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Chlamydomonas reinhardtii FOSFOENOLPIRUVAT KARBOKSIKINAZ 1
GENININ A VE B KESIM VARYANTLARININ iZOLASYONU,
KARAKTERIZASYONU VE Escherichia coli"lde HETEROLOG
EKSPRESYONU
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Yiriitillen bu ¢alismada, alglerde yag orani seviyesiyle iliskili oldugu diisiiniilen
Pckl geninin Chlamydomonas reinhardtii’den klonlanmasi, ilk defa olarak
tantmlanmasi, karakterizasyonu ve ekspresyon analizlerinin yapilmasi amaglanmustir.
Elde edilen bulgular, bir sonraki calismalarda alglerde yag oramimin arttirilarak,
alglerden endiistriyel olarak yiiksek verimli yag elde edilmesi amaciyla
kullanilabilecektir. Yapilan analizlerde, Chlamydomonas reinhardtii 2137 (CC-4886)
susu kaynak olarak kullanilmistir. Mikroalgler, sabit sicaklik ve 1s1kli ortam sartlarinda
TAP besiyerinde biyiitiilmiistiir. Molekiiler analizler, mikroalg kiitlesinin sivi azot
yardimiyla ekstrakte edilmesiyle elde edilen niikleik asit ve proteinlerle yapilmistir.
Pckl geninin, Pckla ve Pcklb olmak tizere, iki farkli alternatif kesimi vardir, her iKi
kesim varyanti, PZR amplifikasyonlari ile elde edilmis ve E. coli’ye klonlanarak, enzim
aktivasyon oOlciimleriyle aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica SDS-PAGE ve Western Blot
yontemleriyle de proteinlerin boyutlar1 gosterilmistir. Mikroalg hiicreleri TAP
besiyerinde farkli azot ve karbondioksit oranlarinda biiyiitiilmiis, besiyerinde azalan
azot oranlartyla beraber enzim aktivitesinin azalmasiyla, PCK1 enziminin susuturlmasi
halinde algal yag oraninin artabilecegi gosterilmistir. Karbondioksit orani arttik¢a enzim
aktivitesinin arttiginin saptanmasiyla da PCKI1 enziminin fotosentetik bir enzim
olabilecegi gosterilmistir, bu sekilde model bir organizma olan Chlamydomonas
reinhardtii’de fotosentez sisteminin anlagilmasina katki saglanmistir. Ayrica Pckl’in
fotosentez sistemiyle iligkili olmasi, susturulmasinin algal yag oraninin artimina sebep
olacagimin diger bir isareti olarak ortaya koyulmustur. PCK1 enziminin, mikroalglerde
aktif bir enzim oldugunun gosterilmesi ve alglerde hiicresel yag oramyla iligkisinin
ortaya cikarilmasiyla, alglerde yag oraninin artirilmasina yonelik yapilacak ¢alismalara
onemli bir katkida bulunulmustur. Ayrica bir model organizma olan Chlamydomonas
reinhardtii’de fotosentez sistemiyle ilgili bu karakterizasyonun yapilmasi, bu ¢alismay1
referans alarak, diger yakim tiirlerde ilgili enzim genlerinin karakterizasyonunun
yapilmas1 yoniinde bir baslangi¢ olmustur.
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ABSTRACT
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In this study, for the first time cloning, identification, characterization and expression
analysis of Chlamydomonas reinhardtii Pckl enzyme gene thought to be related to the
level of oil content in algea, was aimed. Findings can be used to increase the oil content
of algae in subsequent studies and to provide industrially high yield oil from algae.
In the analyzes made, Chlamydomonas reinhardtii 2137 (CC-4886) strains were used as
the source. Microalgae were grown in TAP medium under constant temperature and
light conditions. Molecular analyzes were performed with nucleic acids and proteins
obtained by extracting microalgae mass with liquid nitrogen. Pckla and Pcklb, two
different variants of the Pckl gene with two alternative fragments, were obtained by
PCR amplification and cloned into E. coli and their activities were determined by
enzyme activation measurements. Besides, sizes of enzyme proteins were shown by
SDS-PAGE and Western Blot methods. Microalgae cells were grown at different
nitrogen and carbon dioxide ratios on TAP medium and decreased enzyme activity in
decreasing nitrogen ratios indicated that the ratio of algal oil could be increased if PCK1
enzyme was suspended. It has also been shown that increasing the carbon dioxide
content increases the enzyme activity and that the enzyme PCK1 may be a
photosynthetic enzyme, contributing to the understanding of the C4 photosynthesis
system in the model organism Chlamydomonas reinhardtii. Furthermore, the fact that
Pckl is associated with the photosynthesis system is another sign that silencing will
cause an increase in the algal oil ratio. The demonstration of the enzyme PCK1 as an
active enzyme in microalgae and the identification of the relation with the ratio of
cellular oil in algae has made a significant contribution to the studies to increase the oil
ratio in algae. Moreover, this characterization of the photosynthesis system in
Chlamydomonas reinhardtii, a model organism, has been the starting point for the
characterization of related enzyme genes in other closely related species, with reference
to this study.
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ONSOZ

Bu tez calismasinda algal yag artisinda etkisi olabilecegi ongdriilen PCKI1
enziminin varyantlarinin karakterizasyonu ve tanimlanmasi ¢alismalar1 yiiriitilmiistiir.
Oncelikle tez konumun belirlenmesi asamasindan itibaren, ydnlendirmeleri, teorik ve
deneysel olarak yardimlariyla tezimin sonuglandirilmasinda biiylik katkilari olan tez
danismanim Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV’a tesekkiirlerimi sunarim. Deneysel
calismalarim  boyunca  teknik  olarak  yardimlarint  esirgemeyen  bolim
laboratuvarlarimizin arastirmacilarina, uzun siireli ¢alismalarim boyunca desteklerini
esirgemeyen, esim ve anne, babama tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS

Artan sanayilesme ve gelisen ulagim aglarinin bir sonucu olarak, yakit enerjisi
ihtiyact da giderek artmaktadir. Her gecen giin artan yakit ihtiyactnuza karsi, yakit
kaynaklarimiz hizla tiikenmektedir. 2009°da yapilan arastirmalar gostermistir ki
tiketim hizi degismese bile, var olan kaynaklar, diinyanin 42 yillik petrol ihtiyacini
karsilayabilecektir (Owen vd 2010). Yenilenebilir enerji kaynaklar1 olan biyoyakitlar,
hem karbon salimimin diisiik olmasi hem de siirekli olarak yenilenebilir olmasi
dolayisiyla, fosil yakitlara alternatif olabilme kapasitesine sahiptir. Bununla beraber bu
yakitlarin iiretim siliregleri ¢cok maliyetli olmaktadir. Yapilan bilimsel caligmalar
neticesinde farkli biyoyakit tiirlerinin {retim maliyeti kismen distliriilmis ve
biyoyaktilar, fosil yakitlarla kiyaslanabilir hale gelmistir (Puhan vd 2005).

Biyoyakit iiretimi i¢in ¢esitli kaynaklar kullanilmaktadir. Bunlarin bazilarinin
gida olarak kullaniliyor olmasi, bazilarmin ise yeterli derecede verim vermemesi
dolayisiyla, hem diger kaynaklara gore cok yiiksek verim kapasitesi bulunan hem de
onemli bir gida kaynagi olmayan algler lgilincii nesil biyoyakit kaynagi olarak
belirlenmistir. Alglerin dogal olarak, yiiksek oranda iirettikleri trigliseritler, biyodizele
doniistiiriilerek yakit olarak kullanilabilmektedir. Alglerin yiiksek verimli yag tiretimi,
biyoyakit fiyatlarinin disiiriilebilmesi igin bir avantaj olmakla beraber {iiretim
stireglerinin pahali olmas1 heniiz tam olarak asilamamis bir sorundur. Algal yakit tiretim
maliyetinin diisiirilmesi amaciyla, iiretilen yagin veriminin artirilmasi i¢in bir ¢ok farkl
alg geni lizerinde molekiiler ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalar daha c¢ok, model
organizma Chlamydomonas reinhardtii mikroalgi tizerinde yiiriitiilmiistiir. Yapilan
calismalarla susturulan bazi genlerin %169’a varan verim artiglarina sebep olabildigi
goriilmiistiir (Goncalves vd 2015).

Azot agligina maruz birakilan Chlamydomonas hiicrelerinin, protein biyosentezi,
TCA dongiisii ve fotosentezle iliskili genlerinin anlatiminin azaldigi buna karsin TAG
biyosenteziyle iliskili genlerin anlatimmin arttigi goriilmistir (Miller vd 2010).
Chlamydomonas reinhardtii’de bulundugu tahmin edilen C4 benzeri fotosentez
sisteminin heniiz tam olarak karakterize edilememesinden dolayi, yag oranmin
arttirllmast igin C4 benzeri fotosentez sistemi iizerinde hangi genlerde degisiklik
yapilmast gerektigi tam olarak bilinmemektedir. Chlamydomonas’ta C4 benzeri
fotosentez sistemiyle iliskili oldugu diisiinilen PEPC1 geninin tanimlanmasiyla
fotosentez iligkili bir genin Chlamydomonas reinhardtii’deki durumu gézlenmis ve azot
acliginda genin anlatiminda goériilen degisiklikler, gen ifadesinin kisitlanmasinin
hiicresel yag oranina gosterebilecegi etkinin ipucunu vermistir (Mamedov vd 2005,
2010). Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak PEPC1 geninin ifadesinin azaltilmasiyla hiicresel
yag oraninin artisini saglamak ic¢in 3 farkli bilimsel ¢calisma yapilmistir (Deng vd 2014,
Kao vd 2017, Wang vd 2017). Yapilan calismalar sonucu %94’e varan oranlarda
hiicresel yag artis1 saglanabildigi goriilmiistiir.

Chlamydomonas reinhardtii’de PEPC1 enzimiyle beraber C4 benzeri fotosentez
sisteminde gorev yaptig1 tahmin edilen bir diger enzim olan PCK1 enziminin, alglerde
hem PEPC1’in katalizledigi reaksiyonun tersinirini katalizledigi, hem de PEPC1’le ayn1
reaksiyonu katalizleyebildigi tahmin edilmektedir (Raven ve Beardall 2003). PCKI
enziminin Chlamydomonas reinhardtii’de karakterizasyonu ve tanimlanmasi sonucu
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elde edilen veriler bir model organizmanin C4 benzeri fotosentez sisteminin
aydinlatilmasina yardimci olacak, ayrica PEPC1 enziminde oldugu gibi hiicresel yag
orani yiiksek alglerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalara yol gosterici olacaktir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Mikroalgler

Mikroalgler prokaryotik ya da oOkaryotik olabilen, hizli biiyliyen ve zor
kosullarda  yasayabilen fotosentettk ~ mikroorganizmalardir. Prokaryotlara,
Siyanobakteriler, Okaryotlara yesil algler ve diatomlar ornektir (Li vd 2008).
Mikroalgler diinya iizerinde yasayan biitiin ekosistemlerde bulunmaktadirlar ve g¢ok
cesitli cevre kosullarinda yasarlar. 50000°den fazla tiirii bulundugu tahmin edilmektedir
ve yaklasitk 30000’i analiz edilmistir (Wang vd 2010). Mikroalgler sahip oldugu
potansiyelden dolay1 3. nesil biyoyakit kaynagi olarak kabul edilmektedir. Yenilenebilir
ve siirdiiriilebilir bir yakit kaynagi olmasindan dolayi, karbon emiisyonunun azaltilmasi
gibi ¢evresel problemlerin ¢oziimiinde fosil yaktilar yerine kullanilabilecek bir alternatif
olarak goriilmektedirler (Ho vd 2014). Mikroalgler diger biyoyakit kaynaklarina gore de
bir¢ok avantaja sahiptir. Bunlar, yiiksek fotosentetik verimlilik, yetistirilmesi i¢in daha
az alan ihtiyaci, gida kaynagi olmayis1 ve katma degeri yiiksek iirlin elde edilmesidir
(Wijftels vd 2010). Biitiin bu avantajlara ragmen mikroalgal yakitlar yiiksek tiretim
maliyetlerine sahiptir. Mikroalg suslarinda yapilan genetik gelistirmelerle bu sorun
kismen ¢6ziilmiis olsa da hala gelistirilmeye ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2. Alglerde Yag Depolanmasi

Alglerden elde edilen yag veriminin, performansi en yiiksek olan yag bitkisinden
200 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir (Cizelge 2.1). Bazi algler biyokiitlesinin yarisina
kadar yag iiretebilmektedir (Chisti 2007) (Cizelge 2.2). Dogal olarak iirettikleri yag
oraninin  yilksek olmasiyla beraber, farkli kosullarda bu oranlar daha da
artirillabilmektedir. Algler stres kosullarinda, metabolizmalarin1 degistirerek yiliksek
miktarlarda notral lipid depolamaktadirlar (Griffiths ve Harrison 2009, Griffiths vd
2012, Markou ve Nerantzis 2013, Merchant vd 2012). Azot yoklugu sirasinda, nisasta
ve protein gibi birincil metabolizma {iriinlerinin sentezinde kullanilacak olan,
fotosentezle baglanan atmosferik karbon ve organik karbon kaynaklari, Triagilgliserol
(TAG) sentezine yoneltilmektedir (Deng vd 2013). Alglerde yapilan bir ¢ok arastirma
sonunda gorlilmiistiirki nisasta sentezinin bloke edilmesi karbon akiginin yoniiniin
degistirilmesi ve TAG sentezinin artirilmasi i¢in etkili bir yoldur. Elde edilen TAG,
cesitli islemlerden gecirilerek biyodizel olarak kullanilabilmesi agisindan 6nemlidir (Li
vd 2010, Ramazanov ve Ramazanov 2006, Wang vd 2009, Work vd 2010).
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Cizelge 2.1. Cesitli tarimsal iriinler ile mikroalgerin yag orani, yag {iiretimi, arazi
kullanim1 ve biyodizel iiretimlerinin karsilastirilmasi (Mata vd., 2010).

Yag oran1 [Yag iiretimi Arazi kullanim1| Biyodizel iiretimi
% L/ha/y1l m?.yil/kg.b.d kg.b.d/ha.y1l
Misir 44 172 66 152
Soya 18 636 18 562
Kanola (kolza) 41 974 12 862
Aycicegi 40 1070 11 946
Palmiye 36 5366 2 4747
Mikroalg(diisiik) 30 58,700 0,2 51,927
Mikroalg(orta) 50 97,800 0,1 86,515
Mikroalg (yiiksek) 70 136,900 01 121,104

Cizelge 2.2. Bazi mikroalg tiirlerinin kuru agirlikta yag igeriklerinin karsilastiriimasi
(Chisti, 2007).

Mikroalgler Yag icerigi (% kuru agirhk)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30

2.3. Model Organizma Chlamydomonas reinhardtii

Yesil alg Chlamydomonas reinhardtii, fotosentez, fototaksi, algal karbon
konsantrasyon mekanizmasi ve algal lipid metabolizmasi gibi konularin arastirilmasi
icin ¢ok uygun bir model organizmadir. Chlamydomonas, bitkiler alemiyle koken ve
biyolojik  ozellikler yoniinden biiyiikk benzerlikler bulundurmaktadir Yapilan
arastirmalar sonucu bu alg tiirtiniin bitkiler aleminden oldugu kabul edilmistir. Ayrica
biyoyakit iiretimi i¢in algal metabolik yolaklarin optimizasyonu ve terapotik protein
tiretimi gibi biyoteknolojik uygulmalarda ¢okca kullanilmaktadir (Sekil 2.1) (Hannon
vd 2010, Jinkerson vd 2011, Rasala ve Mayfield 2011, Scranton vd 2015; Terashima vd
2015).
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Sekil 2.1. Chlamydomonas reinhardtii 3 boyutlu goriiniimii (Dartmouth Koleji Elektron
Mikroskobu Merkezi, 2015)

Bu organizmanin bazi 6zellikleri, bir¢ok alanda kullanigh bir platform olmasini
saglamaktadir. Chlamydomonas 1sik altinda fototrofik olarak yada asetatla beslenmesi
halinde karanlikta, heterotrofik olarak biiyiiyebilmektedir. Bu organizmanin metabolik
esnekligi, diger organizmalarda Oldiirlicii olabilecek, fotosentez sisteminin ana
mekanizma genlerinin mutasyonu calismalarinin yapilmasina olanak saglamaktadir.
Yiiksek bitkilerdeki fakli dokulardan kaynaklanan komplekslige karsin Chlamydomonas
tek hiicre yapisindadir (Sekil 2.2.), sivi hiicre kiiltiirleri laboratuvarda kolayca
biiyiitiilebilirdir ve hiicre dongiileri 1sikli/karanlik ortamlarda senkronize edilebilir.
Vejetatif hiicreleri haploiddir ve resesif mutasyonlar kendini hemen fenotipte gosterir.
Haploid niikleer genom yaklasik olarak 111.1 Mb’dir (Blaby vd 2014) Chlamydomonas
genom sekanslamasi 2007 yilinda tamamlanmistir. Genomun G+C igerigi yiiksektir ve
%64 oranindadir (Merchant vd 2007).
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Sekil 2.2. C. reinhardtii’nin yasam dongiisii ( Harris, 2009).
2.5. Chlaydomonas reinhardtii’de Genetik Degisiklik Uygulamalari

Chlamydomons’da genetik manipiilasyon uygulamalari i¢in uygulanabilirligi

kanitlanmis birkag secenek mevcuttur. Hedef gen, RNA intreferans (Schroda 2006),
suni miRNAlar (Molnar vd 2009, Hu vd 2014) yada CRISPR interferans (Wang vd
2017) yontemleriyle gecici olarak susturulabilmektedir. Bunlarin disinda nitrat,nikel ya
da COgy’yle indiiklenebilen promotorler kullanmilarak, kosulsal gegici susturma
gergeklestirilebilir. Ne varki biitiin bu yontemlerin uygulandigi suslar birka¢ aydan
sonra eski hallerine donmektedirler, dolayisiyla ticari olarak kullanilamazlar.
Kalic1 olarak genetik degisiklik gergeklestirmek amaciyla homolog rekombinasyon
denemeleri yapilmig olmasma ragmen, Chlamydomonas’ta homolog rekombinasyon
oraninin asir1 derece diisiilk olmasi tek basina uygulanmasini gii¢lestirmektedir (Sizova
vd 2013). Cinko parmak niikleazlar uygulamas: etkinlik oranini arttirmasina ragmen
kullanimi1 sinirlidir (Zorin vd 2009).

Transkripsiyon aktivatorii benzeri efektorler (TALE) istenilen DNA dizisinin

hedeflenebilmesi acisindan uygulanabilir olmasina ragmen TALE-niikleazlarin
(TALEN) hiicrede toksik etkiye sebep olmasi TALE’ nin Chlamydomonas’da sadece bir
aktivator olarak is gorebilmesine olanak saglamistir (Gao vd 2014).
Son olarak, diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR)-Cas9
uygulamasi arastirmacilar tarafindan denenmistir. Uygulamanin basarilt oldugunun
gosterilmesine ragmen, sistem bileseni olan Cas9’un bir vektor olarak hiicreye
aktarilmasinin, 24 saat sonunda sitotoksik etkiye sebep olmasi, kalict mutant suslar elde
edilebilmesini zorlastirmistir (Jiang vd 2014). Cas9’un piirifiye protein olarak hiicreye
aktarilmasiyla toksisite tehlikesi atlatilmis olsa da mutasyon frekansinin ¢ok diisiik
olmasi uygulamanin hala gelistirilmeye ihtiyaci oldugunu goéstermistir (Jiang vd 2014,
Shin vd 2016).
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2.6. Karbon Konsantrasyon Mekanizmalari

Fotosentetik organizmalar, olumsuz ¢evre kosullarina uyum saglamak i¢in gesitli
stratejiler gelistirmistir. CO, konsantrasyon mekanizmasi (CCM) bunlardan biridir.
CCM, fotosentetik etkinligi arttirarak, fotosentetik karbon asimilasyonu i¢in merkezi
enzim olan ribuloz-1.5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz’in (Rubisco), diisiik etkinligini
telafi etmektedir. Rubisco, CO, ve ribuloz-1.5-bifosfati reaksiyona sokarak, Kalvin
siklusunun ilk ve en Onemli reaksiyonunu katalizlemektedir ve fotosentetik
organizmalarda, yavas katalitik hizi, CO2’ye olan diisiik afinitesi ve karboksilaz ve
oksigenazlarin katalitik fonksiyonlarin1 gosterebilmesiyle bilinmektedir (Spreitzer ve
Salvucci 2002). Var olan atmosferik CO, konsantrasyonu, Rubisco’nun karboksilaz
aktivitesini gostermesi i¢in gerekli olan konsantrasyonun oldukc¢a altindadir (Raven vd
2008) ve atmosferdeki yliksek O,/ CO; oran1 enzimin oksigenaz aktivitesini arttirarak
enerji harcanmasina ve baglanmig CO, nin serbest birakilmasina sebep olmaktadir. Tiim
bu zorluklara karsi, Rubisco’nun etrafindaki CO, konsantrasyonunu artirmak ve ayni
zamanda karboksilaz aktivitesinin artmasiyla, yiliksek fotosentetik performans elde
edebilmek i¢in organizmalar tarafindan gesitli stratejiler gelistirilmistir. Bu stratejiler,
farkl tiirlerde ortaya cikarilmistir ve yliksek bitkilerdeki C4 metabolik yolaklarindan,
mikroalglerdeki farkli CCM formlarina kadar cesitlilik gostermektedir (Giordano vd
2005, Sage vd 2012).

2.7. C3 ve C4 Fotosentez Sistemlerinin Karsilastirilmasi

Misir, sekerkamisi ve sorgum gibi C4 bitkileri, piring, bugday ve patates gibi C3
bitkilerine oranla yaklasik %50 daha fazla fotosentez etkinligine sahiptir. Bu durum, iki
farkl1 fotosentez sisteminde kullanilan farkli karbon fiksasyon mekanizmalarindan
kaynaklanmaktadir (Sekil 2.3). C3 bitkileri, CO;’yi baglamak i¢in sadece Kalvin
siklusun’da bulunan Rubisco’yu kullanmaktadir ve bu reaksiyon mezofil hiicrelerinin
kloroplastinda gerceklesmektedir. C4 bitkileri ise fotosentetik reaksiyonlarii, mezofil
ve demet kimm hiicrelerinde  gergeklestirmektedir: Ilk  karbon baglanmasi
fosfoenolpiriivat  karboksikinaz (PEPC) enziminin katalizlemesiyle, CO, ve
fosfoenolpiriivat’dan (PEP) oksaloasetat’in (OAA) olusumuyla ger¢eklesmektedir.
OAA, malata doniismekte ve malat Rubisco’nun bulundugu demet kini hiicrelerine
gecerek, dekarboksile olmasiyla beraber Rubisco etrafinda CO; konsantrasyonunun
artisgina sebep olmaktadir. Son olarak C4 siklusunun baslangic substrati olan PEP,
pirtivat ortofosfat dikinaz (PPDK) tarafindan tekrar olusturulmaktadir (Kajala vd 2011)
(Sekil 2.3). C4 fotosentez sistemi, dekarboksilasyon fazinda kullanilan enzime gore,
PEPCK, NADP-malik enzim (ME) ve NAD-ME tipi olmak {izere iice ayrilmaktadir
(Hatch vd 1975).
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Sekil 2.3. C3 ve C4 fotosentez sistemlerinin sematik diyagrami (Wang vd 2012).

2.8. Sucul Fotosentetik Mikroorganizmalar

Sucul fotosentetik mikroorganizmalar, diinya iizerindeki fotosentez miktarinin

%350’sini olusturmaktadir. Bu organizmalar, dogadan CO; alirken bazi zorluklarla
yiizlesmektedir. Bunlardan en 6nemlisi CO;‘nin sivi ortamdan diflizyonu, havadan
diflizyonundan 10000 kat daha yavas gerceklesiyor olmasidir.
Bu zorluklara kars1 alglerin C4 benzeri fotosentez sistemleri gelistirdigi
diistinilmektedir ve bu C4 benzeri sistemler, yesil makroalg Udotea flabelum ve
planktonik diatom Thalassiosira weissflogii‘da ortaya c¢ikarilmistir (Reiskind vd 1988,
1991).

2.9. Fosfoenolpiriivat Karboksikinaz

Fosfoenolpiriivat ~ karboksikinaz (PEPCK), tersinir reaksiyonlar olan,
oksaloasetatin ~ (OAA) dekarboksilasyonu ~ ve  fosfoenolpiruvatin ~ (PEP)
karboksilasyonunu katalizleyen bir enzimdir (Hatch ve Mau 1973). PEPCK tarafindan
katalizlenen, OAA’nin dekarboksilasyonu, C4 fotosentez sisteminin temel
reaksiyonlarindan birini olusturmaktadir. Enzimin, fotosentetik olarak sadece PEPCK
tipi C4 fotosentez sistemindeki goérevi anlagilmakla beraber, musir, Flaveria tiirleri,
Cleome gynandra, ve Guinea grass gibi diger C4 sistemlerinde de dekarboksilaz
aktivitesine rastlanmaktadir (Christin vd 2011, Koteyeva vd 2015, Walker vd 1997,
Wang vd 2014).

PEPCK, C4 siklusu disinda, OAA’nin PEP’e doniisiimiinii saglayarak
glukoneogenez reaksiyonunun erken asamasini katalize etmektedir ve bitki gelisiminin
farkli asamalarinda gorev almaktadir. Tohum c¢imlenmesi sirasinda yaglarin sekere
doniistliriilmesi (Leegood ve Rees 1978, Martin vd 2007), meyve olgunlagsmasi
sirasinda ¢oziilebilir sekerlerin depolanmasi ve organik asitlerin ayirsmasi (Famiani vd
2016, Huang vd 2015), azot asimilasyonu metabolizmasi ve tohum protein miktarinin
artisinda (Beihaghi vd 2015, Delgado-Alvarado vd 2007, Leegood ve Walker 2003)
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bitkilerdeki gorevlerinin disinda PEPCK bilinen biitiin
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organizmalarda bulunan bir enzimdir (Aich ve Delbaere 2007). PEPCK enzimleri
niikleotid substrat spesifitesine gore iki gruba ayrilmaktadir: genel olarak bakteri, maya
ve bitkilerde bulunan ATP-bagli PEPCK ve yiiksek Okaryotlarda ve arkelerde bulunan
GTP-baghh PEPCK  (Aich ve Delbaere 2007, Fukuda vd 2004)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Algal Sus ve Kiiltiir Kosullar:

Chlamydomonas reinhardtii 2137 (CC-4886) susu, Minnesota Universitesi
Chlamydomonas Kaynak Merkezi’nden elde edildi. Tris Asetat Fosfat (TAP) agar
plaklarda biyiitiildii ve 100 ml TAP sivi besiyeri i¢eren 500 ml erlen’lere ekildi. TAP
besiyerinin igerigi; NH4Cl (7.48 mM), MgSO4 (406 mM), CaCl, (340 mM), K,HPO,
(540 mM), KH,PO4 (463 mM), 20 mM Tris, 17.4 mM asetat, H3BO,4 (184mM), ZnSO,
(76.5mM), MnCl, (25.5 mM), FeSO4 (17.9 mM), CoCI2 (6.77 mM), (NH4)sM07024
(0.88 mM), CuSO4 (6.29 mM), ve Na,EDTA (148 mM) seklindedir.

Hiicreler gec log faza kadar biiyiitiildii, sonra santrifiijle hasat edildi ve baslangic
yogunlugu 2x106 hiicre/ml’ye gelecek sekilde 3 farkli kosullu (azot azligi: standart
kosul ve standart kosulun %25 ve %0’1) TAP besiyeriyle sulandirildi. Biitiin kiiltiirler
25°C ve 100 umol m-2 s-1 sartlarinda 200 rpm’de karistirilarak siirdiiriildi. Biiytimiis
kiiltiirler 5000 rpm 15 dakikada santrifiijle besiyerinden ayrildiktan sonra, tuzlardan
aridirilmak i¢in distile suyla iki kez yikandi, sonra pelletler sivi nitrojen igeren
havanlarda doviildii ve toz 6rnekler sonraki analizler i¢in -80°C’de saklandi.

Sekil 3.1. C. reinhardtii hiicrelerinin standart TAP besiyerinde 7 giin boyunca kiiltiire
edilmesi.
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3.2. RNA lzolasyonu ve Tek Zincirli cDNA Sentezi

Total RNA TRIzol reaktifi kullanilarak hazirlandi (Ambion, ABD). ~100 mg
stvi nitrojenle dondurulmus mikroalg biyokiitlesine 1 ml TRIzol eklenerek 5 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda 0.2 ml kloroform eklenerek tiip 15 saniye nazikce karistirildi
ve oda sicakliginda 3 dk inkiibe edildi. Ornek 12000 x g’de 15 dk 4°C’de santrifiij
edildi. RNA iceren ~400 pl renksiz iist faz, yeni RNase’siz bir tiipe aktarildi ve ayni
miktarda %70 etanol tizerine eklendi ve vorteksle karistirildi. Total RNA TRIzol
ekstraktinin sivi fazindan PureLink RNA Mini (Invitrogen, ABD) kitiyle, iireticisinin
tavsiyelerine uygun olarak pirifiye edildi. RNA &rnekleri 2 iinite DNase I'le 1 saat
37°C’de 6n muamele edildi, sonrasinda, enzim, 65°C’de 2 mM EDTA eklenilerek
inaktive edildi. DNA’dan arindirilmis bu RNA 6rnekleri tek zincirli cDNA sentezi i¢in
kullanildi. Tek zincirli ¢cDNA, Maxima First Strand ¢cDNA Synthesis (Thermo
Scientific, ABD) Kiti’yle iiretici tavsiyelerine uygun olarak sentezlendi. Asagida
bahsedildigi gibi tek zincirli ¢cDNA ornekleri, tam uzunluktaki Pckl geninin
amplifikasyonu i¢in yapilan PZR reaksiyonlarinda kullanildi.

3.3. C. reinhardtii Pckl Geni Varyantlarimin Amplifikasyonu

Tek zincirli cDNA o6rnekleri, PZR’yle (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) CrPckl
(C. reinhardtii Pckl) geninin varyantlarinin tiim kodlama bdlgesinin, gen spesifik
primer ciftleriyle amplifiye edilmesinde kullanildi: PCKaF1/R1, PCKbF1/R1 (Cizelge
3.1) PZR reaksiyonu 50 pl’lik final hacim igeriginde; 1x PZR reaksiyon tamponu, 0.2
umol her primer’den, 0.2 mM dNTP, 1 M Betain, 0.01 U Q5 DNA polimeraz ve (NEB,
ABD) 200 ng cDNA kullanilarak, 98°C baslangi¢ denatiirasyonu, 35 dongiide 98 °C
denatiirasyon 10 sn, 54 °C baglanma periyodu 20 sn ve 72 °C uzama periyodu 1 dk, ve
son uzama 72°C 2 dk programiyla gerceklestirildi. CrPckl ORF’si (kodlama bolgesi)
pJet 1.2 vektoriine (Thermo Scientific) klonlandi ve Macrogen firmasina gonderilerek
sekanslamast yaptirildi.

Cizelge 3.1. Pckl varyantlarimin amplifikasyonu ve klonlanmasinda kullanilan
primerler.

Primer dizileri

PCKlaF1 5- ATGCAGTTCGTCCTGGACTCC -3

PCKlaR1 5-CTTACTGCGTCTTGAAGGCGC -3'

PCK1bF1 5’-ATGGCACTCCTTTCATCACGTTC-3’

PCK1laR1 5’-CTTACTGCGTCTTGAAGGCGC-3’

pETPCK1laFl | 5- GATCACCATATGCAGTTCGTCCTGGAC -3'
pETPCK1aR1 | 5- ACTGTCCTCGAGCTTACTGCGTCTTG -3'

pPETPCK1bF1 | 5°- GATCACCATATGGCACTCCTTTCATCACGTTC-3’
pETPCK1aR1 | 5’-ACTGTCCTCGAGCTTACTGCGTCTTGAAGGCGCCGC-3’

11
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3.4. Rekombinant His6 Etikteli C. reinhardtii PCK1 Proteininin Olusturulmasi

pPET-28a(+)-Pckl protein ekspresyon plazmidini olusturmak maksadiyla 6zel
olarak dizayn edilmis ileri ve geri primerler kullanildi: pETPCKI1aF1/R1 ve
pETPCKI1bFI1/R1 (Cizelge 3.1) Cizelgede koyu olarak isaretlenmis niikleotid bazlari ile
Ndel ve Xhol restriksiyon enzimlerinin kesim bolgeleri belirtildi. Amplifikasyondan
sonra PZR iirlinli, DNA Clean and Concentrator Kit’le (Zymo Research, ABD)
saflastirildi. Konsantre edilmis PZR {iriinii ve pET-28a(+) vektorli Fast Digest(FD) Ndel
ve FD Xhol tarafindan 37°C’de 10 dakikada kesildi ve sonrasinda FD Ndel ve FD Xhol
65°C’de 5 dakikada inaktive edildi. Kesilmis PZR iiriinii ve pET-28a(+) vektort, jelden
geri kazamim icin %1 lik agaroz jele yiiklendi ve 130 V’da 1 saat elektroforezle
yuritildd.

Ger1 kazanim igin treticisinin tavsiyelerine uygun olarak Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit (Zymo Research, ABD) kullanildi. Sonra pET28a(+) vektort,
CrPckl geniyle ligasyona ugratildi. Ligasyon reaksiyonu 2 pl pET28a(+) vektorii, 1 pl
CrPckl geni, 10 pl 2x Ligasyon Tamponu ve 1 ul Quick Ligase (NEB, ABD) 20
dakikada oda sicakliginda gerceklestirildi. Hemen sonra ligasyon iiriinii plasmid, sicak
soku metodu kullanilarak, E. coli DHS5a susuna transforme edildi. Bu metoda gore,
ligasyon tirtinii, DH50 kompotent hiicrelerinin iizerine eklendi ve buzda 5 dakika inkiibe
edildi. Sonrasinda karisim 42°C’de su banyosunda 50 saniye bekletildi ve hemen buza
aktarilarak 5 dakika buzda bekletildi. Ornege, 400 ul LB Besiyeri eklendi ve 37°C’de
225 rpm’de 1 saat inkiibe edildi. Sonucta elde edilen kiiltiirden 50 pl alinarak 50pg/ml
kanamisin igeren LB plakaya yayma yapildi ve 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Yaklagik
16 saat sonra plakalardan koloniler segildi ve 50pg/ml kanamisin iceren 3 ml LB
besiyerine ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Plazmidler, DH5a’dan, Zyppy
Plasmid Miniprep Kitiyle (Zymo Resaearch, ABD), iireticinin tavsiyelerine uygun
olarak saflastirildi. DHSa’dan piirifiye edilen plazmidler, recombinant CrPCKl1
proteinini eksprese etmek igin, E. coli BL21(DE3) susu kompetent hiicrelerine
(Novagen) tekrar transforme edildi. pET-28a(+)-Pckl transforme edilmis, E. coli
BL21(DE3) susu kiiltiirii 50 pg/ml kanamisin igeren 200 ml LB besiyerinde 37°C’de
OD600 ~0,6 olana kadar biiyiitiildii. rCrPCK1 ekspresyonu i¢gin, rekombinant protein 1
mM isopropyl-b-D-thiogalactoside (IPTG) varligi veya yoklugunda 37°C’de 3 saat
boyunca indiiklendi. Sonrasinda, hiicreler 4°C’de 5000 x g’de 15 dakika santrifiijle
hasat edildi ve sivi nitrojen igeren havanda doviildii. Toz haline gelmis 6rnek, buzda
sogutulmus ekstrasyon tamponuyla (10 mM Tris-Cl (pH 8.0), 300 mM Sukroz, 200 mM
KCl, 3 mM EDTA, 25 mM DTT, 5% (v/v) gliserol, 1 mM PMSF) sulandirildi, 15 000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve 0.45 pM membranl filtreden ge¢irildi.

Rekombinant PCKI1 proteini, nikel yiiklenmis, immobilize metal afinite
kromotografisi kolonuyla (HisPur Ni-NTA resin, Thermo Fisher Scientific, ABD)
direticinin talimatlarina uygun olarak, siipernatant fraksiyonundan piirifiye edildi.
Rekombinant CrPCK1, Ph7.4 250 Mm imidazolle ayristirildi. Fraksiyonlar yiiksek
PCKI1 aktivitesi gosterebilmesi i¢in, Centricon YM-30 santrifiijal konsantre ediciyle, 50
mm HEPES/KOH, pH 7.5, igerisinde 20% (v/v) gliserol, 1 mm EDTA, 5 mm MgCl2, 2
mm DTT, 1 mM PMSF tamponunda birlestirildi, tuzlar1 giderildi ve konsantre edildi ve
-20°C’de kullanilana kadar saklandi.
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3.5. SDS-PAGE ve immunoblotlama

SDS-PAGE %10 akrilamid jellerde uygulandi ve sonrasinda jeller coomassie
blue boyasiyla boyandi. Immunoblot analizi igin, %10 akrilamid jelde 6rneklerin
yiirlitiilmesinden sonra, jel 25 mM Tris base/150 mM Glisin, pH 8.3, transfer tamponu
kullanilarak 100 V’da 1 saat polivinil diflorid membranlara blotlandi. Membranlar ilk
olarak, I-Block reaktifli TBS’le (Tris Tamponlanmis Salin) oda sicakliginda 1 saat
blokland1 ve I-Block reaktifli TBS’e eklenmis His6.Tag monoklonal antikorla
(Novagen, ABD), oda sicakliginda 1 saatte isaretlendi. 10 dakika’lik 3 yikamadan
sonra, membranlar, goat anti-mouse 1gG H&L (HRP)’yle (Abcam, ABD) 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi, devaminda TBS’le 10 dakikalik 5 yikama yapildi ve son
olarak, kemiluminesans tespit, ECL western-blotting reaktifleriyle (Amersham
Biosciences) uygulandi. Fotograflar GeneGnome XRQ Chemiluminescence
goriintiileme sistemi (Syngene, ABD) kullanilarak ¢ekildi.

3.6. PCK1 Enzim Aktivite Olciimleri

PCKI1 enzim aktivite ol¢iimleri daha dnceden olusturulmus bir protokole gore
yapild1 (Osorio vd. 2013, 2014). 150-200 mg siv1 nitrojenle dondurulmus C. reinhardtii
ya da E. coli hiicrelerinin 6rnekleri, buzda sogutulmus ekstraksiyon tamponunda
homojenize edildi. PCK1 igin ekstraksiyon tamponunun igerigi; 10 mM Tris-Cl (pH
8.0), 300 mM Sukroz, 200 mM KCI, 3 mM EDTA, 25 mM DTT, 5% (v/v) gliserol, 1
mM PMSF’den, olusmaktadir. Enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak, Assp’ta
25°C’de belli araliklarla saptanan degisikliklerle oOlgilildii. PCK1 o6l¢iim karisiminin
icerigi; 100 mM Hepes-KOH (pH 6.8), 100 mM KCI, 0.14 mM NADH, 25 mM DTT, 6
mM MnCl,, 6 mM PEP, 1 mM ADP, 90 mM NaHCO3, 6 U/ml MDH’den olugmaktadir.
Bir enzim aktivite tinitesi, 25°C’de dakikada olusan 1 pmol enzimin olusturdugu iiriin
hesaplanarak belirlenmistir. C6ziilebilir protein konsantrasyonu, Bradford reaktifi (Bio-
Rad, ABD) kullanilarak belirlenmistir.

3.7. C. reinhardtii Hiicrelerinin Farkh Yetistirme Kosullarinda Biiyiitiilmesi

PCK1 enzim aktivitesi yiiksek ve diisiik CO, ve NH," oranlarinda yetistirilen C.
reinhardtii hiicrelerinde ol¢iilmiistiir. Hiicreler, % 2-5 CO, ve havada yetistirilen ve
7.5, 1.9 ve 0 mM NH, “de yetistirilenler olarak gruplandirilip bu gruplar kendi iglerinde
karsilastirilmastir.

3.8. KPZR‘yle Gen Anlatimimin Hesaplanmasi

Izole edilen RNA’larin miktar1 BioDrop spektrofotometre kullanilarak olgiildii.
Izole edilen RNA’lardan 3pg alinarak Maxima first strand cDNA sentez Kiti (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak, tretici firmanm onerdigi protokolle cDNA sentezlendi.
c¢DNA o&rnekleri reaksiyona ozel olarak dizayn edilen primerlerle kantitatif PZR (kPZR)
yapilarak Light Cycler 96 (Roche, isvigre) cihazinda analiz edildi.
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Cizelge 3.2. Pckl varyantlarinin kPZR analizleri igin kullanilan primerler.

Ileri Primer Geri Primer

Pckla | 5-GTCCTCCGTCCATTTTG 5-CACCACACGCTTGTCCT
ACC -3' TAG -3'

Pcklb | 5’-ATGGCACTCCTTTCATCAC 5-CACCACACGCTTGTCCT

GTC-3’

TAG -3

14
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. C. reinhardtii Pckl Genininin Varyantlarimin Amplifikasyonu ve Klonlanmasi

En son yayinlanmis C. reinhardtii genomik verilerine dayanarak CrPckl1 geninin
NCBI veri tabaninda bulundugu teyit edildi. Pckl geninin kesim varyantlarinin,
niikleotid dizisi verileri (mRNA dizisi) NCBI veri tabaninda XM 001694911 ve
XM 001694912 kayit numaralariyla mevcuttur. Bu dizilere dayanarak, Pckl kesim
varyantlarinin kodlama bdlgelerini C. reinhardtii cDNA’sindan amplifiye etmek lizere
primerler dizayn edildi. RNA izolasyonu ve tek zincirli cDNA sentezi Materyal ve
Metod’da belirtilen sekilde uygulandi. CrPckl geninin a ve b varyantlariin PZR
amplifikasyonu Sekil 4.1°de gosterilmistir. Sekilden de goriilebilecegi gibi beklenen
boyuttaki: 1,83 ve 1,68 kb PZR iirlinleri amplifiye edildi. Elde edilen gen varyantlarinin
pJetl.2 vektoriine klonlanarak sekanslatilmasi sonucu dogru bolgelerin amplifiye
edildigi kesinlestirildi.

529kb 5,29 kb
pET vektor pET vektor

1,68 kb . 183kb

PCKla PCK1b

Sekil 4.1. C. reinhardtii cDNA’sindan CrPckl geninin varyantlarinin PZR
amplifikasyonu.
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4.2. pET-28a(+)-Pckl Plazmidinin Olusturulmasi ve Heterolog Ekspresyonu

CrPckl geni varyantlarinin fonksiyonel bir enzimi kodladigini deneysel olarak
kanitlamak amaciyla, genin varyantlarinin ORF’leri E. coli ekspresyon vektorii pET-28a
(+)’ya (Sekil 4.2) klonland1 ve ekspresyon susu BL21(DE3)’e transforme edildi. pET-
28a(+)-Pckla ve pET-28a(+)-Pcklb plazmidlerinin, baglanma bdlgeleri olan Ndel ve
Xhol enzimleriyle kesilmesiyle plazmidlerin dogru sekilde kuruldugu gosterildi.
Rekombinant CrPCKla ve CrPCKl1b, BL21(DE3) kompetent hiicresinde, fazladan 20
N-bakiyeli terminal uzamayla (Histidin etiketi), flizyon proteini olarak eksprese edildi.
Beklenen protein boyutlart Western Blot ve SDS-PAGE analizleriyle gosterildi.
rCrPCK1b proteinin IPTG indiiklemesi sonucu ekspresyonundaki artis gosterildi,
negatif kontrol kullamlarak E. coli’de heterelog ekspresyon gergeklestirildigi kesin
olarak gosterildi (Sekil 4.4, Sekil 4.5). Biiytikliikleri sirayla, 67,4 kDa ve 61,8 kDa olan
PCK1b ve PCKla proteinlerinin arasindaki, fonksiyonel agidan 6nemli olabilecek boyut
farki goriildii (Sekil 4.5).

GxHis HindIII {173)
/ EcoRI (192)
| (T7tag (gene 10 leader)
—— [BxHis
— —__ Xbal (335)

- promoter|

g _ I ]
Z _—on |0 | &
y ‘_}--E-’-Q-—;E. .y a
L= inator |,
<1 xerm ac g,

pET-28a+

Sekil 4.2. pET-28a(+) plazmid vektdriiniin haritasi (Snapgene).
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«— 1,83kb

1,68kb —
PCK1b

PCK1a

Sekil 4.3. pET-28a(+)-CrPckla ve pET-28a(+)-CrPcklb’nin Ndel ve Xhol restriksiyon
enzimleriyle kesimi.

4.3. Rekombinant Hisg Etikteli C. reinhardtii PCK1 Proteininin Saflastirilmasi

Rekombinant PCK1b proteinin, nikel yiiklenmis, immobilize metal afinite
kromotografisi kolonuyla (HisPur Ni-NTA resin, Thermo Fisher Scientific, ABD)
slipernatant fraksiyonundan etkili sekilde pirifiye edilmesiyle, proteinin yliksek
derecede ¢oziilebilir oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4, Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. rCrPCK1b proteininin SDS-PAGE (Coomassie Blue’yla boyanmis) analizleri.
A) C- Transforme edilmemis E. coli protein ekstrakti (negatif kontrol).
-IPTG: Transforme edilmis E. coli protein ekstrakti, IPTG eklenmemis.
+IPTG: Transforme edilmis E. coli protein ekstrakti, IPTG eklenmis.
B) Ayristirma fraksiyonlari; HisPur Ni-NTA resin kolonundan ayristirilmaya
devam edilmis CrPCK1 protein fraksiyonlari. M- Onceden renklendirilmis
protein standartt (NEB, ABD).
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Sekil 4.5. E. coli BL21(DE3) susundan eksprese ve pirifiye edilmis CrPCKI1
rekombinant proteinin immunoblot analizi.
A) 1. Transforme edilmemis E. coli protein ekstrakti (negatif kontrol),
2. Transforme edilmis E. coli protein ckstrakti, IPTG eklenmis,
3. Transforme edilmis E. coli protein ekstrakti, IPTG eklenmemis.
B) HisPur Ni-NTA resin kolonundan piirifiye edilmis PCKI proteini.
M — Markir (Protein standart1). C) Sirayla, rCrPCKla ve rCrPCK1lb
proteinleri.

Optimal sartlarda dlciildiigiinde, PCK1b spesifik aktivitesi, transforme edilmis
hiicre ekstraktlarinda, negatif kontrol hiicre ekstraktlarindakine gore 5.22 kat daha fazla
bulundu. Bu sonuglar gostermektedir ki C. reinhardtii rekombinant PCK1b proteini E.
coli’de tamamiyle aktif olarak tretilmistir ve 20 bakiyeli N-terminal uzamanin aktivite
tizerinde zararli bir etkisi yoktur. Ayrica piirifiye edilmis PCK1b proteinin de aktivitesi
Olctlilmiistiir. Bu sonuglar, piirifiye edilmis PCK1 proteininin yiiksek spesifik aktiviteye
sahip oldugunu teyit etmistir. Biitiin bu bilgiler gostermistir ki CrPcklb geni, C.
reinhardtii hiicrelerinde, fonksiyonel ve enzimatik olarak aktiftir ve C. reinhardtii
hiicrelerinde muhtemel yag artis1 saglanmasi amaciyla gen susturulmasi i¢in uygun bir
adaydir.
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4.4. Farkh Kosullarda Biiyiitiilen C. reinhardtii’lerde PCK1 Aktivitesi

Farkli sartlar altinda biyiitilen C. reinhardtii’lerin PCK1 aktivite Olgimleri.
Sonuglar Cizelge 4.1’de sunulmustur. Cizelge 4.1’den de goriilebilecegi gibi PCK1’in
spesifik aktivitesi kiigiik farkliliklar gostermesine ragmen, PCK1’in total aktivitesi, TAP
besiyerinde artan NH,4 konsantrasyonlariyla beraber 6nemli derecede artis géstermistir
ve azalan NH,4 konsantrasyonlariyla beraber total enzimatik aktiviteler azalmistir; bu
durum yag iceriginin artistyla iligkilidir. NH4 azliginda biyiitilen C. reinhardtii
hiicreleri yiiksek yag icerigi acisindan karsilastirilabilirdir, bu bilgiler gostermektedir ki
CrPckl’in susturulmasi C. reinhardtii hiicrelerinde yag igerigini artirabilir. Ayrica CO»
seviyesindeki artisin enzim aktivitesinde gosterdigi pozitif etki, PCK1’in fotosentetik
enzim fonksiyonu olabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.2°de goriilebilecegi tizere Pckla ve Pcklb kesim varyantlarinin enzim
aktivitelerinin birbirine ¢ok yakin olusu bu iki enzimin dizi farkliliginin sadece
Pcklb’deki olast organel yonlendirici sinyal dizisinden dolayr kaynaklandigini
gostermektedir.

Cizelge 4.1. Farkli CO, ve NH,4" oranlarinda biiyiitiilen C. reinhardtii’lerin PCK1 enzim

aktiviteleri.
NH,CI Protein Total  enzim | Enzim aktivitesi | Enzim
konsantrasyonu | konsantrasyonu | aktivitesi (U/mg ¢oziilebilir | aktivitesi,
TAP-medium | (mg/ml) V) protein) (Ulg
(mM) yas agirlik)
75 5.07 1.09 0.21 4.36
1.9 1.49 0.21 0.14 0.84
0 1.10 0.072 0.068 0.29
Hava (~0,036% COy)
75 6.72 1.88 0.28 7.52
2-5% (viv) CO;
75 8.64 341 0.39 13.64
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Cizelge 4.2. Farkli CO, ve NH;" oranlarinda biiyiitiilen C. reinhardtii’lerin PCK1 enzim

aktiviteleri.
E. coli Protein Total enzim | Enzim aktivitesi,
konsantrasyonu, | aktivitesi, (U/mg ¢oziilebilir
(mg/ml x10?) | (U x10? protein x102
Negatif 5,8 57 9,8
Kontrol
PCKla 6,5 948 145,8
PCK1b 2,1 277 131,9
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5.SONUC

Mikroalgler ¢ok ¢esitli mikroorganizmalardir ve foto-oksidatif stres ya da diger
olumsuz ¢evre kosullar1 altinda biiyliik miktarlarda TAG iiretebilirler. TAG sentez
yolaklari, molekiiler biyoloji yontemleri kullanmilarak alglerde heniiz yeterince
aydinlatilmamistir. TAG biyosentez yolaklari, hiicresel stres durumlarinda, karbon ve
enerjinin depolanmasi i¢in merkezi konumda bulunmaktadir. Alglerin fotosentetik
etkinligi ve biiylime potansiyelinin sayesinde, 1 hektar alandan, giinliik olarak, yaklagik
200 varil algal yag elde edilmesi miimkiindiir. Fakat bu yagin izolasyonu ve
dontistiiriilmesi agamalarindaki maliyet artislarindan dolayi, algal yag {iretiminin daha
fazla artirilmasi gerekmektedir.

Yesil alg C. reinhardtii, fotosentetik organizmalar i¢in kullanigh bir modeldir ve
bircok fizyolojik silire¢ arastirmast ic¢in kullanilmigtir. Son donemlerde bir ¢ok
molekiiler  teknolojinin,  ¢ekirdek, organel transformasyonu, RNAi  gibi,
Chlamydomonas’ta uygulanabilirligi gortilmiistiir. Bu 06zellikler Chlamydomonas’
TAG biyosenteziyle iliskili yolaklarin arastirilmasit igin idel algal organizma
yapmaktadir.

C4 fotosentez metabolik yolaklari, bitkilerde, yiiksek oranlarda karbon dioksit
baglanmasi icin esastir. Fotosentez sistemlerinin arastirilmasi, sadece mahsul iiretimi
icin degil ayn1 zamanda yliksek yag icerikli bitkilerin tiretilmesi i¢in de dnemlidir. Ne
varki C4 vyolagt enzimlerinin alglerde, molekiiler anlamda yeterli derecede
arastirtlmadigr goriilmistiir. PEPC genlerinin C. reinhardtii’de arastirilmasi bu alanda
yapilan ilk c¢alismalardandir (Mamedov vd 2005). Bu alandaki ¢alismalarin
yetersizliginden dolayi, C4 metabolizmasmnin, model organizma genlerinin C.
reinhardtii’de ¢cok onemlidir. PEPC, PPDK ve PEPCK, C4 siklusunun ana enzimleridir.
PEPCK, enziminin, alglerde TAG sentezi i¢in 6nemli olan piriivati reaksiyona sokarak,
TAG depolanmasin1 olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir. PEPCK enziminin,
aktivitesinin diislirilmesiyle beraber, alglerdeki TAG oraninin artacagi tahmin
edilmektedir.

Yapilan bu ¢alismada Pckla ve Pcklb’nin E. coli’ye klonlama ve enzim
aktivasyonu olgiimii ve kPZR ¢alismalariyla, her iki enzim varyantinin oldukga aktif
oldugu gosterilmistir. Ayrica western blot ve SDS-PAGE yontemleriyle de beklenen
protein boyutlar1 ve her iki protein arasindaki boyut farki goézlemlenmistir. C.
reinhardtii’de farkli NH;" ve CO, oranlarinda PCK1’in gésterdigi degisimler enzimin
fotosentetik yOniiniin olabilecegini ve yag artisiyla negatif yonde iliskisi oldugunu
gostermistir.  Ayrica kPZR  sonuglarinda  goriildiigii  iizere ortamdaki CO;
konsantrasyonunun azalmasiyla her iki varyantinda ekspresyonunun azalmasi, bu iki
varyantin da organizmadaki karbon akisiyla iliskili oldugunu géstermektedir.

PCK1b varyantinin PCK1a’dan farkli olarak baslangi¢ bolgesinde bulundurdugu
bdlgeninin, bir organel prekiirsorii oldugu tahmin edilmekle beraber, hangi oranele ait
oldugu kesin olarak anlasilamamistir. Bu durumda daha once diatomlarda ortaya
cikarilmis olan iki ihtimal ortaya ¢ikmaktadir: PCKI1b varyantt mitokondiride
glukoneogenez siklusunda ya da kloroplastta bitkilerde bulunandan farkli bir C4
siklusunda gorev yapiyor olabilir (Yang vd 2016, Cabello-Pasini vd 2001). Her iki
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durumda sitoplazmda bulunan PCKla varyanti i¢in tek ihtimal, C4 siklusunun ilk
asamasin1 PEPC1 enzimiyle ortak gerceklestiriyor olmasidir (Sekil 5.1).

CO,/HCO;"
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Sekil 5.1. Alglerde bulunan muhtemel C4 siklusu (Siiltemeyer 1998).

Tiim bu incelemeler neticesinde Pckl geninin tek basina veya diger fotosentetik
enzim genleriyle beraber, alglerde susuturulmasinin, yag oranini biiyiik oranda artirarak
endiistriyel olarak dnemli bir alg susu olusturulmasini saglayabilecegi anlagilmistir.
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