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OZET

SERRATIA MARCESCENS GBS19 iZOLATINA AIT KiTINAZ A GEN
BOLGESININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU, SAFLASTIRILMASI VE
TARIM ZARARLISI MYZUS PERSICAE UZERINE INSEKTISIDAL
ETKIiSININ INCELENMESI

Ahmet CAN
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Omiir BAYSAL
Agustos 2022, 98 sayfa

Entomopatojen olma potansiyelindeki mikroorganizmalarin {irettigi birtakim
enzimlerin biyolojik miicadele ve kontrol amaglhi kullanilma durumu, hedeflenmis
organizma haricinde diger canlilar acisindan giivenli olmasi gibi bir¢ok avantaja
sahiptir.

Bu tez ¢alismasi, kitinazin biyolojik miicadelede kullaniminin biyolojik ve ¢cevre dostu
bir ¢6ziim Onerisi olarak ortaya koymasimi amaglamistir. Gergeklestirilen tez
calismasinda kullanilan yontemler olarak, S. marcescens GBS19 genomu igerisinde
bulunan chiA gen bolgesi, spesifik primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.
Cogaltilan gen bolgesi pBluescript IT KS (+) klonlama vektoriine klonlanmis ve sekans
analizi yapilmigtir. Sekans analizi ile dogrulanan chiA geni pET-22b (+) ekspresyon
vektoriine klonlanmigtir ve Escherichia coli BL21(DE3)’de protein eksprese
edilmistir. Ekspresyonu saglanan chiA proteini his-tag afinite kromotografisi
kullanilarak saflastiriimigve SDS-PAGE ile goriintiilenmistir. SDS-PAGE sonucunda
beklendigi lizere 62.5 kDA’lik protein bandi goriilmiistiir. Ayni zamanda protein
ekspresyonu qPCR kullanilarak dogrulanmistir. Elde edilen chiA enziminin en iyi
calistig1 sicaklik ve pH diizeylerine bakilmistir. Elde edilen sonuca gdre enzimin
calistig1 en 1yi sicaklik 40°C, en iyi pH ise 5 olarak bulunmustur. Enzimin calistig1
optimum kosullar belirlendikten sonra tarim zararlist Myzus persicae iizerine
insektisidal aktivitesi ¢alisilmistir. Saf chiA enziminin LDsg degeri 15.804 ppm
bulunmustur. Biyoinformatik modelleme hesaplamali biyoloji yontemleri kullanilarak
enzimin substrat olan kitin ile arasindaki baglanmanin en yiiksek -4.10 kcal/mol
olduguda tespit edilmistir. chiA enzimi, NCBI veritabaninda bulunan ref seq chiA
enzimleri ile karsilastirildiginda en yakin oldugu kitinaz kodlayan aminoasitlere
%98,93 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Serratia marcescens, chiA, insektisidal aktivite, Myzus persicae



ABSTRACT

CLONING, EXPRESSION, PURIFICATION OF THE CHITINASE A GENE
REGION OF SERRATIA MARCESCENS GBS19 ISOLATION AND
INVESTIGATION OF INSECTICIDAL EFFECT ON AGRICULTURAL
PEST MYZUS PERSICAE

Ahmet CAN
Master of Science (M.Sc.)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Omiir BAYSAL
August 2022, 98 pages

It has many advantages such as the use of certain enzymes produced by
microorganisms with the potential to be entomopathogenic for biological control and
control purposes, and being safe for other living things apart from the targeted
organism.

This thesis study aimed to present the use of chitinase in biological control as a
biological and environmentally friendly solution. The methods to be used in the thesis
study carried out, the chiA gene region in the S. marcescens GBS19 genome was
amplified by PCR using specific primers. The amplified gene region was cloned into
the pBluescript Il KS (+) of cloning vector and sequence analysis was performed. The
chiA gene confirmed by sequence analysis, was cloned into the pET-22b (+)
expression vector and the protein was expressed in Escherichia coli BL21(DE3). The
expressed chiA protein was purified using his-taq affinity chromatography and
visualized by SDS-PAGE. As expected, a protein band of 62.5 kDA was observed as
a result of SDS-PAGE. Also, protein expression was confirmed using gPCR. The
optimum temperature and pH levels for the chiA enzyme were examined. According
to the results the temperature for the highest activity for the was found to be 40°C, and
the pH was 5 level. After assessing the optimum conditions in which the enzyme
works, its insecticidal activity on the agricultural pest Myzus persicae was
investigated. The LD50 value of the pure chiA enzyme was found to be 15,804 ppm.
By computional analysis using ligand- protein interaction, it was determined that the
highest binding between the enzyme and chitin, which is the substrate, was -4.10
kcal/mol in addition to 8 different binding points. When the chiA enzyme was
compared with the ref_seq chiA enzymes found in the NCBI database, it showed
similarity to the closest chitinase with 98.93%.

Keywords: Serratia marcescens, chiA, insecticidal activity, Myzus persicae
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1. GIRIS

Diinya niifusundaki artisla birlikte besin maddelerine duyulan ihtiya¢ da artmakta ve
tarimsal iiretimi gelistirmeyi hedefleyen ¢aligmalar daha fazla destek bulmaktadir
(SETA, 2019; FAO, 2017). Tarimsal hastalik, zararl1 ve yabanci otlara karsi farkli zirai
miicadele yontemleri arasinda, kimyasal yontemler %95 in lizerinde bir paya sahiptir
(Arslan ve Cicekgil, 2018). Tarim zararlilar1 ile miicadelede etkili kimyasallar1 ulusal
kaynaklar ile tiretmek; {ilkemizin tarimsal {irlinlerinin kalitesini arttirmak ve diinya
besin pazarinda ulusal iiriinlerin talebine katki saglamak amacina hizmet eder (Dogan
ve Karpuzcu, 2018; FAO, 2017). Tarimsal miicadelede en etkili kimyasal
yontemlerden biri de tarimsal zararlilarin yapisint etkilemeye yonelik kullanilan
enzimlerdir. Ozellikle hastalik yapici bocek tiirleri ile miicadelede kitinaz enzimin
aktif tiretimi ve kullanimina ydnelik yapilan iyilestirme ve iiretim ¢aligmalari son
yillarda giderek Onem kazanmakta, bu alandaki projeler ulusal ve uluslararasi

kaynaklar tarafindan desteklenmektedir (Dogan ve Karpuzcu, 2018).

Gilinlimiizde enzimler; siit Uriinleri, biyomedikal, tarim veya ila¢ alanlarinda basta
olmak iizere, hemen hemen her sektdrde yaygin olarak kullanilan ve endiistriyel alanda
genis uygulama yelpazesine sahip olan Onemli biyomolekiillerdir. Endiistriyel
enzimlerin mikrobiyal iiretimine yonelik uygulamalar son yillarda muazzam bir artis
gostermistir. Endiistriyel enzim satiglariin kiiresel pazardaki rolii, 2015 yilinda 3.74
milyar dolar oldugu bilinmektedir (Liu ve Kokare, 2017). Oniimiizdeki yillarda ise bu
pazar biiyiikliigiiniin 5 milyar dolara ulagsmasi beklenmektedir. Endiistriyel enzimlerin
uygulama alanlarina yonelik pazar segmentasyonu, gida c¢alismalar1 ve hayvan
yeminin {retimi agisindan pazarin %34'liik bir kismina sahipken, deterjan ve
temizleyicilerin endiistriyel enzim kullanimina yonelik yaklasimi ise pazar payinda

%29 etkinlik gdstermektedir (Binod vd., 2013).

Kitinazlar; bakterilerde, mantarlarda, yiiksek bitkilerde, kabuklularda ve bazi
omurgalilarda bulunarak, ¢esitli gorevleri yerine getirmektedir (Kuzu, 2008). Ayrica
farkli sektorlerde de kitinaz kullanimina sikga rastlanmaktadir. Ornegin; kozmetik, tip,
ziraat, kagit sanayi ve tekstil endiistrisinde 6nemli rol oynamaktadir. Bunun yanisira
gida endiistrisinde, ambalaj uygulamalarinda, antimikrobiyal koruyucularda ve

kaplama materyallerinin olusturulmasinda da etkinlik gostermektedir.
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Kabuklu su tirlinlerinin iglenmesi ve atiklarinin ayristirilmasi gibi ¢ok farkli alanlarda
da Onem arz eden Kkitinazlarin endiistriyel iiretimini arttirmaya yonelik yapilan
caligmalar ¢oklu alanlarla etkilesimine sahiptir. Tiim bu gelismeler dikkate alindiginda
kitinaz enziminin mikrobiyal liretimine; endiistri ve mikrobiyal teknoloji alaninda
yogun ilgi duyulmaktadir. Bu ilginin sebebi kitinazin yalnizca genis uygulama alanina
sahip olmasi degil, ayn1 zamanda etkili liretim yontemindeki boslugu doldurabilecek
potansiyelde olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu sebeple kitinazlarin gelecegi,
tiretimdeki artis ile dogrudan ilgilidir. Kitinaz iiretimi i¢in farkli tipte substratlar,
endistriyel enzimlerin biiylik 6l¢ekli tiretimlerinde ve ¢esitli liriinlerin gelistirilmesi
icin de kullanilan kat1 hal fermantasyonu gibi kimyasal yontemler kullanilmaktadir
(Nampoothiri vd., 2004). Bunun yani sira kitinaz enziminin endiistriyel hidrolizi
korozif reaktiflerin kullanilmasi ile elde edilmektedir (Stoykov ve ark., 2015). Ancak
diinyada ve tllkemizde ¢ok az sayida kitinaz enzimi ticari olarak temin edilebilir
durumdadir. Kitinaz {iretimine yonelik ¢alismalarin arttirilmasi, tarimsal ve
endiistriyel katkilar1 da beraberinde getirebilir. Kitinaz kullaniminin etkili alanlarindan
birisi de zararli bocek popiilasyonlarinin olusturdugu zarart azaltmak igin canli
organizmalardan faydanilarak yapilan ekonomik, giivenilir ve basarili bir yontem olan
biyolojik miicadeledir. Son yillarda kitinaz geninin klonlanmasi, ekspresyonu ve yeni
yeteneklere sahip rekombinant suglarin olusturulmasi biyolojik miicadele kapsaminda

olumlu etkiler saglamistir (Hansoylu, 2003).

1.1. Kitin

Kitin, dogada bulunan en yaygin polisakkarittir ve y1l boyunca yaklasik seliiloz kadar
tiretildigi tahmin edilmektedir. Yapisal olarak eklembacaklilarin dis iskeletlerinde,
nematod yumurtalarinin kabuklarinda ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunur.
Bocek biiyiimesi ve morfogenez, kitin igeren yapilar1 yeniden sekillendirme
kabiliyetine kesinlikle baglidir. Bu amagla, bocekler tekrar tekrar farkli dokularda kitin
sentezleri ve kitinolitik enzimler iiretirler. Kitin sentezinin koordinasyonu ve

parcalanmasi, gelisim sirasinda katilan enzimlerin siki kontroliinii gerektirir

(Merzenfonder vd., 2003).
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bolge bolge

Sekil 1. 1. a) Karides dis iskeleti iizerinde kitin goriintiisii, b) dis iskelet kitininin katmanh
goriintiisii, c) kitinin helikoidal goriintiisii, d) Kitin nanofibril demetleri, ) kitinin kimyasal

bilesimi (Hou vd., 2021°den tiirk¢elestirilmistir.)

1.1.1. Kitinin Yapisi

Kitinin ti¢ formu vardir: a, B ve y kitin (Sekil 1.2.). Esas olarak yenge¢ ve karides
kabuklarindan elde edilen o formu yaygin olarak dagilmistir. Hem o hem de B kitin /
kitosan ticari olarak temin edilebilir. a-kitin zincirleri anti-paralel sekilde
hizalanmistir. a-kitinindeki anti-paralel diizenleme, giiglii hidrojen bagina yol agar ve
sonug olarak onu daha kararli hale getirir. Kalamar gibi yumusakgalardan elde edilen
B-formu paralel olarak diizenlenirken, y-formu iki paralel ve bir anti-paralel kitin ipligi
igerir (Sikorski vd., 2009). Kitin suda, organik ¢oziiclilerde ve asitlerde yiliksek oranda
¢cozlinmez. Bu, ayr1 zincirler arasindaki kitin fibrillerindeki hidrojen bagi, ¢apraz baglh
yapi ve liflerin olusumundan sonra meydana gelen islem ile agiklanabilir. Saf kitinin
¢Oziiniirliigli kaynaga, izolasyon yontemine, capraz baglamaya, kristallik derecesine
ve artik proteine baghdir. Saf kitin, protein bilesenlerini uzaklagtirmak i¢in sodyum
hidroksit ve demineralizasyon saglamak icin hidroklorik asit kullanilarak

eklembacaklilarin dig iskeletleri gibi dogal kaynaklardan elde edilebilir (Moe, 2001).
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a-kitin B-kitin v-kitin

Sekil 1. 2 Kitin yapilar goriintiisii (Berezina, 2016’dan tiirkcelestirilmistir.)

1.1.2. Kitinin Kullanim Alanlari

Kitin; biyolojik olarak parcalanabilir, biyo-emilebilir, antibakteriyel, yara iyilestirici
ve diisiikk immiinojenisiteye sahiptir. Bu nedenle biyomedikal uygulamalar1 hakkinda
bircok calisma yapilmistir. Bu dogrultuda, malzeme biliminde, mikrobiyolojide,
tarimda hayvan yemlerinde, gida katki maddelerinde, kozmetikte, tekstil
endiistrisinde, fotograf {iriinlerinde, daha gii¢lii lifler yapmak i¢in kagit yapiminda,
endiistriyel atik su aritiminda fenolleri ve boyar maddeleri uzaklastirmakta, agir
metalleri selatlamakta ve proteinli atiklar1 topaklastirmakta, ilag dagitim sistemlerinde,
doku miihendisliginde ve biyonanoteknoloji gibi farkli alanlarda ¢ok genis bir
uygulama yelpazesi bildirilmistir (Khoushab vd., 2010). Ayn1 zamanda tibbi
uygulamalarda; farmasotik iirlinlerde ilag verme ve siirekli salim sistemleri, yara
tyilesmesi hizlandiricilar, bandajlar, yanik tedavisi, iyilestirici dermatit, yapay bobrek
zarlari, cerrahi yardime1 maddeler, oftalmoloji, bakteriyostatik ve fungistatik, sperm
Oldiiriici, anti-kanser uygulamalari, anti-timor ajanlari, hayvan hiicrelerini

hareketsizlestirme kabiliyeti ve HIV protein iiretimini yavaslattigi gosterilmistir
(Whitehead, 1997).

1.1.3. Kitin Biyosentezi

Bir¢ok organizma, onlar1 ¢evreleyen koruyucu hiicre duvarlarinin veya dis iskeletlerin
yapisal bir bileseni olarak kitini kullanir. Bu yapilar, koruyucu rollerini yerine
getirmelerini saglayan belirli yapisal ve mekanik 6zelliklere sahip hafif ve dayanikh

kompozitlerdir. Bu karmasik yapilarin sentezi asagidaki adimlar igerir;

i kitinin hiicre i¢i veya hiicre dis1 ortam ile interfazda sentezlenmesi,
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ii. kitin molekiillerinin hiicre dist bosluga taginmast,

Iii. kristalize olmayan kitinin bir kisminin kimyasal modifikasyonu ve diger
molekiillerle iligkisi,

iv. bilesenlerin geri kalani1 tarafindan kaplanan modifiye edilmemis kitinin
kristallesmesi (Ortaya ¢ikan supramolekiiler yapi, viskoelastik mekanik
ozellikler kazanir),

kompozitin, bilesenleri arasinda ikincil kovalent baglarmm olusumu ve farkli
maddelerin birikmesi yoluyla olgunlasmasi (Ruiz-Herrera ve Martinez-Espinoza.,
1999)

1.2. Enzimler

Tiim biyokimyasal reaksiyonlarin, spesifik aktivasyon gii¢leri nedeniyle katalitik
ozelliklere sahip proteinler olan enzimler tarafindan katalize edildigi iyi bilinmektedir.
Enzimler katalizorlerdir, yani kalict degisime ugramadan kimyasal reaksiyonlarin
daha hizli ilerlemesine neden olan maddelerdir. Ek olarak, katildiklar1 kimyasal
reaksiyon tiirlerine o6zeldirler. Enzim o6zgiilligii genellikle duyarli baglara bagh
gruplarin dogasi tarafindan belirlenir. Enzimler, substratlar ile belirli hassas baglar
etrafinda elektronik konfigiirasyonda degisikliklere neden olacak sekilde
stereospesifik bir tarzda birlestikleri igin spesifik aktivatorlerdir. Yiiksek sicaklik ve
asir1 pH ile denatiire edilirler. Fizyokimyasal durumlar1 ve kimyasal reaksiyonlar
tizerindeki etkileri, belirgin sekilde pH, iyonik kuvvet, sicaklik ve inhibitoér veya

aktivatorlerin varligina veya yokluguna baglidir (Tabatabai, 1994).

1.2.1. Enzimlerin Siiflandirilmasi ve Numaralandirilmasi

Cok 6nemli bir biyokatalizor tiirii olan enzimler, organizmalarin yagam aktivitelerinin
korunmasinda hayati bir role sahiptir. Metabolizma, beslenme, enerji donilistimii ve
yasam siireciyle yakindan iligkili diger bircok kimyasal reaksiyona
hiikmetmektedirler. Enzimlerin ¢ogu protein, digerleri ise riboniikleik asit yapidadir.
Bugiine kadar, enzim smiflarinin ve alt siniflarinin tahmini iizerine yapilan
arastirmalar her zaman kimyasal 6zii protein olan enzime odaklanmistir; yani,
enzimleri siniflandirmak i¢in hesaplama modelleri kullanildiginda, benimsenen
ozellik ¢ikarma yontemi her zaman proteinler i¢in olmaktadir (Tao vd., 2020). Kataliz

ettikleri reaksiyonlar, her sinifa dahil olan ana enzim grubu ve baz1 6zellikleri dahil
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olmak iizere 7 enzim sinifi tanimlanmistir (de Souza Vandenberghe vd., 2020). Enzim
siniflarinin isimlendirilmesi, enzimin ana siifini, alt siifini, alt sinifin1 ve substrat
sinifin1 tanimlayan dort béliimden olusmaktadir. Bilim adamlari tarafindan tasarlanan
siniflandiricilarin ¢ogu, enzimleri alt sinif seviyesine gore siniflandirabilmektedir. Son
yillarda, enzimleri substrat sinifi seviyesine siniflandirabilen siniflandiricilarin ortaya

ciktigini belirtmek gerekmektedir (Tao vd., 2020).

ksidorediiktazla

Translokazlar Transferazlar

Enzim
siniflandirmasi

Ligazlar

Hidrolazlar

izomerazlar

Sekil 1. 3. Enzim ana gruplar siniflandirilmasi (de Souza Vandenberghe vd., 2020°den

tiirkcelestirilmistir.)

1.2.2. Enzimlerin Kullanim Alanlari

Enzimler dogal katalizorlerdir. Canli organizmalar tarafindan, yasam i¢in gerekli olan
muazzam ve c¢esitli kimyasal reaksiyonlarin oranini artirmak i¢in tretilirler. DNA
replikasyonu ve transkripsiyonu, protein sentezi, metabolizma ve sinyal iletimi gibi
yasam igin gerekli tiim siireclerde yer alirlar. Ozel kimyasal doniisiimler
gerceklestirme yetenekleri, onlar1 endiistriyel stireclerde giderek daha kullanigh hale

getirmistir.

Enzimler, teknik kullanim, gida iiretimi, hayvan beslenmesi, kozmetik, ilac tedavisi ve
arastirma ve gelistirme araglar1 olarak ¢esitli alanlarda uygulanir. Su anda, yaklasik

4000 enzim bilinmektedir ve bunlardan yaklasik 200 tanesi mikrobiyal orijinal tip
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ticari olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, ger¢ekten endiistriyel dlgekte sadece
yaklastk 20 enzim iretilmektedir. Enzim iiretim biyokimyasinin, fermantasyon
proseslerinin ve geri kazanim yontemlerinin daha iyi anlagilmasiyla, artan sayida
endiistriyel enzim 6ngdriilebilir. Diinya enzim talebi yaklasik 12 biiyiik tiretici ve 400
kiiciik tedarik¢i tarafindan karsilanmaktadir. Toplam enzimlerin yaklagik %75',
Danimarka merkezli Novozymes, ABD merkezli DuPont ve Isvigre merkezli Roche
gibi ii¢ biiyiik enzim sirketi tarafindan iiretilmektedir. Enzim pazar oldukc¢a
rekabetgidir, kii¢iik kar marjlaria sahiptir ve teknolojik olarak yogundur (Li vd.,
2012).

1.3. Kitinazlar

Farkli organizmalar, sahip olduklar1 cesitli substrat Ozgiilliikkleri ve cesitli
fonksiyonlarda kullanmak iizere yararh 6zellik gdsteren bir¢ok hidrolitik enzim iiretir.
Kitinazlarda bunlardan biridir. Kitinazlar, bakterilerde beslenme ve parazitizmde
gorev alirken, protozoalarda, mantarlarda ve omurgasizlarda morfogenezde rol
oynarlar. Bitkiler ve omurgalilar i¢in ise kitinazlar savunma mekanizmasinda goérev
alirlar. Ayrica yakin zamanda insan serumunda kitinaz aktivitesi tanimlanmistir ve bu
aktivitenin sebebi olas1 mantar patojenlerine karsi kitinazin savunmada rol

oynayabilecek olmasidir (Patil vd., 2000).

1.3.1. Kitinazlarin Siiflandirilmasi

Glikozid hidrolazlar (GH), glikozidik baglarin hidrolizinden sorumlu protein ailesini
olusturur. Biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalar i¢in yaygin 6nemleri nedeniyle,
GH'ler simdiye kadar CAZy veritabaninda bulunan biyokimyasal olarak en iyi
karakterize edilmis enzim setini olusturmaktadir. Bu veritabanimna gére GH’larin
siniflandirilmig 135 adet ailesi vardir (Cantarel vd., 2009). Kitinazlar (EC 3.2.1.14) ise
bu 135 aileden 18. (GH18) ve 19. (GH19) ailelere dahildir (Mizuno vd., 2008). Bu
aileler, katalitik alanlarmmin amino asit dizilerinde ve katalitik mekanizmalarinda
farklilik gosterir. GH18 kitinazlarinin katalitik alan1 bir (B / a)8 TIM-barrel katlanir ve
substrat destekli bir tutma mekanizmasi kullanir. GH-19 kitinazlarinin katalitik alanm
ise biiyiik ol¢iide a-helikstir ve tek bir degisim ¢evirme mekanizmasi kullanir. GH18

kitinazlar1 prokaryotlarda ve okaryotlarda bulunurken, GH19 kitinazlar1 ¢gogunlukla
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gelismis bitkilerde ve Streptomyces sp. gibi baz1 bakterilerde bulunur (Suginta vd.,
2016).

GHA18 ailesi kitinazlar, ¢esitli kitin ve kitin barindirmayan iireticilerden karakterize
edilmistir. Bakteriler, mantarlar ve bocek kitinazlar1 bu ailenin en ¢esitli iiyeleridir. Bu
tiyeler, gelisimsel fonksiyonlar i¢in veya savunma mekanizmalari olarak kitini bozmak
i¢in bir kitinaz karistminin sinerjik olarak salgilandig1 oldukca etkili bir kitin hidrolizi
mekanizmasi gelistirmistir. Bu sinerjik 6zellik, 6zellikle dort kitinolitik enzime kadar

tireten S. marcescens'de deneysel olarak kanitlanmistir (Oyeleye ve Normi, 2018).

1.3.2. Serratia marcescens ve Urettigi Kitinazlar

S. marcescens gram negatif (-), yiiksek diizeyde kitinaz enzimi tireten ve bu kitinazi
salgilayan bir bakteri tiirtidiir. Test edilen 100 organizma arasinda en etkili kitinaz
iireticisi olarak belirlenmistir ve kitinaz iiretiminin genetik temeli {izerine yapilan

arastirmalarin hedefi haline gelmistir (Sundheim vd., 1988).

Cizelge 1. 1. S. marcescens taksonomik hiyerarsi (ITIS, 2022)

Bilimsel Siniflandirma

Ust Alem Bacteria
Sube Pseudomonadota
Simf Gammaproteobacteria

Takim Enterobacterales

Aile Yersiniaceae
Cins Serratia
Tiir S. marcescens

Bakterilerin kitinaz iiretme sebebi, azot ve karbonu besin kaynagi olarak kullanmasini
saglamak oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda bu enzim esas olarak kitinin
parcalanmas1 ve bir enerji kaynagi olarak kullanilmasinda goérev almaktadir. Ayni
zamanda S. marcescens hastane enfeksiyonlarinda rol oynamaktadir ve Amerika
Birlesik Devletlerinde’ki bakteriyemi vakalarinin %1,4’tinden sorumludur. 5-40 °C
sicakliklar arasinda ve 5-9 araliginda degisen pH seviyelerinde biiyiiyebilmektedir.
Diger gram negatif (-) bakterilerden kazein hidrolizi gergeklestirme kabiliyetine sahip
olmas1 bakimindan ayrilir (Rebecca vd., 2013).
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S. marcescens gibi bazi bakterilerin kitinaz enzimleri, ¢esitli fitopatojenik funguslarin
sebep oldugu bitki hastaliklarmin biyolojik kontrolil i¢in potansiyel ajanlardir. Bu
enzimler fungus hiicre duvarinda bulunan kitini hidrolize etmekte ve bdylece
funguslarin biiylimesini inhibe etmektedir. Bunun yanisira kitinazlar gibi fungal
onleyici enzimler, gida endiistrisinde tohum koruyucu maddeler ve patojen funguslara
kars1 direng icin potansiyel kullanimlari sebebiyle biiyiik bir biyoteknolojik yone
sahiptir (Hamid vd., 2013).

GH’larda islemselligi incelemek amaciyla ideal model sistem, S. marcescens
kullanilarak gelistirilmis kitinolitik bir sistemdir. S. marcescens, islemsel chiA,
islemsel chiB ve islemsel olmayan chiC olmak iizere 3 adet GH18 ailesi kitinazi iiretir.
Bunlarin yan1 sira, bir GH20 ailesi kitobiaz ve bir litik polisakarit monooksijenaz
(CBP21) olmak tizere iki yardime1 enzim iretir. Sekil 1.4.'de gosterildigi gibi, kristal
haldeki kitini ¢ozliniir sekerlere parcalamak icin sinerjistik olarak hareket eder (Jana,

2017).

Chitobiaseo o ° Chitobiase
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Sekil 1. 4. Kitin yapisin1 bozmak i¢in S. marcescens’in sinerjistik olarak kullandig: kitinazlar ve

yardimei enzimler (Jana, 2017)

Sekil 1.4.°de, kitin substrati (GlcNAc), polimer zincirleri bos daire olarak
gosterilmistir. Burada chiC, erisilebilir zincir uglar1 olusturmak i¢in glikozidik baglar
hidrolize eder. chiA ve chiB, zincir uglarina indirgeyici veya indirgeyici olmayan
uctan baglanir ve disakkaritler tiretmek i¢in sirayla glikozidik baglar1 hidrolize eder.
Kitobiaz, disakkaritleri monosakkaritlere doniistiiriirirken CBP21, chiC gibi, bir
polimer zincirin rastgele bir noktasina saldirir ve aldonik asit (GIcNAcA) tiretmenin
yan1 sira zincir uglart olusturmak ic¢in bakir aracili kataliz yoluyla glikozidik bagi

pargalar (Jana, 2017).
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1.3.3. Kitinazlarin Uygulama Alanlari
Kitinazlar tarim, gida, tip ve biyoteknoloji gibi bir¢ok alanda énemli uygulamalar
gostermistir. Bu enzimler ¢evre dostu, ekonomik ve tehlikeli olmadigi i¢in sahada

yaygin olarak uygulanabilir.

<
Cesitli yaklagimlara Tek hiicre proteini
/- yonelik biyokitle Gretimi

J
Atik ) Chitinous tedavisi
t Deniz trtnleri degerlerinden kullaniimiglar
yonetimi Tek hiicreli proteinlerin hazirlanmasi
( ™
Biyokontrol Bocek oldiriiciiler
R Mantar olduriciler
vl ajani
Kitinaz
| J
Uygulamalari ) .
Biyop0|]mer Kitopentoz, kitotrioz ve kitooligosakkarit tiretimi
Uretimi
\ J

<
“a ve Biyobozunur malzemeler

¢ Astim ve kronik rinosintzit igin terapotik ajan
tibbi uygulama Anti-timér ilaci

\ [ Diéer ]Tanazln geri kazanilmasi

Mantar protoplastinin izolasyonu
uygulamalar

Sekil 1. 5. Kitinazlarin uygulama alanlari (Singh vd., 2021'den tiirk¢elestirilmistir.)

1.3.3.1. Bocek Kontroliinde Kitinazlar

Bitkileri istila eden bocekleri kontrol etmek i¢in ¢esitli kimyasal pestisitler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kullanimlarimin yiiksek toksisite gibi bir¢ok
dezavantaji vardir, bu da bir¢ok hastaliga ve gevresel bozulmaya neden olur (Kumar
vd., 2019). Alternatif olarak, biyo-pestisitlerin diisiik toksisite, biyolojik olarak
parcalanabilirlik, daha iyi uyumluluk ve ¢evre dostu olma gibi bir¢ok avantaji vardir.
Kitinazlarin bocekler tizerindeki etkisi, kiitikiil ve boceklerin peritrofik matrisi (PM)
tizerindeki tilkenme ile aciklanabilir. PM, bocek sindiriminde ve orta bagirsak
fizyolojisinde hayati bir rol oynar, orta bagirsak epitelini gida korozyonundan korur
ve patojen enfeksiyonlara karsi fiziksel bir bariyeri temsil eder. Bu gozlemler,
mikrobiyal kitinazin hagere biyokontrolii i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegini ve
dolayistyla mahsul verimini artirabilecegini dogrulamistir. Bagka bir deyisle, kitinaz
enzimleri ¢evre dostu mantar ilaglar1 ve bocek Oldiiriiciiler olarak potansiyel

uygulamalari kabul edilmistir (Gomaa, 2021).
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1.3.3.2. Endiistriyel A¢idan Kitinazlar

Kitinazlarin gesitli endiistriyel ve tarimsal uygulamalar1 vardir. Kitinazlarin kitini
bozma yetenegi, onlari kirliligin tedavisi i¢in degerli kilar. Ek olarak, kitinazlar mantar
protoplast  jenerasyonunda, tek hiicreli protein iiretiminde, biyoaktif
kitooligosakkaritlerin hazirlanmasinda ve kabuklu deniz iriinleri atiklarinin
parcalanmasinda Onemli rol oynamaktadir. Ayrica, Kkitinazlar insan saghigi
hizmetlerinde, mantar hastalig1 tedavisinde ve antifungal kremlerde katki maddesi

olarak kullanilabilir (Dahiya vd., 2006).

1.3.3.3. Biyokontrol Ajani Olarak Kitinazlar

Kimyasal bocek oOldiiriiciilerin ve pestisitlerin olumsuz etkileri ve patojenik
mikroplarin direncli suslarinin gelismesi, giiniimiizde biyolojik kontrol yontemlerine
olan ilgiyi arttirmistir. Diisiik maliyet ve bitkilerin yasayabilirligini arttirma yetenegi,
biyokontrol ajani mikroorganizmalara daha fazla dikkat ¢ekmektedir (Sharma vd.,
2009). Kitinazlar, bitkilerde ¢ok c¢esitli mantar, viral ve bdcek patojenlerine karst bir
savunma eylemi saglar. Boylece, biyoinsektisitler ve biyopestisitler olarak verimli bir
sekilde kullanilabilirler. Kitinazlarin anti-fungal 6zelligi, kitin tizerindeki hidrolitik
etkisinden kaynaklanmaktadir. Kitinazlar ayrica bitkiler tarafindan salgilanan
patojenle iligkili proteinlerden biri olarak tanimlanmistir. Hasat sonrasi hastaliklar,
bazi mikroorganizmalarin giiglii antifungal etkileri nedeniyle kitinazlarin yardimiyla
da kontrol edilebilir. Gida korumast, hiicre duvarina zarar veren ve spor ¢cimlenmesini
onleyen kitinaz kullanilarak da yapilabilir, bu nedenle gida bozulmasini azaltabilir.
Bakterilerden elde edilen kitinolitik enzimler, kitin birikimi girisimi egilimleri
nedeniyle biyoinsektisidal bir ajan olarak incelenmistir. Bu nedenle, bu calismalar
cesitli bakteri ve mantar kitinazlariin biyolojik kontrol ajanlar1 olarak yararl roliinii

gostermektedir (Singh vd., 2021).

1.4. Myzus Persicae

M. persicae (seftali yaprak biti), tarim ve bahge bitkileri i¢in ekonomik olarak 6nemli
bir zararlhidir ¢iinkii bu yaprak biti bitki besinleriyle beslenerek dogrudan ve bir¢ok
virilis vektoriinii tastyarak dolayli zarara neden olur. Bu tiiriin dagilimi, konak¢1 araligi,
bitki hasar1 mekanizmalari, yasam dongiisii, dagilma kapasitesi ve insektisitlere karsi

direng gelistirme yetenegi de dahil olmak iizere bir hasere olarak durumunu artiran bir
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dizi faktor vardir (Bass vd., 2011). Ne yazik ki, yesil seftali yaprak biti organofosfatlar,
karbamatlar ve piretroidler de dahil olmak {izere bir¢ok kimyasal bocek ilacina karsi
coklu direng gelistirmistir. Ayrica, pestisitlerin asir1 kullanimi ¢evre kirliliginin yani
sira insan ve diger organizmalarin saglig1 iizerinde zararh etkilere yol agmistir (Lee
vd., 2015). M. persicae, hem diinya ¢apinda bir dagilima sahip son derece kozmopolit
bir tiirdiir hem de ekonomik a¢idan 6nemli birgok mahsul bitkisi de dahil olmak {izere
40 farkl bitki ailesinde 400'den fazla tiirden olusan bir ev sahibi yelpazesine sahip
oldukga polifagot bir tiirdiir (Bass vd., 2014).

Cizelge 1. 2. M. persicae taksonomik hiyerarsi (ITIS, 2022)

Bilimsel Siniflandirma
Alem Animalia
Sube Arthropoda
Simf Insecta
Takim Hemiptera
Alt Takim Sternorrhyncha
Aile Aphididae
Cins Myzus
Tiir M. persicae

Sekil 1. 6. M. persicae nimf goriintiisii (AphidTrek, 2022)
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1.4.1. M. persicae Yasam Dongiisii

Yasam dongiisii, soguk kiglarin varligina bagli olarak 6nemli 6l¢iide degisebilir.
Gelisim hizl1 olabilir, tam bir nesil i¢in genellikle 10 ila 12 giin ve iliman iklimlerde
20'den fazla yillik nesil rapor edilmistir. Uygun konukgu bitkilerin kalic1 olmadig:
yerlerde yaprak biti Prunus tiirleri tizerinde yumurta asamasinda kisi gegirir.
[lkbaharda, bitki dormansiyi kirip biiyiimeye basladiktan kisa bir siire sonra
yumurtalar catlar ve nimfler cicekler, genc yapraklar ve govdelerle beslenir. Birkag
nesil sonra, ki1 geciren Prunus tiirlerinden gelen kanathi dagiticilar, nimfleri yaz
konukgular1 tizerine birakir. Soguk iklimlerde, erginler sonbaharda Prunus tiirlerine
geri doner, burada ¢iftlesme gerceklesir ve yumurtalar birakilir. Yumurta tiretimiyle

sonuglanan sonbahar nesli disindaki tiim nesiller partenogenetiktir (Anstead, 2015).

Sekil 1. 7. M. persicae yetiskin goriintiisii (AphidTrek, 2022)

1.4.2. M. persicae Zararlari

Dogrudan besleme hasar1 bodurluga ve kok agirliginin azalmasina neden olabilir,
ancak c¢ogu triindeki popiilasyonlar, kloroz veya yaprak kivrilmasi gibi belirgin
semptomlara ve iligkili isli kiifli bol miktarda bal ¢iy tiretimine neden olan seviyelere
ulagsmaz. Bununla birlikte, patatesler tizerindeki dogrudan hasardan onemli verim
kayiplar1 ortaya ¢ikabilir (Sexson vd., 2005). Ilkbaharda ise seftalide ve seralardaki
biber ve cigcek bitkilerinde yapraklarin gozle goriliir sekilde bozulmasi meydana
gelebilir. M. persicae, patateslerin yetistirildigi her yerde biiyiik bir zararlidir. Yaprak
rulosu ve yumru c¢liriikliigii nekrozuna neden olan patates yaprag: viriisiiniin (PLRV)

en onemli vektoriidiir. Tohumluk patatesler PLRV igin diisiik toleransa sahiptir ve
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diisiikk yaprak biti popiilasyonlar1 ¢ok zararli olabilir. Pancar sarilarina bagl seker
pancarindaki verim kayiplari, enfeksiyon mevsimin baslarinda meydana gelirse daha
ciddidir ve %30-50'ye kadar ¢ikabilir, hasat edilen sekerde bulunan safsizliklarda da
bir artig olabilir. Seftalide (birincil konakg1), yaprak biti geng¢ yapraklarin ve

nektarinlerin biikiilmesine, gen¢ meyvelerin ¢ukurlasmasina ve renk degisikligine

neden olur (Barbagallo vd., 2007).

Sekil 1. 8. CABI’ye giore M. persicae’nin diinya iizerinde dagilim haritas1 (CABI, 2022)

1.5. Amag¢ ve Kapsam

Tez calismasmin amaci, S. marcescens GBS19 izolatina ait kitinaz A’nin M.
persicae‘ya kars1 biyolojik miicadelede kullaniminin biyolojik ve g¢evre dostu bir
¢Oziim Onerisi olarak ortaya konmasidir. Projenin ¢ikis noktasi olan bu amag
dogrultusunda, tez ¢aligmasinda S. marcescens GBS19 izolati genomu igerisinde
bulunan kitinaz A gen bdlgesinin, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
¢ogaltilmasi, cogaltilan genin klonlanmasi sonrasinda ekspresyonu ile Kitinaz
enziminin iiretiminin saglanmasi, enzim ve substrat arasinda etkilesimin ne ol¢iide
gergeklestiginin ileri simiilasyon programlari ile belirlenmesi daha sonrasinda da elde
edilen enzimin aktivite tayini testlerine tabii tutulmasi ve son olarak M. persicae

iizerine insensektisidal aktivite testi gerceklestirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyaller

2.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ismi Marka
Acetic Acid Merck
Acrylamide/Bisacrylamide Sigma
Agar Bacteriological Sigma
Agarose Biomax
Ampicilin Thermo Scientific
Bovine Serum Albumin Sigma
Bromophenol Blue Sigma
Chitin-azure Sigma
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma
EDTA AppliChem
Ethidium Bromide Thermo Scientific
FastDigest BamHI Thermo Scientific
FastDigest HindllI Thermo Scientific
FastStart Essantial DNA Green Master Mix Roche
Glycerol Sigma
High Fidelity Master Mix Ampligon
IPTG Gold Biotechnology
Isopropanol Merck
Loading Buffer Ampligon
Mercaptoethanol Sigma
NaOH Merck
Nutrient Broth Merck
pBluescript 11 KS (+) Fermantas
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PCR Grade water Ampliqon
PET-22b (+) Fermantas
SDS Merck
T4 DNA Ligase Thermo Scientific
TAE Ecotech Biotechnology
ClearBand
Tryptone Sigma
X-GAL Thermo Scientific

Yeast Extract

Sigma

2.1.2. Kullamlan Kitler

Tez ¢alismasinda kullanilan kitler Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2. 2. Kullanilan kitler

Kit Ismi Marka Katalog Numarasi
GeneJET Genomic DNA Purification Kit | Thermo Scientific #K0721
GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Scientific #K0691
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific #K0701
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific #K0502

Protino Ni-TED 150 Packed Columns Machery-Nagel #745100.10

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit | Thermo Scientific #K1622
GeneJET RNA Purification Kit Thermo Scientific #K0732

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 2.3.’de verilmistir.

Cizelge 2. 3. Kullanilan cihazlar

Cihaz ismi

Marka ve Model

Calkalamal1 Inkiibator

Daihan Sci. IS-20R

Elektroforez Sistemi

Consort midi-plus horizontal unit
EHS1300
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Elektroporasyon Sistemi

Bio-Rad Gene Pulser Xcell Total System

Etiv

Elektromag M6040P

Hassas Terazi

A&D Company HR-250AZ

Jel Gorlintileme Sistemi

Quantum Vilber Lourmat

Mikrodalga Firin Vestel MW20-S
Otoklav Niive OT40L
Otomatik Pipet Seti Thermo Sci. Finepipette 2
PCR Cihazi Blue-Ray Biotech TurboCycler Lite
pH Metre Thermo Sci.Star A211

Real Time PCR Sistemi

Roche LightCycler 96 SW

Santrifiyj Elektromag
SDS-PAGE Sistemi Thermo Sci. Owl Dual-Gel Vertical P8DS
Shaker Thermo Sci. Compact Digitial Mini

Sogutmali Inkiibator

Elektromag M7040R

Sogutmal1 Santrfiij

Niive NF-800R

Su Banyosu

Mikrotest MSB-30

Ultrasonik Su Banyosu

fsolab

UV Spektrofotometre

Thermo Sci. Multiskan™ GO Microplate

Spectrophotometer

UV Transimiilator

Daihan Scientific WUV-M20

Vortex Four’es
Buzdolabi Vestel NF450
-80°C Buzdolabi New Brunswick Sci. U410

2.2. Yontemler

2.2.1. Serratia Marcescens GBS19 Izolati Genomik DNA izolasyonu
Genomik DNA izolasyonu, GeneJET Genomic DNA Purification Kit kullanilarak
yapilmustir. S. marcescens GBS19 susu gram negatif (-) bir bakteri oldugundan
protokol bu bilgiye goére sekillendirilmistir. Koloidal kitinli kati besiyerinde
biiyiitiilmiis bakteriden tek koloni alinarak 5 mL LB besiyerine ekilmistir ve 37°C 180

rpm’de inkiibasyona birakilarak 16 saat biiyiitiilmiistiir. inkiibasyondan sonra sivi
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kiiltiirtin 2 mL’si 5000 x g’de 10 dakika santriflij edilmistir. Siipernatant kismi
dokiilmiustiir. Pelet 180 pLL Digestion Solution i¢inde yeniden siispanse edilmistir. 20
pL Proteinase K Solution eklenmistir ve homojen hale gelene kadar pipetlenerek iyice
kanistirllmistir. Calkalamali kuru blok 1siticida 56°C’de 60 rpm’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Karigim tlizerine 20 L. RNase A Solution eklenmistir ve oda sicakliginda
10 dakika inkiibe edilmistir. Numuneye 200 uL. Lysis Solution eklenerek homojen bir
karisim elde edinceye kadar vortekslenmistir. 400 pL %50 etanol eklenmistir ve
pipetlenerek karistirilmistir. Hazirlanan lizat ependorf tiip iceren saflagtirma kolonuna
aktarilmistir. Kolon 6000 x g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Kolonun altindaki
ependorf atilmistir ve kolon yeni bir ependorf tiipe yerlestirilmigtir. 500 uL. Wash
Buffer | eklenerek 8000 x g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Ependorfa aktarilan sivi
(akis) dokiilmiistiir ve ependorf kolona geri yerlestirilmistir. 500 pL Wash Buffer II
eklenerek 14000 x g’'de 3 dakika santrifiijlenmistir. Etanol kalintisin1 engellemek
amaciyla ek adim olarak 18000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir ve akis igeren
ependorf atilarak kolon yeni bir ependorf igerisine yerlestirilmistir. Genomik DNA’y1
elute etmek icin kolonun merkezine 100 pL Elution Buffer eklenerek oda sicakliginda
2 dakika inkiibe edilmistir ve inkiibasyon sonrast 8000 x g’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Kolon atilmistir ve saflagtirilmig DNA’y1 igeren ependorf sonraki

uygulamalar i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 2. 1. S. marcescens GBS19 cizgi plaka ekim petri goriintiisii
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2.2.2. Spektrofotometrik Analiz ve Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen genomik DNA miktar1 ve saflig1 6lgmek amaciyla spektrofotometre cihazi
kullanilmistir. Ayn1 zamanda genomik DNA’nin basarili bir sekilde izolasyonunun
gerceklesip gerceklesmedigini  anlamak i¢in agaroz jel -elektroforez islemi
gerceklestirilmistir. Ik olarak hassas terazi ile 1 g agaroz tartilip 100 mL 1X TAE
tamponu igerisinde mikrodalga firin kullanarak c¢o6ziilmiistiir. Sicaklik yaklasik
50°C’ye geldiginde igerisine 5 pL (0,5 ug/mL) etidyum bromiir eklenmistir ve jel
dokme tepsisine dokiiliip 30 dk katilasmasi beklenmistir. Katilasan jelden taraklar
cikartilip 1X TAE tamponu iceren elektroforez igerisine yerlestirilmistir. ilk kuyucuga
GeneRuler 1 kb DNA markeri yiiklenmistir ve hemen ardindan diger kuyucuklara 10
uL DNA ve 2 uL yiikleme tamponu homojen hale getirilip yiiklenmistir. Jel 90 V sabit
akimda 50 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi sonrasinda jel, gériintiileme

sistemi kullanilarak goriintiilenmistir (Gérmez, 2011).

2.2.3. Kolloidal Kitin Hazirlanmasi
2.2.3.1.Mavi Yenge¢ Kabuklarindan Kitin Elde Edilmesi

Kullanilacak olan Callinectes sapidus (Mavi yengeg)’lar, Mugla’nin Ortaca ilgesine
bagli Dalyan mahallesi balik pazarindan temin edilmistir. Laboratuvara getirilen mavi
yengegcler’in kabuklar1 govdelerinden dikkatli bir sekilde ayrilmistir. Kabuklar distile
su ile yikandiktan sonra filtre kagid1 yardimiyla fazla sudan arindirilmistir. Sonrasinda
etiiv igerisinde 70°C’de 24 saat kurumaya birakilmistir. 24 saat tamamlandiktan sonra
kurumus kabuklar havanda 6giitiilerek toz haline getirilmistir. Yenge¢ kabuklarindan
kitin ve kitosanin ¢ikarilmasi amaci ile ilk olarak kabuklardan proteinlerin
arindirilmasi islemi yapilmistir. Bu islem, 2.5 N’lik sodyum hidroksit (NaOH)
cozeltisi kullanilarak kabuklarin 6 saat boyunca ¢ozelti igerisinde bekletilmesiyle
gergeklestirilmistir. Proteinlerinden arindirilmis kabuklar distile su ile yikanmistir ve
filtre kagidindan siiziilerek 70°C’de 4 saat kurumaya birakilmistir. Ardindan
kabuklarda bulunan minerallerin uzaklastirilmasi i¢in kurutulan kabuklar 6 saat 1.7 M
hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisinde bekletilmistir. Ayni sekilde proteinlerden arindirma
isleminden sonra kullanilan kurutma yontemi tekrarlanmistir. Daha sonra
renksizlestirme iglemi amaciyla 6rnekler beyaz hale gelene kadar giines 15181 altinda
bekletilmistir. Orneklerin beyaz hale getirilmesinin ardindan asetil gruplarmin

uzaklastirilmasi i¢in %40°lik NaOH c¢ozeltisi igerisinde 2 saat bekletilmistir ve filtre
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kagidi yardimiyla stiziilerek etiiv igerisinde 60°C’de kurumaya birakilmistir (Chang
vd., 1997). Proteinlerden ve minerallerden arindirilarak toz haline getirilmis kitin

kullanima hazir bigimde +4°C’de muhafaza edilmistir.

A
Sekil 2. 2. a) C. sapidus, b) C. sapidus kabuk, c) C. sapidus kurutulmus kabuk goriintiileri

2.2.3.2 Kitinin Koloidal Hale Getirilmesi

Elde edilen toz halindeki kitinden 2 g tartilarak beher igerisine konulmustur. Uzerine
yavas yavas 40 mL konsantre HCl eklenmistir ve manyetik karigtirma ile kitin
¢Ozduriilmiistiir. Sonrasinda ¢ozelti icerisine 100 mL distile su eklenerek kitinin
¢oktiiriilmesi saglanmistir. Cozelti haline gelen 6rnekler +4°C’de 5000 x g’de 20 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrast slipernatant uzaklastirnlmistir ve pelet distile su
icerisinde ¢Ozdirilmiistiir. Bu islem c¢ozeltinin pH’s1 3.5 {lizerine ¢ikana kadar
tekrarlanmistir (Hsu ve Lockwood, 1975). Koloidal hale getirilen kitin 15 mL’lik
falkon tiiplerine alinmistir ve falkon tiiplerinin etrafi 151k gecirmeyecek sekilde
aliminyum folyo ile kaplanmistir. Aktivasyon deneylerinde kullanilmak {izere

+4°C’de saklanmustir.
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2.2.4. chiA Gen Bolgesine Spesifik Primer Tasarimi

Full genom sekansi elimizde bulunan S. marcescens GBS19 (NCBI Assembly:
GCA _021474915)’a ait chiA gen bolgesini ¢ogaltmak amaciyla ileri ve geri primerleri
tasarlanmistir. Primer tasarimi yapilirken, PCR {iriinii ve kullanacagimiz klonlama-
ekspresyon vektorlerine ligasyonu kolaylastirmak amaciyla kisitlama enzimlerinin
dizileri primerlerin 5' uglarina eklenmistir. Kisitlama enzimleri segilirken vektorlerin
coklu klonlama bdlgelerinde (MCS) bulunma durumlari ve kullanilacak gen
boélgelerindeki yokluguna dayali olarak dikkatli bir sekilde se¢im yapilmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda kisitlama bdlgeleri HindIII (5'...AAGCTT...3") ve BamHI
(5'...GGATCC...3") olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda enzimlerin saflastiriima
basamaginda kullanilacak olan histidin etiketli pET-22b(+) vektoriine klonlanacak gen
bolgelerinin stop kodonu bulundurmamasi gerekmektedir. Bu amagla gen bolgelerinin
sonlarinda bulunan TAA stop kodonlar1 primerler tasarlanirken elimine edilmistir.
Primer tasarimlar1 Primer3 programi kullanilarak yapilmistir. Primerlerin listesi ve
dizileri verilmistir (Cizelge 2.4.). Ileri ve geri primerler Oligomer (Ankara) firmasi

tarafindan sentezlenmistir.

Cizelge 2. 4. chiA gen bolgesi primer dizileri

Primerler ve
. . . Sekanslar Uzunluk (bp)
Kesim Enzimleri
chiA-Fw
5'-CCCGGATCCATGCGCAAATTTAATAAACCGCTG-3' 33
(BamHI)
chiA-Rv
(Hind111) 5'-CCCAAGCTTTTGAACGCCGGCGCTGTT-3' 27
in

2.2.5. chiA Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Izole edilen S. marcescens GBS19 genomik DNA’s1 PCR reaksiyonlarinda sablon
olarak kullanilmistir. PCR reaksiyonlari, 50 pL son hacimde gerceklestirilmistir. 0.2
mL PCR tiipii i¢erisine 25 pL 2X High Fidelity Master Mix, 1 uL (10 uM) ileri primeri,
1 puL (10 uM) geri primeri, 4 puL (200 ng) genomik DNA eklenmistir ve PCR grade
water ile 50 pL’ye tamamlanmstir (Cizelge 2.5.).
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Cizelge 2. 5. PCR bilesenleri ve miktarlar:

Komponent Vol/Reaksiyon Son Konsantrasyon
2X Master Mix 25 puL 1X
fleri Primer (10 pM) ms 0.2 uM
Geri Primer (10 pM) 1uL 0.2 uM
Genomik DNA 4L 200 ng
PCR Grade water 19 uL -
Toplam Hacim 50 pl -

Reaksiyon bir termal cycler kullanilarak 35 dongii amplifikasyon seklinde
gerceklestirilmistir. chiA gen bolgesini ¢ogaltmak igin her bir dongiide kullanilan
sicaklik ve siireler; 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 65°C’de 1 dk tavlama, 72°C’de 2 dk
uzama ve 72°C’de 10 dk son uzama seklindedir. Reaksiyonlar ilk olarak 3 dk boyunca
94°C’lik baslangi¢ denatiirasyon sicakligi ile baglatilmistir (Cizelge 2.6.). Reaksiyon
sonucunda olugan PCR f{iriinii, gorsellestirilmek amaciyla 0.5 pg/mL etidyum bromiir

(EtBr) igeren %0,8’lik agaroz jelde 90 V’ta 50 dk boyunca yiiriitiilmustiir.

Cizelge 2. 6. PCR Basamaklar

chiA
Basamak ismi Sicakhik (°C) Siire (dk) Déngii Sayisi

Baslangic Denatiirasyonu 94 3 1
Denatiirasyon 94 1
Tavlama 65 1

35
Uzama 72 2

Son Uzama 72 10 1

2.2.6. chiA Gen Boilgesi ve Klonlama Vektoriiniin Kesim Enzimleri ile
Muamelesi

PCR sonucu ¢ogaltilan chiA gen bdlgesi ve klonlamada kullanilacak olan pBluescript

Il KS (+) vektori ligasyon basamaginda kullanilmak iizere kesim enzimleri ile

muamele edilmigtir. Kesim reaksiyonlarinda kullanilacak enzimler, FastDigest HindIII

ve FastDigest BamHI firmanin verdigi protokole gore hesaplama yapilarak reaksiyona

katilmistir. PCR firtinleri ve plazmid DNA i¢in kullanilan miktarlar gosterilmistir

(Cizelge 2.7).
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Cizelge 2. 7. Restriksiyon endoniikleazlar ile kesim

Plazmid DNA PCR Uriinii

Bilesenler (pBluescript 11 KS (+)) (chiA)

Nuclease Free Water 14 uL 16 uL
10X FastDigest Green

Buffer 2L 2L

DNA 2 uL 10 puL

FastDigest Hindl 11 1uL 1uL

FastDigest BamHI 1uL 1pL

Toplam Hacim 20 pL 30 uL

Plazmid DNA’nin kesilmesi i¢in gerekli olan bilesenler tiip icerisine konulmustur ve
kesim enzimlerinin optimum ¢alisma sicakligi olan 37°C’de kuru blok 1sitic1 igerisinde
15 dk boyunca tutulmustur. Inkiibasyon sonrasi enzimlerin inaktivasyonu icin ise
80°C’de 10 dk bekletilmistir. Ayn1 islem PCR iiriinleri i¢in de ger¢eklestirilmistir fakat
HindlIII enziminin plazmit DNA’dan farkli olarak PCR {iriinlerini sindirme siiresi 20
dk oldugu i¢in 37°C’de 20 dk bekletilmistir. Reaksiyonlardan sonra kesim tirtinleri 90
V’da %1’lik agaroz jel’de 50 dk yiiriitiilmiistiir ve jel goriintiileme sistemi ile

goriintiilenmigtir.

2.2.7. Kesilmis PCR Uriinii ve Klonlama Vektoriiniin Saflastirilmasi

Kesim enzimleri ile muamele edilmis PCR {iriinii ve plazmid DNA’nin ligasyon
basamaginda kullanilmak {izere saflastirilmas: islemi gergeklestirilmistir. Kesilen
PCR firiinii saflastirilmasi i¢in GeneJET PCR Purification Kit kullanilmistir. Her bir
PCR iiriinii i¢in 100 pL. 6rnek ependorf tiip icerisine konulmustur ve iizerine 1:1
hacminde Binding Buffer eklenmistir. Cozelti pipetaj yardimiyla iyice karistirilmistir.
Homojen hale gelen karisim saflastirma kolonuna aktarilmistir. 45 sn 14000 x g’de
santrifiijlenmistir ve santrifiij sonrasi1 akis atilmistir. Kolona 700 pL Wash Buffer
eklenmistir ve 14000 X g’de 45 sn santrifiijlenmistir. Ayn1 sekilde akis atilmistir ve
kolon, tiip lizerine tekrar yerlestirilmistir. Etanol kalintilarim1 ortadan kaldirmak
amaciyla kolon 1 dakika boyunca 18000 x g’de santrifiij edilmistir. Kolon temiz bir
ependorf tiip igerisine alinmistir ve kolon merkezine 50 puL Elution Buffer eklenerek
14000 x g’de 1 dk santrifiijlenmistir. Eliisyon yapilan saflastirilmis PCR iiriini

ligasyonda kullanilmak {izere -20°C’de saklanmustir.
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Kesilen plazmid DNA’nin saflastirilmast i¢in ise GeneJET Gel Extraction Kit
kullanilmistir. UV Transimiilator {izerinde goriintiillenen 70 pL Ornek iceren jel
kuyucugu temiz bir nester yardimiyla kesilmistir. Daha Onceden darasi alinmis
ependorf tiip igerisine koyulmustur ve tartilmigtir. Jel diliminin agirligi kadar 1:1
hacminde Binding Buffer eklenmistir ve 60°C’de jel dilimi tamamen eriyene kadar
inkiibasyona birakilmistir. Jel tamamen c¢oziindiikten sonra ¢ozelti saflastirma
kolonuna aktarilip 1 dk 14000 X g 'de santrifiijlenmistir ve alt kisim atilmistir. Kolona
700 uL Wash Buffer eklenmistir ve ayn1 sekilde 1 dk santrifiijlenip akis atilmistir. Bos
kolon kalan yikama tamponunu ¢ikarmak amaciyla 1 dk daha ekstra olarak
santrifiijlenmistir. Son olarak kolona 50 pL Elution Buffer eklenmis ve 14000 x g 'de
1 dk boyunca santrifiijlenmistir. Saflastirilan plazmit DNA ligasyon basamagina kadar
-20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.8. Saf chiA Uriiniiniin pBluescript 11 KS (+) Vektériine Ligasyonu
Saflagtirilmig {riinlerin konsantrasyonlar1 spektrofotometre cihazi kullanilarak

Olclilmistiir. Kullanilacak miktarlar  https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

kullanilarak hesaplanmistir. Bu degerler dogrultusunda ligasyon i¢in kullanilan

miktarlar verilmistir (Cizelge 2.8.).

Cizelge 2. 8. Ligasyon basamaginda kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktarlar
T4 DNA Ligase (5U/pL) 1ulL
2X Reaction Buffer 10 uL
pBluescript Il KS (+) (20 ng/pL) 3uL
Saf chiA PCR Uriinii (50 ng/pL) 3uL
Nuclease Free Water 3uL
Toplam Hacim 20 pL

0.2 mL PCR tiipii igerisinde karigtirilan ligasyon bilesenleri 16°C’de 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Ayn1 zamanda chiA gen bolgesinin klonlama vektoriine

insert edilmis hali Snapgene uygulamasi kullanilarak gorsellestirilmistir (Sekil 2.3.).
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-

R

- 3

Reverse chiA(HIndIII) (689 .. 712)

chiA-pBluescript II KS(+)
4626 bp

(2360 .. 2389) Forward chiA(BamHI)

Sekil 2. 3. Gen bolgesi ve klonlama vektoriiniin ligasyonunun sanal goriintiisii

2.2.9. Elektrokompetant Bakteri Hazirlama

Klonlama i¢in kullanilacak Escherichia coli TOP10 ve ekspresyon basamaginda
kullanilacak E. coli BL21(DE3) bakterileri gece boyunca sivi LB kiiltiirde 180 rpm
37°C°de biyiitiilmiistiir. Uretilen bakterilerin her birinden 1’er mL alinarak falkon
igerisinde Oncesinde hazirlanan 50 mL bos LB besiyerlerine ayr1 ayri1 eklenmistir.
Bakterileri igeren falkonlar ¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de 255 rpm’de ODeoo degeri
0,6 oluncaya kadar biiyiitiilmiistiir. Bu islem sirasinda her yarim saatte bir ODeoo
Olctimii yapilmistir. OD600 degeri 0,6’ya geldiginde iiretim sonlandirilmistir ve buz
lizerine alinip 20 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 6rnekler 4000 x g’de 15 dk
boyunca +4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirilmistir
ve olusan bakteri pelleti 50 mL soguk %10 gliserol ¢ozeltisi ile ¢oziilmiistiir. Siispanse
hale gelen ornekler 15 dk boyunca 4000 X g’de +4°C’de santrifiijlenmistir. Siire
sonunda siipernatant dokiiliip pellet 25 mL soguk %10 gliserol c¢ozeltisi ile
¢cozllmiistiir ve ayni sekilde santrifiij edilip siipernatant kismi atilmistir. Tekrarinda 4
mL %10 gliserol ¢ozeltisinde siispansiye edilip santrifiijlenmistir ve siipernatant kismi

atilmistir. Son olarak pellet 1 mL %10 gliserol ¢ozeltisi ile siispanse edilmistir ve
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kompetan hale getirilmis bakteriler 30 pL seklinde alikotlanarak -80°C’de

transformasyon islemine kadar saklanmistir (Bio-Rad, 2022)

2.2.10. Ligasyon Uriiniiniin Elektrokompetan Bakteri (One Shot TOP10)’ye
Transformasyonu
Bu islem Bio-Rad Gene Pulser Xcell Total System cihazi kullanilarak yapilmistir. -
80°C’de muhafaza edilen kompetan bakteri buz {izerine alinmistir ve eritilmistir. 0.2
cm’lik elektroporasyon kiiveti de buz iizerine alinmistir. Bos bir epedorf tiipii i¢erisine
30 uL kompetan bakteri ve 2 pL ligasyon iiriinii eklenmistir. Iyice karistirilip 1 dakika
buz iizerinde inkiibe edilmistir. Cihaz iizerinde ana ekrandan bakteri protokolii
secilmigtir. Bakteri-ligasyon karigimi buz iizerindeki kiivete aktarilmistir ve kiivet
ShockPod’a yerlestirilip hazne kapagi kapatilmistir. Pulse tusuna basilmistir ve islem
bittikten sonra kiivet hazneden ¢ikarilmistir. Kiivet icerisine oda sicakligina getirilmis
1 mL SOC medium eklenmistir ve pipetaj yapilmistir. Karigim ependorf tiipe
alinmigtir ve 1 saat boyunca 225 rpm’de 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda transforme edilen bakteri siispansiyonlardindan 20 pL alinipp AMP (100
pug/mL) +X-GAL (20 mg/mL) +IPTG (100 mM) igeren LB kat1 besiyerine ekilmistir
ve petriler 16 saat boyunca 37°C’de biiyiimeye birakilmistir. 16 saat sonra mavi beyaz
koloni se¢imi yapilarak pozitif (beyaz) koloniler se¢ilmistir. Burada mavi beyaz koloni
se¢imi yapabilmek i¢in lacZ geni igeren pBluescript Il KS (+) klonlama vektorii

secilmistir.

2.2.11. Transforme Bakterilerden Plazmit DNA izolasyonu

Transformasyon iglemi sonrasi petrilerden segilen beyaz koloniler igerisinden plazmit
DNA izolasyonu GeneJET Plasmid Miniprep Kit kullanilarak yapilmustir. Ik olarak
pozitif koloniler 4 mL s1ivi LB+AMP besiyerine ekilmistir ve 225 rpm’de 14 saat 37°C
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 bakteriler 6800 X g’de oda sicakliginda
2 dk santrifiijlenmistir. Olusan pellete 250 pL Resuspension Solution eklenerek
tamamen siispanse edilmistir ve yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Tiip
igerisine 250 uL. Lysis Solution eklenmistir ve soliisyon viskoz ve hafif berrak hale
gelene kadar tiip ters diiz edilerek karigtirilmistir. Sonrasinda tiipe 350 pL
Neutralization Solution eklenmistir ve hizlica tlip ters diiz edilerek bakteri lizati
bulanik hale gelene kadar karigtirilmistir. Hiicre kalintilarin1 ve kromozomal DNA’y1
coktiirmek i¢in 5 dk 13.000 x g’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonras1 siv1 faz

kolona aktarilmistir. Kolon 1 dk santrifiijlenmistir ve akis atilip toplama tiipline geri
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yerlestirilmistir. Kolon igerisine 500 pLL Wash Solution eklenip 45 sn 13.000 x g’de
santrifiij yapilmistir ve ayni sekilde akis atilip kolon tekrar toplama tiipiine
yerlestirilmistir. Bu adim tekrarlanmistir ve ek olarak etanol kalintilarindan kurtulmak
icin 1 dk daha santrifiij yapilmistir. Son olarak kolon yeni bir santriflij tlipiine
alimmistir ve kolon igerisine 50 pL Elution Buffer eklenip oda sicakliginda 2 dk
beklenmistir. Inkiibasyon sonras1 2 dk boyunca 13.000 X g’de santrifiij edilmistir.
Spektrofotometre kullanilarak izole edilen plazmit DNA’nin saflik ve konsantrasyonu

Olclilmiistiir ve -20°C’ye kaldirilmstir.

2.2.12. Gen Bolgesinin Sekanslanmasi

Transforme geni iceren plazmit DNA’larin sekanslarinin dogrulugunun saptanmasi
icin ornekler Ficus Biyoteknoloji (Ankara) firmasia gonderilmistir. Gen bolgelerini
iceren vektorlerin sekanslanmasi su sekilde gerceklestirilmistir: Siralama kitaplig
Nextera XT DNA Kitapligi Hazirlama Kiti kullanilarak hazirlanmistir ve siralama,
lllumina NovaSeq 6000 platformu tarafindan eslestirilmis u¢ (PE) 2x150 baz

okumalari olarak yapilmstir.

2.2.13. Transforme Plazmitin ve pET-22b (+) Ekspresyon Vektoriiniin
Restriksiyon Endoniikleazlar ile Mumalesi

Sekans sonucu dogrulugu belirlenmis plazmit DNA’lar igerisinden klonlanan gen

bolgelerinin ve ekspresyon ic¢in kullanilacak olan vektoriin ligasyona hazir hale

gelmesi i¢in restriksiyon enzimleri ile kesilmesi islemi gergeklestirilmistir.

Cizelge 2. 9. Vektorlerin restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi

Gen Bolgelerini Iceren
Bilesenler Ekspresyon Vektorii Klonlama Vektorii

(PET-22b (+)) (pBluescript 11 KS (+))

Nuclease Free Water 14 uL 14 uL
10X FastDigest Green

Buffer 2L 2 L
DNA 3uL 3uL
FastDigest Hindll1 1ulL 1ulL
FastDigest BamHI 1ulL 1ulL
Toplam Hacim 20 pL 20 pL
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Klonlama ve ekspresyon vektorlerini kesmek i¢in bilesenler 0.2 mL’lik tiipe alinmistir.
Enzimlerin ¢alismasi igin 37°C’de 20 dk tutulmustur. Inkiibasyondan sonra kesilen
vektorler 90 V’da %0,8’lik agaroz jel’de 40 dk yiiriitiilmiistiir ve goriintiileme sistemi

kullanilarak gorsellestirilmistir.

2.2.14. Gen Bolgesinin Jelden Ekstraksiyonu ve Ekspresyon Vektoriiniin
Saflastirilmasi

Gen boélgelerinin saflastirilmasi igin GeneJET Gel Extraction Kit kullanilarak islemler

gerceklestirilmistir. Ekspresyon vektoriiniin saflastirilmasi i¢in ise yukarida anlatildig:

tizere GeneJET PCR Purification Kit kullanilarak saflastirma islemi yapilmistir (Bkz.

2.2.7).

2.2.15. chiA Uriiniiniin pET-22b (+) Vektoriine Ligasyonu ve Ligasyon
Uriiniiniin  E. coli BL21(DE3) Elektrokompetan Bakterisine
Transformasyonu

Saflastirilmis chiA geni ve ekspresyon vektoriiniin konsantrasyonlari spektrofotometre

de oOlgiilmiistiir. Ligasyon basamaginda kullanilacak miktarlar 2.2.8’de belirtildigi

tizere hesaplanmistir ve ligasyon yapilmistir. Ligasyon sonrasinda rekombinant
plazmitler elektrokompetan bakteriye trasnforme edilmistir ve 16 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda petrideki pozitif kolonilerden se¢im yapilarak
plazmit DNA izolasyonu (Bkz. 2.2.11) yapilmistir ve chiA genini igeren vektor -
80°C’ye kaldirilarak saklanmistir. ChiA gen bdlgesinin ekspresyon vektoriine insert
edilmis halini gérsellestirmek amaciyla biyoinformatik programi kullanilarak sematize

edilmistir (Sekil 2.4.).
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6xHis MCS
Reverse chiA(HindIII) (172 .. 196)

chiA-pET-22b(+)
7163 bp

Forward chiA(BamHI) (1844 .. 1874)

RBS
T7 promoter

Sekil 2. 4. Gen bolgesi ve ekspresyon vektoriiniin ligasyonunun sanal goriintiisii

2.2.16. chiA Proteininin Ekspresyonu ve Saflagtirilmasi

Elde edilen transformantlar AMP (100 pg/mL) i¢eren 250 mL LB besiyerine ekilmistir
ve ODeoo degeri 0.5-0.6'ya ulasana kadar 37°C'de 225 rpm’de inkiibe edilmistir.
Istenilen yogunluga ulagildiktan sonra chiA proteininin ekspresyonu, IPTG (0.5 mM)
ilavesiyle 30°C’de indiiklenmistir ve 4 saat boyunca inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda érnekler 5500 x g’de 4°C’de 15 dk santrifiij edilmistir. Olusan
yaklasik 1 g pellet buz lizerinde 3 mL 1X LEW Buffer kullanarak yeniden siispanse
edilmistir. Son konsantrasyon 1 mg/mL olacak sekilde lizozim eklenmistir ve buz
tizerinde 30 dk karistirict igerisinde inkiibasyona birakilmistir. Buz iizerindeki
inkiibasyon gergeklestikten sonra 6rnekler ultrasonik su banyosu igerisinde 10 X 15 s
ve aralarda 15 s buz {izerinde inkiibasyon olacak sekilde sonikasyon islemine tabi
tutulmustur. Elde edilen ham lizat 4°C’de 30 dk boyunca 10000 x g@’de
santrifiijlenmistir. Olugan pelleti bozmadan siipernatant kisim temiz bir ependorf tiip
igerisine aktarilmistir. Siipernatant kolona yiiklenmeden dnce kolonlarin dengelenmesi

i¢in igerisine 320 pL. 1X LEW Buffer doldurulmustur ve yercekimi ile bosalmasi
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beklenmistir. Sonrasinda dengelenmis kolona temizlenmis siipernatant eklenmistir ve
yer¢ekimi ile bosalmasi beklenmistir. Bosalan kolon 2 defa 320 uL. 1X LEW Buffer
ile yikanmistir. Son olarak eliisyon i¢in 1X Elution Buffer kolon igerisine konularak
polihistidin etiketli chiA proteini yeni bir ependorf tiip igerisine aktarilmasi
gerceklestirilmistir. Bu islemler ig¢in Protino Ni-TED 150 Packed Columns

kullanilmistir.

2.2.17. Protein Miktar Tayini ve Toplam Protein Standart Egrisi
Bradford Yontemi’ne gore standart olarak sigir serum alblimin (BSA) kullanilarak

protein miktar tayini yapilmistir (Bradford, 1976).

Standart egri hazirlanirken ilk olarak BSA, konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde
distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Cozelti igerisinden 12.5-25-50-100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarinda seyreltilmis standartlar hazirlanmistir. Hazirlanan standartlardan
50 uL alinip ependorf igerisine konulmustur ve igerisine 150 uL Bradford reaktifi
eklenip karistirildiktan sonra 20 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 595 nm’de
orneklerin kore gore absorbans degerleri Olgiilmiistir. Bulunan absorbans
degerlerinden en kiiciik kareler yontemi kullanilarak standart egri ¢izilmistir (Sekil
2.5.). Cizilen standart egri i¢in regresyon denklemi hesaplanmistir. Bilinmeyen protein

konsantrasyonlari bu egri kullanilarak hesaplanmistir.

BSA Standart Egrisi y =0,0025x + 0,0202
R*=0,9927

o L
n o))

o
~

Absorbans (595 nm)
o (=)
N w

=]
=

0
12,5 25 375 50 625 75 87,5 100 112,5 125 137,5 150 162,5 175 187,5 200

BSA Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 2. 5. BSA standart grafigi
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2.2.18.

SDS-PAGE

Cizelge 2. 10. SDS-PAGE bilesenleri ve miktarlar:

Bilesenler Running Gel Stacking Gel
%12 %4
1.5 M Tris HCI (pH:8.8) 1250 pL -
0.5 M Tris HCI (pH:6.8) - 500 pL
%30 Acrylamide/Bis- 1500 pL 200 pL
acrylamide
ddH20 2175 pL 1270 pL
%25 SDS 20 uL 8 uL
%10 APS 50 uL 20 puL
TEMED 5ulL 2 ulL
Toplam Hacim 5000 pL 2000 pL

Saflagtirilmig chiA proteinin boyutlarinin dogrulanmasi ve gorsellestirilmesi i¢in
Cizelge 2.10.’da verilen bilesenler kullanilarak SDS-PAGE jeli hazirlanmistir,
Proteinler Laemmli 2X &rnek tamponu iginde 1-1 oraninda yeniden siispanse
edilmistir. Siispanse edilen ornekler 95°C’de 5 dk tutulmustur ve buz iizerine
alinmigtir. Jel tanki 1X Running Buffer tamponu ile doldurmustur ve numunelerin her
birinden 30 pug markerden ise 5 pL alinarak jele yiiklenmistir. Ornekler Stacking
Gel’den ¢ikana kadar 60 V’ta yiiriitiilmiistiir ve Running Gel’in baslangi¢ izasina
geldiklerinde 120 V’a ¢ikarilarak numune tamponunun boyasi plakanin dibine ulagana
kadar yiritilmistir (Laemmli, 1970). Bu islem i¢in Owl Dual-Gel P8DS
kullanilmigtir.  Orneklerin boyanmasi ve boyasmin alinmas: Prandeep vd., (2014)
kullandig1 protokol modifiye edilerek yapilmistir. Poliakrilamid jel ilk 6nce bir kap
icerisine almmustir ve Staining sollisyonu eklenerek 1 dk mikrodalga firinda
tutulmustur, sonrasinda 1 saat boyunca c¢alkalanarak boyanmistir. Boyamanin
ardindan jel, distile su ile 3 kez durulanmistir. Ardindan Destaining soliisyonu
eklenerek 1 dk boyunca mikrodalga firinda bekletilmistir. Son olarak protein bantlari

acikca goriiliinceye kadar yavas yavas galkalanarak inkiibe edilmistir.
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2.2.19. Rekombinant Plazmiti Iceren E. coli BL21(DE3) Bakterilerinden RNA
izolasyonu
chiA gen boélgesinin klonlandigr pET-22b (+) ekspresyon vektoriinii i¢eren E. coli
BL21(DE3) bakterilerinden RNA izolasyonu yapmak i¢cin GeneJET RNA Purification
Kit kullanilmustir. i1k olarak bakteriler, icerisinde bulunan proteini eksprese etmek igin
calkalamali inkiibatorde 180 rpm’de 37°C’de ODeoo degeri 0.4 olana kadar LB besiyeri
igerisinde biyltiilmiistiir. Bakteriler istenilen biiyiikliige ulastiklarinda son
konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde IPTG eklenmistir ve 4 saat boyunca 30°C’de
indiiklenmistir. Indiiklenen 1.5 mL bakteri kiiltiirii mikrosantrifiij tiipiine alinmistir ve
2 dk boyunca 14.000 x g’de santrifiijlenmistir. Elde edilen pellet, lizozim (0,4 mg/mL
son konsantrasyon) ile desteklenmis 100 pL taze hazirlanmisg TE tamponu ile yeniden
siispanse edilmistir. Yeniden siispanse edilen pellet 25°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. B-
mercaptoethanol (1 mL tampon i¢in 20 pL) ile desteklenmis 300 uL Lysis Buffer
eklenmistir ve 15 s vortekslenerek homojen hale gelene kadar karigtirilmistir.
Homojen karisim igerisine 180 pL %96’lik etanol eklenmistir ve pipetaj yapilmistir.
Elde edilen lizat saflagtirma kolonuna aktarilmistir ve 1 dk 14.000 x g’de
santrifiijlenmistir. Akis atilmistir ve kolon igerisine 700 uL. Wash Buffer I eklenerek
14.000 x g’de 1 dk santrifiijlenmistir. Aynt islem 600 pL Wash Buffer 11 ile
gergeklestirilmistir. Yikama adiminin son basamaginda 250 pul. Wash Buffer 11
eklenerek 2 dk boyunca 14.000 x g’de santrifiij yapilmistir ve akis atilip 1 dk boyunca
daha 18.000 x g’de santrifiijlenmistir. Son olarak kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipti
igerisine alinmistir ve kolonun merkezine 100 uL. nuclease free water eklenip 14.000
X g’de santrifiijlenmistir. Eliisyon sonrasinda elde edilen RNA’nin safligini ve
konsantrasyonunu 6l¢gmek amaciyla spektrofotometre cihazi kullanilarak oOl¢iim
yapilmistir. Ayni zamanda izole edilen RNA’nin goriintiilenmesi amaci ile agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. Islemler sonrasinda RNA, cDNA sentezinde kullanilmak
tizere -80°C’de muhafaza edilmistir. Bu islemler gerceklestirilirken RNase free

reaktifler, pipet uglar1 ve mikrosantrifiij tlipleri kullanilmistir.

2.2.20. Total RNA’dan cDNA Sentezi

Bu islem i¢in RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit protokolii kullanilmistir ve
kit igerisinde bulunan protokole gore adimlar gerceklestirilmistir. Cizelge 2.11.°de
verilen bilesenler sirasiyla buz iizerinde niikleaz i¢ermeyen tiip igerisinde hafifce

kanistirilmistir ve kisaca santrifiijlenmistir.
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Cizelge 2. 11. cDNA sentezi bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Miktarlar
Template RNA (180 ng/pL) 2 uL
Oligo (dT)1s Primer 1ul
Nuclease free Water 9 uL
5X Reaction Buffer 4 uL
Ribolock RNase Inhibitor (20 U/pL) 1pL
dNTP Mix (10mM) 2 uL
RevertAid RT (200 U/pL) 1uL
Toplam Hacim 20 uL

Santrifiij sonrasinda 6rnekler 42°C’de 1 saat inkiibe edilmistir ve reaksiyon 5 dakika
boyunca 70°C’de tutularak sonlandirilmistir. Elde edilen cDNA PCR uygulamasinda

kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirilmistir.

2.2.21. cDNA’dan PCR

Indiiklenmis kompetan bakteriden izole edilen RNA’dan elde edilen cDNA
kullanilarak, chiA gen bdlgesinin proteine doniip donmedigini kontrol edilmistir. Bu
amagla cDNA, Cizelge 2.12.’de belirtilen bilesenler kullanilarak PCR reaksiyonuna
sokulmugtur. PCR reaksiyonu kurulurken yukarida verilen basamaklar seklinde
gergeklestirilmistir (Bkz. 2.2.5.). PCR sonucu olusan iirlinler agaroz jel elektroforezi

kullanilarak yiiriitilmiistiir ve goriintiilenmistir.

Cizelge 2. 12. cDNA PCR bilesenleri ve miktarlari

Komponent Hacim Son Konsantrasyon
2X Master Mix 25 puL 1X
Ileri Primer (10 pM) 1uL 10 uM
Geri Primer (10 pM) 1puL 10 uM
cDNA (150 ng) 2 ulL 300 ng
PCR Grade water 21 pL -
Toplam Hacim 50 pl -
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2.2.22. Kantitatif PCR (qPCR)

qPCR reaksiyonlari, FastStart Essential DNA Green Master Mix ve Cizelge 2.13.’de
belirtilen bilesenler kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu islemler 3 tekrarli ve Negatif
kontrol esliginde yapilmistir.

Cizelge 2. 13. qPCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Miktarlar
cDNA (150 ng) 2 uL
Forward Primer (10 uM) 1uL
Reverse Primer (10 pM) 1ulL
gPCR Master Mix (2x) 10 uL
PCR Grade Water 6 uL
Toplam Hacim 20 uL

Reaksiyonlar kurulurken, Master Mix protokoliine uyulmustur. Hazirlanan qPCR
tiipleri Roche LightCycler 96 SW cihazina yerlestirilmistir ve Cizelge 2.14.’te verilen

basamaklar ile islem gergeklestirilmistir.

Cizelge 2. 14. qPCR Basamaklari

Basamak Ismi Sicakhik (°C) Siire (sn) Déngii Sayist

On Inkiibasyon 95 600 1
95 20

3 Asamah Amplifikasyon 65 20 45
72 20
95 10

Erime 65 60 1
95 1

Soguma 37 30 1

2.2.23. qPCR Sonug¢larimin Degerlendirilmesi
Yapilan qPCR isleminin amaci yalnizca chiA geninin ekspresyonunu goézlemlemek

oldugu icin deneyde Housekeeping gen kullanilmamistir. Bu yiizden ACT degeri
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hesaplanmamistir. qPCR sonucunda elde edilen CT (Cycle Threshold) degerleri g6z

oniinde bulundurularak gen ekspresyonu hakkinda degerlendirme yapilmistir.

2.2.24. chiA Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi belirlenirken substrat olarak chitin azure kullanilarak
spektrofotometrik tayin yontemi ile aktivite tayini yapilmustir. Ik olarak 5 mg/mL
chitin azure’den (Mcilvain tamponu pH:5.2 igerisinde) 50 pL alinip ependorf tiip
igerisine konulmustur ve lizerine ayni oranda pH:7 fosfat tamponu eklenilerek
karigtirilmistir. Enzim miktar1 2 pg olacak sekilde karigim igerisine eklenmistir ve su
banyosunda 40°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Aktivitenin sonlandirilmasindan sonra
reaksiyon karisimi, 5 dakika boyunca 13.000 x g 'de santrifiijlenmistir. Daha sonra
kore (chitin azure + tampon) gére absorbans 560 nm'de Sl¢iilmiistiir. Elde edilen
ortalama absorbans degeri, iiclii numunelerin ortalamasidir. Absorbans degerindeki

0.01’lik artis, kitinaz enziminin bir birimi (U) olarak kabul edilmistir (Ramirez vd.,

2004).

2.2.25. chiA Enziminin Optimum pH’sinin Belirlenmesi

Cizelge 2. 15. Kullanilan tampon ¢ozeltiler

0.2 M Sitrik Asit 0.2 M Na2HPO4 Distile Su Toplam Hacim
pH (MA:96.05 g/mol) (MA:268.25 g/mol) [mL] [mL]
[mL] [mL]
3.0 79.6 20.4 100 200
4.0 61.4 38.6 100 200
5.0 48.6 51.4 100 200
0.2 M NaH2PO4 0.2 M Na2HPO4
(MA:138.99 g/mol) (MA:268.25 g/mol)
[mL] [mL]
6.0 87.7 12.3 100 200
7.0 39.0 61.0 100 200
8.0 5.3 94.7 100 200
0.2 M Glisin 0.2 M NaOH
(MA:75.05 g/mol) (MA:40.0 g/mol)
[mL] [mL]
9.0 8.8 50 141.2 200
10.0 32.0 50 118 200
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Elde edilen kitinaz enziminin aktivitesinin iizerine pH’ nin etkisini 6lgmek amaciyla
pH 3.0 — 10.0 araliginda Cizelge 2.15.’de verilen tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.
Enzimin calisti1 en iyi pH degerini bulmak i¢in (Bkz. 2.2.24)’de kullanilan aktivite
tayin yontemi kullanilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iim sonucu ¢ikan absorbans

degerleri grafige dokiilmiistiir.

2.2.26. chiA Enziminin Optimum Sicakhiginin Belirlenmesi

Optimum pH degeri belirlenen enzimin ¢alistig1 en iyi sicakligi belirlemek amaciyla
30°C’den baslanilarak 10’ar °C arttirilarak 100°C’ye kadar aktivite Ol¢iimii
yapilmistir. Enzimin en iyi ¢alistigi pH:5 tamponundan 50 pL alinarak ayni oranda
substrat ile karstirilmistir. Uzerine 2 pg chiA enzimi eklenmistir ve belirtilen
sicakliklarda 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda aktivitelerin
Olciilmesi amaciyla spektrofotometrede 560 nm’de 6l¢iim yapilmistir ve enzimin

optimum calisma sicakligi belirlenmistir.

2.2.27. chiA Enziminin Myzus persicae Uzerine insektisidal Aktivite Testleri

2.2.27.1.Patlican Yapraklarimin Hazirlanmast

M. persicae i¢in konukgu bitki olarak patlican se¢ilmistir. Patlican fideleri Mugla’nin
Koycegiz ilgesinden temin edilmis ve laboratuvar ortamina getirilmistir. Laboratuvar
ortamina getirilen fideler oran1 1/3 olacak sekilde torf-perlit karisimli topraga
ekilmistir. Seftali yaprak bitlerinin islenmemis bitki yapraklarinda test edilmesi igin
patlican fideleri icerebilecekleri insektisitlerden arindirmak amaciyla 3 hafta
biiyiitiilmiistlir. Fideler biyiitiiliitken yapraklarin kurumamasi i¢in ortam nemli

tutulmustur ve yapraklar direkt giines 151g1na maruz birakilmamigtir.

b)

53



Sekil 2. 6. a) Laboratuvara getirilen pathican fideleri, b) 1 haftalik pathican fideleri, c¢) 3 haftahik

pathican fideleri

2.2.27.2.Yaprak Bitlerinin Hazirlanmasi

M. persicae zararlis1 Malatya Turgut Ozal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
boliimiinden temin edilmistir. Temin edilen yaprak bitlerinin laboratuvarda iretimi
siirdiiriilmek amaciyla patlican yapraklarina bulastirilmistir. Istila edilmis yapraklar

iizerinden bitler fir¢ca yardimiyla toplanmstir.

Sekil 2. 7. M. persicae istila edilmis patlican yapragi
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2.2.27.3.Aktivite Denemeleri

Saflastirilmis chiA enziminin M. persicae lzerine etkinligi, IRAC (Insecticide
Resistance Action Committee) tarafindan onerilen 001 nolu metoda gore belirlenmistir
(IRAC, 2022). Denemede, laboratuvarda hazirlanan insektisit icermeyen patlican
bitkilerinin yapraklari kullanilmistir. Yapraklar bir disk ile 3 cm ¢apinda kesilmistir.
Yaprak diskleri, kontrol (saf su) ve enzim (kaba ve saf) konsantrasyonlarina (130 ppm,
100 ppm, 50 ppm, 40 ppm, 20 ppm ve 10 ppm) 10 saniye daldirilmistir ve kurumasi
icin (alt yiliz lste gelecek sekilde) nemli kurutma kagidi iizerinde bir siire
bekletilmistir. Daha sonra 6 cm ¢apindaki petri kabi igerisine, %2’lik agar hazirlanip
dokiilmistiir ve yaprak dokusuna zarar vermeyecek seviyede 1likliga ulasinca tizerine
enzim konsantrasyonlarina daldirilmis yaprak diskleri, yaprak alt yiizii iiste bakacak
sekilde petriye yerlestirilmistir. Sonrasinda her bir petri igerisine 5 adet M. persicae
yetiskinleri yerlestirilmistir ve 24 saat biiylimeye birakilmistir. 24 saat sonra
yetiskinler yaprak iizerinden firga yardimiyla toplanmistir. Ardindan petrinin tizeri
stre¢ filmle kapatilmistir ve hava almasi amaciyla stre¢ film igne ile delinmistir.
Petriler, 22 £ 1°C sicaklik ve 16/8 saat aydinlik/karanlik kosullarda olacak sekilde
inkiibe edilmistir. Petri igerisindeki yapraklar yaklagik 15 kadar bit ile istila edilene
kadar 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda petri i¢indeki bitler el mercegi
kullanilarak o6lii ve canli olarak kaydedilmistir. Firca ile dokunuldugunda tepki
vermeyenler ve koordineli hareket edemeyen bitler 6lii olarak kabul edilmistir.
Calisma 3 tekrarli sekilde yapilmistir. Test edilen chiA enzimi i¢in LDsg tahminini
saglamak {izere doz yanit analizi gergeklestirmek icin IBM SPSS programi

kullanilarak 6liim verileri degerlendirilmistir (IRAC, 2022).

a) — m A
© ®© 6 @ ® @
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Sekil 2. 8. a) 3 tekrarh doz denemeleri, b) Yaprak bitleri inkiibasyonu

2.2.28. Biyoinformatik Analizler
2.2.28.1.chiA-Kitin Baglanma Kompleksi

Swiss-model lizerinden yapilan modelleme sonucu PDB database’de bulunan S.
marcescens chiA (PDB DOI: 1EHN) enzimi ile S. marcescens GBS19’a ait chiA
enzimi yapisal olarak %98.7 benzerlik gostermistir ve bu kalip olusturmada
kullanilarak GBS19’un kitinaz {ireten aminoasit sckansma birebir Ol¢lide baz
alinmigtir ve PDB datasina doniistiiriilerek sonraki protein-ligand etkilesimini izlemek

icin modelleme ¢alismalarinda kullanilmistir (Sekil 2.9.).
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Sekil 2. 9. chiA Kristal yapisi

chiA enziminin substrati olan Kitin ile etkilesimlerinin molekiiler kenetlenme ile
belirlenmesi  ¢aligmalar1  {izerindeki etkilesim bolgeleri chiA  proteini, S.
marcescens GBS19 tizerindeki ilgili sekanslar {iizerinden homoloji uyumu ile
modellenmigtir. Daha sonra bu modellemede etkilesimi anlamak i¢in ligand olarak
Kitin molekiiliiniin mol2 verisi kullanilmigtir. Birlestirme odasi koordinatlar1 X=-1.8,
68.6, -5.7, Y=56.1, 169.0, 42.7, Z=27.2, 118.8, 18.5 merkezi konuma gore X=-2.5,
63.3, -7.8, Y=69.5, 169.3, 44.2, Z=33.5, 116.3, 18.2 koordinatlarina gore kor
yerlestirme yapilmistir. Daha sonra bu yerlestirmenin dogru sonug verip vermedigi E-

DOCK server iizerinde teyit edilmistir.

2.2.28.2.chiA Proteini Benzerlik Karsilastirma

S. marcescens GBS19 izolatina ait chiA proteinin NCBI veritabaninda bulunan ref seq
chiA proteinleri ile aminoasit benzerligi karsilastirilmistir. BLAST sonucunda en fazla
benzerlik gosteren 10 farkli proteine ait amino asit dizileri kaydedilmistir. Kaydedilen
diziler Jalview programi kullanilarak Allignment edilmistir ve gorsellestirilmistir.
Ayn1 zamanda bu aminoasitler ile kendi izolatimiza ait chiA proteini kullanilarak
filogenetik agac Neigbor joining metodu ile Geneious biyoinformatik programi

tizerinden ¢ikarilmstir.
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3. BULGULAR

3.1. Genomik DNA izolasyonu

S. marcescens GBS19°dan izole edilen genomik DNA’lar, spektrofotometre cihazi
kullanilarak 260 nm ve 280 nm'de absorbans ile spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
Izole edilen genomik DNA’lardan uygun olani, chiA geninin PCR ile ¢ogaltilmast igin

sablon olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3. 1. Genomik DNA izolasyonu sonucu degerleri

DNA Ornegi OD 260/280 Konsantrasyon
(ng/uL)
S. marcescens GBS19 1,82 60 ng/uL

Agaroz jel elektroforez sonucu markerden sonra gelen 1 numarali kuyucuktaki en
yogun bant veren ve spektrofotometrik olarakta saflig1 ve konsantrasyonu dogrulanmis

genomik DNA, sablon olarak secilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3. 1. Genomik DNA izolasyonu agaroz jel goriintiisii
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3.2. chiA Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

chiA gen Dbolgesi, tasarlanan primerler (Bkz. 2.2.4.) ile PCR’da cogaltilmistir.
Cogaltilan PCR firiinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir. S. marcescens
GBS19’dan izole edilen genomik DNA'dan elde edilen chiA genine ait 1708 bp
biiytlikliigiinde gen bolgesi gosterilmistir (Sekil 3.2.)

Marker

- ——
s ——
L —
- ——
- ——

Sekil 3. 2. Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (SM0311), 1) PCR sonucu chiA gen bolgesi

3.3. chiA Gen Boélgesinin Klonlanmasi

PCR sonucu elde edilen chiA geni ve klonlama vektorii ligasyon basamagina hazirlik
icin BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilmistir ve saflagtirilmistir.
Sonrasinda kesilip saf hale getirilen triinlerin ligasyonu saglanmistir. Ligasyon
basamagindan sonra geni iceren klonlama vektorii elektroporasyon yontemiyle
kompetan E. coli TOP10 bakterisine aktarilmigtir. Transformat bakteriler AMP, IPTG
ve X-gal igeren LB kat1 besiyerine ekilmistir. Ek olarak transformasyonun basarili bir
sekilde gergeklestigini gérmek i¢in gen bolgesini igermeyen sadece plazmit ile de
transformasyon islemi yapilmstir (Sekil 3.3.) Mavi-beyaz koloni se¢imi yoluyla chiA
genini iceren beyaz (+) koloniler secilmistir ve plazmit DNA izolasyonu

gergeklestirilmistir.
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Sekil 3. 3. a) Transformasyon sonrasi mavi-beyaz koloniler, b) Transformasyon kontrolii

yalnizca mavi koloniler

Rekombinant plazmitlerin chiA genine sahip oldugu kontroliiniin yapilmasi amaciyla
restriksiyon endoniikleazlar ile kesim yapilmis ve agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Ayrica
kullanilan plazmit BamHI kullanilarak lineer hale getirilmis ve jel iizerinde bantlarin
karsilagtirilabilmesi i¢in jele yliklenmistir. Jel sonucuna gore chiA geninin klonlama
vektoriine basarili bir sekilde ligasyonu ve kompetan bakteri igerisine transformasyonu

saglanmustir (Sekil 3.4.).

Marker

2931 bp 2931 bp

S —— - -

1695 bp 1695 bp

Sekil 3. 4. Marker Goldbio 1 kb DNA Ladder (D010-500), 1) BamHI1 ile tekli kesim pBluescript
Il KS (+), 2) Rekombinant plazmitin Hindl11-BamHI ile ikili kesimi, 3) Kesilip saflastirilmis
chiA gen bolgesi
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3.4. chiA Gen Bolgesi Sekans Analizi

Klonlama vektorii igerisinde bulunan kitinaz gen bolgesine ait dizinin dogrulugunu
karakterize etmek i¢cin NGS sekans analizi Ficus Biyoteknoloji (Ankara) tarafindan
yapilmistir  (EkK A). Sekans sonucu Snapgene uygulamasi kullanilarak
gorsellestirilmistir (Sekil 3.5.). Sonrasinda gen dizisi full genom sekans sonucu
elimizde bulunan dizi Jalview programi kullanilarak karsilagtirilmistir. Karsilagtirma
sonucunda klonlanan chiA gen bolgesi ile sekans sonucu gelen gen sekansinin stop
kodonlarinin elimine edilmesi sonucu olusan fark harici %100 uyum gosterdigi

bulunmustur (Sekil 3.6.)

(1896) End Start (1)

(1762 .. 1791) Forward chiA(BamHI) Reverse chiA(HindIll) (91 .. 114)

M13 fwd
\J\C'D {g M13 rev {7"7 Cs

00Y,

chiA-pBluescript II KS(+) Sekans
1895 bp

povt

600

chiA GBS19

1000

Sekil 3. 5. NGS sekans sonucu klonlama vektorii+chiA gen bolgesi simiilasyonu
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chid_ GBS19/146¢ 1 154
NGS_seq/1-1601 1 154
chid_GBST¥/1-16¢ 155 308
NGS_seqi1-1691 155 308
chif_GBSTU/1-16¢ 309 462
NGS_seq/1-1691 303 162
chid_GBST19/1-16¢ 463 616
NGS_seq1-1601 463 616
chiA_GBST19/1-16¢ B17 770
NGS_seq1-1691 617 770
chif_GBSTU/1-16¢ 771 924
NGS_seq1-1601 771 924
chiA_GBS19/1-46¢ 925 1078
NGS_seq1-1601 925 1078
chiA_GBS19/1-16¢ 1079 1232
NGS_seqr1-1691 1073 1232
chif_GBST/1-16¢ 1233 1386
NGS_seq/1-1601 1233 1386
chiA_GBS19/1-16¢ 1387 1540
NGS_seq1-1601 1387 1540
chid_GBS19/1-16¢ 1541 THA 1832
NGS_seqr1-1691 1541 Al 1891

Sekil 3. 6. chiA gen bolgesi-NGS sekans karsilastirma



3.5. chiA Gen Bolgesinin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Sekans sonucu elde edilen plazmitlerden chiA gen bolgesinin kesilmesi amaciyla
klonlama vektorii BamHI ve HindlIII restriksiyon enzimleri ile muamele edilmistir.
Kesim sonrasinda agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmis ve chiA gen bolgesi
jelden izole edilmistir. Ayn1 sekilde ekspresyon i¢in kullanilacak pET-22b (+)’de bu
enzimler ile kesilmistir ve temizlenmistir. Ligasyon basamagi 1:3 vektor/gen orani
olacak sekilde yapilmistir. Ligasyon uriinii elektrokompetant E. coli BL21(DE3)
igerisine trasnforme edilmistir. Transformasyon sonrasi bakteriler AMP igeren LB kati
besiyerlerine ekilmis ve gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
ertesinde elde edilen kolonilerden plazmit DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
plazmitlerin chiA genini igerip igermedigini saptamak amaciyla HindIII ve BamHI ile
ikili kesim yapilmustir. Ikili kesim sonucu chiA gen bdlgesinin ekspresyon vektorii

igerisinde dogru bir sekilde bulundugu ortaya konmustur (Sekil 3.7.)

Marker Marker

5468 bp 5468 bp

it

- c—
-

1695 bp 1695 bp

Sekil 3. 7. Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (SM0311), 1) Hindll1 ile tekli kesim pET-22b
(+), 2) Rekombinant pET-22b (+)’nin HindITI-BamHI ile ikili kesimi, 3) Kesilip saflagtirilmis
chiA gen bélgesi
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Ayn1 zamanda rekombinant plazmit sekanslanmigtir. Sekans sonucu Snapgene
uygulamasi araciligiyla gorsellestirilmistir. (Sekil 3.8.). chiA genine sahip
rekombinant plazmitleri iceren E.coli BL21(DE3) kolonilerinden stok alinarak

ekspresyon asamasinda kullanilmak {izere -80°C’ye kaldirilmistir.

T7 promoter’ End (2015)

Start (0)

(1822 .. 1852) Forward chiA(BamHI) Reverse chiA(HindIII) (147 ..174)

2000

‘O |77 terminag,

oc® \ \ac operator &y, O
?,0\‘)6 @65 Af/s
&

chiA-pET-22b(+) Sekans
2015 bp

chiA GBS19

Sekil 3. 8. NGS sekans sonucu ekspresyon vektorii+chiA gen bolgesi simiilasyonu

3.6. chiA Proteinin Ekspresyonu, Saflastirilmasi ve SDS-PAGE Analizi

Rekombinant pET-22b (+) plazmitini iceren E. coli BL21(DE3) konakg1 hiicreleri
IPTG ile indiiklenmistir. E. coli BL21(DE3) susu, lacUV5 promotorunun kontroliinde
T7 RNA polimeraz1 ifade eden ADE3 lizojeni igerir. Bu yiizden IPTG ile indiiklendigi
zaman T7 RNA polimeraz eksprese edilir. Kullandigimiz pET-22b (+) ekspresyon
vektorii de T7 promotoru icerdigi icin yiiksek seviyeli bir ekspresyon
gerceklestirilmistir. chiA proteinin ekspresyonundan sonra pET-22b (+) vektoriinde

bulunan his-tag etiketi sayesinde Ni-NTA afinite kromotografisi kullanarak
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saflastirilmistir. Saflagtirilmis protein SDS-PAGE ile analiz edilmistir. chiA proteini
beklenildigi tizere jel tizerinde 62.5 kDA biiyiikliigiinde bant vermistir (Sekil 3.9.).

Marker

62.5 kDA 62.5 kDA

Sekil 3. 9. Marker Pierce Unstained Protein MW Marker (26610), 1) Temizlenmis lizat, 2)

Yikanmis lizat 3) Protein 1. Eliisyonu, 4) Protein 2. eliisyonu

3.7. E.coli BL21(DE3)’den Total RNA izolasyonu

Indiiklenmis bakterilerden izole edilmis RNA’larin kalitesinin ve konsantrasyonunun

Olciilmesi amaciyla spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3. 2. Total RNA izolasyon sonuclari

RNA Ornegi OD 260/280 OD 260/230 Konsantrasyon
(ng/uL)
E. coli BL21(DE3) E1 2,13 2,27 184 ng/uL
E. coli BL21(DE3) E2 2,0 2,07 57,6 ng/uL
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Ayni zamanda agaroz jel elektroforezi kullanilarak RNA’lar gorsellestirilmistir.
Elektroforez sonucunda RNA’nin rRNA alt birimleri 3 bant seklinde jelde
goriintiilenmistir. Elde edilen RNA’lar ¢alismaya uygun goriiliip cDNA sentezinde
kullanilmistir (Sekil 3.10.).

Marker

Sekil 3. 10. Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (SM0311), 1) Total RNA 1. eliisyon, 2) Total
RNA 2. eliisyon

3.8. cDNA Sentezi ve cDNA PCR

chiA gen bolgesinin proteine doniisiip doniismediginin kontroliinii saglamak amaciyla
elde edilen RNA’lar, cDNA’ya doniistiiriilmiistiir ve elde edilen cDNA’lardan PCR
denemeleri kurulmustur. Normal PCR’da kullanilan bilesenlerden farkli olarak
genomik DNA yerine ¢cDNA kullanilarak islem gergeklestirilmistir. PCR sonucu
kitinaz gen bolgesi beklenen boyutta amplikon olusturmustur (Sekil 3.11.).
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Marker

1708 bp 1708 bp

Sekil 3. 11. Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (SM0311), 1-2) cDNA PCR agaroz jel

goriintiisii

3.9. Kantitatif PCR (QPCR)

Cizelge 3. 3. qPCR sonuglar1 CT degerleri

Ornek CT Degeri
chiA 1 14.22
chiA 2 13.92
chiA 3 14.41
Negatif Kontrol 1 -

gPCR sonucu elde edilen CT degerleri verilmistir (Cizelge 3.3.). Orneklerin erime
egrisinde olusan tim pikler ayni zamandadir ve negatif kontrol igin ise pik
olusmamustir (Sekil 3.12.). Buradan yola ¢ikarak yabanct DNA veya primer dimeri
kontaminasyonu gdzlemlenmedigine karar verilmistir. Ayni zamanda chiA gen

bolgesinin proteine doniistiigli sonucuna varilmistir.
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Sekil 3. 12. qPCR sonucu erime egrisi

3.10. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kitinaz enziminin optimum pH ve optimum sicakliginin 6l¢iilmesinden once aktivite
gosterip gostermedigi denetlenmistir. Chitin-azure kullanilarak pH:7 tamponunda
aktivite testi yapilmistir. 3 tekrarli yapilan deney sonucu spektorofotometre’de 560
nm’de Ol¢iilen absorbans degerleri kaydedilmistir ve ortalamasi alinmistir (Cizelge
3.4.) Elde edilen absorbans degerindeki 0.01°lik artis, kitinaz enziminin bir birimi (U)

olarak kabul edilmistir.

Cizelge 3. 4. Enzim aktivite sonuclari

Ornek Absorbans Degeri

(50 uL) (560 nm) Unit

chiA 1 0.110 11

chiA 2 0.098 9.8

chiA 3 0.101 10.1
Ortalama 0.103 10.3

3.10.1. Optimum pH’nin Belirlenmesi

Aktivitesi belirlenmis chiA enzimi iizerine pH nin etkisinin belirlenmesi amaciyla pH
3 ve 10 arasindaki tamponlar kullanilarak aktivite l¢timii yapilmigtir. 3 tekrarl: sekilde
gergeklestirilen deneylerin spektrofotometre de yapilan 6l¢iim sonuglar1 gosterilmistir

(Cizelge 3.5.).
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Cizelge 3. 5. pH-absorbans tablosu

Tamponlar Ornek Absorbans Tamponlar Ornek Absorbans
(50 uL) Degeri (50 uL) Degeri
(560 nm) (560 nm)

chiA 1 0.0932 chiA 1 0.110

pH:3 chiA 2 0.0953 pH:7 chiA 2 0.098
chiA 3 0.0944 chiA 3 0.101

Ortalama 0.0943 Ortalama 0.103

chiA 1 0.0986 chiA 1 0.105

pH:4 chiA 2 0.0932 pH:8 chiA 2 0.083
chiA 3 0.0899 chiA 3 0.109

Ortalama 0.0939 Ortalama 0.099

chiA 1 0.107 chiA 1 0.102

pH:5 chiA 2 0.118 pH:9 chiA 2 0.097
chiA 3 0.123 chiA 3 0.0959

Ortalama 0.116 Ortalama 0.0983

chiA 1 0.108 chiA 1 0.101

pH:6 chiA 2 0.108 pH:10 chiA 2 0.0976
chiA 3 0.093 chiA 3 0.0957

Ortalama 0.103 Ortalama 0.0981

Elde edilen aktivite sonuglar1 kullanilarak pH-aktivite grafigi olusturulmustur.
Grafikten de gorildiigli iizere chiA enzimi pH:5 tamponunda en iyi aktivite

gostermistir (Sekil 3.13.).

Optimum pH
105
100
g 95
g
S 90
=
4
I 85 ) ° —
&
o 80
o
75
70
3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 3. 13. Optimum pH grafigi
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3.10.2. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Kitinaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisini 6lgmek amaciyla 30°C’den 100°C’ye

kadar su banyosu igerisinde enzim aktivitesi bakilmistir. 30 dk sonunda 3 tekrarli

sekilde yapilan deneyin absorbanslari okunmustur ve ortalamasi alinmistir (Cizelge

3.6.)
Cizelge 3. 6. Sicakhik-absorbans tablosu
Sicakhk Ornek Absorbans Sicakhk Ornek Absorbans
(50 uL) Degeri (50 uL) Degeri
(560 nm) (560 nm)
chiA 1 0.0987 chiA 1 0.102
30°C chiA 2 0.105 70°C chiA 2 0.105
chiA 3 0.0963 chiA 3 0.99
Ortalama 0.1 Ortalama 0.102
chiA 1 0.124 chiA 1 0.109
40°C chiA 2 0.118 80°C chiA 2 0.112
chiA 3 0.136 chiA 3 0.097
Ortalama 0.126 Ortalama 0.106
chiA 1 0.113 chiA 1 0.098
50°C chiA 2 0.098 90°C chiA 2 0.094
chiA 3 0.095 chiA 3 0.12
Ortalama 0.102 Ortalama 0.104
chiA 1 0.113 chiA 1 0.086
60°C chiA 2 0.107 100°C chiA 2 0.1
chiA 3 0.104 chiA 3 0.108
Ortalama 0.108 Ortalama 0.098

Ayni zamanda elde edilen ortalama degerler kullanilarak sicaklik-aktivite grafigi

olusturulmustur. Grafikte de goriildiigi iizere S. marcescens GBS19 chiA enziminin

calistig1 optimum sicaklik 40°C olarak belirlenmistir (Sekil 3.14.)
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Optimum Sicaklik
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Sekil 3. 14. Optimum sicaklik grafigi

3.11. Myzus persicae Uzerine insektisidal Aktivite Testleri

Yaprak daldirma metodu kullanilarak yapilan aktivite denemelerinde 72 saatlik
inkiibasyon sonunda yaprak {izerinde yasayan canli ve 6lii bitler sayild1 ve sonuglar

grafik olusturularak karsilastirildi (Sekil 3.15.)
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Oliim Orani (%)

Saf Enzim

3998 43,32666667

10 20 4

0
Kontrol 0
Konsantrasyonlar (ppm)
Kaba Enzim
100
39,98
23,32666667
0 -
Kontrol 50 100 130

Konsantrasyonlar (ppm)

Sekil 3. 15. chiA enziminin (kaba ve saf) farkli konsantrasyonlarda M. persicae iizerine

3.11.1. insektisidal Aktivite Sonuclarinin LD50 Degerleri

insektisidal etkileri

Insektisidal aktivite sonuglarma gére M. persicae’lerin %50’sini 6ldiirmek icin gerekli

enzim konsantrasyonlar1 (LD50) hesaplanmistir (Cizelge 3.7.) Saflastirilmamis chiA

enziminin saf chiA enzimine gore oldiiriiciiliigliniin yaklasik 5 kat daha diisiik oldugu

bulunmustur.
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Cizelge 3. 7. chiA enzim LDso degerleri

Ornek LDso
Saf Enzim 15.804 ppm
Kaba Enzim 81.090 ppm

3.12. Biyoinformatik Analiz Sonuglar1

3.12.1. chiA-Kitin Baglanma

Yapilan analizler sonucu ile chiA ile kitin arasinda en yiiksek baglanmanin -4.10
kcal/mol oldugu tespit edilmistir. Bunun haricinde enzim iizerinde 7 ayr1 yerde de
baglanmalar (4.0-3.2 kcal/mol seviyelerinde) gerceklestigi tespit edilmis olup en
yiiksek baglanmanin gercklestigi oda sonuclari burada gdosterilmistir. Yerlestirme
sonuglart ile ilgili sonuglar ve baglanma sekilleri verilmistir (Sekil 3.16.) En iyi
baglanma ve etkilesim noktas1t TYRazg0, METz3gs, ASNaz91, SER364, ALA3es, PHE316 VE
LY Sse9 koordinatlarinda gergeklesmistir.

7
™ terréoo
ABY e

iSPSQ‘I =

Sekil 3. 16. chiA proteini ile kitin molekiilii arasinda etkilesim
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3.12.2. chiA Proteini Benzerlik Karsilastirma Sonucu

S. marcescens GBS19 izolatina ait chiA proteinine ait aminoasit dizisi (Sekil 3.17.) ve
niikleotid sekansi (Sekil 3.19.) verilmistir.

>chiA aminoasit sekansi (Serratia marcescens GBS19)

MRKFNKPLLA

DVSVSWNLWN

TASDATEIVV

AQONLTHLLYG

GVTAWDDPYK

LOTWKFEDGV

SAISAGKDKI

VNGVNALLAQ

QIASQFMSGD

IDADNGDILN

LVIGSTLCSA

GDTGTTAKIL

ADTDGSHLAP

FIPICGGNGI

GNFGQLMALK

DIGWEFPGGN

DKVAYNVAQN

GVKPGKIVVG

WOQYTYDATAE

SMNASLGNSA

AQAAAPGKPT

LNGKEAWSGP

LKEPLLEKNK

NDSLKEIEGS

QAHPDLKILP

GANPNLGSPQ

SMDHIFLMSY

TAMYGRGWTG

APYVFKPSTG

GVQ

IAWGNTKFAI

STGASGTANF

PYKONSGKVV

FOALQRSCQG

SIGGWTLSDP

DGETYVLLMK

DFYGAFDLKN

VNGYQNNIPF

DLITFDDARS

VEVDQAATAY

KVNKGGRYQOM

GSYEFVEWGVY

REDFKVSIHD

FFFMGDKVKR

ELRAMLDQLS

LGHQTALNAP

TGTATGPVKG

VOAKGKYVLD

NNLVKVKNAA

QVALCNADGC

GRNEFTVDKIP

PFAALQKAQK

DREVGSVKEF

AETGRKYELT

AWKPDTAYTT

TWENGIVDYR

KQLGGLFESWE
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360
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563

Sekil 3. 17. S. marcescens GBS19 chiA aminoasit sekansi

Izolatimiz chiA proteinine en yakin benzerlik gosteren kitinaz proteinleri NCBI
veritabanindan indirilmistir ve Neighbor joining yontemi ile filogenetik agac
cizilmistir ve S. marcescens GBS19’a ait chiA agag iizerinde isaretlenmistir (Sekil
3.18.). Bu sonuglara gore kendisine en yakin grupsal dallanmalara gore klonlanarak
caligilan sekans Neigbor Joining analizine gore 83/1000 oraninda bir farklilik
gdstermistir.

—— 22923 o wwE_234586889.1_41-563

2.22x107"

VWP_O0O3T4228269.1_FM-563

0.0037

0.0028 WP_0D12004609.1_J1-563

VWWP_099062212.1_J/1-563

0.0053

—= i chifA_GBS19/1-563

VWP_0491928206.1_/1-563

0.0377 0.0015
o

WWP_O33645062.1_J/1-563

WWF_OG63918221.1_J/1-563

s.81x107"

9.002 VWP_D43142281.1/1-563

2.4x10™

zBax10™"

WWF_O33631459.1_J1-563

WWP_O21504113.1_/1-563

Sekil 3. 18. chiA proteinleri filogenetik agac
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>chiA gen sekansi (Serratia marcescens GBS19)

ATGCGCAAAT

GCGCAGGCCG

GTCGAAGTCG

GACGTTTCGG

TTAAATGGCA

AAAGTGAATA

ACCGCCAGCG

TTGAAAGAGC

GGCTCTTATT

GCGCAGAACC

AACGACAGCC

CGCGAGGACT

GGCGTGACCG

CAGGCGCATC

TTCTTCTTCA

CTGCAGACCT

GGTGCCAACC

GAGCTGCGGG

TCCGCCATCA

TCGATGGATC

CTGGGGCATC

GTGAACGGCG

ACCGCCATGT

ACCGGCACCG

CAAATCGCCA

GCGCCTTACG

GTGCAGGCCA

ATCGACGCGG

GGCGTTCAAT

TTAATAAACC

CCGCGCCGGG

ATCAGGCGGC

TCTCCTGGAA

AAGAGGCGTG

AAGGCGGCCG

ACGCCACCGA

CGCTGCTGGA

TCGTCGAGTG

TGACCCATCT

TGAAAGAGAT

TCAAAGTCTC

CCTGGGATGA

CTGACCTGAA

TGGGCGACAA

GGAAGTTCTT

CGAACCTGGG

CGATGCTGGA

GCGCCGGCAA

ACATCTTCCT

AGACCGCGCT

TCAATGCGCT

ATGGCCGCGG

CCACCGGGCC

GCCAGTTCAT

TGTTCAAACC

AGGGCAAGTA

ACAACGGCGA

AA

GCTGTTGGCG

CAAGCCGACC

CACCGCTTAT

TTTATGGAAT

GAGCGGCCCT

TTATCAAATG

AATTGTGGTG

AAAGAATAAA

GGGCGTTTAC

GCTGTACGGC

CGAAGGCAGC

GATTCACGAT

CCCCTACAAG

AATCCTGCCG

GGTGAAGCGC

CGATGGCGTG

CAGCCCGCAG

TCAGCTGTCC

GGACAAGATC

GATGAGCTAC

GAATGCGCCG

GCTGGCGCAG

CTGGACCGGG

GGTTAAAGGC

GAGCGGCGAT

TTCCACCGGC

CGTGTTGGAT

TATTCTCAAC

CTGGTGATCG

ATCGCCTGGG

AATAATCTGG

GGCGACACCG

TCAACCGGCG

CAGGTGGCGT

GCCGACACCG

CCCTATAAAC

GGGCGCAATT

TTTATCCCGA

TTCCAGGCGT

CCGTTCGCCG

GGCAACTTCG

TCGATCGGCG

GATCGCTTCG

GATATCGGCT

GACGGGGAAA

GCGGAAACCG

GACAAGGTGG

GACTTCTACG

GCCTGGAAAC

GGCGTCAAGC

GTGAACGGCT

ACCTGGGAGA

TGGCAGTACA

GATCTGATCA

AAGCAGTTGG

AGCATGAACG

GCAGCACGCT

GCAACACCAA

TGAAGGTAAA

GCACGACGGC

CTTCCGGTAC

TGTGCAATGC

ACGGCAGCCA

AGAATTCCGG

TCACCGTCGA

TCTGCGGCGG

TGCAGCGCTC

CGCTGCAAAA

GCCAGCTGAT

GCTGGACGCT

TCGGTTCGGT

GGGAGTTCCC

CCTATGTGCT

GCCGCAAGTA

CTTACAACGT

GCGCCTTCGA

CGGACACCGC

CGGGCAAGAT

ACCAGAACAA

ACGGCATCGT

CCTACGACGC

CCTTCGACGA

GCGGCCTGTT

CCAGCCTGGG

GTGTTCCGCG

GTTCGCCATC

AAATGCCGCC

AAAAATTTTA

GGCGAATTTT

CGACGGCTGC

TTTGGCGCCG

CAAAGTGGTC

CAAGATCCCG

CAACGGCATC

CTGCCAGGGT

AGCGCAGAAG

GGCGCTGAAG

GTCCGACCCG

GAAAGAGTTC

GGGCGGCAAC

GTTGATGAAG

TGAGCTGACC

CGCGCAGAAC

TCTGAAAAAC

CTACACCACG

CGTGGTCGGC

CATTCCGTTC

GGACTACCGC

CACGGCGGAA

TGCCCGCTCG

CTCCTGGGAG

CAACAGCGCC

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1692

Sekil 3. 19. S. marcescens GBS19 chiA gen sekansi
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Aminoasit verisi kullanilarak NCBI veritabaninda bulunan diger kitinaz proteinleri ile
aminoasit sekanslar1 karsilagtirllmistir. Elimizdeki izolata ait chiA proteini diger
proteinlere gore 12, 313 ve 490. aminoastilerde tamamen farklilik gostermistir (Sekil
3.20.).

chiA_GBS19, 1 [ 97
WP_043142; 1 [ 97
WP_049198; 1 [ 97
WP_033631: 1 [ 97
WP_033645¢ 1 | 97
WP_021504: 1 Vi 97
WP_063918: 1 | 97
WP_234586¢ 1 Vi 97
WP_037422¢ 1 Vi 97
WP_012004¢ 1 Vi 97
WP_099062: 1 Vi 97
chiA_GBS19, 98 194
WP_043142; 98 194
WP_049198: 98 194
WP_033631: 98 194
WP_033645( 98 194
WP_021504: 98 194
WP_063918: 98 194
WP_234586¢ 98 194
WP_037422¢ 98 194
WP_012004¢ 98 194
WP_099062: 98 194
chiA_GBS19, 195 201
WP_043142: 195 201
WP_049198: 195 201
WP_033631< 195 201
WP_033645( 195 201
WP_021504: 195 201
WP_063918: 195 291
WP_234586¢ 195 201
WP_037422¢ 195 201
WP_012004¢ 195 201
WP_099062: 195 201
chiA_GBS19, 292 388
WP_043142: 292 388
WP_049198: 292 388
WP_033631< 292 388
WP_033645( 292 388
WP_021504: 292 388
WP_063918; 292 388
WP_234586¢ 292 388
WP_037422¢ 292 388
WP_012004¢ 292 388
WP_099062: 292 388

chiA_GBS19, 389
WP_043142: 389
WP_049198: 389
WP_033631- 389
WP_033645( 389
WP_021504: 389
WP_063918: 389
WP_234586¢ 389
WP_037422¢ 389
WP_012004¢ 389
WP_099062: 389

chiA_GBS19, 486
WP_043142; 486
WP_049198; 486
WP_033631+ 486
WP_033645( 486
WP_021504: 486
WP_063918: 486
WP_234586¢ 486
WP_037422: 486
WP_012004¢ 486
WP_099062: 486

Sekil 3. 20. chiA proteinleri aminoasit benzerligi
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4. SONUC VE TARTISMA

Kitin dogada yaygin olarak dagilmistir ve yengecler ve karidesler gibi kabuklularin
kabuklariin, boceklerin dis iskeletlerinin ve ¢esitli mantarlarin hiicre duvarlariin
onemli bir bilesenini olusturur. Son yillarda ¢esitli 6zellikleri ve ¢ok ¢esitli potansiyel
endiistriyel uygulamalar1 nedeniyle biiyiik ilgi gérmiistiir (Bhattacharya vd., 2007).
Kitinazlar (EC 3.2.1.14), N-asetilglukozamin (GIcNAc) 'nin ¢6ziinmez dogrusal -1,4
bagli bir polimeri olan kitinin hidrolitik bozulmasini1 katalize eden glikozil
hidrolazlardir (Bhattacharya vd., 2007). Genel olarak, GH18 kitinazlar bakterilerde,
mantarlarda, viriislerde, hayvanlarda ve bazi bitkilerde bulunabilirken, GH19
enzimleri esas olarak bitkilerde ve nematodlarda ve nadiren bakterilerde
tanimlanmistir (Garcia-Fraga vd., 2015).

Sentetik pestisitlerin yogun kullaniminin ¢evre ve insan sagligi tizerindeki olumsuz
etkisi, bitki hastaliklarin1 ve zararlilarini1 kontrol etmek i¢in ¢evre dostu uygulamalar
arayisini tesvik etmistir. Bunlar arasinda, faydali organizmalar1 veya iirlinlerini
(biyoaktif molekiiller veya hidrolitik enzimler) kullanmaya dayanan biyokontrol, en
biliyiik vaadi tutar ve biitlinlesmis hasere yOnetiminin bir ayagi olarak kabul
edilir. Kitinazlar ise bu amag¢ i¢in 6zellikle ¢ekicidir, ¢iinki fungus oldiiriicii, bécek
oldiiriicti ve nematisidal aktiviteleri vardir (Berini vd., 2018) Biyopestisit pazar1 hala
toplam kiiresel bitki koruma pazarmin kiiciik bir boliimiinii temsil etmektedir (2016
yilinda tahmini degeri 2,78 milyar dolardir), ancak ¢ok hizli bir sekilde biiyilimesi ve
2022 yilmin sonuna kadar 6,55 milyar dolara ulagmas1 ve biiyiime oraninin %15,34
olmas1 beklenmektedir (Chen, 2017).

Kitinin dogadaki dagilimi sayesinde, kitinazlar son zamanlarda bocekleri, funguslar
ve nematodlar1 ayni1 anda kontrol edebildikleri i¢in entegre hasere ydnetimi
stratejilerinde umut verici biyopestisitler olarak olasi kullanimlarina dikkat
¢ekmislerdir (Berini vd., 2016). Boceklerde bagirsak ve dis iskelet yapisi igerdikleri
kitin polimerleri sebebi ile, kitinaz tarafindan hedef alinan 6nemli kisimlardandir. Bu
sebeple mikroorganizmalar tarafindan firetilen kitinaz enzimi zararli boceklerin
miicadelesinde kullanilabilme potansiyeli olan mikrobiyal ajanlardir (Sulaiman,
2020).

Bugiine kadar, Bacillus licheniformis LHH100, Chitinibacter sp. GC72, Bacillus
holodurans C-125, Pseudoalteromonas tunicata CCUG 44952T, Serratia
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proteamaculans 568, Chromobacterium violaceum ATCC 12472, Bacillus altitudinis
KA15, Paenibacillus barengoltzii, Cohnella sp. AO01, Serratia marcescens B4A,
Hydrogenophilus hirschii KB-DZ44, Xenorhabdus nematophila HB310 gibi bakteri
suslarina ait kitinaz genleri klonlanmis ve heterolog olarak ifade edilmistir (Laribi-
Habchi vd., 2015; Gao vd., 2015; da Silva vd., 2014; Garcia-Fraga vd., 2015;
Purushotham ve Podile, 2012; Lobo vd., 2013; Asmani vd., 2020; Yang vd., 2016;
Aliabadi vd., 2016; Babashpour vd., 2012; Bouacem vd., 2018; Liu vd., 2019). Gram
(-) negatif bakteriler arasinda S. marcescens, dogada kitinin en etkili bozucularindan
biri olarak kabul edilir ve kitinaz islemselligini incelemek i¢in model bir sistem olarak
kullanilir (Vaaje-Kolstad vd., 2013). Bu ¢alismada da topraktan izole edilmis ve full
genom sekanst Mugla Sitki Kogman Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji
Laboratuvari kiitiiphanesinde bulunan S. marcescens tiiriine ait GBS19 (Assembly
Number: GCA_021474915) susu kullanilmistir. S. marcescens’e ait chiA'nin B-kitini
chiB ve chiC'den ¢ok daha verimli bir sekilde bozdugu bilinmektedir. Benzer bir
gozlem o-kitinin bozulmasi igin de yapilmustir. Buradan elde edilen veri ile, chiA'nin
yiiksek aktivitesinin, kristalin substrata katalitik verimliliginden daha fazla erisme
konusundaki {istiin bir yeteneginden kaynaklandigi anlasilabilir (Suzuki vd., 2002).
Literatiir taramasindan elde edilen bilgi dogrultusunda bu calismada S. marcescens
GBS19 chiA proteini ¢alisilmistir.

S. marcescens GBS19 bakteri izolatinin icerdigi chiA gen bolgesinin kopyalanmasi
amaciyla gene spesifik primerler tasarlanmistir ve PCR aracilifiyla ¢ogaltilmistir.
Cogaltilan gen bolgesi pBluescript I KS (+) vektoriine klonlanmistir. Klonlanan gen
bolgesinin  dogrulugunu saptamak amaciyla Kklonlar NGS sekans analizine
gonderilmistir ve gelen sonuclar degerlendirilmistir. Firmadan gelen sekans sonuglari
ve elimizde bulunan gen bolgesinin sekansi karsilastirildiginda 1692 bp’lik chiA gen
bolgesinin vektdr icerisine baz kaybi veya degisimi olmadan klonlandig:
dogrulanmistir. Bu degerlendirmeler sonucu izolatimizin sahip oldugu chiA proteini
NCBI veritabaninda bulunan ref_seq kitinaz proteinleri ile karsilagtirilmistir.
Karsilastirma sonucunda; veritabanindaki S. marcescens Kitinaz proteinine
(WP_043142281) %98,93, S. nematodiphila kitinaz proteinine (WP_033631459)
%98,76, S. surfactantfaciens Kkitinaz proteinine (WP_063918221) %98,58, S.
entomophila kitinaz proteinine (WP_234586889) %95,20 ve S. grimesii Kitinaz
proteinine (WP_037422869) %94,85 benzerlik gostermistir.
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Horn vd., (2006) ¢alismalarinda, S. marcescens BJL200 susu kitinazlarim1 konak
olarak E. coli kullanarak klonlamis ve eksprese etmislerdir. Ayni sekilde Suzuki vd.,
(2002); Hult vd., (2005) yaptiklar1 ¢alismalarda S. marcescens 2170 izolatindan
kitinazlar1 klonlama ve ekspresyon igin E. coli konagini1 kullanmiglardir. Literatiir
taramalarinda bulunan ¢alismalardan yola ¢ikilarak verimli sonuglar elde edilmesi
sebebiyle bu ¢aligmada, klonlama agamasinda konak olarak E. coli TOP10 ekspresyon
asamasinda ise E. coli BL21(DE3) susu kullanilmustir.

Klonlama basamagindan sonra ekspresyon asamasi i¢in kitinaz gen bolgesi T7 RNA
polimeraz promotoruna sahip pET-22b (+) vektoriine klonlanmistir ve E. coli
BL21(DE3) bakterisinde protein ekspresyonu yapilmistir. Eksprese edilen chiA
proteini, vektor icerisinde bulunan his-taq etiketi sayesinde Ni-NTA afinite
kromotografisi kullanilarak saflastirilmistir. SDS-PAGE analizi ile saflastirilan chiA
proteininin his-taq kuyruk dahil sahip oldugu biyiiklik 62,5 kDA olarak
dogrulanmigtir. Bunun yanisira rekombinant E. coli BL21(DE3) bakterisi RNA’s1
kullanilarak chiA gen bdlgesinin proteine doniigiip doniismedigi cDNA PCR ile
kontrol edilmistir ve agaroz jel lizerinde 1708 bp olarak beklenen boyutta bant
goriilmiistiir. Gen ekspresyonunun gergeklesip gergeklesmedigini gormek amaciyla
ise JPCR yapilmistir ve erime egrisinde olusan piklere gore genin eksprese oldugu
sonucuna varilmistir.

Elde edilen saf chiA enziminin aktivitesi 6lglildiikten sonra enzimin ¢alistig1 optimum
pH ve sicaklik degerleri hesaplanmistir. 3-10 pH araliginda yapilan Ol¢limlerde
belirgin bir sekilde farklilik goriillmemistir bununla birlikte pH:5 de enzim aktivitesi
daha yiiksek Ol¢iilmiistiir. Okay ve Alshehri (2020), S. marcescens Bn10’dan izole
ettikleri chiA proteini i¢in optimum pH’yr 9 (alkali) bulmuslardir. Aynmi sekilde
Aggarwal vd., (2016) S. marcescens’den izole ettikleri Kitinaz proteinine ait optimum
pH’y1 9 olarak bildirmislerdir. Benzer bi¢cimde Danismazoglu vd., (2015), S.
marcescens’den chiA izole etmislerdir ve optimum pH’sin1 8 olarak bulmuslardir.
Buna nazaran Babashpour vd., (2012) yaptiklar1 ¢alismada S. marcescens B4A’dan
saflagtirdiklar1 chiA’nin optimum pH’sin1 6 (asidik) oldugunu belirlemislerdir.
Nawani ve Kapadnis, (2001)’in ¢alistiklart S. marcescens NK1 izolatna ait kitinaz en
iyi aktiviteyi pH:6,2’de gostermistir. Baska bir ¢alismada Li vd., (2020), S.
marcescens’den saflastirdiklart chiA enzimine ait optimum pH’y1 6 bulmuslardir.
Zarei vd., (2011), ¢alismalarinda S. marcescens B4A izolatim1 kullanmislardir fakat

chiA enziminin optimum pH’sin1 Babosphour vd., (2012) yaptigi ¢alismaya gore farkli
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olarak pH:5 bulmuslardir. Moon vd., (2017), ise S. marcescens PRNK-1’den izole
ettikleri kitinaz enzimin optimum pH’sin1 5,5 bulmuglardir. Literatiir taramalarinda S.
marcescens bakterisine ait farkli izolatlarin sahip olduklari chiA enziminin optimum
pH’sinin’da farkli olabilecegi goriilmiistiir.

Toprak orjinli S. marcescens GBS19 izolatina ait chiA enziminin optimum sicaklig1
40°C olarak bulunmustur. Li vd., (2020), Uzak dogu mutfaginda kullanilan Lentinula
edodes (Sitaki mantari) iizerinden S. marcescens tiirii bakteri izole etmislerdir. izole
ettikleri bakteriye ait chiA proteini lizerinde yaptiklar1 ¢alismada saflastirdiklar:
enzimin optimum sicakligint 55°C bulmuslardir. 2020 yilinda Okay ve Alshehri
Balaninus nucum (Findik kurdu)’dan izole edilen S. marcescens chiA proteini tizerine
calismislardir ve ¢alistiklar1 enzimin optimum sicakligin1 60°C olarak bildirmislerdir.
Danigsmazoglu vd., (2015), 6lit Helicoverpa armigera (Yesil kurt) larvalari iizerinden
bakteri izolasyonu yapmislardir ve daha sonra izole ettikleri bakterinin 16s rRNA
sonucuna gore S. marcescens tiirii oldugunu belirlemislerdir. Bulduklar1 bakteriye ait
chiA enziminin optimum sicakligin1 37°C bildirmislerdir. Literatiir taramalarina
bakildiginda farkli orjinlerden izole edilen S. marcescens bakterisine ait kitinazlar
farkli sicakliklarda optimum aktivite gostermistir. Bununla birlikte calismamizda izole
edilen chiA enziminin optimum sicakliginin, M. persicae’nin ilkbahar ve yaz aylarinda
dagilim gosterdigi yerlerde bulunan hava sicakliklarina yakin olmasi, tarim zararlisi
seftali yaprak bitine karsi biyolojik miicadelede kullanilabilme potansiyelinin
olabilecegi goriilmistiir. Broadway vd., (1998) yaptiklari ¢alismada Streptomyces
albidoflavus bakterisine ait endokitinazlart M. persicae zararlisina denemislerdir ve
bdcegin hayatta kalim oranini 6nemli dl¢lide azalttigini belirtmislerdir. Danismazoglu
vd., (2015), S. marcescens Ha-Pink'ten izole ettikleri chiA, H. armigera larvalar
tizerinde bocek oldiiriicii aktivite gostermistir. B. Laterosporus'dan saflastirilmis bir
kitinazin ise Plutella xylostella (Lahana Yaprakgiivesi) iizerine insektisidal
aktivitesinin oldugu belirtilmistir (Prasanna vd., 2013).

Bugiine kadar, kitinaz iiretimi igin ¢esitli kaynaklar arastirillmistir ve daha iyi
ozelliklere sahip birgok kitinaz kesfedilmistir. Bununla birlikte dogal olarak iiretilen
kitinazlar endiistriyel formata uymadiklari i¢in endiistriyel uygulamada degillerdir. Bu
nedenle genetik miihendisligi, endiistri ve dogal suslar arasinda arabulucu olarak rol
oynamistir. Kitinazlarin verimliligindeki artis, vahsi suslara kiyasla rekombinant
organizmalar tarafindan belirtilmistir (Gohel vd., 2004). Kitinazlarin uygulamalari,

biyokontrol ajani olarak islev gordiigii tarim gibi ¢esitli alanlarda 1yi bilinmektedir.
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Rekombinant enzim iiretim sistemleri artik verimli endiistriyel kitinaz iiretimi i¢in
umut verici platformlardir (Yan ve Fong, 2015). Mikrobiyal kitinazlar, biyiik
miktarlarda gesitli kitinazlar tiretme potansiyellerini kanitlamistir (Singh vd., 2021).
Kitinazlarin sayisiz uygulamasi nedeniyle, taleplerinin yakin gelecekte artmasi
beklenmektedir (Poria vd., 2021).

Yapilan caligmada kitinaz enzimi kullanilarak iiriin veriminin arttirilmasi ve iiriin
kayiplarinin azaltilmasi mimkiin olabilir. Kitinazlarin bocegin kitin tabakasini
parcalamasi ve bu pargalanma sonucu bocegin beslenmesini ve savunmasini azaltmasi
sebebiyle bitki zararlisi boceklere karsi biyolojik temelli kontrol metodu olarak
kullanilma potansiyelleri olduk¢a yliksektir. Ayni zamanda bitki zararhilarryla
miicadelede kullanilan ilaglar igerisinde kitinaz enziminin kullanilabilirligi miimkiin
oldugundan dolay1 bu ilaglarin iretimi ve birim alandaki etkinligi arttirilabilir.
Diinyada ve iilkemizde kitinaz enziminin endiistriyel iiretimi olduk¢a sinirlidir.
Dolayistyla kitinaz enziminin ticari teminini arttirmaya yonelik calismalara ihtiyag
vardir. Elde edilen sonuglar, mikrobiyal kaynakli S. marcescens GBS19 chiA proteinin
M. persicae iizerine etkilerini arastirmak i¢in bundan sonraki ¢alismalara bir baglangi¢
olmustur. chiA proteininin bocek o6ldiiriicii etkisi ve hangi tiir boceklerde kontrol
amagl kullanabilecegi yeni denemeler kurularak arastirilmalidir. S6z konusu enzim
icin biyopestisit olarak kullanim potansiyelinin oldugu, bu tez ¢aligmasinda bilimsel
verilerle ortaya konmustur. Bundan sonraki aragtirmalar bu enzimin endiistriyel ve

saha uygulama amagli kullanimi ile ilgili yeni denemelerle devam edecektir.
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1. Mapping summary report

1.1 Summary statistics

Count Percentage of reads Average length Number of bases
References 1 1,692.00 1,692
Mapped reads 16,730 10.87% 124.59 2,084,316
Not mapped reads 137,142 89.13% 116.83 16,022,948
Reads in pairs 2,980 1.94% 212.52 448,574
Broken paired reads 13,750 8.94% 118.96 1,635,742
Total reads 153,872 100.00% 117.68 18,107,264

Percentage of bases

11.51%

88.49%

2.48%

9.03%

100.00%
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1.2 Distribution of read length
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1.3 Distribution of mapped read length
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1.4 Distribution of un-mapped read length
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1.5 Paired reads distance distribution

Distance
35 -
30 3
3 25 3
© -
o =
5 20 3
S 155
E 3
Z 10 3
5 2
0:
Ze 2o 7o 2o S ) D Dy D D D D 2 2 2
DS D % D G 0" %8 S0 S8 0 % 0 % D
Basepairs
7

96



Kisisel Bilgiler

Ad Soyad:
Uyruk:
Dogum Tarihi:
Medeni Hali:
Telefon:

E-posta:

Egitim

OZGECMIS

A***t C*N
T.C.

0*/0*/9*

Bekar

0 5*3 **1 3* 5*

C*********B@ q m**l C*m

Alinan Derece Aldig1 Kurum/ Universite

Mezuniyet Yili

Lise

Biga Atatiirk Anadolu Lisesi

2015

Lisans

Mugla Sitkt Kogman Universitesi

2019

Yabanc Dil

Dil(Ingilizce) Baslangic Orta

Tleri

Yazma

Konusma

Anlama

Okuma

X| X| X

Bilimsel Faaliyetler

Bildiriler

A. Can, A. Baasit, Discrimination of bacterial strains by using repetitive domain
Sequences with RFLP, Poster Sunum, 5th Syposium on Euroasian Biodiversity (2021)

Y. Kiirtim, A. Korkut & A. Can Endless Earth, Microbial Biodiversity, Poster Sunum,
5th Syposium on Euroasian Biodiversity (2021)

97


mailto:c*********3@gm**l.c*m

A. Can, O. Baysal, Full Genom Sekans1 Yapilmis Serratia marcescens Tiiriine Ait
Yeni Bir Susun, chiA Gen Bolgesinin Klonlanmasi, Karakterizasyonu, Ekspresyonu,
Enzim Aktivite Tayini ve Myzus persicae Uzerine Etkisinin incelenmesi, XII. Fen
Bilimleri Arastirma E-Sempozyumu, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tiirkiye, 28 May1s 2021.

Deneyimler
Istege Bagh Yaz Staji, Canakkale 18 Mart Universitesi Fen Fakiiltesi- Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Bolimii- Genomikler ve Transkriptomikler Arastirma
Laboratuvar (2018)

98



