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OZET

Lactococcus lactis’te 4,6 ALFA-GLUKANOTRANSFERAZ ENZIMININ
HUCRE DISI REKOMBINANT URETIMIi
YUKSEK LISANS TEZi
AYSE BIYIKLI
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLiIGi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC.DR. OMER SIMSEK)

DENIZLi, AGUSTOS - 2020

Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan sentezlenen, GH70 enzim ailesi
icinde karakterize edilmis enzim olan 4,6 a-glukanotransferazlar (4,6-AGTaz),
diinyada karbonhidrat kaynagi olarak seliillozdan sonra en fazla miktarda bulunan
nisasta ve maltodekstrinler iizerinde katalitik etkiye sahip olmasi acisindan son
yillarda 6nem kazanmistir. Bunun yani sira 4,6-AGTaz enziminin nisasta
tizerindeki spesifik katalitik etkisinin olmasi teknolojik agidan fonksiyonel amagh
kullanilabilecegini de gdstermektedir.

Yapilan bu c¢alismada 4,6-AGTaz enziminin heterolog hiicre dist
rekombinant tiretilmesi ve elde edilen enzimin aktivitesinin tespiti amaglanmaistir.
Bu amag¢ dogrultusunda Lactobacillus reuteri E81 sus genomunda 4,6-AGTaz
enzimini kodlayan gtfB (4860 bg) geni, eritromisin direnglilik geni ve usp45 sinyal
serisini igeren pPLEB825 plazmidine PnisA promotérii altina yerlesecek sekilde
eklenmistir. Elde edilen rekombinant plazmidin Lactococcus lactis NZ9000’e
elektroporasyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. 4,6-AGTaz enziminin ilk
defa Lactococcus lactis’te in vitro iiretimi, elde edilen rekombinant sus Lactococcus
lactis PLAC39 ile basarilmustir.

Hiicre dis1 iretilen 4,6-AGTaz enziminin molekiiler agirliginin yaklasik 160
kDa oldugu tespit edilmistir. Saflastirilan 4,6-AGTaz enziminin bulundugu
reaksiyonlarda maltodekstrin  ve amiloz substratlar1 varhi@inda ¢esitli
oligosakkaritlerinin olustugu ancak s6z konusu enzimin maltoz ile reaksiyonlari
sonrasinda ¢ok c¢esitli a-glukan yapilariin olusmadigi TLC analizinde
gdzlemlenmistir.

Sonug olarak, 4,6-AGTaz enziminin endiistriyel tiretimde kullanilmak tizere
gida giivenli tiretici rekombinant Lactococcus lactis susunun eldesi saglanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: 4,6 o-Glukanotransferaz, Lactoccoccus lactis,
heterolog hiicre disi tiretim, klonlama, nisasta.



ABSTRACT

EXTRACELLULAR RECOMBINANT PRODUCTION OF 4,6 ALPHA-
GLUCANOTRANSFERASE ENZYME IN Lactococcus lactis
MSC THESIS
AYSE BIYIKLI
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. OMER SIMSEK)

DENIZLi, AUGUST 2020

The enzyme 4,6 a-glucanotransferases (4,6-AGTase), which is
characterized in the GH70 enzyme family synthesized by lactic acid bacteria
(LAB), has gained importance in recent years in terms of its catalytic effect on
starch and maltodextrins, which are the most carbohydrate source in the world, after
cellulose. In addition, the fact that 4,6-AGTase enzyme has a specific catalytic
effect on starch shows that it can be used technologically for functional purposes.
In this study, it was aimed to produce heterologous extracellular recombinant of
4,6-AGTase enzyme and to determine the activity of the obtained enzyme. For this
purpose, firstly, the gtfB gene (4860 bp) encoding the 4,6-AGTase enzyme in the
Lactobacillus reuteri E81 strain genome was inserted into the pLEB825 plasmid
containing the erythromycin resistance gene and the usp45 signal sequence, located
under the PnisA promoter. Electroporation of the obtained recombinant plasmid to
Lactococcus lactis NZ9000 has been successfully performed. The in vitro
production of 4,6-AGTase enzyme in L. lactis was achieved for the first time with
the obtained recombinant strain Lactococcus lactis PLAC39.

The molecular weight of the extracellular 4,6-AGTase enzyme was found
about 160 kDa. In the reactions involving the purified 4,6-AGTase enzyme, it was
observed in TLC analysis that various oligosaccharides were formed in the presence
of maltodextrin and amylose substrates, but no various a-glucan structures were
formed after the reaction of the enzyme with maltose.

As a result, a food-safe producer of recombinant Lactococcus lactis strain
was obtained for use in industrial production of 4,6-AGTase enzyme.

KEYWORDS: 4,6 a-Glucanotransferase, Lactoccoccus lactis, heterologous
extracellular enzyme production, cloning, starch.
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1. GIRIS

Medeniyetin baslangicindan itibaren insanlar tarafindan en yiiksek miktarda
tiikketilen tahil, dogal bir polisakkarit olan nisastadir. Nisastalar fiziksel, kimyasal veya
enzimatik degisimler sonucunda sindirim niteligi kazanir. Bu nitelikler; hizli sindirilen
nisasta, yavas sindirilen nisasta ve direngli nisasta seklinde siralanabilmektedir. Hizli
sindirilebilir nisasta ve direngli nisasta arasindaki ara nisasta fraksiyonu olan yavas
sindirilebilir nisasta glisemik indeksi aniden artirmaz ve bunun yaninda yavas ve uzun
stireli glukoz salinimi saglayarak tiim ince bagirsak boyunca sindirime ugrar. Direngli
nisasta, cogunlukla ince bagirsakta sindirilemez ve kalin bagirsaga gegerek bagirsak
bakterileri tarafindan fermente edilir. Her ne kadar nisastalar, fiziksel ve kimyasal
faktorler ile degisime ugramis olsa da tiiketici ve gevre gilivenligi bakimindan
enzimatik uygulamalar daha fazla 6nemsenmektedir. Bu nedenle son yillarda nisastay1
modifiye eden enzimler, basta tiikketim olmak iizere gida teknolojisi agisindan biiyiik
onem kazanmustir. Ozellikle diisiik glisemik indeksli ve diyet lif igerigi yiiksek
gidalara tiiketici ilgisi artirmaktadir. Ancak nigasta kristalizasyonu nedeniyle

bayatlama sorunlariyla da karsilasilmaktadir.

Son zamanlarda 6zellikle dallanma enzimlerine ve 4,6 a-glukanotransferaz gibi
nigsasta etkili enzimlere ilgi artmaktadir. Kimyasal modifikasyonlar ile elde
edilemeyen yeni tip nigasta tiirevleri, enzimatik modifikasyon yolu ile elde
edilebilmektedir. 4,6 a-glukanotransferazlar, nisasta polimerlerine etki ederek saglikli
nisasta bazli gidalarin tretilmesine katki saglamaktadir. Genom dizilemesi {izerine
yapilan ¢alismalar, LAB tarafindan sentezlenen nigasta modifiye edici enzimlerin
biyosentezini yapabildiklerini gostermistir. Bu c¢alismalar neticesinde kesfedilen
GH70 enzim ailesinin bir iiyesi olan glukanotransferazlar; mikrobiyal kaynak,
reaksiyon mekanizmasi ve yapisal karakterizasyon agisindan ayni enzim ailesinde yer
alan diger enzimlerden ayirt edilebilmektedir. Ozellikle LAB’da kodlanan
glukanotransferazlar, a-1,4 glikozidik bagi igeren; amiloz, nisasta ve nisasta tiirevleri
gibi bilesenleri substrat olarak kullanarak, oransizlastirma reaksiyonunu katalize
etmeleri ve parcalanmis glukani yeni bir a-glikozidik bag olusturan bir glukan alicisina

aktararak farkli ozellikte polisakkaritleri sentezlemelerinden dolay1 oldukg¢a 6nemli
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enzimlerdir. Firincilik sektoriinde basta ekmek olmak tizere diger pismis mamiillerin
oldukga biiyiik bir kisminin nisasta igerigine sahip olmasindan dolayi, ilgili enzimin
bu sektoérdeki kullaniminin kayda deger bir bigimde artacagi 6ngoriilmektedir. Ancak
kesfi yapilan bu enzimlerle ilgili temel gereksinim, endiistriyel {retimde
kullanilabilecek iiretici konakgilarin elde edilmesidir. Ozellikle s6z konusu enzimin

hiicre dis1 rekombinant iiretimine ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.1 Tezin Amaci

Bu calismada, Lactobacillus reuteri E81 tarafindan sentezlenen 4,6 a-
glukanotransferaz (GtfB) enziminin klonlanmasi, laktokok konakgida ifadesi,
heterolog hiicre dis1 iiretiminin saglanmasi ve elde edilen enzimin aktivitesinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda hedeflenen asamalar asagida

siralanmustir:

1) Eksi hamurdan izole edilen Lactobacillus reuteri E81 genomundan 4,6 a-
glukanotranferaz (gtfB) geninin c¢ogaltilarak hiicre dis1 biyosentezi
yapilabilen indiiklenebilir promotdr altina yerlestirilerek uygun plazmidin
hazirlanmasi,

2) GtfB geninin ifade edildigi ve hiicre dis1 4,6 a-glukanotranferaz enzimini
tiretebilen rekombinant Lactococcus lactis (L. lactis) mutant hiicrelerin
elde edilmesi,

3) Rekombinant olarak elde edilen L. lactis hiicreleri tarafindan tiretilen

enzimin saflagtirilmasi ve enzim aktivitesinin belirlenmesi ve gosterilmesi.



1.2  Literatiir Ozeti

1.2.1 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), bitki yiizeylerinden hayvan bagirsaklarna kadar
cok cesitli ekolojik ortamda bulunabilen heterojen bir mikroorganizma grubunu
olusturur. LAB; gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz,
karbonhidratlar1 sekere doniistiirme yetenegine sahip bakteri grubudur. LAB, gida
endiistrisindeki kullanimlarinda patojen etki gostermediklerinden dolay1 GRAS (genel
olarak giivenilir kabul edilir) statiisiinde bulunan bakteri grubu olarak kabul edilir. Bu
bakteri grubunda, timii DNA'larinda %55'ten az G + C igerigine sahip olan
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus ve Weissella cins
cesitleri yer alir (Pontes ve dig. 2011). LAB’in karbonhidratlarin fermantasyonu
sonucu laktik asit iirettigi ve eski zamanlardan beri yogurt, peynir, ekmek, tereyagi,
sarap, sosis, tursu ve silaj gibi fermente gidalarin liretiminde starter kiiltiir olarak
kullanildig1 bilinmektedir. Ayrica LAB, bu fermente gidalarin korunmasina, besin
degerlerinin ve organoleptik ozelliklerinin gelistirilmesine de katki saglamaktadir.
LAB’1n tirettigi; laktik asit, diasetil, asetoin ve karbondioksit gibi yan tiriinlerle, nihai
tiriiniin; dokusuna, aromasina ve raf mriine olumlu katki saglar. LAB, ortam asitligini
artirarak gidalar1 korumanin yaninda kisa zincirli yag asitlerini olugturarak, fermente
gidalarin lezzetine katkida bulunur. Ayn1 zamanda LAB'lar tarafindan; bakteriyosin,
organik asit, ekzopolisakkarit (EPS) gibi ¢ok sayida antibakteriyel maddelerin
tiretildigi de bilinmektedir. Ozellikle LAB’da tanimlanmis énemli bir enzim grubu
olan glukansiikrazlar, EPS sentezinde gorevlidir. LAB’da tanimlanmis olan bu hiicre
dis1 duvarinda aktif glukansiikrazlar tarafindan sentezlenen EPS’ler; LAB'in kuruma,
ozmotik stres ve antimikrobiyal faktorlerin varligi gibi zorlu g¢evresel kosullardan
korunmasinda da rol oynamaktadirlar (Meng ve dig. 2016). Aym zamanda
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus reuteri gibi LAB
tiirlerinin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve dnlenmesinde terapotik uygulamalari ile

probiyotik olarak davrandiklar1 bilinmektedir. Ayrica probiyotik LAB, gastrointestinal



sistemin patojenik bakteriler tarafindan kolonizasyonunu engellediginden dolay1 son

derece onemlidir (Amdekar ve dig. 2010).

1.2.2 Glukansiikrazlar

Glikozit hidrolaz 70 enzim ailesi (GH70); dekstran, mutan, alternan ve reuteran
gibi a-D-glukan (a-glukan) polimerleri sentezleyen bir grup hiicre dis1 bakteriyel
glukansiikraz (GS) enzimlerini igerir. GH70 ailesi enzimleri, kimyasal yollarla
tiretilmesi zor olan ve ticari olarak temin edilebilen o-glukan yapilarinin
cesitlendirilmesi agisindan 6nemli bir enzim grubudur (Andre ve dig. 2010). GH70
ailesi enzimleri, a-glukanlari sentezlemek icin basit ve diisiik maliyetli siikroz veya
nisasta substratlarin1 kullanir (Desmet ve dig. 2012). GH70 enzim ailesi iginde
siiflandirilan enzimlerin ¢ogu, siikrozu a-glukooligo ve polisakaritlere doniistiiren
glukansiikrazlardir  (http://www.cazy.org). Bu sistemde sekanslanan ~ 150
glukansiikraz enziminden yaklasik tgte birinin fonksiyonel glukansiikraz oldugu
deneysel olarak dogrulanmistir (Cantarel ve dig. 2009) ve tamami Leuconostoc,
Streptococcus, Lactobacillus ve Weissella cinsi LAB tarafindan sentezlendigi
anlasilmistir. Cogu LAB, sadece tek bir glukanstikraz sentezlerken, birden fazla GH70
ailesi enzimi sentezleyen Leuconostoc mesenteroides NRRL B1299 gibi suslar da

tespit edilmistir (Monchois ve dig. 1998, Passerini ve dig. 2015).

Kullanilan glukansiikrazlar ve reaksiyon kosullarma bagli olarak; boyut,
glikozidik bag bilesimi ve dallanma derecesi bakimindan degisen a-glukan polimerleri
veya oligomerleri iiretilebilmektedir. Bu polimerler hiicre ¢evresinde koruyucu bir
tabaka meydana getirdigi i¢in oldukc¢a 6nemlidir. Ayni zamanda olusan triinlerdeki
bu yapisal degiskenlik, farkli uygulamalar i¢in uygun olabilecek c¢ok cesitli

fizikokimyasal 6zelliklere sahip iiriinler meydana getirir (Gangoiti ve dig. 2018).

Glukansiikrazlar genellikle sentezledikleri iiriine gore adlandirilirlar. Ornegin;
dekstran sentezinden sorumlu enzim dekstransiikraz (EC 2.4.1.5), alternan sentezinden
sorumlu enzim ise alternansiikraz (EC 2.4.1.140) olarak isimlendirilir. Sentezlenen bu
a-glukanlar glukoz molekiillerini birbirine baglayan glikozidik bag tiplerine gore
farklilik gosterirler. Dekstran, 6zellikle o (1—6), mutan o (1—3), alternan o (1—3) ve

o (1—6), reuteran o (1—4) baglarini icerir. Gida endiistrisinde glukansiikrazlara olan
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ilginin artmas1 nedeniyle, gliikansiikraz sentezleyen LAB sayilar1 da artmaktadir.
Siikroz igerigine sahip, kati veya sivi ortamlarda gelistirilen ve yapiskan ¢ozeltiler
meydana getiren suslar, glukansiikraz sentezinden sorumlu suslar olarak
tanimlanmaktadir. Ciinkii gen silme iizerine yapilan ¢alismalar, bazi suslardan elde
edilen kolonilerin yapiskan yapida olmasmin glukansiikraz aktivitesinden kaynakli
oldugunu gostermistir (Waldherr ve dig. 2010). Ancak yeni a-glukan tireten LAB’1n
tanimlanmasinda  artis  gozlemlenirken, tam olarak karakterize edilmis

glukansiikrazlarin sayis1 olduk¢a azdir (Gangoiti ve dig. 2018).

Son yillarda gliikansiikraz aktivitesi ardindan olusan oligosakkaritler arasinda,
gentiobiyozdan tiiretilen oligosakkaritlerin, prebiyotik, diisiik glisemik indeksi olan bir
tatlandiric1 olarak ve bir anti-kanserojen ajan olarak goérev yaptigi belirtilmistir. Bu
ozellikler, bu oligosakkaritlerin fonksiyonel gidalarin ve gida takviyelerinin
gelistirilmesinde kullanilma potansiyelini gostermektedir. Bu durum da gentiobiyoz
ve glukansiikrazlarin alic1 reaksiyonlarinin {izerinde galigmalarin artmasini saglamistir

(Ispirli ve dig. 2019).

Ispirli ve dig. (2019) tarafindan yapilan calismada, Lactobacillus reuteri
E81'den elde edilen glukansiikrazin sirasiyla dondr ve alict seker olarak siikroz ve
gentiobioz ile alic1 reaksiyonu ile gentiobiyozdan tiirevi oligosakkaritler iiretilmistir.
Gentiobiyozdan tiiretilen oligosakkaritler, verici olarak siikroz ve alic1 seker olarak
gentiobiyoz kullanilarak glukansiikraz E81 tarafindan iiretilmistir. Gentiobiyozdan
tiiretilen oligosakaritlerin yapisal karakterizasyonu ile DP 3- DP 8 oligosakaritlerinin
varligini ortaya cikarilmis ve gentiobiyozun a- (1 — 6) baglantilar1 ve a- (1 — 3)
baglantilar ile glikosilasyonunu dogrulanmistir. Tiretilen bu oligosakkaritlerin in
vitro kosullar altinda test edilen IL-4, IL-12 ve TNF-a sitokinlerinin tiretimini
indiikleyerek bagisiklik diizenleyici islevler gosterdigi ve ayni zamanda prebiyotik

etkiye sahip olduklar1 ortaya konulmustur (ispirli ve dig. 2019).

Hiicre dis1 glukansiikraz ve fruktansiikraz enzimleri tarafindan siikroz
kullanilarak EPS firetilmektedir. Bilesimlerine ve biyosentez mekanizmalaria gore
LAB tarafindan {iretilen EPS’ler; heteroekzopolisakkaritler (hetero-EPS) ve
homoekzopolisakkaritler (homo-EPS) olarak ikiye ayrilir. Hetero-EPS, birden fazla
seker tnitesinden olusur ve genellikle aktive edilmis sekerlerden hiicre iginde

sentezlenir. Homo-EPS ise tek tip bir monosakkaritten (genellikle D-glukoz veya D-
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fruktoz) olusur ve olusan bu iriinler a-glukanlar (dekstran, mutan, alternan, reuteran
gibi) ve B-fruktanlar (iniilin, levan gibi) olarak smiflandirilir (Bai ve dig. 2016,
Gangoiti ve dig. 2018).

1.2.3 Glukansiikraz Proteinlerinin Yapisi ve Etki Mekanizmalari

Glukansiikrazlar, 60 yildan wuzun bir siiredir kapsamli bir sekilde
incelenmektedir. Glukansiikrazlar, amino asit sekansi benzerligine dayanan CAZy
(http: // www.cazy.org) simiflandirma sistemine gére GH70 ailesi enzimleri igerisinde
yer alir. Glukanstikrazlarin genel olarak 120-200 kDa araliginda yiliksek molekiiler
agirliklara sahip hiicre dis1 enzimler olmasi, yapisal karakterizasyonlarinin tam olarak
¢oziilmesine engel teskil etmektedir. Son zamanlarda amino asit sekans analizi tizerine
yapilan ¢alismalar, tiim glukansiikraz proteinlerinin sadece birkag istisna disinda ayni

alan organizasyonuna sahip oldugunu gostermistir (Gangoiti ve dig. 2018).

Farkli glukansiikrazlarin amino asit dizi benzerligine gore yapis1 dort farkl
bolgeye ayrilabilmektedir. Bu bolgeler; (A): sinyal peptiti (SP), (B): farkli amino asit
tekrar initeleri iceren N-terminal degisken bolgesi, (C): (B/ o) 8 kovan yapisini
kapsayan degisken katalitik bolge, (D): farkli amino asit tekrarlarindan olusan ve a-
glukan baglanmasinda rol oynayan C-terminal glukan baglanma alani seklindedir

(Meng ve dig. 2016) (Sekil 1.1).

A B c D

Sekil 1.1: Glukansiikrazlarin temel yapisal organizasyonu; (A) sinyal peptit, (B) degisken bélge, (C)
(B/ o) 8 kovan yapisini kapsayan degisken katalitik bolge, (D) glukan baglanma alan1 (Meng ve dig.
2016)




Aktif bolge

Sekil 1.2: Glukansiikrazlarin temel yapisal organizasyonu; (A) sinyal peptit, (B) degisken bolge, (C)
(B/ o) 8 kovan yapisini kapsayan degisken katalitik bolge, (D) glukan baglanma alani (Meng ve dig.
2016)

Glukansiikrazlarin kristal yapilarinin kesfinden once, katalitik mekanizmalari
temel olarak GH13 ailesi enzimleri ile yapisal, GH70 aile enzimleri ile evrimsel ve
mekanik olarak ile iligkili oldugu disiiniilmistiir. Son zamanlarda, X-1s1n1 kirinim
calismalari ile glukansiikraz proteinlerinin ii¢ boyutlu yapilarinin agiga ¢ikarilmasi
izerine ¢alismalar yapilmis ve yakin zamanda glukansiikraz proteinlerinin Kristal

yapilarina dair 6nemli bir ilerleme kaydedilmistir (Meng ve dig. 2016).

N-terminal degisken bdlgesinden yoksun fakat tam aktiviteyi koruyan
glukansiikrazlarin polipeptit zincirleri, bes bolgeden (A, B, C, IV ve V) meydana gelir
ve polipeptit zinciri 6nce IV, B ve A bolgelerin N-terminal yarisini, daha sonra tam C
bolgesi ve son olarak A, B ve IV bolgelerinin C-terminal yarisinit olugturan bir U-tipi
yapi olusturur (Bai ve dig. 2017). Bu nedenle amino asit sekansindaki dért korunmus
sekans motifinin sirast (II-11I-1V-I) GH13 enzim ailesinde yer alan a-amilazdan
farklidir (Sekil 1.2). Bu degisken N-terminal bolgesinin glukansiikrazlar arasinda
uzunluk ve bilesim bakimindan 6nemli dl¢ilide degisiklik gdsterdigi ve bir hiicre duvari

baglanma bolgesi olarak tanimlanabilecegi ileri stirtilmiistiir (Leemhuis ve dig. 2013).



N-ter

Sekil 1.2: Glukansiikraz topoloji diyagram modelleri a) GH70 glukansiikrazlar b) GH13 a-amilazlar

Enzimin A bolgesi, GH13 ailesinindeki (B/a) g kovan yapisindan farkl olarak,
GH70 ailesi glukansiikrazlar1 dairesel olarak degisen bir (B/a) s kovan yapisina
sahiptir. (B/a) s kovan yapisi, enzimin ¢ekirdeginde yer alan 8 adet B-ipliginin ($1-B8)
ve bu B-ipliklerini ¢evreleyen 8 adet a-heliks (al-a8) varlifiyla karakterize edilir
(Sekil 1.3). GH13 ailesi enzimlerinin korunmus dort aminoasit dizisi motifi (I ila IV)
ayni sekilde GH70 enzim ailesinde de mevcuttur. Ancak GH70 ailesi glukanstikrazlari
dairesel olarak degisken yapilarindan dolay1 korunmus bdlge motiflerinden motif I, II

ile IV motiflerinin C terminalinde yer alir (Sekil 1.3).

B bolgesi, B3 tabakasindan a3 heliks yapisina dogru uzanan aminosit
miktarinca fazla N- ve C- terminallerinden ayr1 ve A bdlgesinin yaninda bir bolgesi
ifade eder. B bolgesinin konumu GHI13 ailesi enzimlerinin yapisina benzerdir.
Glukansiikrazlarin aktif bolgesi alan A ve B bolgelerinin ara yiiziindeki cep seklinde
bir boslukta bulunur. B bdolgesi enzim-iiriin spesifikligine katki saglayabilecek

substrat/alic1 baglanma bolgelerinin sekillenmesi i¢in ¢esitli aminoasitler igerir.



C bolgesi, glukansiikrazlarda U-seklinin altinda bulunur ve C bdlgesinin etki
alani tam olarak bilinememektedir. Sonug olarak hem GH13 hem de GH70 enzim
ailelerinde, katalitik cekirdek, iist iiste binebilen A, B ve C bolgeleri tarafindan
olusturulur. A, B ve C bolgelerine ek olarak, GH70 ailesi igersindeki

glukansiikrazlarda katalitik ¢ekirdege bagl iki ekstra alan (IV ve V) vardir.

Enzimin IV bolgesi, B ile V bolgeleri arasindadir. Bolge IV'iin yapisi yeni
karakterize edilmistir ve bilinen diger enzim aminoasit dizileriyle benzerligi yoktur.
Bu alan sadece GH70 ailesi enzimlerinde goriiliir. V bdlgesi, IV e bolgesine bitisiktir.
IV ve V bolgelerinin kesin rolleri heniiz bilinmemektedir (Amdekar ve dig. 2010,
Leemhuis ve dig. 2013). Ancak son zamanlarda alan kisaltma fiizerine yapilan
calismalar ve X-151n1 kristalografi calismalari, V bolgesinin polimer uzamasi i¢in
onemli oldugunu gostermistir. L. mesenteroides NRRLB-1355 tiirinde bulunan
glilkansiikrazdan V bolgesinin art arda silinmesi iizerine yapilan bir ¢aligmanin
sonuclary, daha az verimli polimer sentezinin ve polimer molekiiler agirliginda
kademeli bir azalmanin meydana geldigini destekler niteliktedir (Moulis ve dig. 2006).
Ayrica V bolgesi, glukan baglanma cepleri icerir ve IV ve V bolgeleri arasinda yer
alan bir merkez bolge etrafindaki hareketler nedeniyle farkli pozisyonlar meydana
gedigi ve a-glukan iriinlerinin aktif merkezden uzaklastirarak veya aktif merkeze
dogru hareket ettirerek polisakkarit sentezine katkida bulundugu diistiniilmektedir
(Pijning ve dig. 2014, Brison ve dig. 2016, Gangoiti ve dig. 2018). Etki alan1 C disinda,
dort alanin her biri hem N- hem de C-terminallerinden iki siireksiz polipeptit zinciri
tarafindan olusturulur. A, B ve C bolgeleri katalitik ¢cekirdegi olusturur ve ayrica GH13
ailesi enzimlerinde (O6rnegin; o-amilaz, amilosiikraz, siklodekstrin) bulunur. Buna
karsilik, IV ve V bolgeleri GH70 enzim ailesindeki glukansiikrazlara 6zgiidiir (Meng
ve dig. 2016).

GTF180-AN'nin, siikroz (dondr substrat) ve maltoz (alict substrat) ile
komplekslerinin ii¢ boyutlu yapisi kesfedildikten sonra glukansiikrazlarin, GH13 ve
GH77 ailelerindeki enzimler ile benzer katalitik ve a-tutucu ¢ift yer degistirme
mekanizmalarin1 kullandiklar1 tespit edilmistir. Bu mekanizmaya gore ilk olarak,
enzim alt bolgeleri —1 ve +1 arasinda siikrozun a-1,2-glikosidik bag1 pargalanir ve —1
alt bdlgesinde bir a-glukozil-enzim ara maddesi olusur. ikinci olarak, kovalent olarak

bagl glukozil kismi, a-glikosidik bagin transglikosilasyon ve polimerizasyon



reaksiyonlar1 ile glukan zincirinin indirgenmeyen ug¢ sekerine aktarilir. Alternatif
olarak, glukozil kismi1 maltoz (alict reaksiyon) gibi diisiik molekiiler kiitleli bir
substrata veya bir su molekiiline (hidroliz reaksiyonu) aktarilabilmektedir.
Glukansiikrazlarin ii¢ boyutlu yapilarinin aydimnlatilmas: ve yapilan mutajenik
calismalar, olusabilecek iiriin spesifikligi konusunda arastirmalarin daha derin bir
sekilde yapilmasina olanak saglamaktadir. Bu ¢alismalar ayn1 zamanda arzu edilen
iriinleri elde etmek amaciyla farkli varyasyonlarda enzimlerin tasarlanmasi igin

olanak saglamaktadir (Meng ve dig. 2014, Meng ve dig. 2015, Meng ve dig. 2016).

Gtf180-AN'nin maltoz ile kompleks halinde kristal yapisi, +1 ve +2 alt
bolgelerindeki alici substrat ile etkilesime giren korunmus motifler II, III ve IV'ten
degil, ayn1 zamanda B alam1 ve a4 sarmalinin diger korunmamis boélgelerinden
oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Ayrica baglanti Ozgilliigii, substratin enzime
1.3). Mutajenez ¢alismalari, alici baglanma +1 ve +2 alt bolgelerindeki amino asit
kalintilarinin birlikte baglant1 6zgiilliiglinii belirleyen belirli bir fizikokimyasal mikro-
gevre olusturdugunu gostermistir (Meng ve dig. 2014, Meng ve dig. 2015). Bununla
birlikte mutajenez deneyleri glukansiikrazlarin katalitik bolgesinde az sayida
aminoasit yer degisikliginde bile olusan iiriin ¢esitliligini artirdig1 tespit edilmistir.
Ozellikle motif IV yapisinin asag1 akiminda yer alan +2 alt sahalarindaki mutasyonlar
glukansiikrazlarin baglanti oranlarin1 6nemli oranda degistirdigi ileri siiriilmektedir
(Shimamura ve dig. 1994, Kralj ve dig. 2005, Moulis ve dig. 2006, Hellmuth ve dig.
2008, van Leeuwen ve dig. 2008, van Leeuwen ve dig. 2009). Bu bolgedeki
mutasyonlarm motif II'deki mutasyonlarla birlestirilmesi sonucu olusan glukansiikraz
mutantlarinin, vahsi-tip a-glukan iirtinlerinde bulunmayan 6nemli miktarlarda (al —
4) glukozidik baglar olusturabilmesiyle sonuc¢lanmistir (van Leeuwen ve dig. 2008,
Kang ve dig. 2011). Glukansiikrazlar ayrica alic1 substratlara (6rnegin maltoz) baglh
olarak  etkinliklerini  polisakkarit ~ sentezinden  oligosakkarit  sentezine
kaydirabilmektedir. Bu strateji, sindirilemeyen yeni prebiyotik &zelliklere sahip
oligosakkaritleri sentezlemek i¢in olduk¢a 6nemlidir (Valette ve dig. 1993, Sanz ve
dig. 2005, Monsan ve dig. 2010).
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1.2.4 Nisasta Etkili Enzimler; Glukanotransferazlar

Nisasta, depo karbonhidrat olarak bitki tohumlarinda ve kdklerinde yer alan ve
diinyada en fazla bulunan ikinci karbonhidrat kaynagidir. Nisasta, glukoz tinitelerinin
a (1 — 4) glikozidik baglartyla birbirine baglanmasi ile olusan amiloz ve a (1 — 4)
glikozidik baglarmin yani sira yaklasik %5 oraninda o (I — 6) bagiyla baglh yan
zincire sahip amilopektin formlarindan olusur. Dogada yer alan nisastalar ortalama
olarak %20-25 amiloz ve %75-80 amilopektinden olusmaktadir. Polimerik zincirin
sonunda, indirgeyici u¢ olarak bilinen bir aldehit grubu mevcuttur. Amiloz, bir
indirgeyici ve bir indirgeyici olmayan ug igeren, birkac yiiz ile birkag bin glukoz
tinitesi arasinda degisen nispeten kiiclik bir molekiildiir. Amilopektin ise yiliz bine
kadar glukoz tinitesi i¢eren ¢ok daha biiyiik bir molekiildiir ve amilozun bir indirgeyici
ve bir¢ok indirgeyici olmayan ucu vardir. Amiloz ve amilopektinin birlesmesi ile
boyutu ve sekli farkli olabilen nisasta graniilleri meydana gelir. Bu graniiller, enzimler
tarafindan pargalanabilen inert substratlar olarak diisiiniilebilir. Nisastalar genellikle
fiziksel, kimyasal veya enzimatik islemlerle islendikten sonra gida, kagit ve tekstil gibi
cesitli endiistri uygulamalarinda kullanilir. Nisastanin fiziksel ve kimyasal
modifikasyonu sonucu elde edilen nisasta tiirevlerinde iiriin kayb1 daha fazladir. Bu
nedenle enzimatik modifikasyonlar, tercih edilen uygulamalardir. Temel olarak,
nigasta etkili enzimler etki sekline bagl olarak iki ana gruba ayrilir; (1) su kullanarak
a (1 — 4) ve/veya o (1 — 6) glikozidik bagi hidrolize eden ekzo- ve endo- etkili
hidrolazlar, (2) a (1 — 4) bagini1 pargalayan glukanotransferazlar (Okafor ve dig.
2018).

Baglarda, GH70 ailesi enzimleri sadece siikrozdan a-glukan sentezini katalize
eden, LAB’da sentezlenebilen glukansiikrazlar olarak tanimlanmistir (Lombard ve
dig. 2014). Ancak son 6 yilda, GtfB, GtfC ve GtfD olarak belirlenen ii¢ farkli GH70
alt ailesi ortaya ¢ikmis ve biyokimyasal olarak a-glukanotransferaz enzimleri olarak
karakterize edilmistir. Bu a-GTaz enzimlerinin mikrobiyal orijini, domain (etki alani)
organizasyonu, reaksiyonlar1 ve {iriin spesifikligi GH70 ailesi igerisinde yer alan
glukansiikrazlardan farklidir. Bu yeni nisasta etkili GH70 ailesi enzimlerinin; gida,
saglik ve biyomalzeme olarak ticari uygulamalarla enzimatik olarak sentezlenebilen
a-glukanlarin c¢esitliligini 6nemli Ol¢lide genisletecegi diisiiniilmektedir. Siikroz

yerine, bu enzimler maltodekstrinleri ve nisasta substratlarini yeni bir a-glukooligo ve
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polisakkarit sinifina doniistiirmek i¢in kullanirlar. CAZy siniflandirma sistemine gore
(http://www.cazy.org), yeni kesfedilen bu GH70 enzim ailesi icerisinde yer alan
nisasta etkili enzimler GH13 ve GH77 aileleri ile GH-H klani igerisindedir. GH-H klan
igerisinde yer alan enzimlerin ortak 6zelligi, a-glikozidik bag: ile bir katalitik (b / a) s
fi¢1 yapist kullanilarak bir glukoz tinitesi ile baska bir (glukoz, fruktoz, vb.) glukoz
tinitesinden ayrilmasidir ve katalitik alanda N- ve / veya C-terminal alanlari yer
almaktadir. Ancak diger alanlarin tipi ve sayis1 her bir GH-H klanina ait enzimler i¢in
farklidir. Bu ek alanlar enzimlerin reaksiyon spesifikligini belirledigini gosterir (Stam

ve dig. 2006).

Nisasta ve maltodekstrinlerde aktif olan GtfB, GtfC ve GtfD tipi enzimler
GH?70 ailesi glukansiikrazlari ile yiiksek aminoasit dizi homolojisi gostermekte, GH13
ve GH70 enzim aileleri arasindaki evrimsel iligskiyi desteklemektedir (Leemhuis ve
dig. 2013). Yapilan filogenetik ¢alismalar, bu enzimlerin GH13-GH70 ara karakterine
sahip oldugunu ve 6zellikle GH13 alt enzim ailesi 5’e ait maltooligosakkarit etkili a-
amilaz ile yakindan iliskili oldugunu hatta bu a-amilazdan evrimlestigini ortaya
koymaktadir (Bai ve dig. 2017). Ancak her ne kadar GH77 ailesi enzimleri de o (1 —
4) glukan substratlari iizerinde etkili ve GH-H klaninda yer alsa da yapilarinda etki
alan1 C’nin bulunmamasindan dolay1 GtfB, GtfC ve GtfD tipi enzimlerle GH13 ailesi
enzimleri kadar benzerlik gostermezler (Gangoiti ve dig. 2018). Karakterize edilmis
nisasta doniistiiriici GH70 enzimlerinin sayis1 hala sinirhidir. Ancak bakteriyel genom
dizi analizlerinin her gegen giin artmasi, belirtilen yeni GH70 alt ailesi enzimlerinin
tanimlanmasina biiyiik katki saglamaktadir (Gangoiti ve dig. 2018). Ayni zamanda
enzimlerin aktiviteleri ve olusan fiirlinlerin yapisal olarak belirlenmesi konusunda
onemli caligmalar yapilmaktadir. Bu yapi-islev iligkilerinin net bir sekilde anlasilmast,
enzim mihendisligi ve oa-glukan {riinlerinin (baglant1 tipleri, boyutlari, dallanma

derecesi) farkli islevlere gére uyarlanmasiyla miimkiin olabilecegi diistintilmiistiir.

GtfC benzeri enzimler; LAB olmayan, gram pozitif ve genellikle Bacillaceae
ailesine ait Exiguobacterium, Bacillus ve Geobacillus cinsleri tarafindan
sentezlenmektedir. Ancak su ana kadar sadece Exiguobacterium sibiricum 255-15
tarafindan kodlanan GtfC karakterize edilmistir. GtfC enzimlerini kodlayan bakteriler,
cok diisiik ve ¢ok yliksek sicakliklarda gelisim gosterebilen farkli kaynaklardan izole
edilmistir. Ornegin, Exiguobacterium sibiricum 255-15, 2-3 milyon yasinda oldugu
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tahmin edilen eski Sibirya’da siirekli donmus topraktan izole edilmis, psikrofilik
olmayan, spor olusturmayan bir bakteridir (Rodrigues ve dig. 2008). Yine GtfC
enzimini kodladig1 varsayilan Geobacillus sp. 12AMOR1, 90 ° C sicak derin deniz
tortu 6rneginden izole edilen bir termofilik bakteridir (Wissuwa ve dig. 2016). Nisasta
etkili enzimlerle ve glukansiikrazlar ile sekans karsilastirmasi yapildiginda GtfC tipi
enzimleri dairesel olarak degisen (B / a) g fig1 yapisina sahip degillerdir ve enzim etki
alanlar1t GH13 enzim ailesiyle benzerlik gosterir. Bununla birlikte A, B, C ve IV etki
alanlar1 GH13 ailesine benzer sekilde icerirken, glukansilikrazlara ve GtfB benzeri
enzimlere 6zgii bir motif olan V etki alanina sahip degildir. GtfC enziminin bu farkl
alan organizasyonu GH13 enzim ailesi ve GH70 enzim ailesi arasindaki evrimsel yolu

aciklar niteligindedir (Bai ve dig. 2015).

GtfD benzeri enzimler ise polimerizasyon derecesi 4-7 araliginda olan patates
nisastasi, amiloz ve maltooligosakkaritler gibi nisasta benzeri substratlarda 4,6-o-
GTaz aktivitesine sahip bir enzim grubudur ancak bu enzim grubu ¢esitli bitki ile
iligkili bakterilerde tanimlanmistir. GtfD alt ailesinin {yeleri, GtfC tip enzimlerle
benzerlik gosterirler (Gangoiti ve dig. 2016). Su ana kadar GtfD tipi enzimler,
Azotobacter chrococoumum NCIMB 8003 (Gangoiti ve dig. 2016) ve Paenibacillus
beijingensis DSM 24997 (Gangoiti ve dig. 2017) tiirii bakterilerde biyokimyasal olarak

karakterize edilmistir.

Nisasta etkili GH70 alt ailesi olarak belirtilen a-GTaz enzimlerinin ilk ve en
cok incelenen alt ailesi GtfB tipi enzimlerdir ve genellikle LAB tarafindan sentezlenir.
GtfB tip enzimlerin gogu birkag istisna disinda (Pediococcus, Streptococcus, Weissella
ve Leuconostoc suslari) Lactobacillus suslari tarafindan sentezlenmektedir. GtfB
enzimlerinin hiicredeki fonsiyonel rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, baz1 suslarda
GtfB benzeri proteinleri ve glukansiikrazlari kodlayan genlerin genomda art arda
diizenledigini ve in vivo deneyler sonucu glukansiikrazlarin yaninda GtfB benzeri
enzimlerinde ekzopolisakkarit sentezine katkida bulundugu gosterilmistir (Bai ve dig.
2016). Son yillarda GH70 alt enzim ailesinde GtfB benzeri enzimler grubunda yer
alan, farkli reaksiyon ve iiriin spesifitesine sahip ti¢ farkli glukanotransferaz enzimi
tizerinde durulmaktadir. Bu enzimler L. reuteri 121 GtfB 4,6-0-GTaz (Kralj ve dig.
2011, Leemhuis ve dig. 2013, Bai ve dig. 2015), L. fermentum 4,3-a-GTaz (Gangoiti
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ve dig. 2017) ve L. reuteri NCC 2613 GtfB 4,6-a-GTaz (Gangoiti ve dig. 2017) olarak

siralanabilmektedir.

GH70 enzim ailesi igerisinde GtfB enzimini sentezledigi bildirilen ilk sus L.
reuteri 121°dir. Bu enzimi kodlayan genin, siikroz etkili ve siikrozu reuteran
polimerine doniistiiren glukansiikrazlardan biri olan gtfA geninin akis yoniiniin
yukarisinda oldugu bulunmustur (Kralj ve dig. 2002). L. reuteri 121 de tespit edilen
GtfB enzimini kodlayan genin, gtfA geni ile yiiksek aminoasit dizi benzerligine sahip
olmasina ragmen siikrozda inaktif oldugu ancak maltooligosakkaritler ve nisastadaki
a (I — 4) baglarmi hidrolaz/transglikosilaz aktivitesi ile pargalayarak o (I — 6)
baglantilarin1 sentezledigi ortaya konulmustur. Farkli reaksiyon verme sekilleri gz
Ontine alindiginda, bu enzimler 4,6 a-glukanotransferazlar (4,6 a-GT'ler) (EC 2.4.1.-)
olarak tanimlanmustir. L. reuteri 121 tarafindan sentezlenen GtfB enziminin kristal
yapisinda yer alan katalitik bolgesinin GH13 ailesinde yer alan a-amilazlar ve GH70
ailesinde yer alan glukansiikrazlar arasinda yer aldigin1 gostermektedir. Filogenetik ve
genomik analizler de 4,6 o-GT'lerin ve GS'lerin, GH13 5 alt familyasinin
maltooligosakkaritler tiizerinde etkili o-amilazlara yakin ortak bir atadan
evrimlestiklerini desteklemektedir. L. reuteri 121 GtfB'nin kristal yapisi, kismen bir
tiinel olusturan uzun dongiilerle kaplanmis a-amilaz benzeri bir baglama oluguna sahip
oldugunu gostermektedir. Bu tiinelin igindeki yer alan ve 4,6 a-GT'ler ile GH13

amilazlar1 arasindaki farka neden olan bu dongiiler A1 ve B’dir.

Eksi hamurdan izole edilen ve tam olarak sekansi bilinen L. reuteri E81
susunun genomunda 4,6-a-GTaz geninin varligi tespit edilmistir. Bu enzimin E.
coli’lde  ekspresyonunun ve takiben Dbiyokimyasal karakterizasyonunun
gerceklestirilmesine yonelik ¢alismalar yapilmustir. {lgili enzimin, substrat kullanimi
ve dondr-alici ¢aligmalart i¢in o (1 — 4) glikozidik bagi iceren substratlar kullanilarak
caligmalar yapilmistir. Bu enzim grubu tarafindan {iretilen maltooligosakkkaritlerin

fonsiyonlar1 incelenmistir (Ispirli ve dig. 2019b)
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Sekil 1.3: a-Amilaz, 4,6 a-glukanotransferaz ve glukansiikraz arasindaki evrimsel iliski (kare: glukoz
tiniteleri; kiire: fruktoz iiniteleri; MOS: maltooligosakkaritler; PS: polisakkaritler)

Baglarin ayrilmasi ve transglikosilasyon asamalar1 katalitik bolgenin alt
bolgeleri olan -1 ve +1 arasinda gergeklesir (Sekil 1.4). Maltooligosakkaritler tizerine
etkili o-amilazlar birden fazla alici ve verici alana sahiptir ancak Al ve B
dongiilerinden yoksundur ve bu nedenle polisakkarit sentezleyemezler, bunun yaninda
maltooligosakkaritlerin par¢alanmasindan sorumludurlar. 4,6 a-Glukanotransferazlar
ise Al ve B dongiilerine sahiptir ve bu yapilar sayesinde 4,6 a-glukanotransferazlara
Ozgii tiinel yapilar1 olusarak transglikosilasyon esnasinda ara maddenin tutulmasi
saglanir ve farkl gesitlilikte polisakkaritler meydana gelir. Glukansiikrazlar da A1l ve
B dongiilerine sahiptir ancak A2 dongiisiiniin uzamas1 ve Al ve B dongiilerinin
kisalmasi ile glukansiikrazlar glukan polimerlerinin sentezi igin sikkrozu kullanir hale
gelmistir (Sekil 1.4). Ayrica Sekil 1.4°te de goriildiigii gibi glukansiikrazlarin aktif
bolgesinin daha acik yapida olmasi olusturduklart {irtinlerin dalli yapilarinin olmasini
bunun aksine 4,6 a-glukanotransferazlarin tiinel yapilarindan dolay1 sadece lineer

yapida tiriinleri sentezlemesini agiklamaktadir.
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Sekil 1.4: 4,6 a-Glukanotransferazlarin reaksiyon yollari

Sekil 1.5°te 6 tane verici alt bolge gosterilmistir. Bunlardan -2 ve -3 bolgeleri
(Al ve B dongiilerinin yer aldigi bolge) 4,6 a-glukanotransferazlarda olan tiinel
yapisini igeren alt bolgelerdir. Yeni olusan baglar daha kalin ¢izgilerle belirtilmistir.
Sekil 1.5%n 1. kisminda goriildiigii gibi maltooligasakkaritlerin donor substrat olarak
baglanmasiyla transglikolizasyon bir veya ¢oklu alt bdlgelerde (gri ile gosterilen)
gerceklesir. Bunun sonucunda 1 ve 2 olarak gosterilmis olan iirlinler meydana gelir.
Bu triinler Sekil 1.5%in II. kisminda gosterildigi gibi tekrar dondr substrat olarak da
kullanilarak 3 ve 4 gibi {irlinler meydana gelebilir. Sonug olarak olusan tiim iiriinler
(1,2,3,4), a-1,6 bag agisindan zengin farkli izomalto-maltooligasakkaritler (IMMP)

meydana gelir.

IMMP’ler maltooligosakkaritlerin veya nisastalarin indirgeyici olmayan ucuna
dogrusal a (1 — 6) glukan iinitelerinin eklenmesi ile olusur (Dijkhuizen ve dig. 2010,
Kralj ve dig. 2011, Kralj ve dig. 2011, Leemhuis ve dig. 2014). Bu GtfB tipi enzimler
tarafindan ifade edilen 4,6 a-GTase aktivitesine benzer olarak Gluconobacter oxydans
suslart tarafindan tretilen ve GHI15 enzim ailesi igerisinde yer alan dekstran
dekstrinazlar, IMMP’ye benzer ancak igerisinde o (1 — 6) zincirlerine ek olarak (al
— 4) dallarinin bulundugu dekstranlar iiretir. Uretilen dekstran ve IMMP, yiiksek diyet
lif icerigine sahiptir (Leemhuis ve dig. 2014, Gangoiti ve dig. 2018). Cesitli nisastalar

ve maltodekstrinler IMMP sentezi igin substrat olarak degerlendirilmektedir. Ornegin;
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L. reuteri 121 tarafindan sentezlenen glukansiikrazlar uzun ve dogrusal (a1 — 4) bagh
glukoz dizisine ve daha diisiik miktarlarda a (1 — 4,6) dallanma noktalarina sahip
substratlar1 kullandiklarinda, daha fazla miktarda a(1 — 6) bagina sahip liriin ortaya

¢ikmaktadir (Leemhuis ve dig. 2014).

Daha 6nce glukansiikrazlarin yapisal organizasyonuna deginilmisti. L. reuteri
121 tarafindan sentezlenen GtfB enzimi aymi U-tipi yap1 organizasyonuna sahiptir
ancak aktif bolgesinin genel mimarisi farklidir. Glukansiikrazlar sadece bir alici alt
bolgesine (-1) sahipken, GtfB enzimleri ¢oklu alict alt bolgesine sahiptir. Bu agidan
GH13 ailesine ait a-amilazlara benzerler ve bu durum maltooligosakkaritlere yonelik
substrat speksifikliklerini agiklar. Ayn1 zamanda GtfB enziminin transglikozilasyon
aktivitesi sadece (al — 6) 6zgiidiir. GtfB enzimlerinin katalitik bolgesi GH70 ailesi
enzimleri glukansiikrazlarinda oldugu gibi I ile IV motifleri arasinda yer alan dairesel
olarak degisen bir (P/a)s korunmus kovan yapisina sahiptir. Ancak GH70 ailesi
glukansiikrazlarinin ¢ogunda motif V, hem N- hem de C-terminal polipeptit
segmentlerinden olusmasina ragmen GtfB enziminde, motif V daha kii¢iik oldugu i¢in

sadece N-terminal polipeptit {initesinden olustugu belirtilmektedir.

1.25 Glukanotransferazlarin Nisasta Uzerine Etkisi ve Olusan

Oligosakkaritlerin Fonksiyonel Ozellikleri

Nisasta; patates, piring, bugday ve musir gibi temel gidalarin ana bileseni olan,
hem enerji kaynagi hem de gidalarda tekstiirii gelistirici ajan olarak yer alan, insan
diyetinde bir 6nemli yere sahip, karbonhidrat kaynagidir. Nisastalar fiziksel, kimyasal
ve enzimatik modifikasyonlara tabi tutularak fonksiyon kazanir. Son zamanlarda
ozellikle dallanma enzimlerine ve 4,6 a-glukanotransferaz gibi nisasta etkili enzimlere
ilgi artmaktadir. Kimyasal modifikasyonlar: ile elde edilemeyen yeni tip nisasta
tiirevleri, enzimatik modifikasyon yolu ile elde edilebilmektedir. Giinlimiizde
tiiketicilerin diisiik glisemik indeksli ve diyet lif icerigi yliksek gidalara karsi artan
talebi bu enzimlere olan ilgiyi artirmistir. Nisasta, gida iriinlerinde, sindirim
ozelliklerine gore hizli sindirilebilir nisasta, yavas sindirilebilir nisasta ve direngli
nisasta olarak smiflandirilmistir (Englyst ve dig. 1992). Hizl sindirilebilir nisasta ve

direngli nigasta arasindaki ara nisasta fraksiyonu olan yavas sindirilir nisasta, glisemik
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indeksi aniden artirmaz bunun yaninda yavas ve uzun siireli glukoz salinimi saglayarak
tiim ince bagirsak boyunca sindirilir (Zhang ve Hamaker 2009). Yavas sindirilebilir
nisastalar, gida endiistrisinde dikkat ¢ekmektedir. Ornegin, bugday unundan yapilmis
ekmek yaklasik olarak %9,5 yavas sindirilebilir nisasta icerir (Stérbova ve dig. 2016).
Ekmekte yavas sindirilebilir nisasta igerigini artirmak i¢in az pismis ekmegin
dondurulmasi, hamur hidrasyonunun azaltilmasi, yiiksek amiloz nisastasi kullanimi ve
bitki 6zlerinin eklenmesi gibi ¢esitli ekmek iiretim teknikleri gelistirilmistir. Ciinkii
yavas sindirilen nisasta bakimindan zengin gidalarin tiikketiminin kan sekerinde ani
artisa neden olmadigr ve bunun sonucunda diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler
hastalik gibi kronik hastaliklarin riskini azalttigi bildirilmistir (Miao ve dig. 2015,
Zhang ve Hamaker 2009). Nisastay1 enzimle modifiye etmek amaciyla amilosiikraz,
dallanma enzimleri, 4,6 a-glukanotransferaz, amilomaltaz ve pullulanaz dahil olmak
tizere cesitli amilolitik enzimler, amiloz/amilopektin ve uzun veya kisa dal
zincirlerinin oranint diizenleyerek tahil nisastalarindan yavas sindirilebilir nisasta

tiretmek amaciyla kullanilmigtir (Li ve dig. 2019).

Leemhuis ve dig. (2014)’nin yaptig1 bir ¢calismada, L. reuteri 121'in 4,6 o-
glukanotransferaz enzimi kullanilarak nisasta ve nigasta kaynakli maltodekstrinlerin
enzimatik modifikasyonu ile yeni bir ¢oziiniir diyet lifi tiirlinii temsil eden IMMP’in
olustugunu ortaya koymustur. Aym1 zamanda herhangi bir nisasta tiirevinin GtfB
enzimi i¢in substrat olarak islev gorebilecegi ancak amiloz bakimindan zengin ve
diisiik dallanma derecesine sahip substratlar kullanildiginda (al — 6) baglanti ytizdesi
yiiksek iiriinlerin elde edilebilecegi ortaya konulmustur. Olusan bu IMMP’in iist
gastrointestinal sistem ve ince bagirsak i¢in in vivo modeller kullanilarak diyet lifi
analizi yapilmistir ve GtfB enzimi modifikasyonu sonucu yeni olusan IMMP’lerin
diyet lifi iceriginin (a1 — 6) baglantilarinin yiizdesi bakimindan orantili oldugu tespit
edilmistir. Li ve dig. (2019)’nin yaptig1 bir ¢alismada ise bugday unundan yapilan
ekmegin hazirlanmasi agsamasinda Streptococcus thermophilus tarafindan sentezlenen
GtfB enzimi eklenmistir. Probiyotik bir laktik asit bakterisi olan Streptococcus
thermophilus genellikle Lactobacillus suslari ile yogurt ve peynir iiretiminde
kullanilir. Ancak genomik sekanslama sonucu S. thermophilus’un GtfB enzimini
kodladigi tespit edilmistir ve bu gen 4,6 a-glukanotransferaz tiretmek i¢in Escherichia
coli (E. coli) iginde heterolog olarak ifade edilmistir (Li ve dig. 2018). Bu rekombinant

GtfB enziminin eklenmesinden sonra ekmeklerin yavas sindirilebilir nisasta
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igeriklerinin %19,7 — 35 arttig1 ve ekmeklerin 6zgiil hacimlerinin de %2,3 — 11,4 arttig1
gbzlemlenmistir. Yine bu ¢alismada, GtfB enzimi ile modifiye edilmis ekmeklerin
daha yumusak oldugu ve 7 giin boyunca 4 °C'de saklandiktan sonra daha az yapiskan
ve ¢ignenebilir oldugu goézlemlenmistir. Bu nedenle, bu sonuglar S. thermophilus
tarafindan sentezlenen GtfB'nin ekmegin hamur reolojisi ve bugday ununun pisirme
performansi iizerinde olumlu etkilerinin oldugunu, bunun yanmda diisiik
retrogradasyon ve ayni zamanda yavas sindirilebilir nisasta i¢erigine sahip bir ekmek

tiretilebilecegini destekler niteliktedir (Li ve dig. 2019).

1.2.6 Lactococcus lactis ve Heterolog Protein Uretimi

Lactococcus lactis; fenotipik olarak gram pozitif, kok seklinde, homo-laktik,
sporlanmayan, fakiiltatif anaerobik mikroorganizma tiirtidiir. L. lactis, dzellikle peynir,
yogurt, tursu ve benzer gidalarin fermantasyon yoluyla {iretilmesinde
kullanilmaktadir. Bu nedenle Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan genellikle giivenli
olarak (GRAS) kabul edilmektedir. Lezzet vermenin yani sira, LAB olan L. lactis’in
tirettigi asit, bakteriyosin gibi metabolitlerin gidalarin korunmasindan dolayi, bu
bakterilerin gida endiistrisindeki 6nemi biiytiktiir. Gidalardaki bu onemli islevleri
disinda bir¢ok susunun, genom dizisinin bilinmesi ile klonlama ve ekspresyon
sistemlerine uyum sagladigindan L. lactis, genetik miihendisliginde model bir
konakgidir (Pontes ve dig. 2011).

Glinlimiizde rekombinant olarak proteinlerin ekspresyonlarina yonelik
calismalar hem genetik bilgilerdeki ilerlemeler hem de yeni molekiiler biyoloji
tekniklerinin gelismesiyle beraber hiz kazanmistir. Genetik mithendisligi yontemleri
kullanilarak rekombinant proteinlerin ekspresyonu ve saflastirilmasi endiistriyel
uygulamalarda olduk¢a 6nemlidir. Rekombinant protein iiretiminde yaygin kullanilan
konakg1 Escherichia coli’dir. Protein iiretimini saglamak amaciyla oncelikle ilgili
proteini kodlayan genin veya DNA pargalarinin izolasyonu yapilir ve vektor olarak
adlandirilan virlis ve plazmid gibi basit kiigiik ve manipiile edilebilir genetik
elementlere aktarilir. Klonlama vektorii olarak prokaryotlarda daha ¢ok plazmidler
kullanilmaktadir. Bu plazmidler genel olarak; replikasyon orijini, antibiyotik direncine

sahip 6zel alanlar ve ¢oklu klonlama bdlgesine sahiptir. In vitro kosullarda iiretilen
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rekombinant DNA molekiilleri replikasyon yapabilecekleri uygun konak
organizmalara aktarilir (Madigan ve dig. 2016).

E. coli’ye uyum saglayan pET plazmidleri hedef proteinin izopropil B-D-1-
tiyogalaktopiranosid (IPTG) ile ekspresyonunun indiiklenmesinde hayati bir rol
oynayan T7 promotdr sistemini igerir (Studier ve Moffatt 1986). Bu pET plazmidleri
antibiyotik direng genlerine ve protein saflagtirmasini kolaylastirici afinite bolgelerine
sahiptir. Ancak E. coli ekspresyonunun baz1 dezavantajlar1 vardir. E. coli
ekspresyonunda rekombinant proteinlerin kullanimini engelleyen durum; protein
cokmesine ve protein ¢Oziiniirligiine sebep olan inkliizyon cisimciklerinin sik
goriilmesidir. Ayni zamanda bazi proteinlerin diisiik verimleri, yliksek saflagtirma
maliyetleri ve bakteriyel bilesenler (6rnegin lipopolisakkarit) tarafindan
kontaminasyon riski, E. coli geFn ekspresyon sisteminin dezavantajlarindandir (Song
ve dig. 2017).

Son yirmi yilda E. coli’ye alternatif olarak, tamamen sekanslanmig bir genoma
sahip, genetik olarak manipiile edilmesi kolay ve birgok genetik araca sahip olan L.
lactis 6nemli bir klonlama arac1 olarak goriilmektedir. L. lactis biyoteknoloji alaninda
proteinlerin iretimi i¢in kullanilan bir ‘biyoreaktor’ olarak nitelendirilmektedir. L.
lactis'te heterolog proteinlerin ekspresyonunda, verimli protein eldesi ve iiretimin
kontrol edilmesi amaciyla konstitiitif veya indiiktif promoterler i¢eren ¢esitli vektorler
gelistirilmistir. Genellikle daha iyi kontrol sagladiklari i¢in indiiklenebilir promoterler
tercih edilir. Bunlar arasinda en onemlileri P45 ve P32 laktokok promotorleridir.
Ancak ekpresyon sistemini gelistirmek amaciyla hala giiglii promotorler gelistirilmeye
calisiimaktadir (Pontes ve dig. 2011). Bununla birlikte, siiphesiz, bugiine kadar ki en
basarili laktokok ekspresyon sistemi, Kuipers ve dig. (1995) tarafindan gelistirilen
nisin kontrollii gen ekspresyon (NICE) sistemidir. Nisin, biyosentezi 11 genlik bir
kiime tarafindan kodlanan bir 34 amino asitten olusan anti-mikrobiyal peptittir. Bu 11
gen blogu igerisinde nisR ve nisK genleri, nisin genlerinin ekspresyonunu diizenler.
NisK, sitoplazmik zarda bulunan ve nisin molekiilii i¢in bir reseptor gorevi goren bir
histidin-protein kinazdir. Nisin alimi iizerine nisR fosforilasyon yoluyla aktive edilir,
bu da nisin gen kiimesindeki Pnisa V& Pnisr promoterlerinin transkripsiyonunu indiikler
(Kuipers ve dig. 1995). Ilgilenilen gen plazmitte yer alan PnisA promotdriiniin alt

kismina yerlestirildiginde belirli oranlarda nisin ilave edilerek indiikleme yapilir.
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Sekil 1.5: NICE sisteminin sematik gosterimi

Konak¢1 olarak kullanilan L. lactis NZ9000, kromozomuna nisR ve nisK
genleri yerlestirilmis nisin-negatif L. lactis MG1363 susunun bir tiirevidir (Kuipers ve
dig. 1998).

Heterolog proteinlerin hiicre disina salgilanmasi; daha basit saflastirma
adimlari, daha yiiksek verim ve kaliteli liriin elde etme gibi avantajlar nedeniyle hiicre
i¢i olarak ifade edilen proteinlere kiyasla daha ¢ok tercih edilir. Bu agidan heterolog
protein iiretimi igin bir konakg¢i olarak L. lactis’te gelistirilen salgi sisteminin
kullanilmast da avantajlidir. Ciinkii gram pozitif bakteriler hiicre digindaki ortama
dogrudan salgilamaya izin veren tek katmanli bir hiicre duvarina sahiptir. Bu durum
salgilanan  proteinlerin  ¢ogunlukla periplazmada sikistigi, E. coli ile
karsilastirildiginda 6nemli bir avantajdir. Ayrica, L. lactis bir hiicre dis1 proteazi olan
HrtA’ya sahiptir, bu enzim salgilanan heterolog proteinlerin pargalanma sansini
azaltma Ozelligindedir (Song ve dig. 2017). Yine L. lactis’lerde bulunan sinyal
peptitleri (SP'ler), konakeiya, sitoplazmik zar ve hiicre duvar1 boyunca translokasyon
yoluyla proteini hiicre dis1 bolgeye gonderilmesi icin sinyal gonderen bir proteinin N-
terminal uzantilaridir ve genellikle 14-25 aminoasit uzunlugundadir. Ayn1 zamanda
sinyal peptitleri (SP'ler) protein sekresyonunu spesifik ortama yonlendirir. Ozellikle
L. lactis’te iiretim verimini ve protein sekresyonunu optimize etmek igin sinyal
peptitlerinin se¢imi dnemli bir role sahiptir. Ozellikle sinyal peptitlerden usp45, L.

lactis’ de onemli Olgiide salgilanan bir proteindir. Bu sinyal peptit, L. lactis'te
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sekresyon i¢in simdiye kadar kullanilan en basarili peptittir (Subramaniam ve dig.

2013).

Son zamanlarda usp45’¢ ek olarak Pediococcus pentasaceus'ta kesfedilen yeni
bir sinyal peptiti olarak SPK1 fizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir. Yapilan bir
calismada, B-siklodekstrin glukanotransferaz enzimin L. lactis NZ9000’de hiicre dis1
salgilanmas1 amaciyla ti¢ farkli sinyal peptit (usp45, SPK1, NSP) kullanilmistir.
Siklodekstrin glukanotransferaz (CGTase), nisastadan siklodekstrin olusumunu
katalize eden bir hiicre dis1 enzimdir. Bacillus spp. ve Escherichia coli'de, CGTase
tiretiminde, proteaz gibi safsizliklarin varligi nedeniyle, elde edilen iiriin kalitesi
diismektedir. Bu nedenle, gida ve ilag sektoriinde kullanilmak amaciyla daha kaliteli
iriin eldesi igin laktokok sistemi tercih edilmistir ve farkli sinyal peptitler ve
siklodektrin glukanotransferaz genini igeren L. lactis suslarinin elde edilmesi
hedeflenmistir ve olusturulan mutant suslarin salgilama yetileri karsilastirilmistir. -
siklodekstrin glukanotransferazin hiicre dis1 iiretiminde sinyal peptit olarak SPK1 ve
konakg¢1 olarak da L.lactis NZ 9000 kullanildiginda salgilamanin en yiiksek

verimlilikte oldugu saptanmigtir (Subramaniam ve dig. 2013).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Bakteri Suslari, Plazmidler ve Kiiltiir Ortamlar:

Calismada kullanilan ve calisma siiresince elde edilen bakteri suslari ve

plazmidler sirastyla Tablo 2.1°de belirtilmistir.

4,6 a-glukanotransferaz enzimini sentezleyen Lactobacillus reuteri E81 ile
klonlamada kullanilacak tiim suslar Pamukkale Universitesi Gida Miihendisligi Kiiltiir
Koleksiyonundan (PUFECC) saglanmistir. Eksi hamur mikroflorasinda laktik asit
bakterileri agisindan ¢esitlilik olduk¢a fazladir. L. reuteri E81 susu eksi hamurdan
izole edilerek mutlak tanimlamalar1 gergeklestirilmis ayrica bu suslarin genom dizi
analizi sonucunda (Dertli ve dig. 2018) 4,6 a-glukanotransferazi kodlayan gtfB genini

icerdigi ve ilgili enzimin tiretildigi RAST kaynaklarindan teyit edilmigtir.

Klonlama sonucu yeni olusturulan plazmidler GtfB enziminin hiicre disi
tiretimi ig¢in Once ara konakg¢i olarak Escherichia coli TG1 susuna aktarilmustir.

Ardindan Lactococcus lactis NZ9000 susu ana konak¢1 olarak kullanilmustir.

Lactobacillus suslart MRS (Merck, Almanya), laktokok suslart %0,5 glukoz
(Merck, Almanya) iceren M17 (Merck, Almanya) ve Escherichia coli suslar1 ise LB
(Merck, Almanya) ortamlarinda gelistirilmistir. Calisma siiresince genetik
modifikasyon caligmalarinda 10 veya 200 ug/ml eritromisin igeren kiiltiir ortamlari
hazirlanmistir. Laktobasil ve laktokok suslari sirasiyla 37 ve 30 °C’de 48 saat, E. coli
suslar1 ise 37 °C’de 200 rpm calkalanarak 24 saat inkiibe edilmistir. Tiim suslar ile
yeni olusturulan suslarin %20 gliserol (Merck, Almanya) ilave edilerek stoklari

hazirlanmistir. Stoklari alinan tiim suslar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 2.1: Caligmada kullanilan bakteri suglar1 ve plazmidler

Suslar ve Plazmidler Aciklama Gelisme Besiyeri Ant?biyofik
Sartlari Direncli

L. reuteri E81 4,6 a-glukanotransferaz sentezinden sorumlu dogal sus 37°C MRS -

L. lactis NZ 9000 Konakg1 Sus 30°C M17G -

L. lactis MG 1614 Konak¢1 Sus 30°C M17G -

L. lactis LAC 473 pLEB 825 vektoriinii tagimaktadir. 30°C M17G Eritromisin

L. lactis PLAC38 pLEB 825 vektoriinde, P45 promotoriine ters yonde gtfB genini 30°C M17G Eritromisin
icermektedir.

L. lactis PLAC39 gtfB genini tasiyan pLEB 825 plazmid vektoriinii igermektedir. 30°C M17G Eritromisin

E.coli TG1 Ara konakgi sus 37°C, 250 LB -

rpm

E. coli PECO1 pLEB 124 vektoriinii tagimaktadir. 37°C,250 rpm LB Eritromisin

E. coli PECO7 Sinyal peptit (usp45) genini igeren pPLEB597 plazmid vektoriinii  37°C,250 rpm LB Eritromisin
igerir.

pLEB 825 PnisA promotoriinii, eritromisin direnglilik genini ve usp45 sinyal - - -
serisini igeren vektor.

pLEB 597 Sinyal serisi usp45 igeren vektor. - - -
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2.2 Yontem

2.2.1 Genomik DNA Izolasyonu

4,6 a-glukanotransferaz (4,6 o-GTaz) enziminin sentezinden sorumlu gtfB
genini kodlayan L. reuteri E81 susundan genomik DNA izolasyonu genomik DNA
izolasyon kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak yapilmistir. Laktik asit bakterilerinin
izolasyon asamasinda DNA izolasyon islemi kit protokiiliine ek olarak lizozim enzimi
ile miidahale yapilmistir. DNA izolasyonu igin bir gece gelistirilmis hiicrelerden 1.5
ml alinarak 8 000 x g’de 10 dk santrifiij islemi yapilmis ve siipernatant
uzaklastirilmistir. Bakteri hiicrelerine 180 ul lizozim soliisyonundan (50 mg ml™?)
eklenmis ve pipetleme yapildiktan sonra 37 °C ‘de 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan
20 pl proteinaz K ve 200 pl genomik liziz soliisyonu eklenmis ve 50 °C’de 30 dk
bekletilmistir. Inkiibasyon sonras1 20 pl RNAaz ve 200 ul etanol soliisyonu (%96-100)
eklenmistir. Her bir o6rnek ters diiz edilerek karistirildiktan sonra lizatlar tutundurma
kolonlarina aktarilmistir. (Kolon hacmi 800 pl oldugu icin geriye kalan 6rnekler icin
de ayni1 islem uygulanmistir.) 10.000 x g ‘de 1 dK santrifiij edildikten sonra altta kalan
stvt uzaklagtirilmistir. Kolona 500 pl yikama soliisyonu ilave edilmis ve 10.000 x g
‘de 1 dk santrifiijlemistir. Yikama islemi tekrarlanmigtir ve altta kalan sivinin
uzaklastirilmasinin ardindan kolonda kalan etanolii uzaklastirmak amaciyla bir kere
daha bos santrifiijlenmistir ve kolanlar 1.5 mL hacme sahip eppendorf tiipiine
yerlestirilmistir. Daha sonra kolonlar eliisyon tamponundan 50 ul eklenerek 2 dk
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 14.000 x g’de 2 dk santrifiijleme
islemi yapilarak ornekler eppendorf tiipiinde toplanmaistir. Elde edilen genomik DNA
-20 °C de muhafaza edilmistir.

2.2.2  Plazmid izolasyonu

Tez galismasinda, hem L. lactis hem de E. coli hiicrelerindeki plazmidler
kullanilmistir. Kullanilan plazmidlerin izolasyonu i¢in Thermo Plazmid Izolasyon Kiti

(Invitrogen, ABD) kullanilmistir. E. coli hiicrelerinden plazmid izolasyonu igin kit
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protokolii uygulanmistir. Ancak L. lactis hiicrelerinin plazmid izolasyonu igin kit
protokoliine ek olarak lizozim uygulamasi yapilmistir. Plazmid izolasyonu i¢in E. coli
hiicreleri eritromisin igeren (200 mg/mL) LB broth ortaminda ve L. lactis hiicreleri
yine eritromisin igeren (10 mg/mL) M17G (M17 broth + 0.5 % glukoz) ortaminda
gelistirilmistir. Gelistirilen hiicrelerden 1.5 mL alinarak oda sicakliginda 8.000 x g’de
10 dk santrifiij islemi yapilmistir. Siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildiktan
sonra E. coli hiicrelerine 250 uL RNaz igeren resiispansiyon soliisyonu eklenmistir. L.
lactis hiicrelerine ise resiispansiyon soliisyonuna ek olarak 180 pL lizozim ¢ozeltisi
(50 mg mL™) eklenmistir ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. E. coli ve L.
lactis hiicrelerinin izolasyon agamalari lizozim uygulamasindan sonra ayni sekilde
devam etmistir. Resiispansiyon soliisyonunun ardindan 250 pL liziz soliisyonu ve 350
uL noétralizasyon soliisyonu eklenerek Ornekler ters yiiz edilerek yavasca
karistirtlmistir ve bulutsu bir soliisyon elde edilmistir. Ardindan 14.000 x g’ de 5 dk
santrifiijlenmis ve siipernatant tutundurma kolonlarina alinmistir. Kolona alinan
ornekler 14.000 x g de 1 dk santrifiij edilmis ve altta kalan sivi uzaklastirilmistir.
Kolona 500 ul yikama soliisyonu ilave edilmis ve 10.000 x g ‘de 1 dk santrifiijlemistir.
Yikama islemi tekrarlanmistir ve altta kalan sivinin uzaklastirilmasinin ardindan
kolonda kalan etanolii uzaklastirmak amaciyla bir kere daha bos santrifiijlenmistir ve
kolonlar 1.5 mL hacme sahip eppendorf tiipiine yerlestirilmistir. Daha sonra kolonlar
eliisyon tamponundan 50 pl eklenerek 2 dK inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan 14.000 x g’de 2 dk santrifiijleme islemi yapilarak 6rnekler eppendorf tiipiinde
toplanmstir. Elde edilen plazmid DNA’lar -20 °C de muhafaza edilmistir.

2.2.3 Primerler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

Polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR), sicaklik dongiisii uygulanan cihazda
(Kyratec, Australia) gergeklestirilmistir. Bir eksi hamur izolat1 olan L. reuteri E81
susundan gtfB geninin amplifikasyonu ve klonlanmasi amaciyla kullanilan primerler

Tablo 2.2 de verilmistir (Metabion, Almanya).
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Tablo 2.2: PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler (Alti ¢izili bolgeler restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleridir.)

Primer Sekans 5°- 3’ Tm (°C)
GtfB1_F_Xhol ATCTCGAGTCTGCGGGGGTATTAACCACAAGT 74
GtfB_His R_Apal ATGGGCCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGGTTGTTA 77
GtfB1_F TCTGCGGGGGTATTAACCAC 53
Gtfe2 R ATCTCGAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGGTTGTTAAA 67

- GTTTAATGAAATTGC
Pusp45_F AGAAAGCTTTAACTTAATGGGAGGAA 53
Pusp45_R ACA CTC GAG AGC GTA AAC ACC TGA 57
Loop_R ATA GGG CCC AAA TAA AAG CCC CCT TCG ACT 72
GtfB S R ATT TGC ATT AAT TAC TTG TGG ATA 55
Pms;_ ACT GCT CGA GAG TCT TAT AAC TAT ACT 68
EUL; TGTTAAACCGTGTGCTCTACGACCAAAACTA 66
RepScreen_F GAGGGCAATTATCAGTGTGG 63
Usp45 R AGC GTA AAC ACC TGA CAA CGG 61
16S_F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 52

16S_R

TACCAGGGTATCTAATCCTGTT

51
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Tablo 2.3: gtfB geninin amplifiye edilmesi i¢in kullanilan PZR bilesimi

PZR Bilesenleri Miktar (uL)
Deiyonize su 32.5
10 x Q5 Reaksiyon Tamponu 10
dNTPs (10mM) 1
Forward primer (25nuM) 2.5
Reverse primer (25uM) 2.5
Q5 DNA polimeraz 0.5
Kalip DNA 1
Toplam hacim 50

Tablo 2.4: gtfB geninin amplifiye edilmesi i¢in kullanilan PZR kosullart

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 98 30s x1
Denatiirasyon 98 10s
Baglanma Tm-5 30s x 25-30
Uzama 72 20-30 s/kb
Son Uzama 72 5dk x1

2.2.4 Restriksiyon Endoniikleaz, Fosfolizasyon ve Ligaz Uygulamalari

2.24.1 pLEB 124 Vektorii

Calismada klonlama asamasinda iki farkli vektor kullanilmistir. Bunlardan
pLEB124 vektorii E. coli PECO1 susundan izole edilmistir. Vektor plazmid HindlIl ve
Apal yapiskan ug restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. E. coli PEC07’den de
pLEB597 plazmidi izole edilmistir. Bu plazmid kalip DNA olarak kullanilarak sinyal
serisi usp45, PZR ile ampfiliye edilmistir. Usp45 fragmenti HindlIll ve Xhol yapiskan
ug restriksiyon enzimleri ile kesim islemi gerceklestirilmistir. PZR ile ampfiliye edilen

ilgili gen (gtfB), Xhol ve Apal yapiskan ug restriksiyon enzimleri ile kesilmistir
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(Thermo, Amerika Birlesik Devletleri). Tiim kesilen fragmentler DNA saflastirma
kitinden gegirilmistir. Elde edilen iiriinlerin 260nm ve 280nm dalga boyunda DNA
konsantrasyonlar1 ve safliklarina bakilmistir. Son olarak tiim fragmentlerin 3.2.3.4’te

belirtildigi kosullarda ligasyon islemi gerceklestirilmistir.

Tablo 2.5: Restriksiyon enzimleri ve kesim islemleri i¢in kullanilan reaksiyon ortami

Reaksiyon ortam Miktar (uL)
Restriksiyon enzimi 1
10x ilgili tampon 2

Ilgili fragment (GtfB fragmenti veya vektor
. (~0,1-0,5 ng DNA)
plazmid)

Deiyonize su 20 uL’ye tamamlandi.

Yukarida belirtilen reaksiyon ortami eppendorf icerisinde hazirlandiktan sonra
alt tist edilerek karigirilmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 65
°C’de 20 dk bekletilerek enzim inaktive edilmistir.

2.2.4.2 pLEB 825 Vektorii

Caligma boyunca kullanilan diger vektor olan pLEB825, L. lactis LAC 473
susundan izole edilmistir. Sirkiiler vektor kalip olarak kullanilmis ve Tablo 2.2” de
belirtilen loop R ve usp45 R primerleri kullanilarak PZR ile lineer hale getirilmistir.
Ardindan PZR ile amplifiye edilen GtfB ile lineer pLEB825 vektoriiniin ligasyon

islemi gerceklestirilmistir.

2.2.4.3 Vektor Defosforilasyonu

Karides alkaline fosfataz (SAP) (New England Biolabs Inc., MA, ABD) ile
defosforilasyon islemi iiretici firmanin belirttigi protokole uygun olarak yapilmistir.
Bu uygulamanin amaci, fosfat gruplarinin DNA ve RNA'nin 5' uglarindan ¢ikarilmasi
klonlama uygulamalarinda lineer plazmidin yeniden-ligasyonunun 6nlemektir. Tablo
2.6 da de reaksiyon bilesimi 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Ardindan 65 °C’de

inaktivasyonu gerceklestirilmistir.
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Tablo 2.6: Vektor defosforilasyonu igin kullanilan reaksiyon bilesimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar (uL)
Deiyonize su 10
10X Reaksiyon Tamponu 4
Vektor DNA 34
SAP (1 U/1 pL) 2
Toplam Hacim 50

2.2.4.4 Ligasyon

Ligasyon, T4 DNA ligaz (New England Biolabs Inc., MA, ABD) enzimi
kulanilarak Tablo 2.7’de belirtilen reaksiyon ortaminda gergeklestirildi. Klonlanacak
DNA insert ve vektorleri molar konsantrasyonlarina gore 1:1, 2:1, 3:1 oranlarinda
denendi. DNA-Vektor molar oranlarinin hesaplanmasinda

https://nebiocalculator.neb.com/ web sitesinden yararlanildi.

Asagida belirtilen reaksiyon ortami eppendorf igerisinde alt iist edilerek

karistirtldi. 16 °C bir gece inkiibasyona birakildi. 65°C’de 15 dk enzim inaktive edildi.

Tablo 2.7: Ligasyon islemi i¢in hazirlanan reaksiyon ortami

Reaksiyon Bilesenleri Miktar (uL)
Dogrusal vektor DNA 400 ng

Insert DNA DNA boyutuna gore degisken
10x DNA Ligaz Tamponu 2

T4 DNA Ligaz 1

Deiyonize su 20 pL’ye tamamlandi.

2.2.5 Koloni Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tablo 2.7’de verilen reaksiyonun ardindan elde edilen rekombinant plazmid
DNA’lar ilk olarak ara konakg1 sus olan E. coli TG1’a ardindan L. lactis NZ9000 ve

L. lactis MG1614 konak¢1 suslara elektroporasyonla transforme edilmistir.
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Rekombinant plazmidin sahip oldugu antibiyotik direncine uygun olarak hazirlanan
besiyerine ekildikten sonra istenen rekombinant plazmidi ihtiva eden kolonileri
bulmak amaciyla gelisen koloniler toplanmistir. Gelisen kolonilerden secilerek yeni
bir segici besiyerine 6ze yardimiyla ekilmistir. Kolonilerin gelismesinin ardindan

koloniler bir kiirdan yardimiyla alinarak Tablo 2.8’de belirtilen koloni PZR ortamina

aktartlmistir.

Tablo 2.8: Koloni PZR ig¢in kullanilan reaksiyon ortam1

PZR Bilesenleri Miktar (nL)
Deiyonize Su 36,25
5X One Tag Standart Reaksiyon Tamponu 10
dNTPs (10mM) 1
Forward Primer (25 uM) 1
Reverse Primer (25 nM) 1

One Tag DNA Polimeraz 0,25

Kahp DNA

Koloni (~0.5 uL)

Toplam Hacim 50

Tablo 2.9: Koloni PZR i¢in kullanilan PZR kosullari

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 94 1dk30s x1
Denatiirasyon 94 30s

Baglanma Tm-5 30s

Uzama 68 20-30 s/kb X 25-30
Son Uzama 68 5dk x1

2.2.6 DNA Saflastirma Islemi

PZR ve restriksiyon enzimleri ile miidahale sonrasinda ortamda bulunan primer
dimerlerinin, primerlerin, niikleotitlerin, proteinlerin, tuzun, agarozun, etidyum

bromiiriin ve diger safsizliklarin giderilmesi amaciyla NucleoSpin® Gel and PCR
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Clean-up (Macherey-Nagel, Almanya) saflastirma kiti kullanilmustir. ilk olarak drnek
hacminden 2 kat fazla miktarda NTI tamponu ilave edilmistir. Karisim 6-7 kez alt {ist
ederek karistirildiktan sonra 700 pL. hacme sahip saflagtirma kolonuna alinmustir.
Ardindan 11.000 x g’de 30 s santrifiij edilmistir. Kolonun altinda kalan kisim
uzaklagtirildiktan sonra yikama islemi i¢in kolona 700 uL NT3 tamponundan ilave
edilerek 11.000 x g’de 30 s santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir. Altta
kalan sivinin uzaklastirilmasinin ardindan kolonda kalan etanolii uzaklastirmak
amaciyla bir kere daha bos santrifiijlenmistir ve kolonlar 1.5 mL hacme sahip
eppendorf tiipiine yerlestirimistir. Daha sonra kolonlar eliisyon tamponundan 30 pl
eklenerek 2 dk inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan 11.000 x g’de 2 dk
santrifiijleme islemi yapilarak 6rnekler eppendorf tiiplinde toplanmistir. Elde edilen

plazmid DNA’lar -20 °C de muhafaza edilmistir.

2.2.7 Kompetent E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli TG1 hiicresi elektrokompenent hiicre olarak kullanilmak amaciyla
hazirlanmistir. Oncelikle -20 °C’de muhafaza edilen E. coli TG1 susu, 5 mL LB
ortaminda 37 °C’de ve 250 rpm karistirma hizinda 1 gece tretildi. Bu hiicreler LB
Agar iceren petri plaklarma tek koloni diistiriilecek sekilde 6ze araciligi ile
aktarildiktan sonra, 37 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Agar ortamlarinda iireyen tipik
koloniler 5 mL LB ortami igeren tiiplere aktarilmis ve hiicreler 250 rpm calkalama
hizinda ve 37 °C’de 1 gece gelistirildikten sonra, sicakligi 37 °C’ye getirilmis LB
besiyeri ortamina 1/100 asilama yapilmistir ve yukarida belirtilen kosullarda inkiibe

edilmistir.

Iki saat inkiibasyon sonrasinda her 15 dk da bir {ireme ortamlarimin optik
yogunluklar1 (OD600) belirlendi. OD (600 nm) 0.4-0.6 araligina ulasildiktan sonra,
inkiibasyon sonlandirilarak, ortam sicaklig1 4 °C’nin altina diisiiriildii. Sogutulan hiicre
stispansiyonlar1 esit miktarlarda santrifiij tliplerine dagitilarak, santrifiij islemine
(10000 rpm’de 20 dk, 4 °C) tabi tutuldu. Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra, hiicre
cokeltileri dnceden hazirlanarak ve 4 °C’ye sogutulmus, %10 gliserol igeren steril
deiyonize su igerisinde ¢6ziildii. 4 °C’de muhafaza edilen hiicre siispansiyonlart 10000

rpm’de 20 dk santrifiij edilerek hiicre c¢okeltisi elde edildi. %10 gliserol iceren
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deiyonize su ile yapilan yikama islemi, 2 kez daha tekrar edildi. Son asamada hiicre
cokeltisi baglangi¢ hiicresel hacmin 1/100 oraninda %10 gliserollii deiyonize su ile
¢oziilerek, onceden buz iizerinde sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine 50 pl olacak

sekilde dagitildi. Bu kompetent hiicreler -80 °C’de muhafaza edildi.

2.2.8 Rekombinant Plazmidlerin E. coli Hiicrelerine Elektroporasyonu

Elektrokompetent hiicrelerinin  hazirlanmasinin  ardindan  rekombinant
plazmidlerin E. coli hiicrelerine transformasyonu gerceklestirildi. Oncelikle -80’de
muhafaza edilen kompenent hiicreler 2 mm araliga sahip elektroporasyon kiivetlerine
(Bio-rad, CA, ABD) alinip buz iizerinde bekletildi. -20 °C’de muhafaza edilen
rekombinant plazmidi iceren ligasyon karisimi da buz iizerinde ¢dzilindiiriildiikten
sonra 5 pL alinarak, kompetent hiicreler ile (50 uL) karistirildi. Bu karigim 10 dk buz
tizerinde inkiibe edildi ve pipet yardimiyla elektroporasyon kiiveti icerisine hava
kabarcigi kalmayacak sekilde aktarildi. E. coli hiicreleri igin 2.5 kV, 200Q ve 25 pF
degerleri cihaza girilerek yaklasik 5-6 saniyeye tekabiil eden elektrik uygulamasi
yapildi. Elektroporasyon uygulanmis hiicrelerin iizerine 1 mL gelistirilmis besiyeri
ortamina (Tablo 2.10) ilave edildi ve 2 saat bu ortamda inkiibe edildikten sonra, 200
ng mL* eritromisin iceren LB agar plaklarina yayildi. LB agar ortamlar1 37 °C’de 48

saat inkube edildi.

Tablo 2.10: SOC ortami bilesimi

SOC ortam Miktar
Tripton 29
NaCl 0549
KCI (1M) 0,25 mL
MgSOas (1M) 2mL
dH20 97 mL

pH, 4 N NaOH kullanilarak 7,0’a ayarlandi ve ortam 121 °C’de 15 dk sterilize
edildi. Ortam kullanilmadan hemen 6nce 18 pL (1 mL i¢in) 1 M glukoz ilave edildi.

2.2.9 Kompetent L. lactis Hiicrelerinin Hazirlanmasi
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Kompetent L. lactis hiicrelerinin hazirlanmasi amaciyla -80 °C’de muhafaza
edilen L. lactis NZ9000 ve L. lactis MG1614 susu M17G ortaminda 30 °C’de 12 saat
siireyle iiretildi. Daha sonra hiicreler M17G agar lizerinde tek koloni olusturacak
sekilde ekim yapildi. Ureyen koloniler %1 glisin iceren M17G ortamina aktarildi
(1/100) ve optik yogunluk (OD600) 0.2-0.4 araligina gelinceye kadar inkiibe edildi.
Hedeflenen yogunluga erisildikten sonra ortam buz iizerinde sogutuldu ve 7000
rpm’de, (4 °C’de 7 dK) santrifiij edilerek hiicreler toplandi. Ust s1v1 uzaklastirildiktan
sonra hiicreler 4 °C’ye sogutulmus elpo tamponu igerisinde ¢6ziildii. Bu ortam tekrar
7000 rpm’de (4 °C’de 7 dk) santrifiij edildi (Yikama ve santrifiij islemi 4 kez yapild).
Son basamakta hiicreler baslangig kiiltiir hacmin 1/100’{ oranindaki yikama ¢ozeltisi
icerisinde ¢oziilerek, dnceden sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine (100 pL) dagitilds

ve -70 °C’de saklandu.

2.2.10 Rekombinant Plazmidlerin L. lactis Hiicrelerine Elektroporasyonu

L. lactis hiicrelerine yapilan elektroporasyon uygulamalarinda; E. coli hiicreleri
icin takip edilen basamaklar uygulandi. Tek fark olarak cihaza girilen degerler 2.5 kV,
400Q2 ve 25 pF olarak degistirildi ve 6-7 saniyeye tekabiil eden elektrik uygulamasi
yapildi. Ayrica elektrik akimi uygulandiktan sonra hiicreler ifade ortamina alind1 ve 2
saat inkiibasyona tabi tutuldu. Daha sonra hiicre seyreltilerinden M17G (10 pg mL™)
agar ortamina yayma ekimi yapildi. 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.

Tablo 2.11: Lactococcus lactis hiicrelerine elektroporasyon boyunca kullanilan soliisyonlar ve
igerikleri

Soliisyon Icerik

M17G M17 + %0,5 Glukoz

M17GS 2x M17+0.5 M Sakkaroz + %0,5 Glukoz

Elpo Tamponu 0.5 M Sakkaroz + %15 Gliserol + Deiyonize su
ifade ortam M17GS sivi besiyeri + 2mM CaClz + 20mM MgCl,
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2.3 Rekombinant Plazmid iceren Hiicrelerden Protein Ekspresyonu ve

Ekstraksiyonu

Glukanotransferaz geni (gtfB), nisin indiiklenebilir Pnis promotériinii i¢eren
pLEBS825 vektoriine klonland1 ve bu rekombinant plazmid 6nce ara konake¢1 olan E.
coli TG1 elektrokompetent hiicrelerine transforme edildi. Eritromisin igeren LB agar
ortamindan pozitif oldugu diisiiniilen koloniler se¢ildi. Se¢ilen koloniler 5 mL LB
(200pg mL-1) ortaminda 1 gece gelistirildi. Ardindan gelistirilen kiiltiirlerden
3.2.2.deki protokole uyularak plazmid izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmidler jel
elektroforezde goriintiilendi. Istenen plazmid boyutuna sahip olanlar secildi ve ilgili
geni igerip icermedigine dair kontrol etmek i¢in, izole edilen plazmidler kalip olarak
kullanild1 ve Loop R ve GtfB1 _F primerleri ile PZR yapild1. Pozitif oldugu diisiiniilen
rekombinant plazmidler L. lactis NZ9000 elektrokompetent hiicrelerine transforme
edildi. Eritromisin iceren M17G agar ortamindan, ilgili koloniler segildi. Segilen
koloniler 5 mL M17G (5 pg mL-1) siv1 besiyerinde 1 gece gelistirildi ve ardindan
3.2.2.°de belirtildigi gibi plazmid izolasyonu yapildi. Rekombinant hiicrelerden pozitif

oldugu diisiintilen klonlar %20 gliserol ilave edilerek -80°C’de muhafaza edildi.

Enzim tiretimi i¢in -80°C’deki muhtemel klonlar, 5 mL M17G ve eritromisin
(10 pg mL?) igeren ortamda 1 gece gelistirildi. Ardindan 100 mL M17G ve eritromisin
(10 pg mL™) ortamia %1 inokiilasyon yapildi. OD600nm 0.3-0.4 araligma geldiginde
10000 IU mL™* nisin stok ¢dzeltisinden son nisin konsantrasyonu 501U mL olacak
sekilde ilave edilmistir ve hiicreler 8 saat gelismeye birakilmistir. Inkiibasyon
sliresinin bitmesinin ardindan alinan hiicreler 7000 x g’de 7 dk santrifiij edilmis
(Hettich Universal 30 RF, Almanya) ve c¢oken hiicrelerin karigmamasina dikkat
edilerek silipernatant steril bir tiipe alinmistir. Alinan siipernatant 6rnek hacmi 15 mL
olan Amicon® Ultra-15 (MiliporeSigma, Almanya) santrifiij filtrelerinden gegirilerek
ilgili enzim disindaki proteinlerin elimine edilmesi hedeflenmistir. Santrifiij
sonrasinda elde edilen ornekler -20 °C’de 1 gece bekletilmistir ve GtfB enziminin
saflagtirilmast icin HisPur™ Ni-NTA Spin (Thermo, USA) saflastirma kiti
kullanilmistir.  Protein  saflastirmasinda  iiretici  firmanin  protokoliinden

yararlanilmigtir. Ekstrakte edilen enzim -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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2.4 4.6 a-Glukanotransferaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

4,6 o-Glukanotransferaz (GtfB) enziminin aktivitesi sonucu farkli
polimerizasyon derecelerine sahip amiloz, maltooligasakkarit, patates nisastasi gibi
substratlardaki a-1,4 baglarin1 pargalayarak ve geriye kalan glukoz iinitelerine de o-
1,6 bag1 eklenmesiyle birlikte son iirlinlerde farkliliklar meydana gelmektedir. GtfB
enziminin HisPur™ Ni-NTA Spin (Thermo, USA) saflastirma kitinden gegirilerek
saflastirilmasinin ardindan enzim aktivitesine bakilmistir. GtfB enzimin aktivitesini
tespit etmek amaciyla, %1 Amiloz V (AVEBE, Hollanda) stok soliisyonu 20 mg
Amiloz V, 1 ml distile su ve 1 mL 2 M NaOH’da ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Bu
soliisyona ek olarak, aktivite testinden hemen once noétralizasyon saglamak amaciyla
reaksiyon ortamiyla esit hacimde 1 M HCI ilave edilmistir. Stok soliisyonu
kullanilarak aktivite testi i¢in %0.25 Amiloz V, 25 mM NaAc ve ImM CaCl2 ile
reaksiyon ortami olusturulmustur. Olusturulan 500 puL reaksiyon ortamina 5, 10, 50,
100 pL enzim ilavesi yapilarak 37°C de inkiibasyona birakilmistir. Olusan iirtinlerin

kontrolii amiloz-iyodin testi ile yapilmistir (Bai ve dig. 2015).

Amiloz-iyodin testi i¢in 0.26 g iyot ve 2.6 g potasyum iyodiir (KI) 10 mL suda
¢Oziindiiriilerek stok soliisyonu (260 kat) hazirlanmistir. Bu soliisyon seyreltildikten
sonra (1 kat) 150 pL almarak 15 pL enzim ile inkiibasyona birakilmig reaksiyon

ortamiyla karistirtlmistir. OD660 nm de okuma yapilmustir.

GtfB ve subsratlarin reaksiyonlar1 sonucunda olusan oligosakkaritler, reaksyon
tirinlerinin TLC plakalarina (silica gel 60 F254, 20 x 20 cm TLC sheets Merck,
Darmstadt, Almanya) ytiklenerek iiriinler biitanol: etanol:su (5:5:3) ¢dziicii sisteminde
yiiriitiilmesi ile tespit edilmistir. Uriinler, ¢dziicii sistemde 6 saat yiiriitiilmiis ve
takiben reaksiyon ortamindaki karbonhidratlar metanol: siilfiirik asit (1:1) ¢ozeltisine

daldirildiktan sonra 1s1 uygulamasina maruz birakilarak gézlemlenmistir.

25 Rekombinant Proteinlerin SDS-PAGE ile Belirlenmesi

Saflagtirilan enzimin molekiiler biiyilikliigii trisin-sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamit jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanilarak belirlenmistir
(Schagger ve von Jagow 1987). Trisin-SDS-PAGE uygulamasinda, Laemmli (1970)
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tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir. Dikey jel elektroforez sisteminde, 10x8 cm
ve 10x7.5 cm ebatlarindaki cam plakalar Bio-Rad jel hazirlama sistemine
yerlestirilmistir. Calismada tiretilen enzimin biiyikligii yaklasik olarak 160 kDa
oldugu diisiiniildiigii i¢in %8 lik ayirict jel ve %4 liik yigima jel hazirlanmistir. Ilk
olarak hazirlanan ayirici jel, jel taraginin 1 cm altina gelecek sekilde iki plaka arasina
dokiilmiistiir ve {iizerine yaklasik 2 ml distile su eklenmis ve ayirict jelin
polimerizasyonu i¢in yaklasik 1 saat beklenmistir. Siire sonunda filtre kagidi
yardimiyla ortamdaki su alinmistir. Daha sonra iki plaka arasmna yigima jel
dokiilmiistiir ve jel tarag yerlestirilmistir. Yigima jelin polimerizasyonu i¢in yaklasik

30 dk beklenmistir.

Hazirlanan enzim ornekleri jel kuyucuklarma 30 pl olacak sekilde
yiiklenmistir. Orneklerin elektroforezi énce 50 V elektrik akiminda 1 saat, daha sonra
100 V elektrik akiminda 3 saat olacak sekilde gergeklesmistir. Elektroforezi takiben
sistemden ¢ikarilan jel 6nce 45 dk boyama ¢6zeltisinde tutulduktan sonra 45 dk boya
giderme ¢ozeltisinde tutulmustur. Elde edilen jel goriintiilerinin beyaz 151k altinda
incelenerek protein boyutlart Color Prestained Protein Standard’it (New England
Biolabs Inc., MA, ABD) ile kontrol edilmistir.

2.6 Rekombinant Proteinlerin Western-Blot Yontemi ile

Dogrulanmasi

Western-Blot analizi (Sambrook ve dig. 1989) ve (Wang ve Chao 2006)
tarafindan 6nerilen yontemler kombine edilerek kullanilmistir. Yapilan calismada His-
Tag igeren proteinlerin dogrulanmasi amaciyla Western Blot islemi uygulanmistir.
Boliim 2.5°te belirtilen sekilde SDS-PAGE uygulamasi yapilmistir. Yigma igin %4,
ayirma igin %8 akrilamid/bis-akrilamid (Bioshop, Ontorio, Kanada) derisiminde
hazirlanan poliakrilamid jele yiiklenerek 6nce 50 V'da 1 saat, takiben 100 V'da 3 saat
yiriitiilmiistiir. Daha sonra jeller hemen transfer tamponuna (1,92 M Glisin, 0,25 M
Tris) aktarilmis ve dengeleninceye kadar tutulmustur. Takiben jeller yari-Kuru
Western-Blot sistemine (Bio-rad) yerlestirilmistir. Poliakrilamid {izerinde bulunan
proteinler PVDF (Milipore) membranma 15 V da aktarim yapilmistir. Aktarim
izlenebilir proteinin markerin (New England Biolabs Inc., MA., ABD) gecisi
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tamamlandiginda durdurulmustur. Yari-kuru Western-Blot sisteminden PVDF
membran dikkatle alinarak PBST (PBS+%0,1 Tween20) tamponunda %5 siit tozu

iceren soliisyonda 1 saat tutulmustur.

Yukarida siralanan asamalardan sonra, membran {izerinde fiizyon proteinin
varligmin arastirilmasi islemlerine gegilmistir. Oncelikle membran 2 kez PBST
tamponunda iyice yikanmistir. Takiben membran PBST tamponuyla 1/5000 oraninda
seyreltilmis tavsan spesifik HisTag-antikoru (New England Biolabs Inc., MA, ABD)
iceren soliisyonuna alinmig ve 1 gece 4°C'de 100 rpm'de ¢alkalanmistir. Bir gece
sonunda spesifik olmayan baglantilarin uzaklastirilmasi i¢in membran PBST tamponu
ile 3 kez yikanmigtir. Daha sonra membran yine PBST tamponu ile 1/10000 oraninda
seyretilmis antijeni (Anti-rabbit-lgG AP-konjuge, Promega) igeren soliisyona alinmig
ve 1 saat 100 devirde calkanarak inkiibe edilmigtir. Takiben II. antikorun
uzaklastirilmasi amaciyla membran tekrar 3 kez yikanmig ve son asamada membranin
tizerine 10 ml substrat (Western-Blue, Promega) konularak renk degisimi ile flizyon

proteinlerin membran iizerindeki yeri tespit edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 L. reuteri E81°den gtfB Geninin Klonlanmasi

Yapilan ¢alismada L. reuteri E81°de kodlanan gtfB genini L. lactis hiicrelerine
transfer etmek amaciyla 4860 bg lik gen bolgesinin tamami PZR ile ¢ogaltilmis ve
ilgili gen bolgesi nisin indiiklenebilir promotdr olan PnisA ve laktokoklarda hiicre dis1
enzim salgilamadan sorumlu usp45 sinyal serisini igeren pLEB825 vektoriine
klonlanlanmigtir. Oncelikle ilgili gen bolgesi Tablo 2.2°de belirtilen primerler
kullanilarak PZR ile ampfiliye edilmistir (Sekil 3.1).

6000 b¢ |
3000 b

Sekil 3.1: Lactobacillus reuteri E81 genomundan gtfB geninin ampfiliye edilmesini gosteren agaroz
jel goriintiisii

Daha sonra elde edilen gtfB fragmenti, Boliim 2.2°de belirtildigi gibi iki farkli

strateji ile klonlanma islemleri gergeklestirilmistir.

3.1.1 Strateji 1: pLEB825 Vektoriine gtfB Geninin Klonlanmasi

Klonlama islemi i¢in tasarlanan stratejilerden birincisinde, kullanilan Pnis
promotoriine ve laktik asit bakterilerinde hiicre dis1 enzim {iretiminden sorumlu usp45

sinyal peptitine sahip olan vektdr pLEB825, usp45 R ve loop R primer gifti
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kullanilarak PZR ile lineer hale getirilmistir. Sekil 3.2’de PZR sonucu elde elde edilen

vektoriin agaroz jeldeki goriintiisii gosterilmektedir.

3000 bg
1000 b

Sekil 3.2: PZR ile amplifiye edilen lineer pLEB825 vektoriiniin agaroz jel goriintiisii

Elde edilen lineer vektor DNA saflastirma kitinden gegirmis ve self ligasyonu
onlemek amaciyla defosforilizasyon iglemi yapilmistir ve gtfB geni bu vektore
eklenmistir. Elde edilen rekombinant plazmid 6nce ara konak¢i olan E. coli TG1
hiicrelerine, ardindan L. lactis NZ9000 hiicrelerine transforme edilmistir. Rekombinat
plazmidleri igeren yaklasik 100 laktokok hiicreye koloni PZR yapilmistir. Koloni PZR
sonucu 3 adet pozitif koloni tespit edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Koloni PZR ile Lactococcus lactis hiicrelerinden elde edilen pozitif kolonilerin agaroz jel
gorintiisi
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Ancak bu hiicreler igerisinde yer alan rekombinant plazmidlerdeki gtfB
geninin Pnis promotoriine ters yonde baglandigi Pnis_F ve RepScreen_F primerleri
kullanilarak yapilan PZR sonucu tespit edilmistir. Hiicre disi enzim iiretimini
saglamak amaciyla, Pnis promotdriine ters yonde baglhh plazmid kalip olarak
kullanilarak klonlama islemine devam edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 6ncelikle
GtfB_R ve Erm_F primerleri kullanilarak PZR ile yaklasik 7-8 kb boyutunda lineer
bir plazmid elde edilmistir (Sekil 3.4). Plazmidin bu kismindan P45 ve usp45 sinyal

serisinin disindaki bolge ¢ogaltilmistir. Ardindan bu bolge self ligasyon yapilarak
E. coli TG1’da tekrar ¢ogaltilmistir.
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Sekil 3.4: GtfB_R ve Erm_F primerleri kullanilarak PZR ile amplifiye edilen lineer vektoriin agaroz
jel gortintiisii

Elde edilen plazmid kalip DNA olmak iizere Loop_R ve GtfB_F primerleri

kullanilarak plazmid tekrar lineer hale getirilmistir. Ayn1 zamanda Sekil 3.2 ’de

gosterilen plazmid kalip olarak kullanilmis ve Pnis/Usp45 bolgesi PZR ile amplifiye
edilmistir (Sekil 3.5).
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gtfB /Erm/RepA

Pnis/usp4

Sekil 3.5: PnisA promotori ve usp45 sinyal serisinin ve Loop_R ve GtfB_F primerleri kullanilarak
PZR sonucu elde edilen lineer vektoriin agaroz jel goriintiisii

Elde edilen fragmentler ligasyon ortaminda birlestirilerek GtfB-pLEB825
plazmidi elde edilmistir. Elde edilen plazmidin L. lactis NZ9000’e transformasyonu
sonucu gozlemlenen pozitif oldugu diisiiniilen koloniler toplanmis ve bu kolonilerin
GtfB_S R ve Pnis F primerleri ile koloni PZR yapilmasi sonucunda dogrulugu

kanitlanmustir (Sekil 3.6).

GtfB_S_R ve Pnis_F

Sekil 3.6: Koloni PZR ile Lactococcus lactis hiicrelerinden elde edilen pozitif kolonilerin agaroz jel
gorintisi
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3.1.2 Protein Ekpresyonunda Kullanilan Plazmidlerin Olusturulmasi

pLEBS&25
3109 bp

(2107) Sacl —
(2106} BssSal
{z105) Eco53kI

(1933) BmeT110I ——
{1932) Xhol

(1783) Acul - ECOSTMI —
{1771) BstBI ——

(1710} EcoP 151"

(16981 Accl
(16811 PstI

(1655 PspFI Apal (1652)

Sekil 3.7: PnisA promotoriine ters yonde gtfB genini igeren vektoriin sematik gosterimi
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7694 bp

‘thB,F (79..99) (4816 .. 4859) GfE_His_R £nd (4860)
o007 2000 F000 3000 =
GtfB
4860 bp
6412 .. 64383 GHBE_Mis_R ._

_ GHB_F (1658

. 1675}



Start (0) £nd (7606)

7000 4000 000!
L Rees ] i)
Factor Xa site Ery Resistance Gene
RepA+gtfb+Ery
7606 bp

gtfB+RepA+Erm pLEB338.2

7606 bp 7894 bp

Start 10} End (2380
= = = = =
o e [ —

priis forw (1654 ., 1941)
e

Sekil 3.8: Ligasyon sonrasi elde edilen indiiklenebilir PnisA promotérii ile GtfB enzim {iretim
vektoriiniin sematik gdsterimi
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3.1.3 Strateji 2: pLEB124 Vektoriine gtfB Geninin Klonlanmasi

GtfB enziminin hiicre dis1 iiretilmesi i¢in yapilan diger bir klonlama
stratejisinde ise siirekli galisan laktokok promotoru P45 ve eritromisin direnglilik
genini igeren 4.5 kb’lik sahip vektor olan pLEB124, Hinlll ve Apal restriksiyon

enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilmistir (Sekil 3.9).

6000 be
3000 b¢

Sekil 3.9: pLEB124 vektoriiniin Hindlll ve Apal restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucu elde
edilen lineer vektoriin ve pLEB124 vektoriiniin ekstraksiyon sonrasi agaroz jel goriintiisii

L. reuteri E81 genomik DNA’sindan GtfB1 F Xhol ve GtfB His R _Apal
primerleri kullanilarak gtfB geninin tiimi amplifiye edilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10: Lactobacillus reuteri E81°den elde edilen gtfB geninin agaroz jel goriintiisii
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Ayrica laktokoklarda hiicre disi enzim iiretiminden sorumlu sinyal serisi usp45 bolgesi
de pLEB597 vektorii kalip olarak kullanilarak PZR ile ampfiliye edilmistir (Sekil
3.11).

300 be

Sekil 3.11: pLEB597 plazmidinden elde edilen usp45 sinyal serisinin agaroz jel goriintiisii

Elde edilen usp45, gtfB ve lineer pLEB124 fragmentleri ligasyon islemi ile
birlestirilmistir. ikinci strateji sonrasinda elde edilen rekombinant plazmidler ara
konak¢1 olan E. coli TG1 hiicrelerine, ardindan L. lactis MG1614 hiicrelerine
transforme edilmistir. Ancak toplanan tim kolonilerde gtfB genini icerdigini isaret
eden fragmnet cogaltilamamistir. Bu sonug siirekli promotor altinda oldukga biiyiik bir

genin laktokok hiicrelerinde ifade edilmesinin gii¢ olduguna isaret etmistir.
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3.2 Lactococcus lactis NZ9000°de Eksprese Edilen Proteinin SDS-
PAGE ile Belirlenmesi

Rekombinant L. lactis NZ9000 suslarinin kiiltiir iist sivilarindan ilgili GtfB
enziminin saflastirilmasi iki farkli sekilde gerceklestirilmistir. 8 saat indiikleme
sonrasinda elde edilen kiiltiir ist sivist 1) slipernatant 6rnek hacmi 15 mL olan
Amicon® Ultra-15 (MiliporeSigma, Almanya) santrifiij filtrelerinden gegirilerek 2)
siipernatantin HisPur™ Ni-NTA Spin (Thermo, USA) saflastirma kiti ile saflastirilma

islemi gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda saflastirilan 6rnekler konsantre edilmistir.

Saflagtirilan GtfB enziminin trisin sodyum dodezil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanilarak yapilan analiz sonucu;
molekiiler biiyiikliikleri yaklasik olarak 160 kDa biiyiikliiglinde bir proteinin varligina
isaret etmistir. SDS-PAGE gorintiisii L. lactis PLAC39 susunda nisin indiiklenmesi

sonucunda 4,6 a-glukanotransferaz enzimini iiretebildigine isaret etmistir.

L. lactis son yillarda protein iiretimi agisindan iyi bir konakg¢idir. Bununla
iligkili olarak bircok proteinin tiretildigi rapor edilmistir. Ancak bu calismada 4,6 -
glukanotransferaz enziminin iiretilmesi ilk defa basarilmistir. Daha da 6nemlisi hiicre
disina salgilanan enziminin biiyiikliigii olduk¢a fazladir. Biiyiiklik bakimindan da

degerlendirildiginde L. lactis’te bu boyutun sentezi 6nemli bir adim olarak kabul
edilebilir.
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kDa

250 —
180 —
130 —

Sekil 3.12 : Rekombinant proteinlerin SDS-PAGE ile belirlenmesi (L. lactis NZ9000 de ifade edilen
pLEB825/GtfB klonunun 8 saat nisin (50U/mL) ile indiiklenme yapilmasinin ardindan elde edilen
supernatantin a) siipernatantin Amicon® Ultra-15 (MiliporeSigma, Almanya) santrifiij filtrelerinden
gecirilmesi ile elde edilen enzim b) Amicon® Ultra-15 (MiliporeSigma, Almanya) santrifiij
filtrelerinden gegirildikten sonra kurutularak konsantre edilen enzim ¢) stipernatantin HisPur™ Ni-NTA
Spin (Thermo, USA) saflagtirma kiti ile saflagtirilan enzim d) siipernatantin HisPur™ Ni-NTA Spin
(Thermo, USA) saflagtirma kiti ile saflagtirildiktan sonra kurutularak konsantre edilen enzim)

3.3 L. lactis PLAC39 Tarafindan in vitro Uretilen GtfB Enzimi

Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzimin aktivitesi amiloz, maltodekstrin ve maltozun substrat olarak
kullanildigi 25 mM NaAc, 1 mM CaCly, pH 4.7 ile olusturulan reaksiyon ortamina 50
ul, 100 pl ve 200 ul saflagtirilan enzimin ilavesinin ardindan 37 °C inkiibasyon

sonrasinda olusan tiriinler TLC ve amiloz-iyot testi ile belirlenmistir.

Sekil 3.19 ‘da gorildigi gibi GtfB enziminin bulundugu reaksiyonlardan (B,
D ve F) maltodekstrin, maltoz veya amiloz substratlar1 kullanilarak daha biiyiik
oligosakkaritlerin olustugu goriilmektedir. Bu reaksiyonlar s6z konusu enzimin
maltodekstrinler tizerinde daha etkili olduklarina isaret etmektedir. TLC goriintiileri

izlendiginde enzimin maltozdan ¢ok biiyiik yapilari olusturamadigi goriilmektedir.
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Sekil 3.13: Lactococcus lactis PLAC39 susu tarafindan iiretilen GtfB enziminin amiloz, maltodekstrin
ve maltoz {lizerindeki aktivitelerini gosteren TLC goriintiisii (substratlarinin bulundugu reaksiyon
ortaminda 37°C, 24 saat inkiibasyon sonucunda a¢iga ¢ikan iiriinlerin TLC goriintiisii, Reaksiyon

ortaminda 25mM sodyum asetat, ImM CaCl2 pH 4.7 A; Maltodekstrin(kontrol), C; Maltoz (kontrol),

E; Amiloz (kontrol), B; 25 mM Maltodekstrin D; 25 mM Maltoz, F; %0.125 Amiloz substratlar1 ile
olusturulan enzim-substrat reaksiyonlar1)

3.4 L. lactis PLAC39 Susu Tarafindan in vitro GtfB Enzimi Uretiminin

Gosterilmesi

GtfB enziminin PZR ile amplifiye edilme asamasinda, GtfB_His_R_Apal
primerinde (S’ ATGGGCCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGGTTGTTA 3°) His-

tag protein takis1 yer almaktadir. SDS-PAGE jel goriintiisiinde gozlemlenen bantlarin

istenen protein olup olmadigini tespit etmek amaciyla Western-Blot analizi
yapilmistir. Sekil 3.20°de belirtilen bantlar Western-blot islemi sonrasinda His-tag
antibody ile reaksiyona girmis GtfB proteininin varligini temsil etmektedir. Bu sonug
L. lactis PLAC39 tarafindan nisin indiiklemesi sonucunda GtfB enzimini

tiretebildigini gostermektedir.
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Sekil 3.14: Lactoccoccus lactis PLAC39 susunun tirettigi GtfB enziminin varligini gosteren Western-
Blot goriintiisi

Laktik asit bakterilerinde tespiti olduk¢a yeni yapilan 4,6 a-glukanotransferaz

enzimi bugiine kadar E. coli ‘de in vivo iiretimi basariyla gerceklestirilmistir (Bai ve
dig. 2015).

Ispirli ve dig., (2019) tarafindan yapilan ¢alismada Lactobacillus reuteri E81
susunda tamimlanan 4,6 o-glukanotransferaz enziminin in vitro kosullarda
ekspresyonu gergeklestirilmis ve biyokimyasal karakterizasyonu gergeklestirilmistir.
Substrat olarak maltoz ve maltoheptoz kullanilmasi ve ilgili enzimin katalitik etkisi ile
billikte a (1 > 6) ve a (1 - 4) baglarina sahip dogrusal maltooligosakkkaritlerin sentezi
basariyla gergeklestirilmistir. Elde edilen bu oligosakaritler, in vitro kosullar altinda
test edilen anti-enflamatuar 1L-4 ve proinflamatuar IL-12 sitokinlerini tetikleyerek,
malto-oligosakkaritlerin potansiyel fonksiyonel rollerini ortaya c¢ikararak onemli

immiin modiile edici fonksiyon seviyeleri gdstermistir (Ispirli ve dig. 2019b).

Bu tez ¢aligmasinda ise ilk defa endiistriyel kullanim yoniinde L. lactis 'te in
vitro iiretimi basarilmistir. S6z konusu enzimin oldukga biiylik bir proteine sahip
olmasindan dolayr SDS-PAGE ve Western Blot analizlerine gore diisiik miktarda
iiretilebilmistir. Daha da 6nemlisi hiicre disina salgilanan enzimin biiytikligi oldukga
fazladir. Bu agidan degerlendirildiginde de L. lactis’te bu boyutta bir proteinin sentezi

onemli bir adim olarak kabul edilebilir.
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4. SONUC VE ONERILER

Son yillarda nisasta ve maltooligosakkaritlere 6zgiil spesifik etkisi bulunan ve
ozellikle laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen GH70 enzim ailesine mensup
glukanotransferazlarin (GTaz) molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasiyla beraber bu
enzimler 6onem kazanmistir. Ancak glukanotransferazlarin karakterizasyonlarina
yonelik ¢alismalarin hiz kazanmasina ragmen bu enzimlerin biiyiik 6lgek tiretimleri
icin hiicre dis1 iliretimi saglayacak rekombinant hiicre sistemlerine ihtiya¢ vardir.
Yapilan bu ¢alismada, GH70 enzim ailesine mensup olan 4,6 a-glukanotransferaz

enziminin heterolog hiicre dis1 tiretimi L. lactis’te gergeklestirilmistir.

Bu calismada eksi hamurdan izole edilen L. reuteri E81 susunda 4,6
a-glukanotransferaz (4,6-a-GTaz) enziminin sentezinden sorumlu gtfB geni tespit
edilmistir. Bu genin ekspresyonu amaciyla gene uygun vektoriin hazirlanmasi ve
uygun primerler tasarlanmasinin ardindan klonlama islemi gerceklestirilmistir.
Calismada 4,6 a-glukanotransferaz enziminin heterolog hiicre digi1 {iretimi nisinle
uyarilan Lactococcus lactis NZ9000’de gergeklestirilmis, saflastirilan enzimin SDS-
PAGE, Western-Blot yontemleri ile dogrulamasi yapilmistir. Elde edilen enzimin
aktivitesi, amiloz VV ve maltodekstrin gibi subsratlarda aktif oldugu belirlenmis ve
olusan yeni tiriinler TLC ile gosterilmistir. Tez ¢aligmasi boyunca elde edilen sonuglar

asagida siralanmistir:

1. Bucaligmada L. reuteri E81 susunun genom dizi analizi incelenmis ve
gtfB (4860bg) geni icerdiginin tespitinden sonra genetik diizenlemeler
yapilarak ilgili gen bolgesi, PnisA promotoriinii ve laktokoklarda hiicre
dis1 enzim salgilamasindan sorumlu usp45 sinyal serisini ihtiva eden
pLEBS&25 vektoriine klonlanmistir.

2. Elde edilen rekombinant plazmid Lactococcus lactis NZ9000 ‘e
basariyla atilmistir. Boylece 4,6 a-glukanotransferaz enzimini hiicre
dis1 tiretebilen L. lactis PLAC39 hiicreleri elde edilmistir. Su ana kadar
yapilan caligmalarda glukanotransferazlarin yapisal ve biyokimyasal
ozelliklerinin karakterize edilmis olmasina ragmen hiicre dis1

iiretiminin yapilmamis olmasindan dolay1 elde edilen rekombinant L.
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lactis hiicreleri olduk¢a 6nemlidir ve ileride yapilacak ¢alismalara 151k
tutmaktadir.

3. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen rekombinant L. lactis PLAC 39
hiicrelerinden GtfB enziminin saflastirilma islemi gergeklestirilmis ve
saflagtirtlan enzimin molekiiler agirligi, SDS-PAGE yontemi ile
yaklasik olarak 160 kDa olarak belirlenmistir. Tespit edilen enzimin
ilgili enzim oldugu Western-Blot yontemi ile dogrulanmaistir.

4. Saflastirilan enzimlerin enzim-substrat reaksiyonlar1 sonucunda, 4,6 a-
glukanotransferaz’in maltoz, maltodekstrin ve amiloz V gibi a-1,4 baga
sahip substratlara karsi etkisinin oldugu TLC yontemi ile gosterilmistir.
Enzim-substrat reaksiyonlar1 sonucu goézlemlenen friinler {iretilen

enzimin aktivitesini kanitlar niteliktedir.

Sonug olarak, nigasta gilinliilk yagamda birgok {iriin vasitasiyla tiiketilen dnemli bir
besin kaynagidir ve s6z konusu enzimler nisasta ve tiirevlerine etki ederek yeni a-
glukan yapilarinin elde edilmesini saglamaktadirlar. Yapilan bu ¢alismada hiicre dis1
tiretilen GtfB enziminin nisasta ve nisasta tiirevlerine uygulanmasi halinde ortaya
cikan iiriinler gida teknolojisi acisinda ¢ok nemli bir yere sahiptir. ileriye yonelik
yapilan ¢alismalarda bu enzimlerin yiiksek oranlarda iiretilmeleri ve ticari agidan

oneme sahip 6zgiin oligosakkaritlerin iiretiminin artirilmasi gerekmektedir.
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6. EKLER

EK A. L. reuteri E81°de Tanimlanan gtfB Gen Bolgesinin Sekansi

>fig]1598.310.peg.1976 FIG00744899: hypothetical protein
[Lactobacillus reuteri EG1]

atggaactcaaaaaacattttaagctgtataaaagtggtaageaatgggttacagetgee
_tctgcgggggtattaaccacaagtgaagtagttcatgctgat

acaaatactggtgatcagcaaactgaacaggttacccagccaagtaattctacaactcaa
gatgtaaaaccagttagtacagatgcatcatctgatacaaaaatcgtatcagataacaaa
gaaaataataaccaagtagggaacactaatgtatctggtcaaaattctagtaaggatact
aagtcgattcttaccggtgctaactcagtaacacaaaactatgatcataatgacaatggce
aattatggttacattgattcagctaaccttaataataaccaattacaagtgtcaggttgg
tcagctaccaatcaaaatataaataaagataatcactttattattgcttatgacagtact
tctcagcaagaattagggcggacaaaggtagaaacaccagtcgctcgtccagatgtaaag
gctgttcataatgtatataatgcagaaaattcaggctttaatgttaatgtatcattgaac
tttgataagatgaataattatcgtgatgcaattaaaattattagtcgctatagtggagtt
cctgatggtaattctgactatgtggattttgtatctcaaccaatcatttttgacgagaat
aattatgctcatttagatgatttttctgtccaaaatggtaaactacacgtttctggttgg
aatgcaacaaataaggctattcaaaatccaaatcacttcttaattctttttgatcgtact
attaatcgtgaagtagcacgtcaaaaagtaactgccggtatcaatcgtcccgatgttgaa
aaagcatatccacaagtaattaatgcaaatatttctggatttgatgctgcttttgatata
acgactttaaatccaaacgatgaatatcaaattttaagtcgttatagcaataatgacaat
ggagaggggaactatgttacatactggttcaagcctcaacgcattgcaccagctaatcaa
tttaacagtggtcatttagatagttttaatatcagtaaggccggaaaagttactgttagt
ggctggcaagcaactaatctttcaaatattcaaagtaatcgttttataatcttatttgat
aacactgctaaccatcaaatcgcttcaactaagataacaaatactgctcgtccagatgtt
gaaaaagtatacccacaagtattaaatgcaactaattctggttatgatgtaacttttggt
ctaactcaagatcagattgcacaacttcttccaaaccatagttatagtattgtaagtcgt
tactctgcagatgctaatggtaatggaaacgataaacagcatacagatttctggtcaaca

ccaattacattaaataagaccgcttcatatattgacagcatttccttaaatggcaatgaa
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ttaaatgtaagaggctggatggctagtgatgcaagtgcaacacaagctaacccatatata
attgttcttaataacggtaaagaggttacacgccaaaagcttacattagttgctcgtcca
gatgtagcaaaagtctatcctgatgtttataacagtttagatagtggtttcaatacgaca
attaaattaactgttccgcaattgaatgaattaacaggtaatatgcaggtccttcecttcgg
tactctacagctgcagatggtaatccaattaataacggtggatttactgaccaatatagt
aagaattatgctactaatggcggaagttttgatttcgttaaagtcgataataaccaagtg
gccttttctggttggcatgttagtgatcaagctaccgacaagccataccaatggattatt
gttttagccaatggtaaagaagttggacgtcaactaatttcttctacaactaatggtttt
gtcagttataaccgtccagatgtatataatgtaaatccagctattagtaacagtagtacg
tctggcttccaaggaattatgacgttaaaagataatatcaagaatgctaatgttcaattyg
gttcatcgtttcagtgacgatggtcaaaatggtgaagggaaccgcgttgattactggtcg
gaggtaatgccagtaaccaatacattccaaaaaggcaccgatcagctcatgagaaacttg
gttgcaaaacctaataagaatcaattaaaaatttacaatgggaataccttagtaaaaaca
ttaggaccaggtacttgggaaaatatggctttcgctcaagatagtagcgcaattaataat
attgatggttacttaagttatactgattggtatcgtccttatggcacaagtcaagatggt
aaaacatggtacgaaacaactgcaatggattggcgtccattactgatgtatatttggecca
agtaaagatgttcaagcacaatttattaagtattttgttaataatggttatgagaatgct
aattatggattaactaaagatactgttgctaacatcaataaagatacaaatactactgtt
cttgctaatatggctcaaaacttacgctatgtaattgaacagagtattgctgctaataaa
ggcacaagtaaactagcaaatgatattaatagttttgctgcaacggttcctgaattatct
gcatcatctgaattatcattacaaagcatgccgaactatcgaccagatgaaagtggaaat
gttgatagtgatcaagtcatttttgttaataataattcaaaggatccccgtaaaggaaac
actagttatgcggacagcaactatcgcttaatgaacaggacgattaataatcaggccgga
aataataatagtgataacagtccagaactccttgttggtaatgatattgataattcaaac
ccagtagtacaagctgaaaatcttaactgggaatacttcttactaaattatggtaagtta
atggggtacaacccagatggtaattttgatggcttccgagttgatgctgctgataatatt
gatgtagatgtcttagatcagatgggtcaactaatgaatgatatgtatcacacaaaggga
aatcctcaaaatgccaatgatcatctaagttataatgagggctatcattctggtgctget
caaatgctaaatgaaaaaggaaatcctcaattatacatggattcaggagaattctatact

cttgaaaatgtccttggacgtgctaataatcgtgataatattagtaacttaattactaat
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agtgttgttaatcgacaaaacgacacaacagagaatgaagctacgccaaactggtcattt
gtaactaaccatgatcaacgaaagaatttgattaatagattaattattaaggatcatcct
aacattccagatattatgggttcagcttacaaagtcgaatatgcaaatcaagcatggcaa
gaattctatgctgatcaggaaaagactaataagcaatatgcacagtataatgttccggcet
cagtatgcaattcttttgagcaataaagatacggttccacaagtttactatggtgacctt
tataatgaaacggctcaatatatgcaagagaagtcaatttactataatgcaatcacaact
cttatgaaagctcgtaaacactttgttagtggtggtcaaacgatgactaaacttaacaat
aatttattagctagcgttcgatatggtaagggtgttgttgatgctaatagcaatggcact
gataaacttagccggacaagtgggatggctgtcttagttggtaatgatagtaatatgget
caacaatctgttgctattaatatgggacgtgctcatgctaaccaacaatatcgaaatcta
atcgatactaccgaaaatggtttaacatatgatgcagataatagtgaaaatccagccatt
ttgacaactgatagtaatggtatcttaaaagtaacagttaaaggatacagtaacccatac
gtaagtggttatcttggtgtctgggttccagtaatttctggtgatcaagatgttactact
aatgcaagtgatgttgttgctaataaagaaaagacttttgaatctaatgctgctcttgat
tctcatatgatctatgaagatttcagcttgttccaaccagaaccaactaatgtcgagaat
catgcttacaatgtgattgctaaaaatgctaatctcttcaatgatttaggcattactgat
ttctggatggctcecctgettacacttcatttggaatgagtcgttataatgaaggatactca
gtgacggatcgttacaatttaggtacgacagttaatccaacaaaatatggtagtggagaa
gagcttgcaaatacaattgctgcattgcataaagtaggattaaaagttcaagaagatatt
gttatgaatcaaatgattggtttctctggtcgagaagcagtaacagttactcgaacaaat
aatcgtggaatgcagattcatgtaaatggtcaaacatatgcaaatcaaatttattttgca
tatacaactggtggcggaaatggtcaagaaacttatggtggtaaataccttgccgaatta
caaaagaactatcctgacctatttacgactaaggcaatttcgacaggagttgcacctgat
ccaaccgttcgtattaatgaatggtctgctaaatacgaaaatgggacatcattgcaaaat
attggtattggtctagctgtaaaattagctaatggtgattatgcatatttgaatagtggt

gataataaagttttcaacactttattaccaactgcaatttcattaaactttaacaactaa
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