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OZET
BIR HUCRE FABRIKASI OLARAK SACCHAROMYCES CEREVISIAE’'DA
METABOLIZMA MUHENDISLIGI STRATEJILERI KULLANARAK TAKSOL
URETIMI
Ozlem MORCAL
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s 2019
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Hillya KARACA GENCER

izoprenoidler dogada bircok yerde bulunmaktadir ve temel hiicre bilesenlerinden
ikincil metabolitlere kadar cesitlilik gostermektedir. Terpenoidler (izoprenoidler) gibi
dogal triinler genellikle orijinal kaynaklarindan 6ziitlenerek elde edilmektedir, ¢iinkii
¢ogu zaman birden fazla kiral merkez igceren bu kadar karmagik yapilarin ticari sentezi
cok zordur ve ekonomik degildir. Izoprenoid biyosentetik yolu, metabolizma
miithendisligi agisindan ¢ok dikkat ¢ekmektedir ve bu yollar iizerinde metabolik akisi
arttirmada 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Iyi bilinen bir izoprenoid olarak taksol
cesitli kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan giiclii bir antikanser ilagdir.
Taksoliin orijinal kaynag: T. brevifolia’dir fakat bu agacin kabuklarindan elde edilen
miktar oldukca diistiktir.

Bu c¢alismada metabolizma miihendisligi stratejileri kullanarak bir model
organizma olan S. cerevisiae’da taksol onciilerinin miktarinin arttirilmasi hedeflenmistir.
Taksol onciileri S. cerevisiae’da mevalonat yolagindan iretilmektedir ve mevalonat
yolagi sitozolde bulunan asetil-KoA yolagi ile beslenmektedir. Dolayisiyla akis1 asetil-
KoA’ya yonlendirebilmek igin indiiklenebilen bir promotor olan pHXT7 ‘yi kullanarak
farkli mutant suslarda ADHZ2 geninin akis1 kontrollii bir sekilde arttirilarak yolak
taksadiene dogru yonlendirilmistir. Taksedien miktarlarindaki degisim GC-MS ile analiz

edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Saccharomyces cerevisiae, metabolizma miihendisligi, asetil-KoA,
taksol, pHXT7



ABSTRACT
TAXOL PRODUCTION BY USING METABOLISM ENGINEERING STRATEGIES
IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE AS A CELL FACTORY
Ozlem MORCAL
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2019
Supervisor: Dr. Lecturer Hillya KARACA GENCER

Isoprenoids are found in many places in nature and range from basic cell
components to secondary metabolites. Natural products such as terpenoids (isoprenoids)
are usually obtained by extracting from their original sources, because the commercial
synthesis of such complex structures, which often involve more than one chiral center, is
very difficult and uneconomical. The isoprenoid biosynthetic pathway has attracted much
attention in terms of metabolism engineering and significant progress has been made in
increasing the metabolic flow on these pathways. A good blinen isoprenoid, taxol is a
potent anticancer drug widely used in the treatment of various cancers. The original
source of taxol is Taxus brevifolia and the amount obtained from the bark of this tree is
quite low.

In this study, I tried to increase the amount of taxol pioneers in Saccharomyces
cerevisiae by using a model organism via metabolism engineering strategies. Taxol
precursors are produced in the mevalonate pathway and the mevalonate pathway is fed
by acetyl-CoA pathway in the cytosol. Therefore, by changing the pHXT7, which is an
inducible promoter to direct the flow to acetyl-CoA, we have examined the change in the
different mutant strains by changing GC-MS analysis.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, metabolic engineering, acetyl-CoA, pHXT7, taxol
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1. GIRIS
1.1. Metabolizma Miihendisligi
1.1.1 Genetik miihendislig¢inden metabolizma miihendisligine

1980'lerde ve Ozellikle 1990'larda birgok arastirma grubu, rekombinant DNA
teknolojisinin prensiplerini benimsemislerdir ve bu teknolojiyi kullanarak endiistriyel
islemler i¢in rekombinant proteinler ve kiigiik molekiilli kimyasallar {iretebilen hiicreler,
Ozellikle mikroorganizmalar gelistirmislerdir (Steensels vd.,2012; Lee vd., 2019). Bu
deneyler, ilgilenilen iirlinii liretmekte dogrudan rol oynayan genleri manipiile etmeyi
amagclayan tek genlere ve enzimlere odaklanmistir (Steensels vd.,2012). Bu yaklasim
daha genis bir baglamda kullanilmasina ragmen, ¢ogunlukla “genetik miihendisligi”
olarak adlandirilmistir. 1991'de iki makale (Bailey, 1991; Stephanopoulos ve Vallino,
1991), “metabolizma miihendisligi” olarak adlandirilan, ¢oklu genlerin hedef alindigi,
genetik modifikasyonun sistematik bir yaklasimini ortaya koymustur. Bu teknik, ¢esitli
iriinlerin sentezini optimize etmek veya kurmak i¢in metabolik yollarin yonlendirilmis
modifikasyonunu ve / veya diizenlemelerini kullanmaktadir (Steensels vd., 2012).

Metabolizma miihendisligi, metabolik ve hiicresel sistemi bir biitiin olarak ele
almaktadir. Metabolizma miihendisliginin basit genetik miihendisliginden farki, genel
biyolojik (overall bioprocess) isleyisin etkinligi dikkate alinarak sistemin
manipiilasyonuna izin vermesidir. Ayrica, metabolizma miihendisligi, basit genetik
miihendislik veya rastgele mutagenez ile karsilastirildiginda, hiicrenin tanimlanmasina
izin verdigi i¢in, hiicrenin gereksiz degisikliklerinden kaginilmas: ve gerektiginde daha
fazla mithendislik yapilmasina firsat vermesi nedeniyle, bir¢ok agidan avantajlidir ( Lee
vd., 2019).

Metabolizma miihendisligi, bir organizmada bulunan metabolik yollarin hedefe
yonelik ve amagli olarak degistirilmesini icermektedir. Kisaca, ikincil metabolitlerin fazla
tiretilmesi i¢in hiicresel metabolizmaya miidahaleler, asagidaki seviyelerin birinde veya
bircogunda meydana gelebilir: (1) substrat alim hizinda artis, (2) metabolik yollarda
istenmeyen yan iiriin olusumunum eliminasyonu ve prekiirsor ve/veya kofaktor akiginin
arttirtlmasi, (3) heterolog yolun aktarilmasi ve bilesen enzimlerinin aktivitesinin
optimizasyonu ve (4) dengeyi iiriin olusumuna dogru kaydirmak i¢in iiriiniin hiicre disi
ortama verilmesi (Sekil 1.1) (Yaday vd., 2012).
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Sekil 1.1. Metabolizma miihendisliginin biitiinsel goriintimii (Yaday vd., 2012).

n

1.1.2. Metabolizma miihendisligi icin genel stratejiler

Mikroorganizmalardaki metabolizma miihendisligi, dogal kaynaklarindan elde
edilmesi zor olan ve kimyasal sentezle liretilemeyecek kadar pahali veya karmasik biiyiik
miktarlarda degerli metabolitlerin tiretilmesi igin firsatlar sunmaktadir (Engels vd., 2008).

Bitkiler, tibbi amag¢ i¢in kullanilabilecek ¢ok gesitli sekonder metabolitler
tiretebilirler; Ornegin, paklitaksel Taxus spp.’nin kabugunda bulunan Onemli bir
antikanser ilagtir. Bununla birlikte, bilesik sadece bitki i¢inde % 0,05 bulundugu igin
tedarik edilmesi zordur. Kompleks paklitaksel biyosentetik yolu, kimyasal sentezi ticari
olarak elde edilmez kilmaktadir; bu nedenle, metabolizma miihendisligi stratejileri ile
iretim i¢in alternatif kaynaklar olusturulmaya c¢alisilmistir (Howat vd., 2014). Sekonder
metabolitlerin metabolizma miihendisligi ile liretilmesinde belirli stratejiler gelistirilerek,
bir 6zelligi optimize etmeyi hedeflerken, dikkat edilmesi gereken birka¢ dnemli husus su

sekilde ifade edilmistir (Sekil 1.2.).



[lk olarak; uygun konakel, ilgilenilen metabolitin iiretildigi minyatiir kimyasal bir
fabrika olarak goriilmektedir ve bu nedenle géz oniinde bulundurulmasi gereken en
onemli faktorlerden biri konake¢inin se¢imidir. Uygun bir konakgi secilirken onemli
kriterlerden biri, istenen metabolik doniisiimleri gerceklestirmek i¢in konak¢i susunun
kapasitesinin incelenmesidir; farkli mikroorganizmalar farkli metabolik yeteneklere
sahiptir (Lee vd., 2009). Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae gibi model
mikroorganizmalar, c¢esitli Uriinlerin biyobazli iiretimi i¢in en yaygm kullanilan
organizmalardir (Choi vd., 2019). Bununla birlikte, baz1 kimyasallar, aseton ve biitanol
icin Clostridium sp., ve Saccharopolyspora erythraea, polietilen kimyasallarinin iiretimi
icin Streptomyces fradiae dogal olarak daha iyi konak¢r mikroorganizmalar olarak
bildirilmistir (Choi vd., 2019; Lee vd., 2009). Alternatif olarak, arzu edilen bir {iriinii
iiretme kabiliyetine sahip olmayan ancak daha iyi gen manipiilasyon sistemine sahip
bagka bir konak¢t mikroorganizma segilebilmektedir. Ekspirasyon vektorleri,
transformasyon protokolii ve kromozomal gen susturma/integrasyon sistemi gibi genetik
miihendisligi araglarinin mevcudiyeti, bu araclarin metabolizma miihendisligi i¢in gerekli
olmasi nedeniyle dikkate alinmaktadir (Lee vd., 2009).

Ikinci olarak uygun bir konak¢i sus belirlendikten sonra metabolizma
miihendisligi stratejileri gelistirilmektedir. Bu siire¢, genlerin ifadelerinin arttirilmasi
ve susturulmasi, yeni metabolik yolaklarin olusturulmasi, arzu edilen {iriine dogru
metabolik akisin arttirllmasi, istenmeyen metabolik akiglarin azaltilmasi veya
kapatilmasi, metabolik akigin dengelenmesi olup bunlarin tiimii optimum iiriin olusumu
igin bir dizi gen manipiilayonlarini igeren stratejilerdir (Lee vd., 2009; Steensels vd.,
2012). Bununla birlikte, metabolik akisin yeniden dagitimmi kontrol eden karmasik
diizenleyici mekanizmalar bulunmaktadir. Bu sistemler ile, hiicresel sistemi bir biitiin
olarak analiz ederek hiicresel ve metabolik aglar olusturulmas: hedeflenmektedir (Lee
vd., 2009).

Bilgisayarli modelleme ve siliko simiilasyonlari bu baglamda giiglii araglardir,
clinkii bunlar arastirmaya ve bakteriyel metabolik devrelerin daha derinlemesine
anlasilmasina izin vermektedir (Fondi and Lion, 2015).

Ucgiinciisii, bilesiklerin mikrobiyal sentezi, konaklarda heterolog metabolik
yollarin olusturulmasina veya eklenmesine baghidir. Heterolog genlerin yiiksek
ekspresyon  seviyeleri  hiicre {izerinde Onemli derecede metabolik yiik

olusturabileceginden her zaman arzu edilmemektedir (Steensels vd., 2014). Bu nedenle,



hedeflenmis genlerin hem promotor hem de terminatorlerinin optimizasyonu ¢ok
onemlidir. Metabolik yoldaki genlerin ekspresyon seviyelerinin, yol i¢indeki metabolik
akis1 dengelemek i¢in optimize edilmesi gerekmektedir (Yuan vd., 2013).

Dordiinciisti, metabolik akisin iyilestirilmesi transkripsiyon seviyesindeki
diizenleme diginda, protein seviyeleri translasyon verimliligine de baghdir, bu da
kodon kullanimindan oldukga etkilenmektedir. Heterolog genlerin kodon optimizasyonu,
protein seviyelerini 6nemli 6l¢iide arttirabilir. Endojen genlerin ekspresyonuda kodon

optimizasyonu ile arttirilabilecegi bildirilmistir (Steensels vd., 2014).



» Ampification of rate-controling reactions
* Removal of unnecessary pathways and regulators
* Heloroiogous expressn of bosyrihete patway
* Optimezation of codon-usage

» Optimization of promolor system

+ Coordination of gena expressions

1 Combinatorial biosyrihosts

Industrial-scale
\ production

Target drug

Sekil 1.2. Mikroorganizmalarin metabolizma miihendisligi icin genel stratejiler (Lee vd., 2009).



1.1.3. Sistem biyolojisi ve metabolizma miihendisligi arasindaki iliski

Fosil kaynaklarin kullanimindan kaynaklanan siddetli ¢evresel problemler
nedeniyle biyo-bazli bilesik {iretmek igin siirdiiriilebilir siireglerin - gelistirilmesi
gerekmektedir. Metabolizma miihendisligi, bu bilesikleri yenilenebilir kaynaklardan
iiretmek icin yiiksek verimli hiicre fabrikalarinin gelistirilmesini kolaylastirmaktadir.
Sistem biyolojisinin amaci, canli hiicrelerin kapsamli ve kantitatif bir sekilde
anlasilmasini saglamak ve bdylece hiicresel davranisi karakterize ederek ve on gorerek
metabolizma miihendisligini beslemektir. Endiistriyel mikroorganizmalarin sistem
biyolojisi bu nedenle metabolizma miihendislik i¢in degerlidir ve metabolizma
miihendisligi hedeflerinin belirlenmesi i¢in sistem biyoloji araglarmin kullanilmasi
onemlidir (Sekil 1.3.) (Dai and Nielsen, 2015).

Sistem biyolojisi, global (biitiinsel) diizeyde hiicrelerin anlasilmasi ve
modellenmesi amaciyla hiicresel veri setlerinin birlestirilmesi ve sentezlenmesi ile ilgili
bir calisma alanidir. Metabolizma miihendisligi hedefleriyle birlestirildiginde, sistem
metabolizma miihendisligi alani hiicresel sistemleri anlama ve iyilestirme potansiyeli ile
ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek verimli sekanslama, proteomik, transkriptomik, metabolomik
ve tek hiicre analitigi gibi fonksiyonel genomik araglarin ortaya cikisi, tiim hiicresel
peyzajin en ince detaylarda ¢Oziilmesini saglamaktadir ve bu da inanilmaz bir veri
zenginligi saglamaktadir (Curran ve Alper, 2012).

Sistem metabolizma miihendisligi arastirmasinin en Onemli etkilerinden biri,
genom-6lgekli metabolizma modellerinin  ortaya ¢ikmasi olmustur. Genomik
sekanslamanin mevcudiyeti sistem biyolojisi i¢in bir katalizér goérevi gormektedir.
Aslinda, genom Olgekli modeller, hemen hemen endiistriyel olarak ilgili tiim
organizmalar i¢in mevcuttur ancak, E. coli ve S. cerevisiae gibi yiiksek oranda kullanilan
organizmalar i¢in modellerde 6nemli incelik gosterilmektedir. Bu modeller (¢ogunlukla
dogada stokiyometrik iken), hiicrede meydana gelen tiim reaksiyonlar1 hesaba katmakta
ve Ozellikle genetik degisikliklere cevap olarak metabolik akisi tahmin etmek igin
optimizasyon teknikleriyle birlestirilebilmektedir (Curran ve Alper, 2012).

Sistem biyolojisi, biyolojik sistem fenotipinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalart ¢ozmeyi ve yiksek verimlilik teknolojilerinin  ve hesaplama
yontemlerinin kombinasyonu ile hiicresel davranisi Ongdérmeyi amaglamaktadir.
Mikroorganizmanin ayrintili bilgileri, 6zellikle omik teknolojilerinin kullanimi ve

matematiksel modelleme yoluyla sistem biyolojisinin gelisimi nedeniyle yavas yavas
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cozlilmektedir. Sistem biyolojisi, metabolizma miihendisligini sistematik ve global bir

sekilde kolaylastirabilir ve mithendislik siirecini daha verimli bir sekilde hizlandirabilir

(Dai ve Nielsen, 2015).
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Sekil 1.3. Metabolizma miihendisligi ve sistem biyolojisinin kombinasyonu, mikrobiyal hiicre
fabrikalarinda sentezlenebilecek veya kismen sentezlenebilecek kimyasal iiriin sayisini
biiyiik olgiide genigletmistir. Agag, bu gibi kimyasallarin birkag temsili ornegini
gostermektedir (Curran ve Alper, 2012).



1.2. Saccharomyces Cerevisiae

Bir model organizma olan S. cerevisiae genellikle ekmek mayasi veya bira mayasi
olarak bilinmektedir. Aslinda, S. cerevisiae bilimsel adi bira i¢in eski diinya
terminolojisinden  tiiremistir. S. cerevisiae, bir mantar veya kiif olarak
simiflandirilmaktadir. S. cerevisiae, tek hiicreli bir 6karyottur ve bu nedenle, bir ¢ekirdek,
endomembran sistemi ve mitokondri gibi zarla gevrili organelleri bulunmaktadir. Maya
hiicreleri, optimal laboratuvar kosullarinda her 90 dakikada bir, daha kiiciik hiicrelerin
ana hiicreden ¢imdikledigi veya tomurcuklandigi bir tomurcuklanma islemi yoluyla
boliinmektedir. "Tomurcuklanan maya" ismi, hiicre béliinmesinin bu 6nemli 6zelliginden
kaynaklanmaktadir (Duina vd., 2014). S. cerevisiae, haploit ve diploit olmak tizere iki
formda bulunabilmektedir. Diploit hiicreler her kromozomun iki kopyasina sahipken,
haploit hiicreler her kromozomdan bir kopya igermektedirler. S.cerevisiae’nin hiicreleri
daima haploit (vejetatif) durumda bulunabilirler (16 kromozomlu). Fakat seyrek olarak
iki haploit maya hiicresi birlesebilir ve diploit bir hiicre (32 kromozomlu) ortaya
cikabilmektedir (Madigan., MT. ve Martinko, 2014).

Besin bakimindan zengin durumlarda hem haploid hem de diploid hiicreler
tomurcuklanarak aseksiiel olarak c¢ogalabilmektedir. Bazi besin bakimindan zayif
kosullara maruz kaldiginda, diploidler sporiilasyona girebilmektedir bu da spor
olusumuna neden olmaktadir. Sporulasyon diploid bir hiicrenin doért haploid spora
dontstiirilmesiyle sonu¢lanmaktadir ve sartlar diizeldiginde haploid hiicreler
¢imlenebilmektedir (Steensels vd., 2014). Haploit S.cerevisiae hiicrelerinde, hiicre bagina
16 kromozom saglamak icin her hiicre boliinmesinden Once mitoz bdoliinme
gerceklesmektedir (Sekil 1.4.).

S. cerevisiae a ve a eslesme tipleri olarak adlandirilan iki farkli hiicre formuna
sahiptir. Bir hiicrenin a ve a olmasi genetik olarak belirlenmektedir ve a tipi hiicreler
sadece a tipi hiicrelerle eslesmektedirler (Sekil 1.4.). S. cerevisiae’nin bazi haploit suslari
aveya a olarak kalirken, diger suslar bir eslesme tipinden 6tekine gegebilmektedir. Sekil
1.5.”de gosterilen olayda eslesme tipindeki bu degisimin sebebi bir genin eklenmesinden
(insert) kaynaklanmaktadir. S. cerevisiae’nin kromozomlarmin birinin iizerinde MAT
lokusu bulunmaktadir. Bu bolgeye a veya a geni insert olmaktadir. Hangi gen bu lokusta
bulunuyorsa MAT promotoru onun transkripsiyonunu kontrol etmektedir. Eger, bu
lokusta a geni bulunuyorsa hiicre a eslesme tipine, a geni bulunuyorsa a eslesme tipine

dontigmektedir. Maya genomunun baska yerlerinde a ve a genlerinin kopyalar
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bulunmasina ragmen bu genler ekspresyon olmamaktadir ( Madigan., MT. ve Martinko,
2014). Sekil 1.5.°de gosterildigi gibi bu suskun kopya (HMLa kaseti) insert olan genin
kaynagidir. Eslesme tipi degisikliginde HMLa kaseti suskun oldugu bolgesinden
kopyalanarak MAT bolgesine yerlesmekte ve dnce orda aktif olarak bulunan a genin
yerini almaktadir. Yani eski eslesme tipini saglayan gen endoniikleaz kodlayan bir gen
olan HO ile kesilerek atilmakta ve yerine yeni eslesme tipi olan gen a insert olmaktadir
(Duina vd., 2014). Hangi gen MAT lokusuna yerlesmisse o gen transkriplenmektedir
(Madigan., MT. ve Martinko, 2014).

a 1 o
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cell
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Sekil 1.4.Saccharomyces cerevisiae 'nin yasam déngiisii.
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Sekil 1.5. S. cerevisiae kromozomu I11'iin bir eslesme tipi anahtarlama olayinin ardindan

gerceklestirdigi degisikligin basitlestirilmis goriintiisii



S. cerevisiae’nin a ve a genleri regiilator genlerdir. Diger olaylara ilaveten bu genler
eslesme sirasinda salgilanan a faktér veya a faktdr peptid hormonlarinin yapimin
diizenlenmektedir. Bu hormonlar zit eslesme tipi hiicrelere baglanarak onlarin hiicre
yiizeylerinde sebep olduklar1 degismelerle hiicrelerin kaynasmasina (flizyon) imkan
saglamaktadir. Zit tipteki eslesme hiicreleri bir araya gelince, diploit bir zigot ile
sonuglanan hiicre ve niikleus flizyonu gergeklesmektedir. Zigot mayozla haploit ve
vejetatif forma dondstiiriilerek yasam donglistinii tamamlamaktadir (Madigan., MT. ve

Martinko, 2014).

1.2.1. S. cerevisiae genom organizasyonu

1996 yilinda, S. cerevisiae genomu, ilk tamamen dizilenmis okaryotik genom
olmustur. Tipik bir haploid tomurcuklanan maya hiicresi 16 kromozomdan olusan
~12.000 kb boyutunda genomik DNA i¢ermektedir. SGD'ye (Saccharomyces Genome
Database) gore, 3 Subat 2014 itibariyle S288C referans susunda “dogrulanmis a¢ik okuma
cergeveleri (ORF'ler)” sayist 5076'da kalmistir (Duina vd., 2014). Bu da maya
genomunun her 2 kb'sinde bir protein kodlayan genin bulundugu, toplam sekansin
yaklasik %70'inin ORF'lerden olustugu anlamina gelmektedir (Goffeau vd., 1996).
Tomurcuklanan maya genomundaki protein kodlayan genlerin yogunlugu oldukga
yiiksek (her ~2 kb i¢in bir gen) olup, insan genomundaki gen yogunlugundan ~50 kat
daha yiiksektir. Yiiksek gen yogunlugu, kismen, S. cerevisiae'deki nispeten diisiik sayida
intron iceren gen ile agiklanmaktadir, bunun tiim genlerin % ~4'U oldugu tahmin
edilmektedir. S. cerevisiae genomu, teknik olarak ORF'ler olmasina ragmen proteinleri
kodlamast muhtemel olmayan "siipheli ORF'ler" olarak adlandirilan 786'y1 da
barindirmaktadir (Duina vd., 2014).

Saccharomyces cerevisiae diger pek ¢ok Okaryot gibi, biiyiik oranda tekrar eden
DNA dizilerine sahiptir. Ornegin XII. maya kromozomu, yaklasik 1260 kb 100-200 adet
maya rRNA geni tekrarini igermektedir. Bu rRNA gen tekrarlarini bir bagka tekrar serisi
takip etmektedir. rRNA operanlarindaki 100-200 6zdes tekrarin yanisira, maya c¢ekirdek
genomu tRNA’lar i¢in 275 gen (sadece birkaci 6zdes) ve diger tip kod icermeyen
RNA’lar i¢in ise 80 gen icermektedir (Madigan., MT. ve Martinko).
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1.2.2. Bir hiicre fabrikasi olarak S. cerevisiae ve endiistriyel biyoteknoloji

Maya, bakteri ve alg gibi mikroorganizmalar, geleneksel fermente edilmis yiyecek
ve iceceklerin {lretilmesinden rekombinant proteinlere ve diger yiiksek degerli
molekiillere kadar ¢esitli endiistriyel islemlerde kilit rol oynamaktadir ( Steensels vd.,
2014).

Bu endiistriyel islemlerin ¢ogu, agirlikli olarak maya Saccharomyces cerevisiae
modeline dayanmaktadir (Steensels vd., 2014). Bira, ekmek fermentasyonu ve sarap
yapimi gibi geleneksel biyoteknolojideki dnemi nedeniyle, tarihsel olarak arastirma
faliyetleri, Saccharomyces cerevisiae mayasina odaklanmistir. Boylece genetik,
fizyolojik ve biyokimyasal o&zellikleriyle iliskili olarak genetik miihendisligi ve
fermentasyon teknolojileri hakkinda zamanla derinlemesine bir bilgi birikimi olusmustur.
Yiiksek verimli tranformasyon ydntemlerinin mevcudiyeti, S. cerevisiae’nin genetik
miihendisligine yardimci olmustur. Ayrica, epizomal olanlar da dahil olmak {izere bircok
0zel ekspresyon vektorii ve raportor genler, immiin etiketler ve genetik olarak secilebilir
markerler gibi sayisiz baska faydali arag S.cerevisiae i¢in mevcuttur. EK olarak, bu
tiirdeki olaganiistii yliksek homolog rekombinasyon verimliligi, kromozomlar iginde
hedeflenmis manipiilasyonlari kolaylastirmaktadir. S. cerevisiae'nin temel ve uygulamali
arastirmalardaki popiilaritesi siiphesiz ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan GRAS
(genellikle giivenli olarak kabul edilir) olarak siniflandirilmasindan da etkilenmektedir
(Nevoigt vd., 2008).

S. cerevisiae yiiksek titre ve verime sahip sekerlerden etanol ve karbon dioksit
tiretme kapasitesi nedeniyle uygulamali arastirmalarda da 6nemli bir rol oynamaktadir
(Nevoigt vd., 2008). S .cerevisiae, yaygin olarak kullanilan bir hiicre fabrikasidir. Antik
caglardan beri ekmek, bira ve sarap iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Endiistriyel islemlerin
gelistirilmesi ile yiiksek etanol toleransi ve yiiksek fermantasyon kapasitesi nedeniyle
biyoetanol {iretimi i¢in tercih edilen hiicre fabrikasi haline gelmistir. Dahasi, bu maya,
gecmiste farmasdtik protein liretimi i¢in konukgu bir organizma olarak kullanilmistir. E.
coli'de ilk genetik miihendisliginin gosterilmesinden sonra, S. cerevisiae'’nin genetik
miihendisligi icin teknikler hizla gelistirilmistir, Ornegin insan insiilini gibi
biyofarmasdétiklerin iiretimi i¢in kullanilmasina izin verilmistir. O zamandan beri, hepatit
ve insan papilloma viriisii asilar1 dahil olmak tizere S. cerevisiae kullanilarak bir¢ok bagka

farmasotik protein tretilmistir. Ayrica, S. cerevisiae su anda biitanoller, organik asitler,
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yeni antibiyotikler, resveratrol gibi nutrasotikler, bir dizi yakit ve kimyasal madde i¢in
bir tiretim konagi olarak kullanilmaktadir (Siewers vd.,2010).

S. cerevisiae'nin bir hiicre fabrikasi olarak kullanilmasinin avantajlar1 arasinda: (i)
genomik, biyokimya, hiicre biyolojisi ve fizyolojisi bakimindan en iyi karakterize edilmis
okaryotik mikroorganizma olmast; (ii) ¢ok yiiksek glikolitik ak1 saglayabilen ¢ok verimli
bir metabolizmaya sahip olmasi; (iii) ilk defa S. cerevisiae'nin analizi igin yiiksek verimli
deneysel teknikler gelistirilmis olmasi ve bu tiir veriler i¢in ¢ok biiyiik veritabanlarinin
varligi; (iv) bu organizma i¢in ayrintili metabolik modeller gelistirilmesi; ve (v) bu
organizma i¢in ¢ok verimli genetik miithendisligi araglar1 bulunmasi yer almaktadir. Bu
sonuncu Ozellik, S. cerevisiae'nin metabolizma miihendisligi i¢in 6zellikle dnemlidir,
¢linkii cogu zaman farkli stratejileri degerlendirmek gerekmektedir. Etkili bir metabolik
miithendislik stratejisi, gen silme, farkli promotorlarin kullanimi1 ve / veya heterolog gen
ekspresyonu gibi birgok genetik modifikasyon gerektirmektedir (Siewers vd.,2010).

S.cerevisiae’da etkili bir sekilde kullanilan en 6nemli sentetik araglardan biri
promotorlardir. Biyosentetik bir yol icin ilk kontrol c¢izgisi transkripsiyon ve
transkripsiyonun yonlendirilmesidir ve bu sekilde promotorlar biyosentetik yollarin
kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Keasling, 2012).

Ornegin, pHXT7 glikoz esasl bir promotordur ve HXT7 promotoru, Hxt7p'yi diisiik
glikoz konsantrasyonunda yiiksek oranda ifade eden yiiksek afiniteli bir heksoz tasiyici
olarak tanimlanmistir. Dolayisiyla HXT7 promotoru, cok yiliksek gen ekspresyon
seviyelerine ulagsmak i¢in glikoz sinirli kosullarda beslenen parti veya siirekli ekim i¢in
onerilmektedir. Diger bir 06rnek olarak, ADH1 promotoru, yiiksek glukoz
konsantrasyonlarinda genlerin kosula bagl ekspresyonu i¢in uygundur. Bu nedenle, farkli
deneyler igin farkli promotor kombinasyonlar1 kullanmak iyi bir fikir olabilmektedir,
¢linkii mevcut promotorlar1 klonlanmis genlerin ekspresyon seviyesini degistirmek igin
calismalarda kullanilan herhangi bir promotorla degistirmek metabolizma
miihendisliginde sik¢a kullanilan bir yontemdir (Partow, 2010).

Metabolizma miihendisligi, yani, metabolik yolaklarin amacli olarak yeniden
yonlendirilmesi, yukarida belirtilen tiim endiistriyel uygulamalar i¢in maya suslarinin
iyilestirilmesinde bir rol oynamistir (Nevoigt, 2008). Bu yaklasim kabaca iki onemli
boliimden olusmaktadir: (i) genetik manipiilasyon i¢in en umut verici hedefi / hedefleri

belirlemek amaciyla hiicrelerin analizi ile ilgilenen metabolizma miihendisliginin analitik
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tarafi ve (ii) genetik modifikasyonlara sahip hiicrelerin yapildigi hiicreler (Ostergaard,
2000).

1.2.3. S. cerevisiae’ de taksol iiretimi icin asetil-KoA miktarinin arttirilmasi
1.2.3.1. S. cerevisiae'de asetil-KoA metabolizmasina genel bir bakis

Merkezi bir metabolit olarak asetil-KoA (asetil koenzim A), enzimatik asetil
transfer reaksiyonlarinda yer alan bir dizi hiicresel fonksiyonda ©nemli roller
oynamaktadir. Asetil-KoA, trikarboksilik asit (TCA) dongiistiniin baslangi¢ bilesigidir ve
sterollerin, yag asitlerinin, lipitlerin, amino asitlerin ve poliketidlerin biyosentezinde
anahtar bir onciidiir. Ek olarak, asetil-KoA, histon ve histon olmayan proteinlerin
translasyon sonrasi (posttranslasyon) asetilasyon reaksiyonlari i¢in asetil grubunun
dondrii olarak islev goriir. Hiicresel gereksinimi karsilamak icin doga, piriivatin oksidatif
dekarboksilasyonu, uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonu ve bazi amino asitlerin
oksidatif bozunmasi gibi asetil-KoA sentezi igin gesitli yollar gelistirmistir (Sekil 1.6)
(Lian vd., 2014).

Asetil-KoA, aktive edilmis bir asetat formudur ve S. cerevisiae'nin metabolik
aginda Onemli bir ara metabolittir. Asetil-KoA metabolizmasi sitozol, mitokondri,
peroksizom ve cekirdek olmak iizere bolmelere ayrilmistir. Aerobik ve glikoz sinirh
kosullar altinda, TCA dongiisii katabolizmada ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir ve
piruvattan piruvat dehidrojenaz (PDH) kompleksinin iirettigi asetil-KoA bu islem igin
anahtar substrattir.(2) Mitokondride piruvat, sekerlerden glikoliz yoluyla iiretilen
sitosolik piruvattan veya mitokondride yer alan malik enzim yoluyla malattan
tiretilmektedir. Asetil-KoA, TCA dongiisiine sitrat sentaz (SS) tarafindan katalize edilen
bir agamada girer. SS, asetil-KoA'y1 oksaloasetat ile yogunlastirip, Sitrat agiga
cikarmaktadir. S. cerevisiae'de tanimlanan, CIT1, CIT2 ve CIT3 tarafindan kodlanan 3
sitrat sentaz izoformu bulunmaktadir. Citlp ve Cit3p, reaksiyonu ilk katalize eden ve
genellikle TCA dongiisiine asetil-KoA tedarik eden ve TCA dongiisiiniin akiginin kontrol
edildigi diistiniilen iki mitokondriyal izoformdur. CIT2, sitrat sentazin peroksizomal
izoformunu, sirasiyla protein seviyesinde ve DNA diizeyinde CIT1 ile %81 ve %74
6zdeslik ile kodlamaktadir (Krivoruchko vd.,2015).

Asetil-KoA i¢in bir diger 6nemli kaynak asetil-KoA sentetazdir (ACS). ACS, S.
cerevisiae'de, piruvat dekarboksilaz (PDC), asetaldehit dehidrojenaz (ALD) ve ACS'den
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olusan PDH bypassinin bir pargasini olusturmaktadir. ACS ile katalize edilen reaksiyon,
asetatlar1 asetil-KoA'ya doniistiirmek icin ATP'yi tiiketmektedir ve iki asamada AMP
olusturur. Ilk adimda, enzim ATP ve sonra asetat baglayarak enzime bagli asetil-AMP'yi
verir ve pirofosfat (PPi) agiga ¢ikarir. Tkinci asamada, ACS KoA'y1 baglamakta ve ara
maddeyi asetil-KoA ve AMP'ye doniistiirmektedir (Lian vd., 2014).

Ozetle mayadaki asetil-KoA metabolizmasi boliimlere ayrilmistir ve bu béliimler
sitozol, mitokondri, peroksizom ve ¢ekirdekten olusmaktaktadir. Sitosolik asetil-KoA,
piruvattan, asetaldehit ve asetat yoluyla, PDC, ALD ve ACS'nin etkisiyle iiretilmektedir.
ACC, sitozolik asetil-KoA'y1 yag asidi sentezi igin bir substrat olarak kullanilan malonil-
KoA'ya doniistiirebilmektedir. Mitokondriyal —asetil-KoA, piruvattan PDH'nin
hareketleriyle iretilmekte ve daha sonra TCA dongisiinde kullanilmaktadir.
Peroksizomda asetil-KoA, ACS'nin hareketleri vasitasiyla asetattan veya yag asitlerinin
[-oksidasyonu yoluyla iiretilebilmektedir. Peroksisomal asetil-KoA, daha sonra
glikoksilat dongiisiinde bir substrat olarak kullanilabilir. Niikleer asetil-KoA, ACS'nin
hareketleriyle asetattan tiretilmekte ve temel olarak kromatin proteinlerinin asetilasyonu
i¢in kullanilmaktadir (Krivoruchko vd.,2015) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. S. cerevisiae'deki asetil-Ko4 metabolizmasina genel bakis (Krivoruchko
vd.,2015).
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1.2.3.2. Endiistriyel iiriinlerin iiretimi i¢in asetil-KoA miktarmin arttirilmasinin

onemi

Hiicresel metabolizma igin bir yapi tasi olarak 6nemli rollerine ek, asetil-KoA
ayrica n-biitanol, poliketidler (antibiyotikler, antikanser ilaglar1 ve immiinosupresdrler)
yag asidi etil esterleri (FAEE'ler), kauguk, alkanlar, polihidroksibiitirat (PHB) ve
izoprenoitler (¢ogunlukla aroma ve koku, biyodizel, antimalarial ve antikanser ilaglari,
antibiyotikler, kauguk, diyet takviyeleri, gida katki maddeleri ve vitaminler olarak
kullanilmaktadir), lipitler (diyet gibi takviyeleri, ilag ve biyodizel ) gibi g¢esitli yakit ve
kimyasal molekiillerin biyolojik sentezi i¢in anahtar onciidiir (Chen vd.,2013; Lian vd.,
2014). Siirdirilebilirlik ve enerji giivenligi konusundaki endigelerden dolayi, bu
molekiillerin E. coli ve S. cerevisiae gibi ¢evre dostu ev sahiplerinde biyolojik tiretimi
artan ilgi gérmdistiir (Lian vd., 2014) (Sekil 1.7).

Sugars Ethanol

! i

Pyruvate =9 Acetaldehyde
y d Biotech. products

\

Isoprenoids R
1-Butanol
Polyhydroxyalkanoates
Polyketides

@pids (PUFAs & Biodies@

Fatty acids

Sekil 1.7. S. cerevisiae'deki asetil-KoA metabolizmasina basitlestirilmis bakis. Asetil-KoA, ii¢ farkl
bolmede anahtar bir metabolittir: sitozol (yesil isaretli), mitokondri (kirmizi isaretli) ve
peroksizomlar (mavi isaretli) Sitozolde asetil-KoA'nin birincil kaderi, hiicresel lipidler (yag
asitleri ve ergosterol) icin oncii olarak gérev yapmaktir. Endiistriyel agidan ilging bir¢ok
biyoteknolojik iiriin, asetil-KoA'dan tiiretilir ve bunlarin ¢ogunun biyosentezi, sitozolde
meydana gelir. Bu nedenle, tiim bu iirtinler igin bir maya hiicresi fabrikalarinda, sitozoldeki
karbonu asetil-KoA'ya yonlendirmek ana hedeftir (Lian vd., 2014).
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Bu tiriinler, genellikle asetil-KoA'y1 sitozolden drene eden yollar ile tiretilmektedir.
Bu nedenle, sitoplazmada prekiirsor asetil-KoA'nin yeterli miktarlarda temini g¢ok
onemlidir. Bununla birlikte, Sekil 1.7'de gosterildigi gibi, asetil-KoA, birkag farkli
bolmede, yani, sitozol, mitokondri ve peroksizomlarlarda tiretilmekte ve kullanilmaktadir
(Chen vd 2013).

Mayada, sitozoldeki asetil-KoA, piruvatin dekarboksilasyonu ile olusturulan
asetaldehitten tiiretilmis asetattan iiretilmektedir. Asetaldehit ayrica alkol dehidrojenaz
ile etanole doniistiiriilebilir ve glikoz lizerindeki biiyiime sirasinda glikolitik akinin biiyiik
bir kism1 mayadaki Crabtree etkisinden dolay1 etanole yonlendirilmektedir. Ana alkol
dehidrojenazin (Adhlp) yani sira, asetaldehitin etanole doniisiimiinii katalize edebilen
birkag alkol dehidrojenaz vardir ve bu nedenle mayada etanol {iretimini ortadan
kaldirmak dogal olarak zordur. Bu aktiviteyi kodlayan genlerin silinmesiyle sitozolde
asetil-KoA gereksinimini karsilamak i¢in ortama etanol veya asetat gibi bir C; bilesiginin
eklenmesi gerekmektedir (lisin ve lipidlerin biyosentezi igin gerekli) (Chen vd., 2013).

Bir¢ok mayanin temel fizyolojik 6zelligi, karbonhidratlar1 genellikle glikoz gibi alt1
karbonlu (Cs) molekiilleri, CO2'ye tamamen oksitlemeden iki karbonlu (C.) bilesenlere,
oksijen varliginda bile 6zellikle etanole indirgeme yetenekleridir. Oksijen varliginda bile
etanol biriktiren S. cerevisiae, Crabtree-pozitif maya olarak adlandirilmaktadir, oysa
sekerleri Candida albicans gibi COz'ye indirgeyenler Crabtree-negatif mayalar olarak
belirtilmektedir. Etanol iiretimi sirasinda, biiyiime igin enerji oksidatif solunum yolu
yerine glikoliz ve fermantasyon yollari ile saglanmaktadir. S. cerevisiae'de Crabtree
etkisi, biiyiik 6l¢iide, glikoz gibi Ce karbonhidratlarinin varliginin solunumu bastirdigi bir
glikoz-represyon devresine dayanir. Bununla birlikte, dogada substrat1 C> bilesiklerine
indirgemek en etkili strateji degildir. Aslinda, glikozun tiikenmesinden ve etanoliin
birikmesinden sonra, Crabtree-pozitif mayalarda metabolizma degismektedir.
Fermantasyon {irlinii - etanol - bir substrat haline gelmekte ve eger oksijen varsa
bozulmaktadir. Metabolizmadaki bu degisim “diauxic shift” olarak bilinmektedir ( Piskur
vd., 2006).

'‘Biriktir-Tiiket' stratejisi:

Fermantasyon sirasinda (aerobik veya anaerobik) maya, asetaldehitin etonole
dontistimiinde NADH'yi geri doniistiiriir. Daha sonra oksijen varsa, biriken etanol tekrar

asetaldehite doniistiirmektedir. Asetaldehit-etanol doniisiimii, farkl katalitik etkinliklerde

olmasina ragmen prensipte reaksiyonu her iki yonde (yani, asetaldehit-etanol ve etanol-
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asetaldehit) katalize edebilen alkol dehidrojenaz (Adh) ile katalize edilmektedir. S.
cerevisiae'de, sitoplazmik Adh aktivitesi, bir gen-duplikasyonu olayi ile ortaya ¢ikan iki
gen tarafindan kodlanmaktadir. ADH1, yapisal olarak ifade edilirken, ADH2, yalnizca i¢
seker konsantrasyonu diistiigiinde ifade edilmektedir (Piskur vd., 2006).

Bu noktada suna deginirsek yaptigimiz bu ¢alismada asetil-CoA'nin mevalonat
yoluna tedarikini arttirmak ve S. cerevisiae’de yiiksek seviyede taksadien tiretimi elde
etmek i¢in, birincil metabolik yolaga, Adh2 genin asetil-KoA ile rekabetini dnlemeye
odaklandik ve bunun i¢in indiilenebilen bir promotor pHXT7 ile akist mva yoluna

yonlendirmeyi amagladik.

1.3. izoprenoidlerin Uretimi

Bugiin, ¢ogu bitki tarafindan sentezlenen, 50.000'den fazla bilinen terpenoid
bulunmaktadir (Engels vd., 2008). izoprenoidler, karakteristik kokulara sahip bitkisel
yaglar ve regineler saglayan ikincil metabolitler olarak bilinmektedir. Ek olarak,
karotenoidler gibi kritik fotosentetik pigmentleri icerdikleri, meyve olgunlagsma
islemlerinde yer aldiklar1 ve bitkileri zararli otlara karsi savunma goérevi gordiikleri
varsayllmaktadir. izoprenoidler ayrica, dolikoller (bakteri duvarma ve glikoproteinlere
seker tasiyan bir izoprenoid), ubikinonlar (hiicreler arasi elektron tasima zincirinde
yardimer kofaktdr), biiylime diizenleyicileri ve steroller gibi hiicresel fonksiyon igin
onemli olan metabolitleri icermektedir. Ornegin, triterpen skualen, ardisik reaksiyon
dizisinde, mantarlarda membran biitiinligii igin hayati Onem tasiyan ergosterol'e
dontistirilmektedir (Tippmann vd., 2013).

Bitki terpenoidlerinin kimyasal ¢esitliligi muhtemelen dogadaki birgok biyolojik
faliyetlerinin bir yansimasidir; bu da onlar1 geleneksel ve modern insan somiiriisii i¢in
yaygin bir sekilde kullanilan bir kaynak haline getirmistir. Bitki terpenoidleri ayni
zamanda bir endiistriyel malzeme grubunun tiretimi i¢in biiyiik hacimli hammadde gorevi
gormektedir. Bir¢ok farkli yapilar1 nedeniyle, bir grup olarak bitki terpenoidleri, bircok
farkli fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip bilesikleri igermektedir. Lipofilik veya
hidrofilik, ugucu veya ugucu olmayan, siklik veya asiklik, kiral veya akiral olabilirler.
Bitki terpenoidlerinin kimyasal gesitliligi genellikle karmasik terpenoid biyosentetik
yollardan kaynaklanmaktadir (Bohlmann and Keeling, 2008).

Terpenoidler (izoprenoidler) gibi dogal iirlinler genellikle orijinal kaynaklarindan

oziitlenerek elde edilmektedir, ¢linkii ¢cogu zaman birden fazla kiral merkez iceren bu
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kadar karmasik yapilarin ticari sentezi ¢ok zordur ve ekonomik degildir (Engels vd.,
2008). Bununla birlikte, dogal kaynaklar genellikle bu degerli hedef molekiillerin gok
kiiciik miktarlarini irettiklerinden dolay1 biyolojik kaynaklardan saflastirma diistik
verime ve safsizliklara yol acarak dogal kaynaklarin da tiikenmesine neden olmaktadir
(Engels vd., 2008; Shiba vd., 2007). Ayrica verim, gevresel ve epigenetik faktorlerden
dolayr degisiklik gostermektedir (Shiba vd., 2007). Kaynak organizmanin uygun bir
Olgekte yetistirilememesi durumunda mikrobiyal terpenoidlerin iiretilmesi zordur. Bu
engelleri asmak i¢in rekombinant mikrobiyal sistemler kullanilabilir (Engels vd., 2008).
En umut verici olani, dnceki stratejilere gore bir¢ok avantaja sahip olan metabolizma
mithendisligidir. Mikroorganizmalar hizli biiyiime 6zelligine sahiptir, kolayca ekilebilir
ve mikroorganizmalar tarafindan {iretilmesinin 6l¢eklendirilmesi kolaydir. En 6nemlisi,
mikroorganizmalar glikoz gibi ucuz ve yenilenebilir karbon kaynaklarindan 6zel olarak
istenen bir kimyasal iiretmek i¢in bir dizi enzimatik reaksiyonu birlestirebilmektedirler.
Ek olarak, biyolojik sistemler degistirilebilmekte, yeniden tasarlanabilmekte ve cok
cesitli kimyasallarin {iretimine izin veren sentetik biyoloji araclar1 kullanilarak tamamen
yeni yollar olusturulabilmektedir (Tippmann vd., 2013).

Mikrobiyal hiicre fabrikalarmin gelistirilmesi, sadece hiicresel metabolizma ve
rekombinant DNA teknolojileri hakkinda genis bilgi sahibi olmakla kalmayip aym
zamanda diger miihendislik disiplinlerinin entegrasyonu gerektiren karmasik bir istir.
Ancak, her seyden once, istenen kimyasal maddeye gore uygun bir konak organizmanin
se¢ilmesi gerekmektedir. Fonksiyonel izoprenoitlerin {iretimi i¢in, esasen S. cerevisiae ve
Escherichia coli kullanilmaktadir, ¢iinkii bunlar genis molekiiler kaynaklara sahip genetik
manipiilasyonlara elverislidir ( Tippmann vd., 2013).

S. cerevisiae, E. coli'ye kiyasla biiyiik dl¢ekli fermantasyonlarda daha saglamdir.
Diisiik pH ve yiiksek seker konsantrasyonlarmin yani sira inhibitorlere de oldukca
direngli olmalarinin disinda, okaryotik sitokrom P450 enzimlerini fonksiyonel olarak
eksprese edebilmektedir. Bu enzimler, terpenler, alkaloitler ve poliketidler dahil bir¢cok
karmasgik bitki tiirevli molekiiliin sentezinde rol almaktadir. Ornegin, taksoliin sentetik
yolu, sekiz sitokrom P450'ye bagl hidroksilasyon icermektedir. Bununla birlikte,
okaryotik P450'ler endoplazmik retikulum zarmma sik sik baglandigindan, bu
organellerden yoksun prokaryotik mikroorganizmalarda fonksiyonel olarak eksprese

etmek zordur ( Krivoruchko and Nielsen, 2015). Ayrica, mayanin miihendisligi igin bir
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dizi ileri molekiiler biyolojik araclar gelistirilmistir veé metabolizmasinin diizenlenmesi

hakkinda bir¢ok bilgi mevcuttur (Tippmann vd., 2013).

1.3.1. izoprenoidlerin biyosentezi

Izoprenoidlerin tiimii, aktive edilmis izopren formlarindan, yani izopentenil
pirofosfat (IPP) ve onun izomeri dimetilasilil pirofosfattan (DMAPP) meydana
gelmektedir. Bu iki 6nciil canli organizmalarda iki farkli yoldan olusmaktadir: mevalonat
(MVA) ve 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat (MEP) yolu. MVA yolu ilk olarak 1960'larda
kesfedilmistir ve yaklasik 40 yil boyunca tiim canli organizmalarda IPP'ye giden tek yol
oldugu varsayilmistir. Bununla birlikte, 1990'larda, MEP yolu bakteri, yesil alg ve daha
yiiksek yapili bitkilerde alternatif bir yol olarak bulunmustur. Bazi istisnalar disinda
MVA yolu, dkaryotlarin yani sira arkealar tarafindan da kullanilmaktadir, MEP yolu ise
tipik olarak prokaryotlarda ve fotosentetik organizmalarin plastidlerinde bulunmaktadir
(Tippmann vd., 2013).

DMAPP; geranil pirofosfat (GPP), farnesil pirofosfat (FPP) veya geranillgeranil
pirofosfat (GGPP) olusturmak {izere bir veya daha fazla IPP molekiilii ile bastan sona
yogunlagma ile uzamaya maruz kalan reaktif bir primerdir (Sekil 1.8). Terpen sentezleri
icin, onciiler GPP, FPP ve GGPP sirasiyla monoterpen, seskiterpen ve diterpen
olusturmak iizere siklize edilebilmekte ve/veya yeniden diizenlenebilmektedir

(Krivoruchko ve Nielsen 2015).

1.3.1.1. MVA yolag

S. cerevisiae, asetil-KoA'dan yedi enzimatik reaksiyona kadar prekiirsor IPP ve
DMAPP iiretmek icin MV A yolunu kullanmaktadir. Bu, asetil-KoA'nin ii¢ molekiiliiniin,
asetoasetil-KoA ve hidroksimetilglutaril-KoA (HMG-KoA) vasitasiyla MVA'ya
dontistiiriilmesini icermektedir. MV A daha sonra IPP olusturmak icin fosforilasyon ve
dekarboksilasyona ugramaktadir. Stereospesifik bir izomerizasyon reaksiyonu, IPP'yi
izomer DMAPP'sine doniistiirmektedir (Tippmann vd., 2013) (Sekil 1.8).

S. cerevisiae'de izoprenoid biyosentezinin miihendisligi i¢in bazi enzimler,
ozellikle de HMG-KoA rediiktaz, IPP izomeraz ve FPP sentaz agikliga kavusturulmustur.
ERG20, IPP ve DMAPP'yi GPP'ye birlestiren ve daha sonra baska bir IPP ilavesini
katalize eden GPP sentaz / FPP sentazin1 kodlamaktadir (Tippmann vd., 2013).
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FPP sayisiz bilesik ve primer metabolizma ile baglanti kuran 6nemli bir kavsakta
bulunmaktadir. Ayrica skualene yogunlastirilir ve daha sonra hiicre biiyiimesi i¢in gerekli
olan ve membran ge¢irgenligi ve akiskanligin diizenlenmesi tlizerinde biiyiik bir etkisi
olan ergosterol olusturmak i¢in on dokuz doniisiim basamagindan ge¢mektedir. FPP
ayrica, dolikoller, ubikinon, karotenoidler ve prenile edilmis proteinler gibi bir¢ok primer

metabolitin biyosentezi i¢in 6nemli bir dncidiir (Tippmann vd., 2013).

— (Reian) ——»

Sekil 1.8. Saccharomyces cerevisiae 'da izoprenoidlerin tiretimi: Mevalonat yoluna genel bakig ve ondan
elde edilebilecek iiriinler. Gen isimleri italiktir. ERG10, asetoasetil-KoA tiolaz; ERG13,
HMG-KoA sentaz; HMG1 / HMG2, HMG-KoA indirgemeleri; ERG12, mevalonat kinaz;
ERGS8, fosfonevalonat kinaz; ERG19, mevalonat pirofosfat dekarboksilaz; IDI1, IPP:
DMAPP izomeraz;, ERG20, FPP sentazi; BTSI, GGPP sentazi. (Tippmann vd., 2013).
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1.4. Taksol (Paklitaksel)

Taksol (paklitaksel), farmakolojik ozelliklerinden dolayr bitki kokenli
terpenoidlerin daha iyi bilinenlerinden biridir (Engels vd.,2008). Taksol (Sekil 1.9)
yumurtalik karsinomlari, meme, akciger, bas ve boyun, mesane, serviks, melanomlar ve
AIDS ile iliskili Karposi sarkomu dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan etkili bir antikanser ilacidir (Jennewein and Croteau, 2001). Taksol,
sekiz fonksiyonel oksijen grubu, iki asil grubu ve bir benzil grubu ile siislenmis bir
tetrasiklik oksaheptadekan iskeletini igeren kompleks bir metabolittir (McElroy and
Jennewein, 2017). Taksol'iin bu karmasik yapisi, ilk olarak 1971°de Taxus brevifolia
Nutt'in (pasifik porsuk agaci) bir kabuk ekstraktindan karakterize edilmistir ( Jennewein
and Croteau, 2001). Bu oldukca arzu edilen anti-kanser ilacinin, Gida ve Ila¢ Idaresi
(FDA) tarafindan onaylandiktan sonra kamuya agik hale gelmesi 21 yilin1 almistir. Zorlu
gelisme siirecine ragmen, taksol ve ilgili taksan analoglari, daha 6nce bes milyar ABD
dolarini astig1 bildirilen satislariyla dnde gelen anti-kanser ilaclar1 haline gelmistir. Sanofi
ve Celgene'den 2016 yilina ait yillik mali raporlarda, Taxotere®, Jevtana® ve Abraxane®
tirtinlerinden elde edilen gelirlerin bir buguk milyar ABD Dolari'nin iizerinde oldugu
belirtilmistir. Uzun gelisme siiresi, biiylik Olgiide iyi bir kaynagin bulunmadigini
yansitmistir, ¢iinkii 1 g taksoliin alinmasi ~12 kg aga¢ kabugu malzemesi
gerektirmektedir ve bu da ii¢ yetiskin Pasifik porsugu (Taxus brevifolia Nutt) agacinin
kabuguna esdegerdir. Saflastirma, bilesigin hidrofobik yapisindan dolayr zahmetli ve
karmasiktir ¢linkii ilag aga¢ kabugunda cok diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir,
ornegin T. brevifolia'da % 0.001-0.05 oraninda bulunmaktadir (McEIroy ve Jennewein,
2017).

Taksoliin antikanser 6zellikleri, diger antitiimor ajanlara kiyasla olduk¢a benzersiz
ve yenidir. Taksol, mikrotiibiillerin B-tubulin alt birimlerine baglanan, normalde
depolimerizasyonu destekleyen diisiik sicakliklarda ve kalsiyum konsantrasyonlarinin
varliginda polimerlesmelerine neden olan gii¢lii bir anti-neoplastik bilesiktir. 10 nM'den
daha biiylik dozlar, hiicresel proliferasyonu Onleyen ve bodylece metafazda hiicreleri
durdurarak biiyiik ve stabil tiibiill demetlerinin birikmesine neden olurken, diisiik
konsantrasyonlar apoptoza yol agmaktadir (McElroy ve Jennewein, 2017). Taksolde
antitimor aktivitesi, yan zincir, A halkasi, C2 benzoil grubu ve oksetan halkasindan
kaynaklanmaktadir. Aktivitenin, C13 zincirindeki C3’ amid-asil grubu ve C2’ hidroksil

grubunun mevcudiyeti nedeniyle devam ettigi bildirilmistir. Mikrotubulinin sitotoksitesi
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ve stabilizasyonu, bu bilesenlerin P-tubulin ile etkilesimi ile indiiklenmektedir
(KunduSumita ve Ghosh, 2016). Saflastirilmis sigir beyin tubulini ve HeLa hiicreleri ile
yapilan in vitro ¢alismalar bu bulgular1 dogrulamistir. Taksol 1992 yilinda, 1s1ya dayanikli
yumurtalik kanserinin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. Bunu, 1994'te meme
kanserinin tedavisi, 1999'da akciger kanseri ve 2014'te adenokarsinom tedavisi igin
onaylanmasi takip etmistir. Aslinda, onayindan bu yana taksolden gelistirilen ilaglar bir
milyondan fazla hastaya (bagimsiz olarak veya bir ilag kokteyli parcasi olarak)
uygulanmistir (McElroy ve Jennewein, 2017).

T. brevifolianin su anki durumu “tehdit altinda” dir. Popiilasyonu, yanginlar ve
taksol elde etmek i¢in kabugundan faydalanma gibi durumlardan dolay1 goze ¢arpan bir
sekilde azalmistir ve azalmaya devam etmektedir. Bu agaglarin olgunluga ulagsmasi ~ 300
y1l gerektirdiginden, tahrip edici kabuk hasadi yapma gereksiniminden kaginmak icin
alternatif kaynaklarin veya taksol iiretimi i¢in yontemlerin gelistirilmesi uzun zamandir
takdir edilmektedir (McElroy ve Jennewein, 2017). Taksol fiiretimi hala birincil
kaynaklara giiglii bir sekilde baglidir, ancak ¢esitli taksus tiirlerinin ignelerinden elde
edilen  10-deasetilbakcatin III ve baccatin Il'ten yar1 sentetik olarak
gerceklestirilebilmektedir. Biyosentetik {iretim esit derecede karmasiktir ve heniiz tam
olarak anlasilmamistir. 8 sitokrom P450-aracili oksijenasyon iceren 19 enzimatik
reaksiyonda, taksol GGPP'den tiiretilmistir (Tippmann vd., 2013). Taxus spp. hiicre
kiiltiirleri su anda taksol ve taksoliin sentezlenebilecegi ilgili bilesikleri liretmek i¢in
kullanilmaktadir, ancak mikroorganizmalarin metabolizma miihendisligi gelecekte bu
kaynagin yerini alabilecegi diistiniilmektedir (MCcElroy ve Jennewein, 2017).
Taksoidlerin mikrobiyal tiretimi, bitki biyokiitlesinden ekstraksiyona ekonomik bir
alternatiftir. Bitkilerde taksoid biyosentezi bir anastomoz yolu oldugu igin, metabolizma
mihendisligi spesifik taksoid iiriinlere odaklanan dogrusal bir yol olusturma firsati
sunmaktadir (Engels vd., 2008). Taksoliin mikrobiyal iretimine yonelik yaklagimlar
cogunlukla {i¢ konuya odaklanmistir: (1) diterpen iiretimi i¢in GGPP temini, (2)
GGPP'nin iglenmis ara bilesik taksa-4 (5), 11 (12) -dien'e daha fazla doniisiimii igin
taksandien sentazin asir1 ekspresyonu ve (3) sitokrom P450-aracili taksadienin taxa-4
(20), 11 (12) -dien-5a-ol'e oksidasyonunun miihendisligi (Tippmann vd.,2013).

Paklitaksel biyosentetik yolunun bazi asamalari, E. coli, S. cerevisiae ve bitkiler de
dahil olmak iizere heterolog eckspresyon sistemlerine aktarilmistir. E. coli'de IPP

izomeraz, GGPP sentaz ve TASY'nin overekspresyonu, hiicre kiiltiiriiniin litresi basina
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Sekil 1.9.. Taksoliin (paklitaksel) yapist (McElroy ve Jennewein, 2017).
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1,3 mg taksadien iretim seviyelerine yol agmustir. Bununla birlikte, mikrobiyal
sistemlerde sitokrom P450’leri ifade etmedeki zorluklar nedeniyle yolun daha da
gelistirilmesi sinirhdir. Sitokrom P450’ler yanlis katlama, ceviri ve hiicre zarma
yerlestirme nedeniyle iglevlerini yitirmektedir. Ayrica, her sitokrom P450'yi enzimatik
olarak geri dontstiirmek icin gereken spesifik sitokrom P450 reduktazlarinin
olmamasiyla birlikte kofaktor mevcudiyeti ile ilgili problemler, 6nemli engelleri temsil

etmektedir (Howat vd., 2014).

1.4.1. Paklitaksel’in (Taksoliin) biyosentezi

Paklitaksel, karmagik bir tetrasiklik diterpendir. Cok biiyiik biyolojik ve ekonomik
Onemlerine ragmen, taksol biyosentetik yolu ve diizenlenmesi heniiz tam olarak
bilinmemektedir, ancak onciil geranillgeranil difosfattan (GGPP) taksoliin kendisine
kadar 19 enzimatik asamaya ihtiya¢ duydugu genel olarak kabul edilmistir (Sekil 1.10)
(McElroy ve Jennewein, 2017; KunduSumita ve Ghosh, 2016).

Paklitakselin biyosentezi, li¢ izoprenil difosfat (IPP) biriminin, dimetilasilil difosfat
(DMAPP) ile yogunlastirilmasini igermektedir. Bitkiler, sitozoldeki mevalonik yolla
(MVA) veya plastidlerde metileritrol fosfat (MEP) yoluyla IPP ve DMAPP {iretiminde
benzersizdir. Paklitaksel biyosentezine katilan Onciillerin kdkeni belirsizligini

korumaktadir. Taxus baccata ile yapilan arastirmalar hem sitozolik hem de plastid
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yolaklarinin  inhibitdrleri  tarafindan  paklitaksel {iretiminin  azaltilabilecegini
gostermektedir (Howat vd., 2014).

Yoldaki ilk basamak, taksadien sentaz enziminin (TS), geranil geranil difosfatin
(GGPP) taksadien’e siklizasyonunu katalize etmesidir. Daha sonra tiretilen trisiklik yapi,
cesitli sitokrom P450 (cP450) oksijenazlari ve asiltransferazlarin aracilik ettigi cok sayida
bolgesel ve stereospesifik oksijenasyona ve asilasyona maruz kalmaktadir. Taksadien
daha sonra sitokrom P450 taksadien-5a-hidroksilaz (T5aH) ile taksadien-5a-ol iiretmek
i¢cin 5-konumunda hidroksile edilmektedir. Bu ara bilesigin daha sonra taksadien-5a-ol-
O-asetil transferaz (TDAT) enzimiyle taksadien-5a-il-asetata ya da taksadien-5a-13a-diol
hidroksilaz (T13aH) ile taksadien- 5a-13a- diol’e doniismesi icin iki olasi yol
bulunmaktadir. Taksadien-5a-il-asetat ara maddesi daha sonra 10 konumunda cP450'ye
bagli monooksijenaz taksoid-10p- hidroksilaz (T10BH ) ile hidroksile edilmektedir (Sekil
1.10) (Howat vd., 2014).

Ardindan, ara iiriin C1, C2, C4 ve C7 pozisyonlarinda dort hidroksilasyona, C9'da
bir oksidasyona ve C4 ve CS5 arasinda bir epoksidasyona tabi tutulur. Bu asamalar i¢in
enzimler tam olarak tanimlanmamaistir, ancak hidroksilasyonlar i¢in cP450’ler aracilik
etmektedir. Bilinmeyen anahtar bir enzim, ara tiriiniin aktivitesi i¢in gerekli olan oksetan
halkasinin iiretiminde rol alan enzimdir. Onerilen birkag hipotetik mekanizma vardir, 5a-
asetat ara maddesinin C4-C20 ¢ift bagiin epoksidasyonunu igeren tercih edilen adayla
birlikte a-asetoksi grubunun, oksiran-oksetan halkasinin genislemesi ile birlikte C-5'ten
C-4'e gog ettigi yeniden diizenleme reaksiyonudur (Howat vd., 2014).

Ayrica dort ester islevi de eklenmistir; C2'de benzonat, C4 ve C10'da asetat ve
Cl13'te N-benzoil-3-fenilizoserinoildir. Bunlarin  meydana gelme sirast hala
bilinmemektedir ve sekansi agikliga kavusturmak, oksijenasyonlardan daha problemlidir,
clinkii asilasyonlarin, ¢ogunun ¢oklu asilasyon boélgelerine sahip oldugu bilinen ¢ok
sayida yan tiirline yol agmaktadir (KunduSumita ve Ghosh, 2016).

Bu doniisiimler, daha sonra C10 pozisyonunda 10-deasetilbakatin I11-10-O-
asetiltransfer (DBAT) ile asetillenen 10-deasetilbakatin III'ii iiretmek i¢in taksan 2a-O-
benzoiltransfer (DBT) enzimi 2a-O-benzoiltransfer (DBT) igin hipotetik Oncii 2-
debenzoiltaksani tiretmektedir. C13 yan zinciri, daha sonra fenilalanin aminomutaz
(PAM) tarafindan B -fenilalanine doniistiiriilen ve daha sonra B-fenilalanin KoA tiretmek
i¢in bilinmeyen bir enzim tarafindan esterlenen a-fenilalaninden olusmaktadir. Bu daha

sonra 3’-N-debenzoil-2’-deoksitaksol iiretmek igin bakatin I11-13-O-fenilpropanoil
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transferaz (BAPT) enzimi ile taksan cekirdegine baglanmaktadir. Bu ara madde C2
pozisyonunda bilinmeyen bir cP450 ile hidroksile edilmekte ve 3’-N-debenzoil-2’-
deoksitaksol-N-benzoil transferaz (DBTNBT) enzimi tarafindan nihai bilesik
paklitaksele dontistiiriilmektedir (Howat vd., 2014).
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Sekil 1.10. Taksoliin biyosentezi
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2. MATERYAL

2.1. Calismada Kullanilan Mayalar

Calismada kullanilmis olan biitiin suslar ve vektorler asagidaki tabloda verilmis
olup hepsi Chalmers Universitesi, Biyoloji ve Biyoloji Miihendisligi Anabilim Dali
Sistem ve Sentetik Biyoloji laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. EkK
olarak SCIGS22a susu laboratuvarimizda mutasyona ugratilmig olarak SCIG22ax

seklinde bulunmaktadir.

Tablo 2. 1. Bu ¢alismada kullanilan maya suslart ve plazmitler

Strainler ve suslar

Genotip

CEN.PK113-5D

SCIGS22a

MVA

SCIGS22ax

(MATa MAL2-8c SUC2 ura3-52)

(MATa MAL2-8c SUC 2ura3-52 IpplA:loxP dpplA::loxP
PERGYA::loxP-PHXT1gdhlA::loxP PTEF1-ERG20 PPGK1-GDH2
PTEF1-tHMG1)

(MATa MAL2-8¢c SUC2 ura3-52 IpplA:loxP dpplA::loxP
PERGY9A::loxP-PHXT1gdhlA::loxP PTEF1-ERG20 PPGK1-GDH2
PTEF1-tHMG1 PPGK1-ERG13 PTEF1-ERG10 PPGK1-ERGS8
PTEFERG12 PPGK1-IDI PTEF1-ERG19)

(MATa MAL2-8c SUC 2ura3-52 IpplA:loxP dpplA::loxP
PERGYA::1oxP-PHXT1gdhlA::loxP PTEF1-ERG20 PPGK1-GDH2
PTEF1-tHMGI A::ypl062w)

Plazmitler

Genotip

plYC08
pHKG-G

pXI-I

(PTEF1-acsL641P PPGK1-ALD6 PTEF1-ERG10, PHXT7-ADH2)

PTEF1-ts, PPGK1ggppsERG20, PHMGR-tHMGR
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2.2. Maya Kiiltiir Besiyerleri

Bu c¢alismada kullanilan besiyerleri ve igerikleri asagida verilmistir.

Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD) Agar

Yeast Extract 10,0¢g
Peptone 2009
Dextrose 20,09
Agar 15,049
MQH-0 1000 mL

Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD) Broth

Yeast Extract 1009
Peptone 20,0 g
Dextrose 20,09
MQH-0 1000 mL

Synthetic Defined Agar (SDA)-URA

Yeast Nitrogen Base without amino acids 1,79
Ammonium Sulfate 590
Dextrose 209
CSM-URA 0,79
Agar 10 g
MQH-0 1000 mL

Icerigi verilen besiyeri gosterilen miktarlara gore hazirlanip 121° C’ de 15 dak. 1.5

atm basingta steril edilmistir. Transformasyon sonrasi suslarin se¢iminde segici besiyeri

olarak kullanilmistir (Shi vd., 2016).

SD + URA + 5-FOA Medium

Yeast nitrogen base with ammonium sulfate and without amino acids 6,7 ¢

5-fluoroortic acid (5-FOA) 19
Dextrose 209
Uracil 50 mg
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MQH:20 500 mL

Tim bilesenlerin ¢6ziilmesi i¢in 65°C'ye kadar isitilmistir; pH 3.5-4'%
ayarlanmustir; ve filtre ile sterilize edilmistir. 500 mL MQH20'ya 20 g agar eklenmistir
ve 2 L hacimli bir sisede otoklavlanmustir. Filtre ile sterilize edilmis ¢6zelti otoklavlanmis
agara ilave edilmistir, iyice karistirilarak besiyeri petri petri tabaklarina dokiilmistiir (http
1).

DELFT Media

(NH2)2S04 7.5 g/L
KH2PO4 14,4 g/L
MgS04.7H20 0,5g/L

[lk olarak bu bilesikler otoklanmistir ve IM KOH ile pH 6.5’ e ayarlanmustir. Daha

sonra asagidaki bilesikler eklenmistir.

Glucose 20 g/L
Trace Metal 2 mL/L
Vitamin 1 mL/L

2.3.Kullanilan Kitler

GeneJET PCR Purification Kit (Thermo scientific kat:K0702)
GenelJET Gel Extraction Kit (K0692)
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2.4. Laboratuvar Ekipmani

Caligmada kullanilan laboratuvar ekipmani Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Calismada kullanilan laboratuvar ekipmant

Ekipman Marka/Model

Block heater Stuart SBH1300

Cabin — AirClean 600 PCR Workstation STAR LAB

Electrophoresis device Biorad

Electroporation device Biorad GenePulser Xcell

Hotplate Stirrer (magnetic) IMK-20

Illuminator (gel cutting) MAESTROGEN

Microscope ZEISS AXIO scope al

MINI CENTRIFUGE MINO-10K — INOVIA technology

Molecular Imager Biorad ChemiDoc XRS+

Nanodrop one C Thermo Scientific

Realtime PCR LightCycler Nano: Roche

Shaking Incubator maxQ 8000 thermo

Small centrifuge Eppendorf minispin plus

Standard PCR Veriti 96 well Thermal Cycler — Applied
Biosystems

Table top centrifuge Eppendorf 5424 R

Vortex DAIHAN Scientific
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3. METOD
3.1. Rekombinant Kasetleri Olusturan Insert Parcalarimin PCR ile Uretimi

Calismada ihtiyag¢ duyulan her tiirlii insert ve rekombinant kasetin amplifikasyonu
icin gen spesifik primer ¢iftleri (Tablo 3.1) kullanilarak PCR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon ile elde edilen parcalarin birlestirme reaksiyonlarini
gerceklestirebilmek icin primerler kasette bulunan bir gen ile onu takip eden diger gen
bolgesi ile yaklasik 50bg¢ kadar iist liste gelecek sekilde tasarlanmistir. Buna gore,
calisma siiresince tiim reaksiyonlarda Takara — PrimeStar HighFidelity Hotstart (Kat
No: R0O10) polimeraz enzimi kullanilarak rastgele mutasyon olasiligi en aza indirilmeye

caligilmistir.

Tablo 3.1. Insert fragmentlerin ve rekombinant kasetin amplifikasyonu icin kullanilan gen spesifik primer
ciftleri

X-1 UP Fw GGAATAGTGACGTTGTGATGCGGTGAG

Rev GCAAATGTAAAAGATGAACCTCAGAAGAACACGCAGGGGCCCGAAA
TTGTTCCTACGACCGGCTGCAAAGAATCCTCCGAGAAAATTTG

pHXT7 Fw TCGTAGGAACAATTTCGGGCCCC
Rev TTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTTTTTGTTTTTGTG

ADH?2 Fw  TTTTCTAAGAACAAAGAATAAACACAAAAACAAAAAGTTTTTTTAAT
TTTAATCAAAAAATGTCTATTCCAGAAACTCAAAAAGCC

Rev GGGACCTAGACTTCAGGTTGTCTAACTCCTTCCTTTTCGGTTAGAGCG
GATCTTATTTAGAAGTGTCAACAACGTATCTAC

X-DOWN Fw ATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAG
Rev CCACACCCACCTCAAACCCATTCCTTAAGAACC
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PCR dongiisii icin gerekli olan rekombinant dizileri olusturan insertler, biiyiikliikleri,
kaynak vektorler ve insert spesifik tasarlanan primer giftlerinin isimleri Tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2. PCR dongiisii igin gerekli olan rekombinant dizileri olusturan insertler, biiyiikliikleri,

kaynak vektérler ve insert spesifik tasarlanan primer ¢iftlerinin isimleri

T.2 insert Baz cifti Kaynak Vektor Primer Cifterleri

l.parga XI-1 Up 470 XI-1 X-1 Up forward
X-1 Up reverse
2.parca pHXT7 390 CEN.PK113-5D  Promotor forward
Promotor reverse
3.parca ADH?2 1048 PIYC-08 ADH?2 forward
ADH?2 reverse
4.parca XI-1 Down 2523 XI-I X-I down forward

X-I down revers

Ilgili enzim igin iiretici tarafindan nerilen reaksiyon sartlar1 gerektiginde optimize
edilmistir ve genel olarak kullanilan sartlar ve genel reaksiyon karisimi Tablo 3.3 ve
Tablo 3.4’de verilmistir. Her bir reaksiyon ig¢in 200 ng’dan diisik final
konsantrasyonunda kaynak vektor kullanilmis ve her 50 pL reaksiyon igin 100 uM stok
primer ciftlerinden Onerilen final konsantrasyon degerlerine ulasacak sekilde
reaksiyonlara eklenmistir. Tiim reaksiyonlar aksi belirtilmedik¢e 3 agsamali PCR sartlar1
takip edilerek tamamlanmistir. Belirtilen reaksiyonlarda tercihli olarak 58-60 derece

arasinda TM degerleri kullanilmigtir.
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Tablo 3.3. Insert parcalarin amplifikasyonu icin kullanilan genel reaksiyon karisimi

Bilesenler Reaksiyon basina
diisen hacim

5XPrimeSTAR Buffer®Mg *?) 10 uL

dNTP Mixture 4 uL

Primer forward 0.2 uL

Primer reverse 0.2 uL

Template <200 ng

PrimeSTAR®HS DNA Polymerase 0.5 uL

MQH:0

Total

50 uL’ye kadar

50 uL

Tablo 3.4. Insert parcalarin amplifikasyonu icin PCR dongiisii sartlart

Sicaklik  Zaman Dongii
98°C 45 sn

98°C 10 sn

58°C 20 sn X30
72°C 60 sn /1000

72°C 5 dakika

+4°C 0
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3.2. Uretilen Parcalarin Saflastirillmasi & Agaroz Jel Analizi

Rekombinant kaseti olusturmak icin PCR reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen
insert parcalar %]1°lik veya 0,7°lik agaroz jele yiiklenmis ve insert pargalara yaklasik
olarak karsilik gelen Safe-Green™ 1kb Opti-DNA Marker (Kat:G474) ile reaksiyon
tirtinlerinin dogrulugu karsilastirilarak analiz edilmistir. Dogrulugu analiz edilen PCR
iriinlerini saflagtirabilmek i¢in yine %]1’lik veya 0,7’lik agaroz konsantrasyonuna sahip
jel hazirlanmis ve jel DNA mutasyon riskini en aza indirmek i¢in GelGreen boyasi
(Biotium Kat:41005) ile boyanmistir. Daha sonra PCR f{irlinleri hazirlanan jele yiiklenmis
ve 80 Volt/90mA ¢ikisa sahip gii¢ linitesinde 1-2 saat yeterli seperasyona ugrayana kadar
yiriitiilmiistiir. Seperasyonu saglanan insert parcalarin jelden geri kazanimi i¢in jel, UV
tray lizerine alinmis ve marker bantlara gore belirlenen pozisyonlardaki insert pargalarin
biiyiikliikleri karsilastirilarak analiz edilip tirtinler jelden kesilmistir. Jelden kesilen PCR
tiriinleri Thermo Scientific Agarose Gel Extraction Kit (Kat No: K0692 ) kullanilarak
saflagtirilmig ve saflagtirilan pargalar tekrar %1 veya 0,7°lik Agaroz jele yiiklenerek insert

biiyiikliigii kontrol edilmistir.

3.3. Elde Edilen Insert Parcalarin Asetil-KoA Yolag Integratif Kasetini

Olusturmak Uzere Birlestirilmesi

Dogrulugu kontrol edilip, agaroz jelden saflastirilarak geri kazanilan insert
parcalarin birlestirilmesi yukardaki PCR sartlart modifiye edilerek iki adimda
gerceklestirilmistir. Ilk adim 6n birlestirme reaksiyonudur ve primersiz olarak
gerceklestirilmistir. Primersiz olarak gerceklestirilmesinin nedeni insert pargalar PCR
reaksiyonuyla elde edilirken primerler kasette bulunan bir gen ile onu takip eden diger
gen bolgesi ile yaklasik 50bg kadar {ist iiste gelecek sekilde tasarlanmistir ve dolayisiyla
flizyon reaksiyonu sirasinda insert parcalar birbirinin primeri gibi davranmistir. Bu
sekilde kasetin tek reaksiyonda PCR ile flizyonu gergeklestirilmistir. 15 dongiliden olusan

On birlestirme reaksiyonu i¢in PCR sartlari, Tablo 3.5’de gosterilmistir.
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Tablo 3.5. Jlk fiizyon reaksiyonu icin PCR sartlart.

Sicakhk  Zaman Dongii

95°C 3 dakika
98°C 10 sn
x15
58°C 15 sn
72°C 5.30 dak.
72°C 10 dak.
+4 0

[lk fiizyon reaksiyonunda kullanilacak insert miktarlar1 Tablo 3.6’da oldugu gibi,
entegre edilecek insert pargasinin sirali konumlarina gore artan katsayilara gore

belirlenmistir.

Tablo 3. 6. Fiizyon reaksiyonu igin entegre edilecek insert par¢alarin sirali konumlarina gore katsayilart

1.parca 2.parc¢a 3.parc¢a 4.parca
Parcalarin isimleri X-1'Up pHXT7 ADH2 X-1 Down
insert par¢ca 470bg 390bg 1048bg 2523bg
uzunlugu
Entegre edilecek X 3% 3% X

insert miktar

Ikinci adimda, &n birlestirmesi gergeklestirilen reaksiyon kalip olarak
kullanilmistir. Ikinci reaksiyona XI-1 up forward primeri, XI-1 down reverse primeri ve
ilk fiizyon reaksiyonundan 2 pL kalip beraber eklenmistir. PCR reaksiyonu 30 dongii
olarak Takara — PrimeStar HighFidelity Hotstart (Kat No: R010) enzim protokoliine
uygun sekilde gergeklestirilmis ve ikinci flizyon reaksiyonu tamamlanarak insert
parcalarim birlestirme islemi saglanmstir. Ikinci adim igin PCR reaksiyon sartlar Tablo

3.7’de gosterilmistir.
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Tablo 3.7. Ikinci fiizyon igin PCR déngiisii sartlart.

Sicakhk  Zaman Dongii

98°C 3 dakika

98°C 10 sn

56°C 15 sn X30
72°C 5.30

72°C 10 dk

+4 0

3.4. Integratif Kasetinin Saflastiriimasi

PCR dongiisii sonucunda birlestirme reaksiyonu tamalanan Asetil-KoA yolagi
integratif kasetinin jel analizi yapilmistir ve saflagtirilmak tizere %]1°lik veya 0,7’lik
agaroz jele yiikklenmistir. Daha sonra UV tray {izerine alinmig ve marker bantlara gore
belirlenen pozisyonlarda analiz edilip triinler jelden kesilmistir. Thermo Scientific
Agarose Gel Extraction Kit (Kat No: K0692) kullanilarak kasetin saflastirma iglemi

tamamlanmustir.

3.5. Maya Hiicrelerinin Kompetent Hale Getirilmesi ve Transformasyon Asamalari
3.5.1. Maya hiicrelerinin kompetant hale getirilmesi

Birlestirme reaksiyonu ve saflastirilma islemi tamamlandiktan sonra olusturulan
Asetil-KoA yolagi integratif kaseti MVA, SC1G22a ve SCI22ax suslarina transfer edilmek
lizere uygun konsantrasyonlarda ve saflikta hazirlanmistir. Ilk olarak maya suslarinin 80
°C’de donmus stok kiiltiirlerinden YPD plakalarina inokiilasyonu i¢in YPD agar besiyeri
hazirlanmistir (Jessica, 2013). Maya suslari, 3 giin boyunca 30 ° C'de YPD medium
plakalar1 {izerine ¢izgi ekim yapilarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
olusan tek koloniler transformasyon agsamasi igin toplanarak 5 mL YPD Broth besiyerine
inokiile edilmistir ve 12-16 saat boyunca 30°C'de 200 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.
YPD broth besiyerinde birinci giin inkiibasyonu tamalanan MVA, SCIG22a ve SCI22ax
mutant suslarin 5 mL’ lik starter kiiltiirlerinden 50 mL YPD Broth besiyerine OD600 =
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0.05-0.1 ile baslatilmasi saglanarak 30 ° C'de ve 200 rpm'de OD600 = 0.8-1.0'a ulasana

kadar inkiibasyona devam edilmistir.

3.5.2.Transformasyon asamalari

Maya hiicreleri OD600=0.8-1.0’a ulastiginda hiicre kiiltiirleri 50 mL’lik falkon
tiiplere alinarak santrifiij edilmistir (1100 g, 4°C, 5 min) ve siipernatant atilmistir. Pelletin
tizerine 20 mL steril MQH20O (buz gibi) eklenmis ve hiicreler pipet yardimiyla yeniden
stispanse edilmistir. Daha sonra hiicreler tekrar santrifiij edilmis (1100 g, 4°C, 5 min) ve
stipernatant atilmistir. Pellet 16 mL sorbitol (1M) ile tekrar siispansiyon haline
getirilmistir ve sonra 2 mL 10X TE tamponu (pH 7.5) ve 2 mL LioAc (1M) ile homojenize
edilerek ~150 rpm, 30°C’ de 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra
200 uL DDT (1M) eklenerek, 30 ° C, 150 rpm'de 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
20 ml 1 M sorbitol (buz gibi) ile iki kez hiicreler yikanmistir ve santrifiij edilip (1100 g,
4°C, 5 min) siipernatant atilmistir. 300 uL 1 M buz ile sogutulan sorbitol pellete
eklenmistir ve hiicreler resiispanse edilmistir. Her sus i¢in ayr1 ayr1 eppendorf tiipleri
hazirlanmistir ve konsantre hiicreler eppendorf tiiplerine her tiipte 50 pL olacak sekilde
alimmustir. Hiicreler tiiplerin igerisinde buz lizerinde tutulmustur ve DNA eklenerek
(toplam hacim <5 pL) 15 dakika bekletilmistir. Bir sonraki agama olarak hiicreler Bio-
rad elektroporasyon kiivetlerine alinmistir ve voltaj 1,5 kV olacak sekilde ayarlanarak
ayarlanarak atesleme yapilmistir. Elektrik vurusundan hemen sonra soguk 1 mL sorbitol
(IM) hiicrelerin iizerine eklenmistir ve pipetleyerek yukari ve asagi iyice karistirilmistir.
Biitlin hiicreler en kisa siirede sorbitol tiipiine aktarilir ve 1-3 saat 30 ° C'de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda suslar santrifiij (3000 g, 1 dak.) edilmis ve ~150 pL
kalacak sekilde siipernatant atilmistir daha sonra SDA-URA agar plakalari iizerine

hiicreler yayilarak petri tabaklar1 30° C 3 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.

3.6. Koloni PCR

Koloni PCR, istenilen genetik yapimin mevcut oldugunu dogrulamak veya genetik
yapinin bir boliimiinii amplifiye etmek i¢in transformasyon asamasini takiben secici bir
besiyeri iizerinde gelisen maya veya bakteri kolonilerini hizli bir sekilde taramak i¢in bir

yontemdir (Bergkessel and Guthrie, 2013).
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3.6.1. Koloni PCR reaksiyonu i¢in primerlerin tasarim

Koloni PCR igin kasete 6zgii primerler tasarlanmistir. Bu primerler, integrasyon
bolgelerini ¢evreleyen yerlerden yani XI-I up bolgesinin yaklasik 200 bg kadar iistiinden
ve XI-I down bolgesinin yaklasik 200 b¢ kadar asagisindan tasarlanmstir.

Pozitif bir klon toplam kaset uzunlugundan daha biiyiik boyutlu bir iiriin
iiretecekdir. Bu tip primer ¢ifti, ek parcanin dogru boyutta olup olmadigini ve kasetin
dogru yere oturup oturmadigi hakkinda bilgi vermektedir (http-3). MVAo, SCl122axo ve
SCl22a0 suslarinda kullanilan primer ¢ifti Tablo 3.8’de verilmistir. Toplam kaset
uzunlugu 4431bg¢’ dir ve agoroz jelde beklenen uzunluk kullanilan bu primerlerle beraber

yaklasik olarak 483 1bg¢ kadardir.

Tablo 3.8. Koloni PCR dongiisiinde kullanilan primerler
XI-I Up disindan. CCAAGTCCGTTACGCTGCGGTG
XI-I Down digindan CGCTTATGAAAACTTTATCCGTCTTCACG

3.6.2.Genomik DNA’nin preparasyonu

Hiicre duvari, maya hiicrelerinin hizli ve kolay bir sekilde pargalanmasi i¢in ana
engeldir ve bu nedenle genomik DNA'in verimli bir sekilde geri kazanilmasi icin
parcalanmalidir. Maya hiicrelerinden genomik DNA’nin preparasyonu i¢in SDS ile
muamele edilerek hiicre duvarii parcalayip tek bir tiipte genomik DNA hazirlanabilir.
Lityum asetat (LiOAc) yaygin olarak hiicre duvarlarin1 zayiflatmak i¢in maya
transformasyon protokollerinde kullanildigi i¢in, mayalardan genomik DNA
ekstraksiyonu i¢in hizli ve verimli bir yontem gelistirmek tizere SDS ile birlestirilmistir
(Looke vd., 2011).

Transformasyon asamasindan sonra SD-URA petri tabaklarinda bulunan
kolonilerden tekrar her sus i¢in ayri ayrt yeni SD-URA tabaklarina tek koloni ekimi
yapilmistir ve 30 °C de 3 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
SD-URA tabaklarinda olusan tek kolonilerden genomik DNA’nin preparasyonu igin
eppendorf tiiplerin icerisine 100 uL 200 mM LiIOAc %1 SDS ¢ozeltisi eklenmistir. Bir
0ze yardimiyla segilen koloniler tiiplerin igerisine aktarilmistir ve vortekslenerek
siispanse edilip 10-15 dakika boyunca 70 °C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra,
250 uL %96’lik etanol ilave edilerek, drnekler kisa vortekslenerek karistirilmistir ve

DNA, 15.000 ¢’ de 3 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmistir
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ve pelletin tizerine 50-80 pL MQH20 eklenerek ¢oziilmesi saglanmistir. 15.000 g' de 1
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Pellet uzaklastirilmis ve PCR dongiisii igin

stipernatant alinmistir ( Looke vd., 2011).

3.6.3. Koloni PCR reaksiyonu

SD-URA besiyerinden segilen kolonilerin istenilen kaseti igerip i¢ermediginin
kontrolii i¢in DreamTaq™DNA Polymerase (Kat: EP0702) enzim protokolii
uygulanmistir. PCR dongiisii i¢in genomik DNA’dan 2 pL kalip olarak kullanilmistir.

Tablo 3.8’ de gosterilen koloni PCR dongiisii i¢in tasarlanmis primer ¢ifti kullanilmistir.

3.7. Rekombinant Kasetin Sekans Analizi

MVAo, SCIG22a0 ve SCIG22axo suslar1 koloni PCR dongiisiinden sonra elde edilen
rekombinant dizilerin sekans analizi yaptirilmig ve biyoinformatik dizilere uygunluk

gosterip gostermedikleri analiz edilmistir.

3.8. Markir Genlerin 5-FOA Besiyeri ile Uzaklastirilmasi

S. cerevisiae'de 5-floro-orotik asit (5-FOA), URA3 " hiicrelerine kars1 se¢im yapmak
icin ¢esitli genetik ekranlarda uzun stiredir kullanilmaktadir. URA3, urasil biyosentetik
yolunda (Ura5p ile birlikte, orotat fosforibosil transferaz) 5-FOA'y1 5-flouridik asit (5-
FU) halinde dontstiirebilen bir enzim olan orotidin-5-fosfat dekarboksilazi
kodlamaktadir (5-FUMP). 5-FU, uracil veya timin yerine RNA ve DNA ile yanlis
eslesebilen bir pirimidin analogudur. RNA ve DNAnin islenmesine ve fonksiyonuna etki
ederek hiicre oliimiine yol agmaktadir. Ura3 mutantlari, biiylime i¢in eksojen urasile
ihtiya¢ duyar ve 5-FOA iceren besiyerinde urasil bulunmaktadir. URA3 isaretli bir gen
kasetinin varligi, ura3 hiicrelerini 5-FOA'ya duyarli hale getirir, ancak bunlar urasil
marker genini kendiliginden kaybederek 5-FOA ve wurasil iceren ortama
dayanabilmektedirler (Ko vd., 2008).

MVAo, SCIG22a0 ve SCIG22ax0 mutant suslarinda metabolik yiikii 6nlemek iizere
kasette bulunan markir genler ¢evrelendikleri DR’ ler nedeni ile mitotik rekombinasyon
ile uzaklagtinlmistir. URA3 markir geninin mutant suslarda tekrar kullanilabilirligi
acisindan da uzaklastirmalar1 6nemlidir. Koloni PCR reaksiyonu sonrasinda pozitif ¢ikan

kolonilerden 5-FOA besiyerine ekilmistir. 30°C’de 3 giin inkiibasyondan sonra koloniler
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SD-URA ve YPD besiyerlerine ekilerek petri tabaklarinda kolonilerin varligi kontrol
edilmistir. Ayn1 zamanda URA3 geninin silinip silinmedigi colony PCR reaksiyonu ile de
teyit edilmistir (Solis-Escalante vd., 2013).

3.9. Taksadien Uretimi i¢in Epizomal Plazmitin Transformasyonu

Laboratuvarimizda kodon optimize olarak bulunan heterolog genler TS ve GGPPS,
Spel/Sacl ve BamHI1/Nhel restriksiyon kesim bdlgeleri ile ¢evrelenmis sekilde
GeneScript’e sentezlettirilmistir ve bu genler pUC57 plazmitlerine klonlanmis halde
laboratuvarimizda bulunmaktadir. MVA0, SCIG22a0 ve SCIG22axo mutant hiicrelerine
transformasyonu gergeklestirilecek olan epizomal plazmit pHKG-G ayni zamanda
Kpn21/Mrel bolgelerinde ise PHMGR-tHMGR’1 igermektedir. Literatiir 6zeti kisminda
ayrintili olarak belirtildigi gibi tHMGR yolakta 6nemli bir diizenleyici olarak calistig
icin bu epizomal plazmitler igerisine klonlanmistir. pHKG-G epizomal plazmiti ERG20
genini de igermektedir. Daha Once yapilan ¢aligmalarda ve yine literariir Ozetinde
belirtildigi iizere ERG20’de yolakta 6nemli bir gen olmasi nedeni ile integratif
plazmitlerle degil epizomal plazmitlerle ve GGPPS ile fiizyon seklinde klonlanmistir
(Zhou vd. 2012). pHKG-G 3 farkli susa (MVAo, SCIG22a0 ve SCIlG22axo)
elektroporasyon yontemi ile transforme edilmistir ve 15 (3x5) farkli potansiyel maya
hiicre fabrikas1 elde edilmistir. Transformasyon igin bolim 3.5.2°de de Onerilen
transformasyon teknigi (elektroporasyon) kullanilmigtir. Hiicreler SD-URA besiyerine
inokiile edilmistir ve 2-5 giin siire ile 30°C’ de inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
kolonilerden secilen her bir hiicreye ait 5 6rnegin transforme edilen plazmitleri icerip

icermedigi koloni PCR yontemi ile kontrol edilmistir.

3.10. GC-MS Analizleri i¢in Ornek Toplanmasi

SD-URA besiyerinde gelistirilen koloniler 5 mL Delf Mediuma inokiile edilmistir.
Bir gece inkiibasyondan sonra Koloniler ayni igerikli 18 mL Delf Medium ve 2 mL
dodocane igeren karistma OD600=0.05-0.1 olacak sekilde aktarilmistir. 30°C’de 200
rpm’de 72 saat boyunca gelistirilen suslarin dodocane tabakasinda 6rnekler toplanmistir

ve GC analizi i¢in hazirlanmistir.
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3.11. GC-MS Analiz Sartlar

Numune ¢6zeltisinin 0.2 uL’si, kilcal kolon DB-5MS ( 30M x 0.25mm x 025um )
ile donatilmis GC-MS (Shimadzu GCMS-QP2010 ultra) ile analiz edildi. GC-MS sartlar1
sOyledir; Enjeksiyon portu sicakligi, 250°C;Tasiyic1 gaz, He (99.999%) ;Enjeksiyon
modu, Ayrilmayan Basing, 49kPa; Toplam akis, 13.4 mL/dak;Firin Sicakligi, 50°C ile
300°C arasinda, 10°C/dak. MS kosullar1 lyon Kaynak Sicaklig1, 200°C; Alma modu, SIM;
Secilen m/z, 272,122,107.
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4. BULGULAR

4.1. Insert Parcalarin ve Asetil-KoA Yolag Integratif Kasetinin PCR Déngiisii

Sonucunda Agoroz Jelden Elde Edilen Goriintiileri

Rekombinant kaseti olugturmak i¢in PCR reaksiyonlar1 sirasinda insert pargalarin
tiretimi gen spesifik Ortiisen primerler kullanilarak gergeklestirilmistir (Tablo 3.1). Elde
edilen insert pargalarin uzunluklarinin dogrulugu sekikde oldugu gibi marker bantlara
gore karsilastirilarak kontrol edilmistir. Rekombinant kasetin fiizyon reaksiyonu i¢in X-I
up forward ve X-I down reverse primerleri kullanilmigtir. PCR fiizyon reaksiyonu
sonucunda olusan kasetin toplam uzunlugu marker bantlarin pozisyonuna gore

karsilastirilarak tutarliligi kontrol edilmistir.

Xi-lup pHXT7 ADH2 XI-down/IyIarker lizyon

Sekil 4.1. Insert parcalarin ve Integratif Kasetin PCR dongiisii sonucu Agoroz Jeldeki goriintiisiiniin
Marker bantlar ile karsilastirimasi. XI-1 up:470 bg,pHXT7:390 bg, ADH2:1048, XI-I
down:2523

4.2. Koloni PCR Déngiisii Sonucunda Interagtif Kasetin Agoroz jelden Elde Edilen

Goriintiisu

Koloni PCR reaksiyonu Tablo 3.8’de wverilen primerler kulanilarak

gerceklestirilmistir ve beklenen uzunluk toplamda 483 1bg’dir.

41



Sekil 4.2. MVAo, SCI1G22a0 ve SCIG22ax0 suslarina ait koloni PCR déngiisti

sonuglarmnin jel gériintiileri.
Sekil 4.2°de gosterildigi gibi ilk bes bant MVAO susuna aittir, sonra marker bant ve

markerden sonra bes bant SCl22a0 susunu, son ii¢ bant ise SCl22ax0o susunu

gostermektedir.

4.3. URA3 Geninin 5-FOA Besiyeri ile Uzaklastirlldiktan Sonra Agoroz Jeldeki
Bulgular
Mutant suglarda bulunan URA3 geni hiicrelerin 5-FOA besiyerine ekilmesiyle
uzaklagtirllmistir. Suslar kontrol i¢in hem SD-URA hem de YPD agar petri tabaklarina
ekilmistir ve SD-URA tabaklarinda maya suglarimin gelismedigi gozlenmistir. Ayn
zamanda URA3 geninin silinip silinmedigi Tablo 1°de gosterilen XI-I up forward ve XI-

I down reverse primerleri kullanilarak PCR dongiisii ile de teyit edilmistir.

Sekil 4.3. MVAo0,SCIG22ao0 ve SCI22axo susarimin 5-FOA besiyerinden sonra jel

goriintiileri
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4.4. Epizomal Plazmitlare Ait Koloni PCR Déngiisii Sonucu Jel Goriintiileri
SD-URA besiyerinden segilen kolonilerin istenilen plazmiti igerip igermediginin
kontrolii DreamTaq™DNA Polymerase (kat: EP0702 ) enzim protokoliine uygun sekilde
gerceklestirilmistir. Agaroz jelde analizi gergeklestirilen plazmitlerden her susdan 5’er
tane koloni secilmistir ve 15 farkli potansiyele sahip maya hiicre fabrikasi elde edilmistir.
Hiicrelerin istenen epizomal plazmiti icerip igermediginin kontrolii plazmitte bulunan

ERG20 geninin amlifikasyonu ile teyit edilmistir.

:
¥

X RRALL

Sekil 4.4. MVAo, SCI22ao ve SCI22aox suslarinda epizomal plazmitin
varliginin ERG20 geni ile teyiti

4.5. GC-MS Analiz Sonuglari

MVAo, SCIG22a0 ve SCIG22axo mutant suslarina ait GC-MS veri sonuglari
grafikte  gosterilmistir. SCIG22a+F  referans susu alinarak diger suslarla
karsilagtirilmistir. Referans susundan elde edilen miktar 1,83 mg/L’dir. Sekil 4.5°de
gosterildigi gibi MV Ao susunda yaklasik olarak dort kat, SCIG22a0 susunda onalt1 kat
ve SCIG22axo susunda ise bes katlik bir artis gozlenmistir.
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72 saat sonunda iiretilen taksadien

_ Mo W s O O~ 00

28.8mg/L
Img/L
7.2mg/L
1.8mg/L 1.8mg/L 1.8mg/L
[ [ | ]
MVAo SCI22ax0 SCI22a0

W Referans W Suslar

Sekil 4.5. Mutant suslarin GC-MS analiz sonug¢lart
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Maya Saccharomyces cerevisiae, yakitlarin, kimyasallarin ve ilaglarin iiretiminde
yaygin olarak kullanilan bir hiicre fabrikasidir. Bu hiicre fabrikasinin yeni yakitlarin ve
kimyasallarin diisiik maliyetli tiretimi i¢in kullanilmasi, yiliksek verim ve diisiik yan iiriin
iiretimi gerektirmektedir. Endiistriyel agidan ilging birgok kimyasal madde, mayada
merkezi bir Oncii metabolit gorevi goren asetil koenzim A'dan (asetil-KoA)
biyosentezlenmektedir. Bu kimyasallarin iiretiminde yiiksek verim saglamak igin,
merkezi karbon metabolizmasinin, etanol {iretiminin en aza indirgenmesi (ya da ortadan
kaldirilmasi) ve asetil-KoA'nin yiiksek verimle glikozdan olusturulabilmesi
gerekmektedir (Nielsen, 2014).

izoprenoidler; kokular, farmasétikler ve potansiyel biyoyakitlar, iki farkli
metabolik yol, mevalonat (MVA) yolu ve 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat (MEP) yolu ile
uretilmektedir (Partow vd., 2012). S. cerevisiae'deki tiim seskiterpenler, diterpenler,
triterpenler ve tetraterpenler, ortak bir onciil farnesil difosfat (FPP) ile iretilir. Bu
nedenle, terpenoidlerin iiretimini gelistirmek icin akist FPP hedef yoluna dogru verimli
bir sekilde yonlendirmek onemlidir ( Xie vd., 2015). Tim okaryotik hiicrelerde ve
bitkilerin sitoplazmasinda ve mitokondrilerinde islevsel olan MV A yolu, asetil-KoA'nin
asetoasetil-KoA'y1 olusturmak iizere birlikte yogunlagmasi ile baslar (Yadav vd., 2012).

Taksol (paklitaksel) iyi bilinen izoprenoidlerden biridir ve birgok kansere karsi
kullanilan bir diterpenoidtir. Orjinali, pasifik porsuk kabugundan (Taxus brevifolia) izole
edilmistir. Bu ilacin karmasik yapisi, ticari kimyasal sentezini sinirlamaktadir. Bu
nedenle, 10-deasetilbakcatin III gibi daha erigilebilir biyosentetik ara maddelerden yari-
sentez ve Taxus bitki hiicre kiiltiirlerinde iiretim, halen bitki kaynaklarma bagli olan
alternatif tedarik yontemleri gelistirilmistir (Sawai ve Saito 2011).

Bu calismada oldugu gibi bitkilerden elde edilen taksol gibi dogal iiriinlerin,
alternatif liretim konakgilar1 araciligiyla biyosentezini yeniden olusturmak icin biyo-
miithendislik  stratejileri  kullanilarak  kayda deger miktarlarda  {retilmesi
hedeflenmektedir. Bu tiir stratejiler, ¢esitli bilgi ve teknolojilerden yararlanmaya
calismaktadir. Ornegin, bitki tiirevli bilesiklerin; farmasotikler, zirai kimyasallar,
kozmetikler, saf kimyasallar ve nutrasotikler olarak umut vaat ettikleri iyi bilinmektedir.
Dolayisiyla, bilesiklerin ve bunlarin ana iiretim konaklarinin karmagsikligi, hizli ve biiyiik
Olcekli iiretim stireglerinde ciddi ¢abalar sarf edilmesine neden olmustur. Bunu takiben,

metabolizma miihendisligi gibi kurulmus alanlar ve sentetik biyoloji gibi yeni ortaya
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c¢ikan alanlar ile ilgili bilimsel ve miihendislik ilerlemeleri, bitki kaynakli bilesiklere ve
bunlarin giiclii potansiyellerine daha iyi erisim i¢in yeni firsatlar sunmustur (Li ve Pfeifer
2014).

Metabolizma miihendisligi, son zamanlarda yiiksek verimlilikli omik ve genom
Olcekli hesaplama analizleri tarafindan tesvik edilen cesitli metabolitlerin verimli tiretimi
icin  ¢esitli  mikroorganizmalarin  gelistirilmesini  hedeflemistir. ~ Metabolizma
miithendisligi kimyasal olarak sentezlenmesi zor olan kompleks yapili ve kiraliteye sahip
canli organizmalarda bulunan sekonder metabolitleri igeren yeni ilaglarin ve ilag
onctilerinin gelistirilmesinde giderek daha 6nemli bir rol oynamasi beklenmektedir (Lee
vd., 2009).

Yapilan bu ¢aligma ile metabolizma miihendisligi stratejileri kullanarak iyi bilinen
bir izoprenoid ve bir¢ok kansere karsi kullanilan bir diterpenoid olan taksol onciilerinin
eldesinin S. cerevisiae ‘da mevalonat (MVA) yolagi ile arttirilmasi hedeflenmistir. Bu
amac¢ dogrultusunda S. cerevisiae'nin Taksol iiretebilmesi i¢cin yolak iizerinde gerekli
oncii geranilgeranil difosfatin saglamasi1 gerekmektedir (Engels vd., 2008). Bu ¢alismada,
asetil-KoA'nin mevalonat yoluna tedarikini arttirmak ve S. cerevisiae’de yiiksek seviyede
taksadien tretimi elde etmek i¢in, Adh2 genin asetil-KoA ile rekabeti Oonlemeye
calisilmig ve bunun i¢in indiilenebilen bir promotor pHXT7 kullanilmis ve akis MVA
yoluna yonlendirilmistir.

S. cerevisiae'nin enerji metabolizmasinda iki ana yol bulunur; glikoliz ve aerobik
solunum. Etanol, glikolizin ve etanolik fermantasyonun bir son iriinii olan enerji
metabolizmasimda kilit bir metabolittir. Ayrica, aerobik solunum sirasinda bir karbon
substratt olarak hizmet eder, alkol dehidrojenazlar ile (ADHSs), asetaldehit ve etanoliin
dontistimiinii katalize eder (de Smidt vd.,2008).Yiiksek seker ve oksijen seviyelerinde,
mayalar solunum, fermantasyon veya her iki yolun ayni anda kullanimi yoluyla ATP
tiretebilir ( Pfeiffer ve Morley 2014).

Saccharomyces cerevisiae, karbon art1 enerji kaynag: olarak glikoz veya fruktoz
tizerinde katlanarak biiyiirken ve havanin varliginda, glikoz indirgenmesi, esasen aerobik
fermantasyon yoluyla ilerler. Maya, mannoz veya galaktoz fizerinde biiyiirken,
indirgenme, solunum ve fermantasyon yoluyla es zamanl olarak ilerler. Bu durum,
solunum  enzimlerinin  sentezlenmesinin  yiiksek  fermantasyon oranlart ile
baskilanmasindan kaynaklanmaktadir. “Crabtree etkisi” olarak adlandirilan bu

diizenleyici sistem aslinda bir enerji kaynaginin (solunum) baska bir enerji kaynagi
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(fermantasyon) tarafindan bastiritlmasindan ibarettir ( Deken, 1966). Crabtree etkisini en
aza indirerek akisi astil-KoA’ya yonlendirmek ig¢in smirli glikoz seviyelerinde
indiiklenebilen bir promotor olan pHX7 bu ¢alismada kullanilmistir.

Asetaldehit-etanol doniistimii, farkli katalitik etkinliklerde olmasma ragmen
prensipte reaksiyonu her iki yonde (yani, asetaldehit-etanol ve etanol-asetaldehit) katalize
edebilen alkol dehidrojenaz (Adh) ile katalize edilmektedir. ADH1, yapisal olarak ifade
edilirken, ADH2, yalnizca i¢ seker konsantrasyonu distiigiinde ifade edilir (Piskur vd.,
2006) Bu bilgiler 1s1ginda pHXT7 promotoru ile ADH2 genini giiglendirerek akisi asetil-
KoA’ ya yonlendirmeye calisilmistir.

Siavash Partow ve grubu yaptig1 bir ¢calismada S. cerevisiae’ da, glikoz lizerinde
biiylime sirasinda ifade edilen yedi farkli promotorii karsilastirmis ve degerlendirmistir
(pTEF1, pADHL1, pTPIL, pHXT7, pTDH3, pPGK1 ve pPYK1), ve yaptiklart ¢aligmanin
sonucunda her bir promotor i¢in ¢esitli aktivite profilleri gostermislerdir; 6rnegin, TEF1
promotorii fermantasyon sirasinda en sabit etkinligi gostermistir ve pHXT7, glikoz ile
sinirh siirekli kiiltiirde en giiglii olan1 temsil etmistir. Ornegin, HXT7 promotdrii, cok
yiiksek gen ekspresyon seviyelerine ulagsmak i¢in glikoz sinirli kosullarda beslenen parti
veya siirekli ekimi i¢in 6nerilmistir (Partow vd., 2010).

Uzun hidrokarbon yag asil zinciri, enerji bakimindan zengindir; bu, sivi tasima
yakitlari ve yiiksek degerli oleo kimyasallar1 i¢in ideal bir dnciidiir. Xiaowei Li ve grubu
(2014) metabolizma miihendisligi stratejileri kullanarak S. cerevisiae’yi yag asitlerinin
asirt  uretimi i¢in  kullanmiglardir. Arastirmacilar c¢alismalarinda farkli  suslar
kullanmiglardir, XI23: {pXL110: pTEF1 - eutE; pHXT7 - ADH2} genetik
modifikasyonuna sahip bu sus bizim calismamizda oldugu gibi pHXT7 - ADH2
kombinasyonu seklinde kullanilmistir. Ancak, ek bir modifikasyon olarak eutE geni
PTEF1 promotoru ile giliclendirilmistir. Burdaki ¢alismada kullanilan susta, ADH2 ve
eutE'nin (XL123) asir1 ekspresyonu, yag asitlerinin {iretimini arttirmamuistir (Li vd.,
2014).

Yapilan bu ¢alismada arkaplan susu olarak ti¢ farkli sus kullanilmistir. (SC1G22a,
SCIG22ax ve MVA) SCIG22a susu, Gionata Scalcinati ve grubu tarafindan endiistriyel
oneme sahip seskiterpenlerin onciisii olan a-santalene iiretimini arttirmak igin genetik
modifikasyonlara maruz birakilmis bir sustur. Scalcinati ve grubu, a-santalen iretimi i¢in
verimli bir Saccharomyces cerevisiae hiicre fabrikasi ingsa etmeyi amaglamiglardir (
Scalcinati vd., 2014).
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SCIG22a susunda over eksprese edilen genler, tHMGL1 (turuncated HMG-CoA
rediiktazi kodlayan), ERG20 (FPP sentazi kodlayan), GDH2 (NAD'a bagli glutamat
dehidrojenaz kodlayan) ve SanSyn opt (a-santalen sentazi sifreleyen). Silinmis genler ise
GDH1 (NADP'ye bagimli glutamat dehidrojenaz kodlayan), LPP1 ve DPP1'dir (her iKisi
de lipid fosfat fosfatazlari kodlayan genlerdir). ERG9 geninin promotorii (skualen sentazi
kodlayan), PHXT1 ile degistirilmistir (Scalcinati vd., 2014).

SCIG22a susunun, MV A yolunda tasarlanan diger enzimatik adim, IPP birimlerinin
geranil difosfat (GPP) ve FPP'ye yogunlasmasini katalize eden farnesil difosfat sentaz
(FPPS) (esansiyel gen ERG20 tarafindan kodlanan) aracilik ettigi adimdir. GDH1
tarafindan kodlanan glutamat dehidrojenazin NADPH tiiketen reaksiyonunu silerek
azaltilmis kofaktor NADPH'nin mevcudiyetinin arttirilmasi1 daha 6nce {iriin olusumunu
tyilestirmek i¢in uygulanmistir. Benzer sekilde, bir gdhl susunda alternatif bir amonyum
kullanim yolunun GDH2 tarafindan kodlanan NAD-bagimli glutamat dehidrogenazin
asirt eksprese edilmesiyle aktivasyonu, anabolik islem sirasinda ve maya kofaktor
dengesinin bir modifikasyonunda NADH tiiketiminin artmasina neden oldu. Yaptiklari
bu ¢alismada , tek basina GDH1 silme etkisinin ve ayni zamanda GDH2'nin asir1 asirt
ekspresyonu ile a-santalen tiretimi tizerindeki etkisini degerlendirilmistir (Scalcinati vd.,
2014).

Upc2 ve Ecm22, birgok MVA ve ergosterol yolu geninin aktivasyonundan sorumlu
ana transkripsiyon faktorleri olarak tanimlanmistir. Upc2-1'in asir1 ekspresyonu,
izoprenoid tiretimi sirasinda MVA yolu genlerinin transkripsiyonel olarak yukar: regiile
edilmesi igin kullanilmistir. Ancak, yol boyunca karbon akisini arttirma tizerindeki etkisi,
yalniz kullanildiginda ¢ok azdir. Bununla birlikte, ERG9 diizenlemesi ile birlikte
kullanildiginda, toplam izoprenoid iiretiminde belirgin bir artis saglamistir. Bu stratejiler
mayada seskiterpen iiretiminin arttirilmasi i¢in daha 6nce kullanilmis olmasina ragmen,
ilk defa tek bir susta bir araya getirilmislerdir. Yukarida tarif edilen tiim genetik
modifikasyonlar, uzun vadeli ekim sirasinda {iretim susunun genetik stabilitesini
arttirmak i¢in maya genomuna entegre edilmistir. Karbonu istenen iirline yonlendirmek
icin maya metabolik agin1 manipiile etmek i¢in prekiirsor ve kofaktor tedarikini arttirmay1
hedefleyen ¢ok asamali bir metabolik miihendislik stratejisi kullanildi. Kullanilan
yaklasim , referans susu lizerinde 4 kat bir iyilestirmeye karsilik gelen 0.0052 Cmmol

(Cmmol glikoz) * genel bir a-santalen verimi ile sonuglanmistir (Scalcinati vd., 2014).
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Diger bir arkaplan susu olarak laboratuvarimizda bulunan SC1G22a susu iizerine
yapilan bir ek genetik modifikasyon ile bu sus SCIG22ax susu haline getirilerek bu
calismada arka plan susu olarak kullanilmigtir. Chen ve grubu (2016) ticari ve tibbi agidan
onemli bir bilesik olan likopenin mikrobiyal tiretimi i¢in, S. cerevisiae CEN.PK2'ye CrtE,
CrtB ve Crtl entegrasyonu ile likopen biyosentezi yolu insa etmislerdir. YPLO62W
silindiginde, az miktarda asetat birikmis ve referans susuna gore sitozolik asetil-KoA
havuzunda yaklasik %100 artis saglanmistir (Chen vd., 2016). Bu tez ¢alismasinda
SCl22a susunda YJLO64W genini silerek asetil-KoA miktarin1 arttirmay1 hedefleyerek
yeni bir arkaplan susu dizayn edilmistir.

Son arkaplan susu olarak MV A kullanilmistir. Arkaplan olarak SCIG22a susunda
S. cerevisiae’daki ERG10, ERG13, ERG12, ERG8, ERG19, IDI genlerinin giigli
promotorlar yardimui ile ifadeleri arttirilmigtir. Béylece S.cerevisiae’daki MVA yolaginda
bulunan {irtinlerin artis1 saglanmistir. Bu yeni susa MVA adi verilmistir.

MVA, SCIG22a ve SCIG22ax arkaplan suslarina olusturdugumuz asetil-KoA yolagi
interagtif kasetini transforme ettikten sonra pHKG-G plazmitiyle her sus kombine
edilerek plazmit mutant hiicrelere transforme edilmistir. pHKG plazmiti TS,
GGPPSERG20 ve tHMGR genlerini icermektedir. tHMGR yolakta 6nemli bir diizenleyici
olarak calistig1 i¢in bu epizomal plazmitler icerisine klonlanmistir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda ve yine literariir 6zetinde belirtildigi izere ERG20’ de yolakta akis1 FPP’ye
yonlendirdigi i¢in 6nemli bir gendir ve GGPPS ile fiizyon seklinde klonlanmistir.

MVAo0+G, SCIG22a0+G ve SCIG22axo+G kombinasyonlarinda taksadien
miktarlar1t GC-MS yontemiyle 6l¢iilmiistiir. GC-MS analiz sonuglarina gore referans susu
(SCIG22a+F) g6z Oniinde bulundurularak suslardaki taksadien artis miktarlari
karsilastirilmistir. Referans susundan elde edilen miktara gore diger suslardaki degisim
yiizde olarak belirtilmistir ve MVAO susunda yaklasik olarak dort kat, SC1G22a0 susunda
onalt1 kat ve SCIG22ax0 susunda ise bes katlik bir artis gozlenmistir. Arkaplan susu
olarak SCIG22ao0 alip bu susta YILO64W geni silinerek dizayn edilen SCIG22axo0 susunda
taksadien miktar1 azalmistir. SCIG22a0 susunda YJLO64W geninin silinmesi verimli
olamamustir fakat yukarda bahsettigimiz Yan Chen ve grubu tarafindan yapilan ¢alismada
asetil-KoA miktar1 yiiksek derecede artis gostermistir. Buna dayanarak SC1G22axo+G
kombinasyonu degistirilerek farkli bir plazmit kullanilmasi 6nerilebilir ya da YJLO64W
genin silinmesi susta metabolik yiik olusturmus olabilir (Chen vd., 2016).
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Simdiye kadar taksol biyosentezine yonelik yapilan ilk metabolizma miihendisligi
calismasi Engels ve ark tarafindan 2008 yilinda S.cerevisiae’da yapilmis olup 8.7 mg/L
taksadien elde edilmistir. Yaptiklari bu ¢alismada elde edilen taksadien miktar1 diisiiktiir
fakat taksoliin iiretilebilmesi a¢isindan sonraki ¢alismalara onciiliikk ederek umut vaad
etmektedir. Arastirmacilar mevalonat yolaginda HMGR (hidroksimetilglutaril-KoA
rediiktaz) yerine tHMGR (truncated) formunu kullanmiglar ve bunun yolakta akisi asagi
yonde arttirdigin1 kesfetmislerdir.S.cerevisiae’da taksol Onciisii olan GGPP miktarinm
arttirmak i¢in heterolog enzimler taksolun orijinal kaynagi olan Taksus tiirlerinden
aktarilmigtir (Engels vd., 2008). Konak organizma olarak S.cerevisiae segilerek yapilan
caligmalarda en yiiksek taksol iiretimine Ding. Ve ark., (2014) yilinda yaptiklar
calismayla 7.2 mg/L taksadien {lreterek basarmislardir. Arastiricilar metabolizma
miithendisligi stratejilerini kullanarak Taksus tiirlerinden kaynak alan GGPP genlerinin
sentetik formlarmi kullanarak yiiksek miktarda taksadien tiretmek iizere en aktifini
se¢mislerdir. Bu ¢alismada tHMGR kullanilmis ve ERG20’nin ifadesi arttirilmistir (Ding
vd., 2014).

Suana kadar yapilmis ¢alismalarda en yiiksek taksadien tiretimi E.coli’de 1 g/L’dir.
Yapilan ¢alismada Ajkumar ve grubu (2011) E.coli’de bulunan terpenoid yolagini (DXP)
S.cerevisiae’dan aktardiklar1 mevalonat yolaginin genleri ile kombine ederek E.coli’de
taksol Onciilerini iiretmeye c¢alismiglardir. Arastirmacilar gelistirdikleri metabolizma
miithendisligi stratejileri ile 16 farkli sus gelistirmisler ve sonug olarak 1g/L taksadien
tiretmeyi basarmiglardir ( Ajikumar vd., 2010).

Yapilan bu tez calismasi ile diger ¢alismalardan farkli olarak shake flaskta kiiltiire
edilen hiicrelerden elde edilen taksadien miktar1 belirlenmstir. Yapilan diger ¢alismalarda
ise hem zengin kiiltiir kullanilmis olup hem de fed-batch ile ¢alisilmis olup bu durumun
tiretime katkist bilinmektedir. Yapilan bu ¢alisma ile ADH2 geninde yapilan
modifikasyon ile arkaplan suslarinda taksadien iiretiminde artig elde edilmistir. Yapilan
caligmanin stirekli kiiltiir ortaminda desteklenmesi ile iiretim miktarinin artacagi

ongoriilmektedir.
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