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OZET

TEZIN BASLIGI: METABOLIK AKI ANALiZIi TEKNIKLERINi
KULLANARAK HUCRENIN BiYOLOJiK AMACININ iNCELENMESI

YAZAR ADI: Fatih TARLAK

Yapilan bu tez caliymasindaki genel amag¢, Asagidan Yukar1 Sistem
Biyolojisi yaklasimlarindan olan Aki Dengesi Analizi ve Kontrol-etkili Aki Analizi
matematiksel yontemlerini kullanarak Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmalarmin farkli ortamlardaki davranislarinin ardinda yatan biyolojik
amacim ne oldugunu anlayabilmek ve bu mikroorganizmalar i¢in biitiin ortamlarda
gecerli olabilen temel ama¢ (maksimum biyokiitle iiretimi) ve ikincil amag
(minimum enzim f{retme) fonksiyonlar1 Onererek bir simiilasyon ¢aligmasi
yapmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda, her iki mikroorganizma i¢in de iki farkli boyutta
(kiiciik boyut ve genom boyut) metabolik modeller kullanilarak elde edilen
metabolik aki dagilimlari, organizmalara ait farkli {ic ortamdaki (kesikli oksijenli,
stirekli oksijenli ve oksijensiz biiylime) literatiirden elde edilen deneysel aki
dagilimlari ile karsilastirildi. Yapilan bu ¢alisma sayesinde, onerilen temel ve ikincil
ama¢ fonksiyonlarinmn ti¢ farkli ortamda da mikroorganizmalarin gergekteki
davranigini ne kadar yansittigi, kullanilan farkli boyuttaki metabolik modellerin
mikroorganizmlar1 ne kadar temsil ettigi ve kullanilan matematiksel metotlarin
mikroorganizmlarin gergek davranisini tahmin etmedeki analiz kabiliyeti test edilmis
oldu. Bu dogrultuda elde edilen baslica sonuglar; (a) En iyi sonuglarin Aki1 Dengesi
Analizi ile elde edilmesi, (b) Minimum enzim {iretimini matematiksel olarak en iyi
ifade eden fonksiyonun hiicre i¢i akilarm karelerinin toplaminin minimizasyonu
Olmasi, (c¢) Aki dagilimi hesaplamalarinda canlinin esnek davranma egiliminin

dikkate alinmas1 gerektigi seklinde 6zetlenebilir.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: INVESTIGATION OF BIOLOGICAL
OBJECTIVE OF THE CELL BY USING METABOLIC FLUX ANALYSIS
TECHNIQUES

AUTHOR: Fatih TARLAK

The main goal of this study is to understand biological objective of
Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae microorganisms in different
environments by using two mathematical methods of bottom-up systems biology:
Flux Balance Analysis and Control Effective Flux Analysis. It is also aimed to
perform a simulation study by suggesting primary objective (maximum biomass
production) and secondary objective (minimum enzyme production) functions for
these microorganisms in any condition. Within this scope, metabolic flux
distributions obtained by using two different (small size and genome size) metabolic
models are compared with literature-based findings in three different conditions
(aerobic chemostat, aerobic batch and anaerobic media) for both microorganisms.
This study enabled the investigation of how (i) different scale metabolic models, (ii)
suggested objective functions, and (iii) different mathematical methods represent
microorganism behavior in three different conditions. Among others, the following
main conclusions were obtained: a) Flux Balance Analysis gives closest results to the
experimental data, b) the best function that represent microorganism behavior is the
minimization of the sum of square of all intracellular fluxes, c) the flexibility of

microorganisms have to be taken into account in simulation studies.
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1 GIRIS

Sistem biyolojisi, hiicre i¢indeki genlerin, proteinlerin ve biyokimyasal
reaksiyonlarin etkilesimi ile olusan karmasik yapiy1r matematiksel modellere dokerek
tim sistem hakkinda bilgi edinmeyi amaglayan yeni ve disiplinlerarasi bir bilim
dalidir [Klipp et al, 2005]. Bu yeni bilim dalinin odaklandig1 noktalardan bir tanesi,
mikroorganizmalarin farkli c¢evresel kosullarda nasil davranis sergilediginin
anlasilmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda sistem biyolojisi hiicre i¢i biyolojik
agyapilarin calisma prensiplerini anlamaya g¢alisir. Bunun i¢in de, iki farkli tiir
hesaplama yonteminden yararlanir. Bunlardan Yukaridan Asagi (“Top-Down”)
Yaklasim, hicbir hiicresel agyapi1 bilgisi kullanmadan, sadece hiicre igi
biyomolekiillerin miktarin1 veren deneysel verileri istatistik, optimizasyon ve bayez
aglar yontemleri yardimiyla analiz eder. Ve ilgili kosulda aktif olan hiicresel
agyapinm ortaya cikarilmasin1 amaglar. iki tiirlii sistem biyolojisi yaklasimindan
digeri olan Asagidan Yukar: Yaklasim (“Bottom-Up”) ise, literatiirden derlenmis
genel hiicre agyapisi bilgisini kullanarak, agyapidaki ilgili kosulda aktif olan
reaksiyonlarm optimizasyon veya lineer cebir hesaplamalariyla bulunmasi olarak

tanimlanir.

Hiicrenin yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmesi ve biiyliyebilmesi
amaciyla gerceklesen tiim reaksiyonlara metabolizma denir. Bu baglamda metabolik
olaylar hiicrenin can damaridir. Metabolizmanin incelenmesi dogrultusunda
kullanilan en yaygin hesaplama metodu Aki Dengesi Analizi (“Flux Balance
Analysis”) metodudur. Ayrica Kontrol-Etkili Aki Dengesi Analizi (“Control-
effective Flux Analysis”) isimli bagka bir metot da Onerilmistir. Bu iki Asagidan
Yukart Yaklasim metodu metabolik aki dagilimini, yani metabolik agyapiyi
olusturan reaksiyonlarin belli bir kosulda aktif olanlarini, belirlemeyi amaglayan
matematiksel yontemlerdir. Aki Dengesi Analizi hesabi1 dogrusal programlama,
karesel programlama ve karma tam sayili dogrusal programlama gibi optimizasyon
algoritmalarma dayanir. Kontrol-Etkili Aki Analizi ise dogrusal cebir tabanli

hesaplamalar igerir.



Yapilan ¢alismada Asagidan Yukar1 Yaklasim sistemi ve bu kapsamda her iki
hesaplama metoduna odaklanilarak, Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmalarinin ~ farkli ortamlarda metabolik agidan nasil davranig
sergilediginin ve bu davranisin ardindaki biyolojik amacin ne oldugunun incelenmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, her iki mikroorganizma i¢in de biri 50-100
tepkimeden olusan kiigiik metabolik model, digeri 1000'den fazla tepkimeden olusan
genom-boyutlu metabolik model olmak iizere iki farkli boyutta modeller kullanilarak
metabolik aki dagilimlari elde edilmistir. Elde edilen aki dagilimlari, organizmalara
ait farkh ti¢ ortamdaki (kesikli oksijenli, slirekli oksijenli, ve oksijensiz biiylime)

deneysel aki degerleri ile karsilastiriimistir.

Calismada kullanilan Aki Dengesi Analizi ve Kontrol-Etkili Aki Dengesi
Analizi metotlari, kullanilan amag¢ fonksiyonlar1 ve sistemin modellenmesi asamalar1
hakkinda ayrintili bilgi tezin ikinci boliimiinde verilmistir. Tezin {i¢iincii boliimiinde
Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in iki farkli boyutta metabolik model
kullanilarak yapilan hesaplamalar, tezin dordiincii boliimiinde ise Saccharomyces
cerevisiae mikroorganizmasi igin iki farkli boyutta metabolik model kullanilarak
yapilan hesaplamalar ayrintili olarak verilmistir. Besinci boliim, bulgularin tartigsma
ve yorumlanmasina ayrilmistir. Son boliimde ise tez ¢alismasinin ana sonuglar1 ve

Oneriler verilmektedir.



2 KURAMSAL TEMELLER

2.1 Sistem Biyolojisi

Sistem biyolojisi, genlerin, proteinlerin ve biyokimyasal reaksiyonlarin
olusturdugu agyapisal sistemin biitiinlesik olarak incelenmesini amacglayan cok
disiplinli bir bilim dalidir [Klipp et al., 2005]. Bu bilim dali elde ettigi verileri
matematiksel modellere dokerek tiim sistemin yapisi hakkinda bilgi edinmeyi

hedefler.

L/

A ATP

g —= N
[FFFEE ERRY P ,7‘\ / \ e
XA 1 & Plrﬁvat/ Acetyl:oA/

o \/

izositrat

BiYOKiMYA

iSTATISTIK

Sekil 2.1 Sistem biyolojisinin sistematik gdsterimi

Sekil 2.1°de gosterildigi gibi sistem biyolojisi deneylerle elde edilmis
verilerin toplanmasini, sayisal tahminleri elde etmek i¢in matematiksel denklemlerin
bilgisayar destekli ¢oziimlerini, denklem ¢6ziimlerine gore yeni matematiksel
modellerin ~ Onerilmesini  ve deneysel verilerle sayisal simiilasyonlarin
karsilastirilmasiyla hiicrenin davraniglarini en iyi sekilde gosterilebilen modellerin

olusturulmasimi kapsar.
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Sekil 2.2 Sistem biyolojisi terimini iceren makale sayisinin yillara goére dagilimini

gosteren grafik (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed )

Sekil 2.2°de goriildiigii gibi sistem biyolojisi olduk¢a yeni bir bilim dali
olmasma ragmen bu bilim dalina ilgi hizla ivme kazanmaktadir. Bu yeni bilim
dalinin odaklandig1 hiicresel sistemlerden bir tanesi de hiicre metabolizmasidir.

Bundan dolay1 metabolizma hakkinda bilgi sahibi olunmasi 6nemlidir.

2.2 Metabolizma

Hiicrenin yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmesi ve biiyiiyebilmesi
amaciyla gergeklesen tiim reaksiyonlara metabolizma denir. Glikozun ve besinlerin
hiicre i¢ine alinarak parg¢alanmasi veya birlesmesiyle elde edilen kimyasal maddelere
de metabolit denir [Demain, 1980]. Her organizma, biiyiime, gelisme, 1s1, hareket,
iireme gibi yasamsal etkinlikleri siirdiirebilmek i¢in dis ¢cevreden bazi maddeler ve
enerji almak zorundadir. Bu maddeler yasamsal etkinliklerin siirdiiriilebilmesi igin
gereken organik molekiillerin sentezlenmesinde kullanilacaktir. Dis ¢evreden alinan
organik ya da inorganik molekiiller, ya dnce pargalanarak, yikima ugratilir ya da
yikima gerek kalmadan gerekli molekiillerin sentezlenmesinde kullanilir. Bu agidan
metabolizma hiicresel fabrika (“cellular factory”) olarak da tanimlanir

[Stephanopoulos et al., 1998].



Metabolizma genel olarak iki evrede gergeklesir. Hiicreye disaridan alinan 6
karbonlu glikozun veya diger besinlerin daha diisiik karbonlu ve daha basit yapidaki
molekiillere doniismesi evresine katabolizma denir. Anabolizma ise, hiicrenin
bliylimesi i¢cin ve tiim faaliyetlerinin gerceklestirebilmesi amaciyla katabolizma
sonucu olusan basit yapidaki molekiillerden daha biiylik yapidaki molekiilerin

sentezlenmesi olaylarinin gerceklestigi evredir.
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Sekil 2.3 Metabolizmanin evreleri ve sekilsel gosterimi

Sekil 2.3’te goriildiigii gibi hiicreye disaridan besin alinir, ardindan katabolik
olaylarla ¢esitli metabolitlere doniistiiriiliir. Bu metabolitlerin birgok reaksiyonla bir
araya gelmesi sonucu anabolizmada hiicrenin biiyliyebilmesi icin gerekli
makromolekiiller olusturulur. Bu makromolekiillerin olusmasinda 6nemli rol
oynayan metabolitlere Onciil metabolit denir. Bu Onciil metabolitler sayesinde
hiicreyi olusturan makromolekiiller (Yag, DNA ve RNA, Karbonhidrat ve Protein)
meydana gelir. Biiyiime (growth) dedigimiz olay da, hiicrenin kendisi i¢in gerekli
makromolekiilleri iiretmesidir. Bu sekilde anabolizma evresi sonucunda hiicre

biiyiimesi gerceklesecektir.

Katabolizmadaki yikim olaylar1 siireci kendi i¢inde farkli asamalar halinde
gerceklesir. Bu asamalara yol izleri (“pathways”) denir. Bunlar, Glikoliz yolu,

Pentoz fosfat yolu, TCA (Krebs) dongiisii ve Oksidatif fosforilasyon evreleridir.



2.2.1 Glikoliz Yolu

Hiicreye disaridan besin alimiyla baglayan glikoliz yolu hiicrenin
sitoplazmasinda gergeklesir. Glikozun enzimlerle piriivik asite (piriivat) kadar

yikilmasi olayidir.
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,—— 2ATP
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Sekil 2.4 Glikoliz yolunun basitlestirilmis sematik gosterimi

Biitiin canlilarda glikoliz reaksiyonlar1 hemen hemen ayni sekilde gergeklesir.
Ciinkii olaylar i¢in tiim canlilarda ayni enzimler gorevlidir. Sekil 2.4’te goriildigi
gibi baslangicta glikozu aktiflestirmek i¢in 2 ATP (Adenozin-tri-fosfat) harcanir ve
Fruktoz-6-fosfat meydana gelir. Takip eden glikoz reaksiyonlar1 sirasinda ise 4 ATP
ve 2 NADH olusur. Yani, bu yolda toplam net kazang 2 ATP ve 2 NADH iiretimidir.

Olusan NADH'lar oksijenli solunumda elektron tagima sistemine aktarilir ve
oksijenle birleserek hiicre igin gerekli enerjiyi saglamak amaciyla ATP’ye
doniisebilir. Oksijensiz solunumda ise NADH’lar etil alkol, asetat gibi olusmasinda
NADH ihtiyaci olan yan iiriinlerin iiretiminde kullanilarak hiicre i¢ci NADH dengesi

saglanmis olur.

2.2.2 Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz fosfat yolu glikoliz yoluna alternatif bir yan yoldur. Glikoliz yolu gibi

hiicrenin sitoplazmasinda gerceklesir. Bu evrede ATP hig {iretilmez veya tiiketilmez.



Sekil 2.5‘te goriildiigii gibi bu evrenin asil amaci hiicre i¢cin gerekli anabolik

reaksiyonlarda gorev yapan NADPH’1n iiretilmesidir.

GLiKOZ-6-FOSFAT

NADPH

6-FOSFO-GLUKONAT

AN

RiBOZ-5-FOSFAT

NADPH

Sekil 2.5 Pentoz Fosfat yolunun basitlestirilmis sematik gosterimi

2.2.3 TCA (Krebs) Déngiisii

Glikoliz yolunda firetilen piriivat oksaloasetat (OAA) ve Asetil-Koenzim-A
(Acetyl-CoA)’ya doniistiiriiliir. Krebs dongiisii de denen TCA (tri-karboksilik asit)
dongiisii, bunlarin birlesmesi sonucu sitrat olusumu ile baslayan ve son olarak tekrar
oksaloasetat olusarak devam eden dongiidiir. Bu evre mitokondride gergeklesir. Sekil
2.6’da goruldigii gibi TCA dongiisiinde 1 ATP, 1 FADH ve 3 NADH iiretilmektedir.
Bunlar 1 molekiil piriivattan olusan miktarlardir. 1 molekiil glikozdan 2 molekiil
piriivat tretildiginden dolay1 (Sekil 2.4) hiicre ig¢ine alinan 1 molekiil glikoz igin
TCA dongiisiinde 2 ATP, 2 FADH ve 6 NADH iiretilir.

Acetyl-Col

NAD

NADH

ATP ADP

Sekil 2.6 TCA dongiisii sematik gosterimi (www.biochem.oulu.fi)



2.2.4 Oksidatif Fosforilasyon Evresi

Oksidatif fosforilasyon, oksijenli solunumun son evresini teskil eder. Glikoliz
ve Krebs dongiisii sirasinda olusan bilesiklerdeki NADH ve FADH’in, mitokondri
zarmin lizerinde bulunan elektron tasima sisteminden (ETS) gecirilmesi sirasinda

oksijenle birleserek Esitlik (2.1) ve (2.2)’deki gibi ATP olusturmasi olayidir.

1 NADH + O, —» 3 ATP (2.1)
1FADH + 0, —» 2 ATP (2.2)
Bunlara ek olarak 2 piruvattan 2 Asetil-Koenzim-A olusmasi reaksiyonu sirasinda da
2 NADH iiretilir. Sonug olarak, hiicre merkezi metabolizmasini olusturan katabolik

yol izlerinde, Tablo 2.1°de goriildiigii gibi toplam 38 ATP iiretilebilir.

Tablo 2.1 Oksijenli ortamda hiicrenin iiretebilecegi ATP miktari

Yolizi Uretilen Toplam ATP Kazanci
Glikoliz 2 ATP ve 3 NADH 8
Pentoz Fosfat - 0
2 Pirtivat— 2 Acetyl-CoA 2 NADH 6
TCA 2ATP, FADH, 6 NADH 24

Oksijensiz solunumda ise, sadece glikoliz yoluyla 2 ATP iiretilir. TCA dongiisii
cok aktif degildir. Oksidatif fosforilasyon da olmadigi icin NADH’lar ATP’ye
cevrilemez. Hiicre NADH dengesini saglamak icin etil alkol, asetat gibi yan {iriinler

iiretir.
2.3 Sistem Biyolojisi Hesaplamalan

Metabolik olaylarm tiimiiniin (anabolizmada ve katabolizmada gerceklesen
tiim reaksiyonlar) agyapisal gosterimine metabolik agyap1 denir. Sistem biyolojisinin

odaklandig1 noktalardan bir tanesi de mikroorganizmalarin metabolik agyapilarinin




farkli g¢evresel kosullarda nasil davranis sergilediginin anlasilmasidir. Bu amag
dogrultusunda sistem biyolojisi iki farkli hesaplama sisteminden yararlanir. Bu
yaklasim yontemleri sunlardir. (1) Yukaridan Asagi (“Top-Down”) Yaklasim, (2)
Asagidan Yukar1 (“Bottom-Up”) Yaklagim

2.3.1 Yukaridan Asagi (“ Top-Down”) Yaklasim

Yukaridan Asagi Yaklasim Sekil 2.7°de goriildiigii gibi, hicbir hiicresel
agyap1 bilgisini kullanmadan, sadece hiicre i¢i biyomolekiillerin miktarin1 veren
deneysel verileri istatistik, optimizasyon ve bayez aglar yontemleriyle analiz ederek
aktif olan hiicresel agyapinin ortaya ¢ikarilmasini amaclar. Bu yontem literatiirde

agyapi bilgisine ulasamadigimiz durumlarda oldukca yardimci olur.

Yukaridan
Asagiya

_ S _
o “ o Biyolos N O
I
©O @ 0O *“u ENCF
optimizasyon,

Miktarlarideneyle belirlenmis Bayez aglar) Ongériilen adyapi
biyomolekiiller

Sekil 2.7 Yukaridan Asagi Hesaplamali Sistem biyolojisinin sekilsel gosterimi
[Cakar, 2010]

2.3.2 Asagidan Yukar: (“Bottom-Up”) Yaklasim

Iki tiirli sistem biyolojisi yaklasimmndan digeri olan asagidan yukari
yaklasim, Sekil 2.8’de goriildiigii gibi literatiirden derlenmis genel agyap1 sistemini
kullanarak, agyapidaki ilgili kosulda aktif olan reaksiyonlarm bulunmasi olarak

tanimlanir.
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Asagidan Yukartya Yaklagimda kullanilan ve metabolik aki dagilimmi (yani
metabolik agyapiyr olusturan reaksiyonlarin belli bir kosulda aktif olanlarini)
belirlemeyi amaglayan matematiksel yoOntemler iki grupta incelenebilir.
Metabolizmada optimum davranigsa sahip aktif tek bir aki dagilimi oldugu
varsayimiyla optimizasyon kullanarak bu aki dagilimini hesaplamay1 hedefleyen Ak1
Dengesi Analizi, birinci grupta yer alan en yaygmn yontemdir. Bu tek aki dagilimma
odaklanan yonteme alternatif olarak, hiicrenin esnek davranma egilimini de dikkate
alan ve bu nedenle birden ¢ok aki1 dagilimi bir arada inceleyen yontemler de vardir.
Stelling ve arkadagslar1 (2002) tarafindan Onerilen Kontrol-etkili aki analizi
bunlardandir. Bu tez calismasinda Asagidan Yukar: yaklasim sistemine ayrintili

olarak odaklanilacaktir.

Asagidan
Yukariya
Sistem
Biyolojisi

I
Metabolik
Aki Dagilimi
(ADA, KEAA)

Literatiirden derlenmis genel ilgili kosuldaki aktif agyapi

agyapi

Sekil 2.8 Asagidan Yukar1 Hesaplamali Sistem biyolojisinin sekilsel gésterimi
[Cakar, 2010]

2.4 Aki Dengesi Analizi (“Flux Balance Analysis™)

Metabolik reaksiyonlarin hizlarin1 hesaplamaya yarayan ve bu sekilde
serbestlik derecesi sifirdan biiylik denklem sistemlerini optimizasyon yontemleri
kullanarak inceleyen bir yontemdir. Aki (“Flux”), hiicre igerisinde gergeklesen
reaksiyonlarin hiz ifadesine denir. Aki Dengesi Analizi metodunu daha iyi

anlayabilmek i¢in yapilan islemler basamaklar halinde gosterilmistir.
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2.4.1 Aki Dengesi Analizi Asamalari

1. Basamak: Sistemin tanimlanmasi: Aki dengesi analizi i¢in dncelikle sistemdeki

biitiin metabolitlerin ve reaksiyonlarin tanimlanmasina ihtiya¢ vardir. Yani, sistem
smirlar1 igerisine giren, igeride olan ve igeriden ¢ikan biitiin metabolitler ve bu

metabolitler arasinda gergeklesen reaksiyonlar belirlenmelidir.

Sekil 2.9 Basit bir sistem i¢in sinirin tanimlanmasi [Kauffman et al., 2003]

Sekil 2.9°da goriildiigii gibi basit bir sistem tanimlanmistir. Bu sistemde, b;
giris akisini, b, ve bz ¢ikis akilarmi temsil etmektedir. Ayrica bu akilara degisim
(“exchange”) reaksiyonlar1 da denir. vi, V2, V3 Ve Vq sistem igerisindeki akilar1 temsil
eder. Bu akilara hiicre i¢i (“internal”) reaksiyonlar denir. A, B ve C ise hiicre igindeki
metabolitleri temsil etmektedir. Ayrica bu asamada reaksiyonlarin tek yonlii ve ¢ift
yonlii olup olmadiginm da tanimlanmasi gereklidir. Ornegin A ve C metabolitleri
arasinda ¢ift yonlii reaksiyon A ve B, B ve C metabolitleri arasinda ise tek yonli

reaksiyon gerceklesmektedir.

2. Basamak: Kiitle denkligi (Esitlik Kisiti,”Equality constraint™): Sistem

tanimlandiktan sonra elde edilen metabolik agyapida yer alan metabolitler i¢in kiitle
denkligi olusturulur. Biitliin metabolitler etrafinda giren ¢ikan akilar belirlenir ve
stokiyometrik katsayilardan diferansiyel denklem takimlar1 elde edilir. Ornegin, A
metaboliti etrafinda kiitle denkligi yapildiginda A metabolitini olusturan akilar v ve

b1 ¢ikan aki ise vi ve v, oldugu icin Esitlik (2.3)’teki gibi ifade edilir.
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(dA/dt) =-vi—Vo+Vv3+ Db (23)

Esitlik (2.3), (2.4) ve (2.5)’teki denklemler Esitlik (2.6)’daki gibi matris formatina

donistiirilir
(dB/dt) = v+ v4- by (2.4)
(dB/dt) =Vy-V3—Vy- b3 (2.5)
— - _\r'1_
1110100 ||'3
%: 1001010 ||[V4V (2.6)
0 1-1-10 0 -1 ||b
dc by
Lat | S b,

Burada S stokiyometrik matrisi, v ise aranan akilar degerlerinden olusan bir
vektorii temsil etmektedir. Stokiyometrik matris elde edilirken matrisi olusturan
satirlar metabolitleri, stitunlar ise reaksiyonlar1 ifade eder. Soyle ki, S matrisinin
birinci satir1 ve birinci siitunundaki katsayi (-1) dir. Bu katsay1 birinci satir yani
birinci metabolit olan A metabolitinin, birinci siitun yani birinci reaksiyon olan v;
reaksiyonundaki katsayisidir. Bu sekilde (3x7) boyutunda, 3 metabolitten ve 7
reaksiyondan olusan S sitokiometrik matrisi elde edilir. Sitokiometrik matris ile
aranan aki vekoriini carptigimizda Adi diferansiyel denklemlerle ifade edilen
konsantrasyon vektorii (dA/dt), (dB/dt), (dC/dt) elde edilir. Bu asamada elde edilen
konsantrasyon vektorii degerleri, incelenen sistemin kararli durum (“steady-state”)
oldugu varsayimi yaparak sifira esitlenebilir. Buradaki amag Esitlik (2.7)’de goriilen

denklem sistemindeki vi Vv, . bz aki vektoriiniin hesaplamasidir.

o) -1 -1 1 O 1 O O Vv,
o|l=| 1. o o 1 o —-1 o v, 2.7
o) O 1 -1 -1 O o0 —1
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3. Basamak: Reaksiyonlarin Yon Kisit1 (“Reversibility Constraint™): Kiitle denkligi

basamaginda olusturulan denklemlerdeki bilinmeyenler (V) i¢in kolaylikla reaksiyon
yon kisit1 tanimlanabilir. Bu kisitin genel ifadesi su sekildedir. Lb < v < Ub. Burada
Lb degeri reaksiyonun alabilecegi minimum degeri, Ub degeri ise reaksiyonun
alabilecegi maksimum degeri gostermektedir. Bu agamada reaksiyonlarin tek yonlii

ve ¢ift yonlii olanlarmin belirlenmesi gerekir. Ornegin,

A — B gibi gergeklesen bir reaksiyon i¢gin 0 < v < oo

A <«— B gibi gergeklesen bir reaksiyon igin - 00 < V < oo degerler alir.

4. Basamak: Olgiim Kisitlari (“Measurement Constraint™): Bu asamada sistemde yer

alan akilardan deneysel olarak degerleri bilinenler sabitlenebilir. Bu sekilde, sisteme
daha uygun modeller iiretilebilir. Ornegin, Sekil 2.9’daki sistemi temel aldigimizda
C 2 B (vs) reaksiyonunun akisi i¢in elimizde deneysel elde edilmis bir 6l¢iim varsa

bu 6l¢tim kisit olarak kullanilabilir.

5. Basamak: Optimizasyon: Aki Dengesi Analizinin son asamasi optimizasyon

asamasidir. Aki Dengesi Analizi yaparken optimizasyon asamasi olmasinin sebebi
sudur; bir denklem sisteminin ¢oziilebilmesi i¢in (tek ¢Oziimii olabilmesi i¢in)
denklem sisteminin serbestlik derecesinin 0 olmasi1 gereklidir. Yani denklem
sistemindeki denklem sayisi ile bilinmeyen sayismin ayni olmasi gerekir. Fakat
metabolik agyapilardan olusan denklem sisteminde metabolit sayis1 (denklem sayisi1)
reaksiyon sayisina (bilinmeyen sayisia) gore her zaman daha azdir. Yani sistemin
serbestlik derecesi her zaman 0’dan biiyiiktiir. Bu tiir sistemlere tanimlanmamis
(“underdetermined”) sistemler denir. Ornegin Sekil 2.9’da bulunan sistemi baz
aldigimizda bu sistem i¢in 3 denklem (metabolit) ve 7 reaksiyon bulunmaktadir. Bu
sistemin serbestlik derecesi (7-4=3) pozitiftir ve matematiksel olarak bu denklem
sisteminin tek ¢Ozlimii yoktur. Fakat 3 tane Olciilmiis veri daha olursa serbestlik
derecesi 0 olacak ve sistem tanimli (“determined”) hale gelecektir. Olgiilmiis veri
yoksa veya 3’ten az ise sistemin bir¢ok ¢Oziimii vardir. Bu ¢oziimler arasindan
optimizasyon yontemini kullanarak sistemi temsil eden tek bir model (¢6ziim) elde
etmek amaclanir. Aki dengesi analizi, iste tiim bu basamaklar takip edilerek

metabolik reaksiyon akilarinin optimizasyonla belirlenmesi yontemidir.
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Optimizasyon su iki parametre kullanilarak yapilir: Kisitlar ve Amag
fonksiyonu. Kisitlar, daha dnce bahsedildigi gibi ti¢ gesittir. (a) Stokiyometrik matris
esitliginden kaynaklanan kisitlar, (b) Reaksiyonlarin yon durumundan kaynaklanan
kisitlar, (c) Deneysel 6lglilmiis verilerden kaynaklanan kisitlar. Amag¢ fonksiyonu
(“Objective function™) ise, optimizasyonu hangi amag¢ i¢in yaptigimizi gosteren
fonksiyondur. Sistemdeki degiskenlerin lineer veya nonlineer kombinasyonlarmin
minimizasyonu veya maksimizasyonu olarak segilir. Ornegin, mikroorganizmalarin
en temel hedefi biiylimek oldugu i¢in optimizasyon yaparken segilen en yaygin amag
fonksiyonu biyokiitlenin olusumunu gdsteren reaksiyonun maksimizasyonudur
[Varma and Palsson, 1993; Burgard and Maranas, 2003]. Biyokiitlenin
maksimizasyonu demek, canlinin biiylimesinin maksimizasyonu demektir. Yukarida
bulunan bu 5 basamak (Aki Dengesi Analizi yaparken uygulanan basamak)

tamamlandiktan sonra sistem modellenmis olur.
2.4.2 Aki Dengesi Analizi’nin Matematiksel ifadesi

Ak1 Dengesi Analizi, matematiksel olarak, asagidaki denklemlerin ¢oziilmesi

olarak 6zetlenebilir;

S.v=0 (2.8)
Lb <vi < Ub (2.9)
Obijective function f'. v (2.10)

Burada S Stokiyometrik matrisi, v aranan aki vektoriinii, f amag¢ fonksiyonu
(“objective function”) vektoriinii Lb aranan aki vektorii i¢in alt sinir1 Ub aranan aki

vektori icin st sinir1 gostermektedir.

Ornegin, Sekil 2.9°daki sistem igin, deneysel dlgiim kisit1 v; akist 5 ve by
akis1 10 olarak verilmis olsun. Bunlardan baska hicbir 6lgiim kisit1 olmasm. Amag
fonksiyonu da b, ‘nin maksimizasyonu olarak se¢ilsin. Bu iki parametre (deneysel
Olgiim kisit1 ve amag fonksiyonu) baz alinip optimizasyon yapildiginda Sekil

2.10’daki sonuglar elde edilmektedir.
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vi=5
v2=5
- v3=0
v4=5
b1=10

Sekil 2.10 Optimizasyon yapilmis sistem [Kauffman et al., 2003]

2.5 Kontrol-etkili Aki Analizi (“Control-effective Flux Analysis”,
CEF)

Hiicrenin sadece optimum davranma egilimine odaklanan Aki Dengesi
Analizine karsilik Stelling ve arkadaslar1 [Stelling et al., 2002] tarafindan Nature
dergisinde 6nerilen Kontrol-etkili Ak1 Analizi, hiicre modellenirken esnek davranma
egiliminin de dikkate alinmasi gerektigini vurgulamistir. Bu amagla gelistirdikleri
matematiksel yontem, esneklik prensibini saglamak adina tek bir aki dagilimima
odaklanmak yerine dogrusal cebir kullanarak hesaplanan hiicre igindeki muhtemel
bircok aki dagilimmi dikkate alir. Bu aki dagilimlarinin her birine Temel Ak1 Tipi
(“Elementary Flux Mod”, EFM) denir [Schuster et al., 2000].

Kontrol-etkili Aki Analizine temel teskil eden ve hiicrenin belli kosuldaki
tim muhtemel aki dagilimi davraniglarimi gosteren set, dogrusal cebire dayali bir
hesaplama yontemi ile hesaplanmaktadir [Schuster et al., 2000]. METATOOL [von
Kamp and Schuster, 2006] ve FluxAnalyzer [Klamt et al., 2003], bu hesaplamay1
gerceklestiren programlardandir. Bu tez ¢alismasinda, olas1 biitiin Temel Ak Tip’leri

METATOOL 5.1 programi kullanilarak hesaplandi.

Kontrol-etkili Aki Analizi sayesinde her bir reaksiyonun hiicre igin ne kadar
onem teskil ettigi belirlenir. Sekil 2.11°deki sistem baz alindiginda sistemdeki hiicre

dis1 metabolitlerden biri olan BC’nin {iretilmesi i¢in 4 yol, P’nin iiretilmesi i¢in tek 1
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yol vardir. Sekil 2.11°de goriildiigli gibi BC’nin tiretilmesi i¢in en kisa yol vy ve v
reaksiyonlarmi kullanilirken, en uzun yol vs, Vi, Ve, V7 reaksiyonlar1 iizerinden BC

uretir.

Sekil 2.11°deki sistemde, optimum miktarda BC {iireten 4 ayri yol (aki
dagilimi) bulunmaktadir. Bu sistem i¢in BC’nin iiretilmesi amag¢ fonksiyonu segilip
Ak1 Dengesi Analizi yapilirsa, optimum BC iireten bu aki dagilimlarindan sadece
biri elde edilecektir. Kontrol-etkili Aki Analizi ise, optimum alternatif aki
dagilimlarmin hepsini EFM hesabi sayesinde dikkate alarak, hiicrenin esnek

davranma egilimini de g6z oniinde bulundurur.

S>M,
M, > BC
S>M,
M; > M,
M; > M,
M; > M,
M, > BC
S> M,
Ms > M,
Ms > BC
Mg > P

Ol |N|lo|gO||[W|N|F

=
o

=
[

Sekil 2.11 11 reaksiyonlu 6 hiicre i¢i metabolite sahip basit bir agyapi [Stelling et al.,
2002]

Kontrol-etkili Aki Analizini daha iyi anlayabilmek igin yapilan islemler
basamaklar halinde gosterilmistir. Bu islemler Sekil 2.11°deki sistem ve BC’nin

iiretimi dikkate alinarak yapilmistir.

1. Basamak: Temel Aki Tiplerinin (¢ Elementary Flux Mod”, EFM) bulunmasi: Olas1
biitin Temel Aki Tipleri METATOOL programi kullanilarak hesaplanir. Sekil

2.11°de de goriildiigii gibi BC’nin tiretilmesi i¢in 4 EFM P’nin {iretilmesi i¢in 1 EFM
olmak iizere toplam 5 EFM vardir. Bu EFM’ler matris formatinda Tablo 2.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 2.2 Sekil 2.11°deki reaksiyon sistemi i¢in CEF hesaplamasi [Stelling et al.,

2002]

Reaksiyon |EFM1|EFM2 | EFM3 | EFM4 | EFM5 | CEF
R1 S>M, 1 0 0 0 0 0.35
R2 M, > BC 1 0 0 0 0 0.35
R3 S>M, 0 1 1 0 0 0.41
R4 M, > M, 0 1 0 0 0 0.18
R5 M, > M, 0 0 1 0 0 0.24
R6 M, > M, 0 1 0 0 0 0.18
R7 M, > BC 0 1 1 0 0 0.41
R8 S> M, 0 0 0 1 1 0.24
R9 M, > M, 0 0 0 1 1 0.24
R10 M, > BC 0 0 0 1 0 0.24
R11 M, > P 0 0 0 0 1 0.00

Verimlilik: 1/2 1/4 1/3 1/3 0

2. Basamak: EFM’lerin verimliliginin bulunmasi: Elde edilen her bir Temel Aki

tipinin verimliligi j reaksiyon sayisini, i EFM sayisimi gostermek tizere Esitlik

2.11°deki denklem yardimiyla hesaplanir. Yani EFM i’deki biyokiitle akist EFM

1’deki tiim reaksiyonlarin akilarmin toplamina bdliiniir.

E.

_ Vbiyok[]tle,i

i Zvj'i
J

(2.11)

Clinkii hiicre i¢in reaksiyon demek, enzim tiretmek demektir. Bu iiretim de hiicreye

yik teskil etmektedir. Yani daha az reaksiyonla biyokiitle lireten EFM’nin daha

verimli ¢alistig1 varsayilmaktadir. Bu konu Bolim 2.6.2°de (Alternatif Optimumlar
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ve Minimum Enzim Uretimi Egilimi) ayrintili olarak anlatilacaktir. EFM’nin
verimliligi; dikkate alinan (BC) iirliniiniin tiretim akis1 degerinin, onu olusturan biitiin
ak1 degerlerinin toplamma boliinmesiyle bulunur. Ornegin, Tablo 2.2°deki EFM 1
icin BC tiretimi agisindan verimliligini hesaplayalim. Bu EFM’de BC iiriiniinii iireten
tek reaksiyon R3 (M4 - BC) reaksiyonudur. Bu reaksiyonun aki degeri 1°dir. BC
iiriinii olusurken sadece R1 ve R2 reaksiyonlar1 aktif olmaktadir. Bu reaksiyonlarin
toplam aki degeri ise 2’dir. Yani bu sekilde birinci EFM’nin BC iiretimi agisindan
verimliligi (1/2=0,5) olarak bulunur. Ayn1 sekilde, Tablo 2.2°deki ikinci EFM 2 igin
de verimlilik hesaplayalim. Bu EFM’de BC iiriiniinii ireten tek reaksiyon R7
(M2 - BC) reaksiyonudur. Bu reaksiyonun aki degeri 1’dir. BC iriinii olusurken
R3, R4, R6 ve R7 reaksiyonlar1 aktif olmaktadir. Bu reaksiyonlarm toplam aki degeri
ise 4’tlir. Yani EFM 2’nin BC iretimi agisindan verimliligi (1/4=0,25) olarak
bulunur. Gortildiigii gibi her iki EFM igin de BC {irliniinii tireten reaksiyonlarin aki
degerleri 1’dir. Fakat birinci EFM’de iki reaksiyon aktifken, ikinci EFM’de 4
reaksiyon aktiftir. Bir baska deyisle, her iki Temel Ak Tipi de ayn1 miktarda iriin
iiretirken, birincisi iki reaksiyon, ikincisi 4 reaksiyon kullanir. Bu sekilde daha az
reaksiyonu aktif olan (birinci) Temel Aki Tipinin verimliligi daha ¢ok reaksiyon

kullanan (ikinci) Temel Aki Tipinin verimliliginden daha biiyiik olmaktadir.

3. Basamak: CEF’lerin hesaplanmasi: Kontrol-etkili Aki Analizi’nin son agamasi

olan CEF hesaplamasi Esitlik 2.12’deki denklem yardimiyla hesaplanir.

&V
CEF, = o Vbizyo:kuﬂe 'Zé‘i (2.12)
Ornegin, CEF(3) igin {i¢lincii reaksiyona ait EFM matrisi satir vektdrii, EFM
verimliligini gdsteren satir vektorii ile nokta ¢arpim yapilir. Bu deger, elde edilen
biitiin Temel Aki Tipleri igindeki maksimum biyokiitle iiretim akist miktarinin bu
Temel Aki Tiplerinden elde edilen toplam verimlilikle carpimina boliiniir. Bu sekilde
CEF degerleri hesaplanir. [Stelling et al., 2002].

CEF(3)=(0x0,5+1x0,25+1x0,33+0x0,33+0x0)/(0,5+0,25+0,33+0,33+0)=0,41 olarak
bulunur. Bu sekilde tiim reaksiyonlarin CEF degerleri Tablo 2.2°deki gibi hesaplanr.
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Kontrol-etkili Aki1 Analizi yapmanin avantajlarindan biri biitiin Temel Ak1
Tiplerinin hesaplanmasidir. Ayrica biitiin reaksiyonlarm hiicre i¢in ne kadar dnem
arz ettiginin degerlendirilmesine de imkan saglamaktadir. Bir reaksiyonun CEF
degeri ne kadar biiyiikse, o reaksiyon hiicre i¢in 0 kadar énemlidir. Ornegin, Sekil
2.11°deki sistem i¢in en yiiksek CEF degerlerine sahip reaksiyonlar R3 ve R7’dir.
Bir baska deyisle, bu sistem i¢in en fazla 6nem teskil eden reaksiyonlar R3 ve
R7°dir. Ciinkii bu reaksiyonlara bir sey olursa sistem BC iiretimi i¢in 2 yolunu birden
kaybedecektir. R11 ise hi¢ 6nemli olmayan reaksiyondur. Ciinkii Sekil 2.11°e
bakildiginda R11 reaksiyonunun sisteme BC iiretimi acisindan hicbir katkis1 yoktur.
Sistemdeki bir reaksiyonun CEF degerinin biiyiik ¢ikmasi, 0 reaksiyonun sistemde
cikmast dikkate alinan iiriine ulasmada en kisa yollardan biri iizerinde oldugunu ve
alternatif bir¢ok yol arasindan o yolun hiicre tarafindan daha ¢ok se¢ilme ihtimalinin

oldugunu gostertir.

2.6 Metabolik Modellerde Alternatif Optimumlar

Bir denklem sisteminin tek ¢oziimii olabilmesi i¢cin denklem sisteminin
serbestlik deresinin 0 olmas1 gereklidir. Yani denklem sistemindeki bagimsiz
denklem sayis1 ile bilinmeyen sayismnin ayni olmasi gerekir. Fakat Aki dengesi
analizi metodunun optimizasyon basamaginda da ayrintili olarak anlatildigi gibi
metabolik model sistemleri eksik belirtilmis (underdetermined) yapida oldugundan
bu sistemler i¢in tek bir sonu¢ yoktur. Aranan sonuca optimizasyon yaparak ulasiriz.
Metabolik modellerde alternatif birgok optimum sonucun oldugu [Mahadevan and
Schilling, 2003] tarafindan Ongoriilen Aki Degiskenligi Analizi Metodu (“Flux
Variability Analysis”, FVA) ile giindeme gelmistir. Alternatif optimum, ayni
optimum aki degerine sahip birden fazla aki dagilimi olmasi durumudur. Aki
Dengesi Analizi Metodu ile elde edilen sonug, alternatif optimumlardan sadece
biridir. Yani, sistemde kismen Sekil 2.12°de gosterildigi gibi alternatif optimumlar
varsa, Aki Dengesi Analizi yapilarak elde edilen reaksiyon akisi degerlerine
glivenilmez. Burada tek giivenilir aki degeri, optimize edilen fonksiyon akisina ait

sonugtur. Bu yiizden Aki Dengesi Analizi yapildiktan sonra Aki Degiskenligi
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Analizine veya hiicrenin minimum enzim {retimi egilimine dayanan benzer

yontemlere ihtiyag vardir.

2.6.1 Akl Degiskenligi Analizi Metodu (“Flux Variability Analysis™)

Ak1 degiskenligi analizi yontemi, belirli bir optimum noktada hiicre ici
akilarin her birinin alabilecegi minimum ve maksimum degerleri bulmaya yarayan
bir yontemdir [Mahadevan and Schilling, 2003]. Sadece Aki dengesi analizi ile
model tiretmenin eksikligini daha iyi anlayabilmek igin Sekil 2.12’deki gibi bir
sistem ele alalim. M metabolitinin maksimum iretilmesi (R11 reaksiyonu) amag
fonksiyonu olarak seg¢ildiginde optimizasyon sonucu sadece amag¢ fonksiyonu olan
reaksiyon i¢in kesin bir aki degeri verecektir. Fakat sistemin aki dagilimini gérmek

acisindan sadece bu deger yeterli degildir.

10 R2 R3 R4 R11
A > » D M >
R1
R5 I'Ro
R7 RS

<

Sekil 2.12 Ak1 degiskenligi analizi i¢in sistem

Aki Degiskenligi Analizi metodunun matematiksel ifadesi

[k olarak Béliim 2.4.1°de anlatildign gibi aki dengesi analizi yapilir. Aki
dengesi analizi yaparken Esitlik (2.8), (2.9) ve (2.10) saglanmalidir. Sonra Aki1
Dengesi Analizi ile elde edilen amag fonksiyonu degeri sabitlenir. Ak1 Degiskenligi

Analizi metodu ile sistemdeki biitiin reaksiyonlar i¢in ayr1 ayr1 reaksiyonlarin
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minimum alabilecegi deger ile maksimum alabilecegi deger hesaplanir. Yani
maksimum ve minimum olarak toplam 2 n tane optimizasyon gergeklestirilmis olur.
Matematiksel olarak ifade edilirse, Esitlik (2.8) ve (2.9)’a ek olarak;

fT.V=Zoy (2.13)

a) maksimum v;

maxz fov, f(i=)) =-1, f(i=]) =0 (2.14)
j

b) minimum v;

mini f,v, f(i=j) = 1, f(i=j)=0 (2.15)

Burada n toplam reaksiyon sayisini, Zo,j bir dnceki agamada (Aki dengesi
analizi) elde edilen optimum amag¢ fonksiyonunu, j reaksiyon sayist indisini ve i

dongii sayisin1 gostermektedir.

Sekil 2.12°deki sistem i¢cin R1, R6 ve RI10 reaksiyonlarinin akilar
optimizasyon yaparken ol¢tim kisit1 olarak sirasiyla 10, 1 ve 2 girilmistir. R11
sistemin ama¢ fonksiyonudur. Aki Dengesi Analizi sonucuyla elde edilen
optimizasyon sonucglart1 ve Aki Degiskenligi Analizi ile elde edilen sonuglar

karsilastirmali olarak Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3’de goriildiigii gibi koyu yazilan reaksiyonlar Ak1 Degisimi Analizi
sonucu farkli degerler alan reaksiyonlardir. Bu ylizden Aki Degiskenligi Analizine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Yukarida da anlatildigi gibi Aki Dengesi Analizi ile
optimizasyon yaparken giivenilecek tek sonu¢ amag¢ fonksiyonu icin elde edilen
degerdir. Yani ilgili sistem i¢in M metabolitinin maksimum alabilecegi en biiyiik ak1
degerinin (R11) 7 oldugudur. Tablo 2.3’deki sonuglardan da agikga goriildiigi gibi
ayni optimum sonucu veren farkli alternatif sonuglar elde etmek miimkiindiir.

Ornegin, Aki Dengesi Analizi R8 reaksiyonuna ait aki degerini 9 verirken, Aki
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Degiskenligi Analizi sayesinde bu aki degerinin aslinda 2 ile 9 arasinda

degisebilecegi goriilmiistiir.

Tablo 2.3 Sekil 2.12’deki sistem i¢in elde edilen sonuglar

Ak1 Dengesi Ak1 Degigkenligi Analizi
Analizi ile elde ile elde edilen ak1
edilen aki dagilimi dagilimi
REAKSIYON Minimum Maksimum

R1 10 10 10
R2 10 10 10
R3 0 0 7
R4 0 0 7
R5 10 3 10
R6 1 1 1
R7 9 2 9
R8 9 2 9
R9 7 0 7
R10 2 2 2
R11 7 7 7

2.6.2 Alternatif Optimumlar ve Minimum Enzim Uretimi Egilimi

Bilindigi gibi hiicrenin igerisinde DNA bulunmaktadir. DNA {izerinde
bulunan yiizlerce genin belli bir kosulda aktif olup olmadigni gdsteren aktiflik
derecesi 0 genden kodlanan mRNA seviyelerinin Olgiilmesi ile tespit edilebilir.
Proteinler ise mRNA’lardaki kod bilgileri kullanilarak sentezlenir. Proteinler;
aminoasitlerden olusan polimerik yapilardir. Toplam 21 aminoasit vardir ve
proteinler bunlarm farkli kombinasyonlarda bir araya gelmesiyle olusur.
Proteinlerden katalitik aktivitesi olanlar (enzimler) hiicre i¢indeki reaksiyonlari

gerceklestirir.

Mikroorganizmalar i¢in, hiicrenin en temel hedefinin maksimum biiytimek
oldugu literatiirde kanitlanmig bir gercektir [Varma and Palsson, 1993]. Hiicre
maksimum biiyiime hedefindeyken ayni zamanda kendisi i¢in yilik teskil eden
parametreleri de en aza diisiirmek amacidadir. Sekil 2.13°te goriildigii gibi bir

reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in ilgili reaksiyonu kontrol eden enzimin iiretilmesi
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gerekir. Bu tiretim hiicre i¢in yiik teskil etmektedir. Bu nedenle, hiicrenin maksimum
biliylimeyi gerceklestirirken ayni zamanda enzim {iretimini de minimuma diistirecek

bir davranis i¢inde olmasi1 muhtemeldir.

DNA

MRNA

Protein

Enzim

A— "B
Sekil 2.13 Reaksiyonu kontrol eden mekanizmanin sematik gosterimi

Bu tez ¢alismasinda, aki dagilimlarini giivensiz kilan alternatif optimum
problemine ¢6ziim olarak, hiicrenin minimum enzim f{retimi egiliminden Yyola
cikarak mikroorganizmalar igin farkli ikincil amag¢ fonksiyonlar1 Onerilmistir.
Onerilen ve asagida detaylandirilan bu ikincil amag fonksiyonlarinm temel mantigi

hiicre i¢in yiik teskil eden parametrelerin en aza indirilmesidir.

2.6.3 Minimum Reaksiyon Basamagi

Isminden de anlasilacagi gibi bu fonksiyon, hiicre optimum biiyiimek
hedefindeyken ayni zamanda bu biiylimeyi en az reaksiyonla gerceklestirmek
egiliminde olmasi ihtimali i¢in Onerilmistir. Bir baska deyisle, onerilen bu fonksiyon
hiicrenin yiizlerce alternatif yoldan temel hedefine ulasabilmesine ragmen, en Kisa
yolu secebilecegi ihtimali g6z dniinde bulundurularak onerilmistir [Malendez- Hevia
and Isidoro, 1985]. Ciinkii reaksiyonun gerg¢eklesmesi, hiicrenin ilgili reaksiyonu
kontrol eden enzimi iretmesiyle miimkiindiir. Bu tiretim de hiicre i¢in yiik teskil

etmektedir.
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Bu amag fonksiyonunun ¢éziimii i¢in, iKi farkli ¢6ziim yolu kullanilmigtir. (1)
En fazla 100-150 (bilinmeyen) reaksiyon sistemine sahip olan optimizasyon
problemlerinin ¢6ziimii i¢in karma tamsayili karisik programlama (“mix integer
programming”) kullanildi. Bu amagcla, IBM Sirketinin gelistirdigi optimizasyon
paketi CPLEX’in 2010 siirimiinde yer alan MATLAB programiyla uyumlu
cplexmilp fonksiyonu kullanildi. Modellenen sistem Esitlik (2.8)’in yaninda, Esitlik
(2.16), (2.17) ve (2.18) de saglamalidur.

y e {011} (2.16)

yi.Lbi < vi < y;.Ub; (2.17)

minimumz Yi (2.18)
i-1

Burada, n reaksiyon sayisini, Yy ise aranan aki vektoriinde reaksiyonun aktif
yada pasif oldugunu gostermektedir. Reaksiyon aktifse y degeri 1, pasifse 0 olacaktir.
cplexmilp fonksiyonu kullanilarak minimum reaksiyon basamagi fonksiyonunun
matematiksel ifadesi, MATLAB programi formatinda ayrmtili olarak Ek 1’de

verilmistir.

(2) Karma tamsayili karisik programlama kullanilarak ¢ok fazla bilinemeyene sahip
optimizasyon problemlerinin ¢6ziimii saatlerce siirmektedir. Genom boyutlu
modeller gibi 500 ve iizeri reaksiyona sahip olan sistemler i¢in minimum reaksiyon
basamagina denk gelen aki dagilimi, bu boyuttaki sistemler i¢in daha hizli ¢alisan
genetik algoritma kullanilarak elde edilebilir [Patil et al., 2005]. Bu tez ¢alismasinda,
Aki Dengesi Analiziyle minimum reaksiyon basamagi fonksiyonunun elde ettigi ak1
dagilimi, genom boyutlu model i¢in cplexmilp fonksiyonu yerine genetik algoritma

kullanilarak edildi. Asagida genetik algoritmanin basamaklar1 verilmistir.

1. Coziimlerin kodlanmasi: Genetik algoritma mantigimin ilk asamasi olan

“Coziimlerin kodlanmas1” icin sistemdeki tepkime sayisina esit 0 ve 1 degerlerinden

olusan vektorler olusturuldu. Bu vektorlerin her birine kromozom, vektoriin
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elemanlarindan her birine ise gen denilmektedir. Bu vektorlerin toplamma ise
popiilasyon ad1 verilmektedir. i1k popiilasyonun olusturulmasi i¢in 0 ve 1’den olusan
rastgele sayilar iretilmistir. Bu fretilen sayilardan O olanlar, reaksiyonun aktif
olmadigini yani reaksiyonun degerinin 0 oldugunu 1 olanlar ise, reaksiyonun aktif
oldugunu yani 0 haricinde herhangi bir deger alabilecegini ifade etmektedir. Ornegin,
kromozomdaki (vektordeki) onbirinci gen igin rastgele iiretilen say1r 0 olsun. Bu,
reaksiyon sistemi i¢indeki onbirinci reaksiyonun degerinin 0’a sabitlenmesi anlamina
gelir. Bundan sonra onbirinci reaksiyonun 0’a esit olmast Aki Dengesi Analizi

¢coziimiinde bir kisit olarak kullanilarak, bu durumda ¢6ziim olup olmadigina bakilir.

2. Fitness” degerlerinin hesaplanmasi: “Fitness” degeri, genetik algoritma

optimizasyonundaki amac¢ fonksiyonunun alacagi degerdir. Bizim sistemimiz i¢in
fitness degeri, amag¢ fonksiyonu oOlarak minimum aktif reaksiyon sayisi
kullanildigindan dolay1 degerleri 0’a esit olan reaksiyonlarin sayisidir. Yani iiretilen
kromozomlarda sistem i¢in ¢dziimii olan ve 0’a esit olan elemanlar ne kadar fazla ise
o kromozomun fitness degeri o kadar fazladir. Ornegin, 3 kromozomdan olusan
kiigiik bir popiilasyon diistiniirsek, birinci kromozom 50, ikinci kromozom 30,
tictincti kromozom 40 tane 0’dan olusan gene sahip bir birey olsun. Bu durumda,
fitness degerlerine bakildiginda bu agidan en iyi kromozom birinci kromozomdur.
Yani, en fazla sifirdan olusan aki dagilimi (minimum aktif reaksiyon sayisi) bu

kromozoma denk gelmektedir.

3. Par¢a degisimi (“Cross-over”) ve mutasyon asamasi: Bir popiilasyonda genel

olarak 40-50 kadar kromozom olusturulur. Daha sonra, bu popiilasyon, genetik
algoritma kapsaminda cross-over ve mutasyon islemlerine tabi tutularak bir sonraki
popiilasyon olusturulur. Burada, temel olarak kromozomlar birbirleri ile karistirilirlar
ve boylece sifir sayist daha fazla ve denklem sisteminin c¢ozebildigi yeni
kromozomlar olusturulmas1 amaglanir. Bu sekilde, her seferinde olusturulan yeni
popiilasyondaki kromozomlarin sifir sayisina bakilarak, maksimum sifir1 i¢eren (yani
minimum aktif reaksiyon sayisma denk gelen) kromozomlar takip edilir. Eger yeni
popiilasyonlar sonucunda fitness sonuglar1 sabit kaliyorsa o sistemi saglayan

optimum kromozoma ulasilmis demektir.
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2.6.4 Hiicre I¢i Akilarin Mutlak Degerlerinin Toplaminin

Minimizasyonu

Hiicre i¢i akilarin mutlak degerlerinin toplamimnin minimizasyonu fonksiyonu,
hiicrenin optimum biiylime amacin1 ger¢eklestirirken ayni1 zamanda gergeklestirdigi
reaksiyon akilarmm mutlak degerleri toplamimin olabildigince kiiciik olmasi
egiliminde bir yol izlemesi ihtimaline karsilik Onerilmistir. Cilinkii hiicrenin
gerceklestirdigi reaksiyon akilarinin toplami ne kadar kiigiik olursa, hiicre ilgili
reaksiyonlar1 kontrol eden enzimleri o kadar daha az iiretecektir. Boylece hiicre
kendisi i¢in yiik teskil eden en az parametre ile optimum biiylime amacina ulagmis
olacaktir. Ayrica, hiicre i¢i akilarin toplaminin minimizasyonu yerine hiicre ici
akilarm mutlak degerlerinin minimizasyonu secilmesi gayet mantiklidir. Ciinkd,
hiicre i¢inde ¢ift yonlii reaksiyonlar olabilir. Yani reaksiyonlarin degerleri eksi veya
art1 olabilir. Onerilen bu fonksiyon sayesinde mikroorganizmanin simiilasyonu
yapilirken, hiicredeki reaksiyonlarin yoniine miidahale etmeden hiicrenin temel
amacina ulagsmasina imkan verilmektedir. Bu amag¢ fonksiyonunun ¢oziimii
yapilirken dogrusal programlama ("linear programming") kullanildi. Bu amagla,
IBM Sirketinin gelistirdigi optimizasyon paketi CPLEX’in 2010 siirtimiinde yer alan
MATLAB programiyla uyumlu cplexlp fonksiyonu kullanildi.

Modellenen sistem Esitlik (2.8) ve (2.9)’un yaninda (2.19), (2.20) ve (2.21)’i

de saglamalidir.

Qi, zi>0 (2.19)

Vi=di-Z (2.20)

min 3°q, +3 (2.21)
i=1

Burada n reaksiyon sayisini, v ise aranan aki dagilimini gostermektedir. Boylece v
vektort, iki pozitif vektoriin farki olarak tanimlanmis, bu iki vektoriin toplaminin
minimum yapilmasiyla reaksiyon hizlarmin mutlak degerlerinin toplaminin

minimum olmasi saglanmstur.
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Hiicre i¢i akilarin mutlak degerlerinin toplaminin minimizasyonu fonksiyonunun
matematiksel ifadesi, MATLAB programi formatinda ayrmtili olarak Ek 2’de

verilmistir.
2.6.5 Hiicre I¢i Akilarin Karelerinin Toplamimin Minimizasyonu

Onerilen bu ikincil amag fonksiyonu da 2.6.3 ve 2.6.4’teki boliimlerde daha
onceden Onerilmis amag¢ fonksiyonlar1 ile ayni mantik temelindedir. Bir baska
deyisle, bu fonksiyon hiicrenin kendisi i¢in yiik teskil eden parametreleri minimum
diizeyde tutmak egiliminde olabilecegi diisiincesiyle Onerilmistir. Aynen hiicre ici
akilarmin  mutlak  degerlerinin  toplammin minimizasyonu (Bolim 2.6.4)
fonksiyonundaki mantikla, mikroorganizmanin simiilasyonu ¢alismasinda, hiicredeki
olabilecek cift yonlii (art1 veya eksi deger alabilen) reaksiyonlarin yoniine miidahale
etmeden hiicrenin temel amacina ulagmasina yonelik onerilmistir [Bonarius et al.,
1996]. Bu amag fonksiyonunun Boliim 2.6.4°teki amag fonksiyonundan tek farki,
“Hiicre I¢i Akilarm Karelerinin Toplammm Minimizasyonu” fonksiyonunun
dogrusal olmayan (karesel,”quadratic”) formatta olmasidir. Bu amag¢ fonksiyonunun
¢Ozlimii yapilirken IBM Sirketinin gelistirdigi optimizasyon paketi CPLEX’in 2010
stiriimiinde yer alan MATLAB programiyla uyumlu cplexqp fonksiyonu kullanild1

Modellenen sistem Esitlik (2.8) ve (2.9)’un yaninda, Esitlik (2.22)’yi de

saglamalidir.

min > _ V;° (2.22)
i=1

Burada n reaksiyon sayisini, V ise aranan aki dagilimmni géstermektedir.
2.6.6 Geometrik A¢idan FBA

Geometrik acidan FBA fonksiyonu, hiicrenin optimum biiyime amacini

gerceklestirirken kullanabilecegi birgok alternatif yol arasindan Sekil 2.14’te
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gosterildigi gibi geometrik agidan bakildiginda merkezdeki yolu se¢mesi ihtimalini
baz alarak &ne siiriilmiistiir [Smallbone and Simeonidis, 2009]. Onerilen bu
fonksiyonun ¢oziimii, sistem biyolojisi hesaplamalar1 i¢in gelistirilen MATLAB
tabanli COBRA yazilim paketinde [Becker et al., 2007] yer alan uniqueLP
fonksiyonu kullanilarak yapildi.

Sekil 2.14 Geometrik agidan FBA Fonksiyonun davranisinin sekilsel gosterimi. Bu
yontem, alternatif optimum aki dagilimlarinin geometrik olarak ortasinda kalani

se¢mektedir [Smallbone and Simeonidis, 2009].

2.7. Mikroorganizmalarin Ikincil Amac1 ve Aki Dengesi

Analizi Asamalar

Yapilan bu tez calismasinda yukarida anlatildigi gibi hiicrenin minimum
enzim {iretim istegini de dikkate alan ikincil amag fonksiyonlar1 onerildi. Bu sekilde,
mikroorganizmanin temel amaci olan maksimum biiylimeye ek olarak, Sekil 2.15’te
goriildiigii gibi mikroorganizmanm ikincil amact (minimum enzim iretme) da

modelleme caligsmasi yaparken goz oniinde bulunduruldu.

Sekil 2.15°te goriildiigii ve bir 6nceki bolimde de ayrintilandirildig: gibi hesaplama

yapilirken kullanilan ikincil amag fonksiyonlar1 sunlardir.

1. Minimum Reaksiyon Basamagi Fonksiyonu
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2. Hiicre I¢i Akilarin Mutlak Degerlerinin Toplaminin Minimizasyonu
3. Hiicre I¢i Akilarin Karelerinin Toplamanm Minimizasyonu

4. Geometrik Agidan FBA Fonksiyonu

72
A 7

COK
BUYUMEK
iSTIYORUM
( TEMEL AMAC ) se
) A
5J

OPTIMUM

BUYUME AZ ENZIM

URETMEK
ISTIYORUM
(IKINCIL AMAG )

Minimum

Geometrik
Reaksiyon inimum’) (Minimum FBA

Basamagl ) | Reaksiyon | | Reaksiyon
Mut. Aki Karelerin
Toplami Toplami

Sekil 2.15 Mikroorganizmanin temel amaci1 ve ikincil amaci

Bolim 3 ve 4'te yapilan hesaplamalarin sonuglar1 tablolar halinde
gosterilirken estetik bir goriintii elde etmek ig¢in, ikincil amag¢ fonksiyonlarmin
isimleri (1) Minimum Reaksiyon Basamagi Fonksiyonu i¢in “1. Enzim Fonksiyonu”,
(2) Hiicre i¢i Akilarm Mutlak Degerlerinin Toplammin Minimizasyonu fonksiyonu
icin “2. Enzim Fonksiyonu”, (3) Hiicre I¢i Akilarm Karelerinin Toplamanin
Minimizasyonu fonksiyonu igin “3. Enzim Fonksiyonu”, (4) Geometrik Agidan FBA

Fonksiyonu i¢in “4. Enzim Fonksiyonu” olarak degistirilmistir.

Daha oOnceden Aki Dengesi Analizi metodu anlatilirken optimizasyon
basamaginda ayrintili olarak bahsedildigi gibi, optimizasyon yaparken 2 temel

parametre dikkate alinir. Bu parametreler amag¢ fonksiyonu ve optimizasyon
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kisitlaridir (Bkz. Bolim 2.4.1). Aki Dengesi Analizi hesaplamalari maksimum
biiyiime olarak seg¢ilen temel amag fonksiyonu ve belirtilen 4 farkli alternatif ikincil
amag fonksiyonu kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 2.16). Kisit olarak (a) Esitlik
Kisit1 olarak Esitlik 2.8, (b) Yon Kisit1 olarak Esitlik 2.9, (c) Olgiim Kisit1 olarak ise
hiicre igerisine alinan glikoz ve oksijenin yaninda, opsiyonlu olarak hiicre igerisinde
gerceklesen ve bakim-onarim (“maintenance”) reaksiyonu olarak bilinen reaksiyon
kullanildi.

Bakim-onarim reaksiyonunun biyolojik anlami, hiicrenin gerceklestirdigi
biiylime dis1 tiim faaliyetler i¢in gerekli olan enerji (ATP) tiikketimini gostermesidir.

mmol

Bu deger Escherichia coli mikroorganizmasi igin, 7,6 olarak [Varma and

mmol
gDw.h

Palsson, 1994] Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi igin ise, 1 olarak

tamimlanmustir [Forster et al., 2003].

1. ASAMA Dogrusal
' Programlama
Karma Tam Maksimum
Sayili Karigik Biokiitle Dogrusal

ProgramlaV
Minimum Reaksiyon
Basamagi

Dogrusal
Programlama

2. ASAMA
%10, % 15
ESNEK

wgramlama
Karesel

Geometrik
FBA
Programlama

Minimum Reaksiyon Minimum Reaksiyon
Akilarin Karelerin Toplami

Mut. Akilarin Toplami

Sekil 2.16 Ak1 Dengesi Analizi Yaparken Takip Edilen Algoritma

Sekil 2.16’da verilen algoritmada goriildiigii gibi Aki Dengesi Analizi
hesaplamalar: iki agsamada gergeklestirildi. Toplam 7 farkli hesaplama Tablo 2.4’te
goriildiigli gibi yapilmustir.
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Tablo 2.4 Verilen esneklik bazinda yapilan hesaplamalarin tablo halinde gosterimi

Optimum Biyokiitle Esnekligi | Bakim-onarim Reaksiyonu Esnekligi
1. Yok Yok
2. 10 % Kullamlmadi”
3. 15% Kullamlmadi”
4. 10 % 10 %
5 15 % 10 %
6. 10 % 15 %
. 15 % 15 %

Kullanilmadi™: Bakim-onarim Reaksiyonu Esnekligi Kullanilmadi yazan hesaplamalar ilgili reaksiyonunun
deneysel degerinin hesaplamaya katilmadigim gostermektedir.

[lk asamada, bu mikroorganizmanmn {iretebilecegi maksimum biyokiitle
miktar1 dogrusal programlama kullanilarak hesaplandi. Bu hesaplama yapilirken
Olciim kisit1 olarak hiicre igerisine alinan glikoz (silirekli ortamlar igin biyokiitle
biliylime hizi) ve oksijenin yaninda, hiicre icerisinde gerceklesen ve bakim-onarim
reaksiyonu olarak bilinen reaksiyon akis1i da opsiyonlu olarak kullanildi. Ikinci
asamada ise mikroorganizmanin ikincil amag¢ fonksiyonu olan en az enzim liretme
egilimi de dort farkli alternatif yol kullanilarak hesaplamalara dahil edildi. Birinci
asamadan ikinci asamaya gecgerken, ilk asamada hesaplanan optimum biyokiitle
degeri belirli bir esneklikte sabit tutuldu. Optimum biyokiitle degerine %10 ve %15
gibi esneklik paylar1 verilmesinin sebebi, hiicrenin maksimum biyokiitle miktarini
kati-katiya saglayamayacag diisiincesidir. Ayrica boyle yaparak, mikroorganizmanin
maksimum biyokiitleye ¢ok yakin ama daha avantajli aki dagilimini secebilme
ihtimali de hesaplamalara katilmis oldu. Ayni sekilde, 6lgtim kisit1 olarak bakim-
onarmm reaksiyonu kullanilan hesaplamalarda da reaksiyon degerini Escherichia coli
ve Saccharomyces cerevisia mikroorganizmalar1 igin sirasiyla 7.6 ve 1’e sabitlemek
yerine kiiglik esneklik paylar1 verildi. Bunu sebebi ise, bakim-onarim reaksiyonu
olarak bilinen bu reaksiyonun ¢ok genel bir biyolojik anlami (hiicrenin
gerceklestirdigi biliylime dig1 tiim faaliyetler i¢cin gerekli olan enerji) olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bir baska deyisle, mikroorganizmalarin farkli popiilasyonlar1

arasinda bu deger kiiciik farkliliklar gosterebilir. Bundan dolay1 optimum biyokiitle
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tretim akisit miktarma verilen %10 ve %15 gibi esneklik paylari, bakim-onarim

reaksiyonu aki degerine de verilmistir.

2.8 Tahminin Dogrulugu Hesabi (“Predictive Fidelity”, PF)

Tahminin dogrulugu hesaby, literatiirden elde edilen deneysel aki degerlerini
ve modelle hesaplanan aki degerlerini karsilastirmada kullanilan bir yontemdir
[Schuetz et al.,, 2007]. Bu karsilastrmay1 yaparken deneysel hata degerlerini
(standart sapma) dikkate alir. Boylece iiretilen modelin ve kullanilan amag
fonksiyonlarmin gergegi ne kadar yansittigi sayisal olarak ifade edilebilir. Bu
hesaplama temel olarak deneysel ve modelle elde edilen degerler arasindaki fark
kullanilarak yapildig1 i¢cin PF degeri ne kadar 0’a yakin olursa hesaplanan sonug¢ o

kadar gercege yakindir.

Rexp Deneysel aki degerleri, Reomp Ak1 Dengesi Analizi veya Kontrol-etkili Aki
Analizi sonucunda hesaplanan aki degerleri Ve o exp deneysel hata oranlar: (standart

sapma) olmak tizere;

g = Rexp' Rcomp (2.23)

-1
1 1
W= o (Z expj (2.24)

PF= &' -W-¢ (2.25)

Tez kapsaminda, tiim amag¢ fonksiyonlariyla yapilan hesaplamalarin dogrulugu PF

degeri baz alinarak yorumlanmustir.
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3 E.COLI MIKROORGANIZMASI ICIN YAPILAN
CALISMALAR

Bu tez calismasinda genel amag, Asagidan Yukar1 Sistem Biyolojisi
yaklagimlarindan olan Aki Dengesi Analizi ve Kontrol-etkili Aki Analizi
matematiksel yontemlerini kullanarak Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmalarmin farkli ortamlardaki davranislarinin ardinda yatan biyolojik
amacim ne oldugunu anlayabilmek ve bu mikroorganizmalar i¢in biitlin ortamlarda
gecerli olabilen amag¢ fonksiyonlar1 onererek bir simiilasyon calismasi yapmaktir.
Tezin bu boliimiinde Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in yapilan ¢alismalardan
bahsedilecektir.

Mikroorganizmalar i¢in yapilan deneyler yaygin olarak iki farkli ortamda
gerceklestirilir. Bunlardan bir tanesi siirekli (“Chemostat”) ortamdir. Digeri ise
kesikli (“Batch”) ortamdir. Siirekli ortamin adindan anlasilacag: gibi, bu iki ortam
arasindaki en biyiik farklardan biri siirekli ortamda deney yapilirken hiicrenin
biiyiime oraninmn (“dilution rate”) sabit tutulmasidir. Bu ¢alismada Escherichia coli
mikroorganizmasi igin, 2 Kkesikli (oksijenli ve oksijensiz ortam) [Perrenoud and
Sauer, 2005] ve 1 siirekli oksijenli ortam [Nanchen et al., 2006] olmak iizere toplam
3 farkli ortam i¢in literatiirden alnan hiicre i¢i deneysel aki verileri modelleme
sonucu elde edilen aki degerlerinin dogrulugunu belirlemede referans olarak

kullanilmstir.

Tez calismasinin tamaminda hiicrede gergeklesen tiim reaksiyon akilarma
odaklanmak yerine farkli ortamlarda hiicrenin temel davranisini temsil eden ve
biyolojik anlami olan ayrilma oranlarina (“split ratio”) odaklanilmistir (Tablo 3.1).
Bu ayrilma oranlar1 Schuetz ve arkadaslari tarafindan [Schuetz et al., 2007]
Onerilmistir. Yapilan bu ¢aligmada, tanimlanan oranlar sayesinde tiim sistemin aki
dagilimma bakmak yerine sadece tanimlanan ayrilma oranlarina bakarak sistemin

tamami hakkinda bilgi sahibi olmak amaglandi.
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Tablo 3.1 E.coli mikroorganizmasi i¢in tanimlanan ve tiim sistemin temel

davranigini temsil eden ayrilma oranlarinin fiziksel anlamlar1 [Schuetz et al., 2007]

R1 Glikoliz Yoluna Giren Ak Orani

R2 Doudoroff Yoluna Giren Ak1 Orani

R3 Methylgloxal Yoluna Giren Ak1 Orani

R4 PEP’ten Piriivata Giden Aki Orani

R5 Piriivat’tan Asetil-Koenzim-A’ya Giden Aki Orani
R6 TCA Dongiisiine Giren Akt Orant

R7 Glyoxlate Metabolitine Giden Aki Orani

R8 Oksaloasetat’tan PEP’e Giden Ak1 Oran

R9 Asetat Salgisina Giden Aki Orani

R10 Etil alkol Salgisina Giden Ak1 Orani

Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’deki ayrilma oranlarmin fiziksel anlamlarina ve bu
oranlarin deneysel degerlerine bakarak Escherichia coli mikroorganizmasmin farkl

ortamlardaki biyolojik amac1 dogrultusunda su yorumlar1 yapabiliriz.

(1) R2 oranina (Doudoroff Yoluna Giren Aki Orani) bakildiginda oksijenli
ortamlarda hiicre bu yolu ¢ok az tercih etmesine ragmen oksijensiz ortamda dagilan

akinin % 86 gibi ¢ok biiyiik bir boliimii bu yolu tercih etmistir.

(2) R6 oranma (TCA Dongiisiine Giren Aki Orani) bakildiginda bu yolu
hiicre oksijensiz ortamda hemen hemen hi¢ tercih etmemesine ragmen, oksijenli
kesikli ortamda akmin yaklasik %25°1, oksijenli siirekli ortamda ise akinin % 65 gibi
biiyiik bir boliimii bu yolu tercih etmistir. Daha 6nceden katabolizmadaki yikim
olaylar1 siirecinde de anlatildigi gibi, TCA dongiisii oksijensiz ortamda ¢ok az
aktiftir. Bu baglamda, hiicrenin oksijensiz ortamda bu yolu hemen hemen hig

segmemesi oldukc¢a mantiklidir.

(3) R7 (Glyoxlate metabolitine Giden Aki Orani) ve R8 (Oksaloasetat’tan

PEP’e Giden Aki Orani) oranlarina beraber bakildiginda oksijensiz ve oksijenli
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kesikli ortamlarda hiicre bu yollar1 hig tercih etmezken oksijenli siirekli ortamda ise

akinin bir miktar1 bu yolu tercih etmistir.

(4) R9 oranmna (Asetat Salgisina Giden Aki Orani) bakildiginda oksijenli
stirekli ortamda hiicre bu yolu hig tercih etmezken oksijenli kesikli ortamda yaklasik

akinin %60°1, oksijensiz ortamda ise yaklasik %35°i bu yolu tercih etmistir.

(5) R10 oranina (Etil alkol Salgisina Giden Ak1 Orani) bakildiginda oksijenli
stirekli ortam ve oksijenli kesikli ortamlarda hiicre bu yolu hi¢ tercih etmemistir.
Buna karsilik, oksijensiz ortamda ise akinin yaklasik % 60 gibi biiylik bir bolimii bu
yolu tercih etmistir. Daha Onceden katabolizmadaki yikim olaylar1 siirecinde
anlatildig1 gibi hiicre oksijensiz solunumda NADH dengesini saglayabilmek icin,

olusumunda NADH ihtiyaci olan etil alkol iiretimine yonelmistir.

Tablo 3.2 Tablo 3.1°de E.coli mikroorganizmasi igin tanimlanan (R) oranlarinin

deneysel degerleri [Schuetz et al., 2007]

Ayrilma Oksijenli Oksijenli Oksijensiz

Oranlari Siirekli Kesikli Kesikli
(R) Ortam Ortam Ortam
R1 0,69 £0,12 0,70 £0,02 0,90 £0,05
R2 0,23 £0,20 0,13 £ 0,06 0,86 +0,94
R3 0,00 £0,05 0,00 £0,05 0,00 £ 0,05
R4 0,84 +0,14 0,78 £ 0,02 0,94 +0,05
R5 0,91 +0,21 0,81 +0,03 0,96 +0,09
R6 0,64 £0,13 0,24 £0,02 0,02 £0,01
R7 0,46 +0,13 0,00 0,05 0,00 0,05
RS 0,35 +0,08 0,00 0,05 0,00 0,05
RO 0,00 £0,05 0,58 £0,03 0,34 £0,01
R10 0,00 +0,05 0,00 +0,05 0,61 +0,04
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3.1 Aki Dengesi Analizi Hesaplamalar1 Yapilirken Amacg
Fonksiyonlar1 ve Deney Ortam Ozelliklerinin Modele

Entegre Edilmesi

Tablo 3.2’ye bakildiginda bazi ayrilma oranlari benzer 6zellik (artma ve
azalma) gosterirken bazilarinin {ic ortamda da oldukca farkli 6zellik gosterdigi
goriiliir. Yani, ortamlarin degisimi hiicrenin davranisinda farkliliklara yol agmustir.
Tezin bu boliimiinde ortam degisimlerinin Escherichia coli mikroorganizmasinin
davranisinda yol actig1 farkliliklara Aki Dengesi Analizi hesaplamasi yaparak
ulagilmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, Aki Dengesi Analizi
hesaplamalar1 Sekil 2.18°de verilen Aki Dengesi Analizi agamalar1 kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Modele Entegre Edilen Ortamlarin Ozellikleri:

(1) Oksijenli Siirekli (“Chemostat”) Ortam: (a) Deneysel olarak hiicrenin
biiyiime orani 0,1 h™" olarak sabitlenmistir [Nanchen et al., 2006]. (b) Hiicre igerisine
alman oksijenin degeri, yapilan literatiir taramasi sonucu hiicre igerisine alinan

glikozun degerinin en fazla 3,8 kat1 olacak sekilde smirlandirilmistir [Alexeeva et al.,
2000; Fischer and Sauer, 2003; Kayser et al., 2005].

(2) Oksijenli Kesikli (“Batch”) Ortam: (a) Deneysel olarak hiicre igerisine

mmol olarak sabitlenmistir [Perrenoud and Sauer, 2005].

alman glikozun degeri 7,7
gDw.h

(b) Hiicre igerisine alinan oksijenin degeri, yapilan literatiir taramasi sonucu hiicre
icerisine alian glikozun degerinin en fazla 1,45 kat1 olacak sekilde smirlandirilmistir

[Alexeeva et al., 2000; Schuetz et al., 2007].

(3) Oksijensiz Kesikli (“Batch”) Ortam: (a) Deneysel olarak hiicre igerisine

mmol olarak sabitlenmistir [Perrenoud and Sauer, 2005].

alinan glikozun degeri 7,7
gDw.h

(b) Hiicre igerisine alinan oksijen degeri 0 olarak sabitlenmistir.
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Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in 2 farkli metabolik model kullanilarak
hesaplamalar yapildi. Bunlardan bir tanesi 49 metabolitten ve 100 reaksiyondan
olusan metabolik modeldir [Schuetz et al., 2007]. Bu model, bu tezde Escherichia
coli bakterisi i¢in olusturulmus kiigiik model olarak adlandirilacaktir. Digeri ise,
1668 metabolitten ve 2382 reaksiyondan olusan genom boyutlu bir modeldir [Feist et
al, 2007]. Bu model de, tezde Escherichia coli bakterisi i¢in olusturulmus iAF1260-

genom model olarak adlandirilacaktir.

3.2 Kiiciik Model i¢in Yapilan Hesaplamalar

PEP
Eﬂ% Glk
PYR
oA G6P Py 6PG P5P P5P
QUH QUH2 Im[Pgu R2 \J
ﬁ FeP | B S7P
4H" 2H' |

/4 2 Fb@\ i / I
ATP DHP — GAP KDG E4P
NADH=——= NADPH TPiA -

MgsA

oM™ >
SuUC
GLX
\ LAC

A

AceA
AKG
Hucre igi
ETHxt ACExt CO,xt  FORxt PYRxt LACxt Hicre disi

Sekil 3.1 Calisilan E.coli bakterisi merkezi karbon metabolizmasina ait glikoliz,
pentoz fosfat, TCA dongiisii, oksidatif fosforilasyon evrelerinin sekilsel gdsterimi
[Schuetz et al., 2007]
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Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in tretilen kiiglik model, Sekil 3.1°de
goriildiigii gibi besin olarak glikoz tiiketen ve yan iirlin olarak da etil alkol, asetat,
laktik asit, pirlivat, formik asit, suksinat tireten; glikoliz yolu, pentoz fosfat yolu,

TCA dongiisii ve oksidatif fosforilasyon yollarina sahip bir modeldir.

Schuetz ve arkadaglarinin (2007) tanimladigi ayrilma oranlarmi kiigiik
modele entegre etmek i¢in, Tablo 3.1°deki ayrilma oranlarmin fiziksel anlamlarindan
yola c¢ikarak Sekil 3.2°’de gosterilen mantikla ayrilma oranlar1 (“split ratio”)

tanimlandi.

AcnA | AcnB

R7
AceA

Alfa-ketoglutarat Siiksinat

Sekil 3.2 R7 orani i¢in izositrat metaboliti etrafindaki ak1 dagilimi

Bu oranlar ilgili metabolit etrafinda ayrilan bir akinin giren akilarin toplamina
boliinmesiyle elde edilir. Ornegin Sekil 3.2°deki izositrat metaboliti etrafinda R7
oranina bakildiginda ilgili metabolite giren akilar AcnA ve AcnB enzimleriyle
adlandirilan akilardir. Bu metabolitten ¢ikan (metaboliti tiiketen) akilar ise AceA ve
Icd enzimleriyle adlandirilan akilardir. Bu oran bize izositrat metabolitinin ne
kadarmin suksinat metabolitine doniistiigii hakkinda bilgi verir. Bu sekilde R7 orani
Vacea!(VacnatVacng) olarak tanimlanir. Dolayisiyla bu tanimlanan R 0 ve 1 asinda
degerler alir. Bu sekilde hesaplama yaparak kiiglik modeldeki reaksiyonlar igin elde
edilen R esitlikleri Tablo 3.2°dedir. Ornegin, Tablo 3.2°deki R1 oram glikoliz ve
pentoz fosfat yolu ayriminda glikoliz yoluna giren aki oranini gdstermektedir. R
oranlarinin  tamimlanmasinda  kullanilan  kisaltmalar  (6rnegin  R1  oranimn

belirlenmesinde  kullanilan  pgi, glk, pts kisaltmalari)) reaksiyonlarin
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gerceklestirilmesinde gorev alan enzimlerin kisaltmalaridir. Escherichia coli
bakterisi i¢in olusturulmus kii¢ciik modelin reaksiyon listesi ilgili enzim isimleriyle
birlikte EK 4’te verilmistir. Sistemin serbestlik derecesini gdosteren R degerlerinin
Tablo 3.1°de verilen tamimlar dogrultusunda kii¢iik E.coli modeli i¢in elde edilen
matematiksel ifadeler Esitlik (3.1)-(3.10)’da verilmistir [Schuetz et al., 2007].

Ri= P (3.1)
Vglk +ths

R2 = Vet (32)
Vo

R3= _ Vmga (3.3)

VfbaA + VFbaB

prkA + prkF + ths

R4 = (3.4)
Veno + Vpps + VpckA
R5 _ VaceE + foIB + thCE (3 5)
prkA + prkF + VmaeA,B + led + VIdhA + Veda + ths
R6 — VgItA +VprpC (3 6)
VaceE + foIB + thcE + Vacs
R7T=—msp (3.7)
Vaan + Vaan
v KA
R8 = i (3.8)
deh + quo + Vppc
RO = Vpta (3.9)
VaceE + foIB + thcE + Vacs
\") +V
RlO — adhe mhpF (310)
\") +V oo +Vi e +V

aceE pflB tdcE Acs
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3.2.1 Kiiciikk Model Kullamlarak Yapilan Aki Dengesi Analizi

Hesaplamalar:

Ucg ayr1 deney ortaminin her biri i¢in (oksijenli siirekli ortam, oksijenli kesikli
ortam, oksijensiz kesikli ortam) kiiciik model kullanilarak Tablo 2.4’te 6zetlendigi
gibi bakim-onarim reaksiyonuna ve maksimum biyokiitleye % 10, % 15 esneklilik
paylart verilerek 7 farkli Aki Dengesi Analizi hesaplamasi yapilmistir. Bu analizler
Sekil 2.18°de verilen Ak1 Dengesi Analizi asamalari kullanilarak gergeklestirilmistir.
Yani, kiigiik model kullanilarak toplam 84 adet (3 ortam, 4 ikincil amag¢ fonksiyonu,
7 esneklik kombinasyonu) Aki Dengesi Analizi hesaplamasi yapildi. Sonuglar
incelendiginde deneysel verilere en yaki sonucun, bakim-onarim reaksiyonu 6lgtim
kisit1 olarak kullanilan reaksiyona %10 ve maksimum biyokiitleye (minimum
glikoz) %10 esneklik pay1 verilen hesaplamalardan elde edildigi gézlemlenmistir. Bu
sonuglar Tablo 3.3, 3.4 ve 3.5’te verilmistir. Diger esneklik hesaplarina ait sonuglar
ise, ayrintil1 olarak EK 5’te verilmistir. Bu 84 hesaplamanin tiimiiniin yorumu igin

kullanilan PF degerleri de Tablo 3.6, 3.7 ve 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.3 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu 6l¢tim kisit1 olarak
kullanilan reaksiyona %210 ve minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen kii¢iik

E.coli modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,16 0,91 0,25 0,69 +0,12
R2 0,06 0,88 0,00 0,72 0,23 +0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R4 0,57 0,93 0,81 0,93 0,84 +0,14
RS 0,56 0,84 0,82 0,82 0,91 +0,21
R6 0,35 0,48 0,63 0,61 0,64 £0,13
R7 0,00 0,19 0,00 0,17 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 + 0,08
R9 0,00 0,18 0,18 0,00 0,00 £0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo 3.4 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu 6l¢iim kisit1 olarak

kullanilan reaksiyona %10 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen

kiiciik E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,00 0,52 0,05 0,70 £0,02
R2 0,00 0,58 0,64 0,35 0,13 £0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R4 0,71 0,59 0,69 0,64 0,78 0,02
RS 0,41 0,74 0,73 0,69 0,81 +0,03
R6 0,35 0,15 0,47 0,19 0,24 £0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R9 0,00 0,55 0,22 0,45 0,58 +£0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05

Tablo 3.5 Oksijensiz Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu olglim kisiti olarak

kullanilan reaksiyona % 10 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen

kiiciik E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,76 0,62 0,65 0,63 0,90 0,05
R2 0,00 0,86 1,00 0,90 0,86 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R4 0,94 0,92 0,91 0,92 0,94 0,05
RS 0,95 0,95 0,95 0,95 0,96 +0,09
R6 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R9 0,32 0,44 0,45 0,44 0,34 +0,01
R10 0,60 0,49 0,48 0,49 0,61 0,04
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Tablo 3.6 Oksijenli Siirekli Ortamda yapilan tim kiicik E.coli model

hesaplamalarinin PF degerleri

Glikoz | Bakim-onarim 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,033 0,155 0,033 0,034
10 % Kullanilmad1 0,085 0,114 0,052 0,070
15 % Kullanilmad1 0,085 0,139 0,065 0,070
10 % 10 % 0,080 0,066 0,040 0,045
15% 10 % 0,087 0,079 0,051 0,045
10 % 15 % 0,080 0,069 0,040 0,044
15 % 15% 0,087 0,081 0,049 0,044

Tablo 3.7 Oksijenli Kesikli Ortamda yapilan tiim kiicik E.coli model

hesaplamalarinin PF degerleri

Biyokiitle | Bakim-onarim 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,099 0,099 0,142 0,099
10 % Kullanilmadi 0,131 0,101 0,051 0,097
15 % Kullanilmadi 0,134 0,101 0,045 0,108
10 % 10 % 0,135 0,097 0,043 0,076
15 % 10 % 0,093 0,095 0,038 0,096
10 % 15 % 0,135 0,096 0,044 0,079
15 % 15 % 0,093 0,097 0,036 0,096

Tablo 3.8 Oksijensiz Ortamda yapilan tiim kiigiik E.coli model hesaplamalarinin PF

degerleri

Biyokiitle | Bakim-onarim | 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim

Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,008 0,008 0,081 0,008
10 % Kullanilmadi 0,010 0,014 0,014 0,014
15 % Kullanilmadi 0,010 0,025 0,021 0,019
10 % 10 % 0,004 0,008 0,009 0,009
15 % 10 % 0,004 0,014 0,014 0,012
10 % 15 % 0,004 0,009 0,009 0,009
15 % 15 % 0,004 0,014 0,014 0,012
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3.2.2 Kiiciik Model Kullanilarak Yapilan Kontrol-etkili Aki Analizi

Hesaplamalar:

Boliim 2.5’te ayrintili olarak anlatildigi gibi, Kontrol-etkili Ak1 Analizi,
sistemdeki biitiin Temel Ak Tiplerinin elde edilmesi ve biitiin reaksiyonlarm sistem
icin ne kadar 6nem arz ettiginin bulunmas1 hesabina dayanan matematiksel bir metot
olarak tanimlanabilir. Ak1 Dengesi Analizi metodu sistemdeki reaksiyonlarm aki
degerlerine odaklanirken, Kontrol-etkili Aki Analizi metodu, reaksiyonlarin sistem

icin ne kadar 6nem teskil ettigine odaklanir.

Aki1 Dengesi Analizi hesaplamalarinda kullanilan ayrilma oranlari, Sekil
3.3a’da gosterildigi gibi ilgili metabolitten ¢ikan akinin bu metabolite giren toplam
akiya oranlanmasiyla elde edilmisti. Fakat Kontrol-etkili Aki Analizi ile elde edilen
aki dagilimlarinda ilgili metabolitlere giren CEF degerlerinin toplami o metabolitten
cikan CEF degerlerinin toplamina esit olmayabilir. Ciinkii CEF degerleri tek bir aki
dagilimina degil, bircok aki dagilimmin ortalamasina dayanir. Dolayisiyla, bu
ortalama degerler yiiziinden kati katiya bir kiitle dengesinden soz edilemez. Bu
sebeple, 3.3b’de goriildiigii gibi Kontrol-etkili Aki1 Analizi hesaplamalarinda ayrilma
oranlari, ilgili metabolitten ¢ikan akinm bu metabolitten ¢ikan toplam akiya

oranlanmasi olarak tanimland:.

b)

AcnA,B CEF AC”A B
(4)

ch R7\ AceA icd AceA
(2) (3) (2.2) (2.4)

Alfa-ketoglutarat Stksinat Alfa-ketoglutarat Siiksinat
AceA 3 AceA 2.4
7: = = - =
AcnA,B 5 AceA + icd 4.6

Sekil 3.3 FBA ve CEF metotlariyla elde edilen ayrilma oranlarmin tanimlanmasi
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Kontrol-etkili Aki Analizi metoduyla sistem analiz edilirken, ii¢ ayr1 deneysel
ortam (oksijenli siirekli ortam, oksijenli kesikli ortam, oksijensiz kesikli ortam)

ozelliklerinin modele entegre edilmesi amaciyla asagidaki su dort basamak takip
edildi.

(1) Oksijensiz ortamda, oksijene ihtiyaci olan reaksiyonlar aktif olamayacagi
icin bu reaksiyonlar Temel Aki Tipleri bulunurken sistemden kaldirildi. Boylece

oksijensiz ve oksijenli ortam ayrimi yapilmis oldu.

(2) Temel Aki Tipleri elde edildikten sonra glikoz tiiketim akisi her temel ak1
tipinde 1 birim olacak sekilde normalizasyon yapildi. Yani, biitiin Temel Aki1
Tiplerindeki glikozun aki degeri 1 birim olacak sekilde yeniden diizenlendi. Bu

sekilde Temel Ak1 Tipleri karsilastirilabilir hale getirildi.

(3) Oksijenli ortamda kesikli ve siirekli ortamlarin farkin1 modele yansitmak
icin, oksijenli kesikli ortamda Aki Dengesi Analizi yapilirken kullanilan
(oksijen/glikoz, 11/7,7) oran, aym sckilde Kontrol-etkili Aki Analizinde de
kullanilarak bu orandan daha biiyiik orana sahip oksijen i¢ceren Temel Aki Tipleri
hesaplama dis1 birakildi. Buna paralel olarak oksijenli siirekli ortamda ise
(oksijen/glikoz, 2,5/1) orani kullanilarak bu orandan daha biiyiik orana sahip oksijen
iceren Temel Aki Tipleri hesaplama dis1 birakildi. Boylece oksijenli ortam igin

kesikli ve stirekli ayrimi da yapilmis oldu.

(4) Ak1 Dengesi Analizi yaparken maksimum biyokiitleye % 10 ve % 15
esneklik payr uygulanmasi hesaplamalariyla ayni dogrultuda, biitiin ortam
hesaplamalar1 i¢cin elde kalan Temel Aki Tiplerindeki maksimum biyokiitle iiretim
akilar1 bulundu. Ve bu biyokiitle iiretim akilarindan en fazla % 10 ve % 15 daha
kiigiik biyokiitleye sahip Temel Ak1 Tipleri hesaba katildi. Bu orandan daha diisiik
biyokiitleye sahip Temel Aki Tipleri ise hesaplama dis1 birakildi. Bu sekilde Aki
Dengesi Analizi yaparken kullanilan %10 ve %15 esneklik paylar1 hesaplamaya
dahil edilmis oldu.
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izlenen bu 4 basamak sayesinde hem deneysel ortam farkliliklar1 modele
yansitilmis oldu, hem de Aki Dengesi Analizi yaparken maksimum biyokiitleye
verilen % 10 ve % 15 esneklik kullanilmis oldu. Aki Dengesi Analizi yapilirken
kullanilan bakim-onarim reaksiyonu ise Kontrol-etkili Aki1 Analizi hesaplamalarinda
kullanilamadi. Bunun sebebi, gergeklestirilen bu 4 basamaktan sonra kalan tim
Temel Aki Tiplerinde bakim—onarim reaksiyonunun aki degerlerinin O olarak

bulunmasidir.

Bu sekilde yapilan Kontrol-etkili Aki Analizi hesaplamalarinda her ii¢ ortam
i¢in ilk elde edilen ve kontroller sonrasi kalan Temel Aki Tipi sayilar1 Tablo 3.9°da,
tiim hesaplamalar sonucu elde edilen ayrilma oranlar1 ise Tablo 3.10, 3.11 ve 3.12°de

verilmistir.

Tablo 3.9 Kiiciik E.coli modeli i¢in Kontrol-etkili Aki Analizi hesaplamalari
yapilirken elde edilen Temel Aki1 Tipi sayilari

Oksijenli Siirekli Oksijenli Kesikli Oksijensiz
Ortam Ortam Ortam
Biyokiitle
N %10 % 15 %10 % 15 %10 % 15
Esneklilik

flk Hesaplanan | 186.490 | 186.490 | 186.490 | 186.490 | 22.527 | 22.527
Temel Aki Tipi | (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet)

Oksijen

Kontroli
61.686 61.686 7.538 7.538
Sonrasi - -

(Adet) (Adet) (Adet) (Adet)
Kalan

Temel Ak Tipi

Biyokiitle

Kontrolii
2.214 5.990 1702 2108 10 48

(Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet)

Sonrasi
Kalan
Temel Aki Tipi
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Tablo 3.10 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in maksimum biyokiitleye % 10 ve % 15

esneklik payi verilerek kiiciik E.coli modeli i¢in yapilan KEAA hesaplamalari

Ayrilma Maksimum Biyokiitle | Maksimum Biyokiitle Deneysel
Orani % 10 Esnek % 15 Esnek Veriler
R1 0,22 0,14 0,69 0,12
R2 0,34 0,37 0,23 +0,20
R3 0,32 1,00 0,00 0,05
R4 0,23 0,21 0,84 +0,14
RS 0,21 0,21 0,91 +0,21
R6 0,66 0,70 0,64 +0,13
R7 0,49 0,37 0,46 +0,13
R8 0,02 0,07 0,35 + 0,08
R9 0,02 0,04 0,00 % 0,05
R10 0,00 0,00 0,00 +0,05
PF degeri 0,091 0,255

Tablo 3.11 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in maksimum biyokiitleye % 10 ve % 15
esneklik payi verilerek kiigiik E.coli modeli i¢in yapilan KEAA hesaplamalari
Ayrilma Maksimum Biyokiitle | Maksimum Biyokiitle Deneysel
Orani % 10 Esnek % 15 Esnek Veriler
R1 0,29 0,28 0,70 £0,02
R2 0,32 0,32 0,13 £0,06
R3 0,12 0,14 0,00 £0,05
R4 0,26 0,25 0,78 £0,02
R5 0,21 0,21 0,81 £0,03
R6 0,66 0,65 0,24 £0,02
R7 0,47 0,47 0,00 £ 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 £0,05
R9 0,03 0,04 0,58 £0,03
R10 0,00 0,00 0,00 +£0,05
PF degeri 0,187 0,186
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Tablo 3.12 Oksijensiz Ortam i¢in maksimum biyokiitleye % 10 ve % 15 esneklik
pay1 verilerek kiiciik E.coli modeli i¢in yapilan KEAA hesaplamalar1

Ayrilma Maksimum Biyokiitle | Maksimum Biyokiitle Deneysel
Orani % 10 Esnek % 15 Esnek Veriler
R1 0,95 0,87 0,90 + 0,05
R2 0,00 0,15 0,86 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,64 0,62 0,94 0,05
RS 0,46 0,45 0,96 0,09
R6 0,08 0,07 0,02 £0,01
R7 0,00 0,15 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,37 0,38 0,34 £0,01
R10 0,55 0,54 0,61 £0,04
PF degeri 0,017 0,018

3.3 1AF1260 Genom Model Kullanilarak Yapilan

Hesaplamalar

Genom-bilim ¢alismalar1 ile hiicrenin DNA’s1 incelenerek, sahip oldugu
biitiin genler belirlenebilmektedir. Dolayisiyla gen enzim iligskisinden yararlanarak
(Sekil 2.13) genlerin metabolik agdaki reaksiyonlarla baglantilar1 kurulabilir. Genom
boyutlu metabolik modeller, bu sekilde olusturulmaktadir. Tezde Escherichia coli
icin kullanilan bu metabolik model, 1668 metabolitten, 1260 genden ve 304°ii hiicre
disma dogru gerceklesen (“exchange”) reaksiyon olmak iizere toplam 2382
reaksiyondan olusan genom boyutlu bir modeldir. Genom boyutlu modeller, sirastyla
modelin hesaplamali (“in silico”) model oldugunu temsil eden i harfi, modelin ilk
olarak giindeme geldigi makaledeki bas yazar adinin ve soyadmn ilk harfi ve
modelin icerdigi gen sayisi kullanilarak adlandrilir. Bu ¢alismada Escherichia coli

icin kullanilan bu metabolik model Adam M Feist ve arkadaslari tarafindan
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gelistirilen 1260 gene sahip bir metabolik model oldugu i¢in tez yazimi boyunca bu
model 1IAF1260-genom model olarak adlandirilacaktir [Feist et al., 2007].

Kiicik boyutlu model kullanilarak yapilan Aki Dengesi Analizi
hesaplamalarinin tiimii, genom boyutlu model kullanilarak tekrarlandi. Boylece
hiicre metabolizmasin1t ¢ok daha gercekei bir sekilde ele alan model kullanmanin
deney sonuglarini daha iyi tahmin etmedeki rolii incelendi. Bu hesaplamalarin kii¢iik
model kullanilarak yapilan Aki Dengesi Analizi hesaplamalarindan tek farki, Bolim
2.6.3’te (Minimum Reaksiyon Basamagi) ayrintili olarak anlatildigi gibi CPLEX
tabanli karma tam sayili karisik programlama algoritmasinin ¢ok fazla bilinmeyene
(reaksiyon sayisina) sahip i1AF1260-genom model gibi optimizasyon problemlerinin
¢oziimil i¢in ¢ok yavas ¢aligmasindan dolayi, minimum reaksiyon basamagina denk
gelen aki dagilimimim bu boyuttaki sistemler i¢in daha hizli ¢alisan genetik algoritma

esasina dayanarak programlanmasidir.

Kontrol-etkili Aki Analizi hesaplamalar1 ise 1AF1260-genom modeli i¢in
yapilmamistir. Bunun sebebi, EFM hesabini 100-150 reaksiyona sahip sistemlerden

daha komplike sistemler (iIAF1260-genom model) igin miimkiin olmamasidir.

3.3.1 iIAF1260 Genom Model Kullanilarak Yapilan Aki Dengesi

Analizi Hesaplamalan

Tablo 3.1°de verilen ayrilma oranlariin fiziksel anlamlarindan yola ¢ikarak,
bu oranlar kiigiik modelde oldugu gibi iAF1260-genom modeli i¢in de matematiksel
olarak ifade edildi. Bu matematiksel ifadeler Esitlik (3.11)-(3.20)’de verilmistir.

\"

Rl= b (3.11)

Vf'fsd + ths + Vfrulysds + Vab6pgh + Vhexl + Vglcptspp + Vtre6ph

Vedd

R2=—2 (3.12)

Vpgl + Vgnk

Vmgsa

R3= (3.13)

Vrmpa + Vfba + thapt + VgSpd 2,5,6,7 + Vtgbpa
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+ Vd hapt

R4 _ prk + Vfrupts,2 pp + Vgam,galt,fru,gIc,acmum,acman,acga,acsb_ptspp (3 14)
Veno + Vpps + Vppck
Vo +V
R5 = pl__ " pdn (3.15)
prk + Vmel + Voaddc + Vtre,acga,acmum,man,ml,galt + Valataz + ths
Vcs
R6= (3.16)
Vacs + fol + Vacald + Vmaltatr + Vacs + Vkat_l..8 + Vglctatr
\"
R7T=— (3.17)
Vzcdhyr + Vacontb
v K
RS = prc! (3.18)
VCttl + deh2 + Vppc + Vtartd
Vv
RO = ptar (3.19)
Vacs +Vkat_1...8 +Vpdh +fo|
\"
R10 = acald (3.20)
vV, .+V, +V

+ Vpdh

acs kat_1..8 pfl

Bu Esitlik serisindeki R oranlarinin tanimlanmasinda kullanilan kisaltmalar
ilgili reaksiyonlarin gergeklemesinde rol alan enzimlerin kisaltmalaridir. E.coli i¢in
olusturulmus iAF1260-genom modelinin reaksiyon listesi, ilgili enzim isimleriyle

birlikte http://www.nature.com/msb/journal/v3/nl/suppinfo sitesinden elde edilebilir.

Kiigiik model hesaplamalar1 boliimiinde verilen Tablolara paralel olarak, her
bir ortamdaki hesaplamalardan deneysel verilere en yakin sonucun bakim-onarim
reaksiyonu 6lgiim kisit1 olarak kullanilan reaksiyona %10 ve maksimum biyokiitleye
(minimum glikoz) %210 esneklik payi verilen hesaplamalardan elde edildigi
gozlemlenmistir. Bu hesaplamalar Tablo 3.13, 3.14 ve 3.15’te verilmistir. Diger
esneklik hesaplarina ait sonuglar ise, ayrmtili olarak EK 5°te verilmistir. Bu 84
hesaplamanin tiimiiniin yorumu i¢in kullanilan PF degerleri de Tablo 3.16, 3.17 ve

3.18’de verilmistir.
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Tablo 3.13 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu olgiim kisit1

olarak kullanilan reaksiyona %210 ve minimum glikoza % 10 esneklik payi1 verilen

1AF1260-genom E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,97 0,00 0,89 0,47 0,69 +0,12
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R4 0,85 0,96 0,85 0,75 0,84 +0,14
RS 0,86 0,84 0,85 0,73 0,91 +0,21
R6 0,79 0,37 0,70 0,54 0,64 +0,13
R7 0,00 0,48 0,00 0,00 0,46 £0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 £0,08
R9 0,00 0,22 0,08 0,00 0,00 £0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05

Tablo 3.14 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu olgiim kisit1

olarak kullanilan reaksiyona %10 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1

verilen iIAF1260-genom E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,91 0,56 0,49 0,54 0,70 £0,02
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R4 0,82 0,80 0,80 0,76 0,78 £0,02
RS 0,83 0,80 0,80 0,76 0,81 £0,03
R6 0,34 0,40 0,30 0,59 0,24 0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R9 0,40 0,28 0,37 0,00 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo 3.15 Oksijensiz Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu &lgiim kisit1 olarak

kullanilan reaksiyona % 10 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen

1AF1260-genom E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,92 0,81 0,83 0,88 0,90 + 0,05
R2 0,00 0,73 0,67 0,00 0,86 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R4 0,97 0,96 0,96 0,97 0,94 +0,05
RS 0,75 0,97 0,92 0,68 0,96 +0,09
R6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 £0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 % 0,05
R9 0,20 0,21 0,25 0,18 0,34 +0,01
R10 0,75 0,74 0,70 0,76 0,61 +0,04

Tablo 3.16 Oksijenli Siirekli Ortamda yapilan tim iAF1260-genom E.coli modeli

hesaplamalarinin PF degerleri

Glikoz | Bakim-onarim 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,258 0,155 0,236 0,236
10 % Kullanilmadi 0,040 0,046 0,037 0,032
15 % Kullanilmadi 0,040 0,053 0,040 0,032
10 % 10 % 0,038 0,065 0,035 0,036
15 % 10 % 0,038 0,072 0,039 0,036
10 % 15 % 0,072 0,072 0,034 0,038
15 % 15 % 0,053 0,072 0,039 0,038
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Tablo 3.17 Oksijenli Kesikli Ortamda yapilan tiim 1AF1260-genom E.coli modeli

hesaplamalarinin PF degerleri

Biyokiitle | Bakim-onarim | 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,167 0,046 0,167 0,167
10 % Kullanilmad1 0,061 0,106 0,011 0,061
15 % Kullanilmad1 0,061 0,120 0,010 0,061
10 % 10 % 0,014 0,017 0,013 0,061
15 % 10 % 0,061 0,087 0,011 0,061
10 % 15 % 0,120 0,070 0,010 0,061
15 % 15 % 0,087 0,014 0,012 0,061

Tablo 3.18 Oksijensiz Ortamda yapilan tim 1AF1260-genom E.coli modeli

hesaplamalarinin PF degerleri

Biyokiitle | Bakim-onarim 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,184 0,010 0,184 0,184
10 % Kullanilmadi 0,014 0,007 0,003 0,004
15 % Kullanilmadi 0,014 0,008 0,003 0,011
10 % 10 % 0,011 0,007 0,003 0,014
15 % 10 % 0,030 0,028 0,003 0,014
10 % 15 % 0,030 0,006 0,003 0,014
15 % 15 % 0,030 0,030 0,004 0,014
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4 S.CEREVISIAE MIKROORGANIZMASI ICIN
YAPILAN CALISMALAR

Tezin bu bolimii Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi i¢in yapilan
caligmalar1 igermektedir. Escherichia coli mikroorganizmasi igin yapilan ve 3.
Bolim’de ayrintili olarak anlatilan tiim hesaplamalar paralel olarak Saccharomyces

cerevisiae mikroorganizmasi i¢in de tekrarlandi.

Schuetz ve arkadaglar1 (2007) tarafindan onerilen ayrilma oranlarinin fiziksel
anlamlarma paralel olarak bu tez c¢alismasinda Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmast i¢in toplam sekiz ayrilma oranlari tanimlandi. Tanimlanan
oranlarin biri haricindeki (gliserol salgisina giden aki orani) toplam yedi oran
Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in tanimlanan oranlarla ayni fiziksel anlama
sahiptir. Escherichia coli mikroorganizmasinda olup da Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmasinda olmayan iki aki oran1 (Doudoroff yoluna giren aki orani ve
Methylgloxal yoluna giren aki orani) burada tanimlanmadi. Ayrica Escherichia coli
mikroorganizmasinda asetat salgisina giden aki orani tanimlanmasina ragmen
Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi i¢in tanimlanmamsinin sebebi, bu
mikroorganizmanin her ti¢ durumda da hemen hemen hi¢ asetat iiretmemesidir.
Cikarilan 3 ayrilma oranmin yerine Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasina
0zgii oksijensiz ve oksijenli kesikli ortamlarda iiretilen gliserol salgisina giden aki
orani dahil edildi. Bu sekilde tanimlanan toplam 8 oran (hiicrenin temel davranisini
temsil eden ayrilma oranlar1) sayesinde tiim sistemin aki dagilimma bakmak yerine
sadece bu ayrilma oranlarina bakarak sistemin tamami hakkinda bilgi sahibi olmak
amaglandi. Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi i¢in tanimlanan ayrilma

oranlarmin fiziksel anlamlar1 Tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi
icin, 2 siirekli oksijenli ve oksijensiz ortam [Jouhten et al., 2008] ve 1 Kesikli
oksijenli ortam [Gombert et al., 2001; Blank et al., 2005; Heyland et al., 2009; Fendt
and Sauer, 2010] olmak iizere toplam 3 farkli ortam i¢in deneysel aki verisi elde

edilip Tablo 4.1°de fiziksel anlamlar1 verilen ayrilma oranlar1 hesaplanmaigtir.



54

Tablo 4.1 S.cerevisiae mikroorganizmasi i¢in tanimlanan ve tiim sistemin temel

davranigini temsil eden ayrilma oranlarinin fiziksel anlamlari

R1 Glikoliz Yoluna Giren Ak1 Orani
R2 PEP’ten Pirlivata Giden Aki Orani

R3 Piriivat’tan Asetil-Koenzim-A’ya Giden Aki Orani
R4 TCA Dongiisiine Giren Akt Orant

R5 Oksaloasetat’tan PEP’e Giden Ak1 Oran

R6 Glyoxlate Metabolitine Giden Aki Orani

R7 Etil alkol Salgisina Giden Ak1 Orant

R8 Gliserol Salgisina Giden Ak1 Orani

Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°deki ayrilma oranlarmin fiziksel anlamlarina ve bu
oranlarm  deneysel  degerlerine  bakarak ~ Saccharomyces  cerevisiae
mikroorganizmasinin farkli ortamlardaki biyolojik amaci dogrultusunda su yorumlar1

yapabiliriz.

(1) R1 oranmna (Glikoliz Yoluna Giren Aki Orani) bakildiginda oksijenli
stirekli ortamda hiicre bu yolu az tercih etmemesine ragmen oksijenli kesikli ve

oksijensiz ortamlarda dagilan akinin ¢ok biiyiik bir boliimii bu yolu tercih etmistir.

(2) R4 oranina (TCA Dongilisiine Giren Aki Orani) bakildiginda oksijenli
stirekli ve kesikli ortamlarda hiicre bu yollar1 yaklagik % 80-85 gibi biiyiik bir oranla
tercin ederken, oksijensiz ortamda ise akinin % 37’si bu yolu tercih etmistir.
Hiicrenin boyle bir davramigta bulunmasi, daha Onceden katabolizmadaki yikim
olaylar1 siirecinde anlatilanlar1 (TCA dongiisii oksijensiz ortamda ¢ok az aktiftir)

dogrular niteliktedir.

(3) R7 oranina (Etil alkol Salgisina Giden Aki Orani) bakildiginda oksijenli
kesikli ve oksijensiz ortamda akinin % 94-99 gibi ¢ok biiyiik bir bolimii bu yolu
tercih etmistir. Buna karsilik, oksijenli stirekli ortamda ise hiicre bu yolu hi¢ tercih

etmemistir. Yani oksijenli siirekli ortamda hiicre hig etil alkol tiretmemistir.
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(4) R8 oranina (Gliserol Salgisina Giden Aki Orani) bakildiginda oksijenli

stirekli ortamda hiicre bu yolu hi¢ tercih etmezken oksijenli kesikli ve oksijensiz

ortamda ise akinin % 10-19 gibi bir boliimii bu yolu tercih etmistir.

Tablo 4.2 Tablo 4.1°de S.cerevisiae mikroorganizmasi i¢in tanimlanan (R)

oranlarinin deneysel degerleri

Ayrilma Oksijenli Oksijenli Oksijensiz

Oranlar1 Stirekli Kesikli Stirekli
(R) Ortam Ortam Ortam
R1 0,49%0,25 0,85£0,03 0,88£0,13
R2 0,96t 0,52 0,991 0,00 0,9910,18
R3 0,581 0,32 0,01%£0,02 0,02% 0,07
R4 0,80%£0,45 0,86+ 0,16 0,371 0,62
R5 0,091 0,04 0,20+ 0,30 0,00£0,08
R6 0,00£0,05 0,00£0,05 0,00£0,05
R7 0,00£0,05 0,9410,01 0,991 0,01
R8 0,00£0,05 0,10£ 0,04 0,191 0,00

4.1 Aki Dengesi Analizi Hesaplamalar1 Yapilirken Amac
Fonksiyonlar1 ve Deney Ortam Ozelliklerinin Modele

Entegre Edilmesi

Tablo 4.2’ye bakildiginda bazi ayrilma oranlar1 benzer 6zellik (artma ve
azalma) gosterirken bazilarmmin {ic ortamda da oldukca farkli 6zellik gosterdigi
goriiliir. Yani, ortamlarin degisimi, hiicrenin davranisinda farkliliklara yol agmustir.
Tezin bu Dboliminde ortam degisimlerinin  Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmasinin davraniginda yol actigi farkliliklara, Aki Dengesi Analizi

hesaplamasi yaparak ulagilmasi amag¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, Aki Dengesi
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Analizi hesaplamalar1 Sekil 2.16’da verilen Aki Dengesi Analizi asamalari

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Deney Ortam Ozelliklerinin Modele Entegre Edilmesi

(1) Oksijenli Siirekli (“Chemostat”) Ortam: (a) Deneysel olarak hiicrenin
biiytime orani 0,1 h™*olarak sabitlenmistir [Jouhten et al., 2008]. (b) Hiicre i¢erine

mmo
gDw.h

alinan oksijenin maksimum degeri 2,7 olarak smirlandirilmistir [Jouhten et

al., 2008].

(2) Oksijenli Kesikli (“Batch”) Ortam: (a) Deneysel olarak hiicre igerine

mmol
gDw.h

alinan glikozun degeri 15,3 olarak sabitlenmistir [Famili et al., 2003]. (b)

mmol
olarak smirlandirilmigtir

Hiicre icerine alinan oksijenin maksimum degeri 2,4
gDw.h

[Famili et al., 2003].

(3) Oksijensiz Siirekli (“Chemostat”) Ortam: (a) Deneysel olarak hiicrenin
biiyiime oran1 0,1 h™*olarak sabitlenmistir [Jouhten et al., 2008]. (b) Hiicre igerine

alman oksijen degeri 0 olarak sabitlenmistir.

Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi ig¢in de Escherichia coli
mikroorganizmasinda oldugu gibi 2 farkli boyutta metabolik model kullanilarak
hesaplamalar yapildi. Bunlardan bir tanesi 50 metabolitten ve 53 reaksiyondan
olusan metabolik modeldir [Cakir et al, 2007]. Bu model, bu tezde Saccharomyces
cerevisiae mikroorganizmasi i¢in olusturulan “kiiciik model” olarak adlandirilacaktir.
Digeri ise, 825 metabolitten ve 1175 reaksiyondan olusan genom boyutlu bir
modeldir [Forster et al, 2002]. Bu model de, tezde Saccharomyces cerevisiae

mikroorganizmasi i¢in olusturulan iFF708-genom model olarak adlandirilacaktir.
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4.2 Kiiciik Model Icin Yapilan Hesaplamalar

Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi igin {iretilen kiigiik model, Sekil
4.1°de goruldigii gibi besin olarak glikoz tiiketen ve yan iiriin olarak da gliserol,
asetat ve etil alkol iireten; glikoliz yolu pentoz fosfat yolu TCA dongiisii, gloxylate
yolu ve oksidatif fosforilasyon yollarna sahip bir modeldir [Cakir et al., 2007].
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Sekil 4.1 S.cerevisiae mikroorganizmasi i¢in merkezi karbon metabolizmasmna ait

metabolik agyapmnin sekilsel gosterimi [Frick and Wittmann, 2005]
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Boliim 3.2°de anlatildigr gibi Schuetz ve arkadaslarmmn (2007) tanimladigi
ayrilma oranlar1 mantigindan yola ¢ikarak bu tez calismasinda Saccharomyces
cerevisiae mikroorganizmasi i¢in Tablo 4.1’de verilen sistemin temel davranigini
temsil eden ayrilma oranlarmi tanimlandi. Bu mantikla kii¢iik model i¢in elde edilen
deneysel R degerleri Esitlik (4.1)-(4.8)’de gosterilmistir. Bu Esitlik serisinde aynen
Escherichia coli bakterisinde oldugu gibi Tablo 4.3’teki R1 orani da glikoliz ve
pentoz fosfat yolu ayriminda glikoliz yoluna giren aki oranmi gostermektedir. R
oranlarinin  tanimlanmasinda  kullanilan  kisaltmalar 6rnegin  R1  oranin
belirlenmesinde  kullanilan  pgil, glkl, pykl kisaltmalar1 reaksiyonlarin
gerceklestirilmesinde gorev alan enzimlerin kisaltmalaridir.  Saccharomyces
cerevisiae mikroorganizmasi i¢in olusturulmus kii¢iik modelin reaksiyon listesi EK

4’te verilmistir.

Vv
R1= P (4.1)
Vglkl
Vv
R2—_ PKLZ (4.2)

Ven01,2 + Vpckl

\"
R3—__ 'pdb (4.3)
prk1,2 + Vmael
R4 — chtl,3 + cht2 (4 4)
Vcat2 + Vpda,b + Vacsl,2
\Y
R5 - pckl (45)

prcl,z + deh2 + dehl

R = i (4.6)
Vacol
\")
R7 — adhl,4 (4.7)
Vpdcl,2,5
\"
R8=——w12 (4.8)

Vipar T Vipin
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4.2.1 Kiiciik Model Kullanilarak Yapilan Aki Dengesi Analizi

Hesaplamalar:

Ug ayr1 deney ortanm (oksijenli siirekli ortam, oksijenli kesikli ortam,
oksijensiz kesikli ortam) i¢in, kiigiik model kullanilarak Tablo 2.4’te 6zetlendigi gibi
bakim-onarim reaksiyonuna ve maksimum biyokiitleye % 10, % 15 esneklilik paylar1
verilerek 7 farkli Aki Dengesi Analizi hesaplamasi yapilmistir. Bu analizler Sekil
2.18°de verilen Aki Dengesi Analizi asamalari kullanilarak gergeklestirilmistir. Yani,
kiigiik model kullanilarak toplam 84 adet (3 ortam, 4 ikincil amag¢ fonksiyonu, 7
esneklik kombinasyonu) Aki Dengesi Analizi hesaplamasi yapildi. Sonuglar
incelendiginde Escherichia coli mikroorganizmasinda oldugu gibi deneysel verilere
en yakm sonucun, bakim-onarim reaksiyonu Ol¢iim kisiti olarak kullanilan
reaksiyona %210 ve maksimum biyokiitleye (minimum glikoz) % 10 esneklik pay1
verilen hesaplamalardan elde edildigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar Tablo 4.3, 4.4
ve 4.5’te verilmistir. Diger esneklik hesaplarina ait sonuglar ise, ayrintili olarak EK
6’da verilmistir. Bu 72 hesaplamanin tiimiiniin yorumu i¢in kullanilan tahminin

dogrulugu hesabi degerleri de Tablo 4.6, 4.7 ve 4.8°de verilmistir.

Tablo 4.3 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu 6l¢tim kisit1 olarak
kullanilan reaksiyona %210 ve minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen kii¢iik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,86 0,42 0,42 0,42 0,49+ 0,25
R2 0,97 0,96 0,96 0,96 0,96+ 0,52
R3 0,49 0,57 0,57 0,57 0,58+ 0,32
R4 0,00 0,79 0,79 0,80 0,80+ 0,45
RS 0,00 0,00 0,14 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05
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Tablo 4.4 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu 6l¢iim kisit1 olarak

kullanilan reaksiyona %10 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen

kiiciik S.cerevisiae modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,96 0,86 0,86 0,92 0,85+ 0,03
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,00 0,04 0,04 0,02 0,01+ 0,02
R4 0,26 0,56 0,56 0,39 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,86 0,97 0,97 0,88 0,94+ 0,01
R8 0,06 0,10 0,10 0,09 0,10+ 0,04

Tablo 4.5 Oksijensiz Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu olglim kisiti olarak

kullanilan reaksiyona %210 ve minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen kii¢iik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,98 0,95 0,89 0,95 0,88+0,13
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+0,18
R3 0,00 0,02 0,02 0,02 0,02+ 0,07
R4 0,00 0,11 0,16 0,39 0,37+0,62
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,91 0,93 0,98 0,93 0,99+ 0,01
R8 0,16 0,18 0,18 0,18 0,19+ 0,00
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Tablo 4.6 Oksijenli Siirekli Ortamda yapilan tiim kiiciik S.cerevisiae modeli

hesaplamalarinin PF degerleri

Glikoz Bakim-onarim | 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,004 0,052 0,070 0,006
10 % Kullanilmadi 0,023 0,004 0,004 0,003
15 % Kullanilmad: 0,023 0,004 0,004 0,003
10 % 10 % 0,023 0,002 0,002 0,002
15 % 10 % 0,024 0,002 0,001 0,002
10 % 15 % 0,023 0,003 0,002 0,003
15 % 15 % 0,024 0,003 0,002 0,003

Tablo 4.7 Oksijenli Kesikli Ortamda yapilan tiim kiiciik S.cerevisiae modeli

hesaplamalarinin PF degerleri

Biyokiitle | Bakim-onarim | 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,001 0,001 0,003 0,001
10 % Kullanilmadi 0,002 0,001 0,001 0,001
15 % Kullanilmadi 0,002 0,001 0,001 0,001
10 % 10 % 0,002 0,001 0,001 0,001
15 % 10 % 0,002 0,001 0,001 0,001
10 % 15 % 0,002 0,001 0,001 0,001
15 % 15 % 0,002 0,001 0,001 0,001

Tablo 4.8 Oksijensiz Ortamda yapilan tiim kii¢iik S.cerevisiae modeli

hesaplamalariin PF degerleri

Biyokiitle | Bakim-onarim | 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim

Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,005 0,007 0,007 0,007
10 % Kullanilmadi 0,000 0,000 0,000 0,000
15 % Kullanilmadi 0,000 0,002 0,002 0,002
10 % 10 % 0,001 0,000 0,000 0,000
15 % 10 % 0,001 0,000 0,000 0,000
10 % 15 % 0,001 0,000 0,000 0,000
15 % 15 % 0,001 0,000 0,000 0,000
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4.2.2 Kiiciik Model Kullanilarak Yapilan Kontrol-etkili Aki Analizi

Hesaplamalar:

Boliim 3.2.2°de ayrintili olarak anlatildigi gibi, Kontrol-etkili Aki Analizi
hesaplamalarinda ayrilma oranlari, ilgili metabolitten ¢ikan akim bu metabolitten

¢ikan toplam akiya oranlanmasi olarak tanimlandi (Bkz. Sekil 3.3).

Kontrol-etkili Aki  Analizi metoduyla Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmasi sistemi analiz edilirken, ii¢ ayr1 deney ortami (oksijenli siirekli
ortam, oksijenli kesikli ortam, oksijensiz siirekli ortam) 6zelliklerinin modele entegre

edilmesi amaciyla su basamaklar takip edildi.

(1) Oksijensiz ortamda, oksijene ihtiyact olan reaksiyonlar aktif olamayacagi
icin bu reaksiyonlar Temel Aki Tipleri bulunurken sistemden kaldirildi. Boylece

oksijensiz ve oksijenli ortam ayrimi yapilmis oldu.

(2) Temel Ak Tipleri elde edildikten sonra glikoz tiiketim akisi 1 birim
olacak sekilde tiim Temel Aki Tipleri yeniden hesaplandi. Yani, Temel Aki Tipleri
karsilagtirilabilir hale getirildi.

(3) Oksijenli ortamda kesikli ve stirekli ortamlarin farkin1 modele yansitmak
icin, oksijenli kesikli ortamda Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi igin Aki1
Dengesi Analizi yapilirken kullanilan (oksijen/glikoz, 2,4/15,3) oran, aym sekilde
Kontrol-etkili Aki1 Analizinde de kullanilarak bu orandan daha biiyiik orana sahip
oksijen iceren Temel Aki Tipleri hesaplama disi1 birakildi. Buna paralel olarak
oksijenli siirekli ortamda ise (oksijen/glikoz, 2,6/1) orani kullanilarak bu orandan
daha biiyiik orana sahip oksijen i¢eren Temel Aki Tipleri hesaplama dis1 birakildi.

Boylece oksijenli ortam icin kesikli ve siirekli ayrimi da yapilmis oldu.

(4) Aki Dengesi Analizi yaparken maksimum biyokiitleye % 10 ve % 15
esneklik payr uygulanmasi hesaplamalariyla ayni dogrultuda, biitiin ortam

hesaplamalari i¢in elde kalan Temel Aki Tiplerindeki maksimum biyokiitle {iretim
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akis1 miktarlar1 bulundu. Ve bu biyokiitle iiretim akis1 miktarlarindan en fazla % 10
ve % 15 daha kii¢iik biyokiitleye sahip Temel Aki Tipleri hesaba katildi. Bu orandan
daha diistik biyokiitleye sahip Temel Ak Tipleri ise hesaplama dis1 birakildi.

Izlenen bu 4 basamak sayesinde hem deney ortam farkliliklar1 modele
yansitilmig oldu, hem de Aki Dengesi Analizi yaparken maksimum biyokiitleye
verilen % 10 ve % 15 esneklik kullanilmis oldu. Aki Dengesi Analizi yapilirken
kullanilan bakim-onarim reaksiyonu ise Escherichia coli mikroorganizmasinda
oldugu gibi Kontrol-etkili Aki Analizi hesaplamalarinda kullanilamadi. Bunun
sebebi, gergeklestirilen bu 4 basamaktan sonra kalan tiim Temel Aki Tiplerinde

bakim—onarim reaksiyonunun aki degerleri O olarak bulunmasidir.

Tablo 4.9 Kiigiik S.cerevisiae modeli i¢in Kontrol-etkili Aki Analizi hesaplamalar1

yapilirken elde edilen Temel Ak Tipi sayilari

Oksijenli Siirekli Oksijenli Kesikli Oksijensiz Kesikli

Ortam Ortam Ortam
Biyokiitle
Verilen %10 % 15 %10 % 15 %10 % 15
Esneklik
[Ik Hesaplanan 8.080 8.080 8.080 8.080 344 344

Temel Aki Tipi | (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet)

Sonrast Kalan (Adet) | (Adet) | (Adet) | (Adet)

Biyokiitle

. 104 115 3 3 97 182
Kontrolii

Sonrasi Kalan (Adet) (Adet) (Adet) (Adet) (Adet) (Adet)

Bu sekilde Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi i¢in yapilan Kontrol-
etkili Aki Analizi hesaplamalarinda her ii¢ ortam i¢in ilk elde edilen ve kontroller
sonras1 kalan Temel Aki Tipi sayilar1 Tablo 4.9°da, tiim hesaplamalar sonucu elde

edilen ayrilma oranlar1 ise Tablo 4.10, 4.11 ve 4.12’de verilmistir.
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Tablo 4.10 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in maksimum biyokiitleye % 10 ve % 15

esneklik pay1 verilerek yapilan Kontrol-etkili Aki Analizi kiigiik S.cerevisiae modeli

hesaplamalar1
Ayrilma Maksimum Biyokiitle | Maksimum Biyokiitle Deneysel
Orani % 10 Esnek % 15 Esnek Veriler
R1 0,90 0,90 0,49+ 0,25
R2 0,50 0,50 0,96+ 0,52
R3 0,59 0,55 0,58 0,32
R4 0,00 0,00 0,80+ 0,45
RS 0,05 0,04 0,09+ 0,04
R6 1,00 0,99 0,00+ 0,05
R7 0,00 0,01 0,00% 0,05
R8 0,01 0,01 0,00 0,05
PF degeri 0,239 0,237

Tablo 4.11 Oksijenli Kesikli Ortam i¢gin maksimum biyokiitleye % 10 ve % 15

esneklik pay1 verilerek yapilan Kontrol-etkili Aki Analizi kiigiik S.cerevisiae modeli

hesaplamalar1
Ayrilma Maksimum Biyokiitle | Maksimum Biyokiitle Deneysel
Orani % 10 Esnek % 15 Esnek Veriler
Rl 0,91 0,91 0,85+ 0,03
R2 0,50 0,50 0,99+ 0,00
R3 0,00 0,00 0,01£0,02
R4 1,00 1,00 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,05 0,05 0,00%£ 0,05
RY 0,95 0,95 0,94%0,01
R8 0,00 0,00 0,10+ 0,04
PF degeri 0,21 0.21
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Tablo 4.12 Oksijensiz Ortam i¢in maksimum biyokiitleye % 10 ve % 15 esneklik

payt verilerek yapilan Kontrol-etkili Aki kiigiikk S.cerevisiae modeli Analizi

hesaplamalar1
Ayrilma Maksimum Biyokiitle | Maksimum Biyokiitle Deneysel
Orani % 10 Esnek % 15 Esnek Veriler
R 0,96 0,97 0,88+ 0,13
R2 0,50 0,50 0,99+ 0,18
R3 0,00 0,00 0,02 0,07
R4 0,45 0,47 0,37+ 0,62
R 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,06 0,08 0,00+ 0,05
RY 0,94 0,92 0,99+ 0,01
R8 0,27 0,29 0,19 0,00
PF degeri 0,006 0,010

4.3 iFF708 Genom Model i¢cin Kullamlarak Yapilan

Hesaplamalar

Bu tezde Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi i¢in kullanilan bu
metabolik model, 137 tanesi hiicre disi metabolit olmak {izere toplam 825
metabolitten, 708 genden ve 348’i hiicre disina dogru gergeklesen (“‘exchange”)
reaksiyon olmak tizere toplam 1174 reaksiyondan olusan genom boyutlu bir
modeldir. Boliim 3.3’te de anlatildig1 gibi Saccharomyces cerevisiae i¢in kullanilan
bu metabolik model Forster ve arkadaslar1 (2003) tarafindan tiretilen 708 gene sahip
bir metabolik model oldugu i¢in tez boyunca bu model iFF708-genom model olarak
adlandirilacaktir [Forster et al., 2003].

Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi igin kiigiik boyutlu model
kullanilarak yapilan Aki Dengesi Analizi hesaplamalarinmn tiimii, genom boyutlu
model kullanilarak tekrarlandi. Bu hesaplamalarn, kii¢iik model kullanilarak yapilan

Akt Dengesi Analizi hesaplamalarindan tek farki, Bolim 2.6.3’te (Minimum
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Reaksiyon Basamagi) ayrintili olarak anlatildigi gibi CPLEX tabanli karma tam
sayill karisik programlama algoritmasmim g¢ok fazla bilinemeyene sahip IFF708-
genom model gibi optimizasyon problemlerinin ¢6ziimii i¢in ¢ok yavas
calismasindan dolay1, minimum reaksiyon basamagina denk gelen aki dagiliminin bu
boyuttaki sistemler i¢in daha hizli ¢aligan genetik algoritma esasina dayanarak

programlanmasidir.

4.3.1 IFF708 Genom Model Kullanilarak Yapilan Aki Dengesi

Analizi Hesaplamalari

Tablo 4.1°de verilen ayrilma oranlarinin fiziksel anlamlarindan yola ¢ikarak,
bu oranlar kii¢iik modelde oldugu gibi iFF708-genom modeli i¢in de matematiksel
olarak ifade edildi. Bu matematiksel ifadeler Esitlik (4.9)-(4.10)’da verilmistir.

Vv +Vyu

R1= pol1.2 (4.9)
Vglkl + thk1,2,3,4 + Vzwfl + Vpgml

R2 _ prkl,z + Vcdc19 (4 10)
Ven01,2 + Vpckl + Verrl + Vctpl

\

R3= pdal (4.11)
prkl, + Vmael + Vcdle + Vtrp2,3,4 + Vchal + Vjenl

R4 — VCltl,3 + Vclt2 (4 12)
Vcat2 + Vpdal + Vacsl,z + Vpotl + thgs +yat1

\Y

R5 = pekl (4.13)
prc1,2 + deh2 + dehl

R6: Vlcll+V1012 (4 14)

Vctpl
R7 _ Vadh1,4 +sta1 (4 15)

Vpdc1,5,6
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\' +V
R8 = trz Th2 (4.16)

Vfbal + thll + Vtkll,Z + Vtrp5

Bu Tablodaki R oranlarinin tanimlanmasinda kullanilan kisaltmalar (6rnegin
R6 oraninin belirlenmesinde kullanilan tcll, tcl2 ve ctpl kisaltmalari) reaksiyonlarin
gerceklemesinde rol alan enzimlerin kisaltmalaridir. Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmasi i¢in olusturulmus iFF708-genom modelinin reaksiyon listesi ilgili

enzim isimleriyle birlikte http://www.sysbio.se/BioMet sitesinden temin edilebilir.

Kii¢iik model hesaplamalar1 boliimiinde verilen tablolara paralel olarak, her
bir ortamdaki hesaplamalardan deneysel verilere en yakin sonucun bakim-onarim
reaksiyonu 6l¢iim kisit1 olarak kullanilan reaksiyona %10 ve maksimum biyokiitleye
(minimum glikoz) %210 esneklik payi verilen hesaplamalardan elde edildigi
gbzlemlenmistir. Bu hesaplamalar Tablo 4.13, 4.14 ve 4.15’te verilmistir. Diger
esneklik hesaplarina ait sonuclar ise, ayrintili olarak EK 6’da verilmistir. Bu 84
hesaplamanin tiimiiniin yorumu i¢in kullanilan tahminin dogrulugu hesab1 degerleri

de Tablo 4.16, 4.17 ve 4.18°de verilmistir.

Tablo 4.13 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu olgiim kisit1
olarak kullanilan reaksiyona %210 ve minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen

iIFF708-genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,50 0,70 0,62 0,70 0,49+ 0,25
R2 0,00 0,97 0,97 0,97 0,96+ 0,52
R3 0,65 0,42 0,34 0,42 0,58+ 0,32
R4 0,38 0,87 0,85 0,87 0,80+ 0,45
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,33 0,33 0,29 0,33 0,00% 0,05
R7 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00£ 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05



http://www.sysbio.se/BioMet
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Tablo 4.14 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu Olgim kisit1

olarak kullanilan bu reaksiyona %10 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1

verilen iFF708-genom S.cerevisiae modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,50 0,92 0,89 0,89 0,85+ 0,03
R2 0,01 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01+0,02
R4 0,53 0,56 0,56 0,56 0,86+ 0,16
R5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,201 0,30
R6 0,23 0,33 0,33 0,33 0,00% 0,05
R7 1,00 0,95 0,93 0,91 0,941 0,01
R8 0,00 0,00 0,06 0,06 0,101 0,04

Tablo 4.15 Oksijensiz Ortam i¢in bakim-onarim reaksiyonu olgtim kisit1 olarak

kullanilan bu reaksiyona

%10 ve minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen

iIFF708-genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,50 0,93 0,91 0,96 0,88+0,13
R2 0,00 0,99 0,99 0,99 0,99+0,18
R3 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02+ 0,07
R4 0,38 0,41 0,52 0,40 0,37+0,62
R5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,98 0,99 0,98 0,99+0,01
R8 0,00 0,08 0,11 0,05 0,19+ 0,00




69

Tablo 4.16 Oksijenli Siirekli Ortamda yapilan tiim 1FF708-genom S.cerevisiae

modeli hesaplamalarinin PF degerleri

Glikoz | Bakim-onarim 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,256 0,178 0,020 0,236
10 % Kullanilmadi 0,256 0,026 0,021 0,026
15% Kullanilmadi 0,256 0,026 0,021 0,026
10 % 10 % 0,256 0,028 0,023 0,028
15 % 10 % 0,256 0,028 0,024 0,028
10 % 15 % 0,256 0,027 0,022 0,027
15% 15 % 0,256 0,027 0,023 0,027

Tablo 4.17 Oksijenli Kesikli Ortamda yapilan tim iFF708-genom S.cerevisiae

modeli hesaplamalarinin PF degerleri

Biyokiitle | Bakim-onarim 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,810 0,055 0,002 0,002
10 % Kullanilmadi 0,810 0,002 0,002 0,002
15 % Kullanilmadi 0,810 0,002 0,002 0,002
10 % 10 % 0,810 0,002 0,002 0,002
15 % 10 % 0,810 0,002 0,002 0,002
10 % 15 % 0,810 0,002 0,002 0,002
15 % 15 % 0,810 0,002 0,002 0,002

Tablo 4.18 Oksijensiz Ortamda yapilan tim iFF708-genom S.cerevisiae modeli

hesaplamalarinin PF degerleri

Biyokiitle | Bakim-onarim | 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim
Esneklik Esneklik Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu
Yok Yok 0,035 0,016 0,008 0,020
10 % Kullanilmadi 0,035 0,011 0,006 0,018
15 % Kullanilmadi 0,035 0,010 0,007 0,018
10 % 10 % 0,035 0,012 0,007 0,020
15 % 10 % 0,035 0,012 0,008 0,020
10 % 15 % 0,035 0,012 0,007 0,020
15 % 15 % 0,035 0,011 0,008 0,027
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5 TARTISMA VE YORUM

Bu tez calismasindaki genel amag, Asagidan Yukari Sistem Biyolojisi
yaklagimlarindan olan Aki Dengesi Analizi ve Kontrol-etkili Aki Analizi
matematiksel yontemlerini kullanarak Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmalarinin farkli ortamlardaki davraniglarinin ardinda yatan biyolojik
amacin ne oldugunu anlayabilmek ve bu mikroorganizmalar i¢in biitiin ortamlarda
gecerli olabilen amag fonksiyonlar1 onererek bir simiilasyon caligmasi yapmaktir. Bu
ama¢ dogrultusunda, her iki mikroorganizma i¢in de iki farkli boyutta (kii¢iik boyut
ve genom boyut) metabolik modeller kullanilarak elde edilen metabolik aki1
dagilimlari, organizmalara ait farkli {i¢ ortamdaki (kesikli oksijenli, siirekli oksijenli

ve oksijensiz biiyiime) deneysel ak1 dagilimlari ile karsilastirildi.

Tezin amaci1 kapsaminda Aki Dengesi Analizi hesaplamasi olarak asagidaki
opsiyonlardan dogan toplam 336 adet ak1 dagilimi hesaplamasi yapilmistir.

- 2 Mikroorganizma: Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae

- 2 Farkli boyutta metabolik model: Kiiciik boyut ve genom boyut

- 3 Farkli ortam: Kesikli oksijenli, siirekli oksijenli ve oksijensiz biiyiime

- 4 Farkli ikincil amag fonksiyonu: 4 Enzim fonksiyonu

-7 Esneklik opsiyonundan dogan hesaplama

Kontrol-etkili Aki Analizi hesaplamasi olarak ise asagidaki opsiyonlardan
dogan toplam 12 adet aki dagilimi hesaplamasi yapilmistir.

- 2 Mikroorganizma: Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae

- 3 Farkli ortam: Kesikli oksijenli, siirekli oksijenli ve oksijensiz biiyiime

- 2 Esneklik hesaplamasi: % 10 ve % 15 biiyokiitleye verilen esneklik

Elde edilen toplam 348 farkli hesaplamanin gergegi yansitma bakimindan
birbirlerine gore avantajli veya dezavantajli oldugu durumlar vardir. Bu baglamda
tiim hesaplamalar alt bagliklar altinda degerlendirildi. Bu degerlendirmeler yapilirken

daha 6nceden Boliim 2.8’de anlatildig: gibi PF degerleri baz alind1.
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5.1 Kullamlan ikincil Amac¢ Fonksiyonlarimin Sonuglara

Etkisi

Kullanilan ikincil amag¢ fonksiyonlar1 dikkate alinarak hesaplamalara
bakildiginda, Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in hemen hemen her durumda 3.
Enzim fonksiyonu olan “Hiicre i¢i akilarin karelerinin toplammin minimizasyonu”
fonksiyonunun gergegi daha iyi yansittigi goriilmektedir. Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmasinda gercegi yansitmast bakimindan kiiciik model bazli biitiin
fonksiyonlar oldukg¢a iyi sonuglar vermistir. Genom boyutlu modelde ise aynen
Escherichia coli mikroorganizmasinda oldugu gibi 3. Enzim fonksiyonu
digerlerinden ¢ok daha iyi gercegi yansitmistir. Yani her iki mikroorganizma da
enzim iretme agisindan, hiicre ici akilarin karelerinin toplammin minimizasyonu
fonksiyonuna daha yakin davranis sergilemistir. Sekil 5.1°deki x-ekseni ilgili enzim
fonksiyonu bazinda yapilan tiim Aki Dengesi Analizi hesaplamalarini
gostermektedir. Yani her enzim fonksiyonu i¢in 84 tane olmak tizere toplam 336 adet

hesaplama yapilmistir.

0,160 -
0,140 | == 1. Enzim Fonksiyonu
= ). Enzim Fonksiyonu
0,120 - = 3. Enzim Fonksiyonu
= /. Enzim Fonksiyonu
0,100 -
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020
0,000 B T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sekil 5.1 Enzim fonksiyonlar1 bazinda tiim mikroorganizmalar ve modeller

kullanilarak elde edilen PF degerlerinin sekilsel gosterimi
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Sekil 5.1°de goriildiigi gibi enzim fonksiyonlar1 ve onlarin PF degerlerine (y-
ekseni) bakildiginda, fonksiyonlarindan en biiyiik PF degerine sahip fonksiyonun 1.
Enzim fonksiyonu en kiiciik PF degerine sahip fonksiyonun ise 3.Enzim fonksiyonu
oldugu goriilmektedir. Bir baska deyisle, 3.Enzim fonksiyonu en basarili 1.Enzim
fonksiyonu ise simiilasyon ¢alismasindaki en basarisiz fonksiyondur. Sekil 5.1°deki
grafik biitliin enzim fonksiyonlarmin PF degerleri kiigiikten biiyiige siralanarak elde
edilmistir. En iyi enzim fonksiyonu olan 3. Enzim fonksiyonunun PF degerleri
kiigiikten biiylige siralanmasi ve diger enzim fonksiyonlarmin ayni sarta denk gelen

PF degerlerinin noktasal gosterimi EK 7°de verilmistir.

5.2 Kullamilan Matematiksel Yontemlerin Analiz

Kabiliyeti

Bu ¢alismada 336 adet Aki Dengesi Analizi hesaplamasi 12 adet Kontrol-
etkili Ak1 Analizi hesaplamasi gergeklestirildi. Yapilan toplam bu 348 hesaplama,
kullanilan matematiksel yontem dikkate almnarak degerlendirildiginde gergegi
yansitmasi bakimindan Aki Dengesi Analizi hesaplamalari, Kontrol-etkili Aki analizi
hesaplamalarina gore (6zellikle oksijenli ortamlarda) Sekil 5.2°de goriildiigii gibi,

daha basarilidir.

0,300 -
0,250 _r = Aki Dengesi Analizi

0,200 - - Kontrol-etkili Aki Dengesi Analizi
0,150 -
0,100 -

0,050 -

O'OOO 1 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Sekil 5.2 Aki dengesi Analizi ve Kontrol-etkili Aki Analizi hesaplamalarindan elde

edilen PF degerlerinin sekilsel gosterimi
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Kontrol-etkili Ak analizi hesaplamalar1 reaksiyonlarm hiicre igin teskil ettigi
onem baz alinarak yapilir. Bir bagka deyisle, bu yontem temelde hiicrenin ilgili
reaksiyonu kullanma ihtimalinin daha ¢ok veya daha az olmasina gdre yapilan bir
hesaplama yontemidir. Bir nevi olasilik hesab1 da denilebilir. Bu agidan sistemle
ilgili hi¢bir aki degerinin olmadigi durumda, bu yontem sistemin davranisini tahmin
etmek icin oldukga yararlidir. Fakat elimizde glikozun hiicre i¢ine alman aki degeri,
oksijenin hiicre i¢ine alinan aki degeri, hiicre icinde gerceklesen bakim onarim
reaksiyonunun aki degeri gibi bilinen parametreler oldugu i¢in Ak1 Dengesi Analizi
hesaplamalar1 Kontrol-etkili Ak1 analizi hesaplamalarina gore daha gergekei sonuclar

vermistir

5.3 Kullanilan Metabolik Modelin Sonuclara Etkisi

Iki mikroorganizma i¢in de biri kii¢iik boyutlu biri genom boyutlu olmak
iizere iki model i¢in hesaplamalar yapildi. Hesaplamalarin genom boyutlu metabolik
model kullanilarak tekrarlanmasiyla, hiicre metabolizmasini ¢ok daha gergekgi bir
sekilde ele alan model (genom boyutlu model) kullanmanin deney sonuglarini daha

1yi tahmin etmedeki rolii incelenmis oldu.

0,090 -

0,080 - =—E.coliGenom Boyut
0,070 - E.coli Kuiglik Boyut

0,060 - S.cerevisiae Genom Boyut
0,050 -

S.cerevisiae Kiigik Boyut
0,040 -

0,030 -
0,020 -
0,010 -

|

0,000 T '

Sekil 5.3 Kiiciikk ve genom boyutlu model kullanilarak iki mikroorganizma igin

yapilan tiim hesaplamalardan elde edilen PF degerlerinin sekilsel gosterimi



74

Elde edilen tiim sonuglara hesaplamalarda kullanilan metabolik modellerin
boyutlarma odaklanarak Sekil 5.3’teki PF degerlerine bakildiginda, Escherichia coli
mikroorganizmasmin genom boyutlu modelle elde edilen sonuglarmin kiigiik
modelle elde edilen sonuglardan ¢ok daha fazla ger¢ege yakin oldugu goriilmektedir.
Bu da olduk¢a mantiklidir. Ciinkii hiicrede gergeklesen reaksiyonlar ne kadar ¢ok
sayida bilinirse hiicrenin davranisi o kadar daha iyi tahmin edilebilir. Saccharomyces
cerevisiae mikroorganizmasmin genom boyutlu modeli 6zellikle oksijenli ortamlarda
beklenenin aksine kii¢iik boyutlu modelden daha kotii sonuglar vermektedir. Bunun
en biiyiik sebebi, gloxylate’e giden akmm gergekte inaktif olmasma ragmen IFF708-
genom modelle elde edilen sonugta bu akmin aktif olmasidir. Bu modelin oksijensiz
ortamdaki en biiyiik zaafi ise, gercekte iiretilenden daha az gliserol iiretmesidir.
Sekil 5.3’teki grafik biitiin metabolik modellerin PF degerleri kiiciikten biiylige
siralanarak elde edilmistir. E. coli ve S. cerevisiae mikroorganizmalarinin metabolik
modellerinden elde edilen ayni sartlardaki PF degerlerinin noktasal gosterimi EK

7’de verilmistir.

5.4 Kullanilan Esneklik ve Kisit Hesaplamalariin

Sonuclara Etkisi

Sekil 5.4°te goriildiigii gibi tiim sonuglarin PF degerlerine esneklikten ve
kisitlardan dogan hesaplamalar bazinda bakildiginda, hemen hemen tiim sonuglar
icin bakim-onarim reaksiyonu 6lgiim kisit1 olarak kullanilan reaksiyona %210 ve
maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen hesaplamalarin daha gergekei
sonu¢ verdigi goriilmektedir. Buna karsilik, hi¢ esnek olmayan sonuglarin
digerlerinden olduk¢a kotii oldugu goriilmektedir. Daha 6nceden de anlatildig: gibi
hiicre esnek davranma egilimindedir. Farkli esneklik paylar1 verilerek yapilan bu
calismayla hiicrenin simiilasyonu yapilirken esnek davranma egiliminin de dikkate
alinmas1 gerektigi kanitlanmigtr. Tim esneklik kombinasyonlarindan dogan
sonuglardan, “mikroorganizmalar (Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae)
temel amaglarindan ve tiim aktivitelerini ger¢eklestirmek igin gerekli enerjiyi (ATP)
ireten bakim-onarim reaksiyonun deneysel degerinden ¢ok fazla sapma egilimi
gostermeyecek sekilde davranir” yorumu yapilabilir. Ayrica Sekil 5.4’e bakildiginda

bakim-onarim reaksiyonu kisit olarak kullanilan hesaplamalarin bakim-onarim
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reaksiyonu kisit olarak kullanilmayan hesaplamalara gore daha gergek¢i sonug
verdigi goriilmektedir. Yani, bakim-onarim reaksiyonunun hesaplama yaparken

kullanilmas1 sonuglara pozitif yonde bir etki etmistir.

0,250 -
=% 10 Biyokdtle

— %15 Biyokutle

0,200 - %10 Biyokiitle & %10 Bakim-onarim
= %10 Biyokiitle & %15 Bakim-onarim
0,150 - = %15 Biyokiitle & %10 Bakim-onarim
%15 Biyokutle & %15 Bakim-onarim

Esnek Olmayan

0,100 -
0,050 -
e
0,000 T T T T 1
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Sekil 5.4 Tim modeller ve mikroorganizmalar i¢in yapilan hesaplamalarda

kullanilan esneklik ve kisitlar sonucu elde edilen PF degerlerinin sekilsel gosterimi

Sekil 5.4’teki grafik biitiin esneklik hesaplamalarinin PF degerleri kiigiikten
biiyiige siralanarak elde edilmistir. En iyi sonuca sahip olan %10 biyokiitleye ve
bakim-onarim reaksiyonuna verilen esneklik hesaplamalarinin kiigiikten biiyiige
siralanmasi ve diger hesaplamalarin ayni sartlara denk gelen PF degerlerinin noktasal

gosterimi EK 7°de verilmistir

5.5 Yapilan Hesaplamalarin Farkh Ortamlardaki
Analiz Kabiliyeti

Sekil 5.5’te goriildiigii gibi hesaplamalardan elde edilen PF degerlerine
yapilan ortam bazinda bakildiginda, oksijensiz ortam hesaplama sonuglarinin agik

ara diger iki ortama (oksijenli siirekli, oksijenli kesikli) gore daha gercek¢i sonuglar
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verdigi goriilmektedir. Bu da olduk¢a mantiklidir. Ciinkii 6rnegin 100 reaksiyona
sahip bir metabolik model diisiiniiliirse bu metabolik modelin oksijenli ortamda 80
reaksiyonu aktif oluyorken, oksijensiz ortamda ise bu say1 30-40 reaksiyona kadar
diismektedir. Yani oksijensiz ortamda tahmin edilecek reaksiyon sayist her zaman
icin oksijenli ortama gore daha azdir. Bir bagka deyisle, oksijenli ortamda sistemi
simiile etmek oksijensiz ortama gore oldukc¢a komplikedir. Oksijenli ortamda yapilan
simiilasyonlar karsilagtirildiginda ise, genel olarak kesikli ortam simiilasyonlarmin
daha diisiik PF degerleri verdikleri, yani deneysel verilere daha yakin olduklar:
gozlemlenmistir. Ciinkli siirekli ortam deneyleri kontrollii ve daha giivenilir

deneylerdir.
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Sekil 5.5 Farkli ortamlar i¢in yapilan tiim hesaplamalardan elde edilen PF

degerlerinin sekilsel gdsterimi

Sekil 5.5°teki grafik biitiin ortam hesaplamalarmm PF degerleri kiigiikten
biiylige siralanarak elde edilmistir. En iyi sonuca sahip olan oksijensiz ortam
hesaplamalarinin  PF  degerlerinin  kiiglikten biiyiige siralanmasi ve diger
hesaplamalarin ayni sartlara denk gelen PF degerlerinin noktasal gosterimi EK 7°de

verilmistir.
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5.6 Yapilan Hesaplamalarin  Mikroorganizma

Acisindan Analiz Kabiliyeti

Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmalar1 igin
yapilan  tim  hesaplamalara  bakildiginda, = Saccharomyces  cerevisiae
mikroorganizmasi igin yapilan similasyon c¢aligmalarmm hemen hemen her
hesaplama i¢in Escherichia coli mikroorganizmasindan daha gercek¢i sonuglar
verdigi goriilmektedir. Ayrica Sekil 5.6’ya bakildiginda Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmasi i¢in yaklagik 100 hesaplamanin PF degeri 0’a ¢ok yakindir. Bir
bagka deyisle, Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi i¢in yapilan yaklagik 50

simiilasyon ¢alismas1 birebir mikroorganizmanin davranisini géstermektedir.
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0,100
0,080
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0,040

0,020
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Sekil 5.6 Miroorganzima bazinda tiim hesaplamalardan elde edilen PF degerlerinin

sekilsel gosterimi

Sekil 5.6’daki grafik her iki mikroorganizma i¢in hesaplanan PF degerleri
kiiciikten biiylige siralanarak elde edilmistir. En iyi sonuca sahip olan Saccharomyces
cerevisiae mikroorganizmasi hesaplamalarindan elde edilen PF sonuglar1 kiigiikten
bliylige swralanmasi ve Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in yapilan
hesaplamalarin ayni sartlara denk gelen PF degerlerinin noktasal gosterimi EK 7°de

verilmistir.
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5.7 Literatiirdeki Benzer Hesaplamalarla

Karsilastirma

Schuetz ve arkadaslar1 (2007) Escherichia coli mikroorganizmasi igin
oksijenli siirekli, oksijenli kesikli ve oksijensiz ortamlarda 11 farkli amag¢ fonksiyonu
ve 8 farkli kisit kullanarak hesaplamalar gergeklestirmistir. Bu hesaplamalar, tezde
yapilan hesaplamalara paralel olarak oksijenli siirekli, oksijenli kesikli ve oksijensiz
ortamlarda yapildig1 icin birebir tez c¢alismasinda elde dilen sonuclarla

karsilastirilabilir.

Oksijenli siirekli ortam i¢in yaptiklar1 simiilasyonlarda gercege en yakin
sonug¢ veren hesaplamalar1 aki basma diisen biyokiitle’nin maksimizasyonu amag
fonksiyonunu secip bakim-onarim reaksiyonunu kisit kullanarak elde etmislerdir.
Oksijenli kesikli ortam i¢in yaptiklar1 calismada gercege en yakin sonug veren
hesaplamayr maksimum ATP iiretimi ama¢ fonksiyonu se¢ip oksijenin hiicre

mmol

olarak smirlandirarak bulmuslardir. OKksijensiz
gDw.h

icerisine giris akismi 14,75

ortam i¢in en iyi bulduklar1 sonug¢ ise, maksimum ATP iiretimi amag¢ fonksiyonu
secip biitiin 8 farkli kisit1 kullanarak elde ettikleri sonugtur. Bu tez ¢alismasinda
maksimum biyokiitleye ve bakim-onarim reaksiyonuna % 10 esneklik verilip 3.
Enzim fonksiyonu ile elde edilen hesaplama sonuglari, Schuetz ve arkadaslarinin
(2007) elde ettigi hesaplama sonuglarinin ger¢ege en yakin olanlar1 siirekli okisjenli
ortam i¢in Tablo 5.1’de, kesikli oksijenli ortam i¢in Tablo 5.2’de ve oksijensiz ortam

icin Tablo 5.3’te karsilastirmalr olarak verilmistir.

Tablo 5.1, 5.2 ve 5.3’teki degerlere (PF ve ayrilma oranlarma) bakildiginda,
Bu tez c¢alismasinda sadece maksimum biyokiitle ve bakim-onarim reaksiyonu
kullanilarak yapilan simiilasyon hesaplamalarindan elde edilen sonuglarin (6zellikle
genom model), Schuetz ve arkadaslarinin (2007) 11 farkli amag¢ fonksiyonu ve 8
farkli kisit kullanarak elde ettigi simiilasyon g¢aligmalarindan daha iyi olduklar:

goriilmektedir.
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Tablo 5.1 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in en iyi elde edilen sonuglarin karsilastirmasi

Ayrilma Schuetz ve Tez Tez | Deneysel
Orant arkadaslar1 Ca'l}s'r.na51ndak1 Calismasindaki Veriler
(2007) Kiiciik model Genom model
R1 0,75 0,89 0,89 0,69 £ 0,12
R2 0,00 0,00 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R4 0,80 0,81 0,85 0,84 +0,14
R5 0,72 0,81 0,85 0,91 £0,21
R6 0,58 0,62 0,70 0,64 £0,13
R7 0,00 0,00 0,00 0,46 £0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,35 £ 0,08
R9 0,17 0,19 0,08 0,00 £0,05
R10 0,02 0,00 0,00 0,00 £ 0,05

PF Degeri 0,038 0,040 0,035

Tablo 5.2 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in en iyi elde edilen sonuglarin karsilastirmasi

Ayrilma Schuetz ve Tez ' Tez . Deneysel
Oran arkadaslar1 Ca.l.ls.r.nasmdakl Calismasindaki Veriler
(2007) Kiigiik model Genom model
R1 0,69 0,52 0,49 0,70 £0,02
R2 0,61 0,64 0,00 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R4 0,79 0,69 0,80 0,78 £ 0,02
R5 0,82 0,73 0,80 0,81 £0,03
R6 0,26 0,47 0,30 0,24 £0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R9 0,55 0,22 0,37 0,58 £0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05

PF Degeri 0,013 0,043 0,013




Tablo 5.3 Oksijensiz Ortam i¢in en iyi elde edilen sonuglarin karsilagtirmasi
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Ayrilma Schuetz ve Tez ' Tez . Deneysel
Orant arkadaslar1 | Calismasindaki | Caligmasindaki Veriler
(2007) Kii¢iik model Genom model
R1 0,77 0,65 0,83 0,90 0,05
R2 0,00 1,00 0,67 0,86 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R4 0,96 0,91 0,96 0,94 0,05
RS 0,96 0,95 0,92 0,96 0,09
R6 0,02 0,02 0,01 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 £0,05
R9 0,35 0,45 0,25 0,34 +0,01
R10 0,60 0,48 0,70 0,61 +0,04

PF Degeri 0,003 0,009 0,003
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6 SONUCLAR

Tez calismasi boyunca yapilan biitiin hesaplamalar degerlendirilerek, elde

edilen sonuglar sunlardir:

e Aki Dengesi Analizi metodunun mikroorganizmalarin davranigmi tahmin
etmede Kontrol-etkili Ak1 Analizi metoduna gore daha basarili oldugu bulundu.

e Mikroorganizmanin temel amacma ek olarak ikincil amag olarak Onerilen
dort farkli minimum enzim iiretme fonksiyonundan hiicrenin davranigini en iyi
yansitan fonksiyonun hiicre i¢i akilarin karelerinin toplaminin minimizasyonu
fonksiyonu oldugu bulundu. Minimum reaksiyon basamagi ise en kotii performans
sergileyen fonksiyon olarak tespit edildi.

e E.coli mikroorganizmasi i¢in genom boyutlu modelin kiigiik modele gore
¢ok daha gergekei sonug verdigi bulundu. E.coli mikroorganizmasinda oldugu gibi
genom boyutlu modelin kii¢ciik boyutlu modele gore daha iyi sonu¢ vermesi
beklenirken, S.cerevisiae mikroorganizmasinda bu beklenti gergeklesmedi.

e Hesaplamalarda oOlglim kisit1 olarak bakim onarim reaksiyonunun
kulllanilmasimin daha gergekc¢i sonug verdigi gozlemlendi. %10 biyokiitle esnekligi
%15 esneklige gore daha iyi sonucglar verdigi i¢in hiicrenin temel amaci olan
maksimum biyokiitle iretme hedefinden ¢ok fazla sapma yapmadigi tespit edildi.

e Biri prokaryot ve digeri okaryot olan E.coli ve S.cerevisiae
mikroorganizmalarmin bu biiyiik hiicresel farkliliga ragmen metabolizmalarini ayni

biyolojik ama¢ dogrultusunda sekillendirdigi goriildi.

Bunlara dayanarak, Aki Dengesi Analizi yonteminin mikroorganizmalarin
deneysel metabolik akilarin1 tespit etmede, uygun amag¢ fonksiyonlari

kullanildiginda, basarili bir yontem oldugu gosterildi.
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7 ONERILER

Calismada mikroorganizmanin temel amacinin maksimum biiyiime oldugu ve
ikincil amag¢ olarak minimum enzim iretme egiliminde oldugu varsayiminda
bulunarak, hesaplamalar gergeklestirildi. Baska amag¢ fonksiyonlar1 denenerek
gercege daha yakin sonug veren biyolojik amaglarin olup olmadigi arastirilabilir.
Ornegin, mikroorganizmanm minimum enerji kullanarak maksimum biiyiime istegi

amag fonksiyonu Onerilebilir.

Gergeklestirilen c¢aligmada bu iki mikroorganizmanin hesaplama yapilan
ortamlarda Onerilen temel ama¢ olan maksimum biiyiime ve ikincil ama¢ olan
minimum enzim lretme egiliminde oldugu kanitlanmistir. Fakat onerilen bu iki amag
fonksiyonunun biitiin mikroorganizmalar i¢in ve her tiirlii ortam kosulunda uygun
olup olmadigi konusunda bir genelleme yapmak miimkiin degildir. Literatiirden
farkli ortamda yapilmis birgok deneysel veri elde edilip ve farkh
mikroorganizmalarin (6rnegin, B.subtilis) metabolik modelleri kullanilarak farkli

simiilasyon ¢alismalar1 yapilabilir.

S. cerevisiae mikroorganizmasi i¢in kullanilan iFF708 genom boyutlu
metabolik modeli, bu organizma i¢in ilk olusturulan genom boyutlu metabolik
modeldi. Elde edilen bulgularin kesinligini teyit etmek agisindan literatiirde mevcut

olan en yeni genom boyutlu metabolik modeller kullanilabilir.
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EK 1: MINIMUM REAKSiYON BASAMAGI FONKSiYONUNU

Boliim 2.6.3’te ayrintili olarak anlatildigi gibi mikroorgaznimanin minimum
enzim Uretmesi Ongorlisinden yola ¢ikarak minimum reaksiyon basamagi
fonksiyonu Onerilmisti. MATLAB dosyas1 formatindaki matematiksel ifadesi
asagida verilmistir.

function R=mixinteger(f,A_ineq,b_ineq,b_eq,stoich,lb,ub)
boyut=size(stoich); % stoich Aki1 Dengesi Analizi Asamalarinda anlatilan
stokiyometrik matrisi temsil eder.

metname=boyut(1);%stokiyometrik matriste metabolit (satir) sayisini
gostermektedir.

rxnname=boyut(2);%stokiyometrik matriste reaksiyon(siitun) sayisini
gostermektedir.

a=zeros((metname),(rxnname));

A eqg=[stoich a]; % Esitlik matrisinin diizenlenmis hali

x=eye(rxn);
y=zeros(rxnname,rxnname);

for i=1:(rxnname); % Bu dongii sayesinde iist siir vektorii matris formatina
y(i,i)=-1*(ub(i)); % doniistiiriiliir.

end;

z=zeros(rxnname,rxnname);

for i=1:(rxnname); % Bu dongii sayesinde alt sinir vektorii matris formatina
z(i,))=-1*(Ib(i)); % doniistiiriilir.

end

B_ineq=[x yI;

C_ineq=[x z];

t=zeros((rxnname),1);

u=zeros((rxnname),1);

b_ineq=[t; -u];

A_ineq=[B_ineq; -C_ineq]; %Esitsizlik matrisinin diizenlenmis hali
f_stoich=zeros((rxnname),1);

f_integer=ones((length(rxnname)),1);

f internal=ones(....,1); % ”...” alan hiicre i¢i akilarin kag tane oldugunu gosterir.
f external=zeros(...,1); %”...” alan hiicre dig1 akilarin ka¢ tane oldugunu gosterir.
f_integer=[f_internal;f_external];

f=[f stoich; f integer] ; % toplam amag fonksiyonunu gosterir.
noninteger="C'; % tam say1 olmayan degerleri temsil eder.
non=repmat(noninteger,1,(rxnname));

integer="B’; % sadece 0 ve 1 alabilen degerleri temsil eder.
int=repmat(integer,1,(rxnname));

ctype=[non int];

[r, fval, exitflag, output] = cplexmilp (f, A_ineq,b_ineq, A eq, b eq,[],.[1.[1], Ib,
ub, ctype);

R=r;
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EK 2: HUCRE iCi AKILARIN MUTLAK DEGERLERININ
TOPLAMININ MINIMiZASYONU FONKSIYONU

Boliim 2.6.4’te ayrintili olarak anlatildigi gibi mikroorgaznimanin minimum
enzim Uretmesi Ongoriisiinden yola ¢ikarak hiicre i¢i akilarm mutlak degerlerinin
minimizasyonu fonksiyonu Onerilmistir. MATLAB dosyast formatindaki
matematiksel ifadesi asagida verilmistir.

function [r,fopt]=mutlak_liner(f,stoich,B,lb,ub)

boyut=size(stoich); % stoich Aki1 Dengesi Analizi Asamalarinda anlatilan
stokkiyometrik matrisi temsil eder.

metname=boyut(1); %stokiyometrik matriste metabolit (satir) sayisini
gostermektedir.

rxnname=boyut(2); %stokiyometrik matriste reaksiyon(siitun) sayisini
gostermektedir.

B=zeros((rxnname+metname),1); % Esitlik vektoriiniin diizenlenmis hali.
vl=stoich; %stokiyometrik matris kisitlar

gl=zeros(metname,rxnname); %Esitlik 2.19°daki q vektoriinii temsil eden matris.
z1=zeros(metname,rxnname); %Esitlik 2.19’daki z vektoriinii temsil eden matris.
v2=(-eye(rxnname,rxnname));

g2=eye(rxnname,rxnname);

z2=-eye(rxnname,rxnname);

w=[v1 ql z1;v2 g2 z2]; % Esitlik matrisinin diizenlenmis son hali.
[r,fopt]=cplexIp(f,[1,[],w,B,Ib,ub);




EK 3: KUCUK E.COLI MIKROORGANIZMASI METABOLIK
MODELI REAKSIYONLARI

Calismada hesaplamalar1 yapilan kii¢iik E.coli mikroorganizmasina ait
reaksiyonlar ve onlar1 gergeklestiren enzimlerin isimleri asagida verilmistir.
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Enzim Ismi

Reaksiyon

glk GLC + ATP -> G6P
pgi G6P <-> F6P

pfkA F6P + ATP -> FDP

pfkB F6P + ATP -> FDP

fhaA FDP <-> DHAP + GA3P

fbaB FDP <-> DHAP + GA3P

tpiA DHAP <-> GA3P

gapA GA3P <-> NADH + 13DPG
pgk 13DPG <-> 3PG + ATP

gpmA 3PG <->2PG

ytjCgpmB 3PG <-> 2PG

eno 2PG <-> PEP

pykF PEP -> PYR + ATP

pykA PEP -> PYR + ATP

aceEFIpd PYR -> ACCOA + CO2 + NADH

maeB MAL ->PYR + NADPH + CO2
sfcA MAL ->PYR + NADH + CO2
pck OAA + ATP -> PEP + CO2
fbp FDP -> F6P

glpX FDP -> F6P
pps PYR + 2 ATP -> PEP
zwf G6P <-> D6PGL + NADPH
pol D6PGL -> 6PGC
gnd 6PGC -> NADPH + CO2 + RL5P
rpiA RL5P <-> R5P

rpiB RL5P <-> R5P
rpe RL5P <-> X5P

tktA R5P + X5P <-> GA3P + S7P
tktB R5P + X5P <-> GA3P + S7P
tktA X5P + E4P <-> F6P + GA3P
tktB X5P + E4P <-> F6P + GA3P
talA GA3P + S7P <-> E4P + F6P
talB GA3P + S7P <-> E4P + F6P
gltA ACCOA + OAA > CIT

prpC ACCOA + OAA ->CIT

acnA CIT <->CAC

acnA CAC<->ICIT

acnB CIT <->CAC

acnB CAC<->ICIT

icd

ICIT <->CO2 + NADPH + AKG
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frd ABCD

SUCC <-> FUM + FADH

fumA-B FUM <-> MAL
aceA ICIT <->GLX + SUCC
aceB GLX + ACCOA -> MAL
ppc PEP + CO2 -> OAA
pntAB NADH + H -> NADPH
udhA NADPH -> NADH
atp 4H->ATP
nuo NADH +Q ->QH2 + 4 H
ndh NADH + Q -> QH2
cyoABCD QH2+0502->Q+4H
cydAB QH2+0502->Q+2H
narGHI QH2 + NO3->Q +NO2+2H
poxB PYR +Q ->AC + QH2 + CO2
sdhABCD SUCC + Q <-> FUM + QH2
sdhABCD FADH + Q <-> QH2
pflB PYR <-> ACCOA + FOR
tdcE PYR <-> ACCOA + FOR
fdhF FOR -> CO2 + NADH
fdoGHI FOR -> CO2 + NADH
fdnGHI FOR -> CO2 + NADH
adhE ACCOA + NADH <-> ACAL
mhpF ACCOA + NADH <-> ACAL
adhE1l ACAL + NADH <-> ETH
mhpF ACCOA + NADH <-> ACAL
adhE1l ACAL + NADH <-> ETH
adhP ACAL + NADH <-> ETH
adhC ACAL + NADH <-> ETH
pta ACCOA -> ACTP
ackA ACTP <-> ATP + AC
ackB ACTP <-> ATP + AC
tdcD ACTP <-> ATP + AC
purT ACTP <-> ATP + AC
acs AC + 2 ATP -> ACCOA
dld LAC -> FADH + PYR
IdhA LAC <->PYR + NADH
edd 6PGC -> 2KD6PG
eda 2KD6PG -> GA3P + PYR
mgsA DHAP -> LAC
ptsGHI GLCXT + PEP -> G6P + PYR
extco2 CO2 -> EXT
exto2 EXT -> 02
extno3 EXT -> NO3
extglca EXT -> GLCXT
0.33 G6P + 0.07 F6P + 0.96 R5P + 0.36 E4P + 0.12 GA3P +
Biyokiitle 0.86 3PG + 0.77 PEP + 2.94 PYR + 2.41 ACCOA + 1.65 OAA

+1.28 AKG + 15.7 NADPH + 40.2 ATP -> BM + 3 NADH
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EK 4: KUCUK S.CEREVISIAE MIKROORGANIZMASI
METABOLIK MODELI REAKSIYONLARI

Calismada hesaplamalar1 yapilan kiiciik S.cerevisiae mikroorganizmasina ait

reaksiyonlar ve onlar1 ger¢eklestiren enzimlerin isimleri asagida verilmistir.

Enzim Ismi Reaksiyon

GLK1 GLC + ATP -> G6P + ADP

PGL1 G6P <-> F6P

PFK1,2 F6P + ATP -> F2P + ADP

FBP1 F2P -> F6P

FBAL F2P <-> GA3P + DHAP

TPL1 DHAP <-> GA3P

TDH1,2,3 GA3P + NADCYT <-> P13G + NADHCYT

PGK1 P13G + ADP <-> P3G + ATP

GPM1,2,3 P3G <-> P2G

ENO1,2 P2G <-> PEP

PYKZ1,2 PEP + ADP -> PYR + ATP

GPD1,2 DHAP + NADHCYT -> GOH3P + NADCYT

GPP GOH3P -> GOH

PDC1,2,5 PYR -> ACAL + CO2

ADH1,4 ACAL + NADHCYT -> ETOH + NADCYT

ALD6 ACAL + NADPCYT -> AC + NADPHCYT

ALD4 ACAL + NADMIT -> AC + NADHMIT

ACS1,2 AC + 2 ATP -> ACCOACYT + 2 ADP

PDA,B PYR + NADMIT -> ACCOAMIT + NADHMIT + CO2
PYC1,2 PYR + ATP + CO2 -> OAC + ADP

PCK1 OAC + ATP -> PEP + ADP + CO2

ZWF1 G6P + NADPCYT -> G15L + NADPHCYT
SOL1,2,3 G15L -> P6G

GND1,2 P6G + NADPCYT -> RIBL5P + NADPHCYT + CO2
RKL1 RIBL5P <-> RIB5P

RPE1 RIBL5P <-> XYL5P

TKL RIB5P + XYL5P <-> SED7P + GA3P

TAL1 SED7P + GA3P <-> F6P + E4P

TK1 XYL5P + E4P <-> F6P + GA3P

CIT1,3 OAC + ACCOAMIT -> CIT

ACO1 CIT <-> ISOCIT

IDH1,2 ISOCIT + NADMIT -> AKG + NADHMIT + CO2
IDP1 ISOCIT + NADPMIT -> AKG + NADPHMIT + CO2
IDP2 ISOCIT + NADPCYT -> AKG + NADPHCYT + CO2
KDG1,2 AKG + NADMIT -> SUCCOA + NADHMIT + CO2
LSC1,2 SUCCOA + ADP <-> SUC + ATP

SDH1,2,3 SUC + FAD -> FUM + FADH?2

OSM1 FUM + FADH2 -> SUC + FAD
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MDH1 MAL + NADMIT <-> OAC + NADHMIT

MAE1 MAL + NADPMIT -> PYR + CO2 + NADPHMIT

CAT?2 ACCOACYT -> ACCOAMIT

CIT2 OAC + ACCOACYT ->CIT

ICL1 ISOCIT -> GLYO + SUC

MLS1 GLYO + ACCOACYT -> MAL

MDH2 MAL + NADCYT <-> OAC + NADHCYT

NADHX 24 ADP + 20 NADHMIT + 10 O2 -> 24 ATP + 20 NADMIT

FADHX 24 ADP + 20 FADH2 + 10 02 -> 24 ATP + 20 FAD

MAINT ATP -> ADP

ETOHEX ETOH -> EXT

GOHEX GOH -> EXT

ACEX AC -> EXT

BMEX BM -> EXT

GLCEX EXT ->GLC

02EX EXT -> 02

CO2EX CO2 -> EXT

SUCEX SUC -> EXT

ETOHEX ETOH -> EXT

GOHEX GOH -> EXT
RIB5P + P3G + 8 ATP + NADMIT + NADCYT + 2

CCM NADPHCYT -> NADHMIT + NADHCYT + 2 NADPCYT + 8
ADP + AICAR
2.226 PYR + 1.247 OAC + 1.299 AKG + 0.669 P3G + 1.630
ACCOACYT + 0.377 ACCOAMIT + 0.304 RIB5P + 0.337 E4P
+0.673 PEP + 1.667 G6P + 0.071 GOH3P + 0.076 AICAR +

Biyokiitle 10.855 NADPHCYT + 1.167 NADPHMIT + 1.915 NADCYT +

0.650 NADMIT + 68.296 ATP ->1.915 NADHCYT + 0.650
NADHMIT + 10.855 NADPCYT + 1.167 NADPMIT + 68.296
ADP +2.199 CO2 + BM
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EK 5: E.COLI MIKROORGANIZMASI iCIN
YAPILAN TUM AKI DENGESI ANALizZi
HESAPLAMALARI

Bolim 3’te ayrintili olarak anlatilan Aki Dengesi Analizi hesaplamalar1
tablolar halinde asagida goriilmektedir. Toplam 42 adet Tablo bulunmaktadir. Tablo
E5-1 ve E5-21 arasindakiler, Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in 49 metabolitten
ve 100 reaksiyondan olusan metabolik model (kiigiik boyutlu model) kullanilarak
yapilan hesaplamalar1 gostermektedir. Tablo E5-22 ve E5-42 arasindakiler ise
Escherichia coli mikroorganizmasi i¢in 1668 metabolitten ve 2382 reaksiyondan
olusan metabolik model (genom boyutlu model) kullanilarak yapilan hesaplamalari

gostermektedir.

Tablo E5-1 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece minimum glikoza % 10 esneklik payr verilen kiigiik E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,00 0,45 0,09 0,69 £0,12
R2 0,24 0,48 0,66 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £ 0,05
R4 0,42 0,55 0,66 0,64 0,84 £0,14
RS 0,56 0,68 0,71 0,56 0,91 £0,21
R6 0,35 0,21 0,47 0,35 0,64 £0,13
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46 £0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 £ 0,08
RO 0,00 0,40 0,19 0,00 0,00 £ 0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 |000%0,05
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Tablo E5-2 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece minimum glikoza % 15 esneklik payr verilen kiigiik E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,00 0,43 0,09 0,69 +0,12
R2 0,24 0,65 0,72 0,00 0,23 +0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,42 0,48 0,67 0,64 0,84 +0,14
RS 0,56 0,71 0,73 0,56 0,91 +0,21
R6 0,35 0,17 0,41 0,35 0,64 +0,13
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 + 0,08
R9 0,00 0,50 0,29 0,00 0,00 + 0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05

Tablo E5-3 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-0onarim reaksiyonu kullanilan hem

reaksiyona hem de minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen kiigiik E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,16 0,91 0,25 0,69 +0,12
R2 0,06 0,88 0,00 0,72 0,23 +0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,57 0,93 0,81 0,93 0,84 +0,14
RS 0,56 0,84 0,82 0,82 0,91 +0,21
R6 0,35 0,48 0,63 0,61 0,64 +0,13
R7 0,00 0,19 0,00 0,17 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 + 0,08
R9 0,00 0,18 0,18 0,00 0,00 + 0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
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Tablo E5-4 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona % 10 ve minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen kiiciik E.coli

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,13 0,88 0,25 0,69 +0,12
R2 0,06 0,89 0,00 0,72 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,76 0,93 0,82 0,93 0,84 +0,14
RS 0,28 0,85 0,83 0,82 0,91 £0,21
R6 0,35 0,41 0,52 0,61 0,64 +0,13
R7 0,00 0,21 0,00 0,17 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 +0,08
R9 0,00 0,28 0,31 0,00 0,00 +0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-5 Oksijenli Siirekli Ortam ig¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona %15 ve minimum glikoza % 10 esneklik payi verilen kiigiik E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,13 0,89 0,24 0,69 +0,12
R2 0,06 0,89 0,00 0,68 0,23 +0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,58 0,93 0,81 0,93 0,84 +0,14
RS 0,56 0,84 0,81 0,82 0,91 +0,21
R6 0,35 0,48 0,62 0,60 0,64 +0,13
R7 0,00 0,19 0,00 0,18 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 + 0,08
R9 0,00 0,18 0,19 0,00 0,00 + 0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
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Tablo E5-6 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen kiigiik E.coli

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,10 0,86 0,24 0,69 +0,12
R2 0,06 0,89 0,15 0,68 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,75 0,93 0,82 0,93 0,84 +0,14
RS 0,28 0,85 0,82 0,82 0,91 £0,21
R6 0,35 0,40 0,50 0,60 0,64 +0,13
R7 0,00 0,22 0,00 0,18 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 +0,08
R9 0,00 0,28 0,31 0,00 0,00 +0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-7 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de minimum glikoza esneklik pay1 verilmeden kiigiik E.coli

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,63 1,00 0,63 0,79 0,69 £0,12
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,78 1,00 0,78 0,82 0,84 £0,14
RS 0,78 1,00 0,79 0,82 0,91 £0,21
R6 0,77 1,00 0,78 0,82 0,64 +0,13
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,08
R9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05




98

Tablo E5-8 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen kiigiik E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,00 0,44 0,00 0,70 +0,02
R2 0,00 0,52 0,67 0,50 0,13 +0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,68 0,53 0,66 0,57 0,78 +0,02
RS 0,47 0,68 0,72 0,69 0,81 £0,03
R6 0,35 0,20 0,46 0,20 0,24 +0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R9 0,00 0,42 0,22 0,43 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 * 0,05

Tablo E5-9 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece maksimum biyokiitleye % 15 esneklik payi verilen kiiciik E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,00 0,42 0,00 0,70 +0,02
R2 0,00 0,52 0,75 0,72 0,13 + 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R4 0,70 0,53 0,67 0,54 0,78 +0,02
RS 0,42 0,68 0,74 0,73 0,81 +0,03
R6 0,35 0,20 0,37 0,16 0,24 0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R9 0,00 0,42 0,32 0,55 0,58 0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-10 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen kiiciik

E.coli modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,00 0,52 0,05 0,70 +0,02
R2 0,00 0,58 0,64 0,35 0,13 +0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,71 0,59 0,69 0,64 0,78 £ 0,02
RS 0,41 0,74 0,73 0,69 0,81 +0,03
R6 0,35 0,15 0,47 0,19 0,24 +0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,00 0,55 0,22 0,45 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-11 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarmm reaksiyonu kullanilan

reaksiyona % 10 ve maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen kiigiik E.coli

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,00 0,52 0,04 0,70 £ 0,02
R2 0,00 0,50 0,64 0,36 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,71 0,59 0,69 0,64 0,78 £ 0,02
RS 0,41 0,71 0,73 0,69 0,81 +0,03
R6 0,35 0,26 0,48 0,19 0,24 +0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,00 0,39 0,22 0,45 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-12 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona %15 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen kiiciik E.coli

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,24 0,00 0,49 0,00 0,70 £0,02
R2 0,00 0,48 0,73 0,58 0,13 +0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,73 0,60 0,70 0,60 0,78 0,02
RS 0,37 0,70 0,76 0,74 0,81 +0,03
R6 0,35 0,25 0,41 0,15 0,24 +0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,00 0,40 0,33 0,56 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-13 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen kiiciik

E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,24 0,00 0,49 0,00 0,70 £ 0,02
R2 0,00 0,59 0,73 0,58 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,73 0,58 0,70 0,60 0,78 £ 0,02
RS 0,37 0,74 0,76 0,74 0,81 +0,03
R6 0,35 0,15 0,36 0,15 0,24 +0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,00 0,55 0,33 0,56 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-14 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye esneklik pay1 verilmeden kiigiik E.coli

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,13 0,13 0,51 0,13 0,70 £0,02
R2 0,00 0,00 1,00 0,00 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,05
R4 0,72 0,72 1,00 0,72 0,78 £ 0,02
RS 0,63 0,63 0,56 0,63 0,81 +0,03
R6 0,39 0,39 0,00 0,39 0,24 +0,02
R7 0,17 0,17 0,00 0,17 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,00 0,00 0,65 0,00 0,58 0,03
R10 0,00 0,00 0,35 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-15 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan sadece

maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payr verilen kiiciik E.coli modeli
hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler

R1 0,66 0,46 0,51 0,48 0,90 + 0,05

R2 0,00 0,86 1,00 0,90 0,86 + 0,94

R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05

R4 0,90 0,88 0,86 0,87 0,94 +0,05

RS 0,92 0,92 0,92 0,92 0,96 + 0,09

R6 0,04 0,04 0,04 0,04 0,02 0,01

R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

R9 0,22 0,40 0,43 0,41 0,34 0,01

R10 0,66 0,49 0,47 0,48 0,61 + 0,04
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Tablo E5-16 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan sadece

maksimum biyokiitleye % 15 esneklik payr verilen kiiciik E.coli modeli
hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler

R1 0,66 0,40 0,38 0,40 0,90 + 0,05

R2 0,00 1,00 1,00 1,00 0,86 + 0,94

R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

R4 0,90 0,88 0,82 0,88 0,94 +0,05

RS 0,92 0,93 0,93 0,83 0,96 + 0,09

R6 0,04 0,04 0,03 0,04 0,02 +0,01

R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05

R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05

R9 0,22 0,43 0,43 0,43 0,34 +0,01

R10 0,66 0,47 0,47 0,47 0,61 + 0,04

Tablo E5-17 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu

reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen kiigiik E.coli

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,76 0,62 0,65 0,63 0,90 0,05
R2 0,00 0,86 1,00 0,90 0,86 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,94 0,92 0,91 0,92 0,94 0,05
RS 0,95 0,95 0,95 0,95 0,96 + 0,09
R6 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,32 0,44 0,45 0,44 0,34 +0,01
R10 0,60 0,49 0,48 0,49 0,61 0,04
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Tablo E5-18 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan reaksiyona

% 10 ve maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen kiigiik E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,76 0,58 0,53 0,58 0,90 + 0,05
R2 0,00 1,00 1,00 1,00 0,86 + 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,94 0,93 0,92 0,93 0,94 +0,05
RS 0,95 0,95 0,95 0,89 0,96 + 0,09
R6 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R9 0,32 0,46 0,46 0,45 0,34 +0,01
R10 0,60 0,48 0,48 0,48 0,61 + 0,04

Tablo E5-19 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan reaksiyona

%15 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen kiigiik E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,76 0,61 0,64 0,62 0,90 +0.05
R2 0,00 0,86 1,00 0,90 0,86 + 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,93 0,92 0,91 0,92 0,94 +0.05
RS 0,94 0,95 0,95 0,95 0,96 + 0,09
R6 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0.05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R9 0,32 0,44 0,45 0,44 0,34 0,01
R10 0,61 0,49 0,48 0,49 0,61 + 0,04
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Tablo E5-20 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu

reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen kiigiik E.coli

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,76 0,57 0,52 0,57 0,90 +0,05
R2 0,00 1,00 1,00 1,00 0,86 +0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,93 0,93 0,91 0,93 0,94 +0,05
RS 0,94 0,95 0,95 0,88 0,96 + 0,09
R6 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,32 0,46 0,46 0,45 0,34 +0,01
R10 0,61 0,48 0,48 0,48 0,61 +0,04

Tablo E5-21 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu

reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye esneklik payi verilmeden kiigiik E.coli

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,99 0,99 0,45 0,99 0,90 0,05
R2 0,00 0,00 1,00 0,00 0,86 0,94
R3 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,88 0,88 0,85 0,88 0,94 0,05
RS 0,94 0,94 0,81 0,94 0,96 + 0,09
R6 0,03 0,03 0,00 0,03 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,45 0,45 0,50 0,45 0,34 +0,01
R10 0,48 0,48 0,50 0,48 0,61 0,04
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Tablo E5-22 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen 1AF1260-genom E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 1,00 0,29 0,95 0,58 0,60 +0,12
R2 0,00 0,52 0,00 000 |023%020
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,86 0,80 0,86 077 |084+014
RS 0,87 0,86 0,86 077 |091£0.21
R6 0,82 0,68 0,72 0,62 0,64 0,13
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46 * 0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 + 0,08
R9 0,00 0,10 0,08 0,00 0,00 £ 0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,05

Tablo E5-23 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen i1AF1260-genom E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 1,00 0,31 0,92 0,58 0,69 +0,12
R2 0,00 0,60 0,00 0,00 0,23 +0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,86 0,81 0,86 0,77 0,84 +0,14
RS 0,87 0,87 0,87 0,77 0,91 +0,21
R6 0,82 0,58 0,63 0,62 0,64 +0,13
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 + 0,08
R9 0,00 0,21 0,19 0,00 0,00 + 0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05




106

Tablo E5-24 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

reaksiyona hem de minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen i1AF1260-genom

E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,97 0,00 0,89 0,47 0,69 +0,12
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,85 0,96 0,85 0,75 0,84 +0,14
RS 0,86 0,84 0,85 0,73 0,91 £0,21
R6 0,79 0,37 0,70 0,54 0,64 +0,13
R7 0,00 0,48 0,00 0,00 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 +0,08
R9 0,00 0,22 0,08 0,00 0,00 +0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-25 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarmm reaksiyonu kullanilan

reaksiyona % 10 ve minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen iAF1260-genom

E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,97 0,02 0,86 0,47 0,69 £0,12
R2 0,00 0,92 0,00 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,85 0,93 0,85 0,75 0,84 £0,14
RS 0,86 0,87 0,86 0,73 0,91 £0,21
R6 0,79 0,53 0,60 0,54 0,64 +0,13
R7 0,00 0,22 0,00 0,00 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,08
R9 0,00 0,00 0,19 0,00 0,00 +0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-26 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona %15 ve minimum glikoza % 10 esneklik pay: verilen 1AF1260-genom

E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,02 0,02 0,88 0,44 0,69 £0,12
R2 0,92 0,92 0,00 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,93 0,93 0,84 0,74 0,84 +0,14
RS 0,87 0,87 0,85 0,72 0,91 +0,21
R6 0,53 0,53 0,69 0,52 0,64 +0,13
R7 0,23 0,23 0,00 0,00 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,08
R9 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 +0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-27 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen iAF1260-genom

E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,31 0,02 0,85 0,44 0,69 £0,12
R2 0,60 0,92 0,00 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,81 0,93 0,85 0,74 0,84 £0,14
RS 0,87 0,87 0,86 0,72 0,91 £0,21
R6 0,58 0,53 0,60 0,52 0,64 +0,13
R7 0,00 0,23 0,00 0,00 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,08
R9 0,21 0,00 0,19 0,00 0,00 +0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-28 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de minimum glikoza esneklik pay1 verilmeden iAF1260-genom

E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 1,00 1,00 0,92 0,92 0,69 +0,12
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 £0,20
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,86 1,00 0,84 0,84 0,84 +0,14
RS 0,87 1,00 0,85 0,85 0,91 +0,21
R6 0,82 1,00 0,78 0,78 0,64 +0,13
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46 +0,13
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 +0,08
R9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-29 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen iAF1260-genom E.coli

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,54 0,42 0,50 0.55 0,70 £ 0,02
R2 0,00 0,84 0,00 0,00 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,76 0,94 0,80 0,76 0,78 £ 0,02
RS 0,76 0,85 0,80 0,76 0,81 +0,03
R6 0,59 0,60 0,29 0,60 0,24 +0,02
R7 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,00 0,00 0,40 0,00 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-30 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan
sadece maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen i1AF1260-genom E.coli

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,54 0,35 0,47 0.55 0,70 £0,02
R2 0,00 0,93 0,00 0,00 0,13 +0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,76 0,94 0,81 0,76 0,78 +£0,02
RS 0,76 0,81 0,82 0,76 0,81 +0,03
R6 0,59 0,61 0,17 0,60 0,24 +0,02
R7 0,00 0,27 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,00 0,00 0,55 0,00 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-31 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem
bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen iAF1260-

genom E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,91 0,56 0,49 0,54 0,70 £ 0,02
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,82 0,80 0,80 0,76 0,78 £ 0,02
RS 0,83 0,80 0,80 0,76 0,81 +0,03
R6 0,34 0,40 0,30 0,59 0,24 +0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,40 0,28 0,37 0,00 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-32 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona % 10 ve maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen iAF1260-

genom E.coli modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,54 0,02 0,86 0,47 0,70 £0,02
R2 0,00 0,92 0,00 0,00 0,13 +0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,76 0,93 0,85 0,75 0,78 0,02
RS 0,76 0,87 0,86 0,73 0,81 +0,03
R6 0,59 0,53 0,60 0,54 0,24 +0,02
R7 0,00 0,22 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,00 0,00 0,19 0,00 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-33 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarmm reaksiyonu kullanilan

reaksiyona %15 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen iAF1260-

genom E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,35 0,02 0,88 0,44 0,70 £ 0,02
R2 0,93 0,92 0,00 0,00 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,94 0,93 0,84 0,74 0,78 £ 0,02
RS 0,81 0,87 0,85 0,72 0,81 +0,03
R6 0,61 0,53 0,69 0,52 0,24 +0,02
R7 0,27 0,23 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,00 0,00 0,09 0,00 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-34 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen iAF1260-

genom E.coli modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,00 0,02 0,85 0,44 0,70 +0,02
R2 0,00 0,92 0,00 0,00 0,13 +0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,79 0,93 0,85 0,74 0,78 0,02
RS 0,62 0,87 0,86 0,72 0,81 +0,03
R6 0,12 0,53 0,60 0,52 0,24 +0,02
R7 0,00 0,23 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,44 0,00 0,19 0,00 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05

Tablo E5-35 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye esneklik payr verilmeden iAF1260-

genom E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,54 0,54 0,54 0,54 0,70 £ 0,02
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 £ 0,06
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,78 0,77 0,78 0,78 0,78 £ 0,02
RS 0,77 0,77 0,77 0,77 0,81 +0,03
R6 0,00 0,54 0,00 0,00 0,24 +0,02
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,99 0,08 0,99 0,99 0,58 +0,03
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
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Tablo E5-36 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan sadece

maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen 1AF1260-genom E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,88 0,79 0,86 0,99 0,90 + 0,05
R2 0,00 0,96 0,58 0,00 0,86 + 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,97 0,97 0,97 0,97 0,94 +0,05
RS 0,68 0,88 0,93 0,97 0,96 + 0,09
R6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R9 0,18 0,47 0,26 0,29 0,34 +0,01
R10 0,76 0,48 0,70 0,66 0,61 + 0,04

Tablo E5-37 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan sadece

maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen iAF1260-genom E.coli modeli

hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,88 0,78 0,80 0,92 0,90 + 0,05
R2 0,00 0,96 0,96 0,00 0,86 + 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,97 0,97 0,97 0,97 0,94 +0,05
RS 0,68 0,79 0,88 0,75 0,96 + 0,09
R6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,18 0,47 0,27 0,20 0,34 0,01
R10 0,76 0,48 0,69 0,75 0,61 + 0,04
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Tablo E5-38 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu

reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen iAF1260-

genom E.coli modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,92 0,81 0,83 0,88 0,90 +0,05
R2 0,00 0,73 0,67 0,00 0,86 +0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,97 0,96 0,96 0,97 0,94 +0,05
RS 0,75 0,97 0,92 0,68 0,96 + 0,09
R6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,20 0,21 0,25 0,18 0,34 +0,01
R10 0,75 0,74 0,70 0,76 0,61 +0,04

Tablo E5-39 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan reaksiyona

% 10 ve maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen iAF1260-genom E.coli

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,78 0,79 0,77 0,88 0,90 0,05
R2 0,91 0,91 1,00 0,00 0,86 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,96 0,96 0,96 0,97 0,94 0,05
RS 0,97 0,97 0,86 0,68 0,96 + 0,09
R6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,06 0,07 0,27 0,18 0,34 +0,01
R10 0,90 0,88 0,69 0,76 0,61 0,04
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Tablo E5-40 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan reaksiyona

%15 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payr verilen 1AF1260-genom E.coli

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,78 0,80 0,82 0,88 0,90 + 0,05
R2 0,91 0,78 0,69 0,00 0,86 + 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R4 0,96 0,96 0,96 0,97 0,94 +0,05
RS 0,97 0,97 0,91 0,68 0,96 + 0,09
R6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,05
R9 0,06 0,22 0,25 0,18 0,34 +0,01
R10 0,90 0,73 0,70 0,76 0,61 +0,04

Tablo E5-41 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu

reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen iAF1260-

genom E.coli modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 0,78 0,78 0,77 0,88 0,90 + 0,05
R2 0,91 0,91 1,00 0,00 0,86 + 0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R4 0,96 0,96 0,96 0,97 0,94 +0,05
RS 0,97 0,97 0,85 0,68 0,96 + 0,09
R6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 £ 0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R9 0,06 0,06 0,26 0,18 0,34 +0,01
R10 0,90 0,90 0,69 0,76 0,61 0,04
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Tablo E5-42 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu
reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye esneklik payr verilmeden iAF1260-

genom E.coli modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Deneysel

Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu Veriler
R1 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 0,05
R2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,86 +0,94
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R4 0,97 0,96 0,97 0,97 0,94 0,05
RS 0,01 0,97 0,01 0,01 0,96 + 0,09
R6 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02 +0,01
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,05
R9 0,99 0,47 0,99 0,99 0,34 +0,01
R10 0,01 0,48 0,01 0,01 0,61 +0,04
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EK 6: S.CEREVISIAE MIKROORGANIZMASI
ICIN YAPILAN TUM AKI DENGESI ANALIZI
HESAPLAMALARI

Boliim 4’te ayrintili olarak anlatilan Aki Dengesi Analizi hesaplamalar:
tablolar halinde asagida goriilmektedir. Toplam 42 adet Tablo bulunmaktadir. Tablo
E6-1 ve E6-21 arasindakiler, Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi igin 50
metabolitten ve 53 reaksiyondan olusan metabolik model (kiigiik boyutlu model)
Tablo E6-22 ve E6-42

arasindakiler ise Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi i¢in 825 metabolitten

kullanilarak yapilan hesaplamalar1 gostermektedir.

ve 1175 reaksiyondan olusan metabolik model (genom boyutlu model) kullanilarak

yapilan hesaplamalar1 gostermektedir.

Tablo E6-1 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen kiiciik S.cerevisiae modeli

hesaplamalar1
Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrizlr(rl]i
R1 0,85 0,33 0,33 0,33 0,49+ 0.25
R2 0,96 0,95 0,95 0,95 0,96+ 052
R3 0,47 0,53 0,53 0,53 0,58+ 0.32
R4 0,00 0,68 0,68 0,77 0,80+ 0.45
R5 0,00 0,00 0,30 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R8 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00+ 0,05
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Tablo E6-2 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen kiigik S.cerevisiae modeli

hesaplamalar1
Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orant | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁri;l:rl]i

R1 0,85 0,33 0,33 0,33 0,49+ 0,25
R2 0,96 0,95 0,95 0,95 0,96+ 0,52
R3 0,47 0,53 0,53 0,53 0.58+ 0,32
R4 0,00 0,68 0,68 0,77 0,80+ 045
RS 0,00 0,00 0,31 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R8 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00+ 0,05

Tablo E6-3 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

reaksiyona hem de minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen kiigiik S.cerevisiae

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzlr(rl]i
R1 0,86 0,42 0,42 0,42 0,49+ 0.25
R2 0,97 0,96 0,96 0,96 0,96+ 0,52
R3 0,49 0,57 0,57 0,57 0,58+0,32
R4 0,00 0,79 0,79 0,80 0,80+ 0.45
RS 0,00 0,00 0,14 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
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Tablo E6-4 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona % 10 ve minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen kiigiik S.cerevisiae

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orant | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrizl:rl]i
R1 0,87 0,42 0,42 0,42 0,49+ 0,25
R2 0,97 0,96 0,96 0,96 0,96+ 0,52
R3 0,47 0,57 0,57 0,57 0,58+0,32
R4 0,00 0,79 0,79 0,80 0,80+ 045
RS 0,00 0,00 0,16 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05

Tablo E6-5 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona %15 ve minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen kiigiik S.cerevisiae

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzlr(rl]i

R1 0,86 0,35 0,35 0,35 0,49+ 0.25
R2 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96+ 052
R3 0,49 0,56 0,56 0,56 0,58+ 0.32
R4 0,00 0,77 0,77 0,79 0,80+ 0.45
RS 0,00 0,00 0,15 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0 05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00+ 0,05
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Tablo E6-6 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de minimum glikoza % 15 esneklik payr verilen kiiglik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orant | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrizl:rl]i
R1 0,87 0,35 0,35 0,35 0,49+ 025
R2 0,97 0,96 0,96 0,96 0,96+ 0,52
R3 0,47 0,56 0,56 0,56 0,58+ 0,32
R4 0,00 0,77 0,77 0,79 0,80+ 0,45
RS 0,00 0,00 0,17 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05

Tablo E6-7 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de minimum glikoza esneklik pay1 verilmeden kiigiik S.cerevisiae

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzlr(rl]i
R1 0,71 0,79 0,78 0,78 0,49+ 0,25
R2 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96+ 052
R3 0,56 0,54 0,60 0,60 0,58+ 0,32
R4 0,80 0,82 0,82 0,82 0,80+ 0.45
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,00 0,46 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0 05
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Tablo E6-8 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen kiiciik S.cerevisiae modeli

hesaplamalar1
Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu léi‘:’;;n“
R1 0,96 0,86 0,86 0,92 0,85+ 003
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,00 0,04 0,04 0,02 0,01+ 0,02
R4 0,26 0,56 0,56 0,39 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,85 0,97 0,97 0,88 0,94+ 0,01
R8 0,07 0,10 0,10 0,10 0,10+ 0,04

Tablo E6-9 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen kiigiik S.cerevisiae modeli

hesaplamalar1
Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Oranm1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu gii:;n"
R1 0,96 0,88 0,83 0,94 0,85+ 0,03
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,00 0,05 0,05 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,26 0,62 0,56 0,45 0,86+0.16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0.30
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,84 0,97 0,97 0,86 0,94+ 0,01
R8 0,09 0,15 0,15 0,14 0,10+ 0,04
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Tablo E6-10 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen kiiciik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu léi‘:’;;n“
R1 0,96 0,86 0,86 0,92 0,85+ 003
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,00 0,04 0,04 0,02 0,01+ 0,02
R4 0,35 0,56 0,56 0,39 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,86 0,97 0,97 0,88 0,94+ 0,01
R8 0,06 0,10 0,10 0,09 0,10+ 0,04

Tablo E6-11 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarmm reaksiyonu kullanilan

reaksiyona % 10 ve maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen kiiciik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu gii:;n"
R1 0,96 0,88 0,86 0,94 0,85+ 0,03
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,00 0,05 0,05 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,26 0,62 0,60 0,45 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0.30
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,86 0,97 0,97 0,86 0,94+ 001
R8 0,06 0,14 0,14 0,13 0,10+ 0,04
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Tablo E6-12 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona %15 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen kiiciik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu léi‘:’;;n“
R1 0,96 0,86 0,86 0,92 0,85+ 003
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,00 0,04 0,04 0,02 0,01+ 0,02
R4 0,26 0,56 0,56 0,39 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,86 0,97 0,97 0,88 0,94+ 0,01
R8 0,06 0,10 0,10 0,09 0,10+ 0,04

Tablo E6-13 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen kiiciik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu gii:;n"
R1 0,96 0,88 0,86 0,94 0,85+ 0,03
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,02 0,05 0,05 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,39 0,62 0,60 0,45 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0.30
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,86 0,97 0,97 0,86 0,94+ 001
R8 0,11 0,14 0,14 0,13 0,10+ 0,04
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Tablo E6-14 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye esneklik payr verilmeden kiiciik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu léi‘:’;;n“
R1 0,86 0,86 0,85 0,86 0,85+ 003
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01+ 0,02
R4 0,39 0,39 0,00 0,39 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,96 0,96 0,97 0,96 0,94+ 0,01
R8 0,00 0,00 0,01 0,00 0,10+ 0,04

Tablo E6-15 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan sadece

maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payr verilen kiigiik S.cerevisiae modeli

hesaplamalar1
Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ilftzl:rl]i
R1 0,97 0,94 0,88 0,94 0,88+0.13
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,18
R3 0,00 0,02 0,02 0,02 0,02+ 0,07
R4 0,00 0,12 0,18 0,39 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,90 0,92 0,98 0,92 0,99+ 0,01
R8 0,17 0,20 0,20 0,20 0,19+ 0,00
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Tablo E6-16 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan sadece

maksimum biyokiitleye % 15 esneklik payr verilen kiigik S.cerevisiae modeli

hesaplamalar1
Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrrtzl:rl]i
R1 0,97 0,97 0,89 0,97 0,88+013
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,02 0,03 0,02 0,02+ 0,07
R4 0,00 0,11 0,23 0,39 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,90 0,88 0,98 0,88 0,99+ 001
R8 0,18 0,23 0,23 0,23 0,19+ 0,00

Tablo E6-17 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu

reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payr verilen kiiciik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Oranm1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %i:tzl:rl]i

R1 0,98 0,95 0,89 0,95 0,88+ 0,13
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,18
R3 0,00 0,02 0,02 0,02 0,02+ 0,07
R4 0,00 0,11 0,16 0,39 0,37+ 0,62
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,91 0,93 0,98 0,93 0,99+ 0,01
R8 0,16 0,18 0,18 0,18

0,19+ 0,00
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Tablo E6-18 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan reaksiyona

% 10 ve maksimum biyokiitleye % 15 esneklik payi verilen kiigiik S.cerevisiae

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrrtzl:rl]i
R1 0,98 0,98 0,90 0,98 0,88+ 0,13
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,01 0,03 0,02 0,02+ 0,07
R4 0,00 0,10 0,21 0,39 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,91 0,90 0,98 0,89 0,99+ 0,01
R8 0,16 0,21 0,20 0,21 0,19+ 0,00

Tablo E6-19 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan reaksiyona

%15 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payr verilen kiigiik S.cerevisiae

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ilftzl:rl]i

R1 0,97 0,95 0,89 0,95 0,88+0.13
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,02 0,02 0,02 0,02+ 0,07
R4 0,00 0,11 0,16 0,39 0,37+ 0.62
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,91 0,93 0,98 0,93 0,99+ 0,01
R8 0,16 0,18 0,18 0,18

0,19+ 0,00
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Tablo E6-20 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu
reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen kiiciik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrrtzl:rl]i
R1 0,98 0,98 0,90 0,98 0,88+ 0,13
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,18
R3 0,00 0,02 0,03 0,02 0,02+ 0,07
R4 0,00 0,10 0,21 0,39 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,91 0,89 0,98 0,89 0,99+ 0,01
R8 0,16 0,21 0,21 0,21 0,19+ 0,00

Tablo E6-21 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu
reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye esneklik payr verilmeden kiigiik

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %i:tzl:rl]i
R1 0,91 0,92 0,92 0,92 0,88+013
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,18
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,024 0,07
R4 0,35 0,35 0,35 0,35 0,37+0.62
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 0,96 0,97 0,97 0,97 0,99+ 001
R8 0,12 0,11 0,11 0,11 0,19+ 0,00




127

Tablo E6-22 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece minimum glikoza % 10 esneklik payr verilen iFF708-genom S.cerevisiae

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrizl:rl]i
R1 0,50 0,61 0,42 0,61 0,49+ 0,25
R2 0,00 0,96 0,96 0,96 0,96+ 0,52
R3 0,65 0,64 0,52 0,64 0,58+ 0,32
R4 0,88 0,88 0,86 0,88 0,80+ 0,45
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,33 0,33 0,29 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05

Tablo E6-23 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece minimum glikoza % 15 esneklik payr verilen iFF708-genom S.cerevisiae

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %i:tzl:rl]i

R1 0,50 0,61 0,42 0,61 0,49+ 025
R2 0,00 0,96 0,96 0,96 0,96+ 052
R3 0,65 0,64 0,52 0,64 0,58+ 0.32
R4 0,88 0,88 0,86 0,88 0,80+ 0.45
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,33 0,33 0,29 0,33 0,00% 0,05
R7 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00+ 0,05
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Tablo E6-24 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

reaksiyona hem de minimum glikoza % 10 esneklik pay: verilen iFF708-genom

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orant | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrizl:rl]i
R1 0,50 0,70 0,62 0,70 0,49+ 0,25
R2 0,00 0,97 0,97 0,97 0,96+ 0,52
R3 0,65 0,42 0,34 0,42 0,58+ 0,32
R4 0,88 0,87 0,85 0,87 0,80+ 045
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,33 0,33 0,29 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05

Tablo E6-26 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarmm reaksiyonu kullanilan

reaksiyona % 10 ve minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen iFF708-genom

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzlr(rl]i

R1 0,50 0,70 0,57 0,70 0,49+ 0,25
R2 0,00 0,97 0,98 0,97 0,96+ 052
R3 0,65 0,42 0,31 0,42 0,58+ 0,32
R4 0,88 0,87 0,84 0,87 0,80+ 0.45
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,33 0,33 0,29 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,00 0,06 0,00 0,00+ 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00+ 0,05
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Tablo E6-26 Oksijenli Siirekli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona %15 ve minimum glikoza % 10 esneklik pay1 verilen iFF708-genom

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orant | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrizl:rl]i
R1 0,50 0,69 0,61 0,69 0,49+ 025
R2 0,00 0,97 0,97 0,97 0,96+ 0,52
R3 0,65 0,44 0,36 0,44 0,58+ 0,32
R4 0,88 0,87 0,86 0,87 0,80+ 045
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,33 0,33 0,29 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 0,05

Tablo E6-27 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de minimum glikoza % 15 esneklik pay1 verilen iFF708-genom

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzlr(rl]i

R1 0,50 0,69 0,56 0,69 0,49+ 0.25
R2 0,00 0,97 0,98 0,97 0,96+ 0,52
R3 0,65 0,44 0,32 0,44 0,58+ 0,32
R4 0,88 0,87 0,85 0,87 0,80+ 0.45
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09+ 0,04
R6 0,33 0,33 0,29 0,33 0,00£ 0,05
R7 1,00 0,00 0,03 0,00 0,00£ 0,05
R8 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00+ 0,05
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Tablo E6-28 Oksijenli Siirekli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de minimum glikoza esneklik pay1 verilmeden iFF708-genom

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Oran1 | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ﬁrizl:rl]i
R 050 | 0,70 1,00 0,90 0,49+ 0,25
R2 0,00 | 097 1,00 0,50 0,96+ 0,52
R3 0,68 | 046 1,00 0,55 0,58+ 0,32
R4 089 | 088 1,00 0,00 0,80+ 0,45
RO 000 |0,00 0,00 0,04 0,09+ 0,04
R6 033 033 0,00 0,99 0,00 0,05
RY 100 | 084 0,02 0,01 0,00 0,05
R8 000 | 0,00 0,00 0,01 0,00 0,05

Tablo E6-29 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece maksimum biyokiitleye %

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

10 esneklik payr verilen

iIFF708-genom

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu gii:;n"
R1 0,50 0,92 0,88 0,89 0,85+ 0,03
R2 0,01 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,53 0,56 0,56 0,56 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0.30
R6 0,23 0,33 0,33 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,95 0,93 0,01 0,94+ 0,01
R8 0,00 0,00 0,06 0,06 0,10+ 0,04
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Tablo E6-30 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan

sadece maksimum biyokiitleye %

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

15 esneklik payr verilen iFF708-genom

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu léi‘:’;;n“
R1 0,50 0,94 0,88 0,89 0,85+ 0,03
R2 0,01 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,53 0,56 0,56 0,56 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,23 0,33 0,33 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,94 0,92 0,85 0,94+ 0,01
R8 0,00 0,01 0,07 0,10 0,10+ 0,04

Tablo E6-31 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payr verilen iFF708-

genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu gf’i:;n“
R1 0,50 0,92 0,89 0,89 0,85+ 0,03
R2 0,01 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,53 0,56 0,56 0,56 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0.30
R6 0,23 0,33 0,33 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,95 0,93 0,01 0,94+ 0,01
R8 0,00 0,00 0,06 0,06 0,10+ 0,04
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Tablo E6-32 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan

reaksiyona % 10 ve maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen iFF708-

genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu léi‘:’;;n“
R1 0,50 0,94 0,88 0,90 0,85+ 0,03
R2 0,01 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,53 0,56 0,56 0,56 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,23 0,33 0,33 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,94 0,92 0,86 0,94+ 0,01
R8 0,00 0,01 0,07 0,09 0,10+ 0,04

Tablo E6-33 Oksijenli Kesikli Ortam i¢in, bakim-onarmm reaksiyonu kullanilan

reaksiyona %15 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik pay1 verilen iFF708-

genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu gf’i:;n“

R1 0,50 0,92 0,88 0,89 0,85+ 0,03
R2 0,01 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,53 0,56 0,56 0,56 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0.30
R6 0,23 0,33 0,33 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,95 0,93 0,01 0,94+ 0,01
R8 0,00 0,00 0,06 0,06

0,10+ 0,04




133

Tablo E6-34 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen iFF708-

genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari,

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu léi‘:’;;n“
R1 0,50 0,94 0,88 0,90 0,85+ 0,03
R2 0,01 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,53 0,56 0,56 0,56 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0,30
R6 0,23 0,33 0,33 0,33 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,94 0,92 0,86 0,94+ 0,01
R8 0,00 0,01 0,07 0,09 0,10+ 0,04

Tablo E6-35 Oksijenli Kesikli Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem

bu reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye esneklik payi verilmeden iFF708-

genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari,

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijenli
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu gii:;n"

R1 0,50 0,88 0,88 0,88 0,85+ 0,03
R2 0,01 0,99 0,99 0,99 0,99+ 0,00
R3 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01+ 0,02
R4 0,54 0,54 0,54 0,54 0,86+ 0,16
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20+ 0.30
R6 0,24 0,25 0,25 0,25 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,00 1,00 1,00 0,94+ 0,01
R8 0,00 0,00 0,00 0,00

0,10+ 0,04
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Tablo E6-36 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan sadece

maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payr verilen iFF708-genom S.cerevisiae

modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzl:rl]i
R1 0,50 0,92 0,91 0,96 0,88+013
R2 0,00 0,99 0,99 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02+ 0,07
R4 0,38 0,41 0,52 0,40 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,98 0,98 0,98 0,99+ 0,01
R8 0,00 0,09 0,11 0,05 0,19+ 0,00

Tablo E6-37 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilmayan sadece

maksimum biyokiitleye % 15 esneklik payi verilen iFF708-genom S.cerevisiae

modeli hesaplamalar1

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ilftzl:rl]i

R1 0,50 0,93 0,90 0,96 0,88+0.13
R2 0,00 0,99 0,99 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02+ 0,07
R4 0,38 0,42 0,52 0,40 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,97 0,99 0,98 0,99+ 0,01
R8 0,00 0,09 0,11 0,05

0,19+ 0,00
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Tablo E6-38 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu

reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payir verilen iFF708-

genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzl:rl]i
R1 0,50 0,93 0,91 0,96 0,88+ 0,13
R2 0,00 0,99 0,99 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02+ 0,07
R4 0,38 0,41 0,52 0,40 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,98 0,99 0,98 0,99+ 0,01
R8 0,00 0,08 0,11 0,05 0,19+ 0,00

Tablo E6-39 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan reaksiyona

% 10 ve

maksimum biyokiitleye % 15 esneklik payr verilen iFF708-genom

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ilftzl:rl]i

R1 0,50 0,94 0,91 0,96 0,88+0.13
R2 0,00 1,00 1,00 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02+ 0,07
R4 0,38 0,42 0,52 0,40 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,97 0,99 0,98 0,99+ 0,01
R8 0,00 0,08 0,10 0,05

0,19+ 0,00
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Tablo E6-40 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan reaksiyona

%15 ve maksimum biyokiitleye % 10 esneklik payr verilen iFF708-genom

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzl:rl]i
R1 0,50 0,93 0,91 0,96 0,88+ 0,13
R2 0,00 0,99 0,99 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02+ 0,07
R4 0,38 0,41 0,52 0,40 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,98 0,99 0,98 0,99+ 0,01
R8 0,00 0,08 0,11 0,05 0,19+ 0,00

Tablo E6-41 Oksijensiz Ortam igin, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu

reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye % 15 esneklik pay1 verilen iFF708-

genom S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %ilftzl:rl]i

R1 0,50 0,94 0,91 0,96 0,88+0.13
R2 0,00 1,00 0,99 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02+ 0,07
R4 0,38 0,42 0,52 0,40 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,97 0,99 0,98 0,99+ 0,01
R8 0,00 0,08 0,10 0,05

0,19+ 0,00
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Tablo E6-42 Oksijensiz Ortam i¢in, bakim-onarim reaksiyonu kullanilan hem bu
reaksiyona hem de maksimum biyokiitleye esneklik pay1 verilmeden iFF708-genom

S.cerevisiae modeli hesaplamalari

Ayrilma 1.Enzim 2.Enzim 3.Enzim 4.Enzim Oksijensiz
Orani Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu | Fonksiyonu %iirrtzl:rl]i
R1 0,50 0,95 0,88 0,96 0,88+ 0,13
R2 0,00 0,99 1,00 0,99 0,99+0.18
R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02+ 0,07
R4 0,38 0,41 0,23 0,38 0,37+062
RS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,08
R6 0,00 0,00 0,95 0,00 0,00+ 0,05
R7 1,00 0,98 0,88 0,98 0,99+ 0,01
R8 0,00 0,06 0,27 0,05 0,19+ 0,00
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KARSILASTIRMALARI
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Sekil E7-1 3. Enzim fonksiyonu ile elde edilen PF degerlerinin kiiciikten biiyiige
siralanmast ve diger enzim fonksiyonlar1 ile elde edilen PF degerlerinin ayni
sartlardaki noktasal gosterimi

0,900 -

0,800 - ——E.coliGenomBoyut | ., e

0,700 - e
! e E.coliKiglik Boyut
0,600 -

0,500 - S.cerevisiae Kliglk boyut

0,400 -

e S.cerevisiae Genom Boyut

0,300 -
0,200

0,100

0,000

Sekil E7-2 E.coli Genom boyut ve S.cereavisiae kiigiik boyut metabolik modelleri
ile elde edilen PF degerlerinin kiiciikten biiyiige siralanmasi ve diger metabolik
modellerle elde edilen PF degerlerinin ayni sartlardaki noktasal gosterimi
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Sekil E7-3 % 10 Biyokiitle ve Bakim-onarim reaksiyonuna verilen esneklik
hesaplamalarindan elde edilen PF degerlerinin kiiciikten biiylige siralanmasi ve diger
hesaplamalardan elde edilen PF degerlerinin ayni sartlardaki noktasal gosterimi
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Sekil E7-4 Oksijensiz ortam hesaplamalarindan elde edilen PF degerlerinin kiigiikten
biiylige siralanmasi ve diger hesaplamalardan elde edilen PF degerlerinin ayni
sartlardaki noktasal gosterimi
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Sekil E7-5 S.cerevisiae mikroorganizmasi i¢in yapilan hesaplamalardan elde edilen
PF degerlerinin kiigiikten biiylie siralanmasi ve E.coli mikroorganizmasi igin
yapilan hesaplamalardan elde edilen PF degerlerinin ayni sartlardaki noktasal
gosterimi



