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Terpenoidler birgok organizma tarafindan iretilen sekonder metabolit

grubundaki bilesiklerdir.

Sekonder metabolitler mikroorganizmalarda klasik mikrobiyolojik yontemler ile
tiretilebildigi gibi metabolizma miihendisligi yontemleri ile de son yillarda ticari
boyutlarda {iretilebilmektedir. Yapilan bu caligmada arka plan hiicresi olarak S.
cerevisiae kullanilarak bir¢ok terpenoidin iiretim yolagi olan asetil-KoA yolaginin ana
bileseni olan asetil-KoA’ nin miktarinin metabolizma miihendisligi yontemleri ile
arttirllmasi1 hedeflenmistir. S. cerevisiae 'den koken alan ve daha once metabolizma
miithendisligi ¢alismalari ile sekualen iiretiminde kullanilan SCIGS22a susu arka plan

susu olarak kullanilmis ve bu sus tlizerinde genetik modifikasyonlar yapilmistir.

Yolak {izerinde, terpenoidlerin iiretimi neticesinde olusabilecek toksisiteyi
onlemek Tlizere ypl062w wuzak bolge geninin arka plan hiicresinde silinmesi
gergeklestirilmistir. Bununla birlikte asetil-KoA olusumunu azaltan ve yolagin asetil-
KoA’dan Onceki {iriinii asetaldehiti paylasan etanol tretim siirecinin geri yonde
aktivitesi arttirilarak asetil-KoA olusumuna yeni bir destek saglanmistir. Yapilan
modifikasyonlar sonucu asetil-KoA arttirimina yonelik yeni suslar meydana getirilmis

olusturulan suslarin genetiklerindeki degisiklik dogrulanmaistir.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, Metabolizma miihendisligi, asetil-KoA,

ypl062w.



ABSTRACT

MAKING GENETIC MODIFICATIONS AIMED TO INCREASE ACETYL- CoA
AMOUNTS IN S. Cerevisiae

Ipek Kisacik Alkotb
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Institute of Health Sciences, June 2022

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiilya KARACA

Terpenoids are compounds in the group of secondary metabolites produced by

many organisms.

Secondary metabolites can be produced in microorganisms by classical
microbiological methods, as well as by metabolic engineering methods in recent years,
they can be produced in commercial sizes. In this study, it was aimed to increase the
amount of acetyl-CoA, which is the main component of the acetyl-CoA pathway, which
is the production pathway of many terpenoids, by using S. cerevisiae as the background
cell, by metabolic engineering methods. SCIGS22a strain originating from S. cerevisiae
and used in the production of sequalene by metabolism engineering studies was used as

a background strain and genetic modifications were made on this strain.

On the pathway, deletion of the ypl062w distant region gene in the background
cell was performed to prevent toxicity that may occur as a result of the production of
terpenoids. In addition, a new support was provided to the formation of acetyl-CoA by
increasing the backward activity of the ethanol production process, which reduces the
formation of acetyl-CoA and shares acetaldehyde, the previous product of the pathway
before acetyl-CoA.Cells formed during the modification and with those modification
new strains for increasing acetyl-CoA amount made. Genetics of new strains are

confirmed after all studies were done.

Keywords: S. cerevisiae, Metabolism engineering, acetyl-CoA, yp/062w.



ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler
icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢aligmanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programi”yla
tarandigin1 ve higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, caligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ipek Kisacik Alkotb
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1. GIRIS

Degerli kimyasallar ve bir ¢ok ilacin {iretimi bitki kaynakli olmaktadir. Bitkiler
bu kimyasallar1 sadece kendileri i¢in gerekli olacak kii¢iik bir miktarda sentezlerler. Bu
nedenle bitkilerden iiretilen kimyasallar1 elde etmek ¢ok zor ve pahali bir yontemdir.
Dolayist ile bu degerli kimyasallari tiretmek icin farkli metotlarin kullanimina ihtiyag
duyulmaktadir [1]. Bu metotlarda istenilen kimyasalin alternatif olarak tiretimi igin

kullanilan konakg¢1, kararli, kolay degistirilebilen ayn1 zamanda ucuz ve kolay yoldan

elde edilebilen 6zelliklerde olmaktadir [2].

Degerli tiriinlerin iiretimi i¢in genetik miihendisligi ve metabolizma miihendisligi
uygulamalar1 kullanilmaktadir. Bu uygulamalarda arka plan hiicresi olarak bitkiler,
mikroorganizmalar  kullanilabilmektedir. Kullanilan ~mikroorganizmalardan  biri
Saccharomyces cerevisiae’'dir. S.cerevisiae  Okaryotik bir mikroorganizmadir ve
genellikle giivenli kabul edilen (GRAS) mikroorganizma olarak bilinmektedir. Bu
ozelligi ile ekmek mayasi olarak da kullanilmaktadir [3]. Fermantasyonda giiclii olmasi1
ve genetik olarak kontrol edilebilir olmasi agisindan tercih edilmektedir [4]. Ayrica S.
cerevisiae yetistirilmesi kolay bir mikroorganizmadir ve ucuz materyaller ve kolay

bulunan besi yerleri ile kiiltiire edilebilmektedir [3].

Isoprenoidler, terpenoid olarakta adlandirilan degerli kimyasallardandir ve
sekonder metabolitler grubundandir.Yasayan organizmalarin tamamina yakininda
sentezlenebilirler. Yapilar1 ve fonksiyonel 6zellikleri son derece farklidir [5]. Bir
karotenoid ¢esidi olan likopen; 11 ¢ift baga sahip bircok besinde renk igerigi olarak
kullanilan polienik bir kromofor ve kirmizi bir karotenoid ¢esididir ve ayn1 zamanda bir
terpenoiddir [3,6]. Terpenoidler gibi pek ¢ok sekonder molekiiliin ve endiistriyel
anlamda onemli pek cok kimyasal bilesigin 6ncii maddesi ise asetil- KoA ‘dir. Asetil-
KoA mayalarda, mitokondri, sitoplazma, peroksizom ve c¢ekirdekte bulunmaktadir [7].
Asetil- KoA, enerji metabolizmasi, lipid metabolizmas1 ve amino asit metabolizmasi
gibi temel hiicresel fonksiyonlar icin istenen, merkezi karbon metabolizmasi ig¢in
anahtar molekiildiir [8]. Sekonder metabolit yolagi sitozolde bulunmaktadir, zar
gecirgenligi farkliligindan dolay1 diger organellerde bulunan asetil- KoA sitozole

gecememekte ve bu ylizden sitozoldeki asetil- KoA onciil olarak kullanilmaktadir [9].



Verimli urin elde edebilmek adina sitozoldeki asetil- KoA miktarinin arttirilmasi

zorunlu bir durumdur ve bunun i¢in ¢ok farkli stratejiler gelistirilmistir [7].

Yapilan bu c¢alisma ile, S. cerevisiae SCIG22a susu arka plan susu olarak
kullanilarak sitoplazmadaki asetil-KoA miktarinin arttirilmast hedeflenmistir. Bu
amagcla asetil-KoA yolagina uzak bir gen bolgesi olan yp/062w geni silinerek asetat
toksisitesi azaltilmig sitoplazmadaki miktari ise paralel olarak arttirilmistir. Asetat, asetil
-KoA vyolaginin onciilerinden oldugu i¢in bu yolla asetil- KoA miktarinda artisi
saglamak ve asag1 akis yOniinde {retilen ticari {iirlinlerin iiretimini desteklemek
hedeflenmistir. Yapilan bu ¢aligmaya ek olarak, asetil-KoA'y1 yiiksek seviyede iiretmek
i¢cin, yolak iizerinden iiretilen etanoliin, istenilen iirlin asetaldehid ve asetil- Koa’ya
yonlendirilebilmesi i¢in ADH2 genin ifadesinin arttirildigr laboratuvarimizda daha
once olusturulmus 22a0OM susunda, ypl062w geni silinmis ve asetil- KoA miktarinda ki

artigin arttirtlmast hedeflenmistir.

1.1 Sentetik Biyoloji

Sentetik biyoloji; miihendislik ve biyolojinin birlestirildigi bir bilim alanidir.
Sentetik biyoloji caligmalarinda amag¢ sistemleri modelleyip yapilandirarak daha
anlasilir hale getirmek ve biyolojik problemleri ve zorluklar1 daha kolay bir bicimde

¢Ozebilmektir [10].

Sentetik biyolojinin pek ¢ok uygulama alani bulunmaktadir. Toksinler ve agir
metaller gibi ¢esitli elementlerin varligini tespit etmek icin yasayan biyolojik isleyise
ithtiya¢ duyan biyosensorlerin kullanilmasi, tlim bakteriyel kromozomun sentetik olarak
olusturulmas1 gibi bir¢ok arastirma sentetik biyolojinin ¢alisma alani igerisine
girmektedir. Sentetik biyoloji en fazla metabolizma miihendisligi ve hiicre
transformasyonunda kullanilmaktadir. Bu ise; mikroorganizmalarda heterojen

bilesiklerin tiretiminde ekonomik agidan bakildiginda bir devrim niteligindedir [11].

1.2. Metabolizma Miihendisligi

Metabolizma miihendisligi, mikroorganizmalara ait metabolik yolaklarda

bulunan metabolitlerin rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak arttirildigi alandir.



Metabolik yolaklar pek ¢ok enzimatik adimlar icermektedir bu nedenle metabolizma
mithendisligi bu enzimlerin iiretiminden sorumlu genlerin yiiksek ifadesi ve yeni
genlerin hiicreye tanitilmasi ilizerine odaklanmistir. Odaklanilan {iriin hiicrenin dogal
iiretebildigi metabolitleri olabilecegi gibi [12,13] ev sahibi organizmada bulunmayan
tamamen yeni bir {irlin de olabilir [14]. Dogal {iriinlerin mikrobiyal olarak iiretilmesi
tirtine spesifik enzimlerin ya da tiim metabolik yolagin mikroorganizmaya tanitilmasi
ile saglanmaktadir [15]. Metabolizma miihendisligi ile ayn1 zamanda aktarilacak yeni
yolaklar ile kullanilan hiicrenin 6zelliklerinde birtakim degisiklikler yapilabilecegi gibi
istenilen iirliniin yapisinda da degisiklikler yapilabilmektedir [16].

Metabolizma miihendisligi, klasik mikrobiyal genetik ve segilim, hiicre
biyolojisi ve genetik miihendisligi bilgisinin sentezi ile olusan bir alandir [17]. DNA
sekanslama tekniklerindeki ilerlemeler sayesinde yeni genetik materyallerin ortaya
cikmas1 metabolik yolaklarin daha iyi kontrol edilmesine olanak saglamistir. Bununla
birlikte yolaklarin tanimlanmis olmasi ve biyolojik modellerin detaylandirilmasi da

enzimlerin ve metabolik yolaklarin dizayn edilmesine destek olmaktadir [18].

Metabolik miihendisligi ile dogal iirlinlerin iiretiminde iki temel hedef vardir; 1)
hedef irliniin miktarin1 artirmak, 2) farmakolojik o6zellikleri gelistirmek i¢in dogal
trlinlerin yapisinda diizenlemeler yapmaktir [16]. Anahtar {iriinlin miktarinda artis

saglamak i¢in farkli bir ¢ok yol kullanilmaktadir, 6rnegin;

1. Metabolik yolakta simirlandirict olan adimlar1 katalizleyen genlerin yiiksek
oranda ekspre edilmesi

2. Mikroorganizma igerisinde aktive edilmesi diisiiniilen yolak ile yaris halinde ve
siirlamaya neden olan veya diger yolagi katalizleyen enzimlerin silinmesi

3. Organizma anahtar {iriinii dogal olarak iiretemiyorsa disaridan heterolog genlerin

organizmaya tanitilmasi [8].

Bir¢ok kimyasalin ve sekonder metabolitlerin iiretimi metabolizma miihendisligi
ile kolay, hizl1 ve ucuz bir sekilde saglanabildigi i¢in ve ayn1 zamanda yenilenemeyen
kaynaklardan veya sinirli dogal kaynaklardan tiiretilen kimyasallarin iiretimine olanak
sagladigr i¢cin metabolizma miihendisligi c¢ok biiylik bir potansiyel tasimaktadir

[15,17,19].



1.2.1. Metabolizma miihendisliginin diger yontemlere gore avantajlari

Metabolizma miihendisligi dogal iirlinlerin iiretilmesinde sentetik organik
kimyaya gore Ozellikle farmasotik icerikler (APIs) i¢in daha avantajlidir. Ciinkii bazi
icerikler kimyasal olarak sentezlemek i¢cin ¢ok karmasik  yapidadirlar,
mikroorganizmalar1 gelistirme esnasinda belirli bir biitce harcanacak olsada bu oran

diger yontemler ile liretime gore daha diisiik kalmaktadir.

Ornegin; likopenin domatesten {iretimi sirasinda tonlarca domates kabuguna
ihtiyac vardir [20] ya da antikanser ilag taksoliin orjinal kaynagi olan Taxus brevifolia’
dan eldesi ¢ok sayida Taxus sp. bitkisine ihtiya¢ duymasi nedeni ile yikici olup iiriiniin
saflastirmasi bir o kadar karmasiktir ve bunun neticesinde elde edilen miktar oldukca
diisiik olmaktadir [21]. Bu iirlinlerin, bir kez miihendisligi iyi yapilmis bir organizmada

liretimi ise 72 saat gibi kisa siirelerde ve az maliyetlerle gergeklestirilmektedir [18].

1.3. Asetil-KoA

Asetil- KoA; enerji metabolizmasi, lipid metabolizmasi ve amino asit
metabolizmas1 gibi temel hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olan merkezi karbon
metabolizmasi i¢in anahtar molekiildiir [7]. Ayn1 zamanda yaglar (diyet takviyeleri ve
biodieller), poliketidler (antibiyotikler ve antikanser ilaglar), polihidroksialkonatlar
(coziinebilir polimerler) ve izoprenoidler gibi bir¢cok endiistriyel kimyasallarin
biyosentezi i¢in Oncilil madde gorevindedir [8]. Asetil KoA S. cerevisiae’da mitokondri,
peroksizom, ¢ekirdek ve sitoplazmada sentezlenmektedir. S. cerevisiae Okaryotik bir
mikroorganizma olarak boliimlere ayrilmis bir hiicresel sisteme sahiptir. Bu da hiicrede
farkli boliimlerde sentezlenen asetil- KoA’nin farkli membran gecirimliliklerinden
dolay1 kompartmanlar aras1 gegisini engellemektedir. Sitozolde sentezlenen asetil-KoA

burada yer alan ve bir¢cok sekonder metabolitin sentezlendigi yolaga onciiliik etmektedir

[9].

Sitozolde bulunan ve asetaldehitten meydana gelen asetil - KoA genellikle ¢ok
fazla miktarda tretilmemektedir. Bununla birlikte bir ¢ok biyokimyasal reaksiyon
tarafindan tiiketilmektedir ve asetat, malonil KoA, sitrat gibi maddelere doniistiiriilerek
tasinmaktadir. Asetil- KoA’nin tiiketiminde her zaman bir denge vardir ve bu denge
birincil hiicresel fonksiyonlar ve sekonder metabolizma i¢in gereklidir [7]. Bu yiizden
asetil-KoA yolag tizerinden verimli {iriin elde edebilmek adina asetil- KoA miktarinin

arttirtlmasi zorunlu bir durumdur ve bunun i¢in ¢ok farkli stratejiler gelistirilmistir.



Asetil -KoA {iretimini arttirmak i¢in liretimde yer alan genlerin ifadelerinin arttirtlmasi
ya da asetil -KoA tiiketimini destekleyen rekabet¢i yolaklarin silinmesi gibi stratejiler
ayr ayr1 kullanilabildigi gibi birlikte de kullanilmaktadir [7, 22, 23]. Yolakta asag1 akis
yoniinde genlerin asir1 ifadesi dengeyi bozabilmektedir ve hiicresel metabolizmada ytiik
olusturabilmektedir bu nedenle yapilan calismalarda her iki stratejinin dengeli bir
sekilde kullanimi tercih edilmektedir. Rekabet¢i yolaklarin silinmesi stratejisinde ise
hiicre i¢in hayati 6nem tasiyan ve biiyiimesi i¢in gerekli olan metabolitlerin iiretiminin

devam etmesi gerekmektedir ve bu olusturulan stratejilerde dikkate alinmaktadir [9].

S. cerevisiae’da asetil-KoA miktarinin arttirilmasi igin temel olarak ALD, ACS,
PDC genlerinin ifadesi arttirilmaktadir. Bu olay, ya gli¢lii promotorlar ile ya da daha iyi
performans sergileyen heterolog enzimlerin mikroorganizmaya tanitilmasi ile
olmaktadir ve ayn1 sekilde glioksilat dongiisiinde sitrat sentaz ve malat sentazi kodlayan
genlerin silinmesi ya da alkoliin tretildigi yolagin ifadesinin azaltilmasi rekabetci

yolaklarda uygulanan stratejilere 6rnek olarak verilebilir (Sekil 1.1) [24-27] .
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Sekil 1.1. Asetil-KoA yolagi, hiicre icerisinde nerelerde bulundugu, olusumundaki akis yonii ve

olusmasinda etkili genler [7].



1.4. ADH, yplw062, IDH ve ACL Genleri ve Daha Once Yapilmis Olan
Calismalarda Asetil- KoA Miktarmin Arttitilmasi I¢cin Gergeklestirilen
Modifikasyonlar

1.4.1. ADH

Asetil — KoA, mayalarda sitoplazmada, asetaldehitten tliremis olan asetattan
iiretilmektedir bu ise piirivatin dekarboksilasyonu sonucu olmaktadir. Asetaldehid
ayrica alkol dehidrojenaz enzimi ile etanole c¢evirilebilmektedir. Crebtree etkisi adi
verilen durumdan kaynakli olarak yiiksek glikozun bulundugu evrede glikolitik akis
etanole dogru olmaktadir [2]. Crebtree etkisi oksijen varliginda dahi organizmanin
fermantasyonu tercih etme durumudur ve S. cerevisiae’de bir Crebtree organizmadir.
Yiiksek oranda glikoz varliginda ADHI geni aktif olmaktadir ve asetaldehit etanole
cevrilmektedir. Ancak hiicre icerisindeki seker orami diistiiglinde ADH2 geni aktive
olmakta ve etanoliin asetaldehite oksitlenmesini saglamaktadir. Ancak yinede etanole
geri doniisiim olabilmekte ve bu ylizden yapilan ¢alismalarda diisiik konsantrasyonlarda
etkili promotorlar kullanilarak ADH?2 geninin ifadesi arttilmakta ve Asetil- KoA akis
yonii giiglendirilmektedir [2, 28, 29].

Yapilan bir caligmada etanoliin asetaldehite doniisiimiinii saglayan 4ADH?2 genin
yiiksek ifadesi gosterilmistir. Bu calismada , asetil- KoA’nin glioksilat dongiisiine
girisine engel olmak i¢in yapilan CI72 veya MLS1 genlerinin delesyonu saglanmigtir ve
sesquiterpen, iretiminde artis goriilmiistiir. Yine ayni strateji kullanilarak yapilan diger
caligmalarda 1- biithanol, polihidroksibiitirat, 3- hidroksi propiyonik asit miktarinda
artiglar goriilmiistiir [28]. Yapilan bir baska ¢aligmada diisiik dozda etkili olan HXTY
promotoru kullanilarak ADH-2" nin yiiksek ifadesi saglanmis ve ERG 10 ‘un da
ylksek ifadesi ile karbon atomunun sitozolde asetil- KoA’ya akis1 saglanmistir ve o

sentalen {iretiminde %25 artis saglandig1 gozlemlenmistir [2].

1.4.2. ypl062w

ypl062w uzak gen bolgesi daha 6nce yapilan bir ¢alismada silinmis bu durumun
karotenoid {iretiminde sitoplazmik mevalonat seviyesi artisina neden oldugu
raporlanmistir [30]. Bu genin silinmesi hiicre disinda asetat birikimini engellemistir.
Asetat birikimi  Onlenmesinin iiriin eldesi i¢in ¢ok Onemli oldugundan genin
silinmesinin kritik etkisi ortaya konulmustur. ypl/062w geninin silinmesi asetattan

karbon tutularak, sitoplazmik asetil-KoA miktarinda %100 bir artis saglamis oldugu



calismada kaydedilmistir [30]. Yine yapilan baska bir calismada da ypl/062w geni
silinmis ve silinmemis olan farkli rekombinant terpenoid yolagina sahip suslarda
karsilastirma yapilmis ve tiim terpenoidlerde artis oldugu gosterilmistir. Ayrica yapilan
bu calismalarda ypl062w geni silinmis olan hiicrelerde, karbon kaynagi glikoz veya
etanolden hangisinin kullanildigi  farketmeksizin herhangi bir biiylime problemi

olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 1.2) [36].

ERG10 ERG13
-— OA =P HMG-CoA

l_ HMGR

ERGS8 ERG12
PP *+— P —

s0 - -
AIC=1.90 { Monoterpenes % 4 |

ol MVA pathwa
P | (e.g. Geraniol 1) ERG20 P 4
£ % i
g onh .l { sesquiterpenes
E 10 l,znam ©18) o { (e.g. Amorphadiene!
L LoEme— G Eeree ¥ e T
Control  aypi062w PP
GePPs
4 I
— GGPP - (Cz20) Control  Ayplo62w
i3 " Triterpenes i
BE 12 ! (C40) -
g3 os | & i
SE o3 H ( | {7 Tetraterpenes i i
NS pr | . ! (e.g.Lycopene) | i i
SOl AYPIETT S—m——— - L e
i i ﬁ i ontrol  Ayplo62w

(mg/g DCW)
cw oo

Control Ayplos2w

Lycopene

Sekil 1.2. ypl062w geninin silinmesi ile cesitli terpenoid iiriinlerinin miktarinda meydana gelen artis

sekilde gosterilmistir [36].

1.4.3. IDH ve ACL genleri

S. cerevisiae’de sitoplazmik asetil-KoA hiicre igerisinde piirivattan piirivat
dehidrojenaz (PDH) baypassi olarak bilinen 3 metabolik adimla elde edilmektedir.
Piirivat mitokondriye giris yaptiginda asetil-KoA molekiiline PDH kompleksi ile
cevrilmektedir. Fakat mitokondri igindeki asetil-KoA havuzu sitoplazmadaki
biyosentezlerde kullanilamamaktadir. S. cerevisae 'da asetil-KoA molekiiliiniin taginimi
mitokondriden sitoplazmaya yapilamamakta olsada, diger bir¢ok organizmada ara iiriin
olan sitrat seklinde sitoplazmaya gecis saglanmaktadir. Bu yag mayalarinin bilinen
belirgin 6zelliklerinden olup trigliseritlerden tiirevlenen ve nitrojen limitli kosullarda,

asetil-KoA nin yiliksek miktarda olmasi ile bilinmektedirler.



Genomik ag¢idan bakildiginda yag mayalarinin ATP sitrat liyaz (ACL)’1 kodlayan
genlere sahip olduklar1 goriilmektedir. Fakat S. cervisiae gibi diger mayalarda bu gen
bulunmamaktadir. Diisiik miktarda nitrojen bulunduran ortamlarda izositrat
dehidrogenazin (ICDH) sitrat birikmesine neden oldugu ve sitratin sitoplazmaya tasinip
ACL enzimi ile par¢alanmasi sonucu sitoplazmik asetil- KoA miktarinda artig oldugu
gosterilmistir (Sekil 1.3) [23].

Genetik miihendisligi ve besiyeri optimizasyonu kullanilarak belirgin
ozelliklere sahip ACL yolag1 S. cerevisiae i¢in tekrardan yapilandirilabilmektedir. ACL
yolaginin heterolog olarak S. cerevisiae’de kullanilmasi i¢in maya kodon optimize
edilmis ACL genleri kullanilmaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda en yiiksek
aktivite ise A. nudilans’tan alinan ACL geni ile gdzlemlenmistir. Ancak bu tek basina
yeterli olmamaktadir. S. cerevisiee NAD+- NADP+- bagimli olmak {izere
mitokondriyal ICDH icermektedir. IDH enzimi izositrattan oksoglutarat
sentezlenmesinde gorevli bir enzimdir ve bu NAD+- bagimli mitokondriyal ICDH’1
kodlamaktadir, bu genin silinmesi sitrat konsantrasyonunda artis meydana getirmistir.
ACL’nin yiiksek ekspresyonu ile /DH’in silinmesi sitratta hep azalma gostermis ancak
bunun sitratin ¢evrimi ile ilgili oldugu anlasilmis ¢iinkii mevalonat miktarinda belirgin
bir artis gozlemlenmistir. Ayrica ek olarak /DH 1’in silinmesi ile malat, fumarat ve
stiksinat miktarinda belirgin bir artis meydana gelmistir bu {riinler ise glioksilat
dongiisiiniin anahtar {iriinlerini olugturmaktadir. Ayrica 2 oksoglutarat miktarinda da
ylksek bir artis meydana gelmistir. Sonug¢ olarak yiiksek miktarda mevalonat eldesine

ulagilmistir [23].

Glycolysis

Mevalonate
pathway

Sekil 1.3. Mitokondri igerisinde ki TCA dongiisii, bu dongiide sitrat olusumu, sitratin sitoplazmik Asetil

KoA ‘ya doniisiimii ve sitoplazmik Asetil KoA yolagi [23].



2. YONTEM

2.1. Cahismada Kullanilan Suslar

Ticari bir sus olan Escherichia koli DH5a hiicreleri iiretilmek istenilen
parcalarin eldesi icin kullanilacak plazmitlerin transformasyonu ve izolasyonu ig¢in

kullanilmastir.

Calismada kullanilmis olan maya suslari ve genotipleri Tablo 2.1°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan maya suslart

Suslar Genotipleri

SCIG22a (MATa MAL2-8¢ SUC 2ura3-52 IpplA::loxP
dpplA::loxP PERG9A::loxP-PHXTI1gdhlA::loxP
PtEFI-ERG20 PrGK1-GDH?2 PTEFI-tHMGI)

22a0M (MATa MAL2-8¢ SUC 2ura3-52 IpplA::loxP
dppliA::loxP PERGY9A::loxP-PHXTIgdhliA::loxP
PTEFI-ERG20 PrGK1-GDH?2 PTEFI-tHMG1)

S. cerevisiae’de Tablo 2.1’de genotipi gosterilmis olan SCIG22a susunda
ypl062w geni susturularak ve IPK1 susu elde edilmistir. Ayrica Tablo 2.1°de genotipi
verilmis olan 22a0OM susunda ypl062w susu susturularak IPK2 susu elde edilmistir.
ypl062w geni susturularak elde edilmis olan IPK1 susunda IDHI geni susturularak IPK3
susu elde edilmistir. ACLI ve ACL2 genleri heterolog kodon optimize olarak alinmustir.

Bu genler IPK3 susuna transforme edilerek 1PK4 susu elde edilmistir.

2.2. Hiicrelerin Biiyiime Sartlar1 ve Besiyerleri

Tiim maya kiiltiirleri standart sicaklik olan 30°C’de kiiltiire edilmislerdir. Sivi

maya kiltiirleri 200 rpm hizda kiiltiire edilmislerdir.

Transformasyon Oncesinde, arka plan suslari Yeast- Peptone- Dextrose Agar
(YPD agar) (Yeast Extract 10 g/L; peptone from animal tissue 20g/L; glukoz 20 g/L ve
20 g/L agar ) besiyerine ekilmislerdir.

Transformasyon sonrasinda URA segici belirtecini iceren sus, Urasil icermeyen
sentetik SDA- URA besiyerine (20 g/L agar ve glikoza eklenmis CSM-URA DOB
0,77g/L , YNB without amino acids 6,9 g/L) ekim yapilarak se¢ilmistir.



SDA- URA besiyerinde olusan kolonilerden tek koloni se¢imi yapilmistir.
Koloni PCR ve dizileme islemleri ile dogrulama yapilmis ve pozitif olan koloniler SD-
URA 5- FOA (20 g/L agar ve glukoza eklenmis YNB without aminoacids 6,9 g/L ,
CSM- URA DOB 0,77 g/L, uracil 50 mg/L, 5- FOA 750 mg/L) besiyerine ekilmistir ve
URA belirtecinin uzaklastirilmasi saglanmistir [31].

Besiyerleri gosterilen miktarlara gore hazirlanip 121° C’ de 15 dak. 1.5 atm

basingta steril edilmistir.

2.3. Plazmit Vektorlerin Hazirlanmasi

2.3.1. E. coli kompetent hiicre yapim ve vektorlerin transformasyon ve

saflastirma asamalanr

Ticari E. coli DH5a hiicreleri CaCly protokolii kullanilarak kimyasal olarak
kompetent hale getirilmislerdir. 42°C’de iki dakika 1s1 sokuna maruz birakilan hiicreler
daha sonra antibiyotik igeren besiyerine ekilmistir. Pozitif olan koloniler secilmis ve
antibiyotik igeren LB s1vi besiyerine ekilmislerdir ve 37°C’de inkiibe edilmislerdir. 12-
16 saat sonunda plazmitler Genelet Plasmid Purification Kit kullanilarak
saflagtirllmistir.  Yapilan c¢alismada X1-1 plazmidi URA pargasinin iiretimi igin
kullanilmistir. X1-1 plazmidi ilgili integrasyon bdlgeleri URA3 ig¢in secici bir
belirtectir. GM1 plazmiti ACL genlerinin hiicreye tanitilmasi icin olusturulan kasette
promotor bolgesinin eldesi i¢in Px3 plazmiti ise ACL genlerinin hiicreye
transformasyonu i¢in olusturulan kasette integrasyon bolgelerini ve URA segici genini

icerdiginden kullanilmistir.

2.4. DNA Kasetinin Olusturulmasi

PZR’ler PrimeStar HS DNA Polymerase (Takara) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Reaksiyon DNA biiytikligl, kalip DNA konsantrasyonu, primer
konsantrasyonu ve DNTP konsantrasyonu gibi minimal diizeyde yapilan farkliliklar ile

genel olarak protokole uygun sekilde gerceklestirilmistir.

Genel PCR dongiisii sartlar1 Tablo 2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Genel PCR dongiisii sartlari

98°C 45 sn

98°C 10 sn

58°C 20sn X30
72°C 60 sn /1000 baz

72°C 5 dakika

+4°C )

Birlestirme reaksiyonlar1 iki asamada gergeklestirilmistir. ilk asamada, ayr1 ayr
elde edilmis olan DNA pargalar1 konsantrasyonlar: ve biiyiikliiklerine gore hesaplanip
kalip olarak eklenerek 15 dongii olacak sekilde, Ortiisen uclarin birlestirilmesini
kolaylastirmak i¢in primerler eklenmeden gerceklestirilmistir. Reaksiyon sartlar1 Tablo
2.3’de gosterilen sekilde gergeklestirilmistir. Reaksiyon gerceklestikten sonra ilk
reaksiyon lirlinii, ikinci asamada kalip DNA olarak kullanilmis, DNA kasetindeki ilk
genin ileri primeri ve son genin geri primerleri eklenerek reaksiyon gergeklestirilmistir.
Ikinci asama PCR reaksiyonu Tablo 2.4’te gosterilen sekilde gerceklestirilmistir.
Yapilan birlestirme reaksiyonlar1 PrimeStar HS DNA Polymerase (Takara) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Tablo 2.3. Fiizyon reaksiyonu birinci asama reaksiyonu i¢in PCR sartlar

95°C 3 dk

98°C 10 sn

58°C 15 sn

72°C DNA x15
biiytikligiine
gore 60 sn/1000
baz

72°C 10 dak.

+4 1)
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Tablo 2.4. Ikinci fiizyon i¢in PCR dongiisii sartlar

98°C 3dk

98°C 10 sn X30
56°C 15 sn

72°C 1.12 sn

72°C 10 dk

+4 )

2.4.1. ypl062w geninin silinmesi icin olusturulan DNA kasedi

ypl062w geni NCBI’da taranmaistir.

Sekil 2.1. ypl062w geni silmek iizere olusturulmus olan DNA kasetinin tasarimi

ypl062w genini silmek i¢in Gene up, URA ve Gene down olarak adlandirilan 3
DNA pargasi; ayr1 ayr1 Tablo 2.2°de gosterilen reaksiyon ile PrimeStar HS DNA
Polymerase (Takara) kullanarak bir PZR kurulup birlestirilmistir. Silmek istenilen
ypl062w geni maya genomunda Gene up ve Gene down parcalar1 arasinda kalmaktadir.
URA pargas1 ise transformasyondan sonra kullanilacak besiyerinde (SDA-URA) bir
belirteg olarak kullanilmak ve Gene up Gene down DNA parcalarinin arasinda

birlestirilmek tiizere iiretilmistir.

Gene up ve Gene down boélgelerinin her ikiside 400 bg¢ uzunlugundadir ve
genomik DNA’dan Genomic DNA purification kit (Thermo scientific) kullanilarak elde
edilmiglerdir. URA gen dizisi 1536 b¢ uzunlugundadir ve X1-1 plazmitinden elde
edilmistir. DNA pargalarinin iiretiminden sonra PrimeStar HS DNA Polymerase

(Takara) kullanarak birlestirme PZR reaksiyonu kurulmustur.
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Reaksiyonda kullanilan primer dizileri Tablo 2.5’te gosterilmistir.

Tablo 2.5. ypl062w geninin silinmesi i¢in olusturulan DNA kasetinde yer alan gen ve DNA parcalart

Gen / DNA | Gen / DNA | Primer Dizileri Biiyiikliikler
parcalarinin parcalarinin
adi saflastirilmasi
Gene up S. cerevisiae | Primer 1:
genomik ACTACCACTGCACCTCCTAACATCA
DNA’s1 Primer2: 400bg
GCAAGTAATGTGTGTAAAAAAATGCGTTA
CCACCATCCAATGCAGACCGATCTTCTAC
CCAGAATCACGCCCTTACGTGAGGGGCAG
TGTCGTATG
URA X1-1 Primer2:
GCAAGTAATGTGTGTAAAAAAATGCGTTA
CCACCATCCAATGCAGACCGATCTTCTAC | 1536 be
CCAGAATCACGCCCTTACGTGAGGGGCAG
TGTCGTATG
Primer3:
ATCAAATGGTGGTTATTCGTGGATCTATAT
CACGTGATTTGCTTAAGAATTGTCGTTCAT
GGTGACACCACCGACCATGTGGGCAAATT
CGTAATA
Gene down S. cerevisiae | Primer3:
genomik ATCAAATGGTGGTTATTCGTGGATCTATAT | 400 bg
DNA’s1 CACGTGATTTGCTTAAGAATTGTCGTTCAT

GGTGACACCACCGACCATGTGGGCAAATT
CGTAATA

Primer 4:
GAGCTTTCATAAACTTGTTGTTAAT

13




2.4.2. IDH1 geninin silinmesi icin olusturulan DNA kasedi
IDHI geni NCBI’da taranmustir.

(0) Start Primer1 (1 .. 31) Primer 2 (301 .. 372) (1807 .. 1894) down forward (2193) End_down reverse (2164 .. 2193)

— 500 1000 1500 2000

o] URA

Ipek IDH1 UP-URA-Down (3)
2193 bp

Sekil 2.2 IDH1 genini silmek iizere olusturulmus olan DNA kasetinin tasarimi

IDHI genini silmek icin Up, URA ve Down olarak adlandirilan 3 DNA pargasi;
ayr1 ayri Tablo 2.2°de gosterilen reaksiyon ile PrimeStar HS DNA Polymerase
(Takara) kullanarak bir PZR kurulup birlestirilmistir. Silmek istenilen /DH1 geni maya
genomunda Up ve Down pargalart arasinda kalmaktadir. Ura parcasi ise
transformasyondan sonra kullanilacak besiyerinde (SDA-URA) bir belirteg olarak
kullanilmak ve Up ve Down DNA parcalarinin arasinda birlestirilmek  {izere

tiretilmistir.

Up ve Down bolgelerinden Up parcast 328, Down pargasit ise 329 bg
uzunlugundadir ve genomik DNA’dan Genomic DNA purification kit (Thermo
scientific) kullanilarak elde edilmislerdir. Ura gen dizisi 1536 b¢ uzunlugundadir ve

X1-1 plazmitinden elde edilmistir.

DNA pargalarinin iiretiminden sonra PrimeStar HS DNA Polymerase (Takara)
kullanarak birlestirme PZR reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon sartlar1 Tablo 2.3. ve
Tablo 2.4.’de gosterildigi sekilde olusturulmustur. DNA parcalarinin {iretiminden sonra
PrimeStar HS DNA Polymerase (Takara) kullanarak birlestirme PZR reaksiyonu

kurulmustur.

Reaksiyonda kullanilan primer dizileri Tablo 2.6’da gosterilmistir.
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Tablo 2.6. IDH1 geninin silinmesi i¢in olusturulan DNA kasetinde yer alan gen ve DNA par¢alart

Gen/DNA Gen/ DNA Primer Dizileri Biiyiikliikler
parcalarinin parcalarinin
adi saflasgtirilmasi
UP kaseti S. cerevisiae Primer 1 328 bg
genomik AAACCTTCTTTTATTTTTTTTGGTAGCTCG
DNA’s1 G
Primer 2
CGTTACCACCATCCAATGCAGACCGATCT
TCTACCCAGAATCACTTTTCTCTTACAATT
ATGGAGGAAAAGG
URA X1-1 plazmiti | Ura forward: 1536 bg
GTGATTCTGGGTAGAAGATCGGTCTGCAT
TGG
Ura reverse :
GTGTCACCATGAACGACAATTCTTAAGC
Down kaseti S. cerevisiae down forward 329 be

genomik
DNA’s1

GGTTATTCGTGGATCTATATCACGTGATTT
GCTTAAGAATTGTCGTTCATGGTGACACT
GAAAACAATTCCCCTTTTTTTTGTTCTGC
down reverse
CGCTTAAGCTATTATTTCCAGTATGTATTC

2.4.3. ACLI ve ACL2 genlerinin iiretilmesi icin olusturulan DNA kasedi

ACL genleri NCBI’da taranmistir

%-3 Up Entegrasyon Bolges!

Sekil 2.3. ACL genlerinin hiicre i¢inde ifade edilmesi i¢cin olugturulmus olan DNA kasetinin tasarimi

ACLI ve ACL2 genlerini silmek igin 5 par¢adan olusan bir DNA kasedi
olusturulmustur. Bu parcalardan, Promotor kisminda TEF ve PGK promotorlari
bulunmaktadir. Bu promotorlar ACLI ve ACL2 genlerinin sentezlerini baglatacak olan

bolgelerdir ve kasette her iki genin ortasinda bulunmaktadir. X-3 down adi verilmis
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olan DNA pargasinda ise URA bolgesi vardir. Her iki X-3 bolgesi de integrasyon
pargalar1 igermektedir. Bu sayede genomik DNA ve elde edilen DNA kasedi
transformasyondan sonra birleseceklerdir. Ve kasette bulunan URA pargasi ise
transformasyondan sonra kullanilacak besiyerinde ( SDA-URA) bir belirte¢ olarak

gorev almaktadir.

ACL genleri heterolog olarak Yarrowia lypoliytica organizmasindan kodon
optimize olarak alinmis ve 2 parca halinde uygun primerler ile, promotor bolgesi ise
GM1 plazmitinden uygun primerler kullanilarak ve X-3 Up ve X-3 Down kasetleri ise
PX-3 plazmitinden uygun primerler ile Tablo 2.2°de gosterilen reaksiyon ile PrimeStar
HS DNA Polymerase (Takara) kullanarak ayr1 ayr elde edilmistir. DNA pargalarinin
tiretiminden sonra PrimeStar HS DNA Polymerase (Takara) kullanarak birlestirme
PZR reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon sartlar1 Tablo 2.3 ve Tablo 2.4 ‘de gosterildigi
Tablo 2.7°de

sekilde olusturulmustur. Reaksiyonda kullanilan primer dizileri

gosterilmistir.

Tablo 2.7. ACL genlerinin hiicre icinde ifade edilmesi icin olusturulan DNA kasetinde yer alan gen ve
DNA pargalart

Gen/DNA
parcalarinin
adi

Gen/ DNA
parcalarinin
saflastirilmasi

Primer Dizileri

Biiyiikliikler

X-3 Up Kaseti

PX3 plazmiti

X-3 Up forward
CGAGATCTTTGTGTTCGGTTACCC

X-3 Up reverse
GGAGACGTGAGTAAGGCGAAGACGAGGT
CTTAGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAA
ATAAGCGA

797 bg

ACLI Geni

Hazir olarak
satin
alinmustir

ACLI1 forward
CTAAGACCTCGTCTTCGCCTTACTCACG
ACLI1 reverse
ATGTCAGCGAATGAGAACATATCCC

1953 bg

TEF-PGK
promoter

GMI1 plazmiti

promoter forward
CCTTGCCGACTGGGGCATCAAAACGGGAT
ATGTTCTCATTCGCTGACATTTGTAATTAA
AACTTAGATTAGATTGC

promoter reverse
GCAGTGCCTTGCCGTCGGCTTCGTGAATG
CTCTTCGCTGACATTGTTTTATATTTGTTG
TAAAAAGTAGATAATTACTTCC

1412 be

ACL2 Geni

Hazir olarak
satin
alinmustir

ACL2 forward
ATGTCAGCGAAGAGCATTCACGAAGC
ACL2 reverse
TTATACACCTAGAGGTGTAGACGCTTCTG
TAC

1494 b

X-3 Down
Kaseti

PX3 plazmiti

X-3 down forward
GGGACGGGGCCGAGTACAGAAGCGTCTA

2458 be
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CACCTCTAGGTGTATAAATCCGCTCTAAC
CGAAAAGGAAGG

X-3 down reverse
GAGGTGGTTATTGATCACCGGAAAGTTTG
G

[Tablo 2.7 (Devam) ACL genlerinin hiicre iginde ifade edilmesi i¢in olusturulan DNA
kasetinde yer alan gen ve DNA par¢alart]

2.5. Jel Elektroforezi ve DNA’min Hazirlanisi
50X TAE Buffer (40mM Tris, 20 mM Asetat ve ImM EDTA ph :8 ,

elektroforezi 1X konsantrasyonda c¢alistirmak iizere diliie edilmistir. DNA Ornekleri
80/85 voltajda DNA parcalarinin agilma durumlarina bakilarak 1 kb’lik marker ile
birlikte 30-40 dakika yiirtitiilmiistiir.

Yiiriitiilme isleminden sonra saflastirma Gene Jet PCR purification kit (Thermo

Scientific) ile gergeklestirilmistir.

DNA miktar1 nanodrop kullanilarak belirlenmistir. Olgiilen DNA’dan 5 uL

igerisinde en az 2000 ng DNA olacak sekilde transformasyon islemi gerceklestirilmistir.

2.6. Transformasyon

Kullanilan transformasyon yontemi elektroporasyon ile transformasyon
yontemidir [32, 33]. Daha sonra hiicreler lityum asetat/PEG transformasyon yontemine

de uygun olarak kompetent hale getirilmistir [34, 35].

Transformasyon oncesinde hiicreler YPD agara ekim yapilarak tazelenmistir ve
olusan kolonilerden tek koloni alinarak gecelik kiiltlir yapmak i¢cin YPD s1v1 besiyerine
ekilmistir. Daha sonra gecelik kiiltiir transformasyon oOncesinde, 5 mL sivi YPD
besiyeri ile yapilan gecelik kiiltiir 50 mL taze sivi YPD besiyerine ODgoo’de 0,05- 0,1
olacak sekilde inokiile edilmistir ve transformasyon OD 600 0,5- 1,2 arasinda

gerceklestirilmistir [34].

ypl062w ve IDHI genini silmek amaci ile olusturulan DNA kasedi ve ACL
genlerini hiicre i¢ine aktarmak icin olusturulan DNA kasetleri ayr1 ayr1 bu yontemle
transforme edilmistir ve SDA — URA besi yerine ekimleri yapilmistir. Transformasyon
yapilan hiicrelere koloni PCR yontemi ile koloni taramasi yapilmistir. Pozitif olan
koloniler DNA kasedinin igermis oldugu URA3 belirtecini uzaklastirmak adina, uracil

iceren 5- FOA besiyerine ekilmistir. Olusan tek koloni hiicreler koloni PCR yontemi ile
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taranmig ve SDA-URA besiyerine ekim yapilmistir. URA bolgesinin uzaklastigi

kesinlestirilmistir.

2.7. Koloni PCR ve Dizileme

Transformasyondan sonra pozitif oldugu tahmin edilen koloniler segilerek 200
mM LiAc %1 SDS’de ¢dzdiiriilmiis 70 °C’de 5 dakika bekletilmistir. iki kez %96’lik
ve %70’lik alkol ile sirasiyla yikama yapilmasinin ardindan her defasinda vortex ile
yavagca karistirilmis ve ardindan 15000 g hizda santrifiij yapilip siipernatant kismi
uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicrelerin {izerine 50-80 uL. MQ su ilave edilmistir ve
siipernatant1 toplamak amaci ile 15000 g’de 1 dakika santrifiij islemi yapilmistir.
Buradan elde edilen her 1 pL siipernatant koloni PCR reaksiyonu i¢in kalip olarak

kullanilmistir.

Koloni PCR Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific)
kullanilarak genel sartlara uygun sekilde gerceklestirilmistir. Genel sartlar Tablo 2.8’de

gosterilmistir.

Tablo 2.8. Genel PCR déngiisii sartlart

98°C 1dk
98°C 10 sn X30
Primerin 15 sn
calistig1
sicakhik
72°C 30 sn
/1000 bg
72°C 10 dk
+4°C 0
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3. BULGULAR
3.1. Elde Edilen DNA Parcalarinin Agaroz Jelde Goriintiilenmesi
3.1.1. ypl062w genin silinmesi ile ilgili jel goriintiileri

ypl062w genini silmek amaci ile Gene up, Gene down adi verilen DNA
parcalar1 ve ura bolgesi ayr1 ayr1 PZR ile elde edilmistir ve agaroz jel elektroforezi ile
elde edilen parca biyiikliikleri dogrulanmistir. DNA parcalarii biiyiikliikleri marker
kullanilarak tespit edilmistir (Sekil 3.1). Ilk olarak Gene up ve Gene down olarak
adlandirilan yp/062w geninin ilerisinde ve gerisinde bulunan DNA parcalar1 genomik
DNA kalip olarak kullanilarak, Tablo 2.5’te gosterilmis olan primerler ile elde
edilmistir. Ura parcas1 ise X1-1 plazmitinden Tablo 2.5’te gosterilmis olan primerler ile

elde edilmis, elde edilen PZR {irlinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir ve jel

goriintiileri elde edilmistir (Sekil 3.2).

bp

10000

'-..'l‘ 0 \

6000 = 1000¢
5000

3000

2500

1500

1000 -

Sekil 3.1. DNA parcalarmmi biiyiikliiklerinin karsilastirildigi thermo fisher SM0314 katalog

numaralt marker
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Sekil 3.2. B: Gene up ve Gene down DNA parcalart C: URA gen bélgesi , agaroz jelde

gosterilmesi

3.1.2. IDH]1 genin silinmesi ile ilgili jel goriintiileri

IDH] genini silmek amaci ile Up, Down adi verilen DNA parcgalar1 ve URA
bolgesi ayr1 ayr1 PZR ile elde edilmistir ve agaroz jel elektroforezi ile elde edilen parca
biiyiikliikleri dogrulanmustir. Ik olarak Up ve Down kasetleri, JDH geninin ilerisinde ve
gerisinde bulunan DNA pargalari, genomik DNA kalip olarak kullanilarak, Tablo
2.6’da gosterilmis olan primerler ile elde edilmistir. Elde edilen PZR iirlinleri agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.3). Ura pargasi ise X1-1 plazmitinden Tablo
3.6°da gosterilmis olan primerler ile elde edilmistir (Sekil 3.4).

DINA Mass Base Pars
g5

b - 10K

= == ™

= ==

k- =k

k- —

" —L

g =%
=5

x - 00

" — 500

& — &0

" — 3%

&% —_0 400
w -0 300

Sekil 3.3. Up ve Down parcalarinin agoroz jeldeki goriintiisti
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Sekil 3.4. URA par¢asinin agoroz jeldeki goriintiisii.

3.1.3. ACL genlerinin hiicre icine aktarilmasi icin olusturulan DNA kasedindeki

DNA parcalarinin jel goriintiileri

ACL genlerinin hiicreye aktarilmasi icin DNA kasedi tasarlanmistir (Sekil 2.2).
DNA kasedinde X3- UP, ACL1, Promotor, ACL2 ve X3-DOWN bdélgeleri Tablo 2.7°de
gosterilen uygun primerler ile ve uygun DNA kaynaklar ile farkli PZR reaksiyonlari
kurularak elde edilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde

kosturulmustur ve jel goriintiileri elde edilmistir. (Sekil 3.5).

DNA pargalan baykldklerinin
karslastildiklan marker

Sekil 3.5. Olcii olarak kullanilmis olan marker, X3- UP, ACLI, Promotor, ACL2 ve X3-DOWN
bolgeleri

3.2. Elde Edilen DNA Parcalarinin Birlestirilme Reaksiyonlar1 Ardindan Agaroz

Jelde Goriintiilenmesi

3.2.1. ypl062w genin silinmesi icin yapilan birlestirme reaksiyonu sonucunun

jelde goriintiilenmesi

Agaroz jelde dogru yerde oldugu gosterilmis olan pargalar Gene up ve Gene

down bolgeleri GeneJet PCR Purification Kit (Thermo scientific) kullanilarak, URA
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bolgesi ise Genelet gel extraction kit (Thermo scientific) kullanilarak elde edilmistir.
Elde edilen DNA pargalar ile birlestirme reaksiyonu yapilmis ilk 6nce Gene up olarak
adlandirilmis olan DNA parcast Ura pargasi ile birlestirilmis ardindan birlesen iki parca
GenelJet PCR Purification Kit (Thermo scientific) kullanilarak saflastirilmis ve Gene
down ad1 verilmis olan DNA bolgesi ile birlestirilmistir (Sekil 3.6).

3000
2500

Sekil 3.6. D: Gene up ve URA bélgeleri birlestirme reaksiyonu sonucu E: Gene up, URA ve

Gene down parcalarinin birlestirme reaksiyonu sonucu

3.2.2. IDH]1 genin silinmesi yapilan birlestirme reaksiyonu sonucunun elde jelde
goriintiilenmesi

Agaroz jelde dogru yerde oldugu gosterilmis olan UP Kasedi ve DOWN kasedi
ve URA bolgesi GenelJet PCR Purification Kit (Thermo scientific) kullanilarak,
kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen DNA parcalar1 ile birlestirme reaksiyonu
yapilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. IDH1 genini silmek tizere olusturulan DNA kasedi birlestirme reaksiyonu sonucu
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3.2.3. ACL genlerinin hiicreye tamitilmasi icin yapilan birlestirme reaksiyonu
sonucunun jelde goriintiilenmesi

Agaroz jelde dogru yerde oldugu gosterilmis olan X3- UP, ACLI, Promotor,
ACL2 ve X3-DOWN bolgeleri GenelJet PCR Purification Kit (Thermo scientific)

kullanilarak, kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen DNA pargalar1 ile birlestirme
reaksiyonu yapilmistir (Sekil 3.8).

10000
2000

Sekil 3.8. Acl genlerini hiicre igine atmak igin olusturulan DNA kasedi birlestirme reaksiyonu

sonucu

3.3. Transformasyon Sonrasi Koloni PZR sonuc¢lari

Yapilan birlestirme reaksiyonlarindan sonra transformasyon ig¢in gerekli
miktarda DNA elde edilmis ve transformasyon islemi gergeklestirilmistir.
Transformasyon islemi yapilan hiicreler SDA-URA besiyerine ekilmistir ve 2-3 giin
sonrasinda besiyerinde olusan tek koloniler secilip koloni PZR protokolii uygulanmistir
ve reaksiyon kurulmustur. Koloniler igerisinden agaroz jel goriintiisii istenilen
biiylikliikte ¢cikan DNA parcalar1 ¢ogaltilmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11).
Genelet gel extraction kit (Thermo scientific) kullanilarak saflastirilan DNA’lar, Senger

yontemi ile dogrulanmastir.
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10000 3000
2500

Sekil 3.9. ypl062w genini silmek adina yapilan transformasyon sonrasindaki koloni PZR islemi
ardindan agaroz jel fotografinda istenilen DNA parcasi

2000 =
1500 =
1000 —

Sekil 3.10. IDHI genini silmek adina yapilan transformasyon sonrasindaki koloni PZR islemi
ardindan agaroz jel fotografinda istenilen DNA parcasi

Sekil 3.11. ACL genleri igin yapilan transformasyon sonrasindaki koloni PZR iglemi ardindan
agaroz jel fotografinda istenilen DNA pargasi
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1. Sonuc¢

Yapilan bu tez ¢alismasi ile SCIG22a susunda ve 22a0M susunda ypl062w geni
susturularak sirasi ile IPK1 ve IPK2 suslar elde edilmistir. IPK1 susunda ise IDH]
geni susturularak IPK3 susu elde edilmistir. Elde edilen IPK3 susuna ACLI ve ACL2
genleri heterolog kodon optimize olarak aktarilmis ve IPK4 susu elde edilmistir. Elde
edilen suslar Saccharomyces cerevisiae’de metabolizma miihendisligi ile Asetil- KoA
ve terpenoidler gibi sekonder bilesiklerin iiretiminin arttirilmasi amaci ile yapilacak

daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak tizere -80 °C’de stoklanmustir.

4.2. Tartisma

Yapilan c¢alismada Oncelikle, Saccharomyces cerevisiae’de metabolizma
miihendisligi ile ilgili daha 6nceden yapilmis olan caligmalar taranmistir. Terpenoidler
gibi bitkilerde bulunan sekonder bilesiklerin iiretiminin Saccharomyces cerevisiae’de
yapilabildigi fakat bu bilesiklerin iiretimi i¢in dncelikli olarak onciil madde olan Asetil-
KoA miktarinin yiiksek olmasi gerektigi bu caligmalarda belirtilmistir [7, 23-30]. Bu
calismada ise Asetil-KoA miktarini, arttirmak adina yapilan farkli calismalardan elde
edilen bilgiler dogrultusunda, yapilmig olan iki g¢alisma g6z Oniine alinmistir.
Calismalardan birinde mitokondrideki sitrat miktarini arttirmak i¢in /DHI geninin
silinmesi ve sitoplazmadaki sitratin Asetil-KoA’ ya donilismesi i¢cin ACL genlerinin
mikroorganizmaya tanitilmis ve sitoplazmadaki Asetil-KoA miktarindaki artisin
oldukea yiiksek oldugu goriilmiistiir [23]. Diger ¢alismada ise uzak bir gen bolgesi olan
ypl062w geninin silinerek hiicre dis1 asetat birim miktarinda azalmanin ve
sitoplazmadaki Asetil-KoA miktarinda yiliksek bir artis oldugu goézlenmistir [30].
Yapilmis olan calismalardaki Asetil- KoA miktarini arttirmak i¢in uygulanmis olan 3
ayr strateji bu calismada birlestirilmistir. ypl/062w, IDHI geni silinmis ve ACLI ve
ACL2 genleri Saccharomyces cerevisiae’ye tantilmistir. Elde edilen suslarin her
birisinde Asetil- KoA miktarini arttiracak degisiklikler yapilmis olup elde edilen son sus
olan IPK4 susunda 3 ayri stratejinin hepsi uygulanmistir ve artisin en ¢ok olmasi
beklenen susta IPK4 susudur. Elde edilen suslar dizileme yaptirilarak dogruluklart
kanitlanmigtir.  Asetil-KoA miktarim1 arttirmak adina yapilacak olan sonraki
caligmalarda, yapilmis olan ¢alismada elde edilen suslar kullanilarak , Piriivat

dehidrogenaz (PDC), Aldehid dehidrogenaz(4LD), Asetil-CoA sentaz (ACS) gibi
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Asetil-KoA yolaginda bulunan ve Asetil-KoA’nin sentezlenmesinde gorevli olan bu
genlerin ifadelerinin arttirilmasi ile Asetil-KoA miktarinda ve bununla birlikte yolakta
bulunan diger sekonder bilesiklerin miktarinda daha fazla artis saglanabilecek farkli

stratejiler uygulamak miimkiin olacaktir.
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