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OZET

YESIL MIKROALG CHLAMYDOMONAS REINHARDTII’DE PIRUVAT,
ORTOFOSFAT DIKINAZ (PPDK) KODLAYAN IKi GENIN iZOLASYONU,
KLONLAMASI VE EKSPRESYON ANALIZI

Fadime DEMIREL
Doktora Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Mart 2023; 80 sayfa

Giiniimiizde mikroalgler yenilenebilir enerji, ilag, gida ve kozmetik
endistrilerindeki genis uygulama alanlar1 nedeniyle diinya c¢apinda biiyiik ilgi
gormektedir. Yesil alg Chlamydomonas reinhardtii, fotosentetik hiicrenin kullanigh bir
modelidir ve bir dizi fizyolojik siirecin aragtirilmasi igin yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Son zamanlarda, C. reinhardtii’ ye niikleer ve organel transformasyon
(niikleer, kloroplast ve mitokondriyal) sistemleri, RNA etkilesimi, CRISPR vb. dahil
olmak tizere birgok molekiiler teknoloji uygulanmistir. Bu nitelikler, C. reinhardtii’ yi
mikroalglerde lipit birikimini artirmak amaciyla C. reinhardtii’ nin genetik ve metabolik
mithendisligini gerceklestirmek i¢in ideal bir alg organizmasi yapmaktadir. Su anda
mikroalglerde yag birikimini kontrol eden molekiiler mekanizmalar hakkinda ¢ok az
bilgi mevcuttur. C4 fotosentez metabolik yollart (C4 metabolik yolu ile CO:2
fiksasyonu) bitkilerde yiiksek oranda karbondioksit fiksasyonu i¢in gereklidir. Alglerin
yiiksek biyokiitle birikimi i¢in yiiksek fotosentez oranlari 6énemlidir. Bununla birlikte
sagirtict bir sekilde, C. reinhardtii’ deki fosfoenolpiruvat karboksilaz genlerinin
molekiiler karakterizasyonuna odaklanan c¢abalar disinda, C4 yolu enzimleri ve
diizenleyici faktorleri herhangi bir yesil algde molekiiler seviyede incelenmemistir.

Bu ¢alismada, yesil mikroalg C. reinhardtii’ den iki Piruvat, ortofosfat dikinaz
(PPDK) geni ilk kez izole edilerek klonlanmis ve farkli biiyiime kosullarinda
ekspresyon analizi yapilmistir. Iki PPDK geninin C. reinhardtii> de fonksiyonel aktif
PPDK enzimlerini kodladigini ve her iki genin de C- ve N-yanit veren genler oldugunu
ve bilyime sirasinda [CO2] veya [NHs*]" deki degisikliklerle yukari/asagi regiile
edildigini gosterdik. PPDK1 ve PPDK2’ nin ve diger PPDK’ lerin sayisinin filogenetik
analizi, li¢ genel grupta bir kiimelenme ortaya ¢ikardi: (i) CrPPDK2, CrPPDKI1 ve
VcPPDK’ nin (Volvox carteri, C. reinhardtii ile yakindan iligkili) uzak tiyeler oldugu
tipik vaskiiler bitki enzimleri; ii) bakteriyel ve iii) protozoal PPDK"’ ler. CrPPDK2, bitki
PPDK’ leri ile daha fazla benzerlik gosterirken, CrPPDK1 ise, VcPPDK ile daha fazla
benzerlik gostermektedir. Bitki ve alg PPDK proteinleri, bakterilerden ¢ok bazi
protozoa ile yakindan iligkilidir. Kolektif bulgular, 6karyotik alglerde PPDKI1 ve
PPDK2 genleri ve karsilik gelen PPDK enzimleri hakkinda temel molekiiler bilgiler
saglamaktadir. Bu calismalar, alg biyokiitlesini artirma ve yag agisindan zengin algler
tiretmek icin alg hiicrelerinde protein depolamaya karsi yag depolama seviyelerini
degistirmeye yonelik uygulamalar iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olacaktir.
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ABSTRACT

ISOLATION, CLONING AND EXPRESSION ANALYSIS OF TWO GENES
ENCODING PYRUVATE, ORTHOPHOSPHATE DIKINASE (PPDK) IN THE
GREEN MICROALGAE CHLAMYDOMONAS REINHARDTII

Fadime DEMIREL
PhD Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV

March 2023; 80 pages

Recently, microalgae have attracted significant interest around the world due to
their wide range of different applications in renewable energy, pharmaceutical, food and
cosmetic industries. The green algae Chlamydomonas reinhardtii is a useful model of a
photosynthetic cell and has been intensively used for studies of a number of
physiological processes. Recently, several molecular technologies including nuclear and
organellar transformation (nuclear, chloroplast and mitochondrial) systems, RNA
interference, CRISPR etc. have been applied to C. reinhardtii. These attributes make C.
reinhardtii an ideal algal organism to perform genetic and metabolic engineering of C.
reinhardtii to increase oil accumulation in microalgae. At the moment a little
information is available for molecular mechanisms that control oil accumulation in
microalgae. C4 photosynthesis metabolic pathways (CO: fixation by C4 metabolic
pathway) are essential for high rates of carbon dioxide fixation in plants. High rates of
photosynthesis are important for high biomass accumulation of algae. However,
surprisingly C4 pathway enzymes and its regulatory factors have not been studied at the
molecular level in any green algae, except the efforts which were focused on the
molecular characterization of phosphoenolpyruvate carboxylase genes in C. reinhardtii.

In this study, two Pyruvate, orthophosphate dikinase (PPDK) genes from green
microalga C. reinhardtii were isolated and cloned for the first time and performed
expression analysis at different growth conditions. We demonstrate that two PPDK
genes encode functional active PPDK enzymes in C. reinhardtii and both genes are C-
and N-responsive genes and up-/down-regulated by changes in [CO2] or [NH4*] during
growth. Phylogenetic analysis of PPDK1 and PPDK2 and number of other PPDKs
revealed a clustering into three general groupings: (i) the typical vascular-plant
enzymes, of which CrPPDK2, CrPPDK1 and VcPPDK (Volvox carteri, closely
related C. reinhardtii) are distant members; ii) bacterial and iii) protozoal PPDKSs.
CrPPDK2 shows more similarity with plant PPDKs, while CrPPDK1 has more
similarity with VcPPDK. Notably, plant and algal PPDK proteins are more closely
related to some protozoa than to bacteria. Collective findings provide key molecular
insight into the PPDK1 and PPDK2 genes and corresponding PPDK enzymes in the
eukaryotic algae. These studies will have a significant impact on applications for
increasing algae biomass and altering oil storage levels versus protein storage in algae
cells to produce oil-rich algae.
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ONSOZ

Bu tez calismasinda ilk defa C. reinhardtii PPD2 geni C. reinhardtii’den
klonlanmigtir. Model organizma C. reinhardtii’deki PPDK genlerinin HS besiyerinde
NH4" ve CO; konsantrasyonundaki degisiklikler altindaki ekspresyonlari arastirilmustir.
Ayrica C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerinin biyoinformatik analizleri de
gergeklestirilerek fonksiyonlar1 arastirilmistir. CRISPR/Cas9 RNP sistemi kullanilarak
C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genleri knockout edilerek C. reinhardtii’de lipit ve
biyokiitle artis1 amaglanmistir. Ancak CRISPR/Cas9 RNP sistemi biitlin
optimizasyonlara ragmen basari ile sonu¢landirilamamistir. Hedeflenen genler herhangi
bir fenotip goOstermedigi i¢in mutantlarin belirlenemedigi diisiiniilmektedir. Ayrica
karsilagilan sorunlara ve denenen yontemlere tezde yer verilmistir. Bu nedenle bu
arastirmanin  C. reinhardtii CRISPR/Cas9 RNP sistemini kullanmak isteyen
arastirmacilara yardimci olacagi ortadadir.

Her seyden once beni elimden tutup ilk sinifima gotiiren ve beni sonuna kadar
okutacagina dair kendine s6z veren anneme, bu konuda anneme sonuna kadar destek
olana babama ve bana onlarin en muhtesem hediyesi olan kiz kardesime tesekkiirii bir
borg¢ bilirim.

Bana bu konuyu ¢alisma firsat1 veren, tez ¢alismam boyunca bilgi ve deneyimi
ile bana destek olan danigsman hocam Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV’a (Akdeniz
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi), bana kattig1 bilgi, deneyim ve her tiirlii yardimi igin
sevgili hocam Dr. Ogr. Uyesi Miinevver AKSOY’a (Akdeniz Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi), akademik hayatim boyunca bana yol gdsteren, arastirmact kimligi
kazanmami saglayan ve Ogrencilerini kendi evlatlarindan ayirmayan c¢ok kiymetli
hocam Prof. Dr. Irfan TURHAN’a (Akdeniz Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi)
tesekkiir ederim.

Doktora tez savunmasi igin jiiri iiyesi olarak katilan degerli hocalarim Prof. Dr.
Yasar KARAKURT (Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi) ve
Dog. Dr. Muhammet TONGUC’a (Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi) teze olan katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim. YOK 100/2000 Doktora
bursiyeri olarak doktora egitimimde beni dort y1l boyunca destekleyen YOK e ve basari
burs (TUBITAK 2211-A) imkanlari ile bu destegi ikiye katlayan TUBITAK ’a tesekkiir
ederim.

Calismalarim boyunca ayni laboratuvar paylastigimiz hem ekip arkadasim hem
de sevgili kardesim Merve ILGIN BUYUKSINDIR a, tez ¢alismamda bana yardimci
olan, teorik ve pratik bilgilerini benimle paylasan Fatma AKCAKALE KABA ve Ars.
Gor. Adem KABA’ya (Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi) diger ekip
arkadaglarima, yine her tiirlii destekleri i¢in ayni oday1 paylastigimiz lisansiistli 6grenci
arkadaslarima ve kiymetli dostlarrm Ayse TORUN BASOGLU, Emirhan CIHAN ve
Muhammet Ali BUYUKSINDIR’a tesekkiir ederim. Ayrica lisansiistii egitimim ve
O0gretimim boyunca bana inanan, giivenen ve laboratuvar imkanlarini benden
esirgemeyen biitlin boliim hocalarima da tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

uL  :mikrolitre

bp : baz ¢ifti

dk : dakika
: gram
G : Gravite (donme hiz1)
kb : kilobaz
M : molar
mg  : miligram

mL »mililitre

mM  : milimolar

ng : nanogram
nm  :nanometre
°C : santigrat

rpm : dakikadaki devir sayisi
sn > saniye

V :volt

Tezde ondalik ayiract olarak virgiil (,) kullanilmastir.

Kisaltmalar

AMT4 : Amonyum ve metilammonyum transport geni 4
aph7 : Aminoglycoside phosphotransferase

CAH1 : Karbonik anhidraz 1

CBLP : Chlamydomonas B-subunit-like polypeptide



cDNA
CRISPR
ddH>0
DNA
DNase
EDTA
IPTG
kDa
LB
MRNA
NCBI
NEB
NH4*
oD
ORF
PCR
pl/Mw
RNA
RNP
RNase
RT-PCR
sgRNA
TAE
TAP

gPCR

: Komplementer Deoksiriboniikleik Asit

: Clustered Regularly interspaced Short Palindromic Repeats
: Double distile su

: Deoksiriboniikleik Asit

: Deoksiriboniikleaz

: Etilendiamin Tetra Asetik Asit

: isopropyl-b-D-thiogalactoside

: Kilo Dalton

: Luria-Bertani

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: National Center for Biotechnology Information
: New England Biolabs

: Amonyum

: Optik dansitesi

: Open Reading Frame

: Polymerase Chain Reaction/ Polimer Zincir Reaksiyonu
: Izoelektrik noktas1 / Molekiiler agirlik

: Ribontikleik Asit

: Riboniikleoprotein

- Riboniikleaz

: Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: single-chain guide RNA

- Tris-Asetik Asit-EDTA

: Tris Asetat Fosfat

- Kantitatif Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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GIRIS F. DEMIREL

1. GIRIS

I¢inde yasadigimiz yiizy1l boyunca biitiin alanlarda enerjiye duyulan ihtiyac her
gecen giin artmaktadir. Enerji ihtiyacim1 karsilamak ic¢in kullanilan fosil yakitlarin
ekolojik ve ¢evresel yonden verdigi zararlarin yani sira bu enerji kaynagina baglilik da
tilkeler arasi anlagmazliklara kadar uzanan sorunlar c¢ikarmaktadir. Ayrica fosil
yakitlarin smirli olmasi tilkeleri ve ozelikle arastirmacilart alternatif ve yenilenebilir
enerji arayiglarina yonlendirmistir. Yenilenebilir enerji kaynaklar1 giines, riizgar,
biyokiitle, jeotermal, hidroelektrik, hidrojen ve dalga enerjisi olarak kabul edilmektedir.
Ozellikle gida ve tarim atiklari biyokiitle enerjisi olarak biyoetanol, biyodizel,
biyohidrojen gibi yenilenebilir yakitlara doniistiiriilerek uzun zamandir kullanilmaktir.
Ancak, kiiresel niifus yaklasik 80 milyon/yil olarak artmaktadir ve 2050 yilina kadar 9
milyar1 asmas1 beklenmektedir. Bu durum %50 daha fazla yakit (Paramati vd. 2022),
%50 daha fazla tatli su ve %70 daha fazla gida (OECD 2022) gerektirerek diinya
capindaki enerji talebini radikal bir sekilde artiracaktir. Benzer sekilde Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin raporunda, 2050 yilinda insanlarin besin ihtiyacinin
karsilanabilmesi i¢in gida gereksiniminin %70 artacagi, kiiresel su gereksiniminin %55
artacagi ve diinya niifusunun %40’1inin su sorunu yasayacagi vurgulanmaktadir (Arisoy
ve Yiicel 2020). Yapilan arastirmalarda biitiin diinyanin 6niimiizdeki siireglerde stratejik
Ooneme sahip su, enerji ve gida ihtiyaclarmin giderilmesi konusunda sorunlar ile
karsilagacag agik olarak bildirilmektedir. Ayrica, COz2 kiiresel 1sinmaya neden olan ana
sera gazidir ve atmosferdeki artan emisyonlar1 kaginilmaz olarak yikict gevresel
sonuglart tetikleyecek ve kiiresel sagligi, yasami ve ekonomiyi etkileyecektir. Bu
nedenle, kiiresel CO2 emisyonlarmin 2050 yilina kadar %50 oraninda azaltilmasi
gerekmektedir. Tiim bu gerekgelerden dolayi, gida ve su talepleriyle rekabet etmeyen
CO2 nétr yenilenebilir yakitlarin gelisimini hizlandirmak ¢ok énemlidir (Ozgiir 2022).

Son zamanlarda, yenilenebilir enerji kaynagi mikroalg biyokiitlesinden elde
edilen organik maddelerden olusmaktadir. Mikroalgler, biinyelerinde enerji degeri
yiiksek bilesikleri depolamasi ve giines enerjisini kimyasal enerjiye ¢eviren fotosentez
islemi aracihigr ile CO2’yi kullanarak oksijen iiretmesi nedeniyle yenilenebilir enerji
iiretimi alaninda gozde kaynaklar olarak diisiiniilmektedir. Alg kiiltiirliniin yararlar1 ve
potansiyelleri ile ilgili diinya capinda birgok iiniversite ve arastirma enstitlisiinde
yiiriitiilen arastirma ve bilimsel ¢aligmalar, alglerin gelecekteki kiiresel enerji ithtiyacim
stirdiiriilebilir ve uygun maliyetli bir sekilde saglayabilecegini kanitlamigtir.

Mikroalgler, genis ekolojiye sahip cesitli Okaryotik organizmalardan biridir.
Atmosferdeki CO>’i organik sekere cevirerek insanlar dahil birgok heterotrof canliya
besin saglarlar ve ayrica kiiresel karbon dongilistine aktif olarak katilmaktadirlar.
Mikroalgler, iki entegre siiregte meydana gelen oksijenli fotosentez gerceklestirirler.
Bunlar fotokimyasal 151k reaksiyonu ve Calvin Benson Bassham (CBB) dongiisii olarak
bilinmektedir. Fotokimyasal 1s1k reaksiyonlari elektronlari sudan ¢ikarmak ve
indirgeyici esdeger (NADPH) tliretmek i¢in gilines enerjisini kullanmaktadir.

Fotosentez islemi sirasinda, triasilgliserol gibi polar olmayan lipitler mikroalg
hiicrelerinde depolanmaktadir (Sasso vd.). Bu lipitlerin {iretiminin mikroalg hiicrelerine
enerji depolama islevi gordiigii yaygin olarak kabul edilmistir. Trans esterlestirme
islemi yoluyla triagilgliseroller, biyodizelin 6nemli ve ¢ok yonlii bir bigimi ve {iretimi
icin mihenk tas1 olan yag asidi metil esterlerine kolayca doniistiiriilebilirler.
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Fotosentez ayrica kloroplastik ATP sentez yoluyla ATP iiretmek i¢in kullanilan
bir proton gradyani da iiretir. Uretilen kimyasal enerjiler (NADPH ve ATP) daha sonra
CBB dongiisii yoluyla CO2 asimilasyonunu yiiriitmek icin kullanilir. Bu nedenle,
fotosentezin kiiresel ¢iktilari, bir hiicredeki ana metabolik ara maddeleri olusturan trioz
fosfat gliseraldehit 3-fosfat, NADPH ve ATP’den olusmaktadir. Bu ii¢ bilesik, bir
hiicredeki tiim aktiviteleri, yani hiicre boliinmesini, biiyiimesini ve biyokiitle birikimini
desteklemek i¢in gereklidir. Mikroalgler bu nedenle giines enerjisini, H2O ve CO2’i
organik {iriinlere doniistiiren yenilenebilir hiicre fabrikalaridir. Ug¢ ana fotosentetik
tirtiniin (C, ATP ve NADPH) verimli {iretimi, yonetimi ve boliinmesi, yalnizca saglikli
bir alg kiiltliriinii siirdiirmek i¢in degil, aym1 zamanda kiiresel gida, yakit ve yakit
talebini karsilamak i¢in alg biyokiitlesinin siirdiiriilebilir tiretiminin anahtaridir.

Birgok arastirmaci, mikroalglerden iiretilen biyodizelin {igiincii nesil
biyoyakitlar oldugunu diisiinmektedir. Mikroalgler, birinci ve ikinci nesil biyoyakitlarin
sinirlamalarinin iistesinden gelmek icin siirdiiriilebilir bir yenilenebilir enerji kaynagi
olabilir. Mikroalgler tiim yi1l boyunca lipit liretme yetenegine sahiptir. Mikroalglerin
lipit verimliligi, geleneksel mahsullere kiyasla ¢ok daha yiiksektir (Baliga ve Powers
2010). %20 ile %50 arasinda degisen mikroalglerin lipit oran1 diger rakiplerine gore
daha fazladir. Bazi mikroalgler, biyodizel iiretimi i¢in alan bazinda geleneksel
mahsullere gore 15-300 kat daha fazla lipit igerigine sahiptir. Mikroalg lipitinden
biyodizel olusturulmasi toksik degildir ve biiyiik 6l¢iide biyolojik olarak parcalanabilir
(Abd Ellatif Mohamed 2018). Mikroalgler tatli su, deniz suyu, atik su veya tarima
elverigli olmayan topraklarda yetisirler ve ayrica hemen hemen her yerde
yetistirilebilirler (Slade ve Bauen 2013). Bu nedenle, ormansizlasma gibi minimum
cevresel etkiye sahip olmanin yami sira mikroalgler, yakita karst gida g¢atismasinm
Onleyebilecek alternatif bir yakit hammaddesidir (Sawaengsak vd. 2014). Giines,
jeotermal, riizgar, gelgit enerjisi gibi diger yenilenebilir enerji kaynaklar ile
karsilastirildiginda mikroalgler daha kontrollii ve kararhidir. Alg kiltiirii, temiz su ve
toprak gibi zorunlu higbir kullanim olmaksizin daha biiyiikk miktarlarda biyodizel
iretme potansiyeline sahiptir. Ancak mikroalglerdeki TAG biyosentez yollar1 heniiz
molekiiler biyoloji kullanilarak kapsamli bir sekilde tasarlanmamistir. En iyi bilinen; bu
sentez sirasinda mikroalgler, hiicre stresine yanit olarak karbon ve enerjinin
depolanmasi konusunda 6nemli bir role sahip olmalaridir.

Nitrojenin  kontrolsiiz hiicre i¢i varligi proteinler, DNA, lipitler ve
karbonhidratlar dahil olmak {izere ¢ogu biyomolekiille negatif etkilesime girdigi i¢in
onemli toksik etki ortaya ¢ikarmaktadir. Cogu organizma, bu stresin ortaya koydugu
oksidatif zorluga yenik diismektedir. Bununla birlikte, bazi canlilarin bu zorlugu
gecersiz kilmak icin ince ayarli molekiiler stratejiler gelistirdikleri bilinmektedir.
Metabolik olarak yeniden programlama, enzimatik detoksifikasyon, enzimatik olmayan
reaksiyonlar ve genetik manipiilasyon nitrojenik stresin dogasinda var olan tehlikeleri
engellemek igin bagvurulan stratejilerden bazilaridir (Alhasawi vd. 2019). Nitrojen
toksisitesine direngli baz1 mikroorganizmalar antimikrobiyaller tiretmek, katma degerli
metabolitler iretmek ve tarimsal verimi artirmak igin ¢ok sayida biyoteknolojik firsatlar
sunmaktadir. Bu nedenle, ¢ok cesitli uygulamalar igin tasarlanmis biyoteknolojik
yontemlere uyarlanabilirler.

C. reinhardtii’de bulundugu tahmin edilen C4 benzeri fotosentez ve piriivat
sistemi heniiz tam olarak karakterize edilememistir. C. reinhardtii’de lipit ve
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biyokiitlenin arttirllmasi i¢in metabolik yolak {izerinde hangi genlerde degisiklik
yapilmast gerektigi tam olarak bilinmemektedir. PPDK geninin kodladig1 proteinler,
trikarboksilik asit (TCA) dongiisline giren karbon akisini kontrol etmek i¢in gereklidir
ve lipit sentezi ile rekabet halinde substratlarin karbon béliinmesinde ¢ok 6nemli bir rol
oynamaktadir. PPDK enzimi musir gibi C4 bitkilerinin mezofil kloroplastlarindaki
piruvattan fosfoenolpiruvat (PEP) rejenerasyonundan sorumludur. PPDK enzimini
kodlayan genin susturulmasi ile hiicredeki piruvat PEP’e doniistiiriilemeyecek ve daha
fazla piruvat lipit sentezinin Oncii elemani olan asetil-CoA’ya doniistiiriilecektir.
Dolayist ile hiicrede sentezlenen lipit ve biyokiitle miktarinin artmasi beklenmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, C. reinhardtii PPD2 geninin C. reinhardtii CC
125 mt(+)’den klonlanmasi, karakterizasyonu ve ekspresyon analizleri ilk defa
tanimlanmustir. (C. reinhardtii PPD1; daha 6nce ayni laboratuvarda klonlanmustir).
Mikroalg kiiltiirleri farkli NH4", hava ve yiiksek CO2 (~%5) kosullar1 altinda
yetistirilmis ve bu kosullar altinda C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerin
ekspresyonlar1 belirlenmistir. Ekspresyon analizleri RT-PCR ile molekiiler diizeyde
gRT-PCR ile de kantitatif olarak tespit edilmistir. Ayrica yapilan biyoinformatik
analizler yardimi ile bu genlerin C4 metabolizmasindaki fonksiyonu tahmin edilmeye
calisilmigtir. CRISPR/Cas9 RNP yontemi ile mutant suslar elde edilerek lipit ve
biyokiitle igeriginin arttirtlmasi bu tez projesinin temel amacini kapsamaktadir. Ancak
C. reinhardtii hiicrelerinde bu sistemi ¢alistirmanin zorluklar1 ve C. reinhardtii PPDK
genlerinin  herhangi bir fenotip gostermemesi nedeniyle mutant suslar elde
edilememistir.  Dolayis1 ile lipit ve biyokiitle artislar1 i¢in  analizler
gerceklestirilememistir. Ancak yine de CRISPR/Cas9 RNP yontemi tez igerisinde
detayl1 bir sekilde anlatilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Diinya niifusunun siirekli bir artis igerisinde olmasi, artan sera gazi emisyonlari,
ilerleyen teknoloji ve insanlarin daha kaliteli yasam istegi alternatif ve cevre dostu
yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullanilmasini zorunlu hale getirmistir. Her gegen giin
artan yakit ihtiyacimiz ile biyoyakit kullanimi bunlarin en basinda gelmektedir. Petrol
rezervlerinin hizla tilkenmesi, artan petrol fiyatlar1 ve fosil yakit kullanimimin cevre
tizerindeki olumsuz etkileri gibi sebeplerden dolay:1 aragtirmacilar, alternatif biyoyakit
arayisina girmislerdir. Son zamanlarda, Ozellikle ulasim endiistrisinde biyodizel,
biyoetanol ve jet yakiti gibi sivi biyoyakit kullanimina ilgi oldukg¢a artmistir.

Biyoyakitlar kullanilan hammaddenin cinsine ve iiretim teknolojisine gore
smiflandirilmaktadir. Nigasta fermentasyonu (seker pancari, seker kamisi, bugday, arpa
vb) ve yagl tohum bitkilerinin (soya, ay¢igegi, kolza vb.) ve hayvansal yaglar veya atik
yaglarin transesterifikasyonu yoluyla iiretilen biyoyakitlar birinci nesil biyoyakaitlar,
lignoseliilozik maddelerden (saman, odun, kavuz, kepek vb) elde edilenler ikinci nesil
biyoyakitlar ve mikroalglerden iiretilen biyodizel, biyoetanol, biyohidrojen vb. yakitlar
ise tgiincii nesil biyoyakitlar olarak siniflandirilmaktadir (Behera vd. 2015; Leong vd.
2018; Chowdhury ve Loganathan 2019). Birinci ve ikinci nesil biyoyakitlar gida
giivenligi, kiiresel gida pazarlari, su kithg1 ve ormanlar {izerindeki olumsuz etkileri
nedeniyle bir¢ok arastirmanin konusu olmustur.

Petrol Thra¢ Eden Ulkeler Orgiitii (OPEC)’ne gore, 2040 yilna kadar diinya
akaryakit talebi giinde 109,4 milyon varile ulasmasi beklenmektedir (OPEC 2016).
Bunun sonucunda ise, dizel yakit talebinin giinde 5,7 milyon varil daha fazla olmasi
tahmin edilmektedir.

Biyodizel

Biyodizel; dizel motorlar igin alternatif bir yakittir. Baslica avantajlari,
yenilenebilir enerji kaynaklarindan elde edilebilen yakitlardan biri olmasi, ayrica toksik
olmamas1 ve biyolojik olarak pargalanabilir olmasidir. Diger bir deyisle biyodizel
terimi, yag asidi esterlerinin belirli kosullar altinda metanol veya etanol gibi basit
alkollerle reaksiyona girmesiyle elde edilen mono alkil esterlerini ifade etmektedir
(Aktas vd. 2020).

Biyodizel, genellikle B100 olarak adlandirilan sivi bir yakittir veya saf,
harmanlanmamis formunda saf biyodizeldir. Petrol dizeli gibi, biyodizel de sikistirma
ateslemeli motorlara yakit saglamak icin kullanilmaktadir. Ayrica dizel motoru
tasariminda  herhangi  bir  degisiklik gerektirmeden saf biyodizel olarak
kullanilabilmektedir. Biyodizel yag icermez; ancak saf veya herhangi bir yag bazli
motorine her oranda karistirilarak yakit olarak tercih edilebilmektedir. Ornegin %20
biyodizel ve %80 dizel yakit iceren bir karigim B20 olarak adlandirilmaktadir.

Alternatif yakitlarla ilgili aragtirmalar, II Diinya Savasi’ndan sonraki yillarda
biiyiikk olgiide hareketsiz kalirken 1970’lerdeki enerji krizleri bu konuya olan ilgiyi
yeniden canlandirmistir (Knothe ve Razon 2017).
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Biyodizelin baglangicta “karbon-notr” oldugu varsayilirken, hammaddeyi
bliyiitmek i¢in gereken tarimsal girdiler ve arazi kullanimi gibi nedenlerden dolayi,
genellikle biyodizel kullaniminin aslinda petrodizel kullanilmasindan daha fazla sera
gazi emisyonuna yol agabilecegi anlamina gelmektedir (Manik ve Halog 2013). Artan
tarimin, gilibre akigindan kaynaklanan nitrifikasyon nedeniyle su yollar1 iizerinde de
olumsuz etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle, biyodizelin yerel ¢evre igin petrodizelden
belirgin avantajlari olmasina ragmen, kiiresel ¢evre iizerindeki etkisi daha az belirgindir.

Biyodizel ekonomisi, petrodizel ile rekabet edebilmek icin genellikle, vergi
indirimleri veya diger diizenlemeler seklindeki tesviklere bagimli hale getirmistir. Bu
nedenle, biyodizelin teknik ve ekonomik olarak rekabetci olabilecegi diger potansiyel
uygulamalar1 arastirmak her zaman ilgi ¢ekici olmustur. Hem is hem de c¢evre
profillerini 1iyilestirmek igin petrol disi hammadde bilesenlerinden baska {iriinlerin
gelistirilmesi de kritik 6neme sahip olacaktir. Biyodizel endiistrisinin karsilastigi ticari
zorluklar, birgogu 6nemli sermaye girdileri gerektirdiginden bircok avantajina ragmen
yenilik¢i yeni liretim teknolojilerinin yavas benimsenmesine yol agmistir. Bu nedenle,
biyodizel yaygin olarak benimsenen bir alternatif yakit haline gelse de daha yaygin
olarak kullanilmasini engelleyebilecek bir¢ok zorluk barindirmaktadir.

Biyodizel genellikle kolza tohumu, soya fasulyesi, hardal, keten, misir, aygicegi,
pamuk, hurma yagi, kenevir ve palm gibi yag bitkileri, atik bitkisel ve hayvansal yaglar,
bazi yag iceren camur atiklar1 ve mikroalgler gibi cok cesitli hammadde kaynaklarindan
tiretilebilmektedir. Biyodizel iiretiminde hammadde kaynagi olarak kullanilan yag
cesitleri oldukca onemlidir. Cilinkii kullanilan yagdaki yag asitlerinin tiirleri ve oranlari
iiretilen biyodizelin yakit kalitesini gostermektedir. Cizelge 2.1°de mikroalglerin diger
hammaddeler ile lipit igerigi, lipit verimi gibi parametreler ile karsilastiriimasi
verilmistir. Yaglh tohum bitkilerine kiyasla lipit verimi diisiikk lipit igerige sahip
mikroalglerde bile oldukga yiiksek oldugu goériilmektedir (Zhang vd. 2022)

Cizelge 2.1. Mikroalglerin diger hammaddelerle karsilastiriimasi

Bitkiler/Algler Lipit Lipit verimi Kullanim alam (m? yilkg ~ Biyodizel verimi
icerigi (%) (L/ha-yil) biyodizel) (kg/ha yil)

Misir 44 172 66 152
Kendir 33 363 31 321
Soya fasulyesi 18 636 18 562
Hint fistig1 28 741 15 656
Kanola 41 974 12 862
Ketencik 42 915 12 809
Aycicegi 40 1,070 11 946
Palm 36 5,366 2 4,747
Mikroalg (disiik 30 58,700 0.2 51,927
lipit icerigi)
Mikroalg (orta 50 97,800 0.1 86,515
lipit icerigi)
Mikroalg (yiiksek 70 126,900 0.1 121,104
lipit icerigi)
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2.2. Mikroalgler

Mikroalgler, tatli sularda, deniz suyunda veya atik sular gibi ¢ok farkli
habitatlarda yasayabilen tek hiicreli, fotoototrofik mikroskobik organizmalardir. Cesitli
cevre kosullarinda 50.000’den fazla prokaryotik ve Okaryotik tek hiicreli
mikroorganizma tanimlanmistir. Akarsular, nehirler, goller, okyanuslar gibi su alanlari
ve karasal alanlar da dahil olmak iizere ¢ok genis ekosistemlerde gelisebilmektedir.
Siyanobakteriler prokaryotik mikroalglerden (Cyanophyta) olusurken, &karyotik
mikroalgler arasinda ise Bacillariophyta (diyatomlar), Cryptophyta (altin algler),
Rhodophyta (kirmizi algler), Xanthophyta (sari/yesil algler) ve Chlorophyta (yesil
algler) bulunmaktadir (Hemaiswarya vd. 2013). Dogadaki karbon dongiisiiniin 6nemli
bir pargasi olan bu organizmalar, su ve topraktaki karbon kaynagini verimli bir sekilde
kullanabilirler. Mikroalglerin CO2 emisyonunu azaltma ve yiiksek verimlilikle lipit
tiretme yetenekleri birgok arastirma tarafindan kanitlanmistir (Zhang vd. 2022). Ayrica
mikroalg yetistiriciliginde, atik su kaynaklarindan besin olarak fosfor ve azot
kullanilabilir. Bu nedenle, mikroalgler atik sularin biyolojik iyilestirmesi i¢in de ek
avantaj saglayabilirler. Biyokiitleleri hem ticari hem de endiistriyel kullanim igin yiiksek
potansiyele sahip ¢ok sayida biyoaktif madde igermektedir. Mikroalgler, gida/yem,
kozmetik, alternatif enerji endistrileri, proteinler, lipitler, karbonhidratlar, boyalar ve
vitaminler gibi ¢esitli hiicresel metabolitler iiretebilmektedir (Dgbowski vd. 2020)

Fizyolojik olarak mikroalgler aerobik fotosentetik organizmalardir, dolayisiyla
cogu klorofil ve diger fotosentetik pigmentleri igermektedir. Mikroalgler en yaygin
olarak su ortamlarinda bulunmaktadir. Cogunlukla diger organizmalar i¢in besin
kaynag1 olarak hizmet eden ve organik maddelerin birincil tireticileri veya onemli bir
oksijen kaynagi olan ve sudaki besin zincirinin temelini olusturan fitoplankton olarak
bulunurlar. Fotosentetik organizmalar olarak mikroalgler, karasal bitkiler tarafindan
tiretilenlere benzer sekilde organik karbon bilesikleri tireticileridir (Rinanti 2016).

Mikroalg hiicreleri, okaryotik hiicre organellerinin yani sira, gruplar halinde
diizenlenmis nisasta graniilleri, yag damlaciklar1 ve vakuoller de igerir (Graham ve
Wilcox 2000). Her mikroalg hiicresi, bitkilerde bulunanlar gibi serit veya disk seklinde
olabilen bir veya daha fazla kloroplast igermektedir. Kloroplast matrisi icinde tilakoid
ad1 verilen diiz vezikiiller bir yap1 bulunmaktadir. Tilakoid zari, fotosentezin
fotokimyasal reaksiyon bolgeleri olarak klorofil ve diger tamamlayici pigmentleri
icermektedir. Ayrica arastirmalar mikroalglerin {i¢ tip fotosentetik pigmente sahip
oldugunu da goéstermektedir; bunlar kloroplastta bulunan klorofiller, karotenoidler ve
fikobilinler. Klorofil a, b, ¢, d ve e olarak adlandirilan ve tiimii yesil renkte olan bes tiir
klorofil vardir. Tiim mikroalgler klorofil a icermektedir. Diger bir arastirmada,
karotenoidlerin karotenler ve ksantofiller olmak {iizere iki tip olan suda ¢dzlinmeyen
hidrokarbonlar oldugunu tanimlamigtir (Othman vd. 2010). Fikobilinler veya
biliproteinler, fikosiyanin ve fikoeritrin olmak {izere iki tiire ayrilan suda ¢oziiniir
protein  kompleksleridir. Mikroalglerin  kahverengimsi rengi, karotenlerin ve
ksantofillerin baskinlifindan kaynaklanirken, mikroalglerin kirmizimsi rengi, yliksek
oranda fikobilin igeriginden kaynaklanir (Rinanti 2016).

Mikroalgler agik sistemler (dogal goletler, kanal veya dairesel havuzlar ve
tanklar) ve kapali sistemler (tiibuler ve diiz-levha fotobiyoreaktorler) olmak iizere iki
farkli sekilde yetistirilebilirler. Agik sistemler, fotobiyoreaktorlerle karsilastirildiginda
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inga edilmesi daha ucuz, dlgeklenmesi daha basit ve c¢aligtirilmasi daha kolay oldugu
icin uygun maliyetli olarak kabul edilir. Diger bir avantaji da serbest giines 1s181
enerjisidir. Ancak, acik sistemlerin diisiik biyokiitle iretkenligi, yiiksek hasat
maliyetleri, yliksek su buharlagma oranlar1 ve diger algler, bakteriler, mantarlar, viriisler
ve protozoa tiirleri ile yliksek kontaminasyon riski gibi bircok dezavantaji da
icermektedir. Ayrica, atmosferik CO, acgik havuzlarda mikroalgerin genellikle
tiretkenlik gereksinimlerini kargilamaz bu nedenle havalandirma gereklidir. Hava
kosullar1 ve mevsimsel degisimler gibi ¢evresel faktorler iizerinde kontrol eksikligi
mikroalg tretkenligi etkilemektedir (Hossain ve Mahlia 2019). Bu nedenle, agik
sistemlerde mikroalg yetistiriciligi i¢in yer se¢imi ¢ok dnemlidir ve arazi maliyetlerinin
yani sira giines radyasyonu ve yerel sicakliklar gibi parametreler de dikkate alinmalidir.
Mikroalg yetistiriciligi i¢in en uygun yerler, yil boyunca yiiksek gilines 1sinimina sahip
tropikal bolgelerdeki kuru kiyr bolgeleridir. Kapali sistemlerde kiiltiirleme, agik
sistemlerdeki sinirlamalarinin  {istesinden gelebilir. Daha yiiksek derecede proses
kontrolii ve sonug olarak daha yiiksek iiretkenlik saglamaktadir. Kapali sistemler, ¢esitli
tasarimlar1 sayesinde biiyiik bircok yonliiliige sahiptir. Dolayisi ile giines 15181 dahil
cesitli 151k kombinasyonlar1 kaynak olarak kullanilabilir. Ayrica, daha iyi CO2 kullanimi
ve maksimum 11k verimi saglarlar (Hossain ve Mahlia 2019). Avantajlarina ragmen,
kapali sistemleri biiyiik Olcekli uygulamalar i¢in kullanmanin sermaye ve isletme
maliyetleri gibi 6nemli sinirlamalar1 vardir. Bunlarin enerji tiiketimi sistemleri 6nemli
bir endise kaynagidir (Pawar 2016).

Biyoyakit iiretimi i¢in mikroalglerin kullanim1 diger biyoyakit {iretim
kaynaklarina gore bir dizi avantaj sunduklar1 i¢in arastirmacilar, hiikiimet ve yerel ve
uluslararas1 girisimcilerden biiyiik ilgi gormektedir. Bu avantajlar basit hiicresel
boliinme dongiisiine sahip olmalari, CO2 yoluyla gilines enerjisini kimyasal enerjiye
donustiirebilmeleri, yiiksek biiylime hizi ve verimlilige sahip olmalar1 olarak
siralanabilmektedir. Mikroalgler biiyiimek icin ekilebilir araziye ihtiyag duymazlar ve
bu nedenle geleneksel gida mahsulleriyle (bugday, misir, seker pancart vb.) rekabet
etmezler. Karada bulunan yagl tohumlu bitkilerden en az 15-20 kat daha yiiksek yag
icerigine sahip hizli biyokiitle tiretimi gostermektedirler (Aratboni vd. 2019). Bununla
birlikte, mikroalg kullanmanin bir dezavantaji ise baz1 mikroalg biyokiitlesindeki diisiik
lipit igerigi, hasat sirasinda karsilasilan zorluklar gibi nedenlerle biyoyakit iiretiminin
yiiksek maliyetli olmasidir. Bu nedenle, mikroalg biyokiitlesini ve hiicrelerindeki lipit
icerigini arttirmak i¢in farkli yontemlerin gelistirilmesi, biyoyakit iiretmek i¢in
stirdiiriilebilir diisiik maliyetli bir siirecin gelismesine yol acacaktir.

Bir¢ok mikroalg tiirleri lipit agisindan zengindir. Mikroalglerin lipit fraksiyonu
esas olarak asilgliseroller, serbest yag asitleri ve karotenoidleri igeren nétr lipitlerden ve
cesitli fosfolipitler ve galaktolipitleri iceren polar lipitlerden olusmaktadir.
Botryococcus braunii, Nannochloropsis sp., Dunaliella primolecta, Chlorella sp. ve
Crypthecodinium cohnii gibi ¢esitli mikroalg tiirleri biiyiik miktarda hidrokarbon ve
lipit tretirler. Mikroalglerin yag asidi profili genellikle C16 ve C18 doymus ve
doymamis yag asitlerinin bir karistmiin yani sira birgok omega yag asidi de dahil
olmak tizere daha uzun karbon zinciri uzunluklariyla karakterize edilmektedir. Bir¢ok
mikroalgal tiiriin lipit igerigi belirlenmistir ve bu oran kuru biyokiitlenin %20 ila %50
(w /w)’sini temsil etmektedir. Ancak %1 ila %70 arasinda degisen baska degerler de
rapor edilmistir (Barkia vd. 2019). Genellikle ¢ogu mikroalg tiirii eksponansiyel
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bliylime fazinda polar lipitler agisindan zengindir ve stres kosullari altinda TAG
biriktirirler (Rodolfi vd. 2009). Lipit birikimi mikroalg tiirlerine baglhdir ve farkli lipit
tiplerinin sentezi; biiyiime fazi, besin varligi, tuzluluk, 1sik yogunlugu, sicaklik ve pH
gibi yetistirme kosullarindan biiyiikk Ol¢iide etkilenmektedir (Guschina ve Harwood
2006). Mikroalgler stres kosullari altinda metabolizmalarin1 degistirerek hiicrelerinde
yiiksek miktarlarda nétral lipit depolamaktadirlar (Griffiths ve Harrison 2009; Markou
ve Nerantzis 2013). Mikroalglerde lipit birikimini etkileyen azot (N) eksikligi (Yeh ve
Chang 2011; Li vd. 2014; Ordog vd. 2016; Aratboni vd. 2019; Hopkins vd. 2019; Mori
vd. 2020), fosfor stresi (Lin vd. 2018; Aratboni vd. 2019), sicaklik (Ordog vd. 2016),
yiiksek 1s1k yogunlugu (Kim vd. 2013; Aratboni vd. 2019), agir metaller (Kadar vd.
2012; Sibi vd. 2017; Sati vd. 2019), CO2 (Zhu vd. 2016b; Aratboni vd. 2019) ve tuz
(Zhu vd. 2016b; Hopkins vd. 2019; Mori vd. 2020) gibi stres kosullarinda bir¢ok
arastirma yapilmistir. Yapilan arastirmalar ozellikle N eksikligi kosulu altinda
Chlamydomonas’taki biyolojik siiregler incelenmis ve protein biyosentezi, trikarboksilik
(TCA) dongiisii ve fotosentez ile ilgili genlerin asag1 regiile edildigi ve TAG
biyosentezine dahil olan genlerin ise yukari regiile edildigi bildirilmistir (Miller vd.
2010; L. Zhu vd. 2016b; Aratboni vd. 2019).

Chlamydomonas reinhardtii

C. reinhardtii, bir milyar yil 6nce kara bitkilerinden ayrilan Chlorophyta
subesine ait tek hiicreli, iki kamgili, yaklagitk 10um uzunlugunda okaryotik ve
fotosentetik bir algdir. C. reinhardtii eseysiz olarak 8 saatte bir bdliinebilir ve yasam
dongiisiiniin  ¢cogu vejetatif haploid asamasindadir. Vejetatif hiicreler mitozla
boliinmektedir. Toplam boyutu ~120 Mb olan ve 17 kromozom igeren bir niikleer
genoma sahiptir. Sekil 2.1 C. reinhardtii’nin hiicre yapisini sematize etmektedir.

Mikroalg genom dizilerinin belirlenmis olmasi, genetik miihendisligi
teknolojisini biiyiik 6l¢iide kolaylastirmaktadir. Bugiine kadar Fragilariopsis cylindrus,
Pseudo-nitzschia, Thalassiosira rotula, Botryococcus braunii, Chlorella vulgaris,
Dunaliella salina, Galdieria sulphuraria gibi ¢esitli mikroalg tiirleri igin genom
dizileme projeleri tamamlanmistir. Ancak birgok arastirmada genellikle model
organizma olan tek hiicreli yesil alg C. reinhardtii kullanilmaktadir (Rochaix 1995;
Harris 2001; Grossman vd. 2007; Bonente vd. 2012). Bu organizmayla yapilan genetik
analizler 20. yiizyilin ortalarinda baslamis ve biyolojik siirecleri incelemek igin gelismis
molekiiler ve genomik teknolojilere doniigmiistiir.

Tek hiicreli fotosentetik flagellatlarin bir cinsi olan C. reinhardtii, kloroplast
bazli fotosentezin evrimi, 6karyotik kam¢inin yapisi ve islevi, kloroplast biyogenezi ve
hiicre dongiisii dahil olmak tizere ¢ok cesitli temel biyolojik siirecleri incelemek igin
model bir organizmadir. Ayn1 zamanda motilite ve 151k gibi uyaranlara olusturulan
yanitlar ve hiicreler arasi tanima ve iletisim gibi temel siire¢lerin incelenmesi i¢in de
tercih edilmektedir. C. reinhardtii’yi fotosentezi incelemek icin ideal yapan benzersiz
nitelikler, asetati metabolize ederek karanlikta heterotrofik olarak biiylime yetenegi ve
karanlikta biliylimenin ardindan kosullar aydinlatildiginda oksijenli fotosentez
gerceklestirme kapasitesini koruyan normal bir yesil kloroplasti siirdiirmesidir. Bu
ozellikler, fotosentetik aparatin islevinin ve biyogenezinin olumsuz etkilendigi bir dizi
mutantin izolasyonuna izin vermistir. Bu organizma basit yasam dongiisii, mutantlarin
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kolay izolasyonu ve molekiiler genetik ¢alismalar i¢in biiyiiyen bir dizi ara¢ ve teknik
sunmaktadir.
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Sekil 2.1. C. reinhardtii’nin hiicre yapis1 (Merchant vd. 2007)

Bir¢ok molekiiler teknoloji, Chlamydomonas arastirmalarmna da uygulanmustir.
Plazmit, kozmid ve bakteriyel yapay kromozom kitapliklari mevcuttur. Etiketli mutant
alelleri olusturmak ve tanimlamak icin yontemler gelistirilmistir. Gen fonksiyonu,
antisens veya RNA interferans (RNAI) kullanilarak spesifik gen aktivitelerinin
baskilanmasiyla degerlendirilebilir ve raportdr genler, gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde yer alan diizenleyici faktorleri ve dizileri tanimlamak i¢in
gelistirilmistir (Grossman vd. 2007). C. reinhardtii genomu ve transkriptomlarinin
incelenerek genlerin metabolik yollariin ve diizenleyici aglarmmin tanimlanmasi,
kloroplast biyogenezini, fotosentetik yapi-islev iligkilerini ve TAG biyosentezini
anlamamiz biiyiik dl¢lide kolaylastiracaktir.

2.4. Karbon Konsantrasyon Mekanizmasi

Birgok fotosentetik organizma (algler, diyatomlar, siyanobakteriler, C4 bitkiler
ve CAM vaskiiler bitkiler) fotosentezin anahtar enzimi olan ribuloz bisfosfat
karboksilaz/oksigenaz (rubisko) civarinda CO2’nin i¢ konsantrasyonunu artiran aktif bir
CO: konsantre etme mekanizmasina (CCM) sahiptir. Bu mekanizma, hiicrelerin
inorganik karbonu (Ci) hiicre i¢inde konsantre etmesine izin vererek, Rubisko’nun CO;
icin diisiik afinitesine ve diisiik segiciligine ragmen, Ci igin fotosentetik afinitenin
artmasina ve Ci’nin Rubisko’ya yakin bir yerde birikmesini saglamaktadir.

Ozellikle suda yasayan C. reinhardtii gibi su organizmalar1 da dahil olmak {izere
mikroorganizmalar fotosentetik karbon asimilasyonu igin degisken bir ¢oziinmiis Ci
kaynagi ile karsi karsiya kalmaktadir. Bu nedenle C. reinhardtii, smirlayict CO> ile
indiiklenebilir bir CCM’nin gelistirilmesini iceren cesitli tepkiler yoluyla degisen Ci
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kaynagina uyum saglama yetenegine sahiptir. CCM, kloroplast stromasinda yiiksek
konsantrasyonda bikarbonat biriktirmek i¢in muhtemelen hem hiicre zarinda hem de
kloroplast zarinda aktif olarak Ci transport etmektedir (Spalding 1998).

Prokaryotik ve okaryotik mikroalgler, kiiresel fotosentez ve karbon dongiisiiniin
onemli bir kismindan sorumludur. Mikroalgler tarafindan CO: fiksasyonu, giines
1s1gindaki enerjinin mikroalg hiicrelerinde CO2 ve H2O ile biyolojik bir enerji doniisiim
stireci olarak kabul edilmektedir. Mikroalgler, fotosentez yoluyla biyokiitleye C
sabitleyen, ekosistemdeki en onemli CO: sabitleyici olarak bilinmektedir. (Tsai vd.
2017). Mikroalgler ekosistemdeki atmosferde bulunan CO, baca gazi, alev gazi ve
egzoz gazi gibi endiistriyel gazlardan agiga ¢ikan CO2 ve ¢oziinebilir karbonatlar
(6rnegin NaHCO3 ve Na>CO3) formundaki sabit CO- gibi farkli C’leri biyokiitlelerinde
sabitleyebilirler (Tsai vd. 2017). Kuru agirlik hesaplamasina gore 100t alg biyokiitlesi
~183t CO’yi sabitleyebilmektedir (Chisti 2007). Chlamydomonas hiicreleri yiiksek
CO2’de gelistirildiginde (%1 v/v havadan daha yiiksek), harici Ci i¢in nispeten diisiik
bir afinite sergilerler. Bu nedenle, CCM indiikksiyonunun c¢evresel CO:2
konsantrasyonuna bagli oldugu diisiiniilmektedir (Giordano vd. 2005).

CO, fiksasyonu hiicredeki tiim reaksiyonlar ic¢in karbon iskeletleri
saglamaktadir. CO, mikroalglerin fotosentezi yoluyla protein, nisasta ve yag gibi
biyokiitleye doniistiiriiliir (Luo vd. 2021). Mikroalgler, tilakoid zarin etrafindaki CO2
seviyelerini yiikseltmek igin 6zel bir organel olan pirenoid kullanarak karbon
konsantrasyonunu gergeklestirirler (Prasad vd. 2021). Karbon konsantrasyon
mekanizmasi, daha yiiksek bir mikroalg biiylimesi i¢in bir giiclendirici gorevi goriir ve
bu nedenle biyokiitle tiretkenligi artirmak i¢in kullanilabilmektedir.

Mikroalgler tretici olduklar i¢in siirekli olarak fotosentez yapma yetenegine
sahiptirler. Fotosentez icin birincil gereksinimlerden biri atmosferik CO’dir.
Mikroalgler, genellikle cesitli karasal bitkilerle karsilastirildiginda nispeten yiiksek
fotosentetik etkinlikleriyle karakterize edilir ve atmosfere karbondioksit emisyonlarini
azaltmanin alternatif bir yolu olarak onerilmistir (Pedroni vd. 2001). Fotosentetik
organizmalar olarak, mikroalgler ortamdaki CO2’yi yakalamaya iyi uyum
saglamiglardir. Ortamdaki CO2’yi yakalamak igin biiyiiyen algler, karbondioksiti
uzaklastiracak ve onu biyokiitle seklinde tutacaktir.

Karbon yakalama teknolojisi olarak, mikroalg ile karbon fiksasyonu,
sanayilesme potansiyeline sahip birka¢ karbon nétr teknolojiden biri olarak karsimiza
cikmaktadir (Buck 2021). Mikroalg ile karbon fiksasyonu, CO; fiksasyonu i¢in giivenli,
ekonomik ve verimli bir yontemdir ve emisyon azaltimi i¢in biiyiik potansiyele sahiptir.
Ayrica mikroalgler diger karbon yakalama yontemleriyle karsilastirildiginda, mikroalg
ile karbon fiksasyonu mikroalglerin yiiksek fotosentez hizi, hizli biiyiime orani, hizl
uyumu ve diisiikk isletme maliyetleri dahil olmak {izere cesitli avantajlara sahiptir.
Mikroalgler, CO. yakalama ve kullanma entegrasyonu sayesinde dogrudan biyokiitle
yakitina dontstiiriilebilirler.  Mikroalg ile karbon fiksasyonu prosesi, sekonder
metabolitlerde Kirletici olusturmadiklar1 ig¢in ¢evre dostudur. CO2 konsantrasyonunun
artmasiyla mikroalglerin iireme yetenegi artmaktadir (Freer vd. 2021). Mikroalg
biyokiitlesinin yaklasik %350’si karbondur ve biliylimesi biiyilk miktarda CO:2
gerektirmektedir. Mikroalg ile karbon fiksasyonu, CO; azaltimi ve biyokiitle iiretimini
tesvik etmek gibi iki amaca birlikte hizmet etmektedir (Zeng vd. 2021).
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Birgok arastirma CO; konsantrasyonu, ortam bilesimi, sicaklik, pH, 1sik
yogunlugu vb. dahil olmak iizere mikroalgler tarafindan karbon fiksasyonunun
etkinligini etkileyen bircok faktoriin oldugunu gostermistir. Mikroalg kiiltiiriiniin
biiylimesi icin atmosferik CO2 konsantrasyonunun doyma noktas1t %2 ile %5 v/v
arasinda degismektedir, bu da bu doyma noktasinin iizerinde mikroalg hiicrelerinin
atmosferden ilave CO; absorbe etme kabiliyetine sahip olmadigi anlamina gelmektedir
(Kodama 1993). Kiiltiir ortam1 ise mikroalglerin bilylimesini saglamak i¢in yeterli besin
maddelerine sahip olmalidir. C, N, P ve S mikroalg hiicrelerinin 6nemli bilesenleridir.
Temel inorganik tuzlar arasinda Fe, Mg ve eser elementler bulunmaktadir.

Mikroalgler tarafindan CO. fiksasyonu, gilines 1s1gindaki mikroalg hiicrelerinde
CO2 ve H2O ile biyolojik bir enerji doniisiim siireci olarak kabul edilebilir. Enerji
dontisiimiiniin biyolojik i¢sel 6zelliklerinin incelenmesi, mikroalglerin yiiksek verimli
karbon fiksasyon mekanizmasini ortaya ¢ikarmaya yardimei olacaktir.

2.5. Piruvat, ortofosfat dikinaz

Enzimler katalizledigi tepkime tiirline ve mekanizmasina gore siniflandirilirken
her smif altinda substrat seciciligi gibi durumlar da goze alinarak alt siniflar
olusturulmaktadir. PPDK (2.7.9.1) enzim siniflandirmasinda transferazlar arasinda
bulunmaktadir  (Anonymous 1). Spesifik olarak, fosfor igeren gruplar
(fosfotransferazlar) eslestirilmis alicilarla (dikinazlar) transfer eden transferazlar
ailesine aittir.

PPDK enzimi C4 ve Crassulacean asit metabolizmasi (CAM) bitkilerinin
fotosentetik karbon metabolizmasinda gorevli anahtar bir enzimdir (Hatch ve Slack
1968; Kluge ve Osmond 1971). Bu enzim; ATP ve piruvatin AMP ve PEP’e geri
dontigiimlii fosforilasyonunu katalize etmektedir (Hatch 1987; Hanks ve Hunter 1995;
Imaizumi vd. 1997). Embden-Meyerhof-Parnas glikolizinde piruvat kinaz tarafindan
gerceklestirilen reaksiyonun tersine cevrilmesinden sorumlu olan glukoneogenez ve
fotosentezde gorev almaktadir. PPDK bitkilerde, fotosentetik bakterilerde, arkealar ve
yesil alglerde piruvatin PEP’e donilisiimiinii katalize etmekte ve fotosentez sirasinda
gergeklesen COz tutunum oranint  giiglendirmektedir. Dolayist ile piriivat
metabolizmasina ve karbon fiksasyonuna katilmaktadir.

PPDK, CO: fiksasyonunun etkinligini artirmak i¢in C4 yolunda kullanilmaktadir
(Ashton vd. 1990). Isigin ¢ok oldugu ortamlarda bitkilerde fotosentez hizi CO2 alim hiz1
ile sinirlidir. Bu, CO2’i mezofil hiicrelerinden kilif hiicrelerine tasimak igin bir dizi
kimyasal reaksiyon kullanilarak gelistirilebilir. PPDK, piriivatt oksaloasetat iiretmek
icin CO2 ile reaksiyona giren PEP’e doniistiirmektedir. Demet kilif hiicrelerinde CO-
salindiginda piriivat yeniden tretilir ve dongii devam etmektedir (Berg vd. 2012).

PPDK proteini biyokimyasal olarak tanimlanan fonksiyonel domainlere karsilik
gelen bagimsiz olarak katlanmis {ic domainden olusmaktadir. Bu domainler niikleotit
baglanma domaini, PEP/piruvat baglanma domaini ve merkez domain olarak
adlandirilmistir. U¢ domainden olusan bu monomer iki ayri reaksiyon merkezi
icermektedir. Merkezi domain iki aktif merkez arasinda hareket eden bir tasiyici histidin
kalintisina sahiptir. Enzim reaksiyonu, merkezi domaininin yiizeyinde bulunan bu
tastyici histidin kalintismin aracilik ettigi iic adimda gerceklesmektedir. ilk iki kismi
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reaksiyon niikleotit baglama domainde katalize edilirken iiglincii kismi reaksiyon,
PEP/piirivat domaini tizerinde bulunan bir aktif alanda katalize edilmektedir (Herzberg
vd. 1996; Nakanishi vd. 2005). Ozetle merkezi domainin aktif bolgeler arasindaki
hareketi ile enzim katalizlenmektedir.

PPDK, C3 bitkilerinde de bulunmasina ragmen bu bitkilerde dogrudan
fotosenteze katildigi diisiinlilmemektedir. Bununla birlikte, C3 bitkilerinde bulunan
PPDK yapist ve biyokimyasal ozellikleri bakimindan C4 bitkilerindekine oldukca
benzemektedir. Simdiye kadar incelenen C4 tiirlerinde, tek bir PPDK geni iki promotor
bolgeye sahiptir, bu da iki transkript ve dolayisiyla iki farkli proteinin olugmasina
olanak vermektedir (Parsley ve Hibberd 2006; Taylor vd. 2010; Astley vd. 2011) . Daha
uzun transkript, birinci ekzonun gerisindeki bir promotdr bolgeden ifade edilmektedir.
Bununla birlikte, daha uzun transkriptin ilk intronunda ikinci bir promotor bulunur ve
bu promotdr, sitozolik bir protein {ireten daha kisa bir transkripte yol agmaktadir. Uzun
transkriptteki 5°UTR, birinci ekzonun varligi ve ikinci ekzonun basindaki ii¢ eksik
kodon disinda transkriptler aynidir. C4 tiirlerinde sitozolik proteinin islevi heniiz
aciklanmamustir (Sheen 1991; Rosche ve Westhoff 1995). Sitosolik PPDK proteininin,
pirin¢g tohumlarinin nisasta ve yag asitlerine karbon akisinin diizenlenmesinde rol
oynadig1 6ne siirtilmistiir (Kang vd. 2005).

PPDK izoformlar1 bitkilerde ve bazi alglerde hem kloroplast hem de sitozolde
bulunmaktadir (Aoyagi ve Bassham 1984; Imaizumi vd. 1997; Parsley ve Hibberd
2006; Taylor vd. 2010). PPDK, niikleer DNA tarafindan kodlanmakta ve gen, iki
promotoriin  kontrolii altinda diger bir ifadeyle iki farkli baslatma bdlgesinden
kopyalanmaktadir. Daha biiyiikk olan transkript, bir gegis peptiti iceren kloroplastik
PPDK’y1 iiretirken daha kiigiik olan transkript ise sitozolik PPDK’y1 iiretmektedir.
Dolayis1 ile PPDK genleri, PPDK proteininin kloroplastik ve sitosolik formlari igin iki
farkli transkript ifade etmek iizere ikili bir promotdr sistemine sahiptir. Kloroplastik
PPDK’nin promotdr bolgesi uzun transkriptin 1. ekzon bolgesinde bulunurken sitozolik
PPDK’nin ise uzun transkriptin 1. intron bolgesinde bulunmaktadir.

Benzer sekilde PPDK yesil mikroalg olan C. reinhardtii hiicrelerinde PPDK iki
farkli izoforma sahiptir. Pytozome veri tabanina goére, C. reinhardtii’de bulunan PPDK
genleri; PPD1 ve PPD2 olarak adlandirilmaktadir. PPD2 genini kloroplastta oldugu
bilinirken PPD1’in ise sitozolde oldugu tahmin edilmektedir. Ancak bu genin C.
reinhardtii sitozoliindeki gorevi heniiz tam olarak tanimlanamamistir (Anonymous 2).

2.6. Mikroalglerde Genetik Diizenlemeler

Daha iyi lipit iiretkenligi elde etmek icin mikroalgleri genetik olarak modifiye
etmek alternatif bir yaklasimdir. Mikroalglerin genetik modifikasyonu igin
uygulanabilecek c¢esitli biyomiihendislik yontemleri vardir. Rastgele mutajenez,
CRISPR/Cas9 sistemi, transkripsiyon aktifleyici benzeri protein destekli niikleaz
(TALEN) (Bibikova vd. 2002; Mussolino vd. 2011) ve ¢inko parmak niikleaz (ZFN)
(Sizova vd. 2013), mikro RNA (miRNA) (De Riso vd. 2009; Yoon vd. 2012) kisa
interferans RNA (siRNA) (Rohr vd. 2004; Lv vd. 2013; Zhu vd. 2016a) ve HR
(Homologous Recombination, Homolog Rekombinasyon) (Nelson ve Lefebvre 1995;
Kilian vd. 2011) ya da NHEJ (Non-Homologous End Joining, Homolog Olmayan
Uglarin Birlesmesi) kullanimi genetik ekspresyonun aktivasyonuna ve baskilanmasina
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izin vermektedir. (Kang vd. 2017), bitkilerde lipit biyosentezinin anahtar regiilatorii
olarak bilinen AtWRI1 (AP2 type TF Wrinkled1 in Arabidopsis) genini arastirmislar ve
endiistriyel bir mikroalg olan Nannochloropsis salina’ya uygulamislardir. Lipit
metabolik genlerinin kantitatif gercek zamanli PCR (qQRT-PCR) ile analiz edildigi
promotor bolgelerde AW kutusunun varligini arastirarak AtWRII ile diizenlenen gen
adaylarin belirlemislerdir. AtWRI1 geninin asag regiile edilmis TAGL (triacylglycerol
lipase) ve DAGK (diacylglycerol kinase) ve yukar1 regile edilmis PPDK, LPL
(lysophospholipase), LPGAT1 (lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1) ve PDH
(dihydrolipoyllysine) ile NsAtWRI1 (AtWRI1 TF heterologously in N. Salina)
transformantlarinda lipit iiretiminde artis oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan diger bir calismada model organizmalara kiyasla daha fazla lipit tiretim
kapasitesine sahip olan Nannochloropsis gaditana ile bir arastirma yapilmistir (Ajjawi
vd. 2017). Lipit tretiminin varsayilan negatif diizenleyicileri olarak belirledikleri 20
transkripsiyon faktoriinlin CRISPR-Cas9 ters genetik yontemi ile insersiyonel
(yerlestirilebilir) mutasyonunu gergeklestirmiglerdir. Lipit birikiminin transkripsiyonel
bir regiilatoriinii (ZnCys) tanimlamak i¢in uygulanan yontem ile ZnCys ekspresyonunun
modiilasyonu gergeklesmis ve yabanil susa kiyasla susun lipit liretim verimliligi iki
katina g¢ikarilmustir. (Deng vd. 2014) gergeklestirdikleri bir ¢alismada, RNAi (RNA
interferans) teknigi ile Chlamydomonas fosfoenolpiruvat karboksilaz izoform 1
(CrPEPC1) geninin mRNA ekspresyonunu azaltmislardir. CrPEPC1 geninin mRNA
ekspresyonunun azalmasi sonucu TAG seviyesi %20 artarken, PEPC aktivitesi %39 ila
%350 oranlar arasinda azaltmistir. CrPEPC1 ekspresyonundaki azalma, asil-CoA:
diasilgliserol asiltransferaz gibi TAG biyosenteziyle iliskili genlerin ekspresyonunu
artirmigtir.

C. reinhardtii igin genetik arag gelistirme, 30 yili agkin siiredir gelismekte olan
bir arastirma alant olmustur ve ilgili inceleme makaleleri periyodik olarak
yaymlanmaktadir. CRISPR/Cas9, yesil algler dahil olmak iizere bir¢ok organizmada
gen diizenlemesini hizlandirmistir. Yiiksek 6zgiilliigi, etkinligi ve basitligi sayesinde,
genom icindeki bir hedef lokusta kesin genetik modifikasyonlara izin vererek, homolog
rekombinasyon yoluyla hizli gen knock-out veya knock-in yontemlerini miimkiin
kilmaktadir. CRISPR’1n kesfi 1987°de Ishino ve arkadaslariin E. coli’de 29 niikleotit
(nt) uzunlugundaki birbiriyle iliskisiz, tekrarlanmayan kisa dizilerin (aralayicilar-
spacers) bulundugunu gosterdikleri ¢alismaya dayanmaktadir. Benzer tekrarlarin
cogunun prokaryotik canlilarda oldugu 2000°li yillarda rapor edilmis ve bu diziler
CRISPR olarak adlandirilmistir (Ishino vd. 1987).

CRISPR sisteminin bilesenleri, kilavuz RNA (gRNA) ve Cas9, hiicrelerde
plazmit DNA, RNA veya riboniikleoproteinler (RNP’ler) yoluyla iletilebilmektedir.
RNP’nin verilmesi, Cas9 ve gRNA’nin aktiviteleri iizerinde kontrolii garanti etmektedir.
Boylece hiicreler i¢in toksik olmayacak optimum Cas9 konsantrasyonunun verilmesine
izin vermektedir. Aktif RNP’lerin yar1 6mrii yaklasik 24 ila 48 saattir, bu da hedef dis1
diizenlemeyi biiyiik 6l¢iide azaltmaktadir (Wolt vd. 2016).

Yesil alglerde Cas9 genlerinin kararli ifadesinin, hiicreler i¢in toksik oldugu ve
Cas9’un vektor gidimlii ifadesiyle iliskili hedef dis1 oldugu rapor edilmistir (Jiang vd.
2014; Shin vd. 2016). Onceden birlestirilmis RNP kompleksine sahip hiicrelerin
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transformasyonu, toksisite sorununu azaltmis ve hedef iizerindeki verimliligi 6nemli
Ol¢iide artirmistir (Kim vd. 2014).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullamlan Materyaller

Tez calismasinda kullanilan materyallere ait marka ve katalog numaralar
Cizelge 3.1°de verilmistir. Ayrica metotlar igerisinde de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan materyaller ve katalog numaralari

Materyal Marka Katalog Numarasi
Agar Bacteriological Thermo Fisher Scientifics, USA LP0011
Agarose BIOMAX, USA 124543PR
AMYV Reserve Transcriptase New England Biolabs, USA MO0277S
Chelex 100 Sigma Aldrich, USA C7901-25G
Color Prestained Protein Standard New England Biolabs, USA pP7712
Dietil Pirokarbonat (DEPC) Gold Biotechnology, USA 1609-47-8
DH5a Competent Cells Invitrogen, USA 18265-017
DNA Clean and Concentrator Kit Zymo Research, ABD D4033
DNase I, RNase-free Thermo Fisher Scientific, USA ENO0525
DNA Ladder (Marker) New England Biolabs, USA N32325
GeneCraft-R Classic CRISPR Applied Biological Materials G52
sgRNA Synthesis Kit (abm) Inc.
Gel DNA Recovery Kit Zymoclean D4007
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, USA SMO0311
iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories, USA 1708891
MAX Efficiergggranstorgeyri Thermo Fisher Scientific, USA A24229
Reagent for Algae
Monarcy DNAKJitei' ElggRksiyon New England Biolabs, USA T1020S
Monarch Plazmit Miniprep Kit New England Biolabs, USA T1010S
NEBuffer™ 3.1 New England Biolabs, USA B7203
NucleoSpin RNA Plant Kit Macherey-Nagel 50 Preps 740949.50
OneTaq RT-PCR Kit New England Biolabs, USA E5310S
Primer antibody 4x Anti His Tag BioLegend, USA 652502
Restriksiyon enzimi-Xhol New England Biolabs, USA R0O146L
Restriksiyon enzimi-Ndel New England Biolabs, USA RO111L
Sekonder antibody HRP Goat anti BioLegend, USA 405306
mause 1gG
TRIZOI-Trizol®Reagent InVItrogen/Lll.}‘g';\l'echnologles 15596026
T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific, USA ELO0011
Zyppy Plasmid Miniprep Kit Zymo Resaearch, USA D4019
Quick Ligase New England Biolabs, USA M2200S
Q5 High Fidelity PCR Kit New England Biolabs, USA E0555S
Q5 High Fidelity DNA New England Biolabs, USA M0491S

Polymerase

3.2. Mikroalg Suslan ve Kiiltiir Kosullari

Arastirmada kullanilan mikroalgler C. reinhardtii CC-125 mt(+) ve CC-124 mt

(-) Duke Universitesi Chlamydomonas Genetics Center’den temin edilmistir. Suslar
%1,5 Tris Asetat Fosfat (Siaut vd.) kat1 agar besiyerinde gelistirilmistir. Biitiin kiiltiirler,
oda sicakliginda saklanmig ve canliligt korumak amaciyla petri tabaklari her ay
yenilenmistir.
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CRISPR/Cas 9 yontemi ile mutant elde etmek amaciyla C. reinhardtii CC-125
mt(+) susu yabanil sus olarak kullanilmistir. Kiiltiirler 100 ml TAP siv1 besiyeri igeren
250 ml erlenmayerlerde 25°C ve 100 pmol m? s?' sartlarinda 120 rpm’de
gelistirilmistir.

Gen expresyonu analizleri i¢in ise farkli NHs" (1 mM NH4", 0,5 NH4"), yiiksek
CO2 (~%5) ve hava (~0,04% COy) igeren besiyeri kosullar1 ise High Salt (HS) besiyeri
ile hazirlanmistir. Asetat, C. reinhardtii i¢in bilinen bir organik karbon kaynagidir, alimi
ATP gerektirir ve katabolizmast NADPH iiretmektedir (Johnson ve Alric 2012; Plancke
vd. 2014). HS besiyeri karbon i¢ermedigi i¢in sisteme karbon kaynagi olarak CO>
beslenmistir. Sisteme COg, ayri bir erlende hava ve CO; ‘in karistirilarak beslenmesi ile
saglanmigtir. Yine kiiltiirler aym kosullarda (25°C ve 100 pmol m? s 120 rpm)
gelistirilmistir. Hiicreler 6-7 giin sonra logaritmik biiylime evresine gelmislerdir.

TR

Sekil 3.1. C. reinhardtii hiicrelerinin HS besiyerinde kiiltiire edilmesi (4.giin)
3.2.1. Besiyerleri ve Soliisyonlar

TAP besiyeri

Tris Base (6rn. Trizma) 2,42 g
Fosfat tampon 11 1 ml

Soliisyon A 10 ml

Hunter’s Trace Element 1 ml
Glasiyal Asetik Asit 1 ml

1 L hacmine kadar su ile tamamlanir.
Fosfat Tampon Il (100 ml igin)
K2HPO4 10,8 g

KH2PO4 5,6 g

16



MATERYAL VE METOT F. DEMIREL

Soliisyon A (500 ml i¢in)
NH4CI 20 g

MgS04.7H205¢g

CaCl2.2H0 2,5 ¢

HS besiyeri (no acetate)
Beijerinck’s soliisyon 5 ml
Fosfat soliisyonu 5ml

Hutner trace elements 1 ml

1 L hacmine kadar su ile tamamlanir (Sueoka 1960).
Beijerinck’s soliisyon (1 L)
NH4CI 100 g

MgS04.7H20 4 g

CaCl2.2H,0 2 g

Fosfat soliisyonu (1 L)
K2HPO4 (anhydrous) 288 g
KH2PO4 144 g

TAE Tamponu (50X, 1L)
Tris-base 242 g

Glasiyal asetik asit 57,1 ml
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 100 ml

TAE Bufffer 1X: 50X TAE stok cozeltisi seyreltilerek oda sicakliginda muhafaza
edilmis ve agaroz jel elektroforezinde kullanilmstir.

Agaroz Jel (%1°lik)

DNA, RNA ve PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde %1 lik jeller 1X TAE
tamponu ile hazirlanmis ve istenilen sayida 6rnegin ylriitiilebilecegi tarak ve tanklar
kullanilmastir.
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SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Freeman vd.)
1. Yiiriitme Tamponu (1X)
* Tris-base 3,03 ¢
* Glycine 14,3 g
* SDS (%10) 10 ml
* Distile su 990 ml
2. Ornek yiikleme tamponu (5X, Laemli Buffer)
* Tris-HCI (1 M) 9,375 ml
* Glycerol 11,9 ml
* SDS 3,33 gr
« 2-merkaptoetanol (%25) 7,5 ml
* Bromofenol mavi stok ¢ozeltisi (100 mg/20 ml) 660 pl
3. Jel boyama ¢ozeltisi (Coomassie staining)
Coomassie Blue R-250 1 g
Metanol 500 ml
Glacial acetic acid 100 ml
Distile su 400 ml
4. Boya uzaklastirma ¢ozeltisi (Destaining)
Metanol 200 ml
Glacial acetic acid 100 ml
Distile su 700 ml
APS Soliisyonu (%10)
60 mg APS, 600 pl distile su icerisinde ¢ozdiiriildii.
SDS Soliisyonu (%10)

* 10 g SDS hassas terazide tartilarak 90 ml distile su igerisinde ¢ozdiirtilmiistiir.
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5. Jellerin hazirlanmasi (%10, 4 jel igin)

Resolving jel Stacking jel

Distile su 7,95 ml 9,7 ml

%40 Akrilamit- Biss soliisyonu 1,25 ml 5ml

1,5 M Tris-HCI - 5ml

0,5 M Tris-HCI 3,15 ml -

%10 SDS 125ul 200 ul
TEMED 12,5u 10 pl

APS 62,5 ul 100 pl

Stacking jel dokiildiikten sonra hava ile temas eden {ist fazin oksijenle etkilesime
girmemesi ve jel yiizeyinin piiriizsiiz bir sekilde donmasi igin tizerine 500 pl
izopropanol ilave edildi ve oda sicakliginda donmaya birakildi.

Western Blotting

Transfer Tamponu (1X), 1L
Tris 5,8 ¢g

Glisin 2,93 g

SDS (%10) 370 ul

TBS (5X), 1L

Tris-base 12,115 g

NaCl 42,88 g

Kimyasallar tartilarak distile su icerisinde ¢ozdiirtildii ve pH: 7,5’e ayarlandi.

I-Block

0,5 g I-block hassas terazide 6l¢iilerek 100 ml 1X TBS igerisinde ¢ozdiiriildii.

Birincil antikor (primary antibody, 1:1000)

10 pl antikor, 10 ml I-block igerisinde ¢ozdiiriildii.

Ikincil antikor (secondary antibody, 1:2500)

2 wul antikor, 10 ml I-block igerisinde ¢ozdiiriildii.
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3.3. Hiicre Sayimi

C. reinhardtii hiicre sayimlari hemositometre kullanilarak kantitatif olarak
yapilmistir. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in liigol ¢ozeltisi kullanilmistir. Hazir olan bu
hiicrelerden hemositometre lami tizerine 10 pl alinmis ve 151k mikroskobu altinda, birim
hacimde ne kadar hiicre oldugu hesaplanmistir. Kullanilan hemositometrenin alt ve tist
cukur ortasindaki karaler (25 kare) sayilmis ve iki degerin ortalamasi alinmistir (n).
Denklem 1 (Brown vd.) kullanilarak milimetrede bulunan hiicre sayist belirlenmistir
(hiicre/ml)

Total hiicre = n x Dilisyon faktori x 10 (1)

CRISPR/Cas9 RNP uygulamalar1 sonucu elde edilen C. reinhardtii kolonileri OpenCFU

kat1 besiyerinde koloni hesaplama yazilimi kullanilarak hesaplanmis ve dogrulanmistir
(Anonymous 3).

3.4. Kullamilan Primerler

PPD1, PPD2, CBLP, Amt4 ve CAH1l genleri i¢in klonlama, qRT-PCR ve
CRISPR/Cas9 c¢alismalar1 icin gerekli olan tiim primerler Primer 3 programi
kullanilarak tasarlanmistir (Koressaar vd. 2018). Calisma ile ilgili tiim primerler Cizelge
3.2’te verilmistir. Primer ¢iftlerindeki kalin alt1 ¢izili niikleotit bazlar1 Ndel ve Xhol
restriksiyon enzimlerinin kesim bolgelerini gostermektedir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerler

Primers Primer sekansi (5'-3")

PPDK F1 ATGGCTCCCATTCGCCGGATTTAC

PPDK R1 TTACTTGGCCTTAGCGGCCGC

PETPPDKF1 GATCACCATATGGCTCCCATTCGCCGGATTTAC
pPETPPDKR1 ACTGTCCTCGAGTTACTTGGCCTTAGCGGCCGCC

PPD2F5 GGTGCAAACCTAGCGGAGAT

PPD2R5 GTTGATGAGGTACTCGCCGT

PET28PPD2F1 GATCACCATATGCGCGGCAGCCCAG

pPET28PPD2R1 ACTGTCCTCGAGCTACTTCTTGGCTGC

gRT-PCR Primer sekansi (5'-3") Uriin(bp)
gqCBLP-F2 CCGCTGTACAGGGTGGAG 135
qCBLP-R2 CAAGATCTGGGACCTGGAGA

gPPDK1-F2 TTCTTCAACAAGGTGGGTCTGG 101

(Devam Arkada)
20



MATERYAL VE METOT F. DEMIREL

Cizelge 3.2’in devami

gPPDK1-R2 TTAGCGGCCGCCTTGATGGCAG

gPPDK2-F2 TCCTGCACGAGGTGGGTCTGG 122
gPPDK2-R2 CTACTTCTTGGCTGCCGCTGCT

gAMT4-F1 GCTGGCCAAGAAGGAGTACA 134
gAMT4-R1 AGGCGAAGATGGAGATGATG

gqCAH1-F1 AGTGGCTGCTGGGGTCAA 107
gCAH1-R1 TACTGCAGCTGCGGCTAAC

Mutant Kontrolii Primer sekansi (5'-3')

CrE1PPD1F1 CGCCTCTTGTGTCTTGATGA 900
CrE1PPD1R1 CGTAGAACTCCTCGCAGACC

Cr5UTRPPD2F1 CTTTGGTGCACAGCCTTACA 321
Cr5UTRPPD2R1 TCTCTGTGTCGCCTTGACAT

pHyg3 Plazmiti

Paro up TGCGCTATGACACTTCCAGC 1700

HygR AGGCCAAAATCAACGGAG

3.5. RNA izolasyonu ve Kantifikasyonu

C. reinhardtii hiicreleri 2-4 x 10° hiicre/mL yogunluguna ulasinca (logaritmik
faz) oda sicakliginda santrifuj (2000Gx5dk) edilmistir. Elde edilen pelletteki hiicrelere
RNA degredasyonunu 6nlemesi igin TRIzol lizis soliisyonu eklenmis ve -80°C’de RNA
izolasyonu i¢in saklanmustir.

RNA izolasyonu TRIzol Reagent ile iiretici firmanin talimatlar1 uygulanarak
yapilmistir. Elde edilen RNA orneklerinden genomik DNA kalintilarini gidermek igin
ornekler RNaz icermeyen NucleoSpin RNA Plant Kit REF ile muamele edilmistir. Daha
sonra izole edilen RNA orneklerinin konsantrasyon ve saflik olgiimleri yapilmistir.
Ayrica RNA kalitesi agaroz jel ile kontrol edilmistir. Bu jelde iki keskin bandin varligi
RNA’nin kalitesinin yiliksek oldugunun (degrede olmadiginin) gostergesi olmustur.
RNA 6rnekleri -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.6. cDNA Eldesi ve Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen RNA’larin komplementer DNA’ya (cDNA) c¢evrilmesi OneTaq RT-
PCR kit ile gerceklestirilmistir. Ters transkripsiyon i¢in 1 pg/ml total RNA kullanilmis
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ve total reaksiyon hacmi 20 uL olmustur. Elde edilen ¢cDNA’lar 1:10 ya da 1:15
oraninda seyreltilmistir. Aynm sekilde kit protokoliine gore 2-5 uL ¢cDNA kullanilarak
PCR reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmistir.

3.7. DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu kati kiiltiirden alman C. reinhardtii hiicrelerinden
maddeler halinde tarif edilen agsagidaki yonteme gore gerceklestirilmistir.

Lysis Buffer (10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA, %3 SDS) hazirlanmistir.
Tiiplere 300 puL Lysis buffer eklenmis ve kat1 alg kiiltiirleri dikkatlice ¢ozdiiriilmiistiir.
100 mg/ml RNase A eklenmis ve kuvvetli bir sekilde vortekslenmistir.

300 pL phenol /Lysis (1:1) eklenmis vortekten sonra 5 dk buzda inkiibasyona
brrakilmistir.

12000-14000 rpm’de 10 dakika santrifuj islemi yapilmistir.

300 pL kloroform /phenol (1:1) phelolii uzaklastirmak i¢in eklenmis ve 5 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. 12000-14000 rpm’de 10 dakika santrifuj islemi
yapilmistir.

Eppendorf tiiplerindeki siipernetant (iist faz) yeni tiiplere transfer edilmistir.
Alinan 6rnege / etanol (1:2) %100 etanol ilave edilmistir.

Eppendorf tiipleri ters diiz edildikten 12000-14000 rpm’de 15 dakika santrifuj islemi
yapilmistir.

Elde edilen 6rnek hacmine bagl olarak (500 pL) %70 etanol ile pelletler yikama
yapilmustir. 12000-14000 rpm’de 5 dakika santrifuj islemi yapilmistir. Eppendorf
tiiplerin agz1 acik birakilarak pellet kurutulmustur.

20 uL Dnase-RNase i¢cermeyen su ile pelletler sulandirilmistir.
DNA ornekleri analiz siiresine kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Chelex 100

Steril kiirdan yardimi ile alinan kati1 C.reinhardtii hiicreleri PCR ya da ependorf
(1,5 ml) tiiplerinde 10 ul ddH,0 icerisinde dikkatli bir sekilde ¢dzdiiriilmiistiir. Uzerine
10 ul %100 etanol eklenmis ve 5 dakika oda sicaklifinda inkiibe edilmistir. Ardindan
vorteks yardimi ile karistirilmigtir. Daha sonra iizerine 80 pl Chelex 100 soliisyonu
eklenerek 95°C’de 8-10 dakika inkiibasyona birakilmis ve tekrar kuvvetli bir sekilde
vortekslenmistir. Buz {izerinde 1 dakika boyunca sogutulduktan sonra 3500G’de 5
dakika coktiiriilmiis ve iist fazdan elde edilen DNA oOrnekleri PCR analizlerinde
dogrudan kullanilmistir. Chelex 100 ile DNA izolasyon yontemi transformant
taramalarinda kullanilmistir.
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3.8. DNA ve RNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

C. reinhardtii hiicrelerinden izole edilen DNA ve RNA 6rneklerinin
konsantrasyon ve saflik 6l¢iimleri BioDrop pLite Spektrofotometre cihazi (Biochrom
US, Holliston, MA) kullanilarak belirlenmistir. Cihaz DNA ya da RNA 06rneginin
¢oziildiigi ¢ozeltiden 1 pL alinarak kalibre edilmistir. DNA ya da RNA oOrneginden 1
uL almarak 230, 260 ve 280 nm’deki absorbans degerlerinin 6l¢timii yapilmistir.

3.9. C. reinhardtii PPD2 Geninin Amplifikasyonu

Tek zincirli ¢cDNA o6rnekleri, C. reinhardtii PPD2 geninin tiim kodlama
bolgesini ¢ogaltacak sekilde gen spesifik primer ¢iftleriyle (PPD2F5, PPD2R5, Cizelge
3.2) amplifiye edilmistir. PCR reaksiyonu 25 pl’lik son hacim igerisinde; 12,5 ul Q5
High Fidelity 2X Master Mix reaksiyon tamponu, 10 uM her primer ve <1000 ng cDNA
kullanilarak hazirlanmigtir. 98°C 30sn baslangi¢ denatiirasyonu, 35 dongiide 98°C
denatiirasyon 10 sn, 57°C 20 sn baglanma periyodu ve 72 °C uzama periyodu 1,20 dk,
ve son uzama 72°C 2 dk olacak sekilde programlandirilmistir. PPD2 ORF’si (kodlama
bolgesi) plet 1.2 vektorine klonlanmistir ve Macrogen firmasina gonderilerek
sekanslamasi yaptirilmistir.

3.10. pET-28a(+) Plazmitinin Kesim Islemi

pET-28a(+)-PPD2 protein ekspresyon plazmitini olusturmak ic¢in 6zel olarak
dizayn edilmis ileri ve geri primerler kullanildi: pET28PPD2F1, pET28aPPD2R1
(Cizelge 3.2). Ndel ve Xhol restriksiyon enzimlerinin kesim bolgeleri ¢gizelgede kalin
alt1 ¢izili olarak isaretlenmis niikleotit dizilerinden olusmaktadir. PCR reaksiyonundan
sonra elde edilen {iriin, DNA Clean and Concentrator Kit protokoliine gore
saflastirilmistir. Konsantre edilmis PCR tiriinii ve pET-28a(+) vektorii 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 edilmistir. Kesilmis PCR iiriinii ve pET-28a(+)
vektorii, jelden geri kazanim igin %1°lik agaroz jele yiiklendi ve 100 V’da 50 dk jelde
yiiriitiilmiistiir. Inkiibasyondan sonra 4 pL 6rnek %0.1’lik agaroz jele yiiklenerek kesim
isleminin gergeklestigi dogrulanmis ve kesilmis plazmitin jelden izolasyonu yapilmaistir.

3.11. pET-28a(+) Plazmitinin Jelden izolasyonu

Geri kazanim igin ireticisinin tavsiye protokoliine uygun olarak Monarch DNA
Gel Extraction Kit kullanilmistir. Elde edilen pET28a(+) vektorii, PPD2 geniyle
ligasyona birakilmistir. Ligasyon reaksiyonu 2 ul pET28a(+) vektorii, 1 ul PPD2 geni,
10 wl 2x Ligasyon Tamponu ve 1 pl Quick Ligase kullanilarak 20 dakikada oda
sicakliginda gerceklestirilmistir.

3.12. Bakteri Transformasyonu ve Plazmit izolasyonu

Ligasyon firlinii plazmit sicak sok metodu kullanilarak E. coli DHSa susuna
transforme edilmistir. Bu metoda gore 6nce -80°C’den alinan E. coli DHS5a bakterileri
buz iizerinde ¢Ozdiriilmiistir. 1 pL ligasyon plazmiti 100 pL E. coli DH5a igine
eklenmistir. Pipetaj yapilmis ve 5 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Daha
sonrasinda hiicreler 42°C su banyosunda 40-45 sn bekletilerek ve hemen sonra buza
aktarilarak 5 dakika buzda inkiibe edilmistir. Uzerine 400 uL LB besiyeri eklenmistir. 1
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h 37°C 220 rpm’de inkiibe edilmistir. pET-28a(+) plazmiti kanamisine direngli
oldugundan 30pg/ml kanamisin igeren LB Agar besiyeri igeren petri kaplarina 50 ul
kiiltir yayma islemi ile ekilmistir. Petriler 37°C’de gece boyu inkiibasyona
brrakilmastir.

Inkiibasyondan sonra gelisme olan petri kaplarindan bakterilerin tek koloni
seklinde se¢imi gerceklestirilmis ve LB Broth (Kan+)’a ekim yapilmistir. Daha sonra
37°C’de 220 rpm’de inkiibe edilmistir. Plazmitler, E. coli DH5a. hiicrelerinden Monorch
Plasmid Miniprep Kiti protokoliine uygun olarak izole edilmistir. Izole edilen plazmitler
daha sonra kullanilmak {izere -20°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica ODegoo degeri 0,6
oldugu zaman stok olarak saklamak i¢in 300 pL bakteri 6rnegi, 300 pL %50’lik gliserol
eklenmis ve -80°C’ye kaldirilmistir. Ekspresyon analizleri i¢in plazmitler ayn1 metot ile
E. coli BL21(DE3) susuna aktarilmustir.

3.13. Rekombinant C. reinhardtii PPP2 Proteininin Ekspresyonu

E. coli DH5a susundan piirifiye edilen plazmitler, rekombinant PPD2 proteinini
eksprese etmek i¢in, E. coli BL21(DE3) susu kompetent hiicrelerine (Novagen) tekrar
transforme edilmistir. pET-28a(+)-PPD2 transforme edilmis, E. Coli BL21(DE3) susu
kiiltiirii 30 pg/ml kanamisin igeren 100 ml LB besiyerinde 37°C’de OD600 ~0,6 olana
kadar gelistirilmistir. PPD2 proteininin ekspresyonu i¢in, rekombinant protein 1 mM
isopropyl-b-D-thiogalactoside (IPTG) varligi veya yoklugunda 37°C’de 3 saat boyunca
indiikklenmistir. Daha sonra hiicreler 4°C’de 5000 G’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Sivi nitrojen igeren havanda toz haline getirilmistir. Daha sonra oOrnek, buzda
sogutulmus ekstrasyon tamponuyla (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) sulandirilmistir ve
daha sonra proteinler 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek elde edilmistir.

3.14. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Onceden -80°C’de saklanan E. coli BL21(DE3) bakterilerinden tek koloni igin
LB agar iceren petrilere c¢izim yapilmistir. Petri kaplart 37°C etiivde bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tek koloni segilerek 10 ml LB besiyerine ekim
yapilmistir. 37°C 225 rpm ¢alkalamali inkiibatorde bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Ertesi giin ODgoo degeri 0,6 olunca 100 ml besiyerine 1 ml baslangi¢ kiiltiirden ekim
yapilmustir. 37°C 225 rpm calkalamali inkiibatdrde 2-3 saat inkiibasyona birakilmistir.
Yine ODsoo degeri 0,6 olunca kiiltiirler buz tizerinde 20 dk boyunca inkiibe edilmistir.
Daha sonra 5000 rpm 4°C 4 dk kosullarinda santrifuj edilerek besiyeri uzaklastirilmistir.
Pellet daha 6nceden hazirlanan ve buz iizerinde sogutulan 1 M ve 0,1 M CaCl,2H0 ile
yavag¢a c¢Ozdirilmiistiir. Daha sonra hiicreler 15 dk buz iizerine inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyonun ardindan yine aym santrifuj kosullarinda hiicreler
coktiiriilmistiir. Elde edilen pellet %15 gliserol igeren 5 ml 0,1 M CaCl.2H.0 ile
¢cOzdiiriilmiistiir. Daha sonra hiicreler 1,5 ml’lik tiiplere 100 pl olacak sekilde
boliistiiriilerek -80°C’de kullanima kadar muhafaza edilmistir.

3.15. PPDK Enzim Aktivitesi

150-200 mg E. coli hiicrelerinin numuneleri sivi N ile buz gibi soguk
ekstraksiyon ortaminda homojen hale getirilmistir. PPDK ekstraksiyon ortami, 50 mM
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Tris-HCI (pH 7.4), 10 mM DDT, 10 mM MgS04, 1 mM EDTA, 2 mM KH2PO4, 10 mM
2-merkaptoetanol igermektedir. PPDK’lerin aktiviteleri, 340 nm absorbans ve 25°C’de
NADH oksidasyonu izlenerek spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Reaksiyon
ortam1 25 mM Hepes-KOH, pH 7.4, 6 mM MgS04, 10 mM DTT, 25 mM NH4Cl, 0.25
mM NADH ve 2 U/ml LDH (sigir kalbinden L-Laktik Dehidrojenaz) icermektedir ve
enzim substratlarinin konsantrasyonu 1 mM PEP, 0,5 mM AMP, 1 mM PPi’dir (South
ve Reeves 1975; Bringaud vd. 1998; Fukayama vd. 2001). Tim enzimler, 96 plate
mikroplakalar kullanilarak 200 uL’lik son reaksiyon haciminde test edilmistir. Bu
deneyde bos aktivite icin NADH yoklugunda absorbans degeri kaydedilmis ve toplam
aktivite absorbansindan ¢ikarilmistir. PPDK aktivitesi, PEP’ten piriivat olusumunun,
eklenen laktik dehidrojenaz araciligiyla piruvattan laktat olusumuna baglanmasiyla
belirlendi, bu da NADH’nin oksidasyonuyla sonuglanmigtir (Olson vd. 2017). Bir birim
(U) PPDK enzim aktivitesi, 1 umol NAD nin serbest birakilmas1 olarak tanimlanmaistir.
Protein konsantrasyonu, BioDrop (Indolab, Utama) kullanilarak belirlenmistir. Piruvat
konsantrasyonu denklem 2’ye goére hesaplanmistir. Denklem 3 PPDK enzimin total
aktivite hesabim1 gostermektedir. PPDK spesifik aktivite ise denklem 4’¢ gore
hesaplanmustir.

_ AA340xReaksiyon hacmi(mlL) (2)
exXEnzim soliisyonunun hacmi(mL)xIl

Burada;

y= Piruvat konsantrasyonu (mM)

I= kiivetin optik yol uzunlugu (Meers vd.)

Aza0= 340 nm absorbans degisimi

e= NADH’in molar ekstinksiyon katsayis1 (6.22 mmol™ x L x cm™)

PPDK total enzim aktivitesi (1) = YXRvxDIf (3)
ml t
Burada;

__ Test tiipiiniin toplam hacmi

Rv

" Enzim soliisyonunun hacmi

Df= Diliisyon faktorii veya seyreltme katsayisi

t=reaksiyon siiresi (dk)

PPDK spesifik aktivite (mig) = PPDK total enzim aktivitesi/c 4
(Brown vd.)

c= Protein konsantrasyonu (mg/mL)
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3.16. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

cDNA o6rnekleri kantitatif PCR yapilarak Light Cycler 96 system (Roche, Basel,
Switzerland) cihazinda analiz edilmistir. Analiz Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix (2X) kitinin tarif ettigi sekilde yapilmistir. Deney, 96 oyuklu bir plaka
tizerinde gergeklestirilmistir ve her reaksiyon 12, 5 uL SYBR Green Master Mix
(Thermo Scientific), 5 uL cDNA (<500 ng), ileri ve geri primerlerin (Cizelge 3.2) her
birinden 0,3 uM ve son hacim 25 uL olacak miktarda ddH20 i¢ermektedir.

En az iki teknik tekrar halinde hazirlanan &rneklerin reaksiyon kosullari,
95°C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, ardindan 95°C 15 sn denatiirasyon, 60°C
20 sn baglanma ve 72°C 30 sn wuzama olacak sekilde 40 dongii olarak
gerceklestirilmistir.

Ayrica trlinlerin tek bir gogaltilmis {irtinii temsil edip etmedigini belirlemek i¢in
erime egrisi analizleri yapilmistir. Erime programi ise 95°C 10 s, 65°C 60 s ve 97°C 1
sn’de bir dongii ve 4,4 °C/sn olacak sekilde gergeklestirilmistir. Ekspresyon stabilitesini
hesaplamak igin 22" istatistiksel yaklasimi kullanilmistir. Genlerin ekspresyon
seviyeleri C. reinhardtii referans geni CBLP kullanilarak normalize edilmistir.

3.17. CRISPR/Cas9 RNP Sistemi
3.17.1. PPD1 ve PPD2 genleri i¢cin SgRNA’larin tasarlanmasi

Mutant olusumu icin genler iizerinde hedeflenen bélgeler belirlendikten sonra
sgRNA dizayn1 C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerinin knock out edilmesi igin
CRISPRdirect (https:/crispr.dbcls.jp/) online programi kullanilarak secilmistir (Naito
vd. 2015). Her iki gen i¢in birer adet ve sentetik olarak Synthego sirketinden temin
edilmistir. Cizelge 3.3 tasarlanan gRNA’larin niikleotit dizlerini gostermektedir.
Kirmizi renkte belirtilmis niikleotitler PAM sekanslarin1 gostermektedir.

Cizelge 3.3. Tasarlanan gRNA’larin niikleotit dizileri

Gen gRNA sekansi (5'-3")

PPD1 GGGTGCTTACCTTTGCGAAATGG Ekson 2

PPD1 CAACAAATCGATGAAGGAGCTGG* Ekson 1
PPD2 CGTGTCCTTGCTCGTTTCTAGGG*  5’UTR

*Sentetik

Ayrica deneme amagli GeneCraft-R Classic CRISPR sgRNA Synthesis Kit protokolii
kullanilarak da bir SgRNA daha elde edilmis ve sentetik sgRNA’lar gelene kadar 6n
denemelerde kullanilmistir.

3.17.2. pHyg3 plazmiti ve kesim islemi

Mutant hiicrelerin se¢iliminde Higromisin B’ye kars1 antibiyotik direng gosteren
pHyg3 plazmiti kullanilmistir. C. reinhardtii’de kullanim i¢in  Streptomyces
hygroscopicus’tan tasarlanmig bir aph7 geni tarafindan kodlanan aminoglikozit
fosfotransferaz aktivitesine dayanan segilebilir bir belirteg¢ gelistirilmistir (Berthold vd.
2002). Bu markdr pHyg3 ve pHyg4 olarak adlandirilan iki plazmit igermektedir. Her iki
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plazmit de C. reinhardtii beta 2 tubulin promoteri ile baglatilan ve C. reinhardtii rbcS2
geni (3°’UTR) tarafindan sonlandirilan “aph7” genini ifade etmektedir. Ek olarak, pHyg3
aph7 geninin kodlama bolgesine eklenen C. reinhardtii rbcS2 geninin ilk intronunu
igerirken, pHyg4 bu intronu icermemektedir. aph7 kiigiik bir boyuta, yiiksek kimyasal
kararliliga, diisiik “false-pozitive” oranina ve tekrarlanabilirlige sahiptir. aph7 direnci,
transgenik alglerde en az 7 ay boyunca korunmustur. aph7’nin diger antibiyotiklerle
capraz direnci yoktur, bu da alg doniisiimiinde c¢ift segici bir belirte¢ olarak
kullanilmasina izin vermektedir (Berthold vd. 2002; Zhang vd. 2021).

HygR
. " g =
® e i e e —
8 85 S o E E =
e om0 o8 5 A a3
pUCBM20 | 5 B\I-M h:L“’:fl;';-l @h 7 37 rbeS2? pUCBM20
| <4 DOWHN
1_5 | Hyg-probe | 1GA 1GIAA

AlG

Sekil 3.2. pHyg3 plazmitinin sematik gosterimi

pHyg3 ve pHyg4 plazmitleri hem hiicre duvart eksik (cw2, cwl5) hem de
yabanil tip (CC-124 mt (-)) suslarini1 doniistiirmek igin kullanilmistir. pHyg4, doniisiim
oranlar1 acisindan biraz daha az verimlidir. pHyg3 plazmiti uzun zamandir farkli
laboratuvarda rutin uygulamalarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. EK4’de pHyg3
ve pHyg4 plazmitlerinin fiziksel haritasi ve sekansi gosterilmistir. Bu calismada
transformantlarin segilimi i¢in bu nedenlerle pHyg3 plazmiti se¢ilmistir. Yabanil tip
olarak 1ise hiicre duvarmin elektroporasyon yontemi ile daha kolay yikilacag:
diisiiniildiigli i¢in CC-125 mt(+) secilmistir.

PHyg3 plazmitinin kesim islemi

Laboratuvarda daha onceden bulunan pHyg3 plazmiti pUC BM20 (2695 bp)
klonlama vektoriinden HindIIl restiriksiyon enzimi ile kesilerek kullanilmistir. Bu
amagla 2 pL (~1 pg ) plazmit DNA’sindan, 2 pL 10X Fast Digest, 1 uL Hindlll
enziminden eppendorf tliipe koyulmus ve son hacim ddH20 ile 20 pL ye
tamamlanmistir. Daha sonra drnekler 37°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra 4 pL ornek %121’lik agaroz jele yiiklenerek kesim isleminin gerceklestigi
dogrulanmig ve kesilmis plazmitin jelden izolasyonu yapilmistir.

3.17.3. Transformasyon

SgRNA, pHyg3 plazmiti ve Cas9 (RNP) C.reinhardtii CC125 mt (+) hiicrelerine
elektroporasyon yontemi ile transforme edilmistir. Transformasyon hiicreler
eksponensiyal faza (2-3 x 10° cells/mL) ulastiginda gerceklestirilmistir. Hiicre sayisi
MAX Efficiency Transformation Reagent ile 2-4 x 10° hiicre/ml araligma kadar
konsantre edilmistir. Elektroporasyondan dnce sgRNA ve Cas9 37°C’de 15 dk inkiibe
edilmistir. Daha sonra 250 ul (2-4 x 108 hiicre/ml) hiicre ve pHyg3 kaseti de eklenerek
oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Elektroporator kosullart 900V 25uF oo(Q) olacak
sekilde cihaz hazir hale getirilmis ve transfromasyon islemi gergeklestirilmistir.
Transformasyondan sonra hiicreler, 16°C’de 10 dakika su banyosunda inkiibasyona
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birakildiktan sonra 40 mM sukroz igeren 10 ml TAP siv1 besiyeri ortamina aktarilmistir.
12 saat boyunca (overnight) oda sicakliginda ve diisiik 1s1k altinda inkiibe edilmistir.
Gelisen hiicreler 4000 rpm 4°C’de 5 dk santrifuj edilmistir. Ardindan 10-15 pg/mL
Higromisin antibiyotigi iceren %1,5 (w/v) TAP agar plakalarina yayilarak gelisime
birakilacaktir (Shin vd. 2016; Nguyen vd. 2020).

3.17.4. Cas9 proteini tarafindan hedef DNA’larin in vitro kesimi

500 ng sgRNA ve 600 ng Cas9 proteini PCR tiiplerinde karistirild1 ve 37 °C’de 5
inkiibasyona birakilmistir. Karistma 100 ng PCR iriinleri ve 3.1 10X NEB Buffer ilave
edildi ve tiipler 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra RNaseA enzimi eklendi
ve karisim 37°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. 6x STOP soliisyonu (0,5 M EDTA,
%80 gliserol ve %10 SDS) eklenmistir ve karigim 37 °C’de 20 dakika yeniden inkiibe
edilmistir. Nihai tirinler, %1 agaroz jel elektroforezi ile ayrilmistir.

3.17.5. Mutant hiicre kontrolii

Gelisen C. reinhardtii kolonileri 10 pg/mL Higromisin antibiyotigi iceren %1,5
(w/v) TAP agar plakalarina tek koloni se¢imi yapilacak sekilde yeniden gelisime
birakilmistir. Tek koloniden segilen hiicrelerden genomik DNA izolasyonlari
yapilmigtir. Mutant hiicre elde edilip edilmedigini belirlemek i¢in her bir gen i¢in hedef
alinan bolgelerden spesifik primerler dizayn edilmistir (Cizelge 3.2). Transformantlar
(mutant aday1) dizayn edilen primerler kullanilarak elde edilen DNA’lar kullanilarak
PCR reaksiyonlar1 ile kontrol edilmistir. Kontrol olarak yabanil sus kullanilmistir.
Mutantlara Higromisin kasetinin insersiyon olmasi halinde yabanil susa kiyasla daha
biiyiik PCR fiiriinleri elde edilmis olmalidir. Insersiyon oldugu belirlendikten sonra PCR
tirtinleri dizileme ile sekans analizleri yapilmalidir.

3.18. istatiksel Analiz

Calismamizda elde ettigimiz verilerin istatistiksel analiz degerlendirmesi i¢in
GraphPad Prism 7.0 programi kullanilmistir.  Bulgular istatistiksel —olarak
degerlendirilirken Two-Way Anova testi yapilmistir. Sonuglar %95°1ik giiven araliginda
ve anlamlilik p<0,05 seviyesinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. C. reinhardtii PPDK Genlerinin Amplifikasyonu ve Klonlanmasi

C. reinhardtii cDNA’sindan ayni laboratuvarda daha oOnce yapilan bir tez
calismasinda PPD1 (Tangut 2018) ve bu tez ¢alismasinda ise PPD2 geninin tamami
(kodlama bolgesi), spesifik primerler (Cizelge 3.2) ile ters transkripsiyon-polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanilarak klonlanmistir. PPD1 (Crel0.9424750) ve
PPD2 (Crel7.9g734548) genlerinin genomik verileri igin Phytozome 13 veri tabani
kullanilmastir. Ilgili primerler cDNA dizisine dayali olarak dizayn edilmistir. PPD1 ve
PPD2 genlerinin PZR amplifikasyonu Sekil 4.1 A’da gosterilmistir. pET-28a (+)
plazmitlerinin Nde I ve Xho I restriksiyon enzimi ile ikili kesilmesinden sonra (Sekil
4.1 B) klonlanmis PPD1 ve PPD2 genlerinin biiyiikliglinli dogrulayan boyutta (2.6 kb
ve 2.8 kb) bant gozlenmistir (Sekil 4.1 C-D). Burada olusturulan vektorler, His6x-
etiketini ve ilgili proteini kodlayan gen dizisini kodlamaktadir.

—s20kp SKO—]

| __260kp K|

1kb —

Sekil 4.1. PPD1 ve PPD2 genlerinin PCR amplifikasyonu; B: Ndel ve Xhol enzimleri
ile kesilen pET-28a-PPD1 ve PPD2 plazmitleri, Restriksiyon sonucu plazmit, PPD1 (C)
ve PPD2 (D) genlerinin jel elektroforezi ile dogrulanmasi, GeneRuler 1kb DNA Ladder
(Thermo Scientific)

4.2. pET-28a (+)-PPD1 ve PPD2 Plazmitlerinin Heterolog Ekspresyonu

C. reinhardtii PPD2 geninin fonksiyonel bir enzimi kodladigin1 deneysel olarak
kanmitlamak amaciyla genlerin ORF’leri E. coli ekspresyon vektorii pET-28a (+)’ya
klonlanmigtir. PPD1’in ekspresyonu daha 6nce ayni1 laboratuvarda yapilan yiiksek lisans
tez calismasinda gosterilmistir (Tangut 2018). E. coli DH5a, genel klonlama amaglari
icin bakteriyel konak¢i olarak kullanilmistir. Plazmitlerin heterolog ekspresyonlari igin
ekpresyon susu olan E. coli BL21(DE3) kompotent hiicresine transforme edilmistir.
Daha sonra hiicreler LB besiyerinde IPTG indiiklemesi ile uygun kosullarda
gelistirilmis ve hiicrelerden proteinler ekstrakte edilmistir. Prot-Param web sitesine
gore, PPD1 ve PPD2 proteinlerinin molekiiler agirliklar sirasiyla yaklasik 96.689 ve
104.451 kDa ve teorik izoelektrik noktas1 (pl) 5.90 ve 5.48°dir. Bagil molekiiler agirligi,
PPDK protein bandi olarak degerlendirilebilen, tahmin edilen protein bagil molekiiler
agirhigi ile tutarh oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. E. coli susu BL21(DE3)’den eksprese ve ekstrakte edilen PPD2 rekombinant
proteininin goriintiileri; (A) immiinoblot ve (B) SDS-PAGE analizleri C: Transforme
edilmemis E. coli protein ekstrakti (negatif kontrol), - IPTG: Transforme edilmis E.
coli’nin IPTG eklenmemis protein ekstrakti; + IPTG: Transforme edilmis E. coli’nin
IPTG eklenmis protein ekstakti (APA; molekiiler agirlig1 bilinen protein (80 kDa), M:
boyanmis protein standart)

Eksprese edilen rekombinant PPDK proteinlerinin olduk¢a ¢oziiniir oldugu
bulunmus, SDS ve western blot analizleri ile kanitlanmistir. Sekil 4.2°de beklenen
protein boyutlart gosterilmistir. Negatif kontrol kullanilarak E. coli’de heterelog
ekspresyonun gerceklestirildigi kesin olarak gosterilmistir. Ayrica, IPTG indiiklemesi
sonucu PPD2 proteininin ekspresyonundaki artis da goriilmiistiir.

4.3. Biyoinformatik Analiz Bulgular:

Biyoinformatik analizleri gergeklestirmek igin PPDK geninin kristal yapisinin
calisildigi bazi algler, bitkiler ve bakteriler gibi ¢esitli organizmalar seg¢ilmistir. Cizelge
4.1 calismada kullanilan organizmalari ve onlara ait Phytozome ve NCBI erigim
numaralarin1  gostermektedir. PPDK’nin Zea mays, C. reinhardtii, Volvox carteri,
Micromonas pusilla, Botryococcus braunii, Ostreococcus lucimarinus, Zea mays ve
Oryza sativa’da iki ve A. thaliana, Clostridium symbiosum, Flaveria trinervia,
Trypanosoma brucei, Giardia intestinalis ve Mycobacterium tuberculosis gibi diger
organizmalar birer izoforma sahiptir.

PPDK geni, C. reinhardtii genomunda Pyruvate, orthophosphate dikinase 1
(PPD1) ve Pyruvate, orthophosphate dikinase 2 (PPD2) olarak bulunmaktadir.
Phytozome veri tabanina gore; PPD1 geninin sitoplazmada bulundugu tahmin edilirken,
PPD2 geninin ise kloroplastta bulundugu bilinmektedir. PPD1 C. reinhardtii’nin 10.
kromozomunda ve 17 e¢kzon icermektedir. PPD2 ise C.reinhardtii’'nin 17.
kromozomunda ve 29 ekzon bélgesinden olusmaktadir (Anonymous 2).
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Cizelge 4.1. Cesitli PPDK genleri ve Pytozome /NCBI erisim numaralari
Baz1 PPDK genleri Pytozome/NCBI Erisim Numarasi Kisaltma
Chlamydomonas reinhardtii PPD1  Crel0.g424750/XP_001702572 CrPPD1
Chlamydomonas reinhardtii PPD2  Crel7.9734548/XP_001692938 CrPPD2
Volvox carteri PPDK1 Vocar.0005s0343.1.p/XP_002955807 VcPPDK1
Volvox carteri PPDK2 Vocar.005450040.1.p/XP_002950615.1 VcPPDK2
Micromonas pusilla PPDK1 MicpuC2.estExt_Genewisel.C_70227/XP_0030 MpPPDK1
56354.1
Micromonas pusilla PPDK2 MicpuC2.estExt_GenewiselPlus.C_20250/ MpPPDK?2
XP_003060034
Botryococcus braunii PPDK1 Bobra.9_2s0040.1.p BpPPDK1
Botryococcus braunii PPDK2 Bobra.9_2s0041.1.p BpPPDK?2
Ostreococcus lucimarinus PPDK1  eugene.0200010043/XP_001416304.1 OIPPDKch2
Ostreococcus lucimarinus PPDK2  fgeneshl pg.C_Chr_9000267/XP_001419632.1 OIPPDKch9
Chromochloris zofingiensis PPDK ~ Cz01g40120.t1/ KAF6253488.1 CzPPDK
Arabidopsis thaliana AT4G15530.5/NP_001078396.1 AtPPDK
Solanum lycopersicum Solyc01g080460.2.1/XP_010322950.1 SIPPDK
Flaveria trinervia 5VJ_A FmPPDK1
Zea mays PPDK1 Zm00008a025775_P01/NP_001105738.2 ZmPPDK1
Zea mays PPDK2 Zm00008a031343_P01/NP_001345328.1 ZmPPDK?2
Oryza sativa subsp. japonica PPD1  LOC_0s05933570.2/AYC76593.1 OsPPD1
Oryza sativa subsp. japonica PPD2  LOC_0s03g31750.3 /NP_001405261 OsPPD2
Clostridium symbiosum 2R82 A CsPPDK
Mycobacterium tuberculosis WP_003906520.1 MtPPDK
Rhodothermus marinus WP_161540717.1 RmMPPDK
Bacteroidota bacterium RMF53884.1 BbPPDK
Firmicutes bacterium MBO2477251.1 FbPPDK
Rhodothermales bacterium MB06576098.1 RbPPDK
Rhizobium sp. AAP43 WP_082352593.1 RspPPDK
Longibacter salinarum WP_098074870.1 LsPPDK
Giardia intestinalis P51776.1 GiPPDK
Trypanosoma brucei AAC39128.2 ThPPDK
Kipferlia bialata G1Q79939.1 KbPPDK
Carpediemonas membranifera KAG9395295.1 CmPPDK
Aduncisulcus paluster GKT35766.1 ApPPDK
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4.3.1. PPDK genlerinin ¢oklu amino asit hizalanmasi

PPDK proteinlerinin ¢oklu amino asit dizisi hizalamalar1 gergeklestirilmistir. Bu
hizalama sonuglart C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 proteinlerinin V. carteri, A. thaliana
ve Z. mays gibi diger tiirlerin PPDK proteinleri ile homoloji gosterdigini bildirmistir.
EK1’de hizalama sonuglar1 gosterilmistir. Belirlenen organizmalar arasinda yapilan
amino asit hizalama analizlerine gére PPDK genlerinin olduk¢a benzer oldugu
goriilmiistiir. Sekil 4.4.’de C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerinin ¢oklu aminoasit
dizisi hizalamalar1 gosterilmistir. C. reinhardtii’deki PPD1 ve PPD2 genleri birbirleri
ile yiiksek derecede homologtur ancak ayni degillerdir. PPDK genlerinde tamamen
korunmus amino asit dizisinin (GGMTSHAAVVA) C. reinhardtii PPD1 ve PPD2
amino asit dizilerinde de korundugu gorilmistir. Bu iki C. reinhardtii PPDK
transkriptinin protein dizileri, hem agik okuma ¢ergevesinde (Debiagi vd. 2020) hem de
UTR’lerde %55,4 0Ozdesligi paylasmaktadir. Ayrica benzerlik puani %67,8’dir (
Anonymous 4).
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Sekil 4.3. C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 proteinlerinin ¢oklu amino asit hizalamalari
4.3.2. Domain analizi

PPDK proteinin domain motif tahmin analizleri Pfam kullanilarak yapilmistir
(Mistry vd. 2021). Pfam veri tabami protein ailelerini profillerine gore
siniflandirmaktadir ve dizi hizalamalarimi temel alan bir veri tabamidir. PPDK,
biyokimyasal olarak tanimlanan islevsel alanlara karsilik gelen bagimsiz olarak
katlanmig ti¢ domainden olusur: niikleotit baglanma domaini (N-terminal), merkez
domain ve Pep/piruvat baglama domaini (C-terminal). Katalitik bolgenin (Histidin)
bulundugu domain ise merkez domaindir (Herzberg vd. 1996).
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Sekil 4.4’te C. reinhardtii’"de bulunan PPDK proteinlerinin Pfam veri
tabanindaki analizi sonucunda her bir proteinde niikleotit baglanma domaini (N-
terminal) ve merkez domaininin bulundugu gosterilmistir. C. reinhardtii PPD1 ve PPD2
proteinlerinin her ii¢ domaini de icerdigi goriilmiistiir. Ilging bir sekilde Mycobacterium
tuberculosis Pep/piruvat baglama domainini igermedigi tespit edilmistir.

C. reinhardtii PPD1 proteininin niikleotit baglanma domaini 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8.
ekzon ve merkez domain 9 ve 10. ekzonda bulunmaktadir. Pep/piruvat domaini ise 11.
ekzondan baslayip son ekzona kadar devam etmektedir. C. reinhardtii PPD2 proteininin
niikleotit baglanma domaini 3. ekzondan baslayip 13. ekzonun basin1 kapsamaktadir.
Merkezi domain 15. ekzonun sonundan baslamakta 16 ve 17. ekzonlarda ve Pep/piirivat
domaini ise 18. ekzondan baslamakta ve 29. ekzon ile son bulmaktadir.
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PPDK Domainler
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Sekil 4.4. Farkli PPDK proteinlerinin domain semast (Yesil elips; niikleotit baglama
domaini, turuncu elips; merkez domain, mavi elips; Pep/piruvat baglama domaini)

4.3.3. Filogenetik analizler

C. reinhardtii ve karsilastirmali analizler igin kullanilan baz1 diger
organizmalardaki (Cizelge 4.1) PPDK proteinlerinin arasindaki evrimsel iligkileri
gosteren bir filogenetik aga¢ ETE3 programi kullanilarak olugturulmustur (Anonymous
5). Sekil 4.5 PPDK protein dizilerinin filogenetik agacin1 géstermektedir. C. reinhardtii
PPD2 bitki PPDK ’lar1 ile daha fazla benzerlik gosterirken, C. reinhardtii PPD1 yesil alg
C. reinhardtii’nin en yakin akrabasi olan V. carteri gibi Chlorophyta subesinde bulunan
yesil alglerle daha fazla benzerlik gosterdigi gorilmiistiir. Bitkilerde bulunan PPDK
proteinlerinin hem PPD1 hem PPD2 formlar1 C. reinhardtii PPD2 formu ile daha fazla
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yakinlik gostermektedir. Ayrica bitki ve alg PPDK proteinleri bakterilere gore bazi
protozoalara daha yakin akrabalik géstermektedir.

) MEPPOK_
) CsPPDK
o {) ThEPDK
() FoPPOK
() ApPPOK
) CmPRDK
) GAPPDK_
() KbPPOK
) RePDK
() LsPPOK
) RbPPDK
{) BEPPOK
) CzPPOK
O BpPPOK2
() VcPPOKL
) CrPPOKl
i) BpPPOKl
() RsbPPOK
{ ) MpPPOK1
L) 01PPOK2
i) CrepoK2
) VePPDK2
) MpPPDK2
) 01lPPDKL
) OsPPOKZ
) OsPPOKL
) ZmPPOK2
) ImPPOKL
() AtPPODK
) FLEPDK

) S1PPDK
Sekil 4.5. C. reinhardtii ve bazi diger organizmalardaki PPDK protein dizilerinin
filogenetik agaci
4.4. Rekombinant PPDK Proteinlerinin Enzim Aktivitesi

Rekombinant olarak elde edilen PPDK proteinleri E. coli hiicrelerinden piirifiye
edilmis ve enzim aktivite testleri gerceklestirilmistir. Deneyde ii¢ biyolojik tekrar
gerceklestirilmis ve absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak piruvat konsantrasyonu,
total aktivite ve spesifik aktivite hesaplanmigtir (Cizelge 4.2). Transforme olmamis E.
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coli hiicrelerinin rekombinant suslara gore ¢ok cok diisiik bir aktivite verdigi tespit
edilmistir. Buna goére, rekombinant E. coli suslarinda goriilen enzim aktivitelerinin
PPDK enzimlerinden kaynaklandigi belirlenmistir. Ayrica IPTG ile indiiklenen
hiicrelerde beklenildigi gibi protein konsantrasyonlar1 artmis ve bdylece PPDK
enzimlerinin de aktivitesi artmistir. C. reinhardtii rekombinant PPD1 ve PPD2
proteinleri E. coli’de tamamen aktif olarak elde edilmistir. Bu sonuglar, piirifiye edilmis
proteininin yiiksek spesifik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Enzim aktivite
testleri C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerinin C. reinhardtii hiicrelerinde fonksiyonel
ve enzimatik olarak aktif oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.2. Piirifiye edilmis rekombinant E. coli PPDK enzimlerinin aktivite testleri

Piruvat

e rion, T S e
Transforme olmamis hiicre 0.60 0.10 2.09 3.46
pET-28a (+)-PPD1 0.92 1.00 20.02 21.71
pET-28a (+)-PPD1+IPTG 1.18 1.75 34.97 29.53
pET-28a (+)-PPD2 0.92 1.50 29.94 32.48
pET-28a (+)-PPD2+IPTG 1.18 2.39 47.75 40.33

(biyolojik tekrar; n=3)
RT-PCR Analiz Sonuclari

PPD1 ve PPD2 genlerinin NHs" ve CO2 konsantrasyonuna duyarli olup
olmadigini aragtirmak i¢in C.reinhardtii CC-125 mt(+) hiicreleri Materyal Metot 3.2°de
belirtildigi gibi gelistirilmistir. Farkli NH4" konsantrasyonlar1 HS besiyeri igerisindeki
NH4Cl konsantrasyonlar1 dikkate alinarak belirlenmistir. RT-PCR analizleri i¢in en az
iki farkli biyolojik tekrar yapilmistir. Model organizma C. reinhardtii genomundaki iki
adet PPDK genleri iizerine c¢alismada belirlenen farkli kosullar altinda RT-PCR
analizleri gerceklestirilmistir. Literatiirde C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genleri iizerine
farkli NH4" konsantrasyonlarindaki ekspresyon seviyeleri tizerine herhangi bir
calismaya rastlanmamustir. Analiz sonuglarina goére C. reinhardtii PPD1 geninde
degisen NH4" konsantrasyonlarina karsi herhangi bir degisiklik agaroz jel iizerinde
gozlenmemistir.  Her  iki  biyolojik tekrar PPD1 geninin farkli  NH4"
konsantrasyonlarinda degismedigini gostermistir. Ancak PPD2 genine ait primerler ile
yapilan deneyler sonucunda biyolojik tekrarlar arasinda herhangi bir tutarlilik
bulunmamasi nedeniyle net bir sonuca ulasilamamistir. PPD2’ye ait RT-PCR analiz
sonuglar1 EK-2a’ da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli NH4* konsantrasyonlarinda yapilan RT-PCR sonuglari

C. reinhardtii ve diger fotosentetik organizmalarin Ci konsantrasyonlarindaki
degisiklikleri algiladiklart mekanizma heniiz ayrintili olarak bilinmemektedir. Ancak bir
¢ok calisma yapilmistir (Miura vd. 2002; Yamano vd. 2008). C. reinhardtii
transkriptom arasgtirmalarinin yapildigi bir c¢aligmada C. reinhardtii hiicrelerinin
karanlikta ve 1sikta gelisimi belirli araliklarla izlenmistir. PPD2 geninde karanlik
boyunca hiicreler biiyiime evresinde iken ekspresyon seviyesinde bir artis gézlenmistir.
Ayrica aydinlik ortamda ilk bir saat igerisinde ekspresyonu azalmis ve hiicreler biiytime
evresine gectiginde ise ekspresyon seviyesi tekrar artmustir. Hiicrelerin gelisim
gosterdigi tiim giin boyunca PPD1 geninin ekspresyonu PPD2 genine gore her ne kadar
az olsa da PPDI geninin ekspresyonu da hiicre biiylimesi esnasinda artmistir (Strenkert
vd. 2019). Bu sonuglar C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerinin hiicre biiylimesinde
O6nemli bir gen oldugunu gostermektedir.

CBLP
PPD1 CAH1

1. culture

2. culture

Sekil 4.7. Farkli CO2 konsantrasyonlarinda yapilan RT-PCR sonuglari
Havadan yiiksek CO2 kosullarina gegirilen C. reinhardtii hiicrelerinde PPD1

geninin ekspresyonu artmistir. Bu sonuglara gore C. reinhardtii PPD1 genindeki
degisikliklerin bu genin fotosentez ile ilgili genler oldugunu kanitlamaktadir. Ancak
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PPD2 geni i¢in besiyerine 5Sh CO:2 beslenmesi ile elde edilen kiiltiir kosullarinda
ekspresyonda herhangi bir degisiklik olmamasi ve yeterince biyolojik tekrarin elde
edilememesi nedeniyle PPD2 geni hakkinda kesin sonuglar paylagilamamistir. Yapilan
deneylere ait sonuglar EK2b’de gosterilmistir. Kantitatif sonuglar i¢in qRT-PCR
analizleri gergeklestirilmistir.

gRT-PCR Analiz Sonuclari

gRT-PCR deneyleri icin kullanilan ¢cDNA’lar materyal methotta tarif edildigi
gibi elde edilmistir. Farkli kosullar altinda C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerinin
ekspresyon seviyelerini arastirmak i¢in qRT-PCR analizleri gergeklestirilmistir. C.
reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerinin N ve CO> yanitlarinin arastirilmasi igin kiiltiirler
farkli NH4™ ve CO; konsantrasyonlari altinda gelistirilmistir.

gRT-PCR sonuglarini normalize etmek i¢in Chlamydomonas B-subunit-like
polypeptide (CBLP) geni kullanilmigtir. CBLP geni memeliler, meyve sinegi ve
mayadan elde edilen guanin niikleotit baglayici proteinlerin B alt birimi ile sekans
benzerligi gosteren bir proteini kodlamaktadir. Amino asit sekanslar1 benzerligine ek
olarak, bu proteinlerin her biri belirli amino asitlerin bir konsensiis sekansi olusturdugu
segmentli bir tekrar yapisi da icermektedir. Siilfiir aglig1, azot aglig1 ya da 151k, CO2 gibi
fotosentetik ¢aligmalarda housekeeping gen (degismeden eksprese olan) olarak
kullanilmaktadir (Gonzalez-Ballester vd. 2010; Tokutsu vd. 2021).

C. reinhardtii PPDK genlerinin NHs * degisikliklerindeki ekspresyonlari

Farkli amonyum kosullar1 altinda genlerin ekspresyonlarinin arastirilmasi igin
Amt4 geni pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Amonyum, bir¢ok mikroorganizmada
oldugu gibi C. reinhardtii i¢in de tercih edilen bir nitrojen kaynagidir (Ermilova vd.
2010). Nitrat veya arginin gibi alternatif bir N kaynaginin varliginda bile, amonyumun
tikenmesi, N’nin alinmasi icin gerekli olan genlerin transkripsiyonunda Onemli
degisikliklere yol agmaktadir. Daha Onceki yapilan galismalarda AMT proteinlerinin
NHs ve CHsNH: i¢in gaz kanallar1 oldugu gosterilmis ve bu yapisal olarak
dogrulanmigtir (Kim vd. 2005). C. reinhardtii en az dort AMT genine sahiptir. Diger
AMT qgenleri gibi, AMT4 de N smirlayici kosullar altinda yiiksek oranda eksprese
olmaktadir (Kim vd. 2005; Kim vd. 2006).
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Sekil 4.8. C. reinhardtii PPD1 geninin NH4" degisikliklerindeki ekspresyonlari; Amt4:
Amonyum ve metilammonyum transport geni 4 (***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05,
n=3)

C. reinhardtii PPD1 geninin farkli NHs" konsantrasyonu altindaki
ekspresyonlar1 incelendiginde NH4* konsantrasyondaki degisikliklere karsin PPD1
geninin ekspresyonunda herhangi onemli bir degisiklik tespit edilmemis ve N
degisikliginde herhangi degisiklik gostermemistir. C. reinhardtii PPD1 geninin C.
reinhardtii’ de muhtemelen sitozolde bulunmasi bitkilerde oldugu gibi aminoasit
sentezlenmesinde goérev aldigi tahmin edilmektedir. C. reinhardtii PPD2 geninin
ekspresyonu ise NH4™ konsantrasyonu 1 mM ve 0,5 mM kosullarina azaltildiginda Amt4
geninin tersine ekspresyonu 15 kat azalmaktadir. Yeniden baslangi¢ konsantrasyonu
olan 10 mM NHs" konsantrasyonunda ise bu genin ekspresyonunun baslangig
kosullarindaki ekspresyon seviyelerine geldigi gozlenmistir. C. reinhardtii PPD2
proteinin kloroplastta bulunabilmesi nedeni ile bu degisikligin fotosentez ile iliskili olan
diger genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikten kaynaklandig: varsayilmaktadir.

Nitrojenik stres, oksidatif fosforilasyon tarafindan yonlendirilen ATP iiretimini
ciddi sekilde engellemektedir. Bu nedenle mikroorganizmalarin hiicresel ¢ogalma igin
cok Onemli olan bu kritik bileseni desteklemek i¢in benzersiz stratejiler gelistirmesi
gerekmektedir. Substrat diizeyinde fosforilasyon, yiiksek miktarlarda nitrojenik stres
varliginda gozlemlenen ve enerjiyi telafi etmek i¢in ¢agrilan bir yoldur (Appanna vd.
2016). PEP, bu siireci besleyen kritik bir biyomolekiildiir. Yapilan bir ¢aligmada ¢ok
yonlii  beslenme ozelliklerine sahip bir mikroorganizma olan Pseudomonas
fluorescens’in metabolizmasini pirofosfat (PPi) ve fosfat (Pi) tiiketimine bagli bir aga
kaydirdigr bildirilmistir (Appanna vd. 2016). Fosfoenolpiruvat karboksilaz (PEPC),
PPDK ve piruvat sentaz gibi enzimlerin artan ekspresyonu yoluyla ATP {iretimi, PPi ve
Pi’nin ¢ok O6nemli bir roliine isaret etmektedir. Nitrozatif stres altinda sadece bu
enzimlerin ekspresyonu artmaz, ayni zamanda adenilat kinaz (AK), niikleosit difosfat
kinaz ve asetat kinaz (ACK) gibi ATP {iireten enzimlerin aktiviteleri de belirgin sekilde
artmaktadir. Bu enzimler, nitrojenik stresin neden oldugu etkisiz oksidatif
fosforilasyona yanit olarak ATP olusumunu aciklayan fosfotransfer sistemini
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olusturmaktadir. Bu strese maruz kalan P. fluorescens, 6nemli bir fosfajen gorevi goren
bir metabolit olan asetat biriktirmektedir. ACK yardimiyla fosforile edilir ve tretilen
asetil fosfat daha sonra asetil CoA transferaz tarafindan asetil CoA’ya doniistiiriiliir.
Asetil-CoA’nin asetil grubu daha sonra oksaloasetat sentezini beslemek igin lipit
tiretiminde veya glioksilat baypasi ile kullanilabilmektedir. P. Fluorescens de nitrojen
acliginda PPDK geninin ekspresyonu artarken C. reinhardtii PPD1’de bir degisiklik
goriilmemis ve C. reinhardtii PPD2’in ise ekspresyonu ise azalmistir. Bu farkliligin
baz1 organizmalarin ATP’yi stabilize etmek ve biyolojik aktivitelerini (Lemire vd.
2009) beslemek i¢in kreatin kinaz ve polifosfat kinaz gibi farkli enzimlere bagvurmalari
ve elektron tagima zincirinin etkisizliginin NADH oksidazlarin (Chenier vd. 2008)
varligiyla telafi etmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

C. reinhardtii PPDK genlerinin artan CO:2 kosullarindaki ekspresyonlari

Atmosfer, endiistrilerin bosalttig1 gazlar ve karbonat tuzlari, mikroalg kiiltiirleri
ve diger fotosentetik mikroorganizmalar icin oldukca degerli kaynaklardir, bu
organizmalar CO; yakalar ve giines 1s1gmin varliginda inorganik karbonu biyokiitle ve
ilgili kimyasal bilesikleri tiretmek i¢in kullanmaktadirlar (Wang vd. 2008).
Mikroalglerin biiyiimesi ve metabolik olarak aktif olmasi i¢in ulagilmasi gereken belirli
maksimum ve minimum CO> seviyeleri vardir (L. Zhu vd. 2016b). Bu optimal CO:
seviyeleri, lipit liretimini ve bunlarin hiicre i¢inde birikmesini etkiler CO2 artisi,
mikroalg hiicrelerinde lipitlerin iiretimine ve birikmesine yardimci Olmasina ragmen
asirt CO2 seviyelerinin lipit Giretimi ve hiicre bitylimesinde yikict etkilere yol actigt bir
maksimum seviye de vardir.

Yiiksek CO2 kosullar1 altinda genlerin ekspresyonlarinin arastirilmasi i¢in CAH1
geni pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Yesil alg C. reinhardtii gibi suda yasayan
fotosentetik organizmalar, CCM’yi indiikleyerek diisik CO2 kosullarina yanit
vermektedir. Bu organizma, bir periplazmik karbonik anhidrazi kodlayan CAH1 dahil
olmak tizere bir dizi genin indiiksiyonu yoluyla CO2 sinirlayict kosullarin stresine uyum
saglamaktadir. CAH1 geninin, diisiikk CO2 kosullarinda (~%0,04 [v/v] CO igeren hava)
151k varhiginda ekspresyonu artarken, yiiksek COz kosullarinda (%5 [v/v] C02) veya
karanlikta ekspresyonu azalmaktadir (Kucho vd. 1999).

*k

108-
107~
108+
105+
104+
103+
102+
10"~
10°-

mm Hava (~%0,04 CO,)
B3 %5C0,5h

%5 CO, 24 h

Log 10 Relative Ekspresyon

Sekil 4.9. C. reinhardtii PPD1 geninin artan CO2 kosullarindaki ekspresyonlari
(***p<0.0005, **p<0.005, n=3)
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Hava ortamindan yiiksek CO, konsantrasyonlarina gegirilen kiiltiirlerde hem C.
reinhardtii PPD1 hem de C. reinhardtii PPD2 genlerinin eckspresyonu artis
gostermistir. Yiiksek CO2 beslenerek 5 h sonra PPDK genlerinin ekspresyon seviyeleri
artmistir. 24 h sonra ise bu genlerin ekspresyonlar1 baslangic seviyelerine gére PPD1
geninin ekspresyonu yaklasik 60 kat artig gosterirken PPD2 ise 10 kat artis gostermistir.
PPD1 gen ckspresyonlarindaki artis C. reinhardtii’de bulunan CCM ve fotosentez
sisteminde gorev alabilecegini gostermistir. Ancak PPD2 geni igin yapilan analizlerde
ayni primerlerin kullanilmasi ve primerlerin non-spesifik oldugu diisiintildiigii i¢in net
sonuglara ulagilamamistir. PPD2 genine ait farkli kosullarda gergeklestirilen qRT-PCR
analiz sonuglar1t EK3’te gosterilmistir.

CRISPR/Cas9-RNP Deneme Sonuglari

Genom diizenlemedeki sitotoksik etkileri, hedef dis1 boliinmeyi azalttigi ve
hedef iizerinde aktiviteyi ve diizenleme verimliliklerini arttirdigi igin CRISPR/Cas9-
RNP sistemi C. reinhardtii genom diizenlemeleri i¢in tercih edilmektedir. Cas9 proteini
gecici olarak aktif oldugundan ve daha sonra hiicrelerde endojen proteazlar tarafindan
bozundugundan RNP kullanilmasi, Cas9 geninin ilgili konak¢iya kodon optimizasyonu
ihtiyacini, promotor kullaniminin anlagilmasini ve Cas9 proteininin azaltilmig hedef dis1
ve sitotoksik etkilerini ortadan kaldirmaktadir.

Elde edile RNP kompleksinin transformasyonu elektroporasyon yontemi ile
gerceklestirilmistir. Elektroporasyon yontemi, yiiksek voltaj darbeleriyle hiicre
yluzeyinde yaklasik 20-40 nm’lik bir ani tersinir kanal olusturularak alict alg
hiicrelerinin hiicre zar1 gegirgenligi arttirilir ve yabanci DNA’nin hiicre DNA’sma
entegrasyonu gerceklestirilir. Elektroporasyon yoluyla aktarilan ekzojen DNA, C.
reinhardtii genomuna kararli bir sekilde entegre edilebilmektedir. Bu yontem karmagik
bir hazirhk gerektirmez ve uzun plazmit pargalarii C. reinhardtii hiicrelerinin
¢ekirdegine aktarabilmektedir. Bu ¢alismada da C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerini
knock out etmek i¢cin CRISPR/Cas9 RNP sistemi tasarlanmistir.

C. reinhardtii‘de CRISPR/Cas9 metodu ile gen diizenlemesi literatiirde ¢ok az
arastirmada kullanilmistir. Bu arastirmalarin  bazilarinda sgRNA/Cas9 oranmi igin
optimizasyon c¢alismalari yapilmistir. Bu sonucglar gz Oniine alinarak bu tez
calismasinin CRISPR/Cas9 RNP metottu olusturulmaya calisilmis ve farkli metotlar
denenmistir. Bunlar arasinda farkli konsantrasyonlarda sgRNA, Cas9 ve pHyg3 kaset
konsantrasyonlar1 veya farkli elektroporasyon yontemleri bulunmaktadir. Yapilan
denemeler Cizelge 4.4’te detayl1 bir sekilde gosterilmistir.

SgRNA balgelerinin belirlenmesi ve elde edilmesi

C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genleri ile yapilan biyoinformatik arastirmalar
sonunda proteinlerin domainleri, korunmus bolgeleri ve enzimlerin katalitik bolgeleri
belirlenmistir. Bu genlere ait mutant kiitiiphanesinde bulunan mutantlarin analizleri
gerceklestirilmigtir. CLIP mutant kiitiiphanesine gére PPD1 geninde hem CDS (coding
sequence, kodlama bolgesi) hem de intron bolgelerinde insert bolgeler olusturularak
mutant hiicrelerin elde edildigi goriilmektedir. Ancak PPD2 i¢in mutant hiicrelerin
sadece intron bolgelerinde insersiyonlar olusturularak elde edildigi tespit edilmistir.
Ayrica SgRNA iiretici sirketlerinin genellikle 1. eksonda sgRNA tasarlama tavsiyeleri

42



BULGULAR VE TARTISMA F. DEMIREL

de goz Oniine alinarak SQRNA tasarimlar1 gerceklestirilmistir. Boylece PPD1 geni igin
1. ekson hedef alimirken PPD2 igin 5’UTR bolgesinde SgRNA  tasarimi
gerceklestirilmistir. Belirlenen bu sgRNA’lar sentetik olarak Sentego sirketinden temin
edilmistir. Ayrica PPD1 geni i¢in ekson 2 bolgesinde bir sgRNA bolgesi tasarlanmis ve
GeneCraft-R Classic CRISPR sgRNA Synthesis Kit kullanilarak in vitro kosullarda elde
edilmistir. Sekil 4.11’de her iki gen i¢in SJRNA bolgeleri detayli olarak tasvir
edilmistir.

A B

Sekil 4.10. In Vitro kosullarda elde edilen sgRNA’nin agaroz jel elektroforez goriintiisii;
A: step 1 PCR iiriinii, B: sgRNA PPD1 ekson 2
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Sekil 4.11. PPDK genleri i¢in tasarlanan SgRNA bdlgelerinin sematik gosterimi
4.7.2. pHyg3 kasetinin elde edilmesi

Laboratuvarda daha once bulunan klonlama vektoérii pUC BM20 once E. coli
DH5a susuna transforme edilmis ve daha sonra plazmit izolasyonu gergeklestirilmistir.
Elde edilen pHyg3 plazmiti ise Hindlll restriksiyon enzimi ile kesilerek pHyg3 kaseti
elde edilmistir. Agaroj jel goriintiileri izolasyonu yapilan kasetin beklenildigi
bliytikliikte iirtin olusturdugunu gostermistir Boylece elde edilen kaset CRIPR/Cas9
denemelerinde kullanilmak i¢in hazir hala gelmistir.
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4395 bp
2695 bp R

1729 bp &8 1729 bp

Sekil 4.12. pHyg3 kasetinin elde edilmesi; A: E.coli DH5a susundan izole edilen
pHyg3 plazmitinin jel goriintiisii B: Plazmitin Hindlll restriksiyon enzimi ile kesilmesi
C: Kesim islemi elde edilen pHy3 kasetinin jel elektroforezi ile dogrulanmasi

CRISPR/Cas9 RNP denemeleri

C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerini CRISPR/Cas9 RNP yontemi ile knock
out etmek i¢in yapilan literatiir denemeleri sonucunda bir yontem belirlenmis ve bu
yontem bu calismada kendi igerisinde degisiklikler yapilarak mutant suslar elde
edilmeye c¢alisilmistir. Uygulanan denemeler Cizelge 4.4°te detayli bir sekilde
Ozetlenmistir. Tasarlanan sgRNA’ler iki farkli sekilde temin edilmistir. Birincisi
GeneCraft-R Classic CRISPR sgRNA Synthesis Kit kullanilarak elde edilen sgRNA’lar
ve ticari olarak temin edilen sgRNA’lar. Ticari olarak temin edilen sentetik SgRNA’lar
daha stabil oldugu i¢in tercih edilmistir. CRISPR/Cas9 denemeleri kapsaminda bu
calismada kendi igerisinde farkli denemelerinde oldugu 5 farkli deneme
gerceklestirilmistir. Literatiirde farkli konsantrasyonlarda RNP denemeleri igin bir
optimizasyon ¢alismasi mevcuttur (Shin vd. 2016). Bu c¢alismaya gore optimum
sgRNA/Cas9 konsantrasyonlar1 20ug/15ug olarak belirlenmistir. Yapilan CRISPR/Cas9
RNP denemelerinde 6zellikle bu ¢alisma baz alinmistir. Deneme 1, 2 ve 3°te GeneCraft-
R Classic CRISPR sgRNA Synthesis Kit kullanilarak elde edilen sgRNA kullanilmistir.
1. denemede sgRNA/Cas9 konsantrasyonlart 15ug/10pg olarak kullanilmig ancak
deneme sonucunda herhangi bir koloni elde edilememistir. Bunun birka¢ nedeni
olabilecegi dusiiniiliip oOncelikle elektroporasyonda kullanilan voltaj artirilarak 2.
deneme gergeklestirilmistir. Ancak 2. deneme sonucunda da herhangi bir koloni elde
edilememistir. 3. denemede ise kullanilan pHyg3 kasetinin konsantrasyonu artirilarak
deneme tekrarlanmistir. Sadece pHyg3 plazmitinin (500 ng) transfer edildigi tabaklarda
koloniler gozlenmistir. Bu deneme sonucunda hedef alinan genler i¢in herhangi bir
transformant elde edilemese de elektroporasyonun sorunsuz gergeklestigi gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. CRISPR/Cas9 RNP Denemeleri

Deneme Gen/Hedef sgRNA Cas9 pHyg3 Hiicre Elektroporasyon  Koloni
(ng/nL)  (ng) kaseti sayisi (V, uF, @) (adet)
(ng) (hiicre/ml)

1 PPD1/Ekzon 2 15 10 500 2,4x108 600, 25, -
PPD1/Ekzon 2 15 10 -
2 pHy3 15 10 500 5x108 900 , 25, o
PPD1/Ekzon 2 15 10 500 -
3 PPD1/Ekzon 2 15 10 1000 5x108 900, 25, 3
pHy3 - - 500 ~350
PPD1/Ekson 1 20* 15 ~500
4 PPD2/5’UTR 20* 15 1000 2,4x108 900, 25, © ~500
pHyg3 - - ~350
10* 7,5 100 3
PPD1/Ekson 1 40* 30 500 1
PPD2/5’UTR 10* 7,5 100 50
5 0 30 500 3,5x10° 900 , 25, o0 21
pHyg3 - - 100 ~500
- - 500 14

*Sentetik SgRNA

Deneme 4 ve 5°te ise sentetik sgRNA’lar kullanilmistir. Elektroporasyon
kosullar1 ve hiicre sayis1 (2-8x10%) (hiicre/ml) degistirilmeden denemeler farkli
sgRNA/Cas9 konsantrasyonlar1 ve pHyg3 konsantrasyon degisikliklerine dayanarak
gerceklestirilmistir. Deneme sonuclarinda beklenildigi gibi her iki gen bolgesi i¢in de
transformantlar elde edilmistir. Elde edilen transformantlar 15 pg/mL Higromisin i¢ceren
TAP agar besiyerlerine transfer edilmislerdir. Tiim denemeler sonunda elde edilen
transformantlar EK5’te gosterilmistir.

CRISPR/Cas9 RNP Deneme 4 elde edilen transformantlar

C.reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerini knock out etmek i¢in denenen farkli
yontemler sonucunda en umut verici olant deneme 4 olmustur. Buna gére C. reinhardtii
CC-125 mt(+) hiicreleri logaritmik faz evresindeyken almip 2,4 x108 hiicre/ml
konsantre edilmistir. 20 ng/uL sentetik SgRNA, 15 ng Cas9 proteini ve 1000 ng pHyg3
plazmit kaseti kullanilmistir. Ayrica elektroporasyon kosullar1 900 V, 25 uF, « olarak
belirlenmistir. Elektroporasyondan sonra yaklasik 750 koloni elde edilmistir. Yaklasik
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10 giin sonra koloniler gézlenmistir. Bunlarin 400’er kolonisi 15 pg/mL Higromisin
antibiyotigi iceren TAP agar besiyerlerine transfer edilmistir.

Sekil 4.13. CRISPR/Cas9 Deneme 4 sonucu elde edilen transformantlar; A: PPD1 geni
Ekzon 1 hedef bolgesi B: PPD2 geni 5’UTR hedef bolgesi C: 1000 ng pHyg3 kaseti
(transformasyon kontrolii) D: RNP ve pHyg3 kaseti igermeyen C. reinhardtii hiicreleri
(kontrol)

Sekil 4.14 higromisin antibiyotigi iceren TAP agar besiyerlerine transfer edilen
taransformantlarin bir 6rnegini temsil etmektedir. Sekil 4.14 B gorildigi gibi elde
edilen koloniler antibiyotige dayaniklidir ve gelisim gostermistir. pHy3 plazmiti
sorunsuz bir sekilde C. reinhartii hiicrelerine transfer edilmistir. Elde edilen
transformantlar farkli fenotip 6zellikler gdstermistir. Bazilar1 daha koyu ya da daha agik
yesil renklerde gdézlenmistir. Hem bu fenotip degisiklikler hem de galisilan genlerin
dolayli olarak fotosentez ile iligkili olmasi nedeniyle bir mutant hiicre elde edildigi
distiniilmistir.
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Sekil 4.14. Antibiyotikli petri kaplarina transfer edilen transformantlar; A:
Elektroporasyon sonucu elde edilen transformantlar B: 3-4 giin sonra gelisim gosteren
transfromantlar

Elde edilen transformant sayis1 oldukg¢a yiiksek oldugu i¢in yiiksek verimli bir
tarama daha once yapilan bir metoda gore yapilmistir (Nouemssi vd. 2020). Koloni
PCR i¢in Chelex 100 kullanilarak ytiksek verimli bir tarama gerceklestirilmistir.
DNA’larin kontrolii igin CBLP geni kullanilmistir. Elde edilen biitiin transformantlarla
oncelikle CBLP geni i¢in PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu yontem yapilan
birka¢ optimizasyon sonunda % 92 bir basar1 ile CBLP geninden beklenen biiytikliikte
(250 bp) bir triin olusturdugu gosterilmistir. EK6’da jel sonuglart gosterilmistir.
Transformantlarin genomik DNA icerdigi tespit edildikten sonra sgRNA bolgelerinden
tasarlanan primeler ile mutant taramalarini ger¢eklestirmek i¢in PCR reaksiyonlari
kurulmustur.

Chelex 100 yontemi ile yapilan koloni PCR ile transformantlarda herhangi bir
mutasyon olup olmadigini belirlemek oldukga giic olmustur. Bu nedenle fenol/kloform
yontemi ile genomik DNA elde edilmis ancak bu da ¢ok zaman kaybina neden
olmustur. Bu siirede bazi transformantlar antibiyotikli besiyerinde gosterdikleri gelisimi
kaybetmislerdir. Yine de elde kalan biitlin transformantlarin  taramalari
gerceklestirilmeye c¢alisilmistir. Ancak genomik DNA taramalar1 sonucunda bu
transformantlarin herhangi bir mutasyon igerdigi tespit edilememistir. EK7’de sgRNA
bolgelerini ¢evreleyen primerler ile yapilan PCR’larin agaroz jel sonuglarinin bazilari
gosterilmistir.

Yapilan taramalar sonunda deneme 5 igerisinde bulunan bir uygulama sonunda
bir tranformant (Cr5P7T3) iizerinde detayli analizler yapilmistir. Bu denemede 100 ng
pHyg3, 10 ug sgRNA ve 7,5 ug Cas9 kullanilmis ve PPD1 geni hedef alinmistir.
Cr5P7T3 mutant adaynin secilme nedeni hem Chelex 100 hem de genomik DNA
izolasyonlar1 sonucu sgRNA bdlgesini c¢evreleyen primerler ile yapilan PCR
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reaksiyonlart sonucunda beklenildigi gibi herhangi bir {iriin olusturmamasiydi. Sekil
4.15 A’da goriilebildigi gibi P7T3 transformanti CBLP kontrol geni (250 bp) PPD2 geni
(321 bp) ile beklenildigi biiyiikliikte {iriin olustururken PPD1 primerleri (900 bp) ile
herhangi bir iirlin olusturamamistir. Yine yabanil tip CC-125 mt(+)’in hem CBLP hem
de PPDI1 spesifik primerleri ile iirin olusturdugu gosterilmistir. Bu denemeler
tekrarlanmis ve benzer sonuclar elde edilmistir. Bu nedenle bu transformant aday
mutant olarak belirlenmistir.

A CBLP PPD1 B " rg‘ 8
n n Bp M - = =
™ o P o~ ~ = 4 ¥
E & E & = = ¥
a3 a S

Sekil 4.15. CrSP7T3 ile yapilan PCR reaksiyonlarinin agaroz jel sonuglari; A: Gen ve
kontrol (CBLP) PCR sonuglar1 B: pHyg3 primerleri ile yapilan PCR sonuglari

Transformantlarin bircogunun Higromisin B antibiyotikli besiyerlerinde gelisim
gostermeleri bu kaseti genomik olarak icerdikleri anlamina gelmistir. Cr5P7T3’iin
pHyg3 kasetini igerip icermedigi tasarlanan spesifik primerler ile yapilan PCR
reaksiyonlar1 sonucu gosterilmistir (Sekil 4.15 B). Cr5P7T3 pHyg3 kaset primerlerleri
ve gen spesifik primerler ile {iriin olustururken, yabanil tipte beklenildigi gibi herhangi
bir {liriin olusmamistir. Hem beklenildigi yerde iirlin vermemeleri hem de pHyg3
plazmitini igermeleri bu transformantin adayligini giiclendirmistir. Eger CRISPR/Cas9
RNP sistemine gore bir mutasyon olusturulabildiyse bu transformantin pHyg3 plazmiti
primerleri ve PPD1 geninin sgRNA bolgesini ¢evreleyen primerleri ile biiylik bir tiriin
olugturmast beklenmektedir. Bu nedenle ilgili primerler ile Nested PCR analizleri
gerceklestirilmistir. Sekil 4.16 tasarlanan primerler ve olusabilecek lirlinleri sematize
etmektedir.

2181 bp

2032 bp
1745 bp \
1824 bp

oo a
87 bp 1658 bp 166 bp
900 bp X_ﬁ
F1
R1 523 bp 374 bp
\ /
971,500 971.750 972.000 972,250 972,500
e — =

Ekson 2 Ekson 1 5'UTR

Sekil 4.16. Nested PCR analizleri i¢in tasarlanan primerlerin ve iirlinlerin semasi
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Tasarlanan primerlere gére Paro up ve gen spesifik CrEIPPD1R1 primerleri
kullanilarak yapilan PCR reaksiyonlar1 sonunda 2181 bp biiyiikliigiinde, gen spesifik
CrE1PPD1F1 ve HygR PCR reaksiyonlar1 sonunda ise 2032 bp biiyiikliigiinde {iriin
beklenmektedir. Ancak CRISPR/Cas9 ile kesilen bolgeye kaset tek parga halinde
girebilecegi gibi birden fazla veya kirik bir sekilde de yerlesmis olabilmektedir. Tiim bu
ihtimaller g6z Oniine alinarak PCR reaksiyonlar1 ona goére dizayn edilerek
gerceklestirilmistir.

F2-HygR Paro up-R2

1 2 CC-125

Sekil 4.17. Cr5P7T3 ile yapilan Nested PCR reaksiyonlarinin agaroz jel sonuglari; 1:
Cr5P7T3-1, 2: Cr5P7T3-2, 3: Cr5P7T3-3, CC-125: Yabanil sus (kontrol)

Sekil 4.17°de gortilebildigi gibi 3 (Cr5P7T3-3) numarali biyolojik tekrar harig
Cr5P7T3 mutant aday1 2000 bp iizerinde {iriinler olusturmustur. Yine bu sonuclar da bu
transformantin adayliginmi artirmistir. Bu nedenle elde edilen bantlar jelden piirifiye
edilerek sekanslamaya gonderilmistir. Sekans sonunda pHyg3 kasetinin sekansinin
niikleotit dizisi igerisinde ve sgRNA bolgesinde Cas9 enziminin kesik olusturdugu
bolgede bulunmasi beklenmektedir. Blast ve hizalama analizleri yapilmig ancak
dizileme sonunda bu niikleotit dizisi bulunamamistir. Pytozome veri tabani Blast
analizleri sonuglarina gore dizi sadece PPDI1 niikleotit dizisi ile eslesmektedir.
Sekanslama sonucu elde edilen niikleotit dizisi ile yapilan hizalama analizlerinin
sonuglar1 EK8’ de gosterilmistir.

4.7.4. Cas9 proteini tarafindan hedef alinan DNA’larm in vitro kesim sonuclar:

Tasarlanan sgRNA’larin Cas9 proteini tarafindan kesilip kesilmedigi kontrol
edilmistir. Bu kesim in vitro kosullar altinda gerceklestirilmistir. Her iki gen igin
sgRNA’y1 cevreleyen primerler ile PCR friinleri elde edilmistir. Bu iirlinlerin
bliytikliikleri siras1 ile 900 bp ve 320 bp’dir. PCR iirlinleri Cas9 varliginda PPD1 i¢in
sgRNA konumuna gore 523 bp ve 377 bp ve PPD2 igin 260 bp ve 60 bp olacak sekilde
iki parcaya ayrilmistir (Sekil 4.18). Cas9 enzimi PCR iiriinlerini sgRNA konumuna gore
beklenildigi sekilde kesmistir. Bu sonu¢ ile Cas9 enziminin fonksiyonunu
gerceklestirdigini ve sgRNA’larin degrede olmadig1 gosterilmistir.
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PPD1 PPD2
Cas 9 - + size(bp) - -
- 1000
= - 500
- 300 -
- 100

Sekil 4.18. Cas9 proteini tarafindan hedef DNA’larin in vitro kesimi

Yapilan bir ¢alismada CRISPR/Cas9 RNP yontemi kullanilarak C.
reinhardtii’de ti¢ farkli gende basarili bir sekilde mutant suslar elde edilmistir (Shin vd.
2016) Ancak arastirmacilarin tizerinde c¢alistiklart genler klorofil ile ilgili genler
olduklari i¢in aday mutantlar1 kolay bir sekilde belirlemisler. C. reinhardtii yesil renkli
bir organizma oldugu i¢in transformantlar daha agik/koyu yesil renk olusturmuslardir.
C. reinhardtii"de CRISPR tabanli genom diizenleme hakkinda olumlu sonuglar
olmasina ragmen, diizenleme verimliligi her zaman diisiikk olmustur (Jiang vd. 2014;
Baek vd. 2016; Jiang ve Weeks 2017). C. reinhardtii’de kararli bir sekilde ifade edilen
bir ¢alismada ortaya ¢ikan diizenleme verimliligi ylizde 10’dan az olmustur. C.
reinhardtii’de  CRISPR-Cas9 ile 16 bagimsiz transformasyon  denemesi
gerceklestirildikten sonra, rapamisin direnci saglayan FKB12 geninde hedeflenen
diizenlemeye sahip yalnizca bir koloni tanimlanmistir (Jiang vd. 2014).

Bu tez ¢calismasinda CRISPR/Cas9 RNP denemeleri sonucunda PPD1 ve PPD2
genine ait herhangi bir mutasyon belirlenememistir. Bu genlerin herhangi bir fenotip
gostermemeleri calismayr daha da zorlasgtirmistir. CLiP mutant kiitiiphanesindeki
aragtirmalarma gore C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genleri iizerinde yapilan
mutasyonlar sonucunda da herhangi bir fenotip gézlenmemistir (Anonymous 6).
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda C. reinhardtii PPD2 proteini rekombinant olarak elde
edilmis ve protein ekspresyonu gergeklestirilmistir. C. reinhardtii PPD1 ve PPD2
genlerinin farkli kosullar altinda ekspresyon analizleri yapilmistir. C. reinhardtii PPDK
genlerinin biyoinformatik araglar yardimi ile ayrintili molekiiler ve biyokimyasal
karakterizasyonlar1 yapilmistir. PPDK genlerinin fonksiyonu arastirilarak CO2 doniisiim
metabolizmasinda TAG’larin birikimini artirmak i¢in C. reinhardtii metabolizmasinin
mihendisligi  arastinlmistir.  BOylece mikroalg C4  fotosentez  sisteminin
aydinlatilmasina katki saglanmistir.

Oncelikle C. reinhardtii PPD2 geni ilgili primerler ile C. reinhartii
cDNA’sindan klonlanmis ve pET28a (+)-PPD2 plazmiti olusturulmustur. Plazmit, E.
coli BL21(DE3) ekspresyon susuna transforme edilerek hiicrelerde rekombinant protein
sentezi gerceklestirilmistir. Daha sonra elde edilen protein SDS-PAGE ve imminoblot
analizleri ile ekspresyonlar1 kanitlanmistir. Enzim aktive testleri sonucunda, PPDI1
spesifik aktivitesi transforme edilmis hiicre ekstraktlarinda, negatif kontrol hiicre
ekstraktlarindakine gore 6,27 kat, PPD2 igin ise 9,39 kat daha fazla bulunmustur. Bu
sonuglar, piirifiye edilmis PPD1 ve PPD2 proteinlerinin yiiksek spesifik aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Ayrica PPD2 geni, C. reinhardtii hiicrelerinde, fonksiyonel ve
enzimatik olarak aktifligi tespit edilmistir.

C. reinhardtii PPD1 ve PPD2 genlerinin farkh NHs® ve CO;
konsantrasyonlarinda yapilan hem RT-PCR hem gRT-PCR sonuglarina gore, NHa"
degisikliginde C. reinhardtii PPD1 geni istatistiksel anlamda bir degisiklik
gostermemigstir. Artan CO2 konsantrasyonlarinda ise C. reinhardtii PPD1 geninin
ekspresyonu artmustir. C. reinhardtii’de farkli NH4* ve CO; konsantrasyonlarinda PPDK
genlerinin gosterdigi degisiklikler enzimin fotosentetik yoniiniin olabilecegini ve lipit
artistyla negatif yonde iliskisi oldugunu gdstermistir.

Biyodizel; soya, aspir, kanola, hayvansal yaglar gibi biyokiitle
hammaddelerinden TAG’larin transesterifikasyonuyla yapilan, kisa zincirli alkil (metil
veya etil) esterlerden olusan, petrol bazli olmayan bir dizel yakiti ifade etmektedir.
Avrupa biyodizel pazarinda gergekten onemli bir etki olusturmak icin, insan gida
kaynaklartyla rekabet etmeyen birkag giivenilir hammaddeye ihtiyacimizin oldugu
aciktir. Bu hammaddelerin bazilari, CO, yakalama ve / veya fiksasyon yoluyla karbon
ayak izini azaltan siirecleri de icermelidir. Mikroalgler, giines 151811 ve karbondioksiti
dogrudan lipitlere doniistiirme potansiyeline sahip olduklar1 i¢in kuskusuz bu
kaynaklarin basinda gelmektedir. Mikroalgler, kuru biyokiitlelerinin %30’una kadar siv1
hidrokarbonlar bi¢giminde dogal olarak birikebilir. Yesil alg C. reinhardtii, fotosentetik
bir hiicrenin yararli bir modelidir ve bir dizi fizyolojik siiregle ilgili ¢alismalar igin
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Son zamanlarda, niikleer ve organel doniislim
(niikleer, kloroplast ve mitokondriyal) sistemleri, RNA miidahalesi dahil olmak iizere
bir dizi molekiiler teknoloji, Chlamydomonas’a TALEN aktivasyonu ve CRISPR
teknolojisi uygulanmistir. C. reinhardtii nin genom dizilerinin mevcudiyeti, arastirma
ve endistriyel uygulamalarda kullanimini artiracaktir. Boylelikle, sahada saglanan
onemli gelismelerin kiiresel ekonomi iizerinde biiyiik etkisi olacaktir.
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Hiicreler lipit ve protein sentezleri i¢in ayni substrat olan ve bir glikoliz {iriini
olan pirtivat i¢in rekabet etmektedirler. Dolayisi ile piriivatin ¢evriminde rol alan PPDK
genlerindeki degisiklikler C4 metabolizmasindaki TAG seviyelerini 6nemli Olciide
degistirebilecektir.
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EKZ1: PPDK proteinlerinin ¢oklu amino asit hizalamalar1
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EK?2: Farkli kosullarda yapilan RT-PCR sonuglari

EK?2a: Farkli NH4" konsantrasyonlarinda yapilan RT-PCR sonuglari
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EK2b: Farkli CO2 konsantrasyonlarinda yapilan RT-PCR sonuglart
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EKS3: Farkli kosullarda yapilan qRT-PCR sonuglar1

EK3a: Farkli NH4" konsantrasyonlarinda yapilan qRT-PCR sonuglari
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EK3b: Farkli CO; konsantrasyonlarinda yapilan QRT-PCR sonuglari
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EK4: pHyg3 ve pHyg4 plazmitlerinin fiziksel haritas1 ve sekans1 a: pHyg3 ve pHyg4
plazmitlerinin sematik bir gosterimi b:pHyg3 plazmitindeki pHyg3 kasetin dizisi
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ATATTCAAAC

ACCTAGATCA

241 [CTACCACTTC

TACACAGGCC

ACTCGAGCTT

GTGATCGCAC

TCCGCTAAGG

GGGCECCTCT

TCCTCTITCGT

TTCAGTCACA|

START

321 |ACCCGCAAAC| ATGACACAAG

EcoRI
401 ACCAGGAATT

AATCCCTGTT

ACTTCTCGAC
-

CIGGGAGGTG

F1

»

CGTATTGATT

CGGATGATTC

CTACGCGAGC

CTGCGGAACG

AGTCGACGAG

CAARGCCCGED

GEATCAGGCA

GCETECTT

AGATTTGACT

TGCAACGCCC|

481 |[GCATTETGTC

GACGAAGECT

TTTEGCTCCT

CTETCECTGET

CTCAAGCAGT

ATCTAACCCT

GCGETCECCET

TTCCATTTGC |

561 [2eccecTeeC
641 CCCGTACTGG
721 6TCGGRAGGCE
801 CCGGAGCCTG
881 GACCGGAACG
961 CACCGTGCTC
1041 GETGGGGCTA
1121 GAACCCCGET
1201 CEACTTCACC
1281 AGATCCTGGC

1361 CTGCACGACT

1441 CTGGGGGCCE

CCGCCGAGCC

TCGGCGAGCC

TACGCGGTCC

GCCBTGGCCC

CGCTGCTICGC

ACCCCCCATT

CCTCTCGCCC

TCGTCCACGG

GACGTCTATG

CGCGCTGCTC

TCGAGGTGTT

CCGGACACCG

CTGGAGGAGC

CGGCCCGGTE

TGGCGGACGC

TACCTGGTGA

CCTGECCCGC

CCGAGGTCTT

CGECTGCTGGE

CGACCTGCAC

CGGGAGACTC

GACGEGGCGECT

CGAGGAGACC

CCCCCGGCGEC

Sacl

TCceecCTECC
ATCARGCTET
CCCRETGCCE
TGAGCCGGAT
GAACTCGGCC
CCCGEAACTS
ACCGCCTEGA
GGGACCAACA
CCECTACAGC
AGTGEANECE

CCGCTGGATC

GGTGCCGCCG

TCGGCGEAGCA

GTGCCCCGOC

GACCGGCACC

GGGTEGCTCGE

CTGCEGGAAC

GGACTGGCTE

TCTTCGTEGA

CTGGTGCAAC

GACCGAGGAC

TCTCCGGCTT

3TOP__BamHAI

GTGCTGCGGGE

CTGGETGCGGT

TCCTCGGOCGE

ACCTGECGGT

CCGGECTGCAC

GCCECECGGC

CCGGACGTGGE

CCTGGCCGEOE

TGCATCTCAA

TTCGCCCGOG

CACCGATCCG

TGCCCGGCGA

CCGGAGAGCC

CGGCGAGCTGE

CCGCGATGGEA

AGGGTGECCGC

GACCGTCGAG

ACACGCTGCT

ACCGAGGTCA

CGCCTTCCGGE

AACTGCTCGC

GAGGAACTGG

GAGCACCAAC

TCGCGTCEGGA

CGGCCCGGECA

CGECACGACC

TGACCGGGARL

GACCACCGCE

GGCCGECCEC

CCGGGATCGT

GGCEGACCECE

CTTCACCTTC

CGCAGTTCCT

cIcATARGIGA

TCCCCGCTCC

GTGTAAATGG

AGGCGCTCGT

TGATCTGAGC |

1521 [cTTecccecT

GACGAACGGC

G6TGGATGG A

AGATACTGCT

CTCAAGTGCT

GAAGCGGTAG

CTTAGCTCCC

CGTTTCETGC]|

Poly (&)

1601 W@mﬁmxmu‘.@

Kpnl

Hindill

+ |
1681 bTCTTTCTCC ATGGEGCGEGC TEGECGTATT TGAAGCGGEGT thGGGCCCG TCATCCCATG GAAGCTT
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EK5: CRISPR/Cas9 RNP Denemeleri Sonucu Elde Edilen Koloniler

EK5a: Deneme 3 elde edilen kolonilere ait petri goriintiileri

Deneme 3

A: PPD1 ekson 2 500 ng pHy3, B: PPD1 ekson 2 1000 ng pHyg3 C: 500 ng pHyg3
kaseti (transformasyon kontrolii) D: 15 pg/mL Higromisin TAP agar plate transforme
edilen transfromantlar ve yabanil sus
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EK5b: Deneme 5 elde edilen kolonilere ait petri goriintiileri

Deneme S 100 ng pHY g3

A: PPD1 ekson 1, B: PPD1 5’UTR C: pHyg3 kaseti (transformasyon kontrolii) D:
C.reinhartii hiicreleri (kontrol)
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Deneme S 500 ng pHy3
A B

A: PPD1 ekson 1, B: PPD1 5’UTR C: pHyg3 kaseti (transformasyon kontrolii) D:
C.reinhartii hiicreleri (kontrol)
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EK6: Transformant DNA’lardan CBLP genine 06zgii DNA fragmanlarinin
amplifikasyonundan sonra PCR reaksiyonu agaroz jel elektroforez goriintiisii

250 bp

250 bp

250 bp

.
L Ead - e .
-

250 bp
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EK7: Transformant DNA’lardan PPD1 ve PPD2 genlerine 6zgii DNA fragmanlarinin
amplifikasyonundan sonra PCR reaksiyonu agaroz jel elektroforez goriintiisiit A: PPD1
900 bp B:PPD2 321 bp
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EK8: Sekanslama sonuglari

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

BMLab
0
PPD1
60

BMLab

PPD1

120

BMLab

PPD1

180

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

TAAAGCGTGCGAGCCGACCTGGCGCCACGCCTCTTGTGTCTTGATGACACTTATCCAAGA

* *

NGAGGATTCTATTGTGGGATTGCGAGTCGTGGGCTCTTGCGAGGCGGTTTGGTACCGGCA
CGTAAAACGATTCTATTTGGATTGCGGTCGTGGCTCTTGCGAGGCGGTTTGGTACCGGCA

* * * k% 3k >k 3k 3k >k >k 5k 3k %k %k 5k >k %k %k 5k >k %k %k %k >k %k %k >k >k *k %k %k %k %

CAGGACCGAATGGGCAGCGATGTTCGCTGTTCCGACACTCGCTTCTGCACGCCTCGCTGT
CAGGACCGAATGGGCAGCGATGTTCGCTGTTCCGACACTCGCTTCTGCACGCCTCGCTGT

>k 3K 5k 3k >k 3k 5k >k >k 5k 3k >k 3k 3k 3k %k >k 5k 3k %k >k 5k >k >k >k 5k >k %k 5k 5k >k >k 5k 3k >k %k 5k >k >k %k 5k 3k >k %k 5k >k %k %k 5k >k %k >k 3k %k *k %k %k %k k %k

TTTAACAAAAGACATTCTGTACAAAAGCGCTCACGCAACCGTTATCTACAACAGTCAACA
TTTAACAAAAGACATTCTGTACAAAAGCGCTCACGCAACCGTTATCTACAACAGTCAACA

3k 3k >k 3k 5k 3k 3k 3k 3k 3k 5k >k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 5k 3k 3k 3k 5k >k 3k >k 3k >k sk >k 3k >k 3k >k sk >k 3k 3k 3k 3k 3k 5k 3k >k 3k >k 3k 5k 3k 3k >k 3k >k 3k >k sk kok k k

CCGATACCGAACAAGGCCGCTCTATCTGCTTGCGTGACCCCTCCCGCCACTGACGACCGC
CCGATACCGAACAAGGCCGCTCTATCTGCTTGCGTGACCCCTCCCGCCACTGACGACCGC

>k 3K 5k 3k >k 3k 5k >k >k 5k 3k >k 3k 5k 3k %k >k 5k 3k %k >k 5k >k %k >k 5k 3k %k 5k 5k >k >k 5k >k >k %k 5k 5k >k %k 5k 3k >k %k 5k >k %k %k >k >k %k >k 3k %k *k %k %k %k %k k

GTTGGTAAGCCACGACACCTGCGACCGAGGCATGGCTCCCATTCGCCGGATTTACGGGTT
GTTGGTAAGCCACGACACCTGCGACCGAGGCATGGCTCCCATTCGCCGGATTTACGGGTT

3k 3k 3k 3k 5k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k sk 3k sk >k sk >k sk >k 3k 3k sk >k 3k 3k 3k 3k 3k 5k 3k >k 3k ok Sk ok sk ok sk sk sk sk sk sk kok kok

CGCCCGTGGAAGCAGTGATGGCAACAAATCGATGAAGGAGCTGGTGAGTCGCGACCTGAA
CGCCCGTGGAAGCAGTGATGGCAACAAATCGATGAAGGAGCTGGTGAGTCGCGACCTGAA

3k 3k 3k 3k 5k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k sk 3k 3k >k sk 3k sk >k sk >k sk >k 3k 3k sk >k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k 3k 3k Sk ok sk ok sk sk sk sk sk sk kosk kok

GGCGTTTCGGTTGCTAAAGTCCCCGCGACTCAACGTGTCTGAAAGGGTGCGAGAGCCGAG
GGCGTTTCGGTTGCTAAAGTCCCCGCGACTCAACGTGTCTGAAAGGGTGCGAGAGCCGAG

>k 3K 3k 3k >k 3k 5k >k >k 3k 3k >k 3k 3k 3k %k >k 5k 3k %k 5k 3k 3k >k 5k 3k 3k >k 3k 3k %k %k 3k %k >k %k 3k 3k >k %k 3k 3k >k >k 5k 3k %k >k 5k %k >k >k 3k %k % % %k %k %k k

TGAGATCACCACACGGCAACATATGCATAGCTTTCAGCACCATGAGCTCTAGCAACCTCG
TGAGATCACCACACGGCAACATATGCATAGCTTTCAGCACCATGAGCTCTAGCAACCTCG

>k 3k 5k >k >k 5k %k >k >k 5k 5k >k 5k 5k 5k %k >k 5k 3k %k 5k 5k %k >k >k 5k >k >k 5k 5k >k >k 5k ok >k >k 5k 5k >k >k 5k >k >k >k 5k 5k >k >k 5k >k >k >k %k %k >k k %k %k k k
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300
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360
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600

485
660



BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

BMLab
PPD1

CGCGCTCGCTTTGCGGGGTACTTTCGTCCGTCGGCGCCCCGTCTCAGGGGTGCCCCGTGG
CGCGCTCGCTTTGCGGGGTACTTTCGTCCGTCGGCGCCCCGTCTCAGGGGTGCCCCGTGG

>k 3k 5k 3k >k 5k %k >k >k 5k %k >k 5k 5k 5k %k >k 5k 3k %k 5k 5k 5k >k >k 5k >k >k 5k 5k >k >k 5k 5k >k %k 5k 5k >k >k 5k 3k >k >k 5k %k >k >k 5k >k >k >k %k >k %k *k %k %k k ok

GGGTGCCCCTGCCCCGTCTGCACCCTGATCGTAAGGTCATACTTGTGTGTCGGAACCGGG
GGGTGCCCCTGCCCCGTCTGCACCCTGATCGTAAGGTCATACTTGTGTGTCGGAACCGG-

>k 3k 5k >k >k 5k 5k >k >k 5k 3k >k 5k 5k 5k %k >k 5k 3k %k >k 5k %k >k >k 5k >k >k 5k 5k >k >k 5k %k >k >k 5k 5k >k >k 5k 3k >k >k 5k 5k >k %k 5k >k >k >k 5k >k >k *k %k %k %k

CCGGCATCGTGTGACCGTAACGCCCATGCCTTACACAACACCAACCGTCATCGTTATAGC

GCGGCATCGTGTGACCGTAACGCCCATGCCTTACACAACACCAACCGTCATCGTTATAGC
st sk sk sk ok sk sk sk ok sk sk ok sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk ok sk sk sk ok sk sk sk stk sk ok s sk sk sk sk sk sk sk sk okt sk sk ok sk ok ok ok ok skok ok

CCTCGCCCTGCTTTGAAGCCCTCCGCAACCCGGAGAGCACTGCTGCGCTGACCAGTTGCG
CCTCGCCCTGCTTTGAAGCCCTCCGCAACCCGGAGAGCACTGCTGCGCTGACCAGTTGCG

>k 3K 5k 3k >k 5k 5k >k >k 5k 3k >k 3k 5k 5k %k >k 5k 3k %k >k 5k 5k >k >k 5k >k >k 5k 5k >k >k 5k >k >k %k 5k 5k >k >k 5k 3k >k %k 5k >k >k >k 5k >k %k >k >k %k %k %k %k %k k *k

CACCAGGCGTCACCCTTTCGCACCGTGGCCCCTGTTTCGCGCGCACAGCTCGGCGGCAAG
CACCAGGCGTCACCCTTTCGCACCGTGGCCCCTGTTTCGCGCGCACAGCTCGGCGGCAAG

>k 3K 5k 3k >k 5k %k >k %k 5k 3k >k 5k 5k 5k %k %k 5k 3k %k >k 5k 5k %k %k 5k >k >k 5k 5k >k %k 5k >k >k %k >k 5k >k %k 5k 3k %k %k 5k 3k >k %k 5k >k >k >k >k %k %k %k %k %k %k *k

GGTGCTTACCTTTGCGAAATGGCGCGCTGTGGCCTGAACGTTCCTCCCGGCTTCACCATC

GGTGCTTACCTTTGCGAAATGGCGCGCTGTGGCCTGAACGTTCCTCCCGGCTTCACCATC
sk ok ok sk ok ok ok sk ok ok ok sk ok ok sk ok ok sk sk ok ok sk sk ok sk sk sk o sk sk ok ok sk sk ok sk sk sk ok sk sk ok ok sk ok ok sk sk ok ok sk ok ok sk ok ok ok ok K

ACCACCGAGGTCTGCANAAGATTTTTACCGGA-- === == === == —mmmmm e e oo e oo
AccacccAI C CAACGGTGAGGCCGCCGCACGCACGTGTCGT

>k % %k 3k >k %k %k %k %k %k %k %k Kk k k% 3k * *

CTGCTGGTGTCCGTACGCTCCGGCGCCGCGGTGAGTGTGACAACGATTGATGACATGCAG
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BMLab 877

PPD1 GGTGCCGTAGGCTTGCCTGCTGGGCTTGCTCCTCCCTCGCCTGCACAGTTGCTGGTTGCG 1559

BMLab: Sekanslama sonucu elde edilen niikleotit dizisi, PPD1: Pytozome veri
tabanindan elde edilen PPD1 genine ait niikleotit dizisi. Sar1 renkli niikleotit dizisi:
sgRNA dizisi, Yesil: ileri primer, mavi; geri primer niikleotit dizisi
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