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OZET

TEZIN BASLIGI: MODiFiYE DEKSTRANSUKRAZ KULLANARAK
PREBIYOTIK SENTEZI
YAZARIN ADI: MAHMUT PARLAK

Prebiyotikler, glikozidik baglarla bagli 2-10 monosakkarit biriminden
olusan oligosakkaritlerdir. Izomaltooligosakkaritler yaygin olarak kullanilan
ve binlerce ton iiretilen prebiyotiklerdendir. Insanlar tarafindan
sindirilemeyen bu karbohidratlar bagirsakta yasayan Bifidobakterium,
Laktobacillus gibi yararli bakteriler tarafindan fermente edilebilebilir. Bu
oligosakkaritlerin dis clirimesinin Onlenmesi, kabizlik ve ishal gibi
hastaliklarin giderilmesi, kemik erimesinin Onlenmesi ve  kolesteroliin

diisiiriilmesi gibi cok onemli faydalar1 vardir.

Bu prebiyotikler B-512F Dekstransiikraz’in akseptor reaksiyonlariyla
ticari olarak iiretilmektedir. Endiistriyel oneme sahip olan bu enzim ayni
zamanda dekstran iiretiminde de kullanilmaktadir. Prebiyotik {iretiminin
ekonomik olabilmesi i¢in enzim immobilize olarak kullanilmalidir. Bu
enzimin kovalent olarak immobilizasyonu iizerine yapilan c¢alismalarda
enzimin yapisindan kaynaklanan sebeplerden dolay1r basarili sonuglar
alinamamistir. Enzimin yapisinda bulunan dekstranin enzim iizerindeki reaktif
gruplarin reaksiyonlarini dnlemesi ve enzim aktif bolgesinde bulunan amino
asitlerin immobilizasyon matriks reaktif gruplariyla reaksiyonlar1 bu enzimin
kovalent immobilizasyonunu etkilemektedir. Bu tez calismasinda
immobilizasyonda karsilagilan problemleri ¢ozmek ig¢in, biyo-miihendislik
metodlar1  kullanilarak yeni bir B-512F dekstransiikraz {iretilmistir.
Dekstransiikraz ~ sinyal peptit, degisken golge, katalitik bolge ve glukan
baglama bolgesi olmak iizere dort bolgeden olusmaktadir. Yeni
dekstransiikrazin iiretiminde, sinyal peptit, degisken bolge ve glukan baglama
bolgeleri  gen miihendisligi ile kirpildi ve kovalent immobilizasyonun
gerceklesebilmesi icin enzimin N-terminaline vektor kaynakli Glutatyon S-
transferaz ilave edildi. Bu enzim ticari bir immobilizasyon matriksi olan
Eupergit C 250L iizerine basarili bir sekilde (%100 immobilizayon verimi,

%83.3 aktivite verimi) kovalent olarak immobilize edildi. Immobilize enzim
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karakterize edildi ve dekstran/prebiyotik iiretimlerinde basarilt olarak
kullanilabilecegi gosterildi.  Prebiyotik iiretimlerinde glukoz ve maltoz
akseptor olarak kullanildi. Endiistriyel kullanim potansiyeli olan yeni enzimin
dogal dekstransiikraza gore daha fazla prebiyotik iiretimini gerceklestirdigi

belirlendi.
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SUMMARY

TiTLE OF THESIS: PREBIOTIC SYNTHESIS USING MODIFIED
DEXTRANSUCRASE
AUTOR NAME: MAHMUT PARLAK

Prebiotics are oligosaccharides consisting of 2-10 monosaccharide units.
One of the prebiotics is isomaltooligosaccharides that are widely used and
produced in large quantities. Despite not being digested by humans, these
carbohydrates can be fermented by such beneficial bacteria as Bifidobacteria
and Lactobacillus living in the human large intestines. These oligosaccharides
have important biological functions such as preventing tooth decay and

osteolysis, alleviating constipation and diarrhea and reducing cholesterol level.

These prebiotics have been commercially produced using acceptor
reactions of B-512F Dextransucrase. This industrially important enzyme is
also used in dextran production. In order to produce prebiotics economically,
this enzyme must be used in immobilized form. Due to the structure of the
enzyme, successful results have not been attained in its covalent
immobilization. Covalent immobilization of dextransucrase is hindered by
the dextran associated with the enzyme preventing reactive groups on the
enzyme from reacting with immobilization matrix. In addition, the essential
amino acids at the active site of the enzyme react with the reactive groups of
matrix, resulting in low activity yields. In this dissertation, a novel B-512F
dextransucrase was produced using bio- engineering methods to overcome the
problems faced in the immobilization process. Dextransucrase is composed of
four regions, namely signal peptide, variable region, catalytic region, and
glucan binding region. In producing the novel dextransucrase, signal peptide,
variable region, and glucan binding regions are truncated. To enable covalent
immobilization of dextransucrase, vector-originated glutathione S-transferase
was added to the N-terminal of the enzyme. This novel enzyme was
successfully immobilized covalently onto a commercial immobilization matrix
called Eupergit C 250L, yielding 100% immobilization and 83.3% activity
yields. The immobilized enzyme was characterized and it was shown that it

could be used successfully in dextran and prebiotics productions. Glucose and
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maltose were used as acceptors in the prebiotic production. The novel enzyme,
having a potential to be used industrially, produces more prebiotics than the

native dextransucrase.
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1. GIRIS

Siikrozu  substrat olarak kullanarak dekstran lireten enzimler
dekstransiikraz olarak adlandirilir ve glikozid hidrolaz 70 ailesinin bir iiyesidir
(Tablo 1.1) [Coutinho and Henrissat, 1999]. Dekstransiikrazlar Leuconostoc,
Streptococcus ve Lactobacillus cinslerinden olan lakto bakteriler tarafindan

tiretilir [Monsan et al., 2001].

Tablo 1.1: Dekstransiikrazin siniflandirilmasi [Robyt, 1985].

‘ 1. Karbon & Amin Transferazlar ‘
|

‘ 2. Transaldolaz - Transketolazlar

‘ 1. Oksidorediiktazlar ’ 3. Aciltransferazlar ‘ | 1. Hekzosiltransferazlar H 2.4.1.5. Dekstransukrazlar
‘ 3. Hidrolazlar ‘ 5. Alkol ve Aril gruptransferazlar ‘ ‘ 3. Glikozil gruptransferazlar ‘

‘ 4. Liyazlar ‘ 6. Nitrojen gruptransferazlar

Enzimler

’ 5. izomerazlar ’ 7. Fosfo gruptransferazlar

|
| 2. Transferazlar |— | 4. Glikoziltransferazlar ‘ 2. Pentoziltransferazlar ‘
|
|
|
|

‘ 6. Ligazlar

‘ 9. Selenium gruptransferazlar

|
|
‘ 8. Siilfo gruptrazsferazlar ‘
|
|

’ 10. Molibden - tungsten gruptransferazlar

Endiistriyel olarak kullanilan dekstransiikraz, siikrozun D-glikopiranozil
rezidiislerinin transferini kataliz ederek dekstran iireten bir hiicre dis1 glikozil
transferaz enzimidir. Reaksiyon siiresince siikrozdan fruktoz salinimi

gerceklesir (Sekil 1.1) [Robyt, 1985].

HO—CH,

CH.OH,-O . H
H H Dekstransuikraz
_—> HO\ OH H
HONoH H/ N \i  HO/ CHoH : !
H OH 3 w7

OH H

Slikroz o, Fruktoz

Dekstran

Sekil 1.1: Dekstransiikraz reaksiyonu [Robyt, 1985]

Bu enzim, siikrozun yaninda ortama akseptor madde (glikoz, fruktoz,
maltoz, laktoz vs.) eklenmesi halinde siikrozun bir kisim glikoz birimlerini bu
akseptorlere transfer ederek izomaltooligosakkarit gibi prebiyotik iriinlerini
sentezler (Sekil 1.2). Baz1 akseptor iiriinler gida, ila¢ ve kozmetik gibi bir ¢ok

alanda prebiyotik olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 1.2: Dekstransiikrazin prebiyotik reaksiyonlari.

Dekstransiikrazin, degisik molekiil agirliklara sahip (64-245 kDa)
formlarinin oldugu bildirilmistir [Kobayashi and Matsuda, 1976, 1980;
Tanriseven and Robyt, 1992; Goyal and Katiyar, 1994].

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F dekstransiikraz (DSR-S)
siikrozdan dekstran iiretimi i¢cin kullanilan tek ticari enzimdir. Enzim miktari,
sicaklik ve siikroz konsantrastonuna bagli olarak elde edilen dekstranin
molekiil agirligr degisir. Bu sekilde elde edilen ticari dekstran ise yaklasik
olarak 10® Da biiyiikliigiindedir [Robyt, 1985].

10 ile 100 kDa biiyiikliigiindeki deksranlarin ticari olarak dogrudan
sentezi su an i¢in miimkiin degildir. Halihazirda iiretilen diisiik molekiil
agirhikli dekstranlar, yiliksek molekiiler agirlikli dekstranlarin asit hidrolizi
sonrasinda organik coziiciilerde fraksiyonlamasi ile elde edilmektedir. Fakat

ikinci basamagin verimliligi cok diisiiktiir [Khalikova et al., 2005].

Monchois ve arkadaslari, DSR-S nin karboksil ucunu kirptiginda, C-
terminalde lokalize olan glukan baglama bdolgesinin roliintin aktif bdlgenin
uzaginda dekstran ve oligosakkarit transferine olanak sagladigini gordiiler

[Monchois et al., 1998].

SR

Siikroz Dekstranstikraz Siikroz Dekstransiikraz



Amerikan patenti US-A-5,229,277 Leuconostoc mesenteroides ve mutant
Lipomyces satarkei ATCC 74054 (bir maya olan Lipomyces satarkei ATCC
74054 nin irettigi dekstranaz, dekstranin o-1,6 baglarinin hidrolizini
gerceklestirir) kullanarak homojen ve diisiik molekiil agirlikli  dekstran
polimerleri iiretilmesini tarif eder. Bu metod 6zel kiiltiir kosullar1 ve titizlikle
diizenlenmis reaksiyon sartlar1 gerektirir. Bu metodla iiretilmis dekstran 40 ila

150 kDa arasinda molar agirliklara sahiptir [Wilke-Douglas et al., 1989].

Asit hidrolizi ve fraksiyonlamanin maliyet ve zahmetinin yiiksek olmasi
hizl1 ve daha verimli bir sekilde molekiiler agirligr 10 ila 100 kDa arasindaki

dekstranlarin iiretimine ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

Ticari a¢idan bakilinca 2-6 monomer sayisina sahip IMO verimliligi cok
diisik oldugu i¢in dekstransiikrazin akseptor reaksiyonlari ile iiretimi c¢ok
maliyetlidir. Bu nedenle hali hazirda IMO lar nisastanin o-amilaz ve

glukozidaz enzim karisimlarinin hidrolizi ile iiretilmektedir [Nakakuki, 2002].

Bu tez calismasi, enzimatik yolla ve diisiik maliyetli prebiyotik sentezini
gerceklestirmek amaci ile rekombinant DNA teknolojisi kullanarak yeni bir B-
512F Dekstransiikraz 1n iiretimi ve immobilizasyon ¢aligmasiyla ilgilidir. Bu
yeni enzim, dekstransiikraz geninin kirpilmasi ve Glutathione S-transferase
(GST) proteinine fiizyonu ile iiretilmistir. Aktif olarak iiretilen bu enzim
yliksek basart ile (%100 immobilizasyon ve %83.3 aktivite verimi ile)
Eupergit C 250L matriksine kovalent olarak immobilize edilmistir. Serbest ve

immobilize enzimin iiretim ve karakterizasyonu yapildi.
Bu tez calismasi asagidaki sekilde ozetlenmistir.
1. DSR-S nin niikleotit dizisi iizerinden PCR yontemi ile kirpilmasi,
2. Kirpilmis gen parcasinin pGEX 4T-1 vektoriine yliklenmesi,

3. Kirpilmis gen pargasinin vektor yapisinda bulunan GST geni ile fiizyon

hale getirilmesi,

4. Rekombinant vektoriin konak bakteriye aktarildiktan sonra maksimum-

aktif enzim iiretimi i¢in optimum bakteri iireme sartlarinin tespiti,



5. Uretilen rekombinant enzimin karakterizasyonu,

6. Rekombinant enzimin Eupergit C 250L matriksine immobilizasyonu ve

optimum immobilizasyon sartlarinin tespiti,
7. Immobilize rekombinant enzimin karakterizasyonu,

8. Immobilize rekombinant enziminin prebiyotik sentezinde kullanilmasi.

1.1. B-512F Dekstransiikraz

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F dekstransiikraz (DSR-S) 1527
amino asit icerir [Monchois et al., 1997; Wilke-Douglas, 1989]. Bu enzim %
95 den fazla «-1,6 baglar1 olan glikoz homopolimerlerinin sentezini
gerceklestirir. Reaksiyon ortamina uygun akseptorler eklenmesi ile dekstran

tiretimi oligosakkarit veya glikozillenme sentezine yOnlendirilebilir [Koepsell

et al., 1953; Monchois et al., 1997].

Yapilan c¢alismalar DSR-S nin dort farkli bolgeden olustugunu
gostermektedir (Sekil 1.1). N-terminalde 32-34 aa lik boge sinyal peptitoldugu
ve sonrasindaki 123-129 aa lik bolgenin yiiksek miktarda degiskenlik gosteren
bolge oldugu tespit edilmistir. Degisken bolgeden sonraki yaklasik 1000
aminoasitlik bolge katalitik bolge olarak isimlendirilir. Bu bolge siikrozun
baglanmasi ve kesilmesinde gorevlidir. C-terminaldeki yaklasik 500
aminoasitlik bolge ise pes pese tekrarlardan olusur. Bu bolge glukan baglama
ve uzamasindan sorumlu olan bolgedir (Sekil 1.3) [Giffard et al., 1993;
Simpson et al., 1995; Vickermann et al., 1997: Russell, 1990: Monchois et al.,
1997].

B512-F Dextransikraz {1527 aa)
M- 1 G - 284 s-1118 A-1527

viemoa TTT] il NI EEEEEE cemino

Sinyal peptit Degisken bolge Katalitik bolge Glukan baglama ve uzatma bolgesi

D : Atekran il: C tekrari l N tekran

Sekil 1.3: B -512F dekstransiikraz yapis1 [Monchois et al., 1997].



DSR-S nin sinyal peptiti tipik gram pozitif bakteri sinyal peptidine
benzer. Bazik bir N-terminal parcayr hidrofobik ¢ekirdek bolgesi takib eder ve
daha polar bir C-terminal ile sonlanir [Izard and Kendall, 1994].

Sinyal peptidin hemen sonrasinda yiiksek degiskenlik gosteren bolge
bulunmaktadir [Abo et al., 1991]. L. mesenteroides NRRL B-1299 den izole
edilen DSR-A daki bu degisken bolgenin kirpilmasi enzim aktivitesinde
herhangi bir degisiklige neden olmadig1 goriilmiistiir [Monchois et al., 1996].
Enzim aktivitesinde etkisi olmayan bu bolgenin fonksiyonu bilinmemektedir

[Monchois et al. 1999].

Yapilan c¢alismalar enzim aktivitesinin birbirinden uzak iki farkli
bolgeden olustugunu gostermektedir. Bu calismalar, DSR-S nin N-
terminalinde bulunan ve siikrozun kesilmesi ve glukozil birimlerinin
transferini katalizleyen bolge (katalitik bolge) ile C-terminalinde (yaklasik 500
aa lik bolge) bulunan ve glukan zincirlerinin uzamasindan sorumlu olan
(glukan baglama bolgesi) bolge olmak iizere iki farkli bolgesinin bulundugunu
gostermektedir [Ferretti et al. 1987; Mooser and Wong, 1988; Kobayashi et
al., 1989; Abo et al., 1991]. Sonuc¢ olarak C-terminalde bulunan glukan
baglama bolgesinin kirpilmast glikozil tranferini engellemeyerek polimer
sentezini durdurmaktadir [Ferretti et al. 1987; Abo et al., 1991; Kato and
Kuramitsu, 1990; Lis et al., 1995; Monchois et al., 1999].

Ozet olarak enzim:
a. Enzimin hiicre disina salgilanmasini saglayan sinyal peptit
b. Yiiksek miktarda degiskenlik gosteren bolge
c. Reaksiyonun gerceklesmesini saglayan katalitik bolge
d. Sentez sirasinda dekstran uzamasini saglayan bolge

gibi fonksiyonlarinin oldugu tespit edilmistir [Giffard et al., 1993; Simpson et
al., 1995; Vickermann et al., 1997; Russell, 1990; Monchois et al., 1997].

Yapilan kinetik caligmalarda DSR-S nin, siikroz icin Km degeri 12-16
mM, optimum pH sinin 5.0-5.5 ve optimum sicakligi 28-30 °C degerleri



arasinda oldugu tespit edilmistir [Robyt, 1985; Kitaoka and Robyt, 1998;
Robyt et al. 1995].

Dekstransiikraz sinonimleri: CEP, Dekstran-siitkraz, DS, DSR-S ,

Glukoziltransferaz, Sukroz 1, 6 a-glukan, SGE, Sukroz 6-glukoziltransferaz.

1.2. DSR-S Uretimi

Dekstransiikraz tiretimi icin gerekli besi ortami ve fermantasyon sartlari
optimize edilmistir. Enzim iiretimi i¢in optimum pH 6.5-7.0, sicaklik 23 °C,
siikroz konsantrasyonunun ise % 2 olarak tespit edilmistir. Hiicre ¢cogalmasi
sirasinda ortama salinan organik artiklar nedeniyle 10 saat sonra ortam pH s1
5.0-5.5 e kadar diismektedir. Bu pH araligi ise DSR-S nin optimum kararlilik
pH sidir [Robyt, 1985].

Besi ortaminda % 0.5 kalsiyum kloriir bulunmasi dekstransiikraz

tiretimini iki kat arttirdigr gozlemlenmistir [Robyt and Walsth, 1979].

Bakteriler tarafindan iiretilen DSR-S nin ortamdaki siikrozlarin bir
kismin1 dekstrana dOniistiirmesinden dolayi, besi ortaminda siikrozun
bulunmasi besi ortammmin viskozitesini artirmasindan dolayr enzim
saflastirilmasinda sorunlara neden olmaktadir. Bununla birlikte, enzimin aktif
yapisinin kazandirilmasi ve kararliliginin artirilmasinda yardimci oldugu tespit

edilmistir [Kitaoka and Robyt, 1998; Robyt et al. 1995].

1.3. Dekstran

Bakteriyel enzimler tarafindan sentezlenen ve glikozil birimlerinden
olusan bir polisakkarit sinifi olan dektranla ilgili ilk ¢alismalar 1861 yilinda
Pasteur tarafindan yapilmistir. Yapis1 ilk kez 1874 yilinda Scheubler
tarafindan tespit edilmis ve dekstran olarak adlandirilmistir [Robyt, 1985].

Dekstranlar farkli yapilar1 bulunan o-D-glukanlardir. Dekstranlar, sirali
bir sekilde glikozil monomerlerinin birbirlerine (% 50 den fazla) a-1,6 baglar
ile baglanarak olusturduklar1 diiz zincirler ve a-1,2, o-1,3 ve/veya a-1,4 yan

zincirlerinden olusur (Sekil 1.4) [Monsan et al., 2001].
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Sekil 1.4: Dekstran yapis1 [Robyt, 1985].

Dekstran; sarap, bira, konserve meyveler, meyve sular1 ve sekerle
muamele edilmis jambonlarda bolca iiretilmektedir. Ayrica dekstran, seker
rafine endiistrisinde borularin ve filtrelerin icinde plaklarin olusmasini
saglayarak ve kristalizasyonu engelleyerek verimin diismesine neden
olmaktadir [Herman et al., 1996]. Bunun yaninda optik dlciimlerde sapmalara
neden olarak siikroz safliginin belirlenmesi ve standardizasyonunda sorunlara
yol acmaktadir. 1970 lerde ise dekstranin dis plaklarinin énemli bir bileseni

oldugu anlasilmistir [Russell, 1990].

Bu olumsuzluklarinin yaninda dekstran kan plazmasi, kolon dolgu
maddesi (sephadex), antikoagiilant, gida katki maddesi, patlayici, giicli
yapistirict gibi maddelerin iiretiminde kullanilmaktadir [Thunell, 1995].

Dekstranin, alkol fraksiyonlama yontemi ile L ve S fraksiyonlar1 olmak
tizere iki farkli tiirii bulunmaktadir. L fraksiyonu, % 36-37 alkol ile ¢oktiiriilen
ve az c¢Oziinen tiridiir. % 40-44 alkol ile ¢oktiiriilebilen ve daha ¢oziiniir olan
ikinci fraksiyon ise S fraksiyonu olarak adlandirilir. L. mesenteroides B-1355,
B-742 ve B-1299 tiirleri iki farkli polisakkarit iiretirken, B-512 F tiirii tek tip
(S fraksiyonu) polisakkarit iretmektedir [Herman et al., 1996].

N-asetil ~ homosistein  tiolakton ile  dekstranin  muamelesiyle
merkaptodekstran sentezlenebilir. Disiilfit baglarin1 indirgeyen tiol gruplari
genellikle otooksidasyonlara karsi stabil degildir. Fakat oldukg¢a reaktifdir.
Giimiis, civa, bakir, gibi agir metal iyonlarina karsi afinitesi yiliksek olan
merkaptodekstran akut agir metal zehirlenmelerinde ve cevre Kkirliliginin

giderilmesinde kullanilmaktadir [Aaseth, 1972].



Dekstran, organ tasinmasi ve saklanmasinda da kullanilabilmektedir.
Karaciger nakillerinde kullanilan UW (University of Wisconsin) ¢ozeltisinde
hydroxyethylstarch (HES), raffinose, allopurinol, insulin, penicillin vaya
dexamethasone ve potasyum bulunur. Yeni gelistirilen ¢ozeltide HES yerine
dekstran-40 ve potasyum yerine sodium kullanilmaktadir. Fare kalplerinin
saklanmasinda ise % 5 lik 160 kDa molekiil agirligina sahip dekstranlar

kullanildiginda iyi sonug alindig1 tespit edilmistir [Albes et al., 1995].

Insanlarda antikoagulant veya antilipemik ajan olarak kullanilan 7.300
Da agirligindaki dekstran siilfatin HIV-1 glikoproteini ile etkileserek onun
CD4" reseptorlerine baglanmasini engelledigi tespit edilmistir [Mitsuya et al.,

1988].

Epiklorohidrin ile modifiye edilen dekstran, bakteri ve viriislerin i¢inden
gecemeyecegi kadar kiiciik gozeneklere sahip oldugundan, yaralarin

ortiilmesinde kullanilmaktadir [Bellengier et al., 1997].

Ozellikle belli biiyiikliikteki dekstran ve dekstran tiirevleri igin
endiistriyel kullanim alanlar1 artmaktadir. Ornegin, 70 ve 100 kDa arasindaki
dekstranlar yapay kan plazmasi yerine kullanilir [Groenwall and Ingelman,
1948]. 40 kDa boyutundaki dekstran kan akisini iyilestirmede kullanilir
[Robyt, 1985; De Belder, 1996]. Siilfatlamadan sonra 10 kDa boyutunun
altindaki dekstranlar demir veya antikoagulant tasiyicilar1 olarak kullanilir
[Ahsan, 1998; De Belder, 1996]. Bu bilesiklerin antiviral 6zellikleri vardir
[Jagotzinski et al., 2002; Hersline, 2004].

Epiklorohidrin 1ile c¢apraz baglanan dekstran tiirevleri (Sephadex),
molekiiler ayristirma alaninda 1961 den bu yana kullanilmaktadir [Robyt,

1985].

Avrupa toplulugu 2000 yilinda aldigi bir kararla, molekiiler agirlig
2x10° daltondan biiyiik ve % 95 ten daha fazla a-1,6 bagi iceren dekstranlarin
unlu mamiillerde besin katki maddesi olarak kullanilmasina izin vermistir

[Scientific Committee On Food, 2000].



1.4. Dekstran Biyosentezi

Dekstransiikrazin dekstran1 sentezleyebilmesi icin ortamda kesinlikle
siikroz olmasi1 gerekmektedir. Glikoz, fruktoz, bu sekerlerin karigimi ya da
diger her hangi bir dogal seker kullanarak dekstran sentezleyemez. DSR-S,
dekstran sentezi i¢cin ATP veya kofaktore gerek duymaz. Siikroz yapisindaki
glikoz-fruktoz arasindaki asetal-ketal baginin kirilmasi ile ag¢iga ¢ikan enerjiyi
(16.7-20.9 kj/mol) kullanarak dektran yapisinda bulunan glikozlar arasindaki
o-1,6 bagin1 olusturur. Yapay substrat olarak glukansiikraz i¢in o-D
glukopironozil florid ve p-nitrofenil «-D-glukopironozid substrat olabilir

[Robyt, 1985].

DSR-S aktif bolgesinde iki niikleofilik bolge (Asp551, Asp662)
icermektedir. Ayrica aktif merkezde bir (Glu589) [Robyt et al., 2008] veya bir
ya da iki (His) [Daotian and Robyt, 1988] proton verici bolge bulunmaktadir.

Dekstran biyosentezinin mekanizmasi asagida 6zet olarak verilmistir.

1. Enzim aktif merkezindeki her iki niikleofilik bolge de (Asp551 ve
Asp662) siikroz molekiiliiniin glikoz rezidiilerinin C; ine niikleofilik

olarak etkileserek glikozlarla kovalent olarak bag olusturur.

2. Olusan fruktoz C4-O7, enzim aktif merkezindeki Glu589-OH dan (ya da
imidozol-H dan) niikleofilik etki ile bir proton alir. Bunun sonucu olarak

ortama bir fruktoz salinimi gerceklesir.

3. Olusan Glu589-O" enzime bagli glukozil rezidiilerinden birinin C4-OH
grubuna niikleofilik atak yaparak glikozilin C¢-O  haline doniismesini

saglar.

4. Ce-O" haline doniisen glikozil rezidiisii ikinci niikleofilik bdlgeye bagh
olan glikozil rezidiisiiniin enzime kovalent olarak bagli olan C; ile

etkileserek a-1,6 bagini olusturur.
5. Boylece bir glikozil rezidiisii bir digerine transfer edilmis olur.

6. Serbest kalan niikleofilik etki bolgesi baska bir siikroz a atak yaparak

silkrozun glikozil rezidiisiiniin C; 1 ile kovalent bag yapar ve yukarida
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anlatilan reaksiyonlarla fruktozu reaksiyon ortamina salar. Yine yukarida
anlatilan reaksiyonlarla bu yeni glikozil rezidiisiiniin C¢-O" grubu uzayan
dekstran zincirinin C; ine atakta bulunarak dekstran zindirinin uzamasini

saglar.

7. Dekstranozil iinitelerinin mekik seklinde her iki niikleofilik bolgede

glukozil rezidiilerine siral1 transferi ile dektran sentezi uzatilir.

Bu sekilde dekstran zinciri indirgenmis uctan uzatilmaktadir (Sekil 1.5)

[German et al., 1999; Robyt et al., 2008].

Alternatif olarak Fu ve Robyt in 1988 yilinda ve TUBITAK tarafindan
desteklenen (2007) ve Prof. Dr. Aziz Tanriseven tarafindan yiiriitilen DSR-S
nin kimyasal modifikasyonu ile (DEP) yaptiklar1 ¢calismalarda, ayrilan fruktoz

birimlerine proton veren grubun enzim yapisindaki imidozoller oldugu iddia

edilmektedir [Fu and Robyt, 1988].
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Sekil 1.5: DSR-S tarafindan a-1,6 glukan sentezinin baslamasi ve uzamasi [Robyt et al., 2008].
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Zincir uzamasi, akseptor reaksiyonlar1 ve/veya suyun proton verici

olarak kullanilmasi ile sonlandirilir (Sekil 1.6 A-B). Dekstranin kendisi

akseptor olarak davrandiginda dekstranda uzama durur ve yan dallanmalar
gerceklesir (Sekil 1.6 C) [German et al., 1999].

A B o [

HO—CH, HO—CH,

n 0l H el
0—CH, 0—CH,

-

H oM 4 H  oH 4

OH H

n HONOH K, n HONOH W,
non hoon
Dekstran Dekstran Dallanmis dekstran
o Ho—GH, p— Ho—CH, P Ho—CH,
Fruktoz o/ \a  wof oon OOH Glikoz Fruktoz w Hon OOH Glikoz Fruktoz m on 7 (' .. Glikoz
o ) HONoH  H
o n o doh
n oM W oM W oM
n n n

Sekil 1.6: Dekstranin sonlanma (A-B) ve dallanma (C) reaksiyonlar1 (ABB: Akseptor Baglanma
Bolgesi) [German et al., 1999].
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1.5. Probiyotik ve Prebiyotikler

Kronik hastalik risklerini giderme ve fizyolojik 0zelligi olan gidalara
fonksiyonel gidalar denir. Bu gidalar genel olarak probiyotik ve prebiyotikler

olarak iki gruba ayrilirlar [Neeser and German, 2004].

Probiyotikler: temelde konak canlinin bagirsak mikrobiyal dengesini
diizenleyen, boylece konak canliya faydali etkileri olan canli mikrobiyal besin

ilaveleridir [Fuller, 1989].

Insan viicuduna olan faydalar1 kesfedildikten sonra probiyotikler,
iilkemiz de dahil olmak iizere diinya capinda siit ve siit iirlinlerinde katki
maddesi olarak kullanilmaktadir. Boylece ticari degeri oldukg¢a yiiksek bir
sanayi haline gelmistir [Salminen et al., 1999]. Gida sektoriinde kullanilan

probiyotikler Tablo 1.2 de verilmistir.

Tablo 1.2: Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar [Salminen et al., 1999].

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar
Lactobacillus acidopylus | Bifidobacterium animals | Enterococcus faecium

Lactobacillus casei Bifidobacterium breve Enterococcus faecalis

Lactobacillus salvarius Bifidobacterium infantis | Saccharomyces bolulardii

Lactobacillus johnsonii | Bifidobacterium lactis Lactococcus lactis

Lactobacillus plantarum | Bifidobacterium bifidum | Pediococcus acidilactici

Lactobacillus crispatus | Bifidobacterium langum | Leuconstoc mesenteroides

Prebiyotikler, glikozidik baglarla bagli 2-10 monosakkarit biriminden olusan
oligosakkaritlerdir. Prebiyotikler genel olarak; izomaltooligosakkaritler
(IMO), fruktooligosakkaritler (FOS) ve galaktooligosakkaritler (GOS) olarak
gruplandirilabilir. Insanlar tarafindan sindirilemeyen bu sekerler sindirim
sistemi tarafindan da direkt absorbe edilemez. Bu yiizden diisiik kalorilidirler.
Prebiyotikler, bitki kaynaklarindan ekstrakte edilme, polisakkaritlerin
kimyasal ya da enzimatik hidrolizi veya enzimatik sentez seklinde

tiretilebilmektedir [Gibson and Roberfroid, 2008].

Basit bir tanim ile prebiyotikler, insanlar tarafindan sindirilemeyen
fakat bagirsakta yasayan Bifidobakterium, Laktobacillus gibi yararli bakteriler
tarafindan fermente edilebilen karbohidratlardir [Gibson and Roberfroid,

1995].
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Izomaltooligosakkaritler (IMO), o-1,6 glukozidik baglarla bagh glukoz
monomerlerinden olusan prebiyotik etkileri olan oligosakkaritlerdir (Sekil

1.7).

HO—CH,

H H
O—CH,
HO\OH H
H oH H G
0—CH,
HON\OH H
0,
H OH H H
OH
m HON\OH H
H OH

izomaltooligosakkarit (IMO) (m = 0 - 10)

Sekil 1.7: izomaltooligosakkarit yapisi.

IMO lar sindirim enzimlerine direncli sekerlerdir [Naessens et al., 2005].
IMO larin ticari degeri giderek artmaktadir. Ornegin japonyada IMO tiiketimi
yilda yaklasik 15 bin tondur. 2-6 monomer sayisina sahip IMO lar unlu
mamiil, icecek, baharat, cesni, konfeksiyon ve antikaryojenik tatlandiricilarda
kullanilmaktadir. Bu IMO lar prebiyotik oOzellikleri ile sindirim sistemi
ve/veya vajinal florada bulunan yararli bakterilerin artisinda kullanilmaktadir
[Goulas et al., 2004; Rousseau et al., 2005]. Bu 6zellikler IMO nun biiyiikliigi
ile iligkilidir. Polimerizasyonun artmasi bu etkiyi desteklemektedir [Goulas et

al., 2004].

IMO lar, bagirsakta yasayan Bifidobakterium, Laktobacillus ve
Bacteroides tiirleri gibi yararli bakteriler tarafindan fermente edilebildigi
halde E. coli ve diger bakteri populasyonlar1 tarafindan fermente edilemezler
(izomaltotriozdan biiylik olan IMO lar kalin bagirsakta fermente edilirken daha

kiiciik olanlar ince bagirsakta kismen sindirilir) [Olano et al., 2000].

Galaktooligosakkaritler (GOS), farkli polimerizasyon derecelerine
sahip B-D-galaktanlardir (Glu B-1,4 [B-Gal-1,6], n = 1-4) (Sekil 1.8). GOS lar

laktozdan elde edilebilir ve anne siitinde az miktarda da olsa bulunmaktadir.

HO—CH, CH,OH
O, 0,
HO H H H
O—CH,
H\OH H OH H/OH
0, e]
H OH HO H OH

HN\OH H/H
H OH
m

Galaktooligosakkarit (GOS) (m =1 - 4)



15

Sekil 1.8: Galaktooligosakkarit yapisi.

Fruktooligosakkaritler (FOS), farkli polimerizasyon derecelerine sahip B-D-
fruktanlardir. FOS lar bugday, sogan, sarimsan, muz gibi meyve ve sebzelerde
bulunur. Iniilin Glu o-1,2 [B-Fru-1,2], n>10 yapisindaki bir polimerdir ve
Kudiis enginarinda bol miktarda bulunur (Sekil 1.9).

HO—CH,

H H
HO\OH H

H OH

CH,0H_-O.
~

CH,0H -0

HG H HO/CH,OH

OH H

Fruktooligosakkaritler (FOS) (m =1 - 3)

Sekil 1.9: Fruktooligosakkarit yapisi.

Prebiyotikler ve probiyotikler kronik {ilser, laktozu sindiremeyen
kisilerde simdirim giicliigii, ishal gibi hastaliklarin engellenmesi ya da
hafifletilmesi, antibiyotiklerle bozulan bagirsak florasinin yeniden kurulmasi,
H. pilori nin etkisiz hale getirilmesi, hipertansiyonun diizenlenmesi gibi bir
cok yararhi etkilerinin yaninda asagida verilen yararlart rapor edilmistir.

[Fukushima et al., 1998; German et al., 1999].

1. Kolon kanseri riskini azaltma: Bazi bakteriyal enzimler, bagirsakta
aktif karsinojen maddelere doniisen prekarsinojen maddeler iiretirler.
Prebiyotiklerin bagirsak florasindaki yararli bakteri sayisini artirmasi
sonucu karsinojen maddeleri detoksifikasyon ve metabolik aktivasyon
yoluyla degistirerek ya da butirat gibi kisa zincirli yag asitlerinin
tiretilmesini uyararak kolon kanseri riskini azaltir. Bunun yaninda yararli
bakterilerin faaliyeti sonucunda kalin bagirsak pH si1 diiser (pH 5-6).
Buna bagh olarak karsinojen madde iireten zararli bakterilerin sayisinin
azalmasinin yaninda 7a-hidroksilaz ve nitrorediiktaz aktivitesinin
azalmasi saglanir [Campbell et al., 1997; Lamprecht and Lipkin, 2003;
Lim et al., 2005].



16

2. Minerallerin emilimini artirma: Mide-bagirsak  bolgesindeki

enzimlerden kacan cesitli polisakkarit (seliilloz, hemiseliiloz, vb.), bazi
oligosakkaritler (IMO, FOS, GOS, vb.), absorbe edilemeyen sekerler ve
seker alkolleri kalin bagirsakta bulunan sakkarolitik bakteri tiirleri
araciligr ile kisa zincirli yag asitlerine (propionat, asetat, biitirat, az
miktarda format, valerat, kaprolat, vb.) doniistiiriirler. Bu yag asitleri ve
Lactobacillus tiirlerinin aktiviteleri sonucu iiretilen laktik asit sonucunda
kalin bagirsak pH s1 asidik aralikta (pH 5-6) tutulur. Kalin bagirsak pH
sinin asidik aralikta tutulmasi sonucu olarak kalsiyum, magnezyum,
demir gibi iyonlarin kisa zincirli yag asitlerine baglanmasi ve/veya
bivalent katyonlarin myoinositol hekzafosfat gibi maddelere baglanmasi
artar. Bunun sonucu olarak kalin bagirsaktan mineral emilimi artar

[Reddy, 1998].

. Osteoporoz riskinin azaltilmas1 & kemik yogunlugunun artirilmasi:
Prebiyotiklerin kalin bagirsak florasindaki yararli bakteri sayisini
artirmasina baglt olarak kalin bagirsak pH s1 diiser ve buna baglh olarak
mineral emilimi artar. Boylece viicuttaki mineral miktarinin artmasi,
kemik yogunlugunun artmasini ve ostoporoz riskinin azalmasini saglar

[Lamprecht and Lipkin, 2003].

. Yashlarda kabizhigin giderilmesi: Prebiyotiklerin bagirsaktaki yararli
bakteri sayisin1 artirmasi sonucunda kabizligin giderildigi tespit

edilmistir [Lamprecht and Lipkin, 2003].

. Bebeklerde gida alerjisinin onlenmesi: Prebiyotik verilen bebeklerde

gida alerjilerinin azaldigi tespit edilmistir [Lamprecht and Lipkin, 2003].

. By, Bz, B ve K vitaminlerinin sentezinin artirilmasi: Prebiyotiklerin
bagirsaktaki yararli bakteri sayisini artirmasi sonucu vitamin sentezi

artar [Lamprecht and Lipkin, 2003].

. Kandaki kolesterol seviyesinin diisiiriilmesi: Farelere Bifidobakterium
tirleri verildiginde kandaki kolesterol seviyesinin diistiigii tespit
edilmistir. Ama mekanizmas1i aydinlatilamamistir [Ishibashi and

Shimamura, 1993].
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8. Bagisiklik sisteminin giiclendirilmesi: Hayvan modelleri ve insanlar
tizerine yapilan calismalarda Bifidobacterium tiirlerinin immunoglobulin

ve sitokin seviyesini artirdigi tespit edilmistir [Fukushima et al., 1998].

9. Dis ciiriimesinin engellenmesi: Agiz florasinin 6nemli bir miktarini
teskil eden Streptococcus mutans iirettigi dekstransiikraz yemek ile
alinan siikrozu suda ¢oziinmeyen dekstrana doniistiiriir. Bu dekstran dis
minesine tutunarak dis plagi olusumuna bdylece anaerobik bir ortam
olusumuna sebep olur. Diyet sirasinda alinan siikroz ve fruktoz dis
plaginda bulunan anaerobik bakteriler tarafindan fermentasyon ile laktik
aside doniistiiriiliir. Bunun sonucu olarak dis minesi tizerinde bdlgesel pH
kritik esigin altina (pH 5) inerek dis ciiriimesini baslatir [Taubman and

Nash, 2006].

Diyet sirasinda siikroza IMO ilave edilmesi dis ciiriimesinin sebebi olan
siikrozdan dekstran iiretimini azaltarak dis ¢ilirimesini onemli Olciide

engeller [Miyake et al., 1981].

10. Dekstran-antikor cokelme reaksiyonlarimin engellenmesi: Agir kan
kayiplarinda kan hacminin eski haline getirilmesi amaci ile klinik
dekstran kullanilir. Bazi insan ve hayvanlarda klinik dekstrana karsi
dekstran-antibody savunmasi geligsir. Bu etki bu tiir insanlara IMO

cozeltisi verilerek giderilir [Ingelman et al., 1980].

Probiyotikler bagirsak mikroflorasini gecici olarak degistirir. Probiyotik
alimi durdugunda bu etki devam etmez. Fakat prebiyotikler dogal bagirsak
mikroflorasindaki yararli mikrobiyal biiylimeyi ve aktiviteyi artirdigindan
dolay1, probiyotikleri de icine alan daha genis kapsamli gidalar olarak

karsimiza cikar [Alander et el., 1999].

1.6. Prebiyotik Sentezi
IMO lar, asagidaki sekillerde iiretilebilir.

1. Nisasta Bacillus subtilis a-amilaz ve neopullulanaz ile muamel edilerek

izomaltoz, panoz, izopanoz ihtiva eden bir seker karisimi elde edilir

[Kuriki et al., 1993],
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2. Maltoz, Aureobasidium pullulans ile muamele edilerek panoz ve

izomaltozil maltoz elde edilir [Yun et al., 1994].

3. Dekstranin asit ya da dekstranaz ile muamelesi sonucunda IMO lar

tiretilebilir (Sekil 1.10) [Khalikova et al., 2005].

Q HO—CH,
O—CH,
HO\OH H H H
0, ; O0—CH,
H OH H o o Asit ya da Dekstranaz H@
—CH,
HON\OH H o S H OH H H
7z O—CH,
H OH H H HONOH H
0—CH, O,
HON\OH H o H OH H H
H OH H H m HO\ oH oH
n H\ev w/ M H o OH
H OH
Dekstran izomaltooligosakkaritler (m = 0 - 10)

Sekil 1.10: Dekstranin asit ya da dekstranaz ile muamelesi sonucu izomaltooligosakkarit iiretimi.

4. Dextransiikrazin bazi1 akseptor reaksiyonlar: ile IMO lar sentezlenebilir.
Glukansakkarit iizerinden yiiriitiillen akseptor reaksiyonlari, siikroz ve
reaksiyon ortamina ilave edilen diger akseptor maddelerin (maltoz,
glikoz, vs.) glukozil rezidiilerinin transferini icerir. Ornegin
dekstransiikraz reaksiyon ortamina siikroz ile birlikte glukoz eklenmesi

ile farkli biiyiikliikte IMO iiretilebilir [Tanriseven and Dogan, 2002],

5. Siikrozun dekstransiikraz ve dekstranaz muamelesiyle de sentezlenebilir

[Poul et al., 1989; Pereira et al., 1998; Gulas et al., 2004].

Laktozu substrat olarak kullanan [-galaktozidaz enziminin trans-
galaktozidaz aktivitesi ile GOS lar sentezlenebilecegi gibi bitki
kaynaklarindan (baklagiller, soya fasiilyesi vb.) ekstrakte edilerek de elde
edilebilir [Bouhnik et al., 1997].

Fruktoziltransferaz araciligiyla siikrozun fruktozil rezidiilerini B-2,6
baglar1 ile birbirine baglayarak FOS lar sentezlenebilecegi gibi iniilinin
endoiniilaz enzimi tarafindan hidrolizi iniilinin sindirimi sonucuyla da

sentezlenebilir [Gibson et al., 1995; Yun, 1996].

1.6.1. Akseptor Reaksiyonlari

DSR-S nin katalitik bolgesinde akseptdor maddelerin baglanabilecegi

bolge(ler) oldugu bilinmektedir. Bu bolgelere akseptér maddeleri
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baglandiginda glikozil transferi uzayan dekstrozil rezidiisii yerine akseptor
maddeye iletilir. Boylece dekstran sentezi sonlanarak IMO sentezi gerceklesir.
Eger bu transfer dekstrozil rezidiisiiniin akseptor iiriiniine transferi seklinde
gerceklesirse daha biiylik molekiil agirlikli IMO larin sentezi gerceklesmis
olur (Sekil 1.9). Eger akseptor aktif bolgede uzayan dekstran ile reaksiyona
girerse polimerizasyon sonlanir ve sentezlenen dekstran reaksiyon ortamina

salinir (Sekil 1.6) [German et al., 1999].

DSR-S icin 27 akseptor tanimlanmistir ve sonucta olusan iiriinlerin yapisi
tespit edilmistir. DSR-S ic¢in bazi akseptor maddeler ve iiriinleri Tablo 1.3 te

verilmisgtir.

Tablo 1.3: DSR-S enziminin akseptorleri ve akseptor reaksiyonlari sonucunda olusan iiriinler [Herman
et al., 1996].

Akseptor Uriinler
D - glukoz izomaltodekstrin
o - metil - D - glukozid o - metil - izomaltoz
D - fruktoz Lukroz ve izomaltuloz
D - mannoz o - D - glikopayronozil - - D - monopayronizad
D - galaktoz a - D - glikopayronozil - B - D - galaktofuranozad
izomaltoz izomaltodekstrin
Maltoz Penoz ve izomaltodekstrin
Sellobioz 2 - a - izomaltodekstrin - sellobioz
Laktoz 2 - o - D - glikopayronozil - laktoz
Raffinoz 2 - a - D - glikopayronozil - raffinoz
B - 512F dekstran a -1, 3 - dekstronozil - dekstran veya o - 1, 3 - glikopayronozil dekstran

DSR-S nin gercgeklestirdigi akseptor reaksiyonu Sekil 1.11 de
Ozetlenmistir. Akseptdr bolgesinde bulunan amino asit rezidiileri tam olarak
aydinlatilamadigindan bu bolgeler akseptor baglama bolgesi (ABB) olarak
belirtilmistir [German et al., 1999].
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HO—CH,

HO—CH,
Y H J ) 0—CH
O—CH, —CH,
HO\ OH H HON\ OH H, o
H OH H, G
H OH H H
0—Cl
" 0—CH, HON\ oH H, .

HO\ OH H

0—CH,
HONOH  H
H OoH H, H
0—CH,
HON\oH
H oH H 4
~CH, HOCH,
n HON\ o 0 -CH, 5
0,
H OH V) H
Dekst HONgH  H/ H o H/OH
exstran H OH H OH

Serbest
Enzim

Sekil 1.11: Dekstransiikrazin akseptor reaksiyonlar1 (akseptor: maltoz) [German et al., 1999].

1.7. immobilizasyon Cahsmalari

Enzimler endiistriyel, analitiksel, tipta teshis, tedavi ve ila¢ tasarim

amaclar1 ile genis uygulama alani bulmaktadir [Wiesman, 1986]. Her bir
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alanda kullanilan enzimlerin fiyatlar1 6zelliklerine gore birka¢ dolardan birkag
bin dolara kadar degisebilmektedir. 2012 yilinda endiistri ve arastirma
alaninda kullanilan enzimin toplamda 2,7 milyar $ a yiikselecegi tahmin
edilmektedir (BIOO30E, 2008). Enzim iiretiminde hammadde sorunu
mikrobiyal kaynaklar sayesinde biiyiikk oOlclide c¢oOziilmiis goriinmektedir.
Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan iiretilmesi ve

saflastirilmasi oldukca masraflidir.

Endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri
kazanilmasi1 ve reaksiyon kontrolii amaci ile reaksiyon ortamindan istenilen
anda uzaklastirilmast ¢ok giictiir. Reaksiyonun kontrolii amaci ile reaksiyon
ortamina inhibitdor eklemek hem masrafin artmasit hem de reaksiyon iiriinlerine
yeni bir kirlilik eklenmesinden dolay1 uygulanabilir degildir. Katalizor olarak
kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden
uzaklastirabilmek imkansizdir. Bu nedenle serbest enzimin yeniden
kullanilmas1 ve siirekli itretim sistemlerine de uygulanamamasi enzim

kullanilan ¢aligmalarin maliyetini artiran onemli etmenlerdendir.

Enzimlerin ekonomik olarak kullanilabilmesinin en iyi yollarindan biri
enzimlerin immobilize edilmeleridir. Bu amagla c¢esitli immobilizasyon

teknikleri gelistirilmistir.
Genel olarak enzimler,

1. Suda c¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak

baglanmasiyla

2. Suda c¢oOziinmeyen iriin veren bir kopolimerizasyona enzim

molekiiliiniin monomer olarak katilmasiyla
3. Suda ¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklanmasiyla
seklinde immobilize edilirler [Klibanov, 1983].

Immobilize enzimin serbest enzime gore bazi iistiinliikleri asagida

verilmisgtir.
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Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca wuzaklastirilmasit (siizme,

magnetik alan, santrifiijleme v.b.)
Uriinlerin enzim tarafindan kirletilmesinin engellenmesi
Saf iiriin elde edilmesi boylece iiriin saflastirma maliyetinin azaltilmasi

Enzimlerin tekrar tekrar ve uzun siire kullanilabilmesine imkan

saglanmasi

Siirekli islemlere uygulanabilmesi

Enzim kararlili§inin artirilmasi

Reaksiyon kontroliine serbest enzime gore daha ¢ok imkan saglamasi

Cok basamakli reaksiyonlarin gerceklesmesine imkan saglamasi

(koimmobilizasyon)
Bazi1 durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gostermesi

Enzimin denatiirasyon siiresinin uzatilmasi

Enzim Immobilizasyon Yontemleri: Immobilizasyon yontemleri cesitli

sekillerde siniflandirilmakla beraber Tablo 1.4 de verildigi gibi siniflandirmak

mumkiindiir.

Tablo 1.

4: Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi.

Enzim immobilizasyo

Co6zunur formda immobilizasyon Co6zinmez formda immobilizasyon
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Q S Tutuklama Baglama
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Immobilizasyon Yontemlerinin Kiyaslanmasi: Enzim immobilizasyonunda
kullanilan ¢ok sayida teknigi vardir. Bunun nedeni ise enzim bilesenlerinin ve
kimyasal oOzelliklerinin yiiksek cesitlilik gostermesinin yaninda iiriin ve
substrat cesitliligidir. Bu nedeniyle biitiin enzimler veya uygulamalar igin
gecerli tek bir yontem belirlemek miimkiin degildir. Bu nedenle
immobilizasyonu diisiiniilen enzimin yapisi, bilesenleri, kimyasal 6zellikleri,
substrat ve {riin cesidi gibi oOzellikler goz Oniinde bulundurularak

immobilizasyon yontemi belirlenmelidir.

Tablo 1.5 de immobilizasyon yontemleri ve ozellikleri karsilastirmali

olarak verilmistir.

Tablo 1.5: Immobilizasyon yontemlerinin kiyaslanmasi [Wiesman, 1983].

. _—— Selat veya

Karakteristik g:gl'ama I'-:\I:Ist:rbsiyon g:gll:ma 'é":;?;?n . ggsfgfnnat Hapsetme
Hazirlama Orta Kolay Kolay Kolay Zor Zor
Baglanma Gligli Zayif Orta Orta Gliglii Orta
Enzim Aktivitesi Dusik Orta Yiksek Yiksek Yiksek Dusik
Destegin Tekrar Kullanilabilirligi imkansiz Mimkiin Muimkin Miimkiin Nadiren imkansiz
immobilizasyon Maliyeti Orta Dusuk Dusuk Orta Yiksek Orta
Kararlilik Yiksek Dusuk Orta Orta Yiksek Yiksek
Genel Uygulanabilirlik Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
E::;rrli(r:)mirlgﬂli)l%zls?taklara MUmkin Hayir Hayir Hayir Hayir MUmkiin

1.7.1. EupergitC

Eupergit, N-N’-metilenbis (metakrilamid), glisidil metakrilat, alilglisidil
eter ve metakrilatin kopolimerizasyonu ile olusan ve reaktif epoksi gruplari
iceren organik bir polimer olup Roehm GmbH &Co.KG firmasi tarafindan

gelistirilen ve endiistriyel uygulamalarda kullanilan bir destektir (Sekil 1.12).

O H H H 0
o I /N
—C—N—C—N—C— —C—0—C—C—C—H
Lo | Lo
H H O H H H H

Sekil 1.12: Eupergit C yapist [Katchalski-Katzir and Kraemer, 2000].
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Eupergit C nin avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir.
1. Kimyasallara, mekanik etkilere dayaniklidir.
2. pH 0-14 araliginda kararli olup bu pH larda sismez

3. Karistirmali reaktor tanklarinda 650 dongii sonunda partikiil boyutunda

ve yapisinda énemli bir degisim gostermez
4. pH 2-12 araliginda immobilizasyona izin verir.
5. Siizme islemi ile basit bir sekilde geri kazanilabilir.

Bu nedenlerle eupergit C reaktorlerde kullanima uygun bir destek

materyali oldugu bildirilmektedir [Katchalski-Katzir and Kraemer, 2000].

Bu avantajlarinin yaninda proteinlerin genellikle aktif merkezlerinde
bulunan ve ii¢ boyutlu yapr kazanmasinda etkili olan -COOH, -OH ve -NH;
gruplar1 ile bag yapmasi, santrifiij ile c¢oktiiriilememesi ve boyutunun cok
kiiciik olmasindan dolay1 siizme isleminde bir kisminin geri kazanilamamasi

gibi dezavantajlara da sahiptir.

Eupergit C 150 pum capina sahip ve yiiksek yogunlukta oksiran gruplari
(600 pmol/g kuru Eupergit C) icermesi nedeniyle proteinlerin yapisinda
bulunan amino, tiyol ve fenolik gruplar ile kovalent bag yapabilir. Eupergit C
250L, Eupergit C ile ayn1 kimyasal yapiya sahip olup daha biiyiik ¢apli (250
um) fakat daha az oksiran gruplarinin (200 umol/g kuru Eupergit C 250L)

oldugu organik bir matrikstir.

1.7.2. DSR-S nin immobilizasyonu

Dekstran ve oligosakkaritlerin ekonomik {iiretimi i¢in dekstransiikrazin
immobilizasyonu gereklidir. Dekstransukrazin kovalent immobilizasyonu i¢in
degisik metodlar denenmis olmasina ragmen simdiye kadar biiyiik bir basari

saglanamamuistir.

Kaboli ve Reilley, Enzacryl AA, Enzacryl AH gibi matriksler dahil 13

degisik matriks kullanarak dekstransiikrazin immobilizasyonunu
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gerceklestirmelerine ragmen en 1yi immobilizasyon verimini (%19.6)
glutaraldehid ile aktive ettikleri alkilamin por silika larda elde ettiler.
Calismalarinin sonunda “dextransiikrazin immobilize edilmesinin oldukca

gilic” oldugunu ileri siirdiiler [Kaboli and Reilley, 1980].

Monsan ve Lopez in yaptig1 calismada, dextransiikrazi silikaya kovalent
olarak immobilize etmek icin iki farkli yol izlemislerdir. Immoblizasyon
karisimina maltoz ilave ederek enzimin aktif merkezi korudugunda %4.3,
korumasiz olarak yaptigi calismada ise %3.1 immobilizasyon verimi elde
etmistir. Maltozun cok giiclii bir akseptor madde oldugu bilindigi ic¢in bu
sonu¢ matriks tizerindeki reaktif gruplarin enzimin aktif merkezindeki amino
asit rezidiileri ile reaksiyona girdigini gostermektedir [Monsan and Lopez,

1981].

Alcalde ve arkadaslarinin yaptigr caligsmada, glutaraldehit ile aktive
edilmis silikaya dekstransiikraz immobilize edilmistir. Dogal dekstransiikraz
immobilize edildiginde %0.6 immobilizasyon verimi elde etmesine ragmen
dekstranaz ile dekstransiikraz iizerindeki dekstranlar uzaklastirildiktan sonra
dekstransiikraz immobilize edildiginde verimin %13 e ¢iktig1 bulunmustur. Bu
sonu¢ dekstransiikrazin basarili bir sekilde immobilize edilebilmesi igin
tizerindeki dekstranlarin uzaklastirilmas1 gerektigi sonucuna gotiirmiistiir.
Immobilizasyon veriminin buna ragmen diisiik olmasini enzimin aktif
merkezinde lizin rezidiisiiniin bulundugu ve bunun immobilizasyon sirasinda

matriks ile reaksiyona girdigini iddia etmislerdir [Alcalde et al., 1999].

Goémez de Segura dekstranaz ile dekstransiikraz iizerindeki dekstranlari
uzaklastirdiktan sonra dekstransiikrazi Eupergit C ye immobilize ettiginde
%72 immobilizasyon verimi ve %22 aktivite verimi elde etmistir. Fakat 30 °C
de 2 saat i¢cinde immobilize enzim aktivitesinin %55 ini kaybetmektedir

[Gomez de Segura et al., 2004].

Yukarida Ozetlenen caligsmalar dekstransiikrazin kovalent
immobilizasyonu i¢in basarili bir metodun hali hazirda bulunamadigini
gostermektedir. Bu basarisizligin iki nedeni oldugu diisiiniilmektedir: birincisi,
dekstransiikrazin dekstran tarafindan maskelenmesi sonucu matriksteki reaktif

gruplarin enzim iizerindeki amino asit rezidiileri ile etkilesime girememesi ve
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ikinci olarak, enzim aktif merkezinde bulunan aspartik asit, glutamik asit ve
lizin rezidiilerinin matriksteki reaktif gruplar1 ile reaksiyona girmesidir
[Hernaiz and Crout, 2000; Martin et al., 2003; Gomez de Segura et al., 2003-
2004; Funane et al., 2005; Robyt et al., 2008].

Dekstransiikrazin fonoksi aserilseliilloz veya hipoksiapatit e adsorbe
edilmesi, immobilizasyon veriminin yiiksek olmasindan dolayi, kovalent
immobilizasyona alternatif goriilse de bir kac¢ tekrarlanan reaksiyon sonunda
enzimin hizli bir sekilde adsorbent ayrilmasi bu yontemin dezavantaji olarak

rapor edilmistir [Parnaik et al., 1983; Chang et al., 1981].

Dekstransiikrazin DEAE-Sephadex veya SP-Sephadex gibi matrikslere
immobilizasyonu maksimum %10 verimle gerceklesmesi bu yontemin de ¢ok

basarili olmadigin1 gostermektedir [Kaboli and Reilly, 1980].

Dekstransiikrazin Sephadex G-200 rec¢inesine affinitesi ile gerceklesen
immobilizasyon her ne kadar %80 gibi yiiksek bir aktivite verimi ile
gerceklesse de hem 15 giin i¢inde enzimin biitiin aktivitesini yitirmesi hem de
enzimin iirettigi dextranin re¢ine disina salinamamasindan dolay1 bu yontemin

de basarisiz oldugunu goriilmiistiir [Han et al., 2005].

Alginat kullanilarak enkapsiilasyon hali hazirda dekstransiikraz
immobilizasyonu i¢in tek basarili metod olarak kabul edilmektedir. Bu alanda
bir ¢cok calisma yapilmis ve en yiiksek aktivite verimi %90 olarak rapor
edilmistir. Enkapsiilasyon ile immobilize edilmis dekstransiikraz, yalnizca
oligosakkarit iiretiminde kullanilabilmektedir. Bu metod dextran iiretiminde
kullanilamaz. Ciinkii olusan dekstran alginat matriksinin digina cikamaz.
Bunun yaninda fiziksel etkilere kars1 dayaniksiz olmasi, ayrica soliisyondaki
bircok iyon ile etkilesime girmesi bu teknigin basarisi oniindeki en 6nemli
engellerdir [Reh et al., 1966; Reischwitz et al., 1995; Alcalde et al., 1999;
Tanriseven and Dogan, 2002; Olger and Tanriseven, 2010; Kothari et al.,
2012].

Bu tez calismasinda, basarili bir sekilde kovalent olarak immobilize
edilebilen yeni bir dekstransiikraz iiretildi. Dekstransiikrazin kovalent

immobilizasyonunun Oniindeki en biiyiikk engellerden biri olan dekstran
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maskesi, enzimin C-terminalde bulunan ve dekstranin enzim iizerine
baglanmasindan sorumlu bdlgenin (409 aa) genetik miithendisligi ile kirpilmasi
sonucu gerceklestirildi. Bunun yaninda enzim aktivitesinde gorevli olmadigi
rapor edilen enzimin N-terminalindeki sinyal peptit ve degisken bolge
boliimleri de (284 aa) genetik miihendisligi ile kirpildi. Bu islem enzimin
molekiil agirhigimi kiiciilterek enzimin E. coli tarafindan iiretilme miktarini
artirdi. Dekstransiikrazin immobilizasyonu oniindeki ikinci 6nemli problem
olan aktif bolgedeki amino asit rezidiilerinin (lizin, aspartik asit, glutamik asit)
matriks ile etkilesme ihtimalini azaltmak amaci ile dekstransiikraz GST
proteini ile N ucundan birlestirildi. GST (26 kDa), enzime 19 lizin, 18 aspartik
asit, 16 glutamik asit ve 4 lizin rezidiisiiniin eklenmesi ile Eupergit C
tizerindeki epoksi gruplarinin enzim aktif bolgesindeki amino asit rezidiileri
ile etkilesme ihtimalini azaltti. Boylece dekstransiikrazin immobilizasyonu
oniindeki engeller basarili bir sekilde ortadan kaldirilarak yeni yiiretilen
enzimin Eupergit C 250L ile basarili bir sekilde immobilizasyonunun
gerceklesmesi sagladi (%100 immobilizasyon verimi, %83.3 aktivite verimi).
Enzimin kirpilmasi ve GST ile fiizyon edilmesi enzim aktivitesinde onemli bir

degisiklik meydana getirmedi.

Yeni iiretilen immobilize kirpilmis dekstransiikraz basarili bir sekilde
prebiyotik iiretiminde kullanildi. Boylece enzimatik yolla sanayi Olgceginde

prebiyotik sentezinin gergeklestirilebilecegi gosterildi.



28

2. MATERYAL

2.1. Mikroorganizma ve Enzim

L. mesenteriodes B-512FMC-13 Glc nitrozoguanidin ile mutasyona
ugratilarak ana soydan daha yiiksek miktarda, siirekli iiretim saglayan
dekstransiikraz iireten mutant bir mikroorganizmadir. Mutant L. mesenteriodes
B-512FMC-13 Glc dekstransiikrazin sentezledigi dekstran ile DSR-S
tarafindan sentezlenen dektran ayni yapidadir. Bu mutant bakteri Dr. J. F.
Robyt (Iowa State University, Department of Biochemistry and Biophysics,
Ames, A, USA) tarafindan saglanmistir.

E. coli DH5a, E. coli BL21 (DE3) bakteri suslart sirasityla Promega
(Fitchberg, WI, USA) ve Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) firmalarindan temin
edildi. Tasiyic1 vektor (pGEM-T) Easy ve ekspresyon vektorii (GEX-4T 1)
sirasiyla Promega ve GE Healthcare (Little Chalfont, United Kingdom)

firmalarindan temin edildi.

2.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanilan sarf malzemelerin listesi Tablo 2.1 de verilmistir.

Tablo 2.1: Kullanilan sarf malzeme listesi.

Malzemenin Adi Firma Adi Katalog Numarasi
Acetic acid RIEDEL 27225
Acetone MERCK 100013
Acetonitrile CARLO ERBA 401201
Acrilamide MERCK 1.107.840.100
Agar MERCK 101614
Agaroz SIGMA-ALDRICH A-6013
Ammonium acetate SIGMA-ALDRICH A1542
Ampicilline ROCHE 10835242001
Bacto-peptone BD 211693
Bacto-tryptone DIFCO 211699
Bisacrylamide FLUKA 66667-25
Bradford Protein Assay Bio-Rad 500-00006
Bromophenol blue MERCK 114391
Calcium acetate MERCK 1020521000
Calcium chloride MERCK 208290
Chloroform SIGMA-ALDRICH C2432
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Comassie brillante blue R FLUKA 27816-25
CTAB SIGMA-ALDRICH H6269
D-Fructose SIGMA-ALDRICH 47739
D-Glucose FLUKA 49162
D-Maltose SIGMA-ALDRICH 63420
D-Lactose SIGMA-ALDRICH 61345
D-Sucrose MERCK 107.651
EDTA (EthyleneDiamineTetraAcetic acid) SIGMA-ALDRICH 077K0132
Ethanol SIGMA-ALDRICH 459844
Ethidium bromide SIGMA-ALDRICH E7637
Expand Long Template PCR System ROCHE 11681834001
Filtre (nitroseliiloz; 0.2 mm, 0.45 mm) SIGMA-ALDRICH N7892, N8267
Eupergit C Roehm GmbH & Co. gift

Gel Extraction Kit QIAGEN 28704
Glycerole MERCK 104.092
Glycine FLUKA 50049
Isoamyl alchohol SIGMA-ALDRICH 19392
Isopropyl alcohol VWR PX-183514
izopropil-B-D-1-tiyogalaktopiranozit (IPTG) QIAGEN 129921

HCl MERCK 100.314
H2504 MERCK 1007311000
KH,PO, RIEDEL 04243
Lambda DNA marker Thermo Scientific SMO0361
Methanol SIGMA-ALDRICH 550554
MgCl, MERCK 105832
Na,HPO, RIEDEL 04269

NaCl MERCK 1.06400.1000
NaOH MERCK 1.064.621.000
MRS Broth FLUKA 69966

Pfu DNA polymerase Thermo Scientific EP0501

pET 32a expression vector Lablife 69015-3
PGEM T Easy vector system Promega A1360
pGEXAT 1 expression vector Lablife 27458001
Phenole SIGMA-ALDRICH 33522
Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) SIGMA-ALDRICH P7626
Protein standart Thermo Scientific SM1811
Proteinase K QIAGEN 19131
Primerler

QlAprep spin miniprep kit QIAGEN 27104
QIAquick gel extraction kit QIAGEN 28704
Restriction Endonucleases (BamHI, Xhol) Thermo Scientific ER0051, ER0691
Rnase (100mg/ml Dnase free) QIAGEN 19101
Sodium Acetate SIGMA-ALDRICH S7899
Sodium Dodecyle Sulfate (SDS) SIGMA-ALDRICH L4509

T4 DNA ligase Thermo Scientific ELO011

Tag DNA plymerase ROCHE 1.418.432
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TEMED SIGMA-ALDRICH T-7024

Thin Layer Chromatography (TLC) plateleri (Whatman K5) WHATMAN 4861-110

Tris (hidroksimetil) aminometan MERCK 1.083.820.005
Tween 80 SIGMA-ALDRICH P 8074

Yeast ekstract MERCK 1.03753
B-mercaptoetanol SIGMA-ALDRICH M-6250
o-noftol FLUKA 70442

2.3. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlarin listesi Tablo 2.2 verilmistir.

Tablo 2.2: Kullanilan cihazlarin listesi.

Kullanilan Cihazlar Firma Adi Modeli

+4 Buzdolabi Beko D8450SM

-80 Derin Dondurucu Thermo Scientific Forma -86 ULT
Agaroz jel elektroforez sistemi Bio-Rad 170-4401
Densitometre Bio-Rad GS-607

Buz makinasi Brema DC30-10A
Calkalayicili su banyosu Altan GFL

Gug kaynagi Enduro E0303

Hassas terazi Sartorius BL210S, BL3100
Jel gorintileme sistemi Bio-Rad Gel-Doc XR
Isiticih magnetik karistirici HEIDOLPH MR Hei-Tec

MikrosantrifQj

Beckman Coulter

Microfuge 18

Nanodrop NanoDrop ND - 1000
Sogutmali santrif(j Hettich Rotanta 460R
Otoklav Varioklav 300

Protein elektroforez sistemi Bio-Rad Mini-PROTEAN TGX

Sogutmali mikrosantrifuj

Beckman Coulter

Microfuge 22R

Sonikator Bio-equip SKL1200-IIDN
Steril kabin Tez-San Clas I
Termal dongii cihazi Techne TC-412

UV spektrofotometre Shimadzu UV-1601
Vorteks Thermo Scientific M63210-33Q
inkiibatér Nive FN 500

Calkalamali inkiibator

Thermo Scientific

Forma orbital

Mikrodalga firin Vestel

MD17

Mikropipet Seti

Thermo Scientific

Finnpipette

e Primer sentezi IDT (www.idt.com) firmasindan; dizi analizi REFGEN

(Ankara) firmasindan hizmet alim1 seklinde gerceklestirildi.
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3. YONTEM

3.1. Besiyerleri

De Man, Rogosa and Sharpe Besiyeri (MRS Besiyeri): Dehidre besiyeri 51
g/L olacak sekilde distile su icinde 1sitilarak ¢o6ziildii ve cam tiiplere uygun
miktarlarda dagitildi ve otoklavda 118 °C de 10 dakika sterilize edildi. Son pH
6.4 £ 0.2 (25°C) olarak ayarlandiktan sonra 4 °C de muhafaza edildi. MRS

besiyeri icerigi Tablo 3.1 de verilmistir.

Tablo 3.1: MRS besiyeri icerigi.

Madde Miktar (g)
Dekstroz 20.0
Bakto pepton 10.0
Et suyu 8.0
Sodyum asetat 5.0
Yeast Extract 4.0
Dipotasyum fosfat 2.0
Amonyum sitrat 2.0
Tween 80 1.0
Magnezyum siilfat 0.2
Manganez siilfat 0.05

Lizojen Kati1 Besiyeri (LB Agar): 10 g bacto tryptone, 5 g yeast extract, 5 g
NaCl, 12 g agar tartilip distile su ile 1 litreye tamamlandiktan sonra pH 7 ye
ayarlanarak otoklavda 118 °C de 10 dakika sterilize edildi. Besiyeri
otoklavdan ¢iktiktan sonra 55-60 °C ye sogutulduktan sonra temiz petrilere

dokiilerek katilagsmaya birakildi. Katilasan petriler 4 °C de muhafaza edildi.

Lizojen Besiyeri (LB): 10 g bacto tryptone, 5 g yeast extract, 5 g NaCl tartilip
distile su ile 1 litreye tamamlandiktan sonra otoklavda 118 °C de 15 dakika

sterilize edilerek 4 °C de muhafaza edildi.

Siiper Optimal Besiyeri (Katabolit baskilayicilar ile) (SOC): 2 g bacto
tryptone, 0.55 g yeast extract, 0.05 g NaCl, 3.73 g KClI, 20.2 g MgCl,, 24.6 g
MgSO., 9 g glikoz tartilarak distile su ile 100 mL ye tamamlandi. Besi yeri
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0.22 pn luk steril filtreden gecirildikten sonra laminar flow da 10 mL lik
pargalara bolerek -20 °C de muhafaza edildi.

Modifiye Studier Auto-Induction Besiyeri (MSOB): 5 g yeast extract, 20 g
kazeinle parcalanmis pepton, 5 g NaCl, 6 g Na,HPOy,, 3 g KH,POy4, 12.1 g Tris
Base, 0.05 g CaCl,, 1 g siikroz; % 10 luk glukoz ¢ozeltisinden 5 mL, % 60 lik
gliserol ¢ozeltisinden 10 mL, % 8 lik laktoz ¢ozeltisinden 25 mL alinarak 500
mL saf suda ¢oziildii, HCI ile pH 6.4 a getirildikten sonra son hacim dH,O ile
1 L ye tamamlandi. Hazirlanan besiyeri, 118 °C de 10 dakika otoklavlanarak

sterilize edildi. Besiyeri 4 °C de muhafaza edildi.

3.2. Cozeltiler

% 10 Amonyum Persulfat (APS): 0.1 g amonyum persulfat (%98 w/w) 1 mL
dH,0 da ¢oziildii.

10 M Amonyum Asetat: 770 g amonyum asetat (%98 w/w) 800 mL dH,O da
¢oziildii. Son hacim dH,O ile 1 L ye tamamlandi. 0.45u luk filtre ile sterilize

edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

% 30 Akrilamid: 29 g akrilamid (%99 w/w) ve 1 g N, N'-metilenbisakrilamid
60 mL dH,O da ¢oziildi. pH nin 7 nin altinda oldugu kontrol edildi. Son
hacim dH,O ile 100 mL ye tamamland1. 0.45 p luk filtre ile sterilize edilerek 4

°C ve karanlikta muhafaza edildi.

1 M Kalsiyum kloriir (CaCl,): 54 g CaCl,.6H,0 (%99 w/w) toplam hacim
200 mL olacak sekilde dH,O da ¢oziildii. 0.22 p luk filtre ile steril edilerek -20
°C de muhafaza edildi.

0.5 M EDTA (pH 8.0): 186.1 g Na,CioH6N203.2H,0 (%99 w/w) 800 mL
dH,O da c¢oziildi. ~20 g NaOH ile pH nin 8.0 olmasi saglandiktan sonra
toplam hacim 1 L ye tamamlanip otoklavla sterilize edildi. Hazirlanan ¢ozelti

4 °C de muhafaza edildi.

10 mg/mL Etidyum Bromid: 1 g etidyum bromid (%95 w/w) son hacim
100 mL olacak sekilde dH,O da c¢oziildiikten sonra oda sicakliginda ve

karanlikta muhafaza edildi.
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1M Izopropiltio-B-D-galaktosid (IPTG) (10 mL): 2 g IPTG (%99 w/w) 8 mL
dH,0O da ¢oziildiikten sonra son hacim dH,O ile 10 mL ye tamamlandi. 0.22 pu

luk filtreler ile sterilize edildikten sonra 200 pL lik hacimlere bdliinerek -20
°C de muhafaza edildi.

1 M Magnezyum kloriir (MgCl,): 203.3 g MgCl3.6H,O (%99 w/w) 800 mL
dH,O da c¢oziildii. Son hacim 1 L olacak sekilde dH,O ile tamamlandiktan

sonra otoklavla sterilize edilerek 4 °C de muhafaza edildi.

Fenol:Kloroform: 1:1 fenol:kloroform (%99 w/w) 0.1 M Tris HCI (pH 7.6) de
¢oziindiikten sonra (0.01 M Tris HCI pH 7.6 olacak sekilde) 4 °C ve karanlikta

muhafaza edildi.

10 mM Fenilmetilsulfonilflorid (PMSF): 1.74 mg/mL PMSF (%98.5 w/w)
100 mL olacak sekilde isopropanol ile ¢oziildiikten sonra -20 °C de muhafaza

edildi. PMSF 25-4 °C ani sicaklik degisimleri ile inaktif edilebilir.

Fosfat Tuz Tamponu (PBS): 8 g NaCl (%99 w/w),0.2 g KCI (%99
w/w), 1.44 g Na,HPO4 (%99 w/w), 0.24 ¢ KH,PO4 (%99 w/w) 800 mL dH,O
da ¢oziildii. Son hacim 1 L olacak sekilde dH,O ile tamamlandiktan sonra

otoklavla sterilize edilerek 4 °C muhafaza edildi.

% 10 Sodyumdodesilsiilfat (SDS) (Sodium Lauryl Sulfate): 10 g SDS
(%98.5 w/w) 90 mL dH,O da 68 °C de ¢oziildii. HCI ile pH 7.2 e ayarlandiktan
sonra son hacim 100 mL olacak sekilde dH,O ile tamamlanarak oda

sicakliginda muhafaza edildi.

5 M Sodyumbhidroksil (NaOH): 200 g NaOH (%97 w/w) 800 ml dH,O da
coziildiikten sonra dH,O ile son hacim 1 L ye tamamlanip oda sicakliginda

muhafaza edildi.

1 M Tris: 121.1 g Tris base (%99.8 w/w) 800 mL dH,O da ¢oziildii. Cozelti
HCI ile pH 8.0 a ayarlandi. pH ayarlamasi yapilirken her 1 °C 1s1 degisiminde
~ 0.03 pH nin degistigi g6z Oniinde bulunduruldu. Son hacim 1 L olacak
sekilde dH,O ile tamamlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi. Hazirlanan

cozelti 4 °C de muhafaza edildi.
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X-gal: 20 mg 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktosid (%98 w/w), 1 mL
dimetilformamid (%99 v/v) polipropilen tiip i¢inde ¢6ziildiikten sonra -20 °C

de karanlikta muhafaza edildi.

RNase (DNase free): 10 mg RNase A (pankreatik), 10 mL, 10 mM Tris (pH
7.5), 15 mM NaCl (%99 w/w) ¢ozeltisinde ¢oziildii. 100 °C 15 dakika sterilize
edilen ¢6zelti oda sicakliginda sogutularak 200 pL lik hacimlerde -20 °C de

muhafaza edildi.

50X TAE (Tris asetat): 242 g Tris base, 57.1 mL % 99 luk asetik
asit, 100 mL 0.5 M EDTA, pH 8.0 ve 800 mL dH,0 da ¢oziildii. Son hacim 1
L olacak sekilde dH,O ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C de muhafaza

edildi.

Agaroz Jel (% 0.8): Agaroz (0.4 gr) 1XTAE (50 mL) ile karistirildi ve
mikrodalga firinda isitilarak c¢oziildii. Mikrodalgadan cikarilan agaroz jel
yaklasik 55 °C ye kadar soguyunca 2 uL etidyum bromiir (10 mg/mL) ilave
edildi.

6XDNA Yiikleme Tamponu: 25 mg bromofenol mavisi (%99 w/w) ve 25 mg
xylen cyanol FF (%75 w/w) 5 mL ddH,0O da ¢o6ziildiikten sonra iizerine 3.3 mL
gliserol (%99 v/v) eklendi. Homojen karisim elde edilinceye kadar karistirilan
¢ozelti ddH,O ile 10 mL ye tamamlanarak 1 mL lik parcalara boliinerek -20 °C
de saklandu.

S Tamponu: 1 M Tris-HCI (pH 8.0) den 20 mL (100 mM), 0.5 M EDTA (pH
8.0) dan 8 mL (20 mM), 5M NaCl den 56 ml (1.4 M), %10 CTAB tan 40 mL
(%2 vlv) steril dH,0 ile 200 mL ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C de

muhafaza edildi.

CTAB (Hekzadesiltrimetilamonyumbromid)/NaCl Cozeltisi (% 10 CTAB -
0.7 M NaCl): 4.1 g NaCl 80 mL dH,O da ¢oziildii ve lizerine yavas yavas 10 g
CTAB (%99) ilave edildi. CTAB ¢6ziinene kadar ¢ozelti 1sitild1 (~60 °C). Son

hacim 100 mL ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 4 °C de muhafaza edildi.

Proteinaz K (10 mg/mL): 5 mL gliserol, 1 M Tris-HCI (pH 8.0) den 0.1 mL,
0.029 g CaCl,, 10 mL ye steril dH,O ile tamamlandi. Hazirlanan tampon
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icerisinde 100 mg Proteinaz K c¢oziilerek 1.5 mL lik eppendorf tiiplere
dagitildi. Hazirlanan ¢ozelti —20 °C de muhafaza edildi.

3M Sodyum Asetat Tampon Cozeltisi (pH 5.5): 204.15 g CH3;COONa.3H,0
(%99 w/w), 0.1 g NaN3 400 mL dH,O da ¢oziildii. Asetik asit (%99 v/v) ile pH
s1 5.5 ye ayarlandi. Son hacim 500 mL olacak sekilde dH,O ile tamamlanarak

otoklavla sterilize edilip 4 °C de muhafaza edildi.

2M Kalsiyum Asetat Tampon Cozeltisi (pH 5.5): 64.2 g (CH3C0OO),Ca.H,0
(%99 wiw), 0.1 g NaN3 400 mL dH,O da ¢oziildii. Asetik asit ile pH 5.5 e
ayarlandiktan sonra son hacim dH,O ile 500 mL ye tamamlanip 4 °C de

muhafaza edildi.

500 mM Sodyum Fosfat Tampon Cozeltisi (pH 6.8): 39 g NaH,P0O,4.2H,0
(%99 wilw), 0.2 g NaN3; 800 mL dH,O da c¢oziildi. Uzerine 89.5 g
Na,HPO4.12H,0 eklenerek pH 6.8 e ayarlandiktan sonra son hacim dH,O ile
1 L ye tamamlanip 4 °C de muhafaza edildi.

200 mM Siikroz Tampon Cozeltisi (1 L, pH 5.5): 68.46 g siikroz (%99.5
w/w), 0.2 NaN3 son hacim 1 L olacak sekilde sodyum asetat tampon
cozeltisinde (50 mM, pH 5.5) c¢oziildi. Cozelti 0.45 p luk filtrelerle sterilize
edilerek 4 °C de muhafaza edildi.

200 mM Siikroz & Maltoz Tampon Cozeltisi (200 mL, pH 5.5): 13.69 ¢
siikroz, 14.41 g maltozmonohidrat (%99 w/w), 0.04 g NaN3; son hacim 200 mL
olacak sekilde sodyum asetat tampon ¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5) c¢oziildii.
Cozelti 0.45 p luk filtrelerle sterilize edilerek 4 °C de muhafaza edildi.

200 mM Siikroz & Laktoz Tampon Cozeltisi (200 mL, pH 5.5): 13.69 ¢
siikroz, 14.41 g laktoz monohidrat (%99 w/w), 0.04 g NaN3; son hacim 200 mL
olacak sekilde sodyum asetat tampon ¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5) c¢oziildii.
Cozelti 0.45 p luk filtrelerle sterilize edilerek 4 °C de muhafaza edildi.

200 mM Siikroz & Glikoz Tampon Cozeltisi (200 mL, pH 5.5): 13.69 ¢
siikroz, 7.21 g glikoz (%99.5 w/w), 0.04 g NaN3; son hacim 200 mL olacak
sekilde sodyum asetat tampon ¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5) ¢oziildi. Cozelti
0.45 W luk filtrelerle sterilize edilerek 4 °C de muhafaza edildi.
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200 mM Siikroz & Fruktoz Tampon Cozeltisi (200 mL, pH 5.5): 13.69 ¢
siikroz, 7.21 g fruktoz(%99.5 w/w), 0.04 g NaNj3; son hacim 200 mL olacak
sekilde sodyum asetat tampon ¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5) ¢oziildi. Cozelti
0.45 W luk filtrelerle sterilize edilerek 4 °C de muhafaza edildi.

5x ekstraksiyon Tamponu: 250 mM Tris-HCI (pH 6.4), 500 mM NacCl ve 5
mM EDTA; dH,0 ile toplam hacim 100 mL olacak sekilde ayarlandi. 0.45 n
luk filtrelerle steril edilen tampon ¢6zelti 4 °C de muhafaza edildi. Kullanim

sirasinda 1x soliisyona 1 mM DTT eklendi.

1 mM Ditiotreitol (DTT) Cozeltisi: 0.77 g DTT 70 mL dH,O icerisinde
coziildiikten sonra son hacim dH,O ile 100 mL ye tamamlanarak 4 °C de

muhafaza edildi.

50 mg/ml lizozim: 500 mg lizozim (%90 w/w) 10 ml steril ddH,O da
coziilerek 200 pL lik hacimlerde -20 °C de muhafaza edildi.

% 10 (w/v) sarkozil: 10 g sarkozil (%97 w/w) 100 mL steril ddH,O da

coziilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.

% 20 (v/v) Triton X-100: 20 mL Triton X-100, 70 mL ddH,O da ¢o6ziildiikten

sonra ddH,O ile son hacim 100 mL ye tamamlanarak 4 °C de muhafaza edildi.

TLC Plate Yiiriitme Cozeltileri:

Asetonitril/su (85/15; v/v) mono, di ve trisakkaritlerin kalitatif ve kantitatif

tayininde kullanilda.

Nitrometan/su/1-propanol (2/3/5; v/v/v) Oligosakkaritlerin kalitatif ve

kantitatif tayininde kullanildi.

Asetonitril/Etil Asetat/1-Propanol/Su (8.5/2/5/7; v/v/v/v) Oligosakkaritlerin

kalitatif ve kantitatif tayininde kullanildi.

TLC Plate Renklendirme Cozeltisi: 5 g a-naftol (%99 w/w) 950 mL etanol
(%99 w/w) icerisinde c¢oziilerek tizerine 50 mL siilfirik asit (%98 v/v) yavasca
ilave edilip 1 L ye tamamlandi. Cozelti 151k gecirmeyen bir cam sise igerisinde

4 °C de muhafaza edildi.
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4. METODLAR

Tez calismas1 Sekil 4.1 de 6zetlenmistir.

L. mesenteroides B-512 FMC-13 Glc
mutant bakterisinin gogaltiimasi

l, ’ Siikroz
"9 2

L %% | immobilize e
| &
Leuconostoc mesenteroides fKDSR-S
B-512 FMC-13 Glc
genomik DNA si
(2,038,396 bp)

Sonuglarin yayinlanmasi

immobilize fKDSR-S nin
karakterizasyonu

Genomik DNA izolasyonu

|

5 3 H H o H
I [} I A
3 5 Dekstran —C-0-c-c-cmi-g
H H H H

dsr-s geninin (4591 bp) PCR metodu
ile genomik DNA dan izolasyonu

l ) Eupergit C

fKDSR-S nin Eupergit C
matriksine immobilizasyonu

f

pGEM-T Easy (3050 bp) ’
+

dsr-s (4591 bp)

AR A MDD
%% | KDSRs | «——

TA klonlama ile dsr-s geninin
pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasi

|

AATAAAATTAATGACTAATTAATAATAATTAACATTGTTAACTTAT

fKDSR-S enzimin
karakterizasyonu

GATTTAATTGTCTATTTGAATTTCCTTGATGATATCGGCTAATTT Dekstran

izole edilen dsr-s geninin
dizi analizi ile dogrulanmasi

\l, fKDSR-S nin Uretimi
ve saflastiriimasi

BamH | Xho | 5 3

| i g s 1

® ° _— kdsr-s geninin BamH | ve

dsr-s geninin PCR mutasyon Xho | RE enzimleri ile kesilmesi
metodu ile kirpilmasi (2502 bp) (2502 bp)

BamH | Xho | PGEX-4T | (4900 bp)

kdsr-s (2502 bp)

PGEX-4T |

(4969 bp)

PGEX-4T |
(4969 bp) > kdsr-s geninin pGEX-4T |
vektoriine klonlanmasi

pGEX-4T | ifade vektérinin BamH |
ve Xho | RE enzimleri ile kesilmesi

Sekil 4.1: Tez ¢alismasinda uygulanan metodlarin 6zeti.
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4.1. L. mesenteroides B-512 FMC-13 Glc nin Uretimi

L. mesenteroides B-512 FMC-13 Glc, —80 gliserol stoktan steril pipet

ucu ile 200 ml 1:1000 oraninda kloramfenikol iceren MRS besiyerine ekildi.

Bakteri ¢ogalmasi ic¢in calkalamali inkiibatérde 130 rpm, 23 °C de 48 saat

inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerden genomik DNA izolasyonu

yapildi.

4.2. Genomik DNA izolasyonu

L. mesenteroides B-512 FMC-13 Glc susundan genomik DNA izolasyonu

icin asagidaki prosediir izlendi.

1.

Hiicre kiiltiirii nazikge c¢alkalanarak hiicrelerin besi yeri iginde esit

dagilmasi saglandiktan sonra 50 mL lik falkonlara ayrildi.

Hiicre kiiltiirii 4 °C, 2000 Xg de 15 dakika santrifiij edilerek hiicreler

coktiiriildii ve iist siv1 atildi.

. Hiicre peleti 20 mL S tampon i¢inde ¢oziildii, vakit kaybetmeden 100 uL

Proteinaz K (10 mg/mL) hiicre siispansiyonuna eklendi. Biitiin peletin

¢oziindiigiine emin oluncaya kadar karisim vortekslendi.

. 2mL % 20 SDS eklenerek karisim nazikge alt iist edildi.

. Karisim 65 °C de 1 saat inkiibe edildi. Bu siire igerisinde her 15 dakikada

bir karisim nazikge alt {ist edildi.

. Siire sonunda karisima ceker ocak i¢cinde 20 mL fenol:kloroform (1:1)

cozeltisi ilave edilerek karisim 5 dakika alt iist edildi.

Siire sonunda karisim 4 °C, 3500 Xg de 10 dakika santrifiij edildi.

. Ust s1v1 steril bir tiipe transfer edilerek 6/10 oraninda izopropanol eklendi.

Karisim nazikce alt iist edildi. Bu asamada genomik DNA pamuksu bir

yap1 seklinde tiipiin i¢inde goriiniir hale geldi.

Bir pipet yardimi ile DNA alinarak 1.5 mL lik steril bir eppendorf tiipiine
aktarildi. Tiip %70 soguk etanol ile yikandi.
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10.Oda sicakliginda tiipiin agz1 ac¢ik birakilarak DNA kurumaya birakildi.
Kurumus DNA 500 pL su igerisinde ¢oziildil.

11.Coziinmiis DNA ya 5 pL (DNase-free) RNase A (20 mg/mL stok)
eklenerek 37 °C de 30 dakika inkiibe edildi.

12.Karistma 500 pl fenol eklenerek 4 °C, 1700 Xg de 10 dakika santrifiij
edildi.

13. Ust s1v1 yeni bir tiipe aktarilarak iizerine 1/10 oraninda 3M sodyum asetat
ve 2/1 oraninda etanol eklenerek nazik¢e karistirildi. Bu asamada DNA

pamuksu bir goriiniim kazandi.

14.Bir pipet yardimi ile 1.5 mL lik steril bir eppendorf tiiptine DNA alindi.
DNA % 70 lik soguk etanol ile yikanarak kurutuldu.

15. Kurutulmus DNA 400 pL steril ddH,O ile ¢oziilerek nanodropta miktar
tayini yapildi.

4.3. Genomik DNA dan dsr-s nin izolasyonu
Bu amacg icin PCR yontemi kullanildi. Genomik DNA dan PCR ile dsr-s

genini ¢ikarmak ve sonraki islemlerde kullanmak iizere Sequencher, FastPCR

programlar: kullanilarak asagidaki primerler tasarlandi.

fleri Primer 5’-ATGCCATTTACAGAAAAAGTAATGCG-3’

Geri Primer (Xma III) 5’-AAAACGGCCGTGCTGACACAGCATTTCCATTATTATC-3°

PCR reaksiyonunun optimizasyonu amaci ile kademeli PCR yapilarak

uygun PCR kosullar tespit edildi.

Genomik DNA dan dsr-s geninin c¢ikarilmasi amaci ile gerceklestirilen
PCR reaksiyonunda kullanilan maddelerin miktarlar1 ve PCR sartlar1 Tablo 4.1

de gosterilmisgtir.
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Tablo 4.1: dsr-s geninin L. mesenteroides B-512 FMC-13 Glc susunun genomik DNA sindan
izolasyonu i¢in kullanilan PCR sartlar.

Madde Miktar (1) Uygulama Sicaklik (°C) | Siire (saniye)

10X PCR tamponu (MgCl, +) 5.0 Baslangig 94 120
Kalip DNA (123 ng/ 1) 2.0 Ayrilma 94 15 3
ijTP mix (10 mM) 7.0 Birlesme 56 30 :_§
lleri primer (10 pmol/ | 1.0
Geripprimer((1 Oppmollpp :) 1.0 Uzama 68 360 =
Ekspand long template enzim 0.75 el %4 20 :é’
Regular Taqg DNA plimeraz 0.25 Birlegme 56 30 ig
H,0 330 Uzama 68 380 «

Total 50 Sonlanma 68 600

PCR sonrasi karisim 6XDNA yiikleme tamponuyla karistirilip % 0.8 lik
low melting agaroz jelde (70 V, 90 dak) yiiriitiildii.

PCR iiriiniiniin agaroz jelden geri kazanimi QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) ile iiretici firmanin talimatlarina gore gerceklestirildi. Saflastirma
sonucunda elde edilen PCR fiiriinliniin miktarinin tespiti icin nanodrop
kullanildi. Saflastirma sonucu elde edilen PCR iiriini TA klonlamada

kullanild.

4.4. TA Klonlama

TA klonlama icin pGEM-T Easy (Promega) vektor sistemi kullanildi.
Firmanin 6nerdigi kullanim kosullarina gore klonlama gerceklestirildi. Mavi-
beyaz koloni se¢imi ile klonlama kontrol edildi. Secilen kolonilerden 6rnekler
alinarak 5 ml LB besiyerine (100 pg/ml ampisilin iceren) ekilerek 200 rpm 37
°C de 10 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda ¢ogalan hiicreler 4 °C, 2000
Xg de 15 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Ust sivi atildiktan
sonra pelete klon vektdor izolasyonu icin miniprep presediirii uygulandi.
Miniprep QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) kullanilarak iiretici firmanin

talimatlarina uygun bir sekilde gerceklestirildi.

4.5. dsr-s Geninin Dizi Analizi

Dizi analizi REFGEN (Ankara) firmasindan hizmet satin alinim1 seklinde

gerceklestirildi.
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Dizi analizi i¢in kullanilan primerler Suquencher ve FastPCR
programlart kullanilarak tasarlandi. Dizi analizi i¢in kullanilan primerlerin

listesi asagida verilmistir.

Sekans ileri primeri 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ (T7)

Sekans ileri primeri 5’-TGCAGCCCACGGTACGGATG-3’

Sekans ileri primeri 5’-GTATTCGTGTAAATGCAGTCGAC-3’ (Asp - Asn)
Sekans ileri primeri 5’-GCTGGTGGCCAATCGATGTCC-3’

Sekans ileri primeri 5’-ACAAGCTTCCAATTGGCACC-3’

Sekans ileri primeri 5’-CAGAAACTGGCTTTACACACG-3’

Sekans ileri primeri 5’-CCACAGTGGAATGAAACTAGTGAAG-3’ (Spel)
Sekans geri primeri 5’-CCGTCTGCATCAATGAATTCACC-3’

Sekans geri primeri 5’-GCTTCAACTGACACTGATCC-3’

Sekans geri primeri 5’-ATTTAGGTGACACTATAG-3’ (SP6)

4.6. dsr-s nin Kirpilmasi

DSR-S nin N-terminalinde sinyal dizi, degisken bolge ve katalitik bolge;
C terminalinde ise glukan baglama bdlgesi bulunmaktadir [Giffard et al.,
1993; Simpson et al., 1995; Vickermann et al., 1997; Russell, 1990; Monchois
et al., 1997]. Bu dizilerin uzaklastirilmast PCR mutasyon yontemi ile genin

kirpilmasi seklinde gerceklestirildi (Sekil 4.2).

B512-F Dekstransiikraz (1527 aa)

M-1 G-284 S-1118 A-1527
o [T T] il (LTI NLEERE coms
Degisken bdlge Katalitik bdlge Glukan baglama ve uzatma bélgesi
I:I:Atekran I : C tekrarni I - N tekrari
lleri primer Geri primer
852bp > < 1227 bp
5' B512-F Dextransiikraz geni (4581 bp)

Sinyal peptit Degisken bolge Katalitik bolge Glukan baglama ve uzatma bolgesi

Kirpilan bolge 2502 bp Kirpilan bdlge

Sekil 4.2: dsr-s geninin kirpma isleminin gerceklestirildigi bolge.
PCR mutasyonu yontemi ile genin kirpilmast ve sonraki klonlama

islemleri i¢in kullanilmasi diisiiniilen primerler Sequencher, Clone Manager ve
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FastPCR programlar1 kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerlerin listesi
asagida verilmistir.

fleri Primer (BamH I) :5-AAAAGGATCCTCTGGTGTGATTG-3’

Geri Primer (Xho I) :5’-CCTTTATCCTCGAGTGTAAAGCC-3’

dsr-s genini kirpmak amaci ile PCR reaksiyonunda kullanilan maddelerin

miktarlar1 ve PCR sartlar1 Tablo 4.2 de gosterilmistir.

Tablo 4.2: dsr-s geninin kirpilmasi amaci ile kullanilan PCR sartlari.

Madde Miktar (1) Uygulama Sicaklik (°C) | Siire (saniye)
10X PCR tamponu (MgCl, +) 5.0 Baslangig 94 120
Kalip DNA (157 ng/ p 1) 2.0 :
dNTP mix (10 mM Ayrima o 19 é,
_ mix (10 mM) 40 Birlesme 56 40 =
lleri primer (10 pmol/ 1) 1.0 o
— Uzama 68 150 -
Geri primer (10 pmol/ 1) 1.0
3
LA taqg enzim 0.75 Ayriima il 2 =
Regular Tagq DNA plimeraz 0.25 Birlesme 56 40 :'g
H,0 36.0 Uzama 68 180 Q
Total 50 Sonlanma 68 300

PCR sonras1 karisim 6 XDNA yiikleme tamponuyla karistiritlip % 0.8 lik
low melting agaroz jelde (70 V, 90 dak) yiiriitiildii.

PCR iiriintiniin agaroz jelden geri kazanimi1 QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) ile iiretici firmanin talimatlarina gore gerceklestirildi. Saflastirma
sonucunda elde edilen PCR f{iriiniiniin miktarinin tespiti icin nanodrop

kullanild.

4.7. Enzim Kesimi

PCR iiriinii olan kdsr-s geninin ve pGEX 4T-1 (Promega) vektoriiniin
BamH I ve Xho I restriksiyon enzimleri (RE) ile kesimi yapildi. Kesimde
Kullanilan kimyasallar, bu kiyasallarin miktarlar1 ve reaksiyon sartlar1 Tablo

4.3 verilmistir.

Tablo 4.3: kdsr-s geni ve pGEX 4T-1 vektoriiniin klonlama amagli BamH I ve Xho I restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesim sartlari.
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Madde Miktar (ul) Madde Miktar (ul)
10X Buffer (Orange) 3 10X Buffer (Orange) 3
K. Dekstransucrase (72 ng/ul) 20 pGEX-4T 1 (273 ng/ul) 5
BamH | 1 BamH | 1
Xho | 1 Xho | 1
H,O 5 H,O 20
Toplam 30 Toplam 30

Enzim kesimi 37 °C de 4 saat inkiibasyona ile gergeklestirildi.
Kesim siiresi sonunda reaksiyon karisimlart 6XDNA  yiikleme
tamponuyla karistirildi ve % 0.8 lik low melting agaroz jelde (70 V, 90 dak)

yiiriitiildii.

Elde edilen serbest form enzim kesimi iirliniinleri agaroz jelden geri
kazanimi QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) ile iiretici firmanin
talimatlarina gore gerceklestirildi. Saflastirma sonrasi miktar tayini nanodrop

kullanilarak gerceklestirildi.

4.8. Baglama Islemi
Baglama islemi icin ROCHE firmasindan temin edilen T4 DNA Ligaz

Kit sistemi kullanildi. Baglama islemi iiretici firmanin (ROCHE) kullanim

talimatlarina gore gerceklestirildi.

Baglama optimizasyonu amaci ile vektor:insert oran1 1:3 olarak secildi.
Ligasyonda kullanilan maddeler, madde miktarlar1 ve ligasyon sartlar1 Tablo

4.4 de verilmistir.

Tablo 4.4: kdsr-s geni ve pGEX 4T-1 vektoriiniin baglama sartlar: (1:3 orani).

(+) (-)

Madde Miktar (1) Madde Miktar (1)
T4 DNA ligase Buffer 2 T4 DNA ligase Buffer 2
K. Dekstransiikraz (73 ng/ 1) 75 K. Dekstransukraz (73 ng/ 1) =
PGEX-4T 1 (142 ng/ 1) 25 pGEX-4T 1 (142 ng/ n1) 25
T4 DNA ligase 1 T4 DNA ligase 1
H,0 7 H,O 14.5
Total 20 Total 20

Baglama islemi ¢calismalari buz tzerinde gergeklestirildi.

Baglama islemi oda sicakliginda 1 saat inkibasyon ile gerceklestirildi.
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4.9. Transformasyon islemi

Baglama karistmi E.coli kompetent hiicrelerine asagidaki prosediir

uygulanarak transfer edildi.

1. =80 °C den c¢ikarilan E.coli DH5a kompetent hiicreleri (90 uL) buz

tizerinde 20 dakika c¢oziildii.

2. Baglama karistmimin 10 pL si ¢oziilmiis hiicrelere pipetlenerek ilave

edildi ve buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi.
3. Karisim 42 °C lik su banyosunda 45 saniye 1s1 sokuna tabi tutuldu.

4. Is1 sokundan alinan hiicreler 60 saniye buz iizerinde tutulduktan sonra
37 °C deki SOC besiyerine (900 uL) ilave edilerek 37 °C de 225 rpm de

1 saat inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon sonunda hiicreler 2000 Xg de 5 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildi ve tiiplin dibinde 50 pL kalacak sekilde iist sivi atildi.

6. Hiicreler kalan sivida ¢oziildiikten sonra LB-agar (100 pg/mL ampisilin
iceren) platelere ekim yapilarak 200 rpm ve 37 °C de gece boyunca
biiylimeye birakildi.

7. Ertesi giin agar platelerdeki kolonilerin analizi yapildi.

4.10. Klonlama isleminin Analizi

Platelerdeki koloniler 5 ml s1ivi LB ye (100 pg/ml) ekilerek 200 rpm, 37
°C de 10 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 3500 Xg de
15 dakika santrifiij edilerek coktiiriildii. Siipernatan atildiktan sonra klon
vektorlerin izolasyonu i¢in miniprep yapildi. Bu amacla Miniprep QIAprep
Spin Miniprep Kit (QIAGEN) kullanildi. Uretici firmanin talimatlarina gore
izole edilen klon vektorlerin miktar ve kalite analizi nanodrop ile

gerceklestirildi.

pGEX 4T-1 vektoriine kdsr-s geninin basarili bir sekilde baglandigini

dogrulamak amac1 ile BamH I/Xho [ restriksiyon enzimleri kullanilarak
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restriksiyon analizi gergeklestirildi. Bu amacgla hazirlanan reaksiyon sartlari

Tablo 4.5 da verilmistir.

Tablo 4.5: pGEX 4T-1 + kdsr-s klon vektoriiniin kontrolii amaci ile yapilan enzim kesim sartlari.

Madde Miktar (ul)
10X Buffer (Orange) 1
DNA (Vektdr) 5
BamH | 0.5
Xho | 0.5
H,O 3
Toplam 10

Restriksiyon kesim karisimi kisa spin edilerek 37 °C de 90 dakika kesime
birakildi. Kesim sonrasinda karisim 6XDNA  yiikleme tamponuyla

karistirildiktan sonra % 1 lik agaroz jelde (70 V, 90 dak) yiiriitiiliir.

Klon vektor, E. coli BL21 (DE3) kompatent hiicrelerine standart

transformasyon prosediirii uygulanarak transfer edildi.

4.11. Protein Sentezi Optimizasyonu

IPTG indiiksiyonunun yiiksek maliyeti ve zahmetli prosediiriinden dolay1
modifiye ettigimiz studier auto-induction besiyerinde rekombinant E. coli
BL21 (DE3) ile protein sentezi gerceklestirildi. 1 L modifiye studier auto-
induction besiyerinin icerigi; kazein ile sindirilmis pepton (20 g), yeast extract
(5 g), NaCl (5 g), Na,HPO, (6 g), KH,PO4 (3 g), glikoz (0.5 g), laktoz (2 g),
gliserol (6 mL), Tris base (12.1 g), siikroz (0.0-2.0 g), CaCl, (0.05 g) olarak
tespit edildi. Klon vektorii tasiyan rekombinant E. coli BL21 (DE3) 37 °C de
200 rpm de ampisilin iceren (5 nL, 1 g/ml) 5 mL lik LB besiyerinde gece
boyunca ¢ogalmaya birakildi. Ertesi sabah ¢ogalmis olan kiiltiirden, modifiye
studier auto-induction besiyerlerine [pH (6.0-7.2), siikroz (0.0-0.4 g), (200
mL)] farkli miktarlarda (0.2-4 mL) ekim yapilarak 200 rpm de farkli
sicakliklarda (18-28 °C) 12 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

Ekim aninda, 2., 4., 6., 8., 10. ve 12. saatlerde olmak iizere 1 er mL 7
ornek alinarak protein sentez miktarinin tespiti i¢cin % 12 lik SDS-PAGE
protokolii uygulandi. Boylece zamana bagli protein sentez miktar1 nitel olarak

tespit edildi.
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Ayni siirecte aktivite tayini 12 saat boyunca her saat olmak tizere 10 mL

12 ornek alindi. Bu Ornekler hem hiicre miktarinin hem de enzim aktivite

miktarinin tespiti i¢in kullanildi. Hiicre miktar1 UV spektrofotometrede Agoonm

dalga boyunda OD o6l¢iimleri ile tespit edildi. Hiicre miktar1 tayininden sonra

alinan orneklere asagidaki protein saflastirma prosediirii uygulandi.

1.

Alinan 6rnekler 3500 Xg de 15 dakika 4 °C de satrifiij edildi. Ust s1v1

atildiktan sonra hiicre peleti —80 °C de hizli dondurulmaya birakildi.

. Dondurma isleminden sonra gram pelet basina 3 mL olacak sekilde 1X

ektraksiyon tamponu eklendi ve pipetlenerek pelet ¢oziindii.

. Karistma 1 pug/mL olacak sekilde lizozim ve 1:500 PMSF eklendi.

. Karisim 30 dakika buz iizerinde inkiibasyona birakildi. Her 5 dakikada

bir tiip alt iist edildi.

. Siire sonunda % 1 son konsantrasyon olacak sekilde sarkozil eklendi.

. Karisima buz iizerinde 50 W, 20 kHz de 5X (10 saniye sonikasyon 30

saniye bekleme) sonikasyon uygulandi.

Sonikasyon sonrasinda karisima % 1 Triton-X100 eklenerek tiip alt iist

edildi.
Karisim 8,000 Xg de 20 dakika 4 °C de santrifiij edildi.

Hiicre peleti uzaklastirildiktan sonra elde edilen iist sivilar enzim

aktivitesi i¢in kullanildi.

Enzim aktivitesinin tespiti i¢in standart aktivite tayini kullanildi.

4.12. KDSR-S Enziminin Miktar Tayini

SDS-PAGE analizinde, iist siv1 i¢indeki protein bantlarinin biiyiikliikleri

kontrol edildiginde fKDSR-S nin disinda yiiksek miktarda 100 kDa dan daha

biiyiik protein bulunmadigi tespit edildi. Daha dogru bir sonuc¢ elde etmek

amaci ile Amicon ultra-15 centrifugal filter unit with ultracel-100 membrane

kullanilarak hem protein konsantrasyonu hem de ikinci bir saflastirma islemi
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gerceklestirildi. Saflastirma sonrasinda elde edilen iiriin % 12 lik SDS-PAGE
ile kontrol edildi.

Saflagtiritlan fKDSR-S miktar tayini, Thermo Scientific firmasindan
temin edilen Pierce BSA Protein Assay Kit ile iiretici firmanin tavsiye ettigi

protokole uygun olarak ELISA plateler kullanilarak gerceklestirildi.

4.13. Kantitatif Karbohidrat Tayini

Kantitatif karbohidrat tayini icin ince tabaka kromatografisi (TLC)
metodu kullanildi. Fruktoz tayini icin, standart c¢ozelti ve Orneklerden
Hamilton mikrosiringa ile 1 er pL alinarak Whatman K5 TLC tabaka iizerine
damlarild1 ve kurutuldu. Mono, di ve trisakkaritlerin Whatman K5 TLC tabaka
tizerine yiriitiilmesi amaciyla asetonitril/su (85/15 v/v) cozelti sisteminde iki
kez yiiriitiildii. Oligosakkaritlerin Whatman K5 TLC tabaka {izerinde
yliriitiilmesi amaciyla nitrometan/su/1-propanol (2/3/5 v/v/v) ¢ozelti sistemi ile
tic kez TLC tabakanin iicte ikisine kadar yiiriitiildiilkten sonra, asetonitril/su
(85/15 v/v) ¢ozelti sisteminde ise iki kez TLC tabakasinin {iist sinirina kadar
yiriitiildii. Karbohidratlarin goriiniirliigiiniin saglanmasi i¢in TLC tabakasi,
icinde % 5 siilfiirik asit ve % 0.5 o-naftol igeren etanol ¢ozeltisine daldirilip
110 'C de 10 dakika 1sitildi. Karbohidratlarin kantitatif tayinleri TLC
densitometre metodu kullanilarak gergeklestirildi [Robyt et al.,1994; Pukl and
Prosek, 1990].

4.14. fKDSR-S ve Immobilize fKDSR-S nin Aktivite
Tayini

Serbest (1 mL) veya immobilize enzim (0.45 g), CaCl, (18 mM) ihtiva
eden sodyum asetat tampon cozeltisinde (50 mM, pH 5.5), siikrozla (200 mM)
25 °C de, 30 dakika boyunca ¢alkalamali su banyosunda (200 rpm) muamele
edildi. Reaksiyon sonunda alinan numune (200 pL), saf suya (800 puL) ilave
edilerek 10 dakika kaynatildi. Reaksiyonda olusan fruktoz miktari, TLC
metodu kullanilarak tayin edildi. Aktivite (IU), CaCl, (18 mM) iceren asetat
tampon ¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5) siikrozla (200 mM) 25 °C de 1 umol D-

fruktoz iireten enzim miktar: olarak tanimlanda.
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4.15. Optimum Sicakhk, pH ve Kinetik Parametrelerin
Tespiti

Km, Vm, optimum sicaklik ve pH her bir faktor icin farkli sartlar [pH

4.0-7.0; sicaklik 15-40 °C; siikroz (10-500 mM)] kullanilarak fKDSR-S veya

immobilize fKDSR-S i¢in aktivite tayini ile tespit edildi. Km ve Vm tespiti

icin, 10-50 mM siikroz kullanildi. Kinetik parametrelerin tayininde

Lineweaver-Burk grafiginden faydalanildi.

4.16. Sicakhk ve pH Kararhhginin Tespiti

Kararliligin tespiti i¢cin fKDSR-S (1 mL) veya immobilize fKDSR-S
(0.45 g) farkli pH (4.0-7.0) veya sicakliklarda (15-40 °C) 120 dakika tutuldu.
Siire sonunda enzim aktiviteleri standart aktivite tayin metodu kullanilarak
tespit edildi. Bu calismalar sirasinda, sodyum asetat (50 mM, pH 4.0-5.5) ve
sodyum fosfat tampon ¢ozeltileri (50 mM, pH 6.0-7.0) kullanildi.

4.17. Tampon Cozelti Cesitlerinin Enzim Aktivitesine

Etkisi

Tampon ¢ozeltiler ve konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi {izerine olan
etkilerinin tespit edilebilmesi i¢in farkli konsantrasyonlara sahip (25-750 mM)
kalsiyum ve sodyum asetat tampon coOzeltilerinde enzim aktiviteleri 6lciildii.
Enzim aktivitesine kalsiyum kloriiriin etkisinin tespit edilebilmesi igin ise
kalsiyum kloriir (2-20 mM) iceren sodyum asetat tampon c¢ozeltilerinde (50

mM, pH 5.5) enzim aktiviteleri tayin edildi.

4.18. Dekstran ve Akseptor Reaksiyonlari

Dextran biyosentezi i¢in DSR-S (15 IU), fKDSR-S (15 IU) veya
immobilize fKDSR-S (15 IU), CaCl, (18 mM) ihtiva eden sodyum asetat
tampon ¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5), siikrozla (200 mM) 25 °C de, 12 saat
calkalamali su banyosunda (200 rpm) muamele edildi. Akseptor
reaksiyonlarinin tespiti i¢gin DSR-S (15 IU), fKDSR-S (15 IU) veya
immobilize fKDSR-S (15 IU), CaCl, (18 mM) ihtiva eden sodyum asetat
tampon c¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5), siikroz (200 mM) ile birlikte 200 mM
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akseptor madde (maltoz, laktoz, glikoz veya fruktoz) konularak, 25 °C de, 12

saat calkalamali su banyosunda (200 rpm) muamele edildi.

4.19. Immobilizasyon Optimizasyonu

Enzim immobilizasyonunun matriks miktari, tampon konsantrasyonu,
pH, sicaklik ve immobilizasyon siiresi gibi parametrelere bagli oldugu
bilinmektedir [Boller et al., 2002]. Bu nedenle fKDSR-S nin immobilizasyonu
icin matriks miktarlar1 (100-2000 mg), tampon konsantrasyonu (50-2000),
inkiibasyon siiresi (3-15) ve pH (4.0-7.0) degiskenleri ayr1 ayr1 kontrol edildi.

4.20. immobilizasyon

Immobilizasyon, fKDSR-S (1 mL; 30.6 IU) ve Eupergit C 250L (400 mg)
karistminin kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisinde (5 mL, 300 mM, pH:5.5) 4 °C
de, 150 rpm de, 6 saat muamele edilmesi ile gerceklestirildi. Daha sonra
reaksiyon karigimina BSA (200-750 ng) eklenerek 4 °C de, 150 rpm de, 24
saat muamele edilerek Eupergit C 250L iizerindeki serbest epoksi gruplari
uzaklastirildi. Siire sonunda vakum altinda sinter cam filtreler kullanilarak,
matriks kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi (10 mL, 100 mM, pH 5.5) ve dH,0
ile yikandi.

4.21. immobilize fKDSR-S nin Reaksiyon ve Depolama

Kararhhg

Immobilize enzimin reaksiyon kararliigi 15 kez tekrarlanan
reaksiyonlardan sonra enzim aktivitesinin Olciilmesiyle izlendi. Depolama
kararlilig1 ise her iki giinde bir enzim aktivitesinin 35 giin siiresince
Olgiilmesiyle belirlendi. Bu siire boyunca immobilize enzim kalsiyum asetat

tampon ¢ozeltisinde (10 mL, 300 mM, pH 5.5), buzdolabinda (4 °C) saklandi.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Dekstransiikraz; dekstran biyosentezinin yaninda izomaltooligosakkarit
ve panoz gibi bir kisim prebiyotiklerin sentezini gerceklestiren ve endiistriyel
olarak c¢ok biiyilk oneme sahip bir enzimdir. Bu c¢alismada, Leuconostoc
mesenteroides B-512 FMC bakterisinin sahip oldugu dekstransiikraz geninin
C-terminal bolgesindeki glukan baglanma bolgesi ve N-terminaldeki sinyal
peptit ve degisken bolge kisimlari1 kirpildiktan sonra vektor kokenli GST
proteini ile fiizyon haline getirilmesi ile yeni ve aktif bir dekstransiikraz
enzimi iretildi. Dekstran uzamasini ve dekstranin enzim iizerine baglanmasini
saglayan glukan baglama bolgesinin gen miihendisligi ile kesilmesi, yeni
dekstransiikrazin daha yiiksek miktarda oligosakkarit sentezlemesine
yonlendirilmesinin yaninda sinyal peptit ve degisken bolgenin kesilmesi yeni

enzimin E. coli tarafindan daha yiiksek miktarda iiretilmesini saglamistir.

Dekstransiikrazin kovalent immobilizasyonu bu giine kadar yiiksek basari
ile gerceklestirilememistir. Bu basarisizligin iki ©6nemli nedeni wvardir.
Bunlardan birincisi enzimin etrafindaki dekstran maskesi, ikincisi ise enzimin
aktif merkezinde bulunan lizin, aspartik ve glutamik asit rezidiilerinin
immobilizasyon matriksindeki reaktif gruplarla etkilesimi sonucu enzimin
aktivitesini yitirmesidir. Enzimin C-terminaldeki glukan baglama bdolgesinin
kirpilmas: ile enzim etrafindaki dekstran maskesinin onemli Olc¢iide ortadan
kaldirilmas: ve N-terminaline GST proteini ile birlikte 19 lizin, 34 karboksil
ve 4 sistein rezidiisiiniin eklenmesi sonucu immobilizasyon matriksindeki
reaktif gruplarin enzimin aktif bolgedeki amino asit rezidiileri ile etkilesiminin
onemli dlciide azaltmasi sonucu enzimin kovalent immobilizasyonu yiiksek bir
basar1 ile gerceklestirildi (immobilizasyon verimi: %100, aktivite verimi:
%83.3). 1980 li yillardan bu yana dekstransiikrazin kovalent immobilizasyonu
ile ilgili yapilan bircok calismalarda en yiiksek %13 aktivite veriminin elde
edilmis olmasi ve Kaboli ve Reilly nin bir ¢ok farkli metod ve matriksi
denedikten sonra O©nemli bir basariya ulasamayarak “dekstransiikraz
immobilizasyonu oldukg¢a gii¢ bir enzimdir” sonucuna varmalar1 bu ¢alismanin
Onemini ortaya koymaktadir [Kaboli and Reilly, 1980; M. Alcalde et al.,
1999].



51

5.1. Genetik Cahsmalar

B512-F Dekstransiikraz 1n rekombinant sistemlerde iiretiminin artirilmasi
ile birlikte akseptort reaksiyonlarina yonlendirilmesinin ve kovalent
immobilizasyonuna engel olan sebeplerin ortadan kaldirilmasi1 amaci ile gen
mithendisligi teknikleri kullanilarak yeni bir enzim iretildi. Boylece gen
biiyiikliigi 4581 olan dsr-s 852 bp N-terminalden ve 1227 bp C-terminalden
olmak {iizere toplam 2079 bp kirpilarak 2502 bp biiyiikliigiine indirildi (Sekil
5.1a-b). Dolayisiyla 1527 aa biiyiikliigiindeki DSR-S; 284 aa N ve 409 aa C-
terminalden kirpilarak, ~180 kDa olan enzim boyutu, 93 kDa kadar diisiiriildi
(GST proteiniyle birlikte ~120 kDa) (Sekil 5.2).

PCR (riinG
(dsr-s)
pGEX 4T-1
B § PCR diriini
» PCR Urlind
(tdsr-s)

i
9]
X
=
5]
=

o (tdsr-s)

4581

2502

i el

a b

Sekil 5.1: PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii [a: dsr-s (226 ng/pul), b: tdsr-s (97 ng/ul)].

fKDSR-S g DSR-S g
_,l_r% | |, r% e
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- 55
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Sekil 5.2: fKDSR-S ve DSR-S nin SDS-PAGE goriintiisii.
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Gen ve mutasyon tespiti i¢in yapilan dizi analizi sonucunda NCBI
587695 GI numarali referans dizisi ile yalnizca 2742 pozisyonunda A-C

sessiz mutasyonu disinda bir degilikligin olmadig1 tespit edildi.

fKDSR-S nin bazi1 6zellikleri Tablo 5.1 de verilmistir.

Tablo 5.1: fKDSR-S karakterizasyonu.

Toplam amino asit sayisi 839 —
Proteinin toplam agirligi 93 kd % 3
O | ®
Proteinin izoelektrik noktasi| 3.90 212
G| @
5|2 g |2
o | > = | g
g3 g5
8| Ala| 78
o | o
£ | £ Met| 16
E | €
< | < Pro| 24
Asn| 61 Phe| 27
GIn| 55 Nonpolar amino asitler Gly| 50
Polar amino asitler Ser| 66 lle | 37
Thr| 73 Val | 52
Tyr| 49 Trp| 13
Lys| 24 Leu| 61
Bazik amino asitler Arg| 21 . ) ) Asp| 81
- Asidik amino asitler
His | 12 Glu| 39

Genetik olarak dsr-s kirpildiktan sonra pGEX 4T-1 vektoriine klonlandi
(Sekil 5.3). Klonlama analizi agaroz jel elektroforezi ile dogrulandi (Sekil
5.4). Bu klonlama ile birlikte kdsr-s geninin 5’ ucuna gst gen parcasi eklendi.
fKDSR-S nin aktivitesi 30.6 IU/mL ve spesifik aktivitesi 122.4 TU/mg protein
olarak tespit edildi. Protein saflastirilmasi i¢in kullanilan GST proteininin
enzimin aktivitesi lizerinde hi¢ bir etkisinin olmadig1 tespit edildi. Bununla
birlikte 21 lizin, 18 aspartik asit, 16 glutamik asit ve 4 tane sistein rezidiisiiniin
enzime eklenmesini sagladi. Bu islem, enzimin Eupergit C 250L matriksine
basarili bir sekilde kovalent olarak immobilize edilmesini sagladi (100%
immobilizasyon verimi, 83.3% aktivite verimi). Bu kadar yiiksek basar1 hali
hazirda rapor edilmemistir. GST proteini enzimden uzaklastirildiktan sonra
KDSR-S optimum kosullarda Eupergit C 250L ile immobilize edildiginde
immobilizasyon verimi %100 olmasina ragmen aktivite verimi %3 gibi ¢ok
diisik bir degerde kaldi. Bu sonu¢ GST proteininin fonksiyonunu acikca

gostermektedir.



53

i C
[} [}
s 4
< =
© ©
= =

Sekil 5.3: kdsr-s geninin ve pGEX 4T-1 vektoriiniin BamH [ ve Xho I restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesildikten sonra % 1 lik agaroz gel goriintiisii [kdsr-s: 2648 bp (73 ng/uL), pGEX 4T-1:
4942 bp (242 ng/uL)].

Marker
Marker
1. Ornek
2. Ornek

pGEX 4T-1 (4969 bp)

kdsr-s (2502 bp)

Sekil 5.4: pGEX 4T-1 + kdsr-s vektoriiniin BamH I ve Xho I restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesildikten sonra agaroz gel elektroforez goriintiisii.

Monchois, Moulis ve Monsan nin yaninda bir ¢ok arastirmaci
dekstransiikrazin kirpilmasi ile ilgili calismalar yapmislardir. Monchois ve
ark. ilk olarak 1998 yilinda enzimin C-terminal ucunu 83, 133, 170 ve 212 aa
biiyiikliigiinde kademeli olarak kirparak 4 farkli boyutta dekstransiikraz elde
ettiler. Elde ettikleri bu mutant enzimleri sirasiyla DSR1, DSR2, DSR3, ve
DSR4 olarak isimlendirdiler. Kirpma boyuna bagli olarak enzim aktivitesinin
kademeli olarak azaldigin1 ve DSR4 iin hi¢ bir aktiviteye sahip olmadigini
tespit ettiler [Monchois et al., 1998]. Moulis ve ark. 2006 yilinda yaptiklari
calismada ise enzimi hem N (152 aa) hem de C-terminalden (77 aa) kirparak

elde ettikleri mutant enzimin, ayn1 sartlarda sentezlenen dogal enzyme gore 30



54

kat daha fazla aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Bu enzimin sentezledigi
dextranin dogal enzimin iiriinii ile ayn1 oldugunu belirtmislerdir [Moulis et al.,
2006]. Monsan ve ark. 2007 yilinda yaptiklar1 kirpma calismalarinda DSR-S
vardel AAN, DSR-S vardel A3, DSR-S vardel Core, and DSR-S core AA olarak
isimlendirdikleri bes farkli boyutta derkstransiikraz elde etmislerdir. En kii¢iik
aktif boyuta sahip olan mutant enzim DSR-S core AA 881 aa biiyiikliigiindedir
[Monsan et al., 2007]. Bu tez calismasinda iiretilen aktif enzimin boyutu,
Monsan 1n en kiiciik boyuttaki aktif dekstransiikrazindan 49 aa daha diistiktiir.
Bu sonu¢ dekstransiikraz katalitik bolgesinin 832 aa ya da daha Kkiigiik

oldugunu gostermektedir.

5.2. Protein Sentezinin Optimizasyonu
GST ile fiizyon edilmis KDSR-S enziminin (fKDSR-S) E. coli BL21

(DE3) susunda iiretimi; baslangicta ekilen hiicre miktari, inkiibasyon siiresi,
besiyeri pH s1 ve ortam sicakligr faktorleri bakimindan optimize edildi.
Rekombinant E. coli nin iireme miktar1 en iyi 28 °C ve 7.2 pH da olmasina
ragmen en yiikksek aktiviteye sahip enzim miktar1 22 °C ve 6.4 pH da
gerceklesti (Grafik 5.1a-a’-b-b’). Mediumdaki siikroz miktarinin rekombinant
E. coli iiremesine etkisi ¢cok az olmasina ragmen 1 L mediumda 1 g siikrozun
aktif enzim iiretimini ~%35 arttirdig: tespit edildi (Grafik 5.1c-c’). Baslangicta
ekilen hiicre miktarinin hem hiicre ¢ogalmasi1 hem de aktif enzim iiretimine
etkisinin oldukca yiiksek oldugu tespit edildi. En iyi rekombinant E. coli
tiremesi 1:50 baslangi¢c konsantrasyonu oldugu tespit edilmesine ragmen en
yiiksek aktif enzim iiretimi 1:100 baslangi¢c konsantrasyonu oldugu tespit
edildi (Grafik 5.1d-d’). Boylece modifiye studier auto-induction medium
kullanilarak en yiiksek aktif enzim iiretiminin 1:100 baslangi¢c konsantrasyonu
kullanilarak 22 °C, pH 6.4 ve 10 saat inkiibasyon sonucunda oldugu tespit
edildi.
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Grafik 5.1: E. coli BL21 (DE3) rekombinant bakterisinin iireme egrisi ve fKDSR-S aktivitesi.
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a: pH 6.4 de modifiye studier auto-induction besiyerinde, %ol siikroz konsantrasyonunda, sicakligin
recombinant E. coli iiremesine etkisi; a’: pH 6.4 de modifiye studier auto-induction besiyerinde, %ol
siikroz konsantrasyonunda, sicakliin fTDSR-S aktivitesine etkisi. Enzim aktivite tayini standard

assay metod ile gerceklestirirldi (-M-: 18, -0O-: 20, -@-: 22,
de, modifiye studier auto-induction besiyerinde, %ocl siikroz
E. coli iiremesine etkisi; b’: 22 °C de, modifiye studier
konsantrasyonunda, pH nin fTDSR-S aktivitesine etkisi (-H-

-O-: 24, -A-: 26, -A-:28°C). b: 22 °C
konsantrasyonunda, pH nin recombinant
auto-induction besiyerinde, %ol siikroz
:6.0,-0-: 6.4, -@-: 6.8, -O-: 7.2 pH). c:
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pH 6.4 de, 22 °C de, modifiye studier auto-induction besiyerinde, siikroz miktarinin recombinant E.
coli iiremesine etkisi; ¢’: pH 6.4 de, 22 °C de, modifiye studier auto-induction besiyerinde, siikroz
miktarinin fTDSR-S aktivitesine etkisi (-M-: 0.0, -0O-: 0.5, -@-: 1.0, -O-: 1.5, -A-: 2.0 g/L siikroz).
d: pH 6.4 de, 22 °C de, modifiye studier auto-induction besiyerinde, %ol siikroz konsantrasyonunda,
baglangicta ekilen hiicre miktarinin recombinant E. coli iiremesine etkisi; d’: pH 6.4 de, 22 °C de,
modifiye studier auto-induction besiyerinde, %ol siikroz konsantrasyonunda, baslangicta ekilen hiicre
miktarinin fTDSR-S aktivitesine etkisi (-M-: 1:1000, -O0-: 1:500, -®-: 1:200, -O-: 1:100, - A-: 1:50).

Optimum sartlarda (22 °C, pH 6.4, 1:100 baslangic konsantrasyonu,
modifiye studier auto-induction besiyerinde), zamana bagli olarak iiretilen

fKDSR-S nin miktar1 SDS-PAGE metodu kullanilarak tespit edildi (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5: Modifiye Studier Oto-induction indiiklemesi sonucu zamana bagli fKDSR-S iiretimi.

Hiicredeki protein miktari, hiicre lizati, iist sivi ve Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Unit with Ultracel-100 membranlar1 kullanilarak yapilan
saflastirma ile elde edilen saf fKDSR-S miktarlar1 nitel olarak SDS-PAGE ile
tespit edildi (Sekil 5.6). Bradford assay yontemi kullanilarak yapilan nicel
analizde iist s1vi ve saflastirma sonucu elde edilen saf fKDSR-S miktarlari

sirastyla ~830 ng/mL ve ~250 ng/mL protein oldugu tespit edildi.

Saflastirma
sonrasl

-
©
N
)
2
S
=
T

Ust sivi

fKDSR-S

Sekil 5.6: Optimum sartlarda modifiye studier oto-induction besiyerinde iiretilen rekombinant E. coli
hiicre pelleti, iist siv1 ve saflagtirma sonucu elde edilen fKDSR-S miktarlar.
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Optimum kosullarda iiretilmis olan fKDSR-S nin hiicre lizat aktivitesi
(6330 U L'lkmmr) DSR-S nin hiicre lizat aktivitesinden (~ 180 U L'lkmtﬁr) 35 kat
daha fazla oldugu tespit edildi. Bu aktivite ayni zamanda daha Once rapor
edilmis olan L. mesenteroides NRRL B-512F (5850 U L'lkmmr) [E. Fabre et al.,
2005], L. mesenteroides NRRL B-1355 alternansucrase (661 U L'lkmmr) [G.
Joucla et al., 2006], L. mesenteroides NRRL B-1299 (580 U L'lkmmr) [C.
Moulis et el., 2006] sonuclarindan yiiksektir.

5.3. fKDSR-S nin Karakterizasyonu

Fiizyon proteinin molekiiler agirligi 118.974 kDa olarak tespit edildi.
Enzim dekstran biyosentezini ve akseptdr reaksiyonlarini etkili bir sekilde
gerceklestirmektedir. Enzimin kirpilmasi ve GST ile birlestirilmesi, enzim
optimum sicaklik ve pH sinda bir degisiklige sebep olamdigi tespit edildi.
Optimum sicaklik ve pH, DSR-S ve fKDSR-S igin sirasiyla 25 °C ve 5.5
olarak belirlendi (Grafik 5.2-3). Bununla birlikte enzimin kirpilmasi ve GST
ile birlestirilmesi, enzimin sicaklik ve pH kararliliginda olumsuz bir etkiye
sebep oldugu tespit edildi. 30 °C de DSR-S aktivitesinin ~%90 nin1 korurken,
fKDSR-S aktivitesinin tiimiinii yitirdigi tespit edildi (Grafik 5.4). pH 6.0 da,
DSR-S aktivitesinin ~%85 ini korurken, fKDSR-S aktivitesinin ~%10 unu
korudugu gozlemlendi (Grafik 5.5).
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Grafik 5.2: Enzim aktivitesine sicakligin etkisi (fTDSR-S -®-, DSR-S -Q-).

Herbir enzim i¢in aktivitenin en yiiksek degeri %100 olarak kabul edildi.
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Grafik 5.3: Enzim aktivitesine pH nin etkisi (fTDSR-S -®-, DSR-S -O-).

Herbir enzim i¢in aktivitenin en yiiksek degeri %100 olarak kabul edildi.
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Grafik 5.4: Enzim kararliligina sicakligin etkisi (fTDSR-S -®-, DSR-S -O-).

Herbir enzim i¢in aktivitenin en yiiksek degeri %100 olarak kabul edildi.
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Grafik 5.5: Enzim kararliligina pH nin etkisi (fTDSR-S -®-, DSR-S -O-).

Herbir enzim i¢in aktivitenin en yiiksek degeri %100 olarak kabul edildi.
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Substrat konsatrasyonunun enzim aktivitesi ilizerine etkisi incelendiginde 200
mM a kadar enzim aktivitesinin arttig1 fakat 300 mM dan sonra siikrozun

enzim inhibisyonu tespit edildi (Grafik 5.6).
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Grafik 5.6: Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi.

Enzim aktivitesinin en yiiksek degeri %100 olarak kabul edildi.

fKDSR-S dekstran biyosentezini ve akseptOor reaksiyonlarimi etkili bir
sekilde katalizlemektedir (Sekil 5.7). Yapilan analizler sonucu fKDSR-S nin
akseptor reaksiyonlarim1i dogal enzime gore daha etkili gerceklestirdigi
bulunmustur. Eger maltoz, laktoz, glikoz ve fruktoz akseptor olarak
kullanilirsa fKDSR-S, DSR-S ye gore sirasiyla 13.0, 5.8, 7.9, 2.8 kat daha

fazla akseptor iiriin sentezledigi tespit edilmistir.
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fKDSR-S Standard DSR-S
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Sekil 5.7: fKDSR-S ve DSR-S enzimlerinin dekstran ve akseptor tiriinlerinin TLC analizleri.

a: referans, b: substrat olarak sadece siikroz kullanildiginda olusan iiriinler, c: akseptor olarak maltoz
kullanildiginda olusan iiriinler, d: akseptor olarak laktoz kullanildiginda olusan iirtinler, e: akseptor
olarak glikoz kullanildiginda olusan iirtinler, f: akseptor olarak fruktoz kullanildiginda olusan iiriinler
(IGn: n Glikoz birimlerinden olusan oligosakkaritler).

Bir¢cok katyonun dekstransiikraz aktivitesi iizerinde etkisi oldugu
bilinmektedir [Miller and Robyt et al., 1986; Kitaoka and Robyt et al., 1999].
Bu calismada, sodyum asetat, kalsiyum asetat ve kalsiyum kloriiriin enzim
aktivitesi iizerindeki etkisi incelendi. 150 mM a kadar kalsiyum asetat

tamponunun enzim aktivitesini yaklasik olarak %7 artirdigi tespit edildi. Bu
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degerden sonra kalsiyum asetatin enzim iizerinde inhibisyon etkisi gozlendi
(Grafik 5.7). 100 mM a kadar sodyum asetat taponunun enzim aktivitesinde
%17 lik artisa sebep oldugu tespit edildi (Grafik 5.7). Her iki tampon igin,
optimum kosullarda (sodyum asetat i¢cin 50 mM, kalsiyum asetat i¢in 150
mM), enzim aktivitesinin kalsiyum asetat tamponunda daha yiiksek oldugu
gozlemlenmesine ragmen, 50 mM sodyum asetat tamponuna 18 mM kalsiyum
kloriir eklenmesi enzim aktivitesini ~%20 oraninda artirdig1 tespit edildi

(Grafik 5.8-9).
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Grafik 5.7: Kalsiyum asetat (-®-) ve sodyum asetat (-O-) tampon ¢dzelti konsantrasyonlarinin enzim
aktivitesi lizerine etkisi.

Herbir tampon ¢ozelti i¢in en yiiksek enzim aktivitesi %100 olarak kabul edildi.
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Grafik 5.8: Kalsiyum kloriir (a) ve tampon ¢ozeltilerin (b) enzim aktivitesi lizerine etkisi.

Herbir tampon ¢6zelti icin en yiiksek enzim aktivitesi %100 olarak kabul edildi.
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Grafik 5.9: Tampon ¢ozeltilerin enzim aktivitesi lizerine etkisi.

Herbir tampon ¢dzelti i¢in en yiiksek enzim aktivitesi %100 olarak kabul edildi. -®-: Sodyum asetat
tampon ¢o6zeltisi (50 mM), -O-: Kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi (150 mM), -A-: I¢inde 18 mM
CaCl, bulunan sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (50 mM).

Kinetik parametreler Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak tespit edildi
(Grafik 5.10). fKDSR-S i¢in Km ve Vmax degerleri sirasiyla 25.5 mM siikroz

ve 0,96 pmol fruktoz.dak.™ olarak tespit edildi. Dogal enzimin Km degeri 16
mM siikrozdur [Kim and Robyt, 1994].
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Grafik 5.10: fKDSR-S i¢in Lineweaver—Burk grafigi.

5.4. fKDSR-S nin Eupergit C 250L ye immobilizasyonu

Eupergit C 250L ye enzim immobilizasyonunun matriks miktari, pH,
tampon c¢ozelti konsantrasyonu, sicaklik ve immobilizasyon siiresi gibi
parametrelere bagli oldugu bilinmektedir [Boller et al., 2002]. Bu nedenle

calisma, immobilizasyona etki eden parametreler calisilarak optimize edildi.
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Bu tez calismasinda Eupergit C ve Eupergit C 250L immobilizasyon
matriksi olarak kullanildi. Her iki matriksin immobilizasyon verimleri %100
olmasina ragmen optimum kosullarda Eupergit C 250L matriksinin aktivite
verimi (%83.3), Eupergit C matriksinin aktivite veriminin (%47.2) yaklasik
1.8 kat1 olmasindan dolay: biitiin immobilizasyon ¢aligsmalar1 Eupergit C 250L
ile gerceklestirildi (Sekil 5.8). Eupergit C iizerindeki oksiran gruplarinin
Eupergit C 250L ye gore 3 kat daha fazla olmasi, fazla oksiran gruplarinin
enzimin aktif merkezdeki amino asit rezidiileri ile reaksiyona girerek enzim

aktivitesini azaltmasi bu sonucun ortaya ¢ikmasini diisiindiirmektedir.

Fruktoz —> g .

Glikoz =
Slkroz = =&

Maltoz —> .
Dextran —>

Sekil 5.8: Eupergit C 250L ve Eupergit C matrikslerine immobilize edilen fKDSR-S nin katalizledigi
maltoz akseptor reaksiyonlarinin ince tabaka kromatosrafisi (TLC).

Reaksiyonlar, CaCl, (18 mM) ihtiva eden sodyum asetat tampon ¢6zeltisinde (50 mM, pH 5.5), siikroz
(200 mM) ve maltozla (200 mM) 25 °C de, 30 dakika boyunca ¢alkalamali su banyosunda (200 rpm)
gerceklestirildi.

a: referans (fruktoz, glikoz, siikroz, maltoz); b: Eupergit C 250L matriksine immobilize edilen
fKDSR-S nin iiriin kompozisyonu; c: Eupergit C matriksine immobilize edilen fKDSR-S nin {iriin
kompozisyonu; d: referans (fruktoz).

fKDSR-S nin (250 ng) immobilizasyonu icin farkli matriks miktarlari
(0.1-2 g) calisildi. Calisma sonunda 400 mg matriksin immobilizasyon i¢in en

uygun matriks miktar1 oldugu (%83.3 aktivite verimi) tespit edildi (Tablo 5.2).

Tablo 5.2: Eupergit C 250L miktarinin fKDSR-S immobilizasyonuna etkisi.

Eupergit C-250L immobilizasyon Aktivite immobilize enzim Sizantiideki
(mg) verimi (%)’ verimi (%)b aktivitesi (1U) toplam aktivite (1U)
100 87.2 72.4 19.3 3.92
200 94.4 75.3 21.8 1.70
300 98.3 78.9 23.7 0.51
400 100.0 83.3 25.5 0.00
500 100.0 76.1 233 0.00
800 100.0 66.3 20.3 0.00
1000 100.0 46.7 14.3 0.00
1500 100.0 18.5 5.70 0.00

2000 100.0 12.0 3.70 0.00
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Immobilizasyon sartlari: fKDSR-S (1 mL; 30.6 IU) ve farkl1 miktarda Eupergit C 250L (100-2000 mg)
ile kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisinde (5 mL, 300 mM, pH:5.5), 4 °C de, 150 rpm de, 6 saat tutuldu.
Hemen sonrasinda reaksiyon karisitmina BSA (750 ug) eklenerek 4 °C de, 150 rpm de, 24 saat tutuldu.
(a: Immobilize olan enzimin, serbest enzime orani; b: Immobilize enzim aktivitesinin, immobilize olan
serbest enzim aktivitesine orani).

Yiiksek iyonik giice sahip tampon ¢ozeltileri enzimlerin Eupergit C 250L
ye immobilizasyonunu artirdigi bilinmektedir [Boller et al., 2002]. Bu nedenle
enzim kararliliginin yiiksek oldugu ve immobilizasyon i¢in yiliksek iyonik giice
sahip olan kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisi tercih edildi. Tablo 5.3 de
goriildiigi gibi immobilizasyon i¢in 50 mM konsantrasyona sahip tampon
cozelti kullanildiginda siiziintiide aktivite tespit edilmesine ragmen tampon
cozelti konsantrasyonunun 300 mM a ¢ikmas1 aktivite veriminin de %75.9 dan

%83.3 e ¢cikmasina neden olmustur.

Tablo 5.3: Tampon ¢ozelti konsantrasyonunun fKDSR-S immobilizasyonu iizerine etkisi.

Konsantrasyon immobilizasyon Aktivite verimi immobilize enzim Suziintudeki
(mM) verimi (%) (%) aktivitesi (IU) toplam aktivite (1U)
50 96.6 75.9 22.4 1.03
100 98.1 78.8 23.6 0.59
200 99.5 78.9 24.0 0.15
300 100.0 83.3 25.5 0.00
400 100.0 83.3 25.5 0.00
500 100.0 81.5 24.9 0.00
800 100.0 80.4 24.6 0.00
1000 100.0 79.3 24.3 0.00
1500 100.0 78.3 24.0 0.00
2000 100.0 77.2 23.6 0.00

Immobilizasyon sartlari: fKDSR-S (I mL; 30.6 IU) ve Eupergit C 250L (400 mg) ile farkli
konsantrasyonlara sahip (50-2000) kalsiyum asetat tampon ¢dzeltisinde (5 mL, pH:5.5), 4 °C de, 150
rpm de, 6 saat tutuldu. Hemen sonrasinda reaksiyon karisimina BSA (750 pg) eklenerek 4 °C de, 150
rpm de, 24 saat tutuldu.

Enzimlerin matriksle olan etkilesme siireleri immobilizasyon verimleri
acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Tablo 5.4 de goriildiigii gibi siirenin 3 saatten

6 saate ¢ikarilmasi aktivite verimini %70.7 den %83.3 e ¢ikmasini saglamistir.

Tablo 5.4: Inkiibasyon siiresinin fTDSR-S nin immobilizasyonu iizerine etkisi.

Zaman immobilizasyon Aktivite immobilize enzim  Siiziintiideki toplam
(saat) verimi (%) verimi (%) aktivitesi (1U) aktivite (IU)

3 86.2 70.7 18,7 421

6 100.0 83.3 25,5 0.00

9 100.0 79.3 24,3 0.00

12 100.0 78.3 24,0 0.00

15 100.0 77.2 23,6 0.00
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Immobilizasyon sartlar1: fKDSR-S (1 mL; 30.6 IU) ve Eupergit C 250L (400 mg), kalsiyum asetat
tampon c¢ozeltisinde (5 mL, 300 mM, pH:5.5), 4 °C de, 150 rpm de, farkli siirelerde (3-15 saat)
tutuldu. Hemen sonrasinda reaksiyon karisimina BSA (750 pg) eklenerek 4 °C de, 150 rpm de, 24 saat
tutuldu.

Eupergit C iizerindeki epoksi gruplari, 2-12 gibi cok genis bir pH
araliginda enzim {iizerindeki amino, karboksil ya da siilthidril gruplar ile
reaksiyona girebilmektedir. Eupergit C epoksi gruplarinin alkali ve nétr
ortamlarda daha c¢ok amino, asidik ortamlarda ise daha cok karboksil ve
siilfhidril gruplar ile reaksiyona girerler [Novic et al., 2005]. Bunun yaninda
enzimlerin immobilizasyonlarinin daha cok kendi optimum pH larinda en
yiiksek aktivite verimine sahip oldugu da bilinmektedir [Katchalski-Katzir and
Kraemer, 2000]. Tablo 5.5 de goriildiigii gibi enzimin optimum pH sinin
disindaki bolgelerde immobilizasyon verimi yiliksek olmasina ragmen aktivite
verimi disiiktiir. fKDSR-S nin immobilizasyonda en 1iyi aktivite verimine

sahip oldugu pH nin kendi optimum pH s1 olan 5.5 oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.5: pH nin fTDSR-S immobilizasyonu iizerine etkisi.

pH immobilizasyon  Aktivite  immobilize enzim  Siiziintiideki toplam
verimi (%) verimi (%) aktivitesi (IU) aktivite (IU)
4.00 100.0 0.0 0,0 0.00
4.50 100.0 70.7 21,6 0.00
5.00 100.0 78.3 24,0 0.00
5.50 100.0 83.3 25,5 0.00
6.00 100.0 30.4 9,3 0.00
6.50 100.0 2.2 0,7 0.00
7.00 100.0 0.0 0,0 0.00

Immobilizasyon sartlar1: fKDSR-S (1 mL; 30.6 IU) ve Eupergit C 250L (400 mg), kalsiyum asetat
tampon ¢6zeltisinde (5 mL, 300 mM), farkli pH larda (4.0-7.0), 4 °C de, 150 rpm de, 6 saat tutuldu.
Hemen sonrasinda reaksiyon karigimina BSA (750 pg) eklenerek 4 °C de, 150 rpm de, 24 saat tutuldu.

Immobilizasyon gergeklestikten sonra matriks iizerindeki serbest epoksi
gruplarinin uzaklastirilmas: immobilizasyonun aktivite verimi ag¢isindan ¢ok
onemlidir. Bu amacgla cesitli kimyasal maddeler kullanilmaktadir (BSA,
etilendiamin, ethilenamin, glisin, gibi). Bu c¢alismada serbest epoksi
gruplarinin uzaklastirilmasi amaci ile BSA kullanildi. BSA kullanilmadiginda
5 tekrarlanan reaksiyon sonucunda baslangictaki aktivitenin ~%28
kaybolmaktadir. Immobilizasyon sonrasinda ortama eklenen BSA miktarinin
artmasi tekrarlanan reaksiyonlar sirasinda enzim aktivitesindeki azalmayi
onledigi goriildii (Grafik 5.11). 750 ng BSA ile serbest epoksi gruplarinin

uzaklastirilmas1 enzim aktivitesinde goriillen azalmayr tamamen ortadan
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kaldirmaktadir. Tekrarlanan reaksiyonlar sirasinda meydana gelen
azalmanin sebebinin matriksin siizme islemleri sirasinda meydana gelen
kayba bagh oldugu, 15. tekrarlanan reaksiyon sonunda yapilan tartma

isleminde matriksin yaklasik %8 azalmasina bagh oldugu bulunmustur.
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Grafik 5.11: BSA uygulamasinin immobilize fKDSR-S aktivitesi iizerine etkisi.

Enzim optimum sartlarda immobilize edildikten sonra [fTDSR-S (1 mL, 30.6 IU), Eupergit C (400
mg), kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi (5 mL, 300 mM, pH 5.5), 25 °C, 6 saat] farkli miktarlardaki
BSA ile muamele edilerek (0.20-0.75 pg) 4 °C de 150 rpm de 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. (-M-:
200, -0O-: 300, -@-: 300, -O-: 400, -A-: 500, -A-: 750 ng).

5.5. Immobilize Enzim Karakterizasyonu

Immobilizasyonun enzimin optimum pH ve sicaklik degerlerinde bir

degisiklik meydana getirmedigi goriildii (Grafik 5.12-13).
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Grafik 5.12: pH nin serbest fKDSR-S (-®-) ve immobilize fTDSR-S (-O-) aktivitesi iizerine etkisi.

Herbir enzim i¢in aktivitenin en yiiksek degeri %100 olarak kabul edildi.
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Grafik 5.13: Sicakligin serbest fKDSR-S (-®-) ve immobilize fTDSR-S (-O-) aktivitesi iizerine etkisi.

Herbir enzim i¢in aktivitenin en yliksek degeri %100 olarak kabul edildi.

Immobilizasyon 4.0 pH da enzim aktivitesinin ~%18 korunmasini
saglamistir (Grafik 5.14). Yine immobilizasyonun 30 °C de sicaklik

kararliligin1 ~%15 korumasina neden olmustur (Grafik 5.15).
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Grafik 5.14: pH nin serbest fKDSR-S (-®-) ve immobilize fTDSR-S (-O-) nin kararliligina etkisi.

Herbir enzim i¢in aktivitenin en yiiksek degeri %100 olarak kabul edildi.
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Grafik 5.15: Sicakligin serbest fKDSR-S (-®-) ve immobilize fTDSR-S (-O-) nin kararliligina etkisi.

Herbir enzim i¢in aktivitenin en yliksek degeri %100 olarak kabul edildi.

Kinetik parametreler Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplandi.
Serbest ve immobilize enzim i¢in Km degerleri sirasiyla 25.5 ve 29.7 mM
siikroz. Vmax degerleri ise sirasiyla 0,96 ve 0,80 pmol fruktoz.min™' olarak

tespit edildi (Grafik 5.16).
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Grafik 5.16: Serbest (-®-) ve immobilize (-O-) fKDSR-S icin Lineweaver-Burk grafikleri.

Immobilize enzim 15 tekrarlanan reaksiyon boyunca takip edildiginde

aktivitesinde herhangi bir azalmanin olmadig: tespit edildi (Grafik 5.17).
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Grafik 5.17: Immobilize fTDSR-S nin reaksiyon kararliligi.

Enzim aktiviteleri her iki giinde bir standart aktivite tayin metodu kullanilarak tespit edildi.

Immobilize enzim 35 giin boyunca saklama kararlilig1 takip edildiginde
yine aktivitesinde herhangi bir azalmanin olmadigi goriildii (Grafik 5.18).

Biitiin reaksiyonlar aktivite tayin metodu kullanilarak gerceklestirildi.
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Grafik 5.18: Immobilize fTDSR-S nin saklama kararlilig1.

Enzim aktiviteleri her iki giinde bir standart aktivite tayin metodu kullanilarak tespit edildi.

5.6. immobilize fKDSR-S Dekstran-Prebiyotik Sentezi

Immobilize enzim dekstran ve oligosakkarit sentezini etkili bir sekilde
gerceklestirebilmektedir. Serbest ve immobilize fKDSR-S nin dekstran
biyosentezini DSR-S den daha etkili bir sekilde akseptor iiriin sentezini
gerceklestirebildigi tespit edildi (Sekil 5.9). Akseptor olarak maltoz, laktoz,
glikoz veya fruktoz kullanildiginda sirasiyla 13.0, 5.8, 7.9 ve 2.8 kat akseptor
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triinliniin olustugu tespit edilmistir. Sadece siikroz kullanildiginda ise yeni

enzimin dogal enzime gore 2.1 kat likkroz sentezledigi tespit edildi.

Immobilized fKDSR-S Standard DSR-S
, ' . . . . - Fruktoz
- ; Siikroz

' z . f Maltoz

. - . . Liikroz
4 1G2

IG3

. ' ; . £ Panoz
-

1G4

1G5

1G6

IG7

1G8

IG15
a IG16 &
. 6] o o @ © & © ® Dekstran
e f b f

b c d a c d e

Sekil 5.9: Immobilize fKDSR-S ve DSR-S tarafindan sentezlenen dekstran ve akseptor iiriinlerinin
TLC ile incelenmesi.

a: referans, b: substrat olarak sadece siikroz kullanildiginda olusan iiriinler, c: akseptor olarak maltoz
kullanildiginda olusan iiriinler, d: akseptor olarak laktoz kullanildiginda olusan iiriinler, e: akseptor
olarak glikoz kullanildiginda olusan iirtinler, f: akseptor olarak fruktoz kullanildiginda olusan iirtinler.

Reaksiyonlar: DSR-S (15 1U), fKDSR-S (15 IU) veya immobilize fKDSR-S (15 IU), CaCl, (18 mM)
ihtiva eden sodyum asetat tampon ¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5), siikroz (200 mM) ile birlikte her 200
mM akseptér madde (maltoz, laktoz, glikoz veya fruktoz) konularak, 25 °C de, 12 saat ¢alkalamali su
banyosunda (200 rpm) muamele edildi.
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Akseptdor madde olarak maltoz kullanildiginda immobilize fKDSR-S
%100 prebiyotik sentezi gerceklestirdi ve yapilan dl¢iimlerde DSR-S ye gore
13 kat, akseptor olarak glikoz kullanildiginda ise 7.9 kat daha fazla prebiyotik
sentezledigi tespit edildi (Sekil 5.9). Immobilize ve serbest fkKkDSR-S nin iiriin

iceriginde herhangi bir farkliligin olmadig tespit edildi (Sekil 5.10).

fKDSR-S Standard Immobilized fKDSR-S Standard
Glikoz 4
Siikroz
altoz - :
Liikroz .
1G2 .

Panoz ’ .

IG3

1G4

IG5

1G6

IG7

1G8

Dextran

IG16 & ' . . ‘ .
d

Sekil 5.10: fKDSR-S ve immobilize fKDSR-S iiriin bilesiminin TLC analizi.

a: referans, b: substrat olarak sadece siikroz kullanildiginda olusan iiriinler, c: akseptor olarak maltoz
kullanildiginda olusan iiriinler, d: akseptor olarak laktoz kullanildiginda olusan iiriinler, e: akseptor
olarak glikoz kullanildiginda olusan iiriinler, f: akseptor olarak fruktoz kullanildiginda olusan iirtinler.

Reaksiyonlar: DSR-S (15 1U), fKDSR-S (15 IU) veya immobilize fKDSR-S (15 IU), CaCl, (18 mM)
ihtiva eden sodyum asetat tampon ¢ozeltisinde (50 mM, pH 5.5), siikroz (200 mM) ile birlikte her 200
mM akseptér madde (maltoz, laktoz, glikoz veya fruktoz) konularak, 25 °C de, 12 saat ¢alkalamali su
banyosunda (200 rpm) muamele edildi.
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6. SONUC

Farkli molekiiler biiyiikliiklere sahip dekstran sanayi, tip, temel
bilimlerin bir c¢ok alani, arastirma gelistirme alanlarinda c¢ok sik olarak
kullanilmaktadir. Buna ragmen istenilen biiyiikliikteki dekstranlar1 iiretmek
diisiik verim ve yiiksek maliyetlidir. Ozellikle 10 ila 100 kDa biiyiikliige sahip

sanayi Ol¢ekli dekstran iiretmek hali hazirda miimkiin degildir.

Ticari acidan bakilinca 2-6 monomer sayisina sahip IMO larin
dekstransiikraz kullanilarak {iiretimi verimliligi ¢ok diisiik oldugu icin
prebiyotiklerin iiretiminde tercih edilmemektedir. Bu IMO lar nisastanin o-
amilaz ve glukozidaz enzim karisimlarinin hidrolizi ile iretilmektedir
[Nakakuki, 2002]. Ayrica dekstran sentezinin enzimatik yolla gerceklestirilmis
olmas1 pek ¢ok agidan avantajli olsa da fruktoz yan {iiriiniiniin uzaklastirilmasi
sorunu ekonomik olmadigindan ticari iiretimde enzimatik yol oldukga

maliyetlidir.

Simdiye kadar DSR-S ile yapilan bir¢ok calismada enzim yapisi
aydinlatilmistir. Bu caligsmalar sonucunda DSR-S nin N-terminalinde sinyal
peptit, degisken boge ve katalitik bolge; C-terminalinde ise glukan baglama
bolgesi olmak {izere dort boliimden meydana geldigi tespit edilmistir.
Glukanin enzim iizerine baglanmasi ve uzamasindan sorumlu olan C-
terminaldeki bolgenin gen miihendisligi ile kirpilmasi, dekstran uzamasinin
durmasina ve IMO sentezinin artmasina yol agmistir. Enzimin N-terminalde
bulanan ve enzimin hiicre disina salgilanmasini saglayan sinyal peptit ile
fonksiyonu heniiz aydinlatilamamis degisken bdolgenin kirpilmasinin ise
enzimin aktivitesinde herhangi bir degismeye neden olmadigi tespit edilmistir

[Monchois et al., 1997, Monsan et al., 2007, Monchois et al., 2006].

Yukarida anlatilan nedenlerden dolayi, bu tez calismasinda DSR-S nin
kirpilmasi, boylece dekstran uzamasinin engellenerek akseptor {iriinlerin
(prebiyotik sentezi) sentezine yonlendirilmesi amaglandi. Bu amacgla, 4581 bp
biiyilikliige sahip DSR-S nin tekrar dizileri, sinyal peptit ve degisken bolgeleri
kirpilarak 2502 niikleotide indirildi. Bu diizeyde kirpma islemi ilk kez
gerceklestirilmistir. Kirpma isleminden sonra elde edilen DNA dizisi pGEX
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4T-1 vektoriine klonlanarak E. coli BL21 (DE3) susuna transformasyonu
saglandi. Boylece kirpilmis enzim vektor yapisinda bulunan GST proteini ile
N-terminalden birlestirilerek fiizyon protein elde edildi. Bu islem ile enzime

19 lizin, 18 aspartik asit, 16 glutamik asit, ve 4 sistein rezidiisii eklenmis oldu.

Yeni iiretilen enzimin molekiiler agirligr 118.974 kDa dur. fKDSR-S ve
DSR-S nin karakterizasyonu karsilastirmali olarak yapildi. Kirpma ve fiizyon
islemlerinin, enzimin optimum pH ve sicakliginda herhangi bir degismeye
sebep olmadig goriildii. Enzimin kirpilmast ve GST ile fiizyon edilmesi
enzimin E. coli de, DSR-S ye gore, 35 kat daha yiiksek aktivite ile
sentezlenmesini sagladi. fTDSR-S nin DSR-S ye gore cok daha yiiksek
miktarda prebiyotik (akseptor olarak maltoz kullanildiginda 13.0, glikoz
kullanildiginda 7.9 kat) sentezledigi goriildii. Bunun yaninda bu calisma ile

enzimin katalitik bolgesinin 49 aa daha kisa oldugu gosterildi.

fKDSR-S sentezinin optimizasyonu i¢in besi yeri icerigi (20 g casein
digest pepton, 5 g yeast ekstrakt, 6 g Na,HPOy4, 3 g KH,POy4, 0.5 g glikoz, 2 g
laktoz, 6 ml gliserol, 12.1 g tris base, 1 g siikroz, 0.05 g CaCl,), besiyeri pH s1
(6.4), inkiibasyon sicaklig1 (22 °C), inkiibasyon siiresi (10 saat), calkalama hizi
(200 rpm) faktorleri ayr1 ayr1 kontrol edilerek optimize edildi.

DSR-S nin N ve C-terminallerden kirpilmasi optimum pH ve sicakligi
degistirmemesine ragmen (pH 5.5 ve 25 °C) enzimin pH ve sicaklik
kararliliginda diismeye (4.0 pH da ~%38, 6.0 pH da ~%85, ve 30 °C de ~%92)
neden oldugu tespit edildi. Bu sonucglar DSR-S iizerindeki tekrarlarin (dekstran
baglanma ve uzamasini saglayan golgelerin) dolayisi ile enzim etrafindaki
dekstranlarin enzim kararliligini artirdigini gostermektedir. Buna ek olarak bu
sonuglar kirpilan bolgelerin  enzim aktivitesinde etkisinin olmadigini
gostermektedir. Dolayist ile enzimin katalitik bdlgesinin literatiirde
belirtildiginden en az 49 aa ya da daha kisa oldugu ortaya konuldu. Bunun
yaninda elde edilen sonuclar fKDSR-S nin yiiksek oranda prebiyotik
sentezledigi goriildi. Bu ise enzimin kirpilan tekrarlarinin dekstran
uzamasinda Onemli rol oynadiklarim1  gosteren literatiir  bilgilerini

desteklemektedir.
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fKDSR-S nin kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisinde, sodyum asetat tampon
cozeltisine gore daha yiiksek aktivite gOstermesine ragmen sodyum asetat
tampon c¢ozeltisine CaCl, (18 mM) ilavesinin enzim aktivitesini artirmasi
(~%20) kalsiyumun enzim kararliligin1 artirdigin1 gosteren literatiir bilgilerini

de desteklemektedir.

fKDSR-S nin aktivitesi 30.6 IU/mL, spesifik aktivitesi ise 122.4 1U/mg
protein oldugu tespit edildi.

Bugiine  kadar bircok arastirmaci  dekstransiikrazin  kovalent
immobilizasyonunu degisik metodlarla (glutaraldehid ile matriks aktivasyonu,
deksransiikraz iizerindeki dekstranlarin giderilmesi) ve matrikslerle (Eupergit
C, Enzacryl AA, Enzacryl AH, silika) denemesine ragmen 6nemli bir basari
elde edemedi. Dekstransiikrazin kovalent immobilizasyonunu 13 degisik
matriks ve yontem denedikten sonra en fazla %19.6 immobilizasyon verimi ile
gerceklestiren Kobali ve Reilley in “dekstransiikrazin immobilize edilmesi
olduk¢a giictiir” ifadesi bu ¢alismanin 6nemini ortaya koymaktadir [Kaboli ve

Reilley, 1980].

Kovalent immobilizasyon ile ilgili yapilan c¢alismalar sonunda
dekstransiikrazin kovalent immobilizasyonunun Oniinde iki O6nemli engelin
oldugu tespit edildi. Bunlardan birincisi olan enzim etrafindaki dekstran
maskesi enzimin C-terminalinde bulunan ve dektranin enzim {iizerine
baglanmasini saglayan tekrarlarin gen miihendisligiyle kirpilmasi sonucu
ortdan kaldirildi. ikinci 6nemli engel olan matriksdeki reaktif gruplarin enzim
aktif merkezindeki lizin, aspartik asit ve glutamik asit rezidiileri ile etkisme
ihtimali gen mithendisligi ile enzimin N-terminaline GST nin birlestirilmesi ile
eklenen 19 lizin, 34 karboksilik asit ve 4 sistein rezidiisii ile azaltildi. Bu
calismalar sonucunda fKDSR-S nin Eupergit C 250L matriksine kovalent
immobilizasyonu yiiksek verimlilikle (%100 immobilizasyon verimi, %83.3

aktivite verimi) gerceklestirildi.

Eupergit C ve Eupergit C 250L matrikslerinin destek olarak kullanildigi
fKDSR-S immobilizasyon c¢alismalarinda (sirasiyla 47.2 ve 83.3 aktivite
verimi) 1.8 kat daha iyi aktivite verimine sahip Eupergit C 250L matriksi
tercih edildi.
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Segura ve arkadaslari proteinlerin eupergit e hafif asidik ortamda
karboksil grubu iizerinden, nétral ve hafif bazik ortamda tiyol gruplari
tizerinden ve pH 9.0 un iistiinde amino gruplar1 iizerinden baglanabildigini
bildirmislerdir [Segura et al., 2004]. Ancak Novic ve Rozzell notral ve alkali
sartlarda enzimdeki amino gruplarinin Eupergit C ye baglanmada asil sorumlu
gruplar oldugunu, asidik ve nétral sartlarda siilfidril gruplarinin ve karboksil
gruplarinin rol aldigini bildirmislerdir [Novic and Rozzell, 2005]. Mateo ve
arkadaslar1 epoksi gruplarinin notral pH da diisiik reaktivite gosterdigini bu
nedenle enzimin destege immobilizasyonunun 2 basamakta gerceklestigini;
birinci basamakta enzimin destege hizli bir fiziksel adsorpsiyonun, ikinci
basamakta ise adsorbe olan enzimin yakin c¢evresindeki epoksi gruplari ile
enzim arasinda kovalent bagin olustugunu bildirmislerdir [Mateo et al. 2000].
Literatiirde hidrofilik desteklere enzim immobilizasyonunda diisiik iyonik giice
sahip tamponlarin kullanimi, hidrofobik desteklerde ise yiiksek iyonik giice
sahip tamponlarin kullanimi1 Onerilmektedir (Mateo et al., 2003). Bu nedenle
eupergit desteklere immobilizasyonun daha yiiksek tampon derisimlerinde
immobilizasyon yapilmistir (D’annibale et al., 2000; Segura et al., 2004). Bu
calismalarin timii Eupergit desteklerine enzimlerin kovalent
immobilizasyonunun matriks miktari, tampon konsantrasyonu, inkiibana
siiresi, ortam pH s1 gibi degiskenlere bagli olarak farklilik gosterdigini
ispatlamaktadir. Bu  nedenle fKDSR-S nin  eupergit desteklere
immobilizasyonunda, kalsiyum asetat gibi yiiksek iyonik giice sahip tamponun
kullaniminin yaninda tampon derisimi 50-2000 mM araliginda denendi ve en
uygun tampon konsantrasyonunun 300 mM oldugu tespit edildi. Eupergit
desteklere en yiiksek baglanma oraninin enzimin aktif oldugu pH 5.5 te oldugu
tespit edildi. Bu sonu¢ fKDSR-S nin dar bir pH araliginda Eupergit desteklere
uygun konformasyon ve kararlilikla baglanabildigini diisiindiirdii. En uygun
matriks miktarinin 400 mg ve en uygun inkiibasyon siiresinin ise 6 saat oldugu

tespit edildi.

DSR-S nin kirpilarak dekstran uzamasini ve dekstranin enzime
baglandig1 bolgelerin uzaklastirilmasinin yaninda GST proteini ile fizyon hale

getirilmesi (19 adet amin, 34 karboksil ve 4 tiyol rezidiisiiniin enzime
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eklenmesi ile) fKDSR-S nin eupergit desteklere immobilizasyonunu miimkiin

hale getirdi.

Kirpilmis ve GST ile fiizyon edilmis B-512F Dekstransiikraz

kararterizasyon caligsmalarinda asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. 15-25 °C de fazla degisiklik gostermemesine ragmen optimum

sicakligin 25 °C dir.

2. 5.0-5.5 pH larda fazla bir degisiklik gostermemesine ragmen optimum

pH nin 5.5 dir.

3. En iyi aktivite gosterdigi tampon ¢esidi i¢cinde 18 mM CaCl, bulunan

50 mM sodyum asetat tamponudur.

4. Kirpma ve GST ile fiizyon haline getirme enzimin optimum pH ve
sicaklik degerlerinde degisiklik meydana getirmemesine ragmen, enzim
kararliliginin 4.0 pH da ~%38, 6.0 pH da ~%85, ve 30 °C de ~%92

oranlarinda azaldigi tespit edilmistir.

5. Kirpma diisiik molekiil agirlikli dekstranlarin biyosentezi ve akseptor

tiriinlerinin daha yiliksek miktarda tiretilmesini saglamistir.

6. 200 mM siikroz konsantrasyonu optimum substrat konsantrasyonu

olarak tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak bu c¢alisma rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
enzimsel yolla prebiyotik sentezinin miimkiin olabilecegini ve enzimin
kovalent 1immobilizasyonunun yiiksek oranda aktivite verimi (%100
immobilizasyon verimi, %83.3 aktivite verimi) ile gerceklesmesi sanayi
Olceginde kullanilabilirligini ortaya koymaktadir. Prebiyotik sentezi icin
maltoz ve glikoz akseptdér madde olarak kullanildi. Elde edilen basari bu
enzim i¢in uygulanan immobilizasyon tekniginin baska enzimlerin

immobilizasyonunda da kullanilabilecegini gostermektedir.
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