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OZET

KEFIRIN FERMANTASYONU VE DEPOLANMASI SUREGLERINDE SUT
PROTEIN N-GLIKANLARI VE SERBEST SUT OLIGOSAKKARITLERI
PROFILLERINDEKI DEGiSiMIN INCELENMESI
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Yiiksek Lisans, Kimya Bolimiu
Tez Danismani: Prof. Dr. Bekir SALIH
Es Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Haci Mehmet KAYILI

Mayis 2022, 86 sayfa

Kefir, kdokeni Kafkas daglarina dayanan kadim bir besin kaynagidir. Kefir,
cogunlukla kefir mikroorganizmalarinin inek sutu kullanilarak fermantasyonu ile
uretilir. Kefirin insan saghgina faydalarini gésteren birgok ¢calisma bulunmaktadir.
Kefir Uretimi sirasinda sutlin 6nemli bilesenlerinde meydana gelen degisiklikler
net olarak bilinmemektedir. Bu calismada, kefirin fermantasyonu ve depolanmasi
sureclerinde sut glikoproteinleri N-glikanlarinin ve sutte bulunan serbest st
oligosakkaritlerin sureg icerisindeki degigimlerinin incelenmesi amaglanmigtir. Bu
amagla kefirin fermantasyonu ve depolanmasi sirasinda belirlenen her bir sire
icin N-glikanlar sut glikoproteinlerinden enzimatik bir surecle ekstrakte edilmis ve
MALDI-MS ile analizleri gergeklestirilmistir. Benzer sekilde sutte bulunan serbest
sut oligosakkaritler de kefirin fermantasyonu ve depolanmasi sureglerinde
orneklerden ekstrakte edilmis ve analizleri gerceklestiriimigtir. Toplamda 57 adet
N-glikan ve 19 serbest sut oligosakkariti analizlerde karakterize edilmis ve sure¢



icerisindeki degisimleri belirlenmistir. istatiksel analizler sonucunda 7 farkh N-
glikan turinde H5N4, H8N2, H5N4F1, H4ANSF1, H3NG6F1, HON2, H4AN5S1F1 ve
2 farkli oligosakkarit tipinde (laktoz-, -Hex2 ve trioz-, -Hex3) sureg icerisinde
anlamli degisikliklerin oldugunu gostermistir (p<0.05). Bu ¢alismanin kefir izerine
yapilacak kliniksel ve mekanistik c¢alismalarin detayli degerlendiriimesine

yardimci olmasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kefir, N-Glikan, Serbest Sut Oligosakkaritleri, Kiitle

Spektrometrisi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHANGES IN MILK PROTEIN N-GLYCAN AND FREE
MILK OLIGOSACCHARIDE PROFILES DURING KEFIR FERMENTATION
AND STORAGE PROCESSES

Buse AKLAR

Master of Science, Department of CHEMISTRY
Supervisor: Prof. Dr. Bekir SALIH
Co- Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Haci Mehmet KAYILI

May 2022, 86 sayfa

Kefir is an ancient food source based on the Caucasus mountains. Kefir is mainly
produced by fermentation of kefir microorganisms using cow's milk. There are
many studies showing the benefits of kefir to human health. The changes that
occur in important components of milk during kefir production are not clearly
known. In this study, it was aimed to examine the differences of N-glycans found
in milk glycoproteins and free milk oligosaccharides in the process during the
fermentation and storage of kefir. For this purpose, N-glycans were extracted
from milk glycoproteins by an enzymatic process for each period during the
fermentation and storage of kefir and their analyzes were performed by MALDI-
MS. Similarly, free milk oligosaccharides in milk were also extracted from

samples during fermentation and storage of kefir and analyzed. In total, 57 N-



glycans and 19 free milk oligosaccharides were characterized in the analysis, and
their changes in the process were determined. Statistical analyzes showed that
there were significant changes in 7 different N-glycan types H5N4, H8N2,
H5N4F1, H4N5F1, H3N6F1, HON2, H4N5S1F1, and two different
oligosaccharide types (lactose, Hex2, and triose, Hex3) during the process
(p<0.05). This study is expected to assist in the detailed evaluation of clinical and

mechanistic studies on kefir.

Keywords: Kefir, N-Glycan, Free Milk Oligosaccharides, Mass

Spectrometry.
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1. GIRIS

Kefir; inek, koyun, keci ve manda sutlne, karnabahar/misir patlagr benzeri ve
beyaz-fildigi renkteki kefir tanelerinin eklenmesiyle elde edilen, hafif asidik bir
karaktere sahip olan fermente bir stt Grinudur. Eski gcaglarda sifa amacli tuketilen
kefir ilk olarak Kafkas Daglari’'nda uretilmigtir ve buradan dunyaya yayiimistir.
ABD, Japonya, Orta ve Kuzey Avrupa’da ise bir¢gok hastaligi kontrol altina almak
amaciyla kefiri, besleyici ve tedavi amagh tuketmislerdir. Gunumuzde ise kefir;
antimutajenik, antikarsinojenik, sindirim  sistemini dlzenleme, laktoz
intoleransinda iyilesme ve bagisiklik sisteminin uyariimasi gibi o6zellikleri
nedeniyle son yillarda saglik amaglh tuketimi artan fermente sut drtUnlerinden
birisidir. Yapilan birgok galisma, kefirin sagliga olan faydalarini kanitlamistir. Her
gegen gun bu calismalara bir yenisi eklenmekte ve kefirin yeni 6zellikleri
belirlenmektedir. Kefirin bu énemli 6zelliklerinin altinda yatan mekanizmalarin
aydinlatilmasina yonelik ¢alismalar olsa da halen slreg igerisindeki degisimler
tam anlamiyla aydinlatabilmis degildir. Bu nedenle, bu suregte gizli kalan her
noktanin belirlenmesi kefirin sagliga olan etkilerinin daha iyi anlasiimasi
acgisindan o6nemlidir. Literatirde kefirin fermantasyonu ve depolanmasi
sureclerinde kullanilan sigir sutindeki degisimleri irdeleyen calisma sayisi yok

denecek kadar azdir.

inek siitii iceriginde bircok bileseni barindirmaktadir. Bu bilesenler arasinda
proteinler ve serbest sit oligosakkaritleri Gnemli bir yer tutar. St proteinleri birgok
acidan essiz 6zellik gostermektedir. Ozellikle sit proteinlerindeki protein
sentezinde translasyon basamagindan sonra gerceklesen ve post-translasyonel
modifikasyon olarak adlandirilan degisimler st proteinlerinin iglevlerini yerine
getirmesinde anahtar rol oynamaktadir. Sut proteinlerinde en sik gorllen
modifikasyon olan glikozilasyon sut proteinlerin kararliigina etki etmektedir.
Proteinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirmektedir ve onlara dogal
formlarinin gésteremeyecegi farkli 6zellikler katmaktadir. St proteinleri, birgok
dnemli islevde aktif rol alirlar. Ozellikle bagisiklik sistemine katkida bulunurlar.

Kefirin Uretimi esnasinda slte proteazlarin salindigi yapilan peptidomik



calismalardan belirlenmistir. Ayrica, sut bilesimindeki farkli turlere etki eden
enzimler de bilinmektedir. Bu nedenle kefir tretiminde sitln bilesenlerine etki
edebilecek bircok mekanizma bulunmaktadir. Bu etkilerin incelenmesi sayesinde
bu bilesenlerdeki degisimin gozlemlenmesi, kefirin kullanilmasinin avantajlar
hakkinda ve kefirin Gretim mekanizmasi hakkinda bilgi verebilir. Bu nedenle bu
tez kapsaminda, kefirin fermantasyonu ve depolanmasi sureglerinde kullanilan
sIgir sutinun temel bilesenlerindeki degisimlerin guglu biyoanalitik yontemler ve
ileri kUtle spektrometrik teknikler kullanilarak incelenmesi amaglanmigtir. Kitle
spektrometresi yuksek kutle ayiriciligina, hassasiyetine ve dogruluguna sahip bir
sistemdir. Yumusak iyonlastirma teknikleri ile birlikte kullanimi sayesinde

uygulama alani ¢ok geniglemistir.

Bu tez kapsaminda, kefirin fermantasyonu ve depolanmasi sureglerinde st
protein N-glikanlarinin ve serbest slt oligosakkaritlerinin sureg¢ igerisindeki
degisimlerinin incelenmesi amaglanmistir. N-glikanlara ait degisimi incelemek
amaciyla oncelikle belirlenen her bir sure igin ( ¢ig sut, 0. saat, 6. saat, 12. saat,
18. saat, 24. saat, 1. guin, 7. gun, 14. giin, 21. gin ve 28. gun) kloroform/metanol
ekstraksiyon yontemi ile 6rneklerden protein ekstraksiyonu gercgeklestirilip daha
sonra sut proteinlerinden N-glikanlari saflastirmak amaciyla PNGase F enzimi ile
enzimatik deglikozilasyon iglemi gergeklestiriimistir. Daha sonra N-glikanlar 2-
Aminobenzoik asit (2AA) ile etiketlenmis ve sonrasinda 2-AA etiketli N-glikanlarin
saflastiriimalari sellloz ve gézenekli grafitize karbon malzemeleri iceren kati faz
ekstraksiyon kartuglari ile gergeklestirilmistir. Analizler MALDI-TOF/TOF-MS
sistemi kullanilarak negatif iyonlasma modunda gerceklestiriimistir. Serbest sut
oligosakkaritlerindeki degisimi incelemek igin kefir drneklerinden ekstraksiyonlari
gerceklestiriimistir. Gozenekli  grafitize karbon katt faz kartuslar ile

saflagtirildiktan sonra analizleri MALDI-TOF/TOF-MS ile gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kefirin Tarihgesi

Kefir, fermente bir sat GrinU olup tadi hafif eksidir. Alkolli ve gazli olan bu
iceceqin orijini Kafkas Daglar’'na dayanmaktadir. En eski probiyotik gidalardan
biri olan kefirin kullanimi M.O. 2000’li yillara kadar dayanmaktadir [1-4]. Tirkce
kokenli bir kelime olan kefir, “keyf’ kelimesinden tlretilimistir ve “keyif veren”,
“hosa giden” anlamlarina gelmektedir. Cok eski ¢aglardan beri sifa amach
tuketildigi bilinen kefirin, ilk kez Kuzey Kafkasya’da yasayan ¢obanlar tarafindan
uretildigi ve yapiminin sakli tutuldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir [5-7].
Cobanlarin, daglarda gezerken yanlarinda tasidiklari deri tulumlardaki sttin
mayalandigini kesfettikleri ve daha sonra bu sutin icerisine kefir taneleri
ekleyerek bilingli bir gekilde kefir yapmaya bagladiklari sdylenmektedir. 20.
yuzyilin baslarinda Irina Sakharova adinda bir Rus kadinin, Kafkas bir prensten
kefir taneleri almasiyla, Rusya’'da kefir yapilmaya baslandigi ve buradan da

Avrupa’ya yayildigi bildiriimektedir [5].

Amerika Birlesik Devletleri, Japonya, ingiltere, Finlandiya, Isveg, Norveg,
Almanya, Polonya ve Macaristan gibi Ulkelerde kefir Gretimi ve tiketimi gittikce
artmis olup [8], glinimuizde ise insanlar; sindirim sistemini dizenleme,
kolesteroll duslrme, laktoz intoleransinda iyilesme ve kan sekerini dizenleme
gibi daha pek ¢ok faydali etkileri olmasi sebebiyle kefiri diyet listelerine dahil

etmektedirler.

2.1.1. Kefir Tanesi ve Kefirin Kimyasal Yapisi

Kefir kalturd, kefir granull gibi isimlerle de bilinen kefir danesi/tanesi; sarimtirak/

beyaz-fildisi renktedir. GoérlinlUs olarak karnabahar cicegine benzeyen kefir

danesi sekilsiz, yuvarlak uglu, jelatinimsi, yari sert yapida olup granul boyutlari

genel olarak 0,3 — 3,5 cm arasinda degiskenlik gostermektedir [9-12]. Kogak C.

ve Gursel A. 1981 yilindaki yayininda kefir danesinin elde ediligini: “Kefir taneleri,

Kafkasya’da keci tulumu icinde, inek sitinin dana ve koyun sirdenleri ile
3



pihtilagtirlmasi sonucunda elde edilir. Pihtilastirmanin yapildigi tulumun i¢
yuzeyinde birka¢ hafta sonra sungerimsi bir kabuk tabakasi olusur. Bu kabuk
tabakasi alinir ve bolunerek kurutulur. Kurutma sonucunda olugan kuguk topaklar
kefir daneleridir’ seklinde agiklamislardir [12].

A Kefir Tanesinin Morfoloiisi

Sekil 2.1. Kefir tanelerinin morfolojisi (A) ve mikroskop yapisi (B). Kefir tanesinin

dis tabakasi (a); kefir tanesinin i¢ tabakasi (b) [13].

Kefir taneleri, %4 lipid, %12 kil, %46 kefiran olarak adlandirilan
mukopolisakkarit, %34 toplam protein icermektedir. iceriginde ayrica B ve K
vitaminleri, triptofan, kalsiyum, fosfor ve magnezyum bulunmaktadir [14, 15].
Kefirin besinsel bilesimi, kullanilan suttn tarinden ( inek, kegi, koyun, manda
vb.), fermantasyon siresinden ve sicakliindan ve depolama/saklama
sureclerinden etkilenir. Genel olarak kefirin yapisinda bulunan diger kimyasal

bilesenler ve besin degerleri Cizelge 2.1’de gdsterilmistir.



Cizelge 2.1. Kefirin kimyasal bilesimi ve besin degerleri [6, 11].

Bilesen Miktar( | Bilegen Miktar(
100g) 100g)

Eneriji 65kcal | Esansiyel Amino Asitler (g)

Yag(%) 3.5 Triptofan 0,05

Protein 33 Fenilalanin+Tirosin 0,35

Laktoz(%) 4 Lésin 0,34

Su 87,5 isolésin 0,21

Sut Asidi (g) 0.8 Treonin 0,17

Etil Alkol (g) 0.9 Metionin+Sistin 0,12

Laktik Asit (g) 1 Lisin 0.27

Kolesterol (mg) 13 Valin 0.22

Fosfatidler (mg) 40

Vitaminler (mg) iz Elementler

A 0,06 Demir (mg) 0,05

Karoten 0,02 Manganez (ug) 5

B1 0,04 Cinko (mg) 0,36

B. 0,17 Bakir (ug) 12

Be 0,05 Molibden (ug) 55

B12 0,5

Niasin 0,09

C 1

D 0,08

E 0,11

Mineraller (g) Aromatik Bilesenler

Kalsiyum 0,12 Asetaldehit

Fosfor 0,1 Diastil

Magnezyum 12 Aseton

Potasyum 0,15

Sodyum 0,05

Klorit 0,1




Kefiran, esit miktarda glikoz ve galaktoz monomerleri ile kefir tanelerini olusturan
ana polisakkarittir [16]. Kefiran, kefir tanelerinde bulunan mikroorganizmalar
arasindaki baglantiyr saglar. Kefiranin kimyasal yapisi, bir veya iki seker
kalintisinin rastgele eklendigi dizenli bir pentasakkarit biriminden olusan dall bir

hekza- veya heptasakkarit tekrarlayan birimlerden olusur (Sekil 2.2) [17].

g
EH, OH  CH,OH
° 0 HO o
H 0 0 s
HO-~ ORcH CH,OH z "
o H,0H Jn
o
HO o
2 H
OH
OH
HOH, S

Sekil 2.2. Kefiranin kimyasal yapisi [14].

Kefir taneleri, laktik asit bakterileri (LAB), asetik asit bakterileri (AAB), mayalar ve
mantarlar gibi mikrobiyal tirlerin simbiyotik bir sekilde bulundugu karmasik bir
yapiya sahiptir. Bu mikrobiyal ttrler homofermentatif ve heterofermentatif laktik
asit bakterileri ve laktozu fermente edebilen ve laktozu fermente edemeyen
mayalar olmak Uzere dort gruba ayrlir [18, 19]. Laktozu fermente edemeyen
mayalar kefir tanesinin i¢ kisminda bulunurken laktozu fermente edebilen
bakteriler ylzeye yakin bolgelerde bulunurlar [11]. Kefir tanelerindeki
homofermentatif laktobasillerin ana fonksiyonu, laktozun fermantasyonu ve laktik
asit Uretimi iken, heterofermentatif laktobasillerin fonksiyonu, etanol ve
karbondioksit (CO2z) uretimidir. CO2, anaerobik bir ortam yaratarak, mevcut
molekuler oksijenin yerini alir ve laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal

aktivitesine katkida bulunur [20]. Kefirden izole edilen bazi LAB’ler sunlardir:
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Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus kefiri. Kefir tanelerinden izole
edilen mayalar arasinda ise Kluyveromyces, marxianus, Torula kefir,
Saccharomyces exiguus ve Candida lambica bulunur [21]. Kefirin mikrobiyal
icerigi de kefirin besinsel bilesimi gibi kullanilan sutin tara ( inek, koyun, manda,
kegi vb.), depolama/saklama kosullari, fermantasyon suresi ve sicakligina goére

degisim gostermektedir [22].

2.1.2. Kefir Uretimi

Kefir Gretimi igin literatirde birgok metot bulunmaktadir. Bu metotlardan en gok
kullanilan ydntemlerden biri geleneksel kefir Gretimi bir digeri ise ticari/endustriyel
kefir Gretimidir. Her iki ydontemde de kefir Gretiminin bazi asamalari birbiriyle

benzerlik gostermektedir.

Sitlin Kaynatiimasi
|
Sutun 20-25 °C’ye sogutulmasi
Kefir tanesi ( %2-10) ile inokulasyon
Fermantasyon 20-25 °C’de, 18-24 saat
Kefir tanelerinin slizgeg ile ayriimasi

Kefirin 4 °C’ye sogutulmasi

Depolama 4 °C’de

Sekil 2.3. Geleneksel kefir Gretim basamaklari [10].



Endustriyel kefir daha ¢ok Rus stili kefirin pastorize sute %2-3 oraninda
asllanmasi ve ardindan kulugka ve olgunlagmaya tabi tutulmasidir. Her gegis,
kefirin mikrobiyal bilegiminde bir degisiklige ve icecegin kalitesinde bir dusluge
neden olur. Rus stili kefir ise geleneksel kefir Grininin alinmasi, tanelerinin
ayiklanmasi ve pastodrize site %1-3 konsantrasyonunda asilanmasi ve ardindan
kulugka ve olgunlagmaya tabi tutulmasiyla yapilir [23]. EndUstriyel kefir Gretim

asamalar Sekil 2.4’te gosterilmigtir.

Cig siit

Homojenizasyon (12,5-17,5 MPa, 55 °C)

Pastorizasyon (90-95 °C’de, 5-10 dakika)

Sogutma (18-24 °C)

Kefir klttra (% 2-8) ile inokulasyon

Fermantasyon (18-24 °C, 18-24 saat, pH 4,7)

Kefir olusmasi

Paketleme

Olgunlastirma (3—10 °C, 24 saat)

Depolama (4 °C)
Sekil 2.4. Endustriyel kefir Gretim basamaklari [10].



2.1.3. Kefirin Saglik Uzerine Etkileri

Probiyotiklerin kullanimi yGzyillardan beri insanlik tarafindan bilinmekte olup
gunumuzde cesitli gida Urlnlerine odaklanan arastirmalarla insan sagligina olan
faydalarinin arayisi artmaktadir [24]. Bu amagcla arastirmacilar, fermente sut
urunlerinden elde edilen probiyotiklere artan bir ilgi duymaktadir. Fermente
sutten elde edilen biyoaktif bilegsenler ve probiyotikler, diger gidalardan elde
edilen diger nutrasotik bilesenlere kiyasla nispeten daha glvenli kabul
edilir. Kultare edilmis fermente sut, kefir, yogurt, lahana tursusu ve kultlr sutu gibi
gida Urunleri probiyotik 6zelliklerinden dolayr uzun suredir kullaniimaktadir.
Bunlardan 21. yuzyilin yogurdu olarak adlandirilan kefir, benzersiz ve karmasik
probiyotik ozellikleri nedeniyle gida alaninda arastirma yapan bilim insanlarinin

ilgisini buyUk 6lgide cekmistir [25].

Yapilan calismalarda kefirin asagida siralanan dnemli 6zellikleri tespit edilmigtir.

Guzel-Seydim ve arkadaslari (2006) farkh kimyasal mutajenler kullanilarak
yaptiklari bir ¢alismada kefir, yogurt ve sutin antimutajenik aktiviteleri test
etmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda yogurt ve kefirin antimutajenik etkilerinin

fermente edilmemis slte gore daha yuksek oldugunu bildirmiglerdir [26] [27].

Laktoz sindirimini ve toleransini iyilestirmek icin yodurt gibi fermente sut
gidalarinin kullanimi uzun yillardir tavsiye edilmektedir. Steven R. Hertzler ve
arkadaslarinin (2003) yaptigi calismada kefirin laktoz sindirim bozuklugu olan
erigskinlerde laktoz sindirimini ve toleransini iyilestirip iyilestirmedigini
belirlemislerdir ve Amerika Birlesik Devletleri'nde yaygin olarak bulunan bir kefir
markasinin, laktoz sindirimini iyilestirmek igin yogurda bir alternatif olarak

kullanilabilecegini sdylemislerdir. [28]

Antioksidan aktiviteler, bagisiklik sistemini guglendirmek gibi insan sagligi icin
bircok faydali fonksiyonla iligkilidir. Zhina Chen ve arkadaslari (2015) yaptiklari
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calismada Tibet kefir taneleri tarafindan sut fermantasyonu sirasinda
sentezlenen ekzopolisakkaritin kimyasal ve fiziksel dzelliklerini ve antioksidan
aktivitelerini incelemislerdir. Kefir taneleri ile fermente edilen sutin igerisinde
biriken ekzopolisakkaritin yuksek antioksidan aktivite gosterdigini bildirmiglerdir
[29]. Yapilan bir bagka arastirmada ise tay sttt kullanilarak uretilen kefirden izole
edilen ve ekzopolisakkarit Ureten suslarin antioksidan aktivite gosterdikleri ve
ekzopolisakkaritin ortamdan uzaklastiriimasi ile antioksidan aktivitenin azaldigi
bildirilmistir [30].

Bircok ¢alisma, LAB tarafindan uretilen fermente sut Grinlerinin hem hayvanlarda
hem de insan modellerinde bagisiklik tepkilerini iyilestirme potansiyeline sahip
oldugunu gdstermistir. Kefirde LAB iceren probiyotik mikroorganizmalar,
bagisiklik sisteminin uyarilmasinda ve ayrica ishalin tedavisinde faydali etkilere
sahiptir [31].

Mee-Young Lee ve arkadaslarinin (2007) yaptid1 arastirmada bronsiyal astim
modeli kullanarak, kefirin astimli fareler Gzerindeki anti-alerjik ve anti-inflamatuar
etkilerini incelemiglerdir. Sonug olarak kefirin alerjik inflamasyonu baskiladigini
ve Kkefirin alerjik hava yolu inflamasyonu olan hastalarda tedavi olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir [32].

Kefir protein, kalsiyum, vitamin acisindan zengindir. Bircok c¢alisma kefir
tuketmenin faydalarini arastirmigtir ve duzenli tuketildiginde bagirsak
rahatsizliklarini gidermeye, bagirsak hareketini artirmaya, sigkinligi azaltmaya ve
sindirim sisteminin genel sagligini iyilestirmeye yardimci olabilecek dogal bir

probiyotik oldugu gosterilmigtir [33].

Ulusal Kefir Dernegi'ne gére hamile ve emziren kadinlar kefir tiketebilir. Kefir,
besinlerin emilimini destekler, bagdisikhdi artirir, vicudun hormonal degisikliklere

adapte olmasina yardimci olur ve asiri maya blyumesi gibi enfeksiyonlari énler.
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Ayrica hamile kadinlarin kefir tiketmesi, B grubu Beta Streptokok adi verilen bir

bakterinin asiri Gremesini dnleyebilir [34].

2.2. Post Translasyonel Modifikasyonlar

Hucrelerde, hicresel buyumeyi, Gremeyi ve hayatta kalmayi yoneten ¢ok sayida
birbiriyle iligkili dinamik molekuler sure¢ gergeklesir. Post translasyonel
modifikasyonlar (PTM’ler) bir hicrenin biyolojik dizenlenmesinde dnemli roller
ustlenir.  PTM’ler genellikle mRNA’lardan translasyondan sonra olusan
proteinlerin enzimatik, kovalent kimyasal modifikasyonlaridir. Proteinlerin
kimyasal modifikasyonlari oldukga 6nemlidir ¢inklU bir proteinin fiziksel veya
kimyasal 6zelliklerini, aktivitesini, yapisini, hlicresel konumunu veya stabilitesini
potansiyel olarak degistirirler. PTM’ler, substrata 6zgl enzimler tarafindan
katalizlenirler. Translasyon sonrasi modifikasyonlar, amino asit yan zincirlerinde
veya proteinin C- veya N-terminallerinde meydana gelebilir. Mevcut bir
fonksiyonel grubu degistirerek veya fosfat gibi yeni bir grup ekleyerek 20 standart
amino asidin kimyasal repertuarini genigletebilirler. Bazi PTM'ler, protein
fonksiyonunu tersine cevrilebilir sekilde kontrol etmek igin dinamik olarak
eklenebilir ve c¢ikarilabilir. 400'den fazla spesifik protein modifikasyonu
tanimlanmistir ve bu sayi her gegen gin artmaktadir [35-37]. Bu modifikasyonlar
arasinda yaygin olarak en c¢ok bilinen PTM’ler glikozilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon, metilasyon, sulfasyon, oksidasyon ve Ubikitinasyon olarak

sOylenebilir [35].
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Sekil 2.5. Bazi post translasyonel modifikasyon tlrlerinin sematik gésterimi.

2.3. Glikozilasyon

Glikozilasyon, proteinlere diger proteinler ve hucrelerle etkilesimleri igin gerekli
yapisal c¢esitlilik saglayan bir post translasyonel modifikasyondur [38].
Oligosakkaritlerin proteinlere baglanarak glikoproteinleri olusturmasi islemine
glikozilasyon denir. Glikozilasyon ©karyotik ve prokaryotik hicrelerde ve
salgilanan proteinlerde meydana gelir, ayrica plazma proteinlerinin yaklasik
%50'si glikozilasyona ugramaktadir [39, 40]. Yapisinda karbonhidrat grubu
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bulunduran proteinlere  glikoprotein;  karbonhidrat gruplarinin  birbirine
baglanmasiyla olusan formlara da glikan adi verilmektedir. Glikozilasyon,
proteinin fonksiyonel aktivitesini degistirerek glikoproteinlere, hlcre uyarimi,
hicre-hlcre etkilesimi ve sinyal tasinimi gibi faaliyetlerde cesitli fonksiyonlar
kazandirmaktadir. Glikozilasyon sirasinda meydana gelen mutasyonlarin tespiti
¢cok 6nemlidir. Protein yapilarinda normal olmayan bir sekilde meydana gelen
glikozilasyonun, kanser, bagisiklik sistemi ve genetik hastaliklar Gzerinde ¢ok

onemli etkileri oldugu tespit edilmistir [41].

Protein glikozilasyonu, endoplazmik retikulum ve golgi aygitinda bir seri enzimin
katalizlemesiyle meydana gelmektedir. Okaryotik glikanlar genellikle N-glikanlar
ve O-glikanlar olmak Uzere iki ana grupta siniflandirihirlar. iki monosakkariti
birbirine baglayan bada glikozidik bag denir [42]. E§er karbonhidrat birimleri,
asparajin amino asitinin yan zincirindeki amit azotuna N-glikozidik bagiyla
badlaniyorsa bu degisim N-bagli glikozilasyon, serin veya treonin amino
asitlerinin hidroksil gruplarina glikozidik (O-baglh) olarak baglaniyorsa da O-bagh
glikozilasyon olarak adlandirilir [41, 43].
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Sekil 2.6.  N- ve O- baglh glikozilasyon birimlerinin sematik gosterimi.

Glikoproteinlerin karbonhidrat kisimlari, Sekil 2.6.’da gdsterildigi gibi farkli sekil
ve renkler ile ifade edilmektedir ve bu birimler baslica 7 monosakkaritten
olusmaktadir. Bu monosakkaritlerin glikoprotein yapilari Uzerindeki siralanma ve
baglanma farkliliklari, protein yapilarina bagli ¢ok cesitli oligosakkaritlerin
proteinde olusmasini saglar. Bu durum, proteinin fiziksel ve kimyasal yapisinda
degisiklige yol acarak farklh o6zellikler kazanmasina sebep olmaktadir.
Glikoproteinlerde baslica; glikoz, galaktoz, mannoz, fukoz, N-asetil glikozamin,
N-asetil galaktozamin ve N-asetil ndraminik asit monasakkarit birimleri yer
almaktadir (Cizelge 2.2). Glikoproteinlerin, beyin gelisimi, kanser metestazi, viral
iltihap ve kalp ritim bozuklugu gibi fizyopatolojik plethorada dnemli biyokimyasal

etkilerinin oldugu belirlenmigtir [41].
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Cizelge 2.2. Monosakkaritlerin kisaltmalari ve kimyasal yapi/sembol gdsterimi.

Monosakkarit Kisaltma Kimyasal Yapi/Sembol
Glikoz Glc OH
"o o\ OH
H
@ Gic
Galaktoz Gal HO _OH
0
HO OH
H
O eal
Mannoz Man
TN
@® man
Fukoz Fuc
OH
07 oH
H
H
A Fuc
N-asetil glikoz amin GIcNAc OH
H?.io - OH
HAc
B GlcNAc
N-asetil galaktozamin GalNAc HO OH
o
HO&%\J&H
HAc
[] GalNAc
N-asetil noraminik asit NeuAc
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En bol ve iyi tanimlanmig glikozilasyon turlerinden biri, yaklasik %70 dolulukla
Asn—-X-Ser/Thr (X prolin olmamalidir) konsensis motifinde meydana gelen N-
bagli glikozilasyondur [44]. N-glikanlar, ortak bir pentasakkarit c¢ekirdegini
paylasan ve anten sayisindaki degisiklikler, terminal glikan kalintilari ve ¢ekirdek
modifikasyonlari nedeniyle 6nemli Olgide mikro-heterojenlik sunan buyuk
kompleks ve dalli glikanlardir [45]. Tium N-glikanlar, amino aside baglandiklari
bdlgede u¢ mannoz ve iki N-asetil glikozaminden olusan ortak bir ¢gekirdek seker
dizisini paylasirlar. Ug tipe ayrilirlar: birinci tip sadece mannoz kalintilarina sahip
olan oligomannoz veya yuksek mannoz adi verilen ¢ekirdege tutunur, ikinci tip N-
asetilglikozamintransferazlarin  (GIcNAcT'ler) olusturdugu antenleri igeren
kompleks denilen g¢ekirdege baglanir ve gekirdedin bir koluna sadece mannoz
kalintilarinin bagli oldugu tglncu tip ve diger mannoz kolunda hibrit adi verilen
bir veya iki anten bulunur. N-glikozilasyon, memeli proteinlerinin en yaygin
PTM'sidir ve katlanma, stabilite, ¢ozunlrlik ve hicre igi trafik gibi proteinin

Ozelliklerini etkileyen cesgitli fonksiyonel rollere sahiptir [46] [47].

Asn Asn R

Sekil 2.7. Sirasiyla yuksek mannozlu, kompleks ve hibrit N-glikan yapilarinin

sematik gdsterimi.
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2.4. Glikomik ve Onemi

Glikozilasyon, hucre igerisinde enzimatik sureglerle proteinlerin yapilarina glikan
olarak adlandirilan yapilarin baglanmasidir [48]. Bu baglanma, baglanma
bdlgesine ve baglanilan amino aside goére iki farkli tipte olmaktadir. Glikan, bir
glikoproteinde glikozilasyon bolgesinde bulunan oligosakkarit birimlerini ifade
etmektedir. Birbirinden farkh 9 farkli monosakkarit birbirlerine glikozidik bagla
baglanarak glikan birimlerini olusturmaktadir. Buradaki baglanma c¢esitliligi
sayesinde oldukga farkh yapida glikanlar bir glikozilasyon bdlgesinde
gorulmektedir. Glikanlar hiucre igerisinde gergeklesen birgok faaliyette aktif rol alir
[49]. Ozellikle bir proteinin proteazlar tarafindan korunmasinda, imminolojik
cevabin olusturulmasinda ve hucre-hicre, hucre-patojen gibi etkilesimlerin
gerceklestiriimesinde ¢ok dnemli iglevleri yaruturler [50]. Glikan birimlerinin bir
ornek icerisindeki mikroheterojinetesinin tespiti, (glikozilasyon bdlgesindeki
glikan cesitliligi) o 6rnegin glikomu olarak adlandirilir (burada sut glikomu) ve

bahsedilen iglevlerin anlagiimasi agisindan dnemlidir.

2.5 Siit Serbest Oligosakkaritleri ve Onemi

Sut bilesenleri icerisinde serbest oligosakkaritler (proteine bagl olmayan yapilar)
onemli bir yer tutar. Sut bilesiminde Uguncu en buyuk bilesenidir [51]. Son
zamanlarda, insan sut oligosakkaritleri, biyoaktif molekuller arasinda yeni bir
sinifta tanimlanmistir [52]. Ozellikle insan sitl serbest oligosakkaritlerin cok
onemli iglevleri bulunmaktadir. Bu tir islevlere; prebiyotik aktivite, anti-patojenik
etki, anti-adhezif aktivite, anti-enflamatuar 6zellikler, hicre yuzeyi glikanlarinin
modifikasyonu ve blyiime ile iligkili 6zellikler verilebilir [51, 53, 54]. insan siitlyle
kiyaslandiginda sigir serbest sut oligosakkaritlerinin miktari daha dusuktir [55].
Ayrica sigir sutunde bulunan bazi  monosakkaritler insan sitinde

bulunmamaktadir (fukozlanmig oligosakkaritler sigir sutinde bulunmamaktadir).

Siyalik asit iceren monosakkaritler sigir sutunde insan sitinden farkh olarak
gozlemlenmektedir [56]. Her ne kadar insan sutunin sigir sata ile
kiyaslandiginda kargilagtirilamayacak ustunlukleri bulunsa da anne sutune

erisiminin mumkun olmadigi durumlarda sigir sttt yeni doganlar igin iyi bir besin
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kaynagidir. Sigir sutunde bulunan serbest oligosakkaritler igerisinde siyalik asit
iceren monosakkaritler yeni doganlarin beyin gelisimine katkisi ve patojenlerin
bagirsaklara baglanmasini engelleyici 6zellikleri oldugu bildirilmigtir [S57]. Ayrica
siyalik asit iceren oligosakkaritler, gida ve ila¢ endustrisi igin iyi bir katki
maddesidir [58].

2.6 Kitle Spektrometrisi

Kltle spektrometrisi (MS), tim analitik ydntemlerin yaygin kullanim alanina sahip,
kuvvetli  bir analitik yontemdir. Maddelerin elementel bilesimlerinin
belirlenmesinde; anorganik, organik ve biyolojik molekullerin yapilarinin
aydinlatiimasinda; karmagsik karisimlarin nitel ve nicel analizlerinde; kati
yuzeylerinin yapilarinin ve bilegimlerinin aydinlatiimasinda; bir numunedeki
atomlarin izotopik oranlarinin bulunmasinda oldukg¢a yararli bir yontemdir.
Gunumuzde, kutle spektrometreleri, polipeptitlerin, proteinlerin ve diger yuksek

mol kutleli biyopolimerlerin yapilarinin aydinlatiimasinda kullaniimaktadir.

Kutle spektrometrisinin temel prensibi, uygun herhangi bir yontemle inorganik
veya organik bilesiklerden iyonlar Uretmek, bu iyonlari kutle-yuk oranlarina (m/z)
go6re ayirmak ve bunlari ilgili m/z ve bolluklarina gore kalitatif ve kantitatif olarak
tespit etmektir. Analit, spektrometre igerisinde ugucu hale getirilir ve ondan
olusan gaz fazi iyonlari m/z oranlarina gore ayrilir ve genellikle elektriksel olarak
tespit edilir.

Sekil 2.8. Kltle spektrometrisinin temel bilegenleri.
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Bir kitle spektrometresinde 6rnek girisi, iyonlastirma kaynagi, katle ayiricisi,
dedektor ve veri analiz sistemi Dbilesenleri yer almaktadir. Kdutle
spektrometresinde iyonlastirma kaynagi, kutle ayiricisi ve dedektorler yuksek
vakum altinda tutulmaktadir. Yiuksek vakum ortaminin sagladigi avantajlar
arasinda; viskoz (zor buharlasan) bir érnedin, vakum sayesinde daha dusuk
sicaklikta kaynamasi; ortamda hava molekulleri az oldugu igin azot, oksijen gibi
elementlerin girisimlerini engellemesi ve vakum sayesinde sistemdeki Kirliliklerin
giderilmesiyle saf spektrumlarin elde edilmesi sayilabilir. Kitle spektrometrik
analizde ilk basamak, analitten gaz fazinda iyonlar elde etmektir ve kutle
spektrometrik analizin basarisi, bu iyonlasma basamagina baghdir. Glinimuzde
katle spektrometrik analiz i¢in kullanilan birgok iyonizasyon kaynagi mevcuttur.
Bu kaynaklar, gaz-faz ve desorpsiyon kaynaklari olmak Uzere iki ana gruba
ayrilir. Gaz-faz kaynaklariyla, numune &nce buharlastirilir;, daha sonra
iyonlastirilir. Desorpsiyon kaynaklari ise, kati veya sivi haldeki numuneyi direkt
olarak gaz halde iyonlara donusturir. Desorpsiyon kaynaklh kutle
spektrometrelerinin en dnemli avantajlarindan biri, termal olarak kararsiz ve
ugucu olmayan orneklere de uygulanabilmesidir. Desorpsiyon kaynaklari
icerisinde en bilindik olani matriks yardimli lazer desorpsiyon /iyonlastirmadir
(MALDI).

lyonlar farkh kitle/ylik oranlarina sahiptirler ve bu iyonlari ayirabilmek icin kiitle
ayiricilar kullanihr. Kitle ayiricilari, kiaglk kutle farklarini ayirt edebilecek
duyarlikta olmahdir. Ayrica katle ayiricisi, kolayca olgulebilir iyon akimlari elde
etmek icin yeterli sayida iyon gegisi saglayabilmelidir. Kutle spektrometresinde
kullanilan katle ayiricilari arasinda ugus zamanli (time-of-flight, TOF), dort
kutuplu (quadrupole, Q), iyon tuzagi (ion trap, IT), fourier donasimld iyon
siklotron rezonans ( fourier transform ion cyclotron resonance, FTICR) ve orbitrap
yer almaktadir [59, 60].
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2.6.1 Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyon/iyonlastirma-Kiitle
Spektrometrisi (MALDI-MS)

MALDI, birkag 100 kDa molekuler kutleye kadar buyuk organik molekullerin
iyonlarini Greten bir yumusak iyonlastirma teknigidir. Ugus zamanh (TOF) kutle
ayiricisi ile birlikte o6zellikle karisimlarda ve ham numunelerde peptitler,
proteinler, oligosakaritler ve oligonukleotitler gibi biyopolimerlerin tespiti ve
karakterizasyonu igin tercih edilen bir tekniktir. MALDI-MS, tuzlar ve tamponlar
gibi yaygin Kkirleticilere kargi oldukg¢a toleranshidir [61, 62]. Su anda protein
calismalarinda yaygin olarak kullanilan iki iyonlastirma teknigi, ugus zamanli
kUtle ayiricisi ile kombinasyon halinde MALDI ve cesitli katle ayiricilar ile
kombinasyon halinde elektrosprey iyonlastirmadir (ESI). MALDI-TOF-MS analizi,
bir analitin (bir protein, peptit veya karisim) ¢ozlcusu, uygun bir matriks ¢ozicu
ile kutle spektrometrik plaka Gzerine uygulanmasidir. Matriks, bir UV lazerinden
gelen enerjinin cogunu emebilen ve analitleri iyonize etmeye yardimci olmak igin
bir proton kaynagi gorevi gorebilen bir bilesiktir. Kristalizasyondan sonra, matriks
analit tabakasi kisa bir lazer darbesi ile 1sinlanir, bu da matriks ve analit
molekullerinin ve iyonlarinin desorpsiyonu ile sonuglanir [63]. Lazer enerjisi,
Isinlanmig kristalin yapisal bozunmasina neden olur ve iyonlarin bir elektrik alani
tarafindan 6zitlendidi bir pargacik bulutu olusturur. Elektrik alani boyunca ivmeyi
takiben, iyonlar alan icermeyen bir yoldan suruklenir ve sonunda dedektore
ulasir. Sekil 2.9'da tim silireg sematik olarak gdésterilmistir. lyonlarin ayrilmasi,
iyonlarin tipun sonunda bulunan dedektére ulasma zamanlari farki ile dlgulGr.
Agirlikli olarak tek yuklu, pargcalanmamis iyonlar Uretildiginden, ana iyon kutleleri,
karmasik veri igslemeye gerek kalmadan elde edilen spektrumdan kolayca
belirlenebilir [64]. TOF cihazlarinin diger kutle ayiricisi tiplerine gore Ustunlikleri
vardir. Bunlar arasinda, cihazin saglamligi, basitligi, iyon kaynagdina erigim

kolayligi ve ayrilabilir iyon kutlesinin hemen hemen sinirsiz olmasi sayilabilir.
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Sekil 2.9. MALDI-TOF/MS ¢alisma prensibinin sematik gdsterimi [65].

2.6.2. Kiitle Spektrometrik Glikan Analizleri igin Ornek Hazirlama

Yontemleri

MALDI-TOF MS, son yirmi vyilda peptit ve proteinlerin, polimerlerin,
oligonukleotitlerin ve diger ugucu olmayan, disuk molekuler kutleli bilegiklerin
kesin molekuler kitle tayini igin yaygin olarak kullaniimaktadir. MALDI, pikomol
ve femtomol duyarlliginda molekuler agirlik bilgisi elde etmenin hizli ve basit bir
yontemidir. MALDI'nin, ylUksek duyarlihgi ve 10° Daltona kadar tek yUkli
molekuler iyonlarin belirlenmesine izin veren dogrusal TOF analizérinin teorik
sinirsiz m/z arali§i nedeniyle glikoproteinlerin ve yuksek kutleli proteinlerin tespiti

icin cok uygun oldugu bilinmektedir [66].

Glikoproteinlerin glikan zincirlerinin yapisal analizine yonelik protokoller genellikle
ilk adim olarak karbonhidrat zincirlerinin protein omurgasindan salinmasini igerir.
N-glikanlarin salinimi icin hem kimyasal hem de enzimatik yontemler
kullanilabilir. Bu kimyasal salim birkag 6nemli dezavantaja sahiptir. ik olarak,
peptit baglari yok edildiginden, proteinle ilgili bilgiler kaybolur. ikinci olarak,
yeniden asetilasyon asamasina ihtiyac duyulur. Bu nedenlerle, genellikle bir
enzim kullanilarak yumusak kosullar altinda glikan saliniminin gergeklestiriimesi
arzu edilir. Birka¢ enzim ticari olarak mevcuttur ve en populer ikisi PNGase F ve
endoglikozidaz H’dir (Endo H). PNGase F, bozulmamigs glikan zincirini, kolaylikla
indirgeyici glikana donusturulen glikosilamin olarak ayirir. Birkag istisna disinda
hemen hemen tum proteine N-bagl karbonhidratlari serbest birakir [67]. Dogal
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olarak salinan karbonhidratlar hidrofilik oldugundan ve nétr ile asidik arasinda
degistiginden, iyon baskilanmasini en aza indirmek i¢in bunlari MS'den 6nce
asitliklerine gore ayirmak en iyisidir. MALDI, analit molekullerinin 2,5-
dihidroksibenzoik asit gibi bir organik matriks ile karistirlmasini gerektirir.
Karisimin klguk bir hacmi (1-2 pL) metal bir hedef Uzerinde kurutularak
kristallerin olugsmasi saglanir. Hedef, bir kitle spektrometresinin iyon kaynagina
yerlestirilir. MALDI kullaniminda tek yukli iyonlar baskindir. MALDI MS, numune
hazirlama avantajina ve tuzlara ve diger kirleticilere nispeten ylksek toleransa
sahiptir. Ancak asidik (sialillenmig, sulfatlanmis veya fosforile edilmis) dogal
karbonhidratlar MALDI ile iyonlastirma sirasinda pargalanmaya ugrarlar.
Permetilasyon, MALDI iglemi sirasinda glikanlari pargalanmaya karsi korur.
Permetilasyon ve indirgeyici aminasyon, glikanlarin kutle spektral analizi igin gok

etkili tirevlendirme araclaridir [68].

MALDI-MS'de glikanlarin iyon verimini iyilestirmenin en basit yolu, matriks
molekullerini degdistirmektir. Tipik durumlarda, 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB)
matriksi, a-siyano-4-hidroksisinamik asit (CHCA) matriksinden ziyade glikanlari
iyonlastirmak icin daha uygundur. Glikanlarin iyon verimini arttirmak icin cesitli
kati ve sivi matriksler rapor edilmistir. lyonlasma verimliligini artirmanin bagka
bir yolu da turevlendirmedir (etiketleme). Glikanlarin indirgeyici ucunun kimyasal
etiketlemesi orijinal olarak ultraviyole (UV) veya floresan dedektorlerle yuksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) analizi igin gelistirilmistir. Etiketleme
reaktiflerinin cogu, uranlerin hidrofobikligini artiran aromatik yapilara sahiptir; bu
nedenle, indirgeyici ucun etiketlenmesi, tipik olarak MALDI-MS'de iyonlasma
verimliligini arttirir [69]. Yaygin etiketler arasinda 2- aminobenzamit (2-AB), 2-
amino benzoik asit (2-AA) ve prokainamid bulunur. 2-AA etiketi bir negatif yuke
sahip olmasindan dolayi negatif mod MALDI analizlerinde asidik glikanlarin yani
sira yuksuz glikanlara da negatif yuk sagladigi icin analizlerini kolaylastirir [41,
70].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Dimetil sulfoksit (DMSO), sodyum dodesil sulfat, sodyum siyanoborhidrur, trifloro
asetik asit (TFA), asetik asit, Sigma Aldirch (St. Louis, MO USA); asetonitril, Carlo
Erba Reagents S.A.S (Paris, France); kloroform, metanol, Merck; PNGase F
enzimi Promega firmasindan satin alinmistir. Bu tez ¢alismasinda tim deneyler

de-iyonize su sistemi (Glney Kore) kullanilarak gergeklestirilmigtir.

3.2. Kefir Uretimi

2197217 numarali TUBITAK 1001 projesi ve bu tez kapsaminda kefir retimi
asagida belirtildigi gibi yapilmigtir.

Kefir Uretiminde ticari kefir klltiri eXact®Kefirl (Chr. Hansen, Danimarka)
kullanildi.  Bu kdltirin mikro flora igceriginde Debaryomyces hansenii,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Streptococcus thermophilus,
Leuconostoc bulunmaktadir. Cig stte 90 °C/10 dk. pastorizasyon islemi
gerceklestirildi. Pastorize edilen sitler 24 °C’ a sogutulduktan sonra, %2 kefir
kiltur( inokllasyonu gerceklestirildi. inokllasyon yapilan sitler 24 °C 'ta 24 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu tamamlanan kefir 6rnekleri 4°C 'ta depolandi.
Uretim (g tekrarli olarak vyirutildi. Asagidaki cizelgede belirtilen zaman
araliklarinda inkiibasyon ve depolanma stresi sonunda filtrasyonlari yapilan kefir
ornekleri -80°C’ta saklandi. Fermantasyon surecinin takibi pH dlgimleri yapilarak

degerlendirildi.

Cizelge 3.1. Belirlenen zaman araliklari.

Fermantasyon Siireci (Saat) Depolanma Siireci (Giin)
Cig Sut

0 ( Pastoérizasyon sonrasi, fermantasyon | 1

oncesi)

6 7
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12 14

18 21

24 28

3.3. Kefirden Toplam Protein Ekstraksiyonu ( Kloroform/Metanol

Ekstraksiyon Yontemi ile )

Belirlenen fermantasyon ve depolama periyodlarinin her birinden 100 uL kefir,
100 pL Kkloroform, 300 uL deiyonize su ve 400 uL metanol 14.000 rfc’de 5 dakika
santrifij edildi. Santrifij sonunda sivi faz uzaklastirildi. Protein iceren peletin
uzerine 400 yL metanol ilave edildi. Santrifuj sonunda sivi faz uzaklastirildi ve

pelet 45°C’ta speedVac konsantrator ile kurutuldu.

3.4. Sut Proteinlerinden N-glikanlarin Salinmasi

50 pL %1 SDS iginde ¢dzinen ekstrakte edilmis proteinlerin denattrasyon islemi,
orneklerin 90°C’ta 10 dakika inklibasyonu ile gerceklestirildi. Sonrasinda
cOzeltiye 25 pL %2 Igepal-CA630 ve 25 uL 5X PBS ilave edildi. Enzimatik
deglikozilasyonun gergeklesmesi icin 1 U PNGase F enzimi ilave edildi ve

ornekler 37°C’ta bir gece bekletildi.

3.5. N-glikanlarin 2-Aminobenzoik asit ( 2-AA ) ile Etiketlenmesi

Glikoproteinlerden N-glikanlar uzaklastirildiktan sonra érnekler 2-Aminobenzoik
asit ile etiketlendi. Bu islem igin ilk olarak 48 mg/mL konsantrasyonunda 2-AA (
di-metil sulfoksit/asetik asit icerisinde, 10:3, v:v ) ve 63 mg/mL ( -DMSO igerisinde
) sodyum siyanoborhidrir ( -NaCNBHs- ) ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden
sirasiyla 50 uL 2-AA ve 50 yL NaCNBHs alinarak glikan salinimi gergeklestirilen
kefir drneklerine ilave edildi. Etiketleme islemi Orneklerin 65°C’ta 2 saat
inkibasyonu ile gerceklestirildi.
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3.6. 2-AA ile Etiketlenmis N-glikanlarin Seliiloz ve Go6zenekli Grafitize
Karbon Malzemeleri iceren Kati Faz Ekstraksiyon Kartuslan ile

Saflastiriimalari

2-AA etiketli N-glikanlar ilk olarak sellloz iceren kati faz ekstraksiyonu ile
saflastiriimistir. Orneklere son hacimlerinde %85 ACN olacak sekilde %100
ACN’den ilave edilmistir. Yaklagik 20 mg selliloz kati faz ekstraksiyon
kartuslarina aktarildi. Sonrasinda kartuslar ilk olarak 1 mL %100 su ile ve %85
ACN ile 2 kez yikandi. Ornekler kartuslara ilave edildi ve malzeme ile etkilesmesi
icin 5 dakika bekletildi. Sonrasinda seluloz iceren kartuglar 3 kez %1 TFA iceren
%85’lik ACN ile ve %85 ACN cozeltileri ile yikandi. Bu sayede fazla etiketin ve
diger kimyasallarin uzaklagtiriimasi saglanmis oldu. Bu islem sonrasinda 2-AA
etiketli N-glikanlarin ellisyonu 0.75 mL su ile gergeklestirildi. Orneklere 0.75 pL
TFA ilave edildikten sonra gozenekli grafitize karbon ile saflagtirma islemine

gegildi.

Yaklasik 20 mg iceren karbon malzeme kartus icerisine alindi. ilk olarak karbon
iceren kartuslar 1 mL %0,1 TFA iceren %80 ACN ve %0,1 TFA igeren su ile 2
kez yikandi. Sonrasinda sellloz ile saflastirilmis érnekler karbon igeren kartuslar
icerisine ilave edildi. Etkilesme olabilmesi i¢in ornekler 5 dakika inkibe edildi.
Sonrasinda karbon iceren kartuslar 5 kez %0,1 TFA iceren su ile yikandi. 2-AA
etiketli glikanlarin elisyonu, 0.75 mL %0,1 TFA iceren %80 ACN ile

gergeklestirildi. Sonrasinda ornekler hizli vakum kurutucu ile 45°C’ta kurutuldu.

3.7. Serbest Siit Oligosakkaritlerinin Kefir Orneklerinden Ekstraksiyonu

ik olarak, 0.5 mL her bir drnekten alinarak 2500 x g ve 4°C’ta 30 dakika santrifijj
edilerek kefir drneklerinden yag tabakasi uzaklastirildi. 200 L kefir 6rnegine 534
uL kloroform ve 266 uL metanol eklendi. Orneklerin 2500 x g ve 4 °C ’ta 30 dakika
santrifij sonucu olusan faz ayriminda pelet Gstlindeki sivi ayri bir santriflj tiptine
aktarildi. 500 pL -24°C’ta sogutulmus etanol ilave edilerek -24°C’ta 1 saat
inklibasyona birakildi. inkiibasyon sonucu érnekler 2500 x g ve 4 °C ’ta 30 dakika
santrifij edildi. Ustteki sivi faz ayri bir santrifiij tipine aktarilarak 35°C'ta

kurutuldu.
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Kurutulan érnekler 250 uL su ile ¢dzulda. 0,2 g/ mL C18 kati sorbenti iceren Sap-
pak kolonlar 500 uL %2100 ACN ve 500 uL deiyonize su ile Uger kez yikandi.
Ornekler yiiklenerek 5 dakika inkiibasyona birakildi. 750 uL deiyonize su ile
elusyon iglemi gergeklestirildi. Elisyon sonrasi elde edilen oligosakkarit 6rnekleri
ayrica PGC kartuglar kullanilarak asagida anlatildigi gibi saflastirildi. Peptitlerin
elisyonu 750 pyL 80/19,9/0,1; ACN/deiyonize su/TFA; viviv ile gergeklestirildi.

Peptitler ileriki analizlerde kullaniimak amaciyla saklandi.

Serbest sut oligosakkaritlerini igeren elusyonlar PGC ile ayrica saflastirldi. 0,2
g/mL karbon igceren kolonlar sirasi ile 500 pL %80 ACN ve 500 uL %0,1 TFA ile
3 kez yikandi. Ornekler yiiklenerek 5 dakika inkiibasyon sonunda yavas vakum
yapildi. Daha sonra kolonlar 500 pL %0,1 TFA ile Uger kez yikandi. 750 pL
80/19,9/0,1; ACN/deiyonize su/TFA; viv/v ile elusyonu gergeklestirilen ornekler
35 °C’ta kurutuldu.

3.8. MALDI-TOF/TOF-MS Analizleri

Elisyon c¢ozeltisinin 1 yL’si MTP 384 Anchor 6rnek tutucusuna damlatilarak
kurutuldu. Bu asamadan sonra hacimce 1/1 oraninda asetonitril/H20 igerisinde
hazirlanmis ve %0.1 orto-fosforik asit iceren 5 mg DHB matriksi (2-5 dihidroksi
benzoik asit) ¢ozeltisinden 1 pL alinarak bu érnek spotunun Gzerine ilave edildi.
Kristallesme olusuncaya kadar bekletildikten sonra MALDI kitle spektrometrisi
analizleri, Bruker rapifleX™ MALDI Tissuetyper™ (Almanya, Bremen) cihazi ile
gergeklestirildi. Analizler negatif iyonlasmada reflektron modunda en az 8000
lazer atisi toplanarak gerceklestirildi. Her analiz 6ncesi Bruker rapifleX™ MALDI
Tissuetyper™ kitle spektrometresinin bir peptit karisimi ile kiitle kalibrasyonu
gerceklestirildi. Hizlandirma voltaji (25kV) uygulanarak 1000-4000 kutle
araliginda kutle spektrumlari elde edilmistir. Tespit edilen N-glikanlarinin yapi
dogrulamalarini gergeklestirmek amaciyla LIFT modunda MS/MS spektrumlari

elde edilmistir.

Serbest sit oligosakkaritlerin analizi pozitif iyonlasma modunda 300-3000 Da
araliginda gergeklestirildi. Matriks olarak gene DHB (5 mg mL-* ACN/1 mM NacCl

icerisinde hazirlanmig) analizlerde kullanildi. Tespit edilen serbest st
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oligosakkaritlerin analizlerinin bilesenlerinin dogrulamasi LIFT modunda MS/MS

spektrumlar elde edilerek gergeklestirilmigtir.

3.9. MALDI-TOF/TOF-MS Veri Analizleri

Tespit edilen her bir N-glikan kutlesinin alan bilgisine baglh olarak her bir tur i¢in
sut glikomunda tespit edilen N-glikanlarin goreceli bolluklari hesaplanmistir. Bu
amagla tespit edilen N-glikanlarinin alanlarinin spektrumlardan izolasyonu igin
python dilinde yazilmis bir yazilim olan MassyTools programi kullaniimistir [71].
Spektrumlar program icin uygun formata donusturuldukten sonra (.xy) yazilima
N-glikan bilgileri, kutle kalibrasyon bilgileri ve ekstraksiyon kriterleri tanitilmigtir.
Yazilim otomatik olarak N-glikan piklerin altinda kalan alanlari dikkate alarak her
bir N-glikanin goéreceli bollugunu hesaplamistir. Sonrasinda veriler Graphpad

Prism yazilimi kullanarak gorsellestiriimigstir ve istatiksel analizleri yapilmistir.

Serbest sut oligosakkaritlerin analizlerinde her tespit edilen oligosakkarit
bilegseninin alani Flex Analysis yazilimi kullanilarak ekstrakte edilmistir.
Sonrasinda goreceli bollugu toplam alan normalizasyon yaklasimi kullanilarak
hesaplanmigtir.  Goreceli bolluklar kefirin Gretim ve depolanmalari sireci

icerisinde istatiksel olarak degerlendirilmistir.

3.10. istatiksel Analizler

Kefirin fermantasyonu ve depolanmasi sureclerinde N-glikanlarin ve serbest st
oligosakkaritlerin  goreceli miktarlarinda meydana gelen degisimlerin
incelenmesinde anlamli degisiklerin tespiti icin GraphPad Prism yazilimi
kullaniimigtir. 2way Anova testleri yapilarak sireg igerisinde anlamli degisikler
belirlenmistir. p<0.05 degerini saglayan veriler istatiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Anlamli degisim gosteren veriler yazilim kullanilarak gorsel hale
getirildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Siit Proteinleri N-Glikanlarinin MALDI-MS ile Karakterizasyonlari

Calismanin ilk asamasinda kefir drneklerinden proteinler ydontemde bahsedildigi
gibi kloroform/metanol yontemi kullanilarak ekstrakte edildi. Sonrasinda elde
edilen (gliko-)proteinlerden glikanlarin salinmasi icin PNGase F enzimi ile
glikanlar uzaklastirildi. Glikanlarin MALDI-MS ile verimli analizleri igin 2-AA etiketi
ile glikanlar etiketlendi. Etiketlenme sonrasinda 2-AA etiketli N-glikanlar sirasiyla
sellloz ve grafitize karbon igeren kati faz ekstraksiyon kartuslarindan gecirilerek
saflastirildi. Bu asamadan sonra 2-AA etiketli N-glikanlarin analizi MALDI-MS ile
negatif iyonizasyon modunda gergeklestiriimigtir. Analiz sonucunda her bir kefir
érneginin MALDI analizlerine ait spektrumlar elde edilmistir. ilk olarak elde edilen
veriler Protein Scape yazilimina aktariimistir. Burada GlycoQuest algoritmasi
kullanilarak MS1 dizeyinde glikanlarin tanimlanmasi yapilmigtir. Sonrasinda
MALDI-MS analizlerinde LIFT modu kullanilarak MS1 duzeyinde tespit edilen 2-
AA etiketli N-glikanlara MS/MS analizleri yapilmistir. Bu analizler N-glikan
yapilarinin belirlenebilmesi icin gereklidir. Bu analizler sonucunda Sekil 4.1°de
belirtilen glikanlar tespit edilmistir. Tespit edilen N-glikanlari iceren liste Cizelge
4.1’de gorulmektedir. Toplam 57 adet N-glikan tanimlanmistir. Bunlarin
yapilarinin 41 tanesi MS/MS dlzeyinde dogrulanmistir. Sekil 4.2 ve 4.3'de
yazilim tarafindan tanimlanmis parcalanma Grdnlerini iceren 6rnek MS/MS
spektrumlari gorulmektedir. Analizlerde ylksek mannoz, hibrit ve kompleks tipte
N-glikanlar belirlenmistir. Ayrica fukoz iceren N-glikanlar da belirlenmigtir. iki
antenli tarlerin yani sira Ug ve dort antenli kompleks tipte N-glikanlarin yapilari da

calismada dogrulanmistir.

Bu analizler sonucunda olusan toplam N-glikan profilini iceren bir MALDI-MS
spektrumu sekil 4.1’de gorulmektedir. Bu analizler sonrasinda tespit edilen her
bir N-glikanin alani MassyTools yazilimi ile ekstrakte edilmigtir. Bu analizler
sonucunda her bir N-glikanin goreceli bollugu toplam alan normalizasyon
yaklagimi kullanilarak hesaplanmigtir. Bu islemler sonrasinda ileri analizler igin

veriler GraphPad yazilimina ytklenmistir.
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Sekil 4.1. Bir kefir érneginden izole edilen 2-AA ile etiketlenmis N-glikanlarin
MALDI-MS analizi. intensite degeri yiiksek olan N-glikanlar sekilsel

olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Hex3HexNAc5dHex1 glikanina ait MS/MS spektrumu.
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Sekil 4.3. Hex4HexNAc3dHex1 glikanina ait MS/MS spektrumu.
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Cizelge 4.1. MALDI-MS analizleri sonucunda tespit edilen N-glikanlar.

m/z m/z A MH+ | A m/z Sekans

Glikan Bileseni olgiilen teorik [Da] [ppm] | Skor | [%]
1 Hex4HexNAc2-AA 1192.460 1192.426 0.034 28.36
2 Hex3HexNAc3-AA 1233.471 1233.453 0.019 15.21
3 Hex5HexNAc2-AA 1354.469 1354.479 -0.010 -7.38 53 58
4 Hex3HexNAc3dHex1-AA 1379.496 1379.510 -0.014 -10.40
5 Hex4HexNAc3-AA 1395.494 1395.506 -0.012 -8.41 27 17
6 Hex3HexNAc4-AA 1436.511 1436.532 -0.021 -14.49 61 50
7 Hex6HexNAc2-AA 1516.511 1516.532 -0.021 -13.60 64 53
8 Hex4HexNAc3dHex1-AA 1541.535 1541.563 -0.029 -18.48 34 21
9 Hex5HexNAc3-AA 1557.532 1557.558 -0.026 -16.65 38 39
10 | Hex3HexNAc4dHex1-AA 1582.564 1582.590 -0.026 -16.30 57 47
11 | Hex4HexNAc4-AA 1598.560 1598.585 -0.025 -15.37 49 51
12 | Hex3HexNAc5-AA 1639.574 1639.611 -0.038 -22.86 26 18
13 | Hex7HexNAc2-AA 1678.543 1678.585 -0.042 -24.79 32 22
14 | Hex5HexNAc3dHex1-AA 1703.584 1703.616 -0.032 -18.92 27 15
15 | Hex6HexNAC3-AA 1719.591 1719.611 | -0.020 | -11.78 | 60 49
16 | Hex4HexNAc4dHex1-AA 1744.630 1744.643 | -0.013 | -7.32 37 24
17 | Hex5HexNAc4-AA 1760.621 1760.638 -0.016 -9.33 72 77
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18 | Hex3HexNAc5dHex1-AA 1785.634 1785.669 | -0.035 -19.55 47 42
19 | Hex4HexNAc5-AA 1801.651 1801.664 | -0.013 -7.24 57 47
20 | Hex4HexNAc3NeuAcldHex1-AA 1832.657 1832.659 | -0.002 -0.93

21 | Hex8HexNAc2-AA 1840.630 1840.637 | -0.008 -4.18 52 48
22 | Hex3HexNAc6-AA 1842.691 1842.691 | 0.000 0.16 52 59
23 | Hex6HexNAc3dHex1-AA 1865.678 1865.669 | 0.009 4.58 40 28
24 | Hex4HexNAc5S1-AA 1881.631 1881.621 | 0.010 5.48 31 21
25 | Hex4HexNAc4NeuAcl-AA 1889.668 1889.680 | -0.012 -6.26

26 | Hex5HexNAc4dHex1-AA 1906.692 1906.696 | -0.004 -2.11 59 54
27 | Hex6HexNAc4-AA 1922.667 1922.691 | -0.023 -12.04 32 30
28 | Hex4HexNAc5dHex1-AA 1947.723 1947.722 | 0.001 0.30 51 42
29 | Hex3HexNAc6dHex1-AA 1988.752 1988.749 | 0.004 1.90 59 51
30 | Hex9HexNAc2-AA 2002.715 2002.690 | 0.024 12.18 42 37
31 | Hex4HexNAc5S1dHex1-AA 2027.697 2027.679 | 0.018 8.66

32 | Hex5HexNAc4NeuAcl-AA 2051.755 2051.733 | 0.021 10.44 37 25
33 | Hex6HexNAc4dHex1-AA 2068.788 2068.748 | 0.039 19.02

34 | Hex7HexNAc4-AA 2084.751 2084.743 | 0.008 3.85

35 | Hex4HexNAc5NeuAcl-AA 2092.758 2092.760 | -0.002 -0.93

36 | Hex5HexNAc5dHex1-AA 2109.785 2109.775 | 0.010 4.82 31 32
37 | Hex6HexNAcS5-AA 2125.784 2125.770 | 0.014 6.78 59 49
38 | Hex6HexNAc3NeuAcldHex1-AA | 2156.784 2156.764 | 0.019 8.96 31 17
39 | Hex5HexNACc6-AA 2166.824 2166.796 | 0.027 12.53 47 43
40 | Hex5HexNAc4NeuAcldHex1-AA | 2197.803 2197.791 | 0.012 5.53 42 21
41 | Hex4HexNAc7-AA 2207.824 2207.823 | 0.001 0.31 22 25
42 | Hex6HexNAc4NeuAcl-AA 2213.794 2213.786 | 0.008 3.52

43 | Hex7HexNAc4dHex1-AA 2230.813 2230.801 | 0.011 5.13

44 | Hex4HexNAc5NeuAcldHex1-AA | 2238.821 2238.818 | 0.003 1.45 25 17
45 | Hex6HexNAc5dHex1-AA 2271.840 2271.828 | 0.012 5.36 56 48
46 | Hex5HexNAc6dHex1-AA 2312.834 2312.854 | -0.021 -8.85 24 34
47 | Hex4HexNAc7dHex1-AA 2353.904 2353.881 | 0.023 9.95 26 21
48 | Hex6HexNAc5NeuAcl1l-AA 2416.873 2416.865 | 0.008 3.17 19 8
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49 | Hex6HexNAc6dHex1-AA 2474916 2474907 | 0.009 3.65

50 | Hex7HexNAc6-AA 2490.744 2490.902 | -0.158 -63.40 49 61
51 | Hex6HexNAC7-AA 2531.913 2531.929 | -0.015 -6.01 25 22
52 | Hex6HexNAc5NeuAcldHex1-AA 2562.887 2562.923 | -0.037 -14.28 27 15
53 | Hex7HexNAc6dHex1-AA 2636.976 2636.960 | 0.016 6.02

54 | Hex6HexNAc7dHex1-AA 2677.879 2677.987 | -0.107 -40.02 21 13
55 | Hex5HexNAc8dHex1-AA 2718.995 2719.013 | -0.018 -6.72

56 | Hex7HexNAc6NeuAcl-AA 2781.957 2781.998 | -0.040 -14.47

57 | Hex7HexNAc6NeuAcldHex1-AA | 2927.978 2928.055 | -0.078 -26.60

4.2. Kefirin Fermantasyonu ve Depolanmasi Siureglerinde Sit Protein N-

glikanlarindaki Degisimin incelenmesi

Toplam alan normalizasyonu sonucu elde edilen veriler ilk olarak ham istatistik
gostergeler kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler is1 haritasinda
degerlendirilmis ve periyotlar arasindaki farklar tespit edilmeye calisiimistir. Sekil
4.4’de tespit edilen glikanlar ve goreceli miktarlarina gore degisimleri
gorulmektedir. Renk skalasi N-glikanlarin goreceli miktarlarini ve stre¢ boyunca
degisimini ifade etmektedir. Ayrica elde edilen veriler Uzerine daha detayl
degerlendirmelerin yapilabilmesi icin 2way Anova testleri (Dunnett's coklu
kargilastirmali) yapilmistir. Stre¢ boyunca anlamli olarak degisen N-glikanlar
belirlenmistir (p degeri 0.05’den kiiglik olan degerler anlamli kabul edilmistir). ilk
olarak ¢ig sut referans noktasi olarak kabul edilmis ve ¢ig sutte tespit edilen her
bir N-glikan taru icin elde edilen goéreceli alan ortalamalari, sureg icerisindeki N-
glikan ortalama goreceli alanlariyla kiyaslanmistir. Yapilan analizler sonucunda
H5N4, H8N2, H5N4F1, H4AN5F1, H3N6F1, HON2, H4AN5S1F1 glikan tiplerinde
kefirin fermantasyonu ve depolanmasi sureglerinde anlamli  degisiklikler
belirlenmistir. Ek1’de istatiksel degdisiklik sonucunda anlamli degisiklik gosteren
N-glikanlara ait bir liste verilmistir.
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Sekil 4.4. N-glikanlarin periyotlar arasindaki degisimini gdsteren 1si haritasi

grafigi.

Sekil 4.5'te anlaml deg@isim gosteren N-glikanlara ait bir grafik verilmigtir. Burada
yuksek mannoz iceren N-glikanlardaki (H8N2 ve HON2) cig sut ve pastorize
edilmis sUt arasinda miktarsal agidan o6nemli sayilabilecek degisimler
belirlenmistir. Ornegin, ¢ig siitte HBN2 ve HON2 N-glikanlari icin géreceli alanlari
0.052 + 0.015 ve 0.040 + 0.015 olarak bulunmustur. Bu oranla pastorize edilmig
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sutte H8N2 ve HON2 N-glikanlari i¢in 0.039 £ 0.002 ve 0.028 +0.036 olarak
bulunmustur. Benzer durum diger Sekil 4.5’de verilen diger N-glikan tirleri i¢in de
gozlenmigtir. Bazi N-glikan turlerinde ¢ig siute kiyasla anlamh artiglar da

goralmustar.

0.154

0.104

Relative Area

0.05

0.00 T T T T T T T
H5N4 H8N2 H5N4F1 H4N5F1 H3N6F1 HON2 H4N5S1F1

N-glycans

Sekil 4.5. Kefirin fermantasyonu ve depolanmasi sureclerinde istatiksel olarak

anlaml degisiklik gosteren N-glikanlardaki miktarsal degisim.

Kontrol grubu olarak O.saat dikkate alindiginda ise kefirin fermantasyonu ve
depolanmasi sureclerinde H5N4F1, H4N5F1, H3N6F1, HGN5F1 N-glikanlarinda
anlamli  degisiklikler iceren periyotlar belirlenmistir. Ek2'de bu degisimleri
gOsteren bir liste verilmistir. Literatirde isisal islem gegirmis ve ¢ig sut protein
profillerinin incelendigi calismalarda pastérizasyon isleminde protein profillerinde
degisimlerin oldugu vurgulanmistir [72]. Ozellikle 1sisal islem gérmis sitte siit
serum ve kazein proteinleri arasindaki etkilegsiminin arttigi anlamli olarak
belirlenmistir.  Bu etkilesimlerin  s6z konusu olmasi, whey protein
konsantrasyonlarindaki degisimle de ayrica ilgili galismada gdsterilmigtir. Cig sut
ile 1s1l iglem gbérmus st arasindaki N-glikan profillerinde bazi N-glikan tiplerinde
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gorilen degisimler bu etkilesimlerin sonucu olustugu duasunulebilir. Kefirin
fermantasyonu ve depolanmasi surecinde N-glikanlardaki degisimde ise kefir

mikroflorasindan salinan enzimlerin roli oldugu soylenebilir.

4.3. Serbest Sit Oligosakkaritlerinin MALDI-MS ile Karakterizasyonlari

Sutte bulunan serbest sit oligosakkaritleri tezin yontem kisminda belirtildigi gibi
her bir ¢ig sut ve kefir drneklerinden ekstrakte edildi. Gozenekli grafitize karbon
ile saflagtirildiktan sonra analizler MALDI-MS ile gergeklestiriimistir. Analizler
sonucunda sut bileseninde bulunan serbest sut oligosakkaritlerine ait kutle
bilgileri elde edildi. Bilesenlerinin dogrulanmasi i¢in MALDI-MS LIFT modunda
MS/MS analizleri yapildi. Sekil 4.6’da serbest sut oligosakkaritlerinin analizleri
sonrasinda elde edilen bir MALDI katle spektrumu gortlmektedir. Toplam 19 adet

serbest st oligosakkarit profili galismada karakterize edilmistir.
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Sekil 4.6. Sitte bulunan serbest siUt oligosakkaritlerine ait MALDI-MS

spektrumu.
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Serbest sut oligosakkarit bilesenlerine ait yapilar glikoproteinlerde bulunan N-

glikan yapilari ile kiyaslandiginda ¢ok daha basit sekerleri icermektedir. Analizler

sonucunda siyalik asit igeren yapilar da tespit edilmistir (Sekil 4.6., NeuAc: N-

asetil neraminik asit). Yapi dogrulamalari i¢in yapilan calismalarda 12 adet

serbest sut oligosakkaritinin MS/MS spektrumlari elde edilebilmis ve yapilari

dogrulanmistir. N-glikan analizlerine benzer sekilde Protein Scape yazilimi

kullanilarak oligosakkarit yapilarina ait pargalanma trunleri tespit edilmistir. Sekil

4.7 ve ve Sekil 4.8’de 2 farkl oligosakkarit yapisina ait MS/MS spektrumlari ve

anatosyonu gorulmektedir.

i jli‘ - ‘.I 1'1 1 o .'] L

rawmilk_os_chb_exp1_refl_msmsil_A1\1\5:

Sekil 4.7.  Hex2 oligosakkaritine ait MS/MS spektrumu.

Sekil 4.8. Hex2NeuAcl oligosakkaritine ait MS/MS spektrumu.
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Calismada 19 adet serbest st oligosakkarit profili elde edilmistir. Tespit edilen
serbest sit oligosakkaritlerine ait bir liste Cizelge 4.2’de verilmektedir. Liste
incelendiginde serbest sut oligosakkaritlerin gogunlukla notr yapilardan olustugu
gozlenmigtir. Bu durum daha once literatirde yapilan c¢alismalarda da
belirtiimektedir [57]. Bu bakimdan elde edilen sonuglar literatirde daha once

yapilan galismalarla 6rtiusmektedir.

Cizelge 4.2. MALDI-MS analizleri

oligosakkaritleri. Tum iyonlar [M + Na] seklindedir.

sonucunda tespit edilen serbest st

Bilesen m/z m/z A Skor Sekan
ol¢iilen hesaplan | MH+[Da | (MS/MS) | s [%]
an ]
1 Hex2 365.107 | 365.105 | 0.002 89 133
2 Hex1HexNAcl 406.043 406.132 -0.089
3 Hex3 527.145 527.158 -0.013 125 217
4 Hex2HexNAcl 568.186 568.185 0.001 106 130
5 Hex2NeuAcl 656.218 656.201 0.017 64 44
6 Hex4 689.224 689.211 0.013 90 244
7 Hex3HexNAcl 730.247 730.238 0.010 67 72
8 Hex2HexNAc2 771.270 771.264 0.006
9 Hex1HexNAc3 812.081 812.291 -0.210
10 | Hex3NeuAcl 818.256 818.254 0.003 24 29
11 | Hex5 851.256 851.264 -0.008
12 | Hex2HexNAc1NeuAc | 859.275 859.280 -0.005 31 23
1
13 | Hex4HexNAcl 892.281 | 892.290 |-0.009 52 64
14 | Hex3HexNAc2 933.302 933.317 -0.015
15 | Hex4HexNAc2 1095.353 | 1095.370 | -0.016 61 84
16 | Hex3HexNAc3 1136.386 | 1136.396 | -0.010 54 100
17 | Hex5NeuAcl 1142.347 | 1142.359 | -0.012
18 | Hex7 1175.411 | 1175.370 | 0.042 36 48
19 | Hex3HexNAc3dHex1 | 1282.496 | 1282.454 | 0.042
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4.4. Kefirin Fermantasyonu ve Depolanmasi Sireglerinde Sut Serbest

Oligosakkarit Profillerindeki Degisimin incelenmesi

Calismanin bu kisminda N-glikan analizlerinde oldugu gibi kefirin fermantasyonu
ve depolanmasi sureclerinde her bir 6rnegin oligosakkarit profili ¢ikarildi. Tespit
edilen her oligosakkaritin alani Flex Analysis yazilimi kullanilarak ekstrakte edildi.
Toplam alan normalizasyon yaklagimi kullanilarak goreceli bolluklari her bir
periyot icin hesaplandi. Sonrasinda istatiksel analizler i¢cin Graphpad Prism
yazilimina veriler yiklendi. 2way Anova testleri yapilarak anlamh degisiklikler
tespit edildi. istatiksel analizler dncesinde yiizde géreceli bolluk agidan periyotlar
arasindaki farkhliklarin net olarak gorulebilmesi igin tespit edilen oligosakkarit
profillerine ait bir 1s1 haritasi grafigi olusturulmustur (Sekil 4.9). Burada
beklenildigi gibi laktoz (Hex2) oligosakkarit yapisinin diger oligosakkarit
yapilarina kiyasla daha bol olarak inek sutiinde bulundugu gézlenmistir. Bunun
haricinde trioz (Hex3) oligosakkaritinin de sure¢ boyunca miktari yuksek olarak

belirlenmistir.

Hex2
Hex1HexNAc1
Hex3
Hex2HexNAc1 60
Hex2NeuAc1
Hex4
Hex3HexNAc1
Hex2HexNAc2
Hex1HexNAc3 40
Hex3NeuAc1
Hex5
Hex2HexNAc1NeuAc1
Hex4HexNAc1
Hex3HexNAc2 20
Hex4HexNAc2
Hex3HexNAc3
Hex5NeuAc1
Hex7
Hex3HexNAc3dHex1

raw  Oh 6h 12h 18h 24h 1d 7d  14d 21d 28d

Sekil 4.9. Serbest sut oligosakkaritlerinin periyotlar arasindaki degisimini

gosteren 1s1 haritasi grafigi.
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istatiksel analizlerde N-glikanlardakine benzer sekilde ilk olarak ¢ig siit kontrol
grubu alinarak degisimler incelenmistir. Analiz sonucuna gore laktoz ve trioz
oligosakkarit profillerinde anlamh degisiklikler gdzlemlenmistir. Burada ¢ig sut
ile pastorize sut arasinda miktari bol olarak bulunan oligosakkaritler arasinda bir
degisim olustugu gorulmektedir. 0O.saat referans noktasi alinarak yapilan
istatiksel degerlendirmede ise benzer sekilde sureg icerisinde laktoz ve trioz
oligosakkarit yapilarinda anlamh farkliliklar gézlenmistir. Ek3’de anlamli farklilik
gOsteren serbest oligosakkaritlere ait istatiksel sonugclar verilmigtir. Sekil 4.10’da
miktari yuksek olarak bulunan ve anlamli degisiklik gosterdigi belirlenen 2 temel
oligosakkarit yapilarinin sureg¢ igerisindeki goreceli bolluklari goérulmektedir.
Laktoz ve trioz miktarinda ¢ig sut ve isil islem gormuas sut arasinda ciddi oranda
bir degisim belirlenmigtir. SUreg igerisinde ise laktozun goreceli bollugunda 6.saat
itibariyle disme femantasyonun 12-24 saat araliginda ise artis belirlenmistir.

Depolanma sureglerinde ise belli oranda azalma gozlenmistir.
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Sekil 4.10. Laktoz (Hex2) ve Trioz (Hex3) serbest sut oligosakkaritlerinin kefirin

fermantasyonu ve depolanmasi sireclerindeki degisim.
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Kefirin fermantasyonu slrecinde salinan enzimlerin mikrobiyal aktivitelerinin
kefirde ylksek oranda bulunan oligosakkarit profillerinde degisime sebep oldugu
dustnilmektedir.  Ozellikle kefir Uretimi  sirasinda laktoz  enziminin
pargalanmasindan sorumlu enzimin salinmasi (beta-galaktosidaz) sutteki laktoz
miktarini azaltmaktadir [25]. Diger yandan, calismada laktozun goreceli
miktarinda ciddi bir azalma ilk olarak ¢ig sut ve i1sisal igslem gormus sut arasinda

belirlenmistir.

Kdse, M. (2018), yaptigi calismada kefirin mikrobiyal i¢erigi, seker kompozisyonu
ve laktik asit icerigini belirlemistir. Bu calisma sonucunda, laktozun, fermantasyon
4. saatinden itibaren pargalanmaya basladigini ve degerinin azaldigini tespit
etmigstir. Laktozun pargalanma Grind olan galaktoz ve glikozun ise 8. saatten
itibaren degerlerinin yukselmeye bagladigini, 12. saatte en yuksek degere
ulastiklarini ve 12. saatten sonra ise degerlerinin azalmaya bagladigini

gOstermigtir [73].

Kefirin fermantasyonu ve depolanmasi esnasinda gergeklesen mikrobiyal
blyeme, birgok biyoaktif bilesenin stite salinmasina sebep olmaktadir. Bunlarin
icerisinde enzimler énemli roller Ustlenir. Bu enzimlerin ve o6zellikle de kefir
icerisinde bulunan mikroorganizmalardan salinan proteazlarin aktiviteleri, sut
proteomunu degistirebilir. Nitekim literatlirde kefir Gzerine yapilan peptidomik

calismalar, bu gercegi vurgulamaktadir.

Dallas, D. C., ve arkadaslarn (2016), yaptiklari calismada sut proteinlerinin kefir
kaynakli bozunmasini peptidomiklerle incelemislerdir ve kefir organizmalarinin,
sut proteinlerinden 609 peptit saldigini tespit etmiglerdir. Dogal sut enzimlerinin,
proteinleri kefir mikroorganizmalarindan daha az pargaladigi ve kefirin, tuketici
saghgini etkileyebilecek fonksiyonel peptitler igcerdigi sonucuna ulasmislardir
[74].
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5. SONUGLAR

Bu tez kapsaminda kefirin fermantasyonu ve depolanmasi slreclerinde
kefirin Uretim asamasinda kullanilan inek sutd glikoproteinlerine ait N-
glikanlarin ve sutte bulunan serbest sut oligosakkarit profilinin incelenmesi
amaclanmistir. Calismalar sonucunda inek sutu glikoproteinlerine ait 57
adet N-glikan yapisi karakterize edilmigstir. Tespit edilen N-glikanlarin 41
adetinin yapilarinin ikili MS/MS analizleri gergeklestiriimis ve yapilari

dogrulanmisgtir.

Kefirin fermantasyonu depolanmasi sureclerinde st glikoproteinlerine ait
N-glikanlarin degisimleri incelendiginde H5N4, H8N2, H5N4F1, HANSF1,
H3N6F1, HON2, H4N5S1F1 glikan tiplerinde degisimler belirlenmistir. Cig
sut ve 1sil iglem gormus sut arasinda yukarida belirtilen glikan tipleri

arasinda anlaml farkliliklar belirlenmisgtir.

Calismada 19 adet serbest sut oligosakkarit MALDI-MS ile karakterize
edilmistir. Tespit edilen oligosakkaritlerin 11 adetinin yapisi ikili MS/MS
analizleri ile dogrulanmistir. Kefirin fermantasyonu depolanmasi
surecglerinde  serbest sut oligosakkarit  profillerindeki  degisim
incelendiginde laktoz (Hex2) ve trioz (Hex3) oligosakkarit profillerinde

anlaml degisiklikler belirlenmistir.

Literatirden bilindigi kadariyla bu tez kapsaminda ilk kez Kkefirin
fermantasyonu ve depolanmasi sureglerinde sit glikoproteinlerine ait N-
glikanlar ve serbest sut oligosakkaritleri kutle spektrometrik bir yontemle
incelenmistir. Bu calismadan elde edilen veriler kefir Uretiminin
fizikokimyasal sireci hakkinda detayli bilgiler vererek kefir Uzerine

yapilacak kliniksel ¢alismalar icin yeni kapilar agabilir.
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EKLER

EK 1 —istatiksel analizlerde anlamh degisiklik gésterdigi belirlenen N-

glikanlara ait sonuglar (¢ig siit kontrol grubu olarak belirlenmistir).

Dunnett's multiple | Mean | 95.00% CI of | Below Sum | Adjusted P

comparisons test Diff. diff. threshold? | mary | Value

H5N4

raw - Oh 0.008 | 0.0002394 to | Evet * 0.0398
0.01595

raw - 6h 0.008 | 0.0005981 to | Evet * 0.0278
0.01631

raw - 12h 0.012 | 0.004296 to | Evet el 0.0003
0.02001

raw - 18h 0.003 | -0.005024 to | Hayir 0.9337
0.01069

raw - 24h 0.010 | 0.002476 to | Evet o 0.0032
0.01819

raw - 1d 0.003 | -0.005175 to | Hayir 0.9518
0.01054

raw - 7d 0.003 | -0.005105 to | Hayir 0.9439
0.01061

raw - 14d 0.011 | 0.002724 to | Evet *x 0.0024
0.01844

raw - 21d 0.002 | -0.005625 to | Hayir 0.9860
0.01009

raw - 28d -0.001 | -0.008681 to | Hayir 0.9996
0.007033

H8N2
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raw - Oh 0.013 | 0.004827 to | Evet Fkk 0.0001
0.02054

raw - 6h 0.010 | 0.002473 to | Evet *k 0.0033
0.01819

raw - 12h 0.020 | 0.01206 to | Evet Fokkk <0.0001
0.02778

raw - 18h 0.007 | -0.0009122 to | Hayir 0.1119
0.01480

raw - 24h 0.014 | 0.006319 to | Evet Fkkk <0.0001
0.02203

raw - 1d 0.012 | 0.003834 to | Evet *kk 0.0005
0.01955

raw - 7d 0.013 | 0.004927 to | Evet *kk 0.0001
0.02064

raw - 14d 0.012 | 0.003877 to | Evet *kk 0.0005
0.01959

raw - 21d 0.009 | 0.001344 to | Evet * 0.0125
0.01706

raw - 28d 0.007 | -0.0003909 to | Hayir 0.0716
0.01532

H5N4F1

raw - Oh -0.003 | -0.01104 to | Hayir 0.8783
0.004677

raw - 6h 0.007 | -0.001191 to | Hayrr 0.1400
0.01452

raw - 12h 0.003 | -0.004394 to | Hayir 0.8202
0.01132

raw - 18h -0.012 | -0.02032 to - | Evet *kk 0.0002
0.004605
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raw - 24h -0.004 | -0.01214 to | Hayir 0.6120
0.003576

raw - 1d -0.011 | -0.01858 to - | Evet *k 0.0020
0.002863

raw - 7d -0.011 | -0.01924 to - | Evet el 0.0008
0.003528

raw - 14d -0.002 | -0.01021 to | Hayir 0.9792
0.005504

raw - 21d -0.013 | -0.02107 to - | Evet ko <0.0001
0.005358

raw - 28d -0.013 | -0.02082 to - | Evet Fokdk <0.0001
0.005102

H4AN5F1

raw - Oh -0.009 | -0.01678 to - | Evet * 0.0170
0.001065

raw - 6h -0.006 | -0.01365 to | Hayir 0.2640
0.002065

raw - 12h -0.011 | -0.01915 to - | Evet ok 0.0009
0.003442

raw - 18h -0.018 | -0.02587 to - | Evet Fkkk <0.0001
0.01016

raw - 24h -0.008 | -0.01541 to | Hayir 0.0664
0.0003062

raw - 1d -0.014 | -0.02200 to - | Evet Fokdk <0.0001
0.006284

raw - 7d -0.022 | -0.02948 to - | Evet Fkdk <0.0001
0.01376

raw - 14d -0.014 | -0.02209 to - | Evet Fkkk <0.0001
0.006374

50




raw - 21d -0.017 | -0.02459 to - | Evet Fkkk <0.0001
0.008882

raw - 28d -0.015 | -0.02329 to - | Evet Fkkk <0.0001
0.007580

H3N6F1

raw - Oh -0.002 | -0.01031 to | Hayir 0.9719
0.005399

raw - 6h -0.009 | -0.01691 to - | Evet * 0.0147
0.001200

raw - 12h -0.007 | -0.01480 to | Hayir 0.1115
0.0009086

raw - 18h -0.017 | -0.02438 to - | Evet Fedekk <0.0001
0.008666

raw - 24h -0.007 | -0.01445 to | Hayir 0.1480
0.001263

raw - 1d -0.009 | -0.01654 to - | Evet * 0.0219
0.0008268

raw - 7d -0.014 | -0.02182 to - | Evet Fedekk <0.0001
0.006109

raw - 14d -0.016 | -0.02410 to - | Evet Fekekk <0.0001
0.008384

raw - 21d -0.017 | -0.02445 to - | Evet Fekkk <0.0001
0.008736

raw - 28d -0.015 | -0.02281 to - | Evet ke <0.0001
0.007099

HIN2

raw - Oh 0.011 | 0.003345 to | Evet *k 0.0011
0.01906
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raw - 6h 0.014 | 0.005781 to | Evet Fkkk <0.0001
0.02149

raw - 12h 0.019 | 0.01129 to | Evet ko <0.0001
0.02701

raw - 18h 0.014 | 0.006533 to | Evet Fkkk <0.0001
0.02225

raw - 24h 0.015 | 0.007526 to | Evet Fkkk <0.0001
0.02324

raw - 1d 0.015 | 0.007446 to | Evet ko <0.0001
0.02316

raw - 7d 0.017 | 0.008779 to | Evet Fokdk <0.0001
0.02449

raw - 14d 0.014 | 0.006342 to | Evet Fokdk <0.0001
0.02205

raw - 21d 0.015 | 0.007617 to | Evet Fkkk <0.0001
0.02333

raw - 28d 0.016 | 0.008131 to | Evet Fhkk <0.0001
0.02384

H4N5S1F1

raw - Oh -0.003 | -0.01105 to | Hayir 0.8761
0.004665

raw - 6h -0.005 | -0.01266 to | Hayir 0.4753
0.003051

raw - 12h -0.005 | -0.01321 to | Hayir 0.3489
0.002504

raw - 18h -0.008 | -0.01560 to | Hayir 0.0556
0.0001139

raw - 24h -0.009 | -0.01721 to - | Evet * 0.0105
0.001500
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raw - 1d -0.003 | -0.01079 to | Hayir 0.9202
0.004927

raw - 7d -0.007 | -0.01501 to | Hayir 0.0943
0.0007076

raw - 14d -0.009 | -0.01680 to - | Evet * 0.0167
0.001083

raw - 21d -0.009 | -0.01662 to - | Evet * 0.0201
0.0009098

raw - 28d -0.009 | -0.01684 to - | Evet * 0.0160
0.001122

H6N5F1

raw - Oh -0.010 | -0.01775 to - | Evet ** 0.0056
0.002037

raw - 6h 0.000 | -0.007570 to | Hayir 0.9999
0.008143

raw - 12h -0.007 | -0.01518 to | Hayir 0.0811
0.0005326

raw - 18h 0.003 | -0.005309 to | Hayir 0.9647
0.01040

raw - 24h -0.009 | -0.01700 to - | Evet * 0.0133
0.001289

raw - 1d -0.005 | -0.01265 to | Hayir 0.4783
0.003063

raw - 7d -0.006 | -0.01356 to | Hayir 0.2800
0.002154

raw - 14d -0.006 | -0.01386 to | Hayir 0.2281
0.001851

raw - 21d -0.005 | -0.01309 to | Hayir 0.3753
0.002626
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raw - 28d

0.000 | -0.007417

0.008296

to | Hayir

0.9998

Ek-2.istatiksel analizlerde anlamli degisiklik gésterdigi belirlenen N-

glikanlara ait sonuglar (0. saat kontrol grubu olarak belirlenmistir).

Dunnett's Mean 95.00% CI of diff. Below Summary | Adjusted
multiple Diff. threshold? P Value
comparisons
test
H4N2
Oh - raw -0.00019 | -0.008044 to | Hayir >0.9999
0.007669
Oh - 6h -0.00035 | -0.008209 to | Hayir 0.9999
0.007505
Oh - 12h -0.0007 | -0.008559 to | Hayir 0.9997
0.007154
Oh -18h 0.000413 | -0.007444 to | Hayir 0.9998
0.008270
Oh - 24h -0.00011 | -0.007967 to | Hayir >0.9999
0.007746
Oh - 1d 2.30E-05 | -0.007834 to | Hayir >0.9999
0.007880
Oh - 7d 0.000672 | -0.007184 to | Hayir 0.9997
0.008529
Oh - 14d 0.000401 | -0.007456 to | Hayir 0.9998
0.008258
Oh - 21d 0.000539 | -0.007317 to | Hayir 0.9997
0.008396
Oh - 28d 0.000428 | -0.007429 to | Hayir 0.9998
0.008285
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H3N3

Oh-raw | -0.00018 | -0.008039 to | Hayir >0.9999
0.007674

Oh-6h | -0.00017 | -0.008031 to | Hayir >0.9999
0.007683

Oh-12h |-0.00052 | -0.008380 to | Hayir 0.9997
0.007333

Oh-18h | 0.000494 | -0.007362 to | Hayir 0.9997
0.008351

Oh-24h | 1.87E-05 | -0.007838 to | Hayir >0.9999
0.007875

Oh-1d | 0.000119 | -0.007738 to | Hayir >0.9999
0.007975

Oh - 7d 0.000749 | -0.007107 to Hayir 0.9996
0.008606

Oh-14d | 0.000589 | -0.007267 to Hayir 0.9997
0.008446

Oh-21d | 0.000621 | -0.007236 to Hayir 0.9997
0.008478

Oh-28d | 0.000443 | -0.007414 to Hayir 0.9998
0.008299

H5N2

Oh-raw | -0.00177 | -0.009624 to Hayir 0.9963
0.006089

Oh - 6h -0.00088 | -0.008741 to Hayir 0.9996
0.006972

Oh-12h | -0.00183 | -0.009690 to Hayir 0.996
0.006023

Oh-18h | 0.0001 | -0.007756 to Hayir >0.9999
0.007957

Oh-24h | -0.00037 | -0.008229 to Hayir 0.9998
0.007485

Oh - 1d -0.00063 | -0.008484 to Hayir 0.9997
0.007229

Oh - 7d 0.000351 | -0.007506 to Hayir 0.9999
0.008208

Oh-14d | 0.000243 | -0.007614 to Hayir 0.9999
0.008099

Oh-21d | 0.000578 | -0.007279 to Hayir 0.9997
0.008434
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Oh - 28d -0.00055 | -0.008406 to Hayir 0.9997

0.007308
H3N3F1

Oh - raw -0.00043 | -0.008282 to Hayir 0.9998
0.007432

Oh - 6h -0.00055 | -0.008408 to Hayir 0.9997
0.007305

Oh - 12h -0.00191 | -0.009770to Hayir 0.9929
0.005943

Oh - 18h 0.000326 | -0.007531to Hayir 0.9999
0.008183

Oh - 24h -0.00035 | -0.008205 to Hayir 0.9999
0.007509

Oh - 1d -0.00027 | -0.008129 to Hayir 0.9999
0.007584

Oh - 7d 0.000161 | -0.007696 to Hayir >0.9999
0.008017

Oh - 14d 0.000493 | -0.007364 to Hayir 0.9997
0.008350

Oh - 21d 0.000448 | -0.007409 to Hayir 0.9998
0.008305

Oh - 28d -0.00019 | -0.008043 to Hayir >0.9999
0.007670

EK 3 —istatiksel analizlerde anlamli degisiklik gosterdigi belirlenen serbest
sut oligosakkaritlerine ait sonuglar (¢ig sut kontrol grubu olarak

belirlenmistir).

Dunnett's Predicted | 95.00% CI of | Below Summary | Adjusted
multiple (LS) diff. threshold? P Value
comparisons | mean
test diff.
Hex2
raw - Oh 34.070 29.88 to Evet kkk <0.0001
38.26
raw - 6h 40.150 35.96 to Evet ko <0.0001
44.34
raw - 12h | 24.810 20.62 to Evet Hkkk <0.0001
28.99
raw - 18h | 9.712 5.524 to Evet ok <0.0001
13.90
raw - 24h | 2.777 -1.411to Hayir 0.388
6.964
raw - 1d 5.903 1.716 to Evet o 0.001
10.09
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raw - 7d 13.280 8.593 to Evet rkkk <0.0001
17.96

raw - 14d | 9.992 5.600 to Evet Fokkk <0.0001
14.38

raw - 21d | 37.570 33.18 to Evet rkkk <0.0001
41.96

raw - 28d | 17.110 12.43 to Evet Fkkk <0.0001
21.79

Hex3

raw - Oh -33.380 -37.57to - Evet rkkk <0.0001
29.19

raw - 6h -43.660 | -47.84 to - Evet Fokkk <0.0001
39.47

raw - 12h | -7.498 -11.69 to - Evet Fhkk <0.0001
3.311

raw - 18h | -2.215 -6.402 to Hayir 0.657
1.972

raw - 24h | -3.272 -7.459 to Hayir 0.211
0.9157

raw - 1d -4.488 -8.676 to - Evet * 0.029
0.3010

raw - 7d -5.544 -10.23 to - Evet * 0.011
0.8626

raw - 14d | -3.521 -7.912to Hayir 0.188
0.8711

raw - 21d | 0.659 -3.732 to Hayir 0.999
5.051

raw - 28d | -3.797 -8.478 to Hayir 0.178
0.8849

EK 4 —istatiksel analizlerde anlamli degisiklik gosterdigi belirlenen serbest
sut oligosakkaritlerine ait sonuglar (0. saat siit kontrol grubu olarak

belirlenmistir).

Dunnett's Predicted | 95.00% CI of | Below Summary | Adjusted
multiple (LS) diff. threshold? P Value
comparisons | mean
test diff.
Hex2
Oh - raw -34.070 | -38.26 to - Evet Fhkk <0.0001
29.88
Oh - 6h 6.077 1.889 to Evet ok 0.001
10.26
Oh -12h -9.267 -13.45to - Evet Fhkk <0.0001
5.079
Oh - 18h -24.360 | -28.55to - Evet ok <0.0001
20.17
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Oh - 24h -31.300 -35.48 to - Evet Fkkx <0.0001
27.11

Oh-1d -28.170 -32.36 to - Evet Fkkk <0.0001
23.98

Oh-7d -20.800 -25.48 to - Evet Fkkx <0.0001
16.12

Oh -14d -24.080 -28.47 to - Evet Fkkk <0.0001
19.69

Oh - 21d 3.498 -0.8934 to Hayir 0.194
7.890

Oh - 28d -16.960 -21.65to - Evet Fkkk <0.0001
12.28

Hex3

Oh - raw 33.380 29.19to Evet Fkkx <0.0001
37.57

Oh - 6h -10.280 -14.46 to - Evet FhRK <0.0001
6.089

Oh -12h 25.880 21.69 to Evet Fkkx <0.0001
30.07

Oh - 18h 31.170 26.98 to Evet el <0.0001
35.35

Oh - 24h 30.110 25.92 to Evet Fkkx <0.0001
34.30

Oh-1d 28.890 24.70 to Evet el <0.0001
33.08

Oh -7d 27.840 23.15to0 Evet Fkkx <0.0001
32.52

Oh -14d 29.860 25.47 to Evet bl <0.0001
34.25

Oh -21d 34.040 29.65 to Evet Fkkx <0.0001
38.43

Oh - 28d 29.580 24.90 to Evet bl <0.0001
34.26
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