icin gerekli enerji siikrozun parcalanmasi ile aciga cikan enerjiden
kaynaklanmaktadir [52]. Sekil 1.2’deki diger reaksiyonda da glukansiikraz siikrozun
parcalanmasi ile aciga cikan glukoz tinitelerini ortamda bulunan diger alic1 sekerlere

aktarabilmekte ve neticede oligosakkaritler {iretilebilmektedir.

Oligosakkarit
+.
Enzim

Alic1 reaksiyonu

Fruktoz

Siikroz t
+ Glukoz-enzim (glukoz),,;, + Enzim
Glukansiikraz Glukoz ;
Glukan iiretimi

(glukoz),

Sekil 1.2 Glukansiikrazlarin siikrozu substrat olarak kullanmasi ile glukan ve
oligosakkarit iiretimi [52]

LAB tiirleri tarafindan iiretilen homopolimerik EPS, bag tipi ve bagin olusumunda
yer alan C atomunun pozisyonuna bagli olarak; a-D-glukanlar (dekstran, mutan,
reuteran ve alternan) ve f-D-glukanlar (nadir olarak bulunurlar) ve fruktoz
icerenlerde fruktanlar (levan ve iniilin) olarak siniflandirilmaktadirlar [53]. Son
olarak nadirde olsa sadece galaktoz birimlerinden olusan galaktan EPS’te LAB tiirleri
tarafindan iiretilebilmektedir [51]. Sekil 1.3 eksi hamur teknolojisi acisindan énemli
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homopolimerik EPS’lerin siniflandirilmasini géstermektedir.

Teknolojik
Eksi hamur a¢isindan HoPS acidan Gnemli

iireticisi LAB Cinsleri; Lactobacillus, Prebivotik potansiyel
Leuconostoc, Weissella |

Fruktan iiretimi Glukan iiretimi
I Glikoziltransferazlar
Fruktansiikrazlar Glukansiikrazlar | \ l
/ N\ / B-bagh
Inulin Levan a-bagh

B-(2=>1) B-(2->6) / \\

Mutan Dextran Reuteran  Alternan
a-(1->3) a-(1-6) a-(1>4) a-
' (1=>6)/a-
(1-3)

Sekil 1.3 Eksi hamur teknolojisi ile ilgili LAB tiirleri tarafindan iiretilen EPS’nin
kimyasal olarak siniflandirilmasi, iireticiler ve muhtemel fonksiyonlar1 (Lynch vd.
[47]den alinarak modifiye edilmistir)

Eksi hamur teknolojisi acisindan énemli homopolimerik EPS fruktanlar ve glukanlar
olarak ikiye ayrilmaktadir.  Fruktanlar fruktozlarin f-(2-1) glikozidik bag: ile
baglanmasi ile olusan iniilin ve fruktozlarin f-(2-6) glikozidik bag ile baglanmasi ile
olusan levan olmak tizere iki gruba ayrilmaktadirlar ve eksi hamur teknolojisi ile ilgili
LAB tiirleri tarafindan tiretilebilmektedirler [36]. Bununla birlikte fruktanlarin da eksi
hamur teknolojisi acisindan 6zellikle iilkemiz bazli calismalarda iizerinde daha fazla
durulmasi gereken bir konu oldugu not edilmelidir. Sekil 1.3’ten de goriilecegi iizere
glukansiikraz aktivitesine bagli olarak {iiretilen glukanlar yapisal olarak dekstran,

mutan, reuteran ve alternan olarak dort sinifa ayrilmaktadir.
Dekstran

LAB tiirlerinin drettigi en bilinen homopolimerik EPS’lerin basinda dekstran
gelmektedir. Dekstran terimi temel iskelet zinciri a-1-6 glikozidik bag: iceren genis
bir a-glukan grubuna verilen addir (Sekil 1.4). Dektran yapilari bu temel iskelete
ilave olarak a-1-2, a-1-3, ve a-1-4 glikozidik baglari ile dallanma yapabilirler [54].

Dekstran {ireticisi enzimlere dekstransiikraz adi verilmekte olup ilk dekstran iretimi
bilindigi {izere Leuconostoc suslarinda gosterilmis sonrasinda ise Lactobacillus, Strep-

tococcus ve Weissella suslarininda dekstran {iretebildikleri gosterilmistir [53].
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Sekil 1.4 Desktranin temel yapisal gortintimii; a-1-6 zincirinin yanisira a-1-2, a-1-3,
ve a-1-4 baglar ile dallanma da yapabilmektedir [50]

LAB tiirleri tarafindan iiretilen bir¢ok dektransiikraz temel a-1-6 zincirine az miktarda
a-1-3 bagi iceren birimlerin eklenmesi ile karakterize edilen dekstran iiretiminden
sorumludurlar [53] (Sekil 1.4).

Dekstran bilindigi {izere ticari olarak bir¢cok noktada kullanilmakta olup bu desktranin
tretiminden Leuc. mesenteroides NRR B-512B DSR susu sorumlu olup bu susun
irettigi dekstransiikraz siikrozu %95 oraninda a-1-6 ve %5 oraninda a-1-3 bagi
iceren dekstran lretiminden sorumlu olup, iiretilen bu dekstran tip sektorii basta
olmak {izere eczacilik, gida ve biyoteknolojik amaclar i¢in kullanilmaktadir [51].
Dekstran iiretimi, tiretim miktari1, dallanma orani gibi faktorler LAB tiiriiniin gelisme
kosullar1 tarafindan etkilenebilmektedir. Ornegin Kim vd. [55] yaptiklar1 calismada
pH, stikroz konsantrasyonu, gelisme sicaklig: gibi faktorlere bagh olarak Leuc. mesen-
teroides B-512FMCM susu tarafindan tiretilen dekstranin boyutu ve dallanma oraninin
degisebildigini gostermislerdir. Muhtemelen farkli kosullarda iiretilen dekstranin
yapisal degisimi dekstransiikraz enziminde bu faktorlere bagli olarak meydana
gelen konformasyonel degisim ile agiklanabilir. Benzer olarak farkli LAB tiirlerinin
tirettikleri dekstranin yapisal nitelikleri de beklendigi sekilde farkli olabilmektedir.
Ornegin genel olarak Laktobasillerin iirettikleri dekstran diiz zincirli olurken L.
reuteri 180'nin dallanmis yapida dekstran iiretebildigi gosterilmistir [56]. LAB
tarafindan bu yogunlukta iiretilebilen dekstran 1950’lerden baslamak iizere gida
teknolojisinde kalinlastirici ajan olarak kullanilmakta olup GRAS statiisiinii kazanmasi
gida teknolojisi agisindan 6nemini katbekat artirmistir. Avrupa Birligi (AB) normlarina
gore de dekstran 0zgilin bir gida katki maddesi olarak goriilmekte olup 6zellikle
%5’e kadar firin tirtinlerinde kullanilmasinin iirtinlerin yumusakligi, kabuk tesktiiri
ve hacimlerinde artisa sebep oldugu vurgulanmaktadir [57]. Son olarak eksi hamur
teknolojisi acisindan dekstran {ireticisi ve dekstran {iretiminin yeri ayridir. Ornegin
Katina vd. [38] yaptiklar1 calismada eksi hamur izolati Weissella confusa susunun

dekstran iiretebildigini ve bu iiretimin 11-16 g kg™ "’e kadar ciktigim gostermisler ve
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eksi hamur ve ekmeginin nitelikleri acisindan dekstran tiretiminin 6nemi bu ¢alismada
vurgulanmistir. Eksi hamur izolatlar1 arasinda dekstran liretiminin yayginligi ve eksi
hamur ve ekmegi acisindan 6neminin gosterildigi benzer calismalarda mevcuttur
[36, 58]. Son donemde desktran iireticisi suslarla yapilan calismalarin evrildigi
diger bir noktada dekstran iireticisi susun bulunmasi, dekstran iiretiminden sorumlu
genin ekspresyonu ve in vitro kosullarda basta dekstran olmak tizere fonksiyonel
oligosakkaritlerin {iretilmesidir [59]. Sonuc olarak dekstran eksi hamur izolatlar1 dahil
olmak iizere LAB tiirleri tarafindan siikrozdan {iiretilen temel homopolimerik EPS’dir
ve bu bilesenin 6neminin daha net anlasilabilmesi adina daha fazla calismaya ihtiyac

duyulmaktadir.
Alternan

LAB tiirleri tarafindan iiretilen bir diger homopolimeri EPS alternandir. Alternan
dallanmuis bir glukan olup yapisal olarak a-1-6 ve a-1-3 glikozidik baglarinin degismesi
ile ana zinciri olusmaktadir (Sekil 1.5) ve bu bag degisimi sebebiyle alternan
olarak tamimlanmaktadir [60, 61]. Bu yapisal niteligi alternana ilgin¢ 6zellikler

kazandirmakta ve bu 6zellikleri de alternani ticari dekstrandan ayirmaktadir [51].

O ]
\/ fﬂH
HO HO HO HO

™
Alternan

Sekil 1.5 Alternanin temel yapisal gortintimii; Glukoz tinitelerinin a-1-6 ve a-1-3
baglarinin degiserek baglanmasi ile alternan olusmaktadir [50]

Ornegin alternanin ¢oziiniirliigii daha yiiksek ve viskozitesi daha diisiiktiir ve énemli
olarak mikrobiyal ve enzimatik hidrolize cok daha direncli olup bu 6zelligi potansiyel
olarak prebiyotik niteligini arttirmaktadir [62, 63]. Alternan iiretimi LAB tiirleri
acisisindan nadir bir husus olup simdiye kadar Leuc. mesenteroides NRRL B-1355,
NRRL B-1501, NRRL B-1498 ve Leuc. citreum NRRL B-1355 ve E16'nin alternan
irettigi L. brevis E25’in ise benzer yapida ancak alternana gore daha dall1 bir a-glukan
lirettigi gosterilmistir (Sekil 1.6) [36, 54, 61, 64].

Alternanin ilgin¢ yapisal 6zellikleri ve 6nemli olarak potansiyel prebiyotik rolii LAB

tlirleri tarafindan tiretilen bu nadir homopolimerik EPS’nin 6énemini arttirmaktadir.
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Bu tez calismasinda ise alternan fireticisi oldugu tespit edilmis olan L. reuteri
E81 susundan alternan iiretiminden sorumlu alternansiikraz/glukansiikraz enzimini
eksprese ederek in vitro kosullarda a-glukan ve oligosakkaritlerin {iretiminin
gerceklestirilmesi amaclanmistir.
—
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Sekil 1.6 L. brevis E25 tarafindan {iretilen a-glukan’in yapisal karakterizasyonu [64]

%+ 1,8 bond

Reuteran

LAB tiirleri tarafindan {iiretilen bir diger homopolimerik EPS’te reuterandir. Yapisal
olarak reuteran diiz a-1-4 iinitelerinin a-1-6 kopriileri ile birbine baglanmasi ile olusan
suda coziineblir bir a-glukandir (Sekil 1.7) [53]. Ozel olarak simdiye kadar sadece
Lactobacillus reuteri suslar1 tarafindan iiretildigi icin bu ad verilmistir. Simdiye kadar
sadece ti¢ Lactobacillus reuteri susu; LB121, 35-5 ve ATCC 55730’un reuteran iirettigi
bulunmus olup reuteran iiretiminden sorumlu reuteransiikraz enzimi de karakterize
edilmistir [56, 65].

Genel itibariyle reuterandaki a-1-4 initelerinin orani a-1-6 {initelerine gore fazla
olmakla birlikte farkli reuteranlarda bu orada degisim meydana gelebilmektedir ve
reuteran onemli olarak saglik acisindan diyet lifi gibi davranip yararl bir polimer
olarak dikkat cekmektedir [53]. Reuteran gida teknolojisi agisindan da hem siit
tirtinleri hem de firin {riinlerinin yapisal niteliklerini iyilestirebilen bir ajan olarak
dikkat cekmektedir [24, 66]. Son olarak sadece L. reuteri suslar1 reuteran iiretse de
L. reuteri tarafindan iiretilen tek a-glukan reuteran degildir ve farkli yapida glukanlar
bu tiiriin suslari tarafindan iiretilebilmektedir.
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Sekil 1.7 Reuteranin temel yapisal goriiniimii; Glukoz {initelerinin a-1-4
baglanmasina ilave olarak a-1-6 kopriileri ile bu iiniteler birbirine baglanarak
reuteran olusmaktadir [50]

Mutan

LAB tiirleri tarafindan glukansiikraz aktivitesine bagli olarak {retilen son
homopolimerik EPS’de mutandir. Mutan yapisal olarak cok biiyiik oranda a-1-3
glikozidik bagindan olusan diiz iskelete sahip ve diisiik oranda a-1-6 baglar: iceren
suda ¢ozlinmeyen bir a-glukandir (Sekil 1.8) [53]. Mutan iiretiminden mutansiikraz
enzimi sorumlu olup bu polimerin temel {ireticisi oral mikrofloranin tiiyesi olan
Streptococcus mutans’tir ve bu tiir tarafindan agizda iiretilen mutan bu tiiriin agiz
ortaminda tutunma ve kolonizasyonuna katki saglamaktadir [51]. Ek olarak bazi
Leuconostoc ve Lactobacillus suslarinin da mutan iretebildikleri gosterilmistir [67,
68].

0 ] o 8
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Sekil 1.8 Mutanin temel yapisal gortintimii; Glukoz tinitelerinin ¢ok yiiksek oranda
a-1-3 baglanmasina ilave olarak az da olsa a-1-6 baglari icermektedir [50]

Mutan ucuz olmas: ve farkli bilesenler ile etkilesim diizeyi sebebiyle endiistriyel
oneme sahip bir homopolimerik EPS olarak da dikkat ¢cekmektedir ve cesitli liflerin,
filmlerin ve dolgu materyallerinin iiretilmesinde kullanilabilmektedir [53]. Gida

uygulamalarindaki rolii iizerinde yeterli calisma bulunmayan mutan daha cok yeni
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malzemelerin tiretiminde kullanilabilmektedir.

Yukarida da ifade edildigi gibi LAB tiirleri fruktansiikraz aktivitelerine bagl olarak
sitkrozun parcalanmasi neticesinde aciga cikan fruktoz tinitelerinin 3-2-1 glikozidik
bag ile baglanmasi ile inilin, $-2-6 bag ile baglanmasi ile de levan olmak iizere
iki tip fruktan iiretmektedir. Yapmis oldugumuz tez calismasi glukansiikrazlar ile
ilgili oldugu icin glukansiikraz aktivitesine bagli olarak iiretilen glukanlar tizerinde
durulmus ve fruktanlar daha fazla tartisimamistir. LAB tiirlerinin yapisal olarak
farkli a-glukan tiretme kabiliyetleri etki mekanizmalar1 ayni olsada glukansiikrazlarin

yapilarindaki farkliliga bagli olarak meydana gelmektedir.

1.1.5 Homopolimerik EPS Uretiminin Genetik Mekanizmasi

LAB tiirleri yukarida da ifade edildigi gibi glukansiikraz aktivitelerine baglh olarak
siikrozun substrat olarak kullanilmasi ile a-glukanlar iiretmektedir. Glukansiikrazlar
ile ilgili yapilan degerlendirmelerde genel olarak direkt glukansiikrazlarin
karakterizasyonu islemine gecilmektedir. ~Bununla birlikte genetik seviyede bu
enzimleri kodlayan boélge hakkinda da bilgi verilmesi 6nem arz etmektedir. Bu
kapsamda glukansiikrazlarin yapisal karakterizasyonuna gecmeden bu enzimlerin
kodlanmas: ile ilgili kisa bir bilgi verilmistir. LAB tiirleri tarafindan kodlanan
glukanstikrazlar genel olarak gtfA geni olarak adlandirilmaktadirlar. Glukansiikrazlar:
kodlayan gtfA genleri yaklasik olarak 5300 baz cifti uzunlugunda olup oldukca biiyiik
sayilabilecek bir boyuttadirlar ve 6nemli olarak kromozomal kodlanlanmaktadirlar
[69]. Heteropolimerik EPS iiretiminde rol alan glikoziltransferazlarin boyutlarinin
1500 baz cifti uzunlugunda oldugu diisiiniiliirse bu boyutun ne kadar fazla oldugu
daha net anlasilabilir [7]. LAB tiirlerinde kodlanan glukansiikrazlarin genetik
olarak ortaya cikarilmasi calismalari 20007li yillarin baslarina hatta biraz daha
geriye gitmektedir. Onceleri farkli LAB tiirlerinde gtfA genleri dejenere primerler
ile tespit edilip ardindan i-PZR gibi metotlar ile biitiin genin aciga ¢ikarilmasi ve
sonrasinda farkl bir konakta {iretilmesi islemleri gerceklestirilirken [69] giintimiizde
ise sekanslama teknolojisindeki ilerlemelere paralel olarak biitiin genom sekans
analizleri gerceklestirilerek ilgili genlerin varlig1 ortaya konabilmektedir. Genetik
olarak gtfA genleri indiiklenerek veya siirekli olarak iiretilebilmektedirler. Ornegin
Kim ve Robyt [70] yaptiklar1 calismada Leuconostoc mesenteroides’te glukansiikraz
tiretiminin siikroz varligina bagli olarak gerceklestigini gostermisler ve siirekli
olarak bu genin transkribe olup proteine doniismesi icin mutasyon calismalari
gerceklestirmiglerdir. Yapilan diger calismalarda ise 6zellikle Lactobacillus tiirlerinde
gtfA geninin ifadesinin siirekli oldugu gosterilmistir [71]. Homopolimerik EPS

tiretiminden sorumlu gtfA geni glukansiikrazlarin karakterizasyonu bashigi altinda
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deginildigi tizere 4 kisimdan olusmaktadir. Bu kisimlar 1) N-terminal sinyal bolgesi,
2) degisken bolge, 3) katalitik kisim ve 4) C-terminal bolgesidir. Giiniimiizde gtfA
geni ile yapilan calismalar bu genin tamaminin veya ¢ogunlukla katalitik bolgesinin
eskpresyon plazmidlerine aktarilmas: ve takiben gtfA veya gtfA-N seklinde bu genin
eksprese edilip glukansiikraz geninin tretilmesi seklinde gerceklestirilmektedir. Bu
konuda 6nemli seviyede calisma gerceklestirilmis olsada halen 6zgiin gtfA genlerinin
farkli LAB tiirlerinde kodlanabilecegi ongoriilmektedir. Benzer olarak son donemde
var olan genlerin katalitik bolgesindeki amino asitlerde yapilan degisikliklerle
farkli yapilarda glukan iiretiminin gerceklestirilebilmesine doniik calismalar
gerceklestirilebilmektedir [72]. Sonuc¢ olarak genetik seviyede gerceklestirilecek
caligmalar ile bu genlerin fonksiyonlar1 daha net anlasilabilecek ve hem {iretici
LAB tiirii acisindan hem de gida teknolojisi acisindan 6nemlerinin anlasilabilmesi

saglanabilecektir.

1.1.6 Glukansiikrazlarin Yapisal Karakterizasyonu ve Reaksiyon Mekanizmalar1

Glukanstiikrazlarin fonksiyonlarinin anlasilabilmesi icin yapisal karakterizasyonlarinin
ve fonksiyonel organizasyonlarinin ortaya konmasi gerekmektedir. Bu baglamda
yaklasik olarak 60 yildir siiregelen calismalar ile glukansiikrazlarin yapisal
karakterizasyonu anlaminda belirli mesafeler alinabilmistir. Farkli glukansiikrazlarin
karsilastirilmasi ve analizi glukansiikrazlarin birbiriyle yakindan iligkili olduklarini ve
ortak bir yapiya sahip olduklarini gostermektedir (Sekil 1.9). Bu yap1 glukansiikrazlar
icin temel fonksiyonel yap1 olup bu dort fonksiyonel grubun boyutu glukansiikrazlar
arasinda degisebilmektedir [52, 73]. Glukansiikrazlar yapisal olarak 1) Bir adet
sinyal peptit, 2) N-terminal farkli boyutlarda olabilen yiiksek oranda degisken amino
asitlerden olusan kisim, 3) Yaklasitk 1000 amino asitten olusan glukansiikrazlar
arasinda yliksek oranda benzerlik gosterebilen katalitik ve/veya siikroz baglanma
bolgesi, 4) Glukan baglanmada rol aldig:1 diisiiniilen ardarda dizilmis tekrarlardan

olusan C-terminal bolgesinden olusmaktadir [73].

A B C D
| 1 | 1 |
0 400 800 1200 1600 aa

Sekil 1.9 Glukansiikrazlarin temel yapisal organizasyonu; A; Sinyal peptit, B;
N-terminal degisken bolge, C; N-terminal katalitik bolge, D; C-terminal glukan
baglanma bolgesi [52]

Glukanstiikrazlarin yapisal olarak en 6nemli kismi hic siiphesiz birden fazla glikozidik

bag: tirettikleri glukan olusturma kabiliyetlerinden sorumlu katalitik bolgeleridir.
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Yukarida da ifade edildigi gibi glukansiikrazlarin katalitik bolgelerindeki farkliliklara
bagl olarak farkli yapilarda glukan iiretme kabiliyetindedirler. Glukansiikrazlar
bilindigi iizere hiicre dis1 enzimlerdir ve glukansiikrazlarin ilk bolgesi proteinin hiicre
disina salgilanmas: icin islev goren ve yaklasik olarak 36-40 amino asitten olusan
sinyal peptididir. Bu kisim ile birlikte glukansiikrazlarin yapisal olarak ikinci bolgesi
yani N-terminal degisken bolge 200 ila 700 amino asit arasinda bir uzunluga sahip
olabilmektedir. Bu degisken bolgede farkli LAB suslarinda yer alan glukansiikrazlar
icin farkl tekrarlanan {initelerin yer aldig1 gosterilmistir (Sekil 1.10) [69, 74, 75].
N-terminal degisken bolgenin ne ise yaradig1 heniiz net olarak anlasilamamis olup
ozellikle LAB tiirleri ile yapilan calismalarda bu bolgeyi icermeyen glukasiikrazin
glukan iiretiminde 6nemli bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir [65, 76]. Bununla
birlikte bu kismin fonksiyonunun anlasilabilmesi icin daha fazla calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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Glukan baglanma bélgesi ¥ Katalitik motif

Sekil 1.10 LAB tiirlerinde yer alan glukansiikrazlarin yapisinin detayl
karakterizasyonu (Hijum vd. [73] ’den tiiretilmistir)

Bu yapida temel olarak 4 bolge gosterilmektedir: Sinyal peptit, degisken bolge,
katalitik bolge ve glukan baglanma boélgesi. Bu temel bolgelerin disinda GS’ler GH13’te
oldugu gibi 7 mahfuz motifi de icermektedir (A-G). Bu 7 mahfuz golgeden 4’i (I-IV) ilk
olarak GH13 grubunda yer aldig1 gosterilmis sonrasinda da GS’lerde yer aldig1 ortaya
konmustur. Resimde oklarla belirtilen kisimlar katalitik acidan 6nemli korunmus
amino asitleri koyu okla belirtilen kisimlar ise daha 6nceki calismalarda rolii gosterilen

ve glukan iiretiminde katalitik agidan rol alan amino asitleri gostermektedir [73].
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Glukanstikrazlarin katalitik bolgesi ile ilgili detayli yapisal karakterizasyonu hentiz
elde edilememistir. Bunun sebebi bu proteinlerin ¢ok biiyiik enzimler olmalarindan
kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte CD analizleri ile katalitik bélgesinin yapisi
ile ilgili tahmin calismalan yiiriitilmiis ve GH70 tiyesi glukansiikrazlarin Sekil 1.11’de
gosterildigi gibi (8/a)g silindirik yapiya sahip oldugu gosterilmistir [52] ve bu
yap1 amilaz, amilosiikraz ve siklodekstrin glukanotransferazlardan olusan GH13’lerin
yapisi ile bu acidan benzerlik gostermektedir [77]. Ayni sekilde GH13’te yer alan
korunmus bolgelerde yer alan amino asitler ('den IV’e) glukansiikrazlarda da yer
almaktadir ancak silindirik yapilarin yerleri GH13 ve GH70 iiyesi enzimlerde farklilik
arz etmektedir. Ornegin motif I GS’lerde C terminal bélgede glukan baglanma
kisminda yer almaktadir [73]. GH13 grubu enzimler ile olan benzerlikleri ve bu
konuda daha fazla calisma yapilmasi sebebiyle bu enzimler ile yapilan karsilastirmalar
ile GH70 grubu yani glukansiikrazlarin katalitik bolgesinde yer alan amino asitlerin
fonksiyonlarina dair cikarimlar yapilmis ve bu fonksiyonlar1 aciga c¢ikarmak adina

calismalar yapilmistir.

N-term C-term
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Sekil 1.11 Glukansiikrazlarin topolojik diyagrami (Hijum vd. [73]'den tiiretilmistir)

N terminal bolgedeki degisken kisma oOncelikle a-heliks baglanmis ve silindirik
yapr f3-plakasi ile sonlanmaktadir. U ile gosterilen kismin fonksiyonu heniiz
anlasilamamistir. 4 mahfuz bolge GH13'te yer aldig: gibi GS’lerde de yer almaktadir.
(DB: Degisken bolge, GBB: Glukan baglanma bdélgesi).

GH13 enzimleri iizerine yapilan calismalar GH70 GS’lerin yapisinin belirlenmesi
noktasinda onemli etkiler olusturmustur. Ek olarak GS’lere ait ilk kristal yap1 L.
reuteri 180’nin kodladig1 ve N-terminal kismi icermeyen yani sadece katalitik bolge
ve glukan baglanma bolgesi iceren versiyonunun kristal yapisi aciga cikartilmistir
(Vujicié-Zagar et al., 2010). Bu kristal yapidan GH70’in GH13 grubundan farkli olarak
katalitik bolgesinde iki adet motifin yer aldig1 ortaya cikartilmistir (Vujitié-Zagar
et al., 2010). Daha sonra ortaya c¢ikartilan bu amino asit motiflerinin {iretilen

polimerin zincir uzunlugunun belirlenmesinde rol alabildigi gosterilmis ve bunuda
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uzayan polimeri enzimin aktif bolgesinden uzaklastirarak bu bolgenin faaliyetlerine
devam etmesini saglayarak gerceklestirebildigi ortaya atilmistir [78]. GTF180-N'nin
i¢ boyutlu yapisinin ortaya konmasi ile substrat siikroz ve alic1 maltoz ile kurabilecegi
kompleks yapi irdelenmis ve a- baginin yer degistirme mekanizmasinin GH13 grubu
enzimler ile benzer mekanizmay1 kullandiklar1 ortaya konmustur. Bu hipoteze gore
enzimin katalitik bolgesinin -1 ve +1 alt kisimlarinda ilk olarak siitkrozun a-1,2 bagi
parcalanir ve -1 alt kisminda a-glikozil-enzim kompleksi meydana gelir. Takiben
kovalent olarak baglanan glukoz iinitesi gelisen glukan zincirinin indirgen olmayan
ucundaki sekere baglanir ve yeni bir a- glikozidik bag olusturur (transglikolizasyon
veya polimerizasyon reaksiyonu). Alternatif olarak glikoz molekiilii daha diisiik
molekiil agirlikli maltoz gibi bir alic1 sekere (alic1 reaksiyonu) veya bir su molekiiliine
aktarilir (hidroliz reaksiyonu) [53]. Bu konuda yapilan caligmalarin sayisi arttikca
ve Ozellikle GS’lerin kristal yapilar ile ilgili bilgi diizeyi arttikca bu enzimler ile ilgili
gerceklestirilebilecek islemlerin sayisi ve fonksiyonel bilesenlerin iiretiminde kullanim
olanaklarinin cercevesi genisleyecektir. Ozellikle son dénemde glikolizasyonun tip ve
eczaciliktaki 6neminin artmasina paralel olarak bu enzimlerin karakterizasyonunun
onemi her gecen giin artmaktadir.  Katalitik bolgenin konformasyonu {iretilen
polimerin yapisal niteligini belirlemede rol almaktadir. Benzer olarak Gangoiti
vd. [53] iretilen alici {irliniindeki baginda alici sekerin 6rnegin maltozun enzime
baglanma oryantasyonuna bagli olarak belirlendigini belirtmislerdir. Meng vd. [79]
ve Meng vd. [80] yaptiklar calismada alicinin enzime baglandigi noktanin alt +1
ve +2 kisimlarindaki amino asit motiflerinin 6zel fizikokimyasal dogasinin olusan
tirtintin glikozidik bagini belirledigini gostermislerdir. Bu calismalari 6nemli kilan
diger bir yonde bu katalatik bolgede yer alan amino asitlerde gerceklestirilen sinirh
degisikliklerin bile iiretilen iirtiniin niteliklerini degistirebildigini ortaya koymasidir.
Bu konuda benzer calismalarda yapilmis ve yapilmakta olup yapilan degisiklikler
ile glukan yapisinda yer alan glikozidik baglarin oranlarinin degistigi gosterilmistir
[72, 81-85]. Katalitik bolgenin +1 alt kisminda yer alan ve dallanmadan sorumlu
amino asitlerin degistirilmesi ile iiretilen glukanin dallanma oranin azaldigi [79,
80] ve bununla birlikte a4 bolgesine yakin +2 alt kisminda yapilan mutasyonlarda
ise dallanma oraninin 6nemli miktarda arttigi gosterilmistir [86]. Benzer olarak
GS’lerde gerceklestirilen mutasyon ile iiretilen glukanin molekiil agirliginin arttigi
veya azaldigida gosterilmistir [80, 87]. Ek olarak GS’lerde meydana getirilen
mutasyonlar ile iiretilen glukan-oligosakkarit oraminin da degistig§i ve enzimin
daha fazla oligosakkarit iiretimini gerceklestirebildigide gosterilmistir [80, 82, 86].
Ayni sekilde GS’lerde yapilan mutasyonlar ile iiretilen glukan polimerlerinin suda
coziiniirliiklerinin de degistigi [88] ve enzimin toplam aktivitesini degistirdigi ve hatta
tamamen durdurdugu da gosterilmistir [89]. GS’lerin katalitik bolgesinde meydana

gelen hadiselerin karakterizasyonu acgisindan son donemde elde edilen yapisal derinlik
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bu enzimlerin fonksiyonlarinin daha net anlasilabilmesi, bu enzimler ile iiretilebilecek
poli-oligosakkaritlerin sayisinin ve niteliklerinin arttirilmasi ve énemli olarak farkl
endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecek fonksiyonel bilesenlerin {iretimlerinin
gerceklestirilebilmesi adina son derece 6nem arz etmektedir. Ek olarak farkli LAB
tlirlerinde yer alabilecek farkli GS’lerin aydinlatilmasi da en az bu enzimlerde
gerceklestirilecek mutasyon calismalar1 kadar énemlidir. Son olarak GS’lerde yer
alan son kisim glukan baglanma bolgesidir (Sekil 1.11). Glukan baglanma bdlgesinin
GS’lerde rolii heniiz tam olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen bu bélgenin tiretilen
glukanin zincir uzunlugunu belirlemede rol aldig1 diisiiniilmektedir. Benzer olarak bu
kismin glukan zinciri uzarken yeniden glukoz molekiiliiniin katalitik bolge tarafindan
eklenmesine imkan verecek sekilde katalitik bolgeden tasinmasinda da gorev aldig:
onerilmistir [90]. Sekil 1.10’dan da goriildiigii lizere glukan baglanma bolgesi
tekrarlanan amino asit dizilerinden olusmakta ve bu dizilerin sayis1 ve dagilimi
enzimden enzime gore degisebilmekte ve ayni zamanda bu kismin toplam boyutuda
enzimden enzime gore farklilik arz etmektedir [73]. Sonug olarak GS’lerin calisma
mekanizmasi ile ilgili 6nemli sayida ¢alisma yapilmis ve yapilmaktadir. Bununla
birlikte bu mekanizma heniiz net olarak anlasilamamistir. Dolayisiyla GS’ler ile
yapilacak daha fazla ¢alisma ile GS’lerde siikrozun ve alict molekiillerin baglanabildigi
biitiin noktalarin ve olusan {irliniin baglanma noktalarinin belirlenmesi, {iretilen
glikozidik bagin cesidinin ve olusturulan tiriiniin dallanma derecesinin nasil meydana

geldiginin ortaya konmasi son derece 6énemli bir husustur.

1.1.7 Glukanotransferazlar ve Homopolimerik EPS Uretimi

Son yedi yillik doneme kadar LAB tiirleri tarafindan homopolimerik EPS {iretiminin
sitkrozun substrat olarak kullanilmasi ile GSler tarafindan gerceklestirilebildigi
bilinirken 6zellikle LAB tiirlerinin genom calismalarinin hizlanmasi ve sekanslanan
LAB susu sayisinin yiiksek oranda artmasi ile bu genomlarda yapisal olarak
GSlere benzeyen ve GS’ler ile ayni GH70 enzim alt-ailesinin {iyesi olan
a-glukanotransferazlarin (a-GTs) kesfi ile LAB tarafindan iiretilebilen bu
enzimlerin de homopolimerik a-glukan iiretiminde rol alabildigi ortaya
konmustur.  Glukanotransferazlarin glukansiikrazlardan en temel farkli siikrozu
substrat olarak kullanamayip a-1-4 glikozidik bagi iceren nisasta, amiloz ve
maltodekstrinler gibi bilesenleri substrat olarak kullanabilmeleri ve neticede aciga
c¢ikan glukoz molekiillerini farkli baglar ile birbirine baglayarak a-glukooligo ve
polisakkaritleri iiretebilmeleridir  Bu enzimlerin kesfi ile {iretilebilecek 6zgiin
oligo-polisakkaritlerin gida sanayii basta olmak iizere saglik ve malzeme miihendisligi
acisindan Onemli etkilerinin olusabilecegi diisiiniilmektedir. Glukanotransferazlar

mikrobiyal kaynaklari, reaksiyon tiriinleri ve yapisal karakteristikleri ile GS’lerden
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ayrilmaktadirlar [53]. Glukanotransferazlar da yukarida ifade edildigi gibi GH70
alt-ailesinin {iyeleridirler ve simdiye kadar heniiz ii¢ farkli a-1-4 glikozidik bagina
etki edebilen glukanotransferazin aktivitesi gosterilmekle birlikte sekanslanan
mikoorganizma sayis1 arttikca bu saymninda artacagi ongoriilmektedir. ~ Simdiye
kadar agiga cikarilan glukanotransferazlar; a) LAB tiirleri tarafindan kodlanan ve
4,6-a-Glukanotransferaz ve 4,3-a-Glukanotransferaz olarak fonksiyon icra ettigi
gosterilen GTFB, b) LAB tiiri olmayan Exiguobacterium, Bacillus ve Geobacillus
cinsi gram-pozitif bakterilerde kodlanan 4,6-a-Glukanotransferaz GTFC benzeri
enzimler ve son olarak c¢) Bitkilerle alakali bakteriler tarafindan kodlanan
4,6-a-Glukanotransferaz GTFD benzeri enzimler olarak ii¢ alt aileye ayrilmaktadirlar
[53]. Son iki enzim grubu LAB tiirlerinde kodlanan GTFB enzimleri ile az da
olsa benzerlik gostermektedirler ve her iic grupta glukanotransferaz aktivitesi
ile glukan iretmektedir. Bununla birlikte diger iki enzim grubunda yer alan
mikroorganizmalarin tez konumuzla yakin iliskide olmamasi sebebi ile sadece GTFB

enzimlerine burada deginilmistir.

LAB tiirlerinde kodlanan ve a-1-4 glikozidik bagi iceren nisasta, amiloz ve
maltodekstrinler gibi bilesenleri substrat olarak kullanarak a-glukooligo ve
polisakkaritleri {iretebilen ve GTFB enzimleri olarak adlandirilan glukanotrasferazlar
belirli LAB suslarinda yer alan 0zel enzimler olarak degerlendirilebilirler.
Bununla birlikte gtfB olarak aciga cikarilmis bir genin BLAST analizi ile
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) farkli tilirlere ait Ornegin L. reuteri,
L. plantarum, L. bulgaricus, L. fermentum gibi LAB tiirlerinde bu genin yer
alabildigi biitiin genomlar1 aciga cikarilmis LAB sus sayisindaki artisa paralel
olarak anlasilabilmektedir. Bununla birlikte 6nemli olarak simdiye kadar bizim
bilgimize gore bu muhtemel genlerin kodladig1 enzimler ile yapilan calisma sayisi
oldukca sinirli olup fonksiyonu gosterilen glukanotransferazlar L. reuteri suslarinda
4-6-glukanotransferaz ve L. fermentum susunda 4-3-glukanotransferaz seklindedir
[91-93]. Bu konuda yapilan ilk calismada L. reuteri 121’de gtfB geninin bu
susun genomunda gtfA geni ile birlikte bulundugu ortaya konmus olup bu genin
ekprese edilmesi ile elde edilen GTFB enziminin siikrozda inaktif bununla birlikte
a-1-4 glikozidik bagi iceren nisasta ve malto-oligosakkaritler gibi substratlarda
hidrolaz/transglikozilaz aktivitesi gosterek a-1-4 bagini parcaladigi ve aciga cikan
glukoz tnitelerini a-1-6 baglari ile birbirine bagladig:1 ve neticede a-1-4 ve 6zellikle
a-1-6 bag iceren oligosakkaritleri {iretebildigi gosterilmistir [91]. Sonraki siirecte
yapilan ¢alismalarda ise iiretilen bu oligosakkaritlerin diyet olarak davranip 6nemli
prebiyotik etki gosterdigi ortaya konmustur [94]. L. reuteri 121’de kodlanan
4-6-glukanotransferazin daha yiiksek oranda lineer a-1-4 bagli glukoz {niteleri

ve daha diisiik oranda a-1-4,6 dallanma noktasi iceren substratlarda daha etkin
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oldugu ve {iretilen oligo/polimerin daha fazla a-1-6 bag icerdigi gosterilmistir [94].
Bu enzim ile yapilan calismalar sonrasinda daha ileri seviyeye gotiiriilmiis ve L.
reuteri 121 GTFB enziminin N-terminal bolgesini icermeyen formunun 3D yapisi
aydinlatilarak glukansiikrazlar ve GH13 yani amilazlara gore farkliklar1 irdelenme
imkani1 bulmustur [95]. Agiga c¢ikarilan bu yapi sayesinde GTFB enziminin yapisal
olarak kendine ve etki ettigi substratlara 6zgii 6zellikler tasidig1 gosterilmistir. Ornegin
GTFB, glukansiikrazlarda oldugu gibi U-tipi katlanma organizasyonu gosterirken
bu enzimin aktif bolgesinin yapisal niteligi GS’lerden farklilik arz etmektedir.
GS’lerde aktif bolge sadece tek bir donor baglanma bolgesi icerip diger donor
noktalar1 olusan bir diigim ile kapatilmis iken bu diigiimiin GTFB’de ¢ok kisa olmasi
sebebiyle GTFB enzimi a-amilazlarda oldugu gibi birden fazla substrat baglanma
bolgesi icermektedir. GTFBnin maltooligosakkaritlere baglanma bicimi amilazin
baglanmasina benzerlik gostermekte olup ayni tip substratlara etki edebilmeleri
bu yapisal benzerlik ile aciklanabilmektedir. Bununla birlikte amilazlardan farkl
olarak GTFB enzimlerinin olusturabildigi ve donore 6zgii oluk yapisini olusturan
iki uzun digiim amilazlar sadece tek bir glikozil iinitesi transfer edebilirken bu
enzimlerin neden birden fazla glikozil iinitesi transfer edebildigini agiklamaktadir
[53, 95]. L. reuteri 121’de GTFB enziminin aciga cikarilmasinin ardindan yine
ayni grup tarafindan Nestle kiiltiir koleksiyonunda yer alan LAB’lerin genom veri
tabani taranmis ve bu veri tabaninda yer alan LAB’lerde 106 muhtemel gtfB geninin
varlig1 ortaya konmus ve takiben daha once aciga cikardiklar1 L. reuteri 121 gtfB
genine gore farklilik arz eden sadece yedi genin var oldugunu ortaya koymuslar
ve bunlardan bir tanesi olan L. reuteri NCC 233 tarafindan kodlanan gtfB genini
klonlayarak aktivitesini incelemislerdir. Yapilan incelemede GTFB 121 tarafindan
tiretilen iriiniin diiz zincirli olmasina ragmen [91], GTFB NCC 233 tarafindan
amilozdan iretilen {riintiniin dall1 bir glukan formunda oldugu gosterilmistir. Ek
olarak bu sus tarafindan kodlanan GTFB enziminin GTFB 121 ile homoloji modeli
baz alinip ortaya cikartilan muhtemel yapisal karakterizasyonuna gore, bu GTFB,
GTFB 121’e gore daha kisa diigiimler olusturmaktadir ve bu yapisal farklilik sebebiyle
bu enzimin iiriiniin dalli bir karakterde oldugu diisiiniilmektedir [93]. Her iki
enziminde 4-6-glukanotranferaz oldugu biyokimyasal olarak gosterilmistir. ~Son
olarak yukarida belirtilen LAB veri tabani1 taramasinda GTFB 121’e gore farkli ¢ikan
bir diger genin L. fermentum NCC 2970 tarafindan kodlandigi ortaya konmustur
[92]. Yapisal olarak iki genin karsilastirilmasi neticesinde NCC 2970 tarafindan
kodlanan genin GTFB 121’e %70 benzerlik gosterdigi ve 6zellikle olusturulan tirtintin
yapisal niteliginin belirlenmesinde rol alan kisimlarin GTFB 2970’de GTFB 121’e
gore farklilik arz ettigi belirlenmistir [53, 92]. Nitekim yapilan calismada bu enzim
ekprese edilmis ve iirettigi iiriiniin karakterizasyonu sonucunda iiretilen glukanin
GTFB 121’den farkli olarak a-1-3 glikozidik bag icerdigi gosterilmistir [92]. GTFB
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2970 L. reuteri suglarinin kodladig1 GTFB enzimlerinden farkli olarak (al- 4) ve (al-
3) baglarindan olusan dall1 glukan tiretmektedir ve bu enzim 4-3-a-glukanotransferaz

olarak LAB’lerde kodlandig1 gosterilen simdiye kadarki tek enzimdir [53, 92].

Sonuc¢ olarak nisasta, amiloz, maltodekstrinler gibi a-1-4 glikozidik baglardan
olusan substratlara kars1 aktivite gostererek aciga cikan glikozil {initelerini a-1-4
bagina ilave olarak a-1-6 bagi veya a-1-3 bagi icerecek sekilde diiz veya
dalli yapida maltooligo-polisakkaritlerin iiretiminden sorumlu glukanotransferazlar
LAB tiirlerinde cok kisa bir slire Once kesfedilmis ve simdiye kadar 4-6-a-
ve 4-3-a-glukanotransferaz olmak iizere iki GTFB formu oldugu yukarida da
belirtildigi sekilde ortaya konmustur. Farkli LAB tiirlerinde yapilacak arastirmalar
neticesinde enzim spesifitesine bagl olarak farkli gtfB genlerinin aciga cikabilecegi
ongoriilmektedir. Bu sayede gida ve saglik sektorlerinde basta fonksiyonel gida
liretimi ve prebiyotik ilave bilesen tiretimi gibi konularda ve gidalarin fizikokimyasal
niteliklerinin iyilestirilmesinde kullanilmak iizere 6zgiin a-glukanlarin iiretilebilecegi
ongoriilmektedir. GS’lerde yapilan mutasyon c¢alismalar1 gibi glukanotransferazlarin
aktif bolgesinde yapilabilecek degisiklikler ile tiretilecek a-glukanlarin daha da 6zgiin

nitelik kazanmasi saglanabilir.

1.1.8 Alic1 Reaksiyonlar ile Uretilen Oligosakkaritler ve Fonksiyonel Etkileri

Fonksiyonel gida kavraminin ve insan sagligi acisindan yararh etkileri olan gida
takviyelerinin iiretimi noktasinda temel unsurlardan bir taneside insan sindirim
sistemi tarafindan sindirilemeyerek bagirsaga kadar ulasan ve burada yararh
bakteriler tarafindan sindirilerek onlarin sayica istenmeyenler basta olmak iizere diger
mikroorganizmalara iistlinliik saglamalarini ve bagirsak acisindan 6nemli kisa zincirli
yag asitlerinin olusumunu hizlandiran prebiyotiklerdir. Prebiyotikler acisindanda en
onemli bilesenlerin basinda oligosakkaritler gelmektedirler. Oligosakkaritler bitkisel
kaynaklar gibi dogal kaynaklardan veya kimyasal ve enzimatik olarak polisakkaritlerin
hidroliz edilmesinden ve yine kimyasal ve enzimatik olarak disakkaritlerden elde
edilebilirler [96]. Son donemde farkli yapisal karakteristiklerde oligosakkaritler
tiretimi noktasinda en dikkat ceken metodoloji ucuz ve cevreye karsi duyarh
bir sekilde GS’ler kullanilarak gerceklestirilen iiretim metodolojisidir. =~ Yukarida
ifade edildigi gibi GS’ler siikrozu parcalayarak aciga cikan glikozil {initelerini yine
siikrozun parcalanmasi ile ortaya cikan enerjiyi kullanarak birbirine baglamakta ve
netice farkli yapilarda a-glukanlar iiretilmektedir. GS’lerin gerceklestirebildigi diger
reaksiyonda ise aciga cikan glikozil tiniteleri ortamda var olan bir monosakkarit
ve cogunlukla da disakkarit olmak {izere alici bir sekere aktarilmakta ve boylece

oligosakkaritler tiretilebilmektedir (Sekil 1.2). GS’lerin bu aktivitesinde siikroz donor
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ortama ilave edilen veya ortamda var olan sekerler ise alic1 olarak adlandirilmakta
ve bu reaksiyonlar ise alici reaksiyonlari olarak isimlendirilmektedirler. Su
husus belirtilmelidir ki GS’lerin glukan tiretimindeki roliine paralel olarak GS’lerin
alic1 reaksiyonlar ile oligosakkarit iiretimi amaciyla kullanilabilirlikleri ayni anda
calisilmaya baslanmis [97] simdiye kadar maltoz basta olmak iizere fruktoz, mannoz,
laktoz, izomaltoz, arabinoz, selebiyoz, gentiobioz, rafinoz, maltotrioz gibi cok farkl
mono/di/trisakkaritler ve hatta seker alkoller, fenolik bilesikler alici olarak kullanilmis
ve temelde oligosakkaritler ve farkl glikozitler iiretilmistir [97-101]. Her bir alicinin
GS acisindan iyi bir alict olup olmadigi GSnin yapisal karakteristigi ile ilgili olup
alicilar iyi veya zayif alicilar olarak adlandirilmaktadirlar [100]. Alici reaksiyonlarinda
tiretilen oligosakkaritlerdeki glikozidik bag, iiretilen oligosakkaritlerin birbirlerine
orani ve boyutlar1 (DP2 - DP10 gibi), diiz veya dallanmis yapida olup olmamalari
GS’nin yapisina bagh olarak degisiklik arz etmekte ve farkli GS’ler ile kurulan alici
reaksiyonlari ile 6zgiin oligosakkaritler iiretilebilmektedir. Onemli olarak donor ve
alicr sekerin birbirlerine olan orani da o6zellikle iiretilen oligosakkaritlerin boyutu,
niteligi {izerinde son derece onemli etkiler olusturabilmekedir [100]. Dolayisiyla
iretilen irtiniin kompozisyonu kullanilan enzim, substrat ve alic1 sekerin birbirlerine
olan oranlar1 diizenlenerek degistirilebilir ~ Sonu¢ olarak GSler ucuz ve etkili
oligosakkarit iiretim araclar1 olarak goriilmekte olup iretilen bu oligosakkaritlerin
fonksiyonel etkileri de ortaya konmustur. Ornegin Cote ve Holt [100] bu konudaki
onci calismalardan bir tanesini gerceklestirmisler ve Leuc. mesenteroides NRRL
B-2 tarafindan iretilen alternansiikraz ile farkli karbonhidratlar1 kullanarak alici
reaksiyonlar gerceklestirerek farkli oligosakkaritler iiretmis ve bunlarin prebiyotik
potansiyellerini incelemislerdir. Bu arastirmacilar dekstransiikrazlar genel olarak
alic1 reaksiyonlarinda tek bir oligosakkarit tiretebilirken test ettikleri alternansiikrazin
alic1 reaksiyonlarinda ikiden fazla ve yiiksek verimle oligosakkaritleri {irettiklerini
ortaya koymuslardir. Bu oligosakkaritler sonrasinda probiyotik ve patojen suslarin
gelisimine olan etkileri acisindan incelenmis ve maltoz, melibiyoz ve rafinoz alici
sekerleri ile iiretilen oligosakkaritlerin Bifidobacterium spp. ve Lactobacillus spp.
izerine olumlu etki olustururken patojen tiirler tizerinde ise gelisimlerini tesvik edici
herhangi bir nitelik gdstermemis yani bu ¢calismada iiretilen oligosakkaritler prebiyotik
fonksiyon icra etmislerdir [100]. Benzer olarak Ruiz-Matute vd. [102] yaptiklari
calismada dekstransiikraz kullanarak elde ettikleri selebiyoz oligosakkarit {iriintintin
in vitro prebiyotik etkilerini incelemisler ve bu oligosakkaritlerin Bifidobacterium
suslar iizerinde son derece olumlu etkileri oldugunu gostermislerdir. Benzer olarak
alternansiikraz tarafindan maltozun alict olarak kullanildigi reaksiyonda {iretilen
oligoalternanlar enterik patojenlerin kontrol edilmesinde de kullanilabilmislerdir
[103]. Son yapilan bir calismada da Leuc. mesenteroides URE 13 tarafindan

tiretilen glukansiikraz ile maltoz, laktoz ve rafinozun alici olarak kullanilmasi ile
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oligosakkaritler iiretilmis ve bu oligosakkaritlerin probiyotik tiirlerin gelisimlerini
tesvik ederek prebiyotik fonksiyon icra ettikleri gosterilmistir [99].  GS’lerin
alicr reaksiyonlar1 ile iiretilen bu oligosakkaritlerin saglik acisindan fonksiyonel
etkileri sadece prebiyotik faaliyetleri ile sinirli degildir. Bu bilesenlerin prebiyotik
fonksiyonlarina ek olarak bagirsak fonksiyonlarinin iyilesmesi, antikarsinojenik etki,
bagisiklik sisteminin tesvik edilmesi gibi fonksiyonlari da mevcuttur [104, 105].
Sonuc olarak farkli alici sekerler ile GS’lerin aktivitesine bagli olarak a-1,2, a-1,3,
a-1,4 ve a-1,6 baglar iceren oligosakkaritler (bazen a-1,5 iceren diskkarit leukroz)
tiretilebilmekte ve bu oligosakkaritilerin basta prebiyotik aktivitleri olmak {izere insan
saghgi tizerinde olumlu etkileri olabilmektedir. Dolayisiyla 6zgiin GS’lerin agiga
cikartilip bunlar ile farkli alicilar kullanilarak iiretilecek 6zgiin oligosakkaritlerin

yararli etkilerinin aciga ¢ikartilmasi son derece 6nemli bir husustur.

GS’ler ile alici reaksiyonlarinda ftiretilen oligosakkaritlerin dogrudan muhtemel
saglik iizerindeki etkilerine ilave olarak bu oligosakkaritlerin farkli fonksiyonel
etkileri de rapor edilmistir. Ornegin gentiobiozun alic1 reaksiyonu sonucu
iretilen oligosakkaritin gentiobiozdan kaynaklanan ‘aciliginin’ azaldigi ve iiretilen
bu oligosakkaritin tad modifiye edici ajan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir
[106]. Benzer olarak yine dekstransiikraz aktivitesi ile iiretilen oligosakkaritlerin
agizda yer alan Streptococcus spp. tlrlerinin gelisimini azalttigi ve neticede dis
clirtimelerini engelleyebildigi ifade edilmistir [107]. GS’lerin alici reaksiyonlarinda
glikolize olabilecek biyoaktif bilesenlerde yer alabilmekte ve neticede bu bilesenlerin
suda c¢oOzilintrliiklerinin gelismesi gibi fonksiyonel etkiler olusturulabilmektedir.
Ornegin Moon vd. [108] yaptiklar1 calismada kuersteini GS ile glikozile
ederek kuersetin-4’-O-a-d-glukopiranozide doniistiirmiisler ve bu bilesenin kuersetine
gore cok yliksek oranda suda c¢oziiniirliige kavustugunu gostermislerdir.  Bu
konuda literatiirde ozellikle biyoaktif bilesenlere farkli nitelikler kazandirmak
adina GS’lerin glikolizasyon kabiliyetlerinden faydalanarak {iretilmis 6nemli sayida
calisma bulunmaktadir. Buradaki temel husus kabul edilmelidir ki GS’lerin farkl
bilesenleri alici olarak kullanabilmelerindeki kabiliyetleridir. Sonug olarak GS’lerin
bu glikozilasyon kabiliyetleri ile ilerleyen donemlerde de fonksiyonel etkili farkl

bilesenlerin iiretilebilecegi ongoriilmektedir.

1.1.9 Glukansiikraz ve Glukanotransferazlar ile ilgili Gelecek Beklentileri

Son yedi yila kadar LAB tiirlerinde a-glukan {retiminin siikroz kullanilarak
glukansiikrazlar ile gerceklestirilebildigi bilinirken yapilan calismalar nisasta
gibi a-1-4 glikozidik bag iceren substratlara etki ederek yine a-glukan iiretimini

gerceklestirebilen  glukanotransferazlarinda LAB  tiirlerinin  Genomlarinda
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kodlanabildigi ve bu tiirler tarafindan iiretilebildigi artik bilinmektedir. ~GS’ler
ile ilgili calismalar 6niimiizdeki donemde hem yeni, 0zgiin yapida GS’lerin LAB
tlirlerinde ortaya konmasi izerinde hem de 6nemli olarak GS’lerin katalitik bolgesinde
gerceklestirilebilecek mutasyonlar ile farkl nitelikle a-glukan iiretilip tiretilemeyecegi
tizerinde durulabilecektir. GS’lerin katalitik mekanizmasinda rol alan amino asitlerin
fonksiyonlar1 heniiz net olarak anlasilamamakla birlikte bunlarda meydana getirilecek
degisikliklerin iiretilen polimer {izerinde etkisi oldugu zaten gosterilmekle birlikte
bu etkinin yonlendirililebilecek seviyeye gelmesi i¢cin daha fazla ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Ek olarak GS’lerde polimerin uzamasi ile ilgili mekanizma net
olarak anlasilamamis olup bu mekanizma ile ilgili yapilacak ¢alismalar ile molekiil
agirhigr arttirllmis polimerlerin tretilebilecegi diistintilmektedir. ~ Son donemde
GS'ler ile ilgili yapilan calismalarda cevresel kosullara bagli olarak bu enzimin
aktivitesinde farkliliklar olabildigi gosterilmis olup dolayisiyla bu konuda daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulup bu konunun netlige kavusturulmas: gerekmektedir. Son
donemde 6nemi ¢ok daha fazla artan fonksiyonel bilesen tiretimi noktasinda GS’ler
farkli nitelikte oligosakkaritlerin iiretimini gerceklestirebilmektedirler. Dolayisiyla bu
enzimlerin immobilizasyonu ile siirekli ve 6zgiin oligosakkaritlerin iiretimi noktasinda
calismalar yapilacagi 6n goriilmektedir. GS’lere ilave olarak LAB tiirlerinde kodlandig:
gosterilen glukanotransferazlarin {izerinde ¢ok daha fazla c¢alisma yapilmasi
gerekmektedir. Simdiye kadar sadece birka¢ LAB tiiriinde 4-6 ve 4-3 olmak iizere
iki farkli glukanotransferazin yer aldigi gosterilmistir. Sekanslanan LAB susu sayisi
artisina baglh olarak bu saymin artabilecegi ve 0zgiin glukanotransferazlarin agiga
cikarilabilecegi diistintilmektedir. Ek olarak glukanotransferazlarda yapilabilecek
mutasyon calismalar ile enzimin calisma prensibinin anlasilarak fonksiyonel
bilesenlerin iiretimi noktasinda calismalar gerceklestirilebilir. Neticede her iki enzim
grubu da son derece 6nemli olup bu enzimlerin fonksiyonlarinin anlasilabilmesi ile

fonksiyonel etkili oligo-polisakkaritlerin tiretiminin hizlanacag: diistintilmektedir.

1.2 Tezin Amaci

Laktik Asit Bakterilerinin fermantasyonda oynadiklari roller iirettikleri metabolitler
tarafindan saglanmaktadir. Bunun en 6nemli 6rneklerinden bir tanesi son donemde
tizerinde c¢ok fazla durulan ekzopolisakkarit {iretimidir. LAB tarafindan iiretilen
EPS gida matriksinde ags:1 bir jel olusturup gidanin viskozite ve reolojik ozellikleri
gibi fizikokimyasal niteliklerini iyilestirebilmekte ve ayni zamanda iiretici tiirlerin
probiyotik fonksiyonlar1 agisindan roller oynayabilmektedir. Ayni sekilde EPS’nin
potansiyel prebiyotik etkisi, gidanin mikrobiyotas1 lizerindeki etkisi ve iiretildigi
konak agisindan immunomodulatif etkisi {izerinde durulmaktadir. Bu hususlar

dikkate alindiginda hem gida teknolojisi hem de probiyotik ve prebiyotik fonksiyonlar
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cercevesinde potansiyel etkileri olabilecek bir polisakkaritin fonksiyonel etkilerinin
ortaya konmasi olduk¢ca o6nemli bir husustur. Bu baglamda bu tez calismasinda
alternan {reticisi oldugu tespit edilmis olan Lactobacillus reuteri E81 susunda
kodlanan glukansiikraz ve glukanotransferaz enzimlerinin ekspresyonu ve elde
edilmesi, elde edilen enzimlerin biyokimyasal karakterizasyonu, bu enzimler ile 6zgiin
oligosakkaritlerin iiretimi ve bu oligosakkaritlerin bazi fonksiyonel niteliklerinin tespit

edilmesi amaclanmistir.

Bu amac dogrultusunda yapilmasi planlanan asamalar bes kisim altinda toplanmustir:
1) Daha once eksi hamurdan izole edilip alternan iiretimi gerceklestirebildigi
gosterilen L. reuteri E81’de alternan tiretiminden sorumlu ‘asr’ geninin tespit edilmesi
ve bu gen ile ilgili mutasyonlarin gerceklestirilmesi amaciyla plazmidlerin imal

edilmesi,

2) L. reuteri E81 susundan Aalternan susunun elde edilmesini takiben L. reuteri E81 ve
mutanti ile eksi hamur iiretilerek alternan tiretiminin hamurun reolojisi iizerine etkisi
ve bu hamurlar ile {iretilecek ekmeklerin tekstiirel nitelikleri ortaya konarak alternan

tiretiminin eksi hamur ve ekmegi tizerindeki etkisinin belirlenmesi,

3) L. reuteri E81’den gtfA ve gtfB genleri kopyalanarak glukansiikraz ve
glukanotransferaz enzimlerinin {retimi amaciyla standart metotlar kullanilarak

bu genlerin Escherichia coli BL21 hiicrelerinde eksprese edilmesi ve elde edilmesi,

4) Glukansiikraz ve glukanotransferaz enzimlerinin elde edilmesini takiben
glukansiikraz ~ enziminin aktivitesi siikroz ve/veya maltozun varliginda,
glukanotransferaz enziminin aktivitesi ise nisasta ve/veya maltozun varliginda

belirlenerek iiretilebilecek oligosakkaritlerin ortaya konmayasi,

5) L. reuteri E81 tarafindan iiretilen alternanin ve enzim aktivitesine bagli olarak
elde edilecek oligosakkarit(ler)in HT29 insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatti
kullanilarak insan hiicrelerinde bagisiklik iizerine etkileri cesitli sitokinler {izerindeki
rollerinin tespit edilmesi ve ayni zamanda bu bilesenlerin prebiyotik etkilerinin ortaya

cikartimasi,

Boylece LAB tiirleri tarafindan nadir olarak {iretilen alternanin ve eksprese
edilecek glukansiikraz ve glukanotransferaz enzimleri ile farkli akseptorler varliginda
tiretilecek oligosakkaritlerin fonksiyonel etkilerinin detayli bir sekilde incelenmesi

amaclanmistir.
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1.3 Hipotez

Son yillarda basta gida teknolojisi olmak {izere saglik, farmasotik ve kozmetik gibi
farkl teknolojilerde kullanilmak tizere 6zgiin karbonhidratlarin ucuz, ¢evreye duyarh
ve etkin yontemler ile iiretimi son derece 6nem kazanmistir. Bu karbonhidratlarin
basinda GRAS statiisiine sahip LAB tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler ve yine
dogal kaynaklarda yer alan polisakkaritlerin parcalanmas: ve cogunlukla da 6zgiin
enzimlerin farkli seker alicilara glukoz, fruktoz gibi monomerleri eklemesi ile
iretilen oligosakkaritler gelmektedir. Oligosakkaritler biiylik 6neme ve muazzam
potansiyele sahip olmalarina ragmen, teknik ve farmasoétik alanlarda kullanimlar1 bu
molekiillerin yiiksek karmasikligi nedeni ile kimyasal sentezinde yasanan sorunlardan
dolayr simnirli kalmaktadir.  Biiylik Olgekli sentezin uygulanabilirligi g6z Oniine
alindiginda, oligo-/polisakkaritlerin sentezi icin geleneksel yaklasimlar tam bir ¢6ziim
sunmamaktadir. Ticari olarak biiyiik 6neme sahip olan bu karbonhidratlarin sentezi
icin basit ve faydali yontemlerin gelistirilmesi yeni ortaya c¢ikan bir alandir. Bu
baglamda 6zellikle oligosakkaritler gibi 6nemli karbonhidratlarin enzimatik tiretimi
kimyasal sentezden daha belirgin avantajlara sahiptir. Son dénemde farkli yapisal
karakteristiklerde oligosakkaritler tiretimi noktasinda en dikkat ceken metodoloji
ucuz ve cevreye karsi duyarl bir sekilde GS’ler kullanilarak gerceklestirilen {iretim
metodolojisidir. Bu baglamda, glukansiikrazlar basit substratlardan fonksiyonel
karbonhidratlarin tiretimi icin 6nemli araclar olarak ortaya cikmaktadir. GS’lerin
verici-alic1 reaksiyonlari ile iirettikleri bu oligosakkaritler tatlandirici, nem tutucu ve
kabartic1 ajan olarak gida endiistrisinde, ila¢ takviyesi, kilo kontrol ajani ve diyet
lifi olarak eczacilikta, yem teknolojisinde ve kozmetik bilesenlerin formiilasyonunda
yer almakta ve daha da onemlisi bagisiklik diizenleyici ve prebiyotik 6zellige sahip

olmalarindan dolay1 dikkat ¢cekmektedir.

Sonug olark ticari 6neme sahip olan bu oligo-/polisakkaritlerin iiretimi i¢in etkin
ve ucuz bir yontem olan glukansiikraz ve glukanotransferaz enzimlerinin kullanim
olanaklarinin ve bu enzimler ile iiretilecek 6zgiin oligo-/polisakkaritlerin potansiyel

etkilerinin aciga c¢ikarilmasi bu tezin hipotezini olusturmaktadir.
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2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Genel Mikrobiyolojik ve Molekiiler Metotlar

2.1.1 Kiiltiir Ortami

Tez calismasi boyunca kullanilan besiyeri bilesimleri ve miktarlar1 asagida belirtildigi

gibi hazirlanmistir.

De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Broth: 10,0 g L™! kazeinden elde edilen pepton;
8,0 g L7 et ekstrakti; 4,0 g L™! maya ekstrakti; 20,0 g L™' D(+) glukoz; 2,0 g L™*
K,HPO,; 1,0 g L™ Tween 80; 2,0 g L™! di-amonyum hidrojen sitrat; 5,0 g L™ sodyum
asetat; 0,2 g L' MgSO,; 0,04 g L™! MnSO,.

Modifiye Brain Heart Infusion (MBHI) Broth: 27,5 g L' Besin substratlar1 (beyin
ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar); 2,0 g L™! D(+) glukoz; 5,0 g L™! NaCl; 2,5 g
L' Na,HPO,; 30 g L. ! siikroz; 5,0 g L' kazeinden elde edilen pepton; 5,0 g ™! et
ekstrakti; 5,0 g L7 sodyum asetat; 0,2 g L' MgSO,.7H,0

Luria Bertani (LB) Broth: 5,0 g L™ maya ekstrakti; 10,0 g ™! tripton; 10,0 g ™! NaCl.

SOC besiyeri (super optimal broth with catabolite repression): 20,0 g L™! tripton, 5,0
g L' maya ekstrakti, 4,0 g L™! glukoz, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl, ve
10 mM MgSO,.

Dehidre besiyerleri damitik su iginde 1sitilarak eritilmis ve otoklavda 121°C’da 15
dakika sterilize edilerek hazirlanmistir. Ilgili besiyerlerine ait kat1 ortamlar otoklav

isleminden 6nce uygun besiyerine %1,5 (w/v) agar-agar ilave edilerek hazirlanmistir.

2.1.2 Genetik Modifikasyon ve Secim Calismalari icin Kullanilan Antibiyotikler

Tez calismas siiresince genetik modifikasyon ve se¢im calismalari icin kullanilan
antibiyotikler, hazirlamis sekilleri ve kullanilan konsantrasyonlari Tablo 2.1'de

verilmistir.
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Tablo 2.1 Plazmid secimi icin kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari

Antibiyotik Stok Stok L. reuteri E. coli

soliisyonlarinin konsantrasyon icin son icin son
hazirlanmasi konsantrasyon Kkonsantrasyon

Eritromisin Etanol de 40 mg mL~! 10 ugmL™' 400 ug mL™*
¢oziindiirildi

Ampisilin Ultra saf su da 50 mg mL™* - 50 ug mL™!
¢ozlindirildd,

filtre ile steril edildi

Kanamisin Ultra saf su da 50 mg mL™! - 50 ug mL !

¢oOziindiirildi,

filtre ile steril edildi

2.1.3 Bakteriyel Suslar ve Gelisme Kosullar:

Tez calismasinda kullanilan ve tez calismasi siiresince elde edilen bakteri suslari
ve plazmidler sirasiyla Tablo 2.2 ve 2.3’de verilmistir. Tablo 2.2'de belirtilen L.
reuteri E81 susu 1160523 nolu TUBITAK projesi cercevesinde eksi hamurdan izole
edilip tanimlanmis ve diger L. reuteri suslari1 bu calisma kapsaminda elde edilmistir.
Tim L. reuteri suslari %20 gliserol icerisinde -80°C’de muhafaza edilmis ve suslar
MRS besiyerinde 37°C’de aktiflestirilmis ve sonraki islemlerde %1’lik konsantrasyonu
ekim islemlerinde kullanilmistir. Tiim bakteri suslar1 aerobik kosullarda gelistirilmis,
ancak gerekli durumlarda anaerobik kosullar anaerobik jarda Anaerocult A (Merck,
Almanya) kullanilarak saglanmistir. ~ Bakteri hiicrelerinin yogunlugunun takip
edilmesi gereken durumlarda UV-Spektrofotometre (SHIMADZU UV-1800, Japonya)

kullanilarak bakteri yogunluklar:i ODg,, nm de o6l¢iilerek belirlenmistir.

Genetik modifikasyon calismalari icin bu tez kapsaminda kullanilan ve elde edilen
transformatlar, bu transformantlarin tasidiklar: plazmidler ve gelisme sartlar1 Tablo
2.2’de verilmistir.
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Tablo 2.2 Kullanilan mikroorganizmalar ve gelisme kosullari

Sus Aciklama Gelisme Besiyeri Antibiyotik
sartlari direnci

L. reuteri E81 Dogal sus 37°C MRS -

*L. reuteri E81 AgtfA gtfA geni silinmis sus 37°C MRS -
gtfA genininin {ist bolgesinden
*E. coli E8101 (gtf1) 1300 bg tastyan pG*host9 30°C LB Ery
vektortinii (pE8101) iceren 250 rpm
sus

gtfA genininin iist bolgesinden
1300 bg ve alt bolgesinden

*E. coli E8102 (gtf2) 1100 bg tastyan pG*host9 30°C LB Ery
vektoriinii (pE8102) iceren 250 rpm
sus
gtfA genininin katalitik 3096
*E. coli E8103 (gtfA) bg olan bolgesini tastyan 37°C LB Amp
pET15b vektoriinii (pE8103) 250 rpm
iceren sus
gtfB genininin katalitik 2663
*E. coli E8104 (gtfB) bg olan bolgesini tasiyan 37°C LB Kan
pET28a vektoriinii (pE8104) 250 rpm
iceren sus
E. coli TOP10 Klonlama konag1 37°C LB -
250 rpm
E. coli BL21 (DE3) Ekspresyon konagi 37°C LB -
250 rpm

* Bu ¢alisma kapsaminda elde edilmistir.

Tez calismasinda kullanilan plazmid vektorler, kullanim amaclar1 ve bazi genetik
ozellikleri Tablo 2.3’de verilmistir.
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Tablo 2.3 Bu tezde kullanilan plazmid vektorler

Plazmid Detaylar Amac Antibiyotik
secimi
pG*host9 Sicaklik hassasiyetine Genetik Ery
sahip vektor modifikasyon
pET15b - Ekspresyon Amp
vektorii
pET28a - Ekspresyon Kan
vektorii
gtfA geninin st bolgesinden gtfA geninin
*pE8101 1300 b¢ tasiyan silinmesi Ery
pG*host9 vektorii
gtfA geninin {ist bolgesinden
*pE8102 1300 bg ve alt bolgesinden gtfA geninin Ery

1100 bc tasiyan silinmesi
pG*host9 vektori
gtfA geninin katalitik GTFA enzimi i¢in

*pE8103 3096 bg olan ekspresyon Amp
bolgesini tasiyan vektori
pET15b vektorii
gtfB geninin katalitik GTFB enzimi i¢in
*pE8104 2663 bg olan ekspresyon Kan
bolgesini tasiyan vektori
pET28a vektorii

* Bu caligma kapsaminda elde edilmistir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen pE8103 plazmidinin elde edilis asamalari

SnapGene programu kullanilark sematize edilmis ve Sekil 2.1 de ilgili gorsele yer

verilmistir.

aaaaaa
ssssss

INSERT . —
Replace Flip and insert
FRAGMENT | S 10y — xhol (324) ]th (3) — BamHI (3105)

nnnnn

PET-
vvvvvv

Sekil 2.1 pET15b plazmidi ve gtfA geninin restriksiyon enzimleri ile kesimi ve
ligasyon sonucu elde edilen pE8103 plazmidinin sematize olarak gosterimi
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2.1.4 Genomik DNA Ekstraksiyonu
L. reuteri E81 susundan DNA ekstrakte etmek icin bakteri DNAs1 ektraksiyon Kkiti

(Vivantis, Malezya) kullanilmistir. DNA ekstraksiyon islemi {iretici firmanin belirttigi
prosediire uyularak yapilmistir. DNA ekstraksiyonu icin bir gece gelistirilmis kiiltiirden
2 mL alinarak 6.000 x g’de 2 dk santrifiijlenmis ve slipernatant uzaklastirilmistir.
Toplanan bakteri hiicresi iizerine 100 uL. Tampon R1 ilave edilerek pipet yardimiyla
homojen hale getirilmistir. Bakteri soliisyonuna 20 uL lizozim (50 mg mL™!) ilave
edilip 20 dk 37°C’de inkiibe edilmis ve ardindan 10.000 x g’de 3 dk santrifiijlenerek
siipernatant uzaklastirilmistir. Coken hiicre pelleti {izerine 180 uL Tampon R2 ve 20
uL ProteinazK ilave edilerek homojen bir soliisyon elde edilene kadar karistirilmistir.
Hiicre soliisyonu 65°C’de 20 dk su banyosunda inkiibe edilmis ve inkiibasyon boyunca
her 5 dk’ da bir calkalanmustir. Inkiibasyon sonunda elde edilen berrak lizat {izerine
400 pL Tampon BG’den ilave edilmis ve homojen soliisyon elde edene kadar ters
diiz ederek karistirilmistir. Lizat 65°C’de 10 dk inkiibe edilmis ve ardindan 200
uL %96-100 ‘lik etanol ilave edilmis ve hemen giiclii bir sekilde karistirilmistir.
Hazirlanan lizat 650 uLlik hacimlerde kolona yiiklenmis (Ornek kalmasi halinde
santrifiij isleminden sonra kalan lizat tekrar kolona yiiklenmistir.) ve 10.000 x g’de
1 dk santrifiijlenmistir (Kolonda tikaniklik meydana gelmesi durumunda 200 uL
Tampon BG ilave edilip ayni sartlarda santrifiijlenmistir.). Kolona 650 uL Yikama
Tamponu ilave edilerek yikanmis ve 10.000 x g’de 1 dk santrifiijlenip toplama
tiipiinde biriken siipernatant uzaklastirilmistir. Kolonu kurutmak i¢in 10.000 x g’de
1 dk santrifiijlenmis ve kolon yeni bir 1,5 mL1lik eppendorf tiipiine yerlestirilmistir.
Daha sonra 65°C’ye 1sitilmis Eliisyon Tamponun’dan 50 uL ilave edilerek 2 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve 10.000 x g’de 1 dk santrifiijlenip elde edilen genomik
DNA PZR reaksiyonlarinda kullanilmak {izere calisma siiresince -20°C’de muhafaza

edilmistir.

2.1.5 Plazmid Ekstraksiyonu

Tez calismasinda kullanilan plazmidler E.Z.N.A Plazmid DNA Mini Kit I (Omega
Bio-Tec, ABD) kullanilarak ekstrakte edilmistir. E. coli hiicrelerinden plazmid DNA
ekstraksiyon islemi {iiretici firmanin belirttigi prosediire gore gerceklestirilmistir.
Plazmid ekstraksiyonu icin uygun antibiyotigi iceren LB broth icerisinde gelistirilen
kiiltiirden 10 mL alinarak 24°C’de 1 dk 10.000 x g’de santrifiijlenerek siipernatant
uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti iizerine 250 uL Cozelti I/ RNaz A soliisyonundan ilave
edilip vorteks yardimiyla iyice karistirilmis ve hiicre soliisyonu 1,5 mLlik DNA/RNA
icermeyen eppendorf tiipline aktarilmistir. Hiicre soliisyonu iizerine 250 uL Cozelti
I'den ilave edilmis ve berrak bir lizat elde etmek icin tiip ters diiz edilerek yavasca

birka¢ kez karnistirnlmistir. Lizat 5 dk’y1 gecmeyecek sekilde inkiibe edilmis ve daha
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sonra tizerine 350 uL Cozelti II’'den ilave edilmis ve beyaz bir ¢okelti olusana kadar
yavasca ters diiz edilerek birkac kez karistirilmistir. Lokalize ¢okelmeyi 6nlemek icin
Cozelti III ilavesinden hemen sonra soliisyonun iyice karistirilmasi 6nemlidir. Elde
edilen lizat maksimum hizda (=13.000 x g’de) 10 dk santrifiijlenerek elde edilen
siipernatant hiicreye dokunmadan alinarak 6nceden hazirlanmis olan HiBind DNA
Mini kolona aktarilmistir (HiBind DNA Mini kolonu hazirlamak i¢cin DNA mini kolonu
2 mLlik toplama tiipiine yerlestirilmis ve 3 M NaOH ‘den 100 uL kolona ilave edilerek
maksimum hizda 30-60 s’ye santrifiijlenmistir. Toplama tiipii uzaklastirilarak kolon
yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.). Berrak siipernatantin aktarildigi HiBind
DNA Mini kolon maksimum hizda 1 dk santrifiijlenerek filtrat uzaklastirilmis ve kolon
yeni bir toplama tiipline yerlestirilmistir. Kolona HBC Tamponun’dan 500 uL ilave
edilerek maksimum hizda 1 dk santrifiijlenmis ve filtrat uzaklastirilarak kolon yeni bir
toplama tiipiine yerlestirilmistir. Daha sonra kolona 700 uL DNA Yikama Tamponu
ilave edilmis ve maksimum hizda 1 dk santrifiij isleminden sonra filtrat uzaklastirilmis
ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. DNA Yikama Tamponu ile yitkama
islemi bir kez daha tekrarlanmis ve ardindan kolon matrisini kurutmak icin HiBind
DNA Mini kolon maksimum hizda 2 dk santrifiijlenmistir. HiBind DNA Mini kolon yeni
bir 1,5 mLlik eppendorf tiipiine yerlestirilmis ve ardindan 70°C’ye 1sitilmis Eliisyon
Tamponundan 50 uL ilave edilerek 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda maksimum hizda 1 dk santrifiijlenerek HiBind DNA Mini kolondan eliite

edilen plazmidler calisma siiresince -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.1.6 Primerler

L. reuteri E81 susundan gtfA ve gtfB genlerinin amplifikasyonu, klonlama ve mutasyon
calismalar1 amaciyla kullanilan primerler, ampilifiye edilmek istenen hedef gen
boyutlar: ve PZR sartlar1 Tablo 2.4’de verilmistir. Bu primerlerin kullanim amaclar

ileriki boliimlerde aciklanmustir.
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Tablo 2.4 Tez calismasi boyunca kullanilan primerler

Tm (°C)
Primer Sekans (5’-3") Hedef gen
Tal-Ta2
gtf9 Kpnl F  TTTGGTACCATACTGACCAACCAG
gtfA 44-68
gtfd Xho R TCCTCGAGGTTATCACTTGCCAT
gtf9 Xho F TTTGGTACCATACTGACCAACCAG
gtfA 42-66
gtf9 HindIll R TCCTCGAGGTTATCACTTGCCAT
pGhostR TTTGGTACCATACTGACCAACCAG
50
pGhost 1 TCCTCGAGGTTATCACTTGCCAT
Gtf Xho 2 TTTGGTACCATACTGACCAACCAG
gtfA 48-66
Gtf BamHI2 TCCTCGAGGTTATCACTTGCCAT
76_HindF TTTGGTACCATACTGACCAACCAG
gtfB 50-69
76_XhoR TCCTCGAGGTTATCACTTGCCAT
T7P2 TTTGGTACCATACTGACCAACCAG
50
T7T TCCTCGAGGTTATCACTTGCCAT
28P TTTGGTACCATACTGACCAACCAG
50
28R TCCTCGAGGTTATCACTTGCCAT

2.1.7 PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii

PZR iiriinlerinin jel elektroforezinde kontrolii i¢cin konsantrasyonu %1 olan agaroz
jeli 0,5X Tris Borat EDTA (TBE) tamponu kullanilarak hazirlanmistir. PZR iirtinleri
agaroz jele yiiklemeden once yiikleme boyasi olan DNA Loading Buffer (Bioline,
Ingiltere) ile renklendirilmistir. Bu islem icin ilk olarak parafilm iizerine 2 uL yiikleme
boyasindan konulup tizerine 10 uL 6rnek aktarilarak otomatik pipet araciligi ile 6rnek
ve boya birbirine karistirilmis ve renklendirilen 6rnekler agaroz jele yiiklenmistir.
TBE tamponu kullanilarak elektroforez islemine birakilmistir. Elektroforez isleminin
ardindan jeller 1 mg L™"lik etidyum bromid cozeltisi icerisinde 30 dk bekletilerek jelde
yiiklii olan DNA parcaciklarinin boyanmas: saglanmistir. Bu islemin ardindan jeller
deiyonize su igerisinde kisa siire tutularak durulandiktan sonra UV-Transilluminator
kullanilarak UV 151k altinda gériintiilenmistir. HyperLadder I (Bioline, Ingiltere ) her
elektroforetik jelde DNA boyutlayicisi olarak kullanilmistir (Sekil 2.2).
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SIZE (bp) | ng/BAND

— 10037 | 100
— 8000 80
—— 6000 60
— 5000 50
—— 4000 20
—— 3000 30
—— 2500 25
— 2000 20

15001517 | 15/15

— 1000 100
— 800 80
— 600 60
— 400 40
— 200 20

Sekil 2.2 HyperLadder I (Bioline, Ingiltere) fragment boyutlar1 ve miktarlari

2.1.8 Restriksiyon Enzimleri

Tez kapsaminda kullanilan restriksiyon enzimlerine ait bilgiler Tablo 2.5’de detayh
olarak verilmistir. Kullanilan restriksiyon enzimleri Thermo Fisher (ABD)’den temin

edilmistir.

Tablo 2.5 Tez calismasinda kullanilan restriksiyon enzimlerine ait baz bilgiler

Enzim adi Tanima alani ve béliinme Olusturdugu ug

Kpnl 55GGTAC|C3 Yapiskan
ICTCATGGYS

Xhol 5C|TCGAGY Yapiskan
JGAGCTTCYS

HindIII S5A|lAGCTT3 Yapiskan
FTTCGATAS

BamHI 5G|GATCCZ® Yapiskan

¥CCTAGTGY

Restriksiyon enzimleri ile kesim islemi iiretici firmanin belirttigi kosullarda 10-40
uL reaksiyon hacminde gerceklestirilmistir. Tablo 2.6’da restriksiyon enzimleri
kullanilarak PZR reaksiyonu ile amplifiye edilmis ilgili genin ve plazmid DNAnin kesim
islemleri i¢in kurulan reaksiyon bilesimi ve sartlari verilmistir. Reaksiyonu durdurmak
icin restriksiyon enzimleri 1s1 ile inaktive edilmis ve triinler enzimi uzaklastirmak icin

Sure-Clean (Bioline, Ingiltere) ile saflagtiriimistir.
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Tablo 2.6 Restriksiyon enzimleri ile kesim islemleri i¢cin kurulan reaksiyon bilesimi
ve sartlari

Amplifiye edilen PZR Plazmid DNA icin
iirtind icin kurulan kurulan restriksiyon
restriksiyon reaksiyonu reaksiyonu
PZR reaksiyon iiriinii (70,1-0,5 ug) 20 uL Plazmid DNA 4 uL
Niikleaz icermeyen su 2 uL.  Nikleaz icermeyen su 3 uL
10X Tampon 2 uL 10X Tampon 2 uL
Ilgili restriksiyon enzimi 1 uL Ilgili restriksiyon enzimi 1 uL
Toplam hacim 25 uL Toplam hacim 10 uL
Reaksiyon sartlari 37°C’de 1 saat
Inaktivasyon sartlari 80°C’de 20 dk

2.1.9 Vektor DNA'nin Defosforilasyonu

Restriksiyon enzimleri ile kesim isleminden sonra self-ligasyonu onlemek icin
vektorlerin 5 fosfat gruplari Shrimp Alkalin Fosfataz (Thermo Fisher Scientific,
ABD) enzimi kullanilarak uzaklastirilmistir. Defosforilasyon islemi {iretici firmanin
protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Tablo 2.7’de vektorlerin defosforilasyon

islemi icin kurulan reaksiyon bilesimi ve sartlar1 verilmistir.

Tablo 2.7 Defosforilasyon islemi icin kurulan reaksiyon bilesimi ve sartlar

Reaksiyon bilesenleri ve miktar1 Reaksiyon sartlar1 Inaktivasyon sartlari
Vektor DNA 15 uL
SAP Tamponu 2 uL
Shrimp Alkalin Fosfataz 1 uL 37°C-30 dk 65°C-20 dk
Steril H20 2 uL
Toplam hacim 20 uL

2.1.10 Ligasyon

PZR islemini takiben amplifiye edilen ilgili gen bolgesi ve plazmidler ilgili restriksiyon
enzimleri ile kesilmis, kesim islemini takiben vektor defosforilize edilmis ve jelde kesim
tirinlerinin miktarinin kontroliinii takiben iiriinler ligasyon islemine birakilmistir.
Ligasyon islemi T4 DNA Ligaz (Thermofisher, ABD) kullanilarak treticinin sagladig:
materyaller ve protokol izlenerek Tablo 2.8’de belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.
Ligasyon reaksiyonlar1 kurulurken 1:3 vektor:insert orani kullanilmistir. Ligasyon

reaksiyonuna katilacak vektor ve insert miktar1 asagida verildigi gibi hesaplanmaistir.

[ (100 ng vektor) x (insert boyutu (bg)) ] / [ vektor boytu (bg) ] x 3:1
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Tablo 2.8 Ligasyon islemi i¢in kurulan reaksiyon bilesimi ve sartlar1

Reaksiyon bilesenleri Miktar Reaksiyon Inaktivasyon
sartlari sartlari
Dogrusal vektor DNA “100 ng
Insert DNA 1:3 Vektor
iizerinden oran
10X T4 DNA Ligaz Tamponu 2 uL 22°C-10dk  65°C-10 dk

T4 DNA Ligaz 1U
Niikleaz icermeyen su 20 uL ‘ye tamamla

Toplam hacim 20 uL

2.1.11 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Tez calismasi siliresince PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Sentegen’den
(TR) temin edilmis ve kullanilan primerlere ait bazi1 bilgiler Tablo 2.4’de
verilmistir. Genomik DNA temelli PZR reaksiyonlarinda kullanilan Phusion Polimeraz
reaksiyonlari icin https://bit.ly/2sSmdZc, ligasyon ve koloni PZR reaksiyonlarinda

kullanilan GoTaq reaksiyonlar1 icin https://bit.ly/35n66QF web sitesi kullanilarak

ilgili primerlerin tavlama sicakliklar1 hesaplanmistir. Kullanilan primerlere ait tavlama
sicaklilar1 Tablo 2.4’de verilmistir. Kurulan PZR reaksiyonlarinin bilesimi ve reaksiyon

sartlar1 boliim 2.1.11.1 ve 2.1.11.2’de detayl olarak verilmistir.

2.1.11.1 Genomik DNA Temelli PZR
L. reuteri E81’den elde edilen genomik DNAnin kalip DNA olarak kullanildigi, sirasiyla

glukansiikraz ve glukanotransferaz enzimlerini kodlayan gtfA ve gtfB genlerinin

amplifiye edilmesi i¢in kurulan PZR reaksiyonlarinin bilesimi Tablo 2.9 verilmistir.

Tablo 2.9 gtfA ve gtfB genlerinin amplifiye edilmesi icin kullanilan PZR bilesimi

PZR bilesenleri Miktar (uL)
Kalip DNA 1 uL
GC Tamponu 10 uL
dNTPs (10 mM) 1 uL

Forward primer (20 uM) 2,5 uL
Reverse primer (20 uM) 2,5 uL

DMSO 1,5 uL

Phusion Polimeraz 0,5 uL
Deiyonize H,O 50 uL i¢in

Toplam hacim 50 uL

Bu PZR reaksiyonlarinda Thermofisher Phusion Polimeraz enzimi kullanilarak PZR
islemi gerceklestirilmistir. Her iki genin de amplifiye edilmesi icin kullanilan PZR

sartlar1 Tablo 2.10 ’da verilmistir.
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Tablo 2.10 gtfA ve gtfB genlerinin amplifiye edilmesi icin kullanilan PZR sartlar1

Sicaklik Siire Dongili sayist
Denatiirasyon 98°C 30s x1
Primerin %100 Denatiirasyon 98°C 10s
ayni oldugu kisim Baglanma Tal°C 30s x5
Uzama 72°C  15-30 s/kbs
Denatiirasyon 98°C 10s
Primerin tamami Baglanma Ta2°C 30s x20
Uzama 72°C 15-30s/kbs
Son Uzama 72°C 5 dk x1

Tal sicakliklari Tablo 2.4’de verilmistir.

2.1.11.2 Ligasyon ve Koloni PZR

Ligasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini ortaya koyabilmek i¢in rekombinant
plazmidler kalip DNA olarak kullanilmis ve plazmide 6zgii primerler kullanilarak PZR
reaksiyonu kurulmustur. Istenen genin vektore entegre oldugunu dogrulamak icin
ligasyon PZR sonucunda elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
kontrol edilmistir. ~ Sekil 2.3’de plazmid icine yerlesen insert DNAnin PZR ile
dogrulanmasi sematik olarak gosterilmistir.

Primer F

-

vektir . Bilinmeyen dizi . vektir

-

Primer R

Sekil 2.3 Forward (F) ve Reverse (R) primerler ile ligasyon PZR isleminin gosterimi

Ligasyon sonucunda elde edilen rekombinant plazmidler Boliim 2.1.13 ’de aciklandig1
gibi hazirlanan kompetent E. coli hiicrelerine transforme edildikten sonra plazmidin
sahip oldugu antibiyotik direncliligine gore uygun antibiyotigi ve besiyerini iciren kat
besiyeri ortamina ekilmistir. Rekombinant plazmidi iceren kolonilerin belirlenmesi
icin besiyerinde gelisen kolonilerden elde edilen hiicreler steril kiirdan kullanilarak
alinmis ve 10 uL steril deiyonize su icerisinde siispanse edilmistir. Elde edilen
hiicre siispansiyonu Tablo 2.11’de verilen PZR karisiminda sablon olarak kullanilarak

rekombinant hiicreler belirlenmistir.
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Tablo 2.11 Ligasyon ve koloni PZR islemleri icin kullanilan PZR bilesimi

PZR bilesenleri Miktar (uL)
Kalip DNA 1 uL
5 x GoTaq Reaksiyon Tamponu 10 uL
dNTPs (10 mM) 4 uL
Forward primer (20 uM) 1 uL
Reverse primer (20 uM) 1 uL
GoTaq DNA Polymerase 0,25 uL
Deiyonize H20 50 uL icin
Toplam hacim 50 uL

Ligasyon ve koloni PZR ic¢in kullanilan PZR sartlar1 Tablo 2.12 ‘de verilmistir.
Bu PZR reaksiyonlarinda GoTaq DNA polimeraz enzimi kullanilarak PZR islemleri
gerceklestirilmistir.

Tablo 2.12 Ligasyon ve koloni PZR islemleri icin kullanilan PZR sartlar1

Sicaklik Stire Dongti sayisi
Denatiirasyon 95°C 2 dk x1
Primerin %100 Denatiirasyon 95°C 30s
ayni oldugu kisim Baglanma Tal°C 30s x25
Uzama 72°C  15-30 s/kbs
Son Uzama 72°C 5 dk x1

Tal sicakliklari Tablo 2.4’de verilmistir.

2.1.12 DNA Piirifikasyonu

PZR {riinlerini ortamda bulunan tamponlar, dNTP ler, kisa DNA parcalar1 ve
enzimlerden arindirmak icin hizli bir DNA temizleme araci olan Sure-Clean (Bioline,
Ingiltere) kullanilarak iiriinler saflastirilmistir. Ik olarak DNAya 6 uL Co-Precipitant
Pink’den ilave edilip 30 s’ye vortekslenmis ve daha sonra 6rnek hacmine esit miktarda
Sure-Clean tamponu ilave edilerek tamamen karigsmasi saglanmistir. Elde edilen
solisyon en az 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis ve 14.000 x g‘de en az 10
dk santrifiijlenerek siipernatant dikkatlice uzaklastirilmistir Daha sonra %70’lik
etanolden baslangic 6rnek hacminin iki kati kadar pellet iizerine ilave edilip 10
s‘ye vortekslenmis ve 14.000 x g‘de 10 dk santrifiij isleminin ardindan siipernatant
dikkatlice uzaklastirilmistir. Coken pellet etanoliin tamamen uzaklagsmasini saglamak

icin hava ile kurutulmus ve son olarak pellet 10 uL deiyonize suda ¢oziindiiriilmiistiir.

2.1.13 Kompetent E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyonu

E. coli TOP10 ve BL21 hiicreleri transformasyon amaciyla elektrokompetent hale

getirmek i¢in hazirlanmistir. Taze hazirlanmis 50 mL LB broth icerisine bir gecelik E.
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coli kiiltiirinden 1 mL inokiile edilerek ODgg,,’de 0,5-0,6 optik yogunluga ulasana
kadar 37°C’de calkalayarak (250 rpm) gelistirilmistir. Istenen yogunluga ulasan
kiltiirler hemen buz {izerine alinarak sogutulmus ve 6nceden sogutulmus rotorda
(4°C) santrifiijlenerek (3.000 x g, 10 dk, 4°C) hiicreler toplanmistir. ~Santrifiijle
elde edilen hiicreler 6nceden sogutulmus %10’luk steril gliserol ¢ozeltisi ile iki kez
yikanmistir (10 dk, 3.000 x g, 4°C). Yikama isleminin ardindan toplanan hiicreler
500 uL sogutulmus %10’1uk gliserol icerisinde siispanse edilerek 6nceden sogutulmus
0,5 mL steril mikrofij tiiplere 50 uLlik hacimlerde dagitilmis ve -80°C’de muhafaza

edilmistir.

Transformasyonun ikinci basamagini, hedef DNAnin elektrokompetent E. coli
hiicrelerine elektroporasyonu olusturmaktadir. Tiim malzemeler ve cozeltiler en
az 2 saat boyunca buz iizerinde sogutularak elektroporasyon i¢in hazirlanmistir.
Elektroporasyon i¢in 50 uL elektrokompetent hiicre alikotuna maksimum 5 uL vektor
DNA veya ligasyon karisimi ilave edilip dikkatlice karistirilmis ve 1 dakika boyunca buz
izerinde inkiibe edilmistir. 5 ng vektor kullanilarak pozitif kontrol ve H,O kullanilarak
negatif kontrol paralel olarak hazirlanmistir. Hiicre karisimi, 6nceden sogutulmus
elektroporasyon kiivetlerine (Eppendorf) aktarilarak elektroporatore yerlestirilmistir.
Elektroporasyon cihazi (Ependorf elektroporator 2510), 25uF kapasitans, 2,5 kV ve
200 Q direncli darbeler verecek sekilde ayarlanmistir. Elektroporasyon isleminde bir
darbeden sonra, 12,5 kV cm™! alan kuvvetine sahip 4,7 ila 5,0 milisaniye arasinda
degisen bir zaman sabiti kaydedilmistir. Elektroporasyon isleminin ardindan 450 uL
SOC besiyeri (oda sicakliginda) kiivetlere eklenmis ve bakteriler 2 mLlik vida kapakl
tiiplere aktarilmistir. Plazmide bagl olarak 30-37°C’de 1-2 saat calkalanarak inkiibe

edilmistir.

2.1.14 Kompotent L. reuteri Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyonu

gtfA genini silmek icin elde edilen rekombinant pG*host9 vektoriiniin (pE8102) L.
reuteri E81’e atilmasi1 amaciyla ilk olarak kompetent L. reuteri E81 hiicreleri Dertli
[7]de ifade edildigi sekilde hazirlanmistir. Ancak diger LAB tiirlerinin aksine L. reuteri
E81 ile kompetent hiicre hazirlanmasi oldukc¢a zor bir siire¢ olmustur. Kompetent
hiicrelerin hazirlanabilmesini takiben pE8102 vektoriiniin hiicre icerisine atilmasi
amaciyla elektroporasyon islemi uygulanmistir. Bu amacla elektroporasyon islemi
2.500 V’da gerceklestirilmistir. Elektroporasyon isleminin ardindan hiicreler 3 saat
mMRS (MRS+20 mM MgCl, + 2 mM CaCl,)’te gelistirilmis ve eritromisin (Ery) iceren
MRS agara ekim isleminin ardindan koloniler 30°C’de gelisime birakilmistir. Pozitif
transformantlar sonrasinda PZR islemi ile dogrulandiktan sonra gen silme islemine

gecilmistir. L. reuteri E81’e disaridan plasmid ilavesi olduk¢a zor olmustur.
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Bu amacla yukarida ifade edilen metoda ilaveten 4 farkli metot kullanilmistir.

Metod 1: Bu metotta bir gece gelistirilmis hiicrelerden ekim yapilarak L. reuteri’ 5 mL
MRS besiyerinde ODg,,, 1’e kadar gelistirilmistir. Santrifiijle elde edilen hiicreler 10
mL 0,5 M siikroz %10 gliserol cozeltisi ile yikandiktan sonra bu ¢ozeltinin 100 uL’si
ile coziilmiis ve 2.500 V’da elektroporasyona tabi tutulup 1 mL MRS’in eklenmesini

takiben 2 saat gelistirilmis ve MRS+ery 5 ug mL™ye ekim yapilmistir.

Metod 2: L. reuteri ODg,,,, 0,6’ya kadar gelistirip santrifiij ile hiicreler elde edilmistir
(10.000 x g, 10 dk, 4°C). Sonrasinda pelleti 5 mM KH,PO,, 2 mM MgCl,, %10
gliserol (v/v) ve 0,3 M stikroz ile 3 defa yikanmis ve ardindan hiicreler 40 uL hacimde
ayni tamponda ¢oziindiiriilmiistiir. Takiben 1.700 V da elektroporasyon uygulanmis
ve hiicreler 0,3 M siikroz, 20 mM MgCl, ve 2 mM CaCl, iceren MRS broth ta
gelistirilmistir. Ardindan 0,3 M sukroz ve eritromisin (8 uL mL-1) iceren MRS agara

ekim yapilip transformantlar izlenmistir.

Metod 3: L. reuteri hiicreleri ODg,,,, 0,2-0,3’e kadar gelistirilmis ve santrifiij isleminin
ardindan pellet 5 mmol ™! NaPO, ve 1 mmol L™ MgCl, iceren ¢ozelti (pH 7,4) ile
yikanmig ve son olarak 1 mmol L™! siikroz ve 3 mmol L™ MgCl,’de ¢éziiliip 2.500 V’da

elektroporasyon uygulanmaistir.

Metod 4: 1 gece gelistirilmis hiicrelerden 100 mL. MRS besiyerine ODg,,,, 0,35
olacak sekilde ekilmis ve ODgq,,, 0,6’'ya kadar gelisimin ardindan hiicreler hemen
sogutulup santrifiij ile elde edilmistir. Takiben hiicreler bir kez soguk 10 mM MgCl,
ile ytkanmistir. Daha sonra yikama islemi soguk 0,5 M siikroz ve %10 gliserol ile
tekrarlanmis ve ayni ¢ozeltide ¢oziiliip 40 uL olacak sekilde soguk tiiplere ayrilmistir.
5 uL plazmid elektrokompetent hiicrelere eklenmis ve 3 dk inkiibasyonun ardindan
1.500 V’da elektroporasyon gerceklestirilmis ve 80 mM MgCl, iceren MRS’den 460 uL

ilave edilip hiicreler gelistirilmistir.

2.2 Protein Biyokimyasi

2.2.1 Rekombinant Bakteriyel Hiicrelerde Protein Ekspresyonu ve Ekstraksiy-
onu

Spesifik glukaniikraz ve glukanotransferaz genleri sirasiyla, IPTG ile indiiklenebilir

vektorler olan pET15b ve pET28a’ya klonlanmis ve konakct E. coli BL21 (DE3) ’de

GTFA ve GTFB enzimleri eksprese edilmistir (Klonlama prosediirii ile ilgili detaylar

Boliim 2.1.13’de agiklanmistir). Bu amacla TOP10’dan elde edilen pE8103 ve

pE8104 vektorleri E. coli BL21 (DE3)’e elektrotransformasyon ile transforme edilmis

ve vektorler sirastyla ampisilin ve kanamisin iceren LB besiyerlerinde secilmis ve yine
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ayni kosullarda gelismeye birakilmistir. Takiben 1 gece boyunca gelisen kolonilerden
tekrar ilgili antibiyotikleri iceren LB besiyerlerine ekim yapilmis ve hiicreler orta log
faza geldiklerinde (ODgg,,,, 0,4-0,6) besiyerine 0,1 M IPTG ilave edilmistir ve hiicreler
2, 3 ve 4 saat olmak tizere farkli kosullarda gelismeye birakilmistir. Hiicrelerin gelisme
siiresinin tamamlanmasinin ardindan hiicreler santrifiij islemi ile (3.000 x g, 10 dk,

4°C) elde edilmis ve hiicre pelletleri -20°C’de 1 gece bekletilmistir.

Sonrasinda -20°C’de 1 gece bekletilmis hiicrelerden GTFA enziminin ekstraksiyonu ve
saflastirilmasi icin His-tag iceren proteinler Qiagen Ni-NTA Fast Start Kit kullanilarak
saflastirilmisti.  Ekstraksiyon ve saflastirma calismalarinda {ireticinin protokoli
kullanilmistir. GTFB proteininin literatiir verilerine gore inkliizyon gévdesi olusturup
hiicre duvarina baglandigi gosterilmistir [109]. Bu nedenle GTFB enziminin
ekstraksiyonu icin GTFA enziminden farkli bir yol izlenmistir GTFB enziminin
hiicre duvarindan ekstraksiyonu B-PER Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo
Scientific, ABD)1 kullanilarak gerceklestirilmistir.  Ekstraksiyon iglemi iireticinin

protokolii uygulanarak gerceklestirilmistir.

2.2.2 Saflastirilan Enzimlerin Protein Miktarlarinin Bradford Yontemi ile Belir-

lenmesi

Ekstraktlardaki protein miktar1 Bradford metodu ile belirlenmistir Bu amacla
sigir serum albiimini (BSA) standart olarak kullanilarak protein miktari1 Olctimleri
gerceklestirilmistir. Bu amacla 0-200 ug mL™! arasinda farkli konsantrasyonlarda BSA
iceren ¢ozeltiler hazirlanmis ve bu miktarin karsilik geldigi ODg,,,,, degerleri Bradford
¢ozeltisi kullanilarak belirlenmis ve kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Ayni metot
kullanilarak orneklerdeki protein miktar:1 belirlenmistir. Protein konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in spekro kiivetlerine 10 uL ekstrakte edilen proteinlerden aktarilarak
lizerine Bradford Reagent’'dan 190 ulL ilave edilerek 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmis ve inkiibasyonu takiben 800 uL saf su ilave edilerek ODgq,, degerleri

olciilmiistir.

2.2.3 Protein Ekspresyonlarinin SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ile Kontrol Edilmesi

Orneklerdeki protein miktarinin belirlenmesinin ardindan her bir érnekte 10 ug
uL~! protein olacak sekilde yiiriitiillecek 6rnek hacimleri belirlenmis ve proteinlerin
tespiti amaciyla SDS-PAGE islemi uygulanmistir [7]. Biitiin SDS-PAGE ekipmanlari
Invitrogen’den temin edilmistir. Protein Orneklerine LDS tamponu ve indirgeme
ajani ilavesinden sonra drnekler 70°C’de 10 dk 1sitilip denatiire edilmis ve 6rneklerin

belirlenen hacimleri protein jeline yiiklenmistir. Proteinlerin boyutlarinin belirlenmesi

44



amaciyla kontrol olarak SeeBlue Plus ladder (Invitrogen) kullanilistir (Sekil 2.4).
Protein Ornekleri %10 NuPage Novex Bis-Tris jelde 3-Nmorpholinopropanesulfonic
acid (MOPS) tamponu icerisinde yiiriitiilmiistiir. Orneklerin elektroforezi 200 V’da
50 dk boyunca gerceklestirilmistir. Elektroforez islemini takiben jel kabi kirilip jel
icerisinden alinmis ve Oncelikle 3 defa 5 dk boyunca dH,0O’da yikandiktan sonra 1
saat boyunca 20 mL Simply Blue Safestain (Invitrogen) ile boyanmistir. Son olarak
jeller 1 saat veya yetmezse 1 gece boyunca dH,0’da durulanmis ve ardindan jellerin

fotograflari cekilmistir.

kDa

198
98

62
49

38
28

17
14

Sekil 2.4 SeeBlue Plus ladder (Invitrogen)

2.2.4 Histidin ile isaretli Rekombinant Proteinlerin Western Blot Yontemi ile

Dogrulanmasi

Proteinlerin goriintiilenmesinin ardindan proteinlerin dogrulanmasi1 amaciyla Western
Blot islemi uygulanmis olup bu amagla kullanilan prosediir Dertli [7]'de bildirildigi
sekilde gerceklestirilmistir  Enzimlerin {retildiginin dogrulanmasinin ardindan
yukarida ifade edilen islemler 500 mL hacimde kiiltiirlerin gelistirilmesini takiben
gerceklestirilmis ve His-tag iceren proteinler Qiagen Ni-NTA Fast Start Kit kullanilarak
saflastirilmistir. Saflagtirma calismalarinda tireticinin protokolt kullanilmistir. Ek
olarak GTFB proteini literatiir verilerine gore inkliizyon govdesi olusturup hiicrelerin
hiicre duvarina baglandig1 gosterilmistir [109]. Dolayisiyla hiicre ekstraktlarindan
da protein B-PER Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, ABD)

kullanilarak elde edilmistir.
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2.3 L. reuteri E81 Susundan Glukan Uretiminden Sorumlu Glukan-

siikraz Geninin Silinmesi

2.3.1 L. reuteri E81’de Glukan Uretiminden Sorumlu Glukansiikraz Geninin
Tespiti
L. reuteri E81 susuna ait www.rast.nmpdr.org veritabanina yiiklenen tiim sekansta
otomatik olarak herhangi bir gtfA geni ile eslesme olmamistir Bunun {izerine
1984 genin tamami BLAST sistemine yiiklenmis ve veri tabaninda yiiklii diger gtfA
genleri ile Genomdaki herhangi bir genin eslesme yapip yapmadigi belirlenmis
ve Genomda gtfA geni tespit edilmistir. Ilgili genlerin muhtemel protein yapisi
https://web.expasy.org/translate/ altyapisi kullanilarak ortaya cikarilmis ve protein
yapilari simdiye kadar NCBI veritabanina yiiklenen proteinler ile karsilastirilmistir. Bu
amacla GTFA enziminin yapisi Leuconostoc mesenteroides NRRLB1355, Lactobacillus
reuteri ATCC55730, SD2112, 15007, 180, 121 ve TMW1.106’da ortaya cikarilan GTFA
proteinleri ile https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ ¢oklu sekans karsilastirma

programi kullanilarak karsilastirilmistur.

2.3.2 Glukansiikraz Genine Spesifik Primerin Dizayni

gtfA geninin tamami 5304 bc¢ uzunlugunda olup bu uzunluktaki genin silinmesi
amaciyla iki asamal bir strateji izlenmistir. Bu islem genin upstream boélgesinden
yaklasik 1300 baz downstream boélgesinden de yaklasik 1100 bazin alinip bunlarin
vektorde birlestirilmesi ve boylece inaktif genin vektor eliyle L. reuteri E81 genomuna
ilave edilmesi seklinde gerceklestirilmistir. Bu islemin gerceklestirilmesi amaciyla
ilk olarak iiriine Kpnl ve Xhol bolgeleri eklenip vektor pG*host9’a ilave edilmis ve
ardindan ikinci iiriine ise Xhol ve HindIII bolgeleri ilave edilerek PZR islemi ile elde
edilmistir. Takiben ikinci iiriin Xhol bolgesinden plasmid ile birlestirilerek vektor elde

edilmistir. Bu amacla gtfA geninin ilk kism1 (gft1)

gtf9 Kpnl F (5-TTTGGTACCATACTGACCAACCAG-3’) ve
gtf9 Xho R (5-TCCTCGAGGTTATCACTTGCCAT-3")
primlerleri marifetiyle ampilifiye edilmistir.

Genin ikinci kismui (gtf2) ise

gtf9 Xho F (5-TCCTCGAGTGATCAAGATGCAC-3’) ve

gtf9 HindIll R (5-TGTAAGCTTGCTTCAGTAGCAGA-3)
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primerleri ile ampilifiye edilmistir.

2.3.3 Glukan Uretemeyen L. reuteri E81 AgtfA Susunun Standart Molekiiler
Tekniklerin Kullanimi ile Elde Edilmesi

gtfA geninin L. reuteri E81 susundan silinmesi amaci ile ilk olarak gtfA geninin ilk
kismi (gftl) Tablo 2.4'de verilen primerler icin uygun Tm’de sirasi ile Tablo 2.9
ve 2.10’da verilen PZR bilesimi ve PZR sartlar1 kullanilarak ampilifiye edilmistir.
Alternan iiretemeyen L. reuteri E81 AgtfA mutantinin elde edilmesi amaciyla sicaklik
hassasiyeti olan pG*host9 vektorii kullanilmistir. pG™host9 vektorii eritromisin direng
geni tasimakta olup 30°C de replike olabilirken 42°C de replike olamamaktadir
[7] ve bu vektoriin MCS (Multiple cloning sites) bolgesinde Kpnl, Xhol ve HindIII
restriksiyon bolgeleri yer almaktadir. pG*™host9 vektorii Boliim 2.1.5’de belirtildigi
gibi E.Z.N.A Plasmid Mini Kit kullanilarak ekstrakte edilmistir. ~gtfA geninin ilk
kismi (gtfl) ve pGThost9 plazmidi, Kpnl ve Xhol restriksiyon enzimleri ile Bolim
2.1.8’de belirtildigi sekilde kesilmis ve vektor ekstra olarak Boliim 2.1.9’da belirtilen
sartlarda defosforilize edilmistir. Takiben kesilen {iriinler agaroz jel elektroforezinde
ylritiilmiis ve miktarlarina bagli olarak Tablo 2.8’de belirtildigi gibi Ligasyon miksi
hazirlanip bir gece ligasyona birakilmistir. Ligasyon miksi vektore 6zgii

pGhost R (5-TACTACTGACAGCTTCCAAGG-3’)
pGhost 1 (5’- AGTCACGACGTTGTAAAACGACG-3)

primerleri kullanilarak PZR islemi ile kontrol edilmis ve istenen {riiniin vektore
entegre olup olmadig1 ligasyon iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ile
tespit edilmistir. Ligasyon PZR sartlar1 ve PZR bilesimi Boliim 2.1.11.2’de detayh
olarak verilmistir. Ligasyon sonucu pozitif bulunan vektorler elektroporasyon ile
TOP10 hiicresine atilmis ve eritromisin iceren LB agara ekim isleminin ardindan
petriler 30°C’de koloniler gelisene kadar bekletilmistir. Gelisen kolonilerde pE8101
vektoriiniin varligi koloni PZR islemi ile pGhost R ve pGhost 1 primerleri
kullanilarak test edilmistir. Pozitif koloni(ler) eritromisin iceren LB besiyerinde
gelistirilmis ve plasmid pE8101 E.Z.N.A plasmid ekstraksiyon kiti marifetiyle ekstrakte
edilmistir. Takiben pE8101 plazmidi ve gtfA geninin ikinci kismina (gtf2) ait PZR
trtinii Xhol ve HindIII restriksiyon enzimleri ile kesilmis yukarida gerceklestirilen
islemleri takiben pE8102 vektorii elde edilmistir. Elde edilen bu vektor Bolim
2.1.14de hazirlanisi detayh olarak agiklanmig olan elektrokompetent L. reuteri E81
hiicrelerine aktarilmistir. Elektroporasyon isleminin ardindan hiicreler 3 saat mMRS’te
gelistirilmis ve eritromisin iceren MRS agara ekim isleminin ardindan koloniler

30°C’de gelisime birakilmistir. Pozitif transformantlar sonrasinda PZR islemi ile
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dogrulandiktan sonra gen silme islemine gecilmistir. Pozitif transformantlar elde
edildikten sonra hiicreler MRS’de 30°C’de 1 gece gelistirilmistir. Sonraki asamada
sicaklik 42°C ye ytikseltilmis ve vektoriin kendi basina gelisme imkani kalmamis
ve dolayisiyla L. reuteri E81 genomik DNAsi ile ortak olan kisimlarindan DNAya
baglanmistir. Sonraki asamada sicaklik tekrar 30°C diisiiriilmtis daha sonra MRS+ Ery
ve MRS- Ery petriler hazirlanip ve tekrar sicaklik 42°C’ye yiikseltilmistir. Ardindan
tek koloniler ayn1 anda hem MRS+ ve MRS- Ery petrilere ekilmis ve MRS- Ery’de
gelisip MRS+Ery’de gelismeyenler cift crossover i¢in ilgili primerler vasitasiyla kontrol

edilmistir. Sonuc olarak AgtfA geni L. reuteri E81’in Genomundan silinmistir.

2.3.4 L. reuteri E81 ve EPS Uretmeyen AgtfA Susundan EPS izolasyonu

L. reuteri suslarindan EPS izolasyonu amaciyla suslar gliserol stoklarindan MRS
besiyerinde aktiflestirildikten sonra MRS’de yer alan maya ekstraktinin EPS’e
olabilecek muhtemel kontaminasyonundan dolayr EPS izolasyonu modifiye BHI
besiyerinde gerceklestirilmistir  Modifiye BHI besiyerinin formiilasyonu Boéliim
2.1.1’de detayl olarak verilmistir. L. reuteri suslar1 37°C’de aerobik kosullar altinda 2

giin siireyle gelistirildikten sonra EPS izolasyonu gerceklestirilmistir.

Bu amacla tez calismasi boyunca EPS izolasyonu amaciyla Dertli [7]'de ifade edilen
izolasyon metodu kullanmilmistir. Inkiibasyonu takiben ilk olarak hiicreler 6.000 x
g (4°C 30 dakika)’ de elde edilmis, bakteriyel cokelti ve slipernatant ayrilmistir.
Bakteriyel cokelti daha sonra 50 mL H,0’da ¢6ziilmiis ve hiicreye az da olsa bagh
formda olabilecek EPS sonikasyon islemi uygulanarak veya 0,05 M EDTA ile ¢oziilerek
hiicrelerden ayrilmistir. Sonraki basamakta tekrar 6.000 x g (4°C 30 dakika)’de
santrifiij islemi uygulanmis ve siipernatanta esit miktarda soguk etanol ilave edilerek
EPS 4°C’de 1 gece bekletilerek cokeltilmistir. Esas alternanin izole edilecegi ilk
basamaktaki siipernatanta da esit miktarda soguk etanol ilave edilerek alternan
¢okeltilmistir. Bu asamadan sonra her iki EPS tiiriine ayni islemler uygulanmistir. Bir
gece bekletilen ornekler 10.000 x g ‘de 30 dakika 4°C’de santrifiij edildikten sonra
cokelen EPS toparlanmistir. EPS c¢okeltisi daha sonra suda hafif bir 1sitma islemi ile
(50°C’de) c¢oziliip hacmin 2 kat1 kadar soguk etanol ilave edildikten sonra bir gece
daha 4°C’de bekletilmistir. EPS tekrar santrifiij ile elde edilip H,O’da ¢oziilmiis ve
EPS disinda bulunabilecek seker bazl bilesenlerin uzaklastirilmasi icin ¢okelti 3 giin
boyunca diyaliz islemine (12.000-14.000 Da) tabi tutulmustur. Daha sonra EPS’ye
karismis olabilecek protein bazli bilesenlerin uzaklastirilmasi icin dializ islemine tabi
tutulmus EPS cozeltileri %10 TCA ile muamele edilip 4°C’de bir gece bekletilmistir.
Cokelen proteinler 10.000 x g’de 15 dakika boyunca santrifiij edilerek EPS’den

ayrilmistir. Bu islemin ardindan siipernatanta 2 kat1 kadar soguk etanol ilave edilerek
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4°C’de bir gece c¢okeltme islemi uygulanmis ve ¢oken EPS H,0’da ¢oziindiirtilmiistir.
Bu islemin ardindan EPS ¢6zeltisi daha sonraki dondurularak kurutma islemi icin steril
filtrelerden gecirilerek 4°C’de muhafaza edilmis ve dondurularak kurutularak liyofilize
EPS elde edilmistir.

2.3.5 Fenol-Siilfiirik Asit Testi ile EPS Uretim Miktarlarinin Tespiti

Tez calismasi boyunca elde edilen EPS ve diger oligosakkaritlerin miktarlari
fenol-siilfiirik asit metodu ile test edilmistir [110]. Bu amacla glukoz kullanilarak
standart seyreltiler ile (0’”dan 1 mg mL"ye kadar) kalibrasyon egrisi hazirlanmstir.
Daha sonra 50 uL. ornek spektro kiivetlerine konmus ve tizerine 150 uL %98’lik
siilfiirik asit ilave edildikten sonra 30 uL %5’lik fenol ilave edilmis ve 5 dakika renk
gelisimi icin beklenmistir. Takiben o6rneklerdeki seker miktar1 spektrofotometrede
ODy,g0nm ile Olciilmiis ve glukoz egrisi kullanilarak orneklerin seker miktarlar
belirlenmistir. Fenol siilfirik asit testi ile liyofilizasyon sonrasi iiretilen oligosakkarit

miktar: belirlenmistir.

2.3.6 L. reuteri E81 ve L. reuteri AgtfA Susundan izole Edilen EPS’in Seker Icer-
iginin HPLC ile Belirlenmesi

L. reuteri E81 daha once ifade edildigi gibi gelistirilip EPS izole edilmis ve EPS’in
tekrarlama initesi HPLC analizi (Schimadzu) ile belirlenmistir. Bu amacla ilk olarak
liyofilize EPS %72 lik perklorik asit kullanilarak 80°C’de 1 saat boyunca yakilmis
ve EPS cozeltisi 5 M KOH ile notralize edilmistir. Yakilan 6rnekler olusan tuzun
coktiirtilmesi icin 12.000 x g (4°C’de 5 dk)’de santrifiijlenip 0,22 um’lik filtreden
gecirilmis ve monosakkarit kompozisyonu HPLC’de belirlenmistir. 20 uL 6rnek
HPLC’ye verilmis ve mobil faz H,O, akis hiz1 0,4 mL dk™' ve kolon sicaklig1 85°C
olmak tizere CARBOsep CHO-682 Pb kolon ve RID-10A refraktif indeks detektoriinde
sekerler tespit edilmistir. Standart seker olarak glukoz, galaktoz, maltoz ve fruktoz

kullanilmistir.

2.4 Glukanin Eksi Hamur ve Eksi Hamur Ekmegi Uzerine Etkisi

Eksi hamurun niteligi ve eksi hamur ekmeginin kalite 6zellikleri {izerine alternan
liretiminin etkisinin arastirilmasi amaciyla L. reuteri E81, AgtfA mutant1 ve ilave olarak
L. reuteri E81’den ekstrakte ettigimiz alternan ilavesi ile eksi hamur ekmekleri {iretilip

eksi hamurlarin ve ekmeklerinin sirasiyla reolojik ve tekstiirel nitelikleri incelenmistir.
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2.4.1 L. reuteri E81 ve AgtfA Suslari ile Eksi Hamur Uretimi
Tablo 2.13’de belirtildigi gibi L. reuteri E81 ve AgtfA susu kullanilarak hazirlanan

taze hamur formiilasyonlar1 belirtilen sartlarda fermente edilerek eksi hamur elde
edilmistir. Kontrol olarak ise her iki susu da icermeyen asetik asit kullanilarak pH
s1 yaklasik 4,0’a ayarlanmis kontrol hamuru hazirlanmistir.

Tablo 2.13 L. reuteri E81 ve AgtfA susu kullanilarak tiretilen eksi hamur bilesimi ve
fermantasyon sartlari

Hamur Bilesimi Fermantasyon Sartlar1
(sicaklik-siire)

Kontrol  E81 AgtfA

Un (Tip 550) 100g 100g 100g
Su 90¢g 90 g 90¢g 30°C
Siikroz 30¢g 30g 30g
L. reuteri E81 (10° kob mL™1) - 10 mL - 24 saat
L. reuteri AgtfA (10° kob mL™1) - - 10 mL
*Asetik asit 10 mL - -

* Asetik asit hamur pH’s1 4,0 olacak sekilde katilmis ve kullanilan hacim su ile 10 mLye
tamamlanmistir.

2.4.2 Uretilen Eksi Hamurlarin Baz1 Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Uretilen hamur 6rneklerinin 2. ve 24. saatinde pH ve titrasyon asitligi belirlenmistir.
Hamur orneklerinin pH analizi dijital pH-metre (WTW Inolab 7110) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hamur O6rneklerinin titrasyon asitligini belirlemek icin 5 g hamur
Ornegi tartilmis ve tizerine 45 mL damitik su ilave edilerek homojen karisim elde
edilene kadar karistirllmisti. Daha sonra karsima 0,5 mL fenolftalein indikatori
eklenerek 0,1 N NaOH ile pH 8,1 olana kadar titre edilmistir Hamur orneklerinin
titre edilebilir asitlik derecesi % asetik asit cinsinden asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmistir.

% Asetik asit= (V x 0,006 x 100) / m
V: Titrasyonda kullanilan 0,1 N NaOH miktar1 (mL )
0,006: Esdeger asetik asit

m: Titrasyonda kullanilan eksi hamur miktar: (g)
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2.4.3 Dondurularak Kurutulmus Eksi Hamurlarin Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM) Analizi

Alternan liretiminin eksi hamurdaki etkisinin gozlenmesi adina L. reuteri E81 ve AgtfA
mutant suglari ile yukarida belirtildigi gibi hazirlanan eksi hamurlar liyofilize edilmis
ve in situ glukan iiretiminin potansiyel etkisini gozlemlemek icin morfolojileri Taramali
Elektron Mikroskopisi (SEM) ile test edilmistir. Eksi hamur morfolojilerini SEM ile
analiz etmek icin FEI Nova SEM 450 cihazi kullanilmistir. 5 mg liyofilize eksi hamur
SEM tablalarina fikse edilmis ve yaklasik 10 nm kalinliginda altin ile kaplanmistir. Eksi

hamur 6rnekleri 5.0 kV voltaj ile 250’den 2500 x biiyilitme seviyelerinde gozlenmistir.

2.4.4 Uretilen Eksi Hamurlarin Reoljik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hamur Orneklerinin reolojik ozellikleri, kontrollii gerilimli reometre (Anton Paar
MCR 302, Avusturya) sistemine entegre edilmis nisasta hiicresi (Rapid Visko
Analizorii/Hizli Vizkozite Test cihazi) kullanilarak yapilmistir. Hamur nisastasinin
cirislenme, vizkozite, yapiskanlik, jelatinizasyon, ¢Oziiniirliik, sinerezis gibi reolojik

ozelliklerini belirlemek amaciyla asagidaki parametreler test edilmistir [111]:
a) Pik vizkozitesi (sisme sonucu vizkozitenin artarak pik noktasina ulastig1 vizkozite)

b) Trough (ani diisiis) vizkozitesi (Maksimum sicaklik uygulandiktan sonra o6l¢iilen

minimum vizkozite)

¢) Breakdown vizkozite (Pik sonrasi minimum vizkozite)

d) Final vizkozitesi (Test siiresi sonrasi vizkozite)

e) Setback vizkozitesi (Retrogradasyon sonrasi olusan vizkozite).

f) Pasting vizkozitesi (unun veya nisastanin isitilmasi ve sogutulmasi neticesinde elde

edilen vizkozite)

g) Pasting sicakligi (Nisasta graniillerinin sismeye ve jelatinize olmaya basladig:
sicaklik)

2.4.5 L. reuteri E81ve AgtfA Suslari ile Uretilen Eksi Hamurlar Kullanilarak Eksi
Hamur Ekmegi Uretimi

Boliim 2.4.1de belirtildigi gibi iiretilen eksi hamurlarin 24 saat fermantasyon siiresini
tamamlamasini takiben iiretilen bu eksi hamurlar ile ekmek yapilip ekmegin tekstiirel

niteliklerine alternanin etkisi belirlenmistir. Bu amagla ekmek hamuru Chen vd.
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[76]ya gore un, unun %55i olacak sekilde su, unun %10u olacak sekilde hazirlanan
eksi hamur, unun %2si kuru maya, unun %1,5’i olacak sekilde tuz olacak sekilde
hazirlanmistir. Kontrol hamurunda ise eksi hamur su ve un ile yer degistirilerek
hazirlanmigtir. Ayrica ekmek tiretimi agisindan EPS’in ex situ olarak hamur ortamina
eklenmesi veya EPS'nin in situ olarak fermantasyon sirasinda iiretilmesinin eksi hamur
ekmeginin tekstiirel 6zellikleri izerine etkisini belirlenmek icin asagida belirtildigi gibi
AgtfA mutant1 ve ilave olarak L. reuteri E81’den ekstrakte ettigimiz alternan ilavesi ile

eksi hamur ekmegi tiretilmistir.

Sonuc olarak;

1- L. reuteri E81 ile hazirlanan eksi hamur ile tiretilen ekmek

2- L. reuteri E81 AgtfA ile hazirlanan eksi hamur ile iiretilen ekmek

3- L. reuteri E81 AgtfA ile hazirlanan karisima %0,09 alternan katilarak iiretilen ekmek
4- L. reuteri E81 AgtfA ile hazirlanan karisima %0,19 alternan katilarak iiretilen ekmek
5- Kontrol hamuru ile iiretilen ekmek

olmak tiizere 5 farkli ekmek {iretilmistir.

2.4.6 L. reuteri E81 ve AgtfA Suslari ile Uretilen Eksi Hamur Ekmeklerinin Tek-
stiirel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Uretilen ekmeklerin sertlik degerleri Texture Analyzer cihazi (Stable Mycro Systems
TA TX Plus, Ingiltere) kullamlarak 0., 2., 5. ve 8. giinlerde belirlenmistir. Ekmekler
depolama boyunca oda sicakliginda posetlerde saklanmistir. Tekstiirel niteliklerin
belirlenmesi amaciyla, 6rnekler yiiksekliginin %50 ve %70’ine kadar sikistirilarak
ikili sikistirma testi gerceklestirilmistir. Her iki sikistirma dongiisii arasindaki siire
5 s olmustur. Kuvvet-zaman deformasyon kurveleri, 25 veya 50 kg'lik load cell’ler
kullanilarak elde edilmistir. Tekstiir profil analizi ile ekmeklerin Hardness (Sertlik,
N: Ornegi sikistirmak icin sarfedilen maksimum kuvvet) parametreleri test edilmistir
[112].
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2.5 Glukansiikraz (GTFA) Enziminin Ekspresyonu ve Saflastiril-

masi

2.5.1 L. reuteri E81’den gtfA Geninin Klonlanmasi icin Uygun Ekspresyon Vek-
toriiniin Secimi ve Spesifik Primerlerin Dizayni
GTFA enziminin iiretimi amaciyla oOncelikle enzimin katalitik bolgesi literatiir
bilgileri ile karsilastirilarak belirlenmistir. Takiben enzimin iiretimi icin en ideal
ekspresyon vektoriiniin belirlenmesi amaciyla enzimdeki mevcut restriksiyon bolgeleri
http://www.restrictionmapper.org/ programi kullanilarak belirlenmis ve vektordeki
MCS bolgelerinde bulunan restriksiyon enzimlerinin genlerin yapisinda olmamasina
dikkat edilmistir. Veriler GTFAnin pET15b’de eksprese edilebilecegini gostermistir.
pET15b vektorti IPTG ile indiklenebilir vektor olup bu sekilde protein iiretimi
gerceklestirilmistir. gtfA geninin pET15b’ye eklenmesi amaciyla L. reuteri E81’in
Genomik DNAs1 DNA ekstraksiyon kiti (Vivantis, Malezya) kullanilarak ekstrakte
edilmistir. gtfA geninin katalitik 3096 b¢ olan bolgesi icin

Gtf Xhol 2 (5-TCCTCGAGACTATTAATGGCCAACAATAC-3)

Gtf BamHI2 (5- GTGGATCCTTTTTGGCCGTTTAAAT-3’)

primerleri dizayn edilmis ve katalitik bolgeyi iceren PZR {irinline Xhol ve BamHI

bolgeleri ilave edilmistir.

2.5.2 L. reuteri E81’den gtfA Geninin Standart Molekiiler Tekniklerin Kullanimi1
ile Klonlanmasi

gtfA genini amplifiye etmek icin Gtf Xhol 2 ve Gtf BamHI2 primerleri kullanilmis
ve bu amacla Thermofisher Phusion Polimeraz kullanilarak PZR islemi boéliim
2.1.11.1’de detayli olarak verilen sartlarda gerceklestirilmistir. gtfA geninin amplifiye
edilmesi i¢cin kullanilan PZR bilesimi, tavlama sicakligi ve PZR sartlar1 sirasi ile
Tablo 2.9, Tablo 2.4 ve Tablo 2.10’da belirtildigi sekliyle uygulanmistir. ~PZR
islemini takiben PZR iriiniinden 10 uL alinarak DNA ladder ile birlikte agaroz
jel elektroforezinde vyiiriitiilmiis ve Etidyum bromiir ile boyandiktan sonra jel
goriintiilenmistir. PZR islemini takiben amplifiye edilen gtfA geninin PZR iiriinii ve
pET15b vektorti sirastyla Xhol ve BamHI (Thermofisher, ABD) restriksiyon enzimleri
ile Boliim 2.1.8'de ifade edildigi gibi kesilmis ve jelde kesim {iiriinlerinin miktari
kontrol edilmistir. Vektordeki self-ligasyonun engellenmesi amaciyla vektor kesim
islemini takiben FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermofisher, ABD)
ile muamale edilerek defosforilize edilmistir (Boliim 2.1.9). Takiben Ligasyon Kkiti

(Thermofisher, ABD) kullanilarak iiriinler ligasyona birakilmistir. Ligasyon isleminde
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tireticinin Onerdigi kosullara riayet edilerek islemler gerceklestirilmistir (Bolim
2.1.10). 1 gece ligasyon islemini takiben gtfA geninin ligasyon triinii pET15b’ye 6zgii
T7P2 (5-TGAGCGGATAACAATTCCC-3’) ve T7T (5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’)
primerleri kullanilarak PZR islemi ile kontrol edilmistir. Reaksiyon miksi Gotaq
Polimeraz (Promega, ABD) kullanilarak Bolim 2.1.11.2 ‘de belirtildigi sekilde

hazirlanmastir.

Ligasyonun pozitif olmasini takiben pE8103 vektorii Bolim 2.1.13’de hazirlanist
detayli olarak aciklanan elektrokompetent E. coli TOP10 hiicresine [7]
elektroporasyon islemi ile 2000 V uygulama voltajinda atilmistir. ~ Hiicrelerin
37°C’de 3 saat (250 rpm calkalamali sartlar) gelisimini takiben pE8103 plasmidini
secmek amaciyla ampisilin iceren LB agara ekim islemi gerceklestirilmis ve petriler
37°C’de inkiibasyona birakilmistir.  Petrilerde tek kolonilerin gelisimini takiben
koloniler 10 uL H,O’ya alinmis ve primerler T7P2 ve T7T kullanilarak koloni
PZR islemi uygulanip pozitif koloniler tespit edilmeye calisilmistir. Takiben pozitif
klonlarda oryantasyon sekanslama islemi ile dogrulanmais ve pozitif klonlarin gliserol
stoklar1 yapilmis ve enzim tretimi islemi icin saklanmistir. Yukarida ifade edildigi
gibi gtfA geni IPTG ile uyarilabilir vektor pET15b’ye klonlanmis ve sonrasinda konak
E. coli BL21 (DE3)’de GTFA enzimi {iiretilmistir Bu amacgla TOP10’da elde edilen
pE8103 vektorii E. coli BL21 (DE3)’e elektrotransformasyon ile transforme edilmis
ve vektor ampisilin iceren LB besiyerinde secilmis ve yine ayni kosullarda gelismeye
birakilmistir. Pozitif klonlarin gliserol stoklar1 yapilmis ve enzim {iretimi islemi icin
saklanmistir. GTFA enziminin ekspresyonu, ekstraksiyonu ve saflastirilmasi Bolim

2.2.1de aciklandig: gibi gerceklestirilmistir.

2.6 4,6-a-Glukanotransferaz (GTFB) Enziminin Ekspresyonu ve
Saflastirilmasi

2.6.1 L. reuteri E81’den gtfB Geninin Klonlanmasi icin Uygun Ekspresyon Vek-

torniin Secimi ve Spesifik Primerlerin Dizaym

GTFB enziminin {iretimi amaciyla oncelikle enzimin katalitik bolgesi literatiir
bilgileri ile karsilastirilarak belirlenmistir. Takiben enzimin iiretimi icin en ideal
ekspresyon vektoriiniin belirlenmesi amaciyla enzimdeki mevcut restriksiyon bolgeleri
http://www.restrictionmapper.org/ programi kullanilarak belirlenmis ve vektordeki
MCS bolgelerinde bulunan restriksiyon enzimlerinin genlerin yapisinda olmamasina
dikkat edilmistir. Veriler GTFB’nin pET28a’da eksprese edilebilecegini gostermistir.
pET28a vektorii IPTG ile indiiklenebilir vektor olup bu sekilde protein {iiretimi
gerceklestirilmistir. gtfB geninin pET28a’ya eklenmesi amaciyla L. reuteri E81’in
Genomik DNAs1 DNA ekstraksiyon kiti (Vivantis, Malezya) kullanilarak ekstrakte
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edilmistir. gtfB geninin katalitik 2663 b¢ olan bolgesi icin
76_HindF (5- TGTAAGCTTGCACCGATCAGCTCAT-3’) ve
76 _XhoR (5’- TCCTCGAGGTTGTTAAAGTTTAATGAAAT-3’)

primerleri dizayn edilmis ve katalitik bolgeyi iceren PZR {iriiniine HindIII ve Xhol
bolgeleri ilave edilmistir.

2.6.2 L. reuteri E81’den gtfB Geninin Standart Molekiiler Tekniklerin Kullanimi
ile Klonlanmasi

gtfB geni dizayn edilen 76 HindF ve 76 XhoR primerleri kullanilarak amplifiye
edilmistir. Bu amacla Thermofisher Phusion Polimeraz kullanilarak PZR islemi
gerceklestirilmistir. gtfB geninin amplifiye edilmesi i¢in kullanilan PZR miksi ve PZR
sartlar1 sirast Tablo 2.9 ve Tablo 2.10 ’da belirtildigi sekliyle uygulanmistir. PZR
iirlinti agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip goriintiilenmis ve optimize kosullarda
tek bant elde edilmistir ~ PZR islemini takiben gtfB geninin PZR {iriini ve
pET28a vektorii sirasiyla HindIII ve Xhol (Thermofisher, ABD) restriksiyon enzimleri
ile kesilmis ve vektordeki self-ligasyonun engellenmesi amaciyla vektor kesim
islemini takiben FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermofisher, ABD)
ile muamale edilerek defosforilize edilmistir Ardindan jelde kesim {iriinlerinin
miktar1 kontrol edilmistir. Takiben Ligasyon kiti (Thermofisher, ABD) kullanilarak
trtinler ligasyona birakilmistir. Ligasyon isleminde iireticinin 6nerdigi kosullara
riayet edilerek islemler gerceklestirilmistir. 1 gece ligasyon islemini takiben gtfB
geninin ligasyon iirtinii pET28a’ya 0zgii 28P (5- TTAATACGACTCACTATAGGG -3’)
ve 28R (5- GGGCTTTGTTAGCAGCC -3’) primerleri kullanilarak PZR islemi ile
kontrol edilmistir. Reaksiyon miksi Gotaq Polimeraz (Promega, ABD) kullanilarak
hazirlanmistir. Ligasyonun pozitif olmasini takiben pE8104 vektorii daha 6nceden
hazirlanan elektrokompetent E. coli TOP10 hiicresine elektroporasyon islemi ile 2000
V uygulama voltajinda atilmistir. Hiicrelerin 37°C’de 3 saat (250 rpm calkalamali
sartlar) gelisimini takiben pE8104 plazmidini secmek amaciyla kanamisin iceren
LB agara ekim islemi gerceklestirilmis ve petriler 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Petrilerde tek kolonilerin gelisimini takiben koloniler 10 ul. H,Ova alinmis ve
primerler 28P ve 28R kullanilarak koloni PZR islemi uygulanip pozitif koloniler tespit
edilmeye calisilmistir. Takiben pozitif klonlarda oryantasyon sekanslama islemi ile
dogrulanmais ve pozitif klonlarin gliserol stoklar1 yapilmis ve enzim tiretimi islemi icin

saklanmistir.

Yukarida ifade edildigi gibi gtfB geni IPTG ile uyarilabilir vektor pET28a’ya klonlanmis
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ve sonrasinda konak E. coli BL21 (DE3)’de GTFB enzimi iiretilmistir. Bu amacla
TOP10’dan elde edilen pE8104 vektorii E. coli BL21 (DE3)’e elektrotransformasyon
ile transforme edilmis ve vektor kanamisin iceren LB besiyerinde secilmis ve yine
ayn1 kosullarda gelismeye birakilmistir. Pozitif klonlarin gliserol stoklari yapilmis ve
enzim tretimi islemi icin saklanmistir. GTFB enziminin ekspresyonu, ekstraksiyonu ve

saflastirilmasi Boliim 2.2.1’de aciklandig1 gibi gerceklestirilmistir.

2.7 GTFA ve GTFB Enzimleri ile Aktivite Calismalar1 ve

Biyokimyasal Karakterizasyonlari

2.7.1 Glukansiikraz (GTFA) Enziminin Aktivitesinin Tespiti

GTFA enziminin saflastirllmasini takiben enzimin biyokimyasal nitelikleri Kralj vd.
[69]'da belirtilen metot modifiye edilerek belirlenmistir. Bu amacla 0,5 mL reaksiyon
hacminde 1 mM CaCl, ve 100 mM stikroz 50 mM NaAC (pH 5,5) hazirlanmis ve
30 nM GTFA ortama ilave edilmis ve reaksiyon 37°C’de gerceklestirilerek siikrozdan
15 dk sonunda ortaya c¢ikan fruktoz belirlenerek enziminin etkinligi test edilmistir.
Ornekten cikan fruktoz DNS (Dinitrosalisilik asit) metodu kullamilarak belirlenmis
olup farkli fruktoz konsantrasyonlari ile hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak
reaksiyon ortaminda ¢ikan fruktoz orani ve dolayisiyla enzim aktivitesi belirlenmistir.
Bu aktivite diger biitiin biyokimyasal testler icin kullanmilmak tizere %100 olarak

belirlenmistir.

2.7.1.1 GTFA Enzimi Uzerine Sicakligin Etkisinin Belirlenmesi

GTFA enziminin optimum calisma sicakliginin bulunmasi amaciyla reaksiyon ortami
yukarida ifade edildigi sekilde hazirlanmis ve reaksiyon 20°C-60°C’ye kadar farkli
sicakliklarda test edilmistir. Her bir reaksiyonun sonunda enziminin etkinligi NaOH

ilavesi ile sonlandirilmistir.

2.7.1.2 GTFA Enzimi Uzerine pH’nin Etkisinin Belirlenmesi

GTFA enziminin optimum calisma pH’sinin bulunmasi amaciyla reaksiyon ortami
yukarida ifade edildigi sekilde hazirlanmis ve reaksiyon ortaminin pH’st 3,5-9,0
arasinda degisecek sekilde ayarlanmistir. Takiben enzimin ilgili pH’lardaki aktivitesi

baslangictaki enzim aktivitesi ile karsilastirilarak bulunmustur.
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2.7.2 Glukanlarin GTFA Enzimi ile in vitro Uretimi

GTFA enzimi ile 2.7.1°de belirtilen reaksiyon ortami hazirlanmis ve reaksiyon 24 saat
boyunca siirdiiriilmiistiir. Takiben {iretilen glukan etanol ¢oktiirmesi ile reaksiyon
ortamindan alinmis ve miktarlarn 2.3.5'de ifade edildigi sekilde belirlenmistir. Benzer
olarak reaksiyon ortamindaki siikroz konsantrasyonunun olusan glukan miktarina
etkisi incelenmistir. Bu amacla reaksiyon ortamina 10-100 mg mL™' ye kadar farkli
konsantrasyonlarda siikroz ilave edilmis ve 4, 8, 12 ve 24 saat olmak iizere reaksiyon
sirdirilmtstiir. Reaksiyonlar NaOH ilavesi ile sonlandirilmis ve iiretilen glukan
etanol ile coktiiriilmiistiir ve olusan glukanin miktar1 fenol-siilfiirik asit testi ile
belirlenmistir [110].

2.7.3 4,6-a-Glukanotransferaz (GTFB) Enziminin Aktivitesinin Tespiti

GTFB enziminin L. reuteri E81 susunda varligi ortaya konmus ve konak olarak E.
coli BL21’de eksprese edilerek iiretilmistir. Bu enzim amiloz gibi a-1-4 baglar1 olan
substratlardaki bu bagi hidrolize edip aciga ¢ikan glukoz unitelerini a-1-6 baglari ile
baglayarak hem hidroliz hem de transferaz aktivitesi gostermektedir. Bu kapsamda
bu enzimin aktivitesi amiloz, patates nisastasi, maltoz, izomaltoz, maltotrioz ve
maltoheptozun substrat olarak kullanildigi 25 mM NaAc, 1 mM CacCl, ile olusturulan
reaksiyon ortaminda 37°C’de test edilmis ve olusan iiriinlerin kontrolii TLC ve iyot
testi ile gerceklestirilmistir.

2.8 Glukansiikraz (GTFA) ve 4,6-a-Glukanotransferaz (GTFB) En-

zimleri ile Oligosakkarit Uretimi

2.8.1 GTFA Enzimi ile Farkli Alic1 Sekerler Kullanilarak Oligosakkaritlerin Ure-
timi
GTFA enzimi ile 6zgiin oligosakkaritlerin {iretimi amaciyla maltoz ve gentiobioz alic1
olacak sekilde yukarida belirtilen reaksiyon ortaminda aksi belirtilmedigi takdirde
0,4 g mL™! siikroz ve 0,1 g mL™" ilgili alic1 seker olacak sekilde enzim ilavesi ile
gerceklestirilmistir. Siikrozun ortamda bitmesi ile reaksiyon durdurularak reaksiyon
tirtinleri olusan glukanin etanol ile ¢oktiirtilerek uzaklastirilmasinin ardindan TLC,
NMR ve LC/MS/QTOF ile karakterize edilmistir. Reaksiyon ortaminda olusan fruktoz
ve kalmis olabilecek siikroz ve diger alicilar 2.8.3’de belirtildigi sekilde ortamdan

uzaklastirilmistir.

57



2.8.2 GTFB Enzimi ile Farkli Alic1 Sekerler Kullanilarak Oligosakkaritlerin Ure-
timi

GTFB'nin ortamda nispi olarak yiiksek konsantrasyonda alici bir sekerin varliginda

olusabilecek oligosakkaritlerin tespiti amaciyla patates nisastasi ve amiloz iceren

yukarida belirtilen ortama 25 mM glukoz ve 25 mM maltoz ilave edilmis ve farkli

inkiibasyon siireleri sonunda olusan tiriinler TLC ile ve gerekli goriildiigii durumlarda

LC/MS/QTOF ile analiz edilmistir. Uriinlerin miktarlar1 2.3.5’e goére hesaplanmistr.

2.8.3 Maya Hiicrelerinin immobilizasyonu ve Oligosakkarit Disindaki Seker-
lerin Ortamdan Uzaklastirilmasi

Alic1 reaksiyonlar1 sonrasinda ortamda kalan fruktoz ve varsa silikroz ve diger basit
sekerler ortamdan aljinatta immobilize edilmis ticari ekmek mayasi (Saccharomyces
cerevisiae) kullanilarak uzaklastirilmistir (Hu, Winter, Chen, & Ganzle, 2017). Bu
kapsamda Oncelikle maya hiicreleri aljinat ¢ozeltisinde immobilize edilerek boncuk
formunda hiicreler elde edilmistir Takiben alici reaksiyonlarinin iiriinlerine %10
oraninda immobilize maya hiicresi eklenmis (%1’lik maya ilavesini yansitacak sekilde)
ve karisim 30°C’de 24 saat (e@er uzaklastirilmak istenen seker hala ortamda ise
biraz daha fazla) inkiibe edilmistir. Reaksiyon iiriinleri TLC ile takip edilmis olup
ortamda sadece mayanin metabolize etmedigi oligosakkaritlerin bulundugunun tespit
edilmesinin ardindan aljinatta immobilize edilmis maya hiicreleri santrifiij islemi
ile ortamdan uzaklastirilmistir. Oligosakkaritlerden fruktoz ve reaksiyon sonunda
kaldiysa stikroz ve diger istenmeyen monosakkaritlerin uzaklastirildigi TLC islemi ile

kontrol edilmistir.

2.8.4 Akseptor Reaksiyonlar1 Sonucunda Olusan Oligosakkaritlerin TLC ile
Tespiti
GTFA reaksiyonlar1 icin olusan oligosakkaritlerin gozlenmesi amaciyla TLC islemi
uygulanmistir. Bu amacla reaksiyon tirtinleri TLC plakalarina (silica gel 60 F254, 20 x
20 cm TLC sheets Merck, Darmstadt, Almanya) yiiklenmis ve {iriinler Asetonitril:H,O
(80:20) c¢oziici sisteminde 90 dakika yiiriitilmistiir. Takiben reaksiyon
ortamindaki karbonhidratlar metanol/stilfiirik asit/N-1-naphthyl(ethylenediamine)
dihydrochloride ile boyandiktan sonra 1s1 uygulamasina maruz birakilarak

gozlemlenmistir.

GTFB reaksiyonlarinda olusan oligosakkaritler ise reaksiyon driinlerinin TLC
plakalarina (silica gel 60 F254, 20 x 20 cm TLC sheets Merck, Darmstadt, Germany)
yiiklenerek iiriinlerin Butanol:Etanol:H,O (5:5:3) ¢o6ziicl sisteminde yiiriitiilmesi ile
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tespit edilmistir. Uriinler ¢oziicii sistemde 6 saat yiiriitiilmiis ve takiben reaksiyon
ortamindaki karbonhidratlar metanol:siilfiirik asit (1:1) ¢Ozeltisine daldirildiktan

sonra 1s1 uygulamasina maruz birakilarak gozlemlenmistir.

2.8.5 Akseptor Reaksiyonlar1 Sonucunda Olusan Oligosakkaritlerin HPLC ile
Tespiti
Olusan oligosakkaritler TLC analizine ilave olarak HPLC ile de test edilmistir.
Oligosakkaritlerin HPLC ile analiz edilmesinde (Schimadzu) 20 ul. 6rnek HPLC'’ye
verilmis ve mobil faz olarak asetonitril:su (80:20, v/v) kullanilmistir. ~Analizde
HPLCnin akis hiz1 1,3 mL dk' ve kolon sicakli§i 35°C olmak iizere Zorbaks
karbonhidrat kolonu (4,6 x 150 mm), ve RID-10A refraktif indeks detektorii
kullanilmistir

2.8.6 Akseptor Reaksiyonlar1 Sonucunda Olusan Oligosakkaritlerin Kimyasal
Yapisinin NMR Spektroskopisi ile Belirlenmesi

Akseptor reaksiyonlar1 sonucunda iretilen oligosakkaritlerin kimyasal yapisinin
aydinlatilmasi amaciyla NMR Spektroskopisi kullanilmistir. Bu amacla
oligosakkaritlerin hidrojen spekturumu 600 MHz (1H)’de belirlenmisti. ~Ornek
sicaklig1 1H goriintiilemesi icin 338 K'ne cikartilmistir. Elde edilen spektrumlardan

oligosakkaritlerin kimyasal yapisi aydinlatilmistir.

2.8.7 Oligosakkaritlerin LC/MS/Q-TOF ile Kiitle Analizleri

Her iki enzimin reaksiyon iirtinlerinin tespiti amaciyla LC/MS/Q-TOF kiitle analizleri
Yildiz Teknik Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarina hizmet alimi seklinde
yaptirilmistir. Bu amacla Agilent 6530 LC/MS/Q-TOF sistemi kullanilmis ve negatif
iyonlasma tiiriinde 50-2500 m/z araliginda 2 spektra sn™' tarama araliginda 0.4 mL
dk™! akis hiz1 ile su-metanol ¢6ziicii siteminde 30°C’de 6lciimlerin gerceklestirilmesi
amaciyla 10 uL ornek cihaza enjekte edilmistir. Elde edilen spektralarda beklenen

kiitlelerin varlig: takiben incelenmistir.

2.9 GTFA VE GTFB Enzimleri ile Uretilen Oligosakkaritlerin
Bagisiklik Diizenleyci Ozelliklerinin Belirlenmesi

GTFA ve GTFB alic1 reaksiyon {iiriinleri ve alternanin pro-inflamatuar TNF-a, IL-12 ve
anti-inflamatuar IL-10, IL-4 sitokinleri {izerindeki bagisiklik diizenleme 6zelliklerinin

belirlenmesi amaciyla insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatt1 olan HT-29
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hiicreleri kullamilmistir. Bu amacla HT-29 hiicre hatti, Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali'nin, “American Tissue Type Culture Collection”
(ATCC, ABD)’dan temin ettigi stoktan temin edilmistir. HT-29 (ATCC HTB-38™, ABD)
hiicre hatt1 %10 fetal sigir serumu (Gibco, ABD) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco,
ABD) iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media, Gibco, ABD) besiyerinde, 37°C
sicaklikta ve %5 CO, iceren inkiibatorde gelistirilmistir. Hiicreler Horn vd. [113]'de
ifade edildigi gibi pasajlanmis ve yeterli olgunluga ulastigi (6-7 pasaj sonunda)
diisiiniildiigiinde oligosakkaritler ile indiikleme islemine gecilmistir. Kullanilacak
oligosakkairitlerin miktar1 fenosiilfirik asit testi ile belirlenmistir ~ Bu amacla
dondurularak kurutulmus oligosakkarit karisimlarinin toplam konsantrasyonu 1 mg
mL ! olacak sekilde DMEM besiyerinde ¢oziilmiistiir. HT-29 hiicreleri pasajlanarak
sayillmis ve 6-kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina, kuyucuk basina 400.000 hiicre
olacak sekilde ekilerek 3 mL DMEM besiyerinde 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicre kiiltiir kaplarinin tabanina tutunan hiicrelerin
lizerine oligosakkarit karistmlarindan, HT-29 hiicrelerine 50 ug mL™~' ve 100 ug mL™*
olacak sekilde uygulanmis ve hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
grubuna sadece DMEM besiyeri eklenmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra,
6-kuyucuklu plakalarda bulunan besiyerleri 15 mLlik santrifiij tiiplerine toplanmis
ve toplanan besiyerleri ELIZA deneyi gerceklesene kadar -20°C’de saklanmustir.
Sitokinlerden IL-4, IL-10, IL-12 ve TNF-a miktarlarini belirlemek icin gerekli ELIZA
kitleri ticari olarak temin edilmistir (Sunlong Biotech, GIN). Ureticinin metodolojisi
takip edilerek oligosakkaritlerin indiikledikleri IL-4, IL-10, IL-12 ve TNF-a miktarlar
450 nanometrede ELIZA okuyucu spektrofotometrede tespit edilmistir. — Sitokin
indiiksiyonu icin islemler iki biyolojik tekrar olacak sekilde gerceklestirilmis ve
sonuclar bu iki tekrarinin ortalamasi olarak elde edilmistir.

2.10 Glukanin ve Oligosakkaritlerin Prebiyotik Etkilerinin Belir-
lenmesi

GTFA ile kurulan ve farkli alicilarin kullanildigi alici reaksiyonlar: ile iiretilen
oligosakkaritlerin ve GTFB’nin maltoz, maltotrioz ve maltoheptozu substrat olarak
kullanmasi ile iirettigi oligosakkaritlerin prebiyotik etkileri Cote ve Holt [100]'un
kullandig1 metoda gore belirlenmistir. ~ Kullanilacak oligosakkairitlerin miktar:
fenosiilfirik asit testi ile belirlenmistir. Bu kapsamda kullanilan oligosakkarirtler,
probiyotik ve patojen tiirler Tablo 2.14’de verilmistir.

Probiyotik ve patojen tiirler sirasiyla MRS ve BHI besiyerlerinde gelistirilmis ve takiben
oligosakkaritlerin prebiyotik fonksiyonlarinin test edilmesi amaciyla LAB tiirleri ve

Bifidobakteriler Tablo 2.15’da icerigi verilmis olan %0,5 oligosakkarit iceren minimal
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Tablo 2.14 Prebiyotik etkinin belirlenmesi icin kullanilan oligosakkaritler, probiyotik
ve patojen tiirler

GTFA-oligo  GTFB-oligo LAB ve Bifidobakteriler ~Patojen mikroorganizmalar

Alternan Maltoz L. reuteri TD-1 S. Typhimurium RSSK95091
Maltoz Maltotrioz L. plantarum E. coli BC1402
Gentiobiyoz Maltoheptoz L. rhamnosus GG B. cereus BC6830
B. breve Y. enterocolitica ATCC27729
B. longum S. aureus ATCC25923
B. animalis

ortama %1 oraninda ekilerek 37°C’de anaerobik olarak 24-48 saat gelistirilmistir.
Benzer olarak patojenler ise %0,5 oligosakkarit iceren modifiye TSB besi ortamina
(Tablo 2.15) %1 oraninda ekilmis ve patojenler 37°C’de 24-48 saat aerobik olarak

gelistirilmistir.

Tablo 2.15 Prebiyotik etkinin belirlenmesi icin olusturulan minimal ortam icerikleri

Modifiye minimal MRS g L™* Modifiye TSB gL™
di-potasyum hidrojen fosfat 2,0 Kazeinden pepton 3,4
Amonyum siilfat 2,0 Sodyum kloriir 5,0
Sodyum asetat 5,0 di-potasyum hidrojen fosfat 2,5
Magnezyum siilfat 0,2 Oligosakkarit 5,0
Maya ekstrakti 1,0
Oligosakkarit 5,0

flgili probiyotik ve patojenlerin gelisimleri pozitif kontrol olarak glukoz ve negatif
kontrol olarak hicbir C kaynaginin olmadig1 sekilde de izlenmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda her bir ortamdaki mikrobiyal yogunluk ODg,, nm’de tespit edilmis ve

oligosakkaritlerin muhtemel prebiyotik etkileri belirlenmistir.

2.11 Istatistiksel Degerlendirme

Farkli oligosakkaritlerin olusturdugu sitokin indiiksiyonu farkliliklarinin tespiti
amaciyla t test islemi (graphpad) uygulanmis ve p<0,05 oranindaki farkliliklar

istatistiki olarak onemli olarak sayilmistir.

Ekmegin tesktiirel nitelilklerinde Ol¢lilen parametreler arasindaki istatistiki
farkliligin belirlenmesi amaciyla ANOVA (SPSS Statistics 17.0, Armonk, NY)

analizi uygulanmstir.
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 L. reuteri E81’in Genomundan gtfA Geninin Tamamen Silin-
mesi ve AgtfA Mutantin Elde Edilmesi

L. reuteri E81’de alternan {iretiminden sorumlu gen 5304 b¢ uzunlugunda bulunmus
olup genomdan silmek icin oldukca uzun bir gendir. Dolayisiyla bu genin silinmesi
icin genin ilk kismindan 1300 baz genin son kismindan ise 1100 baz uzunlugunda
bir kismin 30°C’de gelisebilen ancak 42°C’de gelisemeyen pG*host9 vektoriinde
birlestirilmesi yoluna gidilerek bu genin silinmesi islemi gerceklestirilmistir. Bu amacla
ilk olarak 1300 bazlik kisim E81’den PZR islemi ile alinarak tiretilmistir (Sekil 3.1).

1000 bp

1500 bp

Sekil 3.1 E81’den gtfA geninin ilk kisminin elde edilmesini gosteren agaroz jel
goruntusi

Takiben pG*host9 vektorii basarili bir sekilde eritromisinli LB’de gelistirilen
TOP10’dan ekstrakte edilmistir (Sekil 3.2).
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L A

Sekil 3.2 pG*host9 vektoriiniin ekstraksiyonunu (A) gosteren agaroz jel gortintiisi,
L: Ladder

Takiben vektor ve ilk PZR iiriinii Kpnl ve Xhol restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve

ligasyon islemine gecilmistir. Sekil 3.3 kesilmis iiriinleri gostermektedir.

1000 bp

1500 bp

3000 bp
4000 bp

L A B

Sekil 3.3 Kesilen pG*host9 (A) ve ilk PZR {iriiniinii (B) gosteren agaroz jel goriintiisii

Bir gece ligasyon isleminin ardindan ligasyon islemi pG*host9’a 6zgii primerler
kullanilarak PZR islemi ile test edilmistir. Sekil 3.4’den de goriilecegi iizere vektore
ilk PZR tirtinii eklenebilmistir. Bununla birlikte ligasyonda cogu iiriin vektoriin tekrar

sirkiile olmasindan kaynaklanan tirtinden elde edilmistir (Sekil 3.4).
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1000 bp

1500 bp
2000 bp

Sekil 3.4 Ligasyonun test edildigi agaroz jel goriintiisii. Kirmizi ok istenen iiriini
gostermektedir

Ligasyonun ardindan ligasyon {iriinii TOP10 hiicresine elektroporasyon ile atilmisg
ve pozitif koloni LB+Ery besiyerinde secilmeye calisilmistir ve farkli denemelerin
ardindan pozitif koloni elde edilebilmistir (Sekil 3.5).

1000 bp

1500 bp
2000 bp

Sekil 3.5 Koloni PZR ile transformantlar test edilmis ve onlarca koloniden 1 adet
pozitif pE8101 (pG*host9-gtf1) vektorii tasiyan koloni elde edilmistir

Pozitif transformant sonrasinda gelistirismis ve plazmid ekstrakte edilmistir. Sekil
3.6’dan da gortilecegi tizere pE8101 vektoriiniin boyutu 1300 baz uzamstir.

Sekil 3.6 pE8101vektoriinii gosteren jel goriintiisii

64



Alternansiikraz geninin ilk kisminin vektore eklenmesinin ardindan materyal metot
kisminda belirtilen yontem ile ikinci kisminin da olusturulan bu vektére baglanmasi
amaciyla E81’in genomunda gtf2 olarak adlandirdigimiz yaklasik 1100 bazlik kisim
PZR ile elde edilmistir. Sekil 3.7 PZR isleminin sonucunu gostermekte olup istedigimiz

gen yeterli miktarda ve tek basina elde edilebilmistir.

1000 bp

1500 bp

L K A B

Sekil 3.7 E81 Genomundan gtf2 geninin elde edilmesini gosteren jel goriintiisii; A-B
farkl1 Genomik DNA konsantrasyonlari ile olusturulan PZR fiiriinleri, K: negatif
kontrol

Takiben hem pE8101 hem de PZR ile elde edilen gtf2 bolgesi Xhol ve HindlIII
restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve agaroz jelde yiiriitiildiikten (Sekil 3.8) sonra
miktarlar1 hesaplanarak ligasyon reaksiyonu kurulmus ve tirtinler 1 gece ligasyon

islemine birakilmistir.

L A B

Sekil 3.8 pE8101 (A) ve gtf2'nin (B) kesilmesini gosteren Agaroz jel goriintiisii

Ligasyon islemi sonrasi {irinler PZR islemi ile denenmis ve gtf2’nin basarili bir sekilde
pE8101 vektoriine eklendigi gozlenmistir (Sekil 3.9). Bu islemin ardindan pE8102
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vektoriiniin elde edilebilmesi icin ligasyon tirtinii TOP10 hiicresine elektroporasyon
ile atilmistir.

1000 bp

1500 bp

3000 bp

L K A B C

Sekil 3.9 Ligasyon reaksiyonunun PZR ile denenmesini gosteren agaroz jel
gorilintiisii, K: kontrol, A-B-C iki farkl ligaz ve bir farkli konsantrasyon denemesinin
irtinleri. Mavi ok self-ligasyona ugramis pE8101 (pG*host9-gtf1)’i kirmizi ok ise
istedigimiz vektoriin olustugunu goéstermektedir

Elektroporasyon basarili bir sekilde gerceklesmis ve ¢ok sayida transformant koloni
pE8102 vektoriinii tasiyip tasimadiklarinin test edilmesi icin koloni PZR islemi ile
kontrol edilmistir. Sekil 3.10’dan goriilecegi tizere 1 adet transformant ilgili vektori
tasimakta olup bu vektor LB+Ery besiyerinde gelistirilmis ve ardindan L. reuteri E81’e
transforme edilmek iizere yiliksek miktarda elde edilmistir.

Sekil 3.10 pE8102 vektoriiniin varliginin test edildigi koloni PZR isleminin agaroz
jel goriintiisii

L. reuteri tiirii elektrotransformasyonun zor oldugu LAB tiirleri arasinda sayillmakta
olup hem tiiriin zorlugu hem de yiiksek oranda hiicre duvari etrafindaki alternan
varligi E81’e pE8102 vektoriiniin atilmasi islemini zorlastirmistir. Bununla birlikte
farkli denemelerin ardindan materyal metot kisminda metot 3 olarak adlandirilan
yontem ile alternan geninin silinmesi amaciyla hazirlanan vektér E81’e basarili bir
sekilde atilabilmistir (Sekil 3.11). Bu islemde Ery’de gelisen farkli koloniler test
edilmis ve pozitif olan koloni ile islemlere devam edilmistir.
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1000 bp

1500 bp

3000 bp

L A B

Sekil 3.11 pE8102 vektoriiniin L. reuteri E81’e atildigini gosteren agaroz jel
goriintiisii. A pozitif koloni, B plazmidin kendisi

Sonrasinda metot kisminda belirtilen basamaklar takip edilmis ve koloniler 42°C’de
gelismeye zorlanmistir. Ardindan kolonilerin basarili bir sekilde genoma atildig: tespit
edilmistir (Sekil 3.12).

1000 bp
1500 bp

3000 bp

Sekil 3.12 pE8102 vektoriiniin L. reuteri E81 genomuna entegre oldugunu gosteren
agaroz jel goriintlisii

Materyal ve metot kisminda da belirtildigi gibi pG™host9 42°C’de gelisemedigi icin
kromozomda yer alan gtfA geninin bas ve son kisimlarindan pE8102 ile ortak
noktalardan kromozoma entegre olmustur. Bu islem koloni PZR ile test edilmis
olup sekil 3.12’de belirtilmektedir. Takiben hiicreler 30°C’de gelistirilip plazmitin
disariya ¢ikmasi saglanmistir. Bu islemin amaci hiicreler boliiniirken disariya ¢ikan
plazmidin ilgili geni alip gottirmesidir. Ardindan hiicreler tekrar 42°C’de eritromisinli
ve eritromisinsiz agarlarda gelisime birakilmis ve bu esnada plasmid eger ilgili gende
degisiklige gidebildiyse eritromisinli besiyerinde 42°C’de gelisemeyecek tersi durumda
ise eritromisinsiz besiyerinde gelisebilecektir. Dolayisiyla eritromisinsiz besiyerinden
yaklasitk 10 koloni gtfA genine 6zgii primerler ile test edilmis ve Sekil 3.13’de
goriilecegi lizere biitiin koloniler bu gen acisindan negatif bulunmustur. E81 DNA’s1
ile de reaksiyon kurulmus ve Sekil 3.13-Ada goriilecegi iizere genin varlig1 dolayisiyla
pozitif PZR {irlinii elde edilmistir. Sonug olarak alternansiikraz-glukansiikraz geni
E81’den basarili bir sekilde silinebilmis ve AgtfA mutant elde edilmistir. Elde edilen
mutantin gliserol stogu yapilarak -80°C’de muhafazasina baslanmaistir.
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A

Sekil 3.13 L. reuteri E81 ve potansiyel mutantlarda gtfA geninin varliginin test
edildigi PZR iirtinlerini gosteren agaroz jel goriintiisii. A: E81’in DNA’s1 ile PZR
kurulmustur

3.2 L. reuteri E81 ve L. reuteri AgtfA Susundan izole Edilen EPS’in
Seker icerigi

L. reuteri E81 ve AgtfA susu sukroz iceren modifiye BHI besiyerinde gelistirilmis ve
EPS izolasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 3.14’de E81 ve AgtfA susundan izole edilmis
EPS’in HPLC kromatogramini gostermektedir. Standartlar ile karsilastirildiginda E81
susunun sadece glukozdan olusan bir EPS yani bir glukan {irettigini gostermektedir.
sukroz varliginda sadece glukan formunda bir EPS’in E81 susunca diiretilebilmis
olmasi bu susun glukansiikraz aktivitesinden kaynaklanmakta olup bu sonu¢ GTFAnin
aktif bir protein oldugunu ortaya koymaktadir. Kromotogramdan da goriilecegi
tizere oldukca yogun bir glukoz olusmus olup elde edilen glukanin boyutu hakkinda
fikir vermektedir. =~ Bununla birlikte L. reuteri AgtfA susunun EPS {retmedigi
kromotogramdan agikca goriilmektedir.

100004, | G 10000+ |
11 Es1 | AgtiA
|I irll I i
IIT : I. 'I !| IT Il
s000{ | [ s000{ ||
: '! II ' I'. q
_r :. |I : I II |III II'lI
\ If ‘.I | |I | i I"'I | ‘.I
I}- \Jf\\l I“'m___.f-_—h._,-’l_l\._. = 0 /_| I\_,«,J 'H_Jf_kh_ﬁ[f_ Ny ==
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:lr ill:l IIS 5 10 15
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Sekil 3.14 L. reuteri E81 ve L. reuteri AgtfA mutant suslarindan ekstrakte edilen
EPSlerin HPLC kromotogrami (G: glukoz)
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3.3 L. reuteri E81 ve L. reuteri AgtfA Susu ile Uretilen Eksi
Hamurlarin Baz1 Kimyasal Nitelikleri

Eksi hamur fermantasyonunda glukan pozitif ve negatif E81 ve AgtfA mutant
suslar1 benzer biiylime oranlar1 gostermis olmasina ragmen glukan tiretim kaybinin,
mutant susun fermentatif kabiliyetinde daha yiliksek metabolik fonksiyonlara yol
acabilecegi gercegine baglh olarak, mutant susda toplam asidite artis1 ve pH diisiisii

gozlemlenmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Kontrol, L. reuteri E81 ve AgtfA susu ile tiretilen eksi hamurlarin pH ve
TTA asitligi degerleri

Ornek pH TTA (% asetik asit)
0. saat 24. saat 0. saat 24. saat
Kontrol 4,13 4,04 0,034 0,043
E81 5,94 4,20°¢ 0,006 0,029°
AgtfA 5,92 3,624 0,007 0,041°¢

Her satirdaki farkli harfler, her 6rnekteki istatistiksel farki temsil
etmektedir (P<0,05). Veriler ii¢ bagimsiz 6l¢iimiin ortalamasidir.

3.4 Dondurularak Kurutulmus Eksi Hamurlarin Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) GOriintiisii

L. reuteri E81 ve AgtfA susu ile iiretilen eksi hamurlarin liyofilizatérde kurutulmasi ile
elde edilen toz eksi hamurlar taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir
(Sekil 3.15). Onemli olarak SEM gériintiilerinden anlasilacag: iizere EPS eksi
hamurda film benzeri bir yap1 olusturarak nisasta graniillerini sararken (Sekil 3.15A),
EPS iiretilmeyen eksi hamurda ise nisasta graniilleri olduklar1 gibi goziikmektedir
(Sekil 3.15B). Bu goriintiiler L. reuteri E81 susu tarafindan iiretilen alternanin

kabiliyetlerini gostermesi bakimindan énemlidir.
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Sekil 3.15 L. reuteri E81 (A) ve AgtfA mutant (B) ile iiretilen eksi hamurlarin
liyofilizasyonunu takiben SEM goriintiileri. Eksi hamurlar her iki susun ilavesini
takiben 24 saat boyunca gelistirilmis ve liyofilize edilmistir. Liyofilize eksi hamurlar
SEM ile gortintiilenmistir

3.5 Alternan Uretiminin Eksi Hamurun Reolojisi Uzerine Etkisi

Alternan {retiminin eksi hamurun reolojik davraniglar1 {izerine etkisinin
belirlenmesi ve bu eksi hamurlar ile iiretilen ekmeklerin tesktiirel ve duyusal
niteliklerinin degerlendirilmesi amaciyla materyal metot kisminda belirtilen islemler
gerceklestirilmis ve alternan f{ireticisi L. reuteri E81 ve alternan iiretemeyen AgtfA

mutant ile eksi hamur iiretilmis ve eksi hamurlarin reolojik nitelikleri test edilmistir.

Hamurlar icin Frequency sweep analizi lineer viskoelastik bolgede hesaplanmis ve
Linear viskoelastik bolgenin belirlenmesi i¢in ise amplitude sweep testi yapilmistir.
Ilgili testler sonucunda sekillerde verilen G ve G” ile, acisal hiz degerleri
hesaplanmistir. Sekil 3.16 hamurlar olusturulduktan 2 saat sonra kontrol hamuru,
E81 ve AgtfA mutant ile hazirlanan hamurlardaki G’ ve G” degerlerini gostermektedir.
Sekilden de goriilecegi lizere G’ degeri her bir uygulama icin G” degerinden yiiksek
oldugu icin hamurlarin elastikiyeti viskozite degerlerine gore yiiksek bulunmustur.
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G', G" (Pa)

12000

—e—Kontrol G-2.h
—e—Kontrol G"-2.h
6000 —e—E81G-2.h
—e—E81G"-2.h
——E81-AgtfAG'-2.h
2000 —e—E81-AgtfAG"-2.h

Agisal Hiz (rad/s)

Sekil 3.16 Kontrol, E81 ve AgtfA mutant ile hazirlanan hamurlarda 2. saatin
sonundaki G’ ve G” degerleri

Benzer etki 24. saatin sonunda da gozlenmis olup hamurlarin fermente olmasi ile

birl

G', G" (Pa)

ikte elastikiyet bir miktar azalsa da hala dominant durumdadir (Sekil 3.17).

4500

3500

—e—Kontrol G'-24.h
—e—Kontrol G"-24.h
——E81G'-24.h
——E81G"-24.h'
—e—E81-AgtfAG'-24.h
—e—E81-AgtfAG"-24.h"

0,1 1 10 100

Acisal Hiz (rad/s)

Sekil 3.17 Kontrol, E81 ve AgtfA mutant ile hazirlanan hamurlarda 24. saatin
sonundaki G’ ve G” degerleri

Sonrasinda elde edilen degerlerden 2. saat ve 24. saatteki elastikiyet katsayis1 K’

ve viskozluk katsayis1 K” hesaplanmistir (Tablo 3.2). Tablodan da goriilecegi iizere

2.saat ve 24.saat hamurlarinda her bir uygulama icin elastiklik katsayis1 K’, viskozluk

katsayis1 K” ile karsilastirildiginda elastiklik katsayis1 viskozluk katsayisindan biiyiik

bulunmustur. 2.saatin sonunda E81 ve AgtfA ile hazirlanan hamurlardaki elastiklik
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ve viskozluk degerleri kontrol hamuruna gore daha diisiik bulunmustur. 24.saatin
sonunda yani eksi hamurun ekmek hamuru iiretimi icin hamur karisimina ilave
edilecegi olgunlukta gruplar arasindaki elastiklik ve viskozluk degerleri birbirine
yaklasmis olsa da hala istatistiki olarak farklar bulunmaktadir (p<0,05).

Burada elde ettigimiz en 6nemli ve aslinda bekledigimiz sonu¢ E81 ve AgtfA arasindaki
elastikiyet katsayis1 yoniinden farkliliktir. Tablo 3.2’den de goriilecegi {izere E81 ile
hazirlanan hamurun elastikiyet katsayis1 AgtfA ile hazirlanan hamurun elastikiyet
katsayina gore 6nemli Olclide (p<0,05) daha yiiksek bulunmustur. Bu veri alternanin

eksi hamura elastikiyet kattiginin ¢cok 6nemli bir gostergesidir.

Tablo 3.2 Kontrol, E81 ve AgtfA mutant ile hazirlanan hamurlarda 2. saat ve 24.
saatin sonundaki elastiklik ve viskozluk degerleri

2.Saat
Kontrol* E81 AgtfA
K 3398,682P4% 2328 2944 2226,26694*
Elastiklik n’ 0,246 0,239 0,223
R2  0,998731 0,997758 0,9967957
K” 1854,329%5* 1249,131>5~ 1147,600¢5~
Viskozluk n” 0,309 0,290 0,288
R2  0,993531 0,995667 0,99433982
24.Saat
Kontrol E81 AgtfA
K 852,8045% 614,0390°*Y 591,5625%94Y
Elastiklik n’ 0,3166 0,3546 0,3218
R2 0,99725057  0,99977949 0,99906782
K” 572,7958%5Y  456,47448Y 390,6899%:8.
Viskozluk n” 0,4211 0,4190 0,4176
R2 0,99792112  0,9980683 0,99763829

*a~dAyn; satirda gosterilen kiiciik harfli iist indisleri, her bir
uygulama periyodu icerisinde muameleler arasindaki istatistiksel
farki gostermektedir.

A~B Aym kolonda gésterilen biiyiik harfli iist indisleri, ayn1 muameleye
ait orneklerin elastikiyet ve viskoz degerleri arasindaki istatistiksel
farki gostermektedir.

=Y Ayn1 satirda gosterilen kiiciik harfli {ist indisleri, ayn1t muameleye
ait orneklerin fermantasyon zamanlar1 arasindaki istatistiksel farki
gostermektedir.

3.6 Alternan Uretiminin Eksi Hamur Ekmeginin Sertligi Uzerine
Etkisi
Tablo 3.3’de de belirtildigi gibi 5 farkli ekmek iiretilmis ve bu ekmeklerin sertlik

degerleri 0, 2, 5 ve 8. gilinlerde belirlenmistir. Ekmek tekstiirii iizerine hamur
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ortaminda in situ lretilen glukan tip EPS'nin mevcudiyeti, sadece 0. giinde ekmek
sertliginin azalmasina neden olmasina ragmen depolama siiresince bu glukanin hicbir
etkisi goriilmemistir. Ancak in situ tliretilen glukanla karsilastirildiginda, ex situ
glukanin hamur karisimina eklenmesinin daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu etkinin
hamur ortaminda optimum protein-polisakkarit interaksiyonuna bagli olarak belirli

bir konsantrasyonda gozlemlenebilecegi diisiiniilmektedir.

Tablo 3.3 Kontrol, E81 ve AgtfA mutant ile hazirlanan eksi hamur ekmelerinin 0, 2,
5 ve 8. giin sonundaki sertlik degerleri

Sus Tipi Ekmek hamuruna Sertlik Degeri
glukan ilavesi
0. Gin 2. Giun 5. Gin 8. Gin
Kontrol - 130,289%* 775,0758* 1054,208% 1258,673¢
AgtfA - 105,033° 371,713°¢ 755,6287 12442455
AgtfA %0,09 glukan 54,334 231.97¢  851,9915°  1104,665°
AgtfA %0,19 glukan 86,689°  532,479"  936,61°  984,0715"

E81 in situ glukan olusumu 67,8875  434,753¢ 940,306 1340,8135¢
*a=d Farkl kiiciik iist simge harfleri, her sus arasindaki farklar géstermektedir (P<0,05).
Veriler ii¢ bagimsiz 6l¢iimiin ortalamasidir.

3.7 L. reuteri E81’den gtfA ve gtfB Genlerinin Klonlanmasi

Her iki genin daha 6nce tanimlanan mevcut genler ile karsilastirilmasinin ardindan
katalitik bolgeleri ortaya konmus ve bu bolgenin gtfA’da 3096 bc, gtfB’de ise 2663 bg
oldugu aciga cikarilmistir ve bu bolgeler hedef alinarak klonlama islemine gecilmistir.
Bu iki genin klonlanmasi ile ilgili strateji Materyal-Metot kisminda verilmistir. Sekil
3.18A optimize ettigimiz PZR islemi ile her iki geninde basarili bir sekilde elde

edilmesini gosteren agaroz jel goriintiisiidiir.

gtfA geninin katalitik bolgesini iceren PZR {irlinii takiben Xhol ve BamHI restriksiyon
enzimleri ile kesilmis ve pET15b’de yine ayni enzimler ile kesilerek sonrasinda
self-ligasyonun Onlenmesi amaciyla defosforilize edilerek ligasyon islemi icin
hazirlanmistir. Benzer olarak gtfB'nin katalitik bolgesini iceren PZR iiriinii ise HindIII
ve Xhol ile kesilmis bu gen icin secilen ekspresyon plazmidi olan pET28a’da ayni
enzimler ile kesildikten sonra defosforilize edilerek ligasyon islemi icin hazirlanmistir.

Sekil 3.18B kesilmis iirtinleri gostermektedir.
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Sekil 3.18 E81’in genomundan gtfB, gtfA’nin amplifiye edilmesi ve ekstrakte edilen
plazmidleri gosteren agaroz jel goriintiisii (A) ve bu iiriinlerin ilgili restriksiyon
enzimleri ile kesildikten sonraki jel gortintiisii (B)

Bu iriinlerde 1 gece ligasyon islemini takiben plazmidlere {iriinlerin entegre olup
olmadiklar1 PZR islemi ile test edilmis ve Sekil 3.19°da goriilecegi tizere her iki
iiriinde basarili bir sekilde ekspresyon plazmidlerine entegre olmustur. Uriinlerin
boyutlarindaki sorunlar veya bir veya birden fazla enzimin yeterince ¢alismamasindan

dolay1 pozitif ligasyon iiriinleri ¢cok fazla denemenin ardindan elde edilebilmistir.

200bp [

400 bp

1000 bp

1500 bp

2000 bp
2500 bp
3000 bp
4000 bp

Sekil 3.19 Ligasyon isleminin PZR sonucunu gosteren agaroz jel goriintiisii. A;
negatif reaksiyon iriinii pET15b, B; pET15b ile gtfA geninin entegrasyonu, C;
pET28a ve gtfB geninin entegrasyonu, D; plazmitlerdeki self-ligasyon islemi

Her iki plazmitte de pozitif ligasyon iiriiniin elde edilmesinin ardindan oncelikle
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plazmitleri elde etmek ve yiliksek oranda {iiretebilmek adina plazmitler konak E.
coli TOP10 hiicresine elektroporasyon ile atilmistir. ilgili antibiyotiklerde gelisen
petrilerden cok sayida koloni pozitif iirtiniin hiicrede olup olmadiginin tespiti icin PZR
ile test edilmistir. Sekil 3.20 pE8104 (pET28a-gtfB) pozitif hiicreleri gostermektedir.

200 bp

1500 bp

3000 bp

200 bp

1500 bp

3000 bp

Sekil 3.20 Koloni PZR ile pE8104 (pET28a-gtfB) pozitif kolonilerin test edilmesi.
Kirmiz1 oklar pET28a’ya 6zgii primerler ile gtfB geninin aktarilmasi sonucu olusan
2700 b¢'lik kismi gostermektedir

Benzer olarak pE8103 (pET15b-gtfA) pozitif koloniler PZR islemi ile test edilmis
ve Sekil 3.21°den goriilecegi tlizere istedigimiz ekspresyon tirtiniinii iceren koloniler

sonrasinda ilgili antibiyotigi iceren besiyerinde gelistirilmistir.

200 bp

1500 bp

3000 bp

Sekil 3.21 Koloni PZR ile pE8103 (pET15b-gtfA) pozitif kolonilerin test edilmesi.
Kirmiz1 oklar pET15b’ye 6zgii primerler ile gtfA geninin aktarilmasi sonucu olusan
3000 bg¢’lik kism1 gostermektedir
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3.8 E. coli BL21’de GTFA ve GTFB Enzimlerinin Uretimi ve Protein
Ekspresyonlarinin SDS-PAGE ile Kontrol Edilmesi

Her iki enzim icin olusturdugumuz plazmitler sonrasinda BL21 hiicrelerine aktarilmis
ve protein lretimi islemine gecilmistir. Bu amacla yukarida belirtildigi sekilde hiicreler
IPTG ile indiiklenmistir. Bu amacla her iki proteinin iiretimi noktasinda hiicreler 2,
3 ve 4 saat indiiklenmis ve pE8103 (pET15b-gtfA) icin hiicre pelleti parcalanarak
(Sekil 3.22A, A; C; E), pET28a icin ise hem hiicre peleti parcalanarak (Sekil 3.22A,
B; D; F) hem de bu enzimin hiicre peletine baglanma ihtimali daha 6nce literatiirde
ifade edildiginden hiicre peletine bagli yani ‘inclusion body’den (Sekil 3.22A, G; H; I)
ekstraksiyon yapilmistir.

Ekstraksiyon islemini takiben Bradford metodu ile ekstraktlarda hesaplanan protein
konsantrasyonlar1 baz alinarak yaklasik 10 ug 6rnek SDS-PAGE ile yiiriitilmiistir
(Sekil 3.22).

A B

B A B c E P G H
191kDa s

97 kDa

ol

Sekil 3.22 GTFA ve GTFB proteinlerinin kontrolii amaciyla SDS-PAGE jel goriintiisii:
A; Sirastyla 2 (A), 3 (C) ve 4 (E) saat indiiksiyon sonunda elde edilmis GTFA
klonundan elde edilen gorintii, F pET15b kontrol; Ayni islemin 2-4 saat indiiksiyon
ile GTFB ile yapilmasi ile elde edilen sitoplazmik proteinlerin goriintiisii (B, D);
GTFB’nin goriintiillenmesi amaciyla hiicre peletinden ayni indiiksiyon siireleri
sonunda elde edilen proteinler (G, H); I pET28a kontrol. B; His-tag kolonundan
gecirilmesinin ardindan GTFAnin saflastirilmasini gosteren jel goriintiisii

Sekil 3.22’den goriilecegi iizere GTFA proteini (115 kDa) basarili bir sekilde
iiretilebilmis ve ardindan saf bir sekilde elde edilmistir GTFAnin diisitk hacimde
elde edilmesinin ardindan indiiksiyon 250 mL LB besiyerinde gerceklestirilmis ve
takiben His-tag kolondan gecirilmis ve GTFA proteini daha yiiksek oranda basarili
bir sekilde elde edilmistir (Sekil 3.22B). Bununla birlikte GTFB (99 kDa) proteinin
iretimi bu sartlarda miimkiin olmamaistir. Dolayisiyla GTFB proteinin iiretimi amaciyla

indiiksiyon oda sicakliginda 1 gece gerceklestirilmis ve tekrar protein hem hiicre
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sitoplazmasindan hem de hiicre peletinden elde edilmistir. Sekil 3.23 pE8104
(pET28a-gtfB) plazmitinin 1 gece oda sicakliginda indiiksiyonundan sonra elde edilen
jel gorlintiisiinii gostermektedir. Bu amacla daha once elde edilen biitiin pozitif
klonlar indiiksiyona tabi tutulmustur. Hiicre sitoplazmasindan kontrole gore farkli 100
kDa ve tizerinde herhangi bir bant elde edilemezken hiicre peletlerinden cok diisiik

yogunluklu da olsa bir bant elde edilmistir.

Sekil 3.23 GTFB’nin hiicre peletinden (A, B, C, D) ve hiicre sitoplazmasindan elde
edilmesi (E G, H, I), K kontrol bos pET28a hiicre pelleti, L, ladder

3.9 Histidin ile isaretli Rekombinant Proteinlerin Western Blot
Yontemi ile Dogrulanmasi

Bu diisiik yogunluklu bantlarin istedigimiz protein olup olmadiginin kontrolii GTFB
His-tag bagh bir protein olarak iiretildiginden Western-Blot islemi ile belirlenmistir.
Sekil 3.24’den de goriilecegi iizere elde ettigimiz bantlar His-tag Ab ile reaksiyona
girmis ve GTFB proteinin hiicre sitoplazmasindan degil de hiicre pelletinden elde
edilebildigi gosterilmistir.
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Sekil 3.24 GTFB’nin varliginin tespit edilmesi amaciyla gerceklestirilen Western-Blot
goriintiisii. Sadece hiicre peleti 6rneklerinde ilgili protein mevcuttur

3.10 GTFA Enziminin Biyokimyasal Ozellikleri

Yukarida da ifade edildigi gibi GTFA enzimi sukrozu pargalayip olusan glukozu a(1-6)
ile diiz zincir a(1-3) baglar1 ile de belirli noktalardan dallanacak sekilde glukan
iiretmektedir. Sekil 3.25’deki HPLC kromotograminda sukroz ile enzimin 1 saat
inkiibasyonu sonucunda olusan glukoz (dk 14,52) ve fruktoz (dk 17,92) ve kalan
sukroz (dk 23,83) goziikmektedir. Bu sonu¢ enzimin basarili bir sekilde calistiginin

gostergesidir.

uv

7500+

2500+

1Det. AChl

3 10 15 20 25 30
min

Sekil 3.25 GTFA enzimi ile sukrozun 1 saat inkiibasyonu sonucunda glukoz ve
fruktozun olustugunu gosteren HPLC kromatogrami. Bu HPLC kolon sartlarinda dk
14,52’de glukoz, dk 17,92’de fruktoz ve dk 23,83 de ise sukroz gelmektedir
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3.10.1 GTFA Enzimi Uzerine Sicaklik ve pH’nin Etkisi
GTFA enziminin nispi aktivitesi pH 3,0-9,0 araliginda Olctilmiis (Sekil 3.26A) ve

enzimin optimum calisma pH’st 7,0 olarak bulunmustur. Buldugumuz bu sonuc
daha once c¢esitli glukansiikrazlarin optimum pH degerleri ile karsilastirilabilir olup
daha onceki calismalarda glukansiikrazlarin calisma pH araligi 4,7-7,4 araliginda
ortaya konmustur [69, 114-117]. Bununla birlikte 6zellikle L. reuteri suslarini da
iceren farkli LAB suslarindan elde edilen glukansiikrazlarin pH optimasi1 5,0-6,0
araliginda bulunmustur [114, 116, 117] ve E81 susunda kodlanan GTFA enziminin
nispi olarak yiliksek optimum bir pH degerine sahip olmasi farkli ortamlarda

degerlendirilebilmesine imkan saglamasi acisindan 6nemli olabilir.

A B
150 4 300+
£ g
= =
51001 3 200
< X
-a ©
2 s
= )
% 50- S 100
0 ® 0 T +
-] ™ ) © A ) D o » & >
pH Sicaklik (°C)

Sekil 3.26 GTFA enziminin aktivitesi tizerine pH (A) ve sicakligin (B) etkisi

Sekil 3.26’dan da anlasilacag tizere GTFA enziminin optimum calisma sicakligi 50°C
olarak bulunmustur ve bulunan bu deger diger glukansiikrazlar ile karsilastirildiginda
uyum gostermektedir [69, 116].  Onemli olarak 20-50°C araliginda 4 saat
boyunca GTFA 'nin aktivitesi test edilmis ve bu siire zarfinda aktivitede herhangi
bir kayip gozlenmemistir ~ Bu sonuc literatiirde gosterilen glukansiikrazlarin
cogunun aktivitesini 40-60°C’de 0,5 saat gibi bir siirede yitirdigi goz oOniinde
bulunduruldugunda oldukc¢a 6nemlidir [115, 117]. Elde ettigimiz bu sonug¢ enzimin
orta derecede 1s1l islem goren gida isleme uygulamalarina uygun oldugunu gostermesi

bakimindan 6nemlidir.

3.11 Sukrozdan in vitro Kosullarda a-glukan Uretimi

GTFA enziminin aktivitesi ve glukan tiretimi agisindan sukroz konsantrasyonu 6nemli
bir faktor olabilmektedir. Dolayisiyla GTFA enziminin aktivitesi iizerine 10 mg
mL " den 100 mg mL Vye kadar dort farkli sukroz konsantrasyonunun glukan
liretimi lizerine etkisi tespit edilmistir. Sekil 3.27’den goriilecegi tizere 10 ve 20 mg
mL~! sukroz konsantrasyonunda muhtemelen biitiin sukrozun doniisiimii nedeniyle

8 saat icerisinde {iretilen glukan seviyesi en yiliksek noktaya ulasmistir. Sukroz
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konsantrasyonunun 50 ve 100 mg ! oldugu durumlarda ise glukan seviyesi 24. saatte
maksimuma ulasmistir. Bu noktadan sonra glukan iiretiminde cok az bir farklilik
gozlenmistir. Benzer sekilde 24 saatin sonunda 100 mg mL"’de ulagilan doygunluk
diger baz1 glukanstiikrazlar i¢inde ifade edilmistir [115]. Takiben sukrozun doéniisiimii
ile ilgili yapilan analizlerde 100 mg mL™! sukroz konsantrasyonu kullamilmustir.
Sekil 3.27D, sukrozun GTFA tarafindan fruktoz ve glukana doniisiimiintin kinetigini
gostermektedir. Sukrozun parcalanmasi ve neticede agiga cikan glukoz ve fruktoz
miktarlar1 HPLC ile belirlenmistir.  Sekilden de goriilecegi tizere ilk 12 saatlik
dilimde sukrozun %50’sinden fazlas1 doniistiiriilmiis ve 24. saatin sonunda reaksiyon

ortamindaki sukrozun tamamina yakini fruktoz ve a-glukana doniistiiriilmiistiir.

C D
100+ ‘
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50 90+
I é 80 -8 Fruktoz
\? E 70- — Glukan
g - 10mg g 601
E - 20mg g 901
Z £ 40
c - 50mg ®
a < 30+
S -+ 100mg < 2.
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Sekil 3.27 Baslangic sukroz konsantrasyonunun GTFA enziminin aktivitesi iizerine
etkisi (C) ve glukan {iretimi iizerine zamanin etkisi (D)

3.12 GTFB Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

GTFB enzimi 4,6-a-glukanotransferaz olup amiloz gibi al-4 baglar1 olan
substratlardaki bu bag1 hidrolize edip aciga cikan glukoz unitelerini a1-6 baglar ile
baglayarak hem hidroliz hem de transferaz aktivitesi gostermektedir. Benzer olarak
bu enzim de ortamda bulunan bir alictiya da aciga cikan glukoz iinitelerini al-6
baglar1 ile baglayarak oligosakkaritlerin iiretimini gerceklestirebilmektedir. GTFB
enzimi ile yuritiillen caligmalarda ilk olarak bu enzimin aktivitesinin test edilmesi
amaclanmistir. Bu amacla substrat olarak patates nisastasi ve amiloz % 0,125 veya
% 0,25 oraninda reaksiyon ortami 25 mM NaAc, 1 mM CaCl,’ pH 4,7’ye eklenmis ve
GTFB enziminin 1 U mL ™"’ olacak sekilde ortama ilave edilmesinin ardindan baglatilan
reaksiyon 37°C’de 24 saat siireyle siirdiirtilmiis ve tirtinler TLC ile test edilmistir. Sekil
3.28 GTFB enziminin hem nisasta ortaminda aktivitesini hem de ortama maltoz veya
glukoz eklendigi zaman enzimin katalitik ektisi ile parcalayarak agiga ¢ikardigi glukoz

initelerini sirasiyla glukoz ve maltoza ilave etme potansiyelini gostermektedir. Sekil
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3.28'den de goriilecegi lizere nisasta kontrol 6rnegine gore (Sekil 3.28, sira F), enzim
ilave edilen 6rnekte glukoz ve maltoz {initeleri ve potansiyel oligosakkaritler sadece
1 U enzimin ortama ilavesi ile olusmaya baslamislardir (Sekil 3.28, sira E). Bu sonug
enzimimizin aktivitesini gostermesi bakimindan oldukca o6nemlidir. Yine benzer
olarak ortama 25 mM glukoz veya 25 mM maltoz ilave edildiginde GTFB enzimi
aciga cikardigi glukoz iinitelerini transferaz aktivitesi ile glukoz ve maltoz iinitelerine
aktarabilmektedir (Sekil 3.28, sira A ve C). Elde ettigimiz bu sonuclar ile E81’de
kodlanan ve BLAST analizi sonucunda simdiye kadar bu veritabanina yiiklenmis diger
4,6-a-glukanotransferazlar ile belirli oranlarda eslesen GTFB enziminin a1-4 baglar
iceren substratlar1 parcalayabildigini ve sonrasinda yine ortama ilave edilen glukoz
ve maltoz gibi alicilara da agiga c¢ikan bu glukoz tinitelerini baglayabildigi gosterilmis

ve bu enzimin aktif bir enzim oldugu ortaya konmustur.

A B C D E F

Sekil 3.28 GTFB enziminin nisasta tizerindeki etkisini ve glukoz ve maltoz
alicilarinin ortamda bulunmasi durumunda 24 saat i¢inde aciga ¢ikan iiriinleri
gosteren TLC goriintiisii, A: maltoz (25 mM), nisasta (% 0,125), B: maltoz (25 mM),
nisasta (% 0,125) kontrol, C: glukoz (25 mM), nisasta (% 0,125), D: glukoz (25
mM), nisasta (% 0,125) kontrol, E: nisasta (% 0,125), F: nisasta (% 0,125) kontrol.
OKklar yeni ortaya cikan tirtinleri gostermektedir

Sekil 3.28'de test edilen reaksiyon fiiriinleri 7 giin boyunca inkiibe edilmis ve bu
inkiibasyon sonrasinda ortamda olusmasi muhtemel diger iiriinler test edilmistir. Sekil
3.29 bu iriinlerin test edilmesini gosteren TLC goriintiistinii gostermektedir. Bu
sekilden de goriilecegi tizere maltozun alici olarak kullanildigi reaksiyon tirtiniinde
(Sekil 3.29, swra A) yeni oligosakkaritler olusmus olup enzimin etkinligi ortaya

konmustur.

Glukozun alic1 olarak kullanilmas: beklendigi kadar oligosakkarit tiretimine katki

saglamamuistir (Sekil 3.29, sira C). Bununla birlikte en 6nemli etki nisastada gozlenmis
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olup ortamda alici1 olmamasina ragmen GTFB nisastay1 biiyiik oranda yeni iiriinlere
dontstirmustiir (Sekil 3.29, sira E). Bu sonuclar ile GTFB’nin hem aktivitesi hem de

oligosakkarit tiretimindeki potansiyeli gosterilmistir.

oligosakkaritler

P dpea R Re: o ——— awe

A B C D E F

Sekil 3.29 GTFB enziminin nisasta {izerindeki etkisini ve glukoz ve maltoz
alicilarinin ortamda bulunmasi durumunda 7 giin sonunda acgiga cikan tirtinleri
gosteren TLC goriintiisii, A: maltoz (25 mM), nisasta (% 0,125), B: maltoz (25 mM),
nisasta (% 0,125) kontrol, C: glukoz (25 mM), nisasta (% 0,125), D: glukoz (25
mM), nisasta (% 0,125) kontrol, E: nisasta (% 0,125), F: nisasta (% 0,125) kontrol.
Ok nisastanin bitmeye yakin oldugunu gostermektedir

3.13 GTFA ve GTFB Enzimleri ile Farklh Alic1 Sekerler Kullanmilarak
Oligosakkaritlerin Uretimi ve TLC, HPLC, LC/MS/QTOF ve
NMR Analizleri

GTFA enziminin aktivitesi ile sukrozun parcalanip aciga c¢ikan glukozun yine GTFA
enzimi tarafindan fakli alici sekerlere aktarilmasi ve yeni oligosakkaritlerin tiretimi
amaciyla sukrozun donor gentiobioz ve maltozun ise alici olarak kullanildigi reaksiyon
ortamlar1 kurulmus ve olusan iiriinler TLC, HPLC, LC/MS/QTOF ve NMR analizleri ile

incelenmistir.

Sekil 3.30 reaksiyon ortaminda 0,2 g mL™' sukroz ve 0,1 g mL™! maltoz oldugu
durumda 30°C’de 60 saat inkiibasyon sonunda olusan iriinleri gostermektedir (Sira
0). Sekil 3.30'dan da anlasilacag: tizere bu sartlarda hem sukroz hem de maltoz

tamamen bitmis olup farkli boyutlarda oligosakkaritler {iretilmistir.

GTFA-AN enziminin reaksiyon ortaminda uzun siire faaliyeti neticesinde yukarida
belirtilen a-glukan’da ortamda {iretilebilmekte olup oligosakkaritlerin analitik

karakterizasyonundan oOnce etanol coktiirmesi ile olusan bu EPS ortamdan
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Oligosakkaritler

O M 5 ¥ G

Sekil 3.30 Reaksiyon ortaminda (20 mM sodium acetate tamponu, pH 5,2 and 1 mM
CaCl,) 0,2 ¢ mL™! sukroz ve 0,1 g mL ! maltoz ve 1 U mL ™! olacak sekilde GTFA-AN
oldugu durumda 30°C’de 60 saat inkiibasyon sonundaki reaksiyon triinleri.
Standartlar G: Glukoz, F: Fruktoz, S: Sukroz, M: Maltoz; O: Olusan oligosakkaritler

uzaklastirilmaktadir. GTFA-AN enziminin basarili bir sekilde oligosakkaritleri iiretim
kabiliyetinin ortaya konmasini takiben farkli sukroz:maltoz konsantrasyonlarinin
olusan {riinlere olan etkisinin incelenmesi amaciyla reaksiyon ortamlari
olusturulmustur.  Reaksiyon ortamlar1 S1 (50 mM asetat tamponu pH 5,2'de
%10 sukroz ve %5 maltoz, 100 mL reaksiyon ortami, 50 uL enzim, 30°C 36 saat
inkiibasyon), S2 (90 uL %10 sukroz, 90 uL %10 maltoz ve 20 uL enzim, 20 mM pH
5,4 sodyum asetat, 30°C 36 saat inkiibasyon) ve S3 (100 uL reaksiyon ortami, 20 mM
pH 5,4 sodyum asetatta 0,05 g L™! CaCl,, 100 g L™! maltose, 400 g L™! sukroz, 50 uL
enzim 30°C 36 saat inkiibasyon) kurularak enzim aktivitesi ve olusan tiriinler TLC ile
tespit edilmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31 GTFA-AN enzimi ile farkli sukroz:maltoz konsantrasyonlarinda kurulan

reaksiyon ortamlarinda oligosakkaritlerin olusumunu gosteren TLC goriintiisii. S1,

S2 ve S3 yukarida ifade edilen farkli reaksiyon ortamlari, M: maltoz, S: sukroz, F:
fruktoz, G: glukoz, oligosakkaritler ve P: glukan

36 saatlik inkiibasyon sonunda her bir reaksiyon ortaminda TLC analizi sonucunda
bantlarin yiiriime boyutuna gore benzer iriinler aciga cikmis ve reaksiyon ortami
S2’de sukroz belirgin bir sekilde tamamen kullanildig1 icin sonraki analizler icin
bu reaksiyon ortaminin trtini kullanilmistir. Sekil 3.32 reaksiyon ortami S2’nin

tirtinlerinin HPLC ile analiz edilmesi sonucu elde edilen kromatogrami gostermektedir.

7500+

5000+
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=W

\,
| .
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—————————
25 30 35 40 45 50 55 60

Siire (dk)

Sekil 3.32 Reaksiyon ortami S2'nin HPLC kromatogramai; oligosakkaritler 25. dk’dan
itibaren tespit edilmislerdir. Oklar oligosakkaritleri gostermektedir

HPLC kromatograminda herhangi bir sukroz veya glukoz tespit edilmemis olup

olusan glukozun etkin bir sekilde maltoza aktarildig1 anlasilmaktadir. Onemli olarak
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kullandigimiz HPLC sartlarinda 22. dk’da gelen maltozun c¢ok diisiik miktarda
ortamda kaldig1 gozlenmistir. Bu sonu¢ daha 6nceki calismalarda da belirtildigi gibi
[115, 117, 118] maltozun E81’den elde edilen glukansiikraz i¢in de cok etkili bir alict

molekiil olmasini gostermesi bakimindan 6nem arz etmektedir.

Hem TLC hem de HPLC analizleri ile maltoz alici reakiyonlari sonunda 6zgiin
olabilecek oligosakkaritlerin bulundugunun tespitinin ardindan reaksiyon karisimi
S2'de yer alan bu oligosakkaritlerin kiitle spektrumlari LC/MS/QTOF analizi ile
tespit edilmistir. Sekil 3.33’deki oligosakkaritlerin toplam iyon kromatogramindan da
goriilecegi {lizere oligosakkaritler 0,5-1 dk araliginda kromatogramda gozlenmis ve bu

bolgede yer alan kiitle spektrumlar1 detayli incelenmistir.
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Sekil 3.33 GTFA-AN enzimi ile sukrozun donor maltozun ise alic1 olarak
kullanilmasi neticesinde {iretilen oligosakkaritlerin LC/MS/QTOF spektrumu

Spektrumdan da goriilecegi iizere yedi temel pik [M]- iyonik kiitleler m/z 503.2,
665.2,827.2,989.3,1151.3, 1313.4 ve 1475.4 olmak iizere gozlenmis olup bu kiitleler
sirasiyla maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz, maltoheksoz, maltoheptoz, maltooktoz
ve maltonanoza tekabiil etmektedir.  Glukansiikraz enzimi ile gerceklestirilen
daha oOnceki calismalarda da maltoz etkili bir alici olmakla birlikte genel olarak
tiretilen oligosakkaritler DP < 6 (maltoz = DP 2) boyutunda gdzlenmistir [115,
117] ancak bununla birlikte siikrozun maltooligosakkaritler ile birlikte kullanildig:
reaksiyonlarda DP <10’a kadar iiriinlerin retildigi belirlenmistir. [119]. Elde
ettigimiz bu sonuclar GTFA-AN enziminin basarili bir sekilde maltozdan DP 3 -
DP 9 araliginda maltooligosakkaritleri tirettiginin gosterilmesi bakimindan 6nemlidir.

Oligosakkaritlerin iiretiminin gosterilmesinin ardindan bu oligosakkaritlerin yapisal
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karakterizasyonu amaciyla reaksiyon karisimi liyofilize edilmis ve NMR analizine
tabi tutulmustur. Bu amacla oligosakkarit érneklerinin 'H ve 13C NMR spektralari
elde edilmistir. Sekil 3.34 oligosakkarit karigiminin 'H spektrumunu gostermektedir.
Sekilden de goriilecegi lizere a-Gle-3 (6 5,32) ve a-Glc-6 (6 4,97) initelerindeki
sinyallere ilave olarak oligosakkarit karigimina ait olan indirgen uctan Ra (6 5,23) ve
R (6 4,65) sinyalleri ve maltozun indirgen olmayan ucundaki a-Glc-4, M (6 5,36),
varligindan kaynaklanan sinyalde mevcuttur. Onemli olarak 'H a-Glc & 5,11’deki
sinyalden anlasilacagi iizere 6rnek karisitminda ayni1 zamanda a-D-Glcp-(1-5)-D-Frup
yapisindan olusan leukroz yer almaktadir. Bu da sukrozun parcalanmasi ile aciga ¢ikan
glukozun ayni zamanda sukrozun parcalanmasi ile aciga c¢ikan fruktoza GTFA-AN

enzimi tarafindan aktarilabildigini gostermesi bakimindan 6énemlidir.

4.97,4.96

C{1,6)>6
Dt36
5.32,5.33
4.99,4.97
B(1,6)>3 ’ 4.65
5.36 .
Flo3 A(1,3)>6

R
M{(1,6)>4 523 511 b

MR R I

. T : r I T : r 1 : r T I T r T T T
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Sekil 3.34 Oligosakkarit karisiminin 600 MHz deki anomerik bolgesinin 'H NMR
spektrumu. L = leukroz. Diger harflendirmeler sonug kisminda ifade edilmistir

'H NMR spektrumunda gosterilen {initelerin detayl 2D NMR incelemesi
oligosakkaritlerin A (1,3)Glc-6; B (1,6)Glc-3; C (1,6)Glc-6; D t-Glc-6; F t-Glc-3;
M (1,6)Glc-4 baglarindan olusan gruplarin ve 4-bagl indirgen Glc, Ra ve Rf
Uinitesinin yer aldigini ortaya koymustur. A-F gruplarinin NMR parameterleri benzer
calismada bulunan NMR parametrelerine oldukc¢a yakin bulunmustur [64]. 'H
spektrumunda & 5,36 da sinyal veren M iinitesinin *C NMR spektrumu ile yapilan
hsqc-tocsy incelemesi bu grubun diger glukoz tinitesi ile 6-bagli oldugunu (3- veya 3,6
degil) gostermektedir. Sekil 3.34’de verilen 'H spektrumundaki sinyallerin birbirine
orant (Ra + RB): M: B+ F): (A+ C+ D) = 1: 1: 1.5: 4, olarak hesaplanmuistir.
Bu gostermektedir ki bu reaksiyon karisimindaki temel oligosakkaritler DP7 veya
DP8 olup bu oligosakkaritlerde -6 Glu iiniteleri -3 iinitelerine gore daha yiiksek
oranda yer almaktadir. Daha 6nceki calismalarda da elde edilen oligosakkaritler NMR
ile analiz edilerek karakterize edilmeye calisilmisti. Ornegin GTF180-AN enzimi
sukroz:maltoz orani 1:1 oldugunda temel olarak trisakkarit panoz ve bir tetrasakkarit
iretilirken az oranda DP4 ve DP5 oligosakkaritlerinin {iretildigi gosterilmistir

[120]. Bizim calismamizda ise panoz *C standarti ile bizim *C spektrumumuz
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incelendiginde panoz cok diisiik oranda yer almaktadir. Sonug olarak biitiin bu
sonuclar GTFA-AN enziminin sukroz ve maltoz ile alici reaksiyonlari sonucunda elde
ettigimiz oligosakkarit karisiminin temel olarak DP7 veya DP8’den olusan ve DP9’a

kadar olan oligosakkaritleri icerdigini gostermektedir.

Maltozun alic1 olarak kullanildig:1 reaksiyonlar ile DP9’a kadar oligosakkaritlerinin
liretiminin gosterilmesini takiben alici olarak gentiobioz kullanilarak reaksiyon
kurulmustur. ~ Sekil 3.35 ve 3.36’dan da goriilecegi tizere GTFA-AN sukrozun
donor ve maltoz ve gentiobiozun ‘akseptér’ olarak kullanilmasi ile farkh
nitelikte oligosakkaritler {iretmistir. Normal kosullarda alici reaksiyonlar1 sukroz
ortamdan tamamen uzaklasincaya kadar siirdiiriilmiistiir. Bununla birlikte sonraki
basamaklarda bu oligosakkarit karisiminin saf olarak kullanilabilmesi icin ortamda
kalmigsa sukroz, sukrozun parcalanmasi neticesinde biriken fruktoz ve yine kalmissa
seker alicilarin ortamdan uzaklastirilmasi icin immobilize maya hiicreleri kullanilmis
ve maya hiicreleri ortamdaki fruktoz ve kalmissa sukroz ve seker alicilar1 kullanarak
bunlar1 ortamdan tamamen uzaklastirmistir [121]. Takiben immobilize maya
hiicreleri de ortamdan uzaklastirilarak oligosakkarit karisimlari saf halde elde

edilmislerdir.
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Sekil 3.35 GTFA-AN enzimi ve maltoz (H) ile olusturulan reaksiyon iiriinlerinin TLC
goriintlisii. G immobilize maya uygulamasinin ardindan ve maltoz ile elde edilen
oligosakkarit karisimlarindan fruktoz, sukroz ve varsa alici sekerin tamamen
uzaklastirildigini gostermektedir. F: fruktoz, S: sukroz, K: kontrol

Sekil 3.35 ve 3.36 farkli seker alicilar ile kurulan reaksiyonlarda ortamda kalan
oligosakkarit harici bilesenlerin immobilize maya hiicreleri ile ortamdan uzaklastigini

gosteren TLC gortiintiilerini gostermektedir.
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Sekil 3.36 GTFA-AN enzimi ile gentiobiyoz (D) ile olusturulan reaksiyon tirtinlerinin
TLC goriintiisii. C immobilize maya uygulamasinin ardindan gentiobiyoz ile elde
edilen oligosakkarit karisimlarindan fruktoz, sukroz ve varsa alici sekerin tamamen
uzaklastirildigini gostermektedir. F: fruktoz, S: sukroz, K: kontrol

Immobilize maya uygulamas: sayesinde oligosakkaritler saf bir sekilde elde edilmis
ve prebiyotik ve immuno modiilasyon testlerinde saf halde kullanilmistir. Asagida
verilen TLC sonuclar1 farkli seker alicilar ile kurulan reaksiyonlarin sonuglarini
gostermektedir.  Uretilen oligosakkaritlerin fonksiyonel etkilerinin incelenmesi
calismalarinda her zaman o6nce immobilize maya uygulamasi yapilmis ve sadece
ortamda oligosakkaritler kaldig1 zaman fonksiyonel etki caligmalarina gecilmistir.
Maltoza ilave olarak gentiobioz alici reaksiyonlarinda test edilmistir. Sekil 3.37

kullanilan alici sekerlerin TLC kromatogramini gostermektedir.

Sekil 3.37’de TLC goriintiileri verilen her bir standart ile standart reaksiyon
karisiminda mLl’de 1 U GTFA-AN ve sukrozun ilgili alictya orani 4:1 olacag:
sartlarda reaksiyonlar kurulmus ve sukrozun tamamen bitmesini takiben reaksiyonlar

sonlandirilarak olusan iiriinler test edilmistir.
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Sekil 3.37 Alici reaksiyonlarinda kullanilan sekerlerin TLC goriintiisii. A:
maltoheptoz, C: maltotrioz, H: gentiobioz, I: maltoheptoz

Sekil 3.38'de verilen reaksiyon sonuclart 100 pL'lik hacimde kurulmus olup takiben
farkli hacimlerde ve daha fazla enzim kullanilarak reaksiyonlar tekrar kurulmus ve
oligosakkaritlerin olusumu izlenmistir. Sukrozun tamamen ortamdan uzaklagmasi
icin farkli enzim:alici:sukroz konsantrasyonlari denenmis ve her seferinde ilgili
oligosakkaritler olusmus ancak sukroz cogunda tamamen tiikenmemistir (Ilgili TLC

goriintiileri tekrar niteligi tasiyacagindan eklenmemistir).
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Sekil 3.38 GTFA-AN enzimi ve maltoz (H) ile olusturulan reaksiyon iiriinlerinin TLC
goriintlisii. G immobilize maya uygulamasinin ardindan ve maltoz ile elde edilen
oligosakkarit karisimlarindan fruktoz, sukroz ve varsa alic1 sekerin tamamen
uzaklastirildigini gostermektedir. F: fruktoz, S: sukroz, K: kontrol

Sekil 3.39 gentiobiozun alic1 olarak kullanildig1 reaksiyonlar sonucu olusan iiriinlerin

TLC goriintlisiinii vermektedir.
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Sekil 3.39 GTFA-AN enzimi ile alic1 reaksiyonlarinda sirasiyla alici C: gentiobioz

(EO), D: gentiobioz (ES), kontrol, H: sukroz kullanilmasi ile ortaya ¢ikan iiriinleri

gosteren TLC goriintiisii. ES: etanol ¢oktiirmesi uygulandiktan sonra geriye kalan
oligosakkaritleri iceren 6rnek, EO: etanol ¢coktiirmesi uygulanmamis érnek, S: sukroz

Bu reaksiyonda sukroz 0,2 g mL™?, alic1 seker 0,05 g mL™!, 20 mM NaAc, 1 mM CacCl,
pH 5,4 ortamina 2,5 U GTFA-AN enzimi ilave edilerek 1 mL reaksiyon hacminde
30°C’de 24 saatlik inkiibasyon gerceklestirilmistir. ~Sekil 3.39’dan da goriilecegi
izere bu sartlarda ortamda bulunan sukroz tamamen bitmis ve doniisiime ugramistir.
Burada GTFA-AN enziminin aktivitesi ile aciga cikan glukoz alici sekere ilave
olunarak farkli oligosakkaritlerin {iretimi ile sonuclanan reaksiyonlar gerceklesmistir.
Mevcut sartlarda gentiobioz tamamen tiikenmis olup ilgili oligosakkaritlerin tiretimi
gerceklesmistir.  Bu noktada ifade olunmasi gereken bir diger hususta olusan
potansiyel oligosakkarit bantlarinin maltoz alict olarak kullanildigi duruma gore
sayisinin az olmasi olup bu hususta farkli alicilar arasindaki farki gostermesi
bakimindan son derece énemlidir. Sekil 3.39’da g6zlenen bir diger husus ise etanol
muamelesi ile reaksiyon sirasinda olusan glukan uzaklastirilmasina ragmen olusan
oligosakkaritlerin Rt siirelerinin cok diisiik gozlenmesidir. Bir sonraki béliimde
tartisacagimiz LC/MS/QTOF verileri goz Oniine alindiginda maltoz alicisina gore
daha biiyiik boyutta oligosakkarit olusmamasina ragmen TLC’deki Rt siirelerinin ¢cok
diisiik olmasi farkli oligosakkaritlerin davraniglar1 arasindaki farkliligin gézlenmesi

noktasinda 6nem arz etmektedir.

TLC analizi ile test edilen alicilara GTFA-AN enziminin sukrozun parcalanmasi
ile aciga cikan glukozu farkli oranlarda olsa da aktarabildigi ortaya konmus olup

elde edilen bu oligosakkaritlerin boyutunun anlasilabilmesi icin bu reaksiyon
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tirtinleri LC/MS/QTOF analizine tabi tutulmustur. Sekil 3.40 gentiobiozun
alicr olarak kullanilmasi sonucunda olusan iirtinleri gostermektedir. Gentiobioz
beta-D-gluco-hexopyranosyl-(1->6)-D-gluco-hexopyranose olup Glu {nitelerinin
P (1-6) baglar ile baglanmasi neticesinde olusmustur. Sekil 3.40 GTFAnin sukrozu
parcalayarak aciga cikan glukozu bu disakkarite aktarmasi neticesinde ortaya c¢ikan

oligosakkaritlerin boyutunu gostermektedir.
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Sekil 3.40 GTFA-AN enzimi ile sukrozun dondr gentiobiozun ise alici olarak
kullanilmasi neticesinde {iretilen oligosakkaritlerin LC/MS/QTOF spektrumu, a)
503.1 (DP3), b) 665. 2 (DP4), a) 827.2 (DP5), ¢) 989.3 (DP6), d) 1151. 3 (DP7), a)
1313.4 (DP8)

Sekil 3.40’dan da anlasilabilecegi iizere gentiobioz alici reaksiyonu neticesinde
DP 8'e kadar oligosakkaritlerin olustugu MS spektrumlarinda [M]- negatif modda
m/z 503.2, 665.2, 827.2, 989.3, 1151.3 ve 1313.4’te olusan iyon kiitlelerinden
anlasilabilmektedir (Sekil 3.40 a-d). Benzer olarak bu oligosakkaritler GTFA-AN
enziminin aktivitesi goze alindiginda Glu iinitelerinin farkli oranlarda a-(1-6)- ve
a-(1-3)- bagi ile baglanmasi neticesinde olusmus olmalari ¢ok kuvvetle muhtemeldir
ki Sekil 3.41 gentiobiozun alic1 olarak kullanilmasi ile elde edilen oligosakkaritlerin
'H NMR spektroskopisi sonucunu gostermektedir ve sekilden de ilgili baglarin
oligosakkarit iinitelerinde yer aldig1 goriilmektedir. Daha 6nce yapilan bir ¢calismada
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512Fden elde edilen bir alternansiikraz ile DP
5’e kadar oligosakkaritlerin gentiobioz ile {iretilebildigi gosterilmistir [106]. Elde
ettigimiz sonuclara gore boyutu DP 8’e varabilen oligosakkaritlerin L. reuteri E81
GTFA-AN enzimi tarafindan tiretilebilmis olmasi olduk¢a 6nemlidir.
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Sekil 3.41 Gentiobiozun alic1 olarak kullanilmasi ile tiretilen oligosakkarit
karigiminin 500 MHz' deki anomerik bolgesinin *H NMR spektrumu

Sekil 3.42 amilozun substrat olarak ve amiloz ile birlikte glukoz ve maltozun
alic1 olarak kullanilmasi ile ve GTFB enziminin maltoz, maltotrioz ve maltoheptoz
iizerindeki etkisinin incelenmesi sonucunda 24 saat sonunda elde edilen reaksiyon
irtinlerinin TLC gorlintiisii verilmektedir. Burada GTFA enziminin test edilmesinde
kullanilan TLC sartlar1 degil bunun yerine butanol:etanol:su karisiminda (5:5:3),
6 saat boyunca yiiriitme isleminin denenmesi ile en uygun TLC goriintiisii elde
edilebilmistir

A B C D E F G H I K L

Sekil 3.42 GTFB enziminin amiloz ve amilozun yani sira glukoz ve maltoz
alicilarinin ortamda bulunmasi durumunda, maltoz, maltotrioz ve maltoheptoz ile 24
saat sonunda ac¢iga c¢ikan iiriinleri gésteren TLC goriintiisii, A: Amiloz, B:
maltoheptoz C: maltoheptoz kontrol, D: maltotrioz, E: maltotrioz kontrol, F: maltoz,
G: maltoz kontrol H: amiloz-maltoz, I: amiloz-maltoz kontrol, K: amiloz glukoz, L:
amiloz glukoz kontrol, P: glukan
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Sekil 3.42’den de goriilecegi {izere enzim amilozda aktif olup (Sekil 3.42, sira A)
ozellikle maltoz alic1 ile yeni {irtinlerin olusumu gozlenmis (Sekil 3.42, sira H) ancak
glukoz uygun bir alici olarak davranmamuistir (Sekil 3.42, sira K). En dikkat cekici
sonug substrat olarak maltoheptozun test edilmesi ile elde edilmis ve burada 6nemli
oranda hem oligosakkaritler hem de glukan olusumu gozlemlenmistir (Sekil 3.42, sira
B).

Benzer olarak reaksiyon ortamindaki enzim miktar1 2 katina cikartilarak maltoheptoz,
maltotrioz, izomaltoz ve maltoz ile tekrar reaksiyonlar kurulmus ve GTFB enziminin
aktivitesi test edilmistir (Sekil 3.43). Enzimin iki katina ¢ikarilmasi ile 6zellikle maltoz
ile olusan iiriinler cok daha fazla belirginlesmisler ve maltoheptoz ve maltotriozda ise
benzer sonuclar elde edilmistir. Onemli olarak GTFB enzimi a1-6 Glu iinitelerinden
olusan izomaltoz {izerine herhangi bir aktivite gostermemistir (Sekil 3.43 sira E). Bu

sonucta enzimin spesifik etkinligini gostermesi bakimindan 6nem arz etmektedir.

oligosakkaritler

Sekil 3.43 GTFB enziminin A: maltoheptoz, B: maltoheptoz kontrol C: maltotrioz D:
maltotrioz kontrol, E: izomaltoz, F: izomaltoz kontrol, G: maltoz, H: maltoz kontrol
ile test edilmesini gosteren TLC goriintiisii

GTFB enzimi ile olusan oligosakkaritlerde al-6 Glu fnitelerinin olusumunun
ispatlanmasi acisindan maltoheptozdan elde edilen iiriin 'H NMR analizine tabi
tutulmustur.  Sekil 3.44 bu reaksiyon iiriiniiniin NMR spektrasini gostermektedir.
NMR spektrasindan da goriilecegi tizere maltoheptozda bulunan (a1-4) bagina ilave
olarak (H-1, 0 5,32), GTFBnin aktivitesi sonucunda (al-6) baglar1 (H-1, 6
4.90) olusmustur. Onemli olarak 24 saatlik siire zarfinda (a1-4):(a1-6) baglarinin
oranlarinin 54:46 olmasindan anlasilacag1 tizere GTFB enzimi etkin bir sekilde
transferaz aktivitesi sergilemis ve yeni (a1-6) bagl oligosakkaritkerin olusumu ortaya

konmustur.
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Sekil 3.44 GTFB tarafindan maltoheptozun substrat olarak kullanilmasiyla iiretilen
oligosakkari karisimina ait 'H NMR spektrumu

Daha onceki iki calismada bu oran sirasiyla L. reuteri DSM20016 dan elde edilen
GTFW ve sus ML1’den elde edilen GTFML4 icin sirasiyla 50:50 ve 53:47 olarak
bulunmustur [50] ve ek olarak ink{ibasyon siiresinin artmast ile bu oranin degisebildigi
de ifade edilmistir [91]. Ek olarak olusan glukan etanol ile uzaklastirildigi igin
enzimin etkisinin daha da yiiksek oldugu gozden kacirilmamalidir. Daha onceki
calismalara benzer olarak ortamda serbest glukozun varli§i da 'H NMR spektrasi
ile anlasiimaktadir. Onemli olarak malto-oligosakkaritlerin dallanma noktalarini
gosterecek sekilde ([H-1, 6 5.36)], [H-1, 6 3.45]) herhangi bir sinyal gézlenmemis
olup [56, 122] bu durum GTFB E81’in maltozdan diiz yapilar meydana getirdigini
ortaya koymaktadir. Sonug olarak GTFB enziminin etkili bir 4,6-a-glukanotransferaz
oldugu elde ettigimiz sonuglar ile kanitlanmis olup olusan bu oligosakkaritler
LC/MS/QTOF analizine tabi tutularak kiitle spektrumlar1 belirlenmistir. Ilk olarak

maltoz ile tretilen oligosakkaritlerin kiitle spektrumlar: belirlenmistir (Sekil 3.45).

Sekil 3.43’den de goriilecegi iizere GTFB ile gerceklestirilen ve maltozun substrat
olarak kullanildig1 reaksiyonda GTFB enzimi maltozu pargalayarak aciga cikan
glukoz tinitelerini birbirine baglamis ve LC/MS/QTOF kiitle spektroskopisi analizi
sonuglarindan anlasilacagi iizere (DP 8’e kadar glukooligosakkaritlerin olustugu MS
spektrumlarinda [M]- negatif iyonik yiikte m/z 503.2, 665.2, 827.2, 989.3 ve 1151.3
ve 1313.4’te olusan iyon kiitlelerinden anlasilabilmektedir (Sekil 3.45).
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Sekil 3.45 GTFB enzimi ile maltozun substrat olarak kullanilmasi neticesinde
tiretilen oligosakkaritlerin LC/MS/QTOF spektrumu, a) 341.1, b) 503.1 (DP3), c)
665.2 (DP4), d) 827.2 (DP5), e) 1151.3 (DP7), f) 1313.4 (DP8)

Daha Once yapilan bir calismada GTFB-W’nin maltozdan DP 6’ya kadar oligosakkarit
tiretebildigi gosterilmis olup [50] GTFB E81 daha uzun oligosakkarit iiretimini
gerceklestirebilmektedir.

TLC sonucglarinda dikkat c¢eken bir diger substrat maltoheptoz olup NMR ile
ylksek oranda al-6 bagi iceren oligosakkaritlerin mevcut oldugunun gosterilmesi
elde ettigimiz sonuglarin 6nemini arttirmistir. Sekil 3.46 da maltoheptoz (DP7)
kullanilarak tiretilen oligosakkaritlerin LC/MS/QTOF kiitle spektroskopisi sonuglarini
gostermektedir.

Sekil 3.46'dan da anlasilacagi iizere GTFB enzimi maltoheptozu substrat olarak
kullanmis ve DP 8’e kadar (artik 1-6 bagi iceren) glukooligosakkaritlerin olusumu MS
spektrumlarinda [M]- negatif iyonik yiikte m/z 503.2, 665.2, 827.2, 989.3 ve 1151.3
ve 1313.4’te olusan iyon kiitlelerinden ortaya ¢cikmistir. Bu noktada substrat olarak
kullandigimiz [M]- negatif iyonik yiikte m/z 1151.3 kiitlesi olan maltoheptozdan daha
kiiciik boyutlu oligosakkaritler ve daha biiyiik bir oligosakkarit olustugu goézlenmistir.
TLC sonuglarindan bu substratin ¢ok az oranda ortamda kaldig1 gosterilmis olup
olusan oligosakkaritlerinde a1-6 ve al-4 baglarindan olustugu NMR spektroskopisi
ile ortaya konmustur.
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Sekil 3.46 GTFB enzimi ile maltoheptozun substrat olarak kullanilmasi neticesinde
tiretilen oligosakkaritlerin LC/MS/QTOF spektrumu, a) 503.1 (DP3), b) 665.2
(DP4), c) 827.2 (DP5), d) 989.3 (DP6) e) 1151.3 (DP7), f) 1313.4 (DP8)

Daha oOnce yapilan bir calismada ise L. reuteri 121’den elde edilen GTFB’nin
maltoheptozdan DP 35’e kadar oligosakkarit iiretebildigi ancak DP 10’dan biiytiik olan

oligosakkaritlerin oraninin bu karisimda ¢ok diisiik oldugu gosterilmistir [ 123].

3.14 GTFA-AN ve GTFB Enzimleri ile Uretilen Oligosakkaritlerin
Bagisiklik Diizenleyici Ozellikleri

Alternanin ve secilen oligosakkaritlerin immunomodulatif etkisinin belirlenmesi
amaciyla hem E81 tarafindan iiretilen alternan hem de tez cercevesinde iiretilen
biitiin oligosakkaritlerin pro-inflamatuar TNF-a, IL-12 ve anti-inflamatuar IL-10,
IL-4 sitokinleri tizerindeki bagisiklik diizenleyici fonksiyonlar:i insan kolorektal
adenokarsinom hiicre hatt1 olan HT-29 hiicrelerinde toplam alternan ve oligosakkarit
miktar1 50 ug mL~! ve 100 ug mL ™! olacak sekilde test edilmistir (Sekil 3.47-3.50).

Ik olarak oligosakkaritlerin ve alternamin anti-inflamatuar IL-4 {izerindeki etkisi
verilistir. IL-4 inflamasyonu engelleyici etkisi yaninda 6zellikle hiicreleri uyararak
gelisen tiimorlere karsi sitotoksik etki olusturabildigi gosterilmis bir sitokin olmasi
miinasebetiyle ayrica 6nem tasimaktadir. Sekil 3.61, HT-29 hiicrelerinin oligosakkarit
karigimi ve alternanin 50 ug mL™' ve 100 ug mL™! olacak sekilde hiicrelere
uygulanmasinin ardindan alinan IL-4 tepkisini kontrole kiyasla gostermektedir.
Onemli olarak su hususunda ifade edilmesi gerekir ki oligosakkaritlere en fazla

tepki IL-4 ile elde edilmistir. Test edilen oligosakkarit karisimlarindan maltozun
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ve maltoheptozun GTFB tarafindan oligosakkaritlere doniistiiriilmesi ile elde edilen
sirasiyla DP8e kadar olan maltooligosakkaritler her iki konsantrasyonda da IL-4
sitokini istatistiksel olarak 6nemli olacak diizeyde (p<0,05) indiiklemistir (Sekil 3.47).
Bu etki konsantrasyona bagl olarak bir miktar artmistir.

= 300-
£ . == 50 ug
)
8 . 100 ug
8 200-
=
>
d, *® K
(/)] ) *
- 100- : -
< .
=
n
¥
:I 0' T T T T T T
Q o N\
L LS LS
© 4\,(9 0(9 &é O OQ
> KO O
& & & o
F &S &
R S N
&

Oligosakkaritler

Sekil 3.47 Farkli oligosakkaritlerin ve alternanin 50-100 ug mL™*
konsantrasyonlarda HT-29 hiicrelerine uygulanmalarinin ardindan tespit edilen IL-4
sitokin seviyesi

Ilging olarak alternanin 100 ug mL ' konsantrasyonu hic indiikleme olusturmazken,
50 ug mL™! konsantrasyonu cok az indiiklemeyi tetiklemistir (p<0,05). Benzer bir
durum alternan ile yapisal olarak temelde birlesen maltozun GTFA ile reaksiyon
{irtinlerinde 100 ug mL™' konsantrasyonda gozlenmistir. IL-4 iizerinde en yiiksek
etkiyi olusturan oligosakkarit karisimi DP8’e kadar iiriin olustugunu gosterdigimiz
gentiobiyozun reaksiyon iiriinlerinin 50 ug mL™' konsantrasyonu olarak tespit
edilmistir. Bu oligosakkarit karisiminin 100 ug mL™~! konsantrasyonu yine istatistiksel
acidan o6nemli oranda (p<0,05) IL-4 seviyesini arttirsa da etki 50 ug mL™*
konsantrasyona gore daha diisiik aciga ¢ikmistir. Sonug olarak yapisal olarak farkl
oligosakkaritlerden ve alternandan olusan iriinlerimiz IL-4 sitokini {lizerine cok
farkli etkiler olusturmakla birlikte sevindirici olarak IL-4 {izerinde biiyiik bir kismi

indiikleyici etki gostermistir.
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Bu sonug inflamasyon 6nleyici ve tiimor engelleyici bir sitokin iiretiminin {irettigimiz
oligosakkaritler tarafindan arttirilabildiginin gosterilmesi bakimindan Onemlidir.
Nitekim bizim bulgularimiza benzer olarak daha oOnce yapilan bir calismada
glikoaminoglikanlarin o6nemli oOlciide IL-4 indiiksiyonuna sebebiyet verdigi ve
dolayisiylda bu inflamasyon Onleyici sitokinin artmasi ile bircok biyolojik siirecin
diizenlenebilecegi fikri ortaya atilmistir (den Dekker et al., 2008).

Oligosakkaritlerin ve alternanin bagisiklik diizenlenmesinin test edilmesi amaciyla test
edilen bir diger sitokin anti-inflamatuar IL-10’dur. IL-10 inflamasyonu engelleyici
etkisi yaninda 0zellikle doku hasarini azaltip toparlanmay1 hizlandirmasi acgisindan
onem arz eden bir sitokindir ve probiyotiklerin fonksiyonu olarak IL-10 indiiksiyonu
gerceklesebilmektedir (Gourbeyre, Denery, Bodinier, 2011). Sekil 3.48, HT-29
hiicrelerinin oligosakkarit karisimi ve alternanin 50 ug mL™! ve 100 ug mL™' olacak

sekilde hiicrelere uygulanmasinin ardindan 6lctilen IL-10 seviyesini kontrole kiyasla

gostermektedir.
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Oligosakkaritler

Sekil 3.48 Farkli oligosakkaritlerin ve alternanin 50-100 ug mL™!
konsantrasyonlarda HT-29 hiicrelerine uygulanmalarinin ardindan tespit edilen IL-10
sitokin seviyesi
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Test edilen oligosakkaritlerden ve alternandan sadece bir uygulama IL-10 seviyesini
kontrole kiyasla arttirmistir. Bu oligosakkaritler maltoheptozun GTFB ile
muamelesi ile elde edilen DP8e kadar olan oligosakkarit karisiminin 50 ug mL™*
konsantrasyonudur. Diger test edilen biitiin parametrelerin IL-10 {iretimi {izerindeki
etkisi kontrole kiyasla 6nemsiz bulunmus (p>0,05) ve hatta bircogunda herhangi
bir indiiksiyon meydana gelmemistir. Elde ettigimiz bu sonuc belirli yapilarin belirli
sitokinler tizerinde etkin olabileceginin gosterilmesi bakimindan 6nem arz etmektedir.
Bagisiklik sisteminin ne kadar karmasik oldugu diisiiniildiigiinde belirgin yapilardan
belirgin tepkiler alinabilmesi de aslinda oligosakkaritlerin etkinliginin gosterilmesi
bakimindan énemli olabilir. Ornegin alternan IL-4'te cok az etki olusturmasi disinda
test ettigimiz biitiin sitokinler tizerinde etkili olamamis ve ¢ogu zaman kontrole gore

daha diisiik bir tepkinin olusmasina neden olmustur.

Anti-inflamatuar sitokinlere ilave olarak trettigimiz oligosakkaritlerin ve alternanin
pro-inflamatuar IL-12 ve TNF-a sitokinleri iizerindeki etkileri de in vitro kosullarda
HT-29 hiicreleri kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. Sekil 3.49, HT-29 hiicrelerinin
oligosakkarit karigimi ve alternammn 50 ug mL™' ve 100 ug mL™' olacak
sekilde hiicrelere uygulanmasinin ardindan 6lctilen IL-12 seviyesini kontrole kiyasla
gostermektedir. IL-12 hiicre ici mikrobiyal enfeksiyonlara karsi 6nemli bir savunma

molekiili olup indiiklenmesi 6nem arz etmektedir.
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Oligosakkaritler

Sekil 3.49 Farkli oligosakkaritlerin ve alternanin 50-100 ug mL™*
konsantrasyonlarda HT-29 hiicrelerine uygulanmalarinin ardindan tespit edilen IL-12
sitokin seviyesi
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Sekil 3.49’dan da goriilecegi iizere maltozun GTFB tarafindan oligosakkaritlere
dontsttirilmesi ile elde edilen DP8e kadar olan oligosakkarit karistminin her
iki konsantrasyonu da IL-12 seviyesini kontrole kiyasla 6nemli oranda (p<0,05)
arttirmisti.  Bu etki maltoheptozun oligosakkaritlerinden sadece 100 ug mL™
konsantrasyonda gozlenmistir. Diger konsantrasyonda kontrole goére bir miktar
indiiksiyon gerceklestirse bile bu durum istatistiki olarak 6nemsiz olarak bulunmustur
(p>0,05). IL-12 iizerinde indiikleyici etki olusturabilen bir diger oligosakkarit karigsimi
gentiobiozun alic1 olarak kullanilmasi ile elde edilen iirtinlerdir ve bu oligosakkarit
karisimi her iki konsantrasyonda da IL-12 {izerinde indiikleyici etki gostermistir.
Test edilen diger oligosakkaritler ve alternanin ise IL-12 {izerinde herhangi bir etkisi
olusmamustir (Sekil 3.49).

Oligosakkaritlerin ve alternanin bagisiklik diizenleyici olarak test edilmesi amaciyla
indiiklenme seviyesi test edilen son sitokin ise pro-inflamatuar TNF-a’dir (Sekil 3.50).
Bu sitokin sistematik inflamasyonda yer alan ve bagisiklik sistemi tarafindan akut
tepkilerin verilmesini saglayan onemli bir sitokindir. IL-12’den farkli olarak GTFB
tarafindan iiretilen maltooligosakkaritlerin TNF-a iizerinde herhangi bir indiikleyici
etkisi olusmamistir. =~ Bununla birlikte GTFA tarafindan maltozun alici olarak
kullanilmas: ile iiretilen oligosakkaritler 100 ug mL™' konsantrasyonda TNE-a’y1
kontrole gore 6nemli oranda (p<0,05) olmak iizere indiiklemislerdir ve diger test
edilen dozun ise herhangi bir etkisi s6z konusu olmamistir. TNF-a tizerinde etkili olan
diger iki uygulama ise gentiobiozdan elde edilen oligosakkaritlerin (DP8) 50 ug mL™*

konsantrasyonudur.

Diger test edilen oligosakkaritlerin ise TNF-a tiizerinde herhangi bir etkisi so6z
konusu olmamustir. Bizim bulgularimiza benzer olarak galakto-oligosakkarit
tiiketiminin TNF-a iizerinde herhangi bir indiikleyici etkisini olmadig1 daha o6nce
yapilan bir calismada gosterilmistir (Vulevic, Drakoularakou, Yaqoob, Tzortzis, &
Gibson, 2008). Bununla birlikte daha o6nce yapilan calismalarda probiyotiklerin
fonksiyonlarinda 6nemli yer tutan yiizey molekiilleri olan kapsiiler ekzopolisakkaritler
ve peptidoglikan tabakasinin TNF-o’'nin indiikleyicisi oldugu gosterilmis olup
(Miettinen, Vuopio-Varkila, Varkila, 1996; Sato, Saito, Tomioka, Yokokura, 1988)
bu durum yapisal olarak farkli bilesenlerin etkilerinin farkliliginin gosterilmesi
bakimindan 6nem arz etmektedir zira elde ettigimiz oligosakkaritler TNF-a {izerinde

pek de etkili olamamislardir.
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g Oligosakkaritler

Sekil 3.50 Farkli oligosakkaritlerin ve alternanin 50-100 ug mL™*
konsantrasyonlarda HT-29 hiicrelerine uygulanmalarinin ardindan tespit edilen
TNF-a sitokin seviyesi

Sonug¢ olarak iirettigimiz oligosakkaritlerin spesifik olarak bagisiklik sistemi
lizerindeki potansiyel diizenleyici rolleri HT-29 hiicrelerinde in vitro kosullarda
test edilmis ve tirettigimiz oligosakkaritlerin ve alternanin pro-inflamatuar TNF-a,
IL-12 ve anti-inflamatuar IL-10, IL-4 sitokinleri iizerindeki bagisiklik diizenleyici
fonksiyonlar1 ortaya konmustur. Onemli olarak en belirgin etki anti-inflamatuar IL-4
sitokinleri tizerinde gozlenmistir. Bu sitokinin tiimorler {izerindeki sitotoksik etkisi
diisiiniildiigiinde irettigimiz oligosakkaritlerce indiiklenmesi 6nem arz etmektedir.
Yine test edilen diger sitokinler tizerinde de oligosakkaritler ve alternanin farkl etkileri
ortaya cikmistir. Ilginc olarak alternan sadece tek bir sitokinde ve diisiik oranda
bir indiiklenmeye neden olmustur. Aksine bazi oligosakkaritlerin tirtinleri 6rnegin
gentiobiozdan elde edilen DP8’e kadar oligosakkaritler farkli sitokinleri uyarici etkileri
ile 6n plana ¢itkmistir. Elde ettig§imiz sonuglarin bir diger énemli yonii de yapisal
olarak farkli karakterde oligosakkaritlerin onemli Olciide farkli etkilerinin ortaya
cikabileceginin gosterilmesidir. Onemli olarak GTFB'nin maltoz ve maltoheptozdan

irettigi oligosakkaritler de 6nemli oranda sitokin indiiksiyonu gerceklestirmistir.
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3.15 GTFA-AN ve GTFB Enzimleri ile Uretilen Oligosakkaritlerin
Prebiyotik Fonksiyonlari

GTFA ve GTFB enzimleri ile iiretilen oligosakkaritler prebiyotik fonksiyonlarinin
belirlenmesi amaciyla Cote vd. [118]'de belirtildigi sekilde minimal besi ortamina
bu oligosakkarit karisimlari tek C kaynagi olacak sekilde ilave edilmis ve probiyotik
bakterilerin ve patojen tiirlerin gelisimleri OD oOlclimii ile takip edilmistir Bu
kapsamda test edilen probiyotik tiirler Lactobacillus reuteri TD-1, Lactobacillus plan-
tarum NCDC 627, Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium breve NCTC11815,
Bifidobacterium longum D2 ve Bifidobacterium animalis BL3 olurken patojen tiirler
ise Salmonella Typhimurium RSSK95091, Escherichia coli BC1402, Bacillus cereus
BC 6830, Yersinia enterocolitica ATCC 27729 ve Staphylococcus aureus ATCC
25923’tlir.  Oligosakkaritler ticari potansiyelleri dikkate alinarak karisim halinde
degerlendirilmislerdir. Oligosakkaritleri tek tek elde etmek maliyet acisindan 6nemli
bir kalem olusturmaktadir. Dolayisiyla ticari potansiyellerinin ortaya cikarilmasi adina
karisim halinde prebiyotik etkileri degerlendirilmistir. Bu kapsamda hem GTFA-AN
hem de GTFB ile fiiretilen oligosakkarit karisimlarinin prebiyotik potansiyelleri
degerlendirilmistir. Tablo 3.4 alternan ve GTFA-AN tarafindan farkl alic1 sekerlerden
tiretilen oligosakkaritlerin probiyotik ve patojen tiirlerin gelisimleri {izerindeki
etkilerini gostermektedir. Ilk olarak alternan L. reuteri ve S. typhimurium haric
olmak iizere probiyotik tiirlerin gelisimlerinde diisiik, orta ve yiiksek seviyede,
patojen tiirlerde ise diisiik gelisim diizeyine bu bakterileri gelistirecek sekilde etki
etmistir. Alternan en yiiksek oranda Lactobacillus plantarum NCDC 627 iizerinde
etki etmistir.  Su husus belirtilmelidir ki genel olarak oligosakkaritlerin prebiyotik
etkileri ile kiyaslandiginda alternanin etkisi biraz daha diisiik gerceklesmis ve 6nemli
olarak bazi patojen bakterilerde sahip olduklar1 enzimler sebebiyle alternani kullanip
gelisim gostermislerdir. Her ne kadar diisiik bir gelisim gozlense de bu durum
alternanin prebiyotik etkisi acisindan olumsuz bir husus olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Benzer olarak GTFA-AN tarafindan iiretilen maltooligosakkaritler Staphylococcus au-
reus ve Yersinia enterocolitica iizerinde diislikte olsa gelisim noktasinda etki etmistir.
Benzer bir etki Clostridium perfringens iizerinde de gozlenmistir [118]. Bununla
birlikte maltooligosakkaritler Bifidobacterium suslar1 iizerinde son derece olumlu
etki gostermis ve bu tiirlerin gelisimlerini en yiiksek diizeyde gerceklestirebilmistir.
Bu seviyede bir etki daha 6nce yine GTFAnin iiriinii olan maltooligosakkaritler ile
gbzlenmemistir [118]. Bu acidan maltooligosakkaritlerin Bifidojenik bu etkisi 6nem
arz etmektedir (Tablo 3.4). Test edilen probiyotik Lactobacillus tiirleri izerinde de
maltooligosakkaritler etkili olmus ancak gelisimleri genel itibariyle diisiik seviyede
gozlenmistir. Onemli olarak test edilen diger oligosakkaritlerin hicbirinde patojen

bakterilerde gelisim goézlenmemistir Bu durum bu oligosakkaritlerin prebiyotik
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fonksiyonlarinin ortaya konabilmesi adina oldukca 6nemlidir. Gentio-oligosakkaritler
ise L. reuteri ve L. rhamnosus tarafindan metabolize edilememis ve bu suslar
gelisim goOstermemisken, L. plantarum, Bifidobacterium longum ve Bifidobac-
terium animalis orta derecede, Bifidobacterium breve ise yiiksek seviyede gelisim
gosterek gentio-oligosakkaritleri kullanabilmislerdir. Sonuc olarak iirettigimiz biitiin
oligosakkaritler probiyotik tiirler iizerinde suslarin spesifik etkileri gozlenmek kaydiyla
prebiyotik etki gostermislerdir. ~ Maltooligosakkaritler hari¢ higbir oligosakkarit
patojenlerin gelisimlerine sebebiyet vermemistir ki maltooligosakkaritlerde cok
diisiik oranda gelisime neden olmustur. Dolayisiyla GTFA-AN tarafindan {iretilen
oligosakkaritlerin prebiyotik olarak degerlendirilebilecegi elde ettigimiz sonuclardan
anlasilabilmektedir.
Tablo 3.4 GTFA-AN ile sukrozun donor farkli -disakkaritlerin alic1 olarak

kullanilmasi ile iiretilen oligosakkaritlerin ve alternanin probiyotik ve patojen
tlirlerin gelisimleri tizerindeki etkisi

Test edilen tiirler Alternan Maltoz Gentiobioz

L. reuteri - + B
L. plantarum +++ ++ +
L. rhamnosus + + -

B. breve ++ +++ 44+

B. longum + +++ ++

B. animalis ++ +++ ++
E.coli + -
B. cereus + -
S. Typhimurium - - -
S. aureus + + .
Y. enterocolitica + + -

* +4+ OD > 0,60; yiiksek gelisim, +4 OD 0,31 - 0,59; orta seviyede
gelisim, + OD 0,10 - 0,30; diisiik gelisim, - OD< 0,10; etki yok.

Benzer olarak GTFB tarafindan sirasiyla maltoz, maltotrioz ve maltoheptozdan
iiretilen oligosakkaritlerinde prebiyotik etkisi probiyotik ve patojen tiirlerin gelisimi
tizerindeki etkileri incelenerek ortaya konmustur (Tablo 3.5). GTFA-AN’nin
maltozu alici olarak kullanmasi neticesinde iiretilen maltooligosakkaritler gibi,
GTFB tarafindan maltoz ve maltotriozdan iiretilen maltooligosakkaritlerde patojen
tiirlerden bazilarinin diisiik de olsa gelisimine sebebiyet vermistir. Ornegin maltoz
kaynakli maltooligosakkaritler E. coli, B. cereus ve S. aureus'un diisik de olsa
gelisimini tetikleyebilirken bu durum maltotiroz kaynakli oligosakkaritlerde E. coli
ve S. aureus’un diisiik seviyede gelisimi ile ortaya cikmistir ~Muhtemelen bu
durum bu patojen tiirlerin malto-oligosakkaritlere 6zel glukozidazlar1 tretebilme

kabiliyetlerinden kaynaklanabilmektedir.
Zaten bu patojenlerin alternani kullanabilme kabiliyetine bile sahip oldugu
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distintildiigiinde maltoz bazli oligosakkaritleri kullanabilmeleri pek de sasirtici
degildir. Bununla birlikte bu patojenlerin gelisimlerine sadece diisiik seviyede
etki etmislerdir. ~ Probiyotik tiirler acisindan incelendiginde ise maltoz bazh
malto-oligosakkaritler L. reuteri ve B. breve tizerinde orta seviyede gelisim
ile sonuclanan etki olustururken diger probiyotik tiirlerin ise yiliksek seviyede

gelisimlerini tetiklemislerdir.

Tablo 3.5 GTFB ile maltoz, maltotrioz ve maltoheptozun substrat olarak kullanilmasi
ile iiretilen oligosakkaritlerin probiyotik ve patojen tiirlerin gelisimleri tizerindeki

etkisi
Test edilen Maltoz kaynakli Maltotrioz kaynakli  Maltoheptoz kaynakli
tlirler maltooligosakkaritler ~maltooligosakkaritler ~maltooligosakkaritler
L. reuteri ++* + +
L. plantarum +++ +++ ++
L. rhamnosus +++ + +
B. breve ++ +++ ++
B. longum +++ +++ +++
B. animalis +++ +++ +++
E. coli + + -
B. cereus + -
S. Typhimurium - - -
S. aureus + + -

Y. enterocolitica - - ;
* +++4+ OD > 0,60; yiiksek gelisim, ++ OD 0,31 - 0,59; orta seviyede gelisim, + OD 0,10
- 0,30; diisiik gelisim, - OD< 0,10; etki yok.

Maltotrioz bazli malto-oligosakkaritlerde ise L. reuteri ve L. rhamnosus istenmeyecek
sekilde diisiik gelisim gosterirken diger probiyotikler ise yiliksek seviyede gelisime
sebebiyet vermislerdir. Burada GTFB tarafindan benzer ancak farkli substratlarda
iretilen maltooligosakkaritlerin iiretilen dominant maltooligosakkaritin farkliligi,
boyutu gibi hususlar dolayisiyla farkl tiirlerde farkli etki olusturdugu gozlenmistir.
Benzer durum maltoheptozdan iiretilen maltooligosakkaritler icinde gecerlidir.
Onemli olarak maltoheptoz bazli malto-oligosakkaritlerde sevindirici durum herhangi
bir patojen tiiriin gelisiminin bu oligosakkaritlerde go6zlemlenmemis olmasidir.
Probiyotik tiirler acisindan ise maltotrioz bazli oligosakkaritlere benzer olarak L.
reuteri ve L. rhamnosus diisiik gelisim gosterirken, L. plantarum orta seviyede diger
probiyotikler ise yiiksek seviyede gelisim gosterebilmislerdir. Her iki enzim tarafindan
iretilen maltooligosakkaritlerin ve diger oligosakkaritlerin yukarida sayilan yapisal
farkliliklari, yan zincilerinin olup olmamasi, dominant oligosakkaritlerin neler oldugu
ve boyutu gibi hususlara bagli olarak farkli prebiyotik potansiyele sahip oldugu elde

ettigimiz sonuclardan anlasilabilmektedir.

Sonuc olarak GTFA-AN ve GTFB tarafindan sirasiyla farkl seker alicilar ve substratlar

kullanilarak iiretilen oligosakkaritler (yukarida belirtilen maltoz bazli oligosakkaritler

104



hari¢) minimal besi ortaminda patojen tiirlerin gelisimlerinde herhangi bir etki
olusturmazken probiyotik tiirlerin gelisiminde ¢ogu tiirde yiiksek seviyede gelisimi
saglamistir. Dolayisiyla iirettigimiz oligosakkaritlerin prebiyotik olarak davranabildigi
ortaya konmustur.
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4

SONUC VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda kullanilan L. reuteri E81 susunun alternan {ireticisi
oldugu tespit edilmis ve alternan iiretiminden sorumlu glukansiikraz geni (gtfA)
ile yine a-glukan iiretimini gerceklestirebilen 4,6-a-glukanotransferaz (gtfB) geninin
gen yapilann agiga cikarilmis, her iki gende de ekspresyon islemi amaciyla
klonlama islemi gerceklestirilmis ve her iki gen de eksprese edilerek GTFA ve
GTFBnin aktif proteinler oldugu ve sirasiyla beklendigi sekilde glukansiikraz
ve 4,6-a-glukanotransferaz aktivitelerinde olduklar1 gosterilmis, GTFAnin in vitro
kosullarda yine alternan iiretimini gerceklestirebildigi, GTFB'nin ise a-1-4 glikozidik
bag iceren substratlara etki ederek a-1-4 ve a-1-6 glikozidik baglardan olusan
polimer iiretebildigi, GTFAnin siikrozun donor maltoz basta olmak iizere cok genis
bir spektrumdaki sekerlerin ise alici olarak davranabilmesi neticesinde cok farkl
yapilarda oligosakkaritler iiretebildigi TLC, HPLC, LC-MS ve NMR analizleri ile
GTFB'nin ise maltoz, maltotrioz ve maltoheptozdan yine farkli karakteristiklerde
malto-oligosakkaritlleri tiretebildigi yine ayni analizler ile gosterilmis, her iki enzim
tarafindan {retilen 6zgilin oligosakkaritlerin in vitro kosullarda HT-29 hiicreleri ile
tiretilen oligosakkarite bagli olarak pro-inflamatuar TNF-a, IL-12 ve anti-inflamatuar
IL-10, IL-4 sitokinleri iizerinde bagisiklik diizenleyici fonksiyonlar: olabildigi ortaya
konmus, yine oligosakkaritlere 6zel kosullara baglh olarak patojen tiirlerin gelisimine
herhangi bir katki saglamazken probiyotik tiirlerin gelisimlerini 6nemli Ol¢lide
tetikleyebildikleri gosterilmis ve son olarak L. reuteri E81’in genomundan gtfA
geninin silinmesi ile elde edilen alternan tiretemeyen mutant ve E81 suslari ile eksi
hamur ve bu eksi hamurlar ile eksi hamur ekmegi {iretilmesi ile alternanin eksi
hamurun elastikiyet ve ekmeginde tekstiirel nitelikleri {izerinde 6nemli etkileri oldugu
gosterilmistir. Tez kapsaminda elde edilen 6nemli sonuclar ve bu sonuglarin ortaya

koyabilecegi hususlar su sekilde siralanabilir:

e Tez ile GTFAnin aktivitesi gosterilerek iiretilen alternanin yapisal
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Literatiire bakildiginda glukansiikrazlar

ile son donemde yapilan calismalar glukansiikrazlarin modifiye edilmesi yani bu
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proteini olusturan 6zellikle katalitik bélgedeki aminoasitlerin farkli karakterde
aminoasitler ile yer degistirmesi sonucunda iiretilen modifiye glukansiikrazlar
ile farkli nitelikte a-glukanlarin iiretiminin saglanmasi iizerinde durulmaktadir.
Benzer olarak GTFA E81’de hem katalitik bolgedeki hem de glukan baglanma
bolgesindeki aminoasitlerde degisiklige gidilip modifiye alternanlarin {iretimi

noktasinda calismalar gerceklestirilebilir.

GTFAnin alici reaksiyonlarinda siikrozun donor maltoz, gentiobiozun alici
olarak kullanilmasi ile 6zgiin oligosakkaritlerin iiretilebildigi TLC, HPLC, NMR

ve LC-MS analizleri ile gosterilmistir.

L. reuteri E81'de aciga cikarilan bir diger karbonhidrat aktif enzim
4,6-a-glukanotransferaz olup bu enzimin aktivitesi ortaya konarak nisasta,
amiloz ve maltoz gibi a-1-4 bagi ile bagh glukoz tinitelerini parcalayip aciga
cikan glukoz {initelerini a-1-6 ve a-1-4 ile birbirine baglayarak yeni bir
polimerin tretimini gerceklestirebildigi TLC, NMR ve LC-MS ile gosterilmistir.
Bu enzim GTFAya gore nispeten cok kisa bir siire 6nce LAB’lerde kesfedilmis bir
enzim olup 6zellikle eksi hamur ortaminda ve sonrasinda eksi hamur ekmeginde
nasil bir etkisinin oldugu heniiz bilinmemektedir. Yine bu enzimde yapilacak
modifikasyonlarin {iretilen polimer {izerinde nasil etkisinin olabilecegi ile ilgili

calismalar mevcut degildir.

GTFB ile maltoz, maltotrioz ve maltoheptozun substrat olarak kullanilmasi ile

0zgiin oligosakkaritlerin iiretilebildigi TLC ve LC-MS analizi ile gosterilmistir.

GTFAnin siikrozun donor ve farkli sekerlerin alici olarak davranmasi neticesinde
irettigimiz oligosakkaritler ve GTFB’nin maltoz, maltotrioz ve maltoheptozu
substrat olarak kullanilmas: ile iirettigimiz malto-oligosakkaritler test edilen
oligosakkarite bagli olarak in vitro kosullarda o0zellikle anti-inflamatuar
IL-4 sitokini {izerinde indiikleyici etki gostererek bagisiklig1 diizenleyebilen
bilesenler olarak fonksiyon icra etmislerdir. Bu oligosakkaritlerden ozellikle
malto-oligosakkaritler ve gentibiyoz bazli oligosakkaritlerin bagisiklik

tizerindeki diizenleyici rolleri dikkat ¢cekmistir.

Tez cercevesinde elde ettigimiz oligosakkaritlerden maltoz ve maltotirozdan
elde edilen malto-oligosakkaritler haric olmak iizere tamami probiyotik
tlirler tizerinde gelisimlerini saglayici fonksiyon icra ederek prebiyotik etki
gostermistir. Bu etkinin gida ortaminda nasil meydana gelebilecegi yaninda
ozellikle in vitro kosullarda kolon modelinin olusturulmasi ve in vivo kosullarda
ortaya konabilmesi oldukca 6nemli konular arasinda yer almaktadir. Literatiire

bakildiginda ve ayni zamanda ticari olarak galakto-oligosakkaritler ile ilgili
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cok fazla bilgi ve calisma mevcutken gluko-oligosakkaritler ile ilgili bilgi
diizeyi istenen seviyede olmayip lirettigimiz gluko-oligosakkaritlerin prebiyotik
fonksiyonlarini ortaya koymamiz bu konudaki bilgi boslugunun doldurulmasi

acisindan son derece 6nem arz etmektedir.

e Ayrica bu tez calismasinda alternanin eksi hamur reolojisi ve ekmek tekstiirii
tizerinde etkin bir rol aldiginin gosterilmis olmasi bu tez calismasinin 6énemli
bir sonucu olarak goriilebilir. Eksi hamur teknolojisi ilkemizde son donemlerde
ozellikle ekmekteki pek de bilimsel olmayan tartismalar neticesinde iizerinde
daha fazla durulan bir teknoloji olarak ortaya cikmistir ~Bu teknolojiye
sebebi ne olursa olsun daha fazla yer vermek iilkemiz firincilik endiistrisi
ve tiiketiciler agisindan olumlu bir husustur. Bu tez calismasi ile hem eksi
hamur starteri olarak kullanilabilecek bir susun ortaya konup tirettigi alternanin
eksi hamurun karakteristikleri iizerinde rol alabildiginin gosterilmesi iilkemiz

firincilik endiistrisi acisindan 6nemsenebilecek bir durum olarak goriilebilir.

Sonug¢ olark yapilan bu calisma ile eksi hamur teknolojisi acisindan alternanin
fonksiyonel etkileri belirlenmis, alternan iiretiminden sorumlu GTFA enziminin
aktivitesi ve fonksiyonu belirlenerek bu enzim ile farkli ve 6zgiin oligosakkaritler
tiretilerek bunlarin bagisiklig1 diizenleyici fonksiyonlar: ile prebiyotik etkileri ortaya
konmustur. Teknolojik ve fonksiyonel acidan ¢ok 6nemli rolleri oldugu bu tez calismasi
ile de gosterilen karbonhidrat aktif enzimler ile alakali 6zellikle LAB tiirlerinde daha
fazla calismaya ihtiyac duyuldugu aciktir. Bu noktada fermente iiriinler zengini
lilkemizde daha fazla ve 6zgilin nitelikte ¢alisma yapilabilmesi gerekmekte olup bu
husus 0zellikle iiretilecek bilginin iilkemiz kaynakli olmasi ve bu bilginin teknolojiye
aktarilarak ticarilesmesinin {ilkemizde gerceklesebilecek olmasi miinasebetiyle son

derece Onem arz etmektedir.
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gtfA Geni

ATGGAAATAAAGAAACATTTTAAGTTGTATAAAAGCGGTAAACAATGGGTGACAGCAGC
AGTTGCTACTGTTGCCGTTTCAACCGCGCTTCTTTACGGGGGAGTTGCGCATGCTGAT
CAACAAGTTCAGTCTTCCACAACCCAAGAACAAACTTCTACTGTGAATGCTGATACTAC
TAAAACAGTAAATTCAGATACTAATACTGACCAACCAGCTCAAACAACTGATAAGAATCA
AGTGGCAAACGACACTACTCCTAACCAAAGTAAAATTGATAGTACTGCAACAACTAATAA
ATCAGTTTCTACTTTGCCATCACTTGATAATGAAAAACAAAGTCAAACGTATAACAAACA
GGATAATGGAAACTATGGAAATGTTGACGCTGCTTACTTCAACAATAATCAATTGCATGT
TTCAGGATGGCACGCAACAAATGCATCTCAAGGAACAGATAGTCGTCAAGTGATTGTAC
GTGATATCACAACTAATAATGAATTAGGGCGTACTAATGTAACAAATAATGTTTCACGCCC
AGATGTTAAAAACGTCCACAATGTTTATAACGCTGATAATTCTGGATTCGATGTCAATATC
AACATTGACTTTAGTAAGATGAAGGACTATCGTGATTCAATTGAAATTGTTAGTCGATATA
GTGGAAATGGTAAATCTGCTGATTGGTGGTCTCAACCGATTACCTTTGATAAAAATAACT
ATGCTCACCTAGACACATTTGAAGTGAAAAATGGTGAATTGCATGCAACCGGATGGAAT
GCTACTAATAAGGCGATTAACTATAACCACCATTTTGTGATTTTATTTGATCAAACGAATG
GTAAAGAAGTGGCTCGTCAAGAAGTCCGTGATGGTCAGTCACGTCCAGATGTTGCTAA
GGTATATCCGCAAGTAGTCGGTGCTGATAACTCAGGCTTTGACGTGACATTTAATATTGG
CGATTTAGATTATACTCATCAATACCAAATCCTTAGTCGTTATAGCAATGCGGATAATGGT
GAAGGAGATAATGTTACTTACTGGTTTAATCCACAATCCATTGCTCCTGCTAATCAAAGC
AACCAAGGGTATTTAGACTCATTCAATATCAGTAAAAATGGTGAAGTAACAGTAACTGGA
TGGAACGCTACTGATCTATCTGAATTACAAAATAACCATTATGTAATTTTATTTGACCAAA
CTGCGGGTAAACAAGTAGCATCTGCCAAGGCTGATTTAATTTCACGTCCAGATGTTGCG
AAGGCTTATCCAACAGTAAAAACTGCTTCAAATTCTGGCTTTAAGGTAACATTTAAGGTT
AATGATTTACAACCTGGTCATCAATACAGTGTAGTAAGTCGTTTTTCTGCCGATGAAAAT
GGTAACGGTAATGATAAACGTCATACAGATTATTGGTACAGCCCAGTAACCTTAAATCAAA
CTGCTTCAAATATTGATACTATCACAATGACATCTAATGGATTGCATATTACTGGTTGGATG
GCAAGTGATAACTCAATTAATGAAGCAACTCCATATGCTATTATCCTCAATAATGGTAAAGA
AGTTACTCGTCAAAAATTAAGCTTAACTGCACGTCCAGATGTTGCTAAGGTATATCCTTCC
CTTTATAACAGCGCTGTCAGTGGTTTTGATACTACTATTAAATTGACTAACGCCCAATATCA
AGCACTAAATGGTCAATTACAAGTACTCTTACGTTTTGCAAAATCTGCCGATGGTAATCCA
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AGTGGTGATAATACTGTAACTGATCAATTTAGTAAGAATTACGCTACTACTGGTGGAAACT
TTGATTACGTAAAAGTAAACGGCAACCAAATTGAATTTAGTGGCTGGCATGCAACTAACC
AATCAAATGATAAAGATTCACAATGGATTATTGCTTTAGTTAATGGTAAAGAAGTAAAACG
TCAATTAGTTAACGATACTAAGGATGGGGCAGCTGGCTTCAACCGAAATGATGTTTATAA
AGTAAATCCAGCTATTGAAAATAGTTCTATGTCTGGATTCCAAGGTATTATTACTTTACCTG
TATCAGTTAAGAACGAAAATGTTCAACTAGTTCATCGTTTTAGTAATGATGCAAAGACTGG
TGAAGGAAACTATGTTGATTTCTGGTCAGAGGTAATGCCTGTTAAGGATAACTTCCAAAA
GGGTAATGGTCCACTTAAGCAATTTGGTTTACAAACTATTAATGGCCAACAATACTACATT
GATCCAACAACTGGTCAACCCCGTAAGAATTTCTTATTACAAAATGGAAACGATTGGATCT
ACTTCGACAAAGATACTGGTGCTGGAACTAATGCTCTTAAGTTACAGTTTGATAAGGGAA
CAATTTCTGTTGATGAGCAATATCGTCGAGGAAATGAAGCTTATAGTTATGATGACAAGAG
TATTGAAAATGTAAATGGTTACTTAACAGCAGATACATGGTACCGACCAAAGCAAATCTTAA
AGGATGGCACTACTTGGACTGATTCAAAAGAAACAGATATGCGACCAATTTTAATGGTATG
GTGGCCAAATACTGTTACTCAAGCATACTATCTTAATTATATGAAACAACATGGTAATTTATT
GCCAGCTAGTTTACCATTCTTTAATGCAGATGCAGATCCAGCAGAGTTAAATCATTACTCC
GAGATTGTTCAACAAAATATCGAAAAGCGGATCAGTGAGACCGGTAATACTGATTGGTTAC
GTACACTAATGCATGAGTTCGTTACTAAGAATTCTATGTGGAATAAGGATAGTGAAAACGTT
GATTACGGTGGTTTGCAATTACAAGGTGGATTCCTTAAGTATGTAAATAGTGATCTTACTAA
ATATGCAAATTCGGATTGGCGTTTAATGAACCGTACAGCTACTAATATTGATGGTAAGAACT
ATGGTGGTGCGGAATTCTTATTAGCTAATGATATTGATAACTCAAACCCAGTTGTTCAAGCT
GAAGAATTGAACTGGCTTTACTATTTAATGAATTTCGGCACAATTACAGGAAATAATCCTGA
AGCTAATTTTGATGGTATTCGTGTGGATGCTGTTGATAATGTAGATGTTGACTTATTGAGTA
TTGCACGTGATTACTTTAATGCAGCATATAACATGGAGCAAAGTGATGCTAATGCTAATAAG
CACATTAATATTTTAGAAGATTGGGGATGGGATGATCCTGCTTATGTAAATAAGATTGGAAA
TCCTCAATTAACAATGGATGATCGTTTACGAAATGCAAT TATGGATACATTATCAGGAGCAC
CTGATAAAAACCAAGCATTGAATAAATTAATTACTCAGTCATTAGTAAATCGTGCTAATGATA
ATACTGAAAACGCGGTTATTCCAAGTTATAATTTTGTTCGAGCACATGATAGTAATGCTCAA
GACCAAATTCGTCAAGCTATTCAAGCTGCAACTGGAAAACCATATGGCGAATTTAACTTAG
ATGATGAAAAGAAGGGTATGGAAGCATATAT TAATGATCAGAATTCTACTAATAAGAAGTGG
AATCTTTACAATATGCCTTCTGCTTATACTATTCTTCTAACGAATAAAGATTCAGTTCCTCGT
GTTTACTATGGAGACCTCTACCAAGATGGTGGTCAATATATGGAACATAAAACACGTTACTT
TGATACTATTACTAACTTATTAAAGACACGGGTTAAATATGTTGCCGGTGGACAAACTATGA
GTGTTGATAAGAATGGTATTCTTACAAGCGTTCGTTTTGGGAAAGGCGCCATGAATGCTAC
TGATACTGGTGCTGATGAAACAAGAACAGAAGGTATCGGTGTTGTAATTAGTAACAATACTA
ATTTGAAGCTTAATGATGGTGAATCAGTAGTGCTTCATATGGGAGCTGCTCATAAGAATCAA
AAGTATCGTGCTGTGATCTTAACAACTGAAGATGGTGTTAAGAATTACACTAATGATACAGA
CGCACCAGTTGCATACACTGATGCTAATGGTGACCTTCACTTTACTAATACTAATTTAGATG
GTCAACAATATACAGCTGTTCGTGGATATGCAAATCCTGATGTAACAGGATATCTAGCTGTT
TGGGTACCAGCTGGAGCAGCAGATGATCAAGATGCACGTACTGCACCAAGTGATGAGGCC
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CATACTACAAAGACTGCTTATCGCTCTAATGCAGCCCTTGATTCTAACGTTATTTATGAAGG
ATTCTCTAACTTCATTTACTGGCCAACTACTGAAAGCGAACGGACTAATGTGAGAATTGCA
CAAAATGCGGATCTATTTAAGTCATGGGGAATTACTACCTTTGAATTAGCTCCACAATACAA
TTCAAGTAAAGATGGTACGTTCCTTGATTCAATAATTGATAATGGATATGCCTTTACTGATC
GTTATGATTTAGGAATGAGTACTCCTAACAAGTATGGATCTGATGAAGACTTACGTAATGCT
TTACAAGCCTTACATAAAGCTGGTTTACAAGCAATTGCCGACTGGGTTCCTGATCAAATTT
ATAACTTACCTGGTAAAGAAGCTGTAACAGTAACACGTTCAGATGATCACGGTACTACATGG
GAAGTTTCGCCAATAAAGAATGTTGTCTATATTACAAATACGATTGGTGGAGGTGAATACCA
GAAGAAATATGGTGGTGAATTCTTAGACACTCTTCAAAAAGAATATCCACAATTATTTAGTC
AGGTATATCCAGTAACTCAAACGACAATTGATCCTAGTGTTAAGATTAAAGAGTGGTCTGCT
AAATACTTTAATGGTACTAATATCCTTCATCGAGGTGCTGGATATGTATTGCGCTCTAATGAT
GGTAAATACTATAATCTTGGTACAAGCACTCAACAATTCTTACCGTCTCAATTATCAGGTCAA
GATAATGAAGGATATGGATTTGTAAAAGAAGGAAATAATTACCATTACTATGATGAGAATAAA
CAGATGGTAAAAGATGCGTTTATTCAAGATAGTGTTGGTAATTGGTATTACTTCGATAAAAAT
GGTAATATGGTTGCTAACCAAAGTCCTGTTGAAATTAGTAGTAATGGAGCTTCAGGAACTTA
CCTTTTCTTGAACAATGGAACATCATTCCGTTCTGGATTGGTGAAAACTGATGCAGGTACG
TACTATTATGATGGCGATGGCCGAATGGTTCGTAATCAAACGGTAAGTGATGGTGCGATGAC
ATATGTTCTTGATGAAAATGGTAAACTTGTTAGTGAATCATTTGATTCATCTGCTACTGAAGC
ACACCCATTAAAACCTGGTGATTTAAACGGCCAAAAATAA

111



gtfB Geni

ATGGAACTCAAAAAACATTTTAAGCTGTATAAAAGTGGTAAGCAATGGGTTACAGCTGCC
GTTGCTACTATTGCTTTTTCTGCGGGGGTATTAACCACAAGTGAAGTAGTTCATGCTGAT
ACAAATACTGGTGATCAGCAAACTGAACAGGTTACCCAGCCAAGTAATTCTACAACTCAA
GATGTAAAACCAGTTAGTACAGATGCATCATCTGATACAAAAATCGTATCAGATAACAAAG
AAAATAATAACCAAGTAGGGAACACTAATGTATCTGGTCAAAATTCTAGTAAGGATACTAA
GTCGATTCTTACCGGTGCTAACTCAGTAACACAAAACTATGATCATAATGACAATGGCAAT
TATGGTTACATTGATTCAGCTAACCTTAATAATAACCAATTACAAGTGTCAGGTTGGTCAG
CTACCAATCAAAATATAAATAAAGATAATCACTTTATTATTGCTTATGACAGTACTTCTCAG
CAAGAATTAGGGCGGACAAAGGTAGAAACACCAGTCGCTCGTCCAGATGTAAAGGCTGT
TCATAATGTATATAATGCAGAAAATTCAGGCTTTAATGTTAATGTATCATTGAACTTTGATA
AGATGAATAATTATCGTGATGCAATTAAAATTATTAGTCGCTATAGTGGAGTTCCTGATGGT
AATTCTGACTATGTGGATTTTGTATCTCAACCAATCATTTTTGACGAGAATAATTATGCTCA
TTTAGATGATTTTTCTGTCCAAAATGGTAAACTACACGTTTCTGGTTGGAATGCAACAAAT
AAGGCTATTCAAAATCCAAATCACTTCTTAATTCTTTTTGATCGTACTATTAATCGTGAAGT
AGCACGTCAAAAAGTAACTGCCGGTATCAATCGTCCCGATGTTGAAAAAGCATATCCACA
AGTAATTAATGCAAATATTTCTGGATTTGATGCTGCTTTTGATATAACGACTTTAAATCCAA
ACGATGAATATCAAATTTTAAGTCGTTATAGCAATAATGACAATGGAGAGGGGAACTATGT
TACATACTGGTTCAAGCCTCAACGCATTGCACCAGCTAATCAATTTAACAGTGGTCATTTA
GATAGTTTTAATATCAGTAAGGCCGGAAAAGTTACTGTTAGTGGCTGGCAAGCAACTAATC
TTTCAAATATTCAAAGTAATCGTTTTATAATCTTATTTGATAACACTGCTAACCATCAAATCG
CTTCAACTAAGATAACAAATACTGCTCGTCCAGATGTTGAAAAAGTATACCCACAAGTATTA
AATGCAACTAATTCTGGTTATGATGTAACTTTTGGTCTAACTCAAGATCAGATTGCACAAC
TTCTTCCAAACCATAGTTATAGTATTGTAAGTCGTTACTCTGCAGATGCTAATGGTAATGGA
AACGATAAACAGCATACAGATTTCTGGTCAACACCAATTACATTAAATAAGACCGCTTCATA
TATTGACAGCATTTCCTTAAATGGCAATGAATTAAATGTAAGAGGCTGGATGGCTAGTGAT
GCAAGTGCAACACAAGCTAACCCATATATAATTGTTCTTAATAACGGTAAAGAGGTTACACG
CCAAAAGCTTACATTAGTTGCTCGTCCAGATGTAGCAAAAGTCTATCCTGATGTTTATAACA
GTTTAGATAGTGGTTTCAATACGACAATTAAATTAACTGTTCCGCAATTGAATGAATTAACA
GGTAATATGCAGGTCCTTCTTCGGTACTCTACAGCTGCAGATGGTAATCCAATTAATAACGG
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TGGATTTACTGACCAATATAGTAAGAATTATGCTACTAATGGCGGAAGTTTTGATTTCGTT
AAAGTCGATAATAACCAAGTGGCCTTTTCTGGTTGGCATGTTAGTGATCAAGCTACCGAC
AAGCCATACCAATGGATTATTGTTTTAGCCAATGGTAAAGAAGTTGGACGTCAACTAATT
TCTTCTACAACTAATGGTTTTGTCAGTTATAACCGTCCAGATGTATATAATGTAAATCCAGC
TATTAGTAACAGTAGTACGTCTGGCTTCCAAGGAATTATGACGTTAAAAGATAATATCAAG
AATGCTAATGTTCAATTGGTTCATCGTTTCAGTGACGATGGTCAAAATGGTGAAGGGAA
CCGCGTTGATTACTGGTCGGAGGTAATGCCAGTAACCAATACATTCCAAAAAGGCACCGA
TCAGCTCATGAGAAACTTGGTTGCAAAACCTAATAAGAATCAATTAAAAATTTACAATGGG
AATACCTTAGTAAAAACATTAGGACCAGGTACTTGGGAAAATATGGCTTTCGCTCAAGATA
GTAGCGCAATTAATAATAT TGATGGTTACTTAAGTTATACTGAT TGGTATCGTCCTTATGGCA
CAAGTCAAGATGGTAAAACATGGTACGAAACAACTGCAATGGATTGGCGTCCATTACTGAT
GTATATTTGGCCAAGTAAAGATGTTCAAGCACAATTTATTAAGTATTTTGTTAATAATGGTTA
TGAGAATGCTAATTATGGATTAACTAAAGATACTGTTGCTAACATCAATAAAGATACAAATAC
TACTGTTCTTGCTAATATGGCTCAAAACTTACGCTATGTAATTGAACAGAGTATTGCTGCTA
ATAAAGGCACAAGTAAACTAGCAAATGATATTAATAGTTTTGCTGCAACGGTTCCTGAATTA
TCTGCATCATCTGAATTATCATTACAAAGCATGCCGAACTATCGACCAGATGAAAGTGGAA
ATGTTGATAGTGATCAAGTCATTTTTGTTAATAATAATTCAAAGGATCCCCGTAAAGGAAAC
ACTAGTTATGCGGACAGCAACTATCGCTTAATGAACAGGACGATTAATAATCAGGCCGGAA
ATAATAATAGTGATAACAGTCCAGAACTCCTTGTTGGTAATGATATTGATAATTCAAACCCAG
TAGTACAAGCTGAAAATCTTAACTGGGAATACTTCTTACTAAATTATGGTAAGTTAATGGGG
TACAACCCAGATGGTAATTTTGATGGCTTCCGAGTTGATGCTGCTGATAATATTGATGTAGA
TGTCTTAGATCAGATGGGTCAACTAATGAATGATATGTATCACACAAAGGGAAATCCTCAAA
ATGCCAATGATCATCTAAGTTATAATGAGGGCTATCATTCTGGTGCTGCTCAAATGCTAAAT
GAAAAAGGAAATCCTCAATTATACATGGATTCAGGAGAATTCTATACTCTTGAAAATGTCCT
TGGACGTGCTAATAATCGTGATAATATTAGTAACTTAATTACTAATAGTGTTGTTAATCGACA
AAACGACACAACAGAGAATGAAGCTACGCCAAACTGGTCATTTGTAACTAACCATGATCAA
CGAAAGAATTTGATTAATAGATTAATTATTAAGGATCATCCTAACAT TCCAGATATTATGGGT
TCAGCTTACAAAGTCGAATATGCAAATCAAGCATGGCAAGAATTCTATGCTGATCAGGAAA
AGACTAATAAGCAATATGCACAGTATAATGTTCCGGCTCAGTATGCAATTCTTTTGAGCAAT
AAAGATACGGTTCCACAAGTTTACTATGGTGACCTTTATAATGAAACGGCTCAATATATGCA
AGAGAAGTCAATTTACTATAATGCAATCACAACTCTTATGAAAGCTCGTAAACACTTTGTTA
GTGGTGGTCAAACGATGACTAAACTTAACAATAATTTATTAGCTAGCGTTCGATATGGTAAG
GGTGTTGTTGATGCTAATAGCAATGGCACTGATAAACTTAGCCGGACAAGTGGGATGGCT
GTCTTAGTTGGTAATGATAGTAATATGGCTCAACAATCTGTTGCTATTAATATGGGACGTGC
TCATGCTAACCAACAATATCGAAATCTAATCGATACTACCGAAAATGGTTTAACATATGATGC
AGATAATAGTGAAAATCCAGCCATTTTGACAACTGATAGTAATGGTATCTTAAAAGTAACAG
TTAAAGGATACAGTAACCCATACGTAAGTGGTTATCTTGGTGTCTGGGTTCCAGTAATTTC
TGGTGATCAAGATGTTACTACTAATGCAAGTGATGTTGTTGCTAATAAAGAAAAGACTTTT
GAATCTAATGCTGCTCTTGATTCTCATATGATCTATGAAGATTTCAGCTTGTTCCAACCAG
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AACCAACTAATGTCGAGAATCATGCTTACAATGTGATTGCTAAAAATGCTAATCTCTTCAAT
GATTTAGGCATTACTGATTTCTGGATGGCTCCTGCTTACACTTCATTTGGAATGAGTCGTT
ATAATGAAGGATACTCAGTGACGGATCGTTACAATTTAGGTACGACAGTTAATCCAACAAA
ATATGGTAGTGGAGAAGAGCTTGCAAATACAATTGCTGCATTGCATAAAGTAGGATTAAAA
GTTCAAGAAGATATTGTTATGAATCAAATGATTGGTTTCTCTGGTCGAGAAGCAGTAACAG
TTACTCGAACAAATAATCGTGGAATGCAGATTCATGTAAATGGTCAAACATATGCAAATCAA
ATTTATTTTGCATATACAACTGGTGGCGGAAATGGTCAAGAAACTTATGGTGGTAAATACCT
TGCCGAATTACAAAAGAACTATCCTGACCTATTTACGACTAAGGCAATTTCGACAGGAGTT
GCACCTGATCCAACCGTTCGTATTAATGAATGGTCTGCTAAATACGAAAATGGGACATCATT
GCAAAATATTGGTATTGGTCTAGCTGTAAAATTAGCTAATGGTGATTATGCATATTTGAATAGT
GGTGATAATAAAGTTTTCAACACTTTATTACCAACTGCAATTTCATTAAACTTTAACAACTAA
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