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OZET

Fungal hiicre duvar1 ve bocek dis iskeleti temel yap1 bileseni olarak kitin i¢erdiginden
kitinaz enzimleri hem ¢esitli bitki hastaliklarina neden olan fitopatojen funguslara hem de
zararl boceklere karsi biyolojik kontrol ajani olarak kullanilma potansiyeline sahiptirler.

Bu calismada, dogal olarak Olmiis Helicoverpa armigera larvasmdan Serratia
marcescens bakterisi izole edildi. Bu bakteriden kitinaz A, B ve C enzimlerini kodlayan
genler ( chid, chiB ve chiC) dejenerat primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Cogaltilan
genlerin niikleotid dizilimini belirlemek i¢in PCR iiriinleri pGEM-T Easy klonlama vektoriine
klonland1 ve dizin analizine gonderildi. Dizin analizi yapilan kitinaz A, B ve C genlerinin
DNA ve aminoasit siralari literatlirdeki mevcut kitinaz genlerinin DNA ve aminoasit siralari
ile karsilagtirildi.

Analiz sonuglar1 bu ¢aligmada izole edilmis S. marcescens bakterisine ait chiA geninin
literatiirde ki S.marcescens (BJL200) chiA genine %99, chiB’nin literatiirde ki S.marcescens
(BJL200) chiB genine %97 ve chiC’nin ise literatiirde ki S. marcescens chiCl genine %96
oraninda benzer oldugunu gosterdi. Dizin analizi yapilan bu kitinaz genleri pET-28a(+)
ekspresyon vektoriine klonlanarak Escherichia coli’de proteinleri ekspres edildi. Ekspres
edilen proteinler saflastirilarak, SDS-PAGE analizine tabi tutuldular. Bu analiz sonucunda
chiA genine ait 57kDa’luk, chiB genine ait 53kDa’luk ve chiC genine ait S0kDa’luk protein
bantlar1 jel iizerinde belirlendi. Elde edilen enzimlerin en iyi g¢alistigt pH ve sicaklik
araliklarma bakildi. Buna gore; kitinaz B’nin en iyi pH 9 ve 35°C sicaklikta, kitinaz C’nin ise

pH 8,5 ve 33 °C sicaklikta aktivite gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Serratia marcescens, chiA, chiB, chiC, Kitinaz tliretimi, Protein
ekspresyonu, Enzim aktivitesi
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SUMMARY

Characterisation, Expression, and Purification, of Chitinase A, B and C genes isolated
from Serratia marcescens originating from Helicoverpa armigera and determining their
enzyme activity

Chitinases have been shown to be potential agents for biological control of the plant
diseases caused by various phytopathogenic fungi and insect pests, because fungal cell walls
and insect exoskeletons contain chitin as a major structural component.

In this study, the gene encoding chitinase A (chiA), chitinase B (chiB) and chitinase C
(chiC) from Serratia marcescens that isolated from naturally died Helicoverpa armigera
larvae, amplified with dejenerate primers by PCR. For identifying the nucleotide sequence of
the amplified genes, PCR products were cloned into the pGEM-T Easy cloning vector.
Nucleotide sequences of chitinase A (chiA), chitinase B (chiB) and chitinase C genes and
their deduced amino acid sequences were determined and compared with other chitinase A
(chiA), chitinase B (chiB) and chitinase C (chiC) genes.

For the analysis results, chiA, chiB and chiC genes belong to Serratia marcescens
have %99 homology with (BJL200) chiA for chitinase A, 97% homology with S.marcescens
(BJL200) chiB gene for chitinase B and 96% homology with S.marcescens chiCl for
chitinase C1. To express the protein produced by chitinase A chitinase B and chitinase C
genes in a different host and detect their activity the genes were cloned into pET-28a(+)
expression vector. The proteins expressed in expression vector were isolated, purified and
SDS-PAGE analysis of the proteins were performed. 57 kDa protein band belonged to chiA
gene, 53 kDa protein band belonged to chiB gene and 50 kDa protein band belonged to chiC
gene were observed on polyacrylamide gel.

The enzymes were obtained and their optimum pH and temperature were determined.
For this chitinase B has activity at pH 9 and 35°C and chitinase C has activity pH 8,5 ve 33
°C.

Key Words: Serratia marcescens, chiA, chiB, chiC, Chitinase production, Expression of
protein, Activity of enzyme
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1. GENEL BILGILER

1.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmada olusan tiim reaksiyonlarin hizli bir sekilde koordine
edilmesini saglayan protein ana yapili spesifik biyokatalizorlerdir. Tiim canlilarda bulunan bu
enzimler hiicrelerde gerceklesen bir¢ok biyokimyasal reaksiyonun katalizini canli hiicreye
zarar vermeden ve hizli bir sekilde gergeklestirir. Enzimler metabolizmada yapim, yikim,
hidroliz, elektron aktarimi gibi olaylarda gorev alirlar. Kimyasal katalizorlere kiyasla sahip
olduklar1 katalitik gii¢, spesifiklik ve diizenlenebilirlik 6zelliklerinden dolay:r da avantajhi
molekiillerdir. Uygun kosullarin saglanmasi durumunda enzimler in vitro olarak da katalitik
etki gosterebildikleri i¢in pek ¢ok alanda da kullanilabilmektedirler.

Enzimler binlerce yi1l Oncesinden bu yana insanhiga hizmet etmis olup ilk
biyoteknolojik islemler olarak kabul edilen ekmek, yogurt, bira, sarap, peynir gibi iiriinlerin
hazirlanmasinda bilinmeden kullanilmislardir. Gegtigimiz yilizyildan itibaren ise enzim
alaninda yapilan ¢aligmalar arttirilmistir. Spallanzani (1783) tarafindan atmaca mide suyunun
eti yumusattiginin bulunmasi, Kirchoff (1811)’un bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve
sekerlere doniistiigiinii belirlemesi, Robiquet, Boutron ve Chaland (1830)’1n amigdalinin ac1
badem tarafindan hidrolizlendigini kesfetmeleri, Payen ve Persoz (1833)’un nisastay:1 sekere
doniistiiren bir maddeyi alkol ¢oktiirmesiyle elde etmeleri ve hiicre dig1 enzimatik aktivitenin
varliginin anlagilmasi enzimoloji alaninda yapilan ilk temel ¢aligmalar olmustur (Aechle,
2004).

Enzimler kesfedildikleri ilk yillarda ferment olarak adlandirilmis olsa da ilk kez
Berzelius (1838) enzimler icin katalizor (biyokatalizér) ifadesini kullanmis ve ardindan
Kiinhe (1878) enzim terimini kullanan ilk kisi olmusgtur. 1800’1l yillarin sonuna dogru Emil
Fischer enzimlerin substratlarina olan 6zgiinliiklerini ortaya koyarak anahtar-kilit modelini
tanimlamig ve bazi temel kavramlarin enzimoloji alanma girmesini saglamistir. Summer
(1926)’1n kristalize formda iireaz enzimini ilk olarak elde etmesiyle enzim saflastirma ve
kristallendirme ¢aligmalar1 hiz kazanmigtir. 1950 yilina dek pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi
proteolitik enzimlerin bulundugu pek ¢ok enzim saflastirilarak kristalize edilmistir. Svedberg
tarafindan gerceklestirilen ultrasantrifiij teknigi ile enzimlerin molekiil kiitlelerine gore

ayrimmin yapilabileceginin belirtilmesi, 1960 yilinda riiboniikleazin aminoasit dizisinin



aydinlatilmasi, 1965 yilinda lizozimin 3 boyutlu yapisinin X-iginlar1 kristalografisi ile
belirlenmesi enzimlerin kimyas1 ve yapist alanindaki ilk ¢aligmalar olmustur. 1950-1960
yillar1 arasinda yapilan enzimolojik ¢aligmalardan enzimlerin yapisal esnekligi ile ilgili
bilgiler ortaya ¢ikmig ve 1958 yilinda Koshland, enzimlerin katalitik giicii ve 6zgilinliigiini
aciklamak tiizere indiikklenmis uyum (induced fit) modelini Onermistir. Aminoasit
prekiirsorlerinden riboniikleaz enziminin kimyasal olarak sentezi ilk kez Merrifield ve
arkadagslar: (1969) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu alanda yapilan 6nemli bir gelisme
olmamasma ragmen hazirlanan preparatin katalitik aktivitesi ve kimyasal saflig1 oldukca
diisik olmustur. Enzimler kullanim amaglarina gore 3 grupta toplanabilirler.

1-Uretime yonelik cesitli reaksiyonlarin katalizinde kullanilan saflik dereceleri diisiik
olan endiistriyel enzimler,

2-Bilimsel arastirma ve analitik amagla kullanilan saflik dereceleri yliksek analitik
enzimler,

3-Cesitli fizyolojik hastaliklarm tedavisinde kullanilan ve saflik derecesi oldukca

yiiksek klinik enzimler.

1.2. Enzimlerin Yapisi

Enzimler kimyasal yap1 bakimindan protein ana yapili molekiillerdir. Fakat bazi
enzimlerde, proteine, protein olmayan daha kiiciik organik veya anorganik molekiillerin
baglanmasiyla olugsmus proteid yapisi da s6z konusudur. Enzimin sadece proteinden olusmus
ve kofaktorleri icermeyen inaktif kismina apoenzim, tiim kofaktorleri ve koenzimleri igeren
katalitik aktif kismimna ise haloenzim denir. Enzimlerin aktivite gosterebilmeleri i¢in gerekli
olan, protein yapida olmayan, genellikle metal iyonlarindan (Fe+2, Mn+2, Zn+2 gibi) olusan
yan gruplarina kofaktér denir. Koenzim ise, enzimlerin aktivite gosterebilmek icin gereksinim
duyduklar1 kompleks organik molekiillerdir.

Enzimlerin protein kism1 diger dogal proteinlerde oldugu gibi 20 dogal amino asitin
peptid baglariyla baglanmas sonucu olusmustur. Ancak ¢ogu enzimde, translasyon sonrasi
modifikasyonlar sonucu protein zincirinde yer alan amino asitlerin yan zincirlerinde (R-
gruplar1) baz1 kimyasal degisiklikler meydana gelebilmektedir. Bu durumda protein zincirine
karbonhidrat, lipid, ¢esitli organik molekiiller veya metal iyonlar1 baglanmaktadir. Enzimlerin
yapilarinin aydmlatilmasinda ilk adim primer (birincil) yapisinin yani protein kismmin amino

asit dizilis sirasmin aydinlatilmasidir. Dogal proteinlerin yapismna giren 20 amino asit



mevcuttur ve bunlar birbirlerine kovalent olarak peptid baglar: ile baglanirlar. ikinci adim,
polipeptid zincirinin yapisindaki amino asitlerin R gruplar1 dikkate alimmaksizin uzaydaki
konformasyonu yani sekonder (ikincil) yapmin belirlenmesidir. ikincil yapmin olusumunda
ozellikle zincir i¢i ve zincirler aras1 olusan hidrojen kdprii baglar1 énemlidir. Ugiincii adim ise
iic boyutlu yapinin olusumunda etkili rol oynayan tersiyer (iigiinciil) yapmin belirlenmesidir.
Tersiyer yapi, zincirdeki aminoasitlerin R gruplarmm da dikkate alinarak uzaydaki
konumunun belirlenmesidir. Bu yapiy1 belirleyen baslica etmenler; hidrojen baglari, disiilfit
baglari, iyonik etkilesimler ve hidrofobik etkilesimlerdir. Birden fazla alt birim (peptid
zinciri)den olusan enzimler de (oligomerik yapili) dordiincii adim kuarter (dordiinciil) yapinin
aydinlatilmasidir. Dordiinciil yaps, alt birimler arasindaki iligki ve toplam molekiiliin uzaydaki
konformasyonudur. Boyle bir enzimin alt birimleri varyasyonu ile izoenzimler tiirer.
Izoenzimler, izozimler olarak da adlandirilir ve ayni reaksiyonu katalizleyen, farkli birincil
yapiya sahip, ayni organizmada olusan iki ya da daha fazla enzimdir. Enzimlerin 3 boyutlu
yapilar1 giinlimiizde x-1g1inlar1 kristalografisi ile ayrintili olarak aydinlatilabilmektedir. Bunun
icin Oncelikle enzimin saf kristalize formuna ve primer yapi bilgisine ihtiya¢c duyulur.
Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat denir. Enzim molekiiliiniin belirli bir bdlgesinde
enzimatik reaksiyonun gergeklestigi bir merkez bulunur. Bu merkez aktif merkez olarak
adlandirilir ve daima bir oluk veya yarik seklindedir.

Aktif merkezde yer alan aminoasitlerin bir kismi substratin buraya dogru olarak
baglanmasi1 saglar. Baglanmada etkin olan kuvvetler hidrojen baglari, hidrofobik
etkilesimler, iyonik etkilesimler ve kovalent baglardir. Aktif merkezde substratin baglandigi
bir baglanma bélgesi ve bir de katalitik donilistime ugratildig1 katalitik aktivite bdlgesi bulunur

(Y1ddirim vd., 2007).

1.3. Enzimlerin Kullanim Alanlari

Enzimlerin onemli bir uygulama alani endiistrideki kullanimlaridir. Ciinkd, klasik
kimyasal katalizorlere gore endiistriyel katalizorler olarak enzimler 6nemli baz1 avantajlara
sahiptirler (Goodenough vd., 1995). Yiiksek diizeyde substrat 6zgiinliigli, istenmeyen yan
tirtinlerin olusumunu elimine ederken materyal maliyetini diisiiriir ve ¢evre sorunu yaratmaz.

- Bazi stereodzgiin reaksiyonlar enzimler olmadan gerceklestirilemezler.

- Operasyon kosullarinmn 1siya duyarli substratlar1 bozma olasiligini azaltir ve

operasyonun korozyon etkilerini ve enerji gereksinimlerini diigiiriir.



- Reaksiyon hiz1 yiiksek ve maliyeti diistiktiir.
Endiistriyel alanda kullanilan enzimlere 6rnek olarak proteolitik enzimler, amilolitik
enzimler, glukoz izomerazlar, pektolitik enzimler, seliilazlar ve galaktozidazlar verilebilir.
Enzimlerin diger bir 6nemli uygulama alanlar1 klinik amag¢lh kullanimlaridir. Medikal
alandaki uygulamalara 6rnek olarak; genetik bozukluklarin, dolasim hastaliklarinin, kanserin,
sindirim yetmezliginin tedavisi, yara temizligi ve tedavisi, ila¢ tasarimi verilebilir. Bu amagla
amilaz, papain, pepsin, lipaz, seliillaz, tripsin ve riboniikleaz gibi pek ¢ok enzim
kullanilmaktadir (Hebeda ve Hui, 1992). Enzimler in vitro kosullarda da oldukga etkili
katalizorler olduklar1 i¢in genetik miithendisliginin de vazgec¢ilmezleridir. Bu alanda kullanilan
enzimler, hiicrede DNA replikasyonu ve transkripsiyonu, istenmeyen ya da yabanci DNA
molekiillerinin yikimi, mutant DNA’nin onarimi ve rekombinasyon gibi gesitli yasamsal
olaylarda 6nemli rol oynamaktadirlar. Genetik miihendisliginde kullanilan enzimler baglica 4
grup altinda toplanirlar (Favaloro vd., 1980). Niikleazlar; niikleik asit molekiillerini kesen,
boylarmi kisaltan veya parcalayan enzimlerdir. Bunlar ekzo- ve endoniikleazlar, restriksiyon
endoniikleazlaridir. Ligazlar; niikleik asitleri birbirine baglayan enzimlerdir. E. coli T4 ligazi
gibi. Polimerazlar; niikleik asitlerin kopyalarim1 hazirlayan enzimlerdir. E. coli DNA
polimeraz I, reverse transkriptaz, terminal transferaz, termolabil DNA polimeraz gibi.
Modifikasyon enzimleri; kimyasal gruplari ekleyen ya da ayiran enzimlerdir. Alkali fosfataz,

poliniikleotid kinaz gibi.

1.4. Biyolojik Kontrol ve Kitinazin Hedef Olarak Kullanilmasi

Dogada yararli ve zararli olarak tanimlanan cesitli bocek tiirleri bulunmaktadir.
Dogaya ve insana zararli olan ¢ok az sayida bocek tiirii bulunmasma ragmen 6zellikle bu
zararll bocek tiirleri tarim alanlarinda biiyiilk ekonomik kayiplara neden olmaktadwr. Hizli
niifus artis1 ile birlikte tarim alanlarinda meydana gelen iiriin kayiplar1 ilkemizi her gecen giin
disa bagimli hale getirmektedir. Zararli bocek tiirlerinin olusturdugu zarar nedeniyle Tiirkiye
bir¢ok iilkeden tarim iiriinleri ithal etmektedir.

Zararl boceklerle miicadelede yaygin olarak kimyasal insektisitler kullanilmaktadir
(Lewis vd., 1997). Kimyasal insektisitlerin kullanimi1 tarimsal {iretimin artirilmasinda énemli
rol oynamaktadir. Fakat kimyasal insektisitlerin uzun siireli ve sik kullanim1 insan saghgini
olumsuz etkilemekte ayrica hedef dis1 canlilara etkisi sonucu dogal dengenin bozulmasina

neden olmaktadir (Montesinos, 2003). Kimyasal insektisitler hava, toprak ve su kirliliginin



olusmasinda da etkilidir. Kimyasal ila¢larin tarim zararlilarina kars1 yiiksek dozda ve bilingsiz
kullanimlari, bunlarin kimyasallara kars1 diren¢ kazanmalarina neden olmaktadir.

Cassidy (2005) yaptig1 ¢alismada, zararli kimyasallardan olan heptachlor epoxide ve
estradiol’lin gogiis kanserini tetiklemeye katkist oldugunu tespit etmistir. Schreinemachers
(2003) in bir calismasinda da chlorophenoxy kimyasalinin yaygin bir sekilde kullanilmasmin
dogumda goriilen anormalliklere ve bu anormallikler sonucu erken Oliimlere yol actigi
belirtilmistir.

Kimyasallarin kullanimi ile gergeklestirilen zararli bocek kontroliine alternatif bir
yontem de biyolojik miicadele yontemidir. Biyolojik miicadele, zararli boceklerin yapmis
oldugu zararlar1 en aza indirmek i¢in bu boceklerin dogal diismanlarini onlara karst kullanma
olarak tanimlanabilir. Biyolojik miicadelede rol oynayan ajanlar genel olarak viriisler,
bakteriler, mantarlar, protozoonlar ve nematodlardir.

Entomopatojen bakteriler, giiniimiizde zararli boceklere karsi en fazla kullanilan
mikroorganizmalardir. Baz1 bakteriler kitinolitik aktivite gostermektedir. Kitinolitik aktivite
gosteren bu bakterilerin bazilar1 ayni1 zamanda bitkisel hastaliklara kars1 da kullanilmaktadir.

Kitinolitik aktivite gdsteren bakteriler arasinda en ¢ok bilinen gram negatif bakteriler
Aeromonas, Chromobacterium, Photobacterium, Pseudomonas, Serratia, Vibrio, hareketli
bakterilerden ise Chitinophaga, Cytophaga ve Lasobacter dir. Gram positif bakterilerden
yaygin olarak kitin {retenler ise aktinomisetler, Ornegin; Arthrobacter, Nocardia, ve
Streptomyces cinsleri ve spor lreten cinslerden ise Bacillus ve Clostridium bulunmaktadir

(Thamthiankul vd., 2001).

1.5. Kitin Degredasyonu

1.5.1. Kitin

Kitin, (1,4,)-p-baglh homopolisakkarit N-asetilglukozamin (Sampson ve Gooday,
1998; Vaaje-Kolstad vd., 2004; Hoell vd., 2005; Suginta vd., 2005) dogada selillozdan sonra
en ¢ok bulunan ikinci biyopolimerdir (Lonhienne vd., 2001; Vaaje-Kolstad vd., 2005). Kitin
ve seliiloz molekiiler olarak birbirlerine ¢ok benzerler, bu nedenle bazen kitinin seliilozun bir
yan iriinii olabilecegi bile diislinlilmiistiir.. Sadece kitin asetamid igerirken seliiloz hidroksi

grup icermektedir. Kitinin yapis1 Sekil 1. de goriilmektedir.



H
OH
H
H
H HN-C-CH CH,OH
" 3 H

a

N-Acetylglucosamine

Sekil 1. Kitinin molekiiler yapist (URL-1)

Kitin, diatomelerde, mayalarda, mantarlarda, protozoa, eklembacaklilarda, boceklerde,
kabuklularda, nematotlarda ve diger omurgasizlarda bulunmaktadir (Trudel ve Asselin 1989).
Tablo 1. farkli organizmalardaki kitin oranini géstermektedir. Kitin, boceklerde kutikulun ve
cogu bocegin bagirsagini koruyan peritrofik membranin ana bilesenidir. Bagirsagi enfekte
eden patojenlerin Oncelikle bu kitince zengin bariyeri ge¢meleri gerekmektedir (Shen ve
Jacobs-Lorena, 1997; Sampson ve Gooday, 1998; Hoell vd., 2005). Kitini disakkaritlerine
veya daha biiylik oligosakkaritlere parcalamak kitinaz enzimi vasitasiyla ekstraselliilar olarak
yapilmaktadir (Sitrit vd., 1995).

Kitinin dikkat ¢ekici 6zelliklerinin bir arada toplanmasi onu ¢ok yonlii kullanima uygun
hale getirmistir. Kitin, toksik etki gdstermeyen, alerjik olmayan, anti mikrobiyal ve degrede
olabilen bir polimer olma 6zelligine sahiptir. Gliglii pozitif yiiklerinin bulunmasi, protein gibi
makromolekiillere, deriye ve metal igeren negatif yliklii yiizeylere baglanmasini saglar.

Okyanuslarda bulunan bazi bakteriler, degrede olmus deniz kabuklarindan olusan
kiigiik seker halkalarini algilayabilmektedirler. Bu bakterilerden biri olan Vibrio furnisii ile
ilgili yapilan bir caligmada bu bakterilerin bir deniz kabugu bulup, salgiladiklar1 enzimlerle bu
kabugu parcgaladiklar1 tespit edilmistir. Dokuz asamadan olusan bu siire¢ sonucunda bu

bakterilerin kitindeki basit sekerleri amonyagi indirgedigi belirlenmistir (URL-2).



Tablo 1. Farkli organizmalarda bulunan kitin oranlar1

Organizma Oran
Mantar 5-20
Solucan 20-38
Ahtapot 3-20
Oriimcek 38
Hamambdcegi 35
Ipekbocegi 44
Yabani yenge¢ 69
Yenebilen yengeg 70
Akrep 30
Su bocegi 37

Son on yil boyunca selilloz ve kitin gibi ¢dziinmeyen polimerlerin enzim ve
degredasyon mekanizmalari iizerindeki ¢caligmalar biiyiik gelisme gostermistir. Bu yeni bilgi
ile dogadaki biiylik miktardaki polimerlerin doniisiimiin nasil oldugunu anlamada yardimci
olmaktadir (Brurberg vd., 2000).

Her yil biyosferde 10 gigaton civarinda kitin sentezlenip degrede olmaktadir. Kitin ve
iriinlerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri de yanma sonucu olusan hastaliklar1 tedavi etmede
kullanilir. Kitin canli dokularla birlikte ¢ok iyi uyum saglamaktadir ve bdylece yaralari
tyilestirme 6zelligi ¢cok fazla gdzlenmektedir.

Kitozan, kitinin enzimatik deasetilasyonu tarafindan olusturulan bir polimerdir (da
Silva Amorim vd., 2001). Kitozan, fabrikalar i¢in saglikli boyalar yapiminda
kullanilmaktadir. Hatta medikal firmalar kilo kayb1 i¢in kullanilan iiriinlerinde de kitozani
kullanmaktadirlar. Kitozanin serum kolestrol seviyesini diisiirdiigline dair deliller bile
bulunmaktadir. Baz1 arastrmacilar ise kitozanm tarim {riinlerini arttirdigmma ve havuzlari
temizledigine dair ¢aligmalar1 bulunmaktadwr. Saglik alaninda kitozandan oldukca
faydalanilmaktadir. Ulser ve lezyonlar: iyilestirdigi, antibakteriyal oldugu, dis ¢iiriimesi ve
plak olusumunu engelledigi, kan basincini kontrol etmeye yardimct oldugu ve tiimor karsiti

rol oynadig1 bilinmektedir (URL-3).



1.5.2. Kitinazlar

Kitin hidrolizlenmesi iki tip enzim tarafindan gerceklesmektedir ilki biiyiik enzim olan
kitinazlardir  [poly-B-1,4-(2-acetamido-2-deoxy)-D-glucoside  glycanohydrolases, @ EC
3.2.1.14]. Kitinazlarin, N-asetilglukozaminin multimerlerini olusturan endokitinazlar ve
polimerin indirgenmemis ucundan baslayan, diisitk molekiiler agirliga sahip, ¢oziinebilen
dimerlerin siirekli salinmasini katalizleyen ekzokitinazlar olmak tiizere iki alt grubu
bulunmaktadir. ikinci tip enzim ise kitobiozu N-asetilglukozamin monomerine hidrolizleyen
kitobiazlardir (Roberts ve Selitrennikoff, 1988; Botha vd., 1998; Souza vd., 2003; Ruiz-
Sanchez vd., 2005; Suginta vd., 2005).

Kitin iceren tiim organizmalardaki kitinaz enzimi hiicre duvarmin ve dig iskeletin
morfogenezi i¢in gerekmektedir. Kitin icermeyen diger organizmalar ise yiyeceklerdeki
polimerleri degrede ederek kitinaz tiretebilmektedirler (Roberts ve Selitrennikoff, 1988).

Bitkiler, kitinaz1 fungal patojenlere karsi kendilerini korumak igin iiretirler (Wen vd.,
2002). Kitinaz, fungal patojenlerin misellerini pargalar. kitinaz geninin bitkilere transferi ile
elde edilen transgenik bitkiler fungisid ve insektisid Ozellikler kazanmakta ve bdyle
transgenik bitkiler kendileri i¢in patojen funguslarla ve boceklerle savasabilmektedir. Dogal
olarak genotipinde kitinaz geni bulunduran baz1 bitkiler bilinmektedir. Orn; ak¢aagac, siyah,
kirmizi ve beyaz mese agaclarmin saglikli gévde ve kdk dokularinda B-1,3-glukanaz ve
kitinaz varlig1 tespit edilmis ve bu enzimlerin bu agaclarda patojen olan Armillaria mellea’nin
hif ¢eperlerinin erimesine sebep oldugu bildirilmistir (Muzzarelli, 1977).

Farkli organizmalarda bulunan kitinazlarm amino asit benzerliklerine bakildiginda bes
grup kitinaz mevcuttur. Bu gruplar glikozil hidrolizlenmesine goére grup 18 ve grup 19 olmak
tizere iki grup altinda toplanirlar. I, I ve IV grubunda olanlar bitki kdkenlidir ve grup 19’a
aittirler. Grup III’ de olanlar bitki ve mantar kokenlidir ve grup V ile birlikte grup 18’1
olusturmaktadirlar. Grup 18 ise yap1 olarak grup 19 ile baglantili degildir.

Grup V bakteriyel kitinazlar1 icermektedir. Bakteriler, kitinaz1 besin ihtiyaglarmni
karsilamak icin tiretmektedirler. Biiyiik ihtimalle, bakteriler, dogadaki kitin ¢esitliligini (Sekil
2.) hidrolize etmek i¢in ¢ok ¢esitte kitinaz iiretirler (Cohen-Kupiec ve Chet, 1998).



SmarB

Spli63 \.

ElivC .
Sthe 4I-Jl.!u

BeirC

Eclrﬁ.‘txz
rova)  Blic

SmalA Cpar

v S i
_ ARec

BeirD
Aeroll

oo |\

I S5oliDY 5jivE

Aarol

/

Aero2

Sekil 2. Grup 18’e ait bakteriyel kitinazlarin birbirleriyle iliskileri.
Agac kokslizdiir. 29 adet kitinaz, CLUSTAL W
programmda neighbour-joining metodu uygulanarak ve
TreeView programi kullanilarak ¢izilmistir. Dallarda
bulunan numaralar, bootstrap analizinde 1000 tekrar
sonucundaki degerleri goOstermektedir. Yatay Olgek
barmdaki 0.1 ise her pozisyondaki amino asit degisikligini
gostermektedir. SmarA: Serratia marcescens 2170 kitinaz,
EnteA: Enterobacter sp. G-1 kitinaz, Eagg: Enterobacter
agglomerans kitinaz (Chia-Entag), AcavA: Aeromonas

caviae kitinaz, AlteA: Alteromonas sp. O-7 kitinaz A
(Suzuki vd., 1999).

Grup 18’e ait endokitinazin aktif bolgesinin 3 boyutlu yapisinda bakildiginda, uzun ve
genis bir substrat baglanma bolgesi oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, ekzokitinazmn aktif
bdlgesine bakildiginda, tiinele benzer bir morfolojiye sahiptir (Suginta vd., 2004). Grup 18’in
katalitik domaini TIM-barrel ( (Bog) barrel) katlanmasima sahiptir. TIM barrel de bulunan dort
tane B sarmal karakteristik DXDXE motifini icermektedir. Bu motif, oksijeni glikosidik

baglara tasiyan glutamate rezidiisii igermektedir. Katalitik domaine ek olarak bu enzim, kii¢iik



10

kitin baglanma domaini de igermektedir (Vaaje-Kolstad vd., 2004). Sekil 3. Grup 18’e ait

kitinazlarin katalitik mekanizmasini gostermektedir.
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Sekil 3. Grup 18’ deki kitinazlarin katalitik mekanizmas1. Glu'*', kitinaz
B’de bulunan katalitik glutamat rezidiidiir (Brurberg vd., 2000).

Kitinin kitinaz tarafindan hidrolizlenmesi, degredasyon siirecinde bakteri tarafindan
yapilan en kritik asamadir. Buna ragmen, kitinin bakteri tarafindan degrede edilmesi tam

olarak aydinlanamamuistir. Bu siire¢ bircok asamadan olugmaktadir.

1.6. Serratia marcescens ve Urettigi Kitinazlar

Gram negatif, fakiiltatif anaerob, hareketli ve yuvarlak sekilde olan Serratia 0,5-0,8X
1,0-5,0 p boyutundadir. Karakteristik olarak kirmizi pigment iiretmekte ve mukusumsu
koloniler olusturmaktadir. Dogal olarak boceklerin  bulundugu toprak ve sularda
bulunmaktadir. Patojenitesi daha ¢ok hastane ile ilgili hastaliklarda goriilmektedir. Ornegin;
solunum ve bosaltim sistemi ile ilgili rahatsizliklarda, endokard iltihabinda, kemik iligi
iltithabinda, septisemia enfeksiyonlarinda, goz enfeksiyonlar1 ve menenjitte goriilebilir.
Bulagmas: ise direkt olarak temas ile olabilecegi gibi viicut sivilartyla da olabilmektedir.
Tedavisi ¢esitli antibiyotiklerle yapilabilmektedir. Fakat plazmidlerinde bulunan R-faktorler

sayesinde de ¢cogu antibiyotige direnclilik gosterirler.
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Enterobacteriaceae familyasia ait olan Serratia cinsi 13 tiir icermektedir. Bu tiirler
arasinda en ¢ok calisilan ise Serratia marcescens’tir. Serratia, yaygin bir sekilde kirmizi
pigment iireten organizma olarak anilmaktadwr. Yillarca, Serratia marcescens, kirmizi
pigment iirettiginden diger enterik bakterilerden ayrilmistir ve bu familyaya ait tek tiir olarak
bilinmekteydi. Buna ragmen bir¢ok Serratia tiirii pigment iiretmemekte veya ¢ok cesitli
pigmentasyona sahiptirler. Klebsiella ve Enterobacter cinslerine bircok benzerligi
bulunmasina ragmen Serratia ¢ogu zaman yanlis tanimlanmaktadir. 1972’den beri diger
gruplar ve Kkiiltlirlerle yapilan DNA homolojisi ve farkli biyokimyasal karsilastirma
calismalar1 sayesinde cins diizeyinde bir¢ok tiir elde edilmistir. Serratia marcescens diginda
diger iyi bilinen tiirler ise; S. odorifera, S. liquifaciens, S. rubidaea, S. ficaria, S. pymuthica ve
S. fonticola’drr. Fakat kitinaz tiretimi en ¢ok Serratia marcescens tarafindan yapilmaktadir.

Serratia marcescens, asagida belirtilen sebeplerden dolayi ilgili ¢caligmalarda kitinaz
kaynag1 olarak secilmistir: (i) Serratia marcescens’den elde edilen kaba kitinaz ornekleri
ticari amag i¢in uygundur, (ii) Serratia marcescens’den elde edilen kitinaz igin saflagtirma
yontemlerinden biri olan affinite kromotografisinin ¢ok etkili oldugu rapor edilmistir, (iii)
kitinaz tarafindan kodlanan gen veya genler ve tanimlanan diizenleyici sinyaller sayesinde
direkt olarak FE.coli’de ekspres edilebilmektedir, (iv) Serratia marcescens’den elde edilen
kitinaz endolitik bir enzim oldugu i¢in ekzolitik enzimlere gore kitini daha kolay
¢Ozebilmektedir, (v) Serratia marcescens’den elde edilen kitinaz “kristal” haldeki kitini bile
hidrolize edebilmektedir (Fuchs vd., 1986).

Serratia marcescens, kitini degrede etmede en etkili bakterilerden biridir (Brurberg
vd., 1994; 1995; 1996; 2000; Watanabe vd., 1997; Nawani ve Kpandis, 2001; Suzuki vd.,
2001; Uchiyama vd., 2003; Ruiz-Sanchez vd., 2005; Vaaje-Kolstad vd., 2005). Bu bakteri
kitin varhiginda kiiltiire edildigi zaman, ¢esitli kitinolitik enzimler ve kitin baglanma proteini
belirlenebilir. Yapilan calismalar acik sekilde Serratia marcescens’in li¢ ¢esit kitinaz (kitinaz
A, kitinaz B ve kitinaz C), bir adet kitobiaz ve gorevi tam olarak belirlenemeyen bir kitin
baglanma proteini (CBP21) iirettigi goriilmektedir. Bu bes protein mantiga uygun gelmekte
fakat tam olarak kesinlestirilememis bulunmaktadir. Bu proteinler bir bakterinin komple

kitinolitik mekanizmasini géstermektedir (Tablo 2) (Brurberg vd., 2000; Suzuki vd., 2001).



12

Tablo 2. S.marcescens’deki kitinazlar ve kitin baglanma proteini (Brurberg vd., 2000).

SDS-PAGE band Gen (protein) S.marcescens’deki N-terminal sinyal
(kDa) konumu peptid

57-58 kitinaz A Ekstraseliiler Evet

52-54 kitinaz B Periplazma/ekstraseliiler Hayir

48-52 kitinaz C1 Ekstraseliiler Hayir

35-36 kitinaz C2 Ekstraseliiler Hayir

95 kitobiaz Periplazma Evet

21-22 Kitin baglanma Ekstraseliiler Evet

proteini

S.marcescens’de  bulunan kitinaz  genlerinin  organizasyonlar1 tam olarak
bilinmemektedir. Hibridizasyon ¢aligmalarina bakildiginda kitinaz A ve kitinaz B’yi kodlayan
genler yakin olarak baglanma yapamamaktadirlar. kitinaz B ve kitin baglanma proteini 21
(CBP21)’i kodlayan genler yakin baglanti kurabilmektedirler; fakat DNA siralarina
bakildiginda bu iki genin transkripsiyonu ikili bir baglanti kurmamaktadir (Brurberg vd.,
2000).

Streptomyces coelicolor’da bulunan sekiz tane kitinaz geni kromozom iizerinde
dagimik halde bulunmaktadir (Brurberg vd., 2000). Kitin baglanma proteini 21 (CBP21) kitine
baglanmakta, fakat hidroliz aktivitesi gosterememektedir. Bu protein sadece kitinazin
iiretilebildigi sartlar altinda tiretilebilmektedir (Suzuki vd.,2001).

Bu kitinazlar arasinda dogada en c¢ok bulunani kitinaz A’dwr. kitinaz A diger
kitinazlardan sinyal peptidinin olmasiyla ayrilir. Protein periplazmaya ulastigi zaman
periplazmik sinyal peptidaz tarafindan salinan N-terminal sinyal peptide sahiptir (Brurberg
vd., 2000). En az rastlanani da kitinaz C’dir. kitinaz C ise kitinaz C1 ve kitinaz C2 olmak
tizere iki alt gruba ayrilir. Bunlarin arasindaki fark ise C1 iki katalitik domain igerirken

C2’nin bir adet katalitik domain icermesidir.

1.7. Serratia marcescens’in Biyolojik Kontrol Ajan1 Olarak Kullanilmasi

Kitinazlarin biyoteknolojik kullanimda ki en sik uygulanan alani bitkisel patojenlere
karsidir. S.marcescens kiiltiirlerindeki kitinazlar yaygimn olarak biyolojik kontrol ajan1 olarak
kullanilmaktadir (Brurberg vd., 2000). Bu bakteri potansiyel bocek patojeni olarak
kullanilmaktadir. Kitinaz ise bu bakterinin viriilansinda proteaz ve lektinaz ile birlikte ¢ok

onemli rol oynamaktadir (Uchiyama vd., 2003). Someya (2005), S.marcescens B2 susunun
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Rhizoctonia solani AG-1 IA patojenine karsi misel bliylimesini inhibe ettigini gostermistir.
Inglis ve Lawrence (2001)’m yaptig1 bir calismada laboratuar ortaminda Heliothis
virescens’in F1 jenerasyonuna karsi Serratia marcescens etkisine bakilmistir. Bunun
sonucunda yumurta sayisinda ve yumurtadan c¢ikan larva sayisinda disiis oldugu
gozlemlenmistir. Lysyk (2002), Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae) erginlerinin Serratia
marcescens ile 6liimlerinin saglandigmi gézlemlemistir. Inglis (2000), dogal sartlar altinda
Serratia marcescens’in glineybati misir zararlisina kars1 patojenik etkilerinin oldugunu tespit
etmistir. Yilksek kitinolitik aktiviteye sahip olan Serratia marcescens in vitro sartlarda
Botrytis spp.’nin biliylimesini baskilamaktadir. Sera alaninda yapilan deneylerde ise Serratia
marcescens’in siklamenin patojeni olan Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani ve Fusarium
oxysporum’un kontrollerinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Serratia marcescens’de bulunan
kitinaz A ve kitinaz B genleri Pseudomonas fluorescens ve E.coli gibi diger bakteriyal tiirlere
aktarilarak biyokontrol ajan1 olarak etkilerinin artirilma kabiliyetine bakilmistir (Brurberg vd.,

2000).

1.8. Calismanin Amaci

Bu caligmada dogal olarak 6lmiis olan Helicoverpa armigera’dan izole edilen Serratia
marcescens bakterisinden elde edilen chiA, chiB ve chiC genleri tanimlanip, ekspres edilerek
elde edilen enzimlerin ¢alisma pH ve sicaklik araliklar1 belirlenmistir. Kitinaz enzimlerinin
biyolojik miicadele ve bitki hastaliklar1 i¢in yaygin bir sekilde kullanildigi bilinmektedir.
Enzimlerin endiistride ¢esitli alanlarda da kullanildig1 goéz Oniinde bulunduruldugunda bu
enzimlerin de uygun sartlarda biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmasit i¢in gelistirilmesi

hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bakteri izolasyonu

Kiiltiirii yapilan Helicoverpa armigera larvalar: arasinda dogal olarak 6lmiis, viicudu
stvilasmig ve kirmizi renk almig larvanin sivilasmis viicudundan 6ze yardimi ile alinan
inokiilim Luria bertani (LB;1 litre LB i¢in; 10 g Triptone, 5 g NaCl, 5 g Maya 0zii) agar
ihtiva eden petriye ¢izgi ekim ydntemi ile inokiile edildi. Inokiilasyonlar 30°C’ye ayarlanmis
etiivde biyiitiildi

Inkiibasyon neticesinde petrilerde tek tip ve beklenildigi {izere kirnizi renkli koloni
tiremesi gozlendi. Bu kolonilerin bir tanesinden taze LB besiyerisine tekrar ekim yapilarak saf

ve tek bir koloniden {iretilmis bakteri kiiltiirii elde edildi.

2.2. Bakteriyal izolattan DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin izolasyonu, Sambrook ve arkadaslar1 (1989) tarafindan ag¢iklanan
yonteme gore yapildi. Calismada kullanilan Serratia marcescens bakterisi, LB besiyerinde 30
°C'de bir gece inkiibe edilerek firetildi. Elde edilen sivi kiiltiir iki kez oda sicakliginda
13,000xg’de 3-4 dakika santrifiij edilerek ¢Oktiiriildii. Siipernatant kismi dokiilerek pellet
kisimlar1 saklandi. Pelletin tizerine, 500 ul TE tamponu (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH
8) ilave edilerek pellet ¢oziildii. Daha sonra her bir tiipe 10 pg lizozim ilave edilerek
vortekslendi ve 37°C'de 1 saat bekletildi. Hiicrelerdeki proteinlerin par¢alanmasi igin, 50 pl
%10’luk SDS eklenerek 37 °C'de 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda, tiipe 3 M’lik 0,1
hacim sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65 °C'de 10-30 dakika alt iist edilerek hiicrelerin
parcalanmasi saglandi. Uzerine 500 pl fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edildi,
tekrar alt-list edilerek karistirildi ve 5 dakika 13000xg’ de santrifiij edildi. Tiiplin st
kismindaki sivi alinip temiz tlipe brrakildi, pellet kismi ise atildi. Bu tiipe tekrar 500 ul
kloroform eklendi ve alt-iist edilerek 13000xg” de tekrar 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki
kez tekrarlandiktan sonra, iizerlerindeki sivi kisim alindi. Bu sivi kisma 0,1 hacim 3 M
sodyum asetat ve 2 hacim %96’lik etanol ilave edildi ve -20 °C'de 30 dakika bekletildi. Daha
sonra 13,000xg’de 15 dakika santriflij edildi ve st kisimdaki sivi bosaltildi. Kalan pelletin
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iizerine 500 pl %70’lik etanol ilave edilerektekrar 13,000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Ust
kisimdaki sivi dokiilerek pellet agik havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 100 pl
ddH20’da ¢oziildii ve -20 °C'de muhafaza edildi.

2.3. 16S rRNA Geninin PCR Yardimui ile Cogaltilmasi

16S rRNA geni, Serratia marcescens genomik DNA'dan UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3") ileri ve UNI16S-R (5-ATGGTACCGTGTGA
CGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile ¢ogaltildi PCR
reaksiyonlarinin sartlar1 Beffa (1996)’ya gore olusturuldu. 12 ng kalip DNA, 5 ul 10 x PCR
tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KC1), 1,5 mM MgCl,, 1U Taq DNA
Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM d ATP, 170 mM dCTP, 170
mM dGTP ve 170 mM dTTP karigimu steril saf su ile 50ul'ye tamamlandi. Cogaltma iglemi
200ul'lik tiiplerde, "Biometra Personal Cycler"da gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklar1 ve
siireleri ise: 11k denatiirasyon basamag1 95°C'de 2 dakika olarak gerceklestirildikten sonra, 36
dongii 94°C'de 1 dakika (denatiirasyon i¢in), 56°C'de 1 dakika (hibridizasyon i¢in) ve 72°C'de
2 dakika (polimerizasyon i¢in) seklinde gerceklestirildi. Elde edilen PCR {iriiniiniin Sul’si %
I'lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir boyasi (0,5ug/ml) ile boyandiktan sonra

"BioDocAnalyze" sistemiyle goriintiilendi.

2.4.16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Belirlenmesi ve Gen
Bankasindaki Siralarla Karsilastirilmasi
Yukarida agiklanan primerler kullanilarak genomik DNA'dan c¢ogaltilan 16S rRNA
geni klonlama vektorii olan pGEM-T-Easy vektoriine klondandi. Klonlandig1 teyit edilen
kolonilerden bir tanesinin baz dizin analizi Macrogen firmasi1 (Korea) tarafindan
gergeklestirildi. Elde edilen yaklasik 1400 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizisi Gen

Bankasinda var olan dizilerle karsilagtirilarak aralarindaki benzerlik oranlar1 ortaya ¢ikarildi
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2.5. Kitin Testi

Elimizdeki bakteriyal izolata ait 16S rRNA geninin dizin analizi neticesinde, bu
bakterinin Serratia marcescens oldugu belirlendi. Literatiirde S. marcescens bakterileri
arasinda kitinaz enzimi iiretimi yaygm oldugu i¢in, bizde elimizde ki bu izolatin kitinaz
iiretme kabiliyetini genel bir kitin tarama testi ile arastirmay1 hedefledik.

Bu hedef dogrultusunda bakteri LB besiyeri icerisinde 16 saat biiyiitiildii. Biiyiitiilen
bakterinin 3 ml’si 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Pellet 3 ml steril PBS tamponunda
iki kez yikandi. Daha sonra yogunlugu ODggg de 0,1 olacak sekilde ayarlandi

2.6. Koloidal Kitinin Hazirlanmasi

Kolloidal kitinin hazirlanmasi Roberts ve Selitrennikoff (1986) tarafindan belirtilen
prosediire gore yapildi. 5 gram toz kitin alinarak {izerine 100 ml konsantre HCI eklendi ve bir
gece boyunca yiiksek hizda +4°C’de karistirildi. Elde edilen karisimin {izerine 2 litre etanol
eklenerek yine yiiksek hizda iki giin boyunca karistirildi. Elde edilen bu kolloid kitin
toplanarak 15000g de 10 dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilecek pellet saf su ile yikand1
ve bu iglem birkag kez tekrarlandi. En son elde edilen kitin pastas1 1/100 oraninda saf su ile

sulandirild1 otoklavlanip ve sonraki kullanimlar i¢in +4°C’de depoland1.

2.7. Agar Difiizyon Metodu

Bakteriyal izolat konvansiyonel kitinli M9 minimal agar (substrat kolloidal kitin)
yontemi ile kitinaz taramasina tabi tutuldu (Sambrook et al. 1989). Bu besiyerinde karbon ve
enerji kaynagi olarak sadece kitin vardir. Bu agarin iizerine yerlestirilen kiilsiiz whatman kagit
disklere bakteriyal izolat inokule edildi. Daha sonra disk taze kiiltiirle uygun oranda inokule
edildi. Bu islem {i¢ kez tekrarlandi. Daha sonra bu petri 30 °C’de inkiibe edildi ve koloninin
etrafindaki goriilecek seffaf zon pozitiflik olarak kaydedildi.
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2.8. kitinaz Genlerinin PCR Aracihgiyla Belirlenmesi

Literatiirde S. marcescens bakterilerinin 3 farkli kitinaz geni ihtiva edebilecekleri
bildirilmektedir. Biz de elimizdeki S. marcescens izolatinin bu ¢ farkl kitinaz genlerinden
hangisini veya hangilerini ihtiva ettigini belirleyebilmek i¢in bu {i¢ kitinaz genlerine ait
dejenerat primerler hazirladik (Tablo 3). Bunun icin gen banksinda mevcut olan ve S.
marcescens bakterilerine ait olan kitinaz A, B ve C genlerine ait niikleotid siralar1 toplandi. Bu
siralar Clustal W Multiple Sequence Alignment programi yardimiyla alt alta dizilerek
karsilagtirildilar. Genlerin baslangic ve bitis kisimlarina denk gelecek sekilde dejenerat
primerler dizayn edildi. Elimizdeki S.marcescens’in kitinaz igerigini bu primerleri kullanarak

arastirdik.

Tablo 3. kitinaz genlerine ait primer dizileri

Primer Sira (5°-3°)

kitinaz A 5’- GGCATATGCGCAAATTTAATAAACCGYTG -3°

Fw Ndel

kitinaz A 5’CCGGATCCTCAYTAWKGHRYRCCGRCGCTRTTGCCC-3’
Rv BamHI

kitinazB 5’- GGCATATGTCCRMACGYAAAGCSGTTATTGG -3’
Fw Ndel

kitinazB 5’- CCAAGCTTTCATTAYGCYASRCGGCCCACYTTCAGCC -3’
Rv HindIll

kitinazC 5’- GGCATATGAGCACAAATAACAYTATTAATGC-3’

Fw Ndel

kitinazC 5’CCGGATCCTCATTAGGCGATGAGCTGCCACAGGGTG-3’

Rv BamHI
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2.8.1. kitinaz Genlerinin PCR Araciligiyla Cogaltilmasi

kitinaz genlerine ait yukaridaki primerler kullanilarak PCR reaksiyonlar1 yapildu..
Reaksiyonlar 50 pl’lik son hacimde gerceklestirildi. Her bir tiipe 2,5 iinite Go Tag DNA
polimeraz (Promega), 5 pl 5x PCR tamponu( 10mM Tris-HCI, pH 8§,3), 3 ul 2,5 mM MgCl,,
1,5 pl 1mM ileri primeri, 1,5 ul 1mM geri primeri, 1 pl 10 mM dNTP’den ve 2 pl genomik
DNA birakilarak steril ddH,0 ile 50 pl’ye tamamlandi.

PCR sartlar1 94 °C’de 3 dakikalik denatiirasyondan sonra 10 déngii olacak sekilde 94
%C’de 1 dakika, 48 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakika sonra 25 dongii olacak sekilde 94
C’de 1 dakika, 50 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakika ve son olarak da 72 °C’de 7 dakika
olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. PCR sonucunda olusan DNA
fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek, jel

gorilintlileme sistemi (Gel Logic; Kodak) ile goriintiilendi.

2.9. kitinaz A, B ve C Genlerinin PGEMT-Easy Vektore Klonlanmalar

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan kitinaz A, B ve C genleri agaroz jelden kesilerek
Nucleospin Extract DNA Purification (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden temizlendi.
Jelden temizlenen DNA fragmentleri, pGEM-T Easy vektore (Promega) 3 DNA fragmenti 1
vektor oraninda (0,3 pg DNA fragmenti ve 0,1 pg PGEMT-Easy) klonlandi. Reaksiyonlar her
bir gen i¢in, 1ul pGEMT-Easy vektori, 7,5 pl 2x ligasyon tamponu, 1 ul T4 DNA ligaz ve 5,5
ul DNA fragmenti bir araya getirilerek 15 pl’lik hacim i¢inde gergeklestirildi. Karisim 16
%C’de 1 gece inkiibasyona birakildilar.

2.10. kitinaz A, B ve C Genlerinin Elektrokompetent E.coli DH10p’ya Aktarimi

Petriye ekilmis E.coli DH10p hiicrelerinden tek bir koloni alinip NaCl ihtiva etmeyen
Luria Bertani (LB) Broth besiyerine asiland1 ve 37 °C’de gece boyunca bityiitiildii. Bu taze
kiiltiirden fazla miktarda LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37
°C’de yogunluklari1 600 nm dalga boyunda 0,6-0,9 olacak sekilde biiyiitiildii. Bakteri
konsantrasyonu istenilen yogunluga ulasinca, hiicreler 30 dakika buz iizerinde bekletildi.
Ardimdan 4 °C’de 4.000xrpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Stv1 kisim dokiildii ve ¢okelti
iki kez soguk su ile yikanarak ayni hiz ve zamanda santrifiij edildi. Cokelti %10’luk soguk
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gliserolde ¢oziildi ve 5.000xrpm’de 4 oC’de 15 dakika santriftij edildi. Tekrar iist kisim
dokiildii ve ¢okelti az miktarda %10’luk gliserol i¢inde siispansiyon haline getirildi. Elde
edilen kompotent hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine boliindii (50 pl’lik hacimlerde) ve -80
°C’de saklandi.

Yukaridaki isleme gore hazirlanan elektrokompotent E.coli DH10B hiicrelerinden 2
tiip alinarak buza yerlestirildi. Tiiplerin birine 3 pl ligasyon iiriinii birakilirken, digerine hi¢bir
sey eklenmeyerek kontrol olarak kullanildi. Tiipler iyice karistirildi ve tekrar 1 dakika buzda
bekletildi. Tiiplerdeki karisimlar, elektroporasyon kiivetlerine aktarildi ve elektroporasyon
cihazi (BioRad Micro Pulser)’nin elektriksel tetik kismina yerlestirilerek elektrik uygulandi.
Kiivetler cihazdan alarak iclerine 1 ml LB besiyeri eklendi ve karistirildi. Daha sonra tiim
karisim steril bir cam tiipe birakilarak 37 °C’de 200 rpm’de 1 saat boyunca biiyiimeye
birakildi. inkiibasyondan sonra biiyiiyen kiiltiirler ependorf tiiplere aktarilarak 6000 g’de 3
dakika santriflij yapildi. Ependorfta 100 pl kalacak sekilde siipernatant dokiildii ve kalan
stipernatant icinde pellet ¢oziildiikkten sonra 50 pg/ml ampisilin igeren LB agar petrilerine
(tizerine 100mg/ml IPTG c¢ozeltisinden 40 pl ve 20 mg/ml X-gal ¢ozeltisinden 40 pl siirilmiis
petriler) yayildi. Gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda

icerisine plazmid alan hiicrelerin beyaz koloni olusturmasindan yararlanilarak klonlar se¢ildi.

2.11. Rekombinant Plazmidlerin izolasyonu ve Restriksiyon Endoniikleazlar ile
Muamelesi

Mavi/ beyaz koloni morfolojisine gore aywrim yapilarak segilen beyaz kolonilerden
icerdikleri plazmid DNA’larini izole etmek i¢in 50 pg/ml ampisilin i¢ceren LB besiyerine ekim
yapildi ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Plazmit DNA’larmin izolasyonu i¢in
hizli miniprep metodu kullanildi. Gece kiiltiirleri 14.000xg’de 2 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildii. Hiicrelerin iizerindeki silipernatant geride 50 pl kalacak sekilde dokiildi ve ¢okelti
bunun iginde vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 300 ul TENS tamponu (10 mM Tris-HCI pH
8.0, 0,1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, % 0,5 SDS) ilave edilerek karistirildi. Bunu takiben iizerine
150 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi ve tekrar 5-6 kez alt {ist edilerek karigtirildi.
14.000xg’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe alindi ve iizerine 900 pl
%100’liik etanol ilave edilerek 14.000xg’de 2 dakika santrifiij yapildi. Cokelti %70’lik etanol
ile yikand1 ve kurumaya birakildi. Kuruyan ¢ékelti 50 pl ddH,O’da ¢oziildii. izole edilen
plazmit DNA’larin DNA fragmentlerini icerip i¢ermedigini tespit etmek i¢in bu plazmit
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DNA’lar1 kitinaz A i¢in Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri, kitinaz B i¢cin Ndel ve HindIll
restriksiyon enzimleri ve kitinaz C i¢in Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri ile muamele
edildi. kitinaz A igin 10 pl DNA, 0,5 pl Ndel (promega), 0,5 ul BamHI (promega), 2 pl
enzime ait 10x reaksiyon tamponu ve 7 pl H,O, kitinaz B i¢in 10 pul DNA, 0,5 ul Ndel
(promega), 0,5 pl HindlIll (promega), 2 pl enzime ait 10x reaksiyon tamponu ve 7 pul H,O ve
kitinaz C i¢in 10 ul DNA, 0,5 pl Ndel (promega), 0,5 pul BamHI (promega), 2 pl enzime ait
10x reaksiyon tamponu ve 7 ul H,O olacak sekilde 20 pl’lik hacimlerde reaksiyonlar
hazirlandi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan %]1’lik jelde elektroforez yapildi.

Klonlanan DNA fragmentlerini igeren klonlar belirlendi.

2.12. Klonlarin iqerdigi DNA Parcalarimin Dizi Analizi

Elde edilen klonlardan secilen 3 tanesinin 5 ml ampisilinli LB besiyerine ekimi yapild1
ve 37 °C’de 200 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. 14-16 saatlik biiyiime sonucu elde edilen
kiiltiirler, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra “Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System” (Promega, USA) kiti kullanilarak izole edildi. Plazmid DNA
konsantrasyonlar1 OD,¢p’da belirlendi. Tiim DNA’lardan 20 pl’lik hacim i¢inde 200 ng/ul
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Uzerleri dikkatli bir sekilde etiketlenerek Macrogen

Firmasina (Gliney Kore) DNA bazlarmin otomatik analiz edilmesi i¢in gonderildi.

2.13. Elde Edilen DNA Baz Dizilimlerinin Incelenmesi

Sekans sonucunda elde edilen kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genlerinin baz ve
aminoasit dizilimi gen bankasinda bulunan diger kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genleri ile
Clustal W Multiple Sequence Alignment programi vasitasiyla karsilastirildi ve sonuglar

degerlendirildi.

2.14. kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C Genlerinin pET-28a(+) Ekspresyon
Vektoriine Klonlanmalar

Ekspresyon vektorii olan pET-28a(+)’y1 igeren E.coli BL21 bakterisine ait bir
koloniden 50 pg/ml kanamisin igeren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de 200
rpm’de gece boyu biiyiitiildii. 14-16 saatlik biiylime sonucu elde edilen kiiltiir 14.000 rpm’de 2
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dakika boyunca ¢oktiiriildiikten sonra plazmid DNA izolasyonu, “Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System” (Promega, USA) kiti kullanilarak gerceklestirildi.

2.14.1. pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriiniin Ndel, BamHI ve Ndel, Hindlll
Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi

Izole edilen plazmid DNA’sindan iki tiipe 500’er ng birakilarak Ndel ve BamHI
enzimleri ile kesildi. Reaksiyonlar, 10’ar pl plazmid DNA 3’er pul 10X TA tamponu, bir tiip
icin 1,5 pl Ndel, 1,5 pl BamHI , diger tiip i¢in 1,5 pl Ndel, 1,5 pl Hindlll ve 14’er ul steril
ddH,O bir araya getirilerek son hacim 30 pl olacak sekilde hazirland1 ve 37 °C’de 3 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibe edilen iiriin %]1°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.
Restriksiyon endoniikleazlarla lineer hale gelmis ve 5369 bp biiyiikligiindeki iki farkli kesim
pET-28a(+) vektorleri DNA temizleme (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak jelden

temizlendiler.

2.14.2. kitinaz Genlerinin pGEMT-Easy Klonlama Vektoriinden Kesilerek
Cikarilmalan

kitinaz genlerini PGEMT-Easy vektoriine klonlanmis durumda iceren E.coli DH10B
bakterilerine ait birer koloniden 50 pg/ml ampisilin iceren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi ve
37 °C’de 200 rpm’de gece boyunca biiyiitiildii. Elde edilen kiiltiirler, 14.000 rpm’de 2 dakika
boyunca coktiiriildiikten sonra plazmid DNA izolasyonu kiti (Promega, USA) kullanilarak
plazmid DNA izolasyonu yapildi. Izole edilen rekombinant plazmid DNA’dan 200 ng
alinarak, 3 pl 10X TA tamponu, 1’er pl kitinaz A ve C i¢in Ndel ve BamH], kitinaz B igin ise
Ndel ve Hindlll restriksiyon enzimleri bir araya getirilerek toplam 30 pl son hacimde
reaksiyon hazirlandi ve bu reaksiyon 37 °C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi.. Kesim tiriinleri
DNA standardi olarak 1kb DNA Ladder (Promega) ile birlikte %1’lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutuldu. pGEMT-Easy vektoriinden Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri
ile kesilerek ayrilmis kitinaz A ve kitinaz C ile Ndel ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile
kesilerek ayrilmis kitinaz B genleri, agaroz jelden kesilerek alindilar ve DNA temizleme kiti

kullanilarak temizlendiler.
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2.14.3. kitinaz A, B ve C Genlerinin pET-28a(+) Vektoriine Aktarim

Jelden temizlenen kitinaz A, B ve C genleri ve pET-28a(+) vektorii 3 vektor ve 1 DNA
olacak sekilde birbirlerine yapistirildilar. Buna goére her bir gen igin reaksiyon; 2 pl 10X T4
DNA ligaz tamponu (Promega), 1 ul T4 DNA ligaz enzimi (Promega), 2 pl pET-28a(+)
vektorii, 6 ul insert DNA ve 9 ul ddH,O olacak sekilde hazirland1 ve reaksiyon 16 °C’de gece
boyu bekletildi.

2.15. pET-28a(+)’ya Klonlanan kitinaz A, B ve C Genlerinin E.coli BL21(DE3)
Hiicresine Aktarimi

Rekombinant plazmit E.coli BL21(DE3) hiicresine aktarilmadan 6nce E.coli DH10B
elektrokompotent hiicresine aktarildi. Restriksiyon endoniikleazlar ile kesim yapilarak genin
varlig1 dogrulandi. Daha sonra kullanilacak olan E.coli BL21(DE3) hiicresine ait bir koloni 3
ml LB besiyerine asiland1 ve elde edilen kiiltiir 37 °C’de 200 rpm’de gece boyunca inkiibe
edildi. Bu kiiltiirden, CaCl,’lii metoda gdre kompotent hale getirilmis E.coli BL21(DE3)
hiicreleri elde edildi. Kompotent hiicrelere DNA aktarimi i¢in rekombinant plazmit
DNA’sindan 3 pl alindi ve 200 pl hiicre eklendi. Karisim 30 dakika buz igerisinde
bekletildikten sonra 2 dakika 45 °C’de bekletildi. Daha sonra reaksiyon karisimu, igerisinde 1
ml LB besiyeri olan cam tiipe birakildi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda
ependorf tiipe alman kiilttir 6000xg’de 3 dakika santrifiij edildi. Pellet halindeki hiicrelerin
tizerinde 100 pl besiyeri kalacak sekilde fazla besiyeri dokiildii. Daha sonra 50 pg/ml
kanamisin igeren LB agar petrilerine yayildi ve gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Aymi
yontemle pET-28a(+) vektoriiniin kendisi de E.coli BL21(DE3) hiicresine aktarildi.

2.16. Kitinaz A, B ve C Proteinleri, Ekspresyonu ve Izolasyonu

[lgili proteini ekspres etmek igin kitinaz genlerini ihtiva eden rekombinant pET-28a(+)
vektorleri, E.coli BL21(DE3) konak hiicresine aktarildi. Aktarim sonucu olusan kolonilerden
I’er tanesi 50 ng/ml kanamisin i¢eren 3 ml LB besiyerine kiirdan yardimiyla birakildi. Bu tiip
200 rpm’de 37 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi. Elde edilen gece kiiltiiri, 100 ml
kanamisinli besiyerine eklendi. ODgpp=0,5-1 oldugunda gen ekspresyonunu indiiklemek i¢in

100 pl IPTG (Stok konsantrasyonu 240mg/ml) besiyerine ilave edilerek tekrar biiylimeye
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birakildi. Yaklagik 4 saat sonra kiiltiir alinarak 50 ml’lik propilen (Nalgene, Sigma-Aldrich)
tiiplere aktarildi. 4° C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklagtirildi. Pellet 12 ml 20 mM Tris-Cl pH=7,5’da ¢6ziildii ve tekrar ayn1 sekilde santrifiij
edildi. Stipernatant dokiilerek pelletin tizerine 5 ml 20 mM Tris-Cl pH=7,5 tamponu eklenerek
hiicreler karistirildi. Daha sonra 50 ul lizozim (10mg/ml) eklenerek 30°C’de 15 dakika inkiibe
edildi ve bu siire sonunda hiicreler 1 dakika boyunca sonikatorde pargalandi. Son olarak, 4°
C’de 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi. Kalan pellet 2 ml 20 mM
Tris-Cl pH=7,5 tamponunda ¢oziildii ve -80 ° C’de muhafaza edildi. E.coli BL21(DE3)’e
aktarllan pET-28a(+) ve E.coli BL21(DE3)’in kendisinden de aynmi yoOntemle protein

izolasyonu gerceklestirildi.

2.17. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarinin tayini Bradfordun (1976) gelistirmis oldugu metoda gore
gerceklestirildi. Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak sigir serum albumini (BSA)
kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA igeren cozeltiler
ddH,O ile 250 pul’ ye tamamlandi. Ardindan iizerine 250’ser pl hazir boya ¢ozeltisinden
(Protein Reagent, Sigma) ilave edildi ve vortekslendi. Hazirlanan standart ve ornekler 96
gozlii mikroplate iizerine aktarildi ve UV-visible Spektroscopy System cihazi (Bio-rad)

kullanilarak 595 nm’de Sl¢iimler yapildi.

2.18. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein ekspresyonunun goézlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi. SDS
poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile her bir ornekten 80 pg protein kullanilarak
yiiriitlildi. Her bir 6rnek tizerine muamele tamponu (60mM Tris-HCI (pH 6,8), %25 Gliserol,
%2 SDS, %5 B-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten sonra numuneler
kaynayan su igerisinde 10 dakika bekletildi. Daha sonra Laemmli (1970) tarafindan
tanimlanan %10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Jele 30 mA akim uygulanarak ayrilma islemi
gerceklestirildi. Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue (%0,125

Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyas1 ile 1 saat boyand1 ve
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hemen ardindan yikama ¢ozeltisinde (%36 Metanol, %9 Asetik Asit) 1-2 saat yikandi. Jel

goriintiisii tarayici ile bilgisayar ortamina aktarildi.

2.19. Proteinin Saflastirilmasi

pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlama yapilirken histidin kuyruk kesilmeden
kalacak sekilde yapildi. Bu ozellikten faydalanarak MagneHis Protein Purification System
(Promega) kiti kullanilarak saflagtirma yapildi.

2.20. Deneylerde Kullanilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak enzim miktarin1 belirlemek i¢in substrat (koloidal kitin)
miktari sabit tutularak 1 pl, 2 pl, 3 pl, 4 pl, 5 pl, 6 pl, 8 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 30 pl, 40 pl, 60
ul enzim miktarlariyla reaksiyonlar gerceklestirildi. Reaksiyon 50 mM Tris (pH 7,4)
tamponunda 100 mM kitinaz varliginda 33°C’de 30 dk siire ile gerceklestirildi. Reaksiyonlar

sonucunda karakterizasyon caligmalarinda kullanilacak enzim miktar1 belirlendi.

2.21. Enzimlerin Cahstigi Optimum pH’larin Belirlenmesi

Serratia marcescens’e ait kitinaz genlerinin en iyi ¢alistig1 pH’y1 bulmak icin, pH’s1
4,0-6,0 olan 50 mM asetat tamponu; pH’s1 6,0-8,0 olan 50 mM fosfat tamponu; pH’s1 7,5-
9,0 olan 50 mM Tris tamponu; pH’st 9,0-12,0 olan 50 mM glisin tamponlar1 kullanilarak
aktivite deneyleri gerceklestirildi. Reaksiyonlar 75 pl enzim kullanilarak 25 mM kitinaz
varliginda 500 pl son hacimde ve 33°C’de 30 dk boyunca gergeklestirildi. Daha sonra 500 pl
DNS eklenerek 10 dk boyunca kaynatildi. Kaynatilan 6rnekler 560 nm’de 6lciildii. Gozlenen
optimum pH daha sonraki deney sartlarinda kullanilacak olan reaksiyon pH’s1 olarak

belirlendi.

2.22. Enzimlerin Cahstigi Optimum Sicakhik’larin Belirlenmesi

Kitinaz B’nin en iyi ¢alistig1 sicaklik degeri, (1 mM Glisin pH 9) tamponu igerisinde
0,502 pg enzim kullanilarak 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60°C’lerde Eppendorf Termomixer
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cihazinda gergeklestirilen aktivite deneyleriyle bulundu. Kitinaz C’nin en iyi ¢alistig1 sicaklik
degeri, (1 mM Glisin pH 8,5) tamponu igerisinde 0,502 pg enzim kullanilarak 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 60°C’lerde Eppendorf Termomixer cihazinda gerceklestirilen aktivite deneyleriyle
bulundu. ilk olarak 30 - 35°C aralig1 belirlendi. Daha sonra sicaklik noktasini daha hassas bir
bicimde belirlemek icin 31, 32, 33, 34°C’lerde deney tekrarlanarak optimum reaksiyon

sicaklig1 belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Helicoverpa armigera’dan Elde Edilen Bakterinin 16S rRNA Baz Dizisinin
Belirlenmesi

PCR yardimiyla ¢ogaltilan genin 16S rRNA sekans analizi ( Ek 1) yapildi ve %99
oraninda Serratia marcescens bakterisine benzerlik gdsterdigi tespit edildi. izolatimiz Serretia

marcescens Ha olarak kodlandi.

3.2. Serratia marcescens Ha Izolatina Ait Agar Difiizyon Metodu ile Genel
Kitinaz Taramasi

Bakterinin agar difiizyon metodu ile yapilan ekimi sonucu zon gézlemlendi (Sekil 4).

Bu sonuca gore bu bakterinin kitinaz pozitif oldugu belirlendi.

Sekil4. Serratia marcescens bakterisine
ait agar diflizyon sonucu

3.3. kitinaz Genlerinin PCR Aracihigiyla Belirlenmesi

kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genleri dizayn edilen uygun primerler (Tablo 3) ile
PCR’da ¢ogaltildi. PCR firiinleri agaroz jelde elektroforez yapildi. Sonugta kitinaz A geninin
1692bp, kitinaz B geninin 1500 bp, kitinaz C geninin ise 1443 bp biiyiikliigiinde bantlar
olusturdugu belirlendi (Sekil 5).
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3000 — <« 1692bp
— «— 1500

1500 D P

1000 1443 bp

Sekil 5. PCR ile c¢ogaltilmis kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C
genlerinin agaroz jel goriintiisii. M: 1 kb DNA ladder
(Promega), 1: kitinaz A geni, 2: kitinaz B geni, kitinaz C
geni

3.4. Serratia marcescens Bakterisinin kitinaz A, B ve C Genlerinin Klonlanmasi ve
Baz Dizilimlerinin Belirlenmesi

kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genleri PCR ile ¢ogaltildiktan sonra pGEMT-Easy
klonlama vektoriine aktarildi. Niikleotid sirasinin belirlenmesi i¢in dizin analizi yapildi. Elde
edilen sonuclar degerlendirildi. Dizin analizi islemi genlerin her iki tarafindan gergeklestirildi.
Analiz sonucuna gore, kitinaz A i¢in toplam 1692 niikleotid uzunlugunda bir sira elde edildi.
Genin tamami 1692 bp oldugundan dolay1 aradaki eksik olan bolgenin belirlenmesi i¢in
okunmus swralardan yararlanarak yeni bir primer (ChiA ara bol Fw; (5'-
GCGGCGGCAACGGCATCAACG-3’) dizayn edildi. Ara bolgenin DNA diziliminin
belirlenmesi i¢in dizin analizine tekrar gonderildi. Boylece ara bdlgenin de sirasi belirlenerek
DNA dizin analizi tam olarak gerceklestirildi (Ek 2). kitinaz B ig¢in 1500 niikleotid
uzunlugunda bir sira elde edildi (Ek 3). kitinaz C i¢in ise 1443 niikleotid uzunlugunda bir sira
elde edildi (Ek 4).

DNA dizin analizi gerceklestirilen genlerin aminoasid siralar1 da belirlendi (Ek 5, 6,
7). Bu siralar kitinaz A i¢in 563 aa, kitinaz B i¢in 499 aa ve kitinaz C i¢in 480 aa olarak tespit
edildi.
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3.5. Serratia marcescens Bakterisinin kitinaz A, B ve C Genlerinin Niikleotid
Siralarimin Literatiir ile Karsilastirilmasi

Elde edilen mevcut niikleotid siralar1t NCBI web adresindeki Blast programi
kullanilarak gen bankasindaki mevcut kitinaz swralar1 ile karsilastirmalar1  yapildi
Karsilastrma sonucuna gore, elimizdeki izolatin kitinaz A geni, gen bankasinda ki
S.marcescens (BJL200) chiA genine %99, Serratia marcescens Bnl0 endochitinase (chiA)
genine %98, Serratia marcescens C8-8 susuna ait (chiA) genine %97, Serratia marcescens
ATCC 990 (chiA) genine %96 oraninda benzerlik gdstermektedir (Tablo 4). Izolatimiza ait
kitinaz B, literatiirde ki S.marcescens (BJL200) chiB genine %97, Serratia marcescens chiB
genine %95, Serratia marcescens chiB genine %95 ve Serratia marcescens (chiB) genine
%91 oraninda benzerlik gostermektedir (Tablo 5). Izolatimiza ait kitinaz C ise, literatiirde ki
Serratia marcescens chiCl genine %98, Serratia marcescens (chiC) genine %96, Serratia
marcescens chiC genine %96 ve Serratia marcescens 141 susuna ait (chiC) genine %95

oraninda benzerlik gostermektedir (Tablo 6).

Tablo 4. Helicoverpa armigera orijinli S. marcescens’e ait kitinaz A
genine ait niikleotid siralarmin literatiirde ki smalar ile
karsilastirma sonuglar1

Accession Adi Biiytiklugi Benzerlik
numarasi
736294.1 S.marcescens 1698bp %99
(BJL200)
chiA
DQ165083.1 Serratia 1692bp %98
marcescens
Bnl0 (chiA)
EU753246.1 Serratia 1692bp %97
marcescens
C8-8 susuna
ait (chiA)
AYS855211.1 Serratia 1692bp %96
marcescens
ATCC 990
(chiA)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=908884&dopt=GenBank&RID=4XT18K3201S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=73811204&dopt=GenBank&RID=4XT18K3201S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=190403680&dopt=GenBank&RID=4XT18K3201S&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=57232572&dopt=GenBank&RID=4XT18K3201S&log$=nucltop&blast_rank=14
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Tablo 5. Helicoverpa armigera orijinli S. marcescens’e ait kitinaz B
genine ait niikleotid siralarmnin literatiirde ki swalar ile
karsilastirma sonuglar1

Accession Adi Biiylikligi ~ Benzerlik

numarast

736295.1 S.marcescens 1836bp %97
(BJL200)
chiB

ABO15997.1  Serratia 1730bp %95
marcescens
chi B,

X15208.1 Serratia 1700bp %95
marcescens
chiB

DQ868535.1  Serratia 1690bp %91
marcescens
(chiB)

Tablo 6. Helicoverpa armigera orijinli S. marcescens’e ait kitinaz C
genine ait niikleotid siralarinin literatiirde ki swralar ile
karsilastirma sonuglar1

Accession Adi Biiytiklugi Benzerlik

numarasi

AJ630582.1  Serratia 1862bp %98
marcescens
chiCl

AF454464.1  Serratia 1443bp %96
marcescens
(chiC)

ABO019238.1 Serratia 1740bp %96
marcescens
chiC

DQ990374.1 Serratia 1461bp %95
marcescens
141 susuna

ait (chiC)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=677860&dopt=GenBank&RID=4XUS88EM01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=3308995&dopt=GenBank&RID=4XUS88EM01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=47227&dopt=GenBank&RID=4XUS88EM01S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=113196155&dopt=GenBank&RID=4XUS88EM01S&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=45421753&dopt=GenBank&RID=4XVFAYYE012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=18042154&dopt=GenBank&RID=4XVFAYYE012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4587114&dopt=GenBank&RID=4XVFAYYE012&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=114795204&dopt=GenBank&RID=4XVFAYYE012&log$=nucltop&blast_rank=4
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3.6. kitinaz A, B ve C Genlerinin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Sekans1 elde edilen klonlarin birer tanesinden kit kullanilarak plazmid DNA
izolasyonu yapildi. pPGEMT-Easy vektoriine klonlanmis kitinaz A, B ve C genleri ekspresyon
vektoriine aktarilmak lizere kitinaz A igin Ndel ve BamHI, kitinaz B i¢in Ndel ve Hindlll ve
kitinaz C i¢in Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve agaroz jel elektroforezine
tabi tutuldu (Sekil 6, 7, 8). Bu arada pET-28a(+) ekspresyon vektorii de ayni enzimler ile

kesildi. Restriksiyon enzimleri ile kesilmis vektor ve kitinaz genleri birbirine yapistirildi.

5000 <+«—— 5369 bp
3000 — <«—— 3015bp
1 —

500 el <———1500bp

1000 —

Sekil 6. Ndel ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilen pET-28a(+)
ve chiB’nin %1’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii (M: 1kb
DNA Ladder, 1: pET-28a(+)’'nin Ndel ve Hindlll kesim
sonucu, 2: pET-28a(+)’nin Hindlll ve Ndel kesim sonucu, 3:
chiB’nin HindlIll ve Ndel)
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e 5369 bp
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Sekil 7. Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen pET-

3015bp
1443bp

28a(+) ve chiA’nin %]1’lik agaroz jel elektroforezi
goriintiisiit (M: 1kb DNA Ladder, 1: chiA’nin BamHI ve
Ndel, 2: pET-28a(+)’nin Ndel ve BamHI kesim sonucu)

_ 5000
— L T ’

3000

> 1500

1000

Sekil 8. Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen pET-

28a(+) ve chiC’nin %]1’lik agaroz jel elektroforezi
gorintiisii ( 1: pET-28a(+) nin Ndel ve BamHI kesim
sonucu, 2: chiC’nin BamHI ve Ndel, M: 1kb DNA
Ladder)
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kitinaz genlerini yapistirdigimiz pET-28a(+) plazmidi elektrokompotent E.coli DH10p
konak hiicresine aktarildi. Elde edilen kolonilerden plazmid DNA’lar izole edildi. Bu
plazmidlerin kitinaz genlerini igerip icermedigi, kitinaz A ve C i¢in Ndel ve BamH], kitinaz B
icin ise Ndel ve Hindlll enzimleri ile kesilerek bakildi. kitinaz genlerini igeren plazmidler

secildi ve sonraki ¢aligmalarda kullanildi.

3.7. Protein Ekspresyonu ve SDS-PAGE Analizi

Protein ekspresyonu i¢in kitinaz genlerinin klonlandig1 pET-28a(+) vektori, E.coli
BL21(DE3) konak hiicresine aktarildi. Ayrica kontrol olarak kullanilmak iizere kitinaz
genlerini icermeyen pET-28a(+) vektorii de E.coli BL21(DE3) hiicresine aktarildi. kitinaz
genlerini klonladigimiz pET-28a(+) vektoriiniin transform edildigi E.coli BL21(DE3)
hiicrelerinden, sadece pET-28a(+) nin transfer edildigi E.coli BL21(DE3) hiicrelerinden ve
icerisinde plazmid bulunmayan E.coli BL21(DE3) hiicrelerinden protein ekspreslenerek SDS-
PAGE’de kullanilmak iizere izole edildi. Protein ekspresyonu 1mM IPTG ile indiiklenerek
yapildi ve ekspresyon 4 saat siireyle gerceklestirildi. Hazirlanan proteinler %10’luk SDS-
PAGE’de analiz edildi. SDS-PAGE analizi sonucunda, E.coli BL21 (DE3) hiicresinde
ekspreslenmis olan kitinaz A i¢in 57 kDa’luk, kitinaz B i¢in 53 kDa’luk ve kitinaz C i¢in ise
50 kDa’luk protein bantlar1 tespit edildi (Sekil 9, 10, 11).
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70kDa = “«—— 57kDa

50kDa —

Sekil 9. E.coli BL21(DE3)’de iiretilen kitinaz A genine ait SDS-
PAGE analizi. (M: Protein markir1 (Bio-Rad), 1: E.coli
BL21(DE3)’de IPTG ile indiiklenmis pET-28a(+)- chiA)
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53kDa
50kDa

35kDa

Sekil 10. E.coli BL21(DE3)’de {iretilen kitinaz B genine ait SDS-
PAGE analizi. (M: Protein Markir1 (Promega), 1: E.coli
BL21(DE3)’de IPTG ile indiiklenmis pET-28a(+)- chiB,

2: E.coli BL21(DE3)’de IPTG ile indiiklenmis pET-
28a(+), 3: E.coli BL21(DE3) hiicre proteinleri
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—— 50kDa

—— 35kDa

Sekil 11. E.coli BL21(DE3)’de iiretilen kitinaz C genine ait SDS-
PAGE analizi. (1: E.coli BL21(DE3) hiicre proteinleri, 2:
E.coli BL21(DE3)’de IPTG ile indiiklenmis pET-28a(+),
3: E.coli BL21(DE3)’de IPTG ile indiiklenmis pET-
28a(+)- chiC, M: Protein Markir1 (Promega))
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3.8. Kitinaz Enzimlerinin Optimum pH’larinin Belirlenmesi

pH’nin kitinaz aktivitesi iizerine etkisi pH 4,5 — 12,0 araligindaki tamponlarda
gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite dl¢climlerine gore pH-
Aktivite grafigi olusturuldu. Sekil 12°de goriildiigi tizere kitinaz B aktivitesi en yiiksek 9,0
pH’ya sahip tamponda gozlendi.

0,03
0,025 //\
0,02

0,015 1

0,01

0,005 /
A

11,5
12

10,5

Sekil 12. Kitinaz B enziminin farkli pH’lardaki aktivitesi

Sekil 13’de de goriildiigii gibi kitinaz C en yiiksek aktiviteyi pH 8,5 ta gosterdi.

0,03
0,025

0,02 /.\’\
0,015 *
0,01 —

0,005
0—0/‘
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Sekil 13. Kitinaz C enziminin farkli pH’lardaki aktivitesi
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3.9. Kitinaz Enzimlerinin Optimum Sicakhiklarinin Belirlenmesi

Kitinaz’m 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60°C’lerde aktiviteleri Olgiilerek enzimin
calismalarina sicakligin etkisi arastirildi ve sicaklik-aktivite grafigi olusturuldu. Kitinaz B
icin 35 °C’de sonug almirken (Sekil 14), kitinaz C i¢in 30-35 °C araliginda birbirine ¢cok yakin
degerler elde edildi. Bu nedenle daha dogru bir optimum sicaklik belirlemek i¢in deney 31,
32, 33 ve 34°C’lerde tekrarlandi. Bu sicakliklarda Olgiilen aktivitelere gore olusturulan
sicaklik-aktivite grafigi Sekil 15°de gosterildi. Sonug olarak kitinaz C enziminin optimum

sicaklig1 33°C olarak belirlendi.
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Sekil 14. Kitinaz B enzimine ait sicaklik grafigi
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Sekil 15. Kitinaz C enzimine ait sicaklik grafigi



4. TARTISMA

Bakteriler tarafindan iiretilen kitinazin bakterideki rolii, kitini karbon (C) ve enerji
kaynagi olarak kullanma amacimna yoneliktir (Roberts ve Selitrennikoffh, 1988; Leah vd.,
1995). Bakteriler arasinda Streptomyces (0zellikle S. griseus) Serratia, Aeromonas,
Chromobacterium, Photobacterium, Pseudomonas, Vibrio, Bacillus, Clostridium,
Arthrobacter, Nocardia, Chitinophaga, Cytophaga ve Lasobacter tiirleri potansiyel kitinaz
iireticileridirler (Thamthiankul vd., 2001; Okay, 2005; Kuzu, 2008).

Bakteriyel kitinazlar ile ilgili caligmalar-biyokimyasal 6zellikleri, bunlar1 kodlayan
genler, katalitik mekanizmalari, {i¢ boyutlu yapilart hizli bir sekilde ¢ogalmaktadir (Watanabe
vd., 1997). Bakteriyel kitinazlar en fazla Serratia cinsi bakterilerle ¢alisilmaktadir.

Literatiire bakildiginda bakteriyal kitinazlar arasinda birka¢ kitinaz genini bir arada
barmdiran birka¢ 6rnek bulunmaktadir. Literatiirde simdiye kadar tespit edilen bakteriyal
kitinazlar arasinda Bacillus circulans WL-12 susu kitinaz A, C ve D genlerini bir arada
bulunmaktadir (Alam vd., 1996). Serratia marcescens 2170 susunun kitinaz A, B ve C1
genlerini bir arada bulundurdugu tespit edilmistir (Suzuki vd. 2002).

Bu caligmada kullanilan Serratia marcescens Ha bakterisi diinya’da biiylik bir tarim
zararlis1 olan Helicoverpa armigera’dan izole edilmis ve kitinaz A, B ve C dejenerat
primerleri ile bu bakteri DNA’sindan kitinaz genleri gogaltilmistir.

Bu nedenle, entomopatojenik bir bakteri olan Serratia marcescens bakterisinin
oncelikle agar diflizyon metodu ile kitinaz aktivitesi gdzlemlendi. Icerdigi kitinaz genlerinin
tespit edilebilmesi i¢in dejenerat primerler dizayn edilerek PCR ile genler ¢ogaltilmis ve
pGEMT easy vektore klonlanmistir. Elde edilen dogru klonlar DNA dizin analizine
gonderilerek gelen sonuclar degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda genlerin tam
siras1 belirlenmis ve kitinaz A, B ve C genleri oldugu belirlenmistir. Bu sira literatiirde
bulunan diger kitinaz genleri ile karsilastirilmistir. Karsilastrma sonuglarina gore S.
marcescens Ha kitinaz A geni gen bankasindaki S.marcescens (BJL200) chiA genine %99,
Serratia marcescens Bnl0 endochitinase (chiA) genine %98, Serratia marcescens C8-8
susuna ait (chiA) genine %97 ve Serratia marcescens ATCC 990 (chiA) genine %96 oraninda
benzerlik gostermektedir. kitinaz B, gen bankasinda ki S.marcescens (BJL200) chiB genine
%97, Serratia marcescens chiB genine %95, Serratia marcescens chiB genine %95 ve

Serratia marcescens (chiB) genine %91 oraninda benzerlik gostermektedir. kitinaz C ise, gen
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bankasinda ki Serratia marcescens chiCl genine %98, Serratia marcescens (chiC) genine
%96, Serratia marcescens chiC genine %96 ve Serratia marcescens 141 susuna ait (chiC)
genine %95 oraninda benzerlik gostermektedir.

Su ana kadar farkli konaklardan izole edilen kitinaz genleri Escherischia coli’de ve
Bacillus thuringiensis’de ekspres edilmistir (Sitrit vd., 1995; Lonhienne vd., 2001).

Okay ve arkadaslar1 (2008) Serratia marcescens kitinaz A genini Bacillus
thuringiensis’ e aktarmuslar ve kitinaz geninin B. thuringiensis’de orijinal konagindan daha
fazla ekspres edildigini ayrica B. thuringiensis’de ki plazmid kararliliginin test edilen 240
generasyon siiresi boyunca devam ettigini gozlemlemisler.

Kolay calisilabilir olmasi, daha dnce yapilan ¢aligmalarda verimli sonuglar alinmasi ve
rahat elde edilebilmesi nedeniyle bu g¢alismada klonlama ve ekspresyon i¢in konak olarak
E.coli kullanilmistir.

Gergeklestirilen bu calismada, Serratia marcescens bakterisinin kitinaz A, B ve C
genleri tam olarak elde edildikten sonra genlerin ekspresyonu i¢in indiiklenebilir T7 RNA
polimeraz promotoru i¢eren pET-28a(+)’ya klonlanarak Escherichia coli BL21(DE3) konak
hiicresinde ekspres edilmislerdir. Ekspres edilen proteinlerin biiyiikliikkleri kitinaz A i¢in
yaklagik 57 kDa, kitinaz B i¢in yaklasik 53 kDa ve kitinaz C i¢in yaklasik 50 kDa civarinda
oldugu SDS-PAGE analizi ile belirlenmistir.

Elde edilen enzimlerin aktivite varligi tespit edildikten sonra ¢alistiklar1 uygun pH ve
sicakliklari tespit edildi. Kitinaz A’nin aktivitesi tespit edilemedi. SDS-PAGE sonucuna gore
bant goriilmesine ragmen, sinyal peptidinin bulunmasmdan dolay1 aktivite gézlenemedi. Okay
vd.’nin 2008 yilinda yaptiklar1 calismada kitinaz A genini sinyalli bir sekilde ekspres
etmislerdir. Fakat bunun i¢in rekombinant bir vektor kullanmiglardir. Diger bir ¢alismada ise
Bacillus licheniformis Al susunda bulunan kitinaz geni sinyalsiz bir sekilde cogaltilarak
sinyali bulunmayan bir vektérde ekspres edilmistir (Sandalli vd.,2008). Boylelikle enzim
hiicre icinde kalmis olup aktivitesine bu sekilde bakilabilir. Bundan yola c¢ikilarak yine
sinyalsiz sekilde ¢ogaltilan genin sinyalli bir vektorde de ekspres edilerek enzimin hiicre
disina atilmasi saglanabilir. Literatiire bakildiginda, yapilan g¢alismalara gore elimizdeki
klonun ve diger elde ettigimiz klonlarin sekanslar1 tekrardan yapilarak bir hata olup olmadig1
yeniden kontrol edilebilir. Sekans sonucuna gore, yeni bir klondan yeniden ekspresyon
caligmalarina devam edilerek bu enzimin de tanimlanmasi yapilabilir. Literatiirde oldugu gibi
sinyalsiz bir sekilde ¢ogaltilarak ve klonun sirasindan emin olunarak sinyal icermeyen bir

vektorde ekspresyonu gerceklestirilebilir.
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Diger enzimler ise, kitinaz B pH 9’da ve kitinaz C ise pH 8,5°da en iyi aktiviteyi
vermektedir. Lee vd. (2006) Bacillus sp. DAU101 susuna ait kitinazin pH=7,5 (nétral), Guo
vd. (2004) Aeromonas schubertii’den izole ettikleri kitinazin pH=4,8"de (asidik) maksimum
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Vaidya vd. (2003), Alcaligenes xylosoxoxydans Kitinaz1
ile caligmislar ve enzim pH=5,0"da optimum aktivite gdstermistir. Bushan ve Hoondal (1998)
Bacillus  kitinazlarinin  genis pH 7,5-9,0 araliginda optimum aktivite gosterdigini
bildirmiglerdir. Wiwat vd. (1999) Bacillus circulans No.4.1 susuna ait kitinazin pH=8,0’de
optimum aktivite gosterdigini, Alteromonas sp. O-7 susuna ait kitinazin benzer 6zellikler
gosterdigini (Tsujibo vd., 1992) bildirmislerdir. Yuli vd. (2004) Bacillus sp. 13,26 susuna ait
kitinazin notral pH’da optimum aktivite gdsterdigini ve Pseudomonas aeruginosa K-187
(Wang ve Chang, 1997) susuna ait kitinaza benzedigini bildirmislerdir. Beauveria
bassina’dan elde edilen kitinaz pH=9,2’de oldukca aktif olup (Suresh ve Chandrasekaran,
1999) bu calismada izole edilen kitinaz B optimum pH= 9,0’da aktivite gdstermektedir.
Watanabe vd. (1992) ve Yabuki vd.’ne gore (1986) pek ¢ok kitinazin asidik, Ohishi vd.
(1996) ve Ueda ve Arai’a gore (1992) pek cok kitinazin alkali oldugu, B. circulans No.4.1’in
(Wiwat vd., 1999) ve B. circulans WL-12’nin (Watanabe vd., 1992) alkali oldugu
saptanmustir. Alkali kitinazlar, B. thuringiensis temelli biyopestisid (lepidoptera larvalarinin
biyokontroliinde) iiretiminde olduk¢a kullanislt bir enzimdir Ciinkii lepidoptera larvalarmnin
bagirsaklar1 alkali pH’dadir (Berenbaum, 1980).

Enzimlerin calistigi uygun sicakliklara bakildiginda ise kitinaz B’nin 35 ve kitinaz
C’nin ise 33°C’de en iyi aktivite gosterdikleri goriilmektedir. Lee vd. (2006) Bacillus sp.
DAUI101 susundan izole ettikleri kitinazimn optimum sicaklik aktivitesini 60 °C, Vaidya vd.
(2003), Alcaligenes xylosoxoxydans kitinazi’nin 50 °C, Bushan ve Hoondal (1998) Bacillus
kitinazlarinin 45-55 °C’de optimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Wiwat vd. (1999)
Bacillus circulans No.4.1 susuna ait kitinazin 40 °C ve optimum aktivite gosterdigini,
Alteromonas sp. O-7 susuna ait kitinazin benzer 6zellikler gosterdigini (Tsujibo vd., 1992)
bildirmislerdir.

Yuli vd, (2004), Endonezya’nmn Tompaso sicak su kaynagindan kitinaz iireten bir
bakteri izole etmislerdir. I6SRNA sekans analizine gore; bu Gr (+), spor lireten, ¢gubuk sekilli,
bakteri Bacillus sp. 13.26 olarak adlandirilmistir. Bakteri %5°lik kitin iceren besiyerinde 72
saat 55 °C’de iretildiginde ekstraselliiler kitinaz liretmistir. Enzimi NH4SO4 (amonyum
stilfat) yontemi ile saflastirmiglar ve saf enzim molekiiler agirligt SDS-PAGE’de 60 kDa
olarak saptanmistir. Optimum sicaklik 60°C ve optimum pH 7.8 olarak bulunmustur. 70 °C 5



41

saat On inkiibasyondan sonra kitinaz aktivitesi korunmustur. Zimogram analizleri ile de
enzimin termal stabilitesi dogrulanmistir. 80 °C’de 1 saatlik inkiibasyondan sonra enzim
onemli derecede korunmustur.

Baz1 bitki biliylimesini tesvik edici bakterilerde kitinaz iiretmektedirler. Yapilan bir
calismada bitkiler bu suglarla muamele edilmis ve bitkilerin zararl bir mantar olan R. solani
ile enfeksiyondan korunduklar1 gozlenmistir. Bu denemede kitinaz negatif olarak kullanilan
susun fungal patojene karst herhangi bir koruma kapasitesi olmadigi belirlenmis ve fungal
patojene karsi aktif elementin kitinaz oldugu net bir sekilde anlasilmigtir. Boylece aktivitesi
ve molekiiler 6zellikleri amaca uygun olan bir kitinaz geni bitki biiyiimesini tesvik eden
bakterilere klonlanarak bitki gelisim ve korunmasini saglamaktadir (Radjacommare vd.,
2004).

Sonug olarak bocekten izole edilen bir bakteriden elde edilen enzimlerin bulunan
sicakliklarda en iyi aktivite gostermeleri beklenen bir durumdur. Aktivite gosterdikleri
pH’larn da bazik olmasi biyopestisid iiretiminde olduk¢a kullanisli enzimler oldugunu

gostermektedir.



5. SONUCLAR

Bu calisma sonucunda Helicoverpa armigera’dan izole edilen Serratia marcescens Ha
bakterisine ait kitinaz A, B ve C genlerinin klonlanmasi, karakterizasyonu, ekspresyonu ve
enzim aktivitesi ile enzim karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Serratia marcescens bakterisine ait kitinaz A, kitinaz B ve kitinaz C genleri, dizayn
edilen dejenerat primerler yardimiyla ¢ogaltildi ve pGEMT Easy klonlama vektoriine
klonlanarak baz dizilimi belirlendi. kitinaz A geni, 1692 bp biiylikligiinde olup 563 aa, kitinaz
B geni, 1500 bp biiyiikliglinde olup 499 aa, kitinaz C geni ise, 1443 bp biiyiikliiglinde olup
480 aa icermektedir.

Niikleotid sirasinin mevcut genlerle karsilagtirilmasi sonucunda kitinaz A geninin
S.marcescens (BJL200) chiA genine %99 oraninda, kitinaz B geninin S.marcescens (BJL200)
chiB genine %97 oraninda ve kitinaz C geninin de S.marcescens chiCIl genine %96 oraninda
benzer oldugu tespit edildi.

Genlerin ekspresyonunu saglamak i¢in Oncelikle bir ekspresyon vektorii olan pET-
28a(+)’ya klonland1 ve E.coli BL21(DE3) hiicresinde proteinlerin iiretimleri gergeklestirildi.
Daha sonra SDS-PAGE analizi yapilarak kitinaz A geni i¢in protein biiyiikliigiiniin yaklagik
57kDa’luk, kitinaz B igin protein biiyiikliigiiniin yaklasik 53 kDa ve kitinaz C i¢in de protein
biiyiikliigii yaklagik olarak 50 kDa oldugu gozlendi.

Elde edilen bu enzimlerin ¢alisabilecegi optimum pH ve sicaklik araliklarina bakildi ve
kitinaz B’nin pH 9°da, 35°C’de ve kitinaz C’nin pH 8,5’da 33°C’de en iyi aktivite
gosterdikleri tespit edildi.



6. ONERILER

Zararli boceklerle miicadelede kimyasal insektisitlere en iyi alternatif
biyoinsektisitlerdir. Bu anlamda biyolojik miicadele i¢in en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar
bakterilerdir.

Yillardan beri entomopatojenik bir bakteri olan Serratia marcescens iizerinde g¢ok
sayida arastrma yapilmis ve hala daha yapilmaktadwr. Boylece tarim alanlarinda ve
ormanlarda zarara yol agan bdcekler etkisiz hale getirilebilmektedir. Bu anlamda Serratia
marcescens bakterisinin ve bakteride bulunan kitinaz genlerinin molekiiler diizeyde
aydinlatilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Tanimlanamayan kitinaz A geninin yeniden sekansi
yapilabilir ve sekans sonucuna gore, yeni bir klondan yeniden ekspresyon galigsmalarma
devam edilerek bu enzimin de tanimlanmasi yapilabilir. Literatiirde oldugu gibi sinyalsiz bir
sekilde cogaltilarak ve klonun sirasindan emin olunarak sinyal icermeyen bir vektorde
ekspresyonu gerceklestirilebilir.  Bu c¢alismada molekiiler 6zellikleri belirlenen kitinaz
genleri, basta izole edilen konagi olan Helicoverpa armigera olmak tizere Lepidoptera grubu
zararhlar lizerinde ve Coleoptera gibi diger zararli gruplar iizerinde etkilerinin test edilmesi,
bocekler iizerindeki etkileri artirmak amaciyla yine bdcekler lizerinde etkili olan farkli
genlerle (cry genleri, cyt genleri ve kitinaz gibi) bir araya getirilerek flizyon protein
olusturulabilir. Literatiirde benzer ¢aligmalar bulunmakta olup bu sekilde bocekler tizerindeki
insektisidal aktiviteyi arttrmak ve boceklerin toksinlere olan direngliligini 6nlemek
amaglanmaktadir (Khasdan vd., 2007). Elde edilen enzimlerin karakterizasyonu daha ayrintili

bir bigimde yapilarak endiistriyel alanda kullanim i¢in gelistirilebilir.
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8. EKLER

AAG GCC AAT CCG CTC CGG CCG CAT GGC GGC CGC GGG AAT TCG ATT ATT
CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA GAT TGA ACG CTG GCG GCA GGC TTA ACA
CAT GCA AGT CGA GCG GTA GCA CAG GGG AGC TTG CTC CCT GGG TGA CGA
GCG GCG GAC GGG TGA GTA ATG TCT GGG AAA CTG CCT GAT GGA GGG GGA
TAA CTA CTG GAA ACG GTA GCT AAT ACC GCA TAA CGT CGC AAG ACC AAA
GAG GGG GAC CTT CGG GCC TCT TGC CAT CAG ATG TGC CCA GAT GGG ATT
AGC TAG TAG GTG GGG TAA TGG CTC ACC TAG GCG ACG ATC CCT AGC TGG
TCT GAG AGG ATG ACC AGC CAC ACT GGA ACT GAG ACA CGG TCC AGA CTC
CTA CGG GAG GCA GCA GTG GGG AAT ATT GCA CAA TGG GCG CAA GCC TGA
TGC AGC CAT GCC GCG TGT GTG AAG AAG GCC TTC GGG TTG TAA AGC ACT
TTC AGC GAG GAG GAA GGT GGT GAA CTT AAT ACG TTC ATC AAT TGA CGT
TAC TCG CAG AAG AAG CAC CGG CTA ACT CCG TGC CAG CAG CCG CGG TAA
TAC GGA GGG TGC AAG CGT TAA TCG GAA TTA CTG GGC GTA AAG CGC ACG
CAG GCG GTT TGT TAA GTC AGA TGT GAA ATC CCC GGG CTC AAC CTG GGA
ACT GCA TTT GAA ACT GGC AAG CTA GAG TCT CGT AGA GGG GGG TAG AAT
TCC AGG TGT AGC GGT GAA ATG CGT AGA GAT CTG GAG GAA TAC CGG TGG
CGA AGG CGG CCC CCT GGA CGA AGA CTG ACG CTC AGG TGC GAA AGC GTG
GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC TGG TAG TCC ACG CTG TAA ACG ATG
TCG ATT TGG AGG TTG TGC CCT TGA GGC GTG GCT TCC GGA GCT AAC GCG
TTA AAT CGA CCT CTG GGG AGT ACG GCC GCA AGG TTA AAA CTC AAA TGA
ATT GAC GGG GGC CCG CAC AAG CGG TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG ATG
CAA CGC GAA GAA CCT TAC CTA CTC TTG ACA TCC AGA GAA CTT AGC AGA
GAT GCT TTG GTG CCT TCG GGA ACT CTG AGA CAG GTG CTG CAT GGC TGT
CGT CAG CTC GTG TTG TGA AAT GTT GGG TTA AGT CCC GCA ACG AGC GCA
ACC CTT ATC CTT TGT TGC CAG CGG TTC GGC CGG GAA CTC AAA GGA GAC
TGC CAG TGA TAA ACT GGA GGA AGG TGG GGA TGA CGT CAA GTC ATC ATG
GTC CTT ACG AGT AGG GCT ACA CAC GTG CTA CAA TGG CGT ATA CAA AGA
GAA GCG ACC TCG CGA GAG CAA GCG GAC CTC ATA AAG TAC GTC GTA GTC
CGG ATT GGA GTC TGC AAC TCG ACT CCA TGA AGT CGG AAT CGC TAG TAA
TCG TAG ATC AGA ATG CTA CGG TGA ATA CGT TCC CGG GCC TTG TAC ACA
CCG CCC GTC ACA CGG TAC CAT AAT CAC TAG TGA ATT CGC GGC CGC CTG
CAG GTC GAC CAT ATG GAG AGC TCC CAA CGC GTG ATC AGCG

Ek Sekil 1. Serratia marcescens Ha bakterisine ait 16S rRNA dizin analizi sekans sonucu
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ATG CGC AAATTT AAT AAA CCG CTG TTG GCG CTG TTG ATC GGC AGC ACG
CTG TGT TCC GCG GCG CAG GCC GCC GCG CCG GGC AAG CCG ACC ATC GCC
TGG GGC AAC ACC AAG TTC GCC ATC GTT GAA GTT GAC CAG GCG GCT ACC
GCT TAT AAT AGT TTG GTG AAG GTA AAA AAT GCC GCC GAT GTT TCG GTC
TCC TGG AAT TTA TGG AAT GGC GAC ACC GGT ACG ACG GCA AAA GTT TTA
TTA AAT GGC AAA GAG GCG TGG AGC GGC CCG TCA ACC GGT TCT TCC GGT
ACG GCG AAT TTT AAA GTC AAT AAA GGC GGC CGT TAT CAA ATG CAG GTG
GCATTG TGC AAT GCC GAC GGC TGC AGC GCC AGC GAC GCC ACC GAA ATT
GTG GTG GCC GAC ACC GAC GGC AGC CAT TTG GCG CCG TTG AAA GAG CCG
CTG CTG GAA AAG AAT AAA CCG TAT AAA CAG AAC TCC GGC AAA GTC
GTC GGT TCT TAT TTC GTC GAG TGG GGC GTT TAC GGG CGC AAT TTC ACC
GTC GAC AAG ATC CCG GCG CAG AAC CTG ACC CAC CTG CTG TAC GGC TTT
ATC CCG ATC TGC GGC GGC AAC GGC ATC AAC GAC AGC CTG AAA GAG
ATC GAA GGC AGC TTC CAG GCG CTG CAG CGC TCC TGC CAG GGC CGC GAG
GAC TTC AAA GTC TCG ATC CAC GAT CCG TTC GCC GCG TTG CAA AAA GCG
CAG AAG GGC GTT ACC GCC TGG GAT GAC CCC TAC AAG GGC AACTTC GGC
CAG CTG ATG GCG CTG AAA CAG GCG CAT CCT GAC CTG AAA ATT CTG CCG
TCG ATC GGC GGT TGG ACG CTG TCC GAC CCG TTC TTC TTC ATG GGC GAT
AAG GTG AAG CGC GAT CGC TTC GTC GGT TCG GTG AAA GAG TTC CTG CTG
ACC TGG AAG TTC TTC GAT GGC GTG GAT ATC GAC TGG GAG TTC CCG GGC
GGC AAA GGC GCC AAC CCG AAC CTG GGC AGC CCG CAG GAC GGG GAA
ACC TAT GTG CTG CTG ATG AAG GAG CTG CGG GCG ATG CTG GAT CAG CTG
TCG GCG GAA ACT GGC CGC AAA TAT GAA CTG ACC TCC GCC ATC AGC GCC
GGC AAG GAC AAG ATC GAT AAG GTG GCT TAC AAC GTT GCG CAG AAC
TCG ATG GAT CAC ATC TTC CTG ATG AGC TAC GAC TTC TAT GGC GCC TTC
GAT CTG AAG AAC CTG GGG CAT CAG ACC GCG CTG AA TGC GCC GGC CTG
CAA GCC GGA CAC CGC TTA CAC CAC GGT GAA CGG CGT CAA TGC GCT GCT
GGC GCA GGG CGT CAA GCC GGG CAA GAT CGT GGT CGG CAC CGC CAT
GTA TGG CCG CGG CTG GAC CGG GGT GAA CGG CTA CCA GAA CAA CAT TCC
GTT CAC CGG TAC CGC CAC CGG GCC GGT CAA AGG CAC CTG GGAG AAC
GGC ATC GTG GAC TAC CGC CAA ATC GCC GGC CAG TTC ATG AGC GGC GAG
TGG CAG TAT ACC TAC GAC GCC ACG GCG GAA GCG CCT TAC GTG TTC AAA
CCT TCC ACC GGC GAT CTG ATC ACC TTC GAC GAT GCC CGC TCG GTG CAG
GCC AAA GGC AAG TAC GTG CTG GAT AAG CAG CTG GGC GGC CTG TTC TCC
TGG GAG ATC GAC GCG GAT AAC GGC GAT ATT CTC AAC AGC ATG AAC GCC
AGC CTG GGC AAT AGC GCC GGT GTT CCT TAA

Ek Sekil 2. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz A geninin DNA siras1 (1692bp)
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ATG TCC GCA CGC AAA GCG GTT ATT GGG TAT TAT TTT ATT CCA ACC AAC
CAA ATC AAT AAT TAC ACC GAG TCC GAT ACG TCC GTC GTG CCA TTC CCG
GTT TCC AAC ATT ACG CCG GCC AAA GCC AAA CAG CTG ACG CAC ATC AAC
TTC TCG TTC CTG GAT ATC AAC AGC AAC CTG GAA TGC GCC TGG GAT CCG
GCC ACC AAC GAC GCC AAG GCG CGC GAT GTG GTC AAC CGT CTG ACC GCG
CTC AAA GCG CAT AAC CCC AGC CTG CGC ATC ATG TTC TCC ATC GGC GGC
TGG TAC TAC TCC AAC GAT CTG GGC GTG TCG CAC GCC AAC TAC GTC AAT
GCG GTG AAA ACC CCG GCG TCG CGT ACC AAG TTC GCC CAA TCC TGC GTG
CGC ATC ATG AAG GAT TAC GGT TTC GAC GGC GTG GAC ATC GAC TGG GAA
TAC CCG CAG GCG GCG GAA GTG GAC GGC TTC ATC GCC GCG CTG CAA
GAG ATC CGC ACC CTG CTG AAT CAG CAA ACC GTC GCC GAC GGC CGC CAG
GCG TTG CCG TAC CAG TTG ACC ATC GCC GGC GCC GGC GGC GCC TTC TTC
CTG TCG CGC TAT TAC AGC AAG CTG GCG CAG ATC GTC GCG CCG CTC GAT
TAC ATC AAC CTG ATG ACC TAC GAT CTG GCC GGC CCC TGG GAG AAG GTA
ACC AAC CAC CAG GCG GCG CTG TTC GGC GAT GCG GCC GGG CCG ACCTTC
TAC AAC GCG CTG CGC GAA GCC AAC CTG GGC TGG AGC TGG GAA GAG
CTG ACC CGC GCC TTC CCC AGC CCG TTC AGC CTG ACG GTC GAC GCC GCC
GTG CAG CAG CAC CTG ATG ATG GAA GGC GTG CCG AGC GCC AAA ATC
GTG ATG GGC GTG CCC TTC TAC GGC CGC GCC TTC AAG GGC GTC AGC GGC
GGC AAC GGT GGG CAA TAC AGC AGC CAC AGC ACG CCG GGC GAA GAT
CCG TAT CCG AGC ACC GAC TAC TGG TTG GTG GGC TGT GAA GAG TGC GTG
CGC GAC AAG GAT CCG CGC ATC GCC TCC TAT CGC CAG CTG GAG CAG ATG
CTA CAG GGC AAC TAC GGC TAT CAG CGG CTG TGG AAC GAC AAG ACC
AAA ACG CCT TAT CTG TAT CAT GCG CAG AAC GGG CTG TTC GTC ACC TAT
GAC GAT GCC GAG AGC TTC AAA TAC AAA GCG AAA TAC ATC AAG CAG
CAG CAA CTG GGC GGC GTG ATG TTC TGG CAT CTG GGT CAA GAC AAC CGC
AAC GGC GAT CTG CTG GCC GCG CTG GAT CGC TAT TTC AAC GCC GCG GAC
TAC GAC GAC AGC CAG CTG GAT ATG GGC ACC GGG CTG CGC TAC ACC GGC
GTC GGC CCC GGC AAC CTG CCT ATC ATG ACC GCG CCG GCC TAT GTG CCG
GGC ACC ACT TAC GCG CAG GGC GCG CTG GTG TCC TAC CAG GGC TAC GTC
TGG CAG ACC AAG TGG GGG TAC ATC ACC TCT GCG CCG GGT TCA GAC AGC
GCC TGG CTG AAA GTG GGC CGC CTA GCATAA

Ek Sekil 3. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz B geninin DNA siras1 (1500bp)
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ATG AGC ACA AAT AAC ATT ATT AAT GCC GTC GCC GCC GAT GAC GCG GCC
ATT ATG CCG TCT ATC GCC AAT AAA AAG ATC CTG ATG GGT TTC TGG CAC
AAC TGG GCC GCC GGC GCC AGT GAC GGC TAC CAG CAA GGG CAG TTC
GCC AAT ATG AAC CTG ACC GAC ATT CCC GCC GAA TAC AAC GTG GTG GCC
GTC GCC TTT ATG AAA GGC CAG GGC ATC CCG ACT TTC AAG CCT TAC AAC
CTG TCC GAC ACC GAG TTC CGC CGC CAG GTG GGC GTG CTG AAC AGC CAG
GGC CGC GCG GTG CTG ATC TCC CTC GGC GGC GCA GAC GCG CAT ATC GAG
CTG AAA ACC GGC GAC GAA GAC AAG CTG AAA GAC GAG ATT ATT CGC
CTG GTG GAA GTC TAT GGC TTC GAC GGC CTG GAT ATC GAT CTG GAA CAG
GCG GCG ATC GGC GCC GCC AAT AAT AAA ACC GTC TTG CCT GCG GCG TTG
AAA AAA GTA AAA GAC CAT TAC GCC GCG CAG GGA AAA AAC TTT ATT
ATC AGC ATG GCG CCG GAA TTC CCG TAT TTA CGC ACC AAC GGC ATC TAC
CTG GAT TAT ATT AAT GCC CTC GAA GGC TAT TAC GAC TTT ATC GCG CCG
CAA TAT TAT AAC CAG GGC GGC GAC GGT ATT TGG GTG GAT GAA CTC AAT
GCC TGG ATC ACG CAG AAT AAC GAC GCC ATG AAA GAG GACTTC CTC TAC
TAC CTG ACG GAA AGC CTG GTC ACC GGC ACC CGC GGC TAT GCG AAG ATC
CCG GCG GCG AAA TTC GTC ATC GGC CTG CCA AGC AAC AAC GAT GCC GCC
GCC ACT GGC TAC GTG ATC GAC AAA CAG GCG GTG TAT AAC GCT TTC TCG
CGT CTC GAC GCC AAA AAC CTG TCG ATC AAG GGC CTG ATG ACC TGG TCA
ATC AAC TGG GAC AAC GGC AAG AGC AAA GCC GGC GTC GCC TAC AAT
TGG GAG TTC AAA ACC CGC TAT GCG CCG CTG ATT CAG GGC GGC GTC ACC
CCA CCG CCG GGA AAG CCT AAT GCG CCG ACG GCG CTG ACG GTC GCC
GAG CTG GGC GCC ACC TCG CTG AAA CTG AGC TGG GCC GCC GCC ACC GGC
GCT TTC CCG ATC GCC AGT TAC ACC GTC TAC CGC AAC GGC AAC CCG ATC
GGC CAG ACC GCC GGT CTG TCG CTG GCC GAC GGC GGT CTG ACG CCG GCG
ACC CAG TAC AGC TAC TTC GTT ACC GCG ACC GAT AGC CAG GGC AAT ACC
TCG CTG CCG AGC AGC GCG CTG GCG GTC AAA ACC GCC AAC GAC GGC
ACG CCG CCC GAT CCG GGG GCG CCC GAG TGG CAG AAC AAC CAC AGT
TAC AAG GCT GGC GAC GTG GTG AGC TAT AAA GGC AAG AAA TAT ACC TGT
ATC CAG GCG CAC ACC TCC AAC GCC GGC TGG ACG CCG GAC GCC GCCTTC
ACC CTG TGG CAG CTC ATC GCC TAA

Ek Sekil 3. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz C geninin DNA siras1 (1443bp)
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MRKFNKPLLALLIGSTLCSAAQAAAPGKPTIAWGNTKFAIVEVDQAATAYNSLVKVK
NAADVSVSWNLWNGDTGTTAKVLLNGKEAWSGPSTGSSGTANFKVNKGGRYQMQ
VALCNADGCSASDATEIVVADTDGSHLAPLKEPLLEKNKPYKQNSGKVVGSYFVEW
GVYGRNFTVDKIPAQNLTHLLYGFIPICGGNGINDSLKEIEGSFQALQRSCQGREDFKV
SIHDPFAALQKAQKGVTAWDDPYKGNFGQLMALKQAHPDLKILPSIGGWTLSDPFFF
MGDKVKRDRFVGSVKEFLLTWKFFDGVDIDWEFPGGKGANPNLGSPQDGETYVLL
MKELRAMLDQLSAETGRKYELTSAISAGKDKIDKVAYNVAQNSMDHIFLMSYDFYG
AFDLKNLGHQTALNAPACKPDTAYTTVNGVNALLAQGVKPGKIVVGTAMYGRGWT
GVNGYQNNIPFTGTATGPVKGTWENGIVDYRQIAGQFMSGEWQYTYDATAEAPY VF
KPSTGDLITFDDARSVQAKGKYVLDKQLGGLFSWEIDADNGDILNSMNASLGNSAG
VP.

Ek Sekil 5. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz A geninin aa siras1 (563)

MSARKAVIGYYFIPTNQINNYTESDTSVVPFPVSNITPAKAKQLTHINFSFLDINSNLEC
AWDPATNDAKARDVVNRLTALKAHNPSLRIMFSIGGWYYSNDLGVSHANYVNAVK
TPASRTKFAQSCVRIMKDYGFDGVDIDWEYPQAAEVDGFIAALQEIRTLLNQQTVAD
GRQALPYQLTIAGAGGAFFLSRYYSKLAQIVAPLDYINLMTYDLAGPWEKVTNHQA
ALFGDAAGPTFYNALREANLGWSWEELTRAFPSPFSLTVDAAVQQHLMMEGVPSAK
IVMGVPFYGRAFKGVSGGNGGQYSSHSTPGEDPYPSTDYWLVGCEECVRDKDPRIAS
YRQLEQMLQGNYGYQRLWNDKTKTPYLYHAQNGLFVTYDDAESFKYKAKYIKQQ
QLGGVMFWHLGQDNRNGDLLAALDRYFNAADYDDSQLDMGTGLRYTGVGPGNLPI
MTAPAYVPGTTYAQGALVSYQGYVWQTKWGYITSAPGSDSAWLKVGRLA.

Ek Sekil 6. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz B geninin aa siras1 (499)

MSTNNIINAVAADDAAIMPSIANKKILMGFWHNWAAGASDGYQQGQFANMNLTDIP
AEYNVVAVAFMKGQGIPTFKPYNLSDTEFRRQVGVLNSQGRAVLISLGGADAHIELK
TGDEDKLKDEIIRLVEVYGFDGLDIDLEQAAIGAANNKTVLPAALKKVKDHYAAQG
KNFIISMAPEFPYLRTNGIYLDYINALEGYYDFIAPQYYNQGGDGIWVDELNAWITQN
NDAMKEDFLYYLTESLVTGTRGYAKIPAAKFVIGLPSNNDAAATGYVIDKQAVYNA
FSRLDAKNLSIKGLMTWSINWDNGKSKAGVAYNWEFKTRYAPLIQGGVTPPPGKPN
APTALTVAELGATSLKLSWAAATGAFPIASYTVYRNGNPIGQTAGLSLADGGLTPAT
QYSYFVTATDSQGNTSLPSSALAVKTANDGTPPDPGAPEWQNNHSYKAGDVVSYKG
KKYTCIQAHTSNAGWTPDAAFTLWQLIA.

Ek Sekil 7. Serratia marcescens Ha bakterisine ait kitinaz C geninin aa siras1 (480)
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